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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS   1

Abkürzungsverzeichnis 
 
adf   Gen der Coenzym F420-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase 

Adf   Coenzym F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase  

CofF   Coenzym F420-abhängige γ-F420-2:α-L-Glutamat-Ligase 

ESI-MALDI Electrospray Ionization & Matrix-Assisted-Laser-Desorption-Ionization/Time of 

Flight 

F0 7,8-Didemethyl-8-Hydroxy-5-Deazariboflavin 

F390 8-hydroxyguanyliertes bzw. 8-hydroxyadenyliertes Coenzym F420 

F420 N-(N-L-Lactyl-γ-L-Glutamyl)-L-Glutamat-Phosphodiester-Derivat von 7,8-

Didemethyl-8-Hydroxy-5-Deazariboflavin-5´Phosphat, Coenzym F420 

Fno   F420H2:NADP-Oxidoreduktase 

Fpo   F420H2-Dehydrogenase Komplex 

FprA   F420H2-Oxidase 

Frd   Coenzym F420-abhängige Formiat-Dehydrogenase 

Frh   Coenzym F420-reduzierende Hydrogenase 

FtsA   Coenzym F390 Synthetase 

8-HDF   8-Hydroxy-5-Deazariboflavin 

H4F   5,6,7,8-Tetrahydrofolat 

H4MPT   5,6,7,8-Tetrahydromethanopterin 

LuxA   α-Untereinheit der bakteriellen Luciferase 

Mer   Coenzym F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase 

MetF   Methylentetrahydrofolat-Reduktase 

MIR   Multiple Isomorphous Replacement 

Mtd   Coenzym F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Dehydrogenase 

NpdC   Coenzym F420-abhängige Hydridtransferase 

NpdG   Coenzym F420-abhängige NADP-Reduktase 

NpdI   Coenzym F420-abhängige Picrinsäure-Reduktase 

Phr   DNA-Photolyase 

TIM Barrel (α/β)8-Konformation einer Tertiärstruktur 

Upm Umdrehungen pro Minute 

 

 

Alle darüber hinaus verwendeten Abkürzungen entsprechen internationalen Standards wie sie in den 

Anweisungen für Autoren („Instructions to authors“) des European Journal of Biochemistry 

entnommen werden können. 
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I Zusammenfassung 
 

Coenzym F420 ist ein 5´-Deazaflavin-Derivat, das in methanogenen Archaea in 

hohen Konzentrationen vorkommt und für die gelb-grüne Fluoreszenz dieser 

Organismen verantwortlich ist. Es ist an Hydrid-Transferase Reaktionen im Energie- 

und Baustoffwechsel dieser Organismen beteiligt. Bisher wurden acht F420-abhängige 

Oxidoreduktasen in methanogenen Archaea gefunden, die alle Si-Seiten-spezifisch 

bezüglich des Hydrid-Transfers sind. Von den acht Enzymen zeigen zwei 

Sequenzverwandtschaft zur Enzymfamilie der bakteriellen Luciferase (LuxA). Es 

handelt sich hierbei um F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase (Adf) und F420-

abhängige 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 F420 ermittelt. 

 

Die Struktur der F420-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) aus 

Methanoculleus thermophilicus wurde mit einem gebundenen F420-Aceton Addukt bei 

einer Auflösung von 1,8 Å gelöst. Das Enzym liegt als Homodimer vor. Die 

Monomere besitzen eine (α/β)8-Faltung, bekannt als TIM-Barrel, und weisen eine 

nicht-Prolin-cis-Peptidbindung auf. Die Tertiärstruktur weicht von der Grundstruktur 

des TIM-Barrels durch zusätzliche Domänen mit Sekundärstrukturelementen ab, die 

als Insertions-Regionen bezeichnet werden. Insertions-Regionen bilden die 

Kontaktstelle für die Dimerisierung und sind an der Substratbindung beteiligt. 

Coenzym F420 bindet in einer Bindetasche, welche 15 Å tief von der Oberfläche bis in 

das Zentrum des Enzyms hineinreicht. Schwache Wechselwirkungen von F420 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 F420-Aceton Addukts bindet kovalent am C5 auf 

der Si-Seite des Deazaflavin-Rings. Mit dieser Hilfe war es möglich, 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 F420-abhängiger Methylentetrahydromethanopterin-

Reduktase (Mer) aus Methanosarcina barkeri wurde mit gebundenem Coenzym F420 

bei einer Auflösung von 2,6 Å ermittelt. Das Enzym liegt als Homotetramer vor. Mer-

Monomere haben eine (α/β)8-Tertiärstruktur mit zusätzlichen Insertionsregionen. 

Innerhalb des aktiven Zentrums bindet F420 hauptsächlich über 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 Molekül bindet kovalent 

am C5 des Coenzyms. Anhand von Mer-Strukturvergleichen konnte eine F420-

bedingte Konformationsänderung in einer flexiblen Domäne einer Insertions-Region 

beobachtet werden. Zwischen zwei Insertionsregionen des TIM-Barrels bindet 

Polyethylenglykol, welches als Präzipitant im Kristallisationsansatz vorlag. Die 

unspezifische Bindung von Polyethylenglykol an einer potentiellen 

Substratbindestelle in Mer wird im abschließenden Teil dieser Arbeit diskutiert.  

 

 Aufgrund der Struktur der F420-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase und der 

F420-abhängigen Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase in Abwesenheit und in 

Gegenwart von F420 wird ein Katalysemechanismus für diese beiden Enzyme 

vorgeschlagen und F420 in das aktive Zentrum der strukturverwandten bakteriellen 

Luciferase modelliert. Abschließend wird die in der LuxA-Familie konservierte F420-

bzw. FMN-Bindestelle mit der in F420H2: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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II Einleitung 
 

Coenzym F420 ist eine blaugrün-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-γ-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 gehörenden 

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 

Grünalge Scenedesmus acutus (Eker et al. 1988) nachgewiesen. F420 kommt somit 

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

 

Obwohl Coenzym F420 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 F420 nicht 

enzymatisch mit einem Elektron zu einem Semichinon-Radikal-Intermediat reduziert 

werden. F420 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 äquivalent. 

Allerdings unterscheiden sich die Redox-Cofaktoren bezüglich des Redoxpotentials. 

Das Potential des F420/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)-

abhängigen Dehydrogenasen, die hinsichtlich ihrer Stereospezifität an C4 des 

Nikotinamid-Ringes analysiert wurden, sind 77 Enzyme Re-Seiten-spezifisch und die 

80 übrigen Si-Seiten-spezifisch (You 1985). Im Gegensatz dazu sind bislang erst 

acht F420-abhängige Enzyme auf ihre Stereospezifität untersucht worden: Glukose-6-

phosphat-Dehydrogenase (Klein et al. 1996), F420H2: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. 
 

 
Abbildung 1: Struktur der oxidierten und reduzierten Form von Coenzym F420 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 F420 ist rot hervorgehoben. Coenzym F420 besteht aus einem 

Deazaflavin-Ring (Isoalloxazin), einem Ribitol, einem Phosphat, einem Laktat und zwei oder mehreren 

Glutamaten (Eirich et al. 1978). 
 

Die uniforme Stereospezifität ist überraschend, da unter den Flavoproteinen, von 

denen bekannt ist, dass sie die Reduktion von synthetischem 8-Hydroxy-5-Deaza-

FAD, einer dem Cofaktor F420 funktionell analogen Verbindung, katalysieren, sowohl 

Re-Seiten-spezifische als auch Si-Seiten-spezifische Enzyme gefunden werden 

(Sumner & Matthews 1992). Die Frage, was die Stereospezifität F420-abhängiger 

Enzyme bestimmt, bleibt bisher ungeklärt. 

 

 Bisher wurden zwölf F420-abhängige Oxidoreduktasen beschrieben und drei 

F420-abhängige Enzyme, die keine Oxidoreduktasen sind (Tabelle 1, Seite 7). Von 

den 15 Enzymen sind F420-abhängige 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 F420-abhängige Alkohol-

Dehydrogenase (Adf) (Widdel & Wolfe 1989; Bleicher & Winter 1991) aus 

methanogenen Archaea, F420-abhängige Picrinsäure-Reduktase (NpdI) und F420-

abgängige Hydrid-Transferase I (NpdC) aus Rhodococcus (Heiss et al. 2002), F420-

abhängige Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Fgd) aus Mycobacterium 

(Purwantini & Daniels 1998) und eine F420-abhängige 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 F420H2-Dehydrogenase Komplex (Fpo) 

(Bäumer et al. 1998), die F420-reduzierende Hydrogenase (Frh) (Alex et al. 1990) und 

die F420-abhängige Formiat-Dehydrogenase (Frd) (Schauer et al. 1986) aus 

methanogenen Archaea dar, deren F420-bindende FAD-haltige Untereinheit FpoF, 

FrhB bzw. FrdB sequenzverwandt sind (Warkentin et al. 2001). Alle übrigen F420-

abhängigen Enzyme sind nicht untereinander sequenzverwandt (Tabelle 1, Seite 7). 

Das gilt für 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), für F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-

Dehydrogenase (Mtd) aus methanogenen Archaea (Klein & Thauer 1995), für 

Coenzym F390-Synthetase (FtsA) aus Methanothermobacter (Vermeij et al. 1996) und 

γ-F420-2:α-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 F0 anstelle von F420 enthalten, während für alle übrigen der 

in Tabelle 1 aufgeführten Enzyme F420 ein Coenzym oder Substrat ist. F0 ist ein F420-

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

 

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

sind strikt anaerobe Mikroorganismen, die auf H2 und CO2, Formiat, Acetat, 
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Methanol, Methylaminen oder Alkoholen und CO2 unter Bildung von Methan (CH4) 

wachsen. 
Tabelle 1: Verwandtschaft einzelner Coenzym F420-abhängiger Enzyme . Mer, Adf, Fgd, NpdI, 

NpdC und LmbY sind untereinander sequenzähnlich und zeigen Sequenzverwandtschaft zur LuxA-

Familie. F420-bindende Untereinheiten FpoF, FrhB und FrdB zeigen untereinander sehr geringe 

Sequenzverwandschaft, doch könnten sogenannte `Cluster´ von konservierten Aminosäuren in der 

Primärstruktur auf eine gemeinsame Bindestelle hindeuten. Alle anderen Enzyme zeigen 

untereinander keine Sequenzverwandtschaft. Dies gilt für Fno, Mtd, FprA, FtsA, CofF und Phr. 

