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1. Einleitung

,Die Form folgt der Funktion” — ein Grundsatz aus dem Bereich Design und Architektur des
amerikanischen Architekten Louis Sullivan (Sullivan 1896), den die Natur seit Urzeiten
befolgt — auch und gerade bei den kleinsten Bausteinen und Funktionstragern des Lebens,
den Proteinen. Genau wie Louis Sullivan interpretiert die Natur diesen Leitsatz nicht nur als
den Verzicht auf unnétigen Ballast im engeren Sinne, sondern auch im weiteren Sinne als
Anpassung an das Bestehende. Proteine sind die Grundlage flr alle Prozesse, die in der
Zelle ablaufen. Sie bilden das Zellskelett und geben Form, sie stellen die Nahrstoffaufnahme
und Energieversorgung sicher, entgiften die Zelle, transportieren Stoffe, versorgen in hdher
organisierten Lebewesen alle Zellen mit Sauerstoff, schitzen vor Krankheitserregern,
ermoglichen kognitive Leistungen und sorgen fiir die Replikation der Erbinformation, ohne
die es keinen Fortbestand der Spezies gabe — alles vollkommen unterschiedliche Aufgaben.
Woher kommt diese Vielfalt?

1.1. Proteine: Struktur und Evolution

Obwohl es nur 20 Aminosauren gibt, ist durch die Kombinatorik die Anzahl der mdglichen
Funktionen unendlich. Die Natur — oder besser gesagt die Evolution — ist bei der Entwicklung
von Proteinen und deren Funktionen sowohl effizient als auch radikal zugleich. Ist ein
Funktionskonzept erfolgreich, dann wird es beibehalten und weiterentwickelt, auch hin zu
neuen, vielleicht vollstdndig anderen Funktionen; erniedrigt es die Anpassungsfahigkeit eines
Organismus an seine Umwelt, verschwindet es umgehend durch negative Selektion. Ein
Hamoglobinmolekdl, das durch eine Mutation keinen Sauerstoff mehr binden kann, ist hierfir
ein gutes Beispiel. Denn ein Organismus, der von einer solchen Mutation betroffen ist, wird
nie die Mdoglichkeit haben, seine Gene weiterzugeben. Ein Organismus, dessen
Proteinfunktionen unabhangiger von der Umgebungstemperatur sind, wird in Lebens-
bereiche vordringen, die seinen Artgenossen verschlossen bleiben. Er wird neue Nahrungs-
quellen erschlieen konnen und vielleicht auch die Mdglichkeit haben, bedrohlichen Jagern
auszuweichen — kurzum, er erhoht durch seine Anpassungsfahigkeit seine Uberlebens-
chancen.

All dies wird durch die Proteine und die sie kodierenden Gene gesteuert. Was die Aufklarung
von Genomen, also die Gesamtheit der Gene eines Organismus, angeht, macht die
Wissenschaft in den letzten Jahrzehnten groRe Fortschritte. Diverse Genomprojekte flihrten
zu einer Flut an Sequenzen — eine Informationsmenge, die die in derselben Zeit
gewonnenen Informationen Uber Proteinstrukturen um ein Vielfaches ubertrifft. Im Januar
2008 enthielten die drei weltweit grofdten Datenbanken NCMI, EMBL und DDBJ etwa 80
Millionen Gene aus 260.000 Organismen (Benson et al. 2008). Insgesamt sind Genome von
940 Bakterien, 48 Archaebakterien und 162 Eukaryonten aufgeklart (Stand: Marz 2008,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi, sieche Abbildung 1).

Auch das Wissen um Proteinstrukturen hat in den letzten Jahren zugenommen, aber
verglichen mit etwa 47.000 Proteinen, deren Struktur in der RCSB/PDB-Datenbank vorliegt,
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(http://www.rcsb.org/pdb/static.do?p=general_information/pdb_statistics/index.html) erscheint
die Zahl der bekannten Gene riesig: Es ist mehr als das 1600-fache, siehe Abbildung 2.

Der Hauptgrund fir diese Diskrepanz liegt darin, dafl die Proteinstrukturaufklarung sehr viel
komplexer ist als die Genom-Analyse. Genstrukturen, im Sinne der reinen Abfolge der
Basenpaare, kénnen viel schneller aufgeklart werden als dreidimensionale Proteinstrukturen,
weil die experimentellen Methoden zur Strukturaufklarung, wie im folgenden Abschnitt
diskutiert, mit mehr Problemen zu kdmpfen haben.

Sequences (millions)
R
Base Pairs of DNA (billions)

12 ] B Ease Pairs
. ——Sequences

1982 1986 1990 1994 1998 2002

Abbildung 1: Anzahl der bekannten Gene in der Datenbank GenBank,
Grafik aus (Benson et al. 2005, 2008).
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Abbildung 2: Anzahl der gelosten Proteinstrukturen in der Protein Dankenbank PDB
Grafik aus (Berman 2008).
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1.2. Die Grenzen experimenteller Strukturaufklarung

Die experimentellen Methoden zur Strukturanalyse sind normalerweise sehr komplex und
zeitaufwendig. Die meistgenutzten Methoden sind die NMR-Spektroskopie (Kernspin-
resonanz, engl. Nuclear magnetic resonance (NMR)) und die Réntgenstrukturanalyse oder
Roéntgenkristallographie. Sie erreichen beide atomare Auflésung.

Die Kernspinresonanz benutzt ein oszillierendes Magnetfeld, um Atomkerne, die sich in
einem statischen Magnetfeld befinden, anzuregen (Hornak 2006).

Die Anregung ist nur in Kernen méglich, die einen Netto-Spin aufweisen. Dies ist z.B. bei 'H,
®N, ®C oder *'P der Fall, da die Kernresonanz nur bei ungeradzahliger Kernladungszahl
auftritt. Diese Atomkerne erzeugen dann ein Signal, das zur Strukturaufklarung benutzt
werden kann.

Zur Analyse mul} das Protein in hochreiner Form und einer stark konzentrierten Losung
vorliegen. Das Protein mul3, wenn man nicht nur NMR an Protonen betreiben will,
rekombinant unter Zugabe von *C , "®N- und *'P-Isotopen hergestellt werden. Dies bringt
das Problem mit sich, mit radioaktiven Proben arbeiten zu missen. Neben der aufwendigen
Herstellung gereinigter Proteine erweist sich die Analyse der gerade bei gréReren Proteinen
sehr komplexen Kernresonanzspektiren als grofdtes Problem. Die Signale haben eine
spezifische Breite, die sich auch durch Verbesserungen der Apparaturen nicht erniedrigen
Iasst. Dies stellt ein prinzipielles Problem bei der Auflésung dar, da sich manche Signale
nicht mehr vollstandig voneinander trennen lassen (Hornak 2006).

Die maximale Grofle eines mit NMR aufgenommenen Proteins, das man in den frei
zuganglichen Datenbanken finden kann, liegt auch heute bei etwa 91 kDa. Dabei handelt es
sich um die Escherichia coli Transhydrogenase — ein Heterotrimer, das 2005 geldst wurde
(PDB: 2BRU). Das zweitgrofdte Protein war ein maltosebindendes Protein mit 40 kDa, geldst
2000 (PDB: 1EZO). Allerdings gab es schon 2002 wegweisende Experimente aus der
Gruppe um Prof. Withrich. Der Gruppe gelang es, einen 900 kDa groRen GroEL/ES-
Komplex zu l6sen (Fiaux et al. 2002). Im selben Jahr erhielt Prof. Wathrich fur die
Entwicklung der NMR-Methode den Nobelpreis flir Chemie. Es gibt also vielversprechende
Fortschritte, was die maximale GroéRe eines zu untersuchenden Proteins angeht.

Die Rontgenstrukturanalyse unterliegt nicht den gleichen GroRenbeschrankungen wie die
NMR. Die gréRten mit Hilfe dieser Methode gelésten Strukturen haben Molekulargewichte im
Bereich mehrerer Millionen Dalton, wie z.B. Teile von ribosomalen Untereinheiten des
Archaebakteriums Haloarcula marismortui (Ban et al. 2000). Nachteil dieser Methode ist, daf®
man Proteinkristalle bendtigt, deren Herstellung Monate oder gar Jahre in Anspruch nehmen
kann, da die Bedingungen, unter denen Proteine kristallisieren, sehr unterschiedlich und oft
nur sehr schwer zu finden sind. An der Kristallisation von Ribosomen wurde beispielsweise
Uber 20 Jahre lang gearbeitet. Es gibt unzahlige Faktoren, die Auswirkungen auf die Grolie
und Glte der Kristalle haben. Weiterhin sind manche Proteine, vor allem Membranproteine,
aulerst schwierig zu kristallisieren (Abola et al. 2000).

Die Streuexperimente selbst erfordern einen hohen apparativen Aufwand und
experimentelles Geschick. So miussen die Kristalle wahrend des Versuchs mit einem
Stickstoffstrom tiefgekiihlt werden, um die durch den Réntgenstrahl induzierten Schaden an
der Struktur moglichst gering zu halten, und oft ist nur Synchrotronstrahlung stark genug, um

-10-



Einleitung

eine genltgend hohe Aufldsung zu gewahrleisten und die Aufnahmezeit moglichst niedrig zu
halten (Uson und Sheldrick 1999).

Man erhalt ein Diffraktionsbild, das mittels Fourieranalyse in die dreidimensionale
Elektronendichtekarte des Molekils umgerechnet werden kann. Dies ist aber nur moglich,
wenn es gelingt, die Phasen der Réntgenstrahlen zu ermitteln. Diese gehen beim Auftreffen
auf dem Rontgenfim oder den CCD-Sensor verloren. Um eine interpretierbare
Elektronendichtekarte eines Proteins zu berechnen, sind aber sowohl die Intensitaten als
auch die Phasen der Roéntgenstrahlen noétig (das sogenannte ,Phasenproblem®). Zur
Ermittlung der Phasen bedient man sich verschiedenster Methoden, die immer praziser
werden (Kalugin 2001; Terwilliger, T. C. 2001; Strub et al. 2003; Xu und Hauptman 2004;
Dauter und Dauter 2007). Die Tatsache, dall die Molekile in einem Kristallgitter angeordnet
sind, kann zu einer strukturellen Veranderung und somit zu Strukturartefakten fihren: An den
Stellen, an denen sich Molekule im Kristall ndher kommen als in der Losung, muf3 mit
Deformationen gerechnet werden. Sind diese Deformationen, die ein Protein eingehen muf},
um in ein Kristallgitter eingebaut zu werden, zu gro}, flihrt das zu einem sehr instabilen oder
ungeordneten Kristall oder die Kristallbildung wird ganzlich unterbunden. Man kann aber
durch das entsprechende Design von Proteinen — sprich: durch gerichtete Mutationen — die
Kristallbildung fordern (Yamada et al. 2007). In den letzten Jahren gab es bedeutende
Fortschritte, was die Kristallisationstechniken (Yadav et al. 2005; McPherson et al. 2007;
Chayen und Saridakis 2008) und die Automatisierung der Kristallisation angeht (Pusey et al.
2005; Hiraki et al. 2006; Goldschmidt et al. 2007)

1.3. Bioinformatische Methoden der Strukturvorhersage

Die theoretischen Methoden, eine Proteinstruktur vorherzusagen, sind vielfaltig. Sie lassen
sich in zwei Gruppen unterteilen: Rein physikalische Ansatze und empirische Methoden.

Die rein physikalischen Methoden, auch ab initio-Modellierung oder Proteinfaltung genannt,
basieren auf den Wechselwirkungen zwischen Atomen und molekulardynamischen
Berechnungen, Kraftfeldberechnungen sowie der Energieminimierung (Cohen et al. 1989;
Wilson und Doniach 1989). Die einzige Eingabe in die Programme ist die Sequenz der
Proteine. Das Protein faltet sich in einer definierten Umgebung, entweder im Vakuum oder
mit umgebenden Losungsmittelmolekllen. Die Einbeziehung der Losungsmittelmolekile
macht die Molekuldynamik naturlich realitatsnaher, aber auch sehr viel rechenintensiver, da
die Anzahl der Freiheitsgrade um etwa 1000 zunimmt (Scheraga et al. 2007). Geleitet wird
die Faltung von einem Kraftfeld, das die Wechselwirkungen aller Atome untereinander
definiert. Hier liegt auch das Problem: definiert ein Kraftfeld die Wechselwirkungen nicht
exakt genug, dann wird sich das Protein falsch falten. Bis jetzt ist die vollstdndige und
korrekte Faltung nur bei in sehr kleinen Proteinen unter 50 Aminosauren gelungen (Duan
und Kollman 1998; Jang et al. 2003), um grolere Proteine korrekt zu falten, mul® die
Genauigkeit der Kraftfelder stark verbessert werden.

Es gibt multiple Ansatze im Bereich der ab initio-Modellierung, diese werden — genauso wie
die verwendeten Kraftfelder — in den Reviews von Liwo und Scheraga ausfuhrlich behandelt
(Liwo et al. 2005; Scheraga et al. 2007).

- 11 -
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Die durchschnittliche Genauigkeit der ab initio-Modellierung liegt bei etwa 3,5 A (RMSD, root
mean square deviation, mittlere quadratische Abweichung) flr das Proteinrtickgrat (Sali und
Blundell 1993). Der Wert fur die RMSD wird folgendermalen definiert:
zinzl R *R,

n
Hierbei steht R fiir den Vektor, der die beiden Atompaare n miteinander verbindet.

RMSD =

Die empirischen Methoden hingegen sind auf bereits experimentell geléste Strukturen
angewiesen: Die Homologie-Modellierung beruht auf der Beobachtung, da® Proteine mit
homologen Sequenzen auch ein ahnliches Faltungsmuster besitzen und dal} eine
geringfligige Anderung der Sequenz auch nur eine geringfiigige Anderung der Struktur zur
Folge hat (Chothia und Lesk 1986). Man kann mit Hilfe eines Sequenzalignments die
Struktur eines Proteins vorhersagen, wenn Strukturen ausreichend homologer Proteine
bekannt sind. Ein Alignment ist ein Abgleich von mindestens zwei Nucleotid- oder
Aminosauresequenzen und dient der Aufklarung der funktionellen oder evolutiondren
Verwandtschaft.

Die drei wichtigsten empirischen Teilmethoden sollen im Folgenden kurz beschrieben
werden:

e ,Modelling by Rigid Body Assembly*
¢ ,Modelling by Segment Matching / Coordinate Reconstruction®
e ,Modelling by satisfaction of spatial restraints®

Jede der drei Methoden bendtigt eine oder mehrere experimentell ermittelte Strukturen
homologer Proteine, um die unbekannte Struktur eines Proteins vorherzusagen.

Der erste Schritt der Modellierung ist immer die Suche nach einer Vorlage und die
darauffolgende Erstellung eines Alignments zwischen den homologen Proteinen. Lediglich
die Art, wie die dreidimensionalen Koordinaten des Zielproteins errechnet werden, ist
unterschiedlich (Sali 1995a; Marti-Renom et al. 2000)

Das ,Modelling by rigid body assembly” zerschneidet homologe Strukturen in kleine Stucke
(sog. ,starre Korper) und setzt diese zum Modell zusammen. Das Programm ,Composer*
(Srinivasan und Blundell 1993) benutzt beispielsweise drei verschiedene Arten von ,starren
Kdrpern®, um ein Modell zu generieren. Fur konservierte Kernregionen des Proteins werden
entsprechende Segmente aus homologen Strukturen ausgewahlt. Fir Loops wird eine
Auswahl unter den aquivalenten Loops homologer Strukturen und nicht homologer
Strukturen bestimmter Geometrie getroffen. Seitenketten werden so orientiert wie die
entsprechenden Seitenketten in homologen Strukturen. Sollte das aus sterischen Griinden
nicht moglich sein, werden sie entsprechend dem von der Aminosaure bevorzugten Rotamer
orientiert. Eine generelle Verbesserung der Modellierung wird durch Gebrauch mehrerer
homologer Strukturen erreicht, ebenso wie durch die Gewichtung der verschiedenen
mdglichen Positionen der ,starren Koérper® je nach Homologiegrad der Vorlagen zur
Zielstruktur. Als Gerist flr die Positionierung der ,starren Koérper® kdénnen z.B. die
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gemittelten Ca-Abstdnde in den konservierten Bereichen der homologen Vorlagen
verwendet werden (Sutcliffe et al. 1987a; Sutcliffe et al. 1987b).

Bei dem ,Modelling by segment matching“ macht man sich die Erkenntnis zunutze, dal} man
99% der in Proteinen vorkommenden Hexapeptid-Segmente in 100 unterschiedliche Klassen
einteilen kann (Unger et al. 1989), innerhalb derer sich die Konformation nur geringfligig
andert. Diese Klassen lassen sich als Bausteine zur Rekonstruktion aller jemals gefundenen
Proteinstrukturen verwenden. Die Modelle werden dann durch die folgende Prozedur
berechnet: die Positionen der Ca-Atome der in den Vorlagenstrukturen konservierten
Aminosauren werden als Richtlinie benutzt, um die Datenbank nach passenden
Hexapeptiden abzusuchen (Claessens et al. 1989; Holm und Sander 1991; Levitt 1992). Die
gefundenen Hexapeptide werden aneinandergereiht und die Uberlappenden Enden der
Peptide miteinander verbunden. Auf diese Weise kdnnen auch Licken modelliert werden
(Jones und Thirup 1986).

Das ,Modelling by satisfaction of spatial restraints” arbeitet mit sogenannten ,Constraints®
oder ,Restraints”. Obwohl| beide Begriffe ,Ein- oder Beschrankung“ bedeuten, gibt es einen
wichtigen Unterschied: ,Contraints® versuchen, eine strukturelle Eigenschaft wie z.B. die
Lange einer Atombindung auf einen bestimmten Wert zu beschranken. ,Restraints” hingegen
lassen einen groReren Bereich von Werten zu und legen eine Spannbreite von moglichen
Werten fest. Die Restraints kénnen diesen Werten auch verschiedene Wahrscheinlichkeiten
zuweisen und sind somit sehr viel variabler als die ,Constraints“. Das ist auch einer der
Grinde, warum diese Methode eine weite Verbreitung erfahren hat. Das Modellieren durch
Erflllen von raumlichen Beschrankungen (restraints), die aus dem Sequenzalignment der zu
modellierenden Struktur und homologen Strukturen extrahiert wurden, wurde schon 1990
von Sali et al. vorgeschlagen und 1993 von derselben Gruppe weiterentwickelt (Sali und
Blundell 1993). Havel modellierte 1993 die Struktur des Flavodoxins von Escherischia coli
(Havel 1993), Brocklehurst und Perham die Struktur der Hefe-Pyruvatkinase (Brocklehurst
und Perham 1993). Sanchez und Sali sagten mit Hilfe des Programms ,MODELLER* die
Strukturen von 1.071 Proteinen von Saccharomyces cerevisiae vorher, was etwa 17% der
vom gesamten Hefegenom codierten Proteine entspricht (Sanchez und Sali 1998). Die
errechneten Modelle wurden in Form einer Datenbank frei zuganglich gemacht (MODBASE,
(Sanchez und Sali 2000; Pieper et al. 2004)).

Das von Sanchez und Sali eingesetzte Programm ,MODELLER®, das auch in dieser Arbeit
verwendet wurde, realisiert das Modellieren von Proteinen durch Erflllen von raumlichen
Randbedingungen, indem die aus dem Alignment gewonnenen Parameter in Form
sogenannter Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen (WDF, engl. ,probability density functions®,
pdf) ausgedrickt werden. Dabei wird nicht nur eine Ober- und Untergrenze festgelegt, die
einen Wert annehmen kann, sondern es wird jedem mdglichen Wert eine bestimmte
Wahrscheinlichkeit zugewiesen, mit der er auftreten kann. Das Programm ,MODELLER" wird
in Kapitel 3.1 detaillierter behandelt.
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1.4. Zielsetzung

Wie aus den oben genannten Zahlen hervorgeht, klafft die Schere zwischen bekannten
Sequenz- und Strukturdaten immer weiter auseinander. Sicherlich koénnen viele
Informationen aus den Genen oder durch ein Sequenzalignment einer neuen Sequenz mit
bekannten Proteinen extrahiert werden, aber um die Funktion eines Proteins genau
bestimmen zu kénnen, ist es unabdingbar, die dreidimensionale Struktur des Proteins zu
kennen. Nur so kann man wichtige Aminosauren identifizieren, Katalysemechanismen
aufklaren, Bindungsstellen fir Substrate und Effektoren finden und neue Medikamente
entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war, durch experimentelle und bioinformatische Methoden die Struktur
verschiedenster Proteinkomplexe zu l6sen und — wenn mdglich — den durch ihre
Kombination entstehenden synergistischen Effekt wie die gleichzeitige Anwendung von
Elektronenmikroskopie oder Elektronenspinresonanz und Homologie-Modellierung zu
nutzen. Gerade aus dieser Uberlegung ergab sich eine intensive Kooperation mit anderen
Instituten und Fachbereichen, in denen das Wissen Uber die entsprechenden Methoden
vorhanden war.

Die Methoden wurden auf unterschiedliche Fragestellungen angewandt:

1) Was sind die molekularen Mechanismen der Sauerstoff-Aktivierung und des
Sauerstoff-Transports in der Familie der Typ-3-Kupferproteine?
Eingesetzt wurden hier die Homologie-Modellierung und die dreidimensionale
Rekonstruktionen von Proteinstrukturen aus cryo-elektronenmikroskopischen
Aufnahmen.

2) Zu welchen Strukturanderungen kommt es im LHC Il wahrend der Trimerisierung?
Hier wurden die Methoden Elektronenspinresonanz (ESR) und Homologie-
Modellierung kombiniert.

3) Welche Aminosauren am Dimer-Interface sind fiir den Selfassembly-Prozess des
LHCI-730 Komplexes relevant?
Hier wurden die Ergebnisse von Homologie-Modellierung und zielgerichteten
Mutationen in Einklang gebracht.
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2.1. Die Familie der Typ-3-Kupferproteine

2.1.1. Klassifikation

Das Typ-3-Kupferzentrum ist ein zweikerniges aktives Zentrum, in dem zwei Kupferionen
von je drei Histidinen koordiniert werden. Das N-terminale Kupfer wird CuA genannt, das
C-terminale CuB, zur Benennung spater mehr. Die Bindung der Histidine an Kupfer hat
koordinativen Charakter und wird durch das freie Elektronenpaar der Ne-Atome realisiert.

3\

\
Y

Abbildung 3: Typisches Typ-3-Kupferzentrum im oxygenierten Zustand
Blaue Kugeln: Kupferionen, rote Kugeln: Sauerstoffmolekiil. Koordinierende Histidine in Stabdarstellung, grau:
Kohlenstoff, blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff (Struktur des oxygenierten Pfeilschwanzkrebs-Hamocyanins, 10xy)

Die Einteilung samtlicher Proteine mit Typ-3-Kupferzentrum ist aufgrund ihrer groflien
Heterogenitat sehr schwierig. Man kann die Klassifikation nach unterschiedlichen Merkmalen
treffen. Ein Problem stellt hierbei die Einteilung der Hexamerine dar, bei denen es sich um
Untergruppen der Typ-3-Kupferproteine handelt, die im Laufe der Evolution die Fahigkeit
verloren hat, Kupfer zu binden. Die einfachste Moglichkeit, die historisch begriindet ist, ist
die Einteilung in Hdmocyanine und Phenoloxidasen.

1. Historische Einteilung nach Funktion:

Phenoloxidasen:
Vorkommen: Arthropoden, Mollusken, Insekten, Pflanzen, Pilzen, Bakterien und Menschen.

Hamocyanine:
Hamocyanine aus Mollusken, Arthropoden, Insekten, Tunicaten und Stummelflissern sowie

davon abgeleitet die Pseudohdmocyanine aus Krebsen und Hexamerine aus Insekten.
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Leider zeigt diese Einteilung einige Schwachen. Zum einen vereinigt sie in jeder der beiden
Groligruppen Proteine mit unterschiedlichstem Bauplan und betrachtlicher evolutionarer
Distanz. Zum anderen — und dieses Argument wiegt meiner Meinung nach schwerer —
konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dal® man durch geeignete Behandlung
enzymatisch inaktive Proteine wie Hamocyanine so beeinflussen kann, dal} sie Tyrosinase-
oder Catecholoxidase-Aktivitat ausiiben (siehe auch Kapitel 2.1.6). Damit ist die Einteilung
nicht konstant.

Man kann alternativ dazu die Einteilung auf Grundlage der Sequenz und Struktur
vornehmen, und zwei Hauptgruppen, genannt ,Superfamilien® definieren. Diese Klassifi-
kation ist robuster als die obige Einteilung nach Funktion oder Historie.

2. Einteilung nach Sequenz und Struktur

Die Superfamilie der Arthropoden-Hamocyanine.

Diese besteht aus den

¢ Arthropoden-Hamocyaninen (Markl et al. 1980; Linzen et al. 1985; Volbeda und Hol
1989; Markl und Decker 1992; Hazes et al. 1993; van Holde und Miller 1995; Hagner-
Holler et al. 2004) ,

¢ Arthropoden-Phenoloxidasen (Soderhall et al. 1979; Ashida und Soderhall 1984;
Aspan et al. 1995; Burmester und Scheller 1996; Decker et al. 2000; Decker und
Terwilliger 2000; Burmester 2001; Solomon et al. 2001a, 2001b; Burmester 2002;
Jaenicke und Decker 2003; Decker et al. 2007b),

¢ Arthropoden-Pseudohamocyaninen (Burmester 1999b),

o Arthropoden-Cryptocyaninen (Terwilliger, N. B. et al. 1999; Burmester 2001, 2002)
¢ Insektenhexamerinen und ihre Rezeptoren (Telfer und Kunkel 1991; Burmester und
Scheller 1996; Burmester 1999a; Hagner-Holler et al. 2007)

Es ist anzumerken, dal® die Hexamerine die Fahigkeit zur Kupferbindung im Laufe der
Evolution sekundar verloren haben.

Die Superfamilie der Mollusken-Hamocyanine.

Hierzu zahlen die

¢ Mollusken-Hamocyanine (Drexel et al. 1987; Cuff et al. 1998; Meissner et al. 2000;
Lieb et al. 2001; Markl et al. 2001; Perbandt et al. 2003; Harris et al. 2004; Decker et al.
2007a; Gatsogiannis et al. 2007),

¢ Mollusken-Tyrosinasen (Lieb et al. 2000; Nagai, K. et al. 2007),

o Sauger-Tyrosinasen (Jara et al. 1988; Hearing et al. 1992; Tripathi et al. 1992; Spritz
et al. 1997a; Hearing 1999; Wang und Hebert 2006; Schweikardt et al. 2007),

¢ bakteriellen Tyrosinasen (Jackman et al. 1991; Chen, L. Y. et al. 1993; Liaw und Lee
1995; Tsai und Lee 1998; Claus und Decker 2006),

¢ Pilz-Phenoloxidasen (Himmelwright et al. 1980; Espin und Wichers 1999; Halaouli et
al. 2006) sowie

¢ pflanzlichen Tyrosinasen und Catecholoxidasen (Klabunde et al. 1998; Eicken et al.
1999; Gentschev et al. 2000; Siegbahn 2004; Guell und Siegbahn 2007).
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Hier ist zu beachten, dal} es sich bei den Sauger-Tyrosinasen um Transmembran-
proteine handelt, im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Superfamilie.

Beiden Gruppen gemein ist ein sehr dhnliches, zum Teil homologes, aktives Zentrum. Sie
unterscheiden sich jedoch stark in ihrer Tertiar- und Quartarstruktur sowie ihrer Funktion,
dazu mehr im nachsten Abschnitt, Kapitel 2.1.2.

2.1.2. Das aktive Zentrum der Typ-3-Kupferproteine

Ein Typ-3-Kupferzentrum kann Sauerstoff binden und ihn gezielt wieder abgeben. Diese
Reaktion geht bei den Hamocyaninen mit der Anderung der Konformation des aktiven
Zentrums einher, die in Abbildung 4 gezeigt wird. Nicht nur der Abstand der Kupferionen
verringert sich bei Sauerstoffbindung um bis zu ein Angstrém — auch die Oxidationsstufe der
Kupferionen (bei Oxygenierung von + | nach + 1l ) sowie die Tertiar- und Quartarstrukturen
zeigen Anderungen (Himmelwright et al. 1980; Pate et al. 1989; Volbeda und Hol 1989;
Hazes et al. 1993; Magnus et al. 1994; Solomon et al. 1994; Decker et al. 1996; Solomon et
al. 1996; Solomon et al. 2001a; Hartmann und Decker 2002; Chen, P. und Solomon 2004).

Im deoxygenierten Zustand, also ohne Sauerstoff, wird jedes Kupferion von den drei
Ne-Atomen der zugehérigen Histidine (HA1, HA2, HA3 in CuA und HB1, HB2, HB3 in CuB)
in einer trigonal-planaren Konfiguration koordiniert (siehe Abbildung 4A und Abbildung 5A).

Im oxygenierten Zustand bindet der Sauerstoff in einer (u:n?n?)-Konformation (der
sogenannten ,Side-On“-Konformation (Hazes et al. 1993; Magnus et al. 1994; Hazes et al.
1996; Cuff et al. 1998; Matoba et al. 2006)), in der die Achse des Sauerstoff-Molekiils im
nahezu rechten Winkel zur Achse der Kupferionen liegt (Abbildung 4B und Abbildung 5B).

Es kommt dabei zu folgender Unterscheidung der Histidine, die jetzt keine trigonal-planare
Konfiguration mehr einnehmen: Wahrend im deoxy-Zustand alle Histidine ahnliche Abstande
zum koordinierten Kupfer haben, liegen im oxy-Zustand vier der sechs Histidine, die beiden
Kupfer und die Sauerstoffe in einer Ebene. Die beiden nicht in der Ebene liegenden
Histidine, je eines an CuA und CuB, befinden sich z.B. beim Hamocyanin des Pfeilschwanz-
krebses oberhalb und unterhalb dieser Ebene. Man nennt sie die ,axialen Bindungspartner®;
sie haben den groRten Abstand zu den Kupfern. Die in der Ebene liegenden Histidine
werden als ,aquatoriale Bindungspartner bezeichnet. Sie haben einen geringeren Abstand
zu den Kupferionen als die axialen Histidine. Abbildung 5 zeigt diese Strukturdnderung, die
genauso reversibel ist wie die Sauerstoffbindung selbst, schematisch.
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Abbildung 4: Réntgenstrukturen des Hamocyanins von Limulus polyphemus, dem Pfeilschwanzkrebs.
Gezeigt ist das Typ-3-Kupferzentrum, A) deoxy-Form ohne gebundenen Sauerstoff, B) oxy-Form mit
gebundenem Sauerstoff. Blaue Kugeln: Kupferionen, rote Kugeln: Sauerstoff, graue Stabe: Kohlenstoff,

blaue Stabe: Stickstoff, gelbgraue Linien: Bindungsebene.
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Abbildung 5: Oxygenierungsabhéngige, reversible Konformationsidnderung des aktiven Zentrums von
Limulus polyphemus Hamocyanin.
Schwarz: His-Ng, blau: Kupfer, rot: Sauerstoff, dunkelgrau: Bindungsebene, verandert nach Magnus et al. 1994.

Die Mitglieder der Typ-3-Kupferproteine zeigen trotz des ahnlichen aktiven Zentrums sehr
unterschiedliche Funktionen. Wahrend die Phenoloxidasen, die erdgeschichtlich alteste
Gruppe, monophenolische Substrate (Tyrosinasen) oder diphenolische Substrate
(Catecholoxidasen) enzymatisch mittels Sauerstoff in Catechole und/oder Chinone
umwandeln kdnnen, transportieren die Hamocyanine Sauerstoff in einigen Arthropoden- und
Mollusken-Arten. Hexamerine, wie sie bei Insekten vorkommen, haben die Fahigkeit zur Cu-
und O2-Bindung verloren und dienen als Speicherproteine (Burmester und Scheller 1996;
Burmester et al. 1998; Burmester 1999a; Decker und Terwilliger 2000; van Holde et al. 2001;
Hagner-Holler et al. 2007).
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2.1.3. Modellkomplexe fur das Kupferzentrum

Lange bevor Réntgenstrukturen der Hdmocyanine und Tyrosinasen zur Verflgung standen,
wurde an Kupfer-Modellkomplexen geforscht. Man versuchte, die spektroskopischen Daten
der Hamocyanine und Tyrosinasen mit denen der leichter zu analysierenden Modell-
komplexe abzugleichen und so Rickschlisse auf die Struktur und Funktion des aktiven
Zentrums zu ziehen (Karlin, Kenneth D. et al. 1982; Karlin, Kenneth D. et al. 1984a; Karlin,
Kenneth D. et al. 1987; Jacobson et al. 1988; Kitajima, Nobumasa et al. 1992; Karlin, K. D.
1993; Kitajima, N. und Moro-oka 1994; Tolman 1997; Pidcock et al. 1998).

Tatsachlich zeigen die von Kitajima 1992 synthetisierten oxy-Modellkomplexe spektrosko-
pische Eigenschaften, die denen der oxy-Tyrosinase und des oxy-Hamocyanins sehr dhnlich
waren (siehe Abbildung 6 und das folgende Kapitel Gber Spektroskopie).

Karlin und Kollegen konnten mit spektroskopischen Methoden einen Modellkomplex
untersuchen, der wahrend bei Zufuhrung von Kupfer und Sauerstoff in der Lage war, einen
Kupferkomplex zu bilden. Dieser band Sauerstoff in einer Side-on-Konformation und war in
der Lage, einen endogenen aromatischen Ring zu hydroxylieren, siehe Abbildung 7 (Karlin,
Kenneth D. et al. 1984b; Karlin, Kenneth D. et al. 1994).

r
51119 g7.42 (]

F - ’ 88.5°

Abbildung 6: Struktur des [Cu(HB(3,5-i-Pr2pz)3:)]2(02)-Modellkomplexes im oxygenierten Zustand

Die Struktur des oxygenierten Modellkomplexes hat groRe Ahnlichkeit mit der erst Jahre spéater gelésten
oxgenierten Struktur des Hamocyanins von Limulus polyphemus, siehe Abbildung 4 und Abbildung 5. Oben
Aufsicht, unten die um 90° gedrehte Seitenansicht der Bindungsebene. Distanzangaben in A, Winkelangaben in
Grad, aus (Kitajima, Nobumasa et al. 1992)
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Abbildung 7: Modellkomplex mit Side-on-Konformation des gebundenen Sauerstoffs
Modellkomplex von Karlin (Karlin, Kenneth D. et al. 1984b), Grafik aus (Decker et al. 2000).

2.1.4. Spektroskopische Eigenschaften des Typ-3-Kupferzentrums

Das spektroskopische Verhalten des Typ-3-Kupferzentrums ist von seinem Oxygenierungs-
zustand abhangig. Im oxygenierten Kupferzentrum verbriickt das Sauerstoffmolekil die
beiden Kupferionen antiferromagnetisch, dies flhrt zu einer starken Absorption im
UV-Bereich und im sichtbaren Bereich. Es gibt zwei Absorptionsbanden: bei etwa
340-350 nm, verusacht durch einen Peroxid-r,*-Cu'-Charge-Transferiibergang, und im sicht-
baren Bereich bei etwa 580-600 nm, verursacht durch einen Peroxid-n,*-Cu-d,..,.-Charge-
Transferlbergang.

Tabelle 1: Extinktionskoeffizienten £ von verschiedenen Typ-3-Kupferproteinen

Abs (340-350 nm): £ = 18000 - 20000 (M cm™)
Abs (580-600 nm): ¢ = 1000 - 5800 (M cm™)

(Jolley et al. 1974; Kitajima, Nobumasa et al. 1992; Solomon et al. 1994; van Holde und Miller 1995; Solomon et
al. 1996; Solomon et al. 2001a).

Eine Deoxygenierung des Kupferzentrums fuhrt zum Verlust der beiden Signale, was man
zur Detektion der Sauerstoff-Beladung benutzen kann. Ebenso kann die Ausléschung des fiir
Typ-3-Kupferzentren typischen Fluoreszenzsignals bei 340 nm durch den Cu,O,-Komplex
als Signal fir die Sauerstoffbeladung dienen (Boteva et al. 1993; Erker et al. 2004). Die
Absorption im sichtbaren Wellenlangenbereich ist der Grund daflur, da® das oxygenierte
Zentrum eine blaue Farbe annimmt. Das oxygenierte Zentrum kann mit Elektronenspin-
resonanz (ESR) nicht detektiert werden, da - wie schon erwahnt - keine ungepaarten
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Elektronen auftreten (Himmelwright et al. 1980; Pate et al. 1989; Karlin, K. D. 1993; Solomon
et al. 1994; Solomon et al. 1996; Metz und Solomon 2001).

Die schon angesprochenen anorganischen Modellkomplexe haben sehr &hnliche
spektroskopische Eigenschaften. Die beiden Absorptionsbanden im UV- und sichtbaren
Bereich sind, was Lage und Grélenordnung der Extinktionskoeffizienten angeht, vergleich-
bar mit den Werten des nativen Kupferzentrums in Hamocyaninen und Tyrosinasen
(Kitajima, Nobumasa et al. 1992):

Tabelle 2: Extinktionskoeffizienten ¢ von verschiedenen Modellkomplexen von Kitajima et al. 1992

Abs (338-355 nm): & = 18000 - 21000 (M cm™)
Abs (530-551 nm): ¢ = 790 - 1040 (M cm™)

2.1.5. Die Terminologie der Phenoloxidase-Aktivitat

Es gibt in der Gruppe der Phenoloxidasen zwei unterschiedliche enzymatische Aktivitaten,
(siehe auch Abbildung 8):

Monophenolase / Cresolase / Tyrosinase-Aktivitat:

Hydroxylierung von monophenolischen Substraten zu ortho-Diphenolen

unter Verwendung von molekularem Sauerstoff als Elektronenrezeptor

(nach der [IUBMB Enzymnomenklatur: Monophenol monooxygenase, EC 1.14.18.1)

Diphenolase / Catecholase / Catecholoxidase-Aktivitat:

Oxidation von ortho-Diphenolen zu ortho-Chinonen

unter Verwendung von molekularem Sauerstoff als Elektronenrezeptor
(nach der IUBMB Enzymnomenklatur: Catechol oxidase, EC 1.10.3.1)

In der Literatur existieren sehr viele Bezeichnungen fiir diese Aktivitdten. Zwar sind die
Begriffe Monophenolase und Diphenolase eindeutig definiert, trotzdem nutzen einige
Autoren die Begriffe Phenoloxidase (PO) oder Polyphenoloxidase (PPO) fir Enzyme, die
wahlweise eine oder beide der genannten Aktivitaten zeigen.

In dieser Arbeit werden folgende Definitionen verwendet:

Enzyme, die Monophenole hydroxylieren kdnnen, werden als Tyrosinasen bezeichnet.
Enzyme, die nur Diphenole oxidieren kénnen, erhalten die Bezeichnung Catecholoxidase.
Die Gesamtheit der Tyrosinasen und Catecholoxidasen wird als Phenoloxidasen bezeichnet.
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Abbildung 8: Reaktionsschemata der Tyrosinase- und Catecholoxidase-Aktivitét

Tyrosinasen sind in der Lage, jede der drei gezeigten Reaktionen (I-1ll) zu katalysieren, Catecholoxidasen
hingegen nur die unteren beiden (Il + 1ll). Die Hydroxylierung von Monophenolen (1) ist folgerichtig ausschlief3lich
den Tyrosinasen vorbehalten. Da ein Kupferzentrum im Met-Zustand keine Monophenole umsetzen kann, muf3
sich die Tyrosinase im oxygenierten Zustand befinden.

2.1.6. Die Arthropoden- und Mollusken-Hamocyanine

Es wird seit Jahrzehnten diskutiert, in welchem Verwandtschaftsverhaltnis die Vertreter der
Typ-3-Kupfer-Proteinfamilie stehen, d.h. ob sie sich aus einem oder zwei unbekannten
einkernigen Vorlauferprotein entwickelt haben, vgl. u.a. (van Holde und Miller 1995; Decker
und Terwilliger 2000; Jaenicke und Decker 2004). Die beiden Superfamilien der
Arthropoden- und Mollusken-Hamocyanine haben nicht viel gemeinsam bis auf ihre
funktionelle Eigenschaft, molekularen Sauerstoff an einem Typ-3-Kupferzentrum zu binden.
Die Sequenz und Grole der Monomere ist sehr divergent, und der strukturelle Aufbau ist auf
jeder Organisationsebene unterschiedlich, vor allem in Tertidr- und Quartarstruktur,
vergleiche Abbildung 9 (Markl und Decker 1992; Decker und Terwilliger 2000). Selbst die
Kupferzentren zeigen trotz ihrer sehr ahnlichen Struktur Sequenzunterschiede, die Zweifel
an einem einzigen gemeinsamen Vorgangermolekul aufkommen lassen.

