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A  Einleitung

1 DNA als Trager der genetischen I nformation

Die Desoxyribonukleinsdure (DNA) ist der Trager der gesamten Erbinformation eines jeden
aus Zellen bestehenden Organismus und vieler Viren. Jede Zelle besitzt diese vollsténdige
Information in Form von DNA. Dabei ist die genetische Information in der Sequenz der vier
Nukleobasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin gespeichert. Begonnen hat die
Identifizierung der DNA als Tréger der Erbinformation 1866 mit der Verdffentlichung der
Vererbungsgesetze durch Gregor Mendel. Er erhielt diese nach ihm benannten Gesetze durch
Kreuzungsversuche mit Pflanzen und deren Auswertung. Der HOhepunkt der
wissenschaftlichen Untersuchung von DNA war sicherlich die dreidimensionale
Strukturaufkl&rung der DNA von Watson und Crick im Jahre 1953 (Watson & Crick, 1953).
Die Struktur der DNA bildete die Grundlage fur die Entwicklung der Molekularbiologie, die
fur das Versténdnis des L ebens eine immer grof3ere Rolle spielt.

Die komplette DNA eines Organismus, die die Erbinformation tragt, liegt in Form von
Chromosomen vor. Diese Chromosomen beinhalten die einzelnen Gene, die man as die
kleinste vererbbare Einheit eines DNA-Molekils bezeichnen kann. Jedem Gen, mit
Aussnahme der Gene fir ribosomale und Transfer-RNA, kann dabei eine Peptidkette
zugeordnet werden (Loffler & Petrides, 1997). Somit kodiert die DNA die fir den Aufbau,
Erhat und Funktion des Lebens notwendigen Proteine. Die Proteinbiosynthese findet dabel
mit Hilfe von Ribonukleinsduren (RNA) in den Ribosomen statt. Dieser schematisch einfache

Aufbau des Lebens wird im zentralen Dogma der Molekularbiologie ersichtlich (Schema 1).

Transkription Translation
—-..

DNA RNA — Protein

Schema Al.1
Zentrales Dogma der Molekularbiologie

Die Bedeutung des dreidimensionalen Verstandnis von Biomolekilen wurde kurzlich durch
die Bestimmung der Ribosomstruktur durch Ban et al. (1999) erneut verdeutlicht. Mit dem
strukturellen Wissen Uber das Ribosom kann jetzt das letzte noch wenig bekannte Gebiet im
Rahmen der Proteinbiosynthese aufgeklart werden.
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2 Die Struktur der DNA

Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur der DNA mittels Rontgenbeugung durch
Watson und Crick war der Durchbruch fur das Verstandnis der Erbinformation. Die DNA ist
ein kettenformiges Biopolymer, das sich aus zwei antiparallelen Strangen zusammensetzt, die
eine Doppelhelix mit einem Durchmesser von 20 A ausbilden. Jeder einzelne Strang besteht
aus Nukleosiden, die Uber eine 3'-5'-Phosphordiesterbindung miteinander verkntpft sind.
Eine Nukleotideinheit besteht aus einem Phosphat-, einem 2'-Desoxyriboserest und einer von
vier moglichen Nukleobasen, die b-glykosidisch mit dem C1'-Atom der 2‘-Desoxyribose
verbunden sind. Diese aromatischen Nukleobasen sind Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin.
Jede dieser Basen paart Uber Wasserstoffbriicken mit einer Base des anderen Strangs, wobel
immer Adenin und Thymin sowie Cytosin und Guanin ein Basenpaar bilden. Die Basenpaare
sind dabel im Inneren der DNA-Doppelhelix lokalisiert und stapeln sich senkrecht zur
Helixachse. Sie werden durch das Zucker-Phosphat-Rickgrat, das die Peripherie der
Doppelhelix bildet, umhtllt. Die DNA kann in verschiedenen Konformationen vorkommen,
wobel die drel wichtigsten die A-, B- und die Z-Form sind (Dickerson et al., 1982). Die B-
Form ist dabei die normalerweise bevorzugte und physiologisch am haufigsten vorkommende
Form. Die B-DNA bildet eine rechtsgangige Helix mit einer grof3en und einer kleinen Furche,
die beide in etwa die gleiche Tiefe besitzen. Allerdings ist die Form der DNA hauptsachlich
abhangig von auferen Einfllissen wie Wassergehalt, Salzgehalt und -konzentration sowie pH-
Wert. Die bel niedrigen Wasser- und Salzgehalt vorkommende A-DNA bildet ebenfalls eine
rechtsgangige Doppelhelix mit einer kleinen und einer grof3en Furche aus. Der Durchmesser
der A-DNA ist allerdings grofRer und die grofRe Furche ist tief im Gegensatz zur extrem
abgeflachten kleinen Furche. Diese Struktur resultiert aus der Lage der Basenpaare, die um
ca. 20° zur Helixachse geneigt sind. Z-DNA unterscheidet sich von A- und B-DNA durch
eine linksgangige Doppelhelix. Innerhalb der Z-DNA-Struktur verlauft das Zucker-Phosphat-
Rickgrat in einer Zick-Zack-Form, was der Z-DNA ihren Namen gab. Ausserdem besitzt Z-
DNA eng benachbarte Phosphatgruppen und die grof3e Furche ist flach, wogegen die kleine
Furche eng und tief ist. Obwohl alle beschriebenen Formen der DNA in
rontgenkristallographischen oder NMR-Untersuchungen nachgewiesen sind (Wells, 1988),
wird die biologische Relevanz von A- und Z-DNA noch immer diskutiert (Jaworski et al.,
1987). In diesem Zusammenhang ist die Strukturbestimmung der DNA-Bindungsdomane
einer RNA-Adenosindesaminase im Komplex mit Z-DNA besonders interessant (Schwartz et
al., 1999).
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A-DNA B-DNA

Abbildung A2.1
Darstellung der Idealstrukturen von A-, B- und Z-DNA. Die Strukturen wurden mit dem Programm NAMOT

generiert und beinhalten alle eine Sequenz von 15 Basenpaaren.

Um die biologische Funktion der Speicherung der Erbinformation zu gewéhrleisten, muss die
DNA eine Reihe von Eigenschaften erflllen. Eine wichtige Eigenschaft ist dabei sicherlich
die mechanische Stabilitdt. Voet & Voet (1992) vergleichen die DNA as ungekochte
Spaghetti von mehreren Kilometern Lénge. Da in jedem Zellkern die komplette
Erbinformation des Organismus in Form von DNA gespeichert ist, muss die DNA
mechanischen Belastungen standhalten kénnen. Dies macht ein Grossenvergleich deutlich:
Das menschliche Genom ist fast zwei Meter lang und besitzt einen Durchmesser von ca. 20 A,
ein Zellkern hat einen Durchmesser von 0,5 um. Dies zeigt die Flexibilitét der DNA, die eine
dichte Packung im Zellkern mit Hilfe von Histon-Proteinen einnimmt. Diese Proteine bilden
as Dimere die Nucleosomen, von denen vier Dimere wiederum eine octamere,
scheibenférmige Nucleosomen-Core-Struktur ausbilden. Um diese Struktur windet sich die
DNA, wobel sie eine flache, linksgangige Superhelix aushildet. Diese Nukleosomen bilden
weitere dichte, kondensierte Uberstrukturen, die man als Chromatin bezeichnet (Kornberg &
Lorch, 1992).
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3 DNA-bindende Proteine

Die Komplexitét des Lebens auf molekularer Ebene bewirkt ein standiges Wechselwirken der
Biomolekile untereinander. Unter den biologischen Makromolekilen besitzen die DNA als
Erbinformationstréger und die Proteine als funktionelle Bausteine eine herausragende
Stellung. Die Wechselwirkungen dieser beiden Biopolymere ist ein seit langer Zeit detailliert
untersuchtes Forschungsgebiet. Welche Proteine binden an DNA und wie tun sie dies? Die
Anzahl der DNA-bindenden Proteine ist enorm. Aufgrund der universellen Bedeutung der
DNA kommen DNA-bindende Proteine in alen Organismen vor. Die Funktion der einzelnen
Proteine ist dabei hochst unterschiedlich. Zu den DNA-bindenden Proteinen gehdren unter
anderem Aktivator- und Repressorproteine, Histone, Polymerasen, Nukleasen, Glykosylasen
und DNA-modifizierenden Proteine wie Methyltransferasen.

Die Art und Weise der DNA-Bindung ist dabei sehr komplex. So binden einige der genannten
Proteine nur innerhalb bestimmter Sequenzen an der DNA. Damit muss das Protein in der
Lage sein, nicht nur die DNA an ihrem Zucker-Phosphat-Rickgrat zu erkennen, sondern auch
die Basen im Inneren der Doppelhelix zu diskriminieren. In fast allen Falen veréndert sich
die Konformation der DNA be der Bindung von Proteinen. Eine héaufig beobachtete
Anderung der DNA-Konformation ist das Knicken. Die Starke der Kriimmung ist dabei
unterschiedlich und variiert von wenigen Grad (Newman et al., 1995) tiber 90° (Schultz et al.,
1991) bis zu 180° (Rice et al.,, 1996). Allerdings finden sich bei Proteinen auch
Gemeinsamkeiten bel der DNA-Bindung und -Erkennung. Diese sind neben &hnlicher
Tertidrstrukturen bel verwandten Proteinen vor alem die Motive, mit denen die DNA erkannt
und gebunden wird. Diese Motive finden sich in Proteinen mit den unterschiedlichsten
Funktionen und sind bereits gut untersucht. Die folgenden wichtigsten und am besten
charakterisierten Proteinmotive, die fur DNA-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich

gemacht werden, werden naher erléautert:

Das Helix-Turn-Helix-Motiv
Das Zinkfinger-Motiv

Das Leucin-Zipper-Motiv
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31 Das Helix-Turn-Helix-M otiv

Das Helix-Turn-Helix-Motiv wurde zuerst as ein konserviertes Tertidrstrukturelement in
Repressoren gefunden, die von Lambdaphagen aus E. coli und Salmonella typhimurium
codiert werden (Travers, 1994). Dieses Strukturelement wurde in einer Vielzahl von DNA-
bindenden Proteinen in Prokaryoten und Eukaryoten wiedergefunden und besitzt einen hohen
strukturellen  Konservierungsgrad. Das Helix-Turn-Helix-Motiv  ist direkt an der
sequenzspezifischen DNA-Erkennung beteiligt und besteht aus zwel a-Helices, die Uber eine
b-Schleife miteinander verbunden sind. Die b-Schleife besteht aus vier Aminosaureresten,
von denen der zweite ein Glycinrest ist. Dabel beteiligt sich die b-Schleife nicht an der DNA-
Bindung, sondern unterstitzt die Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren. Die kurze und
flexible b-Schleife dient as Scharnier und ermdglicht es den Helices, gegenseitige
hydrophobe Wechselwirkungen einzugehen. Dadurch werden die Helices relativ zueinander
stabilisiert und bilden ein Terti&rstrukturelement (Steitz, 1993).

Abbildung A3.1
Kristallstruktur eines Dimers des Lambda-Phagen-434-Repressor-Proteins (blau)
im Komplex mit DNA (gruin). Die Helix-Turn-Helix-Motive sind in rot dargestellt
(Aggarwal et al., 1988).



A Einleitung

Obwonhl die Struktur dieses Strukturelementes hoch konserviert ist, kann die Orientierung des
Motivs zur DNA-Bindungsstelle variieren. Die Erkennung der DNA erfolgt in der Regel Uber
eine der beiden Helices. Diese lagert sich in der grof3en Furche der DNA an und wechselwirkt
dort hauptsachlich sequenzspezifisch Uber Aminosaureseitenketten mit den Nukleobasen.
Dabei spielt nicht nur die Basensequenz der DNA eine Rolle, sondern auch die
Verformbarkeit und Biegsamkeit des DNA-RUckgrats. In Abbildung A3.1 ist exemplarisch
die Kristallstruktur des Lambda-Phagen-434-Repressor-Proteins im Komplex mit DNA
dargestellt.

3.2 DasZinkfinger-Motiv

Ein weiteres in vielen DNA-bindenden Proteinen anzutreffendes Strukturelement ist das
Zinkfinger-Motiv. Urspringlich wurde dieses Motiv beim Transkriptionsfaktor TFIHA
beobachtet (Klug & Rhodes, 1987). Die Fingerstruktur entsteht durch Positionierung von
Cysteinyl- und Histidinylresten innerhalb einer Peptidkette durch Komplexierung mit einem
Zinkion. Dabel entsteht eine schleifenférmige Struktur, die a-helikae und b-
Faltblattstrukturen ausbilden kann. Dieser Zinkfinger kann die DNA sequenzspezifisch in der
grol3en Furche erkennen (Abbildung A3.2). Die Fingerstruktur wird nicht nur durch die
tetraedrische Koordination zum Zinkion, sondern auch durch eine hydrophobe Tasche im
Inneren der Struktur stabilisiert. Diese Tasche beinhaltet eine Reihe von hochkonservierten
Aminosaureresten. Das Sequenzmotiv eines Zinkfingers hat die Form X3-Cys-X5.4-Cys-X -
His-X3.4-His-X4, wobel X jeder beliebige Aminosaurerest sein kann. Allerdings findet man
neben Cysy/His,- auch Cys,/Cys,-Zinkfinger. Ahnlich wie beim Helix-Turn-Helix-Motiv
wechselwirkt beim Zinkfinger eine a-Helix mit der grof3en Furche der DNA. Dabel erkennt
ein Zinkfinger normalerweise drei Basenpaare. AulRerdem hat es den Anschein, dass im
Gegensatz zu anderen DNA-Bindungsmotiven beim Zinkfinger die Kontakte zwischen
Arginin- und Guaninresten besonders wichtig sind (Pavletich & Pabo, 1991).
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Abbildung A3.2
Ausschnitt aus der Kristallstruktur des Zinkfingerproteins Zif268 (blau) im Komplex mit DNA (griin)
(Pavietich & Pabo, 1991).

(A) Gesamtansicht eines Teils des Komplexes mit einem Zinkion (magenta).

(B) VergrofRerung des Zinkfingermotives mit den vier komplexierten Aminosaureresten und den Zinkion.

3.3 DasLeucin-Zipper-Motiv

Als Monomere bestehen Leucin-Zipper-Proteine aus zwei Doménen. Die eine Domane ist
eine a-Helix, die besonders Leucin-haltig ist. Die andere ist eine Region mit hauptséchlich
basi schen Aminosduren, die die sequenzspezifische Bindung an DNA ermdglicht. Dabei wird
erst bei der Bindung an DNA aus dieser zweiten Region eine a-Helix gebildet (Weiss et al.,
1990). Ein besonderes Merkmal der Leucin-Zipper-Proteine ist ihre Fahigkeit, zu dimerisieren
(Abbildung A3.3). Diese Dimerisierung erfolgt tber die Leucin-haltige a-Helix und bildet
eine Coiled-Coail-Struktur. Dabei interagieren die Leucinreste der beiden a-Helices Uber
hydrophobe Wechselwirkungen miteinander. Des weiteren wird der Dimer durch eine Reihe
von intra- und innerhelikalen Salzbrlicken stabilisiert. Erkannt wird die DNA durch

spezifische und unspezifische Wechselwirkungen in der groféen Furche.
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Abbildung A3.3
Kristallstruktur des GCN4 Leucin-Zippers (blau) im Komplex mit DNA (griin)
(Ellenberger et al., 1992). Die Ansichten (A) und (B) sind zueinander um 90° gedreht.

4 Die DNA-Methylierung

Die chromosomale DNA ist standigen Einflissen unterworfen. Diese sind mechanischer,
chemischer oder physikalischer Natur und koénnen die DNA modifizieren und damit
schadigen. Aus diesem Grund gibt es Reparaturenzyme, die diese Schadigungen beheben und
so dafiir sorgen, dass die DNA ihre Funktion als Erbinformationstrager fehlerfrei austiben
kann. Es gibt jedoch auch gezielte Modifikationen der DNA, die Einfluss auf wichtige
biologische Prozesse haben. Zu diesen Modifikationen z&hlt die DNA-Methylierung. Formal
stellt die DNA-Methylierung eine Erhdhung des Informationsgehalts der DNA dar. Diese
Reaktion kommt in fast alen ein- und mehrzelligen Organismen vor. So ist zum Beispiel
ungefahr funf Prozent aller Basen im Genom von Saugetieren methyliert. Die Funktion der
DNA-Methylierung ist vielfdltig. In Prokaryoten dient die DNA-Methylierung oft dem Schutz
vor endogenen Restriktionsendonukleasen, die diese Einzeller wiederum vor in die Zelle
eindringender viraler DNA schiitzen. Dabei erfolgt die DNA-Methylierung einer Base meist

innerhalb  der  spezifischen  DNA-Erkennungssequenz  von  den  zelleigenen
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Restriktionsenzymen, die die Fragmentierung (Hydrolyse) der DNA katalysieren. Die fremde,
nicht methylierte DNA wird von den Restriktionsendonukleasen zerstort, wogegen die
zelleigene DNA durch die Methylierung geschitzt ist (Wilson & Murray, 1991). Eine weitere
biologische Funktion hat die DNA-Methylierung bei der Reparatur von Basenfehlpaarungen.
Im Verlauf der DNA-Replikation behédlt der parentale Strang seine methylierten Basen,
wahrend der neu synthetisierte Strang nicht methyliert ist. Erst nach der Replikation wird der
neu synthetisierte Strang methyliert, die DNA-Methylierung ist also postreplikativ. Somit
lassen sich Basenfehlpaarungen direkt nach der Replikation durch DNA-Reparaturenzyme
zugunsten des parentalen Stranges korrigieren (Modrich, 1994). Die DNA-Methylierung in
Eukaryoten spielt eine wichtige Rolle bel der Zelldifferenzierung und der Regulierung der
Genexpression. Durch diese regulatorische Bedeutung hat die DNA-Methylierung auch eine
Bedeutung bei der Krebsentstehung (Spruck 111 et al., 1993).

Vollzogen wird die DNA-Methylierung durch DNA-Methyltransferasen, die den
enzymatischen Transfer der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors S-Adenosyl-L-methionin
(AdoMet) (1, Schema A5.1) auf verschiedene Basen der DNA innerhab einer
Erkennungssequenz katalysieren (Abbildung A4.1). Die DNA-Methyltransferasen werden in
zwei  Klassen unterteilt. Die Klasse der C-DNA-Methyltransferasen katalysiert die
Ubertragung der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors AdoMet auf die C5-Position eines
Cytosinrestes. Die Klasse der N-DNA-Methyltransferasen katalysiert die Methylierung der
exozyklischen Aminogruppen von Cytosin- und Adeninresten.

NH, H\N/CHg H\N/CHg
oy oy I
C5-Methylcytosinrest N4-Methylcytosinrest N6-M ethyladeninrest

Abbildung A4.1
Enzymatisch methylierte Basen in der DNA.

Ein Sequenzvergleich aler AdoMet-abhangigen C5-Cytosin-DNA-Methyltransferasen hat
gezeigt, dass es zehn konservierte Aminosauremotive gibt (Lauster et al., 1989; Posfai et al.,
1989; Kumar et al., 1994). Der Mechanismus der Methylgruppenibertragung der C5-Cytosin-
DNA-Methyltransferasen ist weitgehend aufgeklart (Wu & Santi, 1987). Der erste Schritt ist

dabel der nukleophile Angriff der Thiolgruppe eines konservierten Cysteinrestes des
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Motivs 1V auf die C6-Position des Cytosinrestes. Durch dieses kovalente Addukt wird die C5-
Position des Cytosinrestes aktiviert, und die ebenfalls aktivierte Methylgruppe des Cofaktors
AdoMet (1) kann nukleophil angegriffen werden. Dann erfolgt eine b-Eliminierung des C5-
Protons und des Thiolatrests an der C6-Position des methylierten Cytosinrestes (Schema
A4.1). Wenn man das Zielcytosin gegen ein 5-Fluorocytosin ersetzt, kann man die Reaktion
auf der Stufe des kovalenten Zwischenprodukts anhalten, da beim 5-Fluorocytosin keine b-

Eliminierung erfolgen kann (Osterman et al., 1988).

H3C—
/ “Foun,
@’ H AdoMet / )j/
)\)jé S-Enz G? )\
MLN ©S-Enz

Cytosinrest 5-Methylcytosinrest

\/WV\/‘

Schema A4.1
Mechanismus der durch C5-Cytosin-DNA-Methyltransferasen katalysierten Methylierung.

Auch die Kristallstrukturen der C5-Cytosin-DNA-Methyltransferasen M-Hhal im Komplex

mit DNA und dem Cofaktor AdoMet und M-Haelll im Komplex mit DNA haben zum
Versténdnis des katalytischen Mechanismus der C-DNA-Methyltransferasen erheblich
beigetragen (Klimasauskas et al., 1994; Reinisch et al., 1995). Diese beiden Strukturen waren
bisher die einzigen DNA-Methyltransferasen, deren Kristallstruktur im Komplex mit DNA
bestimmt werden konnte (Abbildung A4.2). Da das zu methylierende 5-Kohlenstoffatom des
Zielcytosins im Inneren der DNA-Doppelhelix lokalisiert ist, stellt sich die Frage, wie es fir
eine Reaktion zugéanglich gemacht wird. In beiden Strukturen ist eine erstaunliche Verzerrung
der DNA zu erkennen, die es den Enzymen auf elegantem Wege ermoglicht, das Zielcytosin
zu methylieren. In beiden Strukturen ist das Zielcytosin aus der DNA-Doppelhelix um 180°
herausrotiert, ohne dass kovalente Bindungen innerhalb der DNA aufbrechen. Diese DNA-
Konformation bringt das Zielcytosin mit dem zu methylierenden 5-Kohlenstoffatom in
raumliche N&e zum Cofaktor AdoMet, so dass die oben beschriebene

M ethylgruppentbertragungsreaktion stattfinden kann.
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A Einleitung

Abbildung A4.2

(A) Kristallstruktur der C5-Cytosin-DNA-Methyltransferasen M-Hhal im Komplex mit DNA (griin) und AdoMet

(gelb) (Klimasauskas et a., 1994). (B) Kristallstruktur der C5-Cytosin-DNA-Methyltransferase M-Haelll im
Komplex mit DNA (grun) (Reinisch et al., 1995). Die ausgeklappten Zielcytidine sind in rot dargestellt.

Im Gegensatz zum katalytischen Mechanismus der C-DNA-Methyltransferasen ist Uber den
katalytischen = Mechanismus der  N-DNA-Methyltransferasen  weniger  bekannt.
Sequenzvergleiche der N-Methyltransferasen haben gezeigt, dass diese der Klasse der
C-DNA-Methyltransferasen strukturell @nlich sind und dass man ihnen neun der zehn fir
C-DNA-Methyltransferasen gefundenen Motive zuordnen kann (Malone et al., 1995). Dabei
spielen die Mative |, 11, 11l und X eine Rolle bel der AdoMet-Bindung, die Motive IV-VIII
haben katalytische Funktion. Die Klasse der N-Methyltransferasen wird aufgrund der
unterschiedlichen sequenziellen Anordnung der Motive in drei weitere Gruppen unterteilt. Die
Enzyme der a-Gruppe haben folgende Reihenfolge der funktionalen Elemente: AdoMet-
Bindungsregion, DNA-Erkennungsregion und katalytische Region. In den Enzymen der
b-Gruppe lautet die Reithenfolge: Katalytische Region, DNA-Erkennungsregion und AdoMet-
Bindungsregion, wogegen die gGruppe die Rehenfolge AdoMet-Bindungsregion,
katalytische Region und DNA-Erkennungsregion aufweist.

