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l. Einleitung

Moglichkeiten und Grenzen kristallographischer Analyse

Die Strukturaufklarung von biogenen Polymeren dient im Wesentlichen der Erhellung
der molekularen Details von biologischen Prozessen. Die Dynamik solcher Prozesse
realisiert sich auf molekularer Ebene als Zustandsveranderung der einzelnen Mole-
kile des Polymers. Physiko-chemisch untersucht und beschrieben wird jedoch im
Allgemeinen nicht das Einzelmolekul sondern ein Ensemble.

Die kristallographische Untersuchung durch Streuung von Rontgenphotonen an den
Elektronen des Molekdls stellt hier einen Sonderfall dar. Die symmetrische und peri-
odische Anordnung der Molekule im Kristall bewirkt, daf} alle kristallographisch aqui-
valenten Molekile exakt den gleichen Kraften unterliegen. Somit weisen sie im Prin-
zip dieselbe Struktur auf, d.h. dieselben relativen Positionen der Atome.

Lediglich kleine, thermisch angeregte Schwingungen der Atome um ihre Gleichge-
wichtslagen induzieren temporare Abweichungen von der Gleichgewichtsstruktur. Im
Zeitfenster einer Datennahme mitteln sich diese Schwingungen einzelner Atome je-
doch aus, so dal} die Atomkoordinaten unberihrt bleiben. Die dem jeweiligen Atom
zugehorige Elektronendichte wird aber Uber ein durch die Schwingungsamplitude
bestimmtes Gebiet verteilt sein. Im Besonderen kann durch erhdhte Temperaturfak-
toren der Fall auftreten, dal} fir derart mobile Atome bzw. Atomgruppen keine inter-
pretierbare Elektronendichte auftritt.

Anders gelagert ist der Fall der Rotationsfehlordnung. Hier rotieren Atomgruppen
koordiniert um eine Einfachbindung. So wird zum Beispiel oft nur Elektronendichte
bis zum Cg-Atom fur Lysinreste an der Proteinoberflache beobachtet, da im Kristall
eine Vielzahl von Konformeren auftritt.

Die prazisesten Strukturen, die mit gegenwartigen Methoden erhaltlich sind, werden
durch Rodntgenstruktuanalyse von Kristallen erhalten. Es stellt sich aber die Frage,
inwieweit kristallographische Strukturen die biologischen Molekulstrukturen reprasen-
tieren.

Ein Proteinkristall enthalt im allgemeinen zwischen 35 und 65 % Uberwiegend unge-
ordnete Solvensmolekule. Damit entspricht der Proteingehalt eines Kristalls etwa
dem Proteingehalt von lebenden Zellen. Andererseits miussen zur Kristallisation oft

unphysiologische Bedingungen gewahlt werden. Betrachtet man z.B. die Vielzahl von
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Lysozymstrukturen in der Protein Data Bank, welche von Kristallen mit unterschiedli-
chen Molekulpackungen erhalten wurden, so finden sich nur geringfugige Unter-
schiede im Bereich der Kontaktzonen der Molekule. Diese kleinen Unterschiede be-
eintrachtigen nur in speziellen Fallen die Aussagekraft kristallographischer Strukturen
fur biologische bzw. biochemische Fragestellungen.

Haufig beobachtet man mehr als ein Molekul in der asymmetrischen Einheit der Ele-
mentarzelle eines Kristalls. Hierbei muf} es sich nicht um ein biologisches Multimer
handeln. Der Vergleich solcher Strukturen zeigt in der Regel kleine, aber signifikante
Unterschiede zwischen diesen kristallographisch nicht aquivalenten Molekilen auf.
Diese Veranderungen sind in der Regel so klein, da® das Netzwerk der Wasserstoff-
Bruckenbindungen sich nicht verandert. Die beobachteten Unterschiede sind kleiner
als die mittels NMR-Spektroskopie gefundenen.

Die Untersuchung durch NMR erfolgt in Lésung an einem Ensemble von Strukturen.
Inwieweit dieses Ensemble fir die molekulare Charakterisierung einer biochemi-
schen Reaktion aussagekraftiger ist als die eine, prazise Struktur der kristallographi-
schen Analyse, muld sich im Einzelfall erweisen.

Durch Strukturaufklarung eines Molekuls erhalt man keine Reprasentation des bio-
logischen Prozesses, bzw. der biochemischen Reaktion, an dem das untersuchte
Molekul beteiligt ist. Entsprechend kdnnen aus einer Einzelstruktur in der Regel nur
wenige Erkenntnisse Uber biochemische Reaktionen oder biologische Zusammen-
hange abgeleitet werden.

Der Prozel3, bzw. die Reaktionen kénnen im allgemeinen erst durch die in ihrem Ver-
lauf auftretenden Strukturveranderungen charakterisiert werden. Dies erfordert der
exzellenten raumlichen Auflosung der kristallographischen Methode eine zeitliche
hinzuzufligen, indem entweder erganzende nicht-kristallographische Methoden ein-
gesetzt werden, oder die anfanglichen Strukturveranderungen durch zeitaufgeldste
Laue-Kristallographie bestimmt werden, oder diskrete Zustande des Polymers in der
Abfolge der Strukturveranderungen eingefangen und untersucht werden.
Charakterisierende diskrete Zustédnde koénnen im einfachsten Fall z.B. die Struktur
eines Proteins und die Struktur des Komplexes des Proteins mit einem Liganden
sein. Ein anderer Ansatz ist das Einfrieren der Zustande, die ein Protein im Verlauf
einer Reaktion durchlauft, um diese separat untersuchen zu kdénnen, wie im Falle der

Arbeiten an den Photointermediaten des Bacteriorhodopsin.
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Die vergleichende Analyse der Einzelstrukturen erlaubt dann Ruckschlisse auf die
Biochemie. Die beim Vergleich diskreter Zustande beobachtbaren Unterschiede kon-
nen von ganzlich veranderter Quartarstruktur bis zu kleinsten Veranderungen von

Aminosaure-Seitengruppen reichen:

> Position von Domanen oder Untereinheiten

» Relokation von Segmenten (oft a-Helices oder Loop-Strukturen)

» Reorientierung von Aminosauren

> Ubergang zwischen Seitengruppen-Rotameren

» Veranderungen der Wasserstoff-Brickenbindungen

» Veranderung des Protonierungzustands von Aminosauren

Diese Veranderungsebenen sind hierarchisch und in der Regel einschlieRend. Eine
Segmentrelokation zum Beispiel erfordert die Reorientierung einiger Aminosauren,
welche flr weitere Reste eine Veranderung der Seitengruppen-Rotamere mit sich
bringt. Das Ausmald der Veranderung der Proteinstruktur steht oft in Relation zur
Starke der Wechselwirkung, bzw. der raumlichen Ausdehnung des Reaktionspart-
ners.

Der Nachweis von Protonierung ist im Rahmen der Rontgenkristallographie nur aus-
nahmsweise moglich. Die geringe Elektronendichte von Wasserstoff erfordert sehr
hohe Datenauflésung (<1.0 A), die in der Regel nicht erhaltlich ist. Zum Auffinden der
Positionen der Atome dieses Elementes stellt die Kristallographie mit Neutronen eine
geeignete Alternative dar, wenn sehr groRe Kristalle (V>10 mm?®) erhaltlich sind.
Hierbei erfolgt die Streuung nicht an Elektronen sondern an Kernen.

Ein analoges Zuordnungsproblem besteht zwischen Elementen, die sich nur durch

ein Elektron unterscheiden, wie Sauerstoff und Stickstoff. So ist es anhand der Elekt-
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ronendichte in der Regel schwierig, ein Aspartat von einem Asparagin zu unterschei-

den.

Untersuchung biochemischer Reaktionen und biologischer Prozesse durch

Rontgenstrukturanalyse

Diese Schrift befal3t sich mit der Fragestellung, in welcher Weise Strukturanalyse
eingesetzt werden kann, um Aufschlul Uber biologische Prozesse und die ihnen
zugrunde liegenden Interaktionen und biochemische Reaktionen zu erhalten. Im Be-
sonderen soll beleuchtet werden, welche Informationen Uber Protonierungsreaktion
zu erhalten sind und welcher Art die gewonnenen Erkenntnisse sind.

Strukturen sind statisch. Sie kénnen fur sich genommen also nicht direkt der Be-
schreibung von Vorgangen dienen. Die Strukturen sind aber nicht nur Abbildungen
stabiler Zustande, die im Ablauf einer biochemischen Reaktion durchlaufen werden.
Jeder Zustand zeigt auch Einschrankungen der Art der Prozesse auf, an denen das
beschriebene Molekll beteiligt sein kann. Die Abwesenheit von Nukleophilen oder
sauren Gruppen im Reaktionszentrum bedeutet beispielsweise, dal} bestimmte Re-
aktionstypen nicht mit der Struktur des Enzyms vereinbar sind.

Eines der wesentlichen Probleme der Strukturanalyse stellt die Ableitung dieser Ein-
schrankung aus der geldsten Struktur dar. Betrachtet man ein Enzym, so besteht die
Erwartung anhand der Struktur des Proteins Aussagen Uber den Interaktionsbereich
von Enzym und Substrat, und speziell Uber die katalytischen Aminosauren zu erhal-
ten. Weiterhin ist der katalytische Mechanismus und die molekulare Grundlage von
Substrat- und Produktspezifitat von Interesse.

Die Ableitung der Wirkmodelle orientiert sich hierbei in der Regel naturlich nicht allein
an chemischen Erwagungen, sondern sollte alle relevanten Kenntnisse uber das je-
weilige System integrieren.

In biologische Prozessen tritt ein Vielzahl verschiedener Moleklle auf. Letzteres legt
eine Klassifizierung nach der Art der wechselwirkenden Molekile nahe. Die ver-
schiedenen Polymere, wie Nukleinsauren, Proteine und Kohlenhydrate und die sehr
diverse Kategorie niedemolekularer Verbindungen sind zu unterscheiden. Die chemi-
sche Klassifikation ist hier einer biologisch orientierten vorzuziehen, denn die Interak-

tionen, welche den Strukturveranderungen zu Grunde liegen, sind chemischer Natur.
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Dies macht klar, dald im Allgemeinen den Strukturmodellen keine Information Uber
biologische Funktionen entnommen werden kann. So kdonnen zum Beispiel struktu-
rell begrindete Einschrankungen des Substratspektrums nur Hinweise auf die biolo-
gische Funktion des betrachteten Molekdls liefern.

Die verschieden Kategorien werden uUberwiegend anhand eigener Arbeiten prasen-

tiert werden:

» Als typisches Beispiel flr die Wechselwirkung von Proteinen mit niedermolekulare

Verbindungen wird eine periplasmatische Peptide Amidase vorgestelit.

