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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Struktur, Substrat- bzw. Inhibitorbindung und
Thermostabilitidt der o-Amylase A (AmyA) des hyperthermophilen Bakteriums Thermotoga
maritima MSB8. Um eine Einordnung des Organismus sowie des untersuchten Enzyms zu
ermOglichen, werden im folgenden relevante Ergebnisse vorausgegangener Arbeiten

vorgestellt und zugrundeliegende Prinzipien aufgezeigt.

1.1 Die Familie der a-Amylasen

Anhand von Vergleichen beziiglich der Ubereinstimmung ihrer Peptidsequenzen kénnen oi-
Amylasen gemeinsam mit anderen Glucosidasen und Transferasen den Familien 13 und 57
der  glycosidischen  Hydrolasen  zugeordnet werden  (Henrissat & Bairoch 1996,
Henrissat 1991). Wihrend iiber die dreidimensionalen Strukturen der Familie 57 nur sehr
wenig bekannt ist (Coutinho & Henrissat 1999), existieren von o-Amylasen der Familie 13
inzwischen iiber 60 Strukturen in der Protein Daten Bank (Berman et al. 2000), die beziiglich
ihrer Topologien eine weitgehende Ubereinstimmung zeigen. Allen Familie 13 Amylasen
gemeinsam ist eine Doménenstruktur, bestehend aus einem zentralen (B/ct)s-Barrel, das an
gegeniiberliegenden Seiten um eine kleine, unregelméBige B-Doméne B sowie ein 3-Faltblatt

am Carboxyterminus erweitert ist (vergl. Abb. 1.1).

C-terminales
B-Faltblatt

(Doméne C)

(B/ov)s-Barrel

(Doméne A)

Abb. 1.1: Allgemeine Topologie der Familie 13 o-Amylasen am Beispiel des Enzyms aus dem
Schweinepankreas (pdb-Code: 1DHK, Qian et al. 1993). Das zentrale (B/o)g-Barrel ist in dunkel- und hellblau
dargestellt, Doméne B ist rot, das carboxyterminale B-Faltblatt griin koloriert.
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Das aktive Zentrum der bekannten Familie 13 Amylasen befindet sich in einer Furche
zwischen der carboxyterminalen Seite des zentralen TIM-Barrels (Doméne A) und der
Doméne B. Es umfasst zwei Aspartatreste und einen Glutamatrest, sowie zwei Histidine, die
zur Fixierung des gebundenen Substrats beitragen (Ishikawa et al. 1992). Uber weitere polare
Seitenketten kdnnen je nach Spezies insgesamt 4 - 10 Glucoseeinheiten an dem Enzym fixiert
werden. Dabei binden relativ zu der cleavage site auf der reduzierenden Seite (Davies et al.
1997) in der Regel zwei oder drei Saccharidreste, wihrend auf der nicht-reduzierenden Seite
bis zu sieben Saccharideinheiten fixiert werden konnen (Nielsen & Borchert 2000).

Abweichungen von diesem Bindungsmodus sind mdoglich.

Aufgrund der biotechnologischen Relevanz dieser Gruppe von Enzymen, die vermehrt im
Rahmen der industriellen Stirkeverarbeitung und Waschmittelproduktion, aber auch der
Pharmazie eingesetzt werden (Coutinho & Henrissat 1999), hat die Zahl der
rontgenkristallographisch untersuchten Glucosidasen in den vergangenen Jahren stark
zugenommen (Berman et al. 2000). Besonderes Interesse wird in diesem Zusammenhang
Enzymen aus hyperthermophilen Organismen entgegengebracht, da sie aufgrund ihrer hohen
thermischen Stabilitdt weniger kompliziert zu handhaben sind und bei den fiir sie optimalen
Temperaturen die jeweiligen Reaktionen mit teils deutlich hoheren Umsatzraten katalysieren

als verwandte mesophile Enzyme (Liebl et al. 1997).

1.2 Thermotoga maritima oi-Amylase

Bei Thermotoga maritima handelt es sich um ein stibchenformiges, marin lebendes
Bakterium mit einem Temperaturoptimum von 80°C und einem bevorzugten pH-Wert von
6.5. Die erste Isolierung dieser strikt anaeroben und obligat heterotrophen Spezies gelang
Huber et al. 1986 aus geothermal erhitzten Meeressedimenten in der Nidhe der Insel Vulcano /

Italien.

Von Thermotoga maritima konnten bis dato die drei a-Amylasen AmyA, AmyB und AmyC
identifiziert, exprimiert, gereinigt und mikrobiologisch charakterisiert werden (Fiitterer 2001).
Wihrend die Funktion der AmyA eindeutig dem Katabolismus von a-Glukanen und somit der
Bereitstellung von Energie zuzuordnen ist, sind die Rollen der AmyB und der AmyC noch
nicht eindeutig geklért. IThre Gene liegen im Genom von Thermotoga maritima an einer von

dem Gencluster der amyA und anderer amylolytischer Enzyme weit entfernten Stelle, deren
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genetischer Kontext sich nicht mit dem Kohlenhydratstoffwechsel in Verbindung bringen
lasst. Es wird aber angenommen, dass AmyB dem Abbau zelluldrer Speicherpolymere dient
und AmyC in die Regulation der Viskositdt des Cytoplasmas und des osmotischen Drucks

eingebunden ist (Fiitterer 2001).

Wiéhrend AmyB und AmyC intrazelluldr vorkommen, handelt es sich bei AmyA um ein
wahrscheinlich extrazelluldr vorliegendes Lipoprotein (Liebl ef al. 1997). Das Enzym hat ein
Molekulargewicht von 61 kDa und umfasst insgesamt 553 Aminosdurereste, von denen die 18
N-terminalen Reste vermutlich ein Signalpeptid zur Translokation des Enzyms durch die
cytoplasmatische Membran darstellen. Daran anschlieBend folgt ein ca. 25 Aminosdurereste
langer Abschnitt, der reich an Serin und Threonin ist und von dem angenommen wird, dass er
als flexible Verbindung des Kernproteins mit der Toga des Bakteriums fungiert. Eine
entsprechende Lokalisation des Enzyms konnte kiirzlich mit Hilfe elektronenmikroskopischer
Aufnahmen einer Immunogold-Markierung bestétigt werden (Armbrecht 2001). Der
Nachweis von 85% der Aktivitdt der AmyA an der Aufenseite intakter Zellen deutet ebenfalls

auf eine extrazellulidre Lage des Proteins hin (Liebl ef al. 1997).

AmyA hydrolysiert spezifisch o-1,4-glykosidische Bindungen, wihrend o-1,6-verkniipfte
Saccharide nicht gespalten werden. Das bevorzugte Substrat des Enzyms ist Amylose, mit
dem bei einer optimalen Temperatur von 85-90°C und einem pH-Wert von 7.0 eine
maximale spezifische Aktivitit von 5.6:10° U/mg erreicht wird. Als Produkte entstehen
kurzkettige Maltodextrine sowie Glukose und Maltose. Wie die meisten bekannten «-
Amylasen ist auch AmyA auf das Vorhandensein von Ca®"-Ionen angewiesen und bendtigt
zum Erreichen der maximalen Aktivitit aulerdem NaCl als Additiv in Konzentrationen von
100 - 150 mM. Ca** kann durch Metallionen der zweiten Hauptgruppe wie Mg®" und Ba*"
substituiert werden, andere divalente Metallionen wie z.B. Hg>" bewirken jedoch eine
vollstindige Inaktivierung des Enzyms. Gleichsam konnen Calciumionen in zu hoher
Konzentration (>10mM) eine Reduktion der Aktivitit um bis zu 50% zur Folge haben

(Liebl et al. 1997).

Thermotoga maritima o-Amylase A wurde in vorangegangenen Arbeiten in drei
unterschiedlichen Formen erhalten. Das authentische, 553 Aminosduren umfassende Enzym
AmyA (siche Abb. 1.2) konnte lediglich in sehr geringen Mengen gewonnen werden, so dass

eine weitere Charakterisierung nicht moglich war. Die Expression in E. coli und Aufreinigung
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des rekombinanten Proteins ohne das Signalpeptid (535 AS, berechnete Masse 62.656 kDa,
AmyA’), bzw. ohne Signalpeptid und Linkerregion (505 AS, berechnete Masse 59.487 kDa,
AmyA”’) lieferte jedoch ausreichende Mengen des reinen Proteins, das im Anschluss

biochemisch untersucht und zur Kristallisation verwendet werden konnte (Fiitterer 2001).

Lin/ker Kernprotein
ol -~
Signalpeptid
[ AmyA |
; AmyA |
I AmyA’ |

Abb. 1.2: Schematische Darstellung verschiedener Konstrukte der Thermotoga maritima o-Amylase A. AmyA:
authentisches Protein, 553 Aminosdurereste; AmyA’: um das mutmaBliche N-terminale Signalpeptid verkiirzte
AmyA, 535 Aminosdurereste; AmyA’’: um das mutmaBliche N-terminale Signatlpeptid und den Membranlinker
verkiirzte AmyA, 505 Aminosduren.

1.3 Hyperthermostabilitit

Als hyperthermophil werden Organismen bezeichnet, deren Temperaturoptimum beziiglich
der Wachstumsgeschwindigkeit oberhalb von 80°C liegt (Stetter 1996). Entsprechende
Vertreter kommen innerhalb der Archaea sowie der Bacteria vor, nicht jedoch in der Doméne
der Eucaryota. Wihrend innerhalb der Archaeen eine grofle Anzahl hyperthermophiler
Ordnungen existiert, sind unter den Bacteria lediglich die beiden hyperthermophilen
Ordnungen Agquificales und Thermotogales bekannt, von denen letztere auch die Art

Thermotoga maritima mit einschlief3t.

Zahlreiche Untersuchungen zur Thermostabilitdt wurden in den vergangenen Jahren auf der
Grundlage der dreidimensionalen Struktur rontgenographisch erfasster Proteine und der
Analyse kompletter Genome thermophiler und mesophiler Organismen durchgefiihrt. In
diesem Kontext wurden die generelle GroBe mesophiler und hyperthermophiler Proteine
(Chakravarty & Varadarajan 2000), die atomare Packung und damit zusammenhéngend die
Reduktion von Kavititen und Oberflichenloops (Thompson & Eisenberg 1999, Szilagyi &
Zavodszky 2000, Hennig et al. 1997, Britton et al. 1999), das Verhiltnis der Oberfliche eines
Proteins zu seinem Volumen (Wallon et al. 1997, Russell et al. 97) sowie eine evtl.
Oligomerisierung (Kumar & Nussinov 2001, Villeret et al. 1998) analysiert. Besonderes

Interesse wurde der Zusammensetzung der untersuchten Proteine beziiglich der Polaritdt und
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Ladung der verschiedenen Aminosduren (Chakravarty & Varadarajan 2000, Cambillau &
Claverie 2000) sowie deren Verteilung im Inneren bzw. auf der Oberfliche des Proteins
(Cambillau & Claverie 2000,) entgegengebracht, da sich hier vergleichsweise einheitliche
Tendenzen erkennen lassen (Kumar & Nussinov 2001). Damit in Zusammenhang steht die
Anzahl und das Arrangement von Wasserstoftbriickenbindungen (Kumar et al. 2000, Vogt et
al. 1997, Querol et al. 1996 ) und ionischen Wechselwirkungen (Vogt et al. 97, Vetriani ef al.
1998) innerhalb und zwischen Proteinmolekiilen. Dass sich auch die Substitution einzelner
definierter Aminosiuren auf die Thermostabilitit eines Proteins auswirken kann, konnte fiir
Disulfidbriicken bildende Cysteine (Matsumura ef al. 1989, Radford ef al. 1991) sowie Prolin-
Reste (Suzuki et al. 1987, Watanabe ef al. 1994) gezeigt werden.

War man zu Beginn der Forschung an thermostabilen und thermophilen Proteinen noch von
einem einheitlichen Konzept zu deren Stabilisierung ausgegangen, lassen diese
Untersuchungen klar erkennen, dass in der Natur eine Reihe vollig verschiedener
Mechanismen zur Anpassung an extreme Temperaturen existieren. Tendenzen in

ausgewahlten Bereichen sind gleichwohl erkennbar.

1.4  Uberblick iiber die Arbeit

Die vorliegende Arbeit beschreibt ausgehend von einer Probe der in E. coli liberexprimierten
o-Amylase A des hyperthermophilen Bakteriums Thermotoga maritima MSB8 die
Bestimmung der dreidimensionalen Struktur dieses Proteins mit Hilfe der Rontgenbeugung

am Einkristall.

In diesem Zusammenhang wird zunéchst die Kristallisation eines geeigneten Konstruktes des
Enzyms beschrieben, wobei Kristallisationsversuche sowohl mit der 535 Aminosduren
umfassenden AmyA’ als auch mit einer auf 505 Reste verkiirzten Variante AmyA’’
durchgefithrt wurden. Da die Behandlung der erhaltenen Kristalle mit einem geeigneten
Kryoprotektanden sowie die Strukturlosung grofere Schwierigkeiten bereiteten, wird auf
diese Punkte in den folgenden Kapiteln ausfiihrlicher eingegangen. Die Struktur der
Thermotoga maritima o-Amylase A wird sowohl in unkomplexierter Form als auch im
Komplex mit dem Inhibitor Acarbose besprochen. Schliellich werden iiber Vergleiche der
AmyA mit homologen Enzymen psychrophiler, mesophiler und (hyper-)thermophiler

Organismen Argumente fiir die ausgeprigte Thermostabilitit dieses Proteins diskutiert.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Biochemische Methoden

2.1.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Kiristallisierbarkeit eines Proteins wird entscheidend durch seine Reinheit beeinflusst.
Eine relativ einfache aber gleichsam empfindliche Methode, Proteinldsungen auf eventuelle,
makromolekulare Verunreinigungen und Abbauprodukte zu iberpriifen, stellt die
denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese dar. Diese Analysemethode basiert auf der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit verschieden groBer, negativ geladener

Teilchen im elektrischen Feld, die definiert ist als

V= = _ u-E (2 1)
fe
v : Wanderungsgeschwindigkeit E : elektrische Feldstérke
Teilchenladung fe ¢ Reibungskoeffizient

u : Mobilitat

Der Zusatz des Detergens Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulphate, SDS) zu
einer Proteinprobe bewirkt eine Dissoziation inter- und intramolekularer Wasserstoftbriicken-
bindungen und fiihrt so zu einer Entfaltung des Molekiils. Gleichzeitig wird das denaturierte
Protein durch Bindung des SDS-Anions annidhernd proportional zu seiner Masse (~1 SDS /2
Aminosduren) so stark negativ aufgeladen, dass die intrinsische Ladung des Proteins
vernachldssigbar gering wird. Setzt man ein Gemisch entsprechend behandelter Proteine
einem elektrischen Feld aus, so werden diese sich ihrer negativen Ladung entsprechend in
Richtung der Anode bewegen. Da sich die Mobilitét in einem Gel fiir einen gewissen Bereich
umgekehrt proportional zum Logarithmus der Masse des Proteins verhilt, wandern kleine
Proteine entsprechend schneller als grof3e, so dass es zu einer Auftrennung des Gemisches

kommt.
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2.1.2 Matrix-assistierte Laser Desorptions / Ionisations-Massenspektrometrie

(MALDI-MS)
Mit Hilfe der 1989 etablierten (Lottspeich & Zorbas 1998) MALDI-MS-Analyse ist es

moglich, hochmolekulare Proben auf einfache Weise und mit hoher Genauigkeit beziiglich
threr Masse zu charakterisieren. Dazu wird die zu untersuchende Probe auf einem
metallischen target mit einem 10° bis 10*-fachen Uberschuss einer Matrix vermischt, die in
der Lage ist, Laserlicht der im Experiment verwendeten Wellenldnge zu absorbieren. Als
Matrix fiir Proteine haben sich beispielsweise Nikotinsdure, 2,5-Dihydroxybenzoesdure oder
Sinapinsdure bewidhrt. Diese Substanzen lassen sich mit Lasern einer Wellenldnge zwischen
266 und 355 nm kombinieren. Durch die Verdunstung des Losungsmittels kristallisiert die
Matrix aus, wobei der Analyt in das Kristallgitter der Matrix eingebaut wird. Die Probe wird
dann in das Hochvakuum des Massenspektrometers (10 mbar) iiberfiihrt und dort einem
intensiven, kurzwelligen Laserpuls von einigen Nanosekunden Linge ausgesetzt. Durch
resonante elektronische Anregung des mn-Elektronensystems der Matrixmolekiile und
Relaxation der absorbierten Energie in das Festkorpergitter der Matrix kommt es zu einem
explosiven Ubergang der Matrix in die Gasphase. Dabei wird ein Teil der Analytmolekiile
von der expandierenden Matrixwolke mitgerissen und durch Matrixfragmentradikale
chemisch ionisiert. Es entstehen so hauptsichlich die einfach protonierten ([M-H]") bzw.
einfach deprotonierten ([M-H]) ionischen Formen der Analytmolekiile. Durch eine wenige
Millimeter vor dem Metalltarget platzierte Elektrode wird nun ein elektrostatisches Feld von
einigen 100 bis 1000 V/mm erzeugt, das je nach Polaritit die positiv oder negativ ionisierten
Probenmolekiile in Richtung dieser Elektrode beschleunigt. Nach Passage eines
fokussierenden Ionenlinsensystems treten die Ionen durch eine Lochplatte in das Flugrohr ein.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Geschwindigkeit, die aus dem jeweiligen Masse-Ladungs-
Verhiltnis m/z und der Stirke des Beschleunigungsfeldes resultiert, werden die verschiedenen
Ionen nun entlang einer feldfreien Driftstrecke von 1 - 4 m separiert. Ein Detektor registriert
das FEintreffen der Molekiilionen am Ende dieser Driftstrecke. Abbildung 2.1 zeigt stark
schematisiert den Aufbau eines linearen MALDI-Massenspektrometers. Durch zusétzliche
Integration eines Reflektors am Ende der linearen Driftstrecke kann die Auflosung der
beschriebenen Methode (m/Am) signifikant auf 5 - 35 ppm erhoht werden, so dass Proteine

anhand weniger Signale mit hoher Zuverldssigkeit identifizierbar sind.
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gepulster Laserstrahl

Detektor

m1>>m2

M+H]"
® oo >

M

Desorption &
lonisation

Beschleunigung feldfreie Drift

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines linearen MALDI-TOF Massenspektrometers.

Mit Hilfe eines Oszilloskops kann nun die Flugzeit (TOF = time of flight) anhand von Laser-
und Detektorereignissen (,start’ und ,stop’) gemessen werden. Diese ist in erster Ndherung
proportional der Wurzel des Verhéltnisses von Masse zu Ladung. Typische Flugzeiten liegen

zwischen wenigen ps und einigen 100 ps.

TOF = \/"Z (2.2)

Als Ergebnis eines MALDI-TOF-Experimentes erhédlt man eine Auftragung der relativen
detektierten Intensitdt gegen das Masse-Ladungs-Verhiltnis m/z, aus der sich die Masse der
untersuchten Substanz direkt als Maximum ablesen ldsst. Im Falle mehrfach ionisierter

Molekiile treten entsprechend zusitzliche peaks auf.

2.2 Kristallographische Grundlagen

2.2.1 Strukturlésung

Ein Rontgenbeugungsexperiment am Einkristall liefert innerhalb eines bestimmten
Auflosungsbereiches die Intensititen / der Reflexe Akl, die mit den Strukturfaktoren Fjy in
direkter Beziehung stehen. Zur Berechnung der Elektronendichte einer Molekiilstruktur ist
jedoch auch die Kenntnis der relativen Phasen der Reflexe zwingend erforderlich, die in
einem tiblichen Beugungsexperiment aber nicht direkt erfasst werden konnen. Auf den

folgenden Seiten sollen deshalb einige Methoden der Phasenbestimmung néher erldutert



2 Theoretische Grundlagen 9

werden, die im Rahmen der vorliegenden Dissertation zur Anwendung gekommen sind

(Drenth 1994, Matthews 2001).

2.2.1.1 Isomorphe Differenzen

Existiert neben dem nativen Proteinkristall zusétzlich ein Schweratomderivat mit identischer
Zelle und Raumgruppe so ist es moglich, aus den Unterschieden in den messbaren
Intensititen der zwei Datensdtze zundchst die Schweratompositionen abzuleiten und im
Anschluss Phasen fiir das native Protein bzw. das Schweratomderivat zu berechnen. Nimmt
man an, dass Fp der Strukturfaktor eines nativen Proteins und Fpy der entsprechende
Strukturfaktor eines Schweratomderivates des selben Proteins ist, so kann der Strukturfaktor-

anteil der Schweratome Fy aus diesen Werten durch Vektoraddition berechnet werden.

F, =F,+F, 2.3)

Da die Phasen der Strukturfaktoren zu diesem Zeitpunkt eines Experimentes jedoch noch
unbekannt sind, liefert die Differenz von Fpy und Fp lediglich einen unteren Grenzwert fiir die
Amplitude von Fy. Der tatsiachliche Wert ist umso grof3er, je stirker die Phasen ¢p und Opy

voneinander abweichen (vergl. Abb. 2.2:A).

Um die Differenzen aus Fp und Fpy in einem SIR-Experiment (single isomorphous
replacement) zur Bestimmung der Substruktur der Schweratome und anschlieBenden
Berechnung der nativen Phasen nutzen zu kdnnen, ist es essentiell wichtig, dass die Zellen der
verwendeten Kristalle zueinander moglichst isomorph sind. Als maximale Differenz kann
etwa 1% der jeweiligen Kantenldnge angenommen werden. Die einzelnen Datensédtze miissen
zudem prizise gegeneinander skaliert werden, um Fehler in den isomorphen Differenzen klein

zu halten.

2.2.1.2  Anomale Streuung

Neben der elastischen Streuung, deren Amplitude dem Streufaktor fo eines Atoms
proportional ist und die den grofiten Beitrag zu dem Streufaktor f liefert, existieren noch
weitere Wechselwirkungen zwischen Rontgenquanten und der Atomhiille. Ist die Energie der
eingestrahlten Rontgenwellen etwas grofer als die Anregungsenergie einer im Kristall
enthaltenen Atomsorte, so kann ein Photon absorbiert und ohne Verzégerung mit der gleichen

Energiec wieder emittiert werden. Dieser Effekt liefert den Beitrag f°, der dem Vektor des
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Streufaktors fy parallel ist. Weiterhin kann ein Photon absorbiert und zeitlich verzogert, also
mit einer Verschiebung der Phase relativ zu f, re-emittiert werden. Die Wahrscheinlichkeit
dieses Effektes ist proportional zu f*’, der Phasenunterschied ist dabei immer positiv. Fiir den

Gesamtstreufaktor f gilt dann:

f=h+ [ D+if (D) 24

Die Phasenverschiebung beziiglich f°” hat zur Folge, dass die Friedelpaare Fn und F..k fiir
azentrische Reflexe nicht mehr exakt identisch sind und so statt des mittleren Strukturfaktors
Fpy die Amplituden fiir Fpy' und Fpy (im Folgenden mit F'und F abgekiirzt) getrennt erfasst
werden konnen. Analog den isomorphen Differenzen lassen sich daraus dann AF,,,n,-Werte
generieren, mit deren Hilfe eine Losung der Schweratomsubstruktur moglich ist. Da die zu
messenden Differenzen in F* und F~ in der Regel iiberaus gering sind, ist es notwendig, sehr
prizise Daten, z.B. mittels einer hohen Redundanz, zu messen, um korrekte AF-Werte

berechnen zu konnen.

2.2.1.3  Substrukturlésung und Phasenberechnung mit SIRAS

In einem SIRAS-Experiment werden die zuvor beschriebenen Methoden der isomorphen und
anomalen Differenzen zur Losung unbekannter Strukturen miteinander kombiniert. Aus den
Reflexintensititen lassen sich dementsprechend die Amplituden fiir F', F, Fp und Fpy direkt
berechnen. Bei Kenntnis der Wellenldnge und des anomal streuenden Elementes sind ferner
die Werte fiir /> und f*’ bekannt, so dass mit Hilfe einer Harker-Konstruktion die Amplituden
fiir F5 und der Winkel o berechnet werden konnen. Wie Abbildung 2.2:A zeigt, beschreibt o
dabei die Differenz zwischen den Phasen der Schweratome ¢, und denen des Proteins ¢py
(inkl. der Schweratome). Der Wert fiir o ist in einem SAD Experiment auf die Werte 90 und
270° und fiir SIR auf 0 und 180° beschrénkt, unterliegt im Falle von MAD oder SIRAS aber
keinen Restriktionen. Die |[Fa|-Werte entsprechen letztlich den Strukturfaktoramplituden der

anomalen Streuer ohne anomalen Beitrag.
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A B

(bp q)Pl 1 ' l

Abb. 2.2: A: Harker-Konstruktion der aus einem SIRAS Experiment ableitbaren Strukturfaktoren. o beschreibt
die Differenz zwischen den Phasen der Schweratomsubstruktur und des nativen Proteins inklusive dieser
Schweratome. B: Schematisierte Darstellung der aus den Intensitdten allein nicht ableitbaren Phasenwinkel der
ermittelbaren Strukturfaktoren.

Die Berechnung der |Fa|-Werte und der Phasendifferenzen o kann in einem SIRAS
Experiment fiir den Benutzer unkompliziert mit dem Programm XPREP (Sheldrick 1997) aus
nicht gemittelten Datensdtzen der nativen Struktur sowie eines Schweratomderivats
durchgefiihrt werden. Allein aus diesen Daten lédsst sich also das Dreieck mit den Kanten Fpy,
Fp und F, eindeutig berechnen, nicht aber dessen Orientierung im Koordinatensystem und
damit auch noch nicht die zur Losung der Struktur essentielle Phaseninformation ¢py bzw. Op
(Abb 2.2:B). ¢pn ist aber zuginglich, wenn die Positionen der Schweratome und somit ¢Ga

bekannt sind und auch ¢p ldsst sich dann analog berechnen.

oy =P, — O (2.5)

Die Losung der Schweratomsubstruktur aus den berechneten |[Fa|-Werten kann im Anschluss
mit dem Programm SHELXD (Uson & Sheldrick 1999) erfolgen. Da die in dem Programm
verwendete Methode des dual space recycling auf den stirksten Strukturfaktoren basiert,
werden die [Fa|-Werte zundchst in normalisierte Strukturfaktoren E umgewandelt, so dass sie
der Annahme von Punktatomen besser entsprechen. Dabei werden die Effekte der
Thermalbewegung und der sphdrischen Elektronendichteverteilung um den Atomkern
entfernt, die ansonsten zu einer Abnahme der Strukturfaktoramplituden bei hoherer Auflosung

fiithren.
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F*/e
E*=—""— 2.6
<F’/e> 26)
E : normalisierter Strukturfaktor F : Strukturfaktor
€ : statistischer Faktor (fiir die meisten Reflexe 1)
<F%/e>: mittlerer Strukturfaktor in einer Auflésungsschale

SHELXD generiert zunichst einen Satz von Startatomen, die entweder zufillig in der Zelle
verteilt sind oder mit der Patterson minimum function lokalisiert werden konnten. Letzteres
fiihrt in der Regel zu vollstandigeren und préiziseren Losungen, die zudem schneller gefunden
werden. Aus diesen Atompositionen werden dann per Fouriertransformation Phasen berechnet
und beziiglich ihrer Zuverldssigkeit beurteilt. Ungefdhr die schlechtesten 60% der Phasen
werden verworfen und mit Hilfe der Tangens-Formel aus den verbliebenen Daten regeneriert.
Nach einer Riicktransformation in den reellen Raum kénnen im Anschluss starke constraints
auf die Parameter angewendet werden, indem den hochsten Maxima der Elektronendichte
wiederum Atompositionen zugewiesen werden. Dies erlaubt die einfache Eliminierung
chemisch nicht sinnvoller Atomlagen (z.B. aufgrund zu geringer Distanzen zwischen den
Atomen) und kann als eine extreme Form der Dichtemodifikation betrachtet werden. Im
nichsten Schritt werden dann von N zugewiesenen peaks (N: Anzahl der gesuchten Atome)
30% zufiéllig ausgewdhlt und gel6scht, was im Prinzip der Berechnung einer omit map
wihrend einer Strukturverfeinerung entspricht. Auf diese Weise lassen sich falsch
zugewiesene Atompositionen eliminieren, wéhrend irrtiimlicherweise geloschte Atome im
nichsten Zyklus erneut auftreten. Die Information aus den verbliebenen Atomen wird dann
erneut per Fouriertransformation in den reziproken Raum iiberfiihrt und dort verfeinert.
Dieses iterative Verfahren wird im Regelfall 2N mal wiederholt. AbschlieBend erlaubt die
aktuelle Version des Programms die Verfeinerung der Besetzungsfaktoren der gefundenen
Atome. Damit kann einerseits einer nur teilweisen Besetzung der Schweratomlagen Rechnung
getragen werden, gleichzeitig ldsst sich daran aber auch feststellen, ob moglicherweise mehr
als eine Sorte von Schweratomen vorhanden ist. Die im Rahmen dieser Promotionsarbeit

verwendete Version von SHELXD bot jedoch noch nicht diese Option.

Das Programm liefert schlieBlich fiir jeden Losungsversuch eine Liste der gefundenen

Atompositionen in Fraktionalkoordinaten und dazu gehorige Giitekriterien, anhand derer sich
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abschitzen lésst, ob die Losung korrekt ist. Das zuverldssigste Kriterium zur Beurteilung der
Losungen ist der Korrelationskoeffizient CC zwischen beobachteten und berechneten
normalisierten Strukturfaktoren (E, und E.). Eine Substruktur ist in der Regel korrekt, wenn
sich Korrelationskoeffizienten mit Werten von 35% oder mehr deutlich von niedrigeren

Werten absetzen.

(EwE E Iw—3wE SwE,)
{[sz Zw— (EWE 2 )] [EWE 2Zw— (ZWE z )]}”2

CC =100 2.7)

Die aus der Patterson superposition function berechnete Kreuzworttabelle erlaubt die
Unterscheidung einzelner korrekter und falscher Atomlagen der Substruktur. Wéhrend die
Werte der Patterson minimum function fiir korrekte Schweratompositionen durchweg positiv
sein sollten, treten im Falle falscher Losungen vermehrt Werte <0 auf. Liegen in der
asymmetrischen Einheit zwei oder mehr unabhéngige Molekiile vor, so ist es zudem mdglich,
aus den Vektoren zwischen den einzelnen Atomen die nicht-kristallographische Symmetrie

abzuleiten (vergl. Kap. 3.7.2.5.1).

Mit einer Fast Fourier Transformation konnen die gefundenen Schweratompositionen
schlieBlich in Strukturfaktoren und Phasen umgerechnet werden, aus denen sich entsprechend
der beschriebenen Harker-Konstruktion (Abb. 2.2) dann eine erste experimentelle Elektronen-
dichte fiir das jeweilige Protein berechnen ldsst. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass die
Chiralitdt der Substruktur aus den AF bzw. Fo-Werten nicht bestimmt werden kann, so dass
beide Héandigkeiten der Substruktur zur Berechnung der Elektronendichte eingesetzt werden

miissen.

2.2.1.4  Molecular Replacement

Die Methode des molekularen Ersatzes geht davon aus, dass ein ungefdhres Modell der zu
l6senden Proteinstruktur vorhanden ist. Dabei kann es sich entweder um das identische
Molekiil handeln, das zuvor bereits in einer anderen Kristallmodifikation bestimmt wurde,
oder um eine Proteinstruktur, von der man annimmt, dass sie eine dhnliche dreidimensionale
Konformation aufweist wie die zu bestimmende Struktur. Letzteres ist hdufig bei homologen
Proteinen aus unterschiedlichen Organismen der Fall und ldsst sich anhand eines Vergleiches
der jeweiligen Peptidsequenzen abschétzen (sequence alignment, vergl. Kap. Kristallisation ).

Durch die stetige Zunahme bekannter Proteinstrukturen und damit auch potentieller
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Suchmodelle hat diese Methode in den vergangenen Jahren kontinuierlich an Bedeutung
gewonnen. Ein entscheidender Vorteil dieser Technik liegt darin, dass zur Losung der
Struktur lediglich ein nativer Datensatz ohne hohe Redundanz bendtigt wird, wihrend die
Strukturlosung mit MAD, SIR, SAD und dhnlichen Methoden entweder mehrere Datensétze

oder aber sehr hohe Redundanz und auBBergewohnlich priazise Daten erfordert.

Der Gedanke, die rdumliche Struktur bekannter Proteine fiir die Losung neuer
Rontgenstrukturen zu nutzen, wurde 1962 von Rossmann und Blow (Rossmann & Blow
1962) veroffentlicht und fand seine erste Anwendung in der Losung des Insulins (Dodson et
al. 1966). Bei dieser Methode werden prinzipiell die Atomkoordinaten eines bekannten
Molekiils so transformiert, dass sie sich mit denen der gesuchten Struktur moglichst exakt
iiberschneiden. Diese Transformation kann durch sechs Variablen beschrieben werden, von

denen drei einer Rotationsmatrix und drei einem Translationsvektor entsprechen.

x'=[R]x+1 (2.8)
x’ : transformierte Koordinaten X : urspriingliche Koordinaten
[R] Rotationsmatrix t : Translationsvektor

Da die gleichzeitige Berechnung aller Variablen in einer sechs-dimensionalen Suche mit
einem enormen Rechenaufwand verbunden ist, wird das Problem normalerweise in zwei
aufeinander folgende, dreidimensionale Suchen aufgeteilt, die Rotations- und die
Translationssuche. Zur Bestimmung beider Komponenten bedient man sich jeweils der
Patterson-Funktion. Maxima in dieser Funktion kdnnen generell in zwei Kategorien unterteilt

werden:

Jedes Molekiil mit N Atomen erzeugt in der Patterson-Funktion N(N-1) Maxima, die den
intramolekularen Vektoren (self vectors) entsprechen, also Abstinden zwischen zwei Atomen
innerhalb eines Molekiils. Da alle zu einem Molekiil gehorenden Atompaare relativ nah
zusammen liegen, befinden sich die aus ihnen resultierenden peaks der Patterson-Funktion
entsprechend nah an deren Ursprung. Vektoren, die aus Abstinden zweier Atome in
unterschiedlichen, z.B. symmetrieverwandten Molekiilen hervorgehen (cross vectors), zeigen
gegeniiber den self vectors im Mittel hohere Betrdge und sind dementsprechend in der

Patterson-Funktion weiter vom Ursprung entfernt.



