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1 Einleitung

1.1 Die Alkylsulfatase AtsK

Die Alkylsulfatase AtsK gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die in Abwesenheit der
bevorzugten bakteriellen Schwefelquellen Sulfat, Cystein oder Thiocyanat von Pseudomonas
putida S-313 synthetisiert werden. Man bezeichnet diese fiir den Schwefelmetabolismus
wichtige Gruppe von Proteinen als SSIS (sulfate-starvation induced stimulon) (KAHNERT UND
KERTESZ, 2000). Neben Enzymen, die Schwefel aus Sulfatestern und Sulfonaten freisetzen,
beinhaltet das SSIS auch Transportproteine und Regulatoren (siche Abb. 1). Bei Pseudomonas
putida S-313 handelt es sich um ein Klarschlammisolat, welches durch das SSIS im Gegensatz
zu vielen anderen Bakterien in der Lage ist, eine Vielzahl unterschiedlicher organischer

Sulfatester und Sulfonate in seinem Schwefelmetabolismus zu nutzen.

Zellwand
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Abb. 1 Zusammenspiel der an der Alkylsulfataufnahme und -umsetzung beteiligten Enzyme des SSIS.
Nicht gezeigt ist das Protein SftR, welches die ats-Gene zur Expression der Enzyme AtsK und AtsB
stimuliert. Bei AtsR handelt es sich um ein periplasmatisches Bindeprotein, AtsB ist die an die ATPase
AtsC gekoppelte Membrankomponente, die die Aufnahme der Sulfatester in das Cytoplasma steuert. Im
Cytoplasma setzt das aktive Tetramer der AtsK das Sulfat aus dem Sulfatester frei. (KAHNERT UND
KERTESZ, 2000; KAHNERT, 2002).

In aeroben Boden und in Klirschlamm kommt Schwefel statt als anorganisches Sulfat
hauptsichlich organisch gebunden in Form von Sulfonaten (C-SO;H) und Sulfatestern (C-O-
SO;H) vor. Diese Schwefelderivate sind sowohl xenobiotischen als auch natiirlichen Ursprungs.
Anthropogene Quellen fiir Sulfatester sind Tenside wie beispielsweise SDS (sodium dodecyl
sulfate). Sulfatierte Verbindungen biologischer Herkunft stellen haufig Ausscheidungsprodukte

dar. Somit wird verstandlich, weshalb man Organismen wie Pseudomonas putida S-313, die
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neben der Nutzung von anorganischem Sulfat Wege zum Einbeziehen von organischen
Schwefelderivaten in ihren Stoffwechsel entwickelt haben, aus Klarschlamm isolieren konnte,
aber auch in unkontaminierten aecroben Boden findet.

Weiterhin sind auch Bakterien bekannt, die organische Schwefelverbindungen als
Kohlenstoffquelle nutzen. Bei diesen Organismen erfolgt die Spaltung der Sulfatester iiber eine
enzymkatalysierte Hydrolyse (DODGSON, 1982).

Weiterhin wurden Arylsulfatasen untersucht, bei denen die Spaltung der Sulfatester iiber eine
Proteinsulfatesterzwischenstufe verlduft. Diese Zwischenstufe bildet sich durch den
nucleophilen  Angriff  einer = Formylglycingruppe  auf  das Substrat,  wie
Rontgenstrukturuntersuchungen gezeigt haben (BOLTES, 2001). Bei dieser Spaltung des
Arylsulfates wird der Arylrest als Alkohol freigesetzt. Der Formylglycinrest entsteht durch die
Modifikation von Cystein- oder Serinseitenketten (SCHMIDT. 1995; SELMER, 1996; MIECH,
1998; DIERKS, 1998). Die enge Verwandtschaft zwischen bakteriellen und eukaryotischen
Arylsulfatasen dieser Art konnte durch Rontgenstrukturuntersuchungen nachgewiesen werden
(VON BULOW, 2001).

Bei der Alkylsulfatase AtsK handelt es sich um eine nicht-Him-Fe(ll)-a-
ketoglutarsdureabhingige Dioxygenase, die die Sulfatesterbindung oxidativ spaltet (QUADRONI,
1999; KAHNERT UND KERTESZ, 2000). Wéhrend der Katalyse an einem Eisenzentrum iibertragt
die Alkylsulfatase AtsK je ein Sauerstoffatom von molekularem Sauerstoff auf den Cofaktor a-
Ketoglutarsdure und das C,-Atom des Sulfatesters. Dabei geht der Sulfatester in ein Halbacetal
iiber und es werden weiterhin Bernsteinsdure und Kohlendioxid aus der a-Ketoglutarséure
freigesetzt. AnschlieBend reagiert das Halbacetal unter Abspaltung von Sulfat weiter zum
Aldehyd. Hierbei stellt sich die Frage, wieso — wenn es sich bei Alkylsulfaten tatsdchlich um die
natiirlichen Substrate von AtsK handelt — das Enzym die Spaltung dieser Alkylsulfate nicht {iber
eine Hydrolyse vollzieht. Der Organismus beschreitet mit der oxidativen Spaltung einen fiir die

Zelle vergleichsweise gefahrlichen Reaktionweg, da reaktive Radikalintermediate auftreten.

1.2 Die nicht-Ham-Fe(Il)-a-ketoglutarsiureabhingige Dioxygenase
AtsK

Allgemein ist die unkatalysierte Reaktion von organischen Substraten mit Sauerstoff
thermodynamisch bevorzugt aber kinetisch gehemmt, da sie zum einen spin-verboten ist und
zum anderen das Ein-Elektronen-Reduktionspotential von O, gering ist. Daher muss der
molekulare Sauerstoff im Regelfall aktiviert werden. Zur Aktivierung dient bei allen
mononuklearen nicht-Hdm-Eisenproteinen eine high spin-Eisensauerstoffspezies (SOLOMON,

2000). In der nativen Form der Enzyme liegt im aktiven Zentrum ein Eisen(Il)-lon vor. Das
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Eisenion wird bei den a-ketoglutarsdureabhingigen Dioxygenasen durch die Aminosduretriade
His-X-Asp/Glu-X,-His koordiniert. Die Aminoséuretriade ist in einen sogenannten jelly roll-
Zylinder eingebettet. Dieser ist in seiner Struktur, nicht aber in seiner Sequenz, konserviert.
Neben der Eisenbindungstriade und dem jelly roll-Zylinder kénnen zwar weitere konservierte
Motive bei den verschiedenen a-ketoglutarsdureabhingige Dioxygenasen gefunden werden,
eine Sequenzhomologie zwischen ihnen existiert aber ebenfalls nicht. Es kann damit von einer
convergenten Entstehung dieser Enzymfamilie ausgegangen werden.'

Neben den a-ketoglutarsdureabhéngigen Dioxygenasen sind drei weitere Gruppen von nicht-
Ham-Eisenproteinen bekannt, die ebenfalls das 2-His-1-Carboxylat-Motiv zur Eisenbindung
nutzen (LANGE UND QUE, 1998; QUE, 2000). Die pterinabhingigen Dioxygenasen sind an der
Synthese von Neurotransmittern wie L-Dopa im zentralen Nervensystem von Vertebraten
beteiligt, indem sie unter Verwendung von Tetrahydrobiopterin als Kosubstrat aromatische
Aminosduren hydroxylieren (FLATMARK UND STEVENS, 1999). Die Rieske-Dioxygenasen
iibertragen ohne Einbeziehung eines Kosubstrates in einer Vier-Elektronen-Oxidation NADH-
vermittelt beide Sauerstoffatome des O, auf Arendoppelbindungen (KAUPPI, 1998). Die
extradiolspaltenden Catecholdioxygenasen spalten ortho-Dihydroxyphenylringe ebenfalls in
einer Vier-Elektronen-Ubertragungsreaktion (SENDA, 1996; HAN, 1995; KiTA, 1999;
SUGIMOTO, 1999). Damit kann das 2-His-1-Carboxylat-Motiv als ein weiteres, in der Natur
immer wiederkehrendes bioanorganisches Fe-Motiv neben die Him-Gruppe und die Eisen-
Schwefel-Cluster gestellt werden. Die Bedeutung der a-ketoglutarsdureabhéngigen
Dioxygenasen wird auch daran sichtbar, dass beispielsweise im Genom der Arabidopsis

thaliana 64 putative Gene fiir Enzyme dieser Gruppe gefunden wurden.

1.2.1 Der Katalysemechanismus der a-ketoglutarsiureabhingigen Dioxygenasen

Die a-ketoglutarsdureabhéingigen Dioxygenasen Kkatalysieren eine breite Palette von
Oxidationen an nicht aktivierten CH-Bindungen. Es kann sich bei den Reaktionen um
Hydroxylierungen, Einfiihrungen von Mehrfachbindungen oder oxidative
Ringerweiterungsreaktionen handeln (QUE UND HO, 1996; SCHOFIELD, 1999). Trotz der
unterschiedlichen Arten der Substratoxidation durch die o-ketoglutarsdureabhidngigen
Dioxygenasen scheint ein gemeinsamer Katalysemechanismus, basierend auf spektroskopischen
und kristallographischen Untersuchungen, postuliert werden zu kdnnen. Ein erster Vorschlag

zum Katalysemechanismus wurde aus Untersuchungen an der Prolylhydroxylase abgeleitet

"In Tabelle 15 im Anhang sind die im Rahmen dieser Arbeit diskutierten o-ketoglutarsiureabhéngigen
Dioxygenasen unter Angabe ihrer Funktion und weiterfiihrender Literatur aufgelistet.
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(HANAUSKE-ABEL UND GUNZLER, 1982). Weitere spektroskopische Untersuchungen und die
Kiristallstruktur der DAOCS (VALEGARD, 1997) fiithrten zur Entwicklung eines gemeinsamen
Mechanismus fiir die a-ketoglutarsidureabhingigen Dioxygenasen (Ubersicht: SCHOFIELD UND
ZHANG, 1999). Er geht von der Bildung eines Fe(Il)-a-Ketoglutarsaure-Substrat-O,-Komplexes
aus, der bei der Decarboxylierung der a-Ketoglutarsdure in eine Fe(IV)=0-Spezies iibergeht.
Diese Spezies oxidiert in einem weiteren Schritt das Substrat, wobei Eisen erneut die
Oxidationsstufe (II) annimmt und bereit fiir den ndchsten Katalysezyklus ist. Dabei bleibt offen,
wann die Abspaltung des gebildeten CO, erfolgt und wieso in den Féllen, in denen das Substrat
hydroxyliert wird, das eingebaute Sauerstoffatom nicht von O, stammt.

Da bei der Kristallstrukturanalyse eine Struktur nur in einem rdumlichen und in der Regel auch
zeitlichen Mittel bestimmt werden, kdnnen kurzlebige Zwischenstufen, im Falle der AtsK vor
allem Radikalintermediate, au diese Weise nicht nachgewiesen werden. Als Alternative kdnnen
stabile Analoga dieser Zwischenstufen, beispielsweise ein NO-Komplex anstelle der O,-

Spezies, untersucht werden.

1.2.2 Ungekoppelte Kosubstratoxidationen und Selbsthydroxylierung

Fiir verschiedene o-ketoglutarsdureabhéngige Dioxygenasen ist bekannt, dass es zu oxidativen
Modifikationen ihrer Seitenketten kommen kann (RYLE UND HAUSINGER, 2002). Beispielsweise
wird bei der 2,4-Dichlorphenoxyessigester-Dioxygenase die Hydroxylierung von Trpl12
beobachtet (L1U, 2001); und im Falle der Taurindioxygenase TauD konnte die Hydroxylierung
von Tyr73 nachgewiesen werden (RYLE, 2003a). Die physiologische Relevanz dieser
Autoxidationen konnte in einer Schutzfunktion des Enzyms liegen. Denn kommt es zu einer von
der Substratbindung abgekoppelten Decarboxylierung der a-Ketoglutarsdure, treten reaktive
Intermediate auf, die in der Folge auch das Proteinriickgrat schidigen konnten, was durch die
Hydroxylierung einer Seitenkette verhindert werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die
Kristallstruktur des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes bestimmen werden, in dem eine
Tyrosinseitenkette an das Metall koordiniert. Anhand dieses Komplexes sollen die ungekoppelte
Kosubstratoxidation und die Selbsthydroxylierung eingehend diskutiert werden. Ein
Schutzmechanismus iiber die Selbsthydroxylierung ist im Falle der AtsK vielleicht auch der
Grund, warum der Organismus keinen Nachteil durch die oxidative Spaltung aliphatischer

Sulfatester gegeniiber einer Hydrolyse von Sulfatestern erleidet.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit rontgenographischen Untersuchungen an der

Alkylsulfatase AtsK aus dem Bakterium Pseudomonas putida S-313.

Die Struktur eines Proteins kann sich in Gegenwart von unterschiedlichen Liganden verdndern.
Diese Variationen konnen sich auf kleine Bereiche wie eine Metallbindestelle beschranken oder
zur Neuorientierung ganzer Gruppen von Aminosduren fithren. Durch eine detaillierte
Beschreibung und Interpretation der dazugehdrenden Bewegungen kénnen Riickschliisse auf
den Katalysemechanismus gezogen werden. Vergleiche von Strukturen verwandter Proteine

helfen, libergeordnete Prinzipien zu finden.

Die vorliegende Probe der AtsK enthilt das apo-Enzym, da bei der Proteinaufreinigung unter
eisenfreien Bedingungen gearbeitet wurde. Unter diesen Voraussetzungen konnten im Falle
anderer Enzyme dieser Familie entweder durch die Wahl von geeigneten
Kristallisationsbedingungen oder durch soaking-Experimente, bei denen der Proteinkristall in
einer eisenhaltigen Losung getrankt wird, neben Kristallen des apo-Enzyms auch solche mit
Eisen im aktiven Zentrum erhalten werden. Uber Co-Kristallisation und soaking-Experimente
wurde dort weiterhin die Darstellung von Protein/Ligand-Komplexen erreicht. Obwohl fiir die
a-ketoglutarsdureabhéngigen Dioxygenasen von einem gemeinsamen Katalysemechanismus
ausgegangen wird, ist es schwierig, diesen aus der Vielzahl von Komplexen unterschiedlicher
Enzyme dieser Familie abzuleiten. Bislang konnten bei den kristallographisch untersuchten
Enzymen nur von wenigen Zwischenstufen Kristallstrukturen erhalten werden. Fiir die
Clavaminatsynthase CAS liegen mit der apo-Struktur, dem Fe-a-Ketoglutarsdure-Komplex,
einem Fe-a-Ketoglutarsdure-Substrat-Komplex, einem Fe-a-Ketoglutarsdure-Substratanalogon-
Komplex und einem Fe-a-Ketoglutarsdure-Substrat-NO-Komplex die meisten Strukturen fiir
ein einzelnes Enzym vor (ZHANG, 2000, ZHANG, 2002) (siche auch Tabelle 8 in Kapitel 5.4 und
Tabelle 15 im Anhang). Diese Komplexe sollen fiir die AtsK ebenfalls kristallographisch
untersucht werden. Dariiber hinaus sollen weitere Komplexe, die Aufschluss iiber den
Katalysemechanismus und die Rolle der einzelnen Agitatoren der Katalyse geben, strukturell
charakterisiert werden. Durch den Vergleich dieser Strukturen soll schlieBlich ein
Katalysemechanismus postuliert werden.

Weiterhin soll die Interaktion des Proteins mit dem Substrat untersucht werden und, davon

abgeleitet, mogliche alternative Substrate fiir die AtsK diskutiert werden. Es soll ferner geklart
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werden, ob die in einigen der AtsK-Komplexe beobachtete Erhohung der Symmetrie im
Kristall, die bei der Koordination durch verschiedene Liganden an das Enzym zur Anderung der
Raumgruppe fiihrt, auf eine konformationelle Umgestaltung des Proteins in bestimmten
Regionen zuriickzufithren ist. Neben den Resultaten der Rontgenstrukturanalyse sollen die
Ergebnisse der rontgenabsorptionsspektroskopischen (XAS) Analyse der AtsK vorgestellt
werden. Im Vergleich mit spektroskopischen Untersuchungen an verwandten Enzymen soll die
fir einige der aKG-abhingigen Dioxygenasen beschriebene, von der Substratbindung

abgekoppelte Oxidation des Kosubstrats diskutiert werden.



3 Theoretische Grundlagen

3.1 Kiristallographische Grundlagen

3.1.1 Strukturléosung

Die bei einem Beugungsexperiment gemessenen Reflexintensitidten I(hkl) entsprechen dem
Quadrat der Amplitude des Strukturfaktors F(hkl). Um aus den Strukturfaktoren {iber eine
Fouriersynthese die Elektronendichteverteilung im Kristall zu berechnen, miissen neben den
Strukturfaktoramplituden auch ihre Phasen bekannt sein. Das Unvermdgen, die relativen Phasen
direkt zu messen, wird als das Phasenproblem der Rontgenstrukturanalyse bezeichnet. Zur
Losung des Phasenproblems konnen unterschiedliche Methoden eingesetzt werden, nachfolgend
sollen jedoch nur die Methoden, iiber die das erste Modell der Alkylsulfatase AtsK erhalten
wurde, beschrieben werden (GIACOVAZZO, 2000; BLOW, 2002, DRENTH, 1999; ROSSMANN

UND ARNOLD, 2001).

3.1.1.1 Isomorpher Ersatz

Von isomorphem Ersatz spricht man, wenn in einem Kristall ein oder mehrere Atome gegen ein
oder mehrere andere (schwerere) Atome ersetzt wurden und der Rest der Struktur im Kristall
unverdndert bleibt. Beim Austausch von Wasser gegen ein schweres Element wie Quecksilber
andert sich die Zahl der Elektronen im gesamten Proteinkristall nur wenig (im %o-Bereich). Da
die zusitzlichen Elektronen aber an der jeweiligen Atomlage konzentriert sind, dndern sich die
Strukturfaktoren und damit die gemessenen Intensitdten der Reflexe signifikant.

Fir die Strukturfaktoren des nativen (Fp) und des derivatisierten (Fyp) Kristalls gilt der
Zusammenhang

Fup =Fp + Fy (1

wobel mit Fy die Strukturfaktoren der Schweratomsubstruktur bezeichnet werden. Da Fy klein
gegeniibber Fp und Fyp ist, haben letztere fast immer das gleiche Vorzeichen. Fiir
zentrosymmetrische Reflexe berechnen sich die Strukturfaktoramplituden fiir die
Schweratompositionen |Fy| aus denen der nativen |Fp| und der Derivatstruktur |Fyp| nach der
Gleichung fiir den isomorphen Ersatz

|Fu| = [Fup| — [Fpl ()
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Im nicht-zentrosymmetrischen Fall gibt diese Differenz den minimalen Wert fiir |Fy| an.

i

Abb. 1 Graphische Darstellung der Methode des isomorphen Ersatzes fiir zentrosymmetrische (links) und
nicht-zentrosymmetrische (rechts) Strukturfaktoren.

Je stirker die Phasen von nativer und Derivatstruktur voneinander abweichen, desto grofler wird
[Fy.

Die Gleichung fiir den isomorphen Ersatz gilt jedoch nur streng, wenn native und
Derivatstruktur exakt isomorph sind. In der Praxis konnen die Zellen der beiden Strukturen
voneinander abweichen. Ein Kriterium, das zur Abschitzung der Isomorphie der Datensitze

herangezogen werden kann, ist Ry

> [Fuae| - [Fe
R, = NZT 3)
P

N

Fiir identische Strukturen liegt der Wert fiir R;,; unter 5%. Derivate, die fiir eine Strukturlésung
iiber isomorphen Ersatz geeignet sind, weisen meist einen Ry, von 10-30% auf. Vergleicht man
die Elementarzellen der Strukturen, sollten die Zellkanten um nicht mehr als 1.5% voneinander
abweichen, damit die Gleichung fiir den isomorphen Ersatz ihre Giiltigkeit behélt.

Mit der Kenntnis der Schweratomsubstruktur ergeben sich zwei Moglichkeiten fiir die

Proteinphasen (siche Abb. 3).

3.1.1.2 Anomale Streuung

Die elastische Streuung f, von Rontgenstrahlen an der Elektronenhiille eines Atoms liefert den
grofiten Beitrag zum Gesamtstreufaktor f. Dabei dndert die reflektierte Welle ihre Frequenz
verglichen mit der einfallenden Welle nicht und der Phasenwinkel zwischen beiden Wellen
betrdgt m. Je ndher die Energie der einfallenden Rontgenstrahlung der Energie an einer
Absorptionskante kommt, desto groBer wird der Anteil der inelastischen Streuung. Diese
sogenannte anomale Streuung tritt auf, wenn das Rontgenquant vom Atom zunéchst absorbiert

wird. Erfolgt die Emission ohne Zeitverzogerung, ist die emittierte Welle mit der Welle der
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elastischen Streuung in Phase, der resultierende Streufaktor f* entspricht dem Realteil der
anomalen Streuung. Bei einer Emission mit Zeitverzogerung ist die ausfallende Welle relativ zu
f, phasenverschoben, man spricht vom Imaginirteil der anomalen Streuung.

Der atomare Streufaktor berechnet sich dann nach

f=£f,+ ) +if’ () 4)

Der Realteil der anomalen Streuung kann positiv oder negativ sein, der Imaginérteil ist immer
positiv und der Phasenwinkel zwischen ihnen betrdgt, wenn im Kristall nicht verschiedene
Schweratome nebeneinander enthalten sind, + /2.

Die anomale Streuung hat zur Folge, dass die Friedelgegenteile F* und F~ azentrischer Reflexe

nicht mehr identisch sind.

Abb. 2 Argand-Diagramm zur Darstellung der Proteinstrukturfaktoren in Abwesenheit (Fp" und Fp’) und
Anwesenheit (me und Fyp) eines anomal streuenden Atoms. Fyr bezeichnet den Realteil, F "4 den dazu
um 7/2 phasenverschobenen Imaginirteil der Streuung am Schweratom. Fyr und F yy addieren sich zum
Gesamtstreufaktor Fy; des Schweratoms.

Allerdings ist die Differenz zwischen ihnen in Abhdngigkeit von der Art des Schweratoms und
der Wellenldnge meist kaum stdrker als das Hintergrundrauschen der Messung, so dass eine
hohe Redundanz der Daten erforderlich ist, um die anomalen (Bijvoet-) Differenzen exakt zu
bestimmen. Da man zwar 2Fy; © berechnen kann, aber statt der Strukturfaktoren Fyp'™ und Fyp-
nur deren Betrdge aus der Messung erhilt, ergeben sich auch hier zwei Moglichkeiten fiir die

Phasenwinkel von Fyp" und Fyp™ (siche Abb. 3).
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3.1.1.3 SIRAS - Kombination von isomorphem Ersatz und anomaler Streuung

Sowohl bei der Strukturlésung durch isomorphen Ersatz als auch durch anomale Streuung erhilt
man zwei mdogliche Sdtze von Phasenwinkeln fiir die Struktur. Die Informationen zu den
Phasenwinkeln aus beiden Methoden sind komplementir und erlauben die eindeutige
Bestimmung der Phasenwinkel.

Aus gemessenen Intensititen fiir den nativen und den Derivatdatensatz und den tabellierten
Werten von f* und f*’ fiir das anwesende Schweratom bei der verwendeten Wellenldnge kdnnen
mit Hilfe einer Harker-Konstruktion die Amplitude von Fyy (Strukturfaktor des Schweratoms
ohne anomalen Streubeitrag) sowie die Differenz o der Phasen von Fyy und Fyp berechnet

werden.

Abb. 3 Die Zweideutigkeit der Phasen, die sowohl im Fall der Phasenbestimmung durch SIR
(durchgezogene Linien) als auch im Falle von SAS (gestrichelte Linien) besteht, wird durch die
Kombination der beiden Methoden aufgehoben.

Um den Phasenwinkel ¢yy und damit auch die Phasen der Derivat- bzw. nativen Struktur zu

erhalten, muss zundchst die Schweratomsubstruktur bestimmt werden.

o = dun - Pup (%)

Das Programm SHELXD (USON UND SHELDRICK, 1999) verwendet dazu die Methode des dual
space recycling. Dabei wird auf der Ebene der normalisierten Strukturfaktoren gearbeitet.
Zunéchst wird entsprechend der Anzahl vermuteter Schweratome ein Satz von N Schweratomen
generiert (willkiirlich in der Zelle verteilt oder in Ubereinstimmung mit der Pattersonfunktion)

und im reziproken Raum die Phasen berechnet und verfeinert. Nachdem die schlechtesten 60%
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der Phasen verworfen wurden, werden die verbliebenen Phasen mit Hilfe der Tangensformel
erweitert. Aus diesen Phasen und den Schweratomstrukturfaktoramplituden |Fyn| wird eine
Elektronendichtekarte berechnet. Den stirksten Maxima der Elektronendichte werden
Atompositionen zugewiesen, davon willkiirlich 30% geldscht und die restlichen Atome als
Startsatz fiir den nichsten Zyklus eingesetzt. Es werden bei jedem Strukturldsungsversuch 2N
Zyklen  durchlaufen. Die Giite der gefundenen Struktur wird {iber einen
Korrelationskoeffizienten CC zwischen E, und E. bewertet (FUIINAGA UND READ, 1987), der

fiir eine eindeutig geldste Struktur bei iiber 35% liegt.

(ZwWE,E . Zw - IwE IwE, )

CC =100
{[ZijZW - (Zij )][2wE Zxw - (Zij )]}1/2 (6)

Fir jedes Atompaar wird aus den Kreuzvektoren die Patterson minimum function PMF
berechnet. Der Mittelwert von PMF liefert als PATFOM (Patterson figure-of-merit) ein weiteres
Gitekriterium, nach dem korrekte Losungen erkannt werden konnen. Anders als der
Korrelationskoeffizient CC liefert der PATFOM nur relative Werte; fiir die besten Losungen
sind aber auch CC und PATFOM fast immer die hochsten eines Satzes von mdglichen
Losungen.

Wurden die richtigen Schweratompositionen gefunden, konnen daraus die Strukturfaktoren Fyy
und die Phasen berechnet werden und mit Hilfe einer Harkerkonstruktion die Phasen fiir die

Proteinstruktur bestimmt werden.

3.1.2 Dichtemodifikation

Die nach der Strukturlosung vorliegende Elektronendichtekarte ist hiufig von schlechter
Qualitit, was eine eindeutige Modellierung der Polypeptidkette erschwert oder verhindert.
Zudem sind die Phasen oft nur fiir einen begrenzten Auflosungsbereich bekannt. Um die
Qualitdt der Phasen zu verbessern und den Auflésungsbereich zu erweitern, kann man sich
allgemein der fiir die Elektronendichte von Makromolekiilkristallen geltenden Eigenschaften
bedienen. Diese Eigenschaften resultieren zum einen aus der unterschiedlichen Verteilung und
Hohe der Elektronendichte in Protein- bzw. Losemittelbereichen. Zum anderen sind sie Folge
von nicht-kristallographischer Symmetrie, welche die Abhéngigkeit der Elektronendichten
unterschiedlicher Bereiche der asymmetrischen Einheit voneinander bedingt. Diese allgemeinen
Eigenschaften sind unabhéngig von der genauen Anordnung der Atome im Kristall. Sie werden
zur sogenannten Dichtemodifikation im Rahmen von solvent flattening, histogram matching

und ncs-averaging beriicksichtigt und fiihren zur Restriktion der Phasenwinkel auf bestimmte
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Werte. Bei der Dichtemodifikation wird fiir einen kleinen Auflésungsbereich aus den
Startphasen eine Elektronendichtekarte berechnet und entsprechend dieser constraints
verdndert. Aus der modifizierten Elektronendichte werden die resultierenden Phasen und
Amplituden berechnet, letztere mit den gemessenen Amplituden verglichen, die
Ubereinstimmung als Kriterium zur Gewichtung der Phasen verwendet und die verbesserten
Phasen zur Berechnung einer neuen Elektronendichtekarte verwendet. Die Dichtemodifikation
wird so lange wiederholt, bis keine weitere Verbessung der Elektronendichtekarte mehr erreicht
wird. In den weiteren Schritten kann die Aufldsung stufenweise ausgedehnt werden. AuBBerdem
ist es moglich, im Laufe des Modellaufbaus eine Dichtemodifikation durchzufiihren. Mit der
Kenntnis eines Teils des Modells kann man den schon bekannten Phasen die sich aus dem
Modell berechnenden hinzufiigen und dadurch den Startsatz von Phasen fiir die

Dichtemodifikation erhohen.

3.1.2.1 Solvent Flattening

Ein Proteinkristall besteht zu 30-70% aus Wasser. Neben geordneten Wassermolekiilen, die an
das Protein koordinieren, liegt der grofite Teil dieses Wassers ungeordnet in Losemittelkandlen
zwischen den Proteinmolekiilen vor. Damit unterscheidet sich die Elektronendichteverteilung
der Losemittelregion grundsétzlich von der der Proteinregion. Die Unordnung der
Wassermolekiile resultiert in einer niedrigen und gleichméBigen Elektronendichte. Im
Proteinbereich treten hingegen diskrete Maxima auf und die mittlere Elektronendichte ist hier
hoher als die im Losemittelbereich. Legt man ein dreidimensionales Gitter iiber die
Elektronendichtekarte und bestimmt die Hohe der Elektronendichte an den Gitterpunkten, so ist
die Variation zwischen zwei Punkten im Proteinbereich hoch, im Bereich der ungeordneten
Wassermolekiile niedrig (WANG, 1985). Auf diese Weise kann man die Elementarzelle in
Protein- und Losemittelbereich aufteilen und die Hoéhe der Elektronendichte im
Losemittelbereich auf ein konstant niedriges Niveau bringen.

Solvent flattening tragt vor allem zur Verbesserung der Phasen bei niedriger Auslésung und

beim Vorliegen eines hohem Losemittelanteils bei.

3.1.2.2 Histogram Matching

Da sich die Konnektivitit der Atome von Protein zu Protein nicht unterscheidet, treten
unabhingig von der Konformation und der genauen Sequenz eines Proteins Gemeinsamkeiten
zwischen seiner und der FElektronendichteverteilung anderer Proteine auf. Die
Héufigkeitsverteilung von Elektronendichtemaxima (Dichtehistogramm) ist unabhéngig von der
genauen rdumlichen Struktur und, wie systematische Untersuchungen gezeigt haben, nur durch

die Auflésung, den Gesamttemperaturfaktor Bgyen und den Phasenfehler bestimmt. Setzt man
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daher Bgyean auf einen bestimmten Wert und vergleicht die Histogramme von Strukturen
gleicher Auflésung, kann man daraus den Phasenfehler abschitzen und damit die
Elektronendichtekarte verbessern (LUNIN, 1988). Histogram matching kann, einbezogen in
einen iterativen Prozess, bei der Erweiterung von Phasen von niedriger zu hoher Auflosung
angewandt werden, da es vor allem im Bereich hoher Auflésung zur Verbesserung der Phasen
beitrdgt (ZHANG, 1997), aber auch bei einer Dichtemodifikation ohne Phasenerweiterung tragt

histogram matching zur Verbesserung der Elektronendichtekarte bei (Cowtan, 1994).

3.1.2.3 ncs Averaging

Man spricht von nicht-kristallographischer Symmetrie (ncs), wenn in der asymmetrischen
Einheit mehrere Kopien eines Molekiils vorliegen. Sie wird als proper ncs bezeichnet, wenn es
sich bei den die Kopien ineinander iiberfilhrenden Symmetricoperatoren um eine geschlossene
Gruppe handelt und diese also einer Punktgruppe angehoren. Das ist beispielsweise der Fall,
wenn sich zwei Molekiile {iber eine zweizédhlige Achse ineinander iiberfiihren lassen. Der
umgekehrte Fall, dass die Symmetricoperatoren nicht zu einer Punktgruppe zusammengefasst
werden konnen, wird improper ncs genannt. Sind die Molekiile beispielsweise in einer Helix
angeordnet, werden die Molekiile durch eine Schraubenachse ineinander iiberfiihrt, die keine
Punktgruppe bildet. Ob nicht-kristallographische Symmetrie im Kristall auftritt, kann aus der
self rotation function abgeleitet werden. Die Pattersonfunktionen der unterschiedlichen Kopien
unterscheiden sich nicht in der Vektorverteilung sondern nur in der Orientierung. Daher wird
die Pattersonfunktion berechnet und mit einer zweiten, rotierten Pattersonfunktion in Deckung
gebracht. Entspricht beim Vorliegen von zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit der
Drehwinkel zwischen den beiden Pattersonfunktionen dem, der die liber die ncs verwandten
Molekiile ineinander iiberfiihrt, kommt es zur maximalen Uberlagerung der Vektoren.

Kennt man die Symmetrieoperation zwischen den N Kopien eines Molekiils in der
asymmetrischen Einheit, erhdlt man redundante Information, die systematische Fehler korrigiert
und das Signal/Rauschen-Verhiltnis um N'? verbessert. Das ncs-averaging wird im realen
Raum durchgefiihrt. Es diirfen nur die Bereiche der Elektronendichtekarte, die von den
einzelnen Molekiilen eingenommen werden und auf die sich sie nicht-kristallographische
Symmetrie anwenden ldsst, gemittelt werden (VELLIEUX UND READ, 1997; ZHANG, 2001). Man
grenzt diese Bereiche mit Hilfe einer Maske ein. Die Maske kann nach der Strukturldosung
mittels molekularem Ersatz schon bekannt sein oder aus den Lagen der Schweratompositionen
oder einer ersten Elektronendichte bestimmt werden. Die Mittelung iiber nicht-
kristallographische Symmetrie tragt um so stirker zur Verbesserung der Phasen vor allem in

niedrigen Aufldsungsbereich bei, je groBBer die Zahl der miteinander verwandten Molekiile ist.
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3.1.3 Strukturverfeinerung

Unabhingig von der verwendeten Methode liegt nach der Strukturldsung meist ein
unvollstindiges und fehlerhaftes Modell der Struktur vor. Ziel einer Strukturverfeinerung ist es,
das Atommodell bestmdglich mit den Messdaten in Einklang zu bringen. Im reziproken Raum
kann dies auf der Ebene der Strukturfaktoren Fy, oder der Strukturfaktorquadrate F el
geschehen. Letzteres bietet den Vorteil, dass F> den gemessenen Intensititen entsprechen und
dass alle Daten, inklusive denen mit negativen Werten, verwendet werden konnen. Die
Gewichtung von Fy” und die Standardabweichungen der Verfeinerungsparameter entsprechen
eher den Ungenauigkeiten der experimentellen Daten als die entsprechenden Werte bei der
Verwendung der Strukturfaktoren Fpy. So konnen die Standardabweichungen o(Fy) schlecht
oder gar nicht aus G(Fhklz) abgeleitet werden, wenn F,.” sehr klein oder negativ ist.