Der katalytische Mechanismus der N-Methyltransferasen kann trotz der beschriebenen
Sequenzhomologien nicht von den C-DNA-Methyltransferasen abgeleitet werden, da en
anderes Atom methyliert wird. Bel der chemischen Methylierung von Adenin wird die
Methylgruppe zuerst auf die N1-Position des Adenins Ubertragen. Dann erfolgt eine
hydrolytische Spaltung der N1-C2-Bindung, an die sich eine Rotation der C5-C6-Bindung

11
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anschliefdt. Nach der Dehydratation findet der Ringschluss zum N6-Methyladenin statt

(Haines et al., 1964). Diesen Mechanismus nennt man Dimroth-Umlagerung. Pogolotti et al.

(1988) konnten zeigen, dass die N6-Adenin-DNA-Methyltransferase M-EcoRI die direkte
Ubertragung der Methylgruppe katalysiert und somit keine Dimroth-Umlagerung stattfindet.

Des weiteren erfolgt bei der enzymatischen Methylierung des Adenins mit M-EcoRI eine
Inversion der Konfiguration der Ubertragenen Methylgruppe (Ho et al., 1991). Dies lasst auf
einen Sy2-Mechanismus bei der Reaktion schliefen.

Die einzigen dreidimensionalen Kristallstrukturen von N-DNA-Methyltransferasen, die bisher

charakterisiert wurden, sind die von M-Tagl (Labahn et al., 1994), von M-Pwvull (Gong et al.,
1997) und von DpnM (Tran et al., 1998). Alle drei Strukturen wurden jedoch nur ohne DNA
bestimmt, so dass detaillierte Aussagen Uber den Mechanismus der DNA-Methylierung nicht
getroffen werden konnen. Strukturell deutet alerdings vieles darauf hin, dass alle drei
Enzyme &hlich wie die C-DNA-Methyltransferasen einen Basenausklappmechanismus
vollziehen. Unterstitzt wird diese Vermutung durch Titrationsexperimente von Holz et al.

(1998), die einen Basenausklappmechanismus fur M-Tagl implizieren.

5 Die DNA-Methyltransfer ase aus Thermus aquaticus (M-Taq|)

Die N6-Adenin-DNA-Methyltransferase M-Tag| katalysiert die Ubertragung der aktivierten
Methylgruppe des Cofaktors AdoMet (1) auf die N6-Position des Adenins innerhalb der
palindromischen Sequenz 5'-TCGA-3' von doppelstrangiger DNA (Schema A5.1). Das
Reaktionsprodukt dieser Reaktion ist neben der methylierten DNA das Cofaktorprodukt S

Adenosyl-L-homocystein (2, AdoHcy) und ein Proton. M-Tagl stammt aus dem thermophilen

Bakterium Thermus aquaticus und bildet zusammen mit der Restriktionsendonuklease R-Taql

ein Restriktions-Modifikationssystems. Erhalten kann man das Enzym durch Uberexpression

in E. coli (Slatko et al., 1987). M-Tagl besteht aus 421 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von 47856 g/mol (Barany et al., 1992). Aufgrund der Anordnung der neun

konservierten Motive gehdrt M-Tagl zur g-Klasse der N-Methyltransferasen.
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Dievon M-Taq| katalysierte Methylgruppentransferreaktion.

M-Tagl besteht aus zwei Domanen, die Uber eine Schleife miteinander verbunden sind. Die
katalytische Domane beinhaltet die Cofaktorbindungsstelle und alle neun konservierten
Motive. Das zentrale Strukturmerkmal dieser Doméne ist ein b-Fatblatt, welches sich aus
neun b-Strangen zusammensetzt. Diese b-Faltblatt wird von sechs a-Helices flankiert. Die

kleinere Doméne besteht aus einer Vielzahl von a-Helices und b-Strangen. Bisher wurde

M-Tagl in den bindren Komplexen mit dem Cofaktor AdoMet, dem Cofaktorprodukt AdoHcy
und dem Inhibitor Sinefungin strukturell charakterisiert (Labahn, et al., 1994; Schluckebier et
al., 1997). Obwohl die Strukturen ohne DNA gel6st wurden, gibt es deutliche Hinweise fir
die DNA-Bindungsstelle. So spannen die beiden Doménen eine Furche auf, die einen
Durchmesser von 20 A besitzt und somit in der Lage sein sollte, B-DNA zu binden. Ein
weliterer Hinwels fir die DNA-Bindung an dieser Stelle ist die grof3e Anzahl der basischen
Aminosaureresten, die innerhalb der Furche an der Oberflache des Enzyms lokalisiert sind.
Da diese Aminosaurereste bei physiologischem pH-Wert positiv geladen sind, sollten sie die
negativ geladene DNA gut binden kénnen (Abbildung A5.1).

Die detaillierte Bindung der DNA an M-Taql ist allerdings noch nicht bekannt. Dies wére
jodoch fir das Verstdndnis des katalytischen Mechanismus der Methylgruppentbertragung
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unerlasslich. Man nimmt zwar fir M-Tagl einen Basenausklappmechanismus an (Holz et al.,
1998), die Art und Weise der DNA-Bindung und -Erkennung, sowie die Lage eines
extrahelikalen Zieladenins ist jedoch nicht vorhersagbar. Die einzige Moglichkeit, diese

Fragen zu beantworten, ist die Strukturaufkl&rung eines Komplexes aus M-Tagl und DNA.

Abbildung A5.1

Kristallstruktur von M-Tagl im Komplex mit AdoMet (Schluckebier et al., 1997). (A) Darstellung der
Sekundérstrukturelemente und (B) des Oberflachenpotentials in Coulomb. Beide Ansichten sind um 90°
zueinander gedreht.
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B  Aufgabenstellung und Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll mit kristallographischen Methoden der katalytische
Mechanismus der N6-Adenin-DNA-Methyltransferase aus Thermus aquaticus (M-Tagl)

aufgeklart werden. Zu diesem Zweck soll ein terndgrer Komplex aus M-Tagl, DNA und
Cofaktor bzw. einem Cofaktoranalogon kristalisiert werden. Da ein Hauptproblem der
Proteinkristallographie die Herstellung von geeigneten Kristallen zur dreidimensionalen
Strukturaufkldrung ist, sollen Oligodesoxynukleotide verschiedener Langen und mit
verschiedenen Sequenzen fur die Kristallisation eines ternéren Komplexes eingesetzt werden.

Obwohl die dreidimensionalen Kristallstrukturen von M-Tagl im bindren Komplex mit dem
Cofactor AdoMet, dem Cofactorprodukt AdoHcy und dem Inhibitor Sinefungin bereits
bekannt sind (Labahn, et al., 1994; Schluckebier et al., 1997), ist die Struktur eines ternaren

Komplexes fur das Versténdnis des katalytischen Mechanismus von entscheidendem

Interesse. Zwar wurde fur M-Tagl ein Basenausklappmechanismus mit fluoreszenz-
spektroskopischen Methoden nachgewiesen (Holz et al., 1998), die Art und Weise der
Bindung der extrahelikalen Zielbase im katalytischen Zentrum des Enzyms ist jedoch nicht
bekannt. Die exakte Bestimmung der Lage der Zielbase im Enzym wirde es jedoch
ermoglichen, einen katalytische Mechanismus abzuleiten. Des weiteren konnte ein ternarer

Komplex einen Mechanismus fir das Basenausklappen liefern, daimmer noch wenig dartber

bekannt ist, wie N-DNA-Methyltransferasen im allgemeinen und M-Tagl im besonderen die
Zielbase aus der DNA-Doppelhelix herausrotieren, um die Methylierung der exozyklischen
Aminogruppe zu katalysieren.

Dieses Wissen um den katalytischen Mechanismus von N-DNA-Methyltransferasen konnte in
Zukunft ein wichtiges Kriterium fur die Synthese neuer Antibiotika sein. Kirzlich konnte
gezeigt werden, dass ein Salmonella typhimurium Bakterienstamm, der die N6-Adenin-DNA-
Methyltransferase Dam nicht besitzt, seine Virulenz und somit die F&higkeit zur Infektion
verloren hat (Heithoff et al., 1999; Garcia-del Portillo et al., 1999). Da die Dam DNA-
Methyltransferase in vielen pathogenen Bakterienstdmmen wie Escherichia coli, Yersinia
pestis, Haemophilus influenzae und Treponema pallidum hoch konserviert ist, konnten
spezifische Inhibitoren der N6-Adenin-DNA-Methyltransferase Dam en breites
Anwendungsspektrum als Antibiotika haben.
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C  Ergebnisseund Diskussion

1 Kristallstruktur des bindren Komplexes aus Mxagl und 5*-[2-
(Amino)ethylthio]-5'-desoxyadenosin (AETA)

1.1 Kristallisationsbedingungen

Die Kristale des bindgren Komplexes aus M-Tagl und 5'-[2-(Amino)ethylthio]-5'-
desoxyadenosin (AETA) (3) (Abbildung C1.1) konnten basierend auf den bereits
veroffentlichten Bedingungen fur M-Tagl im Komplex mit dem Cofaktor AdoMet
problemlos erhalten werden (Schluckebier et al., 1997) (Abbildung C1.2). Dabei wurde
die Methode des hangenden Tropfens gewdhlt, bei der die Kristalle durch

Dampfdiffusion erhalten werden.

@

NH; NH
A
)
S )

N

0
OH  OH

3

Abbildung C1.1
Das Cofaktoranalogon 5'-[2-(Amino)-

ethylthio] -5 -desoxyadenosin (AETA). M-Tagl und AETA. Die Breite des Bildes
entspricht ca. 1mm.

Abbildung C1.2
Kristalle des bindren Komplexes aus

1.2  Datensammlung

Fir die Datensammlung wurde der Kristall des bindren Komplexes aus M-Tagl und
AETA bel 100 K in einer Schleife zusammen mit einer Kryoprotektant-Ldsung
schockgefroren (vgl. Abbildung C1.3). Diese beinhaltet neben PEG 6000 auch
Glycerin, was dazu fuhrt, dai3 die Ldsung inklusive Kristall glasartig gefriert und der

16



C Ergebnisse und Diskussion

Kristall nicht zerstort wird. Damit ist gewahrleistet, dal3 der Kristall bei Temperaturen
um 100 K vermessen werden kann, was den Strahlenschaden durch die auftreffende
Rontgenstrahlung drastisch vermindert.

Abbildung C1.3
Gefrorener  Proteinkristall  in

einer Schleife mit  enem

Durchmesser von ca. 500 um

Setzt man Proteinkristalle Rontgenstrahlung aus, dann tritt im algemeinen eine
Schadigung der Kristallstruktur auf. Diese Schadigung wird von freien Elektronen und
erzeugten Radikalen verursacht, die durch den Photoelektrischen-, Auger- oder
Compton-Effekt entstehen (Gonzales et al., 1994). Bemerkbar macht sich dieser
Strahlenschaden u.a. an der mit der Dauer der Belichtungszeit abnehmenden Aufldsung.
Durch die Messung bei Temperaturen um 100 K kénnen sich die austretenden Radikale
nicht mehr im Kristall fortbewegen, wodurch die Strahlenschéden vermindert werden.
Experimente an Lysozym-Kristallen haben gezeigt, dald sich die Qualitét der Daten bei
hoher Auflésung wahrend der Bestrahlung mit hochenergetischer Rontgenstrahlung bei
120 K nach acht Stunden nicht dnderte und die Kristalle somit keinen Strahlenschaden
erlitten (Young et al., 1990). Durch das glasartige Gefrieren der Kryoprotektant-L 6sung
ist aullerdem sichergestellt, dal3 sich keine Wasserkristalle bilden, welche besonders
stark mit Rontgenstrahlen wechselwirken und das Diffraktionsbild des Proteinkristalls
durch Uberlagerung mit den Eiskristalldiffraktionsbildern verfalschen.
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Die Datensammlung fir den bindren Komplex aus M-Tagl und AETA erfolgte am
Deutschen Elektronensynchrotron (DESY) in Hamburg. Die Messung wurde an der
Messstation BW6 mit einem Phosphor-Bildplatten-(Image-Plate-) Detektor bei 100 K
durchgefuhrt. Ein Diffraktionsbild wahrend einer Drehung des Kristalls um 0,25° ist
exemplarisch in Abbildung C1.4 dargestellt. Die maximale Auflosungsgrenze des
Kristalls liegt bei 1,9 A. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit dem Programmpacket

Denzo/Scalepack (Otwinowski, 1993). Es zeigte sich, dal3 der bindre M-Tagl-AETA-
Komplex genau wie der bindre Komplex aus M-Tagl und AdoMet in der Raumgruppe

P2,2,2 kristallisiert. Die erhaltenen Daten aus der Prozessierung sind in Tabelle C1.1
aufgefihrt.

Abbildung C1.4

Rotations-Diffraktionshild des Kristalls aus M-Tagl und AETA wahrend einer
Drehung um 0,25°, aufgenommen mit einem Phosphor-Bildplatten-Detektor an der
Messstation BW6 am Deutschen Elektronensynchrotron. Die &ul3eren Reflexe sind
innerhalb der dargestellten Kontour mit dem Auge nicht mehr zu sehen, konnten aber

von der Software bis 1,9 A erkannt werden.
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1.3  Phasenbestimmung und Strukturverfeinerung

Fir die Phasenbestimmung des bindaren Komplexes aus M-Tagl und AETA wurde die

Methode des molekularen Ersatzes mit M-Tagl im Komplex mit AdoMet (Schluckebier
et al., 1997) as Suchmodell gewdahlt. Da die Kristalle der bindren Komplexe von

M-Tagl und AETA und M-Tagl und AdoMet in der selben Raumgruppe und mit nahezu
identischen Zellparametern kristallisieren und ebenfalls zwel Komplexe in der
asymmetrischen Einheit aufweisen, war es nicht notwendig, die Translations- und
Rotationsfunktionen anzuwenden. Nach der Berechnung der Elektronendichteverteilung
durch Kombination der gemessenen Strukturamplituden mit den berechneten Phasen
aus dem Strukturmodell wurde die Struktur verfeinert. Dies bedeutet eine schrittweise
Energieminimierung der Gesamtenergie, die sich aus den empirischen Energien der
Bindungsléngen und -winkel, der Torsionswinkel, der Planaritét von Aromaten, der
Chirditdt, der Wasserstoffbrickenbindungen, der Van-der-Waals und der
elektrostatischen Wechselwirkungen sowie der effektiven Energiedifferenz aus den
gemessen und berechneten Strukturfaktoren zusammensetzt. Mit der fortschreitenden
Energieminimierung nédhern sich  die as dem Model  berechneten
Strukturfaktoramplituden Feyc den observierten Strukturfaktoramplituden Fo,s immer
mehr an. Dies erreicht man durch mathematische Operationen, bel denen unter anderem
die Ortskoordinaten (X;, yj, zj) und die Temperaturfaktoren B; jedes einzelnen Atoms |
verdndert werden. Ein Problem der Verfeinerung ist, dald diese mathematischen
Operationen alleine oft nicht ausreichen, aus einem fehlerhaften Modell ein fehlerfreies
Modell zu generieren. Dies liegt vor allem daran, dal3 die Verfeinerungsmethode in ein
lokales Energieminimum fihren kann und nicht, wie gewinscht, in das absolute
Energieminimum. Deshalb muf3 manuell in die Verfeinerung eingegriffen werden. Dies
erreicht man, indem die berechnete Elektronendichte zusammen mit dem Modell
graphisch auf einem Bildschirm dargestellt wird. Die durch die Interpretation dieser
Graphik erkannten Modellfehler konnen dann mit Hilfe von Modellbauoperationen
eines Graphikprogramms korrigiert werden. Das korrigierte Modell bildet dann wieder
die Grundlage fir die erneute rechnerische Verfeinerung. Diese beiden Schritte werden
abwechselnd durchgefthrt, bis die berechneten und gemessenen

Strukturfaktoramplituden méglichst gut tbereinstimmen.
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Die Energieminimierungen wurden mit dem Programm XPLOR (Briinger, 1992a)
gerechnet, das Interpretieren der Elektronendichteverteilung und das Modellieren der
Aminosaurereste wurde mit dem Programm O (Jones et al., 1991) durchgefihrt. Das
Energieminimieren beinhaltete folgende Verfeinerungsprozeduren: Nach der
erfolgreichen Phasenbestimmung wurde zundchst einmalig ene rigid body
Verfeinerung gestartet. Anschlief3end wurden eine simulated annealing, eine B-Faktor
und eine positional Verfeinerung durchgefhrt.

Dann wurde mit den neuen Koordinaten eine Elektronendichtekarte berechnet, die
manuell interpretiert wurde und anhand derer eventuelle Anderungen bzw. Neuerungen
in das Modell eingebracht wurden. Dieses verbesserte Modell wurde dann wieder mit
den Verfeinerungsprozeduren energieminimiert. So war es maoglich, im Verlauf der
einzelnen  Verfeinerungszyklen den  Cofaktor ~ AETA innerhalb  der
Cofaktorbindungstasche exakt zu lokalisieren. Das bereits vorhandene Modell des
Proteins konnte so ebenfalls zur korrekten Struktur verbessert werden. Die
abschlieffenden Werte fir den kristallographischen R-Faktor und den freien R-Faktor
liegen bel 0,211 bzw. bel 0,263. Dabei wurde der freile R-Faktor mit 10 % aller Reflexe
berechnet, die zuféllig ausgewahlt wurden (Bringer, 1992).

14  Mess und Verfeinerungsstatistik

Von den Kristallen des bindren Komplexes aus M-Tagl und AETA wurden 284410
Reflexe bis zu einer Auflésungsgrenze von 1,9 A gemessen. Damit steht ein sehr gutes
Verhdtnis der Daten zu den Parametern fur die Bestimmung der dreidimensionalen
Struktur zur Verfigung. Die Mess- und Verfeinerungsstatistik ist in Tabelle C1.1
aufgefihrt.
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TabelleC1.1

Mess- und Verfeinerungsstatistik des bindren Komplexes aus M-Tagl und AETA

Raumgruppe
Zellkonstanten

Asymmetrische Einheit
Auflésungsbereich

Anzahl aler Reflexe

Anzahl der unique Reflexe
Reflexe fir cross validation

Rgm (letzte Schale, 1,9-1,97 A) 1

RWork2
Rfree3
Vollsténdigkeit % (letzte Schale)
Durchschnittlicher B-Faktor
Hauptketten A (B)
Seitenketten A (B)
AETA A (B)
Wasser
d/sf(letzte Schale)
Mittlerer Koordinatenfehler <u>
R.m.s. Unterschiede fir
Bindungen
Winkel
Improper Winkel
Nicht modellierte Aminosauren
Anzahl der Wasser Atome

P2,2,2
a=126,04A b=13984A c=5215A
a=b=9g=90,0°

2 Molekile
40-19A

284410

70959

7052

7.5 (46,9)

0,211

0,263

96,4 (95,1)

27,78 A2

25,96 A2 (26,63 A2)
29,61 A2(31,62 A?)
23,77 A2 (22,71 A?)
32,50 A2

96,4 (95,1)

0,247 A

0,0095 A

1,55°

1,36°

1, 12-21; 112-122; 414-421
329

1me:ég'éf‘dél

2RWOI‘k =4 g:\Fobsg'QFcalch a gFobsg

3Rfree Wurde aus 10 % zuféllig ausgewahlter Reflexe bestimmt (Briinger, 1992).

Die f- und y-Winkelvertellung der beiden Proteinmolekile in der asymmetrischen

Einheit des bindren Komplexes aus M-Tagl und AETA ist im Ramachandran Diagramm
in Abbildung C1.5 dargestellt (Ramachandran et al., 1963). Man erkennt, dass die drei
Aminosdurereste A49, E355 und R398 bei beiden Proteinmolekilen innerhalb oder

nahe der nicht erlaubten Regionen liegen. Fir eine Interpretation dieser unglnstigen

Konformationen wird auf Abschnitt C2.5 verwiesen.
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Abbildung C1.5
Ramachandran Diagramm der Proteinmolekile A und B in der asymmetrischen Einheit des bindren

Komplexes aus M-Tagl und AETA. Glycinreste sind als Dreiecke eingezeichnet, alle anderen
Aminosdurereste als Quadrate. Die drei Aminosaurereste A49, E355 und R389 liegen nahe oder
innerhalb des nicht erlaubten, weil3 gekennzeichneten Bereichs.

15 Die dreidimensionale Struktur des bindren Komplexes aus M-Tagl und
AETA

Der bindre Komplex aus M-Tagl und AETA kristallisiert als Dimer mit zwei
Komplexen in der asymmetrischen Einheit. Die Unterschiede zwischen den einzelnen
Komplexen sind aber so gering, dass im weiteren Verlauf nur Komplex A besprochen
wird. Der r.m.s. Unterschied zwischen Komplex A und B liegt bei 0.394 A. In
Abbildung C1.6 ist die Topologie von M-Tagl im Komplex mit AETA dargestellt. Die
Berechnung der Sekundérstrukturelemente wurde mit dem Programm DSSP (Kabsch &
Sander, 1983) durchgefihrt. Die Darstellung erfolgte mit Hilfe des Programms TOPS
(Westhead et al., 1998; Westhead et al., 1999).
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Kleine
Doméane

Katalytische Domane

Abbildung C1.6

Topologie von M-Tagl im Komplex mit AETA. Die Bezeichnung der Helices (Buchstaben) und
Faltblattstrange (grof3e Zahlen) sind von Schluckebier et a. (1997) Ubernommen. Die kleinen
Zahlen bezeichnen jeweils den Aminosdurerest, mit der das Sekundér strukturelememt beginnt
bzw. endet.

M-Tagl im Komplex mit AETA besteht wie M-Tagl im Komplex mit AdoMet aus zwei

Domaénen, der katalytischen und der kleinen Doméne. Die Topologie von M-Tagl in den
beiden Komplexen unterscheidet sich kaum. Der einzige Unterschied ist eine
zusétzliche 330-Helix, die die Aminosaurereste 90 bis 92 beinhaltet (Helix X in

Abbildung C1.5). Warum Helix X in der bindren Struktur von M-Tagl und AdoMet
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nicht vorliegt, ist strukturell nicht zu erklaren. Der Verlauf der C,-Atome der
Aminosaurereste 90 und 92 unterscheidet sich zwischen den bindren Komplexen kaum.

Wahrscheinlich reichen geringfuigige Anderungen innerhalb diese Bereiches aus, damit

das Programm DSSP diesen Bereich im bindren Komplex mit M-Tagl und AETA als
310-Helix interpretiert.

Die dreidimensionale Struktur von M-Tagl im Komplex mit AETA ist in Abbildung
C1.7 dargestellt. Das Enzym besteht aus zwei Doménen, die Uber eine Schleife
miteinander verbunden sind. Die obere, katalytische Doméane (Aminosaurereste 1-243)
beinhaltet das Cofaktoranalogon AETA. Sie besteht aus einem zentralen Faltblatt, das
sich aus neun b-Stréngen zusammensetzt sowie sieben a-Helices, die dieses Faltblatt
flankieren. Die untere, kleine Doméane besteht aus sich abwechselnden, kleineren a-
Helices und b-Strangen.

Flexible Bereiche des Proteins sind anhand der Temperaturfaktoren (B-Faktoren) zu
erkennen. Abbildung C1.8 zeigt die Vertelung des durchschnittlichen
Temperaturfaktors der Aminosdurereste. Man erkennt, dass die Aminosaurereste vor
und nach einem flexiblen, nicht sichtbaren Bereich (Aminosaurereste 12-21, 112-122
und 414-423) hohe B-Faktoren besitzen. Dies ist unmittelbar einsichtig, da flexible
Bereiche nicht abrupt auftreten, sondern sich innerhalb eines Bereiches von mehreren
Aminosaureresten entwickeln. Die hohen B-Faktoren fur die Aminosaurereste 2-11

resultieren aus einer im Vergleich zum restlichen Protein relativ hohen Flexibilitét. In

der bindren Kristalstruktur von M-Tagl mit AdoMet ist dieser Teil aufgrund seiner
Flexibilitdt und der niedrigeren Auflésung des zugrundeliegenden Datensatzes
Uberhaupt nicht zu erkennen.

