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I Einleitung 1

I Einleitung

[Voet 1995; Stryer 1994; Braus 1991]

In allen Lebewesen basiert die strukturelle und funktionelle Vielfalt der Proteine auf der
Variation von nur 20 natiirlichen Aminosduren. Sie werden in essentielle und nichtessentielle
Aminosduren eingeteilt. Die nichtessentiellen werden vom Organismus selbst aufgebaut,
wihrend fiir die essentiellen Aminosiuren kein organismuseigener Syntheseweg existiert, so
dass diese mit der Nahrung aufgenommen werden miissen. Die sehr energieaufwendige
Synthese der aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan existiert nur
im Prokaryonten-, Hefen-, Algen- und Pflanzenstoffwechsel. Fiir den Menschen gehdren
Phenylalanin und Tryptophan demnach zu den essentiellen Aminosduren, wiahrend Tyrosin
eine Sonderstellung einnimmt, da es vom menschlichen Organimus durch eine Phenylalanin-

Hydroxylase aus der essentiellen Aminosdure Phenylalanin synthetisiert werden kann.
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Abb. Ia Schematische Darstellung des Synthese- und Riickkopplungsweges der aromatischen

Aminoséduren. Der erste Schritt des Shikimat-Weges wird in S. cerevisiae durch zwei negativ riickgekoppelte
Isoenzyme katalysiert, das durch Phenylalanin regulierbare Aro3p und das durch Tyrosin regulierbare Aro4p.
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Die Synthese aller aromatischen Aminosduren verlduft zunéchst einheitlich {iber den
Shikimat-Weg. Die erste Stufe des mehrstufigen Shikimat-Weges besteht aus der
stereoselektiven Verkniipfung von Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat
(E4P). Das erstgenannte Edukt stammt aus der Glycolyse, das zweitgenannte aus dem
Pentosephosphatweg. Der durch die Kondensation entstandene C7-Zucker 3-Deoxy-D-
arabino-Heptulosonat-7-Phosphat (DAHP) wird unter Verlust der Phosphorylgruppe zu 5-
Dehydrochinat umgewandelt, das nach Wasserabspaltung unter Mitwirkung eines
Aquivalentes NADPH zu Shikimat reduziert wird. Nach Phosphorylierung des Shikimates
wird dieses mit einem weiteren PEP-Molekiil verkniipft, das nach Entfernen der
Phosphorylgruppe zu Chorismat umgewandelt wird. Diesen Syntheseanfang durchlaufen die
drei aromatischen Aminosduren gemeinsam. Nach der Bildung des Chorismates teilen sich
die Aufbauwege: Tryptophan wird iiber einen flinfstufigen Synthesefortgang aufgebaut. Die
Synthesewege von Phenylalanin und Tyrosin verlaufen zundchst weiterhin gemeinsam iiber
das durch eine Mutase gebildete Prephenat. Dieses wird fiir die Phenylalaninsynthese durch
Wasserabspaltung und Decarboxylierung zu Phenylpyruvat und fiir die Tyrosinsynthese durch
oxidative Decarboxylierung zu p-Hydroxyphenylpyruvat umgeformt. Aus diesen o-

Ketoglutarsduren werden durch Transaminierung Tyrosin und Phenylalanin gebildet.

Der allen drei aromatischen Aminosduren gemeinsame erste Schritt des Shikimatweges, wird
durch die Deoxy-arabino-Heptulosonat-7-Phosphat Synthase (DAHP Synthase) katalysiert.
Dieses Enzym sorgt zum einen fiir die Herabsetzung der Aktivierungsenergie, zum anderen
aber auch fiir den stereoselektiven Ablauf der Reaktion. Selektiv wird an der Verkniipfungs-
stelle der beiden Substrate nur ein R-C4 des neugebildeten DAHP aufgebaut. Diese Stereo-
selektivitdt wird, wie Markierungsexperimente zeigten [Floss 1972], dadurch gewéhrleistet,
dass die Edukte wihrend der Reaktion so gelagert sind, dass die si-Seite des PEP die re-Seite
der Carbonylgruppe des E4P angreifen kann. Bemerkenswert ist die Abspaltungsart der
Phosphatgruppe des PEP, die durch eine C-O-Bindungsspaltung [DeLeo 1973] und nicht, wie
in vielen anderen Enzymen iiblich, iiber eine P-O-Bindungsspaltung verlduft. Dieser
Mechanismus macht das Vorhandensein eines Wassermolekiils notig, aus dem das
Sauerstoffatom der neu aufgebauten Carbonylgruppe des DAHP stammt. Die DAHP
Synthasen bendtigen im aktiven Zustand ein zweiwertiges Kation, bei dem es sich im nativen
Fall um ein Fe(Il)-Ion [Ray 1991; Paravicini 1989; McCandliss 1978], Cu(Il)-lon [Baasov
1989] oder Zn(Il)-Ion [Stephens 1991] oder ein Gemisch aus diesen Ionen [Jordan 2001]

handelt. Die mit EDTA aufgereinigte, metallfreie Form des Enzym ist inaktiv, ldsst sich
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jedoch mit verschiedenen zweiwertigen Kationen unterschiedlich gut reaktivieren (Co(II) >>
Zn(1I), Cu(Il), Fe(Il) > Cd(II) > Mn(II), Mg(Il)) [G. Schnappauf, 1998; Stephens 1991]. Die
DAHP Synthase existiert in E. coli in Form dreier Isoenzyme, die spezifisch durch die
jeweiligen Endprodukte Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan reguliert werden. In
S. cerevisiae existieren nur zwei Isoenzyme, ein phe- und ein tyr-sensitives. Diese negative
Riickkopplung durch das eigene Endprodukt fiihrt zu einer effektiven Nutzung von Energie
und Biomasse, da die Synthese nur stattfindet, wenn das Endprodukt nicht in ausreichender
Menge zur Verfiigung steht. Mit dem Vorhandensein verschiedener Isoenzyme wird
verhindert, dass durch den Uberschuss eines der drei Endprodukte die Quelle der
Zwischenprodukte fiir die beiden anderen Aminosduren vollstindig blockiert wird. Ein
Sequenzvergleich der drei Isoenzyme aus E. coli deutet auf 41% Identitit und 15%
Ahnlichkeit zwischen den Aminosiuren der phe-, tyr- und trp-sensitiven Isoenzyme hin
[Shumilin 1999]. Aufgrund dieser Homologien wird eine gemeinsame evolutionire

Vorfahrenschaft diskutiert [Ahmad 1986; Ray 1988; Liao 2000].

kinetische DAHPS (tyr) DAHPS (phe)
Daten S. cerevisiae S. cerevisiae
[Schnappauf,1998] [Paravicini, 1989]
Ky (PEP) [uM] | 125 18
Ky (E4P) [uM] | 500 130
Keat [57] 6 10
K [uM] 0.9 10
Art der PEP: komp. PEP: nicht komp.
Inhibierung E4P: nicht komp. E4P: komp.
Tab. Ia Zusammenfassung der kinetischen Daten fiir die beiden Isoenzyme Aro3p und Aro4p.

Biochemische und kinetischen Daten der beiden Isoenzyme aus S. cerevisiae sind in Tab. la
zusammengefasst. Bemerkenswert ist die unterschiedliche Art des allosterischen
Mechanismus in den einzelnen Isoenzymen. Wihrend es sich bei der tyr-sensitiven DAHP
Synthase aus S. cerevisiae um eine kompetitive Hemmung in bezug auf das Substrat PEP und
um eine nichtkompetitive Hemmung in bezug auf E4P handelt, wird bei der phe-sensitiven
DAHP Synthase der umgekehrte Fall beobachtet. Hier handelt es sich um einen

nichtkompetitiven Mechanismus in bezug auf PEP und um einen kompetitiven in bezug auf
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E4P. Auch das tyr-sensitive Enzym aus S. cerevisiae lasst sich durch Phenylalanin in hoher

Konzentration inhibieren. Hierbei wird die gleiche Art der Hemmung beobachtet wie mit dem

Effektor Tyrosin.
120
100 {
80 1+
=
< Oohne Effektor
T 60 - BTyr
2 OPhe
X
<
40
20 | |
0 T \ T
Arodp Aro3p A4-S195A A4-G226S
Tab. Ib Histogramm der Aktivititen der Isoenzyme aus S. cerevisiae und zweier ausgewdihlter

Punktmutanten in An- und Abwesenheit ihrer Effektoren Tyrosin und Phenylalanin. Erkennbar ist die
Aufhebung der negativen Riickkopplung bei der Mutanten Ser195Ala und die Anderung der Regulierbarkeit von
Tyrosin auf Phenylalanin bei der Punktmutanten Gly226Ser [Hartmann 2001].

Um die Ursachen der unterschiedlich selektiven Hemmungen der Isoenzyme zu ergriinden,
wurden verschiedene Punktmutationen der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae
auf ihre Regulierbarkeit getestet. Dabei kam der Mutante G226S besondere Aufmerksamkeit
zu. Durch den Austausch des Gly226 durch Ser226, das der Aminosaure in der phe-sensitiven
Sequenz an dieser Stelle entspricht (sieche Alignment), wurde die Tyr-Regulierbarkeit
vollstdndig aufgehoben. Stattdessen wurde die Mutante jedoch durch Phenylalanin regulierbar
(siehe Tab. Ib) [Hartmann 2001].

Aus Rontgenstrukturanalysen an phe- [I. Shumilin 1999; Wagner 2001] und tyr-sensitiven
[Hartmann eingereicht] DAHP Synthasen aus E. coli bzw. S. cerevisiae konnte die
dreidimensionale Struktur dieser beiden Isoenzyme bestimmt werden (A4bb. Ic). Es handelt
sich bei den DAHP Synthasen um ein (B/a)s-TIM-Barrel, das um bestimmte
Strukturelemente erweitert wurde. Die folgende Strukturbeschreibung bezieht sich auf die mit
PEP komplexierte tyr-sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae [Hartmann eingereicht, pdb-
Code: 1HFB]
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A

—/
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74 1

p1 B8

69 1
= B-sheet
= a-Helix
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= Phosphat-
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Abb. Ic A: Schematische Darstellung der Sekundérstruktur der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus
S. cerevisiae mit eingezeichneter PEP-Bindungsstelle; Farbgebung siehe Legende. B: Stereographische
Darstellung der Tertidrstruktur der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae mit Blick in das TIM-Barrel;
Farbgebung entsprechend A. C: Um 90° gedrehte stereographische Ansicht auf das Monomer der tyr-sensitiven
DAHP Synthase aus S. cerevisiae, Farbgebung entsprechend A.
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Dem ersten P/a-Fragment sind eine lange (AS44-63) und eine kurze (AS33-41) a-Helix
sowie ein kurzer B-Strang (AS29-24) vorgeordnet. Die ersten 23 AS sind in dieser Struktur
nicht modelliert. Auf der C-Seite des barrels sind jeweils zwischen [-Strang und a-Helix 2,
7 und 8 loops mit einer Lénge von 26, 12 und 30 AS eingefiigt. Zwischen den Fragmenten 5
und 6 sind auf der n-terminalen Seite des barrels zwei zusitzliche B-Stringe eingeschoben.
Die PEP-Bindungsstelle befindet sich wie oft in Enzymen der TIM-Barrel-Form auf der c-
terminalen Seite des barrels.

Das Enzym liegt als eng verbundenes Dimer vor, wobei sich der N-Terminus des ersten
Monomers um das zweite Monomer innerhalb des Dimers legt und umgekehrt. Dadurch bildet
sich zwischen dem zusitzlich eingefiigten -Faltblatt aus f6a und B6b und dem n-terminalen
B-Strang PO ein dreistringiges antiparalleles B-Faltblatt aus. Uber den Oligomerisierungs-
status findet man fiir die verschiedenen Isoenzyme aus verschiedenen Organismen
unterschiedliche Angaben [Schoner 1976; McCandliss 1977; Ray 1991; Paravicini 1989;
Akowskil997; Park 1998; Jordan 2001;].

Ein in bezug auf den Katalysemechanismus zur Gruppe der DAHP Synthasen verwandtes
Enzym ist die 3-Deoxy-D-manno-Octulosonat-8-Phosphate-Synthase (KDOP Synthase).
Diese verkniipft PEP stereoselektiv mit dem C5-Zucker D-arabino-5-Phosphat (A5P). Auch
hier findet sich die ungewdhnliche C-O-Bindungsspaltung und somit die Notwendigkeit der
Einbindung eines Wassermolekiils in die Reaktion. Die KDOP Synthasen sind in die
Biosynthese der Lipopolysaccharide gram-negativer Bakterien involviert [Muday 1990,
R. L. Doong 1991]. Im Gegensatz zu den DAHP Synthasen werden sie nicht {iber eine
negative Riickkopplung reguliert. Sie lassen sich in zwei Gruppen einteilen, die Gruppe der
Metalloenzyme und die, die zur Katalyse der Reaktion kein Metallion benétigt [Brick 2001;
Duewel 2000]. Trotz geringer Homologie in der Primérsequenz wird aufgrund struktureller
und mechanistischer Ahnlichkeiten der KDOP zu den DAHP Synthasen eine gemeinsame
Abstammung diskutiert [Duewel 2000].

In der medizinischen Forschung wird stets nach neuen Targets fiir antibakterielle und
fungizide Arzneimittel gesucht. Hierflir bieten sich Enzymsysteme an, die fiir diese
Organismen spezifisch sind, in Wirbeltieren jedoch nicht existieren [Roberts 1998; Keelin
1999]. Da das Vorkommen der Familie der DAHP Synthasen, bzw. der gesamte Shikimat-
Weg, und auch das Vorkommen der Familie der KDOP Synthasen auf Prokaryonten, Pilze
und Pflanzen beschrinkt ist, konnte die Entwicklung effektiver Inhibitoren dieser
Enzymfamilien medizinisch von Bedeutung sein. Die Kenntnis iiber den dreidimensionale

Aufbau des aktiven Zentrums sowie iiber den Mechanismus der Katalyse und der Regulation
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spielt in der heutigen Forschung fiir das Entwickeln neuer Effektoren fiir Target-Enzyme eine
immer grofere Rolle (structural-based drug-design).

Die Zahl der in der Proteindatenbank PDB [Berman 2002] deponierten Enzymstrukturen mit
TIM-Barrel-Motiv wichst stindig. In kiirzlich verdffentlichten Forschungsergebnissen
[Nozomi, 2002; Wilmanns 2000] wurde die Ubereinstimmung der Motiv-Struktur auf der
einen und die unterschiedlichen Funktionen auf der anderen Seite im Hinblick auf
Strukturelemente und Evolution untersucht. Das Verstdndnis des allgemeinen Mechanismus
der TIM-Barrel-Struktur sowie enzymspezifischer struktureller Zusétze, er6ffnet theoretisch
die Moglichkeit, durch gezielte Modifikationen an einem einzigen Grundgeriist eine Vielzahl

funktionell unterschiedlicher Enzyme zu entwickeln.
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II Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die zuvor aufgereinigte tyr-sensitive DAHP Synthase aus
S. cerevisiae und verschiedene Komplexe dieses Enzyms rontgenstrukturanalytisch betrachtet

werden.
Die Fragestellung ldsst sich in zwei Bereiche einteilen.

Im ersten Teil soll der Katalysemechanismus und damit die aktive Tasche des Enzyms néher
untersucht werden. Hierzu gehoren die Bindungsstelle fiir das zweite Substrat E4P, die
essentielle Rolle des zweiwertigen Kations, die unterschiedliche Aktivierbarkeit des Enzyms
durch unterschiedliche Kationen, die mogliche Lokalisation des fiir die Reaktion bendtigten
Wassermolekiils, der Oligomerisierungszustand des aktiven Enzyms und mdégliche Varianten
des Reaktionsmechanismus. Metall-Enzym-Komplexe, Metall-Substrat-Komplexe und
Doppelkomplexe mit jeweils einem Substrat und einem Substratanalogon sollen iiber diese

Fragestellungen Aufschluss geben.

Im zweiten Teil soll der negative Riickkopplungsmechanismus (rnegative feedback regulation)
des Enzyms ndher untersucht werden. Hierzu gehdren das Auffinden der Effektor-
bindungsstelle sowie das Ausarbeiten einer mdglichen Informationsiibertragung von der
Effektorbindungsstelle zur aktiven Tasche. Eventuelle Riickschliisse auf die unterschiedliche
Regulierbarkeit der verschiedenen Isoenzyme konnten gezogen werden. Enzym-Effektor-
Komplexe sowohl mit Tyrosin als auch mit Phenylalanin, sowie ein Komplex der G226S-
Mutante mit Phenylalanin und ein sich anschlieBender Vergleich der Strukturen mit der des

nicht inhibierten Enzyms sollen zu diesen Fragestellungen Aufschluss geben.
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111 Theorie und Methoden

1.1 Aufreinigung von Enzymen

[Harris 1990; Lottspeich1998]

Um die Eigenschaften, Funktionsweisen und Aufgaben eines Enzyms zu verstehen, kann es
zum einen im Gesamtkomplex des Organismus (z. B. E. coli, S. cerevisiae) untersucht werden
(in vivo). Die Komplexitit des Systems ldsst jedoch nur schwer den tatséchlichen Anteil des
zu untersuchenden Enzyms am Gesamtbild der Organismusfunktionen zu. Zusétzlich
beschrinken sich die Experimente auf physiologische Bedingungen. Physikalische,
biochemische und kinetische Untersuchungen werden daher nicht in vivo, sondern an aus dem
Organismus isoliertem und aufgereinigtem Enzym vorgenommen (in vitro). Auf die Einfliisse
des Gesamtsystems in bezug auf die Eigenschaften und Funktionsweisen des Enzyms wird
unter diesen Bedingungen verzichtet. Fiir in vitro-Untersuchungen muss das Enzym also
selektiv aus dem Gesamtkomplex der Zelle isoliert werden. Durch Uberexpression im
Organismus wird die Menge des zu isolierenden Enzyms pro Zelle erhoht. Nach Aufschluss
der Zellen wird das Enzym aus der Menge aller Zellproteine mit verschiedenen
Trennmethoden aufgrund seiner physikalischen und chemischen Eigenschaften isoliert.
Proteinfillung

Einen ersten groben Aufreinigungsschritt stellt hdufig die Proteinféllung dar. Hierbei werden
die unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen Proteine zu aggregieren ausgenutzt. Beim
Aussalzen (salting out) werden hydrophobe Bereiche der Proteine durch die verstirkte
Hydratation der Salzionen von solvatisierenden Wassermolekiilen befreit, so dass
Wechselwirkungen zwischen diesen Proteinflichen die Aggregation erhdhen. Je nach
Beschaffenheit der Proteinoberfliche ist die zur Aggregation bendtigte Salzkonzentration
unterschiedlich. Um ein bestimmtes Protein zu isolieren, wird die Salzkonzentration zunéchst
so weit erhoht, dass das zu isolierende Enzym gerade noch gelost bleibt. Nach Zentrifugation
und Entfernen der gefillten Proteine kann im néchsten Schritt die Salzkonzentration gerade so
weit erhoht werden, dass das entsprechende Enzym ausfillt, der grofite Anteil der {ibrigen
Proteine jedoch in Ldésung bleibt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass Proteine bei hohen
Salzkonzentrationen zwar aggregieren, aber nicht denaturieren und sich bei Erniedrigung der
Salzkonzentration wieder in Losung bringen lassen. Als Féllungsmittel wird iiblicherweise

Ammoniumsulfat verwendet.
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Chromatographische Aufreinigung

Die Chromatographie beruht auf dem Prinzip der Gleichgewichtseinstellung zwischen einer
mobilen und einer stationdren Phase. In der Sdulenchromatographie besteht die stationdre
Phase meist aus runden Partikeln des entsprechenden Sdulenmaterials, die von der mobilen
Phase und dem aufzutrennenden Proteingemisch durchlaufen werden. Die Trennung erfolgt
durch unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten der Enzyme durch die Siule aufgrund
unterschiedlicher Wechselwirkungen der einzelnen Proteine sowohl mit der mobilen als auch
mit der stationdren Phase. Je nach Eigenschaft des zu isolierenden Proteins koénnen eine
Vielzahl unterschiedlicher Trennmethoden verwendet werden.

Prinzip der lonen-Austausch-Sdulen

Die Oberfldche eines Proteins ist aufgrund von negativ (z. B. Asp, Asn) und positiv (z. B Arg,
Lys) geladenen Aminosdureseitenketten abhingig vom pH-Wert der Umgebung elektrisch
aufgeladen. Dieses Phdnomen wird in der lonen-Austausch-Chromatographie ausgenutzt,
indem die stationdre Phase ebenfalls mit geladenen Gruppen derivatisiert wird, so dass die
Adsorption entsprechend entgegengesetzt geladener Enzyme gefordert wird (Anionen- oder
Kationen-Austauscher). Im &quilibrierten Zustand der Saule sollten die Gegenionen so
gewahlt sein, dass sie geringe Wechselwirkungen mit dem Siulenmaterial besitzen, damit sie
leicht durch das stirker bindende Enzym verdringt werden konnen. Das zur Elution
verwendete Gegenion des Sdulenmaterials sollte stirker als das Protein binden, so dass es das
Enzym aus der stationdren Phase verdridngt. Um eine moglichst gute Trennung zu erhalten,
sollte die Ionenkonzentration im Adsorptionsschritt so hoch wie fiir eine Bindung des zu
isolierenden Enzyms moglich gewéhlt werden, um die Bindung anderer Proteine an die Saule
zu verhindern. Im Elutionsschritt hingegen sollte die lonenkonzentration so gering wie fiir die
Loslosung des Proteins gerade notwendig gewahlt werden, um das Loslosen anderer, an der
Saule gebundener Proteine zu verhindern.

Prinzip der hydrophoben Scdulen

Das Prinzip der hydrophoben Sidule ist dem der Proteinfédllung &hnlich. Die zu reinigende
Proteinlosung wird mit einem Puffer hoher Salz-Konzentration auf die Saule gegeben, so dass
hydrophobe Bereiche der Proteine, da sie aufgrund der verstiarkten Hydratation der Salzionen
von ihrer Solvatationshiille befreit sind, an das hydrophobe S&dulenmaterial adsorbieren
konnen. Zur Elution wird die Salzkonzentration langsam graduell erniedrigt, der pH-Wert
erhoht, oder dem Eluenten eine hydrophobe Losungsmittelkomponente hinzugefiigt, um das

Protein vom Sdulenmaterial zu trennen.
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I11.2 Kristallisation

[McPherson 1999; McPherson 1985]

Voraussetzung fiir ein Rontgenbeugungsexperiment ist ein Kristall, der den Kriterien eines
Einkristalls entspricht. Kristalle entstehen aus iibersittigten Losungen durch langsames
Einstellen des Gleichgewichtes aus einem thermodynamisch instabilen Zustand. Die Bildung
eines Kristalls ldsst sich in zwei Teilschritte gliedern, die sich in unterschiedlichen Bereichen

des Phasendiagramms wiederfinden (siehe Abb. I11.2a).

Protein—A
konzen-
tration ‘
1 Jabile
Phase Ubersattigte
Lésun
N 9

metastabile
Phase

ungesattigte

Lésung Abb. I11.2a Schematisiertes Phasendiagramm einer
Proteinlosung in Abhdngigkeit der Proteinkonzentration
Parameter, z.B . -
Prazipitiant, und eines weiteren Parameters,
pH-Wert usw.

Die Loslichkeitskurve teilt das Phasendiagramm in die Bereiche der ungesittigten und der
iibersittigten Losung ein. Der Bereich der iibersittigten Losung lédsst sich wiederum in den
Bereich der stirker iibersdttigten, labilen und den der geringer iibersittigten, metastabilen
Phase gliedern. Wihrend in der labilen Phase sowohl spontane Keimbildung als auch
Kristallwachstum moglich ist, findet in der metastabilen Phase nur Kristallwachstum, nicht
aber die Keimbildung statt. Fiir den ersten Schritt, die Kristallkeimbildung, muss das System
zunichst in die stark iibersittigte, labile Phase gebracht werden. Sind Kristallkeime vor-
handen, sollte der Wachstumsprozess in der metastabilen Phase stattfinden, um die weitere
Keimbildung zu verhindern, ein Kristallwachstum jedoch zu ermoglichen. Neben der
Konzentration der zu kristallisierenden Substanz ist das Loslichkeitsdiagramm insbesondere
bei Makromolekiilen von vielen weiteren Faktoren wie der Temperatur, dem pH-Wert und der
Konzentration von Additiven abhingig. Aufgrund ihrer schwachen intermolekularen
Wechselwirkungen ist besonders die Keimung von Proteinkristallen gegeniiber kleinen
Systemidnderungen, wie z.B. Temperaturschwankungen oder Verunreinigungen, sehr
empfindlich. Wichtig ist bei der Kristallisation ein langsames Kristallwachstum, das
Fehlordnungen und Gitterfehler vermindert. Wegen der hohen Empfindlichkeit gegeniiber
duBeren Einfliissen, erhdlt man durch Variation aller moglicher Parameter eine uniiber-

schaubar groBe Anzahl moglicher Kristallisationsbedingungen. Oft stehen jedoch nur wenige
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Milligramm eines aufgereinigten Proteins zur Verfiigung, so dass nur eine limitierte Anzahl
an Kristallisationsvarianten angesetzt werden kann. Hat man keine Vorinformationen zur
Kristallisation eines Proteins, so empfiehlt sich ein erstes screening. Hierfiir sind im Handel
unterschiedliche Zusammenstellungen verschiedenster Kristallisationsbedingungen erhéltlich,
die sich in fritheren Kristallisationsansdtzen bewéhrt haben. Ist unter diesen Ansétzen ein

vielversprechendes Ergebnis, kann diese Bedingung systematisch verfeinert werden.

Methoden
Hanging-drop

\U 1 Kristallisationsldsung

2 Tropfen bestehend zur Halfte aus
3 Protein- und zur Hélfte aus

Kristallisationsldsung .
3 Gasphase, in der der Dampfdruck- Abb. 1I1.2b Schematische Darstellung

ausgleich stattfindet der Hanging-drop Methode

Das Prinzip entspricht einer verfeinerten Gasdiffusionsmethode: In einem mit Siliconfett
abgedichteten Reservoir befindet sich die Kristallisationslosung. Den ,,Deckel bildet ein
siliconisiertes Deckglidschen, an dem der Tropfen hédngt (hanging drop) (4bb. I11.2b). Dieser
besteht im allgemeinen zu gleichen Teilen aus der Kristallisationslésung des Reservoirs und
aus der Proteinlosung. Dadurch ist die Konzentration der Kristallisationslosung im Tropfen zu
Beginn des Experimentes im Vergleich zu Reservoirlosung verringert. Aufgrund des
Dampfdruckausgleichs in der Gasphase findet bei niedrigsiedenden Féllungsmitteln durch
langsame Anreicherung dieser Komponente im Tropfen eine Verschiebung des
Gleichgewichtes in Richtung der Keimbildung statt. Ist Wasser die niedrigsiedende
Komponente, bewirkt sein Entweichen aus dem Tropfen eine Proteinkonzentrationserh6hung
und somit eine Moglichkeit zur Keimbildung. Sowohl die Tropfengréfe als auch seine Form
haben Einfluss auf die Kinetik der Kristallkeimbildung, so dass hier zusétzliche Variationen
(z. B. sitting-drop oder groflere bzw. kleinere Tropfen) denkbar sind.

Seeding

Eine Methode, die Keimbildung vom Kristallwachstum zu trennen, ist das sogenannte
seeding. Hierbei werden Kristallisationskeime in einen dquilibrierten Tropfen, der sich in der
metastabilen Phase befindet, gebracht, so dass nur die ,,ausgesiten* Keime wachsen, sich

jedoch keine neuen Keime bilden.
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Micro-seeding

Bei dieser seeding-Variante ,,zermorsert man schon vorhandene, jedoch zu kleine oder zu
verwachsene Kristalle in einem Tropfen und streift z. B. mit einem Katzenschnurhaar durch
die mit Mikrokeimen angereicherte Losung. Einige Keime bleiben am Haar haften. Geht man
mit diesem Schnurhaar durch einen zuvor &dquilibrierten Tropfen, hinterldsst es dort eine
Keimspur. Entlang dieser Keimspur sollten sich Kristalle ausbilden. Die Anzahl der
transferierten Keime kann bei diesem sogenannten streak-seeding verringert werden, indem
man das Katzenhaar nach dem Durchstreifen der Keimlosung noch durch andere, keine
Keime enthaltenden Tropfen zieht. Dadurch vermindert sich die Zahl der anhaftenden Keime.
Macro-seeding

Bei dieser Variante werden schon gut ausgebildete Kristalle, die jedoch zu klein fiir ein
Beugungsexperiment sind, in frische Kristallisationslosungen transferiert: mit Hilfe eines
loops oder, bei empfindlicheren Kristallen, mit Hilfe einer Kapillare muss der Kristall
zunichst in eine Waschlosung gebracht werden, in der er sich gerade aufzulGsen beginnt.
Dadurch wird die Kristalloberfliche von an ihr haftenden Keimen und Verunreinigungen
befreit. Dieser Vorgang sollte mehrere Male wiederholt werden, bevor man den Kristall in die
dquilibrierte Kristallisationslosung bringt, in der er weiterwachsen sollte. Der gesamte
Vorgang des macro-seedings kann so oft wiederholt werden, bis der Kristall die gewiinschte
GrofBe besitzt oder bis er auch bei noch gesittigter Losung kein Wachstum mehr zeigt.
Cryobedingungen [ Graman 1997

Heutzutage werden in der Rontgenstrukturanalyse in den allermeisten Fillen Protein-
datensdtze bei tiefen Temperaturen gemessen. Dies hat positiven Einfluss auf die Auslenk-
ungsparameter der Molekiile, so dass sich die Streukraft erhoht, und vermindert die
Strahlenschidden an den Kristallen, so dass ihre Haltbarkeit verldngert wird. Auch ist durch
das Einfrieren der Kristalle ihre Aufbewahrung in Dewars {iber einen langen Zeitraum
moglich, so dass ein Kristall mehrmals an verschiedenen Geriten z. B. mit unterschiedlichen
Wellenlidngen vermessen werden kann. Durch das Einfrieren entsteht jedoch das Problem,
dass wegen des hohen Wasseranteil im Kristall dieser beim Gefrieren durch die entstehenden
Eiskristallcluster reit. AuBerdem verursachen die im Ldsungsmittelfilm kristallisierten
Wassermolekiile sogenannte Eisringe auf dem Beugungsbild. Beide Phidnomene konnen
verhindert werden, indem man die Kristallisationsldsung von vornherein mit sogenannten
Cryoprotektanden (wie z.B. Glycerol oder PEG, Zucker, Ammoniumsulfat) versetzt, die die
Kinetik der Eiskeimbildung verlangsamen und so die Eisbildung verhindern. Enthédlt die

Kristallisationslosung keine Protektanden, so miissen sie der Losung nachtraglich zugesetzt
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werden. Hierflir setzt man Erntelosungen mit steigendem Anteil (5-30%) an Cryopro-
tektanden an. Durch kurzzeitiges (10-60s) Trinken (soaken) der Kristalle in diesen
stufenweise stirker mit Cryoprotektand angereicherten Losungen diffundieren die Molekiile

des Cryoprotektanden in die Kristallkandle und verhindern dort die Eiskeimbildung.

I11.3 Datensammlung, -integration und -skalierung

[Dauter 1999]

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Rontgenquellen handelt es sich zum einen um
eine Kupfer-Drehanode und zum anderen um Synchrotronstrahlung. Diese hat im Vergleich
zu konventionellen Rontgenquellen neben hdherer Intensitit besonders bei MAD-
Experimenten den Vorteil, dass die Wellenlénge frei wiahlbar ist. In Synchrotrons der zweiten
und dritten Generation, die speziell zur Erzeugung des -elektromagnetischen
Strahlenspektrums erbaut wurden, sorgen Wiggler und Undulatoren durch Erzwingen eines
»Slalomkurses* der Elektronenpakete und Uberlagerung der tangential austretenden Licht-
wellen fiir zusétzliche Intensitit. Als Detektoren werden zur Zeit hauptsachlich Image Plate-
oder CCD (charge coupled device)-Zahler eingesetzt. Erstere haben den Vorteil einer grof3en,
variierbaren aktiven Flache, deren Auslesezeit jedoch recht lang ist im Vergleich zu den
aufgrund steigender Intensitit immer kiirzer werdenden Belichtungszeiten. CCD-Zéhler
besitzen zwar einen kleineren Ausleseradius, konnen jedoch auf einem 20-Arm zu hdheren
Auflésungsbereichen bewegt werden. Thre geringe Auslesezeit von wenigen Sekunden lésst
sie verstirkt an Synchrotrons der zweiten und dritten Generation zum Einsatz kommen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Datensdtze auf einem Ein-Kreis-Diffraktometer
gesammelt. Dies erleichtert zwar die Handhabung des Gerites, birgt jedoch den Nachteil, dass
besonders bei niedrigsymmetrischen Raumgruppen, hoher Auflosung und langer Wellenldnge
ein Teil des reziproken Raums der Messung nicht zuginglich ist (blind region). Dieser kann
jedoch durch geeignete Kristallorientierung und Hinzunahme der Friedelpaargegenteile oder
in der Raumgruppe P1 durch Messen mit einer zweiten Kristallorientierung aufgefiillt werden.
Der Startwinkel einer Messung sollte je nach Kristallsystem und Kristallorientierung im /oop
so gewidhlt werden, dass in kiirzester Zeit ein vollstindiger Datensatz gesammelt werden
kann. Die Wahl des Oszillationswinkels hidngt von den Zelldimensionen des Kristalls ab. Je
langer eine Zellkante und je hoher die Mosaizitit des Kristalls, desto feiner muss der
Oszillationsradius gewihlt werden, um ein Uberlappen der sogenannten /unes (Reflexe einer

Ebene des reziproken Raums) zu verhindern.
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Die Datensammlung, -integration und -skalierung wurde mit den Programmen Denzo
[Otwinowski 1993] und Scalepack [Otwinowski 1993] bzw. mit dem Programmpaket
HKL2000 [Otwinowski 1997] vorgenommen. Das Programm Denzo ermdglicht eine
graphische Darstellung des Beugungsbildes und mittels Autoindizierung eines einzelnen
Diffraktionsbildes die Bestimmung der Zellkonstanten, des Bravais-Gitters und der
Orientierungsmatrix des Kristalls auf dem Goniometer. Durch Verfeinerung der Kristall-
parameter- (Zellkonstanten und Orientierungsmatrix) sowie zuvor angegebener Gerit-
konstanten (Kristall-Detektor-Abstand, Strahlposition, Detektorposition und -orientierung)
wird versucht, eine groftmogliche Ubereinstimmung zwischen tatsichlichen und vorher-
bestimmten Reflexpositionen zu erhalten. Hierzu wird folgende fehlergewichtete /east-
squares-Zielfunktion minimiert:

pred = aufgrund eines Modells erwartete Werte

(pred — 0bS)2 _ZZ obs = beobachtete Werte

o2 6 = aus der Messungenauigkeit und der

Giite der Vorhersage abgeschétzter Fehler

Zu achten ist bei ihrer Anwendung auf starke Korrelationen zwischen den einzelnen
Parametern. Um z. B. zu verhindern, dass Zellparameterfehler durch Variation der Kristall-
Detektor-Distanz ausgeglichen werden, hdlt man hdufig zunidchst den zuletzt genannten
Parameter konstant und verfeinert ihn erst, wenn alle anderen Parameter bereits angeglichen
sind. Die so angepassten Parameter werden im Laufe der Integration von Bild zu Bild neu
verfeinert. Wichtig fiir eine priazise Vorherbestimmung der Reflexpositionen ist die richtige
Einstellung der Boxgréfe und des Reflex- bzw. Hintergrundradius, innerhalb derer ein Reflex
integriert werden soll, sowie das Vorhandensein eines gut angepassten Reflexprofils. Dieses
wird nur aus starken Reflexen erstellt, die sich in einem individuell gewidhlten Radius um den
entsprechenden Reflex befinden. Die aus der Integration erhaltenen Reflexintensititen und
ihre abgeschitzten Fehler werden nachfolgend mit dem Programm Scalepack skaliert und
gemittelt. Ein im Anschluss durchgefiihrtes, sogenanntes postrefinement ermoglicht die Ver-
feinerung der Zellparameter und der Mosaizitdt. Zundchst werden die Reflexe und ihre
abgeschétzten Fehler mit einem anhand eines Vergleichs der Symmetriedquivalente fiir
jeweils ein Bild ermittelten Skalierungsfaktor versehen, um Intensitétsunterschiede zwischen
einzelnen Bildern auszugleichen.

