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Zusammenfassung

Die Cytochrom-c Oxidasen nehmen einen zentralen Platz im Energiemetabolismus aerober
Organismen ein. Diese integralen Membranproteine katalysieren den letzten Schritt in der
Elektronentransportkette, die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser, unter
Konservierung der Energie in Form eines Transmembranpotentials, welches fiir die
Synthese von Adenosintriphosphat (ATP), dem Hauptenergietrager in biologischen

Systemen, notwendig ist.

Die dreidimensionale Struktur der ba; Cytochrom-c Oxidase aus dem Eubakterium
Thermus thermophilus wurde im Rahmen dieser Arbeit mit den Methoden der
Rontgenstrukturanalyse bei einer Auflosung von 2,4 A aufgeklirt. Sie ist das erste
Membranprotein, dessen Struktur mit Hilfe der Multiplen Anomalen Dispersion (MAD)
zur Bestimmung der Proteinphasen gelost wurde. Hierbei wurde eine neue, dritte
Untereinheit der bas-Oxidase identifiziert. Das strukturelle Verstdndnis von Funktion und
Mechnismus dieses Enzyms wurde durch die Aufkldrung der Struktur des
Elektronendonors der bas-Oxidase, dem loslichen Cytochrom-cssy, bei einer Auflosung

von 1,28 A vervollstindigt.

Der auf den dreidimensionalen Strukturen basierende Sequenzvergleich der phylogenetisch
sehr entfernten ba3-Oxidase zu den strukturell ebenfalls bekannten Cytochrom-c¢ Oxidasen
aus Paracoccus denitrificans und dem Rinderherz fiihrte zur Identifikation von
Sequenzmotiven und strukturellen Details, die flir die Funktion der terminalen Ham-
Kupfer-Oxidasen essentiell erscheinen. Es konnte ein bisher unbeschriebener
intramolekularer Eletronentransferweg, der vom Cup-Zentrum direkt zum Cug-Atom des
aktiven Zentrums fiihrt, identifiziert werden. Die in allen strukturell bekannten
Cytochrom-c Oxidasen vorhandene Ansammlung von Wassermolekiilen oberhalb der
Ham-Propionate (,,Wasserpool), fungiert mit hoher Wahrscheinlichkeit als primérer
Akzeptor fiir gepumpte Protonen und das chemisch gebildete Wasser. Zu den spezifischen
Eigenschaften der ba3-Oxidase, die fiir die Funktion dieses Enzyms unter hohen
Temperaturen und bei geringer Verfligbarkeit von Sauerstoff notwendig sind, gehoren die
Ausbildung eines hydrophob ausgekleideten und ausgedehnten Sauerstoftkanals, der von
der Molekiiloberflaiche in der Mitte der Membran zum aktiven Zentrum fiihrt sowie
Veranderungen an den Protonenkanélen. Die bas-Oxidase enthélt neben den klassischen K-

und D-Protonenkandlen den zusidtzlichen, potentiellen Q-Protonenkanal. Der binére,
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intermolekulare Elektronentransferkomplex aus Cytochrom-css, und der baz-Oxidase wird
im Gegensatz zu anderen Enzymen dieser Klasse nicht durch elektrostatische
Wechselwirkungen, sondern vorwiegend durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert.
Weitere Aspekte der Protonenpumpaktivitdt dieser und anderer, terminaler Ham-Kupfer-

Oxidasen werden diskutiert.

Die Struktur des Cytochroms-cssy fiithrte weiterhin zur Identifizierung einer fiir die
Thermostabilitidt dieses Proteins verantwortlichen Strukturvariationen, eine C-terminale
Klammer, die den Rest des Proteins fest umschliet. Weiterhin tragen die hohe

Hydrophobizitit und Kompaktheit des Molekiilinneren zur erhhten Stabilitét bei.

Die fiir die Strukturaufkldrung der bas;-Oxidase notwendige Charakterisierung des
Transformationsverhaltens dieser Kristalle flihrte zur Entwicklung von Methoden, die fiir
viele Proteinkristalle von groem Interesse sind. Durch eine gezielte Dehydratisierung
durchlaufen die Kristalle der ha3-Oxidase mehrere bevorzugte Zustéinde. Im Vergleich zu
den nativen Kristallen fiihrt dies zu einer starken Zunahme in der Streuleistung der
Kristalle. Ein erfolgreiches Schockfrieren zur Vermeidung von Strahlenschdden wihrend
der Messung ist nur bei solchen Kristallen moglich, die durch Dehydratisierung in einen

bei geringerem Losungsmittelgehalt liegenden Zustand tiberfiihrt wurden.

Im Rahmen der Stukturaufkldrung der periplamatischen Nitrat Reduktase aus
Desulfovibrio desulfuricans konnten die Koordinaten der vier Eisenatome des
[4Fe-4S]-Clusters unter Verwendung der bekannten Geometrie des Clusters und Patterson-
Korrelationsverfeinerungen bestimmt werden, wodurch eine Phasierung mit den

gemessenen MAD-Daten bis zu hoher Auflosung moglich wurde.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte weiterhin die Struktur des ersten Biliprotein-Linker-
Komplexes aufgeklirt werden, was durch die Uberwindung von statistischer Unordnung

bei der Kristallisation in einer neuen Raumgruppe moglich wurde.
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Die Zellen aller lebenden Organismen enthalten neben Wasser und verschiedenen kleinen
organischen und anorganischen Substanzen eine Vielzahl von biologisch aktiven
Makromolekiilen, die sich in Proteine, Nukleinsduren und Kohlenhydrate unterteilen
lassen. Die Proteine bilden hierbei die vielfiltigste Gruppe. Neben strukturellen
Funktionen sind sie als Enzyme an fast jeder chemische Reaktion, die in der Zelle

stattfindet, beteiligt.

Proteine bestehen hauptséchlich aus den zwanzig proteinogenen a-L-Aminosduren, die in
unterschiedlicher Anzahl und unterschiedlicher Abfolge eine {iber Peptidbindungen
verkniipfte Polypeptidkette bilden. Die extreme Vielfalt an biochemischen Aktivitdten der
Proteine, wird durch die rdumliche Anordnung dieser verschiedenen Aminosduren und
eventueller Kofaktoren bestimmt. Die Analyse der drei dimensionalen Struktur der
Proteine nimmt somit eine zentrale Stellung ein, um Funktion und Reaktionsmechanismus

der Proteine zu verstehen und, soweit gewiinscht, beeinflussen zu kénnen.

Neben vielen spektroskopischen Methoden, die in der Regel nur Informationen iiber
einzelne oder wenige Parameter, wie zum Beispiel bestimmte Bindungsldngen oder
-winkel, liefern, kommen fiir die Strukturaufkldarung von Proteinen im wesentlichen drei
Methoden, die Kernresonanzspektroskopie, die Elektronenmikroskopie und die
Rontgenstrukturanalyse, zum Einsatz. Wéhrend die Kernresonanzspektroskopie die
Untersuchung von Proteinen in wifriger Losung und somit in biologisch relevanter
Umgebung ermoglicht, kann sie zur Zeit nur flir biologische Makromolekiile mit einem
Molekulargewicht von maximal 30 kDa (ca. 300 Aminosduren) eingesetzt werden. Die
Elektronenmikroskopie stellt im Prinzip keinerlei Limits an die Grofe der zu
untersuchenden Makromolekiile oder Komplexe. Allerdings ist hier die Auflésung oft der
limitierende Faktor. Die Rontgenstrukturanalyse liefert strukturelle Daten in fast atomarer
Auflésung und findet Anwendung fiir Makromolekiile oder Komplexe bis zu einem
Molekulargewicht von mindestens 2.000 kDa (20.000 Aminoséuren). Sie kann damit fiir

die meisten biologisch relevanten Systeme sinnvoll eingesetzt werden.
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Die Rontgenstrukturanalyse von Proteinen und Proteinkomplexen hat sich in den letzten
Jahren als eine zentrale Methode in der biochemischen Forschung etabliert, was sich vor
allem auf zwei Punkte zuriickfiihren 14Bt. Dies ist zum einen das groBe Mal3 an detaillierten
strukturellen Informationen, die mit dieser Methode zugénglich sind und damit verbunden
tiefgreifende Einsichten in die Funktionsweise der untersuchten Molekiile oder Komplexe.
Hierbei sei besonders auf das auf Rontgenstrukturen beruhende, gezielte Design von
biologisch aktiven Kleinmolekiilen hingewiesen, eine Methode, die vor allem fiir die
Entwicklung neuer Pharmaka, Herbizide oder Pestizide zunehmend an Interesse gewinnt.
Zum anderen haben insbesondere wihrend der letzten zehn bis fiinfzehn Jahre viele neue
Entwicklungen auf dem Gebiet der Rontgenstrukturanalyse selbst aber auch auf den
Gebieten der Molekularbiologie und der Rechentechnik die zum Erstellen einer solchen

Rontgenstruktur bendétigte Zeit deutlich verringert.

Jede lebende Zelle ist darauf angewiesen, ausreichend Energie in einer biologisch
verwertbaren Form fiir alle lebensnotwendigen Vorginge bereitzustellen. Dieser
Energiemetabolismus basiert entweder primédr auf der Energie des Sonnenlichtes
(autotrophe Organismen) oder auf der gezielten exothermen Verbrennung von
energiereichen organischen oder anorganischen Verbindungen (heterotrophe Organismen).
In beiden Fillen spielen vielfdltige Redox-Reaktionen sowie ein gezielter Transfer von
Elektronen zwischen verschiedenen Molekiilen oder allgemeiner eine hoch regulierte und
kontrollierte Umsetzung des priméren Energietrdgers in biologisch verwertbare und
speicherbare Energieformen eine zentrale Rolle. Die gezielte Umsetzung von Energie
verhindert, daf3 ein lebender Organismus ins thermodynamische Gleichgewicht gelangt und
stellt zusammen mit der Fahigkeit zur Reproduktion die Charakteristiken dar, die die
lebende von der nicht lebenden Materie unterscheiden. Die Untersuchung des
Energiemetabolismus der verschiedenen Organismen ist somit ein Schliissel, um den
historisch auch als ,,Lebenskraft™ bezeichneten Unterschied zwischen der lebenden und der

nicht lebenden Materie zu verstehen.

Die Atmungskette stellt eine funktionelle FEinheit innerhalb des heterotrophen
Energiemetabolismus aerober Organismen dar, die den Hauptanteil der in der Nahrung
gespeicherten Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) fiir den Organismus
bereitstellt. Die mit der Nahrung aufgenommenen energiereichen organischen

Verbindungen, wie z.B. Kohlenhydrate, Fette und Eiweille werden von verschiedenen
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Enzymen zum Zweck der Energiegewinnung primér in biologisch gebundenen Wasserstoff
(reduziertes Nicotinamid-adenin-dinucleotid, NADH/H") umgewandelt. Die Atmungskette
katalysiert die biologisch kontrollierte Verbrennung dieses Wasserstoffes unter
Konservierung der Energie in Form eines Transmembranpotentials, welches von der FoF;-

ATPase zur Bildung von ATP konsumiert wird (Saraste, 1999; Abb. 1).

Periplasma }X—Lf i
Membran 2 Q ‘
<
NADH + NAD™ 1207 + H20O
Cytoplasma
Komplex I Komplex III Komplex IV

Abb. 1: Schematische Darstellung der Atmungskette

Die integralen Membranproteinkomplexe der Atmungskette liegen bei aeroben Bakterien in der
Zellmembran und bei Eukaryonten in der inneren Mitochondrienmembran. Das
membranldsliche Coenzym Q ist durch ,,Q° und das l6sliche Cytochrom-¢ durch Cyt-c
symbolisiert. Die Richtung des vektoriellen Protonentransfers verlduft vom Cytoplasma
(Bakterien) bzw. der Matrix (Mitochondrien) zum Periplasma (Bakterien) bzw.
Intermembranraum (Mitochondrien).
Die Elektronen werden schrittweise von NADH/H" auf molekularen Sauerstoff iibertragen.
Losliches Cytochrom-c ist hierbei fiir den Transfer der Elektronen von bci;-Komplex
(Komplex III) zur Cytochrom-c Oxidase (Komplex IV) verantwortlich. Die terminale
Oxidase katalysiert die Reduktion des molekularen Sauerstoffs zu Wasser, wobei zur
Konservierung der Energie in Form des Transmembranpotentials sowohl der Verbrauch
von Protonen und Elektronen auf entgegengesetzten Seiten der Membran als auch das
vektorielle Pumpen von zusdtzlichen Protonen beitragen. Einige bakterielle, terminale
Oxidasen benutzen Ubichinol als Substrat (Chinol Oxidasen). In Einklang mit der
Homologie ihrer Primérstrukturen werden beide Formen der terminalen Oxidasen in die
Superfamilie der Ham-Kupfer-Oxidasen (,,heme copper oxidases®) eingeordnet (Saraste,

1990; Garcia-Horsman et al., 1994; Ferguson-Miller & Babcock, 1996). Die von den
Cytochrom-c Oxidasen katalysierte Reaktion lautet wie folgt:

4 Cyt-c™*" + 4 H .+ nH;" + 0, > 4 Cyt-c"*" +nH," + 2 H,0
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Hierbei beschreiben H'; und H', die Protonen, die von der Innenseite (i, Cytoplasma in
Bakterien) zur AuB3enseite (o, Periplasma bei Bakterien) der Membran gepumpt werden

und H'; die Protonen, die fiir die Wasserbildung ,,chemisch* (c) verbraucht werden.

Viele Aspekte der Funktion der terminalen Oxidasen innerhalb der Atmungskette konnten
in den letzten Jahrzehnten aufgekldart werden. Dazu gehoren der Nachweis der
Protonenpumpaktivitdt (Wikstrom, 1977), die Bestimmung der Stoichiometrie der Redox-
Zentren und die Zuordnung von zwei Kupferatomen zu einem binuklearen Cux-Zentrum in
Untereinheit II (Steffens et al., 1987; Steffens et al., 1993) sowie die Etablierung eines
Mechanismus flir die Sauerstoffchemie am aktiven Zentrum verbunden mit der
Identifikation der Schritte im Reaktionsmechanismus, die zum Pumpen von Protonen
gekoppelt sind (Wikstrom, 1989; Babcock & Wikstrom, 1992). Neuere Daten, widerlegen
diese klassischen Arbeiten zum Mechanismus der Cytochrom-c¢ Oxidasen jedoch zum Teil,
so daB sowohl die Details der Sauerstoffchemie als auch die energetische Kopplung dieser
zur Protonenpumpaktivitdt momentan sehr kontrovers diskutiert werden (Gennis, 1998b.c;
Michel, 1998a,b; Michel, 1999; Verkhovsky, 1999). Die Identifikation von Intermediaten
der Sauerstoffchemie basiert im wesentlichen auf spektroskopischen Untersuchungen
(Kitagawa & Ogura, 1997; Michel et al., 1998a) wobei MacMillan et al. (1999) zeigen
konnten, dall im sogenannten Peroxy-Zustand der Oxidasen ein Tyrosin-Radikal vorliegt.
Hierdurch konnte endgiiltig nachgewiesen werden, da3 in diesem Zustand die Sauerstoff-
Sauerstoff-Bindung bereits durch eine Radikalreaktion gebrochen ist (Gennis, 1998a; Buse
et al., 1999; Chen et al., 1999). Die energetische Kopplung von Sauerstoffchemie und
Protonenpumpaktivitdt wird im wesentlichen durch zeitaufgeloste Studien zur Bildung des
Transmembranpotentials untersucht (Zaslavsky et al., 1993; Verkhovsky et al., 1997;
Jasaitis et al., 1999; Siletsky et al., 1999b).

Die Kiristallstrukturen von zwei terminalen Oxidasen, der Cytochrom-c¢ Oxidase aus
Paracoccus denitrificans, bestehend aus entweder 2 (Ostermeier et al., 1997) oder 4
Untereinheiten (Iwata ef al., 1995), sowie der 13 Untereinheiten umfassenden Rinderherz
Cytochrom-c Oxidase (Tsukihara et al., 1995; Tsukihara et al., 1996; Yoshikawa et al.,
1998) konnten in den letzten Jahren gelost werden. Weiterhin wurden zwei Strukturen der
16slichen, Kupfer bindenden Doméne (Untereinheit II ohne Transmembrananker) berichtet.
Diese stammen von der Escherichia coli Chinol Oxidase (Wilmanns et al., 1995), wobei

hier Mutationen zur Wiederherstellung des in den Chinol Oxidasen nicht vorhandenen
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Cup-Zentrums eingefithrt wurden, sowie von der ba3-Oxidase aus 7. thermophilus

(Williams et al., 1999).

Zwei wichtige Aussagen dieser Strukturuntersuchungen sind neben der generellen
strukturellen Charakterisierung dieser Enzyme (i) die Identifizierung einer kovalenten
Bindung am aktiven Zentrum zwischen His-233 und Tyr-237 (Numerierung entsprechend
der bas-Oxidase), die durch proteinchemische Untersuchungen bestétigt wurde (Buse er
al., 1999) sowie (ii) die Beschreibung von Kanélen (Iwata ef al., 1995; Tsukihara et al.,
1996; Ostermeier et al., 1997; Yoshikawa et al., 1998), die fiir den gerichteten Transport
der Protonen durch das hydrophobe Innere des Transmembranbereiches der Enzyme
verantwortlich sind. Diese Protonenkanéle werden als K-, D- und H- (Rinderherzoxidase)
oder E-Kanidle (P. denitrificans Oxidase) entsprechend den konservierten
Aminosiureresten Lys-354"", Asp-124" und His-413 (Rinderherzoxidase) oder Glu-442"
(Pfitzner et al., 1998) bezeichnet. Die K- und D- Protonenkanile wurden urspriinglich
durch Mutagenese-Experimente postuliert und ihre funktionelle Relevanz durch weitere

Mutagenese-Studien bestitigt (Gennis, 1998a).

Trotz dieser Vielfalt an strukturellen, spektroskopischen und kinetischen Daten beziiglich
verschiedener Ham-Kupfer-Oxidasen und zahlreicher Mutanten, sind viele Details der
Sauerstoffchemie, der Protonenpumpaktivitdit und des Elektronentransfers bisher nur
teilweise oder nicht verstanden. Im Rahmen des aktuellen Verstdndnisses, kann der
katalytische Zyklus der Cytochrom-c¢ Oxidasen im wesentlichen in vier Schritten
beschrieben werden (Abb. 2): (i) Die Reduktion des oxidierten Enzyms durch zwei
Elektronen die parallel zur Aufnahme von zwei Protonen von der Innenseite der Membran
verlaufen, bereitet das aktive Zentrum zum Binden von Sauerstoff vor. (ii) Der molekulare
Sauerstoff wird durch diese beiden Elektronen zum Peroxy-Redoxzustand reduziert und
die Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung in einer Radikalreaktion durch den Transfer eines
Wasserstoffatoms vom Tyr-237 des aktiven Zentrums gebrochen. (iii) Die Reduktion des
Enzyms durch das dritte Elektron und die Aufnahme eines weiteren Protons von der

Innenseite der Membran fiihrt die Oxidase in der Ferryl-Zustand iiber, der durch ein

" Die unmarkierte Aminosiurenummerierung bezieht sich auf die 7. thermophilus bas-Oxidase.
Aminosduren, die sich auf die Cytochrom-¢ Oxidase aus P. denitrificans (Ostermeier et al., 1997) beziehen

sind durch ein hochgestelltes ,,P* gekennzeichnet.
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vierwertiges Ham a3 Eisen (Fe'') gekennzeichnet ist. (iv) Die Reduktion durch das vierte
Elektron, die wiederum zur Aufnahme eines Protons von der Innenseite der Membran
gekoppelt ist, vollendet den katalytischen Zyklus und resultiert in der oxidierten Form des
Enzyms. Wihrend dieses Prozesses werden zwei Wassermolekiile gebildet und weitere
Protonen von der Innenseite zur AuBlenseite der Membran gepumpt. Die ersten beiden
Schritte werden auch als Eu-Oxidase-Halbreaktion und die letzten beiden Schritte als
Peroxidase-Halbreaktion bezeichnet. Die funktionelle Relevanz des K-Protonenkanals
konnte spezifisch der Eu-Oxidase-Aktivitdt und die des D-Protonenkanals der Peroxidase-

Aktivitat zugewiesen werden (Konstantinov ef al., 1997).

+
+2H
21oder2 H* Ox 2¢”
iv
+ H+
i

4H"
gepumpt

Abb. 2: Katalytischer Zyklus der Cytochrom-c Oxidasen

Die vier Schritte des Katalytischen Zyklus (i-iv), die durch den oxidierten (Ox), den
reduzierten (R), den Peroxy- (P) und den Ferrylzustand (F) der Oxidasen fiihren sind mit der
Aufnahme von insgesamt 4 Elektronen, 4 Protonen und einem Sauerstoffmolekiil gekoppelt
und flihren zur Bildung von 2 Wassermolekiilen (blau). Zusétzlich werden bei den ,,typischen®
Cytochrom-¢ Oxidasen 4 Protonen von der Innenseite zur Auflenseite der Membran gepumpt
(griin). Diese Protonenpumpaktivitit bezieht sich nach den momentan diskutierten Modellen
entweder auf die Schritte i, iii und iv (Michel, 1998b) oder nur auf die Schritte iii und iv
(Wikstrom, 1989). Fiir eine ndhere Diskussion siehe auch Gennis (1998c).

Die fir den katalytischen Zyklus der Cytochrom-c Oxidasen erforderlichen
Elektronentransferschritte konnen in den intermolekularen Elektronentransfer vom

Cytochrom-c¢ zum binuklearen Cup-Zentrum von Untereinheit II und den folgenden

intramolekularen Transfer der Elektronen zum aktiven Zentrum unterteilt werden. Der



1 Einleitung 7

erste Schritt stellt eine bimolekulare Reaktion dar, bei der sowohl die Ausbildung des
Elektronentransferkomplexes aus der membrangebundenen Oxidase und dem 16slichen
Cytochrom-c als auch die Kinetik des eigentlichen Elektroneniibergangs auf das
Cua-Zentrum von Bedeutung sind. Das iiblicherweise basische Cytochrom-c¢ bindet hierbei
an einen negativ geladenen Bereich der periplasmatischen Oberfldche von Untereinheit 11
in der Ndhe des Cua-Zentrums und flir den eigentlichen Elektronentransferweg vom
solvensexponierten Pyrrol-Ring C des Cytochroms zum Cua-Zentrum werden aromatische
Aminosdureseitenketten von Untereinheit II diskutiert (Witt er al., 1998a,b). Fiir den
intramolekularen Elektronentransfer vom Cua-Zentrum zu dem aus Hidm a3 und dem
Cug-Atom bestehenden aktiven Zentrum wird im wesentlichen ein iiber das zweite Him
fihrender Weg beschrieben. Zwei stark konservierte Arginine {iberbriicken hierbei den
Weg vom Cup-Zentrum zu den Propionaten des Hams a (entspricht dem Hém 5 in der
baz-Oxidase; Iwata et al., 1995; Tsukihara ef al., 1996). Alternativ wird ein ausschlieBlich
auf quantenmechanische Tunneleffekten beruhender intramolekularer Elektronentransfer-

mechanismus diskutiert (Page et al., 1999).

Das thermophile Eubakterium 7. thermophilus, das bei ca. 70 °C wichst, setzt in
Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration im Medium zwei unterschiedliche terminale
Cytochrom-c Oxidasen, die caas- und die bas-Oxidase, ein (Fee ef al., 1980; Zimmermann
et al., 1988). Die bas-Oxidase wird nur unter Sauerstoffmangel exprimiert und ist
zusammen mit ihrem Substrat Cytochrom-css, fiir die funktionelle Erhaltung der
Elektronentransportkette unter diesen Bedingungen verantwortlich. Die caas-Oxidase zeigt
wahrscheinlich ~ keine  ausreichende  katalytische  Effizienz  unter  geringen
Sauerstoffkonzentrationen (Soulimane ef al., 1997). Das unter diesen Bedingungen
verringerte chemische Potential fiir die Reduktion von molekularem Sauerstoff konnte
hierbei durch die verringerte Protonenpumpaktivitit der basz-Oxidase von nur 0,4 — 0,5
gepumpten Protonen pro Elektron im Vergleich zu einer Stoichiometrie von 1,0 H'/e’

kompensiert werden (Kannt ef al., 1998).

Die von der bas-Oxidase katalysierte Reaktion ist schematisch in Abb. 3 dargestellt. Sie
zeigt im Vergleich zu den entsprechenden Enzymen anderer Organismen zusammen mit
ihrem Substrat Cytochrom-css; (Soulimane ef al., 1997) eine Reihe von atypischen
Eigenschaften. Neben der verringerten Protonenpumpaktivitit zeigt dieses Enzym eine

untypische Reaktivitit gegeniiber exogenen Ham a3 Liganden (z.B.: CN°, CO, NO oder
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H;0,). Cyanid bindet an das reduzierte aber nicht an das oxidierte Him a3 der
bas-Oxidase, wihrend die Bindung im oxidierten Zustand anderer Oxidasen deutlich
starker ist (Giuffré er al., 1999). Die Affinitdt des Cug Atoms fiir Kohlenmonoxid ist
hingegen 50-100 fach hoher fiir die bas-Oxidase. Silietzkyi et al. (1999) konnten weiterhin
zeigen, daBl die ba3-Oxidase im oxidierten Zustand nicht mit H,O, reagiert. Soulimane et
al. (1997) haben nachgewiesen, dafl das Cytochrome-css, der natiirlich Elektronendonor

fiir die ba3-Oxidase ist und daB3 diese nicht mit anderen Cytochromen-c reagiert.

Periplasma
ba;-Oxidase
| e I
Membran I:le/\*Fe Cug
I2e-
SUIll|SU I
Cytoplasma /
1/2 0, + H,0

Abb. 3: Schematische Darstellung der ba; Cytochrom-c Oxidase

Das Cytochrom-css, bindet in der Nihe des binuklearen Cu, Zentrums der Untereinheit I1. Die
Elektronen werden vom l8slichen Cytochrom zunichst auf das Cuu-Zentrum iibertragen und
von dort an die anderen Metallzentren weitergeleitet. Die Sauerstoffreduktion an dem aus Him
a; und dem Cug-Atom bestehenden aktiven Zentrum ist neben dem Verbrauch von 4 Protonen
von der cytoplasmatischen Seite der Membran zur Bildung von Wasser mit dem Pumpen von
ca. 2 weiteren Protonen vom Cytoplasma zum Periplasma gekoppelt.

Die bas-Oxidase wird als aus zwei Untereinheiten bestehend beschrieben (Keightley et al.,
1995; Soulimane et al., 1995). Die Aminosduresequenz der Untereinheit [ zeigt eine klare
aber sehr geringe Homologie zu anderen eubakteriellen Him-Kupfer-Oxidasen, wéhrend
die Homologie zu archebakteriellen Oxidasen wesentlich hoher ist. Dies konnte auf eine
Genduplikation zuriickzufiihren sein, die vor der evolutiondren Trennung der Eubakterien
und Archebakterien aufgetreten ist (Castesana & Saraste, 1995). Die archebakteriellen
Oxidasen und die hier untersuchte bas-Oxidase gehoren zum SoxB-Typ wihrend die
meisten anderen eubakteriellen und eukaryontischen Oxidasen zum SoxM-Typ gehoren.
Sequenzvergleiche beziiglich Untereinheit Il der bas-Oxidase aus 7. thermophilus zeigen,
daB die ca. 60 N-terminalen Aminoséurereste einschlieBlich der ersten Transmembranhelix

fehlen, was eine weitere typische Eigenschaft der SoxB-Typ Oxidasen ist (Mattar &
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Engelhard, 1997). Des weiteren entspricht das Ham A der bas3-Oxidase dem sogenannten
Ham As, welches in der terminalen Oxidase vom SoxB-Typ aus Sulfolobus acidocaldarius
vorkommt. Die in den Himen A der Oxidasen vom SoxM-Typ existierende Farnesyl-
Seitenkette am Pyrrol-Ring B ist hier durch eine um 5 Kohlenstoffatome ldngere Geranyl-

geranyl- Seitenkette ersetzt (Liibben & Morand, 1994).

Die beiden strukturell bekannten Cytochrom-c¢ Oxidasen sind beziiglich der Untereinheiten
I und II einander sehr dhnlich in Struktur und Sequenz (> 50% Identitit). Die bas-Oxidase
zeigt neben den untypischen kinetischen Charakteristiken eine sehr geringe
Sequenzhomologie (< 20 % Identitdt, Keightley er al., 1995). Insbesondere sind die
meisten Aminosduren, die bei anderen Oxidasen stark konserviert sind und die
Protonenkanile bilden, in der ba;-Oxidase nicht erhalten, obwohl auch dieses Enzym

Protonenpumpaktivitat zeigt.

Aufgrund der geringen Sequenzhomologie sind strukturelle Aussagen, die fiir die
Kristallstrukturen der Cytochrom-c¢ Oxidasen aus P. denitrificans und dem Rinderherz
getroffen wurden, kaum oder nur sehr begrenzt auf die bas-Oxidase iibertragbar. Die
experimentelle Bestimmung der dreidimensionalen Struktur dieses Enzyms ist somit von
entscheidender Bedeutung, um dessen Funktion und Mechanismus verstehen zu kénnen.
Die Rontgenkristallographie kommt hierfiir als einzige Methode in Betracht. Sie
ermoglicht die Bestimmung der Struktur in fast atomarer Auflésung ohne daf3 das relativ
hohe Molekulargewicht der bas-Oxidase zu experimentellen Einschrinkungen fiihrt. Die
Analyse der Rontgenstruktur dieses Enzyms und deren Vergleich zu anderen Strukturen
von Cytochrom-c¢ Oxidasen 146t neue Einsichten in die Funktion und die mechanistischen
Details aller Ham-Kupfer-Oxidasen sowie in die besonderen Charakteristika der der
bas-Oxidase erwarten. Strukturelle Bereiche, die trotz der niedrigen Sequenzhomologie
und der untypischen kinetischen Charakteristiken dieses Enzyms in der bas-Oxidase
konserviert sind, weisen auf eine generelle Bedeutung dieser Strukturmerkmale hin.
Besonderheiten, die nur in der bas-Oxidase gefunden werden, konnten die besonderen
Erfordernisse fiir die Aktivitdt dieses Enzyms bei hohen Temperaturen und niedrigen

Sauerstoffkonzentrationen erkliren.

Das Cytochrom-css, gehort zu den ,.class I Cytochromen und zeigt im Vergleich zu
anderen Cytochromen dieser Klasse ein recht hohes Molekulargewicht von 14,5 kDa (131

Aminosduren) und eine sehr geringe Homologie der Primérstruktur (Titani et al., 1985;
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Moore & Pettigrew 1990). Aufgrund der geringen Sequenzhomologie sind aus der
Primérstruktur keinerlei Aufschliisse iiber die beobachtete hohe Stabilitdt gegeniiber
thermischer Denaturierung (Hon-Nami & Oshima, 1977; Nojima et al., 1978; Fee et al.,
1986) zu ziehen. Des weiteren 146t die hohe Selektivitdt mit der die bas-Oxidase dieses
Cytochrom gegeniiber anderen ,,class I Cytochromen als Substrat bevorzugt (Soulimane
et al., 1997), besondere strukturelle Eigenschaften erwarten, die die Ausbildung des
Elektronentransferkomplexes beeinflussen. Neben der Bereicherung der Familie der
strukturell bekannten ,.class 1“ Cytochrome-c ist die Struktur des Cytochrom-css;
unerldBlich fiir eine nidhere Betrachtung der Interaktion der bas-Oxidase mit ihrem

Substrat.

Die Prdsenz der anomal streuenden Eisenatome im Hidm bzw. in den Kupferzentren der
beiden Proteine ermdoglicht die Phasierung mit Hilfe der Multiplen Anomalen Dispersion
(MAD, siehe 2.5.2), eine elegante Phasierungmethode flir die Proteinkristallographie.
Diese beiden Proteine sind somit auch von einem technischen Gesichtspunkt der

Proteinkristallographie sehr interessant.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dal sich die Kristalle der bas;-Oxidase durch
eine Anderung im Solvensgehalt in mehrere Kristallzustinde {iberfiihren lassen. Die
gezielte Transformation von Proteinkristallen, die zu einer dramatischen Steigerung in der
Streuleistung fiihren kann, wurde bisher nur in wenigen, ausgewéhlten Fallen beobachtet
(Kiefersauer, 1998). Die systematische Charakterisierung dieses Effektes sowie die daraus
resultierenden generellen Erkenntnisse beziiglich Kristalltransformation und Kryo-
kristallographie sind von zentraler Bedeutung fiir das Verstindnis dieser Kristalle und fiir

die Entwicklung allgemein nutzbarer Methoden.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die strukturelle Aufklarung des letzten
Schrittes in der Elektronentransportkette von Thermus thermophilus, an dem das
Cytochrom-css; und die bas-Oxidase beteiligt sind, sowie iiber die Strukturen dieser
aullergewohnlichen Proteine die Funktion und den Mechanismus der terminalen H&dm-
Kupfer-Oxidasen sowie die generellen Prinzipien zur Thermostabilitit von Proteinen
besser verstehen zu kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere kristallographische
Projekte bearbeitet, die in den Kapiteln 5 und 6 kurz dargestellt sind und zur Struktur des
ersten Billiprotein-Linker-Komplexes sowie zur Strukturlosung der Nitrat-Reduktase aus

Desulfovibrio desulfuricans fiihrten.
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Lichtmikroskope konnen die zur Visualisierung von atomaren Details notwendige
Auflésung nicht erzielen. Der Einsatz eines ,,Rontgenmikroskopes™ wére zwar prinzipiell
denkbar, allerdings konnten bisher keine fiir diese Strahlungsart geeigneten Linsen
konstruiert werden. Die Methoden der Kristallographie schaffen einen ,,Umweg™, um

atomare Details mit Hilfe von elektromagnetischen Wellen abzubilden.

Die Grundlage der Rontgenkristallographie wurde mit der Entdeckung der nach ihm
benannten Strahlen bei Kathodenstrahlversuchen durch Wilhelm Conrad Rontgen
(Rontgen, 1895) geschaffen. Nachdem die Diffraktion von Rontgenstrahlen das erste mal
von W. Friedrich, P. Knipping und M. v. Laue (Friedrich, et al., 1912) gezeigt wurde,
folgten die ersten Strukturbestimmungen an Natrium- und Kaliumchloridkristallen mittels
Rontgenstrahlung durch W. L. Bragg (Bragg, 1913). Die Theorie zur Interpretation der
Diffraktion von Rontgenstrahlen durch Kristalle wurde von vielen Forschern entwickelt.
Als Meilenstein sei hier noch die Etablierung der reziproken Gitters als bequemes

Hilfsmittel zur Konstruktion der beobachteten Reflexe durch P. P. Ewald (1921) genannt.

Uber Kristalle von Proteinen wurden bereits im Jahre 1840 (Hiinefeld, 1840) berichtet.
Allerdings dauerte es bis 1934 ehe die ersten Rontgendiffraktionsbilder von
Proteinkristallen durch J. D. Bernal und D. Crowford (Bernal & Crowford, 1934;
Crowford, 1935) verdffentlicht wurden. Diese Arbeiten zeigten, dal sich auch
Makromolekiile in Kristallgittern periodisch anordnen kénnen und deren Strukturen somit
prinzipiell mit Hilfe der Kristallographie aufkldrbar sind. Der Durchbruch von Bernal und
Crowford gelang dadurch, daB3 die Proteinkristalle wiahrend der Diffraktionsexperimente in
einer Glaskapillare montiert und in ihrer Mutterlauge belassen wurden. Das freie
Montieren von Proteinkristallen an Luft fiihrte bei fritheren Versuchen regelméfig zum
Abdampfen des im Kristall enthaltenen Losungsmittels und somit zum Zusammenbruch
des Kristallgitters. Nachdem gezeigt wurde, daB3 die Methode des isomorphen Ersatzes
grundsétzlich auch fiir Proteine moglich ist (Green ef al., 1954), konnten die Strukturen

von Myoglobin (Kendrew et al., 1960) und Hamoglobin (Perutz ef al., 1960) als erste
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Proteinstrukturen gelost werden. Bald darauf folgte die erste in Deutschland geloste

Proteinstruktur, das Erythrocruorin (Huber ef al., 1968; Huber ef al., 1969).

Wihrend in den frithen Jahren der Proteinkristallographie es nur in vereinzelten Féllen
gelang, die Struktur eines Proteins aufzukldren, hat sich diese Methode zunehmend als
Standardanalyse fiir biologisch interessante Makromolekiile entwickelt. Um dies zu
unterstreichen sei hier die exponentielle Entwicklung der pro Jahr gel6sten

Proteinstrukturen aufgefiihrt (Abb. 4).
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Abb. 4: Anzahl der pro Jahr in der PDB hinterlegten Proteinstrukturen.

Die Anzahl der pro Jahr in der ,Protein Data Base* (PDB) hinterlegten Proteinstrukturen
wurde mit Hilfe des 3DB-Browsers bestimmt und als Funktion der Jahreszahl aufgetragen.

Die zur Losung einer Proteinstruktur notwendigen Schritte beinhalten im Prinzip (i) die
Bereitstellung von reinem Protein, (i1) das Finden geeigneter Kristallisationsbedingungen,
(iii) die Datensammlung und Datenauswertung, (iv) die jeweils spezifische Losung des
Phasenproblems, (v) die Interpretation der Elektronendichtekarte, d.h. die Erstellung eines
atomaren Modells und (vi) die Verfeinerung dieses Modells. Vielfiltige Entwicklungen auf
all diesen Gebieten in Form von neuen Methoden oder empirischen Erfahrungen haben
zusammen mit der stetigen Steigerung der Leistungsfihigkeit der Computer die rasante

Zunahme an geldsten Proteinstrukturen erméoglicht.