Bei der Verfeinerung im reziproken Raum werden die Amplituden und Phasen des Modells
berechnet und so variiert, dass die aus dem Modell berechneten Strukturfaktorquadrate | e
bestmoglich mit den iiber die gemessenen Intensititen gegebenen Strukturfaktorquadraten Fp,’
iibereinstimmen. Im realen Raum wird das Modell (manuell) der Elektronendichteverteilung
angepasst. Als Parameter gehen in die Verfeinerung die Atompositionen und die
Temperaturfaktoren ein. Es ist darauf zu achten, dass die Zahl der Parameter die Zahl der Daten
nicht iibersteigt, da das System sonst unterbestimmt ist. Daher konnen neben den gemessenen
Intensititen bzw. den daraus abgeleiteten Strukturfaktorquadraten Fg,,> zusitzliche
Informationen in die Verfeinerung einbezogen werden, die als Bedingungen entweder innerhalb
einer bestimmten (geschétzten) Standardabweichung (restraints) oder exakt (constraints) fiir
das Modell gelten sollen. Durch Verwendung von restraints kann beispielsweise chemisches
Wissen {iiber die Molekiilgeometrie eingesetzt werden, wodurch die effektive Zahl der Daten
steigt. Diesen restraints liegen als Richtwerte Bindungslangen und -winkel zugrunde, die bei
der Rontgenstrukturanalyse an Kleinmolekiilen gefunden wurden (ENGH UND HUBER, 1991).
Die Zahl der Parameter kann durch den Einsatz von constraints erniedrigt werden. In beiden
Féllen erhoht sich das Daten/Parameter-Verhiltnis. Das Einbeziehen zusitzlicher Informationen
und das Einschrianken der Zahl der Parameter wird um so wichtiger, je groBer die Struktur und
je niedriger die Auflosung der Daten ist.

Durch die Verfeinerung nur eines statt der sechs anisotropen Auslenkungsparameter kann die
Zahl der zu verfeinernden Parameter erniedrigt werden. Um trotzdem Librations- und
Translationseffekte zu beriicksichtigen, konnen im Rahmen einer sogenannten TLS-
Verfeinerung der Auslenkungsparameter von mehreren zu einer starren Gruppe
zusammengefassten Atomen verfeinert werden (WINN, 2001). Pro starrer Gruppe werden 20

Parameter verfeinert. Diese Gruppen konnen sich auf kleine Bausteine wie -einzelne
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Aminosduren oder Aminosdureseitenketten beziehen oder mit sinkender Auflésung auf eine
groBBere Gruppen wie Helices oder ganze Proteindoménen.

Die Zahl der Parameter kann weiterhin verringert werden, wenn man die Atompositionen nicht
mehr einzeln sondern in Gruppen zusammengefasst verfeinert (rigid body refinement). Dieses
Verfahren wendet man nicht nur bei sehr geringer Aufldsung an, wenn zur Verfeinerung der
einzelnen Atompositionen nicht geniigend Daten zur Verfiigung stehen, sondern auch zu Beginn
einer Strukturverfeinerung, wenn die genaue Orientierung des Modells nach der Strukturlésung
iiber den molekularen Ersatz gefunden werden soll.

Weiterhin kann das Vorliegen mehrerer Kopien eines Molekiils in der asymmetrischen Einheit
in Form von ncs-restraints zur Verbesserung des Daten/Parameterverhiltnisses ausgenutzt
werden.

Im Modell der Proteinstruktur sind die Wassermolekiile enthalten, die in geordneter Weise an
das Protein koordinieren. Die Wassermolekiile, die ungeordnet in den Wasserkanédlen des
Kristalls vorliegen, werden darin nicht beriicksichtigt. Da sie aber vor allem im Bereich
niedriger Auflosung zu den Strukturfaktoren beitragen, werden ihre Strukturfaktoren nach dem
Babinet’schen Prinzip berechnet und in F . einbezogen. Nach diesem Prinzip haben die
Strukturfaktoren eines bestimmten Bereiches der Elementarzelle die gleichen Amplituden wie
die der restlichen Zelle, die Phasen der Strukturfaktoren fiir die beiden Regionen sind einander
aber entgegengesetzt.

Zur mathematischen Durchfiihrung der Strukturverfeinerung werden der maximum likelihood-
Ansatz oder die least squares-Methode eingesetzt. Bei der least squares-Methode werden die
Parameter des Modells so variiert, dass die berechneten Strukturfaktoren bzw.
Strukturfaktorquadrate bestmdglich mit den Messdaten iibereinstimmen und damit auf der Basis

von F?

Q=ZnaWa2(Fops” - Feare’) (7

minimal wird. Dies ist gegeben, wenn 0Q/0u;= 0, wobei u; die Atomparameter représentiert. Die
Losung des Gleichungssystems iiber eine Taylorreihe kann man in der Matrizennotation

angeben.

[Alx[e]=[b] ®)

Die Elemente g; des Vektors [€] entsprechen den Werten, um die die Startwerte ug gedndert
werden miissen, um Q zu minimieren. Der Vektor [b] enthdlt die Werte von 6Q/0uy; als
Elemente. Die Zahl der Reihen bzw. Spalten der Normalmatrix [A] entspricht der Zahl der zu

verfeinernden Parameter. Damit ist die Berechnung der zur Minimierung von Q
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durchzufithrenden Parameterverdnderungen bei grofen Strukturen sehr rechenintensiv. Bei einer
Verfeinerung nach der conjugate gradient-Methode wird die Zahl der Matrixelemente erniedrigt
und die Rechenzeit dadurch verringert, dass nur die Diagonalelemente und die Elemente, die
restraints beinhalten, bei der Losung der Normalgleichungen beriicksichtigt werden.
Voraussetzungen fiir die Anwendung des least squares-Ansatzes sind, dass systematische
Fehler fiir F,,s ausgeschlossen werden kénnen und von einer Gauss’schen Verteilung von |F |
um den tatsdchlichen Strukturfaktor ausgegangen werden kann. Aus statistischen Griinden muss
weiterhin die Zahl der Daten sehr viel groBer als die der Parameter sein. Das Einbeziehen von
restraints und constraints zur Verbesserung des Daten/Parameter-Verhiltnisses ist bei
Proteinstrukturen mittlerer Auflésung (minimal benétigte Auflosung: 2.5 A) unerlisslich.
Problematisch kann diese Methode beim Vorliegen eines in groBeren Teilen unkompletten
Modells werden, da neu eingefiigte Teile im Modell stark von den schon vorhandenen abhéngen
(model bias). Ein Vorteil der least squares-Methode ist, dass aus den Elementen der inversen
Matrix [A™] die Standardabweichungen der Parameter u; berechnet werden konnen.

Beim Ansatz des maximum likelihood wird die Wahrscheinlichkeit, mit dem vorhandenen
Modell tatsdchlich die beobachten Daten zu finden, maximiert. Diese Methode ist nicht auf das
Vorliegen einer Gauss’schen Fehlerverteilung der experimentellen Strukturfaktoramplituden

|Fobs| angewiesen und ldsst sich auch bei Strukturen von niedriger Auflosung einsetzen.

Die Wahrscheinlichkeit p(X;| F

0s |)» mit der bei den vorliegenden Daten |F,| die Parameter X

das Modell beschreiben, ldsst sich unter Verwendung des Bayes Theorem schreiben als

P(X| Fops )= POOLOG Fops ) (9)

wobei p(x) die Wahrscheinlichkeitsverteilung der schon vor dem Experiment bekannten
Parameter ist, wozu beispiclsweise strukturelle restraints gehoren. X kann durch F,. ersetzt
werden, da der Strukturfaktor F.,. direkt aus den Parametern berechnet werden kann.

Geht man davon aus, dass die Fehler der einzelnen Reflexe unabhéngig voneinander sind, kann
man die Wahrscheinlichkeit fiir alle Reflexe L aus dem Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten
berechnen

L = Iy p(Fy(calc); [Fy(obs)))  (10)

Ein Vorteil der Methode gegeniiber dem least squares refinement besteht darin dass
experimentelle Phaseninformationen in die Verfeinerung einflieBen kénnen, was die Zahl der

Observablen erhoht. Aullerdem ist die Methode beim Vorliegen eines unvollstindigen Modells
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robuster gegeniiber model bias. Anders als die least squares-Methode erlaubt dieses Verfahren
die Berechnung von Standardabweichungen fiir die einzelnen Parameter nicht.

Bei der Verfeinerung néhert man sich der Zielfunktion der Verfeinerung, d.h. den Parametern
des Modells, die am besten mit den Messdaten iibereinstimmen, schrittweise an. Dazu konnen
verschiedene numerische Methoden gewéhlt werden, zu denen conjugate-gradient minimization
und simulated-annealing gehoren. Die conjugate gradient Methode ist ein iterativer Prozess, der
einen groflen Konvergenzradius besitzt und bei dem die Zahl der benétigten Zyklen bis zur
Konvergenz maximal der Zahl der Parameter entspricht. Simulated annealing bezeichnet die
Simulation eines Ensembles von Strukturen, die unter den definierten Bedingungen (Temperatur
und Druck) energetisch erlaubt sind. Um das Ensemble zu generieren, ldsst man fiir kurze Zeit
die Kraft, die auf elektrostatischer Wechselwirkung mit den Atomen in der Umgebung
zuriickzufiihren ist, auf ein Atom wirken. Je hoher die Temperatur des Systems ist, desto hoher
ist die kinetische Energie der Atome und um so hohere energetische Barrieren zwischen
moglichen Konformationen konnen iiberwunden werden. Damit besitzt diese Methode einen
noch groBeren Konvergenzradius. Nach dem Erhdhen der Temperatur zur Uberwindung von
Barrieren wird sie stufenweise erniedrigt, um ein neues Minimum zu erreichen, das im Idealfall
dem globalen Minimum entspricht. Grobe Fehler, die beispielweise nach der Strukturldsung
durch molekularen Ersatz im Startmodell vorhanden sind, kénnen so behoben werden, da lokale
Minima leichter verlassen werden konnen. Simulated annealing wird daher oft zu Beginn einer
Strukturverfeinerung eingesetzt.

Um die Qualitit des Modells abschitzen zu kénnen, wird die Ubereinstimmung von

gemessenen und berechneten Strukturfaktoramplituden als R-Wert angegeben:

2Pl kIR
R=1x (11)

2 |F|

hkl

Eine Uberinterpretation der Daten bei geringem Daten/Parameter-Verhiltnis fiihrt zu einer
Erniedrigung des R-Wert, weshalb er als kein von der Verfeinerung unabhingiges
Giitekriterium darstellt. Daher wurde zusétzlich der Rge.-Wert zur Kreuzvalidierung eingefiihrt.
Er berechnet sich aus etwa 5% der Daten (Testsatz), die nicht zur Strukturverfeinerung
verwendet wurden (BRUNGER, 1992). Der Rg.. ist dadurch unabhéngig von der Verfeinerung.
Dieser Testsatz umfasst zufillig liber den ganzen Auflosungsbereich gesammelte Reflexe. Beim
Vorliegen von nicht-kristallographischer Symmetrie miissen die Reflexe fiir den Testdatensatz

in diinnen Auflésungsschalen ausgewidhlt werden, damit beide Datensidtze unabhingig
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voneinander sind. Wird das Modell verdndert, sollten sowohl R,y als auch Ry sinken. Der
Rpee-Wert betrigt etwa das 1.2-fache des Ry ist die Differenz groBer oder sinkt bei der
Verfeinerung nur der Ry, ist von einer Uberinterpretation der Daten auszugehen und das

Modell erneut zu priifen.

3.2 Rontgenabsorptionsspektroskopie

Trifft Rontgenstrahlung auf Materie, so wird sie wie jede andere elektromagnetische Strahlung
absorbiert und gestreut. Die Rontgenabsorptionsspektroskopie (X-ray absorption spectroscopy,
XAS) beschiftigt sich nur mit dem Absorptionsprozess. Dabei wird die Energie eines auf ein
Atom treffenden Rontgenquants auf ein Elektron einer inneren Schale iibertragen. Dieses
wechselt in der Folge in einen energetisch hoherliegenden und damit weniger stark gebundenen
Zustand. Liegt der neue Zustand unterhalb der Seriengrenze, fithrt der geméil den
Auswahlregeln erfolgende Ubergang des angeregten Elektrons in eine andere Schale zu einer
charakteristischen Struktur des Absorptionsspektrums im Energiebereich kurz vor der
Absorptionskante. Die Absorptionskante wird erreicht, wenn das Rontgenquant die minimale
Energie, die zum Ubergang in das Kontinuum jenseits der Seriengrenze nétig ist, auf das
Elektron libertragt. Dabei wird das Atom ionisiert. Wird mehr Energie, als zur Ionisierung notig
ist, ibertragen, kommt es zur Emission eines Photoelektrons, dessen kinetische Energie dem
Differenzbetrag zwischen der iibertragenen und der lonisierungsenergie ist. Die Wellenldnge
dieser sogenannten DeBroglie-Welle ist damit umgekehrt proportional zur Energie der
auftreffenden Rontgenstrahlung. Liegt das absorbierende Atom (Absorber) nicht isoliert
sondern von anderen Atomen (Streuer) umgeben vor, kann das Photoelektron an diesen gestreut
werden. Interferenz zwischen dieser gestreuten mit der vom Absorber ausgehenden Welle
fiihren zu einer Verdnderung des Absorptionskoeffizienten verglichen mit dem des isolierten
Absorbers (siche Abb. 4).

Der Teil des Rontgenabsorptionsspektrums vor der Absorptionskante beinhaltet Informationen
iber die elektronische Struktur des Atoms, die wiederum von seiner chemischen und
geometrischen Umgebung abhingt. Man bezeichnet diesen Bereich des Spektrums als XANES-
Region (XANES = X-ray absorption-near edge structure).

Aus der energetischen Lage der Absorptionskante kann die Oxidationsstufe des Absorbers
abgeleitet werden, da die lonisierungenergie eines Atoms mit steigender Oxidationsstufe
zunimmt,

Die quasiperiodischen Modulationen des Spektrums oberhalb der Absorptionskante, die bei
isolierten Atomen nicht auftreten, liefern radiale strukturelle Informationen iiber die Zahl, die

Art und den Abstand der dem Absorber benachbarten Atome. Man spricht von der EXAFS-
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Region des Spektrums (EXAFS = extended X-ray absorption fine structure).

Absorption
o
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Abb. 4 Darstellung eines XAS. Der Bereich in der Nihe der Absorptionskante (E = Ey) wird als XANES-
Region, der hinter der Absorptionskante als EXAFS-Region bezeichnet. Das Zustandekommen der
EXAFS-Modulationen ist fiir den Fall von destruktiver (links) und konstruktiver (rechts) Interferenz
zwischen der vom Absorber ausgehenden und den von den Streuern zuriickkommenden DeBroglie-
Wellen gezeigt.

Bei der Interpretation der XAS-Daten werden nur die durch die Gegenwart von Nachbaratomen
hervorgerufenen Verdnderungen in der Absorption untersucht. Die auch bei dem isoliert
vorliegenden Absorber auftretende Absorption muss zuvor vom gemessenen Spektrum
subtrahiert werden. Die Subtraktion des atomaren Hintergrunds wird in der EXAFS-Region und
dem Bereich vor der Absorptionskante durch Anpassen einer Polynomfunktion {iber die
Methode der kleinsten Fehlerquadrate durchgefiihrt. Der Hintergrund vor der Absorptionskante
wird auf den gesamten Spektrenbereich extrapoliert. Im XANES-Bereich gelten die zur
Berechnung des atomaren Absorptionsspektrums gemachten Niherungen nicht mehr und
weiterhin konnen Relaxations- und Anregungsprozesse nicht quantitativ erfasst und beschrieben
werden, weshalb die Berechnung des atomaren Hintergrunds im XANES-Bereich weniger
préazise als im EXAFS-Bereich ist. Aus diesem Sachverhalt resultiert die empirische Trennung
des XAS-Spektrums in XANES- und EXAFS-Region. Die Interpretation des Bereichs vor der
Absorptionskante wird in der Regel semi-quantitativ {iber den Vergleich mit bekannten
Spektren durchgefiihrt. In letzter Zeit wurden jedoch auch Methoden zur quantitativen
Auswertung der XANES-Region vor allem von Messungen an sehr verdiinnten Lésungen oder
Echtzeitexperimenten entwickelt und getestet, die jenseits der Mdglichkeiten einer EXAFS-
Analyse liegen (BENFATTO, 2003).

Die Auswertung der EXAFS-Region erfolgt quantitativ iiber den Vergleich mit dem aus einem
Modell der Struktur berechneten EXAFS-Spektrum.
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3.2.1 EXAFS

Bevor die Analyse der EXAFS-Daten erldutert wird, soll zunéchst auf das Zustandekommen der
EXAFS-Modulationen im Absorptionsspektrum eingegangen werden.

Den Modulationen des Absorptionskoeffizienten liegt eine Interferenz zwischen der vom
Absorber ausgehenden und der von der am Nachbaratom gestreuten DeBroglie-Welle zugrunde.
In der Modulation des Absorptionskoeffizienten sollte daher in Abhingigkeit von der Energie
Informationen iiber die Struktur der Elektronendichte der streuenden Atome kodiert sein.

Wird die Energie der Rontgenstrahlung und damit auch die Wellenlédnge der DeBroglie-Welle
variiert, trdgt jedes benachbarte Atom zu einer sinusformigen Variation des
Absorptionskoeffizienten bei, das beobachtete EXAFS-Spektrum ist die Uberlagerung der
Sinus-Wellen aller streuenden Atome. Eine Sinus-Welle ist charakterisiert durch ihre Frequenz,
ithre Amplitude und ihre Phase. In Kenntnis dieser Eigenschaften kann fiir jeden Streuer die
Atomart und der Abstand zum Absorber bestimmt werden und — wenn auch mit geringerer

Genauigkeit — die Zahl der benachbarten Atome.

Observable Information
Frequenz e Abstand

Amplitude Koordinationszahl
Phase Atomart

Zunéchst soll die Beziehung zwischen Frequenz und Abstand abgeleitet werden. Bei gegebener

DeBroglie-Wellenldnge benétigt das Photoelektron fiir die Strecke zwischen den Atomen um so
mehr Perioden, je langer diese Strecke ist. Je groBBer die Entfernung, desto weniger muss sich
die Wellenldnge des Photoelektrons dndern, um einen kompletten Interferenzzyklus zu
durchlaufen. Mit grofleren  Atomabstand &dndert sich die  Modulation des
Absorptionskoeffizienten also ofter, d.h. um so groBer wird die Frequenz der die EXAFS-
Variation beschreibenden Sinus-Welle.

Die Beziehung zwischen der Amplitude der EXAFS-Sinus-Welle und der Zahl der Atome leitet
sich daher ab, dass sich die Wellen zweier identischer Atome, die sich im gleichen Abstand zum
Absorber befinden, addieren und die Amplitude verdoppelt wird. Uber die Anordnung der
Atome zueinander kann allerdings keine Aussage gemacht werden, da das EXAFS-Spektrum
nur radiale Information enthilt (die Koordinationsgeometrie kann allerdings mit der Analyse der
XANES-Region abgeleitet werden).

Der Zusammenhang zwischen Phase und Atomart liegt darin begriindet, dass am benachbarten
Atom nicht nur elastische sondern auch inelastische Streuung erfolgt. Die inelastische Streuung
fiilhrt zu einer Phasenverschiebung der gestreuten Welle relativ zum der Welle der elastischen

Streuung; Amplitude und Wellenlidnge der DeBroglie-Welle bleiben unveréndert. Das Ausmal
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der Phasenverschiebung ist bei gegebener Wellenlédnge abhingig von der Atomart des Streuers.
Die Atomart lésst sich aulerdem aus der Amplitude der EXAFS-Welle ableiten, da ein Atom
ein um so besserer Streuer ist, je grofBer die es umgebende streuende Elektronendichte ist.

Bei der EXAFS-Messung werden allerdings nicht die Sinus-Wellen der Modulationen, die aus
der Streuung an den benachbarten Atomen resultieren, gemessen, sondern lediglich die
Absorption von Rontgenstrahlen durch die Probe. Der Absorptionskoeffizient, der sich aus dem
Lambert-Beer’schen Gesetz ergibt, enthdlt neben dem XAS-Koeffizienten fiir das zu
untersuchende Atom einen Hintergrundbeitrag, der aus der Absorption durch andere Atome in
der Probe resultiert. Da man den Hintergrundbeitrag nicht messen kann, wird der Messkurve
sowohl im Bereich vor der Absorptionskante als auch im Bereich hoher Energie eine Funktion
angepasst, welche die Hintergrundabsorption bestmdglich nachahmen soll. Die Daten werden
weiterhin um die berechneten Absorptionskoeffizienten des freien Atoms reduziert und so
normalisiert, dass die EXAFS-Modulation unabhingig von der Dicke der Probe und
Inhomogenitidten der Losung auf einer “pro absorbierendes Atom*-Basis vorliegt.
Ublicherweise wird die EXAFS-Modulation nicht als Funktion der Energie sondern des
Wellenvektors des Photoelektrons k=21m/A, angegeben und weiterhin mit k* gewichtet, um die
Abschwichung bei hoher Energie zu kompensieren. Eine Fouriertransformation dieses
Spektrums liefert eine Frequenzanalyse. Uber diesen Zusammenhang zwischen Frequenz und
Abstand erfolgt eine Aufspaltung der Koordinationssphire des Absorbers in Gruppen von
Nachbaratomen mit gleichem Abstand zum Absorber. Eine Zerlegung der frequenzabhingigen
Spektren in die einzelnen Koordinationsschalen und anschlieBende Riicktransformation liefert
die EXAFS-Modulation fiir jede einzelne Koordinationssphire. Die Auswertung dieser
Einzelfunktionen ist nicht direkt, sondern nur im Vergleich mit den fiir ein hypothetisches
Modell berechneten EXAFS-Daten moglich. Problematisch hierbei ist, dass sich die
theoretischen Daten dem Modell um so besser anpassen, je mehr Schalen von koordinierenden
Atomen in das hypothetische Modell eingefiigt werden. Allerdings bedeutet dies nicht
zwangsldufig, dass das Modell der echten Struktur ndher kommt. Die Untersuchung einer
unbekannten chemischen Verbindung hingt daher sowohl von der statistischen Analyse der

Daten als auch der strengen Beriicksichtigung einer sinnvollen Geometrie fiir das Modell ab.

3.2.2 Maéglichkeiten von XAS
Die XAS-Analyse ist in der Lage, die Umgebung von Atomen in einem Radius von bis zu 5 A
zu untersuchen. Da sich die XAS-Spektren aller Atome einer Atomsorte iiberlagern, sollte das

zu untersuchende Element nur mit einer einzigen definierten Umgebung in der Probe vorliegen.
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Der Energiebereich der Rontgenstrahlung, der von den erhéltlichen Monochromatoren abhéngt,
erlaubt die Untersuchung der K-Kanten von Phosphor bis Zinn und die der L-Kanten der
schwereren Elemente.

Die eingesetzte Probe kann sowohl fest als auch fliissig sein. Messungen unter Verwendung von
Rontgenquellen an Synchrotronanlagen der dritten Generation erlauben Konzentrationen des zu
untersuchenden Elementes im 10* pM-Bereich. Dies macht beispielsweise die Untersuchung
von Metalloproteinen in der Zelle moglich.

Bei der Bestimmung der chemischen Umgebung des absorbierenden Atoms erreicht die
Abstandsanalyse eine Genauigkeit vergleichbar mit der bei der hochaufgeldsten
Rontgenstrukturanalyse (+ 0.02 A). Die Zuordnung der Atomtypen erlaubt fiir leichte Elemente
keine Unterscheidung benachbarter Elemente des Periodensystems, bei schwereren Elementen
(ab Calcium) liegt die Ungenauigkeit sogar bei Z=+3. Eine noch gréfere Ungenauigkeit tritt bei
der Bestimmung der Koordinationszahl auf, wobei Abweichungen im Bereich von +25%
auftreten konnen (NATOLI, 2003; GEORGE, 1998).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass der Vergleich von XAS-Spektren dhnlicher Strukturen
sicher die eindeutige Bestimmung der Oxidationszahl des Elementes erlaubt. Die weitere
Analyse héngt stark von der Qualitidt der Daten sowie der Anzahl von Daten vergleichbarer
Verbindungen oder den Informationen aus ergidnzenden Untersuchungen wie der

Rontgenstrukturanalyse ab.
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4.1 Kristallisation

Die zur Kristallisation verwendete Proteinlosung enthielt das Protein in eisenfreier Form (apo-
AtsK) und wurde von der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Kertesz, University of Manchester, in
zwei Chargen zur Verfligung gestellt. Die Proben enthielten neben dem Protein 20 mM
Tris/HCI-Puffer mit einem pH-Wert von 7.5 und Spuren von Na,SO,. Die Proteinkonzentration
der ersten Probe lag bei 1.5 mg/ml und wurde zur Kristallisation auf 16-18 mg/ml erhoht
(MULLER, 2001). Die zweite Probe wurde in einer Konzentration von 40 mg/ml geliefert und
zur Kiristallisation mit 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH=7.5) auf 20 mg/ml verdiinnt. Zur
Verifizierung der Reinheit wurde jeweils eine SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit
Silberfairbung durchgefiihrt. Die Ldsungen konnten bei —84°C mehrere Monate ohne
Beeintrachtigung der Kristallisationseigenschaften gelagert werden. Um mehrfaches Auftauen
und Einfrieren zu vermeiden, wurden die Proben nach dem Einstellen der optimalen
Proteinkonzentration in Portionen zu 50 pl abgefiillt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Die so aliquotierten Losungen konnten direkt zur Kristallisation eingesetzt werden.

Fir samtliche Kristallisationsansdtze wurde die hanging drop-Methode verwendet. Dazu
wurden 2 ul Proteinlésung mit 2 ul Reservoirlosung auf einem siliconisierten Glasplattchen
iiberschichtet und dieses als Abdeckung auf einer mit 0.5 ml Reservoirldsung gefiillten Kammer
einer Zellkulturplatte mit hochviskosem Siliconfett als Abdichtungsmasse angebracht.

Aus Vorarbeiten (MULLER, 2001) waren die Bedingungen zur Kristallisation der apo-AtsK aus
der ersten Probe bekannt (siche Tabelle 1). Zur Kryoprotektion konnten bei der Kristallisation
der Losung 30% (W/w) PEG 400 oder 30% (w/w) MPD zugesetzt werden, die beste
Reproduzierbarkeit und eine ausreichende Kristallqualitdit wurden mit 30% (w/w) Glycerin
erzielt. Die Kryoprotektion dient dazu, sekundére Strahlenschdden auch bei lingeren Messzeiten
mit hochintensiver Rontgenstrahlung gering zu halten (GARMAN UND SCHNEIDER, 1997).

Citrat kann tiiber seine Carboxylfunktionen mit der a-Ketoglutarsdure (0KG) in der aktiven
Tasche der AtsK um die aKG-Bindestelle konkurrieren und andererseits erschwert seine
chelatisierende Wirkung das Einfiihren von Fe(Il) an die AtsK durch Trianken (soaking). Daher
wurde ein kompletter Ersatz von Citrat angestrebt. Kristalle des AtsK-aKG-Komplexes konnten
durch das Austauschen des Citratpuffers gegen einen aKG-Puffer erhalten werden. Acetat

verfiigt ebenfalls iiber eine Carboxylatgruppe, die es zur Bindung an die oKG-
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Koordinationsstelle der AtsK befdhigt. Das Acetat wurde darum gegen Natriumsulfat ersetzt.

Tabelle 1 Kristallisationsbedingungen fiir Probe 1

- PEG 4000 |weitere Zusitze
Puffer (pH=5.6) Salz % (Wiw) % (Wiw)

. 25-75 mM o .
apo-AtsK 25 mM Na-Citrat NaOAc 7-8 30% Glycerin

. 25-50 mM o .
oder 25 mM Na-Citrat N2,SO, 7-8 30% Glycerin
aKG-AtsK 50 mM Na-a-Ketoglutarat | 50 mM Na,SO, | 10 30% Glycerin
Succ-AtsK 25 mM Na-Succinat 50 mM Na,SOy |9 30% Glycerin

Analog dazu konnten unter Verwendung eines Succinat-Puffers (pH=5.6) ein AtsK-Succinat-
Komplex erhalten werden. Es sei bemerkt, dass die pK;-Werte von a-Ketoglutarsdure und
Bernsteinsdure niedriger sind als der von Zitronensdure, so dass das aKG-System und das
Succinat-System bei einem pH-Wert von 5.6 keine Puffer im engeren Sinn sind.

Es wurden weitere flir pH 5.6 geeignete Puffer in unterschiedlichen Konzentrationen getestet,

unter diesen Bedingungen wurde jedoch kein Kristallwachstum beobachtet.

Tabelle 2 Kristallisationsbedingungen fiir Probe 2

PEG 4000

Puffer pH=5.6 Salz % (Wiw) weitere Zusitze
aKG-AtsK 10 mM Na-Ketoglutarat | 50 mM Na,SO, | 18 30% (w/w) Glycerin
oaKG-AtsK & 30% (w/w) Glycerin
Na-CqH 5080, 25 mM Na-Ketoglutarat | 50 mM Na,SO, | 18 2 mM Hexylsulfat
Succ-AtsK 175 mM Na-Succinat |25 mM Na,SOy |15 30% (w/w) Glycerin
Succ-AtsK & . 30% (w/w) Glycerin
Na-C.H,5080; 175 mM Na-Succinat 25 mM Na,SOy, | 15 2 mM Hexylsulfat

Die oKG-AtsK und Succinat-AtsK-Komplexe konnten unter leicht verdnderten
Additivkonzentrationen auch mit der zweiten Probe der AtsK erhalten werden (siche Tabelle 2).
Zusitzlich wurden mit dieser Probe Substrat-Kokristallisationen durchgefiihrt. Dazu wurde den

Kristallisationslosungen jeweils 2 mM n-Hexylsulfat zugefiigt.
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4.2 Soaking-Experimente

Soaking bezeichnet das Trinken von Kristallen in Losungen mit Additiven, die durch Diffusion
in den Kristall eindringen. Dabei variieren sowohl die Dauer des Trénkens als auch die
Konzentration der in den Kristall einzulagernden Stoffe stark. Quick-soak-Experimente werden
in der Proteinkristallographie zur Generation von Schweratomderivaten eingesetzt (DAUTER,
2000). Dabei liegen die Schweratomionen, die sowohl kationischer (z.B. Seltenerdmetallionen)
als auch anionischer (z.B. lodid) Natur sein kdnnen, in Konzentrationen von 1-2 M vor und die
Kristalle werden nur fiir wenige Sekunden in der Schweratomldsung getrinkt. Ublicherweise
liegen dann im Kristall 10-30 Schweratome pro Polypeptidkette vor, wodurch der Anteil der
anomalen Streuung signifikant wird, auch wenn die Besetzung der Lagen reduziert ist. Nachteil
dieser Methode ist es, dass sich die Kristalle durch diese enorme Anderung der Umgebung
haufig zersetzen. Eine alternative Vorgehensweise ist das Trdnken der Kristalle iiber einige
Stunden bis Tage in einer Losung, die nur wenige mM des entsprechenden Schweratoms
enthélt. Da sich die Tonenstirke der Losung in einem geringeren Ausmass als bei den quick-
soak-Experimenten #ndert, werden die Kristalle weniger stark belastet. Um die Anderung der
Umgebungsbedingungen zu verzdgern, kann die Schweratomkonzentration auch stufenweise
erhoht werden. In diesen Experimenten setzt man meist Metallkationen ein, die eine hohe
Affinitdit zu Schwefel haben (z.B. Quecksilber). Dabei werden in der Regel weniger
Schweratome pro Peptidkette eingelagert als bei quick-soak-Experimenten mit anionischen
Schweratomen, bei denen die Schweratome weniger spezifisch, dafiir aber an vielen Stellen
binden. Dies kann durch eine hohere Besetzung der Schweratomlagen ausgeglichen werden
kann.

Daneben werden soaking-Experimente auch zur Darstellung von Proteinkomplexen eingesetzt,
wenn beispielsweise die Kristallisation eines Proteins in Gegenwart des einzufithrenden
Liganden nicht gelingt. Am Beispiel der AtsK kann gezeigt werden, dass sowohl Edukt- als
auch Produktkomplexe sowie stabile Katalysezwischenstufen auf diese Weise dargestellt
werden konnen. Setzt die Bindung von Liganden eine Konformationsdnderung im Protein
voraus, kann der Kristall bei geniigend hohem Kristallwasseranteil trotzdem unversehrt bleiben.
Die Annahme, dass die Besetzung der Liganden bei soaking-Experimenten niedriger als die bei
Kokristallisationen ist, wurde im Falle der AtsK nicht bestétigt. Soaking-Experimente haben fiir
die Fe(Il)-Komplexe der AtsK den Vorteil, dass sie einfacher unter Sauerstoffausschluss
durchzufiihren sind als anaerobe Kokristallisationen, fiir die eine spezielle Apparatur

erforderlich wire.
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4.2.1 Anaerobes soaking

Mit anaerobem soaking wird hier das Trinken von Kristallen in einer sauerstofffreien Losung
unter Argonatmosphire bezeichnet. Das Verfahren wurde angewendet, um bei der Darstellung
von Fe-AtsK-Komplexen die Oxidation von in der soaking-Losung enthaltenem Fe(II) durch
Luftsauerstoff zu verhindern.

Dazu wurde eine eisenfreie Losung zunédchst unter Vakuum entgast und fiir 2 min mit Argon
gespiilt. AnschlieBend wurde Fe(Il) in Form von Mohrschem Salz (Fe(NH4),(SO4),-6H,0)
zugesetzt. Diese Losung wurde in ein mit Argon gespiiltes Reservoir einer sitting drop-
Kiristallisationsplatte gegeben (sieche Abb. 5). Unter Argonstrom wurde ein geeigneter Kristall in
diese Losung iiberfiihrt und das Reservoir mit einem Deckgldschen verschlossen, wobei

hochviskoses Siliconfett als Abdichtungsmaterial diente.

Argon

Abb. 5 Anordnung zum anaeroben soaking. Die entgaste Losung wird in das Reservoir der
Kristallisationsplatte gegeben. Die Kristalle werden mit Hilfe einer Schleife aus der Mutterlauge in diese
Losung transferiert. Dabei wird die Kammer kontinuierlich mit Argon gespiilt und anschlieBend mit
einem Deckgldschen und Siliconfett zur Abdichtung luftdicht verschlossen.

4.2.2 Schweratomderivate

Zur Darstellung von Schweratomderivaten wurden die apo-AtsK-Kristalle in der Mutterlauge
mit einer Ldsung {iiberschichtet, die neben den Kristallisationszusitzen in entsprechender
Konzentration unterschiedliche Mengen an Schweratomionen enthielt. Die apo-AtsK-Kristalle
zersetzten sich bei quick-soak-Experimenten mit lodiden (Nal, KI) in Konzentrationen zwischen
0.5 und 2 M sofort. Beim Trianken der Kristalle {iber wenige Stunden in einer Losung, in der die
Iodidkonzentration bei 50 mM lag, traten keine sichtbaren Verdnderungen an den Kristallen auf.
Schlechte Reflexprofile als auch mangelnde Auflosung bei Beugungsexperimenten mit diesen
Kristallen verhinderten jedoch eine Datensammlung. Weitere soaking-Experimente wurde unter
Verwendung einer ganzen Reihe verschiedener Salze unterschiedlicher Schwermetallionen
durchgefiihrt. In Gegenwart geringer Mengen von Gd**, Fe*" und Hg** blieben die Kristalle in

threr Morphologie auch iiber einen ldngeren Zeitraum (> 24 h) unversehrt (sieche Tabelle 3).



