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| Zusammenfassung

Coenzym F4y ist ein 5°-Deazaflavin-Derivat, das in methanogenen Archaea in
hohen Konzentrationen vorkommt und fir die gelb-grine Fluoreszenz dieser
Organismen verantwortlich ist. Es ist an Hydrid-Transferase Reaktionen im Energie-
und Baustoffwechsel dieser Organismen beteiligt. Bisher wurden acht F4z-abhangige
Oxidoreduktasen in methanogenen Archaea gefunden, die alle Si-Seiten-spezifisch
bezlglich des Hydrid-Transfers sind. Von den acht Enzymen zeigen zwei
Sequenzverwandtschaft zur Enzymfamilie der bakteriellen Luciferase (LuxA). Es
handelt sich hierbei um Fa420-abhdngige Alkohol-Dehydrogenase (Adf) und Fazo-
abhangige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer), die untereinander bis
zu 26% sequenzverwandt sind. In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die
Kristallstrukturen der Alkohol-Dehydrogenase Adf und der Reduktase Mer mit

gebundenem Coenzym Faz ermittelt.

Die Struktur der Fagp-abhangigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) aus
Methanoculleus thermophilicus wurde mit einem gebundenen F4z-Aceton Addukt bei
einer Aufldssung von 1,8 A gelést. Das Enzym liegt als Homodimer vor. Die
Monomere besitzen eine (a/B)s-Faltung, bekannt als TIM-Barrel, und weisen eine
nicht-Prolin-cis-Peptidbindung auf. Die Tertiarstruktur weicht von der Grundstruktur
des TIM-Barrels durch zusatzliche Doméanen mit Sekundarstrukturelementen ab, die
als Insertions-Regionen bezeichnet werden. Insertions-Regionen bilden die
Kontaktstelle fur die Dimerisierung und sind an der Substratbindung beteiligt.
Coenzym Fz0 bindet in einer Bindetasche, welche 15 A tief von der Oberflache bis in
das Zentrum des Enzyms hineinreicht. Schwache Wechselwirkungen von F4y zu
Amid-N und Carbonyl-O Atomen der Proteinhauptkette tragen wesentlich zu seiner
Bindung bei. Die in Proteinen selten zu beobachtende nicht-Prolin-cis-Peptidbindung
dient der Fixierung des Deazaflavin-Rings an seiner Re-Seite. Diese energetisch
instabile cis-Bindung wird durch benachbarte, intramolekulare Wechselwirkungen
stabilisiert. Der als Isoalloxazin-Ring bezeichnete Deazaflavin-Ring liegt in einer
‘gebogenen” Konformation vor und weicht um 27° von einer planaren Konformation
ab. Der Aceton-Teil des gebundenen F4z-Aceton Addukts bindet kovalent am C5 auf
der Si-Seite des Deazaflavin-Rings. Mit dieser Hilfe war es mdglich, 2-Propanol in

das aktive Zentrum des Enzyms zu modellieren. Reste, welche an der Bindung von
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2-Propanol und am Hydridtransfer beteiligt sind, wurden identifiziert und zudem

wurde ein katalytischer Mechanismus postuliert.

Die Kristallstruktur von Faxp-abhangiger Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Mer) aus Methanosarcina barkeri wurde mit gebundenem Coenzym F4z
bei einer Aufldsung von 2,6 A ermittelt. Das Enzym liegt als Homotetramer vor. Mer-
Monomere haben eine (a/f)s-Tertidrstruktur mit zusatzlichen Insertionsregionen.
Innerhalb des aktiven Zentrums bindet Fs0 hauptsachlich Uber schwache
Wechselwirkungen zu Amid-N und Carbonyl-O Atomen der Protein Hauptkette.
Ausnahmen sind an der Bindung beteiligte Seitenketten von His36 und Lys161. Die
nicht-Prolin-cis-Peptidbindung, an identischer Position zu Adf, fixiert den Deazaflavin-
Ring. Der Isoalloxazin-Ring weist in Reduktase Mer die aus Alkohol-Dehydrogenase
Adf bekannte gebogene Konformation auf. Ein unbekanntes Molekil bindet kovalent
am C5 des Coenzyms. Anhand von Mer-Strukturvergleichen konnte eine Fazo-
bedingte Konformationsanderung in einer flexiblen Domane einer Insertions-Region
beobachtet werden. Zwischen zwei Insertionsregionen des TIM-Barrels bindet
Polyethylenglykol, welches als Prazipitant im Kristallisationsansatz vorlag. Die
unspezifische  Bindung von  Polyethylenglykol an  einer  potentiellen

Substratbindestelle in Mer wird im abschlieRenden Teil dieser Arbeit diskutiert.

Aufgrund der Struktur der Fsxo-abhangigen Alkohol-Dehydrogenase und der
F420-abhangigen Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase in Abwesenheit und in
Gegenwart von F4 wird ein Katalysemechanismus flir diese beiden Enzyme
vorgeschlagen und F4p0 in das aktive Zentrum der strukturverwandten bakteriellen
Luciferase modelliert. Abschlieend wird die in der LuxA-Familie konservierte Faoo-
bzw. FMN-Bindestelle mit der in FsH2:NADP-Oxidoreduktase und 8-HDF-
Photolyase verglichen, die weder untereinander noch mit der Luciferase-Familie

Sequenzverwandtschaften zeigen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit sind in zwei Orginalarbeiten

beschrieben, die den Ergebnisteil der Dissertation bilden.
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Il Einleitung

Coenzym F4y ist eine blaugrin-fluoreszierende Verbindung, die von
Cheeseman et al. 1972 aus Methanobacterium bryantii Stamm M. o. H. erstmals
isoliert, teilweise charakterisiert und aufgrund ihrer intensiven Absorption bei 420 nm
als Faktor 420 (F420) beschrieben wurde. Die Struktur wurde als N-(N-L-Lactyl-y-L-
Glutamyl)-L-Glutamat-Phosphodiester-Derivat  von  7,8-Didemethyl-8-Hydroxy-5-
Deazariboflavin-5"-Phosphat ermittelt (Eirich et al. 1978). Daraufhin wurde das
Deazaflavin in allen methanogenen Archaea (Gorris & van der Drift 1994), in nicht-
methanogenen Archaea (Lin & White, 1986), in zu den Bakterien gehdrenden
Actinomyceten (Eker et al. 1988), den Spezies von Mycobacteria (Naraoka et al.
1984), Nocardia (Daniels et al. 1985), Anacystis (Eker et al. 1990) und in der
Grinalge Scenedesmus acutus (Eker et al. 1988) nachgewiesen. F43p kommt somit

sowohl in der Domane der Archaea als auch in Prokarya und Eukarya vor.

Obwohl  Coenzym Fa2o mit  Flavinmononukleotid (FMN)  und
Flavinadenindinukleotid (FAD) strukturell verwandt ist, weist das Deazaflavin mit dem
Pyridinnukleotid NAD(P) vergleichbare Redoxeigenschaften auf (Walsh 1996)
(Abbildung 1, Seite 5). Im Gegensatz zu Flavin-Coenzymen kann Fjpo nicht
enzymatisch mit einem Elektron zu einem Semichinon-Radikal-Intermediat reduziert
werden. Fs und NAD(P) sind reversible Hydridakzeptoren (H’), wobei der
enzymkatalysierte Hydridtransfer auf den Cofaktor stereospezifisch erfolgt. Das C5-
Atom des Deazaflavin-Ringes ist dem C4-Atom der Pyridinnukleotide aquivalent.
Allerdings unterscheiden sich die Redox-Cofaktoren bezlglich des Redoxpotentials.
Das Potential des Fiz0/F420H2-Redoxpaares liegt mit —360 mV (Gloss & Hausinger,
1987) um 40 mV niedriger als das des NAD(P)+/NAD(P)H-Paares. Im Hinblick auf
die Stereochemie des Hydridtransfers ist die Klasse der NAD(P)-spezifischen
Oxidoreduktasen detailliert untersucht. In einer Zusammenstellung von 157 NAD(P)-
abhangigen Dehydrogenasen, die hinsichtlich ihrer Stereospezifitat an C4 des
Nikotinamid-Ringes analysiert wurden, sind 77 Enzyme Re-Seiten-spezifisch und die
80 Ubrigen Si-Seiten-spezifisch (You 1985). Im Gegensatz dazu sind bislang erst
acht Fszo-abhangige Enzyme auf ihre Stereospezifitat untersucht worden: Glukose-6-
phosphat-Dehydrogenase (Klein et al. 1996), Fa2H2:NADP-Oxidoreduktase
(Yamazaki et al. 1980; Kunow et al. 1993b), Hydrogenase (Jacobson & Walsh 1984;
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Teshima et al. 1985; Yamazaki et al. 1985), Formiat-Dehydrogenase (Schauer et al.
1986), Methylentetrahydromethanopterin-Dehydrogenase (Kunow et al. 1993a; Klein
& Thauer 1995), F420H2:Dimethylnaphtochinon-Oxidoreductase (Kunow et al. 1993a)
sowie die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Kunow et al. 1993b) und Alkohol-Dehydrogenase (Klein et al. 1996). Alle
Enzyme waren Si-Seiten-spezifisch.
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Abbildung 1: Struktur der oxidierten und reduzierten Form von Coenzym F4,, und NAD(P) (A)
und der reduzierten Form von FMN (B). Gezeigt ist die Aufsicht auf die Re-Seite der Cofaktoren.
Die pro-S Position an C5 von Coenzym F 4y ist rot hervorgehoben. Coenzym F45, besteht aus einem
Deazaflavin-Ring (Isoalloxazin), einem Ribitol, einem Phosphat, einem Laktat und zwei oder mehreren
Glutamaten (Eirich et al. 1978).

Die uniforme Stereospezifitat ist Uberraschend, da unter den Flavoproteinen, von
denen bekannt ist, dass sie die Reduktion von synthetischem 8-Hydroxy-5-Deaza-
FAD, einer dem Cofaktor F4y funktionell analogen Verbindung, katalysieren, sowohl
Re-Seiten-spezifische als auch Si-Seiten-spezifische Enzyme gefunden werden
(Sumner & Matthews 1992). Die Frage, was die Stereospezifitat Fsxo-abhangiger

Enzyme bestimmt, bleibt bisher ungeklart.

Bisher wurden zwdlf Fizp-abhangige Oxidoreduktasen beschrieben und drei
Fs20-abhangige Enzyme, die keine Oxidoreduktasen sind (Tabelle 1, Seite 7). Von

den 15 Enzymen sind Fizp-abhangige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase
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(Mer) (Ma & Thauer 1990b; Ma & Thauer 1990a; Ma & Thauer 1990c; te
Brommelstroet et al. 1990; Ma et al. 1991) und F4p-abhangige Alkohol-
Dehydrogenase (Adf) (Widdel & Wolfe 1989; Bleicher & Winter 1991) aus
methanogenen Archaea, Fiz-abhangige Picrinsaure-Reduktase (Npdl) und Fazo-
abgangige Hydrid-Transferase | (NpdC) aus Rhodococcus (Heiss et al. 2002), Fazo-
abhangige  Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Fgd) aus  Mycobacterium
(Purwantini & Daniels 1998) und eine Fjx-abhangige Oxidoreduktase (LmbY) aus
Streptomyces (Peschke et al. 1995) miteinander sequenzverwandt. Diese sechs
Enzyme zeigen wiederum Verwandtschaft zur bakteriellen Luciferase (LuxA)
(Baldwin & Ziegler 1992) (um 20%) und werden deshalb in der LuxA-Familie

zusammengefasst .

Eine eigene Gruppe stellen auch der FizH2-Dehydrogenase Komplex (Fpo)
(Baumer et al. 1998), die Fazo-reduzierende Hydrogenase (Frh) (Alex et al. 1990) und
die F4x-abhangige Formiat-Dehydrogenase (Frd) (Schauer et al. 1986) aus
methanogenen Archaea dar, deren F4p-bindende FAD-haltige Untereinheit FpoF,
FrhB bzw. FrdB sequenzverwandt sind (Warkentin et al. 2001). Alle Ubrigen F420-
abhangigen Enzyme sind nicht untereinander sequenzverwandt (Tabelle 1, Seite 7).
Das gilt flr F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) aus Archaea und Bacteria (Yamazaki
et al. 1980; Eirich & Dugger 1984; de Wit & Eker 1987; Eker et al. 1989; Kunow et al.
1993b; Heiss et al. 2002), fur F4-abhangige Methylentetrahydromethanopterin-
Dehydrogenase (Mtd) aus methanogenen Archaea (Klein & Thauer 1995), fir
Coenzym F3g90-Synthetase (FtsA) aus Methanothermobacter (Vermeij et al. 1996) und
V-F420-2:0-L-Glutamat-Ligase (CofF) aus Methanococcus (Li et al. 2003).

Eine Sonderstellung nimmt die 8-HDF-Photolyase (Phr) aus Anacystis,
Methanothermobacter und Halobacterium ein (Kiener et al. 1989; Takao et al. 1989;
Tamada et al. 1997), die FO anstelle von F4y0 enthalten, wahrend fur alle Ubrigen der
in Tabelle 1 aufgefuhrten Enzyme F450 ein Coenzym oder Substrat ist. FO ist ein F420-

Derivat ohne die Phosphat-enthaltende Seitengruppe (Abbildung 1, Seite 5).

Die hochste Konzentration an F420 kommt in methanogenen Archaea vor. Das

sind strikt anaerobe Mikroorganismen, die auf H, und CO,, Formiat, Acetat,
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Methanol, Methylaminen oder Alkoholen und CO, unter Bildung von Methan (CHy)

wachsen.

Tabelle 1: Verwandtschaft einzelner Coenzym F4y-abhangiger Enzyme . Mer, Adf, Fgd, Npdl,
NpdC und LmbY sind untereinander sequenzahnlich und zeigen Sequenzverwandtschaft zur LuxA-
Familie. F4y0-bindende Untereinheiten FpoF, FrhB und FrdB zeigen untereinander sehr geringe
Sequenzverwandschaft, doch kénnten sogenannte "Cluster” von konservierten Aminosauren in der
Primarstruktur auf eine gemeinsame Bindestelle hindeuten. Alle anderen Enzyme zeigen
untereinander keine Sequenzverwandtschaft. Dies gilt fur Fno, Mtd, FprA, FtsA, CofF und Phr.
Enzyme, die nicht zur Klasse der Oxidoreduktasen gehoren, sind grau unterlegt.

F430-abhéingige Enzyme Abkiirzung Sequenz- Kristallstrukturen

identitit?
Methylentetrahydro- Mer 100 %" Mer aus Methanothermobacter
methanopterin-Reduktase marburgensis und aus Methano-

pyrus kandleri', jeweils ohne
F420 gebunden

Alkohol-Dehydrogenase Adf 21 % -

Glukose-6-Phosphat- Fed 19 % -

Dehydrogenase

Picrinsiure-Reduktase Npdl 23 % -

Hydrid-Transferase I NpdC 16 % -

Oxidoreduktase LmbY 20 % -

F420H,-Dehydrogenase FpoF 100 %° -

Komplex

Hydrogenase FrhB 14 % -

Formiat-Dehydrogenase FrdB 12 % -

F40H,:NADP Fno - Fno aus Archaeoglobus fulgia’us2
Oxidoreduktase mit gebundenen NADP und Fy;
Methylentetrahydromethan- Mtd - Mtd aus Methanopyrus kandleri®
opterin-Dehydrogenase ohne F4;¢ gebunden
F40H>-Oxidase FprA - -

Coenzym F39o-Synthetase FtsA - -

v-Fa20-2:0-L-Glutamat- CofF - -

Ligase Phr aus Anacystis nidulans® mit
8-HDF-Photolyase Phr gebundenem FAD und FO

?bezogen auf die gesamte Primarstruktur, ® Mer aus Methanothermobacter marburgensis, ° FpoF aus
Methanosarcina mazei.
! Shima et al, 2000; > Warkentin et al, 2001; * Hagemeier et al, 2003; * Tamada et al, 1997.
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Abbildung 2 zeigt eine Ubersicht der Fsx-abhangigen Reduktions- und

Oxidations-Reaktionen und der sie katalysierenden Enzyme im Stoffwechsel dieser

Organismen.
H, Frh Mtd Methenyl-H,MPT
Formiat Frd Mer . Methylen-HMPT
F40/F40H
2-Propanol Adf, 120754205 Fpo ,, Methanophenazin
NAD(P)H Fno, Fpra, O,

Abbildung 2: F4, reduzierende und oxidierende Reaktionen. Zur Reduktion von F;,, dienen H,,
Formiat, 2-Propanol und NAD(P)H. Frh, F,y0-abhangige Hydrogenase; Frd, Fsy-abhéngige Formiat-
Dehydrogenase; Adf, F4-abhangige Alkohol-Dehydrogenase; Fno, F40H2:NAD(P) Oxidoreduktase.
Methenyl-HsMPT, Methylen-H;MPT, Methanophenazin und O, sind Elektronenakzeptoren, die an der
Oxidation von F,x0H, beteiligt sind. H,MPT, Tertrahydromethanopterin; FprA, F,;0-abhangige Oxidase;
Mtd, Methylen-H;MPT-Dehydrogenase; Mer, Fj-abhéngige Methylen-H,MPT-Reduktase; Fpo,
F420H2-Dehydrogenase Komplex.

Von den acht aufgefuhrten Oxidoreduktasen wurden bisher drei bezlglich
ihrer Kristallstruktur untersucht, Fio-abhangige Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Mer) (Shima et al. 2000), F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) (Warkentin
et al. 2001) und F4yp-abhangige Methylentetrahydromethanopterin-Dehydrogenase
(Mtd) (Hagemeier et al. 2003), die alle drei untereinander nicht verwandt sind. Nur im

Falle von Fno gelang es bisher, eine Struktur mit F420 gebunden aufzuklaren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine solche Struktur auch fir Mer zu
erhalten, um unter anderem herauszufinden, warum alle Fsx-abhangigen
Oxidoreduktasen Si-Seiten-spezifisch bezlglich C5 des 5’Deazaflavins sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Ansatze fur die Aufklarung der
Coenzymbindestelle in Mer verfolgt. Zum einen wurde versucht, die Kristallstruktur

der Fso-abhangigen Alkohol-Deyhdrogenase (Adf) aus  Methanoculleus
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thermophilicus zu ermitteln, da dieses Enzym nach Reinigung F42 gebunden enthalt
und mit Mer sequenzverwandt ist. Zum anderen wurde versucht, eine Kristallstruktur
von Mer mit F4 gebunden aus Methanosarcina barkeri (Wachstums-
temperaturoptimum von 37 °C) zu erhalten, in der Hoffung, dass das Enzym aus dem
mesophilen Organsimus bei der Kristallisationstemperatur Coenzym Fay besser
bindet als die bisher untersuchten Enzyme aus den thermophilen Organismen
Methanothermobacter = marburgensis  und Methanopyrus  kandleri, die

Wachstumstemperaturoptima von 65 °C bzw. 95 °C haben.

Im Folgenden wird zusammengefasst, was Uber die Funktion und die Struktur

von Adf und von Mer bekannt ist.

Fs20-abhdngige Alkohol-Deyhdrogenase (Adf) kann keiner bisher
bekannten Alkohol-Deyhdrogenase-Gruppe zugeordnet werden und bendtigt kein
Zink fUr ihre katalytische Aktivitat. F420-abhangige Alkohol-Dehydrogenase wurde in
friheren Arbeiten aus Methanoculleus thermophilicus und Methanofollis liminatans
gereinigt und enzymkinetisch charakterisiert (Widdel & Wolfe 1989; Bleicher & Winter
1991). Adf katalysiert den Hydridtransfer von 2-Propanol stereoselektiv in die pro-S-
Position am C5 von F40H; (Klein et al. 1996) (Abbildung 3).

Adf

S

Abb. 3: Reaktion der Fj-abhédngigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf). F;, Coenzym F,yo; Adf
katalysiert den stereospezifischen Hydrid-Transfer von 2-Propanol in die pro-S-Position am C5 von
Fa20H2.
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Weitere sekundare Alkohole wie 2-Butanol und 2-Pentanol werden von Adf mit
verminderter Geschwindigkeit oxidiert und Ketone, wie Aceton, 2-Butanon und
Cyclopentanon, reduziert. Dagegen kénnen primare Alkohole, Di- oder Polyole,
Benzyl-Alkohole und sekundare Alkohole mit mehr als funf Kohlenstoffen nicht
umgesetzt werden (Bleicher & Winter 1991). Adf liegt physiologisch als Homodimer
vor und besteht nur aus einer Art von Untereinheit, mit einer errechneten
molekularen Masse von 37,2 kDa. Das flr das Enzym kodierende adf~-Gen wurde
kloniert und heterolog exprimiert, war aber unléslich und inaktiv (Berk 1999). Die
Gensequenz konnte Adf dennoch zugewiesen werden, da ein kleiner Anteil an
heterolog exprimiertem Enzym I6slich war und hohe Aktivitat besalR. Die abgeleitete
Aminosauresequenz wurde in Proteinsequenz-Datenbanken mit anderen Enzymen
verglichen und somit wurde eine Verwandtschaft zur Reduktase Mer und zur LuxA-
Familie erkannt. Aufgrund der Bildung von ‘inclusion-bodies” bei heterologer
Produktion musste Adf fur die vorliegenden Untersuchungen aus Methanoculleus
thermophilicus gereinigt werden.

Fa20-abhangige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer)
katalysiert die Reduktion von Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-HsMPT)
mit F420H2 zu Methyltetrahydromethanopterin und F429, einem essentiellen Schritt der
Methanogenese (Abbildung 4, Seite 11). In diesem intermediaren Schritt der CO»-
Reduktion zu CH4 wird die an das Coenzym Tetrahydromethanopterin gebundene
C1-Einheit von der Methylen- zur Methyl-Stufe reduziert. Die Kernstruktur dieses
methanogenen C1-Carriers wird von einem Tetrahydropterin-Ringsystem gebildet, an
dem ein Arylamin Uber eine Methylengruppe gebunden ist. An diese gekoppelt ist ein
Ribitol, ein Ribose-5-Phosphat und ein Hydroxyglutarat. Fs20-abhé@ngige Methylen-
tetrahydromethanopterin-Reduktasen konnten sowohl in methanogenen als auch in
Sulfat-reduzierenden Archaea nachgewiesen werden und wurden umfassend
charakterisiert (Ma & Thauer 1990a; Ma & Thauer 1990b; Ma & Thauer 1990c; te
Brommelstroet et al. 1990; Ma et al. 1991). Zusatzliche Bedeutung hat Mer in der
autotrophen CO.-Fixierung, welche in Archaea Uber den modifizierten Acetyl-CoA-
Weg (Ljungdahl-Wood-Weg) erfolgt, sowie der Methylgruppen-Oxidation bei
Wachstum auf Methylgruppen-haltigen Substraten (Schmitz et al. 1991; Vorholt et al.
1995; Vorholt et al. 1997).
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Abbildung 4: Reaktion der F,-abhdngigen Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer).
F420, Coenzym Fg4z0; H4sMPT, Tetrahydromethanopterin. Mer katalysiert die Reduktion von NP N'O-
Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-H;MPT) mit F4,0H, zu N°-Methyltetrahydromethanopterin
(Methyl-H;MPT).