Enzyme, die nicht zur Klasse der Oxidoreduktasen gehören, sind grau unterlegt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- 23 % NpdI Picrinsäure-Reduktase 

- 19 % Fgd Glukose-6-Phosphat- 
Dehydrogenase 

- 20 % LmbY Oxidoreduktase 

- 21 % Adf Alkohol-Dehydrogenase  

- 14 % FrhBHydrogenase 

Fno aus Archaeoglobus fulgidus2 
mit gebundenen NADP und F420

 
Fno F420H2:NADP 

Oxidoreduktase 

- 

- 

Phr aus Anacystis nidulans4 mit 
gebundenem FAD und F0 

- 

Mtd aus Methanopyrus kandleri3

ohne F420 gebunden 

- 

- 

- 

Mer aus Methanothermobacter 
marburgensis und aus Methano-
pyrus kandleri1, jeweils ohne 
F420 gebunden 

Kristallstrukturen 
 

- CofF γ-F420-2:α-L-Glutamat-
Ligase 

- FtsA Coenzym F390-Synthetase 

Phr 8-HDF-Photolyase 

- FprA F420H2-Oxidase 

- Mtd Methylentetrahydromethan-
opterin-Dehydrogenase 

12 % FrdB Formiat-Dehydrogenase 

100 %cFpoF F420H2-Dehydrogenase 
Komplex  

16 % NpdC Hydrid-Transferase I 

100 %bMer Methylentetrahydro-
methanopterin-Reduktase 

Sequenz-
identität

AbkürzungF420-abhängige Enzyme 
a

- 

a bezogen auf die gesamte Primärstruktur, b Mer aus Methanothermobacter marburgensis, c FpoF aus 
Methanosarcina mazei. 
1  Shima et al, 2000; 2 Warkentin et al, 2001; 3 Hagemeier et al, 2003; 4 Tamada et al, 1997. 
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Abbildung 2 zeigt eine Übersicht der F420-abhängigen Reduktions- und 

Oxidations-Reaktionen und der sie katalysierenden Enzyme im Stoffwechsel dieser 

Organismen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 2: F420 reduzierende und oxidierende Reaktionen. Zur Reduktion von F420 dienen H2, 

Formiat, 2-Propanol und NAD(P)H. Frh, F420-abhängige Hydrogenase; Frd, F420-abhängige Formiat-

Dehydrogenase; Adf, F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase; Fno, F420H2:NAD(P) Oxidoreduktase. 

Methenyl-H4MPT, Methylen-H4MPT, Methanophenazin und O2 sind Elektronenakzeptoren, die an der 

Oxidation von F420H2 beteiligt sind. H4MPT, Tertrahydromethanopterin; FprA, F420-abhängige Oxidase; 

Mtd, Methylen-H4MPT-Dehydrogenase; Mer, F420-abhängige Methylen-H4MPT-Reduktase; Fpo, 

F420H2-Dehydrogenase Komplex. 
 

Von den acht aufgeführten Oxidoreduktasen wurden bisher drei bezüglich 

ihrer Kristallstruktur untersucht, F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-

Reduktase (Mer) (Shima et al. 2000), F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) (Warkentin 

et al. 2001) und F420-abhängige 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 aufzuklären.  

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine solche Struktur auch für Mer zu 

erhalten, um unter anderem herauszufinden, warum alle F420-abhängigen 

Oxidoreduktasen Si-Seiten-spezifisch bezüglich C5 des 5´Deazaflavins sind. In der 

vorliegenden Arbeit wurden zwei unterschiedliche Ansätze für die Aufklärung der 

Coenzymbindestelle in Mer verfolgt. Zum einen wurde versucht, die Kristallstruktur 

der F420-abhängigen Alkohol-Deyhdrogenase (Adf) aus Methanoculleus 

FprA

 
 
F420/F420H2
 

Frh 

Frd 

Adf 

Fno 

Mtd

Mer

Fpo

H2

Formiat

2-Propanol

NAD(P)H

Methenyl-H4MPT 

Methylen-H4MPT 

Methanophenazin 

O2 
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thermophilicus zu ermitteln, da dieses Enzym nach Reinigung F420 gebunden enthält 

und mit Mer sequenzverwandt ist. Zum anderen wurde versucht, eine Kristallstruktur 

von Mer mit F420 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 F420 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 über die Funktion und die Struktur 

von Adf und von Mer bekannt ist. 

 

F420-abhängige Alkohol-Deyhdrogenase (Adf) kann keiner bisher 

bekannten Alkohol-Deyhdrogenase-Gruppe zugeordnet werden und benötigt kein 

Zink für ihre katalytische Aktivität. F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase wurde in 

früheren 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 F420H2 (Klein et al. 1996) (Abbildung 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3: Reaktion der F420-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf). F420, Coenzym F420; Adf 

katalysiert den stereospezifischen Hydrid-Transfer von 2-Propanol in die pro-S-Position am C5 von 

F420H2. 
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Weitere sekundäre Alkohole wie 2-Butanol und 2-Pentanol werden von Adf mit 

verminderter Geschwindigkeit oxidiert und Ketone, wie Aceton, 2-Butanon  und 

Cyclopentanon, reduziert. Dagegen können primäre Alkohole, Di- oder Polyole, 

Benzyl-Alkohole und sekundäre Alkohole mit mehr als fünf 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 für das Enzym kodierende adf-Gen wurde 

kloniert und heterolog exprimiert, war aber unlöslich und inaktiv (Berk 1999). Die 

Gensequenz konnte Adf dennoch zugewiesen werden, da ein kleiner Anteil an 

heterolog exprimiertem Enzym löslich war und hohe Aktivität besaß. Die abgeleitete 

Aminosäuresequenz 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 für die vorliegenden Untersuchungen aus Methanoculleus 

thermophilicus gereinigt werden. 

 

F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer) 
katalysiert die Reduktion von Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-H4MPT) 

mit F420H2 zu Methyltetrahydromethanopterin und F420, einem essentiellen Schritt der 

Methanogenese (Abbildung 4, Seite 11). In diesem intermediären Schritt der CO2-

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 über eine Methylengruppe gebunden ist. An diese gekoppelt ist ein 

Ribitol, ein Ribose-5-Phosphat und ein Hydroxyglutarat. F420-abhängige 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). Zusätzliche Bedeutung hat Mer in der 

autotrophen CO2-Fixierung, welche in Archaea über 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 F420-abhängigen Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer). 
F420, Coenzym F420; H4MPT, Tetrahydromethanopterin. Mer katalysiert die Reduktion von N5,N10-

Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-H4MPT) mit F420H2 zu N5-Methyltetrahydromethanopterin 

(Methyl-H4MPT). 

 

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 ternären 

Komplex-Mechanismus während der Reaktion hin.  

 

Bislang wurden die Kristallstrukturen aus Methanothermobacter marburgensis 

und Methanopyrus kandleri, einem thermophilen und einem hyperthermophilen 

Archaeon, aufgeklärt (Shima et al. 2000). Die Monomere zeigen eine `TIM-Barrel´ 

(Triose-Phosphat-Isomerase) Tertiärstruktur, welche als (α/β)8 bezeichnete 

Konfiguration eine alternierende Abfolge von je acht α-Helices und acht β-

Faltblattstrukturen darstellt (Banner et al. 1975). Die Tertiärstruktur weist, 

abweichend von der Grundstruktur des TIM-Barrels, drei Domänen mit zusätzlichen 

Sekundärstrukturelementen auf, die als Insertions-Regionen 1 bis 3 bezeichnet 

werden. Insertions-Regionen 1 und 2 bilden die Kontaktstelle für die 

Multimerisierung. Den Insertions-Regionen 2 und 3, welche zusammen mit dem C-

Terminus eine spaltförmige Tasche begrenzen, wurde eine Rolle in der 

Substratbindung zugesprochen. Die Faltung der Mer-Monomere zeigt Ähnlichkeit zur 
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Tertiärstruktur der NADP-abhängigen Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MetF) aus 

Escherichia coli, obwohl beide Enzyme keine signifikante Sequenzidentität 

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

 

 

 

 
Abbildung 5: Tertiärstrukturen der F420-abhängigen 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-Isomerase) 

Tertiärstruktur, welche als (α/β)8 bezeichnete Konfiguration eine alternierende Abfolge von je acht α-

Helices (blau) und acht β-Faltblattstrukturen (rot) darstellt. Die aus der MetF-Kristallstruktur bekannte 

Bindestelle von FAD, der prosthetischen Gruppe in MetF, wurde für 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 N5-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 für eine 

Vorhersage der unbekannten F420 Bindestelle in Mer genutzt (Shima et al. 2000). 

 

In der Nähe 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 Abstoßung der Seitenreste von 

Aminosäuren und somit zu einer Destabilisierung der Faltung des Proteins führen. 
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Relativ häufig kommen sie aber in Peptidbindungen vor, in welchen die Iminosäure 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 trans-Peptidbindung energetisch ungünstiger 

und wirken destabilisierend auf die Faltung eines Proteins. 
 

Um die Bindestelle von F420 in Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase zu 

ermitteln, wurde gereinigtes Enzym aus den oben genannten thermophilen Archaea 

mit Substraten kokristallisiert, doch führten diese Ansätze zu Kristallen, in welchen 

kein Coenzym enthalten war (Shima et al. 2000) oder zu Kristallen, deren Datensätze 

nicht auszuwerten waren.  
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III 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 F420 und 

5,6,7,8-Tetrahydromethanopterin (H4MPT) wurden aus Methanothermobacter 

marburgensis (DSMZ 2133) isoliert (Schönheit et al. 1980; Breitung et al. 1992) und 

freundlicherweise von Herrn Reinhard Böcher und Frau Johanna Moll (MPI, Marburg) 

zur weiteren Reinigung zur Verfügung gestellt.  
 

Schweratomverbindungen. Folgende Verbindungen wurden für die Herstellung von 

Schweratomderivaten der Proteinkristalle verwendet: 

 
Tabelle 2: Schweratomverbindungen. Für die Herstellung von Schweratomderivaten wurden die 

Proteinkristalle in Reservoirlösung eingelegt. Dieser Lösung 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-µ-iodobis(en)diplatin(II)nitrat (PIP)  ABCR GmbH (Karlsruhe) 
Hg(Ac)2    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

Hg2(Ac)2     Anatrace, Inc. (Maumee, OH/USA) 

KAu(III)Cl4    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

KAu(I)(CN)2    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

K2PtCl4    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

Mersalylsäure    Sigma (Taufkirchen) 

Methylmercuryacetat    Hampton Research (Aliso Viejo, CA/USA) 

Pt(II)(terpy)chlorid    Aldrich (Taufkirchen) 

Trimethylbleiacetat    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

Uranchlorid    Alfa Aesar Johnson Matthey (Karlsruhe) 

 
 
 
 
 
 



MATERIAL UND METHODEN   15

Gase. Die verwendeten Gase N2 (99,993%), H2/CO2 (80%/20%), N2/CO2 

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

 

FPLC Säulen und Säulenmaterialien. Die Enzyme wurden mit Hilfe 

folgender FPLC-Säulen gereinigt: Phenyl Sepharose (HiLoad 26/10), Blue 

Sepharose CL-6B, Resource Q, Superdex 200 HR 10/30, Hydroxyapatit. Das 

Hydroxyapatit-Säulenmaterial stammt von der Firma BioRad (München), alle anderen 

Materialien von der Firma Amersham Biosciences (Freiburg). 