Experimentelles 33

Tabelle 3 Soaking-Experimente unter Verwendung verschiedener Schwermetallsalze

Metallsalz Konzentration |Soak-Dauer |Bemerkungen

Gd(NOs); ImM 2 Wochen Gd bindet nicht an das Protein

aerobe Bedingungen

Fe(NH4)2(804)-6H,0 | 5 mM 40h Fe bindet nicht an das Protein

HgCl, 3 mM 48 h 10 Hg-Lagen pro AtsK-Tetramer

Bei den in einer Fe(Il)-Losung getrinkten Kristallen fielen eine braun-gelbe Férbung der
Losung und ein braunes Prézipitat auf, was auf die Bildung von Fe(Ill) in der Lésung durch

Reaktion von Fe(II) mit Luftsauerstoff hindeutet.

4.3 AtsK-Ligand-Komplexe

Neben der apo-Form der AtsK sollten auch die Strukturen verschiedener
Katalysezwischenstufen kristallographisch bestimmt werden. Kinetische Untersuchungen an
einem verwandten Protein (HOLME, 1975) haben gezeigt, dass im ersten Schritt der Katalyse,
der Bildung des initialen Substrat-Komplexes, zunichst Fe(I) an das Protein koordiniert. Nach
der anschlieBenden Einlagerung von aKG bindet das Substrat an die aktive Tasche, bevor die
Katalysekaskade mit der Koordination von molekularem Sauerstoff startet. Diese Kinetik fiir
die AtsK vorausgesetzt, wurde versucht, einen Fe(I)-AtsK-Komplex herzustellen. Weiterhin
sollte neben Eisen zusitzlich aKG eingelagert werden und schlieBlich sollten auch Fe(II)-aKG-
Substrat-Komplexe unter Verwendung einer Reihe aliphatischer Sulfatester hergestellt werden.
Und schlieBlich wurde versucht, einen Fe(Il)-aKG-Substrat-NO-Komplex als Analogon zum
Sauerstoffkomplex zu erhalten.

Im weiteren Verlauf der Katalyse erfolgt nach der Anlagerung von molekularem Sauerstoff an
das Eisen die Decarboxylierung des Kosubstrats, wobei eine kurzlebige Fe(IV)=0-Spezies
gebildet wird (PRICE, 2003). Gleichzeitig werden Succinat und Kohlendioxid, welches
vermutlich als erster Ligand vom Eisen abdiffundiert (HOLME, 1975; RYLE, 2003b), freigesetzt.
Das Substrat bleibt zunédchst unverdndert. Um diese Zwischenstufe zu charakterieren, wurde ein
Fe-Succinat-Substrat-Komplex untersucht. Durch einen Vergleich dieser Struktur mit der
Fe(Il)-aKG-Substrat-Struktur konnte geklart werden, ob das gebildete Succinat strukturelle
Verdnderungen an der aktiven Tasche induziert.

Zwei der Nebenreaktionen der Katalyse durch die Fe(Il)-aKG-abhidngigen Dioxygenasen
wurden eingehend untersucht. Dabei handelt es sich zum einen um die von der Substratbindung

abgekoppelte Decarboxylierung der aKG (L1U, 2001; SAARI UND HAUSINGER, 1998) und zum
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andern um die Selbsthydroxylierung der Enzyme, welche sich der abgekoppelten
Decarboxylierung anschliefen kann (RYLE UND HAUSINGER, 2002). Fiir die AtsK wurde daher
versucht, die abgekoppelte Decarboxylierung im Kristall ablaufen zu lassen und das Produkt

strukturell zu charakterisieren.

4.3.1 Eisenkomplexe

Die Kokristallisation von Fe(Il) in Form von Mohrschem Salz (Fe(NH,4),(SO4),-6H,0) unter
aeroben Bedingungen fiihrte unabhingig von der {ibrigen Zusammensetzung der Mutterlauge
innerhalb weniger Stunden zur Ausfillung eines gallertartigen, braunen Niederschlages, bei dem
es sich um Fe,03-xH,0 handelt. Die unter diesen Bedingungen gewachsenen Kristalle enthalten
kein Eisen. Daher wurde versucht, den Fe(II)-AtsK-Komplex durch soaking unter
Sauerstoffausschluss herzustellen.

Dazu wurden Kiristalle, die unter Verwendung des Na-Citrat-Puffers gewachsen waren, in eine
anaerobe, in ihren Zusdtzen der Mutterlauge entsprechenden und zusétzlich 2-5 mM
Fe(NH,4),(SO4),-6H,0 enthaltende Losung gebracht (experimentelle Anordnung wie in Abb. 5
gezeigt). Unter diesen Bedingungen wurden die Kristalle unter Schutzgasatmosphére flir wenige
Stunden bis mehrere Tage inkubiert. Wie Messungen an diesen Kristallen zeigten, konnte auch
auf diese Weise kein Fe(Il)-AtsK-Komplex erhalten werden. Grund dafiir konnte die im
Vergleich zur Eisenkonzentration mit 25-50 mM hohe Citratkonzentration sein, so dass durch
Bildung von Eisencitrat kein freies Fe(Il) zur Bindung an das Protein zur Verfiigung steht.
Ersetzt man bei Kristallisation und soaking den Citrat- gegen einen aKG-Puffer, kann ein
Fe(I)-aKG-AtsK-Komplex erhalten werden.

Soaking von in einem Succinatpuffer gewachsenen Kristallen in einer Fe(II)-haltigen Losung
war unter den oben beschriebenen anaeroben Bedingungen bedingt mdglich. Da an den
Kristallen bei der Uberfiihrung aus der Mutterlauge in die eisenhaltige Losung (1-2.5 mM)
sofort Risse sichtbar wurden, wurde die Durchfiihrung leicht abgewandelt, indem die Kristalle
zunéchst in eine anaerobe, eisenfreie Losung iiberfiihrt wurden und die Eisenkonzentration unter
Schutzgasatmosphire iiber einen Zeitraum von 1-6 h stufenweise in Schritten von 0.25 mM auf
1-25mM Fe** erhoht wurde. Ein Reifen der Kristalle setzte aber auch bei dieser
Vorgehensweise in fast allen Féllen ein und es wurde nur ein einziger fiir die Datensammlung
geeigneter Kristall erhalten. Das Zersetzen der Kristalle kann, wie die Verfeinerung der Struktur

zeigte, mit strukturellen Verdnderungen am Protein erklirt werden.
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4.3.2 Sulfatester-Komplexe

Als Substrate der AtsK wurden aliphatische Sulfatester charakterisiert. Verschiedene dieser
Substrate konnten sowohl durch Kokristallisation als auch soaking in die aktive Tasche der
AtsK eingefiihrt werden. Fiir die Herstellung der Fe-aKG-Substrat-Komplexe durch soaking
wurde, wie oben beschrieben, eine anaerobe Losung hergestellt, die neben den Zusitzen der
Mutterlauge 1-2 mM Mohrsches Salz enthielt. In Gegenwart von o KG gewachsene Kristalle
wurden darin unter Schutzgasatmosphdre fiir 12-48 h inkubiert. AnschlieBend wurde die
Substratkonzentration in Stufen von 0.5-1 mM auf 5-10 mM gebracht und unter anaeroben
Bedingungen fiir weitere 24-96 h inkubiert. Die Substrate n-Butyl-1-sulfat, n-Hexyl-1-sulfat, 2-
Ethylhexyl-1-sulfat und n-Octyl-1-sulfat wurden in Form ihrer Natriumsalze eingesetzt.

Um Fe-Succinat-Substratkomplexe herzustellen, wurden die in Gegenwart von Succinat
gewachsenen Kristalle zunéchst fiir wenige Stunden anaerob in einer substrathaltigen Losung
getrankt. Dafiir wurden die Sulfatester n-Butyl-1-sulfat und n-Hexyl-1-sulfat verwendet.
Anschlielend wurde der Losung 2 mM Fe(Il) in 0.5 mM-Schritten zugefiigt.

Die Kiristalle zersetzten sich schon nach kurzer Zeit sowohl in Gegenwart von aKG als auch
von Succinat in liber der Hilfte der Ansédtze. Nur wenige Kristalle zeigten keine &uBerlichen
Verdnderungen. Im Falle der Fe-aKG-Octylsulfat-Komplexe konnte gar kein fiir ein
Beugungsexperiment geeigneter Kristall erhalten werden.

Bei diesen soaking-Experimenten trat aufler bei der Verwendung von n-Butylsulfat unabhéngig
vom verwendeten Puffer eine Raumgruppendnderung an den Kristallen auf. Unter
Verkleinerung der asymmetrischen Einheit gingen die Kristalle von der Raumgruppe P2,2,2,
nach 12,2,2, iiber, wodurch nur noch zwei statt vier Kopien des Proteins in der asymmetrischen

Einheit vorliegen.

4.3.3 Sulfonat-Komplex

Zur FEinftihrung eines aliphatischen Sulfonates in den Kristall wurde wie bei den oben
beschriebenen Sulfatester-Komplexen zunédchst unter anaeroben Bedingungen ein Fe(Il)-
soaking-Experiment fiir 3 h durchgefiihrt und anschlieBend 1.25 mM n-Heptylsulfonat als
Natriumsalz zugegeben und die Kristalle fiir weitere 12 h unter Sauerstoffausschluss inkubiert.
Wie bei den Sulfatester-Komplexen trat auch hier eine Raumgruppenénderung von P2,2,2; nach

|212121 auf.

4.3.4 NO-Komplex
An den Fe-aKG-Sulfatester-Komplex sollte NO als O,-Analogon angelagert werden, um die

Position zu bestimmen, iiber die Sauerstoff an den Eduktkomplex bindet. Fiir dieses Experiment
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wurde die gleiche sitting drop-Anordnung wie fiir die Fe-soaking-Experimente verwendet.
Zunichst wurde der Eduktkomplex mit 2-Ethyl-1-hexylsulfat vorbereitet. AnschlieBend wurden
je 300 ul einer 1 M HCI und einer 1 M NaNO,-Losung im Reservoir des sitting drop-Gefalies
gemischt (siche Abb. 6). Gemal3

2NO, + H = NO; +NO

disproportioniert Nitrit dabei zu Nitrat und Stickstoffmonoxid, welches iliber die Gasphase an

den Fe-Protein-Komplex diffundieren kann.

e
—

Abb. 6 Anordnung zur Durchfiihrung eines NO-soaking-Experiment. Wie beim in Abb. 5 gezeigten
Experiment zum anaeroben soaking wird die Tranklosung zundchst entgast, in das obere Reservoir
gegeben und die Kristalle in diese transferiert. Dabei wird die Kammer mit Argon gespiilt. Im unteren
Reservoir werden Salzsdure und Nitritldsung gemischt und die Kammer luftdicht verschlossen.

Die Kiristalle farbten sich unter diesen Bedingungen nach etwa 2 h gelb. In etwa der Halfte der
Fille zersetzten sich die Kristalle. Die so erhaltenen, duerlich bis auf die Farbe unverdnderten
Kristalle zeigten jedoch keine Beugungseigenschaften und somit konnte kein Datensatz eines

NO-Komplexes gesammelt werden.

4.3.5 aKG-Decarboxylierung im Kristall

Fiir einige oKG-abhédngige Dioxygenasen (TauD, TfdA, siehe Details in Kapitel 5.4) ist
bekannt, dass es auch in Abwesenheit von Substrat zur Bindung von molekularem Sauerstoff an
Eisen und nachfolgender Decarboxylierung der aKG kommen kann. Diese Reaktion verlduft
sehr viel langsamer als die an die Substratbindung gekoppelte Decarboxylierung, weshalb sie in
Gegenwart von Substrat nur in geringem Mafe beobachtet wird.

Wenn mit dieser ungekoppelten Kosubstratoxidation keine signifikante strukturelle Anderung
der Proteinkonformation verbunden ist, sollte es moglich sein, diese Reaktion auch im Kristall
ablaufen zu lassen. In der resultierenden Struktur sollte dann Succinat anstelle von aKG in der
aktiven Tasche zu finden sein. Ob das auBerdem gebildete Kohlendioxid in der aktiven Tasche
verbleibt oder vom Eisen abgespalten wird, ist nicht bekannt. Es wére denkbar, dass es entweder
in Form von CO, oder COs> an das Eisen gebunden ist. Bei der Decarboxylierung der aKG
werden zwei Elektronen {ibertragen, der molekulare Sauerstoff liefert jedoch vier

Oxidationsédquivalente. Eine sich unmittelbar an die Decarboxylierung der aKG anschlieSende
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Folgereaktion ist zwingend notwendig. Welche Produkte nach der Ubertragung der iibrigen
beiden Elektronen vorliegen, ist jedoch nicht zweifelsfrei geklért. Fiir TfdA konnte gezeigt
werden, dass mindestens zwei Folgeprodukte auftreten, von denen sich eines durch
Ascorbinsdure reaktivieren ldsst (SAARI und HAUSINGER, 1998). Wie fiir TfdA und auch fiir
TauD gezeigt werden konnte, ist eine der Folgereaktionen die Hydroxylierung -einer
aromatischen Proteinseitenkette, welche zu einer nicht durch Ascorbinsdure reaktivierbaren
Spezies fiihrt (L1U, 2001; RYLE, 2003a). Von der Kristallstruktur des sauerstoffexponierten Fe-
aKG-AtsK-Komplexes werden Einblicke in die zur Deaktivierung des Proteins fithrenden
Nebenreaktionen erwartet.

Zur Darstellung eines im Kristall aus Fe(Il)-aKG-Atsk gebildeten Fe(II)-Succinat-Atsk-
Komplexes wurde ein in oKG-Puffer gewachsener Kristall durch Erniedrigung der
Pufferkonzentration in 5 mM-Schritten in eine aKG-freie Losung gebracht. Dadurch sollte ein
Verdringen des bei der Decarboxylierung der aKG gebildeten, im Vergleich mit dem
Kosubstrat schwiécher an die aktive Tasche gebundenen Succinats durch aKG verhindert
werden. Danach wurde die Eisenkonzentration stufenweise in 0.25 mM-Schritten auf 2 mM
Fe(Il) erhoht. Die Kristalle zeigten sich empfindlich sowohl gegeniiber Erniedrigung der
Pufferkonzentration als auch gegeniiber Erh6hung der Eisenkonzentration. Aus diesem Grunde
wurde neben der vollstindigen Entfernung des Puffers auch versucht, in ein anderes
Puffersystem zu wechseln. Dieses sollte im gleichen pH-Bereich einsetzbar sein und seine
Komponenten weder Eisen komplexieren noch iiber Carboxylatgruppen an die aktive Tasche
des Proteins binden konnen. Verwendete man einen H,PO,/HPO,> -Puffer bei pH 5.6, wofiir
die Konzentration an aKG in der Mutterlauge stufenweise in Schritten von 5 mM entfernt und
die des Puffersystems H,PO,/HPO,> bis zu einer Endkonzentration von 25 mM entsprechend
erhoht wurde, zeigten die Kristalle bei langsamem Wechsel in das Puffersystem keine
duBerlichen  Verdnderungen. Die  Kristalle konnten anschlieBend mit 1mM
Fe(NH,4),(SO4),-6H,0 versetzt werden. Nach 24 h wurden die Kristalle fiir wenige Stunden dem
Luftsauerstoff ausgesetzt. Aus Studien an TfdA (SAARI UND HAUSINGER, 1998) ist bekannt,
dass ein Teil des in Abwesenheit von Substrat durch die ungekoppelte Decarboxylierung von
oKG inaktivierten Enzyms durch Ascorbinsdure reaktiviert werden kann. Daher wurde ein
zweites Experiment mit Pufferaustausch analog zu dem oben beschriebenen durchgefiihrt,
wobei die soak-Losung neben 1 mM Fe(NH,),(SO,),-6H,0 noch 2 mM Ascorbinséure enthielt.
Die Ascorbinsdure konnte im Kristall nicht nachgewiesen werden. Die weitere Auswertung der
Messdaten ergab, dass auch hier Phosphat die o KG aus ihrer Bindestelle verdrdangt hatte und

somit die ungekoppelte Decarboxylierung im Kristall nicht nachgewiesen werden konnte. Beide
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phosphathaltigen Strukturen liegen in der Raumgruppe P2,2,2; vor und unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander.

In einem weiteren Versuch wurde der aKG-Puffer in Schritten von 5 mM ersatzlos aus der
Losung entfernt und anschlieBend wie oben beschrieben ein Fe(Il)-soaking-Experiment
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Losung flir einige Stunden dem Luftsauerstoff
ausgesetzt. Die bei dieser Vorgehensweise erhaltenen Kristalle zeigten eine Verdnderung der
Raumgruppe von P2,2,2, nach 12,2,2, und lieferten Daten bis zu einer Aufldsung von 3.7 A.
Die Qualitdt der Elektronendichte in der aktiven Tasche war so gering, dass offen blieb, ob
Eisen an das Protein koordinierte.

Da nicht auszuschlieBen war, dass die aKG in Abwesenheit von Eisen nur lose an das Protein
bindet und es bei der Entfernung von aKG aus der Mutterlauge schon vor dem Trénken in einer
Fe-Losung zur Entfernung des Kosubstrates aus der aktiven Tasche gekommen war, wurden
Kristalle, die in einer 25 mM aKG-Ldsung gewachsen waren, unter anaeroben Bedingungen in
einer 2.5 mM Fe(Il)-Losung fiir 12 h getrinkt und anschlieBend fiir 36 h Luftsauerstoff
ausgesetzt. Die zuvor farblosen Kristalle nahmen in Gegenwart von Sauerstoff eine starke gelbe
Férbung an, was bei den beiden zuvor beschriebenen Experimenten nicht erfolgt war. Auch hier

wurde eine Raumgruppendnderung von P2,2,2, nach 12,2,2, beobachtet.

4.4 Datensammlung

Die Datensammlung erfolgte an einem Einkreisdiffraktometer mit einer Cu-Drehanode der
Firma Bruker, die mit einem max flux-Spiegelsystem der Firma Osmic und einem MAR345
image plate-Detektor kombiniert war (im folgenden mit MAR abgekiirzt). Die Kristalle wurden
bei einer Temperatur von 100K gemessen.

Weiterhin wurden zur Datensammlung die Strahleinrichtungen BW7B und X11 am Speichering
DORIS der EMBL-AuBenstelle c/o DESY in Hamburg und die Strahleinrichtung BL2 der
Proteinstrukturfabrik ¢/o BESSY in Berlin benutzt. BW7B und BL2 waren mit einem MAR345-
image plate Detektor ausgestattet, an X11 kam ein MARCCD Detektor zum Einsatz. Die
Messtemperatur betrug an allen Strahleinrichtungen ebenfalls 100 K.

Daten zu den einzelnen Messungen sind in den Tabelle 9 -Tabelle 11 im Anhang gezeigt.

Die Zellbestimmung und Integration der Daten wurde mit dem Programm DENZO
(OTWINOWSKI UND MINOR, 1997) vorgenommen, die Skalierung der Daten erfolgte mit
SCALEPACK (OTWINOWSKI UND MINOR, 1997) und alternativ SADABS (SHELDRICK, 1996).
Um SADABS verwenden zu kdnnen, mussten das Format der aus der Integration mit DENZO
erhaltenen Daten zundchst mit dem Programm X2SAD (SHELDRICK, 2003) angepasst werden.

Hatte wéhrend der Datensammlung am Synchrotron eine Injektion stattgefunden, wirkte sich
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diese auf die Intensitdt der Reflexe und damit den R;; aus. Das Programm X2SAD ist in der
Lage, den Datensatz an dieser Stelle zu spalten, was eine bessere Skalierung der Daten
ermdglicht. Allerdings gehen dadurch die Reflexe verloren, die durch diese Spaltung in jedem
der Datenpakete nur teilweise erfasst waren, was sich in einer verringerten Vollstindigkeit der
Daten zeigt. Darauf wurde bei Vergleich und Auswahl der Daten zur weiteren Bearbeitung nach
der Skalierung mit SCALEPACK und alternativ . SADABS geachtet. Der Vergleich der
Datensitze sowie die Bestimmung der Raumgruppe und die Aufteilung der Daten in Arbeits-
und Referenzdatensatz wurde mit dem Programm XPREP (SHELDRICK, 1997) durchgefiihrt.
Die Reflexe des Referenzdatensatzes, die etwa 5% aller Reflexe ausmachen, wurden aufgrund
von nicht-kristallographischer Symmetrie in diinnen Auflésungsschalen, sogenannten thin
shells, ausgewahlt. Es wurden bei allen Datensétzen exakt die gleichen Reflexe verwendet. Der
aus diesem Teil der Daten berechnete Rg.. konnte damit zum Vergleich der Datensitze

untereinander herangezogen werden.

4.5 Strukturlosung

Zur Strukturldsung bietet sich bei Makromolekiilen eine Reihe von moglichen Wegen an. Etwa
30% aller Proteine enthalten in ihrer nativen Form Metallatome. Wahlt man die Wellenlénge bei
der Datensammlung an Kristallen eines solchen Proteins so, dass die anomalen Differenzen
signifikant sind, kann man die Struktur unter Ausnutzung der anomalen Streuung l6sen. Die
anomale Streuung von Schwefel, der in Form von Cystein und Methionin in vielen Proteinen
vorliegt, kann ebenfalls zur Strukturldsung genutzt werden (DAUTER, 1999). Existiert aus
Strukturuntersuchungen an sequenzhomologen Proteinen ein geeignetes Strukturmodell, kann
die Struktur ohne Einbeziehung weiterer Datensitze iiber die Methode des molekularen Ersatzes
(molecular replacement, MR) gelost werden (ROSSMANN UND BLOW, 1962). Bei dem Modell
kann es sich auch um ein NMR-Modell des Proteins selbst handeln.

Durch biochemische Experimente kdnnen weiterhin im Protein enthaltene Methionine gegen
Selenomethionine ausgetauscht werden und die Phasen unter Verwendung anomaler
Differenzen (z.B. iiber multiwavelength anomalous diffraction, MAD) bestimmt werden. Da fiir
die AtsK kein geeignetes Strukturmodell fiir MR existierte und das Enzym weder Cystein noch
Methionin enthélt, war eine Strukturlésung nur iiber eine Derivatisierung mit Schweratomen
moglich. Dazu wurden, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, verschiedene Schweratom-soaks

durchgefiihrt und schlieBlich ein Quecksilberderivat erhalten.
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4.5.1 Anomale Dispersion und Isomorphe Differenzen

Die isomorphen Differenzen fiir den Hg-Datensatz sind in Abb. 7 gezeigt.

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line is based on

input sigmas, the second on variances of F+ and F:

Inf-8.0 - 6.0 - 5.1 - 4.9 - 4.7 - 4.5 - 4.3 - 4.1 - 3.9 - 3.7 - 3.5 - 3.3 A
1.67 1.55 1.44 1.46 1.42 1.34 1.33 1.33 1.32 1.29 1.25 1.16
81.0 Neighbors used on average for F+/F- local scaling
Rint (anom) = 0.0813 before and 0.0814 after local scaling

Abb. 7 Auszug aus XPREP: Die anomalen Differenzen sind bis zu einer Auflésung von 3.5 A zu
erkennen; das Verhiltnis von Signal zum Rauschen ist jedoch nicht stark ausgeprégt.

Das schlechte Signal/Rausch-Verhiltnis kann zum Teil auf die geringe Redundanz der Daten
zuriickgefiihrt werden, die nur 1.9 betrdgt. Der Versuch, allein die anomale Dispersion zur
Bestimmung der Schweratomsubstruktur mit dem Programm SHELXD (USON UND
SHELDRICK, 1999) zu nutzen, gelang nicht. Ein Vergleich mit dem an BW7B gemessenen
Datensatz der apo-AtsK zeigt, dass die Zellkanten von denen des Hg-Datensatzes maximal um
0.5% abweichen (siehe Tabelle 4) und die Kristalle somit als isomorph betrachtet werden
konnen. Der Ry, fiir die Skalierung dieser Datensétze aufeinander weist jedoch auf eine geringe
Isomorphie hin. Beim Vergleich mit anderen, wie Hg-Derivat unter Verwendung von Cu-K,-
Strahlung gemessenen Datensdtzen, fand sich fiir den Kristall aus dem in Kapitel 4.2.2
beschriebenen Gd-soak-Experiment der beste R, fiir die Skalierung, obwohl die Zellen dieser

beiden Datensitze groflere Differenzen aufweisen (siche Tabelle 4).

Tabelle 4 Vergleich der Zellen der verschiedenen Datensidtze sowie des Ry, flir die Skalierung der
Datensitze der apo-AtsK und des Gd-soaks auf den des Hg-Derivat.

Datensatz  |a[A] b [A] c[A] o=p=y |Rin
Hg-Derivat |72.213 145.311 159.369 90° -
apo-AtsK 72.242 145.344 159.457 90° 0.4506 vor und

0.4517 nach local scaling
Gd-Soak 71.738 145.488 158.912 90° 0.3045 vor und
0.2961 nach local scaling

Bei der Kombination der Gd-soak- und des Hg-Derivat-Datensatzes in einem SIRAS-
Experiment konnten mit dem Programm SHELXD (USON und SHELDRICK, 1999) zehn
Schweratompositionen gefunden werden, wobei die Standardparameter fiir SHELXD
beibehalten worden waren und als Zielwert fiir die Zahl der Quecksilberatome acht angegeben
worden war. Die Korrelationskoeffizienten fiir die beste Losung lagen bei 29.84 fiir alle und

19.70 fiir die schwachen Daten, der PATFOM lag bei 10.13. Diese Werte liegen im unteren
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Bereich dessen, was fiir eine geloste Struktur erwartet wird und es war zunéchst nicht eindeutig,

dass die Schweratomsubstruktur tatséchlich richtig bestimmt war.

4.5.2 Schweratompositionen und nicht-kristallographische Symmetrie

Die aus den besten Losungen fiir acht zu bestimmende Quecksilberlagen erhaltenen
Schweratompositionen wurden mit einem flir Versuchszwecke geschriebenen Programm
gemittelt. Die dazugehorigen Kreuzvektoren sind in Abb. 8 dargestellt. Zur Untersuchung auf
nicht-kristallographische Symmetrie wurden die gefundenen Hg-Positionen durch das
Programm XP graphisch dargestellt und ihre Symmetriedquivalente erzeugt. Aus
biochemischen Arbeiten war bekannt, dass die AtsK als Tetramer aktiv ist. Auch erhélt man
einen Wert von vier Monomeren pro asymmetrischer Einheit fiir die AtsK-Kristalle, wenn man
bei dem Elementarzellvolumen von 1672325 A’ und einer Kettenlinge von 301 Aminoséiuren
einen Platzbedarf von 140 A® pro Aminosdure und einen Wasseranteil von 60% annimmt

(MATTHEWS, 1968).
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Abb. 8 Kreuzvektoren aus den bei der Phasenberechnung gemittelten Schweratomlagen. In der ersten
Spalte ist die Nummer des jeweiligen Maxima, in der zweiten der Abstandsvektor zwischen einem Atom
und seinen Aquivalenten, in den iibrigen Spalten die Kreuzvektoren zwischen dem durch die Zeile und
dem durch die Spalte definierten Atom angegeben. Der obere Zahlenwert gibt den Anstand der Lagen, der
untere die Hohe der Patterson minimum function an.

Zudem zeigt die self rotation function mit k=180° zwei deutliche Maxima (siche Abb. 9), aus
denen die Punktgruppe D, fiir die Molekiile der asymmetrischen Einheit abgeleitet werden
konnte. Daher wurde zunédchst von der Koordination zweier Hg-Atome pro AtsK-Monomer
ausgegangen und nach ncs zwischen den ersten acht der zehn Hg-Positionen gesucht.

SchlieBlich konnten iiber eine 2;-Achse die Symmetriedquivalente von Hg2, Hg5, Hg6 und Hg8
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erzeugt und in Ubereinstimmung mit der self rotation function mit den iibrigen Hg-Atomen iiber
drei aufeinander senkrecht stehende zweizdhlige Achsen in Relation gesetzt werden (siehe Abb.
10).

Durch eine Uberlagerung der Aquivalenten Atomlagen iiber die Methode der kleinsten
Fehlerquadrate mit dem Programm LSQKAB (KABSCH, 1976) erhielt man Rotations- und
Translationskomponenten der ncs-Matrix zur Uberfiilhrung der Quecksilberpositionen
ineinander. Die NCS wird auch von den Hg-Atomen Hg9 und Hg10 erfiillt, die genau auf einer

der Drehachsen liegen.

.
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Abb. 9 Self rotation function der AtsK mit k=180° zur Untersuchung auf zweizdhlige, nicht-
kristallographische Symmetrie, durchgefiihrt mit dem Programm GLRF (TONG UND ROSSMANN, 1990).
Der Auflésungsbereich wurde auf 10-4 A beschrinkt und ein Integrationsradius von 25 A eingesetzt. Die
Konturierung wurde in Schritten von 2% ausgehend von der niedrigsten Konturierungsstufe von 35% des
Maximums vorgenommen.

Abb. 10 Uber nicht-kristallographische 222-Symmetrie verwandte Hg-Atompositionen mit den aus der
self rotation function abgeleiteten unabhingigen Drehachsen. Die fiir die Atome verwendeten Farben sind
denen in Abb. 8 angepasst, wobei die Atome gleicher Farbe jeweils den beiden an ein Proteinmonomer
koordinierenden Hg-Atome entsprechen. Eine Ausnahme bilden die gelb dargestellten Hg-Atome, die
sich an der Kontaktflidche der vier zum Tetramer zusammengelagerten Monomere befinden.
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4.5.3 Berechnung der Proteindichte

Die erste Elektronendichtekarte wurde unter Verwendung der Positionen Hgl-HglO, den
nativen unter Verwendung von Cu-K,-Strahlung gesammelter Daten und den Fs-Daten iiber
eine Harker-Konstruktion (HARKER, 1956) berechnet (SHELDRICK, 2001). Bis auf eine
Unterscheidung von Losungsmittel- und Proteinregion war keine Interpretation dieser Dichte
moglich. Zur Verbesserung der Dichte wurde solvent flattening kombiniert mit histogram
matching und ncs-averaging unter Verwendung des Programms DM (COWTAN, 1994)
durchgefiihrt. Dadurch verbesserte sich die Qualitit der Phasen stark (siche Abb. 10).
Gleichzeitig wurde der am Synchrotron gemessene native Datensatz einbezogen und die
Auflésung dadurch schrittweise von 3.8 auf 1.9 A erweitert, so dass man in der damit
berechneten  Elektronendichtekarte  neben  sekundédren  Strukturmerkmalen  auch

Proteinseitenketten erkennen konnte.

mapCC vor — und nach dm — :

e v —
L

0.9 ,(.,-""d_'{—

S

mapCC

G5 %1 70 62 56 52 44 45 42 40 3% 36

Aufldsung [A]

Abb. 11 Die map-Korrelationskoeffizienten mapCC vor und nach der Dichtemodifikation durch DM
aufgetragen gegen die Auflosung.

4.5.4 Generation des Proteinmodells

Das Programm ARP/WARP (PERRAKIS, 1999) wurde zunichst benutzt, um die Hauptketten fiir
die vier Molekiile der asymmetrischen Einheit in der Dichte zu plazieren. Danach bestand das
Modell aus 934 Aminoséduren in 16 Ketten (connectivity index 0.96, R-Wert 18.1%). Danach
wurden ebenfalls mit dem Programm ARP/wWARP unter Einbeziehung der Aminosiduresequenz
die Seitenketten in das Modell eingefiigt. SchlieBlich wurde das erhaltene Modell unter
Verwendung des Programms XtalView (MCREE, 1999) manuell auf mogliche Fehler gepriift
und wenn notig falsche Fragmente entfernt und fehlende Aminoséduren eingebaut. Dazu wurde
eine gewichtete Elektronendichtekarte verwendet, die aus den aus DM erhaltenen Phasen

berechnet worden war. Das Model enthielt 962 Aminosduren in 23 Ketten.
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4.5.5 Strukturlosung der AtsK-Komplexe

Wie die apo-Form der AtsK lagen auch der Na-aKG-AtsK-Komplex, der Fe-aKG-AtsK-
Komplex, der Fe-aKG-n-Butylsulfat-AtsK-Komplex, der Phosphatkomplex, der Na-Succinat-
Komplex und der Na-Succinat-Butylsulfatkomplex in der Raumgruppe P2,2,2; vor. Zur
Strukturlosung konnte in diesen Féllen das Modell der apo-Form als starre Gruppe fiir eine erste
Verfeinerung mit den Programmen REFMACS (MURSHUDOV, 1997) oder CNS (BRUNGER,
1998) benutzt werden. Dabei wurde jedes der vier Monomere der asymmetrischen Einheit als
eigene starre Gruppe definiert. Bei derVerfeinerung AusschlieBlich Translation und Rotation
dieser Gruppen waren erlaubt. Der Aufldsungsbereich wurde auf 8-4 A begrenzt und die
Seitenketten der Aminosiuren, bei denen eine Anderung ihrer Lage relativ zu der in der apo-
Atsk zu erwarten war, aus dem rigid body Model entfernt. Dabei handelte es sich iiberwiegend
um die Aminosduren der aktiven Tasche, die direkt an der Metall-, Kosubstrat- und Substrat-
Bindung beteiligt sind (His108, Asp110, Thr135, His214, His264, Arg275, Arg279). Dies
diente zur Vermeidung von model bias in der Region des Proteins, wo die groften strukturellen
Verdanderungen zu erwarten waren. Model bias entsteht, wenn die Phasen eines bekannten
Modells mit den gemessenen Amplituden zur Berechnung der Elektronendichtekarte verwendet
werden. Die Elektronendichte spiegelt statt der Struktur der zu untersuchenden Verbindung die
des eingesetzten Modells wider, da die Phasen den groferen Beitrag zur Gestalt der Dichte
beitragen.

Zur Strukturlosung der Komplexe, die in der Raumgruppe 12,2,2; vorlagen, wurden zunichst
tiber molecular replacement die beiden Monomere der asymmetrischen Einheit mit dem
Programm MOLREP (VAGIN UND TEPLYAKOV, 1997) positioniert. Es wurde eine MR-Suche
fiir zwei Monomere mit Standard-Rotations- und Translationsfunktion mit dem in der aktiven
Tasche modifizierten Monomer A der apo-AtsK als Modell durchgefiihrt. Die hdchste
Auflésung wurde auf 4 A begrenzt, die niedrigste auf 10 A und der cut-off-Radius auf 25 A
gesetzt. Es ergaben sich ein Korrelationskoeffizient von 0.617 und ein R-Wert von 41.4% fiir

die beste Losung.