2 Theoretische Grundlagen 15

22.14.1 Die Rotationsfunktion

Fiir zwei gleiche, jedoch unterschiedlich orientierte Molekiile ist die Verteilung der self
vectors in der Patterson-Funktion, abgesehen von einer Rotationskomponente, identisch, fiir
zwei strukturell verwandte Proteine zumindest dhnlich. Eine Superposition der Patterson-
Funktion eines Suchmodells auf die des Kristalls wird also bei korrekter Orientierung in einer
maximalen Uberlappung der beiden Funktionen resultieren und ldsst sich in folgender

Gleichung ausdriicken:

R(C) = [ P, )P, (Cu)du (2.9)
14
C . Matrix zur Rotation des Modells
Perysi(u) . Patterson-Funktion des Kristalls
Pmoi(Cu)  : Patterson-Funktion des Modells nach Rotation um C
A% : Integrationsvolumen

Die Gleichung kann in der Praxis durch Berechnung von R(C) fiir alle moglichen Werte der
Rotationskomponente C geldst werden. Dabei ist es notwendig einige Parameter entsprechend
abzustimmen, um fiir unterschiedliche Molekiile eine korrekte Losung zu erhalten. So muss
die Genauigkeit, mit der die Patterson-Funktion berechnet wird, hinreichend gro3 gewihlt
werden. Werte zwischen 5 und 'z der Auflosung der verwendeten Daten liefern in der Regel
gute Ergebnisse. Das Integrationsvolumen ist abhdngig von der Grofe des Suchmodells. Es
sollte moglichst viele der self vectors einschlieBen, die cross vectors aber soweit moglich
nicht in die Berechnungen einbeziehen. Fiir ein Modellmolekiil mit der langsten Dimension L
ergibe sich so ein Integrationsvolumen von 4/3 L’ 1. Da in diesen Bereich aber bereits
zahlreiche Kreuzvektoren fallen, empfehlen Driessen et al. (1991), fiir den Kugelradius
lediglich 75 - 80% der lingsten Ausdehnung des Suchmodells einzusetzen. Entscheidend fiir
die Losung kann auch der verwendete Auflosungsbereich der Daten sein. Er hingt
mafgeblich davon ab, inwieweit sich das Suchmodell und die zu 16sende Struktur dhneln. Da
hiertiber im Regelfall aber keine exakten Daten vorliegen, ist es sinnvoll, mehrere Werte fiir

dmin auszuprobieren. Bewihrt haben sich 3.5 - 4 A.

Die Rotationsfunktion kann durch eine Fouriertransformation in den reziproken Raum

iibertragen werden. Nach Entfernung einer Konstanten lésst sie sich ausdriicken als
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R(C) =2, 2 Fou (P) F()* G (2.10)
P
F(h) . Fourierkoeffizienten des Kristalls
Fioi(p) . Fourierkoeffizienten des Suchmodells nach Rotation um C
Ghp : Interferenzfunktion, deren Gréfe von h, h’ sowie dem Integrationsvolumen
abhéngt
h, b’ . unterschiedliche Ausdriicke fiir (hkl) Werte

Da die Funktion von groBen Fourierkoeffizienten dominiert wird, ist es moglich, die Anzahl
der fiir F(p) eingesetzten Werte zu reduzieren und so die Berechnung der Rotationsmatrix zu
beschleunigen. Dieses Ziel verfolgt auch die von Crowther entwickelte Form der
Rotationsfunktion (Crowther 1972), die die Rotation der Patterson-Funktion in einem polaren

Koordinatensystem berechnet.
R(C) = j P,.(r.6,9)RP,, (r,60,0)r" sin® dr d6 dg (2.11)

Mit Hilfe von Bessel-Funktionen ldsst sich diese Form der Rotationsfunktion so erweitern,
dass R(C) schlieBlich als Summation iiber zwei Terme erfasst werden kann, von denen einer
von der Rotation unabhingig ist. Da der Rechenaufwand so gegeniiber (2.10) und (2.11)
erheblich reduziert werden kann, ist diese fast-rotation function in den meisten Programmen
zur Strukturlésung mit molecular replacement Methoden bzw. zur Berechnung einer

Selbstrotationsfunktion implementiert.

22.14.2 Die Translationsfunktion

Nach der korrekten Orientierung eines Suchfragmentes in der asymmetrischen Einheit ist der
néchste Schritt die Bestimmung der absoluten Koordinaten in der Einheitszelle mit Hilfe einer
Translation. In der Raumgruppe P1 existiert dieses Problem nicht, da hier aufgrund fehlender
Symmetrieoperatoren die Wahl des Ursprungs beliebig ist und in Raumgruppen mit einer
polaren Achse reduziert es sich auf die Bestimmung von zwei statt der zuvor beschriebenen
drei Variablen. Prinzipiell existieren zwei Vorgehensweisen zur Bestimmung des

Translationsvektors.
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Die einfachste Methode besteht darin, das bekannte Molekiil willkiirlich durch die
asymmetrische Einheit zu bewegen, fiir alle Positionen Strukturfaktoren |F.| zu berechnen und
diese mit den beobachteten Strukturfaktoren |F,| zu vergleichen. Dieser Vergleich ist entweder
iiber einen R-Faktor oder den Korrelationskoeffizienten zwischen den beobachteten und den

berechneten Strukturfaktoren moglich.

DUIE, |—k|F, |
R =% (2.12)

2IF,|

hkl

S(F, P HE, P)X(F. P - F.[)

cC= hid — (2.13)
{Z(I F,4F,I’)>.(F.-F, Iz)z}
hkl hkl
F, : beobachteter Strukturfaktor
F. : aus dem Suchmodell berechneter Strukturfaktor

Skalierungsfaktor zur Anpassung der Intensititen

Ein systematischeres Herangehen ermdglicht die Berechnung der Translationsfunktion aus der
Korrelation zwischen den Kreuzvektoren einer Modellstruktur und der beobachteten
Patterson-Funktion. Da diese cross vectors sich aus symmetrieverwandten Molekiilen
ableiten, ist es notwendig, flir die Translationssuche die gesamte Symmetrie des Kristalls zu
beriicksichtigen. Die intramolekularen Patterson-Vektoren beeinflussen die Translationssuche
dagegen nicht. Eine Moglichkeit der Berechnung, die auch in den meisten MR Programmen

implementiert ist, haben Crowther und Blow (Crowther & Blow 1967) beschrieben.

T() = [ P, ()P, (u,) du (2.14)
4
P, . beobachtete Patterson-Funktion
Py . berechnete cross vector Patterson-Funktion

t :  Translationsvektor
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Die Funktion T wird dabei nach Anwendung des Translationsvektors t durch Uberlagerung
der beiden Patterson-Funktionen maximiert. Giitekriterien lassen sich analog der

willkirlichen Suche als R-Faktor und Korrelationskoeffizient berechnen.

22.143 Sechsdimensionale Suche

Eine effiziente sechs-dimensionale Suche wurde erstmalig im Jahr 1998 mit dem Programm
EPMR (Kissinger et al. 1999) allgemein verdffentlicht. Durch die Implementierung eines
evolutiondren Optimierungsalgorithmus gelang es, die Berechnungen gegeniiber einer
systematischen sechs-dimensionalen Suche um mehrere Grofenordnungen zu beschleunigen.
Gleichzeitig konnten einige Nachteile der Programme, die das MR Problem in zwei drei-
dimensionale Suchen unterteilen, umgangen bzw. reduziert werden. So wird beispielsweise
das Signal-Rausch-Verhiltnis in einer ,klassischen’ Rotationssuche reduziert, da nicht alle
Patterson-Vektoren fiir die Superposition betrachtet werden, und die anschlieende
Translationssuche verhdlt sich sehr empfindlich gegeniiber Fehlern beziiglich der zuvor
bestimmten Orientierung des Suchmodells. EPMR dagegen optimiert gleichzeitig die
Orientierung und die Positionierung des eingesetzten Modells unter Beriicksichtigung aller
Daten hinsichtlich des Korrelationskoeffizienten zwischen beobachteten und berechneten
Strukturfaktoren (entsprechend Gleichung 2.13). Der dabei verwendete, iterative Algorithmus

soll im folgenden kurz beschrieben werden.

1. Aus dem Suchfragment wird eine Population der Gréfle P zufilliger Orientierungen und
Positionierungen generiert.

2. Fir jede mogliche Losung werden die Strukturfaktoren unter voller Berilicksichtigung der
kristallographischen Symmetrie berechnet. Dies geschieht fiir das eingesetzte Suchmodell
mit Hilfe der Fast Fourier Transformation. Da diese Methode jedoch sehr rechen- und
damit zeitintensiv ist und mehrere tausend Transformationen im Rahmen einer
Strukturlosung notwendig sind, werden fiir die einzelnen Individuen lediglich die
Phasenverschieben relativ zu der urspriinglichen Lage berechnet.

3. Die ,Losungen’ werden entsprechend ihrer Korrelationskoeffizienten zwischen beobach-
teten und berechneten Strukturfaktoren |F,| und |F.| geordnet.

4. Nach einem ,stochastischen Wettkampf” werden die liberlebenden Individuen ausgewdhlt
und unverdndert in die folgende Generation {ibernommen, die Verlierer werden geldscht.

5. Durch zufillige Verinderung der Uberlebenden werden Nachkommen generiert, mit

denen die Population auf ihre urspriingliche Grof3e aufgestockt wird.
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6. Das Verfahren wird fiir eine zuvor festgelegte Anzahl an Generationen G ab Punkt 2
wiederholt.
7. Nach der letzten Iteration wird die Losung mit dem hochsten Korrelationskoeffizienten

als starre Gruppe verfeinert.

Die gesamte Prozedur kann mit unterschiedlichen Startpopulationen beliebig oft wiederholt
werden. Zur Losung von Strukturen mit mehr als einem unabhdngigen Molekiil in der
asymmetrischen Einheit ist es mdglich, nach der obigen Methode zunédchst ein Modell zu
positionieren und anschlieBend weitere hinzuzufiigen. Die bereits gefundenen Fragmente
werden dann an ihren Positionen fixiert, flieBen aber in die Berechnung der Strukturfaktoren

ein.

Ab welchem Korrelationskoeffizienten angenommen werden kann, dass eine Struktur geldst
ist, hiangt sehr von der Giite und Vollstindigkeit des eingesetzten Suchmodells sowie der
GroBe der gesuchten Struktur ab. Wie in Kapitel 3.7.2.8 beschrieben, konnen mit einem sehr
unvollstdndigen, dafiir aber genauen Suchmodell korrekte Losungen gefunden werden, deren
Korrelationskoeffizienten weit unter den Standardwerten des Programms liegen (45% fiir
zwel unabhingige Molekiile). In einem solchen Fall kann das wiederholte Auftreten
identischer Rotations- und Translationskomponeneten ein Indiz dafiir sein, dass es sich bei der
entsprechenden Orientierung und Positionierung des Suchmodells tatsdchlich um eine

korrekte Losung handelt.

2.2.2 Dichtemodifikation

In den meisten Fillen ist die Qualitit einer aus Schweratompositionen berechneten,
experimentellen Elektronendichte nicht ausreichend, als dass aus ihr der Verlauf der
Polypeptidkette eindeutig zu erkennen wire. Dies ist einerseits auf Fehler in den geringen
Differenzen der gemessenen Strukturfaktoren zuriickzufiihren, ergibt sich in einem SIR oder
SAD-Experiment aber auch aus der Tatsache, dass den experimentellen Phasen kein
eindeutiger Wert zugewiesen werden kann (Zweideutigkeit der Phasen, phase ambiguity).
Hinzu kommt, dass die zur Losung der Substruktur verwendeten Daten im Regelfall eine
geringere Auflosung aufweisen als Daten aus einer nativen Messung, so dass in die
Berechnung der ersten Elektronendichte nicht alle verfiigbaren Informationen einflieen. In
einem solchen Fall kann der eigentlichen Erstellung und Verfeinerung des Proteinmodells ein

Prozess zur Verbesserung der experimentellen Phasen und somit der Elektronendichte
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vorangestellt werden. Durch Ausnutzung relevanter Informationen iiber das jeweilige Protein
sowie allgemeiner Prinzipien kann die Elektronendichte in einem iterativen Prozess oft
signifikant verbessert werden, ohne dass ein Strukturmodell der jeweiligen Verbindung

notwendig wire.

2221 Solvent flattening (Wang 1985)

In Kristallen makromolekularer Verbindungen existieren zwischen den einzelnen Molekiilen
grofle Bereiche (typischerweise 30-70% des Volumens der Elementarzelle), die mit
ungeordneten Losungsmittelmolekiilen angefiillt sind und deren Elektronendichte dement-
sprechend gleichméBig ist. Ist es moglich, diese Regionen in der Elektronendichte von
Bereichen zu unterscheiden, die mit Protein besetzt sind, so konnen Maxima innerhalb der
Losungsmittelbereiche entfernt werden, indem die Elektronendichte fiir diese Region auf
einen konstanten, niedrigen Wert gesetzt wird. Eine Einteilung der Elementarzelle in
Losungsmittel- und Proteinbereiche ist am prézisesten anhand der Standardabweichung der

Elektronendichte moglich.

o=, (2.15)

o Standardabweichung der Elektronendichte innerhalb einer betrachteten Sphére
P Elektronendichte am Gitterpunkt

P mittlere Elektronendichte in der jeweiligen Sphére

n . Anzahl der Gitterpunkte in der jeweiligen Sphére

Dazu wird ein Gitter {iber die asymmetrische Einheit gelegt und fiir jeden Gitterpunkt die
Standardabweichung der Elektronendichte innerhalb einer Sphire mit einem Radius r ~3A
um diesen Punkt berechnet. Innerhalb der Proteinregion variiert die Elektronendichte
wesentlich stirker als in Bereichen des Losungsmittels, so dass die Standardabweichung
demgemail grofer sein sollte. Die Werte der Standardabweichungen kénnen dann nach ihrer
Hohe sortiert und der dem Losungsmittelanteil entsprechende Prozentsatz mit den niedrigsten
Standardabweichungen als zum Losungsmittel zugehorig klassifiziert werden. Zusitzlich

konnen im Anschluss noch kleinere ,Inseln’ entfernt und Hohlrdume gefiillt werden.
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Der Elektronendichte der Losungsmittelregion wird nun ein konstanter, niedriger Wert
zugewiesen und aus der modifizierten Dichte werden neue Phasenwinkel ¢, berechnet. Eine
genauere Beschreibung des Ablaufs der iterativen Dichtemodifikation findet sich in Kapitel

2.2.2.3 in Zusammenhang mit nicht-kristallographischer Symmetrie.

2.2.2.2  Histogram Matching

Histogram matching wird als eine Methode der Dichtemodifikation flir gewdhnlich mit
solvent flattening kombiniert, behandelt aber nicht die Elektronendichte als Ganzes, sondern
betrachtet die Haufigkeitsverteilung einzelner Werte innerhalb der Elektronendichte.
Systematische Untersuchungen an makromolekularen Rontgenstrukturen haben gezeigt, dass
diese  Héufigkeitsverteilung bei einer gegebenen  Auflosung und  dhnlichem
Losungsmittelgehalt weitgehend unabhingig von dem betrachteten Protein ist, wohingegen
Elektronendichten schlechter Qualitit eine davon deutlich verschiedene Verteilung aufweisen
(vergl. Abb. 2.3). Lunin konnte 1988 zeigen, dass durch eine Anpassung der experimentellen
Werte an diese theoretische Verteilung eine deutliche Verbesserung schlechter
Elektronendichtekarten im Verlauf einer Strukturlosung erreicht werden kann (Lunin 1988).
Dazu wird die Elektronendichte p fiir alle Punkte eines Gitters berechnet, nach ihrer Hohe
sortiert und die einzelnen Werte mit den ihnen &4quivalenten Werten aus der
Standardverteilung ersetzt. Aus dieser verbesserten Elektronendichte konnen im Anschluss

wiederum neue Phasen ¢, berechnet und mit den bekannten Phasen ¢, kombiniert werden.

rel. Haufigkeit

Theoretische Verteilung

Verteilung in
experimenteller Dichte

Abb. 2.3: Theoretische (griin) und experimentelle (blau) Verteilung der Haufigkeiten einzelner Werte in der
Elektronendichte einer typischen Proteinstruktur.

Zhang et al. haben 1997 an einem konkreten Beispiel gezeigt, dass histogram matching in
Kombination mit anderen Dichtemodifikationstechniken insbesondere in der Erweiterung der

Phasen zu hoherer Auflosung hilfreich sein kann. Solvent flattening und die Ausnutzung
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nicht-kristallographischer Symmetrie allein tragen dagegen vor allem zu einer Verbesserung
der Phasen bei niedriger Auflésung bei (Zhang et al. 1997). Neuere Implementationen dieser
Technik bewirken jedoch auch eine deutliche Verbesserung der erzielten Ergebnisse, wenn

keine Phasenerweiterung durchgefiihrt wird (Cowtan 1994).

2.2.2.3  Mittelung iiber nicht-kristallographische Symmetrie (NCS)
Nicht-kristallographische Symmetrie beschreibt die Existenz mehrerer unabhédngiger Kopien
eines Objektes in der asymmetrischen Einheit bzw. in unterschiedlichen Kristallmodi-
fikationen. Durch Ausnutzung dieser Redundanz ist es moglich, das Signal-Rausch-Verhéltnis
der Elektronendichte um den Faktor N’ zu erhdhen und so deren Interpretierbarkeit bzw.
Prazision entscheidend zu verbessern. N entspricht dabei der Anzahl der unabhéngigen
Kopien eines Molekiils oder generell eines Objektes. Nicht-kristallographische Symmetrie ist
im Gegensatz zu kristallographischer Symmetrie lokal beschriankt und bezieht sich dement-
sprechend nur auf einen bestimmten Satz von Objekten und ein zu definierendes Volumen
innerhalb der kristallographischen Einheitszelle (Vellieux & Reed 1997, Drenth 1994, McRee
1993, Zhang, K.Y .J. et al. 2001).

Generell existieren zwei Arten von NCS, die cinzeln aber auch nebeneinander in einer
asymmetrischen Einheit auftreten konnen: Im Falle von geschlossener Symmetrie (proper
symmetry) bildet die Gesamtheit der NCS-Operatoren eine geschlossene Gruppe, die einer der
Punktgruppen entspricht. Fiir eine n-zéhlige Achse sind dann entsprechend die Operatoren,
die Objekt 1 auf Objekt 2, Objekt i auf Objekt i + 1 und Objekt n wieder auf Objekt 1
abbilden, identisch. Liegt dagegen eine offene Symmetrie (improper symmetry) vor, so
unterscheiden sich die einzelnen NCS-Operatoren voneinander und die dquivalenten Objekte
bilden keine Punktgruppe. Der beschriebene Sachverhalt ist in Abbildung 2.4 schematisch
dargestellt.

Die Existenz mehrerer Kopien eines Monomers bedeutet zwangsldufig, dass die Elektronen-
dichte in den entsprechenden Bereichen prinzipiell identisch ist und fiihrt zu constraints
beziiglich der Proteinstrukturfaktoren und damit auch der Phasenwinkel. Aufgrund von
Fehlern in den gemessenen Intensititen sowie ungenau bestimmten (experimentellen) Phasen
sind diese Einschrankungen insbesondere zu Beginn einer Strukturbestimmung jedoch nur
unzureichend erfiillt. In einem iterativen Verfahren kann die Elektronendichte jedoch so

modifiziert werden, dass sie den Restriktionen der nicht-kristallographischen Symmetrie in
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weiterem Male entspricht und ein klareres Bild der untersuchten Struktur zeigt. Als
Vorraussetzung miissen die Operatoren bekannt sein, die die einzelnen Molekiile aufeinander

abbilden sowie eine Maske, die die Form eines der Monomere beschreibt.

Losungs-
mittel

Abb. 2.4: Schematische Darstellung von geschlossener (proper) und offener (improper) NCS; in beiden Féllen
liegt 3-fache NCS vor; A: proper NCS, die Molekiile gehorchen der Punktgruppe C3 B: improper NCS, es wird
keine Punktgruppe gebildet.

Die NCS-Operatoren lassen sich aus den Lagen von Schweratomen einer Substruktur
berechnen, die zuvor mit SAD, SIR oder einer dhnlichen Technik geldst wurde. Ebenso ist es
moglich, molecular replacement Losungen oder sogar direkt Elektronendichte als Eingabe zu
nutzen. Die Operatoren zur Abbildung zweier Kopien aufeinander gliedern sich grundsétzlich
in eine Rotations- und eine Translationskomponente, von denen sich erstere in einer

Matrixnotation, in polaren oder in Euler’schen Koordinaten ausdriicken ldsst.

x, =[R,Ix, +1, (2.16)
Xn : transformierte Koordinaten X] : urspriingliche Koordinaten
[Ra] Rotationsmatrix tn : Translationsvektor

Liegt bereits ein (noch ungenaues) Proteinmodell vor, so kann dieses zur Berechnung der
Maske verwendet werden. In der Mehrzahl der Fille existieren jedoch nur die Koordinaten
einer Substruktur, so dass tliber die konkrete Ausdehnung des eigentlichen Proteins wenig
bekannt ist. In diesem Fall konnen um alle Atome Kugeln mit einem groBen Radius (z.B.
25 A, je nach erwarteter GroBe des Proteins und Anzahl der Schweratome) definiert werden,

die dann zu einer vorldufigen Proteinhiille verschmolzen werden. Diese Vorgehensweise hat
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den Nachteil, dass die erhaltene Maske sehr grob ist und die tatsdchliche Ausdehnung des
eigentlichen Proteins nur unzureichend beschreibt. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn
die gefundenen Schweratome auf der Oberfldche des Proteins lokalisiert sind. Eine bessere
Moglichkeit ist meist die Berechnung einer ersten Elektronendichte aus den
Schweratompositionen und den nativen Daten, in der sich unter Umstdnden Bereiche, in
denen Protein vorliegt, und Regionen, die mit Losungsmittel gefiillt sind, unterscheiden
lassen. Eine Maske lésst sich dann direkt aus der vorliegenden Elektronendichte generieren
und kann - falls notwendig - mit Hilfe eines Grafikprogramms manuell nachbearbeitet
werden. Um das Uberlappen symmetrieverwandter Masken zu verhindern, ist die Kenntnis
und Beriicksichtigung der nicht-kristallographischen sowie der kristallographischen
Symmetrieoperatoren wihrend der Erstellung der Maske hilfreich. Ein Algorithmus zur
Bestimmung der Maske aus den existierenden Strukturfaktoren und Phasenwinkeln ist

beispielsweise in dem Programm DM (Cowtan 1994) implementiert.

Zur Verbesserung einer experimentellen Elektronendichte kann nicht-kristallographische
Symmetrie besonders effektiv mit Methoden der Dichtemodifikation wie solvent flattening
und der Erweiterung der Phasen zu hoherer Auflosung kombiniert werden. Dabei werden die
folgenden Schritte nacheinander durchgefiihrt und wiederholt, bis sédmtliche gemessenen
Reflexe in die Berechnungen einbezogen sind oder, falls keine Phasenerweiterung

durchgefiihrt wird, bis sich die berechneten Giitekriterien nicht weiter verbessern lassen.

1. Berechnung der Elektronendichte aus den gemessenen Intensititen und den momentan
,obesten“ Phasen per FFT

2. Reduktion der Elektronendichte auf die asymmetrische Einheit

3. evtl. Verfeinerung der NCS Operatoren sowie der NCS Maske

4. Mittelung der Elektronendichte innerhalb der durch die NCS &quivalenten Masken,

solvent flattening, histogram matching

Expansion der Elektronendichte auf die Einheitszelle

Berechnung von F.-Werten aus der gemittelten Dichte per FFT

Skalierung von |F,| gegen |F,|, daraus Berechnung von Giitekriterien und Gewichten

Erweiterung der Auflosung

A S AR

Kombination der Phaseninformation aus ¢, und ¢, mit Hilfe der Hendrickson-Lattman-

Koeffizienten
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Dieser Ablauf ist so bzw. in dhnlicher Form in den Programmen SOLOMON (Abrahams &
Leslie 1996) oder DM (Cowtan 1994) implementiert, und dort iiber Skripte und seit kurzem

auch tiber eine graphische Benutzerschnittstelle in einfacher Weise zugénglich.

2.2.3 Strukturverfeinerung

Konnte aus der Strukturlosung ein erstes grobes Modell des untersuchten Proteins erhalten
werden, so dient der Prozess der Strukturverfeinerung dazu, die Ubereinstimmung zwischen
den gemessenen und den aus dem Modell berechneten Daten zu maximieren. Dazu wird das
aktuelle Modell iterativ der Elektronendichte angepasst, die sich aus den gemessenen
Strukturfaktoramplituden und den Phasen dieses Modells berechnet, und daraufhin gegen die
gemessenen Strukturfaktoramplituden bzw. Intensitidten verfeinert. Die Verfeinerung des
Modells geschieht dabei durch Variation der Positions- und der Auslenkungsparameter aller
(Nicht-Wasserstoff-) Atome der jeweiligen Struktur. Die Anpassung der Parameter erfolgt
iiber die Minimierung bzw. Maximierung einer zuvor zu definierenden Zielfunktion. Im Falle
eines least squares targets werden die gemessenen Daten als unverdnderlich angesehen und
die Parameter so variiert, dass die aus ihnen berechneten Daten moglichst gut mit den

gemessenen Werten iibereinstimmen.
2 2 1 2
M =3 |wF -F, )]+Z[;(yt—y)} (2.17)

Dieses Verfahren eignet sich gut fiir die Verfeinerung nahezu vollstindiger Modelle bei einer
Aufldsung von etwa 2 A oder besser, reagiert jedoch sensibel auf groBe Fehler in den
gemessenen Daten und inkorrekte Startmodelle bei niedriger Auflosung. In der maximum
likelihood Zielfunktion wird dagegen durch Verdnderung der Parameter des Modells die
Wabhrscheinlichkeit maximiert, dass mit dem gegebenen Modell die gemessenen Daten

tatsachlich beobachtet wiirden.

L=1P,(F;F,) (2.18)

Zur Minimierung der Zielfunktionen finden derzeitig vor allem zwei Algorithmen
Anwendung in der Verfeinerung makromolekularer Strukturen. Wihrend der conjugate

gradient Algorithmus sich vor allem bei mittlerer und hoher Auflosung zur Anpassung
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individueller Parameter eignet, stellt simulated annealing (insbesondere in Kombination mit
torsion angle dynamics) eine robuste Moglichkeit dar, bei niedriger Auflésung grobe Fehler
aus einem Modell zu eliminieren, das beispielsweise aus einer Strukturldsung mit molecular

replacement stammt.

Fiir die Beschreibung eines isotropen Proteinmodells mit individuellen B-Faktoren sind vier
(xyz, B), im Falle eines anisotropen Modells neun Parameter je Atom notwendig. Da bei einer
fiir Proteine typischen Aufldsung von 2.0 A, das Verhiltnis der gemessenen Daten zu den zu
bestimmenden Parametern nur bei ungefdahr zwei liegt, ist das der Verfeinerung zu Grunde
liegende Gleichungssystem nur noch knapp iiber-, bzw. bei geringerer Auflosung sogar
unterbestimmt. Zur Stabilisierung der Verfeinerung konnen in diesem Fall zusétzliche
stereochemische Informationen in Form von restraints in die Verfeinerung einbezogen
werden, bzw. die Anzahl der Parameter durch Einsatz spezifischer constraints verringert

werden.

Als Index fiir die Ubereinstimmung der Daten mit den Parametern des Modells wird ein

Residual-Wert berechnet, der definiert ist als

F F

P TARL
R=M — ST (2.19)

0
hkl

Um eine Uberinterpretation der gemessenen Daten bei niedrigem Daten-Parameter-Verhltnis
zu verhindern, wird als zusétzliches Giitekriterium der freie R-Wert Rg.. eingefiihrt (Briinger
1992). Dafiir wird ein Teil der gemessenen Daten (in der Regel 5%) nicht in die Verfeinerung
der Parameter und Berechnung der Elektronendichte einbezogen, sondern ausschlieBlich zur
Ermittlung des freien Residual-Wertes verwendet. Wihrend ein overfitting des Models zu
einem Absinken des Ry fiihrt, steigt Rgee in den entsprechenden Verfeinerungszyklen an
oder bleibt zumindest unverindert, da die verfeinerten Parameter von den fiir Ry, markierten

Reflexen génzlich unabhéngig sind.

Erlaubt die gemessene Auflosung nicht die Verfeinerung individueller anisotroper
Auslenkungsparameter, so kann fiir Gruppen von Atomen ein TLS-Modell verfeinert werden,

das die anisotrope Translation, Libration und Schraubenbewegung der jeweiligen Atome als
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starre Gruppe beschreibt (Winn et al. 2001). Dieses Modell ldsst sich mit lediglich 20
zusitzlichen Parametern je TLS-Gruppe berechnen und kann vor allem dann zu einer
deutlichen Verbesserung der Verfeinerungsstatistiken sowie der Elektronendichte fiihren,
wenn sich groBere, pseudo-starre Gruppen innerhalb eines Molekiils relativ zueinander
bewegen oder ganze Molekiile vergleichsweise beweglich im Kristallgitter angeordnet sind.
Die Auslenkungsparameter U werden dabei in die einzelnen Beitrdge Urrs und Uagom
aufgeschliisselt. Molekiilinterne Bewegungen, z.B. Librationen um bestimmte Torsions-
winkel, bleiben unberiicksichtigt. Problematisch ist in diesem Zusammenhang, dass Urrs und
Uatom miteinander korreliert sind, so dass es sich empfiehlt, die individuellen

Auslenkungsparameter wihrend der Bestimmung der TLS-Parameter konstant zu halten.
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3 Experimentelles

3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese der AmyA

Die Charakterisierung aller Proben der 7. maritima o-Amylase A beziiglich ihrer Reinheit
wurde mit Hilfe einer silver stained SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese unter denatu-
rierenden Bedingungen durchgefiihrt. Dazu wurde das Protein mit einem Uberschuss von
Natriumdodecylsulfat und einem Zusatz von Dithiothreitol fiir 10 min auf ca. 95°C erhitzt.
Sdmtliche Auftrennungen wurden in einer Gelelektrophoresekammer vom Typ GenePhor bei
10°C durchgefiihrt. Als Gele wurden ausschlieBlich ExcelGel™ SDS Homogenous 15 der
GroBe 250 x 110 mm eingesetzt, die zur Einpassung in die Kammer in der Laufrichtung
halbiert wurden. Die Ubertragung der angelegten Spannung von 300V erfolgte mit Excel
Gel™ SDS Buffer Strips, die anschlieBende Entwicklung der Gelplatten in einem Hoefer
Automated Gel Stainer nach einem vordefinierten Silver Staining Protocol for Proteins
(Nachweisgrenze ~0.02 ug Protein). Simtliche verwendeten Gerdte und Materialien wurden,

soweit zuvor nicht anders angegeben, von der Firma Pharmacia Biotech bezogen.

Die Abbildungen 3.1:A und 3.1:B dokumentieren die aufergew6hnlich hohe Reinheit der
erhaltenen Proteinproben der AmyA’ sowie der AmyA’’. Sind bei starker Uberladung des
Gels im Falle der AmyA’’ noch Abbauprodukte bzw. Verunreinigungen niedrigeren
Molekulargewichts zu erkennen, so deuten die Bahnen geringerer Konzentration auf eine
Reinheit von mehr als 95% hin. Im Falle der AmyA’ (Abb. 3.1:A) sind selbst bei hoher
Uberladung des Gels (3.3 pg Protein/Bahn) keine Abbauprodukte erkennbar. Die im
Vergleich zu der AmyA’’ bei identischer Konzentration weniger intensive Férbung des Gels
deutet aber darauf hin, dass dies nicht auf eine nochmals erhohte Reinheit des Proteins,

sondern eine generell schwichere Anfarbung zuriickzufiihren ist.
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Abb. 3.1: Silver stained SDS-PAGE von Proben der Thermotoga maritima o-Amylase A. A: AmyA’ (535 AS),
B: AmyA”’ (505 AS) Die Werte geben die absoluten Massen der aufgetragenen Proteinproben in den jeweiligen

Bahnen in pg an. Da die Gele unabhingig voneinander angefertigt wurden, sind die Laufhohen der Proteine
sowie die Intensitdten der Farbungen nicht direkt miteinander vergleichbar.

Da die Kristallisation der 535 Aminosduren umfassenden AmyA’ keine fiir die Rontgen-
strukturanalyse geeigneten Kristalle ergeben sollte (vergl. Kapitel 3.3.3.1), wurde die um 30

N-terminale Aminosduren verkiirzte AmyA’’ exprimiert und aufgereinigt. Als Nachweis

dieser gentechnischen Modifikation des Proteins wurde ein vergleichendes SDS

Polyacrylamidgel angefertigt. Abbildung 3.2 zeigt trotz der vergleichsweise unscharfen
Auftrennung eindeutig, dass AmyA’’ eine signifikant geringere Masse aufweist als AmyA’.
Die theoretische Massendifferenz zwischen den beiden Amylase-Varianten betrigt 3.169 kDa

(AmyA’: 62.656 kDa, AmyA’’: 59.487 kDa), ist aus diesem SDS-Polyacrylamidgel wie
erwartet aber nicht abzuleiten.