Ferner sind in Komplex B die Aminosdurereste 116-122, die im Komplex A nicht
erkennbar sind, teilweise sichtbar. Da die zugrundeliegende Elektronendichte allerdings
nicht die exakten Positionen der Aminosaurereste 116-122 beschreibt, ist dieser Bereich
zwar modelliert, eine Interpretation ist jedoch nur bedingt moglich. Wie in Abschnitt
C2.6 beschrieben, nimmt diese Schleife erst bel der DNA-Bindung eine geordnete
Position ein. Dabei unterscheidet sich die Lage der Aminosdurereste 116-122 in
Komplex mit und ohne DNA deutlich.
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Abbildung C1.7

Kristallstruktur des bindren Komplexes aus M-Tagl und AETA. Der Verlauf der Hauptkettenatome von

M-Tagl mit Sekundérstrukturelementen ist in blau und das Cofaktoranalogon AETA in gelb dargestelt.
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Damit ist es zum ersten Mal moglich, die Lage des N-Terminus von M-Tagl zu
lokalisieren. Strukturelle Aussagen in Hinblick auf die Struktur in Lésung sind
dlerdings nicht oder nur bedingt mdglich, da der N-Terminus
Kristallpackungswechselwirkungen mit dem zweiten Monomer der asymmetrischen

Einheit eingeht. Der hohe Temperaturfaktor des Aminosdurerestes 224 kann strukturell
nicht erklart werden.
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Abbildung C1.8

Temperaturfaktorverteilung von M-Tagl im Komplexes mit AETA. Aufgetragen ist
der durchschnittliche Temperaturfaktor der Aminosaurereste.

In Abbildung C1.9 ist das Oberflachenpotential von M-Tagl in Komplex mit AETA
dargestellt. Man erkennt die unterschiedlichen Ladungsverteilungen innerhalb des

Proteins. Die Cofaktorbindungsstelle ist negativ und die DNA Bindungsstelle positiv
geladen.
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Surface Potential

Abbildung C1.9

Kristallstruktur des bindaren M-Tagl-AETA Komplexes. Nur das Oberflachenpotential des Proteins ist
dargestellt. Das Cofaktoranalogon AETA ist im Kugelstab-Modell dargestellt. Negatives Potential ist rot

und positives Potential ist blau koloriert, die Einheit des Potentials ist Coulomb.

Eine Uberlagerung der M-Taqgl Strukturen in den bindren Komplexen mit AETA und
AdoMet ist in Abbildung C1.10 dargestellt. Man erkennt, dass der Verlauf der

Hauptkette von M-Tagl in beiden Komplexen nahezu identisch ist. Der einzige
signifikante Unterschied ist der N-Terminus, der nur im bindren Komplex mit AETA

sichtbar ist. Der r.m.s. Unterschied zwischen beiden Komplexen betrégt 0,62 A.
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Abbildung C1.10
Uberlagerung der Kristallstrukturen der bindren Komplexe aus M-Tagl (blau) und AETA (rot) sowie
M-Tagl (grin) und AdoMet (gelb). Ansicht (A) und (B) sind zueinander um 90° gedreht.

Aufgrund der nahezu identischen Strukturen von M-Tagl in den beiden bindren

Komplexen wird die Sekundar- und Tertidrstruktur von M-Tagl innerhalb dieser Arbeit
nicht mehr ausfuhrlich beschrieben und diskutiert, da dies bereits von Gerd
Schluckebier durchgefuhrt wurde (Schluckebier, 1996).

16  Beschreibung der AETA-Bindungim binaren Komplex
Das Cofaktoranalogon AETA bindet innerhalb der Cofaktorbindungstasche von M-Taq|
in der katalytischen Domane. Dabei bindet der modifizierte Aminosiurerest von AETA

nicht in Richtung des katalytischen NPPY -Mativs (Motiv 1V) von M-Tagl, sondern zum
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Inneren des Proteins. Damit nimmt AETA eine @nlich Position wie AdoMet innerhalb
der Cofaktorbindungstasche ein und unterscheidet sich deutlich von dem
Cofaktorprodukt AdoHcy, dessen Seitenkette mit den Aminosdureresten des NPPY -
Motivs wechselwirkt. Der Adeninrest von AETA wird durch H-Briicken von D89 OD1
zu N6 und FOO NH zu N1 erkannt und stabilisiert. Weiterhin sind hydrophobe
Wechselwirkungen von 172 CB mit C2, 172 CG2 mit C4 und C5 sowie von A47 CB mit
C4 zu erkennen. Aul¥erdem interagiert P107 CG mit C8. Zusétzlich wird die Base durch
edge to face p-Stapelung durch die aromatische Seitenkette von F146 positioniert. Die
Ribose von AETA interagiert durch hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen mit
M-Tagl. E71 OE1 und OE2 bilden H-Briicken mit O3 und O2' aus. E71 CD vollzieht
hydrophobe Wechselwirkungen mit C1‘. Der modifizierte Aminosaurerest wird
ebenfals durch hydrophobe und hydrophile Wechselwirkungen gebunden. So bilden
P107 CA und CD hydrophobe Interaktionen zu S aus. A47 O und N105 O erkennen

Uber H-Bricken die Aminogruppe des Cofaktoranalogons. Details der einzelnen

Wechselwirkungen zwischen AETA und M-Tagl sind in Tabelle C1.2 aufgefthrt.

TabelleC1.2
Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und AETA (Komplex A)
Amino-  Atom  Motiv’ AETA  Abstand Art der
siurerest Atom [A] Wechselwirkung
A47 o] I N 29 H-Briicke
CB c1 3.8 Hydrophob
CB c4 37 Hydrophob
E71 OE1l I o3 2,6 H-Briicke
OE2 oz 25 H-Briicke
OE2 o3 29 H-Bricke
CD c1 3,6 Hydrophob
172 CB I Cc2 3,6 Hydrophob
CG2 C5 3,7 Hydrophob
CG2 c4 35 Hydrophob
D89 OoD1 Il N6 29 H-Briicke
Fo0 NH Il N1 3,0 H-Briicke
N105 o] v N 2,6 H-Briicke
P107 CG C8 3,3 Hydrophob
CA S 39 Hydrophob
CD S 4,0 Hydrophob
F146 Ccz v C6 35 Hydrophob
Phenyl- Y Adenin 3,6 edge to face p-
ring Stapelung

Die Zuordnung der individuellen Aminosdurereste zu Motiven erfolgt
nach Malone et al. (1995).
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AETA wird durch ene Reihe von Wechselwirkungen innerhalb der
Cofaktorbindungstasche stabilisiert. Abbildung C1.11 zeigt eine Stereodarstellung der

Cofaktorbindungstasche mit den H-Bricken zwischen AETA und M-Tagl. Der
Pseudorotationsmodus von AETA ist in beiden Komplexen Cyx-endo-Ci:-exo.
AuRerdem liegt AETA in der fur Nukleotide bevorzugten anti Konformation vor.
Betrachtet man den Winkel zwischen C4‘und C5*, dann erkennt man, dal3 AETA in der
trans Konformation vorliegt. Die wichtigsten Torsionswinkel von AETA sind in
Tabelle C1.3 aufgefiihrt.

G109 G109

Abbildung C1.11

Sereodarstellung der Cofaktorbindungstasche von M-Tagl (Komplex A) mit AETA (gelb). H-Briicken
2wischen M Tagl und AETA sind als gestrichelte Linien eingezeichnet.
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Tabelle C1.3
Torsionswinkel von AETA im Komplex A und B
Beteiligte Atome Torsionswinkel von AETA [°]
A B
N-C'*-C'-S -75 -63
Cc'-C'-SCH -69 -74
C'-sC5-c4 113 110
S-C5'-C4'-C3 168 170
C5'-C4-C3'-03 144 141
C5'-C4'-C3'-C2 -99 -102
C4'-C3'-C2'-02' -158 -155
C4'-C3-C2'-C1 -42 -38
Cc3'-Cc2'-C1'-04' 50 47
C3'-C2'-C1'-N9 158 156
04'-C1'-N9-C4 (c) -112 -112
C2'-C1-04'-C4 -40 -39
Cl'-04'-C4'-C3 13 15
C2'-C3'-C4'-04 19 16
Phasenwinkel P der 147 144
Pseudorotation
Maximaler Pseudorota- 50 47

tionswinkel Viax
Pseudorotationsmodus Cx-endo-C; - C»-endo-C;.-
exo exo

1.7  AETA ist kein Substratanalogon fiir einen positiven Uber gangszustand

AETA bindet mit erstaunlich hoher Affinitdt an M-Tagl. Die Dissoziationskonstante

zwischen AETA und M-Taqgl betragt 0,7 uM und ist damit ca. zweimal kleiner als die
von AdoMet (1,5 uM) und AdoHcy (2,5 uM) (Pignot, 1999) und das, obwohl die
Seitenkette von AETA im Vergleich zu AdoMet bzw. AdoHcy verklrzt ist. Es stellt
sich daher die Frage, ob AETA ein gut bindendes Ubergangszustandsanalogon ist.
Angenommen, bel der von M-Tagl katalysierten Methylgruppentbertragung entsteht an
der 6-Aminogruppe des Zieladenins ein positives Intermediat, so kdnnte eine positiv
geladene  Ammoniumgruppe des AETA diesen Ubergangszustand oder ein
entsprechendes positives Intermediat nachahmen. Fur den Mechanismus von M-Taql
wrde dies bedeuten, dass die Methylgruppe Ubertragen wird, bevor ein Proton von der
6-Aminogruppe abstrahiert wird. Dieser positive Ubergangszustand miisste dann

nattrlich von M-Tagl stabilisiert werden. Da bei der Aufklarung der Kristallstruktur des

M-Tagl-AETA-Komplexes die Struktur des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und
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AETA noch nicht gelost war, war auch die exakte Lage des extrahelikalen Zieladenins
nicht bekannt. Man wusste nur, dass die Zielbase innerhalb des katalytischen NPPY -
Motivs (Motiv IV) bindet (Pues et al., 1999; Holz et al., 1999). In der Kristallstruktur

der C5-Cytosin-DNA-Methyltransferase M-Hhal im Komplex mit DNA und AdoMet
ist das zu methylierende Kohlenstoffatom des Zielcytosins ungefdhr 5 A vom
Schwefelatom des Cofaktors AdoMet entfernt (Klimasauskas et al., 1994). Stellt man

sich vor, dass das extrahelikale Zieladenin im Komplex mit M-Tagl auch ungefahr 5 A
von dem Schwefelatom von AdoMet entfernt ist, dann kénnte man AETA as Analogon
eines positiven Ubergangszustandes beschreiben, da die Aminogruppe in AETA bei
neutralem pH-Wert protoniert sein sollte und der intramolekulare Abstand der
Aminogruppe zum Schwefelatom ca. 4-5 A betragt.

Aus Kapitel C1.7 wird alerdings deutlich, dass der modifizierte Aminosaurerest von
AETA mit der Aminogruppe nicht in Richtung des katalytischen NPPY -Motivs (Motiv
V) gerichtet ist, sondern zum Inneren des Proteins bindet. Damit nimmt die Seitenkette
von AETA eine dhnliche Konformation wie der Aminosaurerest von AdoMet im

bindren Komplex mit M-Tagl ein. Deshalb fungiert AETA im bindren Komplex mit
M-Tagl nicht als Analogon eines positiv geladenen Ubergangszustandes oder

Intermediates. Die hohe Bindungsaffinitét von AETA zu M-Tagl 183 sich neben den
Wechselwirkungen der Base und der Ribose mit den zahlreichen H-Briicken der
Aminogruppe erklaren. Durch die im Vergleich zu AdoMet um eine Methylengruppe
verkirzte Seitenkette ist die Aminogruppe in einer Position, in der sie neben den
direkten H-Bricken zum Protein mit einem Netzwerk von lokalisierten
Wassermol ekiilen interagieren kann.

Da der modifizierte Aminosdurerest von AETA wie der von AdoMet zum Inneren des
Proteins bindet, kann AETA as ein nicht reaktives AdoMet Analogon betrachtet

werden. Bisher sind drel Kristallstrukturen von M-Tagl in den bindren Komplexen mit
dem Cofaktor AdoMet, dem Cofaktorprodukt AdoHcy und dem Inhibitor Sinefungin
beschrieben worden (Schluckebier et al., 1997). Innerhalb dieser drei Strukturen

unterscheiden sich M-Tagl kaum in seiner Sekundér- und Tertiarstruktur. Auch die
Position der Base und Ribose von AdoMet, AdoHcy und Sinefungin ist nahezu
identisch. Ein wesentlicher Unterschied bestent jedoch in der Lage der
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Aminosaureseitenketten, die im Fall von AdoMet zum Inneren des Proteins und im Fall
von AdoHcy und Sinefungin in Richtung des katalytischen NPPY-Motivs (Motiv 1V)
zeigt. AdoHcy und Sinefungin besitzen keine aktivierte Methylgruppe und sind somit
keine Substrate fur die Methylieeung durch M-Tagl. Da jedoch ihre
Aminosdureseitenketten im Vergleich zu AdoMet eine andere Lage einnehmen, sind sie
keine nicht-reaktiven AdoMet Analoga. Betrachtet man die Konformation von AETA
im bindren Komplex mit M-Tagl, erkennt man, dass AETA in anlicher Weise wie
AdoMet an M-Tagl bindet. Dadurch, dass AETA keine aktivierte Methylgruppe am
Schwefelatom besitzt und somit auch keine Methylierungsreaktion eingehen kann, ist
AETA en idedes nicht-reaktives AdoMet Analogon. Somit konnte AETA en

geeignetes Cofaktoranalogon fur die Cokristallisation eines terndren Komplexes aus

M-Tagl, DNA und AETA sein.
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2 Kristallstruktur des ternaren Komplexes aus Mxagl, DNA und
AETA

2.1 Kristallisationsbedingungen

Die Herstellung von qualitativ hochwertigen Kristallen ist eine entscheidende

Voraussetzung fur die Strukturbestimmung von biologischen Makromolekilen durch

Rontgendiffraktion. Um Kristalle des ternaren Komplexes aus M-Tagl, DNA und
AETA zu erhaten, missen eine Reihe von Bedingungen erfillt sein. Ein wichtiger
Faktor fur die Kristallisation des terndren Komplexesist die Lange der DNA. Zu diesem
Zweck wurden Duplex-Oligodesoxynukleotide mit verschiedenden Langen in den
Kristallisationsansétzen verwendet. Dabel variierte die Lange der eingesetzten Duplex-
Oligodesoxynukleotide zwischen sieben und 14 Basenpaaren. Es zeigte sich, dass nur
die Duplex-Oligodesoxynukleotide mit einer Lange von zehn Basenpaaren Kristalle des
terndren Komplexes bilden konnten. Dies 1&8% sich mit Hilfe der entstandenen
Kristallpackung erkléaren, da nur bet DNA mit einer Lénge von zehn Basenpaaren die
entstehenden Kristallkontakte stark genug sind, um diese Packung aufzubauen. Die
DNA ist im Kristall an ihren Enden aneinandergereiht, so dass der Eindruck entsteht, sie
wirde kontinuierlich durch den Kristall laufen. Dabei verlauft die DNA paralel zur
kristallographischen b-Achse. Wie spéter in Kapitel C2.7 gezeigt wird, ist die Lange der
b-Achse ein Vielfaches der Lange der DNA. Ein weiteres wichtiges Kriterium fir eine
erfolgreiche  Kristallisation ist die Sequenz der eingesetzten Duplex-
Oligodesoxynukleotide. So war es nur moglich, Cokristalle mit der DNA-Sequenz 5'-
GTTCGATGTC-3' und 5'-GACATCGMAC-3' (M = N6-methyl-2'-desoxyadenosin)
zu erhalten, wobel der Einsatz von N6-methyl-2‘-desoxyadenosin im Gegenstrang fur
den Erhalt der Kristalle nicht zwingend notwendig war. Die Qualitét der Kristalle wurde
jedoch durch Methylierung des Gegenstranges deutlich verbessert. Duplex-
Oligodesoxynukleotide, die die Erkennungssequenz von M-Tagl nicht enthielten,
lieferten  keine  Kristalle. In Tabelle C21 sind ale Duplex-
Oligodesoxynukleotidsequenzen aufgefuhrt, die fur die Kristallisation des ternéren

Komplexes getestet wurden.
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Tabelle C2.1
Duplex-Oligodesoxynukleotidsequenzen, die zur Kristallisation des terndren Komplexes
getestet wurden. Nur DNA mit den Sequenzen 5'-GTTCGATGTC-3' und
5'-GACATCGAAC-3' bzw. 5'-GACATCGMAC-3' (M = N6-methyl-2‘-desoxyadenosin)
lieferte Kristalle des ternéren Komplexes.

Sequenz Lénge Merkmale
5' - TCAGTTCGATGTAGC- 3° 14mer  mit Uberhéngen und Erkennungssequenz
3' - GICAMGCTACATCGT- 5
5‘ - TAGCCTCGAGGCT- 3° 12mer  mit Uberhéngen und Erkennungssequenz
3' - TCGGAGCTCCGAT- 5°
5 - GTTCGATGIC- 3¢ 10mer  mit Erkennungssequenz
3" - CAMCCTACAG 5°
5 - GTTCGATGIC- 3¢ 10mer  mit Erkennungssequenz
3' - CAAGCTACAG 5°
5 - GITCTATGTC- 3 10mer  ohne Erkennungssequenz
3' - CAAGATACAG 5°
5 - GTCAGITGTC- 3 10mer  ohne Erkennungssequenz
3' - CAGTCAACAG 5°
5 - GTTCGATGT- 3 9mer  mit Erkennungssequenz
3" - CAAGCTACA- 5
5 - GTTCGATG 3 8mer  mit Erkennungssequenz
3" - CAAGCTAC:- 5
5 - TTCGATG 3° 7mer  mit Erkennungssequenz
3' - AACCTAC- 5

Ein weiteres wichtiges Kriterium fir die Kristallisation ist die Wahl des Cofaktors.

Prinzipiell standen drei natiirliche Cofaktoren oder Cofactoranaloga zur Auswahl, deren

Struktur im bindren Komplex mit M-Tagl bereits bekannt war (Schluckebier et al.,
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1997). Diese sind der Cofaktor AdoMet, das Cofaktorprodukt AdoHcy sowie der
Inhibitor Sinefungin. Von diesen drei Nukleosiden ist AdoMet am wenigsten geeignet,

da es in Gegenwart von AdoMet, M-Tagl und DNA, welche die Erkennungssequenz
von M-Tagl beinhaltet, zwangslaufig zur Methylgruppenibertragung kommt. Die

beiden anderen natUrlichen Nukleoside AdoHcy und Sinefungin kommen aus

strukturellen Grinden nicht oder nur bedingt fir die Kristallisationsansétze in Frage: In

der bindren Kristallstruktur von M-Tagl mit AdoHcy bzw. mit Sinefungin wechselwirkt
der Aminosaurerest der beiden Nukleoside mit dem katalytischen NPPY-Motiv (Motiv

IV) von M-Tagl. Dieses Motiv wird allerdings fir die Bindung des extrahelikalen
Zieladenins verantwortlich gemacht (Schluckebier et al., 1998), so dass es zu einer
sterischen Uberlappung bei der Bindung von DNA und AdoHcy bzw. Sinefungin an

M-Tagl kommen konnte. Trotz dieses Umstandes konnten Kristalle des terndren

Komplexes aus M-Tagl, DNA und AdoHcy erzeugt werden. Diese wiesen allerdings
wéahrend der Messung von Diffraktionshildern schlechte Streueigenschaften auf, was
sich durch eine maximale Auflésungsgrenze von 3-4 A bemerkbar machte. Diese

Tatsache konnte durch den Einsatz des Cofaktoranalogons AETA umgangen werden.

Wiein Kapitel C1 gezeigt, nnmmt AETA in der bindren Struktur aus M-Tagl und AETA
eine gestreckte Konformation ein, so dass der modifizierte Aminosaurerest nicht mit
dem Kkatalytischen NPPY-Motiv wechselwirkt. Des weiteren trégt AETA am
Schwefelatom keine Methylgruppe, so dass ein Methylgruppentransfer nicht erfolgen
kann. Damit ist AETA en ideales Cofaktoranalogon fur den Einsatz in

Cokristallisationsexperimenten mit M-Tagl und DNA. Tatséchlich zeigt sich, dass die

Kristalle des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA bis zu einer maximalen
Aufldsungsgrenze von 2.0 A streuen. Erhalten wurden die Kristalle des terndren
Komplexes durch Dampfdiffusion mit der Methode des hadngenden Tropfens. Dabei
zeigte sich, dass erst durch Animpfen der neu erstellten Tropfen mit Keimen von vorher
gewachsenen Kristallen mit Hilfe eines Haares das Kristallwachstum so beeinflusst
werden konnte, dass nicht zu viele und qualitativ hochwertige Kristalle entstanden
(Abbildung C2.1).
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Abbildung C2.1

Optimierung der Kristalle des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA von den ersten
Nadelbuscheln (A) Uber angeimpfte Kristalle (B) zu messbaren Einkristallen (C). Die Breite der Bilder

entspricht ca. 1 mm.