4.6 Strukturverfeinerung

Die Strukturverfeinerung wurde fiir alle Strukturen mit dem Programm REFMACS
(MURSHUDOV, 1997) durchgefiihrt. Zundchst wurden die vier bzw. zwei Monomere des
initialen Modells bei reduzierter Auflssung (4 A) als starre Gruppe verfeinert, anschlieBend
wurde mit dem Programm CNS (BRUNGER, 1998) eine Verfeinerung iiber simulated annealing
unter Verwendung von torsion angle dynamics bei voller Auflosung durchgefiihrt. Dies sollte

grobe Fehler im Modell beheben, der Einsatz von torsion angle dynamics verringerte die Zahl
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der Parameter und sollte eine Uberinterpretation der Daten verhindern. Alternativ wurde nach
der Verfeinerung der vier Monomeren als starre Gruppen eine maximum likelihood-
Verfeinerung der Atomkoordinaten und der isotropen Auslenkungsparameter mit REFMACS
bei voller Auflosung durchgefiihrt. Bei dieser Verfeinerung wurden restraints auf die
Atomparameter angewendet und solvent flattening durchgefiihrt. Die durch CNS und
REFMACS erhaltenen Modelle wurden hinsichtlich ihrer Geometrie und der Ubereinstimmung
mit der Elektronendichtekarte verglichen und das bessere Modell zur weiteren Verfeinerung
eingesetzt. Bei der Struktur der apo-AtsK, die mit 1.9 A die hochste Auflosung zeigte, wurde
auf eine Mittelung aller Monomere in der asymmetrischen Einheit im Rahmen eines ncs-
averaging verzichtet. Bei den Strukturen, die eine Aufldsung hoher als 2.4 A aufwiesen, wurde
ein ncs-averaging durchgefiihrt, wobei die Koordinaten der Atome und die
Auslenkungsparameter innerhalb einer Standardabweichung von 0.5 A bzw. 2 A? gleich sein
sollten. Bei den Strukturen mit niedrigerer Auflosung wurden die Werte flir die
Standardabweichung auf 0.05 A bzw. 0.5 A? verringert. Nach jedem Verfeinerungsschritt wurde
das Modell manuell mit dem Programm XtalView (MCREE, 1999) gegen eine bei lo
konturierte, sigmaA-gewichtete 2mF,-DF. und eine bei +2.5¢ konturierte F,-F,
Elektronendichtekarte angeglichen. Wassermolekiile wurden sowohl manuell als auch durch
XtalView entsprechend der Differenzelektronendichte in das Modell eingefiigt. Nach einer
anschlieenden Verfeinerung wurde ihre Lage sowie ihre Auslenkungsparameter iiberpriift, die
in der GrofBenordnung der B-Werte fiir die Proteinseitenketten liegen sollten.

Die Metallatome Fe und Na wurden manuell platziert und ihre Besetzung angepasst. Die
Modelle der Heterogruppen o-Ketoglutarsdure, n-Hexyl-1-sulfat und Succinat wurden den
Datenbanken CDS (ALLEN, 1991; KENNARD und ALLEN, 1993) und PDB (BERNSTEIN, 1977)
entnommen, geometrische restraints auf Bindungslingen und -winkel fiir die Verfeinerung
festgelegt, Lage und Torsionswinkel manuell der Elektronendichte angepasst sowie die
Besetzung ihrer Lagen bestimmt. Das Modell fiir 2-Ethylhexyl-1-sulfat wurde aus den
Koordinaten von n-Hexyl-1-sulfat erzeugt, da die Struktur nicht aus den Datenbanken erhiltlich
war und Versuche zur Kristallisation der Substanz fehlschlugen. Wahrend der Verfeinerung
wurden Teile der fehlenden loops, die in der Elektronendichte erkennbar waren, modelliert.

Fir das Modell der apo-AtsK wurden die Wasserstoffatome bei der Berechnung der
Strukturfaktoren mit einbezogen.

Im Anhang sind in Tabelle 12 die Daten der Verfeinerungen angegeben. In einigen Fillen
konnte die Struktur aufgrund verschiedener Ursachen nicht zweifelsfrei interpretiert oder

verfeinert werden. Daher sind in Tabelle 13 die Ergebnisse der unvollstdndigen Verfeinerungen
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fiir die tibrigen Datensitze angegeben. Darin wird auch auf die Probleme bei Interpretation der

Elektronendichtekarte verwiesen.

4.7 Evaluation der Strukturmodelle

Zur Uberpriifung der Proteinstrukturen wurden die Programme PROCHECK (LASKOWSKI,
1993) und WHAT IF (VRIEND, 1990) eingesetzt. PROCHECK vergleicht die Geometrie des
Modells mit denen von Proteinstrukturen hoher Auflosung aus der PDB, WHAT IF priift
zusdtzlich auf unerlaubte Interaktionen zwischen symmetrieverwandten Molekiilen oder
Wassermolekiilen im Rahmen eines Packungstests.

Mit Hilfe des Ramachandran-Plots (RAMACHANDRAN UND SASSIEKHARAN, 1968) wurden die
Torsionswinkel der Hauptketten graphisch dargestellt. Dabei werden die Torsionswinkel
v (Ci1-N;-C;*-C)) und ¢ (N;-C;*-C;-Ni;1) gegeneinander aufgetragen. Fiir Proteine wurden klar
bevorzugte Kombinationen der beiden Winkel gefunden, so dass das Diagramm in vier
verschiedene Regionen eingeteilt werden kann (bevorzugt, erlaubt, groBziigigerweise erlaubt,
nicht erlaubt). Bei Winkelkombinationen, die in der grof3ziigig erlaubten Region liegen, treten
erste abstoflende interatomare Wechselwirkungen auf, die jedoch durch andere anziehende
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen ausgeglichen werden koénnen. In den
Strukturen der AtsK-Komplexe weichen nur Leu212 (groBziigigerweise erlaubt) und Lys53
(nicht erlaubt) von den fiir Proteine iiblichen Winkelkombinationen ab, die Elektronendichte fiir
diese Aminosduren spricht jedoch fiir diese uniiblichen Winkel.

Die nicht-kristallographische Symmetrie wurde bei den AtsK-Komplex-Strukturen von
REFMACS5 wihrend der Verfeinerung als restraints eingesetzt. Bei der ohne ncs-restraints
verfeinerten apo-Struktur konnte die ncs am Ende der Verfeinerung zur Uberpriifung des
Modells genutzt werden.

Der Vergleich der Monomere in der asymmetrischen Einheit mit Hilfe des Programms ESCET
(SCHNEIDER, 2002) in Hinblick auf bewegliche und starre Regionen im Protein wurde nur fiir
die Struktur der apo-AtsK durchgefiihrt, da durch den Einsatz von ncs-restraints bei der
Verfeinerung aller anderen Strukturen die Monomere in der asymmetrischen Einheit strukturell
nicht mehr als unabhéngig zu betrachten sind. Eine Interpretation dieser Ergebnisse erfolgt

nachfolgend bei der Strukturbeschreibung.

4.8 Generation der Abbildungen

Die gezeigten Abbindungen der Strukturen wurden mit den Programmen BobScript (ESNOUF,
1997), MolScript (KRAULIS, 1991), XtalView (MCREE, 1999) und Raster3D erzeugt. Die mit
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Hilfe von BobScript dargestellten Elektronendichtekarten wurden mit Hilfe des Programmes

SHELXPRO (SHELDRICK, 1996) berechnet.

4.9 XAS

Fir die XAS-Messung wurde die auch zur Kristallisation eingesetzte Probe 1 der AtsK
verwendet. Neben dem Enzym lagen darin 20 mM Tris/HCI-Puffer (pH=7.5) und Spuren von
NaSO, vor. Die Proteinkonzentration betrug 0.6 mM. Dieser Losung wurde Fe** in Form von
Mohrschem Salz und aKG (pH=5.6) in einem molaren Verhéltnis von Eisen zu Protein bzw.
aKG von 0.9 zugesetzt. Die Fe*"/aKG-Stammldsung war zuvor unter anaeroben Bedingungen
hergestellt worden. Diese Losung wurde fiir einige Minuten inkubiert und in fliissigem

Stickstoff eingefroren. Die XAS-Messung erfolgte bei 20K.
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5 Ergebnisse

5.1 Struktur der Alkylsulfatase AtsK

Zur Diskussion der Faltung der AtsK wird im folgenden von der apo-Struktur ausgegangen, da
sie die hochste Auflosung aufweist und sich die Faltung des Proteins durch Koordination
verschiedener Liganden nicht grundlegend &ndert, sondern nur kleine Bereiche auf diese

reagieren. Darauf wird anschliefend in den entsprechenden Unterkapiteln eingegangen.

5.1.1 Tertidarstruktur

Abb. 12 Cartoon-Darstellung der Struktur der AtsK. pB-Faltblétter sind durch Pfeile représentiert, o-
Helices durch Spiralen. Bereiche ohne definierte Sekundérstruktur wurden als Schleifen dargestellt. Die
Aminoséuren der Eisenbindestelle sind durch die ball-and-stick-Darstellung hervorgehoben.

In Abb. 12 ist die Struktur in Cartoon-Darstellung gezeigt, Abb. 13 gibt das
Topologiediagramm wieder. Im Zentrum der Struktur befindet sich das fiir die Enzymfamilie
der aKG-abhingigen Dioxygenasen charakteristische jelly roll-Motiv. Es besteht aus zwei 3-
Faltblattern, die sich zu einem Zylinder anordnen, der an der oberen Seite breit genug ist, um
Liganden darin zu binden, nach unten aber eng wird, so dass er nicht als Kanal fiir Wasser oder
Substrate der Katalyse geeignet ist. Die Strange B1, 2, B3, B14, 6, p16 und B4 bilden das

groflere Faltblatt (blau dargestellt), das kleinere setzt sich aus den antiparallelen Stringen B35,
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B15, B7 und B13 zusammen (gelb dargestellt). Wie man in Abb. 12 erkennen kann, ist das gro3e
B-Faltblatt gedreht und die Anordnung der Faltblatter bis auf die Stringe 32 und (33 antiparallel.

5295“ K300
C
G208/ "\ H202 _ V198 “ Y192
*

piso|  L244

L147|- c Ll
T262 Imaa

va4s

R248

Abb. 13 Das Topologiediagramm gibt die Struktur der AtsK schematisch wieder. Die Farben sind denen
in Abb. 12 angepasst. Bereiche, fiir die keine Aminoséuren im Modell modelliert werden konnten, sind
gestrichelt dargestellt.

Der sieben Aminoséuren lange loop, der die Stringe 4 und 5 und damit die beiden Faltblatter
verbindet, kann nicht in der Elektronendichtekarte lokalisiert werden. Das grof3e Faltblatt wird
von den o-Helices oA und aB (rot dargestellt) flankiert. Vergleichbare flankierende Helices
treten bei allen bekannten Dioxygenasestrukturen auf, ihre Rolle ist wahrscheinlich eine
strukturelle. Ein Teil des loops, der die Helix aB mit dem B-Strang 34 verbindet, ist ebenfalls
fehlgeordnet und die vier Aminoséuren His81, Pro82, Thr83 und Val84 kdnnen nicht modelliert
werden. Neben dieser unter den aKG-abhingigen Dioxygenasen strukturell konservierten
Domine des Proteins findet sich eine zweite Doméne, die zwischen Alal38 und Val245 in die
Sequenz insertiert ist. Ausgehend von den B-Stringen B7 und B13 setzt sie sich aus drei o-
Helices (oC, oD und oE) und zwei antiparallelen Faltblattern (f10, B11 bzw. B9, B8, B12)
zusammen, die aus zwei bzw. drei B-Stringen gebildet werden. Das zweite [(-Faltblatt wird
antiparallel von 17 des C-Terminus flankiert. Weitere Wechselwirkungen zwischen den beiden

Doménen werden durch eine Reihe von Salzbriicken (Glu207-Lys53, Glul46-Arg23, Glu285-



50 Ergebnisse

Arg200 und Asp258-His202) und Wasserstoftbriicken (Arg23-Glul46, Arg23-Asn243, Serl106-
His214, Trp107-His214, Glu211-Arg260, Thr112-His 196, Thr112-His 162, Phel13-Thr297,
Glul15-Thr297, Arg200- Glu285 und His202-Asp258) vermittelt. Ein 24 Aminoséuren langer
loop zwischen den B-Strangen B8 und B9 von Tyr166-Thr190 konnte fiir die apo-Struktur nicht
modelliert werden. Nur in der Struktur des Fe-Succinat-Komplexes wurden die Aminosduren
Tyr166-Alal69 in der Elektronendichtekarte als loop iiber dem offenen Ende des jelly roll-
Zylinders sichtbar. Die Art der Koordination sowie seine Rolle werden in Kapitel 5.2.9 néher
erldutert.

Da die fiir die Katalyse wichtigen Aminosduren alle in der konservierten ersten Doméne
lokalisiert sind, kdnnte die Funktion der zweiten Doméne in der Bildung des biologisch aktiven
Tetramers liegen (siche Kapitel 5.1.2). Strukturvergleiche mit der Insertion und den in der
Proteindatenbank PDB (BERMAN, 2000) deponierten Strukturen mit dem Programm DALI
(HOLM und SANDER, 1996) haben eine Homologie zu den Insertionen bei den aKG-abhéngigen
Dioxygenasen” TauD, CAS und GAB aufgezeigt. Im Falle von TauD kann man von einer
groflen strukturellen Verwandtschaft sprechen, die Homologie zwischen den Insertionen von
AtsK und TfdA und CAS ist nur gering. Es wurden keine analogen Regionen in Proteinen
gefunden, die nicht zu den aKG-abhdngigen Dioxygenasen gehoren. Bei TauD vermittelt die
Insertion die Bildung des biologisch aktiven Oligomers, bei dem es sich in diesem Fall um ein
Dimer handelt (O'BRIEN, 2003). Die Struktur des Proteins GAB, welches in Ldsung als
Tetramer vorliegt, liefert einen weiteren Beleg fiir die Rolle der zweiten Doméine als
Oligomerisierungsfldche. Die Helices der zweiten Doméne sind an der Bildung eines Tetramers
beteiligt, das anders als im Falle der AtsK kristallographische vierzéhlige Symmetrie aufweist.
Zwei Tetramere sind im Kristall jeweils so angeordnet, dass sie ein face-to-face-Dimer bilden.
Die Monomere der beiden einander gegeniiberliegenden Tetramere wechselwirken iiber ihre C-
Termini miteinander (CHANCE, 2002)’. Die Clavaminatsynthase CAS liegt in Losung als
Monomer vor (JANC, 1995) und auch im Kristall wurden keine Wechselwirkungen zwischen
den Helices der zweiten Doméne mit denen benachbarter Proteinmolekiile beobachtet.

Die aktive Tasche befindet sich an der offenen Seite des jelly roll-Zylinders. In der
Kristallstruktur grenzt sie direkt an den Losungsmittelbereich. Da jedoch die beiden
fehlgeordneten loops zwischen Ala80 und Pro85 und Glul65 und Tyr191 nahe der aktiven

Tasche positioniert sind, ist es moglich, dass sie die aktive Tasche unter physiologischen

Die Strukturen anderer o-ketoglutarsiureabhingiger Dioxygenasen werden in Kapitel 5.4 eingehend
diskutiert.

*Dem widersprechend wird das Oligomer im Kristall von den Autoren als Tetramer beschrieben und die
Verkniipfung zweier Tetrameren zu einem Dimer von Tetrameren nicht erwéhnt.
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Bedingungen wihrend der Katalyse abdecken. Eine entsprechende Orientierung dieser flexiblen
Aminosdure wurde aber in keiner der AtsK-Substrat-Strukturen nachgewiesen.

Wie in vielen Proteinstrukturen konnen auch bei der AtsK einige terminale Aminosduren
aufgrund ihrer groBen Beweglichkeit nicht modelliert werden. Da hier die fehlenden zwolf
Aminosduren am N-Terminus sowie die letzte Aminosdure der Sequenz nicht in unmittelbarer
Néhe der aktiven Tasche positioniert sind, ist eine Beteiligung an der Enzymkatalyse nicht zu
erwarten.

Allgemein werden in Enzymen neben Salzbriicken, Wasserstoffbriicken und hydrophoben
Wechselwirkungen auch Schwefelbriicken zwischen Cysteinen zur Stabilisierung der
Tertidrstruktur eingesetzt. Die AtsK enthilt keine schwefelhaltigen Aminosduren und damit
auch keine Schwefelbriicken. Wahrscheinlich ist das Fehlen dieser Aminosduren darauf
zuriickzufiihren, dass es sich bei der AtsK um ein Enzym handelt, das unter Schwefelmangel
gebildet wird. Der Einbau von schwefelhaltigen Aminosduren wiirde sich unter diesen
Bedingungen nachteilig auf die maximale Enzymproduktion auswirken und scheint daher

evolutiondr nicht begiinstigt.

5.1.2 Quartirstruktur

Aus Gelfiltrationsexperimenten ist bekannt, dass die Masse der aktiven Spezies der AtsK mit
121 kDa der eines Tetramers entspricht (KAHNERT UND KERTESZ, 2000). Die self rotation
function fiir die apo-Form der AtsK zeigt, dass auch im Kristall ein Tetramer mit 222-

Symmetrie vorliegt. Seine Struktur ist in Abb. 14 dargestellt.

Abb. 14 Cartoon-Darstellung des biologisch aktiven Tetramers der AtsK. Zur Bezeichnung der
Monomere siche Text.
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Das Enzym besitzt zur Bildung der aktiven Spezies zwei Kontaktstellen. Zum einen bilden zwei
der Helices der zweiten Domédne Salzbriicken (aD(A) und oD(B): Glul53(A)-Lys157(B),
Glul53(B)-Lys157(A)) bzw. Wasserstoffbriicken (aE(A) und aoE(B): Asp226(A)-His237(B),
His229(A)-His229(B), Asp226(B)-His237(A)) miteinander aus und der Kontakt wird zusétzlich
iiber hydrophobe Wechselwirkungen in dem durch die vier Helices eingeschlossenen Raum
stabilisiert. Gleiches gilt flir die beiden Monomere C und D.

Zum anderen wechselwirken die Monomere A und D und entsprechend B und C iiber
hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den beiden inneren Stréngen im kleineren -Faltblatt
des jelly roll-Zylinders und dem loop zwischen B13(A,D) und oE(A,D) miteinander und es
treten sowohl direkte (jeweils Pro19-Arg248, Gly22-Asp269, Asnl105-Glu242, Glu242-Tyr265,
Glu242-Asp268, Thr244-Arg246) als auch wasservermittelte Wasserstoffbriicken zwischen den
jelly roll-Zylindern der Monomere auf.

Durch diese Anordnung der Monomere entsteht im Inneren des Tetramers ein Hohlraum von 7
x 14 x 37 A’ zwischen His229 A und D bzw. B und C, GIn228 A und D bzw. B und C sowie
Ser106 A und D bzw. B und C, der jedoch nur von zwei Seiten gegen das dullere Losungsmittel
abgeschirmt ist. Die Oberfliche dieses Hohlraums ist polar. Die sich an sie anlagernden
Wassermolekiile sind zwischen den verschiedenen AtsK-Strukturen weitgehend konserviert.
Die Verbindungsstelle der Monomere A und B bzw. C und D wird durch die Aminoséduren
GIn228 und His229 der jeweiligen Monomere beschrieben. Im Quecksilberderivat der AtsK
koordinieren Hg9 und Hgl0 an diese Aminosduren, von wo aus auch die aktive Tasche des
Proteins zuginglich ist. Ob die Bindestelle an GIn228 und His229 dem Enzym als Speicherort
fiir Metallkationen dient, ist fraglich, da in den eisenhaltigen Strukturen an diesen Stellen kein
Eisen gefunden wurde. Allerdings sei in diesem Zusammenhang darauf hingewiesen, dass der
flexible, im Modell nicht vorhandene loop zwischen Glul65 und Tyr191 lang genug ist, um
sowohl an die aktive Tasche als auch in den Hohlraum zu koordinieren und einen aktiven

Stofftransport dazwischen zu ermoglichen.

5.1.3 Vergleich der Monomere

Vergleicht man die Strukturen eines Proteins in unterschiedlichen Umgebungen, sei es nun der
Vergleich unabhingiger Monomere in der asymmetrischen Einheit eines Kristalls oder die
Struktur des Enzyms in unterschiedlichen Kristallformen, kann man flexible und starre Bereiche
zuteilen. Uberlagert man die starren Bereiche aus den einzelnen Strukturen, kann man die
Flexibilitit des Proteins untersuchen. Das zum Vergleich der Monomere benutzte Programm
ESCET (SCHNEIDER, 2002) sucht die starren Teile des Molekiils iiber die Unterschiede in den

interatomaren Abstinden. Das Programm beriicksichtigt bei der Zuordnung zu starren und
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flexiblen Regionen auflerdem die unterschiedliche Giite der verglichenen Strukturen. Die Giite
der Werte fiir die interatomaren Abstinde wird dabei ausgehend von der Zahl und
Vollstiandigkeit der Daten, des R- bzw. Rg..-Wertes, der maximalen Auflosung und der Zahl der
vollstdndig besetzten Lagen iiber eine modifizierte Form des diffraction-component precision
index DPI (CRUICKSHANK, 1999) unter Einbeziehung der B-Werte der einzelnen Atome
berechnet. Dies hat gegeniiber einer einfachen Uberlagerung nach der Methode der kleinsten
Fehlerquadrate den Vorteil, dass das Ergebnis unabhingig davon ist, welcher Teil des Molekiils
als starre Gruppe definiert und superpositioniert wurde und dass die Ungenauigkeit der
Messung beriicksichtigt wird.

Bei der Verfeinerung der apo-Form der AtsK wurde, wie in Kapitel 0 beschrieben, aufgrund der
guten Aufldsung der Struktur von 1.9 A auf die Anwendung von ncs-restraints verzichtet.
Daher sind die Modelle der vier Monomere der asymmetrischen Einheit voneinander

unabhingig.

These statistics are based on 236 atoms found in all atom sets to be analysed.

AL[1] [apo-AtsK A] <esd> = 0.074 +/- 0.020 from 0.044 to 0.196 > 254 sel.
AL[2] [apo-AtsK B] <esd> = 0.075 +/- 0.020 from 0.047 to 0.198 > 255 sel.
AL[3] [apo-AtsK C] <esd> = 0.087 +/- 0.027 from 0.048 to 0.192 > 242 sel.
AL[4] [apo-AtsK D] <esd> = 0.099 +/- 0.036 from 0.046 to 0.226 > 244 sel.

==> The following residues form a conformationally invariant region:
Al6-A36,A44-A62,A71-A76,A78-A79,A104-A148,A150-A164,A192-A273,
A279-A292,A294-A299

Pairwise Comparison of entire models:

Threshold value of lolim = 2.00.

The first line gives the mean coordinate uncertainties in Angstroems.
The current analysis is based on 236 atoms found in all atom sets to
be analysed.

apo-AtsK A apo-AtsK B apo-AtsK C apo-AtsK D
<esd> [A] 0.07 0.07 0.09 0.10
apo-AtsK A * 99.3%* 97.8 96.0
apo-AtsK B 97.5 96.7
apo-AtsK C * 98.1%*

Abb. 15 Ausziige aus der Protokoll-Datei des Programms ESCET beim Vergleich der vier Monomere der
asymmetrischen FEinheit der apo-Form der AtsK. Als Untergrenze fiir die fehlergewichteten
Abstandsdifferenzen wurde 2c verwendet. Basierend auf dem DPI sind im oberen Teil die mittleren
Standardabweichungen fiir die Atomkoordinaten angegeben, weiterhin wurde die Zahl der Aminoséuren
(bzw. der Ca-Atome) pro Monomer angegeben. Nachfolgend sind die Aminoséuren aufgelistet, die Teile
starrer Gruppen sind. Im unteren Teil findet sich eine Kreuztabelle zum Vergleich der Monomere
untereinander. Monomer A und B sowie C und D kdnnen als anndhernd gleich angesehen werden.

In Abb. 15 ist ein Auszug aus der Protokoll-Datei des Progammes ESCET dargestellt. Es zeigte
sich, dass die Giite der Modelle fiir die vier Monomere unterschiedlich ist. Die Monomere A
und B sind etwa vergleichbar beziiglich B-Werte und Vollstindigkeit des Modells und

insgesamt deutlich besser als die Monomere C und D.
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Abb. 16 Cartoon-Darstellung der Struktur der AtsK. Bereiche mit geringer Flexibilitdt sind blau, solche
mit hoher Flexibilitét rot dargestellt. Die Unterschiede zwischen den vier unabhidngigen Monomere der
asymmetrischen Einheit der apo-Form der AtsK sind auf kleine Teile des Proteins beschrénkt.

In der Cartoon-Darstellung des Proteins in Abb. 16 wurden die flexiblen Regionen des Proteins
in rot hervorgehoben. Die beweglichsten Teile des Proteins sind die sich an den jelly roll-
Zylinder anlagernden a-Helices A und B, die nicht an der Ausbildung des Tetramers beteiligt
sind und im Kristall an den Losungsmittelbereich grenzen.

Weiterhin wurde das jeweils beste Modell einiger AtsK-Komplexe untereinander verglichen.
Der Grund, warum nicht alle untersuchten Komplexe in den Vergleich einbezogen wurden, liegt
in der Ungenauigkeit der Modelle. Die Ungenauigkeit der Bindungslédngen und -winkel ist im
Falle der Strukturen niedriger Auflésung so hoch, dass diese Strukturen bei einem Vergleich
untereinander als identisch im Rahmen der Messungenauigkeit angesehen werden.Wie in der
Kreuztabelle in Abb. 17 erkennbar, kann man die Strukturen der AtsK-Komplexe in zwei
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe ist strukturell mit der apo-Form der AtsK verwandt, die
zweite Gruppe umfasst den Fe-oaKG-Substrat- und den Fe-Succinat-Komplex, die einen
groBeren Unterschied zu der apo-Form aufweisen. Der Na-aKG-Hexylsulfatkomplex (AL[7])
muss formal zu beiden Gruppen gezéhlt werden, da die Ungenauigkeit der Atomkoordinaten
keine Zuordnung erlaubt. Die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen sind jedoch sehr
gering, da — bei einer Untergrenze von 3o fiir signifikante Abweichungen der Strukturen — alle
Komplexe als gleich anzusehen sind. In Abb. 18 sind die flexiblen Bereiche des Enzyms im
Vergleich der verschiedenen Komplexe graphisch dargestellt. Wie schon im Vergleich der vier
Monomere der asymmetrischen Einheit der apo-AtsK wird die Beweglichkeit des an
Losungsmittelbereiche grenzenden Teils des jelly roll-Zylinders und der angelagerten Helix
deutlich. Weiterhin variiert die Lage der Aminosduren, die an den fehlenden loop zwischen

Glul65 und Tyr191 grenzen. Dies kann einerseits auf eine wichtige Rolle der Aminosiuren in
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diesem loop hindeuten. Andererseits muss berilicksichtigt werden, dass die Qualitdt der

Elektronendichte zu diesen Bereich hin abnimmt und es in der Folge wihrend der Verfeinerung

zur Fehlinterpretation gekommen sein kann.

Abb. 17 Ausziige aus der Protokoll-Datei des Programms ESCET beim Vergleich der jeweils besten
Monomere der asymmetrischen Einheit verschiedener Komplexe der AtsK. "Fe aKG substrat”
bezeichnet den Fe-aKG-2-Ethylsulfat-Komplex, "Na_oKG_substrat" den Na-aKG-Hexylsulfat-AtsK-
Komplex. Als Untergrenze fiir die fehlergewichteten Abstandsdifferenzen wurde 1.5c¢ verwendet.
Basierend auf dem DPI sind im oberen Teil die mittleren Standardabweichungen fiir die Atomkoordinaten
angegeben, weiterhin wurde die Zahl der Aminoséduren (bzw. der Co-Atome) pro Struktur angegeben.
Nachfolgend sind die Aminoséuren aufgelistet, die Teile starrer Gruppen sind. Im unteren Teil findet sich
eine Kreuztabelle zum Vergleich der Strukturen untereinander.

Abb. 18 Cartoon-Darstellung der Struktur der AtsK. Bereiche mit geringer Variation zwischen den
verglichenen AtsK-Strukturen sind blau, solche mit strukturellen Verdnderungen >1.5c rot dargestellt.
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5.2 Die aktive Tasche der AtsK

Die aktive Tasche der AtsK ldsst sich in die Eisen- und Kosubstratbindestelle sowie die
Substratbindestelle unterteilen. Die Aminosduren, die das Eisenatom koordinieren, folgen in
allen Dioxygenasen dem Muster His-X-Asp/Glu-X,-His. Sie wurden nach dem Vergleich der
Primérstruktur von TauD, TfdA und AtsK aus dem Organismus Pseudomonas aeruginosa fiir
die hier beschriebene AtsK aus Pseudomonas putida S-313 mit His108, Asp110 und His162
angegeben (KAHNERT und KERTESZ 2000). Mit der Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass
statt His162 His264 an der FEisenbindestelle beteiligt ist. Die an der oKG- und der
Substratbindung beteiligten Aminosduren waren fiir AtsK nicht durch biologische Experimente
charakterisiert worden. Somit war neben der Bestimmung der Struktur der AtsK in der nach der
Expression und Aufreinigung vorliegenden apo-Form auch die verschiedener aKG- und
Substrat-Komplexe von Interesse.

Da nicht bekannt ist, ob es sich bei den Sulfatestern um die natiirliche Substrate der AtsK
handelt, wurden von der Struktur der Substrat-Koordinationsstelle Hinweise zur Substratpalette
erwartet.

Rontgenstrukturanalysen wie die in dieser Arbeit durchgefiihrten sind flir sich alleine
genommen nicht in der Lage, dynamische Prozesse wihrend der Katalyse aufzulosen. Indirekt
kann aber iiber die Untersuchung der verschiedenen stabilen Zwischenstufen oder von Analoga
der instabilen Zwischenstufen die Reaktionsdynamik abgeleitet werden. Daher wurde zunéchst
die apo-Form der Atsk untersucht und nachfolgend die Struktur des Fe-aKG-, Fe-aKG-
Substrat- bzw. des Fe-aKG-Substrat-NO-Komplexes (als O,-Komplexanalogon) bestimmt, um
den Ablauf der Bildung des aktiven Sauerstoffkomplexes zu untersuchen. Nach kinetischen
Untersuchungen an einem verwandten Protein (HOLME, 1975) lduft die Bindung von Eisen vor
der Koordination von aKG an das Enzym ab. Der Fe-AtsK-Komplex konnte nicht erhalten
werden, da das Eisen durch die Komplexbildung mit Citrat maskiert wird und nicht fiir die
Bindung an das Protein zur Verfiigung steht.

Im weiteren Verlauf der Katalyse treten Radikalzwischenstufen und eine Fe(IV)=0-Spezies auf,
deren Lebensdauer zu kurz fiir die Bestimmung der Kristallstruktur ist. Die néchsten
kristallographisch fassbaren Intermediate der Katalyse sind die succinathaltigen Komplexe, die
die Enzymzwischenstufe nach der Decarboxylierung des Kosubstrates darstellen. Hierzu
wurden Kristalle untersucht, die in Anwesenheit von Succinat anstelle von aKG gewachsen
waren und in die nachfolgend durch Tranken Fe(Il) bzw. Fe(Il) und Substrat eingefiihrt worden
war. Weiterhin sollte der Ablauf einer Nebenreaktion analysiert werden, die bei einigen

Enzymen der Familie in Abwesenheit von Substrat ablduft und wéhrend der, unter
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Deaktivierung des Proteins, aKG in Succinat umgewandelt wird. Dazu wurden die Strukturen
der Fe-aKG-AtsK- und der Fe-Succinat-AtsK-Komplexe mit der Struktur eines Kristalls, der
nach dem Trénken in einer Fe(Il)-Losung unter Schutzgasatmosphire Luftsauerstoff ausgesetzt
worden war, verglichen.

Letztlich wurden von allen Fe-haltigen Komplexen auch die Na-Analoga untersucht, um die

strukturelle Funktion des Eisens zu bestimmen.

Im folgenden sollen diese verschiedenen Kristallstrukturen beschrieben und mit der
Ligandenbindung einhergehende Anderungen am Enzym hervorgehoben werden.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden in den graphischen Darstellungen nur die
Aminosduren, nicht aber die einzelnen Atome beschriftet. Die Benennung der Atome kann Abb.

19 entnommen werden, in dem der Aufbau der aktiven Tasche skizzenhaft dargestellt ist.
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Abb. 19 Skizzenhafte Darstellung des Aufbaus der aktiven Tasche von AtsK mit Fe, aKG und 2-
Ethylhexylsulfat zur Verdeutlichung der Atomnomenklatur.
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Tabelle 5 zeigt eine Zusammenfassung der im folgenden beschriebenen Strukturen mit den
wichtigsten, Besonderheiten darstellenden Eigenschaften sowie den bei der Interpretation der
Daten auftretenden Probleme. Abb. 20 gibt die Struktur der Eisen- und Kosubstratbindestelle

der in den nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Komplexe in einer Ubersicht wieder.
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Tabelle 5 Angaben zur Struktur der verschiedenen AtsK-Komplexe

AtsK-Struktur

Besondere Eigenschaften

Probleme

apo-AtsK-Struktur

Auflosung: 1.89 A Raumgruppe: P2,2,2,

His 214 in Richtung His108 orientiert

Ligand (Citrat/Acetat ?) in
Kosubstratbindestelle nicht

modellierbar

Auflosung: 2.1 A, Raumgruppe: P2,2,2,

planare aKG-Konformation

Na-aKG-AtsK-

Na ist fiinffach koordiniert
Struktur

aKG-Koordination fiihrt zum Umklappen

von His214 weg von His108

Auflésung: 2.05 A, Raumgruppe: P2,2,2,
Fe-aKG-AtsK- ) B

nicht-planare aKG-Konformation Fe-Ligand-Absténde variieren stark
Struktur

Fe ist oktaedrisch koordiniert

Auflosung: 2.7 A, Raumgruppe: 12,2,2,
Na-aKG- oKG koordiniert nicht iiber Carbonylgruppe Substratmolekiil nur in einem der
Hexylsulfat- an Fe Monomeren und mit reduzierter
Struktur Substratbindung fiihrt zur Fixierung von Besetzung zu modellieren

His81

Auflosung: 2.05 A, Raumgruppe: 12,22, beide Enantiomere des Substrates
Fe-oKG-2- o )

koorinieren an das Protein, so dass

Ethylhexylsulfat-

AtsK-Struktur

Eisen ist funffach koordiniert

die Lage von C2 schlecht definiert

ist

Fe-aKG-
Hexylsulfat-AtsK-
Struktur

Auflosung: 2.25 A, Raumgruppe: 12,2,2,

Koordination von Hexylsulfat ist

wahrscheinlich

Sulfatester kann nicht in
Elektronendichte an Substrat-

bindestelle eingebaut werden

Fe-aKG-
Butylsulfat-AtsK-
Struktur

Auflosung: 2.07 A, Raumgruppe: P2,2,2,

Butylsulfat bindet nicht an AtsK

Fe-aKG-Heptyl-
sulfonat-Struktur

Auflésung: 3.1 A, Raumgruppe: 12,2,2,
Heptylsulfonat koordiniert an die

Sulfatbindestelle

positive Differenzelektronendichte
in der Umgebung des Sulfonates
kann nicht interpretiert werden, sie
ist vermutlich Resultat der
Koordination durch einen oder

mehrere der flexiblen loops

Na-Succinat-AtsK-
Struktur

Aufldsung: 2.15 A, Raumgruppe: P2,2,2,
His214 in Richtung His108 orientiert
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Fortsetzung Angaben zur Struktur der verschiedenen AtsK-Komplexe

AtsK-Struktur

Besondere Eigenschaften

Probleme

Fe-Succinat-AtsK-
Struktur

Auflosung: 2.15 A, Raumgruppe: P2,2,2,

Tyr168 koordiniert an das Eisen
Tyr166-Alal69 sind sichtbar (vorher Teil
des flexiblen loops zwischen Glul65 und
Tyrl91)

Na-Succinat-
Hexylsulfat-AtsK-
Struktur

Aufldsung: 3.1 A, Raumgruppe: 12,2,2,

Hexylsulfatmoldekiil nur in
Monomer A und mit verminderter

Besetzung modellierbar

Na-Succinat-
Butylsulfat-AtsK-
Struktur

Auflésung: 3.3 A, Raumgruppe: P2,2,2,

Butylsulfat bindet nicht an AtsK

Fe-Succinat-
Hexylsulfat-AtsK-
Struktur

Auflosung: 3.3 A, Raumgruppe: P2,2,2,

Tyr168 koordiniert an Fe

moglicherweise liegt eine
Fehlordnung zwischen dem
Hexylsulfat-Komplex und der Tyr-

Koordination vor

aKG-Decarboxy-
lierung (P;-Puffer)

Aufldsung: 2.9 A, Raumgruppe: P2,2,2,
Phosphapuffer verdriangt aKG aus
Bindestelle

aKG-Decarboxy-
lierung

(P;-Puffer & VitC)

Auflosung: 2.6 A, Raumgruppe: P2,2,2,

kein VitC an AtsK gebunden

aKG-Decarboxy-
lierung

(ohne Puffer)

Aufldsung: 3.7 A, Raumgruppe: 12,2,2,

Auflésung zu niedrig zur
Modellierung von Liganden im

Bereich der aktiven Tasche

aKG-Decarboxy-
lierung

(aKG-Puffer)

Auflésung: 2.6 A, Raumgruppe: 12,2,2,

Inhalt der aktiven Tasche kann nicht
eindeutig. Mogliche Liganden:

a) Succinat und Carbonat

b) Fehlordnung zwischen aKG und

Succinat

c¢) Lagefehlordung von aKG
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Abb. 20 Darstellung der Struktur der aktive Tasche der nachfolgend beschriebenen AtsK-Komplexe.
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Fortsetzung Abb. 20 Darstellung der Struktur der aktive Tasche der nachfolgend beschriebenen AtsK-
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64 Ergebnisse

5.2.1 apo-AtsK
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Abb. 21 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle der apo-Form der AtsK. Die Eisenbindestelle ist mit Na
besetzt, ein Ligand fiir die Kosubstratbindestelle konnte nicht modelliert werden.