Auf die verschieden Etappen und Methoden der Rontgenstrukturanalyse von Proteinen
wird im Folgenden néher eingegangen. Fiir eine ausflihrliche Darstellung siehe z.B.:

Drenth, 1999; McRee, 1993; Stout & Jensen, 1989 oder Rhodes, 1993.
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2.1 Einkristalle von Proteinen

Die erfolgreiche Kristallisation eines Proteins bildet die Grundlage zur Struktur-
bestimmung durch kristallographische Methoden und steht somit am Beginn jedes
proteinkristallographischen Projektes. Um so unerfreulicher ist es, da dieser Schritt im
wesentlichen unverstanden ist und somit hauptséchlich auf dem Prinzip von ,,Versuch und
Irrtum® beruht. In Analogie zur theoretisch deutlich besser verstandenen Kristallbildung
bei Kleinmolekiilen, geht man davon aus, daB das in einem geeigneten Losungsmittel
geloste Protein zundchst deutlich in den Séttigungsbereich des Loslichkeitsdigrammes
gebracht werden muf3, damit sich Kristallkeime bilden kdnnen. Das weitere Wachstum
dieser Kristallkeime sollte dann in einem Bereich geringer Ubersittigung stattfinden, um
die Bildung weiterer Kristallkeime zu vermeiden und somit wenige groBBe anstelle von

vielen kleinen Kristallen oder einem nichtkristallinen Prézipitat zu erhalten (Abb. 5).

Loéslichkeits-

Protein- kurve Ubersattigungs-
konzentration —— —bereich—

* > % Kristallkeim-
Lésung f bildung
*  Kristall-

wachstum ——

Parameter (z.B. Konzentration an Fallungsmittel)

Abb. 5: Schematische Darstellung der Loslichkeitskurve eines Proteins

Der Sittigungspunkt des Proteins ist in Abhédngigkeit von Proteinkonzentration und
Féllungsparameter (z.B. Konzentration des Fallungsmittels) aufgetragen. Zur Kristallisation
mufl das System aus dem Bereich der Losung zundchst deutlich in den Bereich der
Uberséttigung gebracht werden, damit sich Kristallkeime bilden. AnschlieBend erfolgt das
weitere Wachstum dieser Keime in einem Bereich geringerer Ubersittigung.

Wihrend dieses grundsétzliche Prinzip der Kristallisation weithin anerkannt ist, hiangt die
praktische Umsetzung von vielen Parametern ab. Sie stellt somit eine Suche in einer
mehrdimensionalen Matrix voneinander abhingiger Parameter dar. Diese beinhalten die
Konzentration des Proteins, die Art und Konzentration des/der Féallungsmittel(s), die zur

Pufterung der wiBirigen Losung eingesetzte Substanz, den pH-Wert, die Temperatur sowie

die Art und Konzentration eventuell notwendiger Additive. Im Fall von Membran-
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proteinen, die normalerweise nur durch Detergenzien in Losung gehalten werden konnen,

kommen die Art und Konzentration des Detergenz als weitere Parameter hinzu.

Es gibt verschiedene Methoden, um die Kristallisation eines Proteins unter Variation der
oben genannten Parameter zu realisieren. Am hidufigsten kommt die Dampf-
diffusionsmethode zur Anwendung. Hierbei wird eine gewisse Menge der Proteinlosung
mit einer Losung, die eine bestimmte Variation der oben genannten Parameter enthilt
(Préazipitanzlosung) gemischt und die resultierende Mischung in einem abgeschlossenen
Gefdl iiber die Dampfphase mit einem groferen Volumen der Prizipitanzlosung
(Reservoir) bei konstanter Temperatur dqulibriert. Das Wasser diffundiert dabei vom
weniger konzentrierten Proteintropfen in das Reservoir wobei sich die Konzentration von
Protein und Prézipitanz im Tropfen gleichméBig erhoht. Zu Beginn werden viele
Kombinationen der verschiedenen Parameter in sogenannten ,,factorial screens™ erprobt.
Sind aussichtsreiche Kristallisationsbedingungen gefunden (z.B. noch viel zu kleine
Proteinkristalle oder feinkristallines Prézipitat), konnen diese oft in systematischen

Versuchsreihen optimiert werden.

Empirische Erfahrungen zeigen, dal die Reinheit des zur Kristallisation eingesetzten
Proteins ein weiterer wesentlicher Faktor ist. In den meisten Fillen ist es notwendig, die
Proteine in nahezu 100 prozentiger Reinheit und Homogenitdt bereitzustellen. Die oben
beschriebenen Kristallisationsansitze erfordern eine bestimmte Mindestmenge an Protein
(typische Werte: 20 ng - entsprechend 2 pl einer ca. 10 mg/ml konzentrierten Protein-
16sung). In der Regel sind mehrere hundert oder sogar tausende Kristallansitze
erforderlich, um die optimalen Kristallisationsbedingungen zu ermitteln. In glinstigen
Fillen geniigen einige Milligramm an Protein, um eine ausreichende Anzahl an Kristallen
in der geforderten Qualitédt zu erhalten. Meist sind es jedoch mehr als 10-20 mg und nicht
selten auch deutlich mehr. Somit, stellt jedes proteinkristallographische Projekt harte
Anforderungen an die Bereitstellung ausreichender Mengen an sauberem Protein. Diese
konnen nur mir Hilfe von effizienten Reinigungsmethoden und bei natiirlich in geringen
Mengen vorkommenden Proteinen nur mit Hilfe molekularbiologischer Methoden

bereitgestellt werden.

Proteinkristalle enthalten im Gegensatz zu Salz- oder Kleinmolekiilkristallen relativ grof3e
Mengen an ungeordnetem Losungsmittel (ca. 30—70 %). Die Molekiile sind demzufolge

relativ locker gepackt und die Kristallpackungskrifte sind deutlich schwicher, als bei
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Kleinmolekiilkristallen. Dies hat zur Folge, dal im Proteinkristall chemische Reaktionen
moglich sind. Dadurch kann man Schwermetallderivate durch Inkubieren mit geeigneten
Schwermetallverbindungen herstellen oder biologisch relevante Reaktionen im Kristall
ablaufen lassen. Andererseits sind Proteinkristalle in Hinblick auf Strahlenschiden,
mechanische Beanspruchungen oder den Verlust von Kristallwasser deutlich labiler. Die
Proteinkristalle miissen wéhrend der Messung entweder in Kapillaren montiert und im
Gleichgewicht mit der Mutterlauge gehalten werden, oder durch andere Methoden in einer
Umgebung konstanter Luftfeuchtigkeit gehalten werden, die eine ungewiinschte
Austrocknung des Kristalls verhindert. Alternativ werden die Kristalle in einer geeigneten
Matrix in kleinen Schlaufen (,,cryo-loop*) montiert und rasch auf die Temperatur des
fliissigen Stickstoffs abgekiihlt. Die letzte Methode, die sogenannte Kryokristallographie
hat den Vorteil, daB so gefrorenen Kristalle stabiler sind in Hinblick auf eventuelle

Strahlenschéden oder mechanische Einwirkungen.

Proteinkristalle bestehen weiterhin nicht aus einem einheitlichen, idealen Gitter. Sie
bestehen aus mehreren kleinen Blocken mit idealer Ordnung, die im Gesamtverband leicht
gegeneinander verkippt sind. Diese Verkippung wird als Mosaikbreite bezeichnet und kann
zwischen ca. 0.1° und mehreren Grad betragen. Interferenz der gebeugten Rontgenstrahlen

findet nur innerhalb dieser Blocke statt.

Eine weitere wichtige Besonderheit der Proteinkristalle resultiert aus den im Vergleich zu
Kleinmolekiilen deutlich groBeren Einheitszellen. Die Kristalle enthalten daher bei gleicher
Abmessung wesentlich weniger FEinheitszellen, was zusammen mit der geringeren
Ordnung im Kristall zu einer deutlich verringerten Streukraft fiihrt. Fiir die erfolgreiche

Strukturlosung ist somit der Einsatz leistungsfahiger Rontgenquellen erforderlich.

2.2 Erzeugung von Rontgenstrahlen

Um Beugungsphédnomene ausnutzen zu konnen, darf die Wellenldnge der verwendeten
elektromagnetischen Strahlung nicht grofer sein als die Groenordnung der aufzulésenden
Abstiande des untersuchten Gegenstandes. Zur Auflosung atomarer Abstinde kommen
Wellenldngen im Bereich von ca. 1 A und darunter in Betracht. Der entsprechende Bereich
des elektromagnetischen Spektrums (1000-0,1 A) wird als Réntgenstrahlung bezeichnet.
Da mit abnehmender Wellenldnge die Wechselwirkung der Strahlung mit Materie

abnimmt, was die Detektion der gestreuten Rontgenstrahlen zunehmend erschwert, benutzt
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man zur Rontgenkristallographie bevorzugt elektromagnetische Strahlung im Bereich von

ca. 0,6-2.0 A.

Rontgenstrahlen konnen durch verschiedene Methoden erzeugt werden. Im
kristallographischen Labor kommen vorwiegend Drehanodengeneratoren zum Einsatz. In
diesen treffen von einer Gliithkathode emittierte und im elektrischen Feld beschleunigte
Elektronen mit hoher kinetischer Energie auf das Anodenmaterial. Durch Abbremsen der
Elektronen vor der Kathode wird ein Teil der kinetischen Energie iiber einen groflen
Wellenléngenbereich als Bremsstrahlung abgegeben. Der andere Teil der Energie der
beschleunigten Elektronen verursacht das Herausschlagen von Elektronen aus den Atomen
des Anodenmaterials. Die entstehenden Fehlstellen innerhalb der atomaren Energieniveaus
werden unter Emission charakteristischer Rontgenstrahlung (Strahlung definierter
Wellenlénge) durch Elektronen aus hoheren Energieniveaus sofort wieder aufgefiillt. Im
Fall der Standard Kupferanode handelt es sich um Uberginge, die von der L-Schale
ausgehen und auf der K-Schale des Kupfers enden. Die verwendete Wellenldnge ist eine
Mischung aus K, (1.54051 A) und K> (1.54433 A). Andere Anteile, insbesondere die
deutlich schwichere Bremsstrahlung, werden mit Hilfe von Monochromatoren fiir die

Beugungsexperimente herausgefiltert.

Bremsstrahlung von deutlich hoherer Intensitét wird an Synchrotronen durch sich auf einer
Kreisbahn befindliche und daher beschleunigte Ladungen freigesetzt. Noch stérkere
Rontgenstrahlung kann hierbei erzielt werden, wenn aufler der zur Einhaltung der
Kreisbahn notwendigen Beschleunigung zusitzliche Magnetfelder auf den Teilchenstrahl
wirken, die in einer zusdtzlichen, rdumlich limitierten Zickzack-Bahn der Ladungen
resultiert. Die entsprechenden Gerite, die ein Teil des Synchrotrons sind, werden als

Undulatoren und Wiggler bezeichnet.

Wihrend bei Drehanodengeneratoren die Wellenldnge der Rontgenstrahlung durch die
Lage der atomaren Energieniveaus festgelegt ist, emittieren Synchrotrone Bremsstrahlung
tiber einen weiten Wellenldangenbereich. Die fiir das Experiment gewiinschte Wellenldnge
kann iiber einen durchstimmbaren Monochromator ausgewéhlt werden. Dies ist neben der
hoheren Intensitét ein entscheidender Vorteil und erméglicht Experimente bei denen die

Wellenlidnge der Rontgenstrahlung frei wéhlbar sein muf (siehe auch Abschnitt 2.5.2).
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2.3 Beugung von Réntgenstrahlen an Einkristallen

Rontgenstrahlen, die auf ein Kristallgitter aus Atomen bzw. Molekiilen treffen, regen die
Elektronen der im Gitter angeordneten Atome zu Schwingungen mit der Frequenz der
einfallenden elektromagnetischen Welle an. Diese Elektronen senden dann ihrerseits
elektromagnetische Strahlen derselben Frequenz aus. Die beobachtete Strahlung ist die
Summe aller einzelnen von den Elektronen ausgesandten Wellen. In den meisten
Richtungen summieren sich diese Wellen zu null. Nur in ausgezeichneten Richtungen
kommt es zur positiven Interferenz, d.h., es entsteht eine von null verschiedene
Streustrahlung. Solange die Energie der einfallenden Rontgenstrahlung nicht mit diskreten
energetischen Ubergingen innerhalb der Atome bzw. Molekiile iibereinstimmt, was fiir die
leichten Atome, wie Kohlenstoff, Stickstoff oder Sauerstoff immer gilt, kann man die

beobachteten Streueffekte als Beugung an freien Elektronen behandeln.

Es gibt viele Wege, diesen Sachverhalt mathematisch zu beschreiben. In Analogie zur

Beugung von sichtbarem Licht 148t sich die Bragg’sche Gleichung wie folgt formulieren:

2d,, sinf,, =nl ey

Ihr liegt die Vorstellung der Spiegelung von Rontgenstrahlen mit der Wellenldnge A4 an
Gitterebenen mit dem Abstand d unter dem Glanzwinkel 8 zugrunde. Jeder Kristall enthélt
viele solche Gitterebenen, die mit den Miller’schen Indizies hkl bezeichnet werden.
Hierbei schneidet die Ebene /kl die x-Achse in a/h, die y-Achse in b/k und die z-Achse in
¢/I. Index 0 hei3t, daB3 die entsprechende Achse nicht geschnitten wird, d.h. die Gitterebene
lauft parallel zur Achse. Positive Interferenz nur tritt dann auf, wenn der Gangunterschied
(2d sin ) ein vielfaches der Wellenldnge ist. Aufgrund der sonst vernachldssigbaren
Intensitdt werden im Folgenden nur die Interferenzen erster Ordnung (n=1) betrachtet.
Unter Berticksichtigung eines feststehenden Eingansstrahles und eines sich drehenden
Kristalls, lassen sich die Richtungen der beobachtbaren gestreuten Strahlen ermitteln,
wobei bei einer gegebenen Kristallorientierung sowohl d als auch 6 von der Wahl der

Gitterebene anhéngen.

Eine wesentlich praktischere Methode zur Konstruktion der gestreuten Strahlen stellt die
Anwendung des reziproken Gitters und der Ewald Kugel dar. Das reziproke Gitter ist ein

Gedankenkonzept, da3 mit dem realen Kristallgitter wie folgt verbunden ist: Jedem Reflex
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hkl ist ein Punkt im reziproken Gitter mit den Indizies 4kl zugeordnet. Jeder dieser Punkte
bildet den Endpunkt des Vektors ST, der senkrecht auf der Gitterebene 4kl steht und die
Lange 1/dyy hat. Es 148t sich entsprechend eine reziproke Zelle definieren. Sie besteht aus
den Achsen a*, b* und c*. Jede dieser reziproken Achsen (z.B. a*) steht senkrecht auf der
Ebene, die aus den beiden anderen realen Achsen (z.B. b und ¢) aufgespannt wird und hat
als Lange den Reziprokwert der entsprechenden realen Achse (z.B. 1/a). Die Punkte des
reziproken Gitters lassen sich somit in Vektorschreibweise auch als S =ha* + kb* + [ c*

beschreiben.

Es 146t sich zeigen, daB in einer Konstruktion entsprechend Abb. 6 die oben beschriebene
Bedingung zur konstruktiven Interferenz immer dann erfiillt ist, wenn ein Punkt des
Reziproken Gitters die Ewald Kugel schneidet. Wihrend sich das reziproke Gitter
zusammen mit dem Kristall dreht, kommen die verschiedenen Punkte des reziproken

Gitters in Streuposition. Der gestreute Strahl zeigt dann in Richtung des Vektors MP.

reziprokes
Gitter

Abb. 6: Die Ewald Kugel zur Konstruktion des gestreuten Rontgenstrahles.

Der Radius der Kugel um den Mittelpunkt M betrdgt 1/4 und das Zentrum des reziproken
Gitters liegt auf der Kugeloberflache bei O. Das reziproke Gitter dreht sich mit dem Kristall
(dem realen Gitter) um den Punkt O. Der eintretende Strahl s, wird im Winkel von 2 8 als
Strahl s gestreut.

Diese Betrachtung zeigt eine weitere wichtige Charakteristik der Kristallographie. Die

Punkte des reziproken Gitters und somit das Streubild eines Kristalls hdngen nur von der

¥ Alle Vektoren werden im Folgenden durch Fettdruck von skalaren GréBen unterschieden.
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Einheitszelle, aber nicht vom Inhalt der Zelle ab. Die Information iiber den Zellinhalt, d.h.

tiber das Protein, ist in den Intensitdten und Phasen der verschiedenen Reflexe enthalten.

Das reale Gitter, sprich der Kristall mit dem darin enthaltenen Protein, und das reziproke
Gitter sind iiber eine Fouriertransformation eindeutig miteinander verkniipft. Dies ist
letztendlich die Voraussetzung, um die rdumliche Struktur der Proteine mit Hilfe der
Kristallographie aufkldren zu konnen. Die wichtigsten Gleichungen, die diesen

Zusammenhang widerspiegeln, sollen im Folgenden kurz erldutert werden.

Ein Strukturfaktor Fjpy ist eine Kombination von N Wellen in der Richtung /4kl, die von
den N Atomen in der Elementarzelle bei einem Beugungsexperiment ausgehen. Jede dieser
Wellen hat die Amplitude f; (atomarer Streufaktor) und die Phase «;, die ein Ausdruck der
rdumlichen Position des Atoms 7 in der Elementarzelle ist. Jeder Strukturfaktor Fj besteht

somit ebenfalls aus Amplitude und Phase und 146t sich als komplexe Zahl wie folgt

beschreiben:
F}ﬂd = Ahkl + iBhkl (2)
wobei:
Ay = f,cos27(hx, + ky, +1z,) 3)
N
By, = fisin2x(hx, + ky, +1z,) “)

N

Der atomare Streufaktor f; hangt von der Auflosung (2sin@’A) ab, da die Elektronenwolke
um ein Atom eine rdumliche Ausdehnung besitzt. Mit zunehmendem Streuwinkel nimmt
der Gangunterschied zwischen den an verschiedenen rdaumlichen Positionen innerhalb des
Atoms gestreuten Rontgenstrahlen zu. Da diese inneratomaren Distanzen deutlich kleiner
sind, als die bisher betrachteten Abstidnde zwischen den einzelne Gitterebenen dj; und
somit der Gangunterschied nur Bruchteile der Wellenldnge ausmacht fiihrt dies nicht zu
den weiter oben beschriebenen kompletten Ausléschungen. Die Intensitit des gestreuten
Strahles nimmt jedoch mit zunehmender Auflésung ab. Beriicksichtigt man auller der
statischen Ausdehnung noch die dynamische Beweglichkeit der Atome, das heiBt die
Moglichkeit thermischer Bewegung um eine Gleichgewichtsposition, so mufl im

einfachsten Fall der isotropen Bewegung noch der Temperaturfaktor B eingefiihrt werden:
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sin’ eJ (5)

fi Jdynamisch = fl Statisch eXp (_ B i /12

Man kann zeigen, daB B mit der mittleren quadratischen Auslenkung u” des Atoms, wie

folgt, zusammenhangt:

—_ B (6)

Die im Beugungsexperiment bestimmbare Strukturfaktoramplitude ist dann durch

[ 7
= Alfkl + Blfkl )

gegeben und die Phase « des jeweiligen Reflexes durch

F}ﬂd

®)

B
a,,, = arctan —"
hkl

In umgekehrter Richtung wird die Elektronendichteverteilung in einem Kristall am Ort
(x,y,z) durch folgende Fouriersummation berechnet:
1 : . )
p(x,y,z) = ?Z|Fhkl|exp[_ 2m(hx +ky + lZ)+ lahkl]
hkl

Die Elektronendichteverteilung ist die primére Information {iber den Kristallinhalt, die mit
den Methoden der Kristallographie zuginglich ist. In ihr steckt natiirlich auch die
Information iiber die Lage der einzelnen Atome, da die beugenden Elektronen zu den

Atomen gehoren.

2.4 Datensammlung und Datenauswertung

Das klassische Medium zur Aufnahme der Diffraktionsbilder von Kristallen ist der
photographische Film. Aufgrund seiner relativ geringen Empfindlichkeit, seines geringen
dynamischen Bereiches und der zeitlich recht aufwendigen Handhabung wurde er
zunehmend von Dedektionsmethoden verdrangt, die ein direktes, digitales Bild liefern. Zu
diesen gehoren die proportionalen Flachenzéhler (,,multiwire proportional counter®), Video

Systeme, CCD-Detektoren, und als die momentan am meisten verbreiteten Systeme, die
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»~image plates”. Das letztere System enthilt eine Platte, die mit einem rontgensensitiven
Material beschichtet ist. Durch das Auftreffen von Roéntgenquanten auf diese Schicht,
werden Elektronen in langlebige, metastabile Zustinde angehoben. Nach Ende der
Belichtung wird das Bild durch das rote Licht eines Lasers ortlich aufgelost ausgelesen.
Dabei wird der Ubergang der Elektronen aus den metastabilen Zustinden in den
Grundzustand ermoglicht und die bei diesem Ubergang freiwerdende Energie in Form von
blauem Licht emittiert. Die Intensitét dieser Strahlung ist in gewissen Grenzen proportional

zur Anzahl der wihrend der Belichtung eingefangenen Rontgenquanten.

In der Regel wird zur Aufnahme der Diffraktionsbilder eines Kristalls monochromatische
Strahlung verwendet. Wihrend der Messung wird der Kristall pro Bild um einen
bestimmten Winkel, {iblicherweise zwischen 0.2° und 2.0° gedreht. Es werden mehrere
Bilder unter fortlaufender Drehung des Kristalls aufgenommen, bis ein hinreichender

Bereich des reziproken Raumes erfaf3t ist.

Der nichste Schritt ist die Indizierung der Streubilder, d.h., die Zuordnung der Indizes Akl
zu den einzelnen gemessenen Reflexen. Die zugrunde liegende Theorie ist insbesondere
bei der heutzutage iiblichen Messung der Kristalle in willkiirlicher Orientierung recht
komplex. Allerdings sind mehrere leistungsfdhige Programmpakete vorhanden, die diesen
Schritt zuverldssig bewiltigen. Zu diesem Zeitpunkt erfolgt auch die Zuordnung des
Kristallgitters zu einem der Bravais-Gitter. Sind die Orientierung des Kristalls und die
Zellkonstanten somit bestimmt, konnen die an den verschiedenen Orten im reziproken
Raum gemessenen Reflexe vorhergesagt und unter Beriicksichtigung von Polarisations-,
Absorptions- und Lorentzkorrekturen integriert werden. Nach der relativen Skalierung der
einzelnen Aufnahmen, die tiber die Intensititen symmetriverwandter Reflexe auf den
verschiedenen Bildern berechnet wird, erfolgt die Datenreduktion. Hier werden die
verschiedenen symmetrieverwandten Beobachtungen eines jeden Reflexes gemittelt. Die
Qualitdt des resultierenden, reduzierten Datensatzes wird mit Hilfe des R-Faktors (z.B.,

Rgym 1) bestimmt:

z]i]imk/ _]hkl(jx (10)

hkl =1
R _ J

sym, z Ji
hkl

hkl




22 2 Grundlagen der Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Hierbei beschreiben I;;; den Mittelwert aller Beobachtungen des Reflexes 4kl und 7;,(j) die
j-te von N Beobachtungen dieses Reflexes. Nimmt man eine falsche kristallographische
Rotationssymmetrie an, so erhoht sich der Wert von Ry, deutlich, da in diesem Fall

Reflexe als gleich angenommen werden, die in Wirklichkeit voneinander unabhéngig sind.

Dies dient auch der Unterscheidung von Raumgruppen (z.B. P4 oder P422), welche zum
gleichen Bravais-Gitter gehdren, und damit zu einer identischen Lage der Reflexe im
reziproken Raum fiihren. Die Priasenz von Schraubenachsen, also das Vorhandensein von
zu den Rotationssymmetrien zugehorigen Translationskomponenten, kann an
systematischen Ausloschungen erkannt werden. Bei Raumgruppen, die enantiomorphe
Paare beziiglich der Anordnung der Molekiile in der Zelle bilden (z.B. P4,22 oder P4522),
kann die endgiiltige Entscheidung iiber die korrekte Raumgruppe erst wihrend der
Phasierung durch MIR, MAD oder Pattersonsuche (siehe 2.5) erfolgen. Als letzter Schritt
erfolgt die Berechnung der Strukturfaktoramplituden |Fj, aus den gemessenen
Intensitédten 7, durch Ziehen der Wurzel (siehe Formel (7) ) und absolute Skalierung. Der
auf den Strukturfaktoramplituden, Fj, beruhende R-Faktor (R, oder Ry, r), welcher zur
Charakterisierung der Qualitdt von Datensédtzen gebrduchlicher ist, berechnet sich in

Analogie zu Gleichung (10).

Eine andere Variante der Datenaufnahme ist die Laue-Technik. Hier wird der zu
untersuchende Kristall einem breiten Spektrum an Wellenldngen ausgesetzt. Dies fiihrt
dazu, daB ein groBer Teil des reziproken Raumes mit nur einer Aufnahme gemessen
werden kann, was insbesondere fiir die zeitaufgeloste Messung dynamischer Effekte, z.B.
enzymatischer Reaktionen, von groBem Vorteil ist. Allerdings gibt es in der Praxis
deutliche Probleme zum einen bei der Trennung der oft stark iiberlappenden Reflexe und
zum anderen aufgrund der deutlich unter 100% liegenden Vollstidndigkeit der Datensétze.
In der Praxis erweist sich das Einfrieren interessanter Intermediate mittels
Kryokristallographie gefolgt von klassischen Rotationsaufnahmen meist als die

praktikablere Herangehensweise.

2.5 Das Phasenproblem

Wie bereits unter 2.3 beschrieben, sind der reziproke und der reale Raum iiber die Fourier
Transformation direkt in einander iiberfiihrbar. Die mit den Methoden der Kristallographie

meBtechnisch  zugénglichen Groflen sind allerdings nur die Amplituden der
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Strukturfaktoren. Die fiir die erfolgreiche Berechnung der Elektronendichteverteilung
innerhalb des Kristalls notwendigen Phasen miissen tiber verschiedene Umwege erhalten
werden. Ein ,,phasensensitiver Detektor® wére natiirlich sehr wiinschenswert, ist aber aus
verschiedenen Griinden bisher nicht konstruierbar. Dieses Problem der , NichtmeBbarkeit*
der zu den Strukturfaktoren gehorigen Phasen wird als das Phasenproblem in der

Kristallographie bezeichnet.

Neben den weiter unten beschriebenen Methoden des Isomorphen Ersatzes, der Multiplen
Anomalen Dispersion und des Molekularen Ersatzes kommen prinzipiell noch die
sogenannten Direkten Methoden zur Bestimmung der Phasen zum Einsatz. Die direkten
Methoden zeichnen sich dadurch aus, daB3 als experimentelle Daten zur Bestimmung der
Phasen und somit der Struktur lediglich ein nativer Datensatz, also ein Satz an
Strukturfaktoramplituden benétigt wird. Diese Methoden beruhen auf den einschrankenden
statistischen Beziehungen zwischen den Phasen -einzelner Reflexe und/oder der
Identifikation von Teilmodellen mit Hilfe der Pattersonsynthese. Sie werden heutzutage in
der Kleinmolekiilkristallographie als Standard zur Strukturbestimmung eingesetzt. Thre
Anwendung auf Proteinstrukturen gelingt bisher nur in seltenen Fillen bei kleinen
Proteinen und sehr guter Auflosung. Sie sind fiir die meisten proteinkristallographischen
Projekte bisher nicht sinnvoll einsetzbar (Hauptmann, 1997; Sheldrick, 1990; Weeks &
Miller, 1999).

2.5.1 Isomorpher Ersatz
Der Isomorphe Ersatz (Green, et al., 1954) beruht auf einer lokalen Anderung in der

Elektronendichteverteilung des Kristalls, wobei der Rest des Kristalls unveréndert bleiben
mufl  (Isomorphie). Es gibt verschiedene Methoden, derartige Verdnderungen
herbeizufiihren. Kristalle konnen in Schwermetallsalzlosungen eingelegt werden,
Aminosduren konnen gegen Varianten, die ein schwereres Atom enthalten, ausgetauscht
werden oder sich bereits im Kristall befindliche Metallionen koénnen herausgeldst bzw.
durch schwerere lonen ersetzt werden. Natiirlich muf diese Anderung von hinreichender
Grofle sein, um nicht im Rauschen unterzugehen. Mit Hilfe der gelosten Teilstruktur dieser
Verdnderung, z.B., der Koordinaten zusétzlich eingebrachter Schweratome, und der
Strukturfaktoramplituden sowohl des nativen |Fp| als auch des veridnderten Kristalls [Fpgyl,

konnen die Phasen bestimmt werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Konstruktion der Proteinphasen beim Isomorphen Ersatz

Der Strukturfaktor des bekannten Schweratom Teilmodelles wird als Vektor dargestellt (Fy).
Um sein Ende und seinen Beginn wird je ein Kreis mit dem Radius der
Strukturfaktoramplitude des Nativen (|Fp|) und des Derivatdatensatzes (|Fpn|) gezogen. Die
Schnittpunkte der beiden Kreise ergeben die beiden Moglichkeiten fiir die Protein-
Strukturfaktoren (Fp; und Fp,) und damit auch die Phase des Proteinstrukturfaktors (z.B. ;).
Diese Ambiguitét kann durch ein weiteres Derivat oder mit Hilfe des anomalen Streubeitrages
gelost werden.
Dieser Konstruktion liegt zugrunde, daBl sich die Strukturfaktoren des Gesamtmodells
Fgosams, nia als vektorielle Summe der Strukturfaktoren der einzelnen Atome Fj 4 darstellen

lassen:

F, gesami hkl ZE’,hkl =Lpyy t F, H bkl (11)
Fpund Fy sind hierbei die Strukturfaktoren des Protein- und des Schweratomteilmodells

im Schweratome enthaltenden Kristall.

Der erste Schritt zur Bestimmung der Proteinphasen ist die Losung der Teilstruktur der
Schweratome. Die Strukturfaktoramplituden der Schweratom-Teilstruktur |Fp| lassen sich
aus den Strukturfaktoramplituden des nativen [Fp| und des Derivatdatensatzes |Fppyl

berechnen:
|Fy| = [Fog |- |F |+ A (12)

Der Parameter A beinhaltet hierbei MeBfehler, Fehler durch die nie 100%-ige Isomorphie
zwischen nativem und Derivatdatensatz und Phasenfehler, da Formel (12) eigentlich nur in

vektorieller Behandlung gilt. Diese verschiedenen Fehler tragen zum Rauschen in der
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weiteren Betrachtung bei. Da fiir die meisten Indizes Akl sowohl |Fpgy(hkl)| als auch
|Fp(hkl)| deutlich groBer sind als |Fu(hkl)|, 146t sich |Fy(hkl)| als Differenz aus |Fpu(hkl)|
und |Fp(hkl)| hinreichend anndhern.

Das Schweratom Teilmodell 146t sich somit nach einer relativen Skalierung von Nativ- und
Derivatdatensatz unter Verwendung von |Fppyl-|Fp| als Strukturfaktoramplitude des
Teilmodells mit Hilfe von direkten oder Pattersonmethoden (siche auch 2.5.3) bestimmen.
Die sogenannte Differenz-Pattersonfunktion stellt eine Fouriersummation mit den
Koeffizienten (|Fpyl-|Fp|)* und einem Phasenwinkel von null dar. Es kann gezeigt werden,
daB die Peaks dieser Funktion den Abstinden zwischen den Atomen des Schweratom
Teilmodelles entsprechen. Unter Beachtung der Raumgruppensymmetrie lassen sich die
Koordinaten x,y,z des Teilmodells bestimmen. Aufgrund der Zentrosymmetrie der
Pattersonfunktion kann nicht zwischen den Koordinaten x,),z und -x,-y,-z unterschieden
werden. Die folgende Berechnung der Proteinphasen erfolgt in der Regel mit beiden
moglichen Koordinaten. Die korrekten Koordinaten liefern hierbei die wahre
Elektronendichtekarte des Proteins, wihrend die dazu invertierten Koordinaten das
Spiegelbild liefern, mit z.B. linksgéngigen anstelle von rechtsgidngigen o-Helices. Die
Entscheidung wird durch eine vergleichende Betrachtung der beiden Elektronendichte-

karten gefallt.

Sind einmal Proteinphasen berechnet, z.B. von einem Derivat, konnen weitere
Schweratomlagen in sogenannten Differenzfourier FElektronendichtekarten lokalisiert
werden. Diese beruhen auf einer Fourier-Summation mit den Koeffizienten |Fpy|-|Fp| und
dem Protein-Phasenwinkeln ap. Peaks in diesen Elektronendichtekarten korrespondieren
mit den Lagen der entsprechenden Schweratome. Weiterhin zeigen die Differenzfourier
Dichten einen hoheren Kontrast als entsprechende Patterson Analysen und sie liefern die
Koordinaten des neuen Derivates mit Bezug auf den gleichen Ursprung, wie das Derivat,

welches zur Phasierung, also zur Berechnung von ¢ benutzt wurde.

Die bisherigen Betrachtungen gehen von freien Elektronen aus, bei denen die Phase des
gestreuten Strahles exakt um 180° gegeniiber der des einfallenden Strahles verschoben ist.
Diese Néherung ist nicht mehr giitig, wenn die eingestrahlte Rontgenstrahlung energetisch
in die Ndhe einer Absorptionskante des untersuchten Materials kommt. Dabei werden

Elektronen aus den inneren Schalen der betreffenden Atome angeregt bzw. aus ihrer
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Schale herausgeschlagen. Dies fiihrt zu einer von 180° verschiedenen Phasenverschiebung
zwischen dem einfallenden und dem gestreuten Strahl. Durch diese anomale Dispersion
wird das Friedel'sche Gesetz fiir die anomal streuenden Atome durchbrochen, d.h., fiir
diese Atome gilt nicht mehr Fjyy = F_j1y. Die Differenz zwischen Fpg und F.j,y entspricht
hierbei zuziiglich eines Phasenfehlers den Strukturfaktoramplituden der anomal streuenden
Atome, also der Schweratome. Unter Verwendung dieser anomalen Differenz lassen sich
zusitzliche Beziehungen in die Konstruktion laut Abb. 7 einbringen und somit kann die
Phasenambiguitit gelost werden. Die anomalen Differenzen konnen auch unter
Verwendung der oben beschriebenen direkten oder Pattersonmethoden zur Bestimmung
des Schweratom Teilmodells eingesetzt werden. Obwohl diese anomalen Differenzen
meist sehr klein sind, enthalten sie wichtige Informationen, da sie innerhalb eines

Datensatzes bestimmt werden und somit keine Fehler durch Nicht-Isomorphie eingehen.

2.5.2 Multiple Anomale Dispersion
Die Multiple Anomale Dispersion (MAD) kann im einfachsten Fall als besondere Form

des Isomorphen Ersatzes betrachtet werden. Sie erfordert Rontgenstrahlung von frei
wihlbarer Wellenldnge, also Synchrotronstrahlung, und das Vorhandensein anomal
streuender Atome im Kristall, welche entweder in dem entsprechenden Protein natiirlich
vorkommen (z.B. Fe in Ham enthaltenden Proteinen) oder als Schwermetallderivate analog
zum Isomorphen Ersatz pripariert werden. Als besonders hdufig angewandte Methode sei
hier noch die Expression des gewiinschten Proteins in einem Seleno-Methionin
enthaltenden Medium genannt (Doublié, 1997), was zum biologischen Einbau dieser
Selen-Verbindung anstelle der natiirlichen Aminosiure Methionin fiihrt. Die Anderung des
realen Streubeitrages, hier als dispersive Differenz bezeichnet, wird durch die Messung bei
verschiedenen Wellenldngen, von denen eine genau der Absorptionskante entspricht,
aufgrund von Absorptionseffekten realisiert. Des weiteren wird der anomale Effekt, also
die in der Ndhe der Absorptionkante auftretende Differenz zwischen Fjx; und F. 4 zur
Phasierung benutzt. Bei Proteinen, die natiirlich anomal streuende Atome enthalten,
entfillt die oft sehr langwierige Suche nach geeigneten Derivatisierungsagenzien und

-bedingungen.

Der atomare Formfaktor eines anomal streuenden Atoms, fyu0m., 148t sich unter Beachtung
der von der Wellenldnge abhéngigen f(4) und unabhéngigen f, Anteile darstellen. Die von

der Wellenlénge abhingigen Anteile fiihren aufgrund von Absorptioneffekten sowohl zu
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einer Verringerung der Streukraft (/(4) < 0), als auch zu der bereits unter 2.5.1

angesprochenen Phasenverschiebung (if"'(1)).
o = Fo+ FA)= 1o+ £ (A)+if"(2) (13)

Sowohl die dispersive Differenz, die auf unterschiedlichen Werten von f'(1) bei
verschiedenen Wellenldngen beruht, als auch die anomale Differenz, die in Abhéngigkeit
von der GroBe if"(4) die Friedel-Symmetrie innerhalb eines Datensatzes authebt, sind bis
auf die bereits frither angesprochenen Phasenfehler proportional zu den
Strukturfaktoramplituden des Schweratom Teilmodells. Somit 148t sich mit diesen
Differenzen das Schweratom Teilmodell 16sen und, da beide Terme orthogonal zu einander
sind, auch das Phasenproblem eindeutig 16sen. Zu diesem Zweck wiirde das Messen von
zweil Datensédtzen des gleichen Kristalls bei verschiedenen Wellenldngen theoretisch
genligen. Um beide Differenzen zu maximieren, wird in der Regel ein Datensatz bei
maximalem f”, ein Datensatz bei minimalem /" und ein dritter Datensatz bei einer von der
Absorptionskante weit entfernten Wellenldnge aufgenommen. Der dritte Datensatz, bei

dem /" nahe null ist, erlaubt es die dispersive Differenz zu maximieren.