2.2  Datensammlung

Fir die Datensammlung wurde der Kristall des terndren Komplexes aus M-Taqgl, DNA

und AETA bei 100 K in einer Nylonfaser-Schleife zusammen mit einer Kryoprotektant-

Losung schockgefroren. Die Datensammlung fir den terndren Komplex aus M-Taql,
DNA und AETA erfolgte an einer rotierenden Kupferanode mit einem Phosphor-
Bildplatten-(Image-Plate-) Detektor bel 100 K. Ein Diffraktionsbild wahrend einer
Drehung des Kristalls um 0,25° ist exemplarisch in Abbildung C2.2 dargestellt. Die
maximale Auflésungsgrenze des Kristalls liegt bei 2,0 A. Die Prozessierung der Daten
erfolgte mit den Programmen XDS98 und XSCALE98 (Kabsch et al., 1993). Die
Indizierung der Beugungsdaten zeigte, dass der terndre Komplex in der Raumgruppe
P2, kristallisiert. Die erhatenen Daten aus der Prozessierung sind in Tabelle C2.2
aufgefihrt.
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Abbildung C2.2

Rotations-Diffraktionsbild des Kristalls aus M-Tagl, DNA und AETA wéahrend einer Drehung um 0,25°,
aufgenommen mit einem Phosphor-Bildplatten-Detektor an einer rotierenden Kupferanode. Die aul3eren
Reflexe sind innerhalb der dargestellten Kontour mit dem Auge nicht mehr zu sehen, konnten aber von
der Software bis 2,0 A erkannt werden. Die Zahlenwerte an den Ringen bezeichnen die jeweilige

Auflésungsgrenze in A.
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2.3  Phasenbestimmung und Strukturverfeinerung

Bel der Strukturaufklarung durch Réntgenbeugung konnen die Phasen der gebeugten
Rontgenstrahlen wéahrend des Experiments nicht gemessen werden. Dies fihrt dazu,

dass diese nachtraglich ermittelt werden missen. Im Fall des terndren Komplexes aus
M-Tagl, DNA und AETA lag es nahe, die Phasen mit Hilfe der Methode des

molekularen Ersatzes zu ermitteln, da die dreidimensionale Struktur von M-Tagl in den
bindren Komplexen mit AETA, AdoMet, AdoHcy und Sinefungin bereits bekannt war.
Der molekulare Ersatz wurde mit dem Programm AMoRe (Navaza, 1994) aus dem
CCP4 Programmpaket (CCP4, 1994) durchgefihrt. Als Suchmodell diente die bereits

bekannte Struktur von M-Tagl in Komplex mit AdoMet, wobei der Cofaktor AdoMet
nicht in das Suchmodel aufgenommen wurde. Fir die Rotationsfunktionssuche wurden
Beugungsdaten des Auflésungsbereiches von 15,0 — 4,0 A, fir die Translationssuche
des Auflésungsbereiches von 7,0 — 40 A und fur die anschlieBende rigid body
Verfeinerung des Auflésungsbereiches von 100 — 4,0 A beriicksichtigt. Die
Rotationssuche erfolgte in einem Radius von 30 A. Die Ergebnisse der Rotations- und
Translationssuche, sowie der anschlief3enden rigid body Verfeinerung sind in Tabelle
C2.2 zusammengefasst. Von den in den einzelnen Schritten jeweils gefundenen vier
Losungen sind nur die ersten beiden dargestellt. Die weiteren Lésungen reprasentieren
die Lage jeweils symmetrieverwandter Molekile und sind somit redundant. Dies
bedeutet, dass zwei Proteine in der asymmetrischen Einheit vorhanden sind. Die
Tatsache, dass keine falschen L 6sungen gefunden wurden, liegt daran, dass der Wert fur
das Signallimit auf 0,5 eingestellt war. Dies fuhrt dazu, dass nur Signale mit einem
Wert, der groRer ist als die Halfte des maximalen Wertes, fir die Auswertung
herangezogen werden. Dieses Kriterium erfillte kein falsches Signal, was auf die gute
Ubereinstimmung des Suchmolekiiles und des zu suchenden Molekiils zuriickzufiihren
ist.
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Tabelle C2.2
Ergebnisse der Phasenbestimmung durch die Methode des molekularen Ersatzes flr den ternéren

Komplex aus M-Taqgl, DNA und AETA

Rotationssuche

1.Ldsung

Euler Winkel (a, b, g 89,31 89,71 138,00
Korrelationskoeffizient [%0] 19,0

2.Losung

Euler Winkel (a, b, g 270,50 98,66 319,15
Korrelationskoeffizient [%0] 19,6

Trandglationssuche mit einem Molekdil

1.Lésung

Euler Winkel (a, b, g 89,31 89,71 138,00
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,0156 0,0 0,1083
Korrelationskoeffizient [%6] 18,3

R-Faktor [%0] 48,7

2.L6sung

Euler Winkel (a, b, g 270,50 98,66 319,14
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,0469 0,0 0,3917
Korrelationskoeffizient [%6] 20,3

R-Faktor [%] 48,2

Translationssuche mit dem 2. Molekul (Molekl 1 fest)

1.Molekil

Euler Winkel (a, b, g 89,31 89,71 138,00
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,0156 0,0 0,1083
2.Molekdl

Euler Winkel (a, b, g 270,50 98,66 319,14
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,5523 0,5166 0,3898
Korrelationskoeffizient [%0] 38,0

R-Faktor [%0] 43,3

Rigid body Verfeinerung

1.Molekl

Euler Winkel (a, b, g 90,40 90,45 138,39
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,0216 -0,0017 0,1060
2.Molekdl

Euler Winkel (a, b, g 270,14 99,16 319,01
Fraktionelle Koordinaten (x,y,z)  0,5518 0,5160 0,3896
Korrelationskoeffizient [%0] 42,8

R-Faktor [%] 42,5

Nach der Bestimmung der Phasen wurde die Struktur durch Energieminimierungen
verfeinert. Diese Energieminimierungen wurden mit dem Programm CNS 0.5 (Briinger
et al., 1998) gerechnet, das Interpretieren der Elektronendichteverteilung und das
Modellieren der Aminosdurereste wurde mit dem Programm O (Jones et al., 1991)
durchgefthrt. Das Energieminimieren beinhaltete folgende Verfeinerungsprozeduren:
Nach der erfolgreichen Phasenbestimmung wurde zunéchst einmalig eine rigid body
Verfeinerung gestartet. Anschlief3end wurden eine ssimulated annealing, eine B-Faktor
und eine positional Verfeinerung durchgeftihrt. Dann wurde mit den neuen Koordinaten
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eine Elektronendichtekarte berechnet, die manuell interpretiert wurde und an Hand
derer eventuelle Anderungen bzw. Neuerungen in das Modell eingebracht wurden.
Dieses verbesserte Modell wurde dann wieder mit den Verfeinerungsprozeduren
energieminimiert. So war es moglich, im Verlauf der einzelnen Verfeinerungszyklen die
DNA und das Cofaktoranalogon AETA innerhab der Elektronendichte zu lokalisieren.
Das bereits vorhandene Modell des Proteins konnte so ebenfalls zur korrekten Struktur
verbessert werden. Ein erstes Modell fur das DNA Molekil (pdb Format) wurde mit
dem Programm NAMOT (Tung und Carter, 1994) generiert. Die abschlief3enden Werte
fUr den kristallographischen R-Faktor und den freien R-Faktor liegen bei 0,196 bzw. bei
0,233. Dabel wurde der freie R-Faktor mit 10 % aller Reflexe berechnet, die zufdlig
ausgewahlt wurden (Brunger, 1992). Bezogen auf die Hauptkettenatome haben die
beiden Proteinmolekile der asymmetrischen Einheit einen r.m.s. Unterschied von
0,44 A.

24  Mess und Verfeinerungsstatistik

Der von Kristallen des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA gemessene
Datensatz ist fur die Strukturbestimmung hervorragend geeignet. Es wurden 216768
Reflexe bis zu einer Auflésungsgrenze von 2,0 A gemessen. Mit diesen Informationen
und den gleichzeitig wahrend der Verfeinerung einbezogenen stereochemischen
Einschrankungen steht fir die Strukturbestimmung ein gutes Parameter zu Daten
Verhdtnis zur Verfigung. Dies zeigte sich wahrend einer Verfeinerungsprozedur, bel
der testweise nicht kristallographische Symmetrie (ncs, non crystallographic symmetry)
mit einbezogen wurde. Diese wird in der Regel dazu genutzt, das Parameter zu Daten
Verhdltnis zu verbessern, indem es die Molekile in der asymmetrischen Einheit, die
Uber nicht-kristallographische Symmetrieoperationen verwandt sind, mit Matrix-
operationen ineinander Uberfihrt. Dies fuhrt dazu, dass sich bei zwei Molekilen in der
asymmetrischen Einheit die Anzahl der zu verfeinerten Parameter halbiert. Der Nachtell
dieser Methode ist, dass die Struktur beider Molekile gemittelt wird, was sich bel
leichten  Abweichungen innerhalb der  Strukturen nachtellig auf die

Elektronendichtekarte auswirken kann. Dies war auch der Fall bel der Verfeinerung des
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terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA, da bei ener probeweisen
EinfUhrung der ncs sowohl der kristallographische as auch der frele R-Faktor (Ryork
und Rye) anstiegen. Dies |&%t sich damit begrinden, dass tatséchlich leichte
Abweichungen zwischen den beiden Komplexen A und B existieren und dass gentigend
Daten gemessen wurden, um die Struktur fir jeden einzelnen Komplex ohne
Anwendung von ncs zu bestimmen. Die zugehorige Mess- und Verfeinerungsstatistik ist
in Tabelle C2.3 aufgefihrt.

Tabelle C2.3

Mess- und Verfeinerungsstatistik des ternéren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA

Raumgruppe P2,
Zellkonstanten a=5950A b=6865A c=11443A
b =92,20°
Asymmetrische Einheit zwei Molekile
Auflésungsbereich 50-2,0A
Anzahl aller Reflexe 216768
Anzahl der unique Reflexe 54457
Reflexe fur cross validation 5538
Rym (letzte Schale, 2,0-2,1 A) 1 0,088 (0,191)
Rwork2 0,196
Rfree3 0,233
Vollsténdigkeit % (letzte Schale) 87,2 (66,8)
Durchschnittlicher B-Faktor 15,53 A2
Hauptketten A (B) 13,48 A2(14,11 A2)
Seitenketten A (B) 15,18 A2 (15,72 A2)
DNA A (B) 10,85 A2 (15,23 A2)
AETA A (B) 11,24 A2 (10,67 A?)
Wasser 19,76 A2
d/sf(letzte Schale) 10,53 (2,74)
Mittlerer Koordinatenfehler <u> 0,224 A
R.m.s. Unterschiede fir
Bindungen 0,005 A
Winkel 1,38°
Dihedrale Winkel 23,66°
Improper Winkel 1,17

Seitenketten mit der Besetzungszahl = 0

Molekul A: R39, E59, R66, E224, E249, E362, R365,
E378, R385
Molekul B: R39, E59, E224, E248, E249, E362, R365,
E378, E408
Nicht modellierte Aminosauren 1-20,414-421
Anzahl der Wasser Atome 496

1me:é (;I -éﬁjé I
2|:QWOrk =& g;Fobsg'(;FCach;j a gFobsg

3Rfree wurde aus 10 % zuféllig ausgewahlter Reflexe bestimmt (Brunger, 1992).
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Das Ramachandran-Diagramm der f- und y -Winkelverteilung beider Proteinmolekiile

in der asymmetrischen Einheit des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA
ist in Abbildung C2.3 dargestellt. Es zeigt fur die beiden Monomere A und B jeweils
zwei Aminosdurereste, die in nicht erlaubten Regionen liegen. Diese Aminosaurereste
sind A49 und E355. AulRerdem liegt der Aminosaurerest R389 in unmittelbarer Néhe
der nicht erlaubten Region.

Psi (grad)
Psi (grad)

- 1 - L] . 1 Il - il | L |
135 1E0 R E T S R i 45 i 45 1] 135 =0

-F‘hi (grad) - .Phi (grad)

Abbildung C2.3
Ramachandran Diagramm der Proteinmolekile A und B in der asymmetrischen Einheit des ternéren

Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA. Glycine sind als Dreiecke eingezeichnet, alle anderen
Aminosaurereste als Quadrate. Nur die beiden Aminosaurereste A49 und E355 liegen im nicht erlaubten,

wei 3 gekennzeichneten Bereich.

Diese Aminosaurereste liegen auch in den bindren Komplexen von M-Tagl und seinen
Cofaktoren bzw. Cofaktoranaloga in den unerlaubten Bereichen. Fir A49 und R389 gibt
es plausible Erklérungen, warum diese eine stereochemisch unglnstige Position
einnehmen. A49 ist Teil der in der Cofaktorbindung involvierten b-Schleife zwischen

bl und aB. Diese Schleife gehtrt zum fur Methyltransferasen konservierten Glycin-
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reichen Motiv | (Maone et al., 1995) und beinhaltet in den meisten Falen an der
Position des A49 ein Glycin, welches nicht, wie das Cb-Atom von A49, mit dem

vorangehenden Carbonylsauerstoffatom innerhalb der Van der Waals Radien Uberlappt.

Warum in M-Tagl an dieser Position ein Alanin vorliegt, ist strukturell nicht zu

erkl&ren. Eine mdgliche Stabilisierung der unguinstigen Konformation von Ala49 kdnnte

durch eine C-H--O Wasserstoffbriicke zwischen A49 Cbund C48 O erfolgen
(Derewenda et al., 1995). R389 hildet eine Salzbriicke zu D219 und spielt somit eine
Rolle in der Stabilisierung der beiden Doménen untereinander. Da die beiden
Aminosduren A49 und R389 nahezu identische Positionen im Ramachandran-
Diagramm im Vergleich zu den binéren Strukturen aufweisen, wurden die Erkl&rungen
fur ihre ungunstige Konformation bereits von Gerd Schluckebier angefihrt
(Schluckebier, 1996).
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E355

Abbildung C2.4
Darstellung der wasserverbrickten Wechselwirkung von Glu 355 mit dem
Phosphat-Riickgrat der DNA. Die dargestellte 2F-F. Differenzelektronen-
dichte hat einen Kontourgradab 1,5 s.

Die unglnstige Konformation von E355 1&/% sich durch die terndre Struktur erklaren:
E355 bildet mit den beiden Sauerstoffatomen OD1 und OD2 eine Uber Wasser
verbriickte H-Bricke zum Phosphat-Rickgrat der DNA aus und leistet somit einen
Beitrag zur unspezifischen DNA-Bindung (Abbildung C2.4).

Der Aminosdurerest K213, der in der bindren Struktur von M-Tagl mit AdoMet im nicht
erlaubten Bereich liegt, nimmt im ternd&ren Komplex eine komplett andere
Konformation ein, so dass er jetzt im erlaubten Bereich des Ramachandran Diagramms
liegt. Dies resultiert aus einem leicht unterschiedlichen Verlauf der Hauptkette

innerhalb dieses Bereichs im Vergleich zur bindren Struktur mit AdoMet. Dieser
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Unterschied hat allerdings nichts mit der DNA-Bindung zu tun und &3t sich durch die
Flexibilitét dieses an der Oberflache des Proteins lokalisierten Bereichs erkldren. Durch
die grofere Anzahl an gemessenen Daten zur Bestimmung des terndren Komplexes
konnte so der Verlauf der Hauptkette in diesem Bereich und damit die Position von
K213 besser bestimmt werden.

25 Diedredimensionale Struktur des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA
und AETA

Der ternére Komplex aus M-Tagl, DNA und AETA kristalisiert mit zwei Komplexenin
der asymmetrischen Einheit. Die Unterschiede der beiden Komplexe sind allerdings
sehr gering, so dass im Folgenden nur Komplex A besprochen wird. Komplex A weist
im Vergleich zu Komplex B eine besser definierte Elektronendichtekarte auf und besitzt
aulerdem im Mittel niedrigere B-Faktoren. Sollten Unterschiede zwischen beiden

Monomeren bel der Interpretation eine Rolle spielen, so werden diese explizit erwahnt.

Die Topologie von M-Tagl im Komplex mit DNA und AETA ist in Abbildung C2.5
dargestellt. Die Berechnung der Sekundéarstrukturelemente erfolgte mit dem Programm
DSSP (Kabsch & Sander, 1983) und die Darstellung wurde mit Hilfe des Programms
TOPS (Westhead et al., 1998; Westhead et al., 1999) durchgefihrt. Im Vergleich zur
Topologie von M-Tagl in den bindren Strukturen gibt es bis auf eine zusétzliche 34-
Helix (Helix X in Abbildung C2.5) keine Unterschiede. Diese Helix beinhaltet die
Aminosaurereste 90-92 und wechselwirkt mit Helix C. Warum Helix X in den bindren
Strukturen von M-Tagl nicht vorliegt, ist nicht unmittelbar erklarbar. Der Verlauf der
Ca Atome der Aminosaurereste 90-92 unterscheidet sich kaum in der terndren und den
binéren Strukturen. Es genligen wahrscheinlich leichte Veranderungen innerhalb dieses
Bereichs, damit das Programm DSSP diesen als 3;0-Helix interpretiert. Fir den
Vergleich beider Strukturen ist dies jedoch nicht relevant und wird daher nicht weiter
diskutiert.
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Abbildung C2.5

Topologie von M-Tagl. Die Bezeichnung der Helices (Buchstaben) und Faltblattstrénge (grof3e
Zahlen) sind von Schluckebier et a. (1997) Ubernommen. Die kleinen Zahlen bezeichnen
jewells den Aminosdurerest, mit der das Sekundar strukturelememt beginnt bzw. endet.
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Schleife | M - Schleife ||

Abbildung C2.6

Kristallstruktur des ternéren Komplexes. Der Verlauf der Hauptkettenatome von M-Tagl ist in hellblau
und die beiden Schleifen, die ihre Konformation wahrend der DNA-Bindung andern, sind in magenta
dargestellt. Das Cofaktoranalogon AETA ist gelb, die DNA griin und das extrahelikale Zieladenin mit

dem Partner Thymin und den jeweils benachbarten Phosphatresten ist rot koloriert.

Die dreidimensionale Struktur des terndaren Komplexes ist in Abbildung C2.6

dargestellt. M-Tagl besteht aus zwel Doméanen, die Uber eine Schleife miteinander
verbunden sind. Beide Doménen spannen eine Furche auf, die positiv geladen ist und
innerhalb derer die DNA bindet. Die groRere, katalytische Doméne beeinhaltet die
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Aminosaurereste 1-243 und bindet das Cofaktoranalogon AETA. Sie besteht aus einem
zentralen Faltblatt, welches sich aus neun b-Strangen zusammensetzt und sieben a-
Helices, die dieses Faltblatt flankieren. Die kleinere Doméne, welche aus den
Aminosdurereste 244-421 gebildet wird, besitzt eine Reihe sich abwechselnder,
kleinerer a-Helices und b-Strange. Die DNA vallzieht innerhalb des ternédren
Komplexes eine drastische Konformationsdnderung. Dies &ufert sich in der
extrahelikalen Position des Zieladenins, das zusammen mit den benachbarten
Phosphatgruppen aus der DNA Doppel helix herausgeklappt ist.

Flexible Bereiche innerhalb des Proteins sind anhand der atomaren Temperaturfaktoren
(B-Faktoren) zu erkennen. Abbildung C2.7 zeigt den Verlauf der B-Faktoren in
Abhangigkeit der Aminosaurereste. Insbesondere N- und C-Terminus sind durch ihre
hohe Flexibilitét gekennzeichnet. Dies erkléart, warum fir die ersten 20 und die letzten
acht Aminosaurereste keine Elektronendichte gefunden wurde.

45 -
40 A
25 -
30-
25

20 A

15 4

Temperaturfaktor [A?]

10 A

. , . , .
100 200 300 400
Aminosaur er est

Abbildung C2.7
Temperaturfaktorverteilung der Hauptkettenatome des ternéren Komplexes.
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Eine Darstellung des Oberflachenpotentials von M-Tagl zeigt die unterschiedlichen
Ladungsverteilungen innerhalb des Proteins. Die Cofaktorbindungsstelle ist negativ und
die DNA Bindungsstelle positiv geladen (Abbildung C2.8). Ferner erkennt man deutlich
das Eindringen des Proteins in die kleine Furche der DNA.

Abbildung C2.8
Kristallstruktur des terndren Komplexes. Nur das Oberflachenpotential des Proteins ist dargestellt. Das
Cofaktoranalogon AETA und die DNA sind als Kugelstab-Modell wiedergegeben. Negatives Potential ist

rot und positives Potential ist blau koloriert, die Einheit des Potentials ist Coulomb.
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26 Vergleich der Struktur von M-Tagl im terndren Komplex und binédren
Komplex mit AdoM et

Die Kristallstruktur von M-Tagl im ternd&ren Komplex mit DNA und AETA
unterscheidet sich in drel entscheidenden Punkten von der Kristallstruktur des Enzyms

im bindren Komplex mit AdoMet. Diese drei Unterschiede sind:

die Domanenbewegung der beiden Doméanen von M-Taql zueinander

die Orientierung von Schleife | (Aminosdurereste 112-121) zur kleinen Furche der
DNA mit sequenzspezifischer Erkennung

die Umorientierung von Schleife Il (Aminosaurereste 197-201), wodurch K199 zur
Bildung der Bindungstasche fir das Zieladenin beitragt

Der grofdte Unterschied besteht dabei in der Doménenbewegung, die M-Tagl bel der
DNA-Bindung vollzieht. So bewegt sich die kleinere Domane relativ in Richtung der
grofen Domane in einer Scharnierbewegung um den Aminosaurerest 1243 (Abbildung
C2.9). Wéhrend dieser Bewegung andert sich die Tertidrstruktur der kleinen Doméne
jedoch nicht. Auch die Tertidrstruktur der katalytischen Doméane bleibt bis auf die
erwshnten Anderungen der Schieifen | und Il erhalten. Diese neue Konformation wird
durch eine zusétzliche Salzbriicke zwischen E172 und R398 stabilisiert (Abbildung

C2.10). Diese Salzbriicke ist in der Kristallstruktur von M-Tagl im bindren Komplex

nicht vorhanden.
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Scharnier

Abbildung C2.9

Scharnierbewegung von M-Tagl. Das Protein im terndren Komplex (hellblau, ohne DNA und
AETA) vollzieht eine Scharnierbewegung im Vergleich zu der Sruktur im bindren Komplex mit
AdoMet (griin, ohne AdoMet). Die Superpositionierung beider Kristallstrukturen erfolgte fir die
Aminosaurereste 22-243.
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Abbildung C2.10
Salzbriicke zwischen E172 und R398 mit dargestellter 2F,-F.

Differenzel ektronendichteverteilung mit einer Kontour ab 1,2 s.

Um die Scharnierbewegung in den Vergleich des bindren und terndren Komplexes
miteinzubeziehen, werden die einzelnen Domanen separat miteinander verglichen. Der
r.m.s. Unterschied korrespondierender Hauptkettenatome der katalytischen Doméne
betragt 0,87 A, der der kleineren Doméane 0,62 A. Trotz dieser geringen Werte gibt es
zwei wichtige Unterschiede zwischen den Komplexen, die in zwel Schleifenregionen
liegen. Die erste Schleife (Schleife |) beinhaltet die Aminosdurereste 112-121 und
verbindet die beiden Sekundarstrukturelemente b4 und aC (vergl. Abbildung C2.5).

Schleife | ist in der Kristalstruktur von M-Tagl ohne DNA aufgrund ihrer Flexibilitét
nicht sichtbar. In der terndren Struktur dagegen besitzt Schleife | eine eindeutige
Konformation. Sie spielt eine wichtige Rolle in der sequenzspezifischen DNA-
Erkennung und verhindert zusétzlich das Zurlckklappen der extrahelikalen Zielbase.
Die zweite Schleife (Schleife 11) beinhaltet die Aminosdurereste 197-201 und verbindet
die Sekundarstrukturelemente b6 und b7. Das Resultat dieser Schleifenbewegung ist
eine Umorientierung der Seitenkette von K199 (Abbildung C2.11), so dass diese an der
Bildung der Bindungstasche fur das Zieladenin beteiligt ist.
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Bindrer
Komplex

Ternarer
Komplex

Abbildung C2.11
Eine Uberlagerung des ternéren Komplexes (hellblau) mit dem binéren Komplex
mit AdoMet (dunkelblau) zeigt die Umorientierung von K199.

Tragt man den r.m.s. Unterschied der beiden Doméanen beider Komplexe gegen die
einzelnen Aminosdurereste auf, sieht man unterschiedliche flexible Bereiche
(Abbildung C2.12). Diese befinden sich natiirlich im Bereich der Schleife Il (Schleife |
kann nicht verglichen werden, da sie in der bin&ren Struktur nicht sichtbar ist) aber auch
im Bereich von N- und C-Terminus. Die Unterschiede in den terminalen Bereichen des
Enzyms kommen durch die Flexibilitét zustande. Da N- und C-Terminus nicht sichtbar
sind, sind auch die folgenden bzw. vorangehenden Aminosdurereste nicht so klar
definiert, dass ihre Struktur eindeutig festgelegt werden kann. Dies bedeutet, dass
Flexibilitét in einer Struktur nicht von einem Aminosaurerest zum néchsten auftritt,
sondern dass sich diese Flexibilitét Gber einen Bereich entwickelt. Das fuhrt dazu, dass
am Anfang eines flexiblen Bereichs die Elektronendichte einzelner Aminosauren nicht
eindeutig interpretiert werden kann und fihrt zu ener so schlechten
Elektronendichtekarte, dass keine Aminosédure mehr positioniert werden kann. Fir N-

und C- Terminus bedeutet dies, dass die r.m.s. Unterschiede in den Termini keine
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Bedeutung fur die Funktionsweise von M-Tagl haben, sondern auf die Flexibilitat
beider Enden zurtckzufihren ist.