Kristalle der apo-Atsk wurden aus einer Proteinprobe erhalten, die in Abwesenheit von Eisen
exprimiert und aufgereinigt worden war. Sie liegen in der Raumgruppe P2,2,2; vor und die
Daten umfassen einen Aufldsungsbereich von 20-1.89 A. Im Vergleich mit den Strukturen
anderer aKG-abhdngiger Dioxygenasen und mit Hilfe der biochemischen Vorarbeiten konnte
die Lage zwischen den Aminosdureseitenketten von Hisl108, Aspl10 und His264 als
Eisenbindungsstelle identifiziert werden. An dieser Stelle lag positive Differenzelektronendichte
vor, in die aufgrund der Abwesenheit von Eisenionen in der Ldsung ein Wassermolekiil
eingefiigt wurde. Die Abstinde der verfeinerten Lage zu den koordinierenden Proteinatomen
variierten zwischen den einzelnen Monomeren stark und es wurden Werte zwischen 2.2 und
3.1 A gefunden, wobei der Mittelwert fiir die Histidinkoordination bei je 2.6 A und die
Aspartatkoordination bei 2.4 A lag (vergleiche hierzu Tabelle 6). Der Vergleich mit typischen
Wasserstoffbriicken, die in der Regel um 2.8 A lang sind und die zigarrenformige
Elektronendichte um das Wassermolekiil legten nahe, dass statt des Wassermolekdils in einigen
Féllen ein Metallkation an die Eisenbindestelle koordiniert. Das einzige in der
Kristallisationslosung vorhandenen Metallion war Natrium. Eine Besetzungsfehlordnung
zwischen Wasser und Natrium lie sich jedoch nicht zufriedenstellend modellieren. Daher
wurde an dieser Stelle nur ein teilbesetztes (50-70%) Natriumatom in das Modell eingefiigt
(siche Abb. 21), was den gefundenen Bindungsldngen besser Rechnung trigt, eine Koordination

von Wasser an die Eisenbindestelle aber nicht ausschlief3en soll.
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Tabelle 6 Na-Proteinabstinde in den vier unabhingigen Monomeren der apo-AtsK-Struktur.

apo-AtskK His108(Ne2)-Na (A) | Asp110(081)-Na (A) |His264(Ne2)-Na (A)
Monomer A 2.60 2.24 2.27
Monomer B 2.84 2.35 2.19
Monomer C 2.63 2.76 3.11
Monomer D 2.37 2.27 2.65

Ein vollbesetztes Wassermolekiil an dieser Stelle wurde in der Kristallstruktur der apo—-DAOCS
(VALEGARD, 1998) modelliert, was mit den deutlich ldngeren Abstinde zu den
Proteinseitenketten iibereinstimmt (His183-H,O 4.4 A, Aspl185-H,O 2.3 A und His243-H,0
3.3A).

Weitere positive Differenzelektronendichte wurde zwischen der Eisenbindestelle und Arg275 an

der Unterseite der aktiven Tasche gefunden (siche Abb. 22).

{ o His108
Aspl10
‘a] *

His264

Thr135

\l Arg275

Abb. 22 Differenzelektronendichte F,-F. (konturiert bei 2.5 o) in der aktiven Tasche zwischen der His-X-
Asp-X,-His-Eisenbindestelle und der Unterseite der aktiven Tasche im Monomer B der apo-AtsK-
Struktur. Das Citratmolekiil wurde manuell in die Elektronendichte eingefiigt.

Die Form der Elektronendichte deutet auf eine Koordination von Carboxylatgruppen an die
Argininseitenkette Arg275 sowie an das Natriumatom hin. Da sowohl Citrat- als auch
Acetationen in der Kristallisationslosung vorhanden waren, handelt es sich vermutlich um eine
lose Koordination durch diese Additive in unterschiedlichen Anteilen, denn eine Modellierung

allein von Citrat an dieser Stelle konnte die Giite des Modells nicht verbessern.
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5.2.2 Na-aKG-AtsK-Komplex
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Abb. 23 Struktur der Fe- und o KG-Bindestelle im Na-aKG-AtsK-Komplex. Die Eisenbindestelle ist mit
Na besetzt, das Kosubstratmolekiil lagert sich mit einer anndhernd planaren Konformation an das
Metallion und das Protein an.

Die Kristalle des Na-aKG-AtsK-Komplexes liegen in der Raumgruppe P2,2,2; vor und die
Aufldsung der Daten liegt bei 2.1 A. Die Kristallstruktur zeigt, dass es sich bei der oben
beschriebenen Tasche zwischen dem Metallion und der Seitenkette von Arg275 um die
Kosubstratbindestelle handelt (siche Abb. 23). Die a-Ketoglutarsdure koordiniert mit ihrem
Oxocarboxylatende iiber AKG(0O2) und AKG(O5) an das Metallion, bei dem es sich wie in der
apo-AtsK-Struktur ebenfalls um ein Natriumatom handelt, wie vergleichbare Bindungsldangen
(nicht gezeigt) bestitigen. In der oktaedrischen Koordinationssphire des Natriums orientiert
sich die aKG dabei so, dass ihre Carboxylgruppe trans-stindig zu His264 und die
Carbonylgruppe gegeniiber Aspll0 zu liegen kommt. Dabei bleibt die sechste
Koordinationstelle gegeniiber His108 frei. Nur in Monomer B konnte an dieser Stelle geringe
positive Differenzelektronendichte gefunden werden (sieche Abb. 24). Die Abwesenheit eines
sechsten Liganden konnte dadurch erkldrt werden, dass es aufgrund der reduzierten Ladung im
Vergleich zu Fe(Il) zu einer Akkumulation von negativer Ladung am Natriumatom und damit
nicht zur Bindung von Wasser kommt. Dies wird auch durch die Form des
Differenzelektronendichtemaxima am Natrium in Monomer B nahegelegt, die eher der einer

Carboxylgruppe dhnelt.
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ADbb. 24 Ausschnitt aus der aktiven Tasche der Na-aKG-AtsK-Struktur mit der Differenzelektronendichte
F,-F. (konturiert bei 2.50) fiir die zweite Lage der a-Carboxylgruppe der aKG.

Es handelt sich dabei vermutlich um ein Resultat einer Fehlordnung der an das Natrium
koordinierenden Carboxylgruppe der aKG, deren Auslenkungsparameter hoher als die der
iibrigen Atome der o KG sind. Diese Fehlordnung scheint in den anderen Monomeren weniger
stark ausgepriagt zu sein und fiihrt dort nur zu einer verzerrten Elektronendichte an den
Natriumpositionen; modelliert werden konnte diese Fehlordnung aber in keinem Fall.

An der Unterseite der aktiven Tasche bildet die aKG iiber AKG(O3) und AKG(O4) eine
Salzbriicke zu Arg275 und iiber AKG(0O3) eine Wasserstoffbriicke zu Thr135 (Oy1) aus. Dies
fiihrt zu einer quasiplanaren Konformation des Kosubstratmolekiils. Die Besetzungen der
Natrium- und Kosubstratpositionen variieren zwischen 70 und 100%, bei der Verfeinerung
wurden sie in den einzelnen Monomeren gleich gesetzt.

Das dem an das Eisen koordinierende His108 benachbarte His214 am Rand der aktiven Tasche
reagiert auf die Koordination durch aKG mit einer Anderung der Seitenkettenlage, obwohl der
Abstand zwischen der o KG und His214 mit 6.7 A zur urspriinglichen und 9 A zur neuen Lage
zu grof} fiir eine direkte Interaktion ist. Andere Aminosdureseitenketten oder koordinierende
Wassermolekiile, die als Mediatoren zwischen His214 und der oKG eine indirekte
Wechselwirkung ermdglichten, sind nicht im Modell enthalten. Eine Einbeziehung der
fehlenden loops in eine entsprechende Interaktion kann jedoch nicht ausgeschlossen werden.
Durch die Neuorientierung von His214 entsteht eine hydrophobe Tasche, die unspezifisch
genug ist, um, gemdl dem breiten Substratspektrum, eine Reihe unterschiedlich langer

aliphatischer Seitenketten verschiedener Sulfatestern einzubetten.
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5.2.3 Fe-aKG-AtsK-Komplex
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Abb. 25 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle des Fe-aKG-AtsK-Komplexes. Die Eisenbindestelle ist
mit Fe besetzt, die Konformation des Kosubstratmolekiils hat sich gegeniiber der im Na-aKG-Atsk-
Komplex geédndert. Als sechster Ligand koordiniert ein Wassermolekiil an das Eisenion.

Dieser Komplex wurde durch anaerobes Trénken von in Gegenwart von oKG gewachsenen
Kristallen in einer Fe(II)-Losung hergestellt. Die Kristalle liegen in der Raumgruppe P2,2,2,
vor und die Daten reichen bis zu einer Aufldsung von 2.05 A. Wie zuvor das Natriumatom wird
hier das Eisenatom von His108(Ne2), Asp110(O61) und His264(Ne2) koordiniert (siche Abb.
25). Diese Aminosduren dndern ihre Lage durch den Austausch des Kations kaum. Die
Bindungen zum Eisen verkiirzen sich im Vergleich mit denen zum Natrium um durchschnittlich
etwa 0.2 A und liegen bei Werten zwischen 1.9 und 2.5 A (nicht gezeigt). Die aKG koordiniert
auch hier iiber das Carboxyl- und das Carbonylsauerstoffatom (AKG(0O2) und AKG(O5)) an
das Eisen. Die sechste Position der oktaedrischen Koordinationssphéire des Eisens ist durch ein
Wassermolekiil besetzt.

Der Unterschied zum Na-aKG-AtsK-Komplex besteht in der Konformation der aKG. Die
Carboxylgruppe am Eisen ist um 90° gedreht und die aKG besitzt keine planare Anordnung
mehr. Durch die Konformationsédnderung ist die aKG in der Lage, neben den auch im Na-
Komplex gefundenen, eine weitere Wasserstoffbriicke iiber das Carboxylsauerstoffatom
AKG(O1) mit Arg279(Ny2) auszubilden. Die Position der Carboxylgruppe in der
Eisenkoordinationssphére befindet sich nun gegeniiber His108. An dieser Stelle deutet im Na-

aKG-AtsK-Komplex Differenzelektronendichte auf eine minderbesetzte zweite Lage der aKG
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hin. Die Koordinationsstelle der im Natriumkomplex dazugehorigen ersten Lage der aKG
gegeniiber His264 wird im Fe-Komplex von einem Wassermolekiil besetzt.

His214 ist wie in der eisenfreien Struktur so angeordnet, dass eine hydrophobe Tasche in der
Néhe der Eisenkoordinationsstelle entsteht. Das manifestiert Untersuchungen (HOLME, 1975),
wonach bei aKG-abhidngigen Dioxygenasen die Kosubstratbindung der Substratbindung
vorausgeht und — wie hier fiir den Fall der AtsK gezeigt — die Substratbindung moglicherweise

vorbereitet.

5.2.4 Na-aKG-Hexylsulfat-Komplex
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Abb. 26 Struktur der Fe- und oKG-Bindestelle im Na-aKG-Substrat-AtsK-Komplex. Die
Eisenbindestelle ist mit Na besetzt, das Kosubstratmolekiil lagert sich anders als im Na-aKG-AtsK- oder
Fe-aKG-AtsK-Komplex nur mit einem Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe an AKG(C1) an das
Metallion an. In der Verldngerung der sechsten Koordinationsstelle gegeniiber His264 lagert sich das
Substratmolekiil an.

Bei dem Na-aKG-Hexylsulfat-Komplex handelt es sich um einen durch Kokristallisation von
AtsK mit aKG und Hexyl-1-sulfat erhaltenen Komplex, der in der Raumgruppe 12,2,2, vorliegt.
Die Erhohung der Symmetrie reduziert die Zahl der unabhéngigen Kopien der AtsK im Kristall
von vier auf zwei. Obwohl die Giite der Elektronendichte in der aktiven Tasche durch die
geringe Auflosung der Daten von nur 2.7 A begrenzt ist, kann man die Lage der Sulfatgruppe
des Substrates im Monomer A gut erkennen (siche Abb. 27). Die Verfeinerung der Struktur mit
einem Wassermolekiil an dieser Stelle lieferte fiir das Sauerstoffatom im Vergleich mit den
Proteinatomen viel zu geringe Auslenkungsparameter, die fiir die Hexylsulfatatome hingegen

sind mit den {ibrigen vergleichbar, wenn man von einer Besetzung der Substratposition von
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60% ausgeht. Die Lage des aliphatischen Restes konnte mit Hilfe der cA-Elektronendichtekarte
bestimmt werden. Im zweiten Monomer ist die Besetzung der Lage so gering, dass ein

Substratmolekiil an dieser Stelle nicht in das Modell einbezogen wurde.

Vallll

His81

Hexylsulfate

Abb. 27 Ausschnitt aus der aktiven Tasche der Na-aKG-Hexylsulfat-AtsK-Struktur.
Differenzelektronendichte F,-F. (konturiert bei 2.5 o) fiir das Modell ohne Substrat ist nur fiir die
Sulfatgruppe des Substrates zu erkennen.

In der Eisenbindestelle befindet sich auch in dieser Struktur ein Natriumatom, an welches die
aKG koordiniert (siche Abb. 26). Die Anwesenheit von Substrat im Kristall fiihrt, verglichen
mit dem substratfreien Na-aKG-AtsK-Komplex, in beiden Monomeren zu einer Anderung der
oKG-Konformation, die der im Fe-aKG-AtsK-Komplex entspricht. Aufgrund der reduzierten
Besetzung der Substratlage wurde auch die Besetzung der dazugehorigen aKG-Konformation
auf 60% vermindert. Die zweite Lage der aKG, die der im Na-aKG-AtsK-Komplex entspricht,
kann nicht modelliert werden. Gut definiert ist die Lage der Carboxylgruppe des
Kosubstratmolekiils, die an der Unterseite der aktiven Tasche an Arg275 und Thrl135
koordiniert. Weiterhin klar erkennbar ist, dass die a-Carboxylgruppe der o KG nicht mehr wie
im Na-aKG-AtsK-Komplex iiber eines der Sauerstoffatome aus der Position gegeniiber His264,
sondern liber beide Sauerstoffatome jeweils trans-stindig zu His108 und Aspl10 an das
Natriumatom koordiniert. Die neue Orientierung der oKG erlaubt die Ausbildung von zwei
Wasserstoffbriicken zu Arg279 durch AKG(O1) an Arg279(Ny 1) und Arg279(Ne). Das im Na-
oKG-AtsK-Komplex ~ gegeniiber  Aspll0 an  das  Natriumatom  angelagerte
Carbonylsauerstoffatom der aKG ist hier aus der Koordinationssphdre des Natriumatoms
verdriangt. Die Carbonylgruppe bildet keine alternativen Wasserstoffbriicken zum Protein oder

zu Wassermolekiilen aus. Die durch die damit einhergehende Beweglichkeit des mittleren Teils
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der aKG nicht fixierte Molekiilkonformation ist der Grund fiir eine nur schemenhaften
Elektronendichte in diesem Bereich.

Die freie Koordinationsstelle am Natrium gegeniiber His264 bleibt unbesetzt und in ihrer
Verldngerung lagert sich das Substratmolekiil mit dem verbriickenden Sauerstoffatom O1 als
dem Natrium nichstes Substratatom in einem Abstand von 3.7 A an. Damit ist das zu
oxidierende Kohlenstoffatom C2 des Substratmolekiils 4.8 A von der Eisenbindestelle entfernt.
Weiterhin ~ bildet das  Substratmolekiil {iber die endstdndigen Sauerstoffatome
Wasserstoffbriicken mit His81(Neg2), Vall11(N) und Arg279(Ny2) aus. His81 wird in dieser
Struktur erstmals als Teil des flexiblen loops zwischen Ala80 und Pro85 in der
Elektronendichtekarte erkennbar, die iibrigen Aminosduren des loops lassen sich nicht
modellieren. Arg279 é&ndert flir die Substratbindung und die aKG-Koordination seine
Seitenkettenkonformation leicht, die Position der Hauptkette um Vallll bleibt vollig
unverindert.

Der aliphatische n-Hexylrest des Substrates ragt in Richtung der Tasche, die, wie im Fall des
Na-aKG-AtsK-Komplexes beschrieben, durch die Umorientierung der Seitenkette von His214
infolge der Kosubstratbindung zwischen His108 und His214 entstanden. Allerdings ist die Lage
der Seitenkette von His214 hier nicht zu erkennen, was ebenfalls auf die nicht voll besetzte
Substratlage zurilickzufiihren ist. Eine Orientierung der Seitenkette entsprechend der in der apo-
Struktur, also in Richtung der Seitenkette von His108, kann fiir den hier beschriebenen Na-
oK G-Hexylsulfat-Komplex ausgeschlossen werden, da dann die Van-der-Waals-Radien der

Seitenketten- und Substratatome iiberlappen wiirden.
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5.2.5 Fe-aKG-Substrat-AtsK-Komplexe
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Abb. 28 Struktur der Fe- und oKG-Bindestelle im Fe-aKG-2-Ethylhexylsulfat-AtsK-Komplex. Die
Eisenbindestelle ist mit Fe besetzt, das Kosubstratmolekiil lagert sich in der gleichen Konformation wie
im Fe-aKG-AtsK-Komplex an das Metallion an. In der Verliangerung der sechsten Koordinationsstelle
gegeniiber His264 befindet sich wie im Na-aKG-Substrat-Komplex das Substratmolekiil. Es koordiniert
jedoch nicht direkt an das Eisen. In trans-Position zu His264 ist im Fe-aKG-AtsK-Komplex ein
Wassermolekiil an das Eisen koordiniert. Hier bleibt das Metall koordinativ ungeséttigt.

Fiir die AtsK sind mehrere Strukturen von potentiellen Fe-aKG-Substratkomplexen untersucht
worden. Es wurden die Substrate 2-Ethyl-1-hexylsulfat, 1-Hexylsulfat und 1-Butylsulfat
eingesetzt und Datensitze unterschiedlicher Qualitét erhalten (siehe Tabelle 5). Der Kristall, der
in einer 2 mM 1-Butylsulfat-Losung getrankt worden war, lag anders als die iibrigen Kristalle in
der Raumgruppe P2,2,2, statt 12,2,2; vor. Hier nicht gezeigt sind Daten einer Messung von in
Gegenwart von oKG und 1-Butylsulfat gewachsenen Kristallen (P2,2,2;, Auflésung: 2.9 A)
und die kristallographischen Daten einer Messung des Fe-aKG-Hexylsulfat-Komplexes bei Cu-
K,-Wellenlinge (12,2,2;, Auflosung: 3.1 A). Die Struktur der in Gegenwart von Butylsulfat
gewachsenen Kristallen liefert die gleichen Ergebnisse wie die der mit Butylsulfat getrdnkten
Kiristalle. Im Falle des 2-Ethyl-1-hexylsulfat-Komplexes ist eine eindeutige Interpretation der
Elektronendichtekarte in der aktiven Tasche moglich und ausgehend davon soll die
Substratbindung beschrieben werden. Die Elektronendichtekarte der iibrigen Komplexe lassen
eine Interpretation nur soweit zu, dass im Falle des 1-Butylsulfat-Experimentes eine
Substratbindung ausgeschlossen werden kann und dass sich das Modell fiir den 2-Ethyl-1-
hexylsulfat-Komplex und die Elektronendichtekarte des 1-Hexylsulfat-Komplexes im Bereich
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der Substratbindestelle liberlagern (siche Abb. 29, links), die Verfeinerung des Substrats aber

keine befriedigenden Ergebnisse liefert.

Tabelle 7 Daten zu den untersuchten Fe-aKG-Substrat-Komplexen der AtsK. Alle Datensdtze wurden an
der Strahlquelle X11 des DORIS-Speicherings an der EMBL-AuB3enstelle in Hamburg gesammelt.

Substrat: 2-Ethyl-1-hexylsulfat 1-Hexylsulfat 1-Butylsulfat

Auflosung 25-2.05 25-2.25 25-2.07
a=72.03 a=71.98 a=71.87

Zelle [A] b=141.89 b=142.06 b=145.67
c=161.72 c=161.35 c=157.56

Raumgruppe |212121 |212121 P212121

Zahl der gemessenen 270566 178328 526475

Reflexe

Zahl der unabhingigen 51154 39451 101060

Reflexe

Vollstdndigkeit der Daten | 99.1 % 99.9 % 99.9 %

duBere Auflosungsschale |97.0 % (2.15-2.06) 99.4 % (2.35-2.25) 99.5 % (2.20-2.07)

Rinerge 0.057 0.052 0.049

duBere Auflosungsschale |0.321 0.621 0.285

mittleres I/sigma(I) 13.5 16.0 21.9

duBere Auflosungsschale | 4.34 2.0 3.5

Aspl10

His108

Hexylsulfat

Abb. 29 links: Differenzelektronendichte F,-F. (konturiert bei 2.50) und das Proteinmodell fiir den
potentiellen 1-Hexylsulfatkomplex fiir den am Synchrotron gemessenen Datensatz. Das
Hexylsulfatmolekiil wurde entsprechend der Lage des Substratmolekiils im 2-Ethylhexylsulfatkomplex
positioniert. rechts: Der anomalen Elektronendichtekarte (Konturlevel: 26 (hellblau), 3¢ (blau), 45 (griin)
und 5o (orange)) des mit Cu-K,-Stahlung gemessenen Datensatzes ist die Lage des Eisenatoms, nicht
aber die des Schwefelatoms zu entnehmen.

Es wurde daher versucht, die Anwesenheit von Substrat iiber die anomale Streuung von
Schwefel nachzuweisen. Dazu wurde der bei Cu-K,-Wellenlinge gemessene Datensatz
verwendet (sieche Abb. 30). Die Redundanz der Daten lag bei 4.5 (Friedelpaare gemittelt). Das

anomale Signal von Schwefel betrigt bei dieser Wellenldnge 0.56 Elektronen, was die Intensitét
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der gemessenen Reflexe um etwa 1% andert. Das erklart, warum in der anomalen
Elektronendichtekarten, die aus den anomalen Differenzen und den um 90° gedrehten Phasen
des finalen Modells der Struktur berechnet wurde, kein Schwefelsignal gefunden werden kann.
Auch wenn die Bindung von Hexylsulfat damit nicht nachgewiesen werden kann, kann sie

umgekehrt aber auch nicht ausgeschlossen werden.

Estimation of SAS delta-F values
Local scaling employed with radius of 0.1572 reciprocal Angstroms

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line is based on
input sigmas, the second on variances of F+ and F-:

Inf - 8.0 - 6.0 - 5.0 - 4.7 - 4.5 -4.3 -4.1 -3.9-3.7-3.5-3.3-23.1~A

37.8 ©Neighbors used on average for F+/F- local scaling
Rint (anom) = 0.0740 before and 0.0758 after local scaling

Abb. 30 Ausschnitt aus der Protokoll-Datei des Programms XPREP: Die anomalen Differenzen sind im
gesamten Auflosungsbereich zu erkennen; das Verhiltnis von Signal zum Rauschen ist jedoch nur in der
niedrigsten Aufldsungsschale stark ausgepriigt, aber bis 3.5 A nutzbar.

Die 2-Ethyl-1-hexylsulfat-Bindung erfolgt wie in der entsprechenden eisenfreien Na-aKG-
Hexylsulfat-Struktur iiber die terminalen Sauerstoffatome des Sulfatesters an His81(Ng2),

Vall11(N) und Arg279(Ny2) (siche Abb. 31).

ar
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=< ___2-Ethylhexylsulfat

Abb. 31 Substratbindestelle  im  Fe-aKG-2-Ethylhexylsulfat-AtsK-Komplex ~ mit  cA-
Elektronenedichtekarte (konturiert bei 1o).

Die Sulfatgruppe ist hier aber verglichen mit der Lage im eisenfreien Komplex so um 0.7 A
vom FEisen weg verschoben, dass nicht mehr das verbriickende Sauerstoffatom O1 des Substrats

sondern das zu oxidierende Kohlenstoffatom C2 dem Metall mit einem Abstand von 3.4 A am
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néchsten ist. Obwohl das Substrat auch hier nicht direkt an das Eisen koordiniert, verdndert sich
die Umgebung des Eisens verglichen mit der im Fe-aKG-AtsK-Komplex. Die Anlagerung des
Substratmolekiils von der gegeniiber His264 liegenden Seite verdrdngt das in der Fe-aKG-
AtsK-Struktur an dieser Stelle koordinierende Wassermolekiil. Der Raum zwischen Substrat
und Eisen ist zu klein, um darin ein Wassermolekiil anzulagern, wenngleich eine leichte
Veranderung der Substratposition zum Zwecke der Wasserbindung moglich wére. Vermutlich
vermindert das Wassermolekiil im Fe-aKG-Komplex durch die Absittigung der oktaedrischen
Koordination des Metalls die Affinitit des Eisens zu molekularem Sauerstoff. Damit schiitzt es
das Molekill vor unerwiinschten Nebenreaktionen wie der von der Substratbindung
abgekoppelten Oxidation des Kosubstratmolekiils und ihren Folgereaktionen durch reaktive
Intermediate. Umgekehrt erhoht die Fiinffachkoordination des Eisens dessen Affinitit zu
Sauerstoff. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die sechste Koordinationsstelle nicht in allen
untersuchten Substratkomplexen anderer o KG-abhdngiger Dioxygenasen unbesetzt blieb und an
der entsprechenden Stelle ein Wassermolekiil modelliert wurde (siehe Kapitel 5.4).

Untersucht man die durch die Substratbindung hervorgerufenen strukturellen Anderungen am
Enzym, stellt man wie auch bei der aKG-Substrat-Struktur fest, dass sich die Position der
Hauptkette um Vallll bei der Substratbindung nicht dndert und lediglich ein an Vall1l(N)
koordinierendes Wassermolekiil durch das Substrat verdringt wird. Fiir die Substratbindung
dndert Arg279 seine Seitenkettenkonformation leicht. Die an das Substrat koordinierende
Aminosdure His81 ist in den substratfreien Strukturen als Teil eines flexiblen loops (His81-
Val84) nicht in der Elektronendichtekarte erkennbar und seine Lage hat sich, verglichen mit der
Position im eisenfreien aKG-Substratkomplex, mit 1.1 A deutlich stérker als die des Substrates
verschoben. Die iibrigen Aminoséuren des loops zwischen His81 und Pro85 und die
Aminosduren zwischen Asp97 und Argl03 sowie Glul65 und Tyr191 sind auch in dieser
Struktur nicht modellierbar. Allerdings wird nahe des verbriickenden Sauerstoffatoms im
Substratmolekiil eine auf eine Carboxylgruppe hindeutende Differenzelektronendichte sichtbar,
die in der aKG-Substrat-Struktur nicht zu erkennen ist. Eine entsprechende Proteinseitenkette
konnte aus dem langen fehlenden loop zwischen Glul65 und Tyr191 stammen, lésst sich jedoch
nicht modellieren. Eine nur schwache Koordination an dieses vierte Sauerstoffatom des
Substrates konnte gleichzeitig verhindern, dass Sulfat, welches bei der Katalyse gebildet wird
und bei der Kristallisation in Konzentrationen von bis zu 75 mM eingesetzt wurde, fest an die
aktive Tasche bindet und diese blockiert.

Der verzweigte aliphatische Rest des Substrats lagert sich in der hydrophoben Tasche an, die
durch das Umklappen der Seitenkette von His214 auch in den librigen o KG-haltigen Strukturen
gebildet wurde. Bei dem 2-Ethyl-1-hexylsulfat handelt es sich um ein chirales Molekiil, das im
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Experiment in racemischer Form eingesetzt worden war. Dass das Enzym nicht zwischen den
beiden Enantiomeren unterscheidet, ist an den hohen B-Werten fiir das chirale Zentrum C2 zu
erkennen. Dieser Befund entspricht der Tatsache, dass das Enzym eine breite Vielfalt von
Sulfatestern spaltet.

Die durch die Substratkoordination gegeniiber der substratfreien Struktur verénderte
Konformation der Arg279-Seitenkette fiihrt dazu, dass Arg279 neben der Wasserstoffbriicke
zum Substrat zwei Wasserstoffbriicken zwischen Arg279(Ny2) und AKG(02) sowie
Arg279(Ne) und AKG(O1) zum Kosubstrat ausbilden kann. Diese stirkere Bindung an die aKG
konnte den initialen Schritt der Katalyse, die Decarboxylierung des Kosubstrates, unterstiitzen.
Gleichzeitig mit Arg279 dndert Thr281 seine Konformation, um weiterhin eine
Wasserstoffbriicke =~ mit  der  Argininseitenkette  ausbilden zu  konnen.  Die
Konformationsianderung von Thr281 nimmt jedoch keinen Einfluss auf weitere Aminosduren

oder koordinierende Wassermolekiile.

5.2.6 Vergleich der Substrate

Das Ergebnis, dass das verzweigte 2-Ethylhexylsulfat am stirksten an den Fe-aKG-AtsK-
Komplex bindet und die Affinitét iiber das Hexylsulfat zum Butylsulfat so weit abnimmt, dass
letzteres nicht in den Komplex eingefiihrt werden kann, ist konsistent mit den Ergebnissen
kinetischer Untersuchungen, wonach 2-Ethylhexylsulfat von den betrachteten Substraten den
groBten K,,-Wert aufweist.

Andererseits kann zwar von n-Hexylsulfat durch Kokristallisation ein Na-aKG-
Substratkomplex erhalten werden, ein analoger Komplex mit 2-Ethylhexylsulfat ist auf diese
Weise aber nicht zuginglich. Grund dafiir mag zum einen die Abwesenheit von Eisen sein,
dessen Bindung an das Protein wihrend der Katalyse der Substratbindung vorausgeht.
Andererseits konnte es, wenn es sich bei dem verzweigten Sulfatester um ein besseres Substrat
handelt, zu so starken Verdnderungen an der Proteinkonformation kommen, dass der Komplex
nicht mehr unter den gegebenen Bedingungen kristallisiert.

Die Moglichkeit einer groferen konformationellen Anderung am Protein bei der
Substratbindung wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt, dass sich die Kristalle beim

Einsatz von Octylsulfat im Rahmen eines soaking-Experimentes sofort zersetzten.
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5.2.7 Fe-aKG-Heptylsulfonat-Komplex

ﬂm

Abb. 32 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle im Fe-aKG-Heptylsulfonat-AtsK-Komplex. Die
Eisenbindestelle ist mit Fe besetzt, das Sulfonatmolekiil lagert sich dhnlich wie das Sulfatmolekiil in der
Fe-aKG-2-Ethylhexylsulfat-AtsK-Struktur in die aktive Tasche ein.

Ausgehend von den Sulfatkomplexen von AtsK, bei denen in die Koordination des Substrats
durch das Protein vor allem die terminalen Sauerstoffatome des Sulfatesters und nur in
untergeordnetem MafBie das verbriickende Sauerstoffatom involviert sind, wurde vermutet, dass
auch AtsK in der Lage ist, Sulfonate in der aktiven Tasche zu binden. Diese Vermutung wird
durch die Struktur der Fe(Il)-aKG-abhidngigen Dioxygenase TauD unterstiitzt, in der die
Koordination der Sulfonatgruppe des Substrats (2-Aminoethansulfonsdure = Taurin) die gleiche
wie die der Sulfatester in den AtsK-Komplexen ist (ELKINS, 2002).

Untersuchungen hinsichtlich der Fahigkeit von AtsK, aliphatische Sulfonate nicht nur zu binden
sondern auch zu spalten, waren zunichst nicht durchgefiihrt worden, da Versuche mit
unterschiedlichen Ndhrmedien gezeigt hatten, dass die Alkylsulfatase AtsK in Pseudomonas
putida S-313 in Anwesenheit von aliphatischen Sulfatestern als Schwefelquelle aufreguliert ist,
in Gegenwart von aliphatischen Sulfonaten jedoch nur das Enzymsystem SsuD/SsuE verstarkt
exprimiert wird. Da aber die mit AstK strukturell eng verwandte Taurinoxigenase TauD die
aliphatische Sulfonatgruppe in Taurin spaltet, sind prinzipiell auch Sulfonate als Substrate fiir
AtsK denkbar. Taurin selbst wird jedoch nicht durch AtsK in Sulfit und den Aminoaldehyd
gespalten, was unter Umstidnden auf die Aminogruppe in Taurin zuriickgefiihrt werden kann, die
moglicherweise die fiir die Katalyse notwendige Orientierung des Substrates zum Eisenzentrum

verhindert oder gar die Bindung an die aktive Tasche ausschlieft.
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Um die Fahigkeit von AtsK, Sulfonate an die aktive Tasche zu binden, zu untersuchen, wurde
die Struktur eines Kristalls, der in Gegenwart von aKG gewachsen und anschlieBend unter
anaeroben Bedingungen in einer 2.5 mM Fe(II)- und nachfolgend in einer schrittweise auf
2 mM gebrachten Heptylsulfonatldsung getriinkt worden war, bis zu einer Aufldsung von 3.1 A
bestimmt. Die Kristalle lagen in der Raumgruppe 12,2,2, vor. Diese Verdnderung ist ein erstes
Indiz fiir die Bindung des Heptylsulfonates an das Protein. Wie in Abb. 32 zu erkennen ist,
gleicht die Anordnung der Aminoséureseitenketten im Bereich der aktiven Tasche sehr stark der
im Fe-oKG-Sulfatester-Komplex. In der Tat konnte an der Sulfatbindestelle zwischen His81,
Vallll und Arg279 in beiden Monomeren der asymmetrischen Einheit positive
Differenzelektronendichte gefunden werden, die zu hoch fiir ein koordinierendes
Wassermolekiil, wie es in der Fe-aKG-AtsK-Struktur vorliegt, war. Es lieB sich in beiden
Monomeren der asymmetrischen Einheit ein Heptylsulfonatmolekiil in diese Elektronendichte
einfligen. Die Besetzung der Sulfonatlage wurde im ersten Monomer auf 60% reduziert. Die
Position der Sulfonatgruppe unterscheidet sich von der der Sulfatgruppe im Sulfatester-AtsK-
Komplex. Das Schwefelatom des Sulfonats ist um 1.2 A verschoben, wodurch das an den
Schwefel gebundene Kohlenstoffatom das dem Eisen ndchste Atom ist. Der Abstand zwischen
Eisen und C1 des Sulfonats ist mit etwa 3 A kiirzer als der zwischen Fe und C1 im
Sulfatesterkomplex. Durch diese Verschiebung des Substrats dndern sich auch die Lagen der an
die Sulfonatgruppe koordinierenden Seitenketten von His81 und Arg279 gegeniiber dem
Sulfatkomplex. Die Hauptkette bleibt an der Stelle des koordinierenden Vallll aber
unverdndert. Ein Vergleich mit der Struktur des TauD-Taurin-Komplexes ergibt, dass die

Sulfonatgruppe des Taurins weniger stark in die entsprechende Richtung verschoben ist.