Wie bereits fir den anomalen Streubeitrag im Rahmen der Phasierung durch den
Isomorphen Ersatz angesprochen, treten bei der MAD-Phasierung keine Fehler durch
Nicht-Isomorphie auf, da alle Daten von ein und demselben Kristall gemessen werden
konnen. Die flihrt zu einer oft ausgezeichneten Bestimmung der Phasen, obwohl die fiir die
Phasierung benutzten anomalen und dispersiven Differenzen in der Gréfenordnung des

MeBfehlers fiir die Strukturfaktoramplituden liegen.

Ein weiterer Vorteil der MAD-Phasierung gegeniiber der Phasierung mittels Isomorphem
Ersatz liegt in der unterschiedlichen Auflosungsabhingigkeit der Wellenlédngen abhingigen
und unabhingigen Anteile des atomaren Streufaktors begriindet. Wéahrend f, alle
Elektronen des anomalen Streuers einbezieht und somit eine ,,normale” Abnahme der
Streukraft mit der Auflosung zeigt, tragen zu den von der Wellenldnge abhingigen Termen
f'(A) und f'(A) nur die inneren Elektronen des anomalen Streuers bei. Diese Terme sind in
Abhéngigkeit von der Auflosung praktisch konstant. Der relative Beitrag dieser von der
Wellenlénge abhéngigen Terme und damit die Qualitdt der Phasenbestimmung (,,phasing
power®) nimmt also mit zunehmender Auflosung zu, wihrend im Fall des Isomorphen

Ersatzes aufgrund der nie 100%-igen Isomorphie der Beitrag zur Phasenbestimmung mit
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zunehmender Auflosung abnimmt. In der Praxis lassen sich sinnvolle Phasen mit der
Methode der Isomorphen Ersatzes meist nur bis ca. 3A berechnen, wihrend im Fall der

MAD-Phasierung die Streukraft der Kristalle das Limit darstellt.

Der einzige Nachteil der MAD-Phasierung ist die Notwendigkeit einer Rontgenquelle mit
wihlbarer Wellenlidnge, also Synchrotronstrahlung. Mit dem rasch zunehmenden Aufbau
von leistungsfahigen Synchrotron-MeBstationen (,,beamlines®) wird dieses Problem

allerdings zunehmend geringer.

2.5.3 Molekularer Ersatz
Beim Molekularen Ersatz werden die Phasen durch ein entsprechend des nativen Protein-

datensatzes korrekt positioniertes Proteinmodell mit hinreichender Ahnlichkeit zur
aktuellen Struktur bestimmt. Unter Verwendung der vom Suchmodell berechneten Phasen
und der gemessenen Strukturfaktoramplituden wird dann eine Elektronendichteverteilung
berechnet, die bei einem hinreichend dhnlichen Suchmodell das Lésen der neuen Struktur
ermoglicht. Ob diese Ahnlichkeit gegeben ist, muB im Einzelfall ausprobiert werden. Ein
Erfahrungswert besagt, daB die Standardabweichung der C*-Atome nicht mehr als 1 A
betragen sollte. Diese strukturelle Ahnlichkeit wird bei Protein-Inhibitor-Komplexen im
Vergleich zum freien Protein oder bei Proteinen mit einer hohen Identitdt der
Primérstruktur (> 20-30 %) oft erfullt. Mit der rasanten Zunahme an bekannten
Proteinstrukturen (siche Abb. 4) steigt die Chance, eine ausreichend #hnliche, bereits

geloste Struktur zu finden.

Nachdem ein aussichtsreiches Suchmodell vorliegt, besteht die weitere Aufgabe in der
korrekten Positionierung dieses Modells innerhalb der Einheitszelle. Im allgemeinen
ergeben sich 3 Rotations- und 3 Translations-, also insgesamt 6 Freiheitsgrade. Eine solche
Suche im 6 dimensionalen Raum ist zwar im Prinzip mdoglich, erfordert aber meist einen
nicht realisierbaren Rechenaufwand. Die Benutzung der Pattersonfunktion (Patterson,
1934), ermoglicht es die Rotations- und Translationsfreiheitsgrade getrennt abzusuchen,
was in zwel dreidimensionalen Suchen resultiert, deren rechnerischer Aufwand realisierbar
wird. Die zu dieser Methode fithrenden Schritte sind in (Hoppe, 1957; Rossmann & Blow,
1962; Huber, 1965) und in vielen kristallographischen Lehrbiichern beschrieben.

Die Pattersonfunktion P(u) ist die Selbstfaltung der Elektronendichteverteilung p(r) in der

Elementarzelle. Sie enthélt die Information tiber samtliche Vektoren u=(u,v,w) die einen
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interatomaren Abstand von einem Atom an Position #=(x,),z) zu einem Atom an Position
r+u beschreiben und 146t sich ohne Phaseninformation berechnen. Wichtig ist hierbei, daf}
die intramolekularen Vektoren u, die Abstidnde innerhalb eines Molekiils beschreiben, nur
von der Orientierung (Rotationsfreiheitsgrade) eines Molekiils abhidngen, wihrend in die
intermolekularen Vektoren sowohl die Orientierung, als auch die Lage der Molekiile in der

Einheitszelle (Rotations- und Translationsfreiheitsgrade) eingehen.

P(u) = jp(r)p(r + u)dr (14)

P(u)= P(u,v,w)=— ZZZ|FW| cos 27 (hu + kv + Iw) (15)

Das Prinzip der Pattersonsuche beruht darauf, daB das Suchmodell in einer
dreidimensionalen Suche jeweils um gewisse Inkremente gedreht wird und von jeder der
resultierenden Orientierungen, Strukturfaktoren (Fcq.) und daraus eine Patterson-Dichte
gerechnet wird. Diese wird mit der Patterson-Dichte des gemessenen Protein-Datensatzes
(|[F,s|) verglichen und die Ubereinstimmung mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten

C(|F0bs|29|Fca[c|2) qual’ltisiert.

()h\’ Lulc qu ()h\ > ) anlc

* u (16)

Stimmt die aktuelle Orientierung des Suchmodells mit der Orientierung des Proteins in der
zum gemessenen Datensatz gehorigen Einheitszelle iiberein, so erhélt man einen Peak fiir
den Korrelationskoeffizienten. Im zweiten Schritt wird das so orientierte Suchmodell
wieder in Inkrementen in einer dreidimensionalen Suche durch die Einheitszelle
geschoben. Die Bewertung der korrekten Lage kann hier sowohl iiber den
Kristallographischen R-Faktor (siehe 2.8) als auch iiber den Korrelationskoeffizienten
erfolgen. Dieses grundsétzliche Prinzip wird in verschiedenen Programmen rechnerisch
unterschiedlich umgesetzt, was in verschiedenen Rotations- und Translationsfunktionen

resultiert. Dabei wird nicht immer, wie oben beschrieben, das Suchmodell selbst bewegt.

Es sei noch angefiigt, daB3 die hier beschriebene Aufteilung des eigentlich 6-dimensionalen
Suchproblems in zwei 3-dimensionale Suchen zu einer Verringerung des Kontrastes bei

der Patterson Rotationssuche fiihrt. Manchmal konnen durch Symmetriiiberlegungen die
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Freiheitsgrade der Suche soweit eingeschrankt werden, dafl eine Suche tiiber alle
verbleibenden Dimensionen rechnerisch méglich wird. In der resultierenden Direktraum-
Suche konnen dann unter Verwendung des kristallographischen R-Faktors als
Bewertungskriterium oft Suchmodelle noch gefunden werden, die mit Hilfe der Patterson

Methode nicht plaziert werden konnten.

2.6 Elektronendichtemodifikation

Nicht immer liefern die mit einer der unter 2.5 beschriebenen Methoden bestimmten
experimentellen Phasen oy, zusammen mit den gemessenen Strukturfaktoramplituden
|Fops| eine Elektronendichtekarte von ausreichender Qualitdt. Die Methoden der
Elektronendichtemodifikation beruhen darauf, daB3 in die vorhandene Elektronendichte-
karte zusitzliche Informationen eingebracht werden. Nach einer Riicktransformation der
entsprechend modifizierten Elektronendichteverteilung ergeben sich verbesserte
Phasenwinkel @04, die dann zusammen mit den gemessenen Strukturfaktoramplituden
|Fops| zur Berechnung einer verbesserten Elektronendichtekarte fithren. Da die gemessenen
Strukturfaktoramplituden |F,p im Gegensatz zu den experimentell bestimmten Phasen
sehr genau sind, werden sie immer zur Berechnung der Elektronendichtekarten benutzt.
Dieser Zyklus wird in der Regel bis zur Konvergenz wiederholt. Die hierzu angewandten

Modifikationen der Elektronendichteverteilung beruhen auf verschiedenen Beobachtungen.

Zum einen gibt es in Proteinen getrennte Bereiche von Protein und Losungsmittel. Dabei
wird z.B. nach einem Algorithmus von Wang (Wang, 1985) bestimmt, welche Teile der
Einheitszelle zum Protein und welche zum Losungsmittel gehoren. Dann wird die
Elektronendichte im Losungsmittelbereich auf einen kleinen, konstanten Wert gesetzt, wie
es physikalisch sinnvoll ist (,,solvent-flattening®). Zur Bestimmung der Proteingrenzen ist
hierfiir die Kenntnis vom ungefdhren Solvensgehalt erforderlich, was in Abhingigkeit von
der Raumgruppe, der GréBe der Einheitszelle, dem Molekulargewicht und der Anzahl der

Molekiile in der asymmetrischen Einheit abgeschétzt werden kann (Matthews, 1968).

Existieren von einem Protein zwei verschiedenen Kristallformen, oder sind mehrere
Molekiile des Proteins in der asymmetrischen Einheit des Kristalls enthalten, kann man die
Werte der Elektronendichte dort mitteln, wo sie aufgrund der vergleichbaren Position im

Protein, gleich sein sollte (Kleywegt & Read, 1997). Natiirlich ist es daflir notwendig,
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sowohl die Proteingrenzen als auch die genaue Lage der einzelnen Proteinmolekiile in den

Kristallen zu kennen.

Es wurde gezeigt, da3 die relative Anzahl der Gitterpunkte in der Elektronendichtekarte,
die einen gewissen Wert aufweisen, nur von der Auflosung des Datensatzes, aber nicht
vom Protein selbst abhingig ist (Zhang & Main, 1990). Die Anpassung des
experimentellen Elektronendichtehistogramms, also die Auftragung der Anzahl der
Gitterpunkte, die einen gewissen Elektronendichtewert aufzeigen gegen den Wert der
Elektronendichte, an das optimale Histogramm kann hierbei zur Verbesserung der

Elektronendichtekarte genutzt werden (,,histogramm-matching®).

Weitere Methoden, um die experimentelle Elektronendichtekarten zu verbessern, sind z.B.
die Skeletonisierung (Baker et al., 1993; Swanson, 1994), die Anwendung der Sayre’schen
Gleichung (Sayre, 1974; Zhang & Main, 1990) und das sogenannte ,,solvent-flipping®, als

eine Erweiterung des ,,solvent-flattening™ (Bricogne, 1974).

Des weiteren werden oft mehrere der hier beschriebenen Verfahren nacheinander oder
gleichzeitig angewandt, was zu einer Elektronendichtekarte von weitaus hoherer Qualitit
fiihrt, als jedes einzelne Verfahren erreichen wiirde. Auch werden diese Verfahren vielfach

zur Phasenexpansion benutzt.

2.7 Interpretation der Elektronendichtekarte

Fir den Bau des atomaren Proteinmodelles werden Computer mit der Moglichkeit zur
Stereodarstellung verwendet. Es gibt verschiedene Modellbauprogramme. Sie haben
gemeinsam, dafl man die Konturlinien der nach den weiter oben beschriebenen Methoden
berechneten Elektronendichtekarten darstellen kann, so daB3 innerhalb der als
schlauchformige Kifige vorstellbaren Konturen eine hohere und auflerhalb eine niedrigere
Elektronendichte vorliegt. AuBBerdem stellen die Programme die Standardaminoséuren und
verschiedene Kofaktoren als atomare Modelle bereit, die als Stabmodelle dargestellt dann
in die Bereiche hoher Elektronendichte bewegt und dort zur Aminosdurekette des Proteins
verbunden werden konnen. Die verschiedenen Modellbauprogramme stellen auch
zusitzliche Funktionen bereit, mit denen z.B. ein gewisser Bereich des Modells
rechnerisch in die ihn umgebende Elektronendichteverteilung optimal eingepalit werden

kann.
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Wird die Elektronendichteverteilung mit Hilfe des isomorphen Ersatzes oder MAD
gewonnen, so hélt man in der ,leeren Elektronendichtekarte* zundchst nach typischen
Sekundirstrukturelementen wie o-Helices und Faltblittern Ausschau. Diese Bereiche
werden zunéchst als Poly-Alanin modelliert. Hat man einen Teil der Karte so interpretiert,
versucht man, gegebenenfalls nach einer Verfeinerung des Modells, Phasenkombination
und neuerlicher Phasierung (siehe 2.8), fehlende Konnektivititen zu finden und die
Seitenketten der Aminosduren zuzuordnen. Fiir die Zuordnung der Seitenketten wird
zunéchst versucht Bereiche der Primérstruktur, die ein typisches Aussehen der Elektronen-
dichteverteilung zur Folge haben (z.B. aromatische Aminosduren, insbesondere
Tryptophane, aber auch Kofaktoren) in die Elektronendichtekarte einzupassen. Ist die
Primérstruktur innerhalb der Proteinkette in der Elektronendichtekarte fixiert, konnen die
weiteren Seitenketten entsprechend der Aminosdureabfolge zugeordnet werden. Ist die
initiale Elektronendichtekarte von sehr guter Qualitét, kann man auch gleich zu Beginn die
Primérstruktur innerhalb dieser fixieren und dann das Modell mit den korrekten

Aminoséduren erweitern ohne zunéchst ein Poly-Alanin Modell zu erstellen.

Wurde die Elektronendichteverteilung mit Patterson Suchmethoden gewonnen, liegt nach
der unter 2.5.3 beschriebenen Plazierung des Suchmodelles bereits dieses Modell in der
mit Modellphasen berechneten Elektronendichtekarte. Man versucht nun die Bereiche des
Suchmodelles, die nicht mit dem untersuchten Protein iibereinstimmen, zu finden und
entsprechend der Elektronendichtekarte zu verédndern. Hierbei ergibt sich das Problem, daf3
keine experimentellen Phasen vorliegen und mit Modellen berechnete Elektronendichte-
karten immer stark dazu neigen das zur Phasierung benutzte Modell wiederzugeben
(,,model bias*). Zunéchst versucht man in den Bereichen, wo im Suchmodell keine Atome
vorhanden aber im untersuchten Protein zu erwartet sind (z.B. im Suchmodell nicht
vorhandene Seitenketten oder Liganden), diese auch in der Elektronendichtekarte zu sehen.

Gelingt dies, so kann man davon ausgehen, daf3 eine sinnvolle Losung bearbeitet wird.

Um den ,,model bias™ im Falle vom Molekularen Ersatz aber auch generell in Bereichen
nicht klar definierter Elektronendichteverteilung zu verringern kommen sogenannte ,,omit
maps“ zum FEinsatz. Dies sind Elektronendichtekarten, fiir die die Phasen ohne die
fraglichen Bereiche des aktuellen Modells berechnet wurden. Der zur Phasierung

verbleibende Rest kann zusdtzlich noch durch verschiedene Methoden ,,aufgeschiittelt™
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werden (Turk, 1992), um den im restlichen Modell beziiglich des fraglichen Bereiches

verbleibenden ,,model bias* zu minimieren.

In beiden Féllen sind mehrere Zyklen der Interpretation der Elektronendichtekarte, gefolgt
von der Verfeinerung (siche 2.7) des aktuellen Modells und erneuter Berechnung der
Elektronendichteverteilung mit Phasen, die vom verfeinerten Modell gewonnen wurden,
notwendig. Eine Verbesserung des Modells fiihrt zu verbesserten Phasen, was wiederum
eine verbesserte Elektronendichtekarte zur Folge hat. Dieser Zyklus wird in der Regel bis

zur Konvergenz wiederholt.

In der letzten Zeit wurden auch automatisierte Varianten des Modellbauens entwickelt.
Dazu zidhlt die Skeletonisierung der Elektronendichtekarte (Swanson, 1994), was das
Auffinden von Sekundérstrukturelementen erleichtern kann, das Absuchen von Rotamer-
Bibliotheken fiir die Wahl der optimalen Seitenkettengeometrie (Jones, et al., 1991) und
Verfahren bei denen eine automatische Verdnderung des aktuellen Modells und die
kristallographische Verfeinerung zyklisch bis zur Konvergenz durchlaufen wird (Lamzin,
& Wilson, 1997). Das letztere Verfahren kann bei einer Auflosung von mindestens 2.5 A
fiir den automatischen Einbau von im Kristallgitter definierten Wassermolekiilen in ein
sonst fertiges Proteinmodell standardméBig benutzt werden. Fiir das automatische Erstellen
von kompletten Proteinstrukturen in experimentelle Elektronendichtekarten (Isomorpher
Ersatz oder MAD) bzw. das Umbauen des via Molekularen Ersatz plazierten Suchmodells
zum endgiiltigen Modell sind momentan noch sehr hohe Auflésungen (ca. 1.5 A oder
besser) und im ersten Fall ausgezeichnete experimentelle Phasen erforderlich, so da3 die
vollautomatisierte Methode in den meisten Fillen keine wirkliche Alternative zum ,,Bauen

von Hand* darstellt.

2.8 Verfeinerung makromolekularer Strukturen

Nach der urspriinglichen Interpretation der Elektronendichtekarte bzw. nach jedem
weiteren Zyklus der Modellverbesserung wird das Modell in der Regel gegen die
experimentell ermittelten Strukturfaktoramplituden verfeinert. Dies ist ein Versuch, die aus
dem aktuellen Modell berechneten Strukturfaktoramplituden |Foq] in bessere
Ubereinstimmung mit den beobachteten Werten |F,s| zu bringen. Dabei werden sowohl
die Positionen der einzelnen Atome verdndert (,,positional refinenment®), als auch die B-

Faktoren angepalit (,.B-factor refinemnent™). Da im Fall der Proteinkristallographie die
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Anzahl der gemessenen Werte, also die Anzahl der bei gegebener Auflésung beobachteten
Strukturfaktoramplituden, die Anzahl der zu bestimmenden Parameter nicht ausreichend
tibersteigt, kann hierbei nicht nur die Ubereinstimmung von |F,s| und |[Feu in die
Berechnung eingehen. Es werden zusétzliche geometrische Restraints, die auf den deutlich
genauer bestimmbaren Kleinmolekiilstrukturen der einzelnen Aminosiuren beruhen (Engh
& Huber, 1991) als Kraftfelder in die Verfeinerung mit einbezogen. Weiterhin sollten in
der Struktur benachbarte Atome eine vergleichbare Dynamik, also einen &hnlichen
B-Faktor aufweisen, was als Restraint flir die Abweichung der B-Faktoren benachbarter

Atome genutzt wird.

Die Qualitit der Ubereinstimmung von |Fo und |Feul wird durch den

kristallographischen R-Faktor ausgedriickt:

2

— _hkl

F )hx,hkl‘ — k|F, cale, hkl “ (1 7)

e
Z ‘F;bs,hkl ‘

hkl

k ist hierbei ein Skalierungsfaktor, um die gemessenen und die aus dem aktuellen Modell
berechneten Strukturfaktoramplituden auf eine einheitliche Skala zu bringen. Ein Modell
gilt als richtig, wenn der R-Faktor bei einer sinnvollen Geometrie nahe bei oder unter 20%
liegt. Weiterhin wird noch der ,.freie R-Faktor* (Rge..) als weitere Grofe zur Beurteilung
der Modellqualitét eingesetzt. Fiir dessen Berechnung (Briinger, 1992) wird ein gewisser
Prozentsatz der beobachteten Reflexe (5-10 %) nicht in die Berechnungen fiir die
Verfeinerung einbezogen. Die Ubereinstimmung dieser Reflexe mit ihren vom Modell
berechneten Partnern wird am Ende der Verfeinerung als Kriterium gewertet, ob das
verfeinerte Modell wirklich besser an die Realitdt angepalt wurde, oder ob die
Anndherung der |Fqc an die |Fps| eher aus einer besseren ,,Modellierung® des Rauschens
und der Mef3fehler resultiert (Uberverfeinerung). Die Differenz zwischen R und Ry, sollte

hierbei fiir ein gut verfeinertes Modell 5% nicht tibersteigen.

Weiterhin gibt es die Moglichkeit molekulardynamischer Simulationen, um den
Konvergenzradius der Verfeinerung zu erhéhen. Das Proteinmolekiil wird unter Beachtung
der kristallographischen (R-Faktor) und geometrischen Restraints rein rechnerisch erhitzt.
Das heifit, die einzelnen Atome werden nach den Prinzipien der Molekulardynamik in

Bewegung versetzt und ihre Position unter Verwendung der Newton’schen Dynamik
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berechnet. Die Temperatur wird wéihrend der Verfeinerung zuerst auf 3000 — 4000 K
gebracht und dann langsam erniedrigt, so da3 die Atome zunehmend geringer um ihre
Gleichgewichtsposition schwingen (,,simulated annealing®™, Briinger et al., 1990). Die
VergroBerung des Konvergenzradius liegt darin  begriindet, dal sich der

Verfeinerungsprozel mit dieser Methode aus lokalen Minima herausheben la6t.






3 Cytochrom-css; aus Thermus thermophilus

3.1 Materialien und Methoden

3.1.1 Kristallisation
Die Kristallisationsansétze erfolgten nach der Dampfdiffusionsmethode mit ,,sitzendem

Tropfen® in CrysChem-Platten (Charles Supper Co., USA). 8 pl der Proteinlosung (10
mg/ml, 10 mM Tris-HCI Puffer) wurden mit 2 pl der Prazipitanzlosung (100 mM Tris-
HCI, pH 8.2, 2.8 M (NH4)>SO4) gemischt und bei 18°C gegen ein Reservoir aus 1ml der

Prazipitanzlosung dquilibriert.

3.1.2 Datensammlung und —auswertung
Zur Messung von Diffraktionsdaten wurden Kristalle in silanisierten Quarzkapillaren

(Mark-Rohrchen fiir rontgenographische Aufnahmen, W. Miiller, Berlin) montiert und bei
Raumtemperatur in einer Serie von Rotationsaufnahmen mit einem Drehwinkel von 1° an
einem Drehanodengenerator (Rigaku RU 200) mit Graphit Monochromator vermessen. Die
Daten wurden mit Hilfe eines 300 mm ,,image plate” Detektors (Marresearch, Hamburg)

aufgezeichnet.

Fir die MAD-Phasierung (siehe 3.1.3) wurden die Kristalle an der ,,wiggler-beamline*
BW6 am Deutschen Elektronensynchrotron (DESY), Hamburg vermessen. Zur
Vermeidung von Strahlenschdden durch die deutlich stdrkere Strahlungsintensitdt wurden
die Kristalle in eine Losung aus 100 mM Tris-HCl, pH 8.1, 3.0 M (NH4)2SOs,
35 % Saccharose (Kryopuffer) tiberfiihrt, schnell mit einem ,,cryo-loop* herausgefischt
und in einem Stickstoffstrom bei 90 K (Oxford Cryosystems) eingefroren. Zuerst wurde
ein Rontgenfluoreszenzspektrum in der Ndhe der Fe-K Absorptionskante vom gefrorenen
Kristall unter Verwendung eines NaJ(Tl) Scintillationszihlers aufgenommen und mit dem

Programm DISCO (Eichhorn, 1985) ausgewertet (Abb. 8).

Diffraktionsdaten zur MAD-Phasierung wurden dann bei drei verschiedenen Wellenlédngen
(Maximum /": 7138 eV, A;=1.7369 A; Minimum f: 7125 eV, 1,=1.7402 A & ,Remote
Point*: 10.077 eV, A3=1.230 A) mit einem 300 mm ,,image plate* Detektor (MarResearch,
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Hamburg) unter einem Drehwinkel von 2.0° pro Bild aufgezeichnet. Die Messung erfolgte
jeweils tiber ein kontinuierliches Winkelsegment von 90°, gefolgt von weiteren 90° in
inverser Strahlgeometrie zum direkten Messen der Friedel-Paare. Ein vierter Datensatz
wurde bei einer Wellenlinge von A4=1.05 A in Inkrementen von 1.5° aufgezeichnet, um
Hochauflsungsdaten bis 1.28 A zu erhalten. Die Daten (L, A, & A3) wurden zur MAD-
Phasierung mit den Programmen DENZO/SCALEPACK (Otwinowsky & Minor, 1993)
integriert und skaliert. Fiir die Verfeinerung zu hoher Auflosung wurden die Daten (A3 &
Aa) mit dem Programm MOSFLM v5.23 (Leslie, 1991) integriert und mit den Programmen
ROTAVATA, AGROVATA und TRUNCATE (Collaborative Computational Project,
1994) skaliert.

7138 eV

251 10077 eV =t

f", f' [e_]

7125 eV
151 Y,

-10k

7100 7120 7140 7160 7180
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Abb. 8: Dispersionsterme des Cytochrome-css, Kristalls

Die Dispersionsterme, f’ und f, des anomalen Streubeitrages wurden mittels eines
Rontgenfluoreszenzspektrums und dem Programm DISCO (Eichhorn, 1995) vom gefrorenen
Kristalle vor der MAD-Datensammlung bestimmt.

3.1.3 MAD-Phasierung
Von allen MAD-Datensdtzen wurden anomale und dispersive Differenzpattersondichten

berechnet und die Koordinaten des Eisenatoms mit dem Programm RSPS (Knight, 1989)
bestimmt. Die Proteinphasen wurden unter Benutzung der drei MAD-Datensétze (A, A2 &
A3) mit den Programmpaketen MADSYS (Hendrickson, 1991) und MADPRB (Friedmann,
1996) berechnet. Zuerst wurden mit MADSYS die Friedel-Paare zugeordnet und ein
lokaler Skalierungsalgorithmus angewandt. AnschlieBend wurden die anomalen

Streubeitrdge, /' und f”, mit MADPRB verfeinert und die MAD-Gleichungen gelost. Die
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Strukturfaktoren und Phasendifferenzen der einzelnen Beobachtungen von einander
entsprechenden Friedel-Paaren wurden dann mit MADSYS gemittelt, die Koordinaten und
der B-Faktor des Fe-Atoms verfeinert und die Proteinphasen berechnet. Parallel wurde die
MAD-Phasierung mittels XPLOR (Briinger, 1992b) berechnet. Dabei wurden die
Proteinphasen in beiden moglichen Raumgruppen, P4, und P4;, berechnet. Anschlielend
wurde die experimentelle Elektronendichteverteilung durch 10 Zyklen ,,solvent-flattening™
und ,histogramm-matching” mit DM (Cowtan, 1994) unter Annahme eines

Solvensgehaltes von 55% modifiziert.

3.1.4 Modellbau und Verfeinerung
Das atomare Modell des Cytochroms-css; wurde mit FRODO (Jones, 1978) erstellt. Das

Modell wurde in XPLOR (Briinger, 1992b) zunichst unter Verwendung des ,,Remote
Point“-Datensatzes bis 2.1 A verfeinert und Wassermolekiile wurden automatisch mit
MAIN (Turk, 1992) erzeugt. Die Auflésung wurde in mehreren Zyklen von Modellbau und
Verfeinerung bis auf 1.28 A expandiert. Zu Beginn wurden nur die Atompositionen
verfeinert, wéhrend in den spdteren  Verfeinerungszyklen ebenfalls die
B-Faktorverfeinerung sowie das ,,simulated annealing“ Anwendung fanden. Wahrend der
gesamten Verfeinerung wurden die geometrischen Restraints von Engh & Huber (1991)
benutzt und ein einheitliches ,.test-set® zur Berechnung des freien R-Faktors (Briinger,
1992a) eingehalten. Die untere Auflosungsgrenze wurde wihrend der Verfeinerung bei
8.0 A gesetzt, um den EinfluB der im Proteinkristall enthaltenen Losungsmittelbereiche auf
die niedriger aufgelosten Strukturfaktoren auszuschlieBen. Die 2Fgps-Feae und Fops-Feaic
Differenzfourier Elektronendichtekarten wurden stets mit allen gemessenen Struktur-
faktoramplituden berechnet. Die Qualitit des atomaren Modells wurde mit PROCHECK
(Laskowski et al., 1993) kontrolliert.

3.1.5 Strukturanalyse
Die Sekundérstruktur des komplett verfeinerten Modells wurde mit dem Programm DSSP

(Kabsch & Sander, 1983) analysiert. Die Struktur wurde mit verschiedenen ,.class I
Cytochromen-c mittels RMS-Uberlagerung der neun Himatome FE, CHA, CHB, CHC,
CHD, C2A, C2B, C2C und C2D in MAIN (Turk, 1992) verglichen. Diese Strukturen
wurden so ausgewdhlt, daB sie alle bekannten strukturellen Eigenschaften der

verschiedenen ,,class [ Cytochrome-c abdecken.
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Um die Anzahl der in den verschiedenen mesophilen und thermophilen Cytochromen-c
vorhandenen Wasserstoffbriickenbindungen zu vergleichen wurden die Wasserstoffatome
zundchst aus den Strukturen entfernt und unter einheitlichen Randbedingungen mittels
XPLOR neu erstellt (Tanner et al., 1996). Die Grenzwerte flir die Bestimmung von
Wasserstoffbriickenbindungen betrugen 90° fiir Bindungswinkel und 3.5 A fiir
Bindungsldngen. Die Proteinoberfldache, die Ladungsverteilung auf dieser Oberfldche, das
Volumen und interne Kavititen der Proteine wurden mit GRASP (Nicholls et al., 1993)

bestimmt und analysiert.

3.1.6 Préaparation reduzierter Kristalle und deren Analyse
Cytochrome-css, Kristalle (siehe 3.1.1) wurden in eine Losung aus 3.5 M (NH4),SOs,

100 mM Tris-HCI, pH 8.2 (Erntepuffer) tiberfiihrt und in eine Anaerobkammer (Eigenbau,
Restgehalt an O, unter 0.1 vol. %) gebracht. Der den Kristall umgebende Erntepuffer und
die Reservoirlosung wurden auf 1.5 mM Natriumdithionit gebracht und der Kristall 24
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde der Kristall in der Anaerobkammer in eine
Quarzkapillare montiert und diese mit Glaswachs luftdicht verschlossen.
Rontgendiffraktionsaufnahmen wurden wie unter 3.1.2 beschriecben an einem
Drehanodengenerator ~ aufgenommen und  ausgewertet. Zur  Kontrolle des
Oxidationszustandes wurden reduzierte Kristalle vor und nach den Rontgenaufnahmen in
der Anaerobkammer mit sauerstoffreiem FErntepuffer mehrfach gewaschen, bis kein
Reduktionsmittel im der Waschlosung mehr nachweisbar war, anschlieBend in
sauerstofffreiem Wasser gelost und Absorptionsspektren in verschlossenen Kiivetten
aufgenommen. Sauerstofffreie Losungen wurden durch mehrfaches Evakuieren und

Begasen mit Argon hergestellt und mit dem Redox-Indikator Resazurin {iberpriift.

Zur Bestimmung der Struktur des reduzierten Cytochroms-css; wurde das verfeinerte
Modell des oxidierten Proteins herangezogen. Die Wassermolekiile wurden entfernt und
das resultierende Modell zunichst als starrer Korper gegen den neuen Datensatz verfeinert
(,,rigid body refinement®). Anschlieend folgten mehrere Zyklen von Modellbau in MAIN
(Turk, 1992) und Verfeinerung in XPLOR (Briinger, 1992b), die sowohl die Positionen der
Atome, deren B-Faktoren und ,,simulated annealing* beinhalteten sowie das automatische
Erstellen der definierten Wassermolekiilen mit ARP (Lamzin, 1997). Der Vergleich
zwischen der oxidierten und reduzierten Form wurde mittels r.m.s. Uberlagerung der

C*-Atome beider Strukturen in MAIN (Turk, 1992) durchgefiihrt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Kristallisation
Die Kristalle des Cytochroms-css, gehoren zu einer der Raumgruppen des enantiomorphen

Parres P4; / P4; und enthalten ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Die
Zellkonstanten betragen a=5b= 48,5A, ¢c=683 A, a=p=y=90°. Beim Einfrieren
dnderten sich diese leicht zu a=b= 47,1 A, ¢=688A, a==y=90°, was einem
Matthews-Koeffizienten von 2,58 A’ Da’ bzw. einem Losungsmittelgehalt von 52 %
entspricht (Matthews, 1968). Die Kristalle streuen an einem Drehanodengenerator bis zu
einer Auflssung von ca. 2 A und bei Verwendung von Synchrotronstrahlung bis zu einer

Auflésung von weniger als 1,3 A.

3.2.2 Datensammlung und —auswertung
Fiir den oxidierten, gefrorenen Kristall konnten am Synchrotron Daten bis 2.1 A Auflésung

zur MAD Phasierung und ein hochaufgeloster Datensatz bis 1.28 A Auflésung zur
Verfeinerung des Modells gesammelt werden. Alle Daten waren von ausgezeichneter
Qualitit mit einem Rgm von 3-5% fiir die MAD-Datensédtze und 3.3 % fiir den
Hochauflosungsdatensatz. Der reduzierte Kristall streute bis 1.95 A an einem

Drehanodengenerator (Rgym = 6.5 %). Die Datensammlung ist in Tab. 1 zusammengefaft.

3.2.3 MAD-Phasierung
Bereits die ersten beiden Datensédtze (A; & Ai») lieferten gute Phaseninformationen.

Elektronendichtekarten, die mit diesen beiden Datensdtzen berechnet wurden, zeigten klar
die Lage des Hams und weitere strukturelle Details. Der dritte Datensatz (A3) erlaubte
aufgrund der hier vernachlidssigbaren Absorptionseffekte die lokale Skalierung und damit
die weitere Verringerung von systematischen Fehlern sowie die Maximierung der
dispersiven  Differenzen. Die Verfeinerung der Dispersionsterme gegen die
Diffraktionsdaten der drei Wellenldngen resultierte in Werten, die gut mit den
Rontgenfluoreszenzspektren tibereinstimmten (siehe Tab. 1). Die Entscheidung zwischen
den beiden moglichen, enantiomorphen Raumgruppen (P4; oder P4;) konnten unter
Betrachtung der entsprechenden Elektronendichtekarten und des Verhaltens der
R-Faktoren wahrend der Dichtemodifikation zu Gunsten von P4, gefillt werden. Die aus
allen drei Datensétzen resultierende Phaseninformation war mit einer ,.figure of merit*

(FOM) von 0.84 sehr gut.
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Tab. 1: Statistik der Datensammlung des Cytochroms-css,

Datensatz f"-Maximum  f-Minimum  Remote Point Hochauflosung Verfeinerung Reduziert
(M) (A2) (A3) (M) (A5 & hy)

Wellenlinge [A] 1,7369 1,7402 1,230 1,05 1,230 & 1,05 1,54178
Auflssung [A] 27-2,1 23-2,1 21-2,1 4,9-1,28 14,6-1,28 24,2-1,95
flel -6,0 (-7,1) -9,4 (-8,7) 0,0 - - -
e ) 6,1(5,2) 2,2 (2,8) 2,21 - - -
Vollsténdigkeit 95,1 91,7) 95,1 (91,6) 96,6 (94.6)
[%] ©* 95,4 (96,1) 86,2 (78,2) 93,6 (78.2) 94,6 (91,3)
Zahl der Reflexe " * 7.412 7.408 7.534

8.508 33.007 36.004 10.896
Multiplizitat * 3,9 3,9 3.8

7,1 3,5 4,6 4,5 (4,5)

Rym [%] * 4,6 (6,6) 4,7 (6,6) 2,5(3.,8) 5.8 (35,7) 3,3 (35.7) 6,5 (31,7)

* Die Werte von /' und /" nach der Verfeinerung mit MADPRB (Friedman, 1996) sind in Klammern angegeben. Die
Werte fiir A; wurden nach Brennan & Cowan (1992) berechnet und wihrend der Verfeinerung konstant gehalten.

+ Die Werte in der oberen Zeile korrespondieren zur Auswertung mit DENZO & SCALEPACK (Otwinowsky & Minor,
1993) fiir die MAD-Phasierung, wobei nur komplette Friedel-Paare und hierbei die beiden entsprechenden
Beobachtungen als unabhingig betrachtet wurden. Die Werte in der unteren Zeile korrespondieren zur Auswertung mit
MOSLFM (Leslie, 1991) zur Verfeinerung unter Annahme vollstdndiger Friedel-Symmetrie.

i Die Werte in Klammern korrespondieren zur letzten Ausflssungsschale: 2,23-2,15 A fiir die MAD-Datensitze, 1,31-
1,28 fiir den Hochauflosungsdatensatz und 1,95-2,02 fiir den Datensatz des reduzierten Kristalls.

$ Angegeben ist die Anzahl der unabhingigen Reflexe.

3.2.4 Modellbau, Verfeinerung und Qualitiat der Modelle
Die ausgezeichnete Qualitdt der MAD-Elektronendichtekarte (Abb. 9) erlaubte bereits im

ersten Modellbauzyklus den Einbau des Hams und der Aminosdurereste 4 bis 126
inklusive Seitenketten. Nach dem automatischen Einbau von Wassermolekiilen und der
Benutzung des Hochauflosungsdatensatzes (As & A4) zur Verfeinerung konnte das atomare
Modell auf die Aminosdurereste 3 bis 130 ausgeweitet und bis zu einem
kristallographischen R-Faktor von 19,08 % (Rfee = 22,4 %) bei guter Stereochemie

verfeinert werden (Tab. 2).