Das Enzym kommt im Zytoplasma vor und besteht nur aus einem Typ Untereinheit,
die eine apparente molekulare Masse zwischen 35 und 40 kDa zeigt. Reduktase Mer
besitzt keine prosthetische Gruppe und kinetische Daten deuten auf einen ternaren

Komplex-Mechanismus wahrend der Reaktion hin.

Bislang wurden die Kristallstrukturen aus Methanothermobacter marburgensis
und Methanopyrus kandleri, einem thermophilen und einem hyperthermophilen
Archaeon, aufgeklart (Shima et al. 2000). Die Monomere zeigen eine “TIM-Barrel’
(Triose-Phosphat-lsomerase) Tertiarstruktur, welche als (a/B)s bezeichnete
Konfiguration eine alternierende Abfolge von je acht a-Helices und acht (-
Faltblattstrukturen darstellt (Banner et al. 1975). Die Tertiarstruktur weist,
abweichend von der Grundstruktur des TIM-Barrels, drei Domanen mit zuséatzlichen
Sekundarstrukturelementen auf, die als Insertions-Regionen 1 bis 3 bezeichnet
werden. Insertions-Regionen 1 und 2 bilden die Kontaktstelle fir die
Multimerisierung. Den Insertions-Regionen 2 und 3, welche zusammen mit dem C-
Terminus eine spaltféormige Tasche begrenzen, wurde eine Rolle in der

Substratbindung zugesprochen. Die Faltung der Mer-Monomere zeigt Ahnlichkeit zur
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Tertiarstruktur der NADP-abhangigen Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MetF) aus
Escherichia coli, obwohl beide Enzyme keine signifikante Sequenzidentitat

miteinander aufweisen (Guenther et al. 1999) (Abbildung 5).

Abbildung 5: Tertiarstrukturen der Fyp-abhdngigen Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Mer) aus Methanopyrus kandleri (Shima et al. 2000) (A) und der
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MetF) aus Escherichia coli mit gebundenem FAD
(Guenther et al. 1999) (B). Das Monomer zeigt eine "TIM-Barrel” (Triose-Phosphat-lsomerase)
Tertiarstruktur, welche als (a/B)s bezeichnete Konfiguration eine alternierende Abfolge von je acht o-
Helices (blau) und acht p-Faltblattstrukturen (rot) darstellt. Die aus der MetF-Kristallstruktur bekannte
Bindestelle von FAD, der prosthetischen Gruppe in MetF, wurde flr eine Vorhersage der unbekannten

F420 Bindestelle in Mer genutzt.

MetF katalysiert eine zu Reduktase Mer analoge Reaktion, die Reduktion von
Methylentetrahydrofolat mit NAD(P)H zu N°-Methyltetrahydrofolat und NAD(P)*
(Wohlfarth & Diekert 1991; Sheppard et al. 1999). Die aus der MetF-Kristallstruktur
bekannte Bindestelle von FAD, der prosthetischen Gruppe in MetF, wurde flir eine

Vorhersage der unbekannten F4z0 Bindestelle in Mer genutzt (Shima et al. 2000).

In der Nahe der postulierten Coenzym-Bindestelle wurde eine nicht-Prolin-cis-
Peptidbindung gefunden, welche in Proteinen sehr selten vorkommt (Abbildung 6,
Seite 13). In Proteinstrukturen herrscht die trans-Peptidbindung vor, da cis-
Peptidbindungen unweigerlich zu einer sterischen Abstolung der Seitenreste von

Aminosauren und somit zu einer Destabilisierung der Faltung des Proteins flhren.
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Relativ haufig kommen sie aber in Peptidbindungen vor, in welchen die Iminosaure
Prolin beteiligt ist. Wie aus Statistiken hervorgeht, erlaubt die Natur nicht-Prolin-cis-
Peptidbindungen oft in funktionell wichtigen Regionen von Proteinen (Jabs et al.
1999).

%, H Q H‘cfﬁﬁ
N So-N7
— ke ot “H
e —
RF'P ‘H RTH‘;I l{ ‘I;_I
CLS trans

Abbildung 6: Eine nicht-Prolin-cis-Peptidbindung im Vergleich mit einer trans-Peptidbindung.
Die seltene cis-Peptidbindung verbindet Glycin und Isoleucin oder Valin in Reduktase Mer. Nicht-
Prolin-cis Peptidbindungen sind im Vergleich mit einer frans-Peptidbindung energetisch ungunstiger

und wirken destabilisierend auf die Faltung eines Proteins.

Um die Bindestelle von F4y in Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase zu
ermitteln, wurde gereinigtes Enzym aus den oben genannten thermophilen Archaea
mit Substraten kokristallisiert, doch fuhrten diese Ansatze zu Kristallen, in welchen
kein Coenzym enthalten war (Shima et al. 2000) oder zu Kristallen, deren Datensatze

nicht auszuwerten waren.
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]| Material und Methoden

1. Material

Chemikalien und Biochemikalien. Die Crystal-Screen-Kits 1 und 2 wurden
von Hampton Research (Aliso Viejo, CA/USA) geliefert. Die Coenzyme F4 und
5,6,7,8-Tetrahydromethanopterin  (H4MPT) wurden aus Methanothermobacter
marburgensis (DSMZ 2133) isoliert (Schonheit et al. 1980; Breitung et al. 1992) und
freundlicherweise von Herrn Reinhard Boécher und Frau Johanna Moll (MPI, Marburg)

zur weiteren Reinigung zur Verfugung gestellt.

Schweratomverbindungen. Folgende Verbindungen wurden fir die Herstellung von
Schweratomderivaten der Proteinkristalle verwendet:

Tabelle 2: Schweratomverbindungen. Fir die Herstellung von Schweratomderivaten wurden die
Proteinkristalle in Reservoirldsung eingelegt. Dieser Losung wurden die Schweratomverbindungen in

Konzentrationen von 0,1-3 mM zugesetzt. Die Methode wird unter Punkt 4.2 beschrieben

Ethymercuriphosphat Hampton Research, (Aliso Viejo, CA/USA)
Ethylmercurithiosalicylat

(Thimerosal) Serva (Heidelberg)
Di-y-iodobis(en)diplatin(ll)nitrat (PIP) ABCR GmbH (Karlsruhe)

Hg(Ac), Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)
Hga(Ac), Anatrace, Inc. (Maumee, OH/USA)
KAu(lIhCl, Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)
KAuU(1)(CN), Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)
KoPtCly Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)
Mersalylsaure Sigma (Taufkirchen)
Methylmercuryacetat Hampton Research (Aliso Viejo, CA/USA)
Pt(Il)(terpy)chlorid Aldrich (Taufkirchen)

Trimethylbleiacetat Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)

Uranchlorid Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe)




MATERIAL UND METHODEN 15

Gase. Die verwendeten Gase N; (99,993%), H./CO. (80%/20%), N2/CO,

(90%/20%) wurden von der Firma Messer-Griesheim (DUsseldorf) bezogen.

FPLC Saulen und Saulenmaterialien. Die Enzyme wurden mit Hilfe
folgender FPLC-Saulen gereinigt: Phenyl Sepharose (HiLoad 26/10), Blue
Sepharose CL-6B, Resource Q, Superdex 200 HR 10/30, Hydroxyapatit. Das
Hydroxyapatit-Saulenmaterial stammt von der Firma BioRad (Mlnchen), alle anderen

Materialien von der Firma Amersham Biosciences (Freiburg).

Instrumente und Gerate. Arbeiten unter Sauerstoffausschluss wurden in
Anaerobenzelten von Coy (Michigan, USA) durchgefuhrt. In diesen wurde O
kontinuierlich an einem Palladium-Katalysator (BASF, Ludwigshafen) reduziert und
H2,O der Zeltatmosphare mittels Silica Gel Orange (Roth, Karlsruhe) entzogen. Das
FPLC-System stammt von Amersham Biosciences (Freiburg) und das HPLC-System
von Sykam (Furstenfeldbruck). Fur die Betrachtung von anaerob-gewachsenen
Proteinkristallen wurde ein Binokkular (Zeiss, Jena) mit Kameraaufsatz und Monitor

verwendet.

2. Kultivierung der verwendeten methanogenen Archaea

Methanoculleus thermophilicus (DSMZ 3915), Methanothermobacter
marburgensis (DSMZ 2133) und Methanosarcina barkeri (DSMZ 804) wurden
von der deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,

Braunschweig) bezogen.

Methanoculleus thermophilicus. Das Medium fir die Zellzucht von M.
thermophilicus ist in Tabelle 3 zusammengestellt (Medium 1) (Widdel 1986). Die in
Tabelle 3 (Seite 16) aufgefliihrten Medien wurden in Flaschen mit 2 | Volumen in der
Schleuse eines Anaerobenzelts entgast. In dem Zelt wurden Na,S - 9 H,O und L-
Cystein/HCI - H,O zugesetzt. Die mit Gummistopfen verschlossenen Flaschen
wurden mit einer Ho/COx-Atmosphére mit 0,3 bar Uberdruck begast und autoklaviert.
Nach dem Abkuhlen wurden die Medien mit 10 ml Vitaminlésung und anaerobisertem

2-Propanol versetzt.
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Medium 1

Komponente Menge Tabelle 3. Zusammensetzung des
Salzlésung 200 ml Mediums fiir die Kultivierung von
Spurenelementlésung | 10 ml Methanoculleus thermophilicus. Die
Spurenelementldsung I 1 ml Zusammensetzung der Salzlésung, der
Vitaminlsung 10 ml Spurenelementlésungen | und Il sowie
NaHCO; 5 g der Vitaminlosung ist in den Tabellen 4

und 5 aufgefihrt.

Na-Acetat - H,O 500 mg

L-Cystein/HCI - H,O 140 mg

Na,S - 9 H,O 280 mg

2-Propanol 2 mi

Die Komponenten wurden gelost, mit 10 M HCI auf

pH 7 eingestellt und mit H,0 auf 1 | aufgefullt

Tabelle 4. Zusammensetzung der Spurenelementlésungen. Die Lagerung der Losungen erfolgte
aerob bei —20 °C.

Spurenelementlésung | Spurenelementlésung Il
Komponente Menge Komponente Menge
Nitriloessigsaure 1500 mg Na;SeOs 5 H,0 30 mg
pH mit KOH auf 6,5 einstellen Na,WO, ' 2 H,O 100 mg
MnSO, " H,O 500 mg Na,MO, - 2 H,O 10 mg
H3BO; 10 mg ad 11H,0

FeSO, 7 H,O 150 mg

NiCl, - 6 H,O 25 mg

CuSO, 5 H,0 10 mg

CoCl, -6 H,O 200 mg

ZnS0O, " 7 H,0O 100 mg

AICI; - 6 H,O 10 mg

ad 11H,0

Kulturen von M. thermophilicus konnten wegen der auftretenden Scherkrafte nicht
schittelnd  inkubiert werden. Daher enthielten die KulturgefaRe einen
Magnetrihrstab, der eine stehende Inkubation auf einem Magnetrihrer ermdglichte.
Die Ruhrgeschwindigkeit wurde so eingestellt, dass sich keine Gasblasen bildeten.
M. thermophilicus wurde bei 55 °C unter H,/CO, (1 bar Uberdruck) in Medium 1 fir
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11 Tage kultiviert. In dieser Zeit wurde verbrauchtes H,/CO, taglich nachgeflhrt. Am
7. Inkubationstag wurden 3 ml 2-Propanol (100% v/v) zugesetzt (Endkonzentration
0,5% v/v). Um die Verstoffwechselung von 2-Propanol zu induzieren, wurde die
Gasphase gegen N,/CO, ausgetauscht und nachfolgend auf eine weitere Begasung
mit Ho/CO, verzichtet.

Tabelle 5. Zusammensetzung der Salz- und Vitaminlésung. Die Salzlésung wurde bei 4 °C aerob
gelagert. Die Vitaminldsung wurde fiir 12 Stunden in einem Anaerobenzelt gerlhrt, anschliessend

sterilfiltriert und bei —20 °C anaerob unter einer N,-Atmosphare (0,5 bar) gelagert.

Salzlésung Vitaminlosung
Komponente Menge Komponente Menge
NH,CI 249 Biotin 2 mg
NaH,PO, - H,O 0,35 g Folsaure 2 mg
Na,HPO, ' 2 H,O 0,45 g Pyridoxin-HCI 10 mg
NaCl 59 Thiamin-HCI 5 mg
CaCl, - 2 H,O 054g Riboflavin 5 mg
KCI 25 ¢ Nicotinsaure 5 mg
MgSQO, ' 7 H,O 24 D,L-Calcium-Panthotenat 5 mg
0,2% (w / v) Resazurin 0,5 ml Hydroxycobalamin (B12) 0,1 mg
ad 11H,0 p-Aminobenzoesaure 5 mg
Liponséaure 5 mg
ad 11H,0

Methanothermobacter marburgensis. Kulturen von M. marburgensis
wurden unter strikt anaeroben Bedingungen auf einem Mineralsalzmedium (Medium
2 in Tabelle 6, Seite 18) mit einem Gasgemisch aus 80% H»/20% CO, als Energie-
und Kohlenstoffquelle kultiviert (Schénheit et al. 1980). Die Kulturen wurden in
Glasfermentern (New Brunswick, Michigan) mit einem Gesamtvolumen von 14 | in
101 Medium bei 65 °C gezogen. Die Gasflussrate betrug 1000 ml/min. Dem
Gasgemisch wurde als Reduktionsmittel und Schwefelquelle 0,1% H,S zugesetzt.
Das Medium wurde mit 1200 Upm geruhrt. Nach ca. 1 h, in der das Medium durch
das Begasen mit 80% H2/20% CO,/0,1% H,S bei 65 °C anaerobisiert wurde, wurde
der Fermenter auf eine optische Dichte von ungefahr AODs7g = 0,5 mit einer frischen,

in der spat-exponentiellen Phase geernteten Vorkultur inokuliert. Nach Erreichen
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einer AODs75 von 4,5 — 5 wurden die Kulturen innerhalb von 20 min auf ca. 10 °C
abgekuhlt und anschlieflend mit Hilfe einer Durchflusszentrifuge (Hettich, Contrifuge
17 RS) geerntet.

Tabelle 6. Zusammensetzung des Mediums fiir Methanothermobacter marburgensis. Das
Medium wurde aerob angesetzt und durch Begasen mit 80% H,/20% CO,/0,1% H,S bei 65 °C

anaerobisiert.

Medium 2 Spurenelementlésung
Komponente Menge Komponente Menge
NH,CI 27,5 g Nitriloessigsaure 30 g
NaH,PO, - H,O 90 g H-0 29
Na,CO3 33 g pH mit KOH auf 6,5 einstellen 10 g
0,2% (w/v) Resazurin 0,5 ml MgCl, - 6 H,O 40 g
Spurenelementlésung 10 ml FeCl, 4 H,O 10 g
ad 10 | H,O CoCl, 6 H,O 02 g
NaMoQ, - 2 H,O 02 g
NiCl, - 6 H,O 12 g
ad 11H,0

Methanosarcina barkeri. Das Medium (Medium 3 in Tabelle 7, Seite 19)
wurde unter aeroben Bedingungen hergestellt, dann in der Schleuse eines
Anaerobenzeltes entgast und schlieBlich unter 95% N2/5% Hy-Atmosphare mit
Cystein (140 mg/l) und Na,S - 9 H,0 (280 mg/l) als Reduktionsmittel versetzt. Nach
dem Ausschleusen der Flaschen (verschlossen mit Gummistopfen und
Schraubdeckel-Verschlusskappen) wurde die Gasphase gegen 100% N
ausgetauscht und das Medium durch Autoklavieren sterilisiert. Das Medium wurde
mit 5% einer Vorkultur von M. barkeri angeimpft, die sich noch in der exponentiellen
Phase befand. Darauf erfolgte die Inkubation im Dunkeln. Die Kultivierung von M.
barkeri, Stamm Fusaro, mit Methanol (250 mM) als Energiesubstrat erfolgte bei 37
°C nach den Angaben von Karrasch et al. 1989. Die Zellen wurden in 2 I-
Glasflaschen (Schott, Mainz), die 1 | Medium enthielten, oder in 10 |-Glasflaschen,
die 10 | Medium enthielten, gezogen. Die Zellernte erfolgte in der spat-exponentiellen
Phase unter strikt anaeroben Bedingungen bei 4 °C mit einer Durchflusszentrifuge
bei 15000 Upm. Die geernteten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung unter
0,5 bar Uberdruck H; bei —20 °C aufbewahrt.
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Tabelle 7. Zusammensetzung des Mediums fiir Methanosarcina barkeri. Die Spurenelement-
Zusammensetzung fir Medium 3 ist angegeben. Die Vitaminlésung entspricht den Angaben von
Tabelle 5, Seite 17.

Medium 3 Spurenelementlésung

Komponente Menge Komponente Menge
Imidazol 279 Titriplex | 15 @
NaH,PO, - H,O 0,07 g in 500 ml H,O lésen

Na,HPO, ' 2 H,O 0,09 g pH mit HCI auf 6,5 eingestellt

In 0,51 H,0 I6sen, MnSO, 05 49
pH mit HCI auf 6,5 einstellen FeSO, 7 H,O 0149
CaCl, 2 H,O 0,25 g CoCl, - 6 H,O 01 g
MgCl; - 6 H,0O 049 ZnS0O, 7 H,O 01 g
NH,4CI 0,59 CuSO, 5H,0 0,01 g
KCI 049 AICI; - 6 H,O 0,01 g
NaCl 2049 H3BO; 0,01 g
Spurenelementlésung 10 ml Na,MoO, ' 2 H,O 0,01 g
Vitaminlésung 10 ml NiCl, - 6 H,O 0,03 g
0,2% (w/v) Resazurin 0,2 ml NaHSeO; 0,015 g
Methanol 10 ml pH mit KOH auf 7,0 einstellen

ad 11H,0 ad 11H0

nach Anaerobisieren zugeben:

L-Cystein-HCI 0,14 g

Na,S - 9 H,0 028 g

3. Reinigung der untersuchten F4-abhangigen Enzyme

3.1 Reinigung und Analyse von Adf und Mer

Herstellung von Zellextrakten. Die Zellen aus den Kulturen der Archaea
wurden anaerob in verschlieBbaren 500 ml Polycarbonat-Zentrifugenbechern
(Nalgene, Rochester, NJ/USA) bei 4000 x g flr 30 min bei 4 °C abzentrifugiert und in
50 mM Bis-Tris/HCI, pH 5,8 (M. thermophilicus) bzw. in 50 mM Tris/HCI, pH 7,6
(M. marburgensis und M. barkeri) aufgenommen. Der Zellaufschluf® erfolgte unter
anaeroben Bedingungen bei einem Druck von 120 Mpa mit Hilfe einer French-
Pressure-Zelle (American Instruments Company, Silver Spring, MD/USA). Nach

funfmaliger Passage wurden die auf diese Weise aufgeschlossenen Zellen in einem
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Aaerobenzelt in 5 ml Polycarbonat-Zentrifugenrohrchen tGberfihrt und bei 27000 x g
(30 min) zentrifugiert, um noch intakte Zellen und Zelltrimmer abzutrennen. Der
Uberstand, im Folgenden als Zellextrakt bezeichnet, wurde in anaerobe

Serumflaschen gefullt, um daraus im direkten Anschlul® das Enzym zu reinigen.

Reinigung der Fj-abhangigen Alkohol-Deyhdrogenase. Fur die
Reinigung wurden alle verwendeten Puffer mit 15 mM Mercaptoethanol versetzt. Die
Fs20-abhangige Alkohol-Dehydrogenase wurde unter anaeroben Bedingungen aus
1,5-2 g Feuchtzellen (3 | Kulturmedium, AODs75=0,2) gereinigt. Nach der
Zentrifugation (30 min, 4 °C, 4000 x g) wurden die Zellen in 18 ml 50 mM Bis-
Tris/HCI-Puffer, pH 5,8 aufgenommen. Der Zellaufschlul} erfolgte wie beschrieben.
Um Membrananteile abzutrennen, wurde der Zellextrakt nachfolgend fur eine Stunde
bei 130000 x g zentrifugiert. Der Ultrazentrifugationsuberstand wurde in der
Anaerobenkammer tropfenweise mit gesattigter (NH4).SO4-Losung (in 50 mM
Tris/HCI, pH 7,6) versetzt und unter stdndigem Ruhren eine Endkonzentration von
60% (bezogen auf eine gesattigte (NH4).SO4-Losung) eingestellt. Nach 30 mindtigem
Ruhren wurde prazipitiertes Protein durch Zentrifugation (30 min) bei 27000 x g
entfernt. Der erhaltene Uberstand wurde auf eine mit 2 M (NH;).SO, in 50 mM
Tris/HCI, pH 7,6 aquilibrierte Phenyl-Sepharose-Saule (HiLoad 26/10) aufgetragen.
Die S&ule wurde mit 50 ml des Aquilibrierungspuffers gewaschen und gebundenes
Protein durch einen fallenden (NH4),SO4-Gradienten (in 50 mM Tris/HCI, pH 7,6; 2 M
bis 0 M in 200 ml) eluiert. Es wurden Fraktionen von je 8 ml gesammelt. Die
Hauptaktivitat der Fs0-abhangigen Alkohol-Deyhdrogenase eluierte in 5 Fraktionen
bei einer (NH4),SO4-Konzentration zwischen 1 M und 0,7 M. Diese Fraktionen
wurden vereinigt und durch Ultrafiltration (30 kDa-Membran) unter Verwendung einer

Amicon und einer Centricon ankonzentriert.

