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ZUSAMMENFASSUNG / SUMMARY

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die dreidimensionale Struktur der Proteine Kinesin und Enol-
pyruvyltransferase mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmt. Dazu wurden verschiedene Me-
thoden (isomorpher und molekularer Ersatz, Verwendung anomaler Signale) zur Bestimmung
der Phasen eingesetzt.

Das Motorprotein Kinesin, das chemische Energie in Form von ATP in gerichtete Bewegung
auf dem Mikrotubulus umwandeln kann, konnte in dimerem und monomerem Zustand aufge-
klart werden. Fir das dimere Protein wurden im Rahmen dieser Arbeit die Phasen unter Ver-
wendung von Schweratomersatz und dem Einsatz anomaler Signale bestimmt. Die zu hoherer
Auflosung streuenden Kristalle des monomeren Kinesin konnten mit Molekularem Ersatz eines
vorlaufigen Dimermodells phasiert werden. Vergleiche zwischen G-Proteinen und Myosin mit
dem monomeren Kinesin zeigten Gemeinsamkeiten und Unterschiede, die zu Vorhersagen oder
Einschrankungen fir die Bewegung des Kinesin fuhrten.

Das zweite Protein, dessen Struktur aufgeklart wurde, ist das Enzym Enolpyruvyltransferase.
Dieses ist fiir die bakterielle Zellwandsynthese essentiell und stellt deshalb ein Ziel fiir Antibio-
tika dar. Die Struktur zeichnet sich durch eine sechsfache Wiederholung eines aus einem vier
strangigen S-Faltblatt und zwei a-Helices aufgebauten Motivs aus. Je drei dieser Faltungsein-
heiten sind zu einer Domane zusammengefafit. Diese beiden Domanen I und II sind durch einen
scharnierartigen l"Jbergang verbunden. Das Protein erhalt dadurch eine hantelférmige Struktur.
Ein Vergleich mit der kurzlich veroffentlichten Struktur von Enolpyruvyltransferase mit gebun-
denem Substrat (Skarzynski et al. 1996) zeigt die Wirkungsweise des Enzyms: das Scharnier
bewegt sich und das Protein ,klappt“ zu, wodurch das Substrat in sein Inneres wandert.

Summary

The three-dimensional structures of the proteins kinesin and enolpyruvyltransferase have been
determined using X-ray crystallography. Several methodical approaches have been used (iso-
morphous and molecular replacement, anomalous diffraction) to determine the phase angles.

The motor protein kinesin transfers chemical energy (ATP) into directed movement on a
microtubulus. Its structure was solved in the monomeric and dimeric state. The phase angles
for the dimeric protein were determined by using isomorphous replacement and anomalous
scattering (MIRAS). The crystals of the monomeric form diffracted to higher resolution and
could be phased by molecular replacement methods using a preliminary model of the dimer as a
search model. Comparisons between G-proteins and myosin with the monomeric kinesin showed

similarities and differences leading to predictions or restrictions for the motility mechanism of
kinesin.

The second protein investigated was the enzyme enolpyruvyltransferase. This enzyme is
essential for the synthesis of the bacterial cell wall. It is therefore a target for antibiotic
drugs. The structure shows a six-fold repeat of a folding unit composed of a four stranded
B-sheet and two a-helices. Three folding units form a domain. The two domains I and II
are connected via a hinge-like transition region. The overall shape of the protein resembles a
dump-bell. A comparison with the recently published structure of enolpyruvyltransferase with
bound substrate (Skarzynski et al. 1996) shows the function of the enzyme: the hinge moves
and the protein ‘closes’ burying the substrate in its interior.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Rontgenstrukturanalyse von Proteinen

Die Idee, Proteine auf atomarer Ebene zu untersuchen, ist relativ alt. Sie reicht zuriick ins
Jahr 1936, als Max Perutz und John Kendrew die Vision hatten, biologische Molekiile und
ihre Funktion im atomaren Detail zu untersuchen. Sie wahlten sich als Untersuchungsobjekte
Myoglobin und Hamoglobin, die sie kristallisierten und mit Rontgenstrahlung bestrahlten. Es
dauerte dann allerdings fast 20 Jahre, bevor diese Studien die endgiiltige atomare Struktur
lieferten (Perutz 1956, Kendrew et al. 1958). Dafiir erhielten Perutz und Kendrew im Jahre
1962 gemeinsam den Nobelpreis fiir Chemie.

Mittlerweile ist die Rontgenkristallographie aus der Untersuchung von biologischen Mo-
lekillen nicht mehr wegzudenken. Insbesondere in den 90er Jahren sind tausende von neu- .
en und teilweise sehr grofien Strukturen gelost worden. Diese sind in der ProteinDataBank
in Brookhaven/New York (Bernstein et al. 1977) zusammengefat. Dieses allgemein fiir die
Forschung zugangliche Archiv umfaBt heute (3.12.97) 6731 verdffentlichte Strukturen. Taglich
kommen etwa fiinf neue hinzu. Die Anzahl der Protein Strukturen, die in der ProteinDataBank
veroffentlicht sind, steigt seit Ende der 80er Jahre steil an. Von ihrer Griindung im Jahre 1973
bis 1986 wurde zwischen 2 und 50 Strukturen pro Jahr veroffentlicht. Dieser Wert ist in den
Jahren 1988 bis 1997 stetig angestiegen. Im Jahr 1997 wurden insgesamt 1640 neue Protein
Strukturen veroffentlicht (s. Abb. 1.1).

Die weitaus meisten dieser Strukturen (etwa 82%) wurden mit Hilfe der Rontgenkristallstruk-
turanalyse gewonnen. Dazu kommen noch 16%, die mit NMR in Losung erarbeitet wurden.
Vernachlassigbar ist dagegen die Anzahl der aus theoretischen Arbeiten in der PDB deponierten

Strukturen (= 2.5%) oder die aus Neutronen-Experimenten gewonnenen Strukturen (33 von
6664).

Der groBe Anstieg der Anzahl der bekannten Proteinstrukturen durch Anwendung der Pro-
teinkristallographie ist auf verschiedene sich parallel entwickelnde Zweige der experimentellen
Techniken der Molekularbiologie sowie der Moglichkeiten der Datensammlung und der Daten-
auswertung zuruckzufihren.



KAPITEL 1. EINLEITUNG
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Abbildung 1.1: Anzahl der Strukturen in der ProteinDataBank von 1973-1997

Dazu zahlen insbesondere:

1. experimentelle Techniken

(a) Sequenzierungs-, Klonierungstechniken

(b) Modifizieren von Aminosauren und Einbringen von anomalen Streuern (z.B. Selen-
methionin)

(c) Einfriertechniken fiir Kristalle, so da8 der Strahlenschaden an den Kristallen redu-
ziert werden kann

2. Datensammlung

(a) bessere Strahlungsquellen (Synchrotronstrahlungsquellen der zweiten und dritten
Generation)

i. intensivere und besser fokussierte Strahlung (fiir kleine Kristalle)

ii. Moglichkeit verschiedene Wellenlangen einzusetzen (anomale Dispersion, MAD)
(b) Verfiigbarkeit von leistungsfahigen Flachendetektoren

i. Imageplates

i1. CCD-Kameras
3. Datenauswertung
(a) leistungsfahigere Rechner (neue 3D-Graphics-Rechner und bessere Rechenleistung

fir aufwendige Verfeinerungsprotokolle)

(b) Entwicklung und Verbesserung von Software fiir (fast) alle Bereiche der Datenver-
arbeitung von Proteinkristallographiedatensammlung iiber Datenreduktion bis zur
Verfeinerung der Struktur



1.2. MOTORPROTEIN KINESIN

Alle diese Fortschritte fiihren dazu, da8 in der heutigen Zeit die Losung einer Proteinstruktur
in erheblich kurzerer Zeit zu verwirklichen ist, als dies noch vor einem Jahrzehnt der Fall war.
AuBerdem konnen auch wesentlich grofilere Strukturen ganzer Proteinkomplexe kristallisiert und
mit Rontgenstruktureanalyse aufgeklart werden. Der derzeit grofite Proteinkomplex, der mit
Rontgenkristallographie gelost werden konnte, ist das Proteasom (Loewe et al. 1995). Dies ist
ein ZusammenschluB von 14 Proteinen, der dafiir sorgt, daB Proteine oder Proteinfragmente
in der Zelle abgebaut werden. Insgesamt sind fir dieses Modell die Positionen von 56419
Atomen zu einer Auflésung von 3.4 A bestimmt worden. Die Daten zur Losung dieser Struktur
wurden am Synchrotronstrahlungsexperiment BW6 der Max-Planck-Gesellschaft am DESY
aufgenommen.

Ein weiteres sehr ehrgeiziges Projekt, das die Nutzung der Synchrotronstrahlung und mo-
dernste Methoden wie Kryokristallographie und Nutzung anomaler Streuer erfordert, ist die
Untersuchung von Proteinen des Ribosoms. Das Ribosom ist ein Zellpartikel, der Proteine aus
Aminosauren aufbaut. Er selbst besteht aus etwa 50 Proteinen und Ribonukleinsauren und
hat eine Masse von etwa 2 Millionen Dalton. Die Untersuchung dieser Struktur wird von den
Gruppen um Prof. Ada Yonath in Hamburg und Rehovot/Israel durchgefiihrt.

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteinen handelt es sich zum einen um das
Motorprotein Kinesin, das fir die Transportprozesse in der Zelle eine herausragenden Bedeu-
tung hat, und zum anderen um ein Protein, das fir den Aufbau der bakteriellen Zellwand
zustandig ist, die Enolpyruvyltransferase. Diese beiden Proteine sollen in den folgenden Ab-
schnitten kurz in ihrer Funktion beschrieben werden.

1.2 Motorprotein Kinesin

Das Motorprotein Kinesin ist eine ATPase, die chemische Energie in gerichtete mechanische
Bewegung umsetzt. Dabei bewegt sich das Kinesin entlang von Mikrotubuli ahnlich wie Zige
auf Gleisen. Diese Mikrotubuli sind rohrenartige Strukturen, die sich in allen hoheren Zellen
finden und neben Aktinfilamenten und intermediaren Filamenten einen Teil des sogenannten
Zellskeletts ausmachen. Sie iibernehmen in der Zelle vielfaltige Aufgaben. So stabilisieren
sie etwa Zellfortsatze wie die langen Fortsatze der Nervenzellen (Axone) oder sie bilden den
fur die Zellteilung erforderlichen Spindelapparat aus. Der Mikrotubulus selbst ist aus einem
heterodimeren Protein aufgebaut, dem Tubulin. Ein Tubulin-Dimer besteht aus zwei Unter-
einheiten, dem a- und dem S-Tubulin (orange und hellblaue Kugeln in Abb. 1.2). Diese lagern
sich zu sogenannten Protofilamenten zusammen, von denen mehrere parallel angeordnet einen

Hohlzylinder, den Mikrotubulus, bilden.

1.2.1 Mikrotubuli

Stabilisiert werden die Mikrotubuli durch Mikrotubuli assoziierte Proteine (MAP) (Mandelkow
und Mandelkow 1995). Diese MAPs wirken quasi wie Schwellen an den Gleisen und sorgen
fir den Erhalt der Mikrotubulusstruktur. Diese ist jedoch nicht starr sondern dynamisch. Auf
Polymerisationsphasen, die eine Verlangerung - ein Wachstum des Mikrotubulus - bedeuten,
folgen Zerfallphasen, in denen der Mikrotubulus rasch schrumpft. Mit diesen dynamischen
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

Prozessen, der sogenannten dynamischen Instabilitit, kann in der Zelle z.B. die Trennung der
Chromosomen wahrend der Teilung gesteuert werden.

Das Motorprotein Kinesin bindet
ebenfalls auf dem Mikrotubulus und
gleitet an ihm entlang. Aufgrund
dieser Eigenschaft wurde es auch
vor etwas mehr als 10 Jahren durch
Video-Mikroskopie von Brady (1985)
und Vale et al. (1985) entdeckt.
Sie entdeckten gerichtete Transport-
vorgange entlang der Mikrotubuli
und konnten diese mit einem Motor-
protein, dem Kinesin, in Verbindung
bringen. Das Kinesin zieht somit
Partikel (Organellen, Vesikel) gleich-
sam wie eine Lokomotive auf den
Mikrotubulusgleisen hinter sich her

(Abb.1.2).

Seit 1985 ist eine Vielzahl von
verschiedenen Motorproteinen, die
zur Kinesinfamilie gehoren, entdeckt
worden. Alle diese Proteine wandern
entlang von Mikrotubuli, indem sie
sich unter Spaltung von ATP zu ADP
gerichtet fortbewegen. Die Richtung

A S - : dieser Bewegung ist dabei fur jede
Abbildung 1.2: Mikrotubulus mit Motorproteinen und Proteingruppe gleich. Es gibt jedoch

V?sikeh.l. Die Bewegungsrichtung der Motorproteine ist je nach Art der Aufgaben der Mo-
mit Pfeilen angedeutet.

H~Tubulin

e~Tubulin Plus-Ende

Motorprotein
{Minusmotor)

Motorprotein
{Plusmotor)

Vesikel

Minus-Ende

torproteine in der Zelle verschiedene
Proteine, die sich am Mikrotubulus
in unterschiedliche Richtungen bewe-

gen. So bewegt sich das Protein ncd zum Minusende der Mikrotubuli und das Protein Kinesin
zum Plusende der Mikrotubuli (Abb. 1.2).

1.2.2 Funktion des Kinesins

Kinesine sind praktisch in allen Arten von hoheren Zellen und allen bisher untersuchten Vielzel-
lern bei verschiedenen Entwicklungsstufen zu finden. Die Aufgaben der Proteine der Kinesin-
Familie in der Zelle sind vielfaltig. So sind Kinesine u.a. an folgenden Prozessen beteiligt:

1. Transport von Vesikeln und Organellen (z.B. in Axonen),

2. Verschieben und Orientieren des Spindelapparates wahrend der Zellteilung.

Die erste Aufgabe ist insbesondere in neuronalen Zellen wichtig. Diese haben lange Fortsatze
(Axone) von bis zu 1 m Lange, so daB Transportprozesse nicht mehr mittels Diffusion ablaufen
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konnen. Daher ist die gerichtete Bewegung von Organellen von grofer Bedeutung, um die
Versorgung der Nervenenden und damit deren Funktionsfahigkeit zu gewahrleisten.

Die zweite Aufgabe ist fiir eine geordnete Zellteilung unerlaBilich. Kinesine (z.B. BimC,
KAR3) und Dyneine greifen an zwei benachbarten Mikrotubuli an, und verschieben diese gegen-
einander oder orientieren die Spindelapparate in der fir die Zellteilung notwendigen Richtung.
Auf diese Weise kann sich der Spindelapparat verandern und die fir die Zellteilung notwendige
Trennung der Chromosomen kann erfolgen.

Das im Rahmen der Arbeiten an unserem Institut untersuchte Kinesin stammt aus dem
Rattenhirn ist aber das ubiquitare Kinesin. Der Klon wurde von Dr. Ann Sperry und Dr. Scott
Brady (unverdffentlichte Ergebnisse) von der Universitat Dallas zur Verfiigung gestellt.

1.2.3 Struktur des Kinesins und Kinesinfamilie

Die Struktur eines Proteins lait sich in verschiedene Ebenen einteilen: die Primarstrukturebene,
die durch die Aminosaurensequenz vorgegeben ist, die Sekundarstrukturebene, die die charak-
teristischen Faltungsmuster wie a-Helices und -Faltblatter wiedergibt und die Tertiarstruktur-
ebene, die die raumliche Anordnung all dieser Elemente beschreibt.

Wahrend die Kenntnis iiber die Primar-
struktur durch Sequenzierung zur Verfi-
gung steht, sind die anderen Strukturebe-
nen schwieriger zuganglich. Fir die Vor-
hersage von Sekundarstrukturelementen
gibt es eine Reihe von guten Program-
men (z.B. PHD am EMBL-Heidelberg), es
ist jedoch bisher nicht moglich eine zu-

verlassige Vorhersage der Tertiarstruktur
5 aufgrund der Aminosauresequenz durch-
%.;ﬁ* j zufiihren. Allerdings lassen sich durch Se-
" ":J S quenzvergleiche die Verwandtschaften in-
g nerhalb der Kinesin-Familie untersuchen.
el 12 S YE ChiomokinesinkIFz Durch solche Ahnlichkeitsvergleiche konnte
TR o etwa der in Abb. 1.3 gezeigte phylogenische
i ‘;:-:%ﬁ‘» ot Baum der Kinesine von Moore und Endow
- -“"h%fg:_.j? & (1996) entwickelt werden.
—| _»,':t-_:§§‘ Auch die Domanenstruktur lief sich auf-
L AT klaren. Kinesin ist ein Heterotetramer und
" %‘éﬁ Cterminal Molors besteht aus zwei schweren Ketten, die je-
weils eine Kopf- oder Motordomanen und
Abbildung 1.3: Kinesin Familie einen an den Motordomanen anliegenden
(nach: (Moore  und  Endow  1996) Schwanz aufweisen. Diese bilden einen
http://www.blocks.fhcrc.org/ kinesin/) Komplex mit zwei leichten Ketten, die ver-

mutlich die Verbindung zum Vesikel her-
stellen (Abb.1.4). Die Motordomane kann
dabei N-terminal oder aber C-terminal pla-
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KAPITEL 1. EINLEITUNG

ziert sein. Es werden auch monomere Kinesine, oder Kinesine mit einer Motordomane in der
Mitte des Molekuls gefunden. Die Familie der Kinesine erhalt durch die Entdeckung neuer
Proteine standig ,,Zuwachs”.

leichte
Ketten

schwere Kinesin-Ketten (KHC)

Abbildung 1.4: Kinesin Domanenstruktur

Uber die detaillierte raumliche Struktur des Kinesinmolekiils war zu Beginn der kristallogra-
phischen Arbeiten in unserem Labor (1994) nur wenig bekannt. Es waren sogenannten Deko-
rierungsexperimente durchgefiihrt worden (Song und Mandelkow 1993), bei denen Mikrotubuli
mit Kinesin-Molekiilen gesattigt wurden. Auf diese Weise war es erstmals moglich, unter dem
Elektronenmikroskop die Ausrichtung der Tubulin-Molekiile im Mikrotubulus zu untersuchen,
was eine offene Frage iiber die Anordnung der Tubulin-Dimere im Mikrotubulusgitter klarte
(A- oder B-Gitter-Anordnung). Mit solchen Dekorierungsexperimenten war es auch maoglich
durch 2- und 3-dimensionalen Bildrekonstruktion von elektronenmikroskopischen Aufnahmen
niedrig auflosende Bilder von Kinesin und Tubulin zu erzeugen. Die Struktur der Kinesine auf
atomarer Ebene blieb jedoch zunachst unzuganglich.

Mit der atomaren Struktur fehlte aber die wichtigste Voraussetzung, um ein Verstandnis
iber die Funktion von molekularen Motoren zu erhalten. Deshalb wurden Anstrengungen
in verschiedenen Gruppen unternommen, atomare Modelle von Kinesin oder kinesinahnlichen
Molekiilen zu bestimmen. Mittlerweile sind einige Strukturen von Kinesinen (Kull et al. 1996,
Sablin et al. 1996, Gulick et al. 1998) verdffentlicht worden, zu zweien davon (Kozielski et al.
1997b, Sack et al. 1997) wurden im Rahmen dieser Arbeit Beitrage geleistet.

1.3 Enolpyruvyltransferase

Das zweite Protein, das in dieser Arbeit untersucht wurde, war das Protein Enolpyruvyltrans-
ferase (EPT). Dieses Enzym spielt eine wichtige Rolle beim Aufbau der bakteriellen Zellwand.
Diese ist im Gegensatz zur Zellwand tierischer Zellen sehr stabil. Ansonsten wiirde sich das
Bakterium in seiner normalen Umgebung auflosen, es wiirde lysieren.
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1.3. ENOLPYRUVYLTRANSFERASE

Die Zellwand besteht aus einem Makromolekiil, das Peptidoglykan genannt wird. Dieses
besteht aus Polysacharidketten, die durch kurze Peptide quervernetzt sind. Durch die aufler-
ordentlich starke Vernetzung kann das Peptidoglykan als ein einziges, groBfes Makromolekul
aufgefafit werden.

Ohne hier auf die einzelnen Schritte der Peptidoglykan-Synthese naher einzugehen, soll an
dieser Stelle kurz die Funktion der Enolpyruvyltransferase beschrieben werden.

1.3.1 Funktion der EPT

Das Enzym Enolpyruvyltransferase vermittelt den ersten Schritt in der Peptidoglykan-Synthese.
Es sorgt dafiir, daB8 auf einen aktivierten Zucker, Uridinphosphat-N-acetylglucosamin (UDP-
GlcNAc), ein Phosphoenolpyruvat ibertragen wird. Nach Abspaltung von anorganischem
Phosphat, P;, entsteht daraus Uridindiphosphat-N-acetylmuraminsaure (UDP-MNAc). Die
Reaktion ist in Abb. 1.5 schematisch dargestellt.

CH,OH
o
H AL i~ clznz
oH H L [Pl + c—o—po?
HO |
T_ H COO~
0=C¢C
|
CH,
UDP-GIcNAc phg@’r’ﬂ;’;m" UDP-MNAc

Abbildung 1.5: Funktionsweise der Enolpyruvyltransferase nach Stryer (1987)

Erst nach diesem Schritt kann ein Peptid an die UDP-MNAc angehangt werden, was der
eigentliche Beginn der Peptidoglykan-Synthese ist. AnschlieBend wird diese Zucker-Peptid-
Einheit auf einen Tragerstoff (Carrierlipid) tibertragen. An den MNAc-Teil dieser Zucker-
Peptid-Carrierlipid-Einheit wird dann ein weiterer aktivierter Zucker (UDP-GIcNAc) ange-
hangt. Nun ist die Grundstruktureinheit der Zellwand fertig. Sie kann an das eine Ende einer
wachsenden Polysaccharid-Kette angefiigt werden.

1.3.2 Pharmakologische Bedeutung

Die Tatsache, daB die Enolpyruvyltransferase fiir die Erzeugung der UDP-MN Ac-Molekiile un-
erlaBlich ist, macht sie zu einem Ziel fiir Antibiotika. Ein Medikament, dessen Wirkung auf
EPT seit langem bekannt ist, ist das Fosfomycin. Dieser Stoff, der ein Analog des Phos-
phoenolpyruvats ist, bindet kovalent am Cys115 und verhindert damit die Anlagerung des
Phosphoenolpyruvats (Cassidy und Kahan 1973).
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Diese Behinderung der EPT-Funktion fihrt dazu, dal das Bakterium nicht mehr in der Lage
ist, einen korrekten Aufbau der Zellwand vorzunehmen. Bei der nachsten Zellteilung stirb es
daher, worauf letzlich die Wirkungsweise dieses Antibiotikums beruht. Mit der Kenntnis der
Struktur der EPT ist es daher méglich, die Wirkung von Fosfomycin auf EPT im atomaren
Modell zu verstehen. Moglich ist auch eine Verbesserung der antibiotischen Wirkung, indem die
Bindungsstelle studiert und alternative Liganden auf dem Reilbrett entworfen und spater im
Chemielabor erzeugt werden. Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur dieses Enzyms
war daher nicht nur aus biologischer, sondern auch aus pharmakologischer Sicht von sehr groiem
Interesse.

1.3.3 Vergleich mit EPSP-Synthase

Das einzige andere bekannte Protein, das eine komplette Phosphoenolpyruvateinheit iibertragen
kann, ist die EPSP-Synthase (5-enolpyruvylshikimat-3-phosphat Synthase). Diese vermittelt
den vorletzten Schritt im sogenannten Shikimat-Zyklus. Dieser ist erforderlich fiir die Synthese
der aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan. Das Enzym kommt in
Pflanzen, Bakterien und Pilzen, jedoch nicht in Tieren vor. Fiir Pflanzen, die Aminosauren
synthetisieren miissen, ist die Funktion dieses Enzym unerlafilich.

EPSP-Synthase 1a8t sich, entgegen der Erwartung, nicht durch Fosfomycin hemmen. Statt-
dessen ist ein anderer Inhibitor in der Lage das Enzym zu blockieren. Dabei handelt es sich um
den Stoff Glyphosat (dieses wiederum hemmt EPT nicht). Da die EPSP-Synthase ein essentiel-
les Enzym fiir Pflanzen ist und seine Ausschaltung zum Tod der Zelle fihrt, 1aBt sich Glyphosat
als Herbizid einsetzen. Es ist dabei nicht selektiv und kann daher bisher nicht von oben auf die
Nutzpflanzen aufgebracht werden, da es zu schweren Schaden auf der Nutzpflanze fihrt. Seine
guten Eigenschaften als Herbizid und seine gute Umweltvertraglichkeit (sehr geringe Toxizitat
fir Sadugetiere, Vogel und Fische, schnelle Bindung im Boden und Biodegradation) machen
Glyphosat zu einem der am meisten verwendeten Herbizide. Es wird unter dem Handelsnamen
Roundup Ready™ von der Firma Monsanto, St. Louis/USA, vertrieben.

Aufgrund seiner Empfindlichkeit gegen Glyphosat ist die EPSP-Synthase fiir die landwirt-
schaftliche Forschung von sehr grofiem Interesse. Eine Mutation (G96A in E.coli-Zahlweise),
macht das Protein gegen das Herbicid Glyphosat unempfindlich. Diese Mutation kann gentech-
nisch in die EPSP-Synthase eingefiihrt werden, um z.B. Kulturen von Sojabohnen, die mittels
Genmanipulation Glyphosat-Resistenz zeigen, nur mit diesem einen Herbizid zu behandeln. Auf
diese Weise kann man den Einsatz von Herbiziden und damit die Kosten erheblich reduzieren
(Padgette et al. 1996). Seit Anfang 1997 werden auf diese Weise manipulierte Sojabohnen auch
nach Europa exportiert, was etwa in Deutschland zu einer intensiven offentlichen Diskussion
um genveranderte Nahrungsmittel gefihrt hat.

Die Struktur des Proteins wurde bereits von Stallings et al. (1991) rontgenkristallographisch
gelost (PDB-Code: leps). Dies war ein industrielles Projekt (Monsanto), da man sich durch die
Aufklarung der Struktur Einsichten in die Wirkungsweise des Glyphosats erhoffte. Allerdings
ist es bisher nicht gelungen (oder es wurde nicht publiziert), das Enzym in Gegenwart des
Inhibitors Glyphosat zu kristallisieren. Damit bleibt die Frage nach der Funktionsweise des
Enzyms und der Wirkungsweise des Inhibitors zumindest teilweise spekulativ. Das Interesse
an der Strukturaufklarung der EPT ist daher indirekt auch tiber die Hoffnung auf Einsichten
in die EPSP-Synthase-Funktionsweise begriindet, solange keine direkten Daten von EPSP-
gynthase-Strukturen vorliegen.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Proteine

Untersuchungsgegenstande der vorliegenden Arbeit waren biologische Makromolekiile, speziell
Proteine. Die Bedeutung der beiden untersuchten Proteine Kinesin und Enolpyruvyltransferase
wurde in Kapitel 1 bereits erlautert. Es sollen hier einige allgemeine Bemerkungen tiber den
Aufbau und die Struktur der Proteine gemacht werden.

2.1.1 Aufbau und Primarstruktur

Proteine werden von der Zelle durch Ribosomen synthetisiert. Dort wird der aus vier verschiede-
nen Basen bestehende genetische Code der Nukleinsauren tibersetzt. Jeweils drei Basenpaaren,
einem Triplett, wird eine Aminosaure zugeordnet. Bei der Ubersetzung des genetischen Codes
wird dann Stick fir Stick eine Kette von Aminosauren aufgebaut. Die Aminosauren sind
iber Peptidbindungen miteinander verbunden, weshalb man in diesem Zusammenhang auch
von einem Polypeptid spricht.

Die Abfolge der Aminosauren lat eine eindeutige Bestimmung des Proteins zu. Man nennt
die Aminosauresequenz daher auch die Primdrstruktur des Proteins. Diese Primarstruktur sagt
allerdings nichts iber die Funktion des Proteins aus, oder wie Branden und Tooze (1991) in
ihrer Einleitung ausfiihren: ”by themselves these sequences tell little more about the biology of

the system than a New York telephone directory tells about the function and marvels of that
city”.

2.1.2 Sekundarstruktur

Die Aminosaurekette ist allerdings im Protein nicht beliebig orientiert, sondern es lassen sich
verschiedene Strukturmerkmale ausmachen. Diese Sekunddrstruktur genannten Elemente sind
uber Wasserstoffbriickenbindungen stabilisierte spezielle Anordnungen von Aminosaurenab-
schnitten im Protein. Durch Drehung der Peptidbindung und damit verbundener sterischer
Hinderung der Seitenketten werden solche Sekundarstrukturelemente oft vom groBten Teil
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der Aminosauren eines Proteins angenommen. Es bilden sich sogenannte o-Helizes und j-
Faltblatter. a-Helizes sind Spiralen von Aminosaureabschnitten, die mit einer Periode von 3.6
Aminosauren pro Umlauf teilweise sehr lang werden kénnen. -Faltblatter sind demgegeniiber
nicht spiralisiert. Im Gegenteil, sie sind langausgestreckte Aminosadurenabschnitte, an denen
sich parallel oder antiparallel ebensolche ausgestreckten Aminosaurenabschnitte anlagern. Die
Sekundarstrukturelemente werden im Protein von Schlaufen oder Loops genannten Bereichen
verbunden, so daB8 diese in unterschiedlichsten Orientierungen angeordnet sein kénnen.

2.1.3 Tertiar- und Quartarstruktur

Die Anordnung der Sekundarstrukturelemente zu groBeren Einheiten, sogenannten Domanen,
wird als die Tertiarstruktur des Proteins bezeichnet. Erst auf diesem Niveau laBt sich die
Funktionsweise eines biologischen Makromolekiils verstehen. Weder die Primar- noch die Se-
kundarstruktur ermoglichen Aussagen iiber Bindungsregionen oder Strukturanderungen, die
bei biologischen Prozessen ablaufen.

Die Vorhersage der Tertiar- oder der Quartarstruktur (hiermit werden Zusammenlagerungen
von Domanen bezeichnet) ist aus der Aminosduresequenz bislang nicht méglich, da iber die bei
der Proteinfaltung herrschenden Mechanismen noch zu wenig bekannt sind. Deshalb ist fir das
Verstandnis der Funktionsweise der Proteine auf atomarer Ebene die experimentelle Bestim-
mung der Tertiar- und Quartarstruktur unerlallich. Dazu stehen zwei Verfahren zur Verfugung:
die nuklearmagnetische Resonanz von gelosten Proteinen und die rontgenkristallographische
Untersuchung von Proteinen.

2.2 Rontgenkristallographische Bestimmung der Struk-
tur von Proteinen

Das Ziel jedes Rontgenbeugungsexperiments an Proteinkristallen ist die Aufklarung der Struk-
tur des Proteins. Diese 138t sich beschreiben mit der Elektronendichte p, in die dann die
einzelnen Atome des Proteinmolekiils plaziert werden. Es besteht ein einfacher durch eine
Fouriertransformation gegebener Zusammenhang zwischen den Strukturfaktoren Fj und der
Elektronendichte p:

1 —2mi(hx 2 ‘
Q(z,yaz)=szZFhk1'e il v i (2.1)
Bis kb

Dabei sind die Strukturfaktoren Fjx komplex und werden iblicherweise gemaB Gl.2.2 in
Amplitude (| Fix|) und Phase (anw) zerlegt.

Fi = |Fagt] - €8 (2.2)

Mit (hkl) werden hier die Millerschen Indices bezeichnet, die die reflektierende Gitterebenen-
schar kennzeichnen. Der direkten Messung ist jedoch nur die Intensitat / der Rontgenstrahlung
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fir jeden Reflex (hkl) zuganglich. Fir diese gilt!

Inkt = | Faa|. (2.3)

Die Zuordnung der korrekten Indizes (hkl) und die moglichst genaue Bestimmung der In-
tensitaten Inx der Beugungsreflexe stellt dabei eine hauptsachlich meitechnische Aufgabe dar.
Demgegentiber mussen fiir die Bestimmung der Phasen, die nicht direkt iiber das Rontgenbeu-
gungsexperiment gemessen werden konnen, verschiedene Verfahren herangezogen werden, die
in Abschn. 2.5 vorgestellt werden. Zunachst soll allerdings der Aufbau eines typischen Protein-
kristallographieexperiments beschrieben werden.

2.3 Aufbau eines Proteinkristallographieexperiments

2.3.1 Rontgengenerator

Der schematische Aufbau eines Proteinkristallographieexperiments ist in Abb. 2.1 gezeigt. In
der linken Bildhalfte ist die typische Anordnung an einem Rontgengenerator dargestellt.

Strahlfianger Rotations-(\r)
i Achse
Kristall
MAR

¢ Monochromator

L8

\ gebeugter
Strahl

2 5 . einfallender %9-

/ 4 : S e el

Beugun§sbild

Goniometer-Kopf

Abbildung 2.1: Aufbau eines Proteinkristallographieexperiments

Bei den Arbeitsgruppen der Max-Planck-Gesellschaft am DESY steht fiir die Experimente
ein Drehanodengenerator RU200 der Firma Rigaku zur Verfiigung. Dieser ist mit einer Kupfer-
Anode ausgestattet, die von einem durch eine regelbare Kathode (Fwidass = 50mm b, Vi =
100kV) beschleunigten Elektronenstrahl beschossen wird. Die austretende Rontgenstrahlung
wird von einem Graphit-Monochromator (Fa. Huber) unter einem Glanzwinkel von 6 = 13.1°

'Hier sind einige Korrekturfaktoren zu beachten (Polarisationskorrektur P und Lorentzkorrektur L), auf
deren Bedeutung hier aber nicht eingegangen werden soll. Nach korrekter Skalierung der Daten gilt G1.2.3.
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abgelenkt. Dadurch wird die Strahlung monochromatisiert und es kann mit Strahlung der
Kupfer K,-Linie (A = 1.514 A) experimentiert werden. Fiir besondere Anforderungen an die
Strahlung ist bei einigen Experimenten noch der Einsatz von fokussierenden Spiegeln moglich.

Nach dem Passieren eines Blendensystems des Detektors, mit dem die Strahlweite bestimmt
wird (typischer Wert: 0.3 mm-0.3 mm), trifft der Strahl den Kristall, an dem er gebeugt wird.
Wahrend der unabgelenkte Primarstrahl mit einem Strahlfanger oder Beamstop aufgehalten
wird, erreichen die vom Kristall gebeugten Anteile einen Bildplattenscanner (MAR-Research),
in dessen Innern sie eine Bildplatte mit Rontgenphotonen anregen. Dieser Scanner ist in seiner
Entfernung zum Kristall verfahrbar, um verschiedene Auflésungsbereiche einstellen zu kénnen.
Wahrend der Messung wird der Kristall um die ¢-Achse gedreht, so dal eine sogenannte
Drehkristall- oder Oszillationsaufnahmen entsteht.

Die Befestigung des Kristalls auf einem Goniometerkopf ist im rechten Teil von Abb. 2.1
skizzenhaft dargestellt. Der Kristall ist in einer Quarz-Kapillare von 0.2 mm bis 2.0 mm Durch-
messer montiert, die an beiden Enden mit Wachs verschlossen ist. Dies ist erforderlich, um
das Austrocknen des Kristalls zu verhindern. Mit dem Goniometer-Kopf, der mit Mikrometer-
schrauben in verschiedenen Richtungen justierbar ist, kann dann der Kristall exakt auf die mit
dem Detektor verbundene ¢-Drehachse justiert werden.

