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"If in the first act you have hung a pistol on the wall, 

then in the following one it should be fired. 

Otherwise don't put it there." 

 

Anton Pavlovitch Chekhov 
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1 Einleitung 

In Präparationen aus  Leber und Hefe  (Saccharomyces  cerevisiae) wurde 1953 eine Enzymaktivität 

gefunden, durch die Dihydroxyacetoneinheiten zwischen Fruktose‐6‐phosphat und Sedoheptulose‐

7‐phosphat transferiert werden (HORECKER UND SMYRNIOTIS, 1953). Das Enzym wurde Transaldolase (TA 

im Folgenden)  (EC 2.2.1.2) genannt. Seitdem wurden verschiedene Transaldolasen und verwandte 

Enzyme  fast ubiquitär  in Organismen aller drei Lebensdomänen entdeckt. Durch den gewonnenen 

Überblick über die Vielfalt der Transaldolasefamilie wurde eine Neukategorisierung in Unterfamilien 

notwendig (SAMLAND UND SPRENGER, 2009). Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der archaealen TA 

aus  Thermoplasma  acidophilum,  einer  Transaldolase  der Unterfamilie  4.  TAs  dieser Unterfamilie 

unterscheiden sich von Unterfamilie 1, den klassischen TAs, auf den ersten Blick dadurch, dass sie 

mit  durchschnittlich  220  Aminosäuren  pro Monomer wesentlich  kleiner  sind  als  ihre  klassischen 

Homologen (310‐350 Aminosäuren).  

Thermoplasma acidophilum (T. ac.), ein thermo‐ und acidophiles, heterotrophes Archaeon  lebt bei 

Temperaturen von 55‐60 °C und bei pH‐Werten von 0,5 – 4 in Kohleabraumhalden und Schwefelfel‐

dern. Trotz des Fehlens einer Zellwand kann T. ac., nur mit einer Plasmamembran ausgestattet,  in 

der sauren Umgebung einen nahezu neutralen zytosolischen pH aufrecht erhalten (HSUNG UND HAUG, 

1975).  

1.1.1 Transaldolase im Stoffwechsel 

Die Transaldolase ist im Zusammenspiel mit der Transketolase (TK) eines der Hauptenzyme des Pen‐

tosephosphatwegs (PPW). In Eukaryonten und Bakterien hat der PPW eine zentrale Rolle. Über ihn 

werden  z.B. NADPH  für  reduzierende Stoffwechselvorgänge, Ribose‐5‐phosphat  für die Nukleotid‐

biosynthese  und  Erythrose‐4‐phosphat  als  Vorläufer  für  die  Synthese  aromatischer  Aminosäuren 

generiert. Der klassische PPW gliedert sich in einen nichtoxidativen und einen oxidativen Teil (Abb. 

1.1). Im linearen, oxidativen Teil wird Glukose‐6‐phosphat unter Bildung von NADPH zu Ribulose‐5‐

phosphat  umgesetzt.  Durch  Epimerisierung  (Ribulose‐5‐phosphatepimerase)  und  Isomerisierung 

(Ribose‐5‐phosphatisomerase) werden die Ketose Xylulose‐5‐phosphat (X5P) und die Aldose Ribose‐

5‐phosphat  (R5P)  gebildet,  welche  Substrate  für  TK  sind.  TK  katalysiert  den  Transfer  von  C2‐

Einheiten  (Glykolaldehyd‐Einheit)  von  einer  Ketose  auf  eine Aldose.  Bei  TA werden  C3‐Einheiten 

transferiert. Für die grundsätzlich gleiche Reaktion beider Enzyme einer C‐C‐Bindungsspaltung und  

‐knüpfung verwenden beide Enzyme verschiedene Mechanismen. So sind für die Katalyse der TK der 

Cofaktor  Thiamindiphosphat  (ThDP),  die  biologisch  aktive  Form  des  Vitamin  B1,  und  zweiwertige 
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benötigten  Enzyme  Hexulose‐6‐phosphat‐Synthase  und  Hexulose‐6‐phosphat‐Isomerase  fehlen, 

sollte für T. ac. eine Substratzufuhr zum nichtoxidativen PPW über diesen Weg auszuschließen sein. 

1.1.2 Der Reaktionsmechanismus von Transaldolase 

Transaldolase überträgt Dihydroxyacetoneinheiten (C3, Einheit aus 3 Kohlenstoffatomen) von einer 

Ketose als C3‐Donor auf eine Aldose als C3‐Akzeptor. Natürliche Substrate sind dabei Sedoheptulo‐

se‐7‐phosphat (S7P) und Fruktose‐6‐phosphat als Donorsubstrate beziehungsweise Glycerinaldehyd‐

3‐phosphat  (GAP)  und  Erythrose‐4‐phosphat  (E4P)  als  Akzeptorsubstrate.  Das  Grundschema  der 

Reaktion ist in Abb. 1.2 dargestellt. 

 
Abb. 1.2  Schema der von Transaldolase katalysierten Reaktion.  

Abhängig von ihrem Reaktionsmechanismus wurden Aldolasen in 2 Klassen geordnet (RUTTER, 1964). 

Klasse I katalysiert die Reaktion über die Ausbildung einer Schiffbase, während bei Klasse II zweiwer‐

tige Metallionen, meist Zn2+ oder Fe2+, als Elektrophil an der Katalyse beteiligt sind. Klasse I Aldola‐

sen findet man überwiegend in Eukaryonten, Klasse II ist in Bakterien und Archaeen vorherrschend, 

aber in allen 3 Domänen kommen beide Klassen vor (MARSH UND LEBHERZ, 1992). 

Zu den Aldolasen der Klasse I gehörig nutzt TA als katalytisches Hauptprinzip ein katalytisch aktives 

Lysin (Lys86 in T. ac.) zur Ausbildung eines kovalenten Intermediats, einer Schiffbase. Im aktuell von 

SCHÖRKEN et al., 2001 und SAMLAND UND SPRENGER, 2009 vorgeschlagenen Reaktionsmechanismus (Abb. 

1.3) wird das Schiffbasen bildende Lysin aktiviert,  indem ein katalytisch aktives Wassermolekül die 

Deprotonierung  der  ε‐Aminogruppe  durch  ein  Glutamat  (Glu60  in  T. ac.)  vermittelt.  Die  ε‐

Aminogruppe kann nun nukleophil das Carbonyl‐Kohlenstoffatom von F6P angreifen, wobei über ein 

Zwitterion ein Carbinolamin gebildet wird. 
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Abb. 1.3  Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der ersten Halbreaktion des Katalysezyklus von Transaldolase. 
Die Beschriftung entspricht den Aminosäuren von Transaldolase B aus E. coli. Abbildung modifiziert von SAMLAND 

UND SPRENGER, 2009. 

Im  nächsten  Schritt  agiert  Glutamat  als  Säure  und  protoniert  über  das Wasseratom  die  C2‐OH‐

Gruppe des Carbinolamins. Diese wird als Wasser abgespalten und es kommt zur Bildung des Immo‐

niums (Schiffbase). Anschließend abstrahiert eine Base (Asp6 in T. ac.) das Proton der C4‐OH‐Gruppe 

und die Bindungsspaltung wird eingeleitet. Glycerinaldehyd‐3‐phosphat wird als erstes Produkt frei‐

gesetzt und das zentrale Carbanion/Enamin‐Intermediat verbleibt kovalent am Enzym. Das Carban‐

ion kann das Aldehyd‐C‐Atom des Akzeptorsubstrats E4P angreifen. Die zweite Zyklushälfte schließt 

sich als Umkehrung der Reaktionen der ersten Hälfte an und  Sedoheptulose‐7‐phosphat wird als 

zweites Produkt gebildet und freigesetzt. Austausch der Reste Glu, Asp und Thr im aktiven Zentrum 

führt zu erheblichen Aktivitätsverlusten, was die katalytische Bedeutung dieser Reste unterstreicht 

(SCHÖRKEN et al., 2001). 

Basierend auf der Röntgenkristallstruktur eines mittels Natriumborhydrid reduzierten Dihydroxyace‐

tonintermediats  (N6‐β‐glyceryl‐Lysin)  von  E. coli  TA wurde  einem Aspartatrest  (Asp6  in  T. ac.)  die 

Deprotonierung  von C4‐OH  und  damit Hilfe  bei  der Bindungsspaltung  zwischen C3  und C4  zuge‐

schrieben (JIA et al., 1997). Durch Überlagerung des verwandten Enzyms Fruktose‐1,6‐bisphosphat‐
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Aldolase (FBPA) aus Kaninchenmuskel mit TA entwickelten ST‐JEAN et al., 2005 Zweifel an dieser The‐

se und vermuteten den Glutamatrest  in der Rolle als Protonen abstrahierende Base. Ein Anliegen 

der vorliegenden Arbeit war es, weitere  Informationen über den Katalysemechanismus von TA zu 

sammeln und damit auch diesen Widerspruch zu klären.  

1.1.3 Die Struktur der Transaldolase 

Die Struktur der Transaldolase B aus E. coli wurde 1996 aufgeklärt (JIA et al., 1996a). Seitdem wur‐

den Strukturen verschiedener Varianten des E. coli‐Enzyms und weiterer TAs der Unterfamilie 1 aus 

verschiedenen  Organismen  veröffentlicht  [Mensch  (PDB  1F05,  THORELL  et  al.,  2000), Maus  (PDB 

2CWN), Neisseria gonorrhoeae (PDB 3CLM), Saccharomyces cerevisiae (PDB 3CQ0), Francisella tula‐

rensis (PDB 3IGX) und Oleispira antarctica (PDB 3M16)]. Diese ähneln sich stark im Aufbau, so dass 

hier  stellvertretend  das  E. coli‐Enzym  vorgestellt wird. Weiterhin  sind  Transaldolasestrukuren  der 

Unterfamilie 4  [Thermotoga maritima (PDB 1VPX), Thermus thermophilus (PDB 1WX0) und Bacillus 

subtilis] und die  zur Unterfamilie 5  gehörige  Fruktose‐6‐phosphat‐Aldolase  (FSA) aus E. coli  veröf‐

fentlicht (PDB 1L6W, THORELL et al., 2002). Letztere spaltet wie TA die Bindung zwischen C3 und C4 

des Donorsubstrats, setzt aber wie Fruktose‐1,6‐bisphosphat‐Aldolasen beide entstehenden Produk‐

te sofort frei. 

Ein Merkmal, das alle diese Enzyme teilen,  ist das zentrale achtgliedrige α/β‐barrel‐Motiv der Mo‐

nomere, wobei das katalytisch aktive Lysin mittig auf β‐Strang 4 lokalisiert ist und in das Fassinnere 

ragt. Damit zeigt TA eine Permutation im α/β‐barrel. Alle anderen Aldolasen der Klasse I haben das 

reaktive Lysin auf dem β‐Strang 6. Bei einer Superposition von β4 der TA mit β6 der FBPA kommen 

weitere äquivalente Reste übereinander zu liegen, auch wenn sie sich an verschiedenen Positionen 

der barrel‐Nomenklatur befinden. So  finden Glu96, Ser176 und Asp17 von E. coli TA  ihre Entspre‐

chung  in Glu187, Ser300 und Asp33 der FBPA  (JIA et al., 1996a).  In das Motiv des α/β‐barrels sind 

weitere Helices eingefügt (in Abb. 1.4 αA – αF bezeichnet). Die letzten beiden C‐terminalen Helices 

αE und αF fehlen bei FBPA. 

