Ubersicht tiber die bestimmten Réntgenstrukturen

4 Rontgenstrukturanalysen

4.1 Ubersicht iiber die bestimmten Réntgenstrukturen

Im Rahmen dieser Arbeit konnten insgesamt flnf Kristallstrukturen gelést werden. Hiervon
werden die drei Strukturen, die mit den disulfidverbriickten Proteinen erhalten wurden, in
den folgenden Abschnitten besprochen. Die Abbildung 11 zeigt den Ansatz fiir die Einflh-
rung der Disulfidbriicken. Hierbei dienten die am meisten gedffnete (1hp1) und die am
meisten geschlossene (1hpu C) Struktur des Wildtyp-Proteins als Modell. In der Abbildung
sind diese Strukturen sowohl N- als auch C-terminal tberlagert und die theoretischen Po-
sitionen der Disulfidbriicken sind eingezeichnet. Ziel war es, durch experimentelle Einflih-
rung von Disulfidbricken diese Konformationen, die im Folgenden auch Zielstrukturen
genannt werden, zu fixieren.

Zwei weitere Strukturen, eine Kokristallisation mit Ap3A und eine Mutation des aktiven
Zentrums (His-117—Ala), wurden noch nicht vollstandig verfeinert und werden in dieser
Arbeit nicht naher besprochen. Diese beiden Strukturen bieten jedoch interessante Mog-
lichkeiten zur Weiterarbeit. Die Struktur mit Ap3A ist insofern interessant, als dass sie un-
ter den gleichen Bedingungen gewonnen wurde wie die Kristallstruktur 1ho5, jedoch
andere Zellparameter aufweist, da das grol’e Substrat eine Konformationsanderung der
C-terminalen Doméne verursacht. Die Struktur mit der Mutation im aktiven Zentrum ist
eine intermedidre Konformation mit einem sehr hohen Anteil an Schlielfbewegung. Hier ist
es sehr interessant herauszufinden, ob diese ungewohnliche Konformation von der
Punktmutation im aktiven Zentrum hervorgerufen wird oder ein tatsachliches Energiemi-
nimum darstellt, das auch das Wildtyp-Protein einnehmen kann.

In Tabelle 5 sind alle bisher bestimmten Rontgenstrukturen der 5'-NT hinsichtlich der Ro-
tation der C-terminalen Domane, ihrer Raumgruppe und ihrer Zellparameter zusammen-
gefasst.
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Abbildung 11. Einfihrung der Disulfidquervernetzung (stereo). Die am meisten geschlossene
Konformation des Wildtyp-Proteins (1hpu Kette C) diente als Modell fiir die Domanenverbrickung
in der geschlossenen Form (blau) und die am meisten offene Konformation des Wildtyp-Proteins
(1hp1) diente als Modell fiir die Domanenquervernetzung in der offenen Form (rot). Die beiden Mo-
lekiile sind einmal N-terminal (A) und einmal C-terminal iberlagert (B). Die Cysteine sind model-
liert, die Briicke fir die offene Konformation ist als Kalottenmodell in griin dargestellt und fiir die
geschlossene Konformation in gelb. Zur Orientierung sind in Abbildung A noch ein Substrat, das in
der offenen Konformation gebunden ist (ebenfalls griin) und ein Inhibitor, der in der geschlossenen
Konformation gebunden ist (ebenfalls gelb) sowie die Metallionen im aktiven Zentrum eingezeich-
net.

52



Ubersicht tiber die bestimmten Réntgenstrukturen

Tabelle 5. Ubersicht iiber die bestimmten Réntgenstrukturen der 5'-NT.

Kristall- Domanen- Raum- .
Bemerkung . Zellkonstanten in A PDB-ID
form rotation gruppe
[ - 96,7° P4,2,2 a=83,6; c=181,6 1ush
I-ATP ATP 96,7° P4,2,2 1hp1
191,2°, =93,2; b=116,3;
I ; @ P2,2:2, @ 2ush
b:90,3° c=132,8
i Adenosin a:2,8", P2,2,2 a=09.9: b=T5 7 hos
i
b:3,9° o c=221,7;
700 a=89,6 b=90.1
v AMPCP 228,4; :0° P1 0=964 1h
o8 e a=110,7°, P
d:5,4°
p=106,4°, v=107,7°
disulfidverbrickt
SP-| offen, S228C, 96,0° P4,2,2 a=83,13; c=180,66  1pe1
P513C
disulfidverbriickt a:91.2- a=80,49; b=93,70
SP-I| offen, S228C, b:87 7 ’ P2, c=82,90; a=90; 10d1
P513C o p=97,71
disulfi tick
isulfidverbrickt 2:43.2: .
PL geschlossen, b:44.3 P4,2.2 a=97,68, c=312,05 10i8
P90C, L424C Y
2+
5.NT-  AP3A ohneMe™, .7 5. . a=63,36, b=94,19;
Ap3A S.truktur.noch nicht fer- b:9,2 14141 c=226.16
tig verfeinert
a:29,3; a=230,87;
HA H1 17A,. StruktL‘Jr noch 2,22, )
nicht fertig verfeinert b:36,4 b=102,60; c=52,38

* Struktur 1hpu Kette C wurde = 0° gesetzt
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Ein wichtiger Teil der Analyse stutzt sich auf die Berechnung der Rotationsachsen zwi-
schen einem gegebenen Konformerenpaar. Wie in dem Methoden-Abschnitt beschrieben
wurde hierfir das Programm DYNDOM verwendet. In der Tabelle 6 sind die Ergebnisse
aller Berechnungen, die in den einzelnen Abbildungen der kommenden Abschnitte wie-
dergegeben sind zusammengefasst und mit weiterreichenden Angaben Uber die Kriim-
mungsreste, der Translationskomponente und dem Schlief3anteil versehen. Auch sind in
dieser Tabelle die Daten der hier nicht weiter besprochenen Strukturen HA und Ap3A mit
aufgelistet.

Tabelle 6. Zusammenfassung der Konformerenanalyse nach DYNDOM.

Rotationspaar Rotationswinkel (°)  Translation (A) SchlieRanteil (%) Kriimmungsreste

SP-II B - SP-I 1,5 0,3 99,4 360-361
SP-II B - 1hp1 12,2 0,4 99,8 360-361
SP-1I B - SP-Il A 7.1 0,2 86,3 360-361
1hpu C - 1hp1 96,7 -0,2 65,8 354-363
1hpu C - SP-I 96 0,4 65,5 354-363
SP-Il A - 1hpu C 91,2 -0,6 63,5 354-363
SP-Il A - SP-I 5,1 0 85,7 361-362
SP-Il A - 1hp1 6,0 0,1 85,6 360-361
1hpu C - PL A 432 0,4 37,9 354-363
SP-1-PLA 55,5 1,2 78,6 355-363
PLB- 1hpu C 44,3 0,2 34,7 354-364
PL B - SP-| 54,1 -1 74,3 356-363
SP-1I B - 1hpu C 87,7 1,1 59,8 354-361
PL A - SP-| 55,5 1,2 74,9 355-363
SP-II B - 1hpu C 87,7 1,1 57,9 354-361
Ap3A A - 1hpu C 7,2 -0,1 53,1 355-362
Ap3A A - 1hp1 89,8 0,3 68,5 354-360
Ap3A B - 1hpu C 9,2 0,0 54,9 354-361
Ap3A B - 1hp1 88,0 0,3 67,6 354-361
HA A - 1hpu C 29,3 1,1 95,3 354-359
HA A - 1hp1 74.4 0,2 52,4 356-366
HA B - 1hpuC 36,4 1,3 94,6 351-361
HA B - 1hp1 69,7 0,3 50,0 353-364
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Die tetragonale Kristallform: SP-I

4.2 Strukturen des disulfidverbriickten Enzyms 5-NT-SP

Die Doppelmutante S228C, P513C konnte in zwei unterschiedlichen Kristallformen ge-
wonnen werden: Eine tetragonale Kristallform mit einem Molekdl in der asymmetrischen
Einheit und eine monokline Kristallform mit zwei Molekilen in der asymmetrischen Ein-
heit. Da sich die Strukturen beider Kristallformen deutlich voneinander unterscheiden,
werden sie separat voneinander besprochen.

4.2.1 Die tetragonale Kristallform: SP-I|

Die tetragonalen Kristalle der Doppelmutante S228C, P513C wurden an der Heimanode
vermessen. Versuche, einen Datensatz an der an der Messstation ID14 am ESRF in Gre-
noble zu sammeln waren erfolglos, da der Kristall schon nach wenigen Bildern nicht mehr
streute, wobei insgesamt drei verschiedene Kristalle getestet wurden. Hier lag die Vermu-
tung nahe, dass Strahlenschaden zum Verlust des Streuvermdgens gefiihrt haben. Es ist
bekannt, dass sich an Disulfidbindungen als erstes Strahlenschaden bemerkbar machen
(Ravelli und McSweeney, 2000). Hinzu kommt, dass in der SP-Mutante die eingefiihrte
Disulfidbriicke stark wasserexponiert liegt, so dass Radikale hier schnell angreifen kénnen
(Welik et al., 2000).

An der Heimanode lieR sich ein Datensatz bis 2.3 A Auflasung sammeln. Die Statistik der
Datensammlung ist in Tabelle 7 zusammengefasst.
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Tabelle 7. Kristallographische Datensammlung der Kristallform SP-I. Angaben in Klammern bezie-
hen sich jeweils auf die Daten in der héchsten Aufldsungsschale (2,41-2,33 A).

Temperatur (K) 100
Wellenlange (A) 1,54179
Oszillationwinkel 0,3°
Rotationswinkel 111,9°
Raumgruppe P4,2,2
a=83,13
Zellkonstanten (A) b=83,13
c=180,66
Mosaizitat 0,49
Molekile/AU 1
Aufldsungsbereich (A)  20-2,3
Unabhangige Reflexe 193519
Vollstandigkeit (%) 99,7 (100)
Reym(%)? 6,6 (16,5)
Redundanz 6,96 (6,84)
I/o (1) 28,4 (11,8)

4.2.1.1 Molekularer Ersatz

Das Phasenproblem konnte Uber die Methode des Molekularen Ersatzes geldst werden.
Die Indizierung und Skalierung der gemessenen Reflexe ergab ein tetragonales Kristall-
system mit der Laue-Klasse 4/mmm. Eine systematische Ausloschung entlang h0O lie3
die Moglichkeiten P42,2, P4,2.2, P4,2,2 und P43;2,2 offen. Berechnung des Matthews-
Koeffizienten Vm ergab unter der Annahme, dass sich genau ein Molekil in der Einheits-
zelle befindet den Wert 2,6, woraus sich ein realistischer Solvensgehalt von 54,3 % er-
rechnet (Molekulargewicht 59,2 kDa).

Als Suchmodell fiir den molekularen Ersatz wurde die Struktur 1hp1, die auch als Modell
fur die Einfuhrung der Disulfidbriicke diente, verwendet. Der molekulare Ersatz wurde mit
Hilfe des Programms MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) durchgeflhrt. Die Rotations-
suche ergab eine erhabene Lésung mit 11,05 Uber o, was dem 2,5-fachen Wert der
nachstfolgenden Lésung entsprach. Die Translationssuche wurde in allen noch in Frage
kommenden Raumgruppen durchgefiihrt, wobei die Raumgruppe P442,2 mit 115,2 Gber
Oms, €inem kristallographischen R-Wert von 34% und einer Korrelation von 69% sich als
die korrekte Losung herausstellte.
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4.2.1.2 Kristallographische Verfeinerung und Modellbau

Das mittels MOLREP bestimmte Strukturmodell konnte durch eine Starre-Korper-
Verfeinerung mit dem Programm Refmac (Murshudov et al., 1997) weiter verbessert wer-
den. Zusammen mit einem ersten Verfeinerungszyklus (Minimierung und Temperaturfak-
tor-Verfeinerung) unter Beachtung der geometrischen Randbedingungen wurde eine
weitere Verbesserung des R-Wertes auf 25,64/28,66 (R/Ry.e) erzielt. Die (Fo-Fc) Diffe-
renz- und (2Fo-Fc)-Elektronendichtekarten wurden mit den Phasen des mittels MOLREP
bestimmten Strukturmodells berechnet und in das Programm O eingelesen. Die Reste Ser
228 und Pro 513 wurden manuell in O zu Cysteinen ausgetauscht.

Zwischen diesen beiden Cysteinen war noch deutlich Dichte zu erkennen, die die beiden
Reste miteinander verband. Auch zeigte sich, dass noch Restdichte im Schlaufenbereich
321-332 vorhanden war, der in der Struktur 1ush fehlte. AuRerdem war noch starke Dich-
te im aktiven Zentrum zu sehen, die nicht mit dem Vorhandensein von Wassermolekiilen
erklart werden konnte. Die stark ausgepragte Koordinationssphare lief3 darauf schlie3en,
dass hier ein Metallion gebunden hat. Da keine Metallionen dem Kristallisationsansatz
zugesetzt worden waren, wurde vermutet, dass es sich hierbei um ein Ni?* lon handelt,
das noch von der Aufreinigung ber die Metall-Chelat-Saule stammt. Spater konnte ge-
zeigt werden, dass das Metallion Zn?* ist, das noch aus dem Medium aufgenommen
stammen musste (vgl. Abschnitt 3.1.3).

Im Folgenden wurde alternierend mit dem Programmpaket CNS (Brunger et al., 1998) das
Modell verfeinert und manuell gebaut. Bei der Verfeinerung wurde nach dem im Abschnitt
2.4 beschriebenen Verfahren vorgegangen. Am Ende der Verfeinerung lagen die R-Werte
bei 18,6 bzw. 23,8 %. Neben den Proteinatomen wurden 389 Wassermolekiile und 1 Zn?*
lon verfeinert. Im Vergleich zu der bekannten Struktur 1hp1 konnte noch der Rest GIn-550
gebaut werden, der Glutamat-Rest 551 und die Histidin-Reste 552-557 wurden hingegen
nicht gefunden. Vom fehlenden Schlaufenbereich 321-332 konnten die Reste 322, 323,
330, 331 gebaut werden, hierzu wurde neben dem gewdhnlichen Verfeinerungsprotokoll
auch die Methode des simulierten Aufheizens und Abkihlens dieses Bereiches mit dem
Programm CNS verwendet. Der Rest der Schlaufe war auch in dieser Struktur ungeord-
net. Das Ergebnis der Verfeinerung ist in Tabelle 8 zusammengefasst. Es wurden insge-
samt 4439 Atome mit jeweils vier (X, y, z, B) Freiheitsgraden verfeinert, anschliefsend
wurde noch eine TLS-Verfeinerung durchgefiihrt (vgl. hierzu Abschnitt 4.4.2)

In der Kristallstruktur liegen bis auf drei Ausnahmen (GIn-161, His-252, His-289) alle
phi/psi-Winkelpaare in den energetisch bevorzugten oder erlaubten Regionen des Rama-
chandran Diagramms. Dies entspricht dem Ergebnis der 1hp1 Struktur, nur dass GIn-161
ein wenig unglnstigere Torsionswinkel eingenommen hat und so von einer erlaubten in
die unerlaubte Region gerutscht ist.

57



Roéntgenstrukturanalysen

Tabelle 8. Verfeinerungsstatistik des Datensatzes SP-I. Fur die Berechnung des freien R-Wertes
wurden 5% der Reflexe verwendet. Daten nach TLS-Verfeinerung. Das Ramachandran-Diagramm
wurde mit dem Programm ProCheck erstellt (Laskowski et al. 1993).

Auflésungsbereich (A) 20,0-2,3
R-Faktor 16,8
freier R-Wert 22,0
Proteinatome 4048
Wassermolekile 389
Standardabweichung (RMSD)
Bindungslange (A) 0,024
Bindungswinkel (°) 1,74
Durchschnittlicher B-Wert (A?%) 32,0
Hauptketten 30,4
Seitenketten 32,5
Zn** 44,8
Wasser 39,4
Ramachandran Diagramm (% aller Aminosaurereste)
In bevorzugten Regionen 89,6
In erlaubten Regionen 9,3
In groRRzligig erlaubten 0.5
Regionen '
In unerlaubten Regionen 0,7

4.2.1.3 Strukturbeschreibung

Disulfidbriicke

Bereits wahrend der Bakterienanzucht der Uberexpressionskonstrukte lieR sich nach Zu-
gabe von DTT erhohte Aktivitat der 5'-NT feststellen. Dies deutet darauf hin, dass die
Cysteine spontan in vivo oxidieren. Beim gereinigten Protein lie} sich die oxidierte Form
von der reduzierten Form durch den Ellmans Test Uberprifen (s. Abschnitt 3.1.3), wobei
gezeigt werden konnte, dass samtliche Cysteine oxidiert vorlagen. Auch in der ersten
Elektronendichtekarte, die noch mit dem nativen Suchmodell errechnet wurde, liel3 sich
Restedichte zwischen den Aminosaureseitenketten Ser-228 und Pro-513, die zu Cystein
mutiert worden sind, erkennen, so dass die Disulfidbriicke problemlos in die Dichte einge-
passt werden konnte (Abbildung 12).
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Lys=512

Abbildung 12. Stereoabbildung der Disulfidbriicke in der Struktur SP-I. 2Fo-Fc Elektronendichtekar-
te um die Disulfidbindung. Die Berechnung der Elektronendichte erfolgte unter Auslassung aller
gezeigten Reste.

