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Radikalpendelmechanismus in einem Protein:
Kontrolle des Alkylradikaltransfers durch
Ribose-Pseudorotation in der Coenzym-B,,-
abhingigen Glutamatmutase™*

Karl Gruber,* Riikka Reitzer und Christoph Kratky

Enzymatische Reaktionen mit organischen Radikalen als
Zwischenprodukten sind relativ selten und treten insbeson-
dere dann auf, wenn alternative (heterolytische) Reaktions-
wege zu hohe Aktivierungsenergien erfordern wiirden. Dies
ist beispielsweise bei Reaktionen an nichtaktivierten Kohlen-
stoffatomen der Fall.ll Aufgrund ihrer hohen und unspezifi-
schen Reaktivitdt muss das Protein mit radikalischen Zwi-
schenprodukten sorgsam umgehen, um Nebenreaktionen zu
unterdriicken, die zur Inaktivierung oder Zerstérung des
Enzyms, zur Bildung unerwiinschter Nebenprodukte oder zur
Freisetzung zelltoxischer Radikale fithren konnten. Sobald
ein hochreaktives radikalisches Intermediat gebildet ist,
besteht die vordringliche Aufgabe des Enzyms weniger in
der Beschleunigung nachfolgender Reaktionsschritte als viel-
mehr in deren Steuerung in die Richtung des gewiinschten
Produkts. Dies bildet den Kern des von Rétey vorgeschlage-
nen Konzepts der ,,negativen Katalyse*“.[

Es ist seit vielen Jahren bekannt, dass im katalytischen
Cyclus Coenzym-B,,-abhiingiger EnzymeP?! (Schema 1a) ein
5’-Desoxyadenosylradikal (Ado) die zentrale Rolle spielt,
welches durch die substratinduzierte Co-C-Bindungshomoly-
se des Cofaktors gebildet wird.* Diese Enzymklasse ist daher
ein besonders gutes Beispiel fiir die Nutzung eines organi-
schen Radikals im Verlauf einer enzymkatalysierten Reak-
tion.

Das durch Co-C-Bindungshomolyse gebildete Ado-Radi-
kal abstrahiert im nichsten Reaktionsschritt ein Wasserstoff-
atom vom Substrat. Wihrend die Wasserstoffabstraktion in
einigen Fillen (z.B. in Ribonucleotid-Reduktasen) iiber die
intermedidre Bildung eines proteingebundenen Thiylradikals
erfolgt, wird fiir die Mehrheit der Coenzym-B,,-abhéngigen
Enzyme eine direkte Wechselwirkung zwischen dem Ado-
Radikal und dem Substrat angenommen. Diese ersten Reak-
tionsschritte sind in allen Coenzym-B,-abhingigen Enzymen
zumindest konzeptionell dhnlich. Grofle Unterschiede beste-
hen allerdings in der nachfolgenden Umwandlung des Sub-
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Schema 1. a) Strukturformeln einiger Vitamin-B,,-Derivative: 5-Des-
oxyadenosylcobalamin (Coenzym B,,, R =5"-Desoxyadenosyl~), Methyl-
cobalamin (R=CH;"), Cyanocobalamin (Vitamin B,,, R=CN~) und
Cob(i)alamin (B,,, R=e"). Die Strukturformeln geben die Konstitution
des Cofaktors in Losung wieder. Durch die Bindung an die Glutamatmu-
tase wird die Dimethylbenzimidazol-Base durch den Imidazolring einer
Histidinseitenkette des Proteins ersetzt. b) Die durch das Enzym Gluta-
matmutase katalysierte Reaktion.

stratradikals zum Produktradikal, obwohl sich auch hier
mechanistische Ahnlichkeiten abzeichnen.!”!

Eine bislang ungeloste Frage betrifft die Kopplung der Co-
C-Bindungshomolyse mit der Bindung des Substrats an das
Enzym. Fiir die Methylmalonyl-CoA-Mutasel” ® wurde eine
kristallographisch nachgewiesene substratinduzierte Konfor-
mationsdnderung des Proteins dafiir verantwortlich gemacht.
Von gleicher Wichtigkeit fiir den Katalysemechanismus ist
der ,sichere“ Transfer des hochreaktiven Cs-Methylenradi-
kals vom Cobaltzentrum zum Substrat (Schema 2). Ergebnis-
se von Struktur-7 % 1%l uynd EPR-Untersuchungen'*3 zeigen,
dass der Reaktionspartner fiir dieses Radikal 6-8 A vom
Cobaltatom entfernt ist, wobei man aus kinetischen Daten
weill, dass das Ado-Radikal wihrend der Reaktion nur als
extrem kurzlebiges Intermediat auftritt.'* 1]

