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1 Einleitung

1.1 Funktionelle und strukturelle Untersuchung von Proteinen

Proteine Ubernehmen innerhalb und auflerhalb von Zellen vielfaltigste Funktionen.
Sie sind Biokatalysatoren bei chemischen Reaktionen, fungieren als Strukturproteine,
Ubernehmen Transport-, Kontroll- und Regulationsaufgaben, spielen bei Bewegungs-
vorgangen eine Rolle und wirken bei der Immunantwort sowie der Sinneswahr-
nehmung. Diese grolde funktionelle Vielfalt korreliert mit der strukturellen Variabilitat
der Proteine. Es ist daher nicht Uberraschend, dass Proteine bis zur Mitte des letzten
Jahrhunderts als Trager der Erbinformation angesehen wurden, bevor Avery et al.
(1944) und Hershey & Chase (1952) das Gegenteil bewiesen.

Aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen stellen Proteine seit jeher einen zentralen Ge-
genstand der biochemischen Forschung dar. Zur Aufklarung von Struktur und Funk-
tion, kdnnen verschiedenste Methoden eingesetzt werden, die zum Teil erst vor kur-
zer Zeit etabliert bzw. in ihrem Potential deutlich gesteigert werden konnten. Auf
struktureller Seite sind vor allem die Rdntgenkristallographie und die Kernspinreso-
nanzspektroskopie (NMR) zu nennen, die Proteinstrukturen mit atomarer Auflésung
liefern. Die derzeit héchstaufgeldste Struktur stammt mit 0,54 A von dem pflanzlichen
Toxin Crambin aus Crambe abyssinica (Jelsch et al., 2000) und bietet Einblicke bis
auf die subatomare Ebene. Bei der Kristallstrukturanalyse werden hochenergetische
Rontgenstrahlen an vorher erzeugten Proteinkristallen gebeugt. Aus den zweidimen-
sionalen Beugungsmustern lasst sich dann mittels mathematischer Verfahren die
Elektronendichteverteilung der Proteinmolekulle bestimmen, sofern neben den Struk-
turamplituden auch die Phaseninformationen vorliegen. Im Gegensatz zur NMR sind
bei der Kristallstrukturanalyse auch Proteine mit Molekulargewichten von mehr als
30 kDa einsetzbar. Begrenzend wirken hier lediglich die mit zunehmender Molekul-
grolRe meist schlechtere Kristallisierbarkeit sowie die vorher nicht oder nur schwer
abschatzbare Streuleistung des jeweiligen Proteinkristalls.

Zur Bestimmung niedrig aufgeldster Proteinstrukturen im Bereich von 10-20 A bieten
sich ferner zwei weitere Moglichkeiten an. Hierbei handelt es sich zum einen um die
Rontgenkleinwinkelstreuung (small angle X-ray solution scattering, SAXS) und zum
anderen um die Elektronenmikroskopie. Bei der Réntgenkleinwinkelstreuung werden

wie bei der Rontgenkristallographie Proben mit Rontgenstrahlung beschossen. Vor-
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teilhaft ist, dass sich das Protein in Losung befindet, was der Bildung von Artefakten,
wie sie bei der Kristallstrukturanalyse oder Elektronenmikroskopie mdglich sind, ent-
gegenwirkt. Bei SAXS-Messungen lassen sich uber mathematische Verfahren zwei
charakteristische Streuparameter aus den eindimensionalen Streukurven bestimmen.
Zum einen ist dies der Gyrationsradius (Rg), auch Streumassenradius genannt, der
Angaben uber die Molekulform enthalt und zum anderen die Anfangsintensitat (1(0)),
die Ruckschlisse auf das Molekulargewicht ermdéglicht. Tiefergehende Informationen
Uber SAXS-Messungen, insbesondere hinsichtlich der Bestimmung von Oberflachen-
strukturen aus den Streukurven, bieten die Programmdokumentationen des SAXS-

Software-Paketes von Dr. D. I. Svergun (www.embl-hamburg.de/Externallnfo/

Research/Sax/software.html) und die dort angegebenen Referenzen.

Daneben gibt es weitere strukturelle Untersuchungsmethoden wie z.B. die analy-
tische Ultrazentrifugation, die Massenspektroskopie, diverse chromatographische
Techniken wie die analytische Gelfiltration, verschiedene gelelektrophoretische Me-
thoden, die Lichtstreuung oder die CD- und Fluoreszens-Spektroskopie.

Da Struktur und Funktion einander bedingen, sind zur funktionellen Analyse von
Proteinen auch viele der oben genannten Methoden einsetzbar. So kdonnen z.B.
durch den Einbau von Substraten, Substratanaloga oder Inhibitoren in Proteinkristal-
le Schlussfolgerungen zu den Katalysemechanismen von Enzymen gezogen wer-
den.

Weitere Einblicke in die Funktion von Proteinen lassen sich beispielsweise durch en-
zymkinetische Analysen, durch Sequenzvergleiche in Protein- und DNA-Datenban-
ken oder durch Protein-Ligand-Bindungsstudien basierend auf Oberflachen-Plas-
mon-Resonanz gewinnen. Letztere Methode bietet sich vor allem bei Proteinen mit

Transport-, Kontroll- und Regulationsaufgaben an.

1.2 Struktur Thiaminpyrophosphat-abhangiger Enzyme

Thiaminpyrophosphat (TPP), die biologisch aktive Form des Vitamins B1, ist ein
essentieller Kofaktor bei zahlreichen enzymkatalysierten C-C-Bindungsknupfungen
und -spaltungen. Zu den TPP-enthaltenden Enzymen, zahlen Lyasen (z.B. Pyruvat-
decarboxylase und Benzaldehydlyase), Oxidasen (z.B. Pyruvatoxidase) sowie

Transferasen und Ligasen (z.B. Transketolase und Glyoxylatcarboligase).
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Bereits im letzten Jahrzehnt der 19. Jahrhunderts konnte C. Eijkman (1896, 1897) die
auf TPP zurlckzufihrende antineuritische Wirkung von Silberhdutchen des Reises
beschreiben, ohne aber die ursachliche Verbindung zu isolieren. Einige Jahre spater
gelang dies C. Funk (1911, 1912), der zudem erste Elementaranalysen durchfuhrte
und die Substanz als Pyrimidinbase beschrieb. Die Aufklarung der TPP-Struktur
gelang 1937 durch Lohmann und Schuster. Der Kofaktor besteht aus einem 4-Ami-
no-2-methylpyrimidin-Ring, der in 5-Position Uber eine Methylengruppe mit dem Ns-
Stickstoffatom eines 5-Ethyldiphosphat-4-methylthiazolium-Ringes verknupft ist
(Abb. 1).

Die Konformation des enzymgebundenen Kofaktors konnte 1992 durch die Kristall-
strukturanalyse der Transketolase bestimmt werden (Lindqvist et al.). Wie bei den
meisten anderen TPP-abhangigen Enzymen wird dieser sowie ein bivalentes Metall-
ion in der Spalte zwischen zwei Monomeren gebunden, an der die PYR-Domane
(Bindung des Aminopyrimidinparts) des einen und die PP-Domane (Bindung des Di-
oder Pyrophosphatankers) des anderen Monomers beteiligt sind (Abb. 1). Das so
gebildete Dimer wird haufig auch als katalytisches Dimer bezeichnet, das die kleinste
funktionelle Einheit darstellt. Lediglich bei der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase
(Chabriere et al., 1999) und der 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase (Xiang et
al., 2007) ist nur ein Monomer an der Bindung der Kofaktoren beteiligt. Dennoch
bilden auch diese Enzyme Dimere aus fest, jedoch nicht kovalent assoziierten Mono-
meren.

Insbesondere die TPP-bindenden Aminosauren der PP-Domane sind hochgradig
konserviert und bilden u.a. das flir TPP-Enzyme typische Motiv GDGxxX24-26NN
(Hawkins et al., 1989). Ferner ist der Kofaktor in der V-Konformation gebunden, ein
gemeinsames Kriterium aller TPP-Enzyme und erstmals durch Schellenberger
(19672 ) postuliert. Eine solche Konformation des freien Kofaktors ist zwar in Lésung
energetisch ungunstiger als die S- und F-Konformation (Pletcher & Sax, 1972; Shin
et al., 1993), kommt aber aufgrund der Proteinkomponente zu 100 % im enzymge-
bundenen Zustand vor (Schellenberger, 1967 °). Die Angaben V-, S- und F-Konfor-
mation beziehen sich auf die unterschiedlichen Rotationswinkel, die zwischen dem
Pyrimidin- bzw. dem Thiazoliumring und der dazwischen liegenden Methylengruppe

entstehen konnen (Abb. 1).
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Abb. 1: Kofaktorbindung am Beispiel der Pyruvatdecarboxylase-D28A-Variante aus Saccharomyces
cerevisiae mit gebundenen Substrat Pyruvat im aktiven Zentrum.
Der Kofaktor TPP und das Substrat Pyruvat sind als Stabmodell (dicke Linien) mit individuell
gefarbten Atomen dargestellt. Aminosauren in van-der-Waals-Distanz zu den Kofaktoren bzw.
dem Substratmolekil sind als Stabmodell (diinne Linien) in der Farbe der jeweiligen Unterein-
heit gezeigt. Das Magnesium-lon und die Wassermolekile in van-der-Waals-Distanz zu den
Kofaktoren bzw. dem Substratmolekdl sind als Kugeln abgebildet. Die V-Konformation des
Kofaktors TPP soll durch die beiden Ebenen und die Drehwinkel ®p (Drehung des Pyrimidin-
ringes zwischen Cs- und Methylenkohlenstoffatom) und ®; (Drehung des Thiazoliumringes
zwischen N3- und Methylenkohlenstoffatom) angedeutet werden. Im Insert ist die Strukturfor-
mel des Kofaktors gezeigt.

Seit 1992 konnten zahlreiche Kristallstrukturen TPP-abhangiger Enzyme ermittelt
werden, so dass mittlerweile tUber 80 Strukturen in der Brookehaven Protein Data
Bank zuganglich sind. Hierzu zahlen auch mehrere Strukturen mit gebundenen Ana-
loga bzw. Reaktionsintermediaten, die Aufschluss Uber die Funktionsweise dieser
Enzyme liefern (Chabriere et al., 1999)".

Trotz z.T. geringer Sequenzidentitaten ist die Quartarstruktur der Dimere in den Kris-
tallstrukturen vieler TPP-abhangiger Enzyme ubereinstimmend (Abb. 2). Ausnahmen
hiervon sind neben der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus Desulfovibrio africa-
nus' (Chabriere et al., 1999) und den 1-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Synthasen
aus Escherichia coli und Deinococcus radiodurans (Xiang et al., 2007) die Transke-

tolasen aus Saccharomyces cerevisiae' (Lindqvist et al., 1992), Mais (Gerhard et al.,

' Mehrere Artikel veroffentlicht, angegeben ist jeweils die alteste Publikation.



Einleitung 8

2003), Leishmania mexicana (Veitch et al., 2004) und Escherichia coli (Asztalos et
al., 2007), die Pyruvatdehydrogenasen aus Escherichia coli' (Arjunan et al., 2002),
Mensch' (Ciszak et al., 2003) und Bacillus stearothermophilus (Frank et al., 2004)
sowie die Oxovaleriatdehydrogenasen aus Pseudomonas putida (Avarsson et al.,
1999), Mensch' (&Evarsson et al., 2000) und Thermus thermophilus (Nakai et al.,
2004). Alle anderen Enzyme (die Pyruvatdecarboxylasen aus Brauhefe' (ScPDC,
Dyda et al., 1993), Zymomonas mobilis (ZmPDC, Dobritzsch, 1998; Dobritzsch et al.,
1998) und Kluyveromyces lactis' (KIPDC, Kutter et al., 2006), die Indolpyruvatdecar-
boxylase aus Enterobacter cloacae (EcIPDC, Schutz et al., 2003), die Benzoylfor-
miatdecarboxylase aus Pseudomonas putida' (PpBFD, Hasson et al., 1998), die
Phenylpyruvatdecarboxylase aus Azospirillum brasilense’ (AbPPDC, Versées et al.,
2007?), die Oxalyl-CoA-Decarboxylasen aus Oxalobacter formigenes' (Berthold et
al., 2005) und Escherichia coli' (Zimmer, 2007), die Pyruvatoxidasen aus Lactoba-
cillus plantarum® (Muller & Schulz, 1993), Aerococcus viridans (Magat Juan et al.,
2007) und Escherichia coli (Weidner et al., 2008), die Benzaldehydlyase aus Pseudo-
monas fluorescens (Mosbacher et al., 2005), die Acetohydroxysauresynthasen aus
Saccharomyces cerevisiae (Pang et al., 2002) und Arabidopsis thaliana (AtAHAS,
McCourt et al., 2006), die Acetolaktatsynthase aus Klebsiella pneumoniae (Pang et
al., 2004), die N2-(2-Carboxyethyl)-Argininsynthase aus Streptomyces clavuligerus
(Caines et al., 2004) und die Verzweigtketten-a-Ketosauredecarboxylase aus Lacto-
coccus lactis (Berthold et al., 2007)) bestehen aus zwei Monomeren mit je drei Do-
manen in der Reihenfolge PYR- (Bindung des Pyrimidinringes) — R- (regulatorische)
— PP-Domane (Bindung des Pyrophosphatankers). Jede dieser Domanen weist eine
a-B-Topologie auf. Sie bestehen aus in der Regel 6 B-Faltblattern flankiert von im All-
gemeinen 5-7 a-Helices (Muller et al., 1993). Diese a-B-Topologie wird auch bei allen
anderen TPP-abhangigen Enzymen gefunden. Allerdings gibt es dort Unterschiede
hinsichtlich der Reihenfolge und Anzahl der Domanen.

Uber die meisten der oben beschriebenen TPP-abhangigen Enzyme mit vergleichba-
rer Dimerstruktur wird berichtet, dass sie in Losung als Tetramer oder als Dimer-
Tetramer-Gemisch vorliegen (Koénig et al. (1998) und Kutter et al. (2006) fir ver-
schiedene Pyruvatdecarboxylasen, Berthold et al. (2005) und Zimmer (2007) flr ver-
schiedene Oxalyl-CoA-Decarboxylasen, Koga et al. (1992) fur die EcIPDC, Versées

' Mehrere Artikel veroffentlicht, angegeben ist jeweils die alteste Publikation.
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et al. (2007°) fur die AbPPDC, Caines et al. (2004) fur die N2-(2-Carboxyethyl)-Ar-
gininsynthase aus Streptomyces clavuligerus, Risse et al. (1992) und Konig et al.
(2004) verschiedene Pyruvatoxidasen, Hasson et al. (1995) fir die Benzoylformiatde-
carboxylase aus Pseudomonas putida, Janzen et al. (2006) fur die Benzaldehydlyase
aus Pseudomonas fluorescens. Lediglich die Verzweigtketten-a-Ketosauredecar-
boxylase aus Lactococcus lactis (Gocke et al., 2007) liegt als Dimer vor. Auch die
Acetohydroxysaure- und Acetolaktatsynthasen zeigen Abweichungen in ihrem Oligo-
merisierungsverhalten, da hier zum Teil auch noch regulatorische Untereinheiten be-
teiligt sind (Chipman et al., 1998).

Trotz ahnlicher Dimerstruktur weist das Tetramerarrangement der hier beschriebe-
nen Enzyme eine groRe Variabilitdt der Dimer-Dimer-Winkel auf. Abb. 2 soll dies
verdeutlichen und zeigt die Kristallstrukturen dieser Enzyme. Die Dimere auf der ne-
gativen x-Achse wurden superpositioniert. Das andere Dimer rotiert im einfachsten
Fall, wie bei Acetohydroxysauresynthase aus Arabidopsis thaliana (McCourt et al.,
2005) um 180° bezuglich der y- oder z-Achse und wird lediglich auf der x-Achse
verschoben. Fast alle anderen unterliegen zusatzlich noch einer Rotation um die x-
Achse zwischen 84° und 126° (siehe auch Tab. 1). Nur die ScPDC und die AbPPDC
sind hierzu eine Ausnahme. Im nativen Zustand der ScPDC (Dyda et al., 1993) bzw.
bei der Substrat-aktivierten AbPPDC (Versées et al., 2007°) tritt ein Drehwinkel von
4° um die x-Achse auf. Im Falle der nativen AbPPDC (Versées et al., 2007?) bzw.
nach der Zugabe des Substratanalogons Pyruvamid zur ScPDC (Lu et al., 1997) ist
die Situation komplexer. Die Pseudosymmetrie wurde aufgebrochen, das Rotations-
zentrum vom Schwerpunkt in die Nahe des Glu199 der ScPDC (Ala190 bei AbPPDC)
verschoben, das zweite Dimer um 4 A auf der +y-Achse verschoben und um alle
Achsen gedreht (Gesamtwinkel 26°).

Die native tetramere Struktur der ScPDC und der Substrat-aktivierten AbPPDC lasst
sich am Besten als komplett offen beschreiben (siehe auch Abb. 4B oben), bei der
benachbarte Dimere nur eine kleine Kontaktflache haben. Demgegenuber besitzen
die Pyruvamid-aktivierte ScPDC und die native AbPPDC auf einer Molekulseite eine
groliere Kontaktflache als auf der anderen und liegen in einer halbseitig geschlosse-
nen Form vor (nach Lu et al., 2000; siehe auch Abb. 4B unten). Verglichen mit den
anderen TPP-Enzymen sind die Kontaktflachen von ScPDC und AbPPDC unab-
hangig von offener oder halbseitig geschlossener Form aber dennoch klein (Tab. 1).

Folgerichtig liegt die ScPDC in Losung zu nicht unerheblichen Teilen als Dimer vor,
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AtAHAS;, [ScPDC (4°)

" (126°)

Abb. 2: Vergleich des Zusammenbaus der Tetramere von TPP-abhangigen Enzymen mit ahnlicher
globaler Dimerstruktur' aus verschiedenen Blickwinkeln entsprechend zum eingezeichneten
Koordinatensystem.

Weil3: Superpositionierte Dimere der tetrameren Enzyme.

Farbig: Das zweite Dimer (ScPDC (nativ), rot; ScPDC (Pyruvamid-aktiviert), blau; EcIPDC,
hellblau; ZmPDC, weizenfarben; PpBFD, sandfarben; AtAHAS, waldgrin).

Die gelben Linien im unteren Bild deuten die unterschiedlichen Drehwinkel der farbigen Di-
mere sowie die Verschiebung des Rotationszentrums bei der Pyruvamid-aktivierten ScPDC an
(siehe Text auf Seite 9).

' Zur besseren Ubersichtlichkeit sind nicht alle der auf Seite 8 und in Tab. 1 aufgefiihrten Enzyme und Spezies einge-
zeichnet.

was besonders im kinetisch relevanten Proteinkonzentrationsbereich (20-100 ug/ml)
deutlich wird (Killenberg-Jabs, 1997; Killenberg-Jabs et al., 2001). Dass dieser Effekt
spezifisch fur die ScPDC und ihre lockere Dimer-Dimer-Assoziation ist, zeigt der Ver-
gleich mit der ZmPDC, die aufgrund der deutlich groReren Kontaktflache eine viel
starkere Dimer-Dimer-Bindung aufweist und daher in Losung nur als Tetramer vor-

kommt, wie auch analytische Gelfiltrationsexperimente von Neale et al. (1987) zeig-

ten.
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Tab. 1: Vergleich der TPP-abhangigen Enzyme mit gleicher Quartarstruktur auf Dimerebene hinsicht-
lich ihres Tetrameraufbaus.

Enzym?® Dimer-Dimer- Dimer-Dimer- Dimer-Dimer-

Winkel in ° Translokation Kontaktflachen®
in A in nm?

AtAHAS / / 25

ScPDC (nativ), AbPPDC (Substrat-aktiviert) 4 / 9

ScPDC (Pyruvamid-aktiviert), AbPPDC (nativ) | 26 4 16

EclPDC 84 / 22

ZmPDC 103 / 39

Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum 125 / 20

Acetolaktatsynthase aus Klebsiella pneumo- 125 / 22

niae

Oxalyl-CoA-Decarboxylase aus Oxalobacter 125 / 30

formigenes

N2-(2-Carboxyethyl)-Argininsynthase aus 126 / 26

Streptomyces clavuligerus

Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluores- 126 / 36

cens

PpBFD 126 / 44

Acetohydroxysauresynthase aus Saccharomy- | - - -

ces cerevisiae’

Verzweigtketten-a-Ketosauredecarboxylase - - -

aus Lactococcus lactis®

Der Drehwinkel entspricht der Rotation der farbigen Dimere in Abb. 2. Bei der Dimer-Dimer-Translokation bleiben unterschied-

liche Abstande auf der x-Achse unberiicksichtigt, aufgefiihrt sind nur Bewegungen hinsichtlich der y- und z-Achse.

2 Sind gleiche Enzyme aus verschiedenen Spezies verdffentlicht, die sich in ihrem Tetrameraufbau nicht unterscheiden, so ist
jeweils nur eines von diesen aufgefihrt.

® Bestimmt mit PDB-sum (www.ebi.ac.uk/pdbsum); bei mehreren verdffentlichten Strukturen vorzugsweise mit denen, die keine
flexiblen Reste in der Interdimerregion aufweisen.

° Liegt als Dimer im Kristall vor.

1.3 Pyruvatdecarboxylase

Die Pyruvatdecarboxylase ist ein Enzym des Zuckerstoffwechsels und katalysiert den
vorletzten Schritt der alkoholischen Garung, die Reaktion von Pyruvat zu Acetalde-
hyd und Kohlendioxid. Wie andere TPP-abhangige Enzyme kann auch die PDC eine
Carboligation als Nebenreaktion ausfuhren. Dabei wird das Carbanion des Hydroxy-
ethyl-Thiaminpyrophosphates (siehe Abb. 3) nicht protoniert, sondern reagiert mit
Acetaldehyd oder einem weiteren Pyruvatmolekil unter Bildung von Acetoin bzw.
Acetolaktat. Der Anteil der Carboligation am Gesamtumsatz ist normalerweise nur
sehr gering (< 1 %), kann aber, wie im Fall der Brauhefe- oder ZmPDC, durch ortsge-
richtete Mutagenese gesteigert werden (Wu et al., 2000; Sergienko & Jordan, 2001°).
Die PDC kommt in der Natur weit verbreitet vor. Zu den PDC besitzenden Organis-
men zahlen Prokaryoten wie Zymomonas, Pilze wie Saccharomyces oder Kluyvero-
myces sowie Pflanzen wie Weizen. Hierbei handelt es sich nur um einen kleinen
Auszug der Spezies mit PDC-Genen an denen spater fur dieses Enzym wichtige

funktionelle und strukturelle Untersuchungen getatigt wurden. An dieser Stelle sei le-
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diglich noch erwahnt, dass das Reich der Tiere keine Pyruvatdecarboxylasen besitzt,
mit der Folge dass diese Organismen nicht zur alkoholischen Garung befahigt sind.
Die industriell bedeutendste PDC ist die aus der Brauhefe Saccharomyces cerevi-
siae. Ethanol, das Endprodukt der alkoholischen Garung, fand unbewusst bereits in
Agypten vor ca. 6000 Jahren zur Bier- und spater auch zur Weinherstellung Anwen-
dung und wurde bereits in der Bibel erwahnt (1. Buch Mose, Genesis 9, 18-29). Auch
heute noch wird die alkoholische Garung zu grof3en Teilen fur die Herstellung von
Genussmitteln in Form diverser alkoholischer Getranke genutzt. Zunehmende Be-
deutung findet Alkohol auch in der Kraftstoffindustrie als Bioethanol, speziell in Bra-
silien, einem der grolten Erzeugerlander von Ethanol. Weitere wichtige Anwen-
dungsfelder sind die chemische Industrie, wo Ethanol als Losungsmittel genutzt wird
und die Medizin in Form von Desinfektionsmitteln.

Erstmalige Erwahnung fand die PDC durch Neuberg & Karzcag (1911), die sie da-
mals noch als Carboxylase bezeichneten. Die PDC war das Enzym, flr das zum
ersten Mal ein Katalyse-Mechanismus postuliert wurde (Langenbeck, 1932), auch
wenn sich spater herausstellte, dass entgegen diesem nicht die 4'-Aminogruppe son-
dern das C,-Atom des Thiazoliumringes das katalytische Zentrum darstellt (Breslow,
1957, 1958). Abb. 3 zeigt den aus Breslows Messungen abgeleiteten Mechanismus
von Pyruvatdecarboxylasen.

Der eigentliche katalytische Zyklus der PDC beginnt mit der Ausbildung der kovalen-
ten Bindung zwischen dem Cy-Atom des Pyruvates und dem TPP-Cz-Atom unter
Formierung des Laktyl-Thiaminpyrophosphates. Anschlielend wird das erste Reak-
tionsprodukt Kohlendioxid abgespalten und es entsteht das mesomeriestabilisierte
Hydroxyethyl-Thiaminpyrophosphat. Nach dessen Protonierung, erfolgt zum Ab-
schluss die Freisetzung des zweiten Produktes Acetaldehyd.

Sowohl Laktyl- als auch Hydroxyethyl-Thiaminpyrophosphat sind kovalente Interme-
diate und lassen sich aufgrund ihrer Saurestabilitat mittels NMR qualitativ und quanti-

tativ untersuchen (Tittmann et al., 2003).

Wie erwahnt, sind Pyruvatdecarboxylasen bei zahlreichen Bakterien, Pilzen und
Pflanzen verbreitet. Die kinetisch und strukturell am besten untersuchte Spezies ist
die aus Saccharomyces cerevisiae. Im Bereich des katalytischen pH-Optimums von
6,0 und bei nativen Proteinkonzentrationen (ca. 10000 pg/ml, Konig, unveroffent-
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Abb. 3: Katalysemechanismus der Pyruvatdecarboxylase nach Schellenberger (1998); leicht modifi-
Ziert.

licht) liegt die PDC als Tetramer vor. Eine Verringerung der Enzymkonzentration fuhrt
Uber das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht (ca. 40-2500 ug/ml), der Dimeranreicherung
(ca. 20-40 pg/ml) und dem Dimer-Monomer-Gleichgewicht (ca. 0,25-20 pg/ml) bis zu
reinen Monomeren bei weniger als 0,25 ug/ml (Killenberg-Jabs, 1997; Killenberg-
Jabs et al., 2001; Kutter et al., 2007). Die Gegenwart der Kofaktoren TPP und Mag-
nesium-lonen fuhrt zur Stabilisierung der hoheroligomeren Formen (Konig et al.,
1993), wahrend Harnstoff das Gleichgewicht in Richtung der kleineren Oligomere
verschiebt (Killenberg-Jabs et al., 2001). Bei pH-Werten Uber 8,5 dissoziieren die
Kofaktoren reversibel ab (Holzer & Goedde, 1957), was ebenfalls zur Anreicherung
kleinerer Spezies fuhrt (Konig et al., 1992, 1993).
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Eine andere PDC-Spezies, die aus dem Bakterium Zymomonas mobilis, existiert hin-
gegen als Holoenzym nur in tetrameren Form, was durch die deutlich gréfere Dimer-
Dimer-Interaktionsflache bedingt ist (Tab. 1). Selbst die Apo-ZmPDC liegt nur zu ge-
ringen Anteilen als kleinere Oligomerform vor (Diefenbach & Duggleby, 1991; Pohl et
al., 1994).

Grollere Molmassen treten hingegen bei zahlreichen pflanzlichen Pyruvatdecarboxy-
lasen auf. So kommen beispielsweise bei der Spezies aus Pisum sativum neben der
mono-, di- und tetrameren Form auch Okto-, Dodeca- und Hexadecamere vor (Diet-
rich, 2001). Noch hdhere Oligomerisierungsgrade werden von Alvarez et al. (1993)
fur die Pyruvatdecarboxylase aus Neurospora crassa (NcPDC) berichtet. Hier scheint
es fur das Enzym neben der katalytischen auch eine strukturelle Funktion zu geben.
Thompson-Coffe et al. (1999) sprechen daher von einem gene-sharing-Ereignis, bei
dem ein hochkonserviertes Protein, dass im Allgemeinen durch ein einzelnes Gen
kodiert wird, zwei verschiedene Funktionen aufweist. Wahrend die PDC im vegeta-
tiven Stoffwechsel in erster Linie enzymatisch wirkt, bilden sich bei der geschlecht-
lichen Fortpflanzung von Neurospora crassa 8-10 nm dicke PDC-Filamente, die mit
kortikalen Mikrotubuli assoziiert sind. Jedoch gibt es weder eine genaue Funktions-

beschreibung dieser Filamente, noch liegen kinetische Daten zu diesem Protein vor.

Ein gemeinsames Merkmal aller Pyruvatdecarboxylasen mit Ausnahme der ZmPDC
ist die allosterische Regulation durch das Substrat, auch als Substrataktivierung be-
kannt. Von den anderen TPP-abhangigen Enzymen besitzt lediglich die AbPPDC
(Spaepen et al., 2007) und die Verzweigtketten-a-Ketosauredecarboxylase aus My-
cobacterium tubercolosis (Werther et al., 2008) diese Eigenschaft. Sie wurde erst-
mals durch Davies (1967) an der PDC aus Weizenkeimlingen in Form einer sig-
moiden Abweichung von den zunachst als hyperbol angenommenen v/S-Diagram-
men gemessen und liel3 sich kurze Zeit spater auch bei der Brauhefe-PDC nachwei-
sen (Boiteux & Hess, 1970; Ullrich & Donner, 1970; Hubner et al., 1970).

Im aktiven Zentrum fuhrt die Substrataktivierung zu einer um Faktor 600 beschleunig-
ten Deprotonierung des TPP-C,-Atoms (Kern et al., 1997). Abb. 5 stellt das kine-
tische Minimalmodell hierzu dar. Diese Umpolungsreaktion zum Carbanion ist in Ab-
wesenheit von aktivierenden Liganden geschwindigkeitsbestimmend (1 s) und zu
langsam um die vergleichsweise hohen kg.-Werte (60 s™') erkldren zu kénnen. In

Gegenwart aktivierender Liganden (Pyruvamid) ist die Deprotonierungsreaktion hin-
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reichend schnell (600 s™). Daher beeinflusst (beschleunigt) die Substrataktivierung
im aktiven Zentrum die Umpolungsreaktion.

Ein erstes kinetisches Modell der PDC-Substrataktivierung schlugen 1978 Hubner et
al. vor. Zudem wurde ein separater Substratbindungsort auRerhalb des katalytischen
Zentrums postuliert. Versuche diesen zu spezifizieren endeten schlieldlich bei Thiol-
gruppen von Cysteinseitenketten. Die in der Brauhefe-PDC oberflachenzuganglichen
Cysteine wurden mit Hydroxymercuribenzoat modifiziert. Dadurch wurden die lag-
Phasen (siehe Kapitel 3.3 ab S. 43) in den Progresskurven, die fur die Substrat-
regulierte PDC typisch sind, unterdrickt (HuUbner et al., 1988).

Die Bedeutung von Cysteinresten fur die enzymatische Aktivitat der PDC ist schon
lange bekannt. 1952 wiesen Stoppani et al. nach, dass die Pyruvatdecarboxylase
durch ihr Substrat vor einer Modifikation der Cysteinseitenketten geschutzt wird. Ki-
netische Analysen zu diesem Phanomen erfolgten durch Hubner (1966). Da aller-
dings zum damaligen Zeitpunkt die Substratregulation noch unbekannt war und auch
keine hochaufgeldsten strukturellen Daten vorlagen, wurde vermutet, dass eine Cys-
teinseitenkette fur die Bindung von Pyruvat im aktiven Zentrum notig ist.

Basierend auf den ersten Kristallstrukturen fur die Hefe-PDC (Dyda et al., 1993; Ar-
junan et al., 1996) sowie Studien mit Cysteinvarianten (Baburina et al., 1994) stellte
die Newark-Gruppe um F. Jordan ein Modell fir die Aktivierung auf, das kinetische
und strukturelle Daten einschlief3t (Abb. 4A). Mittlerweile war bekannt, dass die Brau-
hefe-PDC vier Cysteine besitzt, von denen sich keines in der Nahe des aktiven Zen-
trums befindet. Nach diesem Aktivierungsmodell bindet zuerst das Substrat Pyru-
vat in Form eines Thiohemiketals kovalent an Cys221. Die Information Uber diese
Bindung wird dann Uber den Aktivierungsweg His92 — Glu91 — Val410-Gly413
Ubertragen. Der Hauptkettensauerstoff der letzten Aminosaure befindet sich in Was-
serstoffbriickenbindungsabstand zur 4'-Aminogruppe des Thiaminpyrophosphates.
Nach Jordan et al. (1998) ist die korrekte Ausrichtung dieser Wasserstoffbricken-
bindung (Abb. 5) verantwortlich fur die Kofaktoraktivierung und erklart so die Ge-
schwindigkeitssteigerung bei den H-D-Austauschexperimenten am TPP-C,-Atom.
Die Bedeutung der 4'-Aminogruppe flr die Kofaktoraktivierung konnte durch
Messungen von Kern et al. (1997) nachgewiesen werden. Bei der Hefe-PDC im
Komplex mit 4'-desamino-TPP ergab sich eine dramatische Verringerung der Depro-
tonierungsgeschwindigkeit am Kofaktor-C,-Atom.



Einleitung 16

Es erfolgten zahlreiche Studien sowohl mit Varianten von Aminosauren des postu-
lierten Aktivierungsweges, als auch von solchen die diese flankieren (Baburina et al.,
1994: Baburina et al., 1998% °: Guo et al., 1998; Eberhardt et al., 1999; Li et al.,
1999; Li & Jordan, 1999; Liu et al., 2001; Wang et al., 2001; Wei et al., 2002; Joseph
et al., 2006). Trotz detaillierter kinetischer Daten zu den Varianten, fehlen jedoch
Kristallstrukturen, so dass die aus den kinetischen Daten gezogenen Schlisse mit
Vorsicht zu werten sind. Insbesondere ist die Rolle von Cys221 in diesem Modell
kritisch zu sehen. Aulder Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevisiae besitzt
keine andere bisher untersuchte Pyruvatdecarboxylase diesen Aminosaurerest. Da-
her ist u.a. bei den pflanzlichen Pyruvatdecarboxylasen (z.B. der PDC aus Wei-
zenkeimlingen; Davies, 1967) ein Regulationsmechanismus, der auf eine kovalente
Bindung des Substrates an Cys221 basiert, nicht moglich.

Daneben gibt es ein zweites Modell, favorisiert von S. Kénig und G. Schneider (Abb.
4B), welches im Folgenden als Halle-Stockholm-Modell bezeichnet wird. Hauptkritik-
punkt gegenuber dem Newark-Modell ist, dass in der Kristallstruktur der mit dem
Substratanalogon Pyruvamid kokristallisierten ScPDC weder Elektronendichte von
diesem in der Umgebung der Cys221-Seitenkette zu finden war, noch, dass es sig-
nifikante Bewegungen bei den Aminosauren des postulierten Newarkschen-Akti-
vierungsweges gab (Lu et al., 2000). Pyruvamid, das Amid des Substrates Pyruvat
(Abb. 18, S. 56), ist zwar nicht umsetzbar, kann die PDC aber dennoch aktivieren
(HUbner et al., 1978). Der maximale Aktivierungsgrad betragt = 70 % (Krieger et al.,
2002). In der Kristallstruktur befindet sich Pyruvamid, wenn auch mit deutlich erhdh-
ten B-Faktoren, in zwei der vier Untereinheiten zwischen der Arg224-Hauptkette und
der Tyr157-Seitenkette. In denselben beiden Untereinheiten, die die geschlossene
Seite des Tetramers darstellen (Abb. 4B), wird das Substratanalogon zudem im akti-
ven Zentrum in der Nahe des C,-Atoms des Kofaktors gefunden. Der Abstand zum
Ketocarbonylkohlenstoffatom des Pyruvamides ist mit = 3,9 A jedoch weit auRerhalb
des Bereiches kovalenter C-C-Bindungen.