Die Elektronendichte zeigt keinerlei Strahlenschaden, wie sie haufig — auch bei Tieftem-
peraturmessungen — bei Disulfidbriicken beobachtet wird (Ravelli und McSweeney, 2000).
Auch deutet die Dichte nicht auf eine Mischform zwischen oxidierten und reduzierten
Cysteinen hin, wie sie etwa Ivens et al. gefunden haben (lvens et al., 2002). Die Disul-
fidbricke nimmt eine rechtshandige Konformation ein, wie es von dem Programm
SSBond (Hazes und Dijkstra) vorausgesagt wurde. Die tatsachliche Geometrie der Disul-
fidbriicke ist sogar etwas ginstiger als die berechnete, was vor allem bei einem Vergleich
der y3-Torsionswinkel deutlich wird, der in der Mutante mit 108,2° naher dem idealen
Wert von 90° entspricht (Thornton, 1981) als in der Vorhersage (127,6°). Im Abschnitt 4.5
wird die Geometrie der eingebauten Disulfidbricken ausfuhrlich diskutiert.

Enzymkonformation

Bereits die Datensammlung und die Strukturldsung zeigen, dass die dreidimensionale
Struktur des SP-I sehr ahnlich zu der des Wildtyp-Proteins in der offenen Form (1hp1)
sein muss. Anders ware die identische Kristallform nicht zu erklaren. Daraus Iasst sich
auch ableiten, dass die Stellung der C-terminalen Doméane bezlglich der N-terminalen
Domane zwischen der SP-I Struktur und der Zielstruktur nahezu identisch sein missen.
Dies zeigt auch eine Berechnung der Rotationwinkel. In Abbildung 13 ist ein Vergleich der
Struktur SP-I mit den am weitesten geodffneten (1hp1, Zielstruktur) und geschlossenen
(1hpu, Kette C) nativen Strukturen dargestellt.

Der Rotationswinkel zwischen der Struktur 1hp1 und der Struktur SP-I betragt nur 0,9°.
Auch der Unterschied zwischen den offenen Strukturen (1hp1 und SP-I) und der ge-
schlossenen Struktur (1Thpu Kette C) zeigt, dass nur ein geringer Unterschied zwischen
der offenen Konformation des Wildtyp-Proteins (96,7°) und der der fixierten Mutante
(96,0°) besteht. Die Rotationsachsen zwischen der Drehung der beiden offenen Konfor-
mationen und der geschlossenen Konformation liegen exakt tibereinander (Abbildung 13
A), so dass hier von einer identischen Bewegung ausgegangen werden muss.
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Abbildung 13. Rotationswinkel zwischen SP-I (B) und den nativen Strukturen 1hp1 (C) und 1hpu C
(A). Die N-terminalen Doménen sind jeweils in grau dargestellt. Der Ubergang zu den farblich mar-
kierten C-terminalen Domanen ist jeweils bei Rest 355. Die Metallionen, des aktiven Zentrums sind
in magenta gezeichnet. Die Rotationsachsen fiir die Ubergénge zwischen der geschlossenen und
den beiden offenen Konformationen sind als Pfeile dargestellt: Zwischen 1hpu C und 1hp1 in gelb
und zwischen 1hpu C und SP-I in griin. Um der Rotationsbewegung folgen zu kénnen, sind die
Reste Arg-375 und Phe-498 der Substratbindungsstelle in blau fiir alle drei Strukturen eingezeich-
net. Die Rotationswinkel zwischen den jeweiligen Molekulen sind auf den entsprechenden Pfeilen
markiert. Die eingebaute Disulfidbindung ist in rot eingezeichnet.
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Temperaturfaktoren

Disulfidbriicken werden sehr haufig eingebaut, um Konformationen im Protein zu stabili-
sieren (Fontana, 1991). Es wurde daher vermutet, dass die Cystinquervernetzung zu ei-
ner veranderten Beweglichkeit im Protein fuhrt, die sich kristallographisch haufig durch die
Temperaturfaktoren (B-Faktoren) bemerkbar macht, da diese (iber die Beziehung

2 2
(Formel 8) B=8z"-<u” >

mit der mittleren quadratischen Atombewegung u? verbunden ist. Da die Strukturen 1hp1
und SP-I isomorph sind lassen sich die B-Werte miteinander vergleichen, womit Gberprift
werden kann, ob die Disulfidbriicke eine konformations-stabilisierende Wirkung zeigt
(Abbildung 14).
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Abbildung 14. Vergleich der Temperaturfaktoren von 1hp1 und SP-I. Die B-Werte sind gemittelt pro
Aminosaurerest und aufgetragen gegen die Restnummer. Der ungeordnete Schlaufenbereich (321-
332) wurde ausgelassen. Die Werte fir die Struktur SP-I wurden auf die Werte der Struktur 1hp1
skaliert. Die Stellen der Punktmutationen Ser-228—Cys und Pro-513—Cys sind durch Pfeile mar-
kiert.

Um den unterschiedlichen experimentellen Bedingungen gerecht zu werden, wurden fur
den Vergleich die Temperaturfaktoren der SP-I Struktur auf die der 1hp1 Struktur skaliert.
Durch die Skalierung ist zwar die Analyse einer denkbaren aber unwahrschinlichen globa-
len Absenkung aller B-Werte der Proteinatome nicht mehr mdéglich, jedoch sollte eine lo-
kale Veranderung erkennbar sein. Die B-Werte der beiden Strukturen lassen sich exakt
Uberlagern. Die Beweglichkeit im Kristall ist durch die Disulfidbriicke also nicht einge-
schrankt. Dies ist besonders interessant in den Regionen der mutierten Reste. Sowohl der
Rest 228 als auch der Rest 513 befinden sich in beiden Strukturen auf der absteigenden
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Seite einer lokalen Spitzenformation. Dies zeigt, dass die Einfihrung der Disulfidbindung
auch in ihrer naheren Umgebung keine strukturellen Abweichungen verursacht hat. Auf
der anderen Seite sind die B-Werte der Hauptkettenatome um die Cysteine 228 und 513
leicht erhéht gegenliber den entsprechenden Aminosauren der Vergleichsstruktur. Eine
eindeutige Erklarung kann hierfiir nicht gegeben werden. Die Reste fir die Punktmutatio-
nen mussten verstandlicherweise an der Domanen-Grenzflache liegen, so dass die einge-
fuhrten Mutationen das Wasserstoffbriicken-Muster an dieser Stelle aufgebrochen haben.
Da die Disulfidbriicke in SP-I sehr flexibel ist (vgl. Abschnitt 4.4), ist es moglich, dass die
Ausbildung des Cystins keinen adaquaten Ersatz fir die verlorene Stabilitat bietet. Die
hier beobachtete Erhéhung bei den eingefilhrten Cysteinen ist jedoch relativ gering im
Vergleich zu der Erh6éhung die in vielen anderen Strukturen mit eingebauten Disulfidbri-
cken gefunden wurde (Jacobson et al., 1992; Pjura et al.,, 1990; van den Akker et al.,
1997). Auch fir die Erhéhung der B-Werte in diesen Strukturen wurde keine befriedigende
Erklarung gefunden. Vergleiche jedoch Abschnitt 4.4 flr eine weiterfiihrende Diskussion
von eingebauten Disulfidbriicken in Proteinen.

Rmsd-Werte

Die Strukturlésung, die Rotationsanalyse wie auch die Auswertung der Temperaturfakto-
ren zeigen, dass die Struktur SP-1 die Konformation der Zielstruktur einnimmt. Durch eine
Uberlagerung der Atomkoordinaten beider Strukturen kénnen kleinere Abweichungen im
Hauptkettenverlauf sichtbar gemacht werden, indem die mittlere quadratische Abwei-
chung gegen den Aminosaurerest aufgetragen wird (Abbildung 15).
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Abbildung 15. Rmsd-Werte der Uberlagerung der Strukturen SP-l auf 1hp1. Aufgetragen ist der
mittlere Rmsd-Wert fiir die Hauptkettenatome. Die Uberlagerung wurde getrennt fir die N-
terminale Doméane (Reste 26-340) und die C-terminale Domane (Reste 360-550) durchgefiihrt. Die
Punktmutationen Ser-228 —Cys und Pro-513—Cys sind durch Pfeile markiert.
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Die absoluten Rmsd-Werte sind mit einem Durchschnittswert von 0,20 A fir die N-
terminale Domane und 0,14 A fiir die C-terminale Doméne sehr gering. Die Maxima liegen
erwartungsgemaly sehr ahnlich wie bei der Verteilung der B-Werte. Die eingeflhrten
Cysteine 228 und 513 liegen mit Werten von 0,31 bzw. 0,40 A zwar iiber dem Durch-
schnitt, jedoch sind die Abweichungen sehr gering verglichen mit denen, die in anderen
Strukturuntersuchungen von disulfidverbriickten Proteinen gefunden worden sind. Bemer-
kenswert sind die hohen Rmsd-Werte in der Nachbarschaft des Cys-513, wo die Reste
512 und 511 Werte von 0,7 und 0,8 A haben. Dies ist wahrscheinlich noch auf den veran-
derten Hauptkettenverlauf durch die Mutation des Pro-513 des Wildtyp-Proteins zuriickzu-
fuhren. Das Protein gleicht diese lokale Stérung aber schnell wieder aus und die Reste
510 und 514 liegen nur noch wenig Uber den Durchschnittswerten. Auch die Rmsd-Werte
fur die Reste des aktiven Zentrums, die alle deutlich unter dem Durchschnittswert liegen,
sprechen dafir, dass die strukturelle Integritat des Enzyms durch die eingeflihrten Cystei-
ne nicht angetastet ist (siehe hierzu auch nachsten Abschnitt).

Die beiden Maxima, die mit (iber 1 A Abweichung auffallen, sind die Reste 29-30 und 303-
308. Beide Stellen bilden Kontakte zum gleichen symmetrieverwandten Molekil aus. Wie
in Tabelle 9 (Abschnitt 4.2.1.4) gezeigt wird, unterscheiden sich diese Kontakte leicht, so
dass die Abweichungen wahrscheinlich auf kleine Unterschiede in der Kontaktstelle zu-
rickzufihren sind.

Metall-Koordinierung

Von Interesse ist die Anwesenheit eines Metallions im aktiven Zentrum. Da keine Metalli-
onen bei der Kristallisation zugefiigt wurden, bestéatigt die Anwesenheit des einen Metalli-
ons die Hypothese einer hochaffinen Bindungsstelle und einer zweiten, weniger affinen
Bindestelle fir die Metallionen (McMillen et al., 2003). Dies kann auch in den Wildtyp-
Strukturen gesehen werden, wo die Dichte fiir das Metallion 2 bei geringen Konzentratio-
nen des Metalls im Kristallisationsansatz sehr viel starker ist als fir das Metallion 1
(Knofel und Strater, 2001b). Hier wurde wahrend der Enzymreinigung und der Kristallisa-
tion kein Metallion zugefugt, so dass davon auszugehen ist, dass das Zink-lon noch aus
dem Medium stammt. Der relativ hohe B-Wert von 44,8 des Metallions (gegeniber einen
Durchschnittswert der Hauptketten von 30,4) deutet jedoch auf eine unvollstandige Beset-
zung hin, da nicht gesondert nach Besetzung verfeinert wurde. Dies kommt Gberein mit
den Ergebnissen der Atomabsorptionsspektroskopie (vgl. Abschnitt 3.1.3), aus der sich
ein molares Verhaltnis von Metallionen zu Protein von 0,7 errechnet.

In Abbildung 16 ist die Metallkoordination des Zn?*-lons in der Struktur SP-I gezeigt. Die
Koordinationsgeometrie ist trigonal bipyramidal und damit identisch zu der in der Struktur
1hp1 (dunkel-gold Uberlagert in Abbildung 16). An Stelle des einen Bikarbonations sind
hier jedoch die Wasser W-44 und W-81 getreten, die Stelle des zweiten Zinkatoms ist hier

durch eine Wassemolekill besetzt (W-4). Der Abstand von W-81 betrégt 3,2 A und gehért
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damit nicht direkt zur Koordinationssphare des Metallions 2. Tabelle 9 vergleicht die Ab-
stande und Winkel zum Metallion2 zwischen der Struktur SP-I und der Struktur 1hp1.

Hig=252

Abbildung 16. Stereoabbildung der Zn**- Koordinierung in der Struktur SP-I. Alle metallkoordinie-
renden Aminosauren und Wassermolekule der Struktur SP-I sind gezeigt. Stickstoff-Atome sind in
blau, Sauerstoff-Atome in rot, alle anderen in grau dargestellt. Das Zink-Atom ist in magenta abge-
bildet. Die metallkoordinierenden Reste der Struktur 1hp1 sind iiberlagert (Uberlagerung basierend
auf den Resten 26-340) und in dunkel-gelb gezeichnet. Das Zink-Atom aus der 1hp1-Struktur ist in
gelb gezeichnet. Das Zink2-Atom aus der Struktur 1hp1 sowie das Bikarbonat-lon sind nicht ge-
zeigt.

Die Ahnlichkeit der Metallkoordination zwischen der Struktur SP-I und deren Zielstruktur
1hp1 zeigt deutlich, dass durch die Einfiihrung der Disulfidbriicke die Integritat des Prote-
ins und insbesondere das aktive Zentrum nicht gelitten haben. Daraus kann geschlussfol-
gert werden, dass das S228C, P513C disulfidverbrickte Enzym ein gutes Modell fur die
offene Konformation des Wildtyps darstellt.

Tabelle 9. Koordinationsgeometrie des Zn2 Atoms in der Struktur SP-l. Angaben in Klammern be-
ziehen sich auf die Struktur 1hp1.

Koordinationsabstéinde (A) zu Zn2 Koordinationswinkel (°)
Asp-84052 2,34 (2,21) D84-Zn2-H252 166,7 (164,9) *
Asn-1160381 2,21 (2,01) H217-Zn2-N116 90,4 (94,2) **
His-217Ng2 1,96 (2,09) H217-Zn2-W-44 (O1) 140 (136,1) **
His-252N3&1 2,29 (2,21) N116-Zn2-W-44 (O1) 125,7 (129,5) **
W-44 (CO;-01) 2,31 (2,39) D84-zZn2-H217 85,4 (86,7) ***
W-81 (CO;-02) 3,16 D84-Zn2-N116 91,3 (96,9) ***
W-4 3,37 D84-Zn2-W 79,3 (83,7) ***

ideale trigonal bipyramidale Winkel * 180°, ** 120°, *** 90°

64




Die tetragonale Kristallform: SP-I

4.2.1.4 Kristallkontakte

Nicht nur die Raumgruppe P442,2 ist mit der der Strukturen 1hp1 und 1ush identisch,
auch die Zellparameter mit a=b=83,132 A und ¢=180,664 A sind praktisch mit denen der
Struktur 1ush (a=b=83,6, c=181,6) identisch, so dass hier davon ausgegangen werden
kann, die gleiche Kristallform unter anderen Kristallisationsbedingungen gefunden zu ha-
ben. Abbildung 17 zeigt einen Vergleich der Kristallkontakte der beiden Strukturen. Alle
Kontaktflachen der Molekiile in der Einheitszelle sind identisch. Lediglich einige Seitenket-
ten sind anders positioniert, so dass etwas andere Kontakte ausgebildet werden. Dies ist
besonders deutlich bei dem mutierten Rest 513, der nur in der SP-I Form einen polaren
Kontakt zum Nachbarmolekiil ausbildet. Die Orientierung der symmetrieverwandten Mole-
kile ist aber identisch (nicht gezeigt).

Tabelle 9 stellt die Kristallkontakte der beiden Kristalle gegenlber. Die Anzahl der Kontak-
te ist in dem SP-I Kristall mit 240 deutlich hoher als in dem isomorphen Kristall 1hp1 mit
lediglich 155 Kontakten. Hierbei sind 15 Kontaktreste nur in SP-I nicht aber in 1hp1 an
Kontakten beteiligt, wahrend umgekehrt nur 5 Kontaktreste exklusiv in der Struktur 1hp1
vorkommen. Vergleichbare Unterschiede sind nicht zu sehen zwischen den isomorphen
Kristallen 1hp1 und 1ush, so dass sie nicht auf die unterschiedlichen experimentellen Be-
dingungen zuriickgefiihrt werden kann, sondern genuine Unterschiede zwischen den bei-
den Strukturen darstellen.