» Protein-DNA Wechselwirkungen durch die Struktur der DNA-Glykosylase AIKA

» Protein-Protein Wechselwirkung durch den membranstandigen Komplex von

Sensory Rhodopsin Il und einem Signal-Transducer Fragment

Diese Beispiele verdeutlichen auch wesentliche biologische Kategorien wie zellula-

re Lokalisation und Funktion.
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ll. Die Peptid-Amidase pam: Mechanistische Diversizitat

J.Labahn, S.Neumann, G.Biildt, M.-R.Kula, J.Granzin, J.Mol. Biol (2002) 322, 1053-1064

An alternative Mechanism for Amidase Signature Enzymes

S.Neumann, J.Granzin, M.-R. Kula, J.Labahn, Acta Cryst. (2001) D58, 333-335
Crystallisation and preliminary X-ray data of the recombinant peptide amidase from Stenotrophomonas malto-

philia

Die Amidase-Signatur Familie

Die Amidase-Signatur Familie [1] besteht bisher aus mehr als 200 Proteinen aus
mehr als 90 Organismen (Bacteriae, Archae und Eucaryae). Diese Enzyme sind
durch das Auftreten von konservierten Aminosauren in einem Sequenzbereich von
160 Aminosauren charakterisiert (s. Abb.1). Alle untersuchten Mitglieder dieser Fami-
lie hydrolysieren die Bindung von Acylkohlenstoff zu Amidstickstoff in Sdureamiden
[2]. Die Substrate bzw. Substratspektren und die biologischen Funktionalitaten sind
divers. Sie reichen von der Utilisierung von Acetamid in Prokaroten und Eukaryoten
als alleinige Kohlestoff- bzw. Stickstoffquelle [3], der Katabolisierung neuromodulati-
ver Fettsdureamide in Saugern [4] bis zur Transamidation mi3acylierter Glu-tRNA in
Bakterien [5].

G-[GA]-S-[GS]-[GS]-G-x-[GSA]-[GSAVY]-x-[LIVM]-[GSA]-
X(6)-[GSAT]-X-[GA]-x-[DE]-x-[GA]-x-S[LIVM]-R-x-P-[GSAC]

Abb.1 Amidase-Signatur
(NCBI Blast Taxonomy report)

In eckigen Klammeren alternative Aminosaure.
x: beliebige Aminosaure

Die Peptid-Amidase pam wird durch das ubiquitare, pathogene, Gram-negative Y-
Proteobacterium Stenotrophomonas maltophilia produziert [2]. Das Enzym hydroly-

siert spezifisch die C-terminale Peptid-Bindung in Peptid-Amiden. Die biologische
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Funktion des periplasmatischen Enzyms ist unbekannt. Es besteht aus 503 Amino-

sauren [6].

Struktur der Peptid-Amidase pam

Kristalle von pam lieferten Daten bis zu einer Auflésung von 1.4 A. Die geldste Struk-
tur zeigt, dal das Protein eine Kegelform mit Abmessungen von 56 A * 56 A *38 A
hat. Das Protein faltet sich in ein zentrales, gemischtes R-Faltblatt, welches beidseits

von jeweils zwei Lagen von a-Helices bedeckt wird (s. Abb.2).

Abb.2 Stereoansicht der pam-Struktur

(Protein Data Bank 1M21, 1M22)

Kolorierung:  a-helicale Struktur in rot, B-Struktur in cyan, Inhbitor Chymostatin in gelb ko-

loriert

Pfeil: Das schwarz gezeigte unterbrochene Segment zeigt die Struktur vor Bindung
des Inhibitors. Der zugehdrige Bereich im Komplex ist wie alle Verbindungen

zwischen Sekundarstrukturelementen grau koloriert.

In der Grundflache des Kegels befindet sich eine ausgepragte Vertiefung, die durch

parallel und rechtwinklig zueinander stehende Helices gebildet wird. In dieser Vertie-
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fung finden sich die katalytischen Aminosauren Lysin-123 und Serin-226. Durch Mu-
tagenese wurde gezeigt, dal} neben diesen beiden Aminosaure auch Serin-202 ei-
nen wichtigen Einfluld hat. Anders als bei den katalytischen Resten, deren Mutation
nach Alanin zu vollstandigem Aktivitatsverlust fuhrt, zeigt die Mutante Serin-202Ala

noch ca. 1% Restaktivitat.

Topologische Klassifikation

190 9 200 220
1jp4 HIITTTRSHS NKLVTDCIAAMNPDNVLRVGG
130 140 150 160 170
I I |
Pam 118 IPLL NINAAPMATSAGSLALOGFRPD-DAYL.VRRLRDAGAVVLGKTNLSEWANFRGNDST 179
FAAH 137 VPVS CESYKGHDSTLGLSLNEGMPSESDCVVVOVLELQGAVPEVEHTNVPOSMLS ————— 194
221 237 244 254 261 4
1jp4 AGNKIIQLIEGKASAYV KKWDTCAPEVI KLTD
180 190 200 210 220 230 240
| |

I | I
Pam 180 SGWSARGGQTRNPYRISHSPC SGSAVAVAANLASVAIGTETD VCPAAINGVVGLKPT 242
FAAH 195 DCSNPLFGQTMNPWKSSKSPG GGEGALIGSGGSPLGLGTDIG RFPSAFCGICGLKPT 256

<+
283 8 299 300
1ijp4 GVLAAL NYEYYASRVPE
250 260 270 280
| |
Pam 243 VGLVSRDGIIPISEFSQD————TAGPMARSVADAAAVLTATAG 280
FAAH 257 GNRLSKSGLKGCVYGQTAVQLSLGPMARDVESLALCLKALLC 298
Abb.3 Homologie im Bereich der Signaturdoméne

Die Seitengruppen der Phosphoinositolphosphatase (Protein Data Bank:1jp4) sind im Be-
reich der Amidasesignatur (schwarze Pfeile) nicht konserviert.
Die Homologie von FAAH (fatty acid amide hydrolase) und pam (Peptidamidase) ist signifi-
kant. Katalytische Aminosauren sind durch Rahmung markiert. Identische Aminosauren sind
rot gezeigt, (semi)-konservative Austausche (blau) griin. Im Bereich der Signatur betragt die
Identitat 28%, Uber alles 18%.
Sekundarstruktur der Peptidamidase pam: a-Helikal durch Rechtecke (rot)

B-Struktur durch Pfeile (cyan)

Der als Amidase-Signatur bezeichnete Teil der pam-Sequenz bildet drei Strange des

zentralen Faltblatts und die diesen Strangen am nachsten liegenden drei Helices.
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Eine Datenbanksuche nach Proteinen, die eine Faltung aufweisen, die der fir pam
gefundenen topologisch identischen ist, ergibt zwei Phosphoinositol-phosphatasen.
Diese PlPasen (Protein Data Bank: 1imb [7], 1jp4 [8]) zeigen mit pam identische To-
pologie fur einen Sequenzbereich, der den Bereich der Amidase Signatur einschlielt.
Dieser Bereich stellt in den Pipasen eine unabhangige Domane dar. Da die Se-
gquenzhomologie der Amidase Signatur Proteine den Bereich der Signatur Uber-
schreitet und den gesamten Bereich der topologisch aquivalenten Domane der Pipa-
sen einschlielt (s. Abb.4), ist es angebracht von einer Hydrolasedoméne zu spre-
chen. Diese Hydrolasedomane weist in ihrer Aminosauresequenz die Amidasesigna-
tur auf und ist der bewul3ten Pipasedomane topologisch aquivalent. Da es sich so-
wohl bei den Amidasen als auch den PIPasen um Hydrolasen handelt, liegt hier
wahrscheinlich eine entfernte evolutionare Verwandschaft vor. Diese Verwandschaft

ist allerdings auf der Ebene von Sequenzhomologien nicht erkennbar (s. Abb.3).

Abb.4 Stereoansicht der Superposition von pam und PlIPase (1jp4)

Aminosaurebereich 118 bis 280 vom pam Uberlagert mit dem topologisch aquivalenten Be-
reich der Phosphoinositol-bindenden Doméane (gelb). Segmente von pam, die Insertionen in
Bezug auf die Hydrolasedomane der PIPase darstellen sind rot koloriert.

Die superpositionierten Proteine besitzen dieselbe Topologie. Insertionen treten in den Ver-

bindungen zwischen Sekundarstrukturelementen auf.
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Eine detaillierte Analyse zeigt, dal} die Bindungstelle fir Phospho-Inositolphosphat
(PIP) in den PIPasen topologisch dem Bereich von pam entspricht, in dem die kataly-
tischen Aminosauren von pam liegen.

Das Volumen der Inositolphosphat-Bindestelle in pam ist jedoch im Vergleich zu den
Pipasen durch verlangerte Loop-Segmente erheblich verkleinert, so dal} dieser Typ

von Liganden durch pam nicht gebunden werden kann (s. Abb.5).

Abb.5 Kanal vom aktiven Zentrum an die Proteinoberflache
Ansicht rotiert um 90° um die vertikale Achse in Abb.2

Der mit Wassermolekilen geflillte Kanal (blaues Netz) reicht von O1 des Chymostatin durch
das innere des Protein bis an die Oberflache. Hier erweitert sich der Kanal trichterférmig. An
dieser Stelle findet sich in der Struktur des Proteins, nicht aber des Komplexes mit Chy-
mostatin, ein gebundenes Puffermolekil (HEPES).
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In pam ist die PIP-Bindestelle zu einem mit Wassermolekllen gefillter Kanal veran-
dert, der die Struktur durchzieht und sich an der Molekuloberflache zu einem Trichter
weitet, in welchem ein Puffermolekul gebunden ist. Die Enge des Kanals erlaubt nur
die Migration kleiner Molekule wie Wasser oder Ammoniak oder von lonen. Die posi-
tiven Ladungen an der trichterfdrmigen Offnung des Kanals behindern den Austritt
von Ammonium durch diesen Kanal.

Die homologe Hydrolasedomane ist in pam erweitert durch weitere f3-
Sekundarstruktur und eingehdllt durch die a-Helices, welche die Oberflache des Mo-
lekuls und Teile des Reaktionszentrums bilden.

Weitere Proteinstrukturen, welche der Gruppe der Amidasesignatur-Proteine zuzu-
ordnen sind, bestatigen die Hypothese, dal® die Topologie des Gesamtproteins in-

nerhalb dieser Familie Uber den gesamten Sequenzbereich konserviert ist [9,10].

Substratspezifitat: Der Chymostatin-Komplex von pam

pam wird nicht inhibiert durch Inhibitoren wie Diisopropylfluorophosphat, Phenyl-
methylsulfonylfluorid oder Methylarachidonylfluorophosphonat, welche kovalente
Verbindungen mit Nukleophilen bilden [6]. Dies unterscheidet pam deutlich von
FAAH, die nicht nur Amide sondern auch Ester hydrolysiert [11].