2.3.2 Detektor

Statt der friher iblichen Rontgenfilme werden in der Proteinkristallographie heutzutage haupt-
sachlich groBflachige Bildplatten eingesetzt. Diese Image Plates genannten Bildplatten bestehen
aus einem phosphoreszierenden Material (z.B. BaF:Br-Komplexe), das Farbzentren (Europium-
Dotierungen) enthélt, die von einfallender Rontgenstrahlung angeregt werden kénnen. Nach
der Anregung verbleiben diese im hoheren Energiezustand bis sie mit einem Laser abgetastet
und damit zur Phosphoreszenz stimuliert werden. Das ausgesandte Phosphoreszenzlicht wird
von einem Photomultiplier registriert, der es in ein elektronisches Signal umsetzt.

Der heute am meisten verbreitete Detektor wurde von der Firma MAR-Research, Hamburg
entwickelt. Er besteht aus einer kreisférmige Bildplatte mit einem Durchmesser von 300 mm.
Die Pixelgrofie betragt 150um-150um, was zu einer Rasterung von 2000 - 2000 Bildpunkten
fuhrt. Ein solcher Detektor wird von uns fir die Messungen eingesetzt und ist auch an fast
jeder proteinkristallographischen SynchrotronmeBplatzen (s. Abschn.2.4 Tab.2.1) zu finden.

Die Steuerung der Messung (Einstellung von Kristall-Detektor-Abstand, Drehwinkel A,
Drehbeginn ¢ und Belichtungsdauer) erfolgt iiber einen Rechner der Firma Silicon Graphics
(INDY) auf dem die Steuerrungssoftware des Detektors (Firma Mar-Research, Hamburg) in-
stalliert ist. Vom Rechner aus wird auch das Auslesen des Detektors gesteuert. Mit diesem
System ist eine nahezu automatische Messung von Datensatzen moglich.

Andere Detektorarten, die in der Proteinkristallographie eingesetzt werden, sind Proportio-
nalzahlrohre und in neuerer Zeit CCDs. Diese sind allerdings derzeit fast nur an Synchrotron-
meBplatzen zu finden, da die benotigten grofflachigen CCDs extrem schwierig herzustellen und
damit sehr teuer sind. Mit den CCDs kann ein groBer Nachteil der Image Plate-Detektoren
ausgeglichen werden: ihre lange Auslesezeit von etwa 2:30 Minuten pro Bild. Diese macht
insbesondere an Synchrotronmefplatzen den Hauptanteil der MeBzeit aus. Die eigentliche Be-
lichtung dauert dort in der Regel nur einige Sekunden. Allerdings konnte die Auslesegeschwin-
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2.4. SYNCHROTRONSTRAHLFUHRUNGEN

digkeit fiir die neue Generation der MAR-Detektoren erheblich gesteigert werden (45 sec), so
daB dieser Vorteil sich mittlerweile relativiert hat. Kaum zum Einsatz kommen noch die ,alten
Methoden“: Rontgenfilm und Diffraktometer. Das letztere wird gelegentlich fir hochprazise
Messungen von einigen wenigen Reflexen benutzt.

2.3.3 Einfrieren von Proteinkristallen

Die meisten Proteinkristalle sind empfindlich gegen Bestrahlung mit Rontgenstrahlen (Hope
1990). Der Effekt des Strahlenschadens, macht sich durch eine abnehmende Auflosung be-
merkbar (Hope et al. 1989). Man muB daher die Stabilitait der Kristalle im Rontgenstrahl
erhohen, wenn man komplette Datensatze zu hoherer Auflosung aufnehmen will. Dies lat
sich durch das Einfrieren der Kristalle vor dem Bestrahlen und das Messen im eingefrorenen
Zustand erreichen.

Das gangigste Verfahren ist das Einfrieren von Protein-Kristallen in einem Strom von ver-
dampfendem Stickstoff. Dieser hat eine Temperatur von bis zu -196°C, wobei sich aus tech-
nischen Griinden (Verstopfung der Diise) Temperaturen von -180°C bis -150°C als glinstig
erwiesen haben. Da Proteinkristalle einen hohen Anteil von Wasser aufweisen (etwa 50-70%),
muf der Kristall mit einer Frostschutzlosung getrankt werden, damit er beim Einfrieren nicht
springt. Diese Frostschutzlosungen fihren allerdings in den meisten Fallen bereits vor dem
Einfrieren zu einer Zerstorung der Kristalle, weshalb hier eine trial-and-error Methode zum
Einsatz kommt, bis das optimale Frostschutzmittel und die ginstigste Konzentration gefunden
sind.

Die Proteinkristalle werden nur fiir wenige Sekunden in ein Reservoir mit Frostschutzlosung
getaucht und anschlieBend mit einer winzigen Schlaufe aus Zahnseide unter dem Mikroskop
herausgefischt. Schlaufe und Kristall werden auf der ¢-Rotationsachse des Beugungsexperi-
ments so schnell wie moglich in einen Strom von verdampfendem Stickstoff gebracht. Die in
der Schlaufe befindliche Flissigkeit und damit der Kristall erstarren momentan. Der Kristall
ist dann in einen freistehenden Film eingebettet (Teng 1990), der von einem laminaren Strom
aus verdampfendem Stickstoff umgeben ist.

Die oben beschriebene Moglichkeit des Einfrierens ist auch an der RIGAKU-Drehanode ge-
geben (in Abb. 2.1 nicht gezeigt), so daBl routinemaBig mit eingefrorenen Kristallen gearbeitet
werden kann. An SynchrotronmeBplatzen ist das Einfrieren von Kristallen ohnehin in den
letzten Jahren zum Standard geworden.

2.4 Synchrotronstrahlfuhrungen

Fiir die Datensammlung zu hoherer Auflésung wurden neben den Messungen am Drehanoden-
generator zusatzlich verschiedene Synchrotronstrahlfihrungen am Speicherring DORIS (DESY,
Hamburg) und an der Europaischen Synchrotronstrahlungsquelle (ESRF, Grenoble/Frankreich)
genutzt. Diese sollen in den folgenden Abschnitten kurz charakterisiert werden.
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2.4.1 BW&6 (DESY/Max-Planck-Ges.)

Der Synchrotronmefiplatz BW6 (Buth et al. 1996) ist eine am DORIS-Bypass installierte
Wiggler-Beamline, die fir proteinkristallographische und Oberflachenuntersuchungen zur Ver-
figung steht. Durch ihren Aufbau mit einem Si(;11)-Doppelmonochromator ist sie in einem Wel-
lenlangenbereich von 0.6-2.3 A durchstimmbar, was insbesondere das Arbeiten mit der MAD-
Methode (s. Abschn. 2.5.3) ermdglicht. Die Beamline ist derzeit ausgerlistet mit einem 345 mm
MAR-Detektor und einer Oxford-Cryosystems Kiihlanlage. An dieser Strahlfiihrung wurden die
fir die Bestimmung der Kinesin-Monomerstruktur erforderlichen Experimente durchgefiihrt.

2.4.2 BW7b (DESY/EMBL)

Die BWTb (van Silfhout und Hermes 1995) ist eine weitere intensive Wigglerbeamline am Ende
des DORIS-Bypasses. Sie hat einen dreieckigen Monochromator und gebogene Spiegel zur
Fokussierung. Damit hat dieser MeBplatz allerdings im Vergleich zur BW6 den Nachteil, da§
sich die Wellenlange nicht verstellen 148t. Diese ist fest und betragt 0.83 A. Damit lassen sich
keine optimierten anomalen Effekte fir die Phasenbestimmung nutzen.

2.4.3 X11 (DESY/EMBL)

Im Gegensatz zu den beiden erstgenannten Strahlfihrungen BW6 und BW?7 ist die X11 (Hen-
drix et al. 1979) an einem Beugungsmagneten am Speicherring DORIS installiert. Dies be-
deutet, dafl diese Strahlfiilhrung eine deutlich geringere Intensitat aufweist als die Wiggler-
Strahlfihrungen. Eine weitere Einschrankung im Vergleich zur BW6 ist die nicht regelbare
Wellenlange. Diese betragt A = 0.91A, so daB wie bei der BW7b Experimente mit anomaler
Beugung nur in diesem Wellenlangenbereich und MAD-Experimente gar nicht moglich sind.

An dieser Beamline, die vom EMBL betrieben wird, wurden nur einzelne Testaufnahmen von
Kinesin- und Enolpyruvyltransferase-Kristallen durchgefiuhrt.

2.4.4 X31 (DESY/EMBL)

Auch die Mefistation X31 (Pettifer und Hermes 1985) befindet sich an einem Beugungsma-
gneten des Speicherrings DORIS. Allerdings ist dieser MeBplatz mit einer durchstimmbaren
Wellenlinge (0.7 - 1.8 A) geeignet um anomale Signale aufzunehmen. MAD-Experimente sind
an der X31 ebenfalls bereits durchgefiihrt worden. Da die Intensitat des von dem Beugungsma-
gneten erzeugten Strahls allerdings nicht sehr hoch ist, dauern solche Experimente an der X31
sehr lange, mit den damit verbundenen Risiken (z.B. Vereisen des Kristalls im Kiihlstrom).

An diesem MefBplatz wurden die fiir die Enolpyruvyltransferase-Strukturaufklarung erforder-
lichen Experimente durchgefiihrt. Dabei wurde die Wellenlange auf die Absorptionskanten der
anomalen Streuer Gold und Platin abgestimmt (s. Abschn. 4.1.2).
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2.4.5 W32 (LURE, Orsay)

An der Beamline W32 (Fourme et al. 1992) des DCI Speicherrings am LURE/Orsay bei Paris
wurde ein Experiment mit Hilfe von Xenon-Gas durchgefiihrt, das unter Druck in den Pro-
teinkristall eindiffundiert wurde (s. Abschn.4.1.2.2). Dazu war an dieser Wiggler-Beamline
neben der iiblichen Ausstattung (MAR-Detektor 300 mm und Oxford Cryosystem) zusatzlich
eine Xenon-Druckvorrichtung installiert. Mit dieser konnte Xenon-Gas mit einem Druck von
12bar in den Kristall, der in einer Kapillare montiert war, eingepresst werden.

2.4.6 BM14 (ESRF/EMBL Grenoble)

Die Beamline BM14 (fiir bending magnet 14) wird an der Europaischen Synchrotronstrah-
lungsquelle (ESRF, Grenoble/Frankreich) vom EMBL betrieben. Es handelt sich dabei um
eine insbesondere fir MAD-Experimente optimierte Strahlfihrung. Durch den von Beginn
an speziell fir die Synchrotronstrahlungsnutzung optimierten Verhaltnisse an der ESRF ist es
moglich mit der Ablenkung an einem Beugungsmagneten vergleichbare Ergebnisse zu erzie-
len wie am DORIS-Ring mit einer Wiggler-Beamline. Daher wurden die Experimente fir die
Strukturbestimmung des Kinesin-Dimers an der BM14 am ESRF durchgefiihrt.

ZusammengefaBt sind die Parameter der hier in aller Kirze beschriebenen Synchrotronmef-
platze in Tab. 2.1.

| Beamline | Bwe | BWT7b | X11 | X31 | W32 | BM14 |
Betreiber DESY/MPG DESY/EMBL LURE ESRF
Wellenlinge A 0.6-2.3A 0.83A 0.91A 0.7-1.8A 0.9-1.5A | 0.6-2.0A
Magnettyp Wiggler Wiggler | Ablenkmagn. | Ablenkmagn. | Wiggler Wiggler
Optik Doppelm. Dreiecksm. | Dreiecksm. Doppelm. Doppelm. | Doppelm.
Detektor MAR345 MAR345 MAR300 MAR180 MAR300 | MAR300

(CAD) (CAD)

Einfriersystem Oxford-Cryosystem
bearbeitete Kinesin- Test- EPT EPT Kinesin
Projekte Monomer messungen (Xenon) Dimer

Tabelle 2.1: Proteinkristallographische Synchrotronmefplatze

2.5 Methoden der Phasenbestimmung

Wie bereits in Abschn. 2.2 erwahnt, ist die Bestimmung der Phasen ap; der Strukturfaktoren
Fhi die Hauptschwierigkeit bei der rontgenkristallographischen Strukturlésung von biologischen
Makromolekiilen. Zur Bestimmung der Phasen fiir die einzelnen gemessenen Reflexe (hkl)
konnen verschiedene Methoden verwendet werden. Dies sind

1. die Methode des multiplen isomorphen Ersatzes (MIR = Multiple Isomorphous
Replacement), in der Kristalle mit mehreren Schweratomen modifiziert werden und aus
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den auftretenden Differenzen auf die Phasen geschlossen werden kann,

2. die Verwendung eines Kristalls mit anomalen Streuern fiir die Methode der anomalen
Beugung mit mehreren Wellenlangen (MAD = Multiple Wavelength Anomalous
Dispersion)

3. als Kombination der Ausnutzung von anomalen und ismorphen Informationen werden
noch STRAS (=Single Isomorphous Replacment with Anomalous Scattering) oder MI-
RAS (=Multiple Isomorphous Replacment with Anomalous Scattering) benutzt,

4. der Molekulare Ersatz (MR = Molecular Replacement), wo ein Suchmodell aus Aus-
gangspunkt fur die Phasierung der Daten verwendet werden kann,

5. ab initito Methoden, die allerdings bisher noch theoretische Schwierigkeiten bereiten
und deshalb kaum Eingang in die Proteinkristallographie gefunden haben.

2.5.1 isomorpher Ersatz

Der isomorphe Ersatz ist nach wie vor diejenige Methode, mit der die meisten Proteinstrukturen
gelost werden. Eine von Green et al. (1954) und Perutz (1956) entwickelte Methode ist das
Einbringen von Schweratomen, die die Strukturfaktoren des Proteins Fp(hkl) modifizieren, in
dem ein zusatzlicher Beitrag von den schweren Streuern Fy(hkl) vektoriell addiert wird.

Fpu(hkl) = Fp(hkl) + Fy(hkl) (2.4)

Dabei sind zunachst die Winkel der einzelnen Strukturfaktoren unbekannt. In der komplexen
Ebene ergibt sich das in Abb.2.2 dargestellte Bild (nach Drenth (1994)). Dabei sind links
die Beziehungen im Fall idealer Bestimmung der komplexen Strukturfaktoren Fpy und Fpy
dargestellt und rechts die mit Fehlern behaftete (realititsnahe) Konstruktion. Dort schliefit
sich das Dreieck bestehend aus den Strukturfaktoren Fp, Fg und Fpy nicht vollstandig. Es
fehlt der Betrag . Man nennt diese Diskrepanz zwischen berechnetem und gemessenem Dreieck
deshalb auch lack of closure. Damit ist eine Abschatzung der Giite der Phasenbestimmung
aufgrund der vorlaufigen Proteinphasen durch € moglich.

Fpy(calc.)
Fpy

FH |FH|SiIla

4

—
| Fir| cos o

Abbildung 2.2: Phasenbeziehungen zwischen Strukturfaktoren
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2.5.1.1 Patterson-Methode

Um die Positionen von Schweratomen im Kristall zu finden, steht das Verfahren nach Patterson
(1934) zur Verfiigung. Patterson stellte eine Fourier-Summe auf, in der nur noch die Amplitude
des Strukturfaktors Fj, |Fax| auftritt: die Patterson-Funktion (Gl.2.5).

1 ;
P(u, v, w) = V z Z Z |Fhk1|2 A e-—2m(hu+ku+lw) (2.5)
Rk o

Waihrend die tibliche Elektronendichteverteilung o(z,y, z) (s. Gl. 2.1) die Verteilung der Elek-
tronen im realen Raum angibt, beschreibt die Patterson-Funktion die Verteilung von Differenz-
Vektoren zwischen Atomen. Dies wird aus einer anderen Formulierung der Patterson-Funktion

P(@) = [(e(f)- ofF + @))dv (2.6)

—-
7

deutlich. Der Term unter dem Integral verschwindet nur fiir solche Vektoren @ nicht, fir die
am Anfang und Ende von 4 Atome und damit auch Elektronendichte, p, vorhanden ist. Damit
ist allerdings noch nichts iiber die Position innerhalb der Einheitszelle bekannt.

Nimmt man nun statt der Amplituden die Differenz (AF)* = (|Fp|—|Fpn|)? der Amplituden
von nativem (Fp) und Schweratom-Datensatz (Fpy) und setzt diese als Koeffizienten ein, so
erhalt man der Differenz-Patterson-Funktion:

1 —2mi(hutkv+lw
AP(U,U, w) = VZZZAFZ]C[ v.8 2 (h +k +I ) (2.7)
R et

Aus dieser lassen sich dann die Positionen bestimmen. Wenn es nur einige wenige Schweratome
gibt, so lassen sich die Differenz-Vektoren zwischen ihnen als Peaks in der AP(u,v,w) leicht
lokalisieren. Sind es aber viele Schweratome, so wird auch die Anzahl der Differenz-Vektoren
4; zwischen ihnen schnell groB. Bei N Schweratomen erhalt man bereits N - (N — 1) Differenz-
vektoren, die von Null verschieden sind, sowie N zusatzliche Vektoren, die alle im Nullpunkt
zusammenfallen.

Die Interpreation der Peaks einer Differenz-Patterson-Map kann deshalb schwierig sein. Dies
gilt insbesondere, da die Daten meist verrauscht sind. Ein Hilfsmittel zur Interpreation stel-
len die Harker-Ebenen oder Harker-Linien (Harker 1936) dar. Symmetrieaquivalente Atome
innerhalb einer Einheitszelle haben ihre Differenz-Vektoren jeweils in speziellen Bereichen, die
von den Symmetrieoperatoren des Kristalls festgelegt werden. Dieses konnen, je nach Art der
Symmetrie, Ebenen oder Linien sein. So weisen etwa Kristalle mit z-Schraubenachsen eine
Harkerebene bei z = 0.5 auf. Auf diesen Ebenen sind dann die Differenz-Vektoren zwischen
symmetrieaquivalenten Schweratomen zu finden. Damit lassen sich die zwei Positionsparameter
bestimmen, die senkrecht zur Symmetrieachse liegen, also bei einer z-Schraubenachse etwa die
y- und z-Koordinate. Je grofler die Anzahl der Symmetrieoperatoren ist, umso mehr Harker-

Ebenen existieren, was in der Regel eine Bestimmung aller drei Koordinaten der Schweratome
ermoglicht.

Es lassen sich also mit dem Pattersonverfahren ohne Kenntnis der Phasen, die bei den
rontgenkristallographischen Vorgehen zunachst unbekannt sind, geringe Teile der Struktur (die
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Schweratome) bereits lokalisieren. Diese konnen dann genutzt werden, um die Phasierung zu
beginnen.

2.5.1.2 Phasenberechnung

Abbildung 2.3: Harkerkonstruktion zur Bestimmung der Phasen

Mit der Harker-Konstruktion (Harker (1956), s. Abb.2.3) lassen sich die Phasen berechnen.
Dazu benotigt man jedoch mindestens zwei Derivate. Mit dem ersten Derivat (durchgezo-
gene Kreise und Pfeile in Abb.2.3) ergeben sich zwei Losungen, von denen eine falsch ist.
Erst die Hinzunahme eines zweiten Derivats (gestrichelte Linie in Abb. 2.3, die entsprechenden
Fy, Fp(1) und Fp(2) wurden zugunsten einer deutlicheren Darstellung nicht eingezeichnet)
ermoglicht die Entscheidung fiir die richtige Losung. Allerdings sind die drei Kreise keine
unendlich diinnen Linien. Vielmehr sind alle diese Groflen fehlerbehaftet, so dal man diese
jeweils als eine GauBverteilte Funktion darstellen mui. Deshalb erhalt man eine Wahrschein-
lichkeitsverteilung fiir die Phasen P(a). P(a) zeigt eine umso scharfere Verteilung, je kleiner €
ist.

Ist
X P(a)F(a)
L 2.8
Fbest Z P(a) ’ ( )
die mit der Wahrscheinlichkeit P(a) bestimmte beste Abschatzung fiir den komplexen Struk-
turfaktor, dann erhédlt man mit dem Ausdruck

g |Fhk1(best)|
| Fhkt
eine Abschatzung fir die Qualitat der Phase apr. Man nennt m die figure of merit. Eine

mit den Koeffizienten Fj.,; berechnete Elektronendichte p(z,y, z) liefert damit bezogen auf die
Phasenfehler die beste Elektronendichtekarte.

(2.9)
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2.5.2 Ausnutzung anomaler Streueffekte

Sind anomale Effekte der Beugung vorhanden, so lassen sich diese ebenfalls heranziehen, um
Phaseninformationen zu erhalten. Anomale Beugungseffekte entstehen, falls Wellenlangen ver-
wendet werden, die in der Nahe der Absorptionskanten der streuenden Atome liegen. Fir die
Bijvoet- oder Friedel-Paare (hkl) und (hkl) gilt dann nicht mehr die Beziehung |F(hkl)| =
|F(RED)|.

Damit ist es moglich, statt eines zweiten Derivats die Bijvoet-Partner zu benutzen, um die
richtige Phase zu bestimmen. In Analogie zu Abb. 2.3 ist dann das erste Derivat durch |F(hkl)|
und das zweite durch |F(hkl)| zu ersetzen. Diese Methode wird als SIRAS bezeichnet und
erlaubt eine Phasenbestimmung mit nur einem Derivat.

Da anomale Effekte stark wellenlingenabhangig sind, konnen solche Experimente nur an
Synchrotronstrahlungsquellen durchgefiilhrt werden. Die Methode, die im folgenden Abschnitt
beschrieben wird, erfordert dariber hinaus noch die gezielte Einstellung verschiedener Wel-
lenlangen.

2.5.3 MAD - Multiple wavelength Anomalous Dispersion

Eine besonders geeignete Methode mit Synchrotronstrahlung Proteinstrukturen zu bestimmen
ist in der Ausnutzung der anomalen Beugung bei verschiedenen Wellenlangen, dem MAD-
Verfahren, zu sehen. Hierbei werden von einem einzigen Proteinkristall bei verschiedenen Wel-
lenlangen Datensatze gemessen. Diese wurde erstmals von der Gruppe um Wayne Hendrickson

(Columbia Univ., NY) verwendet (Hendrickson et al. 1988, Murthy et al. 1988).

- Durch die anomale Beugung ergeben sich Differenzen zwischen |F(kkl)| und |F(hkl)| einer-
seits und zwischen |F(A;)| und |F();)| andererseits. Dabei ist |F'(A;)| die gemittelte Summe
aus |F(hkl)| und |F(Rkl)| bei der Wellenlinge );. Beide Effekte lassen sich dadurch maximie-
ren, dafl mindestens drei Datensatze aufgenommen werden: 1. Ein quasi nativer, mit einer
Wellenlange A, die nicht in der Nahe der Absorptionskante des anomalen Streuers liegt, 2. ein
Datensatz zur Maximierung von A f’ und 3. ein Datensatz zur Maximierung von A f”.

Der Nachteil dieser Methode ist, dal die anomalen Differenzen sehr klein sind. Das fiihrt
zu erheblich hoheren Anforderungen an die MeBgenauigkeit, die nicht immer gewahrleistet
werden kann, da viele Kristalle trotz vorherigen Einfrierens nach langerer Bestrahlungsdauer
einen Strahlenschaden zeigen. Da jedoch mindestens drei vollstindige Datensatze gemessen
werden miissen, kann diese Methode nicht bei allen Projekten angewandt werden. Mit der
zunehmenden Anzahl der SynchrotronmeBplatze fiir Proteinkristallographie ist allerdings in
den letzten Jahren die Anzahl der mit MAD bestimmten Strukturen erheblich angestiegen,
und die Methode entwickelt sich ebenso zu einem Standardverfahren wie Multipler Isomorpher
und Molekularer Ersatz.

2.5.4 Molekularer Ersatz

Eine ginzlich andere Moglichkeit die Phasen zu bestimmen, ist die Verwendung eines Such-
modells. Oftmals sind Proteine anderen bereits bestimmten Strukturen dhnlich. Ein Ma8 fiir
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die mégliche Ahnlichkeit ist ihre Aminosaurensequenz. Ein hohes Ma an Homologie in der
Primarstruktur geht in der Regel einher mit einer grofien Ahnlichkeit in der dreidimensionalen
Struktur. Dies kann man sich zu nutzen machen, indem man ein geeignetes Suchmodell im Kri-
stall plaziert und daraus resultierende Phasen berechnet. Da die Anzahl der Proteinstrukturen
in der PDB schnell wachst, steigt die Chance ein solches Protein zu finden von Tag zu Tag.
Bei einem guten Suchmodell entfallt die Notwendigkeit Schweratome zu suchen genauso wie
die Last gute MAD-Daten zu produzieren. Ein einzelner nativer Datensatz reicht dann bereits
fir die Bestimmung der Struktur. Allerdings gilt dies nur fiir sehr ahnliche Strukturen. Ist das
Suchmodell nicht dhnlich genug, so kommen u.U. keine guten Phasen zustande und man wird
dann doch auf eine der anderen Methoden zuriickkommen miissen.

Die Berechnung der Transformationen die das Suchmodell in geeigneter Weise in der Zelle
plazieren erfolgt in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird die Rotationsfunktion bestimmt, die
die Drehung des Suchmodells in Relation zu dem Protein im Kristall beschreibt. Im zweiten
Schritt wird mit der Translationsfunktion die absolute Position des Suchmodells im Kristall be-
stimmt. Bei der Rotationssuche wird die bereits oben beschriebene Pattersonfunktion (Gl.2.5)
genutzt. Die Pattersonfunktion des Suchmodells wird berechnet und mit der gemessenen Pat-
tersonfunktion des Kristalls verglichen. Da beide Funktionen nur aus Differenzvektoren zwi-
schen Dichtemaxima bestehen, wird hier keine absolute Position verglichen. Stattdessen lassen
sich die Pattersonfunktionen durch Drehungen ineinander tberfiihren. Ist dies gelungen, so
ist die Rotationsfunktion gefunden und man kann zum nachsten Schritt der Translationssuche
tibergehen.?

Die Bestimmung der Translationsfunktion erfolgt nun indem das bereits in die richtige Ori-
entierung gedrehte Suchmodell in einer trial-and-error Methode den realen Raum auf einem
Gitter abtastet. An jedem Gitterpunkt werden die Strukturfaktoren des Suchmodells berechnet
und mit den gemessenen verglichen. Die Qualitat des Uberlapps 1aBt sich mit einem R-Faktor

Fo|—k|F. . 5 ‘< ! : g
R= 15 Il <l 5der einem Korrelationsfaktor ¢ ausdriicken. Die auf diese Weise gewonnene

|Fo
hkl
beste Losung kann dann zur Berechnung einer ersten Elektronendichtekarte verwendet werden,

in der das Modell moglicherweise bereits gebaut werden kann.

Eine auf Molekularem Ersatz beruhende Dichtekarte ist allerdings nicht ganz ohne Risiko. Da
die aus einem Suchmodell berechneten Phasen die Dichtekarte dominieren, kann es sehr leicht
zu falschen Interpretationen kommen, die im spateren Verlauf des Modellbaus nur sehr schwer
wieder zu eliminieren sind. Der sogenannte Model-bias kann damit u.U. den Bau des korrekten
Modells verhindern. Mit einer (selbst-)kritischen und vorsichtigen Bauweise und geeigneten
Verfeinerungsprozeduren (Verwendung von Rj,. und simulated annealing Protokollen) kann
man dem aber entgegenwirken.

2Statt die Pattersonfunktion eines Suchmodells zu iiberlagern, kann man die Pattersonfunktion des nativen
Kristalls auch mit sich selbst vergleichen. Dies bezeichnet man als eine Selbstrotation. Die so gefundenen
Losungen deuten auf verschiedene iiber nicht-kristallographische Symmetrien verkniipfte Proteinmolekiile in
der asymmetrischen Einheit hin (s. Abschn.4.1.1.4).
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2.6 Methoden zur Phasenverbesserung mit Dichtemodi-
fikationen

Die in Abschn. 2.5 beschriebenen Verfahren fithren - Daten von entsprechender Qualitat vor-
ausgesetzt - zu ersten Dichtekarten. Diese sind allerdings nicht immer interpretierbar, da sie
teilweise stark verrauscht sind. Oft laBt sich durch Dichtemodifikationen aus diesen ersten
Phasenabschatzungen eine klare Elektronendichtekarte erhalten, in der ohne weiteres ein Mo-
dell gebaut werden kann. Die beiden Verfahren, die breite Anwendung gefunden haben und
auch in dieser Arbeit genutzt wurden, sind das Solvent Flattening und die Ausnutzung der
nicht-kristallographischen Symmetrie (NCS).

2.6.1 Losungsmittelglattung — Solvent Flattening

Da in einem Proteinkristall stets ein hoher Anteil von Losungsmittel enthalten ist, versucht
man die Streubeitrage des Losungsmittels rechnerisch zu eliminieren. Das hierfir eingesetzte
Verfahren wird als Solvent Flattening (=Losungsmittelglattung) bezeichnet und fithrt in einer
groBen Zahl von Fillen zu deutlich verbesserten Elektronendichtekarten (Wang 1985). Auch im
Falle der Phasenbestimmung des Kinesin-Dimers fiihrte die Glattung der Losungsmittelhille
zu einer deutlich verbesserten Elektronendichtekarte.

Der Anteil des Losungsmittels am Gesamtvolumen des Kristalls, 1aBt sich mit den von Matt-
hews (1968) angegebenen Formeln

1%
Var = M Z (2.10)
und
v
=1.66 - — 2.
V, = 1.66 Vor (2.11)
abschatzen.

Dabei sind Vjs der Matthewsparameter, V das Volumen einer Einheitszelle, M, das Mole-
kulargewicht eines Proteinmolekils, Z die Anzahl der Proteinmolekiile in der Einheitszelle, V,
der Volumenanteil des Proteins im Kristall und v = 0.74cm?®/g ein empirischer Parameter .
Typische Werte fiir Vi sind laut Matthews (1968): 1.66 bis 4.0 A3/Da. Dies entspricht einem
Volumentanteil fiir das Protein von V,, = 0.30 — 0.75.

Mit Hilfe der so gewonnen Abschdtzung lassen sich dann die Anteile in der Dichtekarte
identifizieren, die zusammenhangende Bereiche mit niedrigem p aufweisen. In diesen wird die
Dichte auf einen konstanten niedrigen Wert psr gesetzt. Anschliefend wird aus dieser im realen
Raum geglatteten Dichte durch Fourier-Transformation ein neuer Satz Phasen asr berechnet.
Diese werden mit den urspriinglichen Phasen @;,;; kombiniert, indem eine Wahrscheinlichkeits-
abschatzung Ppe,(a) = Piit(a) - Psp(a) durchgefiihrt wird. Mit dieser werden neue Phasen
Qney ermittelt und es wird eine Dichte gp, berechnet, die wiederum im realen Raum geglattet
wird. Dieser Zyklus wird einige Male durchlaufen und fihrt in der Regel zu einer deutlich
verbesserten Elektronendichtekarte.

Eine kirzlich entwickelte Methode (Abrahams et al. 1994, Abrahams und Leslie 1996) ver-
wendet statt eines konstanten Werts psr auBlerhalb der Proteinregion den Wert ps1i, = —pcaic-
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Damit wird der zufdllige Wert3 invertiert und man erreicht damit eine erheblich schnellere
Konvergenz der Iteration. Dieses Verfahren wird aufgrund des ,,Umklappens“ der Dichte des
Losungsmittels daher Solvent Flipping genannt.

2.6.2 Nicht-kristallographische Symmetrie (NCS)

Sind mehrere identische Molekiile in der asymmetrischen Einheit vorhanden, so lassen sich deren
Dichten mitteln. Das Verfahren hierzu ahnelt in Teilen dem des Solvent Flattenings. Ausge-
hend von den Anfangsphasen wird zunachst eine Elektronendichtekarte gerechnet, in der die
verschiedenen Untereinheiten identifiziert werden missen. Es wird eine Maske fir jede Unter-
einheit gewahlt. Diese Masken werden dann mit Hilfe der ermittelten nicht-kristallographischen
Symmetrieoperatoren uberlagert. Jetzt 1aBt sich die Dichte p iber die NCS aquivalenten Mas-
kenbereiche mitteln. Wie beim Solvent Flattening wird diese modifizierte Dichte pncs benutzt,
um mit Fourier Transformation modifizierte Phasen anycs zu berechnen. Diese werden tber
ihre Wahrscheinlichkeiten gewichtet aufsummiert und anschlieBend kann eine neue modifizierte
Dichte berechnet werden. Dieser Vorgang wird iiber mehrere Iterationszyklen wiederholt.

Unter Ausnutzung der NCS lassen sich haufig schlechte Dichtekarten erheblich verbessern.
Dieses Verfahren wurde auch bei der Strukturbestimmung des Kinesin-Dimers eingesetzt und
verbesserte die Dichte an einigen Stellen erheblich (s. Abb. 3.5). Die Grenzen dieses Verfahrens
liegen notwendigerweise dort, wo die nicht-kristallographische Symmetrie gebrochen wird. In
Bereichen, in denen sich die einzelnen Untereinheiten stark unterscheiden, fiihrt eine Mittelung
zu schlechteren Dichtekarten. Auch dieser Effekt lieB sich beim Kinesin-Dimer beobachten,
wenn man die zu mittelnden Bereiche zu weit ausdehnte.

2.7 Verfeinerung der Proteinstruktur

Die Verfeinerung der Proteinstrukturen beruht auf der Anpassung des Modells an die gemes-
senen Daten. Dabei wird der kristallographische R-Faktor als ein Ma8 fiir die Qualitat der
Verfeinerung herangezogen.

_ Lt || Fo(RED)| — k| Fe(RED|

= 212
% et | Eo(RRD)] o)

Allerdings ware es nicht moglich, eine Proteinstruktur zu verfeinern, wenn nicht zusatzliche
Bedingungen die Freiheit einschranken. Dies liegt daran, dal nur wenig mehr MeBwerte als zu
verfeinernde Parameter vorliegen. Die Einschrankungen in der Verfeinerung lassen sich aber
auch als zusatzliche MeBwerte interpretieren, so daf es entweder zu einer Erh6hung der Anzahl
der MeBwerte (restraints) oder zu einer Reduzierung der Parameter (constraints) kommt. In
beiden Fallen verbessert sich das Verhaltnis von Parametern zu gemessenen Grofien.

Bei den zusatzlich eingebrachten Informationen handelt es sich um Bindungslangen und Win-
kel von sehr gut verfeinerten Strukturen kleiner Molekile. Diese werden herangezogen, um Ver-
gleichsmodelle zu den Proteinstrukturen zu erhalten. Sogenannte Dictionaries sind in jedem

3 Zufdllig ist der Wert in einem gewissen Sinne, da die Losungsmittelhiille etwa ¢ = 0 aufweisen sollte, was
auch der Ausgangspunkt des normalen Solvent Flattening ist.
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Proteinstrukturverfeinerungsprogramm enthalten und beruhen zumeist auf der Zusammenstel-

lung von Engh und Huber (1991).*

2.7.1 Methode der kleinsten Quadrate
Eine Verfeinerungsmethode ist die Methode der kleinsten Quadrate. Sie minimiert die Funktion

Q = D w(hkl)(|Fo(hkl)| — k| Fe(hkD)|)*. (2.13)
hkl

Der Wichtungsfaktor wird dabei in Abhangigkeit von der Mefigenauigkeit der einzelnen Refle-
xe gesetzt w(hkl) = UZ(IT,) Das Minimum der Funktion wird bestimmt, in dem die Parameter

uj(j = 1,2,...,n) der einzelnen Protein-Atome variiert werden, bis die Differentiale 6%0'; =0
fir alle j verschwinden.

Das least-squares-Verfahren zeigt gute Ergebnisse, falls die Struktur im groflen und ganzen
richtig bestimmt ist. Falls allerdings einige Atome zu weit von ihren richtigen Positionen
entfernt sind, kann u.U. die Verfeinerung aufgrund ihres kleinen Konvergenzradius diese nicht
an den richtigen Platz befordern.