Die Coenzym-B,,-abhingige Glutamatmutase katalysiert
die reversible Umwandlung von (S)-Glutamat in (25,35)-3-
Methylaspartat (Schema 1b). Vor kurzem wurde die drei-
dimensionale Struktur des Enzyms aus Clostridium cochlea-
rium in unserem Arbeitskreis bestimmt, wobei die kristallo-
graphischen Untersuchungen zunichst mit inaktivem Enzym,
rekonstituiert mit Cyanocobalamin (Vitamin B,,) sowie Me-
thylcobalamin (Schema 1a), durchgefiihrt wurden.! Im Fol-
genden berichten wir nun iiber die Aufkldarung der Kristall-
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Schema 2. Schematische Darstellung der ersten Schritte der von Glutamatmutase katalysierten Reaktionssequenz: a) der B,,-Cofaktor ohne Substrat;
b) die Substratbindung induziert durch sterische Spannung die Homolyse der Co-C-Bindung des Cofaktors; ¢) nach der Homolyse wird das 5'-Ende des Ado-
Radikals zum Substrat transportiert; d) die Abstraktion eines Wasserstoffatoms vom Substrat durch das Ado-Radikal fithrt zur Bildung eines
4-Glutamylradikals und eines proteinassoziierten 5'-Desoxyadenosinmolekiils.

struktur von aktiver Glutamatmutase mit 5'-
Desoxyadenosylcobalamin  (Coenzym By,,
Schema 1a) als Cofaktor und in Anwesen-
heit des Substrates Glutamat.

Das im vorliegenden Zusammenhang be-
deutsamste Merkmal dieser Struktur besteht
in einer ausgedehnten Elektronendichte
oberhalb der ,,oberen“ f5-Seite des Corrin-
rings, welche eindeutig der Ado-Gruppe
zugeordnet werden kann (Abbildung 1a).
Um diese Dichte im Bereich der Ribose
zufrieden stellend zu modellieren, muss al-
lerdings eine Uberlagerung zweier Spezies
angenommen werden: In Spezies A liegt die
Riboseeinheit in einer C,-endo-, in Spezies B
in einer Cy-endo-Konformation vor. Dartiber
hinaus sind die beiden Konformere geringfii-
gig gegeneinander verschoben und weisen
einen um ca. 25° unterschiedlichen Torsions-
winkel um die glycosidische Bindung auf.
Daraus ergibt sich ein Abstand zwischen den
5’-Kohlenstoffatomen der beiden Konforme-
re von 1.7A. In dem von uns zunichst
untersuchten Kristall betragt das Verhéltnis
der Besetzungsfaktoren der Konformationen
A und B ca. 40:60, wir haben aber seither in
weiteren Kristallen unterschiedliche relative
Besetzungen feststellen konnen. Obwohl das
Enzym aus Glutamatpuffer kristallisiert wur-
de, weist die experimentelle Dichte eindeutig
darauf hin, dass ein GroBteil des Glutamats
in Methylaspartat umgewandelt wurde (Ab-
bildung 1b).

Der Abstand zwischen dem 5'-Kohlen-
stoffatom und dem Cobaltatom des Cofak-
tors unterscheidet sich bei den beiden Kon-
formeren stark (3.1-3.2 A fiir A und unge-
fihr 4.5 A fiir B). Wihrend das Cs-Atom des
Konformers A direkt iiber dem Metallzent-
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Abbildung 1. a) Experimentelle Differenzelektronendichte fiir den Ado-Liganden. Das verfei-
nerte Modell fiir das Konformer A ist orangefarben dargestellt, das des Konformers B violett.
Der B-Wert fiir den Ado-Liganden ihnelt mit 12 A2 dem Wert von 8 A2, welcher als Mittelwert
fir Atome in der niheren Umgebung (innerhalb von 6 A) erhalten wurde. Die groBten
Positionsinderungen zwischen den beiden Konformeren ergeben sich fiir die Atome O, (1.7 A),
0y (29 A), Cy (1.3 A) und Cy (1.7 A). Die Positionen der restlichen Atome der Ado-Gruppe
unterscheiden sich jeweils um weniger als 0.6 A. b) Experimentelle Differenzelektronendichte in
der Substratbindungsstelle. Das verfeinerte Modell fiir Glutamat ist violett dargestellt, das fiir
Methylaspartat orange. Die verfeinerten relativen Besetzungszahlen betrugen 30 % fiir Glutamat
und 70 % fiir Methylaspartat bei einem mittleren B-Wert von 7 A2 Die Elektronendichten (F, —
F., 30) in a) und b) wurden nach dem ersten Verfeinerungscyclus (ohne Hinzunahme des Ado-
Liganden und des Substrates) berechnet. Die Abbildungen1 und 2 wurden mit Hilfe der
Programme Molscript®! und Raster3DP¥ erstellt.
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Abbildung 2. Stereobilder der Cofaktor- und Substratbindungsstelle und der jeweiligen Wechselwir-
kungen der Konformere A (a) und B (b) des Ado-Liganden. Farbkodierung fiir die Kohlenstoffatome:
Hauptkette des Proteins: weil3; Seitenketten: hellgrau; Ado-Gruppe: orange bzw. violett; Corrinring:
gelb; Substrat (Glutamat): hellblau. Stickstoff- und Sauerstoffatome sind blau bzw. rot dargestellt.
Wasserstoffbriicken sind durch kleine griine Kugeln wiedergegeben, die Wechselwirkungen zwischen
dem Cy-Atom der Ribose und dem Cofaktor (a) sowie dem Substrat (b) durch orangefarbene bzw.
violette. Die Aminosdurereste Glu330 und Lys326 sind durch Sterne markiert.

