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Quercetin-2,4-Dioxygenase aktiviert Sauerstoff in einem ,,side-on*¢

gebundenen O,-Ni-Komplex

Jae-Hun Jeoung, Dimitrios Nianios, Susanne Fetzner und Holger Dobbek*

Abstract: Die Quercetin-2,4-Dioxygenase (Quercetinase) von
Streptomyces nutzt Nickel als Kofaktor, um die oxidative
Spaltung des Flavonols Quercetin zu katalysieren. Wie dieses
ungewohnliche Metall im aktiven Zentrum die Katalyse und
Sauerstoffaktivierung unterstiitzt, ist unklar. Wir stellen Kris-
tallstrukturen der Ni-Quercetinase in drei verschiedenen Zu-
standen vor, die direkte Einblicke geben, wie Quercetin und O,
am Ni**-Ion aktiviert werden. Ni** wird in allen drei Zustdin-
den durch drei Histidin-Reste und einen Glutamat-Rest (E7)
koordiniert. Wenn Quercetin bindet, ersetzt es einen Wasserli-
ganden am Nickel und wird durch eine kurze Wasserstoff-
briicke zu E” stabilisiert, dessen Carboxylat-Gruppe sich um
90° dreht. Diese Konformationsinderung schwicht die Wech-
selwirkung zwischen Nickel und dem verbleibenden Wasserli-
ganden und bereitet eine Koordinationsstelle am Nickel zur
Bindung von O, vor. O, bindet ,,side-on* an das Ni**-Ion und
steht senkrecht zu den C2-C3- und C3-C4-Bindungen des
Quercetins, die in den folgenden Schritten gespalten werden.

Zersetzende Pflanzenteile und die Exsudate von Wurzeln
und Blittern setzen Quercetin (3,5,7,3',4’-Pentahydroxyfla-
von, kurz QUE) und andere Flavonoide frei,l die von Bo-
denmikroorganismen, filamentdsen Pilzen und Bakterien
katabolisiert oder detoxifiziert werden.”! Der aerobe mikro-
bielle Abbau von QUE beginnt mit der 2,4-dioxygenolyti-
schen Spaltung von QUE zur 2-Protocatechuoylphlorogluci-
nol-Carbonsiure (ein Depsid) und Kohlenmonoxid, kataly-
siert durch die Quercetin-2,4-Dioxygenase (Quercetinase,
QueD).

QueDs gehoren zur Cupin-Superfamilie, deren Mitglie-
dern eine charakteristische B-Fass-Struktur eigen ist. QueDs
nutzen ein konserviertes 3-His-1-Glu Motiv zur Bindung
eines fiir ihre Funktion essentiellen Metallions.”) Wihrend
QueDs aus Pilzen Cu-abhingig sind, zeigen bakterielle
QueDs mit verschiedenen promiskuitiv gebundenen Metallen
unterschiedlich hohe Aktivitdten. Die Strukturen von QueDs
aus Aspergillus japonicus (QueD?™) und Bacillus subtilis
(QueD™) wurden bereits in An- und Abwesenheit von QUE
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und Inhibitoren bestimmt.”! Trotzdem blieb es offen wie
QueDs O, aktivieren: entweder reagiert QUE direkt mit O,,
wobei das Metallion nur die reaktivere anionische Form von
QUIE stabilisiert, oder O, wird durch Bindung an das Metall
im aktiven Zentrum aktiviert.®”) Reaktionsmechanismen
ohne direkte Bindung von O, an Nickel sind aus verschiede-
nen Griinden attraktiv: QUE kann mit O, spontan reagieren,
d.h. eine Aktivierung von O, an einem Metall erscheint un-
notig;® anorganische Metallkomplexe, die die Zersetzung
von QUE mit O, katalysieren, benétigen keine offenen Ko-
ordinationsstellen am Metall;” Kofaktor-unabhingige Di-
oxygenasen®® katalysieren die Spaltung bestimmter hetero-
aromatischer Ringe mit O, ohne Metall; und die Anwesen-
heit verschiedener Metalle in den unterschiedlichen QueDs
deutet darauf hin, dass die individuellen Eigenschaften des
jeweiligen Metalls fiir die Katalyse unbedeutend sind.!