In dieser Arbeit werden die Bezeichnungen ,CuA® und ,CuB® benutzt, um das N-terminale
respektive C-terminale Kupferzentrum eines gegebenen Typ-3-Kupferproteins zu beschrei-
ben. Diese Zentren sind aber nicht immer homolog zueinander. In der Literatur werden die
Termini CuA und CuB zur Typisierung einkerniger Kupferzentren verschiedener Herkunft
verwendet. Man kann die Zentren anhand der Sequenzmuster der drei kupferbindenden
Histidine unterscheiden (van Holde und Miller 1995).
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Abbildung 9: Bekannte Strukturen der Arthropoden-Hamocyanin- und Mollusken-Hamocyanin-
Superfamilien

A: Tertiarstruktur eines Arthropoden-Hamocyanins (Limulus polyphemus Untereinheit 1),

B: Tertiarstruktur der Funktionellen Einheit eines Mollusken-Hamocyanins (Octopus dofleini FU g),

C: Quartarstruktur eines Arthropoden-Hamocyanins (Eurypelma californicum),

D: Quartéarstruktur des Mollusken-Hamocyanins HtH1 (Haliotis tuberculata).

A-B sind Rontgenstrukturen, C ist ein kombiniertes Modell aus Réntgenkleinwinkelstreuung und Homologie-
Modellierung, D ist eine Rekonstruktion aus elektronenmikroskopischen Bildern von Ulrich Meissner ((Meissner et
al. 2000; Meissner 2003)).In Teilabbildung A und B sind die Domanen angefarbt: Rot: Domane mit dem aktiven
Zentrum, blau: Domane C-terminal zum aktiven Zentrum, griin: Doméane N-terminal zum aktiven Zentrum. In
Teilabbildung C hat jede Untereinheit eine andere Farbe, in D jedes Dimer, dessen Monomere aus bis zu acht
funktionellen Einheiten bestehen. Die Strukturen sind nicht im selben Maf3stab dargestellt.

Verandert nach van Holde, Miller und Decker 2001.

2.1.6.1. Das CuB-Zentrum

Der Typus CuB kommt in jedem Typ-3-Kupferzentrum vor, egal ob Hamocyanin oder
Tyrosinase, egal ob Maus oder Bakterium. Er zeichnet sich durch folgende Eigenschaften
aus: Der Abstand zwischen dem ersten (H1) und dem zweiten kupferbindenden Histidin (H2)
betragt immer vier Aminosauren, der Abstand des zweiten (H2) und dritten Histidins (H3)
betragt immer mehr als 22 Aminoséauren.

Abstande der Histidine in CuB: 4 — 22+
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so findet man zwei
sich aber

Vergleicht man die Sequenzen verschiedener Kupferproteine,
unterschiedliche CuB-Zentren, die auf obigem Sequenzmuster beruhen,
evolutionar voneinander entfernt haben:

Abstande der Histidine in CuB;: 4 — 22+
Abstande der Histidine in CuB,: 4 — 36+

Diese sollen nachfolgend erklart werden:

Das CuB;-Zentrum

Man findet CuB; meist als N-terminales Kupferzentrum in den von den Arthropoden-
Hamocyaninen abgeleiteten Proteinen. Beispiele hierfir sind

Limulus polyphemus HC His: 173-177-204 Abstand: 4 — 27
Panulirus interruptus HC His: 194-198-224 Abstand: 4 — 26
Pacifastacus leniusculus HC His: 210-214-237 Abstand: 4 — 23
Pacifastacus leniusculus Tyr His: 217-221-243 Abstand: 4 — 22

Weiterhin findet man CuB,; als C-Terminales Kupferzentrum in den von den Mollusken-
Hamocyaninen abgeleiteten Proteinen. Beispiele hier sind:

Ipomoea batatas Cco His: 240-244-274 Abstand: 4 — 30
Streptomyces antibioticus Tyr His: 190-194-216 Abstand: 4 — 22
Mus musculus Tyr His: 363-367-390 Abstand: 4 — 23
Octopus dofleini HC His: 2671-2675-2702 Abstand: 4 — 27
Rapana thomasiana HC His: 181-185-212 Abstand: 4 — 27

Das CuB,-Zentrum

CuB, hingegen kommt ausschlieBlich als C-Terminales Kupferzentrum in den von den
Arthropoden-Hamocyaninen abgeleiteten Proteinen vor:

Limulus polyphemus HC
Panulirus interruptus HC
Pacifastacus leniusculus HC
Pacifastacus leniusculus Tyr

Es fehlt in der obigen Liste das N-terminale Kupferzentrum der Mollusken-Hamocyanin-

His: 324-328-364
His: 344-348-384
His: 377-381-417
His: 357-361-397

Abstand: 4 — 36
Abstand: 4 — 36
Abstand: 4 — 36
Abstand: 4 — 36

artigen Typ-3-Kupferproteine. Dessen Aufbau wird im Folgenden beschrieben.

24—



Proteine

2.1.6.2. Das CuA-Zentrum

Der Typus CuA scheint sich unabhangig von CuB entwickelt zu haben. Das erste (H1) und
zweite (H2) kupferbindende Histidin haben mindestens 16 Aminosduren Abstand
voneinander, das zweite (H2) und dritte (H3) Histidin neun Aminosauren.

Abstande der Histidine in CuA: 16+ —9

Ipomoea batatas (010) His: 88-109-118 Abstand: 21 -9
Streptomyces antibioticus Tyr His: 38-54-63 Abstand: 16 — 9
Mus musculus Tyr His: 180-202-211 Abstand: 22 - 9
Octopus dofleini HC His: 2671-2675-2702 Abstand: 19 -9
Rapana thomasiana HC His: 181-185-212 Abstand: 20 - 9

Van Holde und Miller nehmen an, daf} in Arthropoden-Hamocyaninen und den davon
abgeleiteten Proteinen eine Genduplikation des CuB und eine nachfolgende unterschiedlich
schnelle Evolution der Kupferzentren stattgefunden hat. Mollusken-Hamocyanine und die
von ihnen abgeleiteten Proteinen scheinen eine Genfusion zwischen zwei Vorlauferproteinen
zu sein, von denen eines ein CuA, das andere ein CuB getragen hat, siehe auch (van Holde
und Miller 1995). Die Arthropoden- und Mollusken-Hadmocyanine stellen damit das
Endergebnis einer konvergenten Entwicklung dar und nicht das einer divergenten (Lieb et al.
2001; van Holde et al. 2001; Burmester 2002).

2.1.7. Die Domanenstruktur der Typ-3-Kupferproteine

Das aktive Zentrum der bakteriellen Tyrosinase wird durch ein Tyrosin des cotranslatierten
Caddieproteins blockiert, bis der Einbau der Kupferionen in die Tyrosinase abgeschlossen
ist. Danach dissoziiert der bindre Komplex aus Tyrosinase und Caddie-Protein und setzt die
aktive Tyrosinase frei, siehe Abbildung 10 C.

In den Mollusken-Hamocyaninen, die keinen Sauerstoff mehr in phenolische Substrat-
molekile einbauen, blockiert eine zum aktiven Zentrum C-terminal gelegene Faltblatt-
Doméane das aktive Zentrum mit den zwei Kupferionen, indem sie ein Leucin in das aktive
Zentrum inseriert. Dadurch kénnen keine Substrate mehr zum aktiven Zentrum gelangen.
Die Funktion als Sauerstofftransporter im Kreislaufsystem der Mollusken wird so
gewabhrleistet, siehe Abbildung 10 B.

In den Hamocyaninen der Arthropoden Ubernimmt die eine N-terminal gelegene Domane die
Blockade des aktiven Zentrums. Allerdings ist der Mechanismus anders als bei den
Mollusken. Die blockierende Domane besitzt hauptsachlich helikale Strukturen und
verschliel3t den Eingang zum aktiven Zentrum mit einem Phenylalanin, siehe Abbildung 10A.
Die C-terminale Faltblatt-Doméne hat groBe Ahnlichkeit mit der Struktur von Immun-
globulinen und kann durch Proteolyse antimikrobielle Peptide abspalten (Decker und
Jaenicke 2004). Dies ist eine weitere Funktion von Typ-3-Kupferproteinen — die Beteiligung
am sogenannten ,angeborenen Immunsystem®.
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Abbildung 10: Doménenstruktur ausgewahlter Typ-3-Kupferproteine.

A: Arthropoden-Hamocyanin, B: Mollusken-Hamocyanin, C: bakterielle Tyrosinase; verandert nach (Decker et al.
2007a). Rot: Doméane mit dem aktivem Zentrum (Kupferionen als schwarze Punkte), andersfarbig: weitere
Domanen. Gelb: die das aktive Zentrum verschlieRende Aminosaure.

Das angeborene Immunsystem

Die Tyrosinasen spielen eine aktive Rolle in der Immunabwehr vieler Organismen. lhre
Produkte — also Catechole, Chinone und ahnliche Stoffe — haben sowohl antimikrobielle als
auch gerbende Eigenschaften. Die Tyrosinasen sind somit an der Sklerotisierung und
Aushartung z.B. des Exoskeletts und der angeborenen Immunabwehr beteiligt. Ein in einen
Wirt eindringender Organismus wird zuerst durch Catechole und Chinone geschadigt,
letztendlich von Melanin ummantelt und von seinen Nahrstoffquellen abgeschnitten.
(Soderhall et al. 1979; lwanaga und Kawabata 1998; Soderhall und Cerenius 1998; Lee und
Soderhall 2002). Das Melanin sorgt au3erdem fiir eine Pigmentierung des Organismus. Es
kann - je nach Schwefelgehalt - eine Farbe zwischen schwarz, dunkelrot und gelb annehmen
(Riley 1997).

Die Sequenzen der Arthropoden-Hamocyanine zeigen eine hohe Homologie mit den
Sequenzen der Arthropoden-Phenoloxidasen (Decker et al. 2000; van Holde et al. 2001).
Hamocyanine zeigen unter bestimmten Bedingungen Tyrosinase- oder Catecholoxidase-
Aktivitat; sie kdbnnen durch partielle Verdauung mit Trypsin oder Chymotrypsin (Decker und
Rimke 1998; Lee et al. 2004), antimikrobielle Peptide (Nagai, T. et al. 2001), Assoziation mit
anderen Proteinen (Nagai, T. und Kawabata 2000), sowie durch die Zugabe von
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Decker et al. 2001; Baird et al. 2007; Nillius et al. 2008),
Cetylpyridiniumchlorid (CPC) (Nellaiappan und Sugumaran 1996) oder Lipiden (Nellaiappan
und Sugumaran 1996) aktiviert werden. Fir einen Uberblick aller nachgewiesenen
Aktivierungsmethoden siehe (Decker und Jaenicke 2004).

Da auch die menschliche Tyrosinase Kupfer enthalt und ein Sequenzalignment mit der
ebenfalls kupferhaltigen Catecholoxidase der Kartoffel (Klabunde et al. 1998) eine
Ubereinstimmung mit den kupferbindenden Bereichen zeigt, ist die Vermutung naheliegend,
dall Struktur und Funktionsmechanismus der Tyrosinase selbst in evolutionar so weit
entfernten Organismen wie Mensch und Arthropoden ahnlich sind (siehe diese Arbeit sowie
Decker et al. 2006; Decker et al. 2007b; Schweikardt et al. 2007).
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2.1.8. Die Quartarstruktur der Typ-3-Kupferproteine

Wahrend der molekulare Mechanismus der Sauerstoffbindung bei Mollusken- und
Arthropoden-Hamocyaninen sehr ahnlich zu sein scheint (Typ-3-Kupferzentrum), ist der
Ubergeordnete strukturelle Aufbau grundlegend anders. Wahrend die Arthropoden-Hamo-
cyanine Hexamere oder Vielfache von Hexameren bilden, sind die Mollusken-Hamocyanine
Dekamere oder Vielfache davon. Die Monomere der Arthropoden-Hamocyanine haben etwa
eine Masse von 72-77 kDa und binden je ein Molekul Sauerstoff (Linzen et al. 1985; Markl
und Decker 1992; van Heel und Dube 1994). Die Monomere der Mollusken-Hamocyanine
sind hingegen 350-400 kDa grof3 und binden 7 oder 8 Molekile Sauerstoff, siehe Abbildung
11 und Abbildung 12.

6-mer 12-mer 48-mer

450 kDa 900 kDa 1,8 MDa 3,6 MDa

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Arthropoden-Hamocyanine

6-mere und 12-mere kommen vorwiegend bei Crustaceen, 24- und 48-mere vorwiegend bei Cheliceraten vor.
So ist das 24-mer die biologisch aktive Einheit in der Himolymphe der amerikanischen Vogelspinne Eurypelma
californicum, die biologisch aktive Einheit beim Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus ist das 48-mer.

Eine Untereinheit (Monomer) hat ein Molekulargewicht von etwa 72-77 kDa und bindet ein Molekil Sauerstoff.
(Markl et al. 1980; Markl und Decker 1992) Grafik basierend auf (Savel-Niemann et al. 1988).

Dimer 20-mer Seitenansicht 20-mer Aufsicht
800 kDa 8 MDa 8 MDa

Abbildung 12: 20-meres Hamocyanin von Haliotis tuberculata

Links: Dimer Seitenansicht, Mitte: 2x10mer, Seitenansicht, rechts: 2x10mer Aufsicht.

Jedes Dimer, dessen Monomere aus acht funktionellen Einheiten (a-h) besteht, ist in einer anderen Farbe
dargestellt (Meissner et al. 2000). Grafiken aus: (Meissner 2003) sowie (Stark 2003)
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2.2. Lichtsammlerkomplexe (Light Harvesting Complex, LHC)

Die Lichtsammlerkomplexe LHCI und LHCII (light harvesting complex) befinden sich in den
Thylakoidmembranen pflanzlicher Chloroplasten und sind Teil des Photosyntheseapparates
der pflanzlichen Zelle. Sie bestehen aus den Lhc-Proteinen und nicht-kovalent gebundenen
Pigmenten wie Chlorophyllen und Carotinoiden (Kihlbrandt und Wang 1991; Kihlbrandt et
al. 1994; Ben-Shem et al. 2003, 2004; Liu et al. 2004; Standfuss et al. 2005).

Die Hauptaufgabe der Lichtsammlerkomplexe ist es, Sonnenenergie in Form von Licht
aufzunehmen und an die Reaktionszentren der Photosysteme | und II (PS I, PS II)
weiterzuleiten. Dabei erreichen die Lichtsammlerkomplexe bei der Energieweiterleitung
Effizienzgrade von uUber 90% und erhéhen damit den Energiefluld in die aktiven Zentren des
Photosystems etwa um den Faktor 100 (Koolman und Réhm 1998). Die LHC-Molekile
verhindern weiterhin die Photooxidation des Photosystems bei zu hoher Sonneneinstrahlung
durch den Xanthophyll - Zyklus (Horton et al. 1996; Elrad et al. 2002). Dabei wird der durch
hohe Lichteinstrahlung hervorgerufene Triplettzustand der Chlorophylle nicht photochemisch,
sondern durch thermische Ableitung der Energie geldscht (Young und Frank 1996). Verant-
wortlich fir diese Eigenschaft sind die Carotenoide, die auch Singulett-Sauerstoff neutra-
lisieren kdnnen (Young und Frank 1996).

2.2.1. Struktur der Monomere

Die LHC-Monomere weisen eine Sequenzidentitdt von etwa 35% auf (Jansson und
Gustafsson 1990, 1991; Pichersky und Jansson 1996). Daher wurde vermutet, dald auch ihre
Tertiarstruktur sehr ahnlich ist — eine Annahme, die durch die Strukturanalysen an
verschiedenen Lichtsammlerkomplexen inzwischen zum groRen Teil bewiesen werden
konnte. Man unterteilt die Gene der LHC und ihre Genprodukte in zwei Gruppen: die Lhca-
Gene (Lhca1-4), die am Photosystem | assoziieren, und die Lhcb-Gene (Lhcb1-6), die
hauptsachlich am Photosystem Il binden. Die Proteine Lhcb1-3 tragen zum LHCIl im
Verhaltnis 9:3:1 bei. Zur Regulation des Energiezuflusses zu den Photosystemen | und Il
kann die Assoziation des LHCIl mit den Photosystemen variiert werden. Dieses Verhalten
wird durch Phosphorylierung des N-Terminus beeinflult (Nilsson et al. 1997).

Die Primarstruktur der LHC-Monomere umfasst in der Gruppe der Lhca-Proteine mindestens
200 Aminosauren, und in der Gruppe der Lhcb-Proteine mindestens 210 Aminosauren
(Pichersky und Jansson 1996).

Das Monomer zeigt insgesamt funf Helices als Sekundarstrukturen, wovon drei den von
Karlin-Neumann 1985 vorhergesagten Transmembranregionen entsprechen und mit A, B
und C bezeichnet sind (Karlin-Neumann et al. 1985; Kuhlbrandt et al. 1994). Dabei kreuzen
sich die Helices A und B in der Membran und werden durch Salzbriicken stabilisiert. Helix C
liegt fast parallel zur Membrannormalen. Die Helices D und E haben amphiphatischen
Charakter und liegen fast parallel zur Thylakoidmembran, siehe Abbildung 13.
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Abbildung 13: Struktur des monomeren LHCII aus Spinacia oleracea (Spinat)

Fir jede Helix ist der Winkel zur Membrannormalen (senkrechte Linie zwischen Helices A und B) angegeben. Die
Helices sind mit A—E bezeichnet. Die Reihenfolge der Bezeichnung folgt nicht der Abfolge in der Sequenz,
sondern ist historisch bedingt. Helix E wurde erst in der Analyse von Liu et al. 2004 entdeckt, die anderen Helices
entsprechen den Definitionen von Kiihlbrandt und Wang 1994. Grafik aus (Liu et al. 2004)

Die Helices bilden ein Gerust, das Pigmente wie Chlorophyll a und b (Chla, Chib) sowie
Carotinoide optimal anordnet, so dal® sie eine zielgerichtete Energieweiterleitung durch
Excitonen-Transfer sicherstellen kdnnen. So sind die meisten Chlorophylle fast senkrecht zur
Membranebene ausgerichtet. Nicht nur die Position, sondern auch die Orientierung der
Chlorophylle ist zwischen verschiedenen LHC-Molekilen konserviert. Der Raum zwischen
den Helices ist zum groRen Teil mit Pigmenten ausgeflllt, siehe auch Abbildung 14.
Gebunden werden die Pigmente hauptsachlich durch geladene / polare Seitenketten oder
Rickgratatome des LHC-Proteins, aber auch durch Wassermolekiile oder die Kopfgruppen
von Membranlipiden (Liu et al. 2004).

2.2.2. Quartarstruktur der Lichtsammlerkomplexe

Trotz der erwéhnten hohen Sequenzidentitédt und der Ahnlichkeit auf Tertidrstrukturebene
sind die Quartarstrukturen von LHCI und LHCII sehr unterschiedlich: LHCII bildet trimere
Heterokomplexe aus Lhcb1, 2 und 3 (Verhaltnis 9:3:1), LHCI hingegen bildet dimere
Heterokomplexe am PS |. Lhca1 und Lhca4 bilden zusammen das Dimer LHCI-730. Lhca2
und Lhca3 bilden zusammen das Dimer LHCI-680. Die Zahlen stehen hierbei fir die
Fluoreszenz-Emissionsbanden in Tieftemperaturspektren (Bassi et al. 1985; Schmid et al.
1997).

—29—



Proteine

2.2.2.1. LHCII

Ein LHCII-Monomer bindet acht Chlorophyll a und sechs Chlorophyll b-Molekile sowie vier
Carotinoide, genauer zwei Luteine, ein Neoxanthin und ein Violaxanthin. Wenn ein Multimer
gebildet wird, dann kommt es — wie erwahnt — zur Bildung eines Heterotrimers.

Die Ermittlung der dreidimensionalen Struktur der Lichtsammlerkomplexe nahm, nicht zuletzt
bedingt durch ihre Lage in der Thylakoidmembran, einen langen Zeitraum in Anspruch und
ist fur das LHCII am weitesten fortgeschritten. Kihlbrandt und Wang zeigten 1991 den
Lichtsammlerkomplex LHCII des Photosystems Il durch Elektronenkristallographie bei einer
Aufldsung von 6 A (Kihlbrandt und Wang 1991) und wenige Jahre spéater bei einer
Auflésung von 3,4 A (Kihlbrandt et al. 1994). In den letzten Jahren gelang es dann, die
entsprechenden Strukturen des Photosystems und der zugehdrigen LHC-Molektle mit Hilfe
der Rontgenstrukturanalyse aufzuklaren. Dies flihrte zu atomaren Strukturen des LHCII aus
Spinat (2,7 A, (Liu et al. 2004)) siehe auch Abbildung 14, und aus der Erbse (2,5 A,
(Standfuss et al. 2005)).

Abbildung 14: Struktur des Lichtsammlerkomplexes LHCIlI aus dem Spinacia oleracea

Links: Aufsicht, rechts Seitenansicht in der Membranebene (angedeutet durch schematische Lipide in tirkis).
Rot: Transmembranhelices des LHC, grau: Loops, griin: Pigmente (Chlorophylle und Carotinoide), (Liu et al.
2004).

2.2.2.2. LHCI-730

Der Lichtsammlerkomplex des Photosystems | besteht aus insgesamt vier Transmembran-
Proteinen: Lhca1, 2, 3 und 4. Diese bilden keine Trimere wie LHCII, sondern Heterodimere:
Lhca2 und Lhca3 bilden den Komplex LHCI-680, so benannt nach der spezifischen
Tieftemperatur-Fluoreszenzemission bei 680 nm; Lhca1 und Lhca4 bilden den Komplex
LHCI-730 (Pichersky und Jansson 1996). Die namensgebende Fluoreszenz bei 730 nm wird
vor allem von lhc4 hervorgerufen (Schmid et al. 1997).
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Der LHCI-Gurtel ist die bedeutendste Entwicklung im Vergleich zum Photosystem der
Cyanobakterien. Die Assoziation des LHC | wird tGber zwei nur im Photosystem der Pflanzen
vorkommende Proteine sichergestellt, PsaG und PsaK (siehe Abbildung 15). Die LHCI-
Molekile werden Uber eine Helix-Helix-Wechselwirkung des Lhca1 und des PsaG an das
Photosystem | gebunden. Die Wechselwirkungen der anderen LHCI-Molekile mit dem
Photosystem sind deutlich geringer. Die Assoziation von Lhca3 an PsaK ist in der
Rontgenstruktur nicht endgliltig nachweisbar (Ben-Shem et al. 2003, 2004).

PsaH, die dritte Neuerung des Pflanzenphotosystems, ist die Bindungsstelle fir LHCII. Das
Vorhandensein dieses Proteins ist vermutlich auch der Grund dafur, dal® der PS | der
Pflanzen keine Trimere bildet wie das Photosystem der Cyanobakterien, sondern nur
Monomere. Lunde konnte zeigen, dal die Energielibertragung von LHCII an PS | ohne PsaH
nicht moglich ist (Lunde et al. 2000). Doch PsaH macht die Trimerisierung des PS in
Pflanzen im Gegensatz zu dem in Cyanobakterien unmdglich, da es am potentiellen
Bindungsinterface liegt (Ben-Shem et al. 2003).

Abbildung 15: Struktur des Photosystems | mit dem Giirtel aus Lichtsammlerkomplexen (LHCI)

Die LHCI-Molekiile (griin, Chl in blau) werden ber die Helices des Lhca1 und des PsaG (rot) an das
Photosystem | (Proteine des Photosystems in griin und rot, Chl in griin) gebunden. Die Wechselwirkungen der
anderen LHCI-Molekiile mit dem Photosystem sind deutlich geringer, z.B. Uber PsaK. PsaH ist die
Bindungsstelle fir LHCII ((Lunde et al. 2000; Ben-Shem et al. 2003)). Grafik verandert nach Ben-Shem et al.
2003.
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Die von Ben-Shem und Kollegen geléste Roéntgenstruktur des Photosystems | hat eine
Auflésung von 4,4 A, daher konnte nur die Lage der Helices und der Porphyrinringe der
Chlorophylle gezeigt werden, nicht aber Aminosaure-Seitenketten oder die Phytolreste.

Sehr deutlich hingegen ist die Tatsache, da® die Lhca-Molekile keine Trimere bilden, trotz
der hohen Sequenzidentitdt zu den Lhcb-Molekilen. Die gréften Unterschiede in der
Sequenz liegen in den Loop-Bereichen und in der zweiten Helix. Es ist daher zu erwarten,
daR} der Grund fur das unterschiedliche Oligomerisierungsverhalten in ebendiesen Bereichen
zu suchen ist.

Mit der Identifikation der Aminosauren, die die Bindung zwischen Lhca1l und Lhca4
vermitteln, beschaftigt sich die Verdéffentlichung 3: Corbet D, Schweikardt T, Paulsen H,
Schmid V. Amino acids in the second transmembrane helix of the Lhca4 subunit are
important for formation of stable heterodimeric light-harvesting complex LHCI-730.

2.2.3. Beteiligung der Lichtsammlerkomplexe an regulatorischen
Prozessen

Da die Photosynthese in Pflanzen von den hintereinandergeschalteten Photosystemen PS |
und PS Il abhangt, ist es wichtig, die zugeleitete Anregungsenergie zwischen den beiden
Systemen moglichst gut auszubalancieren, um eine optimale Photosynthese zu
gewabhrleisten. Diese Regulation wird von den Lichtsammlerkomplexen tbernommen. Wird
z.B. in PSIl mehr Plastochinon reduziert, als PSI verarbeiten kann, dann andert sich das
Redoxpotential im Thylakoid, was zur Aktivierung einer Proteinkinase flihrt. Diese
phosphoryliert einen Threoninrest im N-Terminus des LHCII, was zur Dissoziation des LHCII
vom PSII und zur Anlagerung an PSI fiihrt. Die Bindestelle hier ist vermutlich PsaH, wie im
vorigen Kapitel beschrieben. Dieser Mechanismus — engl. ,state transition“ — versetzt die
pflanzlichen Photosysteme in die Lage, dynamisch auf die kurzfristige Veranderung der
Lichtverhaltnisse reagieren zu kénnen.

Die molekulare Grundlage dieses Mechanismus war zu Beginn meiner Dissertation noch
unbekannt, es gab aber Hinweise durch Untersuchungen an einem Modellpeptid, dal die
Phosphorylierung eine Strukturanderung im N-Terminus hervorruft (Nilsson et al. 1997).
Auch Lichteinstrahlung kann offenbar eine Strukturanderung des N-Terminus hervorrufen,
denn der N-Terminus von bestrahlten LHCII-Molekulen ist fir Proteasen und Kinasen besser
zuganglich (Zer et al. 1999; Zer et al. 2003; Vink et al. 2004). Was fur diese Theorie spricht,
ist, daR selbst die am hdéchsten aufgeléste Struktur des LHCII bei 2,5 A nicht den N-
Terminus der Monomere zeigen kann (Standfuss et al. 2005) — vermutlich gerade wegen der
hohen Mobilitat.

Mit der Aufklarung dieses Phanomens durch intramolekulare ESR-Messungen und
Homologie-Modellierung haben wir uns in Veroffentlichung 5 beschaftigt: Jeschke G, Bender
A, Schweikardt T, Panek G, Decker H, Paulsen H. Localization of the N-terminal domain in
light-harvesting chlorophyll a/b protein by EPR measurements.
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3. Methoden

3.1. Homologie-Modellierung mit MODELLER

3.1.1. Funktionsweise von MODELLER

Das Programm MODELLER benutzt experimentell geldste Strukturen verwandter Proteine,
um die Konformation anderer Proteine mit ahnlicher Aminosaure-Sequenz vorherzusagen
(Sali und Blundell 1993; Sali 1995a, 1995b; Fiser und Sali 2003). Homologie-Modellierung ist
méglich, weil eine geringfiigige Anderung der Sequenz auch nur eine geringfligige Anderung
der Struktur zur Folge hat (Chothia und Lesk 1986). Trotz der Fortschritte auf dem Gebiet
der ab-initio-Modellierung ist die Homologie-Modellierung auch heute noch eine der
effektivsten Moglichkeiten, Proteinstrukturen vorherzusagen. Die Genauigkeit der Vorher-
sage hangt dabei von der Homologie zwischen dem Vorlagen- und Zielprotein ab. Wenn
Vorlage und Zielstruktur mindestens 40% Sequenzidentitat besitzen, dann wird das Modell
im besten Fall fiir 90% der Atome des Proteinriickgrates eine Abweichung von etwa 1,0 A
zur realen Struktur haben, was eine auRerordentliche gute Ubereinstimmung bedeutet.

Die Fragestellung der Homologie-Modellierung lautet: wie sieht die wahrscheinlichste
Struktur einer Sequenz aus, wenn man sie mit Hilfe eines Sequenzalignments mit
verwandten Proteinen bekannter Struktur vergleicht? Das Sequenzalignment definiert
sozusagen die homologen Teile der betrachteten Proteine und stellt eine strukturelle
Aquivalenz zwischen ihnen her.

Die Vorgehensweise von MODELLER entspricht den folgenden Schritten (Abbildung 16):

¢ Alignment der zu modellierenden Sequenz mit der bekannten Struktur
e Extraktion der rdaumlichen Randbedingungen mit Hilfe des Alignments
¢ Modellierung der Struktur durch Erfiillen dieser raumlichen Randbedingungen

Das Alignment der bekannten Strukturen mit der zu modellierenden Sequenz kann auf
verschiedenste Art und Weise hergestellt werden, z.B. mit CLUSTALX (Jeanmougin et al.
1998) und GENEDOC (Nicholas et al. 1997). Die raumlichen Randbedingungen, die zum
Modellieren verwendet werden, basieren auf einer statistischen Analyse der Beziehung
verschiedener struktureller Merkmale von bekannten Proteinstrukturen.

MODELLER benutzt ein spezielles Alignmentformat (ein erweitertes PIR-Format) und
Strukturdateien im PDB-Format (http://www.wwpdb.org/docs.html) als Eingabe und wird
durch Skripte kontrolliert. Das Programm generiert ein vollstandiges Modell des Zielproteins
im PDB-Format.
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3D GRISFFEDAGF-GHCYECSSDC-NLQP
1. ALIGN SEQUENCE
WITH STRUCTURES: 3D GKITFYEDRGFQGHCYECSSDC-NLQP
SEQ GKITFYEDRG---RCYECSSDCPNLQP
@c ‘9@
.-"--‘0 o". )
2. EXTRACT SPATIAL Ev ol e}
( RESTRAINTS: ) ,{__\" "@ GQ' ... ©
[N OR!. Z
... s
RAETE 3 ]

3. SATISFY SPATIAL
RESTRAINTS:

Abbildung 16: Prinzipielle Vorgehensweise von MODELLER

1. Alignment der Sequenz mit homologen Proteinstrukturen

2. Extraktion der rdumlichen Randbedingungen mit Hilfe des Alignments

3. Modellierung der Struktur durch Erfiillen dieser raumlichen Randbedingungen.
Verandert nach (Sanchez und Sali 1997)

Um diese Zusammenhange zu quantifizieren (wie z.B. die Beziehung der Riickgratkonfor-
mationen zweier aquivalenter Aminosauren aus zwei verwandten Proteinen zueinander),
wurde eine Datenbank mit 416 Proteinen in 105 Sequenzalignments erstellt. Die gefundenen
Beziehungen werden in Form von Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen (WDF, engl.
probability density function, pdf) flr die vorherzusagenden Strukturmerkmale ausgedriickt.
Die Wahrscheinlichkeit z.B. fir das Auftreten bestimmter Dihedralwinkel (¢p/y) wird unter
Berucksichtigung der Art der Aminosdure, der RuUckgratkonformation der &quivalenten
Aminosaure und der Sequenzidentitdt zwischen den beiden verglichenen Proteinen
berechnet. Das dreidimensionale Modell eines Proteins wird durch die Optimierung der
molekularen Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion erreicht, die eine Kombination aller einzelnen
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen des Moleklils darstellt.

Eine Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (WDF) hat die Form p(x), wobei x das einzuschrank-

ende Merkmal ist. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Wertes x4< x < X, erhalt
man durch Integration von p:

X2
PO, <X<x,)=] " p(x)dx

Diese Form ist sehr viel differenzierter als z.B. die Angabe des Durchschnittswerts oder der
Ober- und Untergrenze der moglichen Werte.
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Eine WDF beschreibt das Merkmal x und hangt direkt von den Werten der sie beschrei-
benden Parameter a, b, .... bis z ab:

p(x|a,b,....,2)
Man erhalt naturlich nie die reale WDF, sondern nur ihre Naherung:

p(x|a,b,...,2) =W, ., , = f(xa,b,...,z0Q)

,Z

Hierbei ist Wm,b’w,Z eine Tabelle mit den beobachteten absoluten Haufigkeiten, mit denen

ein Wert fir ,,x* in der Datenbank auftritt, und zwar abhangig von den Parametern a,b,...,z
(die die Achsen der Tabelle bilden), und ,,f*“ ist die an diese Tabelle angepasste Funktion
mit dem Parameterset g, wobei das ideale Set an g das Ergebnis der folgenden Gleichung
minimiert.

r.m.s.:\/ > Wyas... — fXab,....,z,)]

X,a,b,....z

Die Funktion f ist spezifisch fur die vorauszusagende Eigenschaft x.

Die bendtigten relativen Haufigkeiten W erhalt man aus den absoluten Haufigkeiten W*, die
wiederum durch Auszahlen der entsprechenden Eintrage aus der Analyse der Datenbank
erhalten werden:
'
W . W x,a,b,....,.z

X,a,h,....,.z ZW,
X,a,h,....,z

X

Die resultierende multidimensionale Tabelle, deren Achsen von den Parametern gebildet
werden, enthalt die relativen Frequenzen. Die Parameter, die dabei statistisch erfasst
werden, sind in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Zur Erstellung der multidimensionalen Frequenztabellen W’ verwendete Parameter.
Die Tabellen charakterisieren die Haufigkeit, in der man verschiedene Parameterkombinationen in der
verwendeten Datenbank (416 Proteine in 105 Aligments) antrifft; Tabelle aus (Sali und Blundell 1993).

Index Variable Feature
1 r amino acid residue type
2 d main chain dihedral angle ®
3 !/ main chain dihedral angle ¥
4 t secondary structure class of a residue
5 M main chain conformation class of a residue
6 5} fractional content of residues in the main chain conformation class A
7 Xi side chain dihedral angle y;, ¢ =1,2,3.4
8 C; side chain dihedral angle y; class, i = 1,2,3,4
9 a residue solvent accessibility
10 a average accessibility of two residues in one protein
11 8 residue neighbourhood difference between two proteins
12 5 average residue neighbourhood difference between two proteins
13 ] fractional sequence identity between two proteins
14 d C*—C* distance
15 Ad difference between two C*~C* distances in two proteins
16 h main chain N-O distance
17 Ah difference between two main chain N-O distances in two proteins
18 b average residue Big,
19 R resolution of X-ray analysis
20 q distance of a residue from a gap in an alignment
21 q average distance of a residue from a gap

Die Abhangigkeit der vorauszusagenden strukturellen Eigenschaft ,x*“ von den
verschiedenen Parametern wurde von den Programmierern in Testlaufen ermittelt. Es wird
immer die WDF gewahlt, deren Parameterkombination die hdchste Voraussagegenauigkeit
im Rahmen der zur Verfigung stehenden Information bietet.

Es gibt WDF, die die stereochemischen Eigenschaften der Modelle beschranken wie z.B.
Bindungsabstande und Bindungswinkel zwischen Atomen einer Aminosaure. Diese wurden
in den ersten Versionen aus dem GROMOS-Kraftfeld (Berendsen et al. 1984)) Gbernommen,
in den neueren Versionen von Modeller aus dem CHARMM-Kraftfeld (MacKerell et al. 1998).
Weiterhin gibt es WDF, die homologiebasiert sind (wie Abstandsverteilungen von bestimm-
ten Ca-Atomen in Modell und Vorlage) und als dritte Moglichkeit benutzerdefinierte WDF, mit
denen man die Mdéglichkeit hat, bestimmte Eigenschaften des zu modellierenden Molekiils
zu definieren, z.B. aus Experimenten bekannte Abstande zwischen Atomen.
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Alle diese WDF werden zu einer Gesamtfunktion P zusammengefasst (engl. ,molecular pdf*).
Die Objective Function OF ist der negative natiirliche Logarithmus des Gesamt-WDF P:

OF =—In (P)

Diese Objective Function wird im Verlaufe der Modellierung optimiert (Abbildung 17). Je
niedriger der Wert von OF fiir ein Modell ist, desto besser wurden die Randbedingungen, die
zur Modellierung verwendet wurden, erflllt: die stereochemischen Parameter sind in
Ordnung, die aus den Vorlagestrukturen errechneten homologiebasierten Parameter konnten
im Modell umgesetzt werden, und auch die vom Benutzer vorgegebenen Abstande wurden
bericksichtigt. Mit der Objective Function sollten sich Modelle vergleichen lassen, die unter
denselben Bedingungen modelliert wurden (Parameter, Vorlagenmoleklil, etc).
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Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Optimierung der Objective Function
Optimierung der Objective Function durch die Methoden ,Conjugate Gradients® (bis Iterationstiefe 2000) und
»,Molecular dynamics with simulated annealing®, aus (Sanchez und Sali 1997)

Allerdings ist die Objective Function erwiesenermal(en kein Mal} fir die Giite eines Modells
und bietet kein effektives Auswahlkriterium zur Identifikation des Modells mit der geringsten
Abweichung zur Realitat (siehe Diplomarbeit Thorsten Schweikardt, 2001 und mundliche
Mitteilung Maya Topf, 2005). Die Evaluation der Modelle muf3 daher von anderen
Programmen (z.B. PROCHECK, WHATIF, YASARA und PROSA) und dem Experimentator
Ubernommen werden.

Beispiel: Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fiir einen homologen C,-C,-Abstand

Im Falle der hier beschriebenen, homologiebasierten WDF, die den Abstand der Ca-Atome
zweier Aminosauren in einem Protein beschreibt ( d ), ware die wertvollste Information der
aquivalente C,-Cq-Abstand in einem verwandten Protein: d’. Sollte diese Information nicht
vorhanden sein, dann wird eine WDF verwendet, die diesen Parameter nicht bendtigt. Eine
solche WDF kann - wenn keine homologiebasierten Werte zur Verfiigung stehen - auch nur
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auf empirisch ermittelte Werte zurlckgreifen, was allerdings die Vorhersagegenauigkeit
herabsetzen wirde, wie Tabelle 4 zeigt.

Tabelle 4: Voraussagegenauigkeit von Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen

Hier wird die Konformation des Proteinriickgrats (M) durch Einbeziehung verschiedener Parameter vorhergesagt.
Die héchste Vorhersagegenauigkeit der aufgezahlten WDF (76,1%) hat jene PDF, die als Parameter M’, r und i
benutzt. Dabei ist M’ die aquivalente Riickgratkonformation im Vorlagenprotein, r die Art der Aminosaure und i
die Sequenzidentitat der beiden Proteine. Weitere Abklirzungen siehe Tabelle 3. Diese Tabelle wurde verandert
nach (Sali und Blundell 1993)

Pdf % correctly predicted
non-smth smth

“unil':lr'm pdf 16.7 - 16.7
pl M) 27.9 279
plM/r) 33.2 33.2
p(M[1") 54.0 54.0
p(M/M') 70.2 70.2
p(M/T. ) 58.4 58.4
plM /M, 1) 72.6 725
p(M/M', r,s) 73.5 73.3

el | (MM 7, 1) 76.3 T6.] | m—

p(M/M', r o) 2.4 723
plM/M b 1.7 71.6
plM/M'  r.a') T1.4 71.3
p(M/M' r, RY) TLT 71.6
plM/M  r.g) 740 3.7
p(M/M' 1, e)) 72.0 719
p(M/M' r,5.q) 72.9 73.8
p(M/M' . r.d'.g) 72.0 73.3
p(M/M' . r.a' s) 72.0 73.2

Die folgende WDF aus Sali und Blundell, 1993 beschreibt die Ubertragbarkeit der Distanz
zweier Ca-Atome von der Vorlage auf das Zielprotein, in Abhangigkeit von der Distanzlange
d’, der durchschnittichen Zuganglichkeit der Aminosauren a', der Sequenzidentitat
zwischen den beiden Proteinen i und dem Abstand der Aminosauren von Lucken im
Alignment Q :

2
) 1 1 d-d'
d _,I,ﬁ',d' = XeXp|——| ————— mit
PalgL L= i dae 2[a<g,u,a',d'>J

o(g,i,a',d) = 0.849—2.033¢g— 1.2274 4 0.971 @ + 1.467 d'+
1.382 g% + 1.539 gi — 0.504 ga' — 0.259 gd’ + 2.412 i? — 1.496 ia’—
3.094 id' — 0.425 @’ + 0.670 a’d’ — 0.159 d'*>—
0.307 g° — 0.213 g%i + 0.088 g%a’ + 0.020 g2d’ — 0.969 gi* + 0.453 gia'+
0.177 gid' — 0.058 ga® — 0.042 ga'd’ 4 0.020 gd'? — 0.847 1>+
0.055 72a + 1.546 i?d’ + 0.5274ia’? — 0.220 ia’d’ + 0.254 id"*+
0.066 @’ + 0.153 a*d’ — 0.153 @'d"* — 0.0019 d”
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Dabei beschreibt o(g,i,a',d') die Wichtung der Parameter, die man benutzen muB3, um die

Form der WDF (die in diesem Fall Gauf3funktionen &hneln) an das Histogramm der Werte fir
d anzugleichen (siehe Abbildung 18). Dieses Histogramm erhalt man durch Auslesen der
Datenbank, die Wichtung der Parameter wird anschlieRend durch eine Regressionsanalyse
(Least-Squares-Fit) berechnet.