2.7.2 Simuliertes Annealing

Da dies erkannt wurde haben Kirkpatrick et al. (1983) und Briinger et al. (1990) eine andere
Methode entwickelt, die in diesem Fall zum Einsatz kommt. Bei diesem Simulated Anne-
aling genannten Verfahren wird die Struktur rechnerisch aufgeheizt, d.h. es werden thermische .
Bewegungen der Atome bei hohen Temperaturen (einige tausend Kelvin) simuliert. Auf die
Aufheizphase folgt eine schnelle Abkiihlung (alle 25fs um 25K). Mit diesem Verfahren kann
die Struktur aus einem lokalen Minimum gehoben werden und die richtige Konformation an-
nehmen. So konnen auch grobere Fehler beim Bau des Modells spater noch korrigiert werden.

2.8 Kiristallographische Computer-Programme

Fur die weitaus meisten Fragestellungen der Proteinkristallographie gibt es mittlerweile lei-
stungsfahige Programme, die die einzelnen Schritte der Strukturbestimmung erleichtern. Die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Programme werden in diesem Abschnitt stich-
wortartig beschrieben.

*Allerdings zeigte sich bei einigen hochauflésenden Proteinstrukturen, daB die Winkel und Bindungslangen,
die fiir groBe Proteine beobachtet werden nicht exakt identisch mit den Winkeln und Bindungslingen kleiner
Peptide aus Engh und Huber (1991) sind. Daher wird derzeit von einigen Wissenschaftlern (V. Lamzin u.a.)
versucht, ein neues Verfeinerungsdictionary nur auf Basis von hochaufgelosten Proteinstrukturen zu entwickeln.
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2.8.1 Programme fur die kristallographische Analyse

2.8.1.1 DENZO/SCALEPACK

Mit dem Programm DENZO (Otwinowski und Minor 1997) lassen sich die Rohdaten von Dif-
fraktionsaufnahmen zu Millerschen Indizes (h, k,1), sowie den dazugehorigen Intensitaten Iy
und ihren Fehlern (oy(sky) integrieren. Dazu ist es moglich, mit dem Programm interaktiv
die Einheitszelle des Kristalls zu bestimmen. Dies geschieht iber das automatische Aufsuchen
von Beugungsmaxima auf der gescannten Bildplatte. Zwischen diesen werden Differenzvekto-
ren gebildet, deren Clusterung untersucht wird. Das Programm gibt dann eine Bewertung der
Bravais-Gitter mit den moglichen Zellkonstanten aus.

Normalerweise reicht zu diesem Zweck eine kleine Anzahl von Oszillationsaufnahmen (haufig
geniigt eine einzige Aufnahme). Die Parameter der so gefundenen Einheitszelle werden dann
verfeinert und die daraus berechneten Positionen aufgesucht. Mit einem Iterationsverfahren
wird der Hintergrund subtrahiert und die Intensitat integriert. Dabei werden die Lorentz- und
die Polarisationskorrektur L und P bereits berticksichtigt. Die Ergebnisse fiir jede einzelne
Oszillationsaufnahme dieser Integration liegen dann in Form eines ASCII-Files h, k, I, I(hkl),
O1(hkt)) Vvor, jeweils mit dem Vermerk, ob der Reflex auf dem entsprechenden Bild vollstandig
oder nur teilweise gemessen wurde.

Das von denselben Autoren geschriebene Programm SCALEPACK addiert zunachst die auf
aufeinanderfolgenden Oszillationsaufnahmen nur jeweils teilweise gemessenen Reflexen zu vol-
len Reflexen auf. AnschlieBend werden die symmetrieaquivalenten Reflexe aufeinander skaliert.
Weiterhin ist es moglich eine Nachverfeinerung der Einheitszellparameter aufgrund des ge-
samten Datensatzes vornehmen zu lassen. SchlieBlich gibt das Programm eine skalierte Liste
aller h,k,l,I(kkl),o1hiy aus. Dazu werden als Qualitatsparameter der R-Wert fir symme-
trieaquivalente Reflexe

Lnw Li | Li(hED) — I(RED)|

- 2.14
) = S T ) it
und das Signal-Rauschverhaltnis
Ahkl) (2.15)
TI(hkl)

jeweils in Abhangigkeit von der Auflésung angegeben.

2.8.1.2 Phases-Programmsuite

Die PHASES-Programmsuite (Furey und Swaminathan 1997) ermdglicht das Bestimmen der
Phasenwinkel apy der Strukturfaktoren Fjy. Dabei ist es sowohl moglich, die Phasierung nur
mit Hilfe von MIR-Daten als auch zusatzlich mit Daten, bei denen anomale Signale gemessen
wurden, zu verwenden. Das Programmpaket umfat auch Moglichkeiten die Positionen der
Schweratome zu verfeinern. Die Teil-Programme CMBISO und CMBANO skalieren zunachst die
Derivat-Datensatze auf die nativen Daten. Nun lassen sich entsprechend des in Abschn.2.5.1.1
beschriebenen Verfahrens Pattersonkarten berechnen, die eine erste Lokalisierung und Positi-
onsabschatzung der Schweratom-Positionen ermoglichen.
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Die Schweratompositionen konnen dann in PHASIT zur Phasierung benutzt werden. Da-
bei werden gleichzeitig die eingegebenen Startwerte fiir die Schweratome in ihrer Position und
Besetzung verfeinert. Die so gewonnenen Phasen konnen zur Berechnung von Elektronendich-
tekarten verwendet werden, die an einem 3D-Graphik-Computer den Bau eines Protein-Modells
ermoglichen.

Weitere Moglichkeiten der PHASES-Programmsuite sind die Einbeziehung der nicht-kristal-
lographische Symmetrien (NCS) und die Durchfiihrung einer Losungsmittelglattung, wie es in
Abschn. 2.6 beschrieben wurde.

Eine Benutzung als Molecular Replacement Programm ist nicht vorgesehen. Dafiir besser
geeignet ist AMoRe.

2.8.1.3 AMoRe

Mit diesem Programm (Navaza 1994) ist die Phasenbestimmung iiber die Methode des mo-
lekularen Ersatzes moglich. AMoRe (Automated Molecular Replacement Programm) fiihrt
die Suche nach Rotations- und Translationsfunktionen durch und listet die Ergebnisse mit den
entsprechenden Korrelations- und R-Faktoren auf. Mit Programmen aus der CCP4-Suite, X-
PLOR oder der PHASES-Suite lassen sich dann die Elektronendichtekarte berechnen und der
ModelluMbau kann beginnen.

2.8.1.4 CCP4-Suite

Als CCP4-Suite (CCP4 1994) wird eine Sammlung von Programmen bezeichnet, die ausgehend
von einem englischen Projekt (Collaborative Computing Project No.4), das an der Universitat
York entstand, die umfangreichste Sammlung proteinkristallographischer Software darstellt. Im
Gegensatz zu den bisher erwahnten Programmen wurde dieses Paket nicht von einem Autor
entwickelt. Es werden Beitrage verschiedener Autoren zusammengefaBt, die dann tber ein
normiertes Datenformat (mtz-Format) ineinander iberfithrt werden konnen. Im Rahmen dieses
Pakets sind auch die spater zu beschreibenden Programme ARP, REFMAC, PROLSQ, eine frihe
Version von AMoRe u.v.m. enthalten. Neben den o.g. CCP4 Programmen wurden im Rahmen
dieser Arbeit lediglich einige andere fiir kleinere Berechnungen und Umformatierungen genutzt.

2.8.2 Programm zum (Um)Bau der Modelle: O

Zum Bau und Umbau des Proteinmodells ist es erforderlich mit einem Graphik-Rechner die
Elektronendichtekarten moglichst dreidimensional zu betrachten und in dieser 3D-Dichtekarte
den Umbau vorzunehmen. Dies wurde mit einer Silicon Graphics Workstation des Typs Indigo2
und dem Programm O (Jones et al. 1991) durchgefiihrt.

Der Rechner ist dazu mit einem Sender ausgestattet, der eine Stereobrille steuert, die iiber
Polarisationsfilter wechselweise das eine und das andere Auge verschlieBt. Der Bildschirm stellt
mit gleicher Frequenz zwei Bilder zur Verfligung, die im Gehirn bei der fJberlagerung einen
Stereoeindruck erzeugen. Uber Drehknépfe lassen sich dann die Dichtekarte und das Molekiil
oder Teile des Molekiils scheinbar dreidimensional bewegen. Eine Reihe von eingebauten Un-
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terprogrammen hilft beim Bau durch das Erganzen von Atomen an den richtigen Positionen,
sofern ein Gerust (ein C*-Riickgrat der Polypeptidkette) bereits gebaut wurde.

Dazu wurden noch einige andere Programe der Uppsala Software Factory (Arbeitsgruppe
um Prof. Alwyn Jones in Uppsala) eingesetzt (OOPS (Kleywegt und Jones 1996), LSQMAN
(Kleywegt 1996), MOLEMAN2 (nicht veroffentlichtes Programm)), die den Bau des Modells
vereinfacht haben.

2.8.3 Programme zur Struktur-Verfeinerung
2.8.3.1 X-PLOR

X-PLOR (Briinger 1992b) ist das am meisten verwendete Programm zur Verfeinerung. Mit die-
sem ist es moglich, Molekiildynamik-Rechnungen durchzufiihren, um die Struktur zu verfeinern.
Dazu bietet X-PLOR eine eigene Syntax die einer Programmier-Sprache adhnlich ist. Mit ihr
lassen sich neben Simulierter Annealing-Verfeinerung in z-, y- und z-Koordinaten auch Torsi-
onswinkel Dynamiken rechnen. Beide Verfahren sind in der Lage einen moglicherweise wahrend
des Modellbaus eingefligten sogenannten model bias (eine Beeinflussung der Elektronendichte
in Richtung des Modells) durch simuliertes Aufheizen wieder zum Verschwinden bringen zu
lassen. Dabei ist durch die reduzierte Anzahl der Freiheitsgrade und die bessere Anpassung an
das System der Torsionswinkel-Dynamik der Vorzug zu geben.

Neben dem Ausdruck aus Gl. 2.13 lassen sich bei X-PLOR noch weitere Terme minimieren.
Dazu zahlen Geometrieterme (Bindungslangen und Winkel nach Engh und Huber (1991)), die
potentielle Energie F,, aufgrund der Veranderung der Bindungslange, ein NCS-Term, Torsions-
Potentiale und Van der Waals-Wechselwirkungen.

2.8.3.2 REFMAC

Das von Murshudov et al. (1997) entwickelte Programm REFMAC implementiert die Methode
der maximum likelihood Verfeinerung.

Zusatzlich nutzt es die von Read (1986) vorgeschlagenen Wichtungen und berechnet die
Elektronendichtekarte daher mit (2m|F,| — D|F,|)-Koeffizienten. Dabei ist m die in GI1.2.9
definierte figure of merit und D ein Ma8 fiir die Genauigkeit der Atompositionen, haufig auch
als 04 bezeichnet. F, und F, sind die gemessenen und die berechneten Strukturfaktoren.

Diese Art der Berechnung hat den Vorteil, da88 schlecht definierte Strukturfaktoren (mit ei-
nem kleinen m) ebenso mit einem geringen Gewicht in die Dichtekarte eingehen, wie schlecht
bestimmte (und daher mit einem hohen o 4-Wert behaftete) Teile des Modell. Mit dieser Me-
thode 1aBt sich das Rauschen der Elektronendichtekarte verringern.

2.8.3.3 PRroOLSQ

Das alteste der im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Programme ist die least-square
Verfeinerungsroutine von Hendrickson (1985), die in dem Programm PROLSQ eingesetzt wird.
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Hierbei handelt es sich um eine Prozedur, die rein nach der Methode der kleinsten Quadrate
verfeinert und genau wie X-PLOR und REFMAC einige zusatzliche Terme minimiert.

Allen Verfeinerungen gemeinsam ist die Gefahr, da die Struktur wberverfeinert wird. Dies
kann leicht passieren, da durch Minimierung des R-Faktors nichts tiber die Qualitat der Struk-
tur ausgesagt, sondern nur eine besonders gute Modellierung der Daten erreicht wird. Es konnte
kiirzlich gezeigt werden, daB eine zu diesem Zwecke absichtlich rickwarts gebaute Proteinstruk-
tur zu einem R-Wert von 21.4% verfeinert werden konnte (Kleywegt und Jones 1995). Dies
ist ein Wert, der fiir Proteinstrukturen bei einer solchen Auflésung nicht ungewohnlich ist.
Man sieht an diesem Beispiel, daB ein blindes Vertrauen auf den R-Wert verheerende Folgen
haben kann und daB R sogar dann ,akzeptabel“ bleibt, wenn die Struktur vollig falsch ist.
Um zu verhindern, dafl mit einer Verfeinerung von R nur noch die MeBfehler besser angepafit
werden, wurde von Briinger (1992a) die Benutzung des unabhangigen freien R-Werts Rj,ce
vorgeschlagen (s. Abschn. 3.1.3.1), der diese Gefahr reduziert.

2.8.4 Programme zur Qualitatsuberpriufung der Struktur

Eine andere Moglichkeit, die Qualitat der Verfeinerung zu uberprifen besteht darin, sich die
Plausibilitat der Struktur anzusehen. Wahrend die ausschlieBliche Betrachtung der R-Faktoren
die Qualitat des Modells vollig auBler acht laBit, kann mit anderen Programmen dieses Modell
stereochemisch tiberpriift werden. Damit ergidnzen sich diese beiden Qualitatskontrollen. Eine
gut verfeinerte Struktur sollte bei beiden Kriterien ein akzeptables Ergebnis erzielen.

Eine weitere Anwendung der Qualitats-Checks nur auf Grundlage der Atom-Koordinaten ist
darin zu sehen, dal die allermeisten Strukturen dem Benutzer nur als Koordinaten vorliegen
(etwa als Datei aus der PDB). Es gibt daher fiir ihn keine Méglichkeit die Struktur mit Hil-
fe der Elektronendichtekarte zu tiiberprifen. Daher mufl man sich in einem solchen Fall auf
Plausibilitatsbetrachtungen und aus anderen Strukturen erhalten Gitefaktoren beschranken.

Ein umfangreiches Testprogramm der stereochemischen Parameter wird von dem von Las-
kowski et al. (1993) entwickelten Programm PROCHECK durchgefiihrt. Es werden die Bin-
dungslangen und Winkel mit den Standardwerten verglichen, dazu Torsionwinkel, Planaritaten
von ebenen Gruppen usw. Dieses Programm liefert auch einen sogenannten Ramachandran-
Plot (nach Ramakrishnan und Ramachandran (1965)), der kritische Reste unmittelbar zeigt.

2.8.5 Programme zur Darstellung der Proteinstruktur

2.8.5.1 Molscript

Die komplexe Natur einer Struktur von einigen tausend Atomen macht eine Schematisierung
notwendig. Eine Darstellung, die von Richardson (1985) eingefiihrt wurde, hat sich mittlerweile
als Standard durchgesetzt. In dieser Darstellungsform werden o-Helizes als Spiralen und S-
Strange als Pfeile dargestellt. Bereiche die keine Sekundarstrukturmerkmale aufweisen sind
als Bander gezeichnet. Das Programm MOLSCRIPT (Kraulis 1991) wurde verwendet, um die
entsprechenden Bilder in dieser Arbeit zu erstellen. Bei einigen Graphiken sind zusatzlich zu
den Strukturmerkmalen noch besondere Atomgruppen als Kugelstabmodelle eingezeichnet
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2.8.5.2 Grasp

Eine andere Darstellungsart, die gelegentlich in der Arbeit verwendet wird, ist die Konturie-
rung der Oberflache. Diese Abbildungen wurden mit dem Programm GRASP (Nicholls et al.
1991; 1993) erstellt. Wahrend mit den von MOLSCRIPT erstellten Cartoon-Plots eine gute Ori-
entierung der Lage verschiedener Sekundarstrukturelemente in einem Protein méglich ist, laBt
sich durch die Darstellung der Oberflache ein Eindruck von moéglichen Bindungsverhaltnissen
an Substraten oder Hemmstoffen erhalten. Die Oberflache des Proteins wird dabei berechnet,
indem die van der Waals-Radii der Proteinatome so zu einer Flache verbunden werden, dafl
diese mit einem Probe-Losungsmittelmolekil wechselwirken kann. Dabei ergeben sich in der
Regel groflere zusammenhangende Gebiete. In diesen lassen sich dann Bindungstaschen oder
Kanale als Vertiefungen oder durchgehende Locher erkennen.

Da viele Interaktionen in biologischen Systemen uber elektrostatische Wechselwirkungen ab-
laufen, ist eine besonders informative Darstellung gegeben, wenn die Oberfliche des Proteins
mit ihrem elektrostatischen Potential ®(7) dargestellt wird. Dies wird berechnet, indem die
Poisson-Boltzmann-Gleichung

V - [e(F)V - ®(7)] — €(7)x(7)? sinh[®(7)] + %‘2 =0 (2.16)
numerisch gelost wird. Dabei ist ® das dimensionslose elektrostatische Potential in Einheiten
von kT /e mit der Boltzmann-Konstante k, der Temperatur 7" und der Elementarladung e. o
ist die fize Ladungsverteilung des Proteins in Einheiten von e. e ist die Dielektrizitatskonstante,
die typischerweise zwei Werte annimmt. Im Protein hat ¢ einen Wert von 2 bis 4, auBerhalb
wird dieser 80 gesetzt (¢ des Wassers). Der Term x% = 1/A? mit der Debyelange A ermdglicht
die Einbeziehung von Punktladungen in der Losung. Sind keine beweglichen Ionen vorhanden,
so'ist #? =10.

Ein Ubersichtsartikel iiber Elektrostatik in Biologie ist von (Honig und Nicholls 1995) verdf-
fentlicht worden. Diese Autoren haben auch das Programm DELPHI entwickelt, daB8 die oben
beschriebenen Berechnungen ausfithrt. Dieses steht in unserem Labor nicht zur Verfigung.
Mit GRASP sind allerdings gute qualitative Annaherungen moglich, so da die erhaltenen Er-
gebnisse wie z.B. in Abb. 3.20 zwar nicht quantifizierbar sind, aber dennoch Richtwerte fir die
Potentialverteilung angeben. Die Oberflache des Proteins wird gemaf der relativen Starke des
Potentials ®(7) eingefarbt. Dabei bedeutet rot ein negatives Potential und blau ein positives.
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Kapitel 3

Strukturbestimmung des
Motorproteins Kinesin

3.1 Ergebnisse

3.1.1 Strukturbestimmung des dimeren Kinesins

Die Kristallisation, die Bestimmung der Raumgruppe (P2,2,2,) und der Einheitszelldimensio-
nen des dimeren Kinesinkonstrukts RK379 (a = 72.2 A, b=919A, c=14174, a=B=~ =
90°) wurden von Frank Kozielski durchgefiihrt und sind in Kozielski (1997) und Kozielski et al.
(1997a) ausfiihrlich beschrieben. Im Rahmen einer Zusammenarbeit auf diesem Gebiet wurden
in dieser Arbeit die fir die Strukturbestimmung des Kinesin-Dimers unerlaliche Phasenin-
formation bestimmt und mit Hilfe verschiedener Methoden Elektronendichtekarten erstellt, in

denen dann das Kinesin-Dimer Modell gebaut werden konnte (Kozielski 1997, Kozielski et al.
1997b).

Die Phasenbestimmung fiir die Kristalle des Kinesin-Dimers wurde mit Hilfe der PHASES-
Programmsuite (Furey und Swaminathan 1997) durchgefiihrt. Die geringe Qualitat der Daten
erforderte dabei den Einsatz verschiedener Methoden, bevor eine akzeptable Elektronendichte-
karte berechnet werden konnte, in der der Bau eines Modells moglich war. Im folgenden werden
die einzelnen Schritte zur Erstellung einer interpretierbaren Elektronendichtekarte aufgefiihrt.

3.1.1.1 Suche nach Schweratomderivaten: Quecksilberderivat

Da es keinerlei Hinweise auf ein geeignetes Suchmodell fir molekularen Ersatz gab, wurde
versucht, Schweratome in die Kinesin-Dimer Kristalle einzubringen, um mit MIR- oder MAD-
Methoden zu einer Lésung des Phasenproblems zu gelangen.

Nachdem es gelungen war (Kozielski 1997) ein Schweratom (Quecksilber) in den Kristall
eindiffundieren zu lassen und dieser Kristall zu dem nativen Kristall hinreichend isomorph
war, mufiten die Positionen des Quecksilbers bestimmt werden. Diese wurden mit Hilfe der
Patterson-Methode (Patterson 1934) (s. auch Abschn.2.5.1.1) von Dr. Frank Kozielski und
Dr. Alexander Marx gefunden (Kozielski 1997). Allerdings ist bei der fiir die Strukturbestim-
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mung gangigsten Methode, dem isomorphen Ersatz, das Vorhandensein nur eines Derivats und
die Kenntnis der Schweratompositionen nicht ausreichend fiir die Bestimmung der Phasen, da
die Zweideutigkeit des Phasenwinkels nicht entschieden werden kann. Es mufiten daher noch
weitere Derivate (multipler isomorpher Ersatz) gefunden werden, oder die Ambiguitat des Pha-
senwinkels mufite iiber anomale Streuung aufgelst werden (s. Abschn. 2.5).

Eine Moglichkeit der Bestimmung der Phasenwinkel unter Ausnutzung nur eines Kristalls
bieten Experimente bei verschiedenen Rontgenwellenlangen. Diese MAD (nach Multiple wa-
velength Anomalous Diffraction) genannte Methode (Hendrickson et al. 1988, Murthy et al.
1988) wurde bereits in Abschn. 2.5.3 kurz besprochen. Dazu ist der Einsatz von Synchrotron-
strahlung unerlaBlich. Die Datensammlung mit Synchrotronstrahlung hat neben der erheblich
besseren Qualitat der Strahlung (hohere Intensitat und geringe Divergenz) den Vorteil, da8
sich die Wellenlange einstellen lafit und dann in der Nahe der Absorptionskanten der anomalen
Streuer gemessen werden kann.

Ein entsprechendes MAD-Experiment wurde mit einem Quecksilber-Kristall an der Synchro-
tronstrahlfihrung BM14 am ESRF/Grenoble durchgefiihrt. Dazu wurden insgesamt drei Da-
tensatze bei verschiedenen Wellenlangen in der Nahe der L;;; Absorptionskante des Quecksilber
aufgenommen. Allerdings scheiterte die Phasenbestimmung in unserem Fall an der geringen
Qualitat der Daten. Aufgrund der langen MeBzeit und damit der langen Bestrahlung, der der
Kristall fiir die drei Datensatze ausgesetzt war, nahm dessen Qualitat im Laufe der Messung
stark ab. Insbesondere wurde die Auflosung geringer, d.h. die Daten wurde bei groflen Beu-
gungswinkeln stark verrauscht. Damit war ein genaues Messen nicht mehr moglich. Fur den
Erfolg der MAD-Methode sind aber diese sehr genaue Messungen erforderlich, da die beobach-
teten anomalen Effekte im Bereich von nur 1%-3% liegen.

3.1.1.2 Phasenbestimmung mit einfachem isomorphem Ersatz unter Ausnutzung
anomaler Signale (SIRAS)

Da die ausschlieflliche Verwendung nur eines Kristalls, wie im MAD-Experiment nicht zum
Erfolg fiihrte, wurde versucht unter Verwendung der nativen Daten einerseits und der anoma-
len und isomorphen Daten des Quecksilbers andererseits mit der SIRAS-Methode (=Single
Isomorphous Replacment with Anomalous Scattering) eine erste Elektronendichtekarte zu
erhalten. Nach den Vorarbeiten (Schweratomsuche und Lésung der Patterson-Karten), die
noch mit Daten von einer Drehanode des Typs RIGAKU RU-200 in Hamburg durchgefiithrt
worden waren (s. Abschn.2.3.1), wurden dazu Synchrotron-Daten eines nativen und eines
Quecksilberderivat-Kristalls, die an der Strahlfihrung BM14 ESRF/Grenoble aufgenommen
(s. Abschn.2.4.6) worden waren, benutzt. Auf diese Art und Weise wurden geniigend Infor-
mationen zur Phasierung gewonnen, so daB eine erste interpretierbare Elektronendichtekarte
erhalten werden konnte.

Ein Ausschnitt aus dieser ersten Elektronendichtekarte ist in Abb. 3.1 dargestellt. Es lieBen
sich bereits einige sekundare Strukturmerkmale, wie zum Beispiel a-Helices oder das zentra-
le, ausgedehnete B-Faltblatt erkennen. Die Dichte zu einer durchgehenden Polypeptidkette
zu verbinden, war allerdings noch sehr schwierig. Es waren noch viele sogenannte Kettenab-
briiche vorhanden (ein Zeichen fiir eine zu ungenaue Phasenbestimmung) und die Zuordnung
der Seitenketten war ebenfalls stellenweise noch unsicher oder unméglich.
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Abbildung 3.1: Erste Elektronendichtekarte des Kinesin-Dimer nach SIRAS. Gezeigt ist der
Bereich um Helix a3 in der Bildmitte und Faltblatt 35a,85b links.

Mit der Differenz-Fourier-Methode wurde auf Basis der vorhandenen ersten Phasenabschatz-
ung nach weiteren Bindungstellen fiir Quecksilber gesucht. Die Differenz-Fourier-Dichtekarte
zeigt jedoch nur zwei, dafir allerdings sehr ausgepragte, Stellen, eine pro Kinesin-Molekiil.

Quecksilbersalze binden in Proteinen in der Regel kovalent an Cystein-Resten. Die Bin-
dungsstelle des hier gefundenen Quecksilberderivats liegt in beiden Kopfen zwischen Cysl3
und Cys304, so dafl das Quecksilber mit diesen Resten wechselwirken kann. Als ein Beispiel fiir
die Bindungsstelle ist in Abb. 3.2 ein Stereoplot’ der Umgebung der Reste Cys13 und Cys304
des Kopfes A gezeigt. Die gezeigte Dichte ist die zwischen der urspriinglichen MIR-Dichte und
dem Quecksilberdatensatz bestimmte Differenz-Fourier-Karte (konturiert bei 100)%. Man er-
kennt, daB der Schwerpunkt zum Cys13 verschoben ist, an dem das Atom kovalent gebunden
ist. Im Kopf B sieht die Dichte entsprechend aus, allerdings ist dort der Schwerpunkt zwischen
Cys13 und Cys304, so daB nicht vdllig ausgeschlossen werden kann, daB das Quecksilberatom
(auch) am Cys304 bindet.

Die Hohe des Quecksilbersignals war in den beiden Kopfen stark unterschiedlich. Wahrend im
Kopf A eine Hoéhe von 560 vorlag, betrug der Wert in Kopf B nur 28¢. Dies deutete darauthin,
dafB8 die Besetzung der Stellen nicht gleichmaBig war, und ergab sich auch aus der Verfeinerung
der Besetzungen der Stellen. Allerdings war der Peak in Kopf B erheblich verschmierter als in
Kopf A, so da8 hierdurch bereits ein geringeres Signal entstand.

!Der Stereo-Eindruck entsteht, wenn man die beiden Bilder entspannt mit den Augen einzeln betrachtet:
linkes Auge betrachtet linkes Teilbild, rechtes Auges rechtes Teilbild. Alternativ kann auch eine Stereo-Brille
bestehend aus zwei Linsen im richtigen Abstand verwendet werden.

%20 ist hierbei eine Standardabweichung oberhalb des Mittelwertes der Differenzfourier-Karte, bezogen auf
die Schwankungen der Dichtewerte
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Abbildung 3.2: Stereobild der Differenz-Fourier Elektronendichtekarte in der Umgebung von
Cys13 (Kopf A) gezeigt ist die Bindung des Quecksilbers (griine Elektronendichte) am Cys13.
Die Konturierung der Dichte ist 100.

Eine Verfeinerung der Besetzungsdichten ergab, dafi die Bindungsstelle im Kopf B im Ver-
haltnis zu derjenigen in Kopf A nur zu 60 % besetzt war. Ein Grund hierfir konnte bisher
nicht aus der chemischen Umgebung der Bindungsstelle abgeleitet werden. Moglicherweise ist
der Diffusionsweg des Quecksilber-Ions im Kristall fiir den einen Kopf des Dimer ungiinstiger
als fur den anderen.

3.1.1.3 Phasenbestimmung mit mehrfachem isomorphem Ersatz unter Ausnut-
zung anomaler Signale (MIRAS)

Da die Elektronendichtekarten, die mit der SIRAS-Methode unter Einsatz der Quecksilberderi-
vate erhalten worden waren, noch nicht tiberall eine eindeutige Zuordnung der Polypeptidkette
erlaubten, wurde versucht, weitere Schweratomverbindungen eindiffundieren zu lassen. Als
dies aus verschiedenen Grinden nicht gelang wurde ein sogenanntes Selenomethioninderivat
des Proteins hergestellt (Dr. Manfred Thormahlen). Zu diesem Zweck wurde Kinesin in einem
Bakterienstamm exprimiert, der auxotroph fiir Methionine ist und Selenomethionin aus dem
Nahrmedium aufnehmen kann. Dadurch ist in dem so gewonnenen Protein der Schwefel der
Methionin-Seitenketten gegen Selen ausgetauscht. Dieses Protein kann dann in Kristallform
als ein Schweratomderivat verwendet werden, um zusatzliche Phaseninformationen zu erhalten
(Hendrickson et al. 1990).

Nachdem die bakterielle Expression des Selen-Methionin-Kinesin gelungen war, konnten ent-
sprechende Daten ebenfalls an der Synchrotronstrahlfihrung BM14 am ESRF in Grenoble
aufgenommen werden. Mit Hilfe der Differenz-Fourier-Methode konnten in diesem Selen-
Methionin-Datensatz die Positionen einiger Selen-Atome bestimmt werden. Abb. 3.3 zeigt bei-
spielhaft einen Schnitt durch eine Selen-Differenz-Fourierkarte. Zu diesem Zeitpunkt waren
bereits 3 Selen-Positionen bestimmt und in die Bestimmung der Phasen eingeflossen.

In Abb. 3.3 erkennt man eine Reihe von deutlichen Differenz-Peaks. Die Konturierung erfolgte
bei 20 mit weiteren Abstufungen von 0.50. Insgesamt sind hier fiinf deutliche Peaks zwischen
gg und 50 zu erkennen, die weiteren Selen-Positionen zugeordnet werden konnten.
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Z= . 0.4306
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Abbildung 3.3: Schnitt durch die Differenz-Fourier Elektronendichtekarte und Selen-Positionen
(z,y-Sektion bei z = 0.43)

Die so gefundenen Positionen der Selenatome wurden wiederum zur Phasenbestimmung her-
angezogen, die Besetzung dieser Positionen wurde verfeinert und anschlieBend entschieden, ob
die gefundene neue Stelle tatsachlich eine Schweratomposition darstellte oder zum Rauschen
gezahlt werden mufBl. Auf diese Art und Weise konnten in mehreren Zyklen insgesamt 15 von
16 zu erwartenden Selenpositionen (jedes Kinesin-Molekiil enthalt 8 Methionin-Seitenketten)
bestimmt werden. Lediglich die Seitenkette eines Methioninrestes (Met198 aus Kopf B) zeig-
te keine Differenz-Elektronendichte. Dies ist moglicherweise darauf zuruckzufithren, dal diese
Seitenkette in einer besonders flexiblen Region liegt.

Obwohl die Positionen der Selenatome bestimmt werden konnten, zeigte die unter Verwen-
dung der im Februar 1996 gemessenen Selendaten erhaltene Dichtekarte keine bessere Qualitat
als die Quecksilber-SIRAS Dichtekarte. Dies lag daran, da§ die Qualitit der Selen-Daten auf-
grund einer hohen Mosaizitat der Kristalle nicht sehr gut war. Deshalb wurde parallel zum Bau

des Modells in der zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Quecksilber-SIRAS Dichtekarte versucht,
bessere Kristalle zu erhalten.

Fir die endgiiltige experimentelle Phasenbestimmung wurden schlieBlich drei Datensatzen
(nativer Datensatz, Quecksilber-Derivat und Selenomethioninderivat)herangezogen, die an der
ESRF-Synchrotronstrahlfihrung BM14 im Juni/Juli 1996 in Grenoble/Frankreich gemessen
worden waren. Mit diesen war es moglich, eine gute Phasenbestimmung mit dem Programm
PHASES durchzufiihren, mit deren Hilfe ein Modellbau ohne weiteres moglich war. Die Phasie-
rung soll im folgenden etwas ausfiihrlicher besprochen werden.
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Die Phasierung wurde unter Verwendung der drei oben erwahnten Datensatze nach der
MIRAS-Methode durchgefiihrt. Es wurden also sowohl die Informationen aus dem isomorphen
Ersatz als auch zusatzlich die Beitrage der anomalen Streuung genutzt. Um ein moglichst hohes
anomales Signal zu erhalten, wurde die Datennahme wie schon erwahnt bei Wellenlangen in der
Nahe der Absorptionskanten von Quecksilber (L;//-Kante) beziehungsweise Selen (K-Kante)
durchgefihrt. Die Beamline BM14 am ESRF in Grenoble verfiigt dazu tiber die Moglichkeit,
die Wellenlange in einem Bereich von 0.6 — 2.0 A freiwahlbar einzustellen. Die genaue Lage
der Absorptionskante wurde dabei vor der Datensammlung von Dr. Valerie Biou und Dr. Andy
Thompson mit einem Fluoreszenz-Scan an den Kristallen bestimmt. Fir Quecksilber wurde
eine Wellenlange von Agy, = 0.992A, und fiir Selen eine Wellenlange von As. = 0.978A gewahit.
Diese Wellenlangen wurden wahrend der gesamten Messung konstant gehalten.

Nach der Datenreduzierung, die mit DENZO/SCALEPACK (Otwinowski und Minor 1997)
durchgefiihrt worden war, wurden die isomorphen bzw. anomalen Daten mit den Programmen
CMBI1SO/CMBANO aus der PHASES-Programmsuite (Furey und Swaminathan 1997) auf den
nativen Datensatz skaliert. Anschlieend konnte die eigentliche Phasierung beginnen.

Da bereits aus den vorhergehenden Experimenten die Positionen der Schweratome und de-
ren relative Besetzungen bekannt waren, konnte unmittelbar mit der Phasierung mit PHASIT
begonnen werden. Es ergaben sich fir die beiden Derivate die in Tab. 3.1 dargestellten Werte
far Phasing Power und figure of merit. Insgesamt konnten mit den Informationen aus beiden
Derivaten und unter Verwendung der anomalen Signale 17506 native Reflexe mit einer Figure

of Merit (FOM) von 0.668 phasiert werden.

| Derivat | FOM | Anzahl Refl. | Phasing Power |
Quecksilber, isomorph 0.388 17170
zentrische Reflexe 0.558 1859 1.94
azentrische Reflexe 0.368 15311
Quecksilber, anomal 0.302 14537 1.93
Selenomethionin, isomorph | 0.262 16639
zentrische Reflexe 0.392 1645 2.08
azentrische Reflexe 0.248 14994
Selenomethionin, anomal 0.361 13901 2.18
[ gesamt [0.668 ] 17506 | |

Tabelle 3.1: Phasing Power und figure of merit der Quecksilber- und Selenomethioninderivate

3.1.1.4 Losungsmittelglattung - Solvent Flattening

Bei allen Phasierungsarten (unabhangig davon, ob SIRAS oder MIRAS durchgefiihrt wurde)
wurde im Anschluf an die Phasierung eine Glattung der Losungsmittelanteile durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurde die Losungsmittelanteile mittels der von Matthews (1968) angegebe-
nen Formel 2.11 berechnet. Die Bestimmung des Matthewsparameters ergab, wenn man ein
Molekulargewicht von M, = 84 kDa zugrunde legt, fir Z = 1 einen Wert von Vs = 2.8 A3/Da.
Es konnte also vermutet werden, daB ein Dimer pro asymmetrischer Einheit im Kristall ent-
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halten ist. Die Abschatzung des Losungsmittelanteils nach Formel 2.11 ergab einen Wert von
V. =1-V, =55%.