25 10 0.25 25 1.0 0.25
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Abb. 3.2: Vergleichende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der zur Kristallisation eingesetzten Amylase-
varianten. A: AmyA’, 62.6 kDa, B: AmyA”’, 59.5 kDa
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3.2 Matrix-unterstiitzte Laser-Desorptions / Ionisations-Flugzeit-Massenspektro-

metrie (MALDI-ToF-MS) von AmyA’ und AmyA”’

Zur Bestimmung der molekularen Massen der beiden Konstrukte AmyA’ und AmyA”’ (sieche
Kap. Kristallisation) diente als Matrix Sinapinsdure, gesittigt in einer 30%igen, wassrigen
Acetonitril-Losung, die zusétzlich 0.1% TFA enthielt. Die Proteinprobe wurde im Verhiltnis
I:1 mit der Matrix gemischt und auf dem farget getrocknet. Die Kalibrierung des
Massenspektrometers erfolgte gegen die einfach (66.431 kDa) und zweifach (33.216 kDa)
geladene Masse von BSA. Fiir alle Messungen wurde das Massenspektrometer im linearen

Modus betrieben.

Aufgrund des hohen Auflosungsvermdgens dieser Methode (etwa 1 Da auf 5 kDa) sollte es

29

moglich sein, die molekularen Massen der AmyA’ sowie der Amy mit hinreichender
Genauigkeit zu bestimmen, um Aussagen iiber das vorliegende Konstrukt machen zu kénnen.
Die theoretischen Massen der beiden Formen der Thermotoga maritima o-Amylase A liegen
bei 62.656 (AmyA’) bzw. 59.487 kDa (AmyA’’). Diese Werte stimmen mit den
spektrometrisch bestimmten Massen von 61.805 bzw. 59.455 kDa (vergl. Abb. 3.3)

unterschiedlich gut iiberein.

a.i. E
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. 61805.118
3000 - 59455 .594
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Abb. 3.3: MALDI-TOF massenspektrometrische Aufnahme der 535 Aminosduren umfassenden AmyA’
(schwarz) und der 505 Aminosduren umfassenden AmyA’’ (rot). Beide Kurven wurden aus unabhingigen
Messungen erhalten und unter Beibehaltung der Skalierung zueinander in einem Graphen kombiniert.
Aufgetragen ist die relative Intensitdt gegen das Masse-Ladungs-Verhiltnis m/z. Die Maxima im Bereich um
30000 m/z entsprechen den doppelt geladenen Molekiilen.
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Wihrend die Abweichung von 32 Da im Falle der AmyA’ auf das generelle
Auflésungsvermogen des Massenspektrometers sowie eine eventuell nicht ganz exakte
Kalibrierung zuriickgefiihrt werden kann, ist die Differenz von ca. 850 Da (entsprechend 6 - 8
Aminosduren) zwischen berechneter und gemessener Masse der AmyA’ fiir eine solche
Interpretation zu grof3. Ob hier eventuell ein N-terminaler Abbau einiger Aminosdurereste
oder eine anderweitige Degeneration des Proteins stattgefunden hat, wurde jedoch nicht
weiter verfolgt. Trotz der beschriebenen Ungenauigkeiten konnte anhand der ermittelten
Massen gezeigt werden, dass die Peptidsequenz der aufgereinigten AmyA’’ mit dem 505
Aminosduren umfassenden Zielkonstrukt weitestgehend iibereinstimmen muss. Die Probe
dieser Variante der a-Amylase A unterscheidet sich somit deutlich von der urspriinglichen

AmyA’ und wurde im Anschluss ebenfalls in Kristallisationsversuchen eingesetzt.

3.3 Kristallisation

3.3.1 Umgang mit Proteinlosungen

Samtliche Proben der Thermotoga maritima o-Amylase A wurden von Herrn Dr. Ole Fiitterer
vom Institut fiir Mikrobiologie und Genetik der Universitit Gottingen als wissrige Losungen
zur Verfligung gestellt. Die Konzentrationen variierten nach abschlieBender Dialyse gegen 5 |
eines 10 mM Tris Puffers mit pH 7.0 zwischen 9 und 40 mg/ml, was einer Molaritdt von 0.15

mM bis 0.67 mM entspricht.

Zur Abtrennung eventuell préazipitierten Proteins oder sonstiger unldslicher Verunreinigungen
wurden die Proben direkt nach Erhalt fiir 10 min bei 10.000 min™ zentrifugiert und dann in
zuvor autoklavierte, 500 pl fassende Reagiergefile der Firma Eppendorf (Hamburg) in
Portionen zu je 50 pl aufgeteilt. Auf diese Weise lassen sich einzelne Aliquots zur
Kristallisation auftauen, ohne dass durch wiederholtes Erwdrmen und Herunterkiihlen die
gesamte Probe unndtig beeintrichtigt wird. Alle erhaltenen Proben wurden zudem mit Hilfe
einer silver stained SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf mogliche Abbauprodukte oder
sonstige makromolekulare Verunreinigungen TUberpriift (sieche auch Kapitel 3.1). Die
Aufbewahrung der Proteinlosungen erfolgte generell bei -80°C. Direkt vor einem
Kristallisationsexperiment wurden die einzelnen Samples aufgetaut, erneut fiir 10 min bei
10.000 min™ zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReagiergefiB gleicher Grofe

uberfiihrt.
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3.3.2 Ansetzen von Losungen zur Kristallisation

Ein entscheidender Faktor fiir die erfolgreiche Kristallisation von biologischen
Makromolekiilen und insbesondere deren Reproduzierbarkeit ist der Einsatz exakt definierter
Stammldsungen. Aus diesem Grunde wurden alle im Rahmen der Kristallisation der AmyA
verwendeten Losungen nach einem einheitlichen Schema angesetzt, wobei als Losungsmittel
ausschlieBlich doppelt destilliertes Wasser verwendet wurde. Die Konzentrationen von
Salzen, Puffern und Additiven sind jeweils in mol/l angegeben, die organischer Fallungsmittel
in Massenprozenten (w/w). Letzteres gilt auch fiir den Fall, dass die reine Ausgangssubstanz
bei Raumtemperatur in fliissiger Form vorliegt (wie z. B. im Falle von MPD). Eventuellem
Pilzbefall von Polyethylenglykol- und MPD-Lésungen wurde durch Zusatz von 0.03% NaNj3
vorgebeugt. Zur Sterilisation wurden alle Losungen (ausgenommen: 1M Spermin - 4HCI)
tiber eine Millipore Express Membrane mit einer mittleren Porengrofe von 0.22 pum in

keimfreie Aufbewahrungsgefafe filtriert. Die Auftbewahrung erfolgte bei konstant 4°C.

3.3.3 Kristallisation der Thermotoga maritima o-Amylase A

Versuche zur Kristallisation der o-Amylase A von Thermotoga maritima erfolgten
ausschlieBlich nach der hanging drop Gasdiffusionsmethode (Hampel et al. 1968) unter
Verwendung von Gewebekulturplatten der Firma Sarstedt mit 24 Vertiefungen. Wéhrend der
Suche nach moglichen Kristallisationsbedingungen wurden die Tropfen aus je 2 ul der
Proteinstammlosung und 2 pl des Kristallisationspuffers zusammengesetzt, zur spiteren

Produktion groBerer Kristalle wurde die Tropfengrof3e verdoppelt.

Ein anfingliches screening wurde mit Hilfe der kduflichen Crystal Screening Kits I, II und
cryo der Firma Hampton Research sowie der Wizard Kits I und II der Firma Emerald
Biostructures durchgefiihrt. Jede dieser Zusammenstellungen enthilt etwa 50 vorgefertigte
Losungen, die sich zumeist aus einem Féllungsmittel, einem Puffersystem und einer
Salzkomponente zusammensetzen und so einen weiten Bereich moglicher Kristallisations-
bedingungen abdecken (sparse matrix sampling). Bedingungen, unter denen (Mikro-)
Kristalle entstanden, wurden zundchst mit eigens angesetzten Losungen reproduziert und
darauf folgend sorgfiltig verfeinert. Dabei wurden Parameter wie die Konzentrationen der
einzelnen Komponenten, die Temperatur sowie der pH-Wert systematisch verdandert, um die

KristallgroBe und -qualitdt zu optimieren.
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3.3.3.1 Kristallisation der AmyA’ (535 AS)

Die rekombinante o-Amylase A’ aus Thermotoga maritima (535 Aminosdurereste,
einschlieBlich der mutmallichen, N-terminalen Linker-Sequenz) kristallisiert bei Raum-
temperatur aus einer Losung der Konzentration 20 mg/ml, gepuffert in 10 mM Tris, pH 7.0.
Der verwendete Kristallisationspuffer setzt sich aus 9% mPEG 5000, 10 mM Tris, pH 7.0 und
1 M NaCl zusammen. Erste Mikrokristalle waren nach 2-3 Tagen bei 40-facher
VergroBBerung unter dem Mikroskop zu erkennen und wuchsen innerhalb von etwa drei
Wochen zu einer GroBe von ca. 500x 70 x 70 um’ (siche Abb. 3.4). Trotz sorgfiltiger
Verfeinerung der Kristallisationsbedingungen und vorsichtigem Einfrieren der Kristalle mit
30% Glycerin (siche Kap. 3.4) war die an der Beamline BW7B des DESY /EMBL
AuBenstelle Hamburg detektierbare Diffraktion auf eine maximale Aufldsung von ca. 7 A

beschrinkt, so dass die gewonnenen Daten fiir eine Strukturbestimmung unzureichend waren.

-a'ﬂ.&&

Abb. 3.4: Kristall der 535 Aminosdurereste umfassenden o-Amylase A’ aus Thermotoga maritima (inklusive
mutmaBlichem, N-terminalen Membran-Linker), aufgenommen bei 40facher Vergréferung.

Dieses Ergebnis passt gut zu der bereits gemachten Annahme, dass die etwa 30 N-terminalen,
hydrophilen Aminoséurereste keine definierte Sekundér- und Tertidrstruktur ausbilden (siehe
Einleitung), sondern durch ihre Flexibilitét einer geordneten Kristallstruktur und damit guten
Streukraft der Kristalle entgegenstehen. Da auch weitere Kristallisationsversuche mit diesem
Konstrukt des Enzyms trotz sorgfiltiger Verfeinerung der Parameter und dem Einsatz von
micro und macro seeding nicht zu den angestrebten Resultaten fiihrten, wurde beschlossen,
fiir die weiteren Arbeiten die N-terminale Linker-Region durch Modifikation des codierenden

Gens zu entfernen.

3.3.3.2  Sequenzvergleich der AmyA’ mit homolgen Proteinen
Mit einer Ubereinstimmung von 28% und einem konservativen Austausch fiir 45% der

Aminosduren war zum Zeitpunkt der Kristallisation die Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus
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cereus das nach der Peptidsequenz am néchsten verwandte Protein, von dem eine
dreidimensionale Struktur existierte (Watanabe ef al. 1997). Ein Sequenzvergleich zeigt
deutlich, dass ab Position 32, bezogen auf AmyA’ (Valin, siche Abb. 3.5, gelb unterlegt), eine
ausgepragte Homologie dieser zwei Sequenzen sowie auch mit der anderer Glucosidasen
besteht. Da der erste Strang des (B/o)s-Barrels in BCOG mit einem Serin in Position neun
und in den anderen verglichenen Enzymen mit dem darauf folgenden Valin beginnt (griin
unterlegt), konnte davon ausgegangen werden, dass dies auch fiir das TIM-Barrel der AmyA

zutrifft.

I
Ay A e e e e e MFQTSMSQSLVSSNPHSNSTNTDG 24
0
1BVZ GSDERFDYFEALLECSTKRVKYVFLLTGPQGEAVYFGETGFSAERSKAGVFQYAYIHRSE
I APDTS
I ASDTA
AmyA’ TSSNLEEVKYPVVYEIFIRSEFYDRDGN....GV................ GDLNGVSQKVD 64
1UOK . .MEKQWWKESVVYQIYPRSFMDSNGD....GI................ GDLRGIISKLD

1BVZ VFTTPEWAKEAVIYQIFPERFANGDPSNDPPGTEQWAKDARPRHDSFYGGDLKGVIDRLP
1PAM VSNKONFSTD .MIYQIFTDRFSDGNPANNPTG. . AAFDGSCTNLRLYCGGDWQGIINKIN
1CIU VSNVVNYSTD .MIYQIVTDREFVDGNTSNNPTG. . DLYDPTHTSLKKYFGGDWQGIINKIN

Abb. 3.5: Sequenzhomologie innerhalb der ersten 64 Aminosduren der Thermotoga maritima o-Amylase
AmyA’ mit verwandten Glucosidasen (Altschul ef al. 1990). Die Bezeichnungen entsprechen (bis auf AmyA’)
dem jeweiligen PDB-Code der Glucosidasen: AmyA’: Thermotoga maritima o-Amylase A’, 1TUOK: Bacillus
cereus Oligo-1,6-Glucosidase, 1BVZ: Thermoactinomyces vulgaris R-47 o-Amylase II, 1PAM: Bacillus sp.
1011 cyclodextrin glucanotransferase, 1CIU: Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes CGtase. Weitgehend
konservierte Bereiche sind farbig unterlegt. Die Nummerierung bezieht sich auf AmyA’, die spiter entfernte
Linker-Region (— AmyA’’) ist rot dargestellt. Griin unterlegt ist jeweils die erste Aminosdure des ersten
Stranges in der zentralen TIM-Barrel Doméne.

Es wurde darauthin entschieden, das Konstrukt der AmyA’ N-terminal um 30
Aminoséurereste bis einschlieBlich der Glutaminsdure in Position 31 zu verkiirzen (in Abb.
3.5 rot eingefarbte Aminosiuren). Mit diesem Konstrukt sollte sichergestellt werden, dass der
vermutlich flexible Membranlinker moglichst vollstidndig entfernt wiirde, gleichzeitig jedoch
alle Reste erhalten bleiben, die innerhalb der vermuteten Domine A des Enzyms das zentrale
Barrel bilden. Die dazu notwendige Manipulation des amyA-Gens wurde wie auch die darauf
folgende Expression und Aufreinigung des Enzyms wiederum von Herrn Dr. Ole Fiitterer am
Institut  fir Mikrobiologie und Genetik der Universitit Gottingen durchgefiihrt
(Futterer 2001). Alle folgenden Beschreibungen, sowohl der Kristallisation als auch der
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weiteren Strukturbestimmung und -diskussion beziehen sich auf dieses nun 505 Aminosdure-

reste umfassende Konstrukt AmyA”’.

3.3.3.3  Kristallisation der AmyA’’ (505 AS)

Die zunichst erhaltene Proteinlosung der gentechnologisch verkiirzten AmyA’ war mit
40 mg/ml sehr hoch konzentriert. Da die meisten Proteine aus Losungen mit Konzentrationen
zwischen 10 und 20 mg/ml zur Kristallisation gebracht werden konnen und bei zu hoher
Konzentration die Gefahr vorzeitiger Denaturierung oder Prézipitation besteht, wurden die
Proben jeweils direkt vor den einzelnen Kristallisationsversuchen mit doppelt destilliertem

Wasser auf 20 mg/ml verdiinnt.

Bereits nach zwei Tagen konnten in nahezu allen Tropfen, die unter Verwendung der
Kristallisationslosungen der Firma Hampton Research angesetzt worden waren und die
entweder Ca’" oder Mg2+ Ionen enthielten, Biischel-dhnliche Ansammlungen kleiner,
nadeliger Kristalle beobachtet werden. Calcium war bereits zuvor erfolgreich in der
Kristallisation verschiedener Amylasen eingesetzt worden (Ramasubbu et al. 1996, Lee ef al.
1991) und hatte in einem dokumentierten Fall in zu hoher Konzentration zur Bildung von
Kristallen mit der hier beobachteten Morphologie gefiihrt (McPherson 1999). Durch eine
Verfeinerung der Bedingungen konnten schlieBlich Stidbchen-férmige Kristalle mit einer

maximalen GroBe von 400 x 50 x 50 pm® erhalten werden (vergl. Abb. 3.6).

Abb. 3.6: Kristallisation der 505 Aminosdurereste umfassenden Form der o-Amylase A von Thermotoga
maritima mit Ca>*, aufgenommen bei 80facher VergroBerung; A: erste Kristalle, erhalten nach screening mit
Hampton Kit; B: Stidbchen- formige Kristalle nach Vefeinerung der Kristallisationsbedingungen.

Bei genauerer Betrachtung der Stirnfldchen ist jedoch zu erkennen, dass es sich nicht um
Einkristalle handelt, sondern dass jeder Kristall aus einer Vielzahl kleiner, gegeneinander

versetzter Nadeln aufgebaut ist. Versuche, die Kristallqualitdt mit Hilfe verschiedener Arten
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von micro seeding zu verbessern, schlugen fehl, so dass stattdessen nach weiteren

Bedingungen gesucht wurde.

Zur Datensammlung geeignete Kristalle der AmyA’’ konnten schlielich bei 20°C in einem
Inkubator aus einer Losung der Konzentration 12 mg/ml mit einem Kristallisationspuffer aus
3 -4% PEG 6000, 25 mM Cacodylat Puffer, pH 6.5 und 10 mM Spermin - 4 HCI] erhalten
werden. Innerhalb von etwa einer Woche entstanden zunichst orangefarbene Spherulite, an
deren Oberfldche sich eine Vielzahl sehr feiner Kristallplattchen bildete. Durch streak seeding
mit einem Katzenschnurrhaar in zuvor dquilibrierte Tropfen (2 + 2 ul, Kristallisationspuffer:
2% PEG 6000, 40 mM Cacodylat Puffer, pH 6.5, 20 mM Spermin -4 HCI) gelang es,
Kristallisationskeime soweit zu vereinzeln, dass sich daraus kleine, nicht verwachsene
Einkristalle bildeten. In einem zweiten Schritt wurden diese Kristalle dann mit einer Kapillare
in ebenfalls &quilibrierte Tropfen identischer Zusammensetzung, jetzt aber doppeltem

Volumen, transferiert (macro seeding), in denen sie sich bis zu einer Grofe von

300 x 300 x 100 um entwickelten. Den Gang der erfolgreichen Kristallisation zeigt
Abbildung 3.7.

Abb. 3.7: Kristallisation des 505 Aminosdurereste umfassenden Konstrukts der Thermotoga maritima «o-
Amylase A, aufgenommen jeweils bei 40facher VergroBerung; A: Spherulite, aus deren Oberfliche sehr feine
Kristallplattchen wachsen, ca. 1 Woche alt; B: erste Einkristalle ca. 1 Woche nach streak seeding, gut zu
erkennen ist die horizontale Streichrichtung mit dem Katzenhaar (streak line); C: zur Diffraktion geeigneter
Einkristall, ca. 3 Wochen nach macro seeding, Dimensionen: 300 x 200 x 80 um.

3.3.4 Einbau von Heteroatomen in die Kristallstruktur der AmyA”’

Sowohl zur Losung der Struktur relevante Quecksilberionen als auch der Inhibitor Acarbose
konnten durch Trinkung der jeweiligen Kristalle in einer entsprechenden Ldsung in das
Protein integriert werden. Zum Einbau der Schwermetallionen wurden einzelne Kristalle fiir
die Dauer von 24 Stunden in hanging drops iibertragen, die neben der eigentlichen, zuvor

dquilibrierten Kristallisationslosung Quecksilberdichlorid der Konzentration 1 mM enthielten.
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Im Falle von Raumtemperaturmessungen wurden die Kristalle direkt aus dieser Losung
montiert, fiir Tieftemperaturdatensammlungen wurde dem Kryoprotektanden ebenfalls 1mM
HgCl, zugesetzt. Die jeweiligen Kristalle wurden dann direkt vor dem Schockgefrieren
kurzzeitig in eine Quecksilber-freie Losung transferiert, um die Metallionen aus dem
Losungsmittel zu entfernen (back soaking). Acarbose konnte in die Molekiilstruktur der
AmyA’’ eingebunden werden, indem es der Losung des Kryoprotektanden in einer
Konzentration von ebenfalls 1 mM zugesetzt wurde. Die Dauer des soakings betrug in diesem

Fall etwa 1 Stunde.

3.4  Kryoprotektion
In ersten Versuchen wurden Kristalle zum Zwecke der Kryoprotektion mit Hilfe einer
Kapillare direkt in eine Losung transferiert, die neben dem urspriinglichen Kristallisations-

puffer einen der Kryoprotektanden aus Tabelle 3.1 in der angegebenen Konzentration enthielt.

Tab. 3.1: Zur Kryoprotektion der Kristalle von AmyA”’ getestete Reagenzien. Die eingesetzten Konzentrationen
sind als Massenprozente (w/w) zu verstehen.

eingesetzte

Kryoprotektand Konzentration
Glycerin 30%
PEG 400 30%
PEG 4000 25%
Glucose 25%
MPD 25%
Erythritol 25%
(NH4),SO, 50% gesdttigt
PFP Ol 100%

Unabhingig von dem eingesetzten Kryopuffer brachen jedoch alle Kristalle innerhalb
kiirzester Zeit auseinander, so dass sie zur Datensammlung nicht mehr zu verwenden waren.
In spéteren Versuchen wurde die Konzentration des Kryoprotektanden deshalb langsam
schrittweise erhoht. Hierzu wurden geringe Volumina einer Losung, die zunehmende
Konzentrationen des Kryoprotektanden enthielten, iiber ca. 1 Stunde vorsichtig zu dem
Kristallisationstropfen hinzugegeben und wieder entfernt (Garman & Schneider 1997). Auf
diese Weise war es moglich, die Konzentrationen von MPD und PEG 4000 auf bis zu 25 bzw.

30% zu erhohen, ohne dass es dabei zur Auflosung oder Zersetzung der Kristalle kam.
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Wihrend die Zugabe von MPD zu keiner Verdnderung in der Kristallmorphologie zu fiihren
schien (40fache VergroBerung), traten ab einer Konzentration von ca. 15% PEG 4000
konvexe bzw. konkave Wolbungen an gegeniiberliegenden Oberflichen des Kristalls auf
(siche Abb. 3.8). Zwischen zwei senkrecht zueinander stehenden Polarisationsfiltern
betrachtet, zeigte der Kristall nun zudem eine Struktur, die auf einen Aufbau aus mehreren
Schichten hindeutete, die relativ zueinander verschoben waren. Obwohl derartige,
unregelmdfige Verdnderungen der Kristallmorphologie in der Regel auf eine entstehende
Unordnung bzw. Stapelfehler hindeuten, konnten spéter sowohl von der mit MPD als auch der
mit PEG 4000 behandelten Kristalle Tieftemperaturdaten gesammelt werden (siehe Kapitel
3.6).

Abb. 3.8: Verdnderung der Morphologie von Kristallen der AmyA”’ bei schrittweiser Zugabe von PEG 4000 als
Kryoprotektand.

3.5 Kristallmontage

Entgegen fritheren Techniken, die Kristalle im Stickstoffstrom des Kryostats einzufrieren,
wurden im Rahmen dieses Projektes alle Kristalle, von denen Tieftemperaturdaten gesammelt
werden sollten, direkt in fliissigem Stickstoff eingefroren. Dies hat den Vorteil, dass die Zeit
zwischen der Entnahme des Kristalls aus der ihn schiitzenden Losung und dem Gefrieren und
somit die Verweildauer an der Luft auf ein Minimum reduziert werden kann. Zudem verlauft
das eigentliche Einfrieren schneller und gleichmiBiger, so dass die Gefahr der Eisbildung
reduziert wird. Die Montage im Kaltgasstrom des Diffraktometers konnte dann ohne weitere
Beeintrachtigung der tiefgefrorenen Kristalle mit Hilfe eines cryo vials und eines arcs

durchgefiihrt werden.

Zwei Datensitze, die sich zur spéteren Strukturldsung als entscheidend erweisen sollten,
wurden bei Raumtemperatur gesammelt. Der Kristall wurde dazu in eine Glaskapillare
transferiert und beidseitig mit etwas Kristallisationslosung gegen eventuelle Austrocknung
geschiitzt. Die Kapillare wurde an beiden Enden mit je einem Tropfen Bienenwachs

verschlossen, in einen Kunststoffpin geklebt und in der Spindel des Diffraktometers fixiert.
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3.6 Datensammlung und -prozessierung

Die Sammlung der Datensédtze 1 und 8 fand an der multipole wiggler beamline BW7B am
Speicherring DORIS der AuBenstelle Hamburg des EMBL c¢/o DESY statt. Als Detektor kam
ein imaging plate System MAR345 zum Einsatz. Alle weiteren Datensidtze wurden an einem
Einkreisdiffraktometer der Arbeitsgruppe Sheldrick in Gottingen gesammelt, das sich aus
einer Kupfer-Drehanode der Firma Bruker, einem Spiegelsystem max flux der Firma Osmic
sowie ebenfalls einem MAR345 imaging plate Detektor zusammensetzt. Wéhrend alle in-
house Daten bei nur einem Kristall-Detektor-Abstand gesammelt werden konnten, war es fiir
die Messungen am Synchrotron notwendig, niedrig und hoch aufgeloste Daten getrennt
aufzunehmen, um einerseits die bestmogliche Auflosung zu erreichen, andererseits den Zéhler
bei niedriger Auflosung aber nicht zu tiberséttigen. Die Integration und Skalierung aller Daten
erfolgte mit den Programmen DENZO und SCALEPACK bzw. HKL2000 (Otwinowski &
Minor 1997), fiir die Bestimmung der Raumgruppe wurde XPREP (Sheldrick 1997)

verwendet. Samtliche relevanten Daten sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.

3.6.1 Transformation der Elementarzelle

Obwohl alle Kristalle unter identischen Bedingungen geziichtet wurden und sich optisch
zunéchst nicht voneinander unterschieden, konnten in Abhingigkeit von dem eingesetzten
Kryoprotektanden drei verschiedene Zellen und Raumgruppen gefunden werden. Wahrend
die bei Raumtemperatur vermessenen Kristalle (Datensédtze 4 und 5) eine relativ kleine,
orthorhombische Zelle aufwiesen, wurden bei Tieftemperaturmessungen entweder eine
groBBere orthorhombische (Datensatz 6) oder eine kleinere monokline Zelle gefunden
(Datensitze 1, 2, 3, 7 und 8). Beide sind jedoch von der Zelle der Raumtemperaturdatensitze
nicht génzlich unabhingig. So variiert die Linge der b-Achse in allen nativen Modifikationen
lediglich zwischen 127.69 und 128.53 A und die Tieftemperaturdaten mit MPD als
Kryoprotektand (Datensatz 6) zeigten relativ zu den bei Raumtemperatur bestimmten
Einheitszellen eine ungefihre Verdopplung der c-Achse. Auch die Achsen a und c der
monoklinen Modifikation, die bei Tieftemperaturmessungen nach der Kryoprotektion mit
PEG 4000 gefunden wurden, sind mit den Achsen ¢ und a der orthorhombischen Zelle

verwandt. Abbildung 3.9 illustriert dies in einer Projektion entlang der monoklinen b-Achse.
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c=114.581 A

B =104.70°

a
Y S8 =9

a=125.788 A

Abb. 3.9: Projektion der urspriinglichen, mit Raumtemperaturmessungen gefundenen, orthorhombischen
(hellgrau) und der bei Tieftemperaturmessungen mit PEG 4000 gefundenen, monoklinen Zelle (dunkelgrau)
entlang der kristallographischen b-Achse (~ 128 A). Die Lingen der Kanten a und ¢ sowie der Winkel B der
monoklinen Kristallform sind in schwarz angegeben, die Kantenldngen der orthorhombischen Kristallform in
blau.

Es ist ersichtlich, dass die monokline Zelle generell der orthorhombischen Zelle dhnelt,
insgesamt aber mit 1133015 A’ gegeniiber 1358240 A’ ein um ca. 16.5% geringeres
Volumen aufweist. Da die monokline Form reproduzierbar bei der Sammlung von
Tieftemperaturdaten nach der Behandlung mit PEG 4000 auftritt, muss entweder durch den
Austausch von Wasser gegen die Losung des Kryoprotektanden oder aber wéhrend des
Schockgefrierens ein Phaseniibergang stattgefunden haben, der mit einer Schrumpfung der

Einheitszelle einhergeht (Esnouf ez al. 1998, Weiss & Hilgenfeld 1999).

Zur weiteren Untersuchung des Phdnomens wurde ein Kristall zundchst ohne Kryopuffer in
einer Kapillare montiert und die Zelle bestimmt. Der Kristall wurde darauthin der Kapillare
wieder entnommen und gemiB des zuvor etablierten Kryo-Protokolls mit PEG 4000
behandelt, dann aber nicht eingefroren, sondern erneut bei Raumtemperatur vermessen.
Wiéhrend zunéchst die orthorhombische Zelle entsprechend der Datensétze 4 und 5 gefunden
wurde, hatte diese sich nach der Behandlung mit PEG 4000 in die monokline Zelle analog der
Datensitze 1, 2, 3, 7 und 8 umgewandelt. Verantwortlich fiir den Ubergang von der
orthorhombischen in die monokline Zelle ist also der Entzug von Kristallwasser durch eine
Verianderung des osmotischen Potentials mit der Zugabe von PEG 4000 und nicht etwa die
plotzliche Temperaturdnderung wéhrend des Schockgefrierens. Diese Schlussfolgerung steht

im Einvernehmen mit der beobachteten Anderung der Kristallmorphologie withrend des cryo
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soakings mit PEG 4000 und erkldrt auch das sofortige Zerfallen der Kristalle beim direkten
Transfer in hoher konzentrierte Losungen dieses Kryoprotektanden (vergl. Kapitel 3.4).
Gleichwohl lduft der beobachtete Phaseniibergang nicht génzlich homogen bzw. vollstindig
ab. Neben den Reflexen der monoklinen Zelle waren bei Tieftemperaturmessungen eine
Reihe nicht indizierter Reflexe beobachtbar und die Mosaizitdt des Kristalls erhohte sich von
ca. 0.4° auf tiber 1° (vergl. auch die bei Raum- bzw. Tieftemperatur gesammelten Datensétze
4/5und 2/ 7). Beide Probleme traten generell bei allen Tieftemperaturdatensammlungen auf,
konnten aber durch vorsichtiges cryo soaking und gezielte Kristallauswahl auf ein vertretbares

Mal reduziert werden.

Es ist festzuhalten, dass die maximale Auflosung der monoklinen Tieftemperaturdatensitze
um ca. 0.5 A iiber der Aufldsung der bei Raumtemperatur gemessenen Daten liegt, so dass
letztlich mehr Informationen iiber den dreidimensionalen Aufbau des Proteins erhalten
werden konnten. Ferner konnten durch das Frieren der Kristalle sekundire Strahlenschéden
weitgehend reduziert werden (Garman & Schneider 1997, Burmeister 2000), so dass auch bei
langeren Messungen mit hochintensiver Strahlung lediglich eine geringe Zersetzung der

Kristalle auftrat.

Die Vollstindigkeit von 8 ist mit 91.3% fiir den gesamten Auflosungsbereich und 67.3% fiir
die duBere Auflosungsschale wesentlich geringer als fiir die restlichen Datensdtze. Dies
resultiert aus einer ausgepragten Anisotropie des verwendeten Kristalls, aufgrund derer nur
Daten relativ schmaler Bereiche des reziproken Raumes eine befriedigende Qualitét
aufwiesen. Der Versuch, alle gemessenen Daten in die Integration und Skalierung mit

einzubeziehen, fiihrte zu einer Zunahme des mittleren Riyerge von 8.5 auf mehr als 30%.
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3.7 Losung der Struktur der unkomplexierten AmyA”’

3.7.1 Molecular Replacement

Angesichts der hohen Sequenzhomologie mit der Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus
(28% Identitit, 45% konservierter Austausch) war davon auszugehen, dass mit dem oben
genannten Protein ein geeignetes Suchmodell fiir eine Losung der Struktur der AmyA’’ nach
der Methode des Molekularen Ersatzes (Rossmann & Blow 1962) generiert werden konnte.
Auf der Grundlage eines Sequenzvergleiches (vergl. Kap. 3.3.3.2) wurden durch Entfernen
von Bereichen geringer Homologie oder zusitzlicher Strukturelemente in BCOG
unterschiedliche Modelle erzeugt, die dann als Suchfragment in verschiedenen MR-
Programmen eingesetzt wurden. Zusétzlich wurden Parameter wie die verwendete Auflosung,
die zu berechnenden Generationen und die GroB3e der Population (EPMR (Kissinger et al.
1999)) oder Angaben zur Ahnlichkeit und Vollstindigkeit des Modells (MOLREP (Vagin &
Teplyakov 1997)) variiert. Trotz der mutmaBlichen Ahnlichkeit der dreidimensionalen
Strukturen der AmyA’’ und der Oligo-1,6-Glucosidase (Holm & Sander 1993) gelang es
nicht, die Struktur zu l6sen. Im Nachhinein kann dieser Misserfolg auf zwei Ursachen

zuriickgefiihrt werden:

1. Die Streumasse des Suchmodells betrug aufgrund der vier unabhingigen Molekiile der

29

AmyA’’ weniger als 20% der in der asymmetrischen Einheit vorhandenen molekularen
Masse. Dies hat zur Folge, dass sich die fiir die Rotationsfunktion berechneten und die
beobachteten self vectors in der Pattersonfunktion selbst bei einem sehr dhnlichen Modell
durch Uberlagerung der vier Monomere stark voneinander unterscheiden, so dass ein
Auffinden der korrekten Orientierung erschwert wird. Dies gilt analog auch filir die
berechneten und beobachteten Strukturfaktoren, die von dem Programm EPMR direkt in
Beziehung gesetzt werden.