Ziel ist die Generierung einer WDF, die die bekannten Daten, reprasentiert durch das
Histogramm, moglichst gut beschreibt.

Es erscheint logisch, daR die Ubertragbarkeit einer Eigenschaft dann am hochsten ist, wenn
z.B. die Sequenzidentitat der beiden Proteine hoch ist, und der Abstand der Aminosauren
von einer Lucke im Alignment sehr grof3.

Hohe Sequenzidentitat und groRRer Abstand von einer Licke im Alignment bedeuten gute
Ubertragbarkeit von Eigenschaften. Hat man die in Abbildung 18 gezeigte WDF erhalten,
bedeutet das, da® MODELLER bei der Optimierung des Modells versucht, die Distanz d
moglichst einen der beiden Idealwerte (18 A und 22,5 A in Abbildung 18) annehmen zu
lassen. Ist dies nicht moglich, dann tragt die Abweichung des Wertes d zu einer
schlechteren molekularen PDF bei. Dies bedeutet, dal® das Modell suboptimal ist.
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Abbildung 18: Beispiel einer Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fiir den C4-C4-Abstand zweier
Aminoséauren

Beispielhaftes Histogramm der in der Datenbank vorhandenen Haufigkeiten des C,-Cq-Abstand zweier
Aminosauren und die angepasste WDF als Linie. Verandert nach (Sali und Blundell 1993)
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Beispiel: Nicht-homologiebasierte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion

Man kann die WDF
Pz, | AS,@,Y)

dazu benutzen, den Seitenkettendihedralwinkel y; einer Aminosaure in Abhangigkeit von
der Art der Aminosaure (Leucin, Tyrosin, Arginin etc) und den Dihedralwinkeln @ und ¥ des
Aminosaureriickgrats vorherzusagen, also rein empirisch. Die Aussage, die aus der obigen
WDF folgen kann ist z.B.: ,Wenn die Aminosdure Serin 86 im zu modellierenden Molekdl die
Hauptkettendihedralwinkel @=-60° und =-60° einnimmt, dann beschreibt folgende
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion den eingenommenen Seitenkettendihedralwinkel y;":

X =t
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Abbildung 19: Haufigkeit des Vorkommens bestimmter Seitenkettenwinkel y;, und angepasste WDF

Beispielhafte Grafik mit empirisch ermittelten Haufigkeiten (Balken) und hinzugefiigter WDF (gestrichelte Linie),
verandert nach (Sali und Blundell 1993)

Die Abbildung 19 ist eine beispielhafte Grafik. Sie zeigt durch Balken die Haufigkeit, mit der
bestimmte Seitenkettenwinkel flir Serin in der von Modeller benutzten Datenbank
vorkommen — wenn die Hauptkettendihedralwinkel @ = -60° und %= -60° sind. Man erkennt
drei Werte fir den Seitenkettenwinkel y; , die haufiger vorkommen als andere: ca. 60°, -60°
und -180°.

Sinnvoll fiir die Modellierung ist eine bestimmte WDF nur dann, wenn alle fiir diese WDF
spezifischen Parameter aulder ,,x* bekannt sind. Wenn also in obiger Wahrscheinlichkeits-
dichtefunktion p(y, | AS—Typ,®,¥) der Parameter ,Dihedralwinkel ®* nicht bekannt ist —
z.B. weil es sich bei der Aminosaure, deren Seitenkettenkonformation vorhergesagt werden
soll, um den N-Terminus handelt — dann kann die obige Funktion nicht zur Bestimmung der
Seitenkettenkonformation eingesetzt werden. Man bendtigt in diesem Fall eine WDF, die
nicht vom Parameter ,Dihedralwinkel ®“ abhangig ist, und auf ein anderes Parameterset
zuruckgreift.
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3.1.2. Die Evaluation der Homologie-Modelle

Es stehen recht viele Programme zur Verflgung, die Proteinstrukturen nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten Uberprifen koénnen. Die in dieser Arbeit benutzten
Programme sollen hier kurz angesprochen werden.

WHATIF

WHATIF (Vriend 1990; Hooft et al. 1996) ist ein Programmpaket zur Visualisierung,
Modellierung, Analyse und Modifikation von Proteinstrukturen. Zur Uberpriifung der von
MODELLER generierten Strukturen auf korrekte Stereochemie und sinnvolle Aminosaure-
Packung wurde der FULCHECK-Befehl von WHATIF benutzt .

Die Analyse der Aminosaure-Packung basiert auf empirischen Analysen bekannter
Proteinstrukturen. Findet man in einem Modell eine Aminosdure in rdumlicher Nahe zu
Atomen, in deren Umgebung die Aminosaure sich auch in der Datenbank sehr haufig
befindet, dann wird diese Konfiguration als ,gute“ Packung angesehen. Eine ungewoéhnliche
Anordnung von Atomen hat einen negativen Einflul auf den Wert der Packungsqualitat
bestimmter Aminosduren und wird im entsprechenden Graphen als negativer Ausschlag
sichtbar.

Es wurde ausschlieldlich die ,first generation packing quality® benutzt, da die
weiterentwickelte ,second generation packing quality® sich nicht zur Evaluation von
Homologie-Modellen eignet (persoénliche Mitteilung Gert Vriend, WHATIF-Kurs 2000). Der
Gesamtwert der first generation packing quality ist nicht allzu aussagekraftig, aber die
Auftragung der individuellen Werte fiir jede einzelne Aminosaure kann auf potentiell
problematische Regionen in der Struktur hinweisen.

PROCHECK

PROCHECK (Morris et al. 1992; Laskowski et al. 1993) dient der Uberprifung der
stereochemischen Eigenschaften von Proteinen. Die Struktur wird anhand zahlreicher Tests
charakterisiert, u.a. Ramachandranplots fiir das gesamte Protein oder fiir jeden einzelnen
Aminosaurentyp; yi-r»-Plots, mit deren Hilfe man die Stellung der Seitenkette einer
Aminosauren analysieren kann; Plots der Planaritdt von Seitenketten; sowie Tests der
Bindungslangen und -winkel zwischen den Atomen des Proteinriickgrats. Alle diese aus der
modellierten Struktur berechneten Werte werden mit Werten von 118 Strukturen verglichen,
die réntgenkristallographisch bei Auflésungen unter 2,0 A ermittelt wurden. Als Ergebnis
erhalt man sogenannte G-Faktoren, welche die Normalitdt des getesteten Proteins zum
Vergleichsdatensatz anzeigen.
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PROSA

,PROSA® steht fiur Protein Structure Analysis (Sippl 1993). Das Programm benutzt zur
Analyse von Proteinstrukturen ein empirisches Modell, welches auf den gemessenen
Abstanden der Aminosduren in Proteinen (Datenbank aus Uber 200 Rdntgenstrukturen)
beruht. Die Haufigkeiten, mit denen Aminosauren in bestimmten Abstanden voneinander
angetroffen werden, wurden durch das inverse Boltzmann-Gesetz in Pseudo-Energie-
potentiale fur alle denkbaren Aminosdure-Aminosaure-Kombinationen Uberfihrt, mit deren
Hilfe der Energiegehalt von Proteinen berechnet wird. Basierend auf diesem Energiegehalt
wird der ,Z-Score® berechnet (Sippl 1993).

Die von PROSA errechneten Z-Scores sind negativ linear mit der Lange einer Aminosaure-
sequenz korreliert. Die Z-Scores flir Homologie-Modelle, die eine hohe Ubereinstimmung mit
der Réntgenstruktur aufweisen, liegen erfahrungsgemafl naher an der Ideal-Geraden als
solche Modelle, die eine niedrigere Ubereinstimmung mit der Réntgenstruktur aufweisen
(Diplomarbeit Thorsten Schweikardt, 2001).

Durch Vergleich des Z-Scores der Modellstrukturen mit dem typischen Z-Score eines
Proteins gleicher Lange lalt sich also feststellen, ob aufgrund von ,Fehlfaltungen“ der
Energiegehalt der Struktur vom Sollwert abweicht. Ist das vorgegebene Faltungsmotiv nicht
geeignet fur die zu modellierende Sequenz, dann kommt es zu ungunstigen
Wechselwirkungen — z.B. weil sich gleichgeladene Aminosauren zu nahe sind — die die
Struktur in der Realitat destabilisieren wirden.

Diese Idee ahnelt grundsatzlich den ,Packing scores“ von WHATIF, die ebenfalls auf einer
empirischen Methode beruhen. Der ,Energiebeitrag” eines Aminosauren-Paares hangt bei
PROSA davon ab, ob dieses Paar in diesem bestimmten Abstand haufig in der Datenbank
vorkommt oder nicht. Kommt es haufig vor, dann ist der Energiebeitrag fir die Proteinstruktur
als negativ eingestuft (also stabilisierend) und umgekehrt. Sind die Z-Scores eines
modellierten Ensembles zu hoch, weist das auf die Verwendung einer weniger gut oder nicht
geeigneten Vorlagenstruktur hin (Diplomarbeit Thorsten Schweikardt, 2001).

Nach wie vor gibt es keine sichere Methode, aus einem Ensemble von modellierten
Molekulstrukturen das ,beste Modell* auszuwahlen (mundliche Mitteilung Maya Topf,
Houston, 2005). Maya Topf gehért zur Arbeitsgruppe um Andrej Sali, dem Initiator von
MODELLER. Inzwischen hat die Gruppe neue Evaluationsmethoden fiir Modelle entwickelt
und direkt in die neuesten Versionen von MODELLER integriert, so z.B. das DOPE-Potential
(Shen und Sali 2006) oder das GA431-Potential (Melo et al. 2002; John und Sali 2003), die
dabei helfen sollen, die Analyse und Auswahl der Modelle zu erleichtern .
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3.1.3. Informationsgehalt von Homologie-Modellen

Der Informationsgehalt einer modellierten Proteinstruktur ist abhangig von der
Sequenzidentitat (Abbildung 20), denn mit zunehmender Divergenz erhéht sich auch die
Wabhrscheinlichkeit, dal sich das Faltungsmotiv des Proteins andert. Dies folgert aus der
schon erwdhnten Beobachtungen von Chothia und Lesk 1986 sowie Koehl und Levitt 2001.
AuRerdem steigt mit abnehmender Sequenzidentitat die Wahrscheinlichkeit von Fehlern im
Alignment. Da das Sequenzalignment den strukturellen Kontext zwischen Vorlage und
Zielprotein herstellt, sind solche Fehler im weiteren Verlauf der Modellierung nicht mehr zu
korrigieren und fiihren unweigerlich zu fehlerhaften Proteinstrukturen.

Die Verlasslichkeit der Modellierung kann dadurch gesteigert werden, da man mehr als ein
Protein derselben Proteinfamilie in das Sequenzalignment miteinbezieht (Marti-Renom et al.
2004). Nutzlich sind auch funktionelle Informationen Uber das vorherzusagende Molekdl, wie
z.B. Mutationsanalysen am aktiven Zentrum (Schweikardt et al. 2007) oder experimentelle
Daten aus NMR oder ESR (Jeschke et al. 2005). Die Kombination verschiedener
Aufklarungsmethoden wie EM, Roéntgenkristallographie, SAXS und NMR-Spektroskopie wird
schon langer erfolgreich praktiziert (Decker et al. 1996; Sali und Kuriyan 1999; Voit et al.
2000; Hartmann und Decker 2002; Topf et al. 2005).

Konkret bedeutet dies, dal® man auch Modelle, die aus einer Modellierung hervorgegangen
sind, die auf einer geringen Sequenzidentitat beruht, tiefergehend interpretieren darf, als es
die reine Sequenzidentitat zwischen Vorlage- und Zielprotein suggeriert.

Weill man zum Beispiel, da® zwei Molekile ahnliche Funktion besitzen, ahnliche Substrate
umsetzen, dieselben Kofaktoren benutzen, sich spektroskopisch ahnlich verhalten und
gleiche evolutiondre Wurzeln besitzen, dann kann man auch ein Modell, welches bei einer
Sequenzidentitat von ,nur® 25% erstellt wurde (Sanchez und Sali 1998), viel detaillierter
interpretieren als nur auf der Faltungsmotiv-Ebene.

Grund hierfur ist, dall es sehr wohl Ausnahmen gibt, was den Zusammenhang zwischen
dem Grad der Aminosaure-Konservierung und der strukturellen Ubereinstimmung angeht.
Wenn flr die Auslibung einer Funktion eine bestimmte Proteinstruktur notwendig ist, dann
kann auch die Entwicklung zweier Proteinfamilien mit unterschiedlichen Sequenzmustern
eine strukturelle Konvergenz auf molekularer Ebene zur Folge haben.

—43 -



Methoden

100

50

Comparative modeling
% Sequence identity

>
o
<t
o
=
Q
Q
<
-
T
o
o}
=

Threading

de novo prediction
Insignificant sequence similarity

APPLICATIONS

Studying catalytic
mechanism

Designing and improving
ligands

Docking of macromolecules,
prediction of protein partners

Virtual screening and
docking of small ligands

Defining antibody epitopes

Molecular replacement in
X-ray crystallography

Designing chimeras, stable,
crystallizable variants

Supporting site-directed
mutagenesis

Refining NMR structures

Fitting into low-resolution
electron density

Structure from sparse
experimental restraints

Functional relationships
from structural similarity

Identifying patches of
conserved surface residues

Finding functional sites by
3D motif searching

Abbildung 20: Verwendungsmaoglichkeiten fiir Modelle, die bei verschiedenen Sequenzidentititen zur

Vorlage modelliert wurden

Grafik aus (Baker und Sali 2001). Ganz links ist die Methode angegeben, die zur Modellierung verwendet werden
kann, daneben die Sequenzidentitat zwischen Vorlage und Zielprotein sowie die zu erwartende Genauigkeit des
resultierenden Modells. Die Molekdle sind Beispielstrukturen, die bei Identitaten von A) 60%, B) 40%, C) 30%
modelliert oder mittels de-novo-Methoden ohne Vorlage vorhergesagt wurden (D, E). Die roten Strukturen sind

die Modelle, die blauen Strukturen die entsprechenden Réntgenstrukturen.
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3.2. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissions-Elektronenmikroskopie wird in immer mehr Gebieten der Biologie als
Methode zur Strukturaufklarung eingesetzt (Auer 2000) — sei es auf Proteinebene (Saibil
2000), Organellebene (Nicastro et al. 2000; Stoffler et al. 2003) oder gar zur Betrachtung von
ganzen Zellen (Steven und Aebi 2003; Kurner et al. 2005; Cyrklaff et al. 2007). Zum Ziel
dieser Arbeit gehorte es, die Struktur grolRer Proteinkomplexe zu klaren. Die Methode der
Wahl war hier die Einzelpartikelanalyse (Frank 2006).

3.2.1. Probleme der TEM

Bei jeder Rekonstruktions-Methode kampft man mit denselben Problemen, die alle zur
Verringerung der Auflésung fihren kdnnen und auch bei der Einzelpartikelanalyse auftreten:
Strahlschaden an den Proteinen durch Elektronen und ein schlechtes Signal-Rausch-
Verhaltnis (SRV). Fir eine dreidimensionale Einzelpartikelrekonstruktion ist es Uberdies
erforderlich, verschiedene Ansichten der Partikel zu haben (Frank 2006). Liegen die Partikel
auf dem Probentrager nicht entsprechend, so kann dieser gekippt werden.

Im EM herrscht fast absolutes Vakuum, was Ldsungsmittel verdampfen lasst. Diese
Dehydrierung der Proteine fuhrt zu unerwiinschten Strukturdnderungen, mul} also verhindert
werden. Madglichkeiten hierzu sind bei Zellschnitten zum Beispiel Fixierungen und
Einbettungen sowie im Bereich der Proteine die Negativkonstrastierung auf einer Oberflache.
Hierbei wird eine Proteinlésung auf einen Trager aufgebracht — einen Kohlefilm, der auf
einem Kupfernetzchen liegt — und danach mit einem kontrastgebenden Schwermetall
behandelt (Harris 1997; Saibil 2000; Frank 2006).

Negativkontrastiert Vitrifiziert in Eis

Kohlefilm

Abbildung 21: Einbettung eines Proteins bei Negativkontrastierung und Vitrifizierung
Vitrifizierung ist die Einbettung in glasartigem Eis, das keine Kristalle bildet. Verandert nach Saibil 2000.

Diese Methode ist allerdings auf niedrige Auflésungen beschrankt. Grinde fir die niedrige
Auflésung sind die durch die Adsorption des Molekils an die Oberflache und durch die
Kontrastierung entstehenden Abbildungsartefakte (Harris 1997): Das Kontrastmittel streut die
Elektronen nicht nur, sondern absorbiert sie auch, und verursacht damit das Auftreten eines
sogenannten Amplitudenkontrastes. Dies bedeutet, dall das Bild des Proteins nicht durch
reinen Phasenkontrast entsteht. Die Adsorption der Molekile an den Kohlefiim kann zu
Formanderungen flihren und, da das Kontrastmittel immer ein geladenes Teilchen ist,
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werden hydrophobe Taschen auf der Proteinoberflache oder im Inneren schlechter aufgelost.
Der Grund hierflr ist, dafld das Kontrastmittelion nicht in den hydrophoben Bereich eindringen
kann. Bei gut I6slichen Proteinen kann auch das Gegenteil passieren, dal® namlich die lonen
an die gegensatzlich geladenen Aminosaurereste an der Oberflache binden und es zu einer
verstarkten Anlagerung kommt.

3.2.2. Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (cryoTEM)

Hierunter versteht man die Einbettung von Proteinen in glasartigem oder ,vitrifiziertem* Eis.
Man schockgefriert die Proteine durch Einschielen (,plunge-freeze®) in flissiges Ethan bei
Temperaturen von etwa 110 Kelvin. Dadurch bilden sich keine Eiskristalle, welche die
Proteinstruktur schadigen kénnen. (Saibil 2000; Chiu et al. 2005; Jiang, W. und Ludtke 2005;
Frank 2006)

Forceps

EM grid i
e B 20 o

stopped-

flow mix Edge-on view of an unsupported part of
the water layer

Liquid ethane
(113 K)

Image
Abbildung 22: Prinzip der Vitrifizierung fiir die Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie
Aufbringen der Probenlésung auf ein Kupfernetzchen mit I6chrigem Kohlefilm und nachfolgendes Einschief3en in
flissiges, stickstoffgekihltes Ethan, aus (Saibil 2000)

3.2.3. Probleme der Cryo-TEM und der Einzelpartikelanalyse

Das bildgebende Phanomen der EM ist der Phasenkontrast. Durch die Probe elastisch
gestreute Elektronen interferieren mit dem ungebrochenen Elektronenstrahl und erzeugen so
das Bild. Inelastisch gestreute Elektronen hingegen geben ihre Energie an die Probe ab und
sind daher fur die Strahlschaden verantwortlich, hauptsachlich durch lonisierung. Das
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Verhaltnis elastisch / inelastisch gestreuter Elektronen ist 1:3. Da 10%-10" mal weniger
Molekile zur gleichen Zeit beobachtet werden als in der Réntgenkristallographie, macht sich
dieser Strahlschaden sehr viel schneller bemerkbar und reduziert somit die mogliche
Auflésung (Henderson 1995). Aus diesem Grund verwendet man den sogenannte LowDose-
Modus, bei dem die Molekiille maximal 10-20 Elektronen pro A? ausgesetzt werden. Dies
fuhrt allerdings zu einem sehr schwachen Signal, da der Kontrastunterschied zwischen Eis
und Protein gering ist, und macht eine umfangreiche Nachbearbeitung der Bilder notwendig,
um eine Verbesserung des Signals herbeizufihren. Weiterhin missen Abbildungsartefakte
der Optik korrigiert werden (Frank 2006).

Die Verbesserung des SRV kann man durch Mittelung vieler Partikel in gleicher Orientierung
erreichen. Dadurch wird das statistische Rauschen des EM gemindert. Bei der Einzelpartikel-
analyse mul erst eine Klassifikation sowie eine translationale und rotationale Ausrichtung
durchgeflihrt werden, bevor eine Mittelung méglich ist. Zwischen der Verbesserung des SRV
und einer moglichst hohen Auflésung besteht ein Widerspruch: Theoretisch fihren mehr
gemittelte Partikelabbildungen zu einer Verbesserung des SRV und damit der Auflésung.
Strukturelle Heterogenitat einer groRen Partikelpopulation zwingt jedoch zu einer Auswahl
~guter Partikel (Fotin et al. 2004).

Die Einzelpartikelanalyse kann prinzipiell auf Molekiile beliebiger GréRRe angewandt werden.
StoRt man aufgrund der geringen GrofRe eines Molekuls allerdings an die Aufldsungsgrenze
des Mikroskops, wird die Winkelzuweisung flr die einzelnen Molekillansichten immer
schwieriger. Ist ein sehr kleines Molekil in der Aufnahme nur noch wenige Pixel groB, ist
eine Winkelzuweisung und somit die Rekonstruktion nicht mdglich. Idealerweise bendtigt
man eine homogene Probe, d.h. alle Molekule in der zu untersuchenden Losung haben
dieselbe Konformation. Auch heterogene Proben kdnnen analysiert werden, wenn das
Programm, welches zur Rekonstruktion eingesetzt wird, die Unterscheidung mehrerer
Konformationen beherrscht und wenn der Experimentator diese Heterogenitat erwartet und
die Rekonstruktionsmethoden entsprechend einsetzt.

Der Prozess der Rekonstruktion, wie er in Abbildung 23 vereinfacht dargestellt ist, besteht im
Programm EMAN aus drei grundsatzlichen Schritten: Partikelauswahl, Erstellung des Start-
Modells, und das Refinement (Ludtke et al. 1999). Einige wenige der ausgewahlten Partikel
aus den TEM-Aufnahmen werden benutzt, um ein vorlaufiges Startmodell zu erstellen,
welches anschlieend iterativ verfeinert wird. Dazu werden aus dem ersten groben 3D-
Modell des Molekils Projektionen berechnet. Dies entspricht einem Durchsichtbild eines
Molekuls aus einem bestimmten Winkel. Diese Projektionen dienen als Grundlage fiur eine
Klassifizierung aller Partikelbilder. Ziel ist es, alle Bilder, die das Molekdl in derselben Ansicht
zeigen, in je einer Klasse zu vereinen — z.B. alle Bilder, die das Molekil in der Aufsicht
zeigen, einer Klasse zuzuweisen und alle Bilder der Seitenansicht einer anderen.
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Abbildung 23: FluBRdiagramm des Rekonstruktionsprozesses von EMAN
Grafik aus (Ludtke et al. 1999)

Die Bilder der Molekile sind bei Cryo-EM oft sehr kontrastschwach, bei Negativ-
kontrastierung durch die inhomogene Verteilung des Kontrastmittels sehr unterschiedlich.
Um ein einheitliches Bild der jeweiligen Ansicht zu gewinnen, werden alle Bilder einer Klasse
gemittelt. Dabei wird das statistische Rauschen der Cryo-EM-Aufnahmen oder das
inhomogene Kontrastmittel im Falle der Negativkontrastaufnahmen herausgemittelt und die
Struktur des Molekiils deutlicher hervorgehoben. Der Mittelung geht ein translationaler und
rotationaler Abgleich der Einzelpartikel (,Alignment®) voraus. Dies verhindert die direkte
Verfalschung des Modells.

Das Ergebnis der ganzen Prozedur heifdt folgerichtig ,Klassenmittel” (,class average®) und ist
das Durchschnittsbild eines Molekils, gesehen aus einer bestimmten Richtung. Um die
Qualitat eines solchen Klassenmittels beurteilen zu kdnnen, sollte man sich die Partikel, aus
denen die Klasse besteht, sehr genau anschauen. Denn funktioniert die Verschiebung oder
Rotation eines am Rand des Bildes liegenden Partikels nicht, dann wird dies das Ergebnis
der Mittelung negativ beeinflussen.

Im nachsten Schritt werden den Klassenmitteln die Euler-Winkel der Projektionen
zugewiesen, auf deren Grundlage sie erstellt wurden, und eine Rekonstruktion entlang
dieser Euler-Winkel vorgenommen.

Man kann die Rekonstruktion im Realraum oder im Fourierraum berechnen lassen,
Abbildung 24 zeigt den Ablauf der Rekonstruktion im Fourierraum. Die obere Reihe zeigt vier
unterschiedliche Molekulorientierungen, direkt darunter die jeweilige 2D-Projektion. Diese
entspricht einem Bild, wie man es im EM sehen wirde; ein EM-Bild wéare aber sehr viel
verrauschter. Die dritte Zeile zeigt die Fouriertransformation (FT) der 2D-Projektionen, die
wiederum einen Schnitt durch die 3D-Fouriertransformation des Molekils darstellen (De
Rosier und Klug 1968). Eine Umkehrung der FT liefert das dreidimensionale Volumen des
Molekuls. Die besten Ergebnisse erhdlt man bei einer moglichst vollstdndigen Abdeckung
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des Fourierraums. Wenn jedoch einige Ansichten des Molekiils unterreprasentiert sind, hat
das eine Verringerung der Auflésung der Rekonstruktion zu Folge (Frank und Radermacher
1992; Penczek et al. 1992).

Molekiilorientierungen

2D-Projektionen
(die im EM aufgenom-
menen Partikelbilder)

Fourier-
Transformationen
der 2D-Projektionen

Die Fourier-Transformationen
der 2D-Projektionen sind
Schnitte durch die 3D-Fourier-
Transformation des Molekiils

Die Umkehr der Fourier-Transfor-
mation erzeugt das 3D-Volumen
des Molekiils

Abbildung 24: 3D-Rekonstruktion im Fourierraum
Verandert nach (Saibil 2000)

Das Ergebnis des ersten Rekonstruktionszyklus ist ein genaueres dreidimensionales
Strukturmodell des Molekuls als das Startmodell, da zu seiner Erstellung alle Partikel benutzt
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wurden und nicht nur ein paar wenige. Die Rekonstruktion kann dann zu einem fehlerhaften
Modell fihren, wenn bestimmte Ansichten des Molekils unterreprasentiert sind. Eine
gleichmaRige Winkelverteilung sollte schon in der experimentellen Phase angestrebt werden,
kann aber schwierig zu erreichen sein — manche Molekile zeigen nicht nur auf Oberflachen,
sondern auch in Eis eingebettet eine bevorzugte Orientierung. Folglich werden die meisten
Aufnahmen das Molekill in derselben Ansicht zeigen und zu der oben angesprochenen
Auflésungsverschlechterung fiihren.

Nach der Rekonstruktion werden zur Uberpriifung Riickprojektionen des Modells fiir die
entsprechenden Eulerwinkel erstellt und mit den Klassensummen verglichen. Weichen die
Ruckprojektionen zu sehr von den zugrundeliegenden Klassensummen oder den
Einzelpartikeln ab, weist das auf Fehler in der Rekonstruktion hin (nicht gezeigter Zwischen-
schritt in Abbildung 23). Da die ersten Projektionen von einem groben Modell abgeleitet
wurden und auf diesen Projektionen die Klassifizierung und das Alignment der Partikel
basiert, wiederholt man nun den gesamten Zyklus, um mit den besseren Projektionen eine
genauere Klassifizierung der Partikel zu erreichen, die zu weniger verrauschten
Klassenmitteln fiihrt und damit zu einem neuen, exakteren Modell. Wahrend dieser
Iterationen werden falschlicherweise einer Klasse zugewiesene Partikel neu zugeteilt und
schlecht definierbare Partikel aussortiert.

Das iterative Refinement wird abgeschlossen, wenn sich die 3D-Modelle zweier Iterationen
nicht mehr unterscheiden, also konvergiert sind. Die Korrektur der EM-spezifischen
Kontrasttransferfunktion (CTF) der Phasen und Amplituden ist optional, aber — wenn man
hochaufgeldste Strukturen erstellen will — unverzichtbar. Die Projektionen des Modells
werden bei EMAN lediglich als Referenzen fur die Partikel-Klassifizierung der nachsten
Iteration benutzt und nicht — wie in anderen Programmen — als Grundlage fur das Alignment
der Partikel einer Klasse. Fur weitere Informationen zum Thema dreidimensionale
Rekonstruktionen von Molekulstrukturen aus elektronenmikroskopischen Bildern seien die
folgenden Artikel empfohlen: (De Rosier und Klug 1968; Frank und Radermacher 1992;
Penczek et al. 1992; Saibil 2000; van Heel et al. 2000)

Die in dieser Arbeit gezeigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden im
Elektronenmikroskopie-Zentrum der Uni Mainz in der AG Wolfrum, Abteilung Zoologie
angefertigt (Zeiss EM 900, FEI Tecnai 12).
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3.3. Verbesserungen von Programmen

Wahrend meiner Dissertation habe ich in Zusammenarbeit mit den Entwicklern verschiedene
Programme Kkorrigiert, verbessert und auf unsere Verhaltnisse z.B. hinsichtlich der GréRe
angepasst. Die einzelnen Punkte sind im Folgenden als Stichpunkte aufgefihrt:

Rasmol 2.7.2
e Schwerer Fehler im Koordinaten-Tracking-System, Sept. 2000
o Bereinigt durch Herbert Bernstein beim nachsten Update
¢ Internetadresse: http://www.bernstein-plus-sons.de/rasmol

Rasmol 2.7.2.1
e Schwerer Fehler: rechter Mausklick liel3 Molekiile verschwinden, April 2002
e Bereinigt durch Herbert Bernstein beim nachsten Update
¢ Internetadresse: http://www.bernstein-plus-sons.de/rasmol

DeepView SwissPDBViewer 3.7b2

e Schwerer Fehler in der Routine fiir die strukturelle Uberlagerung von Proteinen.
Dieser trat bei mehrfacher Benutzung des iterativen Fitmechanismus auf und fiihrte
zu standig wechselnden Werten flir die mittlere quadratische Abweichung, selbst
beim Vergleich identischer Molekile. Testen der neuen Version fur T.Schwede.

e Bereinigt durch Thorsten Schwede, April 2002

e Flhrte zur Veroffentlichung der Version 3.7 im Juni 2002

¢ Internetadresse: http://www.expasy.ch/spdbv

Whatif 4.99
e Etwa zwanzig Problemberichte wahrend des Einfiihrungskurses in Nijmegen, 2000
e Bereinigt durch Gert Vriend, 2000-2001

Yasara Dynamics / Yasara Twinset 4.3 bis 8.2
e Etwa zwanzig umgesetzte Vorschlage zur Erweiterung des Programms, u.a. in
Hinblick auf die Grélke der bearbeiteten Proteinstrukturen und zur Verbesserung der
Stabilitdt und Ergonomie, zwischen 2004 und 2008
e Realisiert von und bereinigt durch Elmar Krieger.
e Flhrte zur Erwdhnung und Danksagung im Programm.
¢ Internetadresse: http://www.yasara.org

WebLabViewer 3
e Vorschlag zur besseren Handhabung: Klick auf definierte Gruppe von Aminosauren
zeigt unerwiinschterweise automatisch alle Aminosauren in der Liste en detail an.

e Wurde als Fehlerreport / Verbesserungsvorschlag fir die nachste Version in die
Datenbank eingeftigt, Feb. 2000

¢ Internetadresse: http://accelrys.com/products/discovery-studio/
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WebLabViewer 4.1
e Fehlerbericht: Speichern einer editierten Datei fuhrt zum Absturz des Programms
unter Windows ME, Windows 95 und Windows 98SE, Dez 2001
e Bereinigt beim nachsten Update von WebLabViewer 4.2
¢ Internetadresse: http://accelrys.com/products/discovery-studio/

Genedoc

e Vorschlag zur Erweiterung der Shading-Option, Verbesserung der Skript-Schnittstelle
zu Rasmol und neue Option ,Shading Output®: optionaler Textoutput der eingefarbten
Aminosauren zur direkten Ubernahme in eigene Skripte

o Realisiert von Karl Nicholas

e Flhrte zur Veroffentlichung der Version 2.5 im Marz 2000

¢ Internetadresse: http://www.genedoc.us

Proteindatenbank PDB
e Sequenzsuche in der Datenbank mittels FASTA-Algorithmus nicht mehr moglich
e Bereinigt durch Tammy Battistuz, Programmiererin im RCSB, Feb 2001
¢ Internetadresse: http://www.rcsb.org

Modeller 6v1
e Fehler in der Routine Sequence_Search, fihrte zu Abstlirzen
des Programms, Juli 2003
e Fuhrte zur Veroffentlichung der Version 6v2 im Mai 2002
e Bereinigt durch das Programmiererteam um Andrej Sali
¢ Internetadresse: http://www.salilab.org

Modeller 6v2
e Fehler in der Routine zur Erstellung von benutzerdefinierten
Randbedingungen, fihrte zu Abstlirzen des Programms, Juli 2003
e Bereinigt beim nachsten Update von Modeller
¢ Internetadresse: http://www.salilab.org
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5. Weiterfuhrende Analysen im Bereich , Tyrosinasen

5.1. Forschung an Tyrosinasen

In den letzten Jahrzehnten gab es grol3e Anstrengungen seitens zahlreicher Arbeitsgruppen
aus der Biologie, Chemie und Medizin, um den enzymatischen Mechanismus der Tyrosinase
aufzuklaren (Himmelwright et al. 1980; Huber und Lerch 1988; Jackman et al. 1991;
Betancourt et al. 1992; Chen, L. Y. et al. 1992; Tripathi et al. 1992; Chen, L. Y. et al. 1993;
Spritz 1993; Sanchez-Ferrer et al. 1995; Solomon et al. 1996; Spritz et al. 1997a; van Gelder
et al. 1997; Tsai und Lee 1998; Branza-Nichita et al. 1999; Branza-Nichita et al. 2000;
Decker et al. 2000; Decker und Tuczek 2000; Kong et al. 2000; Nakamura et al. 2000;
Oetting 2000; Solomon et al. 2001b; Garcia-Borron und Solano 2002; Jiang, H. et al. 2003;
Chen, P. und Solomon 2004; Siegbahn 2004; Watabe et al. 2004; Tepper et al. 2005; Claus
und Decker 2006; Hernandez-Romero et al. 2006).

Viele verschiedene Hydroxylierungs- und Oxidationsmechanismen wurden vorgeschlagen.
Die Vorschlage basierten auf enzymatischen und spektroskopischen Studien, Molekulorbital-
theorien sowie Homologie-Modellierungen, aber keine Theorie konnte alle Eigenschaften der
Tyrosinase erklaren. Vor allem die Details des Hydroxylierungsmechanismus, der ein
Monophenol zu einem ortho-Diphenol oxidiert, blieb unklar. Das galt genauso fir die
Bindungsstelle und den Bindungsmodus der Substratmolekiile sowie fiir die Frage, ob die
O-O Bindung vor, wéhrend oder nach dem elektrophilen Angriff des Cu,O, auf den
aromatischen Ring des Substrats gespalten wird.

Die Loésung der Rdntgenstruktur von Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase durch
Matoba und Kollegen war ein wichtiger Schritt zur Aufkldrung der Unterschiede in den
Reaktionsmechanismen von Catecholoxidasen und Tyrosinasen. Beide Enzyme gehdéren zur
Familie der Typ-3-Kupferproteine, unterscheiden sich aber in ihren Substrat- und Reaktions-
spezifitaten (siehe Kapitel 2.1.5). Bei Streptomyces castaneoglobisporus handelt es sich um
einen gram-positiven Actinomyceten, der als Bodenbakterium weit verbreitet ist und sich
durch seinen mycelartigen Habitus auszeichnet (Claus und Decker 2006). Seine Tyrosinase
ist ein monomeres, l0sliches Protein, das aus 273 Aminosauren besteht und eine Masse von
31kD aufweist.

Seit Jahrzehnten wurde die Kristallisation verschiedenster Tyrosinasen versucht, bis 2006
ohne Erfolg. Der Schlussel zur erfolgreichen Kristallisation der Tyrosinase war neben ihrer
geringen GroRe und der Tatsache, dal® sie nicht glykosyliert ist, offensichtlich die
gleichzeitige Expression der Tyrosinase mit dem vom Gen melC1 codierten ,Caddieprotein “.
Das Gen melC1 liegt im Genom des Bakteriums direkt vor dem Gen melC2, das fir die
Tyrosinase codiert. Weiterhin fand die Expression und Kristallisation in einer kupferfreien
Lésung statt, das Kupfer wurde spater durch Inkubation der Kristalle mit Kupfersulfatlosung
hinzugefugt.
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5.2. Bakterielle Tyrosinase

5.2.1. Die modglichen Aufgaben der bakteriellen Tyrosinase

Die Tyrosinase von S. castaneoglobisporus wird - wie andere Tyrosinasen auch - in das
umgebende Medium sekretiert, wo sie im extrazellularen Raum Melanin produziert. Wozu
diese Melaninproduktion dient, ist bisher unbekannt (persénliche Mitteilung Harald Claus,
2006), aber man kann Uber diverse Mdoglichkeiten spekulieren. Wodurch verschafft die
extrazellulare Tyrosinase dem Bakterium einen Vorteil gegentiber seinen Konkurrenten?

Es kénnte ein Abwehrmechanismus sein, der extrazellulare phenolische Substanzen in der
Umgebung des Bakteriums neutralisiert, bevor sie das Bakterium schadigen kénnen. Durch
die Sekretion der Tyrosinase kdnnte das Bakterium so sein eigenes, angepasstes Mikroklima
schaffen. Dies funktioniert natlrlich nur, wenn die Produkte der Tyrosinase weniger toxisch
flr das Bakterium sind als die Substrate — das Endprodukt Melanin erfillt dieses Kriterium.
Eine weitere Moglichkeit ist der extrazellulare Abbau von Nahrstoffen, eventuell Uber
Zwischenmediatoren, ahnlich wie bei den Laccasen der Basidiomyceten und Ascomyceten
(Claus 2003). Damit verbunden ist natirlich das Problem der unerwiinschten Polyme-
risierung von Abbauprodukten — diese macht die nachfolgende Aufnahme der Nahrstoffe
schwierig. Die dritte Einsatzmdglichkeit der extrazelluldren Tyrosinasen ist die Generierung
eines schiutzenden Abwehrschildes aus Melanin. Dies klingt im ersten Moment paradox,
denn schliel3lich funktioniert das angeborene Immunsystem der Insekten genau in dieser Art
und Weise. Eindringende Krankheitserreger werden durch Catechole und Chinone
geschadigt und dann mit einer Melaninummantelung von Nahrstoffen und Sauerstoff
abgeschnitten. Aber wie mit allen Giften ist das eine Frage der Konzentration. Wenn die
Konzentration der sekretierten Tyrosinase entsprechend kontrolliert wird, dann kénnte das
entstehende Melaninnetz gerade dick genug sein, um gegen Freflfeinde und Konkurrenten
zu schutzen, ohne komplett zu isolieren.

5.2.2. Modellierung der bakteriellen Tyrosinase

In unserem Labor wird das Bakterium Streptomyces antibioticus im halbtechnischen
Mafstab kultiviert und die Tyrosinase, welche durch Exocytose in das Kulturmedium
abgegeben werden, aufgereinigt (siehe Dissertation (Salzbrunn 2007)). Um einen besseren
Einblick in den Reaktionsmechanismus der bakteriellen Tyrosinasen zu erhalten, die fur die
Katalyse wichtigen Aminosduren zu identifizieren und um die Auswirkungen bestimmter
Mutationen zu erklaren, wurden im Jahr 2004 die Strukturen der Tyrosinasen von
Streptomyces antibioticus und Streptomyces glaucescens mit Homologie-Modellierung
erstellt. Die Aminosauresequenzen beider Proteine sind zu 86% identisch und zu 92%
homolog (Anteil der identischen und isofunktionellen Aminosauren), was bedeutet, daf} ihre
Strukturen in der Realitat sehr ahnlich sind — somit sind Erkenntnisse aus Experimenten oder
der Literatur, die sich auf einen der beiden Stamme beziehen, mit hoher Wahrscheinlichkeit
auch fur den anderen Stamm gultig.
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* 20 * 40 * 60
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100 * 120 * 1

INAGE - ERALQSVDASVALPYWDWSADRSIIRESLWAPDFLGGTGRSRDGEVMDGPFAASAGNWP INVRVDGRIF -}
A I-lFERALQSVDASVALPYWDWSADRIEARISLWAPDFLGGTGRSEDGRVMDGPFAASAGNWP I NVRVDGREYY I Rets}

40 * 160 * 180 * 200
Tyr-Sab : [BEA €\VSELPTRAEV[ESVLAMATYDYAPWNSESDGFRNHLEGWRGVNLHNRVHVWVGGQMATGMS P aviers
VA I RRSILGIEAVRELPTRAEV|ESVLEMATYDPAPWNSIASDGFRNHLEGWRGVNLHNRVHVWVGGQMATGMS P vderg

* 220 * 240 * 260 *

Tyr-Sab : [NDIZYSIREINT DINRUASOREIESSP GGERNE VYAYDIRNE TGN ZAANDENRENAIEY - - 273
i BN DPVFWLHHAYVMDKLWAEWQRRHPES(E WG TPDVVDLNBIMKPWNDTSPABLLDHTAHY T FDLI g
Abbildung 25: Sequenzalignment von Streptomyces antibioticus (Tyr-Sab) und Streptomyces
glaucescens (Tyr-Sgl) Tyrosinase.