Untersuchungen an FAAH durch site-directed-mutagenesis [12], affinity labelling [11]
und steady-state kinetics erlaubte es, eine Serin-Lysin-Dyade als charakterisierendes
Merkmal des Reaktionsmechanismus zu postulieren [13]. Lysin-142 soll nach diesem
Mechanismus als allgemeine Base und Serin-241 als Nukleophil wirken. Der Angriff
des durch die Base aktivierten Nukleophils auf den terminalen Carbonyl-Kohlenstoff
des Substrates erzeugt hierbei ein kovalentes Acyl-Protein-Intermediat, welches im
zweiten Schritt hydrolysiert wird [12].

FUr die Amidase pam konnte eine Inaktivierung lediglich durch Chymostatin (Cst)
beobachtet werden. Chymostatin ist ein Gemisch von (N-[((S)-1-carboxy-2-
phenylethyl)-carbamoyl]-a-[2-iminohexahydro-4-(S)-pyrimidyl]-L-leucyl-L-phenylala-
ninal (s. Abb.6) und zwei anderen Verbindungen, bei denen der Leucylrest durch L-
Valin bzw. L-Isoleucin ersetzt ist. Diese Peptidaldehyde sind bekannte Inhibitoren
von Serin- und Cysteinproteasen. In diesen Fallen bilden sich Hemiacetale bzw. He-

mithioacetale mit den nukleophilen Hydroxyl- bzw. Thiolgruppen der Enzyme. Diese
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kovalenten Komplexe werden als Analoge des Ubergangszustandes der proteolyti-
schen Reaktion interpretiert [14]. In der pam-Cst Struktur wird jedoch weder Elektro-
nendichte fiir einen tetrahedralen Ubergangszustand noch fiir eine hydratisierte Al-
dehydfunktion gefunden. Der pam-Cst Komplex ist also als ein Enzym-Substrat-
Komplex aufzufassen. Hierbei ersetzt der Wasserstoff der Aldehydfunktion die Ami-

nogruppe des Substrates.

Lys123(A)

Thr221(A)

Ser226(

Asn172(A
Thr223(A) sn172(A)

Cst(A)

Abb.6 Stereoansicht des Chymostatin-pam Komplexes (Detail)

katalytische Triade Serin-226-cisSerin-202-Lysin-123, ohne Seitengruppen,
welche nur v. d. Waals Kontakte zu Chymostatin aufweisen

Kohlenstoffe: grin (pam) und gelb (Chymostatin),Sauerstoffe in rot, Stickstoffe in blau, Was-
sermolekile (O-Position) in dunkelblau, Wasserstoff-Briickenbindungen punktiert dargestellit.
Zwischen Chymostatin und pam tritt keine Elektronendichte fir eine kovalente Bindung auf.
Es handelt sich also um den Protein-Substrat-Komplex, nicht um den Zwischenzustand, da
weder ein Aldehydhydrat noch ein Hemiacetal vorliegt.



Habilitationsschrift J.Labahn -13

Die Abwesenheit des kovalenten Produktes weist ebenso wie das Inhibiti-
onsspektrum darauf hin, da® anders als bei FAAH bei pam kein reaktives Nukleophil
bei der Substratbindung vorliegt.

Das Sauerstoffatom (Oy) von Serin-226 weist einen Abstand von 2,51 A zum Carbo-
nyl-Kohlenstoff auf, wie es fur das primare Nukleophil erwartet wird. Der Rest Lysin-
123 jedoch ist nicht in Kontakt mit dem Inhibitor (s. Abb.6).

Eine direkte Ubertragung von Protonen zwischen der Carbonylgruppe und diesem
Lysin ist nicht moglich. Sie ist an ihrem Platz fixiert durch Wasserstoffbriicken zu den
Oy-Atomen von Threonin-221, Serin-202 und Serin-203. Serine-226 und Serine-202
liegen dem Carbonyl-O des Chymostatin am nachsten. Die Abstande von jeweils
2,9 A erlauben Protoneniibertragungsreaktionen zwischen diesen Gruppen.

Eine weitere Gruppe gerichteter Wechselwirkungen zwischen Inhibitor und Protein ist
durch die Wasserstoffbrickenbindungen von Asparagin-172 mit den Carbonylsau-
erstoffen O(3) und O(2) gegeben. Zur Ausbildung dieser Bindungen mul} es sich bei
dem Liganden um eine Acyl-dipeptid oder Tripeptid handeln. Tatsachlich ist die Akti-
vitat des Enzyms gegenuber dem Substrat Ac-L-Phe-NH; 57 mal groRer als gegen-
uber L-Phenylalanylamid [6].

In der ligandfreien Struktur von pam ist das Segment 464-466 fehlgeordnet. Dieser
Bereich zeigt im Komplex interpretierbare Elektronendichte. Die cArg-Einheit (2-
iminihexahydro-4-pyrimdyl; s. Abb.6, unten links) des Inhibitors bewirkt durch Co-
loumb-Interaktion eine Strukturierung des stark negativ geladenen Segmentes 464-
467 (GDDE).

Wechselwirkung vom van-der-Waals-Typ und sterische Exlusion sind offenbar we-
sentlich fur die bevorzugte Bindung von Chymostatin A im Vergleich zu den Valin-
und Isoleucinvarianten Chymostatin B bzw. C. Solche Wechselwirkungen, welche
die bevorzugte Bindung von Substraten mit hydrophoben Resten begtinstigen, erkla-
ren das breite Substratspektrum von pam. Im besonderen sollte die Bindung von
Peptidamiden mit B-verzweigten Resten behindert sein. Aminosauren und Peptide

dieser Gruppe werden deutlich langsamer umgesetzt [6].
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Protonierung: Mechanismus der Hydrolyse

Die pam-Strukturen unterstitzen nicht den fur Amidase-Signatur Enzyme von
Paticelli und Cravatt vorgeschlagenen Mechanismus [11]. Lysin-123 ist zwar ebenso
wie im Falle von FAAH notwendig flr den Ablauf der Reaktion, es befindet sich aber
nicht im Kontakt mit dem primaren Nukleophil Serin-226. Eine Aktivierung des Serins
durch Deprotonierung von Lysin-123 kann also nicht erfolgen. Weiterhin liefern die
Strukturen keine Hinweis darauf, da® der pK des Lysins sich vom pK 10,8 der freien
Aminosaure signifikant unterscheidet. Auch das Fehlen der kovalenten Bindung zwi-
schen Serin-226 und Chymostatin widerspricht der Vorstellung eines durch eine Ba-

se aktivierten Nukloephils.
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Abb.7 Wahrscheinlicher Mechanismus der Amidhydrolyse durch pam

1. Der protonierte Zustand von Lysin-123 vermindert die Nukleophilie von Serin-202, erhdht
aber die Fahigkeit dieser Aminosaure den Carbonylsauerstoff zu protonieren und aktiviert
damit die Carbonylgruppe fir den nukleophilen Angriff durch Serin-226.

2. Das bei Serin-202 verbliebene Proton von Serin-226 wird auf den durch Rehybridisierung
naher gerlckten Amidstickstoff Ubertragen und vervollstandigt die Abgangsgrupppe.

3. Das Acyl-Enzym-Intermediat wird unter Reprotonierung von Serin-202/Lysin-123 ausge-
bildet.

4. Das Intermediat wird hydrolisiert.

Es fehlt also jeder Hinweis auf, ein deprotoniertes Lysin-123, welches als allgemeine
Base fungiert. Tatsachlich mufd im Gegenteil angenommen werden, dal} das Lysin-

123 protoniert vorliegt. Ein protoniertes Lysin wirkt auf das primare Nukleophil mittel-
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bar desaktivierend und erklart die fehlende Reaktiviat von pam in Bezug auf Inhibito-
ren (s.Abb.7).

Die Funktion der katalytische Triade Serin-cisSerine-Lysin, die mit dem Mechanis-
mus von pam eingefuhrt ist, wird auch durch Mutagenese der Malonamidase E2 bes-
tatigt [15]. Wahrend alles dafur spricht, daf® im Falle von FAAH ein basenkatalysierter
Mechanismus vorliegt, ergibt die Untersuchung von pam keine Evidenz flir einen sol-
chen Mechanismus. Auch im Falle der Amidase aus Rhodococcus rhodochrous J1
sprechen alle Ergebnisse gegen einen basenkatalysierten Reaktionsmechanismus
[16].

Dies bedeutet, dal3 innerhalb der Amidase-Familie zwei Enzymgruppen auftreten,
welche die Hydrolyse nach unterschiedlichen Mechanismen katalysieren. Der basen-
katalysierte Mechanismus von FAAH erfordert einen der pK-Wert des katalytischen
Lysinrestes, der stark von dem Wert fur die freie Aminosaure abweicht. Eine solche
pK-Verschiebung kann durch die Wechselwirkung mit Ladungen auftreten. Der Ver-
gleich von pam und FAAH zeigt, dal} in FAAH in unmittebarer Nahe des Lysins mit
Glutamat-221 ein negativ geladener Rest auftritt, der einen solchen Effekt bewirken

konnte.

Die Strukturinterpretation

Die ligand-freie Struktur von pam erlaubt bereits das Reaktionszentrum und die
wahrscheinlichen katalytische Reste zu identifizieren. Die Struktur des Komplexes
mit Chymostatin bestatigt nicht nur das Reaktionszentrum, sondern erlaubt auch den
einzelnen Seitengruppen im Reaktionszentrum Funktionen zuzuordnen und gibt Auf-
schlu® Uber das Substratspektrum des Enzyms. Die Identifikation des Chymostatin-
Komplexes als Analogon des initialen Enzym-Substratkomplexes erlaubt die Formu-
lierung eines Reaktionsmechanismus. Die mechanistische Hypothese aus der Struk-
turinterpretation wird durch alle bekannten biochemischen Daten sowie die Mutage-
nese gestutzt.

Der durch vergleichende Analyse der Topologie erkannte Solvenskanal konnte die
Funktion besitzen das Reaktionsprodukt Ammoniak zu protonieren. Hier sind weitere
Studien noétig. Die Mutagenese der Arginine am Ende des Kanals wird zeigen, ob

und flr welche Substrate eine solche Protonenquelle eine Rolle spielt.
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lll. Die Glykosylase AlkA: Strukturelle Basis von DNA-Reparatur

J.Labahn, O.D.Schaerer, A.Long, K.Ezaz-Nikpay, G.L.Verdine, T.E.Ellenberger, (1996)
Cell 86, 321-329

Structural basis for exision repair of alkylation damaged DNA

Die DNA-Glykosylase Il AIkKA

Die Veranderbarkeit von DNA durch Oxydation, Hydrolyse und Alkylierung beruht auf
der chemischen Reaktivitat der Basen [17]. Diese Basenmodifikationen konnen so-
wohl spontan auftreten als auch durch exogene Chemikalien bewirkt werden. Blei-
ben sie unkorrigiert treten nicht nur Mutationen auf, sie kdnnen auch die DNA-

Replikation bzw. Transkription unterdriicken und damit letal sein [18].
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Abb.8 Typische Substrate der DNA-Glykosylase AlkA

Eine besondere Rolle nimmt hier die Alkylierung von DNA ein. Die enzymatische Me-
thylierung von DNA wirkt regulativ. Der zellulare Methyldonor S-Adenosylmethionin
reagiert aber auch direkt mit DNA (s. Abb.8). Hierbei entstehen bevorzugt 7-
Methylguanin (m’G) und 3-Methyladenin (m®A), welche die Bindung regulatorischer
Proteine an die DNA behindern [19]. Die Reparatur solcher Lasionen erfolgt durch
Excision Repair [20]. Monofunktionale DNA-N-Glykosylasen spalten die C1°-N gly-
kosylische Bindung und setzen die beschadigte Base frei. Es ensteht eine AP-site

(apurinic site). Im folgenden wird ein Teil des beschadigten DNA-Stranges ausge-
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schnitten und entsprechend der Sequenz des Gegenstranges durch DNA-
Polymerase neu synthetisiert [21].