 

Instrumente und Geräte. Arbeiten unter Sauerstoffausschluss wurden in 

Anaerobenzelten von Coy (Michigan, USA) durchgeführt. In diesen wurde O2 

kontinuierlich an einem Palladium-Katalysator (BASF, Ludwigshafen) reduziert und 

H2O der Zeltatmosphäre mittels Silica Gel Orange (Roth, Karlsruhe) entzogen. Das 

FPLC-System stammt von Amersham Biosciences (Freiburg) und das HPLC-System 

von Sykam (Fürstenfeldbruck). Für 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 für Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, 

Braunschweig) bezogen. 
 

Methanoculleus thermophilicus. Das Medium für die Zellzucht von M. 

thermophilicus ist in Tabelle 3 zusammengestellt (Medium 1) (Widdel 1986). Die in 

Tabelle 3 (Seite 16) aufgeführten Medien wurden in Flaschen mit 2 l Volumen in der 

Schleuse eines Anaerobenzelts entgast. In dem Zelt wurden Na2S . 9 H2O und L-

Cystein/HCl . H2O zugesetzt. Die mit Gummistopfen verschlossenen Flaschen 

wurden mit einer H2/CO2-Atmosphäre mit 0,3 bar Überdruck begast und autoklaviert. 

Nach dem Abkühlen wurden die Medien mit 10 ml Vitaminlösung und anaerobisertem 

2-Propanol versetzt. 
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Medium 1   
Komponente               Menge     

Salzlösung       

Spurenelementlösung I     

Spurenelementlösung II    

Vitaminlösung      

NaHCO3      

Na-Acetat . H2O  

L-Cystein/HCl . H2O 

Na2S . 9 H2O 

2-Propanol     
 

 
 
 

 

 

 

Spurenelementlösung I    Spurenelementlösung II 
Komponente   Menge   Komponente                                Menge 

Nitriloessigsäure     Na2SeO3 . 5 H2O  

pH mit KOH auf 6,5 einstellen   Na2WO4 . 2 H2O 

MnSO4 . H2O      Na2MO4 . 2 H2O 

H3BO3       ad 1 l H2O 

FeSO4 . 7 H2O      

NiCl2 . 6 H2O  

CuSO4 . 5 H2O 

CoCl2 . 6 H2O 

ZnSO4 . 7 H2O 

AlCl3 . 6 H2O 

ad 1 l H2O   

 

 
Kulturen von M. thermophilicus konnten wegen der auftretenden Scherkräfte nicht 

schüttelnd inkubiert werden. Daher enthielten die Kulturgefäße einen 

Magnetrührstab, der eine stehende Inkubation auf einem Magnetrührer ermöglichte. 

Die Rührgeschwindigkeit wurde so eingestellt, dass sich keine Gasblasen bildeten. 

M. thermophilicus wurde bei 55 °C unter H2/CO2 (1 bar Überdruck) in Medium 1 für 

mg 

mg 

mg 

mg 

 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

ml 

ml 

ml 

ml 

g 

mg 

mg 

mg 

ml 

200

10

1

10

5

500

140

280

2

Die Komponenten wurden gelöst, mit 10 M HCl auf

pH 7 eingestellt und mit H20 auf 1 l aufgefüllt 

Tabelle 3. Zusammensetzung des
Mediums für die Kultivierung von
Methanoculleus thermophilicus. Die

Zusammensetzung der Salzlösung, der

Spurenelementlösungen I und II sowie

der Vitaminlösung ist in den Tabellen 4

und 5 aufgeführt. 

1500

500

10

150

25

10

200

100

10

30

100

10

 

Tabelle 4. Zusammensetzung der Spurenelementlösungen. Die Lagerung der Lösungen erfolgte 

aerob bei –20 °C. 
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11 Tage kultiviert. In dieser Zeit wurde verbrauchtes H2/CO2 täglich nachgeführt. 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 N2/CO2 ausgetauscht und nachfolgend auf eine weitere Begasung 

mit H2/CO2 verzichtet.  

 

 

 

 

 

Salzlösung      Vitaminlösung 
Komponente   Menge   Komponente                                Menge 

NH4Cl       Biotin  

NaH2PO4 . H2O     Folsäure 

Na2HPO4 . 2 H2O     Pyridoxin-HCl 

NaCl       Thiamin-HCl 

CaCl2 . 2 H2O      Riboflavin 

KCl       Nicotinsäure 

MgSO4 . 7 H2O     D,L-Calcium-Panthotenat 

0,2% (w / v) Resazurin    Hydroxycobalamin (B12) 

ad 1 l H2O      p-Aminobenzoesäure 

       Liponsäure 

       ad 1 l H2O 

 

 

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% H2/20% CO2 als Energie- 

und Kohlenstoffquelle kultiviert (Schönheit et al. 1980). Die Kulturen wurden in 

Glasfermentern (New Brunswick, Michigan) mit einem Gesamtvolumen von 14 l in 

10 l Medium bei 65 °C gezogen. Die Gasflussrate betrug 1000 ml/min. Dem 

Gasgemisch wurde als Reduktionsmittel und Schwefelquelle 0,1% H2S zugesetzt. 

Das Medium wurde mit 1200 Upm gerührt. Nach ca. 1 h, in der das Medium durch 

das Begasen mit 80% H2/20% CO2/0,1% H2S bei 65 °C anaerobisiert wurde, wurde 

der Fermenter auf eine optische Dichte von ungefähr ∆OD578 = 0,5 mit einer frischen, 

in der spät-exponentiellen Phase geernteten Vorkultur inokuliert. Nach Erreichen 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

mg 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

2

0,35

0,45

5

0,5

2,5

2

0,5

Tabelle 5. Zusammensetzung der Salz- und Vitaminlösung. Die Salzlösung wurde bei 4 °C aerob

gelagert. Die Vitaminlösung wurde für 12 Stunden in einem Anaerobenzelt gerührt, anschliessend

sterilfiltriert und bei –20 °C anaerob unter einer N2-Atmosphäre (0,5 bar) gelagert.  

2

2

10

5

5

5

5

0,1

5

5
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einer ∆OD578 von 4,5 – 5 wurden die Kulturen innerhalb von 20 min auf ca. 10 °C 

abgekühlt und anschließend mit Hilfe einer Durchflusszentrifuge (Hettich, Contrifuge 

17 RS) geerntet.  

 

 

 

 

Medium 2      Spurenelementlösung 
Komponente            Menge   Komponente                               Menge 

NH4Cl       Nitriloessigsäure  

NaH2PO4 . H2O     H20 

Na2CO3       pH mit KOH auf 6,5 einstellen 

0,2% (w/v) Resazurin     MgCl2 . 6 H2O 

Spurenelementlösung     FeCl2 . 4 H2O 

ad 10 l H2O      CoCl2 . 6 H2O    

      NaMoO4 . 2 H2O 

    NiCl2 . 6 H2O 

       ad 1 l H20 

 

 
Methanosarcina barkeri. Das Medium (Medium 3 in Tabelle 7, Seite 19) 

wurde unter aeroben Bedingungen hergestellt, dann in der Schleuse eines 

Anaerobenzeltes entgast und schließlich unter 95% N2/5% H2-Atmosphäre mit 

Cystein (140 mg/l) und Na2S . 9 H20 (280 mg/l) als Reduktionsmittel versetzt. Nach 

dem Ausschleusen der Flaschen (verschlossen mit Gummistopfen und 

Schraubdeckel-Verschlusskappen) wurde die Gasphase gegen 100% N2 

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 l-

Glasflaschen (Schott, Mainz), die 1 l Medium enthielten, oder in 10 l-Glasflaschen, 

die 10 l Medium enthielten, gezogen. Die Zellernte erfolgte in der spät-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 Überdruck H2 bei –20 °C aufbewahrt. 

g 

g 

g 

ml 

ml 

 

 

 

27,5

90

33

0,5

10

30

2

10

40

10

0,2

0,2

1,2

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

 

Tabelle 6. Zusammensetzung des Mediums für Methanothermobacter marburgensis. Das

Medium wurde aerob angesetzt und  durch Begasen mit 80% H2/20% CO2/0,1% H2S bei 65 °C

anaerobisiert. 
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Medium 3      Spurenelementlösung 
Komponente                 Menge  Komponente                                  Menge 

Imidazol      Titriplex I 

NaH2PO4 . H2O     in 500 ml H2O lösen   

Na2HPO4 . 2 H2O     pH mit HCl auf 6,5 eingestellt 

In 0,5 l H20 lösen,      MnSO4 

pH mit HCl auf 6,5 einstellen    FeSO4 . 7 H2O 

CaCl2 . 2 H2O      CoCl2 . 6 H2O 

MgCl2 . 6 H2O      ZnSO4 . 7 H2O 

NH4Cl       CuSO4 . 5 H2O 

KCl       AlCl3 . 6 H2O 

NaCl       H3BO3 

Spurenelementlösung     Na2MoO4 . 2 H2O 

Vitaminlösung      NiCl2 . 6 H2O 

0,2% (w/v) Resazurin     NaHSeO3 

Methanol      pH mit KOH auf 7,0 einstellen 

ad 1 l H2O      ad 1 l H2O     

nach Anaerobisieren zugeben: 

L-Cystein-HCl        

Na2S . 9 H20      

 

3. Reinigung der untersuchten F420-abhängigen Enzyme 
 

 

3.1  Reinigung und Analyse von Adf und Mer 
 

Herstellung von Zellextrakten. Die Zellen aus den Kulturen der Archaea 

wurden anaerob in verschließbaren 500 ml Polycarbonat-Zentrifugenbechern 

(Nalgene, Rochester, NJ/USA) bei 4000 x g für 30 min bei 4 °C abzentrifugiert und in 

50 mM Bis-Tris/HCl, pH 5,8 (M. thermophilicus) bzw. in 50 mM Tris/HCl, pH 7,6 

(M. marburgensis und M. barkeri) aufgenommen. Der Zellaufschluß erfolgte unter 

anaeroben Bedingungen bei einem Druck von 120 Mpa mit Hilfe einer French-

Pressure-Zelle (American Instruments Company, Silver Spring, MD/USA). Nach 

fünfmaliger Passage wurden die auf diese Weise aufgeschlossenen Zellen in einem 

g 

g 

g 

 

 

g 

g 

g 

g 

g 

ml 

ml 

ml 

ml 

 

 

g 

g 

2,7

0,07

0,09

0,25

0,4

0,5

0,4

2,0

10

10

0,2

10

 

 

   0,14

   0,28

 

1,5

0,5

0,1

0,1

0,1

0,01

0,01

0,01

0,01

0,03

0,015

g 

 

 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

Tabelle 7. Zusammensetzung des Mediums für Methanosarcina barkeri. Die Spurenelement-

Zusammensetzung für Medium 3 ist angegeben. Die Vitaminlösung entspricht den Angaben von

Tabelle 5, Seite 17. 
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Aaerobenzelt  in 5 ml Polycarbonat-Zentrifugenröhrchen überführt und bei 27000 x g 

(30 min) zentrifugiert, um noch intakte Zellen und Zelltrümmer abzutrennen. Der 

Überstand, im Folgenden als Zellextrakt bezeichnet, wurde in anaerobe 

Serumflaschen gefüllt, um daraus im direkten Anschluß das Enzym zu reinigen. 
 