Die komplett verfeinerte Struktur des Cytochroms-css, besteht aus 128 Aminosédureresten
(Reste 3 bis 130 in der Primérstruktur), dem Hdm und 196 Wassermolekiilen. Die
Seitenketten der Reste Lys-6, Glu-40, GIn-57, Lys-64, Glu-78, Lys-95 und Glu-106 sowie
die terminalen Reste GIn-1, Ala-2 und Lys-131 sind nicht vollstindig in der
Elektronendichtekarte definiert, was auf die hohe Beweglichkeit dieser an der Oberflédche
des Molekiils liegenden Seitenketten zuriickgefiihrt werden kann. Im ,,Ramachandran Plot*
(Ramachandran & Sassisekharan, 1968) liegen fast alle Reste in den bevorzugten (91.5 %)

und zusdtzlich erlaubten (7.5 %) Regionen. Die einzige Ausnahme bildet Aminosdure
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GIn-16, deren untypische Konformation jedoch sehr gut in der 2Fgps-Fearc

Elektronendichtekarte definiert ist.

Abb. 9: Experimentelle Elektronendichtekarte des Cytochroms-css;
Dargestellt ist die experimentelle Elektronendichtekarte (bei 1 o konturiert) nach MAD-

Phasierung und Elektronendichtemodifikation im Bereich des Hims zusammen mit dem
verfeinerten Modell. Diese Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.
Zum Erstellen der Struktur des reduzierten Cytochroms-css; waren auBler den
verschiedenen Verfeinerungszyklen kaum manuelle Eingriffe notwendig. Diese
beschrénkten sich auf die Korrektur von kristallographisch definierten Wassermolekiilen

und wenigen Seitenketten. Die Verfeinerungsstatistik flir die reduzierte Struktur ist

ebenfalls in Tab. 2 zusammengefalit.

3.2.5 Strukturbeschreibung
Die Gesamtstruktur des Cytochroms-css, von 7. thermophilus ist in Abb. 10 gezeigt. Sie

besteht aus einer Proteinkette, die sich um das Ham faltet und acht o-Helices sowie ein
zweistrangiges B-Faltblatt bildet. Entsprechend der Sekundirstrukturzuordnung von DSSP
(Kabsch & Sander, 1983) sind 56 % der 131 Aminosduren in o-helicaler oder
B-Strangkonformation. Andere Teile der Struktur, die von DSSP als ,random coil*
bestimmt wurden, zeigen ebenfalls o-helicale Wasserstoffbriickenbindungen. Das

N-terminale ,,Helix-Loop-Helix*“ Motiv (Asp-3 bis His-15), kann auch als eine leicht
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gebogene a-Helix beschrieben werden. Die beiden kovalent zum Hiam gebundenen
Cysteine (Cys-11 & Cys-14) sowie der fiinfte koordinative Eisenligand (His-15) sind
Bestandteil dieser N-terminalen Helix. Der sechste koordinative Eisenligand (Met-69)
gehort zu dem ausgepriagten zweistrdngigen [-Faltblatt, welches sich von Leu-54 bis
Met-69 erstreckt. Die Existenz eines so ausgeprigten B-Faltblattes ist uniiblich fiir die

sonst fast ausschlieBlich a-helicalen ,,class I Cytochrome (Moore & Pettigrew, 1990).

Tab. 2: Statistik der Verfeinerung des Cytochroms-css,

Statistischer Wert Oxidierte Struktur Reduzierte Struktur
Auflosungsbereich [A] 8,0-1,28 8,0-2,0
Zahl der Reflexe — gesamt 35.906 10.895

— working set 34.081 10.364

— test set 1.825 531
Vollstandigkeit [%] 93,3 95,0

— working set 88.5 90,5

— test set 4,7 4.6
R-Faktor [%] * 19,08 (32,75) 19,75 (31,42)
Ree [%] 22,40 (30,42) 25,94 (44,99)
Anzahl der Atome (aufler H) 1.236 1.090

Davon Solvesmolekiile 196 50
RMS Abweichung von Idealwerten

— Bindungslingen [A] 0,012 0,011

— Bindungswinkel [°] 1,453 1,498

— Diederwinkel [°] 23,157 23,402
B-Faktor Statistik

— Mittlerer B-Faktor [A?] 15,1 24,8
— Hauptkette [A?] 13,2 22,3

— Seitenkette [A%] 17,1 27,0

— Wassermolekiile [A%] 33,7 39,8

— Ham [A%] 8,62 12,7

— RMS Abweichung gebundener Atome [Az] 2,70 3,64
*  Werte fiir die letzte Auflosungsschale (oxidiert: 1,28 — 1,29 A; reduziert: 2,00 — 2,02 A) sind in Klammern

angegeben.

Die Ham-Gruppe ist fast komplett in eine hydrophobe Tasche des Proteins eingebettet. Nur
wenige Atome des Pyrrol-Ringes C sind dem Solvens ausgesetzt. Auller den oben
beschriebenen kovalenten und koordinativen Bindungen ist das Ham weiterhin durch eine
Salzbriicke zwischen der Carboxyl-Gruppe von Ring A und Arg-125 stabilisiert. Die
Ladung der zweiten Carboxyl-Gruppe des Hédms wird nicht durch eine positiv geladenen
Aminosdureseitenkette neutralisiert. Das Ham selbst ist, wie in Cytochromen {iblich, nicht

vollstdandig planar, sondern leicht in eine Sattelform verbogen.
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Arg 111

e

Gin 118

Abb. 10: Stereo-Ribbon-Darstellung des Cytochroms-css, aus 7. thermophilus

Die Darstellung ist in Standard-Orientierung, wobei der Blick auf den solvensexponierten
Pyrrol-Ring C des Hams zeigt und der Eisen-Ligand His-15 auf der rechten Seite liegt. Die
Ham-Gruppe ist als ,,Ball-and-Stick™ Modell dargestellt. Das ausgedehnte B-Faltblatt (Leu-54
bis Met-69) ist in rot im unteren Bereich der Struktur zu sehen. Die beiden Termini und der
Beginn der C-terminalen stabilisierenden Klammer (,,Thermo-Helices™) sind beschriftet. Diese
Abbildung wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) erzeugt und mit RASTER3D (Merritt &
Murphy, 1994) gerendert.

Das Innere der Proteins ist stark hydrophob und enthélt im Gegensatz zu vielen anderen
Cytochromen keine Wassermolekiile. Es konnten zwei interne Kavitdten auf der rechten
Seite hinter dem Ham gefunden werden (Betrachtung in Standardorientierung wie in Abb.

10). Sie sind fast kugelformig, haben einen Radius von ca. 1.8 A und 1.6 A und sind

vollstandig von hydrophoben Aminosdureseitenketten umgeben.

3.2.6 Vergleich zu anderen Cytochromen-c
Die Strukturvergleiche von Cytochrome-css; zu sechs anderen bakteriellen und

mitochondrialen ..class I Cytochromen-c sind in Abb. 11 und Abb. 12 gezeigt. Diese
sechs Modelle wurden so ausgewdhlt, daf} sie alle bekannten strukturellen Eigenschaften
der ,,class I Cytochrome-c abdecken. Von sehr dhnlichen Cytochrom-Strukturen (z.B. die
mitochondrialen Thunfisch-, Pferdeherz- und Reiscytochrome) wurde jeweils nur eine

Struktur zum Vergleich ausgewdhlt.
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Abb. 11: Stereodarstellung des Strukturvergleichs von Cytochrom-css, — Teil 1

Die Lage der C*-Atome des Cytochroms-css, wurde mit den C*-Atomen von a) Cytochrom-css;
aus Desulfovibrio vulgaris (PDB-Nummer: 1C53; Nakagawa et al., 1990), b) Cytochrom-css;
aus Pseudomonas aeruginosa (PDB-Nummer: 351C; Almassy & Dickerson, 1978) und c¢)
Cytochrom-cs aus Azotobacter vinelandi (PDB-Nummer: 1CCS5; Carter et al., 1985) wie unter
3.1.5 beschrieben mit MAIN (Turk, 1992) iiberlagert. Der C*-Trace von Cytochrome-css, ist in
gelb, dessen Ham in orange und die Hdm-Liganden in griin dargestellt. Die {iberlagerten
anderen Cytochrome sind komplett in rot dargestellt.
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Abb. 12: Stereodarstellung des Strukturvergleichs von Cytochrom-css, — Teil 11

Die Lage der C*-Atome des Cytochroms-css, wurde mit den C*-Atomen von a) Pferdeherz-
Cytochrom-c¢ (PDB-Nummer: 1HRC; Bushnell ef al., 1990), b) Cytochrom-c, aus Rhodobacter
sphaeroides (PDB-Nummer: 1CXC; Axelrod et al., 1994) und c) Cytochrom-cs aus
Monoraphidium braunii (PDB-Nummer: 1CTJ; Frazdo et al., 1995) {lberlagert. Diese
Abbildung wurde analog zu Abb. 11 erstellt.
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Keine der sechs Strukturen zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem 7. thermophilus
Cytochrom-cssy. Der deutlichste Unterschied ist am C-Terminus zu sehen. Wiahrend die
N-terminalen Aminosduren bis Ala-94 des Cytochroms-css, direkt das Him umschlieBen
und dabei Positionen im Raum einnehmen, die auch bei den anderen Cytochromen mit
Protein belegt sind, gibt es fiir den C-Terminus kein Aquivalent in den anderen Strukturen
(Abb. 13). Dieser Bereich der Primirstruktur (Ala-94 bis Lys-131) besteht aus drei o-
Helices sowie verbindenden ,,random-coil* Segmenten und bildet eine Art Klammer, die

den Rest der Struktur umschlieft.

Lys 115

Abb. 13: Stereodarstellung des Strukturvergleichs von Cytochrom-css, — Teil 111
Die Lage der C*-Atome des Cytochroms-css, (gelb) ist mit allen sechs in Abb. 11 und Abb. 12

zum Vergleich ausgewihlten Cytochromen iiberlagert. Diese Abbildung wurde analog zu Abb.

11 erstellt. Die Aminosduren 95 bis 115 der stabilisierenden Klammer (,,Thermo Helices®) sind

nur im Cytochroms-css, vorhanden.
Eine detailliertere Analyse des Strukturvergleiches zeigt, da3 auch der N-terminale Bereich
der Cytochrom-css; Struktur deutliche Unterschiede aufweist. Entsprechend der recht
geringen aber vorhandenen Homologie der Primérstruktur der N-Termini zwischen T.
thermophilus Cytochroms-css; und dem Cytochrom-csss aus Desulfovibrio vulgaris (Titani
et al., 1985; Moore & Pettigrew, 1990) zeigen die 20 N-terminalen Aminosduren dieser
beiden Proteine die beste Ubereinstimmung in ihrer dreidimensionalen Struktur (Abb. 11a).
Leider sind im PDB-Eintrag flir Cytochrom-css; (Nakagawa et al., 1990) nur die
Koordinaten der C“-Atome enthalten, so daB ein struktureller Vergleich der Seitenketten
nicht moglich ist. Cytochrom-c¢ von Monoraphidium braunii (Abb. 12c; Frazéo et al.,

1995) zeigt dann die zweitbeste Ubereinstimmung der iiberlagerten Strukturen.
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Die meisten der hier verglichenen Cytochrome zeigen sehr dhnliche Konformationen in
den Aminosédureseitenketten, die das Ham ligandieren. Obwohl diese Aminosduren
entweder zu vergleichbaren oder verschiedenen Sekundirstrukturelementen gehdren, ist
die rdumliche Anordnung dieser das Hidm ligandierenden Aminosduren fast immer
identisch. Ausnahmen bilden hierbei alle Him bindenden Aminoséuren des Cytochroms-cs
von Azotobacter vinelandii (Carter et al., 1985) sowie der sechste Eisenligand in der
Cytochrom-cg Struktur von M. braunii (Frazdo et al., 1995). Aber auch in den Fillen, wo
die Ham koordinierenden Aminosduren nicht gut mit der Cytochrom-css, Struktur
iiberlagern, liegen die Atome, die fiir die Bindung zum Hiam verantwortlich sind (S” in den
kovalent gebundenen Cysteinen, N** in den koordinativ bindenden Histidinen und S° in

den koordinativ bindenden Methioninen) an fast identischen Positionen im Raum.

Eine Besonderheit des Cytochroms-css; ist das ausgedehnte B-Faltblatt (Leu-54 bis Met-
69), welches typischerweise nicht in den ,,class [ Cytochromen gefunden wird (Bushnell
et al., 1990; Moore & Petigrew, 1990; Nakagawa et al., 1990; Axelrod et al., 1994; Frazao
et al., 1995). Es besteht aus zwei {liber Wasserstoftbriickenbindungen verbriickten
antiparallelen P-Stringen, von je sieben Aminosduren, die durch einen engen ,.type I’
reverse turn® (Crawford, ef al., 1973; Richardson, 1981) verbunden sind. Obwohl die
Existenz von B-Faltbléttern in Cytochromen nicht komplett neu ist (siche Abb. 11b), wurde

ein so ausgedehntes B-Faltblatt bisher in Cytochromen-c noch nicht beobachtet.

Eine weiter Besonderheit der Cytochrom-cssy Struktur ist das vollstindige Fehlen von
internen Wassermolekiilen. Abb. 14 zeigt die tiberlagerten Strukturen des 7. thermophilus
Cytochroms-css; und des Pferdeherzcytochroms-c. Die Wassermolekiille Wat-125 und
Wat-112 des Pferdeherzcytochroms (Bushnell er al., 1990) sind in Eukaryonten
evolutiondr konserviert und existieren ebenfalls in einigen bakteriellen Cytochromen. Der
Vergleich mit der Cytochrom-css, Struktur zeigt, dal dort alle strukturell gebundenen
Wassermolekiile an der Oberfliche liegen. Es gibt keine nach der Interpretation
verbleibende Elektronendichte im Inneren des Molekiil, welche als weniger gut geordnetes
Wassermolekiil gedeutet werden konnte (Abb. 14b). Dieses vollstdndige Fehlen von
internen Wassermolekiilen ist wahrscheinlich auf die hohe Packungsdichte und

Hydrophobizitit im Inneren des Cytochrom-css, Molekiils zurtickzufiihren.
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Wat 112 T wat112

Abb. 14: Lage der Wassermolkiile im Pferdeherzcytochrom-c und Cytochrom-css,

Stereotiberlagerung der Cytochrom-css, Struktur (gelb und weile Bille) mit der
Pferdeherzcytochrom-Struktur  und den darin  enthaltenen evolutiondr konservierten
Wassermolekiilen (rot): a) Vergleich der Strukturen unter Betrachtung der kristallographisch
definierten Wassermolekiile im Cytochrom-css,. b) Nahansicht der Umgebung des Hams
(orange), einschlieBlich des Wassers Wat-112 der Pferdeherzstruktur und der 2Fqe-Far
Elektronendichtekarte (konturiert bei 1,3 o) des Cytochroms-css,. Das Wasser in der rechten
oberen Ecke von (b) liegt in der Ndhe des solvensexponierten Hdm-Ringes und befindet sich
an der Oberflache des Molekiils. Diese Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.

Die Aminosdurezusammensetzung des Cytochroms-css; wurde mit der mittleren
Haufigkeit der verschiedenen Aminosduren (Klapper, 1977; Chou & Fasman, 1978)
verglichen. Die einzige signifikante Differenz besteht im erhdhten Auftreten der positiv
geladenen Aminosdure Lysin im C-terminalen Bereich des Proteins. Weiterhin wurde eine

erhohte Tendenz zum Auftreten der Aminosauren Isoleucin, Cystein, Histidin und Arginin

gefunden, aber die statistische Relevanz dieser letzten Beobachtung ist schwer abschitzbar.
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Die Ausbildung von lonenpaaren wurde in der Cytochrom-css, Struktur unter Benutzung
eines 4 A Grenzwertes fiir den Abstand der geladenen Atome (Barlow & Thornton, 1983)
untersucht. Die lonenpaare sind im C-terminalen Drittel des im Cytochroms-cssy
konzentriert, welches die in anderen Cytochromen nicht vorhandene zusitzliche Klammer
um den Rest des Molekiils ausbildet (Tab. 3). Die Anzahl der Ionenpaare pro Aminosdure
bewegt sich mit 0,05 im Bereich des fiir Proteine iiblichen Wertes (0,04 Ionenpaare pro
Aminosdure; Barlow & Thornton, 1983), wenn alle Aminosduren des Cytochroms-css; in
die Betrachtung einbezogen werden. Hierbei beinhalten vier der insgesamt sieben
Ionenpaare Aminosduren der C-terminalen Klammer (Reste 94 bis 131, ,,Thermo
Helices™), was in einer deutlich iiber dem Durchschnitt liegenden Konzentration von 0,11
Ionenpaaren pro Aminosédure filir diesen C-terminalen Teil der Struktur resultiert. Diese
erhohte Konzentration an lonenpaaren, sowie viele hydrophobe Kontakte zwischen den
Aminosidureseitenketten dieses Bereiches und dem Rest der Struktur, scheinen diese

Klammer fest an die restliche Struktur zu binden.

Tab. 3: lonenpaare im 7. thermophilus Cytochrom-css;

Aminoséure 1 und Atom Aminoséure 2 und Atom Abstand [A]”
(positive Ladung) (negative Ladung)
His-32: N*2 Him: O1A 2,69
Arg-43: N™ Glu-107: 0% 2,81%
Lys-64: N Glu-59: O¢! 3,38
Lys-76: N Glu-79: O% 3,30
Arg-112: N"! Asp-77: O 2,81%
Arg-125: N™ Him: O1A 2,85%
Lys-127: N¢ Glu-124: O°! 2,79*

* Es wurden nur lonenpaare mit einem Abstand der gegensitzlich geladenen Gruppen bis
zu 4,0 A (Barlow & Thornton, 1983) betrachtet. lonenpaare, die mindestens einen
Partner innerhalb der C-terminalen Klammer (,,Thermo Helices*, Reste 94-131) haben,
sind mit einem Stern markiert.

Es wurden weitere Parameter der Cytochrom-css, Struktur untersucht, die bei anderen
Proteinen als ausschlaggebende Kriterien fiir deren Thermostabilitdt diskutiert wurden
(Florens, et al., 1995; Goldman, 1995; Henning et al., 1995; Hess et al., 1995; Jaenicke,
1996; Pace et al., 1996; Tanner et al., 1996), wie z. B.. die Anzahl der
Wasserstoffbriickenbindungen (sowohl einschlieflich als auch ausschlieflich der

Wasserstoffbriickenbindungen der Hauptkette) oder das Verhéltnis aus Proteinoberfldche
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und —volumen. Keiner dieser Werte korrelierte im Vergleich zu den anderen sechs

Cytochromen mit der experimentell beobachteten Thermostabilitit des Cytochroms-css;.

Die Molekiiloberflache sowie die Ladungsverteilung auf dieser Oberfliche wurde fiir das
Cytochrom-css; und die anderen sechs Cytochrome berechnet (Nicholls ef al., 1992).
Zusétzlich zu den Standard-Ladungen fur die verschiedenen Aminosdureseitenketten
wurde die Ladung des Hédm-Eisens dabei auf +3 (oxidiertes Cytochrom) und die der

Sauerstoffatome der Ham-Propionate auf —0,5 gesetzt.

Der Vergleich der Ladungsverteilung an der Oberfldache zwischen Cytochrom-css, und dem
Pferdeherzcytochrom (Abb. 15) zeigt, daB diese deutlich verschieden sind. Das Pferdeherz-
cytochrom zeigt die fiir Cytochrome der Atmungskette typische, positive Ladung an der
Vorderseite, welche durch mehrere Lysine erzeugt wird, die in der Umgebung des
solvensexponierten Ham-Ringes liegen (Moore & Pettigrew, 1990). Negativ geladene
Aminosdureseitenketten sind neben wenigen positiv geladenen Aminosduren im
wesentlichen an den Seiten und auf der Riickseite des Molekiils zu finden. Beim
Cytochrom-css, treten in der Umgebung des solvensexponierten Him-Ringes hingegen nur
ungeladenen Aminosduren auf. Das positive Potential in unmittelbarer Ndhe des Hams
resultiert hierbei ausschlieBlich von der stark positiven Ladung des Hédm-Eisens. Positiv
bzw. negativ geladene Aminosduren sind beim Cytochrom-css; auf die Seiten und die

Riickseite des Molekiils beschrinkt.

Die unterschiedliche Verteilung der geladenen Aminosduren in den verschiedenen
Cytochromen resultiert in unterschiedlichen Dipolmomenten. Fiir alle betrachteten
“class I” Cytochrome-c liegt das Dipolmoment in erster Ndherung parallel zur Ham-Ebene.
Die Richtung innerhalb dieser Ebene ist fiir die einzelnen Vertreter unterschiedlich, wobei
sich das Cytochrom-css; von allen anderen betrachteten Cytochromen am deutlichsten

abhebt.

3.2.7 Vergleich der reduzierten und oxidierten Struktur
Mit Hilfe der unter 3.1.6 beschriebenen spektroskopischen Kontrolle der Kristalle konnte

sichergestellt werden, daB8 der reduzierte Kristall innerhalb der spektroskopischen
Fehlergrenzen sowohl vor als auch nach der Datensammlung komplett reduziert war. Die
Struktur des unbehandelten Kristalls entspricht der vollstindig oxidierten Spezies, was

durch entsprechende Spektren vom zur Kristallisation eingesetzten Protein und den
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erhaltenen Kristallen sichergestellt wurde. Das Vermessen von schockgefrorenen
Kristallen verhinderte weiterhin eine mogliche Reduktion durch Einwirkung der

Rontgenstrahlung.

Abb. 15: Oberfléichenladungsverteilung im Pferdeherzcytochrom-c und Cytochrom-css;
Die Féarbung wurde gemidB dem berechneten elektrostatischen Potential der oxidierten
Molekiile zwischen —3 kT/e (intensiv rot) und 15 kT/e (intensiv blau) variiert. Das Ham ist als
Stabmodell in orange eingezeichnet: a) Vorderseite des Pferdeherzcytochroms-c, b)
Vorderseite des Cytochrom-css,, ¢) Riickseite des Pferdeherzcytochroms-c, d) Riickseite des
Cytochrom-css,. Diese Abbildung wurde mit GRASP (Nicholls ef al., 1992) erstellt.
Die Struktur des reduzierten Cytochroms-css, zeigt keine signifikanten Unterschiede in der
Faltung des Molekiils oder an der Proteinoberfliche. Die RMS-Abweichung aller
C“-Atome betrigt fiir die tiberlagerten Strukturen 0,38 A. Bis auf das Him koordinierende
Met-69, die benachbarten Aminosduren sowie wenige solvensexponierte Seitenketten

lassen sich auch bei einer ndheren Betrachtung der beiden Oxidationzustinde des

Cytochroms-css;  keine strukturellen Unterschiede feststellen. Die beobachteten
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Unterschiede in den Seitenketten von wenigen an der Oberfldche des Molekiils liegenden
Aminosduren sind nicht als signifikant zu betrachten, da diese Seitenketten aullerhalb des

Kristallverbundes mit Sicherheit beweglich sind.

Die Anderung des Oxidationzustandes des Him-Eisens fiihrt zu einer Anderung der
Koordination des Eisen-Atoms, was in einer Konformationsdnderung des koordinierenden
Met-69 und der dazu benachbarten Aminosauren resultiert (Abb. 16). Der Bindungswinkel
His-15-N*? Him-Fe Met-69-S° bleibt dabei fast unverindert (reduziert: 176,9°; oxidiert
172,1°). Allerdings #ndert sich der Diederwinkel um die His-15-N** Hdm-Fe Bindung um
ca. 180°, was zu einer Verschiebung des S°-Atoms des Met-69 von 0,6 A fiihrt. Diese
Verschiebung resultiert in einer kompletten Neuordnung der Met-69 Haupt- und
Seitenkette sowie in einer verdnderten Orientierung der Seitenkette des benachbarten

Val-68.

Abb. 16:Vergleich der beiden Oxidationszustinde des Cytochroms-css;

Stereodarstellung des Hams, des Eisen koordinierenden Met-69 und der benachbarten
Aminosduren sowie des His-15 im oxidierten (gelb) und reduzierten Zustand (blau). Die
finalen 2F j,,-F . Elektronendichtekarten sind in braun (oxidiert, konturiert bei 1,4 o) und blau
(reduziert, konturiert bei 1,2 o) fiir die Reste Val-68 bis Ser-70 ebenfalls eingezeichnet.

3.3 Diskussion

3.3.1 Vergleich zu anderen Cytochromen-c
Viele ,,class I“ Cytochrome sind strukturell bekannt. Trotz beachtlicher Unterschiede in

Primérstruktur und GréB3e, zeigen sie alle die typische Cytochrom-Faltung, welche aus vier

bis fiinf a-Helices besteht, die das Hdm umschlieBen. Die meisten Unterschiede in der
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GroBe werden durch die verschiedene Liange von an der Oberfldache liegenden ,,loops™

hervorgerufen (Moore & Pettigrew, 1990).

Das Cytochrom-css, ist deutlich verschieden von den anderen ,.class I Cytochromen in
Bezug auf seine Grofle und Primérstruktur. Es enthdlt 20-40% mehr Aminosduren und
seine Primérstruktur zeigt kaum Homologie. Die vorhandene Sequenzhomologie ist hierbei
ausschlieBlich auf die ca. 20 N-terminalen Aminosduren beschrinkt (Titani et al., 1985;
Moore & Pettigrew, 1990). Die Struktur des Cytochroms-css, zeigt erwartungsgemal eine
relativ geringe Ahnlichkeit in der Struktur, sowie mehrere Eigenschaften, die in den

anderen ,,classs I Cytochromen nicht gefunden werden.

Die Aufgabe der 16slichen Cytochrome-c besteht im Ubertragen von Elektronen zwischen
verschiedenen Redox-Komplexen in der Zelle (siehe auch Abb. 1). Die Elektronen werden
vom Cofaktor, dem Ham, aufgenommen, wobei die Hauptaufgabe des Proteinanteils dann
im Abschirmen des Hams gegeniiber dem Solvens, im Bereitstellen von
Oberflacheneigenschaften zur Erkennung und Bindung an die entsprechenden Oxidasen

und Reduktasen und in der Feinregulierung des Redox-Potentials zu sehen ist.

Die Aminosduren 54 bis 69 bilden das fiir ,,class [ Cytochrome-c uniibliche lange
B-Faltblatt, welches eine Ecke des Hams umschlieft, die in anderen Cytochromen
entweder durch ,random-coil“ Segmente abgeschirmt ist, oder unbedeckt bleibt. Die
Funktion dieses -Faltblattes ist wahrscheinlich in der Abschirmung dieses Him-Bereiches
zu sehen, wobei die Ausbildung eines Faltblattes im Vergleich zu einem ,,random-coil*
Segment sicher eine hohere intrinsische Stabilitdt des entsprechenden Protein-Abschnittes
bewirkt. Allerdings kann diese Argumentation das Fehlen von B-Faltblitter in den anderen

,class I Cytochromen-c nicht erklaren.

Die deutlichste Differenz zu den anderen Cytochromen-c bildet der C-terminale Bereich
(Reste 94-131) des Cytochroms-css;. Wie oben bereits beschrieben, umgibt dieser Bereich
das bereits abgeschirmte Hdm in einer Art zweiten Lage von Protein-Abschirmung, die in
den anderen ,,class [ Cytochromen-c nicht zu finden ist. Es bildet dabei eine Art Klammer
aus, die durch mehrere Lysine ebenfalls stark geladen ist. Die Einfiihrung dieser Ladungen
kann aber nicht die Hauptaufgabe dieses C-terminalen Bereiches darstellen, da diese
Ladungen in gleicher Weise in die sonst ausschlieBlich existierende erste Lage an

Proteinabschirmung integriert werden konnten. Weiterhin ist die Wechselwirkung des
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Cytochroms-css; mit seinen Redox-Partnern in der Umgebung des solvensexponierten
Ham-Ringes C lokalisiert (Salemme et al., 1973; Ferguson-Miller ef al., 1978; Pelletier &
Kraut, 1992), wihrend der C-terminale Bereich die Oberfliche an der Riickseite des
Molekiils beeinfluit. Er scheint eher fiir eine zusitzliche Stabilisierung des Molekiils
verantwortlich zu sein, indem es eine Klammer ausbildet, die fest an die erste Lage der

Ham-Abschirmung gebunden ist.

Viele Proteine enthalten in ihrem Inneren strukturell gebundene Wassermolekiile, welche
entweder fiir den katalytischen Zyklus des Proteins notwendig sind oder strukturell
gebunden sind und Wasserstoffbriicken zwischen verschiedenen Aminosduren vermitteln.
Die Cytochrome-c enthalten iiblicherweise ebenfalls solche Wassermolekiile, von denen
einige unter den eukaryontischen Cytochromen-c evolutiondr konserviert sind (z.B. Wat-
112 und Wat-125 im Pferdeherzcytochrom-c; Bushnell ez al., 1990; Lett et al., 1996; Luntz
et al., 1989; Berghuis et al., 1994). Auch wenn diese evolutiondr konservierten
Wassermolekiile nicht in allen bakteriellen Cytochromen-c existieren, enthalten diese
jedoch interne Wassermolekiile an unterschiedlichen Positionen. Cytochrom-css, nimmt
durch das vollige Fehlen solcher interner Wassermolekiile eine AuBlenseiterstellung ein. Es
beinhaltet lediglich zwei Kavitdten, die von ausreichender GroBe wiren, um ein Wasser
aufzunehmen. Diese sind jedoch komplett von hydrophoben Aminosiduren umgeben und in
der 2F,s-Feac Elektronendichtekarte sind auch keine Bereiche von schwacher
Elektronendichte zu sehen, die auf partiell besetzte oder weniger gut geordnete

Wassermolekiile hinweisen.

3.3.2 Thermostabilitit
Manche Proteine zeigen eine erhohte Stabilitét gegentiber thermischer Denaturierung. Im

Vergleich zu deren mesophilen Partnern werden viele Eigenschaften diskutiert, die fiir
diese Thermostabilitdt verantwortlich sind (Florens et al., 1995; Goldman, 1995; Henning
et al., 1995; Hess et al., 1995; Jaenicke, 1996; Pace et al., 1996). So zeigen die
thermostabilen Proteine oft eine hohere Anzahl von Wasserstoftbriickenbindungen
(Macedo-Ribeiro ef al., 1996; Tanner et al., 1996), eine erhohte Anzahl von Salzbriicken
(Kelly et al., 1993; Goldman, 1995; Henning ef al., 1995; Korndorfer ef al., 1995; Machius
et al., 1995) und/oder einen kompakteren Autbau des thermophilen Proteins, was durch ein
niedrigeres Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen (Tanner ef al., 1996), durch weniger

oder kleinere Kavitédten in der Struktur (Russel ef al., 1994; Goldman, 1995) und kiirzere
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»surface-loops™ (Russel et al., 1994) realisiert werden kann. Des weiteren zeigen manche
der thermostabilen Proteine einen hoheren Vernetzungsgrad durch weitere Faktoren, wie
z.B. durch prosthetische Gruppen (Florens et al., 1995) oder Disulfidbriicken (Wakarchuk
et al., 1994).

Der energetische Unterschied zwischen nativem und denaturiertem Zustand von Proteinen
ist sehr klein im Verhiltnis zur Gr68e der einander fast authebenden stabilisierenden (z.B.
Wasserstoffbriickenbindungen, Salzbriicken und Hydrophobe Wechselwirkungen) und
destabilisierenden (im wesentlichen entropische Faktoren) Kréfte. In den thermophilen
Proteinen ist dieser energetische Unterschied im Verhéltnis zur absoluten Grofle dieser
Wechselwirkungen nur unwesentlich hoher und kann von verschiedener Natur sein

(Jaenicke, 1996).

Aufgrund der geringen Homologie der Primérstruktur und der dreidimensionalen Struktur
vom Cytochrom-css; zu den anderen ,class [“ Cytochromen ist es unmoglich, die
Diskussion beziiglich dessen Thermostabilitdt an einzelnen Regionen oder Aminoséure-
Austauschen festzumachen. Dies kompliziert zum einen die Identifikation der fiir die
beobachtete Thermostabilitidt verantwortlichen strukturellen Merkmale, aber es hat auch
den grofBen Vorteil, daB3 nur wirklich signifikante Unterschiede zu den mesophilen Partnern

festgestellt werden konnen.

Die strukturelle Analyse des thermostabilen Cytochroms-css; und dessen Vergleich mit
anderen mesophilen ,,class I Cytochromen zeigt vor allem die Prisenz der C-terminalen
Klammer inklusive der erhohten Konzentration an Salzbriicken und der starken
hydrophoben Wechselwirkungen, die diese Klammer fest mit dem Rest der Molekiils
verbinden, als Besonderheit, die fiir die Thermostabilitdt verantwortlich zu sein scheint.
Das Vorhandensein oder Fehlen von Aminoséduren alleine kann hierbei sicher nicht zur
Thermostabilitdt beitragen (Russel ef al., 1994), jedoch 146t die Tatsache, dal diese
C-terminale Klammer ausschlieBlich im Cytochrom-css; vorhanden ist und als eine Art
zweite Schale an Aminosduren den Rest des Molekiils fest umklammert eine solche

Funktion als wahrscheinlich erscheinen.

Die interne Kompaktheit eines Proteins wird als weiterer Faktor zu erhohter
Thermostabilitit diskutiert. Das Verhéiltnis aus Oberfliache und Volumen korreliert hierbei

nicht mit der beobachteten Thermostabilitit des Cytochroms-css;. Die ausgeprigte
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Hydrophobizitit im Inneren des Molekiils sowie das komplette Fehlen von internen
Wassermolekiilen deutet jedoch auf eine Optimierung der Hydrophobizitdt im Inneren des
Molekiils, was ebenfalls als Faktor fiir eine erhohte Stabilitdt diskutiert wird (Goldman,
1995; Korolev et al., 1995; Pace et al., 1996). Dieses Argument wird weiter durch
Mutagenese-Studien am mitochondrialen Iso-1-Cytochrom-c unterstiitzt, wo der Verlust
eines der evolutiondr konservierten internen Wassermolekiile zu einer erhohten
Thermostabilitét fiihrte (Berghuis et al., 1994; Lett et al., 1996). Des weiteren kann die
Ausbildung des P-Faltblattes (Reste 54-69) anstatt eines ,,random coil“ Segmentes als
Bestandteil der Ham-Abschirmung sowie das Fehlen von langen ,surface-loops® zur

Thermostabilitét beitragen.

Weiterhin wurden die Wasserstoftbriickenbindungen im Cytochrom-css; mit denen der
anderen ,class [“ Cytochrome verglichen. Aufgrund der deutlichen strukturellen
Unterschiede ist eine Diskussion von lokalen Anderungen nicht méglich. Die Gesamtzahl
der Wasserstoffbriickenbindungen (sowohl einschlieBlich als auch ausschlieBlich der
Wasserstoffbriicken der Hauptkette; Tanner et al., 1996) ist im Cytochrom-css; jedoch

nicht erhoht (experimentelle Daten nicht gezeigt).

3.3.3 Redox Unterschiede
Die Analyse der Unterschiede zwischen den reduzierten und oxidierten Zustdnden des

Cytochroms-c ist in Bezug auf dessen Wechselwirkung mit den entsprechenden
Reduktasen und Oxidasen, einem Einflufl auf des Redox-Potential, sowie der Auswirkung
der unterschiedlichen Ladungen am Ham-Eisen auf die Struktur selbst von groflem
Interesse und fiihrte bisher zu teilweise sehr gegensitzlichen Ergebnissen (Moore &
Pettigrew, 1990). Fiir einige eukaryontische Cytochrome konnte hierbei die Verschiebung
eines der evolutiondr konservierten Wassermolekiile (Wat-112 in der Pferdeherzstruktur)
beobachtet werden (Berghuis & Brayer, 1992). Ein moéglicher EinfluB auf das Redox-
Potential wurde hier ausfiihrlich diskutiert (Berghuis ez al., 1994a.b).

Der Vergleich des reduzierten und oxidierten Zustandes des Cytochroms-css; zeigt deutlich
eine Konformationsénderung des Him koordinierenden Met-69. Diese Anderung ist unter
Beachtung der ausfiihrlichen Kontrolle des Oxidationszustandes der vermessenen Kristalle
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Anderung der Ladung am Him-Eisen

zuriickzufiihren. Eine fast identische Konformationséanderung konnte beim Vergleich der
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beiden Oxidationszustdnde des Cytochroms-cs aus Scenedesmus obliquus festgestellt
werden (Schnackenberg ef al., 1999), was auf einen allgemeineren Charakter dieser
Anderung hinweist. Beide Cytochrome enthalten das evolutiondr konservierte
Wassermolekiil nicht, welches seine Position im Vergleich der beiden Oxidationzustinde

in den eukaryontischen Cytochromen dndert.

Der EinfluB der beiden Konformationen des Him koordinierenden Methionins auf das
Redox-Potential des Cytochroms ist ohne eine detaillierte Analyse schwer abschéitzbar. Die
Verdanderung der Geometrie der Eisen-Koordination 148t einen solchen Effekt jedoch

erwarten.

Diese beiden unterschiedlichen Beobachtungen lassen keine Verallgemeinerung beziiglich
des strukturellen Einflusses des Oxidationszustandes bei den Cytochromen-c zu.
Weitergehende Untersuchungen sind notwendig, um festzustellen, ob die Bewegung des
evolutiondr konservierten Wassermolkiils eine Anderung der Konformation des Him
koordinierenden Methionins ausschlieft. Fiir das Cytochrom-css, und das Cytochrom-ce
aus S. obliquus ist eine Bewegung von internen Wassermolekiilen in jedem Fall

auszuschlieBen.