Die Kristallstrukturen der nativen und Pyruvamid-aktivierten ScPDC unterscheiden
sich voneinander hinsichtlich der Fixierung der beiden Loops 104-113 und 290-304
auf der geschlossenen Seite des aktivierten Enzyms, einer Rotation der B-Domane
um 8° sowie der bereits erwahnten Drehung der beiden Dimere von komplett offen
zu halbseitig geschlossen. Lu et al. (2000) beschreiben daher die Substrataktivierung

als kleine strukturelle Anderung (Loopfixierung), die eine globale Konformationsande-
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rung verursacht (Rotation der f-Domane und Drehung offen zu halbseitig geschlos-
sen). Das gebundene Pyruvamid zwischen der Arg224-Hauptkette und der Tyr157-

Seitenkette soll dabei die halbseitig geschlossene Form stabilisieren.
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Abb. 4: Substrataktivierung von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen.
A: Newark-Modell nach Jordan et al. (1998).
Im oberen Teil ist ein Monomer der nativen ScPDC gezeigt. Unten befindet sich die aktivierte
Struktur mit kovalent gebunden Pyruvat (modelliert) an der postulierten regulatorischen
Bindungsstelle Cys221 und im aktiven Zentrum am TPP. Die Wasserstoffbrickenbindung
zwischen dem Hauptkettensauerstoffatom von Gly413 und der 4'-Aminogruppe, die letztlich
fur die Aktivierung verantwortlich sein soll, ist durch eine gestrichelte Linie angedeutet.
B: Halle-Stockholm-Modell nach Lu et al. (2000).
Abgebildet ist das Tetramer der ScPDC. Nach Bindung von Pyruvamid an das regulatorische
Zentrum werden die Loops 104-113 und 290-304 fixiert, die beiden PDC-Dimere rotieren von
offen zu halbseitig geschlossen und Pyruvamid bindet im aktiven Zentrum an den Kofaktor
TPP. Die Bindung von Pyruvamid und die Loopfixierung erfolgen nur auf der geschlossenen
Seite.
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k: Geschwindigkeitskonstante fur die Deprotonierung des TPP-C,-Atoms nach Kern et al. (1997).
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Dass es eine globale strukturelle Anderung bei der Aktivierung der ScPDC geben
muss, liel sich durch SAXS-Messungen zeigen (Hubner et al., 1990; Konig et al.,
2000% °, 2004; Svergun et al., 2000). Dabei nahm der Gyrationsradius in Gegenwart
von Pyruvamid von 4,10 auf 4,30 nm (Hdbner et al., 1990) bzw. von 3,97 auf 4,20 nm
(Svergun et al., 2000) zu, wobei in jedem Fall eine Anderung des Oligomerisierungs-
grades ausgeschlossen werden konnte. Allerdings war es nicht mdglich aus den
Streukurven den Ubergang vom offenen zum halbseitig geschlossenen Zustand auch
in Losung nachzuweisen, d.h. die genauen Drehwinkel der beiden Dimere zueinan-
der konnten nicht eindeutig bestimmt werden (Svergun et al., 2000). Sowohl die nati-
ve, aber insbesondere die Pyruvamid-aktivierte Spezies zeigen in ihren Gyrationsra-
dien deutliche Abweichungen von den aus den Kristallstrukturen rechnerisch be-
stimmten Werten, die eine Abnahme nahe legten. Um dennoch eine gute Korrelation
zwischen Kristallstrukturdaten und gemessenen Streukurven zu erhalten, war es da-
her notwendig die Dimere um 7,6 A fiir die native ScPDC anzunahern und um 7 A im
Fall der Pyruvamid-aktivierten Spezies zu entfernen (entspricht x-Achsen-Transloka-
tion in Abb. 2). Dennoch weichen die erhaltenen Dimer-Dimer-Winkel deutlich von
denen der Kristallstrukturen ab, so dass die mittlere quadratische Abweichung fur die
native ScPDC 5,8 A und fiir die Pyruvamid-aktivierte ScPDC 15,3 A betrégt. Der of-
fensichtliche Widerspruch zwischen Gyrationsradienzunahme in Lésung und Ab-
nahme bei den Kristallstrukturen ist auch einer der Kritikpunkte der Newark-Gruppe
(Furey et al., 1998) an diesem Aktivierungsmodell. Zwar diskutieren Svergun et al.
(2000), ob nicht aufgrund einer besseren Korrelation der Daten, die entgegengesetz-
te Drehung, also von halbseitig geschlossen zu offen, bei der Substrataktivierung
auftreten konnte, verwerfen diese Moglichkeit jedoch. Demgegenuber nehmen Furey
et al. (1998) an, dass es sich bei der halbseitig geschlossenen Tetrameranordnung
um ein kristallographisches Artefakt handelt. Dies gilt sowohl fur die Pyruvamid-akti-
vierte Spezies als auch fir die durch ein weiteres Substratanalogon, namlich Keto-
malonat, aktivierte ScCPDC (Alvarez & Schowen, 1991). Von letzterer konnten Furey
et al. (1996) je eine Struktur in offener und in halbseitig geschlossener Form bestim-
men. Jedoch ist die Aufldsung mit 2,7 bzw. 3,5 A zu schlecht um Aussagen Uiber den
regulatorischen Bindungsort zu treffen. Bedauerlicherweise sind die Koordinatenda-
teien dieser Strukturen nicht in der Proteindatenbank hinterlegt. Letztlich kdnnen
aber auch Furey et al. (1998) die Aufweitung der PDC-Struktur in Losung, dass heif3t

die Gyrationsradienzunahme, nicht erklaren.
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Ein weiteres Problem des Aktivierungsmodells von Lu et al. (2000) ist, dass die Kata-
lyse nur auf der geschlossenen Seite stattfinden kann. Daher muss das Tetramer
hier die kleinste katalytische Einheit darstellen. Jedoch legen auf der anderen Seite
kinetische Experimente bei variierender PDC-Konzentration nahe, dass auch Dimere
Aktivitat zeigen (Killenberg-Jabs et al., 2001).

Wahrend der Anfertigung dieser Promotionsarbeit erfolgte die Veroffentlichung meh-
rerer Strukturen der Phenylpyruvatdecarboxylase aus Azospirillum brasilense. Trotz
einer recht geringen Identitat von 25 % im Vergleich zur ScPDC (Versées et al.,
2007%) sind die funktionellen und strukturellen Ubereinstimmungen offensichtlich. So
betragt die mittlere quadratische Abweichung der Position der Cy-Atome auf Dimer-
ebene lediglich 2,7 A (Versées et al., 2007%). Zudem nutzen beide Enzymspezies
TPP als Kofaktor, katalysieren die Decarboxylierung von a-Ketocarbonsauren und
zeigen das Phanomen der Substrataktivierung. Gerade der letzte Punkt ist flr diese
Arbeit von Interesse, vor allem da die AbPPDC kein Cys221 enthalt. Daher ist ein
Aktivierungsmechanismus, der auf einer kovalenten Bindung des Liganden an diesen
Rest basiert, nicht mdglich. Zur Analyse der Substratregulation kristallisierten Ver-
sées et al. (2007* ®) die native AbPPDC in Gegenwart des katalytisch inaktiven Ko-
faktoranalogons 3-deaza-TPP (Erixon et al., 2007) sowie mit verschiedenen Substra-
ten. Nach der Substrataktivierung durch Phenylpyruvat bzw. 5-Phenyl-2-Oxovaleriat
liegt der Loop 104-120 fixiert vor, wahrend der Loop 280-294 komplett neu geordnet
wird. Dies unterstreicht die Bedeutung der beiden Loops fur die Aktivierung ent-
sprechend zum oben beschriebenen Halle-Stockholm-Modell auch bei diesem En-
zym, wobei die Fixierung der Loops im Unterschied zur Pyruvamid-aktivierten ScPDC
hier sogar in allen vier Untereinheiten auftritt. Des Weiteren dreht sich wahrend der
Aktivierung die gesamte -Domane um 12°. Zudem war ein geringes Kippen der C-
terminalen Helix und die Umorientierung einiger Reste zwischen regulatorischen und
aktiven Zentrum zu beobachten. Der regulatorische Bindungsort befindet sich zwar
wie bei der Hefe-PDC an der Schnittstelle der drei Domanen eines Monomers, mit je-
weils gut 1 nm Abstand, ist er aber dennoch deutlich von den beiden fir die ScPDC
postulierten regulatorischen Zentren nach Lu et al. (2000) und Jordan et al. (1998)
entfernt. Dementsprechend unterscheidet sich der Aktivierungsmechanismus bei die-
sem Enzym auch von dem der Hefe-PDCs. Nach Versées et al. (2007°) beginnt der

Aktivierungsweg der AbPPDC mit einer lokalen Neuorientierung einiger Reste infolge



Einleitung 20

der Bindung des Substrates an die regulatorische Bindungsstelle. Dies resultiert in
einer Drehung der gesamten B-Domane um 12°, was wiederum Ausldser fur die
Fixierung bzw. Neuorientierung der beiden Loops 104-120 und 280-294 sein soll.
Interessanterweise tritt auch bei diesen Kristallstrukturen eine globale Konforma-
tionsanderung auf. Diese ist jedoch genau entgegengesetzt zur ScPDC von halb-
seitig geschlossen im nativen Zustand zu offen fir die Substrat-aktivierten Spezies.

Allerdings existieren keine Daten zur globalen Struktur der AbPPDC in Lésung.

Die allosterische Aktivierung durch das Substrat ist nicht die einzige Mdglichkeit die
Pyruvatdecarboxylase zu regulieren. So beschrieben Boiteux & Hess bereits 1970
die inhibitorische Wirkung von Phosphat auf die ScPDC, die sich in einer Verstar-
kung der lag-Phasen der Progresskurven und in einer zunehmenden Sigmoiditat der
v/S-Diagramme bemerkbar macht'. Dariiber hinaus ist bekannt, dass das Reaktions-
produkt Acetaldehyd, die Aktivitat der Brauhefe-PDC reversibel verringert (Lohmann
& Schuster, 1937) Bei pflanzlichen Pyruvatdecarboxylasen, wie der aus keimenden
Erbsensamen (Dietrich, 2001), haben neben Phosphat auch weitere Salze Einfluss
auf die Enzymaktivitat und die Substrataktivierung. So verhindert beispielsweise die
Zugabe von Natriumchlorid das Auftreten von lag-Phasen in Progresskurven und un-

terdrickt die Sigmoiditat in den resultierenden v/S-Diagrammen.

1.4 Zielstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es den molekularen Mechanismus der Substratakti-
vierung und der Regulation von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen aufzuklaren, wobei be-
sonders die Funktion von Cys221 des Newark-Modells naher betrachtet werden soll.
Methodisch erfolgt dies in erster Linie mittels SAXS-Experimenten, der Proteinkris-
tallographie und kinetischer Messungen. Um Ruckschlusse auf die Aktivierung zu
ziehen, wurden sowohl die funktionellen als auch die strukturellen Untersuchungen in
Gegenwart des nativen Substrates Pyruvat und/oder der Substratanaloga Pyruvamid
und Methylacetylphosphonat durchgeftihrt. Darliber hinaus wird der Einfluss des Re-
aktionsproduktes Acetaldehyd auf die Substrataktivierung diskutiert. Die verwende-

ten PDC-Spezies stammen aus Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevi-

' Fur die kinetischen Hintergriinde der Substrataktivierung siehe auch Kapitel 3.3 ab S. 43.
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siae. Diese zeichnen sich durch eine hohe wechselseitige Ubereinstimmung ihrer
Proteinsequenz aus. Die Identitat betragt 86 %, wobei sich die Aminosaureaus-
tausche weitgehend auf Interdomanenloops und die dem Lésungsmittel exponierten
Oberflachenregionen beschranken, wahrend die Umgebung des aktiven Zentrums
unverandert bleibt. Bei der KIPDC kam der Wildtypstamm zum Einsatz, bei der
ScPDC der Wildtypstamm, der rekombinante Wildtyp sowie die beiden Varianten
D28A und E477Q. Die Aminosauresubstitutionen der letzten beiden befinden sich im
aktiven Zentrum und haben einen direkten Einfluss auf die Katalyse (Restaktivitat
< 0,2 % des Wildtyps), ohne die Substrataktivierung signifikant zu beeinflussen (Liu
et al., 2001). Daher wurden diese PDC-Spezies genutzt um strukturelle Messungen
auch in Gegenwart des Substrates Pyruvat durchflihren zu kénnen.

Zunachst wird jedoch uber die Charakterisierung der PDC aus Neurospora crassa
berichtet. Zu dieser Enzymspezies lagen bis zum jetzigen Zeitpunkt lediglich moleku-
larbiologische und immunologische Daten vor. Ein besonderes Augenmerk soll auch

hier auf die Regulation gelegt werden.



Materialien und Methoden

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalienverzeichnis

Acrylamid 30% Mix 37,5:1
ADH

Agar-Agar
Aktivkohle
Albumin Fraction V

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat
Antipain Dihydrochlorid

Baysilone-Paste, mittelviskos
BISTRIS

Chelaplex Il (EDTA)
Chymostatin
Coomassie-Brilliantblau G250
Dichlordimethylsilan
DNase

DTT oder DTE
Essigsaure

Ethanol

Glasperlen 0,25-0,50 mm
Glasperlen 1,7-2,0 mm
Glucose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
MES

Methanol
Methylacetylphosphonat

N, N, N', N' Tetramethylethylendiamin
(Temed)

NADH+H"

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt bzw.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Munchen

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
SERVA Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg

E. Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt bzw. AppliChem
GmbH, Darmstadt

Bayer AG, Leverkusen

SERVA Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg

VEB Laborchemie Apolda
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
E. Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
KMF Laborchemie Handels GmbH
bzw. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

synthetisiert (Priv.-Doz. Dr. R. Golbik)
E. Merck, Darmstadt

SERVA Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg
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Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

PageRuler™ Protein Ladder
Phosphorsaure

PMSF

Polyethylenglykol 400
Polyethylenglykol 2000
Polyethylenglykol 6000
Polyethylenglykol 8000
Protaminsulfat

Pufferlosung pH 4,0
Pufferlésung pH 7,0
Pufferlosung pH 9,0
Pyruvamid

Pyruvat

Salzsaure
Schwefelsaure
Thiamin-Hydrochlorid
Thiaminpyrophosphat

Tricin

Tris

Trypton
Zitronensaure

AppliChem GmbH, Darmstadt

VEB Laborchemie Apolda
AppliChem GmbH, Darmstadt

KMF Laborchemie Handels GmbH
bzw. CHEMAPOL Praha,
Czechoslovakia

Fermentas

VEB Laborchemie Apolda
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

VWR international GmbH, Darmstadt
VWR international GmbH, Darmstadt
VWR international GmbH, Darmstadt
synthetisiert (Priv.-Doz. Dr. R. Golbik)
E. Merck, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

Fluka Chemie AG, Buchs

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen

SERVA Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg bzw. AppliChem GmbH,
Darmstadt

SERVA Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg

AppliChem GmbH, Darmstadt

E. Merck, Darmstadt

2.1.2 Verwendete chromatographische Saulen

fiinf gekoppelte Hitrap' ™ 5 ml
Desalting Saulen

HPLC TSKgel G 3000 SW

Poros 20 QE

Superdex™ 200

8 mm/ 2,5 cm

7,5 mm/ 30 cm

46 mm/ 10 cm

26 mm/ 60 cm

Pharmacia Biotech, Uppsala

Tosohaas GmbH, Stuttgart

PerSeptive Biosystems,
Framingham

Pharmacia Biotech, Uppsala
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2.1.3 Gerate
HPLC Biosys™ 2000 Beckman, Krefeld
Kugelmuhlen Bead-beater Biospec Products, Bartlesville
Nagema 192 AK VEB Maschinenfabrik,
Heidenau
pH Meter MP220 Mettler Toledo, Giessen
Photometer Jasco V-560 UV/VIS | Jasco, Gro3-Umstadt
Spectrophotometer
Uvikon 941 Kontron Instruments, Grol3-

SDS Gelelektrophorese

Zentrifugen

Specord M40

Bio Sequential SX-18
MY. stopped-flow
Reaction Analyser

EPS 600
Elektrophoreseeinheit

Mighty Small Il for
8x7cm Gels

Sorvall® RC 5B Plus
Rotoren:

SLA-3000

FAS-26¢

Beckman® L8-60M
Ultrazentrifuge

Zimmern
VEB Carl-Zeiss-Jena, Jena

Applied Photophysics, Leather-
head

Pharmacia Biotech, Uppsala

Amersham Biosciences,
Uppsala

Thermo Scientific, Waltham

Beckman, Krefeld

Rotor:
Type 45 Ti
EBA 12 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
2.1.4 Messplatze
European Synchrotron | ID14-2
Radiation Facility, Gre-
noble
europaisches moleku- X1
larbiologisches Labora- | X12
torium, Hamburg X31

X33
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2.1.5 Organismen und Plasmide

Brauhefe PDC Hefestamm: WS 34/70 (Wernesgruner Brauerei, Wer-
nesgrin)
KIPDC Hefestamm: JA6

rekombinante ScPDC PDC1 Gen (Schmitt et al., 1983) in einem PET22b(+)
Plasmid im Escherichia coli Stamm Bl 21

rekombinante ScPDC PDC1 Gen mit der Mutation D28A bzw. E477Q auf
Varianten E477Q und einem pUC 18 Plasmid im Escherichia coli Stamm JM
D28A 109 (Liu et al., 2001)

NcPDC Neurospora crassa Stamm: St. Lawrence 74-OR23-1A

2.2 Methoden

2.2.1 Proteinexpression und Reinigung

Alle Reinigungsschritte wurden sofern nicht anders angegeben auf Eis oder bei 8 °C
durchgefuhrt. Die Kontrolle der Reinheit erfolgte bei jedem Praparationsschritt durch

Aktivitatstests und der Entnahme von Proben fur eine SDS-Gelelektrophorese.

2.2.1.1 NcPDC, Wildtypenzym

Die Anzucht des Neurospora crassa Wildtyp-Stammes erfolgte in einem Komplexme-
dium aus 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Trypton, 3,5 % (w/v) Glukose, 10 mg
Thiamin-Hydrochlorid/l und 10 mg Magnesiumsulfat/l. Zwei Vorkulturen (100 ml)
wurden mit mehreren Einzelkolonien von Kulturplatten (Medium wie oben, jedoch mit
1 % (w/v) Agar-Agar) angeimpft und nach 36 h Stunden schutteln (Rotationsfrequenz
max. 120 U/min) bei 30 °C gleichmalig auf die Hauptkulturen (12 mal 1,7 ) verteilt.
Nach weiteren 48 h erfolgte die Zellernte durch Filtration mittels grobporigen Kiichen-
tuchern. Die mit Leitungswasser gewaschenen und anschlielend ausgewrungenen
Zellen (Frischzellmasse ca. 250 g) wurden bei -20 °C gelagert.

Zur Praparation der NcPDC wurden ca. 70 g aufgetaute Neurospora-crassa-Zellen
mit 150 ml Puffer (0,1 M Phosphat pH 6,1, 5 % Glycerin, 0,1 mM TPP, 0,1 mM Mag-
nesiumsulfat, 1 mg/l PMSF) versetzt und in einer Kugelmuhle mit 100 g Glaskugeln

(Durchmesser 0,25-0,50 mm) viermal 40 s mit Pausen von jeweils 5 min aufge-
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schlossen. Nach mehrmaligem Waschen der Glaskugeln mit insgesamt 150 ml Puffer
erfolgte die Abtrennung der Zelltrimmer (10 min Zentrifugation bei 7500g). An-
schlieBend lie® sich die PDChaltige Proteinfraktion durch eine Fallung mit 3,6 %
(w/v) PEG 6000 abtrennen (10 min Zentrifugation bei 7500g). Das in 30 ml Auf-
schlusspuffer geldste Pellet wurde mit 0,4 ug DNAse versetzt, 30 min gerthrt, dann
wurden weitere 60 ml Puffer hinzugegeben (wie oben jedoch pH 5,0), das Ganze
bei 44 °C 30 min geruhrt und die Losung wurde abermals mit 90 ml Puffer (pH 6,6)
versetzt. Als abschlielender Reinigungsschritt erfolgte eine fraktionierte Ultrazentrifu-
gation, zuerst fur 12 min bei 7800g und dann 30 min bei 85000g. Das Pellet des
zweiten Ultrazentrifugationsschrittes wurde in moglichst wenig 0,025 M Phosphatpuf-

fer pH 5,1 geldst und fraktioniert bei -20 °C eingefroren.

2.2.1.2 KIPDC, Wildtypenzym

Die Proteinexpression und Reinigung erfolgten nach Krieger et al. (2002) mit Modifi-
kation nach Kutter et al. (2006, 2007). Von Zellen einer Glycerinkultur des Stammes
JAG (freundlicherweise von Frau Prof. K. Breunig zu Verfugung gestellt) wurden zwei
Vorkulturen mit je 50 ml Medium (0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) Trypton, 3,5 %
(w/v) Glukose, 20 mg Thiamin-Hydrochlorid/l) angeimpft und fir 36 h bei 30 °C ge-
schuttelt (200 U/min). Mit diesen wurde anschliellend die Hauptkultur, bestehend aus
12 Kolben mit je 1,7 | Medium, angeimpft und weitere 48 h geschuttelt (150 U/min).
Das Abtrennen der Kluyveromyces-lactis-Zellen erfolgte durch 10minitiges Zentrifu-
gieren bei 7500g. Diese wurden dann bei -20 °C bis zur Weiterverwendung gelagert.

Zur Praparation wurden ca. 125 g der aufgetauten Zellen mit 150 ml Aufschlusspuffer
(0,1 M Phosphat pH 6,0 mit 5 % (w/v) Glycerin, 50 mg TPP/l, 50 mg Magnesiumsul-
fat/l, 1 mM DTT und 1 mg PMSF/I) versetzt und bei 4 °C in einer Kugelmuhle (Bio-
spec Products) viermal fir 40 s mit Pausen von 5 min aufgeschlossen. Die Zelltrim-
mer wurden durch Zentrifugation abgetrennt (10 min bei 7500g), der Uberstand mit
1 % (w/v) Protaminsulfat versetzt und abermals fur 10 min bei 75009 zentrifugiert. Mit
dem Uberstand wurde eine fraktionierte Fallung, zuerst mit 28,85 % (w/v) und dann
mit weiteren 5,65 % (w/v) Ammoniumsulfat durchgefuhrt und jeweils fir 10 min bei
48000g zentrifugiert. Das Pellet der zweiten Fallung wurde in wenig (ca. 5 ml) Gel-
filtrationspuffer (0,1 M MES pH 6,0 mit 0,3 M Ammoniumsulfat und 1 mM DTT) gel6st

und auf eine aquilibrierte Superdex-200-Saule aufgetragen. Die bei der Gelfiltration
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eluierten und vereinigten Fraktionen wurden mit Ammoniumsulfat ausgefallt, zentrifu-
giert und in maximal 1,5 ml Niedrigsalzpuffer (20 mM BISTRIS pH 6,8 mit 1 mM DTT)
geldst. Im Anschluss erfolgte die Entsalzung des Proteins mit 5 gekoppelten Hitrap-
Desalting-Saulen. Das gesammelte Protein wurde auf eine mit Niedrigsalzpuffer
aquilibrierte Poros 20 QE lonenaustauscher-Saule aufgetragen und mit einem line-
aren Ammoniumsulfatgradienten von 0-0,5 M (Hochsalzpuffer: 20 mM BISTRIS pH
6,8 mit 1 mM DTT und 0,5 M Ammoniumsulfat) eluiert. Die vereinigten PDChaltigen
Fraktionen wurden mit 0,2 ml Puffer (0,1 M HEPES pH 7,5 mit 50 mM TPP und
50 mM Magnesiumsulfat) versetzt, mit Ammoniumsulfat gefallt, zentrifugiert, in Stick-

stoff schockgefroren und bis zur weiteren Nutzung bei -20 °C gelagert.

2.2.1.3 ScPDC, Wildtypenzym

Saccharomyces-cerevisiae-Zellen des Reinzuchtstammen WS 34/70 wurden freund-
licherweise von der Wernesgruner Brauerei (Wernesgrin) zur Verfigung gestellt.
Eine Suspension aus 10 kg Hefe in 10 | Puffer (0,1 M Phosphat pH 6,7 mit 1 mM
DTT, 1 mM EDTA, 1 mg Antipain Dihydrochlorid/l und 1 mg Chymostatin/l) wurde
kontinuierlich in einer Kugelmuhle mit 50 ml/min aufgeschlossen und anschlie3end
bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Die Praparation der ScPDC erfolgte wie fur die KIPDC unter 2.2.1.2 beschrieben, je-
doch mit einem veranderten Konzentrationsbereich der fraktionierten Ammoniumsul-
fatfallung von 32,75-34,25 % (w/v).

2.2.1.4 ScPDC, rekombinantes Wildtypenzym

Die Anzucht, Reinigung und Praparation der rekombinanten ScPDC erfolgte freund-
licherweise durch Frau J. Brauer und Frau Biol.-Ing. (FH) B. Seliger nach Killenberg-
Jabs et al. (1997).

2.2.1.5 Rekombinante ScPDC Varianten D28A und E477Q

Die Proteinexpression und Reinigung der beiden Varianten wurde dankenswerter-

weise durch Frau Dipl.-Biochem. K. Uhlemann und Frau Biol.-Ing. (FH) B. Seliger
nach Uhlemann (2001) durchgefuhrt.
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2.2.2 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS Gelelektrophorese erfolgte nach Lammli (1970). Die dabei eingesetzte
Acrylamidkonzentration betrug 10 % (w/v) im Trenngel und 5 % (w/v) im Sammelgel.

Die Gele liefen bei einer konstanten Stromstarke von 15 mA.

2.2.3 Kiristallisation, Datensammlung, Strukturlésung und Verfeinerung

2.2.3.1 Native NcPDC, Wildtypenzym

Die Vorauswahl geeigneter Kristallisationsbedingungen geschah an der Hamburg
HT-X facility (Muller-Dieckmann, 2006) der EMBL AufRenstation, Hamburg. Dabei
wurden die Screens Jena 1-10 und HR Crystal Screen bei 1 mg NcPDC/ml verwen-
det. Frisch prapariertes Protein wurde hierfir durch Ultrazentrifugation und Losen in
Wasser entsalzt.

Zwar war es dabei moglich Kristalle zu erhalten, der Versuch die Bedingungen zu
optimieren brachte jedoch keinen Erfolg, so dass letztlich auch kein Datensatz aufge-

nommen wurde.

2.2.3.2 Native KIPDC, Wildtypenzym

Die Kristallisation, Datensammlung, Strukturlésung und Verfeinerung erfolgten nach
Kutter et al. (2006). Das Enzym wurde in Konzentratoren (0,5 ml; 30 kDa Aus-
schlussgrofe) mit Kristallisationspuffer (A: 50 mM MES pH 6,45 mit 1 mM DTT,
5 mM TPP und 5 mM Magnesiumsulfat oder B: 35 mM Citrat pH 6,45 mit 1 mM DTT,
5 mM TPP und 5 mM Magnesiumsulfat) umgepuffert und anschlielRend mit Puffer auf
die bendtigte Enzymkonzentration verdunnt. Die Kristallisation erfolgte durch Gas-
phasendiffusion mit hangenden Tropfen in 24-zelligen Kulturplatten (TPP, Trasa-
dingen) bei 8 °C. Daflr wurden auf einem Deckglas zwei Tropfen bestehend aus je-
weils 4 ul Protein- und 4 ul Reservoirldsung pipettiert und gemischt. Als Reservoir-
I6sung diente der Kristallisationspuffer in dem sich 12-24 % (w/v) Fallungsmittel
(PEG 2000 und PEG 8000 im Verhaltnis 1:1) befanden. Die qualitativ besten Kristalle
lieRen sich bei 20 % PEG im Reservoir und 2 mg KIPDC/ml beobachten. Im Falle von

Puffer A dauerte das Kristallwachstum ca. 4 Wochen. Die so entstandenen nadelfor-
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migen Kristalle (400x30x30 uym) waren uber Monate stabil. Bei Puffer B bildeten sich
nadelférmige Kristalle (600%x20x20 um) innerhalb von 10 Tagen mit hdherer Repro-
duzierbarkeit. Jedoch waren diese nur maximal zwei Wochen lagerfahig.

Zur Datensammlung wurde einer dieser Kristalle ca. 20-30 s in Kryolosung (1:1 Ge-
misch aus Reservoirldsung sowie 15 % (w/v) Glycerin in Wasser) inkubiert, in Stick-
stoff eingefroren und in den kryogenen Stickstoffstrom des Messplatzes Uberfuhrt.
Kristalle in Puffer A streuten bis 1,95 A. Von diesen wurde ein Datensatz am Mess-
platz X11 der AulRenstelle des europaischen molekularbiologischen Laboratoriums
(EMBL) am Hamburger Synchrotronlabor (HASYLAB) des deutschen Elektronensyn-
chrotrons (DESY) in Hamburg aufgenommen. Kristalle in Puffer B streuten zwar nur
bis 3,0 A, jedoch wurde auch von diesen ein Datensatz gemessen (Messplatz X31
des EMBL Hamburg).

Die Datensatze wurden von Dr. M. S. Weiss (EMBL, Hamburg) mittels der Program-
me DENzO und ScCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997) indiziert, integriert und an-
schlielend mit der Softwaresuite CCP4i skaliert (French & Wilson, 1978; Collabora-
tive Computational Project Number 4, 1994). Danach erfolgte die Ermittlung der
Strukturamplituden mit dem Programm TRUNCATE (Collaborative Computational Pro-
ject Number 4, 1994). Die Bestimmung der initialen Phasen geschah durch molekula-
res Ersetzen mit dem Programm MOLREP (Collaborative Computational Project Num-
ber 4, 1994). Als Suchmodell diente die Struktur eines Monomers der nativen ScPDC
(Arjunan et al., 1996; PDB-Code 1PVD), jedoch mit der Aminosauresequenz der
KIPDC. Die Verfeinerung wurde von Dr. G. Wille (Institut flr Biophysik, Johann-Wolf-
gang-Goethe-Universitat, Frankfurt am Main) mit dem Programm REFMAC5 (Collabo-
rative Computational Project Number 4, 1994) vorgenommen. Die Kontrolle der Elek-
tronendichte sowie das Erstellen und Uberpriifen des Modells erfolgte mit dem Pro-
gramm WINcooOT (Emsley & Cowtan, 2004; Lohkamp et al., 2005).

Der Datensatz des Kristalls in Puffer A wurde zunachst bis 2,26 A ausgewertet. Aller-
dings waren auch noch Streureflexe bis 1,95 A vorhanden. Auf diesen hochaufgel6s-
ten Bereich wurde in der ersten Strukturldsung jedoch aufgrund mehrerer dinner Eis-
ringe verzichtet. Um bessere Aussagen zu den flexiblen Regionen in der Struktur
treffen zu kdnnen, wurde der Bereich von 1,95-2,26 A in einer zweiten Auswertung
des Datensatzes mit eingeschlossen. Diese geschah mit dem automatischen Daten-
reduktionsprogramm xia2 (Bahar et al., 2006). Zur Vermeidung von Artefakten bei

der Bestimmung der Positionen der flexiblen Loops 104-115 und 288-304 sowie der
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ebenfalls flexiblen C-terminalen Bereiche erfolgte die Modellbildung und die Verfeine-
rung der nativen KIPDC-Struktur auf Grundlage der nativen ScPDC-Struktur (Arjunan
et al., 1996; PDB-Code 1PVD), aber mit der KIPDC-Sequenz, zunachst ohne Loops,
C-terminale Bereiche und Kofaktoren. Erst danach wurden in die deutlich erkennbare
Differenzelektronendichte zuerst die Kofaktoren eingeflgt und nach einem weiteren

Verfeinerungszyklus auch die Loops und C-terminalen Bereiche.

2.2.3.3 MAP-aktivierte KIPDC, Wildtypenzym

Die Kristallisation erfolgte mit geringen Veranderungen wie unter 2.2.3.2 beschrie-
ben. Als Kristallisationspuffer diente 20 mM Citrat pH 6,1 mit 1 mM DTT, 5 mM TPP
und 5 mM Magnesiumsulfat. Nach dem Aufkonzentrieren der PDC wurde diese mit
Kristallisationspuffer auf die bendtigte Enzymkonzentration eingestellt und mit Me-
thylacetylphosphonat (MAP) versetzt, so dass die Konzentration des Analogons
80 mM betrug. Als Reservoirldsung diente der Kristallisationspuffer mit 7-23 % (w/v)
Fallungsmittel (PEG 2000 und PEG 6000 im Verhaltnis 1:1). Nach 10tatigen Wachs-
tum lieRen sich die qualitativ besten Kristalle bei 20 % PEG im Reservoir und
0,95 mg KIPDC/ml beobachten.

Zur Datensammlung wurde einer dieser Kristalle ca. 5-10 s in Kryolésung (1:1 Ge-
misch aus Reservoirldsung sowie einer Losung aus 32 % (w/v) PEG 400 und 4 %
(w/v) Glycerin in Wasser) inkubiert, in Stickstoff eingefroren und in den kryogenen
Stickstoffstrom des Messplatzes Uberfuhrt. Trotz der geringen Grol3e des quaderfor-
migen Kristalls von 30x30%x25 ym war die Streuleistung mit 2,3 A gut genug um ei-
nen Datensatz am Messplatz X12 des EMBL Hamburg aufzunehmen.

Die Auswertung des Datensatzes erfolgte in Kooperation mit Dr. M. S. Weiss und Dr.
G. Wille. Zur Bestimmung der initialen Phasen wurde das Monomer der nativen
KIPDC verwendet.

2.2.3.4 Pyruvamid-aktivierte KIPDC, Wildtypenzym

Die Kristallisationsbedingungen entsprachen denen der MAP-aktivierten Spezies
(2.2.3.3), jedoch mit 100 mM Pyruvamid statt der 80 mM MAP in der Proteinlosung.
Die besten Kristalle (hexagonale Form mit einer Kantenlange von 30 ym und einer

Hoéhe von 200-300 pm) ergaben sich bei einer PEG Gesamtkonzentration von 20 %
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(w/v) im Reservoir (1:1 Gemisch aus PEG 2000 und PEG 6000) und 1,5 mg
KIPDC/ml. Als Kryoldsung fand ein 1:1 Gemisch aus Reservoirldésung und einer
Lésung aus 42 % (w/v) PEG 400 mit 6,7 % (w/v) Glycerin und 100 mM Pyruvamid in
Wasser Anwendung. In dieser wurden die Kristalle ca. 45 s inkubiert.

Trotz schlechter Auflésung von lediglich 3,65 A wurde ein Datensatz am Messplatz
ID14-2 an der European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) Grenoble gesammelt,
um zumindest einen Ruckschluss auf die Anordnung der beiden Dimere zu erhalten.
Die Auswertung des Datensatzes erfolgte in Kooperation mit Dr. M. S. Weiss. Als
Suchmodell wurde die MAP-aktivierte KIPDC aus 2.2.3.3 genutzt.