Wihrend der Skalierung wird die Summe der gewichteten Unterschiede zwischen den
gemittelten und den einzeln gemessenen Intensititen aller Reflexe minimiert. Das

Fehlermodell kann durch individuelle Anpassung der zuvor als Standardwerte angegebenen
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Skalierungsfaktoren optimiert werden. Ein gut angepasstes Fehlermodell zeichnet sich durch

4 2_Werte um 1 aus.
DIF-<F}>
sym = ZFUZ

Aus einer abschliefend ausgegebenen Statistik kann anhand des Verhiltnisses I/ o(I) und des

R mit  F,’= gemessene Intensititen

Rgm entschieden werden, bis zu welcher Auflosung der Datensatz fiir die Verfeinerung
verwendet wird. Die erstellte Reflexdatei enthilt skalierte und {iiber identische oder

symmetriedquivalente Reflexe gemittelte Intensititen (F*) mit ihren geschitzten Fehlern (o).

111.4 Nicht-kristallographische Symmetrie (NCS)

[Rossmann 1962, 2001; Tong 1997; Drenth 1994]

Héufig befinden sich in einer asymmetrischen Einheit einer Elementarzelle mehrere ,,Kopien*
eines Molekiils oder Molekiilteils. In biologischen Systemen handelt es sich dabei oft um
Untereinheiten (z. B. Virushiille) oder aber z. B. bei Enzymen um die Verdopplung abge-
schlossener Monomere, die in ihrer oligomeren Form vorliegen. Diese dhnlichen Bereiche
einer asymmetrischen Einheit sind durch Symmetrieoperatoren ineinander iiberfiihrbar, die
jedoch nicht der kristallgraphischen Symmetrie des Kristallgitters entsprechen. Man spricht
daher von lokaler, bzw. nicht-kristallographischer Symmetrie (NCS). Diese wird wiederum
eingeteilt in geschlossene (proper) und offene (improper) Symmetrie. Erstere entspricht einer
geschlossenen Punktgruppe (z. B. 2, 3, 5-zdhlige Achse), wihrend letztere das Original-
molekiil nicht durch eine der Kopien darstellen kann (z. B. Achsendrehung um 67°). Gering-
fiigige Unterschiede (z. B. Seitenkettenlagen an der Molekiiloberfliche) zwischen den iiber
nicht-kristallographische Symmetrie verwandten Molekiilen werden durch unterschiedliche
Umgebungen verursacht und sind in erster Ndherung zu vernachldssigen. Sind die
Unterschiede zwischen den einzelnen Molekiilen jedoch z. B. aufgrund von Doménenbe-
wegungen zu grof3, wird die NCS aufgehoben.

Ob und in welcher Form ein Kristallgitter NCS beinhaltet, 1dsst sich zumeist schon vor der
Strukturldsung anhand der Patterson-Dichtekarte erkennen. Dieser Pattersonraum berechnet
sich aus einer Fouriersynthese der Amplitudenbetrige ohne Phaseninformation und spiegelt
die Abstandsvektoren innerhalb der Zelle wider. Der Ursprung entspricht der Summe der
Nullvektoren, also der Atomabstinde zu sich selbst. Alle anderen Vektoren lassen sich in
zwei Gruppen einteilen, die der Abstdnde innerhalb eines Molekiils (self-vectors) und die der

Abstinde zwischen den verschiedenen Molekiilen (cross-vectors). Wéhrend sich die self-
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vectors aufgrund der kurzen Abstdnde innerhalb der Molekiile eher im Bereich um den
Ursprung befinden, liegt der groBite Teil der cross-Vektoren weiter entfernt vom Ursprung.
Um die Orientierung der durch NCS miteinander verkniipften Molekiile zueinander zu
bestimmen, bendtigt man zunéchst nur die self~Vektoren. Es wird die Pattersonfunktion fiir
den Bereich () berechnet, fiir den das Verhiltnis der intra- zu den intermolekularen
Vektoren moglichst groB ist. Ein typischer Wert sind 50-75% des sphérischen Radius der
Untereinheit. Eine Selbstrotationsfunktion zeigt nun Zusammenhénge zwischen der Original-
und einer um den Ursprung gedrehten Funktion. Beobachtet man wihrend der Drehung
Maxima in der Selbstrotationsfunktion, so iiberlagern sich die intramolekularen Vektoren
zweler NCS verwandter Molekiile. Anhand einer Selbstrotationsfunktion lassen sich also
Riickschliisse auf die relative Orientierung der NCS verwandten Molekiile ziehen, nicht aber

auf ihre relative Lage zueinander.

RF([C)) =[ P, ()P, ([Clu)du (1)

wobei :

[Cl=[a,[p[B,] mit
[a]und [ f]= deorthogonalisierende und orthogonalisierende Matrizen

[ o]=Rotationsmatrix

Haufig wird die Rotation [p] in Form von Polarwinkeln beschrieben, so dass y und ¢ die
Orientierung der NCS-Achse und x den Winkel der Rotation angeben. Gleichung (1) wird
im Bereich Q fiir alle Rasterpunkte eines Rastergitters berechnet, dessen Rastergrofie
festgelegt werden muss. Meist wird « festgesetzt (180°, 120°, 90°) und die Rotationssuche auf
wund ¢ beschriankt. Die Resultate konnen in einer stereographischen Projektion dargestellt
werden (siehe Kap. V.3).

Zur Berechnung der Selbstrotationsfunktion haben sich zwei unterschiedliche Arten
durchgesetzt. Die sogenannte Slow-Rotation-Function [Tong 1990] berechnet sich iiber die
Fouriertransformierten der Pattersonfunktionen und der G-Funktion, die einer Fourier-

transformierten iiber einen Bereich eines bestimmten Radius entspricht.

RE(CD=).> FF.G, ()

Da diese Funktion proportional zu den Reflexintensitdten ist, kann sich die Berechnung auf

starke Reflexe beschrinken. Trotzdem bleibt sie sehr rechenintensiv.
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Auch translatorische Elemente innerhalb einer asymmetrischen Einheit kdnnen schon in der
Pattersonfunktion erkannt werden. Diese verursachen im Vektorraum der Pattersonfunktion
neben dem Ursprungsmaximum weitere Maxima, die durch die Uberlagerung der in Betrag
und Richtung gleichen intermolekularen Abstandsvektoren verursacht werden.

NCS kann auf verschiedenen Stufen der kristallographischen Untersuchung zur Anwendung
kommen. Vor der Strukturlosung kann die Bestimmung der NCS erste Hinweise auf die
Kristallpackung und auf einen moglichen Oligomerisierungszustand der biologisch aktiven
Form geben. Fiir die Strukturlésung mit Schweratomderivaten ist das Wissen tliber die NCS
oftmals essentiell, sowohl fiir das Auffinden der Schweratompositionen als auch fiir die
nachfolgende Dichtemodifikation mit NCS-averaging und solvent-flattening. Auf die
Funktion bei der Strukturlésung mit Hilfe des molekularen Ersatzes wird in Kap. I11.5
eingegangen. Wiahrend der Strukturverfeinerung kann nicht-kristallographische Symmetrie
besonders bei niedrig aufgeldsten Daten sinnvoll eingesetzt werden. Zum einen kann sie
wihrend der Verfeinerung der Atomkoordinaten das Daten-zu-Parameter-Verhiltnis
verbessern, zum anderen kann sie bei der Berechnung der Elektronendichte ausgenutzt
werden, indem iiber NCS-verwandte Bereiche gemittelt wird (NCS-averaging).

In dieser Arbeit wurde nichtkristallographische Symmetrien mit den Programmen LSQKAB
[Kabsch 1976] und GLRF [Tong 1997] bestimmt. Selbstrotationsfunktionen wurden ebenfalls
mit dem Programm GLRF berechnet. Wahrend der Verfeinerung wurde NCS teilweise in den
Programmen CNS [Briinger 1998] und Refmac [Murhudov 1997] eingesetzt. Zur Berechnung
gemittelter Elektronendichten (NCS-avereging) wurden Masken in CCP4 [CCP4 1994]

erstellt und in CNS verwendet.

IIL.5 Molekularer Ersatz (Molecular Replacement)

Neben der Strukturlésung mit Hilfe eines Schweratomderivates (SIR) oder der Ausnutzung
anomaler Streuung (SAS, MAD) bzw. ihrer Kombination (SIRAS) gewinnt die Methode des
Molekularen Ersatzes (molecular replacement) fiir die Strukturbestimmung biologischer
Molekiile immer mehr an Bedeutung. Ein groBer Vorteil dieser Methode ist, dass nur ein
nativer Datensatz bendtigt wird. Hinzu kommt die immer gréer werdende Anzahl an
Proteinstrukturen, die strukturelle Homologien zu neuen Molekiilstrukturen immer
wahrscheinlicher werden und eine zukiinftige, standardmiBig systematische Durchsuchung

der PDB [Bergman 2002] nach Suchfragmenten sinnvoll erscheinen lisst. Heutzutage wird
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der Molekulare Ersatz meist fiir Enzyme eingesetzt, deren Struktur schon in einer anderen
Raumgruppe existiert, fiir Komplexstrukturen eines bekannten Enzyms oder fiir Enzyme, von
deren Homologe z. B. aus anderen Organismen bereits Strukturen existieren. Als Modelle
konnen sowohl Kristall- als auch NMR-Strukturen verwendet werden. Eine Gefahr dieser
Strukturlosungsmethode liegt darin, dass nur die Amplituden aus den Messdaten stammen, die
fir die resultierende Elektronendichte bedeutsameren Phasen jedoch zunédchst vom
Suchmodell tibernommen werden, so dass die Dichtekarte zu Beginn der Verfeinerung
entscheidend vom Suchmodell geprégt ist (model bias). Diesem Problem kann z. B. mit
simulated annealing (Kap. 111.6) begegnet werden.

Das Prinzip des Molekularen Ersatzes entspricht einer sechsdimensionalen Suche des Modells
in den Daten der zu l6senden Struktur, so dass die Summe tiber alle |F, - F.| minimiert wird.
Durch diese sechs Variablen, drei Rotations- und drei Translationsmoglichkeiten, kann die
bekannte Struktur auf die Position der unbekannten Struktur in der neuen Zelle transformiert
werden.

mit X = alte Koordinaten
X'=[C]X +1t X’=neue Koordinaten
[C] = Rotationsmatrix

t = Translationsvektor

Da eine sechsdimensionale Suche einen enormen Rechenaufwand bendtigt, wird sie in den
meisten MR-Programmen in zwei Schritte unterteilt. Wie bei der Ermittlung der nicht-
kristallographischen Symmetrie kann man auch in diesem Fall die Patterson-Funktion
auswerten. Auch hier teilt man den Vektorraum in den Bereich der nahe am Ursprung
liegenden intramolekularen self vectors und der mehrheitlich weiter entfernt liegenden
intermolekularen Vektoren (cross vectors) ein. Fiir die Rotationssuche werden zunichst
ebenfalls nur die self~-Vektoren benétigt. Im Fall des Molekularen Ersatzes werden nicht zwei
identische Pattersonfunktionen iibereinander rotiert, sondern die des bekannten Fragmentes
iiber der des zu ldsenden Molekiils. Auch hier wird durch Auffinden von Maxima in der
Rotationsfunktion, die sich iiber einen Bereich mit einem grofen Verhiltnis von intra- zu
intermolekularen Vektoren erstreckt, die Orientierung des bekannten Molekiils zum
unbekannten festgelegt. Die Suche kann ebenfalls im Realen oder Reziproken Raum
durchgefiihrt werden und auch hier ist die Benutzung der von Crowther [Crowther 1972]
entwickelten fast-rotation-function moglich. Das Auffinden von Maxima in der Rotations-
pattersonfunktion der self-vectors aus den Daten des Suchfragmentes und denen der zu

bestimmenden Struktur ermdglicht die korrekte Orientierung des Molekiils in der neuen Zelle.



III Theorie und Methoden 21

Die Positionierung des richtig orientierten Molekiils in der Zelle kann auf unterschiedliche
Arten erfolgen. In P1 ist eine Translationssuche, sofern sich nur ein Molekiil in der
asymmetrischen Einheit befindet, nicht nétig, da der Ursprung frei gewdhlt werden kann und
keine Restriktionen durch Symmetricoperatoren bestehen. In allen anderen Raumgruppen
andern sich bei der Translation der richtig orientierten Molekiile sowohl die Lage als auch die
Abstandsvektoren zwischen den symmetrieverwandten Molekiilen. Eine Variante, die
korrekte relative Lage der Molekiile zueinander und zum Ursprung zu ermitteln, ist die
willkiirliche Verschiebung des richtig orientierten Molekiils in der asymmetrischen Einheit.
Eine Minimierung der Differenz zwischen |F,| der Daten und |F. des rotierten und
translatierten Suchmodells sollte zu der richtigen Lage des Molekiils in der neuen Zelle
fiihren. Giitekriterien konnen hier sowohl der R-Wert als auch der Korrelationskoeffizient
zwischen den Strukturfaktoren des Suchmodells und denen der neu zu besimmenden Struktur
sein. Um Rechenzeit zu sparen wird haufig nur einmal das F. des Suchmodells berechnet und
alle weiteren durch Einbeziechung der durch die Translation verursachten Phasen-
verschiebungen. Eine zweite Moglichkeit der Translationssuche nutzt die cross-Vektoren im
Pattersonraum aus. In diesem Fall wird die Pattersonfunktion des translatierten Suchmodells
und seiner Symmetriedquvalente mit der aus den F, berechneten iiberlagert. Das Augenmerk
liegt hierbei auf den intermolekularen cross-Vectoren. Diese Translationsfunktion wird flir
alle Punkte der asymmetrischen Einheit berechnet. Ein Maximum deutet die Uberein-
stimmung der Position des Suchmodells mit der tatséchlich in der Zelle vorliegenden an.

Die unterschiedlichen Prinzipien der im Rahmen dieser Arbeit benutzten MR-Programme
sollen im folgenden kurz skizziert werden:

MOLREP [Vagin 1997]

Dieses MR-Programm teilt die sechsdimensionale Suche wie oben beschrieben in eine
Rotationssuche und eine nachgeschaltete Translationssuche ein. Bendtigt werden die Daten
der unbekannten Struktur und die Koordinaten des Suchmodells. Fiir die Rotationssuche wird
die von Crowther entwickelte fast-Rotation-Funktion [Crowther 1972] verwendet. Der Radius
des zu berechnenden Bereichs wird anhand des Durchmesser des Suchfragmentes
abgeschitzt. Eine Verbesserung gegeniiber anderen MR-Programmen ist z. B. die an den
Ursprungsmaxima durchgefiihrte Skalierung der beiden Pattersonfunktionen aneinander.
Diese Skalierungsart wirkt sich besonders bei niedrig aufgeldsten Daten positiv aus, da in
diesen Fillen die Abschitzung des B-Faktors anhand der Wilson-Auftragung nicht sehr
prizise ist. Auch die Einfilhrung eines sogenannten soft low-resolution cut-off, bei dem die

niedrig aufgelosten Reflexe nicht von vornherein eliminiert, sondern mit Hilfe einer Gauss-
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Funktion heruntergewichtet werden, fiihrt zu besseren Ergebnissen, da weniger Probleme mit
Reihenabbruch-Fehlern auftreten. Fiir die Translationssuche wird in diesem Programm die
von Crowther & Blow entwickelte und von Harada et al. weitergefiihrte Translationfunktion
verwendet, die gleichzeitig alle Symmetriedquivalente miteinbezieht und so das Signal-zu-
Rausch-Verhiltnis verbessert und die Position in der Zelle und nicht nur relativ zu den
Symmetrieelementen angibt. AuBerdem wird nicht die Summe sondern das Produkt iiber die
Translations-Funktionen der einzelnen Symmetrieoperationen berechnet, was wiederum den
Kontrast der Berechnung verstirkt. Zusétzlich wird eine sogenannte packing-Funktion
miteinbezogen, die Maxima eliminiert, durch deren Lage Molekiile aufgrund von Packungs-
restriktionen tibereinander liegen wiirden. Diese Funktion macht eine Einbeziehung von
Molekiilen, deren Lage schon bekannt ist, moglich.

EPMR (evolutionary programming for molecular replacement) [Kissinger 1998]

Dieses Programm arbeitet im Gegensatz zu den meisten anderen MR-Programmen tatséchlich
mit einer sechsdimensionalen Suche. Um den Rechenaufwand zu reduzieren, wird hierbei ein
Algorithmus zur evolutiondren Optimierung benutzt. Eine Anzahl anfianglich willkiirlich
generierter Suchmodellpositionen (Population) wird iterativ optimiert, indem die in bezug auf
ihren Korrelationskoeffizienten besten Losungen in Rotation und Translation leicht
abgednderte ,,Nachkommen produzieren®, wihrend Losungen mit schlechten Korrelations-
koeffizienten ausscheiden. Die Wiederholung dieses Prozesses der Aussortierung und
Aufstockung der Population durch leicht abgednderte Koordinaten der bis dahin besten Lagen
fiihrt iterativ zur Fokussierung auf die Region der besten Positionen. Nach anschlieBender
rigid-body-Verfeinerung der besten Losung werden die Koordinaten dieses Modells
ausgegeben. Auch hier wird, um die Rechenzeit zu verkiirzen, nur einmal eine
Fouriertransformation fiir das Suchmodell berechnet und alle weiteren Strukturfaktoren der
leicht verdnderten Positionen mit Hilfe der Phasenverschiebung bestimmt. Diese sechs-
dimensionale Suche hat gegeniiber der getrennten Rotations- und Translationssuche den
Vorteil, dass die in der Rotationssuche aufgetretenen Fehler, die die Translationssuche zum
Teil erheblich beeintridchtigen kdnnen, hier nicht beibehalten, sondern sowohl Translations-
als auch Rotationsfehler kontinuierlich minimiert werden. Ein weiterer Vorteil dieses
Programms ist ein sehr gutes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis. Dieses resultiert daraus, dass
jeweils alle Daten zur Fouriertransformation benutzt werden. In anderen Programmen werden
die Vektoren in der Rotationssuche nur bis zu einem bestimmten Radius verwendet, so dass
einige self-vectors zur Berechnung fehlen, einige cross-vectors jedoch verfilschend

hinzugenommen werden. Ein moglicher Nachteil der sechsdimensionalen Suche im
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Programm EPMR ist, dass der Raum nicht systematisch abgesucht wird, so dass die Autoren

ein mehrmaliges Benutzen des Programms empfehlen.

I11.6 Verfeinerung

[Briinger 1997; Drenth 1994]

Um das aus der Strukturlosung erhaltene, grobe Strukturmodell zu verfeinern, wird in
iterativen Schritten versucht, die Ubereinstimmung des erstellten Strukturmodells mit den
gemessenen Daten zu optimieren. Dies kann mit unterschiedlichen Zielfunktionen erreicht
werden. Bei der fiir die Verfeinerung von Kleinmolekiilen iiblichen Methode der kleinsten
Fehlerquadrate (least-squares) wird die Funktion der Summe {iber die gewichteten und
quadrierten Differenzen zwischen den beobachteten und aus dem Strukturmodell berechneten
Amplituden minimiert. Fiir dieses Minimierungsverfahren wird angenommen, dass die
momentanen Phasen weitgehend korrekt sind und dass die Verteilungskurve der beobachteten
Amplituden einer GauBfunktion mit bekannten Fehlern entspricht. Beide Annahmen sind
besonders fiir unvollstindige oder fehlerbehaftete Modelle schlecht erfiillt. Eine weitere
Zielfunktion zur Optimierung der Ubereinstimmung zwischen dem erstellten Modell und den
gesammelten Daten ist das Prinzip der ,,groBBten Wahrscheinlichkeit” (maximum likelihood),
dessen Spezialfall unter den oben angenommenen Bedingungen das least-squares-Verfahren
ist. Bei dieser Methode, die ebenfalls davon ausgeht, dass das beste Modell am besten mit den
Daten tibereinstimmt, wird jedoch die Wahrscheinlichkeit, dass die gesammelten Daten dem
erstellten Modell entsprechen, maximiert. Unter der Annahme, dass sowohl die Daten als
auch das Modell mit unabhédngigen Fehlern behaftet sind, werden die Einzelwahrschein-

lichkeiten multipliziert.

L=]TP.(F:F)

Da die Daten als solche invariant sind, werden die Parameter des Strukturmodells variiert, um
die Funktion zu minimieren. Diese Methode ist im Vergleich zur least-squares-Verfeinerung
sehr viel unempfindlicher gegeniiber vom Modell induzierten Fehlern (model-bias) und daher
fiir die Verfeinerung eines unvollstindigen oder mit Fehlern behafteten Modell besonders bei
niedrig aufgeldsten Daten besser geeignet. Ein Kriterium fiir die Giite der Ubereinstimmung

ist fiir beide Zielfunktionen der sogenannte R-Wert.
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Aufgrund der oftmals geringen Auflésung der Proteindatensétze ist das Verhiltnis von Daten
zu Parametern haufig so schlecht, dass das zu losende Gleichungssystem nur knapp iiber, oder
sogar unterbestimmt ist. Dies fiihrt zwangslidufig zu einer Uberinterpretation der Daten. Um
zu verhindern, dass gegen das ,,Rauschen® in den Daten verfeinert wird, benutzt man den
sogenannten Rge.-Wert [Briinger 1992]. Dieser wird aus einem vor der Verfeinerung abge-
trennten Testdatensatz berechnet, gegen den nicht verfeinert wird. Entspricht das Modell den
Daten und sind die Fehler statistisch verteilt, sollte der Rge.-Wert den R-Wert nur um wenige
Prozente iibersteigen. Die Auswahl der Reflexe fiir diesen Testdatensatz sollte zufillig
erfolgen. Beinhaltet der Datensatz jedoch nichtkristallographische Rotationssymmetrie, so
sind Reflexe innerhalb eines bestimmten Auflosungsbereiches miteinander korreliert. Dies
fihrt bei willkiirlichem Herausnehmen von Reflexen dazu, dass sich miteinander korrelierte
Reflexe sowohl im Arbeits- als auch im Testdatensatz befinden. Dadurch wird der Rge.-Wert
indirekt beeinflusst und die Differenz zwischen R- und Rge..-Wert scheint gering. Ein zu
niedriger Rge.-Wert ldsst bei der Abschitzung der Fehler liber Kreuz-Validierung auch diese
zu klein, das Modell also als zu gut erscheinen. Dies fiihrt zu einem falschen Gewichtungs-
schema. Um bei vorhandener NCS die Beeinflussung des Rye.-Wertes durch das Modell zu
verhindern, kann der Testdatensatz in diinnen Aufldsungsschalen (thin shells) definiert
werden. Dabei werden Reflexe einer gesamten Schale in den Testdatensatz aufgenommen, um
sicherzustellen, dass alle NCS-verwandten Reflexe dieser Schale im Testdatensatz zu finden
sind.

Um das Daten-zu-Parameter-Verhiltnis bei niedrig aufgeldsten Proteindatensidtzen zu
verbessern, miissen zusitzliche, meist chemische Informationen entweder als constraints
(z. B. starre Gruppen von Phenylringen), die die Anzahl der Parameter verringern, oder als
restraints (z. B. Bindungsldngen-Vorgaben, restrained NCS), die wie zusitzliche Daten
fungieren, eingefiithrt werden. Die B-Wert-Verfeinerung bendtigt im anisotropen Fall fiir jedes
Atom zusitzlich sechs Parameter, im isotropen Fall nur einen. Proteindatensitze werden daher
meist isotrop verfeinert. Auch hier kdnnen durch Gruppierung von B-Werten (Haupt- und
Seitenkette einer Aminosdure) Parameter eingespart, oder z.B. durch Angabe eines
Gradienten (Zunahme der B-Werte von C, zum Seitenkettenende) als restraints Daten
hinzugefiigt werden. Eine detailliertere Beschreibungsmoglichkeit der Auslenkungsparameter

lasst sich durch Verfeinerung eines auf eine Gruppe der asymmetrischen Einheit (z. B.
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Monomer eines Enzyms) bezogenen TLS-Modells erhalten. Hierbei werden die Translation,
die Libration und die Schraubenbewegung (TLS) der Gruppe im Kristall durch drei Matrizen
ausgedriickt, deren 20 Elemente ebenfalls gegen die Daten verfeinert werden [Winn 2000].
Um die oben beschriebenen Zielfunktionen (least-squares und maximum likelihood) zu
minimieren bzw. zu maximieren, konnen unterschiedliche Algorithmen angewendet werden.
Mit Hilfe der Methode des konjugierten Gradienten (conjugate gradient) erfolgt die
nichtlineare Optimierung iterativ anhand der partiellen Ableitung nach den einzelnen
Parametern. Die Verfeinerung ist konvergiert, wenn die Anderungen in den Parametern unter
einen bestimmten Wert fallen. Diese Methode birgt die Gefahr, dass die zu minimierende
Funktion in einem lokalen Minimum konvergiert und so das globale Minimum, also das beste
Model der Struktur, nicht aufgefunden wird. Ein anderer Ansatz zur Optimierung der Ziel-
funktion ist das sogenannte ,,Simulierte Tempern* (simulated annealing). Der Vorteil dieses
Algorithmus ist, dass die Verfeinerung im Gegensatz zur conjugate gradient-Methode auch
gegen den Gradienten verlaufen kann. Dadurch vergroBert sich der Konvergenzradius und die
Parameter konnen sich iiber lokale Maxima hinweg dem globalen Minimum annédhern. Dies
wird durch das Anwenden eines molekulardynamischen Prozesses (molecular dynamic)

erreicht. Die zu minimierende Funktion wird als potentielle Energie formuliert.

E=E, +w,, E

chem data

Echem enthdlt empirische Informationen iiber alle chemischen Wechselwirkungen, wéhrend
Egaa die Differenz zwischen beobachteten und berechneten Daten ausdriickt. wgya, 1St ein
Gewichtungsfaktor. Beim simulated annealing wird nun die Energie durch Erhohung der
Temperatur als Kontrollparameter, der als solcher keine physikalische Bedeutung hat,
vergroflert. Dies fiihrt durch Koordinatendnderungen nach dem Prinzip der simulierten
Molekularbewegung (molecular dynamics) zur Uberschreitung von Energiebarrieren der
Zielfunktion. Diese Simulation kann entweder mit kartesischen restraints oder aber mit
constraints, die nur Torsionswinkelvariationen zulassen, durchgefiihrt werden. Letzterer
Algorithmus ist wesentlich stabiler und fiir niedrig aufgeloste Daten besser geeignet. Um zu
verhindern, dass sich das System aufgrund sinkender potentieller und damit steigender
kinetischer Energie aus dem einmal erreichten globalen Minimum wieder herausbewegt, wird
eine Temperaturkontrolle eingefiihrt, die bei zu groBer Abweichung der momentanen
Temperatur zur Anfangstemperatur die kinetische Energie bremst. Die ,,Temperatur kann
schlieBlich entweder durch [linear slow-cooling (langsames Absenken) oder quenching

(abruptes Abkiihlen) reduziert werden. Der Algorithmus des simulated annealing ist also



III Theorie und Methoden 26

besonders geeignet flir schwach bestimmte oder mit Fehlern behaftete Modelle, wie sie z. B.
zu Verfeinerungsbeginn bei durch MR gelosten Strukturen vorliegen. Durch den grofleren
Konvergenzradius und die Moglichkeit, lokale Minima zu durchschreiten, wird die
Wahrscheinlichkeit, das weiter entfernte globale Minimum zu finden, vergrof3ert.

Unabhédngig vom verwendeten Algorithmus werden die Elektronendichten zwischen den
einzelnen Verfeinerungszyklen mit einem Graphikprogramm dargestellt und das Modell
manuell entsprechend erweitert und angepasst. Fiir schlecht bestimmte Modellregionen kann
es hilfreich sein, die Elektronendichte {iber nicht kristallographische Symmetrie zu mitteln. Im
Idealfall werden so lokal begrenzte Fehler herausgemittelt und die Elektronendichte dadurch
préazisiert. Fehlerhaft modulierte Strukturregionen konnen erkannt werden, indem
systematisch kleine Bereiche (ca. 10%) des Modells aus der Verfeinerung ausgespart werden.
Die aus den einzelnen Dichten der jeweils ausgelassenen Modellbereiche kombinierte
Elektronendichte sollte nur den korrekten Verlauf der Peptidkette wiedergeben.
Elektronendichte von zuvor falsch positionierten Aminosiuren sollte in dieser (composite)
omit map nicht mehr erscheinen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Verfeinerungsprogramme CNS und REFMAC benutzt.
Mit dem Programm CNS (Crystallography and NMR System) [Briinger 1998] wurden
Verfeinerungen ausschlieBlich mit der maximum likelihood Funktion durchgefiihrt. Es kann
zwischen den Optimierungsalgorithmen conjugate gradient oder simulated annealing gewéhlt
werden. Chemische Informationen werden in Form von Kraftfeldberechnungen in die
Verfeinerung miteinbezogen, NCS-Matrizen konnen als restraints oder constraints integriert
werden. B-Werte konnen flexibel entweder individuell oder als Gruppen verfeinert werden.
Es besteht die Option composite-omit-maps sowie gemittelte Elektronendichtekarten
automatisch zu erstellen.

Mit dem Programm REFMAC [Murshov 1997] kénnen Verfeinerungen sowohl mit der /east-
squares als auch mit der maximum likelihood Zielfunktion verfeinert werden. In der im
Rahmen dieser Arbeit benutzten Version beschrinkte sich die Optimierungsmethode auf den
conjugate gradient Algorithmus. Standardabweichungen von optionalen restraints kénnen bei
Bedarf den jeweiligen Bedingungen angepasst werden. Auch REFMAC erlaubt die
Einbeziehung von NCS in Form von restraints. Im Gegensatz zu CNS zeichnet sich dieses
Programm durch die Moglichkeit einer anisotropen Verfeinerung individueller B-Faktoren bei
hoher Auflosung aus, die mit Hilfe entsprechender restraints stabilisiert werden kann. Bei
mittlerer Auflosung ist auch die Anpassung eines TLS-Modells fiir eine oder mehrere

Gruppen der asymmetrischen Einheit moglich.
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IV Experimentelles

Iv.i1 Aufreinigung der DAHP Synthase aus S. cerevisiae

Die Anzucht der an DAHP Synthase iiberexpremierten Hefezellen [Schnappauf 1998] und die
Aufreinigung des Enzyms erfolgte am Institut fiir Mikrobiologie der Universitdt Gottingen in
der Abteilung von Herrn Prof. Dr. Braus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige Aufreini-
gungen unter Anleitung von Dipl. Biol. Andrea Pfeil durchgefiihrt.

Die Aufreinigung erfolgte nach Schnappauf et al. [Schnappauf, 1998] in drei Reinigungs-
schritten, einer Ammoniumsulfat-Fallung, einer Sdulenchromatographie basierend auf hydro-
phoben Wechselwirkungen mit Ethylaminosepharose und einer sich anschlieBenden Mono-Q-
Anionenaustausch-Chromatographie.

Ammoniumsulfat-Fdillung

Es wurden ca. 80 g an DAHP Synthase {iberexpemierter, gewaschener Hefezellen aufgetaut.
Nach erfolgtem Zellaufschluss wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert (13.000 Upm,
45 min., 4°C). Wéhrend der weiteren Aufreinigung wurde bei einer Temperatur von 4°C
gearbeitet. Alle verwendeten Losungen enthielten 0.1 mM PMSF als Proteaseinhibitor und
I mM DTT als Antioxidansmittel. Um das Metallion aus dem Enzym zu entfernen und die
Proteinlosung wiahrend der gesamten Aufreinigung metallfrei zu halten, wurden alle
Losungen mit 0.5 mM EDTA versetzt.

Der Proteinlosung wurden pro 100 ml Rohextrakt 7.84 ¢ K,HPO, (0.5 M) und 17.6 g
feingemorsertes (NH4),SO4 unter Rithren zugegeben. Die Proteinsuspension wurde 20 min
auf Eis geriihrt und der Uberstand nach Zentrifugation (23.00 Upm, 40 min., 4°C) dekantiert
und iiber Gauze filtriert, um Fettpartikel zu entfernen.

Sdulenchromatographie basierend auf hydrophoben Wechselwirkungen

Der erste sdulenchromatographische Reinigungsschritt erfolgte iiber eine Ethylamino-
sepharose-Sdule(EAS). Die erstellten Pufferlosungen wurden vor Gebrauch entgast und
filtriert. Die Sdule wurde zundchst mit ca. 300 ml Salzpuffer A (500 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 7.6, 30% (NH4)2SO4) dquilibriert. Nach Laden des Proteins auf die Sdule
und Waschen mit 1-2fachem Sdulenvolumen an Puffer A wurden die an das Sdulenmaterial
gebundenen Proteine mit linear steigendem Puffer B (H,O), also sinkendem Salzgehalt,
eluiert. Bei einer Flussrate von 1.5 ml/min wurden die Proteine in 6.7 ml-Fraktionen

gesammelt. Die die DAHP Synthase enthaltenden Fraktionen (iiber SDS-Gelelektrophorese
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getestet) wurden vereinigt und auf 40 ml eingeengt. Uber Nacht wurde die Proteinldsung

gegen 10 1 10 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7.6) dialysiert.

zur weiteren Aufreinigung
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Abb. IV.1a a) Elutionsverhalten der DAHP Synthase: FPLC-Spektrum der Chromatographie iiber
Ethylaminsepharose-Sdulenmaterial. b) SDS-Polyacrylamidgel; links: aufgereinigte Proteinprobe, rechts: EAS-
Sdulen-Pool

Anionenaustausch-Chromatographie

Die Anionenaustauschsdule (MonoQ HR 16/10) wurde zunichst mit Puffer A (mind. 50 ml
10 mM Tris-HCI (pH 7.6)) dquilibriert. Nach Laden der Sdule mit dem EAS-Pool wurde mit
steigendem Gradienten des Puffers B (10 mM Tris (pH 7.6), 0.5 M NaCl) eluiert. Bei einer
Flussrate von 1.5 ml/min betrug die Endkonzentration 0.25 M NaCl. Die Fraktionen wurden
in Volumina von 4 ml gesammelt. Die die DAHP Synthase enthaltenden Fraktionen wurden
vereinigt und mit Hilfe von Ultrafiltration auf eine Endkonzentration von 13-18 mg/ml
eingeengt, in Aliquots von 40 ul zu Kristallisationszwecken in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Nach Einengung fiir die Kristallisation
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Abb. 1V.1 a) Elutionsverhalten der DAHP Synthase: FPLC-Spektrum der Chromatographie iiber Mono-

Q-Sédulenmaterial. b) SDS-Polyacrylamidgel; links: aufgereinigte Proteinprobe, rechts: Mono-Q-Saulen-Pool
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Bestimmung des Proteingehaltes
Die Bestimmung des Proteingehalts erfolgte nach der Methode von Bradford [Bradford
1976]. Als Standard diente eine BSA-Eichreihe in einem Konzentrationsbereich von

1-6 pg/ml.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zum Nachweis der DAHP Synthase und zur Bestimmung des Reinheitsgrades der Probe
wurde eine denaturierende SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese nach Lammli [Ldmmli

1970] durchgefiihrt. Die Farbung der Banden erfolgte mit Coomassie blue R250.

