Die Rolle von Polyoxometallaten in der Proteinkristallographie — Mehr
als nur ein Werkzeug fur die Losung des Phasenproblems
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Zusammenfassung

Die Proteinkristallographie ist die am haufigsten verwendete Methode zur Aufkldrung der molekularen Struktur von
Proteinen und dem Informationserhalt tber Protein-Ligand-Komplexe auf atomarer Ebene. Da die Struktur eines
Proteins dessen Funktionen und Eigenschaften bestimmt, ist die Kristallographie von immenser Bedeutung fur fast
alle Forschungsgebiete im Bereich der Biochemie. Die Proteinkristallographie bringt jedoch einige Schwierigkeiten
mit sich, wobel die Unberechenbarkeit des Kristallisationsprozesses selber den zentralen Engpass dieser Methode
darstellt. Der Kristallisationsprozess ist weitestgehend immer noch ein ,,Trial-and-Error“-Verfahren und deshalb
sehr zeit- und ressourcenaufwendig. Viele Strategien zur Verbesserung oder Erméglichung der Kristallisation von
Proteinen wurden in den letzten Jahrzehnten entwickelt. Dabei ist die Verwendung sogenannter Additive, die
meistens kleine Molekile sind und dafiir sorgen, dass Proteine ,kristallisierbarer” werden, die komfortabelste und
erfolgreichste Methode. Die Verwendung der meisten gebrduchlichen Additive ist jedoch auf bestimmte
Kristallisationsbedingungen oder Proteingruppen beschrénkt. Deshalb wirde ein universelleres Additiv, welches
nicht nur eine deutlich groRere Anzahl an Proteinen abdeckt, sondern auch Uber ein breiteres Spektrum an
Kristallisationsbedingungen anwendbar ist, einen Durchbruch im Bereich der Proteinkristallographie darstellen. In
den vergangenen Jahren haben sich Polyoxometallate (POMs) aufgrund ihrer einzigartigen Strukturen und
Eigenschaften als eine Gruppe vielversprechender Kristallisationsadditive hervorgetan. In dieser Hinsicht bewies
vor alem das Tellurium-zentrierte Anderson-Evans Polyoxowolframat [ TeWs0,4]® (TEW) sein groRes Potenzial als
Kristallisationsadditiv. In diesem Lehrtext wird das Potenzial der POMs as Werkzeuge in der
Proteinkristallographie herausgearbeitet, wobei ein besonderer Schwerpunkt auf dem bisher erfolgreichsten Cluster
TEW liegen soll.
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Abktrzungsver zeichnis

A Angstrém

AbPPO4 Polyphenoloxidase (Tyrosinase) aus Agaricus bisporus

ASU asymmetrische Einheit

CgAUSL Auronsynthase aus Coreopsis grandiflora

HEWL Huhnereiwei 3-Lysozym

IR infrarot

kDa Kilodalton

Krist Kristall

MDa Megadalton

MR Methode des Molekularen Ersatzes (molecular replacement)

NMR K ernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)

POM Polyoxometallat

POMo Polyoxomolybdat

POW Polyoxowol framat

PTM Posttranslationale M odifikation

SAD/MAD Methode der anomalen Dispersion bei einer oder mehreren Wellenldngen
(single-/ multiple-wavelength anomal ous dispersion)

SAXS Rontgenklei nwinkel streuung (small angle X-ray scattering)

SIR/MIR M ethode des Isomorphen Ersatzes mit einem oder mehreren Derivaten
(single-/multiple isomorphous replacement)

TEW Hexawol framatotel lurat

Die Methode der Rontgenstrukturanalyse

Die Strukturbiologie beschaftigt sich mit der molekularen Struktur und Dynamik biologischer Makromolekiile,
besonders derer von Proteinen und Nukleinsduren. Die molekulare Struktur von Proteinen bestimmt deren
Eigenschaften und Funktionen. Dies ist von grofRem Interesse fir Wissenschaftler, die in den Biowissenschaften
arbeiten, da Proteine an den grundlegendsten Prozessen des Lebens beteiligt sind. Des Weiteren sind Proteine die
Ziele der meisten therapeutisch aktiven Verbindungen und deshalb ist strukturelles Wissen fir die Untersuchung
wichtiger Wechselwirkungen zwischen Medikamenten und bestimmten Proteinen unverzichtbar. Das gewonnene
strukturelle Wissen wird dann verwendet, um entweder die Wirkung bereits bekannter M edikamente zu verbessern
oder um neue Arzneistoffe zu entwickeln. Die Rontgenstrukturanalyse ist derzeit die am haufigsten verwendete
Methode zur Bestimmung makromolekularer Strukturen, da sie relativ zuverlassig akkurate molekulare Strukturen
von grof3en Proteinen oder sogar molekularen Komplexen (> 100 kDa) bei atomarer Auflésung liefert. Dies spiegelt
sich auch in der Proteindatenbank (PDB, www.rcsb.org) wider, wo ~ 90% aller hinterlegten Proteinstrukturen
mittels Rontgenkristallographie gelést wurden. Die erste mittels Rontgenstrukturanalyse bestimmte 3D-Struktur
eines Proteins war die des Myoglobins, die 1958 von John C. Kendrew (1917 - 1997) geldst wurde [1]. Nur zwei
Jahre spéter bestimmte Max F. Perutz (1914 - 2002) die Struktur des Hamoglobins [2]. Perutz und Kendrew
erhielten 1962 den Nobelpreis fir Chemie fur ihre bahnbrechenden Arbeiten im Bereich der
Rontgenstrukturanalyse. Seitdem wurden mittels der Rontgenstrukturanalyse Tausende von Proteinstrukturen
bestimmt, sodass die PDB seit 1976 Uber 125,000 Eintrage (Proteinstrukturen) zadhit (Stand: Mai 2018). Die
Rontgenstrukturanalyse eines Biomakromol ekiils besteht im Grunde genommen aus finf wesentlichen Schritten, (1)
dem Erhalt ausreichender Mengen des Zielproteins, (2) der Proteinreinigung, (3) der Kristallisation, (4) der
Datensammlung und (5) der Strukturbestimmung (Abb. 1).
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Abb. 1 Ablaufplan der Rontgenstrukturanalyse eines Proteins. Die Herstellung des Proteins ist durch einen einfachen Expressionsvektor
(molekularbiologischer Ansatz) dargestellt. Der Schritt der Proteinreinigung ist durch das Chromatogramm einer Affinitatschromatographie
symbolisiert, wo das Protein (roter scharfer Peak) mittels eines Elutionsgradienten (blaue Linie) eluiert wird. Auf diese Weise wird das Protein
von jeglichen Verunreinigungen, die nicht an die Chromatographie-Séule binden und somit im Durchfluss (breiter roter Peak) eluieren, befreit.
Die Proteinkristallisation ist grafisch als Einkristall des Hiihnereiwei 3-Lysozyms dargestelIt. Das darauffolgende Rontgenbeugungsexperiment ist
durch ein Diffraktionsmuster (Hihnereiwei3-Lysozym) dargestellt. Das Muster zeigt die Verteilung gebeugter Reflexe (schwarze Punkte) tiber
den gesamten Detektorbereich (heller Hintergrund). Der Prozess der Strukturbestimmung wird durch die 3D-Struktur des Hihnereiweil3-
Lysozyms représentiert.

Je nach Zielprotein ist die Beschaffung bzw. Herstellung der Kristalisationsprobe mehr oder weniger
arbeitsintensiv. Im einfachsten Fall ist das Zielprotein kommerziell erhéltlich, was héufig der Fall ist, wenn man die
Wechselwirkungen eines (strukturell) bekannten Proteins mit verschiedenen Liganden untersucht. Falls jedoch das
Forschungsziel die Strukturauflésung eines (strukturell) unbekannten oder kommerziell nicht erhaltlichen Proteins
ist, muss das Protein entweder direkt aus seiner natlrlichen Quelle isoliert oder mittels molekularbiol ogischer
Techniken hergestellt werden. Das Isolieren des Proteins aus seiner nattrlichen Quelle geht im Hinblick auf die
spéatere Kristallisation mit vielen Schwierigkeiten einher [3]. Abhéngig von der Natur des Proteins und dessen
Ursprungsorganismus kann es sein, dass das Zielprotein aus physiologischen Griinden in nur geringen Mengen
exprimiert wird (z.B. Stress-induzierte Proteine, die nur bei bestimmten Stimuli exprimiert werden). Dies hat zur
Folge, dass grof3e Mengen des Quellmaterials verarbeitet werden miissen, um eine ausreichende Menge an Protein
fir die Kristallisation zu erhalten (~ 2-10 mg). Des Weiteren fihrt die Anwesenheit von posttrangationalen
Modifikationen (PTMs) und unterschiedlichen, aber dem Zielprotein strukturell sehr dhnlichen Isoformen zu einer
inhomogenen Probenldsung, in der die Ausbildung von Einkristallen deutlich erschwert ist. Deshalb ist der
molekularbiologische Ansatz die am haufigsten verwendete Technik zur Herstellung ausreichender Proteinmengen
fur die Kristallisation. Dabel wird das Gen des Zi€elproteins in ein Expressionssystem kloniert und anschlie3end in
einer Wirtszelle, meistens ein konstruierter Stamm des Bakteriums Escherichia coli (E. coli), Uberexprimiert [4].
Bakterielle Expressionssysteme sind sehr robust und deshalb in der Lage, das Zielprotein in grolen Mengen zu
exprimieren. AulRerdem modifizieren sie das Zielprotein nicht posttrandational, was Vor- und Nachteile hat.
Einerseits verringert das Fehlen von PTMs die Inhomogenité der Probe, was die Kristallisation erleichtert,
anderseits sind PTMs jedoch essentiell fur die korrekte Faltung und Funktion vieler Proteine [5]. Sobald
ausreichende Mengen an Protein produziert wurden, wird die Probe mittels verschiedener chromatographischer
Verfahren, wie z.B. der hydrophoben Interaktions-, der Affinitédts, der lonenaustausch- und/oder der
Grolenausschlusschromatographie, bis zur Homogenitét gereinigt (Entfernen von proteinogenen und nicht-
proteinogenen Verunreinigungen). Anschlief3end wird die Proteinprobe fir die folgende Kristallisation konzentriert.
Das Ziel der Kristalisation ist das Wachstum von hochwertigen Einkristallen. Ein Proteinkristall ist eine
dreidimensionale Anordnung von Proteinmolekilen, die aus sich in alle drei Raumrichtungen wiederholenden
Einheiten, den sogenannten Einheitszellen, besteht (Abb. 2). Die Einheitszellen werden durch drei Vektoren
bestimmter Langen (a, b, ¢) und Winkel (a, B, y) aufgespannt. Der gesamte Kristall kann durch die einfache



Trandation (Verschiebung ohne Rotationen) der Einheitszelle in alle drei Raumrichtungen aufgebaut werden. Die
Einheitszellen bestehen wiederum aus sogenannten asymmetrischen Einheiten. Die asymmetrische Einheit ist die
kleinste Einheit einer Kristallstruktur, aus der mit Hilfe aler Symmetrieoperationen der Raumgruppe (=
Trandations- und Rotationssymmetrie) der gesamte Kristall erzeugt werden kann (Abb. 2). Der aus der
Kristallisation resultierende Einkristall wird dann im Rontgenbeugungsexperiment gemessen. Die aus dem
Experiment gesammelten Daten werden schliefdlich dazu verwendet, die Struktur des Ziel proteins mittels komplexer
mathematischer Methoden zu |6sen. Das Endprodukt der Rontgenstrukturanalyse ist ein 3D-Modell des Zielproteins.
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Abb. 2 Aufbau eines Kristalls. In diesem Beispiel besteht die Einheitszelle aus einem Proteinmolekiil (Huhnereiwei3-Lysozym, griines Molekdl).
Die Einheitszelle wird durch eine 180°-Rotation des Molekills um eine 2-fache Rotationsachse erzeugt, wobei eine Kopie des Molekdls entsteht
(Symmetrie-verwandtes Molekdll, rotes Molekil). Die die Einheitszelle beschreibenden Parameter, namlich die Zellkonstanten a und b und der
dazugehdrige eingeschlossene Winke y, sind eingezeichnet. Es wird darauf hingewiesen, dass es sich hier der Einfachheit halber nur um einen
2D-Kristall handelt. Der gesamte Kristall kann durch die Verschiebung der Einheitszelle im zweidimensionalen Raum erzeugt werden (2D in
dieser Abbildung, aber 3D im echten Kristall).

Das Réntgenbeugungsexperiment

Fir die Leser, die nicht mit der Réntgenstrukturanalyse vertraut sind, soll das Réntgenbeugungsexperiment in den
néchsten Abschnitten kurz erklért werden. Wozu brauchen wir Rontgenstrahlen? In jeder Form der Mikroskopie
hangt die Auflésung oder, mit anderen Worten, die Detailtiefe des beobachteten Objekts von der Wellenldnge der
verwendeten el ektromagnetischen Strahlung ab. Rontgenstrahlen sind hochenergetische, elektromagnetische Wellen
mit einem Wellenlangenbereich von 0.1 bis 100 A. Aus diesem Grund eignen sich Réntgenstrahlen zur
»Visualisierung“ von Proteinen auf atomarer Ebene, da die interatomaren Abstdnde ebenfalls in diesem
Wellenbereich liegen, z.B. betrdgt der atomare Abstand einer C-C-Bindung ~ 1.5 A [6]. Wéhrend des
Roéntgenbeugungsexperiments werden die Rontgenstrahlen an den Elektronen des Proteinkristalls gestreut (Abb. 3a).
Wenn sich Photonen durch einen Kristall bewegen, regen sie die Elektronen der Proteinatome zu einer erzwungenen
Schwingung an, die dazu fuhrt, dass die Elektronen selber Wellen emittieren. Wahrend es zwischen den meisten
dieser (gestreuten) Wellen zur destruktiven Interferenz kommt, interferieren nur einige wenige Wellen in
bestimmten Richtungen (Winkeln) konstruktiv miteinander. Diese konstruktiven Interferenzen erzeugen sogenannte
»Reflexe”, die mittels eines Detektors beobachtet werden. Die Wahrscheinlichkeit, eine Diffraktion
(Réntgenbeugung) in einer bestimmten Richtung (bzw. bel einem bestimmten Winkel) zu beobachten, ist
proportional zur Amplitude der resultierenden/gestreuten Welle (Strukturfaktor F). Dieses Phanomen der
Rontgenbeugung an Kristallen wurde von Max T. von Laue (1879 - 1960) entdeckt, wofr er 1914 den Nobelpreis
fur Physik erhielt [7]. Von Laue bewies mit seinen Streuexperimenten nicht nur den Wellencharakter von
Rontgenstrahlen, sondern auch, dass die Atome in einem Kristall in einem Raumgitter angeordnet sind. Er war auch
der Erste, der die Bedingungen, die zu einer detektierbaren Streuung filhren, mathematisch erklérte [8]. Im Jahre
1913, basierend auf der Arbeit von von Laue, war es William L. Bragg (1890 - 1971), der eine vereinfachte
Gleichung zur Beschreibung der Bedingungen, die beim Roéntgenbeugungsexperiment zu einer konstruktiven
Interferenz von Wellen fuhrt, formulierte. Diese berihmte und nicht wegzudenkende Gleichung ist als Bragg-
Bedingung bekannt und lautet [9]:

nA = 2d sind

Um die Streuung von Rontgenstrahlung zu beschreiben, fihrte Bragg hypothetische Gitterebenen (Bragg-Ebenen)
ein, die den Kristall schneiden. Diese Ebenen kann man sich als imaginére Spiegelebenen vorstellen, die die
ankommenden Rontgenstrahlen reflektieren. Auf den Ebenen befinden sich die Atome (inklusive streuender
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Elektronen) des Kristalls, wobei die einzelnen Gitterebenen durch den interplanaren Abstand d voneinander getrennt
sind (Abb. 3b). Treffen also Rontgenstrahlen mit der Wellenlénge A und einem Einfallswinkel von 6 auf dquivalente
Gitterebenen, dann treten die reflektierten Strahlen im selben Winkel zu den Ebenen aus, wobei die reflektierten
Wellen nur dann konstruktiv miteinander interferieren (= Entstehung detektierbarer Reflexe), wenn der
Gangunterschied zwischen ihnen ein ganzzahliges Vielfaches n der Weéllenlange ist. Alle einfalenden
Rontgenstrahlen, die die Bragg-Bedingung nicht erfillen, werden nicht in Phase gestreut (= destruktive Interferenz)
und somit kommt es in der jeweiligen Richtung bzw. im jeweiligen Winkel (abhangig vom Einfallswinkel 0) zu
keinem messbaren Reflex.
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Abb. 3 Réntgenbeugungsexperiment. a) Grundschema eines Rontgenbeugungsexperiments. Ein einfallender Rontgenstrahl tritt in den Kristall
ein, wobel die gestreuten Strahlen das Diffraktionsmuster (siehe Beugungspunkte) bilden, welches vom Detektor aufgenommen wird. b) Beugung
laut Bragg-Bedingung. Der Fall der konstruktiven Interferenz (= in Phase) ist abgebildet. Konstruktive Interferenz kommt nur zustande, wenn der
Gangunterschied (d sinB) zwischen den gestreuten Wellen (rot gepunktete Wellen) ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlange A ist. Der
Gangunterschied im gezeigten Bild betrégt genau 1 A (n = 1, dargestellt as griine durchgehende Welle). Dies fuhrt dazu, dass sich die
Amplituden der reflektierten Wellen addieren und somit ein messbares Signal auf dem Detektor erzeugen. Im Fall, dass der Gangunterschied kein
ganzzahliges Vielfaches von A ist, interferieren die gebeugten Wellen destruktiv miteinander, was zu keiner messbaren Reflexion fuhrt. Die zwel
abgebildeten grauen Balken stellen Bragg-Ebenen dar, die durch den interplanaren Abstand d voneinander getrennt sind. Auf beiden Ebenen
liegen drei Gitterpunkte (blaue Kugeln), dieim Fall der Proteinkristallisation Atome des Proteins darstellen.

Die Engpasse in der makromolekular en Réntgenstrukturanalyse

Es gibt eine Reihe von experimentellen Schwierigkeiten in der makromolekularen Réntgenstrukturanalyse (z.B. die
Préparation ausreichender Mengen an Zielprotein in hochreiner Form), wobei jedoch die gréfiten experimentellen
Hurden der Kristallisationsprozess selbst (= Wachstum von Kristallen, die Rontgenstrahlen bei hoher Aufldsung
streuen) und das L 6sen des sogenannten ,Phasenproblems’ sind.