2235 Pyruvat-aktivierte SCPDCngA und SCPDCE477Q

Wie auch bei den anderen Strukturen erfolgte die Kristallisation in Anlehnung an Kut-
ter et al. (2006). Es wurde jedoch auf ein Umpuffern verzichtet und das aufgetaute
Protein (50 mg/ml) direkt mit Kristallisationspuffer (12 mM Citrat, 1,33 mM MES pH
6,35 mit 1,33 mM DTT, 1,33 mM TPP, 1,33 mM Magnesiumsulfat, 630 mM Pyruvat,
5 ug/ml ADH und 2 mM NADH+H") auf die bendtigte Proteinkonzentration verdiinnt
und anschlie3end wie unter 2.2.3.2 beschrieben mit Reservoirldsung (18 mM Citrat,
2 mM MES pH 6,35 mit2 mM DTT, 2 mM TPP, 2 mM Magnesiumsulfat und 6,9-24 %
(w/v) PEG 2000:PEG 6000 im Verhaltnis 1:1) auf Deckglaser pipettiert. Die Protein-
konzentration im Tropfen betrug dabei 1,1 mg/ml. Nach 14tagigen Wachstum bei
0 °C wurden mehrere Kristalle isoliert, ca. 1 min in Kryolésung (1:1 Gemisch aus Re-
servoirlésung sowie 42 % (w/v) PEG 400 und 6,7 % (w/v) Glycerin in einer 70 mM
wassrigen Pyruvatlosung) inkubiert und bis zur endgultigen Verwendung in flissigen
Stickstoff eingefroren.

Die beste Streuleistung wurde bei 22,5 % (w/v) PEG im Reservoir erzielt. Wie bei
der MAP-aktivierten KIPDC ergaben sich auch hier quaderféormige Kristalle, die mit
30%x25x20 ym von nur geringer Grof3e waren. Dennoch konnten von beiden Mutan-
ten jeweils zwei Datenséatze bis 1,71 A bzw. 2,05 A fir die D28A-Variante und 1,42 A
bzw. 1,67 A fur die E477Q-Variante am Messplatz ID14-2 an der European Synchro-
tron Radiation Facility (ESRF) Grenoble gesammelt werden.

Die Indizierung, Integration und Skalierung erfolgte in Kooperation mit Dr. M. S.
Weiss. Als Suchmodell diente die Pyruvamid-aktivierte Spezies (Lu et al., 2000;
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PDB-Code: 1QPB) fur die ScPDCpgsa. Fur die E477Q-Variante wurde die zuvor fertig
gestellte Struktur der D28A-Variante genutzt.

2.2.3.6 Pyruvamid-aktivierte SCPDCEga477q

Fur die Pyruvamid-aktivierte ScPDCgr477q waren die Bedingungen identisch zu
2.2.3.5. Es wurde lediglich das Substrat Pyruvat in der Reservoirldsung weggelassen
und stattdessen festes Pyruvamid der Proteinlosung hinzugegeben, so dass sich ei-
ne Endkonzentration von 600 mM einstellte. Zudem erfolgte die Kristallisation bei
8 °C.

Auch hier streuten die Kristalle bei 22,5 % (w/v) PEG im Reservoir und bei 1,1 mg
PDC/ml am besten. Allerdings betrug die Wachstumszeit 5 Monate. Die Kryol6sung
beinhaltete ein 1:1 Gemisch aus Reservoirldsung und 42 % (w/v) PEG 400 mit 4,2 %
(w/v) Glycerin und 80 mM Pyruvamid in Wasser, in die der verwendete Kristall ca.
20 s inkubiert wurde. Die Datensammlung des bis zu einer Auflésung von 1,60 A
streuenden Kristalls erfolgte am Messplatz X12 des EMBL Hamburg. Das Indizieren,
Integrieren und Skalieren geschah wiederum in Kooperation mit Dr. M. S. Weiss. Als

Suchmodell diente die Pyruvat-aktivierte-ScCPDCg477q.

2.2.3.7 Soaking der Pyruvamid-aktivierten SCPDCg477q mit Acetaldehyd

Zwei der Kristalle aus 2.2.3.6 wurden fur 30 bzw. 60 s in einer Kryoldésung ent-
sprechend zu der oben beschriebenen inkubiert, die jedoch 500 mM Acetaldehyd
anstatt des Pyruvamides enthielt. Auch hier erfolgte die Datensammlung am Mess-
platz X12 des EMBL Hamburg. Die Auflésungen betrugen 2,13 A bzw. 2,50 A. Das
Indizieren, Integrieren und Skalieren geschah in Kooperation mit Dr. M. S. Weiss. Es

wurde wiederum die Pyruvat-aktivierte SCPDCg477q als Suchmodell genutzt.
2.2.3.8 Verwendete Programme fur die Datenanalyse der PDC-Kristallstrukturen
Fur die weitere Auswertung und Visualisierung der Kristallstrukturen wurden einzelne

Subprogramme der CCP4i-Suite (Collaborative Computational Project Number 4,
1994) sowie die Programme PymoL und WINCOOT (Lohkamp et al., 2005) genutzt.
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2.2.4 SAXS-Messungen

Alle SAXS-Messungen wurden am Messplatz X33 der Aul3enstelle des europaischen
molekularbiologischen Laboratoriums (EMBL) am Hamburger Synchrotronlabor
(HASYLAB) des deutschen Elektronensynchrotrons (DESY) durchgefthrt. Die Mess-
temperatur betrug bei SAXS-Kinetiken 4 °C, bei allen anderen Experimenten 10 °C.
Die Proben befanden sich entweder in einer Glimmerkuvette (Schichtdicke 1 mm)
bzw. in einer Kapillarkuvette. Bei allen Versuchen betrug die Kameralange 2,7 m. Als
Detektor fand entweder ein positionsempfindlicher Geiger-Muller-Zahler oder eine
MAR345 image plate Verwendung. Die Auswertung und Visualisierung geschah mit
den Programmen SAPOKO, PRIMUS, GNOMOKO, GNOM, OLIGOMER, CRYSOL, MASHA,
GASBOR, DAMMIN und SASPLOT, die alle als Bestandteil des ATSAS 2.2 Programm-

paketes unter www.embl-hamburg.de/Externallnfo/Research/Sax/download.html

zuganglich sind. Datenaufnahme und Auswertung erfolgten in Zusammenarbeit mit

Privatdozent Dr. S. Konig.
2.2.5 Proteinkonzentrationsbestimmungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte im Allgemeinen Uber die Aufnah-
me eines UV/VIS Spektrums von 240-340 nm unter Annahme eines Extinktionskoeffi-
zienten von g5 = 1'mI'mg™-cm” fiir die PDC. Lediglich im Falle von SAXS-
Messungen, wahrend der Vorbereitung der Kristallisationsproben und bei der NcPDC

wurde die Proteinkonzentration nach Bradford (1976) bestimmt.
2.2.6 Kinetische Messungen

Die Experimente basierten auf den gekoppelten optischem Test nach Holzer et al.
(1956) bei dem Acetaldehyd, das Reaktionsprodukt der PDC, mit dem Hilfsenzym
ADH und dem Hilfssubstrat NADH+H" zu Ethanol umgesetzt wird. Der Verbrauch
von NADH+H" Iasst sich UV/VIS-photometrisch detektieren. Die genauen Messbe-
dingungen werden im Ergebnisabschnitt detailliert beschrieben. Im Allgemeinen
wurden die Versuche fur die Hefe-Pyruvatdecarboxylasen bei 25 °C in 50 mM MES
pH 6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat bei 355 nm (stopped-flow bei 340 nm)
durchgefuhrt.
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Alle stopped-flow-Messungen erfolgten mit zwei Spritzen, deren Inhalt im Verhaltnis
1:1 gemischt wurde. Die eine Spritze enthielt Puffer, Substrat, ADH sowie NADH+H"

und die andere die in Puffer geléste PDC.

2.2.7 Messungen in Gegenwart von MAP und Pyruvamid

Experimente, bei denen die PDC in Kontakt mit den Substratanaloga Methylacetyl-
phosphonat oder Pyruvamid kam, erfolgten grundsatzlich in Gegenwart von mindes-

tens 1 mM TPP und 1 mM Magnesiumsulfat.

2.2.8 Analytische Gelfiltration

Neben SAXS-Experimenten diente auch die analytische Gelfiltration zur Unter-
suchung des Oligomerisierungsgrades der NcPDC. Alle Messungen wurden an ei-
nem Biosys™ 2000 HPLC Gerat mit einer TSKgel G 3000 SW Saule bei 8 °C und ei-
ner Proteinkonzentration von 10 mg/ml durchgefuhrt. Die genauen Bedingungen sind

im Ergebnisabschnitt aufgefuhrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der Pyruvatdecarboxylase aus Neurospora crassa

Neurospora crassa, der rote Brotschimmel, ist ein zur Abteilung der Schlauchpilze
gehorender, vielfaltig genutzter Modellorganismus. Dennoch ist bisher nur sehr wenig
uber die Pyruvatdecarboxylase dieser Spezies bekannt. Bisher liegen lediglich sechs
die PDC beschreibende Artikel vor (Rosa et al., 1990% ®; Haedo et al., 1992; Alvarez
et al., 1993; Thompson-Coffe et al., 1999; Folco et al., 2002). Diese Publikationen
beschranken sich hauptsachlich auf molekularbiologische und immunologische Fra-
gestellungen wahrend strukturelle und vor allem kinetische Daten fast ganzlich feh-
len. Es ist bisher lediglich bekannt, dass die NcPDC Filamente bilden kann, die mit
dem kortikalen Zytoskelett assoziiert sind (Thompson-Coffe et al., 1999). Im Rahmen
dieses Abschnittes sollen daher die kinetischen und strukturellen Eigenschaften die-
ses Enzyms naher betrachtet werden. Insbesondere stellt sich die Frage, ob die kata-
lytische Aktivitat der NcPDC durch das Substrat reguliert wird.

Der Sequenzvergleich mit Pyruvatdecarboxylasen aus anderen Spezies zeigt vor
allem mit bakteriellen Enzymen eine hohe Ubereinstimmung. So betragt die Se-
quenzidentitat zur ZmPDC 49,9 % und zur PDC aus Glucanobacter oxydans 49,7 %.
Eine etwas geringere Ubereinstimmung tritt zu den pflanzlichen Pyruvatdecarboxyla-
sen auf. Sie betragt fur die Enzyme aus Reis, Mais, Tabak, der Erbse und der Acker-
schmalwand jeweils rund 40 %. Am geringsten sind die Identitaten zu den Hefe-En-
zymen. Sie liegen fur die KIPDC bei 29,2 % und fur die ScPDC bei 27,5 %.

Die Praparation des Enzyms wurde bereits im Abschnitt Materialen und Methoden
beschrieben (2.2.1.1). Das besondere war dabei die fraktionierte Ultrazentrifugation
in Anlehnung an Rosa et al. (1990%). Damit war es moglich, die PDC ohne die Ver-
wendung chromatographischer Saulen aufzureinigen (Abb. 6). Wie Studien von
Fiebig (2008) zeigten, waren noch Nukleinsauren an der NcPDC gebunden. Diese
haben jedoch nur einen geringen Einfluss auf die kinetischen Eigenschaften des En-
zyms.

Mittels Massenspektroskopie lield sich das gereinigte Protein als PDC aus Neurospo-
ra crassa identifizieren (von Dr. A. Schierhorn durchgefuhrt, Institut fur Biochemie &

Biotechnologie, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg). Die einzelnen Reini-
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gungsschritte inklusive Protein- und Aktivitatsausbeuten sind in Tab. 2 zusammenge-

fasst.

il

60 kDa

—

—

Abb. 6: SDS-Gel nach der Reinigung der NcPDC (links). Die molekularen Massen der Markerprote-
ine (rechts) betragen von oben nach unten: 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40, 30, 25 und

20 kDa.
Tab. 2: Reinigungsschema der NcPDC.
Reinigungsschritt | Protein in mg Gesamtaktivitat in | spezifische Aktivi- | Aktivitdtsausbeute

U’ tat in U/mg’ in %

Rohextrakt 5600 3200 0,57 100
PEG-Fallung, 4800 2600 0,54 81,3
gelbstes Pellet
1. Ultrazentrifuga- | 525 1750 3,33 54,7
tion, Uberstand
2. Ultrazentrifuga- | 33 980 29,7 30,6
tion, geldstes Pel-
let

"Messung in 50 mM MES, pH 5,1.

3.1.1 Kinetische Charakterisierung

Zunachst sollen die kinetischen Eigenschaften der NcPDC naher beschrieben wer-
den. In Abb. 7A sind exemplarisch zwei v/S-Diagramme dargestellt. Fur die Messung
erwiesen sich die zwei Puffer 50 mM MES pH 5,1 bzw. 50 mM Phosphat pH 5,1 als
geeignet. Diese beiden Puffer eignen sich auch zur Lagerung der NcPDC. Speziell in
50 mM Phosphat pH 5,1 ist das Enzym Uber eine sehr lange Zeitspanne ohne Aktivi-
tatsverlust stabil (t12 > 28 d bei T < 25 °C unabhangig von der Proteinkonzentration).

Beide v/S-Diagrammen aus Abb. 7A zeigen einen hyperbolen Verlauf, so dass eine

Anpassung nach der Michaelis-Menten-Gleichung (Michaelis & Menten, 1913)

Vo - S

max
\'

= —max = Glg. 1
Ky +9S J

v, Reaktionsgeschwindigkeit; V., Maximalgeschwindigkeit; S, Substratkonzentra-
tion; Ky, Michaelis-Menten-Konstante.
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angebracht war. Dieser Befund spricht gegen eine Substratregulation, wie sie bei He-
fe-Enzymen mit den typischen sigmoiden v/S-Diagrammen (Abb. 12B, S. 46) auftritt.
Um dies abzusichern, wurden stopped-flow-Progresskurven in verschiedenen Puffern
aufgenommen (Abb. 7B). Im Falle von Phosphat trat bei keiner verwendeten Sub-
stratkonzentration eine lag-Phase auf, wie sie fur die Hefe-Pyruvatdecarboxylasen
(Abb. 12A, S. 46) gefunden wird. Gleiches gilt fur MES (50 mM, pH 5,1, ohne Abb.)
und HEPES (50 mM pH 6,8, ohne Abb.) sowie in Gegenwart des Substratanalogons
Methylacetylphosphonat (100 mM, ohne Abb.). Daher liegt keine Substratregulation
der NcPDC vor. Andererseits traten in Puffern wie Citrat (50 mM pH 5,1, Abb. 7C),
Acetat (50 mM, pH 6,0, ohne Abb.) und MES bei héherer Konzentration (> 200 mM
pH 5,1, ohne Abb.) lag-Phasen auf, wobei der Anfangsanstieg der Progresskurven im
Gegensatz zu den Hefe-Enzymen immer deutlich groRer als Null ist (mind. 30 % der
steady-state-Geschwindigkeit). Dies trifft ebenso fur die Progresskurven in Gegen-
wart von Ammoniumsulfat und Natriumchlorid (50 mM, ohne Abb.) zu. Die aus der
lag-Phase berechnete Geschwindigkeitskonstante flir die Aktivitdtszunahme betragt
dabei = 0,005 s (bei 25 °C). Eine Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante der
lag-Phase von der Pyruvatkonzentration ist nach Fiebig (unverdffentlicht) nicht er-
kennbar, so dass auch hier eine Substrataktivierung' auszuschlieRen ist.

Ahnlich wie bei der PDC aus Erbsenkeimlingen (PsPDC; Dietrich, 2001) scheint es
sich hier also um eine durch verschiedene lonen induzierbare oder unterdrickbare
Regulation zu handeln. Bei der PsPDC kommt aufgrund der vorhandenen Abhangig-
keit der beobachtete Geschwindigkeitskonstante der lag-Phase von der Pyruvatkon-
zentration zusatzlich noch eine Substratregulation hinzu (Dietrich & Konig, 1997).

Die Wirkung der lonen unterscheidet sich bei den beiden Spezies NcPDC und
PsPDC grundlegend. Wahrend Phosphat bei Neurospora crassa einen aktivierenden
Einfluss besitzt, zeigt sich bei der PsPDC eine inhibitorische Wirkung mit stark aus-
gepragten lag-Phasen in den Progresskurven, deren Anfangsanstieg gegen Null geht
(Dietrich, 2001). Andererseits unterdrickt Natriumchlorid die lag-Phasen bei der
PsPDC, induziert diese aber bei der NcPDC. Ammoniumsulfat ist fur beide Spezies
ein Inhibitor und verstarkt die lag-Phasen.

Wie aus Abb. 7A und Tab. 3 ersichtlich wird, ergibt sich ein relativ kleiner Ky-Wert flr
die NcPDC in 50 mM MES (pH 5,1) von 0,1 mM. Dieser ist damit der Kleinste aller fur

' Fur die Hintergriinde der Substrataktivierung siehe auch Kapitel 3.3 ab S. 43.
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Pyruvatdecarboxylasen bestimmte. Demgegenuber betragt der Ky-Wert in 50 mM
Phosphat (pH 5,1) 0,24 mM. Andererseits ist jedoch die Maximalgeschwindigkeit in
Phosphatpuffer grof3er als in MES. So betragt die spezifische Aktivitat der NcPDC in
50 mM Phosphat 27 U/mg (bei 25 °C) und ist daher um ca. 45 % hoher als in MES-
Puffer (19 U/mg).

Phosphat
Ky=0,24 mM

w
S
L

MES
Ky,=0,10 mM

N
@
L

N
1S}
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Abb. 7: Vergleich der Kinetiken der NcPDC in verschiedenen Puffern. Alle Messungen bei pH 5,1
nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956) bei 25 °C mit 1 uyg NcPDC/ml.
A: v/S-Diagramm in 50 mM Phosphat bzw. 50 mM MES. Insert: Doppelt reziproke Auftragung
nach Lineweaver & Burk (1934).
B: Ausgewahlte stopped-flow-Progresskurven in 50 mM Phosphat.
C: Progresskurven in 50 mM Phosphatpuffer bzw. in 50 mM Citratpuffer bei Substratsattigung
(33 mM Pyruvat).

Tab. 3: Kinetische Charakterisierung der NcPDC. Alle Messungen bei pH 5,1 nach dem gekoppelten
optischen Test (Holzer et al., 1956) bei 25 °C und mit 1 uyg NcPDC/ml.

50 mM Phosphat- | 50 mM MES-Puf- | 50 mM Citratpuf-
puffer, pH 5,1 fer, pH 5,1 fer, pH 5,1
spezifische 27 19 24
Aktivitat in U/mg
Ku-Wert in mM 0,24 0,10 nicht messbar

Auch bei der ZmPDC hangen die spezifische Aktivitat und der Ky-Wert vom Puffer-
milieu ab (Pohl et al., 1995). Wie bei der NcPDC ist die spezifische Aktivitat in Phos-
phat groRer als in Citrat. Im Falle von MES-Puffer (50 mM) ergab sich bei der
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ZmPDC eine geringflgige Aktivitatssteigerung von 9 % bei fast unverandertem Ky-
Wert im Vergleich mit Phosphat. Allerdings wird in keiner Publikation zur ZmPDC
Uber das Auftreten von lag-Phasen berichtet.

Bei den Hefe-Enzymen wirkt Phosphat hingegen als allosterischer Inhibitor (Boiteux
& Hess, 1970). Im Gegensatz zur NcPDC verstarkt Phosphat hier die lag-Phasen.

Ungewohnlich ist auch das pH-Profil der NcPDC (Abb. 8A). Verglichen mit allen an-
deren bisher charakterisierten Pyruvatdecarboxylasen wie z.B. der ScPDC (Ermer,
1988), der KIPDC (Krieger, 2000), der ZmPDC (Neale et al., 1987) oder der PDC aus
Erbse (Mucke et al., 1995) mit pH-Optima zwischen 6,0-6,5 liegt es fur die NcPDC
weit im sauren Bereich. Sowohl fur die Maximalgeschwindigkeit als auch fur den Ky-
Wert ergibt sich ein Plateau bei pH 4,2-6,0 fur Phosphat bzw. bei pH 4,9-5,4 fur MES.
In beiden Puffern liegt der maximale kga- bzw. minimale Ky-Wert bei pH 5,1, so dass
auch die katalytische Effizienz (kkat/Km) bei pH 5,1 maximal ist (Abb. 8B).

100 -
rosg

r06

Kot (Monomer)
KM in mM
KoKy in 87" mM’?
5

r04

r02

0,19

T T T T T T T T 0,0 T T T T T T T T
4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75
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Abb. 8: Abhangigkeit der katalytischen Konstanten fur den Umsatz von Pyruvat durch die NcPDC vom
pH-Wert. Alle Messungen im gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956) bei 33 mM Py-
ruvat, 6 ug NcPDC/ml und 25 °C.

A: Vergleich von kg, (durchgezogene Linie) und Ky (gestrichelte Linie) in 50 mM Phosphat
(schwarz) bzw. 50 mM MES (rot).

B: Abhangigkeit der katalytischen Effizienz (kg/Kn) vom pH-Wert in 50 mM Phosphat
(schwarz) bzw. 50 mM MES (rot).

Ahnlich wie bei den Hefe-Pyruvatdecarboxylasen aus Kluyveromyces lactis und
Saccharomyces cerevisiae (Kutter 2004; Kutter et al.,, 2007) nimmt auch bei der
NcPDC die spezifische Aktivitat mit steigender Proteinkonzentration zu (Abb. 9A).
Auch in diesem Fall sollte die Aktivitatssteigerung das Ergebnis von Anderungen des
Oligomerisierungszustandes sein. Ein Einfluss hoher Konzentrationen von Fremdpro-

teinen (macromolecular crowding, Minton, 2000) war nicht nachweisbar (Abb. 9B).
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Abb. 9: Proteinkonzentrationsabhangigkeit der Neurospora crassa PDC in 50 mM Phosphat pH 5,4.
Messungen im gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956) unter Substratsattigung

(33 mM Pyruvat) bei 25 °C.

A: Abhangigkeit der spezifischen Aktivitat von der NcPDC-Konzentration.
B: Abhangigkeit der spezifischen Aktivitdt von den Konzentrationen an NcPDC und Fremdpro-

tein (BSA).

Wahrend sich bei Hefe-Pyruvatdecarboxylasen eine schnell einsetzende Thermo-
inaktivierung zeigt, ahnelt die NcPDC der ZmPDC (Pohl et al., 1995) und kann kurz-
zeitig (5 min) Temperaturen bis 68 °C ohne Denaturierungserscheinungen Uber-

stehen (Abb. 10). Aus dem Arrhenius-Plot (Arrhenius, 1889) ergibt sich wie bei den

Hefe-Pyruvatdecarboxylasen eine Aktivierungsenergie von =

Brenztraubensaureumsatz.
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Abb. 10: A: Temperaturabhangigkeit der spezifischen Aktivitat der NcPDC in 50 mM Phosphat pH 5,4.
Gemessen nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956) unter Substratsat-
tigung (10 mM Pyruvat) mit 5 yg NcPDC/ml. Puffer und PDC wurden vor der Reaktion fir
5 min bei der jeweiligen Temperatur inkubiert. Durchgezogene Linie, exponentieller Fit erster
Ordnung fur die Messpunkte bis 68 °C; gestrichelte Linie, Verbindung der Messpunkte ab
68 °C.

B: Arrhenius-Plot zu A sowie von der KIPDC und ScPDC in 50 mM MES pH 6,0 mit 150 mM
Ammoniumsulfat unter ansonsten identischen Messbedingungen.
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3.1.2 Strukturelle Charakterisierung

Zur Bestimmung der molaren Masse des Enzyms in Losung fand die analytische Gel-
filtration Anwendung. Im Bereich des katalytischen pH-Optimums wurde die NcPDC
unabhangig vom verwendeten Puffer (50 mM Phosphat oder 50 mM MES oder
50 mM Citrat; jeweils pH 5,4) kurz nach dem Ausschlussvolumen in zwei Peaks elu-
iert. Der Oligomerisierungsgrad entsprach mit = 450 kDa und = 900 kDa dem des Ok-
tamers und Hexadecamers und ist daher von vergleichbarer Gro3e wie der maximale
Oligomerisierungsgrad der PDC aus Erbsenkeimlingen, der mittels nativer Gelelek-
trophorese (Mucke et al., 1995) bzw. Elektronenmikroskopie (Dietrich, 2001) be-
stimmt wurde. Damit ist die NcPDC aber auch deutlich groRer als das Brauhefe-
Enzym (Patzlaff, 1996) oder die ZmPDC (Pohl et al., 1994), die maximal die tetra-
mere Grolle aufweisen.

Bei einer Erhdhung des pH-Wertes auf 6,5 sind zwar weiterhin héheroligomere Spe-
zies zu finden, allerdings kam ein weiterer Peak bei 240 kDa hinzu, welcher der
tetrameren NcPDC entspricht. Der Anteil dieses Peaks an der Gesamtproteinmenge
betrug dabei mindestens 80 %. Folglich fuhrt eine Erhdhung des pH-Wertes wie bei
anderen Pyruvatdecarboxylasen (Konig et al., 1992, 1993) zur Bildung Kleinerer
Spezies.

Die Abhangigkeit des Oligomerisierungsgrades vom pH-Wert lasst sich auch mittels
Roéngtenkleinwinkelstreuexperimenten demonstrieren. Abb. 11 zeigt die SAXS-Streu-
kurven der NcPDC in Phosphat im pH-Bereich von 4,0-8,0. Bei hocholigomeren Pro-
teinen ergibt sich ein groRer Anstieg bei kleinen Streuwinkeln in den logarithmisch
aufgetragenen Streukurven. Bei kleineren Proteinen ist der Anfangsanstieg deutlich
flacher. Wie der Abbildung zu entnehmen ist, nimmt der Oligomerisierungsgrad mit
zunehmenden pH-Wert ab. Weitere SAXS-Experimente zeigten zudem, dass die An-
derung des Molekulargewichtes reversibel ist.

Fur die hochsten pH-Werte (7,4 und 8,0) war es moglich, die SAXS-Kurven durch
Entfernen der ersten Messpunkte (bis zu einem Streuvektor von 0,32 nm™) einer
weiteren Analyse zur Bestimmung des Gyrationsradius und des Molekulargewichtes
zu unterziehen. Der Gyrationsradius ist mit einem Wert von = 4,0 nm mit dem an-
derer PDC-Spezies vergleichbar (ZmPDC 3,98 nm nach Konig et al. (1998) bzw.
4,08 nm nach Abb. 38B, ScPDC 4,10 nm nach Hubner et al. (1990) bzw. ScPDC und
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KIPDC 3,85-3,87 nm nach Abb. 38B). Die Bestimmung der molaren Masse erfolgte
durch Vergleich mit einem BSA-Standard anhand der Gleichung

I(0) C

M=M.,, - ———
oo lgsa (0) Cgsa

Glg. 2

M, molare Masse des untersuchten Makromolekiils; Mgsa, molare Masse von BSA
(66,4 kDa); 1(0), auf s = 0 extrapolierte Streuintensitat des untersuchten Makromole-
kils; lgsa(0), auf s = 0 extrapolierte Streuintensitat der BSA-Probe; ¢, Konzentration
des untersuchten Makromolekiils; cgsa, Konzentration der BSA-Probe.

und entspricht mit = 240 kDa dem der tetrameren NcPDC.

10000 4 7\"

1000 -

I(s)

100 +

T

T T T T T T T T —i
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0 1.2 1.4 1,6 1.8

sinnm”

Abb. 11: SAXS-Streukurven der NcPDC in 50 mM Phosphat bei verschiedenen pH-Werten mit
1,72 mg NcPDC/ml.

Der Versuch die NcPDC zu kristallisieren blieb erfolglos. Als Ursache ist das breite
Spektrum der vorhandenen Oligomere anzunehmen. Lediglich bei sehr hohen pH-
Werten (50 mM MES pH 7,1) wurden Kristalle gefunden, deren Streuleistung aber

nicht fur eine Datenaufnahme ausreichend war.

3.2 Praparation der PDC aus Hefen

3.2.1 Enzymreinigung der Pyruvatdecarboxylase aus Kluyveromyces lactis

Der PDC-Anteil bei Hefen betragt ca. 5 % des I6slichen Proteins (Kénig, unveroffent-

licht). Daher bot es sich an, das Enzym direkt aus dem Wildtypstamm zu isolieren.



Ergebnisse und Diskussion 43

Die Reinigung erfolgte wie beschrieben (2.2.1.2) nach dem modifizierten Protokoll
von Krieger et al. (2002) und bestand aus einer Protaminsulfatfallung, einer fraktio-
nierten Ammoniumsulfatfallung sowie anschlieRender Gelfiltration, Entsalzung und
Anionenaustauschchromatographie. Die Veranderungen zu Krieger et al. (2002)
bestehen in einer Optimierung der Ammoniumsulfatfallungsbereiche (28,85-34,5 %
(w/v) gegenuber 27-37 % (w/v)) und der Auswahl der chromatographischen Medien.
Die Reinigung ist in Tab. 4 zusammengefasst. Verglichen mit Krieger et al. (2002)

wurde eine 50 %ige Steigerung der spezifischen Aktivitat erzielt.

Tab. 4. Reinigungsschema der KIPDC.

Reinigungsschritt | Protein in mg Gesamtaktivitat in | spezifische Aktivi- | Aktivitatsausbeute
U tatin U/mg in %

Rohextrakt 25000° 5000 0,20 100

Protaminsulfat- 13000° 4550 0,35 91,0

fallung, Uberstand

1. Ammoniumsul- | 10500° 4200 0,40 84,0

fatfallung, Uber-

stand

2.Ammoniumsul- | 1000° 2200 2,2 44,0

fatfallung, gelds-

tes Pellet

Gelfiltration 55° 1210 22 24,2

Entsalzung 45° 1125 25 22,5

Anionenaus- 10° 450 45 9,0

tauschchromato-

graphie

@ Konzentrationsbestimmung nach Bradford.
b Konzentrationsbestimmung durch Messung der Extinktionsdifferenz bei 280 nm.

3.2.2 Enzymreinigung der Pyruvatdecarboxylase aus Saccharomyces cerevisiae

Die Praparation der ScPDC erfolgte wie fur die KIPDC, jedoch mit Ammoniumsulfat-
fallungen bei 32,75 % und 34,25 %. Sowohl die Aktivitatsausbeute (8 %) als auch die
spezifische Aktivitat (42 U/mg) unterscheiden sich nach der Praparation nicht we-
sentlich zur KIPDC aus Tab. 4.

3.3 Kinetische Untersuchungen zur Substrataktivierung der Pyruvatdecarboxylasen

aus Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevisiae

Die katalytischen Aktivitaten von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen werden durch ihr Sub-
strat reguliert. Im einfachsten Fall 1asst sich die Substrataktivierung als zweistufiger

Prozess nach folgendem Schema beschreiben.
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Schema 1: Kinetisches Minimalmodell der Substrataktivierung und Katalyse von Hefe-Pyruvatdecar-
boxylasen nach Alvarez & Schowen (1991).

Zuerst bindet ein Substratmolekll an das regulatorische Zentrum des Enzyms (ka),
gefolgt vom Isomerisierungsschritt, bei dem die Enzymkonformation vom inaktiven in
den aktiven Zustand ubergeht (kiso). Erst danach konnen Substratmolekule an das
aktive Zentrum binden (k4) und zu den Reaktionsprodukten umgesetzt werden (ka,
k3). In diesem Modell wird eine schnelle Bindung des Substrates an die regulato-
rische Bindestelle vorausgesetzt und die Isomerisierung als geschwindigkeitsbestim-
mender Schritt der Aktivierung postuliert. Die mathematischen Konsequenzen des
aktuellen Modells zur Substrataktivierung sind bei Krieger et al. (2002) und Krieger
(2000) dargestellt.

Im Rahmen der Diplomarbeit des Autors der vorliegenden Arbeit (Kutter, 2004; Kutter
et al., 2007) wurde gezeigt, dass die Unterschiede zwischen ScPDC und KIPDC hin-
sichtlich der Substrataktivierung und der Katalyse nur gering sind (Abb. 12, Tab. 5).
Aufgrund der relativ langsamen Isomerisierung besitzen die stopped-flow-Progress-
kurven der Hefe-PDCs ausgepragte lag-Phasen (Abb. 12A). Die Anfangsaktivitat
(t = 0) ist annahrend null, da die gesamte Enzympopulation als inaktive Spezies E;
und SE; (siehe Schema 1) vorliegt. Mit zunehmender Zeitdauer reichern sich die akti-
vierten Spezies SE,, SE;S und SE,P an, bis schliellich die steady-state-Geschwin-
digkeit erreicht wird. Im Falle der in Abb. 12A dargestellten Progresskurve (33 mM
Pyruvat, T = 25 °C) dauert dieser Prozess ca. 15 s.

Die sich aus der Abhangigkeit der steady-state-Geschwindigkeit von der Substrat-

konzentration ergebenden v/S-Diagramme (Abb. 12B) zeichnen sich fur beide Hefe-
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Enzyme durch einen sigmoiden Verlauf aus. Die abgebildeten Kurven wurden nach

V= V”“"‘X—Sz (Krieger et al., 2002) angepasst. Die kinetischen Konstanten Vax
a+b-S+8S?

und Sps (Substratkonzentration bei der die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal
ist) weisen nur marginale Unterschiede zwischen den beiden Hefe-PDC-Spezies auf
(Tab. 5).

Die positive Kooperativitat ist eine direkte Folge der Substrataktivierung. Der erste
Schritt der Aktivierung, die Bindung des Substrates an das regulatorische Zentrum,
ist eine von der Substratkonzentration abhangige Reaktion. Infolge der GrofRRe der
Gleichgewichtskonstanten K, und Kis, (siehe Tab. 5) ist die Aktivierung bei kleinen
Substratkonzentrationen nie vollstandig. Daher ist der Anteil der aktivierten En-

zymspezies bezogen auf die Gesamtenzymmenge hier deutlich kleiner als eins
SE, +SE_,S+SE_P

D

wirksamen Enzymkonzentration bemerkbar und fuhrt letztlich zur Sigmoiditat.

<< 1}. Dies macht sich in einer Verringerung der katalytisch
Gesamt
Wie bei den v/S-Diagrammen unterscheiden sich auch die Abhangigkeiten der
Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung (Kobs) von der Substratkonzentration

zwischen den beiden verwendeten Hefespezies nur geringflgig (Abb. 12C).

_k

—iso 'KM i kiso -S Glg 3
S+K, S+K,

obs

kobs, Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung; S, Substratkonzentration. Zur Defi-
nition von Kj, Kiso, Kiso Und Ky siehe auch Schema 1.

Bei kops handelt es sich um eine komplexe Grolde, die sich aus den Geschwindig-
keits- und Gleichgewichtskonstanten der Aktivierung und Katalyse zusammensetzt
und ein Mal fur die Dauer der lag-Phasen in den Progresskurven ist (Glg. 3; siehe
auch Krieger et al., 2002). Fur beide Hefe-PDCs ist ein nahezu identischer Kurven-
verlauf mit einem lokalen Minimum bei 1,5 mM Pyruvat und einer Zunahme der kops-
Werte bis zur Sattigung zu verzeichnen. Auch die aus den kqps-Abhangigkeiten resul-
tierenden Konstanten (Tab. 5) variieren nur geringflgig.

Ebenfalls keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Substrataktivierung erga-
ben sich zwischen der aus Brauhefe gereinigten PDC und dem rekombinanten Wild-
typ (Tab. 5, ohne Abb.). Bei der rekombinanten ScPDC ist lediglich die spezifische

Aktivitat etwas erhoht.
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Abb. 12: Substrataktivierung bei den Hefe-Pyruvatdecarboxylasen aus Kluyveromyces lactis (schwarz)

und Saccharomyces cerevisiae (rot). Alle Messungen in 50 mM MES pH 6,0 mit 150 mM
Ammoniumsulfat bei 25 °C. Aktivitatsbestimmung Gber den gekoppelten optischen Test nach
Holzer et al. (1956).

A: Stopped-flow-Progresskurven (durchgezogene Linien) bei 33 mM Pyruvat und einer Pro-
teinkonzentration von 18 pg/ml. Gefittet (grau gepunktete Linien) nach A=Ay —vgg -t -

—VOK_VSS -(1—e ™ 1) (Krieger et al., 2002). Gestrichelte Linien, differenzierte Progresskur-
obs
ven.

B: v/S-Diagramme der beiden Hefe-PDCs bei einer Proteinkonzentration von 10 ug/ml. An-

2
max

a+b-S+8?
kleinen Konzentrationen.

