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Abstract: Einkernige Molybdoenzyme katalysieren eine Viel-
zahl von Redoxreaktion und sind in allen Reichen des Lebens
hoch konserviert. Dieser Artikel besch�ftigt sich mit der Frage,
wie der Molybd�n-Cofaktor (Moco) in die Apoform humaner
Sulfitoxidase (hSO) eingebaut wird. Hierbei wird ortsspezifi-
sche Spinmarkierung genutzt, um intramolekulare Abst�nde
im Nanometerbereich zu bestimmen. In vergleichenden Mes-
sungen an Holo- und Apoformen verschiedener Varianten von
hSO wurden Strukturunterschiede festgestellt, die auf eine
kurze Schleife (Reste 263–273) in der Moco-Dom�ne be-
schr�nkt sind. Eine Klappbewegung dieser Schleife ermçglicht
den Zugang zur Moco-Bindungstasche in der Apoform und
liefert eine mçgliche Erkl�rung fîr die zuvor beobachtete In-
vitro-Rekonstitution von Apo-hSO mit Moco. Ein solches
Bindungsmotiv kann in strukturell verwandten Molybdoen-
zymen in einer Reihe verschiedener Organismen identifiziert
werden, was auf einen gemeinsamen Mechanismus zum Moco-
Einbau schließen l�sst.

Molybdoenzyme erfîllen wesentliche Funktionen in vielen
verschiedenen Aspekten des zellul�ren Stoffwechsels.[1] Diese
Enzyme sind evolution�r stark konserviert und haben einen
Molybd�n-Cofaktor (Moco) gemeinsam. Humane SO (hSO),
die im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert ist,
katalysiert die Oxidation von Sulfit zu Sulfat, den letzten
Schritt im oxidativen Abbau schwefelhaltiger Aminos�uren
an seinem redoxaktiven Cofaktor (Moco). Sulfit ist ein star-
kes Nukleophil und kann als solches viele verschiedene
Zellkomponenten sch�digen, unter anderem Membranbe-
standteile und Sulfolipide.[1c] Fehlt SO, akkumuliert Sulfit im
Organismus und bewirkt besonders im Gehirn schwerwie-
gende Sch�digungen. Die entsprechenden Krankheiten, iso-
lierte Sulfitoxidase-Defizienz[2] oder Moco-Defizienz[3] sind

von sehr schnell verlaufender Neurodegeneration charakte-
risiert[4] und haben einen Tod in frîher Kindheit zur Folge.

In der Vergangenheit waren Molybdoenzyme Gegenstand
intensiver Forschung, um unter anderem die Biosynthese,[5]

die zellul�re Verteilung[6] und die Redoxchemie von Moco[7]

aufzukl�ren. Dennoch sind elementare Fragen wie die
strukturellen Konsequenzen des Moco-Insertionsmechanis-
mus in hSO nach wie vor ungekl�rt. Da hSO im Intermem-
branraum von Mitochondrien lokalisiert ist, stellen die
Translokation, die Faltung und der Cofaktor-Einbau in hSO
einen komplexen, mehrstufigen Reifungsprozess dar, der
stark reguliert ist.[8] Aufgrund seiner Instabilit�t wird es als
unwahrscheinlich angesehen, dass Moco in freier, nicht
proteingebundener Form in der Zelle existiert. Allerdings
konnten bislang noch keine Chaperone fîr Enzyme der Sul-
fitoxidase-Familie identifiziert werden. Daher existiert eine
Reihe von unbest�tigten Hypothesen fîr den Einbau von
Moco in hSO.[1c,9] Biochemische Arbeiten an SO und anderen
Molybdoenzymen schlagen vor, dass Moco als letzter Co-
faktor in grçßtenteils gefaltetes Apoenzym eingebaut wird.[10]

Diese Beobachtung erlaubt es, die strukturellen Details des
Insertionsschritts durch einen Vergleich von Apo- und Ho-
loform zu untersuchen.