Die am häufigsten vorkommende Quartärstruktur von TA ist ein Homodimer, aber auch Monomere, 

Tetramere und Dekamere kommen vor. Eine Übersicht dazu findet sich im Review von SAMLAND UND 

SPRENGER, 2009. Alle bisher untersuchten TAs der Unterfamilie 4 und 5 haben eine dekamere Quar‐

tärstruktur. 
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Eine weitere Besonderheit dieser Unterfamilien  ist das Auftreten von  inter‐subunit‐helix swapping. 

So  läuft die C‐terminale Helix der klassischen Transaldolasen auf der C‐terminalen Seite der β‐Falt‐

blätter seitlich über das aktive Zentrum desselben Monomers (in Abb. 1.4 Helix αF). Bei den Unter‐

familien 4 und 5 erstreckt sich die C‐terminale Helix über das aktive Zentrum des benachbarten Mo‐

nomers und es bilden  sich Ringe aus 5 Monomeren  (Abb. 1.5). Zwei  solche Ringe packen  sich  so 

aneinander, dass die Zugänge zum Substratkanal nach innen zeigen. 

1.1.4 Das aktive Zentrum von Transaldolase 

Viele Aminosäuren des aktiven Zentrums  sind hochkonserviert  in der Transaldolasefamilie und es 

wurde bereits begonnen, über ortsgerichtete Mutagenese die Funktion einzelner Reste zu untersu‐

chen (SCHÖRKEN et al., 2001). Am  inneren Ende des Substratkanals befindet sich das reaktive Lysin. 

Durch die Röntgenkristallstruktur des reduzierten Schiffbasen‐Intermediats konnten auch das Lysin 

umgebende, an der Substratbindung beteiligte Reste identifiziert werden (JIA et al., 1997). Als einzi‐

ge Reste, die die Fähigkeit zur Säure‐Base‐Katalyse haben, finden sich Asp17 und Glu96  im aktiven 

Zentrum. 

 

  

Abb. 1.4   Schematische Darstellung einer Transaldola‐
seuntereinheit aus E. coli.  
Die  β‐Faltblätter  sind  grün und  α‐Helices pink  gefärbt, 
verbindende  loops  sind  gelb  dargestellt.  Konservierte 
polare Aminosäuren des aktiven Zentrums  sind als Ku‐
gel‐Stab‐Modell gezeigt (JIA  et al., 1996a). 

Abb.  1.5   Schematische  Darstellung  eines  Dimers 
und  Pentamers  der  Fruktose‐6‐phosphat‐Aldolase 
aus E. coli.  
Im Dimer  ist die mit der Nachbaruntereinheit  intera‐
gierende C‐terminale Helix rot dargestellt (THORELL  et 
al., 2002). 
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Abb. 1.6   Schematische Ansicht der  Interaktionen des mit NaBH4 reduzierten Schiffbasen‐Intermediats mit den 
umliegenden Aminosäuren des aktiven Zentrums in E. coli TA. Bild von FREY UND HEGEMAN, 2007 (2,2 Å Auflösung, 
PDB 1UCW, JIA et al., 1997). 

In der Struktur wurde ein Wassermolekül gefunden, das von Glu96 und Thr156 koordiniert und als 

katalytisches Wasser an der Reaktion beteiligt zu sein scheint (Abb. 1.6). Der Eingang des Substrat‐

kanals von E. coli TA ist von 2 Argininen (R181 und R228) gesäumt, für die zusammen mit der Seiten‐

kette von Ser226 eine Beteiligung an der Bindung der Phosphatgruppe der Substrate angenommen 

wurde (gleiche Quelle). 

Ein auch FSAs umfassender Sequenzvergleich zeigte nicht nur konservierte Reste der Transaldolase‐

familie, sondern machte auch Aminosäuren ausfindig, die bei sonst gleicher Proteinstruktur die Akti‐

vität einer FSA oder TA kennzeichnen könnten (THORELL et al., 2002). Diese sind nach Thorell et al. in 

Tab. 1.1 zusammengestellt. 

Tab. 1.1   Sequenzvergleich von Aldolasen mit FSA‐Aktivität  (TalC und FSA aus E. coli) und Transaldolasen. Die 
Nummerierung der Aminosäuren  von  TA  entspricht  Transaldolase B  aus  E. coli, die Nummerierung bei  FSA dem 
gleichnamigen Enzym aus E coli. 

TA  D17  T33  N35  S94  E96  K132 N154 T156 L157 F159 S176  F178  R181 R228
FSA  D6  T26  N28  F57  Q59  K85 L107 T109 A110 Y112 A129  Y131  R134 K168
 

1.1.5 Zielstellung der Arbeit 

Trotz zahlreicher Vorarbeiten sind weiterhin elementare Schritte der Transaldolasereaktion unklar. 

Besonders wenige Informationen gibt es über Struktur, Reaktivität und Stabilität von Intermediaten. 

Somit liegt das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Untersuchung von Intermediaten sowie Teil‐

reaktionen und  stützt  sich methodisch auf die drei Säulen Reaktionskinetik, Massenspektrometrie 

und Röntgenkristallstrukturaufklärung. Dabei war  interessant, welche Aminosäurereste die Haupt‐
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akteure der Katalyse sind, wie es zur spezifischen Spaltung der C3‐C4‐Bindung kommt und wie die 

Reaktions‐ und Substratspezifität garantiert wird.  

Das Gen für Transaldolase aus Thermoplasma acidophilum sollte heterolog in E. coli exprimiert, ein 

Reinigungsschema für das Protein entwickelt und das gereinigte Enzym biochemisch charakterisiert 

werden. 

Bisher war keine Struktur einer TA mit natürlichen, unmodifizierten  Intermediaten bekannt. Durch 

Kristallisation  von  TacTA mit  Substraten  sollten Momentaufnahmen  von  Reaktionsintermediaten 

gewonnen werden um Rückschlüsse auf den Katalysemechanismus und die beteiligten Reste zu er‐

halten. Hierfür hilfreich sollte die Verwendung eines thermophilen Proteins sein, da diese oft besser 

kristallisieren und die Katalyse bei der Kristallisationstemperatur stark verlangsamt ist. 

Mithilfe der Massenspektrometrie  sollten kovalente  Intermediate nachgewiesen und die  Interme‐

diatverteilung zu bestimmten Zeiten beobachtet werden. 

Durch die Analyse der v‐S‐Charakteristik der Reaktion  im Gleichgewichtszustand (steady state) und 

Untersuchung  der  ersten  Halbreaktion  vor  Einstellung  des  Gleichgewichts  (pre‐steady  state) mit 

schnellen Kinetiken sollten kinetische Parameter und Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion be‐

stimmt werden. 

Zum Vergleich mit dem Wildtyp‐Enzym sollten diese Methoden auch auf neu generierte Proteinva‐

rianten angewendet werden. 

Eine entfernte Motivation für enzymologische Arbeiten dieser Art, die über den Rahmen der vorlie‐

genden Arbeit hinaus geht, ist die Möglichkeit der zielgerichteten Modifikation von Resten des akti‐

ven  Zentrums und damit des Reaktionsmechanismus, um das  Enzym maßgeschneiderten Anwen‐

dungen  in  der  chemischen  Katalyse  zugänglich  zu machen. Dafür  ist  es  zunächst  notwendig,  die 

Grundlagen des Reaktionsmechanismus zu verstehen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalien  Firma
Acrylamid 4k Mix (30 %)  AppliChem GmbH, Darmstadt  
Agarose   AppliChem GmbH, Darmstadt 
Agar‐Agar   Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe  
Ameisensäure (98 %)  Sigma Aldrich
Ammoniumsulfat  Merck KGaA, Darmstadt
Ammoniumperoxodisulfat  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe 
Bromphenolblau   Merck KGaA, Darmstadt
Coomassie‐Brilliantblau G250   AppliChem GmbH, Darmstadt  
D‐Arabinose‐5‐phosphat Sigma Aldrich
D‐Erythrose‐4‐phosphat, Na+‐Salz  Sigma Aldrich
D‐[UL‐13C6]‐Fruktose‐6‐phosphat, Dinatriumsalz Omicron Biochemicals, Inc. South Bend, USA
D‐Fruktose‐6‐phosphat,  Sigma Aldrich
D‐Sedoheptulose‐7‐phosphat  enzymatische Synthese durch Stefan Lüdtke
D‐Sorbitol‐6‐phosphat  Sigma Aldrich
D‐Xylulose‐5‐phosphat  Sigma Aldrich
D2O   Sigma Aldrich 
EDTA  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ethanol   KMF Laborchemie Handels GmbH  
Ethidiumbromid  ICN Pharmaceuticals Inc., USA 
Glycerin (87 %)   Merck KGaA 
Glycyl‐glycin  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Hefeextrakt   AppliChem GmbH, Darmstadt  
IPTG   AppliChem GmbH, Darmstadt / Fermentas 
Kanamycinsulfat  AppliChem GmbH, Darmstadt 
β‐Mercaptoethanol   Carl Roth GmbH + Co 
NADH  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Natriumchlorid   KMF  Laborchemie  Handels  GmbH  /  AppliChem 

GmbH, Darmstadt  
Natriumhydroxid   AppliChem GmbH, Darmstadt  
PMSF  Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland
SDS   SERVA Elektrophoresis GmbH / AppliChem GmbH, 

Darmstadt  
TEMED   SERVA Feinbiochemica 
Tris   AppliChem GmbH, Darmstadt  
Trypton   AppliChem GmbH, Darmstadt  
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Enzyme  

α‐Glycerphosphatdehydrogenase‐
Triosephosphatisomerase aus Kaninchen‐
muskel, Typ III, (NH4)2SO4‐Suspension, fertige 
Lösung 

Sigma Aldrich

DpnI‐Endonuklease  Fermentas
Pfu Turbo DNA Polymerase  Stratagene, USA

 

Stämme und Plasmid  Hersteller/ erhalten von

Escherichia coli BL21 (DE3) Star   Invitrogen
Escherichia coli XL1 Blue  Stratagene
pET28a(+) mit Tac‐Operon  von Dr. Martin Beck (EMBL, Heidelberg) zur Verfü‐

gung gestellt 

2.1.2 Geräte und sonstige Materialien 

Geräte/ Materialien     Firma 

Zellaufschluss   french press (Gaulin)   APV Homogeniser GmbH , Lübeck 
  fluidizer  Microfluidics, Newton Massachu‐

setts, USA  
Zentrifugen   RC 5B Plus  Sorvall  
  L8‐60M Ultrazentrifuge  Beckman Instruments  
  J2‐HC   Beckman Instruments  
  Avanti HP‐30I  Beckman Coulter 
  Biofuge pico  Heraeus, UK 
  Universal 320 R  Hettich
FPLC‐System   Pump P‐500   Pharmacia LKB  
  Programmer GP‐250 Plus   Pharmacia LKB  
  Äkta Prime   GE Healthcare Bio‐Sciences AB  
HPLC‐Anlagen   Äkta   GE Healthcare Bio‐Sciences AB  
Chromatographie‐Säulen   Fractogel EMD TMAE 650 (S) Merck KGaA, Darmstadt 
UV/VIS‐Spektrometer   Jasco J‐560 und J‐650   Jasco  
  Uvikon 940   Kontron Instruments  
Stopped‐flow‐ Spektrometer   SX 18 MV und SX 20   Applied Photophysics  
Spektropolarimeter   Jasco J‐810   Jasco  
  Cirascan Applied Photophysics 
Isothermale Titrationskalo‐
rimetrie  