Das ,Phasenproblem* und dessen L 8sung

Jeder gestreute Rontgenstrahl, der den Detektor wahrend des Beugungsexperiments erreicht, besitzt eine bestimmte
Amplitude (Stérke des gestreuten Rontgenstrahls, siehe Abb. 3b) und Phasenwinkel (¢, der Winkel, der die relative
Verschiebung zwischen den Wellen beschreibt). Um die Streuung mathematisch zu beschreiben, verwenden
Kristallographen eine Gréf3e, die Strukturfaktor (F) genannt wird und sowohl die Amplitude als auch die Phase jedes
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gemessenen Reflexes beinhaltet (Abb. 4) [6]. Der Strukturfaktor selbst ist eine komplexe Zahl, die aus einem Real-
und Imaginarteil besteht, und eine Summierung der Beitrége aler Atome in der Einheitszelle zum gemessenen
Reflex darstellt (Abb. 4b). Jedes Atom besitzt seinen eigenen atomaren Streufaktor (f;, i = Atom), der ein Mal3 fir
die Streustérke eines einzelnen Atoms ist. Dieser individuelle Streufaktor (f;) hangt von der Art des Atoms (Anzahl
der Elektronen), dessen Bewegung relativ zum einfalenden Rontgenstrahl, dem Streuwinkel 6 und zu einem
gewissen MalRe auch von der Wellenlange A des einfalenden Rontgenstrahls ab. Fir die Ldsung einer
Proteinstruktur mittels mathematischer Methoden bendtigt man sowohl die Amplitude als auch die Phase jedes
einzelnen gestreuten Rontgenstrahls. Die Amplitude eines Streufaktors kann experimentell bestimmt werden, da die
gemessene Intensitét (1) des gestreuten Rontgenstrahls proportional zum Quadrat der Amplitude ist (F? ~ I). Leider
ist der Detektor nicht in der Lage den Phasenwinkel (¢) eines Reflexes zu messen, der einen Grofdteil und vor allem
auch die wichtigsten strukturellen Informationen (d.h. Informationen Uber die Atompositionen im Kristall)
beinhaltet. Dieses Problem wird als ,Phasenproblem* bezeichnet.
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Abb. 4 Das ,Phasenproblem‘. a) Schema einer Rontgenbeugung. Zwei Bragg-Ebenen (graue Balken) sind zusammen mit vier Atomen (farbige
Kugeln), die nicht auf den Ebenen liegen und somit phasenverschoben sind (nur Atome, die auf den Ebenen liegen streuen in Phase), abgebildet.
Jedes Atom (auf oder in der Nahe der Bragg-Ebenen) trégt mit einem relativen Phasenwinkel (I) der durch den relativen Abstand der Atome zu
den Ebenen bestimmt wird, zu jedem einzelnen, gestreuten Reflex bei. b) Der Beitrag jedes einzelnen Atoms zum beobachteten (gemessenen)
Gesamtreflex (schwarzer Vektor) ist anhand von Vektoren (komplexe Zahlen) angezeigt, wobei die Farben der Vektoren mit den Atomfarben in
Abbildung a) Ubereinstimmen. Die Abbildung verdeutlicht, dass der gemessene Reflex (F) eine bestimmte Amplitude (Lange des Vektors) und
Phase (Winkel) besitzt, die durch die Summe der Streubeitrage aller individuellen Streufaktoren (in diesem Fall vier Atome, f1-f4) bestimmt wird,
wobei jeder einzelne Streuer (die vier Atome) eine eigene Phase und Amplitude besitzen. Die Amplitude kann experimentell bestimmt werden,
dasie proportional zur Quadratwurzel der gemessenen Intensitét (1) ist. Leider verliert man wahrend des Experiments jegliche Phaseninformation
(angezeigt durch ein rotes Fragezeichen), da der Detektor nur Intensitdten messen kann. Deshalb kénnen nur elektronische Eigenschaften der
Atome (d.h. Streustérke) und nicht ihre strukturellen Eigenschaften (d.h. Phasenwinkel), die ihre Positionen im Kristallgitter beschreiben,
experimentell bestimmt werden.

Es gibt einige Methoden, um die ,verlorenen® Phaseninformationen wiederherzustellen, z.B. durch die Methode des
Molekularen Ersatzes (molecular replacement, MR), des Isomorphen Ersatzes (single/multiple isomorphous
replacement, SIR/MIR) und der anomalen Dispersion bei einer oder mehreren Wellenldngen (single/multiple
wavelength anomalous dispersion, SAD/MAD) [10, 11, 12]. MR ist die einfachste Methode zur Lésung des
,Phasenproblems*, da anfangliche Phasen von einem strukturell verwandten Protein (laut Faustregel ist eine
Sequenzidentitdt von ~ 20-30% erforderlich), dessen Struktur (und somit Phasen) bekannt sind, abgleitet werden
[13]. Die Methode basiert auf mathematischen Algorithmen, die versuchen, das strukturelle Homolog (das
sogenannte Suchmodell) in einem Kristallgitter so zu positionieren, dass es mit den experimentellen Daten so weit
wie mdglich Ubereinstimmt. Sobald das Homolog richtig positioniert wurde, werden dessen berechnete Phasen
verwendet, um die Phasen der unbekannten Struktur zu bestimmen. Die anderen zwei Methoden funktionieren
unabhéngig von homologen Strukturen, jedoch ist die Phasenbestimmung dann mit einem zusétzlichen
experimentellen Aufwand verbunden, weshalb diese Methoden als experimentelle Phasenbestimmung bezeichnet
werden. Fir die SIR/-MIR-Methode benttigt man einen Kristall des nativen Zielproteins und mindestens einen (=
SIR, bei mehreren ist es MIR) Kristall eines isomorphen Derivats. Die Proteine der isomorphen Derivate besitzen
schwere Atome (z.B. Metalle oder Schwermetalle) in ihrer Struktur. Wie der Name bereits verrdt, missen die
Derivat-Kristalle ausreichend isomorph zum nativen Kristall sein, d.h. das Einfligen der schweren Atome darf zu
keinen groRReren Veranderungen in den Zelldimensionen des Derivat-Kristalls fihren (im Vergleich zu denen des
nativen Kristalls). Laut einer Faustregel sind Veranderungen der Zelldimensionen von dy,;/4 noch akzeptabel (dmin =
Auflésungsgrenze). Angenommen, man hat einen Datensatz mit einer Auflésung von 2.5 A, dann kann die Methode
des Isomorphen Ersatzes selbst bei Schwankungen zwischen den Einheitszelldimensionen des nativen und Derivat-
Kristalls von bis zu 0.6 A noch brauchbare Phasen liefern [14]. Prozentual gesehen kann jedoch ein Unterschied in



der Einheitszelle von bereits ~ 0.5 - 1.0 % die Methode des isomorphen Ersatzes zum Scheitern bringen. Die
Schweratome werden mittels Co-Kristallisation (Proteinlésung und die Losung mit den schweren Atomen wird vor
der Kristallisation gemischt) oder ,Soaking® (ein bereits gewachsener Proteinkristall wird in eine Lésung mit
schweren Atomen getrankt, wodurch die Schweratome in die Proteinstruktur diffundieren kénnen) in die Struktur
eingefiihrt, wo sie an verschiedene Aminosaurereste binden. Die eingefiihrten Schweratome tragen auf Grund ihrer
grofRen Elektronenzahl stark zur Beugung der Rontgenstrahlen bei, da der Streubeitrag eines Atoms proportional
zum Quadrat der Anzahl seiner Elektronen ist. Der Streubeitrag der Schweratome ist immens im Vergleich zum
Beitrag der in den Proteinen normalerweise auftretenden leichten Atome (Kohlenstoff, Stickstoff und Sauerstoff).
Folglich kann der durch die Schweratome verursachte Unterschied in der Streuintensitét einfach bestimmt werden.
Diese Unterschiede in den Streuintensitéten (zwischen dem nativen Kristall und dem Derivat-Kristall) spiegeln
hauptséchlich die Streubeitrége der schweren Atome wider, was ausgenutzt wird, um die Positionen der schweren
Atome zu bestimmen. Die Positionen der Schweratome werden zusammen mit den experimentell bestimmten
Strukturfaktoramplituden des nativen Proteins und dessen Derivat(e) verwendet, um z.B. geometrisch mittels der
sogenannten Harker-Konstruktion die Phasen abzuleiten [12]. Da das Wachstum von Derivat-Kristallen mit einer fir
die SIR/MIR-Methode ausreichend hohen Isomorphie zu einem schwierigen Unterfangen werden kann, verwendet
man heutzutage bevorzugt die SAD/MAD-Methode. Diese Methode erfordert die Einflhrung von anomalen
Streuern in die Proteinstruktur. Anomale Streuer sind Atome, die eine Absorptionskante innerhalb des
Wellenl&ngenbereiches besitzen, die normalerweise fiir die Rontgenstrukturanalyse verwendet wird (~ 0.7 - 2.5 A)
[15]. Ahnlich der SIR/MIR-Methode basiert diese Methode auch auf der Veranderung der Streuintensitét. In diesem
Fall wird die Verdnderung der Streuintensitét jedoch durch die Wellenléngen-abhéngige Anderung der Streufaktoren
der anomalen Streuer verursacht. Die Absorption von Réntgenstrahlung an (oder in der Nahe) der Absorptionskante
eines anomalen Streuers fihrt zu einer Phasenverschiebung, die sich deutlich von der unterscheidet, die man bei
einer Ublichen elastischen Streuung beobachtet. Die MAD-Methode benétigt deshalb Daten von nur einem Kristall,
jedoch bei unterschiedlichen Wellenldngen, um die anomale Dispersion der Rontgenstrahlen durch die anomalen
Streuer ausnutzen zu konnen. Es werden Ublicherweise Datensétze bei drel verschiedenen Wellenldngen
aufgenommen. Ein Datensatz wird direkt an der Absorptionskante, d.h. an der Spitze der Absorptionskurve des
anomalen Streuers gemessen (= groftes anomales Signal). Ein weiterer Datensatz wird am Wendepunkt der
Absorptionskurve aufgenommen (= hohe Dispersion), wohingegen der letzte Datensatz bei einer Wellenldnge, die
sich relativ weit entfernt von den ersten beiden Wellenléngen befindet, gemessen wird (niedrige Dispersion). Auf
diese Weise erhdlt man Datensétze, die sich deutlich in ihrer Dispersion unterscheiden und somit einen maximalen
Wellenldngen-abhéngigen Unterschied in der Streukraft zeigen. Im Fall der SAD-Methode werden Daten bei nur
einer Wellenlédnge aufgenommen, namlich bei der Wellenlange der Absorptionskante (= Spitze der
Absorptionskurve, maximale Absorption des anomalen Streuers). Die Phasen werden dann durch die (durch
anomale Streuer verursachten) Unterschiede in der Streuintensitdt zwischen den Daten, die bei verschiedenen
Wellenldngen aufgenommen wurden (= unterschiedliche Streukraft), abgeleitet. Bei der MAD-Methode muss
sichergestellt werden, dass der eine verwendete Kristall wahrend des Experiments nicht durch Strahlenschaden
zerstort wird, da der Kristall die Strahlendosis mehrerer Messungen (bei verschiedenen Wellenlangen) Uberstehen
muss. Die Verwendung von Schweratomen bzw. anomalen Streuern, die auch in POMs haufig vertreten sind, stellen
eine etablierte Methode zur Lésung des ,Phasenproblems* dar.

Die Proteinkristallisation

Aufgrund der raschen Entwicklung von Synchrotron-Einrichtungen (Rontgenstrahlquelle), die Rontgenstrahlen mit
hohem Strahlenfluss (hochintensive Photonenstrahlen), hoher Brillanz (hochkollimierte Strahlenbindel) und
einstellbarer Wellenlange (wichtig fur die MAD-Methode) zur Verfligung stellen, und der Weiterentwicklung von
Phasing-Programmen, stellt das ,Phasenproblem* heutzutage nur ein kleineres Problem dar. Deshalb ist das
Wachstum von qualitativ hochwertigen Einkristallen der limitierende Schritt in der makromolekularen
Kristallographie [16]. Bei der Proteinkristalisation handelt es sich hauptsachlich um ein ,Trial-and-Error*-
Verfahren, da die der Methode zugrundeliegende Physik hoch komplex ist und vom Zusammenspiel vieler Faktoren
(z.B. Protein- und Falungsmittelkonzentration, pH-Wert, Temperatur, lonenstérke, etc.) abhangt. All dies trégt zur
generellen Unberechenbarkeit des Kristallisationsprozesses bei [17]. Der Grund dafir ist, dass die Entstehung eines
Proteineinkristalls einen von Natur aus unwahrscheinlichen Prozess darstellt, da Proteine teilweise sehr flexibel und
dynamisch sein missen, um ihre Funktion auszuiiben. Zudem ist die Anzahl der Wechselwirkungen, die die Proteine
in einem Kristall zusammenhalten, sehr gering und von schwacher, nicht-kovalenter Natur (lonen-, Dipol-, van der
Waals-Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken) [6]. Hinzu kommt, dass die wenigen intermolekularen Kontakte
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zwischen den Proteinmolekilen in einem Kristall sehr spezifisch sind und von den Oberflécheneigenschaften des
Proteins abhangen. Dies bedeutet, dass die Vertellung geladener und polarer Aminosduren auf der
Proteinoberflache, die dem Lésungsmittel exponiert ist, die Kristallisierbarkeit eines Proteins mitbestimmt. Dies ist
auch der Grund, warum einige Proteine dem Anschein nach von Natur aus nicht kristallisierbar sind, da sich ihre
Oberflacheneigenschaften nicht mit der Ausbildung eines Kristallgitters vereinbaren lassen. Wozu brauchen wir
aber Uberhaupt Kristalle? Die Réntgenstrukturanalyse hangt von der Auswertung und Berechnung struktureller
Informationen, die durch die Beugung von Rontgenstrahlen am Kristall des Zielproteins generiert und von einem
Detektor aufgenommen werden, ab. Es werden jedoch nur ~ 1% der eingestrahlten Rontgenstrahlen durch die
Elektronen des Proteins gestreut. Das Streusignal eines einzigen Proteinmolekiils wére nicht messbar, deshalb
benétigt man Kristalle (geordnete, dreidimensionale Anordnungen von Proteinmol ekiilen), um die Intensitét (Signal)
der gestreuten Rontgenstrahlen zu amplifizieren. Damit Einkristalle wachsen kénnen, muss eine hochreine
Proteinlosung zur Ubersittigung gebracht werden, um die kinetische Energie-Barriere fir die Bildung von
Kristallkeimen zu Uberwinden (Phasentrennung) [18]. Die Keimbildung [19] ist der wichtigste Schritt in der
Proteinkristallisation und stellt einen Phaseniibergang erster Ordnung von einem ungeordneten in einen geordneten
Zustand dar [20]. Ein kritischer Keim von bestimmter GrofRe (kritische Grofe) bildet den hochenergetischen
Ubergangszustand des Keimbildungsprozesses. In diesem Stadium kann der Keim entweder wieder zerfallen oder
im gewinschten Fall zu einem Kristall weiterwachsen (Abb. 5). Der letztere Vorgang bendtigt einen Keim mit
einem (noch) gréReren Radius und somit einen hoheren Grad an Uberséttigung.
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Abb. 5 Die Anderung der Gibbs-Energie (AG,) wéhrend der Kristallisation in Abhangigkeit vom Keimradius r. Eine kinetische Energiebarriere
(Kurvenspitze) muss tberwunden werden, um einen Keim, dessen Radius Uber der kritischen GrofRe liegt, zu erhalten, damit die antizipierte
Phasentrennung (geséttigte Lésung und fester Kristall) eingeleitet wird. Bei ausreichender Uberséttigung kommt es in der Lésung zu Kollisionen
zwischen den Proteinmolekiilen, die zur Ausbildung von nicht-spezifischen Aggregaten fihren. Einige dieser Aggregate erreichen mit der Zeit
eine bestimmte GrolRe, wobel sich immer mehr Proteinmolekiile an die Oberflache dieser Aggregate anlagern, was letztendlich zur Ausbildung
kritischer Keime fiihrt. Sobald ein Keim die kritische GroRe erreicht hat, ist das weitere Wachstum auch energetisch bevorzugt, da der
Energiegewinn durch die Enthalpie, die durch die Adsorption von Proteinmolekiilen an die Oberfléche des Keims freigesetzt wird, die
entropischen Verluste wéhrend des Kristallwachstums kompensiert. Ab diesem Punkt kann das System in Richtung Einkrigtall, der fur das
Réntgenbeugungsexperiment geeignet i<, fortschreiten. Die kleinen blauen Kugeln stellen Proteinmolekile dar.
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Eine zu hohe Proteinkonzentration fordert die Entstehung ungeordneter Makromolekiil-Aggregate (Niederschlag),
wohingegen eine zu niedrige Proteinkonzentration keine Uberséttigung der Losung herbeifiinrt. Deshalb ist es
wichtig, ein passendes Maf? an Ubersittigung zu erzielen, um die Keimbildung zu ermdglichen. Da eine Uibersittigte
Proteinlésung mit Proteinmolekiilen Uberlaufen ist, kollidieren diese haufiger miteinander (als in einer weniger
geséttigten Losung), wobei es unter bestimmten Umsténden zu Kollisionen in ginstiger Orientierung der
Proteinmolekiile kommen kann, die die Bildung von spezifischen Protein-Protein-K ontakten ermdglichen. Auf diese
Weise entstehen die notwendigen Kristallisationskeime, die dementsprechend weiterwachsen, je mehr
Proteinmolekiile an ihre Oberflache binden. Dieser Prozess ist mit dem Ubergang von Proteinmolekillen aus der
flussigen (L6sung) in die feste Phase (Keim) verbunden, weshalb sich mit fortschreitendem Keim- bzw.
Kristallwachstum die Proteinkonzentration in der Kristallisationddsung verringert. Die Kristallisationsésung wird
in einen thermodynamisch metastabilen Zustand gebracht, wo die geordnete Aggregation von Proteinmolekilen
begiinstigt wird [21]. Die notwendige Ubersittigung der Kristallisationslésung wird durch die Zugabe eines
Falungsmittels erreicht. Generell senken Féllungsmittel die Loslichkeit von Proteinen, indem sie den Proteinen die
Wassermol ekiile aus ihrer Hydratationshiille entziehen, was dazu fihrt, dass die Wechselwirkungen zwischen den