A

rm.s. Unterschied [A]
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Abbildung C2.12

R.m.s. Unterschiede zwischen M-Tagl im ternéren Komplex und im binarem Komplex mit AdoMet. Dabei
wurden beide Doménen separat miteinander Uberlagert, so dass die Doméanenbewegung nicht
berlcksichtigt ist. (A) zeigt die katalytische Doméne, (B) die kleine Doméane.

Des weiteren erkennt man Bereiche mit grof3eren r.m.s. Unterschieden, die am Anfang
und am Ende der kleineren Domane lokalisiert sind. Diese deuten auf eine leichte
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Verschiebung von Sekundarstrukturelementen innerhalb dieser Doméne hin, kdnnen
aber keiner unmittelbaren Funktion im Zusammenhang mit der DNA-Bindung
zugeordnet werden. Ob diese leichten Veranderungen Uberhaupt signifikant sind, ist
fraglich. An den separaten Uberlagerungen der beiden Doménen erkennt man, dass
diese sich in ihrer Tertiarstruktur kaum unterscheiden (Abbildung C2.13). Die leichten
Verschiebungen konnten auch ein Resultat der Kristalisation sein, da die
Kristallstruktur nur eine bestimmte Konformation widerspiegelt, in Ldsung jedoch

Bewegungen innerhalb der Tertiarstruktur auftreten.

Abbildung C2.13
Domaneniiberlagerung des ternaren Komplexes (hellblau) mit dem bindren Komplex mit AdoMet (grin).

(A) zeigt die katalytische Doméane mit den beiden Schleifen | und Il (magenta) und (B) die kleinere

Doméne. Beide Doménen sind separat voneinander anhand ihrer C,-Atome Uberlagert.

2.7  Beschreibung der DNA-Konformation und -Bindung

Innerhalb des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA besitzt die DNA B-
DNA Charakter, sieist im Vergleich zu B-DNA alerdings stark deformiert (Abbildung
C2.14). Die groRte Anderung ist dabei die Lage des Zieladenins (Ade6, fir die
Basennumerierung wird auf Abbildung C19 verwiesen), die zusammen mit ihrem

Zucker und den benachbarten Phosphatresten aus der DNA-Doppel helix herausgeklappt
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ist. Dies beweist zum ersten Mal, dass auch eine N-DNA-Methyltransferase dhnlich wie
die C-DNA-Methyltransferasen M-Hhal und M-Haelll in der Lage ist, ihre Zielbase aus
der DNA-Doppelhelix herauszurotieren (Klimasauskas et al., 1994, Reinisch et al.,
1995).

Abbildung C2.14

Sruktur der DNA im Komplex mit M-Tagl und AETA (Monomer A). Man
erkennt, dass die Steigung der DNA grofRer als zehn Basenpaare ist, da sie
innerhalb der vorhandenen zehn Basenpaare keine vollstandige Windung
eingeht. Die Lange der DNA betragt ca. 34 A.

Das Zieladenin (Ade6) wird durch zahlreiche Wechselwirkungen stabilisiert. Dabei

schlief3t M-Tagl die Zielbase Adenin von alen Seiten ein. Die Aminosaurereste V21,
N105, P106, P107, Y108, F196 und K199 bilden dabei die Adenin-Bindungstasche aus
und wechselwirken mit dem Zieladenin. Die adeninspezifische Erkennung erfolgt dabei
durch H-Bricken von N105 ND2 zu Ade6 N1, von N105 OD1 und P106 O zur
extrahelikalen 6-Aminogruppe und von Y108 zu Ade6 N7. Die Aminosdurereste V21,
Y108, F196 und K199 bilden hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Zieladenin aus.
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Zusétzlich wird die Zielbase durch edge to edge p-Stapelung zu Y 108 und edge to face
p-Stapelung zu F196 stabilisiert (Abbildung C2.15).

Cofaktoranalog

N105

F196

Y108

Abbildung C2.15
NPPY-Motiv und F196 (hellblau) mit extrahelikalem Zieladenin (rot) und AETA (gelb). Die Aktivierung
der exocyklischen 6-Aminogruppe erfolgt durch die beiden H-Briicken von Ade N6 zu N105 OD1 und P
106 O.

Details der einzelnen Wasserstoffbriickenbindungen, Salzbriicken und hydrophoben
Wechselwirkungen sind in den Tabellen C2.6 und C2.8 aufgelistet.

Des weiteren ist die kleine Furche der DNA im Bereich der Erkennungssequenz ca. 3 A
breiter alsin B-DNA. Dies ermdglicht dem Zieladenin (Ade6), durch die kleine Furche
aus der Doppelhelix herauszurotieren. Aul3erdem ist das DNA-RUckgrat an der Position
des Partnerthymins (Thy15) um ca. 2 A senkrecht zur Helixachse komprimiert, wodurch
die Partnerbase in Richtung des Zentrums der Doppelhelix verschoben wird. Das
Resultat dieser Verschiebung ist ein diskontinuierlicher Verlauf der p-Stapelung entlang
dieses Stranges. Dies bedeutet, dass die Partnerbase Thymin (Thy15) nicht mehr mit
ihren beiden 3'- und 5'-Nachbarbasen eine p-Stapelung eingehen kann. Daflrr geht die
Partnerbase Thymin (Thy15) mit Guanin (Guab), der 5 -Nachbarbase des Zieladenins
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(Adeb), eine p-Stapelung ein (Abbildung C2.16A). Da die p-Stapelung des Zielstranges
durch die aus der Doppelhelix ausgeklappte Zielbase Adenin (Ade6) ebenfalls
diskontinuierlich ist, kdnnte man erwarten, dass die p-Stapelung durch die Position der
Partnerbase Thymin (Thy15) wieder kontinuierlich wird. Dies ist jedoch nicht der Fall.
Die 3'-Nachbarbase Thymin (Thy7) des Zieladenins (Ade6) ist in Richtung der grofen
Furche verschoben und kann so weder eine p-Stapelung mit seiner 3*-Nachbarbase
Guanin (Gua8), noch mit der Partnerbase Thymin (Thy15) eingehen, obwohl Thy7 nach
wie vor Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen mit seiner Partnerbase Adenin
(Adeld) aushildet. Der Deoxyriboserest von Thymidin (Thy7) ist an die Stelle
verschoben, an der normalerweise der Deoxyriboserest des Zieladenin (Ade6) lokalisiert
ware.

Die beschriebenen Veranderungen der DNA im Vergleich zu B-DNA bewirken auch
eine Verzerrung der gesamten helikalen Struktur der DNA. Da aus dem Zielstrang die
Zielbase Adenin (Ade6) zusammen mit ihrem Desoxyriboserest und den beiden
benachbarten Phosphatresten herausgeklappt ist und die Desoxyribose von Thymidin
(Thy7) die Stelle besetzt, an der normalerweise die Desoxyribose des Zieladenins
(Adeb) lokalisiert wére, kommt es formal zu einer Verklrzung des Zielstranges um ein
Nukleotid. Da sich dieses Nukleotid (Ade6) in der Mitte der zehn Basenpaar langen
DNA Doppelhelix befindet und alle anderen Basenpaare normale Watson-Crick-
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden, kommt es zu einer Struktur, die vergleichbar
ist mit der doppelhelikalen Struktur eines neun basenpaarlangen Einzelstranges mit
einem Strang aus zehn Basenpaaren. Dies fuhrt dazu, dass die DNA an einem Ende
aufgewunden ist und dadurch ihre Steigung im Vergleich zu B-DNA gréf3er wird
(Abbildung C2.14). Dazu muss man allerdings anmerken, dass die DNA im ternéren
Komplex nur zehn Basenpaare lang ist. Dies bedeutet, dass eine Aufwindung
energetisch leichter zu vollziehen ist as fur eine DNA, bea der noch hunderte oder

tausende Nukleotide folgen, wie dies in einer Zelle der Fall ist. Die Frage, wie eine

langere DNA an M-Tagl bindet, 183 sich alerdings mit der vorliegenden Struktur nicht
eindeutig klaren. Fest steht aber, dass die DNA eine Aufwindung eingehen muss, um
die Deformation des Zielstranges mit dem aus der Doppelhelix ausgeklappten
Zidladenin (Ade6) zu kompensieren. Ob diese Aufwindung fir langere DNA
entsprechend erfolgt, ist jedoch spekulativ.
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Abbildung C2.16

Sereodarstellungen der Wechselwirkungen von M-Tagl mit der DNA Erkennungssequenz
(A) p-Sapelung zwischen Thymin (Thyl5) und Guanin (Gua5). Das Partnernukleosid mit seinen
benachbarten Phosphatresten ist rot, die restlichen Nukleotide sind griin gefarbt. G295 und R353 aus der

kleinen Doméne von M-Tagl, welche die DNA durch Interaktionen mit den 5- und 3'-
Phosphodiestergruppen der Partnerbase Thymin komprimieren, sind schwarz dargestellt. Das Riickgrat
der beiden Schieifen ist hellblau koloriert.

(B) Sequenzspezifische Erkennung in der grolen Furche. Die ersten drei Basenpaare der

doppelstréngigen Erkennungssequenz 5'-TCGA-3' sind in griin koloriert. Wechselwirkende Proteinreste

der kleinen Doméne von M-Taqgl sind schwarz und das Riickgrat der Schleifen, die diese Aminosauren
beinhalten, ist in hellblau dargestellt.

(C) Sequenzspezifische Erkennung in der kleinen Furche. Die ersten drei Aminosauren sind im Vergleich
zu (B) um 180° gedreht. Die Kolorierung entspricht der von (B). K116 und Y117 sind Teil der Schleifel,
die auf das katalytische Mativ IV (NPPY) folgt. Diese Schleife ist in Gegenwart von DNA stabilisiert und
verhindert das Zurtickklappen des extrahelikalen Zieladenins.

Der B-DNA Charakter, der im terndren Komplex vorliegenden DNA, soll im folgenden
dargelegt werden. Die dreidimensionale Struktur von B-DNA ist gut charakterisiert.
Dies gilt fur Bindungsangen und -winkel, sowie fir Torsionswinkel und
Pseudorotationsmodi (pucker). Betrachtet man die einzelnen Nukleotide, so gibt es
bevorzugte Konformationen (Saenger, 1984). So ist die hauptséchlich beobachtete
Konformation der Zucker Pseudorotationsmodi in B-DNA die Cy-endo bzw. die
verwandte Cz-exo Konformation. Durch diese Zuckeranordnung haben die
benachbarten Phosphoratome einen Abstand von 7,0 A, was fir eine B-DNA
Konformation charakteristisch ist. Weiterhin liegt der bevorzugte c-Winkel in B-DNA,
welcher die Rotation um die glykosidischen Bindung beschreibt, im Bereich zwischen
-90° und -120°. Zum Vergleich dazu ist der bevorzugte Pseudorotationsmodus in A-
DNA Cz-endo, was einem Abstand benachbarter Phosphoratome von 5,9 A entspricht
und der bevorzugte c-Winkel liegt bel ca -160°. In Tabelle C2.4 sind der
Pseudorotationsmodus, der Phasenwinkel P der Pseudorotation und der maximalen
Pseudorotationswinkel  vma der einzelnen Nukleotide der gebundenen DNA
zusammengefasst. Dabei beschreibt der Phasenwinkel P die Konformation der Ribose
und der Pseudorotationswinkel vy die Stérke der Wellung der Ribose (Altona &
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Sundaralingam, 1972). Zusétzlich sind in Tabelle C2.5 die c-Winkel, die Basenabsténde
und die Absténde benachbarter Phosphoratome angegeben.

Tabelle C2.4
Pseudorotationsmodi, Phasenwinkel P der Pseudorotation und maximal er
Pseudorotationswinkel v, der einzelnen Nukleotide

Nukleotid Pseudorotationsmodus ~ Phasenwinkel P der Maximaler Pseudo-
Pseudorotation [°] rotationswinkel Via[°]

Zielstrang A B A B A B
Gual Cx-endo C,-exo 161 42 25 30
Thy2 Cx»-endo C.-exo 159 110 45 28
Thy3 C,-exo Cs-endo 127 29 36 27
Cyt4 Cy-exo Cs-endo 129 36 24 31
Guab Cx-endo C.-exo 169 112 39 11
Adeb C,-endo Cs-exo 173 61 37 8
Thy7 Cs-exo Cy-endo 183 319 33 13
Gua8 C,-endo Cs-endo 162 35 33 25
Thy9 Cp-exo C4-exo 140 55 41 37
Cyt10 Cy-exo Cs-endo 118 33 28 41
Gegenstrang

Guall C,-endo Cs-exo 166 39 35 33
Adel2 Cy-endo  Cz-endo 172 18 38 24
Cytl13 C,-endo C,-exo 168 62 39 36
Adeld Or-endo  Cz-endo 106 30 18 35
Thy15 C,-endo Cy-exo 161 124 42 13
Cytl6 Cy-endo  Og-endo 164 106 40 21
Gual7 C,-endo O,:-endo 148 99 42 29
Meal8 Cy-endo  Cz-endo 173 22 34 22
Adel9 Cy-exo Cs-exo 133 38 30 35
Cyt20 Cp-exo C4-ex0 137 41 35 37
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TabelleC2.5

c-Winkel, Basenabstande und P-P Absténde der einzelnen Nukleotide
Nukleotid c-Winkel [°] Basenabstand' [A]  P-P Abstand”[A]
Zielstrang A B A B A B
Gual -1483  -148,0 37 37 3 3
Thy2 -110,2  -137,9 2,9 3,0 6,6 6,4
Thy3 -117,7 -160,4 25 2,4 6,4 6,6
Cytd 725 914 37 36 6,6 6,5
Guab -76,4  -955 - - 6,7 6,7
Ade6 878  -941 - - 57 5,6
Thy7 1742  160,8 25 2,5 6,1 6,0
Guas 926  -119,6 2.9 2,8 6,6 6,5
Thy9 980  -1205 3,0 32 6,8 6,4
Cyt10 -1294  -1231 - - - -
Gegenstrang
Guall -1448  -146,2 33 34 3 3
Adel2 -108,7 -131,6 2,6 2,8 6,7 6,6
Cytl3 723 -122,6 36 31 6,4 6,5
Adel4 -1624  -165,0 38 41 6,7 6,9
Thy15 -175,9  174,0 41 4,2 56 57
Cytl6 59,7  -844 31 32 6,8 6,7
Gual? -881  -109,8 32 33 6,6 6,7
Meal8 949  -1243 33 3,0 7,0 7.1
Adel9 -107,2  -127,.3 34 35 6,1 6,2
Cyt20 -1183  -1356 - - - -

"Angegeben ist der Abstand zur folgenden Base
Angegeben ist der Abstand zum folgenden Phosphoratom
3Gual und Guall besitzen kein Phosphoratom

Die Daten der Tabellen C3 und C4 zeigen, dass es starke Abweichungen der
Pseudorotationsmodi, c-Winkel, Basenabstande und P-P Absténde im Vergleich zu den
bevorzugten Werten fir B-DNA gibt. Des weiteren erkennt man bel den Werten fir die
Pseudorotationsmodi starke Unterschiede zwischen den Komplexen A und B. Dazu
muss man alerdings anmerken, dass die Lage der Zuckeratome und damit die
Pseudorotationsmodi im Monomer B wesentlich schlechter durch die umhtllende
Elektonendichte charakterisiert sind. Dies wird auch durch den B-Faktor deutlich, der
im Mittel fur die DNA Atomein Komplex B bei 15,23 A%und fiir Komplex A bei 10,85
A? liegt. Da die genauen Pseudorotationsmodi aber nur durch eine eindeutige
Elektronendichteverteilung exakt bestimmt werden konnen, was bel Komplex B nicht
der Fall ist, werden diese nicht weiter in die Diskussion mit einbezogen, sondern nur der
Vollstandigkeit halber aufgeftihrt. Dies gilt ebenfalls fur die c-Winkel in Monomer B,
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da diese direkt mit dem Pseudorotationsmodus korrelieren. Die Basenabstande und P-P
Abstande sind davon allerdings nicht betroffen, weil die Position aller Basen und
Phosphoratome in Monomer B durch die Elektronendichte eindeutig festgelegt ist. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass sowohl die aromatische Base as auch die
Phosphoratome elektronenreicher sind as die Kohlenstoff- und Sauerstoffatome der
Ribose. Trotz der teilweise sehr unterschiedlichen Parameter innerhalb der DNA in
Komplex A und B ist die Gesamtstruktur beider Molekile jedoch nahezu identisch.
Dies wird durch eine Uberlagerung, die in Abbildung C2.17 dargestellt ist, deutlich.
Auch die r.m.s. Differenz von 0,68 A, sowie der Korrelationskoeffizient von 0,79
zeigen die Ahnlichkeit beider DNA-Molekille.

Abbildung C2.17
Uberlagerung der DNA des Komplexes A (magenta) und des Komplexes B (griin).

Fir die Pseudorotationsmodi im Komplex A wird die fir A-DNA bevorzugte Cs-endo
Konformation nicht beobachtet. Lediglich die c-Winkel von Gual, Guall, Adel4 und
Thy15 weisen auf A-DNA Charakter hin. Bel Gual und Guall ist der sehr niedrige c-
Winkel auf die terminale Lage beider Nukleotide innerhalb der Doppelhelix
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zurtickzuftihren, da diese Kristallpackungswechselwirkungen mit benachbarten DNA
Molekilen eingehen. Die fur B-DNA unglnstigen c-Winkel von Adel4 und Thyl5
konnen durch das Aufweiten der kleinen Furche der DNA an dieser Stelle erklért
werden. Dadurch andert sich die helikale Struktur der DNA an dieser Stelle und besitzt
nicht mehr normalen B-DNA Charakter. Eine weitere Begrtindung fir den kleineren c-
Winkel von Thyl15 liegt in der Tatsache begrindet, dass Thyl5 durch seine zur
Helixachse verschobene Lage keine fir B-DNA typische innerhelikale Position
aufweist. Thy7 wird durch die extrahelikale Lage von Ade6 in eine Position
verschoben, in der es keine p-Stapelung mit anderen Basen eingehen kann. Durch diese
ungunstige Position ist auch der grof3e Wert fur den c-Winkel zu erkléren. Die relativ
hohen c-Winkel von Cyt4, Guab, Cytl3 und Cyt1l6 konnten als strukturelle Ursache
ebenfalls die Aufweitung der kleinen Furche innerhalb dieses Bereichs der DNA haben.
Die Tatsache, dass Purinbasen generell weniger negative c-Winkel as Pyrimidinbasen
bevorzugen (Zimmerman & Pheiffer, 1979), wird in der vorliegenden Komplexstruktur
allerdings nicht beobachtet.

Das haufige Auftreten der Cy--exo Konformation der Ribosereste kann ebenfalls mit der
Verzerrung der DNA erklart werden. Die Ci-exo Konformation erleichtert der Base
eine Rotationsverdrehung (rotational twist) zur Helixachse. Da der Verlauf beider DNA
Strange durch die Position der jeweils komplementéren Basen stark beeinflusst ist,
bewirkt eine Anderung des Verlaufs des DNA-Riickgrates gleichzeitig eine Anderung
der Basenpositionen. Das Ruckgrat der DNA zeigt -wie bereits beschrieben- im Bereich
der Erkennungssequenz eine Aufweitung der kleinen Furche und 3* zur Zielbase eine
Aufwindung. Dies hat Auswirkungen auf die Lage der Basen, wobel eine Cj-exo
Konformation der Ribosereste ein Wegdrehen der Base von der Helixachse erleichtert.
Der Basenabstand, der im Mittel 3,1 A betragt, gibt allerdings keinen Aufschluss tiber
die Konformation der DNA. Der mittlere Basenabstand in B-DNA liegt zwischen 3,0
und 3,4 A und in A-DNA zwischen 2,6 und 3,3 A. AuRerdem variiert der Basenabstand
der einzelnen Nukleotide in der gebundenen DNA erheblich. Dies spiegelt eher die
generelle Verzerrung der DNA wider, als dass sie einer eindeutigen DNA Konformation
zuzuschreiben ist. Dagegen deuten die P-P Abstande auf eine B-DNA Konformation
hin. Zwar liegen fast alle Absténde zwischen 6,5 und 7,0 A, was nicht ganz dem fur B-
DNA erhaltenen Wert von 7 A entspricht, aber nur vier Abstdnde deuten auf A-DNA
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hin. Dies sind die Abstdnde zwischen den Nukleotiden Ade6 und Thy7, Thy7 und
Gua8, Thy15 und Cyt16, sowie Adel9 und Cyt20. Dabei 183 sich jeder dieser Abstande
durch die besondere Position der beteiligten Basen erkléren. Ade6, Thy7 und Thy15
haben -wie beschrieben- im Vergleich zu B-DNA eine verénderte Lage in der DNA.
Dies spiegelt sich natirlich auch in den Werten fir die Basenabsténde wider. Der fir B-
DNA zu geringe Abstand zwischen Adel9 und Cyt20 kann durch die verschobene
Position von Cyt20 erklart werden, da dieses Nukleotid
Kristallpackungswechselwirkungen eingeht und in Richtung von Adel9 verschoben ist.
Des weiteren liegt der Durchmesser der DNA bei 18 A. Dies dhnelt dem Durchmesser
von B-DNA, der 20 A betragt und nicht dem von A-DNA, der bei 26 A liegt (Voet &
Voet, 1990). Die beiden Furchen der DNA, von denen die grof3e Furche breit und tief
und die kleine Furche -trotz Aufweitung- eng und tief ist, besitzen ebenfalls B-DNA

Charakter. Betrachtet man die oben beschriebenen Ergebnisse, so kann man die im

kristallinen Komplex von M-Tagl, DNA und AETA vorliegende DNA as stark
verzerrte B-DNA charakterisieren.

Eine schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbrticken

zwischen M-Tagl und DNA ist in Abbildung C2.18 dargestellt. Acht Aminosaurereste
erkennen die DNA sequenzspezifisch und 13 Aminosdurereste interagieren Uber
Wasserstoffbriickenbindungen und  Salzbriicken mit  den  Phosphat-  oder
Ribosesauerstoffatomen der DNA. Unter den acht Aminosiureresten, die
sequenzspezifisch mit der DNA  wechselwirken, sind drel, die nur mit dem
extrahelikalen Zieladenin interagieren. Diese sind N105, P106 und Y 108, welche ale zu
dem fir N-DNA-Methyltransferasen konservierten katalytischen Motivs IV (N/D/S P P
Y/F) gehoren (Abbildung C16). Die anderen sequenzspezifisch wechselwirkenden
Aminosaurereste sind in Schleifenbereichen lokalisiert. K116 und Y117 sind Teil von
Schleife | und erkennen zusammen mit K139 aus Schleife aC/aD die Nukleobasen der
kleinen Furche der DNA. R271 (Schleife b11/al) und H394 (Schleife aN/aO) erkennen
die DNA sequenzspezifisch in der grof3en Furche (Abbildung C2.16, Tabelle C2.6).
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Abbildung C2.18
Schematische Darstellung der Wasser stoffbr tickenbindungen und Sal zbriicken

2wischen M-Tagl und DNA (Komplex A). Die grau unterlegten Boxen kennzeichnen Reste, die
sequenzspezifische Wechselwirkungen eingehen.