Diese Arbeit hat sich die Aufkl�rung der strukturellen
Ursachen des Moco-Einbaumechanismus in hSO zum Ziel
gesetzt. Zu diesem Zweck soll ortsspezifische Spinmarkie-
rung („site-directed spin labeling“, SDSL) eingesetzt werden.
Humane SO ist ein Homodimer mit einem Molekulargewicht
von etwa 110 kDa. Jedes Monomer des Volll�ngenproteins
besteht aus drei Dom�nen, die als Moco-, H�m-bindende und
Dimerisierungsdom�ne bezeichnet werden. Die Struktur von
hSO wurde noch nicht bestimmt, allerdings konnte die Kris-
tallstruktur von stark homologer SO aus Hîhnerleber
(cSO)[11] (pdb: 1SOX, 67% identische Reste)[12] gelçst
werden. Ausgehend von der Struktur von cSO wurden ge-
eignete Positionen zur Detektion von Struktur�nderungen in
der Moco-Dom�ne ausgew�hlt. Zwischen Paaren von orts-
spezifisch eingefîhrten Spinmarkern der jeweiligen Holo-
und Apoproteinformen wurden Abstandsverteilungen mittels
gepulster Elektron-Elektron-Doppelresonanzspektroskopie
(PELDOR, auch: DEER) bestimmt und so nach Struktur-
unterschieden in Abwesenheit des Moco gesucht.[13] Die Er-
gebnisse zeigen die stark lokalisierte ønderung einer kurzen
Schleife (Reste 263–273 in hSO) in der Moco-Dom�ne. Die
beobachtete Klappbewegung der Schleife ermçglicht den
Zugang zur Moco-Bindungstasche von der Proteinoberfl�che
in der Apoform, w�hrend dieser in der Holoform blockiert ist.
Die Konservierung dieser Schleifenstruktur und des Moco-
Bindungsmotivs in einer Vielzahl von Molybdoenzymen
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(siehe Abbildung S12) deuten auf einen konservierten Me-
chanismus zum Moco-Einbau hin.

SDSL basiert îblicherweise auf der Markierung von Cy-
steinresten, was ein cysteinfreies Konstrukt erfordert, um das
Auftreten eines Hintergrundsignals, verursacht durch natives
Cystein, zu vermeiden. Dem cysteinfreien Konstrukt, das in
dieser Arbeit genutzt wurde, fehlte die H�m-Dom�ne von
hSO, weswegen es im Folgenden als hSOMD (hSO-Moco-
Dom�ne) bezeichnet wird. HSOMD zeigt auch nach Aus-
tausch der vier nichtessenziellen Cysteine Enzymaktivit�t.[14]

Außerdem wurden in allen hier untersuchten Konstrukten,
die ortsspezifisch eingebrachte Cysteine (an den Positionen
195, 235, 302, 217, 267, 341 und 353) enthielten, 70–90% der
Wildtyp-Aktivit�t bezîglich der Oxidation von Sulfit be-
stimmt, wenn der essenzielle Cysteinrest 207 ebenfalls ent-
halten war. Austausch von C207 gegen Serin resultierte in
einem inaktiven Enzym,[15] weil hier die Cystein-Schwefel-
Molybd�n-Bindung fehlt. Trotz fehlender Aktivit�t wiesen
alle Holo-SOMD-Varianten, denen das essenzielle C207
fehlte, in Untersuchungen mit ICP/OES (optische Emissi-
onsspektrometrie mittels induktiv gekoppelten Plasmas) eine
Molybd�nbeladung von 80 % auf, was dem Mo-Einbaugrad in
Wildtyp-SO entspricht.

Um die Vergleichbarkeit des cysteinfreien hSOMD-
Konstruktes mit dem Volll�ngen-Wildtyp-Protein (hSO) si-
cherzustellen, wurden mit N195[*] (a-Helix), R235 (b-Falt-
blatt) und R302 (Schleife) drei Positionen ausgew�hlt, die
sich auf verschiedenen Sekund�rstrukturelementen in der
Umgebung der Moco-Bindungstasche befinden. Als Grund-
lage dazu diente die cSO-Kristallstruktur (Abbildung 1). Um