Vallll
Arg279 o

T &

Ak 154

Hisffio £

" £

[= f,)
oy |

Abb. 33 Ausschnitt der aktiven Tasche des Fe-aKG-Hepltylsulfonat-AtsK-Komplexes. Nach dem
Einfligen des Sulfonats in das Modell tritt weitere Differenzelektronendichte F,-F, (konturiert bei 2.5c)
nahe des Substrates im an den Losemittel grenzenden Bereich auf.
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Im Monomer A wurde keine weitere Differenzelektronendichte gefunden, in Monomer D trat
weitere Dichte auf, die das Sulfonat gegeniiber dem Losungsmittelbereich abschirmt (sieche
Abb. 33). In diesem Bereich des Proteins kommen alle drei fehlenden loops (80-85, 97-103,
165-191) als “Deckel” iiber dem Sulfonat in Frage. Es war aber nicht moglich, eine
Sequenzabfolge in der Elektronendichte zu erkennen und damit einem der fehlenden loops die

fixierende Funktion zuzuweisen.

Succinat-AtsK-Komplexe

Die oben diskutierten Komplexe stellen Zwischenstufen der enzymatischen Katalyse vor der
Bindung von molekularem Sauerstoff an das Eisen und damit vor Beginn der
Oxidationskaskade dar. Nachfolgend werden Succinatkomplexe erortert, die den
Katalysekomplex nach der Decarboxylierung der aKG — auch der von der Substratbindung
abgekoppelten — strukturell beschreiben. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass das Succinat
hier nicht wéhrend einer Enzymkatalyse im Kristall entstanden, sondern durch Kokristallisation
eingefiihrt worden ist. Diese Komplexe miissen damit nicht zwangsldufig der Struktur der
entsprechenden Katalysezwischenstufen entsprechen, vor allem, da kein Carbonat in der Losung
vorhanden und nicht bekannt ist, wann das bei der aKG-Oxidation entstehende Kohlendioxid
vom FEisen wegdiffundiert. Da aber auch bei anderen Enzymen der Familie noch kein im
Kristall gebildetes Intermediat beschrieben wurde, kann nur auf die Strukturen dieser kiinstlich
erzeugten Intermediatanaloga zuriickgegriffen werden. Dass die Rekonstruktion von
Katalyseintermediaten der aKG-abhédngigen Dioxygenasen auf diese Weise prinzipiell moglich
ist, haben Untersuchungen an TauD gezeigt. Darin wurden unterschiedliche TauD-Ligand-
Komplexe sowohl auf dem direkten Weg der Reaktion als auch durch Zusammenfiigen der
einzelnen Komponenten der Katalysezwischenstufen hergestellt. Sie zeigten die gleichen

UV/VIS-spektroskopischen Charakteristika (RYLE, 2003b).
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5.2.8 Na-Succinat-AtsK-Komplex

Abb. 34 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle im Na-Succinat-AtsK-Komplex. Die Eisenbindestelle ist
mit Na, die aKG-Bindestelle mit einem Succinatmolekiil besetzt.

Die Kristalle dieses Komplexes wurden durch Kokristallisation erhalten. Sie liegen in der
Raumgruppe P2,2;2; vor und es wurden Daten bis 2.15 A gesammelt. Wie in den iibrigen
Strukturen, bei denen die Kristalle in Abwesenheit von Eisen prépariert wurden, befindet sich

auch im Succinat-AtsK-Komplex ein Natriumatom in der Eisenbindestelle (siche Abb. 34).

His108

Na@ Aspl10

His264

Abb. 35 In der Differenzelektronendichtekarte F,-F. (konturiert bei 2.5c) im Bereich der aktiven Tasche
der Na-Succinat-AtsK-Struktur ist die Koordination eines Succinatmolekiils in die Kosubstratbindestelle
klar zu erkennen.

Das Succinatmolekiil lagert sich wie die aKG an der Unterseite der aktiven Tasche an Arg275

und Thr135 und an der Oberseite an das Metallkation an. Da Succinat im Vergleich zu aKG ein
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um ein C-Atom verkiirztes Grundgeriist hat, wird durch die vergleichsweise feste Bindung an
Arg275 und Thr135 die Bindung zum Natrium geschwicht. Anders als die aKG in der aKG-
Substrat-AtsK-Struktur  koordiniert das Succinat nur iiber ein Sauerstoffatom der
Carboxylgruppe (SIN(O1)) in dem vergleichsweise groBen Abstand von 2.6 A an das
Natriumatom. Weiterhin bildet diese Carboxylgruppe eine Wasserstoffbriicke zu Arg279(Ny2)
iiber SIN(O2) aus. Eine zweite Wasserstoftbriicke dieses Succinatsauerstoffatoms zu Arg279
analog der zwischen AKG(O1) und Arg279(Ne) gefundenen ist aufgrund der geénderten
Seitenkettenkonformation von Arg279 nicht mehr moglich. Ein weiterer Unterschied zur aKG-
AtsK—Struktur und auch zur Fe-aKG-Substrat-AtsK-Struktur ist die Orientierung der
Seitenkette von His214, die hier wieder wie in der apo-Struktur zu His108 hingewendet ist. Die
fehlenden Aminosduren im Modell entsprechen denen in den oben beschriebenen substratfreien
Strukturen, insbesondere der fehlende loop zwischen Ala80 und Pro85 kann nicht modelliert

werden.

5.2.9 Fe-Succinat-AtsK-Komplex
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Abb. 36 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle im Fe-Succinat-Komplex. An das Eisenion lagert sich
Tyr168 aus dem langen flexiblen loop zwischen Glu165 und Tyr191 an.

Die Kristalle des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes, die durch Trianken von in Gegenwart von
Succinat gewachsenen Kristallen in einer Fe’-Losung unter anaeroben Bedingungen erzeugt
wurden, liegen wie die Fe-aKG-Substratkomplexe in der Raumgruppe 12,2,2;, vor und liefern

Daten bis zu einer Auflosung von 2.9 A. Trotz dieser moderaten Auflosung ist die
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Elektronendichte fiir die aktive Tasche klar definiert und sowohl die Proteinseitenketten als

auch die Liganden sind darin eindeutig zu erkennen (siche Abb. 37).

His264 /

Abb. 37 Ausschnitt aus der aktiven Tasche des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes. Die SigmaA-
Elektronendichte fiir das an das Eisen koordinierende Tyr168 ist bei 1o konturiert.

Die Lage des Eisenatoms zwischen His108, Aspl10 und His264 ist voll besetzt. Die
Bindungslidngen sowie die Lage der Aminosdureseitenketten sind mit denen in den Fe-aKG-
haltigen Strukturen vergleichbar. Das Succinatmolekiil lagert sich wie im eisenfreien Komplex
in der Unterseite der aktiven Tasche an Arg275 und Thr135 iiber eine seiner Carboxylgruppen
an. Die andere Carboxylgruppe koordiniert an das Eisen, wobei sich die Konformation des
Succinats so gegeniiber der im Na-Komplex é&ndert, dass beide Sauerstoffatome mit
Bindungslingen von 2.0 und 2.3 A gegeniiber His108 und Asp110 an das Metall koordinieren.
Zum Vergleich der Atompositionen von Succinat und aKG wurde die Succinat-Struktur mit der
Fe-aKG-AtsK-Struktur iiberlagert. Dabei zeigt sich, dass das Sauerstoffatom des Succinats,
welches nach der enzymatischen Oxidation der aKG als ehemaliges Carbonylsauerstoffatom
AKG(05) im Molekiil verbleibt, seine Lage nicht &ndert. Das vom molekularen Sauerstoff auf
AKG(C2) iibertragene Sauerstoffatom befindet sich im Succinat an der Position des
Kohlenstoffatoms AKG(C1), welches bei der Decarboxylierung abgespalten wird. Das weiter
vom Eisen entfernte Sauerstoffatom des Succinats bildet eine Wasserstoffbriicke mit
Arg279(Ne) aus, dessen Seitenkettenkonformation sich gegeniiber der im Fe-aKG-Substrat-
Komplex dndert. Die sechste Koordinationsstelle am Eisen, die in der Fe-aKG-Struktur von
einem Wassermolekiil besetzt ist und in der Fe-aKG-Substrat-Struktur frei bleibt, wird jetzt von

Tyr168(Oy) mit einem Abstand von 2.1 A zum Eisen eingenommen. Im Falle von TauD wurde
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die Hydroxylierung einer Tyr-Seitenkette im Fe-Succinat-TauD-Komplex beobachtet. Der
entstandene Fe(Ill)-Catecholat-Komplex konnte mittels Resonanz-Raman-Spektroskopie
nachgewiesen werden (RYLE, 2003b). Bei der Darstellung des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes
wurde unter anearoben Bedingungen gearbeitet und die Elektronendichte um Tyr168 deutet
nicht auf eine Hydroxylierung der Seitenkette in einer der meta-Positionen hin. Dass eine
Oxidation des Komplexes zumindest teilweise stattgefunden hat, ist jedoch nicht
auszuschlieBen. Diese Oxidation von Tyrosinseitenketten an einem Eisenzentrum ist jedoch
nicht an eine Oxidation von Succinat gekoppelt. Eine Tyr-Radikalbildung tritt allgemein in
Gegenwart von Sauerstoff oder anderen Oxidationsmitteln an Fe(II)-Tyr-Komplexen auf.
Tyr168 konnte als Teil des langen flexiblen loops zwischen Glul65 und Tyrl91 in keiner der
iibrigen Strukturen modelliert werden. In dieser Struktur ist die Kette, die iiber dem offenen
Ende des jelly roll-Zylinders liegt, bis zu Alal69 in der Elektronendichtekarte erkennbar. Die
iibrigen Aminosauren des loops kénnen nicht modelliert werden.

Auch in dieser Struktur ist His81 klar in der Elektronendichtekarte zu erkennen. Diese
Aminoséure bildet iiber His81(Ng2) wahrscheinlich eine Wasserstoffbriicke mit Aspl167(032)
aus, deren Carboxylgruppe in der Fe-aKG-Substrat-Struktur als  positive
Differenzelektronendichte an dem verbriickende Sauerstoffatom des Sulfatesters erkennbar ist.
Die Aminosdure Aspl67 kann aber aufgrund fehlender Konnektivitit zum Protein an dieser
Stelle nicht in das Modell eingefiigt werden.

His214 ist in dieser Struktur wie in den aKG-haltigen Strukturen von His108 weg orientiert. In
der Mulde zwischen His81 und His214 lagern sich die Aminosiuren Glul65-Alal69 an, wobei
die Tasche zwischen His108 und His214 jedoch nicht ausgefiillt wird und prinzipiell His214
auch His108 zugewandt sein konnte, ohne dass dies die Anlagerung der Aminosduren Glul65-
Alal69 verhindern wiirde.

Bis auf die oben beschriebenen Verdanderungen an der aktiven Tasche éndert das Protein seine
Struktur verglichen mit der Fe-aKG-Substrat-Struktur durch die Tyr168-Koordination an das
Eisen nicht (siche Abb. 17 Ausziige aus der Protokoll-Datei des Programms ESCET beim
Vergleich der jeweils besten Monomere der asymmetrischen Einheit verschiedener Komplexe
der AtsK. "Fe aKG substrat" bezeichnet den  Fe-aKG-2-Ethylsulfat-Komplex,
"Na_aKG substrat" den Na-aKG-Hexylsulfat-AtsK-Komplex. Als Untergrenze fiir die
fehlergewichteten Abstandsdifferenzen wurde 1.5¢ verwendet. Basierend auf dem DPI sind im
oberen Teil die mittleren Standardabweichungen fiir die Atomkoordinaten angegeben, weiterhin
wurde die Zahl der Aminoséuren (bzw. der Ca-Atome) pro Struktur angegeben. Nachfolgend
sind die Aminoséuren aufgelistet, die Teile starrer Gruppen sind. Im unteren Teil findet sich

eine Kreuztabelle zum Vergleich der Strukturen untereinander. ).
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5.2.10 Na-Succinat-Substrat-AtsK-Kokristallisation

Ein Datensatz zu den in Gegenwart von Succinat und Butylsulfat gewachsenen Kristallen
(P2,2,2)) wurde unter Verwendung von Cu-K,-Strahlung bis zu einer Auflésung von 2.9 A
gesammelt, die Qualitit der Daten nimmt jedoch schon ab einer Aufldsung von 3.3 A rapide ab.
Von einem Kristall, der in Gegenwart von Succinat und Hexylsulfat gewachsen war und in der
Raumgruppe 12,2,2, vorlag, wurden ebenfalls unter Verwendung von Cu-K,-Strahlung Daten
bis zu einer Auflésung von 3.1 erhalten. Die Elektronendichte ist in beiden Strukturen die im
Vergleich mit den oben beschriebenen Komplexen am wenigsten gut definierte, weshalb auf
detaillierte Angaben zur Geometrie verzichtet werden muss und nur prinzipielle Unterschiede

zu den anderen Strukturen diskutiert werden konnen.

5.2.11 Na-Succinat-Hexylsulfat-AtsK-Kokristallisation

Die Darstellung des Komplexes durch Kokristallisation von AtsK mit Succinat und Hexylsulfat
sollte, vor allem, da die Zugénglichkeit der aktiven Tasche nicht durch Packungseffekte limitiert
ist, zu einer vollen Besetzung der Substratbindestelle mit Hexylsulfat fithren. Allerdings spricht
die Hohe der Differenzelektronendichtemaxima an der Substratbindestelle wie schon beim Na-
oK G-Hexylsulfat-AtsK-Komplex fiir die Koordination durch Wasser anstatt durch Hexylsulfat.
Die Auslenkungsparameter fiir das Sauerstoffatom des Wassers sind deutlich niedriger als die
der Proteinatome, weshalb statt Wasser ein Hexylsulfatmolekiil in reduzierter Besetzung
eingefiigt wurde. In den substratfreien Komplexen ist die Lage von His81 nicht zu erkennen. In
der hier untersuchten Struktur ist sie der Elektronendichte jedoch zu entnehmen. Da die
Seitenkette von His81 in der Fe-aKG-2-Ethylhexylsulfat-Struktur an die Sulfatgruppe des
Substrats koordiniert, deutet dieser Befund ebenfalls auf das Vorliegen von Hexylsulfat im
Kristall hin. In Monomer A ist die Besetzung der Substratlage auf 60% begrenzt. In Monomer D
ist sie so gering, dass das Hexylsulfat wie auch im Na-aKG-Hexylsulfat-AtsK-Komplex an
dieser Stelle nicht modelliert werden konnte. In Anlehnung an kinetische Studien (HOLME,
1975), laut denen sich die Substratbindung der Fe- und o KG-Bindung anschlieft, kann davon
ausgegangen werden, dass Eisen die Affinitit von Substrat an die aktive Tasche erhoht und die
unvollstindige Besetzung der Substratposition vermutlich auf die Abwesenheit von Eisen

zuriickgefiihrt werden kann.
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Abb. 38 Struktur der Fe- und oKG-Bindestelle im Na-Succinat-Hexylsulfat-Komplex. Die
Eisenbindestelle ist durch ein Natriumion besetzt, Succinat fiillt die Kosubstratbindestelle aus. Das
Hexylsulfatmolekiil lagert sich wie im entsprechenden aKG-haltigen Komplex an.

Die Koordination von Natrium und Succinat durch die Seitenketten in der aktiven Tasche
entspricht im Rahmen der MeBgenauigkeit der in der Na-Succinat-AtsK-Struktur, allerdings ist
die Seitenkettenkonformation von Arg279 leicht wvariiert, um gleichzeitig eine
Wasserstoffbriicke zu Succinat und zur Sulfatgruppe des Substrats auszubilden. Die
Sulfatgruppe des Substrates ist weiterhin wie in der aKG-Fe-Substrat-AtsK-Struktur an Vallll
und His81 koordiniert. Die Lage der Seitenkette von His214 ist in der Elektronendichtekarte
nicht zu erkennen.

Auch in diesem Komplex treten die Fixierung von His81 und die Raumgruppe 12,22,

gemeinsam auf.

5.2.12 Na-Succinat-Butylsulfat-AtsK-Kokristallisation

Die Fe/Kosubstratbindestelle ist auch hier durch Na und Succinat besetzt und die Geometrie
entspricht der in der Na-Succinat-Hexylsulfat-AtsK-Struktur. Dass die Kristalle nicht wie in
dieser in der Raumgruppe 12,22, sondern P2,2,2, vorlagen, deutete auf die Koordination von
Wasser statt Substrat als Ligand an die Substratbindestelle hin. Weiterhin zeigt die
Elektronendichte im Bereich der Seitenkette von His214, dass diese in Richtung His108
orientiert ist, was einer Substratbindung entgegenwirkt.

Es ldsst sich anders als im oben beschriebenen Na-Succinat-Hexylsulfat-AtsK-Komplex der
positiven Elektronendichte zwischen Arg279 und Vallll ein Wassermolekiil zuordnen. Der

Befund, dass Butylsulfat somit weder durch Trinken noch durch Kokristallisation in den
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Succinat-AtsK-Komplex eingefiihrt werden konnte, unterstiitzt die schon bei den aKG-AtsK-
Komplexen geduflerte Vermutung, dass es sich bei Butylsulfat um ein vergleichsweise
schlechtes Substrat der AtsK handelt und das natiirliche Substrat in seiner Struktur

moglicherweise stirker Hexyl- und 2-Ethylhexylsulfat dhnelt.

5.2.13 Fe-Succinat-Substrat-AtsK-Komplex
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Abb. 39 Struktur der Fe- und aKG-Bindestelle nach dem Fe-Succinat-Hexylsulfat-soaking-Experiment.
Die Fehlordnung zwischen Substrat und Tyr168 kann nicht modelliert werden. Es wurden nur die ersten
Aminosduren des flexiblen loops zwischen Glul65 und Tyr191 mit reduzierter Besetzung in das
Strukturmodell einbezogen.

Kristalle, die in Gegenwart von Succinat und 1-Hexylsulfat gewachsen waren, lagen schon vor
dem Trénken unter anaeroben Bedingungen in einer Fe(Il)-Losung in der Raumgruppe 12,2,2,
vor. Die Qualitit der Kristalle verschlechterte sich beim Tranken stark, was sich in unscharfen
Reflexprofilen #uBerte, die Auflosung war mit 2.75 A dennoch vergleichsweise hoch. Die
Koordination und Konformation des Succinats entsprechen denen im Fe-Succinat-AtsK-
Komplex und auch die Lagen der Aminoséureseitenketten im Bereich der aktiven Tasche sind
innerhalb der Genauigkeit beider Strukturen identisch. Das Eisen ist wie in dem zuvor
beschriebenen Fe-Succinat-Komplex durch Tyr168 koordiniert. Da die Besetzung des
Substrates im eisenfreien Na-Succinat-Hexylsulfat-AtsK-Komplex in einem Monomer nur bei
50% liegt und im anderen Monomer gar nicht zu modellieren ist, wire es moglich, dass das
Tyr168 das Substrat nicht verdriangt hat, sondern nur in den Fillen an das Eisen koordiniert, in
denen kein Substrat gebunden hat. Da Tyr168 und das Substrat an der gleichen Seite an das

Eisen angelagert sind, kann bei vorliegender Qualitit der Elektronendichte nicht ausgeschlossen
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werden, dass in untergeordnetem Mafle auch Hexylsulfat an die aktive Tasche gebunden ist. In
der Elektronendichte an der Substratbindestelle ist der im Fe-Succinat-AtsK-Komplex sehr
dhnlich. In Monomer D konnten die Aminoséduren Tyr166 bis Ser170 mit der Seitenkette von
Tyr168 an Eisen koordinierend eingebaut werden. In Monomer A konnten diese Aminosduren
mit auf 60% reduzierter Besetzung in das Modell eingefiigt werden. Eine Fehlordnung zwischen

Substrat und loop konnte bei der gegebenen Auflésung nicht modelliert werden.

5.2.14 Die ungekoppelte a KG-Decarboxylierungsreaktion im Kristall

Von den aKG-abhingigen Dioxygenasen TauD und TfdA ist bekannt, dass die oaKG-
Decarboxylierung auch in Abwesenheit von Substrat erfolgen kann. Diese ungekoppelte
Kosubstratoxidation der aKG fiihrt zur Deaktivierung des Enzyms. Die Geschwindigkeit dieser
Reaktion ist deutlich geringer als die der an die Substratbindung gekoppelten Oxidation der
aKG, weshalb sie in Gegenwart von Substrat nur in untergeordnetem Male ablduft. Fiir TfdA
konnte gezeigt werden, dass in einer Losung, die das Protein, Fe(Il), aKG aber kein Substrat
enthielt, nach 30 min 90% des vorhandenen an das Protein gebundenen Eisens mit Sauerstoff
unter Bildung einer Fe(Ill)-Spezies reagiert hatte. Gleichzeitig war aKG in etwa dquimolarem
Verhiltnis zu Succinat umgesetzt worden (LIU, 2001). Somit wére, wenn diese Reaktion in
analoger Weise auch im Falle der AtsK stattfindet, ein ausreichender Teil der aKG und des
Eisens oxidiert worden, um in der Eletronendichte der Kosubstratbindestelle entstandenes
Succinat von nicht umgesetzter aKG unterscheiden zu konnen. Das entstehende Succinat
konnte dann als direkter Nachweis fiir die erfolgte Reaktion betrachtet werden. Ob das
abgespaltene CO, an Eisen gebunden bleibt, in Carbonat umgewandelt wird oder sofort
abdiffundiert, ist nicht bekannt. Uber die Natur der {ibrigen bei der ungekoppelten
Decarboxylierung entstehenden Nebenprodukte liegen bislang ebenfalls keine Informationen
vor. Es scheinen sich der Decarboxylierung der aKG jedoch mindestens zwei alternative
Folgereaktionen anzuschlieBen, denn die Reaktivierung der durch diese ungekoppelte

Decarboxylierung inaktivierten AtsK mit Ascorbinsdure gelingt nicht vollstandig.

Bei der Durchfithrung der ungekoppelten aKG-Decarboxylierung im Kristall wurde von in
Gegenwart von o KG gewachsenen Kristallen ausgegangen. Um eine nachtrégliche Substitution
von entstehendem Succinat durch sich in der Losung befindende aKG zu verhindern, wurden
die Kristalle zundchst in eine oKG-freie Losung transferiert, die im ersten Fall ein
Phosphatpuffersystem und im zweiten Fall keinen Puffer enthielt. Beim Austausch des aKG-

Puffers gegen ein H,PO,/HPO,*-Puffersystem wurde davon ausgegangen, dass einmal an das
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Protein gebundene aKG nicht mehr aus der aktiven Tasche dissoziiert und dass Phosphat ein zu
schwacher Ligand ist, um die aKG aus der Koordinationsstelle zu verdrangen. Wiahrend des
anschlieenden Fe(I)-soaks sollte sich Eisen an den aKG-AtsK-Komplex anlagern. Beim
Kontakt mit Luftsauerstoff sollte im Verlauf der Decarboxylierung Succinat gebildet werden
und in der aktiven Tasche verbleiben.

Es wurde ein Datensatz eines unter aKG / Phosphatpufferaustausch hergestellten Kristalls, der
in der Raumgruppe P2,2,2, vorlag, bis zu einer Auflosung von 2.9 A gesammelt. Die
Auswertung der Messdaten ergab, dass Phosphat statt Succinat bzw. aKG an der Unterseite der
aKG-Bindetasche an Arg275 und Thr135 koordinierte und auf diese Weise keine ungekoppelte

Decarboxylierung im Kristall nachgewiesen werden konnte.

A
Estimation of SAS delta-F values
Local scaling employed with radius of 0.1572 reciprocal Angstroms

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random). The first line is based on
input sigmas, the second on variances of F+ and F-:

Inf - 8.0 - 6.0 - 5.0 - 4.0 - 3.8 - 3.6 - 3.4 -3.2-3.0-2.8-2.6-2.4A

33.8 Neighbors used on average for F+/F- local scaling
Rint (anom) = 0.0966 before and 0.0989 after local scaling

B

Estimation of SAS delta-F values
Local scaling employed with radius of 0.1559 reciprocal Angstroms

Anomalous signal/noise ratios (1.0 is random) . The first line is based on
input sigmas, the second on variances of F+ and F-:

Inf - 8.0 - 6.0 - 5.0 - 4.5 - 4.3 -4.,1 -3.9-3.7-3.5-3.3-3.1-2.9A

75.2 Neighbors used on average for F+/F- local scaling
Rint (anom) = 0.1250 before and 0.1262 after local scaling

Abb. 40 Auszug aus XPREP: A Die anomalen Differenzen fiir den Fe-Succinat-AtsK-Komplex und den
nach dem Austausch des aKG-Puffers gegen ein Phosphatpuffersystem und B in einer Fe(II)-Losung
getrankten AtsK-Komplex. In Datensatz A hebt sich das anomale Signal bis zu einer Aufldsung von
3.8 A etwas stirker als im Datensatz B vom Rauschen ab, es ist jedoch in beiden Fillen gering. Die
Redundanz (Fiedelpaare gemittelt) betrdgt bei Datensatz A 4.5, bei Datensatz B 5.2.

Der Versuch, den aKG-Puffer ersatzlos aus der Losung zu entfernen, lieferte Kristalle, fiir die
Daten bis zu einer maximalen Aufldsung von 3.7 A gesammelt werden konnten und die in der
Raumgruppe 12,2,2, vorlagen. Die Elektronendichte war im Bereich der aktiven Tasche nicht
interpretierbar und selbst die Frage, ob FEisen an das Protein koordiniert, konnte nicht

beantwortet werden. Der Datensatz war unter Verwendung von Cu-K,-Strahlung gemessen
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worden. Bei dieser Wellenlinge (1.5418 A) sollte die anomale Streuung am Eisen ein
messbaren Unterschied in den Intensititen der Friedelgegenteile bewirken (siche Abb. 40).

Daher wurden die anomalen Differenzen und die um 90° verschobenen Phasen des Modells, das
nach dem simulated annealing vorlag, kombiniert, um die anomalen Phasen zu berechnen. Die
daraus erhaltene Elektronendichtekarte zeigte im Bereich der Eisenbindestelle keine sich vom

Untergrund abhebenden Dichtemaxima (siche Abb. 41).

Abb. 41 links: In der anomalen Elektronendichtekarte des Fe-Succinat-Komplexes, (Konturlevel: 6c
(blau),8c(griin) und 10c(orange)) ist die Position des Eisens klar zu erkennen. mittig: Die anomale
Elektronendichtekarte fiir die phosphathaltige Struktur ist bei 2c (violett) und 3c (rosa) konturiert, die
Position des Eisens setzt sich darin nicht ab. rechts: Die anomale Elektronendichtekarte fiir die pufferfreie
Struktur ist bei 2c konturiert.

Grund dafiir kénnte zum einen sein, dass Eisen nicht an die aktive Tasche der AtsK bindet,
wenn keine aKG vorliegt. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, wenn man beriicksichtigt, dass fiir
die aKG-abhingigen Dioxygenasen DAOCS, P3H und GAB Kiristallstrukturen mit Eisen aber
ohne oKG in der aktiven Tasche vorliegen (siche Kapitel 5.4) und Phosphat mit Eisen keinen
stabilen Komplex bildet, der das Eisen maskiert. Andererseits konnte die Ursache fiir das Fehlen
von anomaler Elektronendichte an der Eisenbindestelle im sehr unvollstdndigen Strukturmodell
liegen, in dem vor allem im Bereich der aktiven Tasche die Seitenketten fehlen und in das keine
Wassermolekiile eingefiigt sind. Dass die nicht eindeutig interpretierbare anomale
Elektronendichtekarte aus der geringen Redundanz der Daten sowie dem schwachen anomalen
Signal des Eisens resultiert, kann im Vergleich mit dem Datensatz des Fe-Succinat-AtsK-
Komplexes, der in Redundanz, Auflésung und Qualitit vergleichbar ist, ausgeschlossen werden.
Die Ergebnisse der beiden Messungen legen nahe, dass die aKG in Abwesenheit von Eisen
reversibel an das Protein gebunden ist und durch andere Liganden verdringt werden kann.
Daher wurde in einem dritten Versuch die aKG vor der Einfithrung von Eisen nicht aus der
Losung entfernt. Unter diesen Bedingungen muss davon ausgegangen werden, dass das bei der
ungekoppelten Kosubstratoxidation gebildete Succinat durch den Uberschuss an aKG in der
Losung verdringt werden kann, sofern die aktive Tasche nach erfolgter Decarboxylierung der

aKG nicht durch eine Konformationsinderung des Proteins unzuginglich geworden ist. Die
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Kristalle wurden nach dem Trianken in einer Fe(Il)-Losung unter Argonatmosphire
Luftsauerstoff ausgesetzt, wobei sich die zuvor farblosen Kristalle intensiv gelb farbten und sich
die Raumgruppe von P2,2,2, nach 12,2,2; &nderte. Im Beugungsexperiment lieferten die
Kristalle zwar leicht unscharfe Reflexprofile, aber Daten von guter Qualitit bis zu einer
Aufldsung von 2.6 A.

In der Differenzelektronendichte fiir die Proteinseitenketten im Bereich der aktiven Tasche ist
zu erkennen, dass sich die Koordination des Eisens durch das Protein nicht von der im unter
anaeroben Bedingungen erhaltenen Fe-aKG-AtsK-Komplex unterscheidet und auch die
Seitenkette von His214 die gleiche Konformation einnimmt. Einzig die Lage der Seitenkette
von Arg279 ist nicht zu erkennen. Die Differenzelektronendichte im Bereich der
Kosubstratbindestelle zeigt nicht wie erwartet die Form von Succinat (siche Abb. 42). Im
unteren Bereich der Kosubstrat-Bindestelle ist die Elektronendichte gut definiert und man kann
die Koordination einer Carboxylgruppe durch die Aminosdureseitenketten von Arg275 und
Thr135 deutlich erkennen. Im oberen Bereich ist die Elektronendichte zu ausgedehnt fiir die
Carboxylgruppe von Succinat. Es wurden im Rahmen der Verfeinerung verschiedene Liganden
an dieser Stelle modelliert, eine eindeutige Interpretation der Elektronendichte, die in Einklang
mit den durch das Experiment gegebenen Rahmenbedingungen stehen, ist jedoch nicht moglich.
Daher sollen die getesteten Modelle im Folgenden vorgestellt und ihre Bedeutung fiir den

Mechanismus der ungekoppelten Kosubstratdecarboxylierung diskutiert werden.

4
His108

Abb. 42 links: Darstellung der positive Differenzelektronendichte (konturiert bei 2.55) im Bereich der
oKG-Bindestelle in der nach aerobem Fe-aKG-soak erhaltenen Kristalle. rechts: Darstellung der
positiven Differenzelektronendichte fiir die aKG im unter anaeroben Bedingungen erhaltenen Fe-aKG-
AtsK-Komplex zum Vergleich.

Die Differenzelektronendichtekarten fiir die unter anaeroben und unter aeroben Bedingungen
hergestellten Fe-aKG-AtsK-Komplexe sind in Abb. 42 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass sie

an der Koordinationsstelle gegeniiber His264, die im unter anaeroben Bedingungen
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hergestellten Fe-aKG-AtsK-Komplex von einem Wassermolekiil besetzt ist, die Form einer
Carboxylgruppe annimmt. Daher wurde zunichst versucht, neben Succinat ein Carbonatmolekiil

in das Modell einzufiigen (siche Abb. 43).

Aspl '0 His108

Abb. 43 Succinat und Carbonat wurden in die Kosubstratbindestelle der nach aerobem Fe-aKG-soak
erhaltenen Struktur eingefiigt. Die Differenzelektronendichtekarte fiir das Modell ohne Succinat und
Carbonat ist in griin dargestellt (konturiert bei 2.5c). Die nicht interpretierte Dichte im linken Teil
resultiert aus der Koordination durch Arg279, fiir dessen Seitenkette keine eindeutige Konformation
gefunden werden konnte.

Die Carbonatgruppe orientiert sich dabei so, dass eines der Sauerstoffatome an das Eisen
koordiniert. Der Abstand zum Eisen ist mit dem zwischen der Asp110-Carboxylgruppe und dem
Eisen vergleichbar (2.1 A). Allerdings ist der Abstand dieses Sauerstoffatoms zum Succinat mit
2.0 A zu kurz fiir eine Wasserstoftbriickenbindung. Allerdings muss bei der Abstandsanalyse
beriicksichtigt werden, dass die Auflosung der Struktur nur 2.6 A betrigt und die angegebenen
Abstinde nur GroBenordnungen angeben. Die Seitenkette von Arg279, die im Fe-Succinat-
AtsK-Komplex an das Succinat koordiniert, kann in dieser Struktur nicht modelliert werden.
Dieser Umstand kann nicht mit dem beschriebenen Modell erkldrt werden. Neben diesen
strukturellen Griinden sprechen mechanistische Aspekte gegen das Vorliegen von Succinat und
Carbonat an dieser Stelle. Denn wie durch die unter anaeroben Bedingungen hergestellte Fe-
aKG-AtsK-Struktur gezeigt, koordiniert die aKG so an das Eisen, dass die a-Carboxylgruppe
gegeniiber His108 liegt und von Arg279 koordiniert wird. Im Laufe der Decarboxylierung hatte
also eine Umorientierung der oKG bzw. des entstandenen Carbonates hin zur
Koordinationsstelle gegeniiber His264 stattfinden miissen. Eine entsprechende Umorientierung
vor der Abreaktion der gleichzeitig mit dem Kohlendioxid entstandenen Ferrylspezies wiirde die
Zugénglichkeit des Eisens von der offenen Substratbindeseite her verringern, so dass das als
Schutzschild gegen unkontrollierte Oxidationsreaktionen diskutierte Tyrosin nicht an das Eisen
koordinieren konnte. Die Umorientierung des Carbonates nach erfolgter Reaktion der

Ferrylspezies ist zwar denkbar, jedoch wurde in kinetischen Untersuchungen (HOLME, 1975)
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gezeigt, dass CO, der erste Ligand ist, der wihrend der Katalyse die Koordinationssphére des
Eisens verldsst.
Eine weitere Moglichkeit zur Interpretation der  Elektronendichte ist eine

Besetzungsfehlordnung zwischen Succinat und aKG (siche Abb. 44).