C: Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung (kous) von der Substratkon-
zentration bei 10 uyg PDC/ml. Gefittet nach Glg. 3. Insert: VergroRerter Ausschnitt bei kleinen
Konzentrationen.

passung nach v = (Krieger et al., 2002). Insert: Vergroflerter Ausschnitt bei

Tab. 5: Vergleich der kinetischen Konstanten und der Aktivierungskonstanten der Pyruvatdecarboxy-

lasen aus Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevisiae bei 25 °C.

KIPDC (Wildtyp) ScPDC (Wildtyp) ScPDC (rekombinan-
ter Wildtyp)

So5in mM 1,7 1,8 1,7

Ka in mM 130 107 102

Kiso in 5™ 1,3 1,4 1,5

Kiso IN ™ 0,08 0,09 0,09

Km in mM 0,56 0,56 0,55

spezifische Aktivitat in | 45 42 55

U/mg




Ergebnisse und Diskussion 47

3.4 Die native KIPDC-Kristallstruktur

Nachdem im letzten Abschnitt gezeigt werden konnte, dass es keine signifikanten
Unterschiede im Aktivierungsverhalten der Pyruvatdecarboxylasen aus den Hefespe-
zies Saccharomyces cerevisiae und Kluyveromyces lactis sowie zwischen rekombi-
nanter und aus Hefezellen praparierter ScCPDC gibt, sollen beginnend mit diesem
Kapitel Untersuchungen zum molekularen Mechanismus der Substrataktivierung
vorgestellt werden.

Wie in der Einleitung unter 1.3 beschrieben, werden in der Literatur gegenwartig zwei
Substrataktivierungsmodelle diskutiert. So schlagen Jordan et al. (1998) Cys221 als
regulatorisches Zentrum der ScPDC vor und postulieren die kovalente Bindung eines
Pyruvatmolekuls an die Thiolgruppe des Cysteins unter Bildung eines Thiohemike-
tals als initialen Aktivierungsschritt. Der Informationstransfer zum aktiven Zentrum
soll Uber die miteinander interagierenden Aminosaurereste His92 — Glu91 —
Val410-Gly413 zum Kofaktor TPP erfolgen. Das alternative Halle-Stockholm-Modell
basiert auf den Kristallstrukturen der nativen Brauhefe-PDC (Dyda et al., 1993) und
der mit dem Substratanalogon Pyruvamid-aktivierten ScPDC (Lu et al., 2000). Dabei
interagiert Pyruvamid nicht-kovalent mit den Resten Tyr157 und Arg224, was zur
Fixierung der Loops 104-113 und 290-304 flihren und wiederum Ausldser fur eine
globale Strukturanderung, der Drehung der beiden PDC-Dimere von offen zu halbsei-
tig geschlossen, sein soll (siehe auch Abb. 4B, S. 17).

Eine Zielstellung der Arbeit bestand darin die PDC aus Kluyveromyces lactis in Ab-
wesenheit von Effektoren zu kristallisieren. Zu diesem Enzym lagen bisher keine
hochaufgelosten strukturellen Daten vor. Es waren lediglich die Primarsequenz (Hol-
loway & Subden, 1993), Informationen Uber die Sekundarstrukturanteile (Krieger,
2000) sowie eine grobe Oberflachenstruktur basierend auf SAXS-Messungen (Kdnig
et al., 2000%; Kutter, 2004) bekannt. Die Resultate dieser Untersuchungen belegen
die strukturelle Ahnlichkeit der ScPDC und KIPDC und lieRen eine weitgehend iden-
tische Dimerstruktur der beiden Enzyme vermuten.

Die Bedingungen fur die Kristallisation wurden zum einem so gewahlt, dass der pH
moglichst dicht am Optimum der katalytischen Aktivitat des Enzyms (5,9-6,1) lag. An-
dererseits sollte die KIPDC aber auch fur einen moglichst langen Zeitraum stabil sein.
Aus SAXS-Messungen geht hervor, dass bei pH-Werten von < 6 bereits nach kurzer
Zeit (20 min Inkubation) Aggregate auftreten, die sich in grof3en Betragen fur 1(0) be-
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merkbar machen (Abb. 13). Daher wurde fur die Kristallisation ein pH-Wert von 6,45
gewahlt. Dieser war somit deutlich héher als der, den Dyda et al. (1993), Arjunan et
al. (1996), Furey et al. (1996; 2,7 A Datensatz) und Lu et al. (1997, 2000) fir die
Brauhefe-PDC in Ab- und Anwesenheit verschiedener Effektoren einsetzten (pH 5,4-
5,7). Ansonsten waren die Kristallisationsbedingungen vergleichbar zu denen der
nativen und Pyruvamid-aktivierten SCPDC. So wurde ein niedrig-konzentrierter Citrat-
oder MES-Puffer unter Zusatz geringer Mengen der Kofaktoren und DTT verwendet,
Polyethylenglykol der Kettenlangen 2000 und 8000 in gleichen Verhaltnissen als Pra-

zipitanz genutzt und die Kristallisation bei 8 °C durchgefuhrt.

105 .

I(s)

104 .

103 T T T T T T
0,0 02 04 0,6 08 1,0

sin nm'1

Abb. 13: SAXS-Streukurven der KIPDC bei verschieden pH Werten. Gemessen in 50 mM Citrat (pH
5,4) bzw. 50 mM MES (pH 6,0-6,6) mit 150 mM Ammoniumsulfat und Zusatzen von 1 mM
DTT sowie 10 mM der Kofaktoren. Die gepunkteten Linien deuten die Zunahme von [(0) bei
kleiner werdenden pH-Wert an.

Insgesamt wurden zwei Datensatze der nativen KIPDC aufgenommen. Die Statisti-
ken der Datenaufnahme und -auswertung befinden sich im Anhang |. Ein Datensatz
hat eine Auflésung von 3 A, der andere wurde bis 2,26 A ausgewertet (Kutter et al.,
2006). Allerdings waren bei dem hochaufgelosten Datensatz noch weitere Reflexe
bis 1,95 A vorhanden. Aufgrund mehrerer dinner Eisringe wurde aber auf diesen
Bereich zunachst verzichtet. Erst spater, bei einer zweiten Auswertung, nunmehr mit
dem automatischen Datenreduktionsprogramm xia2 (Bahar et al., 2006) erfolgte die
Einbeziehung dieser Daten um zuverlassigere Aussagen uber flexible Bereiche der
Enzymstruktur, insbesondere zu den von Lu et al. (2000) postulierten Aktivierungs-
loops 104-113 und 290-304, treffen zu kdnnen. Daher unterscheiden sich die bei-

den Modelle der KIPDC auch nur geringfligig, so dass die mittlere quadratische Ab-
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weichung aller Atome bei lediglich 0,4 A liegt. Ahnliches gilt fiir den 3 A Datensatz.
Bei diesem sind aufgrund der deutlich niedrigeren Auflésung und der geringen Voll-
standigkeit des Datensatzes die flexibleren Bereiche des Enzyms noch schlechter
definiert. Dennoch ist die globale Struktur mit den anderen beiden Modellen iden-
tisch. In jedem Fall liegt die KIPDC in der asymmetrischen Einheit als Tetramer vor.
Aufgrund der hohen Ubereinstimmung wird an dieser Stelle nur tiber den hochaufge-
l6sten und bis 1,95 A ausgewerteten Datensatz berichtet. Abb. 14 zeigt die globale
Struktur eines Monomers, eines Dimers und des Tetramers. Erwartungsgemaf
ahnelt der Aufbau bis zur Ebene des Dimers dem der meisten anderen TPP-abhangi-
gen Enzyme (siehe auch 1.2). Jedes Monomer weist den typischen Aufbau aus drei
Domanen (PYR oder a, Aminosauren 2-188; R oder 3, 189-353 und PP oder y, 354-
563) mit a/B-Topologie, bestehend aus zentralen B-Faltblattern und flankiert von a-
Helices, auf. Zwei benachbarte Monomere sind fest, aber nicht kovalent, Uber ihre a-
und y-Domanen miteinander verbunden. Im dazwischen liegenden Spalt befinden
sich die beiden TPP-Molekule, wobei jeweils der Pyrophosphatanker mit der y-Doma-
ne der einen und der Aminopyrimidinring mit der a-Domane der anderen Untereinheit
wechselwirkt.

Da die Untereinheiten der Tetramere nicht aquivalent sind, werden diese im
Folgenden mit A, B, C und D entsprechend zu Abb. 15B bezeichnet.

Wie bei der ScPDC fehlt das Startmethionin in allen vier Untereinheiten. Zudem sind
die Bereiche 104-115, 288-304 und 554-563 flexibel und weisen erhdhte B-Faktoren
auf (Abb. 15). Gleiches gilt fur den Interdomanenloop 345-360 sowie, wenn auch in
abgeschwachter Form, fur den anderen Interdomanenloop 179-194. Besonders hoch
ist die Flexibilitat im Loop 104-115 aller Untereinheiten, im Loop 288-304 der Mono-
mere A und C und den C-terminalen Helices der Ketten B und C. Daher war es not-
wendig die Aminosauren 105-106 vom Monomer A, 109-111 und 562-563 vom Mo-
nomer B, 104-107 und 561-563 vom Monomer C und 105-106 vom Monomer D in
der deponierten Koordinaten-Datei (PDB-Code: 2vk4) zu entfernen, da diese zu
groRe geometrischen Fehler aufwiesen. In den hier gezeigten Abbildungen sind
entsprechende Aminosauren, bis auf die C-Termini der Monomere B und C, aber
dennoch enthalten, da zumindest flr das Peptid-Rickgrat bei o = 1,0 Elektronen-
dichte vorlag (siehe auch Abb. 17).
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Abb. 14: Kristallstrukturmodell der nativen KIPDC bei 1,95 A Auflésung. Abgebildet ist ein Monomer
(A), ein Dimer (B) und das Tetramer (C) als Linienmodell mit individuell gefarbten Domanen
(a, rot; B, blau; y, gelb). Die Kofaktoren sind als Kugeln mit individuell gefarbten Atomen dar-
gestellt.

Abb. 15: Schematische Darstellung der B-Faktoren eines Monomers (A) und des Tetramers (B) der
nativen KIPDC. Ein grofierer Liniendurchmesser und eine Farbanderung von blau tber gelb
nach rot stehen fiir zunehmende B-Faktoren von 5 A% auf 65 A®. Bereiche mit erhdhten B-
Faktoren sind bei A mit Zahlen (1, Loop 104-115; 2, Loop 288-304; 3, —Y Interdomanen-
loop; 4, C-terminale Helix) und mit rechteckigen Umrahmungen gezeigt. In B ist der Kofaktor
TPP mit rechteckiger Umrahmung eingezeichnet. Flexible Regionen sind in der Untereinheit
A mit den Zahlen 1-4 entsprechend zur Abb. 15A nummeriert. 1* bezeichnet den flexiblen
Loop 104-115 des Monomers B, der zum oberen aktiven Zentrum (von A) zeigt. Die Bezeich-
nungen A-D stehen fiir die einzelnen Monomere, die im Text verwendet werden. Der Kofak-
tor TPP ist als Stabmodell eingezeichnet.

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Monomeren der nativen KIPDC sind ge-
ring (Abb. 16). Bei der Superposition der Monomere weisen von der a- und y-Doma-
ne lediglich der C-terminale Bereich und der Loop 104-115 nennenswerte Unter-
schiede auf (@-r.m.s.d. ca-aome C-terminaler Bereich: 2,7 A; @-1.M.S.d. co-atome Loop 104-115:
2,6 A). Daneben zeigt die gesamte B-Domane Abweichungen in den Positionen der
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Atome (@-r.m.s.d. ca-Atome ohne Loop 288-304: 0,9 A, zum Vergleich @-r.m.s.d. cq-atome der a-
Doméine ohne Loop 104-115 bzw. der y-Doméne ohne den C-terminalen Bereich: 0,3 A)'. Dennoch lassen sich
die B-Domanen der einzelnen Monomere der tetrameren KIPDC durch eine geeigne-
te Superposition dieser Doméane gut zur Uberstimmung bringen. Der @-r.m.s.d.-Wert
ist dabei mit knapp 0,4 A nur geringfligig groRer als bei der Superposition der a- oder
y-Doméne (je 0,3 A) 2.

Die unterschiedlichen Positionen der B-Domanen im Kristall sind vermutlich dadurch
bedingt, dass es nur sehr wenige und schwache Wechselwirkungen dieser Domane
mit benachbarten Doméanen gibt. Daher fungieren die Interdomanenloops zur a- und
y-Domane als eine Art Scharnier um das sich die B-Domane im begrenzten Rahmen
drehen kann (maximaler Drehwinkel = 17°). Die grote Auslenkung tritt an den Mole-
kulbereichen auf, die von den Scharnieren am weitesten entfernt sind. Hierbei han-
delt es sich um den Loop 288-304, der aber die erwahnte interne Flexibilitat aufweist,
was den hier beschriebenen Effekt zum Teil Uberlagert. Daher wird die Rotation der
B-Domane an den oberflachenlokalisierten Helices und Loops am deutlichsten
(Abb. 16).

Im Allgemeinen sollten sich die unterschiedlichen Positionen dieser Domane Uber
den gesamten Kristall herausmitteln. Dies geschieht offensichtlich bei den B-Doma-
nen desselben Monomers, da dort jeweils nur eine Konformation zu finden ist, aber
nicht bei den Untereinheiten die nichtkristallographisch symmetrieverwandt sind. Die
unterschiedlichen Positionen lassen sich daher nur aufgrund von Wechselwirkungen
mit symmetrieverwandten benachbarten PDC-Molekulen erklaren, die daflr sorgen,
dass die B-Domanen eines Monomers uber den gesamten Kristall in eine bestimmte
Richtung gedruckt werden. Dies wird speziell an einem Monomer deutlich, das be-
sonders grol3e Abweichungen aufweist (Abb. 16). Verglichen mit den anderen drei
Untereinheiten treten hier auch die groRten Unterschiede in Anzahl und Starke der

Wechselwirkungsmaoglichkeiten mit benachbarten PDC-Tetrameren auf.

Der Vergleich der Monomere der KIPDC mit denen der nativen bzw. Pyruvamid-akti-
vierten ScPDC zeigt in weiten Bereichen nur geringfligige Unterschiede. Auch hier
sind bei der Superposition der Monomere vor allem bei den B-Domanen Ab-

weichungen festzustellen (@-r.m.s.d. co-atome der p-Domane: 2,0 A beziiglich der nativen

' Siehe auch Abb. 43A im Anhang lll, S. 124.
2 Fiir die Superposition wurden die flexiblen Loops 104-115 und 288-304 sowie die ebenfalls flexible C-terminale Helix aufien
vorgelassen. Siehe auch Abb. 43A und 43B im Anhang I, S. 124.
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Abb. 16: Superposition der vier Monomere der nativen KIPDC. Die Monomere sind als Cartoonmodell
mit individuell gefarbten Domanen (q, rot; 3, blau; vy, gelb) gezeichnet und der Kofaktor TPP
als Stabmodell mit individuell gefarbten Atomen. Die flexiblen Bereiche C-Terminus, Loop
104-115 und B-Domane einschliellich des Loops 288-304 sind grau unterlegt.

und 1,4 A bezlglich der Pyruvamid-aktivierten ScPDC; zum Vergleich @-r.m.s.d. cq-
Atome der a- und y-Domane: 0,7 A bezlglich der nativen und 0,4 A bezlglich der Pyruvamid-
aktivierten ScPDC)". Dabei besitzen auch die beiden Monomere der nativen ScPDC
intern eine groRe Flexibilitdt der B-Domane (B-r.m.s.d. co-atome der p-Domane: 1,7 A; zum
Vergleich @-r.m.s.d. ca-Atome der o- und y-Domane: 0,5 A)?. In jedem Fall sind die gréReren
r.m.s.d.-Werte der p-Domane auf unterschiedliche Rotationswinkel dieser Domane
zwischen den Interdomanenloops zurlckzuflhren. Bei der Superposition der ($3-Do-
manen (ohne Loop 288-304) ergeben sich annahrend die gleichen Abweichungen
(0,6 A) wie bei der Superposition der a- oder y-Doménen (0,5 A; Superposition ohne
Loop 104-115). Als Ursache sind wiederum die Summe und Starke der Kristallkon-
takte von symmetrieverwandten Molekulen und den B-Domanen anzunehmen.

Im Bereich des aktiven Zentrums gibt es abgesehen vom Loop 104-115 nur wenige
Unterschiede zwischen KIPDC und ScPDC. Hierbei handelt es sich um geringflgige
Verschiebungen der Seitenketten von Asp28, Thr475 und Glu477.

Von besonderem Interesse ist die Anordnung der beiden Loops 104-115 und 288-

304. Diese waren in der Elektronendichtekarte der nativen ScPDC nicht vorhanden

" Fur den Vergleich native KIPDC und native ScPDC siehe auch Abb. 43E und 43F im Anhang lll, S. 124.
2 Siehe auch Abb. 43C und 43D im Anhang lIl, S. 124.
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(Arjunan et al., 1996), wohl aber auf der geschlossenen Seite der Pyruvamid-akti-
vierten ScPDC (Lu et al., 2000)". Zudem waren die C-terminalen Bereiche 557-563 in
beiden Brauhefe-PDC-Strukturen aufgrund ihrer hohen Beweglichkeit nicht definiert.
Im Falle der KIPDC besitzen sowohl alle Loops als auch die C-terminalen Bereiche
stark erhohte B-Faktoren. Aufgrund der hoheren Auflésung der KIPDC (1,95 A) war
es jedoch moglich, die wahrscheinlichsten Positionen dieser Strukturelemente im
Kristall zu ermitteln.

Abb. 17 zeigt die Elektronendichtekarte der beiden Loops, des C-terminalen Be-
reiches und des Kofaktors TPP in den aktiven Zentren der KIPDC. Bemerkenswert
ist, dass bei der nativen KIPDC zwei verschiedene Konformationen des Loops 104-
115 und damit auch zwei verschiedene Typen aktiver Zentren gefunden werden.
Dabei Uberwiegt in drei aktiven Zentren des Tetramers die in Abb. 17B gezeigte Kon-
formation, wahrend in der vierten Untereinheit die in Abb. 17A dargestellte vorkommt.
Damit dominiert letztlich die Konformation aus Abb. 17B. Von besonderer Bedeutung
sind die beiden Histidine 114 und 115, die notwendig fur die Katalyse sind (Liu et al.,
2001). In Abb. 17A sind die Aminosaureseitenketten zum aktiven Zentrum hin orien-
tiert, wahrend sie in Abb. 17B in einen Winkel von 90° dazu ausgerichtet sind und
einen zu groRen Abstand zum TPP-C,-Atom aufweisen, um mit potentiellen Substrat-
molekulen im aktiven Zentrum wechselwirken zu konnen.

Die Unterschiede hinsichtlich der Anordnung und Flexibilitat der C-terminalen Be-
reiche (Abb. 17) hangen mit der offenen und geschlossenen Seite des Tetramers
zusammen. Wahrend auf der geschlossenen Seite die beiden Dimere miteinander
wechselwirken und somit die Beweglichkeit des C-terminalen Bereiches stark ein-
schranken, ist dies auf der offenen Seite nicht moglich. Hier steht dem C-terminalen
Bereich mehr Raum zur Verfugung, was zu hoheren B-Faktoren und zu einer ver-
anderten Position der Atome fuhrt.

Die Loopanordnung aus Abb. 17A stimmt bis auf die Bereiche 106-110 und 301-302
gut mit der geschlossenen Seite der Pyruvamid-aktivierten ScPDC Uberein. Aller-
dings sind die B-Faktoren der KIPDC-Loops deutlich erhdht. Ob und inwieweit die
beiden mdglichen Loopanordnungen der KIPDC aus Abb. 17 dem aktivierten (Abb.

17A bzw. dem nicht-aktivierten Zustand (Abb. 17B) entsprechen, kann an dieser

' Bei Lu et al. (2000) bestehen diese beiden Loops aus den Aminosauren 104-113 (106-113 bei Arjunan et al. (1996)) und 290-
304 (292-301 bei Arjunan et al. (1996)). Bei der nativen KIPDC lagen aber auch die Aminosauren 114, 115, 288 und 289
flexibel vor (B-Faktor > 60 A?). Im Folgenden wird der Einfachheit halber von den Loops 104-115 und 288-304 gesprochen,
unabhangig davon ob es sich um KIPDC oder ScPDC handelt.
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Abb. 17: Strukturmodell der nativen KIPDC inklusive der Elektronendichtekarte des Kofaktors TPP
(blau; o, 2,3), der Loops 104-115 (griin; o, 1,1) und 288-304 (grau; o, 1,1) sowie der C-termi-
nalen Aminosauren (gelb, 557-563 in A und 557-560 in B; beide mit o, 1,1) in der Umgebung
von verschiedenen aktiven Zentren der nativen KIPDC. Das Protein-Riickgrat ist als Linie
dargestellt. TPP, die beiden Loops und der C-Terminus sind als Stabmodell gezeigt. Die Far-
ben der Atome entsprechen ihren B-Faktoren (zunehmend von blau Uber gelb bis rot).

Stelle noch nicht geklart werden. Allerdings erschien es wahrscheinlich, dass zumin-
dest der Loop 104-115 mit der Substrataktivierung in Zusammenhang steht, wobei
vor allem die korrekte Ausrichtung der Histidine 114 und 115 notwendig ist, damit die
Katalyse erfolgen kann (Liu et al., 2001). Die Ursache flr das Vorhandensein beider
Konformationen bei der nativen KIPDC mit, je nach Untereinheit, drastischen Unter-
schieden in ihren Anteilen, sollte wiederum an Kristallkontakten mit symmetriever-
wandten benachbarten Molekulen liegen. Aus stopped-flow-Experimenten geht her-

vor, dass die Aktivierungsenergie und der Energieunterschied zwischen nicht-akti-
viert und aktiviert nur gering sind (AG, =R-T-InK = +9kJ/mol mit K = 0,03 aus

dem Verhaltnis von Anfangs- und steady-state-Geschwindigkeit bei Substratsatti-
gung; Ea (armenius-pioty = 42 kd/mol mit den Daten zur Temperaturabhangigkeit von kiso
(siehe Anhang V, S. 129)). Somit kann eine Neuorientierung wie in Abb. 17A gezeigt
vermutlich durch geringfugige Verschiebungen an der Molekuloberflache ausgelost
werden. Dies wird vor allen daran deutlich, dass das Monomer mit den eventuell ak-
tivierten Looppositionen (Abb. 17A) dasjenige ist, welches in Abb. 16 die groRten Ab-
weichungen der B-Domane aufwies und dessen Anzahl an Kontaktmoglichkeiten mit
benachbarten PDC-Molekulen im Kristall sich deutlich von den anderen drei Unter-

einheiten unterscheidet.

Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist, dass die tetramere KIPDC (Abb. 14C) genau wie
die Pyruvamid-aktivierte ScPDC (Abb. 4B unten), aber entgegen der nativen ScPDC
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(Abb. 4B oben) halbseitig geschlossen vorliegt. Daher stellt sich die Frage, was den
veranderten Tetrameraufbau der KIPDC verursacht. Hierbei ist ein Blick auf die Ami-
nosauresequenzen der beiden Spezies sinnvoll, die eine Identitat von 86 % aufwei-
sen. Die meisten der insgesamt 77 abweichenden Aminosauren sind entweder an
der Oberflache der Dimere lokalisiert und/oder befinden sich in den relativ flexiblen
Interdomanenloops. In der Umgebung des aktiven Zentrums treten keine Austausche
auf, jedoch sind zwei Substitutionen in den flexiblen Loops zu verzeichnen, namlich
lle104Val und Ala106Ser (erste Aminosaure ScPDC, zweite Aminosaure KIPDC).
Allerdings ermittelten Kellermann et al. (1986) auch fur die ScPDC an Position 106
ein Serin. Fur die in Kapitel 3.6 vorgestellten rekombinanten ScPDC-Varianten
E477Q und D28A entspricht dies auch den kristallographischen Daten wahrend Lu et
al. (2000) fur die aus dem Wildtyp praparierte ScPDC Alanin in Position 106 fanden.
Drei der Substitutionen sind an Wechselwirkungen in der offenen bzw. halbseitig ge-
schlossenen Form beteiligt. Hierbei handelt es sich um Ala143Asn, Ser196Ala und
Asn318Ser (erste Aminosaure ScPDC, zweite Aminosaure KIPDC). Daher erschien
es zunachst denkbar, dass diese Austausche einen veranderten Tetrameraufbau
hervorrufen. Zumindest ist fur die KIPDC aus kristallographischer Sicht auszu-
schliel3en, dass die Aktivierung dem von Lu et al. (2000) vorgeschlagenen Mecha-
nismus folgt. Eine Drehung der Dimere zu halbseitig geschlossen war nicht mehr

moglich, da diese Form bereits im Ausgangszustand vorlag.

3.5 Kinetische Charakterisierung der Substratanaloga Methylacetylphosphonat und
Pyruvamid im Komplex mit den Pyruvatdecarboxylasen aus Kluyveromyces lactis

und Saccharomyces cerevisiae

Seit langem ist bekannt, dass Pyruvamid (Abb. 18) die Brauhefe-PDC aktivieren
kann (Hubner et al., 1978). Dies trifft auch fur die PDC aus Kluyveromyces lactis
(Krieger et al., 2002) zu. Es konnte in dieser Publikation allerdings auch gezeigt wer-
den, dass die Aktivierung durch Pyruvamid nicht vollstandig ist. Selbst bei der hdchs-
ten verwendeten Pyruvamidkonzentration von 200 mM lag der Aktivierungsgrad der
KIPDC nur bei rund 70 %. Daher soll hier, mit Methylacetylphosphonat (O'Brien et al.,
1980; Abb. 18), ein weiteres Analogon des Pyruvates und potentieller Aktivator der

PDC vorgestellt werden.
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MAP hat gegenuber Pyruvamid den Vorteil, dass es wie Pyruvat Trager einer negati-
ven Ladung ist (Abb. 18). Somit sollten Ladungswechselwirkungen von beiden Ligan-
den vergleichbar gut ausgepragt werden konnen. Fur das ungeladene Pyruvamid ist
das nicht der Fall.

Problematisch bei der Verwendung von MAP konnte prinzipiell das grofRere Molekul-
volumen verglichen mit Pyruvat oder Pyruvamid sein. Es ist jedoch bekannt, dass
auch langerkettige a-Ketocarbonsauren, die selbst groRer als MAP sind, als Aktivator
wirken und umgesetzt werden konnen (Lehmann et al., 1973). Zum anderen ergibt
sich aus den bis hierher vorliegenden Kristallstrukturen, dass sowohl das aktive als
auch das von Jordan et al. (1998) bzw. von Lu et al. (2000) postulierte regula-
torische Zentrum genidgend Raum fir die Bindungen von MAP bietet. Im Weiteren ist
bekannt, dass bei der eng verwandten Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum
MAP eine kovalente Bindung mit dem Kofaktor TPP ausbildet (Wille et al., 2006).

0 0] 0
2 2
H5C H5C H5C
°3 °3 °3
Pyruvat Pyruvamid Methylacetylphosphonat

Abb. 18: Vergleich der chemischen Strukturen von Pyruvat, dem Substrat der PDC, mit den beiden
Analoga Pyruvamid und Methylacetylphosphonat. Die negativ geladene Carboxylat- bzw.
Methylphosphonatgruppe ist blau dargestellt, die ungeladene Saureamidgruppe ist griin un-
terlegt.

Die meisten der in diesen Abschnitt beschriebenen Messungen erfolgten bei relativ
niedrigen Temperaturen (in der Regel 10 °C). Dies war notwendig, um die Substrat-
aktivierungsphasen der PDC an einem konventionellen UV/VIS-Photometer messen
zu kénnen.

Mittels Vorversuchen (siehe auch Abb. 10B und Anhang S. 129) wurden Um-
rechnungsfaktoren fir die Geschwindigkeitskonstanten bestimmt, um Versuche bei
verschiedenen Temperaturen vergleichen zu kdnnen.

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind in diesem Abschnitt nur Abbildungen fir die
KIPDC gezeigt. Sofern moglich, wurden aber alle Experimente auch fur die ScPDC
durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind jedoch nahezu identisch und werden in Tab. 6 zu-

sammengefasst. Falls Unterschiede auftraten, werden diese im Text diskutiert.
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Zunachst sollte geklart werden, ob es sich bei Methylacetylphosphonat tatsachlich
um einen Aktivator von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen handelt. Abb. 19A zeigt die v/S-
Diagramme der KIPDC in Gegenwart unterschiedlicher MAP-Konzentrationen. Deut-
lich zu erkennen ist die mit wachsender Analogonkonzentration abnehmende Sig-
moiditat. Bei niedrigen Pyruvatkonzentrationen ist dieser Effekt mit erhohten Aktivita-
ten verbunden, was die aktivierende Wirkung des Substratanalogons belegt. In der
Auftragung nach Lineweaver-Burk (Lineweaver & Burk, 1934; Daten nicht gezeigt)
ergibt sich erwartungsgemal} ein linearer Verlauf bei hohen MAP-Konzentrationen
(75 mM), was den hyperbolen Verlauf im v/S-Diagramm bestatigt. Die Aktivierung
durch MAP wird auch an den Progresskurven deutlich (Abb. 19B). Je groRer die
Analogonkonzentration im Inkubationsansatz ist, desto hoher ist die Anfangsge-
schwindigkeit und umso kleiner ist die Amplitude der lag-Phase. Die Zunahme der
Aktivitat im Messansatz (Abb. 19B) ist sowohl durch die MAP-, als auch durch die
substratgetriebene Aktivierung verursacht, da die beiden aktivierenden Substanzen

gleichzeitig vorliegen.
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Abb. 19: Methylacetylphosphonataktivierung der KIPDC. Alle Messungen mit 10 pug KIPDC/ml in
50 mM MES pH 6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat, 2 mM TPP und 2 mM Magnesiumsulfat
bei 10 °C im gekoppelten optischen Test nach Holzer et al. (1956). Vor dem Experiment wur-
de die KIPDC-Stammlésung (5 mg/ml) mit der fir die Messung verwendeten MAP-Konzen-

tration fir mindestens 30 min bei 25 °C inkubiert.
2

A: v/S-Diagramme. Anpassung nach v = Vmax—sz (Krieger et al., 2002).
a+b-S+S

B: Progresskurven (durchgezogenen Linie) bei 15 mM Pyruvat und die dazugehérigen An-
stiege (gestrichelte Linie). MAP-Konzentrationen wie bei A.

Abb. 19A zeigt zudem, dass die Halbsattigungskonzentration der v/S-Diagramme mit
zunehmender MAP-Konzentration steigt. Da gleichzeitig die Maximalgeschwindigkeit
unverandert bleibt, handelt es sich bei MAP nicht nur um einen allosterischen Aktiva-

tor sondern auch um einen schwachen kompetitiven Inhibitor. Damit unterscheidet
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sich MAP von Pyruvamid, bei welchem es sich um einen gemischten kompetitiven
und nichtkompetitiven Inhibitor handelt (Krieger et al., 2002). Der kompetitive Effekt
ist dabei fir MAP etwas starker als flr Pyruvamid ausgepragt. Die Halbsattigungs-
konzentration fur sowohl die KIPDC als auch die ScPDC steigt von ca. 1,7 mM auf
3,3 mM (Abb. 19A und Tab. 6) bei einer Erh6hung der Analogonkonzentration von
0 auf 75 mM. Fur die KIPDC und Pyruvamid ermittelten Krieger et al. (2002) hinge-
gen eine Zunahme der Halbsattigung von 1,85 mM auf 2,3 mM bei Erhéhung der
Pyruvamidkonzentration von 0 auf 100 mM. Fur die ScPDC wurde sogar eine leich-
te Abnahme beim Vergleich der v/S-Diagramme in Abwesenheit und in Gegenwart
von 80 mM Pyruvamid gefunden (Hubner et el., 1978). Da jedoch in der Kristall-
struktur der Pyruvamid-aktivierten Brauhefe-PDC zumindest zwei der vier aktiven
Zentren mit dem Analogon besetzt waren (Lu et al., 2000), ist auch hier von einer
kompetitiven Wechselwirkung auszugehen. Die kompetitive Wirkung von Pyruv-
amid zeigt sich auch daran, dass der Ky-Wert der PDC in Effektorabwesenheit,
bestimmt aus stopped-flow-Messungen nach Glg. 3 (S. 45), bei ca. 0,56 mM liegt
(Tab. 5). Die durch Liganden vollstandig aktivierte PDC sollte diesen Wert als Halb-
sattigungskonzentration aufweisen. Es wurden jedoch sowohl fur die KIPDC (Krieger
et al., 2002) als auch fur die ScPDC (Hubner et al., 1978) deutlich grokere Werte ge-

funden.

Die Prozesse, die nach Zugabe eines Substratanalogons zur PDC ablaufen, lassen
sich durch Schema 2 beschreiben. Ahnlich wie Pyruvat bindet das Analogon an den
regulatorischen Bindungsort, wodurch eine Isomerisierung zur aktivierten Enzymform
ausgelost wird. Daraufhin binden Analoga im aktiven Zentrum, werden im Gegensatz

zum Substrat jedoch nicht umgesetzt.

Im Weiteren sollte untersucht werden, mit welcher Affinitat die Substratanaloga an
das regulatorische Zentrum binden. Dies geschah durch Bestimmung des Anteils der
aktivierten Enzymspezies (Schema 2, SE; und SE,S) an der Gesamtenzymmenge.
Der Anteil der aktivierten Spezies lasst sich nach Prainkubation des Enzyms mit defi-
nierten Analogonkonzentrationen anhand der Anfangsanstiege der Progresskurven
bestimmen. Es ist bekannt, dass die PDC in Abwesenheit des Substrates fast inaktiv
ist, dass heildt, die Anfangsgeschwindigkeit einer nicht mit Effektoren versetzten
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Schema 2: Mechanismus der Substrataktivierung von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen durch Substrat-
analoga.

Hefe-PDC ist nahezu null (= 3 % der steady-state-Geschwindigkeit, Krieger et al.,
2002). Durch Zugabe eines Analogons zum Mess- und Inkubationsansatz kann die-
ser Wert hochstens bis zum Betrag der steady-state-Geschwindigkeit ansteigen. Da-
her lasst sich aus dem Verhaltnis aus Anfangs- und steady-state-Geschwindigkeit
der prozentualen Anteil der aktivierten Spezies berechnen. Die Halbsattigungskon-
zentration Sp 5%, dass heil’t, die Konzentration an Substrat bzw. Substratanalogon bei
der der Anteil der aktivierten gleich dem Anteil der nicht-aktivierten Spezies ist, Iasst

sich durch die Gleichung (Spinka, unveroffentlicht)

a
So,s =

— . . — . . 2
(-Kao)-K,s +\/((1 Kso) Ky +K, ‘K, ‘K, fur Analoga bzw. Glg. 4a

2 4 ;

—_ . . — . . 2
Sos 4 K'Z’) K +\/((1 K'SZ) Ku) +K, K, -K,, fir Substrate Glg. 4b

Sos, Halbsattigungskonzentration im Anteil-aktivierte-Spezies/S-Diagramm. Zur Defi-
nition von Kj, Kiso, Ky und Ky siehe auch Schemata 1 und 2.

beschreiben.

Aus den stopped-flow-Daten von Tab. 5 ergibt sich fir Pyruvat bei 25 °C ein Sg5°-
Wert von 2,4 mM fur die KIPDC und 2,2 mM fur die ScPDC. Dieser weist im Bereich
von 6-35 °C keine messbaren Unterschiede auf und ist somit direkt mit den Werten

fur die Substratanaloga vergleichbar, die bei 10 °C bestimmt wurden.
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Fur die KIPDC in Gegenwart von Pyruvamid ergibt sich aus den Messungen von
Krieger et al. (2002) ein So5>-Wert von 90 mM. Das Resultat basiert jedoch nur auf
vier Progresskurven. Das Experiment wurde daher wiederholt (Abb. 20). Der S s5°-
Wert der KIPDC betrug dabei 71 mM (Abb. 20). Fur die rekombinante ScPDC ergab
sich ein Wert von 65 mM (Tab. 6). Fur Pyruvamid ist somit der S s°>-Wert um etwa
Faktor 30 grofRer als fur das Substrat Pyruvat.