nun Volll�ngen-SO mithilfe von SDSL zu untersuchen,
wurden Paare der nichtnatîrlichen Aminos�ure p-Acetyl-
phenylalanin (N195/R235pAcPhe, N195/R302pAcPhe und
R235/R302pAcPhe) in das Wildtyp-Enzym eingebracht. Die
Spinmarkierung dieser Varianten erfolgte durch eine spezi-
fische katalysierte Ketoxim-Kupplung.[16] Abstandsverteilun-
gen, die durch DEER-Experimente an hSO ermittelt wurden,

wurden mit Simulationen auf der Grundlage der cSO-Kris-
tallstruktur verglichen. Dazu wurde das PyMOL-Skript
„MtsslWizard“[17] genutzt, das den Konformationsraum ver-
schiedener Spinmarker unter Berîcksichtigung eines einfa-
chen Van-der-Waals-Modells berechnen kann. Fîr alle Mes-
sungen stimmten die mit der Software „DeerAnalysis2013“[18]

bestimmten Abstandsverteilungen gut mit den Erwartungen
auf Grundlage der cSO-Kristallstruktur îberein (Abbil-
dung S2). Dies ist auch fîr hSOMD-Varianten der Fall, die
nur die mit MTSSL-spinmarkierten Cystein an den gleichen
Positionen enthalten. Die Abstandsverteilungen enthalten
dabei Beitr�ge von Spin-Spin-Wechselwirkungen innerhalb
eines Monomers (intra) und zwischen zwei Monomer-Ein-
heiten (inter) des Homodimers. Die Simulationen erlauben
eine Unterscheidung zwischen diesen Beitr�gen, wobei si-
mulierte Intra-Monomer-Abst�nde in blau und simulierte
Inter-Monomer-Abst�nde in grîn dargestellt sind. Inter-Mo-
nomer-Abst�nde waren in den meisten F�llen zu groß, um in
den DEER-Experimenten exakt bestimmt zu werden, wes-
halb die Diskussion und die Analyse der Abstandsverteilun-
gen auf die Intra-Monomer-Abst�nde beschr�nkt wurden.
HSOMD, dem C207 fehlt, und das Volll�ngenprotein sind
folglich strukturell nicht von cSO in der untersuchten Region
zu unterscheiden. Daher kann das cysteinfreie Konstrukt
hSOMD (C207S) als Grundlage zur Untersuchung des Apo-
proteins verwendet werden. Dabei ist zu beachten, dass die
Ketoxim-Kupplung von Spinmarkern an Apoprotein-Vari-
anten, die die nichtnatîrliche Aminos�ure enthielten, auf-
grund der unzureichenden Stabilit�t des Apoproteins bei den
zu verwendenden Reaktionsbedingungen nicht mçglich war.

Die Messungen der Apoformen der hSOMD-Varianten
N195C/R235C, N195/R302C and R235/R302C zeigten keine
Ver�nderungen im Vergleich zu den Simulationen basierend
auf der cSO-Kristallstruktur (siehe Abbildung S3). Hier
wurden die Abstandsverteilungen aller Cystein-Varianten
sowohl mithilfe von „MtsslWizard“ als auch mit der Matlab-
Anwendung „MMM2013“ berechnet, wobei beide sehr �hn-
liche Resultate lieferten. Daher wird konstatiert, dass die
untersuchte Region in Abwesenheit des Cofaktors unver�n-
dert bleibt.

In einem n�chsten Schritt wurden die restlichen verblei-
benden Sekund�rstrukturelemente der Moco-Dom�ne un-
tersucht. Zu diesem Zweck wurden verschiedene MTSSL-
markierte Cysteinpaare erzeugt, die alle den Rest 302 als
Fixpunkt und zus�tzlich die Positionen 217, 267, 341 und 353
enthielten. Zus�tzlich wurden zwei Paare, die Rest 267 mit
den Resten 195 und 353 enthielten, hergestellt. All diese
Paare zeigten in den Simulationen Abst�nde im fîr DEER
zug�nglichen Bereich von 15–60 è.[13] Fîr alle Paare wurden
Abstandsverteilungen fîr Holo- und Apoprotein bestimmt.
In F�llen, in denen die Zeitspuren Modulationstiefen um 0.5
aufwiesen (z.B. die Holoform der Variante 195/267C, Abbil-
dung S5), mîssen Multispineffekte in Betracht gezogen
werden, die zu artifiziellen Beitr�gen in den Abstandsver-
teilungen („ghost-peaks“) fîhren kçnnen. Die Analyse der
Daten mithilfe des „Power-scaling“-Ansatzes,[19] der in
„DeerAnalysis2013“ implementiert ist, lieferte keine Anzei-
chen fîr solche „ghost-peaks“. Die Messungen der Paare 302–
217, 302–341 und 302–353 zeigten keine signifikanten Un-