Reinigung der F420-abhängigen Alkohol-Deyhdrogenase. Für die 

Reinigung wurden alle verwendeten Puffer mit 15 mM Mercaptoethanol versetzt. Die 

F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase wurde unter anaeroben Bedingungen aus 

1,5-2 g Feuchtzellen (3 l Kulturmedium, ∆OD578=0,2) gereinigt. Nach der 

Zentrifugation (30 min, 4 °C, 4000 x g) wurden die Zellen in 18 ml 50 mM Bis-

Tris/HCl-Puffer, pH 5,8 aufgenommen. Der Zellaufschluß erfolgte wie beschrieben. 

Um Membrananteile abzutrennen, wurde der Zellextrakt nachfolgend für eine Stunde 

bei 130000 x g zentrifugiert. Der Ultrazentrifugationsüberstand wurde in der 

Anaerobenkammer tropfenweise mit gesättigter (NH4)2SO4-Lösung (in 50 mM 

Tris/HCl, pH 7,6) versetzt und unter ständigem Rühren eine Endkonzentration von 

60% (bezogen auf eine gesättigte (NH4)2SO4-Lösung) eingestellt. Nach 30 minütigem 

Rühren wurde präzipitiertes Protein durch Zentrifugation (30 min) bei 27000 x g 

entfernt. Der erhaltene Überstand wurde auf eine mit 2 M (NH4)2SO4 in 50 mM 

Tris/HCl, pH 7,6 äquilibrierte Phenyl-Sepharose-Säule (HiLoad 26/10) aufgetragen. 

Die Säule wurde mit 50 ml des Äquilibrierungspuffers gewaschen und gebundenes 

Protein durch einen fallenden (NH4)2SO4-Gradienten (in 50 mM Tris/HCl, pH 7,6; 2 M 

bis 0 M in 200 ml) eluiert. Es wurden Fraktionen von je 8 ml gesammelt. Die 

Hauptaktivität der F420-abhängigen Alkohol-Deyhdrogenase eluierte in 5 Fraktionen 

bei einer (NH4)2SO4-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 F420-abhängigen 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, Präzipitationen aufwies, gebundenes F420 freisetzte (über 

ESI-MALDI-Analyse zusammen mit Dr. Steinbach analysiert) und einen hohen 

Aktivitätsverlust zeigte, wurden unterschiedliche Puffer für die Lagerung des Enzyms 

getestet (Bleicher & Winter 1991): (1a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7, 200 mM 

Na2SO4, 10 mM 2-Propanol; (2a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7; 200 mM Na2SO4; 
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(3a) 40 mM Kaliumphosphat, pH 7; (4a) 50 mM Tris, pH 7,6; 400 mM (NH4)2SO4, 10 

mM 2-Propanol; (5a) 50 mM Tris, pH 7,6; 400 mM (NH4)2SO4; (6a) 10 mM MOPS, pH 

7, 200 mM NaCl, 10 mM 2-Propanol; (7a) 10 mM MOPS, pH 7, 200 mM NaCl; (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 gelöstes Enzym, im Vergleich zu den anderen Puffern, den geringsten Verlust 

an spezischer Aktivität verzeichnen konnte. Präzipitatbildung 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 F420-abhängigen Methylentetrahydromethanopterin-
Reduktase. Das Enzym wurde unter anaeroben Bedingungen aus 8,5 g 

Feuchtzellen gereinigt. Die bei –20 °C gelagerten Zellen wurden auf Eis aufgetaut 

und in 30 ml 50 mM Tris/HCl, pH 7,7 mit einem Magnetrührstab auf einem 

Magnetrührer für 30 min resuspendiert. Der Zellaufschluß erfolgte wie beschrieben. 

Um Membranteile abzutrennen wurde der Zellextrakt für 30 min bei 130000 x g 

zentrifugiert. Der Ultrazentrifugationsüberstand wurde anschließend filtriert 

(Porengröße 0,45 µm). Das Filtrat wurde auf eine mit 50 mM Tris/HCl, pH 7,6 

gewaschene Blue-Sepharose Cl-6B-Säule aufgetragen. Die Säule wurde mit 120 ml 

des Äquilibrierungspuffers gewaschen. Das Protein wurde durch einen steigenden 

KCl-Stufen-Gradienten (in 50 mM Tris/HCl, pH 7,6) eluiert: 0,2 M KCl 120 ml, 0,4 M 

KCl 120 ml, 0,6 M KCl 120 ml, 0,8 M KCl 120 ml, 1,0 M und 2,0 M KCl 120 ml. Es 

wurden Fraktionen von je 8 ml gesammelt. Die Hauptaktivität der F420-abhängigen 

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase eluierte bei einer Konzentration von 

0,6 M KCl. Vereinigte Fraktionen wurden mit Hilfe einer Amicon-Rührzelle 

ankonzentriert und mit 50 mM Tris/HCl, pH 7,6 gewaschen. Da sich während dieses 

Prozesses weißes Präzipitat bildete, wurde das Konzentrat häufig filtriert 

(Porengröße 0,45 µm), um ein Verstopfen der nachfolgenden Säule zu verhindern. 

Da das Filtrieren bei jedem Ankonzentrieren des Enzyms notwendig war, ging ein 

großer Anteil an Reduktase Mer verlohren. Das Filtrat wurde auf eine mit 50 mM 

Tris/HCl, pH 7,6 gewaschene Resource Q-Säule aufgetragen. Das Enzym wurde 
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durch einen steigenden KCl-Gradienten (in 50 mM Tris/HCl, pH 7,6; 0 M bis 0,5 M in 

200 ml) von der Säule gewaschen. Es wurden Fraktionen von je 4 ml gesammelt. Die 

Reduktase Mer-Aktivität eluierte in 8 Fraktionen von 0,1 – 0,2 M KCl. 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-Säule aufgetragen. Die Säule wurde mit 30 ml des 

Äquilibrierungspuffers 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-Säule war nicht möglich, da das Enzym mit weiteren 

Verunreinigungen aggregierte und die Säule diese nicht zu trennen vermochte. 

 

Protein-Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen. Zur 

Bestimmung der Expression von Enzymen und zur Reinheitskontrolle von 

Enzympräparationen wurde das Prinzip der denaturierenden Gelelektrophorese 

eingesetzt (Laemmli 1970). Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in einer BioRad-Elektrophorese-Apparatur 

(MiniProtean II, Biorad, München) durchgeführt. Die Zusammensetzung der 13%igen 

Gele ist in Tabelle 8 aufgeführt.  

 

 
Lösung           Trenngel (12,8%ig) Sammelgel (7,9%ig) 

1,5 M Tris/HCl pH, 8,8 

0,5 M Tris/HCl, pH 6,8, 1% SDS 

Destilliertes Wasser 

Acrylamid:Bisacrylamid (37,5:1) (40%ig) 

TEMED (100%ig) 

APS (10%ig)      

 

3.2  Bestimmung von Enzymaktivitäten und Proteingehalt 
 

Bestimmung von Enzymaktivitäten. Photometrische Tests wurden in 

Küvetten (1 cm Schichtdicke; 1,5 ml Volumen) mit einem Hitachi-Spektralphotometer 

U-1000 (Hitachi, Tokio, Japan) durchgeführt. Die Küvetten wurden mit Butylstopfen 

ml 

 

ml 

ml 

µl 

µl 

4,5

-

2,8

3,5

7,5

30

-

1,2

4,3

1,4

5

60

 

 

ml 

ml  

µl 

µl 

Tabelle 8. Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele  
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verschlossen und durch mehrmaliges Evakuieren und Begasen mit N2 (150 kPa) 

anaerobisiert. Die Testkomponenten wurden als anaerobe Lösungen mit Hilfe von 

Unimetrics-Mikroliterspritzen (Macharey-Nagel, Düren) zugegeben. Ein Unit 

Enzymaktivität entspricht 1 µmol umgesetztem Substrat pro min. 

 

F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase. Der Assay wurde bei 40 °C in 

700 µl 120 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,0 durchgeführt. Der Ansatz enthielt 

30 µM F420 und 130 mM 2-Propanol. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12-50 µg 

Zellextrakt oder 0,5-10 µg gereinigtem Enzym gestartet. Die Abnahme der Extinktion 

wurde bei 401 nm verfolgt (ε401 von F420 = 25,9 mM-1cm-1) (DiMarco et al. 1990). 

 

F420-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Der Assay 

wurde bei 55 °C in 700 µl 50 mM Tris/HCl-Puffer, pH 7,6 durchgeführt (Ma & Thauer 

1990). Der Ansatz enthielt 16 µM F420. Um das Coenzym zu reduzieren, wurde 

Na2S2O4 bis zu einer Konzentration von 1,7 mM hinzugegeben und 5 min gewartet. 

Die Reduktion von F420 wurde bei 420 nm Wellenlänge verfolgt. Danach reagierte 

H4MPT (14,2 uM) bei einer Konzentration von 15,4 mM Formaldehyd zu Methylen-

H4MPT. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 12-50 µg Zellextrakt oder von 0,5-

10 µg gereinigtem Enzym gestartet. Die F420H2-Oxidation wurde bei 401 nm verfolgt. 

 

Konzentrationsbestimmung von Proteinen. Die Proteinkonzentration wurde 

mit der Methode nach Bradford (Bradford 1976) unter Verwendung einer kommerziell 

erhältlichen Reagenzlösung (Biorad, München) bestimmt. Als Proteinstandard diente 

Rinderserumalbumin. 