Abbildung 17. Vergleich der Kontaktflachen zwischen den Kristallstrukturen SP-I (A) und 1hp1 (B).
Eine Kontaktflache ist hier als die Summe aller Atomkontakte zwischen dem gezeigten Molekul und
einem symmetrieverwandten Molekil definiert. Jede Kontaktflache hat eine eigene Farbe und ist
durchnummeriert jeweils nach der erst niedrigsten Aminosdure der Kontaktflache (vgl. Tabelle 9).
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Die unterschiedlichen Kontakte sind wahrscheinlich nétig, um die Kristallpackung an den
leichten Rotationsunterschied zwischen den beiden C-terminalen Doméanen anzupassen.
Die etwas kleineren Zellkonstanten, die fur den SP-I Kristall beobachtet wurden, kénnten
durch die dichtere Packung aufgrund der zahlreicheren Kristallkontakte verursacht sein.
Es stellt sich die Frage, ob auch das Wildtyp-Protein unter den Malonat-Bedingungen kris-
tallisiert, was praktische Vorteile mit sich brachte, da die Kristalle unter den urspriingli-
chen Bedingungen (60% gesattigter Li,SO4-Lésung, 0,1 M NaCitrat pH 6,6 und 0,3 M
CsCl) innerhalb von 3-6 Monaten kristallisierten, wahrend die Malonat-Kristalle hier inner-
halb einer Woche kristallisiert sind. Das disulfidverbriickte Enzym ist jedoch andersherum
nicht unter den Wildtyp-Bedingungen kristallisierbar, so dass auch der Umkehrschluss
nicht sicher scheint, da das Gleichgewicht zwischen den Konformationen wesentlich von
den Kristallisationsbedingungen abhangt.
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Tabelle 10. Vergleich der polaren Kristallkontakte unter 3,8 A zwischen SP-I und 1ush. Reste, die
zu der gleichen Kontaktflache gehoéren, sind farblich einheitlich markiert.

Kontaktflache'
1 Symmetrie-
molekull 7
110

2 Symmetrie-
molekdl 4
00-1

3 Symmetrie-
molekil 3
0-10

4 Symmetrie-
molekil 5
110

5 Symmetrie-
molekil 5
0-10

6 Symmetrie-
molekil 5
00O

7 Symmetrie-
molekil 5
100

SP-

Kontaktreste®
Asp-29, Thr-31,
Glu-301, Arg-
303, Lys-308,
Val-310
Gly-65, Glu-69,
Gly-272, Arg-
297, Val-333,
Leu-334, Tyr-
335, Thr-336,
Pro-337, Glu-338
Leu-123, Thr-
124, GIn-144,
Lys-145, Ser-
146, Leu-151,
Thr-185

GIn-204, GIn-
205, Thr-206,
Lys-208, Pro-
241, Ala-242,
Gly-243, Glu-306
GIn-343, Ser-
347, Ser-350,
Pro-351, Phe-
352, Asn-354,
Lys-355, Ala-
358, Glu-361,
Lys-421
Asn-368, Gly-
369, Arg-370,
Glu-372, Asp-
376, Lys-377,
Phe-380, Val-
381, Val-538,
Glu-542, Trp-549,
GIn-550
Asp-437, Thr-
439, Glu-442,
Pro-487, Ala-488,
Lys-489, Asn-
511, Lys-512,
Cys-513

Anzahl ®

38

29

29

33

39

39

33

Kontaktflache
1 Symmetrie-
molekil 7
000

2 Symmetrie-
molekil 4 -1 0
-1

3 Symmetrie-
molekil 3 0 0
0

4 Symmetrie-
molekil 5
0-10

5 Symmetrie-
molekdl 5
-1-10

6 Symmetrie-
molekil 5
-100

7 Symmetrie-
molekdl 5
00O

1HP1

Kontaktreste
Asp-29, Glu-301,
Arg-303, Lys-
308, Val-310

Leu-62, Gly-65,
Glu-69, Gly-272,
Leu-334, Tyr-
335, Thr-336,
Pro-337, Glu-338

Leu-123, Thr-
124, GIn-144,
Lys-145, Ser-
146, Thr-185, lle-
187

GIn-204, GIn-
205, Lys-208,
Ala-242, Glu-306

GIn-343, lle-346,
Ser-347, Pro-
351, Phe-352,
Asn-354, Lys-
355, Glu-361

Asn-368, Gly-
369, Arg-370,
Glu-372, Asp-
376, Lys-377,
Val-381, Val-538,
Ser-539, Glu-
542, Trp-549,
GIn-550

Thr-439, Glu-442,
Pro-487, Ala-488,
Lys-489, Pro-513

Anzanhl

22

24

23

14

29

14

Summe Kontakte SP-I: 240, 62 Reste beteiligt davon 38 N-terminal und 24 C-terminal
Summe Kontakte 1hp1: 155, 52 Reste beteiligt davon 19 N-terminal und 33 C-terminal

" Die Kontaktflache ist definiert als die Summe aller Kontakte zu einem Symmetrieaquivalent
2 Alle Reste mit mindestens einem interatomaren Kontakt mit weniger als 3,8 A, fettgedruckt wenn

der Rest keinen Kontakt in der Vergleichsstruktur ausbildet
3Summe aller interatomaren Kontakte, die von den Kontaktresten gebildet werden.
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4.2.2 Die monokline Kristallform: SP-Il

Ebenso wie bei der Struktur SP-I mussten auch die Daten fiir die monokline Kristallform
des S228C, P513C 5'-NT-Enzyms an der Heimanode gemessen werden, um Strahlen-
schaden zu vermeiden. Es konnte ein Datensatz bis 2,1 A gesammelt werden. Die
Tabelle 11 stellt die wichtigsten Ergebnisse der Datensammlung zusammen.

Tabelle 11. Datensammlung Kristall SP-II.

Temperatur (K) 100
Wellenlénge (A) 1,54179
Oszillationswinkel 0,5°
Rotationswinkel 188°
Raumgruppe P2,

a=80,49 A b=93,70 A
c=82,90 A; p=97,71°
Mosaizitat 0,74°

Molekule/AU 2

Aufldsungsbereich (A)  20-2,1 (2,17-2,10)
Unabhangige Reflexe 194970

Zellkonstanten

Vollstandigkeit (%) 98,4 (90,8)
Reym(%)° 5,5 (32,0)
Redundanz 2,8 (2,5)
/s (1) 11,3 (2,1)

4.2.2.1 Molekularer Ersatz

Die Struktur konnte Uber die Methode des molekularen Ersatzes geldst werden. Die
Indizierung der Reflexe ergab ein monoklines Kristallgitter, aufgrund des Fehlens der OkO-
Reflexe lief3 sich jedoch nicht entscheiden, ob es die Raumgruppe P2, oder P2 war. Die
Berechnung des Matthews-Koeffizienten ergab fiir 2 Molekiile in der asymmetrischen
Einheit den Wert 2,6, was einen realistischen Solvensgehalt von 52,6 % entspricht.

Als Suchmodell wurde die Zielstruktur (1hp1) der Doppelmutante gewahlt. Weder mit dem
Programm AMORE (Navaza, 1994; Navaza und Saludjian, 1997) noch mit dem Pro-
gramm
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MOLREP (Vagin und Teplyakov, 1997) konnte mit dem gesamten Suchmodell eine erha-
bene Losung gefunden werden. Erst als die Domanen geteilt wurden (Reste 26-355 fir
die N-terminale Doméane und 356-549 flr die C-terminale Doméne), wurden in der Rotati-
onslésung (Aufldsungsbereich 15 - 3,5 A) mit nur der N-terminalen Doméne als Suchmo-
dell zwei Positionen gefunden die sich mit einer Korrelation von 27,8 und 26,2 und
kristallographischen R-Werten von 51,9 und 52,5 deutlich vom Hintergrund abhoben. Eine
Translationssuche in der Raumgruppe P2; mit diesen Losungen und eine Starre-Korper-
Anpassung ergab dann fir diese Lésung einen R-Wert von 37,8 % und einen Korrelati-
onskoeffizienten von 60,9. Uber den molekularen Ersatz konnte nur eine C-terminale Do-
mane gefunden werden (deren LOsung sich nicht deutlich vom Hintergrund abhob und
sich erst im Nachhinein als die wahre Losung erwies), die zweite C-terminale Domane
wurde dann analog der ersten Doméane uber die Transformationsoperatoren der beiden N-
terminalen Doméanen eingebaut.

Die unerwarteten Schwierigkeiten bei der Strukturldsung liefen bereits zweierlei vermu-
ten: Die Struktur SP-Il unterscheidet sich grundlegend, vermutlich durch eine Rotation der
C-terminalen Domane, von dem Suchmodell (d. h. der Zielstruktur). Die beiden Molekiile
der asymmetrischen Einheit unterscheiden sich voneinander, vermutlich ebenfalls durch
eine unterschiedliche Rotation der C-terminalen Domane.

4.2.2.2 Kristallographische Verfeinerung und Modellbau

Das gesamte Modell wurde dann Uber eine Starre-Koérper-Anpassung mit dem Programm
Refmac verfeinert (Murshudov et al., 1997). Hierbei war es entscheidend, dass der Auflo-
sungsbereich sehr eng gewahlt wurde (20 — max. 4,5 A), um nicht in falsch-positiven Mi-
nima zu landen und dass die Domanen als unabhangige starre Kérper verfeinert wurden.
In vier Starre-Korper-Verfeinerungszyklen wurde sukzessiv die volle Auflésung (20 — 2,1
A) erreicht, die einen R-Wert von 28,0 % und einen freien R-Wert von 33,1 % ergab. Fur
die Berechnung des freien R-Werts wurden 5 % der Reflexe genommen.

Mit den Phasen dieses Modells wurde eine Fo-Fc-Differenz- und eine 2Fo-Fc-Differenz-
Elektronendichtekarte berechnet und in das Programm O eingelesen (Jones et al., 1991).
Das Modell war hinreichend gut, um in beiden Ketten die Mutationen Ser-228 — Cys und
Pro-513 — Cys zu erkennen und manuell einbauen zu kénnen. Auch war noch deutlich
Restdichte zwischen den beiden Cysteinen zu erkennen, so dass eine Disulfidbriicke ge-
baut wurde. Des Weiteren war noch Restdichte im Schlaufenbereich 321-332 zu sehen,
der in dem Suchmodell nicht modelliert werden konnte. Interessant war, dass auch hier
wie in der Struktur SP-I im aktiven Zentrum ein Metallion gebunden haben musste, jedoch
nur in der Kette A nicht aber in der Kette B, wo an analoger Stelle die Dichte sehr viel
schwacher war und sich nicht von den angrenzenden Wassermolekilen unterschied und
folglich auch als Wasser interpretiert wurde.
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Im Folgenden wurde alternierend mit dem Programmpaket CNS (Brunger et al., 1998) das
Modell verfeinert und manuell gebaut. Bei der Verfeinerung wurde nach dem im Abschnitt
2.4 beschriebenen Verfahren vorgegangen. Das Modell konnte so auf einen R-Wert von
19,74 und einen freien R-Wert von 23,05 verbessert werden. Am Ende der Verfeinerung
wurden neben den Proteinatomen 748 Wassermolekiile und 1 Zn*-lon gebaut. Wie auch
in der Struktur SP-I liegt das C-terminale Ende mit den 6 Histidin-Resten ungeordnet vor.
In der Kette A wurde noch der Rest Glu-551 gebaut, in der Kette B konnte das Modell nur
bis Rest Ser-548 erstellt werden. Die C-terminale Doméane der Kette B erwies sich als U-
beraus schwierig zu bauen, da hier grof3e Bereiche keine klar definierte Dichte aufwiesen.
Durch spatere Verfeinerungszyklen konnte die Dichte zwar etwas verbessert werden, sie
war aber insgesamt viel schlechter als die der C-terminalen Domane der Kette A, was
sich auch in den relativ hohen Temperaturfaktoren mit einem Durchschnittswert von 63,6
A? widerspiegelt (vgl. auch Abschnitt , Temperaturfaktoren®).

Der fehlende Schlaufenbereich 321-332 konnte in beiden Molekilen vollstandig gebaut
werden. Hierzu wurde neben den Ublichen Verfeinerungsverfahren auch die Methode des
simulierten Aufheizens und Abklihlens (ebenfalls aus dem CNS Programmpaket) der feh-
lenden Reste verwendet. Die bessere Ordnung der Reste in dieser Struktur ist darauf zu-
rickzufihren, dass in beiden Monomeren Reste der Schlaufe Kontakte zu
Nachbarmolekilen ausbilden (Tabelle 13).

Das Ergebnis der Verfeinerung ist in Tabelle 12 zusammengefasst. Es wurden insgesamt
8923 Atome mit jeweils vier (X, y, z, B) Freiheitsgraden verfeinert. Anschlielend wurde
noch mit dem Programm Refmac eine TLS-Verfeinerung durchgefiihrt (vgl. Abschnitt
4.4.2), die einen endgultigen R-Wert von 16,6 und einen freien R-Wert von 21,5 ergab.
Die Differenz zu den R-Werten des CNS-Modells erklart sich nicht nur durch die TLS-
Verfeinerung sondern auch durch die Berechnung der nicht-aziden Wasserstoffatome, die
Refmac verwendet, CNS jedoch nicht. Wie auch in der Struktur SP-I zeigt das Rama-
chandran-Diagramm keine Auffalligkeiten gegeniiber der Struktur 1hp1. In der Kette B lie-
gen nur die Histidin-Reste 289 und 252 des aktiven Zentrums in unerlaubten Regionen, in
der Kette A liegt neben den Histidin-Resten auch der Rest GIn-161 in der unerlaubten
Region. Alle Reste in den unerlaubten Regionen sind in der Dichte sehr gut definiert. Die
Histidin-Reste liegen in allen 5'-NT Strukturen im unerlaubten Bereich, GIn-161 ist entwe-
der unerlaubt oder grof3zigig erlaubt.
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Tabelle 12. Verfeinerungsstatistik des Datensatzes SP-Il. Fiur die Berechnung des freien R-Wertes
wurden 5% der Reflexe verwendet. Das Ramachandran-Diagramm wurde mit dem Programm Pro-
check erstellt (Laskowski et al., 1993).

Auflésungsbereich (A) 20,0-2,1
R-Faktor (%) 16,6
freier R-Wert (%) 21,5
Proteinatome 8174
Wassermolekule 746
Standardabweichung (RMSD)
Bindungslange (A) 0,029
Bindungswinkel (°) 217
s 2 42.0 (B=44.4
Durchschnittlicher B-Wert (A%) (A=3é.8) )
Hauptketten 39,2
Seitenketten und Wasser 445
zZn* 66,8
Ramachandran Diagramm (% aller Aminosaurereste)
; 87,9 (B
In bevorzugten Regionen 884 §A;
In erlaubten Regionen 10,5 (B) 10.2(A)
:geggricc))féz?]glg erlaubten 11 (B) 0,4 (A)
In unerlaubten Regionen 0,4 (B)0,9 (A)

4.2.2.3 Strukturbeschreibung

Disulfidbriicke

Wie in der Struktur SP-I war auch hier die Dichte um die mutierten Aminosaurereste klar
definiert und von Strahlenschaden unangetastet (Abbildung 18). Die Disulfidbriicken in
den beiden Molekllen der asymmetrischen Einheit unterscheiden sich nur unwesentlich
voneinander (vgl. Tabelle 19). In Abbildung 18 ist nur die Disulfidbriicke der Kette A ge-
zeigt. Der markanteste Unterschied zur Struktur SP-I ist der Wechsel von einer rechts-
handigen zu einer linkshandigen Disulfid-Geometrie. Dies deutet darauf hin, dass auch in
Lésung eine groRe Beweglichkeit der Disulfidbriicke moglich ist.
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Lys=512

Abbildung 18. Stereoabbildung der Disulfidbriicke in der Struktur SP-II. 2Fo-Fc Elektronendichte-
karte um die Disulfidbindung. Alle gezeigten Reste wurden flr die Berechnung der Elektronendich-
te ausgelassen.

Die Geometrie des Dicysteins weicht erheblich von der Vorhersage ab. Die nach dem
Programm SSBOND (Hazes und Dijkstra, 1988) berechnete Disulfidbindung ware rechts-
handig gewesen mit einem yx3-Torsionswinkel von 127,6° wahrend die hier gefundenen
y3-Torsionswinkel -96,2° (A) und -94,7° (B) betragen. Damit weichen auch die y2-Winkel
erheblich von den vorhergesagten Werten ab (66,3°, —83,5° flir 1hp1 gegeniiber 178,6°
und 74,5° fur die Kette A und 174,3°, 78,2° fir die Kette B). Siehe Abschnitt 4.5 fir eine
detaillierte Diskussion der Disulfidgeometrie.