Interessanterweise zeigen die Cytochrome-c in Abhdngigkeit vom Oxidationszustand keine
Anderung an der Oberfliche bzw. der Ladungsverteilung an dieser. In Hinblick auf die
Wechselwirkung mit den Redox-Partnern der Cytochrome, die primdr von den
Oberflacheneigenschaften bestimmt werden, 148t dies eine Unterscheidung der beiden
Oxidationzustdnde fiir die Bildung von Elektronen-Transfer-Komplexen unwahrscheinlich
erscheinen. Unter Betrachtung des . Velcro Modells“ (McLendon, 1990) fiir die
Ausbildung des Elektronentransferkomplexes, welches vor der korrekten Ausbildung des
Komplexes zunéchst ein grob orientiertes Binden des Cytochroms-c in der Umgebung der
eigentlichen Bindungstasche vorhersagt, ist eine solche Unterscheidung zwischen den
Oxidationzustdinden noch unwahrscheinlicher. Entsprechend ist ein Mechanismus
anzunehmen, bei dem statistisch verteilt entweder reduziertes oder oxidiertes Cytochrom-c
an seinen Redox-Partner bindet und der Elektronentransfer nur dann stattfindet, wenn das

gebundene Cytochrom-c den ,.korrekten* Oxidationszustand aufweist.

Es wurde ein weiterer oxidierter Kristall des Cytcohroms-css; ungefroren am Synchrotron

bis zu einer Auflssung von 1.6 A vermessen. Dieser zeigte nach der kristallographischen
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Analyse eine Mischung aus den beiden Zustinden des Met-69, was mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf eine teilweise Reduktion des Kristalls durch die Einwirkung
intensiver Rontgenstrahlung auf den ungeschiitzten Kristall zuriickzufiihren ist (Jones et
al., 1987; Burmeister, 1999; Weik et al., 2000). Eine alternative Erkldarung fiir das
Auftreten verschiedenen Konformationen des Hédm koordinieren Methionins konnte die
vom Oxidationszustand unabhéngige, gleichzeitige Existenz dieser Konformationen sein,
wie sie fiir die NMR-Struktur des Cytochroms-cs von Monoraphidium braunii beschrieben
wurde (Campos et al., 1993). Diese Erkldrung scheint jedoch unwahrscheinlich in Hinblick
auf das klar vom Oxidationszustand abhingige Auftreten dieser beiden Konformationen in

der kristallographischen Analyse.
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4.1 Materialien und Methoden

41.1 Kiristallisation
Die Kristallisationsansidtze wurden nach der Dampfdiffusionsmethode im sitzenden

Tropfen (siehe auch 3.1.1) mit 6 ul Proteinlosung (8 mg / ml in 0,4 % w/v Nonyl--D-
Glukopyranosid enthaltendem 10 mM Tris-HCl Puffer, pH 7,0) und 2.5 pl
Prazipitanzlosung (14 % w/v Polyethylenglykol 2000 in 20 mM Bis-Tris Puffer, pH 7.0)
durchgefiihrt. Die Kristallisation erfolgte aulerdem nach der ,,batch“~-Methode, wo 0,5 ml
der Proteinlosung in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefd3 tiberfiihrt, auf 6 % w/v
Polyethylenglykol 2000 eingestellt, und verschlossen wurden. Kristalle bildeten sich bei
beiden Varianten nach ca. fiinf Tagen bei 20 °C.

4.1.2 Transformation der Kristalle

4.1.2.1 Transformation mittels Ol

Die Kristalle wurden mit wenig Mutterlauge auf einen Objekttrager tiberfithrt und mit
einem Gemisch aus dickfliissigem Paraffindl (entsprechend DAB 8, Henry Lamotte,
Bremen) und n-Heptan im Verhiltnis 9:2 tberschichtet. Die Mutterlauge wurde mit
Filterpapier vollstdndig entzogen, der Kristall mit einem ,,cryo-loop* aufgenommen und
auf die Rontgenkamera montiert. Alternativ wurde zum Kristallisationsansatz vorsichtig
Perfluorpolyether (PFPE, Stockpunkt —60 °C, Dr. R. Kiefersauer, MPI fiir Biochemie,
Miinchen) zugegeben, wobei dieser aufgrund der hoheren Dichte zu Boden sinkt und die
Mutterlauge komplett vom leicht angewachsenen Kristall entfernt. Nach Absaugen der
Mutterlauge wurde der Kristall vorsichtig vom Boden geldst und mit einem ,,cryo-loop™
montiert. Von den so montierten Kristallen wurde eine Reihe von Rontgendiffraktions-
bildern aufgenommen, ohne den Kristall zu frieren. Nach Erreichen des optimalen
Streuverhaltens wurde der Kristall durch rasches Abkiihlen auf 100 K im Stickstoffstrom

(Oxford Cryo-Systems) eingefroren.
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4.1.2.2 Transformation mittels Feuchteregulierung
Die Kristalle wurden im ,.cryo-loop™ mit Ol (siehe 4.1.2.1) oder unter Benutzung des

,~Freemounting-Systems* komplett ohne Mutterlauge in einem Luftstrom regulierter
Luftfeuchtigkeit auf die Rontgenkamera montiert (Kiefersauer, 1998; sieche Abb. 17). Die
Luftfeuchtigkeit war vorher auf den Wasserdampfdruck der Mutterlauge (und damit des
nativen Kristalls) eingestellt worden (Kiefersauer, 1998). Die Transformation wurde durch
Anderung der relativen Luftfeuchtigkeit des den Kristall umstromenden Luftstromes mit
verschiedenen Feuchte-Zeit-Profilen durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der Kristall
entweder gefroren (siehe 4.1.2.1) oder bei konstanter Feuchte im ungefrorenen Zustand
vermessen. Die Kontrolle des Kristallzustandes erfolgte iiber Rontgendiffraktions-
aufnahmen.

Gasstrom der Gasstrom der
Kryoanlage - Kryoanlage

feuchter N\ .\1.‘---;'_. P T O\ N
Vacuum <« )
‘ Kristall " Kristall

N\

Mikrobipette Standard "cryo-loop"
a b

Abb. 17: Apparatur zur Kristalltransformation mittels Feuchteregulierung

Im ,,Freemounting-System™ (Kiefersauer, 1998) werden die Kristalle auf der Spitze einer
Mikropipette durch ein leichtes Vakuum angesaugt (a). Fiir die Montage der Kristalle im
,.cryo-loop™ wird Ol als , Kryopuffer* verwendet. (b). Die Kristalle werden in beiden Fillen
von einem Luftstrom geregelter Luftfeuchtigkeit umstromt, um das Austrockenen der Kristalle
zu verhinder, bzw. um diese durch Anderungen in der Luftfeuchtigkeit gezielt zu
transformieren. Der Kaltgasstrom der Kryoanlage kann optional zugeschaltet werden, um die
Kristalle nach der Transformation zu konservieren.

4.1.3 Datensammlung und —auswertung
Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle Diffraktionsaufnahmen an einem

Drehanodengenerator (Rigaku RU 200) mit Graphit-Monochromator und einem 300 mm
~image plate“ Detektor (Mar Research, Hamburg) aufgenommen. Zur initialen
Charakterisierung der Kristalle wurden diese in Kapillaren montiert und in einer Serie von

Rotationsaufnahmen mit einem Drehwinkel von 1° pro Bild vermessen (siehe auch 3.1.2).

4.1.3.1 Daten zur MAD-Phasierung
Die Daten fiir die MAD-Phasierung wurden an der ,wiggler-beamline® BW6 am

Deutschen Elektronensynchrotron (DESY), Hamburg, aufgenommen. Die Kristalle wurden
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zundchst wie wunter 4.1.2.1 beschriecben in Paraffindl/n-Heptan montiert und
Diffraktionsbilder im Abstand von 10 s mittels eines 130 mm MAR CCD-Detektors (Mar
Research, Hamburg) bei verminderter Strahlungsintensitit aufgenommen. Nach ca. 10 bis
15 min war die optimale Streuleistung erreicht. Die Kristalle wurden jetzt durch Offnen

einer ferngesteuerten Abschirmung (,,shutter, Eigenbau) der Kryoanlage schockgefroren.

Zunichst wurde ein Rontgenfluoreszenzspektrum in der Néhe der Fe-K und Cu-K
Absorptionskanten vom gefrorenen Kristall unter Verwendung eines NalJ(TI)
Scintillationszdhlers aufgenommen und mit dem Programm DISCO (Eichhorn, 1985)
ausgewertet (Abb. 18). Die Diffraktionsdaten wurden bei fiinf verschiedenen Wellenlédngen
(Maximum Fe-f™ 7.137 eV, A=1,7371 A; Minimum Fe-f 7.126 eV, A,=1,7399 A;
Maximum Cu-f": 8.996 eV, A3=1,3782 A; Minimum Cu-f: 8.981 eV, 1,=1,3805 A &
,Remote Point*: 11.574 eV, As=1,07 A) mittels CCD-Detektor unter einem Drehwinkel
von 0.2° pro Bild aufgezeichnet. Die Messung erfolgte jeweils iiber ein kontinuierliches
Winkelsegment von 70°, gefolgt von weiteren 70° in inverser Strahlgeometrie zum
direkten Messen der Friedel-Paare. Die Daten wurden mit den Programmen

DENZO/SCALEPACK (Otwinowsky & Minor, 1992) integriert und skaliert.

4.1.3.2 Daten der verschiedenen Kristallzustinde
Um die Reaktion der Kristalle auf die Feuchteé@nderung zu charakterisieren, wurden

verschiedene Serien von Diffraktionsbildern ohne Kristallrotation aufgenommen. Dies
erfolgte unter moglichst kurzer Belichtung (2-3 min) an einem Drehanodengenerator
(Rigaku RU 200) mit Graphit Monochromator und einem 300 mm ,,image plate* Detektor
(Mar Research, Hamburg). Die Kristalle wurden wie unter 4.1.2.2 beschrieben montiert
und die Feuchte entweder unter Betrachtung des Streuverhaltens von Hand oder mittels

eines programmierten Gradienten variiert.

Um komplette Datensétze bei den verschiedenen Kristallzustdanden aufzunehmen, wurden
die Kristalle im ,,Freemounting-System™ montiert und zunéchst wie oben beschrieben
transformiert. Hierbei wurde fiir die Aufnahme der Daten des ,,nativen” Kristalls eine
c-Achse von 178 A gewihlt (sieche 4.3.1). AnschlieBend wurde eine Reihe von
Diffraktionsbildern mit einem Drehwinkel von 1° unter ,,normaler Belichtung® (ca. 30 min
pro Bild ) bei konstanter Feuchte aufgenommen, mit MOSFLM v6.00 (Leslie, 1991)
integriert und mit SCALA (Collaborative Computational Project, 1994) skaliert.
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Abb. 18: Dispersionsterme des bas;-Oxidase Kristalls

Der obere Bildabschnitt zeigt die theoretische Lage (Brennan & Cowan, 1992) der
K-Absorptionskanten der Elemente Eisen und Kupfer, sowie die Lage der Referenz-
Wellenlinge im MAD-Experiment. Die Dispersionterme, f”’ und f, des anomalen
Streubeitrages wurden mittels eines Rontgenfluoreszenzspektrums und dem Programm DISCO
(Eichhorn, 1995) vom gefrorenen Kristall vor der MAD-Datensammlung bestimmt und sind im
unteren Abschnitt dargestellt.

4.1.4 MAD-Phasierung
Von allen MAD-Datensdtzen wurden anomale und dispersive Differenzpattersonkarten

berechnet, wodurch die Koordinaten eines Eisenatoms bestimmt werden konnte. Die
Koordinaten der anderen Metallatome wurden in mehreren Schritten durch Phasierung mit
den bekannten Koordinaten in SHARP (La Fortelle & Bricogne, 1997) und Analyse der
verschiedenen Differenzfourierkarten bestimmt. Hierbei wurde auch die Wahl zwischen
den beiden moglichen, enantiomorphen Raumgruppen (P432,2) getroffen. Die
endgiiltigen Phasen wurden mit den Koordinaten aller Metallatome sowie den Daten aller

finf Wellenldngen in SHARP berechnet. AnschlieBend wurde die experimentelle



4 Bas-Typ Cytochrom-c Oxidase aus Thermus thermophilus 65

Elektronendichtekarte durch 130 Zyklen ,,solvent-flattening® mit SOLOMON (Abrahams
& Leslie, 1996) unter Annahme eines Solvensgehaltes von 63 % entsprechend der in

SHARP implementierten Prozedur modifiziert.

4.1.5 Modellbau und Verfeinerung
Das atomare Modell der ha; Cytochrom-¢ Oxidase wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt

und in CNS v0.3 (Briinger et al., 1998) verfeinert. Wéhrend der ersten Modellbau- und
Verfeinerungszyklen erwies sich die Phasenkombination mit SFALL und SIGMAA
(Collaborative Computational Project, 1994) zwischen experimentellen und Modellphasen
gefolgt von Elektronendichtemodifikation mit SOLOMON oder DM (Cowtan & Main,
1993; Cowtan, 1994) hilfreich, um weniger gut geordnete Aminosdurereste oder
Seitenketten in der FElektronendichtekarte zu lokalisieren. Wahrend der gesamten
Verfeinerung wurden die geometrischen Restraints von Engh & Huber (1991) benutzt. Die
Verfeinerungsalgorithmen beinhalteten sowohl die Atompositionen, die B-Faktoren als
auch ,simulated annealing”. In den letzten Verfeinerungszyklen wurde eine ,bulk-
solvens*“-Korrektur und eine allgemeine anisotrope Korrektur der B-Faktoren eingefiihrt.
Die Wassermolekiile wurden mit ARP (Lamzin, 1997) automatisch erstellt und in den

letzten Modellbauzyklen tiberpriift und gegebenenfalls korrigiert.

Zur Bestimmung der Strukturen der verschiedenen Kristallzustdnde wurde das verfeinerte
MAD-Modell herangezogen. Die Wassermolekiile wurden entfernt und das resultierende
Modell als starrer Korper gegen den neuen Datensatz bei steigender Auflosung in
mehreren Zyklen verfeinert (,rigid body refinement™). AnschlieBend folgten mehrere
Zyklen von Modellbau, Verfeinerung und die automatische Erstellung der
Wassermolekiile, wie oben beschrieben. Fiir die Struktur des ,,nativen Kristallzustandes*
(c-Achse = 178 A) wurden im Gegensatz zu den beiden anderen Strukturen lediglich
gruppierte B-Faktoren verfeinert (jeweils 1 B-Faktor pro Aminosédurerest), da das
Verhiltnis aus MeBwerten zu Parametern die Verfeinerung von individuellen B-Faktoren

nicht sinnvoll zulieB.

Die 2Fsps-Feaic und Fops-Feae Differenzfourier Elektronendichteverteilungen wurden stets
mit allen gemessenen Strukturfaktoramplituden berechnet. Die Qualitdt der atomaren
Modelle wurde mit den Programmen PROCHECK (Laskowski et al., 1993) und
SFCHECK (Collaborative Computational Project, 1994) kontrolliert.
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4.1.6 Strukturanalyse
Die Sekundirstruktur des komplett verfeinerten Modells wurde mit dem Programm DSSP

(Kabsch & Sander, 1983) analysiert. Einzelne Reste innerhalb der Transmembran-Helices,
die keine ideale, a-helicale Geometrie aufweisen, wurden den entsprechenden Helices
zugeordnet. Die Struktur wurde mit den Cytochrom-c Oxidase Strukturen aus dem
Rinderherz (PDB-Nummer: 20CC, Tsukihara et al., 1996) und aus P. Denitrificans
(PDB-Nummer: 1ARI1, Ostermeier et al., 1997) mittels RMS-Uberlagerung der fiinf
Metallatome in MAIN (Turk, 1992) verglichen. Der Vergleich zu den Strukturen der
16slichen Fragmente aus Untereinheit II der 7" thermophilus bas-Oxidase (PDB-Nummer:
2CUA, Williams et al., 1999) und der E. coli Chinol Oxidase (PDB-Nummer: 1CYX,
Wilmanns et al., 1995) erfolgte durch RMS-Uberlagerung der beiden Kupferatome sowie
der dazu direkt koordinativ gebundenen Atome. Die Proteinoberfliche, die
Ladungsverteilung auf dieser Oberfldche sowie interne Kavitdten bzw. Kanédle wurden mit

GRASP (Nicholls et al., 1993) bestimmt und analysiert.

Die Strukturen der verschiedenen Kristallzustinde wurden entweder unter Beachtung des
gleichen Ursprunges direkt verglichen, um Anderungen in der Elementarzelle darzustellen,
oder nach RMS-Uberlagerung der C*-Atome die Veridnderungen der molekularen Struktur
analysiert. Die Anzahl der Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Molekiilen im
Kristallverbund wurde mit CONTACT (Collaborative Computational Project, 1994)

bestimmt.

4.2 Ergebnisse

4.2.1 Kristallisation
Die Kristalle der bas-Oxidase gehoren zu einer der Raumgruppen des enantiomorphen

Paares P4,2,2 / P432,2 und enthalten ein Molekiil in der asymmetrischen Einheit. Im
Lhativen”, ungefrorenen Zustand =zeigen sie eine groBe Variabilitit in den

Zellabmessungen* (a=b=112-116 A4, ¢=174—190A, oo = B = y = 90°), sowohl

* Zur Beschreibung der Einheitszelle der bas-Oxidase-Kristalle wird aufgrund der hohen Variabilitit im
allgemeinen der Ausdruck ,.Zellabmessung benutzt. Der sonst tibliche Ausdruck ,,Zellkonstante” wurde flir

komplette Datensétze bzw. flir die ,,bevorzugten Zustidnde reserviert.
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zwischen verschiedenen Kristallen, als auch innerhalb eines in einer Quarzkapillare
aufgenommenen Datensatzes (Abb. 19). Diese Anderungen lassen sich nicht mit den
MeBbedingungen korrelieren und betragen innerhalb eines Datensatzes bis zu 10 A fiir die

c-Achse.
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Abb. 19: Verinderung der Zellabmessungen bei ,,nativen* Kristallen der ba;-Oxidase

Die mit MOSFLM (Leslie, 1991) wihrend der Integration verfeinerten Zellabmessungen sind
in Abhingigkeit von der Nummer des Bildes dargestellt. Aufgrund der Mittelung der
Zellabmessungen tiber 10 Bilder sind die Werte fiir die ersten Bilder hierbei artifiziell konstant
gehalten.
Es wurde zunéchst versucht, die Kristalle unter Verwendung eines wélrigen Kryopuffers
einzufrieren. Es konnten hierbei Pufferbedingungen gefunden werden, die sich sowohl
ohne Eisbildung frieren lieBen als auch den Kristallaufbau nicht zerstorten, d.h. Kristalle,
die in den Puffer Uberfiihrt, aber nicht gefroren wurden, zeigten das gewohnte
Streuverhalten der nativen Kristalle. In jedem Fall resultierte das Frieren jedoch in einer

Mosaikbreite von mehreren Grad und einer deutlich reduzierten Streuleistung, was auf das

Zusammenbrechen des Kristallgitters wéahrend des Frierens deutet.

4.2.2 Transformation der Kristalle
Unter Verwendung von Ol als ,Kryopuffer konnten die Kristalle der bas-Oxidase

erfolgreich gefroren werden. Dabei stellte sich heraus, daBl sich die Zellabmessungen
deutlich stirker verdndert hatten, als dies vom Verhalten anderer Proteinkristalle wiahrend

des Gefriervorganges zu erwarten gewesen wire. Ein Beispiel der folgenden
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systematischen Versuchsreihen zum Transformieren und Frieren der Kristalle mit der
Ol-Methode ist in Abb. 20 dargestellt. Ein Kristall, der in einer Kapillare bis ca. 4 A
Auflosung gestreut hétte, wurde entsprechend 4.1.2.1 montiert. Das erste Diffraktionsbild
(Abb. 20a) zeigt eine relative Abnahme der Streuleistung und Zunahme der Mosaikbreite
durch die einsetzende Transformation. Das folgende Diffraktionsbild (Abb. 20b), welches
ca. 5 min (Belichtungs- plus Auslesezeit) spéter aufgenommen wurde, zeigt bereits eine
deutliche Zunahme der Streuleistung. Das Frieren des Kristalls flihrt zu einer weiteren
Zunahme der Streuleistung (Abb. 20c) und stoppt das Fortschreiten der Dehydratisierung.
Nach der Transformation zeigt der Kristall eine Streuleistung von unter 3.0 A auf einem
Drehanodengenerator (Abb. 20d). Diese Zunahme an Streuleistung ging einher mit einer

Abnahme in den Zellabmessungen aufa=b=111,7 A, ¢ = 158.,8 A.

Die fiir die erfolgreiche Transformation notwendige Zeit betrdgt unter Verwendung von
Paraffin6l/n-Heptan ca. 10 — 15 min, was bei einer minimalen Zeitauflosung von ca. 4 — 5
min (minimale Belichtung- plus Auslesezeit) an einem Drehanodengenerator mit ,,image-
plate als Detektor nur 2 Aufnahmen bis zum Frieren zuldBt. Da der optimale
Kristallzustand eine recht kurze Lebensdauer hat (ca. 10 sec oder kiirzer), ist die
Bestimmung des korrekten Zeitpunktes zum Frieren mit diesen Instrumenten sehr
problematisch. Enstsprechend konnte bei weniger als einem von 100 Kristallen der
korrekte Zeitpunkt gefunden werden konnte. Des weiteren sind die FEinfliisse der
Messumgebung (z.B. Luftfeuchtigkeit, Temperatur, usw.) kaum zu steuern, sodal} eine
erfolgreiche Transformation und Konservierung des transformierten Kristalls sehr schwer

reproduzierbar ist.

Eine deutliche Verbesserung wird durch die Verwendung von intensiverer
Synchrotronstrahlung und einem CCD-Detektor erreicht, was eine Zeitauflosung von ca.
10 s ermoglicht. Diese Kombination wurde zum Transformieren der Kristalle fiir das
MAD-Experiment benutzt (siehe auch 4.1.3.1). Hier konnte eine mehrfache, zeitabhéngige
Zu- und Abnahme der Streuleistung beobachtet werden, was auf das Durchlaufen mehrerer
bevorzugter Kristallzustinde wéhrend der Transformation durch stetige Dehydratisierung
des Kristalls deutet. Allerdings bereiten die kaum kontrollierbaren Einfliisse der

Messumgebung auch hier Probleme.
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Abb. 20: Diffraktionsbilder der Kristalltransformation mittels Ol

Der Kristall wurde, wie unter 4.1.2.1 beschrieben montiert und Diffraktionsbilder bei einer
Belichtungszeit von 3 min nacheinander aufgenommen (a & b). AnschlieBend wurde der
Kristall gefroren (c) und ein weiteres Diffraktionsbild unter Rotation von 1° und einer
Belichtungszeit von 30 min aufgenommen (d). Der Rand der Aufnahme entspricht in a bis ¢
einer Auflosung von 3.0 A und in d 2.8 A.

Zundchst wurde versucht, die Transformation mittels ,.Freemounting-System™ (siche
4.1.2.2) und kontrollierter Feuchteregulation deutlich langsamer (ca. 1 % pro 0,5 — 1 h)
durchzufithren, um die bei der Olmethode beobachtete hohe Mosaikbreite der
transformierten und gefrorenen Kristalle verringern zu konnen. Dabei konnte ein
Streuoptimum festgestellt werden, welches ca. 2% unter der Luftfeuchtigkeit der

,nativen® Kristalle lag und einer Zellabmessung von ca. 172 A fiir die c-Achse entspricht.

Eine weitere langsame Reduktion der Luftfeuchtigkeit resultierte im irreversiblen
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Zusammenbrechen des Kristallgitters. Die deutlich geringeren Zellabmessungen, die bei
der Olmethode beobachtet wurden, konnten hierbei nicht mit der entsprechenden Qualitit

der Diffraktionbilder erreicht werden.

Im nichsten Schritt wurde der Einflu der Geschwindigkeit der Feuchtednderung auf die
Transformation untersucht. Die Kristalle wurden im ,,Freemounting-System* montiert und
die Feuchte unter Verwendung verschiedener Gradienten gedndert. Dabei konnte eine
erfolgreiche  Transformation sowie das Vorhandensein mehrerer bevorzugter

Kristallzustdnde beobachtet werden (Abb. 21).

Die Zellabmessungen korrelierten bei diesen Versuchen unter Verwendung verschiedener
Feuchtegradienten sehr gut mit der relativen Luftfeuchtigkeit. Allerdings war die
Streuleistung der bevorzugten Kristallzustdnde sehr stark von der Kinetik abhingig, wobei
sowohl eine zu langsame als auch eine zu schnelle Feuchtednderung in weniger stark
ausgeprigten Streuoptima oder irreversibler Kristallschddigung resultierte. Gradienten von
mehr als 1 % pro 4 min., die im Vergleich zu Abb. 21 wahrscheinlich zu einer besseren
Streuleistung gefiihrt héatten, waren aufgrund der beschriankten Zeitauflosung des
Drehanodengenerator/,,image-plate Systems nicht mehr sinnvoll analysierbar. Die
Qualitét der Diffraktionsbilder ist generell sowohl von der GroBe der Kristalle als auch von
der Kinetik der Transformation abhingig. Somit ist nur die relative Anderung der in Abb.

21 gezeigten Streuleistung zu anderen Kristallen direkt vergleichbar.

Es ist bemerkenswert, daf3 bei einer geeigneten Kinetik von z.B. 1 % pro 4 min die relative
Luftfeuchtigkeit bis auf 30 % (Differenz zum ,,nativen Kristall“ mehr als 67 %) reduziert
werden konnte, ohne dal} irreversible Kristallschdden auftraten. Nach Riickkehr auf den
Anfangswert der Luftfeuchte waren sowohl das Streuverhalten als auch die
Zellabmessungen nicht von frisch montierten Kristallen zu unterscheiden (Abb. 21). Die

Kristalltransformation ist unter diesen Bedingungen also vollstdndig reversibel.

Das Frieren der im ,Freemounting-System“ montierten Kristalle war nur bei den
niedrigerer Luftfeuchtigkeit entsprechenden Streuoptima reproduzierbar moglich und
resultierte bei den ,,nativen* Kristallen immer und bei den Kristallen des ersten Optimums

(c-Achse = 172 A) meist im Zusammenbrechen des Kristallgitters.



4 Bas-Typ Cytochrom-c Oxidase aus Thermus thermophilus 71

8,0

7,0 7

6,0

5,0 1

Auflésung [A]

4,0

3,0 1

2,0

180,0

175,0

170,0 A

165,0

160,0 -

Zellabmessung c [A]

155,0 A

150,0 T T T T T T T
60,0 65,0 70,0 75,0 80,0 85,0 90,0 95,0  100,0

Relative Luftfeuchtigkeit [%]

Abb. 21: Transformation der Kristalle der ba;-Oxidase im Feuchtegradienten

Die Kristalle der bas;-Oxidase wurden entsprechend 4.1.2.2 im “Freemounting-System” bei
97,5 % relativer Luftfeuchte montiert. Unter diesen Bedingungen zeigte der Kristall bereits
etwas kleinere Zellabmessungen und eine um ca. 0.5 A bessere Streuleitung als in der
Kapillare montierte, ,,native Kristalle. Die Feuchte wurde mit einem Gradienten von
1 % /4 min gleichmé&Big reduziert. Parallel wurde eine Serie von Diffraktionsbildern bei einer
Belichtungszeit von 2 min aufgenommen und die Streuleistung sowie die Zellabmessungen mit
MOSFLM (Leslie, 1991) bestimmt. Fiir die ,,bevorzugten Kristallzustdnde® sind die ermittelten
Zellabmessungen im unteren Bildabschnitt angegeben. Nach Erreichen von 30 % relativer
Luftfeuchtigkeit wurde diese wieder auf 97,5 % eingestellt und der Kristall tiber Nacht
dquilibriert. Die Datenpunkte der anschlieBend aufgenommenen Diffraktionsbilder sind mit
1+ gekennzeichnet.

Kristalle, die mit Ol in einen Standard-,.cryo-loop* montiert und anschlieBend mittels
kontrollierter Anderung der Luftfeuchtigkeit transformiert wurden (siehe 4.1.2.2), konnten
gezielt fiir die Vermessung am Synchrotron vorbereitet werden. Das den Kristall

umgebende Ol stellte besonders unter Verwendung von PFPE-OI eine deutliche Bariere

zur Dehydratisierung dar. Eine rasche Tranformation der Kristalle konnte nur durch eine
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sprunghafte Anderung der Luftfeuchtigkeit vom Wert der nativen Kristalle auf einen
deutlich niedrigeren Wert realisiert werden. Die Geschwindigkeit der Dehydratisierung des
Kristalls war hierbei sowohl von der Dicke der Olschicht als auch von der GroBe des
initialen Feuchtesprunges abhéngig. Es zeigte sich insbesondere bei der Verwendung von
PFPE-OIl, daB eine zu dicke Olschicht zu einer sehr langsamen Transformation fiihrt. In
diesem Fall waren Zellabmessungen unterhalb von ca. 172 A zwar noch erreichbar,
allerdings nur unter sehr schlechtem Streuverhalten und der bereits weiter oben
beschriebenen irreversiblen Schidigung des Kristalls. Die Verwendung von ,,cryo-loops*
die im Verhiltnis zur KristallgroBe relativ klein waren, resultierte in einer ausreichend

diinnen Olschicht.

Durch einen groflen initialen Feuchtesprung, gefolgt von einer Gegenregulation der
Luftfeuchtigkeit auf den Wert des gewiinschten Streuoptimums kurz vor Erreichen der
zugehorigen Zellabmessungen, konnten die verschiedenen bevorzugten Kristallzustdnde
gezielt eingestellt werden. Hierbei zeigte das erste Streuoptimum (c-Achse = 172 A), wie
auch bereits bei den Gradientenversuchen, das beste Streuverhalten. In diesem Zustand
resultierte das Frieren allerdings bisher immer in einer deutlichen Zunahme der
Mosaikbreite, sowie einer deutlichen Abnahme in der Streuleistung. Die bei niedrigerer
Feuchte liegenden, bevorzugten Kristallzustidnde, insbesondere das bei einer c-Achse von
ca. 160 A, erlauben ein reproduzierbares Frieren ohne Qualititsverluste im Vergleich zum
ungefrorenen Kristall. Die Streuleistung ist hier im Vergleich zum ersten Optimum um ca.

0.3 A schlechter, allerdings deutlich hoher als im ,,nativen® Kristall.

4.2.3 Datensammlung und —auswertung
Fiir den nach der Olmethode transformierten und gefrorenen Kristall konnten Daten bis

2,4 A zur MAD-Phasierung und Strukturlssung am Synchrotron aufgenommen werden.
Aufgrund der hohen Mosaikbreite und der relativ groBen Zellachsen, konnte der Kristall
pro Bild nur um 0,2° gedreht werden. Der Kristall streute zu Beginn bis mindestens 2,1 A
Auflosung, wobei aufgrund der hohen Mosaikbreite und der daraus resultierenden
moglichen Uberlappung von Reflexen die Daten nur bis 2,4 A Auflésung gesammelt

wurden. Alle MAD-Datensétze waren von guter Qualitit (Rgym = 4,3 - 4,8 %, siehe Tab. 4).

Die Datensdtze zur strukturellen Charakterisierung der verschiedenen Kristallzustinde

konnten am Drehanodengenerator bis 2,8 A (c-Achse = 172 A) bzw. 32 A
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(c-Achse =178 A) aufgenommen werden. Durch die sehr stabile Regelung der
Luftfeuchtigkeit auf eine Genauigkeit vom weniger als = 0,5 % bei einem =zeitlichen
Abstand der MeBpunkte von 10 s und weniger als + 0,1-0,2 % im Mittelwert {iber zehn
Minuten konnten die bei Messungen in der Kapillare beobachteten starken Schwankungen
in den Zellabmessungen hierbei vermieden werden. Fiir den ,nativen* Kristall
(c-Achse = 178 A) betrugen die Anderungen der in MOSFLM (Leslie, 1991) verfeinerten
Zellabmessungen weniger als 0,7 A und fiir den Kristall im ersten Optimum
(c-Achse =172 A) weniger als 0,2 A. Entsprechend war die Aufnahme von in sich
isomorphen Datensédtzen durch den im ,,Freemounting-System* montierten Kristall bei
gutem Rgym moglich (Tab. 4). Durch das Vermessen der Kristalle am Drehanodengenerator
ist die Auflosung dieser beiden Datensitze schlechter, als fiir den MAD-Datensatz. Diese
beiden Datensétze erlauben zusammen mit der im MAD-Experiment bestimmten Struktur,
die deutlich kleinere Zellkonstanten aufweist (a = b = 112,11 A, ¢ = 161,41 A), einen

Vergleich der verschiedenen Kristallzustande auf struktureller Ebene.

Tab. 4: Statistik der Datensammlung der ba;-Oxidase

Datensatz Wellenldnge  Auflésung Ryym [70] * Vollstindig- Zahl der Multiplizitst ®
[A] [A] keit [%] " Reflexe *

Fe-f"-Maximum (%) 1,7371 20,0-2,4 4,7 (29.5) 99.9/99.,9 40.293 ca. 8
Fe-f-Minimum (,) 1,7399 20,0-2,4 4,7 (18,6) 99.8/99.8 40.384 ca. 8
Cu-f"-Maximum (1;) 1,3782 20,0-2,4 4,8 (29.3) 99.8/99.8 40.351 ca. 8
Cu-f-Minimum (14) 1,3805 20,0-2,4 4,7 (30,5) 99,7 /99,6 40.219 ca. 8
Remote Point (As) 1,07 20,0-2,4 4,3 (14,7) 99,6 /99,5 39.379 ca. 8

172 A—Zelle™ 1,54178 34,0-2,8 11,6 (46.,9) 99.9 28.682 4,5

178 A — Zelle ™ 1,54178 36,0-3,2 12,4 (36.4) 97,7 20.077 3,0

* Die Werte in Klammern korrespondieren zur letzten Auflssungsschale: 2,49-2.40 A fiir alle MAD-Datensiitze,
2,95-2,80 A fiir den Datensatz der 172 A — Zelle und 3,37-3,20 A fiir den Datensatz der 178 A — Zelle.

+ Fiir die MAD-Datensétze sind die allgemeine und die anomale Vollstdndigkeit angegeben.
i Angegeben ist die Anzahl der unabhéngigen Reflexe.

$ Fiir die MAD-Datensitze betrigt die Multiplizitit unter Verwendung der Friedel-Symmetrie ungefihr 8.
Entsprechend wurde jeder Reflex der Friedel-Paare im Durchschnitt vierfach gemessen.

** Die Zellkonstanten fiir den Datensatz der ,,172 A — Zelle“ betragen: a=b=114,16 A, c = 171,82 A
+1 Die Zellkonstanten fiir den Datensatz der ,,178 A — Zelle* betragen: a=b=115,74 A, ¢ = 177,65 A

4.2.4 MAD-Phasierung
Die Durchfiihrung eines MAD Experimentes an fiinf verschiedenen Wellenldangen, welches

die K-Absorptionskanten von zwei verschiedenen Elementen beinhaltete, erlaubte eine

sehr genaue experimentelle Bestimmung der Phasen (FOM nach SHARP: azentrische
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Reflexe 0,71, zentrische Reflexe 0,61; nach SOLOMON: 0,83). Im Vergleich zur gleichen
Anzahl von identischen, anomal streuenden Atomen, resultiert die Prdsenz von

verschiedenen anomalen Streuern in zusétzlichen, unabhingigen Phaseninformationen.

4.2.5 Modellbau, Verfeinerung und Qualitidt der Modelle
Die ausgezeichnete Qualitit der MAD-Elektronendichtekarte (Abb. 22) erlaubte bereits im

ersten Modellbauzyklus den Einbau aller Kofaktoren, sowie der meisten Aminosdurereste
inklusive Seitenketten. Einige gut geordnete Wassermolekiile waren bereits in der
experimentellen Elektronendichtekarte sichtbar. Unter Verwendung von Phasen-
kombination aus den experimentellen und Modellphasen konnte das Modell rasch vervoll-
standigt und bis zu einem kristallographischen R-Faktor von 22,4 % (Rgee = 26,4 %) bei

sehr guter Geometrie und Stereochemie verfeinert werden (Tab. 5).

Nach dem Einbau aller sichtbaren Aminoséurereste der Untereinheiten I und II konnte eine
weitere Transmembranhelix in der Elektronendichtekarte gefunden werden. Die
entsprechende Untereinheit konnte isoliert und ihre Aminosduresequenz mittels

automatisiertem Edman-Abbau bestimmt werden (Abb. 23; Soulimane ef al., 2000).

Das komplett verfeinerte Modell der ba; Cytochrom-c Oxidase besteht aus 743
Aminosdureresten der drei Untereinheiten I, II und Ila, dem binuklearen Zentrum
Himas; /Cug, Hdm b und dem Cup-Zentrum. AuBer den 13 N-terminalen
Aminosdureresten und den Resten Glu-496 bis Glu-500 von Untereinheit I, zwei
N-terminalen Resten von Untereinheit I und einem N-terminalen Rest von Untereinheit
ITa sowie wenigen solvensexponierten Seitenketten sind alle Aminosduren sehr gut in der

Elektronendichtekarte definiert.