 

3.3 HPLC-Reinigung von F420 und Methylentetrahydromethanopterin 
 

Reinigung von Methylentetrahydromethanopterin. Um Methylen-H4MPT 

herzustellen, wurden 20 µl 600 mM Formaldehyd in 120 mM Kaliumphosphatpuffer, 

pH 6 zu 400 µl in 120 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6 gelöstem H4MPT (5 mM) 

zugegeben. Es wurden 50 – 90 µl von gelöstem Methylen-H4MPT auf eine Synergi 

RP1 (Phenomex, Aschaffenburg) Umkehrphase-Säule (250 mm x 4,6 mm, 

Partikelgröße 4 µm) aufgetragen, die zuvor in 0,1% Formiat (pH 3) äquilibriert 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 Gerät 

integriertes Diodenarray-Photometer (S3210, Sykam, Fürstenfeldbruck) ein UV/VIS-

Spektrum von 250 – 450 nm aufgenommen. Methylen-H4MPT 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-

H4MPT wurde anschließend lyophilisert und unter einer N2-Gasatmosphäre bei 

-20 °C gelagert. 

 
Reinigung von F420. Lyophilisiertes Coenzym F420 wurde unter anaeroben 

Bedingungen in 120 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 6 gelöst. Das Coenzym wurde 

mit der zuvor für Methylen-H4MPT beschriebenen Methode und Säule gereinigt. F420 

wurde anhand seiner charakteristischen Absorption bei 420 nm Wellenlänge 

identifiziert. 

 

 

4. Kristallographische Methoden 
 

4.1  Proteinkristallisation 
 

Alkohol-Deyhdrogenase. Zunächst wurde gereinigte F420-abhängige Alkohol-

Dehydrogenase unter den zuvor ermittelten Bedingungen (2,7 M NaCl in 100 mM 

Na-Citrat, pH 4,0) kristallisiert (Berk 1999). Dafür wurde das Enzym in 10 mM MOPS, 

pH 7 gelöst 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 Reservoirlösung 

wurde in 24-Loch-Zellkulturplatten (Hampton Research, CA, USA) gegeben. Die 

Proteinlösung wurde mit der Reservoirlösung auf zuvor silanisierten (2% Dichlor-

Dimehtylsilanlösung) Deckgläschen gemischt ( je 1 oder 2 µl) und auf die Kammer 

mit Reservoirlösung aufgesetzt, wobei zur Abdichtung Basilon-Siliconpaste (Bayer 

AG, Leverkusen) verwendet wurde. Die Kristallplatten wurden bei 4 °C gelagert. 

Aufgrund der ungenügenden 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) regelmäßig reproduziert und für die Aufnahme von nativen 

Datensätzen oder die Präperation 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 gelöst. Für die Kokristallisation 

wurde Coenzym F420 (n = 1,8 µmol) in 10 mM MOPS (pH 7), 1 mM Na2S2O4 mit 

0,2 mg F420-abhängiger Hydrogenase aus M. marburgensis unter H2-Atmosphäre (1 

bar Überdruck) bei 60 °C reduziert. Hydrogenase wurde von F420H2 mittels einer 

Centrikon (10 kDa Ausschlußgröße) getrennt und das reduzierte F420H2 lyophilisiert. 

Reduktase Mer (12 mg/ml) wurde mit F420H2 (1 mM Endkonzentration) und 

Methylentetrahydromethanopterin (1 mM Endkonzentration) vermischt. Die 

Kristallisationsansätze wurden unter anaeroben Bedingungen bei einer Temperatur 

von 8 °C in einem Anaerobenzelt vorbereitet und nach der `sitting drop´-Methode mit 

Mikro-Brücken (Hampton Research, CA/USA) angesetzt. Für 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 Reservoirlösung 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 F420 und Methylen-H4MPT 

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 

Reservoirlösung welche 20% Polyethylenglycol 4000 und 10% 2-Propanol in 0,1 M 

Tris/HCl pH 8,5 enthielt.  
4.2  Präparation von Schweratomderivaten 

 
Schweratomderivate von Kristallen der Alkohol-Dehydrogenase. Für die 

Herstellung von Schweratomderivaten wurden die Proteinkristalle mit Hilfe einer auf 

einer Stahlnadel mit Magnethalter montierten Faserschlinge (Cryoloop, Hampton 



MATERIAL UND METHODEN   26

Research, CA/USA) in eine Mikroschale mit Reservoirlösung transferiert. Dieser 

Lösung wurden die Schweratomverbindungen in Konzentrationen von 0,1 mM bis 

3 mM zugesetzt und die Kristalle darin für 1 bis 24 Stunden inkubiert. Da manche 

Verbindungen schwer löslich waren, konnte die tatsächliche Konzentration nicht 

immer genau angegeben wurden. Da die Schweratomverbindungen häufig in 

höheren Konzentrationen oder bei längerer Einwirkung zur Zerstörung der Kristalle 

führen, müssen in einem iterativen Prozess Bedingungen gefunden werden, die zu 

einem Derivat führen, 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-tiefgekühlten Alkohol-

Dehydrogenase-Kristallen durchgeführt werden, da die Kristalle für diese Methode in 

einen geeigneten cryoprotektiven Puffer transferiert werden müssen. 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 gestört. Dies war an einer hohen 

Mosaizität 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, München) montiert und mit einer 

senkrecht zur Achse des Röntgenstrahls positionierten CCD-Kamera justiert. Eine 

Luftstromanlage gewährleistete eine Temperatur von 8 bis 10 °C während der 

Datenaufnahme. Ein großer Teil der Datensätze wurde am MPI für Biophysik 

(Frankfurt/Main) mit Hilfe eines MSC Rigaku Ru-200 Röntgengenerators, welcher 

mittels einer rotierenden Anode CuKα-Strahlung erzeugt, und eines Mar345 

Imageplate-Detektors aufgenommen. Native Datensätze bis zu einer Auflösung von 

1,7 Å wurden an der Synchroton-Beamline BW6 der Max-Planck-Gruppe für 

Strukturelle Molekularbiologie (DESY, Hamburg) gemessen. Nach einer ersten 

Aufnahme wurde auf der Basis von Mosaizität und Beugungsgrenze der Kristall-
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Detektor-Abstand und der Oszillationswinkel gewählt. Da der Strahlungsschaden 

während der Aufnahmen am Kristall stark zunahm, wurde prozessiert und aufgrund 

der Indizierung ein optimaler Startwinkel mit dem Programm STRATEGY berechnet, 

um Daten in einem möglichst kleinen Oszillationsbereich sammeln und später zu 

einem nativen vollständigen Datensatz mit SCALEPACK skalieren zu können (HKL, 

Otwinowski & Minor 1997). 

 

Prozessierung der Datensätze. Für die Datenprozessierung wurden die 

Programme XDISP, DENZO, SCALEPACK und STRATEGY (HKL, Otwinowski & 

Minor 1997) verwendet. Es wurden 4 native und unvollständige Datensätze zu einem 

Datensatz mit 96,2% Vollständigkeit zusammenskaliert. Dies war möglich, da 

Datensätze individueller Kristalle einen hohen Grad an Isomorphie aufwiesen. 

 

Datenaufnahme mit Proteinkristallen der Reduktase Mer aus M. 
marburgensis. Ein Kristall wurde ohne cryoprotektive Zusätze im Stickstoffstrahl des 

Kryostaten (Oxford Cryosystems, Oxford, UK) eingefroren. Der Kristall wurde für die 

weitere Verwendung in flüssigem Stickstoff gelagert. Für 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. Für 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/HCl, pH 8,5) transferiert, 

sehr schnell mit einem Cryoloop gefischt und in einem tiefkalten Stickstoffstrahl 

eingefroren. Die ersten Aufnahmen für die Beurteilung der Kristalle erfolgten am MPI 

für Biophysik unter Verwendung eines Röntgengenerators und eines MSC R-Axis 

4++ Image-Plate-Detektors. Datensätze mit ausreichender Vollständigkeit 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 möglich. Die Datenauswertung erfolgte mit Hilfe von XDS (Kabsch 

& Sander 1983). 

 
4.4 Strukturbestimmung durch Isomorphen Ersatz 
 

F420-abhängige Alkohol-Dehydrogenase. Für die Lokalisierung von 

Schweratompositionen wurden die jeweiligen Derivatdatensätze mit einem nativen 

Datensatz in XPREP (Bruker Nonius) vereinigt. Für kristallographische 

Berechnungen wurde die CCP4-Software verwendet (Collaborative Computational 

Project 1994). Die automatische Lösung 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) 

durchgeführt. 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 

Qualität, um in dem Programm O (Jones et al. 1991) interpretiert zu werden. Das 

manuelle Einfügen von Modellteilen wurde durch die Erstellung eines Hauptketten-

Gerüsts 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-abhängige Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Die Phasen 

für die Fouriertransformation der Daten wurden durch Molekularen Ersatz und mit 

Hilfe der Programme AMORE (Navaza 1994) und EPMR (Kissinger et al. 1999) 

gelöst. Ein Dimer der Reduktase Mer aus M. marburgensis diente hierfür als 

Suchmodell. Für die weitere Verfeinerung des Modells wurde die Primärstruktur von 

Reduktase Mer aus M. barkeri über 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 

(2Fo-Fc) und (Fo-Fc) Elektronendichtekarten in O vorgenommen. 

 

4.7 Erstellen von Abbildungen 
 
Für 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 übereinandergelegt zeigt, wurde unter zu 

Hilfenahme des DALI-Servers (Holm & Sander 1993) und Molscript erzeugt. 
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V Ergebnisse/Publikationen 
 
 Dieses Kapitel besteht aus zwei Publikationen, welche den Ergebnis-Teil der 

vorliegenden Arbeit beinhalten. Zum einen wird die Kristallstruktur der F420-

abhängigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) mit gebundenen F420-Addukt, zum 

anderen die ermittelte F420-Bindestelle in Methylentetrahydromethanopterin-

Reduktase (Mer) beschrieben. Auf Katalysemechanismen beider Enzyme, ein FMN-

Modelling in bakterieller Luciferase und auf Vergleiche der F420-Bindestellen in Adf, 

Mer, F420H2:NADP-Oxidoreduktase (Fno) und 8-HDF-Photolyase (Phr) wird im 

Diskussionteil näher eingegangen.  

 

Eine differenzierte Einführung in den thematischen Zusammenhang der hier 

beschriebenen Kristallstrukturen wurde in der Einleitung gegeben. Der Leser wird 

zum Verständnis der Versuche auf den Material- und Methoden-Teil der Arbeit 

verwiesen, welcher in den nachfolgenden Veröffentlichungen nur kurz beschrieben 

ist, da einzelne experimentelle Details die Kristallisation bzw. die Strukturlösung 

ermöglicht haben. Eine erste Kristallisation und Charakterisierung von Adf-Kristallen 

wurde in der Arbeit von Dr. Holger Berk beschrieben (Berk 1999). Die Qualität und 

eine ungenügende Reproduzierbarkeit der Kristalle machten ein Fortführen der 

Kristallstrukturanalysen zu diesem Zeitpunkt unmöglich. 