Abbildung 1. Ausgew�hlte Positionen zur Spinmarkierung (Struktur
von cSO; pdb: 1SOX). Die Nummerierung entspricht den jeweiligen
Positionen in hSO (siehe Sequenz-Alignment in den Hintergrundinfor-
mationen).

[*] Die Nummerierung bezieht sich auf hSO. Das Sequenz-Alignment
zwischen hSO und cSO ist in den Hintergrundinformationen zu
finden.
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terschiede zwischen Holo- und Apoprotein-Proben. Dies ist
exemplarisch fîr letzteres in Abbildung 2A gezeigt (DEER-
Zeitspur, siehe Abbildung S4). Auf der Grundlage dieser
Ergebnisse kann gefolgert werden, dass die Struktur des un-
tersuchten Bereichs unver�ndert ist, wenn der Cofaktor nicht
vorhanden ist. Ein anderes Bild stellt sich fîr Paare dar, die
den Rest 267C enthalten.

Wenn etwa die Abstandsverteilungen von Apo- und Ho-
loprotein des Paares 195–267C in Abbildung 2B verglichen
werden, tritt fîr die Apoform neben schw�cheren Beitr�gen
zwischen 30 und 50 è ein neuer Peak bei kleineren Abst�n-
den auf. Dieser Beitrag ist bereits in der Zeitspur der Apo-
form zu erkennen, in der eine deutlich schnellere anf�ngliche
Abnahme der Echointensit�t festzustellen ist, die kleineren
Abst�nden zugeordnet werden kann. W�hrend der Inter-
Spin-Abstand zwischen den Resten 195 und 267 in der Apo-
form reduziert ist, werden fîr 267–302 (Abbildung 2C) grç-
ßere Abst�nde detektiert. In Kombination mit der Beobach-
tung, dass die Abstandsverteilungen fîr alle anderen unter-
suchten Paare nahezu unver�ndert sind, wird gefolgert, dass

die Schleife, die den Rest 267 enth�lt, eine Moco-abh�ngige
Strukturumlagerung erf�hrt. Hier muss angemerkt werden,
dass die Abstandsverteilung fîr das Paar 267-353 im Ver-
gleich zu den Simulationen basierend auf der cSO-Kristall-
struktur bereits fîr die Holoform verbreitert ist. Diese Be-
obachtung best�tigt rçntgenkristallographische Untersu-
chungen an einer Variante, der das essenzielle Cystein fehlt,
in denen fîr die Schleife, in der Position 353 positioniert ist,
fehlende Elektronendichte festgestellt wurde. Dies deutet auf
eine erhçhte Mobilit�t dieses Strukturelements hin (pdb:
3HBG).[20]

Die strukturellen Randbedingungen, die aus den Ab-
standsverteilungen ermittelt wurden, wurden genutzt, um die
Bewegung der Schleife, in der Position 267 liegt, zu be-
schreiben. Die durch DEER ermittelten Daten wurden fîr
die Berechnung eines Strukturmodells fîr das Apoprotein
mithilfe des „Elastic Network Model“(ENM)-Moduls der
Software „MMM2013.2“[21] verwendet.