Enzymkonformation

Sowohl die Tatsache, dass bei dem molekularen Ersatz nicht mit dem gesamten Such-
modell eine L6sung gefunden werden konnte, wie auch die von der Zielstruktur erheblich
abweichende Geometrie der Disulfidbindung lasst darauf schlief3en, dass die Struktur SP-
Il im Gegensatz zur Struktur SP-I erheblich von der gewilinschten Konformation (1hp1)
abweicht. Uberlagert man die N-terminalen Domanen, lassen sich die unterschiedlichen
Konformationen anhand der Position der C-terminalen Domanen beschreiben (Abbildung
19).
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5.1°
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Abbildung 19. Vergleich der Rotation der C-terminalen Doméne zwischen den Kristallstrukturen
SP-l und SP-Il und 1hpu C (am meisten geschlossene Wildtyp-Konformation). Fiir den Vergleich
wurden alle Molekile N-terminal Gberlagert. Die N-terminale Doméanen sind in grau gezeichnet. Die
C-terminalen Domanen sind farblich dargestellt. Die vorhandenen Metallionen im aktiven Zentrum
sind als Kalottenmodell dargestellt. Um die Rotationsbewegung zu verfolgen sind die Reste der
Substratbindungsstelle Arg-375 und Phe-498 blau eingezeichnet. Die Rotationsbewegung zwi-
schen 2 Strukturen ist jeweils auf den Pfeilen eingetragen. Die Rotationsachsen zwischen den
Konformationen sind farblich entsprechend den Pfeilen kodiert. Jedes Molekdl ist auch um 90° ge-
dreht dargestellt, so dass die Lage der Rotationsachsen dreidimensional eingeschatzt werden
kann.

Auffallig sind die stark unterschiedlichen Konformationen der Ketten A und B in der Struk-
tur SP-1l. Die C-terminalen Domanen weisen eine Interdomanen-Rotation von 7,1° auf.
Das Molekiil SP-II B ist damit gegeniiber der offenen Konformation SP-1 um 11,5° gedreht
bzw. um 12,2° gegeniber der Zielstruktur 1hp1. Interessant ist, dass die Rotationsachse
zwischen den Molekilen SP-I und SP-Il B genau von der doméanen-verbindenden Helix
entlang der Domanengrenzflache genau durch die Disulfidbriicke geht und damit nicht,
wie bei der Rotation zwischen den offenen und geschlossenen Konformeren, durch das
Massenzentrum der C-terminalen Doméane. Die Rotationsachse, die die Domanenbewe-
gung zwischen den beiden Monomeren der Struktur SP-II beschreibt, verlauft sehr ahnlich
entlang der Domanengrenzflache, schneidet jedoch die N-terminale Domane knapp ober-
halb der eingefiihrten Disulfidbriicke. Das Verschieben der Rotationsachsen hin zur Disul-
fidbriicke ermdglicht eine maximale Bewegung der Domane bei minimaler geometrischer
Verzerrung der Disulfidbriicke. Diese Bewegung ist jedoch nicht untypisch fiir Rotations-
bewegungen der 5'-NT und ist somit wahrscheinlich nicht auf den Einbau der Disulfidbri-
cke zurtckzufuihren. Die Rotationsachse des Konformerenpaares der offenen Strukturen
1hp1 und 2ush Kette A entspricht exakt der Rotationsachse, die hier fiir das Paar SP-Il A
und SP-II B gefunden wurde. Auch eine Rotationsachse, die entlang der Domanengrenz-
flache die Helix mit der Disulfidbriicke (bzw. der entsprechenden Position) verbindet, wur-
de bereits fir das Konformerenpaar 1ho5 A — 1ho5 B beschrieben (Knéfel und Strater,
2001a).

Der Vergleich der Rotation zwischen den beiden Proteinkonformeren der SP-IlI Struktur
und der am meisten geschlossenen Konformation (1hpu C) zeigt, dass die Rotationsach-
sen mit den Rotationsachsen fir die Konformerenpaare 1hpu C — 1hp1 sowie 1hpuC-SP-I
Ubereinstimmen.

74



Die monokline Kristallform: SP-II

Die Ubereinstimmung der Lage der Rotationsachsen zwischen einem Konformer in der
offenen Form und einem Konformer in der geschlossenen Form ist nicht Giberraschend, da
sich die offenen Konformere um max. 11,5° und die geschlossenen Konformere um max.
8,4° bzgl. des Interdomanen-Rotationswinkels unterscheiden. Bemerkenswert ist, dass
auch die Rotationsachsen, die Konformationséanderungen innerhalb der offenen und in-
nerhalb der geschlossenen Konfromation entsprechen, eine Gemeinsamkeit haben: Diese
Achsen liegen samtlich in der in Abschnitt 1.5.3 beschriebenen Ebene, die die Massen-
zentren der Domanen und die Gelenkregion umfasst. Dies zeigt, dass die Domanenbe-
weglichkeit der 5'-NT nicht einer freien Bewegung der Domanen entspricht, sondern dass
die Art der Rotationsmobilitat durch die Proteinstruktur vorgegeben ist.

Temperaturfaktoren

Bei der Strukturlésung der SP-II Kristallform musste die zweite C-terminale Domane Uber
Transformationsoperatoren analog der gefundenen ersten C-terminalen Doméane einge-
setzt werden, da Uber den molekularen Ersatz keine eindeutige Lésung gefunden wurde.
Dies deutete bereits darauf hin, dass die Unordnung in der C-terminalen Doméane des
Monomers B sehr viel groRer ist als beim Monomer A. Dieses Ergebnis lasst sich tber
einen Vergleich der Temperaturfaktoren quantifizieren (Abbildung 20).

Der durchschnittliche B-Wert der Kette A liegt bei 35,3 A?, der der Kette B bei 43,2 A% In
beiden Ketten ist die C-terminale Domane von besonders hohen B-Werten betroffen. In
der Kette A liegt der durchschnittliche B-Wert fiir die N-terminale Doméane bei 26,7 A? fir
die C-terminale Domane hingegen bei 49,8 A% In der Kette B ist der durchschnittliche B-
Wert der C-terminalen Domane mit 63,6 A2 sogar doppelt so hoch wie in der N-terminalen
Domane mit 31,2 A%
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Abbildung 20. Vergleich der Temperaturfaktoren der Hauptkettenatome zwischen den Protein A
und B der Struktur SP-II (oben) und zwischen dem Protein B SP-Il und dem Protein B 1ho5.

In der Abbildung 20 ist deutlich zu sehen, dass der Anstieg der Temperaturfaktoren bei
der domanenverbindenden Helix (Reste 344-361) geschieht und die Erhéhung gleichma-
Rig Uber die gesamte Lange der Domane beibehalten wird. Dies zeigt, dass auch rigide
Sekundarstrukturelemente von den hohen B-Werten betroffen sind und die Unordnung
der C-terminalen Domane auf eine konzertierte Bewegung der Doméane zurtckzufihren
ist. Da die Daten bei 100 K gemessen wurden sind die B-Werte auf statische Unordnung
zurlckzufuhren und deuten darauf hin, dass im Kristall verschiedene Konformationen des
Proteins vorliegen. Ein dhnliches Phanomen wurde auch fir die 5'-NT Struktur 1ho5 B
beschrieben und wurde mit den sehr wenigen Kristall-Kontakten, die die C-terminalen
Domanen ausbilden, erklart (Knofel und Strater, 2001a). Interessant ist, dass der Verlauf
der B-Werte dieser Struktur sehr ahnlich zu dem Verlauf der B-Werte der Struktur SP-1I B
ist (Abbildung 20 B), obwohl sich beide Strukturen hinsichtlich ihrer Konformation wie
auch hinsichtlich ihrer Kristallpackung deutlich voneinander unterscheiden. Der Verlauf
der B-Faktoren ist in der Struktur SP-II B nur noch ausgepragter beziiglich der Differenz
der durchschnittlichen Werte fiir die N- und C-terminalen Doménen. Die N-terminale Do-
mane hat durchschnittlich niedrigere B-Werte als in die der Struktur 1ho5 B, die C-
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terminale Domane hat hingegen durchschnittlich héhere B-Werte als die Struktur 1ho5 B.
Wie im Abschnitt 4.2.2.4 gezeigt werden kann, ist auch in der Struktur SP-Il B der grof3e
Unterschied der B-Werte zwischen den Domanen auf die Bewegungsfreiheit der C-
terminalen Domanen im Kristall zurtickzufihren.

Der parallele Verlauf der B-Faktoren der Strukturen SP-Il B und 1ho5 B in Abbildung 20
zeigt zweierlei: Zum einen bewirkt auch hier wie bei der Struktur SP-I der Einbau der Di-
sulfidbriicke offensichtlich keine Einschrankung der Bewegung im Kristall. Zum anderen
beweist der Vergleich, dass die Kristallpackung nur einen unerheblichen Einfluss auf die
Verteilung der B-Werte hat und ganz sicher nicht die Konformation der Molekiile be-
stimmt.

In Abschnitt 4.4.2 wird mit Hilfe der TLS-Verfeinerung gezeigt, dass die beobachtete Be-
wegung im Kristall Ubereinstimmt mit der Bewegung der 5'-NT, wie sie aus dem Vergleich
zweier Strukturen abgeleitet werden kann.

Die B-Werte der eingefilhrten Cystein Reste sind unauffallig und liegen mit 30,2 A?
(S228C) und 49,0 A? (P513C) fiir die Kette A bzw. 37,7 A% und 60,6 A? fiir die Kette B im
Durchschnittsbereich aller B-Werte der entsprechenden Domane. Auch hier ist der Ver-
gleich mit der Struktur 1ho5 B sehr aufschlussreich, da er zeigt, dass das lokale Maximum
bei Rest 228 auch in einer Vergleichsstruktur ohne eingefiihrtes Cystein vorliegt. Ahnli-
ches gilt fir den Bereich um die Reste 513. Der Verlauf der B-Werte stimmt auch hier
zwischen den Strukturen mit den mutierten Proteinen und dem Wildtyp-Protein tberein.
Insgesamt ergibt sich also fiir die Disulfidbriicke Ser-228 — Cys, Pro-513 — Cys, dass sie
sehr wenig Einfluss auf die Bewegung des Molekiils im Kristall hat und dass sie zu keinen
eindeutigen Abweichungen gegenuber der Wildtyp-Struktur flhrt.

Weitere Auffalligkeiten im Verlauf der B-Werte sind die Maxima rund um die Reste 225
und 180. Der 180-iger Schlaufenbereich ist als sehr beweglich bekannt und dreht sich um
beinahe 180° zwischen den offenen und den geschlossenen Wildtyp-Konformationen, der
225-iger Schlaufenbereich war in der Struktur 1hp1 noch komplett fehigeordnet und konn-
te hier auch nur zum Teil gebaut werden. Die hohen B-Werte reflektieren diese Unord-
nung auch noch in der Struktur SP-II.

Rmsd-Werte

Eine separate Uberlagerung der N- und C-terminalen Reste von SP-II auf 1hp1 ergibt eine
durchschnittliche mittlere quadratische Abweichung von 0,34 A (N-terminale Domane) und
0,38 A (C-terminale Domane) fiir die Kette A bzw. 0,39 A und 0,47 A fiir die Kette B. Die
durchschnittlich hdheren Werte der C-terminalen Domane gehen einher mit den ebenfalls
durchschnittlich hdheren Temperaturfaktoren der C-terminalen Doméane. Die Rmsd-Werte
sind im Vergleich mit 1hp1 fur die Ketten A und B in Abbildung 21 gezeigt. Zwischen den
Ketten gibt es keine groRen Unterschiede mit Ausnahme des Bereichs der Reste 450-
480. Dies ist genau der Bereich, der auch auffallig erhdhte Temperaturfaktoren der Kette
B gegenuber der Kette A aufweist. Dieser Bereich ist in der Struktur SP-1I B besonders
schlecht geordnet.
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Abbildung 21. Rmsd-Abweichungen der Struktur SP-Il gegenuber der Struktur 1hp1 basierend auf
getrennten Uberlagerungen fiir N- (26-340) und C-terminale (360-550) Doménen. Der Bruch bei
Aminosaurerest 321 resultiert aus dem fehlenden Schlaufenbereich 321-332 in der Struktur 1hp1.

Wie auch beim Vergleich der Temperaturfaktoren sind hier die Bereiche um die Disul-
fidbricken unaufféllig. Das Cystein 228 liegt mit einer Abweichung von 0,34 (Kette A)
bzw. 0,38 (Kette B) bei den Durchschnittswerten. Die Werte fir Cystein 513 liegen in bei-
den Fallen deutlich Gber dem Durchschnitt mit 0,50 (Kette A) und 0,77 (Kette B), was auf
den veranderten Hauptkettenverlauf des Cysteins gegenliber dem urspriinglichen Prolin
zurUckzufuhren ist. Die Abweichungen der Cysteinreste und um das Dicystein herum sind
vernachlassigbar klein und mit groer Wahrscheinlichkeit von der Reorganisation der
Wasserstoffbriicken an der Kontaktstelle der beiden Doméanen hervorgerufen. Dieser Be-
fund ist im Einklang mit den Ergebnissen der SP-I-Strukturanalyse (s. Abschnitt 4.2.1.3)
und zeigt, dass die Disulfidbriicke ohne strukturelle Verzerrungen eingebaut werden konn-
te. Es ist gut mdglich, dass die Domanenrotation bei der Einpassung der Disulfidbriicke
hilfreich ist, da es sehr haufig bei kiinstlich eingefihrten Disulfidbriicken zu starken loka-
len strukturellen Abweichungen kommt (Almog et al., 1998; Jacobson et al., 1992; Wakar-
chuk et al., 1994).

Bemerkenswert sind die hohen Abweichungen im 180-iger Schlaufenbereich, die in der
Kette A bis zu 5 A reichen. Dieser Schlaufenbereich hatte bislang in allen offenen Struktu-
ren des Wildtyp-Proteins eine andere Konformation. Die hier beobachtete Umlagerung
wird durch Kristallkontakte hervorgerufen (vgl. Tabelle 13), die aufgrund der hohen Be-
weglichkeit des Bereichs moglich sind.
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Metall-Koordinierung

Neben der unterschiedlichen Konformation ist einer der interessantesten Unterschiede
zwischen der SP-1l A und der SP-Il B Struktur die unterschiedliche Besetzung des aktiven
Zentrums mit einem Metallion. Obgleich dem Kristallisationsansatz keine Metallionen zu-
gesetzt wurden, konnte in der Dichte des Monomers A eindeutig ein Metallion in der
Restdichte lokalisiert werden, wohingegen im Monomer B diese Position mit einem Was-
sermolekil besetzt ist. Wie auch in der Struktur SP-I ist im Molekil A lediglich die Metall-
bindestelle 2 nicht jedoch die Bindestelle 1 besetzt. Es konnte leider nicht geklart werden,
worauf die unterschiedliche Besetzung der Bindestelle 2 in den zwei Molekilen der a-
symmetrischen Einheit der Strutkur SP-Il zurlickzufiihren ist.

Wie auch in der Struktur SP-I kann das stark gebundene Metallion, das aufgrund der a-
tomabsorptionsspektroskopischen Daten als Zinkatom verfeinert wurde, als Hinweis dar-
auf gedeutet werden, dass die strukturelle Integritdt des Proteins durch den Einbau der
Disulfidbriicke nicht gelitten hat. In Abbildung 22 sind die Liganden des Metallions 2 der
Strukturen 1hp1 und SP-Il A Uberlagert. Wie auch in der Struktur 1hp1 weist das Zinkion
eine trigonal bipyramidale Koordinationsgeometrie auf. An Stelle des Bikarbonations sind
hier jedoch die Wassermolekile W-113 und W-247. Wahrscheinlich aufgrund der fehlen-
den elektrostatischen AbstoBung durch das zweite Metallion ist das Zinkatom etwas in
Richtung der Position des zweiten Metallions gerutscht (hier besetzt von einem Wasser-
molekdl, in der Abbildung nicht zu sehen), so dass die beiden Metallionen im Gegensatz
zu den Liganden Asp-84, Asn-116 und His-252 nicht perfekt Uberlagern. Diese Positions-
anderung des Zink-lons flhrt auch zu einer leichten Drehung des Rests His-217. Es muss
jedoch bedacht werden, dass in der Struktur SP-1l A die insgesamt hohen B-Werte und

insbesondere der hohe B-Wert des Metallions von 66,8 A2 (vgl. Tabelle 11) die Positions-

bestimmung wesentlich ungenauer macht. Wie auch in der Struktur SP-I ist auch hier der
hohe B-Wert des Zink-lons wahrscheinlich Ausdruck einer unvollstandigen Besetzung,
weil nicht separat flir die Besetzung einzelner Atome verfeinert wurde. Die maximale
rechnerische Besetzung aufgrund der Ergebnisse der Atomabsorptionsspektroskopie be-
tragt 0,7 (vgl. Abschnitt 3.1.3). Durch die leichte Verschiebung des Metallions kommt es
auch zu relativ groRen Abstanden zwischen dem Metallion und den Liganden (W-247 2,39
A, Asp-84 2,45 A, Asn-116 2,44 A, His-217 2,40 A, W-113 2,86 A, His-252 2,40 A), so
dass hier auch die Koordinationsgeometrie gegenuber der Zielstruktur 1hp1 leicht verzerrt
ist. Dennoch deutet die Aufnahme des Metallions auf ein intaktes aktives Zentrum hin, da
die Abweichungen eher auf den schlechteren Datensatz aufgrund der hohen Beweglich-
keit des Molekils zurtickzufihren sind, als auf den Einbau der Disulfidbriicke. Diese
Schlussfolgerung wird durch die Struktur SP-I und die kinetischen Daten gestitzt.
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Abbildung 22. Stereoabbildung der Metallkoordinierung in der Struktur SP-1I A. Alle metallkoordi-
nierenden Aminosauren und Wassermolekule der Struktur SP-I sind gezeigt. Stickstoff-Atome sind
in blau, Sauerstoff-Atome in rot, alle anderen in grau dargestellt. Das Zink-Atom ist in ebenfalls in
blau abgebildet. Die metallkoordinierenden Reste und das Zinkatom der Struktur 1hp1 sind tberla-
gert (Uberlagerung basierend auf den Resten 26-340) und in gelb gezeichnet.
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4.2.2.4 Kristallkontakte

Die unterschiedlich guten Losungen flr die erste und zweite C-terminale Domane beim
molekularen Ersatz, die qualitativ sehr unterschiedliche Dichte, die beim Modellbau beo-
bachtet wurde, die Rotationswinkel der C-terminalen Domanen sowie auch die Metallbin-
dung in der Kette A, nicht aber in der Kette B, deuten alle darauf hin, dass beide Molekile
der asymmetrischen Einheit stark unterschiedlich sind. Ein Vergleich der Kristallkontakte
zeigt, dass dies auch fir die Umgebung der beiden Proteine gilt (Tabelle 13).