 

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde eine kontinuierlichen Abnahme der 

Adf-Aktivität während des Wachstums von Methanoculleus thermophilicus mit 2-

Propanol als einziger Energiequelle in einer N2/CO2-Gasatmosphäre beobachtet. 

Enzym, das eine zehnmal höhere spezifische Aktivität aufwies, wurde aus Zellen 

gereinigt, welche zuvor auf 2-Propanol und H2/CO2 gewachsen waren. Die in ihrer 

Enzymaktivität inhibierte Adf-Fraktion konnte mit Hilfe eines modifizierten Puffers 

kristallisiert werden, hochaktives Enzym hingegen nicht. Die Aufnahme von 

Datensätzen unter tiefkalten Cryo-Bedingungen erwies sich als schwierig und 

erforderte die Aufnahme der Kristalle in Glaskapillaren. Aufgrund der hohen 

Isomorphie war es möglich, unvollständige Datenätze durch Aufnahmen mit weiteren 

Kristallen zu ergänzen und zu einem vollständigen Datensatz zusammenzusetzen. 

Nach der Ermittlung des Röntgenstrukturmodells kann die schwache Aktivität des 

Enzyms anhand der Bindung eines F420-Aceton-Adduktes in Adf erklärt werden. Die 
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Bildung des Addukts im aktiven Zentrum führt 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 durchgeführt und sind daher im Material und 

Methoden-Teil beschrieben. Da diese Kristalle eine hohe Mosaizität besaßen, die 

Raumgruppe nicht genau bestimmt werden konnte und die Daten mit der Methode 

des Molekularen Ersatzes zu keinem Ergebnis führten, werden diese Ansätze nicht 

weiter erwähnt. 

 

In einem weiteren Anlauf wurde die Reduktase Mer aus Methanosarcina 

barkeri, einem mesophilen, methanogenen Archaeon für Kristallisationszwecke 

gereinigt. Eine Erklärung, warum aktives Enzym aus M. marburgensis nicht mit 

seinem Substrat kokristallisieren kann, könnte in der Anpassung an hohe 

Temperaturen liegen. Da thermophile Enzyme ein Temperaturoptimum zwischen 45 

und 80° C haben, weisen ihre Tertiärstrukturen oft einen hohen Anteil 

intramolekularer Wechselwirkungen auf (Zecchinon et al. 2001). Die innere Festigkeit 

des thermophilen Enzyms bei niedrigen Temperaturen, die für die Kristallisation von 

Enzymen häufig angebracht ist, lässt es früh erstarren. Dies aber erschwert nötige 

Konformationsänderungen für 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 Domänen auch bei niedrigeren Temperaturen flexibel 

genug sind, um eine Substratbindung und somit eine Kokristallisation möglich zu 

machen. Da kooperative Bindungen zu einer Kokristallisation von Fno mit NADP und 

F420 geführt haben, wurden Kristallisations-Versuche mit beiden Substraten 

kombiniert durchgeführt. Um den oxidativen Zerfall von Methylen-H4MPT zu 

verhindern, wurden die Kristallisationen in einem Anaerobenzelt angesetzt. Im Laufe 

der Arbeit wurden zwei Datensätze von zuvor gewachsenen Kristallen 

aufgenommen. Die nachfolgende Röntgenkristallstruktur basiert auf einem einzigen 

Datensatz und enthält F420 sowie ein gebundenes Polyethylenglycol-Molekül. Die 

Bindestelle des zweiten Substrates, Methylentetrahydromethanopterin, konnte in das 

aktive Zentrum von Mer modelliert werden.  
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V Diskussion 
 
 
1. Substratbindestelle und Katalysemechanismus von Adf und 

Mer 
 

Die Struktur der F420-abhängigen Alkohol-Dehydrogenase (Adf) aus 

Methanoculleus thermophilicus wurde bei einer Auflösung von 1,8 Å ermittelt. Die 

TIM-Barrel-Konformation der Adf-Tertiärstruktur wurde in vorherigen Studien 

aufgrund von hoher Sequenzähnlichkeit (34 %) zu Methylentetrahydromethanopterin-

Reduktase (Mer) und bakterieller Luciferase (LuxA) vorhergesagt (Berk 1999). Wie 

erwartet enthielt das kristallisierte Enzym F420 im aktiven Zentrum gebunden. In 

einem weiteren Anlauf wurde die Coenzym-Bindestelle von Mer bei einer Auflösung 

von 2,6 Å gelöst. 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-F420-

Architektur in Adf und Mer bis auf wenige Ausnahmen identisch, obwohl beide 

Enzyme untereinander eine geringe Sequenzidentität zeigen (Tabelle 1, Seite 7). In 

den untersuchten Strukturen bindet Coenzym F420 in einer Tasche, welche 15 Å tief 

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

 

Im Folgenden wird die Bindung von F420 für die untersuchten Enzyme 

gemeinsam zusammengefasst. 

 

Die Bindestelle von Coenzym F420. Der Deazaflavin-Ring von Coenzym F420 

wird auf seiner Re-Seite von einer nicht-Prolin-cis-Peptidbindung gestützt. 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 häufig angrenzende, aromatische Seitenketten-Interaktionen beobachtet. 

Stabilisierende Wechselwirkungen zwischen polaren Aminosäuren sind ebenfalls 
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möglich, 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 β3 ermöglicht die 

Bindung mit einem Arginin aus Helix α4 und kompensiert so die energetisch 

ungünstige cis-Bindung (Abildung 4, Seite 36). Der Einsatz eines Prolin-Restes 

ermöglich die cis-Form der Peptidbindung mit einem geringeren Energieaufwand, 

doch würde Prolin den Deazaflavin-Ring des Coenzyms sterisch in seiner Position 

behindern. Diese Vorgabe könnte den Ausschluss von Prolin in dieser konservierten 

cis-Geometrie begründen. 

 

Das als Isoalloxazin-Ring bezeichnete reaktive Ringsystem liegt gebogen über 

der beschriebenen cis-Bindung und weicht um 27° von einer planaren Konformation 

ab (Abbildung 3, Seite 46). Computersimulierte Berechnungen in Bezug auf 

energetisch günstige Konformationen des Deazaflavins deuten auf eine Präferenz 

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 Zwänge von Resten der Polypeptidkette 

moduliert werden kann und dies die Reaktivität des Flavins beeinflusst (Thieme et al. 

1981; Wierenga et al. 1983; Edmondson et al. 2004). Der Isoalloxazin-Ring wird in 

Mer und Adf über der cis-Bindung durch den sterischen Einfluss eines Imidazol-

Ringes von Histidin und der Carboxylatgruppe eines Aspartats gekrümmt (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 F420 zu Amid-N- und 

Carbonyl-O-Atomen des Polypeptid-Rückgrades tragen ebenfalls zur Bindung des 

Coenzyms bei. Wenige der beteiligten Reste sind konserviert, da sich 
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Wasserstoffbrückenbindungen zwischen F420 und Hauptkettenatomen und die cis-

Bindung in Adf und Mer von Seitenketten unabhängig ausbilden. Neben dem bereits 

genannten Histidin und Aspartat sind auch zwei an Wasserstoffbrückenbindungen 

beteiligte Glycinreste strukturell konserviert. Glycin zeichnet sich durch die 

Abwesenheit einer kohlenstoffhaltigen Seitenkette aus und verhindert in Adf und Mer 

eine Überschneidung der Phosphoribityl-enthaltende Seitengruppe von F420 mit 

angrenzenden Bereichen der Polypeptidmatrix.  

 

Beide untersuchten Enzyme katalysieren eine Reduktion oder Oxidation von 

Coenzym F420 bzw. F420H2. Neben F420 sind 2-Propanol und 

Methylentetrahydromethanopterin (Methylen-H4MPT) Substrate der Alkohol-

Dehydrogenase bzw. der Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase. Die 

Bindestellen des sekundären Alkohols in Adf und von Methylen-H4MPT in Mer 

wurden modelliert. Vorschläge zu möglichen Katalysemechanismen werden in den 

hier folgenden Abschnitten diskutiert. 

 

Bindestelle von 2-Propanol in Adf und Katalysemechanismus. In F420-

abhängiger Alkohol-Dehydrogenase konnte Aceton als Teil eines gebundenen F420-

Addukts identifiziert werden (Abbildung 5, Seite 37). Das Keton bindet kovalent an 

C5 auf der Si-Seite des Deazaflavin-Ringes. Eine Erklärung für 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 über Seitenreste von Histidin 39 und Glutamat 108. Histidin sowie Glutamat 

treten in Abhängigkeit des pKS-Wertes sowohl als Wasserstoffbrückendonor als auch 

als Akzeptor auf, doch können ihre partiellen Ladungen und somit ihre katalytischen 

Rollen in Adf nur vermutet werden. In dem vorliegenden Modell protoniert Histidin als 

Säure-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 führt zur Bildung des kovalenten Addukts im 

aktiven Zentrum. Die Bildung eines analogen NADP-Aceton-Addukts wurde bereits 

für eine NADP-abhängige Alkohol-Dehydrogenase über ein ähnliches Modell erklärt 

(Benach et al. 1999).  



DISKUSSION   56

Mit Hilfe des Aceton-Addukts ist es möglich, 2-Propanol in das aktive Zentrum 

von F420-abhängiger Alkohol-Dehydrogenase zu modellieren und einen katalytischen 

Mechanismus für Adf zu postulieren. Die Lage von Aceton als Teil des Addukts 

entspricht nicht direkt der Position von 2-Propanol im aktiven Zentrum. Der 

modellierte sekundäre Alkohol wird wie das Aceton über 

Wasserstoffbrückenbindungen 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 7: Modellierte Bindestelle von 2-Propanol im katalytischen Zentrum von Adf. Das 

Modell der 2-Propanol-Bindung (grün) basiert auf der Position von Aceton als Teil des kovalenten F420-

Addukts. Der sekundäre Alkohol wird an seiner Hydroxylgruppe über Wasserstoffbrückenbindungen 

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 Å-entfernte C5 des 

Deazaflavinringes. 
 

Es ist bekannt, dass das Enzym 2-Propanol, 2-Butanol und 2-Pentanol, aber keine 

langkettigeren sekundären oder primären Alkohole oxidiert (Bleicher & Winter 1991). 