Stabilisierung der F4-abhangigen Alkohol-Deyhdrogenase. Da gereinigte
Alkohol-Dehydrogenase (12 mg/ml), bei =20 °C oder 4 °C, aerob oder anaerob in 10
mM MOPS, pH 7 gelagert, Prazipitationen aufwies, gebundenes F4y, freisetzte (lUber
ESI-MALDI-Analyse zusammen mit Dr. Steinbach analysiert) und einen hohen
Aktivitatsverlust zeigte, wurden unterschiedliche Puffer flur die Lagerung des Enzyms
getestet (Bleicher & Winter 1991): (1a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7, 200 mM
Na;S04, 10 mM 2-Propanol; (2a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7; 200 mM Na,SOy;
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(3a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7; (4a) 50 mM Tris, pH 7,6; 400 mM (NH4)2SOy4, 10
mM 2-Propanol; (5a) 50 mM Tris, pH 7,6; 400 mM (NH,4).SOg4; (6a) 10 mM MOPS, pH
7, 200 mM NaCl, 10 mM 2-Propanol; (7a) 10 mM MOPS, pH 7, 200 mM NacCl; (8a)
100 mM Succinat, pH 4, 3 M NaCl, 10 mM 2-Propanol; (9a) 100 mM Succinat, pH 4,
3 M NaCl. Parallel wurde jeder Puffer mit einem Zusatz an 15 mM Mercaptoethanol
angesetzt. Puffer 1b (Puffer 1a mit Mercaptoethanol) ewies sich als stabilisierend, da
in ihm geldstes Enzym, im Vergleich zu den anderen Puffern, den geringsten Verlust
an spezischer Aktivitat verzeichnen konnte. Prazipitatbildung wurde durch den
stabilisierenden Effekt ebenfalls verhindert. Daraufhin wurde die Alkohol-
Deyhdrogenase nach jeder Reinigung mit Puffer 1b gewaschen, auf 12 mg/ml
ankonzentriert und bis zur weiteren Verwendung, bei 4 °C bis zu 10 Tagen, anearob

gelagert.

Reinigung der Fjp-abhangigen Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase. Das Enzym wurde unter anaeroben Bedingungen aus 8,5 ¢
Feuchtzellen gereinigt. Die bei —20 °C gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut
und in 30 ml 50 mM Tris/HCI, pH 7,7 mit einem Magnetrihrstab auf einem
Magnetrihrer fir 30 min resuspendiert. Der Zellaufschlufd erfolgte wie beschrieben.
Um Membranteile abzutrennen wurde der Zellextrakt fir 30 min bei 130000 x g
zentrifugiert. Der Ultrazentrifugationsiberstand wurde anschlielend filtriert
(Porengrofle 0,45 um). Das Filtrat wurde auf eine mit 50 mM Tris/HCI, pH 7,6
gewaschene Blue-Sepharose CIl-6B-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit 120 ml
des Aquilibrierungspuffers gewaschen. Das Protein wurde durch einen steigenden
KCI-Stufen-Gradienten (in 50 mM Tris/HCI, pH 7,6) eluiert: 0,2 M KCI 120 ml, 0,4 M
KCI 120 ml, 0,6 M KCI 120 ml, 0,8 M KCI 120 ml, 1,0 M und 2,0 M KCI 120 ml. Es
wurden Fraktionen von je 8 ml gesammelt. Die Hauptaktivitat der Fszp-abhangigen
Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase eluierte bei einer Konzentration von
0,6 M KCI. Vereinigte Fraktionen wurden mit Hilfe einer Amicon-Ruhrzelle
ankonzentriert und mit 50 mM Tris/HCI, pH 7,6 gewaschen. Da sich wahrend dieses
Prozesses weilles Prazipitat bildete, wurde das Konzentrat haufig filtriert
(PorengrofRe 0,45 pm), um ein Verstopfen der nachfolgenden Saule zu verhindern.
Da das Filtrieren bei jedem Ankonzentrieren des Enzyms notwendig war, ging ein
grof3er Anteil an Reduktase Mer verlohren. Das Filtrat wurde auf eine mit 50 mM

Tris/HCI, pH 7,6 gewaschene Resource Q-Saule aufgetragen. Das Enzym wurde
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durch einen steigenden KCI-Gradienten (in 50 mM Tris/HCI, pH 7,6; 0 M bis 0,5 M in
200 ml) von der Saule gewaschen. Es wurden Fraktionen von je 4 ml gesammelt. Die
Reduktase Mer-Aktivitat eluierte in 8 Fraktionen von 0,1 — 0,2 M KCI. Diese wurden
ankonzentriert und mit 30 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 6 gewaschen. Das
Konzentrat wurde auf eine mit 30 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 6 gewaschene
Hydroxyapatit-Saule aufgetragen. Die Saule wurde mit 30 ml des
Aquilibrierungspuffers gewaschen. Das Protein wurde durch einen steigenden
Kaliumphosphat-Gradienten eluiert (30 bis 500 mM Kaliumphosphat, 200 ml ). Es
wurden Fraktionen von je 4 ml gesammelt. Gereinigtes Enzym eluierte bei 500 mM
Kaliumphosphat in 4 Fraktionen. Die Reinigung von Reduktase Mer aus M. barkeri
mit Hilfe einer Superdex 200-Saule war nicht moglich, da das Enzym mit weiteren

Verunreinigungen aggregierte und die Saule diese nicht zu trennen vermochte.

Protein-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen. Zur
Bestimmung der Expression von Enzymen und zur Reinheitskontrolle von
Enzympraparationen wurde das Prinzip der denaturierenden Gelelektrophorese
eingesetzt (Laemmli 1970). Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in einer BioRad-Elektrophorese-Apparatur
(MiniProtean Il, Biorad, Minchen) durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der 13%igen

Gele ist in Tabelle 8 aufgefuhrt.

Tabelle 8. Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Lésung Trenngel (12,8%ig) Sammelgel (7,9%ig)
1,5 M Tris/HCI pH, 8,8 4,5 ml -

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8, 1% SDS - 1,2

Destilliertes Wasser 2,8 ml 4,3 ml
Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1) (40%ig) 3,5 ml 1,4 ml

TEMED (100%ig) 7,5 pl 5

APS (10%ig) 30 yl 60 pl

3.2 Bestimmung von Enzymaktivitaten und Proteingehalt

Bestimmung von Enzymaktivititen. Photometrische Tests wurden in
Klvetten (1 cm Schichtdicke; 1,5 ml Volumen) mit einem Hitachi-Spektralphotometer

U-1000 (Hitachi, Tokio, Japan) durchgefuhrt. Die Kuvetten wurden mit Butylstopfen
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verschlossen und durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit N, (150 kPa)
anaerobisiert. Die Testkomponenten wurden als anaerobe Losungen mit Hilfe von
Unimetrics-Mikroliterspritzen (Macharey-Nagel, Duren) zugegeben. Ein Unit

Enzymaktivitat entspricht 1 umol umgesetztem Substrat pro min.

F420-abhdngige Alkohol-Dehydrogenase. Der Assay wurde bei 40 °C in
700 yl 120 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0 durchgeflhrt. Der Ansatz enthielt
30 UM F420 und 130 mM 2-Propanol. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12-50 ug
Zellextrakt oder 0,5-10 ug gereinigtem Enzym gestartet. Die Abnahme der Extinktion
wurde bei 401 nm verfolgt (€401 von Fazo = 25,9 mM'ecm™) (DiMarco et al. 1990).

F420-abhdngige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Der Assay
wurde bei 55 °C in 700 yl 50 mM Tris/HCI-Puffer, pH 7,6 durchgefihrt (Ma & Thauer
1990). Der Ansatz enthielt 16 uM F42. Um das Coenzym zu reduzieren, wurde
NayS,04 bis zu einer Konzentration von 1,7 mM hinzugegeben und 5 min gewartet.
Die Reduktion von F40 wurde bei 420 nm Wellenlange verfolgt. Danach reagierte
HsMPT (14,2 uM) bei einer Konzentration von 15,4 mM Formaldehyd zu Methylen-
H4sMPT. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12-50 ug Zellextrakt oder von 0,5-
10 ug gereinigtem Enzym gestartet. Die F40H2-Oxidation wurde bei 401 nm verfolgt.

Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Die Proteinkonzentration wurde
mit der Methode nach Bradford (Bradford 1976) unter Verwendung einer kommerziell
erhaltlichen Reagenzlésung (Biorad, Minchen) bestimmt. Als Proteinstandard diente

Rinderserumalbumin.

3.3 HPLC-Reinigung von F420 und Methylentetrahydromethanopterin

Reinigung von Methylentetrahydromethanopterin. Um Methylen-HsMPT
herzustellen, wurden 20 ul 600 mM Formaldehyd in 120 mM Kaliumphosphatpuffer,
pH 6 zu 400 ul in 120 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6 geléstem H/MPT (5 mM)
zugegeben. Es wurden 50 — 90 pl von geléstem Methylen-H4sMPT auf eine Synergi
RP1 (Phenomex, Aschaffenburg) Umkehrphase-Saule (250 mm x 4,6 mm,
PartikelgroRe 4 ym) aufgetragen, die zuvor in 0,1% Formiat (pH 3) aquilibriert wurde.

Eluiert wurde mit 100% Methanol in einem linearen Gradienten (2,2% /min). Die
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Flussrate wurde auf 1 ml/min eingestellt. Vom Eluat wurde durch ein in das Gerat
integriertes Diodenarray-Photometer (S3210, Sykam, Furstenfeldbruck) ein UV/VIS-
Spektrum von 250 — 450 nm aufgenommen. Methylen-HsMPT wurde anhand seiner
peaks bei 220 nm, 250 nm und 287 nm identifiziert. Die Auswertung der Daten
erfolgte durch die Chromstar-Software (SCPA GmbH, Stuhr). Gereinigtes Methylen-
HsMPT wurde anschliefend lyophilisert und unter einer Ny-Gasatmosphare bei

-20 °C gelagert.

Reinigung von Fj. Lyophilisiertes Coenzym Fsz wurde unter anaeroben
Bedingungen in 120 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 6 gelost. Das Coenzym wurde
mit der zuvor fur Methylen-HsMPT beschriebenen Methode und Saule gereinigt. F42
wurde anhand seiner charakteristischen Absorption bei 420 nm Wellenlange

identifiziert.

4. Kiristallographische Methoden

4.1 Proteinkristallisation

Alkohol-Deyhdrogenase. Zunachst wurde gereinigte F4z0-abhangige Alkohol-
Dehydrogenase unter den zuvor ermittelten Bedingungen (2,7 M NaCl in 100 mM
Na-Citrat, pH 4,0) kristallisiert (Berk 1999). Dafur wurde das Enzym in 10 mM MOPS,
pH 7 gelést und eine Proteinkonzentration von 12 mg/ml eingestellt.
Kristallisationsexperimente wurden als Dampfdiffusionsexperimente (Davies & Segal
1971) nach der “hanging drop’-Methode angesetzt. Je 1 ml der Reservoirlésung
wurde in 24-Loch-Zellkulturplatten (Hampton Research, CA, USA) gegeben. Die
Proteinlésung wurde mit der Reservoirldsung auf zuvor silanisierten (2% Dichlor-
Dimehtylsilanlésung) Deckglaschen gemischt ( je 1 oder 2 yl) und auf die Kammer
mit Reservoirldsung aufgesetzt, wobei zur Abdichtung Basilon-Siliconpaste (Bayer
AG, Leverkusen) verwendet wurde. Die Kristallplatten wurden bei 4 °C gelagert.
Aufgrund der ungenltigenden Reproduzierbarkeit der entstandenen Kristalle wurden
die Bedingungen modifiziert. Stabilisierte Alkohol Dehydrogenase (siehe unter Punkt
3.1, Seite 20) wurde kurz vor der Kristallisation mit 10 mM MOPS pH 7, 15 mM
Mercaptoethanol gewaschen. Kristalle wurden unter neuen
Kristallisationsbedingungen (3,6 M NaCl, 1% Polyethylenglycol (PEG) 8000 in 100
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mM Na-Citrat, pH 4) regelmaldig reproduziert und flr die Aufnahme von nativen
Datensatzen oder die Praperation von Schweratomderivaten (siehe unter Punkt 4.2,

Seite 26) verwendet.

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase aus M. marburgensis.
Gereinigte Reduktase Mer aus M. marburgensis wurde in 10 mM MOPS pH7, 15 mM
Mercaptoethanol unter anaeroben Bedingungen geldst. Flr die Kokristallisation
wurde Coenzym F4 (n = 1,8 pmol) in 10 mM MOPS (pH 7), 1 mM NayS,04 mit
0,2 mg Fazo-abhéngiger Hydrogenase aus M. marburgensis unter Hy-Atmosphare (1
bar Uberdruck) bei 60 °C reduziert. Hydrogenase wurde von FiH, mittels einer
Centrikon (10 kDa AusschluRgréfRe) getrennt und das reduzierte FazoH:2 lyophilisiert.
Reduktase Mer (12 mg/ml) wurde mit FaoH2 (1 mM Endkonzentration) und
Methylentetrahydromethanopterin (1 mM Endkonzentration) vermischt. Die
Kristallisationsansatze wurden unter anaeroben Bedingungen bei einer Temperatur
von 8 °C in einem Anaerobenzelt vorbereitet und nach der “sitting drop’-Methode mit
Mikro-Bricken (Hampton Research, CA/USA) angesetzt. Fir die Suche nach
Kristallisationsbedingungen wurden die Crystal-Screen-Kits 1 und 2 (Jancarik & Kim
1991) verwendet. Kristalle, die nicht reproduzierbar waren, hatten eine
orthorhombische Morphologie und entstanden bei einer Reservoirldsung mit 30%
Polyethylenglycol 8000 in 0,1 M Na-Citrat, pH 5,6.

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase aus M. barkeri. Das Enzym
aus M. barkeri wurde vor der Kristallisation mit Coenzym F40 und Methylen-HsMPT
gemischt. Die Proteinkonzentration betrug 9 mg/ml, die der beiden Coenzyme je 1,5
mM. Die Kristallisationsexperimente wurden nach der "hanging drop’-Methode unter
anearoben Bedingungen bei 8 °C angesetzt und die Crystal-Screen-Kits 1 und 2
(Jancarik & Kim 1991) verwendet. Kristalle entstanden bei einem Ansatz mit einer
Reservoirlésung welche 20% Polyethylenglycol 4000 und 10% 2-Propanol in 0,1 M
Tris/HCI pH 8,5 enthielt.

4.2 Praparation von Schweratomderivaten

Schweratomderivate von Kristallen der Alkohol-Dehydrogenase. Fir die
Herstellung von Schweratomderivaten wurden die Proteinkristalle mit Hilfe einer auf

einer Stahlnadel mit Magnethalter montierten Faserschlinge (Cryoloop, Hampton
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Research, CA/USA) in eine Mikroschale mit Reservoirlésung transferiert. Dieser
Lésung wurden die Schweratomverbindungen in Konzentrationen von 0,1 mM bis
3 mM zugesetzt und die Kristalle darin fir 1 bis 24 Stunden inkubiert. Da manche
Verbindungen schwer lI6slich waren, konnte die tatsachliche Konzentration nicht
immer genau angegeben wurden. Da die Schweratomverbindungen haufig in
héheren Konzentrationen oder bei langerer Einwirkung zur Zerstérung der Kristalle
fuhren, missen in einem iterativen Prozess Bedingungen gefunden werden, die zu
einem Derivat flihren, das einerseits noch gute Beugungseigenschaften aufweist und
zum nativen Kristall isomorph ist, andererseits aber gut besetzte
Schweratompositionen besitzt. Die in diesem Zusammenhang verwendeten

Schweratomverbindungen sind in Tabelle 2 (Seite 14) aufgelistet.

4.3 Datenaufnahme und Datenprozessierung

Datenaufnahme mit Proteinkristallen der Alkohol-Dehydrogenase.
Diffraktionsexperimente  konnten nicht mit Stickstoff-tiefgekuhlten  Alkohol-
Dehydrogenase-Kristallen durchgeflihrt werden, da die Kristalle flr diese Methode in
einen geeigneten cryoprotektiven Puffer transferiet werden mussen. Als
Cryoprotektiva wurden 2-Methyl-2,4-Pentandiol, Glycerol, PEG 4000 und
Ethylenglycol in unterschiedlichen Konzentrationen getestet, doch wurde die
Kristallordnung durch die zugesetzten Agentien gestort. Dies war an einer hohen
Mosaizitat der Streumuster zu erkennen. Native und Derivat-Proteinkristalle wurden
darauf hin in Glaskappillaren (Hampton Research, CA/USA) mit Wachs versiegelt
und mit Knet-Material auf einem Goniometerkopf fixiert. Die Kristalle wurden auf ein
Einkreis-Diffraktometer (Huber Diffraktionstechnik, Minchen) montiert und mit einer
senkrecht zur Achse des Rontgenstrahls positionierten CCD-Kamera justiert. Eine
Luftstromanlage gewahrleistete eine Temperatur von 8 bis 10 °C wahrend der
Datenaufnahme. Ein grofRer Teil der Datensatze wurde am MPI flir Biophysik
(Frankfurt/Main) mit Hilfe eines MSC Rigaku Ru-200 Rdntgengenerators, welcher
mittels einer rotierenden Anode CuK,-Strahlung erzeugt, und eines Mar345
Imageplate-Detektors aufgenommen. Native Datensatze bis zu einer Auflésung von
1,7 A wurden an der Synchroton-Beamline BW6 der Max-Planck-Gruppe fiir
Strukturelle Molekularbiologie (DESY, Hamburg) gemessen. Nach einer ersten

Aufnahme wurde auf der Basis von Mosaizitat und Beugungsgrenze der Kristall-
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Detektor-Abstand und der Oszillationswinkel gewahlt. Da der Strahlungsschaden
wahrend der Aufnahmen am Kristall stark zunahm, wurde prozessiert und aufgrund
der Indizierung ein optimaler Startwinkel mit dem Programm STRATEGY berechnet,
um Daten in einem mdoglichst kleinen Oszillationsbereich sammeln und spater zu
einem nativen vollstandigen Datensatz mit SCALEPACK skalieren zu kdnnen (HKL,
Otwinowski & Minor 1997).

Prozessierung der Datensitze. Fur die Datenprozessierung wurden die
Programme XDISP, DENZO, SCALEPACK und STRATEGY (HKL, Otwinowski &
Minor 1997) verwendet. Es wurden 4 native und unvollstandige Datensatze zu einem
Datensatz mit 96,2% Vollstandigkeit zusammenskaliert. Dies war moglich, da

Datensatze individueller Kristalle einen hohen Grad an Isomorphie aufwiesen.

Datenaufnahme mit Proteinkristallen der Reduktase Mer aus M.
marburgensis. Ein Kristall wurde ohne cryoprotektive Zusatze im Stickstoffstrahl des
Kryostaten (Oxford Cryosystems, Oxford, UK) eingefroren. Der Kristall wurde flr die
weitere Verwendung in flissigem Stickstoff gelagert. Fir den Transport diente ein
Transport-Dewer (Taylor-Wharton). Ein Datensatz wurden an der Synchroton
Beamline ID29 am ESRF (Grenoble, Frankreich) mit Hilfe eines ADSC Quantum 4

CCD Detektors aufgenommen.

Prozessierung des Datensatzes. Fur die Datenprozessierung wurden die
Programme XDISP, DENZO, SCALEPACK und STRATEGY (HKL, (Otwinowski &

Minor 1997)) verwendet. Die Raumgruppe konnte nicht bestimmt werden.

Datenaufnahme mit Proteinkristallen der Reduktase Mer aus M. barkeri.
Zum Einfrieren wurden die Kristalle in einen geeigneten cryoprotektiven Puffer (20%
PEG 4000, 10% 2-Propanol, 20% Glycerol in 0,1 M Tris/HCI, pH 8,5) transferiert,
sehr schnell mit einem Cryoloop gefischt und in einem tiefkalten Stickstoffstrahl
eingefroren. Die ersten Aufnahmen fir die Beurteilung der Kristalle erfolgten am MPI
fur Biophysik unter Verwendung eines Rdntgengenerators und eines MSC R-Axis
4++ Image-Plate-Detektors. Datensatze mit ausreichender Vollstandigkeit wurden an
der Synchroton Beamline ID29 am ESRF (Grenoble, Frankreich) mit Hilfe eines
ADSC Quantum 4 CCD Detektors aufgenommen.
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Prozessierung des Datensatzes. Die Prozessierung eines einzigen
Datensatzes war maoglich. Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe von XDS (Kabsch
& Sander 1983).

4.4  Strukturbestimmung durch Isomorphen Ersatz

Fs20-abhdngige Alkohol-Dehydrogenase. Fir die Lokalisierung von
Schweratompositionen wurden die jeweiligen Derivatdatensatze mit einem nativen
Datensatz in XPREP (Bruker Nonius) vereinigt. Fur kristallographische
Berechnungen wurde die CCP4-Software verwendet (Collaborative Computational
Project 1994). Die automatische Losung von isomorphen Differenz-Patterson-Karten
auf der Basis eines Quecksilber (Hg1)- und eines Platin-Derivatdatensatzes (Pt1),
wurde unter Verwendung der Software SHELXD (Sheldrick 1995; Sheldrick 1998)
durchgefuhrt. Die Verfeinerung der Schweratompositionen, die Determination der
Phase und die Suche nach weiteren Schweratompositionen durch die Differenz-
Fourier-Technik wurden in SHARP (De La Fortelle & Bricogne 1997) berechnet.
Statistiken der Auswertung werden im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigt und sind
daher hier nicht angegeben. Nach Dichte-Modifikationen mit SOLOMON (Abrahams
& Leslie 1996) war die resultierende Elektronendichtekarte von ausreichender
Qualitat, um in dem Programm O (Jones et al. 1991) interpretiert zu werden. Das
manuelle Einfigen von Modellteilen wurde durch die Erstellung eines Hauptketten-
Gerusts in MAPMAN (Kleywegt & Jones 1996) und durch die automatisierte
Interpretation der Modellbereiche Ser70 — Gly150 und Pro252 — Thr285 von MAID
(Levitt 2001) erleichtert.

4.5 Strukturbestimmung durch Molekularen Ersatz

F420-abhdngige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Die Phasen
fur die Fouriertransformation der Daten wurden durch Molekularen Ersatz und mit
Hilfe der Programme AMORE (Navaza 1994) und EPMR (Kissinger et al. 1999)
gel6ést. Ein Dimer der Reduktase Mer aus M. marburgensis diente hierfur als
Suchmodell. Fiur die weitere Verfeinerung des Modells wurde die Primarstruktur von
Reduktase Mer aus M. barkeri Uber das Modell aus M. marburgensis modelliert
(Schwede et al. 2003).
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4.6 Modellbau und Modellverfeinerung

Der graphische Modellbau erfolgte mit dem Programm O (Jones et al. 1991).
Die Modelle wurden einer individuellen Verfeinerung der Atomkoordinaten und der
atomaren Temperaturfaktoren nach einem Standardprotokoll in CNS (Brunger et al.
1998) unterzogen. Manuelle Korrekturen am Modell wurden nach Interpretation der

(2F,-F¢) und (Fo-F.) Elektronendichtekarten in O vorgenommen.