Fiir die Qualitat der Phasen war die Losungsmittelglattung (Wang 1985) beim Kinesin-Dimer
von grofer Bedeutung. In die ohne Losungsmittelglattung uninterpretierbare Elektronen-
Dichtekarten konnte teilweise automatisch eine vorlaufige Hauptkette gelegt werden. Der Wert
der Figure of Merit (FOM) fir die letzte Phasierung lieB sich nach Losungsmittelglattung auf
0.883 steigern und eine anschliefende Extrapolation der Phasen auf weitere 1897 bis dahin nicht
phasierte Reflexe (eine sogenannte Phase extension) fihrte schlieBlich auf eine FOM von 0.825
fur alle 19398 gemessenen nativen Reflexe.

Die optimale Losungsmittelkonzentration fiir die Losungsmittelglattung war allerdings nicht
55%, sondern nur 45%. Diese Diskrepanz kommt dadurch zustande, daB das Kinesinmolekiil
einen nicht globuldren Anteil hat (die Halsregion). Diese Region wird bei einer Losungsmittel-
glattung mit hohem Losungsmittelanteil ebenfalls geglattet und verschwindet aus der Dichte-
karte.

Abbildung 3.4: Vergleich der Elektronendichtenkarten des Kinesin-Dimer vor (links) und nach
(rechts) Solvent Flattening (durchgezogene Linien: Verlauf der Peptidkette des verfeinerten
Modells). Gezeigt ist die Kontaktstelle zwischen den beiden Dimer-Kopfen. Im Zentrum der
Bilder jeweils links Loop L8b von Kopf A und rechts Loop L10 von Kopf B (vgl. Abb. 3.26)

Man sieht in Abb. 3.4 den Unterschied zwischen den Elektronendichtekarten (links vor, rechts
nach Solvent Flattening). Im Bereich zwischen den beiden Kopfen des Kinesin-Dimers 1ait sich
in der geglatteten Dichtekarte der Verlauf der Polypeptid-Kette wesentlich deutlicher erkennen,
was den Modellbau erheblich erleichtert hat.

3.1.1.5 Nicht-kristallographische Symmetrie

Da bei der dimeren Form des Kinesin zwei von der Aminosauresequenz her identische Ketten
vorlagen, lag es nahe, nach nicht-kristallographischen Symmetrien zu suchen, um mit diesen
weitere Phaseninformationen zu berechnen. Mit Hilfe der zunachst gefundenen Positionen der
Quecksilber-Atome, die in den Differenz-Fourier Karten deutlich hervortraten und ersten Selen-
Positionen gelang es, diese zu bestimmen. Die Zuordnung von aquivalenten Selen-Stellen in den
beiden Kopfen des Dimer war dabei von entscheidender Bedeutung und ermoglichte eine gute
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erste Abschatzung der Rotations- und Translationsbeziehungen. Dazu wurden am Graphics-
Rechner visuell die entsprechenden korrespondierenden Schweratomstellen in beiden Kopfen
identifiziert und mit least-square-Methoden einander tberlagert. Mit diesen Informationen
konnte eine erste Rotations- und Translationsabschitzung gefunden werden.

Nun wurden zwei Maske gewahlt, die erzeugt wurden, indem die groBen Dichte-Bereiche, die
den beiden Kinesin-Kopfen entsprachen, getrennt ausgewahlt wurden. Dazu dienten bereits
erkennbare zusammenhangende Peptidstiicke als Orientierungshilfen. Die Wahl einer Maske
wurde von der relativen guten Abgrenzung der Protein- und Losungsmittelbereiche erleichtert,
die vom Solvent Flattening erzeugt worden war. Die Rotations- und Translationsbeziehungen
wurden unter Verwendung der Masken und Elektronendichten anschlieBend mit dem Programm
LSQROTGEN aus der PHASES-Suite (Furey und Swaminathan 1997) optimiert.

Die Rotations- und Translationsbeziehungen ergaben sich zu (spharische Polarwinkel) w =
56.9,¢ = —45.3, x = 115.8, wobei x der Rotationswinkel ist und w sowie ¢ die Richtung der
Drehachse bestimmen. Diese verlauft etwa zwischen den beiden coiled-coil Helices (s. Abb.3.26
auf Seite 64).

Uber die beiden Masken wurde entsprechend der verfeinerten Rotationsbeziehungen gemit-
telt. Dabei stellte sich jedoch heraus, daB die Ubernahme eines kompletten Kopfes einschlieBlich
der Halsregion zu keinen befriedigenden Ergebnissen fithrte. Im Gegenteil, die aus der Rotation
und Translation berechneten Positionen des einen Halses deckten sich nicht mit den entspre-
chenden Bereichen des zweiten Kopfes, was in der Mittelung natirlicherweise zu schlechten
Ergebnissen fiihrte. Deshalb wurde die Mittelung der Dichtekarten auf die globuldren Kopf-
domanen beschrankt.

Ein Vergleich der urspriinglichen Karte mit der 2-fach gemittelten Dichtekarte ist in Abb.3.5
gegeben. Dargestellt ist die Region im Bereich der Kontaktstelle der beiden Képfe. Anhand der
Uberlagerung mit dem zu Ende verfeinerten Modell kann man die Verbesserung der Dichtekarte
im linken Bereich erkennen. Die Verbindung der Kette ist deutlich besser geworden und es
konnte eine sichere Zuordnung der entsprechenden Bereiche (hier im Bild die Reste 210-225
von Kopf B) erfolgen.

Abbildung 3.5: Vergleich der Elektronendichten des Kinesin-Dimers vor (links) und nach
(rechts) 2facher Mittelung mit NCS (durchgezogene Linien: Kettenverlauf des verfeinerten
Modells). Gezeigt ist dieselbe Stelle wie in Abb. 3.4
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3.1.1.6 Modellbau und Verfeinerung

Der Bau des Kinesindimermodells und die anschlieBende Verfeinerung des Modell gegen die
gemessenen Daten wurde von Frank Kozielski durchgefiihrt. Daher wird hier nicht weiter
daraufeingegangen. Das verfeinerte Dimer-Modell ist in Abb. 3.26 auf Seite 64 in zwei Ansichten
zu sehen. Neben der Darstellung in Kozielski (1997) ist dieses Modell auch ausfihrlich in
Kozielski et al. (1997b) beschrieben.

3.1.2 Strukturbestimmung des Kinesin-Monomers

Die Kristallisation des monomeren Kinesin mit Li;SOy4 als Fallungsmittel wurde von Jens Miiller
durchgefiihrt und ist in Kozielski et al. (1997a) beschrieben. Mit den so gewonnenen Kristallen
konnte am SynchrotronmefBplatz BW6 der Max-Planck-Gesellschaft am DESY ein kompletter
Datensatz bis zu einer Auflésung von 1.9 A aufgenommen werden. In Abb.3.6 ist ein Beu-
gungsbild aus diesem Datensatz gezeigt.

Abbildung 3.6: Drehkristallaufnahme von monomerem Kinesin aufgenommen an der Synchro-
tronstrahlfihrung BW6 der Max-Planck-Gesellschaft am DESY, A = 1.1A, A¢ = 1°, Kristall-
Detektor-Abstand 140 mm
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Die Kristalle gehorten zur Raumgruppe P2,2,2; und hatten die Einheitszelldimensionen

a = TL6A
b = 7374
e = TLEA

a=pf =19 90°

Da zum Zeitpunkt der Datennahme des Monomerkristalls bereits ein unvollstandiges Mo-

dell des Kinesin-Dimers vorlag, wurde versucht, die Phasen mit der Methode des Molekularen
Ersatzes zu erhalten.

3.1.2.1 Molekularer Ersatz

Als Suchmodell fir das Programm AMoRe (Navaza 1994) wurde eine Halfte des zu dem Zeit-
punkt vorhandenen Kinesin-Dimer Modells verwendet (Kozielski 1997). Dieses Suchmodell
bestand aus den Resten: Asp3-Ser236, Gly263-Lys274 und His276-Leu335. Spater zeigte sich
jedoch, daB einige dieser Reste nicht an der richtigen Stelle waren. Es waren sogenannte out of
register Fehler (Verschiebungen in der Polypeptidkette) vorhanden, die aber durch die hohere
Auflosung der Monomer-Daten korrigiert und spater auch auf das Dimer-Modell tibertragen

werden konnten (s. Abschn. 3.1.3.3).

Die Ergebnisse der Rotations- und Translationssuche zeigten, daB mit diesem Suchmodell
eine recht gute erste Phasenabschatzung gelungen war. Es ergaben sich ein Korrelationsfaktor
von ¢ = 50.5% und ein R-Faktor von R = 41.9%. Dieses Modell wurde anschliefiend einem er-
sten Rigid-Body-Verfeinerungslauf mit dem Programm X-PLOR (Briinger 1992b) unterworfen.
Es ergaben sich allerdings keine weiteren Verbesserungen. Abb. 3.7 zeigt die erste Elektronen-
dichtekarte, mit dem tiberlagerten zu Ende verfeinerten Modell (PDB-Code: 2kin).

Abbildung 3.7: Elektronendichte des Kinesin-Monomers nach molekularem Ersatz. Dargestellt
ist ein Teil des zentralen 3-Faltblatts von links nach rechts #8 1,83 1,87 1,36 |.
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3.1.3 Verfeinerung und Umbau des Monomer-Modells

Die Verfeinerung der Kinesin-Monomer Struktur wurde unter Benutzung der Programme X-
PLOR (Briinger 1992b) und REFMAC (Murshudov et al. 1997) durchgefilhrt. Diese beiden
Programme erganzen sich, da sie mit unterschiedlichen Philosophien an die Verfeinerung her-
angehen. Mit X-PLOR konnen sogenannte Simulated Annealing-Laufe durchgefiihrt werden.
Dies sind simulierte Aufheizungen der Struktur, die von einem langsamen Abkiihlen gefolgt
werden. Damit lassen sich grofere Fehler in der Struktur beseitigen, da die Energiefunktion
u.U. aus einem lokalen Minimum zum globalen Minimum gefihrt werden kann. REFMAC ist
demgegentiber mit seiner auf der Methode der Maximum Likelihood basierenden Optimierung
leistungsfahiger, was die lokale Verfeinerung des Modells angeht.

3.1.3.1 Kiristallographischer R-Wert und freier R-Wert, Ry,..

Der Fortschritt der Verfeinerung wurde mit Hilfe des normalen kristallographischen Residuals
R und dem freien R-Wert, Rj,.. (Bringer 1992a; 1993), iberprift. Dabei sind R und Ry,
nach Gl.3.1 bzw. 3.2 definiert.

Sonkt || Fo| = k| Fe||
R 3l
Lonsa | Fol 4
Snkict || Fo| — k| Fe||
R reé 3-2
d Shkict | Fol i

Hierbei bedeutet hkl C T', daB nur tber diejenigen Reflexe gemittelt wird, die zu einer nicht
dem Refinement unterworfenen Testmenge T' gehoren.

Es wurde eine Testmenge 7' mit 10% zufallig ausgewahlter Reflexe vor dem ersten Rigid-
body-Verfeinerungslauf bestimmt, und wahrend der gesamten Verfeinerung beibehalten. Auf
diese Weise konnte Ry, zu jedem Zeitpunkt Rj,.. berechnet werden. Eine Testmenge von
nicht verfeinerten Reflexen ist erforderlich, da die Anzahl der zu anzupassenden Parameter nur
unwesentlich kleiner ist als die Anzahl der unabhangigen Mefiwerte®. Die Gefahr der Model-
lierung des Rauschens ist damit sehr groB. Dabei kann der kristallographische R-Wert fallen,
obwohl die Struktur bereits uberverfeinert ist. Das gilt allerdings nicht fiir den freien R-Wert
(Briinger 1992a; 1993). Dieser kann damit als unabhangiges Ma8 dafiir genommen werden,
ob eine weitere Verfeinerung zu einer Verbesserung der Struktur, oder nur zu einer besseren
Modellierung des Rauschens fiihrt.

3.1.3.2 Simulated Annealing-Verfeinerung

Nach der Rigid-Body-Verfeinerung wurde das Modell einem ersten Simulierten- Annealing Lauf
(Kirkpatrick et al. 1983) bei einer Temperatur von 7' = 4000 K und einer langsamem Abkiihlung
auf 300K unterworfen (Briinger et al. 1990). Gefolgt wurde dies von der iblichen Powell-
Minimierung und einer individuellen Temperaturfaktoroptimierung. Die Anfangswerte von

3In dem endgiiltigen Modell sind 11740 Parameter (z, y, z-Koordinaten und Temperaturfaktoren von 2935
Atomen) gegen 27128 gemessene Reflexe verfeinert worden.
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Rtree=481% und R=49.2% fielen dabei auf Rfree=42.3% bzw. R=34.0%. Der Fortschritt der
Verfeinerung des ersten simulated annealing-Laufs ist in Abb 3.8 dargestellt. Die Verlaufe der
beiden R-Werte haben mit einer Korrelation von 0.825 eine gute Ubereinstimmung. Dies kann
als ein Kriterium dafiir gesehen werden, da die Verfeinerung zu einem verbesserten Modell
fihrte und nicht nur die Fehler besser modelliert wurden. Verfeinert wurde dabei mit Daten
zwischen 8.0 und 1.8 A. Dabei wurden nur solche Strukturfaktoren verfeinert, deren Amplitude
| F,| hinreichend gut bestimmt war (|F,| > 20|g,); 20-Cutoff).

0.5
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0.34
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Abbildung 3.8: Kinesin Monomer Verfeinerung: Verlauf der R- und Rj,..-Werte des ersten
Simulated Annealing Laufs

Am Verlauf der beiden Kurven in Abb. 3.8 148t sich das Prinzip eines simulierten Annealing
verdeutlichen. Es besteht aus einer Verfeinerung mit der Methode der kleinsten Quadrate
(Abfall bis Iteration 60) gefolgt von einem starken Aufheizen der Struktur auf 7)., = 4000 K
(steiler Anstieg), die dann langsam (alle 25fs um 25K) wieder abgekiihlt wird. SchlieBlich
folgen weitere 120 Verfeinerungszyklen mit der Methode der kleinsten Quadrate und schlieflich
eine Verfeinerung der Temperaturfaktoren der Struktur (Abfall in den letzten 30 Iterationen).

Obwohl bereits am Ende des ersten Verfeinerungslaufs eine deutlich verbesserte Dichtekarte
erhalten werden konnte, waren die stereochemischen Parameter beurteilt mit PROCHECK (Las-
kowski et al. 1993) noch recht schlecht®. Etwa 20% der Reste waren dabei auierhalb der idealen
Bereiche des Ramachandran-Plots. Die meisten dieser Reste lagen in Loop-Bereichen an der
AuBenseite des Proteins, die in der Dichte schlecht definiert waren. Einige lagen jedoch in gut
definierten Bereichen (z.B. Arg31), was zunachst unverstandlich war und erst spater geklart
werden konnte (Abschn.3.1.3.6). Vor der folgenden Verfeinerungsrunde wurde eine komplet-
te Sichtung des Molekiils am Graphics-Rechner durchgefiihrt. Dabei wurden offensichtliche
Fehler mit Hilfe der neu berechneten Elektronendichtekarte bereits korrigiert, wo dies moglich
war. Dies waren insbesondere Seitenkettenkonformationen aufierhalb der Elektronendichte, die
durch eine einfache Drehung in die richtige Position gebracht werden konnten.

4Zur Beurteilung der Qualitat des endgiiltigen Modell siche Abschn. 3.1.3.10 Seite 47ff.
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045 B

04

Abbildung 3.9: Kinesin Monomer Verfeinerung: Verlauf der R- und Rj,..-Werte fiir alle acht
Simulated Annealing Laufe

Insgesamt wurden acht Simulated-Annealing-Zyklen mit X-PLOR durchgefihrt. An diese
schloB sich jeweils ein Umbau unter Sichtung des neuen Modells am Graphics-Rechner an. Es
ergab sich fir den Verlauf der Verfeinerung die in Abb. 3.9 gezeigten R- und Rj,..-Kurven.
Man erkennt, daB8 R- und Ry, sich am Ende nicht mehr merklich verbessern. Zu diesem Zeit-
punkt wurden gebundene Wasser gesucht und ins Modell eingebaut, sowie mit dem Programm
REFMAC weiter verfeinert.

3.1.3.3 Umbau des Modells

Ein typischer Verfeinerungs- und Umbauzyklus 1ait sich am besten anhand von Abb. 3.10 be-
schreiben.

Nach jedem Simulated Annealing-Lauf werden mit den verfeinerten Phasen neue Elektronen-
dichtekarten gerechnet. Dies sind Elektronendichtekarten mit Koeffizienten vom Typ (3F, —
2F,), Differenz-Fourierkarten (F, — F.) oder ,Omit-Maps“, in denen Teile der Modellstruktur
weggelassen wurden.

Die neuen Positionen und Orientierungen der Reste und der Hauptkette werden an der Gra-
phics-Station in den Elektronendichtekarten gesichtet. Aus Elektronendichtekarte und Ko-
ordinaten lassen sich dann kritische Bereiche bestimmen, die einen zusatzliche Umbau erfor-
dern. Weitere Kriterien liefern stereochemische Parameter, die aufgrund der Atom-Koordinaten
berechnet werden konnen: Torsionswinkel, Bindungslangen, Rotamerkonformationen, Peptid-
Bindungsdrehungen (pep-flips) sowie ungewohnliche Temperaturfaktoren und hohe real space
R-Werte, die ebenfalls auf noch nicht optimal angepafite Elektronendichte hindeuten. Diese
rein numerischen Grofen lassen sich mit kleinen Hilfsprogrammen berechnen (OOPS, Kley-
wegt und Jones (1996))°. AnschlieBend werden gezielt diejenigen Reste aufgesucht, die die
grofiten Probleme zeigen und - falls moglich - mit Hilfe des Programms O von Jones et al.
(1991) an einem 3D-Graphics Computer (Silicon-Graphics Workstation, Indigo2) umgebaut.

®Basis fiir die Beurteilung sind dabei besonders gut verfeinerte Strukturen hoher Auflésung in der PDB.
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Simulated Annealing

Neue Dichtekar-
Umbau te  berechnen,
3F, — 2F,, ...
Kritische Reste : Krit.ische Reste
aufsuchen bestimmen

Abbildung 3.10: Schema eines Verfeinerungs-Umbau-Zyklusses

Sind die Umbaumoglichkeiten weitgehend erschopft, wird das umgebaute Modell einem erneu-
ten Verfeinerungszyklus unterworfen.

3.1.3.4 Erste Umbaurunde

Im Durchlauf des manuellen Umbaus nach der ersten Simulierten- Annealing- Verfeinerung wur-
den eine Reihe von groben Fehlern umgebaut. Dazu zahlten deutlich falsch konformierte Sei-
tenketten, denen dann die richtige Rotamer-Konformation gegeben werden konnte, sowie einige
Drehungen der Peptid-Bindung. An mehreren Stellen war jedoch ein Bau des Modells bzw. eine
Modifizierung von erkennbar falschen Bereichen noch nicht méglich. Dies galt insbesondere fiir
die Schlaufen-Regionen an der dem Losungsmittel ausgesetzten AuBenseite des Proteins.

Zusatzlich wurde damit begonnen, die Positionen von moglichen Wassermolekiilen zu ver-

merken, die dann im spateren Verlauf mit ARP genau bestimmt und in das Modell eingebaut
werden konnten (Abschn.3.1.3.8).

3.1.3.5 Verschiebungen in der Zuordnung der Aminosauren ( Out-of-register-Fehler)
im Ursprungsmodell

Da das Suchmodell fiir den molekularen Ersatz nur in einer experimentellen Elektronendich-
tekarte von 3.0 A Auflésung gebaut wurde, konnte nicht davon ausgegangen werden, daf es
fehlerfrei war. Zu dem Zeitpunkt des molekularen Ersatzes war es auch nicht vollstandig.
Der groBte Fehler des Modells wurde nach einem grofieren nicht in der Elektronendichte vor-
handenen Stiick (Loop L11) sichtbar. Es handelte sich um einen Verschiebungsfehler oder
Out-of-register-Fehler.
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Es zeigte sich, daB die Reste 263-274 des Suchmodells gegeniiber ihrer wahren Position um 7
Aminosauren verschoben waren. Dieser Fehler konnte auftreten, da vor und nach dieser Stelle
Bereiche mit schlechter Elektronendichte und keine oder nur geringe Konnektivitat vorhanden
waren. Mit Hilfe der nach drei Simulated-Annealing Zyklen deutlich verbesserten Elektronen-
dichte war es jedoch moglich, diese Verschiebung zu erkennen und zu korrigieren.

Die Identifikation wurde erschwert durch den Umstand, da8 obwohl die Aminosaurensequenz
um sieben Reste verschoben war, sich dennoch einige Reste an der richtigen Stelle befanden.
Dies 1aBt sich am Vergleich der verschobenen (oben) mit der richtigen Sequenz (unten) ablesen:

256—267 | Asn  Ile Asn Lys Ser Leu Ser Ala Leu Gly Asn Gly
263—274 | Gly Asn Val 1Ile Ser Ala Leu Ala Glu Gly Thr Lys
identisch 1 ' i

Drei der zwolf fraglichen Reste wiesen also die richtigen Seitenketten auf, obwohl die Ver-
schiebung die dazwischenliegenden Aminosauren an falsche Positionen brachte. Diese waren
dann auch in der Elektronendichte gut definiert, wahrend die anderen Reste schlecht definiert
waren. Mit Hilfe von Omit-Maps konnte aber schliefllich die richtige Losung gefunden wer-
den, was auch die Moglichkeit eroffnete, die nachfolgende Loop-Region (L12) in das Modell

einzubauen.

3.1.3.6 Sequenzierungsfehler Arg31/Pro31

Ein weiterer bemerkenswerter Fehler im Ausgangsmodell war an der Aminosaure-Position 31
zu verzeichnen (Abb. 3.11).

Abbildung 3.11: Elektronendichte im Bereich des Restes 31. links: mit Arginin-, rechts: nach
Korrektur auf Prolin-Rest. Die Konturierung der Elektronendichte erfolgte bei 1o.

Diese befindet sich im Bereich des kleinen Faltblatts #la-c. Entsprechend der Sequenzierung
des von Dr. A. Sperry und Dr. S.T. Brady geschickten Gens sollte sich an dieser Stelle ein
Arginin befinden. Eine Betrachtung der Elektronendichte in diesem Bereich lie allerdings keine
Arginin-Dichte in diesem Bereich erkennen (Abb. 3.11). Zusatzlich sind in der Umgebung dieses
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Restes ausschlieBlich hydrophobe Reste vorhanden: Phel5, Phe29, Ile30, Phe33, Val39, Pro306.
Diese bilden eine hydrophobe Tasche, in der der geladene Arginin-Rest keinen Bindungspartner
hatte, was letztlich bedeutet, dafl es praktisch unméglich ist, da8 es sich bei dieser Seitenkette
um Arginin handeln konnte.

Stattdessen erschien es nach der Form der Elektronendichte wahrscheinlich, da sich an
dieser Stelle ein Prolin befindet. Eine Sichtung der von Kozielski (1997) angefertigten Sequen-
zierungsgele bestatigte diesen Sachverhalt. Das entsprechende Codon lautete statt CGT(Arg)
CCT(Pro). Damit konnte auf rontgenkristallographischem Wege ein Sequenzierungsfehler auf-
geklart werden, was fur die gute Qualitat des Modells spricht.

3.1.3.7 PCR-Mutation Gly293Asp

Eine weitere in der verfeinerten Dichte korrigierte besondere Stelle im Modell befand sich im
Ubergangsbereich zwischen der Helix a5 und dem B-Strang 38. Dort zeigte sich bei der Ami-
nosaure Gly293 eine grofie Extradichte. In Abb. 3.12 ist die Elektronendichte zu dem damaligen
Refinement-Stand in blau (10) und die Differenzfourier-Elektronendichte bei einem Konturie-
rungslevel von 2.50 in rot dargestellt.

Abbildung 3.12: Elektronendichte im Bereich des Restes 293. links: mit urspringlich Glycin-,
rechts: nach Korrektur auf Asparaginsaure-Rest

Man erkennt in der Differenzdichte zusatzliche Atome. Dabei handelt es sich um die Ato-
me CP, C” sowie die beiden Sauerstoffatome O°' und 0% der Seitenkette eines Asparag-
insaurerestes. Die beiden roten Kugeln links und rechts stellen Wassermolekiile dar, die zu
diesem Zeitpunkt ebenfalls noch nicht in die Struktur eingebaut waren.

Diese Abweichung von der urspriinglichen Sequenz beruht offenbar auf einem Fehler in der
PolymeraseChainReaction (PCR). Diese wurde genutzt, um das Proteinkonstrukt aus dem Gen
zu klonieren. Dabei treten in etwa einem Fall vom tausend fehlerhafte Basenpaarungen in den
Nukleinsauren auf, die dann zu mutierten Aminosauren fihren. In diesem Fall ist die Mutation
von GGT nach GAT, was eine Anderung von Glycin nach Asparaginsiure bedeutet. Dies
konnte anhand des Sequenzierungsgels von Jens Miiller nachtraglich verifiziert werden. In der
Struktur des Kinesin-Dimers (Kozielski et al. 1997b) tritt diese Mutation nicht auf.
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3.1.3.8 Suche nach gebundenen Wassermolekiilen

Die Suche nach gebundenen Wassermolekillen wurde mit dem Programm ARP (Automated
Refinement Procedure) (Lamzin und Wilson 1993) und durch systematisches Untersuchen der
Elektronendichtekarten durchgefihrt.

Die in der Elektronendichte gefundene Peaks wurden nur dann als Wasser bestimmt, wenn
folgende Kriterien erfiillt waren:

1. Ein deutlich positiver Differenz-Peak (groer als 30) ist in der F, — F-Dichtekarte zu
erkennen,

2. eine klare runde Dichte in der 3F, — 2F,.-Dichtekarte vorhanden und

3. ein gut definierter Bindungspartner fiir eine Wasserstoffbriickenbindung liegt in der Struk-
tur vor.

Zwei typische Wasser, flir die diese Kriterien zutreffen, sind in Abb. 3.12 links dargestellt. Bei-
de Wasser zeigen klare Differenzdichte (rot) und eine kugelférmige Dichte ebenfalls in der 3F, —
2F.-Dichtekarte. Die Wasserstoffbriickenbindungspartner sind zum einen das Hauptketten-
Carbonyl von Asp293 (rechtes Wasser) zum anderen das endstandige Carbonyl der Seitenkette
Asp293.

Das Programm ARP sucht nach einer ahnlichen Strategie automatisiert nach Wassermo-
lekilen. Es sucht dazu Dichtepeaks in der Elektronendichtekarte, die keinem atomaren Streuer
zugeordnet sind und bestimmt den Schwerpunkt dieser Peaks. Anschliefend wird gepruft, ob
es sich bei diesen Dichtebereichen um Wassermolekule handeln kann. Dies wird durch eine
Betrachtung der Entfernung zwischen dem Schwerpunkt des Peaks und moglichen Wasserstoff-
brickenbindungspartnern erreicht. Wasserstoffbriickenbindungen bilden sich typischerweise bei
einer Entfernung von 2.2 A (minimaler Wasser - Wasser-Abstand) bis zu 3.3 A. Allerdings las-
sen sich diese Parameter im Programm bei Bedarf anpassen. Anschlieflend wird ein kurzer
Verfeinerungslauf mit PROLSQ oder REFMAC angeschlossen und der Proze wird wiederholt.
Ergibt sich dann, da einige Wasserpositionen fraglich sind, konnen diese auch nachtraglich
vom Programm wieder herausgenommen werden.

Die auf diese Weise von ARP gefundenen Wasser wurden dann in der Elektronendichtekarte
angesehen und auf ihre Plausibilitat iberprift. Dabei wurden die o.a. Kriterien verwendet.

ARP wurde also hauptsachlich eingesetzt, um ein schnelleres Auffinden der Wasserpositionen
zu ermoglichen.

3.1.3.9 Maximum Likelihood Refinement

Nach der Verfeinerung mit X-PLOR und Verwendung von Simulated-Annealing Protokollen
(s. Abschn. 3.1.3.2) wurde beim Einsatz von ARP bei der Suche nach Wassern das Programm
REFMAC (Murshudov et al. 1997) verwendet. Der Einsatz von REFMAC und der damit ver-
bundenen Maximum Likelihood-Algorithmen zeigte bessere Ergebnisse. Mit REFMAC lassen
sich auch besonders einfach mit der mit der figure of merit m und D (MaB fir die Genauigkeit
des Modells) gewichteten (2m|F,| — D|F.|)-Koeflizienten Elektronendichtekarte berechnen, die
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die Interpretation und den méglichen Umbau des Modells erheblich erleichtern. Der Fortschritt
der Verfeinerung wurde wiederum mit R und Ry, Gberprift (s. Abb.3.13).
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Abbildung 3.13: Kinesin Monomer: Verlauf der R- und Rjy...-Werte fir acht REFMAC-
Verfeinerungszyklen

Allerdings war es auch mit der Anwendung von REFMAC und dem Einfiigen von 2 ADP,
3 Sulfat und 205 Wassermolekiilen nicht moglich, alle Teile des Proteins in einem Modell zu
vereinigen. Es blieben Bereiche, die nicht einer Dichte zugeordnet werden konnten. Es handelt
sich dabei um einen Loop mit einer Lange 12 von Aminosauren (L11), der nicht gebaut werden
konnte. Ansonsten war das Modell bis auf drei C-terminale Reste vollstandig. Die Qualitat
des Modells, das mittlerweile in der Proteindatabank deponiert ist (PDB-Code: 2kin), ist im
nachsten Abschnitt anhand wichtiger Kenngroflen dargestellt.

3.1.3.10 Qualitat des Modells

Die Qualitat des Modells 1aBt sich an verschiedenen Grofien messen. Hier sollen als Indikatoren
auf den Ramachandran-Plot und die Temperaturfaktor-Verteilung eingegangen werden.

Der Ramachandran-Plot ist ein Verfahren mit dem die stereochemische Qualitat einer Prote-
instruktur ermittelt werden kann. Ramakrishnan und Ramachandran (1965) haben mit theo-
retischen Berechnungen iiber die sterische Hinderung der Seitenketten verschiedene Bereiche
fir die Torsionswinkel® ¢ und 3 der Peptidbindung bestimmt, die erlaubten oder verbotenen
Bereichen der Proteinkonformationen entsprechen.

Im Fall des Kinesin-Monomers wurde eine Untersuchung der Torsions-Winkel ¢ und % mit
dem Programm PROCHECK (Laskowski et al. 1993) durchgefiihrt. Es ergab sich dabei der

6¢ ist dabei der Torsionswinkel um die Bindung N-C* definiert iiber die Atome C-N-C*-C, % derjenige um
die Bindung C*-C definiert tiber die Atome N-C*-C-N
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in Abb.3.14 dargestellte Ramachandran-Plot. In diesem sind 281 oder 92.4% der Nicht-
Glycinreste in den bevorzugten Regionen, 22 oder 7.2% weitere in zusatzlich erlaubten Gebieten
und nur ein einziger Rest (Lys274) oder 0.3% in grofiziigig erlaubten Gebieten. Keiner der im
Modell 2kin eingebauten Reste ist in einer stereochemisch verbotenen Region.

M0 135 00 45 D : 135 180

¢(°)
Abbildung 3.14: Ramachandran-Plot des Kinesin-Monomers (PDB-Code: 2kin). Rot darge-
stellt sind bevorzugte Regionen, gelb erlaubte Bereiche, und blafigelb zusdtzlich-erlaubte Berei-
che. Reste im weiflen Bereich sind stereochemisch verboten und deuten auf grofiere Probleme

im Modell hin.

In der Region [a] und sind die Aminosauren in a-Helices und in Region [E und in

B-Strangen. @ und |l| kennzeichnen daruberhinaus erlaubte Schlaufen-Bereiche. Mit einem
sind Nicht-Prolin-Reste markiert. Glycin-Reste werden durch ein  dargestellt.
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Die Temperaturfaktorverteilung des Kinesin-Monomers-Modells ist in Tab.3.2 dargestellt.
Die Temperaturfaktoren sind mit 22 bzw. 23 A? fiir eine bei einer Auflésung von 2.0 A geloste
Struktur im Mittel recht gut. Allerdings gibt es Bereiche mit deutlich héheren B-Faktoren.
Dies sind auch die in der Elektronendichte schlecht definierten Bereiche insbesondere Loop L12

(Aminosauren 273-276), a0 (19-25) und Loop L2 zwischen $1b und Slc (42-46).

Temperaturfaktor B (A?)
Atome in Anzahl | Mittelwert | Maximum
Protein Hauptkette 1352 22.35 63.71
Protein Seitenketten 1334 26.27 69.48
alle Proteinatome 2686 24.30 69.48
ADP 27 35.11 47.04
Wassermolekiile 205 31515 99.05
Sulfat Ionen 15 43.92 53.81
gesamt 2933 24.98 99.05

Tabelle 3.2: Temperaturfaktoren Kinesin
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3.1.4 Beschreibung der Struktur des Kinesin-Monomers

3.1.4.1 Ubersicht und Topologie

Abbildung 3.15: Cartoonplot des Kinesin Strukturmodells. Erlauterungen siehe Text.

Das Strukturmodell des Kinesin (Abb. 3.15) 1aBt sich in verschiedene Bereiche einteilen. Es
besteht aus einem zentralen 3-Faltblatt mit acht §-Strangen, die zum Teil parallel zum Teil
antiparallel gepaart sind. Die Abfolge der Strange ist 32 — 1 — 38 — 33/£10 — BT — 6 —
B4 — B5. Die Numerierung gibt dabei die Reihenfolge in der Aminosauresequenz an. Zusatzlich
gibt es drei weitere kleinere jeweils antiparallele 3-Faltblatter aus zwei bzw. drei §-Strangen
an den Seiten des zentralen 3-Faltblatts. Dieses wird auf seiner Vorder- und Rickseite jeweils
von drei a-Helices flankiert (vorn: al, a2, a3, hinten: a4, a5,a6). Unten bildet die ,,Halshelix”
a7 den Abschlufl.

Ein schematischer Topologie-Plot des Kinesin ist in Abb. 3.16 dargestellt. In diesem sind
(in Analogie zum Strukturmodell in Abb.3.15) a-Helices in orange und S-Faltblatter in blau
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dargestellt. Zusatzlich sind die durch DNA-Sequenzvergleiche von Yang et al. (1989) und
gezielte Alanin-Mutagenese von Woehlke et al. (1997) bestimmten Mikrotubuli-Bindungsregi-
onen grin und die Nukleotid-Bindungsregionen violett gefarbt. Die C-terminale Hals-Helix a7
ist zur besseren Verdeutlichung rot hervorgehoben.

"~ L7MT

L8a/MT1

Cc

Abbildung 3.16: Topologie-Plot des Kinesin

Anhand des Topologieplots 1a8it sich die Abfolge der einzelnen Strukturelemente im Kinesin
verdeutlichen. N-terminal beginnt das Modell mit einem B-Strang (80)7, der zu einem der
kleineren 3-Faltblatter gehort. Es folgt 31 aus dem zentralen (-Faltblatt, an das sich ein
Einschub bestehend aus «0” und dem B-Faltblatt 3la-c anschlieBt.

Gefolgt wird dieser Bereich von dem auBersten Strang 52 des zentralen §-Faltblatts, an den
sich die Helix a1l anschlieft, die sich aufteilt in ala und alb mit einer Knickstelle bei Cys65.
Der folgende, mittig im zentralen 3-Faltblatt gelegene, Strang 33 miindet an seinem Ende in den
phosphatbindenden Loop (P-Loop), der von Helix a2 gefolgt wird. Diese hat als Besonderheit
einen Loop L5 genannten Einschub von 9 Resten. Es folgen die antiparallel angeordneten 4
und der obere Teil von 5, bevor das kleine antiparallele 3-Faltblatt 35a-b an der hinteren
Seite des Molekiils eingeschoben wird. Der zweite Teil von 35 und die Helices a3 und a3a
komplettieren dann den vorderen Teil des Molekiils.