Aktivitdtstest
Die Aktivitit des Enzyms wurde getestet, indem das Produkt DAHP nach einer Vorschrift
von Jensen et al. [Jensen 1969, Takahashi 1971] durch Uberfiihren in einen Farbkomplex

photometrisch bei einer Wellenldnge von 550 nm nachgewiesen wurde.
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Iv.2 Kristallisation der DAHP Synthase in
verschiedenen Komplexen

Fiir die Kristallisation von Proteinen ist die Reinheit aller verwendeter Losungen ein
entscheidender Faktor. Alle im Rahmen dieser Arbeit fiir die Kristallisation verwendeten
Losungen wurden mit bi-destilliertem Wasser angesetzt und vor Gebrauch steril in keimfreie
Aufbewahrungsgefifle filtriert. Fiir die Reproduzierbarkeit der Kristallisationsergebnisse ist
ein einheitliches Vorgehensschema von Bedeutung. Alle Salz-, Puffer- und Additiv-Losungen
wurden als mol/l angesetzt, die organischen Féllungsmittel in Massenprozenten (w / w). Den
PEG-Losungen wurde, um Bakterien- und Schimmelbildung zu verhindern, jeweils 0.02 %
NaN; zugesetzt. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kristallisationsversuche
erfolgten ausschlieBlich nach der hanging drop Gasdiffusionsmethode. Als Reservoirmatrix
wurden Gewebekulturplatten mit 24 Vertiefungen mit einem Volumen von 2.5 ml der Firma
Sarstedt verwendet. Die fiir die hanging drop Methode verwendeten Glasplittchen
(Deckgldschen 18 x 18 mm) wurden zuvor durch mehrmintitiges Schwenken in einer Losung
bestehend aus 8% Dichlordimethylsilan und 92% Dichlormethan siliconisiert (Angaben in
Volumenprozent). Verwendete Pipettenspitzen (Firma Gilson) und Reaktionsgefifle (Firma
Eppendorf) wurden vor Gebrauch autoklaviert. Zum VerschlieBen der Reservoire wurde
handelsiibliches Siliconfett verwendet. Die Reservoirlosungen wurden direkt in die
Vertiefungen zusammenpipettiert und durch mehrminiitiges Schwenken gemischt. Die zur
Aufbewahrung in Aliquots bei -80°C in fliissigem Stickstoff schockgefrorenen
Proteinlésungen wurden je nach Kristallisationsbedingung langsam auf Raumtemperatur oder
4°C gebracht und vor Verwendung zur Kristallisation fiir 10 min mit 7000 min™' zentrifugiert,
um eventuelle Aufreinigungsriickstinde aus der Losung zu entfernen. Sofern nicht anders
angegeben wurden die Kristallisationstropfen auf dem Glasplittchen im Verhéltnis 1: 1 aus
der Reservoir- und der Proteinlosung gemischt. Die Tropfengréfen variierten zwischen 3 -

8 ul.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die kristallographisch zu untersuchende tyr-sensitive
DAHP Synthase aus S. cerevisiae in drei unterschiedlichen Raumgruppen, bzw. vier
unterschiedlichen Zellen kristallisiert (P1ly, Plg, C2 und P3(1)21 (siehe Tab.lll.3a)). Im
folgenden soll auf die diesen Raumgruppenwechsel hervorrufenden Unterschiede in der

Kristallisation eingegangen werden.
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Kristallisation der unkomplexierten DAHP Synthase im triklinen Kristallsystem

Die Kristallisationsbedingungen fiir die mit PEP komplexierte Struktur der tyr-sensitiven
DAHP Synthase aus S. cerevisiae waren aus fritheren Untersuchungen an diesem Enzym
bekannt [Schneider 1999].

Um ein Gefiihl fiir die Kristallisation des metallion- und substratfreien Enzyms zu erhalten,
wurde zunichst ein von Stura entwickeltes footprint-Screening [Stura 1992] durchgefiihrt, das
im Gegensatz zur sparse matrix Methode ein grobes, systematisches Raster iiber verschiedene
Ionen- und PEG-Losungen bei unterschiedlichen pH-Werten testet. Aus den Versuchsergeb-
nissen lief sich ableiten, dass das Enzym in stark ionischen Losungen unabhéngig vom pH-
Wert prézipitiert. Unter den PEG-haltigen Bedingungen lieen sich innerhalb von 10 Tagen
bei hoheren pH-Werten (pH 8-9) abhingig von der PEG-Konzentration unter bestimmten
Bedingungen erste Kristallaggregate beobachten, wéhrend sich unter sauren Bedingungen
sehr schnell Prizipitate bildeten.

Unter folgenden Bedingungen wurden mit der hanging drop Methode erste Kristallrosen bei
Raumtemperatur innerhalb von 2-3 Tagen erhalten:

Die Proteinlosung besall eine Konzentration von 13 mg/ml und wurde im Verhiltnis 1:1 mit
der Reservoirlosung, die aus 13-15% PEG3400, 5% Glycerol, 10 mM Tris pH 8-9 bestand, im
Tropfen vermischt. Diese Kristallrosen waren filir eine rontgenkristallographische
Untersuchung nicht brauchbar. Durch streak-seeding in einen predquilibrierten Tropfen
geringfiigig geringerer PEG-Konzentration erhielt man Einkristalle, die jedoch noch zu klein
fiir ein Beugungsexperiment waren. Erst durch macro-seeding wurden Kristalle erhalten, die
fiir eine rontgenographische Messung verwendet werden konnten. Auffillig ist die kurze
Haltbarkeit der Kristalle. Innerhalb von 1-2 Tagen nach Wachstumsende werden die Kristalle
von einer brdunlichen Schicht iiberzogen und beginnen sich aufzulésen. Dies beruht
wahrscheinlich darauf, dass das leere Enzym sehr viel instabiler und dadurch anfilliger
gegeniiber seinem Abbau ist als das native Enzym, das mit einem Metallion und
wahrscheinlich sogar mit PEP, dem ersten Substrat der Verkniipfungsreaktion, beladen ist

[Schnappauf, 1998].

Kristallisation der DAHP Synthase im triklinen System mit Mangan(Il) komplexiert

Um das mit EDTA metallionenfrei aufgereinigte Enzym fiir die Kristallisation wieder mit

Ionen zu versetzen, wurden diese Metallionen der Reservoirlosung in einer Konzentration von



IV Experimentelles 32

5 mM zugefiigt. Bei der Auswahl des Metallions aus den Elementen, mit denen die Aktivitit
des Enzyms wiederhergestellt werden kann, blieb bei Beibehaltung des basischen pH-Wertes
von 8-9,5 keine grofe Auswahl. Da eine Hydroxidfdllung verhindert werden sollte, um
zusitzliche  Kristallisationskeime  auszuschlieBen, = wurde  zundchst = Mangan(Il)
(KL(Mn(OH),)=2x10"") als Cosubstrat ausgewhlt, das die Aktivitit des Enzyms nur zu 20%
wiederherstellen kann. Auch von diesem DAHP Synthase-Komplex erhielt man unter
dhnlichen Bedingungen zunichst verwachsene Kristallrosen, aus denen durch streak- und

macro-seeding rontgenographisch messbare Kristalle geziichtet werden konnten.

Abb.1V.2a Mehrstufiger Kristallisationsvorgang der mit Mangan(II) komplexierten DAHP Synthase. A:
erste, verwachsene Kristallrosen. B: unverwachsene Kristalle nach streak-seeding. C: vereinzelter, zur
Datensammlung geeigneter Kristall.

Kristallisation der DAHP Synthase im monoklinen Kristallsystem mit Mangan(11)
komplexiert

In dieser Kristallisationsvariante wurde das Metallion nicht der Reservoirlésung in einer
Konzentration von 5 mM zugegeben. Statt dessen wurde die Proteinlosung 2 h vor dem
Ansatz der Kristallisationsbedingungen bei 4°C mit einem Uberschuss von 2.2 Aquivalenten
Mangan(Il)chlorid versetzt. Unter diesen Bedingungen findet eine nicht so starke Ver-
wachsung der Kristalle statt, so dass man teilweise auf das seeding verzichten konnte. Auch
die Kristalldimensionen waren im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt beschriebenen
plattchenformigen Kristallen isometrischer (sieche Abb. IV.2b: A). Der Beginn der Keimbil-
dung setzt bei niedrigeren PEG-Konzentrationen (8-9%) ein. Bei der Zellbestimmung wurde

die Raumgruppe C2 bestimmt.

Kristallisation der DAHP Synthase im trigonalen Kristallsystem mit Mangan(Il)
komplexiert

Um Qualitdt und Haltbarkeit der Kristalle zu verbessern, wurde versucht, die Kristallisations-
temperatur herabzusetzen. Bei sonst nahezu identischen Kristallisationsbedingungen (5% Gly-

cerol, 13-18% PEG3400, 20 mM Tris pH 9-9.5, 2 mM Mn(Il)) erhielt man im Kiihlraum bei
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4°C unverwachsene, sechseckige Kristalle, die gut fiir Einkristalluntersuchungen geeignet
waren (Abb. 1V.2b:B). Auch hier lieen sich durch streak und macro seeding grof3ere Kristalle
ziichten. Die leichte Verschiebung des pH-Wertes ins basische Milieu ist durch die Tempera-
turabhédngigkeit des Tris-Puffers zu erkldren. Mit Cobalt(Il) erhielt man unter diesen Bedin-
gungen Kristalle der gleichen sechseckigen Form, die jedoch durch die verwendeten Cryobe-
dingungen eine starke Erhohung der Mosaizitét erfuhren, so dass sich die lange Zelkante von
270 A nicht im Diffraktionsbild auflosen lieB. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass sich unter
diesen Bedingungen sowohl bei Zusatz des Substrates PEP als auch bei Zusatz der Effektoren
Tyrosin und Phenylalanin nicht diese trigonale Kristallform ziichten lie3, sondern sich immer
Kristalle in der groBen Pl Zelle bildeten. Mogliche Ursachen werden in Kap. V.1.2.1
diskutiert.

Abb. IV.2b Unverwachsene, ohne seeding erhaltene Kristalle der mit Mangan(Il) komplexierten
DAHP Synthase A: bei Raumtemperatur in der Raumgruppe C2, B: bei 4°C gewachsen in der Raumgruppe
P3(1)21

Kristallisation der DAHP Synthase im triklinen Kristallsystem mit Mangan(ll) und PEP
komplexiert

Bei der Komplex-Struktur mit Metallion und PEP handelt es sich wahrscheinlich um die
native Form des Enzyms [Schnappauf 1998, Candliss 1978]. Im Gegensatz zum Metallion,
das in dieser Kristallisationsvariante der Reservoirlosung in einer Konzentration von 2 mM
zugesetzt wird, wurde das Substrat PEP !5 h vor dem Ansatz der Kristallisationsbedingungen
mit einem Uberschuss von 6.7 Aquivalenten der Proteinldsung bei 4°C zugegeben. Nach 3-4
Tagen bei Raumtemperatur bzw. 5-6 Tagen bei 4°C erhielt man unter den Bedingungen
zwischen 14-16% bzw. 17-20% PEG-Konzentration verwachsene zackenformige Kristalle,
deren Qualitdt sich durch streek und macro seeding in predquilibrierte Tropfen geringerer
PEG-Konzentration verbessern lie3. Bei 4 °C konnten die Verwachsungen vermindert und die
Haltbarkeit erhoht werden, das Wachstum verlangsamte sich allerdings, die Kristalle blieben

insgesamt kleiner und die Erfolgsquote des seedings war wesentlich geringer.
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Kristallisation von DAHP Synthase im monoklinen Kristallsystem mit Mangan(Il) bzw.
Cobalt(Il) und PEP bzw. seinem Analogon P2G komplexiert

Ahnlich wie in der Kristallisationsbedingung fiir die mit Mangan(II) komplexierte Struktur im
monoklinen Kristallsystem wurden auch hier das Metallion (1.5 Aquivalente) und das
Substrat bzw. das Analogon (6.7 Aquivalente) %> h vor Beginn der Kristallisation der
Proteinlosung zugesetzt und die PEG-Konzentration im Vergleich zu den Bedingungen der
Enzymkomplexe im triklinen Kristallsystem leicht erhoht. Auch hier dnderte sich die
Raumgruppe von P1 zu C2, wodurch sich die Kristallqualitét, die Kristalldimensionen und
ihre Haltbarkeit verbesserten. Wurde Mangan(Il) durch Cobalt(Il) ersetzt, so wurde gleich-
zeitig der pH-Wert geringfligig auf 7.5-8 erniedrigt, um eine Hydroxidfdllung zu vermeiden.
Dies wirkte sich geringfligig nachteilig auf die Kristallstabilitdt aus, jedoch erniedrigte es die

Keimbildung und somit die Verwachsungen der Kristalle.

Kristallisation von DAHP Synthase im monoklinen Kristallsystem mit Cobalt(Il) und PEP
und dem E4P-Analogon G3P komplexiert

Fiir die Kristallisation des mit Metallion, PEP und dem E4P Analogon G3P komplexierten
Enzyms konnte nicht Mangan(Il) als Kation verwendet werden, da bei Zusatz der
Mangan(Il)ionen zu einer G3P-haltigen Losung ein flockiger Niederschlag ausfiel.
Demzufolge wurde dieser Komplex bei leicht erniedrigtem pH-Wert nur mit Cobalt(Il)
durchgefiihrt. Wieder wurden die Metallionen (2 Aquivalente), das PEP (6.7 Aquivalente)
und das E4P-Analogon G3P (15 Aquivalente) kurz vor Ansatz der Kristallisation der
Proteinlosung zugesetzt, wihrend die Reservoirlosung substratfrei gehalten wurde. Aufgrund
der um %4 schwicheren Bindung des E4P (k =500 uM) im Gegensatz zum zuerst bindenden
Substrat PEP (k=125 uM) [Schnappauf 1998] wurde der Uberschuss an Aquivalenten
verdoppelt. Interessanterweise ldsst sich dieser Enzymkomplex weder bei Raumtemperatur
noch bei 4 °C im triklinen Kristallsystem kristallisieren. Die PEG-Konzentration musste auf
18-22% erhoht werden. Die Haltbarkeit der Kristalle war im Vergleich zu den {ibrigen im

monoklinen Kristallsystem kristallisierenden Komplexen mit 2-3 Tagen deutlich herabgesetzt.

Versuch der Kristallisation der DAHP Synthase mit Cobalt(Il), dem PEP-Analogon P2G
und dem zweiten Substrat E4P

Es wurde zunichst versucht, wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, diese Doppel-
komplexvariante zu kristallisieren. Es wurden kleine, stark verwachsene Kristalle erhalten, die

beim Trinken in den benutzten Cryobedingungen (siehe dort) jedoch zerstort wurden.
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Kristallographische Untersuchungen an sehr kleinen Bruchstiicken dieser Kristalle ergaben
bei niedriger Auflésung (3 A) lediglich Elektronendichtemaxima fiir das Metallion und die
Phosphatgruppe des PEP. Nachtréigliches Tridnken mit einer E4P-haltigen Losung (10 mM)
von im monoklinen Kristallsystem mit Cobalt(Il) und P2G kristallisierten Kristallen, fiihrte zu
einem Datensatz von 2.7 A, in dem eindeutig die Elektronendichte fiir das Metall(II)ion und
das P2G sichtbar waren, jedoch fiir das E4P lediglich ein Elektronenmaxima fiir eine nicht
vollbesetzte Phosphatgruppe zu erkennen war. Ob es sich dabei tatsdchlich um ein nicht
vollbesetztes, moglicherweise fehlgeordnetes E4P handelt, oder sich das Substrat zersetzt hat
und die Bindungsstelle des zweiten Substrates lediglich von einem Phosphation besetzt ist,

miissen weitere Untersuchungen zeigen.

Kristallisation der DAHP Synthase im triklinen Kristallsystem mit Mangan(Il) und dem
Effektor Tyrosin

Schwierigkeiten bereitete lange die Kristallisation des Effektor-Enzym-Komplexes. Zunéchst
wurde mit einer Proteincharge kristallisiert, zu der der Effektor Tyrosin in einem Uberschuss
von 5 Aquivalenten direkt nach der Aufreinigung vor dem Tieffrieren der Aliquots zugegeben
und bei 4 °C geriihrt wurde. Mit dieser Proteincharge wurden unter unterschiedlichen
Bedingungen nur Aggregate und Prizipitate erhalten. Bei spéterer Zugabe des Tyrosin zu der
Reservoirlosung wurde das gleiche Phdnomen beobachtet.

Kristalle bildeten sich erst bei einer Temperatur von 4 °C und einem minimalen Uberschuss
des Effektors von 1.5 Aquivalenten, der kurz vor Kristallisationsansatz direkt der
Proteinlosung zugegeben wurde. Dieses Verhalten deutet darauf hin, dass der Effektor bei
geniigend groBem Uberschuss nicht nur die fiir den Inhibierungs-Mechanismus vorgesehenen
Bindungsstelle besetzt, sondern sich auch an andere Enzymbereiche anlagert, wodurch die
Aggregatbildung des Enzyms hervorgerufen und eine Kiristallisation des Komplexes

verhindert wird.

i

Abb.IV.2¢ Beispielhaft ausgesuchte Tropfen unterschiedlicher Kristallisationsbedingungen zur Kristallisa-
tion der DAHP Synthase mit Mangan(II) und dem Effektor Tyrosin. A: Aggregatbildung, B: Spherolitenbildung.
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Kristallisation der DAHP Synthase bzw. ihrer G226S-Mutante im triklinen Kristallsystem
mit Mangan(Il) und den Effektoren Phenylalanin und Alanin

Nachdem der Ort der Effektor-Bindungsstelle durch die Komplexstruktur 2¢ bekannt war,
wurde versucht, das Enzym mit den nicht bzw. nur sehr schwach [Hartmann, 2001] auf das
Enzym inhibierend wirkenden Aminosduren Alanin bzw. Phenylalanin zu komplexieren.
Unter dhnlichen Bedingungen wie im vorherigen Abschnitt beschrieben erhielt man in beiden
Fillen ein Gemisch zweier Kristallformen in einem Tropfen. Bei der einen handelt es sich um
die trigonale Kristallform, die, wie zu vermuten war, substratfrei nur das Metallion
Mangan(Il) enthilt (ein Datensatz bis 2.6 A lieB keine Elektronendichte des Effektors
erkennen). Die zweite Kristallform entspricht der im triklinen Kristallsystem kristallisierten
Struktur mit Mangan(II) und Effektor, was im Fall der mit Phenylalanin versetzten Probe

durch die Strukturen 2d und 2e verifiziert werden konnte.

Abb. 1V.2d In einem Kristallisationstropfen be-
finden sich sowohl trigonale, nur mit Mangan(II)
komplexierte, als auch trikline mit Mangan(II) und
Phenylalanin komlexierte Kristalle. Auf die beiden
Kristallformen wird mit den eingezeichneten Pfeilen
verwiesen.

Auch bei den Kristallen aus der mit Alanin versetzten Probe handelt es sich um die grofie
trikline Form. Die Kristalle waren jedoch so instabil, dass nur Kristallteile untersucht werden
konnten, deren Streukraft lediglich zur Zellbestimmung ausreichte. In Analogie zu den beiden
anderen Aminosdure-Substrat-Komplexen, kann jedoch auch hier angenommen werden, dass
das Alanin die Effektorbindungstasche besetzt und so die Kristallsystemédnderung von trigonal
nach triklin hervorruft. Eine mdgliche Erkldrung fiir das Auftreten der unterschiedlichen
Kristallformen bestehend aus unterschiedlichen Enzymkomplexen konnten die
unterschiedlichen Bindungskonstanten der Aminosduren Tyrosin, Phenylalanin und Alanin an
die Effektor-Bindungsstelle sein. Das Gleichgewicht der Komplexbildungsreaktion liegt flir
das Tyrosin aufgrund der Tyrosin-Spezifitit der Bindungsstelle am weitesten auf der Seite des
Komplexes, so dass nur die Komplex-Kristalle gebildet werden. In den Féllen der fiir die
Bindungsstelle nicht spezifischen Aminosiduren Phenylalanin und Alanin sollte die Komplex-

bildungskonstante kleiner sein und das Gleichgewicht somit weiter auf der Seite des
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effektorfreien Enzyms liegen. Damit wiren die Konzentrationen sowohl des effektorfreien als
auch des mit dem Effektor besetzten Enzyms im Kristallisationstropfen ausreichend hoch, um
Kristalle beider Komplexe zu bilden. Die geringe Stabilitit der Alanin-Enzym-Komplexe ldsst
sich eventuell dadurch erklédren, dass dieser Aminosdure durch Fehlen des aromatischen Rings
wichtige Bindungsmoglichkeiten in der Tyrosinbindungsstelle fehlen, und sie demzufolge

besonders schwach an das Enzym bindet.

Cryobedingungen und Montage

Alle Kristalle wurden fiir die Tieftemperaturmessungen mit Cryo-Puffern dhnlicher
Zusammensetzung getrankt. Die Empfindlichkeit gegeniiber Glycerol war bei Kristallen aller
Komplexe und Raumgruppen vorhanden, wobei sie bei der trigonalen Kristallform am
wenigsten ausgeprdgt war. Auch durch langsame und schrittweise Erhohung der
Glycerolkonzentration konnte ein Auseinanderbrechen und Auflésen der Kristalle nicht
verhindert werden. Durch gleichzeitiges Erhohen des Fallungsmittels PEG3400, das
geringfiigig auch als Cryo-Puffer wirkt, wurde dem Auflosungsprozess der Kristalle
entgegengewirkt. Die Endkonzentrationen an PEG3400 und Glycerol lagen jeweils bei etwa
25%. Wihrend man fiir die Cryo-Puffer der Metallion-Enzym- und Metallion-PEP-Enzym-
Komplexe aufgrund ihrer hohen Komplexsstabilititskonstante keine Metallion- bzw. Substrat-
Zusitze in der Cryo-Puffer-Losung bendtigte, wurde den Losungen fiir die Metallion-
Doppelsubstrat-Komplexe und fiir die Metallion-Effektor-Komplexe jeweils E4P, G3P oder
die entsprechende Aminosdure zugegeben, um ihr eventuelles Herausdiffundieren aus dem
Komplex zu verhindern. Die Kristalle wurden wenige Minuten in der Endkonzentration des
Cryopuffers belassen. Bei lingerem Verbleib der Kristalle in der Cryoprotektandenldsung
konnte teilweise ein Raumgruppenwechsel zwischen der kleinen und der groBBen P1-Zelle
beobachtet werden (1b und 2d). Mittels eines loops bestehend aus einem schlaufenférmigen
Nylonfaden, der in einer Metallhalterung befestigt ist, wurden die Kristalle mit einem Film
von Cryoprotektand aus dem Tropfen gefischt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. In
diesem Zustand wurden sie entweder mit Hilfe eines arcs direkt auf dem Goniometerkopf fiir
eine Messung zentriert, oder in sogenannten cryo vials zur Aufbewahrung oder zum Transport

in Dewars deponiert.
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Iv.3 Datensammlung -integration und —skalierung

Gerdtekonstanten

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Datensammlungen erfolgten entweder an einer
laboreigenen Cu-Drehanode oder an den Messpldtzen X11, X13 und BW7B der Aullenstation
des EMBL Heidelberg am Doris Speicherring des DESY in Hamburg. Die Cu-Drehanode ge-
hort zu einem Einkreisdiffraktometer, bei dem die Monochromatisierung und Fokussierung
des Rontgenstrahls iiber ein Osmic-Spiegel-System erfolgt. Die Detektion des Beugungsbil-
des wurde mit einem image plate-Flachenzdhler des Fabrikates MAR345 in verschiedenen
Modi durchgefiihrt. Die zugehorige Tieftemperaturanlage ist eine Eigenanfertigung der Werk-
statt der chemischen Fakultidt Gottingen. Alle drei Messpliatze des EMBL besitzen ein Ein-
kreisdiffraktometer. Bei den Detektoren an den Messpldtzen X11 und X13 handelt es sich zur
Zeit um MarCCD-Fldchenzéhler, wihrend sich am Messplatz BW7B ein MAR345-1P-Detek-

tor befindet. In beiden Fillen findet die Fokussierung iiber Siliciummonochromatoren statt.

Messstrategien

Testdatensétze aller DAHP Synthase-Komplexe wurden mit kurzer Belichtungszeit und mini-
maler Redundanz an der Drehanode bis zu einer Auflésung zwischen 2.8-3.2 A gesammelt. In
Elektronendichtekarten dieser Auflosung konnte eindeutig das Vorhandensein von
Metallionen, Substraten, Analoga oder Effektoren erkannt werden. Die Phosphatgruppe der
Substrate und ihrer Analoga sowie die fest an das Enzym gebundene Carboxylatgruppe der
Effektoren waren in jedem Fall unter den hochsten 20 Differenzelektronendichtemaxima zu
finden. Konnte die Besetzung des aktiven Zentrums bzw. der Effektortasche verifiziert
werden, wurden Datensédtze mit ldngerer Belichtungszeit bis zu hochstmoglicher Auflosung
entweder an der Drehanode oder an Messplidtzen der Auflenstelle des EMBL-Heidelberg
gesammelt. Die Parameter der einzelnen Messungen sind in 7ab. IIl.3a zusammengefasst.

Die Kristalle der Raumgruppe C2 zeigten gutes Streuverhalten, so dass jeweils ein Datensatz
an der Drehanode mit gutem I/ o-Verhiltnis bis zu einer Auflosung von mindestens 1.9 A
gesammelt werden konnte. Da selbst bei langer Belichtungszeit keine overloads (iibersittigte
Detektorregionen) beobachtet wurden, konnte die Messung mit nur einem Kristall-Detektor-
Abstand durchgefiihrt werden. Alle Synchrotron-Datensdtze wurden in zwei Abschnitten
gesammelt. Da beim Sammeln der hochaufgeldsten Daten die Anzahl an overloads im niedrig
aufgelosten Bereich sehr groll war, wurde dieser Bereich fiir einen zweiten, kiirzer belichteten

Datensatz nochmals gemessen.
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Der hochaufgeloste Datensatz wurde mit langer Belichtungszeit, kurzem Kristall-Detektor-
Abstand und kleinem Drehwinkel gesammelt, wihrend der niedrigaufgeldoste mit kiirzerer
Belichtungszeit, ldngerem Kristall-Detektor-Abstand und groflerem Drehwinkel aufge-
nommen wurde. Um auch die sehr niedrig aufgelosten Reflexe zu messen, die grofBen Einfluss
auf die Elektronendichtequalitit haben, wurde der Primirstrahlfinger bei der niedrig-
aufgelosten Messung moglichst weit vom Kristall entfernt, ohne dass jedoch der Primérstrahl
auf den Detektor trifft. Wahrend die Auflosung aller librigen Datensdtze durch die Streukraft
des Kristalls limitiert wurde, stellte den begrenzenden Faktor beim Sammeln des trigonalen
Datensatzes die lange Zellkantenlinge ¢ =269 A dar. Der Detektor konnte nur so nah an den
Kristall herangefahren werden, dass sich die Reflexprofile der langen Zellkante gerade noch
voneinander auflosen lieBen.

Die Daten wurden zum Teil mit DENZO [Otwinowski 1997] und SCALEPACK [Otwinowski
1997], zum Teil mit dem Programmpaket HKL2000 [Otwinowski 1997] integriert und
skaliert. In beiden Féllen wurden die symmetriedquivalenten Reflexe nicht gemittelt.
Wihrend der Skalierung wurden beide Datensdtze zusammen im Programm Scalepack mit
zwei unterschiedlichen Fehler- und Skalierungsfaktormodellen aber der gleichen Zielfunktion
skaliert.

Die Raumgruppenbestimmung, das Mitteln der Daten in der jeweiligen Raumgruppe sowie
das Teilen der Daten in einen Arbeits- und einen Testdatensatz erfolgte im Programm XPREP
[Sheldrick]. Der Testdatensatz enthielt jeweils fiinf Prozent der gesamten Daten. Er wurde fiir
die Datensitze der Raumgruppe C2 zufillig, fiir die Datensitze beider P1-Zellen und fiir den
trigonalen Datensatz wegen mehrfacher rotationssymmetrischer NCS (siehe Kap. 11.4) jedoch
in diinnen Schalen ausgewéhlt, um eine Beeinflussung des Rye.-Wertes durch das Modell
auszuschliefen.

Da der Kristall 2d ein - wahrscheinlich aufgrund schlechter Messplatz-Einstellung
hervorgerufenes - sehr anisotropes Streuverhalten zeigte (2.6 bis 3.0 A), wurden Teilbereiche
zu unterschiedlichen Auflosungsgrenzen integriert und anschlieBend zusammenskaliert, um
ein Mitteln zwischen Reflexen und Hintergrundrauschen zu vermeiden. Eine dadurch
hervorgerufene Unvollstindigkeit des Datensatzes in der letzten Auflosungsschale (78%
vollstdndig) musste in Kauf genommen werden.

Obwohl die Integration des Datensatzes 3a problemlos verlief, konnte dieser Datensatz
zunichst nicht skaliert werden. Aufgrund der langen Zellkante flihrten kleine Fehler in der
Strahlposition zu einer Fehlindizierung, die im Verlauf der Integration nicht erkannt wurde,

beim Skalieren der Daten jedoch zutage trat. Durch die Moglichkeit einer HKL-
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Indizierungsverschiebung in Scalepack konnte eine Fehlindizierung von (0 0 -1) ermittelt
werden. Anhand dieser Verschiebung der Indizierung wurde die Strahlposition im Programm
DENZO manuell angepasst.

Alle Reflexe mit abgeschitzten Fehlern und Markierung fiir den Testdatensatz wurden mit
dem Programm XPREP [Sheldrick 1997] nur bis zu einem 1/c von iiber zwei in der
hochsten Auflosungsschale in Reflexdateien geschrieben. Der Rj, dieser Schale sollte dabei
nicht iiber 40% steigen. Es wurden Dateien der Formate cns, hkif3 und hklf4, die im
Programmpaket ccp4i in ein mtz-Format umgewandelt wurde, erstellt. Dabei wurde darauf

geachtet, dass die Markierung der Testdatensatzreflexe in allen Formaten identisch war.

V4 Strukturlosung und Verfeinerung

Alle im Rahmen dieser Arbeit verfeinerten Strukturen wurden nach dem Prinzip des
Molekularen Ersatzes geldst. Hierfiir wurde als Suchmodell ein Monomer oder Dimer aus der
Struktur 1HFB der nur mit PEP komplexierten tyr-sensitiven DAHP Synthase aus
S. cerevisiae verwendet. Aus dem Modell wurden alle Wassermolekiile und das Substrat
entfernt. Die Strukturen in den Raumgruppen Pl und P1y; sowie C2 konnten problemlos mit
dem MR-Programm EPMR (sieche Kap. Il1.5) gelost werden. Hierzu wurde ein
Auflésungsbereich zwischen 15 und 4 A, eine PopulationsgroBe von 300 und eine Anzahl von
50 Generationen angegeben. Abhingig von der Anzahl der zu suchenden Modellkopien waren
die Schwellenwerte des Korrelationskoeffizienten fiir eine wahrscheinlich richtige Losung
unterschiedlich gewéhlt. Das hédufig bei der Suche nach mehreren Kopien auftretende
Problem der Uberlagerung konnte zum Teil mit der Angabe eines sogenannten bump-Radius
verbessert werden, der eine Uberlagerung im angegebenen Bereich um die schon
vorhandenen Kopieschwerpunkte verhindert. Typischerweise lagen die Endwerte nach einer
rigid-body-Verfeinerung der bis dahin besten Losung bei Korrelationskoeffizienten von
CC=0.64 - 0.70 und R-Werten von R =0.32 - 0.41. Die Raumgruppe des trigonalen Kristalls
wurde mit dem Programm XPREP als P3(1)21 oder P3(2)21 vorgeschlagen, da eine
Unterscheidung dieser beiden enantiomorphen Raumgruppen anhand der Reflexintensitéten
und Ausldschungen nicht moglich ist. Losungsversuche in beiden Raumgruppen mit dem
Programm EPMR fiihrten nicht zur Strukturlosung. Geldst wurde diese Struktur letztlich in
der Raumgruppe P3(1)21 mit dem im Programmpaket CCP4i integrierten MR-Programm

MOLREP unter Verwendung der Standardwerte. Da das selbe Enzym lediglich in einer neuen
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Raumgruppe kristallisierte, wurden zwei Dimere mit einer erwarteten Vollstindigkeit von
95% und 90% Ahnlichkeit der Struktur gesucht.

Die aus den MR-Programmen erhaltenen groben Strukturmodelle wurden im Programm CNS
zuniichst einer rigid-body-Verfeinerung (starres Modell) bis zu einer Auflosung von 2.7 A
unterzogen. Bei einer ersten Evaluation der Elektronendichte mit dem Graphikprogramm
XtalView [McRee 1992] waren besonders bei der inhibierten Struktur im Modell falsch
positionierte Molekiilbereiche deutlich zu erkennen. Diese eindeutig falschen Strukturteile
wurden fiir den nidchsten Verfeinerungsschritt aus dem Modell herausgenommen. Zusétzlich
mogliche, nicht in der Differenzelektronendichte sichtbares model-bias sollte durch einen sich
anschlieBenden simulated-annealing-Schritt im Programm CNS eliminiert werden. Hierzu
wurde der gesamte Auflosungsbereich verwendet. Wihrend der Verfeinerung fand eine
anisotrope B-Faktor- und Wasserregion(bulk solvent)-Korrektur statt. Als Zielfunktion der
Verfeinerung wurde die maximum likelihood-Funktion unter Gebrauch der Amplituden
verwendet. Die Starttemperatur des simulated annealing-Prozesses wurde auf 4500 K und der
Temperaturverlauf auf langsames Herunterkiihlen festgelegt. Die Durchfiihrung der ange-
wendeten Molekulardynamik (moelcular dynamic) fand im Torsionswinkelverfeinerungs-
modus (forsions-angle-dynamics) statt.

Die so erhaltenen Modelle und die dazugehorigen Elektronendichten wurden im Graphik-
programm XtalView [McRee 1999] evaluiert. Die Elektronendichte wurde in Form von einer
bei 1o konturierten sigmaA gewichteten (2F,-F.)-Elektronendichtekarte und in Form einer bei
3o konturierten (F,-F.)-Differenzelektronendichtekarte dargestellt. In den wie in Kap. I11.6
beschrieben erzeugten annealed omit-maps (Elektronendichten, aus deren Verfeinerung
fehlerhafte Teilbereiche herausgenommen wurden) war in den meisten Fillen sowohl in der
(Fo-Fo)- als auch in der (2F,-F.)-Elektronendichtekarte deutlich der Verlauf der zuvor
entfernten Modellbereiche sichtbar. Diese wurden manuell mit Hilfe des Programms
XtalView entsprechend der Elektronendichte in das Modell eingefiigt. Im nachfolgenden
erneuten simulated annealing-Schritt sollten durch das manuelle Einfligen hervorgerufene
Modellfehler in den neumodellierten Bereichen minimiert werden. B-Werte wurden auf einen
einheitlichen Wert gesetzt und zunichst als Gruppen von Haupt und Seitenketten isotrop
verfeinert. In nachfolgenden Verfeinerungsschritten wurden fiir jedes Atom eigene isotrope
B-Faktoren ermittelt. Wassermolekiile wurden per Hand oder mit dem in CNS
implementierten Programm wat pick gesetzt. Nach der Verfeinerung sollten Wassermolekiile
sinnvolle Wasserstoffbriickenbindungen entweder zum Enzym oder zu anderen Wasser-

molekiilen ausbilden und je nach Auflosung des Datensatzes einen B-Wert von nicht gro3er
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als 50-80 A besitzen. Gegen Ende der Verfeinerung wurde nicht mehr mit der Methode des
simulated annealing verfeinert, da oft zuvor in der Elektronendichte liegende Seitenketten
(Leu, Val, Asp, Glu) aufgrund des annealing-Prozesses als falsches Rotamer im Modell
positioniert wurden. Die gleiche maximum-likelihood-Zielfunktion wurde in den abschlie3en-
den Verfeinerungszyklen mit der conjugate gradient Methode minimiert, um nur noch kleine
Anderungen, die keine ,,Aktivierungsenergie bendtigen, im Modell zuzulassen.