4.7 Erstellen von Abbildungen

Fir die schematische Darstellung von Strukturmodellen wurden die Pro-gramme
Molauto, Molscript (Kraulis 1991), Raster3D (Merritt & Murphy 1994) und PyMOL
(DeLano Scientific LLC, USA) verwendet. Abbildungen von Elektronendichtekarten
wurden mit Bobscript (Esnouf 1997) erstellt. Die Darstellung, welche Hauptketten der
Reduktase Mer und der Luciferase LuxA Ubereinandergelegt zeigt, wurde unter zu
Hilfenahme des DALI-Servers (Holm & Sander 1993) und Molscript erzeugt.
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Vv Ergebnisse/Publikationen

Dieses Kapitel besteht aus zwei Publikationen, welche den Ergebnis-Teil der
vorliegenden Arbeit beinhalten. Zum einen wird die Kristallstruktur der Fazo-
abhangigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) mit gebundenen F4-Addukt, zum
anderen die ermittelte Fazo-Bindestelle in Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Mer) beschrieben. Auf Katalysemechanismen beider Enzyme, ein FMN-
Modelling in bakterieller Luciferase und auf Vergleiche der F4-Bindestellen in Adf,
Mer, F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) und 8-HDF-Photolyase (Phr) wird im

Diskussionteil naher eingegangen.

Eine differenzierte Einfuhrung in den thematischen Zusammenhang der hier
beschriebenen Kristallstrukturen wurde in der Einleitung gegeben. Der Leser wird
zum Verstandnis der Versuche auf den Material- und Methoden-Teil der Arbeit
verwiesen, welcher in den nachfolgenden Veroéffentlichungen nur kurz beschrieben
ist, da einzelne experimentelle Details die Kristallisation bzw. die Strukturlésung
ermoglicht haben. Eine erste Kristallisation und Charakterisierung von Adf-Kristallen
wurde in der Arbeit von Dr. Holger Berk beschrieben (Berk 1999). Die Qualitat und
eine ungenugende Reproduzierbarkeit der Kristalle machten ein FortfUhren der

Kristallstrukturanalysen zu diesem Zeitpunkt unmaoglich.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde eine kontinuierlichen Abnahme der
Adf-Aktivitat wahrend des Wachstums von Methanoculleus thermophilicus mit 2-
Propanol als einziger Energiequelle in einer Ny/CO.-Gasatmosphare beobachtet.
Enzym, das eine zehnmal hohere spezifische Aktivitdt aufwies, wurde aus Zellen
gereinigt, welche zuvor auf 2-Propanol und H,/CO, gewachsen waren. Die in ihrer
Enzymaktivitat inhibierte Adf-Fraktion konnte mit Hilfe eines modifizierten Puffers
kristallisiert werden, hochaktives Enzym hingegen nicht. Die Aufnahme von
Datensatzen unter tiefkalten Cryo-Bedingungen erwies sich als schwierig und
erforderte die Aufnahme der Kristalle in Glaskapillaren. Aufgrund der hohen
Isomorphie war es moglich, unvollstandige Datenatze durch Aufnahmen mit weiteren
Kristallen zu erganzen und zu einem vollstandigen Datensatz zusammenzusetzen.
Nach der Ermittlung des Rontgenstrukturmodells kann die schwache Aktivitat des

Enzyms anhand der Bindung eines F4xo-Aceton-Adduktes in Adf erklart werden. Die
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Bildung des Addukts im aktiven Zentrum flhrt zu einer irreversiblen Bindung des

Coenzyms F420 in der Alkohol-Dehydrogenase und blockiert die weitere Katalyse.

Kokristallisationsexperimente mit Mer aus Methanothermobacter
marburgensis wurden zu Anfang durchgefuhrt und sind daher im Material und
Methoden-Teil beschrieben. Da diese Kristalle eine hohe Mosaizitat besallen, die
Raumgruppe nicht genau bestimmt werden konnte und die Daten mit der Methode
des Molekularen Ersatzes zu keinem Ergebnis flhrten, werden diese Ansatze nicht

weiter erwahnt.

In einem weiteren Anlauf wurde die Reduktase Mer aus Methanosarcina
barkeri, einem mesophilen, methanogenen Archaeon fur Kristallisationszwecke
gereinigt. Eine Erklarung, warum aktives Enzym aus M. marburgensis nicht mit
seinem Substrat kokristallisieren kann, konnte in der Anpassung an hohe
Temperaturen liegen. Da thermophile Enzyme ein Temperaturoptimum zwischen 45
und 80° C haben, weisen ihre Tertiarstrukturen oft einen hohen Anteil
intramolekularer Wechselwirkungen auf (Zecchinon et al. 2001). Die innere Festigkeit
des thermophilen Enzyms bei niedrigen Temperaturen, die fur die Kristallisation von
Enzymen haufig angebracht ist, l1asst es friih erstarren. Dies aber erschwert nétige
Konformationsanderungen fur die Bindung von Subtraten. Generell bilden mesophile
Enzyme im Vergleich mit ihren thermophilen Verwandten weniger stabilisierende
Wechselwirkungen aus (Kumar et al. 2000). Dies kann im Einzelfall bedeuten, dass
an der Bindung beteiligte Domanen auch bei niedrigeren Temperaturen flexibel
genug sind, um eine Substratbindung und somit eine Kokristallisation moglich zu
machen. Da kooperative Bindungen zu einer Kokristallisation von Fno mit NADP und
Fa2o gefuhrt haben, wurden Kristallisations-Versuche mit beiden Substraten
kombiniert durchgefuhrt. Um den oxidativen Zerfall von Methylen-HsMPT zu
verhindern, wurden die Kristallisationen in einem Anaerobenzelt angesetzt. Im Laufe
der Arbeit wurden zwei Datensdtze von zuvor gewachsenen Kristallen
aufgenommen. Die nachfolgende Rdntgenkristallstruktur basiert auf einem einzigen
Datensatz und enthalt F4 sowie ein gebundenes Polyethylenglycol-Molekil. Die
Bindestelle des zweiten Substrates, Methylentetrahydromethanopterin, konnte in das

aktive Zentrum von Mer modelliert werden.
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Summary

Fim-dependent sacondary alcohol dehydrogenasa
[Adf) from methanogenic archaea is a member of tha
growing bactarial luciferase family which are all TIM
karrel enzymeas, most of which with an unusual non-
prolyl cis paptide bond. We report hare on the crystal
structura of Adf from Methaneculleus thermophilicus
at 1.8 A resolution in complax with a Fgg-acetone ad-
duct. Tha knowledgea of the Fegn binding moda in Adf
provides tha maolacular basis for modaling Fuy and
FMHN inte the othar anzymes of the family. A nonprolyl
cis peptide bond was identified as an assential part
of a bulge that serves as backstep at the Re-face of
Fim to keep it in a bent cenformation. The acetona
moiety of the Fiy-acetone adduct is positioned at the
Si-face of Fyydeaply buried inside the protein. [sopro-
pancl can be reliably modelad and a hydrogen transfar
machanism postulated. His3% and Glu108 can ba idan-
tifiad as kay players for binding of the acetone or iso-
propanol oxygens and for catalysis.

Introduction

Meathanogenesis iz the final process of the anaerobic
degradation of biomass performed by methanoarchasa
(Thawuear, 1998). One third of the methane is genarally
formed from SO, by reduction with Ha. In a few organ-
isms, alcohols, ether athanol or isopropanol, can also
sarve as electron donors for GO reduction. Inmethano-
gens, ethanol oxidation is catalyzed by a MADP-dapen-
dent alcohol dehydrogenase [Berk and Thauer, 1997),
wihich belongs to the medium-chain alcohol dehydroge-
nases. lsopropanol oxidation is carried out by a coen-
zyme Fg~dependant secondary alcohol dehydroganasea
(Acf) (Widdeal and Wolfa, 1989), which does not belong
to any of the known alcohol dehydrogenase families.
Fymis a5 -deazaflavinwith a redox potential of =360 mV
{Figure 1). Motably, in several eukaryctes, isopropanol
oxidation to acetone is catalyzed by short-chain alcohol
dehydrogenases using the NADP /NADPH system for
hydrice transfer (Jornvall et al., 1995).

Acf has baan izolated from Methanoculleus thermao-
philicus and Mothanofollis liminatans and has beon ki-
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netically characterized (Bleicher and Winter, 1991; Wid-
dal and Wolfe, 1989). The enzyme catalyzes hydride
transfar from or to the Si-face of F g (Klein et al., 1956),
as found for all characterized Fim-dependent enzymes
{Thauer, 1998). The homadimearic enzyme is built up of
subunits with a calculated molecular mass of 37.2 kDa.
Thea Adf encoding ganes from both organisms have been
cloned, sequenced, and expressed in Escharichia coli
(Bark, 1999). The heterologously produced enzyme was
only partially soluble; most of itwas isolated as inclusion
bpodies. The soluble fraction, however, containad Adf
with high activity.

Amino acid comparisons revealed Adf to be related
to Fprdependant oxidoreductase from Stroptomyces
(33% sequence identity) (Peschke et al, 1995), Fix-
dapendent hydricle transferase 1 from Rhodococous
(27%) (Heiss et al., 2002), Fue-depandant mathylenstet-
rahycdromethanopterin reductase (Mar) from methano-
ganic archaea (26%) (Nolling et al., 1995 Vaupel and
Thauer, 1995), bacterial luciferase (LuxAB) (25%) (Bald-
win et al., 1979), glucose-G-phosphate dehydrogenase
from Mycobactara (22%) (Purwantini and Danials, 1952,
and alkanasulfonate monoxygenase (Ssull) (22%) (van
Der Ploeg et al, 1999) {Figure 2). From this enzyme
family, referrad to as the bacterial luciferase family, the
Fgedependant glucose-G-phosphate  dehydrogenase
from Mycobacteria has recently alerted more genaral
interast (Choi et al, 2001; Stover et al, 2000), since
the enzyme is invelved in oxygen stress defense in the
pathogenic bacteria,

LuxAB (Fisher et al., 1998), Mer (Shima et al., 2000},
and SsuD (Eichhorn et al., 2002) of the bacterial lucifer-
asa family are structurally characterized and consist pri-
marly of an (s barral. While LuxAB and Mear contain
an unusual nonprolyl cis peptide bond in strand p3, this
charactaristic featura is missing in Ssub. Unfortunatealy,
nane of the three enzymes weare, until now, structurally
detemined in complex with its coenzyme, FMN (LuxAB
and Ssubly) or F g (Mar). The coenzymes could, howeavar,
ba approximately modaled into the structures ether, as
in the case of LUKAB, by computer assisted conforma-
tional search methods (Linetal., 2001) orqualitatively on
the basis of the flavin position found in other unrelated
flavin-c ontaining TIM barral enzymes, such as FAD-con-
taining MetF (Guenther et al., 1999) and FMN-containing
enzymeas: old yellow enzyme (Fox and Karplus, 1994),
trimathylamine dehydroganasa Lim ot al., 1938, gly-
colate oxidase (Lindgvist, 1989), and dihydroorctate
dehydrogenase A (Rowland et al., 1997). Ancther flavin-
dependent TIM barrel enzyme with known crystal struc-
tura is the nonfluorascent protein (Moore and James,
19594). Despite ts bactarial luciferase-like fold, the non-
fluorascent protain deviates considerably from those
of the bacterial luciferase family, in that the two FMN
molacules have completaly different binding sites.

The coenzyme Fao is only transiently associated with
Adf in the catalytic reaction (K = 18 pM in the case
of Adf from M. Fminatans), like the other members of
bacterial luciferase family. However, in the case where
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Figure 1. F-Dependent Alcohol Dehydrogenase Catalyzes the
Cuiclation of lsopmpanal to Acetone with the Concomitant Reduc-
tion of Fa to FaH:

The enzyme is Si-face-specific with respect to the G5 atom of F,.
Coenzyme Fug is composed of a deazaflavin ring, a nbitol, a phos-
phate, a lactate, and two or more glutamates. The rest B in Fa is
shown for Fuz-2, the coanzyme present in fMethanoculleus.

Adf was purified from the M. thermophilicus cells culti-
vated in the presence of 0.2% isopropanal in a 80% Hy'
20% CO: atmosphere (see Experimental Procedures),
the enzyme has bean observed to copurify with Fyg,
indicating that Fgg binds rather tightly to this enzyme., We
therefore chose this enzyme preparation to characterize
the cofactor binding mode in the bacterial luciferase
farmily.

Results

Structura of Adf
The crystal structure of Adf has been resolved at 1.8 A
resolution in complex with a Fim-acetone adduct using
the multiple isomorphous replacement method for
phase detamination (Table 1), The anzyme is prasent
as a homodimer with a size of 76 A = B0 A = B0 A
{Figura 34). Each monomer is basically built up of an
(e flg barral or TIM barel fold according to trioss phos-
phate isomerase (Banner et al., 1975), the first structur-
ally elucidated protein of this architectura. The central
strands of the (xRl barrel in Adf are arranged to form a
funnel-shaped bamel broadenad toward its C-teminal
and, theraly craating a large roughly oval bottom (Figure
3). A similar TIM barrel core is found in LuxAB (Fisher
et al, 1996), Mer (Shima etal., 2000), and SsuD {Eichhorn
et al., 2002).

An unusual feature of the central p sheet is a bulge
inserted into strand p3 exactly at the same position as
described for LuxAB and Mar, This bulge that points

inte the interior of the TIM barel is formed, in particular,
by a nonprolyl cis peptide bond betwesn Cys72 and
a7 3, After the bulge, the direction of strand B3 changes
by nearly 45 (Figure 4). The driving force for forming
the energatically unfavoerabla nonprolylcis peptices bond
iz difficult to grasp, although sequence and structural
analysis clearly attribute a key function to the highly
consarved Asp3s. The carboxylate side chain of Asp38
is directed toward the bulge and would partly interfere
with strand p3if itwould procesd straightforward. More-
aver, the position of this carboxylate group is fixed by
a salt bridge to Arg79 and by hydrogen bonds to the
sicde chains of Tyr30 and Thr74d, the latter stabilizing the
conformation of the bulge (Figure 41

The connecting segments between B strands and «
halices of the TIM barral core are mostly small, but four
of them, named as insertion sagments (15) 1 to 4, are
longer and are most likely of functional importance
(Figura 3C). 151 [Phed0-Gh52), following strand p2, con-
sists of an extended loop without any secondary struc-
ture, and 132 (Gly107-Prod20), following strand pd, is
characterized by a small « helix, 153 (Pro234-Asp286),
following strand RE, is mainly composad of four short
o helices and one B strand, which constitutes together
with the prolonged strancds p7 and B2 an additional
thres-stranded parallel p shest nearly perpendicular to
the certral sheet. These three insertion regions are in
tight contact to each other and cowver the bottom of
the C-terminal end of the TIM barral (Figure 3C) 154
(G141 -Asp166), following helix «3 at the M-terminal
sicle of the bamrel, is attached parallel to halix «d.

The monomers of the dimear are related by a crystallo-
graphic 2-fold symmetry axis that is located parallel to
the cantral strands (Figure 24). Larger interface regions
are formed betweean helix «2 and helix «2 of the symme-
try-related partner, between helix «3 and halix «1, 151,
plus the loop following strand 3, and baetween 154 and
151 plus 1S3, Altogether, the contact covers an area of
2215 &, corresponding to about 16.4% of the surface
area of the monomer (NACCESS; Hubbkard ot al., 1991).
Notably, the same dimer arrangement was found in
LuxAB, Mer, and SsuD. The dimer formation has, of
course, ageneral stabilizing function, but structure anal-
vsis sugoests additionally a direct function by fixing the
conformations of 151, 152, and 1S3, which are involved
in Fy and substrate binding.

Fa Binding
Fgo binds into 2 15 A long cavity that extends from the
C-terminal end of the TIM barrel to the protein surface
(Figura 3). The substituent of F gy consisting of a ribitol,
a lactate, a phosphate, and two glutamates (Figure 1)
is arranged perpandicular to the direction of the central
strands in an elongated manner. The iscalloxazine ring
is bound to Adf in a bent conformation with an angle of
26" between the peripheral rings (Figure 4). The coen-
zyme binding site is completely oocupiod by Fim, as
indicatad by roughly idertical temperature factors
(21 &7 of the deazaflavin ring and its ervironmant,
The deazaiscalloxazine head of Fix is positioned partly
insicle the barrel and is embedded imo a pockat located
at one side of the broadenad bottom at the C-terminal
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Figume 2. 3aquence Alignment of the Bacterial Luciferase Family

A larger subfamily is characterized by a nonprolyl cis paptide bond; a smaller subfamily to which Ssul belongs does not contain such a
baond. Identical residues are colored in yellow, and conserved residues are colored in blue. Armows and bars above indicate the sacondary
structure assignment based on the Adf structure. Residues involved in Fy, binding are underlinad.
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Table 1. Data Collection

Data Set Nativai Nativa?2 Pti= Ptz Hgi* Phi=
Rezalution (&) 26 28426 1.8 (1.82-1.5 20 0620 20 20620 20 20620 20 [2.06-20
Multiplicity ER[ERT] 20 3.8 23 2.2 2.3 24) 26 [2.8) 2.2 (3.2)
Completeness (%) 06.2 (04,5 00.2 904 04.2 (93,8 22,0 (828 0.0 (94.8) 00,0 (95,5
Ve 26.0 [B.9) 28.3 (3.2) 13.6(5.3) 11.0 (2.8 17.8(7T.0) 23103
Mo of crystals 3 7 1 1 1 1

[ - I— 7.9 [24.8) 6.7 [35.0) 1240209 1242329 0.8 [24.5) 0.6 21.4)
Rl (%) (5-10 &) 108 124 7.6 1.5

Phasing paweer? 2.0 23 2.0 0.6

=Pt : K,PHCl,, 0.9 mM {soaking concentration), 16 hours {soaking time); Pt2: di-p-iodo-bis (athylenadiaming) di-platinum 11 nitrate (PIF), 0.2
mM, 24 hours; Hgl: MeHgOAz, 0.4 mM, 16 hours; Pbd: MesPhOdAc, 0.9 mM, 16 hours

PR = Zdi i — <l =lZE<l=; |, intensity of the i measuremant per eflaction hkl; <1, average intensity for areflaction hkl.

“Plaw = Lo IF — [FrallZlFel, IFel and |l are the structure factor amplitudes for the native protein and the heavy-atom derivatives.
4Phasing power is defined as <|F le:=; e ~|Fyw, — IFx + Fll is the residual lack of closume. Fy is the calsulated heavy-atom structure factor
amplitude, and Fp, and F, are the structure factors with and without heavy atoms

Figure 2. Structure of Adf from Metha nocal-
lewrs thermophilicus

(& Ribbon diagram of the dimer that shows
the TIM barrel architecture of the monomer.
The interface betwesn the monomers is
formed by three peripherical o helices and
the insertion sagments

B Stermo represantation of the G, chain of
the Adf monomer,

(G Stermo plot of the Adf monomer {rotated
o0 compared to [B]l. The represantation fo-
cuszas on the conformation of the insertion
regions (IS 1 tod in bue, sky-blue, maganta,
and yellow) that arecrucial forsubstrate bind-
ing and for the formation of the active site.
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and. The thres-membered ring system is flanked by
strands p2 and pE, and its Re-face is attached to strands
B3 and p5 (Figure 3). The so-called butterfly conforma-
tion is maintained at the Si-face by fixing the pyrimidine
and hydroxybenzyl wings via His32 and Glu108 and by
WVali 93 and lle 227, res pectively. The central pyridine ring
is kept in its position outside the plane by the nonprolyl
cis peptide oxygen of Cys72 and by the side chain of
1le73 pointing toward its Re side and acting as a back-
stop (Figura 4). Incorporation of acis proline at position
73 would substantially press the deazaflavin ring out of
its binding site, indicating the functional necessity of a
nonprolyl efs peptide bond. Interestingly, nonprolyl cis
peptide bonds are rarely found in proteins and always
have a specific function (Jabs et al., 1999). The isoalloxa-
zine ring is anchored to the protein matrix by several
interactions taking the amphipatic nature of the isoallox -
azine ring into account (Figure 54). Exceptfor His39 and
Ser173, hydrogen bonds are only formed to main chain
atoms, providing a rigid coenzyme binding mode. A
com parisen between the Adf-derived and the caleulated
binding site (Lin et al., 2004} resulted in a very similar
binding position. However, the orientation of the isoal-
loxazine ring substantially deviates, such that the bulge
sarves as a backstop in the Adf-based model and as a
hyarogen bond madiator in the calculated model

The substituent of Fyy is buried inside the protein
until the first glutamate and contributes significantly to
coenzyme binding involving, in particular, 151, 152, and
153 (Figure 5A) The second glutamats is solvent ex-
posad and highly flexible, Motably, residus 176, which
interacts with the phosphate group, has to be a glycing
to aveid a clash with Fge. This residue is not consarved
in the FMN-dependeant luciferase and perhaps provides
agenaral distinetive feature for Fyx and FMN-de pendeant
membars of this family (Figure 2).

Acetone Binding

Additional electron density was rather unexpectedly
found at the Si-face of Fgy and was determined to be
isopropanol or acetons (Figuras 3 and 5B). Several mod-
als with and without acetone orisopropancl, either cova-
lently bound or in an unbound state, were refined. The
resulting electron density maps ot 1.8 A resolution
clearly support the presence of an Fix-acetone adduct.
The distance betwean the C1 atom of acetone and the

Figure 4. The Wonprolyl cis Peptide Bond
in Adf

The nonprolyl ciz peptide bond between
CysT2 and [1e72 & an essential constituent of
a bulge that is directad toward the F g, bind-
ing site, causing a bent conformation of the
deazaisoalloxazine ring. The well-consarved
Asp8, which would partly interfere with a
strmight course of strand A3, is strongly lin ked
to the polypeptide chain and stabilizes the
bulge. These favorable interactions might
compansate for the enargy lost wihen forming
the nonprolyl cis peptide bond.

G5 atom of Fygywas refined to 1.5 A, and the arrangement
of the C1, C2, C3, and O atoms is clearly planar. Tha
substrate binding pocket completely buried inside the
aenzyme is formed by the deazaflavin ring and side chains
of strands g1, B2, B8, and 7 and of 134, 152, and 153,
These side chains comprising Phe8, His39, Trpds3,
Gl 08, Wall 93, Trp229, Trp246, Cys249, and Pha2ss
are mainly bulky and hydrophobic, but a few are also
polar and apparently play an important functional role
(s beloe).

Tha binding of acetone is characterized by the interac-
tions between its carbonyl cxygen and the polypeptide
sicle chains (Figure 5B). The oxygen atom is in an ideal
distance for hydrogen bond formation to the carboxylate
group of Glud08, protrucling from strand B4, o the imid-
azole ring of His38, and to the indal group of Trpd 3, the
latter resicdues originating from the loop following B3.
The carboxylate group of Guil8 and the imidazols
group of His39 are kept in place via hydrogen bonds to
the amide group of Asnii1 and to the carbonyl group
of Hisdd, respectively. Trpd3 is embedded in a hy-
drophobic pocket formed by Met210, Gly248, Cys2449,
Val2o1, Met254, Phe2ss, and YVal265. Interestingly, the
sicle chains of His32 and Glu108 are 3 A apart, but a
hydrogen bond can only be formed upon breaking the
bond to the cxygen of acetone and rotating the imidaz-
ole ring (Figura SB). Notably, the imidazole ring of His39
isal=s invan der Waals contact to the carbox ylate group
of Glud 2, which is hydrogen bonded to Asp37. This latter
resicue, Aspd7, is solvent accessible and thus capalbla
of proton transfar to the outside of this protein (Figure
5B It is conceivable that Glul2 is protonated, since it
i= in a rather hydrophobic envircnment.