"Die Numerierung beginnend mit 0 bzw. 0 fiir die Strukturelemente ist ungewdhnlich und nur deshalb
so gewahlt worden, um in Ubereinstimmung mit den Arbeiten von Kull et al. (1996) und Sablin et al. (1996)
(s. Abschn. 3.2.1) zu bleiben, deren Modelle jeweils erst mit 81 begonnen und keine o0 aufwiesen oder bezeich-
neten.
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3.1. ERGEBNISSE

Die beiden langsten B-Strange (36 (13 Reste) und B7 (12 Reste) folgen in antiparalleler
Anordnung, bevor ein ungeordneter - und daher im vorliegenden Modell nicht eingebauter -
Bereich folgt: Loop L11. An Loop L11 schliet sich der grofite Teil der fiir die Mikrotubuli-
Bindung (s. Abschn.3.1.4.4) verantwortlichen Region an: Helix a4, Loop L12 und Helix a5.
B-Strang (8 und a-Helix a6 bilden dann das Ende des Kopfes.

Die daran anschlieflenden Elemente $9 und £10 fligen sich in ein kleines Faltblatt (30, 39
(T1)) ein oder sind in das zentrale Faltblatt ($10) integriert.

Vollig auBerhalb der Motordomane folgt schliefllich der Beginn der Halshelix a7 (rot in
Abb. 3.15 und 3.15), die fir die Dimerisierung der Kinesin-Képfe verantwortlich ist.

3.1.4.2 Wasserstoffbriickenbindungsschema

In Abb. 3.17 ist das Schema der Wasserstoffbriicken im Kinesin dargestellt (erzeugt mit dem von
Hutchinson und Thornton (1996) geschriebenen Programm PROMOTIF). Dabei ist die Wasser-
stoffbrickenbindung zwischen der Amino- und der Carbonylgruppe der beteiligten Aminosauren
durch einen Pfeil gekennzeichnet: NH — O=C. Reste, die in eine §-Faltblattstruktur eingebet-
tet sind erscheinen in Kasten (z.B. , solche in a-Helices in Ellipsen (z.B. 6)

Man erkennt in dieser schematischen Darstellung deutlich die vier g-Faltblatter und sechs
a-Helices. Die Zuordnung der a-Helices ist in dieser Abbildung jedoch nicht bezogen auf
Vorder- oder Riickseite der Struktur zu verstehen, sondern verlauft rein nach geometrischen
Uberlegungen des Programms zur Platzoptimierung.

Neben den fiir die Sekundarstruktur erforderlichen Wasserstoffbriickenbindungen sind einige
wenige zusatzliche Verbindungsmerkmale zu erkennnen. Die meisten davon sind nicht ideale
Verbindungen am Anfang und Ende von a-Helices oder zwischen S-Strangen bzw. Gebiete un-
mittelbar davor und dahinter. Drei der zusatzlichen Wasserstoffbriickenbindungen sind jedoch
fur die Beschreibung der Struktur interessant und sollen hier etwas naher beschrieben werden.

e Die erste Wasserstoffbriicke verlauft zwischen (Gly235 NH - - - O=C Ser203). Sie verbindet
die sogenannten Switch-Bereiche I und II. Auf diese Wasserstoffbriickenbindung und die
Switch-Bereiche wird im Abschnitt 3.1.4.7 eingegangen.

e Die zweite Wasserstoffbriicke verbindet Ile30 NH --- O=C Pro306 und stellt eine (lose)
Verbindung zwischen dem S-Faltblatt Sla-c (von Sablin et al. (1996) ,kleiner Lappen”
genannt), und dem zentralen $-Faltblatt am Ende von 38 her.

e Fine weitere Verbindung zwischen dem kleinen Lappen und dem zentralen 3-Faltblatt
stellt die Wasserstoffbrickenbindung zwischen Val52 NH --- O=C Glu36 dar. Diese
verbindet den kleinen Strang 2 mit dem I"Jbergang von fla zu B1b. Damit kann man
den kleinen Lappen quasi als eine Ausweitung des zentralen (-Faltblatts interpretieren.
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Abbildung 3.17: Wasserstoffbriickenbindungsschema des Kinesins
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3.1.4.3 Nukleotidbindungsstelle

In Abb. 3.18 ist die Nukleotidbindungsstelle des Kinesins mit den Interaktionen gezeigt. Erzeugt
wurde Abb. 3.18 mit dem Programm LIGPLOT von Wallace et al. (1995). In dieser Graphik sind
neben dem gebundenen ADP auch die Wechselwirkungen eingezeichnet, die das ADP-Molekiil
mit dem Kinesin und den es umgebenden Wassermolekiilen eingeht. Als gestrichelte blaue Lini-
en sind Wasserstoffbriuckenbindungen mit dem Abstand der beteiligten Nicht-Wasserstoffatome

gezeigt (- - - 5.00 - - -). In Form eines 90°-Bogens mit aufgesetzten Strahlen sind hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Atomgruppen dargestellt.
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung der Nukleotidbindungsstelle des Kinesins mit Wech-
selwirkungen zwischen ADP, Kinesin und Wassermolekiilen (s. Text).

Man erkennt, daB8 verschiedene Bereiche des Molekiils zur Bindung des Nukleotids beitragen:

1. das p-Phosphat wird durch Wasserstoffbriickenbindungen der Seitenketten der Reste
Thr93 und Lys92 sowie durch Wasserstoffbriicken zu Hauptkettenatomen der Reste Ser89,
Ser90, Lys92 und T93 stabilisiert. Dazu kommen noch einige gebundene Wassermolekiile.

2. Das a-Phosphat wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zu Hauptkettenatomen der Re-
ste Gly91 und His94 gebunden.

3. Die Ribose ist weder an Wasserstoffbriickenbindungen noch an hydrophoben Interaktionen
beteiligt, sie ist auch der vom gesamten ADP-Molekiil am schlechtesten definierte Teil.
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4. Die Base wird ausschlielich iber hydrophobe Wechselwirkungen an ihrem Platz gehalten.
Diese gehen aus von den aliphatischen Bereichen der Seitenkette des Argl6 und vom Prol7
auf der einen Seite sowie vom His94 auf der anderen Seite der Bindungstasche.

Die Elektronendichtekarte (2F, — F;) berechnet mit den Phasen des verfeinerten Modells im
Bereich der Nukleotidbindung ist in Abb. 3.19 dargestellt. Man erkennt deutlich die Position
des Nukleotids. Ein mehr schematischer Cartoon-Plot ist in Abb. 3.24 auf Seite 59 zu sehen.

Abbildung 3.19: Elektronendichtekarte der Nukleotidbindungsstelle des Kinesin

Die Nukleotid-Bindungsstelle ist auch in Abb. 3.20 (links) dargestellt. Man erkennt im oberen
Teil des Bildes die Bindungstasche des Kinesins in der als Stabchenmodell das ADP-Molekiil
eingefigt ist.

3.1.4.4 Ladungsverteilung und Mikrotubuli-Bindungregion

Die Bindungsstelle von Kinesin auf Mikrotubuli wurde von Yang et al. (1989) mittels DNA-
Sequenzvergleich und Bindungsstudien vorhergesagt. Kiirzlich konnte von Woehlke et al. (1997)
mittels gezielter Alanin-Mutagenese an menschlichem Kinesin diese Vorhersagen bestatigt und
damit die Mikrotubuli-Bindungsregion bestimmt werden. Dabei zeigte sich, daB die fir die
Bindung am Tubulin wichtigen Reste in den Bereichen a4, Loop L12 sowie a5 zu finden sind.
Ein besonders wichtiger Rest ist dabei Arg280, der zu Alanin mutiert einen 15mal geringeren
Mikrotubuli induzierten ADP-Umsatz zeigt.

Abb. 3.20 zeigt die Oberfliche des Kinesins mit ihrem elektrostatischen Potential®. Dabei

8Fiir die Berechnung des elektrostatischen Potentials s. Abschn. 2.8.5.2 auf Seite 28.
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3.1. ERGEBNISSE

Hals-
helix a7

Abbildung 3.20: Elektrostatisches Potential an der Oberflache des KinesinMolekiils erzeugt mit
GRrAsP (Nicholls et al. 1991; 1993).

bedeutet in diesem rein qualitativen Bild rot ein negatives Potential und blau einen Bereich po-
sitiven Potentials. In Abb. 3.20 links ist der Blick entlang des zentralen f-Faltblatts dargestellt.
Dieser Bereich ist stark negativ geladen. Da auch die C-terminale Kinesin-Bindungsdomane
des Tubulin negativ geladen ist, kommt dieser Bereich fiir eine Bindung an Mikrotubuli nicht in
Betracht. Anders ist dies bei der in Abb. 3.20 rechts dargestellten etwa 70° um die senkrechte
Achse gedrehten Darstellung. Hier erkennt man positiv geladene Bereiche darunter auch das
besonders hervorstechende Arg280. Die rontgenstrukturell erhaltenen Aussagen decken sich
damit sehr gut mit den auf molekularbiologischem Wege gewonnenen (Woehlke et al. 1997).

Allerdings ist die Beschreibung und Eingrenzung der Mikrotubuli-Bindungsstelle ohne die
Kenntnis der Tubulin-Struktur trotz der hier beschriebenen Hinweise noch recht spekulativ.
Diese wird in nachster Zeit (Nogales et al. 1998) zur Verfigung stehen. Hat man beide Molekiile
zur Hand, kann mit Modellierungen der Oberflichen versucht werden, die Bindungsart zu
verstehen. Eine endgiiltige Klarung der Details wird aber erst mit einer Co-Kristallisation
von Tubulin- und Kinesin-Fragmenten moglich sein. Erst dann lassen sich auf molekularer
Ebene sichere Aussagen machen. Arbeiten dazu sind in unserem Labor angelaufen.

3.1.4.5 Direktionalitats-Bereich

Wie von Case et al. (1997), Vale und Fletterick (1997) sowie Henningsen und Schliwa (1997)
gezeigt werden konnte, sind bestimmte Reste fiir die Bewegungsrichtung der Motorproteine
von besonderer Bedeutung (s. Tab.3.3). Diese liegen im Ubergangsbereich vom Kopf zum C-
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KAPITEL 3. STRUKTURBESTIMMUNG DES MOTORPROTEINS KINESIN

bzw. N-terminalen coiled-coil Bereich?. Damit ist auch nicht verwunderlich, warum Motoren,
die sich in unterschiedlichen Richtungen auf dem Mikrotubulus bewegen, eine gleiche Struktur
aufweisen. Aufler dem hier und in Kozielski et al. (1997a), Kozielski (1997) und Sack et al.
(1997) beschriebenen Kinesin aus Ratte gibt es bislang noch keine Motorprotein-Strukturen, die
diesen Bereich einschlieBen. Weder menschliches Kinesin (Kull et al. 1996), noch ncd (Sablin
et al. 1996) und Kar3 (Gulick et al. 1998) zeigen diesen Bereich.

Abbildung 3.21: Lage der konservierten richtungsbestimmenden Reste im Kinesin. Die in
Tab. 3.3 rot hervorgehobenen Aminosauren sind als Kugel-Stab-Modell dargestellt. Zusatzlich
ist zur besseren Orientierung das Nukleotid ebenfalls eingezeichnet.

In Kiirze wird die Struktur des dimeren ncd zur Verfiigung stehen (Sablin et al. 1998) und da-
mit eine weitere Struktur, die eine coiled-coil a-Helix als Dimerisierungsdomane umfafit. Damit
sind auch die aus den Mutationsexperimenten und Sequenzvergleichen von Case et al. (1997)
bestimmten konservierten Reste fiir Kinesin und ned Sekundarstrukturmerkmalen zuzuordnen
(s. Tab.3.3). In Plusmotoren (C-terminalen Motoren) befindet sich dieser Bereich hinter Helix
a6, in Minusmotoren (N-terminalen Motoren) vor dem Strang S1.

Die Lage der Reste ist dabei sehr interessant (Abb.3.21). Im Falle des Ratten-Kinesins
sind die entsprechenden Reste Lys325 (a6), 11€327 (39), Val333 und Asn334 (510). Die Reste
befinden sich am Ende von a6 (Lys325, 1le327) bzw. am Anfang von (310 (Val333, Asn334).

9Unter einer coiled-coil-Helix versteht man zwei umeinander gewundene a-Helices, die tiber hydrophobe
Wechselwirkungen an den Kontaktstellen stabilisiert werden. Coiled-coil-Helices bilden die Stab- oder Dimeri-
sierungsdomane des Kinesins (s. Abb.1.4).
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Plusmotoren Minusmotoren

9 S\ >

PP SR

Kinesin |f1 - a6 |KtIkntvsVNlelta || ncd meRKeLHNtvmDLrG |31 - a6

Egb Bl - a6 | KnImnkpeVNgkltk || Kar3 tvRRtLHNelqELrG | Al - a6
KRP85 |p1 - ab|KnIkntvcVNedpkd | CHO2A meRRrLHNq1qELKG |1 - a6

Tabelle 3.3: Konservierte Reste im richtungsbestimmenden Bereich von Motorproteinen (Case
et al. 1997). Bei Plusmotoren folgt der die Richtung bestimmende Teil auf die Kopfdomane
B1 - a6. In Minusmotoren liegt er vor der Kopfdomane in einem Bereich der beim Kinesin 50
entspricht. Die Numerierung der Reste oberhalb von Kinesin bezieht sich auf das im Rahmen
dieser Arbeit verwendete Kinesin aus Rattenhirn.

Bemerkenswert ist dabei u.a. der Rest Asn334. Vergleicht man namlich die Strukturen von mo-
nomerem und dimerem Kinesin, so stellt Asn334 diejenige Stelle dar, an der sich die Richtungen
der C-terminalen a7 und des davorliegenden Ubergangsberelchs zwischen der Kopf- und der
Halsregion andern. Wahrend sich die C*-Positionen der Dimer- und der Monomer-Strukturen
zwischen Rest 2 und Rest 334 mit einem r.m.s.-Wert von 0.71 A {iberlagern lassen, andert sich
hier die Konformation sehr stark (Abb.3.22)°.

Abbildung 3.22: Stereo-Bild der Uberlagerung der Kopfdomanen von monomerem (grin) und
dimerem Kinesin (rot und blau).

10Zur Betrachtung von Stereobildern siehe Fuinote 1 auf Seite 31.
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3.1.4.6 Doppelkonformation Ser205 — Arg191

Eine Doppelkonformation tritt in der Struktur des monomeren Kinesins an der Stelle Ser205
— Argl91 auf. Diese ist in der Elektronendichtekarte erscheint dieser Bereich deshalb als eine
Region mit zwei Konformationszustanden.

Abbildung 3.23: Doppelkonformation der Aminosaurenreste Ser205 und Argl91. Diese beiden
Reste liegen im Bereich von Switch I und tragen moglicherweise zu dessen Stabilisierung bei.

In Abb. 3.23 ist die Doppelkonformation dargestellt. In einer Orientierung (links in Abb. 3.23)
ist die Carbonylgruppe des Ser205 dem Argl91 zugewandt, was zu einer Entfernung des Arginins
fithrt, in der zweiten Konformation (rechts in Abb.3.23) ist das Ser205 abgewandt. Damit
bleibt der Platz fiir die Arginin-Seitenkette erhalten. Interessant ist dies, da beide Reste in der
Kinesinfamilie streng konserviert sind.

Das Ser205 ist zusatzlich unmittelbar hinter der Region des Switch I plaziert und konnte so-
mit eine wichtige Rolle bei Konformationsanderungen des Kinesin spielen. Die Bedeutung der
Doppelkonformation Argl91 — Ser205 konnte daher in einer Stabilisierung der Switch I-Region
begriindet sein, die darauf beruht, da die Helices @3 und a3b (Switch I) eine Wechselwirkung
untereinander aufweisen. Es ist allerdings nicht zu erkennen, inwieweit die Doppelkonforma-
tion einen EinfluB auf den Verlauf der Hauptkette nimmt, da diese offenbar keine zweifache
Konformation aufweist.

3.1.4.7 Verbindung zwischen den Schalterregionen Switch I und Switch II

Eine weitere interessante Stelle befindet sich in unmittelbarer Nachbarschaft. Es ist dies die
Salzbriicke zwischen Arg204 und Glu237. Diese ist deshalb u.U. von groBer Bedeutung, da sie
die beiden Schalterregionen Switch I und Switch II miteinander verbindet. Allerdings ist zur
Bewertung dieser Tatsache die Kenntnis anderer Nukleotidzustande unerlaBlich, da man nur so
mogliche Konformationsanderungen bestimmen kann.
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Abbildung 3.24: Verbindungen zwischen Switch I und Switch II im Kinesin. Die Salzbriicke
zwischen Glu237 und Arg204 verbindet die beiden Schalterregionen. Eine zusatzliche Stabili-
sierung erfolgt uber eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen Gly235 und Ser203 (hier nicht
dargestellt s. Abb.3.17).

Eine zusatzliche, jedoch schwachere, Wechselwirkung zwischen Switch I und Switch II bil-
det die bereits in Abschn.3.1.4.2 erwahnte Wasserstoffbriicke zwischen (Gly235 NH --- O=C
Ser203) (s. Abb.3.17). Diese ist allerdings moglicherweise fiir die ungewdhnliche Anordnung
von Gly235 im Switch II verantwortlich, die eine geschlossene Konformation hervorruft (s. Ab-
schn.3.2.2.3). Auf die Besonderheiten der Regionen Switch I und II im Kinesin wird in Zu-
sammenhang mit dem Vergleich des Kinesin mit G-Proteinen und Myosin noch ausfiihrlich
eingegangen (s. Abschn. 3.2.2).
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3.2 Diskussion

3.2.1 Vergleich von Kinesin Motoren

Ein Vergleich, der im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Struktur von Ratten-Kinesin (PDB-
Code: 2kin) mit denjenigen von menschlichem Kinesin (Kull et al. 1996) und ned (Sablin et al.
1996) zeigt eine groBe Ubereinstimmung im Bereich der Kopfdoméne (31-a6). Dies ist nicht
weiter iberraschend, haben die Proteine doch eine Identitat von 87.3 % (Kinesin) bzw. 36.4
% (ned) in der Aminosaurensequenz zu Ratten-Kinesin. Vergleicht man die Homologien, so
betragen sie sogar 91.5 % (Kinesin) bzw. 49.4 % (ncd) gegentiber 2kin.

Es sind allerdings auBerhalb der Kopfdomane wichtige neue Elemente hinzugekommen, die
in den anderen Strukturen nicht sichtbar waren. Dies sind der N-terminale 3-Strang £0, die
C-terminalen S-Strange 59 und 310 sowie die lange Helix 7.

3.2.1.1 Vergleich mit monomerem menschlichen Kinesin

Die Struktur von menschlichen Kinesin im monomeren Zustand wurde von Kull et al. (1996)
bestimmt. Dazu wurde ein Konstrukt verwendet, das aus den Aminosauren 1-349 bestand.
Die beiden Strukturen!! wurden tiberlagert. Dabei zeigte sich, daB diese, wenn man die C°-
Positionen von 286 Resten mit der Methode der kleinsten Quadrate iberlagert, eine mittlere
Abweichung von nur 1.439 Aaufweisen. Diese wird noch geringer, wenn man nur die beiden
Bereiche N-terminal von Loopll vergleicht. Dann sind 225 C®-Positionen im Mittel nur 1.090
A voneinander entfernt. Legt man die letzte Uberlagerung zugrunde, so erkennt man, daB die
Strukturen bis auf die Mikrotubuli-Bindungstelle vollig tibereinstimmen. Auch diese iberlagert
gut (o4 Reste 258-272: rms 0.217A), ist aber gegeniiber dem iiberlagerten Modell um etwa 5
-7.5A verschoben. Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, da8 es sich bei dieser Region tatsichlich
um die Mikrotubulus-Bindungsstelle handelt, die vermutlich eine gewisse Flexibilitat gegentber
dem Rest des Molekiils besitzen mu8.

Am C-Terminus und N-Terminus ist das Modell von Rattenkinesin allerdings erheblich voll-
standiger. Obwohl beide Strukturen fast genau die gleiche Primarsequenz umfassen (Rattenki-
nesin: Reste 2-354, menschliches Kinesin: 1-349), fehlen neben dem im Rattenkinesin ebenfalls
nicht sichtbaren Loop L11 in menschlichem Kinesin!? zusatzlich noch C-terminal die Reste
324-349. Dies liegt offenbar an fehlender Ordnung im Kristall.

Am N-Terminus ist ein zusatzlicher 3-Strang im Rattenkinesin vorhanden (30)'*. C-termin-
ale zusatzliche Elemente sind beim Rattenkinesin die 3-Strange 39, der mit 30 ein zusatzliches
antiparalleles Faltblatt bildet und (10, das sich in das zentrale Faltblatt eingliedert. Neu ist
insbesondere die C-terminale a-Helix a7. Diese ist auch das markanteste neue Element der
Rattenkinesinstruktur. Die Strukturen von Kinesin aus Rattenhirn sowie menschliches Kinesin
sind in Abb. 3.25 in rot (Ratte) bzw. in griin (Mensch) dargestellt, zusatzlich ist noch ncd, auf

Dje Struktur des menschlichen Kinesins ist noch nicht in der PDB deponiert kann aber unter
http://util.ucsf.edu/people/kull/kin pdb.html iiber das Internet abgerufen werden.

12 Allerdings wird eine mogliche Position von L11 in Kull et al. (1996) angegeben, die sich auch in Abb.3.25
auf Seite 61 findet.

135. FuBnote 7 auf Seite 50.
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3.2. DISKUSSION

das im nachsten Absatz eingangen wird, in blau eingezeichnet. Die beiden Strukturen sind
jeweils der des Rattenkinesins tiberlagert.

Abbildung 3.25: Vergleich der Struktur von Kinesin (Ratte, Mensch) und ned. Die im Ratten-
Kinesin zusatzlich sichtbare Helix a7 befindet sich unten rechts und verlauft in die Bildebene
hinein.

Die Abwesenheit dieser Elemente in menschlichem Kinesin wirft allerdings die Frage auf,
warum diese Elemente nicht ansatzweise zu erkennen sind, wenn beide Kristalle auf Protein im
ADP-Zustand und praktisch dergleichen Lange beruhen. Man kann hier nur mutmafen, daf§
unter den verschiedenen Kristallisationsbedingungen diese Bereiche weniger gut geordnet sind.
Eine andere Erklarung ware, daB die beiden Strukturen Artefakte der Kristallkontakte sind.
Dies kann man jedoch ausschliefien, da auch die Struktur des dimeren Kinesin (Kozielski 1997)
die gleichen Merkmale in vollig anderer Packung zeigt.

3.2.1.2 Vergleich mit ned aus Drosophila melanogaster

Beim ned befindet sich im Gegensatz zum Kinesin die Motordomane am C-Terminus. Entspre-
chend erfolgt die Bindung der beiden Kopfe daher auch nicht iber eine C-terminale, sondern
iber eine N-terminal coiled-coil Wechselwirkung. Das von Sablin et al. (1996) benutzte Kon-
strukt enthielt die Aminosauren von Arg335 - Lys700. Im Strukturmodell sind aber nur die
Aminosauren von 347 - 667 enthalten. Die 12 N-terminalen sowie die 33 C-terminalen Ami-
nosauren waren weder in der Orignal MIR-Dichte-Karte noch in der verfeinerten Karte sichtbar

(Sablin et al. 1996).

Bringt man die beiden Strukturen von Ratten-Kinesin und ned mit einer I"Jberlagerung
durch die Methode der kleinsten Quadrate (Programm LSQMAN (Kleywegt 1996)) zur Deckung
(s. Abb.3.25, ned blau, Ratten-Kinesin rot), so lassen sich leicht die korrespondierenden Ami-
nosaurereste identifizieren. Bei einer Uberlagerung von 228 C*-Positionen ergab sich eine mitt-
lere Abweichung von 1.64A. Reduziert man auch hier auf den Bereich vor Loop L11, so sind es
fiir 183 Reste sogar nur 1.20A.

Die Uberlagerung beginnt mit Ile9 Kinesin (entspricht Ile349 ncd) im Bereich des (-Falt-
blattstranges 31 und geht bis zu Prol7 (=Pro357 ncd). Diese Region ist (s. Abschn.3.1.4.3)
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fur die Wechselwirkung mit der Base des Nukleotids zustandig. Das bedeutet, daf§ auch beim
ned wie schon beim menschlichen Kinesin kein Bereich gefunden wird, der 30 entsprechicht.

Wahrend sich im Kinesin eine kurze a-Helix (a0) anschlieBt, folgt im ned nur ein Loop.
Das folgende antiparallele kleine 3-Faltblatt, bestehend aus fla-c ist in beiden Strukturen
vorhanden. Nur der Loop L2 ist beim ned deutlich langer (10 Aminosauren zusatzlich) als im
Kinesin.

In den nun folgenden Bereichen des zentralen S-Faltblatts (52) sowie der a-Helix (al) sind
die beiden Strukturen praktisch identisch. Auch 33 sowie der P-Loop mit dem Beginn der
Helix o2a sind gleich. Die Lange des Einschubs in der Helix o2 ist allerdings beim ned um drei
Aminosauren kiurzer als beim Kinesin.

Auch im Bereich von Loop L6 (Kin: 121 - 127, ned eine Aminoséaure langer), Loop L8a (Kin:
147 - 151, ncd eine Aminosaure langer) und Loop L12 (Kin: 147 - 151, ncd eine Aminosaure
kiirzer) gibt es kleinere Abweichungen, auch wenn sich die Strukturen hier weiterhin stark
ahneln.

Eine Helix, die der Helix a3a im Kinesin (Reste 199-204, Switch I-Region) entspricht, gibt
es im ned nicht. Dort ist an dieser Stelle eine Loop-Region ohne helikale Anzeichen.

Der Bereich 6 — L10 — 37, ist in beiden Strukturen wieder praktisch gleich. Erst beim Beginn
von Switch II (DLAGSE-Motiv) verandert sich die Richtung von 87 im ned und im Kinesin.
Dies laBit auch Spekulationen offen, dafl die beiden Konformationen von Loop L11 im ned und
im Kinesin anders sind. Im Kinesin ist der Loop L11 in beiden bekannten Strukturen'*'®
ungeordnet. Die Extrapolation des noch in der Dichte des Kinesins sichtbaren Beginns (237-
239) wie des ebenfalls sichtbaren Endes (252-255) von Loop L11 laBt allerdings eine andere
Konformation erwarten als im ncd. Leider liegen bisher keine Daten vor, die diese Spekulation
belegen oder entkraften konnten.

Die anschlieBenden Strukturelemente a4, Loop L12 sowie a5 sind wiederum in Kinesin und
ncd vergleichbar. Allerdings ist dieser Bereich interessanterweise insgesamt wie beim menschli-
chen Kinesin raumlich verschoben. Die Verschiebung zwischen der hier beschriebenen Struktur
und derjenigen aus Kull et al. (1996) betragt bis zu 7.5A, zu der ncd-Struktur aus Sablin et al.
(1996) 6.5A. Es konnte gezeigt werden, daB dieser Bereich fiir die Mikrotubuli-Bindung von
Kinesin verantwortlich ist (Woehlke et al. 1997). Deshalb ist eine Beweglichkeit dieser Stelle
u.U. von Bedeutung fiir die Bindung am und Ablésung vom Mikrotubulus. Diese wird iber den
Nukleotidzustand des Kinesin/ncd gesteuert. Eine Anderung des Nukleotidzustandes konnte
iiber das Offnen oder SchlieBen des Bereichs um die Schalterregion Switch I und II erfolgen.
Diese konnten iiber Loop L11 auf diese Mikrotubuli-Bindungsregion ibertragen werden und
somit die Bindung vom Kinesin auf dem Mikrotubulus regulieren. Auf diese Frage wird in
Abschn. 3.2.2.6 noch ausfiihrlicher eingegangen.

3.2.1.3 Vergleich der Nukleotidbindungsstelle

Kinesin und ncd weisen jeweils eine geschlossene Konformation der Nukleotidbindungsstelle
auf (ausfiihrlicher beschrieben in Abschn.3.2.2.3). Mift man die entsprechenden Abstande

14In der Struktur von KARS3 ist Loopll ebenfalls ungeordnet. (Gulick et al. 1998)
15Zu Loopll von menschlichem Kinesin siehe auch Fufinote 12 auf Seite 60
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zwischen dem ersten Glycin des P-Loops und dem des DLAGSE-Motivs (Switch II), so erhalt
man 5.87 A (2kin), 5.88 A (Kull-Kinesin), 6.54 A (ncd). Zusatzlich ist in allen drei Struktu-
ren die Wasserstoffbriickenbindung zwischen (Gly235 NH --- O=C Ser203) bzw. zwischen den

entsprechenden Aminosaurenresten vorhanden

Die Salzbriicken-Bindung zwischen Arg204 und Glu237 ist allerdings nur beim Rattenkinesin
zu erkennen. In den beiden anderen monomeren Strukturen ist die Bindung nicht vorhanden.
Obwohl die Glutaminsaure an der entsprechenden Stelle des Molekiils jeweils in einer nahezu
identischen Orientierung vorliegt, ist das korrespondierende Arginin anders konformiert. Im
Gegensatz zu der Spekulation von Kull et al. (1996) ist also auch in der ADP-Struktur des
Rattenkinesin eine Salzbricken-Bindung zwischen Arg204 und Glu237 moglich, und diese tritt
damit nicht als charakteristisch nur im ATP- oder im ﬁbergangszusta.nd auf. Die von Kull
et al. (1996) beobachtete Paarung Arg203-Glul199 (Numerierung nach Kull et al. (1996)) findet
man dagegen in Rattenkinesin nicht.

3.2.1.4 Vergleich mit dimerem Kinesin

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch Beitrage zur Aufklarung des dimeren Kinesin geleistet.
Dieses ist ausfiihrlich in Kozielski et al. (1997b) und Kozielski (1997) beschrieben. Aufgrund
der langeren Sequenz ist dieses Protein-Konstrukt in der Lage, an der C-terminalen Helix a7
zu dimerisieren. Es bildet sich ein sogenannter Leucin-Zipper aus, in dem einander zugewandte
hydrophobe Reste eine Stabilisierung die beiden Helices a7 zu einer gewundenen coiled-coil-
Helix zusammenbinden. Zwei schematische Darstellungen des Kinesin-Dimers sind in Abb. 3.26
dargestellt (aus Kozielski et al. (1997b)). Die beiden Képfe schlieBen einen Winkel von 120°
ein (s. Abb.3.26 (rechts)). Dies entspricht der bereits bei der Phasierung gefunden nicht-
kristallographischen Symmetrie (Abschn. 3.1.1.5). Die Rotationsachse verlauft dabei nahezu in
der Achse der coiled-coil Helix (Dreieck in Abb. 3.26 (rechts)). Man erkennt in der Abb. 3.26,
daf eine gleichzeitige Bindung auf dem Mikrotubulus in dieser Orientierung nicht denkbar ist.
Die Mikrotubulibindungsstellen (griine Bereiche) sind unterschiedlich ausgerichtet. Es ist damit
sehr wahrscheinlich, daf sich die Kristallstruktur des Kinesindimers und die Bindung auf dem
Mikrotubulus unterscheiden.

Um sich dieser Frage zu nahern, wurden in unserem Labor in Zusammenarbeit mit A. Hoenger
(ETH Zirich) in Eis eingebettete Mikrotubuli, die mit Kinesin periodisch ,,dekoriert“ wurden,
elektronenmikroskopisch untersucht (Hoenger et al. 1998). Das Zusammenfiihren der kristallo-
graphisch und elektronenmikroskopisch gewonnenen Ergebnisse liefert dabei erste Schritte zum
Verstandnis der Kinesin-Bindung auf dem Mikrotubulus und legt nahe, da88 die in Abb. 3.26
gezeigte dimere Konformation des Kinesins im Kristall nicht den Zustand der Bindung auf dem
Mikrotubulus wiedergibt. Dies ist nicht unbedingt tiberraschend, da durchaus eine Konforma-
tionsanderung des Kinesin-Dimers durch den Mikrotubulus erzeugt werden kann (induced fit)
und der hier kristallisierte Nukleotidzustand (ADP in beiden Képfen) kein stark gebundener
Zustand auf dem Mikrotubulus ist.

Andere kiirzlich in unserem Labor erhaltenen Ergebnisse (Thormahlen et al. 1998) deuten
auflerdem daraufhin, daf das dimere Kinesin bei der Bindung auf den Mikrotubuli groere Kon-
formationsanderung vollfiihrt und sich die Kopfe dabei voneinander entfernen. Diese Offnung
kénnte moglicherweise tiber ein ,,Entspiralisieren® der coiled-coil Helix vermittelt werden. Um
die Frage der Konformation des Kinesin auf dem Mikrotubulus weiter zu untersuchen, ist es
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Abbildung 3.26: Zwei Ansichten des Kinesin-Dimers. Der Kopf A ist jeweils in helleren, der
Kopf B in dunkleren Farben dargestellt. Links ist Kopf A in einer Aufsicht auf das zentrale
B-Faltblatt dargestellt, rechts ist eine seitliche (symmetrische) Ansicht gewahlt. Die Nicht-
kristallographische Symmetrie zwischen den beiden Kopfdomanen entspricht im rechten Bild
einer senkrecht zur Papierebene verlaufenden Rotationsachse, die durch ein  dargestellt ist.
Man erkennt, daB diese Symmetrie nicht fir die coiled-coil Helices gilt.

daher erforderlich, weitere strukturelle Arbeiten insbesondere mit verschiedenen Nukleotid-
zustanden durchzufiihren.
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3.2.2 Ahnlichkeit von Kinesin mit anderen Proteinen

Die Ahnlichkeit von Kinesin mit anderen nukleotidbindenden Proteinen wurde bereits von Kull
et al. (1996) und Sablin et al. (1996) bei der Beschreibung ihrer Kinesin bzw. ned-Strukturen
hervorgehoben. Die Ahnlichkeit zwischen Kinesin und ncd einerseits sowie G-Proteinen und
Myosin andererseits ist dabei besonders auffallig. Die Ahnlichkeit erstreckt sich dabei nicht nur
auf die Nukleotidbindungsstelle selbst, sondern auch auf vier zusatzliche in G-Proteinen bereits
fiir die Funktion identifizierten Loop-Bereiche. Deren raumliche Uberlagerung ist tiberraschend
gut, so da man einen ahnlichen funktionellen Mechanismus vermuten kann. Diese Bereiche
werden mit N-1 bis N-4 bezeichnet (Tabelle 3.4) und sind im einzelnen

N-1: der Phosphatbindungs-Loop (kurz: P-Loop)!¢

IN-2: Switch I und

N-3: Switch II (Diese Motive in der Nahe des P-Loops sind am Konformationswechsel der
Strukturen vom GDP- in den GTP-Zustand beteiligt.) sowie

N-4: das Motiv NKxD, das die Spezifizitat fir Guanosin-Nukleotide erzeugt.

P-Loop Switch I | Switch II

Protein- | gebundenes N-1 N-2 N-3 N-4

Klasse Nukleotid a, f-POy ~v-PO4 v-POy4 Base

G-Proteine GTP GxxxxGKS/T T DxxG NKxD
EF-Tu 18-25 62 81-84 136-139

Myosine ATP GESxxxKS/T | NxxSSR | DxxGxE NP
179-186 233-238 | 454-459 | 127-128

Kinesine ATP GQTxxxKS/T | NxxSSR | DxxGxE RxRP

86-93 199-204 | 232-237 14-17

Tabelle 3.4: Nukleotidbindungs- und Schalter-Regionen in G-Proteinen, Myosinen und Kinesi-
nen

Es liegt daher nahe, anzunehmen, da8l der Schaltmechanismus beim Kinesin bei seiner ATP-
Bindung ahnlich dem Mechanismus der GTP-Bindung bei G-Proteinen ist. Dies wurde bereits
von Kull et al. (1996) und Vale (1996) spekuliert. Die hier als Switch I und Switch II be-
zeichneten Bereiche flihren bei G-Proteinen sowie bei Myosin nach GTP- bzw. ATP-Hydrolyse
eine Konformationsanderung aus. Diese ubertragt sich auf andere Bereiche des Molekiils und
schaltet gleichsam das Molekil in seine entsprechende Zustande.