Escherischia coli besitzt zwei Alkylpurin-DNA-Glykosylasen, das konstitutiv
exprimierte Tag Protein (DNA-Glykosylase 1), welches selektiv m®A hydrolysiert, und
das induzierbare AIKA Protein (DNA-Glykosylase Il, 31 kDa), welches durch kleine

Alkylreste modifizierte Basen ausschneidet [22].

Struktur von AlkKA

Die Rontgenstrukturanalyse der Glykosylase AIkA zeigt, dald es sich um ein globular
gefaltetes Protein mit Abmessungen von 50 * 45 * 25 A handelt, welches aus zwei
etwa gleich grollen Domanen besteht. Die N-terminale Domane besitzt eine
gemischte a-B-Struktur bestehend aus einem 5-strangigen antiparallelen B-Faltblatt
und flankierenden Helices (dunkelblau bis tarkis, Abb9). In Form und Topologie
ahnelt diese Domane sehr dem konserviertem Tandem Repeat des TATA-
bindenden Proteins [23]. Es ist nicht klar, ob diese Ahnlichkeit von funktionaler

Bedeutung

Abb.9 Die DNA-Glykosylase Il AIKA

Protein Data Bank: 1MPG
Der Kettenverlauf ist durch Farbabstufung von blau (N-Terminus) nach grin (C-Terminus) dargestellt.
Die katalytische Aminosaure Aspartat-238 (ball-and-stick) liegt in der C-terminalen Domane am Rand
des Reaktionszentrums, welches sich in Richtung der Kontaktzone der Domanen erstreckt.
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Domaéne 2 ist ein globuldres Blndel von sieben Helices mit einem ausgedehnten hydropho-
ben Kernbereich. Eine genauere Betrachtung zeigt, dal Domane 2 aus dem C-terminalen
Segment und dem N-terminalen Segment des Proteinszusammengesetzt ist.

Das C-terminale Segment, welches Aspartat-238 enthalt, wird von der C-terminalen
a-Helices gebildet (lindgriin, Abb.9) und den Helices (dunkelgriin, Abb.9), welche die
Verbindung zur N-terminalen Doméane herstellen. Die Helices bilden ein rechtshandi-
ges 4-Helix-Bundel. Zwischen diesem C-terminalen Segment und dem N-terminalen
Segment (himmelblau, Abb.9) befindet sich eine hydrophobe Tasche, an derem
Rand Aspartat-238 lokalisiert ist.

Diese hydrophobe Tasche zeigt fur Schweratomderivate von AIkKA Kristallen eine
Grollenveranderung. Eine scharnierartige Bewegung erlaubt eine Rotation des C-
terminalen Segments. Hierdurch vergrof3ert sich die Spalte zwischen den Segmenten

dieser Domane.

Das Reaktionszentrum von AlkA

Im Allgemeinen verlaufen Glykosyltransferreaktion derart, dal} das Enzym ein akti-
viertes Nukleophil bereitstellt, welches das anomere Kohlenstoffatom des Substrates
angreift. Die Stereochemie der Reaktion erfordert typischerweise eine Tasche im
Protein, in welcher die Reaktion ablauft - das Reaktionszentrum [33].

Die hydrophobe Spalte zwischen den Domanen 2 und 3 weist die fur das Reaktions-
zentrum notwendigen Eigenschaften auf. Ihre hydrophobe Oberflache von ca. 800 A?
erlaubt maximale Wechselwirkung mit der ebenfalls hydrophoben alkylierten Base.
Hier finden sich auch zwei Aspartate, die geeignet sind das positiv geladene Substrat
durch Coloumb-Wechselwirkung zu binden, und als Nukleophil zu fungieren.

Durch Mutagenese lafdt sich zeigen, dald beide Aminosauren fur die katalytische Ak-
tivitat wichtig sind. Notwendig ist jedoch nur Aspartat-238, bei dem es sich also um
das Nukleophil handeln konnte. Untersuchung der Affinitat von AIkA und Mutanten
(D237N, D238N) zu Pyrrolidin-DNA zeigen auf, daR die Bindung dieses Ubergangs-
zustands-analogen nur bei Mutagenese von Aspartat-238 um GroéfRenordnungen ab-

nimmt, wahrend die Bindung des Reaktionsproduktes verstarkt wird.
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L125

Abb.10 Das Reaktionszentrum von AlkA
Links: Ubersicht, um Vertikale in Abb.9 180° gedreht
Rechts: DetailvergroRerung mit wichtigen Seitenketten

Aromatische Seitengruppen sind in magenta dargestellt, aliphatische gelb, polare hellblau. Positiv
(negativ) geladene Seitengruppen im aktiven Zentrum sind blau (rot) koloriert. Wasserstoffbriicken
zwischen Seitengruppen sind durch gebrochene, griine Verbindungen reprasentiert.

Aspartat-238 ist durch Briickenbindungen an Tryptophane in seiner Position fixiert. Leucin-125 nimmt
eine solvensexponierte Position an der Oberflache des Molekdils ein.

Von entscheidender Bedeutung fir den Ablauf der Reaktion ist also die direkte elekt-
rostatische Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen Aspartatrest und der
positiven Ladung der Pyrrolidin-AP-site. Der Angriff des Aspartats auf die glykosidi-
sche Bindung erfordert jedoch, dal} die modifizierte Base des Substrats aus der
DNA-Helix herausrotiert und in die Bindungstasche des Protein insertiert ist. Eine
solche Dynamik von DNA-Basen ist fur die enzymatische Methylierung von DNA
nachgewiesen, welche Substrate von AIKA erzeugt [24,36]. Auch im Falle dieser Re-
aktion spielt die Wechselwirkung zwischen der auf der Base delokalisierten positiven
Ladung und den Aromaten des Reaktionszentrums eine entscheidende Rolle [25,35].
Im Falle von AIkA bewirkt die starke m-Donor/Akzeptor Wechselwirkung zwischen der
elektronenarmen, alkylierten Base des Substrates und den elektronenreichen aroma-
tischen Ringen des Reaktionszentrums (F22,W218, Y222, W272, Y273) offenbar die
Selektion der modifizierten Base, d.h. das Auffinden der Lasion auf dem DNA-Strang.
Auch die Aspartatreste (D237,D238) tragen sicher zur Bindung des positiv geladenen

Substrats bei. Daruberhinaus sind sie geeignet als direkte oder mittelbare Nukleophi-
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le die Hydrolyse durch einen Angriff auf den anomeren Kohlenstoff des Substrates
einzuleiten. Auffallig ist das Auftreten einer Ansammlung positiver geladener Arginine

(R22,R226), die geeignet sind Protonen fur die Hydrolyse bereitzustellen.

Mechanismus der DNA-Glykosylasen

Neben den monofunktionalen Glykosylasen wie AIKA ist eine weitere Klasse von En-
zymen bekannt, welche beschadigte Basen in DNA abbauen. Die Glykosylasen vom
Lyase-Typ wie Endonuklease lll bauen die Lasion an der Zuckereinheit durch (3-
Eliminierung des 3'-Phospates ab. Hierbei greift ein durch Aspartat aktivierter Lysin-
rest den anomeren Kohlenstoff an. Das kovalente Intermediat durchlauft eine Reihe
chemische Transformationen, die schlieBlich zur Degradierung der Desoxyribose
fUhren [26].
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Abb.11 Hydrolyse nach Sy2

Hydrolytische Abspaltung der alkyliertem Base durch Angriff eines aktivierten Wassermolekills.
Aspartat-238 unterstitzt die Positionierung der alkylierten Base durch elektrostatische Anziehung und
aktiviert das primare Nukleophil Wasser.

Die topologischen Ahnlichkeiten von AIkA und Endolll legen die Hypothese nahe,
daf’ die anfanglichen Schritte der Reaktion fur beide Enzymklassen analog verlaufen,

d.h. das Aspartat aktiviert das unmittelbare Nukleophil. Da anders als fur die Lyasen
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kein kovalentes Protein-DNA-Intermediat nachgewiesen werden konnte, mufte es
sich bei dem unmittelbaren Nukleophil bei AIkA um ein Wassermolekul handeln.

Die Struktur von AIKA im Komplex mit einer modifizierten DNA, welche die AP-site in
Form einer basenlosen 1-Azariboseeinheit enthalt [27], bestatigt im Wesentlichen

die bereits aus der AlkA-Struktur gewonnen Erkenntnisse [28]. Die AP-site ist aus der

DNA-Helix herausgedreht und an der erwarteten Position in AlkA gebunden.

Abb.12 Komplex von AlkA mit 1-Aziridin-DNA-Oligomer
Protein Data Bank 1DIZ [28]
Links: Ubersicht, um Vertikale in Abb.10 90° gedreht.
Rechts: Detailansicht, DNA-Kohlenstoff in schwarz

Der Aziridin-Ring (rechts, Bildmitte) enthalt durch den Stickstoff (blau) eine positive Ladung. Der Kom-
plex entspricht damit dem Karbo-kationischen Komplex nach Abspaltung der alkylierten Base in einem
Sn1-Mechanismus. Die Packung des Aziridin-Ringes relativ zum Protein erlaubt keinen Zugang fir
ein Wassermolekiil (blauer Pfeil), so dall ein Sy2-Mechanismus sterisch ausgeschlossen ist. Die Sei-
tengruppe von Leucin-125 (schwarzer Pfeil) nimmt den Platz der fehlenden Base innerhalb der DNA-
Helix ein.

Da HhH-motiv ist in der Ubersicht (links) durch einen roten Pfeil markiert.

Die Position der AP-site innerhalb des Reaktionszentrums ist nicht vereinbar mit ei-

nem Verdrangungsmechanismus vom Typ Sy2. Ein solcher Mechanismus verlangt
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ein durch das konservierte, katalytische Aspartat aktiviertes Wassermolekul, welches
nahe C1°‘ lokalisiert ist. Die Kristallstruktur von AlkA im Komplex mit 1-Azaribose-DNA
zeigt jedoch, dald das N1‘-Atom der 1-Azaribose, welches dem C1‘ des Substrates
entspricht, im direkten Kontakt (Abstand 3,2 A) mit Aspartat-238 ist. Aus sterischen
Grinden ist die Beteiligung eines aktivierten Wassermolekils also ausgeschlossen

[28].
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Abb.13 Hydrolyse nach Sy1

Abspaltung der alkyliertem Base durch Stabillisierung des Carbokations durch Aspartat-238, welches
als Base geeignet ist das am Karbokation angreifende Wassermolekiil zu deprotonieren.