Die niedrigaufgelosten Datensétze (2a, 2b, 2d, 2e) wurden ausschlieSlich mit dem Programm
CNS verfeinert. Um ihre zum Teil schlechte Elektronendichtequalitit zu verbessern, wurden
verschiedene Funktionen des Programms CNS genutzt. Z. B. lie ein Vergleich der acht
Monomere der beiden Datensidtze 2d und 2e mit dem Programm ESCET [Schneider 2202]
erkennen, dass sich die Molekiile untereinander nur minimal (konformationell invariable
Enzymbereiche > 98%) unterscheiden. Um die Verfeinerung stabiler zu gestalten, wurde fiir
beide Verfeinerungen achtfache NCS auf bestimmte Molekiilbereiche angewandt (restrained
NCS). In beiden Féllen fiihrte dies zu einem leichten Anstieg des R-Wertes, aber zu einem
signifikanten Abfall des Rge.-Wertes. Das Sinken des Rge.-Wertes deutet darauf hin, dass
durch die Mittelung iiber die NCS-verwandten Molekiile tatsdichlich die durch Uber-
interpretation der Daten verursachten Modellfehler eliminiert werden konnten. Um die zum
Teil sehr schwache Elektronendichte besonders in der Region der Effektortasche zu
verbessern, wurde ein Mitteln iiber die Elektronendichte der acht Molekiile vorgenommen.
Hierfiir wurde eine Maske um das Molekiil A mit Hilfe des Programmpakets CCP4i [CCP4
1994] erstellt und die mit dem Programm Isqkab [Kabsch 1976] ermittelten Matrizen flir die
Symmetrieoperationen des Molekiils A auf die jeweils anderen Molekiile angefertigt. Diese
Informationen wurden in das Programm CNS eingelesen und eine iiber die acht Molekiile
gemittelte Elektronendichte errechnet. Die resultierende Dichte zeigte keine oder nur
minimale Verbesserungen in ihrer Qualitidt. Besonders die Elekronendichte des Effektors
Phenylalanin in der Struktur 2d wurde nicht eindeutiger bestimmt. Insgesamt wirkte die
Elektronendichte weniger scharf konturiert. Dies deutet darauf hin, dass die Lage des
Phenylalanins nicht voll besetzt ist, so dass die Mittelung iiber acht schlecht definierte
Elektronendichten zu keiner verbesserten Qualitét der gemittelten Dichte fiihrt. Die Strukturen
2d und 2e zeichnen sich durch sehr hohe B-Faktoren (siehe 7ab. IV.4b) und zum Teil schlecht
bestimmte Seitenkettenpositionen sowie nicht vollbesetzte Lagen des Effektors Phenylalanin
aus. In beiden Strukturen weisen zwar Differenzelektronendichten in allen
Effektorbindungstaschen auf die Einlagerung des Phenylalanins hin, doch wurden nur die

Effektoren verfeinert, die als solche in ihrer Differenzelektronendichte zu erkennen waren
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(siehe Tab. IV.4b). Aussagen iiber Konformationsinderungen im Vergleich zu anderen
Strukturen sind also mit Vorsicht zu betrachten.

Die Verfeinerung der hoher aufgelosten Datensétze (1a, 2¢, 3a, 4a-e) wurde, zeigte sich eine
Konvergenz der CNS-Verfeinerung, mit dem Verfeinerungsprogramm Refmac weitergefiihrt.
Mit diesem Programm wurde ebenfalls mit der conjugate gradient-Methode die maximum
likelihood-Zielfunktion minimiert. Es wurde ein anisotropes Skalierungsmodell und eine bulk
solvent-Korrektur angewandt. Die B-Werte wurden isotrop fiir jedes Atom einzeln verfeinert.
Wasserstoffatome wurden in berechneten Positionen in die Minimierung miteinbezogen. In
der Verfeinerung des mit 1.5 A am hdchsten aufgeldsten Datensatzes (4e) wurde gegen Ende
ein anisotropes B-Faktor-Modell verfeinert. Restraints wurden als stereochemische
Informationen den Daten hinzugefiigt. Auffallig war die Beobachtung, dass im Vergleich zur
Verfeinerung mit CNS sowohl der R- als auch der Rg..-Wert in allen Fillen sank und auch die
Elektronendichten schirfer konturiert wirkten, dass sich jedoch die Differenz zwischen R-
und Rge.-Wert vergroBerte.

Die Verfeinerung der Struktur la zeichnete sich zunichst durch hohe B-Werte und eine
schlecht bestimmte Elektronendichte, sowie eine grofle Differenz zwischen R- und Rge.-Wert
aus. Um die Verfeinerung zu stabilisieren, wurde sie mit restraints fiir eine vierfache NCS der
vier unabhingigen Molekiile durchgefiihrt, nachdem mit dem Programm ESCET ihre
Ahnlichkeit untereinander bestiitigt worden war. Daraus resultierte eine um einen
Prozentpunkt kleinere R-Wert-Differenz, die im wesentlichen auf das Sinken des Rye.-Wertes
zuriickzufiihren ist. Auch die B-Werte verkleinerten sich geringfligig. Ein weiterer Versuch,
eine bessere Modellbeschreibung zu erstellen und so die Elektronendichte zu verbessern
wurde durch Anwendung eines TLS-Modells unternommen. Hierdurch sanken beide R-Werte
signifikant um mehr als einen Prozentpunkt und die individuellen B-Werte verkleinerten sich
im Mittel um etwa 25%. Durch Kombination beider Verfeinerungsvarianten wurde eine
Senkung des R-Wertes um einen und des Rg..-Wertes um drei Prozentpunkte sowie eine

Erniedrigung der individuellen B-Werte um etwa 30% erreicht.

R-Wert [%] Rpee-Wert [%] AR gemittelter B-Wert
ohne weitere restraints | 21.6 27.6 6.0 57.6
NCS 21.8 26.7 4.9 56.8
TLS 204 25.7 5.3 40.5
TLS + NCS 204 242 42 38.8

Tab. IV.4a Auflistung der R-Wertverldufe in Abhédngigkeit der Verfeinerungsmethode fiir die Struktur 1a
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Die Verfeinerung der Struktur 3a des trigonalen Kristalls zeigte ebenfalls eine schlechte bzw.
eine fiir eine Auflosung von 2.4 A nicht scharf genug konturierte Elektronendichte. Zunichst
wurde eine in dieser Raumgruppe hdufig beobachtete Verzwilligung iiber die zweizdhlige
Achse vermutet. Die | E*- 1 |-Statistik und auch der sehr kleine Rgym-Wert der hohersym-
metrischen Raumgruppe P3(1)21 sprachen eigentlich gegen diese Annahme. Trotzdem wurde
eine Verfeinerung in der niedrigsymmetrischeren Raumgruppe P3(1) unter Beriicksichtigung
einer Verzwilligung iiber die zweizédhlige Achse der hohersymmetrischen Raumgruppe (0 1 0
10000 -1) mit dem Programm CNS versucht. Dazu wurden die Daten in der Raumgruppe
P3(1) integriert, skaliert und mit CNS ein Testdatensatz generiert, der die Verwandtschaft der

Reflexe durch die Zwillingsmatrix mitberiicksichtigt.

Original cell in Angstroms and degrees:
105.731 105.731 268.782 90.00 90.00 120.00

605686 Reflections read from file hexa.sca; mean (I/sigma) = 9.30

Crystal system H and Lattice type P selected

Mean |E*E-1| = 0.770 [expected .968 centrosym and .736 non-centrosym]

Identical indices and Friedel opposites combined before calculating R(sym)

Option Space Group No. Type Axes CSD R(sym) N(eq) Syst. Abs. CFOM
[C] P3(1) $144 chiral 1 68 0.025 134193 0.0 / 9.4  9.65
(D] P3(2) $145 chiral 1 68 0.025 134193 0.0 / 9.4  9.65
[H] P3(1)21 #152 chiral 1 82 0.027 196479 0.0 / 9.4  2.39
[1] P3(2)21 #154 chiral 1 82 0.027 196479 0.0 / 9.4  2.39
Abb. IV 4a Ausschnitte aus der xprep-Statistik des Datensatzes der Struktur 3a

Aus dieser Verfeinerung (simulated annealing, B-Wertverfeinerung, conjugate gradient-Ver-
feinerung) in der eine Verzwilligung zu etwa 50% angenommen wurde, resultierte keine
bessere Elektronendichtequalitidt. Der R-Wert sank zwar signifikant (19.8%), jedoch ver-
groferte sich die Differenz zwischen R- und Rge.-Wert auf 8.2 Prozentpunkte, so dass diese
Verfeinerungsvariante nicht weiter fortgesetzt wurde.

Auch Verfeinerungen mit dem Programm Refmac unter der Beriicksichtigung von NCS und
TLS ergaben kein zufriedenstellendes Verfeinerungsmodell. Das zur Strukturdiskussion ver-
wendete Modell wurde schlieflich unter Beriicksichtigung von zweifacher NCS mit dem Pro-
gramm CNS verfeinert. Hierbei wurde der Beobachtung Rechnung getragen, dass sich die
Monomere innerhalb eines Dimers in ihrer Konformation zu unterscheiden scheinen (ESCET-
Tabelle siehe Kap.V.1.2.1). Die Evaluierung der Strukturen wurde mit den Programmen

WHAT IF [Rodriguez 1998] und Procheck [Laskowski 1993] durchgefiihrt. Es zeigten sich
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bei keiner der Strukturen groflere Auffilligkeiten. In den Ramachandran-Auftragungen aller
im Rahmen dieser Arbeit verfeinerten Strukturen lagen iiber 91% der Aminosduren in bevor-
zugten, und die restlichen Aminosduren in erlaubten Regionen, lediglich das Histidin His282
liegt in allen Strukturen in einer nur generell erlaubten Region. Diese ungewo6hnliche Kon-
formation des His282 ist mit ihrer Involvierung in die Metallionkoordinationssphére zu
erkldaren (sieche Kap. V.1.1). In keiner der Strukturen befinden sich Aminosduren in nicht
erlaubten Regionen.

Alle verfeinerten Metallionen, Substrate, Analoga und Inhibitoren waren in einer Differenz-
elektronendichtekarte eindeutig zu erkennen. Exemplarisch sind in Abb. IV.4a und Abb. 1V.4b
Differenzelektronendichten des Substrates PEP und des E4P-Analogons G3P bei 1.5 A sowie
die des Effektors Tyrosin bei einer Auflosung von 2.1 A dargestellt.

Abb. IV.4a Stereographische Darstellung des aktiven Zentrums der Struktur 4e bei einer Aufldsung von
1.5 A. Fiir die bei 36 dargestellte F,-F -Elektronendichte wurden nach Ende der Verfeinerung das Substrat PEP,
das Substartanalogon G3P und das Metallion aus dem Modell entfernt und mehrere Verfeinerungszyklen
simulated-annealing durchgefﬁhrt um model-bias durch das Modell zu minimieren.

Val227 /L
Thr1 62 [ Thr162
f /

h6224

GIn166

¢ ¢
] Ser195 Ser195
Asp22 Asp22

Abb. IV.4b Stereographische Darstellung der Effektorbindungstasche der Struktur 2¢ bei einer Aufldsung
von 2.1 A. Fiir die bei 3o dargestellte F,-F -Elektronendichte wurde nach Ende der Verfeinerung der Effektor
aus dem Modell entfernt und mehrere Verfeinerungszyklen simulated-annealing durchgefiihrt, um model-bias
durch das Modell zu minimieren.
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Strukturname | Nr. in der Struktur fehlende Aminosiuren
DAHPS 001-020A 111-120A 203-207A 250-256A 281-288A 323-334A 369-370A
unkomplexiert | 1a 001-020B 114-118B 203-206B 251-254B 282-288B 327-334B 370B
001-020C 112-118C 203-207C 251-254C 282-288C 327-334C 370C
001-019D 111-118D 202-207D 251-255D 280-288D 326-335D 369-370D
001-022A 327-331A 370A
001-022B 327-332B 370B
001-022C
DAHPS + 001-022D 327-330D 370D
Mn?>'+PEP 2b 001-022E 326-334E 370E
001-022F 369-370F
001-022G 328-331G 369-370G
001-022H 327-331H 369-370H
001-017A 115A 370A
001-018B 112-116B 253B 333B 370B
001-017C 111-116C 370C
DAHPS+ 001-017D 115-116D 370D
Mn>*+ TYR 2c 001-017E 114-118E 328-334E 370E
001-017F 115-116F 328-329F 370F
001-018G 111-117G 325,G330-331G 369-370G
001-017H 112-117H 329-331H 369-370H
001-019A 115A 370A
001-018B 115-116B 253B 333B 370B
001-019C 115-116C 370C
DAHPS + 001-017D 115-116D 370D
Mn >+ PHE 2 001-019E 114-118E 328-334E 370E
001-019F 115-116F 328-329F 370F
001-018G 114-117G 325;G330-331G369-370G
001-019H 112-117G 329-332H 369-370H
001-017A 111A, 115A 370A
001-018B 114-116B 253B 333B 370B
001-017C 113-118C 370C
G226S + 001-017D 115-117D 370D
Mn?" + PHE Ze 001-017E 112-119E 328-334E 370E
001-017F 115-117F 328-329F 370F
001-018G 114-118G 325G;330-331G369-370G
001-017H 114-118H 329-331H 369-370H
001-022A 116A 229A 370A
DAHPS+ 001-022B 112B, 117-118B 327-329B
Mn** 3a 001-022C 115-116C 229C 370C
001-022D 112D 370D
DAHPS + 4 001-020A 328-331A 370A
Mn?* a 001-021B 327-334B 370B
DAHPS + 001-022A 328-331A 370A
Mn?" + PEP 4b 001-022B 326-334B 370B
DAHPS + 001-022A 328-331A 370A
Co”" + PEP dc 001-022B 326-334B 370B
C]c?ﬁIjI;’SEI:; 4d 001-022A 327-333A 369-370A
001-022B 328-330B 370B
G3Pp
DAHPS + 001-021A 328-331A 370A
Co*" +P2G de 001-022B 327-334B 370B

Tab. IV.4c Auflistung der in den einzelnen Strukturen nicht verfeinerten Enzymbereiche
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Struktur

als Alanin verfeinerte Aminosiuren

la

Glu21A, Asp 22A, 49A, 56A, 86A, 101A, 127A, 128A, 129A, 130A, 131A, Argl80A, 260A, 264A, 289A,
290A, 291,294, 301, 321A, 335A, 344A, 348A, 3524, 356A

Glu21B, Asp22B, 49B, 82B, 101B, Glu111B, Lys112B, Glul58B, 183B, 229B, 260B, 294B, 301B, 321B,
335B, 348B,

22C, 49C, 82C, 86C, 93C, 99C, 101C, 120C, 130C, 158C, 160C, Argl180C, 183C, 210C, 260C, 264C, 290C,
294C, 301C, 326C, 335C, 348C, 352C, 356C, 369C

20D, 21D, 22D, 52D, 82D, 101D, 120D, 127D, Leul60D, 183D, 213D, 216D, 239D, 250D, 260D, 264D,
290D, 294D, 316D, 326D, 335D

2d

82,93, Lys112, Glul58, Leu160, 180, 328, 329
82, Argl14, Leul60, 328,

Lys112, Argl14, Glul58, Leul60, 328,
Lys112, Argl14, 253, 287, 328,

Glulll, Argl14, 253,

82, Glull1, Phel32

82, Lys112, Leul60, 253, 328, 335,

Glulll, Glul58, 252, 253, 287, 328, 335

2e

Lys120A, Ser226A, 329A
Lys112B, Ser226B

Glul11C, Lys112C, Ser226C
Argl114D, Ser226D, 253D
Phel32E, Ser226E , Argl80E
Glul11F,Ser226F

Ser226G, 253G, 335G
Lys112H, Lys120H, Ser226H

Tab. IV.4.d Auflistung der aufgrund nicht interpretierbarer Elektronendichte in den Strukturen 1a, 4d und
4e als Alanin verfeinerten Aminosdurenseitenketten. Fiir den Katalyse- oder Regulationsmechanismus
entscheidende Aminoséuren wurden fett gedruckt.
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\% Ergebnisse und Diskussion

A\A | Das aktive Zentrum

Um den Katalysemechanismus der Deoxy-arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthese aus
den Edukten Phosphoenolpyruvat und Erythrose-4-Phosphat durch die hier untersuchte tyr-
sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae besser zu verstehen, wurden die Strukturen
verschiedener Metallion-, Substrat-, und Analogon-Komplexe des Proteins untersucht. Da
DAHP Synthasen selbst bei tiefen Temperaturen mit hohen Umsatzraten arbeiten, konnte
keine Struktur des Enzyms im Komplex mit beiden Substraten gemeinsam untersucht werden.
Stattdessen wurde versucht, Komplexe mit jeweils einem Substrat und einem Analogon des

anderen Substrates (siche 4bb. Via zu kristallisieren, um das Ablaufen der Reaktion zu

verhindern.
Substrate:
oPO;* oo
3 N 2-
PEP :< E4P V4 OPOQ;3
co, 0
2
OH
Analoga:
2- OH
OPO; -
P2G G3P HO : OPO-.%"
- 3
co, ~_ N
Abb. Vla Lewis-Formeln der Substrate und ihrer Analoga. Dem PEP-Analogon 2-

Phosphoglycolat (P2G) fehlt die das E4P nucleophil angreifende Doppelbindung. Dem E4P-Analogon Glycerol-
3-Phosphat (G3P) fehlt die anzugreifende Carbonylgruppe des E4P.

Als Substratanalogon bietet sich fiir das Phosphoenolpyruvat (PEP) das 2-Phosphoglycolat
(P2G) an, da dieser Verbindung die die Carbonylgruppe des E4Ps angreifende Doppelbindung
fehlt. Als Analogon fiir das zweite Substrat Erythrose-4-Phosphat (E4P) scheint das Glycerol-
3-Phosphat (G3P) geeignet, da es auller der fehlenden, an der Reaktion beteiligten

Carbonylgruppe mit dem zweiten Substrat identisch ist.

Die Bindungsstelle des ersten Substrates PEP war aus der Strukturbestimmung 1HFB
[Hartmann 2002, eingereicht] bekannt (sieche Abb. V.1b). Im folgenden wird das aktive
Zentrum mit Hilfe der im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Komplex-Strukturen im Hinblick

auf seine Bindungs- und Katalyseeigenschaften néher beschrieben.
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F ¢
-~ ™
X D 5
\ i L6
L4 L4
Abb. V1.b Stereographische Darstellung des aktiven Zentrums der Struktur 1HFB. Alle loops der

c-terminalen Seite des barrels sind dargestellt. Erweiterte /oops sind rétlich hervorgehoben. Die das PEP im
aktiven Zentrum fixierenden Wasserstoffbriicken sind als gestrichelte Linien eingezeichnet.

V.1.1 Vergleich der Komplexstrukturen
V.1.1.1 DAHP Synthase komplexiert mit Mangan(Il) (3a und 4a)

Abb. V.1.1.1a Stereographische Darstellung der aktiven Tasche in der Struktur 4a. Die trigonal
bipyramidale Koordination des Mn?'-Ions mit der freien, dquatorialen Koordinationsstelle sowie die
Verbriickung der Aminosduren Lys112 und Argl07 iiber ein Wassermolekiil sind als gestrichelte Linien
dargestellt.

Fiir die Metall(IT)-Komplex-Struktur wurde zunédchst aus den in Kap.IV.2 angesprochenen
Griinden Mangan(Il) als Cofaktor eingesetzt. Es wird im aktiven Zentrum von den
Seitenketten der Aminosduren Cys76, His282, Glu316 und Asp342 koordiniert. Diese
Aminosduren liegen ausschlieBlich in /loops auf der c-terminalen Seite des barrels
(Abb. Ib:A). Das Cys76 liegt im loop zwischen B1 und al (L1), His282 im /oop zwischen 37

und a7 (L7) und die beiden sauren Aminosduren Glu316 und Asp342 sind im /oop zwischen
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B8 und a8 lokalisiert (L8). Die Umgebung des Metallions entspricht einer trigonal
bipyramidalen Anordnung, in der die Aminosduren Cys76 und His282 die axialen Positionen
einnehmen und die Aminosduren Glu316 und Asp342 zwei der dquatorialen Lagen. Die dritte
Koordinationsposition ist nicht besetzt. Die Bindungsldngen sind in 7ab. V.1.1a aufgelistet.
Das Wassermolekiil W718 liegt mit einem Abstand von 3.28 A zum Mangan(Il) so weit
entfernt, dass allenfalls von einer sehr schwachen Wechselwirkung gesprochen werden kann
(eine Suche in der CSD [CSD 1998] ergab einen mittleren Wert aller in der Datenbank
vorhandenen Abstdnde zwischen Mangan(Il)ionen und metallionkoordinierenden Wasser-
molekiilen von 2.17 A). Dieses Wassermolekiil wird von den Aminosiuren Lys112 und
Argl07 durch schwache Wasserstoffbriickenbindungen fixiert. Auf die Unterschiede in der
Gesamtkonformation des Enzyms in den Strukturen 2a, 3a und 4a bedingt durch die
unterschiedlichen Kristallisationbedingungen in den verschiedenen Raumgruppen, wird in

Kap. V.1.2.1 eingegangen.

V.1.1.2 DAHP Synthase komplexiert mit Metall(Il) und PEP (2b, 4b und 4c)

Lys112

Lys112
Asp342

Asp342
; Arg180 Arg180
W701 K * @ w701 g
Cysmr/ Mn™ €H|s28 Cys76 Mn ‘E‘Hsz.sz
PEP
- Ala179 "
Glu316 i Glu316 E

Arg107

Ala179

Arg107
Arg249Lys201 Arg249 Lys201

Abb. V.1.1.2a Stereographische Darstellung der aktiven Tasche in der Struktur 4b, die ein Mn?*-Ion
und das Substrat PEP enthilt. Die trigonal bipyramidale Koordinationssphére des Metallions ist durch das
Wassermolekiil W701 vervollstindigt. Zwischen dem Metallion und dem Substrat PEP bestehen keine direkten
Wechselwirkungen. Auf der re-Seite des PEP befinden sich drei gut fixierte Wassermolekiile.

Dieser Enzymkomplex wurde sowohl mit Cobalt(Il) als auch mit Mangan(Il) als Metallion
untersucht. Der Vergleich der beiden Strukturen wird in Kap. V.1.2.5 durchgefiihrt.

Die im vorherigen Abschnitt beschriebene trigonal bipyramidale Koordinationssphére des
Metallions wird in der mit PEP komplexierten Struktur durch das Wassermolekiil W701
vervollstindigt (sieche Abb. V.1.1.2a). Bindungsldngen sind in 7ab. V.1.1a aufgelistet. Das
erste der beiden zu verkniipfenden Substrate, das Phosphoenolpyruvat, wird mit seiner
Carboxylatgruppe iiber zwei starke Wasserstoffbriickenbindungen von der Guanidingruppe
des Argl07 festgehalten. Zusitzlich bestehen Wechselwirkungen zwischen dem Sauerstoft-

atom PEP:O1 der Carboxylatgruppe und sowohl dem metallionkoordinierenden
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Wassermolekiil (diese Bindung ist in 4bb. V.1.1.2a nicht eingezeichnet) als auch weniger
stark ausgeprdgt mit der Amingruppe des Lys112. Das zweite Carboxylatsauerstoffatom
(PEP:0O2") wird zusétzlich durch das Lys201 koordiniert, das gleichzeitig mit dem
verbriickenden Sauerstoffatom PEP:02 und einem Sauerstoffatom der Phosphatgruppe
wechselwirkt. AuBlerdem fixiert dieses Carboxylatsauerstoffatom im van-der-Waals-Abstand
gemeinsam mit dem zweiten Phosphatsauerstoffatom ein Wassermolekiil auf der re-Seite des
Enolpyruvates. Die Phosphatgruppe wird in ihrer Bindungstasche durch starke
Wechselwirkungen mit Argl80, Arg249, dem Amidstickstoffatom des Alal79 und gut
koordinierten Wassermolekiilen (in 4bb. V.1.1.2a nicht dargestellt) festgehalten. Ebenso wie
die Aminosduren der Metallionbindungsstelle befinden sich die oben genannten PEP-
bindenden Aminosduren auf der Carboxylatseite des barrels. Sie sind relativ gleichmaBig
iiber die loops zwischen den B-Stringen und a-Helices verteilt: Lys112 liegt im erweiterten
loop L2, Alal79 und Argl80 liegen im /loop L4 zwischen 4 und a4, Lys201 befindet sich
im loop LS5 zwischen B5 und a5 und Lys249 im loop zwischen 6 und a6. Zum in der
aktiven Tasche vorhandenen und fiir die Aktivitit des Enzyms benétigten Metallion bildet das
Substrat keine direkte Substrat-Metallion-Wechselwirkung aus. Der Abstand zwischen dem
Sauerstoffatom O1 des PEP und dem Metallion ist mit 3.22 A zu groB, als dass es sich um
eine relevante Koordinationswechselwirkung handeln konnte. In der Struktur 4c¢ konnte
zusitzlich zum Metallion und zum PEP ein Glycerol in der aktiven Tasche verfeinert werden.
Auf Lage und Bedeutung dieses Losungsmittelmolekiils wird in Kap. V.1.2.8 eingegangen.
Bindungslidngen sind in Tab. V.1.1a aufgelistet.

V.1.1.3 DAHP Synthase komplexiert mit PEP (1HFB)
- 5
Lys112 " Asp342 Lys112 § <A8p342
Cys76 4 4 Cys76..-'_:w' . -
" ~# W700 . ~# W700 J
¥ /}’ n?;P\HiSIZSZ" ) &
Glu316 ¢ r el Glu316 4 3
KPEM \Arg180 f’\f \ Arg180
Arg'1’o/7\“' o T p- Ala179 Arg‘fc;;\/ : e Ala179
N o
Arg249 Arg249
Lys201 Lys201
Abb. V.1.1.3a Stereographische Darstellung der aktiven Tasche in der Struktur 1HFB. Die

Metallion-Position aus den Strukturen 4a und 4b (siehe oben) ist durch das Wassermolekiil W700 besetzt. Durch
eine leichte Positionsdnderung und zusétzliche Koordination durch Lys112 besitzt es eine verzerrt tetragonal
pyramidale Umgebung. Die Bindungspartner des PEP bleiben im Vergleich zu 4b unverédndert.
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Das Substrat in der nur mit PEP kristallisierten Struktur 1HFB [Hartmann 2002, eingereicht]
ist iiber dieselben Wechselwirkungen in der aktiven Tasche fixiert wie in den mit Metallionen
komplexierten Strukturen. Die Metallionposition ist unbesetzt, doch befindet sich ein
Wassermolekiil zwischen den Lagen des Metallionatoms und des an ihn koordinierten
Wassermolekiils. Dieses, das Metallion ersetzende Wassermolekiil, wird von den selben
Aminoséureseitenketten koordiniert wie in den oben beschriebenen Strukturen das Metallion.
Durch die leichte Anderung der Position wird jedoch die trigonal bipyramidale Metallion-
Koordinationssphéire aufgegeben und eine fiir Wassermolekiile typischere, stark verzerrte
tetragonal pyramidale Umgebung erreicht. Hierzu wird die Koordination des Metallion er-
setzenden Wassermolekiils zusétzlich zu den vier bekannten Aminoséduren in dieser metallion-
freien Komplexstruktur durch das Lys112 ergénzt. Mit dem Substrat PEP geht dieses

Wassermolekiil keine Wechselwirkungen ein. Bindungsldangen sind in 7ab. V.1.1a aufgelistet.

V.1.1.4 DAHP Synthase komplexiert mit Cobalt(Il) und P2G (4d).

Arg180 Arg180

Lys112 Lys112
I
: Ala179 Ala179
I I
ASP‘%&};; : ASp@a;k P2G
o OO g S Hi . SO “ His282
ekl R 7@ . A

( " Lys201

} & Cys76 \ Py
¢ Arg249 . Arg249
Glu316 Glu316

Arg107 Arg107

Abb. V.1.1.4a Stereographische Darstellung der aktiven Tasche in der Struktur 4d. Die
Koordinationssphire des Co®'-Ions entspricht einer trigonal bipyramidale Geometrie mit einer freien,
dquatorialen Koordinationsstelle. Die Bindungspartner des PEP-Analogons P2G sind mit denen des Substrates
PEP identisch. Auch die drei gut fixierten Wassermolekiile auf der re-Seite des PEP-Analogons bleiben erhalten.

Das PEP-Analogon P2G wird (im Gegensatz zu den Beobachtungen von T. Wagner in der
phe-sensitiven Struktur aus E. coli, siehe Kap. V.1.3.1.2 [Wagner 2000 J. Mol. Biol]) iiber
dieselben Wasserstoftbriickenbindungen an das Enzym gebunden wie das Substrat PEP. Die
Koordinationssphire des Cobalt(Il) entspricht der nur mit Metallion komplexierten Struktur
(3a und 4a). Es handelt sich also um eine trigonal-bipyramidale Umgebung, in der die
dquatoriale Position, die in den Strukturen (4b und 4¢) mit einem Wassermolekiil besetzt ist,

frei bleibt. Bindungslédngen sind in Tab. V.1.1a aufgelistet.
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V.1.1.5 DAHP Synthase komplexiert mit Cobalt(Il), PEP und G3P (4e)

Thr115

Arg180 A
: Q
Alat79 wros'y . Lys112
Lys201
His282 His282
Arg249 Arg107 Arg249 Arg107
Glu316 Glu316
Abb. V.1.1.5a Stereographische Darstellung der aktiven Tasche in der Struktur 4e. Im aktiven

Zentrum sind ein Co**-Ion, das Substrat PEP und das E4P-Analogon G3P enthalten. Das G3P wird sowohl iiber
seine Phosphat- als auch seine Hydroxylgruppen durch Wasserstoffbriicken an den Joop L2 und zusétzlich durch
das das Metallion koordinierende Asp342 fixiert. Die Bindungspartner des PEP bleiben erhalten. Die
Koordinationssphiare des Metallions wird durch das Wassermolekiil W701 zu einer trigonal bipyramidalen
Geometrie aufgefiillt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nur die Wasserstoffbriickenbindungen zum
G3P dargestellt.

Die Koordinationssphire des Cobalt(Il) und die Wasserstoffbriickenbindungen des ersten
Substrates PEP in der Struktur 4e sind identisch mit denen der Struktur (4c). Das E4P-
Analogon G3P bindet mit seiner Phosphatgruppe an den in allen Strukturen unterschiedlich
flexiblen  loop L2 (siehe Tab. VI4c). Ein Phosphatsauerstoffatom wird tiiber die
Hydroxylgruppe des Thr115:0G1 an das Enzym gebunden, das zweite sowohl an das
Stickstoffatom der Amidgruppe Thr115 als auch an das Stickstoffatom NE des Argl14. Das
dritte freie Sauerstoffatom der Phosphatgruppe wird ebenfalls iiber ein Stickstoffatom, das
NH2 der Guanidingruppe, des Argl14 gebunden. Zusétzlich wird die Phosphatgruppe durch
gut koordinierte Wassermolekiile abgesittigt. Das Wassermolekiil W708 verbriickt die
Phosphatgruppe mit der Hydroxylgruppe G3P:OH2 und bestimmt so die Konformation des
Substrat-Analogons mit. An das Enzym ist diese Hydroxylgruppe durch zwei Wasserstoft-
briickenbindungen zum Asp342 gebunden. Die Hydroxylgruppe G3P:OH1 wird mit einer
starken Wasserstoffbriicke an das Carbonylsauerstoffatom des Proll13 gebunden. Das
Wassermolekiil W706 verbriickt die Hydroxylgruppe G3P:OH2 des Substrat-Analogons mit
der Phosphatgruppe des Substrates PEP und bildet eine schwache Wasserstoftbriickenbindung
zum Argl80 aus (vgl. Abb. V.1.1.5a). Auch die Bindungsstellen fiir das E4P-Analogon G3P

befinden sich ausschlieBlich auf der Carboxylatseite des barrels. Jedoch liegen sie mit Pro113
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und der Phosphatbindungsstellen Argl14 und Thr115 gehduft im erweiterten /oop L2. Das
Asp342, das gleichzeitig in die Metallionkoordination miteingebunden ist, liegt, wie oben

erwéhnt, im loop zwischen 38 und a8. Bindungsldngen sind in 7ab. V.1.1a aufgelistet.

V.1.1.6 Unkomplexierte Struktur der DAHP Synthase (1a)

Abb. V.1.1.6a TIM-Barrel-Ausschnitt des Topologiediagramms der Struktur l1a. Fehlgeordnete
Bereiche der leeren Struktur sind roétlich unterlegt. Die auffillig hohe Anzahl fehlgeordneter Enzymbereiche
liegt ausschlieBlich auf der c-terminalen, das aktive Zentrum bildenden Seite des barrels.

Die metallion- und substratfreie Struktur der DAHP Synthase zeichnet sich durch
ungewohnlich viele, nicht in der Elektronendichte sichtbare Bereiche aus (siehe Tab. IV.4c).
Diese ungeordneten Regionen liegen ausschlieBlich in den loops auf der Carboxylatseite des
barrels. Der fehlende Bereich zwischen AS111-120 schlie8t die Phosphatbindungsstelle des
E4P-Analogons G3P mit ein. Die Seitenkette des in die PEP-Bindung involvierten Argl80 ist
ebenfalls nicht in der Elektronendichte sichtbar (7ab. IV.4d). In dem in dieser Struktur
fehlgeordneten loop L7 ist das in den komplexierten Strukturen an das Metallion
koordinierende His282 involviert. Auch die Regionen AS250-256 (L5) und 323-335 (L8), die
in dieser Struktur nicht modellierbar sind, wirken in den komplexierten Strukturen zwar nicht
direkt an der Metallion- oder Substratbindung mit, sind fiir die aktive Tasche jedoch auf jeden
Fall strukturgebend (siche 4bb. V.1.1.6a).
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V.1.2 Vergleiche innerhalb der Komplex-Strukturen

Um die Strukturen und insbesondere die aktiven Zentren der verschiedenen Enzym-Komplexe
zu vergleichen, wurde zunichst, da die asymmetrischen Einheiten der untersuchten Kristall-
formen jeweils mehrere Molekiile enthielten, ermittelt, inwieweit sich die Strukturen
innerhalb einer Kristallstruktur unterscheiden. Hierzu wurden die kristallographisch unabhén-
gigen Molekiile mit dem Programm ESCET [Schneider 2002] bei einem o-Wert von 2.0
untersucht. In den Raumgruppen Pl und P1y; sowie C2 konnten jeweils 98% der C,-Atom-
Positionen als konformationell invariant identifiziert und als strukturell identisch angesehen
werden [Schneider 2002]. Fiir die weiteren Vergleiche dieser Strukturen untereinander
wurden jeweils die Molekiile mit der niedrigsten Standardabweichung gewihlt (Molekiil D
aus 1a, Molekiil Daus 2¢, Molekiil D aus 3a, Molekiil A aus 4a, Molekiil B aus 4b, Molekiil
B aus 4c¢, , Molekiil A aus 4d, Molekiil A aus 4e).

V.1.2.1 Vergleich innerhalb der Mangan(I1)-Komplex-Strukturen (3a, 4a)

Vergleicht man die vier kristallographisch unabhingigen Molekiile in der trigonalen
Kristallform untereinander, so weisen sie in ihren Strukturen erhebliche Unterschiede auf.
Anhand der bei 1.5¢ berechneten Distanzmatrizen erkennt man, dass jeweils Molekiil A und
Molekiil C bzw. Molekiil B und Molekiil D strukturell dhnlich sind, wihrend sich die beiden
Monomere eines Dimers unterscheiden (sieche Abb. V.1.2.1a:A). Die konformationell

verschiedenen Enzymbereiche sind in Abb. V.1.2.1a:B farbig hervorgehoben.

A B C D
<esd> [A] 0.25 0.25 0.25 0.24

A 88.9 * 99.9* 88.1
B 89.2 * 99.8%*
Cc 88.5
D
A B
Abb. V.1.2.1a A: Kreuztabelle aus der Distanzmatrizenberechnung zwischen den vier

kristallographisch unabhidngigen Molekiilen der Struktur 3a bei einem sigma-Level von 1.5 aus einer
Berechnung ohne NCS-restraints. Molekiil A und C sowie Molekiil B und D kénnen als konformationell nahezu
identisch angesehen werden, wahrend sich die Monomere innerhalb eines Dimers (A und B bzw. C und D) in
ihrer Konformation signifikant unterscheiden; B: Die bei 1.5 konformationell unterschiedlichen Enzymbereich
sind im Topologiediagramm rétlich unterlegt. Neben den /loops des aktiven Zentrums ist das dem TIM-Barrel
zugefiigte B-Faltblatt f6a/b in diese Konformationsinderungen involviert.
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4e 3a_A 3a_B 2c
<esd> [A] 0.05 0.24 0.26 0.16
de 88.7 97.6 88.8
3a A 97.2 93.1
3a_B 97.9
2c
Abb. V.1.2.1b Kreuztabelle aus der Distanzmatrizenberechnung zwischen den konformationell

unterschiedlichen Molekiilen A und B der Struktur 3a und der Struktur des Doppelkomplexes 4e sowie der
inhibierten Struktur 2c¢ bei einem sigma-Level von 2.5. Signifikante konformationelle Unterschiede sind
zwischen allen vier Molekiilen vorhanden. Ubereinstimmungen mit der aktiven oder inhibierten Konformation in
Teilbereichen der unterschiedlichen Monomere aus 3a sind anhand der Tabellenwerte zu erkennen.