rum liegt (Abbildung 2a), ist jenes von B in Richtung der
Substratbindungsstelle verschoben (Abbildung2b). Dabei
ndhert es sich bis auf den van-der-Waals-Abstand an das
Substrat an. Das Konformer B ist somit in einer idealen
Position fiir den Austausch eines Wasserstoffatoms mit dem
Substrat.

Die Wechselwirkung der Ado-Gruppe mit dem Protein ist
in beiden Konformeren sehr dhnlich und umfasst Wasser-
stoffbriicken vom Adenin zu Hauptketten-Carbonylatomen,
zur c-Acetamidseitenkette des Cofaktors und zu zwei Wasser-
molekiilen (Abbildung 2). Des Weiteren bilden die Ribose-
Hydroxygruppen Wasserstoffbriicken zu den Seitenketten der
Aminosduren Glu330 und Lys326 sowie zu einem Wasser-
molekiil. Diese Wasserstoffbriickennetze der beiden Kon-
formere unterscheiden sich geringfiigig voneinander (Abbil-
dung 2).

Es gibt mehrere Moglichkeiten, wie der kristallographische
Befund zweier Ado-Spezies interpretiert werden konnte. Am
Naichsten liegt die Annahme, dass es sich bei den beiden
Spezies um Zwischenprodukte entlang des von der Gluta-
matmutase katalysierten Reaktionsweges handelt. Wenn
diese Interpretation stimmt, wire Spezies A ein aktiviertes
Cofaktormolekiil mit einer enorm gespannten (3.2 A langen)
Co-C-Bindung (Schema2b) und Spezies B ein 5'-Desoxy-
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adenosin, das aus dem Ado-Radikal
durch Abstraktion eines Wasserstoff-
atoms vom Substrat gebildet wurde
(Schema 2¢).l1f

Unabhéngig von den Details der
Interpretation deuten die beiden beob-
achteten Spezies auf einen Mechanis-
mus hin, der einen sicheren und den-
noch energetisch unaufwindigen Trans-
port des Cs-Kohlenstoffradikalatoms
vom Cobaltzentrum zum Substrat er-
moglicht: Die Pseudorotation des Ri-
boseringes zwischen den beiden Kon-
formationen minimaler Energie (C,-
endo und Cj-endo) ist dafiir bekannt,
dass sie eine extrem niedrige Barriere
aufweist.'”l Gleichzeitig schriinkt sie
die Trajektorie des Cs-Atoms jedoch
stark ein und gibt klar definierte End-
punkte vor, da Position und Orientie-
rung des Riboseringes durch Wasser-
stoffbriicken zu den Seitenketten von
Glu330 und Lys 326 fixiert sind (Abbil-
dung 2). Wir meinen, dass dieser Be-
fund ein perfektes Beispiel fiir das
Konzept der ,,negativen Katalyse* ist,
wonach Enzyme die Beweglichkeit
hochenergetischer Zwischenprodukte
in engen Grenzen halten miissen, um
desaktivierende Nebenreaktionen zu
verhindern.?