Alternativ wird ein Sy1-Mechanismus diskutiert (s. Abb13). Die positive Zusatzladung
der alkylierten Base verlagert sich unter dem EinfluR der negativen Ladung des kata-
lytischen Aspartats nach dem diesem am nachsten liegenden anomeren C1° der Ri-
bose. Die Abspaltung der Base erfolgt Uber die Ausbildung eines durch Aspartat-238
stabillisierten Carbokations bzw. Oxoniumions, welches durch Wasser hydroxyliert
wird [28].
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Die Protonierungsreaktion

Zur Abspaltung der alkylierten Base von der DNA ist keine Protonierung zur Ausbil-
dung einer Abgangsgruppe notig. Da die Base durch die Alkylierung bereits positiv
geladen ist, wird erst das neutrale Spaltprodukt protoniert werden. Hierfir kommen
neben dem Wassermolekil, welches die am anomeren Kohlenstoff angreifende
Hydroxylgruppe liefert, die Arginine im Reaktionszentrum in Frage. Eine direkte Pro-
tonierung des Stickstoffs der Base (N° bei Adenin) ist allerdings nur méglich, wenn
sich die Base nach Abspaltung den Argininen nahert. Diese Mdglichkeit besteht im
Falle der Sy1-Reaktion. Die Deprotonierung des am anomeren Kohlenstoff angrei-
fenden Wassermolekuls kann nur durch Aspartat-238 erfolgen. Aspartat-237 kann
auch durch Reorientierung der Seitengruppe nicht auf ein Wassermolekul am Carbo-
kation einwirken.

Die negative Ladung des Aspartats (D238) begunstigt also nicht nur die Bindung der
alkylierten Base im Reaktionszentrum, sondern bewirkt auch die Stabilisierung des
Carbokations und die Aktivierung des Wassermolekdls.

Das Auftreten einer Sy1-Hydolyse am anomeren Kohlenstoff ist ungewdhnlich. Ein
solcher Mechanismus kann nur auftreten, wenn die glykosidische Bindung ge-
schwacht ist. Die Substrate von AIKA zeigen tatsachlich erhéhte Hydrolyseraten unter
sauren Bedingungen [29]. Daher konnte die Substratselektivitat von AlkA weniger
durch selektive Erkennung bzw. Bindung des Substrates als durch die geschwachte
glykosidische Bindung verursacht sein [30]. Diese Hypothese wird unterstitzt durch
Untersuchungen zur enzymatischen Hydrolyse von Substraten, die keine
geschwachte glykosidische Bindung aufweisen. Substrate mit alkylierten Basen wie
1-N®-Ethenoadenosin, die nicht elektronendefizient sind, zeigen mit AlkA deutlich

schwachere Reaktion [31].

Die DNA-Bindung durch AlkA

Die Bedeutung der topologischen Verwandschaft von AlkA und Endolll mufte auf
der Basis des AlkA-DNA-Komplexes revidiert werden. Die Interaktionzone von AlkA
mit dem Substrat fallt in den topologisch konservierten Bereich. Dies bedeutet, dal}

die konservierte Topologie die Ursache einer speziellen Verzerrung der DNA ist, wel-
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che die Bindung der DNA und die Zuganglichkeit des im Reaktionsverlauf zu modifi-
zieren Bereiches der DNA beglnstigt [28]. Das sogenannte HhH-Motiv (helix-
hairpin-helix) bindet die DNA an der 3'-Seite der AP-site (s. Abb.12). Das in der Spit-
ze der Verbindung zweier Helices sitzende Leucin-125 nimmt die Position der feh-
lenden Base innerhalb der DNA ein und verursacht eine Krimmung der DNA von ca.
66° und eine Aufweitung der kleinen Furche der DNA auf ca. 15 A (s. Abb.12). Das
HhH-Motiv wird fur die Deformation der DNA verantwortlich gemacht (s. Abb.12), die
das Herausdrehen der Base ermdoglicht [32].

Dieses in DNA-Glykosylase konservierte HhH-Motiv stellt eine Variation des DNA
bindenden HtH-Motiv (Helix-turn-Helix) dar [37]. Das HtH-Motiv tritt bei DNA-
bindenden Proteinen auf, die keine andere Funktion besitzen, als die Struktur der
DNA zu verandern [38]. Diese Proteine krimmen die DNA als Dimere [38]. Die Bin-
dung und Krimmung der negativ geladenen DNA erfolgt beim HtH-Motiv wesentlich
durch elektrostatische Wechselwirkungen mit einer Vielzahl von positiv geladener
Aminosaureseitenketten des Proteins [39]. Eine solche Bindung der DNA durch die
DNA-Glykosylase wurde aber die Erkennung der positiven Ladung an der alkylierten
Base und ihr herausdrehen aus der DNA-Helix erschweren. Tatsachlich erfolgt die
Bindung durch Wasserstoff-Briickenbindung und hydrophobe Wechselwirkungen
[28].

Eine andere Enzymklasse, die DNA-methyl-transferasen, Ubertragen eine Methyl-
gruppe von S-Adenosyl-methionin auf eine bestimmte Base innerhalb einer Erken-
nungssequenz der DNA. Die einfachsten, bakteriellen Vertreter dieser Gruppe binden
die DNA zwischen zwei Domanen durch elektrostatische Wechselwirkung mit einer
Vielzahl von positiv geladenen Seitengruppen [40]. In diesem Fall ist das Substrat an
der zu alkylierenden Base ungeladen. Erst durch ihrer Alkylierung tritt eine absto-
Rende Wechselwirkung mit dem Protein auf. Dies beglnstigt die Freisetzung des
Produktes.

Es besteht also ein klarer Zusammenhang zwischen der Art der Substratbindung und

der Ladung des Substrates bzw. Produktes.

Die Strukturinterpretation

Die Struktur des DNA-Glykosylase weist zwei Regionen auf, die zunachst als Reakti-

onszentrum in Frage kommen. Der Bereich zwischen der all-helikalen Domane (links
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in Abb.9) und der gemischten a-B-Domane (recht in Abb.9) und die Tasche zwischen
dem N-terminale und dem C-terminalen Segment in der all-helikalen Doméane. Auf
Basis der Seitengruppenverteilung, d.h. der Ladungsverteilung, wurde die hydropho-
be Tasche in der all-helikalen Domane als Reaktionszentrum identifiziert und das
Aspartat-238 als (sekundares) Nukleophil. Da Mutagenese in dieser Region diese
Interpretation bestatigte, wurde auf der Basis dieser Einzelstruktur in Anlehnung an
andere Hydrolysemechanismen [33], die typischerweise nach Sy2 ablaufen, ein sol-
cher Mechanismus vorgeschlagen [34].

Die Struktur des Komplexes von AIKA mit einem AP-site analogen Substrat zeigt
zwar einen Bindungszustand des DNA-Derivats, welcher wie erwartet eine exponier-
te AP-site aufweist. Es ist jedoch nicht genug Raum vorhanden fur eine Wassermo-
lekdl, welches als Nukleophil wirken kdnnte. Daher mul® anstelle eines Verdran-
gungsmechanismus nach Sy2 ein Zerfallsmechanismus nach Sy1 angenommen

werden.
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IV. Der SRII-HtrlI-Komplex: Das Proton in der Signaltransduktion ?

V.l.Gordeliy, J.Labahn, R.Moukhametzianow, R.Efremov, J.Granzin, R.Schlesinger, G.Buldt,
T.Savopol, A.J.Scheidig, J.P.Klare, M.Engelhard, Nature (2002) 419, 484-487

Molecular basis of transmembrane signallling by sensory rhodopsin Il — transducer complex

Die Familie photoaktiver 7-Helix Membranproteine

Rhodopsine gehoren zur Klasse der membranstandigen 7-Helix Proteine mit Retinal
als prosthetischer Gruppe. Der Chromophor all-trans-Retinal ist als Schiffsche Base
(Azomethin) an einem Lysinrest gebunden [41].

Diese Famillie photoaktiver Proteine zerfallt nach ihrer Funktion in verschiedene Un-
tergruppen. Die bekanntesten Vertreter sind das visuelle Rhodopsin der Vertebraten,
die Protonenpumpen wie das Bacteriorhodopsin (BR) aus Halobacterium salinarum
und die phototaktischen Proteine wie das Sensory Rhodopsin (SRIl) aus Natronobac-

terium pharaonis.

Abb.14 Protonenleitung im Bacteriorhodopsin
Protein Data Bank: 1C3W, 1CWQ

Superposition der Grundzustandsstruktur (magen-
ta) und des M-Zustandes (gelb) von Bacteriorho-
dopsin. Gezeigt ist der Hauptkettenverlauf des zy-
toplasmatischen Teils der Helices F und G als Spi-
ralband. Die zytoplasmatische Seite des Proteins
befindet sich am oberen Bildrand, die extrazellulare
unten. Die Mehrzahl der gezeigten Seitengruppen
sind Teil des Protonenkanals bzw. direkt an der
Protonenleitung beteiligt.

Der M-Zustand von Bacteriorhodopsin ist der Zu-
stand des Proteins im Photozyklus in dem die gro-
Ren Veranderungen im Vergleich zum Grundzu-
stand auftreten. Neben der Retinalisomerisierung
und Seitengruppenreorientierungen wird eine Relo-
kalisation der Helices F und G beobachtet. Die Re-
lokalisation von Wassermolekilen im Protonenka-
nal ist besonders signifikant im Bereich um Arginin-
82 und Glutamat-204. Diese Aminosauren zeigen
eine Anderung des Konformers beim Ubergang in
den M-Zustand, der mit einer signifikanten La-
dungsverschiebung einhergeht [51].

Visuelles Rhodopsin gibt das Lichtsignal Uber eine G-Protein gekoppelte Signalver-

starkungskaskade weiter, die durch Arrestin unterbrochen wird [42,43].
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FUr Bacteriorhodopsin ist der Photozyklus besonders gut untersucht [44]. Anregung
durch Lichteinfall isomerisiert das all-trans-Retinal (L-Zustand). Beim Ubergang in
dem M-Zustand geht das Proton des 13-cis-Retinals auf Aspartat-85 Uber. Gleichzei-
tig wird an der extrazellularen Membranoberflache ein Proton freigesetzt. In diesem
M-Zustand treten auch bedeutende strukturelle Veranderungen im Protein auf (s.
Abb.14). Die Reprotonierung des Retinals erfolgt von der zytoplasmatischen Seite
durch Aspartat-96, welches seinerseits von der zytoplasmatischen Oberflache repro-
toniert wird. Das Bacteriorhodopsin bewirkt also einen Nettoprotonentransport durch

die Membran. Der entstehende Protonengradient treibt die Synthese von ATP.