Die fîr das Holoprotein bestimmten Abstandsverteilun-
gen stimmen gut mit den Simulationen anhand der cSO-
Kristallstruktur (pdb: 1SOX) îberein. Daher wurde diese
Struktur (ohne die H�m-Dom�ne) als Ausgangspunkt fîr den
Strukturîbergang genutzt. Die Abstandsinformationen
(mittlerer gewichteter Abstand und Breite der Verteilung,
siehe Tabelle 1) aus allen Cysteinpaaren des Apoproteins
wurden genutzt, um die in Abbildung 3A dargestellte

Struktur (orange) zu berechnen, die im Vergleich zur Kris-
tallstruktur (blau) dargestellt ist. Die mittlere quadratische
Abweichung der optimierten Struktur betr�gt 1.6 è, ein
Wert, der eine gute �bereinstimmung dokumentiert.[21a]

Die �berlagerung beider Modelle offenbart eine ausge-
pr�gte Bewegung der Schleife, die den Rest 267 beinhaltet
(rote Kugeln). Eine geringere Abweichung kann auch fîr die
Schleife, die den Rest 353 enth�lt (gelbe Kugeln), beobachtet
werden, w�hrend fîr die weiteren in die Messungen invol-
vierten Reste (graue Kugeln) keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt werden. Fîr die Bewegung der Schleife,
die Rest 353 enth�lt, ist, wie bereits diskutiert, von Struktur-
unterschieden, die durch den Austausch C207S verursacht
wurden, auszugehen.[20]

Die Analyse der DEER-Experimente an den SO-Apo-
protein-Proben mithilfe des ENM-Ansatzes offenbart in

Abbildung 2. Abstandsverteilungen fír Holo- (schwarz) und Apo-
protein-Proben (rot), die Cysteinpaare enthalten an den Positionen:
A) 302–353; B) 195–267 und C) 267–302. Farbige Fl�chen stellen Si-
mulationen basierend auf der Kristallstruktur von cSO dar (pdb:
1SOX), die mit dem PyMOL-Skript „Mtssl Wizard“ durchgefíhrt
wurden; Simulationen mithilfe des MMM-Softwarepakets sind in Ab-
bildung S8 gezeigt. Blau: Intra-Monomer-Abst�nde; grín: Inter-Mono-
mer-Abst�nde.

Tabelle 1: Abstandsinformationen fír die Berechnung des Struktur-
modells fír das Apoprotein durch den ENM-Ansatz aus den DEER-Ab-
standsverteilungen.

Markierte
Positionen

Gewichteter mittlerer
Abstand [ç]

Breite der
Verteilung [ç]

195/235 25.7 17.2
195/302 26.9 17.1
235/302 25.8 22.2
217/302 40.9 15.0
302/341 36.3 19.7
267/302 34.0 41.3
302/353 39.0 37.0
195/267 27.0 34.3
267/353 28.8 31.2
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Abwesenheit des Cofaktors eine Klappbewegung einer
kurzen Schleife, die aus den Resten 263–273 besteht, w�hrend
der Rest des Proteins nahezu unver�ndert bleibt. Dies stellt
den ersten experimentellen Nachweis fîr eine Struktur�nde-
rung zwischen Holo- und Apo-hSO dar und best�tigt eine
Hypothese von Hille et al., die die Bewegung eines Sekun-
d�rstrukturelements als Teil des Moco-Einbaumechanismus
fîr Arabidopsis thaliana vorschlugen.[1a] An dieser Stelle
sollte darauf hingewiesen werden, dass diese stark lokalisierte
Struktur�nderung verschieden ist von anderen bekannten
Protein-Cofaktor-Wechselwirkungen, die typischerweise in
umfassenden, weitreichenden Effekten bei Cofaktor-Bindung
(oder Entfernung) resultiert.[22] Ein Vergleich der Connolly-
Oberfl�che[23] von Holo- und Apoprotein ist in den Abbil-
dungen 3B bzw. C gezeigt. Es wird deutlich, dass die Klapp-
bewegung der Schleife in der Apoform den direkten Zugang
zur Moco-Bindungstasche von der Oberfl�che aus ermçg-
licht, w�hrend dieser Zugang in der Holoform von der
Schleife (Reste 263–273) blockiert wird. Diese Konformation
der Schleife wird durch zwei Wasserstoffbrîcken zwischen
der Seitenkette von D265 und der N1-Ringposition bzw. der
2-Aminogruppe des Moco stabilisiert (Abbildung 3B).[11]