Der hier vorgeschlagene Radikal-
pendelmechanismus liegt mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch in der Coen-
zym-B,-abhingigen = Methylmalonyl-
CoA-Mutase vor, fiir die das Konzept der negativen Kata-
lyse® urspriinglich formuliert wurde. Sowohl die Struktur des
aktiven Zentrums dieses Enzyms (einschlieBlich des kon-
servierten Glutamats) als auch die relative Anordnung von
Cofaktor und Substrat!” ' dhneln sehr den Verhiltnissen in
Glutamatmutase. Zukiinftige Untersuchungen werden zei-
gen, welche anderen Coenzym-B,,-abhidngigen Enzyme das
Radikaltransferproblem auf &hnliche Weise geldst haben.['’]

Experimentelles

Rekombinante Glutamatmutase aus Clostridium cochlearium wurde iiber-
exprimiert, mit 5'-Desoxyadenosylcobalamin im Uberschuss rekonstituiert
und gereinigt.’] Mit Hilfe der Sitting-drop-Methode erhielten wir Kristalle
mit Abmessungen von bis zu 0.2 x 0.2 x 0.05 mm. In den Kristallisations-
ansitzen wurden jeweils 4 uL Proteinlosung (3.5 mgmL~' Glutamatmuta-
se, 0.5 mgmL~! Coenzym B,,, 2 mm CdCl,) mit 4 pL. Reservoirlgsung (6 %
(w/v) PEG-4000 in 0.1M Na-(S)-Glutamat-Losung, pH 4.5) vermischt und
gegen die Reservoirlosung dquilibriert. Alle Reinigungs- und Kristallisa-
tionsschritte wurden unter Rotlicht durchgefiihrt, um den photolytischen
Abbau des Cofaktors zu verhindern. Diese Vorsichtsmanahme wurde erst
gelockert, nachdem die Kristalle eingefroren waren.

Die Streudaten wurden an einem schockgefrorenen Kristall (nach vor-
heriger Zugabe von 30 % Glycerin als Gefrierschutzmittel) an der EMBL-
Beamline BW7B (1=0.8439 A) am DESY in Hamburg gemessen. Die
Datenreduktion erfolgte mit den Programmen DENZO und SCALE-
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PACK.®! Als Startmodell wurden die Koordinaten der mit Cyanocob-
alamin rekonstituierten Glutamatmutase (PDB-Code 1CCW)P! nach
vorhergehender Entfernung der Losungsmittel-, Cofaktor- und Substrata-
tome gewihlt. Nach einer Rigid-body-Verfeinerung wurde eine stark
ausgeprigte Differenzelektronendichte fiir den Cofaktor (inklusive dem
Ado-Liganden) sowie fiir das Substrat erhalten. Das nach Modellierung
von Cofaktor und Substrat vervollstindigte Modell wurde mit dem
Programm SHELXL-972! weiter verfeinert.”) Details der Strukturauf-
klarung sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Koordinaten wurden in der
Protein Data Bank unter dem Eintrag 119C hinterlegt.

Tabelle 1. Kristallstrukturdaten.

Raumgruppe
Zellkonstanten

T

Auflosung

Zahl gemessener Reflexel?]

Zahl unabhingiger Reflexel?!

Anteil der von den theoretisch moglichen
Reflexen erhaltenenl®

mittlerer I/o,-Wert?]

Rbym[ﬂ]

Anteil der Reflexe mit > 20/

Zahl der Proteinatome

Zahl der Losungsmittelmolekiile (H,O)
Zahl der B,,-Cofaktor- und Substratatome
R b

cryst

P2,
a=643 A
b=1131A
c=1084 A
B=96.0°
—170°C
30-1.9 A
555148 (30037)
121680 (8102)
99.9% (100%)

18.4 (5.0)

0.073 (0.281)
92.1% (91.4%)
9738

1258

294

0.168 (0.157)

Ry [P 0.221 (0.201)
mittlere B-Werte:

Protein 12 A?
Losungsmittel 24 A2
B,,-Cofaktor, Substrat 9 A2

[a] Der Wert in Klammern bezieht sich auf die Schale mit der hochsten
Auflosung (1.94-1.90 A). [b] Der Wert in Klammern bezieht sich auf
Reflexe mit /> 20,. [c] Berechnet fiir 5% zufillig ausgewihlte Reflexe.??!
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Ortsspezifische Auflosung von
Calciumphosphat mit Polymeren:
»»Schnitzen auf der Nanoskala‘ **

Anna Peytcheva und Markus Antonietti*

In biologischen mineralisierten Systemen fiithrt das Zusam-
menwirken einer anorganischen Kristallphase und einer
organischen Matrix zu auflergewohnlichen neuen Materia-
lien, und zwar sowohl was das Aussehen als auch was die
Materialeigenschaften betrifft."? Es sind 60 Mineralien
bekannt, die von lebenden Organismen ,,verarbeitet* werden,
am hiufigsten kommen Calciumcarbonat, Calciumphosphat
und wasserhaltiges, amorphes Siliciumdioxid vor. Daraus
bilden sich z.B. Schuppen, Stacheln, Muschelschalen oder
das Skelett. Die Mineralien kristallisieren gewohnlich in einer
Matrix aus Proteinen oder Polysacchariden, die gleichzeitig
verschiedene Funktionen wahrnimmt: So werden Form und
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