VP ITC und ITC 200   Microcal  

Transformationsgerät  GenePulser II Bio‐Rad Laboratories, USA 
Thermocycler  Whatman Biometra T Gradient Biometra GmbH, Göttin‐

gen 
X‐ray  Generator: Micromax 007  Rigaku Corp., Japan 
  Detektor: R‐AXIS IV++  Rigaku Corp., Japan 
  Mar345dtb X‐ray Research, Hamburg 
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  Cryo‐Cooler: X‐stream 2000  Rigaku Corp., Japan 
   
Massenspektrometer LTQ‐Orbitrap‐XL ThermoElectron, Bremen 
      Probenvorbereitung  ZipTip C4 für reversed phase MilliporeTM, Bedford USA 
DNA‐Kits  QIAprep Spin Miniprep Kit  Qiagen GmbH, Hilden 
Standards  Protein‐Standard SM0431 Fermentas
  Protein MWStds Lows Gibco BRL
  1 kB‐DNA‐Marker  New England Biolabs, USA 
Dialyseschlauch   VISKING® 36/32 (14000 MWCO) SERVA Electrophoresis GmbH,

Heidelberg 
  VISKING 27/32 (14000 MWCO) Carl Roth GmbH&CoKG, Karlsruhe
Konzentratoren  Vivaspin 20 (30000 MWCO) Sartorius AG, Göttingen 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

Das freundlicherweise von Dr. Martin Beck bereit gestellte Plasmid enthielt das gesamte Operon mit 

den  beiden  Transketolasegenen  tkI  (Ta0618)  und  tkII  (TA0617)  sowie  dem  Transaldolasegen 

(Ta0616),  eingefügt  zwischen  den  Schnittstellen  NdeI  und  HindIII  in  die multi  cloning  site  eines 

pET28a(+)‐Vektors. Um  die  Expression  des  C‐terminalen His‐tags  zu  verhindern, wurden  vor  der 

HindIII‐Schnittstelle 2 Stopp‐Codons eingefügt. Der N‐terminale His‐tag an TkI blieb erhalten. 

2.2.1.1 Generierung von Proteinvarianten 

Die ortsgerichteten Mutagenesen erfolgten nach Herstellerangaben mit dem QuikChangeTM Site‐

Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg, Deutschland). Alle Primer (Tab. 2.1) wurden von 

der  Firma Eurofins MWG Operon  (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Das mit DpnI  verdaute PCR‐

Produkt wurde in XL1‐Blue‐Zellen transformiert und die Zellen bei 37 °C auf LB‐Platten auf Kanamy‐

cinresistenz selektiert. Ausgewählte Klone wurden in 4 ml LB‐Kana‐Medium kultiviert, anschließend 

zentrifugiert und die Plasmid‐DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 

nach Herstellerprotokoll  isoliert. Die Konzentration des  isolierten Plasmids wurde  spektroskopisch 

bestimmt und der Erfolg der Mutagenese durch Sequenzierung überprüft. Dies erfolgte durch die 

Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) unter Verwendung des Standardprimers „T7 term“. 
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Tab. 2.1  Primer für die ortsgerichteten Mutagenesen zur Herstellung der active site‐Varianten der TacTA. Ausge‐
tauschte Nukleotide sind rot gedruckt. 

Aminosäure‐
austausch 

Primer  Nukleotidsequenz 
(5‘‐3‘) 

   

F132Y  forward  C TAC GTA TCA CCA TAT GTT GGA AGA CTT GAC     

  reverse  C AAG TCT TCC AAC ATA TGG TGA TAC GTA GG     

D6N  forward  A ATA TTC CTT AAC ACT GCC AAC ATA GAT G     

  reverse  C ATC TAT GTT GGC AGT GTT AAG GAA TAT T     

E60Q  forward  GT CCG GTA AGC GTT CAG GTG GTT TCA ACA AAG     

  reverse  GT TGA AAC CAC CTG AAC GCT TAC CGG ACC     

K86A  forward  GAC AAT GCT GTT GTA GCG ATA CCG ATG ACT G     

  reverse  C AGT CAT CGG TAT CGC TAC AAC AGC ATT GTC     

T110V  forward  AAT ACA AAC TGT GTT CTT GTT TTC AAT C     

  reverse  G ATT GAA AAC AAG AAC ACA GTT TGT ATT     

D6A  forward  A ATA TTC CTT GCC ACT GCC AAC ATA GAT G     

  reverse  C ATC TAT GTT GGC AGT GGC AAG GAA TAT T     

E60A  forward  GT CCG GTA AGC GTT GCG GTG GTT TCA ACA AAG     

  reverse  GT TGA AAC CAC CGC AAC GCT TAC CGG AC     

 

2.2.2 Präparation von Transaldolase 

2.2.2.1 Zellanzucht und Expression 

Die  Expression  von  TA  und  Varianten  erfolgte  im  E. coli  Stamm  BL21  (DE3)Star.  100 ml  LB‐Kana‐

Medium (LB‐Medium, 20 μg/ml Kanamycin) wurden mit einer Einzelkolonie inokuliert und 16 h bei 

37 °C, 200 rpm inkubiert. Das Medium der Vorkultur wurde über Zentrifugation abgetrennt, die Zel‐

len in 6 ml frischem Medium resuspendiert und mit je 1 ml Suspension 1 l LB‐Kana‐Medium in einem 

2 l Erlenmeyerkolben  inokuliert. Nach 4 – 5 h, bei einer OD600 von 1 wurde mit 0,5 mM  IPTG  indu‐

ziert und für 14‐18 h bei 37 °C  inkubiert. Die Zellernte erfolgte  in einer Beckman J2‐HC‐Zentrifuge, 

Rotor GS3, bei 6000 rpm und 8°C für 15 min.  

Alternativ wurde für die Gewinnung von Wt‐TacTA eine Fermentation ausgeführt. Dazu wurden 6 l 

LB‐Kana‐Medium mit 400 ml Vorkultur inokuliert. Die Fermentation erfolgte in einem Biostat C‐DCU‐

Bioreaktor (B. Braun Biotech  International) nach dem Standardprotokoll für Vollmedien. Die Zellen 
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wurden bei einer Temperatur von 37 °C kultiviert. Für den Betrieb des Fermenters wurde ein unte‐

rer Sauerstoffsättigungswert  von 30 %  festgelegt, der automatisiert durch  stärkeres Rühren kons‐

tant gehalten wurde. Die Glukosekonzentration wurde stündlich überprüft. Nach 5,5 h wurde auf‐

grund  des  niedrigen Glukosespiegels  das Glukose‐feeding  gestartet.  1 h  vor  Induktion wurde  die 

Temperatur auf 35 °C und 30 min vor Induktion auf 30 °C gesenkt. Bei einer OD600 von 42 wurde mit 

0,5 mM  IPTG  induziert. Die Expression erfolgte bei 30 °C für 10 h. Die Zellen wurden bei 4000 rpm 

und 4 °C für 30 min pelletiert (Avanti‐20, Beckmann) und bei ‐70 °C eingefroren. 

2.2.2.2 Proteinreinigung 

Zum Zellaufschluss wurden die Zellen  (50 g)  in 100 mM Tris, pH 7,5, 5 mM MgCl2, 0,5 mM PMSF, 

1 mg/ml Lysozym aufgenommen (50 ml), nach 15 min Rühren bei 20 °C mit 5 µg/ml DNAse I versetzt 

und  für 45 min bei 20 °C  inkubiert. Anschließend erfolgte der vollständige Aufschluss durch Hoch‐

druck‐Dispersion (Gaulin, APV,Frankreich) bei 1200 bar oder mit einem fluidizer (80 psi, 3 Durchgän‐

ge). Das Zelllysat wurde 45 min bei 30 000 rpm, Beckman Rotor JA30.50, 8°C zentrifugiert und das 

Sediment mit Zelldebris und  inclusion bodies von TkII  verworfen. Mit dem Überstand wurde eine 

fraktionierte Ammoniumsulfatfällung durchgeführt.  In einem ersten Schritt wurden 25 % Sättigung 

an (NH4)2SO4 zugegeben und das Sediment verworfen. In einem zweiten Fällschritt von 25 auf 50 % 

Sättigung wurde unter anderem TkI abgetrennt. Mit dem Überstand wurde weiter gearbeitet und in 

einem letzten Schritt von 50 auf 80 % Sättigung die TA ausgesalzt. Bei den Fällungen wurde das Salz 

langsam unter Rühren im Eisbad eingestreut. Nach vollständiger Salzzugabe wurde 30 min gewartet 

und die Probe danach für 20 min bei 94 833 g, 6 °C zentrifugiert. Bei Einsatz von fermentierten Zel‐

len konnten etwa 9 g Sediment  im  letzten Fällungsschritt erhalten werden. Das Sediment wurde in 

wenig 20 mM Tris, pH 7,5 gelöst  (3,5 g  in 3 ml Puffer, Endvolumen 5,5 ml) und gegen 20 mM Tris, 

pH 7,5 bei 6 °C über Nacht dialysiert (Volumen nach der Dialyse 12 ml). Zum Abtrennen ungelöster 

Bestandteile wurde  die  Probe  10 min  bei  7240 g  zentrifugiert. Das Dialysat wurde  auf  einen An‐

ionenaustauscher (Fractogel TMAE, 26×10 mm, 40 ml) mit 1,5 – 2 ml/min aufgetragen. Die Elution 

erfolgte  über  einen  Stufengradienten.  Als Niedrigsalzpuffer  A wurde  20 mM  Tris,  pH 7,5  und  als 

Hochsalzpuffer B 20 mM Tris, pH 7,5, 1 M NaCl verwendet. Die Stufen der Elution sind  in Tab. 2.2 

dargestellt.  Die  proteinhaltigen  Fraktionen  wurden  mittels  15 %  SDS‐PAGE  analysiert  und  TA‐

enthaltende Fraktionen vereint. Letzte Verunreinigungen mit Proteinen des Wirtbakteriums wurden 

durch 20 min bei 60 °C und anschließende Zentrifugation bei 94 833 g und 8 °C abgetrennt.  

   



Material und Methoden    14 

 

Tab. 2.2  Stufengradient zur Elution von TacTA bei der TMAE‐Anionenaustauschchromatographie. 

Schritt  % B  Säulenvolumen 

  0  0,4 

1  19  3 

2  21  1,25 

3  21‐23  0,6 

4  23  1 

5  23‐35  0,6 

6  35  0,6 

7  35‐100  0,4 

 

Das Volumen der Probe wurde mittels Vivaspin‐Konzentrator eingeengt, auf 20 mM GlyGly, pH 7,5 

umgepuffert und letztendlich auf eine Konzentration von etwa 20 mg/ml eingestellt. Da das Protein 

bei ungeschütztem Einfrieren irreversible Kältedenaturierung zeigt, wurden die Proben bei 6 °C auf‐

bewahrt. 