Zudem konnte der Befund von Krieger et al. (2002) bestatigt werden, dass die Hefe-
PDC nicht vollstandig durch Pyruvamid aktivierbar ist. Nach Abb. 20 betragt der

maximale Aktivierungsgrad ca. 70 %.

Fir das Analogon MAP erfolgte die Bestimmung des Sgs°-Wertes im Rahmen eines
Verdlinnungsexperiments. Zunachst wurde die PDC mit MAP vorinkubiert und zum
Reaktionsstart verdunnt. Abb. 20 zeigt die Abhangigkeit der Anfangsgeschwindigkeit
von der MAP-Konzentration fur die KIPDC. Im Gegensatz zu Pyruvamid ist die
Aktivierung mit diesem Analogon vollstandig (100 % Aktivierungsgrad). Der MAP-
So5>-Wert betragt fur die KIPDC 37 mM und fiir die rekombinante ScPDC 32 mM.
Gegenuber Pyruvat ist dies zwar eine Erhdhung um Faktor 15, die Konstante ist
andererseits aber nur halb so grol3 wie die von Pyruvamid. Welcher oder welche
Reaktionsschritte durch die Analoga verglichen mit dem Substrat Pyruvat be-
schleunigt oder verlangsamt werden, lasst sich an dieser Stelle noch nicht beant-

worten.

Die Messpunkte in Abb. 20 wurden mittels der Gleichung (Spinka, unveroffentlicht)

[Analogon]-K, +[Analogon]?
K, K. K, +(1+K,,)-K, -[Analogon] + [Analogon]?

1SO

-100% Glg. 5

a,%=

as%, Anteil aktivierte Spezies in %; [Analogon], Analogonkonzentration. Zur Definition
von K, Kiso und Ky siehe auch Schema 2.

angepasst.
Die in Abb. 20 gezeigten Kurven dienen jedoch nur der besseren Visualisierung, da

speziell die Konstante K1 bei dieser Gleichung eine zu grof3e Unsicherheit aufweist.
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Abb. 20: Abhangigkeit des Anteils der aktivierten Spezies von der Methylacetylphosphonat- (schwarz)
bzw. von der Pyruvamidkonzentration (rot) fir die Pyruvatkatalyse der KIPDC.
Inkubation: 1 mg KIPDC/ml mit der in der Abbildung angegeben Analogonkonzentration in
Messpuffer flir 40 min bei 25 °C inkubiert.
Messung: 1:500 Verdiinnung des KIPDC-Analogon-Komplexes und Messung der Progress-
kurven in 50 mM MES pH 6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat, 2 mM TPP, 2 mM Magnesi-
umsulfat und 3 mM Pyruvat bei 10 °C nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al.,
1956). Im Falle der Pyruvamidkurve wurde auch das Analogon der auf der x-Achse angege-
benen Konzentration dem Messansatz hinzugegeben.
Aufgetragen wurden die auf 0 bis 100 % normierten Anfangsanstiege. Die durchgezogene
Linie entspricht dem Fit nach Glg. 5.

Wie fur Pyruvat (siehe Abb. 12A und 12C) Iasst sich die Geschwindigkeitskonstante
der Aktivierung (kops) auch fur Analoga ermitteln. Unter der Annahme, dass der ge-
schwindigkeitsbestimmende Schritt der Aktivierung wie beim Pyruvat die Isomeri-
sierung ist (HUbner et al., 1978; Krieger et al., 2002), kann die zeitabhangige Akti-
vierung uber die Anfangsgeschwindigkeit und damit den Anteil der aktivierten Spe-
zies verfolgt werden (Abb. 21A). Aus der nach einer Reaktion erster Ordnung gefitte-
ten Kurve lasst sich der kqps-Wert flr eine bestimmte Analogonkonzentration berech-
nen. Abb. 21B zeigt die ermittelten kops-Werte in Abhangigkeit von der MAP-Kon-
zentration. Die Ergebnisse der rekombinanten ScPDC unterscheiden sich auch hier
nicht wesentlich von denen der KIPDC, so dass auf diese nicht weiter eingegangen
wird. Die kops-Werte liefden sich von 15 bis 3200 mM bestimmen. Allerdings war es
notwendig die Inkubationstemperatur fur die Messpunkte von 1000-3200 mM MAP
von 25 °C auf 4°C zu verringern. Entgegen der Abhangigkeit fur Pyruvat (Abb. 12C)

liel sich keine weitere Analyse nach der Gleichung
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K o K, N K. -[Analogon]

1SO

- [Analogon]+K, [Analogon]+K,

Glg. 6

obs

kobs, Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung; [Analogon], Analogonkonzentration.
Zur Definition von Kj, Kis, und K, siehe auch Schema 2.

durchfuhren, weil im messbaren Konzentrationsbereich keine Plateaubildung eintrat.
Daher hatte eine solche Auswertung zu grof3e Unsicherheiten beim Fit gegen die
Konstanten kiso, Kiso, Ka und Ky zur Folge. Zudem ist ebenfalls anzumerken, dass
sich bei MAP, im Gegensatz zu Pyruvat (Krieger et al., 2002; Kutter et al., 2007,
siehe auch Abb. 12C Insert), kein Minimum der kqps-Werte bei kleinen Konzentra-
tionen des Liganden ergibt. Der Vergleich der kops-Werte von MAP mit denen von Py-
ruvat (Abb. 21B) zeigt im gesamten durch Messungen abgedeckten Konzentrations-
bereich kleinere Aktivierungskonstanten fir das Analogon. Da fir MAP keine Sat-
tigung erkennbar ist, kann von einer weiteren Zunahme von kq,s ausgegangen wer-
den. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit des Methylacetylphosphonates war es aber
nicht mdglich bei einer Analogonkonzentrationen von mehr als 3200 mM zu messen.
Die Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung von der MAP-Kon-
zentration wird durch Glg. 6 beschrieben. Fur sehr groRe MAP-Konzentrationen er-
gibt sich daher, dass der maximale kqps-Wert der Konstante kis, entspricht. Nach Abb.
21B kann dieser Wert fur MAP nicht wesentlich kleiner als der vom Pyruvat sein.
Dass er andererseits grofer ist und damit die durch das Analogon getriebene Iso-
merisierung schneller als die durch Pyruvat getriebene erfolgt, ist aber ebenfalls un-
wahrscheinlich. Daher sollte der kiso-Wert des Substrates mit dem des Analogons
Ubereinstimmen.

Unter Vernachlassigung des ersten Terms in Glg. 6 entspricht K, der Halbsattigungs-
konzentration in einem kqps/[Analogon]-Diagramm. Die Extrapolation von dieser Kon-
zentration aus Abb. 21B ergibt unter Berucksichtigung der eben postulierten An-
nahme (kiso (vap) = Kiso (Pyruvaty = 1,4 s7') fiir die MAP-Aktivierung einen K,-Wert ca.
2600 mM, der damit = 20 mal so gro® wie der von Pyruvat ist. Folglich bindet das
Analogon entweder deutlich langsamer an das regulatorische Zentrum bzw. wird

schneller von diesem abgespalten.

Die Aktivierung durch Pyruvamid hingegen ist deutlich schneller, so dass die Ge-
schwindigkeitskonstante mit dem hier beschrieben Experiment lediglich abgeschatzt

werden kann. Eine Konzentrationsabhangigkeit wie bei MAP war nicht messbar. Fur
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Abb. 21: Substrataktivierungskinetik der KIPDC.
A: Zeitabhangigkeit der Aktivierung exemplarisch gezeigt fur die Inkubation der PDC mit
100 mM MAP. Aufgetragen ist die Zeit gegen den normierten Anfangsanstieg. Fit der experi-
mentellen Daten entsprechend einer Reaktion erster Ordnung.
B: Abhangigkeit der k.ps-Werte von der MAP-Konzentration (schwarz) und Vergleich mit Py-
ruvat (rot; siehe auch Abb. 12C) sowie Pyruvamid bei 75 mM, 100 mM und 150 mM (blau; die
Werte fir Pyruvamid wurden mit ihren Fehlerbalken eingefligt). Durchgezogene Linie flr
Pyruvat, Fit nach Glg. 3 analog zu Abb. 12C; durchgezogene Linie fir MAP, Verbindung
zwischen den einzelnen Messpunkten zur besseren Visualisierung.
Inkubationsansatz: 6,7 mg KIPDC/ml mit dem Analogon der entsprechenden Konzentration
aus B im Messpuffer bei 4-10 verschiedenen Zeiten bei 25 °C (15-500 mM MAP) bzw. 4 °C
(1000-3200 mM MAP sowie 75 mM, 100 mM und 150 mM Pyruvamid) inkubiert.
Messung: 1:500 Verdinnung des KIPDC-Analogon-Komplexes und Messung in 50 mM MES
pH 6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat, 2 mM TPP, 2 mM Magnesiumsulfat und 3 mM Pyruvat
bei 10 °C (4 °C bei Pyruvamid) nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956).
Im Falle der Pyruvamidmessung enthielt der Messansatz auch noch das Analogon mit der-
selben Konzentration wie bei der Inkubation. Fir den Messansatz der Abhangigkeit des Kqps-
Wertes von der Pyruvatkonzentration siehe Abb. 12C.
Die kops-Werte sind flir die Temperatur von 25 °C aufgetragen. Fur die Messungen bei 4 °C
bzw. 10 °C wurde ein experimentell bestimmter Umrechnungsfaktor von 6,3 bzw. 3,7 genutzt.

75, 100 und 150 mM Pyruvamid lie3en sich kqps-Werte bestimmen (Abb. 21B). Bei
anderen Konzentrationen war entweder der Aktivierungsgrad (siehe auch Abb. 20)
zu gering um ein Anteil-aktivierte-Spezies/Zeit-Diagramm (siehe Abb. 21A) mit einem
akzeptablen Signal-Rausch-Verhaltnis zu messen oder die Aktivierungsgeschwin-
digkeit war selbst fur eine Inkubations- und Messtemperatur von 4 °C zu schnell um
diese auflésen zu kénnen. Fur die drei verwendeten Pyruvamidkonzentrationen er-
gaben sich auf 25 °C umgerechnete kops-Werte zwischen 0,2 und 0,8 s (Abb. 21B).
Diese entsprechen dem Wert der Brauhefe-PDC (0,3 s fiir 80 mM Pyruvamid) aus
den Daten von Hubner et al. (1978), die diesen an einem multi-mixing-stopped-flow-
Photometer ermittelten. Auch wenn es wie erwahnt nicht moglich war eine komplette
Konzentrationsabhangigkeit fir die kops-Werte von Pyruvamid zu bestimmen, so ist
dennoch eine bessere kons-Ubereinstimmung zu Pyruvat als zu MAP ersichtlich.
Wahrend MAP bei 100 mM einen kops-Wert von ca. 0,02 s aufweist, liegt der von
Pyruvat und Pyruvamid bei 0,6 s bzw. 0,2-0,7 s (Abb. 21, Tab. 6). Eine Ab-
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schatzung von K; und kiso wie bei MAP fallt hier wesentlich schwerer, da nur bei we-
nigen Analogonkonzentrationen gemessen werden konnte. Es kann nur vermutet
werden, dass K, und kiso grofienordnungsmafig mit den entsprechenden Werten flr
Pyruvat Ubereinstimmen, da kops, auller im Bereich sehr kleiner Ligandenkonzentra-
tionen, im Wesentlichen nur durch K, und ks, beeinflusst wird und die kops-Werte eine

relativ gute Ubereinstimmung zwischen Pyruvat und Pyruvamid aufweisen.

Das Substratanalogon Methylacetylphosphonat eignet sich, um den Ky-Wert fur Py-
ruvat mit hoher Genauigkeit zu ermitteln. Im Allgemeinen wird diese Konstante aus
den kops-Abhangigkeiten, die an einem stopped-flow-Photometer durchgeflhrt wer-
den (siehe Abb. 12C, S. 46) nach Glg. 3 (S. 45) berechnet. Durch die Kopplung mit
den anderen Konstanten ist die Ky-Wert-Bestimmung entsprechend ungenau.

Eine Alternative zur Bestimmung des Ky-Wertes bieten Messungen mit einem durch
MAP voraktivierten Enzym. Der Enzym-Analogon-Komplex wird dann wiederum stark
im Messansatz verdinnt. Fur dieses Substratanalogon ist ks, sehr klein (siehe S.
67-68), so dass die Anfangsaktivitaten unmittelbar nach dem Verdunnungsschritt
unabhangig von der Substratregulation sind. Messungen bei variierender Pyruvat-
konzentration resultieren daher in hyperbolen v/S-Charakteristiken, deren Halbsatti-
gungskonzentration dem Ky-Wert entspricht.

Fur die KIPDC zeigt Abb. 22 die Ergebnisse eines solchen Experimentes mit zuneh-
mender MAP-Konzentration im Inkubationsansatz. Bei geringer Analogonkonzentra-
tion liegen noch die fur die PDC typischen sigmoiden v/S-Diagramme vor. Mit zuneh-
mender MAP-Konzentration nimmt dann einerseits die Sigmoiditat ab und zum ande-
ren sinkt die Halbsattigungskonzentration. Oberhalb einer Analogonkonzentration
von 75 mM sind die Kurven hyperbol. Die Halbsattigungskonzentration und damit der
Ku-Wert fur den Pyruvatumsatz betragt dann 0,15 mM fir die KIPDC bzw. 0,19 mM
fur die rekombinante ScPDC und ist somit wesentlich kleiner als der aus den stop-
ped-flow-Messungen (Tab. 5) bestimmte Wert. Andererseits liegt er aber dicht an der
durch Krieger et al. (2002) fur die KIPDC ermittelten Konstante (0,23 mM). Der Ver-
gleich mit anderen PDC Spezies zeigt ebenfalls gute Ubereinstimmungen. So betragt
der Ky-Wert der ZmPDC 0,4 mM (Bringer-Meyer et al., 1986) und der der NcPDC je
nach Puffer 0,1-0,24 mM (siehe Kapitel 3.1 und Abb. 7).
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Fur Pyruvamid war das hier beschriebene Experiment nicht durchfuhrbar, da der K.so-
Schritt zu schnell ist (S. 68-69) und so die Anfangsaktivitaten zu stark verfalscht wer-

den.
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Abb. 22: Bestimmung des Pyruvat-Ky-Wertes der MAP-aktivierten KIPDC durch ein Verdlinnungsex-

periment. Gestrichelte Linie, v/S-Diagramm ohne MAP; durchgezogene Linien, v/S-Diagram-
me mit MAP der angegebenen Konzentration im Inkubationsansatz und Verdinnung um den
2
Faktor 1000 im Messansatz. Alle Kurven wurden nach v Ve (ST (Krieger et al.,
a+b-S+8?
2002) gefittet. Farben: Ohne MAP, schwarz; 10 mM MAP, rot; 20 mM MAP, blau; 40 mM
MAP, dunkelgrau; 75 mM MAP, dunkelgelb; 175 mM MAP, magenta und 500 mM MAP, dun-
kelblau.

Inkubationsansatz: 2 mg KIPDC/ml mit MAP im Messpuffer fir mindestens 40 min bei 25 °C
inkubiert und dann auf Eis bis zur Verwendung gelagert.

Messung: 1:1000 Verdiinnung des KIPDC-MAP-Komplexes und Messung in 50 mM MES pH
6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat, 2 mM TPP, 2 mM Magnesiumsulfat und Pyruvat der ange-
gebenen Konzentration bei 10 °C nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956).
Fir die Bedingungen des v/S-Diagramms ohne MAP siehe Abb. 12.

Unter der Annahme, dass es sich bei den Substratanaloga MAP und Pyruvamid nicht
nur um Aktivatoren sondern auch um klassische Inhibitoren handelt, lasst sich mit
dem eben bestimmten Ky-Wert fur Pyruvat und den Kurven bei denen sich das Ana-
logon im Messansatz befand (Kurve mit 75 mM MAP aus Abb. 19A, Daten von Hub-
ner et al. (1978) bzw. Kurve mit 300 mM Pyruvamid von Krieger et al. (2002)) die Bin-

dungskonstante der Analoga fir das aktive Zentrum bestimmen. Bei einem kompeti-

tiven Inhibitor erhoht sich der Ky-Wert um den Faktor (1 +KL] mit K, = K4 (Analogon)

|
nach Schema 2. Fur MAP ergibt sich daher eine Bindungskonstante von 3,6 mM fur
die KIPDC und 4,7 mM fur die rekombinante ScPDC. Im Falle von Pyruvamid ergibt

sich aus dem v/S-Diagramm von Krieger et al. (2002) ein Wert von 14 mM fur die
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KIPDC und mit den Daten von Hubner et al. (1978)1 ein Wert von 9 mM fur die
ScPDC. Die Bindungskonstante von Pyruvat ist nicht direkt messbar, kann aber zu-

mindest abgeschatzt werden. Durch Umstellen der Gleichung fur den Ky-Wert

okt )k Glg. 7
(kz + k3 ) ' k1
Kwu, Michaelis-Menten-Konstante. Zur Definition von k4, k.4, ko und k3 siehe Schema 1.
ergibt sich k1k+k2 _k; +E3)'KM . Mit K, :% folgt, dass K, SM sein
1 3 1 3

muss. Mit dem hier bestimmten Ky-Wert sowie k2 und ks aus NMR-Intermediatsmes-
sungen fiir die ScPDC (Tittmann et al., 2003; je 105 s™') folgt K1 < 0,38 mM. Daher ist
die Affinitat von MAP gegenuber dem aktiven Zentrum mindestens 11mal geringer

und die Affinitat von Pyruvamid mindestens 33mal geringer als die von Pyruvat.

AbschlieRend soll die Ruckreaktion der Aktivierung betrachtet werden, also die Reak-
tion von SE, in Richtung der inaktiven Spezies SE; und E; (Schema 1 und 2; S. 44
und 59). Krieger et al. (2002) fihrten in Anlehnung an Ermer (1988) fir Pyruvat ein
Verdinnungsexperiment durch, bei dem die PDC zunachst mit 2 mM Pyruvat akti-
viert wurde. Nach Erreichen der steady-state-Geschwindigkeit wurden Enzym und
Substrat im Messansatz mit Puffer auf ein Drittel der Ausgangskonzentration ver-
dinnt. Sowohl vor als auch unmittelbar nach dem Verdlinnen arbeitet das Enzym mit
= 60 % der Maximalgeschwindigkeit (Abb. 22, schwarze Kurve fir 2 mM Pyruvat),
dass heildt, die spezifischen Aktivitaten vor und unmittelbar nach dem Verdinnen
sind identisch. Aufgrund der geringen Pyruvatkonzentrationen wird der endgultige
Aktivierungsgrad im steady-state nach dem Verdunnen geringer (= 10 % der Maxi-
malgeschwindigkeit; siehe Abb. 22, schwarze Kurve fur 0,67 mM Pyruvat). Mit zu-
nehmender Reaktionszeit reagiert daher EAS (Schema 1) zu E;S und zu E; bis das
Gleichgewicht fur die neue, geringere Pyruvatkonzentration erreicht ist. Die Inakti-
vierung setzt sich entsprechend zu Schema 3 aus zwei geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritten zusammen. Zum einen handelt es sich um den k. so-Schritt und zum
anderen um die weiterhin stattfindende Substrataktivierung (kops), die die Inakti-

vierungszeit verlangert.

' Messung in einem anderen Puffer (Malat) bei geringfiigig héherem pH (6,2).
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S
S\k ) m
a SE iso

Yk i K SEa Kiat SEaS
S a -ISO

L = aktivierender Ligand
(Pyruvat, MAP, Pyruvamid)
S = Pyruvat
S P4, P2 P,, P, = CO,, Acetaldehyd
kl_‘iso k(?bs
Schema 3: Mechanismus eines Verdiinnungsexperimentes zur Bestimmung von ks, von aktivieren-
den Liganden (L). Die beiden geschwindigkeitsbestimmenden Prozesse sind rot hervor-
gehoben.

Py, Ps

L
L k-
LE,S ke LE,~5lE-25E

Zur Auswertung der zweiphasigen Extinktions/Zeit-Diagramme wurde die Gleichung

(Spinka, unveroffentlicht)

f(E)=m, -e™" +m, -e™" +m, Glg. 8

f(E), Anstieg des Extinktions/Zeit-Diagramms; mo, mo, Anfangsanstieg der ersten

bzw. zweiten Phase; k4, k;, Geschwindigkeitskonstante der ersten bzw. zweiten Pha-
se; mg, Endanstieg; t, Zeit.

genutzt. Dabei entspricht eine der beiden Geschwindigkeitskonstanten dem ks, und

die andere dem kyps-Wert von Pyruvat fur die verwendete Substratkonzentration.

Das Experiment von Krieger et al. (2002) wurde bei 10 °C wiederholt und auch fur
die ScPDC durchgeflihrt (ohne Abb.). Fir beide Spezies ergibt sich ein kops-Wert von
0,008 s (0,67 mM Pyruvat) und ein k.s,-Wert (Pyruvat) von 0,020 s'. Tempera-
turkorrigiert (experimentell bestimmter Umrechnungsfaktor = 3,7) stimmen diese sehr
gut mit den sich aus stopped-flow-Messungen ergebenden Betragen flr Kops (Kobs ver-
diinnungsexperiment = 0,03 8™ Kops stopped-flow-Experiment = 0,04 s7'; siehe auch Abb. 12C") und
Kiso (Kiso Verdinnungsexperiment = 0,07 85 K.iso stopped-fiow-Experiment = 0,09 s™'; Tab. 5) tiberein.
Eine Abhangigkeit des k.iso-Schrittes von der Substratkonzentration war bei dem hier
beschriebenen Versuch im gemessen Konzentrationsbereich (0,1-1,0 mM Pyruvat-
konzentration nach der Verdinnung) nicht erkennbar. Dies wurde nach Schema 3
auch so erwartet, da k.so unabhangig von der Substratkonzentration ist.

Fur MAP wurde ein vergleichbares Experiment durchgefuhrt (Abb. 23). Analog zu

den Messungen zur Bestimmung des Sy 5*-Wertes wurde die PDC mit hohen Analo-

' Gilt fiir eine Pyruvatkonzentration von 0,67 mM.



Ergebnisse und Diskussion 68

gonkonzentrationen (> 100 mM) inkubiert, so dass eine mdglichst vollstandige Akti-
vierung erreicht wurde und nur noch SE, und SE,S vorlagen. Im Anschluss daran
erfolgte wiederum eine drastische Verdinnung des Enzym-Analogon-Komplexes in
den Messansatz, der kein Analogon und auch nur wenig Pyruvat (0,6 mM) enthielt.
Die aus diesem Experiment resultierende Geschwindigkeitskonstante k.s, betragt
0,018 s fiir die KIPDC und 0,016 s fiir die rekombinante Wildtyp-ScPDC. Tempera-
turkorrigiert auf 25 °C ergibt sich ein Betrag von 0,06-0,07 s™'. ErwartungsgemaR ist
die Grolke dieser Konstante wie beim Pyruvat unabhangig von der eingesetzten
MAP-Konzentration. Der Vergleich von ks, fur MAP und Pyruvat ergibt nahezu iden-
tische Werte. Folglich wird die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion der Inakti-

vierung, nicht durch das Analogon Methylacetylphosphonat beeinflusst.
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Abb. 23: Progresskurve (durchgezogene Linie), differenzierte Progresskurve (gestrichelte Linie) und
zweiphasiger Fit der differenzierten Progresskurve nach Glg. 8 (rote Linie) eines MAP-Ver-
dinnungsexperimentes (200 mM auf 0,2 mM) zur Bestimmung der k_s,-Konstante.
Inkubation: 2 mg KIPDC/mI mit 200 mM MAP im Messpuffer fur 10 min bei 25 °C inkubiert.
Messung: 1:1000 Verdiinnung des KIPDC-MAP-Komplexes und Messung in 50 mM MES pH
6,0 mit 150 mM Ammoniumsulfat, 2 mM TPP, 2 mM Magnesiumsulfat und 0,6 mM Pyruvat
bei 10 °C nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956).

Fur Pyruvamid ist die Inaktivierung deutlich schneller, so dass k.s, mit einer grofie-
ren Ungenauigkeit behaftet ist. Temperaturkorrigiert auf 25 °C ergibt sich flr ks, €in
Betrag von 0,6-1,0 s”. Diese Geschwindigkeitskonstante ist somit deutlich groRer als
bei Pyruvat und MAP. Die Zunahme um Faktor 15-25 verglichen mit Pyruvat geht der
Zunahme des Sg5°-Wertes konform (siehe Abb. 20 und Tab. 6). Mit dem Ergebnis-
sen zur kops-Wert-Bestimmung (siehe Abb. 21 und Tab. 6), die annehmen lassen,

dass K; und Kiso fur Pyruvat und Pyruvamid von vergleichbarer Grof3enordnung sind,
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ist daher vor allen von einer Beschleunigung des k.so-Schrittes, durch das Analogon

auszugehen.

Tab. 6 fasst die Ergebnisse dieses Kapitels zusammen. Wie auch schon aus Abb. 12
und Tab. 5 hervorging, sind die kinetischen Unterschiede zwischen der KIPDC und
ScPDC vernachlassigbar.

Bei Pyruvat, dem nativen Substrat der PDC, ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Aktivierung (kiso) relativ schnell (maximaler kqps-Wert (25 °C) = 1,4 s'1),
Tab. 6: Vergleich der Dissoziations- und Geschwindigkeitskonstanten der Substratanaloga Methylace-

tylphosphonat und Pyruvamid sowie des Substrates Pyruvat bei der Substrataktivierung von
Hefe-Pyruvatdecarboxylasen bei 25 °C.

Parameter Aktivator KIPDC ScPDC, rekombi-
nanter Wildtyp
v/S-Diagramme, | 0 mM MAP' 1,7 1,7
Halbsattigungs- | 20 mM MAP' 2,2 2,0
konzentration in 40 mM MAP’ 2,8 2,6
mM; Abb. 19 75 mM MAP' 33 3.2
Sos; Abb. 20 Pyruvat 2,4 2,2
MAP’ 37 32
Pyruvamid’ 71 65
maximaler Akti- Pyruvat 100° 100°
vierungsgrad in MAP’ 100 100
%; Abb. 20 Pyruvamid’ 75 69
Kobs bei 100 mM Pyruvat 0,54 0,68
Substrat oder MAP*° 0,015 0,022
Analogonkon- Pyruvamid®® 0,2-0,7 0,2-0,7
zentration in s™;
Abb. 21
maximaler Kqps- Pyruvat 1,3 1,5
Wert (entspricht MAP?? > 0,8, vermutlich > 0,8, vermutlich
Kiso) in s'; Abb. 21 wie Pyruvat wie Pyruvat
Pyruvamid nicht messbar, nicht messbar,
vermutlich wie vermutlich wie
Pyruvat Pyruvat
kobs-Halbsattigung | Pyruvat 130 102
(entspricht K;) in MAP?*? > 2000, vermut- > 2000, vermut-
mM; Abb. 21 lich = 2600 lich = 2600
Pyruvamid nicht messbar, nicht messbar,
vermutlich wie vermutlich wie
Pyruvat Pyruvat
Kw in mM; Abb. Pyruvat’ 0,15 0,19
22
K;in mM; S. 65- Pyruvat / <0,38
66 MAP’ 3,6 4,7
Pyruvamid’ 14% 9"
Kiso in s; Abb. 23 | Pyruvat™ 0,07 0,07
MAP?® 0,07 0,06
Pyruvamid®? 0,6-1,0 0,6-1,0

' Bei 10 °C gemessen.

%Bej 4 °C gemessen. Angegeben ist der auf 25 °C temperaturkorrigierte Wert (Umrechnungsfaktor = 6,3).
*Bei 10 °C gemessen. Angegeben ist der auf 25 °C temperaturkorrigierte Wert (Umrechnungsfaktor = 3,7).
® st Referenz.

* Mit den Daten von ® Krieger et al. (2002) und ° Hiibner et al. (1978).



Ergebnisse und Diskussion 70

wahrend die Inaktivierung, bestimmt durch k.s, vergleichsweise langsam ist (K.iso
(25 °C) = 0,07 s™). Zu ahnlichen Werten fiir kis, und k.so kommt man auch fiir das
Substratanalogon Methylacetylphosphonat. Demzufolge ist nicht davon auszugehen,
dass dieses einen wesentlichen Einfluss auf die durch Kis, bestimmten Reaktionen
hat. Andererseits sind jedoch die kqps-Werte in weiten Konzentrationsbereichen um
mehr als eine Grol3enordnung kleiner als beim Pyruvat. Erst bei den hochsten Ligan-
denkonzentrationen gleichen sie sich an. Hieraus ergibt sich ein um ca. Faktor 20
grolerer K,-Wert fur das Analogon. Ein vergleichbarer Unterschied ist in der Halbsat-
tigungskonzentration der aktivierten Spezies (Sos5°) festzustellen. Daher beeinflusst
MAP die Aktivierung verglichen mit Pyruvat in erster Linie durch eine herabgesetzte
Bindungsaffinitat zum regulatorischen Zentrum. Eine mdgliche Ursache hierflr konn-
te das grofdere Volumen des Aktivators (Abb. 18) sein.

Fir Pyruvamid ist die Geschwindigkeitskonstante der Aktivierung (Kopbs) von vergleich-
barer Grof3e wie bei Pyruvat. Daher sollte es keine wesentliche Beeinflussung der
durch kiso und K, bestimmten Schritte geben. Folglich lasst sich die Zunahme des
Sos>-Wertes durch den groReren k.is,-Wert erklaren, dass heilt, Pyruvamid be-
schleunigt, verglichen mit Pyruvat, die Ruckreaktion der Isomerisierung von der akti-

ven zur inaktiven Enzymform.

3.6 Kristallstrukturen von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen in Gegenwart aktivierender

Liganden

Nachdem im letzten Abschnitt mit enzymkinetischen Methoden gezeigt werden
konnte, dass MAP und Pyruvamid Aktivatoren von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen sind,
werden in diesem Kapitel Untersuchungen zur Struktur des aktivierten Zustands vor-

gestellt. Im Zentrum steht hierbei vor allem der regulatorische Bindungsort.

In der Einleitung (Kapitel 1.3) wurden bereits die Kristallstrukturen der Pyruvamid-
(Lu et al., 1997, 2000) und der Ketomalonat-aktivierten (Furey et al., 1996, 1998)
ScPDC vorgestellt. Im Rahmen dieser Arbeit lie3en sich weitere Strukturen von Hefe-
pyruvatdecarboxylasen im aktivierten Zustand bestimmen. Es handelt sich dabei um
die MAP-aktivierte KIPDC, die Pyruvamid-aktivierte KIPDC, die Pyruvamid-aktivierte
ScPDCEg477q, die Pyruvat-aktivierte ScPDCeg477q, die Pyruvat-aktivierte ScPDCpasa
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sowie zwei Datensatze der mit Acetaldehyd gesoakten Pyruvamid-aktivierten
ScPDCeg477q.

Die Aminosaureaustausche an Position 28 und 477 liegen im aktiven Zentrum ohne
die Substratregulation nennenswert zu beeinflussen (Liu et al., 2001). Die beiden
Varianten besitzen eine Restaktivitdt von < 0,3 % und sind demzufolge gut fur die
Kokristallisation mit Pyruvat geeignet.

Ein Ziel war es, strukturelle Beeinflussungen durch Puffer, pH-Werte oder Gefrier-
schutzmittel zu minimieren. Daher wurden Puffer und pH-Werte gewahlt, die sich
nicht oder nur minimal von denen unterschieden, die bei der Bestimmung der nativen
KIPDC-Kristallstruktur verwendet wurden (fur die detaillierten Bedingungen siehe
Kapitel 2.3). Zudem konnte in Vorversuchen gezeigt werden, dass weder die verwen-
deten Fallungsmittel PEG 2000 und PEG 6000, noch die Gefrierschutzmittel PEG
400 und Glycerin einen signifikanten Einfluss auf die kinetischen Eigenschaften von
Hefe-Pyruvatdecarboxylasen haben.

Im Falle der durch Pyruvat aktivierten Varianten war es jedoch notwendig die Kristal-
lisationsbedingungen geringfligig zu modifizieren. Dies hatte seine Ursache in der
Restaktivitat (0,3 % verglichen mit dem Wildtyp) der beiden verwendeten ScPDC-
Varianten. Daher entstanden im Verlaufe der Kristallisation geringe Mengen an Acet-
aldehyd, wodurch die Auflosung der sich bereits gebildeten Kristalle aufgrund einer
globalen Strukturanderung (Dimer-Dimer-Rotation; siehe auch Kapitel 3.7) induziert
wurde. Zur Verringerung der Produktbildungsgeschwindigkeit wurde daher die
Kristallisationstemperatur von 8 °C auf 0 °C verringert, dass heif3t, die Lagerung der
Kristallplatten erfolgte auf Eis. Zum anderen wurde auch eine hohe Pyruvatkonzen-
tration genutzt, um den Anteil von Acetaldehyd im Verhaltnis zum Substrat niedrig
zu halten. AuBerdem wurde den Kristallisationsansatzen NADH+H" und geringe
Mengen des Enzyms Alkoholdehydrogenase hinzugesetzt, um zumindest einen Teil
des gebildeten Acetaldehydes zu Ethanol umzusetzen.

Zunachst konnte die Kristallstruktur der MAP-aktivierten KIPDC bis zu einer Auf-
l6sung von 2,3 A bestimmt werden. Das Substratanalogon bindet dabei sowohl im
aktiven als auch im regulatorischen Zentrum. Abb. 24 zeigt die Quartarstruktur des
Enzyms. Es ist offensichtlich, dass sich die beiden Dimere der tetrameren PDC in der
offenen Form befinden. Damit liegt eine Drehung der KIPDC von der halbseitig
geschlossenen zur offenen Form im Rahmen der Substrataktivierung vor. Dies ist im

Gegensatz zu den bisherigen kristallographischen Befunden zur Aktivierung der
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ScPDC, die in der nativen Form offen (Dyda et al., 1993) und der aktivierten Form
halbseitig geschlossen (Lu et al., 1997) vorlag. Die Ursache fiur die unterschiedlichen
Drehwinkel bei der KIPDC und ScPDC infolge der Aktivierung sollte an Kristallkontak-
ten liegen. Anhand von Rontgenkleinwinkelstreuexperimenten wird in Kapitel 3.7 ge-

zeigt, welche der Dimer-Dimer-Anordnungen in Losung auftreten.

Abb. 24: Tetramerstruktur der MAP-aktivierten KIPDC mit individuell gefarbten Domanen (a, rot; B,
blau und vy, gelb), die als Cartoonmodell gezeigt sind.

Wie bereits erwahnt, wird das Substratanalogon MAP an mehreren Positionen in der
Kristallstruktur gefunden. Insgesamt sind drei verschiedene Bindungsorte nachweis-
bar. Zum einen wird das Analogon relativ unspezifisch in drei der vier Untereinheiten
zwischen der Seitenkettenhydroxylgruppe von Tyr157, dem Hauptkettensauerstoff
von Lys65 und der Seitenkettencarboxylatgruppe von Glu18 (Abb. 25) gebunden. Al-
lerdings ist die Menge an Elektronendichte fur diese Position relativ gering, so dass
fur die Verfeinerung lediglich ein Besetzungsgrad von 40 % angenommen wurde.
Interessanterweise ist an der Bindung dieser MAP-Molekile wie bei Lu et al. (2000)
Tyr157 beteiligt, hier allerdings mit der Hydroxylgruppe der Seitenkette und nicht mit
dem Hauptkettensauerstoffatom. Daher befindet sich MAP in raumlicher Nahe zum
Pyruvamid aus dieser Publikation. Der Abstand der Aktivatormolekile bei der Super-

position der beiden Strukturen betragt knapp 4 A.