Die Position und Lange der Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbrticken zwischen

M-Tagl und DNA aus Komplex A sind in Tabelle C2.6 erfasst.
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Tabelle C2.6
Position und Lange der Wasser stoffbr tickenbindungen und

Salzbr ticken zwischen M-Tagl und DNA (Komplex A)

Aminosaurerest Atom  Motivi  Nukleotid Atom Légge
[A]
N105 OoD1 v Adeb N6 32
ND2 Adeb N1 30
P106 O v Adeb N6 29
Y 108 N v Adeb N7 31
E113 N v Adel9 Ooz2pP 3,0
K116 NZ v Cytl16 02 2,8
NZ Cytl6 o4 29
Y117 OH - Gual7 N2 31
OH Meal8 N3 2,8
K126 NZ - Cyt20 Oo2pP 29
K130 NZ - Cyt20 Oo2pP 2,7
K139 NZ - Thy3 02 2,8
NZ Cytd 02 31
NZ Cyta o4 30
T167 0OG1 VI Guab Ooz2pP 2,8
E172 N - Cyt4 Ooz2pP 33
D173 N - Cyt4 Ooz2pP 2,8
K200 N VI Thy7 Oo1P 29
NZ Gua3 06 2,8
NZ Thy9 o4 31
F268 N - Thy2 Oo2pP 3,0
R271 NE - Thy3 04 29
NH2 Gual7 06 2,8
S272 oG - Gual7 O1P 2,6
G295 N - Thyls  O2P 28
R323 NE - Gual (015} 3,1
K337 NZ - Adeld Oo1P 2,8
R353 NH2 - Cytl16 Oo1P 2,6
H394 NE2 - Guab 06 29

Die Zuordnung der individuellen Aminosiurereste zu Motiven erfolgt

nach Malone et al.(1995).

Des weiteren finden sich noch eine Reihe von wasserverbriickten Protein-DNA-
Wechselwirkungen. Diese sind in Tabelle C2.7 aufgefuhrt. Aufféllig ist, dass von diesen

32 Wechselwirkungen nur 4 sequenzspezifisch sind.
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Tabelle C2.7

2wischen M-Tagl und DNA (Monomer A)

Position der wasserver br lickten Wasser stoffbr tickenbindungen

Aminosiurerest Atom Motiv?  Wasser Nukleotid ~ Atom
1110 N v 64 Adeb O1P
S115 oG v 193 Meal8 o2P
K116 (@] v 290 Gua3 o2P
NZ 360 Thy15 02
K126 NZ - 30 Adel9 O2P
W136 NE1 - 53 Cyt20 O2P
G138 (@] - 53 Cyt20 O2P
N141 ND1 Vv 29 Cyt4 o3
ND1 29 Guab O2P
ND2 51 Adeb O1P
E172 N - 24 Cyt4 O1P
K199 NZ VIl 495 Thy7 o2P
K200 NZ VIl 456 Guall 06
1266 0 ] 120 Thy2 o1P
F268 (@] - 69 Gual o5
(@] 69 Thy2 O2P
(@] 62 Thy2 O2P
A269 (@] - 62 Thy2 O2P
R296 (@] - 479 Adel4d O2P
NH1 68 Thy15 O2P
NH2 223 Cyt13 02
K299 NZ - 479 Adeld o2P
H309 (@] - 322 Cytl16 O1P
R323 NE - 69 Gual o5
NE 69 Thy2 o2pP
NH2 62 Thy2 o2pP
T336 OG1 - 87 Thy15 O1P
E354 OE1l - 47 Cytl6 N4
E355 OE1l - 87 Thy15 O1P
OE2 25 Thy15 O1P
H394 ND1 - 107 Guab O1P
L397 N - 97 Thy3 O1P

Die Zuordnung der individuellen Aminoséureresten zu Motiven erfolgt
nach Malone et al. (1995).

Zu den bereits beschriebenen Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken kommen

noch die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und DNA. Diese sind in
Tabelle C2.8 zusammengefasst.
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Tabelle C2.8
Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und DNA (Komplex A)

Aminosiurerest  Atom  Motiv'  Nukleotid Atom  Lange[A]
V21 CG1 X Adeb C2 39
CG1 C5 3,8
CG1 C6 33
Y 108 CB v C8 3,6
CG C5 3,6
CG C8 3,7
CEl C6 39
CD2 C4 3,3
CD2 C6 3.8
CD2 C5 3,3
CD2 C8 3,6
CE2 C4 35
CE2 C2 35
CE2 C6 35
CE2 C5 35
cz C6 35
E113 CD v Meal8 C5' 3.8
K116 CB v c4 3.8
Y117 CEl - ctr 39
CEl Adel9 C5' 3.8
L171 CD1 - Cyt4 c3 3,5
D173 CB - C5' 39
CG C5' 3,7
F196 CG VIII Adeb C2 39
CD1 C2 3.8
CEl C2 39
K199 CG VIII cr 3,7
K200 CG VIII Thy7 C6 3.8
CG C4 3,6
CG C5 34
CG C5M 3,7
CD C2 3.8
CD C4 34
CD C5 3,8
F268 CB - Thy2 c2 3.8
CD1 Thy3 C5M 3,7
CEl C5M 3.8
R271 CG - Thy2 C4 3,6
CG C5 3.8
CG C5M 3.8
cz Thy3 C5M 39
pP273 CG - Gual7 c2 3,7
T336 CG2 - Adel4d c2 3,7
CG2 Thy15 C5M 3.8
E354 CD - Cytl6 C6 39
CD C5 35
P393 CB - Thy7 C4 39
CG Thy15 C5M 35
H394 CEl - Cyt4 C5 39
CEl Guab C6 39
CEl C5 3,6
CE1l C8 3,8

'Die Zuordnung der individuellen Aminosiureresten zu Motiven erfolgt
nach Malone et al. (1995).
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Anhand der Daten fur die Wechselwirkungen von M-Tagl und DNA kann man erkl&ren,

warum M-Taqgl in der Lage ist, nicht nur spezifische, sondern auch unspezifische DNA
mit Kp-Werten im nM Bereich zu binden. Die grof3e Anzahl von sequenzunspezifischen
Wechselwirkungen ist dafiir verantwortlich, dass der Kp-Wert fir unspezifische DNA
bei 72,5 nM liegt. Fir spezifische DNA betrégt der Kp-Wert 8,3 nM (Friederich, 2000).

2.8  Beschreibung der AETA-Bindungim ternaren Komplex

Das Cofaktoranalogon AETA bindet innerhalb der Cofaktorbindungsstelle von M-Taq|,
die sich in der katalytischen Doméne befindet. Der modifizierte Aminosiurerest von
AETA bindet wie erwartet nicht in Richtung des NPPY-Mativs, sondern, wie in der
bindren Struktur ohne DNA, zum Inneren des Proteins. Damit ist die Position von

AETA im terndren Komplex anndhernd identisch zu der Lage im bindren Komplex (vgl.

Kapitel C2.10). Die einzelnen Wechselwirkungen von AETA zu M-Tagl sind in Tabelle
C2.9 aufgefiihrt, eine Gesamtansicht der Cofaktorbindungstasche zeigt Abbildung
C2.19. Da die AETA Molekile in beiden Komplexen in der asymmetrischen Einheit
durch ihre umhtllende Elektronendichte gut beschrieben sind und auf3erdem nahezu
identische Konformationen und Wechselwirkungen aufweisen, wird im weiteren
Verlauf nur Komplex A diskutiert. Falls signifikante Unterschiede zwischen den beiden

Komplexen auftreten, werden diese explizit erwahnt.
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Tabelle C2.9

Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und AETA (Komplex A)

Amino-  Atom Motiv. ~ AETA Lange Art der
siurerest Atom [A] Wechselwirkung

V21 caGl X CG 3,8 Hydrophob
A47 @] | N 2,7 H-Briicke
CB c1 3,8 Hydrophob
CB c4 3,8 Hydrophob

E71 OE1l I o3 2,6 H-Briicke
OE2 (074 2,5 H-Briicke

OE2 o3 34 H-Briicke
CD c1 38 Hydrophob
172 CB I Cc2 3,7 Hydrophob
CG2 C5 3,6 Hydrophob
CG2 c4 34 Hydrophob

D89 OD1 Il N6 30 H-Briicke
F90 NH Il N1 30 H-Briicke
N105 0] v N 2,9 H-Briicke
P107 CG C8 39 Hydrophob
CB SD 38 Hydrophob
CA SD 38 Hydrophob
CD SD 38 Hydrophob
F146 Ccz v C6 3,7 Hydrophob
Phenyl- \% Adenin 3,7 edge to face p-
ring Stapelung

Man erkennt, dass AETA durch eine Reihe von Wechselwirkungen in der

Cofaktorbindungstasche stabilisiert wird. Fur einen Vergleich mit AdoMet oder anderen

Cofaktoranaloga wird auf den nachsten Abschnitt hingewiesen.

Sereodarstellung der Cofaktorbindungstasche von M-Tagl (Komplex A). AETA ist in gelb und das
extrahelikale Zieladenosin mit seinen benachbarten Phosphatresten in rot dargestellt.

Abbildung C2.19
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Die genaue Konformation von AETA kann durch die Angabe von Torsionswinkeln,
entsprechend der Nukleotide in der DNA, beschrieben werden. So besitzt AETA den
Cx-endo-Cy--exo Pseudorotationsmodus. Auf3erdem liegt AETA in der fir Nukleotide
bevorzugten anti Konformation vor. Betrachtet man den Winkel zwischen C4° und C5%',
erkennt man, dass AETA in der trans Konformation vorliegt. Die wichtigsten
Torsionswinkel von AETA sind in Tabelle C2.10 aufgefihrt.

Tabelle C2.10
Torsionswinkel von AETA im Komplex A und B
Beteiligte Atome Torsionswinkel von
AETA [°]
A B
N-Cb-Cg-Sd -69 -59
Cb-Cg-Sd-C5' -66 -71
Cg-Sd-C5'-C4' 112 114
Sd-C5'-C4'-C3' 174 177
C5'-C4'-C3'-03' 138 143
C5'-C4'-C3'-C2 -105 -100
Cc4'-C3'-C2'-02 -153 -157
C4'-C3'-C2'-C1 -36 -40
Cc3-c2'-Cc1-04 47 48
C3'-C2'-C1'-N9 156 157
04'-C1'-N9-C4 (c) -113 -110
C2'-C1'-04'-C4 -40 -38
C1'-04'-C4'-C3 17 12
C2'-C3'-C4'-04' 13 18
Phasenwinkel P der 141 147
Pseudorotation
Maximaler Pseudorota- 47 48
tionswinkel Via
Pseudorotationsmodus Cy-endo- Cy-endo-

Ci-exo Ci-exo

29 Vergleich der AETA-Bindung in der ternaren Struktur mit der AETA-
Bindung und der AdoM et-Bindung in den binaren Strukturen

Die AETA Bindungen im terndren und bindren Komplex unterscheiden sich kaum.
Vergleicht man die Wechselwirkungen, die AETA in beiden Komplexen eingeht,
erkennt man, dass diese nahezu identisch sind (Tabelle C2.11). Das Cofaktoranal ogon

wird Uber die selben Wechselwirkungen erkannt und stabilisiert, wobel sich einzig die
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Lange der Wechselwirkungen leicht unterscheidet. Damit kann man sagen, dass AETA

in beiden Komplexen in der selben Art und Weise an M-Tagl bindet.

Tabelle C2.11
Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und AETA im terndren Komplex im Vergleich

zu M-Tagl und AETA im binéren Komplex (jeweils Komplex A).

Amino-  Atom Motiv AETA Abstand [A] Art der
saurerest Atom Wechselwirkung
AETA AETA
(ter.) (bin.)
A47 o] I N 2,7 29 H-Briicke
CB c1 38 38 Hydrophob
CB c4 38 37 Hydrophob
E71 OE1l o3z 2,6 2,6 H-Briicke
OE2 oz 25 25 H-Briicke
OE2 o3 34 29 H-Briicke
CD c1 3,8 3,6 Hydrophob
172 CB I Cc2 3,7 3,6 Hydrophob
CG2 C5 3,6 37 Hydrophob
CG2 c4 34 35 Hydrophob
D89 OoD1 Il N6 3.0 29 H-Briicke
Fo0 NH Il N1 3.0 3.0 H-Briicke
N105 o] v N 29 2,6 H-Briicke
P107 CG v C8 39 3,3 Hydrophob
CB SD 3,8 4.2 Hydrophob
CA SD 3,8 39 Hydrophob
CD SD 3,8 40 Hydrophob
F146 Ccz \% C6 37 35 Hydrophob
Phenyl- Adenin 3,7 3,6 edge to face p-
ring Stapelung

Auch der Vergleich der AETA-Bindung im ternéren Komplex mit der AdoMet-Bindung
im bindren Komplex (Schluckebier et al., 1997) zeigt nur geringe Unterschiede
zwischen den Cofaktoren. Diese liegen in erster Linie darin begrindet, dass AETA und
AdoMet unterschiedliche Seitenketten haben. So fehlt AETA im Vergleich mit AdoMet
neben der Carboxylgruppe und einer Methylengruppe innerhalb der Seitenkette auch die
aktivierte Methylgruppe am Schwefelatom. Dies hat unmittelbar zur Folge, dass AETA
einige bei AdoMet gefundenen Wechselwirkungen nicht eingehen kann. Trotz dieser

Tatsache kommt es zu einer Vielzahl von identischen Wechselwirkungen, die dazu

beitragen, dass AETA und AdoMet in &hnlicher Art und Weise an M-Tagl binden.
Tabelle C2.12eigt einen Vergleich der Wechselwirkungen von AETA und AdoMet.
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Tabelle C2.12

Wechselwirkungen zwischen M-Tagl und AETA im terndren Komplex im Vergleich

zu M-Tagl und AdoMet im bindren Komplex (jeweils Komplex A). Werte in

Klammern kénnen nur noch als schwache Wechselwirkungen bezeichnet werden und

sind nur zum Vergleich aufgeftihrt

Amino-  Atom Motiv Ligand Abstand [A] Art der
SAurerest Atom Wechselwirkung
AETA AdoMet
V21 caGl X CG 3,8 (5,5 Hydrophob
T23 0G1 X o1 - 3.3 H-Bricke
E45 OE2 I OE2 - 3,3 H-Bricke
A47 @] | N 2,7 - H-Briicke
CB c1 38 39 Hydrophob
CB c4 3.8 (4.1 Hydrophob
CB Cc4 (4,1 34 Hydrophob
CA c4 (4,6) 3,7 Hydrophob
C Cc4 (4,5) 3,6 Hydrophob
CB C5' (4,8) 3,2 Hydrophob
C48 0] I N - 30 H-Briicke
P52 CG I C - 39 Hydrophob
E71 OE1l Il o2 3,6 32 H-Bricke
OE1 o3 2,6 (3,9 H-Briicke
OE2 oz 25 2,6 H-Briicke
OE2 o3 34 (4,6) H-Briicke
CD c1 38 35 Hydrophob
172 CB I Cc2 3,7 3.8 Hydrophob
CG2 C5 3,6 (4,0) Hydrophob
CG2 c4 34 3,6 Hydrophob
D89 OoD1 Il N6 3.0 3,2 H-Briicke
Fo0 NH Il N1 30 3,3 H-Bricke
N105 0] v N 2,9 - H-Briicke
P106 C v CE - 39 Hydrophob
P107 CG v C8 39 3,8 Hydrophob
CB SD 3,8 (5,2) Hydrophob
CA SD 3,8 (5,0) Hydrophob
CD sD 3,8 (5,0 Hydrophob
CA CE - 38 Hydrophob
CG C5' (5,1 34 Hydrophob
F146 Ccz Y C6 3,7 3,6 Hydrophob
Phenyl- Adenin 37 3,6 edgeto face p-
ring Stapelung

Die Tatsache, dass die Abstéande &quivalenter Atompaare variieren, ist auf leichte

Konformationsunterschiede im Protein und in den Cofaktoren zurlckzufihren. So

bewirken die verschiedenen Pseudorotationsmodi von AETA und AdoMet, dass die

Entfernungen zu den Riboseatomen unterschiedlich sind. Auch die unterschiedliche

Wellung von P107 in den beiden Komplexen macht sich in den atomaren Abstanden

bemerkbar. Damit ergibt sich, dass die Lage von AETA und AdoMet vergleichbar ist

und dass man AETA als ein nichtreaktives AdoMet-Analogon ansehen kann. Dies ist
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for die Interpretation der terndren Struktur im Hinblick auf den katalytischen

M echanismus von entscheidender Bedeutung (vgl. Kapitel C2.12).

2.10 Der Nukleotidausklappmechanismus

In der Kristallstruktur des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA ist die
extrahelikale Position des Zieladenins (Ade6) eindeutig bestimmt. Da es sich bei der
Kristallstruktur des terndren Komplexes nur um eine einzige Konformation der
beteiligten Molekile handelt und man sie somit mit einer Momentaufnahme auf der
Reaktionskoordinate der DNA-Methylierung vergleichen kann, kénnen nur wenig
Aussagen Uber die dynamischen Prozesse, die zu dieser Konformation fuhren, getroffen
werden. So ist zwar die extrahelikale Lage der Zielbase bewiesen, einen Mechanismus,
der zu dieser Konformation fuhrt, liefert die Struktur alleine jedoch nicht. Dazu muss
man die Struktur interpretieren und wenn moglich, andere Strukturen zum Vergleich
heranziehen. Vergleicht man die Struktur des ternéren Komplexes mit der Struktur des
bindren Komplexes mit AdoMet, erkennt man drei wesentliche Unterschiede (vgl.
Kapitdl C2.7): Das Protein vollzieht wéahrend der DNA Bindung eine
Scharnierbewegung, so dass sich beide Domanen zueinander bewegen. Aul3erdem gibt

es noch zwel Schleifenbewegungen bei der DNA Bindung. Eine Interpretation dieser

Unterschiede in der Konformation von M-Tagl fuhrt zu einem Nukleotidausklapp-
mechanismus.

Die Scharnierbewegung ist dabei der entscheidende Schritt zum Ausklappen der
Zielbase. Durch die Bewegung der beiden Domdanen in Richtung der DNA
Bindungstasche kommen die 5*- und 3‘-Phosphodiestergruppen der Partnerbase Thymin
(Thy15) in direkten Kontakt mit G295 NH und R353 NH2 (Abbildung C2.16A).
Dadurch kommt es zu einer Kompression an dieser Position der DNA wodurch die
Partnerbase Thymin (Thy15) zur DNA Helixachse und damit in Richtung des
komplementéren Stranges verschoben wird. In dieser Position wirde sie allerdings mit
der Zielbase Adenin (Ade6) sterisch tberlappen, wenn diese eine innerhelikale Position
besetzten wirde. Dadurch ist die Partnerbase Thymin (Thy15) direkt am Herausdrangen
der Zielbase Adenin (Ade6) aus der DNA-Helix und in das aktive Zentrum, wo die
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Katalyse stattfindet, betelligt. Diese Art eines Nukleotidausklappmechanismus wurde
bisher noch nicht beobachtet. In allen bisher bekannten Protein-DNA-
Komplexstrukturen, in denen extrahelikale Nukleotide gefunden wurden, findet man
Aminosaurereste, die in die DNA Helix eindringen, um das Basenausklappen zu
unterstitzen oder zu initiieren (Klimasauskas et al., 1994; Reinisch et al., 1995;
Vassylyev et al., 1995; Slupphaug et al., 1996; Barret et al., 1998; Lau et al., 1998;

Hosfield et al., 1999). Dies ist bet M-Tagl nicht der Fall, da das Ausklappen des
Nukleotids nicht durch einen in die DNA-Helix eindringenden Aminosaurerest, sondern
durch Kompression der DNA erreicht wird (Abbildung C2.20). Diese Art der DNA-
Kompression reprasentiert einen neuen Mechanismus, um Nukleotide aus der DNA-
Doppelhelix herauszuklappen.

Die beiden Schleifen, die ihre Konformation wahrend der DNA-Bindung andern,
beinhalten die Aminosdurereste 110-121 (Schleife 1) und 197-201 (Schleife II).

Schleife | ist im bindren Komplex von M-Taq|l flexibel und damit nicht sichtbar. In der
terndren Struktur nimmt Schleife | eine geordnete Konformation ein und die
Aminosaurereste K116 und Y117 wechselwirken Uber die kleine Furche
sequenzspezifisch mit der DNA. Wéahrend dieser Konformation von Schleife | ist es
dem extrahelikalem Zieladenin nicht mdoglich, in die innerhelikale Position
zurlckzurotieren. Dies bedeutet for den Nukleotidausklappmechanismus, dass das
Zieladenin nur ausklappen kann, wenn Schleife | noch nicht in der geordneten, mit der
DNA-wechselwirkenden Konformation vorliegt. Somit reduzieren sich die
sequenzspezifischen Wechselwirkungen vor dem Ausklappen des Zieladenins auf drei
Aminosaurereste, die insgesamt sechs sequenzspezifische H-Bricken ausbilden. Diese
sind K139, R271 und H394. Diese Annahme gilt nattirlich nur unter der V oraussetzung,

dass sich die Konformationen sowohl von M-Taqgl (Schleife | ausgenommen), als auch
der DNA im Bereich der Erkennungssequenz nicht drastisch andern.

Die Bewegung von Schleife Il fihrt dazu, dass der Aminosdurerest K199 seine
Orientierung andert und zur Formierung der Tasche fur das Zieladenin beitragt. Ob
diese Anderung vor, wahrend oder nach dem Ausklappen des Zieladenins stattfindet,
kann man an Hand der ternéren Struktur jedoch nicht ableiten. Fest steht jedoch, dass
das Zieladenin sowohl in der Orientierung von K199 in der bindren und der ternaren

Struktur ohne sterische Hinderungen aus der DNA-Doppelhelix ausklappen konnte.
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Somit kann man die Bewegung von Schleife Il nicht in den

Nukl eoti dausklappmechani smus einbeziehen.

I
".‘

(52
' Schleife Il

Schleife | —»

DNA
Kompression

Abbildung C2.20

Die dreidimensionale Struktur von M-Tagl im Komplex mit DNA und AETA. Der Verlauf der

Hauptkettenatome von M-Tag|l ist in hellblau und die beiden Schleifen, die ihre Konformation wahrend
der DNA-Bindung @ndern, sind in magenta dargestellt. Das Cofaktoranalogon AETA ist gelb, die DNA

grin und die extrahelikale Zielbase Adenin mit ihrer Partnerbase Thymin und den jeweils benachbarten

Phosphatresten ist rot koloriert. Der Blick entlang der DNA Achse zeigt die Kompression durch M-Tag|
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211 Der katalytische Mechanismus der Methylierung

Die bereits erwdhnte groRe strukturelle Ahnlichkeit des terndren Komplexes aus

M-Taqgl, DNA und AETA mit dem bindren Komplex aus M-Tagl und AdoMet erlaubt
Rickschlisse Uber den katalytischen Mechanismus der Methylierung. In Abbildung
C2.21 ist die Uberlagerung des katalytischen Zentrums der beiden Komplexe
dargestellt. Man erkennt, dass die katalytische NPPY -Sequenz (Motiv V) in beiden
Strukturen nahezu identische Konformationen besitzen. Dies bedeutet, dass Motiv 1V
bei der DNA-Bindung keine Konformationsdnderung eingeht. Die Lage von AdoMet
und AETA ist ebenfalls sehr gut vergleichbar (vgl. Kapitel C2.7).

Durch die Uberlagerung erkennt man, dass die Methylgruppe von AdoMet fast genau
auf die exocyklische Aminogruppe der Zielbase Adenin gerichtet ist. Der Abstand
zwischen dem Schwefelatom in AdoMet und der 6-Aminogruppe von Adenin betragt
4,7 A, was anndhernd dem entsprechenden Abstand in der ternéren Struktur der C5-
Cytosin-DNA-Methyltransferase M-Hhal entspricht (Klimasauskas et al., 1994). Dort
betragt der Abstand zwischen dem Schwefelatom und dem 5-Kohlenstoffatom von
Cytosin 5 A. Diese stukturelle Anordnung in M-Taqgl zeigt, dass die Methylgruppe
direkt auf die 6-Aminogruppe von Adenin Ubertragen wird. Es stellt sich allerdings die
Frage, wie die relative schwach nukleophile exocyklische Aminogruppe fir einen

direkten nukleophilen Angriff aktiviert wird.
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ﬁ,\.:doMet

AETA

F196

Y108

Abbildung C2.21
Uberlagerung des NPPY-Motivs des ternaren Komplexes mit DNA und AETA und des binaren Komplexes
mit AdoMet im Bereich des aktiven Zentrums. Das Cofaktoranalogon AETA, die Proteinreste 105-108
und 195 und die extrahelikale Zielbase des ternéren Komplexes sind in hellgelb, hellblau und rot gefarhbt.
Der naturliche Cofaktor AdoMet und die Proteinreste 105-108 und 195 aus dem binaren Komplex sind
gelb bzw. blau gefarhbt.