Discussion

Flavin-Dependent TIM Barrel Structures

Adf is characterized by a TIM barrel fold, an unusual
nonprolyl cis peptide bond, and its specificity for the
deazaflavin F,q, which acts as a coenzyme instead of
a prosthatic group. These properties are charactaristic
for most members of the bacterial luciferase family (Fig-
ura 2). Within this family, only Ssul (and some very
related enzymes) does not contain the constituting non-
prolyl cis peptide bond. The other structurally known
flavin-dependant TIM barrel enzymes bind flavin as a
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prosthetic group and have no sequence similarity to the
bactarial luciferase family.

According toa primary structurs alignment, the resi-
duss contacting Faa are not conserved (Figure 2) in the
luciferase family, reflecting the low overall sequence
identity, the use of main chain atoms to provide polar
interactions, and the possibility of aquivalently exchang-
ing hydrophobic contact residuss, The sols axcoption in
the nonprolyl ofs peptide family is the strictly conserved
Hiz3% whose imidazole side chain is involved in Fuy
binding and substrate binding as well as catalysis (ses
balow). Surprisingly, conserved rosidues weara found in
linker segments botween the helices and strancs at the
M-tarminal sice of the bamel, suggesting that they might
e invelved in fine-tuning the directions of the strands,
For example, a hydrogen bond is formed betwean the
strictly conserved resicdues Thrid and Arg29 to adjust
strands p3 and pd, which are both involved in Fesbinding
(Figure 2).

In contrast to residues involed in flavin binding, the
amino acids surrouncing the nonprolyl cis peptide bond
are better consarved. This allows a clear discrimination
petween the Ssul subfamily and the nonprolyl cis pep-

Figure 5. Stereo Plot Showing the Interac-
tions between the Goenzyme Molkculs—
Fg—and the Ereyme and the Relative Posi-
tions of the Feo and Acetone Moketies of the
Fao-fzetone Adduct

(Al Fanis bound into a 15 A long cavity ex-
tending from the C-terminal end of the TIM
barrel to the protein surface. It i linked to the
protein matrix by 11 direct hydrogen bonds,
mainly to main chain atoms. The nagative by
chamed phosphate group & hydrogen
bonded to the amide nitrogen of Gl 26 and
to the peptide nitrogens of Meti74 and
G176, The first glutamate of F, is fixed by
helix «5, as the partially positive charge of
its N-terminal end interacts with the negative
chamge of the carboxylate group.

B The acetone as part of the Fy-acetone
adduct binds into a predominantly hydropho-
bic pockat at the Si-face of Fue Residuas
Hi=28, Glu108, and Trpd3 ar crucial for bind-
ing of the carbonyl ocxygen of acetone. The
hydromyl cwygen of isopropancl  probably
hinde to the same position and serves as an
anchor for modeling the substrate.

tidle subfamily, and the definition of ageneral fingerprint
(togetherwith His39) for the larger group of the luc ferase
family. A major role is assigned to the highly consarved
Asp3E (in uciferase a ghtamate) that stabilizes the bulge
on one hand and would partly interfers with a straight
course of strand B2 on the other. Asp28 is strongly fixed
inits position, in particular, by a salt bridge to a positively
charged residus at position 79, either arginine or histi-
dina (Figures 2 and 3). The optimal binding situation for
Asp3a s speculated to be the driving force for forming
the enargatically unfavorable nonprolyl cis peptide bond
that results in the formation of a bulge. The residues of
the bulge are less wall consarved, although they reveal
several common features. Residue 71 is either a proline
ar a threonine, residus 72 is rather variable, residus 73
iz eitheraiscleucine or avaline, and residue 74 is mostly
a threonine or a branched aliphatic amino acid (Figure
2). Altogether, the following consensus sequance can
be derived: OVE-H-x{20-30)-1L-5/G -x- 1/ A-x5-R/H.

Formation of the Fig-Acatone Adduct
Aclf was structurally characterized in complex with an
Fpracetone adduct. The surprising formation of a cova-
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Figum 6. Proposed Machanism of Fe-fce-
tone Formation and of lsopropanal Cxidation
{#) The reaction beteresn acetone and cui-
dized Fyp can be understood on the basis
of the nucleophilic attack of the C1 atom of
acetone onto the C5 atom of Fy. The 1
2 atom iz electron rich, & seen in the encl or
enolate tautom ere of acetona,
{B) Hydrida transfar from the C2 atom of ace-
tone to the G5 atom of the Siside of the Fy,,.

Q Hi=38is postulated to be the genaml catalytic
"
,':"-’P“ Gieg base that abstracts a pmton from isopropa-
a nol, whereas the protonated GliC8 and

Trpd2 stabilize the partly generated aleohaol-
ate anion in the transition state.

lent bond batwesn the atoms C5 of Fuy and C1 of ace-
tone can be mechanistically explained considaring the
nucleophilic character of the C1 atom, especially in the
enolate form of acetong. The enol form is only presant

in minar amounts (Kaq = 1.5 = 1077 inwater (Figura GA),
but in the protein the ketofenol tautomerization equilik-
rium might be substantially shiftad (Benach et al., 1998},
Due to the adjacent residues His29 and Glui08 that
can serve as hydrogan donors and acceptors, structural
analysis favors binding of a hy droxyl group as com pared
to an oxo atom. His39 would be optimaly placed to
sarve as general acid to protonate the keto group of
acetona, and simulkangously, Glul08 might accept a
proton from the C1 atom placed 3.7 A away from the
carbexyl group (Figure 5B).

Accordingly, the electron-rich C1 atom nuclaophili-
cally attacks the electrophilic C5 atom of the oxidized
Fiam and genarates the adduct. His39 can addtionally
function as a genaral base by accepting a proton from
the hydroxyl group during the carbon-carbon linkage
(Figure GA). An analogous covalent NADP-acetons acd-
duct was previously found for Drosophiia short-chain
alzohol dehydrogenase (Benach et al., 1998). The postu-
lated mechanism for its biosynthesis exactly corre-
sponds to that described for the formation of the Fe-
acetons adduct, The formation of such an adduct tighly
blocks the active site cavity of Adf and results in a dead-
end enzyme.

As indicated above and outlined in Figure 64, both
acetons and oxidized Fua are requirad for the fomaticn
of the Fym-acetone adduct in the active site of Adf. This
explains why adduct-containing Adf was primarily found
in calls incubated undar N Oy after growth on Ha'CO;
and isopropancl. Acetone accumulates during growth,
Then, during incubation under NS0y, coenzyme Fug is

cxidizad via an Fyy-dependant hydrogenase. This inter-
pretation is substantiated by the finding that the specific
activity of Adf decreased continuously during a 2 day
incubation of cells undar MNx/COs Finally, the specific
activity was estimated to be lower than 10% of Adf
purified from cells before induction of adduct formation.

Substrate Binding and Hydride Transfer

Thee position of the acetone as part of the Fyg-acetons
adduct does not exactly correspond to that of isopropa-
nol pricr tothe reaction. Nevertheless, reliable modeling
of isopropanal imo its binding site is straightforward,
providad that the observed position of the acetone oxy-
gen is also the binding site for the isopropancl oxyaen
forming the same interactions with the polypeptide ma-
trix (Figura 5B). Moreover, isopropanal must b bound
in amannar to orient the hydrogen of its C2 atom toward
the C5 atom of the ispalloxazine (Figure GB) like the C4
atom of acetona in the Fym-acetone adduct (Figure GA).
Agcording to these rastraints, the C3 atom of iscpropa-
nol is inasimilar position as the &3 atom of the observed
Fig-acetone adduct and in van der Waals contact to
Pha8, Glul 2, AspaT, His3d, Trp229, Trp2di, and the dea-
zaflavin ring. The C1 atom is in van der Waals contact
to Phed3, Trp229, and Cys249. In this orientation, the
C3 atomn is completely surrounded by protein atoms,
while there is space for at least one additional methyl
group in front of the C1 atom. This structural finding
iz in agresment with kinetic data that Adf can oxidize
isopropancl, isobutanol, and isopertancl but cannot ox-
idize larger secondary alcchols (Bleicher and Winter,
1921), The specificity for these secondary alcohols
comes from the bulky and hydrophobic side chains.
Thus, site-directed amino acid exchanges can be usec
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to design hinding sites with different specificities for
new substrates,

The position of Fyg and isopropanol defines the active
site for hydride transfer in the interior of Adf that is
completely shielded from bulk solvent. As observed in
many enzymes, the polypeptide framework keeps the
reaction partners in a favorable relative position. Ac-
cordingly, the distance of 2.9 A between the C2 atom
of isopropancl and the C5 atom of Fae is optimal for
hydride transfer. Two structural featuras in Adf appear
to be functionally crucial and warrant additional discus-
sion. First, the reduced deazaflavin ring is prosent in
a bent conformation (Figure 4) which is, according to
molecular orbital calculations, energatically favorable
for the reduced but not for the oxidized state (Hall et
al.,, 1887). If the butterfly conformation of Fy, is approxi-
mataly maintained in the oxidized state, the three-
membared ring is strained and the concomitant higher
energy decraases the activation enargy for reaching the
transition state. Formation and stabilization of the but-
tarfly confomation is attributed tothe bulge that is con-
stituted by a nonprolyl cis peptide bond in which the
carbonyl oxygen serves as backstop (Figure 4). Second,
the polypeptide environment around the isopropancl
hydroxyl group allows abstraction of a proton and the
subsaquent stabilization of the partially negatively
charged oxygen in the transition state (Figure SB). From
structural studies, the function of His39 or Glu108 as
ganaral basas cannct be definitely identified. Adjacent
histicline and glutamate residues are normally consid-
arad to e charged at neutral pH, but His39 and espa-
cially Glu108 are buriad in a hydrophobic region such
that an uncharged state of one or both residues seems
energetically attainable. We postulate a mechanism
based ontha unchargad state, but further structural and
functional studies with enzymes containing site-specific
aming acid exchanges are essential for clarifying the
mechanism (see Figure 6B). Accordingly, if His39 acts
as a general catalytic base for accepting the hydroxyl
hydrogen of isopropanal, the partially fomed alcoholate
anion would then be neutralized by hydrogen bonds to
Trp 43 and protonated Glul 08, Moraover, the distance
betvieen the carboxylate oxygen of Glu103 and the N0
atom of the deazaflavin is 2.4 A, so the protonation of
the N10 atom by G108 is possible. Interestingly, the
axidation of a hydroxyl aroup can be enzymatically cata-
lyzed rather differently. In zinc-de pendent alcohol dehy-
drogenases, the transition energy is predominantly de-
creased by coordinating the alcohol anion to a Zn®
(Eklund et al., 1982), and in secondary alcohol dehydro-
genasas (Benach et al., 1999) and in L-3-hydroxyacyl-
Cof dehydroganase (Barycki et al., 1999) by abstracting
aproton using the strong bases tyrosylate and histicdine,
the latter being enhanced by a nearby glutamats,

Exparimental Proceduras

Preparation of the Enzyms

Iiethanoculiews thermophiicus strain TCl; DEMZ 394 E) deposited
in the Dautzcha Sammilung von Mikmorganisman (Braunschwaig,
Garmany) was grown at 558°C in the presence of 0.2% jsopropanal
inan 80% Hy'20% CO; atmosphere for & days up to an optical density
of 0.2, Then the culture was supplamented with 0.5%: isopropanal in
an B0 Ny'20% CO0, atm osphers, further incubatad without growing

at 55°C for 2 days, and then harvested [Berk, 1999; Widdal and
Wolle, 19859, F,-dependent alcohaol dehydrogenasa (Adfwas iso-
lated under anaerobic conditions usingammaon ium sulfate pecipita-
tion and a Phenyl-Sepharose Hiload 26/40 column as described
{Klein et al., 1966, For purification, buffers we e supplamentad with
15 mM meraptosthanol. About 2.5 mg pure enzyme, with a specific
activity of 7.7 WWmg at40°C understandard assay conditions (Widdal
and Wolfe, 1989, could be isolated from 1 liter of cultture. When the
cellswera harvested after & days of growth, before 2 days incubation
under Ny'GCy, the purified Adf had a specific activity of 50 Wmg.
Howeever, the highly active ereyme preparations did not crystallze
under the conditions employed. The same was true for heterolo-
gously produced Adfin E. colf, which also had a specific activity of
50 Uimag.

The purified enzyme with the specific activity of 7.7 Lfmg was
unstable in low ionic strength buffers. Stabilization could be
achieved by supplementing solutions of Adf with 40 mK sodium
phosphate jpH 7), 200mM sodium sulfate, 10 mb 2-propanal, and
15 mM mercaptoethanol (Bleicher and Winter, 1 24}, Under these
conditions, the ereyme could be stored for several days without
considerable loes of activity.

Cry=tallization and Data Collaction

Shortly before crystallization, the stabilized enzym ewas transfemad
into a buffer containing 10 mM MO PS/KOH (pH 7) and 15 mMm ar-
captoathanol. The protein concentration was 15 mgiml. The search
for initial crystallization conditions was carried out with Ham pton
Research crystallzation kits {J ancarik and Kim, 1991) at a tempera-
ture of 4°C using the hanging drop vapor diffusion method, Crystak
could be obtained with NaCl as precipitant They grew best in a
drop consisting of 2 pl of enzyme solution (12 mgfml and 2 pl of
reservoir solution consisting of 1 M citrate-NaCH (pH 4), 1% PEG
2000, and 2.6 M NaCl. The obtained space group of C222, and the
unit cell pammeters of 8 - 868 A b — 1863 & and ¢ — BO2 A
are compatible with one monomer per asymmeatric unit (Matthew s,
1858, The salvent content is 51.6%. Since all applied cryopmotec-
tants damaged the crystals substantially, data collection was per-
formed at temperatures of 4°2°C using crystals mounted in fine
glass capillaries. The high radiation sansitivity of the crystak re-
quired data collaction from several crystak to obtain a complete
data sat to higher resolution. For efficient data collaction, STRAT-
EGY (Ravealli at al, 1997) was applied. Data sats Matived, PH, Pt2,
Hgil, and Pt were measered at a tam peratura of 8 using a Rigaku
rotating Cu anode and a MarReseamch image plate detector. Mative
data to 1.7 A resolution Native2) were collacted at Max-Planck
beam line BW 6 atthe Deutsches Elaktmonan Synchroton inHamburg.
Processing and scaling of the reflactions were parformed with the
HEL suite {Otwinowski and Minor, 1997). The statistics of the data
sats are summarized in Table 1.

Phase Detarmination and Mode| Building

Phasas of Adf crystak wer detarmined by the method of multiple
izomorphous replacement on the basis of four heavy atom deriva-
tives (Table 1). Crystallogmphic cakulations were achieved within
the GCPA program suite (SCP4, 1994). The difference Patterson
map of the derivatives Pt and Hgi could be intarpreted using
SHELXD (Schneider and Shaldrick, 200, Haavy-atom coordinats
refinement, phase detarmination, and the seamch for further heawy-
atom binding sites by difference Fourier tachniquas wera preform ed
in SHARP (D& La Fortelle and Bricogne, 1997). Phase statistics are
listad in Table 1, the overall figureof merit baing 0.54 in the resolution
range 100-2.6 A. Aftersolvent flattening (SOLOMO N; Abrahams and
Laslia, 1996) calculated in the space group G222, the quality of the
alactron density was sufficiently high to incorporate a polypeptide
muodal with O {Jones et al., 1984} using the density ske leton zation
option MAPKMAN; Kleywegt and Jones, 1958). Model building was
facilitated by automatizally fitting the segments ranging from Ser7i
to Ghyl50 and from Pro252 to Thr285 using MAID Levitt, 2004

Madel Rafinement and Quality of the Modal

Refinement was performed wsing CNE (Brunger et al, 1926,
applying standard protocols and manual correction using O (Jonas
atal, 199 ). Wateratom swere selected automaticallyin two mounds;
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a few wera picked manually. Two peaks weare assigned to Cl- on
tha basiz of their coordination and interatomic distances, and ona
was assigned to K4 The B values converged to B — 0455 and
Fiee = QBT in the resolution range 20-18 A (0,205 and 0235,
respactively, betwean .85 and1.80 &) with tha model including 330
aminoacids, 1 Fay-acetoneadduct, and solvart moleculas (1456 HO,
2 G, 1K*). The average displacement factor is B -~ 26.5 A%, and
the root-mean-square deviation from the standamd valuas (Enghand
Huber, 1284 of the bond langths is 0046 Aand of the angles is 1.7
The quality of the m odel was chacked within CNS and PROCHECK
{Laskowski et al, 1993). The Ramachandran plot showed all of the
nonglycine or nonproline residues except one in the most favored
{E1.7%) or additionally allowed regions (8.0%).

Figure Preparation

Figues 3, 4, and & were generated using MOLSCRIPT (Krmulis,
1954}, and Figure & was generated using BOBSCRIPT (Esnouf,
1997).
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ABSTRACT: Fypp-dependent methylengtetrahy dromethanoptenn reduciase (Mer) 15 a member of the
bacterial luciferase famuly, which includes FMMN- and Fyy-dependent oxidoreduciases. The
enzy s in this family share an (ofie barrel Told, and some of them contain a non-proly] cis-pepide
bond that is rare in proteins. We report here the crvstal structure of Mer from Merhanosarcing
barkers (bMer) in complex with Fyz, at 2.6 A resolution. The binding mode of Fyay 15 similar o tha
of Fap-dependent alcohol dehydrogenase (Adl) from Mesanocullens thermopinlicns despite the

low sequence identity betwean the two énzymes

In particular, the pronounced “butterfly’

conformation of the isoalloxazine ring caused by a non-prolvl cis-peptide 15 well conserved. The
presumed common flavin binding mode in the luciferase family and the observation that the Navin
binding site is already preconstructed in the apoensy me of Mer were exploitad to build an improved
model for FMN in bactenal luciferases. Implications of the new FMN model for the luciferase
bioluminescence reaction are discussed. An approximate modeling of methyleng-HaMPT in front of
the Si-face of Fyy allowed the proposal of a hyvdnde transfer mechanism, which posiulates 5-
iminum cation intermediate state with Glut and AspS6 as kev residues in agreement with that of
the NADP-dependent FAD harboring N N"-methylenetetrahy drofolate reduciase

The bactenal luciferase familv 15 a growing
enzyme family that invelves FMMN- and Fazo-
dependent  oxidoreductases  using  diverse
subsirates  (f).  FMN-dependent  bactenal
luciferase  (LuxAB) (21, FMMN-dependent
alkanesulfonate monoxy genase (Ssul) (3), Fizo-
dependent methvlenetetrahy dromethanopierin
reductase (Mer) (%), Fip-dependent alcohol
debvdrogenase  (AdD) (7)), Fygedependent
glugose-t-phosphate dehvdrogenase from
Myoobacteria (1), Fyg-dependent  oxido-
reductase  from  Steepiomvees (1) and  Fyge
dependent  hvdride  transferase 1 from
Fhodococeus (12) are known 50 far a5 members
of this famuly. Crystal struciures of LuxAB (/35
f4), Mer (435), SsuD (/o) and AdC () have

recently been solved. Although the enrvmes
belonging 1o this enzyme family show low
sequence identity (< 30%), the enzymes share a
sirmilar (off e barrel fold (TIM barrel fold) {4 7).
Fyap 15 a hvdride carnier, which is found in
methanogenic archaea, sulfate-reducing archaea,
haloarchaea, mveobacteria,  Steepromices,
cyanobactena and some sukarvotes (/80 This
coenzvme is a deazaflavin derivative resembling
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The structare fetors and stomic coondinates of bider will
be deposited to o prodein data bank.

'Ahbreviations: FMM, flavin monenuclestide; FATY (avin
adenine dinucleotide;  Fion,  costeyme  Foo NADE,
mcotinmnide  alenine  dinuclestide  phosphate;  HMPT,
tetrahydromethanoplerin; methy lene-HLMPT, NN
methy levetetrshydremethanoptesin, — methy ILMPT, A7
methyletrahydronrethanoplering Mer, M.
miethy levetetrahydromethanopterin. - reductase;  bher, Mo
Fir Adpihcosareing BT, thder, Mer fraam
Methotiermobacter sorbigensie,  EMer,  Mer  from
Methwmogrns kdlerd, Adl, Foodependent aleohol
dehyvdregenase; Lue bacterial bucifersse, Lo, alpha subainit
of a bacterial lociferase, LuvAB, heterodimer of o bacterial
lue iferase:; Saull, FhN=dependan alkanesulfonate
monaxyzenase,  Mell, NADP-dependent FAD harboring
N A ethylenetetrahydrofolate reductass, RMS, roct awean
sqquare; RMED, oot mean square deviation: kKD, kilo Dalien:
Row and Rpe. crvstallographic  sefinement-facters, A,
Angsirdng O, alpha carbon stom; PEG, pelyethybene glycol,
P, prodein data banke, B, Michaelis constant; TR, insertion
regions in ihe Mer stnuciones,
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Maving like FMMN (Scheme 1), All Fp-dependent
enzyvmes tested catalyze hvdnde transfer from or o
the Si-face of Fyqg (19
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ScHEME 1 Figedependent  metlylenetetraly drometlsanaptenin
reductase  catalyzes  the  reduction  of  methylenstetra-
hydromethanopterin (Methylene-FLMPT) o methylietra-
hydromethanopterin (Methyl-HMPT) with the concomitant
axidation of FimHz to Fiss The enryme s Si-lace specific with
mespect o the O3 atom of Fia Coeneyme Faay is compesad of a
deallavin ring, a ribital, o phosplate, a baetate awd o or more
alutamates. The C1 carrier FLMPT is composed of T-mely]-6-
ellyylptering aminobenzoats, |-deogyribose, mbose, phosphate
anid 2-Frydroxyglutarate.