Diese Analyse kann keine Informationen bezîglich der
Konformation der Schleife selbst liefern; deren Details sind
abh�ngig von der genauen Wahl der Simulationsparameter.
Allerdings zeigten alle durchgefîhrten Rechnungen eine
Bewegung der Schleife in der Art, dass die Moco-Bindungs-
tasche von der Proteinoberfl�che zug�nglich wird (siehe die
Hintergrundinformationen fîr eine detailliertere Diskussi-
on). Diese Erkenntnis liefert eine mçgliche Erkl�rung fîr die
In-vitro-Rekonstitution von hSO durch Moco ohne die

Zugabe weiterer Proteine.[24] Jedoch ist es vorstellbar, dass
der Einbauprozess in vivo weitere Komponenten beinhaltet,
um die Biosynthese des Enzymes zu optimieren. Dies wurde
bereits fîr prokaryotische Molybdoenzyme beobachtet, die
îber spezifische Chaperone verfîgen.[25]

Wie bereits angesprochen, spielt der Rest D265 eine
wichtige Rolle fîr die Moco-Bindung. Ist das Holoprotein
gebildet, blockiert er den Kanal und h�lt die Schleife und
Moco in einer definierten Konformation. Ein Vergleich mit
anderen Proteinen der Sulfitoxidase-Familie zeigt bemer-
kenswerte øhnlichkeiten bezîglich dieses Bindungsmotivs:
Analoge Schleifenstrukturen mit vergleichbarer Moco-Ko-
ordination kçnnen z.B. in Sulfitdehydrogenase aus Starkeya
novella (Reste 157–167, pdb: 2BPB) oder Escherichia coli
YedY (Reste 43–52, pdb: 1XDQ) gefunden werden (Struk-
turmodelle und weitere Beispiele sind in Abbildung S12
dargestellt). In Anbetracht der Erkenntnisse fîr hSO in
dieser Arbeit ist von einem �hnlichen Mechanismus des
Moco-Einbaus auszugehen, der die Klappbewegung einer
konservierten Schleifenstruktur in einer Vielzahl unter-
schiedlicher Organismen beinhaltet.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Strukturun-
terschiede zwischen Apo- und Holoform von hSO auf eine
kurze Schleifenregion aus den Resten 263–273 beschr�nkt
sind. Eine Klappbewegung der Schleife liefert eine struktu-
relle Erkl�rung fîr die zuvor beobachtete Mçglichkeit, Moco
in vitro in Apo-Sulfitoxidase einzubringen. Die Konservie-
rung dieses Strukturmotivs in Kombination mit der konser-
vierten Wechselwirkung analoger Reste mit Moco in ver-
schiedenen einkernigen Molybdoenzymen l�sst darauf
schließen, dass die in hSO beobachteten Struktur�nderungen
sowie der vorgeschlagene Einbaumechanismus auch fîr
andere homologe Proteine dieser Familie zutrifft.
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Abbildung 3. A) Strukturmodell fír die Apoform (orange) von hSOMD
berechnet mithilfe des ENM-Ansatzes. Blau: Holoform von cSO
(pdb:1SOX), die als Referenzstruktur genutzt wurde. Die Dimerisie-
rungsdom�ne ist transparent dargestellt. B und C) Ausschnitt der
Connolly-Oberfl�che, der die Schleife 263–273 fír die hSO-Strukturen
in (A) zeigt, wo die Darstellungsrichtung durch den Pfeil angedeutet
ist. B) Holoprotein-Struktur; die Oberfl�che der Schleifenregion und
das Proteinríckgrat der Schleife sind hervorgehoben. Seitenketten-
atome des Restes D265 sind als blaue/magentafarbene Kugeln darge-
stellt; Moco ist als Stabmodell gezeigt. C) Strukturmodell fír das Apo-
protein; zur besseren Darstellung des Zugangs zur Moco-Bindungs-
tasche wurde der Cofaktor in der Struktur der Apoform als Stabmodell
belassen; die Oberfl�che der Schleifenregion sowie das Proteinríckgrat
der Schleife sind hervorgehoben. Seitenkettenatome des Restes D265
sind als orange-/magentafarbene Kugeln dargestellt.
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