2. Ausgehend von dem erstellten Sequenzvergleich gelang es trotz der weitgehenden
Ubereinstimmung nicht, ein adiquates Suchmodell zu generieren. Ein im Nachhinein
durchgefiihrter Vergleich der dreidimensionalen Strukturen von AmyA’’ und BCOG lie3
erkennen, dass einige Bereiche des Proteins trotz hoher Sequenzhomologie
unterschiedliche Positionen einnehmen, wihrend andere Abschnitte, die sich in ihrer

Sequenz nicht &dhneln, mit geringen Abweichungen der Cy,-Atome zueinander

superpositioniert werden konnen. Mit einem aus dieser Superposition erstellten
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Suchfragment war es im Nachhinein moglich, mit dem Programm EPMR eine korrekte

Platzierung der vier unabhéngigen Monomere vorzunehmen.

3.7.2 Strukturlosung mit isomorphen und anomalen Differenzen

Die native Struktur der 7. maritima o-Amylase konnte schlieBlich durch eine Kombination
von single isomorphous replacement anomalous scattering (SIRAS), non-crystallographic
symmetry averaging unterstiitztem solvent flattening und molecular replacement gelost
werden. Dazu wurde mit Hilfe der orthorhombischen Raumtemperaturdatensidtze 4 und 5
zunichst eine Elektronendichtekarte bei niedriger Auflosung (dmin = 3.2 A) berechnet. Die
Qualitdt dieser Elektronendichte war ausreichend, um ein einfaches poly-Alaninmodell fiir
etwa 80% der AmyA’’ zu generieren, welches dann als Suchfragment zum molecular
replacement in den monoklinen Daten von 1 diente. Unter Ausnutzung nicht-
kristallographischer Symmetrie lieBen sich schlielich die Phasen bis zur vollen Auflésung
von 1.75A erweitern. Die so erhaltene Elektronendichte konnte dann problemlos automatisch
interpretiert werden. Da die Kombination der erwdhnten Methoden und mehrerer
Kristallformen nicht dem typischen Gang einer Proteinstrukturlésung entspricht und sich
vergleichsweise kompliziert gestaltete, sollen die einzelnen Schritte hier ndher beschrieben

werden.

Mit den Datensdtzen 1 und 3 liegen ein hochaufgeldster, nativer Datensatz in der monoklinen
Raumgruppe P2; sowie Daten eines Quecksilberderivates in der gleichen Raumgruppe und
dhnlicher Zelle vor (vergl. Tab. 3.2). Allerdings differieren die Lingen der Zellkanten b und ¢
zwischen den beiden Datensiitzen um ungefihr 2 bzw. 3 A (entsprechend 1.5 bzw. 2.5%), so
dass zwischen ihnen kein ausreichender Isomorphismus besteht, der eine Strukturlosung mit
SIR oder SIRAS erlauben wiirde. Die vergleichsweise hohe Redundanz des Datensatzes 3
(7.61 ohne Beriicksichtigung der Friedel-Gegenteile) erlaubt jedoch allein aus dem anomalen
Signal des Quecksilbers die Bestimmung der Schweratompositionen. Aufgrund
unzureichender Phaseninformationen und des fehlenden Isomorphismus zu den nativen Daten
aus 1, gelang es aber nicht, mit Hilfe der gefundenen Positionen eine interpretierbare
Elektronendichte zu berechnen. Aus diesem Grund wurde bei der Strukturldsung zundchst

von den Datensdtzen 4 und 5 ausgegangen.
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3.7.2.1 Betrachtung der orthorhomischen Kristallform

Aus den Zellkonstanten der Datensidtze 4 bzw. 5 berechnet sich ein Zellvolumen von ca.
1358 240 A’, was unter Beriicksichtigung der kristallographischen Symmetrie in P2,2,2 ein
Volumen von 339 560 A’ fiir die asymmetrische Einheit ergibt. Aus diesen Werten lisst sich
auf Basis des Matthews Koeffizienten V), der Losungsmittelanteil und somit auch die Anzahl

der Molekiile pro Zelle bzw. asymmetrische Einheit abschitzen (Matthews 1968).

V
V,=—— 3.1
= (3.1)
Vy : Matthews Koeffizient [A’/Da] V : Zellvolumen [A’]
M : Masse des Proteins [Da] Z : Anzahl der Molekiile pro Einheitszelle

Statistische Untersuchungen haben gezeigt, dass der Matthews Koeffizient fiir die meisten
Proteinkristalle einen Wert zwischen 1.66 und 4.00 A*/Da annimmt; das Verteilungsmaxi-
mum liegt bei 2.15 A’/Da (Drenth 1994). Auf der Grundlage einer Dichte von 1.35 g/cm3 fiir
ein typisches Protein ldsst sich daraus direkt der Losungsmittelanteil berechnen. Fiir 1 bis 4
Molekiile AmyA’’ pro asymmetrische Einheit der orthorhombischen Kristallform sind die
zugehorigen Matthews Koeffizienten und Losungsmittelanteile in Tabelle 3.3 aufgelistet. Fiir

die Masse des Proteins wurde der gerundete Wert von 60 000 Da eingesetzt.

Tab. 3.3: Zusammenhang des Matthews Koeffizienten und des Losungsmittelanteils mit der Anzahl der
Molekiile der AmyA*’ je asymmetrischer Einheit fiir die orthorhombische Kristallform (Raumtemperaturdaten).

Anzahl Molekiile Matthews Koeffizient —Losungsmittelanteil

/ asym. Einheit [A’/Da] im Kristall [%]
1 5.66 78.3
2 2.83 56.5
3 1.89 34.1
4 1.41 12.8

Mit einem Losungsmittelanteil von 56.5 bzw. 34.1% erscheinen 2 bis 3 Molekiile pro
asymmetrische Einheit sinnvoll. Die beobachtete Schrumpfung der Elementarzelle wéihrend
der Kryoprotektion mit PEG 4000 (vergl. Kapitel 3.6.1) deutet eher auf den hoheren Losungs-

mittelanteil und somit das Vorhandensein von 2 unabhingigen Molekiilen hin.
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Hinweise auf mdgliche nicht-kristallographische Symmetrie lassen sich unter bestimmten
Bedingungen aus der nativen Patterson-Funktion oder einer Selbstrotationsfunktion ableiten.
Eine diesbeziigliche Untersuchung der Daten mit den Programmen XPREP (Sheldrick 1997)
und GLRF (Tong & Rossmann 1990) deutete jedoch weder auf das Vorhandensein von nicht-
kristallographischer Translations- noch Rotationssymmetrie hin, so dass auch ein Molekiil pro
asymmetrischer Einheit moglich wiére. In diesem Falle wére der Losungsmittelgehalt mit
ungefdhr 78% jedoch extrem hoch. Denkbar wire auch eine nicht-kristallographische
Symmetrie, die keiner Punktgruppe folgt (improper NCS) oder eine zweizdhlige nicht-
kristallographische Rotationssymmetrie, deren Achse parallel zu einer der kristallo-
graphischen zweizdhligen Achsen verlduft. Letzteres sollte allerdings zu einem Translations-
maximum in der nativen Patterson-Funktion fiihren, das aber nicht beobachtet wird.

Abbildung 3.10 zeigt die Selbstrotationsfunktionen der Sektionen xk = 180° und x = 120°.

*®=180.00

Abb. 3.10: Selbstrotationsfunktionen der orthorhombischen Kristallform der AmyA’’. Beide Berechnungen
wurden mit einer Auflosung von 3.5 A und einem Integrationsradius von 35 A durchgefiihrt. Die niedrigste
Konturierungsstufe betrdgt 40% des hochsten Maximums, die Schrittweite jeweils 5 Prozentpunkte.
A: x-Sektion 180°, die Maxima repréasentieren die drei senkrecht aufeinander stehenden, kristallographischen

zweizdhligen Achsen, zusétzliche NCS ist nicht ableitbar. B: x-Sektion 120°. Es existiert kein Hinweis auf
dreizéhlige NCS.

3.7.2.2  Datenanalyse und -bearbeitung

Die Einheitszellen der Datensiitze 4 und 5 besitzen mit einer maximalen Differenz von 0.12 A
entlang der c-Achse (= 0.14%) eine hinreichende Isomorphie, um aus ihnen AF- bzw. Fu-
Werte zu berechnen, mit deren Hilfe die Substruktur der im Kristall gebundenen
Quecksilberionen bestimmt werden kann. Eine entsprechende Statistik aus XPREP zeigt, dass
ein anomales Signal zwar vorhanden, aufgrund der geringen Redundanz der Daten (3.34 {iber
den gesamten Auflosungsbereich) aber nur sehr schwach ausgeprdgt ist. Dennoch wurde
entschieden, diese Information mit auszunutzen und Fa-Daten fiir eine Strukturldsung mit

SIRAS zu generieren.
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Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line is based on
input sigmas, the second on variances of F+ and F- (if not already averaged) :

Inf - 8.0 - 6.0 - 5.3 - 5.1 -4.9 -4.7 -4.5-4.3 -4.1-3.9 -3.7-3.5A
1.32 1.33 1.28 1.25 1.19 1.22 1.23 1.16é 1.12 1.14 1.09 1.09

86.6 Neighbors used on average for F+/F- local scaling
Rint (anom) = 0.1530 before and 0.1521 after local scaling

92.9 Neighbors used on average for local scaling to native/remote dataset

Rint = 0.3680 before and 0.3602 after local scaling

Abb. 3.11: Auszug einer XPREP-Protokolldatei. Das geringe Verhéltnis des anomalen Signals zum Rauschen,
belegt, dass aus den anomalen AF-Werten lediglich ungenaue Informationen erhalten werden konnen.

Der Rj,¢ > 0.36 fiir die Skalierung der beiden Datensitze zueinander deutet auf eine generell
méBige Qualitdt oder aber auf groBe Differenzen zwischen den gemessenen Strukturfaktoren
hin. Eine Betrachtung der Harker-Schnitte der SIRAS F-Daten in x='% ,y=% und z=0
bestdtigt gleichwohl das Vorhandensein eines systematischen Signals (exemplarisch fiir

x = 0.5 und z = 0 siche Abb. 3.12).
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Abb. 3.12: Harker-Schnitte der Patterson-Funktion mit x =% bzw. z=0 (Raumgruppe P2,2,2) der aus den
Datensétzen 4 und S berechneten SIRAS F,-Werte. Das Ursprungsmaximum wurde entfernt, die Konturierung
erfolgt in Schritten von 1c.

3.7.2.3  Lokalisierung der Schweratompositionen

Die Losung der Substruktur der Quecksilberionen aus den berechneten F5-Daten wurde mit
dem Programm SHELXD durchgefiihrt. Unter der Annahme von zwei bis drei Molekiilen pro
asymmetrische Einheit wurde zunidchst von 6 unabhingigen Positionen ausgegangen
(FIND 6). Fiir alle weiteren Parameter wurden Standardwerte iibernommen, lediglich die

Anzahl der zu berechnenden Versuche wurde auf 1000 begrenzt (NTRY 1000). Mit einem
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erhaltenen Korrelationskoeffizienten von maximal 40.07% fiir alle und 30.12% fiir die
schwachen Daten (PATFOM 17.03) war die Struktur mit hoher Wahrscheinlichkeit geldst.
Anhand der Auftragung des Korrelationskoeffizienten fiir alle Daten gegen den zugehorigen
PATFOM kann eine klare Unterscheidung zwischen korrekten und Pseudo-Losungen der
Substruktur getroffen werden. Uberdies zeigt ein Histogramm der erhaltenen Korrelations-
koeffizienten eine quasi-bimodale Verteilung, die ebenfalls darauf hindeutet, dass die Struktur

der Schweratome geldst ist (sieche Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Auftragungen der von SHELXD berechneten Korrelationskoeffizienten bzw. PATFOM-Werte. Die
korrekten Losungen sind jeweils rot markiert. A: Scatterplot des PATFOM gegen den Korrelationskoeffizienten
fiir alle Daten. B: Histogramm der Korrelationskoeffizienten.

Die mutmaBlich korrekten Losungen (CClalie Daten) > 38%) wurden anschlieBend mit einem zu
Versuchszwecken geschriebenen Programm (Sheldrick 2001) verglichen, gemittelt und eine

Kreuzworttabelle berechnet. Dabei variierte die mittlere Phasendifferrenz der meisten
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Losungen relativ zu einer gemittelten Losung um lediglich 5°, so dass davon auszugehen war,
dass diese Losungen alle korrekt waren. Aus der unten gezeigten Kreuzworttabelle fiir die
acht hochsten Maxima der gemittelten Losung ldsst sich ablesen, dass tatsdchlich sechs
Quecksilberatome pro asymmetrische Einheit gebunden sind. Erstens féllt die Intensitit vom
sechsten zum siebten Maximum von 48.76 ¢ auf 10.10 ¢ drastisch ab, zweitens ist die
Patterson minimum function fir die Mehrzahl der Kreuzvektoren ab dem siebten Atom

deutlich niedriger als fiir die ersten sechs Atome (vergl. Abb. 3.14).

Number of reference peaks for PSFOM [3]:

Peak# X y Z 1/mult h(sigma) PSFOM
1 0.781075 0.924583 0.234863 1.0000 56.45 54 .53
2 0.289474 0.447388 0.013420 1.0000 58.56 49.64
3 0.789574 0.097183 0.999092 1.0000 51.80 46.76
4 0.731041 0.023567 0.052650 1.0000 59.69 45 .55
5 0.308853 0.969604 0.024651 1.0000 44 .71 41.21
6 0.604210 0.452057 0.115364 1.0000 48.76 33.22
7 0.240341 0.966835 0.008743 1.0000 10.10 10.37
8 0.790016 0.000412 0.030510 1.0000 10.26 10.04

Number of columns for crossword table (<21, 0 to skip) [0]: 8

Peak# Self Cross-vectors (minimum distance/PSMF)
1 58.4
20.6 B3 131
2 54.7 26.6 O >,
33.6 21.3 A2 @ 10.0 @
3 58.5 29.8 5.8 24.8 25.0
17.1 21.3 31.2| Al
20.5 20.9
4 58.4 20.9] 10.0 12.8
17.0 25.4 16.5 14.5 B2 33.1

5 48.7 25.0| 13.1 15.2 5.6
16.2 14.4] 24.3 19.1 |23.8| B1

6 28.9 33.1 |20.5(}24.8]| 26.7 30.1
20.3 11.0 |15.7|}18.0| 16.3 13.3 A3

o
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Abb. 3.14: Auszug aus der wihrend der Phasenberechnung erstellten Protokolldatei und Schema zur
Verdeutlichung der Anordnung der sechs gefundenen Quecksilber-Positionen in zwei Gruppen. Die Positionen
eines Monomers sind jeweils in einer Farbe markiert.
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Eine genauere Betrachtung der Abstandsvektoren zwischen den einzelnen Atomen erlaubt
Riickschliisse auf dhnliche Anordnungen von Atomgruppen und damit auch auf die nicht-
kristallographische Symmetrie innerhalb der asymmetrischen Einheit. Mit Hilfe der obigen
Kreuzworttabelle lésst sich zeigen, dass je drei Quecksilberatome in zwei nahezu identischen
Gruppen angeordnet sind, folglich also zwei Molekiile pro asymmetrischer Einheit vorliegen
miissen. Diese Symmetrie innerhalb der Atompositionen bestdtigt die Annahme, dass die
gefundene Losung korrekt ist. Der zuvor abgeschitzte Losungsmittelgehalt liegt mit zwei

Molekiilen pro asymmetrischer Einheit bei 56.5%, der Matthews Koeffizient bei 2.83 A*/Da.

3.7.2.4  Phasenberechnung und Dichtemodifikation

Aus den gefundenen Quecksilberatompositionen, den zuvor berechneten Fo-Werten und den
nativen Strukturfaktoren konnte nun ebenfalls {iber eine Harker-Konstruktion (Harker 1956)
eine erste Elektronendichtekarte des Proteins berechnet werden. Diese Elektronendichte
erlaubte eine relativ sichere Unterscheidung zwischen Protein- und Losungsmittelbereichen,
lieB aber noch keine sekundéren Strukturelemente erkennen. Die Anwendung von solvent
flattening in Kombination mit histogram matching (Cowtan 1994) flihrte aber zu einer
deutlichen Verbesserung der Elektronendichte, die dann auch bereits fiir einige Regionen des
Enzyms o-Helices und B-Faltblatter erahnen lieB (siche Abb. 3.15). Eine Interpretation der

Dichte beziiglich des Verlaufs der Hauptkette war jedoch nur sehr eingeschrankt moglich.

Abb. 3.15: 3.2 A F, - fom Elektronendichtekarte von Thermotoga maritima o-Amylase A’ in der Raumgruppe
P2,2,2, konturiert bei 1.5 ¢, dargestellt mit dem Programm XtalView (McRee 1999). Beide Abbildungen zeigen
die gleiche Region des Proteins (Durchmesser: 45 A); blau: experimentelle Elektronendichte, berechnet iiber
eine Harker-Konstruktion mit Hilfe der Quecksilber-SIRAS F,-Daten; rot: Elektronendichte nach Verbesserung
der Phasen durch solvent flattening und histogram matching mit dem Programm DM (Cowtan 1994).
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3.7.2.5  Mittelung tiber nicht-kristallographische Symmetrie

Wie durch die Auswertung der Kreuzworttabelle gezeigt werden konnte, existieren in der
asymmetrischen Einheit dieser Kristallform zwei unabhéngige Molekiile der AmyA’’. Diese
nicht-kristallographische Symmetrie kann in die Dichtemodifikation einbezogen werden und
so zu einer erheblichen Verbesserung der erhaltenen Phasen und der daraus resultierenden
Elektronendichte fiihren. Als Informationen werden dazu die Matrix benétigt, die eine
unabhingige Domine in die verwandte Doméne tberfiihrt, sowie eine Maske, die beschreibt

in welchem Volumen die Elektronendichte als dquivalent anzusehen ist.

3.7.2.5.1 Bestimmung der NCS-Matrix

Die von SHELXD gefundenen Quecksilberatome waren nicht so in der asymmetrischen
Einheit angeordnet, dass die NCS direkt zu erkennen gewesen wire. Aus diesem Grund
wurden mit dem Programm XP (Sheldrick 1997) zunichst die Symmetriedquivalente erzeugt,
die untereinander die kiirzesten Abstinde aufwiesen. Die erhaltenen sechs Atompositionen
bestdtigen die bereits aus der Kreuzworttabelle abgeleitete Anordnung von zwei Gruppen mit
jeweils drei Quecksilberionen und lassen die zweizdhlige Achse erkennen, liber die diese

miteinander verkniipft sind (vergl. Abb 3.16).
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Abb. 3.16: Aus den SIRAS Daten gefundene Quecksilberpositionen in der orthorhombischen Kristallform der
AmyA”’; A zeigt die dquivalenten Atomlagen in der gesamten Elementarzelle; die zur Berechnung der NCS-
Matrix verwendeten Metallionen sind griin eingefédrbt; B: Vergroferung der unabhingigen Positionen aus A,
identische Orientierung. Durch Zentrierung der jeweils verwandten Quecksilberlagen (gelb dargestellt) und
Verbindung dieser Positionen lasst sich die nicht-kristallographische zweizdhlige Achse sichtbar machen.

Mit dem Programm LSQKAB (Kabsch 1976) wurden nun die drei unabhidngigen Atom-

positionen einer Gruppe nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate auf den ihnen
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dquivalenten Atomen der zweiten Gruppe superpositioniert. Das Programm liefert als
Ergebnis die Differenzen der Lagen dquivalenter Atome nach der Uberlagerung sowie die in
eine Rotations- und eine Translationskomponente aufgetrennte NCS-Matrix zur Uberfiihrung

von Gruppe 1 in Gruppe 2.

Im polaren System ergeben sich fiir die Rotationskomponente Winkel von w=78.67°,
¢ =-126.93° und x = 177.79°, der Translationsvektor entlang der orthonormalen Achsen setzt
sich zusammen aus x =-1.025 A, y=49.433 A, z=194.559 A. Daraus lisst sich zweierlei
ableiten: Der nahe an 180° liegende Wert fiir ) zeigt an, dass die beiden unabhidngigen
Molekiile durch eine (anndhernd) zweizéhlige Achse ineinander iiberfiihrt werden konnen.
Eine erneut berechnete Selbstrotationsfunktion der Sektion k = 177.79° mit den auch zuvor
verwendeten Parametern ldsst diese Symmetrie jedoch nicht erkennen. Gleichzeitig belegen
die ,schiefen’ Winkel ® und ¢, dass diese Achse nicht parallel zu einer der kristallo-
graphischen zweizdhligen Achsen verlduft. Ein Translationspeak in einer der Harker-Ebenen

der nativen Patterson-Funktion wire also nicht zu erwarten gewesen.

Die maximale Abweichung dquivalenter Atomlagen ist mit 0.172 A fiir das Atompaar
A3 -B3 relativ gering, so dass von einer weitgehenden Einhaltung der nicht-

kristallographischen Symmetrie ausgegangen werden kann.

Tab. 3.4: Differenzen zwischen den Positionen dquivalenter Schweratome nach der Superposition mit dem
Programm LSQKAB (Kabsch 1976).

Atompaar Differenz [A]

Al - Bl 0.038
A2 -B2 0.143
A3 -B3 0.172

Nach Anpassung der Parameter der Selbstrotationsfunktion gelang es schlieBlich, die oben
beschriebene, zweizdhlige Achse in der Sektion k= 178° zu detektieren. Dazu wurde die
verwendete Auflosung auf den Bereich von 10 - 4 A begrenzt, der Integrationsradius von 35
auf 30 A reduziert und die Konturierung in sehr kleinen Schritten von 10 relativen Einheiten
(Maximum: 999) mit einem Schwellenwert von 200 durchgefiihrt. Abbildung 3.17 zeigt, dass
in der ab-Ebene der erhaltenen Selbstrotationsfunktion mehrere Maxima mit geringer
Intensitdt auftreten, wiahrend dies fiir die Ebenen ac* und bc* nicht der Fall ist. Die nicht-

kristallographische zweizdhlige Achse weicht mit einem Winkel von = 78.67° lediglich
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11.33° aus der ab-Ebene ab und liegt mit ¢ = -126.93° (= 53.07°) ungeféhr mittig zwischen
den kristallographischen zweizédhligen Achsen entlang a und b. Es ist zu vermuten, dass die
ab-Ebene so stark von der Symmetrie der kristallographischen zweizdhligen Achsen
dominiert wird, so dass die wesentlich schwiécher ausgeprégte nicht-kristallographische Achse

nur als sehr schwaches Maximum auftritt und im Rauschen nahezu verschwindet.

Abb. 3.17: Selbstrotationsfunktion der Sektion k¥ = 178°, minimaler Konturlevel: 200, Schritte von 10 relativen
Einheiten (Maximum: 999), Auflosungsbereich 10 - 4 A, Integrationsradius 30 A. Der Pfeil zeigt das Maximum
fir die aus den Schweratompositionen abgeleitete nicht-kristallographische Rotation mit den Winkeln
®="78.67°und ¢ =-126.93°.

3.7.2.52 Berechnung der modifizierten Dichte

Eine weitere Verbesserung der experimentellen Phasen konnte nun mit dem Programm
DM (Cowtan 1994) erreicht werden, indem das zuvor bereits eingesetzte solvent flattening
nicht nur mit histogram matching, sondern zusétzlich mit NCS averaging kombiniert wurde.
Neben der NCS-Matrix ist dazu die Maske erforderlich, die das zu mittelnde Volumen
innerhalb der asymmetrischen FEinheit definiert. Diese wurde aus der vorliegenden
Elektronendichte von einem in DM implementierten local-correlation-masking Algorithmus
automatisch generiert und wihrend der Dichtemodifikation alle zwei Zyklen aktualisiert. Als
Startwerte der Phasen wurden wiederum die zuvor mit der Harker-Konstruktion berechneten

Werte verwendet.

Die nach 100 Zyklen erhaltene Dichte ldsst fiir weite Bereiche des Proteins den Verlauf der

Hauptkette eindeutig erkennen, Strukturelemente wie o-Helices und [B-Faltblitter treten

deutlich hervor (vergl. Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: 3.2 A F, - fom Elektronendichtekarte von Thermotoga maritima o-Amylase A’ in der Raumgruppe
P2,2,2, konturiert bei 1.5 o, dargestellt mit dem Programm XtalView (McRee 1999). Beide Abbildungen zeigen
die gleiche Region des Proteins wie Abb. 3.15 (Durchmesser: 45 A); rot: Elektronendichte nach Verbesserung
der Phasen ohne NCS averaging (identisch mit Abb. 3.15); gelb: Elektronendichte nach Modifikation mit
zweifachem NCS averaging. Links unten ist ein 3-Faltblatt zu sehen, schrig rechts dariiber verlduft eine a-Helix,
die bereits die Ausrichtung von Seitenketten erkennen lésst.

3.7.2.6  Erstellung eines ersten Modells

Mit dem Programm BONES (Jones et al. 1991) konnte nun ein einfaches Proteingerist
automatisch in die erhaltene Elektronendichte gelegt werden, das nach einigen manuellen
Korrekturen und Erweiterungen mit dem Grafikpaket O (Jones et al. 1991) den Verlauf der
Hauptkette von etwa 80% der AmyA’’ eindeutig beschreibt. Abbildung 3.19 zeigt das
generierte, noch nicht manipulierte Skelett in der Elektronendichte sowie eine Ubersicht der

soweit erkennbaren Tertidrstruktur der AmyA”’.

Abb. 3.19: Screenshots des Programms O (Jones ef al. 1991) A: Elektronendichte nach Modifikation mit solvent
flattening, histogram matching und NCS averaging, F,-fom, konturiert bei 1.8 6, Auflosung 3.2 A. B:
Uberblick iiber die mit BONES automatisch generierte Tertidrstruktur der AmyA”™’.
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Nach Umwandlung des korrigierten Proteinskeletts in eine pdb-Datei (CCP4 1994) wurden
mit dem Programm Xfit (McRee 1999) manuell Cy-Positionen entlang der Kette platziert.
Diese wurden dann wieder in O (Jones ef al. 1991) eingelesen und automatisch zu einem
poly-Alaninmodell des soweit erkennbaren Monomers ergénzt. Da die Anordnung der zwei
Monomere zueinander in der orthorhombischen Kiristallform aus den &quivalenten
Quecksilberpositionen bekannt war, konnte aus diesem Monomer schlieBlich das in der
asymmetrischen Einheit vorliegende Dimer generiert werden (Kabsch 1976). Eine eventuell
mogliche Erweiterung dieses Modells beziiglich der Seitenketten oder gar Verfeinerung der
Atompositionen und Auslenkungsparameter wurde aufgrund der geringen Auflosung von 3.2
A nicht vorgenommen. Stattdessen wurde das erhaltene Modell in die monoklinen Daten

ibertragen und dort weiter verfeinert.

3.7.2.7  Betrachtung der monoklinen Kristallform

Wie in Kapitel 3.4 angesprochen, kommt es durch die Zugabe eines PEG 4000 enthaltenden
Kryprotektanden zu Kristallen der AmyA’ zu einem Phaseniibergang von der
orthorhombischen in eine monokline Kristallform, die mit einer Schrumpfung der
Elementarzelle einhergeht (vergl. Kap. 3.6.1). Durch diesen Prozess nimmt die Streukraft der
Kristalle erheblich zu, so dass hochaufgeloste Daten nur von dieser Kristallform gesammelt
werden konnten (vergl. Tab. 3.2, Datensdtze 1 und 8). Bei einem Zellvolumen von
1133015 A’ ergeben sich abhingig von der Anzahl der Molekiile pro asymmetrischer

Einheit folgende Matthews-Koeffizienten und Losungsmittelanteile im Kristall:

Tab. 3.5: Zusammenhang des Matthews Koeffizienten und des Losungsmittelanteils mit der Anzahl der
Molekiile je asymmetrischer Einheit fiir die monokline Kristallform der AmyA”’.

Anzahl Molekiille Matthews Koeffizient Ldsungsmittelanteil

/ asym. Einheit [A’/Da] im Kristall [%]
2 472 73.9
3 3.15 61.0
4 2.36 47.9
5 1.89 34.9

Bedenkt man, dass in der orthorhombischen Kristallform mit zwei Molekiilen pro
asymmetrischer Einheit der Losungsmittelgehalt bei 56.5% liegt und diese monokline
Modifikation durch Schrumpfung und Verschiebung der Elementarzelle daraus hervorgeht, so
liegt die Vermutung nahe, dass vier Molekiile der Amylase pro asymmetrische Einheit

existieren. Ist dies der Fall, so hitte der Losungsmittelgehalt im Kristall durch die Kryo-
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Behandlung mit PEG 4000 um nahezu neun Prozentpunkte abgenommen. Diese Annahme ist
konsistent mit der beobachteten Verdnderung der Kristallmorphologie wihrend der
Kryprotektion (vergl. Kap. 3.4) und erklért gleichzeitig die hohere Streukraft der monoklinen

Kristalle gegeniiber der orthorhombischen Form.

Die Selbstrotationsfunktion der Sektion k¥ = 180° zeigt zwei starke Maxima mit den
Koordinaten ¢ = 0°, ¢ = 24° und ¢ = 180°, ¢y = 66° mit einer Hohe von jeweils 20.566 (siehe
Abb. 3.20). Diese Maxima lassen sich durch eine zweizédhlige nicht-kristallographische Achse
erkldren, die senkrecht auf der kristallographischen 2;-Schraubenachse (¢ = 90°, y = 90°)

steht, die ihrerseits die zweite, nicht-kristallographische zweizdhlige Achse erzeugt.

90.00

T T T T T T T T T T T T T T L e e e s e ey

007501

K =180.00

Abb. 3.20: Selbstrotationsfunktion der monoklinen Kristallform der AmyA’’ mit k= 180°. Die Berechnung
wurde mit einer Aufldsung von 3.5 A und einem Integrationsradius von 35 A durchgefiihrt. Die niedrigste
Konturierungsstufe betrdgt 40% des hochsten Maximums, die Schrittweite 5 Prozentpunkte. Das Maximum auf
¢®=90° und y=90° (unten mittig) repriasentiert die kristallographische 2,-Schraubenachse, die Maxima mit
¢ =0°und @ = 180° zwei dquivalente, nicht-kristallographische zweizidhlige Achsen.

Einen Hinweis auf weitere nicht-kristallographische Symmetrie liefert die native Patterson-
Funktion in der Ebene y = 0. Wie in Abbildung 3.21 ersichtlich, existiert auf den Koordinaten
x =0.458, y=0, z=0.461 ein starkes Maximum mit einer Hohe von 28.48 ¢. Da es sich in
P2, bei der Ebene mit y = 0 nicht um einen Harker-Schnitt handelt, in dem Maxima auftreten,
die sich aus kristallographisch dquivalenten Atomlagen ergeben (dies wire bei y = 0.5 der
Fall), muss der angesprochene peak das Resultat einer nicht-kristallographischen Symmetrie

sein.
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Abb. 3.21: Patterson-Sektion der AmyA’” mit y =0 in der Raumgruppe P2,. In die Berechnung wurden Daten
bis zu einer Auflésung von 3 A einbezogen, das Kontur-Intervall betrigt 1o, der Ursprungspeak wurde entfernt.
Das Maximum auf den Koordinaten x = 0.458, y =0, z = 0.461 hat eine Hohe von 28.48cG.

Aufgrund der Hohe und Schirfe des Maximums wurde anfinglich davon ausgegangen, dass
es sich hier um eine reine Translation eines Molekiils bzw. Dimers mit Ay = 0 handeln miisse.
In Kombination mit der zweizdhligen nicht-kristallographischen Achse, die aus der
Selbstrotationsfunktion abgeleitet werden konnte, ergidben sich so zwei Dimere pro Zelle.
Damit wiirde sich die nach Berechnung des Matthews-Koeffizienten gemachte Annahme von

vier unabhéngigen Molekiilen bestitigen.

Bei genauerer Betrachtung der nativen Patterson-Funktion fdllt jedoch auf, dass eine
Verbindungslinie vom Ursprung der Zelle zu dem beobachteten Maximum mit der Zellkante a
einen Winkel von exakt 66° aufspannt, eine in der Ebene darauf senkrechte stehende Gerade
dementsprechend von 24°. Diese Werte gleichen den aus der Selbstrotationsfunktion
erhaltenen Winkeln fiir y und deuten damit an, dass obiges Maximum nicht aus einer
Translation, sondern der beobachteten Rotation resultieren konnte. Dies ist indes aber nur
moglich, wenn zwei weitere Bedingungen erfiillt sind: Damit der peak in y=0 erscheint,
muss die zweizdhlige NCS-Achse anndhernd in der xz-Ebene verlaufen, in der auch die
Massenschwerpunkte der unabhidngigen Monomere bzw. Dimere liegen. Andernfalls tréte
eine Verschiebung des Maximums in y-Richtung um den Faktor 2(yachse - YMassenschwerpunkt) €11
Weiterhin muss die Form des ,,unabhingigen Monmers bzw. Dimers ungefdhr einer
zweizdhligen Symmetrie gehorchen, deren Achse parallel der betrachteten nicht-kristallo-
graphischen zweizdhligen Achse verlduft. Diese Bedingung sollte fiir globuldre Proteine bei

niedriger Auflosung zumindest soweit erfiillt sein, dass ein kleiner Pseudotranslationspeak
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entstehen kann. Abbildung 3.22:A verdeutlicht den beschriebenen Zusammenhang zwischen
Translation und Rotation in zwei Dimensionen, Abbildung 3.22:B zeigt die tatséchliche,
spéater gefundene Lage der Proteinmolekiile in der Elementarzelle. Es ist klar zu erkennen,
dass sich das blau eingefdrbte Dimer iiber die beschriebene zweizéhlige NCS-Achse auf dem
roten Dimer abbilden ldsst. Ebenso wiirde aber auch eine Translation zu einer weitgehenden

Deckung der Dimere fiihren.