Proteinen stérker als die Interaktionen mit dem Losungsmittel werden [22]. Abb. 6 zeigt das Phasendiagramm einer
Ublichen Kristallisation, in dem unter anderem die Regionen der Keimbildung und des Kristallwachstums in
Abhéangigkeit von der Protein- und Fallungsmittelkonzentration dargestellt sind. Der Kristallisationsprozess hangt
nicht nur von der passenden Menge an Protein und/oder Fallungsmittel, sondern auch von anderen Faktoren, wie
z.B. der Proteinreinheit/-homogenitét, pH-Wert, Temperatur, lonenstérke, etc. ab. Das Kristallisationsdiagramm
vereint die Informationen Uber thermodynamisch definierte Phasenbeziehungen und verschiedene kinetische
Vorgange (Keimbildung und Wachstum). Die Kristallisation ist thermodynamisch nur moglich, wenn eine
metastabile Proteinlésung in ein Aquilibrium (ibergehen kann, indem sie sich in eine stabile proteinreiche Phase
(z.B. Kristall) und eine geséttigte Losung (Wachstumslésung) aufteilt [22]. Dabei bestimmen kinetische Prozesse,
ob die thermodynamisch mdgliche Ausbildung eines Kristalls auch tatsachlich in die Realitédt umgesetzt wird.
Allgemein betrachtet sind die kinetischen Vorgange deutlich schwieriger zu kontrollieren as die
thermodynamischen Bedingungen, die relativ einfach eingestellt werden kénnen (z.B. durch die passende
Zusammensetzung der Kristalisationddsung, Temperatur, etc.). Deshab ist es die Aufgabe des
Proteinkristallographen, (thermodynamisch und kinetisch passende) Bedingungen zu erarbeiten, die das System in
Regionen fihrt, die die Kristallisation ermdglichen und férdern [23].
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Abb. 6 Phasendiagramm der Proteinkristallisation. Die Loslichkeitskurve (dunkelblaue Linie) teilt das Diagramm in einen unterséttigten (weiRer
Hintergrund) und Uberséttigten (hellblau, blauer und roter Hintergrund) Bereich. Der unterséttigte Bereich ist eine einphasige und stabile Losung,
in der die Proteinmolekiile (dargestellt as hellblaue Kugeln) in Losung bleiben. Mit zunehmender Séttigung wird die Loslichkeitskurve
Uberschritten und die Losung wird Uiberséttigt. Die Uberséttigte Zone ist in einen metastabilen (hellblauer und blauer Hintergrund) und instabilen
(roter Hintergrund) Bereich unterteilt. Der metastabile Bereich besteht aus dem Kristallwachstumsbereich (hellblauer Hintergrund) und dem
Keimbildungsbereich (blauer Hintergrund). Im Kristallwachstumsbereich bilden sich nur transiente (fliichtige) Keime, die die kritische Grofie
nicht erreichen. Wenn der Grad der Uberséitigung steigt (angedeutet durch den grofen schwarzen Pfeil, der vom untersittigten Bereich ausgeht),
erreicht man die Keimbildungszone, wo die Keime die notwendige kritische Grof3e erreichen und sich stabilisieren konnen (Keimbildung). Mit
zunehmender Grof3e des Keims und der Bildung von Kristallen sinkt die Proteinkonzentration in der Lésung und das System kehrt in den
Kristallwachstumsbereich zurtick (angedeutet durch den grof3en schwarzen Pfeil, der nach unten in die Richtung des Kristallwachstumsbereiches
zeigt). In diesem Bereich konnen die entstandenen Kristalle bei geringerer Ubersittigung weiterwachsen. Bei zu hoher Ubersittigung erreicht
man den instabilen Bereich (roter Hintergrund), wo die Proteine amorph prézipitieren.

Es gibt einige Methoden, Kristalle wachsen zu lassen, wozu die Batch-Kristallisation [24], Mikrodialyse [25],
Liquid-Liquid-Free-Interface-Diffusion [26] und die Dampfdiffusion z&hlen [27]. Da letztere Methode die am
haufigsten verwendete ist, wollen wir diese im Folgenden kurz beschreiben. Die Dampfdiffusionsmethode kann man
in zwei Konfigurationen durchfiihren, im sogenannten hanging-drop- oder sitting-drop-Format (Abb. 7). Der
Mechanismus beider Konfigurationen ist identisch, da in beiden Félen eine Proteinldsung mit einer
Kristallisationsldsung, die das Féllungsmittel (und andere Komponenten wie z.B. Additive) beinhaltet, zu einem
Kristallisationstropfen gemischt wird. Beim hanging-drop-Ansatz werden wenige Mikroliter (Ublicherweise 0.1 - 5
uL) der Protein- as auch der Kristalisationslésung auf ein silikonisiertes Abdeckpléttchen platziert, das ein
Népfchen abdeckt, in der sich nur Kristallisationslésung (0.05 - 1 mL) befindet, das sogenannte Reservoir (Abb. 7a).
Bei dem sitting-drop-Ansatz werden die Protein- und Kristalisationddsung in der Vertiefung einer kleinen



Plattform gemischt, die sich innerhalb des Reservoirs befindet (Abb. 7b). In beiden Fallen werden die Népfchen mit
Schmierfett abgedichtet, um eine Verdampfung zu verhindern und das System vor duf3eren Einfllssen zu schiitzen.
Da das Reservoir eine hohere Konzentration an Fallungsmittel enthdlt als der Kristalisationstropfen (der
Kristallisationstropfen wird durch die Proteinlésung verdinnt), diffundiert Wasserdampf aus dem
Kristallisationstropfen in das Reservoir, damit sich ein chemisches Gleichgewicht zwischen dem Tropfen und dem
Reservoir einstellt. Die Dampfdiffusion fihrt dazu, dass der Kristallisationstropfen schrumpft und somit sowohl die
Protein- als auch Fallungsmittelkonzentration im Tropfen langsam ansteigen, bis die Loslichkeitsgrenze des Proteins
Uberschritten  wird. Das Uberschreiten der Lodichkeitsgrenze markiert den  Startpunkt fir  den
Kristallisationsvorgang, in dessen Verlauf es zur Keimbildung, Phasentrennung und im besten Fall zum
Kristallwachstum kommt (siehe Abb. 6).
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Abb. 7 Dampfdiffusionsmethode. a) Hanging-drop- und b) sitting-drop-Konfiguration. Die N&pfchen werden mit den Abdeckplé&ttchen zugedeckt
und mittels Schmierfett abgedichtet. Der Kristallisationstropfen besteht aus der Kristallisationsldsung, die das Fallungsmittel enthalt (hellblauer
Teil des Tropfens), und der Proteinldsung (roter Teil des Tropfens). Die Gleichgewichtseinstellung tiber die Dampfdiffusion ist durch die blauen
Pfeile dargestellt.

Die Verwendung von Additiven in der Proteinkristallisation

Die Kristallisation ist ein thermodynamisch und kinetisch duf3erst komplexer Vorgang, der noch nicht vollstandig
geklart ist. Haufig scheitert die Kristallisation und somit das Wachstum qualitativ hochwertiger Einkristalle, indem
man nur die Ublichen Parameter wie z.B. Protein- und/oder Fallungsmittelkonzentration, pH-Wert, Temperatur, etc.
variiert. Deshalb wurden einfache Methoden entwickelt, um die Qualitdt von anfénglich gewachsenen
Proteinkristallen zu verbessern oder allgemein die Kristallisierbarkeit von Proteinen zu verbessern. Die Verwendung
von Additiven ist eine bewahrte Methode in der Proteinkristallisation, um die Kristallisation eines Proteins zu
verbessern oder gar erst zu ermdglichen. Das Additiv wird meistens der Kristallisationddsung hinzugefigt (Co-
Kristallisation), kann aber auch Teil der Proteinlésung sein. Additive sind Ublicherweise Verbindungen, meist kleine
Molekiile oder lonen, die die Fahigkeit besitzen, die Kristallisationswahrscheinlichkeit eines Proteins zu erhdhen,
indem sie das Kristallgitter stabilisieren oder seinen Aufbau erst ermdglichen. Es gibt zwel Arten von Additiven,
einerseits Verbindungen, die aufgrund rationaler Grundlagen verwendet werden, und andererseits Verbindungen, die
Eigenschaften besitzen, mit welchen sie auf nicht immer erklérbare Art und Weise die Kristallisation des Proteins
positiv beeinflussen kénnten. Die erstgenannte Gruppe an Verbindungen sind Molekile, die aus physiologisch
relevanten Griinden die physikochemischen Eigenschaften und/oder die Konformation des Proteins beeinflussen,
wie z.B. Substrate, Inhibitoren, Cofaktoren oder andere Effektor-Molekille. Beispielsweise kann ein Apoprotein
(z.B. ein Enzym in Abwesenheit seines Cofaktors) deutlich weniger zur Kristallisation neigen al's das entsprechende
Holoprotein (Enzym mit gebundenem Cofaktor) oder eine andere Liganden-gebundene Form des Proteins. Deshalb
kénnen Cofaktoren und/oder Liganden die Kristallisierbarkeit eines (Apo-)Proteins enorm erhthen. Ein Grund dafur
konnte die strukturelle Rigiditat von Holoproteinen im Vergleich zu Apoproteinen sein, da generell die Bindung von
Cofaktoren (oder anderen Effektoren) zu einer Verringerung der Beweglichkeit und Dynamik von
Proteinen/Enzymen fuhrt. Die andere Gruppe von Additiven umfasst Molekile/lonen, die das
Kristallisationsverhalten von Proteinen auf unterschiedliche Art und Weise beeinflussen, beispielsweise Molekile,
die die Wechselwirkungen zwischen dem Makromolekil und dem L&sungsmittel beeinflussen, wie z.B. chaotrope
und kosmotrope Verbindungen [28]. Molekile, die die Loédichkeitseigenschaften von Makromolekilen
beeinflussen, wie z.B. Detergentien, die besonders wichtig fir die Kristallisation von Membranproteinen sind [29],
oder lonen, die bestimmte Proteinkonformationen, die moglicherweise besser kristalisierbar sind, stabilisieren,
kénnen auch positive Auswirkungen auf das Kristallisationsergebnis haben [30]. Die vielversprechendsten Molekiile
dieser Gruppe sind digjenigen, die in der Lage sind, reversible ,Crosslinks® (= ,Verbrickungen®) innerhalb des
Proteins (intramolekular) oder zwischen verschiedenen Proteinmolekilen (intermolekular) zu schaffen [31]. Diese
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,Crosslinks' basieren auf Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatischen oder hydrophoben Wechselwirkungen,
weshalb das Wort ,Crosdlinks® in Anflihrungszeichen steht, da es sich hierbei nicht um kovalente Bindungen
handelt. Diese Art von Wechselwirkungen stabilisiert nicht nur das Kristallgitter, sondern fihrt auch zu neuen
Kristallkontakten (Protein-Protein-K ontakten). Multivalente und geladene lonen oder Molekiile werden héaufig as
,verbriickende® (,crosslinking®) Additive verwendet. Die Verwendung der meisten Additive ist jedoch auf
bestimmte Proteine und/oder Kristallisationsbedingungen beschrankt, was sie wahrend der Kristallisation vieler
anderer Proteine wirkungslos macht. Deshalb besteht noch immer der Bedarf an neuen Additiven, die in der Lage
sind, die Kristallisation einer grofleren Anzahl an Proteinen zu férdern, insbesondere die Kristallisation von
speziellen ,nicht-kristallisierbaren*  Proteinen, und gleichzeitig in einem breiten Spektrum an
Kristallisationsbedingungen anwendbar sind. In dieser Hinsicht stellen Polyoxometalate (POMs) [32]
vielversprechende Kandidaten als Additive in der Proteinkristallisation dar. Aufgrund ihrer einzigartigen Strukturen
und Eigenschaften wie z.B. der hohen Léslichkeit, der thermischen Stabilitét und ihrer hohen Ladung scheinen
POMs wie geschaffen dafir zu sein mit Proteinen (auf eine ihre Kristallisation fordernde Art und Weise) zu
wechsel wirken.

Die Stoffklasse der Polyoxometallate

Polyoxometallate (POMs) sind eine Klasse anorganischer Cluster, die aus Sauerstoff- und Ubergangsmetallatomen
(Mo, W, V, Nb, Ta) bestehen, wobel sich die Metallionen meistens in ihrem hochsten Oxidationszustand befinden.
POMs bieten eine Uberwéltigende Vielfalt hinsichtlich ihrer Groée und Struktur und besitzen herausragende
Eigenschaften und Funktionen [32]. POMs waren Gegenstand zahlreicher Studien und sind daher eine gut
charakterisierte Verbindungsklasse mit einem breiten Anwendungsspektrum, das die Katayse [33],
Nanowissenschaften [34], Medizin [35, 36, 37, 38, 39] und seit kurzem die makromolekulare Kristallographie
einschlielt [40, 41]. POMs werden in Isopolyanionen [M,O,]™ und Heteropolyanionen [X,M,Oy]™ unterteilt. M ist
das sogenannte Addenda- oder Polyatom (friihe Ubergangsmetallionen), meistens Mo®, W® oder V**. X ist das
Heteroatom, welches entweder ein Hauptgruppen- oder Ubergangsmetall ist. Als Heteroatom konnen ca. 50
Elemente (Metale und Nichtmetalle) des Periodensystems dienen. Die Wahl des Addenda-Atoms ist dagegen
deutlich eingeschrénkter. Das Addenda-Metall muss ein gunstiges Ladung-Radius-Verhdtnis und ein leeres d-
Orbital besitzen, wobei Letzteres fir die Ausbildung der M-O-Bindungen mit den Sauerstoffatomen mittels dn-pr-
Uberlappung (Elektronentransfer aus einem gefilllten p-Orbitals des Sauerstoffatoms in das leere d-Orbital des
Addenda-Metalls) benotigt wird. POMs sind aus {MOy}-Einheiten (y = 4-7) aufgebaut, wobei y die
Koordinationszahl des Addenda-Atoms M angibt. Diese {MOy}-Einheiten kénnen auf verschiedene Arten
miteinander gepackt werden (Selbstassemblierung), um POMs mit unterschiedlichen Formen und Gréf3en zu bilden.
Die verzerrt oktaedrische { MOg}-Einheit ist der geldufigste Grundbaustein von POMs. Die Selbstassemblierung
erfolgt hauptséchlich dadurch, dass sich { MO} -Einheiten tber ihre Kanten und/oder Ecken miteinander verbinden.
Nur in den seltensten Féllen erfolgt die Bindung Uber ganze Flachen. Der Grund dafir ist, dass in den erstgenannten
Koordinationsmodi die Coulomb-Abstol3ung zwischen den Addenda-Metallen aufgrund der gréRReren Metall-Metall-
Absténde (im Vergleich zur der Verbindung tUber Fléachen) deutlich verringert ist (Abb. 8).

a)
Verkniipfung Verkniipfung Verkniipfung
tiber Ecken iiber Kanten tiber Flachen

Abb. 8 Die Koordinationsarten von oktaedrischen { MOg} -Einheiten. Die Koordination Uber die a) Ecken, b) Kanten und c) Flachen der Oktaeder
sind dargestellt. Die Oktaeder sind deutlichkeitshalber transparent dargestellt. Die Kanten und Flachen der Koordinationsmodi b) und c) sind in
schwarz hervorgehoben. Farbschema: dunkelblau, M; rot, Sauerstoff.

Isopolyanionen werden im Allgemeinen durch Ansduern einer Losung, die das Oxoanion des Addenda-Metalls
enthalt, synthetisiert. Dabei kommt es zu Kondensations-Additions-Reaktionen von Bregnsted-Sauren und -Basen.
Heteropolyanionen werden auf dieselbe Weise synthetisiert, jedoch in Anwesenheit eines Heteroatoms in Form
eines Oxo- oder Hydroxoanions [42, 43]. Einfache Beispiele zur Synthese beider POM-Arten werden im Folgenden
gezeigt, wobei Phosphor das Heteroatom im Synthesebeispiel des Heteropolyanions darstellt.
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I sopolyanionen: 7 WO; +8H" - [W;0,]% +4H,0

Heteropolyanionen: 12 MO} + PO + 24 H* - [PM0;,040]% + 12 H,0

Es ist zu beachten, dass die oben gezeigten Reaktionsgleichungen stark vereinfacht sind, da der genaue
Mechanismus der POM-Bildung, insbesondere die Triebkraft der Selbstassemblierung, nicht vollsténdig geklart
sind. Die Selbstassemblierung von POMs héngt von einer Reihe von Faktoren, wie z.B. dem pH-Wert der
Reaktionsldsung, der Konzentration der Konstituenten, der Temperatur, dem Reaktionsmedium, der Gegenionen,
etc, ab [32]. Vor bereits mehr als 200 Jahren wurde die Stoffklasse der POMs postuliert und von einigen der
bertiihmtesten Wissenschaftler wie W. Scheele (1742 - 1786), Jons J. Berzelius (1779 - 1848) und Linus C. Pauling
(1901 - 1994) untersucht. Im Jahre 1826 publizierte Berzelius die allererste Verdffentlichung, die die Synthese eines
POM s beschreibt [44]. Dabei handelte es sich um das heute al's (NH,)3[PM0150,4] bekannte POM. Es dauerte jedoch
weitere 85 Jahre bis James F. Keggin (1905 - 1993), ein Student des (bereits erwdhnten) beriihmten
Nobelpreistragers (1915 in Physik) und Grunders der molekularen Kristallographie William L. Bragg, die Struktur
dieses ersten POMs kristallographisch bestimmte [45]. Keggin leistete auch in den darauffolgenden Jahren einen
grofRen Beitrag zum Verstéandnis von POM-Strukturen und ihrer Selbstassemblierung, weshalb heutzutage ihm zu
Ehren Strukturen der Form [XM1504]™ (= [XOu{ (MOg)3} 4]™) as Keggin-Strukturen bezeichnet werden (Abb. 9a).

AR

[XM;;0,0]™ [XMgO,,1™
C) % d) ‘
[X;M;50¢,1™ [MgO,01™

Abb. 9 Uberblick iber die bekanntesten POM-Archetypen. a) Keggin-, b) Anderson-Evans-, ¢) Wells-Dawson- und d) Lindqvist-Struktur. Die
Strukturen sind sowohl in der Oktaeder- (links) als auch in ihrer Kugel-und-Stab-Darstellung (rechts) angezeigt. Farbschema: Dunkelblau, M;
griin, X; rot, Sauerstoff.

Die Keggin-Struktur (o-isomer) besitzt eine tetraedrische Symmetrie (T4) und besteht aus 12 oktaedrischen { MOg} -
Einheiten, die so angeordnet sind, dass sich jeweils drei {MOg}-Einheiten Uber ihre Kanten verkniipfen und die
grofRere {M30,3}-Einheit bilden. Vier dieser {M3Oq3}-Einheiten koordinieren Uber ihre Ecken miteinander und
bilden die finale Keggin-Struktur (Abb. 10). Die Rotationswinkel der {M3Oi3}-Einheiten bestimmen die funf
Isomere der Keggin-Struktur, die alsa-, -, y-, 6- und e-1somer bezeichnet werden (Abb. 11).