Da in der Kinesinfamilie gerade diese Loop-Bereiche ebenfalls konserviert sind und dazu
raumlich mit denen der G-Proteine und Myosin uberlagert werden konnen, kann man davon

16Dieses Struktur-Motiv wird nach Walker et al. (1982) auch nucleotide-binding fold (nbf) oder Glycin-reicher
Loop genannt. Nach seinem Entdecker ist auch der Begriff Walker A-Motiv gebrauchlich. In dieser Arbeit wird
ausschlieflich der Begriff P-Loop verwendet. Man findet dieses Motiv aufler in G-Proteinen auch in einer Reihe
anderer nukleotidbindender Proteine.
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ausgehen, daB auch die Konformationsanderungen und damit die Bewegung von Kinesin tiber
diese Schalterregionen gesteuert wird.

Um diese Fragestellung naher zu untersuchen, wenden wir uns daher zunachst der Funkti-
onsweise einiger G-Proteine zu.

3.2.2.1 G-Proteine

Als G-Proteine wird eine Klasse von Proteinen bezeichnet, die in der Lage sind GTP zu
binden. Diese GTP-bindenden Proteine zeichnen sich durch eine Reihe von strukturellen
Ubereinstimmungen aus. Auf die Funktionsweisen und die Bedeutung der einzelnen G-Proteine
soll hier nicht im Detail eingegangen werden. Ich beschranke mich im folgenden ausschlieflich
auf ihre raumliche Struktur.

Die bis heute bekannten kristallographisch aufgeklarten Strukturen der G-Proteine (s. Ta-
belle 3.5) weisen eine starke Ahnlichkeit in ihren nukleotidbindenden Doménen auf. Diese
bestehen aus einem zentralen S-Faltblatt, das aus 6 3-Strangen angeordnet ist. Davon verlau-
fen 5 B-Strange parallel und einer antiparallel zu den restlichen. Die Topologie ist in Abb. 3.27
dargestellt. In Abb.3.28 ist zusitzlich ein Cartoon eines G-Proteins (p217-7%%) mit gebun-
denem GTP (PDB-Code 5p21) (Pai et al. 1989) dargestellt. Die Wahl von p217="** beruht
darauf, da dieses Protein nur aus der GTP-bindenden Domane der G-Proteine besteht. Das
zentrale B-Faltblatt ist in Abb.3.27 und 3.28 blau dargestellt, die auf den P-Loop folgende
Helix magenta bzw. gestreift. Die Abfolge der §-Strange in der Primarsequenz des Proteins ist
bei allen G-Proteinen gleich. Der N-terminale $;-Strang befindet sich topologisch in der Mitte
des B-Faltblattes gefolgt vom P-Loop und der anschliessenden a-Helix. Die Strange 3; bis s
laufen dann von der einen Seite des 3-Faltblatts auf die andere Seite des Molekuls. Schematisch
ist dies unter dem Faltblatt in Abb. 3.27 mit den Ziffern von 1 bis 6 dargestellt. Allerdings kann
die Abfolge durch das Einschieben einer Doméane (etwa bei G;, und Gi,) unterbrochen sein,
oder es sind weitere C-terminale Domanen angehangt (wie bei den Elongationsfaktoren EF-G
(Czworkowski et al. 1994) und EF-Tu (Kjeldgaard und Nyborg 1992)). Die nicht nukleotid-
bindenden Domanen der G-Proteine ahneln sich jedoch in der Regel nicht. Dies spiegelt deren
unterschiedliche Funktionen in der Zelle wider, wahrend die bei allen G-Proteinen ahnliche
GTP-bindende Domane auf einen gleichen Energieumwandlungsmechanismus hindeutet.

Allerdings ist die Tatsache, da§ Proteine GTP binden kénnen, fiir sich allein noch kein Grund,
eine Ubereinstimmung in der Primarstruktur zu finden. So konnte etwa fiir das Tubulin, das
ebenfalls GTP und GDP binden kann, keine Homologie in der Aminosaurensequenz zur Klasse
der G-Proteine festgestellt werden. Die Strukturaufklarung des Tubulin wird dariber Auskunft
geben, ob - wie vermutet - eine strukturelle Ahnlichkeit der G-Proteine mit Tubulinen besteht
oder nicht (Nogales et al. 1998)'7.

170Obwohl die Tubulinstruktur noch nicht veroffentlicht ist, wurde auf Vortragen bereits gezeigt, da8 Tubu-
lin eine Drei-Domanen-Struktur besitzt, wobei die N-terminale Domane einem G-Protein sehr ahnlich sieht.
Allerdings ist der Nukleotidbindungsmechanismus von dem der G-Proteine deutlich verschieden.
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Abbildung 3.27: Topologie der Nu-
kleotidbindenden Domane der G-
Proteine. Zentrales [-Faltblatt, P-
Loop und folgende Helix. Die Zahlen
unter den [-Strangen geben die Rei-
henfolge in der Aminosaurensequenz
an.

Abbildung 3.28: p21-mes.GTP
Strukturmodell. Das Nucleotid
(GTP) ist als Kugelstabmodell ein-
gezeichnet. Der Effektorloop (rechts)
ist in rot dargestellt. Das zentrale
pB-Faltblatt ist blau und die auf den
P-Loop folgende a-Helix magenta.

3.2.2.2 Zyklus der G-Proteine und Konformationsanderungen

G-Proteine werden durch die Bindung von GTP aktiviert. Sie durchlaufen einen Zyklus, in dem
GTP zu GDP hydrolysiert und das Protein inaktiv wird. Nach Ablésung des GDP kann das
G-Protein durch erneute GTP-Bindung reaktiviert werden. Der Ersatz von GDP durch GTP
(also die Reaktivierung) ist ein sehr langsamer Prozess, der in der Regel die Anwesenheit eines
Guanin-Nukleotid-Exchange-Faktors (GEF) erfordert. Die Anregung der GTPase-Aktivitat
erfolgt meist iber ein GTPase aktivierendes Protein (GAP). In letzter Zeit sind einige Pro-
teine in Anwesenheit von ihrem GAP kristallisiert und rontgenstrukturell aufgeklart worden

(p21f1-72s (Scheffzek et al. 1997) und rhoA (Rittinger et al. 1997)).

GDP GTP
Elsoe
e
GEE
+
Pi@® it

Abbildung 3.29: G-Protein-Zyklus nach Kjeldgaard et al. (1996)

Ein Ubersichtsartikel von Kjeldgaard et al. (1996) iiber das GTP Bindungs-Motiv listet eine
Zahl von rontgenkristallographisch gelésten Strukturen von G-Proteinen auf, die bereits in
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verschiedenen Nukleotidbindungszustianden kristallisiert und aufgeklart werden konnten.

Um einen Vergleich mit der Konformation des Kinesin zu erméglichen, wurden die in Tabelle
3.5 aufgefihrten Proteinen iber die C*-Positionen ihrer P-Loops dem P-Loop des Kinesin mit
gebundenem ADP iiberlagert. Diese Uberlagerung wurde mit Hilfe der im Programm O (Jones
et al. 1991) implementierten Methode der kleinsten Quadrate durchgefiihrt. Dabei ergaben sich

die in der Tabelle aufgefiihrten rms (root-mean-square) Werte im Bereich von 0.2 bis 0.6 A.

Protein- PDB-  Nukleotid- P-Loop rms zu | Referenz
Bezeichnung | Code  Zustand Reste 2KIN
pEA =TS 5P21  (GMP-PNP) | GAGGVGKS | 0.454 A | (Pai et al. 1989)
4Q21 (GDP) 10-17 0.362 A | (Tong et al. 1991)
EF-Tu (T.a.) | IEFT (GMP-PNP) | GHVDHGKT | 0.421 A | (Kjeldgaard et al. 1993)
(Hilgenf.) 18-25 0.386 A | (Berchtold et al. 1993)
EF-Tu (E.c.) | 1IETU (GDP) GHVDHGKT | 0.677 A | (Kjeldgaard und Nyborg 1992)
(Hilgenf.) 18-25 0.345 A
EF-G 1EFG (GDP) AHIDAGKT | 0.421 A | (Czworkowski et al. 1994)
19-26
Gin 1GDD (GDP) GAGESGKS | 0.271 A | (Mixon et al. 1995)
1GIA (GTP9S) 40-47 0.365 A | (Coleman et al. 1994)
Gia 1TAG (GDP) GAGESGKS | 0.169 A | (Lambright et al. 1994)
1ITND (GTP9S) 36-43 0.395 A | (Noel et al. 1993)
ARF-1 1HUR (GDP) GLDAAGKT | 0.426 A | (Amor et al. 1994)
24-31
Ran nicht GDGGTGKT (Scheffzek et al. 1995)
depon. 17-24
RaplA 1GUA (GDPNP) GSGGVGKS | 0.472 A | (Nassar et al. 1996)
10-17
Myosin Immd (BeF,;- ADP) | GESGAGKT | 0.161 A | (Fisher et al. 1995)
lvom (VO4- ADP) | 179-186 0.266 A | (Smith und Rayment 1996b)

Tabelle 3.5: P-Loops von G-Proteinen und Myosin

3.2.2.3 Offene und geschlossene Konformation

Betrachtet man die verschiedenen Konformationen, der in mehreren Nukleotidzustanden kri-
stallographisch aufgeklarten Strukturen der G-Proteine, so erkennt man, daf8 diese sich in zwei
Kategorien einteilen lassen: die

geschlossene Konformation, die sich durch eine Annaherung der Switch-Regionen zum phos-
phatbindenden P-Loop auszeichnet (Entfernung etwa 5.9 A, s. Tab.3.6) und die

offene Konformation, die eine groere Entfernung (bis 10.7 A) der Switch-Regionen vom
P-Loop zeigt.

Charakteristisch dabei ist, daf$ in den bisher aufgeklarten Strukturen die geschlossene Kon-
formation dem G TP-Zustand und die offene Konformation stets dem GDP-Zustand zugeordnet
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werden kann. In Abb.3.30(a) und 3.30(b) sind die Umgebungen der Nukleotidbindungsstelle
fiir den GTP- und den GDP-Zustand von p217-"2* dargestellt.

Effektorloop

Effektorloop Pl
Cr OW1

oder Switch 11

(a): GTP-Zustand, geschlossene Konfor- (b): GDP-Zustand, offene Konformation
mation

Abbildung 3.30: Struktur von p21¥-72* in verschiedenen Nukleotidzustanden. Die Nukleotide
sind als Kugel-Stab-Modelle dargestellt. Zusatzlich sind die Positionen der konservierten Gly-
cine Glyl0 (P-Loop) und Gly60 (Switch II) hervorgehoben. Der sich nach der GTP-Hydrolyse
bewegende Effektorloop (=Switch II) und die Entfernung zwischen Glyl0 und Gly60 sind rot
eingezeichnet. Diese betrigt im GDP-Zustand (offene Konformation) 5.95 A und im GTP-
Zustand (geschlossene Konformation) 10.76 A.

Es ist jeweils die Entfernung zwischen den C*-Positionen von Glyl0 (P-Loop) und Gly60
(Switch II) eingezeichnet. Fiir die geschlossene Konformation (GTP-Zustand) betragt sie 5.95
A. Fir die offene (GDP-Zustand) dagegen 10.76 A. In dieser Darstellung 1a8t sich auBerdem
die Bewegung des (hier rot eingezeichneten) sogenannten Effektorloops beobachten. Dieser ist
im p217-72% derjenige Bereich des Molekiils, der sich nach GTP-Hydrolyse stark bewegt.

Bevor der Vergleich der offenen und geschlossenen Konformation in Abschn. 3.2.2.6 vertieft
und quantifiziert wird, sollen zuvor nach p217-"2* die Konformationsinderungen zweier an-
derer Nukleotidbindender Proteine dargestellt werden: EF-Tu (Abschn.3.2.2.4) und Myosin
(Abschn. 3.2.2.5).

3.2.2.4 EF-Tu: Bewegung von Domanen

Noch eindrucksvoller als die Effektorloop-Bewegung in p217-"** ist die Konformationsanderung
eines anderen G-Proteins nach GTP-Hydrolyse. Beim Elongationsfaktor EF-Tu bewegen sich
zwei Domanen des Molekiils um nahezu 90° gegeniber der Nukleotidbindungsdomane (Abb.
3.31(a) und (b)). (Die fiir die Herstellung der Abbildung verwendeten Koordinaten wurden mir
freundlicherweise von Prof. Rolf Hilgenfeld, IMB Jena, zur Verfigung gestellt.)
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(a): EF-Tu-GTP, geschlossene Konformation (b): EF-Tu-GDP, offene Konformation

Abbildung 3.31: Struktur von EF-Tu in verschiedenen Nukleotidzustanden. Man erkennt
deutlich die Umorientierung der Doménen II (gelb) und III (grin) nach der GTP-Hydrolyse.
Die Offnung der Kontaktstelle zwischen den Domanen wird durch die Bewegung der Switch-
Regionen erzwungen. Dabei wandelt sich Switch I (rot) von einer a-Helix in ein S-Faltblatt
um und schiebt dabei gleichsam die beiden anderen Domanen zur Seite.

Die das Nukleotid bindende Domane ist wieder in der tiblichen Orientierung (seitlicher Blick
auf das zentrale (-Faltblatt) dargestellt. Die beiden zuséatzlichen Domanen sind gelb und
grun eingefarbt. In rot ist der Bereich dargestellt, der die Konformationsanderung durch die
GTP-Hydrolyse auf die beiden C-terminalen Domanen tibertragt. Dies ist eine strukturell sehr
interessante Stelle, da sich dort eine a-Helix (GTP-Zustand) in ein antiparalleles 3-Faltblatt
(GDP-Zustand) umwandelt (Abel et al. 1996, Polekhina et al. 1996). Eine solche Umwandlung
kénnte auch eine mégliche Erklarung fiir die Art der Kinesinfortbewegung sein, wenn man
annimmt, daf sich die coiled-coil Helix in ein Faltblatt umwandeln kann.

3.2.2.5 Myosin — Ein Hebelarm wird in Bewegung gesetzt

Ahnlich eindrucksvoll wie bei EF-Tu ist die Konformationsanderung von Myosin, das wie Ki-
nesin ein Motorprotein ist. Myosin wandert allerdings nicht entlang der Mikrotubuli, sondern
bindet an Aktinfilamente. Obwohl Myosin kein G-Protein ist (es bindet ATP anstelle von
GTP), sind doch Ahnlichkeiten zur Gruppe der G-Proteine festzustellen (s. Tab.3.4). Wie
die G-Proteine nach GTP-Hydrolyse, so fithrt auch Myosin nach ATP-Hydrolyse eine grofie
Konformationsanderung durch. Die Schalterregionen (Switches I und II) bewegen sich dabei
und tiibertragen ihre Konformationsanderung an einen sogenannten Hebelarm (Abb.3.32 auf

der linken Seite des Molekiils).

Die Bewegung, die dieser Hebelarm nach der Hydrolyse ausfiihrt, entspricht einer Drehung
um etwa 70°, was einer raumliche Bewegung von 35 A an der Spitze entspricht. Diese Bewe-
gung wird dafiir verantwortlich gemacht, daB sich Myosinmolekiile entlang von Aktinfilamenten
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(a): ADP-VOy4 (1vom) (b): Nukleotid frei (2mys)

Abbildung 3.32: Myosin, verschiedene Nukleotidzustande. Beim Myosin sind verschiedene Nu-
kleotidzustande durch unterschiedliche Konformationen der langen als Hebelarm bezeichneten
a-Helix gekennzeichnet. Uber deren Konformationsanderungen dieser Helix wird die Bewegung
am Aktinfilament bewirkt.

fortbewegen konnen (Holmes 1997). In Analogie dazu wurde bereits spekuliert (Vale 1996, Kull
et al. 1996), dafl andere Motorprotein wie insbesondere auch das Kinesin eine dhnliche Konfor-
mationsanderung durchmachen, um chemische Energie in gerichtete Bewegung umzuwandeln.

3.2.2.6 Vergleich der offenen und geschlossenen Konformationen

Welche Vorhersagen lassen sich aus den Erkenntnissen liber die G-Proteine und Myosin fir
die Konformationsanderungen des Kinesins machen? Um dies zu untersuchen, wurden die
Konformationen der einzelnen G-Proteine sowie von Myosin mit Hilfe der charakteristischen
Entfernung zwischen der C*-Position des ersten Glycins des P-Loops sowie der C*-Position des
konservierten Glycins im Switch II bestimmt. Dabei ergaben sich die in Tab. 3.6 dargestellten
Werte. Interessant dabei ist, daB sich die Werte fiir den Triphosphatzustand in einem sehr

engen Bereicht von 5.6 A bis 5.9 A befinden.

Um den ADP-Zustand des Kinesin mit denjenigen der anderen Molekiile vergleichen zu
konnen, wurde zusatzlich aufgrund der bereits vorher vorgenommen Uberlagerungen (Tab. 3.5)
die Entfernung der C*-Position der konservierten Glycine im Switch II relativ zu derjenigen
von Kinesin bestimmt. Diese Entfernung ist in der letzten Spalte von Tab. 3.6 aufgefiihrt.

Wie aus Tabelle 3.6 ersichtlich, unterscheiden sich die Abstande zwischen den beiden konser-
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Abstand
Nukleotid- Abstand zwischen C* Gly(Sw.II)- Gly235(Kin)
Protein | zustand Gly(P-Loop) — Gly(Sw.II) | Differenz nach ﬁberlagerung
Kinesin ADP G86 — G235 5.87 A ~ -
p2frae GDP G10 — G60 10.73 A 5.30 A
GMP-PNP || G10 — G60 5.95 A 478 A 1.12 A
EF-Tu GDP G18 — G83 8.98 A 4.24 A
GMP-PNP | G18 — G83 577 A 321 A 1.03 A
EF-G GDP A19 — G86 8.78 A 3.82 A
Gio GTPAS G40 — G203 5.64 A 0.80 A
Gt GDP G36 — G199 7.25 A 3.95 A
GTP~+S G36 — G199 | 5.61 A 1.64 A 0.65 A
Myosin frei G179 — G457 | 4.57 A 4.89 A
ADP-VO, || G179 — G457 | 5.68A | -1.114 0.60 A

Tabelle 3.6: Offene und geschlossene Konformationen von G-Proteinen. Als MaB fir die
Geschlossenheit der Nukleotidbindungstasche wurde der Abstand zwischen den konservierten
Glycinen aus dem P-Loop und der Switch II-Region bestimmt. Zusatzlich wurde nach einer
Uberlagerung auf die Kinesin-Struktur die Abstande der konservierten Switch II-Glycine zum
Switch II-Glycin des Kinesin (Gly235) ermittelt. Eine graphische Veranschaulichung ist in
Abb.3.33 dargestellt.

vierten Glycinresten im Switch II einerseits und im P-Loop andererseits bei den G-Proteinen
in ihrer Lange erheblich. Diese wachsen um bis zu 5 A. Fir Myosin ist dies jedoch nicht der
Fall. Der nukleotid-freie (vergleichbar dem ADP-Zustand) und der ADP-VO,-Zustand (ver-
gleichbar dem ATP-Zustand) unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander. Im Gegensatz
zu den G-Proteinen ist die Entfernung zwischen den Glycinen des P-Loops und von Switch II
(G179—G457) im Nukleotid freien Zustand beim Myosin sogar etwas enger (1.11 A) als im
ATP-Zustand.

Dieser Sachverhalt 148t sich auch graphisch veranschaulichen. In Abb.3.33 sind dazu die
Positionen der C®-Atome der konservierten Glycine aus dem P-Loop und der Switch-II-Region
in zwie um 90° gegeneinander gedrehten Orientierungen dargestellt. Man erkennt, da die
Positionen der Glycin C®-Atome der Switch-II-Regionen im ATP- oder GTP-Zustand fiir alle
dargestellten Proteine (p217-7%*, G;,, EF-Tu, Myosin) praktisch identisch sind. Es ergeben sich
zwischen ihnen (nach der gemeinsamen raumlichen Uberlagerung auf den P-Loop von Kinesin)
Entfernungen von 0.3 A bis 1.1 A. Dies ist im Rahmen der allein aufgrund der Koordinatenfehler
zu erwartenden Schwankungen.

Allerdings erkennt man auch, daB sich die Glycin C*-Positionen der unterschiedlichen Pro-
teine im ADP- oder GDP-Zustand stark unterscheiden. Dort sind die Positionen der Switch
I1-Glycine zwischen 0.6 A (EF-Tu - EF-G, die sich kaum unterscheiden) bishin zu 6 A oder
sogar 9.1 A (p217** — Myosin) voneinander entfernt.

Der Grundmechanismus der Steuerung einer Konformationsanderung ist bei all diesen Pro-
teinen ahnlich. Die Offnung der Tasche, erfolgt jedesmal durch die Bewegung des Switches I1.
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Glycin
(Switch II)
ATP- oder

Glycin
(Switch II)
ATP- oder

Abbildung 3.33: Positionen der konservierten Glycine in P-Loop und Switch II: p217¢°, Gy 4, EF-
Ta, Mvoesin und Kinesin. Gezeigt sind zwei um 90° gegeneinander gedrehte Ansichten. Bemer-
kenswert ist die raumliche Nahe der ATP- bzw. GTP-Zustande zum Kinesin ADP-Zustand. Im
ADP- oder GDP-Zustand sind nur bei einigen Proteinen Ahnlichkeiten zu erkennen. Wahrend
EF-Tu und p21™®° in eine vergleichbare Richtung éffnen, verandern sich die Positionen von
Myosin und G;, im ADP- bzw. GDP-Zustand in vollig andere Richtungen. Eine Vorhersage

uber mogliche Kinesin-Konformationsanderungen ist daher aus dieser Abbildung heraus nicht
moglich.

Sie offnet sich aber in unterschiedliche Richtungen, so da8 die verschiedenen Funktionen der
Proteine erfullt werden konnen.

Wo liegt nun Kinesin in diesem Bild? Die Position des C*-Atoms des konservierten Switch
IT Glycins des Kinesin (Gly235) iberlagert sehr gut mit den entsprechenden Atomen der GTP-
und ATP-Zustande von G-Proteinen und Myosin und damit der geschlossenen Zustande. Dies
ist von daher tberraschend, als Kinesin im A DP-Zustand und nicht im ATP-Zustand vorliegt.

Man kann zusammenfassend feststellen, daf die geschlossenen Konformationen der Proteine
einander sehr ahnlich sind, wahrend sich die offenen je nach Funktion (die beiden einzigen
ahnlichen Konformationen EF-G und EF-Tu sind beide Elongationsfaktoren) mehr oder weniger
stark unterscheiden. Die interessanteste Erkenntnis ist jedoch, daB das Kinesin, obwohl es im
ADP-Zustand vorliegt, in einer geschlossenen Nukleotidbindungskonformation auftritt.

Neben den bereits beschriebenen G-Proteinen und dem Myosin gibt es noch eine Reihe weite-
rer Proteine, die in der Lage sind, Nukleotide zu binden. Diese lassen sich in Proteine untertei-
len, die P-Loops aufweisen, und solche, die eine andere Bindung fiir das Nukleotid vornehmen.
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3.2.2.7 Weitere Nukleotidbindende Proteine mit P-Loop

Weitere Proteine mit P-Loops, die bereits strukturell aufgeklart sind, sind die F1-ATPase mit
den verschiedenen Untereinheiten @ und B im ATP und ADP-Zustand, das Rec A-Protein
und eine Reihe von Kinasen, wie die Adenylatkinase, die Guanylatkinase, die Uridylkinase, die
Phosphoenolpyruvat Carboxykinase, Deoxynukleoside-Monophosphat Kinase.

Diese Strukturen wurden ebenfalls, soweit verfiighar, aus der ProteinDataBank (PDB, Bern-
stein et al. (1977)) geladen und tber ihre P-Loops dem Kinesin iiberlagert. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.7 dargestellt. Dort sind auch jeweils der PDB-Code und die Referenz fiir die
benutzte PDB-Struktur angegeben.

Protein- PDB- Nukleotid- | Ploop rms zu | Referenz
Bezeichnung Code Zustand Reste 2kin
F,-ATPase 1bmf ADP GGAGVGKT 0.444 A | Abrahams et al. (1994)
(B-Untereinheit) | 1bmf AMP-PNP | 156-163 0.504 A
Rec A lrea  ADP GPESSGKT 0.309 A | Story und Steitz (1992)
Protein 2reb  frei 66-73 0.323 A | Story et al. (1992)
Dethiobiotin ldad ADP TDTEVGKT 0.812 A | Huang et al. (1995)
Synthetase 1dbs  frei 9-16 0.975 A | Alexeev et al. (1994)
Nitrogenase lnip ADP GKGGIGKS 0.999 A | Georgiadis et al. (1992)
Eisen Protein 9-16
Adenylosuccinat lade frei G tq WGDEGKG | 1.604 A | Silva et al. (1995)
Synthetase lhoo GMP-PNP | 8 11-17 1.489 A | Poland et al. (1996)
Kinasen
Uridylat kinase luky ADP GGPGAGKG T |0.231 A | Mueller-Dieckmann
lukz ADP 23-30 31 und Schulz (1994)
UMP/CMP kinase | lukd UP5 GGPGSGKG T Scheffzek et al. (1996)
13-20 21
Adenylat kinase 2eck ADP GAPGAGKG T 0.308 A
lank AMP-PNP | 7-14 15 0.254 A | Berry et al. (1994)
Guanylat kinase 1gky 5GP GPSGTGKS 0.797 A | Stehle und Schulz (1992)
8-15
Deoxynukleos. 1del AMP GVKRSGKDT 0.724A | Teplyakov et al. (1996)
monoph. kin. 1dek 8-16 Teplyakov et al. (1996)
Carboxykinase layl ATP GLSGTGKT 0.224 A | Tari et al. (1996)
loen frei 248-255 0.819 A | Matte et al. (1996)
nukleotidbindendes Protein mit fraglichem P-Loop
3-Phosphoglycerat | 1php ADP GAKVKDKI 2.227A | Davies et al. (1994)
Kinase (P-Loop ?7) 195-202

Tabelle 3.7: Weitere Proteine mit P-Loops. Die hier aufgefiihrten Proteine wurden ebenfalls
mit dem Kinesin Monomermodell iiberlagert. Dabei ergaben sich Abweichungen von 0.2 A bis

1.6 A.

Mit Ausnahme der Adenylosuccinat Synthetase iberlagern die Proteine wieder sehr gut mit
dem P-Loop des Kinesin. Dies gilt sowohl fiir die Kinasen als auch fiir die anderen Proteine.
Allerdings 1aBt sich fiir keines dieser Proteine ein Schaltermechanismus zeigen. Zum einen

74




3.2. DISKUSSION

sind nicht von allen Proteinen die Strukturen verschiedener Nukleotidzustiande bekannt, zum
anderen (bei den Kinasen) ist eine den Schalterregionen (Switch I oder Switch II) entsprechende
Stelle gar nicht vorhanden.

3.2.2.8 Nukleotidbindende Proteine ohne P-Loop

Wahrend bei nukleotidbindenden Proteinen mit P-Loops eine Uberlagerung der Nukleotid-
bindungsstelle mit dem P-Loop von Kinesin noch méglich ist, sind die Abweichungen fiir andere
Proteine (Hitzeschock-Proteine, Protein-Kinasen, ... ) derart groB, dafl keine Ahnlichkeit
erkannt werden kann, die eine I"Jberlagerung erlaubt. Auch bei diesen Proteinen erfolgt die
Nukleotidbindung in Loop-Regionen. Die Bindungsstellen sehen hier aber teilweise deutlich
anders aus, was zusatzlich einen Vergleich und eine daraus resultierende Folgerung auf die
Kinesin-Funktionsweise erschwert.

3.2.2.9 P-Loop Proteine haben ein gemeinsames zentrales S-Faltblatt

Vergleicht man allerdings die G-Proteine, Myosin, Kinasen und andere Proteine, die einen
P-Loop zeigen, so zeigt sich, daB diese Proteine alle iiber ein zentrales 3-Faltblatt verfiigen.

Dieses ist jedoch bei den einzelnen Proteinen unterschiedlich. Die verschiedenen Typen sind in
Abb. 3.34 aufgefiihrt.

UMP/CMP Kinase DMK

AMd. i Aden. Kin_Guanyl. Kin
i

Abbildung 3.34: Topologien der zentralen 3-Faltblatter von verschiedenen Nukleotidbindenden
Proteinen
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Die Grofle des (-Faltblatts kann dabei zwischen 5 und 9 S-Strangen variieren. Auch die
Lange der einzelnen Strange ist stark unterschiedlich. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von
Smith und Rayment (1996a) werden diese zentralen Faltblatter miteinander verglichen. Aller-
dings sind mittlerweile weitere Strukturen in der PDB-Datenbank verfugbar, so dafl zusatzliche
Proteine in die Betrachtung mit einbezogen werden konnen. Abb. 3.34 zeigt nunmehr 13 Typen
verschiedener f-Faltblatter statt nur 6 wie in Smith und Rayment (1996a).

Fl-ATPase
NIP
rec A

P21 ras
EFTu Ta.
a-transducin

Urid. kin
UMP/CMP Kin
Adenyl. Kin

guan. kin

DMK K

GPH PELE 2

Adenyl. synth-VV§-----cc-=--- o e LLL
Carb. Kin  -RLI® L = —
Kinesin IFLINIRORN - - LERR IXVERFEIE- - - RIRDREV

........ 200 4 e e oo 0 o 220 0 b .o o oo A0 0000 o s 240 ... ... A50

Abbildung 3.35: Strukturelle Uberlagerung von ver-
schiedenen Nukleotidbindenden Proteinen anhand des
zentralen 3-Faltblatts

Mit Hilfe eines Vergleichs zwi-
schen den korrespondierenden Struk-
turen in den B-Faltblattern der ein-
zelnen Proteine sollten eventuell auch
Riickschlisse auf die Konservierung
wichtiger Aminosaurenreste moglich
sein. Zu diesem Zweck wurden die
B-Faltblatter der einzelnen Protein-
strukturen ermittelt und die ver-
gleichbaren 3-Strange tiberlagert und
einander entsprechende Aminosauren
identifiziert. Die [-Strange wiesen
teilweise in unterschiedliche Richtun-
gen, dies wurde durch eine Um-
kehr der Aminosaurensequenz eben-
falls berticksichtigt. = Die erhalte-
ne Aminosaureniberlagerung ist in
Abb.3.35 dargestellt. Es sind da-
bei in der Reihenfolge der Kinesin-
Sequenz die entsprechenden S-Stran-
ge mit ihren Aminosaureresten dar-
gestellt. Die Schlaufenbereiche und
a-Helices wurden aus dieser Be-
trachtung herausgenommen, da die-
se raumlich nur in Einzelfallen zu
iberlagern sind.

Die Abb.3.35 wurde mit Hil-
fe des Programms CINEMA er-
stellt.  Dieses Programm visuali-
siert durch unterschiedliche Farbge-
bung die Ahnlichkeiten verschiedener

Aminosauren. Besonders auffllig sind nur die Ahnlichkeiten im Bereich des P-Loops. Das
Motiv GxxxxGKT/S ist bei fast allen Strukturen konserviert. Im P-Loop Bereich scheint es aber
bis auf die Einschrinkung, daB keine groien Aminosauren wie Tyr, Phe oder Trp vorkommen,
keine besonderen konservierten Reste zu geben. Bei der Adenylosuccinat Synthetase tritt sogar
ein Tryptophan im P-Loop auf. Allerdings hat dieses Protein einen besonders ,langen” P-Loop.
Er ist nicht, wie tiblich, 8 sondern 10 Aminosauren lang. Dies ist vermutlich gerade wegen dieses
Tryptophanrestes erforderlich. Da dieser im Loop-Bereich zu viel Raum einnimmt, beult sich
der Loop gleichsam aus, um Platz fiir die Seitenkette zu schaffen.
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| Protein | PDB | 5 | B | B3 | Ba | Bs | P-Loop a-Helix | fs | B2 | s [ Bo )
Kinesin 2kin 51-53 1 10-15 1 296-304 T | 79-85 1 86-93 91-121 | 223-232 1 | 206-217 | | 127-139 T | 142-145 |
pay™ —rae 5p21 141-143 17 | 111-116 7 | 77-83 1 2-91 10-17 15-26 49-58 1 37-46 |
EF-Tu T.a left 170-172 7 | 131-136 1 | 103-107 T | 11-17 1 18-25 23-30 76-81 1 66-71 |
Gia ltag 316-319 T | 259-265 1 | 216-222 T | 28-35 | 36-43 41-54 190-197 1 | 182-187 |
Gia lgia 319-323 1 | 263-269 1T | 220-226 T | 35-39 1 40-47 45-58 194-201 7 | 184-191 |
ARF-1 lhur 153-157 1 | 120-126 7 | 85-93 1 19-23 1 24-31 29-37 61-67 1 53-58 | 42-45 1
Myosin Immd 116-119 | | 122-126 T | 649-656 1T | 173-178 1 | 179-186 184-202 | 448-454 1 | 240-247 | | 253-261 1
F,-ATPase 1bmf 354-355 | | 331-334 1 | 151-155 1 | 157-164 161-173 | 303-311 7 | 250-256 1 | 181-186 1 | 216-220 |
Nitrogenase Eisenprotein Inip 209-211 17 | 178-185 1 | 146-151 7 | 3-8 1 9-16 14-29 121-125 7 | 33-37 1 83-87 1 77-79 |
rec A Irea 267-268 1 | 257-263 | | 221-233 T | 61-65 1 66-73 71-86 188-193 1 | 140-144 17 | 90-94 1 115-117 1
Dethiobiotin Synthetase 1dad 199-203 1 | 169-175 1 | 141-146 T | 2-8 1 8-16 14-30 111-115 17 | 33-36 1
Phosphoglycerat Kinase 1php 367-368 T | 345-348 1 | 312-316 1 | 189-193 1 | 191-198(?) | 197-209 | 259-261 1 | 214-217 |
Uridylat Kinase luky 180-184 1 | 124-129 1 | 17-22 1 23-31 28-40 99-103 T | 43-46 1
UMP/CMP Kinase lukd 169-173 17 | 110-118 7 | 7-12 1 13-21 18-31 86-89 1 33-36 1
Adenylat Kinase lank 192-197 1 | 105-110 7 | 3-7 1 7-15 12-25 82-84 1 28-29 1
Guanylat Kinase lgky 164-167 1 | 116-121 1 | 4-7 1 8-15 13-25 94-98 1 29-31 1
Deoxynukleo. Monop. Kin. | 1del 219-222 17 | 191-196 7 | 2-7 1 8-16 13-25 170-173 17 | 26-28 1
Phosphoribosyltransfer. 1ghp 303-305 1 | 329-331 1 | 276-278 1 | 340-345 T | 346-353 351-364 | 368-373 1 | 412-415 1
Adenylosucc. Synth. lgin 421-424 | | 410-414 7 | 326-330 T | 261-267 T | 3-8 1 8 11-17 15-24 218-221 1 | 29-32 1 65-68 1 97-99 1
Carboxykinase loen 371-373 | | 435-440 1 | 354-361 T | 243-247 T | 248-255 253-259 | 233-237 | | 264-267 1

Tabelle 3.8: Uberlagerung des zentralen 8-Faltblattes






Kapitel 4

Strukturaufklarung der
Enolpyruvyltransferase

Das Enzym Enolpyruvyltransferase (EPT) aus E.coli wurde an der Harvard University im La-
bor von C. Walsh kloniert und exprimiert (Marquardt et al. 1992, Marquardt 1993). An der
ETH Zirich wurde unabhangig davon von Wanke et al. (1992) dasselbe Enzym des Bakteri-
ums E. cloacae kloniert, exprimiert und aufgereinigt (Wanke 1993, Wanke et al. 1992). Dieses
Enzym bildete die Grundlage fiir die strukturellen Untersuchungen an der EPT, die eine Zu-
sammenarbeit zwischen dem Institut fir Pflanzenwissenschaften der ETH Zirich und den Max-
Planck-Arbeitsgruppen fir strukturelle Molekularbiologie waren. Auf Seiten der ETH Zirich
in der Arbeitsgruppe Amrhein waren Christoph Wanke und spater Florian Krekel beteiligt, in
der Arbeitsgruppe Mandelkow in Hamburg Ernst Schénbrunn und Stefan Sack.