Formal katalysiert M-Tagl den Austausch eines Protons an der 6-Aminogruppe von
Adenin gegen eine Methylgruppe. Dabei kdnnte die Deprotonierung vor, wahrend oder
nach der Methylgruppenibertragung erfolgen. Der pKyWert der 6-Aminogruppe in
Adenosinderivaten liegt bel ungefdhr 20 (Kettani et al., 1997), weshalb fir eine

Deprotonierung vor der Methylgruppentibertragung eine sehr starke Base notig wére.

Da aber im terndren Komplex von M-Tagl in der Néhe der 6-Aminogruppe von Adenin
kein basischer Rest vorliegt, scheidet diese Art der Aktivierung der 6-Aminogruppe aus.
Die Aktivierung der 6-Aminogruppe erfolgt durch die bereits beschriebenen
Wasserstoffbriickenbindungen von N6 zu OD1 von N105 und O von P106. Durch diese
Interaktionen wird die Elektronendichte und damit die Nukleophilie von N6 erhéht und
ein nukleophiler Angriff auf die aktivierte Methylgruppe von AdoMet moglich.
Betrachtet man die Stereochemie dieses nukleophilen Angriffs, erkennt man, dass die
beiden Akzeptorsauerstoffatome OD1 von N105 und O von P106 unterhalb der Ebene
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des Adeninrings liegen. Die aktivierte Methylgruppe von AdoMet liegt dagegen Uber

der Ringebene. Diese Anordnung liefert die Erklérung daftr, dass M-Tagl die Zielbase
Adenin nur einfach methylieren kann. Nach der Ubertragung einer Methylgruppe kann
die extrahelikale Zielbase nicht mehr in der vorliegenden Konformation binden, da es
zu sterischen Uberlappungen der Methylgruppe mit OD1 von N105 oder mit O von
P106 kommen wiuirde. Eine senkrechte Anordnung der gebildeten 6-
Aminomethylgruppe zum Adeninring ware zwar denkbar, ist aber energetisch
ungunstig, da die Konjugation des freien p-Orbitals von N6 mit dem p-Orbital des
aromatischen Ringes aufgehoben wére. Aul3erdem ware eine Aktivierung von N6 durch
Wasserstoffbruckenbindungen dann nicht mehr moglich.

Die Stereochemie liefert aul3erdem plausible Hinweise auf den detaillierten
Mechanismus der Methylgruppenibertragung. Die beiden Wasserstoffatome an N6
liegen aufgrund der Konjugation des freien p-Orbitals von N6 mit dem p-Orbital des
aromatischen Ringes in der Ringebene. Durch die Lage der Wasserstoffbriicken-
Akzeptoren unterhalb der Ringebene des Adenins, erfahren die Wasserstoffatome eine
Kraft, die sie unterhalb der Ringebene zieht. Dies liegt daran, dass in dieser Position die
Wasserstoffe mit den freien Sauerstoffatomorbitalen besser Uberlappen koénnen. Dies
konnte eine Anderung der Hybridisierung an N6 von sp? zu sp® unterstiitzen, so dass das
freie p-Orbital von N6 nicht mehr mit dem aromatischen Adeninring konjugiert ist,
sondern entspechend der Tetraedergeometrie der sp® Hybridisierung in Richtung der
aktivierten Methylgruppe von AdoMet zeigt. Damit ware eine Geometrie geschaffen,
die eine Orbital Uberlappung und damit die Bildung einer kovalenten Bindung zwischen
N6 und aktivierter Methylgruppe zulédl3t (Abbildung C2.22).
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Abbildung C2.22
Hypothetische Anderung der Hybridisierung an N6 der Zielbase Adenin in der extrahelikalen Position.
(A): Das freie Elektronenpaar ist mit den p-Elekironen der Base konjugiert und steht senkrecht zur
Ringebene. N6 ist sp? hybridisiert. (B): Die Wasserstoffatome an N6 werden zu ihren Akzeptor
Sauerstoffatomen gezogen. Die Hybridisierung an N6 andert sich zu sp®.

Dieser Mechanismus wuirde bedeuten, dass die 6-Aminogruppe erst nach der
M ethylgruppentbertragung deprotoniert wirde. Ein weiteres Indiz fir diese Tatsache ist
die Position des aromatischen Restes von Y 108, der sich 3,7 A unter dem Mittel punkt
der N6-C6 Bindung der extrahelikalen Zielbase Adenin befindet. Dieser
elektronenreiche  Phenolring sollte in der Lage sein, das nach der
Methylgruppenlbertragung entstandene positiv geladene 6-Methylammonium-lon
durch Kation-p-Wechselwirkungen zu stabiliseren (McCurdy et al., 1992; Dougherty,
1996). Solche Kation-p-Wechselwirkungen wurden bereits in anderen Protein und
Protein-Ligand-Strukturen gefunden (Burley & Petsko, 1988). Die Bedeutung des

aromatischen  Aminosdurerestes Y108 fur die Katalyse wird durch

Mutationsexperimente unterstitzt (Pues et al., 1998). Eine M-Tagl Mutante, in der
dieser Tyrosinrest gegen einen Alaninrest ausgetauscht ist, kann die Zielbase zwar noch
aus der DNA Helix herausklappen, die katalytische Aktivitét ist aber um den Faktor 55

reduziert.

82



C Ergebnisse und Diskussion

Waéhrend der Methylgruppenibertragung fallt der pKs-Wert der gebildeten 6-Methyl-
ammonium-Gruppe drastisch ab. Schatzungen fur pKs-Werte von N6-protonierten
Adenosinderivaten liegen bei Werten zwischen -3 und -10 (Kettani et al., 1997). Somit
kann man erwarten, dass die Sauerstoffatome OD1 von N105 und O von P106 mit pK ;-
Werten von 0-1 (Arnett, 1963) basisch genug sind, um das 6-M ethylammoniumadenin-
Intermediat zu deprotonieren. Die Folge dieser Deprotonierung ware die
Wiederherstellung der  sp’-Hybridisierung an  N6. AnschlieBend sollte  zur
Wiederherstellung der Konjugation des freien p-Orbitals mit dem p-Orbital des
Adeninringes eine Rotation der exocyklischen Aminomethylgruppe um die N6-C6-
Bindung erfolgen. Da in dieser Konformation die Methylgruppe an N6 mit den
Sauerstoffatomen OD1 von N105 oder O von P106 sterisch Uberlappen wiirde, sollte
dies das Zurickklappen des methylierten Adenins in die DNA-Doppehelix

unterstitzen.

2.12 Vergleich mit anderen Methyltransferasen und phar makologische Relevanz

Aufgrund ihrer Aminosauresequenz lassen sich DNA Methyltransferasen in zwel
Gruppen einteilen. Die erste Gruppe katalysiert die Methylierung der endozyklischen
C5 Position von Cytosin und die zweite die der exozyklischen Stickstoffatome von
Adenin und Cytosin. Im Gegensatz zur ersten Gruppe, die eine einfache, homologe
Klasse darstellt, ist die zweite Gruppe heterogener und beinhaltet drei generelle
Aminosauresequenz-Architekturen, die als a, b und g bezeichnet werden. Diese N-

DNA-Methyltransferasen teilen zwar gemeinsame Motive, die Position, Anordnung und

Charakteristika dieser Motive sind jedoch unterschiedlich. M-Tagl gehort zur g-Klasse
der N-DNA-Methyltransferasen (Wilson, 1992). Aus der Klasse der N-DNA-

Methyltransferasen ist M-Tagl das einzige Enzym, welches strukturell im Komplex mit
DNA bekannt ist. Die einzigen N-DNA-Methyltransferasen, deren Struktur ohne DNA
bekannt ist, sind die N6-Adenin-DNA-Methyltransferase DpnM (Tran et al., 1998) und

die N4-Cytosin-DNA-Methyltransferase M-Pwull (Gong et al., 1997). Eine

Uberlagerung der katalytischen Doméne von M-Tagl mit DpnM zeigt die Ahnlichkeit
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beider Enzyme (Abbildung C2.23). Insbesondere die zentralen b-Faltblé&tter Uberlagern
sehr gut.

Abbildung C2.23

Uberlagerung der katalytischen Doménen von M-Tagl (hellblau) mit DpnM (gelb). Ansicht (A) ist im
Vergleich zu (B) um 90° gedreht. Man erkennt deutlich die Ahnlichkeit der Tertiérstrukiur der

katalytischen Doménen beider Enzyme.

Die Uberlagerung des fur N-Methyltransferasen konservierten Motivs IV (N/D/S P P
Y [F) zeigt die strukturelle Ahnlichkeit von M-Tagl und DpnM im aktiven Zentrum der

beiden Enzyme. In Abbildung C224 ist das NPPY-Motiv von M-Taql
(Aminosdurereste  105-108) mit dem Uberlagerten DPPY-Motiv. von DpnM
(Aminosaurereste 194-197) dargestelt.



C Ergebnisse und Diskussion

AdoMet

K21

Abbildung C2.24

Uberlagerung des NPPY-Motivs von M-Tagl (hellblau) aus der ternaren Struktur mit AETA (beige) mit
dem DPPY-Motiv von DpnM (grin) mit AdoMet (hellgrin). Die Bezeichnungen der Aminoséaurereste

bezieht sich auf die DpnM-Struktur. Das extrahelikale Zieladenin aus dem Komplex mit M-Tagl ist in rot
dargestellt. Die eingezeichneten Wasserstoffbriickenbindungen sind mdgliche Wechselwirkungen
2wischen DpnM und dem extrahelikalem Zieladenin.

Die NPPY-Sequenz in M-Tagl st sehr rigide und wird durch H-Briicken zwischen der
Hydroxylgruppe von Y108 zu ND2 von N105 und andererseits dem
Hauptkettencarbonylsauerstoffatom von V163 stabilisiert. AulRerdem &andert sich die
Konformation des NPPY -Motivs wahrend der Bindung des extrahelikalen Zieladenins
nicht. In der DPPY -Sequenz von DpnM tritt diese interne Stabilisierung nicht auf, weil
eine H-Bricke zwischen OD2 von D194 und der Seitenkettenaminogruppe des
Cofaktors AdoMet die Seitenkette von D194 stabilisiert. Somit ist diese Seitenkette in
einer Position, in der sie nicht mehr mit Y197 wechselwirken kann. Allerdings ist die
Seitenkette von Y197 durch eine H-Briicke zwischen der Hydroxylgruppe und der
Seitenkette von E276 stabilisiert. Dieser Glutamatrest ist unter den Mitgliedern der
DpnM-Familie hoch konserviert. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass auch das DPPY -
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Motiv in DpnM rigide ist und sich seine Konformation wahrend der Bindung des
extrahelikalen Zieladenins nicht andert.
Zusitzlich zu der groRen strukturellen Ahnlichkeit des katalytischen Motives IV von

M-Tagl und DpnM passt auch das extrahelikale Zieladenin hervorragend in das aktive
Zentrum von DpnM. Individuelle Aminoséurereste  konnten  &hnliche

Wechselwirkungen mit dem Zieladenin machen, wie sie fir M-Tagl beobachtet werden.
Das Carbonylsauerstoffatom von P195 kénnte eine H-Briicke mit der 6-Aminogruppe
von Adenin und das Amidstickstoffatom von Y 197 kénnte eine H-Briicke mit N7 von
Adenin bilden. Aulerdem konnte die aromatische Seitenkette von Y 197 eine face-to-
face p-Stapelungswechselwirkung mit der unteren Seite des Zieladenins eingehen.
Zusétzlich konnte ein Seitenkettensauerstoffatom von D194 eine H-Briicke zum zweiten
Wasserstoffatom der 6-Aminogruppe des Zieladenins bilden. Da das zweite
Sauerstoffatom der Seitenkette von D194 mit der Aminogruppe der Seitenkette von

AdoMet wechselwirkt, konnte die fur M-Tagl beobachtete H-Briicke zwischen ND2
von N105 und N1 von Adenin durch die Seitenkette von K21 in DpnM Ubernommen
werden. Der Aminosdurerest K21 (Motiv X) in DpnM ist in alen N6-DNA-
Methyltransferasen, die das DPPY-Motiv besitzen, konserviert. Zusétzlich zu diesen
Kontakten, die auch von Tran et al. vorgeschlagen wurden, konnten die
Aminosaurereste 260-271, die b6 und b7 verbinden, eine wichtige Rolle spielen. Diese

Aminosaurereste sind in der Elektronendichte von DpnM nicht sichtbar und somit

flexibel. Sie konnten, dhnlich wie die Schleife Il i M-Tagl, in der DNA-Bindung und
dem Schlief3en der Adenin-Bindungstasche involviert sein.

Aufgrund der Tatsache, dass das Zieladenin aus der terndren Struktur mit M-Tag|l

exzellent in das aktive Zentrum von DpnM passt, kénnen Schilisse auf den katal ytischen

Mechanismus von DpnM gezogen werden. Wie fir M-Tagl diskutiert, konnten die H-
Bricken der 6-Aminogruppe zum Hauptkettensauerstoffatom von P195 und zur
Carboxylatgruppe von D194 die partielle negative Ladung an N6 vergréfern und so
seine Nukleophilie erhthen. Eine Deprotonierung vor der Methylgruppentibertragung
ist auch hier sehr unwahrscheinlich, da die Carboxylatgruppe nicht basisch genug ist.
Die pKyWerte fur Asparaginsaurereste in Proteinen liegen zwischen 2,0 und 5,5
(Fersht, 1985). Deshalb sollte der nach der Methylgruppentibertragung erhaltene positiv
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geladene Ubergangszustand oder das positiv geladene Intermediat an N6, wie bel

M-Tagl, durch Kation-p-Wechselwirkungen mit der aromatischen Seitenkette von Y 197
stabilisiert werden. Die positive Ladung an N6 wirde dann den pK,Wert der 6-
Methylammonium-Gruppe drastisch senken und die Deprotonierung konnte wahrend
oder direkt nach der Methylgruppenibertragung durch die Carboxylatgruppe von D194

stattfinden. Deshalb sollte der katalytische Mechanismus fur M-Tagl und DpnM sehr
dhnlich saein. Da ale N6-Adenin-DNA-Methyltransferasen der gGruppe die
katalytische NPPY /F-Sequenz (Motiv 1V) besitzen und fast alle der a- oder b-Gruppe
die DPPY-Sequenz (Motiv IV) und einen konservierten Lysinrest (Motiv X), dienen

M-Tagl und DpnM als Musterbeispiele fur alle N6-Adenin-DNA-Methyltransferasen
und en gemeinsamer katalytischer Mechanismus fur alle N6-Adenin-DNA-
Methyltransferasen ist sehr wahrscheinlich.

Diese Tatsache ist im Hinblick auf die N6-Adenin-DNA-Methyltransferase Dam von
besonderem Interesse, da sie eine grof®e Homologie zu DpnM aufweist. Vor kurzem
wurde beobachtet, dass Salmonella typhimurium Bakterienstdmme, denen die Dam-
Methyltransferase fehlt, nicht mehr pathogen sind (Heithoff et al., 1999; Garcia-del
Portillo et al., 1999). Unter der Annahme, dass die Dam-Methyltransferasen einen

ahnlichen katalytischen Mechanismus wie M-Tagl und die verwandte DpnM besitzt,

sollte die préasentierte Struktur von M-Tagl im Komplex mit DNA den rationalen
Entwurf von Inhibitoren der Dam-Methyltransferase unterstiitzen. Dies gilt
insbesondere vor dem Hintergrund, dass die Dam Methyltransferase in vielen
pathogenen Bakterien hoch konserviert ist. Zu diesen Bakterien gehdren Escherichia
coli, Yersinia pestis, Haemophilus influenzae, and Treponema pallidum. Somit konnten
spezifische Inhibitoren in Zukunft von grof3em pharmazeutischen Interesse sein und ein

breites antibiotisches Spektrum besitzten.
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Im Gegensatz zu den C-DNA-Methyltransferasen ist der katalytische Mechanismus der N-
DNA-Methyltransferasen noch weitestgehend unbekannt. Als ein Vertreter dieser
Enzymklasse sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit der katalytische Mechanismus der

N6-Adenin-DNA-Methyltransferase aus Thermus aquaticus (M-Tagl) aufgeklart werden.
Diese katalysiert die Ubertragung der aktivierten Methylgruppe des Cofaktors S-Adenoslyl-L-
methionin (AdoMet) auf die N6-Position des Adenins innerhalb der palindromischen Sequenz
5-TCGA-3' doppelstrangiger DNA. Die Aufklérung des katalytischen Mechanismus der
Methylgruppentibertragung wurde mit rontgenkristallographischen Methoden erreicht. Zu

diesem Zweck wurden zuerst Kristalle eines ternaren Komplexes aus M-Tagl, DNA und des
nichtreaktiven Cofaktoranalogons 5°-[2-(Amino)ethylthio]-5 -desoxyadenosin  (AETA)
hergestellt. Die Kristallstruktur dieses ternaren Komplexes wurde dann mittels
Rontgenbeugung ermittelt. Es zeigte sich, dass das Zieladenin mit dem Riboserest und den
benachbarten Phosphatresten um ca. 180° aus der DNA-Doppelhelix herausrotiert ist. Das
Zieladenin bindet so im aktiven Zentrum des Enzyms und kommt mit der 6-Aminogruppe in
raumliche N&he zum Cofaktor. In dieser Position wird die 6-Aminogruppe durch zwei
Wasserstoffbriicken von N105 OD1 und P106 O aktiviert und kann so die aktivierte
Methylgruppe des Cofaktors direkt nukleophil angreifen.

Aulerdem konnte durch die Bestimmung der Kristallstruktur des ternéren Komplexes auch
der Ablauf des Nukleotidausklappmechanismus hergeleitet werden. Vergleicht man die

Strukturen von M-Tagl im Komplex mit und ohne DNA, dann erkennt man, dass M-Taqgl bei
der DNA-Bindung eine Scharnierbewegung eingeht. Bel dieser Konformationsinderung

bewegen sich die beiden Doméanen von M-Tagl zueinander, ohne dass sich die
Tertiarstrukturen der beiden Doménen grundlegend andern. Dies fihrt zu einer
Komprimierung der DNA, die zwischen den beiden Doméanen gebunden ist. Dabei erfolgt die
Komprimierung an den beiden benachbarten Phosphatresten der zum Zieladenin
komplementéren Partnerbase Thymin. Dadurch wird dieses Thymin zur Helixachse der DNA
gedriickt und das Zieladenosin zusammmen mit seinen benachbarten Phosphatresten aus der
DNA-Doppelhelix herausgedrickt.

Die Kristallstruktur zeigt weiterhin, dass bis auf die Komprimierung und die extrahelikale

Position der Zielbase die DNA im wesentlichen in der B-Form vorliegt. Des weiteren erkennt

man bei der DNA-Bindung zwei Anderungen in Schleifenregionen von M-Taqgl. Die
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Anderung der einen Schleife fuhrt dazu, dass sich die Position der Seitenkette von K199
andert und so zur Bildung der katalytischen Tasche fir das extrahelikale Zieladenin beitragt.

Die andere Schleife ist in den Kristalstrukturen von M-Tagl ohne DNA aufgrund ihrer
Flexibilitét nicht sichtbar und nimmt in der Kristallstruktur mit DNA eine definierte
Konformation ein. Dort wechselwirkt sie mit der DNA sequenzspezifisch und verhindert
zusétzlich das Zurtickklappen der extrahelikalen Zielbase.

Die Bedeutung der innerhalb dieser Arbeit erstmalig bestimmten Kristallstruktur einer N6-
Adenin-DNA-Methyltransferase im Komplex mit DNA wurde kirzlich durch Experimente
mit einem pathogenen Bakterium hervorgehoben. Die N6-Adenin-DNA-Methyltransferase
Dam aus Salmonella typhimurium katalysiert ebenfalls die Methylierung der exocyklischen

Aminogruppe eines Adeninrests in DNA und as Ergebnis dieser Arbeit kann man davon

ausgehen, dass M-Tagl und Dam einen dhnlichen katalytischen Mechanismus besitzen. Es
wurde gezeigt, dass ein Salmonella typhimurium Bakterienstamm, der die N6-Adenin-DNA-

Methyltransferase Dam nicht besitzt, seine Virulenz verliert. Auf der Basis der ternaren

Struktur aus M-Tagl, DNA und AETA sollte es nun moglich sein, Inhibitoren fir N6-Adenin-
DNA-Methyltransferasen im allgemeinen oder fir die DNA-Methyltransferase Dam im
besonderen zu entwerfen und derartige Inhibitoren konnten als Wirkstoffe zur Abwehr von
Bakterienerkrankungen fungieren. Da die Dam DNA-Methyltransferase in vielen pathogenen
Bakterienstdmmen wie Escherichia coli, Yersinia pestis, Haemophilus influenzae und
Treponema pallidum hoch konserviert ist, kbnnten spezifische Inhibitoren der N6-Adenin-

DNA-Methyltransferase Dam ein breites Anwendungsspektrum als Antibiotika finden.
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1 Materialien

11
Analysenwaage

Gerate

Cryostream Cooler
Delonisierungsanlage
Goniometerkopf

Grafik Workstation

Heizblock Dri-Block DB2A
Image-Plate-Detektor Mar345
Linbro-Zellkulturschalen

pH-Meter 761 Calimatic
Réntgengenerator
Synchrotronbeamline BW6
Tischzentrifuge: Centrifuge 5415 C
Ultraschallbad: Sonorex Super RK 103 H
UV-Vis Spektrophotometer Cary 3E
V akuumdialyseapparatur

1.2 Chemikalien

Sartorius (Gottingen)

Oxford Cryosystems (Oxford, U.K.)
Millipore (Eschborn)

Huber (Rimsting)

Silicon Graphics (Mountain View, U.S.A.)
Techne (Cambridge, England)

Mar Research (Hamburg)

ICN (Meckenheim)

Knick (Berlin)

Siemens (Karlsruhe)

DESY (Hamburg)

Eppendorf (Kdln)

Bandelin (Berlin)

Varian (Darmstadt)

Schleicher & Schuell (Dassel)

Alle verwendeten Chemikalien sind kommerziell erhaltlich und wurden im Reinheitsgrad p.a.
verwendet. Wassrige Losungen wurden mit Reinstwasser hergestellt. Stamml6sungen wurden
steril filtriert (0,2 um Filter) und bei 4°C gelagert.

1.3 Protein

Die Expression und Prdparation von M-Tagl wurde von N. Bleimling durchgefirt (Holz et al.,

1998). Die Lagerung von M-Tagl erfolgte in einem Puffer aus 20 mM Tris/Acetat pH 7.9,
300 mM Kaliumchlorid, 50 mM Kaliumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 1 mM 1,4-Dithio-
D,L-threit (DTT) und 50 % Glycerin bei -20°C.

90



E Experimenteller Tell

14  Cofaktoranalogon

Das Cofaktoranalogon AETA wurde von Dr. M. Pignot zur Verfigung gestellt. Die Lagerung

erfolgte in wassriger Losung bei -20 °C.