Da diese Bereiche im Kristallgitter unterschiedliche Konformationen annehmen, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich um Regionen handelt, die in Losung flexibel sind. Sie
liegen auf der Carboxylat-Seite des barrels in den Loopregionen L2, L3, L4, L5, L6 und
reichen iiber die Helix a5 in das zusétzliche Faltblatt f6 hinein (AS112-119, AS159-162,
AS177-189, AS199-237, AS251-254).

Wichtige Bindungsstellen der beiden Substrate sowie Regionen, die fiir die Inhibierungs-
iibertragung von Bedeutung sind (siche Kap. V.2), weisen in den unterschiedlichen
Mangan(II)-Komplexen teilweise eine Konformation auf, die der aktiven, teilweise aber auch

die der inhibierten Struktur dhnelt (z. B. Argl180, Leul60, Glul11, Lys120, Lys112).

Anhand dieser Kristallstrukturen kann also vermutet werden, dass das nur mit dem Metall(II-
kation komplexierte Enzym konformationell vergleichsweise flexibel ist und erst durch die
Einlagerung des ersten Substrates PEP bzw. des Effektors Tyrosin in einer der beiden ener-

getisch giinstigen Konformationen, der aktiven bzw. der inhibierten Form, festgehalten wird.

V.1.2.2 Vergleich zwischen der unkomplexierten Struktur (1a) und den Mangan(I1)-
Komplex-Strukturen (3a, 4a)

Der Vergleich der metallion- und substratfreien Struktur 1a mit der metall(Il)-
komplexierenden Struktur in 3a und 4a verdeutlicht die strukturgebende Rolle des Metall-
ions. Vier der in den Mangan(Il)komplexen in unterschiedlichen Konformationen vor-
kommenden Enzymbereiche sind in der Elektronendichte der unkomplexierten Struktur 1a
nicht zu erkennen und somit wahrscheinlich fehlgeordnet (vgl. Tab. IV.4c, Abb. V.1.1.6a und
Abb. V.1.2.1a). Betrachtet man die Metallionenbindungsstelle, stimmt von den Positionen der
Liganden in der unkomplexierten lediglich die Position des Cysteins mit seiner Lage im

Metallionkomplex iiberein. Wahrend der gesamte /loop des His282 fehlgeordnet ist, ist vom
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Glu316 lediglich die Hauptkette modellierbar. Die Position des Asp342 bewegt sich mit
seinem im Metallionkomplex an das Kation bindenden Sauerstoffatom um 1.6 A von der
Metallionbindungsstelle weg. Neben den loops L6 und LS8, die fiir das aktive Zentrum
strukturgebend sind, in dieser leeren Struktur nicht modelliert werden konnten, sind viele
Seitenketten innerhalb der Bindungstasche fehlgeordnet (z. B. Glul58, Argl80, Arg249).
Anhand dieses Strukturvergleichs wird deutlich, dass das Metallkation durch die koordi-
nierende Wirkung auf seine Liganden nicht nur diese, sondern auch die sie umgebenden
Loopbereiche stabilisiert und somit der aktiven Tasche des Enzyms seine fiir die katalytische

Reaktion essentielle Struktur gibt.

V.1.2.3 Vergleich der Mangan(ll)-Komplex-Struktur (4a) und der PEP-

Mangan(I1)-Komplex-Struktur (4b) im monoklinen Kristallsystem
Der Vergleich der mangan(Il)komplexierten Struktur 4a in der Raumgruppe C2 mit der
sowohl mit Mangan(Il) als auch mit PEP komplexierten Struktur in C2 ergibt keine groflen
strukturellen Unterschiede (99.7% der C,—Atome sind konformationell invariant bei einem -
Wert von 2). Die Bindungsstelle des PEP, die schon in Kap. V.1.1.2 néher beschrieben wurde,
wird in der substratfreien Struktur durch zwei Wassermolekiile (W716 und W718) ersetzt, die
schwache Wasserstoffbriickenbindungen zu den PEP-bindenden Aminosduren Argl07,
Lys201 und Arg24 ausbilden. Der bemerkenswerteste Unterschied ist das die bipyramidale
Koordinationssphire des Metallions vervollstindigende Wassermolekiil W701. Es befindet
sich in einem Abstand von 2.16 A zum Metallion und im Wasserstoffbriickenbindungsabstand
von 3.18 A zum Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe des PEP. Die Abstinde zu den die
Doppelbindung ausbildenden Kohlenstoffatomen C3 und C2 betragen 2.86 und 3.40 A (siehe
Abb. V.1.1.2a).

V.1.2.4 Vergleich zwischen der Cobalt(l1l)-PEP-Komplex-Struktur (4c) und
der PEP-Komplex-Struktur IHFB

Die fiir die aktive Tasche strukturgebende Funktion des Metallions wurde schon durch den
Vergleich der Struktur des leeren (1a) mit der des mangan(Il)haltigen Enzyms (2a, 3a, 4a)
gezeigt. Vergleicht man nun die Struktur des metallionfreien PEP-Komplexes 1HFB
[Hartmann 2002 eingereicht] mit der mit Cobalt(Il) und PEP komplexierten Struktur (4¢), so

zeigen sich weitere Aufgaben des Metallions.
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Lys112 Lys112

h Asp342 F ﬁ
Arg180 Pl Arg180
° &

7 2 \W700 i '
Lr Co™ @ f \_ ) f
Ala179 Cys76 Ala179

i PE
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Glu316 4 ;
Lys201 4 ' Lys201
Arg107

Arg249 Arg249

Abb. V.1.2.4a Stereographische Darstellung der superpositionierten aktiven Zentren der Strukturen
2b (lila) und 1HFB (rosa). Die Position des das Metallion ersetzenden Wassermolekiils W700 liegt zwischen der
Position des Metallions und der des an ihn koordinierenden Wassermolekiils W701. Die trigonal bipyramidale
Koordination des Metallions in 2b wird fiir das Wassermolekiil in 1HFB nicht aufrecht erhalten, Asp342 zieht
sich mit seinem gesamten Joop aus der Bindungstasche zuriick. Die Position des PEP schiebt sich um im Mittel
0.7 A aus der Bindungstasche heraus. Die auf der re-Seite des PEP fixierten Wassermolekiile (entsprechend der
Strukturen gefarbt) behalten ihre Positionen bei.

Wihrend es dem leeren Enzym an Stabilitit der aktiven Tasche fehlt, ist in dem
metallionfreien PEP-Komplex das Substrat die Komponente, die die Struktur des aktiven
Zentrums aufrecht erhdlt. Fehlgeordnete Bereiche werden in der aktiven Tasche nicht
beobachtet.Die verzerrt tetragonal bipyramidale Koordination des Wassermolekiils W700, das
das Metallion in dieser Struktur ersetzt, wurde in Kap. V.1.1.3 beschrieben. Durch das Fehlen
des Metallkations ist auch das koordinierende Wassermolekiil W701 in der metallionfreien
Struktur nicht vorhanden. Auffillig ist auch hier, dass sich durch das fehlende Metallion das
Asp342 aus der Bindungstasche zuriickzieht und mit ihm der gesamte loop L8. Dadurch, dass
das Wassermolekiil W700 im Vergleich zum Metallion aus der Bindungsstelle um 1.2 A
herauswandert, braucht das das PEP koordinierende Lysl112 seine Position nicht zu
verdndern, um eine Wasserstoffbriickenbindung zu diesem Wassermolekiil aufzubauen.
Vergleicht man nun die Lage des PEP zwischen metallionhaltiger und metallionfreier
Struktur, so beobachtet man eine signifikante Substratverschiebung (4bb. V.1.2.4a). Das
Substrat PEP wird in der metallionhaltigen im Vergleich zur metallionfreien Struktur um im
Mittel 0.7 A in die Richtung der vermuteten E4P-Bindungsstelle verschoben. Das Metallion
ist also nicht nur fiir die Strukturgebung der aktiven Tasche notwendig, sondern auch fiir die
optimale Positionierung des ersten Substrates. Die das PEP komplexierenden Liganden
andern ihre Position nicht signifikant, so dass das Vorhandensein des Metallions sowohl zu
Verldngerungen als auch zu Verkiirzungen der Wasserstoffbriicken fiihrt, die das Substrat
binden. Da das Metallion jedoch nicht direkt mit dem PEP in Wechselwirkung tritt, miissen

fiir die Positionsidnderung indirekt auf das Metallion zuriickzufiihrende Griinde vorliegen. Die
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einzige neben dem Metallion selbst vorhandene, signifikante Verdnderung in den Strukturen
ist das Wassermolekiil W701, welches das Metallion koordiniert. Wie schon in Kap. V.1.1.2
beschrieben, bildet es nicht nur zu dem PEP koordinierenden Lys112 eine Wasserstoftbriicke,
sondern ebenfalls zur Carboxylatgruppe des PEP eine mit 2.8 A recht starke Bindung aus. Die
Abstinde von 3.4 A zu PEP:C2 und 2.9 A zu PEP:C3 weisen auf eine zusitzliche Wechsel-
wirkung des Wassermolekiils mit dem n-System der Doppelbindung des PEP hin. Dieser
Strukturvergleich zeigt, dass an der Positionierung des ersten Substrates nicht nur das

Metallion selbst, sondern auch das daran koordinierende Wassermolekiil mitwirkt.

V.1.2.5 Vergleich zwischen den Metall(11)-PEP-Komplex-Strukturen (4b und 4c)

Um den Einfluss der unterschiedlichen Metall(Il)ionen auf die Aktivierung des durch EDTA
aufgereinigten Enzyms zu untersuchen, wurde das Enzym zum einen mit Cobalt(Il) (4c, 4d,
4e), das die Aktivitidt des Enzyms im Vergleich zum nativen Zustand um 167% erhdht, und
zum anderen mit Mangan(Il) (1b, 2a, 2b, 2¢, 2d, 3a, 4a, 4b) komplexiert, das die Aktivitat
des Enzyms nur zu etwa 20% wiederherstellen kann [Schnappauf 1998]. Die Strukturen
lassen sich mit einer mittleren rms-Differenz von 0.1 A iibereinander legen, so dass sie als
identisch angesehen werden kdnnen. Vergleicht man die Koordinationssphéire der Metallionen
der Strukturen 4b und 4c¢ (7ab. V.1.1la), so ist eine Tendenz zu minimal kiirzeren
Bindungslidngen im Cobalt(Il)komplex zu erkennen. Diese Tendenz ist auf den kleineren
lonenradius (0.72 A fir Co*" im Vergleich zu 0.80 A fir Mn>" [Hollemann 1985])
zuriickzuftihren. Doch lassen sich durch diese im Vergleich zu den Koordinatenfehlern
wahrscheinlich nicht signifikanten Anderungen nicht die groBen Aktivititsunterschiede der
unterschiedlichen Metallionenkomplexe erkldaren. Die Aktivitdtsunterschiede sind demnach
fiir die Metallionen der ersten Ubergangsreihe weniger auf strukturelle Verinderungen im
Enzym als auf die unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der Metallionen
zuriickzuftihren, wie z. B. unterschiedliche Koordinationseigenschaften und damit
einhergehende Ligandenfeldstabilisierungen, unterschiedliche Bevorzugung von harten oder
weichen Liganden sowie die Fahigkeit, Wassermolekiile oder Carbonylgruppen zu aktivieren,
bzw. pK,-Werte zu erniedrigen. Hingegen lassen sich strukturelle Unterschiede zu dem mit
einem Blei(II)-Ion komplexierten Metallionzentrum in der Struktur der phe-sensitiven DAHP
Synthase aus E. coli (1QR7) vermutlich auf die unterschiedliche Radiengréf3e und das dulere

Elektronenpaar des Blei(II)-Ions zuriickfiihren (siehe Kap. V.1.3.1.1).
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V.1.2.6 Vergleich zwischen der Cobalt(Il)-PEP- und der Cobalt(1l)-P2G-
Komplex-Struktur

Vergleicht man die Strukturen des mit Cobalt(I1) und PEP komplexierten Enzyms (4¢) mit der
Struktur, die mit Cobalt(Il) und dem PEP-Analogon P2G komplexiert wurde (4d), so lassen
sich auch diese beiden Strukturen mit einer rms-Differenz von 0.1 A {ibereinander legen, so
dass sie als identisch angesehen werden konnen. Betrachtet man die aktiven Zentren néher,
die sich prinzipiell nur durch die Doppelbindung des Substrates unterscheiden, so erkennt
man auch hier eine zwar mit im Mittel 0.4 A nicht so starke, aber doch signifikante Substrat-
verschiebung. Die Position des Substratanalogons P2G ist im Vergleich zu Struktur 4c vom
Metallion und der Bindungsstelle des zweiten Substrates weggeriickt. Bemerkenswerterweise
fehlt auch in diesem Fall (wie bei der nur mit einem Metallion komplexierten Struktur) das an
das Metallion koordinierende Wassermolekiil W701. Vergleicht man die B-Werte des
metallionkoordinierenden Wassermolekiils mit den {ibrigen in der aktiven Tasche
positionierten Wassermolekiile, so zeigt sich, dass die metallionkoordinierende Wasser-
molekiilposition sehr flexibel zu sein scheint. Der {iber die Strukturen 4b, 4c und 4e gemittelte
B-Werte des metallionkoordinierenden Wassermolekiils W701 betrigt 26.9 A%, wihrend der
Mittelwert der restlichen Wassermolekiile in der aktiven Tasche W702-W709 bei 19.3 A?
liegt. Andererseits zeigt sich, dass die Existenz dieses Wassermolekiils Einfluss auf die

Position des Substrates PEP innerhalb des Enzyms zu haben scheint (s. 0.).

V.1.2.7 Vergleich zwischen der Cobalt(Il)-PEP- und der Cobalt(Il)-PEP-
G3P-Komplex-Struktur

Ein Vergleich der Strukturen 4¢ und 4e in der Raumgruppe C2 zeigt trotz Einlagerung des
E4P-Analogons G3P erstaunlicherweise keine signifikanten konformationellen Anderungen.
Die Einlagerung des zuerst bindenden Substrates PEP scheint also die Konformation der
aktiven Tasche fiir das Binden des zweiten Substrates vorzubereiten. Lediglich die leicht
verringerten B-Werte des /oops L2 in der Struktur 4e im Vergleich zur Struktur 4d weisen auf
eine Stabilisierung dieses loops durch Anlagerung des Substrat-Analogons G3P hin, die nach

Bindung des zweiten Substrates (4e) nicht mehr gegeben ist.
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Abb. V.1.2.7a Transparente Oberflichendarstellung [DINO 2001, Sanner 1996] des aktiven
Zentrums. Wihrend das erste Substrat PEP im aktiven Zentrum gut von der Umgebung abgeschirmt ist, liegt das
E4P-Analogon G3P frei zugidnglich am Eingang der Bindungstasche.

Aus Abb. V.1.2.7a werden die unterschiedlichen K,,-Werte der beiden Substrate verstandlich.
Wihrend PEP im aktiven Zentrum weitgehend von der Umgebung abgeschirmt ist, liegt das
zweite Substrat (bzw. hier sein Analogon) relativ frei zugédnglich am Einlass der
Bindungstasche. Demzufolge besitzt PEP als zuerst bindendes Substrat einen mit 125 uM
wesentlich geringeren K,,-Wert als das der Umgebung ausgesetzte, zweite bindende Substrat

E4P mit 500 uM [Schnappauf 1998].

Lagert man nun alle unterschiedlichen Komplexvarianten iibereinander, so fillt auf, dass die
aktive Tasche durch die Einlagerung der Substrate innerhalb einer Kristallform keinen
wesentlichen Konformationsanderungen unterliegt. Aufféllig ist die unterschiedliche Lage des
PEP. Vergleicht man die Wassermolekiilpositionen der unterschiedlichen Komplexe in der
aktiven Tasche, so scheinen sie mit Ausnahme des am Metall(I)ion koordinierten
Wassermolekiils W701, weitgehend equivalent zu sein. Die im Komplex 4e mit G3P
besetzten Hydroxylgruppen-Bindungsstellen sind in den Strukturen 4a-d systematisch mit
Wassermolekiilen besetzt. Ein in der Struktur 4¢ durch die Behandlung mit Cryoprotektand
eindiffundiertes Glycerolmolekiil besetzt mit seinen Hydroxylgruppen ebenfalls die
Bindungsstellen der G3P-Hydroxylgruppen sowie die eines Wassermolekiils (siehe
Abb. V.1.2.7b). Die Tatsache, dass die gesamte Bindungstasche, sofern das erste Substrat
ersteinmal gebunden ist, sehr rigide zu sein scheint, wird durch die erstaunliche Invarianz der
Hydroxyl- bzw. Wassermolekiilbindungsstellen bestirkt. Dies ldsst vermuten, dass auch
wiéhrend der Katalysereaktion weder die Substrate noch die aktive Tasche groBlen Kon-

formationsdnderungen unterworfen werden.
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Abb. V.1.2.7b Stereographische Darstellung der Superpositionierung der aktiven Zentren aus den

Strukturen 1a (braun), 4a (gelb), 4¢ (blau), 4d (orange), 4e (tiirkis) und 1HFB (rosa). Die Wassermolekiile
wurden den Strukturen entsprechend eingeférbt. Auffillig ist die hohe Rigiditdt der Bindungstasche nach Binden
des Substrates PEP sowie die Konsistenz der Wassermolekiilpositionen. Sauerstoffatompositionen der Substrate
werden im nicht beladenen Zustand systematisch von Wassermolekiilen oder einem Glycerolmolekiil ersetzt.
Lediglich die Position des an das Metallion koordinierenden Wassermolekiils W701 ist nur bei Vorhandensein
des PEP besetzt.

V.13 Literaturvergleich
V.1.3.1 Strukturvergleiche mit Komplexen der phe-sensitiven DAHP Synthase aus
E. coli

[Shumilin 1999; Wagner 2000]

Zur Zeit existieren aus der Vielzahl der DAHP Synthasen Kristallstrukturen zweier
Isoenzyme, der hier ndher untersuchten tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae und
der phe-sensitiven DAHP Synthase aus E. coli [Shumilin 1999; Wagner 2000].

Mit einer Homologie von 54% zwischen den Peptidsequenzen dieser zwei Isoenzyme
[Altschul 1990], konnen 300 C,-Atomen (entsprechend 81% der Hauptkette) [Holm 1993]
mit einer mittleren rms-Differenz von lediglich 0.51 A superpositioniert werden [Kabsch

1976].

V.1.3.1.1 Vergleich zwischen der Struktur der phe-sensitiven DAHP Synhase aus
E. coli komplexiert mit Blei(Il) und PEP (1QR7) und der Cobalt(Il)-PEP-
Komplex-Struktur 4c

Ein Vergleich der Metallion- und PEP-Bindungsstelle, fiir den die Hauptkettenatome der
metallionkoordinierenden Aminosiuren iiberlagert wurden (rms-Differenz=0.20 A), zeigt

eine in diesem Bereich stark konservierte Bindungstasche. Entscheidende Unterschiede in der
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Metall(Il)koordinationssphdre und der PEP-Lage innerhalb der Tasche sind auf die
unterschiedlichen, komplexierten Metallionen zuriickzufiihren. Im Fall der phe-sensitiven
Struktur aus E. coli befindet sich ein zur Strukturlésung eingefiihrtes Blei(II)-Ion an der
Metall(IT)bindungsstelle. Das so komplexierte Enzym besitzt keine nennenswerte Enzym-
aktivitdt [Shumilin 1999]. Vergleicht man die Pb(II)-Koordination mit der des Co(II)-Ions im
tyr-sensitiven Enzym aus S. cerevisia (4¢), so werden Unterschiede deutlich, die in diesem
Fall (im Gegensatz zum Vergleich zwischen der Mn(II)- und der Co(Il)-Koordinationssphére)
zum einen tatsdchlich auf den Radienunterschied der Kationen, zum anderen aber auch auf die
spezielle Elektronenkonfiguration des Pb(II)-lons zuriickzufiihren sind. Um die Radiengrosse
(1.2 A [Hollemann, 1985]) des Pb(Il)-lons auszugleichen, werden im Vergleich zur
Koordination in Struktur 4c¢ sdmtliche Seitenketten der Metallionkoordiantionssphére aus
threr urspriinglichen Position herausgedringt. Die Koordinationsart des Asp302 (entspricht
Asp342 in 4¢) wechselt von mono- zu bident. Dies konnte ein entscheidender Grund fiir die
Inaktivierung des Enzyms durch Pb(I)-lonen sein, da die Struktur 4e eine wichtige
Substratbindung des E4P-Analogons G3P iiber diese Aminosdure an das Enzym zeigt (siche
Abb. V.1.1.5a).
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Asp342. G316 Asp342 G 316
Abb. V.1.3.1.1a Stereographische Darstellung der superpositionierten aktiven Zentren der Strukturen

4c (tyr-sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae, blau) und 1QR7 (phe-sensitive DAHP Synthase aus E. coli,
altrosa). Die Beschriftung der Aminosduren bezieht sich auf die Struktur 4¢. Erkennbar ist die Aufweitung des
aktiven Zentrums durch den im Vergleich zum Co**-Ion gréBeren Tonen-Radius des Pb*" in 1QR7. Das in die
Bindung des E4P involvierte Asp342 liegt hier als das Metallion bident koordinierendes Rotamer vor. Es besteht
eine Wechselwirkung zwischen dem Pb(II)-lon und PEP, das eine Konformationsédnderung des Substrates
hervorruft.

Das an das Metallion koordinierende Wassermolekiil ist als solches nicht vorhanden, jedoch
befindet sich 2.5 A versetzt ein schlecht lokalisiertes Wassermolekiil (sieche 4bb. V.1.3.11a).
Das Pb(II)-Ion selbst ist im Vergleich zur Co(II)-Position um 0.7 A aus der Bindungstasche
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heraus verschoben. Die Salz- und Wassertoftbriickenbindungspartner des PEP sind in beiden
Strukturen die gleichen. Es wird eine Konformationsinderung und Drehung des Substrates
innerhalb der aktiven Taschen beobachtet. Wéihrend der Torsionswinkel C3-C2-O2-P des PEP
im Fall des Co(II)-Komplexes 3° betrdgt und die Phosphatgruppe zur Doppelbindung eine
energetisch giinstige, gestaffelte anti-Konformation annimmt, liegt der Torsionswinkel C3-
C2-02-P im Blei(Il)-Komplex bei 68°. Das Pyruvat-Geriist wird aufgrund der
Wechselwirkungen zum Metallion gezogen und die Phosphatgruppe dreht sich relativ zu
thren vorgegebenen Bindungsstellen heraus (sieche A4bb. V.1.3.1.1a). Diese Unterschiede
sowohl in bezug auf die Orbitalwechselwirkungen als auch auf die stereochemischen Aspekte
machen den Aktivititsverlust des mit Blei(Il) beladenen Enzyms im Gegensatz zum mit
Cobalt(I) beladenen Enzym verstindlich. Die Sulfatbindungsstelle in der phe-sensitiven
Struktur, die als Phosphat-Bindungsstelle des E4P postuliert wurde, entspricht mit leichter
Versetzung (0.7 A) und Orientierung tatsichlich der Phosphatbindungsstelle des E4P-
Analogons G3P. Das unterschiedliche Rotamer des das Sulfat- bzw. Phosphation bindenden
Argl14 ldsst sich eventuell auf die unterschiedliche Bindungsgeometrie zuriickfiihren und

weist auf die Flexibilitat dieser Seitenkette hin.

V.1.3.1.2 Strukturvergleich zwischen der phe-sensitiven DAHP Synhase aus E. coli
komplexiert mit Mangan(Il) und dem PEP-Analogon P2G (1GG1) und der
Cobalt(I1)-P2G-Komplex-Struktur 4d

Ala179 §Arg180 Ala179 8 Arg180

Lys201

His282 /\

Asp342 Asp342

Lys112

Glu31e  CYs76 Glu316 Cys76
Arg107 Arg107

Abb. V.1.3.1.2a Stereographische Darstellung der superpositionierten aktiven Zentren der Strukturen
4d (tyr-sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae, blau) und 1GG1 (phe-sensitive DAHP Synthase aus E. coli,
braun) jeweils komplexiert mit einem Metallion (Mn®" bzw. Co”") und dem PEP-Analogon P2G. Erkennbar ist
die unterschiedliche Koordination des Metallions. Wahrend Das P2G in 4d keine direkte Wechselwirkung mit
dem Metallion aufbaut, wird es in 1GG1 durch die Carboxylatgruppe des P2G koordiniert.
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Der zweite von der phe-sensitiven DAHP Synthase aus E. coli existierende Komplex enthilt
ein Mn(II)-Ion und das PEP-Analogon P2G [Wagner 2000] und sollte der Struktur 4d im
Prinzip entsprechen. Lagert man jedoch wiederum die Hauptkettenatome der metallionkoordi-
nierenden Aminosduren iibereinander (rms-Differenz =0.27), so beobachtet man entschei-
dende Unterschiede. Wéhrend sich das P2G in der Struktur 4d im Vergleich zum PEP in der
Struktur 4¢ wie in Kap. V.1.2.5 beschrieben, leicht in seiner Position relativ zum Metallion
verschiebt, dndert sich in den Strukturen der phe-sensitiven Enzyme aus E. coli (1GG1 bzw.
1QR?7) die Lage des P2G zum Mn(Il)-Ion im Vergleich zum PEP im mit Pb(II) komplexierten
Enzym grundlegend. Dies hat wahrscheinlich zum einen die mafgebliche Ursache im
Wechsel des Metallions und zum anderen im Austausch des Substrates durch sein Analogon,
so dass aus diesen Unterschieden schlecht Riickschliisse auf den Mechanismus gezogen
werden konnen. Der Vergleich der beiden P2G-Komplex-Strukturen (4d und 1GG1) zeigt
unerwarteterweise unterschiedliche Metallion-Koordinationen. Das Co(II)-Ion ist in der
Struktur 4d, wie auch im substratfreien Komplex, trigonal bipyramidal von seinen Liganden
umgeben, die dritte dquatoriale Position bleibt jedoch unbesetzt. In der Struktur des phe-
senitiven Enzyms dreht sich die Carboxylatgruppe des PEP-Analogons P2G so, dass sie in
einem Molekiil der asymmetrischen Einheit mit einem Sauerstoffatom die Metallionumge-
bung zu einer verzerrten trigonal bipyramidalen, in dem anderen Molekiil der asymmetrischen
Einheit mit einem zusétzlichen Wassermolekiil zu einer verzerrt oktaedrischen Koordinations-
sphére auffiillt. Diese Tatsache wurde in der Literatur [Wagner 2000] als Hinweis darauf
gedeutet, dass das PEP im Fall eines Mn(Il)-lons anstatt des Pb(Il)-Ions ebenfalls an das
Metallion koordiniert. Dies kann jedoch anhand der Strukturen 4b und 4c fiir das tyr-sensitive
Enzym aus S. cerevisiae ausgeschlossen werden, da das Substrat in beiden Fillen keine
direkte Wechselwirkung mit dem Metallion ausbildet. Warum das Substrat-Analogon P2G
allerdings im Mn(II)-Komplex 1QR7 einmal eine trigonal bipyramidale Koordinationssphire
und einmal eine oktaedrische Koordinationssphire aufweist, im Fall des Co(II)-Komplexes
4d jedoch nicht mit dem Metallion in Wechselwirkung tritt, bleibt fraglich. Unwahrscheinlich
ist, dass hier die Art des Metallions (Co(Il) im Vergleich zu Mn(Il)) eine Rolle spielt, da
beide lonen sowohl in oktaedrischer als auch in trigonal bipyramidaler Umgebung in der
Natur vorzufinden sind [Holm 1996]. Realistischer ist die Annahme, dass sich das am C2-
Atom sp’-hybridisierte Substrat-Analogon, das damit dem Endprodukt gleicht, in
unterschiedlichen, energetisch dhnlichen Positionen in die aktive Tasche einfiigen kann. Dies

wiirde den Prozess der Produktfreisetzung erleichtern.
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V.1.3.2 Strukturvergleiche mit Komplexen der mechanistisch verwandten KDOP Synthasen

[Radaev 1999; Duewel 2000, Asojo 2001, Wang 2001]

Vergleicht man die Familie der KDOP Synthasen mit der der DAHP Synthasen, deren
gemeinsame evolutiondre Abstammung trotz geringer sequenzieller Homologie diskutiert
wird [Radaev 1999; Wang 2001], so féllt zunidchst die grole Gemeinsamkeit in der zu
katalysierenden Reaktion auf. Beide katalysieren eine einer Aldolkondensation #hnliche,
stereoselektive Verkniipfung eines PEP-Molekiils mit einer Aldose. Im Fall der DAHP
Synthasen handelt es sich um den C-4 Zucker Erythrose-4-Phosphat (E4P), im Fall der KDOP
Synthasen um den C-5 Zucker Arabinose-5-Phosphat (A5P). In beiden Reaktionen findet die
Phosphatbindungsspaltung zwischen dem Kohlenstoff- und dem Sauerstoffatom statt.
Wiéhrend es von den DAHP Synthasen verschiedene durch ihre Endprodukte negativ
feedback-regulierte Isoenzyme gibt, besitzen die KDOP Synthasen keine Regulierung. Thre
Klasse ldsst sich in zwei Gruppen einteilen, in die der Metalloenzyme und die Gruppe der
metallionfrei arbeitenden Synthasen. Uberlagert man Teile des aktiven Zentrums (PEP,
Cys67, His282 und Asp342 mit einer rms-Differenz von 0.47 A) der tyr-sensitiven
DAHP Synthase im Doppelkomplex mit PEP und dem E4P-Analogon G3P mit den analogen
Bereichen des Metalloproteins KDOP Synthase aus Aquifex aeolicus (1FWW) komplexiert
mit PEP und AS5P, so stellt man eine groBe Uberseinstimmung im Bereich der Metallion- und
PEP-Bindungsstelle fest. Wéhrend die Metallionbindungsstellen der aktiven Taschen
vollstindig erhalten sind, finden in den PEP-Bindungsstellen der beiden Enzyme einige
Austausche statt, die die Lage des PEP jedoch nicht wesentlich beeinflussen (siche Abb.
V.1.3.2a). Statt des die Carboxylatgruppe fixierenden Argl07 bildet in der KDOP Synthase
das Lys4l eine starke Wasserstoffbriickenbindung zum Sauerstoff Ol aus, wéhrend das
Sauerstoffatom O2’ von einem in der DAHP Synthase nicht vorhandenen GIn99 fixiert wird.
Die Phosphatbindungsstelle ist in beiden Enzymen fast vollstindig identisch. Einziger, fiir die
negative Riickkopplung (sieche Kap. V.2) jedoch wichtiger Unterschied ist die in der
DAHP Synthase zusitzliche Fixierung der Phosphatgruppe durch das Argl80. Auch die
Bindungsstelle der zweiten Substrate (E4P bzw. A5SP) stimmen in bezug auf ihre Lage in der
aktiven Tasche in beiden Strukturen iiberein. Die Phosphatbindungsstellen der beiden
Substrate PEP/E4P bzw. PEP/ASP liegen im Fall der KDOP Synthase 10.3 A voneinander
entfernt, im Fall der DAHP Synthase 9.5 A auseinander. Mit 0.8 A ist dieser Unterschied zu
gering, als dass er eine Einlagerung der zusétzlichen C-OH-Einheit der ASP erkldren wiirde.
Dies weist auf eine unterschiedliche Orientierung der beiden Substrate innerhalb der

Bindungstasche hin, die durch Unterschiede in der aktiven Tasche im Bindungsbereich der
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Zuckerkette des zweiten Substrates erkldrt werden kann. In beiden Fillen wird die
Phosphatgruppe durch Wasserstoftbriickenbindungen im /oop L2 iiber Argl14 und Thr115
(bzw. ihre Analoga) festgehalten, doch findet in der KDOP Synthase eine zusitzliche
Fixierung durch das Argl06 des Partner-Monomers innerhalb eines Dimers und durch das
Ser197, das sich im /oop L7 befindet, statt. In diesem, sich bei der Einlagerung schlieBenden
loop, befindet sich auch das GInl88, das eine zusitzliche Bindung zum Sauerstoffatom
AS5P:02 aufbaut. Der gesamte loop L7, der die aktive Tasche in der KDOP Synthase nach der
AS5P-Einlagerung von der Umgebung abschirmt, ist in den DAHP Synthasen nicht vorhanden,
so dass bei ihnen die aktive Tasche wéhrend der Katalyse frei zugédnglich bleibt. Auch fiir das

Asn48 in der KDOP Synthase, das durch zwei zusdtzliche Wasserstoftbriickenbindungen das

Substrat fixiert, gibt es in der DAHP Synthase kein Analogon. In beiden Strukturen
einheitlich ist die Bindung des Sauerstoffs O2 (G3P) bzw. O4 (A5P) an das das Metallion
koordinierende Asp342 (bzw. Asp233 in der KDOP Synthase).

Ser197 Ser197

Abb. V.1.3.2a Stereographische Darstellung der superpositionierten aktiven Zentren von 4e (tyr-
sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae, tiitkis) und 1IFWW (KDOP Synthase aus Aquifex aeolicus, lila). Die
schwarze Beschriftung bezieht sich auf die Aminoséuren der DAHP Synthase, die graue auf in der KDOP
Synthase zusédtzliche Elemente. Die Lage und die Bindungspartner des Metallions und des PEP sind gut
konserviert, wiahrend man in Lage und Bindungpartner der zweiten Substrate bzw. Analoga A5P und G3P
Unterschiede erkennt. Der die aktive Tasche schlieBende loop L7 ist nur in der KDOP Synthase vorhanden.

Bemerkenswerterweise stimmen die Positionen des sich an die Phosphatgruppe
anschlieenden Zuckergeriistes trotz unterschiedlicher Bindungsstellen gut {iberein (siehe
Abb. V.1.3.2a). Da die DAHP Synthase lediglich mit dem E4P-Analogon G3P komplexiert
wurde, kann die Lage der wihrend der Katalyse reagierenden Carbonylgruppe nur postuliert
werden. Durch die Lage des in der KDOP Synthase nicht vorhandenen, fiir den
Riickkopplungsmechanismus jedoch wichtigen Argl80, kann eine #hnliche Position der

Carbonylgruppe wie die des ASP ausgeschlossen werden (siehe 4bb. V.3.2a). Auch im Fall
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der KDOP Synthasen verlduft die Reaktion iiber einen Angriff eines Wassermolekiils auf das
Substrat PEP. Vergleicht man die Positionen der fiir diesen Angriff in Frage kommenden
Wassermolekiile (sieche Kap. V.1.4), so findet man auch hier eine bemerkenswerte
Ubereinstimmung (in der Abbildung nicht dargestellt). Durch die unterschiedliche Lage der
anzugreifenden Carbonylgruppen muss der Reaktionsverlauf in den beiden Enzymen
stereochemisch jedoch leicht unterschiedlich verlaufen.

Ein Gesamtvergleich der Aminosduresequenzen der beiden Enzymfamilien zeigt mit 10%
identischen oder konservativ ausgetauschten Aminosduren [Altschul 1990] zunichst keine

offensichtlichen Homologien.

L2 L2

Abb. V.1.3.2b Stereographische Darstellung des Hauptkettenverlaufes von 4e (tyr-sensitive DAHP
Synthase aus S. cerevisiae, graublau) und 1FWW (KDOP Synthase aus Aquifex aeolicus, graurot) mit
eingefiigten Substraten und dem DAHP Synthase-Effektor Tyrosin (siche Kap. V.2). Die in der KDOP Synthase
im Vergleich zur DAHP Synthase stark unterschiedlichen oder zusitzlichen Bereiche sind in rot, die analogen
Bereiche der DAHP Synthase in blau dargestellt. Unterschiede im das zweite Substrat bindenden loop L2 sowie
im in 1IFWW die aktive Tasche schlieBenden loop L7 und die fiir die Effektorbindung in der DAHP Synthase
zusitzlichen Elemente sind erkennbar.