From the crvstal structure of Adl in a complax
with an adduct of Fyy and acetone, the Fyy binding
sile structure an his enpvme was determined (F). A
non-prolvl cis-peptide bond was identified as an
essential part of a bulge that serves as backstop to
the fe-face of the Fay isealloxazineg nng. Although
non-prolvl cis-peptide bonds are rare in proteins, i
was also found i ervatal structures of Mer (/5) and
LuxAB (44} at equivalent positions. This unusual
cle-peptide bond was not found in Ssuld (/&)
indicating that the bactenial luciferase family is
composed of two subgroups: the cis-sublamily
containing a non-prolvl cis-peptide bond and the
frans-sublamily in which such a cis-peptide bond is
absent like in Ssul. The isoalloxazineg ning and the
tall of Fyap are fixed to the protein main chain of
Adf mainly via hydrogen bonds. Except for His3s
and Serl 73, the hvdrogen bonds are only formed 1o
main chain atoms. Reflecting its binding mode, the
sequence ideniity of the Fyp, binding site among the
bacterial lucifersse family enzvmes s low (less
than 3% in the total lengih of 14 aming acid
residues),

Mer is found in methanogenic and  sulfate
reducing archaga (3-9) and catalvzes the reduction
of NN methy lenetetraby dromethanopierin
(methylens-HMPT) 1o .N{-ﬂ]&m}']iEIIﬂl]}'drﬂ-
methanopierin {methv-H,MPT) with the
concomitant oxidation of reduced Fpgp to oxidizad
Fa (Scheme 1) The cvioplasmic enzvime is
compoged of only one type of subumt with an
apparent molecular mass between 33 and 40 kDa It
lacks a prosthetic group and exhibiis a temary
complex. mechanism, The crystal structures of Mer
from  thermophilic  methanogens,  Metharmopurus
fandleri (KMer)  and  Methanoshermobacier
martreensis (iMer) in the absence of their
substrates have been reported (/5). The (i), barrel

structure of Mer monomers ig related o that of

NADP-dependent  FAD  harboring N N".
methylenetetrahydrofolate reductase (MetF) from
Escherichia colt (20, although both eneymes show
no significant sequence similarity. Mer and MeiF
catalveze  analopous  reactions  wsing  simular
substrates. The Fiy binding site of Mer was
predicted from the FAD binding mode in the
structure of the MetF-FAD complex (73} Aneampis
1o obain the crvsial structures of (Mear and kMer in
complex. wilh the substrates have fuled so far
Meither the cocrvstallization of the ensyme with
Fazp under vanous screening conditions nor soaking

of the crvstals with the substrates vielded crvstals of

the complex.

Here, we present the structure of Mer from
mesophilic  Methanosarcing  barkert (bMer) in
complex with Fyp This s the second structural
example of Fyz binding in enevmes of the bactenal
luciferase family. The structure of the Fz, binding

site in Mer 15 wdentical to that in the structure of Adf

despite the low sequence identity. Based on the Fyy
binding sie structure of Mear, we predict the
architecture of the FMN binding site in bacteral
luciferase LuxA

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Marerials. Methanosarcing barker! strmn Fusaro
(DSMZ 804} was oblained from the Dewtsche
Sammlung von Mikroorgamismen und Zellkulturen
(Braunschweig, Germany ). Blue Sepharose CL-6B
and Resource ) columns were from Amersham
Biosciences, Coeney me Faan and
tetrahvdromethanoptenin (H,MPT) were  isolated
from Meshanothermobacrer marburgensis (DEMZ
2133) (21) Inital screening expenments werg
perfformed  with  the  Hampton  Research
crvstallization kit (220 Figures | and 3 — 5 are
generated  with  the programs  Molsenpt (23,
Bobscript (243, Raster 3D {230 and Pymal (Delano
Scientific).

Preparation of der. M barkerd was grown in o
medium comtaining 1% methanol at 37°C and cells
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were harvested in the exponential phase (26). Cell
extracts were prepared in 30 mM Tris/HCL pH 7.6
All punfication  sfeps  were  performad in an
anaerobic chamber (Covy due 1o the inactivation of
the  enzyvme  under  asrobic  conditions
Meihylengtetrshy dromethanpotenn redectase (Mer)
was punfied wsing Blue Sepharose CL-6B and
Resource O chromatography columns s previously
described (7 270 Addibonally, a  Ceramic
Hydrosvapatit column  (BioRad) (14 ml) was
applied which was equilibrated with 30 ml .03 M
sodium phosphate buffer pH 6.0, bMer was eluted
using a linzar gradient of a sodium phosphate bufTer
(k03 M- 05 M, 200 mly The enzvme was
recovered in the fractions at 05 M sodium
phosphate. About 4 mg pure ensvme, with a
specific aclivity of 2500 WWmg a0 35°C  under
standard assav conditions (7) could be isolated from
11 culture. The purified enzyvme was desalted and
concentrated i a Ceniricon 10 mucroconcentrator
(Amicon) and adjusted o a concentration of 13
mg/ml in MOPS/KOH (pH 7.0) supplemented with
ol M MNaCl for subsequent crvstallization
Precipitations  that occurred during  the  ensvme
concantration were removad by filtration {pore size
(145 pm)

Crisiallizavion and Dot Colfection. Lyvophilised
Fym and HMPT were solved in 120 mM sodium
phogphate buffer pH 6 under anaerobic conditions
Methyvlens-H,MPT  was  gained  from  the
spontaneous reaction of formaldehvde with H,MPT
(7). Shortly before crvstallization, the enzyme was
mixed with  these subsirates.  The protein
concentration was % mg'ml, in which the
concentrations of Fyy and of methylene-H,MPT
were 1.5 mM. The search for crvstallization
conditions was carried oul in an anagrobic chamber
with the crvatallization kit at a temperature of 8°C
using the hanging drop vapowr diffusion method
Crystals grew best i a drop consisting of 1 ul
enavime solution containing the substrates and 1 pl
of reservoir solution consisting of @1 M Tris/HCL,
pH 8.5, 20 %% polvethviens glveol (PEG) 40040 and
10 %4 1sopropanol. Soaking buffer for freering was
the reservoir solution contaiming 200 glveerol as
cryoprotectant. Crysials were mounted on a fiber
loop and were flash frozen in a paseous nitrogen
sirgam (100 K). The space group was P2, and the
laftice parameters were a = K18 A b= 834 A ¢
S92 A, and i = 91.2 7 best compatible with one
tetramer in the asyvmmeine unit (25). X-Ray data
sets were collected al the European Synchroton
Radiation Facility (ESEF), Grenoble, France at
ID2% beamline using an ADSC Quantum 4 CCD
detector. Diffraction data were collected under
crvogenic conditions with a wavelength of 09792
mime Processing and scaling of the reflections were
performed with XDS package (2%). The processing
slatistics: al a signal/noise value = 0 the resolulion

limits of the data set was 50-239 A with 2
completeness of 7.1 % Ruage was 292 % (1otal
1003 %), A number of 40607 unique reflections and
of 160780 tolal reflections were collected.

Phase  Determinotion,  Mode!  Building  and
Refinemeni. Phases  of  bMer  crystals  were
determined by the mehod of  molecular
replacement with the prograns: AmoRe (30) and
EPMRE (31}, using the coordinates of a tMer dimer
(1FO7). For refinement o model was generaled with
the SwissProt server (32) from the sequence of
bher and the siruciure of tMer. Refinement of the
coordinates was performed with the crvstallography
and NMR svstem program (CNS) (33) using
standard protocols. Manual corrections of the model
wera performed by examination of the (2F,-F,) and
(Fo—F.) maps with program O (34). A 1otal of 239
solvent molecules were added using the water pick
protocol implemented i CNS. Analvsis of the
bMer structure resulied in bond RMS deviations of
0005 A and angle RMS deviations of 1.57

RESULTS

Crystad Stevcrure. The crvstal structure of bMer
was solved at 2.6 A resolution by the molecular
replacement method. The model was refined to
Ripa= and Ryge-factors of 185 % and 221 %,
res'peclnelv. in the resolution range 2.6-500 A The
model in the asvmmetric unit consiss of 4 = 327
residues, 4 coengyme Fyyg ligands, one polvethylens
glveol molecule, 23% water molecules and (wo
tematively modelled potassiom ons, In agreement
with gel filtration resulis (7) bMer in the crvstallineg
stafe was found to be a homotetramer similar (o that
observed in kMer crvstal straciure (73) The
monomer of bMer consists of an (afi)y barrel core
and three nserion regions named IR1D (Provd-
Prol11), IR2 (Gly127-Prol32) and IR3 (LysZlé-
PraZ85) (Figure | and 2). IR1 and IR3 consist
mainly of helix o4-1 and the helical subdomaing
a7-1 - a7-5, respectively and constitute the walls of
the Fyap and methvlene-HMPT binding clefi. As
expected, the bulge at the end of sirand [33
containing the non-prolyl cis-peptide bond between
Glvel and Valt2 is also conserved in bMer. A
superposition of the Mer monomers resulied in a
rool mean square deviation (RMSD) of 1.1 A
(bMher to iMer) and of 1.3 A (bMer 1o KMer) for all
C* positions indicating their high structural
relationshap. The  difference between  the (ofil
barrel cores 15 significantly smaller (RMSD of 0.6
A) than befween the inserlion regions. Structural
differences of IR1 and TR3 can be partly accounted
for bv the Fact that bMer 15 present in complex with
Fazp and iMer and KMer without the cosney me (see
below).

Structural analyvsis of bMer revealed two sies of
additional electron density that could not be
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Frovms 10 Btereo plot of the bamel fold of Feedependent methy lentetralydrometbanopterin redocatse from Medhaomreing boarders i
moemeric form. The (ofi)s barred core is presentad in gray. Insertion regions (TR are indicated i groen (TR and TR3) and Blue (TR2). TR1
and 1143 consist mainly of heli ad-1 and e helical subdomaing «7-1 - aT-3, reapectively. TR2 is composal of a loop between @l and [i5.
Thess insertion regions have mpoctant functions moeither bindieg of F o, (illstmted nored) and methylenetetralydromethanoptenin or o
forming the interfisce between the subunits. The position of mellylanetetralydrometlanapterin is modelad up o the phoshpate moiety. 1s
CAVMIE atoms ane coborad in graviredblusinagenta, respeciivaly.
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Froumes 20 Sequence alignment of Fy-dependent methy lentetraly dromethanopbenn reducatse from Methanosarcing harkerd (Bher)y, F .-
dependent aloohol debydrogenase from Metbmocnllons temophilicas (AL and FMM-dependent bacterial lociferase from Fifieio v
(LA Conserved residues are colorad i red. Amows and bars above indicate e secondary struciire assiguments of each sequence.
Residues involved in Fan or FBM binding are highlighted in vellow. The aming acid residues at non-proly] eds-peplide bonds are indicated
with asteriska. Histidine which bomsd o the Fa soalloxazing ring is bosed in green. Hisdd, Cya 106 and Aog 10T of LuxA are anderlined. A
prart of the structure was not vigible o the electron density of L.
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interpreted as solvent molecules. The first electron
density peak = located close 1o residue Hig3o in the
substrate binding cleli of one of the monomers in
the asvmmelric unit and could be assigned as a
polvethvlene glveol (PEG) molecule (data not
shown), The PEG molecule is primarilyv linked 10
the protein by a hydrogen bond betwesan its oxy gen
atom and the His36-0 atom and by hydrophobic
interaction to Phe230, which i reonented upon
PEG binding. Bound PEG molecules have also
been reported in other protein struclures (33, 36)
The second electron densily patch is & A long and 15
atfached 1o the C5 atom of Fygy and protrudes
perpendiculardy o 118 Si-face (Figure 3). The
presence of a covalent Fyp-ligpand adduct proves
that Fyag 15 im0 a reduced state. A simuilar covalent
adduct was observed in the structure of the Adl=F .y
comples, i which the addinonal molecule was
characterized as an acetone molecule (/). However,
an acetone molecule would be too small to explan
the electron density found in bMer

Frauge 30 The 2Pl electron densty (contour level | Do) of
the part of F o, isoalloxazive ring in the 26 A cryatal sircture af
T rdependent metly lentetrahydromethanopierin reducatse from
Methemosareing borkers. An additional dectron density was
foved ab the CF of the ring. Ouly a part of the nuknown molacule
15 shawn

g Binding Mode. F o binds rgidly and with an
occupancy of about 80% into a cleft bult up of
sirands B2, B3, fin, B7, and IRD (Figure 1) Dis
binding mode 15 distinet from that of FAD i the
analogous  MetF  structure  despite its related
prosition i front of the C-terminal end of the (afi),
barrel. But Fyap hinds similarly to that reporied for
Adi (), as reflecied by a low REMSD of 23 A
between bMer and Adf using 302 of the 330 C°
atoms [or superposition (37). The siructure-hased
sequence identity between both enevmes s 25%
and the sequence identity is 21% (See Figure 2).

The pronounced butterly conformation of the
ispalloxazine ring found in Adfis stricily conserved
in bMer, the bending angle being 27° (Figure 3)
Mevertheless, the direct environment of  the
isoalloxazing rings differs slightly. At the Si-side of
Adf unpolar residues constitute the isopropanal
binding site and partially shield the isoalloxazine

ring whereas ai the Si-side of bMer a few more

polar residuves allow sufficient space for binding of

the large methyleng-H,MPT head (Figure 4). In
contrast, the structure al the He-side including the
bulge with the nonprolvl cis-peptide bond is well
conserved. Considerable rearrangements are also
observed around the hydroxybenzvl group of the
imoalloxazing  nng The  hydrosvl  growp s

hvdrogen-bonded 1o the pepuide carbony] oxyveen of

Asnl 76 in bMer but only weakly hnked 1o Serl73
in Adl. The reason might be that the bent
conformation  of  the soalloxazing  nng 18
predominantly  maintanad by electrostatic
interachions to the hydroxybenzvl nng in bMer and
by slenc restranis in Adl The connection belween
the pyvrimuding ring and the protemn matnx 15 rather
conserved in both enzvmes. An additional bydrogen
bond 15 formed between Asp% and 02 in bMer
(Figure 4)

The positon and conformation of the Fyy
substituent as well as its interaction (o the protein
are similar for the nbitol and phosphate groups in
bMéer and Adf The residual substituent difTers

substantially although both carboxvlate groups of

the first glutamate have a similar binding site, the
M-terminal residues of helix w3 In the bMer
structure the whole substituent was clearly visible
in the electron density in contrast © the Adi-Fga,
complex  structure where the second glutamate
moiaty of the substituent of Fyp was not detectable
in the electron density (4) and appears 10 be
completely solvent exposed. In bMer, the second
clutamate was anchored 1o the protein matrix by
interactions (o the peptide nitrogens of Lys16l and
Alall2 located at the N-ferminal end of helix od
(Figure 4)

Comformational change  of Mer upon By
Mnding A structural comparison between bMer
complexed with Fyay and tMer and KMer without
the coenzyme clearly revealed thatl the Fyy binding
site 15 preconstructed in the apoensyme. The only
significant main chain  alteration involves TR1,
which moves al most 2 A fowards the coeneymes
upon Few binding The size of the binding sites
differs between tMer and KMer in the asymmetnc
units, In contrast to this conformational variability,
the four crvstallographically  unrelated  bMer
molecules (RMSD about 08 A) revealed an
identical conformation of IR1 reflecting the ngidity
of IR1 upon Fao binding. The observed movement
15 required to position residues hike TeplO7 and
Prol 10 of the loop following helix a4-1 in van der
Waals disiance o the subsiiiuent of Fy,
Interestingly, AspSa of IR1 prior (0 Fiyn binding is
hydrogen-bonded to Ala®8 and The99, whereas
alterwards 1t points towards the bulk solvent in
fromt of Fyy and  becomes more  flexible
Funhermore, the side chans of His3%, Glnl35s,
Leul 74, Asnl 76 and Tyr209 protruda into the
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Fraure 4: Steres plot showing the imteractions between the coenzyine Fiz molecule avd Foedependent methy lentetralydromethanopterin
reducatse from Medbmosarcing borkers. Fiz is linked o the prodein matrix by seven direct hydrogen bonds, The isoalloxazin ring i linked
o AspAS and His3a, The nov-prolv] eis-peptide bond, formed by Glye ] amd Vale2 balances the moalloxazin ring at its Re-face. The abitol
arong is linked 1o Gly%S and the phosphate is in lydrogen-bond distance to Glnl 28 and Gly 1539, Trpl07 provides hydrephobic intersction
to the lactate part of F . The first glotanate of the tail i bound o 3Met162 ad Lyal6] and the second glustamate to Aspl 12,

isoalloxazine binding site and evade the amving
coeney me Fiag Sidechans Glnl 38 and Asnl 76 also
become more flexible upon Fyz binding

Modeling of FMN o Lucd. Despite an
insigmificant sequence iwdentity betwesn LuxA from
Fitvrio harvey (12) and bMer (16%), the structures
of both enzyvmes are related as indicated by an
RMSD of 2.7 A when wsing 292 of the 340 C*
atoms for superposition by DALL (37) (Figure 5A)
Two crvstal structures of Lux A are avalable
IBRL at 25 A resolution and 1LUC at 1.5 A
resolution. Although the general accuracy of the 1.5

A structure 15 improved, allowing the detection of

the non-prolyl cis-peptide bond, we used the 2.5 A
structure for  constructing a maodel  since  the
presence of Pi bound 1o the engvme changes the
conformation such as 15 expected for FMN binding
Accordingly, modeling of FMN into LuxA was
straightforward by transferring Fyzg from bMer info
the superimposed LuxA and by changing it to FMN
(Figure 3B). Excepl for Leul0% the distances
betwean FMN and profeins atoms are longer than 2
A indicating  only  minor  interference.  Afler
incorporating a cis-peptide bond  between Ala74
and  AlaT5, and after rotating His39 into the
posiiion found in bMer and after rotating Leul 09 to
a posiiion corresponding 1o that found in the 1.5 A
structure of luciferase, a energy  minimizaiion
calculation was performed using CMNS (33). The
RMSD of the model arcund FMN before and afier
enarpy minimization was (06 A no aloms deviate
more than 1 A The bent conformation of the
isoalloxazine ring and the non-prolvl cis-peptide
bond was retmined. As visuahized in Figure 53C, the
esseniial flavin-protein interactions conserved

between bMer and Adl are maintained in luciferase.
However, the surrounding of the dimethyibenzy]
group is significanily changed compared 1o that of
the hyvdroxvbenevl group of Mer. Vall73 and
Hel9l provide hydrophobic contacts with  the
methyl groups at C7 and CF of FMN and might also
playv  a role in mantauning  the  bunerily
conformation. Recentlv, Lin er @f reported that
muiations  at Vall73  afTected the color of
bioluminescence  emission andfor  the reaction
kinefics  of  luciferase  catalvsis  (38) Other
mutational studies indicated that residues Aspl 13,
Ser227, Tepl94 and Trp230 infleence isoalloxazing
binding which is completelv compatible with our
model (39) Imerestingly, the phosphate moleculs
found in LuxA is only 1.2 A and 08 A apart from
the independently modeled phosphate groups of
Fazp in bMer and Adf, respectivelv. Mutations of
Argl07, which 15 hvdrogen bondad 1o the
phosphate group in our FMN model, 1o neutral or
negatively charged amino acids led to an increasad
K value for reduced FMMN (40 2/} thereby
supporting the correct positoning of the phosphate
Lroup.

The methene-HMPT binding sive. Methyleneg-
HyMPT was not found in the crvsial siructure
although the crystals were grown in the presence of
methylene-H,MPT and Fyy We assume that the
unknown bulky molecule a the C35 position of Fyay
partly occupies the binding site of the plenn and
irmidazoliding rings and thus prevents the binding of
methylene-HMPT. However, analyses of the Mer
structures provide us with a vanety of information,
which can be used to posiulate how methylens-
HyMPT inds (Figure 1) The determined position
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Frovse 5 Modeling of FMM into the bacterial luciferase o subuooit {Lusa) Gom Pibedo horesd. (A) Superposition of the O chains of Mer
from Metharosoreing Sackerd and Lo, The amows show the protein segments for the FiFMN binding pockets. (B) Stereoviews of the
modelad complex of FMN with LuxA. The FMM ligand i shown in ball-and-stick representation. [ts CAOVBUE atoms are colorad in
yellow/radblue'magenta, respectively. Selecied protein residoes lining in the basding site and diseussad inoibe texd are shown as ball-and-
slick representation and are labeled. Intermalecalar hydrogen boids between the FMMN molecule and the prodein are shown by shite dashed
lines. The backbone of the protein 18 colosed i gray. (C) Schane of the propesad FBN bisding mode in Lo Residues coitactieg F,, i
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comtacts ane found i the three eeymes. The eis-peptide bond-fonning residues are not shown,

of Fyzg serves ag fixpoint to position the head group
of methvlene-HyMPT as 1ts Cl4a atom has to be

within a distance of 3.0 - 3.5 A of the O3 atom of

Fim for optimal hydnde transfer For sterical
reasons the bulky head group has to be placed at the
Si-face of Few A hydnde ransfer at the Si-lace is
also in agreement with previous studies (42,

The polar residues Glub, Hisd6, Aspte, Glnlss
and Asnl76 which are well conserved in all Known
Mer sequences (/3) change their conformations
upont Fizp binding and  protrude  towards  the
potential prerin and imidazoliding linding site. The
lafter three residues become more Mesible upon Fyay
binding and might be mmvolved in methylene-
H,MPT binding upon which they are no longer
flexible. This finding suggests that Fyay has 1o be
bourd an first 1o the enevme o form the binding site

for methvlens-H,MPT. Addinonally, Glub, Aspto
and Glnl58 are similarly arranged with respect to
the flavin as the corresponding residues GluZ3,
Aspl20 and GInl83 of MetF. The laner residues
were shown o be invelved in tetrahydrofolate
binding by sitg-specific mulagenssis experiments
(43)

The analvsis of the protein surface suggesis that
the binding site of the plenn substituent of
methylene-HMPT 15 located in a cleft between the
TIM barrel core and 1IR3 most likely betwesn the C-
termunal regions of strands Bl + B8 and helix @7-1
(Figure 1). The participation of 1IR3 in methylena-
H,MPT binding was previously proposed (/5) since
s conformation  differs  between  the  crvsial
structures and it is partially disordered in the ervsial
of kMer. Additonally, the side of the clefi that 1z



ERGEBNISSE/PUBLIKATIONEN

49

Fyy Binding Site Structure

formed by IR3 15 lingd by several solvent exposed
hydrophobic side chains including the invariamt
Val228, Phe231, Ne232 and Phe263. These rather
hydrophobic residues are invelved in binding a
FEG molecule, approximately outlining the binding
aite for the plerin substituent of methylene-HMPT.

DISCUSSION

The structure of bMer in complex with Fyay
reportad here is the second enzvme in the bacierial
luciferase family where the flavin could be detecied
in the electron density. Despile the low sequence
identity between Mer and Adl and a  few
modifications of the Fyge-binding site the position
and  conformation  of  Fyy  was  remarkably
conserved. Maoreover, Fip binding induces only
miner conformational changes of the polypeptide
such that the Fiw binding site can be considered 1o
be preconstructed prior 10 Fgg binding. Both
findings prompied w10 model the FMN molecule
inte the structure of the structurally related and
biologicallv interesting bacterial luciferase subunii
LuxA. Addinonally, the accurate Fp, binding
position combined with some features of the
substrate  binding  cleft  allowed ws 1o model
methylene-H,MPT into its binding site in bMer (see
below).