15  Oligodesoxyribonukleotide

Die verwendeten Oligodesoxyribonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech bezogen

und sind in ihrer Sequenz vom 5'- zum 3-Ende aufgefihrt. Die Erkennungssequenz von

MTaql ist in Fettdruck dargestellt. Die Extinktionskoeffizienten wurden nach Cantor et al.

(1970) berechnet.

Name Sequenz es/cm M 110°
oT: T TCGA TG 66,3
U7NM: CA TCGA A 72,4
08: GT TCGA TG 77,6
USNM: CA TCGA AC 78,2
09: GT TCGA TGT 86,1
U9NM: ACA TCGA AC 92,0
PH10: GCC TCGA GGC 101,4
010: GT TCGA TGTC 102,3
u1o: GACA TCGA“AC 116,7
U10NM: GACA TCGA AC 116,7
O10sbs: GT TCTA TGIC 91,8
U10sbs: GACA TAGA AC 108,0
O10ran:; GT CAGT TGIC 93,8
U10ran: GACA ACTG AC 100,2
PH13(T,T): TAGCC TCGA GGCT 135,2
O15(5'T): TCAGT TCGA TGTAGC 163,5
U15(5'A): TGCTACA TCGA™ACTG 161,5
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2 Programme und Programmpakete

2.1  Prozessierung und Skalierung

Die Prozessierung und Skalierung der gemessenen Reflexe des bindren Komplexes aus
M-Tagl und AETA erfolgte mit dem DENZO/Skalepack Programmpaket von Otwinowski

(1993). Der ternare Komplex aus M-Tagl, DNA und AETA wurde mit dem Programm XDS
98 prozessiert und mit XSCALE 98 skaliert (Kabsch et al., 1993). Bis auf die im folgenden
angegebenen spezifischen Parameter wurden ausschliesslich Standardwerte benutzt.
Spezifische Parameter fur DENZO waren:

Profile fitting radius 30.00

Box 2.0 2.0
Mosaicity 0.6

Spot elliptical 0.6 0.6 90.0
Background elliptical 0.8 0.8 90.0

Spezifische Parameter fur XDS 98 waren:

Reflecting range 3.30
Reflecting range E.S.D. 0.55
Beam divergence 0.84
Beam divergence E.S.D. 0.14

2.2  Phaserung

Die Phasierung des ternaren Komplexes erfolgte mit dem Programm AMoRe (Navaza, 1994)
aus dem CCP4 Programmpacket (CCP4, 1994). Details der Phasierung sind ausfthrlich in
Abschnitt C 2.3 beschrieben.

23 Verfeinerung
Die Verfeinerung der bindren Struktur aus M-Tagl und AETA erfolgte mit dem Programm

XPLOR (Brunger, 1992a), die der ternaren Struktur aus M-Tagl, DNA und AETA mit dem
Programm CNS 0.5 (Briinger et al., 1998). Beide Verfeinerungen umfassten einmalig eine
rigid body Verfeinerung und anschliessend mehrere Zyklen der Energieminimierung. Ein
solcher Zyklus beinhaltete eine Positionsverfeinerung (positional refinement), eine simulierte
Abkuhlung (simulated annealing) und eine B-Faktor Verfeinerung (Read, 1986; Bringer et
al., 1987; Brunger et al., 1990; Briinger, 1992b; Rice & Briinger, 1994; Kleywegt & Briinger,
1996; Pannu & Read, 1996; Briinger et al., 1997; Adams et al., 1997). Zusétzlich wurde eine
L ésungsmittelkorrektur (bulk solvent correction) errechnet. Falls fir die angegebenen
Programme keine Standardwerte benutzt wurden, sind die tatséchlichen Werte im folgenden

aufgefihrt.
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Rigid body Verfeinerung mit XPLOR:

Anzahl der Minimierungsschritte:
Sigma cutoff fur Amplituden:
Toleranz

Wichtungsfaktor fir Amplituden:
Wichtung der Phasenbeschrankung:
Starrer Kérper:

Rigid body Verfeinerung mit CNS 0.5:

Unterdrickungskriterium:
Sigma cutoff fir Amplituden:
Ausreisser cutoff:

B-Faktor Korrektur:

Aufldsungslimit fir die B-Faktor Korrektur:

Starre Kaorper:

Anzahl der Minimierungsschritte:
Anzahl der Zyklen:
Verfeinerungszielfunktion:

Positionsverfeinerung mit XPLOR:

Anzahl der Minimierungsschritte:
Sigma cutoff fir Amplituden:
Toleranz:
Harmonische Energiekonstante
fur Ca-Atome
fur nicht Ca-Atome

Positionsverfeinerung mit CNS 0.5:

Unterdrickungskriterium:

Sigma cutoff fur Amplituden:
Anzahl der Minimierungsschritte:
Sigma cutoff:

B-Faktor Korrektur:

Auflésungslimit fur die B-Faktor Korrektur:

Harmonische Energiekonstante:
Art der Molekulardynamik:

Simulierte Abkihlung mit XPLOR:

Sigma cutoff fur Amplituden:
Starttemperatur:
Hochsttemperatur:
Endtemperatur:

Heizstufen:

Abkuhlungsstufen:
Molekulardynamische Toleranz:
Zeitstufe:

Harmonische Energiekonstante:

40

0.0

0.0

300000

0

Aminosaurereste 21-413

nach Amplituden

0.0

10000

anisotropisch

6.0 A

Aminosaurereste 21-112, 121-413
20

1

Maximum likelihood mit Amplituden

50-300 (bis der R-Faktor minimal ist)
0.0
0.05

20.0 kcal/mol
0.0 kcal/mol

nach Amplituden

0.0

50-300 (bis der R-Faktor minimal ist)
0.0

anisotropisch

6.0 A

10.0 kcal/mol

Torsion

0.0

300 K

3000 K

300 K

5

25

0.005
0.001 ps
0.0 kcal/mol
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Simulierte Abkthlung mit CNS 0.5:

Unterdrickungskriterium:
Sigma cutoff fur Amplituden:
B-Faktor Korrektur:
Harmonische Energiekonstante:
Art der Molekulardynamik:
Molekulardynamik Schema:
Starttemperatur:
Abkuhlungsstufen:

Zeitstufe:
Verfeinerungszielfunktion:

Individuelle B-Faktorverfeinerung mit XPLOR:

Individuelle B-Faktorverfeinerung mit CNS 0.5:

24

Anzahl der Verfeinerungsschritte:
Sigma cutoff fur Amplituden:
Molekulardynamische Toleranz:
Maximaler B-Faktor:
Minimaler B-Faktor:
Standardabweichung der Bindungslangen:
Fir Ca-Atome:
Fur nicht Ca-Atome:
Standardabweichung der Bindungswinkel:
Fir Ca-Atome:
Fur nicht Ca-Atome:

Anzahl der Verfeinerungsschritte:
Unterdrickungskriterium:
Sigma cutoff fir Amplituden:
B-Faktor Korrektur:
Maximaler B-Faktor:
Minimaler B-Faktor:
Standardabweichung der Bindungslangen:
Fur Ca-Atome:
Fur nicht Ca-Atome:
Standardabweichung der Bindungswinkel:
Fur Ca-Atome:
Fur nicht Ca-Atome:
Verfeinerungszielfunktion:

Grafikprogramme

nach Amplituden

0.0

anisotropisch

10.0 kcal/mol

Torsion

slowcool

2500 K

25

0.004 ps

Maximum likelihood mit Amplituden

15
0.0
0.0
70 A?
10 A?

15s
20s

20s
25s

30

nach Amplituden
0.0
anisotropisch
100 A

2 A?

15s
20s

20s
25s
Maximum likelihood mit Amplituden

Fur die dreidimensionale Darstellung und Modellierung der Kristallstrukturen sowie der

Interpretation von Elektronendichtekarten des bindren und terndren Komplexes von M-Taq|

wurde das Programm O verwendet (Jones et al., 1991). Die grafische Darstellung der beiden
Komplexe erfolgte mit den Programmen ICM (Abagyan et al., 1994), MOLSCRIPT (Kraulis,
1991), GRASP (Nicholls et al., 1991) und ADOBE PHOTOSHOP.
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25  Stereochemische Analyse

Fir die Uberprifung der Modellstatistik und der stereochemischen Stimmigkeit von M-Tag|
im bin&ren und ternaren Komplex wurde das Programm PROCHECK benutzt (Laskowski et
al., 1993).

3 M ethoden

3.1 Konzentrationsbestimmung von M-Taq|

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde die Proteinldsung (1-10 pl) mit Wasser auf 100 pl
verdinnt und mit 900 pl Bradford-Reagenz versetzt (Bradford, 1976). Die LOosung wurde
15 min bei RT inkubiert und danach die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration erfolgte durch Vergleich mit einer Eichgeraden, die mit BSA erstellt

wurde.

3.2 Hybridisierung der Oligodesoxyribonukleotide

Zur Bildung der Duplex-Oligodesoxyribonukleotide fur die Kristallisationsexperimente
wurden die komplementdren Einzelstrange hybridisiert. Dazu wurden Loésungen mit
aguimolaren Mengen der beiden Oligodesoxyribonukleotide (200 uM) in dem gewtinschten
Kristallisationspuffer hergestellt und bei 95°C in enem Hezblock 2 min inkubiert.
Anschliessend wurde der Heizblock wahrend 1-2 h auf RT abgekdihlt.

3.3  Vorbereitung der Proben fur die Kristallisation

Fir die Kristallisationsansétze wurde das Protein in den gewinschten Kristallisationspuffer
Uberfuhrt und aufkonzentriert. Dies wurde durch Vakuumdialyse realisiert. Dabel wurde die
Proteinldsung (500 pl) in eine Diaysehtlse Gberfihrt und mehrmals gegen den gewiinschten
Puffer (200 ml) dialysiert. Anschliessend wurde ein Wasserstrahlvakuum angelegt (30-60

min) und die Proteinlésung bis zu der gewtinschten Konzentration aufkonzentriert.

34  Silanisieren der Deckglaser

Die zu silanisierenden Deckglaser wurde in einem dafir vorgesehenen Teflonhalter fixiert.
Dann wurde sie abwechselnd mit Ethanol (techn., 400 ml, 20 min) und Wasser (400 ml, 20
min) gewaschen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Danach wurden die Deckglaser

im Ofen getrocknet (65°C, 1 h). Das Silanisieren erfolgte mit einer Dichlordimethylsilan-
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Losung (2%ig in Toluol, 30 min). Anschlief3end wurde erneut dreimal mit Ethanol (techn.,
400 ml, 20 min) und Wasser (400 ml, 20 min) gewaschen und im Ofen getrocknet (65°C, 1
h). Abschlief3end wurden die silanisierten Deckglaser in einen Aluminiumbehalter Gberfihrt
und im Ofen erhitzt (110°C, 12 h).

3.5 Kristallisationsansitze und -bedingungen

Es wurden ausschlieffdlich Ansétze mit der Methode des hangenden Tropfens in Linbro-
Zellkulturschalen durchgefiihrt. Zuerst wurden die Rénder der Vertiefungen eingefettet
(Baysilone-Paste, mittelviskos, Bayer AG). In die einzelnen Vertiefungen wurden dann die
vorher hergestellten Reservoirlosungen (1 ml) pipettiert. Auf die silanisierten Deckgléser
wurde Reservoirlosung (2 ul) und Proteinldsung (2 pl) pipettiert und der entstandene Tropfen
gemischt. Die Deckglaser wurden umgedrehnt auf den gefetteten Rand der Vertiefungen
gesetzt und vorsichtig angedriickt.

Fur die Herstellung von Kristallen des terndren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA
wurden die in Abschnitt D1.5 aufgelisteten Oligodesoxyribonukleotide getestet. Zusétzlich
wurden die Bedingungen der einzelnen Kristallisationsansétze variiert. Basierend auf den
Experimenten von Jancarik & Kim (1991) wurden verschiedene crystal screens von der Firma
Hampton Research getestet. Innerhalb dieser screens variieren Gehalt und Konzentration von

verschiedenen Féallungsmitteln, Salzen, Additiven und Puffersystemen sowie pH-Werten. Die

ersten Kristalle eines ternaren Komplexes aus M-Tagl, DNA und AETA wurden mit dem

natrix screen der Firma Hampton Research erhalten. Dieser screen enthélt 48 Ldsungen, die

im folgenden aufgelistet sind.

1.0.01 M Magnesiumchlorid

2.0.01 M Magnesiumacetat

3.0.1 M Magnesiumacetat

4. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg sulfat
5.0.2 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid

6. 0.1 M Ammoniumsulfat, 0.01 M Mg chlorid
7.0.02 M Magnesiumchlorid

8. 0.1 M Ammoniumacetat, 0.005 M Mg sulfat
9. 0.1 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid
10. 0.005 M Magnesiumsulfat

11. 0.01 M Magnesiumchlorid

12. 0.01 M Magnesiumsulfat

13. 0.015 M Magnesiumacetat

14. 0.1 M Kaliumchlorid, 0.025 M Mg chlorid
15. 0.04 M Magnesiumchlorid

16. 0.04 M Magnesiumacetat

17. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.01 M Cachlorid
18. 0.01 M Magnesiumacetat

19. 0.01 M Magnesiumsulfat

20. 0.1 M Ammoniumacetat, 0.015 M Mg acetat
21. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.005 M Mg chlorid
22.0.08 M Magnesiumacetat

23.0.2 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid
24. 0.2 M Ammonium acetate, 0.01 M Cachlorid
25. 0.08 M Magnesiumacetat

26. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.1 M Mg acetat
27.0.2 M Ammoniumacetat, 0.01 M Mg acetat

1.0.05M MESpH 5.6

2.0.05M MESpH 5.6

3.0.05M MES pH 5.6

4.0.05M MESpH 5.6

5.0.05 M MES pH 5.6

6.0.05M MES pH 5.6

7.0.05M MESpH 6.0

8.0.05 M MES pH 6.0

9.0.05M MES pH 6.0

10. 0.05 M MESpH 6.0

11. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
12. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
13. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
14. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
15. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
16. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
17.0.05 M Na Cacodylate pH 6.0
18. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
19. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
20. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
21.0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
22.0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
23.0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
24.0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
25. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
26. 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5
27.0.05 M Na Cacodylate pH 6.5

1. 2.0 M Lithiumsulfat

2.2.5M Ammoniumsulfat

3. 20% v/v 2-Methyl-2,4-pentandiol
4. 10% v/v PEG 400

5. 5% w/v PEG 8000

6. 20% w/v PEG 8000

7. 15% vlv iso-Propanol

8. 0.6 M Natriumchlorid

9. 10% v/v PEG 400

10. 5% w/v PEG 4000

11. 1.0 M Lithiumsulfat

12. 1.6 M Lithiumsulfat

13. 1.7 M Ammoniumsulfat

14. 15% v/v iso-Propanol

15. 5% v/v 2-Methyl-2,4-pentandiol
16. 30% v/v 2-Methyl-2,4-pentandiol
17. 10% wiv PEG 4000

18. 1.3 M Lithiumsulfat

19. 2.0 M Ammoniumsulfat

20. 10% v/v iso-Propanol

21. 10% wiv 1,6 Hexandiol

22. 15% viv PEG 400

23. 10% wiv PEG 4000

24. 10% w/v PEG 4000

25. 30% wiv PEG 4000

26. 10% w/v PEG 8000

27. 30% w/v PEG 8000
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28. 0.05 M Magnesiumsulfat

29. 0.01 M Magnesiumchlorid

30. 0.01 M Magnesiumchlorid

31. 0.005 M Magnesiumchlorid

32. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid
33.0.2M Ammonium hlorid, 0.01 M Mg chlorid
34. 0.1 M Kaliumchlorid, 0.005 M Mg sulfat
35.0.1 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid

36. 0.1 M Kaliumchlorid, 0.01 M Cachlorid

37. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.025 M Mg sulfat
38.0.2 M Kaliumacetat, 0.15 M Mg acetat

39. 0.1 M Ammoniumacetat, 0.02 M Mg chlorid
40. 0.01 M Magnesiumchlorid

41. 0.1 M Kaliumchlorid, 0.015 M Mg chlorid
42.0.01 M Magnesiumchlorid

43. 0.05 M Ammoniumacetat, 0.01 M Mg chlorid
44. 0.2 M Kaliumchlorid, 0.05 M Mg chlorid

45. 0.025 M Magnesiumsulfat

46. 0.005 M Magnesiumsulfat

47.0.1 M Kaliumchlorid, 0.01 M Mg chlorid

48. 0.2 M Ammoniumchlorid, 0.01 M Cachlorid

28.0.05M NaHEPESpH 7.0
29.0.05M NaHEPESpH 7.0
30. 0.05 M NaHEPES pH 7.0
31.0.05M NaHEPESpH 7.0
32.0.05M NaHEPES pH 7.0
33.0.05M NaHEPESpH 7.0
34.0.05M NaHEPES pH 7.0
35.0.05M NaHEPES pH 7.0
36.0.05M NaHEPES pH 7.0
37.0.05M NaHEPESpH 7.0
38.0.05M NaHEPES pH 7.0
39.0.05M NaHEPESpH 7.0
40. 0.05M TrisHCI pH 7.5
41.0.05M TrisHCI pH 7.5
42.0.05M TrisHCI pH 7.5
43.0.05M TrisHCI pH 7.5
44.0.05M TrisHCI pH 7.5
45.0.05M TrisHCI pH 8.5
46. 0.05M TrisHCI pH 8.5
47.0.05M TrisHCI pH 8.5
48. 0.05M TrisHCI pH 8.5

28.1.6 M Lithiumsulfat

29.4.0 M Lithiumchlorid

30. 1.6 M Ammoniumsulfat

31. 25% v/v PEG Monomethylether 550
32. 20% wi/v 1,6 Hexandiol

33. 30% wi/v 1,6 Hexandiol

34. 15% v/v 2-Methyl-2,4-pentandiol
35. 5% v/v PEG 400

36. 10% v/v PEG 400

37. 20% v/v PEG 200

38. 5% w/v PEG 4000

39. 5% w/v PEG 8000

40. 1.6 M Ammoniumsulfat

41. 10% v/iv PEG Monomethylether 550
42. 5% vlv iso-Propanol

43. 10% v/v 2-Methyl-2,4-pentandiol
44. 10% wiv PEG 4000

45. 1.8 M Ammoniumsulfat

46. 35% wiv 1,6 Hexandiol

47. 30% v/v PEG 400

48. 30% wiv PEG 4000

Ausgehend von den Kristallisationsbedingungen, bel denen die ersten Kristalle des ternéren
Komplexes erhalten wurden, wurden diese Bedingungen weiter optimiert. Dazu wurden die
folgenden Parameter variiert:

pH-Wert

Fallungsmittel-, Salz- und Pufferkonzentration

Temperatur

Animpfen
wurden ca 3600 Kristallisationsansédtze

Insgesamt durchgefuhrt, um die

Kristallisationsbedingungen zu optimieren, die fur die Herstellung von messbaren Kristallen
des ternéren Komplexes aus M-Taqgl, DNA und AETA nétig waren.

Die Herstellung der Kristalle des bindgren Komplexes aus M-Tagl und AETA bedurfte nur

kleinerer Optimierungen, da im wesentlichen die Bedingungen, die fir den bindren Komplex

aus M-Tagl und AdoMet (Schluckebier et al., 1997) bekannt waren, Ubernommen wurden.
Die Kristalle des bindren und terndren Komplexes wurden bei einer Temperatur von 20 °C
erhalten. Dabei wurden 2 pl Proteinlésung und 2 pl Reservoirlésung zu einen Tropfen
gemischt. Fur die Herstellung der Kristalle des bindren Komplexes aus M Tagl und AETA,

die zur Strukturbestimmung e ngesetzt wurden, sind folgende L 6sungen eingesetzt worden:

Proteinl Gsung: M Taql (75 pM)
PH13(T,T) (100 pM)
NaCl (300 mM)
Tris/HCI pH 7,3 (100 mM)
AETA (250 pM)

Reservoirldsung: NaCl (50 mM)
Tris/HCI pH 7,3 (50 mM)
PEG 6000 (13 % wiv)
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Fir die Herstellung der Kristalle des terndren Komplexes aus M Tagl, DNA und AETA, die

zur Strukturbestimmung eingesetzt wurden, sind folgende optimierte Losungen eingesetzt

worden:

Proteinl Gsung: M Taql (75 pM)
010/U10 (100 pMm)
NaCl (300 mM)
Tris/HCI pH 7,3 (10 mM)
AETA (2 mM)

Reservoirldsung: KCI (100 mMm)
MgCl, (25 mM)
NaCacodylat pH 6,0 (50 mM)
| sopropanol (15 %)

Die Kristalle beider Komplexe wuchsen innerhalb von 1-2 Tagen. Grosse Kristalle des
terndren Komplexes konnten nur durch Animpfen (microseeding) mit bereits erhaltenen
kleineren Kristallen geziichtet werden. Dazu wurde ein Tropfen mit geeigneten Kristallen des
ternaren Komplexes ausgewdahlt und diese mit einem Skalpell in moglichst kleine
Bruchstlicke zerkleinert. Durch diese Ldsung wurde dann ein Haar gezogen, an welchem die
Impfkristalle hdngenblieben. Diese Haar wurde dann durch den frisch hergestellten Tropfen
gezogen, in dem neue Kristalle des ternéren Komplexes wachsen sollten.

3.6 Kristallmontage
Die Kristalle beider Komplexe wurden ausschliesslich unter Cryo-Bedingungen vermessen.
Bevor der Kristall in flussigen Stickstoff Gberfihrt wurde, mussten Bedingungen
ausgearbeitet werden, die fur die Cryo-Messung geeignet sind. Der Kristall musste in einer
L6sung eingefroren werden, die zum einen den Kristall nicht zerstdrt und zum anderen
glasartig gefriert. Dazu wurden verschiedene Losungsmittel in  unterschiedlichen
Verhdtnissen mit der Mutterlauge gemischt. Mit Hilfe einer kleinen Schleife wurden die
Mischungen in flissigen Stickstoff getaucht. Dieser Prozess wurde unter dem Mikroskop
beobachtet. Ziel war es, eine Mischung auszuwéhlen, die den hdchsten Antell an Mutterlauge
besitzt und glasartig gefriert. Fur das Einfrieren der Kristalle des bindaren und ternaren
Komplexes wurde folgende L 6sung gewahlt:
Cryolosung: PEG 6000 12 % wiv

NaCl 200 mM
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Tris'HCI pH 7,3 100 mM

Glycerin 17,1 %vlv
Der zu vermessende Kristall wurde mit Hilfe einer Schleife, die an einem
Goniometerkopfaufsatz befestigt ist, direkt aus der Mutterlauge in die Cryo-Ldsung getaucht.
Von dort wurde er mit der Schleife in flussigen Stickstoff Uberfthrt. Dann wurde der
Goniometerkopfaufsatz mit der Schleife und dem darin eingefrorenen Kristall auf den

Goniometerkopf plaziert und in einem Stickstoffstrom bei -173°C vermessen.

3.7 Aufnahmeder Rontgendiffraktionsdaten

Der Kristall des bindaren Komplexes aus M-Tagl und AETA wurde an der Beamline BW6 am
Deutschen Elektronensynchrotron (DESY) in Hamburg bei einer Wellenldnge von 1,0500 A
vermessen. Die Detektion der Reflexe erfolgte mit einem Phosphor-Bildplatten- (Image-
Plate-) Detektor. Fir die Strukturanalyse des Kristalls aus M- Tagl, DNA und AETA wurde
monochromatisierte-Cu-K; -Rontgenstrahlung (I = 1,5405 A) verwendet. Diese wurde von
einem Rontgengenerator mit rotierender Anode erzeugt, der mit 45 kV bei 100 mA betrieben
wurde. Die Detektion der Reflexe wurde mit einem Phosphor-Bildplatten- (Image-Plate-)
Detektor durchgefihrt.
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