A B

Translation >
/

Abb. 3.22: A: Schematische Darstellung des Zusammenhangs von Translation und zweizdhliger, nicht-
kristallographischer Rotationssymmetrie. Die hellen Bereiche lassen sich durch die zweizéhlige NCS-Achse
ineinander Uberflihren, das translatierte Molekiil ist mittelblau eingefarbt. Der dunkelblaue Bereich markiert den
Teil des Molekiils, der durch eine Rotation und eine Translation superpositioniert werden wiirde. B: Tatsédchliche
Anordnung der vier kristallographisch unabhidngigen Molekiile in der Elementarzelle. Die y-Koordinate des
Massenschwerpunktes der zwei Dimere ist nahezu identisch.

Die Bildung des Maximums in der nativen Patterson-Funktion durch eine Rotation bedeutet
jedoch auch, dass nicht die nach Berechnung des Matthews-Koeffizienten vermutete
vierfache, sondern lediglich zweifache NCS gefunden werden konnte. Da aber die in der
orthorhombischen Kristallform vorliegende nicht-kristallographische, zweizéhlige Achse kein
starkes Maximum in der Rotationsfunktion erzeugt, ist anzunehmen, dass diese Achse auch in
der monoklinen Kristallform nicht deutlich hervortritt. Die Moglichkeit, dass nur zwei
Molekiile in der asymmetrischen Einheit vorliegen, konnte aufgrund des damit verbundenen

hohen Losungsmittelgehaltes von 73.9% ausgeschlossen werden.
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Die Existenz der beschriebenen zweizdhligen Achse konnte schlielich anhand von
Quecksilberatomen nachgewiesen werden, deren Positionen aus dem anomalen Signal des
Datensatzes 3 bestimmt wurden. Abbildung 3.23 zeigt die Lage dieser Schweratome in der
monoklinen Elementarzelle sowie die zweizédhligen nicht-kristallographischen Achsen, die sie
ineinander tliberfiihren. Die beschriebene Pseudotranslation ist anhand dieser Skizze hingegen

nicht nachzuvollziehen.

Abb. 3.23: Quecksilberpositionen und nicht-kristallographische, zweizéhlige Symmetrieachsen in der
monoklinen Zelle der AmyA”’, bestimmt anhand der anomalen AF-Werte aus Datensatz 3.

3.7.2.8  Molecular Replacement

Das in der orthorhombischen Zelle generierte poly-Alaninmodell eines Dimers der
Thermotoga maritima o-Amylase A’ wurde nun als Suchfragment fiir eine Strukturlosung
nach der Methode des molecular replacement in den monoklinen Daten verwendet. Mit dem
Programm EPMR (Kissinger et al. 1999) wurde eine sechsdimensionale Suche durchgefiihrt,
in der die Rotation und Translation des eingesetzten Modells gleichzeitig variiert werden. Die
Auflésung der Daten wurde dabei auf den Bereich zwischen 12.0 und 4.0 A beschriinkt, die
Populationsgréfle von dem Standardwert 300 auf 1000 und die Anzahl der zu berechnenden
Generationen von 50 auf 100 angehoben. Da das Suchmodell bereits aus zwei Monomeren
zusammengesetzt war, wurde lediglich nach zwei und nicht nach vier unabhéngigen
Losungen gesucht. Fiir alle weiteren Parameter wurden die in der Version 2.5 vorgegebenen

Standardwerte verwendet.

Die Suche ergab einen maximalen Korrelationskoeffizienten von 11.2% fiir das erste und

20.6% fiir beide Dimere zusammen, die dazugehdrigen R-Werte lagen bei 67.6% bzw. 65.7%.
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Diese extrem schlechten Werte deuteten eher auf eine zufillige denn eine tatsidchlich korrekte
Orientierung der Dimere hin. Da die obigen Losungen aber in nahezu jedem Versuch erhalten
wurden und die zuvor gefundene, zweizdhlige NCS-Achse erkennen lieen, konnte davon
ausgegangen werden, dass die Platzierung der Molekiile korrekt war. Eine Uberpriifung der
Losungen war zudem mit Hilfe der 12 Schweratompositionen moglich, die aus den anomalen
Differenzen des Datensatzes 3 bestimmt werden konnten (vergl. Abb. 3.23). Diese erlaubten
ebenfalls die Orientierung des in der orthorhombischen Zelle generierten Strukturmodells in
der monoklinen Zelle, wurden aber lediglich zur Verifizierung verwendet, da die Genauigkeit
der Quecksilberpositionen aufgrund der méaBigen Datenqualitit von 3 als relativ gering
eingestuft wurde. Ferner wurde davon ausgegangen, dass moglichen Unterschieden zwischen
der orthorhombischen und der monoklinen Kristallform, die beispielsweise wihrend der
Kryo-Behandlung aufgetreten sein konnten, mit einer MR-L&sung besser Rechnung getragen

werden konnte.

Im Anschluss an die Positionierung des Suchmodells wurde mit dem Programm
REFMAC (Murshudov et al. 1997) eine erste Verfeinerung mit je einem poly-Alanin
Monomer als starre Gruppe bei einer Auflésung von d > 4.0 A durchgefiihrt, die jedoch keine
signifikante Verbesserung des kristallographischen R-Faktors zur Folge hatte. Die erhaltene
Elektronendichte ist in Abbildung 3.24 dargestellt. Die Sekundér- und Tertidrstruktur des
Modells ist deutlich erkennbar, eine Identifikation einzelner Aminosiuren ist bei dieser

Auflésung jedoch nicht moglich.

Abb. 3.24: Elektronendichte (F, - fom, konturiert bei 1.56) in der monoklinen Raumgruppe P2, nach
Verfeinerung der vier Monomere als starre Gruppen. Die Auflosung wihrend der Verfeinerung wurde auf 4.0 A
begrenzt, fiir die Berechnung der Phasen wurden jedoch alle Reflexe bis 1.75 A in die Fouriertransformation
einbezogen. Auf der linken Seite ist ein B-Faltblatt erkennbar, rechts unten eine a-Helix.
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Zur Zuweisung der Peptidsequenz und anschlieBenden Verfeinerung der individuellen
Atompositionen und Auslenkungsparameter war es also notwendig, die Aufldsung moglichst
effektiv bis zu den gemessenen 1.75 A zu erweitern. Eine einfache Phasenerweiterung in
Kombination mit solvent flattening und histogram matching fiihrte zu keiner sichtbaren
Verbesserung der Elektronendichte, so dass wiederum die nicht-kristallographische
Symmetrie ausgenutzt wurde. Da in der monoklinen Raumgruppe P2; vier unabhingige
Molekiile existieren, konnte dementsprechend mit vierfacher NCS gearbeitet werden, was in
Kombination mit der héheren Auflosung die Resultate im Vergleich zu der zweifachen NCS

in P2,2,2 deutlich verbessern sollte.

3.7.2.9  Mittelung iiber vierfache nicht-kristallographische Symmetrie

Zundchst wurden mit dem Programm LSQKAB (Kabsch 1976) erneut die Matrizen
berechnet, mit denen eines der vier Molekiile (im weiteren Verlauf als Molekiil A bezeichnet)
auf sich selbst sowie auf die anderen drei Monomere abgebildet werden kann (vergl. Kap.
3.7.2.5). Die eigentliche Dichtemodifikation wurde dann wie auch im orthorhombischen Fall
mit dem Programm DM (Cowtan 1994) durchgefiihrt, wobei das verwendete Protokoll aber in

drei entscheidenden Punkten veriandert wurde:

1. Anstatt die Maske, innerhalb derer die Elektronendichte gemittelt wird, von DM
automatisch berechnen und verfeinern zu lassen, wurde mit dem Programm NCSMASK
(CCP4 1994) eine starre Maske generiert und anschlieBend in DM eingelesen. Als
Vorlage diente dazu das Strukturgeriist aus Molekiil A. Der Abstand der Maske um
dieses Modell wurde auf 5 A festgesetzt.

2. Fir die Dichtemodifikation in P2,2,2 wurden von Beginn an sdmtliche gemessenen
Reflexe in die Berechnungen einbezogen. Dies war insofern sinnvoll, als dass hier keine
ausgeprigte Erweiterung der Phasen zu hoher Auflésung angestrebt wurde und auf diese
Weise mehr Informationen in die Kalkulationen einflieBen konnten. In der monoklinen
Raumgruppe ist nutzbare Phaseninformation jedoch nur bis zu einer Aufldsung von etwa
4 A vorhanden, infolge des noch #uBerst einfachen Proteinmodells aber bereits mit
groflen Ungenauigkeiten behaftet. Aus diesem Grund wurde die Auflésung der Daten zu
Beginn der Dichtemodifikation auf 8.0 A beschrinkt und mit jedem Zyklus langsam bis
zu 1.75 A erweitert (keyword scheme res from 8.0).

3. Da die Phasenerweiterung iiber einen Aufldsungsbereich von mehr als 6 A stattfinden

sollte, wurde die Anzahl der zu rechnenden Zyklen auf 500 erhoht (NCYCle 500). Dies
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garantiert, dass in jedem einzelnen Schritt nur relativ wenig neue Reflexe zu dem
bestehenden Satz hinzukommen und so eine langsame, aber damit auch exaktere

Erweiterung der Phasen stattfindet.

Samtliche Versuche, einzelne der besprochenen Parameter zu optimieren, etwa um die
Berechnungen zu beschleunigen, fiihrten zu weniger klaren Ergebnissen und wurden
demzufolge wieder verworfen. Die letztlich erhaltene Elektronendichte ist fiir grole Bereiche
des Enzyms eindeutig und erlaubt bei einem o-Level von 1.0 die Identifikation von
Seitenketten und sogar die Zuweisung gut fixierter Wassermolekiile in inneren Regionen des

Proteins (vergl. Abb. 3.25).

Abb. 3.25: Aus Dichtemodifikation mit DM (Cowtan 1994) nach solvent flattening, histogram matching und 4-
fachem NCS averaging resultierende Elektronendichte (F, - fom, d;,, = 1.75 A, konturiert bei 1.00, dargestellt
mit O (Jones et al. 1991)). Das gezeigte Modell entspricht der finalen Verfeinerung. A: Tyrosin-Seitenkette
B: prizise definierte Wassermolekiile in inneren Bereichen des Proteins.

Die Giite der berechneten Phasen und das Potential der Dichtemodifikation in Kombination
mit vierfacher Mittelung {iber nicht-kristallographische Symmetrie lassen sich zudem anhand
des Elektronendichte-Korrelationskoeffizienten ausdriicken, der relativ zu der fertig verfei-
nerten Struktur berechnet werden kann. Abbildung 3.26 zeigt, dass die Phasen vor der
Dichtemodifikation (griin dargestellt) bei niedriger Auflosung zwar noch akzeptabel sind,
jedoch bereits ab ca. 3.5 A kaum noch signifikante Information enthalten. Wihrend eine
Phasenerweiterung ohne NCS averaging (rote Kurve) noch zu einer Verschlechterung des
map correlation coefficient iber den gesamten Auflosungsbereich filihrt, kann dieser mit Hilfe
der NCS deutlich verbessert werden (blaue Kurve). Bemerkenswert ist dabei, dass der
Korrelationskoeffizient selbst bei hoher Auflosung, fiir die anfangs praktisch keine

Phaseninformation vorhanden war, kaum abfillt.
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Abb. 3.26: Elektronendichte-Korrelationskoeffizient zwischen den experimentellen und den aus der finalen
Verfeinerung erhaltenen Phasen in Abhdngigkeit der Auflosung. griin: CC nach rigid body Verfeinerung bei
4.0 A, jedoch ohne anschlieBende Phasenerweiterung in DM; blau: CC nach beschriebener Phasenerweiterung
mit DM (solvent flattenig, histogram matching, 4-faches NCS averaging); rot: identisch mit blau, lediglich die
vierfache NCS wurde nicht beriicksichtigt.

3.8 Generierung eines ersten Strukturmodells

Ein erstes atomares Modell der Thermotoga maritima o-Amylase A’’ konnte ausgehend von
der sehr klaren, aus DM (Cowtan 1994) fiir Datensatz 1 erhaltenen Elektronendichte
automatisch mit dem Programm ARP/WARP 5.1 (Perrakis et al. 1999) generiert werden.
Innerhalb von 300 Zyklen wurden so 1880 aus insgesamt 2020 Aminosduren in 23
Fragmenten erstellt, was einem Konnektivitdtsindex von 0.97 entspricht und einen R-Faktor
von 18.9% ergab. Einschrankend muss aber gesagt werden, dass dieses Modell nach wie vor
eine Vielzahl ,.freier Atome enthielt, so dass der berechnete R-Wert dem Ryox €iner
Strukturverfeinerung nicht vergleichbar ist. Seitenketten konnten anschliefend ebenfalls mit
dem Programm ARP/WARP (Skript sidedock.sh) unter Angabe der Peptidsequenz und

Spezifizierung der zusammengehorenden Fragmente dem Modell hinzu gefiigt werden.

Fehlende Abschnitte der Hauptkette wurden nun mit Hilfe des Programms XtalView (McRee
1999) unter Beriicksichtigung der nicht-kristallographischen Symmetrie manuell eingefiigt.
Das entstandene Modell war bis auf einige terminale Aminosduren beziiglich der Hauptkette
komplett und konnte im Anschluss mit dem Programm Refmac5 (Murshudov et al. 1997)

verfeinert werden.
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3.9 Losung der Struktur der AmyA’’ im Komplex mit Acarbose

Mit der Struktur der unkomplexierten AmyA’’ existiert ein sehr prazises Suchmodell, so dass
die Losung des Inhibitor-Komplexes mit der Methode des Molekularen Ersatzes erfolgen
konnte und keine weiteren Datensétze erforderlich waren. Da auch die Zelle sowie die
Raumgruppe der beiden Datensdtze (nahezu) identisch sind, wire es mdglich, ein
vereinfachtes Modell der AmyA’’ nach Entfernen aller Wassermolekiile direkt als Startmodell
in der Verfeinerung zu benutzen. Darauf wurde jedoch verzichtet, um eventuell existierende

Unterschiede zwischen den Strukturen nicht als Fehler in das neue Modell zu iibernehmen.

Aus der verfeinerten Struktur der AmyA’’ ohne Inhibitor wurde ein Dimer (Molekiile A + B)
erstellt, das an den Termini um jeweils 10 Aminosduren verkiirzt wurde. Sdmtliche
Wassermolekiile, lonen und alle Atome mit Auslenkungsparametern > 30 A? wurden entfernt,
das generierte Suchmodell umfasste schlieBlich 7475 Atome. Zur Lokalisierung der zwei
unabhédngigen Dimere wurde mit dem Programm EPMR (Kissinger et al. 1999) eine
sechsdimensionale Suche durchgefiihrt (vergl. Kap. 2.2.1.4.3). Die verwendeten Daten
wurden auf einen Aufldsungsbereich von 12 bis 4 A beschrinkt, die Population wurde auf

1000 und die Anzahl der zu berechnenden Generationen auf 100 festgesetzt.

Die erhaltenen Korrelationskoeffizienten bzw. R-Werte betrugen 33.4 bzw. 49.2% fiir das
erste Dimer und 68.1 bzw 34.0% fiir beide Dimere. Damit war eindeutig von einer korrekten
Platzierung der Dimere auszugehen, die auch anhand ihrer relativen Lage zueinander mit

einem Grafikprogramm bestdtigt werden konnte.

3.10 Strukturverfeinerung

Die unbeladene Struktur der Thermotoga maritima o-Amylase A’’ (Datensatz 1) wurde
ausschlieBlich mit dem Programm Refmac5 (Murshudov ef al. 1997) unter Verwendung einer
maximum likelihood Zielfunktion und eines conjugate gradient Algorithmus gegen |[F|
verfeinert. Dabei wurden alle Daten zwischen 20 und 1.75 A verwendet, nachdem zuvor 5%
der Reflexe mit dem Programm XPREP (Sheldrick 1997) in diinnen Schalen zur Berechnung
des freien Residualwertes Rge. markiert worden waren (Briinger 1992). Die weitere
Anpassung des Modells wurde mit dem Programm XtalView (McRee 1999) manuell in einer
bei +16 konturierten, SigmaA-gewichteten 2mF,-DF, sowie einer bei 36 konturierten F-F-

Elektronendichte durchgefiihrt. Wassermolekiile wurden zunéchst automatisch mit dem in
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ARP/WARP implementierten Skript (mode solvent) eingefiigt, jedoch im Anschluss wieder
geloscht, wenn ihr Auslenkungsparameter einen Wert von 50 A? iiberstieg. Mit Erhalt eines
nahezu vollstindigen Modells wurden Wasserstoffatome in die Berechnung der
Strukturfaktoren einbezogen und Ca®-Ionen konnten anhand ihrer Koordinationsgeometrie
sowie der vorliegenden Elektronendichte identifiziert werden. Im Falle von Met79 wurden fiir
das Atom Ss in allen vier Monomeren zwei alternative Positionen gefunden und mit
Besetzungsfaktoren zwischen 0.4 und 0.6 verfeinert. SchlieBlich wurde fiir die beiden Dimere
der asymmetrischen Einheit ein TLS-Modell angepasst (Winn et al. 2001). Das endgiiltige
Modell besteht aus 2019 Aminosduren in vier unabhingigen Polypeptidketten, 2264
vollstindig besetzten Wassermolekiilen und 19 Ca®"-Ionen. In der Elektronendichte ist
lediglich das n-terminale Metl in der Polypetidkette von Molekiil B nicht zu erkennen.

Verfeinerungsdetails sind in Tabelle 3.6 gegeben.

Da der Komplex der AmyA’” mit Acarbose (Datensatz 8) mit der Methode des Molekularen
Ersatzes gelost werden konnte, wurde in der Verfeinerung zunédchst anders vorgegangen als
bei der unkomplexierten Amylase. Nach Ubertragung der zur Berechnung des Ry, markierten
Reflexe aus 1 auf die Daten von 8 wurden die vier unabhidngigen Monomere zunichst als
starre Gruppen mit dem Programm Refmac5 (Murshudov et al. 1997) bei einer Auflosung
von 4.0 A verfeinert. Da das Suchmodell ein Dimer war (vergl. Strukturldsung), sollte so eine
Entkopplung der einzelnen Molekiile voneinander vorgenommen werden. Eine anschlieende
Verfeinerung mit forsion angle dynamics iber einen simulated annealing Algorithmus in
CNS (Briinger et al. 1998) diente dazu, eventuelle Fehler des Suchmodells wie beispielsweise
falsch orientierte Seitenketten oder einen unterschiedlichen Verlauf der Peptidkette zu
korrigieren. Dazu wurden Daten in einem Aufldsungsbereich von 10 - 1.9 A verwendet und
die Temperatur von 2500 K in Schritten von 25 K bis auf 300 K abgekiihlt. Die anschlielende
Verfeinerung der Atompositionen und Auslenkungsparameter in kartesischen Koordinaten
wurde analog der Verfeinerung der unkomplexierten AmyA’’ mit Refmac5 (Murshudov et al.
1997) durchgefiihrt. Allerdings wurden die Kriterien zur Beibehaltung automatisch platzierter
Wassermolekiile in diesem Fall nicht so streng gehandhabt, da die Auslenkunsparameter
innerhalb dieser Struktur generell iiber denen der unkomplexierten AmyA’’ liegen. Die zuvor
beobachtete Fehlordnung des Atoms Ss in Met79 wurde aufgrund der weniger klaren

Elektronendichte nicht modelliert.
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29

Zur Integration der Acarbose in das Strukturmodell der Amy. wurde eine F,-F-
Differenzelektronendichte berechnet, nachdem Haupt- und Seitenkettenatome sowie gut

lokalisierbare Wassermolekiile in die Verfeinerung einbezogen worden waren. Abbildung

3.27 zeigt diese omit map fir den in Molekiil C komplexierten Inhibitor.

Abb. 3.27: Differenzelektronendichte F,-F, fiir die in Monomer C komplexierte Acarbose konturiert bei +2.56.
Die Orientierung entspricht ungefahr Abb. 4.13. Die dargestellten Modelle der Acarbose sowie des Proteins sind
der endgiiltigen Verfeinerung entnommen. Die Nummerierung der Saccharid-Einheiten entspricht der in Kapitel

4.2 vorgestellten Form. Die Glucose-Einheit D konnte nur in dem dargestellten Monomer C lokalisiert werden.

Es wird deutlich, dass die Ringe B und C am prizisesten bestimmt sind, wihrend die
Elektronendichte der Ringe A und D von sich aus keine eindeutige Identifikation der
zyklischen Zuckerreste erlaubt. Die dargestellte Situation unterscheidet sich insofern von der
in den Monomeren A, B und D, als dass die Lage des Valienamin-Ringes (A) in diesen
Molekiilen besser definiert ist, die Glucose-Einheit D jedoch in keinem der anderen Molekiile
gefunden werden konnte (siche Kap. 4.2.2.1). Die schrittweise und unabhingige Modellierung
der Acarbose in die Differenzelektronendichte der vier Monomere fiihrte jedoch zu
weitestgehend identischen Modellen, so dass die Konformation des Inhibitors als korrekt
angenommen werden kann. Details zu der Verfeinerung sind ebenfalls in Tabelle 3.6

zusammengefasst.
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Tab. 3.6: Details der Strukturverfeinerung der unbeladenen AmyA’’ (1) sowie des Acarbose-Komplexes (8). Die
B-Faktoren wurden mit Hilfe des Programms TLSANL (Howlin et al. 1993) aus den Werten der individuellen
B-Faktoren sowie der TLS-Komponente kombiniert.

AmyA” (1) AmyA” + ACR ( 8)
Auflosungsbereich [A] 20-1.75 20-1.9
Ryork [%0] 15.56 19.10
Riree [%0] 19.32 25.45
Anzahl nicht-H Atome
insgesamt 19036 18742
Protein 16787 16745
Wasser / Ionen / ACR 2230/19/- 1841/16/ 140
Abweichung von idealer Geometrie
Bindungslinge [A] 0.023 0.022
Winkel [°] 1.847 1.839
mittlere B-Faktoren [A%]
alle Atome 22.14 27.45
Protein 23.53 26.632
Wasser / Ionen / ACR 33.61/25.05/- 35.08/20.82/25.77

3.11 Beurteilung der Proteinstrukturen

Die Giite der Strukturmodelle der Thermotoga maritima o-amylase A’’ wurde mit dem
Programm PROCHECK (Laskowski et al. 1993) iiberpriift. Die web-basierte Version von
WHAT-IF (Rodriguez et al. 1998) diente neben der Uberpriifung der korrekten Orientierung
der Seitenketten auch der Analyse von Wasserstoff- (Hooft et al. 1996) und Salzbriicken
innerhalb des Modells. Zur Unterscheidung rigider und flexibler Regionen der unabhingigen
Monomere wurde das Programm ESCET (Schneider 2002) verwendet. Die Grofle
molekularer Oberflichen und Volumina wurde mit den Programmen SURFACE (Lee &
Richards 1971) und VOLUME (CCP4 1994) aus dem CCP4 Paket berechnet. Einzelheiten

sind an entsprechender Stelle beschrieben.

3.12 Generierung von Abbildungen

Die Erstellung dreidimensionaler Strukturabbildungen erfolgte mit Hilfe der Programme
MolScript (Kraulis 1991), BobScript (Esnouf 1997), Dino (Dino 2001), Raster3D (Merrit &
Bacon 1997) und PovRay (Povray). Fiir die Berechnung des elektrostatischen Potentials in
Abbildung 4.13 wurde das Programme MEAD (Bashford 1997) verwendet, zur Berechnung
der Oberflaichen wurde MSMS (Sanner ef al. 1996) benutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Struktur der unkomplexierten AmyA’’

4.1.1 Qualitat des Strukturmodells

Nach Abschluss der Verfeinerung ist die Elektronendichte (2mF,-DF,) fiir die Hauptkette
aller vier unabhingigen Molekiile bei einem o-Level von 1 durchgingig. Die einzige
Ausnahme bildet das N-terminale Methionin in Molekiil B, das nicht eindeutig lokalisiert
werden konnte. Da Seitenketten nur so weit modelliert wurden, wie die Elektronendichte ihre
Lage eindeutig erkennen lie8, verbleiben in dem finalen Modell 33 unvollstindige
Aminoséurereste, die gleichmiBig iiber die Proteinoberfliche verteilt sind. All diese Reste
zeichnen sich durch hydrophile Seitenketten aus (hauptsdchlich Glu, Gln, Lys), lediglich

[1e428 in Monomer B stellt eine hydrophobe Aminoséure dar.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Abb. 4.1: Ramachandran-Diagramm der dihedralen Winkel innerhalb der Peptidkette der AmyA”’.
Stellvertretend fiir die vier Monomere ist nur der Plot fiir Molekiil A dargestellt.

Die Statistiken der Ramachandran-Diagramme (vergl. Abb.4.1) sind fiir die vier
unabhingigen Molekiile nahezu identisch (Ramachandran & Sassiekharan 1968). Zwischen
88.2% (Molekiil C) und 89.8% (Molekiil B) aller Reste zeigen ¢ und y-Winkel an, die

innerhalb der bevorzugtesten Region liegen, alle weiteren liegen in zusdtzlich erlaubten
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Regionen. Davon weicht lediglich Thr113 ab, das in den zwei Molekiilen A und D eine
gerade noch erlaubte Konformation einnimmt, in den Molekiilen B und C aber nicht erlaubte
dihedrale Winkel aufweist, wobei die Unterschiede zu den erstgenannten Molekiilen
gleichwohl gering sind. In allen vier Féllen jedoch ist die Elektronendichte sowohl fiir die
Haupt- als auch die Seitenkette eindeutig und auch die Auslenkungsparameter der Atome

liegen im Bereich der benachbarten Aminoséduren.

Der mittlere Temperaturfaktor fiir alle Proteinatome liegt bei 23.5 A% und bei 23.4 A” fiir die
Atome der Hauptkette, variiert aber signifikant zwischen den unabhingigen Molekiilen sowie
entlang der Peptidkette (siche Abb. 4.2). Dabei ist erkennbar, dass insbesondere das
C-terminale B-Faltblatt in Molekiil C hohere B-Faktoren aufweist.
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Abb. 4.2: Verlauf der Auslenkungsparameter der C,-Atome entlang der Polypeptidkette fiir die vier
unabhingigen Molekiile.

4.1.2 Beschreibung der Struktur

Die Dimensionen eines Monomers der AmyA’’ betragen 86 x 54 x 52 A’. Sekundérstruktur-
elemente wurden mit dem Programm DSSP (Kabsch & Sander 1983) zugewiesen und zeigen
eine Doménenstruktur, die typisch ist fiir die meisten bekannten o-Amylasen. Die zentrale
Doméne des Enzyms besteht aus einem (B/o)s-Barrel (Reste 6 - 94, 163 - 416; Doméne A),
mit einer charakteristischen B;-Extrusion (Reste 103 - 150; Doméne B) zwischen dem dritten

B-Strang und der daran anschlieBenden o-Helix auf der carboxyterminalen Seite des Barrels.
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Diese Doméne beinhaltet auch eine ldngere (Reste 103 - 113) und zwei sehr kurze Helices
(3 - 4 Reste). Die C-terminale Doméne (Reste 425 - 505; Doméne C) wird von einem grof3en,
8-strangigen, antiparallelen B-Faltblatt geformt, das ein greek key Motiv enthélt. Die Strange
B4 und B7 dieses Faltblattes sind dabei so angeordnet, dass sie mit den Strangen 6 bzw. 5
eine Sandwich Struktur ausbilden (vergl. Abb. 4.3 und Abb. 4.4). AuBlerdem existiert
zwischen dem siebten Strang und der siebten Helix des TIM-Barrels ein relativ grofler
Einschub, der reich an loops und helikalen Elementen ist (Reste 326 - 399). Eine dhnliche
Insertion dieser Gréfe und an dieser Position wurde bisher nur in der Oligo-1,6-Glucosidase
von Bacillus cereus gefunden (Watanabe et al. 1997), zeigt dort aber eine der AmyA

verschiedene Sequenz und raumliche Anordnung.

399

403

18

416

Abb. 4.3: Topologie-Diagramm der AmyA”’. Das (B/o)s-Barrel ist in hell- bzw. dunkelblau dargestellt, die
eingeschobene Doméne B in rot und das C-terminale B-Faltblatt in griin. Die gelb gefdrbten Helices bilden einen
loop-reichen Einschub, der in den meisten anderen Amylasen in dieser Form und Grof3e nicht vorkommt.

Trotz der vermuteten extrazelluliren Lage der AmyA (Fiitterer 2001) beinhaltet ihre
Aminoséduresequenz lediglich ein Cystein, so dass die Ausbildung von Disulfidbriicken, die
der Stabilisierung des Enzyms dienen oder seine Faltung unterstiitzen kdnnten, nicht moglich
ist. Dies ist insofern ungewohnlich, als dass Cystinbriicken auch mit einer erhohten

Thermostabilitit in Zusammenhang gebracht worden sind (Matsumura ef al. 1989 ).
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zentrales
(B/o)s-TIM-Barrel

Doméne B

C-terminales
B-Faltblatt

Abb. 4.4: Tertidrstruktur der AmyA’’. Die Doménen sind analog Abb. 4.3 eingeféarbt. Calcium(II)-Ionen sind als
orangefarbene Kugeln dargestellt. Die Aminoséurereste der aktiven Tasche (Asp188, Glu228, Asp280, His98
und His279) wurden als Stabmodell eingefiigt.

4.1.2.1 Das aktive Zentrum

Aus Sequenzanalysen und Strukturvergleichen mit verwandten Enzymen konnten die drei
Aminosduren Aspl88, Glu228 und Asp280 als die katalytische Triade identifiziert werden.
Die zwei Histidine His98 und His279 sind ebenfalls konserviert in der Familie der
o-Amylasen und dienen der Substratbindung. Eine Superposition der Seitenkettenatome
dieser fiinf Aminosédurereste mit den korrespondierenden Atomen des nach der Peptidsequenz
und dreidimensionalen Struktur sehr &hnlichen Proteins Bacillus cereus Oligo-1,6-
Glucosidase (Watanabe et al. 1997) ergibt eine mittlere r.m.s. Abweichung von nur 0.32 A
mit einem Maximum von 0.50 A fiir das C,-Paar in Glu228 (siche Abb. 4.5). Bei einer
Auflésung der beiden Strukturen von 1.75 bzw. 2.0 A kann die rdumliche Anordnung der
katalytischen Zentren der beiden Enzyme somit als identisch angesehen werden. Sechs
weitere Aminosduren, die das aktive Zentrum flankieren (Trp45, Pro48, Tyr58, Phel52,
Argl86 und Arg346 in AmyA), liegen auf ebenfalls nahezu identischen Positionen in den
beiden Strukturen. Dies ist insofern ungewdhnlich, als dass die BCOG die Hydrolyse von o-
1,6-glucosidischen Bindungen katalysiert, wahrend AmyA eine starke Priaferenz fiir o-1,4-
glucosidische Verkniipfungen hat. Konkrete Aussagen zur Bindung des Substrates sind jedoch
nicht moglich, da von BCOG kein Enzym-Inhibitor-Komplex existiert.



4 Ergebnisse 72

Pro48 Arg346 Pro48 Arg346

& ) 8 = 2

EHisQS Arg186 ! His279 { His9g Arg186 s ‘Hi8279
Asp188 'I ' jl ‘
? Asp280
=

Phe152
Glu228 Glu228

>
w
o
=y
[0 ]
[e2]

>
w
o
N
®
o

Phe152

Abb. 4.5: Stereographische Darstellung (cross eye) der Superposition der aktiven Taschen aus Thermotoga

maritima 0o-Amylase A (grau) und Bacillus cereus Oligo-1,6-Glucosidase (griin). Die Beschriftung der
Aminoséuren entspricht der AmyA”’.

4.1.2.2  Ahnlichkeit der Monomere

Obwohl Gelfiltrationsexperimente darauf hinweisen, dass 7. maritima o-Amylase A in
Losung als Monomer existiert, kristallisiert das Enzym als Dimer in der orthorhombischen
Raumgruppe P2,2,2. In der monoklinen Form liegen schlielich zwei dieser Dimere vor (die
Molekiilpaare AB und CD), die ihrerseits iiber eine nicht-kristallographische zweizédhlige
Achse miteinander verkniipft sind. Letztere geht wihrend der Kryoprotektion aus der
kristallographischen zweizédhligen Achse hervor, die parallel der c-Achse in der Raumgruppe
P2,2,2 liegt (vergl. Kap. 3.4 und 3.7). Eine Analyse der Cy-Positionen 2 - 505 mit dem
Programm ESCET (Schneider 2002) zeigt, dass die zwei Monomere A und D sowie die
Monomere B und C konformationell identisch sind, wihrend sich diese zwei Gruppen
signifikant unterscheiden. Da zwischen den Molekillen A und B die grofiten
konformationellen Unterschiede bestehen und die Strukturverfeinerung fiir ihre C,-Atome
gleichzeitig kleinere Positionsfehler ergeben hat, wird in weiteren Diskussionen immer das

Dimer AB behandelt.