4.1 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Zusammenarbeit wurde die Struktur der Enolpyruvyltransferase bis zu einer
Auflésung von 2.0 A aufgeklart (siehe auch Schénbrunn et al. (1996)). Das Enzym befand sich
dabei im nativen Zustand, das heifit es hatte weder das Substrat Phosphoenolpyruvat noch den
Hemmstoff Fosfomycin gebunden. Teile dieser Dissertation sind in die Veroffentlichungen Sack
et al. (1996) sowie Schénbrunn et al. (1996) eingeflossen.

Mittlerweile ist es einer Arbeitsgruppe von Glaxo Wellcome gelungen, die Struktur von EPT
in Anwesenheit von UDP-N-acetylglucosamin und Fosfomycin aufzuklaren (Skarzynski et al.

1996) (PDB-Code luae). Hierauf wird an spaterer Stelle in dieser Arbeit noch eingegangen
(Abschn.4.2.1).

4.1.1 Kristallographische Analyse der Enolpyruvyltransferase
4.1.1.1 Kiristallisation der Enolpyruvyltransferase

Die Kristallisation wurde mit dem von F. Krekel aus Ziirich geschickten Protein von Ernst
Schénbrunn in Hamburg durchgefiihrt. Die Bedingungen der Kristallisation sind in Sack et al.
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(1996) ausfithrlich beschrieben. An dieser Stelle wird deshalb nicht naher darauf eingegangen.
Der Kristallisationspuffer bestand aus 0.8 M Na-K-Phosphat Puffer (pH 6.4) und einem Zusatz
von 40mM Cyclohexylammonium-Phosphat. Das Cyclohexylammonium-Phosphat war dabei
fir die Kristallisation unerlalich. Der Grund dafir konnte spater im Modell erkannt werden
(s. Abschn.4.1.5.7): das Cyclohexylammonium stabilisiert die Kristallpackung.

4.1.1.2 Bestimmung der Einheitszelldimensionen

Abbildung 4.1: Drehkristallaufnahme von EPT, A = 0.99A, A¢ = 1°, Kristall-Detektor-
Abstand 140 mm

Abbildung 4.1 zeigt eine typische Beugungsaufnahme eines nativen EPT-Kristalls. Das Beu-
gungsbild wurde an der Synchrotronstrahlfiihrung X31 am Speicherring DORIS bei DESY mit
einem Detektor der Firma MAR Research, Hamburg, (Radius r = 90 mm) aufgenommen. Der
Abstand zwischen Kristall und Detektor betrug dabei £ = 140 mm bei einer Wellenlange von
A = 0.99A. Der Rand des Beugungsbildes lag damit bei 1.76 A. Die Drehung des Kristalls
wahrend dieser Aufnahme war A¢ = 1°.

Mit dem Program DENZO (Otwinowski und Minor 1997) wurden die Einheitszelldimensionen
und die Raumgruppe bestimmt. Die Kristalle gehorten zur Raumgruppe C2 und hatten die
Einheitszelldimensionen

= 86.9A
b = 155.9A
c = 838A
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91.6°
90°

=X

4.1.1.3 Einfrierbedingungen fiir die Kristalle der Enolpyruvyltransferase

Die Kristalle der Enolpyruvyltransferase sind wie die meisten Proteinkristalle empfindlich gegen
Bestrahlung mit Rontgenstrahlen (s. Abschn.2.3.3). Von einem EPT-Kristalle missen unter
Umstanden Rotationsaufnahmen mit einem Drehwinkel von insgesamt 180° aufgenommen wer-
den (falls die Orientierung relativ zur ¢-Drehachse entlang einer ungunstigen Kristallachse
verlauft), um einen vollstandigen Datensatz zu erhalten. Deshalb ist es erforderlich, die Stabi-
litat der Kristalle im Rontgentrahl zu erhohen. Dies 1at sich durch das Einfrieren der Kristalle
vor dem Bestrahlen erreichen. Fir EPT wurde als optimale Frostschutzlésung ein Gemisch aus
dem Kristallisationsfallungsmittel (1.5 M Na-K-Phosphat-Puffer, sowie 40 mM Cyclohexylam-
monium Phosphat) und 35% Glycerol benutzt. Die Kristalle wurden in einer Schlaufe aus
Zahnseide in einem freistehenden Film montiert (s. Teng (1990)) und konnten auf diese Weise
nahezu beliebig lange bestrahlt werden, ohne daBl die Qualitat der Kristalle gelitten hatte.

4.1.1.4 Bestimmung der Selbstrotation

Um die Anzahl der Molekiile
in einer asymmetrischen Ein-
heit zu bestimmen, wurde mit
dem Programms POLARRFN
(CCP4 1994) die Selbstro-
tation aufgrund der nativen
Rontgendaten berechnet. In
Abb.4.2 ist die polare Dar-
stellung der Ergebnisse der
Selbstrotationssuche von EPT
dargestellt. Man erkennt am
rechten Rand deutlich das Ma-
ximum. Die dargestellte Polfi-
gur entspricht dem Winkel x =
180°. Die weiteren Eulerwinkel

ergeben sich zu w = 85.2° und
¢ =0,

180.07

Die Sektion x = 180° ist
charakteristisch fiir eine zweifa-
che Symmetrie (] - 360°). Mit
Abbildung 4.2: Polare Darstellung der Selbstrotationsfunkti- der Bestimmung der Selbstro-
on von EPT. Dargestell ist die £ = 180°-Sektion. Das Maxi- tation konnte also gezeigt wer-
mum liegt rechts bei w = 85.2° und ¢ = 0°. den, daf8 zwei EPT-Molekiile in
der asymmetrischen Einheit des
Kristalls vorlagen. Dies wurde
auch spater in der Elektronen-
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dichtekarte bestatigt und konnte genutzt werden, um das Modell zu bauen und spater zu
verfeinern.

Ein unabhangiger Test fur diese Hypothese ist der Vergleich mit dem sogenannten Matthews-
Parameter Vas (Matthews 1968). Dieser ergab bei einem Molekulargewicht von M, = 44.776 Da
nach Formel 2.10 einen Wert von Vis = 3.17A3/Da. Dies liegt im Rahmen der von Matthews
bestimmten Werte fiir Proteinkristalle, wahrend der Wert fiir die Annahme nur eines Molekiils
pro asymmetrischer Einheit mit Vs = 6.34 A3/Da deutlich dariiber liegt. Geht man von zwei
Molekiilen pro asymmetrischer Einheit aus, erhalt man einen Lésungsmittelanteil von V, = 61%
(nach Formel 2.11).

4.1.1.5 Suche nach Schweratomderivaten

Um eine Bestimmung der Phasen mit der Methode des multiplen isomorphen Ersatzes (MIR)
durchfibren zu konnen, wurde versucht, geeignete Schweratomderivate herzustellen. Dazu
wurden EPT-Kristalle iber verschiedene Zeiten in Losungen von Schweratomsalzen eingelegt
(Ernst Schonbrunn). Mit diesem als Soaking bezeichneten Verfahren, kénnen Schweratomionen
in die Kristalle eindiffundieren. Diese binden dann an spezifischen Stellen im Protein und
modifizieren die Streufaktoren Fp. Aus der Veranderung von Fyp laBit sich auf die Phase
schliefen (s. Abschn. 2.5). Auf die Details des Soakings wird hier nicht eingegangen, sondern es
sollen nur die Beugungsbilder und Datensatze der so veranderten Kristalle und die Suche nach
geeigneten Schweratom-Verbindungen diskutiert werden.

Die Suche nach Schweratomderivaten wurde mit Hilfe von Patterson-Dichtekarten (Patterson
1934) durchgefiihrt (s. Abschn.2.5.1.1). Bedingt durch die geringe Symmetrie (die Raumgrup-
pe C2 hat nur eine zweizahlige Symmetrieachse) gibt es allerdings nur eine Harker-Ebene.
Diese befindet sich bei y = % oder dazu aquivalent y = 0. Das bedeutet aber, dal man
auftretende Dichtepeaks nicht tiber korrespondierende Peaks auf anderen Harker-Ebenen veri-
fizieren kann. Dennoch lassen sich aus den Symmetrieoperatoren durch Differenzbildung aus
der Position der Peaks auf der Harker-Ebene die z- und z-Positionen im Kristall berechnen.

(z,9,2) (z,9,2)

(x+%,y+%,z) (§:+%,y+%,2)

Differenz || {5, y, 2) I (z,y,2) |(z+31,y+1,2) | E+1,9+3,7)
(z,9,2) = (—2,0,—22) G0 (22453, -22)
(:l_:v yvz) (21:’ ,22) S (22" * 27 %’22) (%’ %’0)
@+by+ha)| (“h-30 [(2m-b-}-2)| = (~22,0,-22)
(z+ %vy . %75) (2z — %v _%723) (_%’ _%’0) (22,0,22) o

Damit gelten fiir auf den Harker-Ebenen y = 0 bzw. y = 1 gefundene Peaks (u,v,w) die
Beziehungen:
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Abbildung 4.3: Harker-Ebene y = 0 der Patterson-Funktion des EPT mit K,Pt(CN),4

L4
5,5,—2::) (4.1)
(u,v,w) = (2z,0,2z2) (4.2)

(u,v,w) = (-2z+

Allerdings gibt es keine Harkerebene in 2- oder z-Richtung, was die Bestimmung der y-
Koordinate ermoglichen wiirde. Diese mufl spater ermittelt werden. Es lassen sich fiir die
y-Positionen zunachst nur die relativen Werte zwischen verschiedenen Peaks bestimmen.

Die Harker-Ebene y = 0 fiir die beiden Derivate K;Pt(CN)s und KAu(CN), ist in den
Abb.4.3 und 4.4 dargestellt. Dabei lauft die relative z-Koordinate von 0 bis 0.5 und die
relative z-Koordinate von 0 bis 1. Die beiden Derivatdatensatze waren an der Synchrotron-
strahlfihrung X31 am Speicherring DORIS/DESY gemessen worden. Der native Datensatz war
an der Strahlfihrung BW7b ebenfalls am Speicherring DORIS aufgenommen worden. Einige
Peaks lassen sich direkt in der Pattersonkarte bestimmen, was durch die hohe Besetzung und
gute Datenqualitat bedingt ist. Mit der in Gln. 4.1 angegebenen Formel (u,v,w) = (2,0, 2z)
wurden diese Peaks interpretiert und die z- und z-Positionen der Schweratome im Kristall
bestimmt. Mit diesen Startwerten, wurden mit dem Programm PHASES (Furey und Swamina-
than 1997) erste MIRAS-Phasen berechnet. Mit deren Hilfe konnten weitere Peaks mit ersten
Differenz-Fourier Karten gefunden werden.
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Abbildung 4.4: Harker-Ebene y = 0 der Patterson-Funktion des EPT mit KAu(CN),

4.1.2 Phasenbestimmung

Nachdem die Schweratompositionen bestimmt worden waren, war es moglich, eine erste Pha-
senabschatzung durchzufihren.

4.1.2.1 MIRAS

Die Bestimmung der Phasen der Streufaktoren wurde mit der Methode des multiplen iso-
morphen Ersatzes unter zusatzlicher Ausnutzung der vorhanden anomalen Streusignale der
eingebrachten Schwermetallatome Platin und Gold durchgefiihrt. Wahrend der Messung an
der Synchrotonstrahlfihrung X31 am DESY war fir die Optimierung der anomalen Signale
eine Wellenlange von A = 1.0 A gewahlt worden, die in der Nahe der L;;; Absorptionskan-
ten der als Schweratome eingesetzten Metalle Gold und Platin liegt (Au: 1.04A, Pt: 1.07A).
Dies ermoglichte die zusatzliche Ausnutzung der anomalen Beugungseffekte in der Nahe dieser
Absorptionskanten.

Eine erste Bestimmung der Phasen fiir die Kristalle der EPT wurde von A. Perrakis (EMBL-
Hamburg) mit dem Programm PHASES (Furey und Swaminathan 1997) durchgefiihrt. Diese
wurde dann mit den neuen Schweratom-Parametern sukzessive erweitert und verbessert.

Die Phasierung der nativen Daten 1a8t sich in drei Abschnitte unterteilen:
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| Datensatz I nativ [ Gold | Platin |
Auflésung 2 -18A 25 - 2.0-X 30-2.0A
Anzahl gemessener Reflexe 744 941 702 087 657 859
Anzahl reduzierter Reflexe 103 189 74 025 T4 497
Vollstandigkeit 99.8% (98.7%)! | 97.9% (95.3%)! | 98.0% (95.8%)!
Ryim 5.3% (29.0%)t | 4.5% (27.4%)! | 3.7% (13.6%)!
Anteil mit L > 2 84.5% (60.9%)" | 85.0% (56.7%)T | 89.4% (74.8%)!
Bijvoet Paare 66 415 68 514
Vollstandigkeit der Bijvoet Paare 96.9% (90.5%)t | 97.0% (92.1%)!
Rihiane 3.6% (23.8%)" | 3.0% (11.6%)!
Anteil mit = > 2 81.2% (48.4%) | 86.4% (67.2%)!
Anz. der Schweratomstellen 5 6
Phasing Power (ano) 1.41 (1.22)t 1.99 (1.93)t
Phasing Power (iso) 1.66 (1.05)1 1.78 (1.12)t
Figure of merit 0.671 (0.761)'T
Anzahl phasierter Reflexe 57 441 (74 618)tt

TAngaben in Klammern beziehen sich auf die hochste Auflésungsschale
tt vor und (nach) Solvent Flattening und Phasenerweiterung

Tabelle 4.1: Datenqualitat und Phasierungsstatistik von EPT

1. Die Bestimmung der Phasen von Reflexen, die in beiden Derivat-Datensatzen und im
nativen Datensatz vorkommen (MIR, MIRAS),

2. die Bildung einer Protein-Maske auflerhalb derer die Dichte auf Null gesetzt wird (Solvent
flattening) und

3. die Erweiterung der Phaseninformation durch Extrapolation auf Reflexe, die nur im na- .
tiven Datensatz gemessen wurden.

Das Software-Paket PHASES bietet dazu einen kompletten Satz von aufeinander abgestimm-
ten Programmen an. Die Phasen wurden dabei entsprechend des in Abschn.2.8.1.2 beschriebe-
nen und auch fir die Phasierung des dimeren Kinesin verwendeten Algorithmus bestimmt.

Anschlielend wurde die ibliche Losungsmittelglattung vorgenommen. Dabei wurde ein
Losungsmittelanteil von V, = 60% eingesetzt. Dieser Wert ist gleich demjenigen, der in Ab-
schn. 4.1.1.4 berechnet wurde. Er lieferte gute Ergebnisse, was darauf zuriickzufiihren ist, daf
das Molekiil eine globulare Struktur hat, anders als etwa bei Solvent Flattening fiir das Kinesin-
Dimer (Abschn. 3.1.1.4).

Die Datenqualitat und abschlieBende Phasierungsstatistik ist in Tabelle 4.1 dargestellt.

4.1.2.2 Xenon-Methode

Eine weitere Methode, Schweratome in Proteinkristalle einzubringen ist von Schiltz et al. (1994)
entwickelt worden. Dazu werden in einer Kapillare montierte Kristalle in Xenon-Atmosphire
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unter einem Druck von 12bar in den Réntgenstrahl gebracht. Dadurch diffundieren Xenon-
Atome in den Kristall ein und kdnnen als Schweratome fiir das Verfahren des isomorphen
Ersatz genutzt werden.

Das Xenon-Verfahren wurde auch fiir die Losung der EPT-Struktur als eine Moglichkeit in
Betracht gezogen, Schweratomderivate zu erhalten. Dazu wurde an der Wiggler-Strahlfithrung
W32 am LURE-DCI Speicherring in Orsay/Frankreich ein EPT-Datensatz aufgenommen.

Ein Nachteil, der sich als besonders hinderlich fiir die Datensammlung erwies, war die Tat-
sache, daB man bei dieser Methode die Kristalle nicht, wie sonst tiblich, in einem Strom von
verdampfendem Stickstoff einfrieren kann. Wie bereits oben (S.81) ausgefiihrt, miissen die
EPT-Kristalle vor der Bestrahlung mit Rontgenstrahlung eingefroren werden. Dies war bei
dieser Methode nicht méglich, da das Xenon durch hohen Druck in der Kapillare per Diffusion
in den Kristall gebracht werden mu8. Dies macht aber eine gleichzeitige Kithlung mit Stickstoff
auf -190°C unmoglich. Es war lediglich méglich, durch einen Strom kiihler, trockener Luft eine
Temperatur von 4°C wahrend der Messung aufrechtzuerhalten.

Dennoch gelang es, einen kompletten Datensatz bis zu 2.4 A Auflésung aufnehmen. Aller-
dings waren die Reflexe jenseits von 2.8 A sehr schwach, so da$ die fiir die Strukturbestimmung
verwendbare effektive Auflésung! ebenfalls nur bei etwa 2.8 A liegt. Eine Phasierung mit diesen
Daten war damit nicht moglich, da die Auflésung im Vergleich zu den Gold- und Platindaten
nicht ausreichte, um zusatzliche Phasen-Informationen zu liefern.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dal Xenon-Atome in den Kristall eindiffundiert waren. Auf
die Bindungsstellen wird an spaterer Stelle (Abschn. 4.1.3, S.87) noch eingegangen. In Abbn. 4.7
und 4.8 sind zusatzlich Differenz-Fourier-Elektronendichten mit dem endgiltigen Modell und
einem gebundenen Xenon-Atom dargestellt.

4.1.2.3 Molekularer Ersatz mit EPSP-Synthase

Eine weitere Moglichkeit, die Struktur der EPT zu losen, bestand darin, das Modell der EPSP-
Synthase (Stallings et al. 1991) als ein Suchmodell zu verwenden. Diese Annahme grindete
darauf, da die beiden Proteine (s. Abschn. 1.3.3) sich in ihrer Funktion sehr ahneln und auch
eine gewisse ﬁbereinstimmung der Aminosaurensequenz haben. Die Aminosaurensequenz weist

eine Identitat von 25% und eine Homologie von sogar 47% der beiden Proteine auf (Wanke et al.
1992).

Erschwert wurde dies allerdings dadurch, dal nur die C*-Koordinaten der EPSP-Synthase
in der ProteinDataBank deponiert (PDB-Code: leps).

Versuche, die Rontgen-Daten der EPT mit den EPSP-Synthase Modellphasen zu phasieren
scheiterten und lieferten keine befriedigenden Ergebnisse. Riickblickend ist dies nicht weiter
iberraschend, da sich die beiden Molekiile zwar stark ahneln, ihre beiden Domanen aber gegen-
einander verschoben sind (s. Abb. 4.22), so daB eine Phasierung mit dem Gesamtmodell nicht zu
einem Erfolg fiihren konnte. Eine Phasierung mit den beiden Teildoménen sollte moglich sein,
wurde aber im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, da die Phasen bereits anderweitig
bestimmt worden waren.

1Als effektive Auflosungsgrenze wird hier die Schale bezeichnet, in der R,ym < 20% ist, und hochstens 20%
der Reflexe 0’—’ < 2 aufweisen '
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4.1.3 Fourierdifferenzdichtekarten

Berechnet man die Fourier-Differenz-Elektronendichtekarten mit Hilfe der Modellphasen aus
der verfeinerten Struktur, so lassen sich die eindiffundierten Schweratome als hervorstechende
Differenzpeaks erkennen (Abbn.4.5 und 4.6).

4.1.3.1 Gold- und Platin-Derivate

Abbildung 4.5: Bindungsstelle des Pt-
Ions (blau) und des Au-Ions (griin) an Abbildung 4.6: Bindungsstelle des Pt-
Asp5l Ions im Loop 112-121

Die Bindungsstellen der Schweratome Gold und Platin sind dabei in zwei Fallen identisch. Die
beiden groBiten Peaks in der Differenzdichte riihren von Platin- bzw. Gold-Ionen her, die jeweils
an den Resten Asp5l der beiden Monomere gebunden sind (Abb.4.5). Diese Stelle befindet
sich an der Oberflache des Proteins und ist deshalb fiir den Diffusionsproze gut zuganglich.

Das Platin-Derivat zeigt dazu noch Peaks im Bereich des Loops 111-122. In der von der Po-
lypeptidkette aufgespannten Schlaufe befindet sich eine Bindungsstelle fiir Platin-Ionen. Die-
se liegt in der direkten Verbindungslinie zwischen den beiden den Loop begrenzenden Re-
sten Prol12 und Prol2l. In Abb.4.6 ist die Stelle (Monomer A) mit der Differenz-Fourier-
Elektronendichte bei einem Niveau von 6o in blau eingezeichnet. Man erkennt die Position des
Pt-lons in der vom Loop 111-122 aufgespannten Schlaufe. Im Monomer A ist dieser Stelle als
ein einzelner Peak zu erkennen, im Monomer B erscheinen dagegen zwei leicht gegeneinander
verschobene Dichtebereiche. Im Monomer B ist dieser Loop schlechter geordnet als in Monomer
A. Dies durfte der Grund dafir sein, daB die Bindungsstelle etwas delokalisiert ist.

Das Gold-Derivat zeigt diese Bindungsstelle nicht. Stattdessen hat es eine zusétzliche Bin-
dungsstelle an der Verbindung zwischen den beiden Monomeren (s. auch Abschn.4.1.5.7). Dort
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bindet es in der Gegend zwischen Glu274(MonB) und Lys248(MonA) und sorgt damit fiir eine

weitere Stabilisierung dieser Region.

4.1.3.2 Xenon-Derivat

Das in LURE gemessene Xenon-Derivat zeigte zwei Bindungsstellen pro EPT-Molekiil (Abb. 4.7
und Abb.4.8). Aus den in Abschn.4.1.2.2 bereits genannten Griinden, wurde es allerdings nicht
zur Phasierung herangezogen.

Abbildung 4.7: Xenon-Bindungstelle Abbildung 4.8: Xenon-Bindungsstelle
zwischen Ila und Ilc in der Nahe von Trp95

Die erste und markantere der beiden befindet sich in einer hydrophoben Tasche, die von den
Resten Val39, Phel97, Ala200, Leu201, Val225 und Tyr226 gebildet wird. Sie liegt damit im
Bereich der Verbindung zwischen den Faltungseinheiten Ila und Ilc (s. Abschn.4.1.5.4).

Das Xenon-Atom, das als Edelgasatom nur van der Waals-Bindungen eingehen kann, ist da-
mit an einer Position, die mit den Erwartungen fiir eine mégliche Bindungsstelle tibereinstimmt.
Dasselbe gilt fiir die zweite Position. Diese befindet sich zwischen drei Helizes in Domane II.
Dort liegt das Xenon-Atom zwischen den drei al-Helices von IIa, IIb und Ilc. Auch hier ist
die Umgebung wiederum stark hydrophob. Von den drei Helices befindet sich jeweils ein hy-
drophober Rest in unmittelbarer Nahe des Xe-Atoms (Pro27(1Ib), Trp95(Ilc), Leul67(I1a)). In
der Umgebung dieser Stelle befindet sich im Monomer B noch eine weitere schwach besetzte
Stelle. Die beiden Stellen liegen auf den beiden Seiten des Tryptophans Trp95 (Abb. 4.8).
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4.1.4 Verfeinerung der Struktur der Enolpyruvyltransferase
4.1.4.1 Modellbau der Enolpyruvyltransferase

Das Modell der Enolpyruvyltransferase wurde im Rahmen der Strukturlésung der EPT von
Ernst Schonbrunn gebaut, ausgehend von mit dem Programm GMAP aus der PHASES-Suite
erzeugten Skelett von C®-Positionen. Es wird hier auf den Bau des ersten Modells nicht weiter
eingegangen. Stattdessen soll das Refinement und letzte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrte Umbauzyklen der EPT-Struktur beschrieben werden.

Die Verfeinerung der Enolpyruvyltransferase Struktur wurde unter Benutzung der Program-
me X-PLOR (Briinger 1992b) und PrROLSQ (Hendrickson 1985) sowie ARP (Lamzin und Wilson
1993) durchgefiihrt. X-PLOR und ARP wurden bereits kurz in Abschn.3.1.3 bzw. in Ab-
schn. 3.1.3.8 beschrieben. PROLSQ ist ein Programm aus der CCP4-Suite (CCP4 1994), mit
dem mit einer Verfeinerung der kleinsten Quadrate (least-square) gearbeitet wird. Dieses Pro-
gramm liefert ahnlich wie REFMAC, das zum Zeitpunkt der Strukturaufklarung (Anfang 1996)

noch nicht frei verfiigbar war, bessere stereochemische Ergebnisse und eine bessere Plazierung
der Wasser als X-PLOR.

Der Fortschritt der Verfeinerung wurde dabei mit Hilfe des normalen kristallographischen
Residuals R und dem freien R-Wert, Ry, (Bringer 1992a; 1993), iberpriift. Auf die Definition
und Bedeutung der beiden Werte wurde oben (S. 39, Gln.3.1-3.2) schon eingegangen. Es

wurden 10% der Reflexe zuféllig ausgewahlt und wahrend des ganzen Refinements nicht mit
verfeinert.

4.1.4.2 Simulated Annealing

Nachdem einer der beiden Monomere in der experimentellen Elektronendichtekarte gebaut wor-
den war, wurde mit der Verfeinerung der Struktur begonnen. Es wurden mit dem Programm
X-PLOR Simulated Annealing-Laufe durchgefithrt, um eventuell falsch interpretierte Elektro-
nendichte zu korrigieren. Allerdings war die Qualitat der Dichtekarte gut genug, um bereits
mit den MIRAS-Phasen die meisten Bereiche der Struktur der Dichte zuordnen zu koénnen.

In Abb. 4.9 ist der Verlauf der Verfeinerung mit X-PLOR dargestellt. Der erste Teil der Kurve
gibt die Verfeinerung des ersten Modells wieder. Im zweiten Schritt (starker Abfall kurz vor Ite-
ration 500) wurde dieses um das mit Hilfe der nicht-kristallgraphischen Symmetrie bestimmte
zweite Molekil erganzt. Dieses wurde nicht unabhangig gebaut, sondern aus dem ersten durch
Anwendung der NCS-Operatoren erzeugt. Die beiden Molekiile wurden dann in diesem Verfei-
nerungsschritt unter Berticksichtigung der nichtkristallographischer Symmetrie verfeinert (etwa
bis Iteration 1800). Nach Durchsicht der Elektronendichtekarte am 3D-Graphik-Rechner wurde
in beiden Molekiilen unabhangig voneinander umgebaut. In den nachfolgenden drei Verfeine-
rungslaufen wurde auf den Einsatz der nichtkristallographischen Symmetrie verzichtet.

Nach jedem Verfeinerungslauf wurde das neue Modell in der Elektronendichte vollstandig
durchgegangen und kritische Bereiche korrigiert (E. Schénbrunn). Am Ende der Verfeinerung
mit X-PLOR waren beide Molekiile vollstandig gebaut. Im letzten Lauf wurden 300 gebundene
Wassermolekiile in die Struktur integriert, die mit dem Programm ARP und durch Durchsicht
der Dichtekarten identifziert werden konnten.
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Abbildung 4.9: EPT Verfeinerung: Simulating Annealing Laufe

4.1.4.3 Suche nach gebundenen Wassermolekiilen

Die Suche nach gebundenen Wassermolekiilen wurde, wie in Abschn. 3.1.3.8 fiir Kinesin be-
schrieben, mit dem Programm ARP (Automated Refinement Procedure) (Lamzin und Wilson
1993) durchgefiihrt. Es wurden auch hier dieselben Kriterien angewendet. Eine weitere Verfei-
nerung mit Simulierten Annealing-Laufen unter Verwendung des Programms X-PLOR fiihrte
allerdings bei vielen Wassermolekiilen dazu, da sie nicht an ihrem aus der Elektronendichte
bestimmten Platz blieben, sondern stark verschoben wurden. Das liegt daran, daB bei der simu-
lierten Aufheizung die Wasserstoffbriickenbindungen leicht aufgetrennt werden kénnen und die
Wassermolekiile dann durch die simulierte thermische Bewegung ihren Bindungsplatz verlassen.
An dieser Stelle wurde die Verfeinerung mit PROLSQ fortgesetzt.

4.1.4.4 Verfeinerung mit der Methode der kleinsten Quadrate

ProLsQ (Hendrickson 1985, CCP4 1994) ist ein Program, das eine Verfeinerung mit der Me-
thode der kleinsten Quadrate vornimmt. Es wurde zusammen mit ARP eingesetzt, um die
Positionen von gebundenen Wassern zu bestimmen und anschlieBend zu verfeinern. Allerdings
ist im Gegensatz zu simuliertem Annealing wie es in X-PLOR implementiert werden kann, der
Konvergenzradius der least-squares Verfeinerung erheblich kleiner. Deshalb wurde diese Art
der Verfeinerung erst eingesetzt, als das Modell bereits sehr gut verfeinert war. Da PROLSQ
und ARP eine bessere Behandlung der gebundenen Wasser ermoglichen, wurden vier letzte Ver-
feinerungsrunden mit diesen beiden Programmen durchgefiihrt. Dabei wurden neben Wassern
auch das Cyclohexylammonium sowie das am Arg232 gebundene Phosphat eingefigt.
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4.1.5 Struktur der Enolpyruvyltransferase

Ein Stereobild der Enolpyruvyltransferase ist in Abb.4.10 dargestellt. Im oberen Teil ist das
sogenannte Ruckgrates oder backbone dargestellt. Dieses verbindet die C*-Atome des Molekiils.
Die unteren Halfte des Bildes zeigt eine schematische Darstellung der Faltung des Molekiils in
Stereo?.

Abbildung 4.10: Stereo Bilder von EPT: (a) Verbindung der C*-Atome. Jede zehnte Ami-
nosaure ist mit einem Punkt hervorgehoben und jede zwanzigste zusatzliche numeriert. (b)
Schematische Darstellung der Faltung des Molekiils.

Die Struktur des Proteins ist bemerkenswert, da die 8-Faltblitter auf der AuBenseite des Mo-
lekiils liegen. Man kann, in Abwandlung einer typischen Proteinstrukturklasse, dieses Protein
daher als ein Inside-out-a-3-Barrell bezeichnen.

?Zur Betrachtung von Stereobildern siehe FuBnote 1 auf Seite 31.

91



KAPITEL 4. STRUKTURAUFKLARUNG DER ENOLPYRUVYLTRANSFERASE

4.1.5.1 Topologie der Enolpyruvyltransferase

179 204 173

183 206

Abbildung 4.11: Topologie der Enolpyruvyltransferase. Das
Protein besteht aus zwei Domanen I und II, die aus je drei
topologisch gleichen Faltungseinheiten a,b,c aufgebaut sind.

Die Topologie der Enol-
pyruvyltransferase (Abb.4.11)
ahnelt der der EPSP-Syntha-
se in hohem Mafle. Beide
Proteine sind aus zwei nahe-
zu halbkugelformigen Doma-
nen, I und II, mit einem Ra-
dius von etwa 25 A aufge-
baut. Die beiden Domanen
bestehen aus je drei Unterein-
heiten (Ia-c sowie Ila-c) und
sind durch zwei als Scharniere
oder , Hinges” bezeichnete Ab-
schnitte verbunden.

Die 6 von ihrem Aufbau her
nahezu identischen Faltungs-
einheiten (s. Abschn.4.1.5.2)
folgen in der Reihenfolge Ia,
Ib, IIb, Ilc, IIa, Ib, Ic aufein-
ander. Dabei werden die Fal-
tungseinheiten Ia und Ib in der
Abfolge der Primarsequenz
zunachst nur teilweise aufge-
baut (s. Abschn. 4.1.5.2). Man
kann daher die Domane I
als die C-terminale und die
Domane II als die N-terminale
Domane des Molekiils bezeich-
nen. Beide Domanen wei-
sen gleichsam eine dreizahlige
Symmetrie zwischen den Fal-
tungseinheiten auf.

Die einzelnen Faltungsein-
heiten sind in der Abbildung
4.11 farbkodiert dargestellt:
in rot la und Ila, in grun
Ib und IIh sowie in blau Ic
und Ilc. Diese Farbkodie-
rung wird auch in den weiteren

ﬁbersichtsabbildungen iiber die EPT beibehalten. Detailliertere Betrachtungen zum Aufbau
der Faltungseinheiten und des Ubergangsbereiches werden in den folgenden Abschnitten (Ab-

schn.4.1.5.2 bzw. Abschn. 4.1.5.6) durchgefiihrt.
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4.1.5.2 Faltungseinheit der EPT

Die beiden Halften des EPT, Domanen I und I1, sind aus je drei nahezu identischen Bausteinen
aufgebaut. Jede dieser sechs Faltungseinheiten besteht aus vier 3-Strangen, die ein gemischtes
[B-Faltblatt bilden und zwei a-Helizes. In Abb.4.12 erkennt man die Ahnlichkeit der einzelnen
Bausteine. Nur geringe Unterschiede sind in den Loop-Regionen zu erkennen. So wird bei
den Faltungseinheiten la und Ib der Loop zwischen dem Strang 32 und a2 zu einer kurzen
Helix verandert. Ansonsten variieren allenfalls die Lange der Sekundarstrukturelemente und
der Loops.

LREAGA

Abbildung 4.12: Faltung der Unterheiten der Enolpyruvyltransferase

Allerdings sind nicht alle diese Faltungseinheiten aus in der Primarsequenz aufeinanderfolgen-
den Regionen gebildet. Es wird also nicht unbedingt erst eine Faltungseinheit ,fertiggestellt”
bevor die nachste begonnen wird, sondern einzelne Bestandteile der Faltungseinheiten kdnnen
in unterschiedlichen Bereichen der Primarsequenz lokalisiert sein (s. Tab. 4.2).
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| Faltungseinheit | Abfolge | Reste ]
Ia B4, Bl-al-p2-a2-p3 | 3-8, 363-416
Ib Bl, al-p2-a2-B3-p4 | 12-18, 231-284
Ic Bl-al-p2-a2-33-p4 292-356
ITa Bl-al-p2-a2-33-P4 154-217
IIb al-B2-a2-$3-p4, p1 | 21-73, 224-228
Ilc Bl-al-p2-a2-33-p4 80-147

Tabelle 4.2: Schema der Faltungseinheiten der EPT

Wahrend die Faltungseinheiten Ic, Ila und Ilc aus aufeinanderfolgenden Teilen der Primar-
sequenzen aufgebaut sind, sind die Faltungseinheiten Ia, Ib und IIb aus zwei Stlicken zusammen-
gesetzt. Dabei bilden bei Ib und IIb die Bereiche al-32-a2-33-34 sowie 1 und bei Faltungs-
einheit la fl1-al-f2-a2-33 sowie 4 zusammenhangende Primarsequenzbereiche (s. Tab. 4.2).
Es werden also am Ende bzw. am Anfang der Faltungseinheiten Stiicke vorher oder spater
angesetzt.

4.1.5.3 Wasserstoffbriickenbindungsschema

In Abb. 4.13 ist das Schema der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Hauptkettenatomen der
Enolpyruvyltransferase (Monomer A) dargestellt (erzeugt mit PROMOTIF von Hutchinson und
Thornton (1996)). Deutlich erkennt man die 6 Untereinheiten jeweils mit dem vierstrangigen
p-Faltblatt (T|T7) und zwei a-Helices. Die Abfolge der Faltungseinheiten von links nach rechts
ist dabei: Ia, Ib, IIb, Ilc, ITa und Ic.