Wahrend das Monomer A mit acht benachbarten Molekilen insgesamt 257 Kristallkontak-
te ausbildet (Kontakte < 3,8 A), ist das Monomer B von nur sechs Molekiilen umgeben,
mit denen es nur 163 Kontakte formt. Die unterschiedliche Umgebung der beiden Ketten
ist auch in Abbildung 23 dargestellt, in der die kontaktformenden Reste der symmetrie-
verwandten Moleklle als Kalottenmodell dargestellt sind. Wahrend das Monomer A kom-
pakt von Kontaktresten umgeben ist, ist das Monomer B nur von wenigen Seiten von
benachbarten Molekiilen begrenzt.

Interessant sind vor allem die Unterschiede in den C-terminalen Domanen, weil hier die
gréfiten Unterschiede bezuglich der Qualitat der Dichte beobachtet wurden. In der Kette A
sind insgesamt 18 Reste an Kontakten zu zwei benachbarten Molekilen beteiligt, wah-
rend in der Kette B lediglich 10 Reste an Kontakten zu zwei benachbarten Molekilen be-
teiligt sind (Tabelle 13). Ausschlaggebend fir die hohere Ordnung der C-terminalen
Domane der Kette A dirfte aber sein, dass sie erstens mit stabileren Sekundarstruktur-
elementen Kontakte ausbildet und nicht mit stark beweglichen Schlaufenbereichen wie im
Monomer B, und zweitens die Kontaktreste der benachbarten Molekile zum Molekil B
einen durchschnittlich héheren B-Wert haben als die Kontaktreste zum Molekdl A
(Abbildung 23). Ein dritter Grund fur die unterschiedliche Ordnung der beiden C-
terminalen Domanen konnte sein, dass Reste der domanenverbindenden Helix der Kette
A (Ser-350, GIn-353, Asn-354, Lys-357) Kontakte zu Nachbarmolekulen ausbilden, die die
Helix moglicherweise stabilisieren und damit die Beweglichkeit der Doméane einschranken.
Vergleichbare Kontakte lassen sich in der Kette B nicht finden. Die geringe Packungsdich-
te in der C-terminalen Domane der Kette B fiihrt zu einer hohen statischen Unordnung im
Kristall. In Abschnitt 4.4 wird mit Hilfe einer TLS Verfeinerung gezeigt, dass diese Unord-
nung anisotrop ist und die Richtung der Bewegung im Kristall mit der Richtung der Bewe-
gung in Lésung Ubereinstimmit.
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Abbildung 23. Kristallkontakte der Struktur SP-II. Die Monomere A und B sind als Bandermodelle
gezeigt. Die N-terminalen Domanen in grau (dunkelgrau Kette A, hellgrau Kette B), die C-terminale
Domanen sind rot (A) und blau (B) gezeichnet, die domanenverbriickende Helix ist lila. Alle Kon-
taktreste der symmetrieverwandten Molekiile sind als Kalottenmodelle (nur Hauptkettenatome)
dargestellt und nach ihren Temperaturfaktoren auf einer Farbskala von blau (niedrige B-Faktoren)
nach rot (hohe B-Faktoren) eingefarbt. Abbildung B wie A jedoch in stereo.

82



Die monokline Kristallform: SP-II

Tabelle 13. Kristallkontakte der Struktur SP-II. Kontakte unter 3,8 A zu symmetrieverwandten Mo-
lekilen oder zum benachbarten Molekdl in der AU. In der Spalte ,Symmetriemolekil* steht A fir
Kette A, B fur die Kette B, n ist die N-terminale Domane, c¢ die C-terminale Doméane. Die Nummer
des Symmetrieoperators ist gefolgt von dem Translationsvektor jeweils als Vielfaches von a, b, c.

Symmetriemolekiil

Kontaktreste

Anzahl

Kontakte der A-Kette

1. Ac
2. Ac

—_—

100
400

N

3.An 2 410

4. Bn

5Bn 1 001

6.Bh 2 400

7.An 2 400

8.Bc 1 100

Glu-27, Lys-30, Lys-33, Glu-73, Asp-162
GIn-28, Asp-29, GIn-279, GIn-280, Asn-281,
Arg-303, Asn-304, Glu-306

Trp-47, Arg-48, Glu-50, Ser-330, Ser-347, Ser-
350, GIn-353, Asn-354, Lys-357, Asp-411, Glu-
414, Lys-421, Lys-425

Lys-68, Glu-69, Ala-71, Glu-73, Val-270, Pro-
274, Asn-311, Lys-321, Glu-331, Leu-334, Glu-
338

Glu-98, Arg-102, Pro-122, Leu-123, Thr-124,
Arg-127, GIn-128, Lys-131, Trp-132, Lys-134,
GIn-144, Glu-149, Leu-151, Glu-182, Tyr-183
Lys-145, Glu-188, Phe-189, Arg-190,

GIn-205, Asn-223, Arg-238, Ala-239, Pro-241,
Ala-242

Glu-326, Arg-375, Asp-376, Arg-379, Val-381,
Met-453, Asp-456, Gly-458, Lys-471, Asn-476,
Asp-477, Asp-504, Gly-545, GIn-550

13

53

18

51

26
24

43

Summe Kontakte A-Kette: 257, 75 beteiligten Resten, 57 N-terminal und 18 C-terminal

Kontakte der B-Kette

1.Bc 1 -1 00
2. An

3.An 1 00-1

4Ac 1 100

5An 2 410
6.Bh 1 100

Glu-27, Asp-29, Lys-30, Asp-162

Lys-68, Glu-69, Ala-72, Glu-73, Pro-274, Asn-
311, Lys-321, Trp-325, Glu-331, Leu-334, Tyr-
335, Glu-338

Tyr-143, Lys-145, Ser-146, Thr-147, Gly-148,
Glu-149, Trp-155, Glu-188, Arg-190, Lys-197,
Leu-198, GIn-201, Glu-202, GIn-205, Thr-206,
Lys-208

(Lys-321), Thr-324, Glu-326, Gly-328, Arg-375,
Asp-376, Arg-379, Lys-454, Asp-456,

GIn-343, GIn-344, Ser-347,

Lys-474, Asn-476, Asp-477, Lys-544, Gly-545

15

26

51

27

26
18

Summe Kontakte B-Kette: 163, 48 beteiligten Resten, 38 N-terminal und 10 C-terminal
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4.3 Struktur des disulfidverbriickten Enzyms PL

Ein interessantes Problem bei der Strukturldsung war die haufig beobachtete perfekte me-
roedrische Verzwilligung des Kristalls. Insgesamt wurden sieben Kristalle getestet und auf
Verzwilligung Uberpruft. Erst mit dem Austausch des Kristallisationsreagenz von Ammoni-
umsulfat zu Lithiumsulfat wurde ein Einkristall erhalten, der dann auch komplett vermes-
sen wurde. Als verldsslichster Parameter flr die Verzwilligung erwiesen sich die
kumulativen Intensitaten der Reflexe. Die zentrischen und azentischen Momente hinge-
gen, die auch ein diagnostisches Kriterium fir Verzwilligung sind, ergaben nicht in allen
Fallen Werte, die auf Verzwilligung hindeuteten. Da nur ein in Gegenwart von Lithiumsul-
fat gezichteter Kristall vermessen wurde, kann nicht festgestellt werden, ob aufgrund der
veranderten Kristallisationsbedingungen oder nur zufallig der Kristall als Einkristall ge-
wachsen ist.

Der Datensatz konnte an der Synchrotronstrahlenquelle BW7B am EMBL in Hamburg
(DESY) gemessen werden. Anders als bei den Kristallformen der offen verbriickten Mut-
ante kam es hier nicht zu auffalligen Strahlenschaden wahrend der Datensammlung. Das
kann entweder daran gelegen haben, dass die Strahlenquelle in Hamburg nicht so intensi-
tatsstark ist wie das Strahlrohr ID 14 am ESRF in Grenoble oder daran, dass die einge-
fuhrte Disulfidbriicke starker im Proteininneren verborgen ist und dadurch nicht so
wasserexponiert liegt wie die Disulfidbriicke der offen verbriickten Mutante. Tabelle 14
fasst die wichtigsten Ergebnisse der Datensammlung zusammen.

Tabelle 14. Datensammlung Kristall PL. Die Werte in Klammern beziehen sich jeweils auf die
hochste Aufldsungsschale.

Temperatur (K) 100
Wellenlénge (A) 0,8453
Oszillationswinkel 0,5°
Rotationswinkel 57,5°
Raumgruppe P4,2,2

a=97,68, b=97,68,
Zellkonstanten (A) =312,05
Molekile/AU 2
Mosaizitat 0,9°

Auflésungsbereich (A)
Unabhangige Reflexe

30-2,1 (2,18-2,10)
89316

Vollstandigkeit (%) 95,1 (95,6)
Reym(%) 6,9 (26,7)
Redundanz 3,2 (3,3)

I/s (1)

17,2 (4,7)




Die Struktur PL

4.3.1 Molekularer Ersatz

Der Datensatz konnte Uber die Methode des molekularen Ersatzes gel6st werden. Die
Indizierung und Skalierung der gemessenen Reflexe ergab ein tetragonales Kristallsystem
mit der Laue-Klasse 4/mmm. Die Abwesenheit von gemessenen Reflexen enlang der h00
Linie lie® die Moglichkeiten P4242, P4,2:2, P4,2,2 und P43;2:2 offen. Berechnung des
Matthews-Koeffizienten V., ergab unter der Annahme, dass sich zwei Molekile in der Ein-
heitszelle befinden einen Wert von 3,3, woraus sich ein Solvensgehalt von 62,7 % errech-
net, bei 3 Molekulen in der asymmetrischen Einheit betragt bei einem angenommenen
Molekulargewicht von 59,2 der Solvenzgehalt 44,1 %. Es wurde zuerst unter der Annah-
me nur zweier Molekile in der AU gerechnet, was sich spater auch als wahr herausge-
stellt hat.

Als Suchmodell fiir den molekularen Ersatz wurde die Kette C der Struktur 1hpu, die auch
als Modell (Zielstruktur) fur die Einfihrung der Disulfidbriicke diente, verwendet. Der mo-
lekulare Ersatz wurde mit Hilfe des Programms AMORE (Navaza, 1994; Navaza und Sa-
ludjian, 1997) durchgeflhrt. Wie auch bei der Strukturlésung der Kristallform SP-II stellte
sich hier schnell heraus, dass Rechnungen mit dem kompletten Suchmodell zu keinen
sinnvollen Ldésungen fuhrten. Die Rotationssuche mit nur einer N-terminalen Doméne
(Reste 26-355) ergab eine erhabene Losung mit einem R-Wert von 57,9% und einer Kor-
relation von 17,4. Die Translationssuche wurde nun systematisch mit allen in Frage kom-
menden Raumgruppen durchgefiihrt, wobei lediglich fir die Raumgruppe P4:2:2 eine
Verbesserung des R-Werts (56,1%) und der Korrelation (17,6) beobachtet wurde. P442,2
stellte sich dann auch als die wahre Raumgruppe heraus. Unter Vorgabe der gefundnen
Lésung fur die N-terminale Domane wurde noch eine C-terminale Domane gefunden.
Nach einer ersten Starre-Kérper-Anpassung mit dem Programm AMORE wurden fir das
gesamte erste Molekil ein R-Wert von 50,6 und eine Korrelation von 36,3 erhalten. Unter
Vorgabe dieses Modells konnte auch die zweite N-terminale Domane gefunden werden,
die das Ergebnis auf 49,6% (R-Wert) und 47,7 (Korrelation) verbesserte. Interessanter-
weise konnte keine Lésung fiir die zweite C-terminale Doméane gefunden werden. Erst mit
dem Programm BEAST (Read, 2001) wurde die richtige Position der zweiten C-terminalen
Domane gefunden. Das gesamte Modell konnte mit dem Programm ArpWarp (Perrakis et
al., 1999) noch wesentlich verbessert werden, so dass vor der Verfeinerung und vor dem
Einbau von Wassermolekilen ein Modell mit einem R-Wert von 25,6% und ein freier R-
Wert von 25,8% erhalten wurde. In diesem Modell sind allerdings die progammtypischen
~-LDummy*“-Atome in die Restdichte eingebaut.
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4.3.2 Kiristallographische Verfeinerung und Modellbau

Mit den Phasen des mittels AMORE und ArpWarp bestimmten Strukturmodells wurde ei-
ne Elektronendichtekarte berechnet und in das Programm O eingelesen (Jones et al.,
1991). Die Dichte war gut interpretierbar, so dass die Punktmutationen Pro-90 — Cys und
Leu-424 —Cys problemlos eingebaut werden konnten. Auch war zwischen den eingefiihr-
ten Cysteinresten noch Restdichte zu erkennen, die auf eine Dicysteinbildung schlie3en
lieR. Ebenso konnten die Mangan-lonen, die dem Kristallisationsansatz zugesetzt waren,
in dem bekannten Ligandenumfeld lokalisiert werden.

Im Folgenden wurde alternierend mit dem Programmpaket CNS (Brunger et al., 1998) das
Modell verfeinert und manuell mit dem Programm O gebaut. Bei der Verfeinerung wurde
nach dem in Abschnitt 2.4 beschriebenen Verfahren vorgegangen. Am Ende der Verfeine-
rung lagen die R-Werte bei 19,16 bzw. 23,17 % (vor TLS-Verfeinerung). Ahnlich wie in der
Struktur 1hp1 (Kndfel und Strater, 1999) konnte hier Restdichte zwischen den beiden
Metallionen nur mit einem Einbau von Bikarbonat-lonen in den beiden Proteinen in der AU
erklart werden. Des Weiteren wurden auch noch zwei Sulfat-Molekile identifiziert, die je-
doch auch bereits zuvor beschrieben wurden. Neben den Proteinatomen wurden 921
Wassermolekule, vier Mangan, zwei Sulfat und zwei Bikarbonat-Molekile gebaut. Wie
auch in den Strukturen des offen verbriickten Enzyms lag hier der C-Terminus der Peptid-
kette ungeordnet vor, so dass die zusatzlichen Reste Glu-551 und die Histidin-Reste 552-
557 nicht gebaut werden konnten. Es wurden insgesamt 9134 Atome mit jeweils vier (x, v,
z, B) Freiheitsgraden verfeinert, anschlielend wurde noch eine TLS-Verfeinerung durch-
gefuhrt (vgl. hierzu Abschnitt 4.4).

Die in Tabelle 15 zusammengefassten Daten der Verfeinerungsstatistik beinhalten auch
die TLS-Verfeinerungszyklen. Im Ramachandran-Diagramm besetzen die Reste His-252
(an der Metallkoordinierung beteiligt), His-289 sowie Thr-87 unerlaubte Positionen. Die
Histidin-Reste sind in allen 5-NT — Strukturen in der unerlaubten Region gefunden wor-
den, der Threonin-Rest hat gegeniiber den anderen Strukturen ein leicht unglinstigeres
Phi/Psi-Winkelpaar eingenommen und ist so von einer gro3ziigig erlaubten in eine uner-
laubte Region gekommen. Die Dichten aller dieser Reste in den unerlaubten oder grof3-
ziigig erlaubten Regionen sind sehr gut definiert.
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Tabelle 15. Verfeinerungsstatistik des Datensatzes PL. Fur die Berechnung des freien R-Wertes
wurden 5% der Reflexe verwendet. Das Ramachandran-Diagramm wurde mit dem Programm Pro-
Check erstellt (Laskowski et al., 1993).