ESCET identifiziert bei einem o&-Level von 2.0 356 aus 504 (entsprechend 70.6%) Cg-
Positionen als konformationell invariant. Die groffte zusammenhdngende, flexible Region
umfasst Domédne B und die darauf folgenden Helices und Faltblitter 03A - BSA des zentralen
Barrels (Reste 106 - 226), die sich aber nicht als starre Gruppe bewegen, sondern generell
flexibler sind. Unterbrochen wird dieser Bereich nur von den Resten 188 - 198, die von Ca2

in Position gehalten werden (siche Abb. 4.6). Die groBte Differenz zwischen dquivalenten
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Co—Atomen besteht fiir das in der Domidne B lokalisierte Gly143 mit 2.21 A, innerhalb der
Strange des Barrels ist die maximale rdumliche Abweichung der Atome eines Cy-Paares mit
0.57 A fiir 1le224 deutlich geringer. Diese Flexibilitit passt gut zu der Notwendigkeit
konformationeller Variabilitidt wiahrend der Substratbindung und unterstreicht gleichzeitig die
erhohte Rigiditit des zentralen TIM-Barrels. Ferner nehmen Teile zweier Helices sowie der
sie verbindende loop zwischen B7A und o7A (Reste 286 -299) leicht unterschiedliche
Konformationen in Molekiil A und B ein. Relativ zur B-Doméne befindet sich dieser
Einschub auf der gegeniiberliegenden Seite des (B/a)s-Barrels, die Amplitude der Differenzen
ist aber mit maximal 0.76 A fiir das Cy-Atompaar Lys293 vergleichsweise gering.
Interessanterweise liegen die katalytisch aktiven Aminosduren Asp188, Glu228 und Asp280
sowie die sie begleitenden Histidine His98 und His279 alle in rdumlicher Nihe zu den

angesprochenen flexiblen Regionen, sind selbst aber beziiglich ihrer Positionen invariant.

Abb. 4.6: Flexible und rigide Proteinregionen in AmyA’’. Regionen, die bei einem 6-Level von 2.0 zwischen
den Monomeren A und B unterschiedliche Positionen einnehmen, sind rot eingefdrbt, invariante Bereiche blau.
Die Orientierung sowie die generelle Darstellung des Molekiils sind mit der in Abb. 4.4 identisch.

Die Monomere A und B sind durch acht symmetrische und zwei asymmetrische
Wasserstoffbriickenbindungen, zwei Salzbriicken (Glu290:0E2 - His337:NE2) und schwache
van-der-Waals Wechselwirkungen miteinander verkniipft. Das Dimer-Interface hat dabei mit
ca. 1602 A? (entsprechend 8.6% der Proteinoberfliche) eine vergleichsweise grofie
Kontaktfliche, was als Hinweis auf ein dimeres Vorliegen der AmyA in Losung betrachtet

werden kann. Die meisten Wechselwirkungen treten auf zwischen Resten, die in loops der
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Domine A sowie dem etwa 75 Aminosduren umfassenden Einschub nach dem Strang B8A
lokalisiert sind. Eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen Trp457:NE1 und Asp200:0D1
fixiert das C-terminale Faltblatt eines Molekiils an der Doméne A des anderen Monomers

eines Dimers.

4.1.2.3  Bindung von Calciumionen

Die katalytische Aktivitit der AmyA ist abhingig von der Verfiigbarkeit von Ca*"-Ionen.
Obwohl weder die zur Dialyse noch zur Kristallisation eingesetzten Losungen entsprechende
Salze enthielten, sind in den Strukturen aller vier Monomere jeweils vier Ca**-Ionen von
identischen Aminosiuren koordiniert. Mit einem mittleren Koordinatenfehler von 0.11 A
(Cruickshank 1999) koénnen Distanzen zwischen den koordinierenden Atomen und dem
jeweiligen Calciumion, die um weniger als 0.3 A zwischen den einzelnen Monomeren
differieren, als identisch betrachtet werden. Dementsprechend beobachtet man fiir Ca2, Ca3
und Ca4 zwischen den einzelnen Monomeren keine Unterschiede beziiglich ihrer
Koordinationsgeometrie. Drei der vier Monomere (A, B und D) koordinieren ein weiteres
Calciumion an ihrer Oberfliche. Die relativ lockere Bindung dieses Ions spiegelt sich in den
verfeinerten B-Faktoren dieser lonen wider, die signifikant hoher sind als die der anderen
Metallionen. Die Abstdnde der fiinf Calciumionen zu den koordinierenden Aminosiuren sind

in Tab. 4.1 aufgelistet.

Ca2, das in einer Reihe verwandter Hydrolasen konserviert und an deren Aktivierung beteiligt
ist (Liebl et al. 1997, Machius et al. 1998), liegt in einer tiefen Spalte zwischen den Dominen
A und B. Es wird koordiniert von zwei Aspartatseitenketten, die in loops lokalisiert sind
(Asp97, Aspl58), die diese zwei Doménen verbinden, von den Carbonylsauerstoffatomen
zweier Aminoséduren in einer Helix, die dem Strang 4A des zentralen Barrels folgt (His192,
[1e193) sowie drei Wassermolekiilen (siche Abb. 4.7). Die Geometrie kann insgesamt als

verzerrt pentagonal bipyramidal beschrieben werden.
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Tab. 4.1: Bindungsabstinde der Ca®" koordinierenden Aminosauren; erste Zeile: minimaler Abstand in den vier
Monomeren, zweite Zeile: mittlerer Abstand, dritte Zeile: maximaler Abstand. Alle Werte sind in A angegeben.

Cal Ca2 Ca3 Ca4 Ca$s

Aspl7:0D1 2.17 | Asn97:0D1 2.35| Gly376:0 2.06 | Asp386:0D1 2.40 | Glu51:0E2 2.08
2.28 241 2.17 2.48 2.35
2.36 2.45 2.26 2.52 2.55

Aspl9:0D  2.28 | Aspl58:0D2 2.26 | Asp381:0D1 2.41 | Asp386:0D2 2.38 | Ala52:0  2.43
2.39 2.33 2.51 2.47 2.50
2.52 2.43 2.62 2.56 2.62

Asn21:0D1 2.10 | His192:0 2.39| Asp381:0D2 2.35| Asp387:0  2.23 | Glu67:0OE1 2.40
2.25 242 2.44 2.36 2.46

242 245 2.64 2.49 2.50

Val23:0 2.19| I1e193:0 2.43 | Cys383:0 2.33 | Asp390:0D1 2.30 | Glu67:0E2 2.45

2.30 2.48 2.37 2.38 2.50

2.38 2.52 2.44 2.47 2.56

Asp25:0D2 1.99 | H,01 2.32 | Asp386:0  2.13 | Phe392:0 2.17 | H,01 2.33
2.22 2.39 2.22 2.46 2.35

2.39 245 2.26 2.36 2.36

H,01 2.29 | H,02 2.40 | Asp387:0D1 2.22 | H,0l1 2.30 | H02 2.32
2.35 2.44 2.35 241 2.38

241 2.48 2.48 2.47 2.41

H,03 2.39| H,0O1 2.46 | H02 2.34| H,03 2.52

2.44 2.51 2.40 2.70

2.47 2.55 2.52 2.87

Die weiteren drei, in allen Monomeren vorhandenen, Calciumionen sind innerhalb der
Familie der Hydrolasen bzw. Amylasen nicht konserviert und spielen deshalb wahrscheinlich
keine direkte Rolle bei der Katalyse. Zwei von ihnen (Ca3 und Ca4) werden ausschlieflich
von Aminosduren koordiniert, die innerhalb der Insertion zwischen dem siebten Strang und
der siebten Helix des (B/o)s-Barrels lokalisiert sind. Mit hoher Wahrscheinlichkeit tragen sie
dort zur Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur dieser Region bei, die zum gréfiten Teil
aus loops besteht. Cal wird quadratisch pyramidal von fiinf Aminosduren koordiniert, die in

der Peptidsequenz alle direkt vor der ersten Helix des TIM-Barrels liegen. In den beiden
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identischen Monomeren B und C bindet zusitzlich ein Wassermolekiil in einer sechsten
Position und formt so einen fast regelmiBigen Okateder. In den Molekiilen A und D bleibt
diese Lage unbesetzt. Eine nahezu identische Calciumbindungsstelle an dquivalenter Position
im Protein wurde kiirzlich in der 4-a-Glucanotransferase aus Thermotoga maritima gefunden
(Roujenikova et al. 2002). Die Koordination erfolgt iiber identische Aminosduren, die
lediglich in ihrer Reihenfolge an zwei Positionen vertauscht sind. Da zur Kristallisation dieses
Enzyms - wie auch fiir AmyA’’ - keine Calcium-Salze verwendet wurden, gehen die Autoren
von einer hohen Bindungsaffinitit aus und vermuten, dass das Calcium-Ion zur Stabilisierung

der Konformation des Enzyms beitrigt.

[le193

His192

Abb. 4.7: Koordination des katalytisch relevanten Calciumions in AmyA.

Die Temperaturfaktoren der Calciumionen variieren innerhalb der vier unabhingigen
Monomere analog den mittleren B-Werten aller Atome. Entsprechend sind die Temperatur-
faktoren samtlicher Ionen jeweils in den Molekiilen A und B am niedrigsten und in Molekiil C
am hochsten. (vergl. B-Werte der C,-Atome entlang der Polypeptidkette, Abb. 4.2). Innerhalb
eines Molekiils weist jeweils Ca2 die geringsten Auslenkungsparameter auf, Ca5, soweit
vorhanden, ist vermutlich aufgrund seiner Bindung an der Oberfliche des Molekiils das

flexibelste der Ionen.

4.1.2.4 Chloridbindungsstelle
In einer Reihe von Amylasestrukturen konnten Chloridionen nachgewiesen werden und
kinetische Experimente haben gezeigt, dass durch den Zusatz von Chloridionen bis zu einer

Konzentration von etwa 150 mM die katalytische Aktivitit der AmyA gesteigert werden kann
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(Futterer 2001). In der Elektronendichte der AmyA’’ konnten jedoch keine Cl'-lonen
identifiziert werden. Diese Anionen werden in anderen Amylasen gewohnlich von einer
Triade bestehend aus einem Arginin, einem Asparagin und einem zweiten Arginin oder Lysin
auf der C-terminalen Seite des TIM-Barrels in der Ndhe der aktiven Tasche gebunden
(Aghajari et al. 1998, Wiegand et al. 1995). Strukturelle Vergleiche zeigen, dass der
Thermotoga maritima o-Amylase A das zweite Arginin/Lysin in der entsprechenden
Position fehlt (sieche Abb. 4.8), so dass Chlorid nicht mehr in der reguldren Weise koordiniert
werden kann. Statt dessen ist ein Wassermolekiil an die Seitenketten der Aminosduren
Argl86 und Asn278 gebunden. Eine eventuelle Bindung eines Anions bei hoéheren
Chloridkonzentrationen erscheint in dieser Position unwahrscheinlich, da die Seitenkette des

Trp45 fiir das im Vergleich zu Wasser groflere Chloridion nicht ausreichend Raum bietet.

His279

— Arg337

Abb. 4.8: Geometrie der mutmaBlichen Chloridbindungsstelle in AmyA (A) und des homologen Enzyms aus
dem Schweinepankreas (B, PDB-Code: 10SE). Wiahrend das Chloridanion in letzterem Enzym durch die
Seitenketten Argl95, Asn298 und Arg337 koordiniert wird, fehlt in AmyA eine dem Arg337 dquivalente
Aminosdure. Trp45 besetzt in AmyA teilweise die Position des Arg337.

4.2 Struktur der AmyA’’ im Komplex mit dem Inhibitor Acarbose

Acarbose ist ein Pseudotetrasaccharid, das o-Glucosidasen kompetitiv inhibiert, indem es
einen Oxocarbenium-dhnlichen Ubergangszustand der Hydrolyse simuliert und mit hoher
Affinitdt an das jeweilige Enzym bindet (Brzozowski & Davies 1997). Das Molekiil wird aus
der Fermentation von Bakterien der Spezies Actinoplanes utahensis gewonnen und begleitend
im Rahmen der Behandlung der Typ2 Diabetes mellitus zur Senkung des Blutzuckerspiegels
eingesetzt (Josse 1995). Die Struktur-Formel des Molekiils ist in Abbildung 4.9 dargestellt.
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Acarbose hat sich in der Proteinbiochemie als Inhibitor von a-Glucosidasen bewéihrt und in
einer Reihe von Féllen zur Identifizierung der katalytisch aktiven Zentren und zur

Untersuchung des Spaltungsmechanismus beitgetragen (Alkazaz et al. 1996, Kadziola et al.

1998, Roujeinikova et al. 2002).

nicht-reduzierendes
Ende CH,OH

HO. C4

HO
CH, C
OH 4\ 0 +2
HO
'ﬁ‘ oH CH,OH D
+1 HO reduzierendes
OH CH,OH
0 0 Ende
HO OH
OH

Abb. 4.9: Lewis-Formel des «-Glucosidase-Inhibitors Acarbose (O-4,6-Dideoxy-4-[[(1S,4R,5S,6S5)-4,5,6-
trihydroxy-3-(hydroxymethyl)-2-cyclohexen-1-ylJamino]-o-D-glucopyranosyl-(1—4)-O-o-D-glucopyranosyl-
(1—>4)-D-glucose). Bezeichnung der Ringe (blau): A: Valienamin-Ring, nicht-reduzierendes Ende des
Pseudooligosaccharids. B: 6-Deoxyglucosid, C + D: Glucose-Einheiten mit dem reduzierenden Ende an Ring D.
Die Benennung der Ringe von -1 bis +3 bezieht sich auf die Bindung der Acarbose an die Glucosidase nach dem
von Davies ef al. (1997) etablierten Schema.

4.2.1 Qualitit des Strukturmodells

Wie aus Tabelle 3.2 ersichtlich, ist die Vollstdndigkeit der Daten dieser Messung (Datensatz
8) mit 91.3% (67.3% fiir die duBere Auflosungsschale) gegeniiber der unkomplexierten
Struktur deutlich reduziert. Dies ergibt sich aus dem sehr anisotropen Streuverhalten des
verwendeten Kristalls, das zur Folge hatte, dass nicht alle gesammelten Daten in die
Strukturverfeinerung einbezogen werden konnten. Aus diesem Grund war es notwendig,
einen Kompromiss aus Datenvollstindigkeit und der Giite der einbezogenen Daten zu
schlieen. Dennoch liegt der Ryerge flir alle Daten mit 8.5% hoher als der der unkomplexierten
Struktur mit 7.1%, obwohl die maximale Aufldsung mit 1.9 A um 0.15 A niedriger ist.
Entsprechend ist die Elektronendichte fiir das verfeinerte Modell in einigen Regionen
teilweise verzerrt, wenngleich aber doch eindeutig. Damit einher gehen die Werte der
isotropen Auslenkungsparameter, die teilweise um mehr als 10 A? iiber denen der Inhibitor-
freien Struktur liegen. Ihr prinzipieller Verlauf entlang der Hauptkette zeigt aber nur geringe
Unterschiede zwischen den beiden Strukturen (vergl. Abb. 4.2 und Abb. 4.10). Dies gilt auch

fiir die mittleren Auslenkungsparameter der einzelnen Molekiile. Analog der unkomplexierten
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Struktur ist Molekiil C am flexibelsten, wihrend die Monomere A, B und D im Mittel etwas
niedrigere Temperaturfaktoren aufweisen. Monomer B zeigt jedoch insbesondere im Bereich
des C-terminalen PB-Faltblattes groBere Auslenkungsparameter als in der unkomplexierten

Struktur.
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Abb. 4.10: Verlauf der Auslenkungsparameter der C,-Atome der vier kristallographisch unabhéngigen Molekiile
der AmyA” im Komplex mit Acarbose. Der B-Faktor setzt sich zusammen aus dem individuellen
Auslenkungsparameter sowie der TLS-Komponente.

Die Ramachandran-Diagramme fiir die vier Monomere gleichen bis auf wenige Abweichun-
gen ebenfalls denen der AmyA’’ ohne Acarbose und zeigen auch untereinander nur geringe
Differenzen. Zusitzlich zu Thrl13, dessen ¢- und y-Winkel in allen vier unabhéngigen
Molekiilen in bzw. nahe an einer nichterlaubten Region liegen, sind die Kombinationen der
dihedralen Winkel in Molekiil B des Komplexes fiir Tyr341, in Molekiil C fiir Tyr389 und in
Molekiil D fiir Val2 nach Ramachandran gerade noch erlaubt. In allen drei Féllen ist die
Elektronendichte aber eindeutig und die Werte fiir ¢ und y weichen nicht stark von den
entsprechenden Werten in den anderen Monomeren sowie der Struktur der unkomplexierten
AmyA’’ ab. Abbildung 4.11 zeigt aus Griinden der Vergleichbarkeit mit Abbildung 4.1
exemplarisch den Ramachandran-Plot des Monomers A der mit Acarbose komplexierten

AmyA”’.
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Abb. 4.11: Ramachandran-Diagramm der dihedralen Winkel innerhalb der Peptidkette der mit Acarbose
komplexierten AmyA”’. Stellvertretend fiir die vier Monomere ist nur der Plot fiir Molekiil A dargestellt.

4.2.2 Beschreibung der Struktur

Wie zu erwarten, ergibt sich beziiglich der generellen Topologie der AmyA durch Bindung
des Inhibitors Acarbose keine Anderung. Eine genauere Betrachtung des Verlaufs der
Hauptkette mit Hilfe des Programms ESCET (Schneider 2002) zeigt deutlich, dass zwischen
den Molekiilen A der leeren Amylasestruktur und des Inhibitor-Komplexes praktisch keine
Unterschiede bestehen (siehe Abb. 4.12). Entsprechendes gilt auch fiir die Monomere B bis D.
Da aber Monomer A sowohl in der leeren Struktur als auch dem Inhibitor-Komplex am
genauesten definiert ist und die detaillierteste Elektronendichte aufweist, beschrankt sich die

folgende Diskussion, soweit nicht anders angegeben, auf dieses Molekiilpaar.

Als konformationell flexibel wurden bei einem 6-Level von 2.0 Teile der Doméne B und der
anschlieBenden Barrel-Struktur sowie zwei Stringe des C-terminalen [-Faltblattes
identifiziert. Insbesondere die Bewegung der Domédne B konnte beziiglich des Katalyse-
mechanismus der Amylase von Bedeutung sein, da in diesem Bereich das Substrat bindet
(vergl. Kap. 4.2.2.1) und auch das katalytisch essentielle Calcium-lon lokalisiert ist.
Allerdings ist die maximale Bewegung mit 0.51 A fiir das C,-Paar His129 wesentlich
geringer als die maximale Differenz zweier C,-Atome zwischen den Molekiilen A und B des

leeren Enzyms (2.21 A fiir das Co-Atompaar Gly143). Zudem sind die hier als signifikant
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unterschiedlich charakterisierten Atompaare zum groffiten Teil in den Regionen lokalisiert, die
bereits in der unkomplexierten Struktur als konformationell flexibel identifiziert werden
konnten (vergl. Abb. 4.6). Es ist daher zu vermuten ist, dass die beobachteten Unterschiede
nicht auf die Bindung der Acarbose zuriick zu fiihren sind, sondern eher Bereiche
widerspiegeln, die von sich aus eine hohere Flexibilitidt besitzen. Diese Vermutung wird
gestiitzt durch die Tatsache, dass die meisten dieser Regionen an der Proteinoberfliche
lokalisiert sind und tiiberdurchschnittlich hohe Auslenkungsparameter aufweisen (vergl.

Abb. 4.10).

Abb. 4.12: Flexible und invariante Regionen in der Proteinstruktur der AmyA’’. Bereiche, die bei einem 6-Level
von 2.0 zwischen den Monomeren A des unbeladenen Molekiils und des Acarbose-Komplexes unterschiedliche
Positionen einnehmen, sind rot eingefdrbt, invariante Bereiche blau. Die Orientierung sowie die generelle
Darstellung des Molekiils sind mit der in den Abbildungen 4.4 und 4.6 identisch.

4.2.2.1 Bindung der Acarbose im aktiven Zentrum der AmyA”’

Der Inhibitor Acarbose wird von der o-Amylase A in einer tiefen Furche gebunden, die das
carboxyterminale Ende des (B/a)s-Barrels von der Doméne B abgrenzt. Wie zuvor bereits in
verwandten Enzym-Inhibitor-Komplexen beobachtet (Brzozowski & Davies 1997), wird die
Acarbose entlang der Positionen +1 bis +3 leicht gekriimmt und knickt an der Bindung zum
Valienamin-Ring (-1) scharf ab (vergl. Abb. 4.16 und 4.18). Die in der leeren Enzymstruktur
getroffene Zuordnung der Aminosduren Asp188, Glu228 und Asp280 als das aktive Zentrum
der Amylase lie sich anhand der Bindung der Acarbose nun eindeutig verifizieren. Selbiges
gilt auch fiir die Histidinreste 98 und 279, die den Valienamin-Ring in der Bindungstasche

fixieren.
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Abb. 4.13: Bindung der Acarbose in der Furche zwischen den Doménen A und B. Die Orientierung ist mit der in
den Abbildungen 4.4, 4.6 und 4.12 identisch. Die Orientierung des Inhibitors ist relativ zu Abb. 4.9 um ca. 180°
in der Bildebene gedreht, die Bezeichnung der Ringe erfolgt entsprechend jener Abbildung. Die Farbung der
molekularen Oberfldche entspricht dem elektrostatischen Potential des Molekiils; rot: negativ, blau: positiv.

Die Bindung des Inhibitors an die Amylase erfolgt insgesamt iiber 21 - 22 Wasserstoff-
briickenbindungen. Die exakten Werte beziiglich der Abstinde zwischen Wasserstoffdonor
und -akzeptor flir die einzelnen Monomere sind in Tabelle 4.2 aufgelistet. GroBere
Unterschiede zwischen den kristallographisch unabhingigen Molekiilen sind in erster Linie
auf die schlechte Modellierbarkeit einiger Seitenketten in der Elektronendichte
zuriickzufithren. Lys293 ist in Monomer B lediglich bis einschlieBlich seines Cg-Atoms
lokalisierbar und Trpl198 scheint um den Torsionswinkel x2 (Cp-C,) weitgehend frei zu

rotieren.

Wie bereits kurz erwdhnt war es in drei der vier Monomere nur mdglich, die Saccharid-
Untereinheiten A bis C (entsprechend den subsites -1 bis +2 (Davies et al. 1997)) anhand der
Differenzelektronendichte zuzuordnen. Der vierte Ring des Inhibitors (Ring D, subsite +3)
konnte dagegen lediglich in Molekiil C gefunden werden, zeigte bei Verfeinerung mit einer
Besetzung von 1 jedoch iiberdurchschnittlich hohe Auslenkungsparameter. Fiir diese Beo-

bachtungen existieren prinzipiell zwei mogliche Erklarungen:



4 Ergebnisse &3

Tab. 4.2: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Thermotoga maritima o-Amylase A’ und dem Inhibitor
Acarbose. Alle Abstiinde sind in A angegeben. Lys293, Asn255 und Tyr256 gehoren zu dem zweiten Monomer
des Dimers und sind deshalb mit Apostroph gekennzeichnet.

ACR Protein Mol A Mol B Mol C Mol D
O2a His279:NE2 2.92 2.70 2.87 2.90
0O2a Asp280:0D2 3.06 2.37 2.55 2.74
0O2a Arg186:NH2 3.02 3.12 2.96 3.13
O3a Asp280:0D1 2.72 2.73 2.77 2.88
O6a His98:NE2 2.95 2.93 3.05 3.09
O6a Asp188:0D2 3.00 2.52 3.11 2.80
N4b Asp280:0D2 2.94 3.35 3.42 3.44
N4b Glu228:0E2 3.02 3.02 3.08 2.99
02b His192:NE2 2.68 2.66 2.52 2.60
03b Glu228:0E1 2.69 2.89 2.69 2.72
03b Glu228:0E2 3.31 3.31 3.25 3.20
O5b Lys293":NZ - 2.92 3.37 3.05
O2c Lys191:NZ 3.34 3.12 3.10 3.23
O3c Lys191:NZ 3.18 2.70 2.99 2.84
O3c Trp198:NE1 3.10 - - -
O6c¢ Lys293":NZ - 3.08 3.12 2.93
O1d Gly232:N 3.07

0o2d Gly232:N 2.70

0o2d Tyr256":0H 2.84

O3d Phe230:0 2.98

O5d Asn255":0D1 2.95

O6d Asn255":0D1 2.82

Der Inhibitor wurde iiber einen Zeitraum von etwa einer Stunde durch soaking in einer
Acarbose-Losung der Konzentration 1 mM bei Raumtemperatur in den Kristall eingefiihrt.
Geht man davon aus, dass das Enzym selbst bei dieser vergleichsweise niedrigen Temperatur
noch eine signifikante Restaktivitét besitzt, so besteht die Moglichkeit, dass nach ,inkorrekter’
Bindung der Acarbose zunichst eine hydrolytische Abspaltung des vierten, ungeschiitzten

Glucose-Ringes D stattgefunden hat. Vergleichbare Spaltungen aber auch Transglyco-
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sylierungen, die in ldngeren Inhibitoren resultierten, wurden bereits zuvor in einer Reihe von
Strukturen zuckerspaltender Enzyme beobachtet (Gilles et al. 1996, Qian et al. 1994). Am
wahrscheinlichsten erscheint dabei eine um zwei Zuckereinheiten verschobene Bindung der
Acarbose mit dem Valienamin-Ring (A) in einer —3-Position, dem 6-Deoxyglucosid (B) in
Position -2 und den beiden Glucose-Ringen C und D in den Positionen -1 und +1 (sieche Abb.
4.14) Letztere liegen in identischer Form in Amylose, dem natiirlichen Substrat dieses
Enzyms, vor und die sie verkniipfende Bindung zwischen C1C und O4D ist korrekt
positioniert, um eine Hydrolyse gemédl dem propagierten Mechanismus zu erlauben. Diese
Hypothese impliziert, dass die Bindungsaffinitdt der korrekt orientierten Acarbose zu der
o—Amylase A nicht wesentlich grofer ist als die des um zwei Einheiten verschobenen
Inhibitors. Dies erscheint insofern sinnvoll, als dass Acarbose die Aktivitit der Thermotoga
maritima o—Amylase A nicht vollstdndig inhibiert, sondern lediglich auf ca. 10% herabsetzt
(Fitterer 2002). Gleichzeitig ldasst Abbildung 4.13 erkennen, dass die zuvor angesprochene
Furche, in der die Acarbose koordiniert wird, auch die Bindung eines Oligosaccharids erlaubt,
das in Richtung des nicht-reduzierenden Endes verldngert ist. Entsprechende Bindungsmodi
wurden ebenfalls bereits in den Kristallstrukturen verwandter Enzyme beobachtet (Gilles et
al. 1996, Roujeinikova et al. 2002). Nach Abspaltung des Glucoseringes D kann schlieBlich
das verbleibende Molekiil wie erwartet mit dem Valienamin-Ring in der Position -1 binden

und so zu einer Inhibition des Enzyms fiihren.

A B

ama - \ AN\ NN NN

Abb. 4.14: Schematische Darstellung der korrekten (A) und der vermuteten, ,falschen’ (B) Bindung der
Acarbose, die zu einer Spaltung zwischen den Ringen C und D fiihren kdnnte. Der rote Pfeil markiert die zu
spaltende Bindung.

Eine zweite mogliche Erklarung fiir das Fehlen des Glucoseringes in der Elektronendichte am
nicht-reduzierenden Ende der Acarbose besteht in verschiedenen, iiberlappenden Bindungen
des Inhibitors an die Amylase (vergl. Abb. 4.15). Geht man davon aus, dass die Acarbose
teilweise in der korrekten Orientierung, teilweise aber um eine Saccharideinheit in Richtung
des nicht-reduzierenden Endes verschoben an das Enzym bindet, so sollte fiir die mittleren

drei, voll besetzten Zuckerreste eine deutliche Differenzelektronendichte zu erkennen sein,
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wihrend die terminalen Ringe aufgrund ihrer reduzierten Besetzungsfaktoren weniger
deutlich in Erscheinung treten wiirden. Gegen diese Theorie spricht jedoch, dass in den
Molekiilen A, B und D weder fiir die Position +3, noch fiir eine mdogliche Position -2
signifikante Differenzelektronendichte existiert. Des weiteren unterscheidet sich die
6-Deoxyglucosid-Einheit (Ring B) durch das Fehlen der Hydroxy-Funktion am C6 von den
drei anderen Ringen, so dass eine dquivalente Bindung dieses Ringes in der Position -1 nicht
moglich ist. Die Abbildungen 4.16 und 4.18 zeigen aber, dass das Sauerstoffatom dieser
Gruppe mit zwei Wasserstoffbriickenbindungen maBgeblich zur Fixierung des

Valienaminringes im aktiven Zentrum beitragt.

o (2)-@8-@9-ED-()

ama \ N\

Abb. 4.15: Mégliche Uberlappung zweier Acarbose-Molekiile, die in unterschiedlichen Positionen in der aktiven
Tasche der AmyA gebunden sind. In den Positionen -2 und +3 existiert jeweils eine Saccharideinheit mit
reduzierter Besetzung, die Positionen -1, +1 und +2 sind durch Uberlagerung der Ringe A/B, B/C bzw. CD
jeweils voll besetzt.

Giénzlich ausgeschlossen werden kann die beschriebene, iiberlappende Bindung der Acarbose
aufgrund der vergleichsweise schlechten Qualitét der Elektronendichte zwar nicht, gleichwohl
erscheint sie aber wesentlich unwahrscheinlicher als eine der endgiiltigen Bindung
vorausgehende Spaltung des Inhibitors zwischen den Ringen C und D. Eine Kldrung des
Sachverhaltes wire eventuell liber einen massenspektrometrischen Nachweis freier Glucose in
der entsprechenden Losung oder auch mit Hilfe von NMR-Messungen mdglich. Eine
generelle, evtl. dynamische Fehlordnung des Glucose-Ringes D erscheint aufgrund seiner
Fixierung tiiber fiinf relativ starke Wasserstoftbriickenbindungen (siehe Tab. 4.2) und der

ohnehin eingeschrinkten Freiheitsgrade als sehr unwahrscheinlich.

Eine Begriindung, warum lediglich in Molekiil C der zweite Glucose-Ring der Acarbose
vorhanden ist, kann anhand der gegebenen Struktur nicht gefunden werden. Wie zuvor bereits
angesprochen, unterscheiden sich die vier Monomere nur geringfiigig untereinander, so dass
von einer hoheren Bindungsaffinitét des intakten Inhibitors zu Molekiil C nicht ausgegangen
werden kann. Packungseffekte, die unter Umstéinden die Freisetzung des Hydrolyse-Produktes
verlangsamen konnten, erscheinen ebenfalls unwahrscheinlich, da zwischen den Dimeren AB

und CD kein signifikanter Unterschied besteht. Eventuell existieren im Kristall aber geringe
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Differenzen in den Zugangswegen zur aktiven Tasche des Enzyms, die Unterschiede in der
Bindungs- bzw. Freisetzungsgeschwindigkeit des Produktes zur Folge haben konnten. In
diesem Zusammenhang sei erwidhnt, dass der vierte Ring der Acarbose in Molekiil C mit
Besetzungsfaktoren von 0.65 verfeinert wurde, so dass auch hier von einer teilweisen
Abspaltung ausgegangen werden muss. Eine iiberdurchschnittliche Flexibilitdt des Ringes, die
bei einer Verfeinerung mit voller Besetzung in erhohten Auslenkungsparametern resultieren

wirden, ist, wie bereits diskutiert, unwahrscheinlich.

Interessant erscheint im Zusammenhang mit der Inhibitorbindung die Tatsache, dass fiinf
vergleichsweise starke Wasserstoffbriicken zwischen der Acarbose und dem zweiten
Monomer des nicht-kristallographischen Amylase-Dimers ausgebildet werden. Sie alle
stabilisieren die Lage des Glucose-Ringes am reduzierenden Ende der Acarbose, der in dem
natiirlichen Substrat Amylose in der identischen Position gebunden ist. Diese
Querverkniipfung konnte als Hinweis darauf gedeutet werden, dass die katalytisch aktive
Einheit der Thermotoga maritima o-Amylase A in vivo ein Dimer ist. Neben Gelfiltrations-
experimenten spricht jedoch dagegen, dass bis dato keine als Dimer aktive Amylase bekannt
ist und weder die Peptidsequenz, die allgemeine Topologie noch die Geometrie des
katalytischen Zentrums der AmyA sich grundlegend von verwandten Strukturen

unterscheidet.

i/

"]
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Abb. 4.16: Stereographische Projektion (cross eye) der Bindung des Inhibitors Acarbose im aktiven Zentrum der
AmyA. Die Acarbose ist gelb dargestellt, das sie primir bindende Monomer grau. Das zweite Monomer des
Dimers ist griin eingefarbt. Die Orientierung der Darstellung entspricht in etwa Abb. 4.13 um ca. 90° gegen den
Uhrzeigersinn rotiert.
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4.2.2.2  Der katalytische Mechanismus der AmyA

Die durch Amylasen katalysierte Spaltung o-1,4-glycosidischer Bindungen lduft nach dem
Muster einer sauren Hydrolyse in drei Schritten ab (Davies & Henrissat 1995). Nach
Protonierung des glycosidischen Sauerstoffes des Substrates durch eine benachbarte
Glutaminsdure greift ein Carboxylsauerstoff eines Aspartat-Restes das Kohlenstoffatom ClI
der Saccharideinheit in der Position -1 nucleophil an und bildet ein kovalentes Intermediat
bzw. stabilisiert das nach Freisetzung des Aglyconrestes entstandene Carbeniumion. Welcher
dieser zwei Ubergangszustinde tatséichlich gebildet wird, konnte bis heute nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Der nun deprotonierte Glutamatrest aktiviert darauthin ein Wasser-
molekiil, das dann als Hydroxidion die kovalente Bindung zwischen dem Substrat und dem
Enzym spaltet bzw. an das Carbeniumion bindet. Der Mechanismus entspricht damit einer
doppelten Inversion (double displacement mechanism) unter Retention der o-anomeren
Konfiguration am Kohlenstoffatom CI1. Abbildung 4.17 zeigt schematisch die einzelnen

Schritte der Hydrolyse.