Weitere Analogonmolekule werden in den aktiven Zentren, gebunden am Kofaktor
TPP, gefunden (Abb. 26). Auffallend ist, dass im Gegensatz zur Pyruvamid-aktivier-
ten ScPDC (Lu et al., 2000) hier alle vier aktiven Zentren besetzt sind, auch wenn der
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Abb. 25: Locker gebundenes Methylacetylphosphonatmolekiil bei der KIPDC.

Dargestellt ist ein Ausschnitt eines der Dimere der MAP-aktivierten KIPDC mit individuell ge-
farbten Domanen (q, rot; B, blau und vy, gelb) als Cartoonmodell. Die Lage des Ausschnitts ist
durch den Pfeil im Insert gekennzeichnet. Die Kofaktoren, MAP inklusive der mit diesem
Molekil interagierenden Aminosauren Glu18, Lys65 und Tyr157 sowie das modellierte Py-
ruvamidmolekdl (nach Lu et al., 2000) sind als Stabmodell mit individuell gefarbten Atomen
bzw. in der Farbe ihrer Doméne eingezeichnet. Die Elektronendichte von MAP ist dunkelblau
gehalten (o = 1,1).

Besetzungsgrad flr jedes der aktiven Zentren nur bei ca. 60 % liegt. Dies konnte da-
ran liegen, dass die Gefrierschutzlésung kein MAP enthielt. Aufgrund der hohen Ab-
spaltungsgeschwindigkeiten vom aktiven Zentrum (Alvarez & Schowen, 1991) war
die Dauer von 5-10 s, die der Kristall in dieser L6sung inkubiert wurde, vermutlich zu
lang, um die vollstandige Besetzung der aktiven Zentren aufrechtzuerhalten.

Das C,-Atom von MAP liegt in allen aktiven Zentren sp>-hybridisiert vor, dass heift,
es gibt eine deutliche Verschiebung von einem planar-trigonalen Zustand des Carbo-
nylkohlenstoffes in ungebundenen MAP zu einer tetraedischen Anordnung, auch
wenn die Bindungsléange zwischen den C,-Atomen von MAP und TPP mit = 2,22 A
flr eine kovalente Bindung relativ grof} ist. Eine solche stark gestreckte Bindung er-
scheint fur das Analogon aber durchaus plausibel. Die Bindungsaffinitat von Methyl-
acetylphosphonat zum aktiven Zentrum ist im Vergleich zu Pyruvat (Kapitel 3.5) ge-
ringer, was mit dem grof3eren Volumen des Analogons im Zusammenhang stehen
konnte.

Abb. 26 zeigt, dass das MAP-Molekul im aktiven Zentrum, verglichen mit dem nur
schwach an der Oberflache gebundenen aus Abb. 25, gestaucht werden musste.

Beim MAP-Molekul aus Abb. 26 weist der Methylrest der Methylphosphonatgruppe in
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Richtung des Ketocarbonylsauerstoff- und des Cs-Kohlenstoffatoms. In Losung bzw.
am regulatorischen Zentrum (siehe nachste Seite) zeigt der Methylrest in die entge-
gengesetzte Richtung. Die Konformation im aktiven Zentrum wird durch das Mikro-
milieu der Substratbindungstasche erzwungen, um sterische Hinderungen zu be-
nachbarten Aminosaureresten, insbesondere zur Seitenkette von Glu477, aber auch
zur Hauptkette von Asp28 zu vermeiden. Daher wird deutlich, dass das aktive Zen-
trum von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen fir Pyruvat und nicht fir langerkettige
Substrate oder gar ein volumindses Analogon optimiert ist. Die Struktur des aktiven
Zentrums kann somit die kinetischen Daten aus Kapitel 3.5 erklaren. Dort wurde eine
mindestens 11fach verringerte Bindungsaffinitat von MAP verglichen mit Pyruvat
beschrieben (S. 65-66). Der hohe sterische Stress, dem MAP im aktiven Zentrum
unterworfen ist, bietet eine Erklarung fir den kinetischen Befund.

Im Gegensatz zu Pyruvamid (Lu et al., 2000) wird MAP aber dennoch sehr dicht am
TPP gefunden. Das Ketocarbonylkohlenstoffatom des Pyruvamides ist = 2 A weiter
vom Kofaktor entfernt und Pyruvamid befindet sich somit eher in einer docking-

Position.

Abb. 26: Aktives Zentrum der MAP-aktivierten KIPDC.

Abgebildet ist eines der aktiven Zentren mit individuell gefarbten Domanen (a, rot; 8, blau
und vy, gelb) als Cartoonmodell. MAP, TPP und M92+ sind als Stabmodell (dicke Linien) mit in-
dividuell gefarbten Atomen inklusive Elektronendichte (MAP, o = 1,0; Kofaktoren, ¢ = 1,5) zu
sehen. Die beiden Aminosauren mit sehr geringem Abstand zum MAP (siehe Text) sind als
Stabmodell (diinne Linien) in der Farbe ihrer Domanen dargestellt. Ebenfalls als Stabmodell
mit dinnen Linien, jedoch mit individuell gefarbten Atomen wurde Pyruvamid in der Position
nach Lu et al. (2000) Uberlagert.
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Das interessanteste Resultat betrifft das regulatorische Zentrum der MAP-aktivierten
KIPDC. Hier liegt eine 100 %ige Besetzung mit dem Analogon vor. Offensichtlich
wirkt sich die Abwesenheit von MAP in der Gefrierschutzldsung am regulatorischen
Bindungsort nicht so stark wie im aktiven Zentrum auf den Besetzungsgrad aus. Dies
sollte an der deutlich langsameren Dissoziation des Liganden vom regulatorischen
Zentrum verglichen mit dem aktiven Zentrum (Alvarez & Schowen, 1991) liegen. Wie
Abb. 27A illustriert, befindet sich die regulatorische Bindungsstelle von Methylacetyl-
phosphonat am Cys221. Das entspricht den Vorstellungen des Newarkmodells fur
die Substrataktivierung. Somit ist MAP etwa 10 A von der Stelle entfernt, an der Lu et
al. (2000) Pyruvamid fanden.

Zwischen dem Cysteinschwefel- und dem MAP-C,-Atom des Liganden wird eine ko-
valente Bindung gebildet, woraus ein Thiohemiketal resultiert (Abb. 27A und B). Die
Bindung des Analogons wird durch elektrostatische Wechselwirkungen der negativ
geladenen Methylphosphonatgruppe mit drei benachbarten Histidinresten unterstitzt.
Zudem sind Wechselwirkungen des MAPs und der Hauptkettensauerstoffatome der
Aminosauren Gly286 und Ala287 sowie mit Ser311 moglich. Der Abstand zwischen
dem Cysteinschwefel- und dem C,-Atom des Analogons entspricht mit 1,82 A der
typischen Bindungslange einer Schwefel-Kohlenstoff-Einfachbindung (theoretischer
Wert: 1,81 A). Die Ausbildung einer kovalenten Bindung wird auch durch das sp*-
hybridisierte C,-Atom des gebundenen Liganden belegt.

Infolge der MAP-Bindung werden an der regulatorischen Bindungsstelle die in Abb.
27A und Tab. 7 gezeigten Aminoséurereste um bis zu 3 A verschoben. Die struk-
turellen Konsequenzen hierzu sind im Abschnitt zum Aktivierungsmechanismus (ab
S. 84) aufgeflhrt.

Die Regulation von Enzymen durch kovalente Modifikation tritt bei Enzymen des
Zuckerstoffwechsels haufig auf. Ein klassisches Beispiel ist die Glykogensynthase,
die durch Phosphorylierung inhibiert wird (Friedman & Larner, 1963). Derartige Regu-
lationen haben ihre Ursache meist in einer Veresterung von Serin- oder Threoninsei-
tenketten, bei Wachstumsfaktoren auch von Tyrosinresten, mit anorganischem Phos-
phat. Diese Reaktionen werden durch Kinasen katalysiert und sind im Allgemeinen
irreversibel. Die Abspaltung der Phosphatreste wird enzymatisch durch Phospha-
tasen kontrolliert.
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Abb. 27: A: Regulatorischer Bindungsort der MAP-aktivierten KIPDC. Abgebildet ist eines der regula-
torischen Zentren mit individuell gefarbten Domanen (a, rot; B, blau und vy, gelb) als Cartoon-
modell. Cys221 und das kovalent gebundene MAP sind als Stabmodell mit dicken Linien
gezeigt, die anderen Aminosauren, mit denen das Analogon nicht-kovalent wechselwirken
kann, als Stabmodell mit diinnen Linien. MAP ist mit individuell gefarbten Atomen und der
Elektronendichte (o, 1,5) in dunkelblau, alle Aminosauren in der Farbe ihrer Doméanen (Elek-
tronendichte mit o, 1,9) eingezeichnet.

B: Bildung eines Thiohemiketals aus einem Thioalkohol (z.B. Cystein) und einem Keton (z.B.

MAP, Pyruvat oder Pyruvamid).

Tab. 7: Vergleich der Position aller an der MAP-Bindung im regulatorischen Zentrum beteiligten

Aminosauren bei der KIPDC.

Cq-Atom der Aminosaure A (MAP-aktivierte KIPDC -
native KIPDC) in A

His92 0,1

Cys221 (S-Atom) 1,8 (2,9)

His225 1,9

Gly286 1,9

Ala287 2,3

His310 1,6

Ser311 1,6

Far die kovalente Regulation der Hefe-PDC-Spezies sind keine weiteren Enzyme né-
tig. Zudem ist die Thiohemiketalbildung reversibel und bendtigt keine weitere Ener-

gie in Form von ATP. Damit ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals moglich gewe-
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sen, die Bildung eines solchen Thiohemiketals mit regulatorischer Funktion kristallo-

graphisch nachzuweisen.

An dieser Stelle ergibt sich die Frage, warum Pyruvamid in der ScPDC-Kristallstruk-
tur von Lu et al. (2000) und MAP in der hier vorgestellten KIPDC-Kristallstruktur an
unterschiedlichen regulatorischen Bindungsorten zu finden sind. Zwar handelt es
sich bei den Enzymen, die in Gegenwart von MAP bzw. Pyruvamid kristallisiert wur-
den, um verschiedene Hefe-PDC-Spezies, doch unterscheiden sie sich in kinetischer
Hinsicht nur geringfugig. Um sichere Aussagen uber den Bindungsmodus von Pyru-
vat zu treffen, erfolgten weitere Kristallisationsversuche mit Hefe-Pyruvatdecarboxy-
lasen in Gegenwart des nativen Substrates. So lielRen sich die Strukturen der Pyru-
vat-aktivierten ScPDCpasa und der ScPDCe477q bis zu einer Aufldsung von 1,71 A
bzw. 1,42 A ermitteln.

Im Weiteren war es mdglich die Struktur der SCPDCg477q in Gegenwart des Analo-
gons Pyruvamid bis zu einer Auflésung von 1,60 A zu bestimmen. Im Falle der Py-
ruvamid-aktivierten KIPDC sowie der MAP-aktivierten ScPDC und der MAP-aktivier-
ten ScPDC-Varianten wurden zwar auch Kristalle erhalten, allerdings lag die Auf-
l6sung der experimentellen Daten meist bei 5-9 A. Es wurde daher lediglich ein
Datensatz fiir die Pyruvamid-aktivierte KIPDC vermessen (bis 3,65 A), um Aussagen

zur globalen Struktur des Komplexes treffen zu kdnnen.

Abb. 28 zeigt die Superposition aller in dieser Arbeit ermittelten PDC-Kristallstruktu-
ren im aktivierten Zustand. Sie liegen grundsatzlich in der offenen Form vor. Beson-
ders gut stimmen dabei die Strukturen der MAP-aktivierten KIPDC und der Pyruvat-
aktivierten ScPDC-Varianten Uberein. Trotz verschiedener Organismen betragt die
mittlere quadratische Abweichung (r.m.s.d.) der Position der C,-Atome lediglich 0,6 A
(Tab. 8). Demgegentber sind die r.m.s.d.-Werte zu den beiden Pyruvamid-aktivierten

Spezies um den Faktor 2-4 grof3er.

Abgesehen von der Pyruvamid-aktivierten KIPDC (3,65 A) wurden in allen Kristall-

strukturen der Aktivator-PDC-Komplexe gebundene Effektormolekile gefunden.
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Abb. 28: Superposition der tetrameren Kristallstrukturen der MAP-aktivierten KIPDC (blau), der Pyruv-
amid-aktivierten KIPDC' (dunkelgrau), der Pyruvat-aktivierten SCPDCp,sa (rot), der Pyruvat-

aktivierten SCPDCg477q (gelb) und der Pyruvamid-aktivierten ScCPDCg477q (Weizenfarben).
! Liegt als Dimer in der asymmetrischen Einheit vor. Fur die tetramere Form wurde das dazugehdrige symmetriever-
wandte Dimer hinzugezogen.

Tab. 8: Mittlere quadratische Abweichung der Position aller C,-Atome in den Substrat-aktivierten tetra-
meren PDC-Kiristallstrukturen in A.

MAP-KIPDC Pyruvat- Pyruvat- Pyruvamid-
SCPDCE477Q SCPDCngA SCPDCE477Q
Pyruvamid-KIPDC' 2,2 1,1 1,1 1,3
Pyruvamid-ScPDCg477q 1,3 1,3 1,2
Pyruvat-ScPDCpaga 0,6 0,5
Pyruvat-SCPDCE477Q 0,6

! #igth ?rllzu%i;?;g ign(.jer asymmetrischen Einheit vor. Fiir die tetramere Form wurde das dazugehorige symmetrieverwandte Di-
An der Stelle der schwach gebundenen MAP-Molekile (siehe Abb. 25), befand sich
zwar auch bei den Strukturen der Pyruvat-aktivierten SCPDCg477q und ScPDCpasa
sowie bei der Pyruvamid-aktivierten ScCPDCg477q immer Elektronendichte, allerdings
war die Qualitat fir eine Modellierung meist nicht ausreichend. Lediglich bei der Py-
ruvamid-aktivierten ScCPDCg477q War es moglich, in einer Untereinheit ein Pyruvamid-
molekil zu positionieren.

Bei der ScPDCpgsa-Variante ist Pyruvat kovalent am TPP gebunden (Abb. 29A). Die
Bindungslange liegt mit 1,69 A (ber dem fiir eine kovalente C-C-Einfachbindung zu
erwartenden Wert (1,54 A). Vergleicht man die Position von MAP und Pyruvat im ak-
tiven Zentrum so ist eine Drehung um = 36° festzustellen (siehe auch Abb. 31 auf
S. 83).

In der Pyruvat-aktivierten ScPDCeg477q fehlt in den aktiven Zentren das C,-Atom des
Kofaktors (Besetzungsgrad ca. 3-9 %). Folglich Iasst sich dort auch fast keine Elek-
tronendichte flr das Substrat finden (Abb. 29B). Fehlende Atome oder Modifika-
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tionen des Kofaktormolekuls wurden bei Kristallstrukturen TPP-abhangiger Enzyme
bereits mehrfach beschrieben (z.B. Dobritzsch et al., 1998 und Pang et al., 2004).
Wie in der Pyruvamid-aktivierten ScPDC-Kristallstruktur von Lu et al. (2000) sind
auch bei der Pyruvamid-aktivierten ScPDCg477q nur zwei der vier aktiven Zentren
vollstandig mit dem Analogon besetzt (Abb. 29C und 29D). Interessanterweise sind
diese Untereinheiten bei der ScPDCg477q Uber Kreuz aktiviert. Dass heildt, ent-
sprechend zu Abb. 15 (S. 50), sind die aktiven Zentren in den Bereichen A und C
oder B und D vollstandig aktiviert’. In der Struktur von Lu et al. (2000) liegen hinge-
gen die Untereinheiten A und D aktiviert vor. Zudem ist bei der Pyruvamid-aktivierten
ScPDCEe477q €in weiteres aktives Zentrum zu ca. 20-30 % mit Pyruvamid besetzt,
wahrend im aktiven Zentrum der vierten Untereinheit keine Elektronendichte des Li-
ganden zu finden ist (Abb. 29D). Die Position der Pyruvamidmolekule im aktiven Zen-
trum der ScPDCe477q ist dabei analog zu den Methylacetylphosphonatmolekilen in
der MAP-aktivierten KIPDC.

Auffallend am aktiven Zentrum der Pyruvamid-aktivierten ScPDCg477o-Struktur sind
jedoch vor allem zwei weitere Punkte. Im Gegensatz zur Pyruvamid-aktivierten Struk-
tur von Lu et al. (2000), in der sich das Analogon in einer Docking-Position (der Ab-
stand der C,-Atome des Pyruvamides und des Kofaktors betrug 3,88 A) befand, ist
bei der ScCPDCg477q-Struktur Pyruvamid kovalent am TPP gebunden. Der Abstand
zwischen dem sp3-hybridisierten C,-Atom des Analogons und dem TPP-Cy-Atom ist
mit = 1,91 A aber langer als fir eine C-C-Einfachbindung zu erwarten ist.

Weiterhin zeigt sich in der Elektronendichtekarte ein sp>-hybridisiertes C;-Atom des
Pyruvamides (Abb. 29C). In der Beilstein-Datenbank wird Uber keinerlei kovalente
Modifikationen dieses Kohlenstoffatoms berichtet. Eine Hydratisierung des Cq-Atoms
erscheint am wahrscheinlichsten. Auch wenn zwei Hydroxylgruppen und eine Amino-
gruppe an demselben Kohlenstoffatom ungewohnlich sind, I&sst sich dies durch das
Mikromilieu in der Umgebung des Liganden erklaren. Ahnlich wie am regulatorischen
Bindungsort befinden sich im aktiven Zentrum basische (His114 und His115), aber
auch saure Proteinseitenketten (Asp28) in rdumlicher Nahe zum gebundenen Ligan-

den. Diese kdnnen als Wechselwirkungspartner agieren.

Die mit Substrat besetzten regulatorischen Zentren der Pyruvat-aktivierten ScPDC-
Varianten D28A und E477Q unterscheiden sich kaum vom regulatorischen Zentrum

" Unter Berlcksichtigung der offenen Form bei der Pyruvamid-aktivierten SCPDCegs77q.
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der MAP-aktivierten KIPDC. Bei beiden Varianten bindet Pyruvat in allen vier Unter-
einheiten kovalent an Cys221. Die analogen Atome von MAP und Pyruvat weisen
ebenfalls keine Unterschiede in ihrer Position auf. Lediglich die Bindungslange
zwischen dem C,-Atom des Effektors und dem Cysteinschwefelatom ist mit 2,12 A
fur die Pyruvat-aktivierte D28A-Variante und mit 2,04 A fiir die Pyruvat-aktivierte
E477Q-Variante groRer als bei der MAP-aktivierten KIPDC und auch etwas groRer
als fiir eine C-S-Einfachbindung zu erwarten ist (1,81 A). Dennoch liegt eine sp*-
Hybridisierung am C,-Atom des Effektormolekils vor (Abb. 30 links und Abb. 41 S.
123). Hinsichtlich der Wechselwirkungen mit den umgebenden Aminosauren sind

ebenfalls keine Veranderungen gegenuber der MAP-aktivierten KIPDC festzustellen.

e

Abb. 29: Aktives Zentrum der Pyruvat-aktivierten SCPDCpysp (A) und ScPDCg477q (B) sowie eine der
beiden vollstandig aktivierten Untereinheiten (C) und die nicht-aktivierte Untereinheit (D) der
Pyruvamid-aktivierten SCPDCkg477q. Das obere Insert in C stellt einen vergroferten Ausschnitt
des hydratisierten Pyruvamides dar, das untere Insert illustriert den Vergleich der Strukturfor-
meln von hydratisierten (rechts) und nicht hydratisierten (links) Pyruvamid. Die Proteinkom-
ponente ist als Cartoonmodell mit individuell gefarbten Domanen (a, rot; 3, blau und vy, gelb)
und die Kofaktoren sowie der Ligand als Stabmodell mit individuell gefarbten Atomen ge-
zeigt. Die Elektronendichte (o, 1,9) ist fUr die Aktivatoren und die Kofaktoren eingezeichnet.
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Uberraschend sind jedoch die Ergebnisse zum regulatorischen Zentrum der Pyruv-
amid-aktivierten SCPDCeg477q. In der Region zwischen Arg224 und Tyr157 an der Lu
et al. (2000) beim Wildtyp Pyruvamid fanden, ist keine Elektronendichte vorhanden,
die mit dem Analogon zur Ubereinstimmung zu bringen ware. Stattdessen befindet
sich interpretierbare Elektronendichte in der Nahe des Aminosaurerestes Cys221.
Der Besetzungsgrad der regulatorischen Bindestelle unterscheidet sich dabei von
Untereinheit zu Untereinheit. Dort wo auch die aktiven Zentren zumindest partiell ak-
tiviert vorliegen, ist eine kovalente Bindung von Pyruvamid an Cys221 nachweisbar
(Abb. 30, rechts oben). Die Kovalenz der Bindung wird durch die sp®-Hybridisierung
des C,-Atoms des Analogons dokumentiert. Die Bindungslange zwischen Effektor
und Aminosaureseitenkette betragt 1,85 A und ist damit nur geringfiigig groRer als
der theoretische Wert einer C-S-Einfachbindung (1,81 A). Wie im aktiven Zentrum
liegt auch hier die Saureamidgruppe des Analogons hydratisiert vor. Als Ursache ist
wiederum das Mikromilieu anzunehmen. Ansonsten ist die Lage der Atome von Py-
ruvamid identisch mit denen des Pyruvates und MAPs. Verglichen mit den Pyruvat-
und MAP-aktivierten Kristallstrukturen sind auch hier keine Unterschiede in den Inter-

aktionen mit den flankierenden Aminosauren belegbar.

Pyruvamid
__(hydratisiert)

phosphonat

Abb. 30: Regulatorischer Bindungsort der Pyruvat-aktivierten ScPDCpgga (links), der Pyruvamid-akti-
vierten ScPDCg477q (vollstandig aktivierte Untereinheit; rechts oben) und zum Vergleich der
MAP-aktivierten KIPDC (rechts unten). Die Liganden und Cys221 sind als Stabmodell mit
dicken Linien und individuell gefarbten Atomen, die Aminosauren in Wechselwirkungsdistanz
zum gebundenen Pyruvatmolekiil als Stabmodell mit diinnen Linien und individuell gefarbten
Atomen dargestellt. Fir alle Atome ist die Elektronendichte (weizenfarben) mit 6 = 1,9 einge-
zeichnet.



Ergebnisse und Diskussion 82

In der Untereinheit, in der das aktive Zentrum nicht-aktiviert vorliegt, ist zwar eben-
falls Elektronendichte am regulatorischen Bindungsort vorhanden, diese ist jedoch
viel diffuser und Iasst sich nicht eindeutig einzelnen Atomen des Pyruvamides zuord-
nen. Hier befinden sich auch die den gebunden Liganden flankierenden Aminosau-
ren in derselben Position (siehe Tab. 7) wie in den nicht-aktivierten PDC-Strukturen.

Sowohl in der nicht als auch in der nur partiell aktivierten Untereinheit liegt der Be-

setzungsgrad des regulatorischen Zentrums mit Pyruvamid bei hdchstens 50 %.

Hier stellt sich die Frage, warum sich der regulatorische Bindungsort fur Pyruvamid in
der Kiristallstruktur von Lu et al. (2000) an einer anderen Stelle befindet als in der hier
vorgestellten Struktur. Dass dies eine Folge des Aminosaureaustausches E477Q ist,
kann ausgeschlossen werden. Eine mdgliche Ursache ist in der Verwendung einer
anderen Gefrierschutzlésung zu sehen. Bei Lu et al. (2000) befand sich wahrend des
einminltigen soakings in dieser kein Substratanalogon. Daher ist es denkbar, dass
Pyruvamid in der soaking-Zeit bereits abgespalten wurde und sich lediglich noch in
einer docking-site, 10 A vom Cys221 entfernt, befand. Dies erscheint plausibel, da in
Kapitel 3.5 gezeigt werden konnte, dass die Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstante
(kiso) um eine GroRenordnung hoher ist als fur Pyruvat und MAP. Im Gegensatz zu
Lu et al. (2000) wurde bei der Pyruvamid-aktivierten ScCPDCg477q nicht nur mit dem
Substratanalogon kokristallisiert, sondern Pyruvamid befand sich auch in der Kryolo-

sung.

In Abb. 31 ist die Uberlagerung der aktiven Zentren der verschiedenen aktivierten
und nicht-aktivierten Hefe-PDC-Kristallstrukturen gezeigt. Deutlich zu erkennen ist
die 36°-Drehung von Pyruvat verglichen mit den beiden Analoga (Abb. 31A). Inwie-
weit diese Rotation die Folge unterschiedlicher Eigenschaften des Substrates ist oder
an der D28A Mutation liegt, kann hier nicht endgultig geklart werden.

Infolge der Aktivierung gibt es in jedem Fall eine Neuausrichtung des Aminosaure-
restes an Position 28 und zwar unabhangig davon, ob sich dort ein Aspartat oder
Alanin befindet (Abb. 31B). Der gesamte Rest wird um ca. 35° gedreht. Dies ist not-
wendig, um eine Uberlagerung der Aminosaureseitenkette mit dem Effektormolekiil
und dem ebenfalls neu ausgerichteten His115 zu unterbinden. Infolge dieser Be-
wegungen befindet sich die Carboxylatgruppe von Asp28 in Wasserstoffbrickenbin-
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dungsabstand zur His115-Seitenkette sowie zur Carboxylat-, Sdureamid- bzw. Me-
thylphosphonatgruppe des gebundenen Liganden.

Neben His115 wird auch His114 neu ausgerichtet und kann mit dem gebundenen
Liganden und der Aminogruppe des Aminopyrimidinringes vom TPP interagieren
(siehe auch Aktivierungsmechanismus ab S. 84). Fur Glu477 scheint es keine be-
vorzugte Position der Seitenkette zu geben. Es treten mehrere sich geringflgig unter-
scheidende Konformationen dieser Aminosaureseitenkette auf, die unabhangig vom
Aktivierungszustand sind. In den Kristallstrukturen der ScPDCg477q ist die GIn477-
Seitenkette verglichen mit der Glu477-Seitenkette um 107° gedreht (siehe auch Abb.
42 im Anhang Il auf S. 123). Alle anderen Aminosaurereste, die mit dem Effektor
oder den Kofaktor wechselwirken koénnen, weisen keine nennenswerten Unter-
schiede zwischen dem aktivierten und dem nicht-aktivierten Zustand auf.

Da die Substrataktivierung das Kernthema dieser Arbeit ist, wird hier nicht weiter auf

das aktive Zentrum und die Katalyse eingegangen. Dem Leser, dem die kinetischen

Eigenschaften der hier verwendeten Varianten interessieren, seien die Arbeiten von
Liu et al. (2001), Sergienko & Jordan (2001% ®) und Tittmann et al. (2003) sowie der
Ubersichtsartikel von Jordan (2002) empfohlen.

Abb. 31: Vergleich der aktiven Zentren von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen in Abwesenheit und Gegen-
wart von Effektoren. Den einzelnen Spezies wurden unterschiedliche Farben zugeordnet: Na-
tive KIPDC, blau; MAP-aktivierte KIPDC, rot; native ScPDC (Arjunan et al., 1996), weizen-
farben; Pyruvat-aktivierte SCPDCpysa, Schwarz; Pyruvat-aktivierte SCPDCg477q, Weild; Pyruv-
amid-aktivierte ScCPDCkg477q (vollstandig aktivierte Untereinheit), gelb. Es wurden die C,-Ato-
me eines Dimers superpositioniert.

A: Drehung von Pyruvat verglichen mit MAP und mit Pyruvamid (gelber Pfeil) um 36°.

B: Rotation von Asp28 bzw. Ala28 infolge der Substrataktivierung (gelber Pfeil) um 35°. Die
im Text diskutierten Aminosauren Asp28, His114, His115 und Glu477 sind fiir die native und
MAP-aktivierte KIPDC als Stabmodell (diinne Linien) eingezeichnet. Fir dieselben beiden
Kristallstrukturen sind die Kofaktoren und der Ligand MAP als Stabmodell (dicke Linien) dar-
gestellt.
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Damit lasst sich abschlieRend feststellen, dass Cys221 den Ausgangspunkt der
Aktivierung der Hefe-PDC-Spezies darstellt. Im Folgenden soll der Signaltransfer
zwischen Cys221 und dem aktiven Zentrum im Kontext der vorliegenden Kristall-
strukturen diskutiert werden.

Jordan et al. (1998) postulierten einen Signaltransfer Uber Cys221, His92, Glu91 und
Val410-Gly413 bis zum N4-Atom des Kofaktors. Der finale Schritt der Aktivierung soll
die korrekte Ausrichtung der Wasserstoffbrickenbindung zwischen dem Hauptketten-
sauerstoffatom von Gly413 und dem Ng4-Atom des Pyrimidinringes sein. Mittlerweile
liegen genugend Informationen aus hochaufgelosten PDC-Kristallstrukturen vor, die
einen solchen Aktivierungsmechanismus sehr unwahrscheinlich erscheinen lassen.
So gibt es beim Proteinrickgrat keine signifikanten Bewegungen der Aminosauren
91-92 bzw. 410-413 infolge der Substrataktivierung. Bei den Seitenketten sind ledig-
lich Leud411 und His92 leicht gedreht (Abb. 32). Daher betragt die mittlere quadra-
tische Abweichung der Atome des Newark-Modells weniger als 0,2 A. Auch die
normierten B-Faktoren bleiben fast unverandert. Die Abweichungen betragen im All-
gemeinen weniger als 6 A% Damit ist auch eine Fixierung oder Flexibilisierung im
Rahmen des Newark-Modells auszuschlieen. Abb. 32 stellt diesen Befund flur die
verschiedenen ScPDC-Kristallstrukturen dar. Analoge Resultate werden fur die
KIPDC gefunden.

N

Pyruvat/ cgg, /f
Pyruvamid

Abb. 32: Superposition der Dimere der nicht-aktivierten ScPDC (Arjunan et al., 1996), der Pyruvamid-
aktivierten ScPDCeg477q und der Pyruvat-aktivierten ScPDCp,sa. Die Aminosauren des
Newark-Modells, die Effektoren und die Kofaktoren sind als Stabmodell dargestellt, das Pro-
teinriickgrat als dinne Linien. Das Insert zeigt die Position der AusschnittsvergrofRerung. Die
Farben entsprechen den B-Faktoren von dunkelblau (0 A) tiber gelb bis rot (65 A%).
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Stattdessen ist es nahe liegend, dass die Loopfixierung des Halle-Stockholm-Modells
einen wichtigen Baustein der Substrataktivierung darstellt. Hierbei zeigte sich, dass
die beiden Loops 104-115 und 288-304 in allen Substrat-aktivierten Untereinheiten
fixiert und neu geordnet vorliegen. Der Loop 104-115 nimmt in den aktivierten Unter-
einheiten generell die in Abb. 17A (S. 54) gezeigte Position ein, wodurch die Seiten-
ketten der beiden Histidine 114 und 115 in rdumliche Nahe zum Kofaktor TPP ge-
langen (Abb. 33). Fur die Konformation aus Abb. 17B liegt im aktivierten Zustand kei-
ne Elektronendichte vor. Dementsprechend sind die B-Faktoren des Loops 104-115
auch deutlich reduziert und nahern sich dem durchschnittlichen B-Faktor der jeweili-
gen Kristallstruktur. Der Loop 288-304 wird infolge der Aktivierung ebenfalls komplett
neu strukturiert und fixiert. In allen aktivierten Untereinheiten, der in der vorliegenden
Arbeit bestimmten Kristallstrukturen, befinden sich die beiden Loops immer an der-
selben Position. Die r.m.s.d.-Werte betragen weniger als 0,6 A (Tab. 9). Dagegen
liegt der r.m.s.d.-Wert fur den Loop 288-304 beim Vergleich der nativen und der
MAP-aktivierten KIPDC bei = 6 A. Fiir den Loop 104-115 ergibt sich aus denselben
beiden Kristallstrukturen ein r.m.s.d.-Wert von 1,5 A, sofern sich die KIPDC in der
Konformation von Abb. 17A befindet (die Histidine 114 und 115 sind dicht am aktiven
Zentrum) und 4,7 A fiir die Konformation von Abb. 17B. Folglich kommt die Konfor-
mation des Loops 104-115 in Abb. 17A dem aktivierten Zustand sehr nahe.

Dass sich die beiden reorganisierten Loops 104-115 und 288-304 tatsachlich in der
Substrat-aktivierten Position befinden, wird beim Vergleich mit den nicht-regulierten
Enzymen ZmPDC (Dobritzsch et al., 1998) und EcIPDC (Schitz et al., 2003) deut-
lich. Es ergeben sich nur marginale Unterschiede. Speziell der Loop 104-115 zeigt
eine sehr gute Uberstimmung zwischen den aktivierten Hefe-PDCs und der EcIPDC
(Tab. 9; rm.s.d. = 0,6 A). Aber auch die Ubereinstimmung des Loops 288-304 mit
beiden nicht-regulierten Enzymen wird deutlich. Der r.m.s.d.-Wert betragt flr den fur
den wichtigen vorderen Bereich des Loops (Aminosduren 288-298) maximal 1,8 A.
Lediglich bei den stromaufwarts liegenden Aminosauren des Loops 288-304 gibt es
groRere Abweichungen. Diese Aminosauren spielen aber fur Aktivierung und Kata-
lyse keine nennenswerte Rolle, wie Mutationsstudien von Joseph et al. (2006) zeig-
ten.

Der Vergleich der Looppositionen der Substrat-aktivierten Strukturen dieser Arbeit
mit der Pyruvamid-aktivierten Struktur von Lu et al. (2000) zeigt fur beide Loops

groBe r.m.s.d.-Werte von bis zu 5,9 A. Eine bessere Ubereinstimmung ist fir die
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Position des Loop 288-304 zwischen der Struktur von Lu et al. (2000) und der nati-
ven KIPDC zu finden (2,5 A). Daher ist nahe liegend, dass in der Kristallstruktur von
Lu et al. (2000) die Inaktivierung aufgrund des fehlenden Pyruvamides in der Gefrier-

schutzlésung schon weit fortgeschritten war.

Abb. 33: Modell des aktiven Zentrums sowie der Loops 104-115 und 288-304 der MAP-aktivierten
KIPDC. Das Protein-Rickgrat ist als Linienmodell dargestellt; TPP, MAP und die beiden
Loops als Stabmodell. Die Farben der Atome entsprechen ihren B-Faktoren (zunehmend von
blau Gber gelb bis rot). Die Elektronendichte des Kofaktors TPP und MAP ist in blau (o, 1,2),
des Loops 104-115 in griin (o, 1,5) und des Loops 288-304 in grau (o, 1,5) gehalten.

Tab. 9: Vergleich der durchschnittlichen r.m.s.d.-Werte (in A) fur die C,-Atome der nativen und akti-
vierten Hefe-Pyruvatdecarboxylasen sowie der ZmPDC und EcIPDC fur die Loops 104-115
und 288-304 nach der Superposition der Monomere.