Aufldsungsbereich (A) 20,0 — 2,1
R-Wert 15,6
freier R-Wert 20,5
Proteinatome 8194
Wassermolekiile 921
Standardabweichung (RMSD)
Bindungslange (A) 0,022
Bindungswinkel (°) 1,74
Durchschnittlicher B-Wert (A%) 26,1
Hauptketten 23,5
Seitenketten 26,5
Wasser 36,6
Metallionen (1; 2) 31,1;21,9
Bikarbonation 34,7
Ramachandran Diagramm (% aller Aminosaurereste)
In bevorzugten Regionen 89.6(8)
90.4 (A)
, 9.6 (B)
In erlaubten Regionen
8.4 (A)
In groRzlgig erlaubten 0.2 (B)
Regionen 0.4 (A)
, 0.7 (B)
In unerlaubten Regionen
0.7 (A)
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4.3.3 Strukturbeschreibung

Disulfidbriicke

Die Disulfidbricke weist am Cp-Atom des Rests Pro-90 erste Anzeichen von Strahlen-
schaden auf (Abbildung 24). Hierbei kommt es durch Radikalenangriff zu einem Aufbre-
chen der Disulfidbricke, wie es von Ravelli und Weik beschrieben wurde (Ravelli und
McSweeney, 2000; Weik et al., 2000). Diese Erklarung ist wahrscheinlicher als ein Vorlie-
gen einer partiell gedffneten Disulfidbriicke, da der Ellmans Test keine reduziert vorlie-
genden Cysteine in Losung nachwies (s. Abschnitt 3.1.3).

Abbildung 24. Stereoabbildung der eingefihrten Disulfidbriicke Pro-90 — Cys, Leu-424 — Cys der
Kette A. Gezeigt ist eine 2Fo-Fc Elektronendichtekarte um die Disulfidbindung fiir deren Berech-
nung die gezeigten Reste ausgelassen wurden.

Die Geometrie der Disulfidbindung unterscheidet sich zwischen den beiden Monomeren in
der asymmetrischen Einheit nur geringfligig (Kette A -103,6°, 169,2°, -78,1°, -126,0°, -
60,3° und Kette B -91,9°, 177,5°, -94,0°, -120,6°, -62,1° jeweils von %1 nach x’'1). Mit ei-
nem yx3-Winkel von -94,0° nimmt die Kette B eine energetisch etwas giinstigere Konfor-
mation ein als die A-Kette mit x3 von -78,1° (vgl. Tabelle 19, Abschnitt 4.5). Diese beiden
linkshandigen Konformationen weichen jedoch erheblich von der energetisch glinstigsten
Konformation der Vorhersage ab, die rechtshandig ist und beinahe optimale Torsionswin-
kel einnimmt (-44,3°, -136,5°, 90,9°, 95,8°, 42,7° von 1 nach y’1). Auch die beiden ande-
ren als moglich berechneten Disulfidgeometrien werden weit verfehlt mit jeweils Gber 50°
Abweichungen bei den 2 und Uber 100° Abweichungen bei den %’'2 Winkeln. Zusammen
mit der Schwierigkeit bei der Strukturlésung, bei der fir den Molekularen Ersatz mit den
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Domaéanen getrennt gesucht werden musste, deutet das bereits darauf hin, dass die C-
terminale Doméane der PL - Struktur einen anderen Drehwinkel eingenommen hat als in
der Zielstruktur (1hpu C).

Enzymkonformation

Die Analyse der Bewegung der C-terminalen Domane relativ zur N-terminalen Domane
ergibt einen Rotationsunterschied von lediglich 1,5° zwischen den beiden Monomeren der
asymmetrischen Einheit. Es gibt jedoch Uberraschend grofie Abweichungen zur Zielstruk-
tur. In Abbildung 25 sind die Strukturen des Monomers A der PL-Struktur und der Ziel-
struktur (1hpu C) sowie die Struktur SP-I mit den Rotationsachsen abgebildet. Die C-
terminale Domane der PL-Struktur (gelb) hat sich gegentiber der am meisten geschlosse-
nen Konformation (rot) um 43,2° gedreht. Die Rotationsachse liegt zwar in derselben E-
bene wie die Rotationsachse zwischen den Strukturen 1hpu C und SP-I, hat sich jedoch
etwas geneigt, so dass sie parallel zur Disulfidbriicke ausgerichtet liegt. Damit liegt die
Disulfidbriicke auch sehr dicht an der Rotationsachse, wodurch eine nur geringe Konfor-
mationsanderung der Disulfidbriicke eine groRe Konformationsanderung des Enzyms er-
laubt. Es ist zu vermuten, dass diese theoretische Bewegungsfreiheit des Enzyms auch
tatsachlich genutzt wird und das Enzym auch in der geschlossenen Form, die es eigent-
lich einnehmen sollte, existieren kann. Beleg hierfir ist die hohe katalytische Aktivitat, die
das Enzym aufweist (vgl. Kapitel 54.5) und die theoretische Voraussage, dass die Disul-
fidbrlicke auch in der geschlossenen Konformation eine energetisch glinstige Konformati-
on einnimmt. (Vgl. auch Abschnitt 4.4.1 fir eine Diskussion (ber die mogliche
Bewegungsfreiheit der PL-Mutante in Losung.)

Die Rotationsdifferenz zur offenen Konformation (in Abbildung 25 reprasentiert durch die
Struktur SP-I) betragt 55,5° um eine Achse, die praktisch identisch mit der Rotationsachse
der vollen Bewegung ist (1Thpu C und SP-I). Hiermit handelt es sich bei der PL-Struktur
um eine tatsachliche intermediare Konformation, die im Gegensatz zu allen anderen zwoIf
beschriebenen 5-NT Strukturen (inklusiv der SP-Strukturen) weder der offenen noch der
geschlossenen Konformation zugeordnet werden kann.
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Abbildung 25. Rotationswinkel zwischen der Struktur PL Kette A und der geschlossenen Referenz-
struktur 1hpu Kette C sowie der offen verbriickten Mutante SP-I. Der Vergleich der Strukturen ba-
siert auf einer Uberlagerung der N-terminalen Doménen. Um die Rotationsbewegung der farbig
markierten C-terminalen Domanen gegenuber der unbewegten N-terminalen Domane zu verfolgen,
sind die Reste der Substratbindungsstelle Arg-375 und Phe-498 blau eingezeichnet. Die Rotati-
onsachsen sind farblich den Molekiil verbindenden Pfeilen zugeordnet. Die Rotationsbewegung um
diese Achse ist auf den Pfeilen zwischen zwei Konformationen eingetragen.
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Die Frage, ob es sich hierbei um eine naturliche Konformation handelt, die auch das Wild-
typ-Protein eingehen kann, kann auf Basis der vorhandenen Daten nicht entschieden
werden. Dafir spricht, dass die Rotationsachsen der intermediare Konformation mit der
der groRRen Rotationsbewegung Ubereinstimmen und dass drei neue Interdoménen-
Kontakte ausgebildet werden (zwischen lle-178, Gly-179 und Asn-180 auf der N-
terminalen Domane und Asn-497, Asn-517 und Gly-519 auf der C-terminalen Domane),
die die Konformation stabilisieren sollten, weil nur ein Kontakt gegeniber der geschlosse-
nen Konformation (Gly-88 mit Lys-425) verloren gegangen ist. Auch wurde bei einer ande-
ren Mutante (His-117 — Ala) eine zweite intermediare Konformation gefunden (die
Struktur wurde aufgrund der schlechten Auflésung und unvollstandigen Datensammlung
jedoch nicht weiter verfeinert). Auf der anderen Seite kristallisiert der Wildtyp nicht unter
den Bedingungen der PL-Kristallform und eine Berechnung der Ca-Abstande der beiden
Cysteine zeigt, dass eine weitere Rotation, um die angegebene Achse aufgrund der Disul-
fid-Geometrie nicht moglich ware, was darauf hinweist, dass die gefundene Konformation
nicht ausschlieRlich durch die eingeflhrte Disulfidbriicke gebildet wird (vgl. Abbildung 29,
Abschnitt 4.4.1). Auch ist es unwahrscheinlich, dass sich die Rotationsachse zwischen
den Molekilen PL A und 1hpu C parallel zur Disulfidbriicke ausrichtet, selbst wenn diese
Abweichung nahe bei der Rotationsachse der grof3en Rotationsbewegung liegt. Es ist da-
her am wahrscheinlichsten, dass die beobachtete intermediare Konformation zwar auf der
Rotationstrajektorie des Wildtyp-Enzyms liegt, jedoch in Losung kein Energieminimum wie
die geschlossene und die offene Konformation darstellt.

Alle Bewegungen zwischen zwei Nukleotidase-Konformeren, die in dieser Arbeit be-
schrieben wurden oder bereits vorher beobachtet wurden (Knéfel und Strater, 2001a),
entsprechen einer Gleitbewegung, wobei sich die Reste der Domanengrenzflache entlang
der Grenzflache bewegen. Diese Bewegung unterscheidet sich deutlich von der klassi-
schen SchlieBbewegung, bei der sich die Reste der Grenzflache senkrecht zu ihr bewe-
gen. Diese Vorzugsrichtung ist nicht nur bei dem Ubergang zwischen offener und
geschlossener Form sowie bei den Domanenbewegungen von 5-10° sondern auch bei
kleinen Bewegungen von 1-2° anzutreffen

Temperaturfaktoren

Der Mittelwert der Temperaturfaktoren liegt bei 22,3 A? (Kette A) und 24,1 A? (Kette B).
Anders als in den Strukturen SP-Il und 1ho5 verteilen sich hier die B-Werte gleichmafig
Uber das gesamte Molekll mit vergleichbaren Mittelwerten fir die einzelnen Domanen.
Interessant ist hier erneut, dass die eingefiihrten Cystein-Reste nicht vom Mittelwert ab-
weichen (Cys-90 = 22,3 A? fiir Molekiil A und 20,2 A? fiir Molekiil B, Cys-424 = 21,0 A?
und 20,9 A?), sehr wohl aber lokale Maxima in ihrer Umgebung darstellen (s. Abbildung
26). Dieselben Reste in der Vergleichsstruktur (1hpu C) haben zwar héhere B-Werte, stel-
len aber keine lokalen Maxima dar (nicht gezeigt), so dass dieser Effekt wahrscheinlich
auf die Einflhrung der Disulfidbriicke zuriickzufuhren ist. Das deutet auf eine gewisse
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Beweglichkeit des Dicysteins hin, wobei zu bertcksichtigen ist, dass der Effekt lokal be-
grenzt ist und die Temperaturfaktoren nur wenig erhéht sind. Ebenso sind die B-Werte der
Seitenketten der zwei Cysteine sehr wahrscheinlich durch die partielle Reduktion und Off-
nung der Bricke erhéht. Die Elektronendichte (Abbildung 24) zeigt bereits Merkmale fir
eine alternative Konformation. Ohne diese Strahlenschaden ware der B-Wert der Cysteine
moglicherweise so grofd wie der der benachbarten Reste.

T L T X T r T L3 T X T r T LA T % T r T

—o— PL Kette A
—o— PL Kette B

B-Wert (A?)

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Aminosaurerest

Abbildung 26. Temperaturfaktoren der beiden Monomere der PL-Struktur. Aufgetragen sind die
gemittelten B-Werte pro Aminosaurerest gegen die Restenummer. Die Reste der Punktmutationen
Pro-90 — Cys und Leu-424 —Cys sind mit Pfeilen markiert

Auffallig ist, dass der haufig ungeordnete und sehr flexible Bereich 321-332 nur in der Ket-
te A, nicht aber in der Kette B héhere B-Werte als die Umgebung aufweist, wohingegen
der Bereich 300-310 in der Kette A gegenlber der Kette B erhoht ist. Interessanterweise
findet genau zwischen diesen beiden Bereichen ein reziproker Kristallkontakt zwischen
der Kette A und der Kette B statt. Es ist allerdings nicht deutlich, warum nur der eine Kon-
takt (B 300-310 zu A 321-332) nicht aber der reziproke Kontakt (A 300-310 zu B 321-332)
eine erhoéhte Unordnung aufweist.

Die anderen Bereiche mit erhohten Temperaturfaktoren um die Reste 65, 145 und 475
sind in allen 5'-NT Strukturen von tberdurchschnittlicher Unordnung betroffen und schei-
nen innerhalb der ,Starren-Korper” N- und C-terminale Doméane starker flexible Unterbe-
reiche auszubilden, die dem Enzym inharent sind. Der haufig flexible 180-iger
Schlaufenbereich ist in beiden Molekiilen der AU unauffallig, was wahrscheinlich auf die
Kristallkontakte, die die Schlaufe macht (vgl. Tabelle 17), zurlckzuflihren ist.
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Rmsd-Werte

In Abbildung 27 sind die mittleren quadratischen Abweichungen der beiden Molekile der
PL-Struktur gegen die Zielstruktur (1hpu C) pro Aminosaurerest aufgetragen. Wie auch fir
die Strukturen der SP-Mutante sind die Strukturen mit nur sehr kleinen Abweichungen gut
zu Uberlagern, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Cystein-
Doppelmutation die strukturelle Integritédt des Proteins nicht beeintrachtigt hat.

6-0_ T T X T T T T T T T

4.5 —— PL Kette A

4.0 —o— PL Kette B i
3.5 P90C l L424C

Rmsd (A)

i T i T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 5
Aminoséaurerest

Abbildung 27. Rmsd der Struktur PL basierend auf separaten Uberlagerungen der N- und C-
terminalen Domanen mit der Zielstruktur 1hpu Kette C.

Die starkste Abweichung gegenuber der Zielstruktur findet sich im Schlaufenbereich 321-
332, der vor allem in der Kette B um bis zu 5,5 A von der 1hpu C Struktur abweicht. Wie
im vorherigen Abschnitt beschrieben, bildet dieser Bereich eine intensive Kontaktflache zu
einem symmetrieverwandten Nachbarmolekll aus (vgl. Tabelle 17). Diese Bindungen
stabilisieren den Schlaufenbereich in einer von der Zielstruktur abweichenden Konforma-
tion. Die hier gefundene Diskrepanz zwischen den beiden Ketten korrespondiert mit den
unterschiedlichen Temperaturfaktoren fiir die beiden Ketten in diesem Bereich.
Interessant ist, dass hier die Mutation des Pro-90 zu Cys-90 keine erhdhten Abweichun-
gen im Hauptkettenverlauf zur Folge hat, wohl aber der Bereich um das Cys-424, der in
beiden Ketten kleinere Schwankungen aufweist. Diese Schwankungen sind auf die Reor-
ganisation der Wasserstoffbriicken zwischen der N- und C-terminalen Doméane zurlickzu-
fuhren, die in erster Linie eine Folge der gegeniber der Zielstruktur unterschiedlichen
Rotationsstellung der Doméanen ist. Wie fir die SP-Strukturen gilt auch hier, dass die Ab-
weichungen im Vergleich zu anderen experimentellen Strukturen mit eingefihrten Disul-
fidbricken sehr klein sind und geschlussfolgert werden kann, dass durch den Einbau der
Cysteine nur die Konformation der Domanen beeintrachtigt ist, die Proteinstruktur als sol-
che aber nicht beeinflusst wurde.
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Metall-Koordinierung

Wie auch bei den SP-Strukturen eignet sich auch hier ein Vergleich des aktiven Zentrums
mit dem der Zielstruktur, um die Struktur des Proteins auf schwerwiegende Verzerrungen
durch den Einbau der Cysteinreste zu Uberprifen. Im Kristallisationsansatz wurde anders
als bei den SP-Strukturen Mn?" in hoher Konzentration verwendet, so dass beide Metall-
bindestellen von Metallionen besetzt sind und die Metallkoordinierung hier direkt ver-
gleichbar ist mit der Struktur 1hpu (in der ebenfalls Mn?* zugegeben wurde). Eine
Uberlagerung des PL A Molekiils (PL B ist dazu analog, Daten nicht gezeigt) mit der Ziel-
struktur 1hpu C zeigt, dass in dem mutierten Protein dieselbe oktaedrische Koordinati-
onsgeometrie vorliegt wie im Wildtyp-Protein (Abbildung 28). Tabelle 16 vegleicht die
Abstande und Winkel der Metalliganden in den beiden Strukturen miteinander.

Alle koordinierenden Reste Uberlagern exakt, wenngleich die Metallionen leicht verscho-
ben sind. Ein interessanter Unterschied zwischen den Strukturen ist das Bikarbonation,
das hier im aktiven Zentrum gefunden wurde, nicht aber in der Struktur 1hpu C, wo diese
Position von zwei Wassermolekilen und einem Phosphatmolekil (terminale Phosphat-
gruppe des Inhibitors AMPCP) besetzt ist. Das Sauerstoffatom O1 des Bikarbonat-lons
Uberbriickt dabei beide Metallionen bidentat, das Sauerstoffatom O2 bindet monodentat
an Mn1 und O3 koordiniert das zweite Metallion. Nicht verwunderlich, dass sich hier auch
die gréften Unterschiede beim Vergleich dieser Gruppen mit dem Bikarbonat-lon erge-
ben: So weicht der Abstand der Bindung des O3-Atoms des Bikarbonat-lons um 0,3 A von
der analogen Bindung mit der Phosphatgruppe ab und der gréfdte Winkelunterschied mit
20° ist der zwischen der Gruppe CO3 O1 — Mn2 — CO3 O3 und der analogen Gruppe im
Molekil 1Thpu C mit 20°.
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Tabelle 16. Vegleich der Metallkoordinierung der Strukturen PL A und 1hpu. In Klammern jeweils

die Werte der Struktur 1hpu.