12 {MOg} 4 {M,0,;} [XM,,0,4,]™

Abb. 10 Aufbau der Keggin-Struktur. In der Mitte der Abbildung ist die {M3O3}-Einheit von zwei verschiedenen Perspektiven gezeigt (unten
und oben), um besser zu verdeutlichen, dass die ,Kappe‘ (oberer Teil der Keggin-Struktur in der hier présentierten Darstellung) und der ,Gurtel
(unterer Teil der Keggin-Struktur in der hier prasentierten Darstellung) der Keggin-Struktur aus demselben Baustein (= {M3Oas} -Einheit)
aufgebaut sind. Farbschema: dunkelblau, M; griin, X; rot, Sauerstoff.
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Abb. 11 Polyederdarstellung aller Keggin-lsomere. Die violett geférbten {M3Oi3}-Einheiten stellen die Triaden dar, die das a-Isomer durch
Drehung um 60° in ein anderes |somer Uberfiihren. Farbschema: dunkelblau/violett, M; griin, X; rot, Sauerstoff.

Im Jahre 1937 postulierte John S. Anderson (1908 - 1990) die Struktur einiger 6-Heteropolysduren wie die des
Hexamolybdoperiodats [I(M0sO4)]> [46, 47]. Ein Jahrzehnt spater wurde Andersons Postulat durch die
Kristallstrukturen der Hexamolybdotellurate Zg[TeM0gO,4] (Z = NH; oder K*), die durch Howard T. Evans Jr.
(1920 - 2000) bestimmt wurden, strukturell bestétigt [48]. Deshalb werden heutzutage POMs der Form [XMgO,,]™
(= [XO0s(WOg-)6]™) Anderson-Evans-Strukturen genannt (Abb. 9b). Die Anderson-Evans-Struktur, die von
trigonaler Symmetrie (D3,) ist, besteht aus einem zentralen, oktaedrisch angeordneten Heteroatom {XOg}, welches
von sechs Uber ihre Ecken miteinander verknlpften {MOg}-Einheiten umschlossen ist, was zu einer planaren
Anordnung der Struktur fihrt. Etwa zur gleichen Zeit (1939 - 1953) beschéftigten sich Alexander F. Wells (1912 -
1994) und Barrie Dawson (1925 - 1974) mit der Strukturaufklérung anderer POMs wie die der 18-
Heteropolyoxowolframate. Wahrend dieser Studien kam Dawson die Idee der Struktur des trigonalen Anions
[P,W15062]® [49]. 14 Jahre spater wurde seine vorgeschlagene Struktur kristallographisch von seinem Kollegen
Dawson bestatigt. Deshalb nennt man heute POMSs, die die allgemeine Formel [X,M150g5]™ (= [(XO4)2(MOg12)16]™)
besitzen, Wells-Dawson-Strukturen (Abb. 9c¢) [50]. Das Wells-Dawson Polyanion (o-1somer) mit seiner trigonalen
Symmetrie (Dgz,) entsteht durch die Zusammenfilhrung von zwei [XMgOg4]"-Bausteinen, die Uber ihre Ecken
miteinander verbunden werden (Abb. 12).

- {M;0¢}

2 [XM,,0,,]" 2 [XMyO4,J"—»
* * [X;M,506,1™

- {M30¢}

Abb. 12 Aufbau der Wells-Dawson-Struktur. Esist zu beachten, dass das Addenda-Atom M der { M3Og} -Einheit nicht oktaedrisch koordiniert, da
Sauerstoff-Atome zur Vervollstdndigung der oktaedrischen Anordnung fehlen. Die abgehende {M3Og}-Einheit ist in dieser Abbildung nur
oktaedrisch aufgebaut, um grafisch deutlicher zu machen welcher Teil die Keggin-Struktur verlasst, um den trilakunédren Baustein zu bilden. Fir
weitere Information, siehe Haupttext. Farbschema: dunkelblau, M; griin, X; rot, Sauerstoff.

Die [XMgO34]"-Einheit ist ein Keggin-Anion, dem eine { M3Og} -Triade fehlt. Solche Strukturen werden deshalb als
trilakundre Keggin-Strukturen bezeichnet. 1952 verdffentlichte Ingvar Lindgvist (1921 - 1991) am Beispiel des
Natriumsalzes die erste Rontgenstrukturanalyse eines Parawolframats. Die von ihm vorgeschlagene Struktur
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[W1,046)%" aus 12 {WOg}-Oktaedern basierte alein auf der Bestimmung der Wolframlagen [51]. Im Laufe der
folgenden Jahre wurde wiederholt erfolglos versucht, diese als korrekt angesehene Struktur mit anderen
physikochemischen Analysenmethoden zu bestdtigen. William N. Lipscomb Jr. (1919 - 2011) fiel als Erstem auf,
dass keines der von ihm zum Vergleich herangezogenen POMs mehr als zwei terminale Sauerstoffatome per
{WOg}-Oktaeder enthielten, wie das Lindquist fir [W.,04]*> postuliert hatte. 1965 schlug der spétere
Nobelpreistrager fiir Chemie (1976) unter Beibehalten der Wolframpositionen [W1,0.,]* und fiir die protonierte
Form [HoW1504]™ (= [Ho(WOg1.895)6(WOgs65)6] ™) vor [52]. Mittels *H-NMR-Breitlinienspektroskopie von Li-,
Na- und K-Parawolframat konnte nachgewiesen werden, dass sich die beiden nichtaciden Protonen im zentralen
tetraedrischen  Hohlraum  befinden [53]. Ein  Jahr  spéter wurde dieser  Strukturvorschlag — mittels
Rontgenstrukturanalyse des Ammoniumparawolframat (NH,), [H,W,,0,,] bestétigt [54]. Durch Neutronenbeugung
am Ammoniumparawolframat konnten die beiden Protonen spéter exakt lokalisiert werden [55]. Neben der
Postulierung der ersten (fehlerhaften) Metawolframatstruktur, 16ste Lindgvist kristallographisch die Strukturen
weiterer POMs, unter anderem die des Hexaniobats [NbgO15]® (=[(NbOg/1.80)s]%) [56]. Deshalb werden POMs der
Form [MgOw]"™ (S[(MOgree)s]l™) Lindqvist-Strukturen genannt (Abb. 9d). Die Lindqvist-Struktur ist ein
Isopolyanion (d.h. sie enthélt kein Heteroatom), das aus sechs oktaedrisch angeordneten{ M Og} -Einheiten besteht
(Op-Symmetrie), wobel jede {MOg}-Einheit Gber vier Kanten mit der benachbarten Einheit verbunden ist.
Gegenwartig sind Hunderte von POM-Verbindungen beschrieben, die finf am haufigsten auftretenden Strukturen
sind hier diskutiert worden.

Polyoxometallate in der Proteinkristallographie

Die Einfuhrung der Klasse der POMs in den Bereich der Proteinkristallographie beruht enerseits auf
wissenschaftlich rationalen Uberlegungen und anderseits auf zufalligen Entdeckungen. Da POMs Schwermetall-
Cluster (Mo, W, V, Nb und Ta) sind, sind sie ideale Werkzeuge fur die Lésung des ,Phasenproblems‘ mittels der
SIR-/MIR-Methode. Einige POMs wie die Polyoxowolframate (POWSs) eignen sich besonders gut fur die Losung
des ,Phasenproblems®, da ihre Addenda-Atome nicht nur eine groRe Anzahl an Elektronen besitzen, sondern auch
anomale Streuer sind. Da die L-I Absorptionskante des Wolframs bei 1.02 A liegt, erzeugt das Ubergangsmetall
starke anomale Signale bei der Wellenlange, die Ublicherweise fir das Rontgenbeugungsexperiment verwendet wird
(~ 1 A). Deshab kann mit den POWSs die haufiger angewendete SAD-/MAD-Methode zur Lésung des
,Phasenproblems* verwendet werden. Aufgrund dieser Eigenschaften wurden POWSs haufig als Werkzeuge zur
Losung des ,Phasenproblems® verwendet [57]. Die Untersuchung aller Proteinkristallstrukturen, die in der PDB
hinterlegt sind und POMs enthalten, und der dazugehérigen Literatur zeigte, dass die Anwesenheit der POMs haufig
Zufall war, obwohl die Cluster einen grofen Einfluss auf den Kristallisationsvorgang des Proteins hatten [40]. Die
POMs wurden meistens nicht gezielt verwendet, da sie nicht als vorgefertigte Molekile mit dem Ziel, die
Kristallisation zu verbessern, zum Kristallisationsansatz gegeben wurden. Stattdessen bildeten sich die POMs
wahrend des Kristallisationsprozesses meistens spontan, da sich in den Kristalisationsbedingungen diverse

Ubergangsmetall-Oxoanionen (z.B. MO} ; M = Mo® oder V>*) befanden, die sich zu Polyanionen assemblierten. Es
gibt mehrere rationale Griinde, Ubergangsmetall-Oxoanionen in Proteinkristalli sationsansitzen zu verwenden. Unter

anderem fungieren sie als Inhibitoren (z.B. VOi' fur die bakterielle saure Phosphatase A [58]) oder als
Substratanaloga (z.B. VO3 a's Phosphat-Analog fur das humane Zellzyklus regulierende Protein CksHs1 [59]) fur
verschiedene Enzyme, weswegen sie hauptséchlich als Additive verwendet werden. In dieser Hinsicht werden
Vanadate aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zu Phosphat haufig als Phosphat-Mimetika oder Inhibitoren fiir
Phosphat-abhéngige oder Phosphat-umsetzende Proteine wie z.B. Phosphatasen verwendet. Des Weiteren kénnen
Vanadate flnffach-koordinierte Komplexe aushilden, deren Koordinationsgeometrie eine gute Anndherung an den
Ubergangszustand von Phosphoryl-Transferreaktionen darstellt, was sie zusitzlich wertvoll macht als Phosphat-
Mimetika oder Inhibitoren [60, 61]. Nichtsdestotrotz wurden POMs auch gezielt as Additive in der
Proteinkristallisation eingesetzt, wobel sie sich positiv auf den Kristallisationsvorgang auswirkten. Tabelle 1 und 2
geben einen Uberblick iiber die Proteinkristallstrukturen, die in der PDB hinterlegt sind und POMs enthalten. Die
Tabellen fassen zusammen, welche POMs gezielt und mit welcher Ausrichtung eingesetzt wurden (Tabelle 1) und
welche sich wéhrend des Kristalisationsverlaufs spontan ausbildeten (Tabelle 2). Damit ein  POM
kristallisationsférdernde Wirkungen ausiiben kann, muss es in der Lage sein, mit den Biomakromolekilen zu
wechselwirken, und deshalb werden im folgenden Abschnitt die POM-Protein-Wechsel wirkungen kurz vorgestelIt.
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Tabelle 1 Uberblick tber die PDB-Eintrége, die POMs enthalten, die gezielt firr die Kristallisation verwendet wurden (Stand: Mai 2018).
Ziel des

PDB Protein POM- Ref

Eintrag  (Organismus) POM Einsatzes Auswirkungen auf die Kristallisation

1DV4  Kleneribosomale Untereinheit [PW1g062]® Phasing Stabiliserung und Rigidifizierung der [62]
(T. thermophilus) Struktur

1FKA  Kleineribosomale Untereinheit [P2W15062] & Phasing Stabiliserung und Rigidifizierung der [63]
(T. thermophilus) Struktur

11943 Kleineribosomale Untereinheit [PW1s06,]® Phasing Stabiliserung und Rigidifizierung der [64]
(T. thermophilus) Struktur

IN7D LDL Rezeptor [PW12040)* Phasing Stabilisierung der Doménen-Organisation [65]
(human) und Verbesserung der Kristallqualitét

2G8H  DNA Reperatur Protein Rad51 [HaW1,040]% Inhibitor Stabilisierung der inaktiven Form [66]
(M. voltae)

3zxX0  NTPDasel [M0,02]% Inhibitor Stabilisierung der Struktur [67]
(R. norvegicus)

3XZ2  NTPDasel [V1002* Inhibitor Stabilisierung der Struktur [67]
(R. norvegicus)

4BVO  NTPDasel [HaW15040] & Inhibitor Vermittlung von Kristallkontakten und [68]
(L. pneumophila) Stabilisierung der Struktur tber

Rigidifizierung

4BVP  NTPDasel [M0gO,g)* Inhibitor Stabilisierung der Struktur tber [68]
(L. pneumophila) Rigidifizierung

4BVP  NTPDasel [M0;02]% Inhibitor Stabilisierung der Struktur tber [68]
(L. pneumophila) Rigidifizierung

4PE5 NMDA Rezeptor-lonenkanal [HaW15040] & Phasing Verbesserung der Kristallqualitat [69]
(R. norvegicus)

40UA  Tyrosinase [TeWs02]® Additiv Vermittlung von Kristallkontakten [70]
(A. bisporus)

4PHI Lysozym [TeWs024] Additiv Vermittlung von Kristallkontakten (neue [71]
(G. gallus) Kristallform)

4712 Auronsynthase [TeWsO4]* Additiv Vermittlung von Kristallkontakten und [72]
(C. grandiflora) Verbesserung der Kristallqualitét

4XYY  Lysozym [Zr(PW1,0s0)]* Kinstliche Keine [73]
(G. gallus) Protease”

5FHW  Lysozym [Hf(PW1; Os)]®  Kiinstliche  Keine -
(G. gallus) Protease”

5WP6  TRPM4 Kana [V1002)® Kanal- Struktur wurde mittels [74]
(human) Modulator Elektronenmikroskopie gel Ost

5SUQ  Sub2 ATPase-THO Komplex [PW1,040]* Phasing Keine Angabe in der Publikation [75]
(S cerevisiae)

6G3S HSP70 Nukleotid-Bindedoméne [TeWs02]® Additiv Induktion einer ungewohnlichen [76]
(human) Kristallpackung

L Die PDB Eintrége 1195, 1196 und 1197 enthalten dasselbe POM (mit gleicher Auswirkung auf die Kristallisation), weshalb diese Eintrége in
dieser Tabelle ausgelassen wurden. (bl Das POM igt proteolytisch aktiv (schneidet das Protein) und die angegebene Struktur wurde zur

Verifizierung seiner Bindestelle am Protein verwendet. [9 Zu diesem Eintrag gibt es bislang noch keine Publikation.
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Tabelle 2 Uberblick tiber die PDB-Eintrage, die POMs enthalten, die sich spontan wihrend der Kristallisation ausbildeten (Stand: Mai 2018).

PDB Protein Auswirkungen auf die
Eintrag  (Organismus) POM Ursprung des POMs Kristalisation Ref.
1DKT Zellzyklus regulierendes Protein CksHsl [V70u)*” Selbstassemblierung in Stabilisierung des [59]
(human) Anwesenheit von VO, Proteindimeres
(Phosphat-Analog)
1E59 Cofactor-abhéngige Phosphoglyceratmutase  [V4044]% Selbstassemblierung in Stabilisierung der [77]
(E. coli) Anwesenheit von VO?{ inaktiven Form
(Inhibitor)
1L7v ABC Transporter [V40u]* Selbstassemblierung in POM wurde fur das [78]
(E. coli) Anwesenheit von VO?{ Phasing verwendet
(Inhibitor)
1zl C3 Exoenzym [V40u]* Selbstassemblierung in Vermittlung von [79]
(C. botulinum) Anwesenheit von VO4} Kristallkontakten
1RXS Uridin-Phosphorylase [V/0u)*” Selbstassemblierung in Keine [80]
(E. coli) Anwesenheit von VOj
2D1G Saure Phosphatase A [V10026]® Selbstassemblierung in Stabilisierung der [58]
(F. tularensis) Anwesenheit von VO4} St_ru_kt_u_r _Uber
(Inhibitor) Rigidifizierung
2G8H RNase H [VeOig)®" Selbstassemblierung in Stabilsierung einer [81]
(B. halodurans) Anwesenheit von VO, Ubergangsstruktur
(Substrat-Mimetikum)
2HHL CTD kleines Phosphatase-ghnliches Protein -~ [PW1,040]* Nicht beschrieben in der Vermittlung von [82]
(human) Publikation Kristallkontakten
1P0Z Sensorkinase CitA [M0;02]% Selbstassemblierung in Vermittlung von [83]
(K. pneumonia) Anwesenheit von M ooi’ Kristallkontakten
(Inhibitor)
20GX  Molybdan-Speicherprotein [W303* Selbstassemblierung in Keine® [84]
(A. vinelandii) Anwesenheit von WO2
4F6T Molybdan-Speicherprotein [M0gO26H,]™" Protein-induzierte Keine! [85]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von MoOZ
4F6T Molybdan-Speicherprotein [M0gO2*" Protein-induzierte Keine! [85]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von MoOZ
4F6T Molybdén-Speicherprotein [MosOxH,™ " Protein-induzierte Keinel [85]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von Moo
4BRH NTPDase 1 [V10026]® Selbstassemblierung in Keinel [86]
(L. pneumophila) Anwesenheit von VO
(Phosphat-Mimetikum)
4ANDO™  Molybdén-Speicherprotein [M0sOw]*" Protein-induzierte Keinel [87]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von M ooi’
4ANDO™  Molybdéan-Speicherprotein [M0gO2]* Protein-induzierte Keinel [87]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von M ooi’
505W  Molybdan-Speicherprotein [M0gO2]* Protein-induzierte Keine! [88]
(A. vinelandii) Assemblierung in Anwesenheit
von M ooi’
3GQI Rezeptor-Tyrosinkinase [V1002)® Selbstassemblierung in Strukturstabilisierung [89]
(human) Anwesenheit von VO
(Inhibitor)
4B1A Lysozym [PM035040)> Selbstassemblierung nach dem  Strukturstabilisierung [90]
(G. gallus) Zerfall eines Mo- Komplexes
5XLS Uracil:Protein-Symporter [PW41,040]* Selbstassemblierung in POM wurde fir das [91]
(E. coli) Anwesenheit von (NH,),WS, Phasing verwendet

@ pas Molybdén-Speicherprotein besitzt eine Quartérstruktur, die an ein Fass erinnert und in dessen Innerem das Protein sowohl Mo- als auch
W-Atome in Form von POMs speichert. Deshalb wird die Assemblierung der POMs in diesem Fall aus physiologischen Griinden durch das POM
induziert. ! Die PDB Eintrage 4NDP, 4NDQ und 4NDR enthalten dasselbe POM (mit gleicher Auswirkungen auf die Kristallisation), weshalb
siein dieser Tabelle ausgelassen wurden. * Dieses POM wurde in dieser Zusammensetzung noch nie aus einer Lésung isoliert.
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POM -Protein-Wechselwir kungen