Diese Beobachtung stimmt mit der Anordnung der hydrophoben Reste, die noch 

einen weiteren Methylrest beherbergen könnten, überein. 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´ erklärt die strikte Spezifität des 

Enzyms für sekundäre Alkohole. Ähnliche Prinzipien sind im aktiven Zentrum einer 

weiteren Alkohol-Dehydrogenase aus Drosophila beschrieben worden (Benach et al. 

1999). Die Distanz von 2,9 Å zwischen C2 des Alkohols und des C5 ist optimal für 

den katalysierten Hydridtransfer (Almarsson & Bruice 1993).  

 

 Abbildung 8 beschreibt einen entsprechenden Vorschlag des 

Katalysemechanismus für Adf. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8: Vorgeschlagener Katalysemechanismus für Adf. Der Hydridtransfer erfolgt von 2-

Propanol auf die Si-Seite (rot) des C5-Atoms von F420. 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, 

ternärem Komplex und Dissoziation des Enzym-F420H2-Komplexes ist dem Katalysemechnismus der 

NAD-abhängigen Alkohol-Deydrogenase für die Umsetzung primärer und sekundärer Alkohole ähnlich 

(Theorell & Chance 1951). 
 
Im binären Komplex wird Coenzym F420 im aktiven Zentrum von Adf gebunden. Die 

hydrophobe Bindetasche für 2-Propanol ermöglicht einen ungeladenen Zustand von 

Histidin 39 und Glutamat 108. Mit der Bindung von 2-Propanol deprotoniert 

Histidin 39 die Hydroxylgruppe des Alkohols und das intermediäre Alkoholat-Anion 

wird durch Seitenreste von Glutamat 108 und Tryptophan 43 stabilisiert. In einem 

ternären Komplex wird das an C2 aktivierte Hydrid-Ion direkt auf die Si-Seite von C5 

des Deazaflavins transferiert. Die Nähe von 3,4 Å macht die Übertragung eines 
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Protons der Carboxylatgruppe von Glutamat 108 auf N10 des Deazaflavins möglich. 

Nach Ablauf der katalytischen Reaktion verlieren die aktiven Reste mit Hilfe von 

Wasser ihre partielle Ladung.  

 

 Weitere Möglichkeiten, eine alkoholische Hydroxylgruppe zu oxidieren, 

wurden mit Untersuchungen an einer großen Zahl von Alkohol-Dehydrogenasen, die 

sehr unterschiedliche Substratspezifitäten und physiologische Funktionen haben, 

beschrieben (Reid & Fewson 1994). In langkettigen NAD(P)-abhängigen Alkohol-

Dehydrogenasen dient ein katalytisches Zink für die Stabilisierung des polarisierten 

Alkoholat-Intermediats, um so die Aktivierungsenergie für die Oxidation durch ein 

Histidin zu verringern (Eklund et al. 1976). Die katalytische Rolle von Tyrosin als 

Base, welche durch ein angrenzendes Glutamat verstärkt wird, wurde für 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 Kokristallisationsansätze sowohl F420 als auch 

Methylentetrahydromethanopterin enthielten, wurde Methylen-H4MPT nicht im 

aktiven Zentrum von Mer gebunden. Eine mögliche Erklärung wurde während der 

Verfeinerung der F420-Position im Modell von Mer gefunden. Ein nicht 

identifizierbares Molekül bindet, ähnlich dem Aceton in Adf, kovalent am reaktiven 

Kohlenstoff des Deazaflavin-Ringes und könnte das Andocken des Pterinringes auf 

der Si-Seite des Coenzyms verhindern (Abbildung 3, Seite 46). Aufgrund der nun 

bekannten Bindung von F420, der Stereochemie der katalysierten Reaktion und der 

optimalen Distanz für einen Hydridtransfer ist die ungefähre Lage des an N5 und N10 

von H4MPT koordinierten C14 und die Position des Pterin-Ringes vorgegeben. Die 

Koordinierung des Pterin-Ringes und die mögliche Lage des Aminobenzoat- 

enthaltenden Restes ist mit ausreichender Bestimmtheit vorhersagbar. 

 
In Abbildung 9 (Seite 59) ist die Ansicht auf das modellierte Methylen-H4MPT 

an der Si-Seite von reduziertem F420 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.  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
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 

(CH2=H4MPT, dunkelgrau) beteiligt. Glutamat 6 liegt 4 Å unterhalb von Stickstoff N10 und kann somit 

eine Rolle in der katalytischen Aktivierung von CH2=H4MPT einnehmen. Der Vorschlag ähnelt einem 

Interpretations-Modell für 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 B12-abhängigen 

Methionin-Synthase (Evans et al. 2004) und dem H4MPT-abhängigen 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 für die Rolle von Aspartat 96 und 

Asparagin 176. Neben wenigen Neuordnungen von Seitenketten wird die Bindung 

von F420 von einer konformationellen Änderung der Helix α4-1 begleitet (Abbildung 1, 

Seite 45). Durch Wasserstoffbrückenbindung des Amid-N-Atoms der Aminosäure 

Glycin 95 und der Ribitolgruppe von F420 rückt die Carboxylatgruppe von dem 

benachbarten Aspartat 96 um 2,7 Å in die Nähe des Pyrimidinringes. Dieser Effekt 

kann die Fixierung des H4MPT-Pterin-Ringes ermöglichen. Die Seitenkette von 

Asparagin 176 weist nach der Bindung von F420 einen erhöhten Temperaturfaktor auf 

und würde durch die Bindung von Methylen-H4MPT über eine Wasserstoffbrücke 

fixiert werden (Abbildung 9, Seite 59). Die aus der Kristallstruktur von Fae bekannte 

Konformation von Methylen-H4MPT führt 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 

Aminosäuren der Stränge β1, β4 und β6 kommt der helicale Bereich α7-1 des 

Enzyms für die weitere H4MPT-Bindung in Frage (Abbildung 1, Seite 45). Geringe 
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Unterschiede der Konformation der helicalen Segmente α7-1 bis α7-5 von 

Insertionsregion 3 wurde in allen Kristallstrukturen von Reduktase Mer beobachtet 

und könnten auf eine fehlende Stabilisierung durch Methylen-H4MPT zurückzuführen 

sein (Shima et al. 2000). Eine Reorientierung der hydrophoben Seitenkette von 

Phenylalanin 231 in Helix α7-1 erlaubt der Benzylgruppe des C1-Carriers 

hydrophobe Wechselwirkungen. Ähnliche konformationelle Änderungen begleiten die 

Bindung von H4MPT in Fae. In diesem Enzym wird der Benzol-Ring über zwei 

Phenylalanin-Reste koordiniert (Acharya et al. 2004). Die Exposition flexibler 

aromatischer Seitenketten ist ebenso aus weiteren H4MPT-bindenden Enzymen wie 

Methenyl-H4MPT-Cyclohydrolase (Grabarse et al. 1999) und Methylen-H4MPT-

Dehydrogenase (Ermler et al. 2002) bekannt. Für die Modellierung des 

Hydroxypentyl-Restes von H4MPT leistet Polyethylenglycol, welches zwischen 

Resten von Helix α2 und α7-1 in der Stubstratbindetasche von Mer bindet, eine 

nützliche Hilfestellung. Möglicherweise erlaubt eine ähnliche Zusammensetzung des 

Polyethylenglycol-Moleküls (C11H24O6) und der Hydroxypentylgruppe (C5H7O3) diese 

unspezifische Bindung. Weitere Wechselwirkungen können nicht zugewiesen werden 

und sind für einen Vorschlag des Katalysemechanismus dieses Enzyms unerheblich. 

 

 Ein von Trimmer et al. postulierter Mechanismus für die Reduktion von 

Methylentetrahydrofolat in MetF (Trimmer et al. 2001) wird aufgrund der analogen 

Struktur des aktiven Zentrums und der strukturellen Verwandtschaft der Substrate für 

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase in Betracht gezogen.  

 

Dem Modell entsprechend wird der Pterin-Ring von H4MPT auf der Si-Seite 

von F420 durch Aspartat 96 fixiert (Abbildung 11, Seite 62). Die maximale spezifische 

Enzymaktivität 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 für einen ionisierten Zustand der Carboxylatgruppe. Die Substituierung von 

Glutamat 28 durch ortsgerichtete Mutagenese führt zu einer drastisch erniedrigten 

Aktivität von Methylentetrayhdrofolat-Reduktase. Die Untersuchung eines ähnlich 

positionierten Glutamat-Restes in Thymidylat-Synthase hat gezeigt, dass die 

Carboxylatgruppe nicht für die Bildung eines ternären Komplexes verantwortlich ist, 
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sondern aktivierte Wassermoleküle 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 H4MPT an 

N10 mit Hilfe von Glutamat 6 entweder direkt oder indirekt über aktivierte 

Wassermoleküle protoniert. Die nachfolgende Öffnung des Imidazol-Ringes führt zur 

Bildung eines 5-Iminium-Kations. Die negativ geladene Seitenkette von Aspartat 96 

stabilisiert die entstehende positive Ladung des N5-Atoms über elektrostatische 

Wechselwirkungen. Auf diese Weise wird die Bildung des Übergangszustandes 

gestützt und die Aktivierungsenergie verringert. Die elektrophile Eigenschaft des N5-

Atoms entzieht der exozyklischen Methylengruppe Elektronen und erleichtert den 

nachfolgenden direkten Hydridtransfer. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Abbildung 11: Vorgeschlagener Katalysemechanismus für Mer. Aspartat 96 und Asparagin 176 

koordinieren den Pterin-Ring von Methylentetrahydromethanopterin (CH2=H4MPT). Die Protonierung 

von N10 führt zur Bildung eines intermediären 5-Iminium-Kations. Die aktivierte C1-Gruppe wird durch 

den Si-Seiten-spezifischen Hydridtransfer (rot) von reduziertem Coenzym F420 (F420H2) zu 

Methyltetrahydromethanopterin (CH3-H4MPT) reduziert.  
 

 Die Frage nach dem katalytischen Mechanismus ist für das Enzym 

Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase nicht abschließend geklärt. In diesem 

Zusammenhang wäre die Ermittlung der H4MPT-Bindestelle nicht nur für die Struktur-

Funktions-Analyse von Mer, sondern auch für eine mögliche Bindung von H4F in 

MetF äußerst 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 ähnliche Tertiärstruktur teilen, kann die Existenz von zwei 

verschiedenen Katalysemechanismen nicht ausgeschlossen werden. Es wäre unter 

anderem denkbar, dass Histidin 36 als Protonen-Donor agiert, da es eine 

vergleichbar Nähe 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 (FMNH2) und Aldehyd wird freie Energie in Form von blau-grünem 

Licht (λ = 490 nm) emittiert (Abbildung 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 12: Vereinfachte Darstellung der Reaktion von LuxA. In der bakteriellen Luciferase 

(LuxA) reagiert reduziertes FMN (FMNH2) (I) mit molekularem Sauerstoff (O2) zu einem 4a-

Hydroperoxy-FMN-Intermediat (II) (Baldwin et al. 1979). Der aktivierte Sauerstoff reagiert mit Aldehyd 

(RCHO) über ein Hydroperoxy-Hemiacetal-Intermediat (III) zu der entsprechenden Fettsäure 

(RCOOH), Wasser (H2O), 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 für ein Verständnis der Struktur-Funktions-

Beziehung die Bindestellen des Coenzyms und des langkettigen Aldehydsubstrates. 