2.2.3 Analytische Ultrazentrifugation 

Zur Untersuchung des Oligomerengleichgewichts der TA wurde 1 ml Proteinlösung mit 25,4 mg/ml 

über Nacht bei 6 °C gegen 250 ml 20 mM Tris, pH 7,5 dialysiert. Danach wurde die Konzentration der 

Lösung bestimmt und durch Verdünnen mit dem Dialysepuffer eine Lösung mit 1 mg/ml hergestellt. 

Aus dieser Stammlösung wurde eine Konzentrationsreihe von 10 – 350 µg TA im Dialysepuffer her‐

gestellt und analysiert. Die Messungen erfolgten  in einer Beckman Optima XL‐A Zentrifuge, Rotor 

An50Ti in einer Doppelsektorzelle bei 20 °C. Die Sedimentationsgeschwindigkeitsläufe erfolgten bei 

40 000 rpm,  der  Sedimentationsgleichgewichtslauf  bei  8 000 rpm.  Es  wurde  die  Absorption  bei 

280 nm aufgezeichnet. Die Auswertung der experimentellen Daten erfolgte mit Gerätesoftware von 

Beckman Instruments (Palo Alto, CA) und Kaleidagraph. Die Messung und Auswertung der Original‐

daten erfolgte freundlicherweise durch PD Dr. Hauke Lilie. 

Aus den ermittelten  Sedimentationskoeffizienten  konnte ein  apparentes Molekulargewicht  (Mapp) 

berechnet werden (MCRORIE UND VOELKER, 1993). Da sich der Sedimentationskoeffizient in Abhängig‐

keit von der Proteinkonzentration änderte und unter Kenntnis des Molekulargewichts von TA konn‐

te  im  gemessenen  Konzentrationsbereich  von  einem  Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewicht  (2P ֖ D) 
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ausgegangen werden. Nach  dem Massenwirkungsgesetz  lässt  sich  die Gleichgewichtskonstante  K 

durch Gleichung ( 2.1 ) beschreiben. 

K =
ሾPሿ2 
ሾDሿ 

( 2.1 )

Der apparente Sedimentationskoeffizient sapp ist abhängig von den Konzentrationen der Pentamere 

(P) und Dekamere (D) sowie ihrem jeweiligen Sedimentationsverhalten (sP und sD): 

sୟ୮୮ ൌ  
sP   ·   ሾPሿ  sD · ሾDሿ

ሾPሿ  ሾDሿ
( 2.2 )

Stellt man Gleichung ( 2.1 ) nach [D] um und setzt in Gleichung ( 2.2 ) ein, ergibt sich Gleichung ( 2.3 ). 

sୟ୮୮ ൌ  
sP   ·   ሾPሿ  sD · ሾPሿ

ଶ

K
ሾPሿ  ሾPሿଶ

K

( 2.3 )

Die Proteingesamtkonzentration [TA] ergibt sich aus: 

ሾTAሿ = ሾPሿ + 2ሾDሿ ( 2.4 )

Stellt man Gleichung ( 2.1 ) nach [P]2 und Gleichung ( 2.4 ) nach [D] um und setzt in die umgestellte  

( 2.1 ) ein, erhält man: 

ሾPሿ2 = K · 
ሾTAሿ‐ሾPሿ

2
 = 

K·ሾTAሿ
2

 ‐ 
K·ሾPሿ
2

( 2.5 )

0 = ሾPሿ2 +
K·ሾPሿ
2

 ‐ 
K·ሾTAሿ
2

  ( 2.6 )

Als eine Lösung der quadratischen Gleichung ( 2.6 ) ergibt sich ( 2.7 ): 

ሾPሿ1 = ‐ 
K
4
+ ඨ

K2

16
+ 
K·ሾTAሿ
2

( 2.7 )

Für die Auswertung wurde ( 2.7 ) in ( 2.3 ) eingesetzt, so dass eine Anpassung der experimentell be‐

stimmten sapp in Abhängigkeit von [TA] möglich war. 
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2.2.4 UV‐VIS‐Spektroskopie 

2.2.4.1 Konzentrationsbestimmung von DNA und Proteinen 

2.2.4.1.1 Bestimmung der Konzentration von DNA 

Die  Konzentrationsbestimmung  zirkulärer  Plasmide  erfolgte mittels  Absorptionsspektroskopie  bei 

260 nm.  Dabei wurde  für  ein  ∆E  =  1  eine  Konzentration  von  50  ng/μl  angenommen  (MÜLHARDT, 

2003). 

2.2.4.1.2 Bestimmung der Konzentration von Proteinen 

Zur  Bestimmung  der  Konzentration  gereinigter  Proteine wurde  ein  Absorptionsspektrum  (240  – 

340 nm)  aufgenommen. Unter  Verwendung  des molaren  Extinktionskoeffizienten  ε  (l mol‐1  cm‐1) 

und der Absorption bei 280 nm  (E) konnte die Proteinkonzentration  c  (mol  l‐1) mit dem  Lambert‐

Beerschen Gesetz, in dem d (cm) die optische Weglänge ist, berechnet werden: 

  E = ε · c · d  ( 2.8 ) 

Der molare Extinktionskoeffizient wurde nach der Methode von GILL UND VON HIPPEL, 1989 unter der 

Verwendung des Algorithmus von „Protparam“ auf www.expasy.ch/tools/protparam.html (GASTEIGER 

et al., 2005) bestimmt. Es ergab sich ein Extinktionskoeffizient von 16960 M‐1 cm‐1. Nur die Variante 

F132Y hatte einen veränderten Extinktionskoeffizienten von 18 450 M‐1 cm‐1. 

2.2.4.2 Aktivitätstest – steady‐state‐Messungen 

Die Bestimmung der Aktivität von TA erfolgte mittels eines gekoppelten enzymatischen Tests in An‐

lehnung an TSOLAS UND JORIS, 1975 bzw. SODERBERG UND ALVER, 2004. Das Prinzip ist in Abb. 2.1 darges‐

tellt. Das erste freigesetzte Produkt der Reaktion, Glycerinaldehyd‐3‐phosphat (G3P), wird durch die 

Hilfsenzyme  Triosephosphatisomerase  (TPI)  und  Glycerinphosphatdehydrogenase  (GDH)  unter 

NADH‐Verbrauch in Glycerin‐3‐phosphat umgewandelt und dem Reaktionsgleichgewicht entzogen. 

 
 

Abb. 2.1  Reaktionssequenz des Aktivitätstests. 

F6P + E4P S7P + GAP

Dihydroxyacetonphosphat

TPI

Glycerin‐3‐phosphat
GDH

NADH

NAD+
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Der  Standardtest wurde  bei  30 °C  in  20 mM  Glycylglycin,  pH 7,5,  0,22 mM NADH,  5 U/ml  GDH, 

50 U/ml TPI ausgeführt. Die Messung bei Substratsättigung erfolgte mit 15 mM F6P und 2 mM E4P. 

Es wurde der  lineare Beginn der Kurve als steady‐state‐Geschwindigkeit ausgewertet. Für Messun‐

gen bei pH 6,5 wurde 20 mM BisTris‐Puffer verwendet. 

2.2.4.3 Untersuchung von inhibitorischen Effekten 

Die Messung erfolgte wie unter 2.2.4.2 beschrieben. Die Konzentration von E4P wurde mit 2 mM 

konstant gehalten. Die Konzentrationen von F6P und des Inhibitors wurden gegeneinander variiert. 

Die  Initialgeschwindigkeiten wurden nach einer Auftragung nach Dixon aufgetragen  (DIXON, 1953) 

und die Inhibitorkonstante Ki der als kompetitiv identifizierten Inhibitoren durch eine Mittelung der 

leicht voneinander abweichenden Geradenschnittpunkte (‐Ki, 1/Vmax) bestimmt. 

2.2.4.4 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom pH‐Wert 

Zur Durchführung der Messung wurde in Anlehnung an ELLIS UND MORRISON, 1982 ein Puffergemisch 

mit 3 Komponenten aus 135 mM MES, 5,5 mM BISTRIS und 135 mM TRIS verwendet. Die restliche 

Differenz der Ionenstärke bei den verschiedenen pH‐Werten wurde durch Zugabe von NaCl ausgeg‐

lichen, so dass eine konstante Ionenstärke von 139,33 mM vorlag. 

Die Messung wurde bei 30 °C und einer Proteinkonzentration von 0,0127 mg/ml TA mittels gekop‐

peltem enzymatischem Assay durchgeführt (2.2.4.2). 

Eine  direkte  Anpassung  der  pH‐Optimumskurve  ist  nach  Gleichung  (  2.9  )  bzw.  (  2.10  ) möglich 

(MARANGONI, 2002). 

Vmax = Vmax
lim  ቆ1 + 

ሾH+ሿ
KES1

+ 
KES2
ሾH+ሿቇ

‐1 Vmax
lim ‐ maximale Geschwindigkeit 

            bei pH‐Optimum 
Vmax ‐ apparente Maximal‐ 
           geschwindigkeit 

( 2.9 )

Vmax = Vmax
lim  ൫1 + 10(pKES1 ‐ pH) +  10(pH ‐ pKES2)൯

‐1
  ( 2.10 )

 

2.2.4.5 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur 

Der Messung erfolgte nach 2.2.4.2  in 50 mM Glycylglycin mit 0,0127 mg/ml TA. Die Konzentration 

von E4P betrug nur 1 mM. Die Einstellung des pH‐Werts von 7,5 erfolgte für  jede Temperatur ein‐

zeln. Die Berechnung der thermodynamischen Parameter erfolgte nach den Gleichungen von EYRING 

( 2.11 ) und ARRHENIUS ( 2.12 ) aus den Auftragungen lnk gegen 1/T und ln(k/T) gegen 1/T. 
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lnk ൌ lnA ‐
Ea
RT

k – Geschwindigkeitskonstante 
A – Frequenzfaktor 
Ea – Aktivierungsenergie 

( 2.11 )

ln
k
T
= ln

kb
h

‐ 
∆H‡

RT
+ 
∆S‡

R

R – universelle Gaskonstante 
T – Temperatur 
kb –Boltzmannkonstante 
h – Planck’sches Wirkungsquantum 
∆H‡ – Aktivierungsenthalpie 
∆S‡ – Aktivierungsentropie 

( 2.12 )

 

2.2.4.6 Bestimmung der thermodynamischen Parameter der Denaturierung der TA 

Analog zum gekoppelten Assay 2.2.4.2 wurde eine Lösung aus F6P, E4P, NADH in Glycylglycin, pH30°C 

=  7,5  bereitet. Diese Mischung war  bei  ‐20 °C  für  1 Woche  haltbar.  Je  eine  Transaldolaselösung 

(0,6 mg/ml) wurde bei 60, 80 und 90 °C inkubiert. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden 5 µl der 

bei entsprechender Temperatur  inkubierten Enzymlösung entnommen und  zum Reaktionsstart  zu 

194 µl der Vormischung mit 1 µl Hilfsenzymlösung gegeben. 

Die Berechnung der thermodynamischen Parameter der Inaktivierung erfolgte nach EYRING:  

A = A0e‐kt A – Aktivität 
A0 – Ausgangsaktivität 

( 2.13 )

lnA = lnA0 ‐ kt ( 2.14 )

Es wurde lnA gegen die Zeit t aufgetragen und mit den nach ( 2.14 ) graphisch ermittelten Konstan‐

ten k die thermodynamischen Parameter nach EYRING bestimmt. 