Aufgrund ihrer negativen Ladung sind POMs geradezu pradestiniert, um mit positiv geladenen Proteinregionen Uber
ihre Ladungen bzw. allgemein Uber el ektrostatische Wechselwirkungen zu interagieren (Abb. 13a). Der Nachwels,
dass elektrostatische Wechselwirkungen die Hauptantriebskraft fir POM-Protein-Wechselwirkungen darstellen,
wurde durch einige Studien, die die Wechselwirkung einiger POMs mit humanem Serumalbumin (HSA) untersucht
haben [92, 93, 94, 95, 96], und natlrlich durch die Rontgenstrukturanalyse mehrerer Protein-POM-Komplexe
erbracht [40, 97]. Die Kristallstrukturen zeigten, dass hauptséchlich positive geladene Aminosduren (Lysin, Arginin
und Histidin) an den Wechselwirkungen mit den POMs beteiligt sind. Des Weiteren kdnnen POMs auch mit
Protonen-Donatoren  (Serin,  Threonin,  Cystein,  Tyrosin, Asparagin  und  Glutamin)  mittels
Wasserstoffbriickenbindungen wechselwirken (Abb. 13b). Basierend auf dieser Art von Wechselwirkungen sind
POMs in der Lage, mit polaren Losungsmittelmolekilen (z.B. Wasser) und/oder mono- und multivalenten Kationen
(z.B. Mg®) zu interagieren. Auf diese Weise kdnnen POMs (ber Losungsmittel- oder Kationen-vermittelte
Interaktionen ,indirekt* mit Proteinen wechselwirken. Das bedeutet, dass ein Losungsmittelmolekil oder Kation das
POM mit dem Protein in Verbindung bringt, indem es gleichzeitig mit beiden Molekilen Uber
Wasserstoffbriickenbindungen bzw. elektrostatische Wechselwirkungen interagiert (Abb. 13c und 13d). Die
Kationen-vermittelten Wechselwirkungen ermdglichen dem POM sogar Wechselwirkungen mit negativ geladenen
Aminosduren (Glutamin- und Asparaginsaure) einzugehen, die normalerweise durch elektrostatische AbstolRung
verhindert werden (Abb. 13d) [84, 85]. Es wurden jedoch auch POM-Protein-Wechselwirkungen an hydrophoben
Bereichen von Proteinen beobachtet. Beispielsweise interagieren verschiedene Polyoxomolybdate (POMos)
Uberwiegend mit hydrophoben Aminoséuren (z.B. Valin, Prolin und Glycin) des Molybdén-Speicherproteins via van
der Waals-Wechselwirkungen (Abb. 13e) [87]. Dies kann durch die hohe Polarisierbarkeit der POMs erklart
werden, die anscheinend die dauerhaften Dipol-induzierten Dipol-Wechselwirkungen mit mehr oder weniger
hydrophoben Proteinbereichen verstérkt. Die Fahigkeit von POMs, hydrophobe Wechselwirkungen einzugehen,
wurde durch die Erkenntnis, dass POMs eine hohe Affinitét gegenlber neutralen und hydrophoben Oberflachen
(Wechselwirkungen mit nicht-ionischen Tensiden und Membranlipiden) besitzen, weiter bestétigt [98, 99, 100,
101]. POMs kénnen abhéngig von ihrer Ladungsdichte, Umgebung (z.B. Gegenionen) und Reaktionspartner
zwischen elektrostatischen und hydrophob-ahnlichen Wechselwirkungen wechseln. Beispielsweise neigen POMs
mit einer niedrigeren Ladungsdichte stérker dazu, hydrophobe Wechselwirkungen einzugehen, was dazu fuhrt, dass
diese POMs eine hohere Affinitdt zu Membranmimetika haben. Einige POMs sind sogar in der Lage, mit
Membranmimetika, die negative geladene Kopfgruppen haben, zu interagieren [101]. In diesen Fallen wird die
negative Ladung der Kopfgruppen im Wesentlichen durch die Gegenkationen der POMs neutralisiert, wodurch dem
POM die Adsorption an die Alkylregion der Membran ermdglicht wird. Interessanterweise wurden auch kovalente
Bindungen zwischen POMs und den Aminoséuren von Proteinen beobachtet (Abb. 13f) [72, 84, 85]. Die
Kristallstruktur des Molybdan-Speicherproteins zeigte, dass einige Oktamolybdate [M0ogO.s]* kovalent an das N,
Stickstoff-Atom eines Histidins und an das O;; Sauerstoff-Atom einer Glutaminsaure gebunden waren. Die Bildung
dieser POMs wurde durch das Protein induziert, da die Hauptfunktion des Proteins die Speicherung von Mo- und
W-Atomen in Form von Polyanionen ist. Aus diesem Grund kdnnten die beobachteten kovalenten Bindungen durch
den Protein-getriebenen Assemblierungsprozess entstanden sein. Eine éhnliche Beobachtung wurde auch bei der
Strukturlésung der bakteriellen Nukleotidtriphosphatdiphosphohydrolase 1 (NTPDasel) festgestellt, wo ebenfalls
ein Oktamolybdat vom Hydroxyl-Sauerstoff eines Serins kovalent gebunden wurde [68]. Das POMo wurde nicht als
intaktes Molekil zum experimentellen Ansatz gegeben, sondern bildete sich spontan aus den in der

Kristallisationddsung vorhandenen Mooi'-lonen. Die einzige Studie, bei der ein vorgefertigtes POM als
Kristallisationsadditiv verwendet wurde und es zu einer kovalenten Bindung kam, war wéhrend der Kristallisation
der pflanzlichen Auronsynthase von Coreopsis grandiflora (CgAUSI) mit dem Anderson-Evans-Anion [TeW0,4]®
[72, 102]. Die kovalente Bindung wurde hierbei zwischen dem Hexawolframatotellurat und einer Glutaminsdure
geschlossen, was die Fahigkeit von POMs, kovalente Bindungen mit Proteinen auszubilden, weiter bekraftigt. Der
Mechanismus fir die Entstehung dieser kovalenten Bindung ist nicht bekannt.
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Abb. 13 Schematische Darstellung von POM-Protein-Wechselwirkungen. a) Elektrostatische Wechselwirkung zwischen den Ladungen des
negativ geladenen POMs und des positiv geladenen Lysins. b) Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem POM und einem Serin. c)
Lésungsmittel  (Wasser)-vermittelte Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem POM und einem Serin. d) Kation (Mg*)-vermittelte
elektrostatische Wechselwirkung, die zwel negativ geladene Molekile (POM und Aspartat) miteinander verbindet. €) van der Waals- oder
hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem POM und einem Leucin. f) Kovalente Bindung zwischen dem POM und einer Glutaminséure. Die
{MOQg}-Einheit, die die kovalente Bindung eingeht, ist transparent, wobei das Addenda-Atom M als Kugel angezeigt wird, um die kovalente
Bindung genauer darzustellen. Farbschema: zyan, M; griiner Oktaeder, X; griine Kugel, Magnesium; rot, Sauerstoff.

Polyoxometallate als Wer kzeug zum L 6sen des ,Phasenproblems’

Wie bereits erwdhnt wurden POMs hauptséchlich zum Ldsen des ,Phasenproblems* verwendet. POWSs sind hierbei
eine besonders gute Wahl, da ihre Wolfram-Atome elektronenreiche, anomale Streuer sind, weswegen sie wie
geschaffen sind furr das Phasing mittels der SAD-/MAD-Methode. Eine bestimmte Anzahl an Schweratomen bzw.
anomalen Streuern pro Aminosaure muss im Proteinkristall vorhanden sein, damit ausreichend starke isomorphe
bzw. anomale Signale entstehen, die sich vom Hintergrund (Signalrauschen) deutlich hervorheben. Dies ist
besonders wichtig fur die Losung des ,Phasenproblems® groRRer Proteine oder makromolekularer Komplexe, da mit
steigender Grof3e des Proteins (Anzahl der Aminoséuren) eine grof3ere Menge an schweren Atomen bzw. anomalen
Streuern nétig ist [103]. In dieser Hinsicht haben POMs a's grofe und dichte Metallkomplexe einen entscheidenden
Vorteil gegentiber den firr gewshnlich verwendeten einzelnen Schweratomen (z.B. Hg?*, Au®* oder Pt>"*"), da eine
geringere Anzahl an POMs in die Proteinstruktur eingebracht werden muss im Vergleich zu der Anzahl der
einzelnen Schweratome, die nétig sind, um ein messbares Signal zu erzeugen [104]. Die Bindung eines einzelnen
POM s fuhrt bereits mehrere Schweratome bzw. anomale Streuer in die Struktur ein. Um die experimentellen Phasen
bei hoher Auflésung direkt zu berechnen, miissen die Positionen der einzelnen Schweratome bzw. anomalen Streuer
innerhalb des POM s bestimmt werden und das POM muss korrekt ausgerichtet sein. Dies kann ziemlich schwierig
werden, wenn die Qualitét der mit POM derivatisierten Kristalle gering ist. Metall-Cluster wie POMs liefern jedoch
auch brauchbare Phasing-Signale bei niedrigen Auflésungen, wo die Positionen der einzelnen Metall-Atome nicht
bestimmt werden kann. In diesem Fall streuen die einzelnen Metall-Atome des POMsin Phase und agieren dabei as
eine Art ,Superatom‘ [57]. Der Gesamtbeitrag zum Streusignal dieses ,Superatoms* setzt sich aus der Summe aller
(anomalen) Elektronen des POMs zusammen, was zu einem deutlich htheren Phasing-Signal fuhrt im Vergleich zu
dem Szenario mit zuféllig verteilten, einzelnen schweren Atomen bzw. anomalen Streuern [57]. Ein POM, das aus N
Metall-Atomen und Z Elektronen besteht, liefert bei niedriger Auflésung einen Beitrag zum Streusignal von (NZ)?,
dadie Intensitét der gestreuten Rontgenstrahlen proportional zum Quadrat der Anzahl der streuenden Elektronen ist.
Im Gegensatz dazu betragt der Beitrag der einzelnen Schweratome bzw. anomalen Streuer zum Streusignal N(Z)?,
welcher im Vergleich zum Streubeitrag des ,Superatoms‘ (POM) um den Faktor N geringer ist [57]. Auf diese
Weise erhdt man durch POM-derivatisierte Kristalle starke isomorphe bzw. anomae Signale, wobei der
Massenschwerpunkt des POMs fiir die Lésung des ,Phasenproblems® ganz genau bestimmt werden kann. Ein
weiterer Aspekt, weshalb einige POMs besonders gut geeignet sind fiir das Phasing im Vergleich zu den haufig
verwendeten Phasing-Werkzeugen (z.B. einzelne Metallionen, kleine Metallkomplexe, Halide) ist, dass sie in
wassrigen Losungen stabil sind. In Kristallisationslosungen befinden sich héufig verschiedene anorganische
und/oder organische Molekile wie z.B. Additive, Pufferkomponenten, Stabilisatoren und/oder Fallungsmittel, die
mit der Phasing-Verbindung chemisch interferieren und somit ihre Funktionalitdt hemmen kénnten. Beispielsweise
beeintréchtigen einige Puffer wie z.B. der TRIS- (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), Phosphat- oder Citratpuffer
die Bindung einiger Schwermetalle an das Protein, indem sie mit ihnen teilweise unldsliche Komplexe ausbilden
(z.B. Lanthanide und Phosphat) [14]. Im Gegensatz dazu sind einige POMs, insbesondere das Anderson-Evans-
Anion stabil, wobei sie gegenilber den haufig verwendeten Bestandteilen einer Kristallisationsl6sung weitestgehend
inert sind [41].
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Verschiedene POWs wie das Keggin-Anion [PW12040]3' und die Wells-Dawson-Struktur [P2W18062]6' wurden
bereits friihzeitig fir das Losen des ,Phasenproblems® grofRer Proteine und molekularer Komplexe verwendet, wie
z.B. bei der Strukturlésung der bakteriellen Riboflavinsynthase [105], der bakteriellen Fumarase C [106], des 20S-
Hauptkomplexes des Proteasoms eines Archaeons [107], der bakteriellen 50S-Untereinheit des Ribosoms [108], der
RNA-Polymerase 1l aus Hefe [109] und des humanen LDL-Rezeptors (low-density lipoprotein receptor) [110].
Deshalb bietet die Firma Jena Bioscience (www.j enabioscience.com) sogenannte ‘Phasing-Kits” an, die das Keggin-
Anion [PW,0,4]%, das Metawolframat [H,W1,04)® und das Parawolframat [H,W1,04,]'" as Derivatisierungs-
anionen beinhalten.

POMsalsKristallisationsadditive

Neben ihrer erfolgreichen Verwendung als Werkzeug zum Ldsen des ‘Phasenproblems’ wirkten sich POMs auch
positiv auf den Kristallisationsprozess einiger Proteine aus [40]. Die kristallisationsférdernde Wirkung der POMs
beruht hauptséchlich auf ihrer Fahigkeit, Kristallkontakte zu schaffen und diese zu stabilisieren. Aufgrund der
Uberwiegend elektrostatischen Wechselwirkungen (inklusive Wasserstoffbriickenbindungen) mit positiv geladenen
und/oder polaren Bereichen der Proteinoberfléche sind POMs in der Lage, Proteinmolekile miteinander zu
,verbriicken®, was zu neuen Protein-Protein-Kontakten fiihrt. Insbesondere das ,Crosslinking® positiv geladener
Proteinoberflachen Uber ionische Wechselwirkungen mit dem POM ist von groem Vorteil, da sich diese
Oberflachen ansonsten elektrostatisch abstolen wirden. Durch das ,Zusammenkleben® dieser gleich geladenen
Proteinbereiche mittels des POMs wird die Anzahl der mdglichen Kristallkontakte erhdht und somit auch die
Wahrscheinlichkeit einer Kristallisation des Proteins. AuRerdem sind POMs in der Lage, sowohl biologische als
auch kristallographische oligomere Zustdnde (z.B. ein Dimer), die sich unabhdngig vom POM bilden, zu
stabilisieren. Die Fahigkeit der POMs, Proteinmolekile auf eine die Kristallisation fordernde Art und Weise
miteinander zu ,verbriicken®, hangt von einigen Faktoren wie z.B. der Ladung, Ladungsdichte, Gréf3e, Form und
Symmetrie ab. Die Ladung bzw. Ladungsdichte und die Grof3e bzw. Form des POMs bestimmt hauptséchlich seine
Bindungsaffinitét zu Proteinen. Da, unter anderem, die Ladungsdichte fir die Hydrophilie des POMs
ausschlaggebend ist, muss dieser Parameter sinnvoll gewahlt werden, um ausreichende elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem Protein zu gewdhrleisten. POMs, die eine zu hohe Ladungsdichte besitzen, sind
generell starker hydratisiert und neigen somit eher dazu, in Lésung zu bleiben. Der Grund daflr ist, dass die
Solvatisierungs- bzw. Desolvatisierungsenergie, die nétig ist, um die Hydrathille des POMs fir eine
Wechselwirkung mit dem Protein zu entfernen, zu grof? ist. POMs, die wiederum eine zu geringe Ladungsdichte
besitzen, gehen nur schwache und promiskuitive elektrostatische Wechselwirkungen ein [94, 111, 112]. Die Grof3e
und Form des POMs kdnnen eine entscheidende Rolle in dessen Bindefdhigkeit und ,Verbrickungspotential‘
spielen. GroRRere POMs hieten potenziell mehr Raum fir Interaktionen (bzw. mehr Bindestellen), der es ihnen
ermdglicht, mit einer gréfReren Anzahl an Aminosduren und Proteinmolekilen zu wechselwirken. Kleine POMs
hingegen sind diesbeziiglich eher limitiert. Die algemein beachtliche Grof3e der POMs erlaubt esihnen, als eine Art
Distanzhalter zwischen den ,verbriickten* Proteinmolekiilen zu fungieren (Abb. 14). Dieser Abstand kann sehr
wichtig sein, da mdgliche weitreichende AbstoRungskréfte oder sterische Beeintrachtigungen zwischen den
,verbriickten* Proteinmolekiilen reduziert werden. Dadurch wird den Proteinmolekilen die rdumliche Annédherung
zueinander erleichtert und gleichzeitig stabilisiert das POM die (short-range) Anziehung zwischen sich ansonsten
elektrostatisch abstofenden Oberflachen, was von besonderer Bedeutung fir den Prozess der Keimbildung ist.
Deshalb ist eine Ausgewogenheit zwischen der Grofe (bzw. Form) und der Ladung des POMs entscheidend fur
ideale POM-Protein-Wechselwirkungen, die sich nicht nur auf elektrostatische Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen, sondern auch auf hydrophobe Interaktionen bezieht.
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Abb. 14 Schematische Darstellung wie der POM as ,Distanzhalter* zwischen ‘verbriickten’ Proteinmolekiilen fungieren kann. Als
Anschauungsbeispiel dient das Anderson-Evans POM. a) Eine Situation ist dargestellt, in der sich drei positiv geladene Proteinregionen
(dargestellt als elektrostatische Coulomb-Oberfléchen, blau = positives Potential, rot = negatives Potential und weil3 = neutrales Potential)
annghern, jedoch wird die Ausbildung eines (Kristall-)Kontakts sowohl durch sterische Kollisionen (rote Sterne) als auch elektrostatische
AbstoRung verhindert. b) Anderson-Evans POM-vermittelte Aushildung eines Kristallkontakts. In der Anwesenheit des POMs koénnen die
gleichférmig geladenen Molekiile elektrostatisch miteinander ,verbriickt* werden, wahrend sie trotzdem noch ausreichend voneinander entfernt
sind, um sterische Kollisionen untereinander zu verhindern. Farbschema: dunkelblau, M; griin, X; rot, Sauerstoff.