The new FMN model and s implicanion for the
FLixd  reactton. LuxA o catalvezes the reaction of
reduced FMM, molecular oxygen, and a long chain
aliphatic aldebvde to vield oxidized FMMN, aliphatic
carboxylic acid and  blue-green light (2) The
binding mode for FMN and aliphatic aldehyde
substrates are stll not experimentally established
but a model for FMN was proposed based on
computer assisted conformational search methods
{411 with incorporation of the mutational data and
the inorganic phosphate binding site (40, 4/, 44,
43y The FMN binding position derived by
middelling based on the structure of the bMer-F
complex 15 similar 0 that  obtained  via
computations. However, the onentation of the
isoalloxazine  nng  differs  substanually.  For
example, the nmon-prolyl cis-peptide  oxvgen
approximately points fowards atom N3 of FMMN,
whereas this oxyvgen serves as a backstop for the
ring in our model. Furthermore, the conformation
of the reduced isoalloxazing ring in LuxA was
considered to be planar based on nuclear magnetic
resomance (NMR) spectra (46). We favor, in
contrast, a bentl conformation of the favin nng in
LA, as observed in bMer and Adl (Figure 3 and
SB). A bent conformation of FMMN would be
compatible with the conformation of FMMN and
FAD found in other ensvmes (47, 45) and with
energy calculations of favins (4¥). In addition, the
ribital  hinker  does nol  form  indramolecular

hvdrogen bonds with the phosphate in our model
(Figure 5B).

The new model of FMN also provides us with
new information about the function of crucial
residues  that  might coninbute t© &  befer
understanding of the luciferase reaction. The most
striking observation is the pronounced butterfly
conformation  of  the soalloxazine nng  that
increases the space in fromt of atom C4a The
bending of flavin ring raises C4a oul of the plang
forces it to rehvbridize. With binding hydoperoxy
or hydroxy in its  imiermediate  siales, an sp3
hvbridization 1z reached  Whether the  bemt
conformation and s potential alteration can be

correlated with the biolumingscence property of

luciferase 15, of course, an open quesiion. The
importance of the non-prolyl cis-peptide bond Tor
isoallonazine binding was recognized previously
(47} but ns specific function o muntan a bent
conformation is only now evident. Therefore, the
dramatic effect of the CvslOsVal mutant might be
due 1o a collision between the side chains of VallUo
and cis-peptide forming Ala73 thereby distroving
the butterfly conformation of FMMN. In the bMer
denved model, the thiol group of Cysl06 has a
distance of 32 A to the M1 atom of F g and 15 not
directly involved in the bioluminescence reaction in
agreement with previous resulis (44) Mevertheless,
Cvsl06 of Fibrie harver! luciferase could siabilize
the deprotonated N1 atom, increasing  the
nucleophilicity of atoms N3 and C4a and stabilizing
the Cda-hvdroperoxy  and  hvdrosv-intermediate
states of the flavin (44 507 From the structural
point of view the most interesting residue is Hisd4,
which was rotated towards the Si-side of the
isoalloxazing  rng  in accordance  with  the
conformation found in bMer and AdC In this
position the imidarzole ring would be direcily in
confact with the postulated covalent Mavin adducis
and might act as a catalvtic acid or a catalvtic base.
These results are in agreement with mulagenesis
experiments that already showed the imporant role
of Hisd44 for bioluminescence activitv and on
aldehyde consumprion (43). The function of Hisd4
as o catalytic bagse was also previously proposed
(31}

Madeling of methvlene-HMPT and the catalvic
mechanisin of Mer. Based on the determinad
position of F,':n. the known stereochenmustry of the
hvdride transfer and the described properties of the

substrate  binding  clefi. a reasonable model of

methylene-HMPT could be built (Figure 1) The
conformation of methylene-HMPT was taken from
that of the lformaldehyvde-actuivating enzvme, the
first structure solved with methyleng-HyMPT bound
(32). Accordingly, the plerin and imidazolineg rings

wereg placed in such a manner that the Re-side of

methylene-H,MPT Taces the Si-side of Fiy such
that the Cl4a— C5 distance is 3.2 A The plarin,
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plein ring by a levdrogen bonding. The peo-5 hydride 15 transferred 1o the 3-imaniom cation forming methy 1-H MPT.

imidazoliding and benzv] rings were additionally
onented such that the N3 and N8 atoms lie adjacent
to the pronounced residues Asp96 and Asnl76
without causing larger collisions between the bulky
rings and the protein matrix. In this position of the
perin ring, the NI0 alom iz 4.2 A avway [rom Glub
and 15 able to form a hydrogen bond to it afier a
conformational change of its side chain or via a
solvent molecule. Moreover, His39 is hvdrogen
bonded 1o the 04 atom of the plerin nng and the
flexible Gln3% nught also be involved in plenn
banding

When keeping the acute angle between the plenn
and imidazohdine nngs similar 1o that found in Fae,
the benzvl, nbitol and rnbose moietes of
methvlene-H,MPT  approximatelv  supenmposes
with the PEG found in the structure.  This
coincidence supports the rehabality of the model
However, the binding cleft 15 too wide for optimal
cofactor-protein contacts therefore a 2 - 3 A
movement of IR3 towards methyleng-HyMPT a5
likely. After shifting IR3 the aromatic side chan of
Phe231 roughlv faces the benzvl nng of HMPT
and WValZZ8 + He232 might contact the plerin and
imidazoliding ring from the Siside. Phe263 might
have a role in lixing the nbose group of methy lene-
HyMPT.

The modeling of methylene-H,MPT  allows
postulation of a hydnde transfer mechamsm for
Mer as owutlined in Scheme X Accordingly, the
reachion might be initialed by an acid-catalyzed
opening of the imdazolidine ring and Glud might
donate a proton wwards atom N100 Then the
formed S-iminium cation could readilv accept a
hydride ion from reduced Fip penerating methvl-
H,MPT. Asp96 15 the most attractive candidate to
stabilize the positive charge of the reactive 5-
iminium cation but the imidazole ring of Hisia
ponting to the Clda mtom might also have an
important catalyvtic function. The proposed

mechanism corresponds o that reponed for MetF
(43) and fwmudvlate synthase (33). In MetF the
essential role of the equivalent Glu2s and Aspl 20
for folate activation and catalvsis was confirmed by
site-directed mutation expenments (43).
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\" Diskussion

1.  Substratbindestelle und Katalysemechanismus von Adf und
Mer

Die Struktur der Fazo-abhangigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) aus
Methanoculleus thermophilicus wurde bei einer Aufldsung von 1,8 A ermittelt. Die
TIM-Barrel-Konformation der Adf-Tertiarstruktur wurde in vorherigen Studien
aufgrund von hoher Sequenzahnlichkeit (34 %) zu Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase (Mer) und bakterieller Luciferase (LuxA) vorhergesagt (Berk 1999). Wie
erwartet enthielt das kristallisierte Enzym Fjp0 im aktiven Zentrum gebunden. In
einem weiteren Anlauf wurde die Coenzym-Bindestelle von Mer bei einer Auflésung
von 2,6 A gelést. Anhand der aus Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MetF)
bekannten FAD-Bindestelle wurde die unbekannte Bindestelle im Bereich des C-
terminalen Endes vermutet (Abbildung 5, Seite 12) (Shima et al. 2000). Allerdings
wurden Interaktionen des Deazaflavins sowie Wechselwirkungen zu der nicht-Prolin-
cis-Peptidbindung falsch vorhergesagt. Interessanterweise ist die Coenzym-F4z0-
Architektur in Adf und Mer bis auf wenige Ausnahmen identisch, obwohl beide
Enzyme untereinander eine geringe Sequenzidentitat zeigen (Tabelle 1, Seite 7). In
den untersuchten Strukturen bindet Coenzym Fay in einer Tasche, welche 15 A tief

von der Oberflache bis in das Zentrum des jeweiligen Enzyms hineinreicht.

Im Folgenden wird die Bindung von Fa4y fUr die untersuchten Enzyme

gemeinsam zusammengefasst.

Die Bindestelle von Coenzym F43. Der Deazaflavin-Ring von Coenzym F42
wird auf seiner Re-Seite von einer nicht-Prolin-cis-Peptidbindung gestitzt. Diese
seltene Peptidbindung verbindet Cystein 72 mit Isoleucin 73 in Adf und Glycin 61 und
Isoleucin oder Valin 62 in Mer. In einer Zusammenstellung von Proteinen, welche
nicht-Prolin-cis-Peptidbindungen in funktionell wichtigen Regionen aufweisen,
wurden haufig angrenzende, aromatische Seitenketten-Interaktionen beobachtet.

Stabilisierende Wechselwirkungen zwischen polaren Aminosauren sind ebenfalls
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moglich, kommen statistisch aber seltener vor (Jabs et al. 1999). Die cis-Bindung in
Adf und Mer wird durch eine benachbarte, elektrostatische Wechselwirkung
zwischen zwei konservierten Resten, Aspartat und Arginin, stabilisiert. Die optimale
Positionierung der Carboxylatgruppe von Aspartat aus Strang B3 ermdglicht die
Bindung mit einem Arginin aus Helix a4 und kompensiert so die energetisch
ungunstige cis-Bindung (Abildung 4, Seite 36). Der Einsatz eines Prolin-Restes
ermdglich die cis-Form der Peptidbindung mit einem geringeren Energieaufwand,
doch wirde Prolin den Deazaflavin-Ring des Coenzyms sterisch in seiner Position
behindern. Diese Vorgabe kdnnte den Ausschluss von Prolin in dieser konservierten

cis-Geometrie begriinden.

Das als Isoalloxazin-Ring bezeichnete reaktive Ringsystem liegt gebogen tber
der beschriebenen cis-Bindung und weicht um 27° von einer planaren Konformation
ab (Abbildung 3, Seite 46). Computersimulierte Berechnungen in Bezug auf
energetisch gunstige Konformationen des Deazaflavins deuten auf eine Praferenz
der planaren Anordnung im oxidierten und auf eine gebogene Konformation im
reduzieren Zustand hin (Hall et al. 1987). Aus Untersuchungen von Flavoproteinen
ist bekannt, dass die Konformation Enzym-gebundener Flavine unter anderem durch
schwache Wechselwirkungen oder sterische Zwange von Resten der Polypeptidkette
moduliert werden kann und dies die Reaktivitat des Flavins beeinflusst (Thieme et al.
1981; Wierenga et al. 1983; Edmondson et al. 2004). Der Isoalloxazin-Ring wird in
Mer und Adf Uber der cis-Bindung durch den sterischen Einfluss eines Imidazol-
Ringes von Histidin und der Carboxylatgruppe eines Aspartats gekrimmt (Abbildung
5, Seite 37 und Abbildung 4, Seite 47). Hierbei favorisiert das reaktive C5 des
Deazaflavin-Ringes eine sp3-Hybridisierung und kann dadurch mit einer geringeren
Aktivierungsenergie reduziert werden. Dieser Effekt erleichtert auch die kovalente
Bindung und Adduktbildung durch einen nukleophilen Angriff. Die Formation von
Addukten wurde sowohl in Adf und Mer als auch in weiteren Flavoenzymen
beobachtet (Binda et al. 2004; Edmondson et al. 2004).

Schwache Wechselwirkungen der Seitengruppe von Fiz zu Amid-N- und
Carbonyl-O-Atomen des Polypeptid-Rickgrades tragen ebenfalls zur Bindung des

Coenzyms bei. Wenige der beteiligten Reste sind konserviert, da sich
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Wasserstoffbrickenbindungen zwischen Fs0 und Hauptkettenatomen und die cis-
Bindung in Adf und Mer von Seitenketten unabhangig ausbilden. Neben dem bereits
genannten Histidin und Aspartat sind auch zwei an Wasserstoffbrickenbindungen
beteiligte Glycinreste strukturell konserviert. Glycin zeichnet sich durch die
Abwesenheit einer kohlenstoffhaltigen Seitenkette aus und verhindert in Adf und Mer
eine Uberschneidung der Phosphoribityl-enthaltende Seitengruppe von Fax mit

angrenzenden Bereichen der Polypeptidmatrix.

Beide untersuchten Enzyme katalysieren eine Reduktion oder Oxidation von
Coenzym Fa20 bzw. F420H>. Neben Fa20 sind 2-Propanol und
Methylentetrahydromethanopterin  (Methylen-H4sMPT)  Substrate der Alkohol-
Dehydrogenase bzw. der Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Die
Bindestellen des sekundaren Alkohols in Adf und von Methylen-HsMPT in Mer
wurden modelliert. Vorschlage zu moéglichen Katalysemechanismen werden in den

hier folgenden Abschnitten diskutiert.

Bindestelle von 2-Propanol in Adf und Katalysemechanismus. In Fizo-
abhangiger Alkohol-Dehydrogenase konnte Aceton als Teil eines gebundenen Fazo-
Addukts identifiziert werden (Abbildung 5, Seite 37). Das Keton bindet kovalent an
C5 auf der Si-Seite des Deazaflavin-Ringes. Eine Erklarung fur die Generierung der
kovalenten Bindung ist der nukleophile Charakter von Aceton als Enolat-Tautomer
(Abbildung 6, Seite 38). Die Bindung des Keto-O von Aceton im aktiven Zentrum
erfolgt Uber Seitenreste von Histidin 39 und Glutamat 108. Histidin sowie Glutamat
treten in Abhangigkeit des pKs-Wertes sowohl als Wasserstoffbriickendonor als auch
als Akzeptor auf, doch kdnnen ihre partiellen Ladungen und somit ihre katalytischen
Rollen in Adf nur vermutet werden. In dem vorliegenden Modell protoniert Histidin als
Saure-Katalysator das negativ geladene O-Atom von Aceton. Das gebundene Enol
wird von Glutamat deprotoniert und als Enolat von Tryptophan 43, Glutamat 108 und
Histidin 39 stabilisiert. Ein nukleophiler Angriff des negativ geladenen C1 des Enolat-
Anions auf C5 des Deazaflavin-Rings fuhrt zur Bildung des kovalenten Addukts im
aktiven Zentrum. Die Bildung eines analogen NADP-Aceton-Addukts wurde bereits
fur eine NADP-abhangige Alkohol-Dehydrogenase Uber ein dhnliches Modell erklart
(Benach et al. 1999).
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Mit Hilfe des Aceton-Addukts ist es mdglich, 2-Propanol in das aktive Zentrum
von Fpo-abhangiger Alkohol-Dehydrogenase zu modellieren und einen katalytischen
Mechanismus fur Adf zu postulieren. Die Lage von Aceton als Teil des Addukts
entspricht nicht direkt der Position von 2-Propanol im aktiven Zentrum. Der
modellierte sekundare Alkohol wird wie das Aceton uber
Wasserstoffbriickenbindungen des O-Atoms zu Tryptophan 43, Histidin 39 und
Glutamat 108 koordiniert. Ferner befindet sich der Methyl-Rest C3 von 2-Propanol in
Van-der-Waals-Abstand zu Phenylalanin 8, Glutamat 12, Aspartat 37, Histidin 39,
Tryptophan 229, Tryptophan 246 und dem Isoalloxazin-Ring. Auf der anderen Seite
interagiert C1 mit Phenylalanin 43, Tryptophan 229 und Cystein 249 (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Modellierte Bindestelle von 2-Propanol im katalytischen Zentrum von Adf. Das
Modell der 2-Propanol-Bindung (griin) basiert auf der Position von Aceton als Teil des kovalenten F40-
Addukts. Der sekundare Alkohol wird an seiner Hydroxylgruppe Uber Wasserstoffbriickenbindungen
zu Histidin 39, Glutamat 108 und Tryptophan 43 gebunden. Die Anordnung hydrophober Reste richtet
den aktivierten Wasserstoff (H-Atom nicht dargestellt) des C2 auf das 2,9 A-entfernte C5 des

Deazaflavinringes.

Es ist bekannt, dass das Enzym 2-Propanol, 2-Butanol und 2-Pentanol, aber keine
langkettigeren sekundaren oder primaren Alkohole oxidiert (Bleicher & Winter 1991).
Diese Beobachtung stimmt mit der Anordnung der hydrophoben Reste, die noch

einen weiteren Methylrest beherbergen koénnten, Uberein. Die notwendige
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Ausrichtung des aktivierten H-Atoms am C2 auf das elektrophile C5 des Coenyms
mit Hilfe beider angrenzenden ‘Methyl-Anker” erklart die strikte Spezifitat des
Enzyms fiir sekundére Alkohole. Ahnliche Prinzipien sind im aktiven Zentrum einer
weiteren Alkohol-Dehydrogenase aus Drosophila beschrieben worden (Benach et al.
1999). Die Distanz von 2,9 A zwischen C2 des Alkohols und des C5 ist optimal fiir
den katalysierten Hydridtransfer (Almarsson & Bruice 1993).

Abbildung 8 beschreibt einen entsprechenden Vorschlag des

Katalysemechanismus fur Adf.

Fan FiaHy
E E
| _
m N_ 0 m M. W, .0
o N 5 o u
T L
Trpdi a o Tepsd [+1 ?
o-& — o-c
‘\l/ w _——— Z
H-. - . o e fe]
He--o a Gl B 0 Aceton SlulfB
H 2-Propancl o !
i H
H |
N.=..,,ll N==~|I
%/NH MH
Hissa Hizso

Abbildung 8: Vorgeschlagener Katalysemechanismus fiir Adf. Der Hydridtransfer erfolgt von 2-
Propanol auf die Si-Seite (rot) des C5-Atoms von F4y9. Als katalytische Base deprotoniert Histidin 39
die Hydroxylgruppe des Alkohols. Glutamat 108 und Tryptophan 43 dienen der Stabilisierung des
Alkoholat-Anions und der Protonierung von N10. Die geordnete Reihenfolge von Coenzymbindung,
ternarem Komplex und Dissoziation des Enzym-F,,0H,-Komplexes ist dem Katalysemechnismus der
NAD-abhangigen Alkohol-Deydrogenase fir die Umsetzung primarer und sekundarer Alkohole ahnlich
(Theorell & Chance 1951).

Im bindren Komplex wird Coenzym F43 im aktiven Zentrum von Adf gebunden. Die
hydrophobe Bindetasche flir 2-Propanol ermdglicht einen ungeladenen Zustand von
Histidin 39 und Glutamat 108. Mit der Bindung von 2-Propanol deprotoniert
Histidin 39 die Hydroxylgruppe des Alkohols und das intermediare Alkoholat-Anion
wird durch Seitenreste von Glutamat 108 und Tryptophan 43 stabilisiert. In einem
ternaren Komplex wird das an C2 aktivierte Hydrid-lon direkt auf die Si-Seite von C5

des Deazaflavins transferiert. Die Néhe von 3,4 A macht die Ubertragung eines



DISKUSSION 58

Protons der Carboxylatgruppe von Glutamat 108 auf N10 des Deazaflavins moglich.
Nach Ablauf der katalytischen Reaktion verlieren die aktiven Reste mit Hilfe von

Wasser ihre partielle Ladung.

Weitere Maoglichkeiten, eine alkoholische Hydroxylgruppe zu oxidieren,
wurden mit Untersuchungen an einer grofden Zahl von Alkohol-Dehydrogenasen, die
sehr unterschiedliche Substratspezifitaten und physiologische Funktionen haben,
beschrieben (Reid & Fewson 1994). In langkettigen NAD(P)-abhangigen Alkohol-
Dehydrogenasen dient ein katalytisches Zink fur die Stabilisierung des polarisierten
Alkoholat-Intermediats, um so die Aktivierungsenergie fir die Oxidation durch ein
Histidin zu verringern (Eklund et al. 1976). Die katalytische Rolle von Tyrosin als
Base, welche durch ein angrenzendes Glutamat verstarkt wird, wurde fur Alkohol-
Deyhdrogenase aus Drosophila, L-3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und 15-
Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase gezeigt (Ensor & Tai 1991; Barycki et al.
1999; Benach et al. 1999).

Bindestelle von Methylentetrahydromethanopterin in Mer und Katalyse-
mechanismus. Obwohl Kokristallisationsansatze sowohl Fso als auch
Methylentetrahydromethanopterin enthielten, wurde Methylen-HsMPT nicht im
aktiven Zentrum von Mer gebunden. Eine mdgliche Erklarung wurde wahrend der
Verfeinerung der Fgpo-Position im Modell von Mer gefunden. Ein nicht
identifizierbares Molekll bindet, dhnlich dem Aceton in Adf, kovalent am reaktiven
Kohlenstoff des Deazaflavin-Ringes und kénnte das Andocken des Pterinringes auf
der Si-Seite des Coenzyms verhindern (Abbildung 3, Seite 46). Aufgrund der nun
bekannten Bindung von F4y, der Stereochemie der katalysierten Reaktion und der
optimalen Distanz fur einen Hydridtransfer ist die ungefahre Lage des an N5 und N10
von H4MPT koordinierten C14 und die Position des Pterin-Ringes vorgegeben. Die
Koordinierung des Pterin-Ringes und die modgliche Lage des Aminobenzoat-

enthaltenden Restes ist mit ausreichender Bestimmtheit vorhersagbar.

In Abbildung 9 (Seite 59) ist die Ansicht auf das modellierte Methylen-HsMPT
an der Si-Seite von reduziertem Fz0 gezeigt. Interessanterweise ist die Anordnung

von Asparagin 176, Aspartat 96 und Glutamat 6 im aktiven Zentrum von Mer mit der
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Position von Glutamin 183, Aspartat 120 und Glutamat 25 auf der Si-Seite von FAD
in  Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MetF), dem analogen Enzym aus
Escherichia coli (Guenther et al. 1999), trotz fehlender Sequenzverwandtschaft
vergleichbar.
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Abbildung 9: Modellierte Bindestelle von Methylentetrahydromethanopterin im katalytischen
Zentrum von Mer. Die in Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer) konservierten Reste
Aspartat 96 und Asparagin 176 sind an der Bindung von Methylentetrahydromethanopterin
(CH,=H4MPT, dunkelgrau) beteiligt. Glutamat 6 liegt 4 A unterhalb von Stickstoff N10 und kann somit
eine Rolle in der katalytischen Aktivierung von CH,=H;MPT einnehmen. Der Vorschlag &hnelt einem
Interpretations-Modell fir Methylentetrahydrofolat-Reduktase (Trimmer et al. 2001), dem analogen

Enzym in Pro- und Eukaryoten.