Die Analyse der Kristalle mittels automatisiertem Edman-Abbaus zeigt, daBl die
N-terminalen neun Aminosduren (MAVRASEIS) der Untereinheit I in den Kristallen nicht
vorhanden sind. Im ,,Ramachandran Plot* (Ramachandran & Sassisekharan, 1968) liegen
fast alle Reste in den bevorzugten (90,7 %) und zusétzlich erlaubten (8,7 %) Regionen.
Zwei Reste (Phe-135 und Trp-403, Untereinheit I) liegen im ,,groBziigig erlaubten* und
zwei Reste (Phe-369 und Leu-132, Untereinheit I) im ,,nicht erlaubten® Bereich. Alle vier
Aminosduren sind in dieser untypischen Konformation jedoch sehr gut in der 2Fps-Fcarc
Elektronendichtekarte  definiert. Leu-132 und Phe-135 bilden eine starke
Wasserstoffbriickenbindung aus (Abstand zwischen Leu-132:0 und Phe-132:N 2,9 A). Das
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Modell enthélt vier cis-Peptidbindungen (vor Pro-38 von Untereinheit I sowie Phe-88,
Pro-92 und Pro-94 von Untereinheit II), die ebenfalls sehr gut in der Elektronendichtekarte
definiert sind.
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Abb. 22: Experimentelle Elektronendichtekarte der ba;-Oxidase

Dargestellt ist die experimentelle Elektronendichtekarte (bei 1 o konturiert) nach der

MAD-Phasierung (a) und nach ,,solvent-flattening™ (b) im Bereich des binuklearen Zentrums

Ham a; / Cug zusammen mit der verfeinerten Struktur. Diese Abbildung wurde mit MAIN

(Turk, 1992) erstellt.
Zum Erstellen der Strukturen der verschiedenen Kristallzustinde der baz-Oxidase waren
auller den verschiedenen Verfeinerungszyklen kaum manuelle Eingriffe notwendig. In den
Kristallen des ersten Streuoptimums (c-Achse = 172 A) waren der N-Terminus sowie die
Aminoséurereste von Glu-496 bis Glu-500 der Untereinheit I deutlich besser geordnet und

somit in der Elektronendichtekarte sichtbar. Das entsprechende atomare Modell besteht

somit aus 750 Aminosidureresten, wobei die neun N-terminalen Reste der Untereinheit I,
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drei N-terminale Reste der Untereinheit II sowie zwei N-terminale Reste der Untereinheit
IIa nicht in der Elektronendichtekarte definiert sind. Das Modell der ,,nativen-Kristalle*
(c-Achse = 178 A) besteht aus 743 Aminosiureresten, wobei die 13 N-terminalen Reste
der Untereinheit I, sechs N-terminale Reste der Untereinheit II und zwei N-terminale Reste
der Untereinheit Ila nicht in der Elektronendichtekarte definiert sind. AuBler dem Einfligen
der zusitzlich definierten Aminoséurereste beschrénkten sich die manuellen Eingriffe beim
Erstellen dieser beiden Strukturen auf die Korrektur von kristallographisch definierten
Wassermolekiilen und wenigen Seitenketten. Die Statistik der Verfeinerung ist flir die

verschiedenen Kristallzustédnde ebenfalls in Tab. 5 zusammengefalit.

Tab. 5: Statistik der Verfeinerung der ba;-Oxidase

Statistischer Wert MAD-Struktur 1. Streuoptimum Nativer Kristall
(c-Achse =161 A) (c-Achse =172 A) (c-Achse =178 A)

Auflssungsbereich [A] 20,0-2,4 20,0-2,8 20,0-3,2
Zahl der Reflexe — gesamt 39.379 28.544 19.961

- working set 37.407 27.156 18.988

- test set 1.972 1.388 973
Vollstandigkeit [%] 96,3 99,9 97.4

- working set [%] 91,3 95,0 92,5

- test set [%] 5.0 4.9 49
R-Faktor [%] * 22,2 (254) 20,4 (27,0) 21,8 (29.,1)
Riiee [%0] " 26,4 (29.9) 24,7 (30,7) 26,9 (31,7)
Anzahl der Atome (aufler H) 6.144 6.053 5.963

Davon Proteinatome 5.851 5918 5.851

davon Solvensmolekiile 119 24 1

davon Detergenz- & Kofaktoratome 174 111 111
RMS Abweichung von Idealwerten

- Bindungsliangen [A] 0,008 0,007 0,006

- Bindungswinkel [°] 1,6 1.5 1.5
B-Faktor Statistik

- Mittlerer B-Faktor [A?] 50,6 474 68,0

- Hauptkette [A?] 50,1 474 68,2

- Seitenkette [A?%] 51,2 48,0 68,2

- Wassermolekiile [A%] 454 429 30,3

- Kofaktoren [A?] 52,5 35,5 58,6

- RMS Abweichung gebundener Atome [A?] 3,85 1,48 ¥

*  Werte fiir die letzte Auflosungsschale (MAD-Struktur: 2,49-2,40 A, 172-er Zelle: 2,90-2,80 A, 178-er Zelle:
3,31-3,20) sind in Klammern angegeben.

+  Wert nicht verfiigbar, da das dieses Modell mit gruppierten B-Faktoren verfeinert wurde.
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Abb. 23: Aminosiuresequenz der neuen Untereinheit Ila der ba;-Oxidase

Die Aminosduresequenz der Untereinheit Ila wurde mittels automatisiertem Edmann-Abbau
und C-terminaler Sequenzierung bestimmt. Die Reste, die in der Struktur o-helicale
Konformation zeigen, sind durch Fettdruck hervorgehoben

4.2.6 Strukturbeschreibung
Die Gesamtstruktur der ba; Cytochrom-c Oxidase ist in Abb. 24 gezeigt. Sie besteht aus

den drei Untereinheiten I, II und Ila, welche ein zylinderformiges Transmembranhelix-
Biindel mit einem Durchmesser von 50 A und einer Hohe von 54 A sowie eine kleinere
periplasmatische Domine von 35 A x 29 A x 20 A bilden. Die Transmembranhelices sind

leicht gegeneinander verdreht und somit nicht komplett senkrecht zur Membranebene.

Abb. 24: Stereo-Ribbon-Darstellung der ba; Cytochrom-c Oxidase aus 7. Thermophilus

Die 12 Transmembran-Helices der Untereinheit I (SU I), die auch in den beiden anderen
strukturell bekannten Cytochrom-¢ Oxidasen vorhanden sind, wurden in hellblau und das
zusitzliche Transmembransegment (Helices o12* und «13) in dunkelblau dargestellt. Die
Untereinheit II (SU 1) ist in rot und die neue Untereinheit Ila (SU Ila) in gelb dargestellt. Die
Ham-Gruppen sind als Stabmodell in violett und die Kupferatome als griine Bille dargestellt.
Diese Abbildung wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) erzeugt und mit RASTER3D
(Merritt & Murphy, 1994) gerendert.

Die groe Domidne wird im wesentlichen von den 13 Transmembranhelices (ctl: 17-48,

a2: 65- 97, o3:103-125, o4: 143-173, ob5: 181-212, a6: 221-254, o7: 262-283,
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o8:292-326, 09: 344-366, al0: 380-409, all: 415-444, al2: 461-493, al3: 527-550)
sowie fiinf weiteren, kleinen a-Helices (ol*: 52-58, a8%*: 334-338, a9*: 369-375,
ol1*:453-455, al2*: 517-524) der Untereinheit I gebildet und bindet die beiden Héme
und das Cug. Sie wird durch je eine fest gebundene Transmembranhelix der Untereinheiten
II und Ila vervollstindigt. Die kleinere periplasmatische Doméane wird ausschlielich von
der Untereinheit II gebildet und enthélt das Cus-Zentrum, welches die Elektronen vom
16slichen Cytochrom-css, tibernimmt. Diese Doméne bildet ein zehn-stréngiges ,,3-barrel*
(B1: 71-75, B2: 78-86, B3: 89-91, B4: 95-97, B5: 102-108, B6: 114-118, p7: 124-127,
B8: 133-138, B9: 143-148, B10: 161-166) und zeigt gewisse Ahnlichkeiten zu den ,,class I*
Kupferproteinen. Die Verbindung von der Transmembranhelix der Untereinheit II (al) zu
diesem ,,-barrel“ wird von zwei kleinen a-Helices (a2 und a3) sowie einen ,,random-
coil“ Bereich gebildet. Alle N-Termini der drei Untereinheiten befinden sich auf der

cytoplasmatischen Seite der Membran und alle C-Termini auf der periplasmatischen Seite.

Ham b und Hiam a3 befinden sich im hydrophoben Inneren der Untereinheit I und haben
zur periplasmatischen Oberfliche der Membran einen Abstand von ca. 15 A. Die Abstinde
zwischen den verschiedenen Metallzentren, die Lage des Molekiils in der Membran sowie
die in Analogie zu Witt et al. (1998a,b) beschriebene Cytochrom-css; Bindungsstelle in der
Nihe des Cua-Zentrums sind in Abb. 25 schematisch dargestellt. Es konnten weiterhin drei
Nonyl-B-D-Glukosid Detergenzmolekiile, jedoch keine Phospholipid-Molekiile oder
weitere Metalle in der Elektronendichtekarte lokalisiert werden, was der Analyse der
Proteinpriparation auf die Elemente P, Mg, Ca und Zn mittels [IPC-AES entspricht

(Atomemissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma; Daten nicht gezeigt).

Die Struktur der bas-Oxidase zeigt bei einer Betrachtung von der periplasmatischen Seite
die bereits bei den anderen Oxidasen beschriebenen Poren A, B und C (Iwata et al., 1995).
Pore A ist durch mehrere aromatische Aminosaureseitenketten blockiert, wihrend Pore B
das binukleare Zentrum Ham a3 / Cug und Pore C das Ham b enthalten. Das C-terminale
Ende von Untereinheit I (Aminosdurereste 551 bis 560) liegt auf der periplasmatischen

Seite des Molekiils an der Grenze von Untereinheit [ und I1.

Das Ham b stellt das am einfachsten aufgebaute Protohdm mit einem ,,low-spin® Eisen dar

und ist durch die Histidine His-71/a2 und His-386/a10 koordiniert. Es ist symmetrisch
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zwischen den beiden Histidinen gelegen, wobei der Abstand vom Him-Fe zu den

Histidin-N**-Atomen 2,2 A betriigt (Abb. 26a).
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Abb. 25: Schematische Darstellung der ba;-Oxidase in der Membran
Die Lage der Metallzentren (Cu,, Him b & Ham a3 / Cup) ist relativ zur Membran (gelb

schattiert) und den Molekiilgrenzen dargestellt. Fiir die Ausbildung des Elektronentransfer-

Komplexes bindet das Substrat Cytochrom-css, in Analogie zu Witt ef al. (1998a,b) auf der

periplasmatischen Seite der Membran in der Nahe des Cu,-Zentrums.
Das aktive Zentrum der baz;-Oxidase wird durch das Hidm a3 und das Cugp gebildet (Abb.
26b). Das Eisenatom liegt in der Him-Ebene und wird durch die vier Pyrrol-Ringe und den
axialen His-384/a.10 Liganden koordiniert, wobei der Abstand zum Histidin-N*-Atom mit
3.3 A deutlich linger ist als in den beiden anderen Cytochrom-c¢ Oxidase Strukturen. Die
Elektronendichteverteilung fiir die drei Histidin-Liganden des Cug-Atoms (His-238/a7,
His-282/a.7 und His-233/a6) sowie fiir die kovalente Bindung zwischen dem N*-Atom
des His-233 und dem C* Atom des Tyr-237 ist gut definiert (Abb. 27). Der Abstand vom
Him a3 Fe zum Tyr-236 OH-Atom betrigt 5,6 A. Die Bindungsstelle fiir den Sauerstoff
liegt zwischen den beiden Metallatomen und ist im oxidierten Zusand des Enzyms mit
einer aus einem Sauerstoffatom bestehenden Spezies (p-Oxo-Spezies, Hydroxidion oder

Wassermolekiil) in einer Entfernung von 2,3 A zu beiden Metallen besetzt.
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Abb. 26: Koordination der Metallzentren in Untereinheit I

Die Koordination des Hiam b (a) und des Hdm a3 / Cug - binuklearen Zentrums (b) ist
schematisch dargestellt. Die in der Kristallstruktur gemessenen Bindungsldngen sind in
Angstrom [A] angegeben. Diese Abbildung wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) erstellt.

Abb. 27: Aktives Zentrum der bas;-Oxidase

Stereodarstellung des binuklearen Him a; / Cug Zentrums einschlieBlich der 2F g,e-Fear
Elektronendichtekarte (blau; konturiert bei 1.0 o) des verfeinerten Modells. Das Ham ist in
orange und die Histidin-Liganden, sowie das zum His-233 kovalent gebundene Tyr-237 sind in
griin als Stabmodelle dargestellt. Die kovalente Bindung zwischen Tyr-237 und His-233 ist
sehr gut in der Elektronendichtekarte definiert. Die F,-F .. Differenzelektronendichtekarte
(griin, konturiert bei 5.0 o) fur den Briickenliganden zwischen dem Ham Eisen und dem Cug-
Atom ist fast kugelformig und kann am besten durch eine aus einem Sauerstoffatom
bestehende Spezies (H,O, OH™ oder O%, violett) interpretiert werden. Diese Abbildung wurde
mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.
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Die beiden Kupferatome des Cua-Zentrums sind symmetrisch von zwei Histidinen
(His-114 und His-157) und zwei Cysteinen (Cys-149 und Cys-153) der Untereinheit II
ligandiert. Hierbei sind die Imidazol-Ringe der Histidine sind nicht parallel, wie es fiir die
Struktur der rekombinant erzeugten 16slichen Doméne der baz;-Oxidase beschrieben wurde
(Williams et al., 1999). Jedoch ist der Winkel zwischen diesen beiden Gruppen mit ca. 25°
deutlich kleiner als bei den anderen beiden strukturell beschriebenen Oxidasen (Tsukihara
et al., 1996; Ostermeier et al., 1997). Der Abstand zwischen den beiden Kupferatomen, die
durch die Thiolat-Gruppen der beiden Cysteine Cys-149 und Cys-153 verbriickt sind,
betriigt 2,4 A. Die Koordination am Cua-Zentrum ist in Abb. 28 schematisch dargestellt.
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Abb. 28: Koordination des Cu,-Zentrums

Die beiden Kupferatome des Cua-Zentrums sind zusammen mit den sie ligandierenden
Aminosdureresten der Untereinheit II dargestellt. Die in der Kristallstruktur gemessenen
Bindungslingen sind in Angstrom [A] angegeben. Diese Abbildung wurde mit MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991) erstellt.
Die Struktur zeigt drei mogliche Protonenkanile, die jeweils aus mehreren polaren
Aminosduren und Wassermolekiilen bestehen und ein internes Netzwerk von
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Sie beginnen auf der cytoplasmatischen Seite der
Membran und sind prinzipiell dazu geeignet, Protonen entweder zum aktiven Zentrum oder
zur periplasmatischen Seite der Membran zu dirigieren. Zwei dieser Kanéle entsprechen
von ihrer riumlichen Lage im Molekiil den fiir die anderen Oxidasen diskutierten K- und

D-Protonenkandlen (Iwata et al., 1995), wobei die daran beteiligten Reste in der

Aminosduresequenz kaum konserviert sind (Abb. 29).
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Abb. 29: Sauerstoff- und Protonenkaniile in der ba;-Oxidase

Stereodarstellung der Protonenkandle, des Sauerstoffkanals und des ,,Wasserpools® der
bas-Oxidase einschlieflich der C*-Atome der Transmembranhelices (diinne schwarze Linien).
Die beiden Hame sind als starke schwarze Linien und die Metallatome als rote (Fe) bzw. blaue
(Cu) Bille dargestellt: a) der neue Q-Protonenkanal (griin) und der K-Protonenkanal (violett)
sind zusammen mit dem ,,Wasserpool” (rote Bille) dargestellt. b) Der D-Protonenkanal ist in
blau und die Verbindung zum Q-Protonenkanal in griin dargestellt. ¢) Die hydrophobe
Oberfliche des Sauerstoffkanals ist in violett zusammen mit dem oberen Teil des
D-Protonenkanals (blau) dargestellt. Die in anderen Oxidasen hochkonservierte Aminosdure
Glu-278" (gelb in Teilbild c) ist bei der has-Oxidase durch ein hydrophobes Ile-235 (rot in b
und c) ersetzt. Die zur Untereinheit II gehorenden Aminosédurereste sind durch einen Stern (*)
gekennzeichnet. Aminosiuren, die auch in den anderen Oxidasen zumindest als chemisch
ghnliche Reste konserviert sind, wurden dicker gezeichnet. Diese Abbildung wurde mit MAIN
(Turk, 1992) erstellt.
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Der erste Protonenkanal wird hauptsdchlich von Aminosdureseitenketten der Trans-
membranhelices a6 und a8 gebildet und fiihrt zum Tyr-237 (a6), welches eine kovalente
Bindung zum Cug-Ligand His-233 ausbildet und am aktiven Zentrum liegt (Abb. 29a). Die
rdumliche Lage dieses Protonenkanals im Molekiil ist vergleichbar zum bereits bekannten
K-Protonenkanal. Er beginnt auf der periplasmatischen Seite der Membran mit Asp-517
und Glu-516 von Untereinheit I sowie His-8 und Glu-15 von Untereinheit II. Die weiteren
Bestandteile gehoren alle zu Untereinheit I und sind Ser-261, Tyr-248, ein Wassermolekiil
(Wat-38), Thr-312, Tyr-244, Ser-309 und ein weiteres Wassermolekiil (Wat-4). Am oberen
Ende dieses Kanals liegen O11 des Ham a3, Tyr-237 vom aktiven Zentrum und eventuell
Thr-302. Lediglich das obere Wassermolekiil (Wat-4), Tyr-237 und Glu-15 von
Untereinheit II sind zu den anderen Cytochrom Oxidasen konserviert. Die in den anderen
Oxidasen strikt konservierten Reste Thr-351"% und Lys-354, deren Mutation zu unpolaren
Resten sonst zu entweder weniger aktiven oder komplett inaktiven Oxidasen fiihrt
(Konstantinov et al., 1997; Gennis, 1998a), sind durch Ser-309 und Thr-312 ersetzt.
Tyr-248 ist der einzige weitere Rest, der in der Primérstruktur noch zu den anderen

Oxidasen vergleichbar ist (Ser-291").

Der zweite Protonenkanal (Abb. 29b) beginnt bei Glu-17 (al) und fiihrt tiber Tyr-91 (a2)
Thr-21(al), zwei Wassermolekiile (Wat-21 und Wat-12), Ser-109 (a3), GIn-86 (a2),
Ser-155 (a4), Thr-156 (04) und GIn-82(a2) zu einer Kavitdt, die mit den
Wassermolekiilen Wat-10 und Wat-29 gefiillt ist. Der weitere Weg der Protonen ist
weniger klar gezeichnet. Sie konnten von dieser Kavitdt aus entweder direkt
(Distanz: 12,6 A) oder via Ser-197 und Thr-231 auf das aktive Zentrum {ibertragen
werden. Eine andere Moglichkeit wire der Weg iiber Thr-81 und Thr-394 zu Ser-391,
welches zum dritten Protonenkanal gehort. Der Abstand zwischen den O"'-Atomen der
beiden Threonine ist entsprechend der verfeinerten Kristallstruktur mit 8 A hierbei
ziemlich grofl. Wenn man allerdings die Moglichkeit der Rotation der Seitenketten um die
C*-C® Bindung betrachtet, verringert sich dieser Abstand auf ca. 5 A. Dies liegt deutlich

unter der Entfernung zwischen dem aktiven Zentrum und Thr-231 bzw. Wat-10/29. Die

% Die unmarkierte Aminosdurenummerierung bezieht sich auf die 7. thermophilus bas-Oxidase.
Aminosduren, die sich auf die Cytochrom-c Oxidase aus P. denitrificans (Ostermeier et al., 1997) beziehen,

sind durch ein hochgestelltes ,,P* gekennzeichnet.
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rdumliche Lage dieses Kanals innerhalb des Molekiils ist mit dem bereits bekannten
D-Protonenkanal vergleichbar. Allerdings sind hier noch weniger Aminosduren innerhalb
der Primérstruktur zu den anderen Oxidasen konserviert. Nur Ser-155 und Thr-156
(Ser-192" und Ser-193") sind innerhalb der Aminosduresequenz als identische bzw.
chemisch @hnliche Aminosdurereste erhalten. Insbesondere das in den anderen Oxidasen
fiir die Protonenpumpaktivitit des D-Protonenkanals essentielle Glu-278" (Gennis, 1998a)
ist bei der ba3-Oxidase durch ein hydrophobes Ile-235 ersetzt, was die
Protonenpumpaktivitét bei diesem Enzym jedoch nicht authebt (Kannt ez al., 1998).

Der dritte Protonenkanal (Abb. 29a), im folgenden als Q-Protonenkanal bezeichnet, ist neu
fir die bas-Oxidase und beginnt auf der cytoplasmatischen Seite der Membran mit
GIn-254, welches in direktem Kontakt zum ,,bulk-solvens® steht. Er fiihrt weiter {iber zwei
Wassermolekiile, Wat-44 und Wat-19, Thr-396 und den Carbonyl-Sauerstoff von Leu-392
zu Ser-391, welches iiber Thr-394 und Thr-81 die Verbindung zum D-Protonenkanal
herstellt. Der weitere Weg der Protonen wird durch GIn-388, den Carbonyl-Sauerstoff von
Leu-387, den Ham a3 Liganden His-384, Asn-366, Asp-372 und die Carboxylgruppe des
Ham a3 Pyrrolringes A zu einer Ansammlung von Wassermolekiilen geleitet, die sich
oberhalb der Ham-Propionate befinden (im folgenden als ,,Wasserpool* bezeichnet; siehe
Abb. 29a). Der Q-Protonenkanal ist weder zum sogenannten H-Protonenkanal, welcher fiir
die Rinderherzoxidase beschrieben wurde (Yoshikawa ef al., 1998) noch zu dem dazu
ghnlichen E-Protonenkanal der Oxidase aus P. denitrificans (Ostermeier et al., 1997,
Pfitzner et al., 1998) vergleichbar. Die Aminosduren des Wasserstoffbriickenbindungs-
netzwerks dieser H- und E-Protonenkanile sind in der bas-Oxidase nicht konserviert. Der
Q-Protonenkanal konnte entweder selbstidndig Protonen von der cytoplasmatischen auf die
periplasmatische Seite der Membran transportieren oder Protonen weiterleiten, die {iber

Thr-81 und Thr-394 vom D-Protonenkanal kommen (Abb. 29a.,b).

Die ba; Cytochrom-c Oxidase zeigt einen sehr ausgepriagten Kanal, der von der Protein-
oberflache in der Mitte der Membran ausgehend zum aktiven Zentrum fiihrt und komplett
mit hydrophoben Aminosduren ausgekleidet ist (Abb. 29¢). Der innere Durchmesser dieses
ca. 25 A langen Kanals variiert zwischen 2 A und mehr als 7 A. Ile-235, welches bei
anderen Oxidasen durch das fiir die Protonenpumpaktivitit des D-Protonenkanals
essentielle Glu-278" ersetzt ist, bildet einen Teil der hydrophoben Auskleidung dieses
Kanals. Innerhalb des Kanals ist keine signifikante Elektronendichte sichtbar. Dies schlief3t
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die Existenz von sehr gut geordneten Molekiilen (z.B. H,O oder O,) innerhalb des Kanals

im Kristall jedoch nicht in der membrangebundenen, aktiven Oxidase aus.

4.2.7 Vergleich zu anderen Cytochrom-c Oxidasen
Der strukturbasierte Sequenzvergleich zwischen der ba; Cytochrom-c¢ Oxidase und den

Oxidasen aus P. denitrificans und dem Rinderherz sowie der gentechnisch manipulierten
Untereinheit II der Chinol Oxidase aus E. coli (Abb. 30) zeigt, daB3 funktionell unbedingt
notwendige Aminosdurereste konserviert sind. Dazu zéhlen die Aminosduren, die flir den
intramolekularen Elektronentransfer vom Cuas-Zentrum zu den Hims diskutiert werden
(Hill, 1994; Iwata et al., 1995; Tsukihara et al., 1996), sowie die Hdm- und
Kupferliganden. Trotz der sonst sehr niedrigen Sequenzhomologie (<20 % Identitit) sind
einige weitere Aminosduren zwischen den strukturell bekannten Cytochrom Oxidasen
konserviert, was auf eine besondere Funktion dieser Reste hinweist. Einen besonders
markanten Sequenzbereich stellt das hochkonservierte Sequenzmotiv YPPL (Reste 136-

139) zwischen den Transmembranhelices a3 und a4 dar (Abb. 30a).

Tyrosin 136 bildet eine feste Wasserstoffbriickenbindung zum ebenfalls konservierten
Trp-229 aus. Das entsprechende m-System dieser Aminosdure zeigt eine parallele
»Stacking“~-Wechselwirkung zum n-System von His-283, einem der Cug-Liganden (Abb.
31). Diese Reste konnten einen bisher unbeschriebenen intramolekularen
Elektronentransferweg bilden, der vom Cux-Zentrum direkt zum Cug Atom fiihrt. AufBer
der relativ langen Distanz zwischen dem Cua-Zentrum und dem m-System von Tyr-136
(10,5 A) beinhaltet dieser Weg mehrere n-Systeme, die durch wenige, sehr starke,
koordinative Bindungen bzw. Wasserstoftbriickenbindungen verkniipft sind. Fir die
Ubertragung der Elektronen vom Cus zum Phenylring von Tyr-136 konnen
quantenmechanische Tunneleffekte, die bei einer Entfernung von ca. 10 A
Ubertragungsraten von bis zu 10° s erreichen kénnen (Moser ef al., 1992), oder der Cup-
Ligand GIn-151 in Betracht gezogen werden. Die beiden Proline und das Leucin (Pro-137,
Pro-138 und Leu-139) sind wahrscheinlich aus strukturellen Griinden konserviert, um das

Tyr-136 in der fiir den Elektronentransfer korrekten Konformation zu halten.

Nach dem derzeitigen Wissensstand werden die Elektronen durch Binden der Vorderseite
des Cytochroms (Umgebung des solvensexponierten Ham-Pyrrolringes C) in der Nihe des

Cua-Zentrums an der Untereinheit II der Cytochrom Oxidase auf diese iibertragen
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(Salemme et al., 1973; Pelletier & Kraut, 1992). Ludwig und Mitarbeiter (Witt et al.,
1998a,b) haben vorgeschlagen, dal die bei anderen Oxidasen gut konservierten
Aminosduren Trp-121" und Tyr-122" in den Elektronentransfer involviert sind und daB die
sauren Aminosduren Glu-126", Asp-135", Asp-159" sowie Asp-178" Teil der Bindetasche
sind. Die beiden aromatischen Reste sind entsprechend Abb. 30b bei der bas;-Oxidase
durch Phe-88 und Gly-89 ersetzt. Allerdings besetzt der Phenylring von Phe-86 fast die
selbe rdaumliche Position wie Tyr-122P, so daBl dieser zusammen mit Phe-88 fiir den
intermolekularen Elektronentransfer bei der bas-Oxidase verantwortlich sein konnte. Die

sauren Aminosduren sind bis auf Asp-111 in der bas;-Oxidase nicht konserviert.
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Abb. 30: Strukturbasiertes Sequenzalignment der Cytochrom-c Oxidasen

Der Sequenzvergleich basiert auf den Kristallstrukturen der Cytochrom-c Oxidasen aus T.
thermophilus (diese Arbeit), P. denitrificans (Ostermeier et al., 1997) und dem Rinderherz
(Tsukihara et al., 1996), sowie der 16slichen, Cu, bindenden Doméne aus der E. coli Chinol
Oxidase (Wilmanns et al., 1995). Die gekennzeichneten Sekundirstrukturelemente der
Untereinheiten I (a) und II (b) enstprechen der Struktur der ba;-Oxidase (siehe Seite 77f). Der
Sequenzvergleich ist nur fiir solche Aminosdurereste gezeigt, die eine vergleichbare Position
im Raum einnehmen (ca. 60 %). Aminosdurereste mit sehr Zhnlichen Positionen in Raum sind
durch einen dunkelblauen Balken und solche, deren Position im Raum noch vergleichbar ist,
durch einen hellblauen Balken gekennzeichnet sind (RMS-Abweichungen der C*-Atome gleich
1,1 A bzw. 2,0 A). Diese Abbildung wurde mit ALSCRIPT (Barton, 1993) erstellt.
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Abb. 31: Stereodarstellung der Elektronentransferwege in der ba;-Oxidase

Die Hédme b und a; sind in orange, die Kupferatome in blau und die Metallliganden in griin

dargestellt. Die beiden Arginine (Arg-449 & Arg-450) sowie Phe-385, die am

Elektronentransfer vom Cus-Zentrum via Him b zum aktiven Zentrum (Hdm a3 / Cug) beteiligt

sind, wurden in violett eingezeichnet. Die Aminosédurereste, die den neu postulierten

Elektronentransferweg vom Cu, zum aromatischen Ringsystem vom Tyr-136 und von dort

tiber Trp-229 zum Cug-Liganden His-238 bilden, sind einschlieBlich der relevanten

Entfernugsangaben in hellblau dargestellt. Diese Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992)

erstellt.
Die Oberfldachenladungsverteilung der Untereinheit II in der Umgebung des Cux-Zentrums
zeigt bei der bas-Oxidase im Gegensatz zu den Oxidasen aus P. denitrificans oder
Rinderherz fast ausschlieBlich hydrophobe Aminosduren (Abb. 32). Das Cytochrom-css;
zeigt entsprechend eine hydrophobe Oberfldche in der Umgebung des solvensexponierten
Héam Ringes C. Daraus folgt, dal die Wechselwirkungen zur Ausbildung des
Elektronentransferkomplexes zwischen diesen beiden Proteinen hauptsichlich

hydrophober Natur sind.

Diese Aussage korreliert sehr gut mit der geringeren Stabilitit von elektrostatischen
Wechselwirkungen bei erhohter Temperatur. Giuffré er al. (1999) haben weiterhin
nachgewiesen, dal im Gegensatz zu den Oxidasen aus P. denitrificans oder dem
Rinderherz zwischen der bas;-Oxidase und ihrem Substrat Cytcohrom-css, kein stabiler

elektrostatischer Komplex (,,tight electrostatic complex*) ausgebildet wird.

Ein Vergleich der Untereinheiten II und Ila der bhas;-Oxidase mit der Untereinheit Il der
Oxidase aus dem Rinderherz oder P. denitrificans zeigt, dal} die neue Untereinheit Ila die
Position der bei den anderen Oxidasen vorhandenen ersten Transmembranhelix von

Untereinheit II einnimmt (Abb. 33). Interessanterweise zeigt die Transmembranhelix von
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Untereinheit Ila eine zu den anderen Oxidasen entgegengesetzte Polaritét. Ihr N-Terminus
befindet sich auf der cytoplasmatischen Seite der Membran, wéhrend der N-Terminus der
Untereinheit Il der anderen beiden Oxidasen und somit der Beginn der entsprechenden

ersten Transmembranhelix auf der periplasmatischen Seite liegt.

Abb. 32: Elektronentransferkomplex der Rinderherz- und der bha;-Oxidase

Die Oberflachenladungsverteilung der fiir die Ausbildung des Elektronentransferkomplexes
zwischen Cytochrom-c¢ Oxidase (links) und Cytochrom-c¢ (rechts) miteinander
wechselwirkenden Oberfldchenbereiche ist fiir (a) die ba;-Oxidase aus 7. Thermophilus und ihr
Substrat Cytochrom-css, und (b) die Rinderherzoxidase (Tsukihara et al., 1996) und das
Pferdeherzcytochrom-c (Bushnell ef al., 1990) dargestellt. Die Farbung wurde geméf dem
berechneten elektrostatischen Potential der oxidierten Oxidasen und reduzierten Cytochrome
zwischen —40 kT/e (intensiv rot) und 40 kT/e (intensiv blau) variiert. Diese Abbildung wurde
mit GRASP (Nicholls et al., 1992) erstellt.

Die zweite Transmembranhelix von Untereinheit II der anderen beiden Oxidasen 1&6t sich
gut mit der einzigen Transmembranhelix aus Untereinheit Il der ha;-Oxidase tiberlagern.
Abb. 33 zeigt weiterhin, daB sich die zentralen Bereiche des ,,3-barrels der polaren
periplasmatischen Doméne recht gut tiberlagern lassen, wéhrend die an der Oberflidche
liegenden ,,loops* unterschiedlich sind. Diese ,,surface-loops™ sind fiir die haz-Oxidase in

beiden Untereinheiten in der Regel kiirzer als bei den beiden anderen strukturell bekannten

Oxidasen, eine typische Eigenschaft thermostabiler Proteine (Adams & Kelly, 1998).
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Abb. 33:Vergleich der Untereinheiten I, II & Ila der baz- und P. denitrificans Oxidasen

Stereodarstellung der Uberlagerung der C*-Atome der Untereinheiten II (gelb) und Ila (blau)
der ba;-Oxidase mit der Untereinheit I der aa; Cytochrom-c Oxidase aus P. denitrificans. Die
beiden Kupferatome des Cus-Zentrums sind als hellblaue bzw. rote Bélle dargestellt. Die
N-Termini der ba;-Oxidase sind gekennzeichnet. Alle C-Termini sowie der N-Terminus der
Untereinheit 11 von P. denitrificans liegen auf der periplasmatischen Seite der Membran
(oben). Diese Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.
Das bereits unter 4.2.6 kurz beschriebene 13. Transmembransegment der Untereinheit [
(Helices a12* & a13; siehe auch Abb. 24) ist eine weitere Besonderheit der ba;-Oxidase.
Untereinheit I besteht bei den meisten anderen Cytochrom-c und Chinol Oxidasen nur aus
12 Transmembranhelices. Diese zusétzliche Transmembranhelix 146t sich mit keiner der 22
Transmembranhelices der Cytochrom-c Oxidase aus P. denitrificans oder der 28

Transmembranhelices der Rinderherzoxidase tiberlagern.

Im Vergleich der bas;-Oxidase zu den beiden anderen strukturell bekannten Cytochrom-c
Oxidasen konnte festgestellt werden, da3 die unter 4.2.6 beschriebene Ansammlung von
mehreren Wassermolekiilen in einer Kavitédt oberhalb der Ham-Propionate (,, Wasserpool®,
siche Abb. 29a) in allen drei Strukturen konserviert ist. Weiterhin sind die meisten
Aminosduren, die diesen ,,Wasserpool“ umgeben, entweder strikt konserviert oder durch
Aminosduren mit dhnlichen chemischen Eigenschaften ersetzt. Es gibt mehrere sehr gut
ausgeprdgte Kandle von {lber Wasserstoffbriickenbindungen verkniipften polaren

Seitenketten oder weiteren Wassermolekiilen, die diesen ,,Wasserpool“ mit der
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periplasmatischen Seite der Membran verbinden. Er scheint somit in einem schnellen
Gleichgewicht zum ,,bulk-solvens* auf der periplasmatischen Seite der Membran zu
stehen. Seine Lage oberhalb der Him Propionate und somit seine Néhe zum aktiven
Zentrum und den Protonenkandlen der Oxidasen sowie das wahrscheinlich schnelle
Gleichgewicht zum ,bulk-solvens* macht es wahrscheinlich, da sowohl gepumpte
Protonen sowie am aktiven Zentrum gebildetes Wasser primér von diesem ,,Wasserpool*

aufgenommen werden.

Der Vergleich der Strukturen der hier beschriebenen, kompletten bas;-Oxidase und der
gentechnisch erzeugten polaren Doméne der Untereinheit II (Williams et al., 1999) ergibt,
da3 beide Strukturen im Bereich des zentralen ,,[-barrels* der Untereinheit II
erwartungsgemdl sehr dhnlich sind. Es gibt leichte Unterschiede in der Koordination der
beiden Kupferatome des Cus-Zentrums. Die bei einer Auflosung von 1,6 A verfeinerte
Struktur der l6slichen Doméne beschreibt die Imidazol-Ringe der Kupfer koordinierenden
Histidine als parallel wéhrend fiir die Struktur des kompletten Enzyms zwischen den
beiden Ringen ein Winkel von ca. 25° gefunden wurde. Weiterhin sind die Absténde vom
Atom CUI zu den ligandierenden Atomen der Untereinheit I in der Struktur der 16slichen
Doméne um ca. 0.2 A kiirzer. Die Aminosiuren zwischen der Transmembranhelix und
dem zentralen ,,-barrel” von Untereinheit II (,,linker region“: Thr-39 bis Val-71) bilden in
der hier beschriebenen Struktur des kompletten Proteins zwei kurze Helices (a2 und o3;
siche Abb. 24 und Abb. 30) sowie einen ,random coil*“ Bereich. In der Struktur der
16slichen Domine sind die Aminosduren vor Val-53 deutlich anders geordnet, was
wahrscheinlich durch Kristallpackungskrifte beeinfluBt wird (Williams et al., 1999). Die
hier beschriebene Struktur zeigt die natiirliche Konformation der gesamten Untereinheit 11,
einschlieBlich der dazu gehorenden Transmembranhelix und dieses Verbindungsbereiches

(,,linker region®).