Die Symmetrie kann ebenfalls eine wichtige Rolle bei der POM-vermittelten Proteinkristallisation spielen, dasie die
Bindestelle des POMs innerhalb des Kristallgitters selektiv bestimmen kann [105]. Falls die innere Symmetrie eines
POMs mit der kristallographischen und/oder nicht-kristallographischen Symmetrie eines Proteinkristalls korreliert,
dann bestent eine gewisse Wahrscheinlichkeit, das POM auf dem entsprechenden (gemeinsamen)
Symmetrieelement zu finden. Die Kristallisation der Riboflavinsynthase zeigte, dass beispielsweise der trigonae
Cluster [W30,(O,CCHs)g]** (D5 Symmetrie) an die dreifache Rotationsachse des Proteins gebunden hatte, wahrend
das pentagonale Heteropolywolframat [NaPsW30110]*” (auch bekannt al's Preyssler-Anion, Ds Symmetrie) sich auf
der internen funffachen Rotationsachse des Proteins befand [113]. Die Symmetrie kann auch den
,Verbriickungsgrad‘ eines POMs beeinflussen, da ein Polyanion, welches sich beispielsweise auf einer X-fachen
Rotationsachse befindet, mit X Symmetrie-verwandten Proteinmolekilen wechselwirken kann (Abb. 15). Es ist
jedoch zu beachten, dass eine Symmetrielibereinstimmung zwischen dem POM und dem Kristallgitter (oder der
inneren Symmetrie der biomolekularen Einheit) keine Voraussetzung fir die POM-Bindung oder dessen Fahigkeit,
die Proteinkristallisation zu férdern, ist, dain den meisten Fallen die POMs abseits der Symmetrieelemente binden.
Zwei weitere, grof3ere Probleme in der Proteinkristallisation sind die Flexibilitét und das dynamische Verhalten von
Proteinen. Proteine, die strukturell hochflexibel und beweglich sind, zeigen eine deutlich geringere Tendenz zur
Kristallisation al's weniger bewegliche Proteine, da flexible Bereiche sich nicht einfach in ein periodisches Gitter
(Kristall) einordnen lassen. Die flexible Natur eines Proteins spiegelt sich auch haufig in der Kristallstruktur wider,
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die teilweise lickenhaft ist, da bewegliche Doméanen, insbesondere unstrukturierte Loops (schleifenférmige
Sekundarstrukturelemente innerhalb von Proteinstrukturen), aufgrund ihrer erhéhten Bewegung und Schwingungen
nicht modelliert werden koénnen. Die Zeitspanne dieser Schwingungen ist deutlich kiirzer als die Dauer des
Rontgenbeugungsexperimentes (bzw. als die Dauer der Rontgeneinstrahlung), weshalb man eine Schar an
verschiedenen Positionen, die sich Uber ein gréfReres Volumen verteilt, detektiert. Damit ist die Bestimmung der
genauen bzw. ungefahren Position solcher flexiblen Proteinfragmente sehr schwierig oder gar unméglich (deshalb
l&sst man diese Teile eines Proteins beim Modellieren aus, was zu L iicken im Proteinmodell fuhrt). POMs sind aber
in der Lage solche flexiblen Proteinregionen zu fixieren und zu stabilisieren, indem sie an diese Bereiche binden
[40]. Auf diese Weise werden die konformationelle Stabilitét des Proteins und die Wahrscheinlichkeit einer
Kristallisation erhéht. Da die strukturelle Mobilitét eines Proteins meistens mit dessen Funktion zusammenhangt,
kénnen POMs auch als Inhibitoren bestimmter Enzyme wirken, indem sie die fur die katalytische Funktion
essentielle Doméanenbewegungen stéren oder blocken. Dank dieser Eigenschaft konnten bestimmte (katalytische)
Ubergangzusténde von Enzymen stabilisiert und kristallisiert werden [40]. Beispielsweise sorgte die Bindung von
[H2W12040]6' an NTPDasel nicht nur fir die Hemmung der Aktivitdt des Enzyms, sondern auch fir die
Stabilisierung einer halb-offenen Konformation, die kristallographisch bestimmt werden konnte [68]. Die dabei
entstandene Kristallstruktur lieferte wertvolle Hinweise auf die Doménenbewegungen des Enzyms wahrend der
katalytischen Reaktion. Zusammenfassend wird festgestellt, dass sich POMs positiv auf die Kristallisation einiger
Proteine ausgewirkt haben, indem sie vor allem Kristallkontakte durch das ,Verbriicken* von Proteinmolekilen
geschaffen haben und die Beweglichkeit flexibler Proteinbereiche reduziert haben.

ng_-
X p5w300110]l15-nl- -qg ‘%

D,, Symmetrie
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Abb. 15 Schematische Darstellung des Einflusses der Symmetrie auf das Bindeverhalten von POMs. a) Die Symmetrie bestimmt die Position des
[X™PsWa0110) =™ Anions auf einer fiinffachen Rotationsachse, da das Anion eine innere Ds, Symmetrie besitzt. Da sich das POM auf einer
funffachen Drehachse befindet, steht es mit finf Proteinmolekilen in Wechselwirkung. Die Cs Symmetrie des Preyssler-Anions ist durch das
rosafarbene Fiinfeck verdeutlicht. Die Phosphor-Atome sind in der abgebildeten Perspektive nicht zu sehen, da sie sich hinter den {WOg}"
Oktaedern befinden. b) Die Symmetrie bestimmt die Position des [XM¢Oz4]™ Anions auf einer dreifachen Rotationsachse, da das Anion eine
innere D3, Symmetrie besitzt. Esist zu beachten, dass Kristalle keine flinffachen Rotationsachsen besitzen und dieses Beispidl sich auf dieinterne
Symmetrie eines z.B. Multi-Doménen Proteins bezieht (wobei die Doménen in diesen Beispiel durch Hihnereiweis-Lysozym dargestellt
werden). Da sich das POM auf einer dreifachen Drehachse befindet, steht es mit drel Proteinmolekiilen in Wechselwirkung. Die C; Symmetrie
des Anderson-Evans-Anions ist durch das rosafarbene Dreieck verdeutlicht. Hihnereiwei3-Lysozym dient in dieser Abbildung as
Anschauungsbeispiel fur das Protein (griiner Cartoon). Farbschema: dunkelblau, M; hellblau; Wolfram; griin, X; rot, Sauerstoff. Punktgruppen
und Symmetriesymbole sind in der Referenz [114] néher erkléart.

Das Potential des Hexawolframatotellurats als vielver sprechendes Kristallisationsadditiv

Waéhrend der Suche nach einem passenden Kristallisationsadditiv wurden einige POM-Archetypen beziglich ihrer
Wirkung auf die Kristallisation von Proteinen hin getestet [41, 70, 71, 72]. Die Ergebnisse zeigten, dass das
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Anderson-Evans-POM Hexawol framatotel lurat [TeWe0,4]® (TEW) das vielversprechendste Kristallisationsadditiv
unter den POMs war. Das POM ermdglichte die Kristallisation von zwei bis dato strukturell unbekannten Proteinen,
der pilzlichen Tyrosinase aus Agaricus bisporus (AbPPO4) [70, 115] und der Auronsynthase aus Coreopsis
grandiflora (CgAUS1) [72, 102]. Zudem fiuhrte die TEW-vermittelte Kristallisation des Modellproteins
Huhnereiwei3-Lysozym (HEWL) zu einer vorher nicht bekannten Kristallform dieses Proteins [71]. Wahrend der
Kristallisation der Nukleotid-Bindedomane des Hitzeschockproteins HSP70 mit TEW als Additiv induzierte das
POM zwei unterschiedliche Kristallpackungen, wobel eine davon sehr ungewohnlich war [76]. Die Struktur des
TEWSs bzw. des Anderson-Evans-POMs wurde bereits beschrieben (Abb. 1b). Es gibt jedoch zwei Arten der
Anderson-Evans-Struktur, den nicht-protonierten A-Typen, wo das Heteroatom X sich in seiner hdchsten
Oxidationsstufe befindet, [X™MgO54]**™ (M = Mo oder W; X = Te"', I¥"), und den protonierten B-Typen, der bis
zu sechs Protonen an seine p3-O-Atome bindet, wobei das Heteroatom eine niedrige Oxidationsstufe besitzt,
[X™(OH)sMgO1g] ™ (M = Mo oder W; X = Cr'", Fe'"' (Abb. 16).

A-Typ B-Typ
[xn-l- M6024]{12—n}' [xn+(0H)BM6013](ﬁ_n}-

Abb. 16 Kugel-und-Stab-Modelle der A- und B-Form der Anderson-Evans-Struktur. Die bis zu sechs Protonen der B-Form, die an p3-O-Atomen
gebunden sind, sind durch die Aufschrift ,,H* gekennzeichnet (Protonen in weil3en Kreisen zeigen in die Zeichenebene hinein, wahrend die in
turkisen Kreisen aus der Zeichenebene hinaus zeigen). Die unterschiedlichen Koordinationsmodi der Sauerstoff-Atome sind ebenfalls dargestellt.
Us-O-Atome sind dreifach Uberbriickende Sauerstoff-Atome, die das Heteroatom und zwei Addenda-Atome miteinander verbinden. p.-O-Atome
sind zweifach Uberbriickende Sauerstoff-Atome, die zwei Addenda-Atome miteinander verbinden. O-Atome sind terminale Sauerstoff-Atome,
die paarweise an jedes Addenda-Atom gebunden sind. Farbschema: dunkelblau, M; grin, X; rot, Sauerstoff.

TEW ist ein A-Typ Anderson-Evans-Polyoxowolframat und erfiillt die wichtigsten Voraussetzungen eines
Kristallisationsadditives, namlich eine hohe Lodichkeit und Stabilitéé unter den  Ublichen
Kristallisationsbedingungen und verfigt Uber die Fahigkeit, mit Proteinen zu wechselwirken, ohne dabel ihre
strukturelle Integritdt zu stéren [40]. Die Synthese von TEW ist relativ unkompliziert und besteht im Grunde
genommen aus dem Ansduern einer wassrigen Losung (pH ~ 5), die NaaWO, und Te(OH)g in einem molaren
Verhdtnis von 6:1 enthdlt [115]. Die Lésung wird anschlieflend auf 110°C erhitzt, bis nur noch dreiviertel des
Anfangsvolumens vorhanden sind, ehe das Endprodukt auskristallisiert wird (durch langsame Verdampfung bei
Raumtemperatur). TEW wird normaerweise mittels Rontgenbeugung und/oder Infrarotspektroskopie (IR-
Spektroskopie) sowie der Elementaranalyse identifiziert und charakterisiert. TEW kristallisiert triklin in der
Raumgruppe P1 mit den Einheitszell-Parametern a~ 10.3 A, b~ 106 A, c~11.1 A, a ~ 91°, B ~ 115° und y ~ 105°
[116]. Das IR-Spektrum von TEW zeigt einen Fingerprint-Bereich, der charakteristisch fur das Wolframgertst der
Anderson-Evans-Struktur ist. Streckschwingungen der terminalen W=O-Einheiten beobachtet man bel den
Wellenzahlen ~ 952 und ~ 940 cm™*. Das Spektrum zeigt Peaks bei ~ 884 cm™ und im Wellenzahlbereich ~ 470 -
750 cm*, die den asymmetrischen bzw. symmetrischen Deformationsschwingungen der W-O-W- und der W-O-Te-
Einheiten zugeschrieben werden [117]. Weitere Methoden, die zur Charakterisierung von TEW verwendet werden
kénnen, sind die Elementaranalyse, die **W-K ernspinresonanzspektroskopie (***W-NM R-Spektroskopie) und die
M assenspektrometrie. Abgesehen von dem jlingst entdeckten Einsatz des TEWSs in der Proteinkristallographie wird
das Anderson-Evans-POM nur als anorganischer Baustein fur die Synthese organi sch-anorganischer-Hybrid-POMs
verwendet [118, 119, 120, 121, 122]. Zu diesem Zweck werden drei bis sechs Protonen der B-Typ-Struktur durch
ein oder zwei Triol-Liganden (RC(CH,0OH)3), R = organische Gruppe) ersetzt. Es gibt mehrere Argumente, die
dafiir sprechen, dass TEW ein potentes Kristallisationsadditiv ist, wobei esin mancher Hinsicht hdufig verwendeten
Kristallisationsadditiven Uberlegen ist:
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TEW als Phasing-Werkzeug

TEW kann wie andere POWSs und grof3ere Metall-Cluster zur Lésung des ,Phasenproblems® verwendet werden,
wobei es, wie vorher bereits diskutiert, wesentliche Vorteile mit sich bringt. Die sechs anomal streuenden Wolfram-
Atome sorgen dafir, dass TEW mehr as geeignet fir das anomale Phasing ist. Da die L-I-Absorptionskante des
Wolframs bei 1.02 A liegt, kann das TEW ganz bequem zum Phasing mittels der SAD-Methode verwendet werden,
selbst wenn die Daten an einer Rontgenquelle, deren Wellenldnge man nicht einstellen kann, gesammelt wurden.
Diesist ein wichtiger Vorteil gegeniiber den meisten anomalen Streuern, da sich die Absorptionskanten der meisten
anomal streuenden Atome bei entfernteren Wellenléngen befinden, weswegen man bei der Verwendung solcher
Atome auf Rontgenquellen mit einstellbarer Wellenldnge angewiesen ist.

Chemische Eigenschaften des TEW, die fur die Proteinkristallisation von Vorteil sind

TEW ist in wéassrigen LAsungen gut 16dlich, was @ulferst wichtig fur dessen Verwendung in der Kristallisation ist, da
Additive meistens in groRem Uberschuss (im Vergleich zur Proteinkonzentration) verwendet werden. Die
Wasserldslichkeit des Natriumsalzes von TEW, Nag[TeWgO,4], betrédgt ~ 100 mM. Andere bekannte POM-
Archetypen wie die Wells-Dawson-Struktur sind generell deutlich weniger wasserldslich mit Lédlichkeitswerten, die
sich hauptséchlich im Bereich von 2-10 mM bewegen. Informationen Uber die Loslichkeit von POMs findet man in
[123]. Die Lodlichkeit eines POMs kann durch die Wahl eines geeigneten Gegenkations (z.B. H*, Na', K*, etc.)
verdndert werden [124]. Die freien POM-Sauren sind mitunter instabil und sollten nicht ins Auge gefasst werden.
TEW ist in einem pH-Wertbereich von 4.5 - 7.5 fir mehrere Wochen bei 4 bis 20°C (weitere Temperaturen wurden
nicht getestet) stabil [70, 71, 102, 115]. Die Struktur des TEWSs bleibt in der Kristallisationsldsung erhalten. Dies
wurde anhand von Kristalstrukturen von Protein-TEW-Komplexen, die bel unterschiedlichen pH-Werten
kristallisiert wurden, gezeigt. In dieser Hinsicht ist TEW anderen POMs gegeniiber deutlich Uberlegen, da
insbesondere Keggin- und Wells-Dawson-Anionen, die nur im sauren pH-Wertbereich stabil sind, bei neutralen oder
hoheren pH-Werten teilweise bis vollsténdig zerfallen [32]. Laut der PDB wurden die meisten Proteine in einem
pH-Wertbereich von 4-9 kristallisiert. Die pH-Stabilitdt des TEWSs deckt diesen pH-Bereich weitgehend ab, was die
Eignung dieses POMs als Kristallisationsadditiv weiter bekréftigt.

TEW besitzt, wie die meisten POMs, eine relativ hohe negative Ladung, weshalb es in der Lage ist, elektrostatisch
mit Proteinen zu wechselwirken. Da die Ladung von 6- Uiber einen relativ grof3en Bereich (GroRRe des POMs) verteilt
ist, kann das TEW mit grol3en Proteinbereichen interagieren. Dies bedeutet, dass das TEW mit mehreren
Aminosduren gleichzeitig interagieren kann, was ein Vorteill gegeniber anderen Additiven wie z.B. kleinen
Molekiilen oder 1onen darstellt, welche aufgrund ihrer kleineren Gréfe und Ladung deutlich stérker in der Anzahl
der mdglichen Wechselwirkungen eingeschrankt sind. Die Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem
Kristallisationsadditiv darf nicht zur Prézipitation oder Denaturierung des Proteins wahrend der Kristallisation
fuhren.  Rontgenstrukturanalysen und SDS-PAGE-Experimente  verschiedener  TEW-Protein-Komplexe
(HUhnereiwei B-Lysozym, verschiedener Polyphenoloxidasen, Auronsynthase und humanes Serumalbumin) zeigten,
dass die strukturelle Integritét der Proteine erhalten blieb, da keine signifikanten Konformationsdnderungen des
Proteinsin Anwesenheit des TEWSs beobachtet wurden [41, 70, 71, 102]. Es gibt jedoch POMs, insbesondere solche,
die eine starke Lewis-Saure in ihrer Struktur besitzen, die Proteine hydrolytisch spalten, weshalb sie a's kiinstliche
Proteasen untersucht werden. Ein Beispiel fiir solch eine kiinstliche Protease ist das dimere POW [Ce(PW1;040),]'%,
das in Lésung zum monomeren und hydrolytisch aktiven [Ce(PW1;030)]% dissoziiert [125]. Aufgrund der hohen
Lewis-Aciditat des Ce'V-Atoms spaltet das Monomer das Hilhnereiwei R-L ysozym regiosel ektiv an mehreren Stellen.
Die meisten der hydrolytisch aktiven POMs sind Keggin-, Wells-Dawson- oder Lindqvist-Strukturen, die anstelle
eines oder mehrerer Addenda-Atome ein hydrolytisch aktives Metall besitzen (Abb. 17a und 17b) [126]. Im
Gegensatz zu diesen POMs kénnen die Addenda-Atome des Anderson-Evans-POMs nicht durch andere Metalle as
Molybdén oder Wolfram ersetzt werden. Deshalb kénnen Metalle, die eine hohe Lewis-Aciditét besitzen, nur as
zentrales Heteroatom in die Struktur eingebaut werden. Aufgrund der planaren Form des scheibenférmigen
Anderson-Evans-POMs wird das zentrale Heteroatom jedoch von den sechs Addenda-Atomen gut abgeschirmt
(Abb. 17c). Unter diesen Umsténden ist das Heteroatom der Anderson-Evans-Struktur kaum in der Lage, direkt mit
dem Protein oder insbesondere mit dessen Riickgrat (Proteinhauptkette) zu wechselwirken. Diese abschirmende
Wirkung wurde fur unterschiedliche Anderson-Evans-Polyoxomolybdate, die teilweise starke Lewis-Sduren als
Heteroatom besitzen (FeMos, MnMos, GaMos, CrMog), nachgewiesen, da keine der untersuchten Strukturen
hydrolytisch aktiv war [118, 119, 127, 128]. Deshalb scheint der Anderson-Evans-Archetyp allgemein eines der
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sichersten POMs im Hinblick auf die Aufrechterhaltung der strukturellen Integritét des Proteins zu sein. Diese
Eigenschaft stérkt weiter die Eignung dieses POMs al's Kristallisationsadditiv.

b) \‘i

Abb. 17 Struktureller Vergleich zwischen hydrolytisch aktiven POMs und TEW. &) Struktur des proteolytisch-aktiven Keggin-Anions
[Ce(PW1;,049)]*. b) Struktur des proteolytisch-aktiven Lindgvist-Anions [Zr(WsOig)]%. In beiden Féllen ist das hydrolytisch-aktive Metallion
(Ce"¥ und zr", hellgriine bzw. graue Kugel) gut zuganglich (durch rote Pfeile verdeutlicht), weshalb die jeweiligen POMs direkt mit einem
Protein interagieren und es spalten kdnnen. Es sei darauf hingewiesen, dass die Lésungsmittelmolekiile, die sowohl an das Ce" als auch an das
Zr'" koordinieren, deutlichkeitshalber weggelassen wurden (Koordinationszahl = 7-8). ¢) Die Struktur von TEW [TeW02]% ist zum Vergleich
dargestellt. Ein hydrolytisch-aktives Metall kann nur als Heteroatom in die Anderson-Evans-Struktur eingebaut werden. Das Heteroatom (nicht
sichtbar in der Perspektive der Abbildung) in der Anderson-Evans-Struktur ist jedoch durch das POM-Geriist gut abgeschirmt (durch blaue
Bogen verdeutlicht) und somit wird eine direkte Wechselwirkung des Heteroatoms mit einem Protein behindert. Farbschema: blau, Wolfram;
orange, Phosphor; hellgriin, Cer; grau; Zirkonium; rot, Sauerstoff.