Der SRII-Transducer Komplex in der Signalkaskade

Der Photozyklus der phototaktischen Proteine wie Sensory Rhodopsin Il aus Natro-
nobakterium pharaonis leistet dagegen keine Energieumwandlung zum Nutzen des
Organismus sondern Signaltransduktion. Hier werden strukturelle Anderungen des
Proteins an einen Transducer (Htrll) Gbertragen, welcher biochemische Prozesse
steuert (s. Abb.15).

Flagellum

Abb.15 Die phototaktische Signalkaskade

Der homodimere Sensory Rhodopsin — Transducer Komplex uUbertragt das Signal auf den
CheA/CheW-Komplex. Der ebenfalls homodimere Histidinkinase-Komplex (CheA) phosphoryliert die
Methylesterase CheB und die Aspartatkinase CheY. Phosphoryliertes CheY bindet an den Flagellen-
motors und andert damit die Bewegungsrichtung der Zelle. Das Zusammenspiel von CheB und der
Methylase CheR steuert den Lichtadaptionsprozess der Bakterien [45].
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Die Photoisomerisierung des Retinals dient dem Aufbau struktureller Veranderungen
des Komplexes und flhrt nicht zu einem Netto-Protonengradienten Gber die Memb-
ran [46].

Die Struktur des Sensory Rhodopsin-Transducer Komplexes

Der Komplex besteht aus jeweils zwei Molekllen Sensory Rhodopsin und Transdu-
cer. Er weist eine zwei-zahlige Symmetrieachse auf, die von den beiden Transdu-
cermolekilen umgeben ist. Die Transmembranhelices des Transducers verlaufen
parallel den Helices F und G des SRIl (s. Abb.16).

Abb.16 Sensory Rhodopsin-Transducer Komplex

Protein Data Bank:1H2S
Sensory Rhodopsin Il (a-Helices in rot, B-Faltblattstruktur in blau, Retinal in gelb) bindet das Transdu-
cer-Fragment an den Helices F und G. Die Transducerhelices (griin) TM2 und TM2‘ vermitteln nicht
nur den Hauptanteil der Wechselwirkungen zwischen Rhodopsin und Transducer sondern auch zwi-
schen den Transducermolekulen des Homodimers.

Die Transducer-Helices erscheinen um drei Windungen versetzt gegen die Rho-
dopsin-Helices, d.h. sie reichen weiter in das extrazellulare Medium. Eine Analyse
der Ladungsverteilung auf diesen Helices zeigt jedoch, dal} fur beide Moleklle die
Ladungen aullerhalb des hydrophoben Membranbereiches liegen (s. Abb.17). Die
betroffen Aminosauren 44-59 sind im homologen Protein Htrl aus Halobacterium sa-
linarum nicht vorhanden. Dagegen findet sich ein solcher Sequenzbereich an der

extrazellularen Seite des Chemorezeptors Htrll aus H. salinarum. Htrll enthalt hier
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eine zusatzliche Serin-bindende Domane [47]. Bei der extrazellularen Extension des
Transducers aus N. pharaonis handelt es sich also moglicherweise um ein evolutio-

nares Relikt eines Proto-Chememorezeptors [48].

Abb.17 Aminosaureverteilung im Komplex

Positiv (blau) und negativ (rot) geladene Seiten-
gruppen verteilen sich aullerhalb des Membran-
bereiches. Der innere hydrophobe Membranbereich
weist Uberwiegend unpolare (grau) und wenige
polare (gelb) Aminosauren auf.

Die Grenzflache zwischen Rhodopsin und Trans-
ducer besitzt im hydrophoben Membranbereich drei
polare Bereiche (Pfeile). Hier sind die Molekile
durch Wasserstoff-Briickenbindungen verknupft.

Die Bindung des Transducers an das SRl erfolgt im Wesentlichen durch die van-der-
Waals-Wechselwirkung von hydrophoben Seitengruppen. Die verzahnte Packung der
Seitengruppen der Molekile maximiert die Wechselwirkung und minimiert den relati-

ven Bewegungsspielraum der Helices (s. Abb. 18,19).

Abb.18 Helixpackung an der Molekiilgrenze
Kalottenmodell mit v.d.Waals Radien
Cytoplasmatische Ansicht

Es bestehen keine Kontakte zwischen TM1 und
TM1'. Die Dimerisierung beruht auf der Wech-
selwirkung der Helices TM2 und TM2'.

Die Wechselwirkungen zwischen Rhodopsin und
dem Tranducer werden von Helix F,G und TM2
getragen.

Die hydrophoben Seitengruppen von Helix F des Rhodopsins und TM2 des Trans-
ducers formen eine interkalierende Packung. Alternative Packungen sind denkbar.
Sie entstehen durch Verschiebung der Transducer-Helices relativ zu Helix F um gan-
ze Windungen entlang der Membrannormalen. In solchen Packungen konnen sich

die beobachteten Wasserstoffbricken jedoch nicht ausbilden. Diesen Wasserstoff-
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bricken ist also nicht nur ein Beitrag zur Bindungsstarke sondern auch ein orientie-

render Effekt fur die relative Positionierung der Molekile zuzuordnen (s. Abb.19).

Abb.19 Komplexstabillisierende H-Briicken
(H-Briicken grau gepunktet)

Die relative Position des Transducers und des Rho-
dopsin wird durch Wasserstoff-Briickenbindungen
stabilisiert.

Im hydrophoben Membranbereich liegt die Bricke
zwischen Tyrosin-199 des Sensory Rhodopsins und
Asparagin-74 des Tranducers.

Die Reorientierung der Seitengruppe von Tyrosin-199
ist die auffalligste Veranderung im Rhodopsin durch
die Bindung des Transducers.

Die Struktur des Sensory Rhodopsins im Komplex ahnelt aul3erordentlich der Struk-
tur des freien SRII [49,50]. Unterschiede finden sich im Interaktionsbereich von Re-
zeptor und Transducer. Insbesonders Tyrosin-199 zeigt eine deutlich veranderte
Konformation, so dal® die Wasserstoff-Briicke zum Transducer ausgebildet werden

kann.

Wirkmodell der Signaltranduktion des Komplexes

Zur Zeit liegt keine Struktur des M-Zustandes aus dem Photozyklus des Sensory
Rhodopsins vor. Das weitgehend homologe Bacteriorhodopsin (BR) erlaubt jedoch
einige SchluRfolgerungen, die auch auf das Sensory Rhodopsin zutreffen sollten (s.
Abb.20).

Die im Verlauf des Photozyklus von Bacteriorhodopsin auftretenden Strukturande-
rungen des M-Zustands [51], die auf die Isomerisierung des Retinals zurickzufuhren
sind [52], d.h. im Besonderen die Veranderungen der Helices F und G, werden auch
fur das Sensory Rhodopsin erwartet. Solche Strukturveranderungen, wie die Ver-
schiebung der Helices F und G, die dem Transducer am nachsten liegen bzw. mit
ihm im direkten Kontakt sind, werden auf den Transducer wirken und seine Interakti-

on mit dem CheA/CheW-Komplex beeinflussen.
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Abb.20 Die Helices F und G in BR und SRIi
Protein Data Bank:1C3W,1H68

Superposition des Grundzustands von Bacterio-
rhodopsin (magenta) und des Grundzustands
von Sensory Rhodopsin (cyan).

Der Hauptkettenverlauf (ribbon) der Grundzu-
stdnde von Bakteriorhodopsin und Sensory
Rhodopsin und die Seitenkettenkonformationen
zeigen gute Ubereinstimmung.

Der signifikanteste Unterschied sind die Reloka-
lisation des R-lononringes im Retinal, Unter-
schiede in der Konformation an der Azomethin-
gruppe des Retinals und die Substititution eines

& I, D75 Aspartat (D96) in Bacteriorhodopsin durch Phe-
retinal K\ o S5 p201/212 nylalanin (F86) in Sensory Rhodopsin.
,_,/‘ ‘:’ i BN Auffallig ist auch die unterschiedliche Orientie-
l”; s @ M % rung der Kopfgruppen der Arginine (R72 bzw.
'J‘f = O R82). Hier ahnelt dieses SRII-Modell dem M-

\\‘ , Zustand von BR. Im SRII-Transducer-Komplex
™ dagegen findet sich die gleiche Konformation
N2 S wie im BR-Grundzustand.

A Die abgebildete Konformation des Arginins im
= D193/ freien SRII ist auf die Bindung eines Chlorid-lons
a‘ E204 zurlickzufihren, welche durch die Kristallisati-

' \f" onsbedingungen verursacht ist. Dieser Effekt

wird unter anderen Kristallisationsbedingungen
nicht beobachtet (protein data bank:1JGJ).

Das fur die Strukturaufklarung benutzte Transducer-Fragment bewirkt ebenso wie
der komplette Transducer, eine Unterdrickung der Protonen-Pumpaktivitat des Sen-
sory Rhodopsins im Komplex [53,54]. Weiterhin zeigen EPR-Messungen (electron
paramagnetic resonance), daflt im M-Zustand des Komplexes Strukturanderungen in
Form von Abstandsanderungen zwischen Helix F in SRIl und TM2 in Htrll auftreten,
die als Rotationsbewegung des Transducers interpretiert wurden [57].

Anders als die Protonenpumpe Bacteriorhodopsin dient das Sensory Rhodopsin der
Signaltransduktion. Es ist also zu erwarten, dal} diese verschiedenen biologischen
Funktionen sich auch strukturell manifestieren. Im Sensory Rhodopsin liegt mit Phe-
nylalanin-86 eine Seitengruppe vor, die nicht an der Protonenleitung beteiligt sein
kann. Dagegen ist das in der homologen Position befindliche Aspartat-96 im Bacteri-
orhodopsin der Protonendonor zur Reprotonierung der Schiff-Base, also Teil des
Protonenleitweges [52].

Auffallig ist auch die unterschiedliche Lage des R-lononringes in Bacteriorhodopsin

und SRII [56]. Im Sensory Rhodopsin liegt dieser deutlich naher an Prolin-175 in He-
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lix F. Aufgrund der am Prolin fehlenden Wasserstoffbricke ist Helix F hier am leich-
testen deformierbar (s. Abb.21).

Retinal

PRO175

Abb.21 Beeinflussung der Lage des Transducers durch Helix F und Retinal
Detail des SRII-Transducer-Komplexes
Links/Rechts: TM2 in griin, Helix G in graurot, Helix F in blau (Pro-175 in rot)
Mitte: Abstand Prolin-Retinal im Sensory Rhodopsin

Der im Vergleich zu BR um 0,7 A verkiirzte Abstand zwischen Prolin-175 und dem R-lononring
|1aRt fir das Sensory Rhodopsin eine starkere Wechselwirkung mit Helix F und damit gré3ere
Strukturveranderungen erwarten als fur das Bacteriorhodopsin.