Ein strukturbasierendes Alignment der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae und
der metallionabhdngigen KDOP Synthase aus Aquifex aeolicus hingegen zeigt, dass sich 37%
der Enzyme in ihrer Struktur Zhneln und sich mit einer rms-Differenz von 1.8 A
superpositionieren lassen (sieche Abb. V.1.3.2D).

In Abb. V.1.3.2b sind die sich unterscheidenden Bereiche der beiden Strukturen farbig
hervorgehoben. Deutlich sind die Unterschiede im Bereich der Bindungsstelle des zweiten
Substrates zu erkennen (L2 und L7). In Kap. V.2 wird auf die Funktion der zusétzlichen
Strukturelemente B0 und B6a/b innerhalb der negativen Riickkopplung durch das Endprodukt
eingegangen. Diese in der DAHP Synthase zum TIM-Barrel zusitzlichen strukturellen

Elemente sind in der nicht regulierbaren KDOP Synthase nicht wiederzufinden.
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V.14 Katalysemechanismus

In diesem Abschnitt werden aus dem Vergleich der Enzym-Komplexe Riickschliisse auf den
Katalysemechanismus gezogen.

Lage der Carbonylgruppe des zweiten Substrates E4P

Durch den mit PEP und dem E4P-Analogon besetzten Doppelkomplex (4e) konnte die
Bindungsstelle des zweiten Substrates definiert werden. Dadurch, dass sich das gesamte
aktive Zentrum nach Binden des ersten Substrates PEP als wenig flexibel erweist, kann
angenommen werden, dass sowohl die Phosphatbindungsstelle, als auch die stark
ausgebildeten Bindungen der Hydroxylgruppen des G3P mit den analogen des Substrates E4P
iibereinstimmen. Nimmt man aus den unter Kap. V.1.2.8 genannten Griinden fiir das E4P die
gleiche Position wie flir das G3P an, so muss als nidchstes versucht werden, die Lage der im
Substrat zusdtzlich vorhandenen Carbonylgruppe vorherzusagen. Dadurch, dass die Chiralitat
am E4P:C2 des E4Ps, das dem achiralen G3P:C1 im G3P entspricht, bekannt ist, ist die Lage
des Carbonylkohlenstoffatoms weitgehend vorgegeben. Die so festgelegte Position dieses
Kohlenstoffatoms E4P:C1 scheint plausibel, da sie zu dem Kohlenstoffatom der PEP-
Doppelbindung PEP:C3, das es wihrend des Katalysemechanismus nucleophil angreift, nur
etwa 2.7 A entfernt liegt. Dies ist fiir einen Abstand zweier nicht kovalent gebundener
Kohlenstoffatome sehr kurz, fiir eine spétere Bindungskniipfung allerdings erwiinscht. Es
bleibt die Position des Sauerstoffatoms, das theoretisch frei um die C2-C1-Bindung drehbar
ist, festzulegen. Geht man die verschiedenen moglichen Lagen des Carbonylsauerstoffatoms
durch, so fillt auf, dass sich durch sterische Wechselwirkungen mit dem Kohlenstoffatom
PEP:C3 oder der Phosphatgruppe des PEP, der Hydroxylgruppe O2 des eigenen Molekiils
oder der Carboxylatgruppe des Asp342 ein grofler Bereich fiir die Sauerstoffatomposition
ausschlieen ldsst. Die einzige Lage, in der sich die Carbonylgruppe frei von sterisch
ungiinstigen Wechselwirkungen befinden kann, entspricht ungefihr der Lage des sehr
flexiblen, an das Metallion koordinierenden Wassermolekiils. In dieser Position ist das
Sauerstoffatom mit einem Abstand von etwa 2.4 A an das Metallion koordiniert. Dieses
wiirde zu einer Aktivierung der Carbonylgruppe und so zu einem erleichterten nucleophilen
Angriff durch die PEP-Doppelbindung fiihren. Dass das Metallion nicht nur eine
strukturgebende, sondern auch eine katalytische Bedeutung hat, wurde schon in
Punktmutations- und Spektroskopieversuchen gezeigt [Howe 2000]. Zusétzlich entstinde eine
Wasserstoftbriickenbindung zum Lys112, das das fiir die Entstehung des Produktes DAHP

notwendige Proton auf das Carbonylsauerstoffatom {iibertragen konnte. Fiir diese Position
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spricht weiterhin die konformationell gilinstige Lage fiir einen re-Angriff der PEP-
Doppelbindung auf die Carbonylgruppe, der fiir die geforderte Stereochemie am neuaufzu-
bauenden chiralen Zentrum DAHP:C4 essentiell ist. Auch der nucleophile Angriffswinkel der
Doppelbindung wére mit um die 95° dem energetisch giinstigen Biirgi-Dunitz-Winkel von
103° sehr nahe [Briickner 1996]. Betrachtet man die katalysierte Reaktion als nucleophilen
Angriff auf eine an ein stereogenes Zentrum benachbarte, prochirale Carbonylgruppe, so
wiirde das Substrat nach dem Cram-Modell [Carey 1995; Cram 1952] wiederum in einer
energetisch fiir den Angriff bevorzugten Konformation festgehalten werden. Der grofite Rest
des angrenzenden chiralen Kohlenstoffatoms, in diesem Fall die restliche Zuckerkette mit der
Phosphatgruppe, stinde mit um die 95° beinahe senkrecht zur Carbonylgruppe. Dies wiirde
der Theorie nach zu einer Stabilisierung des Carbonyl-LUMO durch das o-Orbital des
senkrecht stehenden Restes fiihren, was die Wechselwirkung mit dem angreifenden HOMO
begiinstigen wiirde [Carey 1995].

,, E4P
Me’ Enzym
00H
si R@ re si COOH
HHN— =
re OPOz*
PEP
Abb. V.1.4a: Schematische Darstellung der Stereochemie der katalysierten Reaktion. Zum Aufbau

des chiralen Zentrums DAHP:C4 des Produktes greift die si-Seite des PEP die re-Seite der prochiralen
Carbonylgruppe des E4P an. Nach der Theorie von Cram [Cram 1952] wird das benachbarte E4P:C2 durch die
senkrechte Anordnung des Zuckerrestes zur Carbonylgruppe in einer fiir den nucleophilen Angriff giinstigen
Konformation festgehalten.

Der Angriff des Nucleophils wiirde dann antiperiplanar, in diesem Fall von der re-Seite der
Carbonylgruppe, und aus sterischen Griinden aus der Richtung des kleinsten Substituenten, in
diesem Fall aus der Richtung des Wasserstoffatoms des benachbarten Kohlenstoffatoms
E4P:C2, erfolgen. Diese postulierte Lage der Carbonylgruppe wird auch durch die in der
Literatur beschriebenen Abhdngigkeit der Kinetik von der Metallionenart in bezug auf E4P

bestérkt [Stephens 1991].
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Abb. V.1.4b Stereographische Projektion des Aktiven Zentrums. Dargestellt sind die in der aktiven
Tasche involvierten Aminosdureseitenketten sowie die Positionen des in der Struktur 4e verfeinerten C02+—Ions,
des PEP und des E4P-Analogons G3P. Die im E4P zusitzliche Carbonylgruppe wurde in die Struktur aus den im
Text erlduterten Griinden als an das Metallion koordinierend modelliert und ist in der Abbildung transparent
dargestellt.

Nimmt man diese sterischen, stereochemischen und orbitaltheoretischen Beobachtungen
zusammen, so scheint die in Abb. V1.4.b dargestellte Lage des E4P, das mit seiner Carbonyl-
gruppe an das Metallion bindet und mit dem Carbonylkohlenstoffatom einen sehr kurzen
Abstand zur angreifenden Doppelbindung besitzt, fiir die Reaktion wahrscheinlich. Hierbei
wirde das metallionkoordinierende Wassermolekiill durch das Sauerstoffatom der
Carbonylgruppe ersetzt.

Varianten des Katalysemechanismus

Fiir den Reaktionsmechanismus werden in der Literatur [Wang 2001] zwei mogliche, in
Abb. V.1.4c dargestellte Reaktionswege vorgeschlagen. Der erste Weg A beginnt mit dem
nucleophilen Angriff der Doppelbindung und fiihrt {iber einen Wassermolekiilangriff auf das
entstandene Oxocarbeniumion zum Endprodukt. Beim zweiten Mechanismus nach Weg B
beginnt die Reaktion mit dem Angriff eines Wassermolekiils bzw. eines OH -Ions auf die
Doppelbindung, so dass das entstandene Carbanion nucleophil die Carboxylatgruppe des E4P
angreift. In beiden Varianten ist aufgrund der Phosphatabspaltung durch einen Bruch der C-
O-Bindung ein Angriff eines Wassermolekiils auf das Kohlenstoffatom PEP:C2 nétig.
Betrachtet man die Umgebung des PEP in seiner Bindungstasche, so kommen fiir diesen
Angriff zwei Wassermolekiile in Frage. Zum einen handelt es sich um das Wassermolekiil
W703, das sich auf der re-Seite des PEP in einem van-derWaal-Abstand von 3.15 A zum
PEP:C2 befindet.
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Abb. V.1.4c Schematische Darstellung der zwei fiir die DAHP und KDOP Sythasen diskutierten

Katalysemechanismen [Wang 2001]. Die Darstellung mesomerer Grenzformen und Partialladungen wurde aus
Griinden der Ubersichtlichkeit stark vereinfacht.

Es ist iiber starke Wasserstoffbriickenbindungen an das Glul58 (2.78 A) und ein gut lokali-
siertes Wassermolekiil W702 (2.74 A) gebunden. Unabhiingig von der Art des Komplexes
wird es in der aktiven Tasche des Enzyms vorgefunden. Der Angriffswinkel des nucleophil
angreifenden Wassermolekiils betrdagt im bezug auf die Doppelbindung 102°.

Das zweite fiir die Reaktion in Frage kommende Wassermolekiil W701 koordiniert an das
Metallion. Es befindet sich auf der si-Seite des PEP-Molekiils in einem Abstand von 3.1 A
zum PEP:C2 und einem Abstand von 2.74 A zum PEP:C3. Der Angriffwinkel auf PEP:C2
betrdgt im bezug auf die Doppelbindung 62°. Aus den Komplexvergleichen in Kap. V.1.2
ging hervor, dass dieses Wassermolekiil W701 trotz seiner vielfachen Bindungen sowohl an
das Metallion (2.06 A) als auch an die Carboxylatgruppe des PEP (2.81 A) und das Lys112
(2.72 A) sowie durch eine schwache Wechselwirkung mit der Doppelbindung des PEP nicht
gut lokalisiert ist.
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Abb. V.1.4d Stereographische Darstellung des aktiven Zentrums im Hinblick auf die Position der
fiir den re- bzw. si-Seiten-Angriff des PEP diskutierten Wassermolekiile W701 und W703.

W703 Glu158
W702

w703 Glu158

Im folgenden soll kurz das Fiir und Wider der beiden unterschiedlichen Wassermolekiil-

angriffe betrachtet werden.

Weg A: Angriff des Wassermolekiils W703

Fiir einen re-Seiten-Angriff des Wassermolekiil W703 spricht sowohl der van-der-Waals-
Abstand von 3.1 A als auch der optimale Angriffswinkel von 102°. In diesem Fall wiirde der
Mechanismus iiber den Weg A in Abb. V.1.4c verlaufen. Das flexible Wassermolekiil W701
wiirde der Carbonylgruppe des E4P Platz machen (4bb. V.1.4e: A), das durch das Metallion
fiir den nucleophilen Angriff der PEP-Doppelbindung optimal positioniert und aktiviert wird
(siche Abb.V.1.4b). Das Lys112 wiirde als Protonen-Donor fiir die aus der Carbonylgruppe
neu entstehende Hydroxylgruppe an DAHP:C4 fungieren (4bb. V.1.4e: B/C). Das entstehende
Oxocarbeniumion (A4bb. V.1.4e: C) wiirde den nucleophilen Angriff des Wassermolekiils
W703 von der re-Seite des PEP bewirken, dessen Proton kurzfristig vom Glul58
aufgenommen und vermittelt {iber das in allen Strukturen vorhandene Wassermolekiil W702
auf das Lys112 iibertragen wiirde (4bb. V.1.4e: D). Diese erneute Protonierung des Lys112
wiirde die Freisetzung des Produktes erleichtern. Wéhrenddessen konnte das Lys201 als
Lewis-Séure/Base wirken, indem es das Proton der neugebildeten Carbonylgruppe aufnimmt
und gleichzeitig ein Proton auf die sich abspaltende Phosphatgruppe tibertriige (4bb. V.1.4e:
D/E).
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Abb. V.1.4e Schematische Darstellung des
Wassermolekiilangriffs W703 von der re-Seite auf
das PEP:C2. A: Das sich einlagernde E4P verdringt
das Wassermolekiil W701; B: Die Carbonylgruppe
des E4P wird durch die Koordination an das
Metallion fiir den nucleophilen Angriff der PEP-
Doppelbindung giinstig positioniert und aktiviert;
C: Das im van-der-Waals-Abstand positionierte
Wassermolekiill W703 greift von der re-Seite des
PEP nucleophil das entstandene Oxocarbeniumion
an und tubertrdgt sein Proton auf das Glul58.
Lys112 iibertrdgt als Lewis-Sdure ein Proton auf die
entstehende Hydroxylgruppe an DAHP:C4; D:
Lys201 wirkt als Protonen-Akzeptor/Donor, indem
es das Proton der neu entstechenden Carbonylgruppe
aufnimmt und an die sich abspaltende Phospha-
gruppe ibertrdgt. E: Das Glul58 iibertragt, ver-
mittelt iiber W704, das Proton auf das Lys112, was
die Freisetzung des Produktes erleichtert.
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Abb. V. 4.f Schematische Darstellung des
R Lysi12 Wassermolekiilangriffs W701 von der si-Seite auf
\ das PEP:C2. A: Das durch die Koordination an das
\< K//_ Metallion aktivierte Wassermolekiil W701 iibertragt
o sein Proton auf das als Lewis-Base fungierende
1 N Lys112; B: Das sich einlagernde E4P dringt das
/ aktivierte Hydroxid-lon aus seiner Metallkoordi-
H, R nation; C: Dadurch bewirkt es den nucleophilen si-
/,0 Seiten-Angriff des Hydroxid-lTons auf das PEP:C2;
”/ 0 / C/D: Es erfolgt ein nucleophiler Angriff des ent-
stehenden Carbanions auf die Carbonylgruppe des
\\ 000 E4P. Das protonierte Lysl12 {ibertrdgt als Lewis-
N H 2 Séure das Proton auf die an DAHP:C4 enstehende
[~ P o /OT Hydroxylgruppe; D/E: His282 iibernimmt, indem es
//P\o kurzzeitig seine Metallkoordination aufgibt, das
o Proton der an DAHP:C2 entstehenden Carbonyl-

gruppe, um es durch eine leichte Rotation an die
freiwerdende Phosphatgruppe zu iibertragen.
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Weg B: Angriff des Wassermolekiils W701

Der iiber den Weg B verlaufende Mechanismus erfordert die Entstehung eines Hydroxid-Ions.
Dieses konnte aus dem an das Metallion koordinierendes Wassermolekiil W701 durch die
Ubertragung des Protons auf das als Lewis-Base fungierende Lys112 entstehen. Gegen diesen
si-Seiten-Angriff des Wassermolekiils W701 sprechen zunichst der relativ kurze Abstand von
2.7 A zu PEP:C3 gegeniiber 3.1 A zu PEP:C2 und auch der sehr spitze Angriffswinkel von
62° in bezug auf die Doppelbindung, sowie die postulierte Wechselwirkung zwischen ihm
und der Doppelbindung des PEP. Eindeutig fiir den Angriff dieses Wassermolekiils spricht
jedoch die in der Literatur oft beschriebene [z.B. Liao 2002] Aktivierung eines
metallionkoordinierten Wassermolekiils, dessen pK,-Wert sich aufgrund der Stabilisierung
der negativen Ladung durch das Metallion um mehrere Potenzen erniedrigen kann [Lippard
1995]. In diesem Fall kann das sich im Wasserstoffbriickenbindungsabstand befindliche
Lysin112 das Proton aufnehmen und so die Bildung eines aktivierten Hydroxid-Ions fordern
(4bb. V.1.4f: A/B). Das sich fiir die Reaktion in die aktive Tasche einlagernde E4P konnte das
Hydroxid-lon aus seiner metallion- und doppelbindungskoordinierenden Position
herausdréangen, so dass es nucleophil das PEP:C2 angreifen konnte (A4bb. V.1.4f: B/C). Das
protonierte Lys112 wiirde nun als Lewis-Sdure eines seiner Protonen auf das an das Metallion
koordinierte Sauerstoffatom der nucleophil angegriffenen Carbonylgruppe iibertragen
(Abb. V.1.4f: C/D). Die Abstraktion des Protons von der neu entstehenden Carbonylgruppe
miisste in diesem Fall, da der Angriff von der si-Seite des PEP erfolgt, iiber das das Metallion
komplexierende His282 verlaufen, so dass dieses kurzfristig seine Metallionkoordination
aufgeben miisste. Die Abgabe des Protons konnte durch leichte Drehung entweder auf die
Carboxylatgruppe des Produktes oder auf die sich abspaltende Phosphatgruppe iibertragen
werden, was zu einer Authebung der negativen Ladung, und damit der Bindungsstirke der
Produkte in ihrer Bindungstasche fithren wiirde (4bb. V.1.4f: E). Diese Reaktionsvariante
wird in der Literatur fiir die KDOP Synthasen [Duewel 2000; Wang 2001] favorisiert, scheint
jedoch fiir die hier untersuchte DAHP Synthase aufgrund der unterschiedlichen Lage der
Carbonylgruppe im Vergleich zu KDOP Synthasen und der notwendigen Bewegung des das
Metallion koordinierenden His282 weniger geeignet als der Angriff des Wassermolekiils
W703 von der re-Seite des PEP.

Anhand der hier vorliegenden Kristallstrukturen ist jedoch keine eindeutige Aussage iiber die
Art des Wassermolekiilangriffs zu treffen. Um einen der beiden mdoglichen, hier sehr
theoretisch beschriebenen Mechanismen zu verifizieren, detaillieren oder zu widerlegen,

miissten weiterfilhrende Experimente durchgefiihrt werden. Punktmutationen konnten zur
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Klarung des Mechanismus beitragen. Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass kleinste
Anderungen im aktiven Zentrum vielfiltige Wirkungen auf das Zusammenspiel des
Katalysemechanismus haben kénnen. Eine Lysl12Ala-Mutante wiirde z. B. nicht nur die
Lewis-Saure-Base-Funktion des Lysins aufheben sondern ebenfalls einen Beitrag zur PEP-
Bindung. Dieser kann jedoch als gering angesehen werden, da die Carboxylatgruppe durch
wesentlich stidrkere Bindungen vom ArglO7 festgehalten wird. Einen Hinweis auf die
Wichtigkeit dieser Aminoséure fiir den Mechanismus gibt der Sequenzvergleich (4bb. Id), der
die Konservierung dieser Seitenkette in allen DAHP Synthasen und KPOP Synthasen zeigt.
Wire die Katalysewirkung des Enzyms durch diese Punktmutation stark herab- bzw. auler
Kraft gesetzt, wiirde das auf eine in beiden Varianten postulierte, entscheidende Funktion
dieser Lewis-Sdure/Base hinweisen. Um die Giiltigkeit des ersten Mechanismus zu bestétigen,
wire eine Glul58Ala-Mutante denkbar. Diese wiirde in der ersten Version zum einen die
Position des angreifenden Wassermolekiils durch Wegnahme der einzigen, an das Enzym
bindenden Wasserstoffbriicke schwichen und zum anderen die Protoneniibertragung vom das
PEP angreifenden Wassermolekiil W703 verhindern. Auf die zweite Variante sollte diese
Mutation keine oder nur geringfiigige Auswirkungen haben. Das fiir die erste Variante
ebenfalls als Lewis-Sdure/Base wichtige Lys201 ist fiir eine Punktmutation nicht geeignet, da
sie mit drei Wasserstoffbriickenbindungsmdglichkeiten zum Substrat PEP eine zu grofle
strukturgebende Bedeutung hat. Das gleiche Problem ergibt sich fiir die Uberpriifung des
zweiten moglichen Mechanismusweges. Auch hier hat das eventuell als Lewis-Sdure/Base
fungierende His282 durch seine Metallionkoordination eine zu hohe strukturelle Bedeutung,
als dass aus einer auf eine Punktmutation an dieser Stelle zurlickzufiihrende
Aktivititsanderung eindeutig auf den Wegfall der Lewis-Sdure/Base-Funktion geschlossen

werden konnte.
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V.2 Mechanismus der allosterischen Regulierung

V.21 Die Struktur des DAHP Synthase-Tyrosin-Mangan(II)-Komplex

Das mit Tyrosin inhibierte und mit Mangan(II) versetzte Enzym kristallisiert wie auch das mit
PEP komplexierte Enzym als loses Oktamer in der Raumgruppe P1, mit acht unabhéngigen
Molekiilen in der asymmetrischen Einheit. Im Gegensatz zu der mit PEP komplexierten
Struktur ist das loop L2 nicht eindeutig in der Elektronendichte erkennbar. Auffillig ist, dass
in allen acht unabhingigen Molekiilen der N-Terminus bis AS18 (im Gegensatz zu allen
bisher besprochenen Strukturen, in denen er nur bis AS23 sichtbar ist) geordnet in der
Elektronendichte zu erkennen ist.

Die durch nichtkristallographische Symmetrie verwandten unabhédngigen Molekiile
unterscheiden sich z. T. in ihrer Elektronendichte-Qualitit, so dass sich die folgende
Strukturbeschreibung auf das aus den Monomeren C und D bestehende Dimer bezieht, die
nach Qualititsuntersuchung mit ESCET [Schneider 2000] mit 0.16 A den kleinsten esd-Wert

aufwiesen.

V.2.1.1 Die Tyrosin-Bindungsstelle

Val227

Abb V. 2.1.1a Stereographische Darstellung des Effektors Tyrosin in seiner Bindungstasche. Diese
wird gebildet durch Wechselwirkungen mit den loops L3 und L4o/5B, sowie dem B6a-Strang des dem TIM-
barrel hinzugefiigten $6a/b-Faltblattes (griin). Geschlossen wird die Bindungstasche durch den N-Terminus des
Nachbarmonomers (dunkelgriin).
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Die Bindungsstelle des Tyrosins befindet sich in einer hydrophoben Tasche, die durch die
Hauptkettenbereiche L3, L4o/5p und B6a gebildet und durch Interaktion mit dem -Strang 0
des Partner-Monomers geschlossen wird (4bb. V.2.1.1a).

In der Kristallstruktur sind innerhalb eines Dimers beide Bindungsstellen mit Tyrosin besetzt.
Diese Bindungstaschen des Effektors liegen von den aktiven Zentren des jeweils selben
Monomers ca. 22 A entfernt, wihrend die beiden Tyrosin-Bindungstaschen innerhalb des

Dimers nur ca. 13 A voneinander entfernt sind.

Thr162 Thr162
[ Val227 [

Ser195 Ser195

Glu21*

Abb. V.2.1.1b Stereographische Darstellung des Effektors Tyrosin mit den ihn in der Bindungstasche
fixierenden Wasserstoftbriickenbindungen, bzw. der Aromat-Aromat-Wechselwirkung [Burley 1985] zwischen
Phe224 und dem aromatischen System des Effektors.

Das Tyrosin wird in seiner Bindungstasche von starken Wasserstoffbriickenbindungen sowie
von Aromat-Aromat-Wechselwirkungen festgehalten (4bb. V.2.1.1b).

Die Carboxylatgruppe des Effektors bindet iiber zwei starke Wasserstoftbriickenbindungen
sowohl an das Amidstickstoffatom (2.8 A) als auch an die Hydroxylgruppe (2.7 A) des
Ser195. Dieses Ser195 liegt an einer exponierten Stelle im /oop zwischen o4 und B5 und teilt
somit das gesamte TIM-Barrel in zwei Hiélften (siche Abb. VIb). Dass diese Aminosdure
wichtig fiir den negativen Riickkopplungsmechanismus ist, wurde schon aus Punktmutations-
experimenten an DAHP Synthasen aus verschiedenen Organismen [Ger 1994; Liao 2000]
vermutet. In struktureller Hinsicht kommt dem Bereich zwischen den beiden TIM-Barrel-
Hilften haufig funktionelle Bedeutung zu [Lang 2000; Nozomi 2002].

Die Amingruppe des Tyrosins wird durch eine starke Wasserstoffbriickenbindung (2.8 A) zu
GIn166 fixiert. Auffillig ist, dass sowohl Ser195 als auch GIn166 in allen Isoenzymen (trp-,

tyr-, phe-sensitiv) sowohl aus E. coli als auch aus S. cerevisiae konserviert sind, dass also die
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Amin- und die Carboxylatgruppen, die den drei Effektoren gemein sind (siehe Abb. Id),
wahrscheinlich in allen DAHP Synthasen iiber diese beiden Aminosduren an das Enzym
gebunden werden. Einen Hinweis darauf geben auch die im Rahmen dieser Arbeit durch-
gefiihrten Kristallisationsversuche der tyr-sensitiven DAHP Synthase mit den Aminosiuren
Alanin und Phenylalanin (sieche Kap. IV.2). Die fiir den Effektor Tyrosin charakteristische
Hydroxylgruppe ist zum einen iiber eine schwache (3.1 A) Wasserstoffbriickenbindung an das
Stickstoffatom der Amidgruppe des Val227 gebunden und zum anderen mit einer starken
Wasserstoffbriickenbindung (2.5 A) an das Carbonylsauerstoffatom des Thr162. Eine starke
Aromat-Aromat-Wechselwirkung geht das Phe224 mit dem Effektor ein. Sein aromatischer
Ring steht so senkrecht auf dem aromatischen Ring des Tyrosins, dass das para-
Wasserstoffatom mit dem n-System des Inhibitors in Wechselwirkung treten kann [Desiraju
2001, Burley 1985]. Auch diese Aminosdure ist in allen drei Isoenzymen aus den verschie-
denen Organismen konserviert, so dass angenommen werden kann, dass die aromatischen
Ringe aller drei Inhibitoren (Tyrosin, Phenylalanin, Tryptophan) durch die Aminosdure
Phe224 (bzw. ihrer entsprechenden Analoga) in der Bindungstasche festgehalten werden.
Dass das in allen DAHP Synthasen dem "konventionellen" TIM-Barrel zugefiigte -Faltblatt-
B6a/b am negativen Riickkopplungsmechanismus beteiligt sein muss, wurde schon aufgrund
von Zufalls- und Punktmutationsexperimenten vermutet [Hartmann 2001]. Besondere
Bedeutung kommt dabei den Punktmutationen Gly226Ser und Gly226Thr zu. Durch sie ldsst
sich die Regulation von tyr- auf phe-sensitive umstellen, wéhrend die Mutation Gly226Ala
nur die Aktivitit herabsetzt, die feedback-Regulation des Tyrosins jedoch beibehalten wird.
Zumindest die Anderung in der Regulation durch Tyrosin ist nun erklirbar: die vergleichs-
weise geringe Platzeinnahme der zusétzlichen Methylgruppe bei der Gly226Ala Mutante hat
nur einen geringen Einfluss auf den Regulierungsmechanismus. Wahrenddessen machen die
grofleren Seitenketten von Serin und Threonin wahrscheinlich die Einlagerung des Effektors
Tyrosin unmdglich, da es in diesem Bereich der Tasche die im Vergleich zum Phenylalanin
zusitzliche Hydroxylgruppe tridgt. Auf die Regulationsumkehr der tyr-sensitiven DAHP
Synthasen aus S. cerevisiae von tyr- auf phe-sensitiv wird in Kap. 2.3 eingegangen.

Auch die Beteiligung des Bereiches zwischen den Aminosduren Glul58 und GIn166 wurde
schon anhand von Mutationsexperimenten an verschiedenen Isoenzymen der DAHP Synthase
vermutet [Ray 1988; Kikuchi 1996].

Zusdtzlich zu diesen Bindungen innerhalb der Bindungstasche bildet das Tyrosin starke
Wasserstoffbriickenbindungen zum N-Terminus des Partner-Monomers innerhalb seines

Dimers aus. Die im Vergleich zu der mit PEP komplexierten Struktur nun zusétzlich in der



V Ergebnisse und Diskussion 84

Elektronendichte sichtbaren Aminosduren AS18-23 bilden sowohl zum in der Tasche
gebundenen Effektor Tyrosin als auch zum Partner-Monomer neue Wasserstoftbriicken-
bindungen aus und ergeben so im Kristall eine ,,geordnete* Struktur (siehe Tab. IV.4c). Das
Amidstickstoffatom des Asp22* bindet mit einer starken Wasserstoffbriickenbindung (2.7 A)
an das Carboxylatsauerstoffatom O des Tyres und das Glu21:0E1* bindet (2.9 A) an die
Amingruppe des Tyres. Durch diese zusdtzliche Bindung des N-Terminus des Partner-
Monomers (*) an den gebundenen Effektor (Tyres) und im folgenden der weiteren
Aminosduren AS20*-AS18* an das Enzym selbst wird die bis dahin offene Bindungstasche
geschlossen (4bb. V.2.1.1c: A und B). .

Abb. 2.1.1¢c A: Darstellung der Enzymoberfldche des Dimers (blau/hellblau) der Struktur 4b mit
einmodelliertem Effektor Tyrosin in die aus der Struktur 2¢ bekannte Bindungsstelle. Das Tyrosin lige frei
zugénglich in der offenen Bindungstasche. B: Darstellung der Enzymoberflidche des Dimers (griin/hellgriin) der
Struktur 2¢ mit dem bindenden Effektor Tyrosin. Die Bindungstasche wird durch den N-Terminus des
Partnermonomers geschlossen, so dass der Effektor von der Umgebung abgeschlossen ist. C: Darstellung der
Enzymoberfliche der Struktur 4b mit einmodelliertem Effektor Tyrosin in die aus der Struktur 2¢ bekannte
Bindungsstelle. Die Aminosduren wurden entsprechend ihrer Ladungen eingefirbt (blau: positive Partialladung,
rot: negative Partialladung, gelb: hydrophobe Aminosduren). Das Tyrosin ist in seiner hydrophoben
Bindungstasche frei zuginglich. D: Darstellung der Enzymoberflache der Struktur 2¢ mit dem bindenden
Effektor Tyrosin. Der Hydrophile N-Terminus schliefit die hydrophobe Effektor-Bindungstasche und schirmt sie
so von der hydrophilen Umgebung ab.
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Dadurch wird die hydrophile Bindungstasche (gebildet aus u. a. Ile25, Pro34, Pro165, Alal69,
Leul94, Leul94, Phe224) des aromatischen Effektors mit einem nach auBlen hydrophilen
"Deckel" (die hydrophilen Seitenketten von Asp20*/22* befinden sich auf der Aullenseite des
,Deckels®) von der hydrophilen Umgebung abgetrennt (4bb. V.2.1.1c: C und D). Der
Inhibitor wird dadurch zusétzlich festgehalten und am Herausdiffundieren gehindert (A4bb.
V.2.1.1c: A und B). Dass dieser liber das Dimer arbeitende Mechanismus auch bei den tyr-
und phe-sensitiven DAHP Synthasen aus E. coli und A. nidulans ablauft, ist zu vermuten und
wird durch die Tatsache bestirkt, dass das zum Inhibitor Wasserstoffbriickenbindungen
ausbildende Glu22 in diesen DAHP Synthasen konserviert ist. Ein Hinweis darauf, dass die
SchlieBung der Bindungstasche durch den N-Terminus des Partner-Monomers fiir den
negativen Riickkopplungs-Mechanismus von Bedeutung ist, gibt auch die Mutante 4p-
1.20Del.Mut [Hartmann 2001], die wenig aktiv und sogar tyr-aktivierend und nicht

inhibierend ist.

V.2.1.2 Vergleich des Tyrosin-Mangan(Il)-Komplex (2c) mit dem PEP-Mangan(Il)-
(4b) bzw. mit dem PEP-Cobalt(1)-G3P-Komplex (4e )

Um die mit Metallion, PEP und G3P komplexierte Struktur 4e der tyr-sensitiven DAHP
Synthase mit ihrer mit Tyrosin inhibierten Struktur 2¢ vergleichen zu konnen, wurden
zundchst mittels Distanzmatrizen-Berechnung [Schneider 2000] die Enzym-Bereiche
ermittelt, die sich nach der Einlagerung des Effektors (2¢) im Vergleich zu der Struktur des
aktiven Enzyms (4¢) nicht stirker als 1o bewegt haben. Diese Bereiche wurden mit Hilfe des
Programms LSQKAB [Kabsch 1976] superpositioniert. Zur Analyse der sich durch
Einlagerung des Effektors konformationell dndernden Regionen wurde der o-Wert auf 4
erhoht, um nur die fiir die Einlagerung charakteristischen Konformationsdnderungen zu
erhalten. Aus dieser Analyse ergaben sich folgende Bereiche, die sich aufgrund der Tyrosin-
Einlagerung bewegt haben (siehe Abb. V.2.1.2a): AS18-22 ($0), AS109-133 (L2), AS157-165
(L3) und AS222-237 (B6a/b). Auftillig ist hierbei, dass es sich bei drei der vier Bereiche um
Strukturelemente handelt, die das TIM-Barrel erweitern: der N-Terminus, der um 30
Aminosduren erweiterte loop L2 und das zusitzliche B-Faltblatt f6a/b. Der vierte Bereich
befindet sich in der Loopregion zwischen 33 und a3 auf der c-terminalen Seite des barrels in
dem einzigen c-terminalen /loop, der nicht in die Substratbindung in der aktiven Tasche

involviert ist.
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Abb. V.2.1.2a Stereographische Darstellung der Tertidrstruktur von 2¢ mit dem Metallion Mn*" und
dem Effektor Tyrosin sowie die an den Positionen der Substrate in der Struktur 4e entsprechenden Lagen
einmodellierten Substrate bzw. Analoga PEP und G3P. B-Stringe sind in hellgrau, a-Helices in dunkelgrau
dargestellt. Rot markiert sind Bereiche, die sich nach Distanzmatrizenberechnungen [Schneider 2000] im
Vergleich der Strukturen 2¢ und 4e bei 40 signifikant bewegt haben.

V.2.1.2.1 Anderungen im aktiven Zentrum

Wie in Kap. V.1.2.1. gezeigt, scheint die Struktur des aktiven Zentrums im nur mit Metallion
komplexierten Fall (2a, 3a, 4a) recht flexibel. In der Struktur 3a liegt das Enzym in zwei
Konformationen vor, von denen die eine der mit PEP komplexierten und die andere der mit
Tyrosin inhibierten dhnelt. Das konformationell flexible, unbeladene Enzym scheint also
durch das erste Substrat PEP oder durch den Effektor Tyrosin in der aktiven oder inhibierten

Konformation festgehalten zu werden.

Lys112

Arg180

Ala179 Ala179

Arg249 Arg249

Lys201 Lys201
Abb. V.2.1.2.1a Stereographische Darstellung der superpositionierten PEP-Bindungsstellen der
Strukturen 4b (blau) und 2¢ (griin). In der tyr-inhibierten Struktur werden durch Rotamerénderungen zwei fiir
die PEP-Fixierung in der aktiven Tasche wichtige Wasserstoftbriickenbindungen (Argl80, Lys112) aufgegeben.
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Vergleicht man die Positionen der an der Substratbindung beteiligten Seitenketten in der
aktiven Struktur 4b mit der inhibierten Struktur 2¢, so erkennt man, dass in letzterer Struktur
zwei der Substrat-bindenden Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen sind. Das Argl 80,
welches in der aktiven Form eine Wasserstoffbriickenbindung zur Phosphatgruppe des PEP
ausbildet, liegt in der inhibierten Form als ein Seitenketten-Rotamer der Cg-C,-Bindung vor.
Dieses weist vom aktiven Zentrum weg (siehe Abb. V.2.1.2.1a). Das Lys112, das nicht nur als
Bindungspartner fiir PEP sondern auch als Lewis-Sdure/Base diskutiert wurde, hat in der
Struktur 2¢ seine Wasserstoftbriickenbindung zur Carboxylatgruppe des PEP wegen starker
Hauptkettenbewegung aufgegeben. Alle {ibrigen Aminosduren im aktiven Zentrum behalten
die Position ihrer Seitenketten bei (siche Abb. V.2.1.2.1a).