Vorteilhafte Grofe, Form und Symmetrie des TEW fur die Proteinkristallisation

Die besondere Form des Anderson-Evans-POMs birgt noch weitere Vorteile. Wie zuvor beschrieben kdnnen POMs
als eine Art Abstandhalter zwischen den von ihnen ,verbriickten® Proteinmolekiilen wirken (Abb. 14). Aufgrund
seiner Scheibenform besitzt die Anderson-Evans-Struktur eine flache und breite Seite und kann somit sowohl einen
kleinen als auch grofRen Abstand zwischen ‘verbriickten’ Proteinmolekiilen schaffen (Abb. 18). Je nach Ausrichtung
variiert der Abstand zwischen den TEW-,verbriickten® Proteinmolekiilen zwischen ~ 6 und ~ 14 A. Diese
Flexibilitdt in den TEW-vermittelten Protein-Protein-Kontakt-Abstdnden konnte sich positiv auf den
Kristallisationsprozess auswirken (erhdhte Freiheitsgrade bzgl. der ,Verbrickung® von Proteinmolekiilen). Wie
bereits besprochen kann die Symmetrie eine wichtige Rolle in der POM-vermittelten Proteinkristallisation spielen,
indem sie die Bindestelle und das Bindeverhalten der POMs dirigiert. Abb. 15 zeigte als Beispiel die hypothetische
Positionierung des Anderson-Evans-Anions auf einer kristallographischen, dreifachen Drehachse. Dieses Szenario
wurde jedoch noch nicht experimentell beobachtet. In der Kristallstruktur der pilzlichen Tyrosinase AbPPO4 mit
TEW befinden sich aber zwei TEW-Molekile auf derselben kristallographischen Zweifachachse und wechselwirken
jeweils mit zwei Proteinmolekilen [70]. Die approximative, innere Dsy Symmetrie von TEW, diedrel C-Achsen as
Symmetrieelemente besitzt, ist kompatibel mit der Symmetrie des Proteinkristalls, welcher monoklin in der
Raumgruppe C2 kristallisierte. In den restlichen Proteinkristallstrukturen, die TEW enthalten, befinden sich die
TEW-Molekiile abseits von Symmetrieelementen, interagieren in den meisten Fallen jedoch trotzdem mit mehreren
Proteinmol ekiilen.
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Abb. 18 ,Verbriickung’ von Proteinmolekiilen durch unterschiedlich ausgerichtete TEW-Molekile. a) Zwel Molekile von AbPPO4 (griiner
Cartoon, PDB-Eintrag: 40UA) sind durch ein TEW-Molekil miteinander ‘verbriickt’. Das TEW ist horizontal (flache Seite) zwischen den
Proteinmolekillen positioniert, was zu einem kleinen Protein-Protein-Abstand von ~ 6 A fiihrt. b) Zwei Molekiile des HilhnereiweiR-Lysozyms
(griiner Cartoon, PDB-Eintrag: 4PHI) sind durch ein TEW-Molekil miteinander ‘verbriickt’. Das TEW ist vertikal (breite Seite) zwischen den
Proteinmolekiilen positioniert, was zu einem relativ groRen Protein-Protein-Abstand von ~ 14 A fiihrt. Aus Griinden der Ubersicht ist jeweils nur
ein Tell der TEW-Protein-Wechselwirkungen (rosa, gestrichelte Linien) angezeigt, wobei die wechselwirkenden Aminoséuren in der Stab-
Darstellung abgebildet sind. Zusétzlich sind die Strukturformeln der Aminosduren angegeben. Farbschema: hellblau, Wolfram; braun, Tellur;
blau, Stickstoff; rot, Sauerstoff.

Die Fahigkeit des TEW, eine heterogene Proteinkristallisation zu induzieren

Waéhrend der Kristallisation der pilzlichen Tyrosinase AbPPO4 verursachte TEW eine kristallographische
Besonderheit. Tyrosinasen sind Enzyme, die Mono- und Diphenole zu den entsprechenden Chinonen umsetzen,
welche anschliefRend Uber nicht-enzymatische Reaktionen zu Melanin weiterreagieren. Pilzliche Tyrosinasen, wie
AbPPO4, kdnnen in einer préamaturen, inaktiven (latenten) Form und einer aktiven Form existieren [70]. In der
latenten Form des Enzyms wird das katalytisch aktive Zentrum, welches das binukleare Kupferzentrum enthalt, von
der enzymeigenen C-terminalen Doméne abgedeckt. Dadurch wird verhindert, dass Substrate (Mono- und
Diphenole) in das aktive Zentrum gelangen, was zur Latenz des Enzyms fihrt. Deshalb geht man davon aus, dass
eine noch unbekannte Protease den C-terminalen Teil des Enzyms abspaltet, wodurch das aktive Zentrum fir die
Substrate zuganglich und das Enzym aktiviert wird. Um nicht nur den katalytischen, sondern auch den
Reifungsprozess (Aktivierung) dieses Enzyms zu studieren, bestand ein grof3es wissenschaftliches Interesse an den
Kristallstrukturen sowohl der latenten (64 kDa) als auch der aktiven Form (44 kDa) dieser Enzymklasse. Die
Kristallstruktur von AbPPO4 konnte damals erst durch die Verwendung von TEW als Kristallisationsadditiv
gewonnen werden, wobel das POM unerwarteterweise die Kristallisation sowohl des latenten als auch aktiven
Enzymsin Form eines Heterodimers induziert hatte [70, 115]. Beide Enzymformen waren in einem einzigen Kristall
vereint und somit hatte das TEW ,zwei Fliegen mit einer Klappe geschlagen‘. Dies ist nicht nur besonders
bemerkenswert aufgrund der Tatsache, dass die latente und die aktive Form des Enzyms keine biologischen Dimere
bilden, sondern weil die Kristallisation nach Homogenitét strebt, um auf effiziente Weise einen hochgeordneten
Einkristall zu bilden. Der Aufbau eines Kristalls funktioniert am besten, wenn man nur eine Art von Baustein (eine
Art von Protein oder eines biologischen Oligomers) verwendet, da andere grofRere und/oder kleinere proteinogene
Verunreinigungen (z.B. wie in diesem Fall die aktive Form) den Aufbau des Kristallgitters stéren und somit den
Kristallisationsvorgang behindern kénnen (Abb. 19).
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Abb. 19 Schematische Darstellung des Kristallwachstums. @) Ein nicht reales, ,perfektes* Kristallwachstum. Dieses ,perfekte* Kristallwachstum
waére nur mdglich, wenn man eine hochreine Lésung, die nur eine einzige Sorte/Variante des Zielproteins (hellblaue Kugeln) und keine anderen
das Kristallwachstum stérenden Elemente oder Verunreinigungen enthdlt, hétte bzw. erzeugen konnte. In diesem Szenario konnten sich die
Proteinmolekille perfekt ausrichten und sich im dreidimensionalen Raum (in der Abbildung zweidimensional) zu einem ,perfekten Kristall*
anordnen. Diese Abbildung soll verdeutlichen, warum die Kristallisation nach Homogenitét strebt. b) Ein reales Kristallwachstum mit
Mosaikstruktur (Mosaizitét). Dieses Kristallwachstum entsteht in Losungen, die sowohl kleine (rote Kugeln) als auch groRRe (dunkelblaue
Rechtecke) Verunreinigungen enthalten. Selbst die Anwesenheit kleiner Verunreinigungen sorgt fur Fehlstellen und Méangel im wachsenden
Kristall, welche zu schief oder falsch ausgerichteten ,Kristallblécken® (= die Mosaizitat beschreibt den Grad solcher Fehlausrichtungen
Jkristallographischer Blocke*) fiihrt. Trotz dieser Mangel konnen sich qualitativ hochwertige Kristalle bilden, solange sie sich in Grenzen halten.
Sobald die durch die Verunreinigungen entstehenden Méangel bzw. Fehlstellen zu grof3 werden, wird der Kristall aufgrund der zu hohen
Mosaizitét fur das Rontgenbeugungsexperiment unbrauchbar. Da bei der Kristallisation von AbPPO4 die Kristallisationslésung nur die latente
Form des Enzyms enthalten sollte, stellte die Anwesenheit der aktiven Form eigentlich eine grof3e, proteinogene Verunreinigung dar. Deshalb
war die Wahrscheinlichkeit, dass die aktive Form die Kristallisation der latenten Form stark beeintréchtigt, groRRer als die, dass sich ein
kristallisierbares Dimer bildet.

Diese besondere Anordnung war nur in der Anwesenheit von TEW mdglich, da eine Seite jedes Heterodimers tiber
einen TEW-vermittelten Kristallkontakt, der durch zwei TEW-Molekilen stabilisiert wird, mit einem Symmetrie-
verwandten Heterodimer verbunden ist. Dabei bindet ein TEW-Molekil an die latenten Einheiten von zwei
miteinander ,verbriickten‘ Heterodimeren, wéhrend das zweite TEW-Molekill entsprechend die aktiven Einheiten
miteinander ,verknlpft‘. Die TEW-Molekile befinden sich auf einer kristallographischen, zweifachen Drehachse.
Die andere Seite jedes Heterodimersist Uber einen tblichen Protein-Protein-Kontakt mit dem néchsten, Symmetrie-
verwandten Heterodimer verbunden (Abb. 20). Dieses Muster wiederholt sich im gesamten Kristall und baut diesen
somit auf. Dieser besondere Fall zeigt, dass das TEW in der Lage ist, heterogene Kristallisation (= die Kristallisation
von mindestens zwei unterschiedlichen Proteinen in einer Kristallstruktur) zu induzieren. Dies kénnte von grof3er
Wichtigkeit in Hinblick auf die Kristallisation von Multi-Doménen Strukturen oder grofReren heterogenen,
molekularen Komplexen sein.
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Abb. 20 TEW-vermittelte heterogene Kristallisation der latenten und aktiven Form von AbPPO4. Ein Ausschnitt der Kristallpackung des
AbPPO4-TEW-Komplexes ist dargestellt, welcher zeigt, dass sowohl die latente (hellgriner Cartoon) als auch die aktive Form (dunkelgriiner
Cartoon) des Enzyms in ein und demselben Kristall enthalten sind. Jedes TEW-Molekul interagiert mittels elektrostatischer Wechselwirkungen
mit Lysin- (Lys) und Histidinresten (His) von zwel latenten bzw. aktiven Einheiten (siehe runden Einschub). Eine Seite jedes Heterodimers wird
Uber zwel TEW-Molekiile mit dem ndchsten Dimer ,verbriickt‘, wahrend die andere Seite mittels Ublicher Protein-Protein-Wechselwirkungen mit
dem né&chsten Dimer in Verbindung steht. Die TEW-Molekiile liegen auf einer kristallographischen, zweifachen Drehachse (rot eingezeichnet in
der Mitte der Abbildung). Die TEW-Molekiile sind als Polyeder dargestellt, wéhrend die wechselwirkenden Lysin- und Histidinreste in der Stab-
Darstellung angezeigt werden. Zudem sind die Strukturformeln der involvierten Aminoséuren angegeben. Farbschema: blau, Wolfram; braun,
Tellur; dunkelblau, Stickstoff; griin, Kohlenstoff; rot, Sauerstoff.

Der Einfluss der geometrischen und funktionellen Flexibilitét des TEW auf die Proteinkristallisation

Waéhrend der Kristallisation von CgAUSL mit TEW kam es zu einer unerwarteten kovalenten Bindung zwischen
dem Protein und einem TEW-Molekll [72]. Zwei Wolfram-Atome des TEW-Molekiils bindeten kovalent an die
Carboxyl-Sauerstoff-Atome einer Glutaminsaure, wodurch die [TeWg0.40,(Glu)]"-Einheit (O, = Carboxyl-
Sauerstoff-Atome der Glutaminsdure = Glu) entstand. Dies war der erste Fall einer kovalenten POM-Protein-
Bindung, wo das fertige POM verwendet wurde und sich nicht erst in situ wahrend der Kristallisation bildete.
Interessanterweise hat die Ausbildung dieser kovalenten Bindung auch strukturelle Auswirkungen auf das TEW,
welches sich  strukturell umordnete, sodass die eigentlich planare Anderson-Evans-Struktur in  eine
aulBergewohnliche, gekrimmte Struktur Gberging (Abb. 21a-c). Der Mechanismus, der zu der kovalenten Bindung
fuhrte, ist nicht bekannt, jedoch geht man davon aus, dass die proteinogene Umgebung des TEWSs die Bindung
sterisch forcierte. Das Polyanion befindet sich in einer schmalen, stark positiv geladenen Spalte, wo es mit den es
umgebenden Aminosduren stark wechselwirkt (Abb. 21d). Die kristallographischen Ergebnisse deuten an, dass das
TEW in der Lage war, sich strukturell dem Protein anzupassen, da die Gesamtstruktur des Proteins unverandert
geblieben ist. Somit ist die scheibenférmige Anderson-Evans-Struktur unter bestimmten Umstanden in der Lage,
erstaunliche konformationelle Verdnderungen einzugehen, jedoch ist die Triebkraft, die dahinter steckt, unklar. Die
Fahigkeit von TEW, kovalente Bindungen mit Aminosduren auszubilden, kénnte zur kristallisationsférdernden
Wirkung dieses Molekiils beitragen, indem es beispielsweise flexible Proteindoménen, die die Kristallisation
beeintréchtigen, kovalent fixiert. Des Weiteren kdnnte TEW vereinzelt Proteinmolekille kovalent miteinander
verbriicken, was zu noch stabileren Kristallkontakten fuhren wiirde.
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Abb. 21 Kovalente Bindung zwischen TEW und CgAUSL. a) Die kovalente Bindung zwischen TEW und der Glutaminsdure (Glu) ist abgebildet.
Die Bindung fuhrt zu einer noch nie zuvor beobachteten, Aminosdure-gebundenen und gekrimmten Anderson-Evans-Struktur (oben:
Seitenansicht, unten: Ansicht von oben). b) Dieselbe Abbildung wie in @), aber das TEW ist in der Polyeder- anstelle des Kugel-Stab-Modells
angezeigt. c¢) Die normale Anderson-Evans-Struktur ist zum Vergleich abgebildet. d) Ubersicht (iber ale direkten TEW-Protein-
Wechselwirkungen innerhalb der TEW-Bindestelle (L&sungsmittel-vermittelte Wechselwirkungen sind der Deutlichkeit halber weggelassen). Es
ist darauf hingewiesen, dass die Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem POM und der Asparaginséure (Asp) von der Aminogruppe des
Peptidrickgrats (priméres Amin) ausgeht, wohingegen die restlichen Aminosduren uber ihre Seitengruppen mit dem TEW wechselwirken. Die
Klammern geben an, von welchen Proteinmolekilen die wechselwirkenden Aminoséuren kommen, da das Protein als Dimer (zwel Proteinketten,
A und B) krigtallisiert wurde. Ein Sternchen deutet an, dass die Aminoséure von einem Proteinmolekil herstammt, welches sich in einer
benachbarten asymmetrischen Einheit befindet. Die Strukturformeln der wechselwirkenden Aminoséuren sind zusétzlich abgebildet. Farbschema:
blau, Wolfram; braun, Tellur; griin, Kohlenstoff; dunkelblau, Stickstoff; rot, Sauerstoff.

Die Fahigkeit von TEW, die Kristallqualitat zu verbessern

TEW war in einigen Félen in der Lage, die Kristalqualitdt von Proteinkristallen (im Vergleich zu den
entsprechenden POM-freien Kristallen) zu verbessern. CgAUS1 wurde in drel unterschiedlichen Kristallformen
kristallisiert, zwei ohne und eine mit TEW [129]. Die Kristallisationsbedingungen aller Kristallformen waren im
Wesentlichen dieselben mit der Ausnahme, dass die Ansdtze ohne das Polyanion MgCl, anstatt TEW als Additiv
beinhalteten. Die Kristalle, die TEW beinhalteten, waren von deutlich héherer Qualitét, was zu einer Verbesserung
der Auflésung von bis zu ~1.0 A im Vergleich zu den TEW-freien Kristallen fiihrte [72]. Die genaue Untersuchung
und der Vergleich der Kristallstrukturen der drei Kristallformen zeigte, dass die Kristallkontakte in den TEW-
Kristallen spezifischer als die in den Kristallen, die kein POM enthalten, sind [130]. Alle Kristallformen werden
durch das gleiche kristallographische Dimer aufgebaut, jedoch unterscheidet sich die Anzahl dieser Dimere in den
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asymmetrischen Einheiten (ASU) der jeweiligen Kristallform zum Teil deutlich. Die ASU des CgAUS1-TEW-
Kristalls besteht aus einem kristallographischen Dimer (zwei Proteinmolekiile), wahrend die der TEW-freien
Kristalle aus zwei bzw. vier Dimeren (vier bzw. acht Proteinmolekiile) bestehen. Aufgrund ihrer geringen Anzahl an
Proteinmolekillen in der ASU besitzen die CgAUSL-TEW-Krigtalle eine hhere Symmetrie und somit ist ein
kleineres Ensemble zum Aufbau dieser Kristalle im Vergleich zu den TEW-freien Kristallen notwendig (Abb. 22).
Zwei TEW-Molekile befinden sich in der Kristallstruktur von CgAUS1-TEW und sorgen fir neue Kristallkontakte,
wobel ein Anion das kristallographische Dimer deutlich stabilisiert. Die TEW-vermittelten Kristallkontakte,
insbesondere der Dimer-stabilisierende Kontakt, scheinen der Grund fur die verbesserte Kristallqualitét zu sein, da
sie mit Abstand die stérksten Kristallkontakte innerhalb des Kristalls bilden (gemessen an der Kontaktflache und
Anzahl der Kontakt bildenden Aminosduren). Deshalb bestimmen die TEW-vermittelten Kristallkontakte
weitestgehend die Bildung des Kristalls, da sie dominierende Adh&sionsmodi zwischen den Proteinmolekilen zur
Verfligung stellen [131]. Dies bedeutet, dass die Proteinmolekiile tberwiegend Uber die TEW-gestiitzten Kontakte
miteinander wechselwirken und assemblieren. Im Gegensatz dazu fehlt es in den Kristallen ohne TEW an
bestimmenden bzw. bevorzugten Adhdsionsmodi, was zu mehr und vor allem unspezifischen Protein-Protein-
Kontakten fuhrt. Dadurch wechselwirken die Proteinmolekile eher zuféllig miteinander, da mehr gleichwertige
Bindestellen (an der wachsenden Kristalloberflache) zur Verfiigung stehen, was letztendlich zu einer Vielzahl von
Anordnungsfehlern und einer geringeren (long-range-) Periodizitét fuhrt, die fur gut streuende Kristalle notwendig
ist. Dasselbe konnte auch auf die pilzliche Tyrosinase zutreffen, da vor kurzem die Kristallstruktur der latenten
Form ohne die Verwendung von TEW erhalten wurde [132]. Die neue Struktur hat eine deutlich geringere
Auflésung als die, die mit Hilfe von TEW erhalten wurde (2.8 vs. 3.3 A). Die TEW-haltige und die TEW-freie
Struktur bzw. die zugrunde liegende Kristallpackung konnte aufgrund des unterschiedlichen Kristallinhaltes (nur
latente Form vs. Heterodimer) nicht verniinftig verglichen werden [132]. Nichtsdestotrotz spielen in den oben
angefiihrten Beispielen die TEW-vermittelten Kristallkontakte eine entscheidende Rolle fur die Kristall qualitét.
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Abb. 22 Vergleich der asymmetrischen Einheiten der TEW-haltigen Kristallform mit den TEW-frelen Kristallformen von CgAUSL. a)
Asymmetrische Einheit des CQJAUS1-TEW Kiristalls. Die TEW-Molekile sind als Cluster roter Kugeln dargestellt, wobei ein TEW-Molekil das
kristallographische Dimer stabilisert. b) Asymmetrische Einheit der TEW-freien Kristallform, die aus vier Proteinen besteht (zwei
kristallographische Dimere). ¢) Asymmetrische Einheit der TEW-frelen Kristallform, die aus acht Proteinen besteht (vier kristallographische
Dimere). Alle drei Kristallformen bestehen aus demselben kristallographischen Dimer, wobei die unterschiedlichen Proteinmolekile in
unterschiedlichen Farbténen dargestellt sind (griin/dunkelgriin, blaw/dunkelblau, rosa/dunkelrosa).