Wir haben die Quercetinase des Streptomyces-sp.-Stam-
mes FLA (QueD™#*) untersucht, die sich von den strukturell-
charakterisierten Bicupin-QueDs durch ihre Monocupin-
Faltung und das Metall im aktiven Zentrum unterscheidet.””)
QueD'™* zeigt hochste Aktivitiat mit Ni**, einem fiir Dioxy-
genasen ungewohnlichen Kofaktor, aber andere zweiwertige
d-Block-Metalle, wie Co®*, Mn>* und Fe?*, konnen Ni** er-
setzen, allerdings mit geringerer (Co*", Mn”") oder fehlender
(Fe*") katalytischer Aktivitit.1"

Ziel unserer Arbeit war es, die katalytische Funktion des
Ni-Ions in QueD™* zu bestimmen. Mithilfe eines kristallo-
graphischen Kiihleinfang-Ansatzes konnen wir zeigen wie
QUE Ni*' fiir die ,,Side-on“-Bindung von O, vorbereitet,
sodass O, mit QUE reagieren kann.

Wir haben die Kristallstruktur von QueD™* mittels Ni-
SAD-Phasierung gelost und die Struktur des Enzyms in drei
Zustdnden zu Auflosungen von 1.8 bis 2.15 A verfeinert
(Tabelle S1). QueD ist ein Dimer in Losung®! und liegt als
dicht gepacktes Homodimer in der asymmetrischen Einheit
(ASU) des Kiristalls vor (Abbildung 1a). Jedes Monomer
bildet die typische Monocupin (3-Fass-Struktur und bindet ein
Ni-Ton im aktiven Zentrum (ein Nickelion auf 180 Amino-
sdurereste). Der N-terminale -Strang des (-Fasses stammt
von einem Monomer, wihrend die verbleibenden elf {3-
Strdnge vom anderen Monomer stammen. Beide Monomere
sind sehr @hnlich und konnen mit einer mittleren quadrati-
schen Abweichung der Ca-Atome von 0.4 A iberlagert
werden. Das aus den zwei Monocupinen aufgebaute Ni-
QueDA-Dimer ist nahezu identisch mit den Bicupinen der
Cu- und Fe-haltigen QueDs mit einer mittleren quadratischen
Abweichung der Coa-Atome von 1.6-1.8A (Abbil-
dung S5 A).H]

Die Struktur des Ruhezustandes (freies E) haben wir bei
einer Auflésung von 1.8 A verfeinert (Tabelle S1). Das Ni-
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Abbildung 1. Kristallstruktur von Ni-QueD im Ruhezustand (freies E)
mit 1.80 A Auflésung. a) Struktur des Ni-QueD-Dimers. Das B-Fass
einer Untereinheit ist blau mit roten a-Helices gezeigt (rechtes Mole-
kil), wihrend die zweite Untereinheit griin dargestellt ist. Das schwar-
ze Oval in der Mitte des Dimers markiert die Position der zweizahligen
Achse. b) Koordination von Ni*" im Ruhezustand. SigmaA-gewichtete
2 Fops—Feae- und Fopo—Feyi,omit“-Elektronendichtekarten (blaues bzw.
griines Gitter) sind bei 1.5 und 4.0 o konturiert. Die Distanzen in allen
Abbildungen sind in Angstrom genannt. c) Oberflichendarstellung des
aktiven Zentrums um Ni*".

ckelion wird durch die Ne2-Atome dreier His-Reste (H%, H',
und H'?), syn-einzihnig durch Oel von E’ sowie zwei Was-
sermolekiile (W1 und W2) in einer verzerrt-oktaedrischen
Anordnung koordiniert (Abbildung 1b). Die Ni*'-Ligand-
Bindungslingen liegen bei 2.1-2.2 A, wie fiir Ni-Komplexe
typisch."! Das zweite Sauerstoffatom (Og2) von E” befindet
sich in Wasserstoffbriickendistanz zu W2 (2.6 A) und ist 3.4 A
vom Ni-Ion entfernt (,,Carboxylate-Out*“-Konformation).
Die Substratbindetasche ist offen, direkt zuginglich fiir Lo-
sungsmittelmolekiile und exponiert die Wasserliganden im
aktiven Zentrum (Abbildung 1 c). Die Koordination des Ni ist
dhnlich wie in der Acireducton-Dioxygenase.'” Die Struktur
des 3His-1Glu-Metallbindemotivs ist in allen QueDs hoch-
konserviert (Abbildung S5-B-D).>>"]