Die Ermittlung der Coenzym-Position in zwei F420-abhängigen Mitgliedern der LuxA-

Familie ermöglicht nun eine von Computer-Simulationen und Mutationsanalysen (Lin 

et al. 2001) unabhängige Vorhersage der FMN-Bindestelle in der vorliegenden 

Tertiärstruktur von LuxA (Fisher et al. 1995; Fisher et al. 1996). 

 

Die mit den wenigsten Abweichungen berechnete Überlagerung 

(Superposition) der Tertiärstrukturen von F420-abhängiger Alkohol-Dehydrogenase 

(Adf), Methylentetrahydromethanopterin-Reduktase (Mer) und LuxA führt direkt über 

Substitution der F420-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.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 13: Modellierter Komplex von FMN mit Resten von LuxA auf Basis der F420-
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 mögliches Unterscheidungsmerkmal FMN- und F420-bindender 

Mitglieder innerhalb der LuxA-Familie dar. Aufgrund der kohlenstoffhaltigen Seitenkette würde Serin in 

Adf und Mer sterisch mit F420 interferieren. 
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Um die Modellierung des Coenzyms zu ermöglichen, wurden zwei geringfügige 

konformationelle Änderungen in Seitenketten von Histidin 44 und Leucin 109 

postuliert. 

 

Das konservierte Histidin ist die einzige konservierte Aminosäure 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 führte zu einer drastischen erniedrigten Biolumineszenz-

Aktivität von Luciferase. Ferner stieg der Km-Wert für reduziertes FMN um ein 

Vielfaches an (Xin et al. 1991; Huang & Tu 1997). Über 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 Nähe (4 Å) des Histidin-

Imidazol-Ringes zu C4a. Demnach müsste 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 Übergangszustandes führt (Xi et al. 1990; Abu-Soud et al. 

1993). Die durch die Mutation verursachten sterischen Zwänge störten die Geometrie 

der cis-Bindung und verhinderten möglicherweise indirekt die erforderliche 

Konformation des Isoalloxazin-Ringes und hatten somit eine verminderten Stabilität 

des 4a-Hydroperoxyintermediates als Folge (Lin et al. 2002). Die aus Adf und Mer 

bekannte gebogene Konformation des Isoalloxazin-Ringes wurde für die 

Modellierung von FMN in LuxA übernommen. Die auf der Re-Seite liegende cis-

Peptidbindung wirkt wie ein Amboss, über welchem der Flavin-Ring in die optimale 

Konformation gezwungen wird. Jegliche Änderung der cis-Konformation beeinflusst 

automatisch die Konformation des Flavin-Ringes und stimmt daher mit der 

Interpretation der Cystein-Mutante überein. Auch Valin 173 könnte durch hydrophobe 

Wechselwirkungen mit den Methyl-Substituenten des Flavin-Ringes an der 
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Krümmung beteiligt sein, da der Austausch dieses Restes zu einer Verschiebung des 

Emissionsspektrums führt (Lin et al. 2004). Überraschenderweise existiert in LuxA, 

im Vergleich zu Adf und Mer, keine offensichtliche intramolekulare Wechselwirkung, 

die für die Stabilisierung der cis-Peptidbindung wichtig sein könnte. In diesem 

Zusammenhang ist eine vergleichbare FMN-Bindung über eine nicht-Prolin-cis-

Peptidbindung in Flavodoxin erwähnenswert, zumal unterschiedliche Redoxzustände 

des Flavins mit einer Isomerisierung der cis-Peptidbindung in Verbindung gebracht 

wurden (Ludwig et al. 1997). 

 

Mit der Bindung eines anorganischen Phosphat-Ions (Fisher et al. 1995) und 

durch nachfolgende Mutagenese (Moore et al. 1999; Lin et al. 2001) wurde 

Arginin 107 in LuxA eine Rolle für die Bindung der Phosphatgruppe von FMN 

zugesprochen. Wie in Abbildung 13 (Seite 64) zu sehen ist, bindet Arginin 107 die 

Phosphatgruppe über ionische Wechselwirkungen. Der mutagene Austausch gegen 

eine neutrale oder negativ geladene Aminosäure führt daher zum Verlust dieser 

Wechselwirkung. 

 

Frühere Modelling-Studien des binären Luciferase-Komplexes basieren auf 

der Kenntnis der Phosphat-Bindestelle und einer Docking-Simulation unter 

Berücksichtigung von Bindungsenergien und geometrischen Abständen der Atome 

(Lin et al. 2001). Das damalige Modell bindet den planaren Flavin-Ring unter 

anderem über eine Wasserstoffbrückenbindung 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, 

für eine zukünftige Analyse des Katalysemechanismus nicht unberücksichtigt 

bleiben.  
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3. Vergleich der F420-Bindestelle in Mer und Adf mit der in 
F420H2:NADP-Oxidoreduktase und in 8-HDF-Photolyase 

 

In der Aminosäuresequenz der bekannten F420-abhängigen Oxidoreduktasen 

ist kein allgemein gültiges Motiv für die Bindung von Coenzym F420 erkennbar. 

Innerhalb der LuxA-Familie jedoch ist die Vorhersage der F420- bzw. FMN-Position 

auch für weitere Vertreter wie zum Beispiel die F420-abhängige Glukose-6-Phosphat-

Dehydrogenase aus pathogenen Mycobacteria möglich (Abbildung 2, Seite 34). Wie 

in der Einleitung erwähnt, sind alle untersuchten F420-abhängigen Oxidoreduktasen 

Si-Seiten-spezifisch in Bezug auf das C5-Atom des Deazaflavins (Thauer 1997). Ein 

Vergleich der Bindestelle von F420-abhängigen 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 Fällen ausschließlich auf die Si-Seite erfolgen kann. 

 

F420H2:NADP-Oxidoreduktase liegt als Homodimer vor. Die N-terminale 

Domäne der Monomere besitzt eine Faltung, wie sie typisch für Dinukleotid-

Bindedomänen ist. Aufgrund der Tertiärstruktur überrascht es nicht, dass die 

Bindung von NADP analog zu Mitgliedern der Gruppe NADP-bindender Enzyme 

erfolgt (Carugo & Argos 1997). Das Enzym bindet F420 über eine 

Wasserstoffbrückenbindung des Hydroxybenzyl-Ringes mit dem Amid-N und 

Carbonyl-O eines C-terminalen Leucins und über 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 über Van-der-Waals-, aromatische und polare Wechselwirkungen bindet. 

 

Sowohl die Dinukleotid-Bindedomäne von Fno als auch die kaum 

vorhandenen direkten Interaktionen von F420 mit Polypeptidresten verdeutlichen, 

dass Fno in erster Linie eine NADP-abhängige Oxidoreduktase ist, welche F420 als 

Substrat über NADP kooperativ bindet. Darüber hinaus sind intermolekulare 

Wechselwirkungen beider Substrate für eine vergleichsweise schwache Biegung des 

Isoalloxazin-Ringes über hydrophobe Seitenketten von Threonin und Leucin auf der 

Re-Seite verantwortlich.  
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Abbildung 14: Wechselwirkungen von Coenzym F420 in Fno (Warkentin et al. 2001). Der 

Deazaflavin-Ring wird auf seiner Re-Seite von Threonin 192 und Leucin 196 flankiert. Die 

Wasserstoffbrücke zu Leucin 207 stellt den einzigen direkten Kontakt zwischen F420 und dem Enzym 

dar. Extensive Wechselwirkungen zu NADP, das auf der Si-Seite von F420 bindet, sind nicht gezeigt. 

 

Die Koordinierung von 8-Hydroxydeazaflavin in 8-HDF-Photolyase (Phr) 

unterscheidet sich deutlich von der Bindung in F420-abhängigen 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 Grünalgen 

(Eker et al. 1988) und konnte in der Kristallstruktur von Phr aus Anacystis nidulans, 

einem Cyanobakterium, als F420-Derivat F0 spezifiziert werden (Tamada et al. 1997). 

Das photoreaktivierende Enzym bindet an Pyrimidin-Dimere eines DNA-Stranges. 

Nach Absorption von Licht mittels F0 wird die Energie mittels Dipol-Dipol-

Interaktionen auf ein Enzym-gebundenes FAD-Molekül übertragen, welches das 

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

 

F0 sitzt tief in einem Spalt innerhalb der N-terminalen Domäne eines 

Monomers. Sowohl die Re- als auch die Si-Seite des planar-gebundenen 

Isoalloxazin-Ringes ist durch hydrophobe und aromatische Seitenketten abgeschirmt 

und nur für Solvens erreichbar (Abbildung 15, Seite 69). Dies ist möglich, da der 

interchromophore Energietransfer keinen direkten Kontakt zwischen FAD und F0 
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benötigt. Des weiteren wird das Deazaflavin über polare Interaktionen der 

Ribitolgruppe mehrfach fixiert. Der Bindung von F0 in Phr ist für die Effizienz des 

Energietransfers kritisch (Tamada et al. 1997). Die optimale Ausrichtung des 

Chromophors könnte die vielen intermolekularen Kontakte zu Deazaflavin in 8-HDF-

Photolyase erklären. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 Isoalloxazin-Ringes ist durch hydrophobe und aromatische Seitenketten 

abgeschirmt und nur für Solvens erreichbar. Zwei Wassermoleküle (rot), welche an F0 (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 F420 die sterischen Gründe für den Si-Seiten-spezifischen Hydridtransfer in Mer, 

Adf und Fno. Eine generelle Erklärung für die einheitliche Stereospezifität F420-

abhängiger Oxidoreduktasen kann anhand der strukturellen Befunde nicht gegeben 

werden. Die Bindung des Deazaflavin-haltigen Cofaktors erfolgt in den bisher 

untersuchten Strukturen von F420-abhängigen Oxidoreduktasen und von 8-HDF-

Photolyase, außerhalb der LuxA-Familie gemäß der jeweiligen Aufgabe des 

Cofaktors (F420 bzw. F0) unterschiedlich. Es ist zu erkennen, dass sich in der 

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