 = ݒ
R·T
NA·h

ሾABሿ‡  

R – universelle Gaskonstante 
NA – Avogadrozahl 
h – Planck’sches Wirkungsquantum 
v – Geschwindigkeit der Reaktion 
T – Temperatur 

( 2.15 )

Da der Übergangszustand nicht messbar  ist, wird er als Pseudo‐Gleichgewicht  angenommen. An‐

hand der Informationen aus den massenspektrometrischen Experimenten (3.4) wird angenommen, 

dass die Freisetzung des das Messsignal verursachenden ersten Substrats der geschwindigkeitsbe‐

stimmende Schritt der Reaktion ist. Somit kann man die Zweisubstratreaktion vereinfachen zu: 

A + B ֖ AB‡ ( 2.16 )

K‡ =
ሾABሿ‡

ሾAሿ · ሾBሿ  
( 2.17 )

K‡ · ሾAሿ · ሾBሿ = ሾABሿ‡  ( 2.18 )
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Somit ergibt sich: 

 = ݒ
R·T
NA·h

· K‡ · ሾAሿ · ሾBሿ ( 2.19 )

Nach Gibbs‐Helmholtz gilt: 

∆G = ‐ RT lnK‡  ( 2.20 )

K‡ = e‐
∆G‡

RT  =  e‐
∆H‡

RT +
∆S‡

R

∆G‡ – Freie Aktivierungsenthalpie 
∆H‡ – Aktivierungsenthalpie 
∆S‡ – Aktivierungsentropie 

( 2.21 )

Daraus folgt: 

kT 
T
 =  

R
NA· h

 · K‡ = 
R

NA · h
 · e‐

∆H‡

RT +
∆S‡

R ( 2.22 )

ln
kT
T
 = ln  ൬

R
NA · h

൰  ‐ 
∆H‡

RT
+
∆S‡

R
( 2.23 )

ln
kT
T
 = ln  ൬

R
NA · h

൰  ‐ 
∆H‡

RT
+
∆S‡

R
( 2.24 )

und  T ln
kT
T

= T ln  ൬
R

NA · h
൰ + T

∆S‡

R
 ‐ 
∆H‡

R
( 2.25 )

Die aus den Auftragungen ln(kT/T) gegen 1/T und T ln(kT/T) gegen T ermittelten Anstiege dienten zur 

Berechnung  von  ∆H‡ und  ∆S‡. Mit diesen Werten  ist die  freie Aktivierungsenthalpie  ∆G* bei der 

Messtemperatur T = 303,15 K bestimmbar ( 2.26 ). 

∆G* = ∆H* ‐ T ∆S* ( 2.26 )

2.2.4.7 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Ionenstärke 

Das Verhältnis von neutraler und dissoziierter Pufferspezies wurde mit der Henderson‐Hasselbalch‐

Gleichung ( 2.27 ) berechnet. 

pH = pKA + lg
ሾA‐ሿ
ሾHAሿ

( 2.27 )

Glycylglycin hat bei 30 °C einen pKA von 8,12. 

7,5 = 8,12 + lg
ሾA‐ሿ
ሾHAሿ

( 2.28 )



Material und Methoden    20 

 

ሾA‐ሿ
ሾHAሿ  = 0,2399

( 2.29 )

ሾA‐ሿ = 0,2399 · ሾHAሿ ( 2.30 )

Die Pufferkonzentration in der Küvette betrug 20 mM. 

20 mM = ሾHAሿ + ሾA‐ሿ ( 2.31 )

20 mM = ሾHAሿ + 0,2399 · ሾHAሿ ( 2.32 )

ሾHAሿ = 16,13 mM ( 2.33 )

Aus ( 2.30 ) und ( 2.33 ) ergibt sich die Konzentration an Base zu:   

ሾA‐ሿ = 3,87 mM ( 2.34 )

Zusätzlich muss man die zur Neutralisation mit NaOH eingebrachten 3,87 mM Na+‐Ionen berücksich‐

tigen. 

Die Hilfsenzymlösung enthielt 2,4 M  (NH4)2SO4. Davon wurde 1 µl  in einen Messansatz mit 200 µl 

Endvolumen gegeben. Somit waren bei pH 7,5 noch zusätzlich 12 mM SO4
2‐ und 24 mM NH4

+ im An‐

satz  enthalten. Die  Ionisierungszustände  der  Zuckersubstrate wurden  vernachlässigt. Die  Berech‐

nung der Ionenstärke I0 im Ansatz erfolgte nach Gleichung ( 2.35 ). 

I =
1
2
 cj
j

Zj
2

  cj – mol. Konzentration des Ions 
Zj – Ladungszahl des Ions 

( 2.35 )

I = 
1
2
൫ሾA‐ሿ + ሾNa+ሿ + 4ൣSO4

2‐൧ + ሾNH4
+ሿ൯ = 39,869 mM ( 2.36 )

Der Messung erfolgte nach 2.2.4.2 mit 0,0127 mg/ml TA und 1 mM E4P. Die verschiedenen  Ionen‐

stärken wurden mit KCl eingestellt. Die Ausgangsionenstärke im Ansatz betrug durch Puffer und den 

Beitrag der 2,4 M Ammoniumsulfat enthaltenden Hilfsenzymlösung 39,87 mM. 

2.2.4.8 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Proteinkonzentration 

Zur Untersuchung, ob die auftretenden unterschiedlichen Oligomere Unterschiede in ihrer Aktivität 

besitzen wurden 2 verschiedene Experimente durchgeführt. Beide Messungen wurden nach 2.2.4.2 

mit 0,55 mM F6P und 0,18 mM E4P durchgeführt. 
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2.2.4.8.1 Gleiche Ausgangskonzentration, verschiedene Messkonzentration an Protein 

Aus einer Stammlösung von 25,4 mg/ml TA wurden unmittelbar vor der Messung verschiedene Pro‐

teinkonzentrationen  hergestellt  und  deren Aktivität  gemessen. Wenn  gleiche Aktivitäten  für  ver‐

schiedene Oligomerspezies vorliegen, wird eine  lineare Abhängigkeit der Geschwindigkeit von der 

Proteinkonzentration erwartet. 

2.2.4.8.2 Verschiedene Ausgangskonzentration, gleiche Messkonzentration an Protein 

Es wurden mehrere Proteinlösungen im Konzentrationsbereich von 0,02 bis 1 mg/ml hergestellt und 

in den Messansatz verdünnt, so dass die Endkonzentration für die Messung  jeweils 0,01 mg/ml TA 

betrug. Diese Messreihe wurde zusätzlich bei Substratkonzentrationen von 15 mM F6P und 1 mM 

E4P ausgeführt. 

2.2.5 Pre‐steady‐state‐Messungen mit stopped‐flow‐Technik 

Die stopped‐flow‐Technik wurde als pre‐steady‐state‐Kinetik verwendet um die erste Halbreaktion 

zu untersuchen. Hierfür wurde der gekoppelte enzymatische Test mit den Hilfsenzymen TPI, GDH 

und NADH (TSOLAS UND JORIS, 1975) mit Verzicht auf das Akzeptorsubstrat verwendet.  

 

Abb. 2.2  Schematische Darstellung der ersten Halbreaktion der TA. 
E  –  freies Enzym 

S1  –  Donorsubstrat, Ketose 

  –  kovalenter Donorsubstrat‐Carbinolamin‐Komplex 

  –  kovalenter Donorsubstrat‐Immonium‐Komplex, Schiffbase vor Bindungsspaltung 

E‐I  –  C3‐Schiffbase 

P1  –  erstes Produkt, Aldose 

 

Durch die Umwandlung des ersten Produkts Glycerinaldehyd‐3‐phosphat zu Glycerin‐3‐phosphat mit 

den Hilfsenzymen wurde dieses aus dem Gleichgewicht entzogen. Der somit an die Transaldolase‐

reaktion gekoppelte NADH‐Verbrauch der Hilfsenzymreaktion wurde bei 340 nm verfolgt, wobei die 

Oxidation von NADH äquimolar der Umsetzung von F6P entspricht. Da kein Akzeptorsubstrat zuge‐

geben wurde, stoppte die Reaktion auf der Stufe eines kovalenten C3‐Intermediats nach einmaligem 

E + S1 E*S1 E‐S1
C E‐S1

I E‐I + P1

K1 K2 K3 K4

k1 * S

k‐1 k‐2 k‐3 k‐4

k4k3k2

E‐S1
C

E‐S1
I
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Substratumsatz. Die erste Halbreaktion  ist  in die Teilschritte untergliedert  in Abb. 2.2 schematisch 

dargestellt. 

Die  schnellen  Kinetiken wurden  in  einem  stopped‐flow‐Absorptionsspektrometer  (SX  18 MV  und 

SX20, Applied Photophysics, UK) bei 30 °C in 20 mM Glycylglycin, pH 7,5, einer optischen Weglänge 

von 1 cm und Wellenlänge 340 nm ausgeführt. Dabei wurde eine Proteinlösung (0,22 – 0,32 mg/ml 

TA mit 1000 U/ml TPI, 100 U/ml GDH, 0,22 mM NADH, 20 mM GlyGly, pH 7,5) im Verhältnis 1:2 mit 

einer Substratlösung (mehrere Konzentrationen im Bereich von 0,05 – 30 mM für den Wt in 20 mM 

GlyGly, pH 7,5) gemischt. Die Hilfsenzymlösung wurde vorher dialysiert, um das Ammoniumsulfat zu 

entfernen und Vermischungsschlieren sowie hohe Ionenstärken bei der Messung zu vermeiden. Die 

Messkurven wurden je nach Form einfach oder doppelt exponentiell 1. Ordnung ausgewertet. 

2.2.6 Untersuchung des kinetischen Lösungsmittelisotopieeffekts 

Kinetische Studien von  Lösungsmittelisotopieeffekten dienen der Charakterisierung des geschwin‐

digkeitsbestimmenden Schritts von Protonentransferreaktionen. Die Untersuchung des Lösungsmit‐

telisotopieeffekts erfolgte  für die erste Halbreaktion mittels stopped‐flow‐Technik (siehe 2.2.5) bei 

30 °C  nach  dem  Protokoll  von  SCHOWEN,  1978.  Dafür  wurden  Proteinlösung  (0,022 mg/ml  TA, 

1000 U/ml TPI, 100 U/ml GDH, 0,22 mM NADH, 20 mM GlyGly, pH 7,5/ pD 7,5 bei 30 °C) und Subs‐

tratlösung (30 mM F6P, 20 mM GlyGly, pH 7,5/pD 7,5 bei 30 °C) jeweils in H2O und D2O hergestellt. 

Aus H2O‐ und D2O‐Lösungen wurden Mischungen in unterschiedlichen Verhältnissen hergestellt, so 

dass es Proteinlösungen mit D2O‐Anteilen von 0 bis 1 und Substratlösungen mit den gleichen D2O‐

Anteilen gab. Für die Messung wurden Proteinlösung und Substratlösung mit gleichem D2O‐Gehalt 

1:2 gemischt. Die verwendete Hilfsenzymlösung wurde vorher mittels Konzentrator entsalzt und  in 

H2O‐ bzw. D2O‐Glycylglycin umgepuffert. Die Einstellung des pH‐Wertes der D2O‐Lösungen erfolgte 

mit in D2O gelöster NaOH. Für jeden Messpunkt wurden 9 Einzelmessungen gemittelt. 