Fur die Ubertragung des Signals auf den Transducer und die Weiterleitung zum
CheA/CheW-Komplex bietet sich also ein mechanisches Modell an. Die lichtinduzier-
ten strukturellen Veranderungen des Sensory Rhodopsins Il verandern die Struktur
des Transducers oder seine Bewegungsmaoglichkeiten, so dal® der CheA/CheW-

Komplex beeinflul3t werden kann.

Modell der Bewegungsmaoglichkeiten des Transducerfragments

Die interkalierende Packung von Seitengruppen an der Grenzflache von Sensory

Rhodopsin und Transducer im Komplex bewirkt eine Beschrankung der Bewe-
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gungsmaoglichkeiten des Transducers relativ zum SRIl. Schon ein einfaches Pa-
ckungsmodell mit nur zwei Freiheitsgraden, einer Translation und einer Rotation, er-
schlie3t die Bedeutung der Kopplung von Rotation und Translation des Transducers

fur die Signaltransduktion in Richtung der Membrannormalen.

5.25
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oo e e
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Abb.22  Packungsanalyse von Sensory-Rhodopsin-Transducer-Komplexen

trans Z: Translation in der Membrannormalen

rot Z: Rotation um die Dimerachse

kristallographisches Koordinatensystem: Extrazellulare Seite oben (EZ),
Zytoplasmatische unten (ZP)

Fir Kombinationen von Translationen und Rotationen des Transducer-Dimers in Bezug auf die Senso-
ry Rhodopsin Molekiile werden sterisch verbotene Orientierungen durch das Auftreten von einander in
zunehmender Zahl durchdringender Atome ermittelt (Abstand dij<2.6 A). Angegeben ist die Anzahl
ungunstiger Atom-Atom-Abstande (die Flachenkolorierung entspricht dualen Potenzen der Kontakt-
zahl). Die schwarze Sektion gibt den erlaubten Bewegungsspielraum fur zwei Freiheitsgrade (f=2) an.
Das gelbe Kreuz markiert die kristallographische Gleichgewichtslage. Die Grofle des Kreuzes ent-
spricht einer Bewegungsamplitude von ca. 0.9 A, die sich aus dem mittlere Temperaturfaktor des
Transducers im Komplex errechnet.

Der gebunden Grundzustand bleibt erhalten bei Rotation bis zu 4-6°. Im diesem gebundenen Zustand
sind Translationen von +/- 1,5 A in Richtung der Membrannormalen erlaubt, welche im Komplex mit
der Symmetrieachse des Dimers zusammenfallt. Rotationen von 6-8° erweitern den erlaubten Transla-
tionsbereich auf +2,0 bis —4,2 A (weiRer Pfeil), d.h. der Transducer kann sich verstérkt in Richtung des
Che-Komplexes bewegen. Bei Rotationen grofier 8-12° wird ein ungebundener Zustand erwartet.

Die Verzahnung der Seitengruppen der Transducer-Helices und des Sensory Rho-
dopsins erlaubt eine Mobilitdt des Transducers in Richtung der Membrannormalen
von etwa +/- 1,5 A im Grundzustand (s. Abb.22). Eine Rotationsbewegung des
Transducer-Dimers um seine Symmetrieachse ist nur in eine Richtung mdglich, flhrt

aber schon fur kleine Rotationen zur Auflosung des Komplexes. Der Bewegungs-
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spielraum des Transducers aus der Packungsanalyse entspricht der kristallographi-
schen Analyse. Der mittlere Temperaturfaktoren von ca. 60 A’ des Transducers
entspricht einer Bewegungsamplitude von ca. 0,9 A,

Fir Rotationen von 6-8° ergibt sich ein Zustand vergrof3erter Bewegungsmaglichkeit
des Transducers, der dem signalgebenden Zustand des Komplexes entsprechen
konnte. Die Packungsanalyse mit zwei Freiheitsgraden berucksichtigt keine Verkip-
pung der Helices gegeneinander, daher sind insbesonders die ermittelten Rotations-
winkel nur als Abschatzungen zu verstehen.

Die Analyse der Wasserstoff-Briicken zwischen den Molekilen fur die verschiedenen
Packungen ergibt fur die Grundzustandsmodelle der Packungsanalyse keine signifi-
kante Beeintrachtigung dieser Bindungen. In den Modellen der potentiell signalge-
benden Zustande dagegen sind fur alle Protonendonor-Akzeptor-Paare die Abstande
auf mehr als 3,5 A angewachsen. Die Wasserstoff-Briicken sind also gelost (s.
Abb.23).

L I

Abb.23 Kontourdiagram der H-Briicke Asparagin-74 nach Tyrosin-199
fiir Sensory Rhodopsin-Transducer-Komplexe der Packungsanalyse

Die schwarze Linie trennt den sterisch erlaubten vom verbotenen Bereich (s. Abb.22). Die Lange der
H-Brucke ist in Abhangigkeit von der relativen Positionierung der Molekule durch Kontourlinien ange-
geben. Die dunkelblaue Flache fiir Bindungsléngen kleiner 2,2 A stellt den Bereich sterischer Hinde-
rung fur die an der H-Briicke beteiligten Atome dar.

Sterisch erlaubte Translation in der Membrannormalen 14Rt die H-Bricke praktisch unbeeinfluf3t. Bei
Rotation um mehr als 3° tragt die H-Briicke nicht mehr zur Bindung des Transducers an das Sensory
Rhodopsin bei.

Es ist denkbar, daf} allein eine Bewegung von Helix F des Sensory Rhodopsins, an-

log dem fur Bacteriorhodopsin stukturell charakterisierten M-Zustand, dem Transdu-
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cer-Blndel ein Drehmoment beibringt, dal} eine signalgebende Translation des

Transducers in der Membrannormalen erlaubt.

Die Rolle der Protonierung bei der Signaltransduktion

Die Untersuchung der strukturellen und mechanistischen Details der Signaltransduk-
tion ist noch nicht sehr weit fortgeschritten. Obgleich durch eine Vielzahl von Unter-
suchungen mit unterschiedlichsten Methoden viele Details bekannt sind, sind die mo-
lekular-mechanistischen Zusammenhange nicht aufgeklart. Speziell fir die
Signaltransduktion durch den Sensory Rhodopsin - Transducer Komplex ist z.B. un-
klar, ob die zur Zeit favorisierte Hypothese zutrifft, dal® die photoinduzierten, struktu-
rellen Anderungen des Sensory Rhodopsins in kausalem Zusammenhang mit der
Signaltransduktion stehen und die Protonenpumpaktivitat des SRIl ein evolutionares
Relikt ist. Fur solche mechanischen Modelle stellt sich im Wesentlichen die Frage,
wie die Bewegung der Rezeptorhelices und eine Kolben- oder Schraubenbewegung
des Transducers gekoppelt sind.

Alternativ kdnnte vermutet werden, dal} eine transiente Protonentransferaktivitat des
Rezeptors von auschlaggebender Bedeutung ist und die beobachteten strukturellen
Anderungen des SRII von sekundére Bedeutung sind. In einem solchen Modell tritt
der Transducer als Protonensensor auf. Fur einen solchen Zusammenhang spricht
neben der Verwandtschaft des Transducers zu Chemorezeptoren, vor allem die Tat-
sache, dal die Fahigkeit des SRIl Protonen zu pumpen durch Bindung des Transdu-
cers unterdruckt wird. Dies kdnnte bedeuten, dal} Seitengruppen des Transducer als
Protonenakzeptoren fungieren. Die extrazellularen Aspartate (D53), welche im Kom-
plex an der Symmetrieachse des Dimers liegen, und Glutamat-43 an der extrazellula-
ren Wasserstoff-Bricke (s. Abb. 19) zwischen SRIl und dem Transducer sind die
einzigen Protonenakzeptoren an der extrazellularen Seite des Transducers. Struktur-
veranderungen durch die veranderte elektrostatische Wechselwirkung wirden in die-
sem Falle die Signalleitung durch den Transducer verursachen.

Die Ursache fir den fehlenden Netto-Transport von Protonen im Komplex ware ein
Nachbarschaftseffekt. Das vom SRIl gepumpte Proton wirde am Transducer gespei-
chert und nicht irreversibel in den extrazellularen Raum abgegeben, sondern es wur-

de im Verlauf des Photozyklus zum SRII zuriickgehen. Eine Reprotonierung des SRl
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durch Aufnahme eines Protons an der zytoplasmatischen Seite ware unndétig. Hiermit
ware der Protonenleitungsweg auf der zytoplasmatischen Seite des Retinals ohne
Bedeutung fur die Signaltransduktion. Von der zytoplasmatischen Seite erfolgt in BR
die Reprotonierung des Retinals durch Aspartat-96 im N-Zustand [55].

Die Unterschiede zwischen BR und SR Il sind klein bis einschlieRlich des K-
Zustands, in dem die Isomerisierung des Retinals beobachtet wird [56]. Die signifi-
kantesten Unterschiede zwischen den Photozyklen von BR und SRIl werden nach
dem Eintritt der grofden Strukturanderungen des M-Zustandes beobachtet. Der fol-
gende N-Zustand kann flr SRII nicht beobachtet werden [55]. Die Substitution des
Aspartats der Protonenpumpen (D96) durch Phenylalanin-86 in SRII, welche zu einer
Beeintrachtigung der Pumpleistung von SRII fuhrt, hatte damit eine funktionelle Be-

deutung.

Die Strukturinterpretation

Die Struktur des Komplexes von SRIl und Htrll zeigt, daf’ die Bindung im Komplex im
Wesentlichen auf hydrophobe Wechselwirkungen zurlckzufiihren ist. Wasserstoff-
Bruckenbindungen zwischen den Molekulen Uben einen orientierenden Effekt aus,
welcher den Transducer tiefer in den extrazellularen Raum eintauchen a3t als das
SRII. Die Interkalation der Seitengruppen beschrankt die Mobilitdt der Transducer-
Helix TM2 in Bezug auf die SR-Helix F auf +/- 1,5 A in Richtung der Membrannorma-
len fUr den kristallographisch charakterisierten Grundzustand.

Die Packungsanalyse des Komplexes ergibt ein plausibles Modell fur einen signal-
gebenden Zustand des Komplexes. Dieser Zustand ist durch eine Translation des
Transducers von maximal 4,2 A in Richtung des Che-Komplexes charakterisiert. Ste-
rische Beschrankungen erfordern zum Erreichen dieses Zustands eine kleine Rotati-
on des Transducer um die Symmetrieachse des Komplexes und die Losung der drei
Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen den Molekdlen.