Superpositionierte Enzymspezies Loop 104-115 Loop 288-304
(288-298 ZmPDC;
288-300 EcIPDC)

KIPDC (MAP-aktiviert), SCPDCg477q (Pyruvat- und Pyruvamid-ak- | <0,6 <0,3

tiviert) und ScPDCpgsa (Pyruvat-aktiviert)

KIPDC (nativ; Loopposition wie in Abb. 17A - His114 und His115 | 1,5 6,2

dicht am aktiven Zentrum) und KIPDC (MAP-aktiviert)

KIPDC (nativ; Loopposition wie in Abb. 17B - His114 und His115 | 4,7 6,1

vom aktiven Zentrum weg orientiert) und KIPDC (MAP-aktiviert)

ZmPDC (Dobritzsch et al., 1998) und ScPDCg477q (Pyruvat-akti- | 1,8 2,9 (1,8)

viert)

EcIPDC (Schiitz et al., 2003) und ScPDCg477q (Pyruvat-aktiviert) | 0,6 1,7 (1,0)

ScPDC (Pyruvamid-aktiviert von Lu et al. (2000); geschlossene 3,3 59

Seite) und ScPDCg477q (Pyruvat-aktiviert)

ScPDC (Pyruvamid-aktiviert von Lu et al. (2000); geschlossene 3,5 2,5

Seite) und KIPDC (nativ; Loopposition wie in Abb. 17B - His114

und His115 vom aktiven Zentrum weg orientiert)

Da es nicht moglich ist, den Aktivierungsmechanismus von Hefe-Pyruvatdecarboxy-
lasen ausschlieBlich auf Grundlage des Newark- oder Halle-Stockholm-Modells zu
beschreiben, soll hier ein alternativer Mechanismus vorgestellt werden, der die bei-

den Modelle vereint und erweitert. Der komplette Signalubertragungsweg am Beispiel
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der KIPDC ist in Abb. 34 dargestellt. Fur die ScPDC sind die Ergebnisse ent-

sprechend.

Offensichtlich ist der erste Schritt der Substrataktivierung die kovalente Bindung des
Effektormolekils an den regulatorischen Bindungsort, also an Cys221 (Abb. 34A und
Abb. 34B). Die korrekte Ausrichtung des Liganden wird dabei durch drei flankierende
Histidine (His92, His225 und His310) unterstlitzt. Diese kdnnen nicht-kovalent mit der
Carboxylatgruppe des Pyruvates, der hydratisierten Saureamidgruppe des Pyruv-
amides bzw. der Methylphosphonatgruppe des MAPs interagieren. Aufgrund der
positiven Ladung von mindestens einem der Histidine (His92; Baburina et al., 1996)
sind im Fall von Pyruvat und MAP auch ionische Wechselwirkungen maoglich. Im Wei-
teren sind Interaktionen des Liganden mit Gly286, Ala287 und Ser311 moglich.
Infolge der Thiohemiketalbildung, kommt es zu einer Drehung der Cys221-Seitenket-
te um 33° (nur ScPDC) sowie zu einer Verschiebung von 2,0 A (Hauptkette) bis 3,7 A
(Seitenkette). Daruber hinaus werden einige weitere Reste (His92, His225, Gly286,
Ala287, His310 und Ser311) in der Umgebung des Effektors neu orientiert.

Eine der wichtigsten Konsequenzen der Ligandenbindung ist die Interaktion der -
Domane mit der a-Domane. Wie unter 3.4 beschrieben (siehe auch Abb. 16), weist
die gesamte 3-Domane des nativen Zustandes eine vergleichsweise hohe Flexibilitat
auf. Der Grund hierfur ist, dass ein Kontakt zu anderen Domanen fast nur Uber die In-
terdomanenloops hergestellt wird. Andere Interaktionsmaoglichkeiten sind nur in gerin-
ger Anzahl und Starke vorhanden. Folglich tritt eine standige Rotationsbewegung der
B-Domane auf, bei der die Interdomanenloops als Scharniere fungieren (siehe S. 51).
Die maximale Auslenkung in den nativen Kristallstrukturen betragt dabei 17° (Abb.
34C). Bedingt durch die nach der Neuorientierung mogliche direkte Interaktion von
His92 und His225 sowie die ligandenvermittelte Interaktion von His92 mit Cys221,
His225, His310, Gly286, Ala287 und Ser311 spannen die Scharniere und die regula-
torische Bindestelle ein Dreieck auf (Abb. 34D), wodurch die B-Domane fixiert wird.
Dabei nimmt sie die dem aktiven Zustand entsprechende Position ein. Die Lage der
B-Domanen ist daher in allen aktivierten Kristallstrukturen unabhangig von der Spezi-
es bzw. dem Liganden identisch’ (&-r.m.s.d. cq.atome der s-Domzne: 0,4 A; zum Vergleich

der @-r.m.s.d.-Wert der a- und y-Domanen betragt 0,3 A, der @-r.m.s.d. co-Atome der p-

' Es wurden die Monomere der Hefe-PDC-Kristallstrukturen superpositioniert. Angegeben sind die Mittelwerte. Siehe auch
Abb. 431 im Anhang Ill, S. 125.
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Doméne ohne Loop 288-304 der nativen KIPDC 0,9 A und der @-r.m.s.d.-Wert der a- und y-
Doménen der nativen KIPDC 0,3 A). Die Fixierung der B-Doméne im Rahmen der
Substrataktivierung wird auch durch den B-Faktor dieser Domane dokumentiert, der
um 24 % gegeniiber dem nicht-aktivierten Zustand sinkt'.

Wie fur Abb. 16 erlautert, treten die groten Positionsanderungen bei der Rotation
der B-Domane im Loop 288-304 auf. Die Positionen der Aminosauren Gly286 und
Ala287, die mit dem gebundenen Liganden uber ihre Hauptkette wechselwirken,
werden ebenfalls beeinflusst. Die maximale Auslenkung des Loops betragt = 4 A.
Aufgrund der mit der Substrataktivierung verbundenen Drehung und Fixierung der (3-
Domane sowie der Interaktion von Gly286 und Ala287 mit dem am Cys221 kovalent
gebundenen Effektor wird der Loop 288-304 neu organisiert und fixiert (Abb. 34E).
Der B-Faktor dieses Loops sinkt um die Halfte. Infolgedessen sind zahlreiche nicht-
kovalente Interaktionen zwischen den Loops 288-304 und 104-115 moglich, sofern
sich Letzterer in der Position befindet, die dem aktivierten Zustand entspricht (Abb.
34F). Diese Loopposition war auch in einer der vier Untereinheiten der nativen
KIPDC zu finden, bei der die beiden Histidine 114 und 115 dicht am aktiven Zentrum
lagen (Abb. 17A). Dort ist jedoch davon auszugehen, dass dieser Zustand durch
Kristall-Kontakte symmetrieverwandter Molekule induziert wurde. Normalerweise liegt
der Anteil der aktivierten Spezies bei Hefe-Pyruvatdecarboxylasen in Abwesenheit
von aktivierenden Liganden bei ca. 3 %, wie sich aus der Anfangsgeschwindigkeit
von stopped-flow-Progresskurven (Krieger et al., 2002) ergibt. Die Interaktionen der
Loops, insbesondere des Bereiches 289-291 mit 112-114 fuahren letztlich zur
Fixierung des Loops 104-115 im Substrat-aktivierten Zustand. Auch hier wird der
B-Faktor dieses Loops annahrend halbiert. Danach kann sich die C-terminale Helix,
die zuvor zum Losungsmittel hin orientiert war, auf den Loop 104-115 legen und mit
diesem einige schwache Wechselwirkungen ausbilden (Abb. 34G). Zudem dreht sich
Asp28 um 35°, der Ligand bindet an das C,-Atom des Kofaktors TPP und im Fall von
Pyruvat kann die Katalyse stattfinden (Abb. 34H). Die Bindung des Liganden wird
durch Wechselwirkungen mit den beiden Histidinen 114 und 115 sowie mit Asp28
und Glu477 unterstutzt. Daneben ist auch eine Interaktion zwischen der Seitenkette

von His115 und der 4'-Aminogruppe des Pyrimidinringes maoglich.

' Um die B-Faktoren der verschieden Kristallstrukturen vergleichen zu kénnen, wurde der B-Faktor der B-Domane jeweils mit
dem durchschnittlichen B-Faktor der Kristallstruktur normiert.
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Abb. 34: Signallibertragungsweg der Substrataktivierung von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen am Bei-
spiel der nativen KIPDC und der KIPDC im Komplex mit dem Substratanalogon MAP.
Die Farben sind wie folgt: a-Domane, rot; f-Domane, blau; y-Domane, gelb; native KIPDC,
waldgrin; aktivierte KIPDC, weizenfarben; Kofaktoren, schwarz.
A: Regulatorischer Bindungsort der nativen KIPDC. Das Insert gibt die Position der Aus-
schnittsvergréRerung an.
B: Regulatorischer Bindungsort der nativen KIPDC mit den superpositionierten Resten nach
der Bindung von MAP.
C: Rotation der B-Doméane um = 17° bei der nativen KIPDC (waldgrin und gemischt wald-
grin/weizenfarben) und fixierter Zustand nach der Aktivierung (gemischt waldgriin/weizen-
farben). Der schwarze Punkt deutet die Rotationsachse im nativen Zustand an, die aus den
beiden Scharnieren (Interdomanenloops) resultiert.
D: Fixierung der B-Doméane durch Ausbildung nicht-kovalenter Wechselwirkungen zwischen
a- und B-Domane im Bereich des regulatorischen Bindungsortes. Die fur die p-Domane
relevanten Verknlpfungspositionen mit anderen Doméanen sind fiir eine der Untereinheiten
durch ein Dreieck markiert.
E: Fixierung des Loops 288-304 der aktivierten KIPDC. Zum Vergleich ist die Position des
Loops bei der nicht-aktivierten KIPDC gezeigt wie er in drei der vier Untereinheiten vorhan-
den ist (nach Abb. 17B).
F: Fixierung des Loops 104-115 bei der aktivierten KIPDC und die méglichen Interaktionen
mit dem benachbarten Loop 288-304 im Bereich 112-114 und 289-291 (als gestrichelte gelbe
Linien eingezeichnet). Zum Vergleich gezeigt: Die Position der Loops bei der nicht-aktivierten
KIPDC (in drei der vier Untereinheiten).
G: Verschiebung der C-terminalen Helix infolge der Aktivierung und Loopfixierung.
H: Bindung des Substratanalogons MAP an das C,-Atom des Kofaktors TPP. Die mit dem Li-
ganden interagierenden Aminosaurereste Asp28, His114, His115 und Glu477 sind als Stab-
modell eingezeichnet. Zudem ist die Wechselwirkung von His115 mit der 4'-Aminogruppe des
Kofaktors TPP als gestrichelte gelbe Linien hervorgehoben.

Der hier vorgestellte Mechanismus gilt fur alle Untereinheiten der durch MAP und Py-
ruvat aktivierten PDC-Kristallstrukturen. Bei der Pyruvamid-aktivierten ScPDCg477q
mussen die einzelnen Untereinheiten separat betrachtet werden, da sich bei diesen
der Besetzungsgrad durch den Liganden unterschied (siehe S. 79-82). Die beiden
Untereinheiten, die sowohl im regulatorischen als auch im aktiven Zentrum vollstan-
dig mit Pyruvamid besetzt waren, weisen keine nennenswerten Differenzen zur MAP-
aktivierten KIPDC bzw. zur Pyruvat-aktivierten ScPDCpzsa und ScPDCeg477q auf. In
der Untereinheit, deren regulatorischer Bindungsort einen Besetzungsgrad von 50 %
mit dem Analogon aufweist und wo das aktive Zentrum zugleich zu 20-30 % besetzt
ist, sind die B-Faktoren der beiden Aktivierungsloops ca. 1,5 mal groRer als bei den
vollstandig aktivierten Untereinheiten. Auch die B-Domane weist geringfigig hdhere
B-Faktoren auf, befindet sich jedoch wie die C-terminale Helix in der aktivierten Posi-
tion. Im Falle der Untereinheit, die kein Pyruvamid im aktiven Zentrum enthalt und
deren regulatorisches Zentrum einen Besetzungsgrad von ca. 50 % aufweist, wobei
die Elektronendichte dort sehr diffus ist, ist der Loopbereich 289-303 so schlecht
definiert, dass er aus der PDB-Datei entfernt werden musste. Die Position des ande-
ren Aktivierungsloops liegt hier zwischen der nativen Struktur (siehe auch Abb. 17B)

und der aktivierten Position (Abb. 33). Die B-Faktoren dieses Loops sind mehr als
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doppelt so grof® wie bei den beiden vollstandig aktivierten Untereinheiten. Der Dreh-
winkel der B-Domane liegt zwischen dem des nativen und dem des aktivierten Zu-
standes. Allerdings sind die B-Faktoren der gesamten -Domane wie bei der nativen
PDC deutlich erhdoht und auch die Position der C-terminalen Helix entspricht der
nicht-aktivierten Struktur. Daher muss diese Untereinheit als nicht-aktiviert betrachtet

werden’.

Die strukturellen Ergebnisse dieses Kapitels geben eine Erklarung fur die kinetischen
Befunde aus Abschnitt 3.5. Das Molekullvolumen von Pyruvamid unterscheidet sich
nur unwesentlich von dem des Pyruvates. Daher sollte das Analogon nach sterischen
Kriterien etwa so schnell an den regulatorischen Bindungsort gelangen kdonnen wie
das Substrat. Auch die Carbonylaktivitat des C,-Atoms sollte ahnlich sein und ist fur
Pyruvamid eher noch gréRer. Die primare Bindung an Cys221 sollte daher nicht be-
einflusst sein, was durch die nahezu identischen Werte fir K, (siehe Tab. 6 und den
dazugehdrigen Text) belegt wird. Andererseits sind aufgrund der fehlenden Ladung
der Saureamidgruppe des Pyruvamides die Interaktionen zu den umgebenden His-
tidinen 92, 225 und 310 schwacher. Dies gilt insbesondere fur His92, von dem be-
kannt ist, dass es geladen vorliegt (Baburina et al., 1996) und welches daher mit der
Carboxylatgruppe vom Pyruvat und der Methylphosphonatgruppe vom MAP La-
dungswechselwirkungen eingehen kann. Letztlich fuhren die fehlenden ionischen
Wechselwirkungen zu einer Beeinflussung der Loopflexibilitat, was einen groeren
Kiso-Wert zur Folge hat.

Die kinetischen Ergebnisse fur Methylacetylphosphonat sind durch das gréfliere Mo-
lekulvolumen, verglichen mit Pyruvat und Pyruvamid, erklarbar. Der gegenuber Pyru-
vat und Pyruvamid deutlich erhohte K,-Wert (siehe Tab. 5) reflektiert eine schwache-
re Bindung von MAP an das regulatorische Zentrum bzw. eine erleichterte Abspal-
tung von diesem. Sofern die Bindung aber erfolgt ist, gibt es aufgrund der gleichen
negativen Ladung der Methylphosphonatgruppe von MAP und der Carboxylatgruppe
von Pyruvat, keine Einschrankungen hinsichtlich der den Wechselwirkungen mit den
flankierenden Histidinen. Daher sollte sowohl der Isomerisierungsschritt (Loop-

fixierung) als auch die Ruckreaktion der Isomerisierung (Loopflexibilisierung) mit der

' Zum Vergleich der Position der 3-Doméanen und der Aktivierungsloops der Pyruvamid aktivierten ScPDCe477q siehe auch Abb.
43J im Anhang lll, S. 125.
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gleichen Geschwindigkeitskonstante wie bei der Pyruvat-aktivierten PDC erfolgen.

Dies fuhrt letztlich zu einem identischen Kiso-Wert.

Joseph et al. (2006) diskutierten, dass die Loopfixierung kein struktureller Effekt der
Aktivierung, sondern eine Folge der Substratbindung an das aktive Zentrum ist. Dies
kann durch die Kristallstruktur der Pyruvat-aktivierten ScPDCg477q ausgeschlossen
werden. Wie bereits auf S. 78 beschrieben fehlt bei dieser Struktur das C,-Atom des
Kofaktors, so dass keine Bindung von Pyruvat im aktiven Zentrum mdglich ist. Den-
noch liegen die beiden Aktivierungsloops fixiert vor, die B-Domane hat sich bei einer
allgemeinen Verringerung der B-Faktoren um = 17° gedreht und die C-terminale
Helix liegt eng an den Loops an. Somit liegen alle Untereinheiten trotz fehlenden

Substrates im katalytischen Zentrum aktiviert vor.

Das hier vorgestellte Aktivierungsmodell widerspricht einigen Kernpunkten des
Newark-Modells. Die Newark-Gruppe versuchte mit Mutationsstudien zu zeigen,
dass die Loops 104-115 und 288-304 nicht den Signalubertragungsweg vom re-
gulatorischen zum aktiven Zentrum darstellen, wohl aber die Kaskade His92 —
Glu91 — Val410-Gly413. Die kinetischen Ergebnisse dieser zahlreichen Mutations-
studien bleiben richtig. Allerdings sind die daraus gezogenen Schlussfolgerungen zu
hinterfragen. So ergibt sich beispielsweise aus dem Aufbau der reorganisierten
Loops 104-115 und 288-304 im aktivierten Zustand und den spezifischen Aktivitaten
einzelner Varianten dieser Loops (Joseph et al., 2006) die Konsequenz, dass sich
der Einfluss einer Mutation auf die Enzymaktivitat mit zunehmenden Abstand vom
aktiven Zentrum verringert. Die geringsten kga-Werte treten bei den Varianten D291A
und N293A auf. Asp291 interagiert mit dem Histidinrest 114 des aktiven Zentrums
iber eine lonenbeziehung und ist damit wichtig fiir die Aktivierung. Ahnliches gilt fiir
die Variante W412A (Li & Jordan, 1999). Auch diese weist eine deutlich reduzierte
spezifische Aktivitat auf. Der Austausch der volumindsen Aminosaure Tryptophan
durch das kleine Alanin stellt dem Loop 288-304 aber deutlich mehr Platz zur Ver-
flgung, was dessen Fixierung moglicherweise behindert. Andererseits fuhrt die Sub-
stitution von Tryptophan durch Phenylalanin nur zu einem moderaten Aktivitatsver-
lust. Daher sind die Schlussfolgerungen der Newark-Gruppe zu den kinetischen Er-
gebnissen kritisch zu werten, solange diese nicht durch Kristallstrukturen, vorzugs-

weise in Ab- und Anwesenheit von Effektoren, abgesichert sind.
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Der Vergleich der hier vorgestellten Kristallstrukturen von Hefe-Pyruvatdecarboxy-
lasen mit denen der Phenylpyruvatdecarboxylase aus Azospirillum brasilense (Ver-
sées et al., 2007* °; siehe auch Kapitel 1.3 S. 19-20) zeigt, dass in beiden Fallen die
Substrataktivierung mit einer Reorganisation des Loops 288-304 (280-294 bei der
AbPPDC) und einer Fixierung und Reorganisation des Loops 104-115 (104-120 bei
der AbPPDC) verbunden ist. Die Abweichung der Looppositionen im aktivierten Zu-
stand ist mit 2,7 A (Loop 104-115) bzw. 4,9 A (Loop 288-304; zum Vergleich 2,7 A fiir
den Loopbereich 288-297) allerdings groRRer als zwischen den beiden Hefe-Pyru-
vatdecarboxylasen aus Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevisiae sowie
zwischen den Hefe-Enzymen und der ZmPDC oder EcIPDC (siehe auch Tab. 9 auf
S. 86). Die AbPPDC besitzt kein Cys221. Diese Aminosaure kommt nur bei den He-
fe-Pyruvatdecarboxylasen vor. Daher basiert die Substrataktivierung der AbPPDC
auch nicht auf eine Thiohemiketalbildung. Stattdessen befindet sich die regula-
torische Bindestelle rund 13 A entfernt. Moglicherweise spiegelt der Substratakti-
vierungsmechanismus der AbPPDC nach Versées et al. (2007°) auch den Akti-
vierungsmechanismus der substratregulierten Pyruvatdecarboxylasen wieder, die wie
die Erbsen- oder Weizen-PDC ebenfalls kein Cys221 besitzen. Warum die Hefe-
Pyruvatdecarboxylasen jedoch eine so aufldergewohnliche regulatorische Bindungs-

stelle besitzen, kann hier nicht geklart werden und bedarf weiterer Studien.

Im aktiven Zentrum resultiert die Substrataktivierung in einer drastischen Beschleu-
nigung der Umpolungsreaktion zum TPP-Carbanion (Kern et al.,, 1997; Abb. 5,
S. 17). Im nativen Zustand der PDC ist diese Reaktion mit 1 s zu langsam um die
vergleichsweise hohen ky,-Werte (60 s™') von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen erklaren
zu konnen. Erst nach Zugabe des Substratanalogons Pyruvamid ermittelten Kern et
al. (1997) eine hinreichend groRe Geschwindigkeitskonstante (600 s™), mit der sich
die kka-Werte der PDC begriinden lassen. Aus den hier vorgestellten Kristallstruk-
turen ergeben sich drei Moglichkeiten wie die Substrataktivierung die Geschwindig-
keitskonstante der Umpolungsreaktion beeinflussen kann. Als erstes ist eine Ab-
schottung des aktiven Zentrums durch das Losungsmittel denkbar. Der Thiazolium-
ring ist in der deprotonierten Form als Ganzes neutral geladen (Abb. 5). Daher nimmt
in zunehmend apolareren Losungsmitteln die C-H-Aciditat des C,-Atoms des Kofak-
tors zu (Crosby & Lienhard, 1970). Eine Losungsmittelabschottung zeigt sich auch

bei den aktivierten Kristallstrukturen. Als Folge der Fixierung der beiden Loops 104-
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115 und 288-304 legt sich die C-terminalen Helix Uber das aktive Zentrum. Hierdurch
bleibt nur noch ein enger Kanal zur Molekuloberflache offen. Zum zweiten gelangt
His115 durch die Fixierung und die Reorganisation des Loops 104-115 in raumliche
Nahe zum Aminostickstoffatom des Kofaktors (Abb. 35A). Durch diese Interaktion
kann sich der Protonenzug auf das C,-Atom des Kofaktors erhdhen. Liu et al. (2001)
haben durch Mutationsstudien die Bedeutung von His115 flr die Katalyse nachge-
wiesen. Als drittes ist es ebenfalls mdglich, dass auch der Ligand selbst zur Kofaktor-
aktivierung beitragt wie schon Ermer (1988) und Tittmann (2000) diskutierten. Befin-
det sich ein aktivierender Ligand in TPP-Nahe, ist eine Wasserstoffbrickenbindung
zwischen dem Ketocarbonylsauerstoffatom des Liganden und der N4-Gruppe des
Kofaktors moglich (Abb. 35B). Auch dies kénnte den Protonenzug am Kofaktor-C,-
Atom erhdhen. Um die strukturellen Anderungen des aktiven Zentrums erklaren zu
konnen, ist es dabei notwendig, dass His115 (Abb. 35B) bzw. die oben beschriebene
Lésungsmittelabschottung fur die korrekte Ausrichtung des Liganden die Vorraus-

setzung ist.

His115
His115 2,6 A

2:
TPP Mg?*

Pyruvat

Abb. 35: Mdgliche Beeinflussung der C-H-Aciditat des C,-Atoms des Kofaktors TPP durch das fixierte
und neu orientierte His115 (A) bzw. durch den Liganden (hier Pyruvat, B).

Zum Abschluss dieses Kapitels soll die Produktinhibierung der PDC betrachtet wer-
den. Es wurde vermutet, dass moglicherweise weniger die Substrataktivierung als
vielmehr die seit langem bekannte Produktinhibierung durch Acetaldehyd (Lohmann
& Schuster, 1937) eine physiologische Bedeutung hat. Aufgrund der gesundheitsge-
fahrdenden Eigenschaften dieser reaktiven Verbindung (LDsy = 700-1000 mg pro kg
Kdrpergewicht bei Ratten bzw. Mausen), kénnte es fiir das Uberleben einer Zelle von
Bedeutung sein, sehr schnell auf schwankende Acetaldehydkonzentrationen mit ei-
ner veranderlichen PDC-Aktivitat zu reagieren. Hubner & Schellenberger (1970) er-
mittelten fur Pyruvatkonzentrationen im Bereich der Substratsattigung eine nichtkom-
petitive Inhibierung. Aufgrund der vorliegenden Kristallstrukturen ist es nahe liegend,
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dass Acetaldehyd aufgrund der hohen Carbonylaktivitat, ebenfalls am Cystein 221
binden kann. Auf der anderen Seite fehlt, verglichen mit Pyruvat, MAP und Pyruv-
amid, die polare bzw. geladene Gruppe. Folglich sind Wechselwirkungen mit den
Histidinen, die die regulatorische Bindungsstelle flankieren, unmoglich. Um die Bin-
dung von Acetaldehyd an Cys221 nachzuweisen, wurde versucht die Kristallstruktur
in Gegenwart dieser Substanz zu I6sen. Da die Kokristallisation keinen Erfolg brach-
te, sollten Kristalle der Pyruvamid-aktivierten ScPDCg477q mit Acetaldehyd gesoaked
werden. Dieses brachte aber nicht den erhofften Erfolg. Die Kristalle streuten zwar
bis 2,1 bzw. 2,5 A, allerdings entspricht die Elektronendichtekarte nicht dem was flr
eine solche Auflésung zu erwarten ware. Der durchschnittliche B-Faktor aller Atome
hat mit = 45 A? den doppelten Betrag der anderen hier vorgestellten Kristallstrukturen
(auBer Pyruvamid-aktivierte KIPDC, siehe auch Tab. 11 im Anhang auf S. 122). Die
Ursache fur die schlechte Qualitat der Elektronendichtekarte sollte an globalen
strukturellen Anderungen liegen, die auch rasche Auflésungserscheinungen des
Kristalls zur Folge haben. Wie im folgenden Kapitel gezeigt wird, dreht sich die PDC
im Rahmen der Substrataktivierung von einer halbseitig geschlossenen Dimer-Dimer-
Anordnung in Richtung einer offenen. Bei der Inaktivierung durch Acetaldehyd erfolgt
die Rotation umgekehrt von offen zu halbseitig geschlossen.

Dennoch war es moglich, die Kristallstruktur der durch Acetaldehyd inhibierten
ScPDCEg477q zu 16sen. Dabei weisen in beiden Acetaldehydstrukturen die fur die Ak-
tivierung wichtigen Loops 104-115 und 288-304 hohere B-Faktoren als der Durch-
schnitt der restlichen Cy-Atome auf. Somit nimmt die PDC unter Einfluss von Acetal-
dehyd erneut die nicht-aktivierte Struktur an. Zwar ist Elektronendichte an dem regu-
latorischen Bindungsort vorhanden, sie lasst sich aber aufgrund einer sehr diffusen
Form nicht eindeutig dem PDC-Reaktionsprodukt zuordnen. Das Volumen der Elek-
tronendichte entspricht jedoch eher dem von Acetaldehyd als dem von Pyruvamid.
Insbesondere hydratisiertes Pyruvamid hatte ein signifikant groReres Molekilvo-
lumen. Daher ist es nahe liegend, dass Acetaldehyd am Cys221 bindet, aufgrund
fehlender Interaktionsmdglichkeiten mit den Histidinen 92, 225 und 310 die Akti-
vierungsloops flexibilisiert und die Substrataktivierung so rickgangig macht. Das akti-
ve Zentrum ist unbesetzt. Demnach wurde Pyruvamid infolge des Deaktivierungspro-
zesses aus dem aktiven Zentrum entfernt, jedoch nicht durch Acetaldehyd ersetzt.
Die physiologische Bedeutung der seit langem bekannten Abhangigkeit der Sp 5-Wer-
te der Hefe-PDC von der Phosphatkonzentration (Boiteux & Hess, 1970) haben van
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Urk et al. (1988) bereits ausfuhrlich diskutiert. Krieger (2000) zeigte mit stopped-flow-
Messungen, das Phosphat und Pyruvat um das regulatorische Zentrum der KIPDC
kompetieren. Allerdings waren zum damaligen Zeitpunkt die molekularen Ursachen
hierfur noch unklar. Mit den jetzt vorliegenden Kristallstrukturen ist es nahe liegend,
dass das negativ geladene Phosphat mit den drei Histidinen 92, 225 und 310
wechselwirkt. Da eine kovalente Bindung des Phosphates am Cys221 ausgeschlos-
sen werden kann, ist eine Interaktion zwischen a- und B-Doméane nicht mdglich.
Letztlich fuhrt dies dazu, dass mit steigender Phosphatkonzentration die Substratakti-

vierung gestort wird, was sich in zunehmenden Sy s-Werten aulert.

Trotz detaillierter Erkenntnisse zur Substrataktivierung kann die Frage nach der glo-
balen Dimer-Dimer-Rotation (siehe Kapitel 1.3, S. 16-18) mit den hier beschriebenen
Kristallstrukturen nicht beantwortet werden. Dieses Thema soll im folgenden Kapitel

behandelt werden.

3.7 SAXS-Studien zur globalen Dimer-Dimer-Rotation von Hefe-Pyruvatdecarboxyla-

sen wahrend der Aktivierung

Beim Vergleich der nativen ScPDC-Kristallstruktur von Dyda et al. (1993) und Ar-
junan et al. (1996) mit der Pyruvamid-aktivierten ScPDC-Struktur stellten Lu et al.
(1997, 2000) eine globale Drehung der Dimere von einer offenen zu einer halbseitig
geschlossenen Form fest. Daneben ermittelten Furey et al. (1996) je eine Kristall-
struktur der Ketomalonat-aktivierten ScPDC in der offenen und der geschlossenen
Form. Zudem gibt es Befunde, dass auch native ScPDC-Kristallstrukturen in der
halbseitig geschlossenen Form vorliegen (Jordan et al., 2004). Demgegentber ist bei
den hier vorgestellten neuen Hefe-PDC-Kristallstrukturen ebenso wie bei der
AbPPDC (Versées et al., 2007* IO) die Aktivierung mit einem Ubergang von einer
halbseitig geschlossenen zu einer offenen Form verbunden. Es ist daher die An-
nahme nahe liegend, dass die Dimer-Dimer-Anordnung in Kristallen von Kontakten
mit symmetrieverwandten Molekilen stark beeinflusst wird und somit nicht notwen-
digerweise dem Arrangement in Losung entspricht. Eine mogliche Ursache sind die
nur schwachen Wechselwirkungen zwischen den beiden Dimeren, wie aus den Klei-

nen Kontaktflachen (Tab. 1) hervorgeht.
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Aus SAXS-Studien ist bekannt, dass es globale Strukturanderungen der PDC nach
Zugabe eines aktivierenden Liganden geben muss (Hubner et al., 1990; Konig et al.,
2000% °, 2004; Svergun et al., 2000). Allerdings konnte auf Grundlage dieser Unter-
suchungen nicht eindeutig festgestellt werden, unter welchen Bedingungen die offe-
ne bzw. die geschlossene Tetramerform vorliegt. Mittlerweile hat sich die Qualitat der
Datenaufnahme am Messplatz X-33 (EMBL, Hamburg) signifikant verbessert (Réssle
et al., 2007). Daher kdnnen Aussagen Uber die Dimer-Dimer-Anordnung von Hefe-

Pyruvatdecarboxylasen in Losung getroffen werden.

Zunachst wurde anhand der vorliegenden PDC-Kristallstrukturen Uberpruft, welche
Dimer-Dimer-Orientierungen bei Hefe-Pyruvatdecarboxylasen Uberhaupt moglich
sind (Abb. 36). Hierfur wurde eines der beiden Dimere fixiert, wahrend das andere
rotiert und verschoben wurde. AnschlieRend erfolgte ein Vergleich anhand sterischer

Kriterien. Es ergab sich, dass lediglich die in den Kristallstrukturen auftretende

KIPDC bzw. ScPDC

hervorstehende B-Doméanen

suaqgg sul®

basische Aminoséaurereste
apolare Aminosaurereste

Dimer-Dimer-Orientierung:
A: entgegengesetzt geschlossen .
B: ZmPDC-Drehwinkel D: entgegengesetzt halbseitig offen

C: geschlossen E: offen

F: halbseitig geschlossen (mit 5
y-Achsen Translokation)

Abb. 36: Analyse der Hefe-Pyruvatdecarboxylasen aus Kluyveromyces lactis und Saccharomyces ce-

revisiae hinsichtlich mdglicher Dimer-Dimer-Orientierungen. Zum Vergleich ist auch das Di-
mer der PDC aus Zymomonas mobilis gezeigt.
In den unteren Bildern deuten die Buchstaben A-F und die entsprechenden Pfeile ausge-
wahlte Positionen des zweiten Dimers an, welches sich oberhalb des abgebildeten Dimers
befindet (-x-Achse). Die dazugehdrigen Abstande geben die Entfernung an, die vom zweiten
Dimer Uberbriickt werden musste (entfallt bei offener Form und beim ZmPDC-Drehwinkel;
hier sind nur Wechselwirkungen Uber die hervorstehenden p-Domanen der Hefe-PDC mdg-
lich).
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komplett offene und halbseitig geschlossene Form realisierbar sind. Andere Formen
sind aus verschiedenen Grunden auszuschlieRen. Einige Drehwinkel sind aufgrund
ungunstig positionierter hydrophiler und hydrophober Seitenketten nicht mdglich (z.B.
der ZmPDC-Drehwinkel). Im Allgemeinen ist aber die Lage der B-Domanen ursach-
lich. Im Gegensatz zu allen anderen TPP-abhangigen Enzymen mit vergleichbarer
Dimerstruktur (siehe Kapitel 1.2), sind aufgrund der weit hervorstehenden (3-Doma-
nen zwei Kontaktflachen vorhanden, die an der Dimer-Dimer-Interaktion beteiligt sein
konnen. Der y-Achsen-Abstand zwischen den hervorstehenden 3-Domanen eines Di-
mers betragt 55 A und ist damit fast immer zu gering, um das benachbarte Dimer zu
Uberspannen. Lediglich in der halbseitig geschlossenen Form ist dies moglich (A =
52 A). Zuséatzlich ist hier aber noch eine y-Achsen Translokation von 4 A notwendig.

Daneben ist auch die offene Form maoglich.

Im Folgenden wurden aus den Kristallstrukturen der offenen und halbseitig geschlos-
senen Form die theoretischen Streukurven und die dazugehoérigen Gyrationsradien
berechnet (Programm CRYsSOL, Svergun et al., 1995; Abb. 37). Dabei ergeben sich
deutliche Unterschiede zwischen beiden Kurven. Im Falle der offenen Kristallstruktur
ist der Anfangsanstieg der Streukurven deutlich steiler und es ist eine Bandenschul-
ter bei ca. 1 nm™ zu erkennen. Infolgedessen nimmt der Gyrationsradius wie bei den
Berechnungen von Furey et al. (1998) um 0,3 nm gegenuber der halbseitig geschlos-

senen Form zu (von 3,87 auf 4,17 nm). Fir die Kurvenform ist es unerheblich, wel-

100

I(s)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
sinnm™

Abb. 37: Vergleich theoretischer Streukurven der halbseitig geschlossenen (schwarz) und der offenen
Form (rot). Die Kurven wurden mit dem Programm CRYSOL (Svergun et al., 1995) anhand der
Kristallstrukturen der native KIPDC und der MAP-aktivierten KIPDC berechnet.
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che Hefe-PDC-Spezies (Saccharomyces oder Kluyveromyces) genutzt wurde, wel-
chen Drehwinkel die B-Domanen aufwiesen, ob die Loops 104-115 und 288-304 so-
wie die C-terminale Helix in der PDB-Datei vorhanden waren und wenn ja an welcher
Position oder ob Effektoren gebunden waren. Fur das Aussehen der Streukurve ist

es nur wichtig, ob die offene oder geschlossene Form zugrunde gelegt wird.

Zum Vergleich mit den theoretischen Streukurven wurden experimentelle Kurven in
An- und Abwesenheit verschiedener Liganden bestimmt. Abb. 38A zeigt zwei aus-
gewahlte Streukurven der KIPDC und Abb. 38B die zusammengefassten Ergebnisse
fur die KIPDC, die ScPDC, die ScPDCg477q und die nicht substratregulierte ZmPDC
bei verschiedenen Ligandenkonzentrationen. Die Proteinkonzentration wurde mit
2,5 mg/ml bewusst niedrig gewahlt, da die drei verwendeten Pyruvatdecarboxylasen
nichtideale Proteinlosungen bilden. Aufgrund von intermolekularen Wechselwir-
kungen verkleinert sich der Gyrationsradius bei hoheren PDC-Konzentrationen zu-
nehmend (Konig & Koch, 1998; Kutter et al., 2007).