4.2.8 Vergleich zwischen den verschiedenen Kristallzustanden
Bereits beim Vergleich der Zellkonstanten der verschiedenen Kristallzusténde (siehe 4.2.2

und 4.2.3) zeigt sich, daB die wesentlichen Anderungen wihrend der Kristalltransformation
entlang der z-Achse auftreten. Die einzelnen Molekiile der bas3-Oxidase liegen immer
paarweise parallel zur x-y-Ebene und sind entlang der z-Achse jeweils um 90° verdreht
(P432,2-Anordnung). Dabei sind abwechselnd die cytoplasmatischen und periplas-

matischen, hydrophilen Bereiche zur Mitte der Einheitszelle hin ausgerichtet. Die
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Kristallpackung wird durch die Wechselwirkungen der hydrophilen Bereiche sowohl
innerhalb einer solchen Ebene als auch zwischen den Ebenen stabilisiert. Die hydrophoben
Transmembranbereiche sind von den ungeordneten und somit in der Rontgenstruktur nicht
sichtbaren Detergenzmolekiilen umgeben und nicht an der Stabilisierung des
Kristallaufbaus beteiligt. Die Reduktion des Solvensgehaltes im Kristall wahrend der
Transformation fiihrt zu einer Kompression dieses Aufbaues, wobei sich die hydrophilen
Bereiche der Molekiile innerhalb einer solchen Ebene leicht (x- und y-Koordinaten) und
die verschiedenen Ebenen deutlich stirker (z-Koordinate) anndhern (Abb. 34). Die
einzelnen Molekiile sind in den verschiedenen Kristallzutdnden vollig parallel, d.h. es
kommt zu keiner Verdrehung oder Verkippung der einzelnen Molekiile wéhrend der
Transformation. Bei einer RMS-Uberlagerung der Strukturen der verschiedenen
Kristallzustinden konnte keine signifikante Anderung der Atomkoordinaten oder relative
Verschiebung von bestimmten Molekiilbereichen zueinander festgestellt werden. (RMS-

Abweichungen der C*-Atome: 0,34 A; aller Atome: 0,66 A)

z 178 A
172 Al
161 A
VL,
0 X

Abb. 34: Kristallpackung der verschiedenen Kristallzustinde

Stereodarstellung der Einheitszellen in den drei strukturell charakterisierten Kristallzustdnden
(MAD-Struktur - c-Achse = 161 A: hellblau; erstes Streuoptimum — c-Achse = 172 A:
dunkelblau; nativ — c-Achse = 178 A: rot). Das Stabmodell der C*-Atome ist fiir die acht
Molekiile in der asymmetrischen Einheit fiir den 161 A — Zustand (hellblau) und den
178 A - Zustand (rot) eingezeichnet. Diese Abbildung wurde mit MAIN (Turk, 1992) erstellt.
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Im Kristallaufbau der nativen Kristalle existieren hierbei relativ wenige Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den verschiedenen Molekiilen (Tab. 6). Beim Ubergang zum
ersten Streuoptimum (c-Achse = 172 A) nimmt die Anzahl dieser Wechselwirkungen stark
zu, was zu einem stabileren Kristallaufbau und somit einer Zunahme der Streuleistung
fithrt. Hierbei werden die im nativen Kristall vorhandenen Wasserstoffbriickenbindungen
getrennt und es bilden sich Bindungen zwischen anderen Aminoséureseitenketten aus. Bei
der weiteren Kompression des Kristallaufbaues durch Dehydratation erhoht sich die
Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen nicht oder nur wenig (Tab. 6). Es kommt zum
direkten Kontakt einiger Bereiche der Molekiile. Dies fiithrt zur Verschiebung der
entsprechenden Aminoséuren, so daf3 die N-terminalen Reste Arg-10 bis Glu-13 sowie die
Reste Glu-496 bis Glu-500 von Untereinheit I in der MAD-Struktur ungeordnet und somit

in der Elektronendichtekarte nicht mehr sichtbar sind.

Tab. 6: Intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen im ba;-Oxidase Kristall

Kristallzustand: Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen "
stark Schwach

MAD-Struktur: c-Achse = 161 A 26 12

1. Optimum: c-Achse = 172 A 26 8

Nativ: c-Achse = 178 A 6 4

*  Anzahl der intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen, die fiir den
Kristallaufbau verantwortlich sind. Die Bestimmung sowie die Unterteilung
nach ,,stark” und ,,schwach* erfolgte mittels CONTACT (Collaborative
Computational Project, 1994).

Bei der Betrachtung des aktiven Zentrums in der Struktur des ersten Streuoptimums
(c-Achse = 172 A) zeigte sich, daB der axiale Him-Ligand His-384 deutlich weiter von
Him-Eisen entfernt ist als in der MAD-Struktur (Distanz vom His-384-N** zum
Hiam-Fe: 4,22 A vs. 3.3 A). Zwischen diesen beiden Atomen ist eine deutliche Differenz-
elektronendichte zu sehen, die als ein zweites Sauerstoffatom am aktiven Zentrum
interpretiert werden kann (Abb. 35). Der Abstand von diesem Atom zum His-3 84-N* bzw.
Hiam-Fe betrdgt in der verfeinerten Struktur 24 A bzw. 2,1 A. Diese
Differenzelektronendichte kann aufgrund der sehr gut in der Elektronendichtekarte
definierten Lage der Atome der Hauptkette von His-384 und der Transmembranhelix o10
nicht durch eine Verschiebung dieses Restes in Richtung Ham erkldrt werden.
Interessanterweise zeigt die Struktur der nativen Kristalle (c-Achse = 178 A) die bereits in

der MAD-Struktur (c-Achse = 161 A) beobachtete Koordination des Him a3 Eisens.
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Abb. 35: Aktives Zentrum im 172 A - Kristallzustand

Stereodarstellung des binuklearen Him a; / Cug Zentrums einschlieBlich der 2Fg,s-Fcarc
Elektronendichtekarte (blau: konturiert bei 1,0 o) des verfeinerten Modells. Das Him ist in
orange und die Histidin-Liganden sowie das zum His-233 kovalent gebundene Tyr-237 sind in
griin als Stabmodelle dargestellt. Die F,-F.,. Elektronendichtekarten fiir den Briickenliganden
zwischen dem Ham-Eisen und dem Cug-Atom (Wat-15) sowie fiir ein weiteres Sauerstoffatom
(Wat-16) zwischen dem H@m-Eisen und dem axialen Hadm-Liganden His-384 sind in griin
dargestellt und bei 5,0 o konturiert. Diese Abbildung wurde in MAIN (Turk, 1992) erstellt.

4.3 Diskussion

4.3.1 Kristalltransformation und Kryokristallographie
Die Existenz verschiedener Kristallzustinde oder Kristallformen, die sich durch

Dehydratisierung, Anderungen im pH-Wert, Uberfiihrung in einen Puffer von hoherer
PEG-Konzentration oder einer Kombination dieser Variationen in einander liberfiihren
lassen, ist fiir verschiedene Systeme beschrieben. Diese Transformationen fithren entweder
zu einer Symmetriednderung des Kristalls (Huxley & Kendrew, 1953; Salunke et al., 1985;
Weiss & Hilgenfeld, 1999), zu einer hoheren Ordnung und damit zu einer gesteigerten
Streuleistung (Schick & Jurnack, 1994; Stammer et al., 1994; Kawashima et al., 1996;
Esnouf ef al., 1998), einer geringeren Strahlenschiddigung der Kristalle (Zhang &
Eisenberg, 1994) oder einer Kombination dieser Effekte (Cramer & Miiller, 1997). Die
meisten Beispiele lassen sich auf eine Verdnderung des Solvensgehaltes im Kristall und
damit auf einen primdren Dehydratisierungseffekt zuriickfiihren. Fiir eine detailliertere

Diskussion des Transformationsverhaltens von Proteinkristallen siehe Kiefersauer (1998).

Bereits die hohe Variabilitidt der Zellabmessungen im nativen Zustand der ba3-Oxidase

Kristalle (sieche 4.2.2) lieB nur relativ geringe Kristallpackungskréfte erwarten. Die
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Verwendung von Ol als Diffusionsbarriere fiir das Kristallwasser stellt eine technisch
einfach zu realisierende Methode zur Untersuchung von Kristalltransformationen dar, tiber
die das entsprechende Verhalten der bas-Oxidase Kristalle urspriinglich entdeckt wurde.
Obwohl sich die Transformationgeschwindigkeit in gewissen Grenzen iiber die Dicke und
chemische Zusammensetzung der Olschicht beeinflussen 14Bt, ist die gezielte
Transformation von Kristallen nur schwer reproduzierbar. Dies ist vor allem auf die starke
Abhiéngigkeit der Transformation von der Kristallumgebung sowie den Einflufl der
chemischen Natur des Ols auf den Kristall zuriickzufiihren. Des weiteren fiihrt diese
Methode zu einer kontinuierlichen Dehydratisierung des Kristalls, die nur durch das

Frieren der Kristalle gestoppt werden kann.

Die Verwendung des unter 4.1.2.2 beschriebenen Apparates zur gezielten
Feuchteregulierung des den Kristall umgebenden Luftstromes (Kiefersauer, 1998)
ermoglichte eine systematische Charakterisierung des Transformationsverhaltens der
Kristalle. Hierbei kann sowohl die Luftfeuchtigkeit selbst als auch die Kinetik, mit der die
Dehydratisierung (bzw. Rehydratisierung) erfolgen soll, ohne den chemischen Einfluf3
weiterer Substanzen frei gewihlt werden. Dies stellt einen groen Vorteil gegeniiber der
Verwendung von Salzlosungen zur Einstellung der relativen Luftfeuchte (Huxley &
Kendrew, 1953; Salunke, et al., 1985) bzw. dem Umlegen der Kristalle in einen Puffer mit
erhohten Konzentrationen an wasserentziehenden Chemikalien (z.B. PEG: Schick &
Jurnack, 1994; Kawashima et al., 1996; Cramer & Miiller, 1997; Weiss & Hilgenfeld,
1999) dar.

Das Verhalten der ba;-Oxidase Kristalle in Abhédngigkeit vom Solvensgehalt bzw. der
relativen Feuchte der direkten Umgebung kann in zwei unterschiedliche Bereiche unterteilt
werden (Tab. 7). Vom ,nativen” Zustand der Kristalle (c-Achse > 178 A) zum ersten
Streuoptimum (c-Achse = 172 A) findet ein kontinuierlicher Ubergang statt, der nicht von
der Kinetik der Transformation abhéngig ist. Eine Reduktion der Luftfeuchtigkeit und
somit des Solvensgehaltes im Kristall fiihrt in diesem Bereich zu einer kontinuierlichen
Reduktion der Zellabmessungen und einer ebenfalls kontinuierlichen Zunahme der
Streuleistung. Am Ende dieses kontinuierlichen Bereiches (erstes Streuoptimum, c-Achse

=172 A) zeigen die Kristalle die beste Streuleistung.
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Tab. 7: Kristallzustinde der bas;-Oxidase

Kristallzustand: Kristallzustand: Relative Luftfeuchtigkeit [%] "
c-Achse [A] Experimentelle Beobachtung  (Differenz zum nativen Zustand)
176 — 178 Native Kristalle: 0,0

Kapillarmessungen
Feuchtigkeitsregelung

Gleichgewicht
Gradient
(1 1]
N Kontinuierlicher Ubergang
(1 1]
172 Erstes Optimum: 1,8-2,0

Feuchtigkeitsregelung
Gleichgewicht
Gradient

166 Zweites Optimum: 4,8-5,0
Feuchtigkeitsregelung
Gradient
Olmethode

160 Drittes Optimum: 9,0-11,5
Feuchtigkeitsregelung
Gradient
Olmethode

158 Relatives Optimum: ca. 25
Feuchtigkeitsregelung
Gradient

(155) Gefrorener Kristall: ¥
Olmethode

* Da die absolute Kalibrierung der relativen Luftfeuchtigkeit bei Werten nahe 100 % sehr
schwierig ist, sind die Luftfeuchtigkeitswerte als Differenz zur relativen Luftfeuchtigkeit
des 178 A Zustandes angegeben. Dieser Zustand wurde somit als ,,nativ** definiert, und liegt
bei ca. 97,5 £1,0 % relativer Luftfeuchtigkeit.

+  Wert nicht verfiigbar, da diese Zellabmessung bisher nur mit der Olmethode beobachtet
wurde.

Die weitere Reduktion des Solvensgehaltes fiithrt in Abhéngigkeit von der Kinetik der
Transformation entweder zu einer irreversiblen Schiadigung des Kristallgitters oder dem
Durchlaufen mehrerer bevorzugter Kristallzustande (Tab. 7, Abb. 21). Diese entsprechen
jeweils einem relativen Optimum an Streuleistung und charakteristischen Zellkonstanten.
Die Anderung der Zellabmessungen in Abhingigkeit von der Luftfeuchtigkeit ist im
Rahmen der MeBgenauigkeit eine stetige und bei vergleichbaren Feuchteprofilen
eindeutige Funktion der Luftfeuchtigkeit, die allerdings gewisse Hysterese-Effekte zeigt.
Das Auftreten von Diskontinuititen, wie fiir das Transformationsverhalten von Kristallen
der HIV-1 Reversen Transkriptase (Esnouf et al., 1998) beschrieben, kann fiir diesen
Bereich jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Streuleistung der Kristalle an den
bevorzugten Zustidnden ist hierbei stark von der Kinetik der Transformation abhéngig. Eine

zu langsame Dehydratisierung der Kristalle fiihrte zu schwicher ausgepragten Optima
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bzw. zu einer irreversiblen Kristallschdadigung. Unter einer geeigneten Kinetik ist dieses
Transformationsverhalten vollstédndig reversibel. Hierbei waren selbst Kristalle, die einer
relativen Luftfeuchtigkeit von nur 30 % ausgesetzt wurden, nach Equilibrierung bei einer
den nativen Kristallen entsprechenden Luftfeuchte von diesen nicht zu unterscheiden. Die
Zellabmessungen von Kristallen die nach der Olmethode oder entsprechend 4.1.2.2
gefroren wurden, entsprechen mit kleinen Variationen stets einem dieser bevorzugten

Kristallzustinde.

Bei Kristallen, die eine c-Achse von mehr als 178 A aufweisen, nimmt die Streuleistung
mit steigendem Losungsmittelgehalt, d.h. bei entsprechend hoherer Luftfeuchtigkeit, sehr
schnell ab. Fiir die weitere Betrachtung des Transformationsverhaltens sowie fiir die
strukturelle Charakterisierung der verschiedenen Kristallzustinde werden daher die
Kristalle mit einer c-Achse von 178 A als , nativ** angesehen. Die Streuleistung von nicht
transformierten (d.h., frisch gewachsenen) Kristallen ist jedoch meist deutlich schlechter

(siehe auch 4.2.1).

Die Aufnahme kompletter Datensdtze bei drei verschiedenen Kristallzustdnden
ermoglichte eine strukturelle Charakterisierung der Transformation. Im Bereich der
kontinuierlichen Transformation (c-Achse > 172 A) findet eine ungehinderte Anniherung
der Molekiile statt, die zu einer Zunahme an intermolekularen Wechselwirkungen fiihrt.
Die Zunahme der Streuleistung ld6t sich aus der erhohten Packungsdichte, d.h. der
Zunahme an innerer Ordnung im Kristall erkldaren. Die weitere Reduktion des
Solvensgehaltes und die damit verbundene weitere Annédherung der Molekiile im
Kristallgitter fithrt zur Kollision einiger Bereiche der Molekiile. Die Anzahl der
beobachteten intermolekularen Wechselwirkungen erhoht sich fiir diese bei geringerem
Solvensgehalt liegenden Streuoptima im Vergleich zum ersten Streuoptimum nur noch
gering. Die starke Abhéngigkeit der Streuleistung von der Kinetik der Transformation kann
durch verschiedene strukturelle Effekte der Molekiilkollisionen erkldrt werden. Bei einer
schnellen Dehydratisierung werden wihrend der beschriebenen Anndherung der Molekiile
relativ rasch starke Spannungen an den kollidierenden Molekiilbereichen aufgebaut. Dies
fithrt zu einer lokalen Verschiebung einzelner Aminoséduren innerhalb der Kristallpackung
und erlaubt die weitere, ungehinderte Annéherung der Molekiile. Die rdumlich begrenzte
Abnahme der Ordnung an den kollidierenen Molekiilbereichen geht aufgrund der

vergroflerten Packungsdichte mit einer hoheren Ordnung im verbleibenden Teil des
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Kristallgitters einher. Findet die Dehydratisierung unter einem geringeren Gradienten der
Feuchteénderung statt, werden die Spannungen an den kollidierenden Molekiilbereichen
deutlich langsamer aufgebaut. Aufgrund von Gleichgewichtseffekten, die auf einer
langeren Zeitskala ablaufen, tibertrdgt sich die Deformationsenergie auf groflere Bereiche
der Molekiile, was zur Zerstorung der Kristallpackung fiihrt. Dieses Verhalten entspricht
zwel verschiedenen Pfaden in der Energielandschaft der Reaktion des Kristalles auf die
Dehydratisierung. Der zur Zerstorung der Kristallpackung fithrende Weg ist hierbei
kinetisch gehemmt. Nur bei einer ausreichend schnellen Feuchtednderung kann die hohere
Aktivierungsenergie iiberwunden werden, welche die Barriere zu den Streuoptima mit

kleineren Zellabmessungen bildet.

Die Kristallsymmetrie bleibt wéhrend der Transformation unverdndert. Die Notwendigkeit
einer ausreichend schnellen Anderung der Kristallumgebung fiir eine erfolgreiche
Transformation wurde bereits fiir die durch einen Pufferaustausch herbeigefiihrte
Umwandlung von Kristallen der Ribulose-1,5-Biphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(RuBisCo) beobachtet (Zhang & Eisenberg, 1994).

Fiir das erfolgreiche Frieren von Proteinkristallen ist es notwendig, die Ausbildung von
kristallinem Wasser im Kristall oder im umgebenden Puffer zu verhindern (Hope, 1990;
Rodgers, 1994). Dies wird in der Regel durch Verwendung von Frostschutzmitteln im den
Kristall umgebenden Puffer sowie rasches Frieren (,,flash-cooling®) erreicht. Hierbei geht
der Puffer in einen metastabilen Glaszustand iiber, ohne dal3 die Kristallordnung durch die
sonst auftretende Ausdehnung der wiBrigen Phase wihrend des Frierens zerstort wird. Im
Fall der ha3-Oxidase Kristalle erwies sich die Verwendung von wéBrigen Puffern als nicht
erfolgreich. Es kam beim Frieren stets zu einem Zusammenbruch des Kristallgitters, auch
wenn die Eisbildung im Puffer selbst verhindert werden konnte. Dies 146t sich aufgrund
der bereits oben beschriebenen geringen Kristallpackungskrdfte und des hohen

Solvensgehaltes der nativen Kristalle verstehen.

Durch die Verwendung von Ol als Kryopuffer ist die Eisbildung, welche zur Zerstorung
der Kristalle fithren wiirde, nur noch im Solvensbereich der Kristalle moglich.
Systematische Frierversuche mit Kristallen die sich in einem der bevorzugten Zustédnde
befanden (siehe Tab. 7) haben gezeigt, daB3 die Kristallordnung der nativen Kristalle durch
das Frieren immer zerstort wurde und daB3 die beim Schockgefrieren auftretende

Unordnung im Kristallgitter um so geringer wurde, je niedriger der Solvensgehalt der
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Kristalle war. Der Entzug von Kristallwasser wihrend der Transformation fiihrt im Kristall
zur Verkleinerung der Bereiche an ,,bulk-solvens® und zur Erh6hung der Konzentration an
16slichen Bestandteilen des Kristallisationspuffers. Dies verlangsamt die Ausbildung von
kristallinem Eis und ermoglicht bei einer ausreichend schnellen Abkiithlung den
gewiinschten Ubergang in die Glasphase. Leider konnten die Kristalle im ersten Optimum
(c-Achse = 172 A), die die beste Streuleistung zeigen, bisher noch nicht erfolgreich
gefroren werden. Nach der Transformation der Kristalle auf eines der bei niedrigerer
Feuchte liegenden Optima (insbesondere das dritte Optimum bei einer c-Achse von 160 A)
ist das Schockfrieren jedoch reproduzierbar moglich. Leider zeigten diese Kristalle vor
dem Frieren eine um ca. 0.3 A schlechtere Streuleistung als im ersten Optimum. Die
Zellabmessungen der mit der Olmethode transformierten und anschlieBend gefrorenen
Kristalle entsprachen ebenfalls mit geringen Variationen stets einem der niedriger
liegenden Streuoptima. In jedem Fall fiihrte das Schockfrieren zu einer weiteren
Verkleinerung der Zellabmessungen von bis zu 3 A im Vergleich zum ungefrorenen

Kristall.

Fiir die Vermessung von Proteinkristallen am Synchrotron ist es von groem Vorteil, wenn
diese bereits schockgefroren und in einem Standard ,,cryo-loop* montiert sind. Im Rahmen
der hier beschriebenen Untersuchungen zum Transformationsverhalten der Kristalle der
bas-Oxidase fand eine Weiterentwicklung des beim ,,Freemounting System* (Kiefersauer,
1998) benutzten Kristallhalters statt. Die Kristalle werden mit Ol in einem ,.cryo-loop*
montiert und tiber einen Luftstrom geregelter Luftfeuchtigkeit gezielt transformiert. Nach
dem Schockfrieren ist dieser Zustand stabil und die Kristalle konnen zusammen mit dem

»cryo-loop* in der gewohnten Form transportiert werden.

Die verinderte Koordination des Hdm a3 im 172 A Kristallzustand (erstes Optimum, siehe
4.2.8) ist klar in der Elektronendichtekarte belegt, jedoch ist eine befriedigende
Interpretation bisher noch nicht moglich. Das zweite Wassermolekiil in der
Koordinationssphdre des Hém-Eisens und damit verbunden die lédngere Fe-His-385
Bindung wurde nur im Kristall des ersten Streuoptimums (c-Achse = 172 A) gefunden. Da
sowohl bei hoherem als auch bei niedrigerem Solvensgehalt diese Strukturvariation nicht
auftritt, scheiden reine Dehydratationseffekte als mogliche Erkldarung aus. Hierbei ist zu
beachten, daB sich die Auflssungen der drei Strukturen deutlich unterscheiden (3,2 A, 2.8

A und 2,4 A). Der Briickenligand zwischen dem Hém a; Eisen und dem Cug, sowie das im
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172 A Kristallzustand auftretende zusitzliche Wassermolekiil zeigen vergleichbare B-
Faktoren und sind in den entsprechenden Elektronendichtekarten stets sehr gut definiert.
Falls dieses zusitzliche Wassermolkiil auch im 178 A Kristallzustand vorhanden wire,
sollte es somit in der entsprechenden Elektronendichtekarte sichtbar sein. Die Analyse der
Entfernung zwischen dem H&m a; Eisen und dem axialen Liganden, His-385, a6t
ebenfalls auf die ausschlieBliche Prasenz dieses verdnderten Bindungsmodus des Him a3
im 178 A Kristallzustand schlieBen. Wahrscheinlich existieren zwei verschiedene
Korrdinationsmoglichkeiten fiir das Hdm a3, wobei eine biologische Relevanz oder
mechanistische Bedeutung des doppelt iiber Wasser koordinierten Hams, wie im 172 A

Kristallzustand beobachtet, bisher nicht festgelegt werden kann.

4.3.2 Vergleich zu anderen Cytochrom-c Oxidasen
Trotz der geringen Homologie der Priméstrukturen (< 20 % Identitdt; Keightley er al.,

1995) sind in der baz-Oxidase die meisten Sekundarstrukturelemente der Untereinheiten I
und II sowie die Aminosiduren, welche fiir die Koordination der Kofaktoren verantwortlich
sind, zu den bereits bekannten Strukturen der Cytochrom-c Oxidasen aus P. denitrificans
(Iwata et al., 1995; Ostermeier et al., 1997) und dem Rinderherz (Tsukihara et al., 1995,
1996; Yoshikawa er al., 1998) konserviert. Ein detaillierter Vergleich zeigt strikt
konservierte Sequenzmotive und vergleichbare strukturelle Eigenschaften, die auf eine
funktionelle Bedeutung dieser Bereiche fiir alle terminalen Hé&m-Kupfer-Oxidasen
hinweisen. Weiterhin wurden klare Unterschiede gefunden, welche die besonderen
Eigenschaften der has-Oxidase, insbesondere ihre Aktivitdt bei hohen Temperaturen und
geringem Sauerstoffgehalt im Medium (Keightley et al., 1995; Soulimane et al., 1997;
Giuffre et al., 1999), erklaren konnen.

Die Prisenz einer dreizehnten Transmembranhelix in der Untereinheit I der bas-Oxidase ist
ein wesentlicher Unterschied im Vergleich zu anderen Enzymen der Oxidase-Superfamilie,
die normalerweise nur 12 Transmembranhelices in dieser Untereinheit aufweisen. Diese
dreizehnte Helix zeigt keine Ubereinstimmung mit den 22 Transmembranhelices der
Oxidase aus P. denitrificans oder den 28 o-Helices der Rinderherzoxidase. Eine genaue

Funktion konnte dieser Helix bisher noch nicht zugeordnet werden.

Durch die Aufkldrung der Struktur der bisher als aus zwei Untereinheiten bestehend

beschriebenen bas3-Oxidase konnte eine weiter Untereinheit Ila gefunden werden. Sie
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bildet eine o-Helix und ersetzt die in diesem Enzym nicht vorhandene erste
Transmembranhelix der Untereinheit II. Die SoxB-Type Cytochrom-¢ und Chinol
Oxidasen aus Sulfolobus acidocaldarius und Natronobacterium pharaonis bilden
entsprechend ihrer Primérstruktur ebenfalls nur eine Transmembranhelix in Untereinheit I1.
Interessanteweise besitzen diese beiden Oxidasen auch eine weitere, kleine Untereinheit,
die fir diese Enzyme als SoxD bzw. Untereinheit IV bezeichnet wurde (Liibben et al.,
1992; Mattar & Engelhard, 1997). Die Sequenz dieser kleinen Untereinheit aus M.
pharaonis zeigt eine Identitdt von 38 % im Vergleich zur Untereinheit Ila der bas;-Oxidase.
Die Priasenz der ersten Transmembranhelix von Untereinheit II, bzw. einer anderen
Untereinheit, welche die rdumliche Position dieser Helix einnimmt, scheint fiir die
Funktionalitdt der Ham-Kupfer-Oxidasen essentiell zu sein. Eine genaue Funktion konnte

auch hier bisher nicht zugeordnet werden.

4.3.3 Mechanistische Betrachtungen
Trotz der bekannten strukturellen Daten (Iwata et al., 1995; Tsukihara ef al., 1995; 1996;

Ostermeier et al., 1997; Yoshikawa et al., 1998) sowie vieler spektroskopischer,
kinetischer und Mutagenesedaten (Kitagawa & Ogura, 1997; Gennis, 1998a; Michel,
1998a) sind die Details des katalytischen Mechanismus der Hém-Kupfer-Oxidasen
beziiglich der Sauerstoffchemie, der Protonenpumpaktivitdt und des Elektronentransfers
bisher nur unzureichend verstanden und werden kontrovers diskutiert (Gennis, 1998b;
Michel, 1998b; Michel, 1999; Verkhowsky et al., 1999). Der Mechanismus der
Sauerstoffchemie der ba;-Oxidase sollte dem der anderen Oxidasen sehr dhnlich sein, da
sowohl die zentralen Eigenschaften des aktiven Zentrums als auch die katalysierte
Reaktion identisch sind. Weiterhin sind die beiden moglichen intramolekularen
Elektronentransferwege in allen drei strukturell bekannten Oxidasen konserviert (siehe
auch 4.3.3.1). Im Gegensatz dazu weisen die Unterschiede in den kinetischen und
spektroskopischen Charakteristika (Einarsdottir et al., 1989; Surerus et al., 1992;
Woodruff, 1993; Soulimane et al., 1997; Kannt ef al., 1998; Giuffre et al., 1999; Siletskiy
et al., 1999a) und die spezifischen Bedingungen, unter denen die ba3-Oxidase arbeitet, auf
gewisse Unterschiede beziiglich der Protonenpumpaktivitit, des katalytischen Verhaltens

und der Bindung von Sauerstoff hin.
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4.3.3.1 Inter- und intramolekularer Elektronentransfer
Die Ubertragung der Elektronen vom Cytochrom-css; zum terminalen Akzeptor, dem

molekularen Sauerstoff, kann in zwei Schritte unterteilt werden. Diese bestehen aus dem
intermolekularen Elektronentransfer vom Cytochrom-c zum primédren Akzeptor, dem
Cup-Zentrum, sowie dem weiteren Transport zum aktiven Zentrum und damit zum
Sauerstoff. Die am Elektronentransfer beteiligten Metallzentren sind in allen bekannten
Cytochrom-c Oxidasen konserviert. Insbesondere in Bezug auf den ersten Schritt zeigt die

bas-Oxidase jedoch gewisse Unterschiede zu anderen Cytochrom-c Oxidasen.

Der erste Schritt wird als bimolekulare Reaktion durch die Ausbildung des
Elektronentransferkomplexes zwischen dem 16slichen Cytochrom-c und der
periplasmatischen Doméne von Untereinheit II der Cytochrom-c Oxidase ermoglicht (Hill,
1991). Dieser Komplex wird im Fall der has-Oxidase und ihres Substrates Cytochrom-css»
in der Hauptsache durch hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert, wihrend fiir die
Cytochrom-c Oxidasen aus P. denitrificans und dem Rinderherz die komplementire
Ladungsverteilung auf den wechselwirkenden Oberflachen auf einen deutlich hoheren
Anteil von elektrostatischen Wechselwirkungen schlieBen 146t. Diese strukturellen
Aussagen korrelieren sehr gut mit Studien des intermolekularen Elektronentransfers in
Abhingigkeit von Temperatur, lonenstirke des Reaktionspuffers und elektrostatischer
Ladung des Elektronendonors (Giuffré et al., 1999). Sie erkldren weiterhin die beobachtete
Spezifitat, mit der die ba3-Oxidase ihr Substrat, das Cytochrom-css;, im Vergleich zu
anderen Cytochromen-c bevorzugt (Soulimane et al., 1997). Fiir die P. denitrificans und
Rinderherzoxidasen werden die Aminosiuren Trp-121" und Tyr-122" als mogliche Reste
fiir diesen intermolekularen Elektronentransfer diskutiert (Witt er al., 1998a), die in der
baz-Oxidase in ihrer rdumlichen Lage durch Phe-86 und Phe-88 ersetzt sind. Alternativ
kann dieser Elektronentransfer aufgrund der relativ kurzen Distanz von ca. 10-15 A
zwischen den wechselwirkenden Redox-Zentren auch durch reine quantenmechanische

Tunneleffekte beschrieben werden (Moser ef al., 1992; Page et al., 1999).

Der intramolekulare Elektronentransfer vom Cua-Zentrum zum aktiven Zentrum der
bas-Oxidase scheint im Vergleich zu den Cytochrom-c Oxidasen aus P. denitrificans und
dem Rinderherz strikt konserviert zu sein. Die Aminosiduren, die den iiber Him b und
Hém a5 fuihrenden, klassischen Elektronentransferweg zum aktiven Zentrum beschreiben

(Iwata et al., 1995; Tsukihara et al., 1996), sind in der bas-Oxidase konserviert. Aufgrund
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des Abstandes zwischen den beteiligten Redox-Zentren kann im Rahmen der Diskussion
von Page er al. (1999) jedoch auch hier ein auf quantenmechanische Tunneleffekte

beruhender Mechanismus beschrieben werden.

Die aktuellen Vorstellungen beziiglich des Reaktionsmechanismus am aktiven Zentrum der
Cytochrom-c¢ Oxidasen (Babcock & Wikstrom, 1992; Hill, 1994; Michel, 1998b)
erfordern, dall mindestens eines der fiir die Sauerstoffreduktion benétigten Elektronen vom
Cug-Atom auf den terminalen Elektronenakzeptor O, iibertragen wird. Der im Rahmen der
Struktur der bas3-Oxidase identifizierte zweite Elektronentransferweg, der vom
Cua-Zentrum direkt zum Cup-Atom des aktiven Zentrums fithrt und auch in den anderen
strukturell charakterisierten Cytochrom-c Oxidasen konserviert ist, konnte die
entsprechende Versorgung des Cug-Atoms mit Elektronen iibernehmen. Aufgrund des
relativ langen Abstandes zwischen dem Cus-Zentrum und dem Cup-Atom von 21,6 A ist
eine Beschreibung aufgrund von reinen quantenmechanische Tunneleffekten hier jedoch
nicht moglich (Page et al., 1999). Zur funktionellen Bestdtigung dieses Elektronen-

transferweges sind weitere experimentelle Daten notwendig.

4.3.3.2 Aktives Zentrum und Sauerstoffchemie

Die korrekte Beschreibung des Briickenliganden zwischen den beiden Metallen des aktiven
Zentrums im oxidierten Zustand der Ham-Kupfer-Oxidasen ist fiir die Aufkldrung des
Mechanismus dieser Enzyme von grofBer Bedeutung (Michel, 1998b). In der
Kristallstruktur des ,.resting state* der Rinderherzoxidase wurde dieser Ligand als Peroxo-
Spezies (0-O%) beschrieben (Yoshikawa et al., 1998), wihrend fiir die Struktur der
Cytochrom-c¢ Oxidase aus P. denitrificans die Prisenz von zwei Liganden, einem
Wassermolekiill am Ham a3 Eisen und einem {iber eine Wasserstoffbriicke gebundenen
Hydroxidion am Cug, bevorzugt wurde (Ostermeier et al., 1997). Diese beiden Modelle
wurden flir die Struktur der bas-Oxidase untersucht. Sie fiihrten jedoch zu einer deutlich
schlechteren Ubereinstimmung mit der beobachteten Elektronendichteverteilung und
ergaben wéhrend der Verfeinerung sehr hohe B-Faktoren fiir das zweite Sauerstoffatom
(33,4 A? fir das hier beschriebene Cug-OX-Fe Modell; 34,6 A und 51,3 A? fiir das
Cug-O-O-Fe Modell; 31,7 A* und 58,1 A? fiir das H,O / OH™ Modell). Kiirzlich publizierte
elektrochemisch induzierte UV/VIS Differenzspektren (Hellwig et al., 1999) zeigen
weiterhin, da3 im oxidierten Zustand der ba3-Oxidase die Prasenz eines Peroxy-Liganden

unwahrscheinlich ist. Fiir die Etablierung eines Reaktionsmechanismus der bas-Oxidase
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kann man somit davon ausgehen, daB3 in deren oxidiertem Zustand der Briickeligand am
aktiven Zentrum durch eine Spezies gebildet wird, die aus einem Sauerstoffatom besteht.
Aufgrund der Abstinde zu den beiden Metallen von ca. 2,3 A scheint weiterhin die Prisenz
eines koordinativ gebundenen Wassermolekiils oder Hydroxidions wahrscheinlicher als

eine kovalent gebundene p-Oxo-Spezies.

Der im folgende vorgeschlagene Reaktionsmechanismus (Abb. 36) basiert auf dem
aktuellen Verstidndnis des katalytischen Zyklus der Ham-Kupfer-Oxidasen (Babcock &
Wikstrom, 1992; Kitagawa & Ogura, 1997; Ostermeier et al., 1997; Gennis, 1998c;
Michel, 1998b; Yoshikawa et al., 1998) und beriicksichtigt die strukturellen und
kinetischen Unterschiede, welche fiir die bas-Oxidase beobachtet wurden.
Dementsprechend ist der oxidierte Zustand der ba3-Oxidase (O) durch die Priasenz von nur
einem Wassermolekiil oder Hydroxidion zwischen den beiden Metallen am aktiven
Zentrum charakterisiert. Eine zwei Elektronen Reduktion, die zur Aufnahme von zwei
Protonen von der cytoplasmatischen Seite der Membran gekoppelt ist, bereitet das aktive
Zentrum zum Binden von Sauerstoff vor. Die im oxidierten Zustand gebundene Sauerstoft-
spezies wird in diesem Schritt als Wasser abgespalten, was im reduzierten, Sauerstoff
gebundenen Zustand des Enzyms resultiert (R oder A). In Abhéngigkeit von der Natur des
Briickenliganden im oxidierten Zusand des Enzyms (O) werden ein oder zwei Protonen in
der Ndhe des aktiven Zentrums gebunden (B-H). Der weitere Reaktionsverlauf ist sehr
schnell, da dieser Zustand des Enzyms fiir keine der Oxidasen bisher beobachtet wurde und
er unter Umstdnden auch kein wirkliches Intermediat darstellt. Von jedem der beiden
Metalle im aktiven Zentrum wird ein Elektron auf den Sauerstoff tibertragen, was zum
Peroxid Redoxzustand des Sauerstoffs (O,”) fiihrt. Dieser Schritt wird durch den Transfer
von einem Wasserstoffatom des Tyr-237 und den Bruch der O-O Bindung {iber eine
Radikalreaktion vervollstédndigt (Gennis, 1998a; Buse et al., 1999; Chen et al., 1999;
MacMillan et al., 1999). Der resultierende Zustand des Enzyms (P) ist durch die
Radikalform des Tyr-237 charakterisiert, welche durch den aromatischen Charakter dieser
Aminoséureseitenkette und die kovalente Bindung zum His-233 stabilisiert wird. Durch
den Transfer eines Elektrons vom Him a; Eisen zum zweiten Sauerstoffatom befindet sich
dieses Metall im Ferryl-Oxidationszustand (Fe'). Das primir gebildete Hydroxidion am
Cup kann unter Bildung von Wasser mit einem Proton reagieren. Der weitere Verlauf der
Reaktion beinhaltet die Reduktion des Systems durch ein Elektron, gekoppelt zur

Aufnahme eines weiteren Protons vom Cytoplasma, wodurch das Tyr-237 wieder
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hergestellt wird. Es entsteht die wahre Ferryl-Form des Enzyms (F). Ein oder kein Proton
sind in Abhédngigkeit von der Natur des Briickenliganden im oxidierten Zustand der
bas-Oxidase (O) jetzt in der Ndhe des aktiven Zentrums gebunden. Reduktion durch das
vierte Elektron und die Aufnahme eines weiteren Protons fiihrt zur Konversion von Fe'¥ zu
Fe'' und der Freisetzung des zweiten Wassermolkiils, entsprechend der Bildung des
oxidierten Zustandes des Enzyms (O). Aufgrund der limitierten spektroskopischen Daten
fiir die ha3-Oxidase, kann nicht ausgeschlossen werden, dal} dieses zweite Wasser bereits

wihrend des P->F Uberganges freigesetzt wird.
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Abb. 36: Mechanismus der Sauerstoffchemie in der bas-Oxidase

Schematische Darstellung des vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus am aktiven Zentrum
der ba;-Oxidase basierend auf dem aktuellen Verstdndnis der Sauerstoffchemie in den
Ham-Kupfer-Oxidasen und den spezifischen Eigenschaften der ba;-Oxidase. Fiir eine néhere
Erklarung siehe Text.