Neben den durch die Sekundarstruktur erforderlichen Wasserstoffbriickenbindungen sind ei-
nige wenige zusatzliche Verbindungsmerkmale zu erkennnen. Die meisten davon sind nicht
ideale Verbindungen in a-Helices oder zwischen (3-Strangen bzw. Gebiete unmittelbar davor
und dahinter. Einige dieser Wasserstoffbriickenbindungen sind jedoch besonders interessant.
Dies sind insbesondere diejenigen Wasserstoffbriickenbindungen, die die einzelnen Untereinhei-
ten miteinander verbinden (Leu409 — GInl3, Met341 — Ser361, Ala 269 — Lys290, Leu201 -
Gly222, Leul32 - Lys152, Leu60 — Asn78/Asn79). Auf diese besonderen Bereiche, die auch in
der Primarstruktur als einzige Stellen Ahnlichkeiten in der Aminosauresequenz aufweisen, wird
im Abschnitt 4.1.5.4 ausfiihrlich eingegangen.

Weitere Wasserstoffbriickenbindungen befinden sich zwischen Asp231 NH --- O=C Serl9
und Ala21 NH --- O=C Leu229. Diese Reste befinden sich im Uberkreuzungsbereich zwischen
den beiden Domanen I und II, dem Scharnier zwischen beiden Domanen. Die Wasserstoff-
briickenbindungen stabilisieren daher die Verbindung zwischen den beiden Domanen. Auf den
Scharnier-Bereich wird im Abschnitt 4.1.5.6 ausfiihrlich eingegangen. Dazu kommen noch die
Wasserstoffbriicken zwischen: 11392 — Asp2, Val218 — Thrl174, Val357 — Leu315, Thrl0 -
Cys381. Dies sind allerdings Verbindungungen, die nicht idealen Sekundarelemente entspre-
chen. Sie lassen sich jeweils als Verlangerungen der 3-Strange interpretieren.
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Abbildung 4.13: Wasserstoffbriickenbindungsschema der EPT
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4,1.5.4 Das Motiv LXXXG(A)

In der Arbeit von Marquardt et al. (1992) wurde zum ersten Mal festgestellt, daB es in der
Sequenz ein markantes sich wiederholendes Motiv gab. Dieses war das Motiv Leu-X-X-X-
Gly(Ala), das insgesamt sechs mal in der Primarstruktur auszumachen war. Marquardt et al.
(1992) spekulierten deshalb, da8 sich das Protein EPT, das zu 16% identisch zu EPSP-Synthase
ist, die aus einer sechsfachen repetitiven Struktur besteht (Stallings et al. 1991) ebenfalls eine
sechsfache repetitive Form hat. Diese Vermutung konnte im Rahmen unserer Arbeiten bestatigt
werden (diese Dissertation und Schonbrunn et al. (1996)). Zusatzlich konnte gezeigt werden,
welche Bedeutung dieses Motiv fiir die Struktur des Enzyms hat.

EPT-1
EPT-2
EPT-3
EPT-4
EPT-5
EPT-6

EPT-1
EPT-2
EPT-3
EPT-4
EPT-5
EPT-6

Abbildung 4.14: Uberlagerung der Primérsequenzen der sechs Faltungseinheiten der EPT. Das
repetitive Motiv LXXXG(A) beginnt am Anfang der unteren Zeile.

Von Stallings et al. (1991) wurde bereits spekuliert, daB sich das Protein EPSP-Synthase
aus einem Vorlaufer durch sechsfache Vervielfaltigung gebildet habe. Dies lat sich auf die
EPT ubertragen. Ein Sequenzvergleich der 6 Faltungseinheiten der EPT (Abb. 4.14) zeigt das
Wiederkehren des von Marquardt et al. (1992) identifizierten Motivs an immer derselben Stelle
(untere Zeile Anfang Nummern 51-56).

Betrachtet man diese Stellen in ihrer Position in der Abfolge der Strukturelemente der Fal-
tungseinheit, so stellt man fest, daB dieses jeweils den Loop, der die Verbindung zwischen o2 und
B3 darstellt, ausmacht. In Abb.4.12 sind diese Elemente mit LXXXGA bezeichnet. Fiihrt man
eine Uberlagerung dieser konservierten Region durch, so erhilt man eine mittlere Abweichung
von etwa 0.2 A. Sie sind damit der am besten iibereinstimmende Bereich der Faltungseinheiten
untereinander.

Ein Blick entlang der Achse, die die beiden Domanen verbindet (Abb. 4.15), zeigt sehr deut-
lich, auf welche Art das Motiv LXXXGA die einzelnen Faltungseinheiten zusammenhalt. Eine
Wasserstoffbriickenbindung verbindet die Hauptketten Carbonylgruppe C=0 des Restes an der
Position® +3 (LXXXGA) mit der Hauptkettenaminogruppe des Beginns von 1 (oder einem
Rest unmittelbar davor) der nachsten Gruppe in der Reihenfolge Ia-Ib, Ib-Ic, Ic-Ia (bzw. ent-
sprechend in der Domane II).

3Die relative Position bezieht sich dabei auf das konservierte L des Motivs LXXGA, das Position +1
entspricht.
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Abbildung 4.15: Verbindung der Faltungseinheiten der Enolpyruvyltransferase. Gezeigt ist der
Blick durch die Doménen I (unten) und II (oben) entlang der dreizahligen Symmetrieachse.

Interessanterweise gibt es noch weitere Wasserstoffbriickenbindungen, die die Domane I zu-
satzlich verstarken (s. Tab.4.3). Dabei sind die geladenen Reste der Position -1 (in Helix a2)
an der Bindung beteiligt. Dies sind entweder Lysine, die mit ihrer terminalen Aminogruppe
eine Wasserstoffbriicke zu dem Hauptketten-Carbonyl eines Threonin-Rest bilden, bzw. einer
Glutaminsaure, die mit der Hauptkettenaminogruppe eines Methionins wechselwirkt (s. Tab. 4.4
untere Halfte). Die beteiligten Reste befinden sich jeweils am Ende des Stranges $1. Dadurch
erhalt die Domane I eine zusatzliche Stabilisierung, da die drei Faltungseinheiten starker mit-
einander vernetzt sind.

4.1.5.5 Das Motiv AEGT

Ein weiteres Motiv, das ebenfalls mit der Verbindung der Faltungseinheiten innerhalb der
Domanen in Zusammmenhang steht, ist das Motiv AEGT, das in vier der sechs Faltungs-
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| Einheiten |  Wasserstoffbriicke zwischen | Entfernung |
Wasserstoffbriicken zwischen Hauptkettenatomen
la-Ib Leu409 C=0O --- HN GIn13 3.1A
Ic- la Met341 C=O0 --- HN Ser361 2.5 A
Ib - Ic Ala269 C=0 --- HN Lys290 2.7 A
Ila - IIb Leu201 C=0 --- HN Gly222 3.2 A
Ilc - I1a Leul32 C=0 --- HN Lys152 2.9 A

IIb - IIc | Leu60 C=0 --- HN Asn78/Asn79 | 2.8A/3.0A

Wasserstoffbricken zwischen Seitenkettenatomen

Ia- Ib Lys405 N( - -- O=C Thrl7 2.7 A
Ic-Ia Glu337 Og, - -- HN Met366 2.8 A
Ib - Ic Lys265 NC --- O=C Thr293 2.9 A

Tabelle 4.3: LX3G(A) Verbindungen zwischen den EPT-Faltungseinheiten

einheiten auftritt (einmal allerdings als AEEP). Es handelt sich dabei jeweils um den Loop
zwischen der Helix al und dem f-Strang 32 (s. Abb.4.12).

| Einheiten I Wasserstoffbricke zwischen [Entfernung [

Wasserstoffbriicken zwischen Hauptkettenatomen
IIb — IIa-IIb | Glu36 NH --- O=C Leu221 2.9 A
IIa — Hec-l1a | Glul?7 NH - -- O=C Leul51 28 A
Glul77 C=0 --- HN Gly153 2.8 A
Ic —» Ib-Ic | Glu318 NH --- O=C Pro289 2.8 A
Glu318 C=0 --- HN Ala291 3.0 A
Ia — Ic-Ja | Glu384 NH --- O=C Leu360 2.8 A

mogliche Wasserstoffbriicken zwischen Seitenkettenatomen

IIb — IIa-IIb Glu36 Oe; - -- Ne Arg220 2.7 A
ITa — Ilc-Ila | Glul77 O¢€; --- N( Lys152 3.0A
Ic — Ib-Ic Glu318 Oe;--- N(¢ Lys290 3.3A

la — Ic-Ia Glu384 Oe¢; --- N( Lys359 | benachbart

Tabelle 4.4: AEGT Verbindungen zwischen den EPT-Faltungseinheiten

Die Bindungen, die iber diesen Bereich zwischen den Faltungseinheiten vermittelt werden,
sind in Tab.4.4 zusammengefafit. Durch diese Bindungen wird jeweils der Ubergangsbereich
zwischen zwei Untereinheiten mit der zweiten Faltungseinheit am Motiv AEGT verbunden. Es
ist dabei jeweils die Hauptkette des konservierten Glutaminsaure-Rests mit der Hauptkette des
Ubergangsbereichs iiber eine Wasserstoffbriicke verbunden. Zusatzlich ist die negativ gelade-
ne Seitenkette der Glutaminsaure jeweils in der Nahe positiv geladener Seitenketten (Arginin
oder Lysin), so daB auch dort Wasserstoffbriicken oder ionische Wechselwirkungen auftreten
konnen. Allerdings sind diese Regionen, da sie an der Oberfliche des Molekiils liegen, in der
Elektronendichte nicht immer gut geordnet, so daf§ eine sichere Zuordnung schwierig ist.
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4.1.5.6 Die Ubergangs- oder Scharnier-Region

In der Scharnier-Region, die den Ubergangsbereich zwischen den beiden Doménen bildet und
sich wie ein Scharnier 6ffnet und schlieit, gibt es eine Reihe von Wechselwirkungen, die die
beiden Domanen stabilisierenden.

Dazu zahlen insbesondere die bereits in Abschn.4.1.5.3 erwahnten Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen den beiden antiparallel verlaufenden Bereichen 17-22 und 227-232. Diese
verbinden die Hauptkettenatome von Asp231 NH --- O=C Serl9 und Ala21 NH --- O=C
Leu229 miteinander. Dadurch wird eine Stabilisierung in diesem Bereich erreicht. Allerdings
ist diese Stabilisierung nicht sehr starr. Wie in Abschn. 4.2.1 gezeigt wird, ist gerade diese Stelle
von grofler Bedeutung beim I“Jbergang vom substratfreien zum substratgebundenen Zustand der
EPT. Die Bewegung hat ihr Scharnier an den Resten Leu229 und Ala21, die aber weiter tiber
eine Wasserstoffbrickenbindung miteinander verbunden bleiben.

beweglicher Loop

Prol11-Prol22

Arg232

(a): Oberflachen-Potential (b): Detail-Ansicht

Abbildung 4.16: Scharnier-Region der EPT.

Neben den Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hauptkettenatomen gibt es noch Bin-
dungen zwischen den Resten Arg232 und Glul90. Das Arg232 bindet interessanterweise noch
ein Phosphat-lon (s. Abb.4.16(b)). Es ist der einzige positiv geladene Rest in einer rein ne-
gativ geladenen Umgebung, die gleichsam eine Hohle bildet fiir die Aufnahme des Substrates
bzw. des Inhibitors (s. Abb.4.16(a)).
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4.1.5.7 Die Packung der Monomere im Kristall

Die asymmetrische Einheit des Kristalls wird aufgebaut aus zwei Molekiilen des EPT. Die-
se beiden, Monomer A und B genannten, Einheiten sind tuber eine nicht-kristallographische
Symmetrie miteinander verbunden. Diese beiden Untereinheiten wurden unabhangig vonein-
ander behandelt. Die Uberlagerung der C*-Atome von Monomer A und B liefert eine mittlere
Abweichung von 0.670 A. Dies ist im Rahmen der Genauigkeit des Modells als gleich zu be-
urteilen. Der Rotationswinkel zwischen den beiden Monomeren betragt 179.3°. Damit konnte
das Ergebnis der Selbstrotation (s. Abschn.4.1.1.4) bestatigt werden.

Die Kontaktstelle zwischen den beiden Monomeren ist
schematisch in Abb.4.17 dargestellt. Man erkennt, daf
die beiden Monomere antiparallel angeordnet sind und
damit den Rotationswinkel wiedergeben. Die Wechsel-
wirkungen zwischen ihnen werden auf zwei verschiedene
Arten gebildet:

b |

1. tber eine hydrophobe Stapel-Wechselwirkung zwi-
schen den beiden dem Losungsmittel ausgesetz-
ten Resten Trp279, die zwischen sich zwei Mo-
lekiile des im Kristallisationsfallungsmittel vorhan-
denen ebenfalls hydrophoben Cyclohexylammoni-
ums enthalten,?

2. liber Salzbriicken zwischen den Resten Arg252 und
Glu278 (jeweils aus unterschiedlichen Monomeren),
sowie

Monomer A

Abbildung 4.17: Kontaktstelle der 3. iber zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
nichtkristallographisch aquivalenten Aspl5 O --- N Trp279 der jeweils anderen Mo-

EPT-Monomere nomere.

Die Bedeutung des Tryptophanrests Trp279 in vivo ist
derzeit unklar. Es ist sehr unwahrscheinlich, daBl ein
hydrophober Rest auf diese Weise dem Losungsmittel
zuganglich sein sollte. Uber eine funktionelle Dimeri-
sierung von EPT in vivo, die etwa auf ahnliche Weise

eine abschirmende Wechselwirkung ausfiihren konnte, ist allerdings bisher noch nicht berichtet
worden.

4.1.5.8 Cis-Peptide

In der EPT sind die Reste Pro9 und Pro300 in beiden Monomeren als sogenannte Cis-Peptide
konformiert. Dies ist eine fiir die Peptidbindung ungewohnliche Konformation, die oft mit
funktionellen Aufgaben in Verbindung gebracht werden kann. Diese beiden Reste sind aber
auch in der Struktur von Skarzynski et al. (1996) als Cis-Peptide konformiert.

4Dies erklart auch, warum Cyclohexylammonium zur Kristallisation unerlalich war (s. Abschn.4.1.1.1)
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Das Cis-Peptid Pro300 ist dabei genau an der Verbindungsstelle zwischen den beiden Doman-
en zu finden. Allerdings bleibt es auch beim Ubergang zum EPT-Substrat-Komplex in der
Cis-Konformation, so daf§ dieser besondere Zustand bisher nicht funktionell gedeutet werden
kann. Dasselbe gilt fiir das Cis-Peptid Pro9, das sich unmittelbar hinter #4 von Faltungseinheit
la im Ubergang zur Faltungseinheit Ib befindet. Auch hierfiir konnte bisher keine Erklarung
fir die besondere Konformation gefunden werden.

4.1.5.9 Qualitat des Modells

180
135
90
45
¥(°) 0 5
ASN 67(A)
45
90+
ASN 67 (B)
-135+
=0
v . B 1 ’ F l & %
-180 -135 -90 -45 () 45 90 135 180
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Abbildung 4.18: Ramachandran-Plot der EPT (1naw) Rot sind bevorzugte Regionen, gelb er-
laubte Bereiche, und blaBgelb zusatzlich-erlaubte Bereiche dargestellt. Reste im weilen Bereich
sind stereochemisch verboten und deuten auf grofiere Probleme im Modell hin.

In der Region [a] und sind die Aminosauren in a-Helices und in Region @ und in
B-Strangen. @ und |1| kennzeichnen dartiberhinaus erlaubte Schlaufen-Bereiche. Mit einem
sind Nicht-Prolin-Reste markiert. Glycin-Reste werden durch ein  dargestellt.

Die Qualitat des verfeinerten EPT-Modells wurde mit den iiblichen PROCHECK-Tests (Laskow-
ski et al. 1993) iberpriift. Dabei ergab sich dabei der in Abb.4.18 dargestellte Ramachandran-
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Plot. In diesem sind 669 oder 92.9% der Nicht-Glycinreste in den bevorzugten Regionen, 46
oder 6.4% weitere in zusatzlich erlaubten Gebieten und nur 4 Reste oder 0.6% (Asn67(A),
Ser349(A+B), Alal19(B) in groBziigig erlaubten Gebieten. Lediglich der Rest Asn67 im Mo-
nomer B befindet sich in einer verbotenen Region.

Die Temperaturfaktoren, die ein weiteres Indiz fir die Qualtitat der EPT-Struktur sind, sind
in Tab.4.5 zusammengefait. Dabei zeigt sich, dal die beiden Monomere, obwohl sie bei der
Verfeinerung als unabhangige Einheiten betrachtet wurden, nahezu identische Werte aufweisen.
Diese sind mit 22 bzw. 23 A? fiir eine bei einer Auflésung von 2.0 A geldste Struktur recht gut.
Man erkennt aber auch, daf teilweise hohe Temperaturfaktoren vorhanden sind, die auf schlecht
geordnete Bereiche hinweisen (insbesondere im Loop 111-122, s. Abschn. 4.2.1.2).

Temperaturfaktor B (A?)
Atome in Anzahl | Mittelwert | Maximum
Protein Hauptkette (Mon A) 1676 20.46 77.42
Protein Seitenketten (Mon A) 1466 25.88 93.59
alle Proteinatome (Mon A) 3142 22.99 93.59
Protein Hauptkette (Mon B) 1676 19.70 76.84
Protein Seitenketten (Mon B) 1466 25.03 84.97
alle Proteinatome (Mon B) 3142 22.18 84.97
Wassermolekiile 478 29.44 92.12
Cyclohexylammonium 14 34.16 38.92
alle Atome 6776 23.09 93.59

Tabelle 4.5: Temperaturfaktoren Enolpyruvyltransferase

4.2 Diskussion

4.2.1 Vergleich mit EPT-Substrat-Inhibitor-Komplex

Zwischenzeitlich wurde Enolpyruvyltransferase aus E. coli von Skarzynski et al. (1996) in Ge-
genwart des Substrats UDP-N-acetylglucosamin und des Inhibitors Fosfomycin kristallisiert
und aufgeklart. Ein Vergleich dieser beiden Strukturen ist insofern sehr interessant, als dar-
aus u.U. auf die Funktionsweise des Enzyms geschlossen werden kann. Da mittlerweile die
Daten der Struktur von Skarzynski et al. (1996) iiber die ProteinDataBank zuganglich sind
(PDB-Code: luae), ist dieser Vergleich auch durchfiihrbar.

4.2.1.1 Domanen Anordnung

Die Anordnung der beiden Domanen in der Struktur der EPT im substratfreien Zustand und mit
gebundenem Substrat 148t sich am besten als geschlossener und gedffneter Zustand beschreiben.
Dies wird aus Abb. 4.19 deutlich. Dort sind die beiden Modelle so angeordnet, daff die Domanen
I (unten) jeweils gleich orientiert sind.
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Abbildung 4.19: Vergleich von EPT ohne (links) und mit Substrat (rechts, Skarzynski et al.
(1996))

Man kann das EPT-Molekiil mit einem sogenannten Pacman vergleichen. Im substratfreien
Zustand ist der Mund gedffnet, wird das Substrat gebunden, so ,beiBt” der Pacman zu. Der
Offnungswinkel ist dabei in der substratfreien Form 49° und in der Form mit Substrat und
Inhibitor 38°. Diese rein geometrische Konstruktion liefert bereits eine sehr gute Abschatzung,
da die Drehung der Domane II gegeniber Domane I um den Bereich der Scharnier-Region
(links) stattfindet. Die Bewegung wird ausgefiihrt an den Resten Leu229 und Ala21, die iiber
eine Wasserstoffbriickenbindung verbunden sind. Der genaue Rotationswinkel der mittels einer
Uberlagerung nach der Methode der kleinsten Quadrate berechnet wurde, ergibt sich zu 10.8°.

Eine Uberlagerung der beiden Strukturen jeweils iiber die C*-Atome der Domane I (Reste
1-18 und 232-419) ergab eine mittlere Abweichung von 0.499 A. Dies ist sehr wenig, wenn man
beriicksichtigt, daB der Positionsfehler der Atome beider Strukturen schon bei etwa 0.3-0.4
A liegt. Dies Ergebnis zeigt, daB sich die Dominen I der beiden Strukturen im Bereich der
Auflosung der beiden Modelle nicht unterscheiden. Die Domane I ist daher vermutlich nicht
mit einer Konformationsanderung an der Funktion des Enzyms beteiligt.
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Anders sieht dies bei der Domane II aus. Dort fiihrt eine ,naive” Uberlagerung der beiden
vollstaindigen Domanen II (Reste 22-227) zu einer mittleren Abweichung von 2.330 A. Dies ist
betrachtlich, liegt aber nur daran, dafl einzelne Teile der Domane II in den beiden Strukturen
vollstandig andere Konformationen annehmen. Lat man den Loop 111-122 zwischen 32 und
a2 von Faltungseinheit IIc in der Berechnung des Alignments fort, so erhilt man bessere Werte:
0.598 A, falls man die Reste 22-105 und 125-227 iiberlagert und 0.607 A fiir die Reste 22-108
und 122-227. In der, von Skarzynski et al. (1996) als katalytische Domdne bezeichneten Domane
II finden daher Umorientierungen hauptsachlich im Loop 111-122 statt. Auf diesen Loop wird
in Abschn.4.2.1.2 noch eingegangen. Um eine méglichst hohes MaB an Ubereinstimmung der
Orientierungen und damit eine gute Vergleichbarkeit der beiden Strukturen zu erhalten, wurde
daher fir die Abb.4.19 die Uberla.gerung nur der Domanen I gewahlt.

4.2.1.2 Scharnier und Loop 111-122

Abbildung 4.20: Oberflichen-Potential von nativer EPT (li.) und EPT-Substrat-Inhibitor-
Komplex (re.). Orientierung der Molekiile wie in Abb.4.19.

Man erkennt in Abb. 4.20, die die beiden Oberflachen der Proteine mit ihren Ladungen dar-
stellt (erzeugt mit GRASP (Nicholls et al. 1991)) deutlich den Unterschied zwischen den beiden
Zustinden. Wahrend im substratfreien Zustand eine deutliche Offnung, gleichsam ein Loch,
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4.2. DISKUSSION

vorhanden ist, ist dieses im EPT-Substrat-Komplex von einem komplementar (positiv) gelade-
nen Substrat geschlossen worden. Sowohl Substrat als auch Inhibitor sind vollig von Protein
umschlossen, so daf8 sie vom Losungsmittel abgeschirmt sind.

Wie in Abb.4.19 deutlich zu erkennen, ist der Loop 111-122 derjenige Teil der Struktur,
der bei Bindung des Substrats die grote Bewegung vollfithrt. Der Loop knickt gleichsam bei
den Stellen Prol12 und Prol21 ein, wie dies in unserer Veroffentlichung (Schonbrunn et al.
1996) vorausgesagt worden war. Dadurch wird das katalytische Cys115 in eine ginstige Posi-
tion fir eine Bindung des Substrates in der Bindungstasche gebracht. Tatsachlich wird diese
Art der Bindung verwirklicht. So bindet Cys115 kovalent am Inhibitor Fosfomycin, wahrend
UDP-Glc-NAc eingeschlossen wird zwischen den hydrophoben Oberflachen von Argl20, Prol21
sowie Leul24. Dazu kommen noch Wasserstoffbriickenbindungen zu Ser162, Vall163, Gly164
und Arg91. Die Bindungen finden also bei einer genaueren Betrachtung der Substratbindung
in der Bindungstasche statt. Dabei sind nur Reste aus der flexibleren Domane II beteiligt.
Arg397, das im Ubergangsbereich liegt, bildet dabei eine Ausnahme. Es bindet mit einer
Wasserstoffbriickenbindung am Fosfomycin. Eine ausfihrliche Betrachtung der Bindungen im
EPT-Substrat-Komplex ist in Skarzynski et al. (1996) gegeben.

Dieser Loop ist auch unterschiedlich in den beiden Monomeren der substratfreien Form, was
darauf hindeutet, daB er sehr flexibel ist (Schénbrunn et al. 1996, S. 1070).

4.2.1.3 Vergleich kritischer Bereiche

Die im Modell der substratfreien EPT kritisch zu beurteilenden Bereiche kénnen nun mit
denen des EPT-Substrat-Komplexes verglichen werden, um eventuell Hinweise auf Korrek-
turmoglichkeiten zu erhalten.

Fur die beiden in stereochemisch verbotenenen Regionen des Ramachandran-Plot liegenden
Aminosauren-Reste der substratfreien EPT finden sich exakt dieselben Konformationen auch
im EPT-Substrat-Komplexes. Auch dort sind die Reste Ser349 und Asn67 diejenigen - und
auch die einzigen -, die nur in groBziigig erlaubten Bereichen des Ramachandran-Plot zu liegen
kommen. Der Rest Alal19 des Monomers B befindet sich im kritischen Loop 111-122. Dieser
ist aber an der Substratbindung beteiligt, deshalb ist er in der flexiblen Struktur schlechter
definiert, als im EPT-Substrat-Komplex.

Es zeigt sich, daf8 die beiden Strukturen an diesen kritischen Stellen libereinstimmen. Fir
Ser349 konnte diese ungewohnliche Konformation durch die Elektronendichte der nativen EPT
eindeutig gerechtfertigt werden. Dies ist fiir Asn67 nicht in dieser Form moglich, weshalb die
unabhangig geloste Struktur dort eine gute Bestatigung darstellt. Die beiden Reste liegen
ubrigens jeweils in denselben Positionen in ihren Faltungseinheiten: unmittelbar nach 3, wo
sich ein scharfer B-turn, eine ,Haarnadel“, als Verbindungselement zu 34 anschliefit. Dieser
erzwingt offenbar die besondere Konformation.

Zu den Seitenketten an der Oberfliche des Proteins lassen sich aufgrund der fehlenden Elek-
tronendichte des EPT-Substrat-Inhibitor-Komplexes keine Aussagen machen. Es zeigt sich
aber, daB etliche oberflachliche Reste im Substratkomplex eine andere Konformation annehmen
als im substratfreien Enzym. Ob dies relevant ist, kann ohne einen Vergleich der Elektronen-
dichte des EPT-Substrat-Komplexes nicht entschieden werden.
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Zusammenfassend lassen sich aus den beiden Strukturen von EPT wichtige Informationen
fir die Entwicklung neuer oder fiir die Modifizierung von bestehenden Antibiotika erhalten.
Dazu kann die Umgebung der Fosfomycin- und Substratbindungsstellen untersucht werden. Es
konnen aber auch neue Strategien entwickelt werden, wie die Blockade des Scharniers zwischen
Leu229 und Ala2l oder das Binden von Liganden an Loop 111-122, um die Bindung zum
Substrat zu verhindern.

4.2.2 Vergleich mit EPSP-Synthase

Weitere Implikationen ergeben sich aus der EPT-Struktur fiur ein anderes Protein. Es ist
die bereits in Abschn.1.3.3 erwahnte EPSP-Synthase. Dies ist das einzige bisher bekannte
Protein, das strukturell der Enolpyruvyltransferase ahnlich ist. Die Besonderheit der sechsfach
wiederholten Faltungseinheit und der hantelfé6rmigen Form sind dabei gewahrt. EPSP-Synthase
ist ein in Pflanzen und Bakterien vorkommendes Enzym, das im Shikimate-Zyklus den Transfer
einer Phosphoenolpyruvat-Einheit vermittelt und damit einen Schritt in der Biosynthese der
aromatischen Aminosauren vermittelt.

4.2.2.1 Alignment von EPSP-Synthase- und EPT-Sequenzen

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen von EPSP-Synthase und EPT aus verschiedenen Spe-
zies® zeigt, daB nur wenige Reste in allen EPSP-Synthasen und Enolpyruvyltransferasen kon-
serviert sind. Dazu zahlen nur die bereits in Abschn. 4.1.5.4 beschriebenen Motive LXXXG(A)
und AEGT, sowie einige wenige andere Reste an speziellen Positionen wie etwa im Bereich der
Scharnier-Region (s. Schonbrunn et al. (1996)).

In Abb.4.21 ist eine Abbildung aller verglichenen EPT und EPSP-Synthase Aminosaure-
sequenzen dargestellt.

4.2.2.2 Vergleich der EPSP-Synthase- und EPT-Strukturen

In Abb.4.22 ist die Struktur der EPSP-Synthase und ihrer Faltungseinheiten in Analogie zu
den Abbn.4.10 und 4.12 dargestellt. Man erkennt die groBe Ahnlichkeit zwischen den beiden
Modellen. Dies ist nicht selbstverstandlich, da die Proteine zwar dieselbe Funktion haben -

5Swiss-Prot Codes: MURA_ACICA (Acinetobacter calcoaceticus), MURA_BACSU (Bacillus subtilis,
MURA_ECOLI (E. coli), MURA_ENTCL (Enterobacter cloacae)) MURA_HAEIN (Haemophilus influ-
enzae), MURA_HELPY Helicobacter pylori), MURA_MYCLE (Mycobacterium leprac), MURA_MYCTU
(Mycobacterium tuberculosis), MURA_SYNY3 Synechocystis sp), AROA_AERSA (Aeromonas salmonicida),
AROA_ARATH (Arabidopsis thaliana), AROA_BACSU (Bacillus subtilis), AROA_BORPE (Bordetella per-
tussis), AROA_BRANA Brassica napus), AROA_BUCAP (Buchnera aphidicola)) AROA_BURPS (Burk-
holderia pseudomallai), AROA_CAMIJE (Campylobacter jejuni), AROA_ECOLI (E. coli), AROAHAEIN
(Haemophilus influenzae), AROA_HAESO (Haemophilus somnus), AROA_KLEPN Klebsiella pneumoniae),
AROA_LACLA (Lactococcus lactis), AROALYCES (Lycopersicon esculentum), AROA_METJA Methano-
coccus jannaschii), AROA_MYCTU (Mycobacterium tuberculosis), AROA_PASHA (Pasteurella haemolytica),
AROA _PASMU (Pasteurella multocida), AROA_PETHY (Petunia hybrida), AROA_SALGL (Salmonella galhi-
narum), AROA_SALTI Salmonella typhi), AROA SALTY (Salmonella typhimurium), AROA_STAAU (Staphy-
loccocus aureus), ARO_SYNY3 Synechocystis sp.), AROA_YEREN (Yersinia enterocolitica)) AROA_YERPE
(Yersinia pestis)
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Abbildung 4.21: Alignment der EPT- und EPSP-Synthase

namlich den Transfer einer Phosphoenolpyruvateinheit auf ein Substrat - dieses aber in véllig
verschiedenem Kontext tun. Bei der EPT geschieht dies im Rahmen der Zellwandsynthese
von Bakterien, bei der EPSP-Synthase als Vorstufe von aromatischen Aminosauren in Pflan-
zen und Bakterien. Offensichtlich wird hier in der Natur ein einmal entwickelter Mechanismus
in verschiedenen Spielarten eingesetzt. Allerdings sind Substrate und Inhibitoren der beiden
Proteine, wie bereits in Abschn. 1.3.3 beschrieben, nicht austauschbar. Dies 1afit sich auf struk-
tureller Ebene verstehen, sind doch die beiden Proteine trotz der groen Ahnlichkeit im Detail
unterschiedlich, was den Ersatz des einen Proteins durch das andere unmoglich machen.

Ein Vergleich der beiden Proteine 1aBt aber dennoch vermuten, daB diese aus einem ge-
meinsamen Vorlauferprotein entstanden sind, das durch sechsfache Wiederholung die beiden
unterschiedlichen Strukturen gebildet hat. So sind neben dem identischen Aufbau der Fal-
tungseinheiten (Abb.4.22(re.)) auch die dazugehoérigen Motive LXXXGA und AEGT in den
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(a): gesamtes Molekiil (b): Faltungseinheiten

Abbildung 4.22: Struktur der EPSP-Synthase

entsprechenden Bereichen konserviert (s. auch Abb.4.21). Allerdings sind die Besonderheiten
der Faltungseinheiten nicht konserviert. Wahrend in EPT die Faltungseinheiten Ia und Ib
zusatzlich eingeschobene kleine helikale Bereiche zeigen, sind die entsprechenden Faltungsein-
heiten in EPSP-Synthase Ic und Ilc. Zusatzlich ist die Faltungseinheit la von EPSP-Synthase
auch ,nicht vollstandig”. Es fehlt der C-terminale 3-Strang 3. Dies ist nicht nur eine Frage
des fur die Kristallisation verwendeten Konstrukts, sondern scheint in allen EPSP-Synthasen
so zu sein, was sich aus der Uberlagerung der Proteinsequenzen ergibt (s. Abb.4.21).

Auch die Orientierung der beiden Domanen zueinander ist mit keiner der beiden EPT-
Strukturen vergleichbar, obwohl man erwarten konnte, daf der substratfreie EPT-Zustand der
substratfreien EPSP-Synthase entsprechen kénnte. Die EPSP-Synthase zeigt aber verglichen
mit EPT eine noch weiter gedfinete Bindungstasche (Abb. 4.22(a)).

Auf Wasserstoffbriickenbindungen und ahnliche Details kann hier nicht eingegangen werden,
da bisher von EPSP-Synthase nur die C*-Atome in der PDB deponiert sind (PDB-Code: leps),
obwohl die Struktur bereits vor sechs Jahren gelost wurde. Dies verhindert ein detaillierteres
Studium. Aber auch die hier prasentierte Struktur 1aBt bereits Moglichkeiten fiir das Design
oder die Verbesserung von Pflanzenschutzmittel entsprechend dem EPSP-Synthase-Inhibitor
Roundup Ready™ zu.
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Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit aufgeklarten Proteinstrukturen haben fiir verschiedene anschlie-
Bende Untersuchungen die Grundlage geschaffen.

Enolpyruvyltransferase

Die Bedeutung der EPT-Struktur ist insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung neuer oder
fir die Modifizierung von bestehenden Antibiotika zu sehen. Mit der Kenntnis der Struktur
der Enolpyruvyltransferase im substratfreien (nativen) Zustand und mit gebundenem Inhibitor
und Substrat (Skarzynski et al. 1996) sind Moglichkeiten gegeben iiber die Kenntnis der Bin-
dungsstasche das vorhandene Antibiotikum Fosfomycin zu modifizieren. Andererseits ist tiber
die Veranderung der Konformation im Scharnier-Bereich der Weg frei fir Studien, in denen
diese Bereiche blockiert werden. Es konnen also vollstandig neue Antibiotika entworfen und
getestet werden.

Eine weitere Anwendung der hier beschriebenen Struktur ist darin zu sehen, da§ auf dem
Gebiet der Enolpyruvyltransferase gewonnene Erkenntnisse auf das fiir die Herbizid-Forschung
wichtige Protein EPSP-Synthase tibertragen werden kénnen. Dies ist insbesondere von Interes-
se, da es bisher nicht gelungen ist, EPSP-Synthase in einem anderen als dem nativen Zustand
rontgenkristallographisch aufzuklaren (Stallings et al. 1991).

Kinesin

Mit der Kinesin-Struktur nahert man sich ein Stiick dem Verstindnis der Funktion eines mo-
lekularen Motors. Kinesine ibernehmen Transportaufgaben in der Zelle, ohne die diese nicht
lebensfahig ware. Dabei wird chemische Energie in Form von ATP-Molekiilen in gerichtete
Bewegung umgesetzt. Ein Verstandnis dieser Vorgange auf molekularem Niveau wiirde die Tir
aufstoBen fiir die Anwendung von Mikro-Maschinen in der Biotechnologie.

Kinesin kann aber ebenso als ein Modellsystem fiir an Mikrotubuli bindende Proteine ange-
sehen werden. Ein Verstandnis der Bindung vom Kinesin an Tubulin und der Dynamik dieser
Bindung kann zu Implikationen fiihren, die weit iiber Motorproteine hinausgehen. Es sei hier
nur auf die Funktion der Mikrotubuli bei der Zellteilung und die Bedeutung von Mikrotubuli
assoziierten Proteinen in der Alzheimer-Krankheit hingewiesen.
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