100

Gyrationsradius in nm

f

T T T T T T T T T T T
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sinnm’ [Ligand] in mM

Abb. 38: A: Experimentelle Streukurven der KIPDC in Abwesenheit (grau) und Anwesenheit (dunkel-
rot) von 77 mM Methylacetylphosphonat und Vergleich mit den theoretischen Streukurven
der halbseitig geschlossenen (schwarze Punkte) und der offenen Form (rote Punkte). Die
blauen Pfeile deuten die durch die Aktivierung hervorgerufene Anderung an.

B: Abhangigkeit des Gyrationsradius von der Ligandenkonzentration. ZmPDC, Schwarz;
KIPDC und MAP, rot; KIPDC und Pyruvamid, blau; ScPDC und MAP, dunkelrot; ScPDC und
Pyruvamid, magenta; ScPDCg477q und Pyruvat, dunkelgrau. Linearer Fit fur die ZmPDC, alle
anderen Kurven sind nach Glg. 9 gefittet.

Messbedingungen: 2,5 mg/ml PDC in 100 mM MES pH 6,0 mit 1 mM DTT, 1 mM TPP und
1 mM Magnesiumsulfat.

Der Vergleich der gemessenen mit den theoretischen Streukurven zeigt deutliche
Ubereinstimmungen (Abb. 38A) zwischen der nativen KIPDC und der halbseitig ge-
schlossenen Form bzw. zwischen der mit 77 mM MAP-aktivierten KIPDC und der

offenen Form. Ohne Effektorzugabe und bei der halbseitig geschlossenen Form ist
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der Anfangsanstieg signifikant flacher. Zudem ist keine Bandenschulter bei einem
Streuvektor von 1 nm™ zu erkennen. Nach Zugabe des aktivierenden Liganden und
bei der offenen Form steigt der Anfangsanstieg an, es wird eine Bandenschulter bei
1 nm™ sichtbar und der Gyrationsradius nimmt um 0,3 nm von 3,86 nm auf 4,16 nm
Zu.

Die erhohte lonenstarke durch den Effektor kann als Ursache der veranderte Kurven-
form ausgeschlossen werden, wie Experimente mit variierender Ammoniumsulfatkon-
zentration zeigten (ohne Abb.). Zudem treten Gyrationsradienanderungen nur in der
tetrameren Form von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen auf. Nach einer durch Erhéhung
des pH-Wertes induzierten Dimerisierung sind die Streukurven in An- und Abwesen-
heit aktivierender Liganden identisch. Die als Negativkontrolle eingesetzte nicht sub-
stratregulierte ZmPDC zeigte keine Beeinflussung der Gyrationsradien nach Zugabe
des Substratanalogons MAP (Abb. 38B, schwarze Punkte und schwarz gestrichelte
Linie). Daher legen bereits diese experimentellen Befunde aus SAXS-Messungen
eine globale Strukturanderung von offen zu halbseitig geschlossen infolge der Sub-
strataktivierung nahe.

Die durch die Gegenwart von Aktivatoren bedingten Veranderungen der Streukurven
sind reversibel und lassen sich durch Verdinnen oder Acetaldehydzugabe umkeh-
ren. Dabei genugen bereits sehr geringe Konzentrationen des Reaktionsproduktes
(< 1 mM bei vorheriger Aktivierung der SCPDCgs77q mit 7 mM Pyruvat; ohne Abb.),
um die offene Streukurvenform zu erzwingen.

Abb. 38B illustriert die Abhangigkeit der Gyrationsradien von der Ligandenkonzentra-
tion fir verschiedene Pyruvatdecarboxylasen. Der zweite Streuparameter, 1(0), ist un-
abhangig von der Konzentration der Effektoren, so dass Anderungen des Oligomeri-
sierungszustandes auszuschlief3en sind.

Abgesehen von der nicht substratregulierten ZmPDC nimmt bei allen Pyruvatdecar-
boxylasen der Gyrationsradius von annahrend demselben Ausgangswert bis zu ei-
nem Sattigungswert zu. Dieser Effekt ist unabhangig vom verwendeten Effektor
(MAP, Pyruvamid oder Pyruvat) und der Enzymspezies.

Bei kleinen Ligandenkonzentrationen ist ein sigmoider Kurvenverlauf festzustellen.
Allerdings ist die Anzahl der Messpunkte fir eine Einzelkonstantenbestimmung nach

der verwendeten Fitting-Gleichung (Spinka, unveroffentlicht)
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_ [Ligand]-K, +[Ligand]?
= KK K, +(1+K_)-K, - [Ligand] + [Ligand]?

Iso

Glg. 9

Re =Rg, + AR

Re, Gyrationsradius; Rg, Gyrationsradius bei 0 M Ligandenkonzentration; ARg__,

maximale Gyrationsradiendifferenz; [Ligand], Ligandenkonzentration. Zur Definition
von K, Kiso und K4 siehe Schema 2.

Zu gering, so dass die in Abb. 38B gezeigten Kurven nur zur besseren Visualisierung
dienen.

Wie aus Abb. 38B und Tab. 10 ersichtlich wird, ist ARGW fur Pyruvamid um rund ein
Drittel kleiner als fur MAP und Pyruvat (siehe auch Tab. 10). Nimmt man die Gyra-
tionsradienanderung als Marker fir die Substrataktivierung, so lasst sich neben
UV/VIS-Experimenten und der Réntgenstrukturanalyse mit der dritten unabhangigen
Methode zeigen, dass Pyruvamid die PDC nur zu 60-70 % aktivieren kann.

Die Halbsattigungskonzentration fur Abb. 38B, die den Anteil der aktivierten Spezies
wiedergibt, ist fir MAP mit = 25 mM und fur Pyruvamid = 33 mM etwas kleiner und
fur Pyruvat mit 5 mM etwas grofRer als nach den kinetischen Daten aus Kapitel 3.5
erwartet wurde (Tab. 10). Allerdings war die Verteilung der Messpunkte bei den

SAXS-Experimenten auch nicht ideal gewahlt.

Unter der Annahme, dass in Lésung nur die offene oder halbseitig geschlossene
PDC-Spezies vorkommt und Zwischenstufen oder andere Oligomere vernachlassigt
werden konnen, sollten die Anteile der beiden Formen in Abhangigkeit von der Effek-
torkonzentration bestimmt werden. Dies geschah mittels des Programms OLIGOMER
(Bestandteil des ATSAS-Programmpaketes von Dr. D. |. Svergun, EMBL-Hamburg).
Uber die Methode der kleinsten Quadrate wurden hierfiir die Streukurven, die Abb.
38B zugrunde liegen, mit den theoretischen Streukurven fur die offene und halbseitig
geschlossene Form (siehe Abb. 37) verglichen. Die hieraus resultierenden Anteile

der offenen Form sind in Abb. 39 dargestellt. Die Kurven wurden nach der Gleichung

[Ligand]-K, +[Ligand]?

-100% Glg. 10
K, K, -K,+(1+K_ )-K, -[Ligand] +[Ligand]®

0% =

iso

0%, Anteil offene Form in %; [Ligand], Ligandenkonzentration. Zur Definition von K,,
Kiso und Ky siehe auch Schema 2.
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gefittet.

Die Abhangigkeit des Anteils der offenen Form von der Ligandenkonzentration ahnelt
der Abhangigkeit der Gyrationsradienerhdhung bzw. des Aktivierungsgrades be-
stimmt aus UV/VIS-kinetischen Messungen (Abb. 39, exemplarisch gezeigt fur die
KIPDC und das Substratanalogon MAP; fir die zusammengefassten Ergebnisse der
anderen Liganden sowie flr die SCPDC und fur die ScCPDCg477q siehe Tab. 10).

Wie bei der Hefe-PDC im Komplex mit MAP nimmt auch flir ScCPDCg477q und Pyru-
vat der Anteil der offenen Form von 0 auf 100 % zu (Abb. 39 Insert; Tab. 10). Im Ver-
gleich zu MAP geschieht dies aufgrund der hoheren Bindungsaffinitat von Pyruvat
aber bereits bei kleineren Ligandenkonzentrationen. Fur Pyruvamid und beide Hefe-
PDC-Spezies ergibt sich eine Steigerung und von 0 auf 70% (Abb. 39 Insert; Tab.
10). Auch hier zeigt sich, dass Pyruvamid die Hefe-Enzyme nicht vollstandig akti-

vieren kann.
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Abb. 39: Vergleichende Darstellung des Anteils der offenen PDC-Form (schwarz), der Gyrations-

radienanderung (rot) und des Aktivierungsgrades bestimmt aus UV/VIS-kinetischen
Messungen (blau) fir die KIPDC in Abhangigkeit von der MAP-Konzentration.
Insert: Anteil der offenen PDC-Form fir die ScPDCg477q in Pyruvatgegenwart (schwarz)
sowie fur die KIPDC in Gegenwart von Pyruvamid (rot) und MAP (blau). Fit nach Glg. 5
(Aktivierungsgrad), Glg. 9 (Gyrationsradienanderung) bzw. Glg. 10 (Abhangigkeit des Anteils
der offenen PDC-Form).

Ein weiterer Hinweis, dass die Erhohung der Gyrationsradien tatsachlich mit der Sub-
strataktivierung im Zusammenhang steht, erbrachten SAXS-Kinetiken zur Aktivator-
bindung und -abspaltung. Abb. 40A zeigt die Ergebnisse fur die Bindung von MAP an
die KIPDC. Die temperaturkorrigierten Geschwindigkeitskonstanten (Abb. 40B) stim-

men gut mit den aus UV/VIS-kinetischen Experimenten abgeleiteten Werten Uberein
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Tab. 10: Parameter der Substrataktivierung von Hefe-Pyruvatdecarboxylasen bestimmt aus SAXS-
Messungen und Vergleich zu UV/VIS-kinetischen Experimenten.

Enzym Ligand ARG max in | Maxima- maxima- Halbsattigungskonzentration in mM
nm (in % | ler Anteil | ler Akti- Gyra- OLIGOMER | UV/VIS-
vom offene vierungs- | tionsra- Analyse Aktivitats-
Maxi- Form in grad in %; | dienab- mes-
mum) %; OLIGO- | UV/VIS- hangig- sungen

MER Ana- | Aktivi- keit
lyse tatsmes-
sungen

KIPDC, Pyruvat nicht nicht 100’ nicht nicht 2,3

ScPDC messbar messbar messbar messbar

KIPDC MAP 0,30 100 100 22 24 37
(100)

KIPDC Pyruv- 0,20 76 75 31 54 71

amid (67)

ScPDC MAP 0,27 100 100 27 29 32
(90)

ScPDC Pyruv- 0,19 68 69 35 34 65

amid (63)

SCPDCE477Q Pyruvat 0,28 100 nicht 5 2,5 nicht
(93) bestimmt bestimmt

" Referenzwert.

(Kapitel 3.5, Abb. 21 und S. 61-62). Dies gilt auch fur SAXS-Kinetiken der Dissozi-
ation des KIPDC-MAP-Komplexes im Rahmen von Verdunnungsexperimenten ent-
sprechend zu Abb. 23 (Abb. 40A, Insert). Die Geschwindigkeitskonstante der Inakti-
vierung betragt bei einem Fit 1. Ordnung 0,0058 s (0,04 auf 25 °C temperaturkorri-
giert’) und ist damit von vergleichbarer GroRe wie k.iso aus UV/VIS-photometrischen
Verdunnungsexperimenten (K.so (kipoc, mary = 0,07 s™: siehe Tab. 6). Erwartungsge-
maf war die Inaktivierungsgeschwindigkeit unabhangig von der eingesetzten Analo-
gonkonzentration (ohne Abb.). Die Geschwindigkeitskonstanten fur die Bindung und
Abspaltung von Pyruvamid und Pyruvat sind ebenfalls von gleicher Grélienordnung

wie die aus UV/VIS-photometrischen Experimenten (ohne Abb.).

Die molekularen Ursachen fur die Dimer-Dimer-Rotation ergeben sich aus den Kris-
tallstrukturen. Wird die aktivierte Hefe-PDC von der offenen zur halbseitig geschlos-
senen Form rotiert und verschoben, so treten an mehreren Stellen der Aktivierungs-
loops 104-115 und 288-304 sowie bei der C-terminalen Helix Uberlagerungen von
Aminosaureresten auf. Letztlich fihren die Bewegungen und Neuorientierungen
dieser Reste im Rahmen der Substrataktivierung dazu, dass die offene Form energe-
tisch gunstiger ist und in Losung angereichert wird. Daher ist die Dimer-Dimer-Rota-

tion als Folge der Aktivierung zu bewerten.

' Experimentell bestimmter Umrechnungsfaktor: 6,3.
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Abb. 40: A: SAXS-Kinetiken der Aktivierung der KIPDC durch MAP bei verschiedenen Analogonkon-

zentrationen bei 4 °C. Fit entsprechend einer Reaktion 1. Ordnung. Geschwindigkeitskons-
tanten: 55 mM MAP (schwarz), 0,0011 3'1; 138 mM MAP (rot), 0,0032 3'1; 177 mM MAP
(blau), 0,011 s™.

Insert: Verdiinnungsexperiment der MAP-aktivierten KIPDC (von 66,3 mM auf 9,4 mM) zur
Bestimmung der Inaktivierungsgeschwindigkeit bei 4°. Fit entsprechend einer Reaktion 1.
Ordnung. Geschwindigkeitskonstante: 0,0058 s™.

B: Vergleich der auf 25 °C temperaturkorrigierten Geschwindigkeitskonstanten der MAP-
Aktivierung aus A (rot; experimentell bestimmter Umrechnungsfaktor = 6,3) mit den Kgps-
Werten der MAP-Aktivierung aus UV/VIS-photometrischen Experimenten (schwarz; siehe
auch Abb. 21B).
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4 Ausblick

Um zusatzliche Informationen tber den Reaktionsmechanismus von Hefe-Pyruvatde-
carboxylasen zu gewinnen, sind weitere Kristallstrukturen notwendig. Ahnlich wie bei
der AbPPDC (Versées et al., 2007°) ware es beispielsweise wiinschenswert die
Hefe-PDC in Gegenwart des inaktiven Kofaktoranalogons 3-deaza-TPP sowie von 2-
(1-Hydroxyethyl)-3-deaza-TPP zu kristallisieren.

Weitere Daten zur Regulation der ScPDC bzw. der KIPDC kdnnten durch hochaufge-
|0ste Strukturdaten der Enzyme im Komplex mit Acetaldehyd und auch mit Phosphat
gewonnen werden. Zusétzlich bietet sich auch die kristallographische Untersuchung

von Varianten des regulatorischen Zentrums sowie der Aktivierungsloops an.

Selbst fur Pyruvatdecarboxylasen ist die regulatorische Bindestelle Cys221 eine Aus-
nahme. Diese Aminosaure kommt nur bei den Hefe-Enzymen vor. Daher stellt sich
die Frage, warum es bei diesen Spezies ein so ungewohnliches regulatorisches
Zentrum gibt. Zunachst ware es jedoch erstrebenswert den Aktivierungsmechanis-
mus von nicht Hefe-Pyruvatdecarboxylasen, wie z.B. der PDC aus Erbsen- oder
Weizenkeimlingen, aufzukléaren. Hierfur wirden sich ebenfalls Rontgenkristallogra-
phische Untersuchungen in An- und Abwesenheit aktivierender Liganden anbieten.

Bei den kinetischen SAXS-Experimenten ware eine Verkirzung der Messzeit
winschenswert. So kénnten die Geschwindigkeitskonstanten des Uberganges
zwischen offener und halbseitig geschlossener PDC-Struktur besser aufgeltst wer-
den. Mdoglicherweise sind solche Messungen an der neuen SAXS-Beamline des
PETRA-3-Speicheringes am DESY-Hamburg mdglich.

Da Methylacetylphosphonat die Hefe-PDC im Gegensatz zu Pyruvamid vollstandig
aktivieren kann, ist es als Substratanalogon besser geeignet die Eigenschaften von
Pyruvat zu imitieren. Daher bietet es sich an, zumindest einige der in Vergangenheit
in Gegenwart von Pyruvamid durchgeflihrten Experimente fir MAP zu wiederholen.
Fur die Substrataktivierung wére es beispielsweise interessant zu erfahren, um
welchen Faktor Methylacetylphosphonat den H-D-Austausch am C,-Atom des
Kofaktors TPP beschleunigt.
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5 Zusammenfassung

In der vorgelegten Arbeit wird Uber die allgemeine Charakterisierung der Pyruvatde-
carboxylase aus Neurospora crassa berichtet. Als Vorraussetzung flr die kinetischen
und strukturellen Untersuchungen an diesem Protein wurde ein Reinigungsprotokoll

entwickelt.

Fur die NcPDC konnte eine Regulation der katalytischen Aktivitat durch verschiedene
lonen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den Hefeenzymen flihrt Phosphat zu
einer Unterdrickung statt Verlangerung von lag-Phasen in den Progresskurven bei
gleichzeitiger Steigerung der katalytischen Aktivitat. Fir die NcPDC ergibt sich mit
0,1 mM auch der kleinste aller bisher fur Pyruvatdecarboxylasen gemessenen Ky-
Werte. Eine weitere Besonderheit dieser PDC-Spezies ist das vergleichsweise
niedrige pH-Optimum mit einem Betrag von 5,1. Strukturell liel3 sich ein breites Spek-

trum verschiedener Oligomere bis zum Hexadecamer nachweisen.

Im Weiteren wird die Substrataktivierung der beiden Pyruvatdecarboxylasen aus

Kluyveromyces lactis und Saccharomyces cerevisiae naher beleuchtet.

Zur Charakterisierung der Aktivierung wurden die beiden Substratanaloga Pyruvamid
und Methylacetylphosphonat genutzt. Durch den kinetischen Vergleich der beiden
Analoga sowie durch Kristallstrukturen der nativen KIPDC, der KIPDC im Komplex
mit MAP, der ScPDCg477q im Komplex mit Pyruvamid sowie der ScPDCpgsa und der
ScPDCeg477q im Komplex mit dem Substrat Pyruvat, konnte ein Aktivierungsme-
chanismus aufgestellt werden, der zwei altere Modelle miteinander verbindet und

erweitert.

Er basiert auf einer kovalenten Bindung eines Effektors an Cys221 in Form eines
Thiohemiketals als initialen Aktivierungsschritt. Dieses konnte in den regulatorischen
Zentren aller mit Pyruvat, MAP und Pyruvamid kokristallisierten Strukturen gefunden
werden. Die Ausbildung eines solchen Thiohemiketals an einer regulatorischen Bin-

dungsstelle eines Enzyms konnte erstmals kristallographisch nachgewiesen werden.
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Als Folge dieser Interaktion, wird die flexible regulatorische Domane mit der benach-
barten a-Domane verknlUpft und somit fixiert. Dies ist wiederum die Ursache flr die
Fixierung und Neuanordnung des Loops 288-304 und anschlielRend des Loops 104-
115. Aus den Kristallstrukturen geht hervor, dass die His115-Seitenkette nur im akti-
vierten Zustand nach der Reorganisation des Loops 104-115 mit dem Liganden und
der 4'-Aminogruppe des Thiaminpyrophosphates wechselwirkt, wodurch das Akti-
vierungssignal letztlich bis zum Kofaktor Ubertragen werden kann. Infolge der Sub-
strataktivierung sind die beiden Substratanaloga sowie Pyruvat im aktiven Zentrum

der Kristallstrukturen kovalent am Kofaktor gebunden.

Mittels SAXS-Experimenten liel3 sich eine globale Dimer-Dimer-Rotation von halbsei-
tig geschlossen zu offen als unmittelbare Folge der Substrataktivierung nachweisen.
Zudem konnten die Ergebnisse UV/VIS-photometrischer Messungen in Gegenwart

von Pyruvat, MAP und Pyruvamid durch SAXS-Studien bestatigt werden.
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Anhang |
Tab. 11: Statistische Daten der gemessenen Kristallstrukturen.
Enzym [ KIPDC [ KIPDC [ KIPDC [ KIPDCT [ ScPDCearza | ScPDCppsa | SCPDCeszza | SCPDCearrq” | KIPDCT [ ScPDCeazza | ScPDCpgsa’ | SCPDCearrg
Datensammlun:
Ligand (kokristallisiert) ! / MAP Pyruvamid Pyruvat Pyruvat Pyruvamid Pyruvamid / Pyruvat Pyruvat Pyruvamid
Ligand (in Kryolésung) / / / Pyruvamid Pyruvat Pyruvat Pyruvamid Acetaldehyd / Pyruvat Pyruvat Acetaldehyd
Verweildauer in der Kryolésung in s 20-30 20-30 5-10 45 60 60 20 30 20-30 60 60 60
pdb ID 2G11 2VK4 2VJY / 2VK8 2VK1 noch nicht / / / / /
eingereicht
Beamline X11, EMBL Hamburg X12, EMBL 1D14-2, 1D14-2, 1D14-2, X12, EMBL X12, EMBL X31, EMBL 1D14-2, ID14-2, X12, EMBL
Hamburg ESRF ESRF ESRF Hamburg Hamburg Hamburg ESRF ESRF Hamburg
Grenoble Grenoble Grenoble Grenoble Grenoble
Detektor MARCCD MARCCD ADSC Q4R ADSC Q4R ADSC Q4R MARCCD MARCCD MAR345 ADSC Q4R ADSC Q4R MARCCD
CCD CCcD CCD CCD CCcD
Wellenldnge in A 0,8125 0,93001 0,933 0,933 0,933 1,0 1,0 1,0 0,933 0,933 1,0
Temperatur in K 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Kristall-Detektor-Abstand in mm 180 220 203 101 125 130 185 400 108 150 228
Rotation pro Bild in ° 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Gesamtzahl der Bilder 531 437 360 360 360 367 382 221 360 360 362
Aufldsung (max.) in A 99,0-2,26 48,45-1,95 104,3-2,30 99,0-3,65 95,4-1,42 99,0-1,71 99,0-1,60 99,0-2,13 37,2-2,70 99,0-1,67 99,0-2,05 99,0-2,50
(2,32-2,26) (2,06-1,95) (2,34-2,30) (3,71-3,65) (1,44-1,42) (1,74-1,71) (1,63-1,60) (2,17-2,13) (2,85-2,70) (1,70-1,67) (2,09-2,05) (2,54-2,50)
Raumgruppe P2, P2, P2, P3,12 P2, P2, P1 P1 P2, P2, P2, P1
Einheitszellparameter in A bzw. ° a=78,72 a=78,71 a=81,76 a=83,97 a=78,98 a=80,88 a=73,05 a=75,03 a=78,62 a=78,54 a=81,75 a=74,44
b=203,09 b=203,18 b=135,77 b=83,97 b=190,51 b=141,31 b=79,22 b=79,50 b=203,38 b=190,27 b=140,91 b=78,15
c=79,78 c=79,81 c=103,88 ¢=307,52 c=84,14 c=114,41 ¢=109,09 c=111,71 c=79,94 c=83,87 c=114,52 ¢=106,03
a=90,00 a=90,00 a=90,00 a=90,00 a=90,00 a=90,00 a=89,23 a=89,25 a=90,00 a=90,00 a=90,00 a=84,36
B=91,82 B=91,81 =103,88 =90,00 B=113,01 p=107,19 B=73,32 B=71,98 B=91,75 B=112,94 B=107,21 B=72,75
y=90,00 y=90,00 y=90,00 y=120,00 y=90,00 y=90,00 y=62,43 y=61,85 y=90,00 y=90,00 y=90,00 y=60,92
Mosaizitat 0,40 0,57 0,79 0,60 0,40 0,38 0,55 0,90 0,54 0,30 0,88 0,90
Gesamtzahl an Reflexionen 549432 665697 438157 137703 1523231 937903 498004 216940 148845 815953 546987 113581
einzigartige Reflexionen 114899 155315 100426 14203 427276 262151 260585 113617 51866 253500 154410 65403
Redundanz 4,8 4.3 4,4 9,7 4,4 3,6 1,9 1,9 2,9 3,2 3,5 1,7
l/o (max. Auflésung) 20,2 (6,4) 11,5 (2,5) 9,6 (2,3) 13,2 (1,9) 22,5 (1,9) 17,5 (2,1) 19,0 (2,0) 13,7 (2,0) 6,6 (1,7) 16,8 (2,0) 14,2 (2,0) 9,3 (1,7)
Vollstéandigkeit des Datensatzes in % (max. 98,5 (95,5) 86,3 (80,6) 99,7 (99,9) 99,7 (100,0) 99,7 (99,8) 99,3 (99,2) 96,0 (91,6) 95,0 (84,8) 75,4 (74,3) 97,0 (93,1) 99,7 (99,7) 95,0 (92,7)
Auflésung)
Rumerge in % (max. Auflésung) 7,1(21,5) 10,2 (51,3) 14,8 (61,5) 16,1 (98,8) 5,3 (62,9) 6,8 (57,4) 3,9 (39,3) 4,7 (31,2) 18,5 (56,9) 6,5 (43,9) 8,7 (54,1) 7,5(40,7)
R:im. in % (max. Auflésung) 8,0 (24,7) 11,6 (59,2) 16,8 (70,6) 17,0 (104,7) nicht 8,0 (68,0) 5,5 (55,2) 6,5 (43,4) 22,4 (71,1) 7,7 (52,3) 10,3 (64,1) 10,6 (57,6)
bestimmt
Rpim. in % (max. Auflésung) 2,5(11,8) 5,4 (29,0) 8,0 (34,3) 5,5(34,3) nicht 4,2 (36,1) 3,8(38,7) 4,5(30,1) 12,5 (41,7) 4,1(28,1) 5,4 (34,1) 7,5(40,7)
bestimmt
B-Faktor aus Wilson-Plot in A 28,3 19,9 29,7 75,5 17,6 20,8 20,3 38,3 38,6 19,9 29,1 46,2
Anzahl der PDC Oligomere in der 4 4 4 2 4 4 4 4 4 4 4 4
asymmetrischen Einheit
Verfeinerung
Auflésung (max.) 23,58-2,26 48,45-1,95 20,2-2,30 30,0-3,65 95,4-1,42 109,1-1,71 103,7-1,60 104,83-2,13 37,2-2,70 39,75-1,67 109,1-2,05 29,01-2,50
(2,32-2,26) (2,00-1,95) (2,36-2,30) (3,74-3,65) (1,46-1,42) (1,75-1,71) (1,64-1,60) (2,19-2,13) (2,77-2,70) (1,71-1,67) (2,10-2,05) (2,57-2,50)
genutzte Reflexionen 113636 147446 99345 13145 425935 260330 259466 112186 50634 252325 145604 52122
Gesamtzahl von nicht Wasserstoffatomen 18466 18656 18588 8672 19242 18994 18689 17936 17413 17430 16876 17599
Anzahl von Proteinatomen 16776 17227 17344 8672 17292 17280 17113 17292 17305 17292 16768 17296
Anzahl von Wassermolekiilen 1582 1321 1048 0 1818 1558 1413 294 0 933 0 195
Renst in % (max. Auflosung) 15,8 (16,3) 18,0 (23,0) 15,4 (19,2) 37,3 (50,6) 18,1 (25,4) 19,1 (24.8) 18,1 (25,0) 22,3 (34,8) 17,2 (20,7) 20,0 (24,7) 20,1 (23,0) 17,0 (28,8)
Riree IN % (max. Aufldsung) 21,4 (27,0) 24,2 (29,0) 22,5 (30,5) 57,8 (56,8) 18,6 (26,7) 22,0 (27,6) 21,3 (29,3) 27,1 (43,2) 28,8 (35,9) 20,6 (25,7) 37,5 (48,1) 21,4 (50,4)
Gesamtzahl der Reflexionen fir Ryee 1161 7784 1006 1016 1068 1313 1070 1151 1030 1032 1004 1012
mittlere Fehlerquadratabweichung von der 0,015 0,019 0,025 0,057 0,013 0,018 0,015 0,045 0,033 0,013 0,055 0,026
idealen Bindungslénge in A
mittlere Fehlerquadratabweichung vom 1,48 1,85 1,95 3,71 1,25 1,45 1,35 3,44 2,91 1,47 4,53 2,48
idealen Bindungswinkel in °
Ramachandran Plot (am meisten favourisier- 92,5 90,7 89,5 47,2 91,3 90,9 91,0 82,6 85,3 91,3 69,1 81,8
ter Bereich) in %
Ramachandran Plot (erlaubter Bereich) in % 99,9 99,6 99,8 97,7 100 100 99,9 99,8 99,6 99,9 98,0 99,6
durchschnittlicher B-Faktor 24,5 22,1 26,3 104,8 18,9 20,9 24,0 50,9 19,3 18,8 25,9 37,1

T Nur regid body refinement und ein refinement-Zyklus.

2 Vorlaufiges Modell, Verfeinerung und Modellbildung noch nicht abgeschlossen.
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Abb. 41: Differenzelektronendichte der gebundenen Liganden im regulatorischen Zentrum.
A: Pyruvat-aktivierte SCPDCpasa; 0, 4,5.
B: Pyruvamid-aktivierte SCPDCg477q; 0, 4,0.
C: Methylacetylphosphonat-aktivierte KIPDC; o, 4,5.
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Abb. 42: Differenzelektronendichte der gebundenen Liganden im aktiven Zentrum.
A: Pyruvat-aktivierte SCPDCpasa; 0, 4,5.
B: Pyruvamid-aktivierte SCPDCg477q; 0, 4,0.
C: Methylacetylphosphonat-aktivierte KIPDC; o, 3,5.
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Abb. 43: Vergleich des Abstandes der C,-Atome nach der Superposition verschiedener Monomere (A,

C, E, G, I, J) bzw. von p-Doménen (B, D, F, H) aus unterschiedlichen Hefe-PDC-Kristallstruk-
turen.

Abkurzungen: L1, Loop 104-115; L2, Loop 288-304; IL2, B-y-Interdoméanenloop; CT, C-
terminaler Bereich

A, B: Vergleich der Untereinheiten A und D (schwarz), B und D (rot) sowie C und D (blau) der
nativen KIPDC. Bezeichnung der Untereinheiten wie in Abb. 15B (S. 50). Zu beachten ist,
dass sich der Loop 104-115 von Monomer B und die B-Domane von Monomer A in der
aktivierten Position befindet. Daher wird Monomer D in den weiteren Abbildungen als
Referenz fir den nativen Zustand genutzt.

C, D: Vergleich der beiden Untereinheiten der nativen ScPDC (Arjunan et al., 1996).

E, F: Vergleich von Monomer D der nativen KIPDC mit den beiden Untereinheiten der nativen
ScPDC (Arjunan et al., 1996).

G, H: Vergleich von Monomer D der nativen KIPDC mit jeweils einem Monomer der MAP-
aktivierten KIPDC (schwarz), der Pyruvat-aktivierten ScPDCpyga (rot) bzw. der Pyruvat-
aktivierten SCPDCg477q (blau).

I: Vergleich von jeweils einem Monomer der Pyruvat-aktivierten ScPDCp,sa mit der MAP-
aktivierten KIPDC (schwarz), der Pyruvat-aktivierten ScPDCp,sa mit der Pyruvat-aktivierten
ScPDCgy477q (rot) bzw. der MAP-aktivierten KIPDC mit der Pyruvat-aktivierten ScPDCg477q
(blau).

J: Vergleich eines Monomers der Pyruvat-aktivierten ScPDCg477q mit Untereinheit A
(schwarz), Untereinheit B (rot), Untereinheit C (blau) bzw. Untereinheit D (grau) der Py-
ruvamid-aktivierten ScPDCeg477q. Zu beachten ist, dass bei der Pyruvamid-aktivierten
ScPDCg477q die B-Domane von Monomer A nicht und von Monomer C partiell aktiviert ist
sowie dass der Loop 104-115 von Monomer B nicht und von Monomer D partiell aktiviert
vorliegt.
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Ableitung der Glg. 4, 5, 9 und 10:

Fur die Bindung des aktivierenden Liganden L an das Enzym E gilt:

H.': Ki:': I"“*1
L L
L K. k
E,E: —>LE —2LE, 5?‘ LE,L Schema 4

LE, +LE,L

Im Weiteren wird angenommen: Anteil der aktivierten Spezies ( J ist pro-

0
portional zur Enzymaktivitat bei Prainkubationsexperimenten (Glg. 5), zum Gyrations-

radius (Glg. 9) und zum Anteil der offenen Form (Glg. 10).
Die aktivierten Enzymformen LE, und LE,L geben dabei abweichende Signale zu
den inaktiven Spezies E; und SE; (hinsichtlich der (Anfangs)-Aktivitat, des Gyrations-

radius und des Anteils der offenen Form).

Im Folgenden werden die Gleichgewichtskonzentrationen der einzelnen Enzymspe-
zies berechnet.

aus Schema 4 ergibt sich:

LE,L kK, kg, -k -L2

1SO

E,  >.D

ZD:k—a'k—iso 'k—l+ka'k—iso 'k—l'L+ka 'kiso 'k—l'l—+ka 'kiso 'kl'LZ



Anhang IV

127

hieraus folgt:

ka 'kiso 'k—l'L
EO k_ 'k—iso 'k—l+ka'k—iso 'k—l'L+ka'kiso 'k—l'L+ka'kiso 'kl'L2

a

E - K,-E,-L
K, K K (14K )KL+ L
sowie
LE,L k, kg, -k, -L?
EO k—a'k—iso'k—l_{_ka'k—iso'k—l'l-_{_ka'kiso'k—l'l-—i_ka'I‘(iso'kl'l-2
2
LE,L = By L .
K, K K, +(1+K, )-K,-L+L
so dass:
2
LE, +LE,L = B, L =+ KiEo L >
K, Ky K +1+K ) K -L+L* K, K K +(1+K)-K,-L+L
2
LE, +LE,L = “iBo LtEo L .
K, Ky K, +1+K, )-K,-L+L
und:

2
Anteil aktivierte Spezies = LE, +LEL _ Ky-L+L

E, K, K K, +1+K)-K, -L+L?

zur Bestimmung der Halbsattigungskonzentration gilt:

Anteil aktivierte Spezies (L —» «©) =1

hieraus folgt:
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a 1
L(Ses") =7

a az
Kl'So,s +So,5
K, K Ky + (14K ) K, -Sos® +Sps™

Iso

az a
So,s +(:I-_Kiso)'Kl 'So,s _Ka 'Kiso 'Kl =0

2
Sosa :(1_KZO)'K1 i\/((l_Kisjr)'Kl) +K, ‘K, K,

da K, Kiso und Kz > 0 entféllt die negative Wurzel

hieraus folgt:
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Temperaturabhangigkeit der Aktivierungsparameter:

1,6

1,4 A

1,2 A

P
Kops IN' S

0 100 200 300 400 500

[Pyruvat] in mM

Abb. 44: Abhéangigkeit des kqps-Wertes von der Substratkonzentration bei verschiedenen Tempera-
turen (6 °C, Schwarz; 15 °C, rot; 25 °C, blau; 35 °C, grau).

Stopped-flow-Messungen nach dem gekoppelten optischen Test (Holzer et al., 1956) mit
15 pg KIPDC/ml. Fit nach Glg. 3. Messungen in 50 mM MES pH 6,0 mit 150 mM Ammonium-

sulfat.

Tab. 12: Temperaturabhangigkeit der spezifischen Aktivitdt und der Aktivierungskonstanten der Pyru-
vatdecarboxylase aus Kluyveromyces lactis.

Temperatur in | K, in mM Kio IN S Kiso iN S™ Ky, in mM spezifische

°C Aktivitat in
U/mg

6 76 0,24 0,013 0,54 7,7

15 118 0,49 0,026 0,56 11,4

25 139 1,2 0,073 0,81 38

35 104 1,6 0,19 0,79 52
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