Die Fahigkeit von TEW, einen deutlichen Entropiegewinn zur Proteinkristallisation beizusteuern

TEW wirkt sich deutlich auf die Losungsmittelentropie, die die treibende Kraft der Kristallisation ist, aus. Deshalb
kann TEW den Kristallisationsvorgang einiger Proteine energetisch begiinstigen [130]. Wie bereits besprochen, wird
die Krigtallisation durch die Tatsache, dass Proteine aufgrund der unregelméfigen Verteilung hydrophiler und
hydrophober Bereiche auf ihrer Oberflache nur eine geringe Anzahl an schwachen Kristallkontakten bieten, stark
limitiert [6]. Die freie Kristallisationsenergie AGR,, Setzt sich sowohl aus enthalpischen (AHY.) as auch

entropischen (-TASirist) Beitragen zusammen und kann wie folgt beschrieben werden [133]:

0o — 0o 0 0
AG](rist - AH](rist - T(SProtein + SLi)’sungsmittel)Krist

Damit es zur Kristallisation kommen kann, muss die Kristallisationsenergie AG,;.; negativ sein. Der enthal pische
Term AHR,q Wird aufgrund der wenigen und schwachen intermolekularen Kristallkotakte im besten Fall nur leicht
negativ. Erschwerend kommt hinzu, dass der Phaseniibergang der Proteinmolekiile aus der Ldsung, wo sie sehr
beweglich sind, in ein rigides und geordnetes Kristalgitter die Proteinentropie (Sp,owin) Stark reduziert, da die
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Proteinmolekille ihre Freiheitsgrade (Beweglichkeit) verlieren. Dies fuhrt zu einem fir die Kristallisation sehr
ungiinstigen negativen Sp.o.in-Term. Deshalb muss dieser Entropieverlust durch die Ldsungsmittelentropie
Sgbsungsmittel kompensiert werden. Die Lésungsmittelentropie steigt mit der Anzahl der aus der Hydratationshille der
Proteine freigesetzten Lésungsmittelmolekiile, die die Hille wahrend der Bildung von Protein-Protein-Kontakten
(Kristallkontakte) verlassen. Nur wenn die gebildeten Kristallkontakte eine ausreichend hohe Lésungsmittelentropie
Sﬁbsungmittel herbeifihren (d.h. gentgend Lo&sungsmittelmolekiile freigesetzt werden), die den Wert der
Gesamtenergie der Kristalisation negativ macht, kann ein Kristall gebildet werden. Die Untersuchung der
Kristallisation von drei Proteinen (CgAUS1, AbPPO4 und HEWL), die jeweils mit und ohne TEW kristalisiert
wurden, zeigte, dass esin Anwesenheit von TEW und nach Ausbildung der TEW-stabilisierten Kristallkontakte zu
einem deutlichen Zuwachs an Lo&sungsmittelentropie SEOsungmittel kommt [130]. Die Zunahme in der
L 6sungsmittel freisetzung wéahrend der TEW-induzierten Kristallbildung und -packung ist deutlich hoher als die, die

durch die ublichen Additive (z.B. verschiedene kleine Anionen oder Kationen wiel”, NO5, Zn*, Y*, etc.) induziert
wird. Dies ist, unter anderem, mit der GroRRe des TEWs und der damit assoziierten grof’en TEW-Protein-
Kontaktflache verbunden, da mehr Lésungsmittelmolekille aus der Hydratationshiille des TEWs und des Proteins
freigesetzt werden konnen (Abb. 23). Andere POMs konnten eine dhnliche Wirkung auf die Kristallisationsenergie
haben, da der Gewinn an L&sungsmittelentropie hauptséchlich von der GrofRe des POMs und dessen Affinitét zu
Proteinen abhéngt. Leider wurde dies noch nicht fiir andere POM-Protein-Systeme untersucht.

Aufgrund der hier diskutierten Eigenschaften ist TEW prédestiniert fur die Verwendung als Kristallisationsadditiv,
da es viele Vorteile im Vergleich zu anderen POM-Archetypen und géngigen Kristallisationsadditiven mit sich
bringt. Deshalb werden Kristallographen von dessen kinftiger Anwendung profitieren. Aufgrund der bereits
erwahnten Erfolge in der Proteinkristallographie wurde TEW in den Markt eingefihrt und ist nun bei Jena
Bioscience (www.j enabioscience.com) als,Crystallisation-Screen* kommerziell erhéltlich.

_ = Freisetzung von
Wassermolekiilen

Abb. 23 Schematische Darstellung des Beitrages von TEW zur Ldsungsmittelentropie der Kristalisation mittels der Freisetzung von
Wassermolekiilen. Bevor das Protein und TEW miteinander wechselwirken, sind beide von einer Hydrathiille (dargestellt durch kleine
Wassermolekiile) umhillt. Nach der Bindung des TEW sorgt die Freisetzung der Wassermolekiile aus der Hydratationshiille beider Molekile
(partielle Dehydratation) fur einen Zuwachs in der Losungsmittelentropie. Die Bindung eines zweiten Proteinmolekils, die fir eine weitere
Freisetzung von Wassermolekilen und zur Vervollstandigung des Kristallkontaktes fihrt, ist der Deutlichkeit halber weggelassen worden. Das
Protein (Huhnereiweil3-Lysozym as Anschauungsbeispiel) ist als griner Cartoon in Kombination mit einer Oberfléachen-Darstellung
(transparente, graue Oberfléche) angezeigt, wohingegen das TEW in der Polyeder-Darstellung abgebildet ist. Farbschema: blau, Wolfram; braun,
Tellur; rot, Sauerstoff, weil3, Wasserstoff.

Hinweise zur praktischen Nutzung von Polyoxometallaten in der Proteinkristallisation

Wie wir in diesem Artikel zeigen konnten, stellen POMs eine vielversprechende Gruppe potentieller
Kristallisationsadditive dar. Die meisten ihrer Eigenschaften und Funktionen koénnen zu Gunsten des
Kristallographen abgestimmt werden. Beispielsweise lasst sich die Lédichkeit der POMs durch die Wahl des
Gegenkations éndern, die Ladung durch die passende Kombination der Addenda- und Heteroatome abstimmen und
ihre Form und chemischen Eigenschaften mittels der Modifizierung ihrer Oberfléachen (z.B. durch den Austausch
eines Addenda-Atoms durch ein anderes Metall) manipulieren. Trotz der vielversprechenden Eigenschaften der
POMs sollte man sie mit Vorsicht fir die Kristallisation verwenden, da die meisten POMs ein unberechenbares
Verhalten in Lésung zeigen. Die Chemie der POMsin wassriger Ldsung ist sehr komplex und grofitenteils abhangig
vom verwendeten Addenda-Atom und pH-Wert. Generell bilden POMs mehrere Polyoxo-Spezies bei bestimmten
pH-Wertbereichen aus, die dann in der Ldsung koexistieren [134]. Eine pH-abhéngige Instabilitdt bei neutralen oder
basischen pH-Werten wurde bereits bei einigen POM-Archetypen beobachtet (z.B. zerfallen die Keggin- und die
Wells-Dawson-Struktur in niedrigmolekulare Spezies), wodurch eine genaue Bestimmung der in der Ldsung
vorliegenden POM-Spezies erschwert wird. Dies stellt ein besonderes Problem im Hinblick auf ihre Verwendung in
der Proteinkristallisation dar, da die meisten Proteine im neutralen pH-Bereich kristallisiert werden. Leider gibt es
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keine (hoch)zuverlassigen Methoden zur schnellen Bestimmung der vorherrschenden POM-Spezies in Lsung ohne
jegliche Vorkenntnisse Uber das Gleichgewicht zwischen Zusammensetzung und Abbau eines bestimmten POMs.
Klassische chemische Ansdtze wie die Elementaranadyse koénnen wertvolle Informationen {ber die
Zusammensetzung des POMs liefern. Die zuverléssigste und am haufigsten verwendete Methode zur Bestimmung
der POM-Struktur ist die Einkristall-Roéntgenstrukturanalyse. Die Kristallstruktur liefert jedoch nur strukturelle
Informationen Uber die POM-Struktur im festen Zustand, was jedoch keine Garantie dafir ist, ob die beobachtete
Struktur die in der Losung vorherrschende Spezies darstellt. Das kristallisierte POM konnte auch nur die POM-
Spezies in einer Losung, die mehrere POM-Spezies beherbergt, darstellen, die am schnellsten bzw. am leichtesten
auskristallisiert. Andere Methoden, die auch haufig zur Charakterisierung der POM-Struktur angewendet werden,
sind die NMR-, UV/Vis- und IR-Spektroskopie, die Massenspektrometrie und die Rontgenkleinwinkelstreuung
(SAXS). All diese Methoden liefern wertvolle strukturelle Informationen, jedoch reicht die Charakterisierung durch
nur eine dieser Methoden héufig nicht zum vollstdndigen Strukturnachweis aus. Deshalb ist es am besten und
zuverlassigsten, eine Kombination der genannten Methoden fir die korrekte Bestimmung der POM-Struktur zu
verwenden.

Ein weiterer Aspekt, der bedacht werden sollte, ist die GrofRe und Form des POMs, das man verwenden mdchte. Zu
grofRe POMs oder POM-Archetypen werden die Bildung glinstiger Protein-Protein-Kontakte eher storen, anstatt sie
zu foérdern bzw. zu stabilisieren, da sie vor allem bei der Kristallisation kleinerer Proteine nicht zwischen die
Proteinmolekille innerhalb eines bestimmten Kristallgitters passen werden. Das bis jetzt grofte POM, das in der
Rontgenstrukturanal yse verwendet wurde, ist das Preyssler-Anion [NaPsW30110) ¥ mit einer Grofe von ~ 15 x 18 x
10 A [105, 113]. Es muss jedoch erwahnt werden, dass dieses POM zum Phasing eines sehr grolRen Proteins
verwendet wurde, der Riboflavinsynthase (~ 1 MDa). Zudem steht die Grof3e eines POMs in direkter Verbindung zu
dessen Ladungsdichte, die wiederum eine entscheidende Rolle bei der Wechselwirkung des POMs mit Proteinen
spielt. Wenn eine bestimmte Ladung Uber eine zu grofRe POM-Oberfléche verteilt und somit verdiinnt wird, dann
verringert sich nicht nur die Ladungsdichte des POMs, sondern auch unter Umsténden dessen Affinitét zu Proteinen.
Wie zuvor diskutiert, gibt es auch hydrolytisch aktive POMs, die Proteine spalten. Wahrend es bei POMs, die z.B.
eine starke Lewis-Saure in ihrer Struktur tragen, offensichtlich ist, dass sie hydrolytisch aktiv sind bzw. sein
kénnten, sieht man es manchen anderen POMs leider nicht an, dass sie proteolytisch aktiv sind und somit vermieden
werden sollten. Bekannte POMs wie beispielsweise das gerade erwédhnte Preysser-POM, die von der
Zusammensetzung eher unaufféllig sind, sind in der Lage, Proteine partiell zu denaturieren (z.B. humanes
Serumalbumin) [93]. Deshalb solite man die POMs auch diesbezliglich testen, bevor man sie fir die
Proteinkristallisation verwendet. Die SDS-PAGE oder die Circulardichroismus-Spektroskopie liefern Informationen
Uber die Stabilitét des Proteins in Anwesenheit des POMs. Es muss jedoch erwédhnt werden, dass einige
Kristallisationsansdtze Proteasen mit Vorsatz beinhalten, um die Kristallisation von grof3en (Multi-Domanen) oder
hochflexiblen Proteinen zu ermdglichen. Die Strategie dahinter ist es, hochflexible Loops proteolytisch zu entfernen
(im Fall der flexiblen Proteine) und/oder grofie Proteine in kleinere Fragmente zu spalten (im Fall der Multi-
Domanen Proteine), was (in beiden Féllen) die Kristallisierbarkeit des Proteins deutlich erhoht.

Der Kristallisationspuffer kann auch zu einem entscheidenden Punkt werden, da einige POM -Puffer-K ombinationen
zu unerwinschten Ergebnissen fuhren konnen. Die Pufferkomponenten sollten chemisch nicht mit dem POM
interferieren, da dies zu einer Veranderung der POM-Struktur und/oder Einschrénkung der POM-Funktion fihren
kann. Einige Polyoxovanadate sind daf ir bekannt, Komplexe mit Puffern wie z.B. dem TRIS-Puffer zu bilden [133].
Zudem kann der Puffer die Funktion des POMs einschrénken, ohne dabei direkt mit diesem zu interagieren.
Beispielsweise andern Puffer, die fllichtige Komponenten beinhalten, den pH-Wert der Lésung mit der Zeit, was zur
Dissoziation des POMs fihren kann, da deren Stabilitédt stark pH-abhangig ist. Hohe Konzentrationen von
salzhaltigen Puffern, die man fir die Kristallisation einiger Proteine benétigt, sorgen fir eine hohe lonenstérke in
der Lésung, die sich negativ auf die Wechselwirkung zwischen den POMs und den Proteinen auswirken kann. Der
Grund dafir ist, dass es zu einem Konkurrenzkampf zwischen den POMs und den Anionen des Salzes um die
(geladenen) Bindestellen an den Proteinmol ekiilen kommt.

Deshalb bedarf es bei der Verwendung von POMs in der Proteinkristallographie guter Vorausplanung und
experimentellen Aufwands, um mogliche negative Auswirkungen der POMs auf das Protein und/oder den
Kristallisationsprozess auszuschlief3en. Dies spart Zeit und Ressourcen (reines Protein, Kristallisationsldsungen,
Verbrauchmaterialien und vor allem den Aufwand des Kristallographen).
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Schlussbemerkungen

Aufgrund der Vielseitigkeit der POMs in ihrer Struktur und physikochemischen Eigenschaften, die man gezielt
abstimmen und fine-tunen kann, stellen sie nicht nur gute Phasing-Werkzeuge, sondern auch vielversprechende
Kristallisationsadditive in der Proteinkristallographie dar. Die gezielte Anwendung einiger POMs fihrte zu
aussichtsreichen Ergebnissen, da die POMsin der Lage waren, die Kristallisation einiger Proteine zu fordern und in
einigen Féallen sogar nétig waren, um das Zielprotein zu kristallisieren. Dies geschah durch die Bildung und
Stabilisierung von Kristallkontakten und/oder die Stabilisierung von Proteinkonformationen. In dieser Hinsicht war
insbesondere das Anderson-Evans Polyoxowolframat sehr wirkungsvoll, da es einige Vorteile gegeniiber anderen
POM-Archetypen und héaufig verwendeten Kristallisationsadditiven mit sich bringt. Ein erhthter experimenteller
Aufwand ist jedoch notwendig, um die Verwendung von POMs noch effizienter zu gestalten. Beispiel sweise bedarf
es eines noch besseren Verstdndnisses der POM-Protein- bzw. POM-vermittelten Protein-Protein-
Wechselwirkungen, da es keine eindeutige Korrelation zwischen der Affinitét eines POMs zu einem Protein und
dessen strukturellen oder chemischen Charakteristika gibt. Zwar befanden sich die meisten POMs in
Proteinbereichen, die ein positives elektrostatisches Potential aufwiesen, jedoch wurden POMs auch in
elektrostatisch neutralen Proteinbereichen gefunden (polare oder hydrophobe Bereiche), obwohl dasselbe Protein
Uber positiv geladene Regionen verfigte. Deshalb scheinen auch andere Faktoren eine wichtige Rolle bei den POM-
Protein-Wechsel wirkungen zu spielen, wie beispielsweise:

- Die Kompatihilitét zwischen der Groe/Form des POMs und der Bindestelle am Protein.

- Der entropische Effekt aufgrund der partiellen Dehydratation der Hydratationshillen des POMs und des
Proteins, der die Wechselwirkung zwischen den beiden Mol ekilen fordert.

- Die Ladungsdichte und die chaotrope Natur einiger POMs, die sogar hydrophobe Wechselwirkungen mit
dem Protein ermdglichen.

Dariiber hinaus muss das Verhalten der POMs in wassrigen Ldsungen genauer studiert werden. POMs neigen dazu,
mehrere Kondensation-Hydrolyse-Glei chgewichtszusténde (POM-Bildung und —zerfall) einzugehen, was zu einer
Koexistenz mehrerer POM-Spezies in Losung fuhrt. Dies konnte zur Behinderung der Proteinkristallisation
aufgrund der erhdhten Inhomogenitét der Lésung (durch die Anwesenheit mehrerer POM-Spezies) fuhren.
Nichtsdestotrotz kdnnten die jingsten Erfolge der POMs in der Proteinkristallisation der Beginn einer erfolgreichen
Zukunft sein, in deren Verlauf einige Bereiche der Chemie, insbesondere die, die auf den Input von 3D-
Proteinstrukturen angewiesen sind (z.B. Strukturbiologie, Biochemie, Medizin und Pharmazie), von der
Verwendung von POMs profitieren kénnten.
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