His108

Abb. 44 Modell fiir eine Lagefehlordnung zwischen Succinat/Wasser und o KG in der anaeroben Fe-
aKG-Struktur. Die Differenzelektronendichtekarte fiir das Modell ohne Succinat/Wasser und aKG ist in
griin dargestellt (konturiert bei 2.5c). Die nicht interpretierte Dichte im linken Teil resultiert aus der
Koordination durch Arg279, fiir dessen Seitenkette keine eindeutige Konformation gefunden werden
konnte.

Die aKG ist dabei nicht wie im unter anaeroben Bedingungen hergestellten Fe-aKG-AtsK-
Komplex sondern wie im eisenfreien Na-oKG-AtsK-Komplex mit der a-Carboxylgruppe
gegeniiber His264 orientiert, was ein Resultat der gednderten Oxidationsstufe des Eisens sein
konnte. Die Ergebnisse der XAS-Messung an der AtsK (siche unten) legen nahe, dass das Eisen
im Kristall in der Oxidationsstufe III vorliegt. Dies wiirde im iibrigen auch die Farbdnderung
der Kristalle nach der Sauerstoffexposition von farblos zu gelb erkléren.

Die Besetzung der Lagen von o KG und Succinat wurde mit Hilfe der Auslenkungsparameter
angepasst. Sie liegt fiir die oK G bei 40% im ersten und 50% im zweiten Monomer.

Die Auslenkungsparameter fir AKG(02), welches die Eisenkoordinationsstelle gegeniiber
His264 besetzt, waren zunidchst sehr viel niedriger als die der restlichen Atome des aKG-
Molekiils. Daher wurde die Fehlordnung eines Wassermolekiils an dieser Position an die des
Succinats gekoppelt. Die Distanz zwischen diesem Wassermolekiil und dem Eisen verfeinert
sich auf etwa 1.8 A, was zu lang fiir den Abstand zu einem Wasser-, aber passend fiir den zu
einem Hydroxylliganden ist. Das Vorliegen von einer Hydroxylgruppe und Succinat wiirde
bedeuten, dass die ungekoppelte Decarboxylierung stattgefunden hat. An dieser Stelle muss
jedoch wieder auf die moderate Auflosung und die dadurch bedingte Ungenauigkeit der
angegebenen Bindungsliangen hingewiesen werden. Da die Konformation der aKG anders als

im entsprechenden unter anaeroben Bedingungen hergestellten Komplex ist, wird vermutet,
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dass nach der Decarboxylierung Succinat durch ein sich in der Mutterlauge befindliches aKG-
Molekiil verdriangt worden ist. Ungekldrt bleibt, iiber welche Folgeprodukte die bei der
Decarboxylierung intermedidr entstandene Eisenoxospezies weiterreagiert hat. Da der loop
zwischen Glul65 und Tyr191 weiterhin nicht modelliert werden kann, bleibt offen, ob dabei
Tyr168 hydroxyliert wurde. Widerspriichlich zur Fe-Succinat-AtsK-Struktur ist, dass beim
Vorliegen von Succinat in der aktiven Tasche Tyr168 nicht an das Eisen koordiniert. Dabei
konnte es sich nach der Hydroxylierung durch die Eisenoxospezies sogar als Chelatligand
anlagern, vor allem, da die Affinitdt von Sauerstoff zum verglichen mit Fe(Il) lewissaureren

Fe(III) erhoht ist.

Bei der Einbeziehung von aKG in das Modell mit einer Orientierung wie in der Na-oaKG-AtsK-
Struktur (siche Abb. 45), also mit der a-Carboxylgruppe gegeniiber His264 positioniert,
ergaben sich fiir das Kosubstrat in den beiden Monomeren der asymmetrischen Einheit sehr

unterschiedliche Abstinde der an das Eisen koordinierenden Sauerstoffatome.

Fe
Aspll0 )

His108

Abb. 45 Modell fiir eine Fehlordnung der Oxocarboxylgruppe der aKG iiber zwei Lagen in der anaeroben
Fe-aKG-Struktur. Die Differenzelektronendichtekarte fiir das Modell ohne aKG ist in griin dargestellt
(konturiert bei 20).

In einem Monomer ist das Sauerstoffatom der a-Carboxylgruppe der aKG mit 2.5 A sehr weit
vom Eisen entfernt und im anderen Monomer mit 1.5 A sehr nahe am Eisen positioniert.
AuBlerdem sind die B-Werte der a-Carboxylgruppe viel hoher als die iibrigen Atome des
Molekiils, was in der anaeroben Fe-aKG-AtsK-Struktur nicht beobachtet worden war.
Einerseits konnte dies auf eine Decarboxylierung der aKG hindeuten. Andererseits konnen die

hohen B-Werte fiir die Atome der a-Carboxylgruppe auch durch eine Fehlordung der aKG



94 Ergebnisse

zwischen der in der anaeroben Fe-aKG-AtsK-Struktur beobachteten und der in der Na-oKG-

AtsK-Struktur gefundenen Orientierung der a-Carboxylgruppe bedingt sein.

Modelliert man eine entsprechende Fehlordnung mit einer Besetzung der beiden Lagen im
Verhiltnis 60:40 im ersten bzw. 50:50 im zweiten Monomer, so ergibt sich fiir das an Eisen
koordinierende Sauerstoffatom der aKG in der auch im Na-aKG-AtsK-Komplex gefundenen
Orientierung ein auffallend niedriger B-Wert. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass an dieser
Position in dem Teil der Monomere, in denen die aKG die alternative Konformation einnimmt,
ein Wassermolekiil als sechster Ligand an das Eisen angelagert ist. Wird dieses Wasser mit der
entsprechenden Besetzung der Lage im Modell eingefiigt, gleicht sich der isotrope
Auslenkungsparameter des genannten Sauerstoffatoms der KG denen der iibrigen Atome im
Molekiil an. Die Anderung der aKG-Konformation in einem Teil der Proteinmolekiile relativ zu
der im anaeroben Fe-oaKG-AtsK-Komplex gefundenen konnte im Zusammenhang mit einer
erfolgten ungekoppelten Decarboxylierung stehen. Da das dabei entstandene Succinat weniger
stark an das Protein bindet als die aKG, konnte nach der Decarboxylierung eine Substitution
des Succinats stattgefunden haben. In einem weiteren Experiment miisste daher geklért werden,
ob Succinat in der aktiven Tasche verbleibt, wenn nach dem anaeroben Fe-soaking der Kristalle
in Gegenwart von aKG vor dem Wechsel zu acroben Bedingungen einen Transfer des Kristalls
in eine aKG-freie Losung stattgefunden hat.

Dass die das Succinat substituierende oKG mit der aCOO-Gruppe nicht wieder in trans-
Position zu His108, sondern in der planaren Konformation zu liegen kommt, konnte im
Zusammenhang mit der gednderten Oxidationsstufe des Eisens stehen. Es wird nicht davon
ausgegangen, dass es sich um eine Lagefehlordnung zwischen Fe und Na handelt, da die
Auslenkungsparameter fiir die Eisenatome in beiden Monomeren denen der das Eisen
umgebenden  Aminosdureatome dhneln. Geht man von dieser Besetzung der
Kosubstratbindestelle aus, stellt sich die Frage, warum sowohl im unter anaeroben Bedingungen
hergestellten Fe-a KG-AtsK-Komplex als auch im Na-aKG-AtsK-Komplex der Kristall in der

Raumgruppe P2,2,2, vorliegt, hier aber in der innenzentrierten Form.

Ein Vergleich der Struktur mit der des unter anaeroben Bedingungen erhaltenen Fe-aKG-AtsK-
Komplexes mit Hilfe des Programmes ESCET zeigt eine strukturelle Identitdt von 98.4% bei
einem unteren Grenzwert fiir die fehlergewichteten Abstandsdifferenzen von 1.5c. Dabei
beschrinken sich die nicht iibereinstimmenden Regionen auf wenige, isolierte Aminoséduren in

von der aktiven Tasche weit entfernten loops. Da die Ungenauigkeit der Atomparameter
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aufgrund der niedrigen Auflosung vor allem bei dem unter aeroben Bedingungen hergestellten
Komplex hoch sind, werden kleinere, aber signifikante Unterschiede, die womd&glich im Bereich

der aktiven Tasche auftreten, nicht beriicksichtigt.

R279
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Abb. 46 In a) und b) sind die beiden Teile der Lagefehlordnung zwischen o KG und Succinat getrennt
dargestellt. ¢) zeigt das Modell mit Succinat und Carbonat in der aktiven Tasche, d) zeigt das Modell der
Fehlordnung zwischen zwei alternativen Lagen der aKG, in dem fiir eine der aKG-Lagen zusitzlich ein
Wassermolekiil in das Modell eingefiigt wurde.

5.2.15 P2,2:2;vs 1242424

Die Fixierung der Aminosdure His81 ist die einzige Verdnderung, die bei den in der
Raumgruppe 12,22, vorliegenden Strukturen gegeniiber denen in der Raumgruppe P2,2,2,
kristallisierten Komplexen beobachtet wird. Es liegt nahe, dass die Raumgruppeninderung
hiermit zusammenhéngt, auch wenn als Ausnahme davon in der Struktur des unter aeroben
Bedingungen hergestellten Fe-aKG-AtsK-Komplexes die Lage von His81 nicht zu erkennen ist.
Ob und wie die librigen Aminosduren Einfluss auf die Symmetrie im Kristall haben, kann an

dieser Stelle nicht geklart werden.
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5.3 Rontgenabsorptionsspektroskopie

Die Rontgenstrukturanalyse ist nicht in der Lage, direkte Aussagen iiber Oxidationsstufen von
Metallen zu machen. Bei geniigend hoher Auflosung der Struktur und damit Prézision der
Atomabstinde und der genauen Bestimmung der Umgebung (Koordinationszahl und Natur der
Liganden) kann die Oxidationsstufe eines Atoms jedoch iiber die bond valence-Methode
berechnet werden (MULLER, 2003). Die Strukturen der verschiedenen AtsK-Komplexe sind fiir
eine entsprechende Analyse des Eisens nicht geeignet. Zum einen variieren die Bindungslangen
zum Eisen zwischen den einzelnen Monomeren der asymmetrischen Einheit, zum anderen kann
die Minderbesetzung von Liganden- und Eisenlagen nur grob beschrieben werden. Weiterhin
wichtig wire die Kenntnis 1tiber die Protolysestufen, die dafiir bendtigten
Wasserstoffatompositionen kénnen den vorliegenden Daten nicht entnommen werden.

Ein Experiment, das die Zuordnung der Oxidationsstufe direkt erlaubt, ist die

Rontgenabsorptionsspektroskopie XAS.
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Abb. 47 Das XAS-Spektrum einer aeroben Losung, die neben AstK noch Fe** und aKG enthielt (griin).
Als Referenz fiir Eisen in der Oxidationsstufe III ist das Spektrum der oxidierten Form der humanen
Tyrosinhydroxylase (schwarz) dargestellt. Als Referenz fiir Fe(II) ist das Spektrum der reduzierten Form
der Tyrosinhydroxylase (rot) gezeigt. Es ist klar zu erkennen, dass in der AtsK-Probe Fe(III) vorliegt.

In Abb. 47 ist das XAS-Spektrum der AtsK im Vergleich mit dem von Eisen im aktiven
Zentrum der humanen Tyrosinhydroxylase in reduzierter und oxidierter Form dargestellt
(Meyer-Klaucke, 1996). Die AtsK-Probe enthielt neben dem Protein Eisen und aKG. Aus der
Form des Spektrums in der XANES-Region kann abgeleitet werden, dass das Eisen unter den
gegebenen Bedingungen in der Oxidationsstufe III vorliegt. Der EXAFS-Region ist zu
entnehmen, dass das Eisen von den in der Kristallstruktur beschriebenen Aminosauren koordiert
ist und somit nicht frei in Losung vorliegt. Weiterhin wurde beobachtet, dass bei

Kristallisationen, bei denen dem Protein Fe(Il) in unterschiedlichen Konzentrationen unter
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aeroben Bedingungen zugesetzt worden war, in den Kristallstrukturen kein Eisen in der aktiven
Tasche gefunden wurde. Der Kristallisationstropfen férbte sich nach wenigen Stunden gelb und
ein brauner Niederschlag von Eisen(Ill)-oxid fiel aus, was darauf hindeutet, dass das Metall
unter diesen Bedingungen in der wéssrigen Losung oxidiert wurde. Weiterhin zeigten
Aktivitétstests, dass das Protein bei der Zugabe von Fe(Ill) statt Fe(II) das Substrat nicht
umsetzen kann. Zusammenfassend bedeutet das, dass die AtsK nur Fe(Il) aus der Losung
anlagert und reversibel binden kann. Fe(III) befindet sich nur dann in der aktiven Tasche, wenn
es durch Oxidation von Fe(II) im Enzym gebildet wurde. Da bislang keine XAS-Messung fiir
eine aKG-freie Probe der AtsK mit Fe(Il) durchgefiihrt wurde, kann an dieser Stelle nicht
geklért werden, ob Fe(Il) bei der von der Substratbindung abgekoppelten Oxidation der aKG zu
CO; und Succinat durch O, zu Fe(Ill) oxidiert wurde. Es sind jedoch fiir eine Reihe anderer
Enzyme dieser Familie Nachweise fiir die von der Substratoxidation abgekoppelte aKG-
Decarboxylationen beschrieben, die meist zur Inaktivierung des Enzyms durch Bildung von
Fe(III) fithren (SOLOMON, 2000). Der Mechanismus dieser Inaktivierung ist nicht bekannt, in
vielen Féllen kann aber zumindest ein Teil der urspriinglichen Aktivitdit durch
Wiederherstellung von Fe(Il) zuriickgewonnen werden, indem Ascorbat zugesetzt wird (RYLE.

2003a).
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5.4 Vergleich mit anderen aKG-abhiingigen Dioxygenasen

Bevor aus diesen Ergebnissen ein Katalysemechanismus fiir die AtsK abgeleitet wird, soll den
zahlreichen Untersuchungen an anderen Vertretern dieser Enzymfamilie Rechnung getragen
werden. Neben den Kristallstrukturen von DAOCS, CAS, ANS, P3H, TauD und GAB liegen
auch spektroskopische Daten fiir diese und weitere Enzyme vor. Im folgenden werden zunéchst
die verschiedenen Kristallstrukturen vorgestellt und anschlieend vor allem fiir TauD, dem der
AtsK mit einer Sequenzhomologie von rund 30% engsten Verwandten dieser Enzymfamilie,
Ergebnisse anderer Untersuchungsmethoden diskutiert.

In Tabelle 8 sind alle bekannten Kristallstrukturen von aKG-abhéngigen Dioxygenasen und
ihren Komplexen zusammengefasst. Allen Enzymen ist das jelly roll-Motiv gemein, welches die
konservierte His-Asp/Glu-His-Eisenbindungstriade trigt. Im Falle von TauD (ELKINS, 2002),
welche mit 30% die grofite Sequenzhomologie zu AtsK aufweist, ist nicht nur diese zentrale
Doméne, sondern die ganze Struktur der der AtsK sehr dhnlich (siche Abb. 50). Unterschiede
zwischen AtsK und TauD, aber auch den anderen Enzymen, treten vor allem im Bereich der die
B-Faltblétter des jelly roll-Zylinders flankierenden a-Helices sowie in der zweiten, kleinen
Domine auf, die in AtsK vor allem fiir die Tetramerbildung wichtig ist. Bei dieser kleinen
Domaéne handelt es sich bei AtsK (141-243) und TauD (131-234) wie auch bei CAS(177-258)
(ZHANG, 2000) und GAB(192-271) (CHANGE, 2002) um eine Insertion in der Sequenz. Auch
bei TauD ist diese kleine Domine an der Dimerisierung beteiligt. Die Suche nach dieser
Insertion &dhnlichen Strukturen zeigte, dass eine entsprechende Faltung nur bei den oben
genannten Proteinen auftritt. Die Aminosduren der zweiten Doméne sind bei DAOCS
(VALEGARD, 1997), ANS (WILMOUTH, 2002) und P3H (CLIFTON, 2001) am C-terminalen Ende
der Sequenz zu finden und umfassen etwa 40 Aminoséuren bei DAOCS und ANS und iiber 80
bei P3H.

Wie schon erwihnt, befindet sich die aktive Tasche bei allen Enzymen dieser Gruppe innerhalb
des jelly roll-Zylinders und kann formal in zwei Bereiche unterteilt werden. Der erste Teil, der
fiir die Eisen- und Kosubstratbindung verantwortlich ist, ist zwischen den Enzymen hoch
konserviert. Der zweite, an der Substratbindung beteiligte Bereich unterscheidet sich
erwartungsgemdfl stirker. Der erste Teil besteht aus der His-X-Asp/Glu-X,-His-
Eisenbindungstriade und einem Arginin, das eine Salzbriicke zur y—Carboxylgruppe der aKG
ausbildet. Im Falle von AtsK, CAS und TauD bildet eine Threoninseitenkette, im Falle von
DAOCS, ANS und GAB eine Serinseitenkette eine Wasserstoffbriicke zu einem der

y—Carboxylsauerstoffatome der o KG aus.
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Ein Vergleich der aktiven Taschen der Enzyme lédsst die Zuordnung weiterer konservierter
Bereiche auch in den Féllen zu, in denen keine Metall- oder aKG-Komplexe erhéltlich sind.
Daher kann fiir P3H abgeleitet werden, dass H135 (die Seitenkettenlage entspricht der von
Thr135 in der AtsK), His43 (die Seitenkettenlage entspricht der von Ser260 in DAOCS) oder
Ser170 (CLIFTON, 2001) fiir die Ausbildung einer analogen Wasserstoffbriicke zur
y—Carboxylgruppe in Frage kommen. Eine Superposition der P3H-Struktur mit den erhiltlichen
aKG-Komplexen der anderen Enzyme legt nahe, dass His135 die Wasserstoffbriicke ausbildet,
da His43 und Ser170 zu weit entfernt liegen (mehr als 5 A). Neben der Salzbriicke zum Arginin
scheint das Vorliegen dieser zweiten Verankerung der y-Carboxylgruppe der aKG wichtig zu
sein, wenngleich diese zweite Enzymseitenkette auf beiden Seiten des Kosubstratmolekiils
lokalisiert sein kann. So bilden DAOCS und ANS iiber ihre Serinseitenketten eine
Wasserstoffbriicke mit dem Sauerstoffatom der aKG aus, welches AKG(O4) in AtsK-Struktur
entspricht. Alle anderen Enzyme lagern sich von der entgegengesetzten Seite iiber die
Wasserstoffbriicke mit AKG(O3) an die aKG an.

Eine weitere konservierte Einheit der Kosubstratbindestelle ist ein Arginin (Arg279 in AtsK),
das eine Wasserstoffbriicke zur a-Carboxylgruppe der aKG ausbildet. Nur im Falle von ANS
liegt statt Arginin ein Asparagin (Asn215) an dieser Stelle vor. Arginin bzw. Asparagin
scheinen wichtig fiir die richtige Orientierung der a-Carboxylgruppe der aKG in der
Eisenkoordinationssphére zu sein. Fiir AtsK, TauD, CAS, P3H und GAB befindet sich diese
Koordinationsstelle in trans-Stellung zu His-X-Asp/Glu-X,-His, wodurch die Position
gegeniiber dem zweiten Histidin der Triade fiir die Koordination durch ein Wassermolekiil zur

Verfiigung steht.

Abb. 48 Stereodarstellung zur Verdeutlichung der aKG-Konformation im Fe-aKG-AtsK-Komplex.
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Diese Anordnung der aKG fiihrt zu einer Konformation, in der die a-Carboxylgruppe um 50-
90° aus der Ebene der iibrigen Atome des Molekiils gedreht ist (siche Abb. 48).

Im Falle der ANS, der DAOCS und des NO-Komplexes der CAS liegen alle Atome der aKG
wie auch im Na-aKG-AtsK-Komplex anndhernd in einer Ebene. Das fiihrt dazu, dass in den Fe-
oaKG-Komplexen von ANS und DAOCS die a-Carboxylgruppe der oKG in der
Eisenkoordinationssphdre =~ gegeniiber =~ His-X-Asp/Glu-X,-His  liegt.  Die  sechste
Koordinationsstelle befindet sich nun gegeniiber His-X-Asp/Glu-X,-His und wird von einem

Wassermolekiil besetzt (siche Abb. 49).

Abb. 49 Stereodarstellung zur Verdeutlichung der aKG-Konformation im Fe-aKG-DAOCS-Komplex.
Die besondere Rolle der an die a-Carboxylgruppe der aKG koordinierenden Arginin- bzw
Asparaginseitenkette besteht in der Verbriickung von Fe/aKG-und Substratbindestelle. In den
Fe-aKG-Substratkomplexen von AtsK, TauD und CAS bildet das entsprechende Arginin
Wasserstoffbriickenbindungen sowohl mit aKG(02) als auch der Carboxyl- bzw. Sulfat- und
Sulfonatgruppe des Substrats aus. Das Substrat befindet sich in diesen Komplexen gegeniiber
His-X-Asp/Glu-X,-His. Damit kann im Laufe der Katalyse molekularer Sauerstoff das im Fe-
aKG-Komplex an dieser Stelle koordinierende Wasser ersetzen und nach der Decarboxylierung
der aKG direkt mit dem Substratmolekiil reagieren, ohne dass eine Umlagerung in der
Eisenkoordinationssphére stattfinden muss. Betrachtet man allerdings den Fe-aKG-Substrat-
CAS-NO-Komplex als O,-Komplexanalogon, kann eine Umlagerung wéhrend der Reaktion und
damit ein alternativer Reaktionsmechanismus nicht ausgeschlossen werden.

Vergleicht man die Substratbindestellen von AtsK und TauD genauer, stellt man fest, dass
obwohl in beiden Fillen ein Arginin, ein Histidin und ein Valin etwa an der gleichen Stelle der
aktiven Tasche an der Sulfat- bzw. Sulfonatbindung beteiligt sind, sich die Lage der Substrate

relativ zum Eisen in beiden Enzymen unterscheidet. Die SOj;-Einheit von Taurin ist im
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Vergleich zum Sulfatester um etwa 0.5 A verschoben und um 25° gedreht, so dass das an den
Schwefel gebundene Kohlenstoffatom, welches im Verlauf der Katalyse hydroxyliert wird, das
dem FEisen nichste Atom des Substratmolekiils ist. Im Sulfatester ist das ausgehend vom
Schwefel tiberndchste Atom das dem Eisen néchste. Das vierte zu Wasserstoffbriicken beféhigte
Sauerstoffatom des Sulfatesters bildet zwar nur eine vergleichsweise schwache Wechselwirkung
zum langen, flexiblen loop der AtsK iiber Aspl67 aus, dies konnte aber zumindest ein Grund

fiir die von der Taurin abweichende Orientierung des Sulfatesters in der aktiven Tasche sein.

AtsK TauD

Abb. 50 Cartoon-Darstellungen von AtsK (Fe-Succinat-AtsK-Komplex, links) und TauD (rechts) zum
Vergleich der Strukturen. Die Bereiche der beiden Proteine, die durch Konformationsénderungen auf die
Substratbindung reagieren, sind orange hervorgehoben.

Fiir TauD konnte gezeigt werden, dass die Substratbindung an zwei Stellen des Proteins eine
Konformationsédnderung hervorruft. Zum einen verlagert sich der loop zwischen den
Aminosduren Leu60 und Asp80, in dem sich die Aminosdure His70 befindet, die direkt an der
Sulfonatbindung beteiligt ist, in Richtung der aktiven Tasche und schirmt sie damit stérker ab.
Weiterhin erfolgt eine Bewegung der beiden Helices zwischen Phel159 und Asn181. Obwohl die
Aminoséuren der Helices weder direkt mit dem Substrat noch mit den Aminoséuren der aktiven
Tasche noch mit denen des loops zwischen Leu60 und Asp80 interagieren, klappen die Helices
bei der Substratbindung auf der Seite der aktiven Tasche iiber die der Offnung des jelly roll-
Zylinders. Diese gleiche Flexibilitit scheint auch bei der AtsK aufzutreten, denn die nicht
modellierbaren loops zwischen Ala80-Pro85 und Glul65-Tyr191 entsprechen diesen beiden
Regionen in der TauD-Struktur. Ein moglicher Grund, warum diese Aminosduren in der
Substrat-Struktur der AtsK nicht modelliert werden konnten, konnte die niedrige Besetzung der

Substratlage sein. Weiterhin konnten fehlende Bewegungsfreiheit im Kristall aufgrund von
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Packungseffekten (die Substratmolekiile wurden durch soak-Experimente eingefiihrt) oder der
Umstand, dass es sich bei den eingesetzten Substraten nicht um die natiirlichen Substrate

handelt, verantwortlich dafiir sein.

Fiir die tibrigen Enzyme liegt weder ein Substrat- noch ein Produkt-Komplex vor. Ein Vergleich
der aktiven Taschen der Enzyme ermdglicht aber zumindest die Zuweisung potentieller
Substratbindestellen im Falle von DAOCS und P3H.

In DAOCS koordiniert Argl62 analog Arg279 in der AtsK-Struktur an die a-Carboxylgruppe
der aKG. Eine Wasserstoffbriicke zwischen Argl62 und der Carboxylgruppe des Substrates
Penicillin N wiirde das Substrat so positionieren, dass sich die C-C-Bindung, an der im Laufe
der Reaktion die oxidative Ringerweiterung stattfindet, an das Eisenzentrum anlagern kann.

Fiir P3H kommen drei verschiedene Argininseitenketten (Arg95, Arg97 and Argl22) als Linker
zwischen dem Kosubstrat und dem Substrat in Betracht. Diese drei Arginine sind miteinander
iiber Wasserstoffbriicken verbunden. Am wahrscheinlichsten kommt Argl22 die verbriickende
Funktion zu. Arg95 und Arg97 liegen etwas weiter von der Kosubstratbindestelle entfernt,

konnten aber liber Wasserstoftbriicken in der Substratbindung involviert sein.
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6 Diskussion

6.1 Substrate der AtsK: Sulfatester vs. Sulfonate

Die unter Schwefelmangel und in Gegenwart von Sulfatestern von Pseudomonas putida S-313
exprimierte Dioxygenase AtsK wurde hinsichtlich verschiedener aliphatischer Sulfatester als
Substrate eingehend untersucht (KAHNERT UND KERTESZ, 2000). Die Kettenldnge der
aliphatischen Reste geeigneter Sulfatester variiert zwischen drei und zwolf Kohlenstoffatomen,
wobei auch Sulfatester mit verzweigten Resten umgesetzt werden. Die grofiten Werte fiir die
Michaelis-Konstante K, werden fiir Heptyl- und Octylsulfatester erreicht. Als Produkte der
Sulfatesterspaltung wurden Sulfat und der jeweilige Aldehyd nachgewiesen. Demnach bildet
sich bei der Oxidation des Substrates zunédchst die an C1 hydroxylierte Spezies. Bei dieser
Charakterisierung der AtsK konnte jedoch keine eindeutige Zuordnung eines natiirlichen
Substrats getroffen werden.

Kristallstrukturen von AtsK-Sulfatester-Komplexen konnten fiir Hexylsulfat und 2-Ethyl-
hexylsulfat erhalten werden. Butylsulfat konnte im Kristall weder nach soaking noch nach
Kokristallisation mit Butylsulfat nachgewiesen werden. Dies wird auf die durch die Michaelis-
Konstante ausgedriickte niedrige Affinitdit der AtsK zu diesem Substrat zurilickgefiihrt.
Umgekehrt zersetzen sich die Kristalle beim soaking mit Octylsulfat, zu welchem AtsK eine
gegeniiber Hexylsulfat und 2-Ethyl-hexylsulfat hohe Affinitit aufweist. Die Koordination von
Octylsulfat fiihrt am Enzym moglicherweise zu einer Konformationsédnderung von so groBem
Ausmal, dass diese auBerhalb der durch den Kristallverband gegebenen Bewegungsfreiheit des
Proteins liegt.

Die Kristallstrukturen der AtsK-Substrat-Komplexe zeigen eine mit dem TauD-Taurin-
Komplex iibereinstimmende Substratbindung. Bei Taurin handelt es sich um ein Sulfonat,
welches von TauD zu Sulfit und Aminoacetaldehyd umgesetzt wird (EICHHORN, 1997). Obwohl
im Vorfeld bekannt war, dass AtsK aus Taurin kein Sulfit freisetzt (KAHNERT UND KERTESZ,
2000), wurde versucht, die Struktur eines AstK-Sulfonat-Komplexes zu bestimmen. Im Rahmen
eines soaking-Experimentes gelang es, Heptylsulfonat in die aktive Tasche der AtsK
einzulagern. Die Koordination des Sulfonates durch das Enzym entspricht der bei den
Sulfatestern beobachteten, die Lage des Molekiils ist jedoch relativ zum Eisen verschoben
(siehe Kapitel 5.2.7). Dadurch wird das an das Schwefelatom gebundene Kohlenstoffatom das
dem Eisen néchste Atom. Gleichzeitig verringert sich der Abstand zwischen Schwefel und

Eisen. Nach der Bestimmung dieser Kristallstruktur wurde AtsK auf die Féahigkeit untersucht,
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nicht nur aus Taurin, sondern auch aus anderen aliphatischen Sulfonaten Sulfit freizusetzen
(TRALAU UND KERTESZ, personliche Mitteilung). Dafiir wurden Sulfonate mit Kettenlangen
von 3-7 Kohlenstoffatomen eingesetzt. Sulfit konnte aber in keinem der Fille als Produkt
nachgewiesen werden. Statt dessen wurde bei allen Ansédtzen die Freisetzung von Sulfat

beobachtet (siche Abb. 51).
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Abb. 51 Durch AtsK wird aus Sulfonaten Sulfat freigesetzt. Die Existenz des hier gezeigten
Hydroxysulfonats als Katalyseintermediat ist nicht gesichert.

Vergleicht man die Menge an bei der Sulfonatspaltung freigesetztem Sulfat mit der bei der
Hexylsulfatspaltung auftretenden, erhélt man Werte von ca. 10% fiir Pentylsulfonat bis ca. 75%
fiir Hexylsulfonat. Damit ist die Aktivitdt der AtsK gegeniiber Sulfonaten vergleichbar mit der
gegeniiber den kurzkettigen Sulfatestern und etwa eine GroBenordnung geringer als die
gegeniiber Heptyl- oder Octylsulfat. Auf welche Weise bei der Spaltung von Sulfonaten durch
AtsK Sulfat gebildet wird, ist nicht bekannt. Weiterhin ist noch nicht geklért, ob der aliphatische
Rest wie auch nach der Sulfatesterspaltung als Aldehyd vorliegt. Legt man einen Mechanismus
analog der Sulfatesterspaltung zugrunde, so sollte zunéchst aus aKG Succinat und CO, und aus
dem Sulfonat das entsprechende 1-Hydroxylsulfonat gebildet werden. Dieses sollte dann in
Analogie zur Taurinspaltung durch TauD zu Sulfit und dem Aldehyd zerfallen. Nachfolgend
miisste die Oxidation des Sulfits in einem zweiten Katalysezyklus erfolgen. Da kein Sulfit in der
Losung nachgewiesen werden konnte, muss dass das Sulfit bis zur Oxidation in der aktiven
Tasche verbleiben. Nachdem Succinat durch aKG ersetzt wurde, kann das Enzym das Sulfit zu
Sulfat oxidieren. Diese Reaktionsfolge konnte durch ein Experiment, bei dem der Verbrauch
von aKG in Gegenwart von Sulfit gemessen wird, bestétigt werden. Alternativ konnte man die
Menge der umgesetzten o KG bei der Spaltung von Sulfonaten gegeniiber der bei der
Sulfatesterspaltung umgesetzten Menge bestimmen. Weiterhin konnte ein Sulfit-AtsK-Komplex
kristallographisch untersucht werden, wobei die Koordination von Sulfit an das Protein nicht
zwangsldufig bedeutet, dass es von AtsK oxidiert werden kann. Zudem muss beriicksichtigt
werden, dass die AtsK moglicherweise nur durch Interaktion mit dem bei der Sulfonatspaltung
entstandenen Aldehyd in der Lage ist Sulfit zu oxidieren, frei in der Losung vorliegendes jedoch

nicht oxidieren kann.
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Neben diesem Mechanismus, bei dem die Oxidation des Schwefels in einem der
Sulfonatspaltung nachfolgenden Schritt stattfindet, ist ein weiterer denkbar, bei dem das
Sauerstoffatom vom Eisen statt auf das Kohlenstoffatom C1 auf das Schwefelatom des
Sulfonats iibertragen wird. Dass dies prinzipiell moglich ist, konnte die Kristallstruktur des
Sulfonat-Komplexes zeigen. Darin liegt der Eisen-Schwefel-Abstand mit etwa 3.9 A in der
gleichen GroBenordnung wie der Eisen-Kohlenstoffabstand in der Fe-aKG-Sulfatester-Struktur.
Im Anschluss an die Schwefeloxidation konnte es zu einer Umlagerung am Schwefelatom
kommen, bei der ein Sulfatester entsteht, der entweder nachfolgend oxidiert oder hydrolytisch

gespalten wird.

Da zum Ablauf der Sulfonatspaltung erst wenige Resultate vorliegen, wird der
Katalysemechanismus fiir die AtsK im folgenden Kapitel nur am Beispiel der
Sulfatesterhydroxylierung diskutiert. Der postulierte Mechanismus sollte jedoch auf den der
Sulfonat- bzw. Sulfithydroxylierung iibertragbar sein.

6.2 Der Katalysemechanismus

In Abb. 52 ist ein Reaktionsmechanismus fiir die aKG-abhédngigen Dioxygenasen, abgeleitet
vom von Hanauske-Abel et al. vorgeschlagenen Mechanismus (HANAUSKE-ABEL, 1982), in
allgemeiner Form dargestellt. Ausgangszustand fir die Katalyse ist der Fe(Il)-aKG-
Enzymkomplex. Wie kinetische Studien gezeigt haben (HOLME, 1975; RYLE, 1999), beginnt der
Katalysezyklus mit der Koordination von Substrat an diesen Komplex. Im Falle der AtsK wird
das Substrat {iber drei Wasserstoffbriickenbindungen zum Hauptkettenatom Vall11(N) und den
Seitenkettenatomen Arg279(Ny2) und H81(Ne2) in der aktiven Tasche fixiert. Die
Verdrangung des zuvor an das FEisen koordinierenden Wassermolekiils durch die
Substratbindung tragt zur Aktivierung des Komplexes fiir die Sauerstoffbindung bei. Die
fiinffach-Koordination des Eisens scheint aber keine zwingende Voraussetzung fiir die
Sauerstoffbindung zu sein, da bei einem der fiir die CAS untersuchten Substrat-Enzym-
Komplexe auch nach der Substratbindung an das Protein ein Wassermolekiil an das Eisen
koordinierte (ZHANG, 2000). Wenn das Wassermolekiil bei der Substratbindung immer noch am
Eisen koordiniert bleibt, muss das Sauerstoffmolekiil im néchsten Katalyseschritt (HOLME,
1975) den labilsten Liganden am Eisen verdringen. Dass es sich dabei um das Wassermolekiil
handelt, ldsst der Na-aKG-AtsK-Komplex vermuten. Anders als im entsprechenden Fe-aKG-
AtsK-Komplex befindet sich in der Koordinationssphére des gegeniiber Eisen weniger positiv

geladenen Natriumatoms kein Wassermolekdil.
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Abb. 52 Vorschlag fiir den Katalysemechanismus der oKG-abhidngigen Dioxygenasen. Nach der
Anlagerung von Substrat an den Fe(II)-aKG-Proteinkomplex startet mit der Koordination von Sauerstoff
die Reaktionskaskade: Im ersten Schritt wird die aKG decarboxyliert und es entstehen Succinat und CO,.