Die  folgende Kurzdarstellung der Auswertung  ist ausführlich bei  Schowen, 1978 nachzulesen. Die 

ermittelten Geschwindigkeitskonstanten als Funktion des D2O‐Anteils n, kn(n), wurden genutzt, um 

die  Form  der Gross‐Butler‐Funktion  (  2.37  )  der  untersuchten  Reaktion  zu  bestimmen.  Für  jedes 

während der Reaktion austauschende Proton gibt es einen Term von 1‐n+nφ im Zähler und im Nen‐

ner von Gleichung ( 2.37 ). 
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kn = k0
ÜZB
RZB

= k0 
(1‐n+nφ1

Ü)(1‐n+nφ2
Ü)···(1‐n+nφv

Ü)

(1‐n+nφ1
R)(1‐n+nφ2

R)···(1‐n+nφv
R)

( 2.37 )

ÜZB – Beitrag des Übergangszustands Ü 
RZB – Beitrag des Reaktandzustands R 
n – Anteil von D2O in der Lösung  
      (n = 0 vollständig protoniertes, n = 1 vollständig deuteriertes Lösungsmittel) 
k0 – Geschwindigkeitskonstante in vollständig protoniertem Lösungsmittel (n=0) 
kn – Geschwindigkeitskonstante in Lösungsmittel mit Deuteriumanteil n 
φv
Ü – Fraktionierungsfaktor des Übergangszustands 

φv
R – Fraktionierungsfaktor des Reaktandzustands 

 

Wenn sich der Zustand des Protons im Reaktand‐ und Übergangszustand nicht ändert, löschen sich 

die Terme aus. Ebenso entfallen die Terme mit φ = 1. Die Anzahl der übrig bleibenden Einzelterme 

und φ‐Werte kann bestimmt und so die Anzahl der am Übergangszustand beteiligten Protonen er‐

mittelt werden. Da für N‐H und O‐H‐Bindungen meist Fraktionierungsfaktoren von nahe 1 gefunden 

wurden und die Seitenketten der Aminosäuren, außer Sulfhydrylgruppen (φ = 0,40 – 0,46), Fraktio‐

nierungsfaktoren von 1 haben, wird für Proteine oft angenommen, dass alle Protonen im Reaktand‐

zustand  Fraktionierungsfaktoren  von 1 haben.  Somit  kann man  für die meisten Proteine RZB = 1 

annehmen und Gleichung ( 2.37 ) vereinfacht sich durch Wegfall des Nenners zu ( 2.38 ).  

kn = k0 ෑ (1‐n+nφi
Ü)

v

i

  ( 2.38 )

Die  Beteiligung  von  nur  einem  Proton  führt  zu  einer  linearen  Form  der  Gross‐Butler‐Funktion  

( 2.39 ). 

kn = k0 (1‐n+nφ1
Ü) ( 2.39 )

Bei einem  „Mehrprotonenübergangszustand“ mit φi
Ü < 1 und RZB = 1 ergibt  sich eine nach unten 

gebogene Kurve. Die Auftragung kn(n) sind dann Polynome von n in Ordnung von v. Die Ordnung v 

der Polynome gibt an, wie viele Protonierungsstellen bei der Bildung des Übergangszustands  invol‐

viert sind. 

Ein Sonderfall ergibt sich, wenn eine große Anzahl von Protonen  (m) an der Reaktion beteiligt  ist, 

jedes aber nur kleine Beiträge leistet. Die Fraktionierungsfaktoren sind dann kleiner aber fast gleich 

1. Für einen Isotopieeffekt k1/k0 ergäbe sich somit ( 2.40 ) und ( 2.41 ): 
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k1/k0 = φ
m ( 2.40 )

kn = k0 (1 ‐ n + nφ)
m ( 2.41 )

Da  φ  kleiner,  aber  nahe  1  ist,  kann man  schreiben,  φ = 1 – χ, wobei  χ  sehr  klein  ist. Damit wird  

Gleichung ( 2.41 ) zu: 

kn = k0 [1 – n + n (1 ‐ χ)]
m = k0 (1 ‐ nχ)

m ( 2.42 )

ln(kn/k0) = m ln(1 ‐ nχ) ( 2.43 )

Da n ≤ 1 und χ sehr klein ist, ist nχ auch eine kleine Zahl und ln(1 ‐ nχ)  ሺ‐nχ). Somit kann Gleichung 

( 2.43 ) in der folgenden Form geschrieben werden: 

ln(kn/k0)  (‐mnχ) ( 2.44 )

lnkn  (‐mχ)n + lnk0 ( 2.45 )

In diesem Fall wäre eine Auftragung von lnkn gegen n linear.  

Im Fall eines Zwei‐Protonen‐Mechanismus, in dem jedes Proton den gleichen Isotopieeffekt beiträgt 

(φ1
Ü ൌ φ2

Ü), gilt: 

kn = k0 (1 – n + nφ1
Ü) (1 – n + nφ2

Ü) = k0 (1 – n + nφ1
Ü)

2
( 2.46 )

Eine Auftragung von (kn/k0)
1/2 gegen n ist in diesem Fall linear und stellt einen Schnelltest dar, ob ein 

solcher Zweiprotonenmechanismus vorliegt. 

2.2.7 CD‐Spektroskopie 

Die Carbonylgruppe einer Peptidbindung wirkt bei der CD‐Spektroskopie als optisch aktiver Chro‐

mophor.  Dadurch  ist  diese  Methode  gut  zur  Konformationsanalyse  geeignet.  Im  Fern‐UV‐CD‐

Spektrum (180 – 250 nm) findet man den n ՜ π*‐Übergang im Bereich von 210 – 230 nm und den  

π ՜ π*‐Übergang von 180 – 200 nm und kann daraus Informationen über den Sekundärstrukturge‐

halt eines Proteins gewinnen.  Im Nah‐UV‐CD‐Spektrum (250 – 350 nm) findet man vorwiegend die 

Signale der aromatischen Aminosäuren. Aber auch Disulfidbrücken und prosthetische Gruppen kön‐

nen, falls vorhanden, Beiträge  leisten. Somit zeigt sich ein für  jedes Protein typisches Spektrum als 

Abbild seiner Tertiärstruktur. 
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Die Aufnahme von CD‐Spektren erfolgte an einem J‐810, Jasco oder Chirascan, Applied Photophysics 

in Quartzküvetten  (Fern‐UV 0,1 cm, Nah‐UV 1 cm). Für den Wildtyp wurden Fern‐UV‐CD‐Spektren 

bei 10, 20 und 60 °C aufgenommen. Ein Nah‐UV‐CD‐Spektrum wurde bei 20 °C gemessen. Für die 

Varianten wurden nur Fern‐UV‐CD‐Spektren bei 20 °C aufgenommen. Die Mess‐ und Geräteparame‐

ter sind wie folgt zusammengefasst: 

Messgerät  Parameter  Fern‐UV  Nah‐UV 

 

Jasco J‐810  Wellenlänge  190‐260 nm  250‐350 nm 

  Schrittweite  0,5 nm  0,1 nm 

  Scangeschwindigkeit  100 nm/min  100 nm/min 

  Response  2 s  0,5 s 

  Bandenweite  1 nm  0,1 nm  

  Akkumulierte Spektren  10  10 

 

 

Proteinkonzentration  0,08 mg/ml  2 mg/ml 

Chirascan  Wellenlänge  185‐260 nm  260‐380 nm 

  Schrittweite  1 nm  1 nm 

  Akkumulationszeit  10s/point 

(25µs · 400 000) 

10s/point 

  Akkumulierte Spektren  1  1 

  Proteinkonzentration  0,08 mg/ml  2 mg/ml 
 

Jede Messung wurde mit Puffer wiederholt und die erhaltene Basislinie mit der  Instrumentensoft‐

ware vom Spektrum subtrahiert. Für die Nah‐UV‐CD‐Spektren wurde das vom Messgerät erhaltene 

Signal der molaren Elliptizität  in mdeg beibehalten, da nur ein geringer Anteil des gesamten Mole‐

küls  in diesem Bereich zum Signal beiträgt und der Gehalt an aromatischen Aminosäuren nicht mit 

dem Molekulargewicht eines Proteins korreliert. Um die erhaltenen Signale unabhängig vom Mole‐

kulargewicht betrachten zu können, erfolgte für die Fern‐UV‐CD‐Spektren eine Berechnung der mitt‐

leren molaren Masse  einer  Aminosäure  (MMRW)  und  eine  Umrechnung  in mean  residue weight‐

Elliptizität [Θ]MRW mit Gleichung ( 2.47 ) nach KELLY et al., 2005. 
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ሾΘሿMRW = 
Θ·MMRW

10·c·d
 (deg cm2 dmol‐1) ( 2.47 )

[Θ]MRW – mean‐residue‐weight‐Elliptizität (deg · cm2 · dmol‐1) 
Θ  – molare Elliptizität (mdeg), Ausgabeeinheit am Messgerät bei der jeweiligen λ 
MMRW  – mean‐residue‐weight, mittlere molare Masse einer Aminosäure bezüglich Peptidbindungen 

   (mg · mmol‐1),  
c  – Proteinkonzentration der Probe (mg · ml‐1) 
d  – optische Weglänge (cm) 

2.2.8 Massenspektrometrie zur Intermediatanalyse 

Alle Messungen zur Analyse der Intermediate, die während der Reaktion von TacTA mit den Substra‐

ten auftreten, wurden an einem hybriden linearen Ionenfallen/Orbitrap Massenspektrometer (LTQ‐

Orbitrap‐XL, ThermoElectron, Bremen, Germany) aufgenommen. Das Massenspektrometer war mit 

einer  nano‐Elektrospray‐Ionisierungsquelle  (Proxeon  Biosystems, Odense, Denmark)  ausgestattet. 

Für Messungen mit statischem nano‐ESI wurden die Proben mithilfe von Metall‐ummantelten off‐

line  nano‐Electrosprayemittern  (Proxeon  Biosystems, Odense, Denmark)  injiziert  und  eine  Spray‐

spannung von ‐1300 V angewendet.  

Die Erfassung der Spektren erfolgte mit der Software XCALIBUR (Version 2.0.7, Thermo Electron, San 

Jose, CA, USA) Die Messung der Proben wurde durch Dr. Christian Ihling, Pharmazeutische Chemie 

und Bioanalytik, MLU Halle‐Wittenberg ausgeführt. 

2.2.8.1 Direkte Messung 

Transaldolase wurde allein (2,37 µM) oder mit Substraten (2,37 µM TA, 1 mM F6P, 0,135 mM E4P) in 

20 µM  Tris  zusammengegeben.  In  eine  5 µl  Probenschleife,  die  an  das  6‐port‐2‐Wege‐Ventil  des 

Massenspektrometers (MS) angebracht war, wurde die Probe injiziert. Anschließend wurde das Ven‐

til umgeschaltet und die Probe mit einer HPLC‐Pumpe aus der Probenschleife  in das MS  transpor‐

tiert  (300 nl/min, 50 % Acetonitril, 0,1 % HCOOH). Es wurde ein Spektrum des nano‐Elektrosprays 

mit einem online‐Emitter (stainless steel, 30 µm Innendurchmesser, Proxeon) aufgenommen. Da nur 

bei Ansäuern  Ionen des Proteins detektiert wurden, dafür aber geringe Mengen 50 % Acetonitril, 

0,1 % HCOOH ausreichten, wurden die Kapillaren mit dem Lösungsmittelgemisch vor‐ und zwischen‐

gespült.  
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2.2.8.2 Diskontinuierliche Messung durch Säure‐quench 

Durch das Abstoppen der Reaktion lassen sich Verteilungen verschiedener Reaktionsspezies fixieren. 