Koordinationsabstinde (A)

Asp-41052 His-43Neg2 Asp-84082  GIn-2540¢1  CO3 O1 (W1) CO3 02 (W2)
Mn1 2,15 (2,11) 2,26 (2,25) 2,28 (2,35) 2,27 (2,25) 2,22 (2,15) 2,76 (2,46)

Asp-840382  Asn-116081 His-217Ng2  His-252N§1 CO3 O1 (W1) CO3 03

(P0.-01)
Mn2 2,43 (2,31) 2,18 (2,18) 2,12 (2,26) 2,19 (2,28) 2,08 (2,26) 2,34 (2,23)
Koordinationswinkel (°)
D84-Mn1-Q254 175,4 (169,5) H217-Mn2-N116 90,0 (83,8)
D41-Mn1-H43 101,0 (110,6) H217-Mn2-CO3 O1 (W1) 96,0 (111,6)
H43-Mn1-CO3 O1 (W1) 157,3 (154,7) N116-Mn2-CO3 O3 (O1) 87,9 (86,1)
D84-Mn1-D41 87,6 (93,1) CO3 01 (W1)-Mn2-CO3 03 65,2 (78,7)
(O1)

D84-Mn1-H43 95,4 (93,8) CO3 03 (01)-Mn2-H217 177,6 (169,1)
D84-Mn1-CO3 O1 80,8 (81,6) CO3 03 (01)-Mn2-H252 94,7 (92,0)
H43-Mn1-Q254 87,5 (87,8) CO3 01 (W1)-Mn2-N116 153,0 (164,6)
CO3 03 (W1)-Mn1-Q254 95,2 (92,2) CO3 01 (W1)-Mn2-H252 96,0 (88,4)
D41-Mn1-Q254 95,2 (95,6) N116-Mn2-H252 88,4 (94,6)
D41-Mn1-CO3 O3 (W1) 101,1 (94,5) H217-Mn2-H252 86,4 (85,1)

Ein Bikarbonation wurde auch schon friher in einer Wildtyp-Struktur (1hp1) gefunden. Da
es offensichtlich leicht an das aktive Zentrum bindet und dortige Wassermolekiile ver-
drangt, wurden kinetische Tests mit Bikarbonat durchgefiihrt, um eventuellen Einflissen
nachzugehen. Die kinetische Aktivitat des Wildtyp-Enzyms ist aber durch Bikarbonat nicht
zu beeinflussen (Daten nicht gezeigt), so dass davon auszugehen ist, dass unter physio-
logischen Bedingungen Wassermolekile die Metallionen koordinieren. Daflir spricht auch,
dass die Winkel, die das Sauerstoffatom O3 des Bikarbonat-lons bildet zum Teil erheblich
von den optimalen oktaetrischen Winkeln von 90° bzw. 180° abweichen (vgl. Tabelle 16).
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Abbildung 28. Vergleich der Metallkoordinierung zwischen der Struktur PL Kette A und deren
Zielstruktur 1hpu Kette C. Die Molekiile wurden N-terminal Uberlagert. A. Die Vergleichsstruktur
1hpu C ist in gold gezeichnet, die Stickstoffatome der PL-Struktur sind blau, die Sauerstoffatome
rot und die Kohlenstoffatom in grau gezeichnet. B. Ansicht wie in A, jedoch ohne Uberlagerung und
mit Elektronendichte, konturiert bei ¢ 1,5.

4.3.4 Kristallkontakte

Anders als bei der Struktur SP-Il weisen in der Struktur PL weder die beiden Molekile in
der AU noch die beiden Domanen eines Molekils bezuglich der Rotation, der B-Faktoren-
Verteilung oder der mittleren quadratischen Abweichungen in einer Uberlagerung auf die
geschlossene Konformation 1hpu Kette C voneinander ab. Dieses vollig unterschiedliche
Verhalten im Kristall kann wesentlich auf die Kristallpackung zuriickgefiihrt werden.
Tabelle 17 listet die Kontakte der asymmetrischen Einheit zu symmetrieverwandten Mole-
kiilen oder zu der Nachbarkette analog zu den Strukturbesprechungen SP-1 und SP-II auf.
Im Gegensatz zu der Struktur SP-Il sind bei der Struktur PL die beiden Molekdle in der
asymmetrischen Einheit dhnlich gepackt. In beiden Ketten gibt es zwei grolie Kontaktfla-
chen zu benachbarten Symmetriemolekilen (Anzahl Kontakte Kette A 106, 64; Kette B
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106, 92) und jeweils 5 kleine Kontaktflachen zwischen 7 und 28 Kontakten. Beide MolekU-
le haben eine ahnlich groRe Anzahl an Kontakten mit 283 Kontakten der Kette A und 292
Kontakten der Kette B. Auffallig ist auch, dass in dieser Struktur Kontaktflachen bestehen,
die die beiden Domanen Uberbriicken, was zusatzliche Stabilitdt bringen sollte und zu ei-
ner gleichmafigeren B-Werte Verteilung fihrt. Auch sind die Kontakte zwischen der N-
und der C-terminalen Domane gleichméafig unter Berlcksichtigung der jeweiligen Doma-
nengrofle verteilt.

Interessant ist, dass auch die domanenverbindende Helix an den Kristallkontakten betei-
ligt ist. Die Konformation dieser Helix konnte als ein diagnostisches Kriterium fiir die Pro-
teinkonformation identifiziert werden (Knofel und Strater, 2001a), wobei eine offene Helix
(Knick bei den Resten 365 und 366, vgl. Abbildung 25 A) einherging mit einer geschlos-
senen Konformation und eine durchgehende Helix mit einer offenen Konformation assozi-
iert war. Es ware interessant zu sehen, in welcher Konformation die Helix bei einer
intermediaren Proteinkonformation ist. Durch die Kristallkontakte, die die Helix in der PL-
Struktur ausbildet ist diese Analyse jedoch schwierig, weil in der geschlossenen Struktur
1hpu C die Helix ebenfalls durchgangig ist. Insgesamt stiitzen aber folgende Befunde die
Annahme, dass die intermediare Struktur PL eher zu den offenen Strukturen gezahlt wer-
den muss: Die Helix ist durchgehend, die Anwesenheit eines Bikarbonation wurde bislang
auch nur in offenen Konformationen beobachtet und die PL Struktur ist so weit gedffnet,
wie es durch die Verbriickung maximal mdéglich erscheint, wenn die Ca-Ca Abstande der
beiden Cysteine gegen den Drehwinkel der Domanen betrachtet werden (vgl. Abbildung
29).
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Tabelle 17. Kristallkontakte in der Struktur PL.

Symmetriemolekiil Kontaktreste Anzahl
Kontakte der A-Kette

1.Bc 1 110 Tyr-26, GIn-204, GIn-205, Asn-304 10

2Bn 7 000 Thr-31, Glu-69, Gly-272, Thr-273, Pro-274,

Glu-301, Arg-303, Glu-306, Lys-308, Met-309,

Asn-311, Val-323, Thr-324, Trp-325, Glu-326, 106
Asp-327, Lys-329, Leu-334

3.Bn/icch5 0-1 0 Asp-96, Thr-124, Arg-127, GIn-128, Lys-131,
Glu-182, Thr-185, Asp-186, Lys-355, GIn-359, 69
Asp-395, Arg-396, Thr-397, Gly-398, Tyr-420,
Tyr-435, Arg-492

4. Ac 5 110 Tyr-143, Gly-148, Arg-150, Arg-190, Glu-195, 25
Leu-198, Glu-202, GIn-205, Thr-206, Glu-207

5Acn7 000 Glu-326, Glu-414, Ala-415, Gly-416 20

6. Bn Asn-368, Asp-417, Ser-534, Pro-535 7

7.An 5 100 Asp-437, Thr-439, Asp-486, Pro-487, Ala-488,
Thr-490, Arg-492, Phe-520, Glu-524, Lys-527, 26
GIn-531, Lys-532

Summe Kontakte A-Kette: 283; 69 beteiligte Reste, davon 42 N- und 27 C-terminal

Kontakte der B-Kette

1. Ac Tyr-26, GIn-204, GIn-205, Ala-242 12

2An/c5 000 Asp-96, Thr-124, Arg-127, GIn-128, Lys-131,
GIn-144, Glu-182, Thr-185, Asp-186, Lys-355,
GIn-359, Asp-395, Arg-396, Thr-397, Tyr-420, 92
Tyr-435, Arg-492, Phe-520, Glu-524, Lys-527,
GIn-531, Lys-532

3.Bc 5 010 Tyr-143, Gly-148, Glu-149, Arg-150, Arg-190,

Glu-195, Leu-198, Glu-202, GIn-205 28
4An 7 000 GIn-266, Val-270, Pro-274, Glu-301, Arg-303,
Asn-304, Glu-306, Lys-308, Val-310, Lys-321, 106

Thr-324, Trp-325, Glu-326, Glu-326, Asp-327,
Glu-331, Val-333, Tyr-335, Pro-337
5Bc 7 110 Glu-326, Asp-327, Gly-369, Arg-370, Glu-414 19
. An Ala-415, Gly-416, Asp-417, Ser-543, Pro-535 10
7.Bn Asp-437, Thr-439, Lys-441, Asp-486, Pro-487,
Ala-488, Thr-490, Gly-514,

(o))
N
N
N
o

(@]
o
o
o

28

Summe Kontakte B-Kette: 292, 68 beteiligte Reste, davon 40 N- und 28 C-terminal

Die PL-Struktur ist von allen bislang beschriebenen 5'-NT Strukturen diejenige, mit der
hochsten Anzahl an Kristallkontakten. Dies macht sich insbesondere in der C-terminalen
Domane bemerkbar, bei der mit Abstand am meisten Reste (27 bzw. 28) gegenliber den
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anderen Strukturen an Kristallkontakten beteiligt sind (Tabelle 18). Daraus resultieren
sehr niedrige B-Werte (nur in der Struktur 1hp1 bzw. 1ush sind die durchschnittlichen B-
Werte niedriger) auch gegeniber den héher aufgeldsten Strukturen. Die Struktur PL A ist
des Weiteren die einzige Struktur bei der die durchschnittlichen B-Werte der C-terminalen
Domane ebenso hoch sind wie die der N-terminalen Domane, bei allen anderen Struktu-
ren sind die Werte in der C-terminalen Domane durchgehend héher.

Tabelle 18 fasst die Kristallkontakte und durchschnittlichen B-Faktoren der 5'-NT Struktu-
ren zusammen. Die Ergebnisse schwachen das Argument, dass die gefundene interme-
didare Konformation auch ein energetisch giinstiger Zustand in Losung ist etwas ab, da die
Konformation hier durch auffallig intensive Kristallkontakte gestutzt wird.

Tabelle 18. Vergleich der Kristallkontaktanzahl in allen 5'-NT — Strukturen. In Klammern jeweils die
Anzahl der beteiligten Reste.

Struktur Kontakte insge-  N-terminale C-terminale @ B-Faktor (N-
samt Doméane Domane dom; C-dom)

PL Kette A 283 (69) (42) (27) 22,8 (22,8; 22,8)
PL Kette B 292 (68) (40) (28) 24,1 (24,7; 23,2)
SP-I 240 (62) (38) (24) 30,0 (30,6; 29,1)
1hp1 155 (52) (33) (19) 14,5 (13,7;15,8)
SP-Il Kette A 257 (75) (57) (18) 35,3 (26,7; 49,8)
SP-1I Kette B 163 (48) (38) (10) 43,2 (31,2; 63,6)
2ush Kette A 112 (35) (21) (14) 38,6 (35,3; 44,9)
2ush Kette B 108 (31) (17) (14) 40,6 (37,7; 45,7)
1ho5 Kette A 269 (50) (39) (11) 41,1 (27,0; 64,9)
1ho5 Kette B 219 (39) (29) (10) 49,3 (40,9; 63,2)
1hpu Kette A 76 (25) (13) (12) 35,2 (33,4; 38,2)
1hpu Kette B 191 (41) (28) (13) 31,9 (30,6; 34,3)
1hpu Kette C 204 (49) (37) (12) 32,2 (29,1; 37,5)
1hpu Kette D 174 (43) (33) (10) 31,7 (31,0; 32,9)
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4.4 Doménenquervernetzung und Doménen-Flexibilitét

441 Theoretische Flexibilitat

Die intermediare Konformation der PL-Mutante sowie deren hohe enzymatische Aktivitat
war unerwartet und kann nicht ohne weiteres erklart werden. Die Strukturanalyse der SP-
Mutante hat bereits ergeben, dass trotz Einbau einer Disulfidbriicke und daraus resultie-
render Domanen-quervernetzung es noch eine erhebliche Domanenflexibilitat gibt, die
sich in Rotationsunterschieden bis zu 11,5° zwischen der SP-I Kristallstruktur und dem
Monomer B der SP-Il Struktur widerspiegelt.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die PL-Mutante eine ahnliche Flexibilitat hat auch wenn
sich das kristallographisch aufgrund der dichten Packung (vgl. Abschnitt 4.3.4) nicht be-
merkbar macht. Da die Cys-90, Cys-424 Disulfidbindung in dem PL-Enzym auf der struk-
turellen Basis der am meisten geschlossenen Konformation konzipiert wurde, ist es
naheliegend anzunehmen, dass das Enzym auch tatsachlich in dieser Konformation exis-
tieren kann. Um abschatzen zu kénnen, ob auch die Konformationen, die auf der Trajekto-
rie zwischen dieser am meisten geschlossenen Konformation und der experimentell
gefundenen intermediaren Konformation theoretisch moglich sind, ohne dass die Disulfid-
bindung aufgebrochen werden muss, wurden die Ca-Ca Abstande theoretischer Zwi-
schenkonformationen berechnet (Abbildung 29).

Der Abstand der Ca-Atome der beiden Cysteine ist ein anerkannt entscheidender (und
intuitiv einleuchtender) Parameter zur Bildung von Disulfidbriicke (Petersen et al., 1999;
Srinivasan et al., 1990; Thornton, 1981). Schwieriger ist es, realistische Zwischenkonfor-
mationen zu berechnen. Hier wurden intermediare Konformationen gewahlt, die von dem
Molmorph-Server berechnet wurden (Echols et al., 2003; Gerstein, 1998). Dieses Vorge-
hen ist gerechtfertigt, da die Analyse der Domanenbewegung der 5-NT mit dem Morph-
server Ubereinkommt mit den hier verwendeten Berechnungen des Programms DynDom.
Der Morph-Server berechnet nach Nutzervorgaben intermedidare Konformationen zwi-
schen zwei vorgegebenen Strukturen (hier: 1hpu C und 1hp1), wobei jede intermediare
Konformation energetisch optimiert ist. In Abbildung 29 sind nun die Ca-Ca Abstande die-
ser der fir den Einbau der Disulfidbricke ausgewahlten Aminosaurereste (Ser-228 und
Pro-513 fir die offene Konformation, Pro-90, Leu-424 fiir die geschlossene Konformation)
gegen den Rotationswinkel aufgetragen. Zum Vergleich sind auch die experimentell ge-
fundenen Abstande sowohl der Wildtyp- 5'-NT Strukturen wie auch der disulfidverbriickten
Strukturen aufgetragen.
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Abbildung 29. Berechnung des theoretischen Ca-Abstands der Cystein-Punktmutationen nach ei-
nem Morph-Modell. Die theoretischen Abstande sind als Kreuze dargestellt. Die experimentellen
Abstande der Wildtyp-Strukturen (1hp1, 2ush, 1ho5, 1hpu) sind als offene Quadrate in das Dia-
gramm eingetragen, die Abstande der disulfidverbriickten Enzymvarianten als geschlossene Quad-
rate. Rot sind die Abstidnde der Reste 90, 424 und blau die Abstidnde der Reste 228, 513.

Dieser Vergleich zeigt, dass die experimentellen Werte sehr gut mit den theoretischen
Vorhersagen Ubereinstimmen. Aus der Grafik wird deutlich, dass sich die experimentelle
PL Konformation die am weitest moglichen gedffnete Konformation mit Disulfidbindung
einnimmt. Der gesamte Rotationsbereich bis zur geschlossenen Konformation liegt inner-
halb des erlaubten Ca-Ca Abstands und kann theoretisch eingenommen werden. Die ho-
he kinetische Aktivitat des PL-Enzyms beweist, dass dies auch geschieht. Auf der
anderen Seite ist die SP-Mutante sehr viel starker eingeschrankt in ihrer Rotationsfreiheit.
Der experimentell beobachtete Bereich der Flexibilitdt kommt Uberein mit dem optimalen
theoretischen Bereich, wenngleich eine weitere Drehung um bis zu 22° mdéglich erscheint,
eine vollstandige SchlieRbewegung ist mit intakter Disulfidbriicke jedoch unmdglich. Die
unterschiedlichen Rotationsfreiheiten der beiden Protein-Mutanten sind auf die jeweilige
Lage der Disulfidbriicke zurtiickzuflhren. In dem PL-Enzym liegt die Disulfidbricke parallel
zur Rotationsachse und in geringem Abstand zur Achse, so dass eine grole Rotations-
bewegung mit nur geringer geometrischer Verzerrung des Dicysteins bewirkt werden
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kann. In dem SP-Enzym hingegen liegt die Disulfidbriicke weit entfernt von einer senk-
recht zu ihr stehenden Rotationsachse, so dass bereits kleine Rotationsbewegungen zu
grofden Veranderungen der Disulfid-Geometrie fihren.