Schwarzer Hintergrund: identische Aminosauren, grauer Hintergrund: isofunktionelle Aminosauren, weilker
Hintergrund: nicht identische oder isofunktionelle Aminosauren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Struktur der bakteriellen Tyrosinase basierend auf der
Struktur der Kartoffel-Catecholoxidase modelliert und mit der 2006 durch Matoba und
Kollegen gelosten Rontgenstruktur verglichen. Die Kristallstruktur wurde analysiert, die
Unterschiede zur Catecholoxidase herausgearbeitet und ein Katalysemechanismus fur die
monophenolische Hydroxylierung vorgeschlagen.

5.2.2.1. Identifikation der besten Vorlagenstruktur

Zum Zeitpunkt der Modellierung der bakteriellen Tyrosinase (Streptomyces, sTyr) waren drei
verschiedene Klassen von Rontgenstrukturen als potentielle Vorlage verfugbar:
Arthropoden-Hamocyanine (aHC — Hamocyanine aus Limulus polyphemus und Panulirus
interruptus), Mollusken-Hamocyanine (mHC — Hamocyanine aus Rapana thomasiana und
Octopus dofleini) und die Kartoffel-Catecholoxidase (Ipomoea batatas, ibCO).

Um die am besten geeignete Vorlagenstruktur zu identifizieren, wurde die Tyrosinase auf
Grundlage jeder moéglichen Vorlagenstruktur modelliert und die Modelle mit Hilfe von PROSA
analysiert. Es zeigte sich anhand der Z-Scores der modellierten Strukturen, dal die
verlasslichsten Modelle auf Grundlage der Kartoffel-Catecholoxidase (ibCO) als
Vorlagenstruktur erstellt wurden. Zum Zeitpunkt der Modellierung (2004) war die
Roéntgenstruktur der Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase (Matoba et al. 2006)
noch nicht geldst.

5.2.2.2. lteratives Alignment, Modellierung und Evaluation der Modelle

Das erste Alignment der Sequenzen von ibCO und sTyr wurde mit CLUSTALX durchgefuhrt,
unter Verwendung der BLOSUM 30 Matrix fir entfernt verwandte Proteine (Thompson et al.
1997; Jeanmougin et al. 1998). Es handelt sich dabei um eine Substitutionsmatrix, die auf
Sequenzalignments von Proteinen mit mindestens 30% Sequenzidentitat basiert.
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Der nachste Schritt war die manuelle Verbesserung mit Hilfe von GENEDOC (Nicholas et al.
1997), wobei die Sekundarstrukturinformationen aus der Kartoffel-Catecholoxidase mit
bertcksichtigt wurden. Es ist generell unwahrscheinlich, dal® Insertionen oder Deletionen
(kurz ,Indels®) inmitten eines Sekundarstukturelements (Helix, Faltblatt oder Turn) liegen, es
sei denn, dies ist fur die Funktion des Proteins von Bedeutung.

Daher wurde versucht, die Indels nicht mit Sequenzabschnitten zu alignen, von denen
bekannt ist, dal® sie in der ibCO Sekundarstrukturelemente bilden. Das resultierende
Alignment und die Rontgenstruktur der Kartoffel-Catecholoxidase wurden zur Modellierung
der sTyr mit MODELLER 7 verwendet (Sali und Blundell 1993; Fiser und Sali 2003). Die
Modelle wurden mit PROCHECK (Laskowski et al. 1996), WHATIF (Vriend 1990) und
PROSA2003 (Sippl 1993) evaluiert.

5.2.2.3. Erkenntnisse aus dem Alignment

Das Sequenzalignment zeigt, dal® die Gemeinsamkeiten von Vorlagen- und Zielprotein sich
vor allem in den beiden aktiven Zentren, also CuA und CuB, konzentrieren. Daher richtet
sich die folgende Analyse auf den Bereich des aktiven Zentrums und nicht auf die Peripherie.
Nicht nur aulerhalb des aktiven Zentrums, auch zwischen den kupfertragenden Histidinen
der Kupferzentren sind Indels zu finden, und zwar in einer Schleifenregion im Bereich des
CuB-Zentrums. Das in Abbildung 26 mit einem Rahmen markierte Indel bezeichnet man
unter Einbeziehung der Evolutionsrichtung (Bakterien — Pflanzen) als Insertion.

Diese Insertion liegt zwischen dem zweiten und dritten kupfertragenden Histidin des CuB-
Zentrums, in einer Schleife, die in der Ansicht in Abbildung 30 und Abbildung 31 ,oberhalb®
des aktiven Zentrums liegt. Die Lage des Indels ist deutlich an den Aminosauremotiven
1PWVG™® und ?'"MxxxxS?® festzumachen, die sowohl in der bakteriellen Tyrosinase als
auch in der Kartoffel-Catecholoxidase konserviert sind.

Das Phenylalanin, das in der Catecholoxidasestruktur den Zugang zum CuA-Zentrum
blockiert (schwarzer Pfeil im Sequenzalignment in Abbildung 26), ist nach diesem Alignment
strukturell aquivalent zu einem Glycin in der bakteriellen Tyrosinase. Es ist also davon
auszugehen, daf} das CuA-Zentrum in der Tyrosinase offenliegt und vom Lésungsmittel her
fur potentielle Substratmolekule frei zuganglich ist.
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* 20 * 40 *
ibCO : AP|QAPE|SKCVVPPADLPPGAVVDNCCPPVASNIVDYKLPAVTT KVRPAA : 52
Tyr-Sabl ———————————— - RKNQ : 7
100
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160 * 180 200

ibCO o LigeIIENDSITSEIL YIRSNRNOSHLPEVVVDLE YNGA TDQQRITDNLALMY 204
Tyr-Sab: ARNEEGGIIGRER-BG---8VMDGgFAASAENWP I VIDGRTFERRABGAGY : 147

* 220 260
ibCO - KO VPNRGTAEEFLGKAMRAGDINES - - - —————— PGAEGISIETSP[gl IHRWV - 247
Tyr—-Sab: SEEPHRAEVDS)/LAMATMDM--INGWNSGSDGFRNHLEEGWRGVNL]g] RVIAY - 197
R A 280 2200 *
ibCO : DPRNTNNE GNFY SN e QLARDYTDSD|IENA - 299
Tyr-Sab: gG-—-—----- ATGV W - —-—[RRHPSNPYARPG : 238
320 340

ibCO : TFLFYDEN QAVK GDSLD QK WWGYKYAK L —————————— : 336
Tyr-Sab: --—----- CTPNVIYD[E-———- WKPWNDT DHTRHYTFDV 273

Abbildung 26: Sequenzalignment der Kartoffel-Catecholoxidase und bakterieller Tyrosinase.
Abkirzungen: Kartoffel-Catecholoxidase (ibCO, Struktur 1bt1), bakterielle Tyrosinase (Streptomyces antibioticus,
Tyr-Sab). Schwarzer Pfeil (A ): Phenylalanin 261 / Glycin 204, weil3er Pfeil ( A ): in Tyrosinasen konserviertes
Methionin und Serin, Rechteck: Schleifenregion ,uber* dem AZ.
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5.2.2.4. Erkenntnisse aus dem Homologiemodell

Konsequenterweise zeigen die Modelle der Tyrosinase genau ein solch offenes aktives
Zentrum, wie es durch das Alignment impliziert wird, siehe Abbildung 27. Sowohl das CuA-
als auch das CuB-Zentrum scheinen dem Lésemittel frei zuganglich zu sein.

Abbildung 27: Homologiemodell der Streptomyces antibioticus Tyrosinase.
Blau: kupfertragende Histidine, rot: Kupferionen, orange: Glycin 204, griin: Asparagin 190 (Modell von Thorsten
Schweikardt, Abbildung von Uwe Salzbrunn, aus (Claus und Decker 2006))

Da die Schleife oberhalb des aktiven Zentrums in der Tyrosinase weniger Aminosauren
enthalt als die Schleife in der Catecholoxidase, kann man vermuten, daf® die Schleife
weniger weit ins aktive Zentrum hineinragt. Die sterische Blockade des CuA fir Substrate
wurde aufgrund dieser Tatsache noch geringer ausfallen.

Vergleicht man dagegen die restlichen Aminosauren des aktiven Zentrums, so gibt es eine
sehr groBe Ahnlichkeit zwischen der Catecholoxidase und der Tyrosinase. Der
hauptsachliche Unterschied scheint also die unterschiedliche Zuganglichkeit des aktiven
Zentrums zu sein. Dies stltzt die von unserer Arbeitsgruppe entwickelte Theorie, dall die
fehlende Tyrosinhydroxylase-Aktivitdt der Catecholoxidase hauptsachlich auf die mangelnde
Zuganglichkeit des CuA-Zentrums zuruckzufuhren ist (Decker et al. 2000; Decker und
Tuczek 2000).

Basierend auf diesem Modell lasst sich auch der Effekt schon bekannter albinismus-
auslosender Mutationen erklaren. Jackman und Lerch mutierten 1991 die Tyrosinase von
Streptomyces glaucescens, um die Aminosauren zu identifizieren, die flr die Katalyse
wichtig sind. Sie konnten neben den kupfertragenden Histidinen auch das Asparagin 190 als
fir die Katalyse wichtig identifizieren (Jackman et al. 1991). Sie postulierten auf Grundlage
eines Vergleiches mit der einzigen bekannten Ro&ntgenstruktur eines Hamocyanins
(Panulirus interruptus), daf® das Asparagin 190 in der Tyrosinase Teil eines Wasserstoff-
briickennetzwerks ist, das die kupfertragenden Histidine stabilisiert, und somit in der
Tyrosinase fur die Katalyse wichtig ist. Schon die Mutation des Asparagins in ein Glutamin —
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was einer effektiven Verlangerung der Seitenkette um eine Methylengruppe entspricht —
fuhrte zu einer 2000 fachen Verringerung der enzymatischen Aktivitdt der Tyrosinase und
schlussendlich zum Verlust eines Kupferions.

Also ist die Funktion des Asparagins offensichtlich von der eingeschrankten Mobilitadt der
Seitenkette abhangig. Da im Panulirus-Hadmocyanin die homologe Aminosdure N345 mit
dem Ogd-Atom eine Wasserstoffbriicke zum N& des HB1 (H344) herstellt (Abbildung 28), ist
diese Interpretation plausibel — eine Verlangerung der Seitenkette wirde die Flexibilitat des
06-Atoms erhéhen und so die Koordination des kupferbindenden Histidins erschweren.

GLU 329 ASN 345

Abbildung 28: Stabilisation des His344 im aktiven Zentrum des Langusten-Hamocyanins durch Asn345
Es wird eine Wasserstoffbriicke zwischen Asn34506 und His344N5 gebildet. Blaue Kugeln: Kupferionen, links
CuA, rechts CuB. Rot: His198, griin: His344, tirkis: Asn345. magenta: Glu329. Schwarz gestrichelt:
Wasserstoffbriicken. (Réntgenstruktur 1hcy)

Das von mir erstellte Homologiemodell der Tyrosinase zeigt diese Wasserstoffbriicke nicht,
obwohl das Asparagin vorhanden war. Der Grund hierfur ist, dafd an derselben topologischen
Stelle, an der sich im Hamocyanin der Languste und in der bakteriellen Tyrosinase ein
Asparagin befindet, die Kartoffel-Catecholoxidase ein Isoleucin aufweist (siehe Abbildung 29
und Sequenzalignment Abbildung 26). Dieses kann aufgrund seiner unpolaren Seitenkette
naturlich nicht zur Stabilisierung des Histidins beitragen, und ohne die Wasserstoffbriicke ist
die Orientierung der Seitenkette hin zum aktiven Zentrum nicht notwendig. Dies wirkt sich
direkt auf die modellierte Struktur aus — die Seitenkette des Asparagins zeigt im Homologie-
modell vom aktiven Zentrum der Tyrosinase weg.

Dieses Ergebnis I&sst sich auf das Funktionsprinzip von MODELLER zurlckfuhren. Zwar ist
die angewendete Methode der Homologiemodellierung sehr erfolgreich, wenn es darum
geht, die Struktur des Modells weg von der Vorlage hin zur realen Struktur zu flihren (siehe
Diplomarbeit Thorsten Schweikardt, 2001), aber die Methode setzt der Effektivitat natirliche
Grenzen. Weder MODELLER noch ein anderes Programm, das Homologie-Modellierung
einsetzt, ist in der Lage, neuartige Konformationen vorherzusagen, wenn die Sequenz-
identitat zwischen Vorlage und Zielprotein sehr hoch ist, wie in diesem Fall im aktiven
Zentrum. Es wurde angenommen, dall in der realen Struktur der Tyrosinase die
Wasserstoffbriicke zustande kommen wiirde.
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Die Ergebnisse der Modellierung wurden dahingehend interpretiert, da} die Struktur der
Catecholoxidase zumindest an einigen Stellen nahe des aktiven Zentrums von der Struktur
der Tyrosinase abweicht und somit nicht in allen Bereichen gleich gut als Vorlagenstruktur
geeignet ist.

Das Homologie-Modell und die daraus gewonnen Riickschlisse Uber die Zuganglichkeit des
aktiven Zentrums wurden zwei Jahre spater im Januar 2006, veroffentlicht (Claus und
Decker 2006).

Es bleibt zu klaren, wie die Stabilisierung des HB1 in der Catecholoxidase funktioniert, wenn
es kein zum Asn190 homologes Asparagin gibt. Hier wird die Stabilisierung des His240
durch das im Rickgrat befindliche Sauerstoffatom des Glutamat 236 (bernommen. Dieses
bildet in gleicher Weise wie das O3-Atom des Asparagins eine Wasserstoffbriicke mit dem
NS des HB1 (H240). Im Hamocyanin der Languste ist dieses Sauerstoffatom 3,3 A vom
Histidin entfernt — zu weit, um eine Wasserstoffbriicke zu bilden.

Abbildung 29: Stabilisation des His240 im aktiven Zentrum der Kartoffel-Catecholoxidase durch Glu236
Es wird eine Wasserstoffbriicke zwischen Glu2360 und dem His240N3 gebildet. Blaue Kugeln: Kupferionen, links
CuA, rechts CuB. Rote Kugel: Sauerstoff. Rot: His109 (der Stern zeigt die Position der nicht gezeigten
Thioetherbriicke), griin: His240, grau: lle241, magenta: Glu236. Schwarz gestrichelt: Wasserstoffbriicken.
(Rontgenstruktur 1bt1)
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5.2.3. Vergleich des Homologiemodells mit der Rontgenstruktur

Im Februar 2006, kurz nach Veréffentlichung des Homologiemodells der Streptomyces anti-
bioticus Tyrosinase, wurde die Struktur der Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase
von einer japanischen Arbeitsgruppe um Dr. Matoba und Prof. Sugiyama geldst.

Somit war es moglich, das Homologiemodell aus dem Jahre 2004 mit der realen Struktur des
Proteins zu vergleichen. Die Proteine weisen eine Sequenzidentitdt von 82% auf (siehe
Lokalisation der nicht-identischen Aminosauren in Abbildung 30), so dal® die strukturellen
Unterschiede der beiden Proteine minimal sein sollten.

Abbildung 30: Farbcodierte Ansicht der S. castaneoglobisporus Tyrosinasen-Rontgenstruktur.

Weil: Aminosauren, die in S. castaneoglobisporus Tyrosinase und S. antibioticus Tyrosinase identisch sind.
Blau: Nicht-identische Aminosauren; rot: Kupferionen, gelb: Bindungsebene. Keine der ersetzten Aminosauren
befindet sich im aktiven Zentrum, auf das sich die Analyse konzentrierte. Stereodarstellung, Parallelsicht.

Das Modell der S. antibioticus Tyrosinase und die Rontgenstruktur der S. castaneoglobi-
sporus Tyrosinase (PDB-Datenbank-Code: 2ahk) weisen eine mittlere quadratische
Abweichung von nur 0,87 A (iber die Ca-Atome auf (RMSD, root mean square deviation,
ermittelt mit der Funktion Align von YASARA TWINSET 6). Vergleicht man die Kartoffel-
Catecholoxidase und die S. castaneoglobisporus Tyrosinase, so ergibt sich eine mittlere
quadratische Abweichung von 1,0 A. Dies bedeutet, daRk die modellierte Struktur eine
gréRere Ubereinstimmung mit der Roéntgenstruktur zeigt als die Vorlagenstruktur — ein
Merkmal einer erfolgreichen Strukturvorhersage.

Uberlagert man die drei Molekiile (Tyrosinase-Modell, Tyrosinase-Réntgenstruktur sowie die
Kartoffel-Catecholoxidase) strukturell, zeigen die Histidine im aktiven Zentrum nur minimale
Abweichungen. Die groRte Abweichung von 1,1 A ist am Ne von His54 festzustellen
(zwischen dem Homologiemodell und der R&ntgenstruktur der Tyrosinase). Diese
Abweichung ist vermutlich der Thioetherbriicke geschuldet, die im Vorlagenprotein, der
Catecholoxidase, vorhanden ist, aber in keiner der bakteriellen Tyrosinasen.
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Abbildung 31: Vergleich der Rontgenstrukturen der bakteriellen Tyrosinase, der Kartoffel-
Catecholoxidase und dem Modell der bakteriellen Tyrosinase.

Oberer Teil: Blau: Rontgenstruktur S. castaneoglobisporus Tyrosinase, rot: Homologiemodell der S. antibioticus
Tyrosinase, grin: Rontgenstruktur der Kartoffel-Catecholoxidase.

Unterer Teil: Strukturelle Uberlagerung aller drei Strukturen. Alle Molekiile sind als Bandermodell gezeigt, die
Kupferionen im aktiven Zentrum als Kugeln. Es wird deutlich, daB die starkste strukturelle Ubereinstimmung in
der Nahe des aktiven Zentrums liegt, also im Bereich des Vier-Alphahelix-Blindels. Die Peripherie ist weniger gut
konserviert, Beispiel hierflr ist die markierte Helix, die in Realitat viel kiirzer ist als im Tyrosinase-Modell (Pfeil).

Abbildung 32: Zugénglichkeit des aktiven Zentrums in Tyrosinase und Catecholoxidase

Ansicht des aktiven Zentrums der sTyr (links) und der Catecholoxidase (ibCO) (rechts).

Potentielle Substratbindungsstellen werden in der Tyrosinase durch das Tyr 98 und ein simuliertes Catechol
visualisiert. Das Catechol hat dieselbe Orientierung wie der Phenylring des Inhibitors Phenylthioharnstoff (PTU) in
der Rontgenstruktur der Catecholoxidase (1bug). Blau: Kupfer, rot: Sauerstoff, griin: Histidine, gelb: Cystein,
orange: Substrate (Tyrosin / Catechol), turkis: behindernde Aminosauren. In der Catecholoxidase kann das

Substrat CuA nicht erreichen, weil ein Phenylalanin den Zugang erschwert (Grafik aus Decker, Schweikardt,
Tuczek 2006).
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Die Schleife, die in Abbildung 32 oberhalb des aktiven Zentrums liegt, tragt in der
Catecholoxidase das Phenylalanin, welches den Zugang zu CuA blockiert. In Abbildung 32
ist zu erkennen, dall die auf dem Homologiemodell basierte Vorhersage korrekt war: das
CuA ist viel freier zuganglich und die Schleife kleiner als in der Catecholoxidase. Es konnte
also sein, dal® die Zuganglichkeit des aktiven Zentrums die Reaktionsspezifitat der
Tyrosinasen und Catecholoxidasen bestimmt. Dies wurde durch die Analyse der
Roéntgenstruktur belegt.

Im letzten Kapitel wurde die Rolle des konservierten Glutamins und Asparagins im aktiven
Zentrum diskutiert. Wie Abbildung 33 zeigt, kdnnen im aktiven Zentrum der bakteriellen
Tyrosinase sowohl das Glutamat als auch das Asparagin zur Stabilisierung des HB1
beitragen, was dem Stabilisierungsmechanismus der Catecholoxidase respektive dem
Hamocyanin entspricht, siehe Abbildung 28 und Abbildung 29.

Die Rontgenstruktur starkt die Interpretation der Wichtigkeit des Glutamats — es dient als
Bindeglied zwischen dem CuA- und CuB-Kupferzentrum. Dabei bindet es nicht nur iber eine
Wasserstoffbriicke das Stickstoffatom im Rickgrat des Arg55, sondern auch Uber eine
zweite Wasserstoffbriicke das Tryptophan 184Ne. Dies hat zur Folge, dal} die aromatische
Seitenkette des Tryptophans der positiv geladenen Seitenkette des Arginins nahe genug
kommt, um eine Kation-nt-Wechselwirkung einzugehen — die beiden Aminosauren sind im
van-der-Waals-Kontakt.

Eine solche Stabilisierung ist nicht ungewoéhnlich (25% aller bekannten Proteine in der PDB
zeigen solche Bindungen) und wurde in der Catecholoxidase schon beobachtet, zwischen
Arg 281 und Trp 119, die in vielen Tyrosinasen konserviert sind (Garcia-Borron und Solano
2002). Interessanterweise dient diese Wechselwirkung in der Catecholoxidase dem gleichen
Zweck wie hier in der Tyrosinase — namlich der Stabilisierung des aktiven Zentrums durch
die Verknupfung von Helices aus CuA und CuB.

Abbildung 33: Rolle von Glutamat und Asparagin im aktiven Zentrum von Holo- und Apo-Tyrosinase
Links Holo-Tyrosinase, 1wx4, rechts: Apo-Tyrosinase, 1wx5.
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5.2.4. Analyse der Rontgenstruktur der bakteriellen Tyrosinase

Ein Vergleich der Geometrie der aktiven Zentren von Mollusken-Hamocyaninen, Arthropo-
den-Hamocyaninen, Kartoffel-Catecholoxidase und bakterieller Tyrosinase zeigt, dal alle
Proteine grolRe Gemeinsamkeiten aufweisen. Alle genannten Proteine haben ein Typ-3-
Kupferzentrum, in dem zwei Kupferionen von jeweils drei Histidinen koordiniert werden
(siehe Abbildung 34 und Abbildung 35). Trotz der Tatsache, dal} diese Proteine unterein-
ander z.T. nur eine sehr geringe Sequenzidentitdt aufweisen — hier sind besonders die
Hamocyanine der Arthropoden und Mollusken zu nennen — ist die Ahnlichkeit der aktiven
Zentren bemerkenswert.

Die Frage, wie es bei einem so ahnlichem Aufbau des aktiven Zentrums zu so
unterschiedlicher Funktion kommt, soll im Folgenden geklart werden.

b)
Q. o
d)

Abbildung 34: Umgebung der aktiven Zentren von Hamocyaninen, Catecholoxidase und Tyrosinase

a) Mollusken-Hamocyanin (Octopus dofleini, Funktionelle Einheit g, PDB-code: 1js8, grin)

b) Arthropoden-Hamocyanin (Limulus polyphemus, Untereinheit 2, 1lla, rot)

c¢) Pflanzen-Catecholoxidase (Ipomoea batatas, 1bt1, blau)

d) bakterielle Tyrosinase (Streptomyces castaneoglobisporus, 1wx4, orange).

Die kupfertragenden Histidine entspringen aus Helices und Schleifenregionen im aktiven Zentrum (grau).

Das Cystein und die von ihm gebildete Thioetherbriicke in Catecholoxidase und Mollusken-Hamocyanin sind in
gelb dargestellt, der Cuz02-Komplex wird im Kalottenmodell gezeigt (aus Decker, Schweikardt, Tuczek 2006).
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Sauerstoff-
atome

Abbildung 35: Uberlagerung der aktiven Zentren von Hamocyaninen, Catecholoxidasen und Tyrosinase
Die strukturelle Uberlagerung der vier aktiven Zentren aus Abbildung 34 verdeutlicht den hohen Grad struktureller
Ubereinstimmung. Griin: Mollusken-H&dmocyanin, rot: Arthropoden-Hamocyanin, blau: Pflanzen-Catechol-
oxidase, orange: bakterielle Tyrosinase, gelb: Thioether-Briicke. Zur besseren Ubersicht sind die Atomradien
kleiner gewahlt als in Abbildung 34 (aus Decker, Schweikardt, Tuczek 2006).

5.2.4.1. Die Met-Form der Tyrosinase

Es ist bekannt, da} die Tyrosinase hauptsachlich im sogenannten Met-Zustand vorliegt.
(Riley 2000). Dies dient als Sicherheitsmechanismus vor einer unbeabsichtigten Aktivitat,
denn in diesem Zustand — Kupfer der Oxidationsstufe 2 und mit einem gebundenen
Sauerstoffatom, meist ein Hydroxylion — ist es der Tyrosinase nicht mdglich, Monophenole
zu hydroxylieren (siehe Abbildung 8). Sie mufl3 zuerst ein Diphenol zu einem Chinon
oxidieren und im Zuge dieser Reaktion das aktive Zentrum in den deoxy-Zustand Uberfuhren.
Danach kann wieder ein Sauerstoff gebunden und ein Monophenol umgesetzt werden. Ein
kleiner Prozentsatz der Tyrosinase-Molekile liegt immer im oxy-Zustand vor, ist also in der
Lage, Monophenole in Diphenole umzusetzen und damit die katalytische Menge an
Kofaktoren zu bilden, die notwendig sind, um immer mehr Tyrosinase-Molekile zu aktivieren.
Die Zeit, die bendétigt wird, um genug katalytisch wirksames Diphenol zu produzieren, nennt
sich ,Lag-Phase®, weil in dieser Zeit die Gesamtumsatzrate flir Substrat sehr gering zu sein
scheint (Riley 2000). Wichtig fur die folgenden Analysen ist, dald nur die oxygenierte
Tyrosinase Monophenole umsetzen kann.

5.2.4.2. Zugang zu den Kupferzentren

In Abbildung 36 sind die Oberflachen der aktiven Zentren von Hamocyanin und Catechol-
oxidase, auf deren Grundlage die bis 2006 durchgefiihrten Analysen basierten, dargestellt —
die im oberen Teil gezeigte Tyrosinasestruktur stand erst im Februar 2006 zur Verfigung.

—-79-—



Weiterfiihrende Analysen im Bereich Tyrosinasen

Der Hauptunterschied zwischen den aktiven Zentren der Catecholoxidase und des
Hamocyanins ist das Phenylalanin, das den Zugang zum CuA-Zentrum blockierte. Die
Analyse von Sequenzalignments der Hamocyanine, Catecholoxidasen und Tyrosinasen
bestatigte, dall dieses Phenylalanin in den Catecholoxidasen vorhanden ist, aber in den
Tyrosinasen fehlt. Diese Korrelation flhrte zu der Hypothese, dal} die Catecholoxidase-
Aktivitat am immer gut zuganglichen CuB-Zentrum lokalisiert war und die Monophenol-
hydroxylase-Aktivitat am CuA, weil dieses nur in den Tyrosinasen gut zuganglich ist (Decker
et al. 2000; Decker und Tuczek 2000; Decker 2005).

Wenn diese Hypothese zutrifft, dann ist zu erwarten, dall das CuA-Zentrum in der neu
geldsten Rontgenstruktur frei zuganglich ist und der Zugang nicht durch ein Phenylalanin
behindert wird. Die Homologie-Modelle sowohl der Maus- als auch der bakteriellen
Tyrosinase, die beide auf Grundlage der Kartoffel-Catecholoxidase modelliert wurden,
sagten beide genau diese Struktur vorher, aber der abschliefende experimentelle Beweis
stand noch aus.

Die Rdntgenstrukturen der Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase unterstitzen nun
genau diese Hypothese. Zwar wird der Zugang zum aktiven Zentrum durch das Caddie-
protein verdeckt, aber nach der Dissoziation des binaren Komplexes aus Tyrosinase und
Caddieprotein — dies entspricht der Aktivierung in vivo — ist das CuA der bakteriellen Tyrosi-
nase frei zuganglich, siehe Abbildung 36A. Dieser Fakt wird in der Analyse der Rdntgen-
struktur von Matoba zwar erwahnt, aber anders interpretiert.

Matobas Analyse zeigte, dal® die Seitenkette des His54 in der Apoform 1wxc der Tyrosinase
(also ohne Kupfer im aktiven Zentrum, PDB-Code 1WXC) zwei distinkte Konformationen
einnehmen kann. Histidin 54 ist eines der drei Histidine, die CuA koordinieren. In einem Fall
hat die Seitenkette die gleiche Konformation wie in der kupfergebundenen Form der
Tyrosinase — der spateren Position des Kupferions zugewandt. Die zweite Konformation
zeigt das Histidin mit einer etwa 90° zur ersten Konformation rotierten Seitenkette, die nun in
Richtung des assoziierten Caddieproteins zeigt. Zusatzlich zeigt das His54 in allen Réntgen-
strukturen der Tyrosinase einen hoéheren B-Faktor (erhdhte Beweglichkeit) als die anderen
Histidine, auch in den kupfergebundenen Formen.
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Abbildung 36: Stereoansichten der aktiven Zentren von Tyrosinase, Himocyanin und Catecholoxidase
A. Tyrosinase (Streptomyces castaneoglobisporus)

B. Hamocyanin (Limulus polyphemus)

C. Catecholoxidase (Ipomoea batatas)

Potentielle Substratbindungsstellen werden in der Tyrosinase durch das Tyr98 des Caddieproteins, im
Hamocyanin durch das Phe49 der Domane 1 und in der Catecholoxidase durch ein den Phenylring des Inhibitors
PTU visualisiert. Die schwarz markierten Atome sollen die Lage der jeweiligen OH-Gruppen zeigen.
Farbcodierung: Blaue Kugeln: Kupfer, rote Kugeln: Sauerstoff, griin: Histidine, gelb: Cystein, orange: Substrate,
turkis: Aminosauren, die den Zugang zum CuA blockieren. (aus Decker, Schweikardt, Tuczek 2006)

In der Catecholoxidase wird das zum His54 homologe Histidin durch eine Thioetherbriicke
fixiert, in der Tyrosinase kann es sich frei bewegen. Matoba sieht in dieser erhdhten
Flexibilitdat des His54 den Grund fur die unterschiedliche Aktivitat von Catecholoxidase und
Tyrosinase. Er weist daher den Histidinen 54 und 216 die Rolle der axialen Liganden zu. Die
axialen Liganden sind die Bindungspartner, die das zu koordinierende Atom am schwéach-
sten binden. Aus der Lage des His54 an der apikalen Koodrinationsstelle des CuA folgt
logischerweise, dal® die Seitenkette des His54 die Substratbindung an CuA blockiert. Die
Seitenkette muf} sich, um die vorgeschlagene bidentate Bindung des Substrats an CuA und
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CuB zu ermdéglichen, Matobas Meinung nach vom Kupfer I16sen und zur Seite schwingen
(vgl. Abbildung 37).

H54-N 2
PL0s, N-H190 Q O

§ ) e, OH BN BV oo
e E‘l_l[(]i]| rt';'(”)"'"'?\--H|9‘l f ’.“,- --_‘_"‘;:’ .‘-'_I
H38-N~ ‘.‘.,- -.-._'_(_l_‘___.-"g ‘-.'.'?i}(“)l) (—u.('”) ...... _—
H63-N A H3sN-"F = | o

H63-N N-H216

H,O
0,

H54-N 5 f 2 Q
e ! HS4-NH' O O 90
_,‘-C‘I_J[I) (:u.(ll ...... N-H194 . . el

H38-N"" ¢ Cu(In ffil‘f“} ------ N-H194

T o e
HOSR e Nzt TS
3- N-H216

Abbildung 37: Von Matoba vorgeschlagener katalytischer Mechanismus der bakteriellen Tyrosinase
Grafik aus (Matoba et al. 2006)

Wahrend die experimentellen Befunde beeindruckend sind, gibt es einige Griinde, die gegen
die beschriebene Interpretation sprechen. Die folgende Analyse der Réntgenstrukturen
widerspricht beiden aufgestellten Hypothesen. Weder scheint das bewegliche His54 fir die
Tyrosinase-Aktivitat notwendig zu sein, noch unterstitzen sie die Festlegung des His54 als
axialer Bindungspartner des CuA-Zentrums.

5.2.4.3. Bindungslangen im aktiven Zentrum

Die Stickstoffatome der Histidine — im Fall des Typ-3-Kupferzentrums die Ne-Atome —
koordinieren die Kupferionen Uber sogenannte Komplexbindungen. Fir Komplexbindungen
gilt dieselbe Regel wie fiir andere Bindungen auch: je kirzer die Bindung ist, desto starker ist
sie. Daraus folgert, dal} eine kiirzere Bindung schwerer zu I6sen ist als eine lange Bindung
(Pauling 1960). Das bedeutet, dal} das His54 den gréfdten Abstand zum CuA aufweisen
musste, da es als einziges von CuA dissoziiert.

Nur die oxygenierten Formen der Tyrosinase sind in der Lage, Monophenole umzusetzen
(siehe Abbildung 8) — daher kann man die Met-Formen und die Deoxy-Formen des Enzyms
von dieser Analyse ausschlielRen.

Vergleicht man die Histidin-Kupfer-Abstande in den Rontgenstrukturen der Tyrosinase
(Tabelle 5), dann wird deutlich, daf® in keiner der oxygenierten Formen der Tyrosinase das
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His54 den groéften Abstand zum CuA hat. In der durch Zugabe von Dithiothreitol erzeugten
oxygenierten Form 1wx4 ist der Abstand des His63 sogar deutlich groRer als der des His54.
Dasselbe gilt fur den Abstand von His190 und CuB. Die grofdten Abstande zwischen Kupfer
und Histidin treten bei His63 und beim His216 auf. Daraus folgert, dal3 His54 nicht der am
schwachsten gebundene Koordinationspartner des CuA ist und sich daher nicht problemlos
wahrend der Katalyse vom Kupfer I6sen wird. AuRerdem wiirde die zugeflhrte Energie, die
notwendig ist, das His54 vom CuA zu lésen, auch das weniger stark gebundene His63 zur
Dissoziation anregen.

Es entspricht Ubrigens der Konvention in der Chemie, da® die Bezeichnung ,axial“ dem
Liganden mit der grofdten Distanz zum Zentralatom zugewiesen wird. Auch hier ist aus
Tabelle 5 nicht ersichtlich, wieso dem His54 diese Rolle zugewiesen wird.

Tabelle 5: Abstédnde aller His-Ne-Atome zu den von ihnen koordinierten Kupferionen CuA oder CuB

in den von Matoba et al. 2006 gelosten Rontgenstrukturen der bakteriellen Tyrosinase.

1. Spalte: Datenbank-Code der Rontgenstruktur, 2. Spalte: Zustand des aktiven Zentrums, 3. Spalte: Auflésung
der Réntgenstruktur, 4. Spalte: B-Faktor. Danach folgen die Absténde, angegeben in (A), der jeweils groRte
Messwert ist hervorgehoben. Die Apoformen der Tyrosinase enthalten kein Kupfer, dementsprechend sind keine
Abstande messbar. Einheiten in (A), soweit nicht anders angegeben.

CuA CuB
DB | Lustanddes f Auf- g B'fzzc)t“ His 38 His 54 His 63| | His 190 His 194 His 216
1wxc | APO 1.2 12.3 - - - - - -
1wx2 | oxy 1.8 25.3 2139 2199 2.206 2091 2074 2146
1wx3 | MET 1 1.3 135 2007 2202 2.139 2051 2091 2139
1wxd | oxy 15 12.9 2084 2158 2.375 2058 2089 2176
1wx5 | APO 20 15.8 - - - - - -
2ahk | MET 2 1.7 24.3 2006 2260 2.438 2049 2160 2191
2ahl | DEOXY 16 15.4 2107 2194 2.046 2109 2090 2124

Die Schlussfolgerung der gezeigten Analysen ist, dal® vom stereochemischen Standpunkt
aus die Histidine 63 und 216 als axiale Liganden des CuA bzw. CuB gesehen werden
sollten.

5.2.4.4. Geometrie des aktiven Zentrums

In Abbildung 5 wurde auf die Bindungsebene im aktiven Zentrum der Typ-3-Kupferproteine
hingewiesen; sie beinhaltet im sauerstoffgebundenen Zustand die Stickstoffatome der
koordinierenden Histidine, die Kupferionen und die Atome des Sauerstoffmoleklils.

Eine mdgliche ,Ebene” kann man folgendermaflen definieren: wenn man zwei beliebige
Punkte einer gegebenen Ebene miteinander verbindet, dann sollte diese Linie vollstandig in
der Ebene liegen. Das ist natlrlich eine sehr mathematische Definition, die in der Natur
niemals zu 100% eingehalten wird, besonders nicht in einem so flexiblen System wie einem
Protein.

Aber wenn es mehrere Moglichkeiten gibt, eine Ebene zu definieren, sollte aus energe-
tischen Uberlegungen die Definition gewahlt werden, die die durchschnittliche Abweichung
aller potentiell in der Ebene liegenden Atome zur tatsachlichen Ebene minimiert.
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Matoba definiert in Abbildung 37 die Aminosauren His54 und His216 als axiale Liganden (fiir
die Met-Formen | und Il die Aminosauren His54 und His190). Die sich daraus ergebende
Bindungsebene im aktiven Zentrum der Tyrosinase ist in Abbildung 38 gezeigt. Man erkennt,
dall die Ebene, die von den Ne-Atomen der His 38, 63, 190 und 194 aufgespannte Ebene
weder die Kupfer- noch die Sauerstoff-Atome miteinschliet. (Man kann die Ebene auch
zwischen den Ne-Atomen und den Sauerstoffatomen aufspannen und kdme zu einem
ahnlichen Ergebnis.)

HIS 54
HIS 38

HIS 194
i.
HS 54 | @@ e HIS 190
HIS 190
HIS 63 HIS 216 HIS 63
HIS 216

Abbildung 38: Von Matoba vorgeschlagene Bindungsebene im aktiven Zentrum der Tyrosinase
Ebene entsprechend Abbildung 37, mit His54 und His216 als axiale Liganden. Links: Aufsicht auf die Ebene,
rechts: um 90° gedrehte Ansicht der Ebene, um die auf3erhalb der Ebene liegenden Atome zu zeigen.

Rote Histidine koordinieren CuA, griine Histidine koordinieren CuB. Blaue Kugeln: Kupfer, rote Kugeln:
Sauerstoffe. Gelbe Linien: Bindungsebene.

Offensichtlich wurde hier versucht, die Konformation des aktiven Zentrums der Hdmocyanine
in Abbildung 5 nachzuempfinden, in der eines der axialen Histidine oberhalb, und eines
unterhalb der Bindungsebene liegt.

Der auf dieser suboptimalen Definition der Bindungsebene aufbauende Reaktions-
mechanismus ist folgender: zuerst bindet das Substrat monodentat — also mit einer Hydroxyl-
Gruppe — an CuB, danach im Laufe der Reaktion mit je einer Hydroxyl-Gruppe an CuA und
CuB. Da in Matobas Modell das His54 die axiale Bindungsstelle des CuA blockiert, muf} es
sich von CuA l6sen, um Platz fir das Substrat zu machen.

Die bidentate Bindung ist ein mogliches Reaktionsmodell — es wird hier zwar nicht favorisiert,
last sich aber problemlos mit den Strukturdaten in Ubereinstimmung bringen. Allerdings muR
daflir nicht das His54 vom CuA abdissoziieren — wenn man die Bindungsebene korrekt
definiert.

Benutzt man die in Abbildung 39 dargestellte alternative Bindungsebene, die His63 als
axialen Bindungspartner des CuA definiert, dann kdnnen mehrere Probleme auf einmal
gelost werden. Es liegen mehr Atome innerhalb der Ebene, und die axiale Bindestelle des
CuA ist unbesetzt. Sie kann direkt von der Hydroxylgruppe des Substrats eingenommen
werden ohne die Notwendigkeit, die Bindung des Histidins zum Kupfer wahrend der
enzymatischen Reaktion zu l6sen.
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HIS 194

HIS 190

Abbildung 39: Alternative Bindungsebene in der Tyrosinase mit His63 und His216 als axiale Liganden
Rote Histidine koordinieren CuA, griine Histidine koordinieren CuB.