Asp1
(Nucleophil) Asp4 Asp,

Asp; Aspz Aspz
(Fixierer) Glu Glu

Glu
(Saure)

Abb. 4.17: MutmaBlicher Mechanismus der Hydrolyse o-glycosidischer Bindungen. Die Existenz des mittig
dargestellten Ubergangszustandes ist nicht gesichert.

Die drei katalytischen Seitenketten Asp188, Glu228 und Asp280 besetzen jeweils Positionen
relativ zu der Acarbose, die mit dem vorgeschlagenen Mechanismus zur hydrolytischen

Spaltung der o-1,4-glycosidischen Bindung vereinbar sind.

Der Carboxylatrest des Asp280 fixiert iiber die beiden Sauerstoffatome O2A und O3A den
Valienaminring (A) in der Position -1 der Bindungstasche. Die Abstinde zwischen Wasser-

stoffdonor und -akzeptor variieren dabei zwischen 2.37 und 3.06 A.
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Von dem Atom OE2 der Glutamat-Seitenkette 228 wird angenommen, dass es in dieser
Reaktion als Wasserstoffdonor fiir den glycosidischen Sauerstoff agiert. Sein Abstand zu dem
Stickstoff der Acarbose N4B betriigt 2.94 bis 3.08 A, so dass eine Ubertragung des Protons
der Carbonsdure auf das verbriickende Sauerstoffatom des physiologischen Substrates
Amylose durchaus sinnvoll erscheint. Glu228:0E1 wird iiber zwei Wasserstoffbriicken-
bindungen zu Alal89:N und ACR701:03B stabilisiert, die beide die Rolle eines
Wasserstoffdonors iibernehmen (siehe Abb. 4.18), so dass eine Protonierung der Seitenkette
Glu228 demzufolge nur noch an dem Atom OE2 stattfinden kann. Der postulierte, fiir eine
Glutaminsdureseitenkette hohe pKs-Wert der Carboxylgruppe (Strokopytov et al. 1995) ist
anhand der chemischen Umgebung des Glu228 jedoch nicht nachvollziehbar. Fiir eine
isolierte, hydrolysierte Carboxylgruppe der Glutaminsdure liegt der pKs-Wert bei ungefahr
4.4 (Stryer 1994), miisste also um mehr als zwei Einheiten angehoben werden, damit
Glutaminsdure bei dem fiir die Katalyse optimalen pH-Wert von 7.0 als Protonendonor
agieren kann. Nielsen ef al. haben kiirzlich anhand von Punktmutationen in der chiméren
Bacillus Ba2 o-Amylase gezeigt, dass die messbare, katalytische Aktivitit zuckerspaltender
Enzyme in Abhingigkeit vom pH-Wert in den meisten Fillen nicht entsprechend den
berechneten Verdanderungen in der Elektrostatik der aktiven Tasche variiert (Nielsen et al.
2001). Daraus folgerten sie, dass das pH-abhingige Aktivititsprofil von Anderungen in der
strukturellen Dynamik des katalytischen Zentrums zumindest ebenso stark beeinflusst wird
wie von elektrostatischen Modifikationen, so dass eine Protonierung des Glu228 bei einem
pH-Wert von 7.0 zumindest nicht auszuschlieBen ist. Da bei einer Aufldsung von 1.9 A aber
weder Wasserstoffatome selbst nachweisbar, noch iiber unterschiedliche Cg-Ogx-
Bindungslidngen zweifelsfrei einem der Carboxylatsauerstoffatome zuzuweisen sind, kann ein

Beweis der Protonierung des Glu228 nicht erbracht werden.

Mit Abstinden zwischen 2.74 und 3.23 A befindet sich Asp188:0D1 in einer Entfernung zu
ACR701:C1A, die in etwa dem minimalen nichtbindenden Abstand eines Sauerstoffatoms zu
einem Kohlenstoffatom entspricht bzw. knapp dartiber liegt. Damit wére Asp188:0D1 in der
Lage, den Kohlenstoff in der physiologischen Reaktion nucleophil anzugreifen und das

postulierte Carbeniumion zu stabilisieren, bzw. ein kovalentes Intermediat zu bilden

(Yoshioka et al. 1997).

Die Seitenketten der Histidine His98 und His279 tragen wie erwartet zur Fixierung der

Saccharideinheit in der Position -1 bei. Eine direkte Beteiligung an der katalytischen Reaktion
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ist aufgrund ihres groeren Abstandes zu den Atomen ClA und N4B (bzw. dem

glycosidischen Sauerstoff) nicht anzunehmen.

In jedem der vier Monomere existiert ein gut definiertes Wassermolekiil, das im dritten
Teilschritt der Reaktion nach Aktivierung durch Glu228:0E2 in der Lage wiére, das kovalente
Intermediat zu hydrolysieren bzw. an das stabilisierte Carbeniumion zu binden. H,O:119
befindet sich in Monomer A 2.93 A von Glu228:0E2 entfernt und weist zu dem Kohlenstoff-
atom der Acarbose C1A einen Abstand von 5.15 A auf. In den anderen drei Monomeren
variieren die Werte zwischen 2.77 und 2.97 bzw. 4.32 und 4.57 A. Fiir eine Beteiligung dieses
Wassermolekiils an der Spaltung des Polysaccharids spricht auch die Tatsache, dass es in
verschiedenen Amylasestrukturen sowohl innerhalb der Prokaryoten als auch der Eukaryoten
konserviert ist (Gilles et al. 1996, Dauter et al. 1999). Abbildung 4.18 zeigt die Acarbose mit
den beschriebenen Aminosduren und dem angesprochenen Wassermolekiil in der

Bindungstasche exemplarisch fiir Monomer A.

Abb. 4.18: Wechselwirkungen zwischen den katalytisch aktiven Resten der AmyA und dem Inhibitor Acarbose
im aktiven Zentrum (stereographische Projektion, cross eye). Die Acarbose ist gelb, die AmyA grau dargestellt.
Wasserstoffbriickenbindungen sind ebenfalls in grau eingezeichnet, die Protonierung durch Glu228 sowie der
nucleophile Angriff des Aspl188 auf das Atom CI1A sind durch rote Linien angedeutet. Die Orientierung der
Darstellung ist relativ zu Abb. 4.13 etwa 90° gegen den Uhrzeigersinn rotiert.
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4.2.2.3 Acarbose-induzierte Konformationsdnderungen im aktiven Zentrum

Mit Hilfe des Programms ESCET (Schneider 2002) konnte gezeigt werden, dass die Bindung
der Acarbose im aktiven Zentrum der Thermotoga maritima o-Amylase A zu keiner
signifikanten Anderung der Tertidrstruktur des Enzyms fiihrt. Dies gilt analog auch fiir die
Seitenketten, die mit dem Inhibitor die zuvor beschriebenen Wasserstoffbriickenbindungen
ausbilden. Ein Umklappen einer oder mehrerer Seitenketten oder eine signifikante Bewegung
des katalytisch relevanten Calciumions konnten in keinem der Monomere beobachtet werden.
Die durch die Koordination der Acarbose induzierten Bewegungen beschrianken sich auf die
drei Aminoséduren Phel52, Trp198 und Phe230, die durch Rotation um die Winkel y; bzw. %2
Raum fiir die Acarbose frei geben. Dabei besetzen Phel52 und Phe230 in allen vier
Monomeren des Komplexes fest definierte, identische Positionen. Trp198 dagegen liegt in
dieser Struktur in drei unterschiedlichen Konformationen vor, wobei in einem Fall eine
schwache Wasserstoffbriickenbindung zum O3C der Acarbose gebildet wird. In dem
unbeladenen Enzym dagegen ist Trp198 ebenfalls auf einer Position fixiert. Abbildung 4.19
zeigt vergleichend die Orientierungen der angesprochenen Aminosduren im aktiven Zentrum

der leeren Amylasestruktur und des Acarbose-Komplexes.

Phe230 |\ -

Abb. 4.19: Inhibitor-induzierte Konformationsdnderungen im aktiven Zentrum der 7. maritima o-Amylase A,
dargestellt in stereographischer Projektion (cross eye). Das nicht-komplexierte Enzym ist griin bzw. grau
dargestellt, der Enzym-Inhibitor-Komplex rot bzw. gelb. Die Orientierung der Abbildung entspricht der aus Abb.
4.16, die Beschriftung der Acarbose (blau) wurde analog Abb. 4.9 eingefiigt.
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4.2.2.4  Funktion des katalytisch relevanten Calciums

Das zwischen den Doménen A und B lokalisierte Calciumion ist innerhalb der Familie 13
o—Amylasen konserviert und fiir die katalytische Aktivitit des Enzyms zwingend
erforderlich. Arbeiten an dem homologen Protein von Aspergillus oryzae gehen davon aus,
dass die Rolle dieses lons vor allem strukturgebender Natur ist (Boel et al. 1990, Molodova et
al. 1965). Dies ldsst sich auch aus der Rontgenstruktur des bestimmten AmyA’’-Acarbose-

Komplexes ableiten.

Ca2 wird von den Seitenketten der Aminosduren Asn97 und Asp158 koordiniert, die beide in
loops lokalisiert sind, welche jeweils eine Verbindung zwischen dem zentralen TIM-Barrel
und der Doméne B bilden. Weiterhin koordinieren auch die Carbonylsauerstoffatome der
Aminosduren Ile193 und His192 an das genannte Calciumion. Entscheidend ist dabei, dass
die Seitenketten der Aminosduren His192 und des benachbarten Lys191 an der Fixierung des
6-Deoxyglucosids (Ring B in Position +1) bzw. der ersten Glucoseeinheit (Ring C, Position
+2) der Acarbose beteiligt sind. Das dem Asn97 benachbarte His98 bindet aulerdem den
Valienaminring (Ring A, Position -1) ebenfalls iiber eine Wasserstoftbriicke. Abbildung 4.20
verdeutlicht die beschriebene Verbindung der Doméne B iiber das Calciumion Ca2 mit den

Aminosduren, die den Inhibitor bzw. das Substrat in der aktiven Tasche fixieren.

Domane A Domine A

Domane B
] Arg186
W | HisSBA 158 |
W sp n S’

n\ &

®

His192

Lys191

Abb. 4.20: Stereographische Darstellung (cross eye) der Verbindung der Domidnen A und B iiber das zur
Katalyse notwendige Calcium-lon Ca2. Die Pfeile deuten die Position der Doméne B an. Die Orientierung
entspricht der in Abb. 4.16, die Saccharideinheiten der Acarbose sind analog Abb. 4.9 benannt.
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Es ist anzunehmen, dass es mit einer Entfernung des Calciumions durch Zusatz von EDTA zu
einer teilweisen Umlagerung der Hauptkette in diesem Bereich des Proteins kommt. Dies
hitte zur Folge, dass die Seitenketten der Aminosduren His98, Lys191, His192 und eventuell
auch das katalytische Nucleophil Asp188:0D1 nicht mehr wie zuvor an die Acarbose bzw.
das Substrat koordinieren konnen. Das Resultat ist eine verminderte Bindungsaffinitdt und
damit verbunden die drastische Abnahme der katalytischen Aktivitit des Enzyms bis hin zur
vollstdndigen Inaktivierung. Aufgrund der relativ geringen Entfernung des Ca2 zu dem
Nucleophil Asp188:0D1 von knapp 10 A sind iiberdies elektrostatische Veriinderungen in der
aktiven Tasche bei Entfernung des Metallkations denkbar, die sich ebenfalls negativ auf die

Aktivitdt der AmyA auswirken konnten.

Das Enzym 4-o-Glucanotransferase aus Thermotoga maritima, von dem Kkiirzlich die
Kristallstruktur verdffentlicht wurde, katalysiert prinzipiell die gleiche Reaktion wie AmyA,
die Hydrolyse des Ubergangszustandes erfolgt jedoch nicht durch ein Wassermolekiil,
sondern die 4-Hydroxylgruppe eines Saccharids, so dass statt einer Hydrolyse ein Transfer
stattfindet (Roujeinikova et al. 2002). Acarbose wird in der aktiven Tasche dieses Enzyms
analog der Acarbose in AmyA gebunden, wobei aber statt der Abspaltung des Glucoserestes
D ein zusitzlicher Rest in der Position -2 beobachtet werden kann. Die generelle Topologie
des Enzyms stimmt mit einem zentralen TIM-Barrel sowie den zusétzlichen Doméinen B und
C ebenfalls weitgehend mit der der AmyA”’ liberein. Im Gegensatz zu letztgenanntem Enzym
ist die 4-a-Glucanotransferase jedoch nicht calciumabhingig und weist an der Position des
Ca2 in AmyA auch kein Calcium- oder dquivalentes Metallkation auf. Eine genaue Inspektion
der Struktur in diesem Bereich zeigt, dass die Verkniipfung der beiden Doménen in diesem
Enzym {iber direkte Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminosiduren ausgebildet
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werden, die im Vergleich zur Sequenz der Amy teilweise mutiert sind. Statt des
,Umweges’ Asn97:0D1-Ca2-His192:0 existiert in diesem Molekiil beispielsweise ein
direkter Kontakt zwischen His93:ND1 und Hisl190:0, wobei His93 aus der
Glucanotransferase dem Asn97 in der dreidimensionalen Struktur der AmyA’’ entspricht. In
dhnlicher Weise werden die Atome Argl47:NH1 und Aspl193:0OD1 iiber eine

Wasserstoffbriicke aneinander fixiert, wahrend zwischen den entsprechenden Aminoséuren

Phe149 und Gly 195 in AmyA kein Kontakt besteht.

Der Befund, dass die 4-o-Glucanotransferase aus Thermotoga maritima mit einer sehr

dhnlichen Struktur prinzipiell die gleiche Reaktion katalysiert wie AmyA, dabei aber nicht
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abhédngig ist von dem Vorhandensein von Calcium, unterstiitzt die Annahme, dass der
entscheidende Effekt des Calciums tatséchlich die Erhaltung der dreidimensionalen Struktur
und weniger die Einstellung eines bestimmten elektrostatischen Potentials im Bereich der

aktiven Tasche ist.

4.3 Thermostabilitiat der Thermotoga maritima o-Amylase A

Zur Diskussion der Thermostabilitit eines Proteins ist es entscheidend, prdzise zu definieren,
was genau unter diesem Terminus verstanden wird. Thermostabilitdt wird teilweise iiber die
Dauer definiert, die ein Protein bei Temperaturen knapp unter 100°C iiberlebt, bevor es
inaktiviert wird, teilweise dariiber ob und in welchem Umfang eine thermische Denaturierung
bei héheren Temperaturen stattfindet (Petsko 2001). Von thermischer Denaturierung spricht
man, wenn grolere Teile der Tertidrstruktur durch Auflosung strukturgebender
Wechselwirkungen auseinanderbrechen. Dabei handelt es sich in der Regel um einen
reversiblen Prozess. Thermische Inaktivierung dagegen ist oftmals auf Anderungen beziiglich
der chemisch kovalenten Struktur eines Proteins zuriickzufiihren und damit in der Mehrzahl
der Fille irreversibel (Ahern & Klibanov 1985). Typische Beispiele sind Spaltungen der
Polypeptidkette (Ahern & Klibanov 1988), Isomerisierungen von Seitenketten (Tomazic &
Klibanov 1988) oder die Desamidierung von Asparagin-Seitenketten (Ahern ef al. 1987). Die
folgende Diskussion zur Thermostabilitit der Thermotoga maritima o-Amylase A beschriankt
sich weitgehend auf Aspekte, die mit der Entfaltung des Proteins korreliert sind, jedoch

keinen Einfluss auf seine kovalent chemische Natur haben.

Als psychrophil gelten generell Organismen, deren Temperaturoptimum zwischen 15 und
20°C liegt, mesophile Organismen haben eine maximale Wachstumsrate zwischen 20 und
45°C, thermophile etwa zwischen 50 und 70°C und hyperthermophile Organismen weisen ein
Temperaturoptimum oberhalb von ungefihr 80°C auf. Die Liicken zwischen den Werten
deuten an, dass die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien flieBend sind. Ein
vielversprechender Ansatz zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Struktur und
der Thermostabilitdt eines Proteins ist der Vergleich homologer Enzyme aus psychrophilen,
mesophilen, thermo- und hyperthermophilen Organismen (Kelly et al. 1993, Tanner et al.
1996). Aus eventuellen Trends lassen sich entsprechende Aussagen iiber die Ursachen der
Stabilisierung (hyper-)thermophiler Enzyme ableiten. Eindeutige Beweise beziiglich einzelner

stabilisierender Effekte konnen mit Hilfe dieser Methode jedoch nicht erbracht werden, da
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innerhalb der betrachteten Enzyme immer mehrere Parameter gleichzeitig und unabhéngig
voneinander variieren und unterschiedliche Beitrdge zur Thermostabilisierung leisten.
Dagegen liefert die gezielte biochemische Verdnderung einer Proteinstruktur, z.B. durch
Mutation von Aminosduren, die mit der Thermostabilitit in Verbindung gebracht werden
(Watanabe et al. 1994, Watanabe et al. 1997, Matsumura et al. 1989), eindeutige Daten, muss
sich aber konzeptionsbedingt auf wenige Aspekte beschrinken und ist zudem ungleich

aufwendiger.

Die folgenden Untersuchungen konzentrieren sich auf Vergleiche zwischen vier bakteriellen
o-Amylasen und einer weiteren aus dem Reich der Mammalier sowie der Oligo-1,6-
Glucosidase aus Bacillus cereus (luok). Die Sequenz und rdumliche Struktur des
letztgenannten Enzyms sind denen der AmyA besonders dhnlich (siehe Abb. 3.5 und Abb.
4.5), jedoch ist diese Glucosidase beziiglich ihrer Thermostabilitit mit einer
Entfaltungstemperatur von nur 44.5°C als ausgesprochen mesophil einzustufen. Bei
Alteromonas haloplanctis handelt es sich um ein antarktisches Bakterium, dessen o-Amylase
(lagh) den bis heute einzigen Vertreter einer psychrophilen Glucosidase mit bekannter
3D-Struktur darstellt (Aghajari et al. 1998). Das Enzym weist eine 66%ige
Sequenzéhnlichkeit mit dem homologen Enzym aus der Schweineleber (1dhk) auf (Feller et
al. 1994). Letzteres Protein bietet sich zudem fiir Vergleiche an, da es unter allen Amylasen
am genauesten charakterisiert ist (Wiegand et al. 1995, Qian et al. 1993, Brayer et al. 1995).
Bacillus subtilis und Bacillus licheniformis a-Amylase (1bag bzw. 1bli) enstammen beide
einem mesophilen Bakterienstamm, konnen selbst jedoch mit optimalen Katalyse-
temperaturen von 80 bzw. 90°C als hyperthermophil bezeichnet werden. Beide Enzyme
erscheinen fiir Vergleiche interessant, da sie in der Stirke-verarbeitenden Industrie eingesetzt
werden und bereits Untersuchungen beziiglich ihrer Thermostabilitdt durchgefiihrt wurden

(Declerck et al. 2000, Janecek 1993).
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Tab. 4.3: Termostabilitit und Thermophilie zum Vergleich ausgewihlter Organismen bzw. Glucosidasen. Ty
beschreibt die Temperaturen, bei denen der Organismus die hochste Wachstumsrate zeigt, bzw. das Enzym die
hochste katalytische Aktivitdt. T, bezeichnet die Temperatur, bei der 50% des Enzyms in reversibel
hitzeinaktivierter Form vorliegen. Die in der Tabelle fehlenden Werte konnten nicht ermittelt werden.

pdb Code  Organismus / Enzym Topt (Organismus) — Top (Enzym) — Tpper (Enzym)

[°C] [°C] [°C]
lagh A. haloplanctis <4 43.7
1dhk S. scrofa (Wildschwein) 37
Ibag B. subtilis 30 80
1bli B. licheniformis mesophil 90
(AmyA) T. maritima 80 90
luok B. cereus 30 44.5

Oligo-1,6-Glucosidase

4.3.1 Packungseffekte

Es konnte gezeigt werden, dass eine dichtere Packung mit weniger Einkerbungen und eine
daraus resultierende, globuldrere Proteinstruktur zu einer erhohten Thermostabilitét beitragen
konnen (Thompson & Eisenberg 1999, Szilagyi & Zavodszky 2000). In diesem

Zusammenhang spielen zwei generelle Komponenten eine Rolle:

1. Die Packung individueller Atome bzw. Aminoséduren innerhalb eines Proteins.

2. Die Packung bzw. Oligomerisierung ganzer Molekiile in vivo.

Villeret et al. haben gezeigt, dass letztere zu einer extremen Thermostabilisierung in
Ornithine Carbamylotransferase aus Pyrococcus furiosus fiihren kann (Villeret et al. 1998). In
einem umfassenderen Vergleich thermostabiler Enzyme mit ihren mesophilen Verwandten
konnte dieser Effekt aber nur in einer von 18 Proteinfamilien beobachtet werden (Kumar et al.
2000), so dass die Bildung von Oligomeren als generelles Mittel der Thermostabilisierung

eher unwahrscheinlich ist.

Die zum Vergleich herangezogenen Amylasen sind alle als Monomer aktiv. Wie zuvor
beschrieben, kristallisiert Thermotoga maritima o-Amylase A zwar als Dimer, Gelfiltrations-
experimente belegen jedoch, dass das Enzym in Losung nahezu vollstindig in seiner
monomeren Form existiert (Fiitterer 2002). Ein positiver Effekt beziiglich der Thermo-
stabilisierung durch die Bildung von Oligomeren ist fiir AmyA demzufolge nicht

nachweisbar, wenngleich einige Ergebnisse der Strukturanalyse wie die groBe Kontaktflache
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zwischen den Monomeren und die Koordinierung der Acarbose durch das zweite Monomer

auf eine dimere Existenz hindeuten.

Zum Vergleich der intramolekularen Packungen der Molekiile innerhalb dieser Familie
wurden fiir jedes Monomer seine Oberfliche sowie das davon eingeschlossene Volumen
berechnet und mit der Lange der Polypeptidkette korreliert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.4
aufgelistet.

Tab. 4.4: Individuelle Packungsparameter fiir der Vergleich herangezogenen Familie 13 Glucosidasen.

Organismus / Anzahl Oberfliche  Oberfliche = Volumen  Oberfliche-Volu-
pdb Code Enzym Aminosauren [A%] pro AS [A?] [A%] men-Verhiltnis [A™]
lagh A. haloplanctis 448 16086 35.9 65450 0.246
1dhk S. scrofa 496 17724 35.7 71912 0.246
1bag B. subtilis 425 15104 355 63191 0.239
1bli B. licheniformis 483 17265 35.7 71955 0.240
(AmyA) T. maritima 505 18701 37.0 76669 0.243
luok B. cereus 558 21680 38.9 89103 0.243

Oligo-1,6-
Glucosidase

Das Verhiltnis der Oberfliche des Proteins zu seinem Volumen variiert nur geringfiigig
zwischen den untersuchten Strukturen. Signifikante Anderungen oder gar eine Tendenz zu
einer dichteren Packung mit erhohter Thermostabilitdt sind in den obigen Daten nicht
erkennbar. Entgegen der Hypothese ist die Oberflache pro Aminoséure fiir die thermostabile
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Amy mit 37.0 A? sogar groBer als fiir die psychrophile o-Amylase aus Alteromonas
haloplanctis mit 35.9 A% so dass fiir das thermostabile Enzym eher eine lockerere denn eine

festere Packung vorliegt.

4.3.2 Wasserstoffbriickenbindungen

Sowohl die reine Anzahl bzw. Dichte von Wasserstoftbriickenbindungen als auch deren
spezifische Anordnung haben Auswirkungen auf die Thermostabilitit von Makromolekiilen
(Vogt et al. 1997, Kumar et al. 2000). In vielen Féllen fiihrt eine quantitative Zunahme dieser
Wechselwirkungen zu einer erhdhten Thermostabilitdt, es existieren aber ebenso Strukturen
hyperthermophiler Proteine mit weniger Wasserstoffbriickenbindungen als in ihren

mesophilen Verwandten. Von besonderem Interesse waren dabei in fritheren Studien
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Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Seitenketten, aus denen weitgehend konsistente
Ergebnisse erhalten wurden. Tanner et al. haben sich speziell mit dem Einfluss von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen geladenen Seitenketten und neutralen Partnern
beschéftigt. In der Familie der D-Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenasen (GAPDH)
fanden sie eine starke Korrelation zwischen der Anzahl solcher Wasserstoffbriickenbindungen
und der Thermostabilitit der jeweiligen Enzyme. Den positiven Einfluss dieser
Wechselwirkungen fiihren die Autoren auf eine elektrostatische Stabilisierung zuriick, die im
Gegensatz zu reinen Salzbriicken mit einem geringeren Energieaufwand fiir die Desolvatation

der Bindungspartner auskommt (Tanner et al. 1996).

Wie aus Tabelle 4.5 ersichtlich, besteht zwischen der Anzahl aller Wasserstoftbriicken-
bindungen und der Thermostabilitit der ausgewidhlten Amylasen keine stetige Korrelation.
Gleichwohl ist aber eine Tendenz zu einem ausgepréagteren Wasserstoftbriickenbindungsnetz-
werk fiir die thermophilen Enzyme aus Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis und
Thermotoga maritima deutlich zu erkennen. Bezogen auf die Lange der Peptidkette bilden
diese drei Enzyme signifikant (8 - 19%) mehr Wasserstoffbriicken aus als ihre mesophilen
und psychrophilen Homologen aus dem Schwein oder Alteromonas haloplanctis. Die Oligo-
1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus fiigt sich jedoch nicht in dieses Schema ein. Obwohl das
Enzym mehr Wasserstoffbriicken pro Aminosdure ausbildet als AmyA (1.181 gegeniiber
1.156), liegt seine Schmelztemperatur mit lediglich 44.5°C weniger als ein Grad iiber der der
psychrophilen Amylase aus Alteromonas haloplanctis. Die beschriebene Tendenz gilt analog
auch fiir geladene Wasserstoffbriickenbindungen. Lediglich die thermostabile a-Amylase aus
Bacillus subtilis zeigt in diesem Fall mit 0.23 geladenen Wasserstoffbriickenbindungen pro
Aminoséure den kleinsten beobachteten Wert und fallt damit aus dem beschriebenen Schema
heraus. Betrachtet man ausschlieSlich Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Seitenketten-
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atomen, so weist Amy trotz der hohen Thermostabilitit den niedrigsten Wert auf,
wenngleich ansonsten innerhalb der Amylasen durchaus eine Tendenz zu mehr

Wasserstoffbriicken besteht.
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Tab. 4.5: Anzahl der Wasserstoffbriicken in den untersuchten Amylasen. Werte in Klammern sind normiert auf
die Anzahl der Aminoséuren.

pdb Organismus Anzahl Anzahl geladene Anzahl Wasserstoffbriicken
Code Wasserstoffbriicken =~ Wasserstoffbriicken  zwischen zwei Seitenketten
lagh A. haloplanctis 480 (1.071) 106 (0.237) 65 (0.145)
1dhk S. scrofa 518 (1.044) 127 (0.256) 69 (0.139)
lbag B. subtilis 523 (1.231) 99 (0.233) 78 (0.184)
1bli B. licheniformis 603 (1.248) 182 (0.377) 108 (0.224)
(AmyA) T. maritima 584 (1.156) 144 (0.285) 69 (0.137)
luok B. cereus 659 (1.181) 172 (0.308) 111 (0.199)
Oligo-1,6-

Glucosidase

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass innerhalb der verglichenen Amylasen insgesamt
eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen und der
Thermostabilitdt besteht. AmyA selbst entspricht sowohl im Bezug auf die Anzahl aller als
auch beziiglich seiner geladenen Wasserstoffbriickenbindungen diesem Schema. Die
unterdurchschnittliche Dichte entsprechender Wechselwirkungen zwischen Seitenketten-
atomen entspricht jedoch nicht den Erwartungen. Ebenso erstaunt, dass die aus dem
mesophilen Bakterium Bacillus cereus stammende Oligo-1,6-Glucosidase mit einem
Schmelzpunkt von 44.5°C in allen Disziplinen Werte aufweist, die in Bereichen der

thermostabilen Amylasen liegen.

Doméneniibergreifende Wasserstoffbriickenbindungen wurden vor dem Hintergrund der
strukturellen Ahnlichkeit fiir die Enzyme aus Thermotoga maritima und Bacillus cereus im
Detail untersucht. In AmyA wird das C-terminale B-Faltblatt iiber neun Wasserstoftbriicken
an der zentralen Domine A fixiert. Diese relativ feste Anbindung erklért die im Vergleich zur
restlichen Struktur vergleichsweise gering erhohten B-Faktoren innerhalb des Faltblattes, das
ansonsten nur iiber eine scharnierdhnliche und damit konformationell flexible (kovalente)
Verbindung zu dem zentralen TIM-Barrel verfiigt (vergl. Abb. 4.4). Doméne B, die mit Hilfe
fehlerskalierter Differenz-Distanz-Matrizen bereits als relativ flexibel charakterisiert werden
konnte (sieche Kap. 4.1.2.2), ist iiber eine einzelne Wasserstoffbriicke an die Helix a3 des
(B/a)s-Barrels angeheftet (Lys165:NZ-Pro117:0) und bewegt sich gemeinsam mit dieser.
Weiterhin bildet AmyA’’ 22 Wasserstoftfbriickenbindungen zwischen der Extrusion nach dem
Strang 7 und dem zentralen Barrel aus. Das Interface zwischen den Doménen A und C in

der Oligo-1,6-Glucosidase von Bacillus cereus dhnelt weitgehend dem der AmyA’” und die
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Anzahl der Wasserstoffbriicken zu der oben beschriebenen Extrusion ist mit 20 nahezu
identisch. Grofle Unterschiede bestehen aber in der Bindung der Domine B, die in BCOG
tiber ungefidhr 14 Wasserstoffbriickenbindungen an der zentralen Doméne A fixiert wird.
Uberdurchschnittlich hohe Auslenkunsparameter deuten aber auch in diesem Enzym auf eine
erhohte Flexibilitdt hin. Betrachtet man diesen Befund isoliert, so wire zu erwarten, dass die
Entfaltungstemperatur Tper der Oligo-1,6-Glucosidase oberhalb der der AmyA”’ lige, da die
Verkniipfung der Domédnen untereinander stirker ausgeprigt ist und somit mehr Energie zu
threr Entfaltung aufgebracht werden miisste. Letztlich zeigen die Daten aber nur, dass die
geringe Thermostabilitdit der BCOG nicht auf eine wenig entwickelte Verbindung der

einzelnen Doménen untereinander zuriickzufithren ist.

4.3.3 Ionische Wechselwirkungen

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, in wieweit und
in welcher Weise sich Salzbriicken innerhalb eines Proteins auf dessen Thermostabilitit
auswirken konnen (Vetriani ef al. 1998). Eine Reihe der Ergebnisse wurden von Kumar und
Nussinov (Kumar & Nussinov 2001) zusammengefasst und zeigen, dass ionische
Wechselwirkungen sowohl stabilisierende als auch destabilisierende Effekte haben kénnen.
Kontakte zwischen geladenen Resten auf der Proteinoberfliche, die beispielsweise einen
beweglichen loop oder Terminus an dem globuldren Bereich des Proteins fixieren, scheinen
ebenso wie groBere Netzwerke von Salzbriicken stabilisierend zu wirken. Andererseits ldsst
sich aus theoretischen Berechnungen ableiten, dass die Bildung von Salzbriicken wéhrend der
Faltung einen destabilisierenden Einfluss auf die dreidimensionale Struktur eines Proteins
haben kann, da in diesem Fall hohe Desolvatationsenergien aufzuwenden sind, die in der
gefalteten Struktur oft unkompensiert bleiben (Hendsch & Tidor 1994, Sheinermann et al.
2000).

Tabelle 4.6 zeigt, dass die Anzahl der Salzbriicken (d < 4.0 A) innerhalb der verglichenen
Amylase-Strukturen unabhéngig von der Thermostabilitdt variiert und unterstiitzt somit die

Theorie des verschiedenartigen Einflusses ionischer Wechselwirkungen.
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Tab 4.6: Tonische Wechselwirkungen innerhalb der Strukturen der untersuchten Glucosidasen. Der maximale
Abstand der ionischen Partner zueinander betriigt 4.0 A. Die Netzwerke wurden nach Durchsicht der einzelnen
Ionenpaare identifiziert.

Anzahl Salzbriicken grofites
pdb Code  Oragnismus Reste  (pro Aminosdure)  Netzwerk
lagh A. haloplanctis 448 43 (0.096) 4
1dhk S. scrofa 496 46 (0.093) 5
Ibag B. subtilis 425 33 (0.078) 4
1bli B. licheniformis 483 63 (0.130) 4
(AmyA) T. maritima 505 44 (0.087) 6
luok B. cereus Oligo- 558 70 (0.125) 6

1,6-Glucosidase

Eine genauere Analyse dieses Einflusses erlaubt unter Umstinden die Betrachtung
zusammenhédngender Netzwerke geladener Aminosdureseitenketten. Wahrend das grofite
derartige Netzwerk in den untersuchten Enzymstrukturen hiufig vier und maximal flinf
Aminosduren umfasst, ist es in AmyA’’ und Bacillus cereus Oligo-1,6-Glucosidase aus sechs
Seitenketten aufgebaut. In beiden Proteinen ist dieses Netzwerk an der Carboxyseite des
(B/ovs-Barrels lokalisiert und dient vermutlich zur Fixierung der Extrusion nach dem siebten

Strang dieser Struktur an die zentrale Doméne A (siche Abb. 4.21).