Ein Vergleich der inhibierten Struktur 2¢ mit dem Doppelkomplex 4e zeigt, dass die
Loopbewegung im Bereich AS109-133 (L2), in der die Phosphat- und eine der Hydroxyl-
bindungsstellen des zweiten Substrates E4P liegt, zu einer Verformung der aktiven Tasche
fiihrt. Dieser /oop scheint im inhibierten Zustand sehr flexibel zu sein, da er nur in einem
Monomeren der asymmetrischen Einheit vollstindig, jedoch mit erhdhten B-Werten zu
definieren ist. In den iibrigen 7 Monomeren sind nur Fragmente in der Elektronendichte
erkennbar. Die maximale Positionsinderung des loops L2 liegt in der Hauptkette bei 2.5 A
(Prol115), im Bereich der Seitenketten sogar bei 6 A (Lys120). Der loop L2 wird so in die
aktive Tasche hineingeschoben, dass eine Bindung des E4P unmoglich erscheint (A4bb.
V.2.1.2.1b).

Cys76 Cys76
VJ Glu316 : ,J Glu316
w7o1",00” wror ®co”
Arg114 Sp342 Arg114 Asp342
Thr115 His282 Thr115 His282
Abb. V.2.1.2.1b Stereographische Darstellung der E4P-Bindungsstellen nach Superposition der

strukturell invarianten Bereiche der Strukturen 4e (blau) und 2¢ (griin). Aufgrund der durch die
Effektoreinlagerung hervorgerufenen Verschieben des loops L2 in das aktive Zentrum verformt sich die
Bindungsstelle des E4P-Analogons G3P, so dass eine Einlagerung des Substrates E4P unmdglich erscheint.
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V.2.1.2.2 Anderungen in der Effektor-Bindungstasche
Thr162 &{hr‘l 62
Phe224 E - %ValZZ? Ph92245 st Val227

Effektor

‘GIn166 Effektog ' GIn166

Glu21*

Abb. V.2.1.2.2a Stereographische Darstellung der Effektor-Bindungsstellen nach Superposition der
strukturell invarianten Bereiche der Strukturen 4b (blau/dunkelblau) und 2e¢ (griin/dunkelgriin). Wahrend die
Position des Ser195 erhalten bleibt, werden die Aminosauren des loops L3 (Thr162 und Glnl66) und des -
Stranges B6a (Phe224 und Val227) durch den Effektor mit ihren Hauptketten in die Bindungstasche gezogen. In
dieser inhibierten Konformation stabilisieren sie sich gegenseitig iiber die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen dem zum Tyrosin parallel angeordneten Asnl66 und dem Val227 sowie iiber die Tyrosin-verbriickte
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Thr162 und Val227.

Vergleicht man die Struktur der Inhibitor-Bindungstasche des aktiven 4b mit der Struktur der
Bindungstasche des inhibierten Enzyms 2¢, so fillt auf, dass die Einlagerung des Inhibitors
bei einigen Aminosduren der Bindungstasche erhebliche Konformationséinderungen
verursacht, wihrend sie auf andere Aminosduren, die ebenfalls Wasserstoffbriickenbindungen
zum Effektor aufbauen, keinen Einfluss zu haben scheint. Das Serl195, das die
Carboxylatgruppe des Tyrosins iiber zwei Wasserstoffbriickenbindungen bindet, wird nur
wenig (0.41 A, C,) in Richtung des Effektors gezogen. Auch die im Vergleich zur Struktur
der aktiven Form des Enzyms zusitzlich in der Elektronendichte sichtbaren Aminosduren
Glu21* und Asp22* des Partner-Monomers sowie die an das inhibierte Monomer bindenden
Aminosduren AS18*-20* bewirken durch ihre Wasserstoffbriickenbindungen am Enzym
selbst keine signifikanten Konformationsédnderungen.

Die groBiten Konformationsdnderungen und damit die inhibierende Wirkung scheint vom
aromatischen System und der Hydroxylgruppe des Tyrosins auszugehen. Am auffélligsten ist
die Aromat-Aromat-Wechselwirkung zwischen dem aromatischen Ring des Effektors Tyrosin
und des Phe224. Diese stehen im inhibierten Zustand des Enzyms im rechten Winkel
zueinander (A4bb. V.2.1.1b), so dass das para-Wasserstoffatom des Phe224 mit dem
delokalisierten m-System des Inhibitors in Wechselwirkung treten kann [Burley 1985].

Dadurch wird die gesamte Aminoséure Phe224 bis zu 1.7 A in das Innere der Bindungstasche
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gezogen. Auch Val227 wird durch die Wasserstoffbriickenbindung zur Hydroxylgruppe des
Inhibitors in die Bindungstasche hineingezogen (1.03 A, C,). Durch diese beiden Enzym-
Inhibitor-Wechselwirkungen wird der gesamte —Strang f6a bewegt. Dieser zieht das {iber
Wasserstoftbriickenbindungen mit ihm in Kontakt stehende B6b geringfiigig mit. Die zweite,
durch die Inhibierung hervorgerufene Hauptketten-Bewegung resultiert aus den Wasserstoft-
briickenbindungen zwischen der Tyrosin-Hydroxylgruppe und Thr162 sowie der Tyrosin-
Amingruppe und GIn166, die beide in die Bindungstasche hineingezogen werden und dadurch
eine Hauptkettenbewegung des gesamten loops L3 (AS156-166) hervorrufen.

GIn166 ordnet sich durch diese Bewegung mit seiner Seitenkettengruppe energetisch giinstig
parallel zum aromatischen System des Tyrosins an und bildet so nicht nur die Wasserstoff-
briickenbindung zum Tyrosin, sondern auch mit seiner Amingruppe eine Wasserstoff-
briickenbindung zur Carbonylgruppe von Val227 aus. Durch diese Wasserstoffbriicken-
bindung stabilisieren sich das /loop L3 und das B-Faltblatt B6a/b (AS156-166 und AS222-
230) gegenseitig in der inhibierten Konformation (siehe Abb. V.2.1.1a). Dass diese
Wasserstoftbriickenbindung zwischen GInl66 und Val227 fiir den Riickkopplungs-
mechanismus von Bedeutung sein muss, bestétigt die wenig aktive und nicht tyr-sensitive
Mutante GInl166Glu [Hartmann 2001]. In dieser Mutante ist die Ausbildung der
Wasserstoftbriicke, die die beiden /oops stabilisiert wegen des Tausches der Amid- mit einer
Carboxylatgruppe nicht mehr moglich.

Durch die Einlagerung des Inhibitors werden also unmittelbar in der Effektorbindungsregion
der loop L3 (AS156-166) und der B-Strang P6a bewegt. Dies geschieht, indem zwei
Aminoséduren, die vier bzw. fiinf Aminosduren voneinander entfernt liegen (Thr162 und
GIn166 bzw. Phe224 und Val227), mit dem Inhibitor wechselwirken und somit die gesamte
Hauptkette in ihrem Bereich mit sich ziehen. Durch die neuaufgebaute
Wasserstoftbriickenbindung zwischen Val227 und GIn166 und indirekt iiber die Verbriickung
von Thr162 und Val227 durch die Hydroxylgruppe des Effektors Tyrosins stabilisieren sich

diese beiden bewegten Enzymregionen gegenseitig.

V.2.1.3 Der negative Riickkopplungsmechanismus

Es kann nun vermutet werden, auf welche Weise die Information, dass ausreichend Tyrosin in
der Umgebung vorhanden und demnach kurzfristig keine weitere Produktion von DAHP fiir
das Uberleben des Organismus notwendig ist, von der Inhibitor-Bindungstasche zum ca. 22 A

entfernten aktiven Zentrum {ibertragen wird.
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His187 His187

lle163
Ser164

Abb. V.2.1.3a Stereographische Darstellung des sich durch die Einlagerung des Effektors
konformationell stark dndernden /oops L3 nach Superposition der strukturell invarianten Bereiche der Strukturen
4b (blau) und 2c¢ (griin). Durch die Fixierung der Position des Leul60:0 durch ecine starke Wassertstoff-
briickenbindung zum His187 wird dem Leul60 eine Seitenkettendrehung von ca. 60° aus seiner urspriinglichen
Position aufgezwungen.

Betrachtet man zunichst die Auswirkungen der Loopbewegung von L3 (AS156-166) (siche
Abb. V.2.1.3a), so ist folgender Mechanismus nachvollziehbar:

Durch die Wechselwirkung der Hydroxylgruppe des Tyrosins mit der Carbonylgruppe des
Thr162 wird die Hauptkette signifikant (1.9 A, C,) zum Inhibitor gezogen (siche
Abb. V.2.1.2.2a). Durch eine Wasserstoffbriickenbindung (3.0 A) zwischen dem Amidstick-
stoffatom von Ile163 und dem Carboxylatsauerstoffatom des Asp161 wird die Hauptkette in
dieser Richtung ebenfalls herangezogen (sieche Abb. V.2.1.3a). Dadurch, dass jedoch die
Carbonylgruppe von Leul60 durch eine starke Wasserstoffbriickenbindung (2.8 A) vom
His187 in seiner Position festgehalten wird (siehe Abb. V.2.1.3a), weicht die Hauptkette samt
Seitenkette von Glul58-Leul60 dieser aufgebauten Spannung aus, indem sie sich von der
Inhibitor-Bindungstasche wegdreht (siche Abb. V.2.1.3a). Dies bewirkt, dass sich die
Seitenkette von Leul60 um einen Winkel von ca. 60° aus ihrer urspriinglichen Position
bewegt (siche A4bb. V.2.1.3a und Abb. V.2.1.3b). Dass die Wasserstoftbriickenbindung
zwischen der Carbonylgruppe von Leul60 und dem Imidazol-Stickstoffatom von His187 fiir
den Wirkungsmechanismus des Enzyms von Bedeutung ist, erkennt man zum einen daran,
dass dieses Histidin in allen Isoenzymen in den unterschiedlichen Organismen konserviert ist,
aber auch an durchgefiihrten Punktmutationen [Hartmann 2001]. Tauscht man das Histidin
gegen ein Phenylalanin, so erhoht sich die Aktivitit um fast das dreifache seiner
urspriinglichen Aktivitét, tauscht man es gegen ein Leucin, so ist die Mutante nicht

lebensfahig. Die durch die Tyrosin-Einlagerung verursachte 60°-Drehung der Leul60-
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Seitenkette ist wohl die entscheidende Bewegung, die die Information zunichst auf den
rdumlich benachbarten /loop L2 (AS109-132) iibertragt (siche 4bb. V.2.1.b). Die Position des
Leul60 in der inhibierten Struktur liegt quasi auf der gleichen Position wie die Seitenketten
des Glulll der aktiven Struktur. Dieses Glulll ist in der aktiven Struktur mit seiner
Carboxylatseitenkette iiber sehr starke Wasserstoffbriickenbindungen zu Ser164:0G (2.58 A)
und zu Aspl61:N (2.91 A) mit dem loop L3 AS156-166 verkniipft (Tab. V.2.1.3a). Durch die
Drehung des Leul60 wird nun die Seitenkette des Glul11 und mit ihr der gesamte, auch in
der aktiven Struktur schon recht labile loop L2 AS109-132 bewegt (siehe Abb. V.2.1.3a), da
die stabilisierende Wechselwirkung durch das Glulll mit dem loop L3 (AS156-166)
wegfillt. Die direkte Nachbarschaft vom am aktiven Zentrum beteiligten Lys112 zum
bewegten Glul11 bewirkt auch hier eine vollstindige Konformationsédnderung der Haupt- und
Seitenkette. In seiner neuen Position ist es dem Lys112 unmoglich, eine Wasserstoft-
briickenbindung zum Substrat PEP einzugehen (siehe Abb. V.2.1.3a). Somit ist nicht nur eine
wichtige Substrat-Enzym-Wechselwirkung aufgehoben, sondern auch eine fiir den Katalyse-

mechanismus notwendige Lewis-Saure/Base-Funktion.

Leu160 His187 His187
Asp161
Glu111 Glu111
§86r164 (\fSer164
Abb. V.2.1.3b Stereographische Darstellung der Kontakte zwischen /Jloop L2 und loop L3 nach

Superposition der strukturell invarianten Bereiche der Strukturen 4b (blau) und 2¢ (griin). Aufgrund der Drehung
des Leul60 in der inhibierten Struktur brechen die starken Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Glul11 und
dem loop L3 auf, iiber die das loop L2 in seiner aktiven Form stabilisiert wurde. Die Seitenkette des Leul60
nimmt in der inhibierten Konformation die Position der Seitenkette des Glull1l der aktiven Konformation ein.
Im inhibierten Zustand wird der gesamte loop L2 um mehrere A bewegt, so dass unter anderem die Bindung des
PEP durch Lys112 aufgegeben werden muss.

Wodurch die Aufgabe der Argl80-PEP-Wechselwirkung erzwungen wird, ist nicht so
eindeutig nachzuvollziehen. Wahrscheinlich spielen hierbei viele kleine Faktoren eine Rolle.
Das Argl80 wird sicherlich u. a. durch die Umlagerung des loops L2 AS109-132 dazu
bewegt, seine in der aktiven Struktur besetzte Position aufzugeben. Wihrend es in der aktiven

Struktur nur durch die Bindung zum Substrat PEP stabilisiert wird, geht es in der Position der
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inhibierten Struktur Wasserstoftbriickenbindungen ein, die diese Position gegeniiber der mit
PEP komplexierten bevorzugt (4bb. V.2.1.3c). Die eine Amingruppe des Guanidinrestes
bildet eine Wasserstoffbriickenbindung zur Carbonylgruppe des verschobenen (da in L2
gelegenen) Argll14 aus, dessen Seitenkette in sechs der acht Monomeren fehlgeordnet ist.
Durch dieselbe Positonsédnderung wird die den /Joop L2 in seiner aktiven Konformation
stabilisierende Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem Amid-Stickstoff des Argl14 und
der Seitenkette von GIn185* des Partner-Monomers aufgebrochen, so dass die Seitenkette
von GIn185* um seine Cp-Cy-Bindung rotiert (4bb. V.2.1.3c). In dieser Position kann es nun
eine starke Wasserstoffbriickenbindung zur zweiten Amingruppe des Argl80 ausbilden. Die
dritte stabilisierende Wasserstoffbriickenbindung bildet sich ebenfalls zwischen den beiden
Monomeren aus, und zwar zwischen der Carbonylgruppe des Glul83* und dem NE des zu
stabilisierenden Argl80. Auffallend ist, dass sich die Stabilisierung des Argl80 in der
inhibierten Struktur {iber zwei Wechselwirkungen zwischen den beiden zum Dimer ver-

einigten Monomeren ausbildet.

PEP PEP

GIn185* GIn185*

Glu183* Glu183*

Abb. V.2.1.3¢ Stereographische Darstellung der Rotamerfixierung des Argl80 nach Superposition
der strukturell invarianten Bereiche der Strukturen 4b (blau/dunkelblau) und 2¢ (griin/dunkelgriin). In der
aktiven Konformation bindet das Argl80 das in der aktiven Tasche eingelagerte PEP. Im inhibierten Zustand

wird es als Cp-C,-Rotamer iiber mehrere Wechselwirkung auch zwischen den beiden Monomeren eines Dimers
fixiert.

Eine weitere erwdhnenswerte Wechselwirkung zwischen den beiden Monomeren ist die
n—n—Wechselwirkung der Seitenketten von His223 und Phel32*. Dadurch, dass His223
durch die Aromat-Aromat-Wechselwirkung von Phe224 mit dem Effektor Tyrosin in die
Richtung der Bindungstasche gezogen wird, zieht es den mit ihm wechselwirkenden

Phenylring des Phel132* und mit ihm auch die Hauptkette in diesem Bereich mit sich. Dies
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filhrt wahrscheinlich ebenfalls zu einer Stabilisierung des /oops L2 in der inhibierten Form
des Enzyms.

Um die hier postulierte Informationsiibertragung zu verifizieren, wiren kinetisch Unter-
suchungen an Punktmutationen sinnvoll, die den Effektor-Mechanismus nach oben beschrie-
bener Theorie ausschalten miissten. In erster Linie interessant wire die Doppelmutante
Leul60Ala/Glul11Ala. In dieser Mutante sollte der Ubertragungsweg iiber die beiden loops
L3 auf L2 unterbrochen sein. Weiterhin von Interesse wére die Punktmutante Argl80Ala.
Durch sie konnten Riickschliisse auf den Einfluss dieses Arginins auf die PEP-Bindung und
auf die Konsequenz der Bindungsaufgabe gezogen werden. Auch die schon in Kap. V.1.4 im
Zusammenhang mit dem Katalysemechanismus vorgeschlagene Lysl12Ala-Mutante wire
hier von Bedeutung. Um die Bedeutung der Aromat-Aromat-Wechselwirkung zwischen
Effektor und Phe224 besser einordnen zu konnen, wire neben der schon existierenden

Phe224Tyr-Mutante die Phe224Ala-Mutante wahrscheinlich aussagekréftiger.

unterschiedliche, intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen 2¢ und 4e
Tyr-Mn**-Komplex (2¢) [A] PEP-G3P-Mn*"-Komplex (4¢)  [A]

Tyr28:0H Asp22:0D2 291 Leull0:N Ser157:0G 3.31
Asnl124:ND2 Lys120:0 2.97 Lys112:N Lys120:0 2.78
Asnl33:N Asnl24:0 2.94 Argl14:NH2 Trp119:0 2.87
Thr162:0G1 Met225:0 3.24 Phel32:N Aspl125:0D1 3.02
Argl80:NE1 Argl14:0 3.08 Ile134:N Phel132:0 2.90
GIn185:NE2 Glu189:0E2 3.05 Leul60:N Glul11:0E1 3.17
Aspl61:N Glul11:0E1 2.95
Ser164:0G Glul11:0E2 2.68
unterschiedliche, intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen 2¢ und 4e
Tyr-Mn*'-Komplex (2¢) [A] PEP-G3P-Mn>*-Komplex (4e) [A]
Asp22:N Ser195:0G* 3.11 Argl14:N GIn185:0E1* 291
GIn38:NE2 Glu21:0E2* 2.88 Lys120:NZ Glu189:0E2* 2.71
Lys52:NZ Gly18:0* 2.76 Lys120:NZ His222:ND1* 2.81
Arg55:NH1 Glu20:0* 2.79 Asnl124:ND2 His223:0* 2.74
Arg55:NH1 Glu20:0E1* 2.90 GIn185:NH2 Lys112:0%* 2.99
Argl80:NE Glul83:0%* 2.98 GIn185:NH2 Lys112:0%* 2.99
Argl180:NH2 Glul83:0%* 3.00 Argl88:NH1 Thr115:0* 2.81
Argl80:NH2 GIn185:0E1* 3.09
Lys229:NZ Glu21:0E1* 2.79
Lys229:NZ Glu21:0E2* 2.88
Tab.V.2.1.3a  Auflistung der Wasserstoffbriickenbindungen, die im Vergleich zwischen der Struktur des

aktiven Enzyms (4e) und der Struktur des inhibierten Enzyms (2¢) zusidtzlich aufgebaut wurden. Mit *
gekennzeichnete Aminosduren gehdren zum Partner-Monomer innerhalb des Dimers.
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V.2.2 Strukturbeschreibung des Phenylalanin-Mangan(1I)-Komplexes (4d)

Aus kinetischen Untersuchungen [Hartmann 1996] ist bekannt, dass die tyr-sensitive
DAHP Synthase aus S. cerevisiae nicht nur durch Tyrosin sondern auch durch Phenylalanin
inhibierbar ist. Mit einem K; von 270 uM sind jedoch 100mal hohere Aminoséure-
konzentrationen notwendig als fiir die Inhibierung mit dem Effektor Tyrosin (K;= 0.9uM).
Schon aus den Kristallisationsversuchen (sieche Kap. IV.1.2) wurde ersichtlich, dass die
Komplexbildungskonstante des Enzyms mit Phenylalanin (bzw. Alanin) deutlich geringer als
die des tatsdchlichen Effektors zu sein scheint. Betrachtet man nun die Effektorbindungs-
tasche der DAHP Synthase im Komplex mit Phenylalanin, so fallt auf, dass das Enzym zwar
in der gleichen Raumgruppe kristallisiert (P1l,, im Gegensatz zur nur mit Metallion
komplexierten trigonalen Kristallform), dass jedoch nicht jede der acht kristallographisch un-
abhédngigen Bindungstaschen vollstindig mit Phenylalanin besetzt ist. Nur in den Monomeren

C und D bzw. G und H konnte die Elektronendichte als Phenylalanin verfeinert werden.

e

Thr162 Val227 !a Thr162 Val227
b

Phe224

Ser195 Ser195

Abb. V.2.2a Stereographische Darstellung der Effektorbindungstasche mit dem fiir die tyr-sensitive
DAHP Synthase nicht spezifischen Effektor Phenylalanin. blau: sigmaA gewichtete 2mfo-Dfc-omit-map
konturiert bei 1o, griin: fo-fc-omit-map konturiert bei 3c. Wahrend die Bindungsstellen der Carboxylatgruppe
und der Amingruppe erhalten bleiben, konnen die durch die Hydroxylgruppe des Tyrosins ausgebildeten
Wasserstoffbriicken zu Thr162 und Val227 nicht geformt werden.

Bemerkenswert ist, dass die Bindung eines Effektors die Bindung eines zweiten Effektors im
Partner-Monomer zu fordern scheint. Uber die Kooperativitit in bezug auf den Effektor
werden in der Literatur fiir die unterschiedlichen Isoenzyme in verschiedenen Organismen
unterschiedliche Angaben gemacht [Stephens 1991; Akowski, 1997, u. a.]. Sie ist moglicher-
weise auf die bei Effektoreinlagerung beobachtete Monomerkontaktéinderungen innerhalb des

Dimers zuriickzufiihren (7ab. V.2.1.3a). Diese Teilbesetzung der Effektorbindungstasche ist
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ein weiterer Hinweis auf die schwache Bindung des Phenylalanins an die Bindungstasche des
fiir dieses Isoenzym spezifischen Effektors Tyrosin. Vergleicht man nun die Bindungsverhilt-
nisse des Tyrosins mit denen des Phenylalanins, so wird der Unterschied in der Komplex-
bindungsstdrke verstdndlich. Zunéchst ist die Bindungstasche des Phenylalanins mit der des
Effektors Tyrosin identisch. Wie vermutet wird die aromatische Aminosdure iiber die in allen
DAHP Synthasen konservierten Bindungsstellen (Glu2l, Asp22, Ser195, Asnl66 und
Phe224) festgehalten. Das Asnl66 ordnet sich auch hier energetisch giinstig parallel zum
Aromaten des Effektors an und bildet Wasserstoftbriickenbindungen sowohl zur Amingruppe
des Effektors als auch zum Carbonylsauerstoffatom des Val227 aus. Auch das Phe224 wird
durch den aromatischen Ring des Effektors in die Bindungstasche hineingezogen, allerdings
ist diese Bewegung mit 1.2 A nicht so stark ausgepriigt wie bei der Inhibierung mit Tyrosin

(siche Abb. V.2.2.b).

Val227 Val227

Thr162 ! Thr162 i

i \ i
Asn166
Phe224 Phe224
Effektoren Effektoren
Glu21* y Glu21*
Ser195 Ser195
Abb. V.2.2b Stereographische Darstellung der Effektorbindungstaschen aus den Strukturen 2c

(griin), 2d (gelbgriin) und 4e (blau) nach Superpositionierung der konformationell invarianten Enzymbereiche.
Aufgrund der fehlenden Wasserstoffbriickenbindungen des Phenylalanins zu Thr162 und Val227, die in der
Struktur 2¢ die Konformationsédnderungen des loops L2 und des B-Strangs [6a stabilisieren, ist die Lage des
aromatischen Rings zu der des Tyrosins leicht verschieden. Daraus resultiert eine weniger stark ausgepragte
Aromat-Aromat-Wechselwirkung des Phe226 mit dem aromatischen System des Effektors.

Im Fall des Phenylalanins als Effektor fehlen die fiir das Tyrosin charakteristischen
Wasserstoftbriickenbindungen der Hydroxylgruppe zu Thr162:0G und Val227:N. Dies fiihrt
zum einen zu einer sehr viel geringeren Bindungsstirke des Phenylalanins an das Enzym im
Vergleich zum Tyrosin, zum anderen fehlt fiir den Inhibierungsmechanismus eine wichtige
Wechselwirkung zwischen dem /Joop L160-166 und dem B-Strang Pa (AS224-227), die im
Fall des Tyrosins iiber seine Hydroxylgruppe stattfindet und zur Stabilisierung der inhibierten
Struktur beitrdgt. Die Elektronendichte der Struktur 2d weist im Bereich der Informations-
iibertragung (Leul60 (L3) und Glulll (L2) ) schlechte Qualitéit auf, so dass die Lagen der
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Seitenketten nicht eindeutig zu bestimmen sind. Die Lage der Seitenkette des Argl80 liegt
jedoch in sieben der acht Féllen in der inhibierten Konformation vor. Die schlecht definierte
Elektronendichte der fiir den Inhibierungsmechanismus wichtigen /oops kann unterschied-
liche Ursachen haben. Ein Grund liegt wahrscheinlich in der méBigen Qualitit des Daten-
satzes mit einer Aufldsung von 2.7 A, die jedoch auch durch die Flexibilitit einiger Enzym-
bereiche bedingt sein konnte. Ursache fiir diese Flexibilitdt konnte sein, dass die verfeinerten
Lagen der Phenylalanine aufgrund fehlender, wichtiger Wasserstoffbriickenwechselwirkun-
gen wahrscheinlich nicht zu 100% besetzt sind. Dieses Problem konnte eventuell durch
Kristallisation mit einem héheren Uberschuss an Phenylalanin aufgehoben werden. Doch
auch im komplexierten Zustand scheint die inhibierte Konformation nicht so stabilisiert zu
werden, wie dies im mit Tyrosin komplexierten Enzym der Fall ist. Dadurch dass die
Briickenfunktion der Tyrosin-Hydroxylgruppe zwischen dem /oop L2 und dem B-Strang Pa
(Thr162 und Val227 {ber Tyrosin) nicht vorhanden und auch die Aromat-Aromat-
Wechselwirkung zwischen Phe224 und dem Effektor nicht so stark ausgeprigt ist (siche
Abb. V.2.2b), kann die Stabilisierung der komplexierten Enzymkonformation im Fall des
Phenylalanins als Effektor nur iiber die Wechselwirkung des Asnl66 sowohl mit dem

Aromaten des Effektors, als auch mit Val227 stattfinden.

V.23 Strukturbeschreibung der Punktmutante Gly226Ser (2¢)

Fiir die unterschiedliche Sensibilitét (phe-, tyr- und trp-sensitiv) und Kinetik (kompetitiv bzw.
nicht-kompetitiv beziiglich der Substrate) der negativen Riickkopplungsmechanismen der drei
Isoenzyme sind wahrscheinlich Unterschiede in der Sequenz und daraus folgend im
strukturellen Aufbau der Isoenzyme verantwortlich.

Vergleicht man die Aminosduresequenz der informationsiibertragenden Bereiche f6a (224-
227)und L3 (160-166) in den Isoenzymen der verschiedenen Organismen, so féllt eine grof3e
Ubereinstimmung auf (siehe 4bb. Id). Im loop L3 sind wie schon in Kap. V.2.1.1 beschrieben
die in den Effektormechanismus involvierten Aminosduren Leul60 und Asnl66 in allen
Isoenzymen konserviert, ebenso das Aspl61l. Prol65 ist mit Ausnahme der trp-sensitiven
DAHP Synthase in allen Isoenzymen enthalten. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die
Bindungstasche der trp-sensitive DAHP Synthase in diesem Bereich statt der Aminosdure
Prolin ein Glycin als ,,Scharnierfunktion® der Loopregion benutzt, um Platz fiir den im
Tryptophan zusétzlich vorhandenen Pyrrolring zu schaffen. Die Aminosduren Thr162, Ile163

und Ser164 sind in den iibrigen Isoenzymen zum Teil konservativ durch Methionin, Valin und
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Threonin ausgetauscht. Auch im Bereich des [B-Stranges [6a sind die hydrophoben
Seitenketten zum Teil konserviert (Phe224) oder konservativ ausgetauscht (Met225 gegen
Leu oder Val und Val227 gegen Ile oder Phe). Auffillig ist der Wechsel der Aminoséduren auf
der Position AS226. Wihrend sich in den tyr-sensitiven DAHP Synthasen sowohl aus E. coli
als auch aus S. cerevisiae an dieser Position ein Glycin befindet, wird dieses systematisch in
den phe- und trp-sensitiven Isoenzymen durch ein Serin ersetzt (4bb. Id). Kinetische Unter-
suchungen [Hartmann 2001] an den Punktmutanten Gly226Ser und Gly226Thr der tyr-
sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae ergaben tatsdchlich eine Umkehr der Sensibilitét
(Tab. Ia). Um zu verstehen, wieso ein selektiver Austausch einer Aminosédure die Sensibilitdt
der DAHP Synthase von tyr- auf phe-sensitiv umstellt, wurde die Kristallstruktur der
Punktmutanten Gly226Ser mit Phenylalanin komplexiert. Alle acht Effektorbindungstaschen
der asymmetrischen Einheit sind mit Phenylalanin besetzt. Die Lage des Phenylalanins
entspricht in etwa der Lage des Phenylalanins in Kap. V.2.2 ( siche Abb. V.2.2b) und ist in
allen acht Monomeren eindeutig in der Elektronendichte zu bestimmen. Auch die Position des
Ser226:Cg der Punktmutation ist eindeutig definiert, wohingegen auch nach mitteln tiber die
acht unabhédngigen Molekiile aufgrund der Elektronendichte nicht eindeutig auf die Lage der
Hydroxylgruppe Ser226:OH geschlossen werden kann (siehe Abb. V.2.3a). Dieses Phanomen
ist zum einen auf die schlechte Qualitit des Datensatzes bei 2.7 A zuriickzufiihren, zum
anderen wiren Fehlordnungen der Hydroxylgruppe mdéglich. Lasst man die Hydroxylgruppe
des Ser226 um die C,-Cg-Bindung rotieren, so ergeben sich drei mogliche Positionen, in

denen sie sinnvolle Wasserstoftbriickenbindungen ausbilden kann (4bb. V.2.3b).

T

e, Val227 al227

Abb. V.2.3a Stereographische Darstellung des B—Stranges mit der Punktmutanten Gly226Ser und
des Effektors Phenylalanin. Die dargestellte Elektronendichtekarte entspricht einer bei 1o konturierten 2mfo-
Dfc-omit-map im Bereich des Phenylalanins und der gesamten Aminoséure Ser226. Die Lage des Effektors und
des Ser226:CB ist eindeutig in der Elektronendichte zu erkennen, wahrend fiir die Hydroxylgruppe Ser226:0G
drei mogliche, in bezug auf Wasserstoffbriickenausbildung giinstige Rotamere dargestellt sind (hellrosa).
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p6a \ 62

Asp22* Thr236

Phe224
Ser195 ’

Effektor

Thr236

’

Phe224

Abb. V.2.3b Stereographische Darstellung der Effektorbindungstasche der Punktmutanten
Gly226Ser. Zwei der moglichen, dargestellten Wasserstoffbriickenbindungen des Ser226 wiirden zu einer
gegenseitigen Stabilisierung von L3 und B6a im durch Phenylalanin inhibierten Zustand fiihren (a und b)

Eine Moglichkeit, die sich in Molekiil B, C und H als Position andeutet, wire eine
Wasserstoftbriickenbindung zum Carbonylsauerstoffatom des Thr162 (4bb. V.2.3b: a), eine
weitere sinnvolle Wasserstoffbriicke konnte zur Hydroxylgruppe des Thr162 ausgebildet
werden (Abb. V.2.3b: b) und eine dritte mogliche Wasserstoftbriicke wiirde sich durch das
Rotamer ¢ (4bb. V.2.b3: ¢) zu Thr236 ergeben.

Wihrend das dritte Rotamer nicht zu einer Stabilisierung der inhibierten Struktur beitragen
wiirde, hitten die beiden ersten, moglichen Rotamere entscheidenden Einfluss auf die
Stabilitdt der inhibierten Struktur. Sie wiirden zur beim Tyrosin von der Hydroxylgruppe
iibernommenen Aufgabe der Stabilisierung der beiden bewegten Bereichen L3 und [6a
beitragen (4bb. V.2.3b). Durch eine direkte Wasserstoffbriickenbindung zwischen den beiden
loops (Ser226:0G mit Thr162:0) wiirden sie die {iber das Tyrosin verbriickte (Val227:N {iiber
Tyres:OH zu Thr162:0) Bindung ersetzten. Diese im Vergleich zum unkomplexierten Enzym
neu ausgebildete, stabilisierende Wasserstoffbriickenbindung kann sich erst dadurch
ausbilden, dass sich die beiden loops durch Wechselwirkungen (z. B. Phe224, Glul66) mit
dem eingelagerten Effektor Phenylalanin niherkommen.

Die Moglichkeit der Wasserstoftbriickenbindung ¢ zwischen der Punktmutation Ser226 (bzw.
Ser219 in der phe-sensitiven aus E. coli) und Thr236 (bzw. Val229 in der phe-sensitiven aus
E. coli) ist in der phe-sensitiven DAHP Synthase aus E. coli nicht gegeben, da die analoge
Aminosdure Valin keine Wasserstoffbriickenbildung ermdglicht. Eine Doppelmutante
Gly226Ser/Thr236Val sollte demnach, falls tatsichlich eine Wasserstoffbriicke zwischen
Ser226 und Thr236 ausgebildet werden kann, die Inhibierungseffektivitit der Mutanten

zusatzlich erhohen.
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Ser226 Val227 Val227

Phe224 Phe224

Thr162

Effektoren Effektoren

Abb. V.2.3¢c Stereographische Darstellung der superpositionierten Effektorbindungstaschen der
Strukturen 2¢ (griin) und 2e (altrosa). In beiden Féllen werden L3 und B6a im inhibierten Zustand durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen beiden Enzymbereichen stabilisiert. In Struktur 2c¢ verlduft diese
Stabilisierung tiber die Hydroxylgruppe des Effektors Tyrosin, in der phe-sensitiven Punktmutante Gly226Ser
(2e) iiber eine direkte Verkniipfung der Bereiche durch die Hydroxylgruppe des Ser226.

Auch die Wasserstoftbriickenbindung b zur Hydroxylgruppe des Thr162 kann in der phe-
sensitiven DAHP Synthase aus E. coli nicht ausgebildet werden, da die analoge Aminosiure
hier ein Methionin ist. Auch hier sollte eine doppelte (Gly226Ser/Thr162Met) bzw. eine
dreifache  (Gly226Ser/Thr162Met/Thr236Val)  Punktmutante die  Effektivitit der
Phenylalanin-Sensibilitdt erhohen.Der negative Riickkopplungsmechanismus in dieser
Punktmutante wird trotz Austausch der Effektoren quasi durch das Ubertragen der
Hydroxylgruppe vom Tyrosin (das zum Phenylalanin wird) auf das Gly226 (das zum Ser226
wird) und so durch Aufbau eines dhnlichen Wasserstoffbriickenbindungsnetzes
aufrechterhalten. Es kann also vermutet werden, dass in den phe-sensitiven DAHP Synthasen
die Stabilisierung der bewegten Enzymbereiche L3 und B6a im inhibierten Zustand {iber die
oben diskutierte Wasserstoffbriickenbindung des Serins erfolgt.