Diskussion 109

Ob die Substitution des gebildeten Kohlendioxids durch Wasser wie hier dargestellt ablduft, ist nicht
geklért. Da jedoch fiir einige Enzyme ein von Wasser stammendes Sauerstoffatom in den Produkten
nachgewiesen werden konnte, ist die CO,-Substitution wahrscheinlich. Die bei der Decarboxylierung
entstandene Ferrylspezies Fe(IV)=0 reagiert unter Protonenabstraktion mit dem Substrat. Dabei werden
eine Radikalzwischenstufe und ein Fe(IlI)-OH-Komplex gebildet. Die Produktfreisetzung aus dem
Radikal erfolgt liber zwei alternative Wege, bei denen entweder ein OH-Radikal vom Eisen auf das
Substrat tibertragen wird oder ein weiteres Wasserstoffradikal abgespalten wird. Beide Wege fiihren zur
Regeneration des Fe(II)-Enzymkomplexes.

Fiir CAS ist die Kristallstruktur des CAS-Fe(Il)-aKG-Deoxyguanidinoproclavaminsaure-NO-
Komplexes (ZHANG, 2002) bekannt. Desoxyguanidinoproclavaminsédure wird durch CAS
hydroxyliert und zu Guanidinoproclavaminsdure umgesetzt. In diesem CAS-NO-Komplex
bindet das Sauerstoffanalogon NO an der Unterseite der aktiven Tasche gegeniiber dem Substrat
an das Eisen. Diese Koordinationsstelle ist nicht von der zum Ldsungsmittelbereich offenen
Substratbindeseite her erreichbar. Die Autoren vermuten, dass das Sauerstoffmolekiil die
Bindestelle iiber einen hydrophoben Tunnel im Inneren des jelly roll-Zylinders erreicht,
vorausgesetzt, dass NO und O, auf die gleiche Art an das Eisen koordinieren. Ein Vergleich mit
der Fe-aKG-Substrat-Struktur der AtsK zeigt, dass Aminosiurenseitenketten das Innere des
jelly roll-Zylinders ausfiillen. Eine Diffusion von O, durch diesen Zylinder ist
unwahrscheinlich. Die Anlagerung des Sauerstoffmolekiils an das Eisen von der Substratseite
her an die Koordinationsstelle, die zuvor durch Wasser besetzt wurde, ist dagegen moglich.
Nach der Anlagerung von Sauerstoff an das Eisen folgt im néchsten Schritt die Oxidation des
Kosubstrates, bei der ein Sauerstoffatom auf AKG(C2) iibertragen wird. Die aKG wird in der
Folge unter Bildung von Succinat und CO, decarboxyliert. Dieser irreversible Schritt stellt
vermutlich die Triebkraft bis zu diesem Punkt der Katalyse dar. Es ist wahrscheinlich, dass die
an die a-Carboxylgruppe der aKG koordinierende Argininseitenkette (Asn im Falle von ANS)
nach der Decarboxylierung Wasserstoffbriicken zum entstandenen CO, ausbildet. In den
Substrat-Komplex-Strukturen von AtsK, CAS und TauD bildet diese Argininseitenkette neben
der Wasserstoffbriicke zur aKG weitere zum Substrat aus. Dies und die Tatsache, dass diese
Aminosdure unter den oKG-abhingigen Dioxygenasen konserviert ist, unterstiitzt die
Vermutung, dass diese Aminosdure als Steuerungselement mafigeblich an der Katalyse beteiligt
ist. Durch sie wird sichergestellt, dass die Decarboxylierung erst einsetzt, wenn das Substrat an
das Enzym koordiniert.

Die durch die Abspaltung von CO, frei werdende Koordinationsstelle am Eisen konnte
entweder von einem Wassermolekiil oder im Falle einer zweizéhnigen Koordination durch
Succinat besetzt werden.

Das zweite Sauerstoffatom von O, verbleibt unter der Bildung einer kurzlebigen Fe(IV)=0O-

Spezies (PRICE, 2003) am Eisen. Das Ferrylintermediat Fe(IV)=0O abstrahiert im néchsten
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Schritt ein Wasserstoffatom vom Substrat und geht dabei unter Reduktion des Eisens in eine
Fe(II)-OH-Spezies iiber. Sollte das Sauerstoffmolekiil tatsédchlich wie das NO-Molekiil im
CAS-Fe(Il)-aKG-Deoxyguanidinoproclavaminsidure-NO-Komplex an das Eisen koordinieren,
stellt sich an dieser Stelle die Frage, wie das Wasserstoffradikal von der
Deoxyguanidinoproclavaminséure auf das Sauerstoffatom am Eisen iibertragen wird. In Abb. 53

sind die beiden alternativen Geometrien fiir den Komplex nach der Decarboxylierung

dargestellt.
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Abb. 53 Darstellung der alternativen Geometrien fiir den Fe(IV)=0-Succinat-Substrat-Komplex.

Im sich aus dem NO-analogen Komplex ergebenden Fall A liegt Sauerstoffatom sehr weit vom
Substrat entfernt. In Komplex B ist eine Ubertragung des Wasserstoffatoms ohne Anderung der
Koordinationssphire moglich. Nach der Wasserstoffiibertragung reagiert das entstandene
Substratradikal dann weiter zum Produkt (siche Abb. 54 und Abb. 56).

Bei der Katalysereaktion von AtsK, TauD, P3H, ANS und dem ersten CAS-katalysierten Schritt
der Clavaninsduresynthese wird eine Hydroxylgruppe vom Eisen auf das Substrat iibertragen
(VIKLUND, 1999). Die im Falle von AtsK und TauD gebildeten primdren Produkte
Hydroxylsulfat und Hydroxylsulfonat zersetzen sich nachfolgend zum entsprechenden Aldehyd
und Sulfat bzw. Sulfonat. Das Hydroxylierungsprodukt der ANS geht nachfolgend unter
Wasserabspaltung in ein 1,2-Diketon {iiber, welches iiber Keto-Enol-Tautomerie zu einem
aromatischen System fiihrt. Interessanterweise stammt das iibertragene Sauerstoffatom in den
hydroxylierten Produkten nicht ausschlielich von O, sondern auch von H,O, wie Experimente
mit isotopenmarkierten Reagenzien an anderen Dioxygenasen zeigen konnten (BALDWIN, 1991;
SABOURIN UND BIEBER, 1982). Das Wassermolekiil muss bei der Hydroxyliibertragung mit dem
Eisen in Kontakt stehen, wenn das gebildete Fe(IlI) nachfolgend wieder in Fe(II) iibergehen und
fiir den nichsten Katalysezyklus zur Verfiigung stehen soll.

In Abb. 52 ist der Austausch von einem aus O, stammenden Sauerstoffatom gegen ein aus
einem Wassermolekiil stammendes Sauerstoffatom an der Ferrylspezies gezeigt. Alternativ ist

der Austausch auch nach der Reaktion der Fe(IV)=0-Spezies mit dem Substratmolekiil denkbar.
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Abb. 54 Darstellung der Hydroxylierungsreaktionen, die durch die Enzyme AtsK, TauD, P3H, CAS und
ANS katalysiert werden.

Eine Reaktion mit nicht an FEisen gebundenem Wasser wiirde erstens reaktive Spezies
freisetzen, die zu unkontrollierten Folgereaktionen fiihren kénnten und zweitens wiirde kein
geschlossener Katalysezyklus durchlaufen. Eine solche von der Eisenreduktion abgekoppelte
Hydroxylierung scheint vor allem fiir die Enzyme, die Hydroxylierungen katalysieren, als
Nebenreaktion abzulaufen, da die Gegenwart des Reduktionsmittels Ascorbat durch Reduktion
von inaktiven Fe(Ill)-Komplexen die Katalyserate erhoht (MORI, 1997). Wie diese
Reaktivierung des Enzyms durch Ascorbinséure ablauft, ist nicht bekannt (siche Abb. 55).

Es ist nicht klar, ob die Ascorbinsdure das sich in der aktiven Tasche des deaktivierten Enzyms
befindliche Fe(Ill) reduziert. Die Koordination von Ascorbinsdure, die eine Reduktion des
Eisens in der aktiven Tasche erlauben wiirde, konnte bislang fiir keines der Enzyme
nachgewiesen werden. Alternativ konnte sie auch das in der wissrigen Losung durch

Luftsauerstoff oxidierte Eisen reduziert. Die Konzentration des freien Fe(Il) in der Ldosung
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bliebe dadurch konstant und Fe(II) stiinde zur Substitution von an das Enzym gebundene Fe(I1I)

zur Verfiigung.
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Abb. 55 Darstellung der von der Eisenreduktion abgekoppelte Hydroxylierung des Substrats. Durch
Zusatz von Ascorbinsdure kann die inaktive Fe(IlI)-Spezies reaktiviert werden. Uber den Mechanismus
beider Reaktionen ist nichts bekannt.

Im Falle von DAOCS und dem zweiten und dritten Schritt der Clavaminatsynthese durch CAS
schliefen sich der ersten eine zweite Wasserstoffradikalabstraktion am Substrat durch die
Fe(III)-OH-Spezies an. In der Folge erfahrt das Substrat der DAOCS eine Ringerweiterung mit
anschlieBender Entsdttigung. CAS katalysiert im zweiten Schritt der Clavaminsduresynthese
eine Ringschlufireaktion und im dritten die Ausbildung einer Doppelbindung (siche Abb. 56).
Bei der Katalysereaktion der Deacetoxy/Deacetylcephalosporin-C-Synthase (DAOC/DAC-
Synthase) aus Cephalosporium acremonium, die mit der DAOCS aus Streptomyces clavuligerus
verwandt ist, wird ebenfalls nach der Ringerweiterung eine Doppelbindung an Penicillin N
ausgebildet. Als Nebenreaktion wurde aber auch eine Hydroxylierung nach der Ringerweiterung
beobachtet. Das dabei {bertragene Sauerstoffatom stammt in Analogie zu den
Hydroxylierungsprodukten der oben beschriebenen Enzyme nur zum Teil von O,. Aufgrund der
Sequenzidentitit von 56% zwischen DAOCS und der DAOC/DAC-Synthase ist eine @hnliche
Struktur und damit der gleiche Katalysemechanismus fiir die beiden Enzyme wahrscheinlich.
Dies vorausgesetzt und die Beobachtung, dass CAS sowohl Hydroxylierungen als auch
Oxidationen ohne Sauerstoffiibertragung katalysiert, sprechen fiir einen gemeinsamen
Mechanismus der enzymatischen Oxidation, bei dem der chemische Charakter des Substrats
und der Zwischenprodukte iiber die Art der Oxidation entscheiden. Zwei alternative
Mechanismen fiir die Reaktionen mit und ohne Sauerstoffiibertragung konnen aber aufgrund

dieser Beobachtungen nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 56 Darstellung der Produktbildung ohne Hydroxidiibertragung bei der Katalyse durch die Enzyme
CAS und DAOCS. Im Falle von DAOCS fiihrt die intramolekularen Reaktion des Substratradikals zu
Ringerweiterung und Ausbildung einer Doppelbindung. Bei der zweiten von CAS katalysierten Stufe der
Clavaminatsynthese unterliegt die Radikalspezies ebenfalls einer Zyklisierung, bei der dritten Stufe
kommt es zur Ausbildung einer Doppelbindung. In diesen beiden Féllen ist es wahrscheinlich, dass der
Verlauf der Reaktion dadurch gesteuert wird, dass das Substrat so an das Eisenzentrum angelagert ist,
dass die Abspaltung eines weiteren Wasserstoffatoms durch die Fe(III)-OH-Spezies nur genau an einer
Stelle des Molekiils erfolgt.
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6.3 Ungekoppelte Kosubstratoxidation und Selbsthydroxylierung

Bei der ungekoppelten Kosubstratoxidation handelt es sich um die Decarboxylierung der aKG,
die in Abwesenheit von Substrat erfolgt. Es entsteht eine Fe(IlI)-Spezies, die katalytisch inaktiv
ist. Die ungekoppelte Kosubstratoxidation tritt in Gegenwart von Substrat nur in
untergeordnetem Maf3e auf, da die Geschwindigkeit dieser Reaktion deutlich geringer als die
der substratgekoppelten Oxidation ist. Die sehr viel groere Reaktionsgeschwindigkeit fiir die
Sauerstoffbindung in Anwesenheit von Substrat l4sst sich damit erkldren, dass im substratfreien
oK G-Fe-Enzym-Komplex anders als im entsprechenden Substratkomplex alle sechs Positionen
der oktaedrischen Eisenkoordinationssphére besetzt sind und Sauerstoff bei der Koordination an
Eisen einen Liganden verdringen miisste. Die Ergebnisse der XAS-Messung an der AtsK, nach
denen das FEisen in der aktiven Tasche in Gegenwart von oKG und Sauerstoff und in
Abwesenheit von Substrat von Fe(Il) nach Fe(IlI) {ibergeht, legen nahe, dass auch im Falle von
AtsK, neben der erwiinschten an die Substratbindung und -oxidation gekoppelte, auch eine
ungekoppelte Decarboxylierung der a-KG stattfinden kann.

Die ungekoppelte Decarboxyierung wurde fiir die Enzyme TauD und TfdA aus Ralstonia
eutropa eingehend untersucht. TfdA katalysiert den ersten Abbauschritt des Herbizids 2,4-
Dichlorophenoxyacetessigsdure iiber eine Hydroxylierung mit nachfolgender
Halbacetalspaltung (FUKUMORI UND HAUSINGER, 1993). Sie zeigt sowohl mit TauD als auch
mit AstK etwa 30% Sequenzhomologie, eine Kristallstruktur des Enzyms ist bislang nicht
verfiigbar. Mit Hilfe der Strukturen von TauD und CAS wurde eine Struktur fiir TfdA
modelliert (ELKINS, 2002), die hier jedoch nicht weiter diskutiert wird. TfdA wird nachfolgend
in die Diskussion einbezogen, da sie eine der durch spektroskopische Methoden am
ausfiihrlichsten untersuchte oKG-abhingige Dioxygenase ist, fiir die insbesondere die
ungekoppelte aKG-Decarboxylierung studiert wurde (SAARI UND HAUSINGER, 1998).

Fir PAH (MYLLYLA, 1984) konnte gezeigt werden, dass Ascorbinsdure auch nach der
ungekoppelten Decarboxylierung der o KG zur Reaktivierung des Enzyms in der Lage ist. Im
Falle von TauD und TfdA kann Ascorbinsdure die Inaktivierung der Enzyme in Gegenwart von
Sauerstoff und Abwesenheit von Substrat nur teilweise umkehren. Diese Inaktivierung fiihrt
somit zu mindestens zwei Folgeprodukten (SAARI UND HAUSINGER, 1998). Bei der
umkehrbaren Inaktivierung tritt vermutlich eine Oxidation des Eisens ohne Verdnderungen am
Protein oder Oxidation des Kosubstrates auf; mit der irreversiblen Inaktivierung konnte eine
Autooxidation des Proteins verbunden sein. Die fir TauD und TfdA nachgewiesene
Hydroxylierung von Tyr- bzw. Trp-Seitenketten konnte Schutz vor unkontrollierten

Radikalreaktionen der reaktiven Ferrylspezies bieten. Mutationsexperimente zeigten, dass bei
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der TauD Tyr73 in DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) umgewandelt und im Falle der TfdA
Trpl112 hydroxyliert wird (RYLE, 2003a, Liu, 2001). Im Rahmen von UV/VIS-Spektroskopie
konnte gezeigt werden, dass ~33% von TauD bei Abwesenheit von Substrat an Tyr73
modifiziert werden (RYLE, 2003a), bei der TfdA gehen iiber 90% in den Autoxidationskomplex
iiber (L1U, 2001). Entsprechende Untersuchungen existieren fiir AtsK nicht. Die Kristallstruktur
des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes, in der die Seitenkette von Tyr168 an das Eisen koordiniert,
legt jedoch nahe, dass diese Aminosdure fiir eine solche Hydroxylierung zur Verfiigung steht.
Eine Anlagerung der Seitenkette im unter aeroben Bedingungen hergestellten Fe-aKG-
Komplex wurde jedoch nicht beobachtet. Tyr168 entspriache in seiner Schutzfunktion Tyr73 in
TauD, wenngleich die Lage der beiden Aminosduren in der Sequenz nicht identisch ist.
Tyr168(AtsK) liegt auf dem groBen flexiblen loop, der den beiden a-Helices in der TauD-
Struktur entspricht, die mit einem Umklappen in eine geschlossene Form auf die
Substratbindung reagieren, jedoch nicht mit dem Substrat oder anderen Aminosduren der
aktiven Tasche interagieren. Tyr73(TauD) hingegen liegt auf dem kurzen flexiblen loop, der
ebenfalls mit einer Umorientierung auf die Substratbindung reagiert und {iiber eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Sulfonatgruppe und His70(TauD) als Analogon zu
His81 in der AtsK-Struktur direkt an der Substratbindung beteiligt ist. Die gleichartige Funktion
wird daraus abgeleitet, dass die Eisenkoordination durch das Tyr-OH von der Substratbindeseite
aus erfolgt, auch wenn die Lage der beiden Tyr in der Sequenz unterschiedlich ist.

Im ersten Schritt der Autoxidation erfolgt vermutlich auf die gleiche Weise wie im normalen
Reaktionszyklus die Decarboxylierung der oKG. Dabei wird ein Sauerstoffatom des
molekularen Sauerstoffs auf die aKG ibertragen und es entsteht die Ferrylspezies Fe(IV)=0,
welche, wie im Rahmen von kinetischen Untersuchungen des Katalysemechanismus der TauD
gezeigt, als kurzlebig und reaktiv angesehen werden muss (PRICE, 2003).

Uber den Mechanismus des nachfolgenden Schrittes der Seitenkettenhydroxylierung ist bislang
wenig bekannt. Markierungsexperimente mit H,'*O konnten fiir TauD (RYLE, 2003a) und TfdA
(L1u, 2001) zeigen, dass bei der Hydroxylierung des Aromaten das iibertragene Sauerstoffatom
ausschlieBlich von Wasser und nicht von O, stammt. Liu et al. schlagen einen Mechanismus
analog dem schon fiir die Substratoxidation diskutierten vor. Danach erfolgt die Aquilibrierung
der Fe(IV)=0 oder der Fe(I1l1)-OH-Spezies mit Wasser, bevor es zur oxidativen Hydroxylierung
des Aromaten kommt. Bei der Ubertragung des OH-Radikals vom Eisen auf den Aromaten
wiirde Eisen zu Fe(Il) reduziert. Dem widerspricht die Beobachtung, dass TfdA nach der
Selbsthydroxylierung als Fe(Ill)-O-Trp-TfdA vorliegt (LU, 2001). Die Autoren bieten fiir
diesen Widerspruch keine Erklarung. Ryle et al. schlagen nach entsprechenden Untersuchungen

an TauD, bei denen ebenfalls ein Fe(Ill)-Komplex gefunden wurde, eine Oxidation des Eisens



116 Diskussion

nach der Bildung des Fe(Il)-O-Tyr-TauD-Komplexes vor (RYLE, 2003a). Der Mechanismus
dafiir ist jedoch offen. Wenn die Hydroxylierung der aromatischen Seitenkette aber genau wie
die der Substrate ablduft, sollte das Sauerstoffatom wie in den Produkten auch zum Teil vom

molekularen Sauerstoff stammen, was allerdings nicht beobachtet wird.
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Abb. 57 Moglicher Mechanismus der Tyr-Hydroxilierung im Anschluss an die von der Substratbindung
abgekoppelten a-KG-Decarboxylierung. In Markierungsexperimenten wurde gezeigt, dass der auf den
Aromaten {ibertragene Sauerstoff ausschlieflich von Wasser stammt. a) Bei einer Ubertragung von OH
durch das zuvor an Eisen koordinierte Wasser ginge Fe wieder in die reduzierte Form iiber. Da der Tyr-
Komplex als Fe(Ill)-Komplex vorliegt, muss nachfolgend eine Oxidation des Eisens stattfinden. b) Ein
nicht an Eisen gebundenes Wassermolekiil reagiert mit dem Tyr-Radikal.

Alternativ wire eine Einelektronen-Oxidation des Aromaten durch die Ferrylspezies denkbar, in
deren Folge das entstandene Tyr- bzw. Trp-Radikal mit einem nicht an das Eisen koordinierten
Wassermolekiil reagiert. In der Folge triten weitere reaktive Spezies auf und die
Selbsthydroxylierung bote keine Schutzfunktion.

Eine dritte Moglichkeit stellt das Abfangen freier OH-Radikale durch die aromatischen

Seitenketten dar. In der aktiven Tasche von TauD liegen neben Tyr73 drei weitere aromatische
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Aminoséduren (Tyr256, Trp248 und Trp128) in der Néhe des Metallzentrums vor. Wenn die
Seitenkettenhydroxylierung iiber die Reaktion mit einem freien Radikal abléuft, sollte die
Hydroxylierung aller aromatischen Seitenketten in der Ndhe des Eisens beobachtet werden.
TauD wurde hinsichtlich der Tyrosinhydroxylierung untersucht und es wurde ausschlief8lich die
Hydroxylierung von Tyr73 nachgwiesen (RYLE, 2003a).

Weiterhin bleibt offen, warum die Aktivitdt des TfdA nach der Inaktivierung durch Behandlung
mit dem Reduktionsmittel Dithionit und nachfolgender Dialyse gegen EDTA und Zusatz von
Fe(ll) zu 85£15% wiederhergestellt werden kann (LIU, 2001), wohingegen unter gleichen
Bedingungen nur 60% der TauD-Aktivitét zuriickerhalten werden (RYLE, 2003a). Ersteres wird
von Liu et al. so interpretiert, dass durch diese Behandlung Fe(IIT) durch Fe(II) ersetzt wird und
die hydroxylierte Tryptophanseitenkette vom Eisen wegklappt, wodurch die Bindestelle fiir das
Substrat wieder frei ist. Ryle et al. konnten zeigen, dass bei der Inaktivierung der TauD etwa ein
Drittel der Enzyme an Tyr73 modifiziert werden, aber etwa 60% der inaktiven TauD durch
Zusatz von Dithionit als Reduktionsmittel reaktiviert werden kann. Entgegen der Interpretation
von Liu et al. deuten Ryle et al. die Beobachtungen an der TauD so, dass nur der durch einfache
Oxidation des Eisens zu Fe(Ill)-TauD umgewandelte Teil der Enzyme und nicht der an Tyr73
modifizierte Teil eine Reaktivierung erfahren kann. Dies wiére dann der Fall, wenn Tyr73-OH
nicht aus der Koordinationssphére des Eisens verdringt werden kann.

Ob die Verdrangung des modifizierten Aromaten vom Eisen durch andere Liganden mdglich ist,
hitte die Struktur des dem Luftsauerstoff ausgesetzten Fe-aKG-AtsK-Komplexes kldren
konnen. Der flexible loop zwischen Glul65 und Tyr191 und damit auch Tyr168 bzw. Tyr168-
OH konnten aber nicht modelliert werden. Ausserdem ist nicht klar, ob iiberhaupt eine
Decarboxylierung der aKG stattgefunden hat und in deren Folge die Hydroxylierung der
Seitenkette von Tyr168 ablief. An diesem Punkt stellt sich die Frage, wieso, wenn im Laufe des
anaeroben soakings tatsdchlich Succinat gebildet wurde, die Tyr168-Seitenkette nicht wie in der
Fe-Succinat-AtsK-Struktur an das Eisen koordiniert. Der Unterschied der beiden Strukturen
liegt in der Gegenwart von aKG bei dem aeroben Fe-aKG-AtsK-Komplex. Die ungekoppelte
oKG-Decarboxylierung vorausgesetzt, konnte die oKG das entstandene Succinat aus der
aktiven Tasche verdringt haben (wenn man das in Abb. 46 gezeigte Modell der aKG-
Fehlordnung als die Struktur beschreibend ansieht). Nimmt die o KG die planare Koordination
an, befindet sich das an das Eisen koordinierende Carboxylsauerstoffatom an der Substrat-
respektive Tyr-OH-Bindestelle. Somit wiirde erklart, warum Tyr168 in der aeroben Fe-aKG-
AtsK-Struktur nicht an das Eisen koordiniert. Dies wiirde dazu fithren, dass, wie auch fiir TfdA

beobachtet, das Eisenatom wieder zugénglich wird und das Enzym reaktiviert werden konnte.
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Fir TauD und TfdA konnte gezeigt werden, dass Ascorbinsdure anstelle von Dithionit das

Enzym nach der Selbsthydroxylierung nicht reaktivieren kann, weshalb die Reaktivierung des

Enzyms in vivo keine Rolle zu spielen scheint.



7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt Einkristallstrukturanalyse und Rontgenabsorptions-
spektroskopie an der Alkylsulfatase AtsK aus Pseudomonas putida. Die Ergebnisse werden mit
Untersuchungen an anderen Enzymen, die wie AtsK ebenfalls zur Familie der nicht-hdm-Fe(II)-
oKG-abhéngigen  Dioxygenasen  gehdren,  verglichen und ein  gemeinsamer

Katalysemechanismus diskutiert.

Die Kristallstruktur der apo-Form der AtsK wurde bis zu einer Auflésung von 1.89 A bestimmit.
Zur Strukturlosung wurde ein nativer Datensatz mit dem eines Quecksilberderivates im Rahmen
eines SIRAS-Experiments kombiniert. In der asymmetrischen Einheit der in der Raumgruppe
P2,2,2, vorliegenden Kristalle befinden sich vier Kopien des Proteins, an die in der
Derivatstruktur zehn Quecksilberatome koordinieren. Mit Hilfe der Schweratompositionen
konnte die Struktur des Proteins geldst werden und es lagen Phasen bis 3.8 A vor. Zur
Verbesserung der Qualitdt der Elektronendichte wurde eine Dichtemodifikation unter
Verwendung der vorliegenden 222-nicht-kristallographischen Symmetrie und gleichzeitiger
Phasenerweiterung auf die volle Auflosung durchgefiihrt. Zur Erzeugung des Proteinmodells
wurde zundchst der Verlauf der Hauptkette in der Elektronendichtekarte ermittelt und
anschlieend Seitenketten und fehlende Aminosduren eingebaut. Das Protein zeigt die fiir die
Familie der Fe(Il)-aKG-abhingigen Dioxygenasen charakteristische Faltung der Hauptdoméne,
den von a-Helices flankierten jelly roll-Zylinder. Am Grenzbereich dieses Zylinders zum
Losemittelbereich ist ein Teil der Proteinkette nicht in der Elektronendichtekarte positionierbar,
darunter ein 25 Aminosduren langer loop. In der konservierte Eisenbindestelle, der His-X-
Asp/Glu-X,-His-Triade, befindet sich in der apo-Form der AtsK ein Natriumatom.

Weiterhin wurden verschiedene Komplexe der AtsK kristallographisch untersucht. Dabei
konnte das Modell der apo-Struktur zur Phasenbestimmung verwendet werden. Zur Darstellung
der Fe(Il)-AtsK-Komplexe wurde eine Anordnung zur Durchfihrung von soaking-
Experimenten unter anaeroben Bedingungen entwickelt. Die Strukturen vom Fe(I)-aKG-AtsK-
und dem Fe(Il)-aKG-2-Ethylhexylsulfat-AtsK-Komplex sind mit kinetischen Untersuchungen
konsistent, wonach zunichst Eisen, aKG und Substrat an das Protein binden, bevor Sauerstoff
an das Eisen koordiniert. Anhand der Kristallstrukturen konnte gezeigt werden, dass mit der
Substratbindung die aktive Tasche durch Verdringen eines Wasserliganden aus der

Koordinationssphére des Eisens, was in einer Fiinffachkoordination des Metalls resultiert, fiir
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die Anlagerung von molekularem Sauerstoff vorbereitet wird. Ein Vergleich der eisenhaltigen
mit den eisenfreien (natriumhaltigen) Strukturen zeigt, dass das Metall nicht nur aufgrund der
Redoxeigenschaften bendétigt wird, sondern auch strukturell eine Rolle spielt. Die Struktur des
Fe(II)-aKG-Heptylsulfonat-AtsK-Komplexes zeigt, dass AtsK auch in der Lage ist, Sulfonate
zu binden. Nachfolgende Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitdt ergaben, dass AtsK aus
Sulfonaten Sulfat freisetzt. Dies steht im Gegensatz zur Beobachtung bei der mit AtsK eng
verwandten Taurinoxigenase TauD, das Aminosulfonat Taurin in Aminoacetaldehyd und Sulfit
spaltet. Die Oxidation des Schwefels im Zuge der Sulfonatspaltung durch AtsK bedarf weiterer
Untersuchungen.

Neben den aKG-AtsK-Komplexen wurden Succinat-AtsK-Komplexe untersucht. Succinat
entsteht wihrend der Katalyse durch die oxidative Decarboxylierung des Kosubstrates, die der
Substratoxidation vorausgeht. Es ist jedoch nicht gelungen, die Struktur eines Fe-Succinat-
Substrat-AtsK-komplexes zu bestimmen, da in Gegenwart von FEisen und Succinat die
Aminosdure Tyl168 aus dem langen flexiblen loop des jelly roll-Zylinders iiber die
Substratbindestelle an das Eisen koordiniert. Wie mit der Struktur des Na-Succinat-Hexylsulfat-
Komplexes gezeigt werden konnte, ist die Koordination durch die Tyrosinseitenkette so stark,
dass bei einer Substitution des Natriums in der aktiven Tasche gegen Eisen das zuvor an der
Substratbindestelle fixierte Substrat verdrangt wird.

Fiir die Fe(Il)-aKG-abhingigen Dioxygenasen ist bekannt, dass die «KG auch in Abwesenheit
von Substrat decarboxyliert werden kann. Fiir TauD wurde als eines der Folgeprodukte ein
Fe(Ill)-Catecholatkomplex =~ nachgewiesen,  welcher  durch  Hydroxylierung  einer
Tyrosinseitenkette entsteht. Im Rahmen einer Untersuchung des Fe(Il)-aKG-AtsK-Komplexes
unter aeroben Bedingungen mittels Rontgenabsorptionsspektroskopie konnte nachgewiesen
werden, dass das Metall in der aktiven Tasche der AtsK in Form von Fe(Ill) vorliegt.
Nachfolgend wurden Kristalle untersucht, die den Luftsauertstoff ausgesetzen Fe-aKG-AtsK-
Komplex enthielten. Die Qualitdt der Elektronendichte im Bereich der Kosubstratbindestelle
war fiir eine eindeutige Modellierung des Inhalts nicht hoch genug. Statt dessen werden drei
Modelle diskutiert:

a) die Koordination von bei der Decarboxylierung der aKG entstandenem Succinat und
Carbonat,

b) das Vorliegen von bei der Decarboxylierung der aKG entstandenem Succinat neben der
einen Teil des Succinats verdrangenden aKG,

c) die Koexistenz von nicht decarboxylierter aKG und das bei der Decarboxylierung

entstandene Succinat verdrangender aKG.
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Die Untersuchung der Sulfatester- und Sulfonatkomplexe geben neue Impulse auf der Suche
nach dem natiirlichen Substrat der AtsK.

Die vorgestellten Ergebnisse ergidnzen ferner die an anderen Fe(Il)-aKG-abhingigen
Dioxygenasen durchgefiihrten kristallographischen und spektroskopischen Untersuchungen. Die
fiir die strukturell am besten charakterisierte o-ketoglutarsdureabhingige Dioxygenase CAS
beschriebenen Strukturen konnte im Rahmen dieser Arbeit fiir die AtsK mit Ausnahme des NO-
Komplexes ebenfalls kristallographisch bestimmt werden. Dariiber hinaus wurden die
Strukturen der entsprechenden eisenfreien AtsK-Komplexe sowie verschiedene Succinat-AtsK-
Komplexe aufgekliart. Somit kann die AtsK als die kristallographisch am eingehendsten

untersuchte a-ketoglutarsdureabhingige Dioxygenase bezeichnet werden.



8 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die laufenden Untersuchungen zur
Sulfonatspaltung werfen erneut die Frage nach dem natiirlichen Substrat der AtsK auf. Wenn es
gelidnge, die bislang aufgrund einer Fehlordnung in der Kristallstruktur nicht modellierbaren
Aminosduren im Bereich der aktiven Tasche in einem geeigneten Komplex zu fixieren und
dadurch modellierbar zu machen, lieBe sich moglicherweise mehr zu den strukturellen
Charakteristika geeigneter Substrate fiir die AtsK sagen. Daher soll versucht werden, die
Kristallstrukturen weiterer Komplexe mit unterschiedlichen Sulfonaten und Sulfatestern
aufzukliren. Dazu sollen Verbindungen mit funktionellen Gruppen eingesetzt werden, welche in
der Lage sind, an die Seitenketten der sich nahe an der aktiven Tasche befindlichen
fehlgeordneten Aminosduren zu koordinieren und dadurch deren Flexibilitidt einzuschrinken.
Weiterhin soll die Struktur eines AtsK-Sulfit-Komplexes untersucht und in Kombination mit
biochemischen Experimenten der Weg zur Sulfatfreisetzung aus Sulfonaten durch die AtsK
aufgeklart werden. Es ist denkbar, dass gleichzeitig Informationen zum generellen
Katalysenmechanismus der a-ketoglutarsdureabhingigen Dioxygenasen geliefert werden.

Ziel weiterer Untersuchungen an der AtsK ist es, die Art der Koordination des bei der
Decarboxylierung entstandenen Kohlendioxids und gleichzeitig seine Rolle bei der Katalyse zu
klaren. Zur  Herstellung eines entsprechenden  AtsK-Komplexes  konnte  der
Kristallisationslosung Carbonat zugesetzt werden.

Neben diesen kristallographischen Ansétzen sollen verschiedene ESR-Experimente (ESR =
Elektronenspinresonanz) an der AtsK durchgefiihrt werden. ESR beruht auf dem Vorliegen von
ungepaarten Elektronen in der Probe, wie beispielsweise bei den Fe(IIl)-AtsK-Komplexen
gegeben. Uber die Untersuchung von Fe(Il)-aKG-AtsK-Komplexen in Gegenwart von
Sauerstoff konnten weitere Einblicke in die von der Substratbindung abgekoppelte o-
Ketoglutarsduredecarboxylierung gewonnen werden, wenn dabei - wie postuliert - Fe(Ill)
gebildet wird. Die Kristallstruktur des Fe-Succinat-AtsK-Komplexes, in dem eine
Tyrosinseitenkette an das Eisen koordiniert, legt zwar nahe, dass es auch bei der AtsK zu einer
Selbsthydroxylierung kommen kann, nachgewiesen wurde diese Reaktion jedoch noch nicht.
Die ESR-Spektroskopie ist in der Lage, die bei dieser Reaktion auftretende
Tyrosylradikalzwischenstufe zu erfassen (SHI, 2000). Durch Messungen in fliissigem Helium
konnte weiterhin der zeitliche Ablauf des Abbaus dieses Radikalintermediats verfolgt werden
(RYLE, 2003a). Es ist geplant, die im Hause existierende ESR-Apparatur fiir entsprechende

Experimente zu modifizieren.
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