Blaue Kugeln: Kupfer, rote Kugeln: Sauerstoffe. Gelbe Linien: Bindungsebene, orange: Tyr98 des
Caddieproteins, Stern: axiale Koordinationsstelle des CuA. (aus Decker, Schweikardt, Tuczek 2006)

5.2.4.5. Beweglichkeit des His54 in den Rontgenstrukturen der
Tyrosinase

Interessanterweise findet man die zweite diskrete Konformation des His54 — also die von der
normalen Position nach oben rotierte Version der Seitenkette — ausschlieBlich in einer der
beiden Apoformen der Tyrosinase, die kein Kupfer enthalt. Das heil’t, die einzige
Rontgenstruktur, in der diese zweite Konformation vorliegt, ist in jedem Fall enzymatisch
inaktiv. Diese Bewegung kann also logisch betrachtet nicht Teil des Reaktionsmechanismus
sein.

In allen anderen Roéntgenstrukturen, die Kupfer enthalten (1wx2, 1wx3, 1wx4, 2ahk, 2ahl),
hat das His54 zwar einen héheren B-Faktor als die anderen Histidine (siehe Tabelle 1), aber
dies bedeutet nur eine hodhere Unsicherheit Uber die genauen Koordinaten, die die
Seitenkette einnimmt. Dies lasst auf eine hdhere Beweglichkeit schlieRen, aber nicht
zwingend auf die Existenz zweier diskreter Konformationen des His54.

Die nachfolgende Tabelle soll veranschaulichen, wie man die B-Faktoren der Histidine im
aktiven Zentrum interpretieren kann. Vor der Analyse sollte zunachst darauf hingewiesen
werden, dall nicht nur His54 in verschiedenen Konformationen vorliegt, sondern auch das
Isoleucin 42, mit dem His54 in direktem Kontakt steht. Es ergeben sich zwei Zustande des
aktiven Zentrums, die als ,offen und ,geschlossen” bezeichnet werden. Diese Konforma-
tionszustande sind in Abbildung 40 gezeigt.
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Die ,geschlossene” Konformation (oberer Teil der Abbildung 40) entspricht der Konformation,
wie sie in der Holo-Tyrosinase (funktionsfahige Tyrosinase mit Kupfer) vorkommt — die
Seitenkette des His54 ist dem aktiven Zentrum zugewandt, und die Seitenkette des lle42
liegt wie ein Riegel Uber der Seitenkette des His54. In der ,offenen“ Konformation hingegen
zeigt die Seitenkette des lle42 vom aktiven Zentrum weg, so daR das His54 die
Konformation einnehmen kann, die man in Abbildung 40 unten sieht. Seine Seitenkette ist
vom aktiven Zentrum ab- und dem Caddieprotein zugewandt.

Tabelle 6 a) zeigt, dal’ die geschlossene Konformation (,B“ — durchschnittlicher B-Faktor von
15,1) weitaus instabiler ist als die offene (,A“ — durchschnittlicher B-Faktor von 9,6). Grund
fur diese um 57% erhohte Mobilitat ist vermutlich, dal® in der Apo-Tyrosinase der
Bindungspartner des His54 — das Kupfer — fehlt. Weiterhin wechselwirkt His54 mit dem
His97 des Caddieproteins.

Tabelle 6 b) macht deutlich, dall das His54 in allen Réntgenstrukturen einen hoéheren
B-Faktor hat als die anderen Histidine im aktiven Zentrum. Tabelle 6 d) beziffert diesen
Unterschied der B-Faktoren bei der oxygenierten Tyrosinase auf 45-50%. Grund ist
héchstwahrscheinlich, dald His54 die einzige Aminosaure im aktiven Zentrum ist, die nicht in
einer Helix verankert ist. Schleifen haben grundsatzlich eine héhere Beweglichkeit, die sich
hier auf das His54 auswirkt.

Das ist auch der Grund fur die im Durchschnitt hdhere Beweglichkeit der CuA-Histidine — in
der oxygenierten Tyrosinase haben diese um ca. 30% hdhere B-Faktoren, siehe Tabelle 6c).

Die dargelegten Betrachtungen zeigen, dal die Beweglichkeit des His54 fur die Katalyse
vermutlich nicht notwendig ist. Die kann man aus der Tabelle 6 a) und deren Auswertung
Tabelle 6 e) schlieRen: Der B-Faktor des His54 ist nur etwa 20% hoher als der B-Faktor-
Mittelwert der Histidine 38 und 63 — ohne daf} eine zweite diskrete Konformation des His54
wie in der Apo-Tyrosinase (Struktur 1wxc) nachzuweisen ware.

Alle Rontgenstrukturen zeigen die Tyrosinase im bindren Komplex mit dem Caddieprotein.
Es ist natirlich schwierig vorherzusagen, welches Mafy an Beweglichkeit im aktiven Zentrum
des nativen Enzyms herrscht, wenn es vom Caddieprotein abdissoziiert ist.
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Tabelle 6: Zusammenstellung der B-Faktoren aller Rontgenstrukturen der bakteriellen Tyrosinase
Schwarze Schrift: Apo-Tyrosinase, rote Schrift: oxygenierte Holo-Tyrosinase, griine Schrift: Met-Holo-Tyrosinase,
blaue Schrift: deoxygenierte Holo-Tyrosinase

a) His 54 (1wxc): B-Faktoren der alternativen Konformationen (Az)

Atom Konform. A Konform. B

CB 11,1 12,7

CG 10,2 13,8

ND1 7,3 16,2

CD2 9,9 14,8

CE1 7,9 16

NE2 11,1 16,9
Mittelwert 9,6 15,1

"offen" "geschlossen"”

Konformation

b) Durchschnittlicher B-Faktor aller Histidine im aktiven Zentrum der S.castaneoglobisporus Tyrosinase

Durchschnittlicher B-Faktor (Az)
His 1wxc 1wx2 1wx3 1wx4 1wx5 2ahk 2ahl
38 9,3 254 13,0 12,0 21,9 17,6 15,0
54 9,6/151 28,3 18,0 14,0 18,5 22,0 15,8
63 6,4 18,5 8,4 8,5 8,2 15,9 10,5
190 7,9 20,4 9,0 8,6 10,5 17,9 11,0
194 8,0 16,9 9,2 9,7 11,9 17,0 12,1
216 11,0 16,4 7,9 7,9 11,1 16,1 10,0

c) Vergleich der B-Faktoren aller Histidine von CuA mit den B-Faktoren aller Histidine aus CuB

MW His CuA| 8,4/10,3 24,1 13,1 11,5 16,2 18,5 13,8
MW His CuB 9,0 17,9 8,7 8,7 11,2 17,0 11,0
Differenz (%)| -6/15 34 51 32 45 9 25

d) Vergleich der B-Faktoren des His54 mit den B-Faktoren aller anderen Histidine im aktiven Zentrum

MW nicht-His54 8,5 19,5 9,5 9,3 12,7 16,9 1,7
His54| 9,6/15,1 28,3 18,0 14,0 18,5 22,0 15,8
Differenz (%) 13/77 45 89 50 45 30 35

e) Vergleich der B-Faktoren des His54 mit den B-Faktoren der beiden anderen Histidine in CuA

MW His CuA| 8,4/10,3 241 13,1 11,5 16,2 18,5 13,8
His54| 9,6/15,1 28,3 18,0 14,0 18,5 22,0 15,8
Differenz (%) 9/47 18 37 22 14 19 15
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geschlossene
Konformation

offene
Konformation

Abbildung 40: Konformationen der Aminoséauren His54 und lle42 im aktiven Zentrum der Apo-Tyrosinase
Struktur der Apo-Tyrosinase (1wxc). Rot: Histidine, die im Holoenzym CuA binden, griin: Histidine, die im
Holoenzym CuB binden. Turkis: lle42. Stereoabbildungen, Parallelblick.

5.2.4.6. Die Rolle des His54 beim Kupferimport ins aktive Zentrum

Eine naheliegende Bedeutung fir die Beweglichkeit des His54 ist der Kupferimport,
moduliert durch das Caddieprotein. Dafir spricht, dal die zweite diskrete Konformation des
His54 ausschliellich in der Apo-Tyrosinase zu finden ist und durch das Caddieprotein
stabilisiert zu werden scheint. Es ist in diesem Zusammenhang hochst interessant, daly
ausgerechnet die offene Konformation, in der das His54 mit dem Caddieprotein
wechselwirkt, stabiler ist als die geschlossene Konformation, die in den kupferbeladenen
Formen der Tyrosinase bevorzugt eingenommen wird (vgl. B-Faktoren Tabelle 6a).

Der binare Komplex aus Caddieprotein (melC1) und Tyrosinase (melC2) wurde zuerst in
einer kupferfreien Umgebung kristallisiert und danach mit Kupfersulfat-Lésung inkubiert
(siehe Kapitel 5.1). Erst dies fuhrte zum Einbau der Kupferionen in die rekombinant
hergestellte Tyrosinase. In der Rdntgenstruktur 1wx2 — eine der beiden oxygenierten
Tyrosinasestrukturen — sind neben den zwei Kupferionen im aktiven Zentrum zwei weitere
Kupferionen aufRerhalb des aktiven Zentrums zu finden (griine Kugeln in Abbildung 41).
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CuC
' R HIS 97

Apo-Form 1wxc, blue
Oxy-Form 1wxZ2, green
Met-Form 2ahk, red

Abbildung 41: Kupferionen und flexible Aminoséauren in der bakteriellen Tyrosinase und im Caddieprotein
Blaue Aminosauren aus der Rontgenstruktur der Apo-Tyrosinase (1wxc), griine Aminosauren aus der oxygenier-
ten Tyrosinase (1wx2), rote Aminosauren aus der Met-Tyrosinase (2ahk). Auch in der Met-Tyrosinase ist Kupfer
im aktiven Zentrum enthalten, dies wurde zur besseren Ubersicht nicht gezeigt. Die Abbildung zeigt die Kontakt-
region zwischen Tyrosinase und Caddieprotein - die Aminosauren His82, Met84 und His97 sind dem Caddie-
protein zuzuordnen.

Diese zwei zusatzlichen Kupferbindestellen befinden sich im Caddieprotein, am Interface zur
Tyrosinase. Betrachtet man die Orientierung und Konformation der kupferligandierenden
Aminosauren (His82Ng, Met84Sd und His97Ne des Caddieproteins sowie [1e420 der Tyrosi-
nase als axialer, schwach gebundener Ligand), dann liegt die Vermutung nahe, dal} man
hier die einzelnen Phasen des Kupferimports in die Tyrosinase nachverfolgen kann.

Uber das Caddieprotein und seine Rolle beim Kupfereinbau in die Tyrosinase wird seit
langem in verschiedenen Publikationen berichtet. Leu zeigte 1992, daR melC1, das
Caddieprotein, fiur die Sekretion der Tyrosinase notwendig ist (Leu et al. 1992). Er und sein
Kollege Chen bewiesen 1993 die Bedeutung bestimmter Aminosduren des melC1 fir den
Kupfereinbau in die Tyrosinase (Chen, L. Y. et al. 1992; Chen, L. Y. et al. 1993). Dabei
handelte es sich um His102 und His117 im Streptomyces antibioticus-melC1, die homolog zu
den erwahnten Aminosauren His82 und 97 in Streptomyces castaneoglobisporus-melC1
sind.

Liaw und Lee fanden 1995, dal3 die beiden genannten Histidine unterschiedliche Rollen bei
der Sekretion und der Aktivierung der Tyrosinase spielen. Fir die Bildung des binaren
Komplexes aus Tyrosinase und melC1 spielten sie keinerlei Rolle, obwohl sie beide am
Interface des Komplexes liegen und mit der Tyrosinase wechselwirken (Liaw und Lee 1995;
Tsai und Lee 1998). Trotzdem zeigte sich, dal beide Aminosduren zusammen essentiell flr
die Aktivierung der Tyrosinase waren. Wurde His102 durch eine andere Aminosaure ersetzt,
war selbst eine partielle Rekonstitution des binaren Komplexes durch Inkubation mit
Kupferlésung unmaglich.
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Dies spricht flr eine wichtige Rolle des His102 — und des homologen His82 in
S.castaneoglobisporus melC1 — bei der initialen Kupferrekrutierung aus dem umgebenden
Medium. Aus diesem Grund wurde die Wechselwirkung des Caddieproteins mit der
Tyrosinase genauer untersucht.

5.2.4.7. Kupfereinbau in die Tyrosinase durch das Caddieprotein

Der nachfolgend beschriebene Reaktionspfad wurde aus den vorliegenden Rdntgen-
strukturen und den verfiigbaren Informationen aus der Literatur entwickelt. Die schon in
Abbildung 41 gezeigten Konformationen der Aminosauren im aktiven Zentrum sind weder
Naherungen noch Strukturvorhersagen, sie sind in den Réntgenstrukturen 1wxc, 1wx2 und
2ahk zu finden. Die einzige Annahme ist die Position des Kupfers in Phase 3 und 6. Daher
ist dieses Kupfer nicht blau, sondern violett gefarbt.

Die in Kapitel 5.2.4.5 und in Abbildung 40 vorgestellte offene Konformation bildet den
Startpunkt fur den vorgeschlagenen Kupferimport-Mechanismus.

Phase 1

Hier bindet das His82 des melC1 ein im Ldsungsmittel befindliches Kupferion (Abbildung
42 a). Theoretisch kdénnten auch die Histidine 64, 65, 66 und 68 an dieser Rekrutierung von
Kupfer teilnehmen. Sie liegen aber alle in einer 10 Aminosauren langen Oberflachenschleife,
die in den Roéntgenstrukturen der Tyrosinase nicht aufgeldst werden konnte. Daher ist ihre
Position nicht bekannt, und Uber die Involvierung in die Kupferaufnahme kann nur spekuliert
werden. Diese Position des Kupfers wird mit ,,CuC* benannt.

Phase 2

Die Seitenkette des His82 fihrt eine Drehung von etwa 180° um die CB-Cy-Bindung durch.
Dies bringt das gebundene Kupferion in eine Position, die von den Aminosduren His82,
Met84 und His97 des melC1 sowie lle42 der Tyrosinase umschlossen wird. Die Seitenketten
der im melC1 liegenden Aminosauren andern hierbei ihre Konformation, um das Kupfer
besser koordinieren zu kdnnen. Koordinierende Atome sind His82N¢g, Met84S5 und His97Ne
(mit Abstéanden von 2,4 A, 2,7 A und 2,4 A vom Kupfer) sowie der Riickgrat-Sauerstoff des
lle42 (Abstand 3,4 A und damit nur schwach gebunden, siehe Abbildung 42 b)

Die Koordinationsgeometrie dieses ,,CuD“-Zentrums ist trigonal planar, wie im Typ-3-Kupfer-
zentrum eines deoxygenierten Hamocyanins (siehe Abbildung 4 und Abbildung 5), aber mit
einem zusatzlichen, schwach assoziierten Liganden Ile420 unterhalb der Bindungsebene.

Phase 3

Diese Phase beinhaltet die einzige Extrapolation innerhalb des vorgeschlagenen Mecha-
nismus, die Position des Kupferions (magentafarben). Die Rontgenstruktur 1wx2 zeigt
alternative Konformationen des His97, eine davon zeigt mit dem Ne-Atom der Seitenkette in
Richtung des His54, wenn auch ohne assoziiertes Kupfer. Um den Kupfereinbau zu
bewerkstelligen, mul3 das His97 das Kupfer an His54 (bergeben. Also wird folgender
Mechanismus vorgeschlagen:

Die Seitenkette des His97 fiihrt eine Drehung von etwa 180° um die CB-Cy-Bindung durch
(siehe Abbildung 42 c) — ahnlich der Bewegung des His82 in Phase 1.
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HS 82
LE42  HSO7
8
7
MET 84
HIS 54
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LE 42 |

Abbildung 42: Vorschlag eines Mechanismus
zum Einbau von Kupfer in die bakterielle
Tyrosinase

Rot: CuA-Histidine, griin: CuB-Histidine, orange:
Aminosauren des Caddieproteins (melC1), blaue
Kugeln: Kupfer, magentafarbene Kugeln:
extrapolierte Position des Kupfers zwischen
His97 und His54. Alle anderen Konformationen
von Aminosauren und Positionen von Kupfer sind
in den Rontgenstrukturen der bakteriellen
Tyrosinase zu finden, siehe Abbildung 41.

—91-—



Weiterfiihrende Analysen im Bereich Tyrosinasen

Dadurch wird das Ne-Atom mit dem koordinierten Kupferion in Richtung des His54 der
Tyrosinase orientiert. In dieser Position kann es sowohl von His97 als auch von His54
koordiniert werden. Der Raum, den das Kupfer einnehmen wirde, liegt in der
Roéntgenstruktur in der Naher zweier Kristallwassermolekile. Die Struktur bietet also genug
Platz fir ein Kupferion an dieser Stelle. Diese Position des Kupfers wird hiermit ,Cukg*
benannt.

Phase 4

Im nachsten Schritt Gbernimmt das His54 das Kupfer vom His97 und rotiert mit seiner
Seitenkette und dem koordinierten Kupfer ins aktive Zentrum, namlich an die Stelle, wo
spater CuA positioniert sein wird. Von dort aus wird das Kupfer zum CuB-Zentrum, dem Ziel
des Einbaus weitergeleitet — allerdings geben die Roéntgenstrukturen keinerlei Aufschlufy
daruber, wie dies vonstatten geht (Abbildung 42 d).

Wiederholung der Phase 1 bis 4 zum Einbau des zweiten Kupferions

Wenn His54 das Kupfer ans CuB-Zentrum abgeben hat, rotiert es in die offene Konformation
zurtick und der Zyklus beginnt erneut (Abbildung 42 d-g). Wenn das zweite Kupfer (CuA) im
aktiven Zentrum liegt, bleibt das His54 am Kupfer gebunden und nimmt — genauso wie lle42
— dabei die geschlossene Konformation ein, die in den kupfergebundenen Formen stabiler ist
als die offene Konformation.

Die Rontgenstruktur der oxgenierten Tyrosinase 1wx2 zeigt vermutlich die letzte Phase des
Kupferimports mit vollbesetzten Kupferbindestellen. Es hat wahrscheinlich energetische
Grunde dal® die Bindestelle des postulierten CuE in der Rontgenstruktur nicht besetzt ist.
Das Kupfer wird hier nur von zwei Liganden koordiniert und nicht von dreien wie Ublich — es
handelt sich also um einen instabilen Zwischenzustand. Daher wird das His97 bevorzugt die
Konformation der Phase 2 einnehmen, wo es zusammen mit Met84 und His82 das CuD
bindet. Leider geben die Rontgenstrukturen keine schlissigen Hinweise auf den Mechanis-
mus, der zur Spaltung des binaren Komplexes flhrt.

5.2.4.8. Das Caddieprotein als Faltungshelfer?

Halaban und ihre Kollegen fanden 2001 heraus, daf die Faltungseffizienz der Tyrosinase in
menschlichen Melanom-Zellen von der Konzentration der Substrate DOPA und Tyrosin im
endoplasmatischen Retikulum (ER) abhangt. DOPA und Tyrosin stabilisierten die Tyrosinase
im ER und ermoglichten erst den sekretorischen Transport (Halaban et al. 2001).

Wenn die Erhéhung der Faltungseffizienz von einer spezifischen Interaktion mit Tyrosin oder
DOPA abhangt, konnte das darauf hindeuten, da® das Caddieprotein nicht nur beim Kupfer-
transport und der Aktivierung der Tyrosinase eine Rolle spielt, sondern auch ein Faltungs-
helfer ist. Auch Chen vermutete 1992 schon eine entsprechende Funktion des Caddie-
proteins (Chen, L. Y. et al. 1992).

Aus den Rontgenstrukturen und den Ergebnissen aus der Literatur Iasst sich folgende
Arbeitshypothese entwickeln: Das Gen des Caddieproteins, melC1, liegt direkt vor dem
Tyrosinase-Gen melC2. Das Caddieprotein wird somit als Erstes abgelesen und bietet der
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Tyrosinase einen Nukleationspunkt, um den herum sie sich falten kann. Dieser Nukleations-
punkt ist das Tyrosin 98, das spater, im bindren Komplex, ins aktive Zentrum der Tyrosinase
hineinragt. Der Wirkmechanismus ware aquivalent zu dem eines geldsten Substratmolekiils
(siehe Halaban et al. 2001).

Ahnliche Interaktionen wie zwischen Tyrosinase und Caddieprotein gibt es auch in
Proteinen, z.B. den Hamocyaninen der Arthropoden. Dort kommt zwar kein Caddieprotein
vor, aber die N-terminale Domane der Arthropoden-Hamocyanine enthalt ein Phenylalanin,
welches — aquivalent dem Tyr98 des Caddieproteins — in das aktive Zentrum hineinragt.
Dieses Phenylalanin dient vermutlich der sich anschliefend faltenden Doméne 2 als
Nukleationspunkt. Damit ware es denkbar, da® Domane 1 evolutionar von einem Chaperon
abstammt.

Eine gerichtete Mutagenese dieser aromatischen Aminosauren im Caddieprotein oder in
Doméne 1 der Arthropoden-Hamocyanine wirde Aufschluf® dartiber geben, ob der vorge-
schlagene Mechanismus tatsachlich Verwendung findet und welche Eigenschaft der
Aminosaure im Nukleationszentrum wichtig ist — die GroRe oder die Aromatizitat. Eine
Mutationsreihe gegen verschiedene Aminosauren ware hier ein sinnvoller Ansatz, am besten
in einem schon etablierten System wie der in HEK-Zellen (human embryonic kidney)
exprimierten Maus-Tyrosinase.

Diejenigen Typ-3-Kupferproteine, bei denen man kein Phenylalanin oder Tyrosin findet, das
von einer anderen Domane ins aktive Zentrum ragt, haben interessanterweise auch eine
andere Domanenstruktur (Abbildung 10). Zwar gibt es bei den Mollusken-Hamocyaninen
oder der Kartoffel-Catecholoxidase auch eine Domane, die das aktive Zentrum verdeckt,
aber diese liegt C-terminal zum aktiven Zentrum, wird spater als dieses translatiert und kann
folglich keinen Nukleationspunkt flir die Faltung des aktiven Zentrums bereitstellen. Die
Aufgabe dieser Domanen und der entsprechenden Aminosauren liegt vielmehr in der
temporaren oder permanenten Blockade des aktiven Zentrums.

Die Aminosauren, die aus den C-terminalen Domanen in die aktiven Zentren hineinragen,
sind:

Leu 2830 im Octopus dofleini Hdmocyanin (PDB-Code 1js8)
Leu 343 im  Rapana thomasiana Hamocyanin (PDB-Code 1Inl)
Leu 439 in  Ipomoea batatas Catecholoxidase (PDB-Code 1bt1)

Bei Ipomoea batatas Catecholoxidase wird der C-Terminus bei der Aktivierung der Catechol-
oxidase proteolytisch entfernt (Gerdemann et al. 2002). Der C-Terminus der Hadmocyanine
bleibt auch in der nativen Form erhalten. Ob die entsprechenden Doméanen eine Rolle beim
Kupfereinbau spielen, bleibt zu klaren.
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5.2.4.9. Zusammenfassung und Ausblick

Auf Grundlage der Rontgenstrukturen wurde ein Mechanismus vorgeschlagen, der die hohe
Mobilitat des His54 in der Apo-Tyrosinase und das Verschwinden dieser Mobilitat in den
kupfergebundenen Formen erklart. Die Mobilitdt des His54 ist auf seine Rolle im
Kupfereinbau in die Tyrosinase zurtickzufiihren, und nicht Voraussetzung fiir die Hydroxy-
lierung von Monophenolen.

Es ist deutlich, daf dieser vorgeschlagene Mechanismus des Kupfereinbaus nur in solchen
Proteinen funktionieren kann, die keine Thioether-Briicke am &aquivalenten Histidin
aufweisen. Die starre Struktur einer solchen Briicke wirde den Kupfereinbau Uber ein sich
bewegendes Histidin aller Wahrscheinlichkeit nach erschweren oder sogar unmdoglich
machen. Mangels struktureller Information 1at sich fur die Catecholoxidase aus der Kartoffel
oder die Tyrosinase aus Pilzen — in denen diese Thioether-Briicke vorkommt — kein alterna-
tiver Mechanismus flir den Kupfereinbau formulieren.

Was den Kupfereinbau in Proteine betrifft, die nicht wie die bakterielle Tyrosinase in einem
bindren Komplex mit einem Caddieprotein gefunden wurden, gibt es mindestens zwei
mogliche Szenarien des Kupfereinbaus.

1. Sie bewerkstelligen den Kupfereinbau Uber uns bisher unbekannte Kupferchaperone,
die dem Caddieprotein ahnliche Funktionen in Bezug auf Kupferrekrutierung und
Transfer GUbernehmen.

2. Die Proteine selbst sind in der Lage, Kupfer aus der Umgebung aufzunehmen und in
das aktive Zentrum einzubauen.

Die Klarung dieser Frage liegt aullerhalb der Mdglichkeiten dieser Arbeit, ist aber ein
interessantes Thema fir weiterfihrende Untersuchungen.
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5.3. Maus-Tyrosinase

5.3.1. Das Pigmentierungssystem der Saugetiere

Die Pigmentierung von Haut und Haaren wird sowohl bei Sdugetieren als auch bei anderen
Lebewesen durch die farbigen Produkte der Melanin-Synthese hervorgerufen. An dieser
Synthese ist das Enzym Tyrosinase malgeblich beteiligt - unabhangig davon, ob es sich um
ein Saugetier oder ein Bakterium handelt (Riley 1997; Prota et al. 1998; Garcia-Borron und
Solano 2002; Land et al. 2003; Tadokoro et al. 2005; Claus und Decker 2006).

Das Prinzip der Melanin-Synthese ist bei allen Lebewesen identisch: ein aromatischer
Ausgangsstoff wird Gber mehrere Oxidations- und Additionsschritte zum hochmolekularen
Melanin umgesetzt, welches abhangig von den zur Verfligung stehenden Ausgangsstoffen,
die im Laufe der Polymerisierung eingebaut werden, eine unterschiedlich intensive rétliche
bis schwarz-braune Farbung aufweist (Riley 1997; Wang und Hebert 2006). Konkret handelt
es sich beim primaren Substrat fur die Tyrosinase unter physiologischen Bedingungen um
die Aminosaure L-Tyrosin, die enzymatisch zuerst zu L-DOPA, dann zu L-Dopachinon
umgesetzt wird. Unter Einwirkung der Enzyme TYRP1 und TYRP2 (Dopachrom-
Tautomerase (Dct)) kommt es zur Bildung diverser Intermediate, die letztendlich polyme-
risieren und somit Melanin bilden (Land et al. 2003; Wang und Hebert 2006). Stérungen in
der Pigmentbildung fuhren zu unterschiedlichen Formen von Albinismus, die so vielfaltig sind
wie die beteiligten Proteine (Oetting et al. 1996; Oetting et al. 2003).

Tyrosinase Tyrosmase
COOH  (]) HO COOH
NH2 NHZ 2
H O/O/\[, f 7.. 7_. D/\r
Cysteine
Tyrosine DOFPA DOPA quinone S—CH2—CH—NH2
COCH
J Cysteinyl DOPA
Tyrosmase l
Indole-5,6-quinone DOPA chrome Phaeomelanin
(gelb-rot)
DCT
Tyrp1 or
Tyrosinase
Eumelanin o HO
(braun-schwarz) +—— —
WH COCH @ HO H COOH
Indole-5,6-quinone carboxylic acid DHICA

Abbildung 43: Melaninsynthese durch Tyrosinase, Tyrp1 und Tyrp2/Dct
Dct: Dopachromtautomerase, DOPA: Dihydroxyphenlalanin, DHI: Dihydroxyindol, DHICA: Dihydroxyindol-
Carbonséaure. Grafik verandert nach (Wang und Hebert 2006)

Die Komplexitat der Melanisierung ist jedoch bei Saugetieren ungleich hoher als bei
Bakterien, da wesentlich mehr Faktoren in diesen Reaktionsweg eingreifen. Zum einen spielt
hier die Kompartimentierung der Zelle eine grol’e Rolle. Die Tyrosinase reift im Endo-
plasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat und erreicht dann erst ihren Bestimmungsort,
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das Melanosom (Setaluri 2003; Wang und Hebert 2006). Zum anderen wird die
Melaninsynthese — wie schon erwahnt — nicht allein durch die Tyrosinase katalysiert,
sondern durch einen Multienzymkomplex, der auch TYRP1 (speziesspezifische DHICA-
Oxidase (Kobayashi et al. 1994b)) und TYRP2 enthalt — die ,Tyrosinase-related-proteins® —
welche stark homolog zur Tyrosinase sind (Jimenez-Cervantes et al. 1994; Kobayashi et al.
1994b; Olivares et al. 2001; Garcia-Borron und Solano 2002). Im Gegensatz zu anderen
Tyrosinasen besitzt die Sdugertyrosinase eine Transmembran-Domane und bildet schon im
Endoplasmatischen Retikulum Homo-Dimere (Francis et al. 2003). Zusammen mit TYRP1
und TYRPZ2 bildet sie den sogenannten melanogenen Komplex, der eine Gro3e zwischen
200 und 700 kDa erreichen kann (Orlow et al. 1994).

Trotz der hohen Sequenzidentitat zwischen Tyrosinase und TYRP1 / TYRP2 binden letztere
nicht dieselben Metallionen; die Ursache hierfiir ist unbekannt. TYRP1 bindet so gut wie kein
Kupfer und auch keine anderen zweiwertigen Kationen (Mn?*, Fe?*, Co*, Ni**, Zn®*). TYRP2
hingegen bindet am effizientesten zweiwertiges Zink (Solano et al. 1994; Furumura et al.
1998).

Halaban und Moellmann stellten die Hypothese auf, dal® auch Ham-Eisen an die Histidine
gebunden werden konnte, die in TYRP1 enthalten sind, konnten dies aber nicht schliissig
beweisen, da diese Hypothese lediglich auf dem Vorhandensein einer flr
Hambindungsstellen typischen Kennsequenz in beiden Proteinen basiert (Halaban und
Moellmann 1990). Da kein Nachweis einer Hambindung erfolgte, ist nicht abschlielRend
geklart, welche Cofaktoren TYRP1 benétigt.

Phéanotypisch gesehen ist TYRP1 fur die Bildung sehr dunkler Pigmente verantwortlich. Eine
Deletion des TYRP1 fuhrt zur Bildung von braunem anstelle von schwarzem Pigment.
Deswegen wird das Gen fir TYRP1 auch ,Brown“-Locus genannt (Sarangarajan und Boissy
2001). Die tatsachliche Funktion des TYRP1 wird noch diskutiert. Es zeigt in unter-
schiedlichen Organismen unterschiedlich starke Monophenolhydroxylase-, Diphenoloxidase-
und DHICA-Oxidase-Aktivitat (Jimenez et al. 1991; Jimenez-Cervantes et al. 1993; Boissy et
al. 1998; Sarangarajan und Boissy 2001; Garcia-Borron und Solano 2002). Dem TYRP1 wird
neben der initialen Produktion von DOPA, welches als Cofaktor flir die Tyrosinase bendtigt
wird, auch eine stabilisierende Wirkung auf die Tyrosinase im melanogenen Komplex
zugeschrieben (Hearing et al. 1992; Orlow et al. 1994; Kobayashi et al. 1998).

Daraus folgt, da® die Melanin-Synthese bei Saugetieren ein sehr komplexer Prozel ist, der
nicht nur von der Aktivitat der Tyrosinase und der assoziierten Proteine TYRP 1/ 2 abhangig
ist (Setaluri 2003), sondern auch von der Funktion der anderen Proteine, wie z.B. dem
P-Protein, welches den pH-Wert im Melanosom reguliert (Brilliant 2001), oder MART-1 und
gp100 / Pmel17 / silver, die fir die Melanosomen-Reifung wichtig sind (Kwon et al. 1991;
Kobayashi et al. 1994a; Kwon et al. 1994; Watabe et al. 2004; Hoashi et al. 2005).
In diesem hochkomplexen Zusammenspiels vieler Enzyme ist die Tyrosinase Dreh- und
Angelpunkt des Pigmentierungsprozesses, da sie die geschwindigkeitsbestimmende Start-
Reaktion katalysiert. Wenn die Tyrosinase nicht richtig funktioniert, dann fehlt das
entsprechende Substrat fur die nachfolgenden Reaktionen.
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Endosome

Melanosome / AP-1/3

Stage IV Stage Il
Abbildung 44: Reifung der Saugetier-Tyrosinase auf dem Weg vom ER zum Melanosom
1. Cotranslationale Faltung der Tyrosinase, danach Glykosylierung und Homo-Dimerisierung (vermutlich durch
Tyrp1 katalysiert), 2. Transport in Vesikeln zum Golgi-Apparat. 3. Modifikation der Kohlenhydratketten zu
komplexen Zuckern und Kupfereinbau im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN), 4. Transport zu den Endosomen, deren
Reifung zu Melanosomen und im Zuge dessen 5. Bildung des melanogenen Komplexes.
Grafik aus (Wang und Hebert 2006).

Es gibt etwa 140 verschiedene Missense-Mutationen und Deletionen des Tyrosinase-Gens,
die zu unterschiedlichen Auspragungen des sogenannten OCA1-Albinismus fihren (Oetting
und King 1993; Spritz et al. 1997a; Oetting et al. 2003), einer autosomal rezessiven,
Tyrosinase-assoziierten Stoérung des Pigmentierungprozesses (Stand April 2008, Oculo-
cutaneous albinism type 1, siehe Albinismus-Datenbank: http://albinismdb.med. umn.edu/).

Das medizinische Interesse an der Tyrosinase und ihrem Wirkmechanismus ist damit
evident. Als zentrales Enzym des melanogenen Komplexes steht sie auch im Mittelpunkt
unserer Arbeiten. Zum Zeitpunkt meiner Doktorarbeit war keine Tyrosinasestruktur eines
Saugetieres bekannt. Daher war die molekulare Grundlage des Albinismus aufgrund der
angesprochenen Mutationen nicht nachvollziehbar.

Ausgangspunkt dieses Projektes war die Beobachtung, dall die Expression der
Doppelmutante M374G / S375G in HEK293T Zellen zu einer enzymatisch inaktiven
Tyrosinase flhrt. Der erste Schritt meiner Untersuchung war die Vorhersage der
Proteinstruktur mittels Homologie-Modellierung und die Analyse der gewonnenen Struktur im
Hinblick auf verschiedene Mutationen und ihren Einfluss auf das aktive Zentrum.
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5.3.2. Modellierung der Maustyrosinase

Die primaren Sequenz-Alignments fir mTyr (Mus musculus, GenlInfo Identifier gi:6755913),
hTyr (Homo sapiens, gi:401235), sTyr (Streptomyces castaneoglobisporus, gi:30720300)
und die Catecholoxidase ibCO aus der SiuRkartoffel (Ipomoea batatas, gi:4158170) wurden
mit ClustalX 1.83 (Thompson et al. 1997) erstellt und mit Genedoc 2.61 (Nicholas et al.
1997) manuell verbessert.

Welche Aspekte wurden bei der Auswahl der Musterstrukturen fir die Modellierung
berlcksichtigt? Die Tyrosinase- und Catecholoxidaseaktivitat bestimmter Hamocyanine ist
durch geeignete Methoden induzierbar (siehe Kapitel 2.1.8). Folglich mull das aktive
Zentrum dieser Hdmocyanine dem der Maustyrosinase zumindest ahnlich sein. Also konnten
Hamocyaninstrukturen als potentielle Vorlagen zur Modellierung in Betracht gezogen
werden.

Die Arthropoden-Hamocyanine scheiden aufgrund der unterschiedlichen Aminosaure-
Topologie aus, d.h. die Sequenz-Abstande zwischen den kupfertragenden Histidinen im
aktiven Zentrum ist anders als im Zielprotein (vgl. hierzu auch Kapitel 2.1.6):

Die Histidine des N-terminalen Kupferzentrums der Maustyrosinase sind H180, H202 und
H211. Der Abstand zwischen HA1 und HA2 betrdgt somit 22 Aminosauren, der Abstand
zwischen HA2 und HA3 neun Aminosauren. Bei den Arthropoden-Hamocyaninen hingegen,
z.B. bei Limulus polyphemus mit den Histidinen H173, H177 und H204, betragen die
Abstande zwischen HA1 und HA2 nur vier Aminosauren, der Abstand zwischen HA2 und
HA3 aber 26 Aminosauren.

Man kann im Gegensatz dazu die Kartoffel-Catecholoxidase und die funktionellen Einheiten
der Mollusken-Hamocyanine von Rapana thomasiana (Perbandt et al. 2003) oder Octopus
dofleini (Cuff et al. 1998) als Vorlagenstrukturen verwenden, die ahnliche Histidin-Abstéande
wie die Bakterientyrosinase aufweisen: 21-9 bei KartoffelCO, 20-9 bei RapanaHC und
19-9 bei OctopusHC.

Das Alignment der verschiedenen Hamocyanine und der bekannten Struktur der
Bakterientyrosinase (sTyr) stellten die Grundlage fur die Modellierung der Maustyrosinase
(mTyr) dar. Die Modellierung wurde mit MODELLER 8v1 durchgefiihrt (Sali und Blundell
1993; Fiser und Sali 2003). Die resultierenden Homologiemodelle wurden sowohl visuell auf
Fehler Uberprift als auch mit der Energie-Analyse von PROSA2003 (Sippl 1993) und der
Strukturanalyse von WHATIF 4.99 (Vriend 1990) evaluiert. Von der Evaluation ausge-
nommen wurden die Insertionen im Maustyrosinase-Modell, fiir die methodenbedingt keine
verlassliche Struktur vorhergesagt werden kann (siehe rote Sequenzabschnitte in Abbildung
45).
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Cu-02-Cu

Abbildung 45: Homologiemodell der Wildtyp-Maustyrosinase

Grau: Aminoséauren in der mTyr mit strukturell &quivalenten Vorlagen-Aminosauren in der sTyr,

Rot: Inserts in der mTyr, fr die keinerlei Strukturvorhersage getroffen werden kann, aus (Schweikardt et al. 2007)
Gezeigte Atome im Kalottenmodell: blau: Kupfer-Atome, rot: Gebundenes Sauerstoff-Molekul im aktiven Zentrum.
Zur besseren Orientierung sind die mutierten Aminosauren eingefarbt; orange: Methionin374; gelb: Serin375.

Die Evaluation der Versuche zeigte, dall Modelle, die auf Grundlage der sTyr modelliert
wurden, am verlasslichsten waren. Dies wurde vor allem aus den Ergebnissen der
PROSA2003-Analyse geschlossen, die fur die sTyr-basierten Modelle den geringsten
Z-Score ausweist. In diesem Fall gilt: je niedriger der Z-Score, desto geeigneter ist das
Faltungsmotiv der Vorlagenstruktur als Ausgangspunkt fiir die Modellierung der Zielsequenz:

Tabelle 7: Eignung moglicher Vorlagenproteine zur Modellierung der Maustyrosinase

Z-Score Vorlagenprotein Rang Z-Score
-5,5 StreptomycesTyr 1
-4.9 IpomoeasCO 2
-3,0 OctopusHC 3
-2,9 RapanaHC 4

Die weiteren Modellierungen wurden mit der sTyr als Vorlagenstruktur vorgenommen.
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5.3.2.1. Sequenzalignment

Da die sTyr sehr viel kleiner ist als die mTyr und es sich beim Sdugerprotein nicht um ein
I6sliches Protein handelt, sondern um ein Protein mit einer Transmembranhelix, kann nicht
die vollstandige Struktur vorhergesagt werden, sondern nur die I6sliche Domane, die das
aktive Zentrum beinhaltet — genau dies war ja auch Ziel dieser Untersuchung. Die
Sequenzidentitdt des vorhergesagten Bereichs der mTyr (Leu118 bis Ser450) mit der sTyr
betragt 23%, die Homologie zwischen den beiden Proteinen in diesem Bereich 37%
(Abbildung 46). Die Identitat und die Homologie steigen im Bereich der Kupferzentren stark
an, namlich auf 35% lIdentitdt und 44% Homologie bei CuA, und 46% Identitat und 67%
Homologie bei CuB.