Weitere Vorteile dieser Methode sind, dass der normale Reaktionspuffer und höhere Substratkon‐

zentrationen eingesetzt werden können, da  Ionen und  freie Substratreste durch die Reinigung der 

Probe mit ZipTip abgetrennt werden. 

2.2.8.2.1 Generelle Messung 

Für  jede Messung wurde ein 25 µl‐Ansatz mit 6 mg/ml  (= 245 µM) TA, 15 mM F6P  (2,5 µl 150 mM 

F6P), 1 mM E4P (2,5 µl 10 mM E4P) in 20 mM GlyGly, pH 7,5 bereitet. Dazu wurde Puffer mit Protein 

vorgelegt und mit 5 µl der 1+1 Mischung aus beiden Substraten die Reaktion gestartet. Die Reaktion 

erfolgte  bei  20 °C  und wurde  nach  gewünschten  Zeitintervallen mit  25 µl  98 %iger Ameisensäure 

abgestoppt. Die Proben wurden sofort über ZipTip aufgearbeitet und gemessen. Die ZipTip‐Säulchen 

wurden dazu 5x mit 10 µl Acetonitril/1 % HCOOH  (im Verhältnis 70/30) und anschließend 10x mit 

10 µl 1 % HCOOH gespült. Das äquilibrierte Säulchen wurde mit dem gesamten Volumen der Probe 

beladen, 20x mit 10 µl 1 % HCOOH gewaschen und mit 10 µl des obigen Acetonitril/1 % HCOOH‐

Gemischs eluiert. 

Die  entsalzte  Probe wurde  sofort  vermessen  und  das  nano‐Elektrospray  der  ersten  3 min  aufge‐

zeichnet und gemittelt. Der Zielwert der automatic gain control  (AGC) wurde auf 500 000 gesetzt. 

Die Spektren wurden  im m/z‐Bereich von 800‐2000 mit einer Auflösung bei m/z 400 von 100 000 

aufgenommen.  Für  jeden Messpunkt wurden  9 Messungen  ausgeführt, wobei  3  unterschiedliche 

Enzympräparationen jeweils 3‐mal gemessen wurden. Die Empfindlichkeit des Messgerätes variierte 

zwischen  den Messtagen, weswegen  nicht  immer  die  gleichen  absoluten  Intensitäten  gemessen 

wurden. 

Für die Messungen mit Inhibitor wurden 21 mM X5P beziehungsweise 20 mM S6P eingesetzt. Nach 

15 min wurde die Reaktion gestoppt und die Proben wie beschrieben aufgearbeitet und gemessen. 

2.2.8.2.2 Ausbildung des steady state 

Die Messung erfolgte wie unter 2.2.8.2.1, nur dass die Substrate äquimolar eingesetzt wurden. Die 

Konzentrationen von F6P und E4P im Ansatz betrug 2 mM. Zur Einstellung des Gleichgewichts wurde 

die Reaktion nach 2 h durch Säure‐quench abgestoppt. 
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2.2.8.2.3 Bildung von TA‐Dihydroxyaceton‐Intermediat 

Um die Bildung des TA‐Dihydroxyaceton‐Intermediats  (C3I) zu  fördern, wurde  in einen Ansatz mit 

245 µM TA nur das Donorsubstrat F6P (15 mM), 0,22 mM NADH (1 µl 5,5 mM NADH) und 1 µl GDH‐

TPI‐Lösung  (Konzentration  im Ansatz 40 U/ml GDH, 400 U/ml TPI) gegeben. Reaktion, Abstoppen, 

Aufarbeitung und Messung erfolgten wie beim Ansatz ohne Hilfsenzymlösung.  

2.2.8.2.4 Nachweis von Intermediaten mittels D‐[UL‐13C6]‐F6P 

Um nachzuweisen, dass es sich bei den durch Substratzugabe entstehenden Signalen um kovalente 

Reaktionsintermediate handelt, wurde F6P durch D‐[UL‐13C6]‐F6P ersetzt. Als Akzeptor wurde wei‐

terhin  unmarkiertes  E4P  eingesetzt.  Dadurch  war  eine  Verschiebung  der  Massen  für  die  C6‐

Intermediate um 6 Masseneinheiten und der C3‐ sowie C7‐Intermediate um 3 Masseneinheiten zu 

erwarten. Durchführung und Auswertung der Messung erfolgte wie unter 2.2.8.2.1 beschrieben. 

2.2.8.3 Test der Proteinstabilität für quench‐MS 

Um die Stabilität des Proteins unter den gewünschten, sauren Messbedingungen zu testen, wurde 

Protein gemessen, das a) 1+1 mit Wasser verdünnt und dem kurz vor der Messung 10 % (v/v) einer 

1 %  HCOOH‐Lösung  zugegeben wurde,  b)  1+1 mit  Acetonitril/1 %  HCOOH  (70/30)  verdünnt  und 

10 min inkubiert wurde, c) 1+1 mit 85 % HCOOH verdünnt und 10 min inkubiert wurde und d) die‐

selbe Probe wie c) 25 min inkubiert wurde. 

Als zweite Studie zur Proteinstabilität bei der quench‐MS‐Methode wurde TA wie in Kapitel 2.2.8.2, 

Bildung des TA‐Dihydroxyaceton‐Intermediats, beschrieben  für 5 min  reagieren  gelassen, aufgear‐

beitet und gemessen. Ein Teil der Probe wurde 3 Tage bei 6 °C aufbewahrt und erneut gemessen. 

2.2.8.4 Auswertung der Spektren 

Für die Datenanalyse wurden die gemittelten Spektren unter Verwendung des Plug‐ins für XCALIBUR 

(Thermo Electron, San Jose, CA, USA) in Signale mit dem Ladungszustand +1 umgewandelt (deconvo‐

lution). Für die Auswertung wurden die Intensitäten der monoisotopischen Massen verwendet und 

innerhalb eines Spektrums zueinander ins Verhältnis gesetzt. Dies stellt eine Vereinfachung zur ma‐

nuellen Addition der Intensitäten aller einzelnen Isotopenpeaks dar. Diese Vereinfachung war mög‐

lich, da das Addieren der verschiedenen Isotopenpeaks von Hand im Vergleich zur von der Software 

berechneten Intensität der monoisotopischen Masse nur zu einem vernachlässigbar abweichenden 

Ergebnis  führte.  In Tab. 2.3 sind die Ergebnisse  für beide Verfahren gegenübergestellt. Da bei der 
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manuellen Methode durch Rauschen  im Spektrum  leicht Peaks geringer  Intensität übersehen wer‐

den können, wurde das Ergebnis der Software als genauer angesehen. 

 

Tab.  2.3   Vergleich  der Methoden  zur Berechnung  der  Intensitäten  und  resultierende Verhältnisse  der  Peaks 
zueinander. 

  Monoisotopische Peaks  
(berechnet durch XCALIBUR Software) 

Summe der Isotopenpeaks 
(manuell addiert) 

  Intensität  %  Intensität  % 

Summe  25 897 472    25 743 823   

TA  11 181 056  43,17  11 046 397  42,91 

C6I  14 716 416  56,83  14 697 426  57,09 

 

2.2.8.5 Untersuchung von E4P‐Lösung mittels nano‐ESI‐Massenspektrometrie 

Um die Homogenität des kommerziell erworbenen E4P zu überprüfen, wurde E4P massenspektro‐

metrisch  untersucht.  20 mM  E4P‐Lösung  in  20 mM  GlyGly  wurde  1 : 100  in  85 : 15 : 0,1 Metha‐

nol : H2O : Essigsäure  verdünnt  und  in  einem  Applied  Biosystems  4000  hybriden  triple  quadru‐

pole/linear  ion trap Massenspektrometer (MDS Sciex, Ontario, Canada) bei 0,2 psi und 1,25 kV ge‐

messen. Die Analyse des Nanoelektrosprays (nanoESI) wurde unter Verwendung einer chip ion sour‐

ce  (TriVersa  NanoMate;  Advion  BioSciences,  Ithaca,  NY,  USA)  ausgeführt.  Die  Messung  wurde 

freundlicherweise durch Dr. Cornelia Herrfurth, Abteilung Biochemie der Pflanze, Göttingen, durch‐

geführt. 

2.2.9 Kristallographische Arbeiten 

2.2.9.1 Kristallisation 

Die  Kristallisation  von  TA  und  Varianten  erfolgte mit Modifikationen  nach  JIA  et  al.,  1996b  und 

THORELL et al., 2000.  Für die Methode der Gasphasendiffusion  im hängenden Tropfen wurde eine 

Reservoirlösung von 500 µl  in 24‐Loch‐Zellkulturplatten vorgelegt. Die Reservoirlösung bestand aus 

1) 0,1 M Natriumcitrat, pH 4, 10 % (w/v) PEG6000, 25 % (v/v) Glycerin oder 2) 0,3 M Ammoniumace‐

tat, pH 4,4, 10 % (w/v) PEG6000, 25 % (v/v) Glycerin. In Lösung 1) wurde Wt und K86A kristallisiert, 

Wt‐Kristalle aus diesen Ansätzen wurden zum soaking mit E4P verwendet. In Lösung 2) wurden An‐

sätze mit allen Proteinen hergestellt. Alle in dieser Arbeit besprochenen Strukturen, außer Wt + E4P 
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und K86A + Citrat, entstanden aus Kristallansätzen mit Lösung 2). 3 µl 13‐16 mg/ml Proteinlösung 

(optimal  16 mg/ml)  in  einem  Puffergemisch  aus  ca.  30 %  20 mM  Tris  :  70 %  20 mM Glycylglycin, 

pH 7,5 wurden mit 3 µl der Reservoirlösung auf einem  silanisierten Deckgläschen durch Auf‐ und 

Abpipettieren gemischt. Der  resultierende pH‐Wert  im Tropfen betrug 4,5. Die Deckgläschen wur‐

den umgedreht über den Vertiefungen der Zellkulturplatte angebracht, wobei mittelviskose Baysilo‐

ne‐Paste  (GE Bayer Silicons GmbH & Co. KG, Leverkusen)  für  luftdichten Verschluss und Fixierung 

sorgte.  Die  Anfertigung  der  Kristallisationsansätze  erfolgte  bei  Raumtemperatur,  wobei  höhere 

Temperaturen bis 30 °C bei der Bereitung der Ansätze die Bildung von Kristallen mit der gewünsch‐

ten Raumgruppe C2221 förderten. Die Kristallansätze wurden anschließend bei 18 °C gelagert und in 

regelmäßigen Zeitabständen das Wachstum der Kristalle überprüft. Zum Teil wurde macroseeding 

mit in der Raumgruppe C2221 kristallisierten, zertrümmerten Kristallen durchgeführt. 

2.2.9.1.1 Kokristallisation von Substraten 

Die  Substrate wurden  in 20 mM Glycylglycinpuffer, pH 7,5  gelöst und  zur Proteinlösung  gegeben, 

bevor diese mit der Reservoirlösung 1 : 2 gemischt wurde. Die Endkonzentration der Zucker im Trop‐

fen führt Tab. 2.4 auf. 