Abb. 4.21: Netzwerke zusammenhéngender Salzbriicken in den Strukturen der AmyA’’ (A) und der Oligo-1,6-
Glucosidase aus Bacillus cereus (B). In beiden Clustern sind zwei jeweils dquivalente Seitenketten der aktiven
Tasche eingebunden. Die Farbgebung der ,Doménen’ entspricht Abbildung 4.4.
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Die weitgehende Ubereinstimmung dieser Strukturen verkniipfter Salzbriicken ist in
Abbildung 4.21 dargestellt und manifestiert sich in der Tatsache, dass in beiden Netzwerken
je zwei dquivalente Aminosédureseitenketten aus der aktiven Tasche eingebaut sind (His279

und Asp280 in AmyA’’ und His328 und Asp329 in BCOQG).

Obwohl die angesprochene Extrusion auf der Oberflache der AmyA’’ lokalisiert und reich an
loops ist, treten in dieser Region weder auffillig hohe Auslenkungsparameter noch signifikant
unterschiedliche Konformationen in den unabhingigen Molekiilen auf (vergl. Kap. 4.1.2).
Demzufolge ist anzunehmen, dass das beschriebene Netzwerk ionischer Wechselwirkungen
neben den zuvor betrachteten Wasserstoffbriickenbindungen signifikant zur Stabilisierung
dieser Region beitrigt. Differenzierte Aussagen in Zusammenhang mit der unterschiedlichen
Thermostabilitit der verglichenen Enzyme konnen jedoch angesichts der Ahnlichkeit der
beschriebenen Netzwerke in AmyA’” und BCOG nicht gemacht werden. Hierzu wére es
notwendig, das angesprochene Netzwerk durch Mutation beteiligter Aminosduren zu

verindern und die damit verbundene Anderung in der Schmelztemperatur Ty aufzunehmen.

4.3.3.1 Calciumionen

In Zusammenhang mit ionischen Wechselwirkungen miissen neben den Salzbriicken
zwischen geladenen Seitenketten entsprechender Aminosduren auch komplexierte Ionen
beriicksichtigt werden. Insbesondere von Calcium ist fiir eine Reihe von Glucosidasen
bekannt, dass es die dreidimensionale Struktur der Enzyme stabilisiert und so zu einer
Anhebung der Entfaltungstemperatur Ty beitrdgt (Savchecko et al. 2002, Igarashi et al.
1998). Mit Ausnahme der Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus, die in Gegenwart von
EDTA kristallisiert wurde (Watanabe et al. 1997), ist in jeder der untersuchten Glucosidase-

strukturen zumindest das katalytisch essentielle Calciumion gebunden.

Tab. 4.7: Anzahl komplexierter Calciumionen in den untersuchten Enzymen.

pdb Code  Organismus Anzahl Reste  Anzahl Ca®*
lagh A. haloplanctis 448 1

1dhk S. scrofa 496 2

lbag B. subtilis 425 3

1bli B. licheniformis 483 3
(AmyA) T. maritima 505 4-5
luok B. cereus Oligo- 558 0 (EDTA)

1,6-Glucosidase
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Tabelle 4.7 zeigt, dass in den thermostabilen Amylasen absolut gesehen mehr Calciumionen
vorhanden sind als in den meso- bzw. psychrophilen Enzymen aus Sus scrofa (Wildschwein)
und Alteromonas haloplanctis. Da die Werte jedoch insgesamt klein und absolut betrachtet
dhnlich sind, konnen zuverldssige Aussagen nicht abgeleitet werden. Fiir die o-Amylase A
aus Thermotoga maritima ist aber bekannt, dass das Enzym durch Behandlung mit EDTA bei
65°C 79% seiner katalytischen Aktivitdt verliert und dieser Wert bei 80°C auf 88% ansteigt
(Liebl et al. 1997). In beiden Fillen lédsst sich durch spéteren Zusatz von 2mM CaCl, die
Aktivitit des Proteins zu 68 bzw. 77% wieder herstellen. Ausgehend von der aufgestellten
Hypothese, dass das katalytisch relevante Ca(2) in erster Linie strukturgebende Funktion hat
(vergl. Kap. 4.2.2.4), deutet dieser Befund auf eine reversible Entfaltung der AmyA mit der
Entfernung des Calciums hin. Ein solcher Verlust der rdumlichen Struktur wére auch mit der
Entfernung der Calciumionen Ca(3) und Ca(4) konsistent, die in der /oop-reichen Extrusion
nach dem Strang B7A wahrscheinlich die dreidimensionale Konformation dieser Region

fixieren.

Da der relative Aktivititsverlust mit der Inkubationstemperatur zunimmt, kann Calcium direkt
mit der Thermostabilitit des Enzyms in Zusammenhang gebracht werden. Ungewohnlich
erscheint in diesem Zusammenhang jedoch die Tatsache, dass der Zusatz von lediglich
10 mM CacCl; innerhalb von zwei Stunden zu einer vollstindigen Inaktivierung des Enzyms
bei 80°C fiihrt. Wenngleich nicht geklart ist, wodurch diese Inaktivierung zustande kommt, so
erscheint sie doch konsistent mit der Beobachtung, dass in der Kristallisation des Enzyms mit
Ca*"-Ionen keine fiir die Rontgenstrukturanalyse geeigneten Einkristalle erhalten werden

konnten (vergl. Kap. 3.3). Selbiges gilt fiir Kristallisationsversuche mit EDTA.

4.3.4 Disulfidbriicken

Durch Mutation einzelner sowie mehrerer Cystein-Reste in verschiedenen Proteinen konnte
eindeutig gezeigt werden, dass Disulfidbriicken die Thermostabilitit eines Enzyms in
bestimmten Féllen deutlich erhohen konnen. Durch die Einfithrung dreier Cystinbriicken in
das normalerweise Cystin-freie Lysozym des T4-Phagen konnte die Entfaltungstemperatur
um beachtliche 23.4°C erhoht werden (Matsumura et al. 1989). In dhnlicher Weise fiihrte die
Deletion einer von vier Disulfidbriicken in Lysozym aus dem Hiihnereiweill zu einer
ausgeprégten Herabsetzung der Enzymstabilitdt beziiglich des pH-Wertes und der Temperatur
(Radford et al. 1991). Ein dhnlicher Effekt wurde auch fiir TEM-1 B-Lactamase beobachtet
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(Vanhove et al. 1997). Gleichzeitig sind keine Beispiele bekannt, in denen die

Thermostabilitdt durch die Entfernung von Cystinbriicken angehoben werden konnte.

Wie aus Tabelle 4.8 ersichtlich, besteht innerhalb der Familie 13 Glucosidasen keine Tendenz
zu mehr Disulfidbriicken in thermophilen und hyperthermophilen Enzymen gegentiber ihren
psychrophilen und mesophilen Homologen. Wihrend letztere vier bzw. fiinf Cystinbriicken
ausbilden, beinhalten die an hohe Temperaturen angepassten Amylasen sowie BCOG keine

Disulfidbindungen.

Tab. 4.8: Anzahl einzelner Cysteine sowie Cystinbriicken in Familie 13 Glucosidasen.

Anzahl Anzahl Anzahl
pdb Code  Organismus Reste Cysteine  Cystinbriicken
lagh A. haloplanctis 448 8 4
1dhk S. scrofa 496 12 5
lbag B. subtilis 425 1 0
1bli B. licheniformis 483 0 0
(AmyA) T. maritima 505 1 0
luok B. cereus Oligo- 558 3 0

1,6-Glucosidase

Die Beobachtung, dass spezifische Disulfidbriicken die Thermostabilitdt einzelner Proteine
teilweise deutlich erhohen konnen, ldsst sich also nicht in der Form auf diese Familie
homologer Proteine iibertragen, dass in ihren thermostabilen Vertretern mehr Cystinbriicken
zu beobachten wiren als in mesophilen Verwandten. Nichtsdestotrotz ist es durchaus mdglich,
dass die in den Amylasen von Alteromonas haloplanctis sowie dem Schwein ausgebildeten
Disulfidbriicken zu einer Stabilisierung der raumlichen Struktur beitragen, bzw. die Faltung
des Proteins unterstiitzen. Ein Beitrag zur Thermostabilitit der AmyA’’ durch Disulfid-

briicken kann jedoch ausgeschlossen werden.

4.3.5 Anteil und Verteilung hydrophober, polarer und geladener Seitenketten

Es ist seit langem bekannt, dass eine hydrophobe Kernregion ein fiir die Faltung und Stabilitét
globulérer Proteine in einer wissrigen Umgebung wichtiges Strukturmotiv darstellt (Branden
& Tooze 1991). Andererseits sind Kontakte zwischen hydrophoben Clustern auf der
Oberflache eines Proteins und dem umgebenden Wasser thermodynamisch ungiinstig. Der

Einfluss der Oberflichenhydrophobizitit wurde beispielsweise von Melik-Nubarov et al.
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untersucht, die hydrophile Fragmente kovalent an die Oberfliche von o~Chymotrypsin
addierten und feststellten, dass sich die Enzymstabilitit dadurch, abhidngig von dem Grad der
Hydrophilisierung, um einen Faktor von bis zu 1000 steigern lie (Melik-Nubarov et al.
1990). Da der generelle Aufbau und die Faltung des Proteins, intramolekulare Wasserstoff-
und Salzbriicken sowie die Anzahl mdglicher Disulfidbindungen unverdndert blieben,
interpretierten sie diese Ergebnisse als eindeutige Hinweise auf eine Thermostabilisierung
durch eine erhdhte Hydrophilie der Proteinoberfliche. Chakravarty und Vardarajan haben bei
der systematischen Untersuchung vollstindiger Genome einen im Mittel erhdhten Anteil
geladener Reste (Asp, Glu, Lys, Arg und His) bei gleichzeitiger Abnahme ungeladener,
polarer Reste (Ser, Thr, Gln, Asn und Cys) in Proteinen hyperthermophiler Organismen
festgestellt (Chakravarty & Varadarajan 2000). Ahnliche Zusammenhiinge wurden auch von
Cambillau und Claverie gefunden, wobei diese aber Histidin nicht zu den geladenen
Seitenketten rechneten (Cambillau & Claverie 2000). Wahrend Chakravarty und Vardarajan
lediglich den Anteil der jeweiligen Klassen von Aminosduren untersuchten, erweiterten
Cambillau und Claverie diese Analyse, indem sie die fiir Wasser zugédngliche Oberfldache der
bekannten Strukturen betrachteten. Auch hier fand sich in (hyper-) thermophilen Proteinen ein
erhohter Anteil an geladenen Seitenketten, der mit einer Abnahme polarer, ungeladener
Aminosduren einhergeht und die in den Genomsequenzen gefundenen Tendenzen noch
iibersteigt. Fin detaillierterer Vergleich von Lumazin Synthasen aus dem hyperthermophilen
Bakterium Agquifex aeolicus mit homologen mesophilen Proteinen ergab, dass die mit
geladenen Seitenketten besetzte water accessible surface area des thermophilen Proteins
weitaus grofer ist als die der mesophilen Enzyme. Gleichzeitig ist die mit hydrophoben bzw.
polar ungeladenen Aminosduren besetzte Oberfliche entsprechend kleiner (Zhang, X. et al.
2001). Die daraus abgeleitete Hydrophilie der Proteinoberfliche machen die Autoren
gemeinsam mit der groBen Anzahl ionischer Atompaare auf der Oberfliche fiir den mit

119.9°C extrem hohen Schmelzpunkt dieser Lumazin-Synthase verantwortlich.

Innerhalb der fiinf verglichenen Amylasen konnen die folgenden Tendenzen beobachtet
werden: Der prozentuale Anteil geladener Aminosduren ist in den Peptidsequenzen der
thermophilen Enzyme signifikant hoher als in den beiden mesophilen bzw. psychrophilen
Amylasen (sieche Tab. 4.9). Etwa in gleichem MalBe dieser Zunahme reduziert sich der Anteil
ungeladener aber polarer Aminosduren, wihrend sich fiir hydrophobe Seitenketten kein

Zusammenhang mit der Thermostabilitit erkennen ldsst.
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Tab. 4.9: Anteil geladener, polarer ungeladener und hydrophober Aminosduren in Familie 13 Glucosidasen.
Werte in Klammern sind Prozentangaben bezogen auf die Anzahl der Aminoséduren in dem jeweiligen Protein.

Asn, Gln, Ala, Val,

Anzahl Asp, Glu, Ser, Thr, Tyr, Leu, Ile, Met,

pdb Code  Organismus Reste  Lys, Arg, His Cys, Gly Pro, Phe, Trp
lagh A. haloplanctis 448 85 (19.0) 195 (43.5) 168 (37.5)
1dhk S. scrofa 496 109 (22.0) 191 (38.5) 195 (39.3)
lbag B. subtilis 425 92 (21.6) 179 (42.1) 154 (36.2)
1bli B. licheniformis 483 134 (27.7) 172 (35.6) 175 (36.2)
(AmyA) T. maritima 505 142 (28.1) 161 (31.8) 202 (40.0)
luok B. cereus Oligo- 558 177 (31.7) 177 (31.7) 204 (36.6)

1,6-Glucosidase

Diese Tendenzen gelten generell auch hinsichtlich der Verhiltnisse von geladenen, polar

ungeladenen und hydrophoben Bereichen auf der Proteinoberfliche, die konkreten

prozentualen Werte unterscheiden sich jedoch erheblich (vergl. Tab. 4.10). Wihrend der
prozentual geladene Bereich der Proteinoberfliche immer grofer ist als der relative Anteil
geladener Aminosduren in der Peptidsequenz, so gilt fiir die hydrophoben Seitenketten der
umgekehrte Zusammenhang. Diese Beobachtung unterstreicht das Vorhandensein eines

hydrophoben Proteinkerns und einer vergleichsweise hydrophilen Peripherie. Polar

ungeladene Seitenketten kommen auf der Oberfliche der betrachteten Glucosidasen etwa

entsprechend ihrer Héaufigkeit in der Peptidsequenz vor. Die Verteilung der

Aminosdureklassen auf der Oberfliche ist fiir die Enzyme aus Thermotoga maritima,

Alteromonas haloplanctis und Bacillus cereus in Abbildung 4.22 dargestellt.

Tab. 4.10: Anteil geladener, polar ungeladener und hydrophober Aminosduren auf der Oberfliche der
untersuchten Familie 13 Glucosidasen. Die Einteilung der Aminoséuren entspricht Tab. 4.9; Werte in Klammern
geben den prozentualen Anteil in Bezug auf die Kettenlénge des Proteins an.

geladene polare hydrophobe
Oberfliche  Oberfldche Oberflache Oberflache

pdb Code  Organismus [A%] [A%] [A%] [A%]
lagh A. haloplanctis 16086.4  3919.1 (24.4) 8382.6 (52.1) 3783.5(23.5)
1dhk S. scrofa 17758.7  5506.0 (31.0)  7417.3 (41.8) 4831.8(27.2)
1bag B. subtilis 15300.9  5824.1 (38.1) 6882.2 (45.0) 2594.6(16.9)
1bli B. licheniformis 17264.5  7180.3 (41.6) 6191.9 (35.8) 3889.8 (22.5)
(AmyA) T. maritima 18701.3  7964.3 (42.6) 64219 (34.3) 4289.6 (22.9)
luok B. cereus Oligo-  21680.0 12334.8 (56.9) 5604.1 (25.8) 3742.1(17.3)

1,6-Glucosidase




4 Ergebnisse 106

Abb. 4.22: Verteilung der verschiedenen Klassen der Aminosduren auf der Proteinoberfliche dreier
Glucosidasen; rot: Asp, Glu; blau: Arg, Lys, His; griin: Asn, Gln, Thr, Ser, Cys, Tyr, Gly; wei}: Ala, Val, Leu,
Ile, Met, Pro, Phe, Trp. Die Orientierung der Molekiile ist so gewéhlt, dass man auf die N-terminale Seite des
TIM-Barrels blickt. A: T. maritima o-Amylase A’’, B: A. haloplanctis o-Amylase, C: B. cereus Oligo-1,6-
Glucosidase.

Betrachtet man die Anteile geladener Seitenketten an der Peptidsequenz und der Oberfldche
der Proteine, so fillt auf, dass die Differenz dieser Werte bei den psychrophilen bzw.
mesophilen Amylasen aus Alteromonas haloplanctis und Sus scrofa mit 5.4 bzw. 9.0
Prozentpunkten relativ gering ist, bei den thermophilen Vertretern aber mit mindestens 13.5
Prozentpunkten deutlich dariiber liegt. Es besteht also in den thermostabilen Enzymen nicht
nur eine Tendenz zu einem groBeren Anteil geladener Aminosduren in der Sequenz, sondern
dariiber hinaus noch zu einer Verlagerung dieser Aminosduren in die Peripherie der Proteine.
Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Cambillau und Claverie, die
dieses Prinzip aus der Analyse von insgesamt 30 Genomsequenzen und der fiir Wasser
zuginglichen Oberflache von 189 Proteinstrukturen ableiteten (Cambillau & Claverie 2000).
Da diese Datenmenge eine erheblich grofere Stichprobe darstellt als die hier betrachteten fiinf
Amylasen, die Ergebnisse jedoch gut iibereinstimmen, erscheint es gerechtfertigt, einen
grolen Teil der Thermostabilitit der Thermotoga maritima o-Amylase A sowie der
homologen Enzyme aus Bacillus subtilis bzw. Bacillus licheniformis der erhdhten

Hydrophilie und insbesondere der Partialladung der Proteinoberfldche zuzuschreiben.

Als problematisch erweist sich auch in diesem Vergleich die Einordnung der Oligo-1,6-
Glucosidase aus Bacillus cereus. Auf der Grundlage des beschriebenen Zusammenhanges
deuten sidmtliche Werte darauf hin, dass dieses Enzym alle fiinf untersuchten Amylasen
beziiglich der Thermostabilitdt libertreffen miisste. Wie zuvor beschrieben, ldsst es sich aber

mit einer Schmelztemperatur von nur 44.5°C eindeutig als mesophil charakterisieren.
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4.3.6 Prolin-Substitutionen

Da der Pyrrolidin-Ring der Aminosdure Prolin der Rotation um die N-C,-Bindung der
Hauptkette starke Constraints aufzwingt, sind die entsprechenden ¢- und y-Winkel eng auf
bestimmte Werte beschriankt, was sich in einer herabgesetzten Flexibilitit der Polypeptid-
Kette widerspiegelt. Diese Restriktion fiihrt zu einer Bevorzugung von Prolin-Resten in der
zweiten Position von P-furns (Argos & Palaul982, Chou & Fasman 1978) sowie dem
N-terminalen Ende von o-Helices (Richardson & Richardson 1988). Fiir die Bacillus cereus
Oligo-1,6-Glucosidase konnte gezeigt werden, dass die kumulative Substitution von
insgesamt neun Aminosduren (vor allem Glutamat) gegen Prolin in den oben genannten
Positionen sowie in einigen /oops eine Erhohung der Schmelztemperatur Tyeie von 44.5 auf
49.6°C zur Folge hat (Watanabe et al. 1994). Die exakten Daten sind in Tabelle 4.11
aufgefiihrt. Dies wurde als ,,unwiderlegbarer Beweis* der bereits zuvor aufgestellten proline
rule (Suzuki et al. 1987) gewertet, nach der die Héaufigkeit von Prolin-Resten in B-turns mit

der Thermostabiltit eines Enzyms korreliert werden kann.

In der 505 Aminosduren umfassenden Sequenz von 7. maritima o-Amylase A kommen 18
Prolin-Reste vor, von denen sieben in der Position zwei von B-furns und zwei an den
N-terminalen Enden einer a-Helix liegen. In der nativen, nicht substituierten Struktur der
Bacillus cereus Oligo-1,6-Glucosidase sind lediglich zwei der insgesamt 13 Prolin-Reste in
B—turns und nur einer am N-terminus einer o-Helix lokalisiert. Unterschiede in der
Verteilung dieser Aminosdure in den beiden Strukturen bestehen also in erster Linie in der
erhohten Anzahl von Prolin-Resten in B-furns der AmyA, die sich nach der oben
beschriebenen proline rule besonders stark auf die Thermostabilitdt auswirken sollten. Diese
Hypothese wird gestiitzt durch die Tatsache, dass an den Positionen der zwei Prolin-
substitutionen, die in BCOG den groBten Beitrag zu einer gesteigerten Thermostabilitét
liefern (Asn109 — Pro, Lys121 — Pro, AT jeweils > 1°C), in der Struktur der nativen
AmyA tatsdchlich die Aminosiure Prolin eingebaut ist (Pro104, Pro117). Prolin104 bildet
dabei das n-terminale Ende einer Helix, Prolinl117 sitzt an Position zwei eines B-turns. Fiir
fiinf der restlichen sieben Positionen, an denen in BCOG Prolin eingebaut wurde, existiert in
AmyA keine dquivalente Aminosédure, da es sich in der jeweiligen Region um zusétzliche
loop-Bereiche oder generell verschiedene Strukturmotive handelt. Die verbleibenden zwei

Positionen sind in AmyA und BCOG mit Threonin und Glutamat identisch besetzt.
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Tab. 4.11: Zusammenhang der Prolinsubstitutionen in BCOG und der resultiecrenden Anderung der
Schmelztemperatur Ty, SOwie dquivalente Aminosduren in der Sequenz der AmyA”’.

subst. AS T elt AT it aquiv. AS
Position in BCOG  Mutante Nr. [°C] [°C] in AmyA”’
B-turns Lys121 1 45.9 14 Prol17
Glu208 4 479 0.8 -
Glu290 3 47.1 0.8 -
o-Helix Asnl109 9 49.6 1.4 Pro104
Glul7s 2 46.3 0.4 Glule4
Thr261 7 48.1 0.5 Thr234
loops Glu216 8 48.2 0.1 -
Glu270 5 47.6 -0.3 -
Glu378 6 47.6 0 -

Die vorangegangenen Beobachtungen lassen einen Beitrag zur Thermostabilisierung durch
den Einbau von Prolin an bestimmten Positionen in der Struktur der AmyA als durchaus
moglich erscheinen. Fiir zwei der insgesamt 18 Prolin-Reste existieren deutliche, wenn auch
nur indirekte Hinweise, dass sie tatsidchlich positiv Einfluss auf die Schmelztemperatur der
o—Amylase A aus Thermotoga maritima nehmen. Bedenkt man aber, dass der Austausch von
neun Aminosduren gegen Prolin in BCOG zu einer Erhohung der Schmelztemperatur um
gerade einmal 5°C gefiihrt hat, so ist der Anteil der zusitzlichen Proline an der
Thermostabilitit der AmyA als eher gering einzustufen und kann nicht die groflen
Differenzen zwischen diesen beiden Proteinen erkldren. Fiir eine genauere Untersuchung der
Wirkung von Prolin-Substitutionen auf die Stabilitit der AmyA wiren aber konkrete

Untersuchungen an diesem Protein notwendig.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde die dreidimensionale Struktur der
o—Amyalse A aus dem hyperthermophilen Bakterium Thermotoga maritima MSB8 mit Hilfe

der Rontgenbeugung am Einkristall aufgeklart.

Kristallisation und Datensammlung

Die Kristallisation eines zu Beginn der Arbeit bereits vorliegenden, 535 Aminoséduren
umfassenden Konstruktes des Proteins, das am Aminoterminus einen etwa 30 Reste langen
Membrananker aufweist, ergab zunidchst keine fiir die Rontgenbeugung geeigneten Ein-
kristalle. Mit Hilfe eines Sequenzvergleiches konnte jedoch abgeschitzt werden, dass das
zentrale TIM-Barrel des Enzyms wahrscheinlich mit Valin in Position 36 der Sequenz der
AmyA beginnt. Nach Entfernung des Membranankers auf DNA-Ebene und erneuter
Expression und Reinigung wurden schlieflich nach der Gasdiffusionsmethode Kristalle in der
Raumgruppe P2,2,2 erhalten, die mit Hilfe von streak und macro seeding zu einer Gréfle von
bis zu 300 x 300 x 100 pm entwickelt werden konnten. Durch Behandlung der Kristalle mit
dem Kryoprotektanden PEG 4000 wird die Einheitszelle unter Verdopplung des Inhaltes der
asymmetrischen Einheit in die monokline Raumgruppe P2, transformiert. Gleichzeitig nimmt
die Streukraft der Kristalle deutlich zu, so dass bei Tieftemperatur Daten der unkomplexierten
AmyA”’ sowie eines Komplexes mit dem eindiffundierten Inhibitor Acarbose bis zu einer

Auflésung von 1.75 bzw. 1.9 A gesammelt werden konnten.

Strukturldsung

Der Versuch, die Struktur der AmyA’’ mit der Methode des molekularen Ersatzes zu 16sen,
fithrte nicht zum Erfolg, obwohl mit der Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus ein in der
Sequenz und, wie sich spéter herausstellen sollte, auch der rdumlichen Struktur sehr dhnliches
Enzym existiert, aus dem verschiedene Suchfragmente generiert wurden. Eine erste
Elektronendichte konnte schlielich nach Lokalisation von sechs Quecksilberpositionen in der
Raumgruppe P212,2 bis zu einer Aufldsung von 3.2 A berechnet werden. Unter Ausnutzung
nicht-kristallographischer Symmetrie lie3 sich diese Dichte soweit verbessern, dass ein erstes,
einfaches poly-Alaninmodell generiert werden konnte. Dieses Strukturmodell konnte dann in
einer sechsdimensionalen Suche korrekt in der monoklinen Zelle positioniert werden und

bildete die Ausgangsbasis fiir eine NCS-unterstiitzte Phasenerweiterung bis zur vollen
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Aufldsung von 1.75 A. Die erhaltene Dichte lieB bereits viele Details der Proteinstruktur
erkennen, so dass die Generierung eines Modells automatisch durchgefiihrt konnte. Die
erhaltene Struktur konnte schlieBlich bis zu einem kristallographischen R-Wert von 15.6%,

der spéter geldste Inhibitor-Komplex bis zu 19.1% verfeinert werden.

Strukturbeschreibung

Die o-Amylase A aus Thermotoga maritima zeigt die fir Amylasen der Familie 13 typische
Doménenstruktur mit einem zentralen (B/o)s-Barrel, einer nach dem dritten Strang des
Barrels eingefiigten B-Doméne sowie einem C-terminalen [B-Faltblatt. Anhand des zuvor
durchgefiihrten Sequenzvergleiches konnten die Aminosduren Aspl188, Glu228 und Asp280
als das katalytische Zentrum des Enzyms identifiziert werden, das in einer tiefen Furche
zwischen den Dominen A und B lokalisiert ist. Diese Zuordnung wurde durch den spéter
untersuchten Enzym-Inhibitor-Komplex bestétigt und ist mit dem postulierten Mechanismus
der Amylasen, nach dem unter Beibehaltung der a-anomeren Konfiguration des C1-Atoms

das Substrat hydrolytisch gespalten wird, konsistent.

Anhand der Elektronendichte konnten vier bis fiinf Calciumionen je Monomer identifiziert
werden, von denen eines (Ca2) innerhalb der Familie 13 Amylasen konserviert und fiir die
katalytische Aktivitit des Enzyms zwingend erforderlich ist. Eine eingehendere Betrachtung
zeigt, dass liber dieses Metallion die Domédne B an dem zentralen TIM-Barrel fixiert wird, so
dass anzunehmen ist, dass dieses Calciumion in erster Linie strukturgebende Funktionen
erfillt. Letzteres gilt wahrscheinlich auch fiir die anderen drei, in allen Monomeren

beobachteten, jedoch nicht konservierten Calciumionen.

In der Komplexstruktur mit dem Pseudotetrasaccharid Acarbose konnten in drei von vier
unabhédngigen Amylase-Monomeren lediglich drei der vier Glucosideinheiten des Inhibitors in
der Elektronendichte beobachtet werden. Es ist wahrscheinlich, dass durch eine um zwei
Positionen in Richtung des nicht-reduzierenden Endes der Acarbose versetzte Bindung
zunichst der Glucose-Ring D am reduzierenden Ende des Molekiils abgespalten wurde, bevor
die Acarbose dann in der erwarteten und letztlich vorgefundenen Orientierung an die AmyA
koordiniert wurde. Dies deutet eine gegeniiber dem physiologischen Substrat Amylose nur
wenig erhohte Bindungsaffinitit der Acarbose an das katalytische Zentrum der AmyA an, die

aber noch durch kinetische Experimente zu bestétigen wére.
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Thermostabilitdt der AmyA

Anhand vergleichender Untersuchungen an einer Reihe psychrophiler, mesophiler und
hyperthermophiler Glucosidasestrukturen konnten Riickschliisse auf die ausgeprigte
Thermostabilitit der o-Amylase A aus Thermotoga maritima gezogen werden. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass die dreidimensionale Struktur der AmyA nicht durch ein
einzelnes, spezifisches Merkmal des Enzyms stabilisiert wird, sondern dass sich die Thermo-

stabilitdt additiv aus einer Vielzahl kleinerer Beitrdge zusammensetzt.

Als besonders konsistent mit zuvor durchgefiihrten, breiter angelegten Untersuchungen hat
sich die Haufigkeit und Verteilung hydrophober, polar ungeladener und geladener Amino-
sduren in der Sequenz sowie auf der fiir Wasser zuginglichen Oberfliche des Proteins
herausgestellt. So nimmt der Anteil geladener Aminosduren in der Sequenz und an der
molekularen Oberfliche der jeweiligen Amylase von Alteromonas haloplanctis zu
Thermotoga maritima etwa in dem Malle zu, wie der Anteil polarer, jedoch ungeladener
Aminosduren abnimmt. Daraus ergibt sich fiir die thermophilen Enzyme eine zunehmend
hydrophile Proteinoberflidche, die aufgrund energetisch giinstiger Wechselwirkungen mit dem
umgebenden Losungsmittel zu einer Stabilisierung der rdumlichen Struktur dieser Enzyme

fiihrt.

Schliissig erscheint auch die Beobachtung, dass die Anzahl intramolekularer Wasserstoft-
briickenbindungen mit der Thermostabilitit zunimmt. Dies gilt sowohl fiir die Gesamtheit der
Wasserstoffbriickenbindungen als auch fiir entsprechende Wechselwirkungen zwischen
geladenen und ungeladenen Atomen. Zuvor gemachte Annahmen, dass in thermophilen
Enzymen eine Zunahme von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Seitenkettenatomen zu
beobachten ist, scheinen jedoch fiir AmyA nicht zuzutreffen. Der entsprechende Wert liegt
noch unter dem der psychrophilen Amylase aus Alteromonas haloplanctis. Dennoch erscheint
die Stabilisierung der dreidimensionalen Struktur der AmyA durch ein gut ausgebildetes

Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen plausibel.

Ein detaillierterer Vergleich der Struktur der Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus mit
AmyA legt die Vermutung nahe, dass Prolin-Reste in definierten Positionen einen positiven
Einfluss auf die Schmelztemperatur des Enzyms ausiiben konnten. Diese Hypothese liefe
sich, wie fiir die genannte Glucosidase geschehen, durch Mutation einzelner Aminosiuren

bestitigen bzw. widerlegen.
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Ein nicht eindeutiges Ergebnis liefert die Betrachtung des Einflusses von Calcium auf die
Stabilitdt der AmyA. Einerseits benétigt das Enzym zur Katalyse zwingend Calciumionen,
andererseits kann es durch Zusatz von nur 10 mM CaCl, innerhalb kurzer Zeit vollstindig
inaktiviert werden. Fiir die vier in allen Monomeren vorhandenen Calciumionen werden in
erster Linie strukturgebende Funktionen postuliert, so dass sich hier ein direkter
Zusammenhang zwischen der Entfaltung der Tertidrstruktur und dem Entzug des Calciums
herstellen lasst. Da der mit der Entfernung des Calciums verbundene Aktivitdtsverlust mit
steigender Temperatur zunimmt, ist anzunehmen, dass die in der Struktur gefundenen
Calciumionen eine nicht unerhebliche Rolle in der thermischen Stabilisierung des Enzyms
spielen. Der Effekt der Inaktivierung der AmyA bei Gabe zusitzlichen Calciums konnte bis
heute jedoch nicht geklért werden.

Als nicht konsistent bei der Betrachtung der Thermostabilitit hat sich in mehreren Punkten
die Oligo-1,6-Glucosidase aus Bacillus cereus erwiesen. Obwohl das Enzym ein ausgeprigtes
Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk ausbildet und beziiglich der Hydrophilie und Ladung
seiner fiir Wasser zugéinglichen Oberfliche Werte aufweist, die im Bereich der thermostabilen
Enzyme aus Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis oder Thermotoga maritima liegen bzw.
diese tlibertreffen, liegt seine Entfaltungstemperatur Tpeir mit lediglich 44.5°C nur knapp ein

Grad iiber der der Amylase aus dem psychrophilen Bakterium Al/teromonas haloplanctis.

Diese Glucosidase ist insofern ein gutes Beispiel dafiir, dass Vergleiche der Strukturen
homologer Proteine mit unterschiedlichen Temperaturoptima immer nur Hinweise auf die
Ursachen der Thermostabilitit liefern konnen, den Beweis fiir die Richtigkeit der
aufgestellten Hypothesen aber schuldig bleiben. Nichtsdestotrotz konnten fiir AmyA einige
Zusammenhinge aufgezeigt werden, die konsistent mit fritheren Ergebnissen aus grofleren
Stichproben sind. Einige der aufgestellten Hypothesen lieen sich zudem in weiterfithrenden

Experimenten gezielt untersuchen.
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