Die Kristallstruktur von Ni-QueD™* mit gebundenem
QUE (ES-Komplex) wurde bei einer Auflosung von 2.15 A
bestimmt (Abbildung 2 und Tabelle S1). Elf der zwolf Mole-
kiile in der ASU enthalten QUE mit einem Besetzungsgrad
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Abbildung 2. Struktur des ES-Komplexes bei 2.15 A. a) Bindung von
QUE an das Ni*"-lon. Die Struktur hat eine dhnliche Orientierung wie
in Abbildung 1b. b) Oberflichendarstellung des QUE-gebundenen akti-
ven Zentrums (gleiche Orientierung wie in Abbildung 1c). C-Atome
von QUE sind grau eingefirbt, andere Atome sind wie in Abbildung 1
eingefirbt. Die gewichtete 2 F . —F_,-Elektronendichtekarte (blaues
Gitter) und F,,,—F,c-omit-Differenzdichte (griines Gitter) sind bei 1.2
bzw. 3.5 okonturiert. Die ,,Omit“-Dichtekarte wurde unter Auslassung
von QUE und W2 berechnet.

von 70-90% und B-Faktoren von ca. 35 A’ (Tabelle S2).
QUE wird im aktiven Zentrum durch drei H-Briicken und
seine Koordination an Ni gehalten (Abbildungen 2 und S1 A)
und ist in Van-der-Waals-Distanz von hydrophoben Seiten-
ketten umgeben (Abbildung S1). QUE bindet iiber O3y in
trans zu H" an das Nickelion, wobei es den Wasserliganden
(W1) verdrédngt (Abbildung 2a). Details der Nickel-Umge-
bung sind in Tabelle S3 aufgefiihrt. Die Carboxylatgruppe von
E’ dreht sich um ca. 90° nach QUE-Bindung und bringt dabei
ihr Oe2-Atom in eine kurze Wasserstoffbriickendistanz
(2.5 A) zu O35, wobei sich auch die Distanz zwischen Og2
und Ni** von 3.4 A auf 2.9 A verringert (,,Carboxylate-In“-
Konformation). QUE ist an C2,yg leicht gebogen (~5°;
Tabelle S3). Wihrend die Bindungslangen der anderen Ni-
Liganden gleich bleiben, schwicht die QUE-Bindung die
Bindung zwischen Nickel und W2, wodurch sich die Bin-
dungslinge von 2.2 A auf 2.6 +0.1 A erhoht (n =11 in ASU).

Die Bindung von QUE induziert auch Konformations-
anderungen im aktiven Zentrum. Die QUE-Bindung verrin-
gert die Zugénglichkeit des aktiven Zentrums fiir Solvens-
molekiile (Abbildung 2b), da die Bewegungen von vier hy-
drophoben Resten (F*%, P, F'% und F'"), einer kleinen Helix
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(Deckel-Helix) und E* als ,, Tiirwichter* den Eingang zum
aktiven Zentrum verengen (Abbildungen 2b und S1-B).

Wir versetzten Kristalle des ES-Komplexes fiir 1-10 min
mit reinem Sauerstoff und haben reaktive Zustéinde durch
Tiefkiihlung stabilisiert. Die resultierenden Kristallstrukturen
wiesen eine lingliche Differenzdichte (F,,—F,,-Karte) am
Ni auf, wo im ES-Komplex der Wasserligand (W2) gebunden
war (Abbildung S2). Wir wiederholten die gleiche Behand-
lung zweimal und beobachteten dhnlich ldngliche Elektro-
nendichten. Wenn ES-Komplex-Kristalle ldnger als 10 min
mit Sauerstoff inkubiert wurden, enthielt das aktiven Zen-
trum wenig oder keine Elektronendichte fiir QUE, was auf
einen kompletten katalytischen Zyklus und die Riickkehr in
den freien E-Zustand hinweist.