Diese Berechnungen erklaren nicht nur die unerwartet hohe enzymatische Aktivitat der
PL-Mutante, sondern zeigen auch, dass erwlnschte Bewegungsbeschrankungen nicht
immer Uber eine Disulfidverbriickung realisiert werden kénnen, da diese mdgliche Bewe-
gungsfreiheiten ausnutzen.

4.4.2 TLS-Analyse

Die Analyse der Rotationsbewegung zeigte, dass auch die disulfidverbriickten Proteine in
Lésung eine hohe Beweglichkeit haben. Dennoch zeigen die kinetischen Messungen,
dass die Beweglichkeit gegenuber dem Wildtyp-Protein deutlich eingeschrankt ist. Der
Vergleich der Temperaturfaktoren zwischen Wildtyp-Strukturen und den SP-Strukturen
hat gezeigt, dass die Einfihrung der Disulfidbriicke die Beweglichkeit im Kristall nicht ein-
schrankt (vgl. Abschnitt 4.2.1.3 und 4.2.2.3). Es ist dennoch aufschlussreich, die Bewe-
gung im Kristall zu analysieren, um so Voraussagen uber mogliche Bewegungen machen
zu konnen. In dieser Hinsicht ist besonders das Molekuil B der Struktur SP-1I interessant,
weil hier die C-terminale Domane nur von wenigen Kristallkontakten in ihrer Bewegung
beschrankt ist (s. Abschnitt 4.2.2.4). Eine hohe Beweglichkeit der C-terminalen Domane
ist hier durch die durchschnittlich sehr hohen Temperaturfaktoren anzunehmen.

Die Bewegung der Atome im Kristall U setzt sich aus folgenden Komponenten zusam-
men:

Formel 9 U=U Kristall T U s T U +U

innerhalb Atom

wobei Ukistal €inen allgemeinen anisotropen Skalierungsfaktor entlang der Kristall-Achsen
darstellt, Ur s die Bewegung von definierten ,starren Kérpern® ist, Upnermai Weitere kollekti-
ve intramolekulare Bewegungen (z.B. Librationen bestimmter Torsionswinkel) beinhaltet
und Uawm Anisotropie einzelner Atome beschreibt, die nur bei sehr hoher Auflésung
kristallographisch zu berechnen ist.

Fir die Beschreibung einer Domanenrotation eignet sich die TLS-Analyse in besonderer
Weise, weil hier die Domanen als starre Korper betrachtet werden kdnnen und so direkte
Hinweise auf unterschiedliche Bewegungen der Domanen erhalten werden. Ein weiterer
Vorteil der TLS-Analyse ist, dass hier keine hohe Auflésung nétig ist, so dass alle Struktu-
ren miteinander verglichen werden kdnnen.
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Daflr wurde mit allen drei Kristallstrukturen (SP-1, SP-II, PL) eine TLS-Verfeinerung mit
dem Programm Refmac (Murshudov et al., 1997) durchgefiihrt und mit dem Programm
TLSANL (Howlin et al., 1993) analysiert. Die Verfeinerung erbrachte Translations-, Libra-
tions- und Schrauben-Tensoren, die die Bewegung der Domanen (Reste 26-340 und 360-
549) im Kristall beschreiben. Von besonderem Interesse ist hier der Librations-Tensor, der
eine Rotationsbewegung um drei senkrecht zueinander stehende Achsen beschreibt.
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Abbildung 30. Kumulative Eigenwerte aus der TLS Verfeinerung. Die Eigenwerte sind fur jede Do-
mane kumulativ dargestellt, wobei der kleinste Wert in schwarz und der grote Wert in grau und
der jeweils mittlere Wert schraffiert abgebildet wurde.

In Abbildung 30 sind die Eigenwerte der Librations-Tensoren der N- und C-terminalen
Doméane jedes Molekils der asymmetrischen Einheit der 3 Strukturen wiedergegeben.
Hierbei wurden die Eigenwerte jeder Achse kumulativ zusammengefasst. Es fallt auf,
dass die Librations-Tensoren der N- und C-terminalen Domane aller Molekule der Struktu-
ren PL und SP-I hinsichtlich der relativen Grof3e ihrer Eigenvektoren sehr ahnlich sind. Es
konnte jedoch lediglich fur die Kette A der PL-Struktur eine Ubereinstimmung der Rich-
tung der Tensoren der N- und der C-terminalen Domanen (maximale Abweichung 23°)
festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass hier die Tensoren eine Starre-Korper-
Bewegung des gesamten Molekiils beschreiben mit nur schwachem Beitrag der einzelnen
Domanen. Bei den Molekiilen PL B und SP-I nehmen die Librations-Eigenvektoren der
beiden Doméanen um mehr als 50° unterschiedliche Richtungen ein, so dass hier von un-
abhangigen Bewegungen der einzelnen Domanen ausgegangen werden kann. Generell
ist die Librationskomponente bei diesen drei Molekilen jedoch sehr klein.

Im Gegensatz dazu ist die Librationsbewegung der C-terminalen Doméane des Molekiils B
besonders gro und zudem stark anisotrop, d. h. es herrscht vorwiegend eine Rotations-
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beweglichkeit um eine Achse vor. Wie im Abschnitt 4.2.2 ausfihrlich dargelegt, ist dies
auf die wenigen Kristallkontakte dieser Doméane zuriickzufiihren, von denen die meisten
zu einer anderen ebenfalls beweglichen C-terminalen Domane fihren.

Die TLS-Analyse ist also in der Lage, die unterschiedlichen Bewegungsfreiheiten der Do-
manen im Kiristall aufzudecken. Es stellt sich die Frage, inwieweit die beobachtete Ani-
sotropie auch die tatsachliche Bewegung der Doméanen in LOsung widerspiegelt.

Wenn die Ca-Atome des Molekiils als Ellipsoide gezeichnet werden, die sowohl die Tem-
peraturfaktoren durch ihre Farbe als auch die aus den TLS-Tensoren des starren Koérpers
berechnete Beweglichkeit des einzelnen Atoms wiedergeben, wird deutlich, dass die C-
terminale Domane eine viel starkere Beweglichkeit aufweist als die N-terminale Domane
(Abbildung 31 A). Die Temperaturfaktoren der C-terminalen Domane haben einen Durch-
schnittswert von 63,6 A2 und die der N-terminalen Domane lediglich von 31,2 A%. Da auch
die gewdhnlich sehr starren Sekundarstrukturelemente in der C-terminalen Doméane hohe
B-Werten aufweisen, ist es wahrscheinlich, dass die statische Unordnung, die im Kristall
beobachtet wird, auch eine tatsachliche Bewegung des Proteins reflektiert. Dies kann U-
berpruft werden, indem die Rotationsachsen zwischen den Molekilen mit der Richtung
des Librations-Tensors verglichen werden (Abbildung 31 B und C). Die Achse, die der
Hauptlibrationskomponente entspricht (5,13°%) lauft durch die domanenverbindende Helix
entlang der Doméanen-Grenzflache und schneidet schlief3lich einen Punkt, der sehr dicht
an der Disulfidbriicke liegt. Diese Achse verlauft demnach sehr ahnlich der Rotationsach-
se, die den Ubergang zwischen den Molekiilen SP-1I A und SP-1I B und entspricht exakt
der Rotationsachse zwischen den Molekiilen SP-II B und SP-I. Darliber hinaus liegt diese
Achse ebenso wie die Achse, die der zweitgroften Librationskomponente entspricht, ge-
nau in der Ebene aller anderen Zwischendomanen-Rotationsachsen (vgl. Abschnitt 1.5.3).
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Abbildung 31. Ellipsen-Darstellung der Librations-Komponente in der SP-Il TLS- Verfeinerung (A).
Vergleich der Librationsachsen mit der Rotationsachse zwischen den Molekilen SP-II A und B. (B).
Abbildung C entspricht der Abbildung B um 90° gedreht. Die Proteinreste sind nach ihren Tempe-
raturfaktoren eingefarbt, wobei die Farbskalierung im Farbbalken dekodiert ist.
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Die TLS-Analyse erweist sich also als ein sehr geeignetes Instrument, um anhand einer
anisotropen statischen Unordnung im Kristall Aussagen Uber tatsachliche und biologisch
relevante Bewegungen in Lésung zu treffen. Eine &hnlich gute Ubereinstimmung zwi-
schen Tensoren aus einer TLS-Verfeinerung und der berechneten Bewegungsachse
zweier experimenteller Strukturen wurde zuvor auch fiir die Alkoholdehydrogenase beo-
bachtet (Winn et al., 2003).

4.5 Geometrie der Disulfidbriicken

Die Positionen zur genetischen Modifizierung, um die beiden Domanen mit einem Di-
cystein zu verbricken, wurden mit dem Programm SSBOND bestimmt (Hazes und
Dijkstra, 1988). Hierbei dienten die 5'-NT-Strukturen der am weitesten geoffneten Wildtyp-
Konformation (1hp1) und der am meisten geschlossenen Wildtyp-Konformation (1hpu
Kette C) als Eingabe-Modell fir die Berechnung. SSBOND berechnet fir das ,protein en-
gineering® geeignete Cystin-Briicken auf Basis des Abstands der beiden Cp-Atome der zu
Cystein mutierten Aminosaurereste und des Energiegehalts der maoglichen Disulfid-
Konformation.

Tabelle 19. Parameter der Disulfidbriicken. Siehe Abbildung 32 fiur die Definitionen der Disulfidpa-
rameter. Der Energiegehalt wurde nach (Hazes und Dijkstra, 1988) berechnet. Torsionswinkel sind
in Grad angegeben, Abstande in A.

4 % ‘3 %y > o cp-cp Energie
Ca (kcal/mol)
1| 443 1365 909 958 427 583 395 3.10
Thpu | 1472 1204 -1096 1573 41,9 583 3,95 5.49
© 5 | -1450 659 1123 -1557 1567 583 3,95 5.55

PL A -1036 1692 -781 -126,0 -60,3 6,11 3,60 11,69

pLE | 919 1775 940 -1206 621 616 359 801
thpt | 7335 663 1276 835 -1461 560 439 547
sp. | 653 654 1082 -804 -1498 527 424 4,69

SP.IA | 674 1786 962 745 -1581 529 422 977

Splg | 704 1743 947 782 -1664 535 4,13 4,04
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Im Folgenden wird zusammenhangend das Ergebnis aller drei experimentell gefundenen
Disulfidbriicken in Hinsicht auf deren Flexibilitdt und deren Zielkonformationen diskutiert.
Die Parameter, die die Geometrie der eingeflhrten Disulfidbriicken beschreiben, zusam-
men mit den berechneten geometrischen Parametern der Zielstrukturen sind in Tabelle 19
zusammengefasst.

Fir die Disulfidbriicke zwischen den Aminosaureresten Cys-90 und Cys-424, die das En-
zym in der geschlossenen Konformation fixieren sollte, wurden drei energetisch glinstige
Disulfid-Konformationen von SSBOND berechnet (Tabelle 19). Wie in Abschnitt 4.3.3 be-
schrieben nehmen jedoch die beiden Disulfid-Konformere in der PL-Struktur zwar einan-
der ahnliche jedoch von der Vorhersage deutlich abweichende unkanonische
Konformationen ein. Die ungiinstige Konformation spiegelt sich auch in einem hdéheren
Energiegehalt der beiden PL- Monomere gegenlber den berechneten Konformationen
wider.

Abbildung 32. Geometrie der Disulfidbriicken. Dargestellt ist eine Strukturiberlagerung basierend
auf den Hauptkettenatomen und dem Cp Atomen der N-terminalen Doméane. Grin: PL Kette A.
Blau: SP-Il Kette A. Rot: SP-I. Kohlenstoffatome sind grau gezeichnet, Stickstoffatom in blau und
die Schwefelatome gelb. Fiir die bessere Ubersichtlichkeit sind die Parameter nur fiir die Struktur
SP-I angegeben. Die Beschriftungen fir die C-terminale Domane sind dabei mit einem Strich ver-
sehen.

Wie im Abschnitt 4.2.1.3 dargelegt wurde, sind die Strukturen SP-I und 1hp1 isomorph, so
dass auch die Identitat zwischen der berechneten und der tatsachlichen Cystin-Geometrie
nicht Uberrascht. Die beiden Disulfidbriicken der Monomere A und B der Struktur SP-II
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hingegen sind zwar untereinander ahnlich, unterscheiden sich jedoch deutlich von der
gewtnschten Geometrie. Ebenso wie die Doméanen-Konformere des SP-Enzyms mitein-
ander in Gleichgewicht stehen, ist auch davon auszugehen, dass die verschiedenen Di-
sulfidbriicken in Lésung leicht ineinander Ubergehen koénnen. Der augenfalligste
Unterschied zwischen den beiden Strukturen ist der Wechsel von einer rechtshandigen
(SP-I) in eine linkshandige (SP-II) Konformation (Abbildung 32). Eine ahnliche Flexibilitat
in Losung ist auch von der Disulfidbriicke der PL-Struktur zu erwarten, da auch hier die
Domanen noch sehr beweglich sind (vgl. Abschnitt 4.4).

Insgesamt wurden also in den 3 Strukturen 3 unterschiedlich Disulfidgeometrien beobach-
tet (Abbildung 32). Basierend auf den Co-Ca und den CB-Cp interatomaren Abstanden,
sowie der Torsionswinkel 3, x1 und y’1 kann die Disulfidbindung der PL-Struktur als eine
linkshandige Spirale nach der Richardson-Klassifizierung beschrieben werden
(Richardson, 1981; Srinivasan et al., 1990), obwohl die trans Position in y2 sehr unge-
wohnlich ist (Petersen et al., 1999). Ebenso sind die x2 Torsionswinkel in der linkshandi-
gen SP-II Disulfidbindung und der %'1 Torsionswinkel in der rechtshandigen SP-I Disulfid-
Konformation ungewohnlich und flihren zu einer energetisch unglinstigen Verzerrung der
Disulfid-Geometrie (Petersen et al., 1999).

Es konnte schon friiher gezeigt werden, dass auch atypische Disulfidbriicken in Proteine
eingebaut werden kénnen und dort auch zu einer erheblichen Stabilisierung des Proteins
fihren kdnnen (Katz und Kossiakoff, 1986). Tatsachlich sind auch in vielen anderen gene-
tisch modifizierten Proteinen eingeflihrte Disulfidbricken mit ungewdhnlicher Bindungs-
Geometrie gefunden worden, ohne dass die strukturelle Integritat und Stabilitat des Prote-
ins geschadigt worden ware (Clarke et al., 1995; Villafranca et al., 1987).

Es ist dennoch interessant, dass die Geometrie von Disulfidbriicken in Wildtyp-Proteinen
einheitlicher und energetisch optimierter ist, als in artifiziellen Disulfidbriicken. Dies mag
darauf zurlickzuflihren sein, dass in den evolutionar optimierten Strukturen sich fiir das
Cystin eine optimale Stabilitat in Hinsicht auf die Reduktion zu freien Cysteinen herausge-
bildet hat.

Die hier diskutierten Resultate belegen experimentell eine erstaunliche Flexibilitdt der Di-
sulfid-Geometrie. Theoretische Berechnungen anhand von Diethyldisulfid zeigen, dass
der interatomare Ca-Ca Abstand einer Disulfidbriicke bei gleichem Energiegehalt sehr
viel starker variieren kann als der anderer vergleichbarer kovalenter Quervernetzungen
wie p-Xylol und n-Hexan (Gorbitz, 1994). Das kann analog auch fir die anderen geomet-
rischen Parameter einer Disulfidbriicke gesagt werden. Im Falle der 5-NT scheinen also
die relativ geringen Energiebarrieren einer verzerrten Disulfidgeometrie Gberkompensiert
zu werden von einer energetisch glinstigeren Domanen-Konformation.

In dieser Hinsicht ist es interessant zu bemerken, dass in anderen Strukturen mit artifiziel-
len Disulfidbriicken die beteiligten Cysteine durch sehr hohe B-Werte auffallen, so wurden
z. B. bei dem Einbau einer Disulfidbriicke in Lysozym B-Werte von 60 und 40 A? in der
oxidierten Form gegeniiber 30 und 17 A? im Wildtyp Protein bei sonst gleichen Durch-
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schnittswerten gefunden (Jacobson et al., 1992). An dieser Stelle sei die Hypothese er-
laubt, dass die geringen Energiebarrieren verschiedener Disulfid-Geometrien besonders
in atypischen Disulfid-Konformationen zu statischer Unordnung fiihren, die sich in der Er-
héhung der Temperaturfaktoren ausdrickt.
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