Beeinflussungen der Aminosauren, die den Protonenleitungsweg im SRII bilden,
werden nicht beobachtet. Insbesonders werden keine strukturellen Anderungen beo-
bachtet, die das Verschwinden der Protonen-Pumpleistung des SRII durch Bindung

des Transducers erklaren kbnnten.
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V. Die Protonen in der Struktur

Protonen und Wasser

Die Wichtigkeit der Protonierungsreaktion ist kaum zu Uberschatzen. Das Proton ist
als nackte Ladung im Vergleich zu anderen Ladungstragern enorm klein. Es weist
daher eine sehr grolde Feldstarke auf, durch die in jedem Falle die Anordnung der
umgebenden Atome bzw. Molekile beeinflul3t, wenn nicht sogar bestimmt wird.

In wassrigem Medium bewirkt die hohe Feldstarke eine Solvatisierung des Protons.
Die protonierte Wasserstruktur kann allein durch die schnell verlaufende
Relokalisation von Elektronen eine Nettoverschiebung der positiven Ladung
erzeugen. Diese apparente Wanderungsgeschwindigkeit des Protons ist also
deutlich groRRer als die jedes anderen lons, das in biologischen Systemen auftritt.
Hinreichende Datenaufldsung vorausgesetzt, zeigt jede kristallographisch bestimmte
Proteinstruktur mehrere Schalen geordneter Wassermolekile, die das Protein
umgeben. Ketten von Wassern verbinden alle geladenen bzw. polaren Gruppen an
der Oberflache des Proteins durch Netzwerke von Wasserstoff-Bruckenbindungen.
Derart strukturiertes Wasser ist etwas von gewohnlichem, sogenannten Bulk-Wasser
vollig Verschiedenes, denn dieses weist keine zeitstabilen Strukturen auf. Es ist
kristallographisch nicht aufgeldst.

In welchem Male spezielle Wasserstrukturen in Protonierungsreaktionen ein Rolle
spielen, sei es in Reaktionsmechanismen oder in der Signaltransduktion, ist in der
Regel unklar. Die statische Abbildung der Molekile durch Réntgenstrukturanalyse
kann nur zeigen, ob an einer bestimmten Stelle eine Wassermolekdl stabil gebunden
ist. Sie sagt aber wegen der meist zu geringen Auflosung nichts Uber den
Protonierungszustand dieses Molekuls oder irgend einer Gruppe des Proteins aus.
Aussagen aus der Proteinkristallographie Uber den Protonierungszustand von
Gruppen in  Proteinstrukturen sind also im Allgemeinen chemische
Plausibilitatsargumente, die sich auf die tabellierten pK-Werte der Aminosauren und
den pH-Wert bei der Kristallisation beziehen. Streng genommen wird also mit
solchen Aussagen impliziert, dal®3 die diskutierte Gruppe mit der freien (Bulk)
Wasserphase im Protolysegleichgewicht steht, wie es die Definition des pK-Wertes

verlangt.
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Das gebundene Proton

Die auf Grund der pK-Werte fur die ionisierbaren Gruppen formulierten Ladungen
erlauben es Modelle zu formulieren, die die Bindung von Molekilen durch
elektrostatische Anziehung beschreiben. Die Starke dieser Wechselwirkung kann zu
deutlichen Strukturanderungen fuhren. Im pam z.B. andert ein dreifach negativ
geladenes Segment des Enzyms durch Bindung des Chymostatins seine Struktur
und tragt zur Ligandbindung im Chymostatin-Komplex bei.

Groldraumige Wechselwirkungen zwischen unterschiedlich geladenen Gruppen
finden sich besonders bei DNA-bindenden Proteinen, die haufig sehr viele positiv
geladene Arginin- und Lysinreste enthalten. Das Beispiel der DNA-Glykosylase AlkA
zeigt, dal} eine solche Bindungsweise keineswegs flir DNA-bindenden Proteine
generalisierbar ist. In dieser Glykosylase ware ein Haufung positiver Ladungen am
Protein ungunstig, da das Herausdrehen (flipping-out) der positiv geladenen Base
aus der DNA und ihre Erkennung behindert wirde. Bei DNA-Methylasen, welche
die zu methylierende Base im neutralen Zustand erkennen, kann die DNA dagegen
durch Anhaufung positiver Ladung gebunden werden. Die Freisetzung des Produkts
wird durch die AbstolRung zwischen der methylierten Base und der Ladung des
Proteins sogar beglinstigt. Obgleich die beiden Enzyme groRe Ahnlichkeit in der Art
der Stabilisierung der positiven Ladung an der Base durch Aromaten des Enzyms
aufweisen und scheinbar ahnliche Reaktionen in entgegengesetzer Richtung
katalysieren, sind ihre Mechanismen vollig verschieden.

Im Nachhinein ist der durch den Aziridin-DNA-Glykosylase-Komplex erkannte Sy1-
Mechanismus flr die Abspaltung der alkylierten Base durch DNA-Glykosylase Il nicht
uberraschend. Die Alkylierung der Base macht diese bereits zu einer guten
Abgangsgruppe mit labiler Bindung. Der Angriff des Wassers auf das erzeugte
Carbokation mit abschlieRender Deprotonierung ist allein deshalb ungewohnlich, da
Sn1-Mechanismen Uber Carbokationen zu Razemisierung flihren. Biochemische
Reaktionen sind aber bemerkenswert stereo- und enantioselektiv. In diesem Falle
fuhrt die Abspaltung der Base aber in jedem Fall zu einer freien glykosidischen
Hydroxylgruppe, so dald es zum Verlust der anomere Konfiguration unabhangig vom

Reaktionsmechanismus kommt. Dies mag letztlich der Grund dafur sein, dal} die
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Reparatur nicht durch Austausch der alkylierten Base erfolgt, sondern im Folgeschritt
die DNA Uber einen grolieren Bereich abgebaut wird und vollstandig

neusynthetisiert.

Das katalytische Proton

Fur die Amidase pam wurde der pK-Wert des katalytischen Lysins zur Erklarung der
geringen Reaktivitat des Proteins gegen Elektrophile herangezogen. FAAH ein
anderes Protein der Amidase Familie mit homologer Struktur und den gleichen
katalytischen Aminosauren zeigt ein ganzlich anderes Verhalten gegen Elektrophile.
Der Unterschied in der Biochemie der Enzyme wird auf den .Protonierungszustand
des katalytischen Lysins zurtckgefuhrt, der nur durch den Einflul3 nicht-konservierter
Aminosaurereste in der Umgebung unterschiedlich sein kann. Eine nicht-
konservierter Ladungstrager nahe dem Lysin in FAAH ist die plausibelste mono-
kausale Erklarung.

Die unterschiedlichen Mechanismen der beide Enzyme stehen offensichtlich im
Zusammenhang mit dem unterschiedlichen Substratspektren. Die Beobachtung das
FAAH anders als pam nicht nur Amide sondern auch Ester hydrolysiert, weist
daraufhin, dal® FAAH relativ indifferent gegen die Art der Abgangsgruppe des
Substrates ist. Die Ursache hierfur ist die Acylierungsreaktion. Sie fuhrt fur FAAH zu
beobachtbaren kovalenten Intermediaten. Der Acylkomplex ist also relativ stabil. Fur
pam werden solche Intermediate nicht beobachtet. Das Gleichgewicht von Enzym-
Substrat-Komplex und acylierten Enzym liegt bei pam auf der Edduktseite, d.h. die
Hydrolyse des acylierten Enzyms zu den Produkten treibt die Gesamtreaktion. Diese
Unterschiede in der Acylierungsreaktion erklaren sich durch den saurekatalysierten
Zerfall des Acyl-Enzym-Komplexes in die Eddukte, der leicht erfolgen kann, wenn die
katalytische Triade protoniert vorliegt, wie fur pam formuliert; nicht aber fur ein
deprotoniertes Lysin (FAAH).

Die erstaunliche Variation des Mechanismus und des damit verknupften
Substratspektrums legt es nahe die biologische Funktion von FAAH zu Gberdenken.
Die Amidase Familie hat Enzyme hervorgebracht die nur Amide hydrolysiert.
Mindestens ein Mitglied dieser Familie besitzt ein abweichendes Substratspektrum.

Die Substrate, Fettsaureamide und Fettsaureester, kommen im Wirkungsbereich des
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Enzyms gemeinsam vor. Der groRe Uberschul® von Estern gegeniiber Amiden in den
Membranen wirft also die Frage auf, ob die biologische Funktion der
membranassoziierten FAAH der neuromodulative Abbau von Fettsaureamiden oder
der Abbau von Fettsaureestern ist. Die zweite Alternative bedeutet, dal3 die FAAH
innerhalb der Amidase Familie einen evolutionaren Abzweig darstellt, namlich die

Entwicklung einer Esterase aus einer Amidase.

Das transportierte Proton

Im Unterschied zum katalytischen Proton, welches direkt benachbarte
Protonenquellen und -senken fur seine Wirkung bendtigt, handelt es sich bei dem
transportierten Proton um grol3e Strecken, die zurickgelegt werden. Die Analyse der
Protonenpumpe Bacteriorhodopsin durch zeitaufgeldste Infrarotspektroskopie hat
ergeben, dald es sich nicht um ein einzelnes Proton handelt, welches wahrend eines
Pumpzyklus durch das Protein beférdert wird. Vielmehr leitet die Abgabe eines
Protons durch das isomerisierte Retinal und die bei der Dissipation des
eingestrahlten Lichtquants auftretenden Strukturanderungen eine Kaskade von
Ladungsverschiebungen ein. Diese fuhrt zur Relokalisation von mindestens vier
Protonen innerhalb des BR, so dal® Netto ein Proton Uber die Membran transportiert
wird. Im Detail scheint das transportierte Proton also dem katalytischen Proton
vergleichbar. Das besondere beim Protonentransport ist der geordnete Ablauf von
raumlich getrennten Schritten. Eine solche Koordination Uber gro3e Strecken kann
die Coloumb-Kraft leisten.

Das Sensory Rhodopsin zeigt zwar in den spateren Phasen des Photozyklus
deutliche Abweichungen vom Bacteriorhodopsin, aber es pumpt Protonen wie BR,
wenn auch deutlich langsamer. Da bis zum M-Zustand die Ablaufe fir die beiden
Proteine ahnlich sind, ist es nicht verwunderlich, dal® auf der Basis der
Grundzustandsstruktur des SRII-Htrll-Komplexes, des SRIl sowie der Struktur des K-
Zustandes des SRIl keine Ursache fur das Fehlen der Pumpaktivitat des Komplexes
gefunden werden kann. Auf der Basis der bekannten Strukturen und
charakterisierten Zustande des Sensory Rhodopsins kann also allein die Licht-
induzierte Strukturveranderung des Rezeptors zur Erklarung der Signaltransduktion

herangezogen werden.
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Das Modell der transienten Protonen-Transferaktivitdt steht zwar nicht im
Widerspruch zu Beobachtungen, wird aber allein durch die Deutung der fehlenden
Nettopumpaktivitat als transiente Transferaktivitat gestutzt. Experimente die diese

Deutung belegen konnten, liegen zur Zeit nicht vor.
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