20 40 60
mTyr : MFLAVLYCLLWSFQISDGHFPRACASSKNLLAKECCPPWMGDGSPCGQLSGRGSCQDILLSSAPSGP
i A SO D D S DD I DT D DD O D e D D D D D e D D S D D DO D T D DD O D D D

80 100 120
mTyr : QFPFKGVDDRESWPSVFYNRTCQCSGNFMGFNCGNCKFGFGGPNCTEKRVL YIFDRASVS
sTyr | ————————————————————————————————————————————— —— NOATIATADI

140 160 180* 200
mTyr : b HTISSVYVIPTGTYGQMNNGSTPMFNDINI L Y-YVSRE GSEIWRDID
sTyr : -lRS-—-————— INEF IMSisdsD S(ej———————

* 220 240 260
mTyr : Em Gl SEIRELTGEENFRVE RDAENCDICTDEYLGGRHPENPNLLSPA
sTyr : RSS! DF SALQOSV--[NSSVELE SADRTV-=———mm = RASLWAPDFL
280 300 320
mTyr : SFFSSWQIICSRSEEYNSHQVLCDGTPEGPLLRNPGNHDKAKTPRIBYSSRADIEF C#SLTOMNE SGSMD
sTyr : GGTGRSTDGRVMDGPFAASTGNWP INVRVDSRTYLRRSLGGSVAEIRGTRIE DLPPYN
%40
mTyr : RIGNFSEEYTRIE ASPLTGIADPSQSS LEITEMNETESOVOGRARRRITL SIFEQ
sTyr : -SHSEG RN EC] %EEPVEVWVgEQ&ATGV—E INDE JKLWAE
420 440 ' 460

mTyr : FLLEVY] JLGHNRDS YZVEF IPLYENGRFF ITSKDLGYRY SYHOESDPGF YRNYTEPY
sTyr : SAY TGG DVVDLNETIKIWN T JLLDHTAYYTEMNALLWDHTAYYTFDALEHHH

480 500 520
mTyr : LEQASRIWPWLLGAALVGAVIAAALSGLSSRLCLOKKKKKKQPQEERQPLLMDKDDYHSLLYQSHL
S D I I H H e e e e

Abbildung 46: Sequenzalignment der Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase (sTyr) mit
Maustyrosinase (mTyr)

Sterne: Kupfertragende Histidine im aktiven Zentrum, Schwarzer Hintergrund: identische Aminosauren, grauer
Hintergrund: isofunktionelle Aminoséuren, Pfeile: N- und C-Terminus des Homologie-Modells,

Dreiecke: Positionen, die in der mTyr mutiert wurden. Grafik aus (Schweikardt et al. 2007).

Die 117 N-terminalen und 83 C-terminalen Aminosauren (wobei der C-terminale Teil des
Proteins die Transmembranhelix enthalt) des Mausenzyms konnten dementsprechend nicht
vorhergesagt werden. Die PDB Datenbank (Berman 2008) wurde mittels “position-specific
iterated” und “pattern-hit initiated” BLAST-Algorithmus (PSI- and PHI-BLAST; (Altschul et al.
1997) nach homologen Peptiden zu den ersten 117 und den letzten 83 Aminosduren der
Maustyrosinase durchsucht. Es konnten aber keine geeigneten Vorlagen gefunden werden,
ebenso wenig wie fir die Inserts in folgenden Bereichen:
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1145-1170  (ISSVYVIPTGTYGQMNNGSTPMFNDI)
G191-D197 (GSEIWRD)

D245-H256 (DICTDEYLGGRH)

S349-S358 (SPLTGIADPS).

Mit Hilfe von PredictProtein wurde die wahrscheinlichste Struktur flir diese Sequenz-
abschnitte vorhersagt (profilbasierte Vorhersagen mittels neuraler Netzwerke, (Rost et al.
2004)) und mit hoher Wahrscheinlichkeit zeigen diese Segmente Random-coil-Strukturen,
d.h. sie bilden keine Helices oder Faltblatter. Aus diesem Grund wurden sie als nicht-
strukturierte Schleifen klassifiziert. Das Homologie-Modell zeigt, dal3 diese Insertionen an
Stellen liegen, die nicht in der Nahe des aktiven Zentrums sind und somit vermutlich keinen
negativen Einflul} auf die Struktur und die Funktion des aktiven Zentrums haben.

Es ist bekannt, da® sowohl die Vorlage — die bakterielle Tyrosinase — als auch das
Zielprotein — die Maustyrosinase — denselben Prozess katalysieren, was bedeutet, dal} die
Anordnung der Aminosauren im aktiven Zentrum konserviert sein sollte, auch Uber die
vorliegende groRe evolutionére Distanz. Eine Ahnlichkeit der beiden Proteine von ca. 23%
I&sst zuerst nur eine Diskussion Uber das Faltungsmotiv zu (Sali und Kuriyan 1999; Baker
und Sali 2001), aber da wir durch unsere Kooperation lber experimentelle Daten verfiigen,
um unsere strukturelle Analyse zu stltzen, ist auch eine tiefgehendere Interpretation
gerechtfertigt (Sanchez und Sali 1998).

Die strukturelle Ahnlichkeit des aktiven Zentrums zwischen Maustyrosinase-Modell, der
bakteriellen Tyrosinase und der Kartoffel-Catecholoxidase war zum einen aufgrund der
ahnlichen enzymatischen Eigenschaften zu erwarten und ist zum anderen systemimmanent
— man stellt schlieBlich mit dem Sequenzalignment eine strukturelle Aquivalenz zwischen
den beiden Proteinen her. Die Frage ist: Sind auch andere als die an der Katalyse beteiligten
Aminosauren an der ,richtigen Stelle? Und kann das Modell nicht nur unsere
experimentellen Beobachtungen erklaren, sondern auch das Verhalten von real auftretenden
Mutationen?

Um eine bessere Einordnung der Maustyrosinasesequenz in den Kontext der
Phenoloxidase-Superfamilie zu erhalten, wurde ein vergleichendes Alignment von
Phenoloxidasen aus verschiedenen Reichen durchgefuhrt (Abbildung 47).
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w
Homo Tyr : S G-----—--- TYSQVOGEA
Mus_ Tyr S B--——————-- 'IgSQVQ 1A -
Strept_Tyr : NL GG----—----- TGV-
Nitros Tyr : NL GG--------- SIULPMT -
Vicia PPO : VPI GDNTQTN-- IEDI*IGI FY-
Ipomo_CO : IPRTP GDVKPRTQNGEDIiIGNFY- SAG
Spina_PPO : MPI RSNTIKG--NQDUGAFW-EAGR

Abbildung 47: Sequenzalignment des CuB-Zentrums von Mitgliedern der Phenoloxidase-Familie
Abkirzungen flr Gene sind: Homo: menschliche Tyrosinase, Mus: Maustyrosinase, Strept: Streptomyces-
tyrosinase, Nitros: Nitrosomonastyrosinase, Vicia: Ackerbohnentyrosinase, Spina: Spinattyrosinase. Man sieht die
100%ige Konservierung des in unseren Versuchen mutierten Methionins (Pfeilspitze) und die weniger starke
Konservierung des benachbarten Serins. Tyr: Tyrosinase, CO: Catecholoxidase, PPO: Polyphenoloxidase

Es ist deutlich, dal sich die Gruppe der pflanzlichen Phenoloxidasen und Catecholoxidasen
von den tierischen und bakteriellen Phenoloxidasen / Tyrosinasen durch ein Indel von etwa
10 Aminosauren Lange unterscheidet. Trotz dieses Indels ist die Konservierung der CuB-
Region sehr hoch und zeigt die Wichtigkeit des mutierten Methionins, das zu 100%
konserviert ist. Die benachbarte Position in der Peptidkette, die in der Maustyrosinase von
Serin eingenommen wird, scheint keinem so hohen Evolutionsdruck ausgesetzt gewesen zu
sein wie das Methionin. Die Aminosauren, die der Position des Serins aquivalente sind,
haben im Laufe der Evolution diverse Austausche gegen z.B. Leucin, Glycin oder Alanin
erfahren, siehe Abbildung 47.

Abbildung 48 zeigt das Alignment von Proteinen der Tyrosinasefamilie von Mensch und
Maus im Vergleich zur bakteriellen Tyrosinase. Hier sieht man, dal® das bewusste Methionin
nur bei den Tyrosinasen konserviert ist, aber nicht bei den TYRP, den ,tyrosinase-related
proteins®. Diese erfillen Hilfsaufgaben flir die Tyrosinase. Das TYRP-2 ist z.B. eine
Dopachrom-Tautomerase (Dct), die einen nachfolgenden Schritt der Melaninsynthese
katalysiert und keinerlei Tyrosinase-Aktivitat zeigt (siehe auch Einleitung dieses Kapitels).

Schlussfolgerungen aus den Alignments

Die gezeigten Alignments lassen den Schlull zu, dal} es sich beim Methionin um eine
strukturell und funktionell wichtige Aminosaure handelt, wohingegen dem Serin eine
geringere Bedeutung fur die enzymatische Aktivitat der Tyrosinase zukommt. Die erzeugten
Modelle der Maustyrosinase untermauern diese Annahme, wie spater gezeigt wird.
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1* Metal binding site (A)
mTyr sgL GSE-IWRDI
hTyr SMBALINECSE-IWRDI
mTyrpl 18— MSVEKEK GQESFGDV
mTyrp2 84— SVRBMNLINEPGR-PYKAT
sTyr SNETMSPEYD Sg———————— ERTGIERS|S
dt 1G

mTyr H
hTvyx H
mTyrpl H
mTyrp2 H
sTyr S IR

S H

Abbildung 48: Sequenzalignment der CuA- und CuB-Kupferzentren von Maustyrosinase, mTYRP1,
mTYRP2 (Dct), humaner Tyrosinase und bakterieller Tyrosinase

Fett: Kupfer-bindende Histidine im aktiven Zentrum, schwarzer Hintergrund: isofunktionelle oder identische
Aminosauren, hellgrauer Hintergrund und Pfeilspitzen: untersuchte Mutationen.

Letzte Zeile: Konsensus-Sequenz. GroRbuchstaben: 100% konserviert, kleine Buchstaben: zu 80% konserviert,
(#) aromatische Aminosauren in allen Sequenzen, (+) hydrophobe Aminosauren in allen Sequenzen, aus
(Schweikardt et al. 2007)

5.3.3. Mutagenese der Maustyrosinase

Dieser Teil der Arbeiten wurde von unseren Kooperationspartnern im Departamento de Bio-
chimiqua, Biologica Molecular (B) e Inmunologia der Universitdt Murcia in Spanien
durchgefiihrt. Vielen Dank hierfir an Concepcion Olivares, Francisco Solano und nicht
zuletzt José Carlos Garcia-Borron.

Die Aminosauren M374 und S375 wurden aus folgenden Griinden gewahlt: Sie liegen zum
einen direkt hinter dem konservierten Glykosylierungsmotiv *'NGT>"®, siehe Abbildung 49
und Abbildung 50. Ein solches Aminosaure-Motiv, an das Uber die N-Glykosylierung ein
Kohlenhydrat gebunden werden kann, nennt man auch ,Sequon® (Marshall 1974).

Die Glykosylierung dieses Sequons im ER sowie die nachfolgende Modifikation im trans-
Golgi-Netzwerk (siehe Abbildung 44, Punkt 1 und 3) hat Einflul auf Cofaktorbindung und
Starke der enzymatischen Aktivitat in der Maustyrosinase. Zum anderen ist auch M374 — wie
schon oben beschrieben — hochkonserviert in der Tyrosinase-Familie, muf® also eine
wichtige strukturelle Rolle spielen. Das aquivalente Methionin M201 in der Bakterien-
tyrosinase, bildet mit seinem Rickgrat-Sauerstoff eine Wasserstoffbricke zum N&1 des
zweiten kupfertragenden Histidins im CuB-Zentrum (HB2). Da dieses Sauerstoffatom auch in
jeder anderen Aminosaure vorkommt, kann die Wasserstoffbriicke nicht der alleinige Grund
fur die hohe Konservierung des Methionins sein. Dieser ist offensichtlich in der Seitenkette
zu suchen. Die Position des S375 hingegen ist nicht konserviert. Somit dirfte der Einflull auf
die enzymatische Aktivitat weitaus geringer sein. Diese schon im letzten Kapitel getroffene
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Einschatzung wurde durch die nachfolgende Erzeugung und Analyse der Einzelmutanten
bestatigt.

686 93 143 212 272 319 353 M
ss % 4 481
-18 1 511
N Jemee seene feual o e . cug| |
Lumen des Melanonsoms Cytosol

Abbildung 49: Glykosylierungsstellen in der humanen Tyrosinase

Die Bauplan der humanen Tyrosinase ist aquivalent zu dem der Maus-Tyrosinase, die Nummerierung beinhaltet
aber nicht die Signalsequenz (SS) von 18 Aminosauren. Die Glykosylierungsstelle bei Aminosaure 353 ist daher
identisch mit der bei Asn371 in Abbildung 50. TM: Transmembrandoméane in Melanosomenmembran,

SS: Signalsequenz, CuA: CuA-Zentrum, CuB: CuB-Zentrum, Punkte: Cysteine; aus (Wang und Hebert 2006)

VAL 377 VAL 377

Abbildung 50: Aktives Zentrum und Glykosylierungssequon im Homologie-Modell der Wildtyp-
Maustyrosinase

Ausschnitt, der die stabilisierenden Wasserstoffbriicken zum Glykosylierungssequon ¥INGT?® zeigt.

Rotes Histidin: CuA-bindend, griines Histidin: CuB-bindend, blau: Kupferionen, tlrkis: V377, gelb: S375, orange:
M374, schwarze unterbrochene Linien: Wasserstoffbriicken. Farbcode der Aminosauren STINGT®”® : Kohlenstoff
und Wasserstoff grau, Sauerstoff rot, Stickstoff blau. Stereoansicht (Parallelblick), aus (Schweikardt et al. 2007)

Die Aminosauren M374 und S375 wurden bei der Mutation jeweils gegen Glycin ersetzt.
Dies entspricht der homologen Sequenz in TYRP1, welches keine Tyrosinase-Aktivitat zeigt.
Die entstandene Doppel-Mutante wurde Tyr-GG genannt, die spater erzeugten Einzel-
mutanten M374G und S375G. Als Kontrolle wurde Tyr-MeB benutzt, ein Konstrukt, bei dem
das gesamte CuB-Zentrum der Tyrosinase gegen das homologe Teilstick des TYRP1
ersetzt ist. Das exprimierte Tyr-MeB ist enzymatisch inaktiv, wird im ER der transformierten
HEK-Zellen zurlickgehalten und nicht weiter prozessiert. Die Expression wird im Westernblot
mit einem Antikdrper gegen den cytosolischen Teil des Proteins nachgewiesen (aPEP7).
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Abbildung 51: Biochemische Analyse der Wildtyp-Tyrosinase und den Tyrosinase-Mutanten

A: Enzymatische Aktivitat der Doppel- und Einfachmutanten, die in HEK293T Zellen exprimiert wurden; TH:
Tyrosinhydroylase-Aktivitat, DO: Dopamin-Oxidase-Aktivitat.

B: Westernblot-Analyse der Wildtyp-Tyr und der Mutanten Tyr-GG und TyrMeB. Reduzierende SDS-PAGE (12%)
der Proteine, geblottet und mit «PEP7 Antiserum behandelt. «PEP7 ist gegen die kurze cytosolische Doméane der
Tyrosinase und Tyrp gerichtet. Die Protein-Auftragsmenge fur Wildtyp liegt bei 5 pg/Tasche und 15 pg/Tasche flr
die Mutanten, um die geringere Expressionsrate auszugleichen.

C: Deglykosylierung. Zellextrakte von Zellen, die entweder Wildtyptyrosinase oder die respektiven Mutanten
exprimierten, wurden mit EndoH oder EndoF behandelt und per Westernblot wie unter B analysiert.

(Abbildung aus (Schweikardt et al. 2007))

Die Wildtyptyrosinase zeigte nach Expression in den HEK-Zellen eine hohe Tyrosinhydroxy-
lase- und DOPA-Oxidaseaktivitat im Gegensatz zu Tyr-GG und Tyr-MeB, denen jegliche
enzymatische Aktivitat fehlte (siehe Abbildung 51A). Der Western-Blot bestatigte, dal® die
fehlende Aktivitat nicht auf eine zu niedrige Expression der Mutanten zurtickzufiihren war.
Die Expression war hoch genug, um die Proteine mit Antikérpern detektieren zu kénnen
(siehe Abbildung 51B). Die Analyse der Enzymakiivitdt der Einzelmutanten M374G und
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S375G deutete darauf hin, da der Verlust der enzymatischen Aktivitat vor allem auf die
M374G-Mutation zurlckzufuhren war: Die Tyrosinhydroxylase-Aktivitat betrug lediglich 7%
der Aktivitat des Wildtyps, und DOPA-Oxidaseaktivitdt war nicht vorhanden. Die S375G-
Einzelmutante zeigte etwa 60% der Tyrosinhydroxylase-Aktivitdt und 50% der DOPA-
Oxidaseaktivitat im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abbildung 51A).

Um auszuschliel®en, dall die fehlende Aktivitat durch eine unvollstidndige Prozessierung
bedingt war, wurde die Resistenz der Proteine auf Endoglycosidase H (Endo H) und
Endoglycosidase F (Endo F) untersucht. Endo H entfernt stark mannosehaltige Kohlen-
hydrate, wie sie im ER an das Protein addiert werden. Nach der Passage des Golgi-
Apparates und der vollstandigen Modifikation der Kohlenhydratketten sind jene resistent
gegen Endo H. Endo F hingegen entfernt alle Kohlenhydrate.

Dies bedeutet Folgendes: Wenn eine Behandlung von Proteinen mit Endo H zu einer
Veranderung (meist Erhdhung) der elektrophoretischen Beweglichkeit fuhrt, dann hat das
Protein den Golgi-Apparat nicht durchlaufen und ist nicht vollstandig prozessiert. Grund
hierfir kann z.B. eine fehlerhafte Faltung sein.

Die Wildtyptyrosinase war durch Endo H kaum angreifbar; erst Endo F konnte alle
Kohlenhydrate entfernen. Das heifdt, sie war nativ gefaltet und vollstandig prozessiert. Damit
ist bewiesen, dal die angewandte Expressions-Methode funktionierende Enzyme produziert,
siehe Abbildung 51C.

Die Doppelmutante Tyr-GG und die Mutante Tyr-MeB zeigten eine geringere Glykosylierung
— sichtbar am Laufverhalten, sie zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine erhéhte Mobilitat.
Sie waren beide durch Endo H angreifbar, was darauf hinweist, dal3 diese Mutanten nicht
richtig prozessiert und auch nicht vollstandig glykosyliert wurden, siehe Abbildung 51C.

Das Verhalten der Einzelmutanten im Hinblick auf Laufverhalten und Empfindlichkeit
gegenluber Endo H lag zwischen den Extrema ,Wildtyp“ und ,Tyr-GG/MeB*. Im normalen,
glykosylierten Zustand allerdings zeigten die Einzelmutanten dasselbe Laufverhalten wie der
Wildtyp, was eine abgeschlossene Prozessierung und ein reifes Protein ausweist (die
jeweils linke Spalte eines dreispaltigen Versuchsblocks in Abbildung 51C.

Zusammenfassung der biochemischen Analyse

Die biochemische Analyse der Tyrosinase-Varianten zeigte, daf® die Doppelmutante Tyr-GG
enzymatisch inaktiv war. Die Mutante war nicht richtig prozessiert/ glykosyliert, und der
Verlust der enzymatischen Aktivitat des Tyr-GG ist vor allem auf die M374G-Mutation
zurtickzufiihren. Beide Einzelmutanten der Tyrosinase wiesen eine fast vollstandige
Glykosylierung und Faltung auf.
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5.3.4. Analyse und Evaluation der Strukturmodelle

Die Strukturmodelle der Maustyrosinase sollten nun eine Erklarung flir die beobachteten
Eigenschaften der Doppel- und Einzelmutationen liefern. Gleichzeitig wurde auch die
Plausibilitat des Modells Uberprift.

5.3.4.1. Das aktive Zentrum und seine Umgebung

Ein Hinweis fur die Zuverlassigkeit des Modells ist die Topologie und Zusammensetzung der
Aminosauren, die das aktive Zentrum umschlief3en und typisch flr die Typ-3-Kupferproteine
sind. Wie schon von Yamashita beschrieben (Yamashita et al. 1990) und fur die
Kupferproteine durch Garcia-Borron und Solano bestatigt (Garcia-Borron und Solano 2002),
binden Metallionen in Zentren mit hohem Hydrophobizitatskontrast. Die lonen werden von
einer hydrophilen Schale von Aminosauren koordiniert, die wiederum von einer hydrophoben
zweiten Schale umgeben ist. Ist die entsprechende Verteilung der Aminosduren auch im
Modell der Maustyrosinase gegeben?

Diese strukturelle Ubereinstimmung zwischen den Proteinen in Abbildung 52 und Abbildung
53 zeigt, dald — trotz der geringen Gesamtsequenzidentitat zwischen sTyr, mTyr und ibCO —
die Zusammensetzung und Anordnung des aktiven Zentrums und der umgebenden
Aminosauren im Laufe der Evolution konserviert wurde. Daher kann das vorliegende Modell
zur Analyse der Struktur-Funktionsbeziehung des aktiven Zentrums benutzt werden, um an
ihm den Einflu von Mutationen auf die Tyrosinase zu diskutieren.

Hier ein Vergleich der Topologie der Aminosauren um das aktive Zentrum der verschiedenen
Proteine:

C

HIS 194

Abbildung 52: Topologie der Aminoséauren in den aktiven Zentren der untersuchten Proteine,

innerste Schale, Distanz zum Kupfer maximal 4 Angstréom.

A: Modell der Maustyrosinase, B: Kristallstruktur der Bakterientyrosinase (1wx4); C: Kristallstruktur der Kartoffel-
Catecholoxidase (1bt1); Einfarbung nach Aminosaure-Eigenschaften. Grau: hydrophobe Aminoséauren,

blau: hydrophile Aminosauren, pink: Kupfer-Atome, links CuA, rechts CuB. Es werden alle Aminosauren
angezeigt, bei denen mindestens ein Atom im Abstand von bis zu 4 Angstrém zu den Kupferionen liegt.
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Abbildung 53: Topologie der Aminoséauren in den aktiven Zentren der untersuchten Proteine,

sekundare Schale mit groBerer Distanz zum Kupfer.

A: Modell der Maustyrosinase, B: Kristallstruktur der Bakterientyrosinase (1wx4); C: Kristallstruktur der Kartoffel-
Catecholoxidase (1bt1). Einfarbung nach Aminosaure-Eigenschaften. Grau: hydrophobe Aminosauren,

blau: basische Aminosauren, rot: saure Aminosauren, griin und tirkis: polare Aminosauren, pink: Kupfer-Atome,
links CuA, rechts CuB; rote Beschriftung: innerste Schale, blaue Beschriftung: sekundéare Schale. Es werden alle
Aminoséuren angezeigt, bei denen mindestens ein Atom im Abstand von bis zu 6 Angstrém zu den Kupferionen
liegt.

Im folgenden Abschnitt soll die Frage geklart werden, welche Aminosauren in der Maus-
tyrosinase in unterschiedlichen Abstanden zu den Kupferionen zu finden sind.

Innere Schale (bis 4A)

Diese besteht aus den Aminosauren
H180, V183, H202, F207, H211, H363, H367, F386, H389 und H390

Die unterstrichenen Aminosaduren sind die kupferbindenden Histidine. Sowohl F207 als auch
F386 sind verbriickende Aminosauren zwischen den Aminosauren des CuA- und CuB-
Zentrums. F207 liegt im unteren Teil des aktiven Zentrums, F386 im oberen Teil. Die
aquivalenten Phenylalanine sind in allen drei Proteinen zu finden.

Sekundare Schale (4-6A)

Diese wird gebildet von:
A201, W210, V393. Hydrophile Aminosauren : E345, N364, S380

Das Glutamat 345 ist eine konservierte Aminosdure, die sowohl in Catecholoxidase,
Bakterientyrosinase und Saugertyrosinasen vorkommt. Da verschiedene Studien darauf
hinweisen, dal® das phenolische Substrat vor Eintritt ins aktive Zentrum deprotoniert sein
muf (Itoh et al. 2001; Battaini et al. 2003; Piqguemal et al. 2003), wurde vermutet, dal® dieses
invariante Glutamat an der Deprotonierung und Bindung des Substrates beteiligt sein kdnnte
(personliche Mitteilung Prof. Decker).

Ob das Glutamat 345 als Elektronenakzeptor dient, lasst sich aus den Modellen nicht
schlielRen, aber ein Vergleich der Rontgenstrukturen legt nahe, dall das E345 in
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verschiedenen Proteinen unterschiedliche Aufgaben Ubernimmt. In der Bakterien-Tyrosinase
(1wx4) ist es an der Stabilisierung der Schleife beteiligt, die das HA2 tragt. E345 verbindet
die Schleife Uber Wasserstofforiicken mit der Helix, in der HB1 und HB2 lokalisiert sind,
siehe Kapitel 5.2.3.

Sowohl in der Bakterien-Tyrosinase als auch in der Kartoffel-Catecholoxidase koordiniert das
Sauerstoffatom im Rickgrat des Glutamat 345 das HB1 (His190 in 1wx4 respektive His240
in 1bt1). Das Modell der Maus-Tyrosinase kann an dieser Stelle noch optimiert werden. Eine
leichte Drehung der Histidinseitenkette um 11° lasst die Wasserstoffbriicke problemlos
zustande kommen, ohne die Bindung des Kupfers zu kompromittieren.

Auch das Asparagin 364 ist eine hochkonservierte Aminosaure - im Hamocyanin des
Pfeilschwanzkrebses ist das homologe Asparagin325 mit einer Wasserstoffbriicke zur
Seitenkette des His324 (HB1) an deren Stabilisierung beteiligt (vgl. Kapitel 5.2.2.4).

Serin 380 ist in das Wasserstoffbriicken-Netzwerk im oberen Teil des aktiven Zentrums
eingebunden, Asparagin 364 in das Wasserstoffbriicken-Netzwerk des unteren Teils.

Die Rolle des angesprochenen Elektronenakzeptors konnte auch das Serin380 Ubernehmen,
da es direkt am aktiven Zentrum liegt (siehe Kapitel 5.3.5.1). Aber auch das Asparagin (gruin)
ware in der Tyrosinasen ein mdglicher Reaktionspartner. Da es nur in den beiden
Tyrosinasen enthalten ist, nicht aber in der Catecholoxidase, kénnte es eine spezifische
Bedeutung fir die Tyrosinase-Aktivitdt haben. Das homologe Asparagin in der Bakterien-
Tyrosinase van-der-Waals-Kontakt mit Tyr98 (=Substratdquivalent). Sowohl Asparagin
stabilisieren also vermutlich das Substratmolekil. Beide Aminosauren sind in der
Catecholoxidase durch apolare Aminosduren ersetzt. Dies kénnte darauf hindeuten, dafy
eine genaue Positionierung und Stabilisierung von Diphenolen nicht notwendig ist, um ihre
Umsetzung zu Chinonen zu katalysieren.

Zusammenfassung

Vergleicht man die Verteilung der verschiedenartigen Aminosauren im aktiven Zentrum, so
ist deutlich, da} das Modell ein aktives Zentrum zeigt, das nicht nur die Lage der
kupferbindenden Histidine korrekt darstellt, sondern dessen gesamte Topologie mit der
anderer Typ-3-Kuperproteine ubereinstimmt. Dies wird als Zeichen einer erfolgreichen
Modellierung betrachtet.

5.3.4.2. Die Thioether-Briicke

Aus Sequenzvergleichen mit Tyrosinasen, Catecholoxidasen und Hamocyaninen ist bekannt,
dal sich mindestens zwei verschiedene Typen von Tyrosinasen unabhangig voneinander
entwickelt haben mussen: Arthropoden- und Molluskentyrosinasen (van Holde et al. 2001;
Burmester 2002; Jaenicke und Decker 2004; Claus und Decker 2006). Bei letzteren ist das
zweite kupfertragende Histidin des CuA (HA2) nicht in einer Helix, sondern in einer Schleife
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lokalisiert, und kovalent mit einem N-terminal dazu gelegenen Cystein verbunden. Vermutlich
dient diese Modifikation der Stabilisierung einer bestimmten Konformation des HAZ2.

Das beteiligte Cystein ist das zweite Cystein in einem CxxC-Motiv in der Nahe des aktiven
Zentrums. Da ein solches CxxC-Motiv auch zweimal in der Maustyrosinase vorkommt
("CGNC' und ?**CcDIC?*"), wurde spekuliert, daR auch dort eine solche Thioether-Briicke
existiert (Garcia-Borron und Solano 2002).

Das Modell zeigt keine Cysteine in der Nahe des aktiven Zentrums der Maus-Tyrosinase, die
eine Thioether-Bricke mit den Histidinen formen kénnen. Es kdnnte naturlich ein Alignment-
Fehler vorliegen, aber da die Anordnung der Aminosauren im aktiven Zentrum — wie im
letzten Abschnitt gezeigt — sinnvoll erscheint, mull es einen anderen Grund fir das Fehlen
dieser strukturellen Eigenheit geben. Das an der Thioetherbricke beteiligte Cystein konnte
von einem der beiden vorgenannten CxxC-Motive stammen. Dagegen sprechen allerdings
folgende Aspekte:

In der Kartoffel-Catecholoxidase sind die Aminosauren C92 und H109 an der Bindung
beteiligt, d.h. der Abstand zum Cystein aus dem CxxC-Motiv betragt 17 Aminosauren. Dieser
Abstand betragt in Rapana HC zwei Aminosauren (C59-H61) und in Octopus HC (FU g)
ebenfalls zwei Aminosauren (C2560-H2562). In der Maustyrosinase hingegen ist das N-
terminale CxxC-Motiv "CGNC'® (iber 100 Aminosauren vom aktiven Zentrum entfernt. Das
zweite Motiv 2*CDIC?* ist (iber 40 Aminosduren weit entfernt und liegt C-terminal von CUA;
topologisch gesehen also an der falschen Stelle.

Leider kann weder die Position des ersten noch des zweiten CxxC-Motivs vorhergesagt
werden. Das Homologie-Modell beginnt erst bei Aminosaure Leucin118, also kurz nach der
Position des ersten Motivs. Das zweite in Frage kommende CxxC-Motiv liegt in einem Insert
der Maustyrosinase, fir das mangels Vorlagenstruktur keine zuverlassige Konformation
modelliert werden kann. Betrachtet man jedoch die dichte Packung der schon vorhandenen
Aminosauren im Bereich des aktiven Zentrums, dann wird klar, da} die Bildung einer
Thioether-Briicke mit HA2 sterisch nicht mdglich ist. Dies bedeutet, dal HA2 in der
Maustyrosinase eine hohere Beweglichkeit hat als in der Catecholoxidase. Da auch die
bakterielle Tyrosinase kein Cystein im aktiven Zentrum aufweist, ist dies ein weiterer Hinweis
darauf, dal es sinnvoll ist, eben dieses Molekil als Vorlage fur die Modellierung zu nehmen.

5.3.4.3. Strukturelle Grundlagen fir das Verhalten der Doppel-Mutation

Kann das Strukturmodell den Aktivitatsverlust der Tyrosinase-Mutanten erklaren?

Die Doppel-Mutante **MS*® — 3*GG®"® entspricht der Sequenz des TYRP1. Dieses weist
keine Tyrosinase-Aktivitat auf und bindet auch kein Kupfer. Die Abbildung 54 zeigt
unterschiedliche Aspekte des Maustyrosinase-Modells, die Gesamtstruktur mit den
unzuverlassigen und damit nicht-interpretierbaren Bereichen in rot (A) sowie Detail-
darstellungen des aktiven Zentrums (B und C). In Abbildung 54B erkennt man den
generellen Aufbau des aktiven Zentrums und die Lage der wichtigen Aminosauren: H180,
202 und 211 bilden das CuA-Zentrum; H363, 367 und 390 binden CuB.
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VAL 377 VAL 377

Abbildung 54: Homologie-Modell der Maustyrosinase

A: Lokalisierung der Inserts im Maustyrosinase-Modell, weifl: mTyr Aminosauren mit strukturell aquivalenten
Gegenstiicken in der Bakterientyrosinase, rot: Inserts im Maustyrosinase-Modell, fir die keine verlassliche
Strukturvorhersage gemacht werden kann.

B: Blick ins aktive Zentrum und auf den Stabilisierungs-Effekt des S380 (violett) im Wildtyp, rote Histidine:
CuA-bindend, griine Histidine: CuB-bindend, blau: Kupferionen, tirkis: V377, gelb: S375, orange: M374,
schwarze unterbrochene Linien: Wasserstoffbriicken.

C: Aktives Zentrum in einer Schragansicht, um die stabilisierenden Wasserstoffbriicken zum
Glykosylierungssequon bei Asn371 zu zeigen. Farbcode wie in B, Farbcode der Aminosauren INGT
Kohlenstoff und Wasserstoff grau, Sauerstoff rot, Stickstoff blau. Abbildung aus (Schweikardt et al. 2007)
Stereo-Abbildung, Parallelblick.
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5.3.4.4. Die Mutation M374G

Stabilisiert werden die beiden Kupferzentren zum Einen Uber die enge rdumliche Packung
und zum Anderen Uber Wasserstoffbriicken zu diversen Bindungspartnern. His180 bildet
eine Wasserstoffbricke zum Rilckgrat-Sauerstoff des Val377; His367 ist Uber eine
ebensolche Briicke mit Met374 verbunden (siehe Abbildung 54C).

Dies ist der erste Hinweis auf einen moglichen Einflull des Met374 auf die enzymatische
Aktivitat. Aber auch nach einer Mutation dieser Aminosaure sollte diese Wasserstoffbriicke
bestehen bleiben, da diese zwischen dem Ne-Stickstoff des H367 und dem Ruckgrat-
Sauerstoff des Methionins liegt, welches bei jeder Aminosaure gleich ist. Also mul} es einen
zweiten Grund flir die Wichtigkeit des Methionins geben, der in der Seitenkette begrindet
liegt. Betrachtet man die Stellung der Met-Seitenkette, so fallt auf, dal} sie in van-der-Waals-
Kontakt mit der Seitenkette des H367 liegt und deren Bewegungsfreiheit stark einschrankt.
Dadurch wird die Seitenkette des His in eine bestimmte Konformation gezwungen, die
offenbar die Kupfer-Bindung begunstigt.

Im Wildtyp befindet sich die Seitenkette des hochkonservierten M374 in mTyr (so wie das
homologe M202 in sTyr) in der dichtgepackten Proteinmatrix, die das aktive Zentrum umgibt.
Die Seitenkette reicht in den Raum zwischen den beiden Helices, aus denen die
kupferbindenden Histidine des CuB-Zentrums entspringen. M374 hat daher vermutlich
folgende Aufgaben: Es schrankt Gber den direkten Kontakt mit der Seitenkette des H367
dessen Bewegungsfreiheit ein, was zur Einnahme einer fir die Kupfer-Bindung optimalen
Konformation flhrt. Zum anderen verankert es mit seiner Seitenkette die nachfolgende
Schleife, welche wiederum Uber die H88-V377-Wasserstoffbriicke CuA stabilisiert.

Die Mutation des Methionins in Glycin wird die rdumliche Packungsdichte um das aktive
Zentrum herum erniedrigen und gleichzeitig die Seitenkette des H367 sterisch nicht
einschranken kénnen. Damit fallt auch die Verankerung des Loops weg, der H88 in CuA
stabilisiert. Naturlich wirde keine Lucke im Protein entstehen, denn die anderen
Aminosauren in der Umgebung wirden wahrend der Proteinfaltung den freigewordenen
Platz einnehmen. Diese Restrukturierung fihrt natlrlich zu weiteren strukturellen
Veranderungen im aktiven Zentrum, was die Struktur und damit die Funktion des Enzyms
weiter storen wlrde. Die strukturelle Bedeutung des Methionins wird weiterhin durch die
starke Konservierung innerhalb der Tyrosinase-Familie gestitzt.

5.3.4.5. Die Mutation S375G

Die Konservierung des Serins scheint weniger strikt zu sein, aber auch seine Rolle wurde
schon diskutiert: Furumura et al. vermutete 1998, dal S375 und S192 mit ihren
Hydroxylgruppen eine Verbindung zwischen den beiden Kupfern herstellen und so die
antiferromagnetische Kopplung gewahrleisten, und flhrten als Beweis dieser Theorie an,
dall es nur Austausche gegen Tyrosin gibt — eine Aminosaure, die ebenfalls eine Hydroxyl-
gruppe tragt (Furumura et al. 1998).
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Die Ergebnisse der Modellierung lassen allerdings darauf schlieflen, dall die von Serin
gebildeten Wasserstoffbriicken bei Ser375 das angrenzende Glykosylierungssequon
stabilisieren. Aufgrund der Tatsache, dal} die Seitenkette zu weit entfernt und vom aktiven
Zentrum abgewandt ist, kann sie keine VerknlUpfung der beiden Kupferionen herstellen.
(Dies kdnnte eventuell Serin 380 gelingen, welches in Kapitel 5.3.5.1 besprochen wird.)

Weiterhin verleihen die beiden Glycine als Strukturbrecher dem Protein eine grofiere
Flexibilitdt, da die Backbone-Konformation von Glycinen weitaus weniger eingeschrankt ist
als die von Methionin oder Serin. Die erhdhte Flexibilitat wird sich auf die Stabilitat des V377
auswirken, das den Imidazolring von H180 stabilisiert - und damit wird zusatzlich die Koordi-
nation des CuA gestort. Alle diese Effekte zusammengenommen werden das aktive Zentrum
destabilisieren, den beobachteten Verlust der enzymatischen Aktivitat verursachen und
eventuell dazu fuhren, daf3 Kupferionen nicht gebunden werden.

Dies steht auch in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Spritz et al. 1997. Die
Autoren beschrieben, dall die Kupfer-Bindung kooperativ ist. Die Bindung von Kupfer an
CuB fordert die Bindung von Kupfer an CuA. Ohne Bindung an CuB wird gar kein Kupfer
gebunden (Spritz et al. 1997a).

5.3.5. Analyse bekannter Mutationen am Homologie-Modell

Um den Beweis zu fihren, da® das Modell die tatsachliche Struktur gut nachbildet und die
Effekte von Mutationen auf molekularer Ebene erklaren kann, wurden zwei bekannte
Mutationen der menschlichen Tyrosinase untersucht. Beide Mutationen verursachen Typ 1
Albinismus: S380P (Spritz 1993; Spritz et al. 1997b) und V393F (Oetting et al. 1994). Diese
Aminosauren sind in den unterschiedlichen Reichen hochkonserviert und bei Mensch und
Maus identisch.

5.3.5.1. Die Mutation S380P

Die Aminosdure S380 ist in den Tyrosinasen und Catecholoxidasen konserviert (vgl. siehe
Abbildung 47). Dafur kann es unterschiedliche mechanistische Grinde: Bei Tyrosinasen ist
das Serin vermutlich Teil des Wasserstoffbriickennetzwerkes, welches das kupfertragende
H367 stabilisiert. Die entsprechenden Wasserstoffbriicken kénnen im Modell mittels einer
kurzen Molekildynamik-Simulation von einigen hundert Femtosekunden untersucht werden.
Der vorherrschende Bindungsmodus ist in Abbildung 55 zu sehen. Hier bildet der
Wasserstoff der Hydroxylgruppe von S380 mit dem Rickgrat-Sauerstoffatom des M374 eine
Wasserstoffbriicke und stabilisiert so die Geometrie des aktiven Zentrums.

In der Albino-Mutante S380P existiert keine Hydroxylgruppe. Somit kann auch keine
Wasserstoffbriicke mit M374 gebildet werden. AuRerdem schrankt die Struktur des Prolins
die Ruckgratkonformation des Enzyms nahe dem aktiven Zentrum stark ein, flihrt zu Proble-
men bei der Faltung, zur Destabilisierung des aktiven Zentrums und letztendlich zum Verlust
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der enzymatischen Aktivitat. Aber wie schon erwahnt ist dies nicht der einzige Grund flr die
negative Wirkung dieser Mutation, es gibt wenigstens zwei andere Griinde:

Abbildung 55: Rolle des Serin380 im Wildtyp der Maus-Tyrosinase, MD-Simulation
Der Austausch des Serins (violett) gegen Prolin in der Mutante S380P fiihrt zu einer Stérung des
Wasserstoffbriickennetzwerks, das die Struktur des CuB-Zentrums stabilisiert. Prolin ist apolar und kann
demnach auch keine Wasserstoffbriicken bilden. Rotes Histidin: CuA-bindend, griines Histidin: CuB-bindend,
blau: Kupferionen, tirkis: V377, gelb: S375, orange: M374, schwarze unterbrochene Linien: Wasserstoffbriicken.
Stereodarstellung, Parallelblick. Grafik aus (Schweikardt et al. 2007)

Das konservierte S380 spielt moglicherweise bei der Stabilisierung und Deprotonierung der
Substratmolekile eine Rolle. Die Hydroxylgruppe des umzusetzenden Monophenols muf}
deprotoniert sein, damit die Bindung an die Kupfer und die Hydroxylierung des Ringes in
ortho-Stellung stattfinden kann (ltoh et al. 2001; Battaini et al. 2003; Piquemal et al. 2003).
Auch beim enzymatischen Mechanismus der Catecholoxidase wird Gber die Frage diskutiert,
wie die Deprotonierung ablaufen koénnte (Torelli et al. 2002; Siegbahn 2004; Guell und
Siegbahn 2007). Naturlich wirden sich basische Aminosauren am besten flur diese Aufgabe
eignen (personliche Mitteilung Felix Tuczek), aber da es aufler den Histidinen keine
basischen Aminosauren im aktiven Zentrum gibt, die nahe genug am gebundenen Substrat
liegen, mufl® man alternative Szenarien in Betracht ziehen.