In diesem Fall wiirde auch im phe-sensitiven Enzym die Information von loop L3 auf den die
Bindungsstellen der Substrate beinhaltenden loop L2 iibertragen werden. Nicht geklart wéren
damit die Unterschiede in der Kinetik, denn falls beide Enzyme iiber den in Kap. 2.1.3
postulierten Riickkopplungsmechanismus funktionieren wiirden, miissten sie beide kompetitiv
in bezug auf PEP und nicht-kompetitiv in bezug auf E4P arbeiten. Dies wird jedoch nicht
beobachtet [Paravicini 1989]. Wahrscheinlich existieren also zwischen beiden Isoenzymen
noch weitere strukturelle und damit mechanistische Unterschiede, die nicht durch die

Mutation Gly226Ser simuliert werden kdnnen.
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V.24 Literaturvergleich

In einem kiirzlich vom Arbeitskreis Kretsinger veréffentlichten Artikel [Shumilin 2002] {iber
die Struktur der phe-sensitiven DAHP Synthase aus E. coli im Komplex mit Mn(II), Phenyl-
alanin und PEP wird im wesentlichen der hier postulierte Inhibierungsmechanismus bestétigt.
Wie vermutet (siche Kap. V.2.1.3), befindet sich die Phe-Bindungsstelle in der relativ
hydrophoben Bindungstasche analog zu der hier besprochenen tyr-sensitiven
DAHP Synthase. Der Effektor Phenylalanin wird erwartungsgemal3 iiber die in allen
DAHP Synthasen konservierten Aminosduren Serl80 (bzw. Serl195 in der tyr-sensitiven
DAHP Synthase aus S. cerevisiae), Gln151 (bzw. GIn166) in der Bindungstasche gebunden,
die durch die Aminoséduren Asp06 und Asp07 (bzw. Glu21 und Asp22) aus dem N-Terminus
des Partnermonomers geschlossen wird (sieche Kap. V.2.1.1). Auch die im Rahmen dieser
Arbeit postulierte Loop-Stabilisierung durch eine die Wasserstoftbriickenbindungen zur
Hydroxylgruppe des Effektors Tyrosin ersetzende Wasserstoffbriickenbindung des
Ser211:0OH (bzw. Ser226) zum Metl47:0 (bzw. Thrl162) (siche Kap. V.2.3) scheint
ausschlaggebend fiir die Stabilisierung der effektorinduzierten Konformationsdnderung zu
sein. Die Loop-Bewegungen und damit die Informationsiibertragung von der Effektor-
bindungsstelle zum aktiven Zentrum findet ebenfalls in beiden Enzymen iiber die gleichen
Enzymbereiche, den /loop L3, das zusitzliche B-Faltblatt B6a/b und den erweiterten, in die
Bindungstasche involvierten Jloop L2 statt. Unterschiedlich scheint die Informations-
iibertragung vom /loop L3 auf den loop L2 zu sein. Zwar brechen auch in der phe-sensitiven
DAHP Synthase aus E. coli die Wasserstoftbriickenbindungen des Glu96 (analog Glulll in
der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae) zum loop L3 auf, jedoch scheint dies
erstaunlicherweise nicht durch eine Drehung des dem Leul60 analogen Leul45 hervor-
gerufen zu sein. Die Anderungen im aktiven Zentrum sind, wie aufgrund der Sequenz-
homologie erwartet (siehe Kap. V.2.1.1), gepragt durch die zur aktiven Struktur verschiedenen
Rotamere der das PEP bindenden Aminosduren Lys97 (bzw. Lys112) und Argl64 (bzw.
Argl80). Aufgrund der gleichen Beobachtungen wurde in Kap. V.2.1.3 angenommen, dass
das Substrat PEP wegen des Verlustes wichtiger Wasserstoftbriickenbindungen nicht in seiner
Bindungstasche verbleibt. Dies wiirde mit den kinetischen Ergebnissen der kompetitiven
Hemmung in bezug auf das erste Substrat PEP in Einklang stehen. Erstaunlich erscheint die
Beobachtung der Autoren, dass sich in der &hnlich verdnderten Bindungstasche der phe-
sensitiven DAHP Synthase aus E. coli das Substrat PEP um 180° rotiert mit der

Phosphatgruppe an der Carboxylatbindugsstelle und mit der Carboxylatgruppe an der
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Phosphatbindungsstelle einlagert. Diese Beobachtung sollte im Fall der tyr-sensitiven
DAHP Synthase durch einen Kristallisationsansatz sowohl mit dem Effektor Tyrosin als auch
mit dem Substrat PEP {iberpriift werden.

Insgesamt kann von einer weitgehenden Ubereinstimmung der Mechanismen der beiden
Isoenzyme aus den unterschiedlichen Organismen gesprochen werden, deren Sensibilitét sich
wechselseitig durch den Austausch einer einzigen Aminosdure vertauschen ldsst [Hartmann
2001]. Ungeklirt verbleiben bei dieser vermeintlichen Ubereinstimmung des Regulierungs-
mechanismus die in der Literatur beschriebenen [Schnappauf 1998; Stevens 1991; Shumilin
2002] Unterschiede in der Kinetik der Inhibition. Zur Erkldrung dieser widerspriichlich
erscheinenden Beobachtungen wiren detailliertere Strukturuntersuchungen sowohl an
moglichst hochaufgelosten Datensédtzen der inhibierten Wildtypen als auch an ausgewaihlten
Punktmutanten = sowie  kinetische  Untersuchungen zu ihren  unterschiedlichen

Inhibierungsarten in bezug auf die Substrate von Nutzen.

V.3 Raumgruppen, Kristallpackungen und
Oligomerisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die tyr-sensitive DAHP Synthase aus S. cerevisiae und
Komplexe dieses Enzyms in vier unterschiedlichen Kristallformen untersucht. Nur minimale
Unterschiede in den Kristallisationsbedingungen, wie z. B. PEG-Konzentration, Art und
Weise der Substrat- und Effektorzugabe, Temperatur und pH-Wert sowie Dauer des Soakens
in der Cryoprotektandenldsung (siehe Kap. IV.2) fithrten zu diesem Wechsel des Kristallauf-
baus. Im folgenden sollen unterschiedliche Aspekte der Kristallpackungen untersucht werden.
Betrachtung in der Asymmetrischen Einheit

Im Fall der groBen P1-Zelle, in der sadmtliche Effektor-Komplexe (2¢, 2d, und 2e)
kristallisieren, die aber auch mit dem einfachen Metall(Il)-Enzym-Komplex (2a) oder
Metall(I)-PEP-Enzym-Komplex (2b) existiert, befinden sich acht Molekiille in der
asymmetrischen Einheit und somit in der Zelle. Die Molekiile bilden ein loses Oktamer aus
zwei Tetrameren, die sich aus zwei Dimeren zusammensetzen (4bb. V.3a: A). Anhand der
Selbstrotationsfunktion der Daten (4bb. V.3b:A) ldsst sich eine nichtkristallographische 222-
Symmetrie erkennen, die jeweils die Monomere bzw. die Dimere innerhalb eines Tetramers
ineinander tiiberfiihrt. Die beiden Tetramere einer asymmetrischen Einheit sind durch eine
Translation nahezu exakt ineinander lberfithrbar. Der scheinbare Translationsvektor betragt
in etwa (0.5 0.5 0), was auch in der Patterson-Dichtekarte an einem Maximum in der Ebene

Z = 0 zu erkennen ist (Abb. V.3a:B).
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0.5 b—> 10

Abb. V.3a A: Kiristallpackung des Oktamers in der groBen Pl-Zelle mit eingezeichneten
nichtkristallographischen 2-zdhligen Achsen der 222 Symmetrie und dem Translationsvektor entlang (0.5, 0.5, 0)
B: Pattersondichtekarte der grofien P1-Zelle in der Hohe Z =0 bei einem Konturintervall von 1c mit dem
Translationsmaximum mit einer Hohe von 37.1c auf (0.527, 0.482, 0).

Abb. V.3b

A: Selbstrotationsfunktion der grofen P1-Zelle
mit drei senkrecht zueinander stehenden 2-
zahligen Achsen

B: Selbstrotationsfunktion der kleinen P1-Zelle
mit drei senkrecht zueinander stehenden 2-
zahligen Achsen

C: Selbstrotationsfunktion der C2-Zelle mit zwei
senkrecht zu der kristallographischen 2-zdhligen
Achse stehenden 2-zdhligen Achsen
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Dies entspricht einer scheinbaren ,,C-Zentrierung® der P1-Zelle. Wiirde es sich tatsdchlich um
eine reine Translation in Richtung der halben Diagonalen der C-Flache handeln, so wére die
Zelle eine um diesen Vektor verkleinerte Pl-Zelle mit nur einem Tetramer in der
asymmetrischen Einheit. In der kleinen P1-Zelle, in der sowohl das unkomplexierte Enzym
(1a), als auch der erste Kristall der mit Phenylalanin komplexierten Gly226Ser Mutante (1b)
gemessen wurde, befindet sich tatsdchlich nur ein Tetramer in der asymmetrischen Einheit.
Innerhalb dieses Tetramers lassen sich die Monomere bzw. Dimere wiederum {iber eine
nichtkristallographische 222 Symmetrie ineinander {iberfiihren (4bb. V.3b:B). Aus der Selbst-
rotationsfunktion wird deutlich, dass sich eine der nichtkristallographischen zweizdhligen
Achsen parallel zur a-Achse der Zelle befindet. In der C2-Zelle, die in ihrer asymmetrischen
Einheit nur ein Dimer enthilt, wird das Tetramer durch die kristallographische zweizédhlige
Achse generiert. Durch zwei senkrecht zu ihr stehende nichtkristallographische zweizdhlige

Achsen wird auch hier eine 222-Symmetrie des Tetrameres erzeugt (siche Abb. V.3b:C).

Vergleich der Zellen
Beim ndheren Untersuchen der Zellen fillt auf, dass sich die Packung der Kristallformen 1, 2

und 4 stark dhneln.

C2-Ply
Die Zelle der Kristalle in C2 ldsst sich durch die Transformation (0 10 001 % % 0)
beinahe in die kleine P1-Zelle iiberfithren. In Abb. V.3c ist die Zellverzerrung zu sehen, die

die Aufhebung der Symmetrie und somit die Anderung des Kristallsystems verursacht.

o a
a
C
C
A
Abb. V.3c A: Uberlagerung der Zellen 1 (griin) und 4 (rot). In B wird die leichte Verschiebung der

Zellkanten sichtbar, die den Raumgruppenwechsel verursacht.
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P1kl-Pl1gr

Auch die Zellen der beiden triklinen Kristallsysteme sind miteinander verwandt. Zeichnet
man in die groBe P1-Zelle die moglichen Translationsvektoren (72 2 0) bzw. (-2 2 0) der
Packung ein, so erkennt man, dass diese ungefahr den Zellkanten a und b der kleinen P1-Zelle
entsprechen, wiahrend die Zellkante c in etwa gleich bleibt. Abb. V.3d zeigt, dass die kleinere
Zelle jedoch in c-Richtung im Vergleich zur grolen P1 Zelle verzerrt ist, wodurch die

unterschiedlichen Winkel hervorgerufen werden.

a

A a B

Abb. V.3d Uberlagerung der groBen P1-Zelle 2 (blau) und der kleinen P1-Zelle 1. Die NCS-Translation
wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit als ,,C-Zentrierung* in die groBe P1-Zelle eingezeichnet.

Oligomerisierungsstatus

Oft ist es schwierig, anhand von Kristallstrukturen Aussagen iiber den Oligomerisierungs-
zustand oder iiber flexible Bereiche eines Enzyms in Lésung zu treffen, da das Enzym im
Kristallgitter Packungszwéngen ausgesetzt ist, die in Losung wegfallen. Kristallisiert jedoch
das selbe Enzym in unterschiedlichen Gittern, werden prizisere Aussagen moglich.

Dass die DAHP Synthase in jedem Fall wenigstens als Dimer in Ldsung vorliegt, haben
Gelfiltrationsuntersuchungen ergeben [Pfeil 2002]. Aufgrund der vielfdltigen und
unterschiedlichen Wechselwirkungen in der aktiven im Vergleich zur inhibierten
Enzymkonformation scheint die Existenz des Dimers sowohl fiir den Katalysemechanismus,
als auch fiir den Regulationsmechanimus essentiell notwendig zu sein. Die Unterschiede in
den Dimerisierungskontakten im aktiven und im inhibierten Enzym sind in 7ab.V.2.1.3a
aufgelistet. Sie bestirken die These, dass die Kommunikation zwischen den beiden
Monomeren eines Dimers notwendig fiir die Regulierbarkeit des Enzyms ist, und somit die
Annahme, dass es sich bei der aktiven Form des Enzyms mindestens um ein Dimer handelt.
Auf die konkreten Auswirkungen dieser Anderungen in der Dimerisierung wurde in

Kap. V.2.1 eingegangen.
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Tetramerisierung

Uber die hohere Oligomerisierung des Enzyms herrscht noch Unklarheit [Pfeil 2002].
Betrachtet man die Dimerkontaktstellen, durch die eine Tetramerisierung in allen
Kristallformen hervorgerufen wird, so fillt auf, dass als Wechselwirkungen keine starken
Wasserstoff- oder Salzbriickenbindungen vorliegen. Vielmehr handelt es sich hierbei

hauptsdchlich um  hydrophobe van-der-Waals-Wechselwirkungen  zwischen den

i
-]

N
=

Aminosdureseitenketten aller vier Monomere (siche 4bb. V.3g).

Cand &

Abb. V.3e Stereographische Darstellung der hydrophoben Wechselwirkungen der Aminoséduren His230
und Val232 zwischen allen vier Monomeren an der Tetramerbindungsstelle

Sie liegen jeweils im Bereich des /oops zwischen den Strangen des zusitzlichen -Faltblattes
B6a/b (His230, Val232) und in der zusitzlichen Helix a0 (Pro30, Ala32, Ala35, Leu36) sowie
in den entsprechenden Bereichen der nicht kristallographisch 222-symmetrieverwandten
Monomere. Auffillig ist die Lage des His230 an der Tetramerkontaktstelle. Es bildet in keiner
der Raumgruppen und Komplexe Wasserstoffbriickenbindungen aus. Vergleicht man nun
diese Tetramerbindungsstellen nicht nur in den unterschiedlichen Kristallformen, sondern
auch in der gleichen Kristallform aber in unterschiedlichen Komplexen miteinander, so fallt
die flexible Position der Histidine His230 auf (4bb. V.3e).

Durch diese Konformationsunterschiede an der Dimer-Kontaktstelle ist eine geringfiigig
unterschiedliche Anordnung der Dimere innerhalb eines Tetramers moglich. Dies wird
deutlich, wenn man aus allen Kristallformen Monomer A eines jeden Tetramers
tibereinanderlagert (4bb. V.3f) Die mittlere Abweichung der superpositionierten Molekiile
betriigt nur 0.2 A, wiihrend die groBten Abweichungen in Monomer D bei 5.5 A liegen.
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Abb. V.3f Die Monomere A aus den
Tetrameren der Strukturen 1a (blau), 2¢ (griin),
3c (gelb), 4b (rot) wurden superpositioniert.
Durch Anderungen in der Dimerkontaktstelle
resultieren Abweichungen von bis zu 5.5 A in
den Monomeren C und D.

Der Winkel zwischen den beiden das Tetramer ausbildenden Dimeren entspricht in der
Struktur 1a in etwa 72° (errechnet zwischen den Geraden durch die Massenschwerpunkte der
Monomere A und B bzw. C und D). Dieser Winkel wird in den anderen Komplexstrukturen
nur um wenige Grad verdndert (4bb. V.3f), so dass er als charakteristisch fiir dieses Enzym

angesehen werden kann.

Abb. V.3g A: schematische Darstellung des Tetramers mit Winkel ¢ zwischen den Dimeren. B: Dimeroberflache,
deren Aminosiureseitenketten entsprechend ihrer Partialladung eingefirbt sind (blau: positive Partialladung, rot:
negative Partialladung, gelb: hydrophobe Aminoséuren). Die hydrophoben Dimerkontaktstellen tragen eine griine
Einfirbung.

Oktamerisierung

Auch die Okta- bzw. Oligomerisierung aus den Tetrameren erfolgt in den zwei triklinen und
der monoklinen Zelle dhnlich, wéhrend man in der trigonalen Zelle nicht von einer Okta-
merisierung sprechen kann, da die Tetramere trotz groBBer Wasserkanalbereiche unterschied-
lich starke Wechselwirkungen mit mehr als einem Symmetriedquivalent eingehen. Im Fall der

kleinen P1-Zelle handelt es sich um eine Oligomerisierung, da sich die Tetramerkontakte
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translatorisch durch das Gitter fortsetzen. Starke Wasserstoffbriicken bilden sich zwischen
Ser273:0_A des einen Tetramers und Gly272:N B des nichsten translationsdquivalenten
Tetramers, bzw. Gly272:N A des einen und Ser273:0 B des néchsten translations-
dquivalenten Tetramers aus. Entsprechendes gilt fiir die Monomere C und D. Diese Bahnen
von oligomerisierten Tetrameren sind durch Wasserkanéle voneinander getrennt. Der Wasser-
gehalt der Zelle entspricht 53%.

Im Fall der groflen P1-Zelle sind die Wechselwirkungen zwischen den Tetrameren innerhalb
der asymmetrischen Einheit wesentlich schwécher ausgepridgt. Hier bestehen schwache
Wasserstoftfbriickenbindungen zwischen Thr349:0G1_B und Glu082 OE1 F, Lys294:NZ B
und Glu086 OE2 F sowie zwischen ALA332:0 D und Arg290:NH2 H. Die Wechsel-
wirkung zum ndchsten Translationsdquivalent entspricht allerdings wieder der schon oben
beschriebenen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen wechselseitig dem Ser273 und dem
Gly272 der entsprechenden Tetramere. Die in der kleinen P1-Zelle beobachteten Wasserberei-
che zwischen den Tetramerschichten sind hier weniger stark ausgeprigt, so dass der
Wassergehalt auf 39% sinkt.

In der C2-Zelle sind wiederum die Wasserstoffbriicken zwischen Ser273 und Gly272
wechselseitig erhalten. Hinzu kommen Wasserstoffbriickenbindungen, die die oligomeri-
sierten Tetramerbahnen untereinander verkniipfen. Es bilden sich zusitzlich Wasserstoft-
briickenbindungen zwischen A Lys260:NZ und #B Ser261:0G bzw. #B Thr255:0G und
A 2640E3 und #B 260 NZ und umgekehrt zwischen B Lys260:NZ und #A Glu264:0E2
und B Thr255:0H und B_Ser261:0H zu #A Lys260:NZ aus. Dies fiihrt im Vergleich zur
kleinen P1-Zelle ebenfalls zu eine Verringerung des Wassergehaltes auf 40%.

Aussagen iiber den Oligomerisierungszustand des aktiven Enzyms in Losung sind demnach
auch anhand der hier erfolgten Untersuchung nicht eindeutig aufzustellen. Jedoch kann eine
Oktamerisierung aufgrund der schwachen und in den einzelnen Raumgruppen unterschied-
lichen Wechselwirkungen als kristallimmanent angesehen und fiir das Verhalten in Losung
ausgeschlossen werden. Die Dimere fiigen sich in allen Komplexen iiber die gleichen
hydrophoben Kontaktstellen zu einem Tetramer zusammen, jedoch scheint dieser Bereich
durch das His232 recht flexibel zu sein, so dass leichte Anderungen im Winkel zwischen den
Dimeren moglich sind. Aufgrund der Tatsache, dass es sich ausschlielich um hydrophobe
Wechselwirkungen handelt, ist anzunehmen, dass sich die Dimere auch in Losung als
Tetramere zusammenfinden, um ihren Anteil an hydrophober Oberfliche zu minimieren. Ob
iiber diese Kontaktstelle ebenfalls, wie zwischen den Dimeren, ein Informationsaustausch

bzw. eine Konformationsstabilisierung stattfindet, bleibt fraglich.
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\% | Zusammenfassung und Ausblick
Zelle: abec Komplexe Nr.
Kristallform afBy
Pl 516 69.0 1025 DAHPS 1a
1064 1015 94.8 DAHPS + Mn*" + Phe 1b
Pl 823 940 105.1 DAHPS + Mn* 2a
65.1 857 757 DAHPS + Mn*" + PEP 2b
DAHPS + Mn* + Tyr 2¢
DAHPS + Mn*" + Phe 2d
Gly226Ser + Mn*" + Phe 2e
C2 196.6 50.5 64.9 DAHPS + Mn* 4a
90 1064 90 DAHPS + Mn* + PEP 4b
DAHPS + Co* + PEP dc
DAHPS + Co*" + P2G 4d
DAHPS + Co*" + PEP + de
G3P

P3(1)21 105.7 105.7 2688 DAHPS + Mn* 3a

90 90 120

Abb. VIa Zusammenfassung der im Rahmen dieser Arbeit verfeinerten Komplex-Strukturen der tyr-
sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae in den verschiedenen Raumgruppen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Katalyse- und Riickkopplungsmechanismus der
DAHP Synthasen anhand von Kiristallstrukturen unterschiedlicher Komplexe der tyr-sensi-
tiven DAHP Synthase aus Saccharomyces cerevisiae auf molekularer Ebene untersucht.
Enzym-Komplexe in ihren Kristallpackungen

Die verschiedenen Komplexe des Enzyms wurden in vier unterschiedlichen Kristallformen
betrachtet. Drei dieser Kristallformen (P1y, P1g und C2) sind durch minimale Verdnderungen
in der Kristallpackung ineinander iiberfiihrbar (siche Kap.V.3). Die trigonale Kristallform
zeichnet sich durch unterschiedliche Konformationen der beiden Monomere eines Dimers
aus. Das unbeladene, auch ohne Metallion komplexierte Enzym (1a) zeigt eine grof3e Flexibi-
litdt besonders im Bereich der aktiven Tasche. Dies ldsst auf eine u. a. strukturgebende Rolle
des Metallions schlieBen.

Das aktive Zentrum

Durch Strukturuntersuchungen an unterschiedlichen Metallionen-, Substrat- bzw. Analoga-
Enzym-Komplexen konnte die aktive Tasche der Enzymfamilie charakterisiert werden.
Bemerkenswert ist die in allen Komplexen beobachtete hohe Rigiditdt der Bindungstasche,

die hergestellt wird, sobald das erste Substrat oder sein Analogon bindet. Dies ldsst vermuten,



VI Zusammenfassung und Ausblick 109

dass erst durch die Bindung des ersten Substrates die Bindungstasche in ihrer aktiven Form
festgehalten und fiir die Einlagerung des zweiten Substrates und somit fiir die Katalyse vor-
bereitet wird. Ein solcher sequentieller Mechanismus wurde sowohl fiir die DAHP Synthasen
als auch fir die verwandte Familie der KDOP Synthasen in der Literatur diskutiert
[Schnappauf 1998; Kohen 1993]. Der strukturgebende Einfluss des Metallions auf die Posi-
tionierung des PEP konnte anhand des Vergleiches der Strukturen 2b, 4b und 4c¢ mit den
metallionfreien Struktur 1HFB und 1a erschlossen werden (Kap. V.1.2).

Abb. VIa Stereographische Darstellung des aktiven Zentrums der tyr-sensitiven DAHP Synthase im
Komplex mit Cobalt(I), PEP und dem E4P-Analogon G3P. Die in Bindungen involvierten Aminosdure-
seitenketten sind als Kugelstabmodell eingezeichnet. Die loops L2 und L3, die durch die Effektoreinlagerung

bewegt werden, sind griin hervorgehoben.

Anhand des Doppelkomplexes 4e wurde die Sulfatbindungsstelle in der Struktur 1QR7
[Shumilin 1999] als Bindungsstelle fiir das E4P-Analogon G3P verifiziert. Die Phosphat-
bindungsstelle dieses zweiten Substrates liegt mit den Aminosduren Argl14 und Thrl15 im
erweiterten /oop L2 am Eingang der Bindungstasche, die sich - wie bei TIM-Barrel-Enzymen
weit verbreitet - auf der c-terminalen Seite des barrels befindet. Die Zuckerkette des E4Ps
(bzw. seines Analogons G3P) ragt in die Bindungstasche hinein und wird mit ihren Hydroxyl-
gruppen iiber die Aminosduren Prol13 (L2) und das Asp342 (L8) fixiert, das zusitzlich das
Metallion koordiniert. Die in der Bindung des E4P-Analogons involvierten Aminosduren sind
in allen Isoenzymen konserviert. Aufgrund der beschriebenen Rigiditidt der Bindungstasche
nach Einlagerung des ersten Molekiils PEP und aufgrund der Beobachtung, dass die Lagen
der Hydroxylsauerstoffatome des G3P in den Komplexen 4a, 4b und 4c¢ systematisch mit
Wassermolekiilen oder einem Glycerol besetzt sind (Kap. V.1.2.8), kann angenommen

werden, dass das Substrat E4P iiber die gleichen Wasserstoftbriicken an das Enzym gebunden
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wird. Aufgrund sterischer, stereochemischer und orbitaltheoretischer Uberlegungen konnte
das Rotamer der in dem Katalysemechanismus reagierenden Carbonylgruppe des E4P als an
das Metallion koordinierend postuliert werden (Kap.V.1.4).

Katalysemechanismus

Die zwei in der Literatur vorgeschlagenen Mechanismen der Katalyse wurden in bezug auf
den re- bzw. si-Seiten-Angriff der beiden, fiir diese Reaktion giinstig positionierten Wasser-
molekiile W701 und W703 diskutiert (Kap.V.1). In beiden Féllen wiirde die Koordination der
Carbonylgruppe zu einer Aktivierung des nucleophilen Angriffs durch die Doppelbindung des
PEP fiihren. Im nach Mechanismus A (Kap.V.1) ablaufenden re-Seiten-Angriff des Wasser-
molekiils W703 tiberndhmen Lys112, Lys201 und Glul58 die Aufgaben der Proton-ver-
mittelnden Lewis-Sduren/Basen. Dieser Reaktionsweg konnte eventuell durch die Mutanten
Glul58Ala oder weniger radikal durch die Mutante Glul58GlIn verifiziert werden. Der nach
Mechanismus B (Kap.V.I) ablaufende, theoretisch mogliche si-Seiten-Angriff des Wasser-
molekiils W701, bzw. des entstandenen Hydroxid-Ions, erscheint aufgrund postulierter
Seitenkettenbewegungen des als Lewis-Sdure/Base agierenden, in die Metallionkoordination
involvierten His282 weniger wahrscheinlich als der Angriff des Wassermolekiils W703 von
der re-Seite des PEP. Anhand der vorliegenden Kristallstrukturen ist jedoch noch keine end-
giiltige Aussage iiber den Angriffsmechanismus zu treffen.

Effektorbindungstasche

Schon durch Zufalls- und Punktmutationen in verschiedenen Isoenzymen unterschiedlicher
Organismen [Ya-Ming Ger 1994; Kikuchi 1997; Liao 2000; Hartmann 2001] wurden Hin-
weise auf die Lage der Effektorbindungstasche erhalten. Die Struktur 2¢ zeigt, dass die relativ
hydrophobe Effektor-Bindungstasche durch die in allen Isoenzymen weitgehend konser-
vierten Enzymbereiche 0*, L3, Lo4/B5 und P6a gebildet wird. Bemerkenswert ist die hohe
Konservierung der in die Effektorbindung involvierten Aminosduren in allen Isoenzymen
(Glu21*, Asp22*, GInl166, Ser195, Phe224, Val226). Auffillig ist die aus Phe224 und seinen
Analoga aufgebaute Aromat-Aromat-Wechselwirkung, die durch die Stabilisierung des para-
Wasserstoffatoms des Phe224 mit dem aromatischen n-System des Effektors entsteht.
Negativer Riickkopplungsmechanismus

Wihrend sich die Position des die Carboxylatgruppe fixierenden Ser195 im Vergleich zur
aktiven Form in der inhibierten Struktur nicht verdndert, findet sowohl im Bereich des P6a-
Stranges als auch in der Region des loops L3, verursacht durch die Einlagerung des Effektors,

eine Bewegung um bis zu 1.7 A statt.
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Thr162

Val227

‘i'elmesa

Abb. VIa A: Darstellung des Effektors Tyrosin in seiner Bindungstasche, die vom N-Terminus des
Partner-Monomers geschlossen wird (dunkelgriin). B: Superpositionierung der Strukturen des aktiven (blau) und
des inhibierten Komplexes (griin) mit eingezeichneten, die /Joops in der inhibierten Konformation
stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen.

Beide verdnderten Konformationen stabilisieren sich sowohl durch die in allen Isoenzymen
mogliche Wasserstoftbriicke des GIn166 zum Val227, als auch durch die Tyrosin-spezifische
Verbriickung von Thr162 und Val226 iiber Tyr.s:OH gegenseitig.

Die Informationsiibertragung von der Effektor-Bindungstasche zur aktiven Tasche scheint
durch einen sterischen Konflikt zwischen dem, sich aufgrund der Effektoreinlagerung
(Kap. 1V.2.1.3) um 60° drehenden Leul60 und dem im Joop L2 gelegenen, im aktiven
Zustand tber drei Wasserstoffbriicken an den loop L3 fixierten, Glul1l1l zu verlaufen. Um
diese Annahme zu verifizieren, wére eine Doppelmutante Glul11Ala/Leul60Ala hilfreich,
deren negativer Riickkopplungsmechanismus auller Kraft gesetzt sein sollte. Durch die
Verschiebung des Glulll durch den loop L3 wird der gesamte in die Bindung der beiden
Substrate involvierte, erweiterte loop L2 konformationell so verdndert, dass die Einlagerung
des E4P unmdoglich erscheint. Die Bindungstasche des PEP wird durch die Aufgabe zweier
Wasserstoftbriickenbindungen (Argl80, Lys112) geschwicht. Bemerkenswert ist die
Involvierung des Rotamers Argl80 im inhibierten Zustand in Dimer-Dimer-Wechsel-
wirkungen (siehe 7ab. V. 2.1.3a). Ob diese zwei fehlenden Wechselwirkungen tatsdchlich,
wie im Rahmen dieser Arbeit postuliert, zur Bindungsunféahigkeit des PEP durch das Enzym

fiihrt, konnte anhand der Punktmutationen Lys112Ala und Argl80Ala ermittelt werden.
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Kristallstruktur des Phe-Komplex (2d)

Anhand der mit Mangan(Il) und Phenylalanin komplexierten Struktur der tyr-sensitiven
DAHP Synthase aus S. cerevisiae (2d) konnte aufgrund der nur teilbesetzten Effektor-
bindungstaschen gezeigt werden, dass dieser Effektor prinzipiell auf die gleiche Weise an das
Enzym bindet wie Tyrosin. Durch die zwei fehlenden, den loop L3 und den B6a-Strang in
ihrer inhibierten Konformation stabilisierenden Wasserstoffbriickenbindungen der Tyr-OH-
Gruppe ist die Effektor-Bindung zum einen weniger fest als im Fall des Tyrosins. Zum
anderen wird die inhibierte Form des Enzyms nicht so effektiv stabilisiert wie im Komplex
mit Tyrosin. Dies konnte auch aus der nicht so ausgeprigten Aromat-Aromat-Wechsel-
wirkung zwischen Phe224 mit dem Effektor sowie der schlecht definierten Elektronendichte
im Bereich der Informationsiibertragung (Leul60, Glul11) geschlossen werden.
Kristallstruktur der Gly226Ser-Mutante (2e)

Anhand der Strukturbestimmung der Punktmutanten Gly226Ser konnte der an ihr beobachtete
Austausch von tyr-sensitiv auf phe-sensitiv trotz schlecht definierter Eletronendichte der
Hydroxylgruppe Ser226:0H erklirt werden. Die Hydroxlgruppe des Serins iibernimmt die
das /loop L3 und den B-Strang B6a im inhibierten Zustand stabilisierende Rolle der
Hydroxylgruppe des Effektors Tyrosin, die im Fall des Phenylalanins als Effektor nicht
vorhanden ist. Diese Vermutung wurde durch die kiirzlich veroffentlichte Struktur der phe-
sensitiven DAHP Synthase aus E. coli unterstiitzt [Shumilin 2002].

Oligomerisierung

Aufgrund der vielfdltigen und unterschiedlichen Wechselwirkungen in der aktiven im
Vergleich zur inhibierten Enzymkonformation scheint die Existenz des Dimers sowohl fiir
den Katalyse- als auch fiir den Regulationsmechanimus essentiell zu sein. Die Dimerwechsel-
wirkungen innerhalb eines Tetramers beruhen ausschlieBlich auf hydrophoben Wechsel-
wirkungen (siehe Kap. V.3), so dass zwecks Verkleinerung hydrophober Enzymoberflichen
eine Tetramer-Bildung des Enzyms in Losung giinstig erscheint. Eine Notwendigkeit dieser
Tetramerisierung fiir den Katalyse- oder Riickopplungsmechanismus ist nicht ersichtlich. Eine
Oktamerisierung kann aufgrund von in den verschiedenen Kristallpackungen sich dndernden

Wechselwirkungen ausgeschlossen werden.
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72N

31C
J

——> = p-sheet
T = a-Helix
QO = Metallkoordination
[ = PEP-Koordination
o = G3P-Koordination
= Phosphatbindungsstelle
B = "M-barrelHelix
= TIM-barrel-sheet

- = zusétzliche

Strukturelemente

A = Tyr-Bindungsstelle

= Effektorinduzierte
Konformationsanderung

Abb. VIb A: Monomer der tyr-sensitiven DAHP Synthase aus S. cerevisiae. Die Bereiche, die sich
konformationell durch die Einlagerung des Effektors &dndern, sind rot eingeférbt. B: Monomer der tyr-sensitiven
DAHP Synthase aus S. cerevisiae entsprechend C eingeférbt. Ein Vergleich zwischen A und B zeigt, dass die in
den Riickkopplungsmechanismus involvierten Enzymbereiche hauptsichlich in den dem TIM-Barrel-Gerlist
zugefiigten Bereichen liegen. C: Schematische Darstellung der Sekundirstruktur der tyr-sensitiven DAHP
Synthase aus S. cerevisiae mit eingezeichneter Metallion-, PEP-, E4P-Analogon und Effektor-Bindungsstelle,
sowie Einfarbung der durch die Einlagerung des Effektors sich bewegenden Bereiche. Farbgebung siche
Legende.
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TIM-Barrel Betrachtung

Betrachtet man die hier untersuchte DAHP Synthase im Hinblick auf ihre TIM-Barrel-
Struktur, so fillt zunichst die fiir Enzyme dieser Faltung typische Lage der aktiven Tasche
auf der c-terminalen Seite des barrels auf. Strukturelle Elemente der fiir die Enzymklasse der
DAHP Synthasen spezifischen negativen Riickkopplung liegen ausschlieBlich in speziellen
Enzymbereichen. Das Ser195 befindet sich im das barrel halbierenden /loop La4/B5, die
Aminosduren Phe224 und Val227 im dem TIM-Barrel hinzugefiigten p-Strang B6a des [3-
Faltblattes B6a/6b und die Aminosduren Thr162 und GIn166 im /loop L3, der als einziger c-
terminaler /oop nicht in die Bildung der aktiven Tasche eingebunden ist (4bb. VIb :C).

Auch der die hydrophobe Bindungstasche schlieBende N-Terminus des Partner-Monomers
innerhalb eines Dimers ist ein dem TIM-Barrel hinzugefiigter B-Strang, der sich durch die
Bindung der Aminosduren Glu21 und Asp22 an den Effektor strukturell ordnet und mit den -
Strangen B6a und B6b ein kurzes dreistringiges Faltblatt bildet. Ein Vergleich mit
Enzymstrukturen aus der Familie der KDOP Synthasen (Kap. V.1.3.2) zeigt sowohl Unter-
schiede in der Bindungstasche des zweiten Substrates als auch das Fehlen der fiir die
Regulation nétigen Strukturelemente.

Die Klasse der DAHP Synthasen ist demnach ein Beispiel fiir das evolutionédre Entstehen von
Enzymen mit spezifischen Funktionen durch Einfithren zusitzlicher Strukturelemente (N-
Terminus, erweiterter loop L2, B6a/b-Faltblatt) zu einem bewéhrten Strukturgeriist (TIM-
Barrel). Die Struktur 2e der durch gezielten Austausch einer Aminosdure in ihrer Regula-
tionsspezifitit vertauschten Punktmutante Gly226Ser [Hartmann 2000] im Vergleich mit den
Strukturen 2¢ und 1HFB zeigt auf struktureller Ebene die beeindruckend feinen Abstim-

mungsmoglichkeiten zwischen der Struktur und Funktion von Enzymen.
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