Dieser Gesamtprozel3 ist mit dem Pumpen von zwei Protonen gekoppelt (Kannt et al.,
1998), was durch die Aufnahme von zwei weiteren Protonen von der cytoplasmatischen
Seite der Membran und deren Freisetzung auf der periplasmatischen Seite realisiert wird.
Wenn diese beiden Prozesse nicht zur selben Zeit stattfinden, werden weitere Protonen in

der néhe des aktiven Zentrums gebunden.
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4.3.3.3 ,,Wasserpool*
Wie bereits unter 4.2.7 beschrieben ist die als ,,Wasserpool* bezeichnete Ansammlung von

mehreren Wassermolekiilen in einer Kavitédt oberhalb der Him Propionate in allen bisher
strukturell bekannten Cytochrom-c Oxidasen konserviert. Diese Ansammlung von
Wassermolekiilen wurde ebenfalls fiir die Struktur der P. denitrificans Cytochrom-c
Oxidase beschrieben und eine mogliche Funktion als Teil des/der ,,proton exit channel(s)
wurde zusammen mit Mutagenesedaten diskutiert (Ostermeier et al., 1997; Puustinen &
Wikstrom, 1999). In Anbetracht dieser Mutagenesedaten, der Lage dieses ,, Wasserpools*
in direkter Verbindung zu den Hadm-Propionaten und der Prdsenz von ausgeprigten
Kandlen, die ihn mit dem periplasmatischen ,,bulk-solvens® verbinden, scheint eine
mogliche Funktion als primérer Akzeptor sowohl von gepumpten Protonen als auch von
Wassermolekiilen, die am aktiven Zentrum gebildet werden, sinnvoll. Neben diesen
Kandlen, die auch in den anderen strukturell bekannten Cytochrom-c¢ Oxidasen an
dhnlichen oder alternativen Positionen im Molekiil existieren, deutet auch der generell
starker ausgeprdgte hydrophile Charakter der periplasmatischen Doméne von
Untereinheit Il auf ein schnelles Gleichgewicht mit dem periplasmatischen ,,bulk-solvens

hin.

In diesem Zusammenhang ist der Vergleich der Geschwindigkeit eines solchen
Gleichgewichtes mit der katalytischen Aktivitdt der Cytochrom-c Oxidasen interessant,
was unter Annahme von Diffusionsprozessen fiir den Austausch von Wasser in erster
Néherung berechnet werden kann. Das geometrische Mittel der Strecke x, die Teilchen
aufgrund von Diffusion in Abhéngigkeit von der Zeit ¢ zuriicklegen, 148t sich entsprechend
Gleichung (19) berechnen:

19
x(1)=2 Dyt (1%

Fiir den Diffusionkoeffizient von Wasser durch eine Proteinmatrix sind leider nur wenige
Arbeiten in der Literatur verfiigbar. Wright er al. (1992) haben ihn unter Verwendung von
Fluoreszenzquenching-Experimenten zu Dg = 10""° cm? s™ bestimmt. Sofern dieser Wert in
der richtigen GroBenordnung liegt, ergibt sich bei einer mittleren Wegstrecke von x =25 A
(der Abstand vom ,,Wasserpool“ zum periplasmatischen ,,bulk-solvens® variiert zwischen
15 und 25 A) die mittlere Zeit fiir die Diffusion eines Wassermolekiils iiber diese Strecke

zu t=5-10" s. Enstprechend kann ein solcher DifussionsprozeB in der GréBenordnung von
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2-10° pro Sekunde stattfinden. Dieser ProzeB ist somit deutlich schneller, als die kinetische
Konstante (,,turnover-number®) der Cytochrom-c Oxidasen (fiir die bas-Oxidase betragt
Kmax = 250 s'l; Soulimane et al., 1997) und die biologisch relevante ,,turnover-number*,
welche in der GroBenordnung von nur 20 s liegt (Ferguson-Miller et al., 1976). Die
Priasenz der oben angesprochenen Kanile, die den ,Wasserpool® mit dem
periplasmatischen ,,bulk-solvens* verbinden, fiihrt zu einem noch schnelleren Austausch
zwischen ,,Wasserpool* und ,.bulk-solvens®. Unter diesen Annahmen kann somit fiir den
Austausch von Wassermolekiilen mit Sicherheit und fiir den Austausch von Protonen mit
hoher Wahrscheinlichkeit von einem schnellen Gleichgewicht zwischen dem

»Wasserpool“ und dem periplasmatischen ,,bulk-solvens* ausgegangen werden kann.

Die Prisenz eines solchen schnellen Gleichgewichtes hat entscheidende Auswirkungen auf
die Interpretation von zeitaufgelosten Transmembranpotentialmessungen. Aufgrund des
schnellen Austausches befindet sich der ,,Wasserpool* auf dem gleichen Potential wie das
periplasmatische ,.bulk-solvens®. Da seine Position innerhalb der Cytochrom-c Oxidasen
unterhalb der Grenzfliche zwischen Membran und ,bulk-solvens™ liegt, ist die
periplasmatische Grenze des Transmembran-Dielektrikums, welches die waBrigen Phasen
auf beiden Seiten der Membran trennt, somit von der periplasmatischen Grenzflache der
Membran in Richtung Cytoplasma verschoben. Somit dndert sich auch die Position der
Metallzentren von Untereinheit I in Relation zum Transmembran-Dielektrikum.
Ladungsverschiebungen, die nur einen Teil des Dielektrikums durchqueren, fithren zu
einer meBbaren Anderung des Transmembranpotentials, welche dem Verhiltnis von
durchquerter Strecke zu Dicke des Dielektrikums proportional ist. Somit ist die Lage der
Metallzentren von Untereinheit I innerhalb des Transmembrandielektrikums von groBer
Bedeutung fiir die Zuordnung der einzelnen Elektronen- und Protonentransferschritte im
katalytischen Zyklus zu den beobachteten Anderungen des Transmembranpotentials
(Hinkle & Mitchell, 1970; Wikstrom, 1989; Babcock & Wikstrom, 1992; Gennis, 1998c;
Michel, 1998b).

4.3.3.4 Protonenkanile
Die Struktur der baz-Oxiase weist die unter 3.2.5 beschriebenen drei Protonenkanile

(K-, D- und Q-Protonenkanal) auf, die gewisse funktionelle Unterschiede zu den
Protonenkandlen in anderen Hadm-Kupfer-Oxidasen erwarten lassen. Bisher sind keine

Mutagenese Studien fiir die bas-Oxidase beschrieben, so dal die folgenden Aussagen
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ausschlieBlich auf der vorhandenen Analogie zu anderen Hiam-Kupfer-Oxidasen und der

Struktur dieses Enzyms basieren.

Der K-Protonenkanal ist entsprechend der Struktur der bas;-Oxidase in seiner rdumlichen
Lage im Molekiil trotz der geringen Konservierung in der Primérstruktur komplett
erhalten, so daB3 eine unverdnderte Aktivitidt erwartet werden kann. Die besondere
Bedeutung von Glu-15 (Untereinheit II), die aufgrund der strikten Konservierung zu
erwarten ist, konnte kiirzlich von Ma et al, (1999) durch Mutagenese-Studien bestitigt

werden.

Der D-Protonenkanal zeigt deutliche Unterschiede zu anderen Ham-Kupfer-Oxidasen.
Wihren der cytoplasmatische Teil dieses Kanals trotz der noch geringeren Konservierung
der Primérstruktur in seiner rdumlichen Lage im Molekiil erhalten ist, ist in der Nihe des
aktiven Zentrums das sonst essentielle Glu-278" durch ein hydrophobes Ile-235 ersetzt.
Die Struktur der ba;-Oxidase zeigt auch keine andere Aminosdure, die den strukturell
konservierten Teil des D-Protonenkanals mit dem aktiven Zentrum an Stelle von Glu-278"
direkt verbinden konnte. Da die bas3-Oxidase trotz der Pridsenz von Ile-235
Protonenpumpaktivitit zeigt (Kannt e al., 1998) und die Prisenz des Glu-278" bei anderen
Oxidasen fiir diese Aktivitét essentiell ist (Adelroth et al., 1997; Konstantinov et al., 1997;
Verkhovskaya et al., 1997; Gennis, 1998a; Vygodina ef al., 1998; Jiinemann et al., 1999),
stellt sich die Frage des weiteren Weges der Protonen, die vom cytoplasmatischen Teil des
D-Protonenkanals kommen. Die Struktur der bas;-Oxidase zeigt drei mogliche Wege auf,
von denen zwei zum aktiven Zentrum fithren und der dritte eine Verbindung zum weiter
unten diskutierten, dritten Protonenkanal (Q-Protonenkanal) beinhaltet (siehe 4.2.6).
Mutagenesestudien verbunden mit Untersuchungen beziiglich der Kinetik und
Protonenpumpaktivitit der bas-Oxidase konnten in Zukunft helfen, um zwischen diesen
Moglichkeiten zu entscheiden. Es ist jedoch wahrscheinlich, dal der D-Protonenkanal im
Verhiltnis zu typischen Vertretern der Familie der Him-Kupfer-Oxidasen eine reduzierte
Aktivitdt aufweist, die fiir die verringerte Protonenpumpaktivitdt der bas-Oxidase

verantwortlich sein konnte.

Der Q-Protonenkanal wird in den anderen strukturell beschriebenen Cytochrom-c
Oxidasen nicht gefunden. Die Prdsenz eines so ausgepréigten Netzwerks von hydrophilen
Aminoséureseitenketten im sonst typisch hydrophoben Inneren der Untereinheit I 146t eine

funktionelle Bedeutung als wahrscheinlich erscheinen. Der Q-Protonenkanal konnte
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entweder unabhdngig Protonen von der cytoplasmatischen Seite der Membran zum
»Wasserpool”“ transportieren und/oder iiber Thr-81 und Thr-394 Protonen vom
D-Protonenkanal iibernehmen und in deren weiteren Transport zum ,,Wasserpool®
involviert sein. Auch hier wiirden Mutagenese-Studien zur Kldrung beitragen konnen.
Interessanterweise beinhaltet der Q-Protonenkanal den axialen Him a3 Liganden His-384,
der im Vergleich zu den anderen strukturell bekannten Cytochrom-c¢ Oxidasen einen
langeren Koordinationsabstand zum Hém-Eisen aufweist und dessen Koordination im
172 A Kristallzustand iiber ein Wassermolekiil vermittelt wird. Man konnte postulieren,
dafl dieses His-384 in Verbindung mit dem katalytischen Zyklus dieses Enzyms
konformationelle Anderungen erfihrt und dal es somit eine aktive Rolle zum Pumpen von
Protonen einnimmt. Die verringerte Protonenpumpaktivitdt (Kannt er al., 1998) der
baz-Oxidase lieBe sich dann entweder mit den verédnderten Koordinationscharakteristika
des Ham a3 oder einem komplett verschiedenen Pumpmechanismus, der dieses His-384
und nicht Glu-278" beinhaltet, in Verbindung bringen. In Hinblick auf die wiederholt
beobachtete hohe Konservierung von ..essentiellen” Strukturelementen zwischen den
verschiedenen H&m-Kupfer-Oxidasen scheint ein einheitlicher Mechanismus zur
energetischen Kopplung von Sauerstoffchemie und Protonenpumpaktivitdt jedoch

wahrscheinlicher (siehe 4.3.3.5).

4.3.3.5 Kopplung von Sauerstoffchemie und Protonenpumpaktivitit
Die oben diskutierten Verdnderungen an den Protonenkandlen, insbesondere die

wahrscheinlich verringerte Aktivitdt des D-Protonenkanals (siehe 4.3.3.4), lassen sich gut
mit der verringerten Protonenpumpaktivitdt der bas-Oxidase (Kannt ef al. 1998) in
Einklang bringen, wenn ein Protonenpumpmechanismus angenommen wird, der auf den
Prinzipien von elektrostatischer AbstoBung und Ladungskompensation basiert (siche z.B.
Mitchell & Rich, 1994; Rich, 1995; Michel, 1998b). Eine verringerte Effizienz der
Protonenaufnahme durch den D-Protonenkanal wiirde zu einer geringeren elektrostatischen
AbstoBung am oder in der Néhe des aktiven Zentrums und somit zu einer verringerten
Protonenpumpaktivitit fithren. Im Gegensatz dazu erscheinen Mechansimen, bei denen der
primére Schritt der Protonenpumpaktivitit fest mit den Redoxzustdnden an einem der
Redoxzentren gekoppelt ist so daB jedes Elektron, das dieses Zentrum passiert, zum
Pumpen von einem Proton fithren mufl, weniger wahrscheinlich. Ein solcher

Mechnanismus wiirde stets zum Pumpen von vier Protonen pro reduziertem
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Sauerstoffmolekiil fuhren, wie es fiir die nativen Cytochrom-c Oxidasen aus P.
denitrificans oder dem Rinderherz beobachtet wird (Wikstrom, 1977; 1989). Die oben
genannten Argumente wiirden ebenfalls viele Mutagenese-Studien beziiglich verschiedener
Aminosduren der Protonenkandle in anderen Cytochrom-c Oxidasen (Gennis, 1998a)
erkldren. Es kann im Moment jedoch nicht vollstindig ausgeschlossen werden, daf3
verschiedene intramolekulare Elektronentransferwege existieren, die in den verschiedenen
Oxidasen bzw. Mutanten in unterschiedlichen Verhéltnissen benutzt werden und somit
eine alternative Erkldrung der unterschiedlichen Protonenpumpaktivitdten darstellen

konnten.

4.3.3.6 Sauerstoffkanal
Die Funktion des unter 4.2.6 beschriebenen, deutlich ausgepridgten, hydrophoben Kanals

ist in der Zufiihrung von Substrat-Sauerstoff zum aktiven Zentrum der bas-Oxidase zu
sehen. Er ermoglicht die relativ ungehinderte Diffusion der hydrophoben
Sauerstoffmolekiile von der Mitte der Membran, wo im Vergleich zu den wéBrigen
Bereichen die Sauerstoffkonzentration in der Zelle deutlich hoher ist (Windrem & Plachy,
1980), zum aktiven Zentrum. Ein hydrophober Kanal von deutlich geringerem Ausmal}
wurde bereits flir die Struktur der P. denitrificans Cytochrom-c Oxidase gefunden und als
Sauerstoffkanal diskutiert (Riistama e al., 1996). Interessanterweise ist Ile-235 Bestandteil
der hydrophoben Auskleidung dieses Kanals. Der Austausch des bei anderen Cytochrom-c
Oxidasen fiir die Protonenpumpaktivitit notwendigen Glu-278" zu dieser hydrophoben
Aminosédure fiithrt somit zu Optimierung dieses hydrophoben Kanals. Da die ha3-Oxidase
nur unter limitierter Sauerstoffkonzentration im Medium exprimiert wird und unter
erhohten Temperaturen verbunden mit einer geringeren Loslichkeit von Sauerstoff in
Wasser arbeitet, scheint die evolutionédre Ausbildung eines optimierten Sauerstoffkanals
sinnvoll. Diese Argumentation wird durch den Austausch des Glu-278" zu einem
hydrophoben Valin in den Primérstrukturen der archaebakteriellen Sulfolobus
acidocaldarius aaz Chinol und Natronobacterium pharaonis bas; Cytochrom-c¢ Oxidasen
erhirtet. Beide Organismen wachsen ebenfalls bei erhohten Temperaturen und unter
geringen Sauerstoffkonzentrationen (Liibben et al., 1992; Mattar & Engelhard, 1997). Der
Austausch von Glu-278" durch das hydrophobe Ile-235 oder ein Valin fiihrt zum Verlust
eines zentralen Restes im D-Protonenkanal und kann fiir die im Fall der bas-Oxidase

beobachtete verringerte Protonenpumpaktivitdt verantwortlich sein. Die Ausbildung eines



110 4 Bas-Typ Cytochrom-c Oxidase aus Thermus thermophilus

optimierten, hydrophob ausgekleideten Sauerstoffkanals und damit die Zufiihrung von
ausreichenden Mengen an Sauerstoff zum aktiven Zentrum, scheint fiir die Funktionalitét
dieses Enzyms unter geringen Sauerstoffkonzentrationen wichtiger zu sein, als die

Protonenpumpaktivitit.
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Phycobilisomen sind die Lichtsammlerkomplexe der Cyanobakterien und Rhodophyceen.
Diese hochmolekularen Proteinkomplexe sind an der AuBlenseite der Thylakoidmembran
lokalisiert und mit den in Reihen angeordneten membranintegralen Photosystem II
Partikeln verankert. Sie bestehen aus zwei funktionell unterschiedlichen Doménen, einem
zentralen ,allophycocyanin-core® und mehreren, darum strahlenférmig angeordneten
,rods®“. Die Phycobilisomen sind aus verschiedenen Phycobiliproteinen aufgebaut, die aus
Chromophoren tragenden Heterodimeren ([af3]) bestehen, welche sich zu ,,Trimeren*
([aB]s) zusammenlagern. Ein solches ,, Trimer* kann als Scheibe mit einem Durchmesser
von ca. 110-120 A und einer Hohe von ca. 25-35 A beschriecben werden. Die
verschiedenen ., Trimeren werden iiber sogenannte Linkerpolypeptide miteinander
verbunden, von denen die meisten keine Chromophoren enthalten (Glazer 1985; Reuter &
Miiller, 1993; Sidler, 1994; McColl, 1998). Je nach Spezies konnen die ,,rods™ entweder
nur aus Phycocyanin oder aus Phycocyanin und Phycoerythrin bzw. Phycoerythrocyanin
bestehen. Der bi- oder trizylindrische ,,core™ ist aus einem zentralen, hochmolekularen
Komplex (APcym) und daran seitlich angelagerten, trimeren Allophycocyanin B (APB) und
Allophycocyanin  APL¢"®  Scheibchen aufgebaut. Das APsLc’® besteht aus drei
identischen Allophycocyanin-Heterodimeren, die sich zu einem ., Trimer* zusammenlagern
und das kleine Linkerpolypeptid Le”® (auch als Le'? oder Le* bezeichnet) binden (Lundell
& Glazer, 1983a,b,c; Reuter & Miiller, 1993; Reuter & Nickel-Reuter, 1993). Die bisher
beschriebenen Kristallstrukturen der wichtigsten Phycobiliproteinklassen Allophycocyanin
(Brejc et al., 1995), Phycocyanin (Schirmer et al., 1985, 1986, 1987, Duerring et al.,
1991), Phycoerythrocyanin (Duerring et al., 1990) und Phycoerythrin (Ficner ef al., 1992;
Ficner & Huber, 1993; Chang et al., 1996) wurden entweder ohne die funktionell
wichtigen Linkerpolypeptide kristallisiert oder es konnte aufgrund von partieller
Unordnung in den Kristallen nur die generelle Lage des Linkerpolypeptides aufgelost
werden (Ficner & Huber, 1993). Die Phycobiliproteine mit oder ohne Linkerpolypeptide
kristallisierten vorwiegend in trigonalen oder hexagonalen Raumgruppen, wobei die
»Irimeren™ auf dreizdhligen, kristallographischen Symmetrieachsen lokalisiert waren.

Aufgrund der dadurch erzwungenen absoluten, dreizéhligen Symmetrie der
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Elektronendichteverteilung fiihrt dies zu einer statistischen Unordnung im Kristall. Daher
waren die Linkerpolypeptide selbst und auch die durch diese Peptide hervorgerufenen,
strukturellen Anderungen innerhalb des ,, Trimers* nicht sichtbar. Durch die Kristallisation
von APL¢"® in einer orthorhombischen Raumgruppe war eine strukturelle Analyse des
Phycobiliproteins, des Linkerpolypeptides und der Auswirkungen der Linker-Biliprotein-

Assoziation auf die ,, Trimer“-Struktur moglich.

Die Struktur des Allophycocyanin-Linker-Komplexes, APsLc"*, ist in Abb. 37 dargestellt.
Die einheitliche Orientierung der ., Trimeren“ im Kristallgitter konnte durch eine
Realraumsuche nach alternativen Linker-Orientierungen nachgewiesen werden. Das
Linkerpolypeptid hebt die im linkerfreien Allophycocyanin vorhandene dreizihlige
Symmetrie auf, indem es selbst keine solche Symmetrie besitzt und zu den drei

,Monomeren* unterschiedliche Kontakte ausbildet.

J

N-term
}/ Phe 37

(aromatic
M2-Interaction)

Charged Loop
(polar M1-Interaction)

Abb. 37: Ribbon-Darstellung des Allophycocyanin-Linker-Komplexes, APsL"*

Die Struktur des gesamten APeL"*-Komplexes ist in Teilfigur a dargestellt. Sie besteht aus
den drei Allophycocyanin-Heterodimeren (MI1-M3, griin), die pro Untereinheit einen
Phycocyanobilin-Chromophoren (violett-graue Stabmodelle) binden. Die Methylierung von
Asn-19 der B-Untereinheit ist in allen drei Heterodimeren vorhanden und als oranger Ball
dargestellt. Das Linkerpolypeptid (Sekundédrstrukturelemente in gelb, blau und rot) hebt die
dreizéhlige Symmetrie des ,,Trimers* auf. Der 3-Chromophor von Heterodimer M1 wird durch
den geladenen ,,loop™ zwischen B1 und a1 des Linkers beeinflu3t, wihrend Phe-37 des Linkers
die Konformation des p-Chromophors von M2 verdndert und der Chromophor von M3
unbeeinflufit bleibt. Teilfigur b zeigt eine vergroBerte Darstellung des Linkerpolypeptides.
Diese Abbildung wurde mit MOSCRIPT (Kraulis, 1991) erstellt und mit RASTER3D (Merritt
& Murphy) gerendert.



5 Der APL¢"® Komplex aus Mastigocladus laminosus 113

Im Vergleich zum linkerfreien Allophycocyanin-,,Trimer* (Brejc et al., 1995) bewirkt das
Linkerpolypeptid eine leichte Kontraktion des Komplexes, die durch eine Rotation der
Heterodimeren hervorgerufen wird, sowie eine Abflachung der Uhrglasform des
,» Irimer“-Scheibchens. Die beiden ,, Trimeren®, die in der asymmetrischen Einheit der
AP-L:"¥-Kristalle gefunden werden, weisen deutliche Unterschiede auf. Wiahrend die
Strukturen des Linkerpolypeptides und die der einzelnen Heterodimeren fast identisch
sind, dringen die beiden Linkerpolypeptide unterschiedlich tief in die ,,Trimeren* ein und

verdndern spezifisch die beschriebene Kontraktion und Abflachung.

Die hohen B-Faktoren der Linkerpolypeptide sowie ihre unterschiedliche Lage in den
» Irimeren® bei sonst identischer Struktur weisen auf dynamische Fluktuationen zwischen
verschiedenen energetischen Zustinden der APeLc’*-Komplexe hin. Die Prisenz des
Linkerpolypeptides differenziert die energetisch gekoppelten af3-Chromophorenpaare in
drei diskrete Spezies. Die funktionelle Bedeutung dieses Effektes wird durch die spektralen
Unterschiede zwischen dem APeLc*-Komplex und linkerfreien Allophycocyanin-
»Irimeren® klar (Holzwarth et al., 1990). Diese Asymmetrie innerhalb des nativen
Allophycocyanin-Linker-Komplexes und wahrscheinlich auch innerhalb anderer
Phycobiliprotein-Linker-,, Trimeren* steht klar im Gegensatz zur bisher angenommenen
dreizdhligen Symmetrie dieser Komplexe und ist essentiell fiir die Interpretation der
spektralen Eigenschaften und das Verstindnis des Energietransfers innerhalb der

Phycobilisomen.






6 Phasierung der Desulfovibrio desulfuricans Nitrat-Reduktase

Die periplasmatische Nitrat-Reduktase (NAP) aus dem Sulfat reduzierenden Bakterium
Desulfovibrio desulfuricans ist fiir das Wachstum dieses Organismus unter Verwendung
von Nitrat als terminalen Elektronenakzeptor der Atmungskette verantwortlich. Dieses
Enzym Kkatalysiert die Reduktion von Nitrat zu Nitrit und enthélt neben einem
Bis-molybdopterin-guanin-dinukleotid-Kofaktor ein [4Fe-4S]-Cluster (Bursakov et al.,
1995; 1997). Die Prdsenz von vier Eisenatomen in dem 723 Aminosduren enthaltenden
Protein sollte die Phasierung mittels MAD (siehe 2.5.2) ermoglichen. Es wurden komplette
MAD-Diffraktionsdaten von guter Qualitit bis zu einer Auflssung von 2,27 A bei drei
verschiedenen Wellenldngen (entsprechend dem f”-Maximum, dem f-Minimum und einem
~Remote Point*) aufgenommen. Diese Daten zeigten starke anomale und dispersive
Differenzen, die zu einer klaren Losung fiir die Schwerpunktslage des [4Fe-4S]-Clusters in
einer Differenz-Patterson-Analyse mit dem Programm RSPS (Knight, 1989) fiihrten.
Aufgrund der relativ kurzen Eisen-Eisen-Abstinde im [4Fe-4S]-Cluster von ca. 2,6 A war
es jedoch nicht moglich, die Koordinaten der einzelnen Eisenatome mit Pattersonmethoden

(RSPS und SHELXS, Sheldrick 1999) oder direkten Methoden (SHELXS) aufzul6sen.

Knéblein et al. (1997) haben gezeigt, dah sich die Orientierung des TagBr;,>*-Clusters bei
Kenntnis der Schwerpunktskoordinaten unter Verwendung der isomorphen Differenzen
zwischen Derivat- und nativem Datensatz sowie der ,rigid-body“-Patterson-
Korrelationsverfeinerung (PC-Verfeinerung) von XPLOR (Briinger, 1992b) bestimmen
1aBt. Unter Verwendung eines Modellclusters (Chan et al., 1995) fiir die Geometrie der
vier Eisenatome im [4Fe-4S]-Cluster wurden entsprechende PC-Verfeinerungen mit den
anomalen und dispersiven Differenzen der MAD-Datensédtze der Nitrat-Reduktase
berechnet. Diese resultierten in einer klaren Losung fiir die Lage und Orientierung des
[4Fe-4S]-Clusters wenn die PC-Verfeinerung mit den dispersiven Differenzen berechnet
wurde (Abb. 38). Im Einklang mit dem stdrkeren Rauschen in den anomalen Differenzen

fithrte die PC-Verfeinerung mit diesen Daten zu keiner klaren Losung.



116 6 Phasierung der Desulfovibrio desulfuricans Nitrat-Reduktase

Abb. 38: Patterson-Korrelationsverfeinerung des [4Fe-4S]-Clusters

Die Orientierung des [4Fe-4S]-Clusters in der Nitrat-Reduktase aus D. desulfuricans wurde
tiber eine Gittersuche (,,grid-search™) unter Verwendung eines Modellclusters fiir die Lage der
vier Eisenatome und der PC-Verfeinerungsroutine in XPLOR (Briinger, 1992b) bestimmt.
a) Durch die schrittweise Rotation des Modellclusters am Koordinatenursprung um jede der
drei karthesischen Achsen in Inkremeten von 15° wurden verschiedene Startorientierungen
erzeugt. Jedes der vororientierten Modellcluster, welche die asymmetrische Einheit aller
moglichen Orientierungen abdeckten, wurde an den zuvor bestimmten Schwerpunkt des
Clusters translatiert und 75 Schritten PC-Verfeinerung unterzogen. b) Die Lage der zehn
besten, verfeinerten Modelle, die unter Verwendung der anomalen Differenzen aus den
verschiedenen Startorientierungen resultierten, ist in orange und die korrekte Lage des Clusters
in blau dargestellt. c) Unter Verwendung der dispersiven Differenzen fiir die PC-Verfeinerung
liegen die zehn besten verfeinerten Modelle sehr eng bei einander. Sie zeigen hohe und fast
identische Pattersonkorrelationskoeffizienten und korrespondieren in erster Néherung zu
identischen Koordinaten fiir die vier Eisenatome. Diese Abbildung wurde mit MOLSCRIPT
(Kraulis, 1991) erzeugt und mit RASTER3D (Merritt & Murphy) gerendert.

Die Kenntnis der genauen Koordinaten fiir die vier Eisenatome des [4Fe-4S]-Clusters ist
essentiell fiir die Berechnung der Proteinphasen bis zu hoher Auflosung (Abb. 39). Unter
Verwendung der Schwerpunktskoordinaten des Clusters konnen korrekte Phasen aufgrund
der rdumlichen Ausdehnung des Clusters grundsitzlich nur bis ca. 5-6 A berechnet
werden. Sind die genauen Koordinaten der einzelnen Atome im Cluster jedoch bekannt, so
wird die Genauigkeit, mit der die Phasen berechnet werden konnen, von der Qualitét der
zur Phasierung verwendeten Datensédtze bestimmt. Fiir die D. desulfuricans Nitrat-
Reduktase konnten nach der Bestimmung der Koordinaten der vier Eisenatome iiber die
oben beschriebene PC-Verfeinerung, der Phasierung der MAD-Daten mit SHARP (La
Fortelle & Bricogne, 1997) und ,,solvent-flattening* via SOLOMON (Abrahams & Leslie,
1996) experimentelle Phasen bis zu hoher Auflosung berechnet werden. Die daraus
resultierenden  Elektronendichtekarten waren von guter Qualitit. Die mit den
Schwerpunktskoordinaten des Clusters analog berechneten Elektronendichtekarten waren

hingegen nicht interpretierbar (Abb. 39).
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Abb. 39: Vergleich verschiedener Elektronendichtekarten der Nitrat-Reduktase

Dargestellt sind die experimentellen Elektronendichtekarten (alle blau und bei 1 ¢ kontouriert)
unter Verwendung von a) Daten von 20,0 — 5,0 A und den Schwerpunktskoordinaten des
Clusters und b) Daten von 20,0 — 2,27 A und den expliziten Koordinaten der vier Eisenatome
sowie c) die 2Fs-F . Elektronendichtekarte des endgiiltig verfeinerten Modelles (orange) in
einer helicalen Region des Proteins. Wird die Phasierung mit Daten bis zur vollen Auflosung
(2,27 A), jedoch nur mit den Schwerpunktskoordinaten des Clusters berechnet, so ist die
Qualitdt der Elektronendichtekarte identisch zu Teilbild a). Diese Abbildung wurde mit MAIN
(Turk, 1992) erstellt.






7 Anhang

7.1 Kristallographische Begriffe

Auflosung

Datensatz

Derivat-Datensatz

Differenz-Fourier

Differenz-Patterson

Fcalc

1:obs

Figure of Merit

Freier R-Faktor
Multiplizitat

Nativer Datensatz

Abstand der Gitterebenen gemél3 Gleichung (1), siehe 2.3

Ergebnis der Auswertung einer Serie von Diffraktionsbildern,
welches die gemessenen Reflexe in Form von numerischen Werten
der Strukturfaktoramplituden (|F,|) darstellt, siche 2.4

Datensatz von einem Proteinkristall, der durch Reaktion mit einer
Schwermetallverbindung eine lokale Anderung der Elektronen-
dichteverteilung aufweist, siehe 2.5.1

Fouriersummation, bei der Differenzen zwischen Strukturfaktor-
amplituden als Koeffizienten benutzt werden: die resultierende
Elektronendichtekarte gibt die molekularen Unterschiede wieder,
welche die Differenzen in den Strukturfaktoramplituden erzeugen.

Pattersonfunktion bei der Differenzen zwischen Strukturfaktor-
amplituden als Koeffizienten benutzt werden

Strukturfaktoren, bzw. Strukturfaktoramplituden, die aus den
Koordinaten einer Proteinstruktur errechnet wurden

Strukturfaktoramplituden, die aus der Analyse der gemessenen
Diffraktionsbilder resultieren

Charakterisierung der Qualitdt der experimentell ermittelten
Proteinphasen als Kosinus des mittleren Phasenfehlers, sieche auch
2.5: fiir einen gegebenen Strukturfaktor, Fy;; ergibt sich die Figure of
Merit (FOM) zu:

m = j{Phk, (a)explic] } da ;wobei 0 <m < 1.
Py gibt die Wahrscheinlichkeit an, daB3 fiir F},; der Phasenwinkel o
betrdgt und wird wéhrend der Phasierung berechnet.

S iehe Rfree

Mittelwert des Verhdltnisses aus Anzahl der gemessenen Reflexe
und der unter Beachtung der Kristallsymmetrie unabhéngigen
Reflexe

Datensatz von einem unverédnderten Proteinkristall: dieser Ausdruck
wird in Bezug auf MAD- oder MIR-Phasierungen fiir nicht mit
Schwermetallverbindungen behandelte Kristalle verwendet. Im
Zusammenhang mit Kristalltransformationen bezieht sich dieser
Ausdruck auf die gewachsenen Kristalle, die nicht tiber eine
Dehydratisierung veréndert wurden.
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R-Faktor Beschreibung der Qualitét einer verfeinerten Kristallstruktur als
Funktion der Ubereinstimmung von |F,u| und |F,ps| gemaB
Gleichung (17), siehe 2.8

Riree R-Faktor fiir einen gewissen Prozentsatz der Daten, der nicht zur
Verfeinerung des Modells herangezogen wurde, siehe 2.8

Rgym Beschreibung der Qualitét eines Datensatzes als Funktion der
Ubereinstimmung von symmetrieverwandten Reflexen: Sie wird
iiblicherweise aus den gemessenen Strukturfaktoramplituden |Fj,|
berechnet:

1 & )
ZN ZHFhk1| - |Fhkl (Jm
R — hkl =1
sym
|Fuil: Mittelwert der j symmetriverwandten Beobachtungen, |Fi ()|,
der Strukturfaktoramplitude des Reflexes /4kl/; siehe auch 2.4 und

Gleichung (10) zur Berechnung von Rgym

F}ﬂd

Rigid Body Bezeichnung fiir die Verfeinerung von ganzen Molekiilen (oder
Molekiilteilen) als starre Korper (,,rigid body refinement®), siehe 2.8

r.m.s., bzw. RMS Quadratisches Mittel (,,root mean square*), das in der Regel zur
Charakterisierung von Abweichungen oder Differenzen benutzt
wird: im Gegensatz zum Geometrischen Mittelwert werden hohe
Differenzen stérker gewichtet:

RMS-Abweichung = 1 z X, —X
n n
n: Anzahl der MeBwerte, x,: n-ter Me3wert, x : Mittelwert oder
Standardwert

Simulated Annealing Verfeinerungsalgorithmus in XPLOR und CNS bei dem im Rahmen
einer Molekiildynamikrechnung die Temperatur des Systems
rechnerisch erhoht wird, um so den Konvergenzradius der
Verfeinerung zu verbessern, siehe 2.8

Solvensbereich Zusammenhdngende Bereiche in Proteinkristallen, die mit
Losungsmittel gefiillt sind, d.h. kein Protein enthalten

Solvensgehalt Losungsmittelgehalt eines Proteinkristalles

Test Set Teil der Strukturfaktoren eines Datensatzes, der nur zur Berechnung

von R benutzt und nicht zur Verfeinerung herangezogen wird (in
der Regel ca. 5 % der gemessenen Strukturfaktoramplituden)

Vollstandigkeit Prozentueller Anteil der wirklich gemessenen Reflexe im Vergleich
zu den im entsprechenden Auflosungsbereich theoretisch moglichen
Strukturfaktoren

Working Set Teil der Strukturfaktoren eines Datensatzes, der zur Verfeinerung
benutzt wird, d.h., alle Strukturfaktoren, die nicht zum ,,test set*
gehoren

Zahl d. Reflexe Anzahl der unabhéngigen Reflexe, bzw. Strukturfaktoramplituden,
die nicht iiber eine kristallographische Symmetrie verwandt sind
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7.2 Nomenklatur der 20 proteinogenen Aminoséauren

Name 3-Buchstaben-Code  1-Buchstaben-Code
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginséure (Aspartat) Asp D
Cystein Cys C
Glutamin Gln Q
Glutaminsdure (Glutamat) Glu E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp \\%
Tyrosin Tyr Y
Valin Val A%
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7.3 Abkiirzungen

AES
AP-LJ
APB
APcy

ATP
Bis-Tris
BW6

Cyt-c

Da

DAB

DESY
FoF,;-ATPase
FOM
ICP-AES

kDa

LT
MAD
MIR
NAD
NADH
NAP
NMR
PC-Verfeinerung
PDB

PEG

Tris

uv

VIS
Wat-XXX

w/v

Atomemissionsspektroskopie
Allophycocyanin-Linker-Komplex mit dem ,,core“-Linker L¢"*
Allophycocyanin B

zentraler ,,core* — Komplex der Phycobilisomen, der aus
Allophycocyanin und zwei Molekiilen des Ankerpolypeptids (Linker
Protein Lcy) besteht

Adenosintriphosphat
Bis(2-Hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan
MeBstation (,,beamline®) fiir Proteinkristallographie am DESY
Cytochrom-c

Einheit Dalton (1 Da=1g - mol™)

Deutsches Arzneibuch

Deutsches Elektronensynchrotron

FoF-ATP-Synthase

,figure of merit*

Inductively Coupled Plasma AES (AES mit induktiv gekoppeltem
Plasma)

Kilodalton (1000 Da)

7.8 kDa ,,core“-Linker

Multiple Anomale Dispersion

Multipler Isomorpher Ersatz
Nikotinamid-adeninin-dinucleotid

reduziertes Nikotinamid-adeninin-dinucleotid
periplasmatische Nitrat-Reduktase aus Desulfovibrio desulfuricans
Nuclear Magnetic Resonance (Kernresonanz-Spektroskopie)
Patterson-Korrelationsverfeinerung

Protein Data Base (Datenbank fiir Proteinstrukturen)
Polyethylenglycol

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Ultravioletter Bereich des elektromagnetischen Spektrums
Sichtbarer Bereich des elektromagnetischen Spektrums

Bezeichnung von geordneten Wassermolekiilen in Proteinstrukturen
(XXX entspricht der Nummer des Restes in der PDB-Datei)

Angabe in Gewicht pro Volumeneinheit: 1 % w/v entspricht 1 g pro
100 ml.
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