Wir konnten die Kristallstruktur des ES-Komplexes mit
0, bei einer Auflosung von 1.82 A bestimmen (Tabelle S1).
Dabei zeigten zwei der zwolf Molekiile isomorphe, ldangliche,
positive Elektronendichte am Nickel (Ketten C und F) (Ab-
bildung 3), wobei die anderen Ketten die gleiche Struktur wie
im ES-Komplex hatten. Wurde O, in die lingliche Elektro-
nendichte modelliert, verschwand die Differenzdichte. Wenn
hingegen einatomige Modelle, wie ein einzelnes Sauerstoff-
atom, an der Stelle eingebaut wurden, z.B. W2 im ES-Kom-
plex, reichte dies nicht aus, und auch nach mehreren Verfei-
nerungszyklen verblieb zusitzliche positive Elektronendichte
neben dem modellierten Wasser (Abbildung S3). Das Modell
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mit O, wurde mit einer Besetzungszahl von mehr als 70 % und
B-Faktoren fiir die beiden Sauerstoffatome von 35 und 36 A2
verfeinert (Tabelle S2).

Sauerstoff bindet ,side-on“ an das Ni**-Ion und steht
senkrecht zur Ebene der drei QUE-Ringe. Beide Ni-O-Bin-
dungsldngen wurden zu 2.4 A verfeinert, was auf eine
schwache Wechselwirkung zwischen Ni und dem symmetrisch
»side-on“ gebundenen O, hinweist (Abbildung 3). Aufgrund
der Auflosung der Struktur (d,,;,, =1.82 A), musste die Olg,-
020,-Bindungslédnge fiir die Strukturverfeinerung vorgege-
ben werden. Dabei fiihrten Werte von 1.20 und 1.35 A zu
einer guten Ubereinstimmung mit der Elektronendichte
(siehe die Hintergrundinformationen). Olg, ist C24y nahe
(2.6 A). Durch die Bindung von O, hat sich der Biegewinkel
von QUE an C2 zu 7-8° erhoht (Abbildung S4). Die restliche
Umgebung des Nickelions dndert sich durch die O,-Bindung
nicht.

Unsere Strukturen unterstiitzen den folgenden Mecha-
nismus der Substrataktivierung durch Ni-QueD™* (Abbil-
dung 4): Im freien E-Zustand ist Nickel oktaedrisch koordi-
niert und trigt zwei Wasserliganden, von denen einer (W2)
zusétzlich durch eine kurze H-Bindung durch die ,,Carboxy-
late-Out“-Konformation von E’® stabilisiert wird (Abbil-
dung 4-I). Nach Bildung des ES-Komplexes, ersetzt die
O3que-Gruppe einen Wasserliganden am Ni*", und QUE
bindet einzihnig an Ni**, wobei eine zweizihnige Bindung

Abbildung 3. Struktur des O,-gebundenen ES-Komplexes bei 1.82 A (ES:0,-Komplex). a,b) ES:0,-Komplexstrukturen in den Ketten C und F. Die
01-02-Bindungslinge wurden in den beiden Ketten zu 1.30 A verfeinert. Nur die zwischen beiden Ketten variierenden Bindungslidngen sind in

Abbildung 3b zu sehen. SigmaA-gewichtete 2 Fy,

—F_,-Elektronendichtekarte (blaues Gitter) mit einem Konturierungsgrad von 1.5 o. Die griine,

gewichtete F,—F -, omit“-Differenzdichtekarte fiir QUE und O, ist bei 3.8 o konturiert und wurde nach Auslassung von QUE und O, berechnet.
Eine ,Simulated-annealing-omit“-Dichtekarte fiir Sauerstoff wurde bei 3.6 6 konturiert und orange eingeférbt.
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Abbildung 4. Strukturbasierter Reaktionsmechanismus: (1) Freier E-Zu-
stand. (II) ES-Komplex. (I1l) Prikatalytischer ES:0,-Komplex. Das Elek-
tron zur Reduktion von Sauerstoff zum Superoxid-Anion kann entwe-
der von Quercetin (wie gezeigt) oder Ni" kommen. (1V) Peroxydat-Zwi-
schenprodukt vor Einbau der beiden Sauerstoffatome. Mit einem Stern
markierte Wassermolekiile kennzeichnen die Stellen, an denen im
nichsten Schritt Substrat, QUE oder O,, bindet.