GLU 182 GLU 182

Abbildung 56: Ansicht des aktiven Zentrums der bakteriellen Tyrosinase, Blick von CuA in Richtung CuB.
Gezeigt ist die Wasserstoffbriicke zwischen Ser2060 der Tyrosinase und Tyr98OH des Caddieproteins (weiler
Pfeil) sowie der van-der-Waals-Kontakt zwischen Asn191 der Tyrosinase und Tyr98 (schwarzer Pfeil).

Tdurkis: Ser206 und Asn191, Glu182 nach Standardelementfarben eingeféarbt; griin: CuB-bindende Histidine (CuB
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ist hinter dem Sauerstoffmolekiil verborgen, die CuA-bindenden Histidine sind aus Ubersichtlichkeitsgriinden
nicht gezeigt). Stereoansicht, Parallelblick.

Die Rolle des Protonenakzeptors kdénnte in der Tyrosinase dem Serin zufallen, wobei das
aufgenommene Proton durch das umgebende Wasserstoffbriickennetzwerk stabilisiert wird.
In der Réntgenstruktur der bakteriellen Tyrosinase bildet das homologe Serin eine Wasser-
stoffbriicke mit dem Tyr98 des Caddie-Proteins, das die Position eines potentiellen Substrats
einnimmt. Das Sauerstoffatom der Serin-Seitenkette und das Sauerstoffatom der Tyrosin-
Hydroxylgruppe sind im passenden Abstand, um eine Wasserstoffbriicke zu bilden (weiler
Pfeil in Abbildung 56). Damit werden zwei Ziele erreicht: zum einen wird das Substrat
stabilisiert, zum anderen ware das Wasserstoffatom exakt an der richtigen Position, um
durch das Serin vom Phenol abstrahiert zu werden.

5.3.5.2. Die Mutation V393F

Die Aminosaure V393 befindet sich in der Nahe der Histidine 363 und 390, die das CuB
binden. Die Seitenkette des V393 ragt in den Raum zwischen den Imidazolringen der beiden
Histidine. Eine Phenylalaninseitenkette findet dort keinen Platz und wirde sich mindestens
mit drei verschiedenen Aminosauren Uberschneiden: Leu208, Leu344 und F207.

Die Aminosaure F207 liegt im Interface zwischen CuA und CuB und verbrickt die beiden
Zentren. Sie hat Kontakt zu vier der sechs kupfertragenden Histidine: H202, H211, H363 und
H390 (Abbildung 57). Ohne Zweifel wird der Austausch des Valins durch ein gréf3eres und
unflexibleres Phenylalanin die Anordnung der Seitenketten im aktiven Zentrum wahrend der
Faltung im ER stéren.

Abbildung 57: EinfluR der Mutation V393F auf das aktive Zentrum der Maus-Tyrosinase

Die Mutation V393F flihrt eine sehr grof3e und starre Seitengruppe an einer Stelle ein, an der kein Platz fir sie ist,
und fihrt so zu Abweichungen von der optimalen Struktur des aktiven Zentrums. Rote Histidine: CuA-bindend,
grune Histidine: CuB-bindend, blau: Kupferionen, rote Kugeln: Sauerstoffmolekul, magenta: Mutation F393,
Uberlappt mit F207 (grau). Stereodarstellung, Parallelblick.
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5.3.6. Zusammenfassung

Das erzeugte Modell der Maus-Tyrosinase kann sowohl das Verhalten der in diesem Projekt
erzeugten Mutanten M374G und S375G erklaren als auch den Grund fir die fehlende
enzymatische Aktivitat in bekannten Albino-Mutationen wie S380P und V393F. Man kann
somit davon ausgehen, dall das Modell die tatsachliche Struktur der Maustyrosinase gut
nachbildet und die Effekte von Mutationen auf molekularer Ebene erklaren kann.

Die obigen Analysen wurden zum Teil schon veréffentlicht, siehe (Schweikardt et al. 2007).

-116 -



6. Weitere Projekte

6.1. Rekonstruktion Palinurus elephas Tyrosinase

In diesem Projekt sollte die Durchflhrbarkeit einer dreidimensionalen Rekonstruktion auf
Basis von negativ kontrastierten elektronenmikroskopischen Aufnahmen in unserer Gruppe
gezeigt werden. Da schon negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen aus der Dissertation von
Herrn Elmar Jaenicke vorhanden waren, wurde die Mdglichkeit einer 3D-Rekonstruktion aus
diesen Aufnahmen angestrebt. Die Ziel war die Struktur der Tyrosinase der Europaischen
Languste Palinurus elephas.

6.1.1. Probenpraparation

Die Hamolymphe wurde durch Punktierung des Perikards aus zwei Langusten (Fisch-
handlung Jakob, Mainz) entnommen, wie in Jaenicke und Decker 2003 beschrieben
aufgereinigt und bei einer Konzentration von ca. 100 mg/ml und einer Temperatur von 4 °C
in Stabilisierungspuffer (100 mM Tris/HCI, 20 mM CaCl,, 20 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH
7.5) gelagert.

Fir die Elektronenmikroskopie wurde diese Tyrosinase-Stammldsung auf eine Konzentration
von 2 mg/ml verdinnt und auf mit Kohlefilm beschichteten 400 Mesh-Kupfernetz (Structure
Probe Inc., West Chester, PA, USA) aufgetragen. Die Kupfernetze wurden mit 2 % (w/v)
wassriger Uranylacetat-Losung (Fluka Chemie AG, Buchs) negativ kontrastiert, wie von
Robin Harris als ,droplet technique® beschrieben (Harris 1997).

6.1.2. Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie wurde an einem Zeiss EM 900 TEM (Zeiss, Oberkochen), bei
einer Beschleunigungsspannung von 80 kV durchgeflihrt. Ganz herzlichen Dank hierfir an
Herrn Dirk Scheffler (Institut fir Zoologie, Universitat Mainz) fur die Durchfiihrung, sowie an
Herrn Prof. Dr. EImar Jaenicke (Institut fur Molekulare Biophysik, Universitdt Mainz) fur die
Uberlassung der Aufnahmen.

Die negativ kontrastierten Aufnahmen der Tyrosinase wurden bei 30.000 facher
VergrdlRerung mit Hilfe eines Kodak EM Film 4489 photographisch erfasst und mit einem
Heidelberg 7100 Trommelscanner bei einer PixelgréRe von 3,53 A digitalisiert.

6.1.3. Rekonstruktion der Proteinstruktur

Zur dreidimensionalen Rekonstruktion der Tyrosinase wurde das Programmpaket EMAN 1.6
eingesetzt, sowohl wahrend des halbautomatischen Pickens der Partikel als auch der
Bildverarbeitung und der abschlieRenden Rekonstruktion sowie Bewertung des Ergebnisses.
Um eine Verfalschung der Rekonstruktion zu vermeiden, wurde kein Startmodell
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vorgegeben, sondern sogenannte ,referenzfreie Klassenmittel® (reference-free class
averages) zur Erstellung des Startmodells benutzt.

Die einzige Vorgabe war die D3-Symmetrie, da Proteine derselben Familie — wie das
Hamocyanin von Panulirus interruptus — eine D3-Symmetrie aufweisen und sowohl vorher-
gehende Studien als auch die TEM-Aufnahmen eine solche Symmetrie nahe legten. Durch
die Vorgabe der Symmetrie konnte der Rechenaufwand fiir die Rekonstruktion betrachtlich
gesenkt werden.

Abbildung 58: Ansichten der errechneten ersten Klassenmittel der Palinurus elephas Tyrosinase .
Blick entlang der Symmetrieachsen des Tyrosinasemolekiils in der Reihenfolge Aufsicht, Seitenansicht und
Seitenansicht ausgerichtet an Aufsicht.

Abbildung 58 zeigt die ersten errechneten Klassenmittel, die zur Rekonstruktion des initialen
Modells benutzt werden. Abbildung 59 zeigt in den ungeraden Spalten die Projektionen des
endgulltigen Tyrosinase-Modells, in den geraden Spalten die Klassenmittel, jeweils mit
Angabe der entsprechenden Anzahl an Partikeln in der Klasse. Es wird deutlich, dal} die
Tyrosinase auf der Oberflache des Kohlefilms mit deutlichen Orientierungspraferenzen
adhariert. Der Uberwiegende Teil der Partikel ist in einer der ersten Klassen zu finden, die die
Aufsicht oder der Aufsicht sehr winkelnahe Ansichten zeigen (Uber 1.800 Partikel). Schon
weit weniger Partikel (ca. 250) zeigen eine der méglichen Seitenansichten.

Die Klassen, die die moglichen Orientierungen zwischen den Extremen ,Aufsicht* und
~oeitenansicht” zeigen, also die Schragansichten, sind nur mit sehr wenigen Partikeln
besetzt, manchmal sogar nur mit einem einzigen Partikel. Damit macht der Vergleich
zwischen Projektion und Klassenmittel, das in diesem Fall nur aus einem einzigen Partikel
besteht, im Sinne der Qualitatstuberprifung nur wenig Sinn.

Normalerweise wird dieser Vergleich zwischen den Projektionen des endgultigen Modells
und den Klassenmitteln dazu benutzt, um die Gute des Modells zu Uberprifen. Weichen die
Projektionen zu stark von den Klassenmitteln oder den Einzelpartikeln ab, dann mul} die
Rekonstruktion Uberpruft werden. Dies ist hier nur schwer moglich. Einige der Klassenmittel
weichen deutlich von den Projektionen des Modells ab, z.B. Projektion 22 und das
zugehorige Klassenmittel 23. Hier scheint das Alignment nicht funktioniert zu haben.

Die unterschiedlich gute Abdeckung der Eulerwinkel hat zur Folge, dal} die Rekonstruktion
an Auflésung und Genauigkeit verliert — wenn keine Ansichten aus einem bestimmten Winkel
vorhanden sind, kann aus ihnen auch keine Strukturinformation flr die Rekonstruktion
gewonnen werden.
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Abbildung 59: Projektionen der endgiiltigen Rekonstruktion der Tyrosinase von Palinurus elephas.
Projektionen (Spalten ,,P) und jeweils rechts daneben die entsprechenden Klassenmittel der zugrundeliegenden
Partikel (Spalten ,KM®). Die erste Zahl ist ein fortlaufender Index; sie hat keine weitere Bedeutung. Die zweite
Zahl hat zwei Verwendungen. Bei -1 handelt es sich um eine Projektion des Modells. In den danebenstehenden
Klassenmitteln steht sie fiir die Anzahl der Einzelpartikel in der Klasse.

Die Rekonstruktion mit Hilfe von sehr verrauschten Klassenmitteln wird die Auflésung der
Rekonstruktion zusatzlich verschlechtern, da das Rauschen mit in die Rekonstruktion
einflieRt. Besonders ,kornige” Klassenmittel sind ein Hinweis auf diesen Umstand.
Abbildung 60 zeigt beispielhaft die Klassenmittel die zur Erstellung des Startmodells
verwendet wurden, und drei in der jeweiligen Klasse enthaltene Einzelbilder (Partikel).

& i i

Abbildung 60: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Palinurus elephas Tyrosinase
Je 3 Einzelbilder aus TEM-Aufnahmen und das gemittelte Bild der entsprechende Klasse, die aus einigen hundert
Bildern bestehen kann; a) Aufsicht, b) Seitenansicht

Das Ergebnis der Rekonstruktion ist ein dreidimensionaler Kérper. Jeder der Voxel hat eine
bestimmte Dichte, und der nachste Schritt ist, das Molekul von der Umgebung abzugrenzen.
Das Programm Volume aus EMAN 1.6 wurde dazu benutzt, die umhillende Oberflache flr
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die Tyrosinase festzulegen, so dal die gezeigte Oberflache in Abbildung 61 und Abbildung
62 bei normaler Proteindichte in etwa eine Masse von 479 kDa umschlief3t, was der
Moleklilmasse des Hamocyanins von Palinurus elephas entspricht. Eine genauere
Bestimmung der Masse und damit des Volumens war aufgrund der fehlenden Sequenzdaten
fur die Tyrosinase nicht moglich. Also wurde die Masse des Hamocyanins als erste
Naherung verwendet.

Abbildung 61: Rekonstruktion der Palinurus elephas Tyrosinase bei einer Auflésung von 21 A.
Links: Aufsicht , Mitte: Schragansicht, rechts: Seitenansicht

Abbildung 62: Vergleich der Rekonstruktion von Palinurus elephas Tyrosinase mit der Rontgenstruktur
des Hamocyanins von Panulirus interruptus

Links: Aufsicht, Mitte: Schragansicht, rechts: Seitenansicht. Blau: Rekonstruktion, griin: Rontgenstruktur des
Hamocyanins von Panulirus interruptus

Das Hamocyanin der verwandten Art Panulirus interruptus zeigt eine D3-Symmetrie: Zwei
Ubereinander liegende, um 60° gegeneinander verdrehte Trimere. Die Rekonstruktion zeigt
ebenfalls D3-Symmetrie. Dies ist allerdings nicht verwunderlich, schliellich war diese
Symmetrie vorgegeben — die Anordnung der Trimere hingegen ist dem Programm unbe-
kannt.

Trotzdem sieht man in Abbildung 63 deutlich, da® die Trimere nicht direkt Ubereinander
liegen, sondern gegeneinander verdreht sind. Dort, wo sich im oberen Trimer eine Licke
zwischen den Monomeren befindet, ist im unteren Trimer keine Liicke. Die Rekonstruktion
zeigt damit, dal® die Anordnung der Trimere in der Tyrosinase identisch mit der Anordnung
der Trimere im Hamocyanin sind. Sie bestéatigt die generelle Richtigkeit der Annahme
(Jaenicke und Decker 2003), daf} es sich bei der Tyrosinase um ein hexameres Molekll mit
D3-Symmetrie handelt.
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Abbildung 63: AusschnittsvergroBerungen der Rekonstruktion aus den vorhergehenden Abbildungen
Blau: Rekonstruktion, griin: Rontgenstruktur des Hdmocyanins von Panulirus interruptus, roter Pfeil: Liicke
zwischen Monomeren im oberen Trimer, gelber Pfeil: keine Liicke im unteren Trimer

Weiterhin zeigt der Vergleich zwischen Rekonstruktion und Rontgenstruktur, dafl} die GréRRe
und Proportionen der Tyrosinase in etwa denen des Hdmocyanins entsprechen.

Abbildung 64: Symmetrieachsen in Palinurus elephas Tyrosinase.
Links: 3-zahlige Achse in der Aufsicht, rechts: 2-zahlige Achse in der Seitenansicht

6.1.4. Auflosungsbestimmung

Zur Auflésungsbestimmung wird der Datensatz geteilt und zwei unabhangige 3D-Modelle
berechnet, die danach mittels einer Fourier Shell Correlation-Funktion verglichen werden.
(van Heel 1987a, 1987b). Die Aufldsungsbestimmung wurde mit dem im Vergleich zum
3o-Kriterium eher konservativen 0.5 FSC-Kriterium durchgefuhrt — man vergleicht die beiden
Rekonstruktionen, zuerst die Form, dann immer mehr strukturelle Feinheiten. Der Punkt, an
dem die beiden Rekonstruktionen um mehr als 50% voneinander abweichen, wird als
Auflésung definiert — manchen Autoren ist dieses Kriterium allerdings zu pessimistisch (van
Heel und Schatz 2005). Die so ermittelte Auflésung lag bei etwa 21 A, siehe Abbildung 65.
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Abbildung 65: Fourier Shell Correlation als Ergebnis des Vergleichs zweier unabhéangig voneinander
errechneter Rekonstruktionen mittels FSC.
Die ermittelte Aufldsung der Palinurus elephas-Tyrosinase bei 0.5 FSC betragt 21A.

Normalerweise sollte die FSC-Kurve, wenn Sie einmal den Nullpunkt berthrt hat, nicht
wieder ansteigen. Ein solcher Kurvenverlauf weist auf Probleme wahrend der Rekonstruktion
hin, hier kann z.B. die Filterung der Partikel und die Interpolation wahrend der Rekon-
struktion noch optimiert werden (Penczek 2005).

6.1.5. Zusammenfassung und Ausblick

Die dreidimensionale Struktur der Tyrosinase von Palinurus elephas (der Europaischen
Languste) konnte durch eine Rekonstruktion aus negativ kontrastierten TEM-Aufnahmen
aufgeklart werden. Die Auflésung des Modells betragt etwa 21 A.

Wie man in den vorstehenden Abbildungen sieht, handelt es sich um ein hexameres Protein
mit einer D3-Symmetrie. In dieser Symmetrie wird eine dreizéhlige Rotationsachse mit einer
dazu senkrecht stehenden Schraubenachse kombiniert (siehe Abbildung 64). Die Form und
Grole des Molekdls ist ahnlich der eines strukturell nahverwandten Hamocyanins derselben
Tierart. Beeindruckend ist die Tatsache, dall die Rekonstruktion bei dieser Auflésung die
Lage der Trimere zueinander zeigen kann.

Wie kdnnte man die Rekonstruktion verbessern?

Die Anzahl der Einzelpartikel, die dieser Rekonstruktion zugrunde liegen, betragt etwa 2500.
Die Analyse von einer hoheren Anzahl von Bildern kdnnte die Auflésung verbessern, aber
die Anzahl der Bilder ist nur einer von vielen Parametern, die die Auflosung bestimmen. In
diesem Fall wirkt sich auch die Praferenz des Molekils, sich hauptsachlich in zwei
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Orientierungen an den Kohlefilm des Objekttragers zu binden, negativ aus: Uber 2.000 von
2.500 Partikeln wurden in der Aufsicht oder Seitenansicht aufgenommen. Durch die
Einbettung in Eis sollte man auch andere Orientierungen beobachten kénnen, um so die
fehlende Strukturinformation zu erhalten.

Ein weiterer Faktor, der die Auflosung begrenzen kann, ist die Hohe des Kontrastmittels am
beobachteten Partikel. Idealerweise wird jedes Molekil vollstdndig und gleichmalig von
Uranylacetat umgeben sein. Von diesem Fall kann jedoch nicht ausgegangen werden. So
kann das Erscheinungsbild eines Molekuls trotz identischer Ausrichtung zum abbildenden
Elektronenstrahl variieren. Letztlich sollte ein solches Projekt mit vitrifizierten Proben an
einem EM mit Feldemissionskanone durchgefiihrt werden. Diese zeichnet sich im Vergleich
zu anderen Elektronenquellen (Wolframkathode oder LaBg-Kathode) durch eine hohe
Strahlkohdrenz und Strahlstarke aus, die fir hochaufgeléste Aufnahmen unabdingbar ist.
Nur solche Untersuchungen werden die noch ausstehenden Fragen, wie nach den
Untereinheitenkontakten und dem Einflu der Quartarstruktur auf die enzymatische Aktivitat
beantworten kdnnen.

Mit den zur Verfugung stehenden Mitteln war keine im Verhaltnis zum Aufwand stehende
Verbesserung der Struktur zu erwarten. Daher wurde dieses Projekt als erste Bestatigung
der Vermutung interpretiert, dall die Tyrosinase bei dieser Langustenart in hexameren
Molekulen auftritt und nicht — wie in anderen Spezies — in monomerer Form (z.B. in Bakterien
(Betancourt et al. 1992; Chen, L. Y. et al. 1992; Tepper et al. 2002; Claus und Decker
2006)), dimerer Form (Saugetiere (Watabe et al. 2004; Wang und Hebert 2006)) oder
tetramerer Form (z.B. von Schaben (Durrant et al. 1993)).
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6.2. Modellierung des Eurypelma californicum Hamocyanins zur
Verwendung in der EM-Rekonstruktion

Das Hamocyanin der Amerikanischen Vogelspinne Eurypelma californicum gehort mit
24 Untereinheiten und Gber 1,7 MDa zu den groten bekannten Proteinkomplexen und sorgt
fur den Sauerstofftransport in der Hamolymphe. Seit Jahrzehnten wird eine Struktur-
aufklarung versucht. Diese erweist sich allerdings als sehr schwierig, da die GroRe des
Molekuils der Grund dafir ist, da® das Hamocyanin sehr ungeordnet kristallisiert. Das
Molekul zeigt aulserdem bei der Bindung von Sauerstoff eine substantielle Konformations-
anderung, die sich Uber samtliche Quartarstrukturebenen fortsetzt. Eine weitere Hirde bei
der Strukturaufklarung ist sicherzustellen, dal® alle Molekile, die untersucht werden sollen, in
derselben Konformation vorliegen: In der oxygenierten oder deoxygenierten Form.

Mit der Strukturanderung verandert sich auch die Affinitdt des Moleklls flr Sauerstoff. Das
zugrundeliegende Phanomen, die sogenannte Kooperativitat, ist seit langem beschrieben
(Robert et al. 1987; Decker und Sterner 1990). Zu beobachten sind beim Hamocyanin neben
der Anderung der Sauerstoffaffinitat auch die strukturellen Anderungen, z.B. im Elektronen-
mikroskop in negativ kontrastierten Aufnahmen (siehe Abbildung 66 aus (Hartmann et al.
2004)). Die Auflésung dieser Aufnahmen l3asst allerdings keinerlei Spekulation dUber die
konkrete dreidimensionale Struktur, den Mechanismus der Strukturdnderung oder die daran

beteiligten Aminosauren zu.
‘ . | ’ ﬂ
‘-Lv

Abbildung 66: Konformationsunterschiede des Eurypelma-Hamocyanins im TEM-Bild
Links: deoxy-Konformation, rechts: oxy-Konformation, Abbildung von Tobias Mdiller, aus (Hartmann et al. 2004)

Um diese Fragen zu klaren, wurde eine Studie durchgefiihrt und veréffentlicht, in der die oxy-
und deoxy-Formen des Hamocyanins mit Roéntgenkleinwinkelstreuung (Small angle xray
scattering, SAXS) untersucht wurden (Decker et al. 1996; Hartmann und Decker 2002).

Wie aus der Studie hervorging, betrifft die Strukturanderung den Abstand der Dodekamere,
Hexamere und Trimere, die Rotation der Hexamere und Dodekamere gegeneinander und
den Gyrationsradius des Gesamtmolekiils. Es handelt sich also um ein sehr komplexes,
hochkooperatives System.

Welche Ruckschliusse auf die Struktur kann man aus diesen Parametern ziehen? Die
Abbildung 67 zeigt die errechneten Strukturen der deoxygenierten und oxygenierten Form
des Eurypelma Hamocyanins. Die Anordnung und Orientierung der Untereinheiten wurde auf
Grundlage der SAXS-Messungen (Decker et al. 1996) vorgenommen, die Homologie-
Modelle der Untereinheiten wurden in meiner Diplomarbeit (Schweikardt, T., Diplomarbeit
2001) errechnet und in (Voit et al. 2000) veréffentlicht.
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Abbildung 67: Errechnete Struktur des Eurypelma californicum Hamocyanins
Kombination aus SAXS-Analyse und Homologie-Modellierung. Links: oxygenierte Struktur, rechts: deoxygenierte
Struktur. Jede Untereinheit ist zur besseren Ubersicht in einer anderen Farbe eingefarbt (Voit et al. 2000).

Um eine hochauflésende Struktur zu generieren, wurde in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Markl, Fachbereich Zoologie der Universitat Mainz, eine Rekonstruktion aus
Cryo-EM-Aufnahmen erstellt.

6.2.1. Experimentelle Prozeduren

Hier erwies sich die strukturelle Variabilitdt des Hamocyanins als grol’es Problem. Die
Methode der Rekonstruktion erfordert es, dal} alle Moleklile, die in die Rekonstruktion einer
Struktur eingehen sollen, in derselben Konformation vorliegen — entweder oxygeniert oder
deoxygeniert. Hat man in der Ldosung, die man untersuchen will, beide Konformationen
vorliegen, mufl man die Konformationen unterscheiden kénnen — auch bei schlechtem
Kontrast, wie er fiir die Cryo-Elektronenmikroskopie typisch ist.

Kann man die Formen nicht unterscheiden, dann wird die Rekonstruktion fehlerhaft sein und
eine gewisse Aufldsung nicht Uberschreiten konnen. Die Umwelt-Bedingungen wéahrend des
Einfrierens der Probe zu kontrollieren — und damit den Zustand der Probe — ist eine
zusatzliche Herausforderung. Die Probe wird auf ein Kupfernetzchen aufgebracht, das mit
einem l6chrigem Kohlefilm Gberzogen ist (,Holey Carbon®). Die Lésung verteilt sich Gber den
Kohlefilm, und man hofft, da® moglichst viele der Molekule zusammen mit der Losung in
diese Locher diffundieren. Man gibt der Losung kurz Zeit, sich zu verteilen, nimmt die
Uberschissige Losung mit Filterpapier ab und schief3t dann den Probentrager in flissiges
Ethan. Auch wenn das Ethan durch flissigen Stickstoff auf ca. 110 Kelvin gekihlt ist, besteht
trotzdem Explosionsgefahr, wenn man eine reine Sauerstoff-Atmosphéare im Praparations-
umfeld herstellt. Es war somit zuerst nicht mdglich, das Protein zu 100% in die oxygenierte
Form zu Uberfuhren.
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Letztendlich wurden diese experimentellen Probleme durch einen hohen apparativen
Aufwand (Absaugvorrichtungen fir die Praparationskammer, Sicherheitsglas uvm.) gelost,
doch selbst wenn man die Bedingungen kontrollieren kann, kann man nicht zu 100% sicher
sein, dall jedes Molekll in derselben Konformation vorliegt. Genau dieser Umstand ist
vermutlich der Grund flr die niedrige Auflésung der ersten Rekonstruktionen: Man muf}
davon ausgehen, dal} sich nicht alle in den cryo-TEM-Aufnahmen sichtbaren Partikel in
derselben Konformation befanden.

6.2.2. Losungsansatze fur die experimentellen Probleme

Da unserer Arbeitsgruppe die errechnete Struktur der beiden Konformationen vorlag, kam
mir folgende Idee: Wenn wir die Genauigkeit des Auswahlprozesses (das sog. ,Picking®)
steigern kénnten, so dal} ein Suchalgorithmus schon bei der Auswahl der Partikel zwischen
der oxy- und der deoxy-Form des Hamocyanins unterscheiden kann, muisste sich die
Genauigkeit der Rekonstruktion steigern lassen.

Um dieses Ziel zu erreichen, mufdten die entsprechenden Ansichten des Molekils aus
verschiedenen Eulerwinkeln errechnet werden, die dann als Suchmuster (,Picking
Templates®) eingesetzt werden konnen. Das Programm boxer, ein Teil des EMAN-
Programmpakets, kann die Templates benutzen, um aus einem Gemisch an Konformationen
die jeweils gewlinschte herauszupicken und die unerwiinschte Konformation zu ignorieren
(,reference-based picking“, (Ludtke et al. 1999)).

Nicht nur wahrend der Partikelauswahl, sondern auch wahrend der Rekonstruktion konnen
die Templates eingesetzt werden und zwar wahrend der Klassifikation der gepickten Partikel,
um eine bessere Zuordnung der Partikel in eine bestimmte Klasse zu ermoglichen. Hier liegt
aber auch eine Fehlerquelle: Die Klassifikation kann von diesen zusatzlichen Informationen
profitieren, aber im nachfolgenden Schritt des Alignments der einzelnen Partikel in einer
Klasse sollten die Templates nicht benutzt werden, um eine Beeinflussung des Modells
durch die Templates zu verhindern.

Die errechneten Strukturen lagen im PDB-Format vor, waren also atomare Modelle des
Eurypelma Hamocyanins (Voit et al. 2000; Hartmann und Decker 2002). Um ein méglichst
realistisches Aussehen der Projektionen zu erreichen, wurden die 3D-Daten mit EMAN
gefiltert (Douglas und Rao 1983), so dal sie Rekonstruktionen bei 10 Angstrém Auflésung
entsprechen (Abbildung 68). Danach wurden Projektionen aus allen Euler-Winkeln erzeugt,
die fir die vollstandige Beschreibung eines Molekils mit C2-Symmetrie notwendig sind, das
Winkelinkrement zwischen den Projektionen betrug 5 Grad (Abbildung 69, Abbildung 70).

Die Projektionen wurden wie beschrieben im Verlauf der Partikelselektion und Klassifizierung
eingesetzt.
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Abbildung 68: Auf 10A Auflésung gefilterte 3D-Strukturen des Eurypelma-Himocyanins
Oben in blau: deoxy-Form, unten in rot: oxy-Form. Zur Methode siehe Kapitel 6.2.2, Abbildung erstellt mit
AMIRA (www.amiravis.com). Stereoabbildungen, Parallelblick.

Abbildung 69: Projektionen der errechneten deoxy-Form des Hamocyanins als Suchvorlagen
Erzeugt wurden ber 360 Projektionen mit unterschiedlichen Eulerwinkeln. Zur Methode siehe Kapitel 6.2.2.

Abblldung 70: Projektionen der errechneten oxy-Form des Hamocyanins als Suchvorlagen
Erzeugt wurden ber 360 Projektionen mit unterschiedlichen Eulerwinkeln. Zur Methode siehe Kapitel 6.2.2.
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6.2.3. Ergebnisse

Die Rekonstruktionen, die auf dieser neuen Suchroutine basierten, zeigten eine deutliche
Verbesserung der Struktur, vor allem die der deoxy-Form (persdnliche Mitteilungen Jirgen
Markl und Ulrich Meissner, Zoologie, Universitat Mainz).

Die Aufldsung lag bei etwa 25 Angstrém im Vergleich zu vorherigen Rekonstruktionen, die
eine Aufldsung von ca. 30-40 Angstrém hatten und in denen Details der Molekiilgestalt nur
unzureichend zu erkennen waren.

In der neuen Rekonstruktion (siehe Abbildung 71) war es nun moglich, die Form des
Molekuls sowie die Lage der Hexamere und der meisten Monomere zu erkennen. Probleme
bereitete aber nach wie vor die Symmetrie innerhalb der Hexamere, wie man in Abbildung 71
erkennen kann. Dies war der Ausgangspunkt flr die weitere Verbesserung der Rekon-
struktion, die im Rahmen der Dissertation von Michael Stohr durchgefiihrt wurde.

Abbildung 71: Rekonstruktion des 24meren Hamocyanins von Eurypelma californicum.

Links: Ansicht der C2-Symmetrie, rechts: um 90 Grad gedrehte Ansicht. Rekonstruktion noch ohne
weitergehende Optimierung der Rekonstruktionsparameter. Abbildung erstellt in AMIRA (www.amiravis.com),
Rekonstruktions-Datensatz von Michael Stohr, Zoologie, Universitat Mainz.

Es wurden unter anderem mehrere Methoden zur Winkelbestimmung angewendet und das
Molekil unter Angabe unterschiedlicher Symmetrien rekonstruiert. Die Uberpriifung
zahlreicher Parameter flihrte im Verlauf des Projektes zu einer deutlichen Steigerung der
Rekonstruktionsqualitat.

Momentan wird versucht, durch methodische Verbesserung und eine Erhéhung der Anzahl
an analysierten Partikeln die Auflésung der Rekonstruktion auf unter 10 Angstrém zu
verbessern. Die endgultigen Rekonstruktionen des Hamocyanins liegen mir nicht vor und
kdnnen daher nicht gezeigt werden.
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6.3. Modellierung des Drosophila melanogaster LSP-2 zur
Verwendung in der EM-Rekonstruktion

Das Larvale Serumprotein 2, abgeklrzt LSP-2, kommt in der Taufliege Drosophila
melanogaster vor, gehort zur Familie der Typ-3-Kupferproteine und zur Klasse der
Hexamerine (Burmester und Scheller 1996; Burmester et al. 1998; Burmester 2001, 2002).
Sequenzanalysen weisen darauf hin, dal® sich die Hexamerine der Insekten von den
hexameren Hamocyaninen der Crustaceen ableiten. Da die Sauerstoffversorgung in
Insekten von den Tracheen Ubernommen wird, verzichten viele der weiterentwickelten
Insekten auf den Sauerstofftransport in der Hamolymphe - nicht aber die basal stehenden
und am nachsten mit den Crustaceen verwandten Insekten wie die Steinfliegen, diese
besitzen nach wie vor ein funktionsfahiges Hamocyanin (Hagner-Holler et al. 2004;
Burmester und Hankeln 2007; Hagner-Holler et al. 2007).

Der evolutionare Druck auf die Funktionsfahigkeit des Hdmocyanins ging soweit zurtick, dafl
sich eine Proteinklasse mit anderer Funktion entwickelten konnte, die Hexamerine. Wahrend
dieser Entwicklung gingen funf der sechs kupferbindenden Histidine (Telfer und Kunkel
1991) verloren und wurden durch andere Aminosauren ersetzt. Dies bedeutet, dall Hexa-
merine wie das LSP-2 nicht in der Lage sind, Kupfer oder Sauerstoff zu binden.

Hexamerine dienen vermutlich der Speicherung von aromatischen Aminosauren, die einen
ungewodhnlich groRen Anteil der Molekllmasse ausmachen. Das LSP-2 enthalt z.B. doppelt
so viele Tyrosine wie das Langusten-Hamocyanin. Hexamerine werden deswegen auch als
Arylphorine bezeichnet.

6.3.1. Zielsetzung

Ziel dieses Projektes war die Vorhersage der hexameren Struktur des larvalen
Serumproteins LSP-2, Variante CG6806-PA von Drosophila melanogaster zum Vergleich mit
der 3D-Rekonstruktion, die von Andreas Martin (Zoologie Mainz, AG Markl) aus CryoEM-
Aufnahmen erstellt wurden. Bei der Homologie-Modellierung wird das Augenmerk vor allem
auf die methodenimmanente Variabilitdt an den Stellen in den Modellen gerichtet, die durch
das Fehlen von aquivalenten Aminosauren in der Vorlagenstruktur zustande kommen.

6.3.2. Alignment und Modellierung

Das Alignment von Limulus polyphemus Hamocyanin Untereinheit 2, Panulirus interruptus
Hamocyanin Typ A und dem Drosophila-LSP-2 wurde mit ClustalX erstellt. Angewendet
wurden die Standard-Alignment-Optionen, bis auf die Anderung der Bewertungs-Matrix fiir
das ,Pairwise Alignment®, hier wurde die Blosum30-Matrix verwendet.

Die statistische Analyse mit Genedoc flr das Alignment der drei Proteine zeigt, dal3 LSP-2
mit dem Langusten-Hamocyanin geringfigig mehr Gemeinsamkeiten hat, etwa 2% mehr
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isofunktionelle oder ,homologe“ Aminosauren und dafur weniger Lucken im Alignment
aufweist (Abbildung 72). Daher wurde das Langusten-Hamocyanin als Vorlage zur
Modellierung benutzt.

LSP-2

1HCY 22% ldentitat
42% Homologie
10% Lucken im Alignment

1LLA 22% ldentitat
40% Homologie
12% Lucken im Alignment

Abbildung 72: Statistische Alignment-Analyse von GENEDOC

Proteine: Panulirus-Hamocyanin (1HCY), Limulus-Hamocyanin (1LLA) und Drosophila-LSP-2. Die Prozentwerte
bezeichnen jeweils Sequenzidentitat, Homologie und Licken im Alignment. Dabei wird der Begriff Homologie
definiert als Isofunktionalitdat der Aminosauren nach (Nicholas et al. 1997).

Das mit ClustalX berechnete Alignment wurde mit Genedoc manuell optimiert (Abbildung 73)
und zur simultanen Modellierung aller Untereinheiten des hexameren LSP-2 benutzt. In
bestimmten Bereichen des Alignments gibt es Licken, die der verwendeten Methode nach
zur Folge haben, dal die in diesen Bereichen vorhergesagten Strukturen stark von den
realen Strukturen abweichen kénnen, aber nicht missen.

* * &0 * 80 * 10
1HCY : DALGT PT. Dmrmmnsnr T LLE! T ;99
Lgp-2 : -——-KDF. TEPFG-GSYTVEYRPWE| HEE PET E. 1 94
61 & EL H 586 4 6L & EW FE
1HCY : 186
Lap-2 : 193
1HCY : 283
Lap-2 : 292
1HCY : 382
Lsp-2 : 341
1mCY i 463
Lep-2 I ar GIODE : 480
1 FGEGELVE L TS5 F
320 *
1HCY : 582
Lap-2 : 877
&00 * E2l] 640 * 660 * 680
1HCY 5 FEEMES . o !! O Ba RIS ST EIZRWED SNIKHVVVEIVHHL* : G644
Lap-Z : [ = PR M E 2C——| RESVILAL SFE NI D A—— R

GﬁElBH&LE!HG!S? HG YD FPGSF R @ o
Abbildung 73: Sequenzalignment von Drosophila melanogaster LSP2 und Panulirus interruptus
Hamocyanin 1HCY.
Rot hinterlegt: isofunktionelle Aminosauren, griine Ovale: gréRere Licken im Alignment, blaues Oval: kleine
Lucke im Alignment. Oranges Oval: Licke im Alignment, aber diesmal eine Deletion in LSP-2.
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Um die strukturelle Varianz an den Stellen ohne Vorlagestruktur zu zeigen, wurden 30
verschiedene Modelle des LSP-2 modelliert. Dazu wird die initial modellierte Struktur 30 mal
kopiert, und jede der Strukturen einer Randomisierung unterzogen, die die Positionen aller
Atome um wenige Bruchteile von Angstrém andert (Sali und Blundell 1993; Sali 1995a). Dies
fuhrt dazu, da® wahrend der anschliellienden Optimierung der Modelle nicht immer dieselben
lokalen Energieminima von den Strukturen eingenommen werden. An den Stellen, die nicht
durch Homologie-basierte Terme (die sog. ,Restraints”) definiert sind, tritt eine erhdhte
strukturelle Varianz auf. Diese kann man mit einer Ensemble-Analyse aller Modelle zeigen.
Uberlagert man alle Modelle, dann zeigt sich in den Regionen, die ohne eine entsprechende
Vorlagenstruktur modelliert wurden oder in denen eine Deletion zu kompensieren ist, eine
hohe Strukturvarianz (siehe Abbildung 74).

Abbildung 74: Ensemble-Analyse von 30 hexameren Homologie-Modellen des LSP-2.
Aufsicht mit Farbcodierung, Bereiche niedriger Varianz sind blau, Bereiche hoher Varianz sind griin, gelb und rot.

Zum Beispiel ist der Bereich der Aminosduren Glu439-Gly453 im LSP-2 im Vergleich zum
Hamocyanin von Panulirus interruptus eine Insertion von 15 Aminosauren (vgl. Abbildung
73). Fur diesen Bereich gibt es also keine Vorlagenstruktur im Hamocyanin, was bedeutet,
dall die Konformation dieser 15 Aminosauren langen Schleife von MODELLER extrapoliert
werden muf. Wie schon bekannt, sind solche Stellen im Modell weniger verlasslich als
andere, durch Homologie gut definierte Stellen. Diese Stellen zeigen eine erhdhte Varianz
(vergleiche rote Bereiche in Abbildung 74) und sollten deshalb bei der Analyse der
Proteinstruktur bzw. deren Funktion entsprechend berlcksichtigt werden.
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Abbildung 75: Eingepasstes Homologie-Modell (blau) in der EM-Rekonstruktion (gold)

Homologie-Modell aus dieser Arbeit, siehe Abbildung 74, Rekonstruktion von Andreas Martin, Institut fur
Zoologie. Links: Aufsicht, Mitte: Schragansicht, rechts: Seitenansicht. Pfeile: die in Abbildung 74 rot eingeféarbten
Bereiche hoher struktureller Varianz; diese zeigen keine verlalichen Strukturen, und ragen uber die
Rekonstruktion hinaus, siehe auch Abbildung 74.

6.3.3. Diskussion

Wie erwartet zeigen sich in den Bereichen des Modells, die mangels Vorlagenstruktur
extrapoliert werden mufdten, die meisten Abweichungen, auch zu erkennen an den aus der
EM-Rekonstruktion herausragenden Peptiden (Pfeile in Abbildung 75). Ansonsten zeigt sich
eine hohe Ubereinstimmung zwischen den beiden Methoden, was als Hinweis gedeutet
wurde, dafd die Modellierung gro3tenteils zum korrekten Ergebnis gefuhrt hat.