Mutationsanalysen in MetF haben gezeigt, dass die drei konservierten Reste
an der Bindung und an der Reduktion von Methylentetrahydrofolat (Abbildung 10,
Seite 60) beteiligt sind (Trimmer et al. 2001). Schwache Wechselwirkungen zwischen
der Carboxylatgruppe eines Aspartats und des N3 und Amino-N des Pterinringes
wurden in Kristallstrukturen der Tetrahydrofolat-(H4F)-bindenden Thymidylat-
Synthase (Perry et al. 1993), Methylentetrahydrofolat-
Dehydrogenase/Cyclohydrolase (Schmidt et al. 2000), der Biy-abhangigen
Methionin-Synthase (Evans et al. 2004) und dem H4sMPT-abhangigen Formaldehyd-

aktivierenden Enzym (Fae) aus Methylobacterium (Acharya et al. 2004) beschrieben.
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Der Vergleich der Kristallstrukturen von Reduktase Mer mit und ohne
gebundenem Coenzym liefert weitere Argumente fir die Rolle von Aspartat 96 und
Asparagin 176. Neben wenigen Neuordnungen von Seitenketten wird die Bindung
von F420 von einer konformationellen Anderung der Helix a4-1 begleitet (Abbildung 1,
Seite 45). Durch Wasserstoffbrickenbindung des Amid-N-Atoms der Aminosaure
Glycin 95 und der Ribitolgruppe von F4yo rickt die Carboxylatgruppe von dem
benachbarten Aspartat 96 um 2,7 A in die Nahe des Pyrimidinringes. Dieser Effekt
kann die Fixierung des HsMPT-Pterin-Ringes ermdglichen. Die Seitenkette von
Asparagin 176 weist nach der Bindung von F4z einen erhéhten Temperaturfaktor auf
und wirde durch die Bindung von Methylen-HsMPT Uber eine Wasserstoffbriicke
fixiert werden (Abbildung 9, Seite 59). Die aus der Kristallstruktur von Fae bekannte
Konformation von Methylen-H4sMPT fuhrt allerdings zu einem geringen Abstand
zwischen der Methylgruppe an C7a des Pterins und dem Hydroxybenzyl-Ring von
F420 im aktiven Zentrum von Mer. Daher sind die Konformationen von Methylen-

H4MPT in Fae und Mer nicht zwingend identisch.
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Abbildung 10: Methylentetrahydrofolat (A) und Methylentetrahydromethanopterin (B).
Tetrahydrofolat (H4F) besteht aus 6-Methylpterin, p-Aminobenzoat und Glutamat. Die Stickstoffe N5
und N10 sind an der Bindung von C14 der Methylengruppe beteiligt. H4F ist strukturell verwandt mit
Tetrahydromethanopterin  (H4MPT). Der C1-Carrier H4MPT besteht aus 7-Methyl-6-ethylpterin,
Aminobenzoyl, 1-Desoxyribose, Ribose, Phosphat und 2-Hydroxyglutarat.

Mit der Koordinierung des an der Katalyse beteiligten Pterins durch
Aminosauren der Strange (1, B4 und B6 kommt der helicale Bereich a7-1 des

Enzyms fir die weitere H4MPT-Bindung in Frage (Abbildung 1, Seite 45). Geringe
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Unterschiede der Konformation der helicalen Segmente a7-1 bis a7-5 von
Insertionsregion 3 wurde in allen Kristallstrukturen von Reduktase Mer beobachtet
und kénnten auf eine fehlende Stabilisierung durch Methylen-HsMPT zurtckzuflhren
sein (Shima et al. 2000). Eine Reorientierung der hydrophoben Seitenkette von
Phenylalanin 231 in Helix a7-1 erlaubt der Benzylgruppe des C1-Carriers
hydrophobe Wechselwirkungen. Ahnliche konformationelle Anderungen begleiten die
Bindung von H4MPT in Fae. In diesem Enzym wird der Benzol-Ring Uber zwei
Phenylalanin-Reste koordiniert (Acharya et al. 2004). Die Exposition flexibler
aromatischer Seitenketten ist ebenso aus weiteren HsMPT-bindenden Enzymen wie
Methenyl-HsMPT-Cyclohydrolase (Grabarse et al. 1999) und Methylen-H4MPT-
Dehydrogenase (Ermler et al. 2002) bekannt. Fur die Modellierung des
Hydroxypentyl-Restes von H4MPT leistet Polyethylenglycol, welches zwischen
Resten von Helix a2 und a7-1 in der Stubstratbindetasche von Mer bindet, eine
natzliche Hilfestellung. Moglicherweise erlaubt eine ahnliche Zusammensetzung des
Polyethylenglycol-Molekils (C11H2405) und der Hydroxypentylgruppe (CsH7O3) diese
unspezifische Bindung. Weitere Wechselwirkungen kénnen nicht zugewiesen werden

und sind fir einen Vorschlag des Katalysemechanismus dieses Enzyms unerheblich.

Ein von Trimmer et al. postulierter Mechanismus fir die Reduktion von
Methylentetrahydrofolat in MetF (Trimmer et al. 2001) wird aufgrund der analogen
Struktur des aktiven Zentrums und der strukturellen Verwandtschaft der Substrate flr

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase in Betracht gezogen.

Dem Modell entsprechend wird der Pterin-Ring von HyMPT auf der Si-Seite
von F4y0 durch Aspartat 96 fixiert (Abbildung 11, Seite 62). Die maximale spezifische
Enzymaktivitdt von Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase bei pH 7 (Ma &
Thauer 1990b; Ma & Thauer 1990a; Ma et al. 1991) und Ergebnisse von
Mutationsanalysen des analogen Aspartat-Restes in MetF (Trimmer et al. 2001)
sprechen flr einen ionisierten Zustand der Carboxylatgruppe. Die Substituierung von
Glutamat 28 durch ortsgerichtete Mutagenese flhrt zu einer drastisch erniedrigten
Aktivitdat von Methylentetrayhdrofolat-Reduktase. Die Untersuchung eines ahnlich
positionierten Glutamat-Restes in Thymidylat-Synthase hat gezeigt, dass die

Carboxylatgruppe nicht fur die Bildung eines ternaren Komplexes verantwortlich ist,
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sondern aktivierte Wassermolekule koordiniert (Sage et al. 1996). In Mer ist Glutamat
6 nicht weit von N10 des modellierten Methylentetrahydromethanopterin entfernt und

kommt daher als Protonen-Donor in Frage (Abbildung 9, Seite 59).

Um die an H4MPT gebundene Methylengruppe zu aktivieren, wird HsMPT an
N10 mit Hilfe von Glutamat 6 entweder direkt oder indirekt Uber aktivierte
Wassermolekiile protoniert. Die nachfolgende Offnung des Imidazol-Ringes fiihrt zur
Bildung eines 5-Iminium-Kations. Die negativ geladene Seitenkette von Aspartat 96
stabilisiert die entstehende positive Ladung des N5-Atoms uber elektrostatische
Wechselwirkungen. Auf diese Weise wird die Bildung des Ubergangszustandes
gestutzt und die Aktivierungsenergie verringert. Die elektrophile Eigenschaft des N5-
Atoms entzieht der exozyklischen Methylengruppe Elektronen und erleichtert den

nachfolgenden direkten Hydridtransfer.
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Abbildung 11: Vorgeschlagener Katalysemechanismus fiir Mer. Aspartat 96 und Asparagin 176
koordinieren den Pterin-Ring von Methylentetrahydromethanopterin (CH,=H;MPT). Die Protonierung
von N10 fuhrt zur Bildung eines intermediaren 5-Iminium-Kations. Die aktivierte C1-Gruppe wird durch
den Si-Seiten-spezifischen Hydridtransfer (rot) von reduziertem Coenzym F4 (Fa20H2) zu
Methyltetrahydromethanopterin (CH3-H4,MPT) reduziert.

Die Frage nach dem katalytischen Mechanismus ist fur das Enzym
Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase nicht abschlieRend geklart. In diesem
Zusammenhang ware die Ermittlung der HsMPT-Bindestelle nicht nur fur die Struktur-
Funktions-Analyse von Mer, sondern auch fir eine mogliche Bindung von H4F in

MetF aulierst aufschlussreich. Obwohl Mer und MetF beide einen Hydridtransfer von
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einem Flavinderivat auf eine an einem Pterin-Ring gebundene C1-Gruppe
katalysieren und eine ahnliche Tertiarstruktur teilen, kann die Existenz von zwei
verschiedenen Katalysemechanismen nicht ausgeschlossen werden. Es ware unter
anderem denkbar, dass Histidin 36 als Protonen-Donor agiert, da es eine
vergleichbar Nahe zu N10 des C1-Carriers aufweist wie Glutamat 6 (Abbildung 9,
Seite 59).

2. Modellierung von FMN in die Kristallstruktur von

bakterieller Luciferase

In der von bakterieller Luciferase (LuxA) katalysierten Oxidation von
reduziertem FMN (FMNH;) und Aldehyd wird freie Energie in Form von blau-grinem
Licht (A = 490 nm) emittiert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vereinfachte Darstellung der Reaktion von LuxA. In der bakteriellen Luciferase
(LuxA) reagiert reduziertes FMN (FMNH,) (I) mit molekularem Sauerstoff (O,) zu einem 4a-
Hydroperoxy-FMN-Intermediat (1) (Baldwin et al. 1979). Der aktivierte Sauerstoff reagiert mit Aldehyd
(RCHO) Uber ein Hydroperoxy-Hemiacetal-Intermediat (Ill) zu der entsprechenden Fettsaure
(RCOOH), Wasser (H,0), oxidiertem FMN und Licht (IV) (Macheroux et al. 1993).

Essentielle Reste, die an der Substratbindung und an der Katalyse dieser

faszinierenden Reaktion beteiligt sind, wurden mit Hilfe von ortsgerichteter
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Mutagenese identifiziert, jedoch fehlen fur ein Verstandnis der Struktur-Funktions-
Beziehung die Bindestellen des Coenzyms und des langkettigen Aldehydsubstrates.
Die Ermittlung der Coenzym-Position in zwei Fsz0-abhangigen Mitgliedern der LuxA-
Familie ermdglicht nun eine von Computer-Simulationen und Mutationsanalysen (Lin
et al. 2001) unabhangige Vorhersage der FMN-Bindestelle in der vorliegenden
Tertiarstruktur von LuxA (Fisher et al. 1995; Fisher et al. 1996).

Die mit den wenigsten Abweichungen berechnete Uberlagerung
(Superposition) der Tertiarstrukturen von Fazp-abhangiger Alkohol-Dehydrogenase
(Adf), Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer) und LuxA flhrt direkt Gber
Substitution der F4y-Position durch FMN zur Konformation des Coenzyms in LuxA
(Abbildung 5, Seite 48). Die auf dieser Grundlage basierenden Interaktionen von

FMN werden in Abbildung 13 schematisch dargestellt.
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Abbildung 13: Modellierter Komplex von FMN mit Resten von LuxA auf Basis der F;y-
Bindestellen in Adf und Mer. Schwache Wechselwirkungen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
Die Ala74 und Ala75 verbindende nicht-Prolin-cis-Peptidbindung ist nicht gezeigt. Reste, die in Adf
(blau), Mer (rot) und LuxA strukturell konserviert sind und identische funktionelle Rollen haben, sind
mit einer Klammer zusammengefasst. Reste, die innerhalb des Komplexes unterschiedlich
wechselwirken, sind in Klammern geschrieben. Der Austausch von Serin (Ser176 in LuxA) gegen
Glycin (Adf und Mer) stellt ein mdgliches Unterscheidungsmerkmal FMN- und F45-bindender
Mitglieder innerhalb der LuxA-Familie dar. Aufgrund der kohlenstoffhaltigen Seitenkette wiirde Serin in

Adf und Mer sterisch mit F45q interferieren.
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Um die Modellierung des Coenzyms zu ermdglichen, wurden zwei geringflgige
konformationelle Anderungen in Seitenketten von Histidin 44 und Leucin 109

postuliert.

Das konservierte Histidin ist die einzige konservierte Aminosaure in allen drei
Enzymen, deren Seitenkette in die Bindung des Coenzyms oder die Katalyse
involviert ist (Abbildung 2, Seite 45). Die Substituierung des Histidins durch
ortsgerichtete Mutagenese fihrte zu einer drastischen erniedrigten Biolumineszenz-
Aktivitdt von Luciferase. Ferner stieg der Kn-Wert flr reduziertes FMN um ein
Vielfaches an (Xin et al. 1991; Huang & Tu 1997). Uber intermolekulare
Wechselwirkungen kann der Imidazol-Ring sowohl die Pyrimidingruppe binden als
auch den gesamten Isoalloxazin-Ring von FMN aus seiner planaren Anordnung
zwingen oder eine andere Rolle im bisher unbekannten Katalysemechanismus
einnehmen. Das Auftreten eines essentiellen und instabilen 4a-Hydroperoxy-
Intermediates nach Angriff von molekularem Sauerstoff am Kohlenstoff C4a des
Flavins (Hastings et al. 1973) korreliert ebenfalls mit der Nahe (4 A) des Histidin-
Imidazol-Ringes zu C4a. Demnach musste die Katalyse, wie zuvor vermutet (Wada

et al. 1999), auf der Si-Seite des Isoalloxazin-Ringes stattfinden.

Es konnte gezeigt werden, dass der ortsgerichtete Austausch von Cystein 106
zu einer verminderten Oxidation des Aldehydsubstrates und zu einer Destabilisierung
des zuvor genannten Ubergangszustandes fiihrt (Xi et al. 1990; Abu-Soud et al.
1993). Die durch die Mutation verursachten sterischen Zwange stérten die Geometrie
der cis-Bindung und verhinderten mdglicherweise indirekt die erforderliche
Konformation des Isoalloxazin-Ringes und hatten somit eine verminderten Stabilitat
des 4a-Hydroperoxyintermediates als Folge (Lin et al. 2002). Die aus Adf und Mer
bekannte gebogene Konformation des Isoalloxazin-Ringes wurde fiur die
Modellierung von FMN in LuxA Ubernommen. Die auf der Re-Seite liegende cis-
Peptidbindung wirkt wie ein Amboss, Uber welchem der Flavin-Ring in die optimale
Konformation gezwungen wird. Jegliche Anderung der cis-Konformation beeinflusst
automatisch die Konformation des Flavin-Ringes und stimmt daher mit der
Interpretation der Cystein-Mutante tUberein. Auch Valin 173 kdnnte durch hydrophobe

Wechselwirkungen mit den Methyl-Substituenten des Flavin-Ringes an der
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Krimmung beteiligt sein, da der Austausch dieses Restes zu einer Verschiebung des
Emissionsspektrums fiihrt (Lin et al. 2004). Uberraschenderweise existiert in LuxA,
im Vergleich zu Adf und Mer, keine offensichtliche intramolekulare Wechselwirkung,
die fur die Stabilisierung der cis-Peptidbindung wichtig sein konnte. In diesem
Zusammenhang ist eine vergleichbare FMN-Bindung Uber eine nicht-Prolin-cis-
Peptidbindung in Flavodoxin erwahnenswert, zumal unterschiedliche Redoxzustande
des Flavins mit einer Isomerisierung der cis-Peptidbindung in Verbindung gebracht
wurden (Ludwig et al. 1997).

Mit der Bindung eines anorganischen Phosphat-lons (Fisher et al. 1995) und
durch nachfolgende Mutagenese (Moore et al. 1999; Lin et al. 2001) wurde
Arginin 107 in LuxA eine Rolle fur die Bindung der Phosphatgruppe von FMN
zugesprochen. Wie in Abbildung 13 (Seite 64) zu sehen ist, bindet Arginin 107 die
Phosphatgruppe uber ionische Wechselwirkungen. Der mutagene Austausch gegen
eine neutrale oder negativ geladene Aminosaure fihrt daher zum Verlust dieser

Wechselwirkung.

Frihere Modelling-Studien des binaren Luciferase-Komplexes basieren auf
der Kenntnis der Phosphat-Bindestelle und einer Docking-Simulation unter
Berucksichtigung von Bindungsenergien und geometrischen Abstanden der Atome
(Lin et al. 2001). Das damalige Modell bindet den planaren Flavin-Ring unter
anderem Uuber eine Wasserstoffbrickenbindung an den Amid-N von Alanin 75 und
weicht damit substantiell in der Konformation von FMN und in der Rolle der cis-
Peptidbindung von diesem Modell ab (Abbildung 5, Seite 48). Eine planare Flavin-
Ring-Konformation in LuxA wurde bereits zuvor postuliert (Vervoort et al. 1986) und
darf deshalb, trotz gegenteiliger Beobachtungen in den Strukturen von Adf und Mer,
fir eine zukunftige Analyse des Katalysemechanismus nicht unberlcksichtigt
bleiben.
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3. Vergleich der F;;0-Bindestelle in Mer und Adf mit der in
F420H2:NADP-Oxidoreduktase und in 8-HDF-Photolyase

In der Aminosauresequenz der bekannten F4-abhangigen Oxidoreduktasen
ist kein allgemein gultiges Motiv fur die Bindung von Coenzym Fsy erkennbar.
Innerhalb der LuxA-Familie jedoch ist die Vorhersage der Fs20- bzw. FMN-Position
auch fur weitere Vertreter wie zum Beispiel die Fszo-abhangige Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase aus pathogenen Mycobacteria moglich (Abbildung 2, Seite 34). Wie
in der Einleitung erwahnt, sind alle untersuchten F4-abhangigen Oxidoreduktasen
Si-Seiten-spezifisch in Bezug auf das C5-Atom des Deazaflavins (Thauer 1997). Ein
Vergleich der Bindestelle von Fazp-abhangigen Vertretern der bakteriellen Luciferase-
Familie mit der von F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) (Warkentin et al. 2001) zeigt,
wie das Coenzym unterschiedlich koordiniert wird und warum der Hydrid-Transfer in

beiden Fallen ausschlielich auf die Si-Seite erfolgen kann.

F420H2:NADP-Oxidoreduktase liegt als Homodimer vor. Die N-terminale
Domane der Monomere besitzt eine Faltung, wie sie typisch fur Dinukleotid-
Bindedomanen ist. Aufgrund der Tertiarstruktur Uberrascht es nicht, dass die
Bindung von NADP analog zu Mitgliedern der Gruppe NADP-bindender Enzyme
erfolgt (Carugo & Argos 1997). Das Enzym bindet Fi Uber eine
Wasserstoffbriickenbindung des Hydroxybenzyl-Ringes mit dem Amid-N und
Carbonyl-O eines C-terminalen Leucins und Uber hydrophobe Interaktionen auf der
Re-Seite des Isoalloxazin-Ringes (Abbildung 14, Seite 68). Im Gegensatz zu Adf und
Mer ist F420 in Fno auf die Bindung von NADP angewiesen, an welches es auf seiner

Si-Seite Uber Van-der-Waals-, aromatische und polare Wechselwirkungen bindet.

Sowohl die Dinukleotid-Bindedomane von Fno als auch die kaum
vorhandenen direkten Interaktionen von Fs0 mit Polypeptidresten verdeutlichen,
dass Fno in erster Linie eine NADP-abhangige Oxidoreduktase ist, welche F4y als
Substrat Uber NADP kooperativ bindet. Dartiber hinaus sind intermolekulare
Wechselwirkungen beider Substrate flr eine vergleichsweise schwache Biegung des
Isoalloxazin-Ringes uber hydrophobe Seitenketten von Threonin und Leucin auf der
Re-Seite verantwortlich.
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Leu207?

Abbildung 14: Wechselwirkungen von Coenzym F; in Fno (Warkentin et al. 2001). Der
Deazaflavin-Ring wird auf seiner Re-Seite von Threonin 192 und Leucin 196 flankiert. Die
Wasserstoffbriicke zu Leucin 207 stellt den einzigen direkten Kontakt zwischen F459 und dem Enzym

dar. Extensive Wechselwirkungen zu NADP, das auf der Si-Seite von F4,q bindet, sind nicht gezeigt.

Die Koordinierung von 8-Hydroxydeazaflavin in 8-HDF-Photolyase (Phr)
unterscheidet sich deutlich von der Bindung in Fs-abhangigen Oxioreduktasen
(Abbildung 15, Seite 69).

8-Hydroxydeazaflavin dient als Licht-absorbierendes Chromophor in Phr aus
methanogenen Archaea (Kiener et al. 1989), nicht methanogenen halophilen
Archaea (Takao et al. 1989), Streptomyces (Eker et al. 1981), in manchen Grlinalgen
(Eker et al. 1988) und konnte in der Kristallstruktur von Phr aus Anacystis nidulans,
einem Cyanobakterium, als F4z0-Derivat FO spezifiziert werden (Tamada et al. 1997).
Das photoreaktivierende Enzym bindet an Pyrimidin-Dimere eines DNA-Stranges.
Nach Absorption von Licht mittels FO wird die Energie mittels Dipol-Dipol-
Interaktionen auf ein Enzym-gebundenes FAD-Molekul Ubertragen, welches das

Pyrimidin-Dimer mittels Ein-Elektronen-Transfer spaltet (Malhotra et al. 1992).

FO sitzt tief in einem Spalt innerhalb der N-terminalen Domane eines
Monomers. Sowohl die Re- als auch die Si-Seite des planar-gebundenen
Isoalloxazin-Ringes ist durch hydrophobe und aromatische Seitenketten abgeschirmt
und nur fur Solvens erreichbar (Abbildung 15, Seite 69). Dies ist mdglich, da der

interchromophore Energietransfer keinen direkten Kontakt zwischen FAD und FO
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bendtigt. Des weiteren wird das Deazaflavin Uber polare Interaktionen der
Ribitolgruppe mehrfach fixiert. Der Bindung von FO in Phr ist fir die Effizienz des
Energietransfers kritisch (Tamada et al. 1997). Die optimale Ausrichtung des
Chromophors kdnnte die vielen intermolekularen Kontakte zu Deazaflavin in 8-HDF-

Photolyase erklaren.

Al 09

Abbildung 15: Bindestelle des Licht-absorbierenden 8-Hydroxydeazaflavin-Cofaktors in
Photolyase von Anacystis nidulans (Tamada et al. 1997). Sowohl die Re- als auch die Si-Seite des
planar-gebundenen lIsoalloxazin-Ringes ist durch hydrophobe und aromatische Seitenketten
abgeschirmt und nur fir Solvens erreichbar. Zwei Wassermolekile (rot), welche an FO (gelb) binden

sind auch dargestellt.

Zusammenfassend sind die Fixierung des reaktiven mittleren Ringes auf der
Re-Seite durch hydrophobe Reste oder durch eine cis-Peptidbindung und die
Biegung des flankierenden Hydroxybenzyl- und Pyrimidin-Ringes auf die Re-Seite
von F4o0 die sterischen Griinde flr den Si-Seiten-spezifischen Hydridtransfer in Mer,
Adf und Fno. Eine generelle Erklarung fur die einheitliche Stereospezifitat Fizo-
abhangiger Oxidoreduktasen kann anhand der strukturellen Befunde nicht gegeben
werden. Die Bindung des Deazaflavin-haltigen Cofaktors erfolgt in den bisher
untersuchten Strukturen von F4-abhangigen Oxidoreduktasen und von 8-HDF-
Photolyase, aullerhalb der LuxA-Familie gemal der jeweiligen Aufgabe des
Cofaktors (Fa20 bzw. FO) unterschiedlich. Es ist zu erkennen, dass sich in der

Evolution verschiedene Strategien entwickelt haben, um das Coenzym zu binden.
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