durch die Enge im aktiven Zentrum verhindert wird (W1,
Abbildung 4-11). Gleichzeitig dndert E™ seine Konformation
zu ,,Carboxylate-In“ und kann nun HO3qyg deprotonieren.
Die Bindung von QUE und die begleitende ,,Carboxylate-
In“-Bewegung von E” schwichen die Ni-Wasser-Bindung
und verlingern sie von 22 A zu 2.6 A (Abbildung 2a und
Abbildung 4-1T). Diese Bindungsschwichung ist wahrschein-
lich notwendig, um den Ligandenaustausch von W2 gegen das
nur schwach bindende O, zu gewihrleisten. Parallel ablau-
fende Konformationsdnderungen schiitzen nicht nur das
aktive Zentrum vor dem Solvens, sondern erzeugen auch
einen kleinen Kanal fiir die Diffusion von O, zur Bindestelle
am Ni*"-Ion (Abbildung 2b und Abbildung S1B). Sauerstoff
bindet dann ,side-on“ an Ni’" (Abbildung3 und Abbil-
dung 4-11I).

Der elektronische Zustand des Ni:QUE:0O,-Komplexes
bleibt unbestimmt. Superoxo- und Peroxo-Spezies konnen
anhand der O-O-Bindungsldngen unterschieden werden,
wobei kurze O-O-Bindungen in anorganischen Modellkom-
plexen mit ,,Side-on“-Ni"-Superoxo-Komplexen gefunden
werden (1.35 A),"** wohingegen Ni''-Peroxo-Komplexe O-
O-Bindungslidngen im Bereich von 1.4 A haben."” Die be-
obachtete O-O-Bindungslinge von bis zu 1.35 A im ES:0,-
Komplex von Ni-QueD™* wiirde daher sowohl zu einem
Sauerstoffmolekiil oder auch Superoxidanion am Ni passen.

Nach Bindung und Aktivierung beider Substrate miissen
der Angriff des aktivierten O, auf QUE sowie die Spaltung
der O-O- und C-C-Bindungen folgen.'*! Auf der Basis von
DFT-Rechnungen haben Siegbahn et al.'’l vorgeschlagen,
dass der energetisch giinstigere Reaktionsweg mit der Bil-
dung der C2-O- und C4-O-Bindung beginnt, woraufhin die O-
O- und die beiden C-C-Bindungen unter gleichzeitiger Frei-
setzung von CO und des Depsides gespalten werden (Abbil-
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dung 4-1V). Dieser Mechanismus wird auch durch unsere
Kristallstrukturen gestiitzt, in denen das Ni*-gebundene O,
sehr nahe an C2y (2.6 A) liegt, wobei die Uberlappung der
Van-der-Waals-Radien beider Atome darauf hindeutet, dass
geringe Bewegungen ausreichen, um die vorgeschlagenen
Ubergangszustinde zu erreichen und die Reaktionssequenz
auszulosen.!”!

Zusammenfassend gilt, dass beide Substrate fiir die fol-
gende Reaktion durch Ni*" aktiviert und ausgerichtet
werden: QUE durch Stabilisierung des deprotonierten, an-
ionischen Zustands und O, durch ,,Side-on“-Bindung und
wahrscheinlich durch eine Ein-Elektronen-Reduktion. Ins-
gesamt ist damit der Mechanismus von Ni-QueD™* #hnlicher
zu denen der Fe’'-abhingigen Dioxygenasen, wie Homo-
protocatechuat-Dioxygenase!'"® oder Homogentisat-Dioxy-
genase,”! und unterscheidet sich deutlich von demjenigen
Kofaktor-freier Dioxygenasen.®!
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