Der ausflihrliche Vergleich von EM-Rekonstruktion und Modell sowie die Analyse der
Kontaktstellen zwischen den Untereinheiten wurde von Andreas Martin in seiner Dissertation
durchgefuhrt, auf die ich hier verweisen mdchte (Martin 2006). Die endgultige Rekonstruktion
soll in Kirze in Kooperation mit dem Institut flir Zoologie verdffentlicht werden, liegt mir aber
nicht vor und kann deshalb nicht gezeigt werden.

-132 -



7. Ausblick

Die Tyrosinasen und Catecholoxidasen sind hervorragende Beispiele dafiir, dafl ein Protein
nicht nur eine Funktion haben kann, sondern zwei oder mehr Funktionen anbietet. Um den
molekularen Reaktionsmechanismen zu verstehen, gilt es herauszufinden, welche
Aminosauren die unterschiedliche Funktion dieser beiden strukturell so nahe verwandten
Enzyme bestimmen. Die Erkenntnisse, die aus der Analyse der mutierten Maus-Tyrosinase
und den entsprechenden Homologiemodellen gewonnen wurden, sind ein Ausgangspunkt
fur die strukturelle Analyse der enzymatischen Eigenschaften der Tyrosinase.

In der Kartoffel-Catecholoxidase blockiert das Phenylalanin 261, das der Schleife tGber dem
aktiven Zentrum entspringt, den Zugang zum CuA-Zentrum. Im Modell der Maus-Tyrosinase
ist diese Aminosaure durch ein weniger volumindses Valin ersetzt, das den Weg zum CuA
nicht versperrt. Es gilt nun dieses Valin in der Maustyrosinase durch zielgerichtete
Mutagenese durch Phenylalanin zu ersetzen. Wenn dies dazu fuhrt, dal die Monophenol-
hydroxylase-Aktivitat verschwindet, aber die Diphenoloxidase-Aktivitat erhalten bleibt, ware
das der endgliltige Beweis fiir die Theorie, dal die Monophenolhydroxylase-Aktivitat am CuA
lokalisiert ist und die Diphenoloxidase-Aktivitat an CuB.

Ebenso interessant ware es, das blockierende Phenylalanin in der Kartoffel-Catecholoxidase
durch eine andere, weniger grolie Aminosaure zu ersetzen, z.B. Alanin. Hier wirde ich das
Auftreten einer Monophenolhydroxylase-Aktivitat in der Mutante erwarten. Grundlage flr
diese Versuche ware allerdings ein funktionierendes Expressionssystem fir die Kartoffel-
Catecholoxidase, das momentan weder unserem Institut noch unseren Kooperationspartnern
zur Verfligung steht.

Es wird vermutet, dall das Tyrosin, das vom Caddieprotein aus in das aktive Zentrum der
Bakterien-Tyrosinase ragt, eine Rolle bei der Faltung der Tyrosinase spielt. Das
Caddieprotein hatte somit auch Chaperon-Charakter, genauso wie die strukturell aquivalente
Domane 1 der Hamocyanine, aus der ein Phenylalanin ins aktive Zentrum ragt. Eine
gerichtete Mutagenese dieser aromatischen Aminosauren wirde Aufschlufd dartiber geben,
ob das Caddieprotein oder Domane 1 tatsachlich Faltungshelfer sind, und welche
Eigenschaft der Aminosaure im Nukleationszentrum wichtig ist — die GréRe oder die
Aromatizitat. Eine Mutationsreihe gegen verschiedene Aminosduren ware hier ein sinnvoller
Ansatz, am besten in dem schon etablierten Expressions-System.

Wie unsere Arbeiten gezeigt haben, ist eine Anderung der Sequenz nicht unbedingt
notwendig, um eine Anderung der Aktivitat hervorzurufen. Reine Strukturédnderungen durch
Detergentien, Komplexbildung mit anderen Proteinen oder Anderung des Ldsungsmittels —
wie im Kapitel 2.1.7 ausfiihrlich beschrieben — haben mitunter dieselben Auswirkungen auf
Proteine.
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8. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die bioinformatische Methode der Homologie-Modellierung
dazu benutzt, die dreidimensionalen Strukturen verschiedenster Proteine vorherzusagen und
zu analysieren. Experimentelle Befunde aus Laborversuchen wurden dazu benutzt, die
Genauigkeit der Homologie-Modelle zu erhdhen. Die Ergebnisse aus den Modellierungen
wurden wiederum dazu benutzt, um neue experimentelle Versuche vorzuschlagen.

Anhand der erstellten Modelle und bekannten Kristallstrukturen aus der Protein-Datenbank
PDB wurde die Struktur-Funktionsbeziehung verschiedener Tyrosinasen untersucht. Dazu
gehdrten sowohl die Tyrosinase des Bakteriums Streptomyces als auch die Tyrosinase der
Hausmaus. Aus den vergleichenden Strukturanalysen der Tyrosinasen resultierten
Mechanismen flir die Monophenolhydroxylase-Aktivitat der Tyrosinasen sowie fiir den Import
der Kupferionen ins aktive Zentrum. Es konnte der Beweis gefihrt werden, dal} die Blockade
des CuA-Zentrums tatsachlich der Grund fur die unterschiedliche Aktivitdt von Tyrosinasen
und Catecholoxidasen ist. Zum ersten Mal konnte mit der Maus-Tyrosinase ein vollstandiges
Strukturmodell einer Saugetier-Tyrosinase erstellt werden, das dazu in der Lage ist, die
Mechanismen bekannter Albino-Mutationen auf molekularer Ebene zu erklaren. Die auf der
Basis des ermittelten 3D-Modells gewonnenen Erkenntnisse Uber die Wichtigkeit bestimmter
Aminosauren fir die Funktion wurde durch gerichtete Mutagenese an der rekombinant
hergestellten Maus-Tyrosinase getestet und bestatigt. Weiterhin wurde die Struktur der
Tyrosinase des Krebses Palinurus elephas durch eine niedrigaufgeloste 3D-Rekonstruktion
aus elektronenmikroskopischen Bildern aufgeklart.

Der zweite groRe Themenkomplex umfasst die Strukturanalyse der Lichtsammlerkomplexe
LHCI-730 und LHCII. Im Falle des LHCII konnte der Oligomerisierungszustand der LHC-
Molekule mit diskreten Konformationen des N-Terminus korreliert werden. Auch hier kam
eine Kombination von Homologie-Modellierung und einer experimentellen Methode, der
Elektronen-Spin-Resonanz-Messung, zum Einsatz. Die Anderung des Oligomerisierungs-
zustands des LHCII kontrolliert den Energiezuflu® zu den Photosystemen PS | und PS II.
Des Weiteren wurde ein vollstandiges Modell des LHCI-730 erstellt, um die Auswirkungen
gerichteter Mutagenese auf das Dimerisierungsverhalten zu untersuchen. Auf Basis dieses
Modells wurden die Wechselwirkungen zwischen den Monomeren Lhca1l und Lhca4
evaluiert und potentielle Bindungspartner identifiziert.
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10. Anhang

10.1. Abkirzungen

A

Abs
Apo-
CCD
CCF
Chl
(610)]
CPC
CTF
CuA
CuB
Da
Dct
DDBJ
DHICA
DOPA
DNA
EM
EMBL
ER
ESR/EPR
FEG
FSC
FT

gi
HAX
HBx
HC
HEK
Holo-
Indel
IUBMB
kDa
kV
LHC
LSP
MD
MDa
mM
MPI
mTyr
NCBI

Angstrém, 1 A = 0,1 Nanometer = 10" m

Absorption

Prafix fur ,Protein ohne Kofaktor®

Sensor fur elektromagnetische Strahlung (Charge-Coupled Device)
Cross-Correlation-Function

Chlorophyl

Catecholoxidase

Cetylpyridiniumchlorid

Kontrast-Transferfunktion

N-terminales Kupferzentrum

C-terminales Kupferzentrum

Dalton, 1 Da = 1/ 12 der Masse des Kohlenstoff-Isotops *C
Dopachromtautomerase

DNA Data Bank of Japan
5,6-Dihydroxyindol-2-Carbonsaure
3,4-Dihydroxyphenylalanin

Desoxyribonucleinsaure

Elektronenmikroskop

European Molecular Biology Laboratory

Endoplasmatisches Retikulum

Elektronen-Spin-Resonanz (Electron Paramagnetic Resonance)
Feldemissionskanone (Field emission gun)

Fourier Shell Correlation

Fouriertransformation

Genlnfo Identifier, eindeutige Identifikationsnummer flir Gene
x-tes Histidin im CuA-Zentrum

x-tes Histidin im CuB-Zentrum

Hamocyanin

Menschliche embryonale Nierenzellen (Human Embryonic Kidney)
Prafix fur ,Protein inklusive Kofaktor®, z.B. Metallion
Insertion / Deletion

International Union of Biochemistry and Molecular Biology
Kilodalton

Kilovolt

Lichtsammlerkomplex (Light harvesting complex)

Larvales Serum Protein (Larval serum protein)
Molekulardynamik

Megadalton

millimolar

Max-Planck-Institut

Maus-Tyrosinase

National Center for Biotechnology Information, USA
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nm
NMR
OCA
OF
PDB
pdf
PO
PPO
PS
Psa
PTU
RCSB
RMSD
SAXS
SDS
SRV
SS
sTyr
TEM
TGN
TKR
Tyr
TYRP
VDW
WDF

Nanometer, 10°m

Nuclear Magnetic Resonance, Kernspinresonanz
Oculo-cutaneous albinism, die Augen und Haut betreffender Albinismus
Objective function

Protein-Datenbank

Probability density function = WDF, Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion
Phenoloxidase

Polyphenoloxidase

Photosystem

Gene, die fir Proteine des Photosystems | codieren
Phenylthioharnstoff

Research Collaboration for Strucutral Biology

Mittlere quadratische Abweichung (Root mean square deviation)
Rontgenkleinwinkelstreuung (Small angle xray scattering)
Natriumdodecylsulfat, Detergenz

Signal-Rausch-Verhaltnis

Signalsequenz

Bakterien-Tyrosinase

Transmissions-Elektronenmikroskopie

Trans-Golgi-Netzwerk

Tyrosinkinase-Rezeptor

Tyrosinase

mit Tyrosinase assoziierte Proteine (Tyrosinase-related proteins)
van-der-Waals

Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (Probability density function)

10.2. Artnamen

Drosophila melanogaster Schwarzbduchige Taufliege
Eurypelma californicum Amerikanische Vogelspinne
Homo sapiens Mensch

Ipomoea batatas SuRkartoffel

Limulus polyphemus Pfeilschwanzkrebs

Mus musculus Hausmaus

Octopus dofleini

Pazifischer Riesenkrake

Pacifastacus leniusculus Signalkrebs

Palinurus elephas

Pandinus imperator

Europaische Languste

Kaiserskorpion

Panulirus interruptus Kalifornische Languste

Rapana thomasiana

Spinacia oleracea

Schwarzmeerschnecke

Spinat

— 154 —



Anhang

10.3. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Anzahl der bekannten Gene in der Datenbank GenBank, .............c..oooiiiiiiiiiii e 9
Abbildung 2: Anzahl der geldsten Proteinstrukturen in der Protein Dankenbank PDB............ccccooiiiiiiiiiiiniiiieeeeen. 9
Abbildung 3: Typisches Typ-3-Kupferzentrum im oxygenierten Zustand.............ccccceeeeiiiiiiiiiiiee e, 15
Abbildung 4: Rontgenstrukturen des Hamocyanins von Limulus polyphemus, dem Pfeilschwanzkrebs. .............. 18

Abbildung 5: Oxygenierungsabhangige, reversible Konformationséanderung des aktiven Zentrums von Limulus

POIYPNEMUS HAMOCYANIN. ...ttt oottt e e ettt e et e e e e e aat et et e e e e e e aneteeeeeeeaaannsbeeeeeaannneeeeaeeeaannnns 18
Abbildung 6: Struktur des [Cu(HB(3,5-i-Pr2pz)s3)]2(02)-Modellkomplexes im oxygenierten Zustand....................... 19
Abbildung 7: Modellkomplex mit Side-on-Konformation des gebundenen Sauerstoffs..........c.ccccoovieiiiiiininnenn. 20
Abbildung 8: Reaktionsschemata der Tyrosinase- und Catecholoxidase-AktiVitat.............cccocceieriiiriiieenieeeene 22

Abbildung 9: Bekannte Strukturen der Arthropoden-Hamocyanin- und Mollusken-Hamocyanin- Superfamilien ... 23

Abbildung 10: Doméanenstruktur ausgewahlter Typ-3-Kupferproteine...........ccoocuiiiiieiiiiiieiiee e 26
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Arthropoden-Hamocyanine............c...oeiiiiiiiiiiiiiiii e 27
Abbildung 12: 20-meres Hamocyanin von Haliotis tuberculatal................eoeeiiiiiiiiii e 27
Abbildung 13: Struktur des monomeren LHCII aus Spinacia oleracea (Spinat) ..........cccccvvvierieeiiiiiiiieree e 29
Abbildung 14: Struktur des Lichtsammlerkomplexes LHCII aus dem Spinacia oleracea ..............ccccveeveeeeeinnnnnnnn. 30
Abbildung 15: Struktur des Photosystems | mit dem Gurtel aus Lichtsammlerkomplexen (LHCI) ...........cccocveenne 31
Abbildung 16: Prinzipielle Vorgehensweise von MODELLER ...........cccoiiiiiiiiiiiie e 34
Abbildung 17: Zeitlicher Verlauf der Optimierung der Objective Function..............cccceoiviiiiiiiiec e 37

Abbildung 18: Beispiel einer Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fir den Cq-Cq-Abstand zweier Aminosauren....... 39

Abbildung 19: Haufigkeit des Vorkommens bestimmter Seitenkettenwinkel y1, und angepasste WDF ................. 40
Abbildung 20: Verwendungsmdglichkeiten fur Modelle, die bei verschiedenen Sequenzidentitaten zur Vorlage
MOAEIIEIT WUIGEN....... ettt e e e ettt e e st e e e e e s et e e et et e e e e e e s asbe e e e aabn e e e nnneeesnreee s 44
Abbildung 21: Einbettung eines Proteins bei Negativkontrastierung und Vitrifizierung ............ccccooveiiiiniiniiinenne 45
Abbildung 22: Prinzip der Vitrifizierung fiir die Cryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie ...........cccccccccoeeunnneee.. 46
Abbildung 23: Flufidiagramm des Rekonstruktionsprozesses von EMAN ..........ccciiiiiiiiiiiiiieee e 48
Abbildung 24: 3D-Rekonstruktion im FOUREITAUM ..........oiiiiiiiiiiii et e e 49
Abbildung 25: Sequenzalignment von Streptomyces antibioticus (Tyr-Sab) und Streptomyces glaucescens (Tyr-
SOI) TYTOSINASE. ...ttt e e e ettt e e e e e e s et aeaeeeeee e e s aabaeeeeeeeea aatbaeeeaeeeaateeaaeeeaatbareeaaeeeaanaanraeaaaeaan 69
Abbildung 26: Sequenzalignment der Kartoffel-Catecholoxidase und bakterieller Tyrosinase. ...........cccccceevunneeen. 71
Abbildung 27: Homologiemodell der Streptomyces antibioticus Tyrosinase. ..........cccceeeiiiiiiiiiee i 72
Abbildung 28: Stabilisation des His344 im aktiven Zentrum des Langusten-Hamocyanins durch Asn345............ 73
Abbildung 29: Stabilisation des His240 im aktiven Zentrum der Kartoffel-Catecholoxidase durch Glu236............. 74
Abbildung 30: Farbcodierte Ansicht der S. castaneoglobisporus Tyrosinasen-Roéntgenstruktur. .............ccccceeeee 75

Abbildung 31: Vergleich der Réntgenstrukturen der bakteriellen Tyrosinase, der Kartoffel-Catecholoxidase und

dem Modell der bakteriellen TYrOSINASE. .......coiiiuiiiiiiee et e et e e e e e e e e e e e e e eenneeeeaeeeaan 76
Abbildung 32: Zuganglichkeit des aktiven Zentrums in Tyrosinase und Catecholoxidase .............ccccccveeeveinnnnenn.. 76
Abbildung 33: Rolle von Glutamat und Asparagin im aktiven Zentrum von Holo- und Apo-Tyrosinase................. 77
Abbildung 34: Umgebung der aktiven Zentren von Hdmocyaninen, Catecholoxidase und Tyrosinase ................. 78

- 155 -



Anhang

Abbildung 35: Uberlagerung der aktiven Zentren von Hamocyaninen, Catecholoxidasen und Tyrosinase ........... 79
Abbildung 36: Stereoansichten der aktiven Zentren von Tyrosinase, Hamocyanin und Catecholoxidase ............. 81
Abbildung 37: Von Matoba vorgeschlagener katalytischer Mechanismus der bakteriellen Tyrosinase.................. 82
Abbildung 38: Von Matoba vorgeschlagene Bindungsebene im aktiven Zentrum der Tyrosinase.............ccceeee.... 84
Abbildung 39: Alternative Bindungsebene in der Tyrosinase mit His63 und His216 als axiale Liganden............... 85
Abbildung 40: Konformationen der Aminosauren His54 und lle42 im aktiven Zentrum der Apo-Tyrosinase ......... 88
Abbildung 41: Kupferionen und flexible Aminosduren in der bakteriellen Tyrosinase und im Caddieprotein ......... 89
Abbildung 42: Vorschlag eines Mechanismus zum Einbau von Kupfer in die bakterielle Tyrosinase .................... 9
Abbildung 43: Melaninsynthese durch Tyrosinase, Tyrp1 und Tyrp2/DCt .........cooevieiiiiiiiiieeeeeieeeee e 95
Abbildung 44: Reifung der Saugetier-Tyrosinase auf dem Weg vom ER zum Melanosom.............cccccceeeviiiinneen... 97
Abbildung 45: Homologiemodell der Wildtyp-MaustyroSinase.............ccuueiiiiiiiiiiiiiiece e 99
Abbildung 46: Sequenzalignment der Streptomyces castaneoglobisporus Tyrosinase (sTyr) mit Maustyrosinase

L1723 TSR PTSRRSPRR 100
Abbildung 47: Sequenzalignment des CuB-Zentrums von Mitgliedern der Phenoloxidase-Familie .................... 102

Abbildung 48: Sequenzalignment der CuA- und CuB-Kupferzentren von Maustyrosinase, mTYRP1, mTYRP2
(Dct), humaner Tyrosinase und bakterieller TYrOSINASE ..........cciiciuuiiiiei et e e e e s e e e e e 103

Abbildung 49: Glykosylierungsstellen in der humanen TYrOSINASE ..........ccueeviiiiiiiiiiiie e 104
Abbildung 50: Aktives Zentrum und Glykosylierungssequon im Homologie-Modell der Wildtyp-Maustyrosinase 104
Abbildung 51: Biochemische Analyse der Wildtyp-Tyrosinase und den Tyrosinase-Mutanten ............................ 105

Abbildung 52: Topologie der Aminosauren in den aktiven Zentren der untersuchten Proteine, innerste Schale,
Distanz zum Kupfer maximal 4 ANGSIrOM. ...........ooooviuiiiieeceeeeee ettt enne 107

Abbildung 53: Topologie der Aminosauren in den aktiven Zentren der untersuchten Proteine, sekundéare Schale

mit groerer DiStanz ZUM KUPFET. .......oo ettt e et e e e sttt e e st e e e snteeeaneeeeeenneeeeannneens 108
Abbildung 54: Homologie-Modell der MauStyrOSINASE ...........vviiiieiiiiiiiiiiiee e et e e e e e e e e e e enaaaeeeaeas 111
Abbildung 55: Rolle des Serin380 im Wildtyp der Maus-Tyrosinase, MD-Simulation.............ccccccoooiiiiieeiiiinines 114

Abbildung 56: Ansicht des aktiven Zentrums der bakteriellen Tyrosinase, Blick von CuA in Richtung CuB. ....... 114

Abbildung 57: EinfluR der Mutation V393F auf das aktive Zentrum der Maus-Tyrosinase...........cccccevvueeeescveeenne 115
Abbildung 58: Ansichten der errechneten ersten Klassenmittel der Palinurus elephas Tyrosinase . ................... 118
Abbildung 59: Projektionen der endgiiltigen Rekonstruktion der Tyrosinase von Palinurus elephas. .................. 119
Abbildung 60: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Palinurus elephas Tyrosinase............cccccovvveeiiiieenne 119
Abbildung 61: Rekonstruktion der Palinurus elephas Tyrosinase bei einer Aufldsung von 21 A.......................... 120

Abbildung 62: Vergleich der Rekonstruktion von Palinurus elephas Tyrosinase mit der Rdontgenstruktur des

Hamocyanins vOn PanUIITUS INTEITUDTUS .....couuriiiiiieee ittt e ettt e b e e et e e e snee e e s bneee s 120
Abbildung 63: Ausschnittsvergréo3erungen der Rekonstruktion aus den vorhergehenden Abbildungen.............. 121
Abbildung 64: Symmetrieachsen in Palinurus elephas TYroSiNase. .........cccceiiuieeiiiiiie e 121

Abbildung 65: Fourier Shell Correlation als Ergebnis des Vergleichs zweier unabhangig voneinander errechneter

Rekonstruktionen MIttElS FSC. ... .o ettt e bt e et sane e e aneee s 122
Abbildung 66: Konformationsunterschiede des Eurypelma-Hamocyanins im TEM-BIld................ccccooiiiiiniies 124
Abbildung 67: Errechnete Struktur des Eurypelma californicum HE3mocyanins...........coocceeeiiiieeeniiee e 125
Abbildung 68: Auf 10A Auflésung gefilterte 3D-Strukturen des Eurypelma-Hamocyanins ..............cccocvveveenne.n. 127
Abbildung 69: Projektionen der errechneten deoxy-Form des Hamocyanins als Suchvorlagen .......................... 127

- 156 —



Abbildung 70: Projektionen der errechneten oxy-Form des Hamocyanins als Suchvorlagen................cccccuuuee... 127
Abbildung 71: Rekonstruktion des 24meren Hamocyanins von Eurypelma californicum. ..........cccccccoevvieiiinenen. 128
Abbildung 72: Statistische Alignment-Analyse von GENEDOC ............ccooiiiiiiiiici e 130
Abbildung 73: Sequenzalignment von Drosophila melanogaster LSP2 und Panulirus interruptus Hamocyanin

L [ PRSP 130
Abbildung 74: Ensemble-Analyse von 30 hexameren Homologie-Modellen des LSP-2. ...........ccccooiviiiviiiinenn. 131
Abbildung 75: Eingepasstes Homologie-Modell (blau) in der EM-Rekonstruktion (gold) ...........cccocovviiiieiiinnneen. 132
Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Extinktionskoeffizienten ¢ von verschiedenen Typ-3-Kupferproteinen............coccooviiiiiiciiec e 20
Tabelle 2: Extinktionskoeffizienten ¢ von verschiedenen Modellkomplexen von Kitajima et al. 1992 ................... 21
Tabelle 3: Zur Erstellung der multidimensionalen Frequenztabellen W’ verwendete Parameter. .......................... 36
Tabelle 4: Voraussagegenauigkeit von Wahrscheinlichkeitsdichtefunktionen ..............cccoccoiiiiiiiii s 38
Tabelle 5: Absténde aller His-Ne-Atome zu den von ihnen koordinierten Kupferionen CuA oder CuB .................. 83
Tabelle 6: Zusammenstellung der B-Faktoren aller Rontgenstrukturen der bakteriellen Tyrosinase...................... 87
Tabelle 7: Eignung moglicher Vorlagenproteine zur Modellierung der Maustyrosinase.........c.cccooocoieiieeieniiieeen. 99

- 157 —



Anhang

- 158 —



Anhang

10.4. Beitrage zu den Publikationen

Im Folgenden sollen meine Beitrage zu den einzelnen Veroéffentlichungen erlautert werden:

Veroffentlichung 1 (Schweikardt et al. 2008) entspringt einer Kooperation mit der
Arbeitsgruppe um Prof. José-Carlos Garcia-Borron, Institut flr Biochemie, Molekularbiologie
und Immunologie der Universitat Murcia, Spanien.

Mein Beitrag als Erstautor war die in-silico-Analyse der Maustyrosinase — sowohl des
Wildtyps als auch von teil- und nichtfunktionalen Mutanten — sowie die Erstellung eines
Modellsystems des aktiven Zentrums von Sauger-Tyrosinasen. Die Aussagen Uber die
molekularen Mechanismen der Auswirkungen von einzelnen Mutationen, M374G und
S375G, wurde auf Grundlage der Analyse der Doppelmutante getroffen und durch die
nachtragliche Produktion und Analyse der Einzelmutanten im Labor bestatigt. Die Validitat
des Modellsystems wurde weiterhin durch Vergleich mit bekannten, albinismusverursach-
enden Mutationen in der menschlichen Tyrosinase gezeigt. Damit wurde zum ersten Mal ein
atomares Modell geschaffen, das es mdglich macht, die Auswirkungen der Mutationen in
Saugertyrosinasen auf molekularer Ebene zu analysieren. Bis auf Abbildung 2 wurden alle
Abbildungen von mir illustriert.

Die Mutanten der Maustyrosinase wurden eigens fir dieses Projekt in Murcia von
Concepcion Olivares mittels zielgerichteter Mutagenese hergestellt, mit Unterstiitzung von
José-Carlos Garcia-Borrén und Francisco Solano. Selbiges gilt fur die rekombinante
Herstellung und biochemischen Analysen der Tyrosinasen und fur Abbildung 2.

Veroffentlichung 2 (Decker, Schweikardt et al. 2007) ist ein Review-Artikel und basiert vor
allem auf den Ergebnissen aus meinen Verdffentlichungen 1 und 4, die in einen gréReren
Kontext gesetzt und um weitere Details erganzt wurden.

Mein Beitrag hier war die vergleichende Analyse der Proteinstrukturen von Hamocyaninen,
Tyrosinasen und Catecholoxidase im Bereich der Tertiarstruktur und der Konfiguration des
aktiven Zentrums, ebenso wie der Reaktionsmechanismus und der Doméanen-Vergleich auf
Genebene. Weitere Details bitte ich bei Verdffentlichung 4 nachzulesen. Die Ergebnisse
meiner Forschungen haben in den meisten Kapiteln des Reviews Verwendung gefunden.
Alle Abbildungen bis auf Scheme 1, flir das Felix Tuczek verantwortlich zeichnet, wurden von
mir beigetragen.

Veroffentlichung 3 (Corbet, Schweikardt et al. 2007) ist eine Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Volkmar Schmid, Institut fiir Allgemeine Botanik, Universitat Mainz.

Die rekombinante Expression, gerichtete Mutagenese, Rekonstitution und Analyse der Ihca1-
und Ihca4-Mutanten sowie die Erstellung der Konsensussequenzen lag in den Handen von
Dominik Corbet, Harald Paulsen und Volkmar Schmidt. Meine Aufgabe in diesem Projekt war
die Generierung von Sequenzalignments, die Homologie-Modellierung und die Erstellung
von strukturellen Fits der Modelle zu einem kompletten Modell des LHCI-730. Das Modell
wurde dann analysiert und mdgliche Interaktionspartner fir die Aminosduren ermittelt, die
essentiell fir das Self-Assembly des heterogenen Komplexes waren. Die Abbildungen der
Modellstrukturen und ihrer Analysen wurden von mir erstellt.
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Veroffentlichung 4 (Decker, Schweikardt und Tuczek 2006) ist ein Review und diskutiert die
wichtigsten Ergebnisse meiner Arbeit im Tyrosinase-Feld. Die Analyse der Rontgenstruktur
der bakteriellen Tyrosinase durch die veroffentlichende Arbeitsgruppe beinhaltete mehrere
Fehler, die zu inkorrekten Schlussfolgerungen fuhrten. Ich stellte vergleichende Studien der
Tyrosinasestruktur mit bekannten Strukturen von Hamocyaninen und Catecholoxidasen an,
charakterisierte die aktiven Zentren und arbeitete die Unterschiede heraus, die in der
Geometrie der Kupferbindung und der Zuganglichkeit des aktiven Zentrums lagen.

Dadurch konnte der Beweis gefuhrt werden, da® der von Decker und Tuczek 2000
vorgeschlagene Mechanismus der Blockade des CuA-Zentrums tatsachlich der Grund fur die
unterschiedliche Aktivitdt von Tyrosinasen und Catecholoxidasen ist und nicht die von
Matoba et al. 2006 angefiihrte Beweglichkeit des His54 im aktiven Zentrum. Diese hatte das
aktive Zentrum unnétigerweise destabilisiert. Ich entwickelte mit Heinz Decker und Felix
Tuczek (Institut fur Anorganische Chemie, Universitat Kiel) einen Reaktionsmechanismus,
der sich konform mit den vorliegenden Daten zeigt, und fir den eine reversible Cu-His-
Bindung nicht notwendig ist. Auch alle Abbildungen aufier den Reaktions-Schemata wurden
von mit erstellt. Die Erkenntnisse aus dieser Publikation sind in verschiedene andere
Veroffentlichungen eingeflossen, so auch in (Baird et al. 2007; Decker et al. 2007b;
Schweikardt et al. 2007; Nillius et al. 2008).

Veroffentlichung 5 (Jeschke, Bender, Schweikardt et al. 2005) ist in Zusammenarbeit mit
dem Institut fur Allgemeine Botanik (Alexander Bender und Harald Paulsen) und dem MPI far
Polymerforschung in Mainz (Gracina Panek und Gunnar Jeschke) entstanden. Die
rekombinante Expression, zielgerichtete Mutation, Rekonstitution der LHC-Molekiile sowie
die Markierung mit Spinsonden fir das ESR wurde im Institut fir Allgemeine Botanik
durchgefihrt. Die ESR-Messungen und deren Auswertung oblag unseren Kooperations-
partnern aus dem MPI. Die ESR-Studien charakterisierten die Struktur des N-Terminus von
LHCIlI durch diskrete Abstandsverteilungen, die mit Hilfe der Homologie-Modellierung
analysiert wurden.

Mein Beitrag war die Erstellung von mehreren tausend Homologie-Modellen des trimeren
LHCII-Komplexes unter Bericksichtigung der Abstandsverteilungen zwischen den markier-
ten Aminosauren. Die Einhaltung der vorgegebenen Parameter wurde mit Hilfe selbstges-
chriebener DeepView-Skripte kontrolliert und dokumentiert. Die Auswertung der Ergebnisse
wurde durch eine Microsoft Access-Datenbank von Alexander Bender und Matlab-Skripte
von Gunnar Jeschke Gbernommen.

In Veroffentlichung 6 (Schweikardt et al. 2004) wird auf die mdglichen Probleme
hingewiesen, die bei der Benutzung von automatisierten Strukturvorhersageprogrammen
auftreten koénnen. Sowohl Konzeption als auch Ausarbeitung der Publikation sowie die
Erstellung der Grafiken wurden von mir durchgefihrt, mit Hilfe meiner Co-Autoren, denen ich
fur ihre Hilfestellungen bei meiner ersten Publikation als federfliihrender Autor danken
mochte.
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10.5. Weitere Veroffentlichungen

10.5.1. Originalarbeiten

Voit R, Feldmaier-Fuchs G, Schweikardt T, Decker H, Burmester T.
Complete sequence of the 24-mer hemocyanin of the tarantula
Eurypelma californicum.

Structure and intramolecular evolution of the subunits.

J Biol Chem. 2000 Dec 15;275(50):39339-44.

Winterpacht A, Hilbert K, Stelzer C, Schweikardt T, Decker H, Segerer H,
Spranger J, Zabel B.

A novel mutation in FGFR-3 disrupts a putative N-glycosylation site and results
in hypochondroplasia.

Physiol Genomics. 2000 Jan 24;2(1):9-12.

(Weitere Verdffentlichungen sind in Vorbereitung)

10.5.2. lllustrationen in Veroffentlichungen

van Holde K., Miller K. und Decker H. (2001).
Hemocyanins and invertebrate evolution. J Biol Chem 276(19): 15563-6.
Erstellung der Abbildungen 1, 2a und 2b. Nachbearbeitung der Abbildungen 3 und 5.

Weuffen W. und Decker H. (2004).

Thiocyanat - ein bioaktives lon mit orthomolekularem Charakter., I.S.M.H.-Verlag,
Sarow.

lllustration der Beitrage von Herrn Prof. Decker

Decker H. (2005)

Copper Proteins with Dinuclear Active Sites, in ,Encyclopedia of Inorganic Chemistry,
2nd Edition” (Editor R. Bruce King), Volume 2

Erstellung aller Abbildungen

Rolff M. und Tuczek F. (2008)

How do copper enzymes hydoxylate aliphatic substrates? — Recent insights from the
chemistry of model systems”, Angew. Chem. Int. Ed., 47, 2344 — 2347

Erstellung der ersten Abbildung
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10.5.3. Grafiken, Animationen und Druckerzeugnisse

e Promotion-CD ,Blaues Blut - voll im Trend“ des Fachbereichs Biologie, AG Decker
und AG Markl, September 2001
Erstellung von Grafiken und Molekil-Animationen
Nachbearbeitung und Optimierung der fertigen Prasentation

e Tagung ,Xlllth International Conference on Invertebrate Dioxygen Binding Proteins®
in Mainz, September 2003
Erstellung des Tagungs-Logos und des Tagungsposters, Mitarbeit an der Website

¢ Hamocyanin unter dem Elektronenmikroskop, Magazin “energy forum”, 2005,
Ausgabe 1/2005, BKW FMB Energie AG, Bern
Zusammenstellung von Bild- und Hintergrundmaterial iber Hamocyanin

e Bericht des Instituts fiir Molekulare Biophysik:, 2. Report, 2004 und 3. Report, 2005
Redaktionelle Mitarbeit, Layout und Druck

e Kinder-Uni, Thema ,Vom blauen Blut des Adels und der Spinnen®, Oktober 2005
Erstellung der Prasentation von Herrn Prof. Decker
Vorbereitung und Durchfiihrung des Veranstaltungstages

e Jorn auf dem Kampe, Dr. Bettina von Brederlow (Editorin), 2006
GEO kompakt Nr.7: Der Mensch und seine Gene
Artikel ,Vom Gen zum Protein: Werkstatt Zelle”, Gruner + Jahr Verlag
Zusammenstellung von Hintergrundmaterial Uber Proteine sowie lllustration des
Artikels in Zusammenarbeit mit Jochen Stuhrmann (Grafiker)

10.5.4. Tagungsbeitrage, Vortrage und Poster

10.5.4.1. Vortrage

Schweikardt T., Decker H.: ,Homologie-Modellierung des humanen FGF-Rezeptors 3% Erste
Jahrestagung des ,Interdisziplinaren Arbeitskreises Bioinformatik“ der Universitat Mainz. Bad
Munster am Stein, 16.09.2002.

Schweikardt T., Jaenicke E., Decker H.: ,Homologie-Modellierung von Hamocyaninen und
Phenoloxidasen - sind automatisierte Server eine Alternative?”, Zweite Jahrestagung des
»Interdisziplinaren Arbeitskreises Bioinformatik” der Universitat Mainz. Mainz, 31.10.2003.

Schweikardt T.: ,,Out of the blue: The 24meric Hemocyanin of the tarantula Eurypelma cali-
fornicum”; EMBO Practical Course 2003: Image Processing for Cryo-Electron Microscopy;
Bloomsbury Centre for Structural Biology, Birckbeck College, University of London, 10.-
17.09.2003
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Schweikardt T., Bender A., Jeschke G., Paulsen H., Decker H.: ,Lokalisation des N-Terminus
des Lichtsammel-Komplexes LHCII durch Elektronen-Spin-Resonanz (ESR) und Homologie-
Modellierung”, Eroffnungsvortrag der Dritten Jahrestagung des ,Interdisziplinaren
Arbeitskreises Bioinformatik” der Universitat Mainz, Kelkheim 12.11.2004

10.5.4.2. Poster und Vortrage

Schweikardt T., Jaenicke E., Hartmann H., Decker H.: Computermodelling. 92. Jahrestagung
der Deutschen Zoologischen Gesellschaft (DZG), Vortrag von Herrn Decker auf dem
Workshop ,Molekulare Methoden in der Zoologie®, 28.5.1999, Innsbruck, Osterreich

Schweikardt T., Jaenicke E., Decker H.: Homology modelling revisited — common obstacles
and solutions. Jahrestagung der Deutschen Zoologischen Gesellschaft (DZG), Universitat
Rostock. 31.5.-4.6.2004

Schweikardt T., Jaenicke E., Decker H.: Homology modelling revisited — common obstacles
and solutions. International Symposium on Animal Physiology: Proteins in Adaptation and
Evolution, Studiengruppe Physiologie (Symposium nach der Jahrestagung der Deutschen
Zoologischen Gesellschaft (DZG), Universitat Greifswald. 03.-05.06.2004

Schweikardt T., Jaenicke E., Decker H.: Homology modelling of hemocyanins and
phenoloxidases: pitfalls in automated approaches. Xlllth International Conference on
Invertebrate Dioxygen Binding Proteins, Universitat Mainz, 07.-12.09.2003

Schweikardt T., Decker H., Rupprecht J., Paulsen H.: Structure prediction of the LHC motif of
Lhca4 from a tomato. Jahrestagung des Materialwissenschaftlichen Forschungszentrums
(MWFZ), Universitat Mainz, Juni 2002

Lafargue B., Jaenicke E., Schweikardt T., Decker H.: Physico-chemical and immunological
analysis of Per a 3 allergen from the American cockroach. 97.Jahresversammlung der
Deutschen Zoologischen Gesellschaft, Rostock 31.05.2004-04.06.2004.

Lafargue B., Jaenicke E., Schweikardt T., Decker H.: Physico-chemical and immunological
analysis of Per a 3 allergen from the American cockroach. International Symposium on
Animal Physiology: Proteins in Adaptation and Evolution, Greifswald 03.06.2004-05.06.2004.

Lafargue B., Jaenicke E., Cirak S., Schweikardt T., Decker H.: Physico-chemical and
immunological analysis of Per a 3 allergen from the American cockroach.
17. Mainzer Allergie-Workshop, Mainz, 11.05.2005-12.05.2005.

Schweikardt T., Hartmann H., Decker H.: 3D structure of hemocyanins based on homology
modelling and small angle scattering. Jahrestagung des Materialwissenschaftlichen
Forschungszentrums (MWFZ), Universitat Mainz, Mai 2005
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Lafargue B., Jaenicke E., Schweikardt T., Decker H.: Characterization of allergenic epitopes
of Per a 3-allergens of the American cockroach Periplaneta americana. 19. World Allergy
Organization Congress, Miinchen, 26.06.2005-01.07.2005.

Decker H., Schweikardt T., Tuczek F.: The first crystal structure of tyrosinase: all questions
answered? Jahrestagung des Materialwissenschaftlichen Forschungszentrums (MWF2Z),
Universitat Mainz, Mai 2006

Lafargue B., Schweikardt T., Decker H.: Identification and localization of antigenic and aller-
genic epitopes of Per a 3, a major allergen of the American cockroach. Jahrestagung der
Deutschen Gesellschaft fiir Biophysik, Mainz, 24.06.2006-27.06.2006.

Decker H., Nillius D., Schweikardt T., Jaenicke E.: Blue blood, noble alternatives: Conversion
of an oxygen carrier to an enzyme. Vortrag von Herrn Decker auf dem First International
Congress of Respiratory Biology, ICRB, Bonn 13.-18.08.2006

Decker H., Schweikardt T., Jaenicke E., Nillius D., Tuczek F.: Tyrosinase versus catechol-
oxidase: What makes the difference? Kurzprasentation auf der Jahrestagung der Deutschen
Zoologischen Gesellschaft (DZG), Universitat Minster. 16.-20.09.2006

Schweikardt T., Solano F., Jaenicke E., Garcia-Borrén JC., Decker H.: Loss of mouse tyro-
sinase activity by a mutation destabilizing CuB, 13th meeting of the European Society for
Pigment Cell Research, Barcelona, Spanien, 24.-27.09.2006

Lafargue B., Schweikardt T., Decker H.: Identification and localization of antigenic and
allergenic epitopes of Per a 3, a major allergen of the American cockroach. 19. Mainzer
Allergie-Workshop, Mainz, 16.03.2007-17.03.2007.

10.5.5. Danksagungen in Veroffentlichungen

e Claus und Decker (2006).
"Bacterial tyrosinases."
Syst Appl Microbiol 29(1): 3-14.
Erstellung und Analyse des Homologie-Modells der bakteriellen Tyrosinase

e Hocker, Schmidt und Sterner (2002).
"A common evolutionary origin of two elementary enzyme folds."
FEBS Lett 510(3): 133-5.
Kommentierung des Manuskripts
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10.7. Erklarung

Hiermit versichere ich, dal ich die vorliegende Arbeit selbstandig verfasst und keine
Hilfsmittel auBer den Angegebenen verwendet habe. Inhalte und Abbildungen, die anderen
Arbeiten enthommen wurden, habe ich als solche kenntlich gemacht.

Mainz, April 2008

Thorsten Schweikardt
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