Tab. 2.4  Endkonzentration von Substraten im Tropfen. 

Zuckerphosphat  Konzentration   

F6P  5 mM   

S7P  9,87 mM   

S6P  2,5 mM   

X5P  15 mM   

A5P  5 mM   

 

S7P wurde freundlicherweise von Stefan Lüdtke enzymatisch nach CHARMANTRAY et al., 2009 syntheti‐

siert und gereinigt. 

2.2.9.1.2 Soaking von E4P 

Da E4P  schnell dephosphoryliert, wurde dieses  Substrat per  soaking bei  18 °C  in die Kristalle  ge‐

bracht.  Die  Kristalle  waren  dabei  sehr  instabil,  so  dass  Inkubation  in  der  soaking‐Lösung  (5  % 

PEG6000, 30 % Glycerin, 100 – 300 mM E4P, 26,2 mM NaCitrat, 12,5 mM GlyGly, pH ≈ 4) nur für 20 s 

möglich war. 
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2.2.9.2 Datenaufnahme und ‐prozessierung 

Da der Glyceringehalt  im Tropfen 12,5 % betrug, war es möglich, die Kristalle direkt  im Stickstoff‐

strom (100‐130 K) ohne weiteren Gefrierschutz schock zu frieren. Die Datensätze von Einzelkristal‐

len wurden an vier verschiedenen Messplätzen aufgenommen. 

1) Drehanodengenerator Micromax 007 (Rigaku Corp., Japan), Röntgenstrahlung λ = 1,5418 Å,  
  CuKα,R‐AXIS IV++ image‐plate‐Detektor (Rigaku Corp., Japan), X‐stream 2000 (Rigaku Corp.,  
  Japan) Physikalische Biotechnologie, Halle/Saale 
  K86A (Acetat + F6P) 

2) BESSY beamline 14.1, Berlin, 225 mm mosaic CCD Detektor von MARRESEACH, λ = 0,91841 Å 
  Wt + F6P 
  Wt + S7P 
  Wt + X5P 
  E60Q 
  D6N 
  E60A + F6P 
  E60A + S7P 

3) BESSY beamline 14.2, Berlin, 165 mm single chip CCD Detektor von MARRESEACH,  
  λ = 0,91841 Å 
  Wt Grundstruktur 
  Wt + E4P 
  K86A + Citrat 
  F132Y 

4) Drehanodengenerator Micromax 007 (Rigaku/MSC, The Woodlands, TX), Röntgenstrahlung λ =  
  1,5418 Å, CuKα, 40 kV and 20 mA, Mar345dtb Detektorsystem (X‐ray Research, Hamburg) mit  
  Osmic focusing mirrors, Cryo‐Kühlung: X‐Stream system (Rigaku/MSC), Abteilung Molekulare  
  Strukturbiologie, Göttingen 
  Wt + S6P 
  Wt + A5P 
  T110V + F6P (DHA) 
 

Die Datenaufnahme und Prozessierung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Piotr Neumann (Abteilung 

Molekulare  Strukturbiologie, GZMB, Göttingen)  und Dr. Christoph  Parthier  (AG  Physikalische  Bio‐

technologie, Halle/Saale) durchgeführt. 

TA  kristallisierte  in  der  orthorhombischen Raumgruppe  C2221  oder  der monoklinen Raumgruppe 

P21. Für  Integration und Skalierung der Rohdaten wurde das Programmpaket XDS/XSCALE  (KABSCH, 

1993) verwendet.  
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2.2.9.3 Modellierung und kristallographische Verfeinerung 

Die Bestimmung initialer Phasen erfolgte durch Dr. Piotr Neumann über molecular replacement mit 

PHASER (MCCOY et al., 2007), wobei als Suchmodell die Transaldolase aus Thermus thermophilus HB8 

(PDB‐Code: 1WX0, 45,3 % Sequenzidentität) verwendet wurde. Anhand der Elektronendichten wur‐

de ein erstes atomares Modell von Dr. Piotr Neumann mit dem Programm COOT  erstellt. Weitere 

Modellierung und Verfeinerungsrechnungen erfolgten mit COOT  (EMSLEY UND COWTAN, 2004), PHENIX 

(AFONINE et al., 2005) und REFMAC5  (MURSHUDOV et al., 1997) und bei der Variante D6N auch durch 

CNS  (BRUNGER et al., 1998, durchgeführt durch Dr. Piotr Neumann). Für fast alle Strukturen wurden 

bei den Verfeinerungsrechnungen mit Phenix 2 TLS‐Gruppen (α/β‐barrel und C‐terminale Helix) pro 

Monomer verwendet. Für den Wt‐Grundzustand und Wt+S7P wurden 4 TLS‐Gruppen pro Monomer 

verwendet:  Aminosäuren  1‐33,  34‐55,  56‐198,  199‐223  (C‐terminale  Helix)  bildeten  jeweils  eine 

Gruppe. Bei E60Q wurden die Ketten B und C mit 2 TLS‐Gruppen/Monomer und A, D sowie E mit 4 

TLS‐Gruppen pro Monomer verfeinert. Für die Stuktur E60A+F6P ließen sich ohne TLS‐Gruppen die 

besten Ergebnisse erzielen. 

In  Kristallen  der Raumgruppe C2221 war  das  finale Modell  ein Homopentamer, während  P21  ein 

Homodekamer in der asymmetrischen Einheit enthielt. 

Für Strukturen mit Substratkomplexen, wurden mit Phenix simulated annealing omit maps (Tstart = 

5000 K,  Tfinal = 300 K)  gerechnet. Wenn  sich positive  Elektronendichte  im  aktiven  Zentrum  zeigte, 

wurde das Proteinmodell um das entsprechende Molekül erweitert. 

Die Modelle wurden mit SFCheck (VAGUINE et al., 1999) validiert. Eine Zusammenfassung aller Statis‐

tiken findet sich im Anhang (7.3).  

2.2.9.4 Graphische Darstellung 

Für die graphische Wiedergabe der strukturellen Daten und Strukturvergleiche wurde das Programm 

PYMOL Version 0.99 und 1.3 (DeLano Scientific LLC) verwendet. 

2.2.9.5 Analyse der Strukturen 

Zur Analyse von Kontaktflächen und die Art der Kontakte  im Pentamer und Dekamer wurden die 

Programme AREAIMOL  (LEE UND RICHARDS, 1971; SAFF UND KUIJLAARS, 1997), PISA  (KRISSINEL UND HENRICK, 

2007) und CONTACT (SKARZYNSKI UND LESLIE, 1988) der CCP4‐Suite (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 

NUMBER 4, 1994) genutzt. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Molekularbiologische Arbeiten 

3.1.1 Generierung von Proteinvarianten 

Die Auswahl, welche active site‐Varianten generiert werden sollten, erfolgte basierend auf der vor‐

geschlagenen Theorie zum Mechanismus der Aldolase (SCHÖRKEN et al., 2001) und ersten Studien zu 

der neuen Unterfamilie der  transaldolase‐like proteins  (THORELL et al., 2002),  zu denen TacTA auf‐

grund der Länge und Sequenz zählt. Die Sequenz von TacTA wurde mit den Sequenzen klassischer 

Transaldolasen  (Unterfamilie 1),  verkürzter  Transaldolasen  (Unterfamilie 4)  und  Fructose‐6‐

phosphat‐Aldolasen  (Unterfamilie 5)  computergestützt  verglichen  (Kategorisierung  der Unterfami‐

lien nach SAMLAND UND SPRENGER, 2009). Dieser Sequenzvergleich  ist  in Abb. 3.1 dargestellt. Anhand 

des Vergleichs wurden die Kandidaten für die Mutagenese ausgewählt. Von besonderem  Interesse 

waren die Seitenkettenreste Glu60 und Asp6,  für die eine Beteiligung an der Säure‐Base‐Katalyse 

angenommen wurde. Mit der Variante K86A sollte Lys86 als das die Schiffbase bildende Lysin nach‐

gewiesen werden. Da ein katalytisch aktives Wasser als essentiell für den Mechanismus vorgeschla‐

gen wurde,  erfolgte  auch  ein  Austausch  von  Thr110  (T110V), welches  zusammen mit Glu60  das 

Wassermolekül über Wasserstoffbrückenbindungen bindet. Der Austausch  F132Y wurde durchge‐

führt, um die Unterschiede der Katalyse von Fruktose‐6‐phosphat‐Aldolasen zu den strukturell sehr 

ähnlichen Transaldolasen zu beleuchten. 

Der Erfolg des gezielten Austausches einzelner Aminosäuren wurde durch Sequenzierung nachge‐

wiesen.  
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Abb. 3.1   Sequenzvergleich von TacTA mit Proteinen der Transaldolasefamilie. TA aus Methanococcus jannaschii 
(MjaTA), Thermus  thermophilus HB8  (Tht8TA), Mensch  (hTA) und Escherichia  coli  (EcTA), FSA aus E. coli  (EcFSA). 
Verwendete Programme: T‐Coffee und ESPript 2.2. Dabei wurden die Sekundärstrukturelemente von TacTA (über 
den Sequenzen) und E.coli TA  (darunter) mit einbezogen. Die Nummerierung entspricht der Sequenz von TacTA. 
Reste mit  rotem Hintergrund haben  Sequenzidentität, Reste mit blauem Hintergrund  zeigen  Sequenzähnlichkeit 
innerhalb der Gruppe. 
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3.1.2 Finden eines Expressionsstamms 

Abb. 3.2 zeigt die Expression des Tac‐Operons  in BL21  (DE3) Star und Rosetta 2  (DE3) sowie eine 

Testpräparation mit NiNTA. Beide  Stämme exprimieren die Gene des Tac‐Operons. Dabei  scheint 

BL21 (DE3) Star mehr Protein herzustellen und vor allem ist der Anteil an Transaldolase größer. Für 

die Proteingewinnung wurde dieser Stamm verwendet. An die NiNTA‐Säule bindet TkI mit dem His‐

tag. Falls eine Komplexbildung mit den beiden anderen Proteinen, die durch das Tac‐Operon codiert 

sind, stattfindet, so ist sie schwach. TA ist im Durchlauf, wird aber auch beim Waschen eluiert. 

 

 
Abb. 3.2  Expression des Tac‐Operons. Bahnen 2‐6: BL21 (DE3) Star, Bahnen 8‐12: Rosetta 2 (DE3), Präparation mit 
NiNTA. 1) Marker, 2) Zellaufschluss Sediment, 3) Zellaufschluss Überstand, 4) Durchlauf, 5) Wasch, 6) Elution, 7) 
TkII‐Marker,  8)  Zellaufschluss  Sediment,  9)  Zellaufschluss  Überstand,  10)  Durchlauf,  11)Wasch,  12)  Elution,  13) 
Marker. TkI und TkII bezeichnet die Transketolasen I und II aus T. ac., deren Gene Teil des Operons sind, dabei trägt 
TkI einen N‐terminalen His‐tag. 

3.2 Expression und Enzympräparation 

Bei der Kultivierung  in Schüttelkolben konnten aus 6 l Kultur Zellen mit einem Feuchtgewicht von 

24 g gewonnen werden. Nach Fermentation einer 6 l Kultur wurde ein Zellfeuchtgewicht von 862 g 

erhalten. Aus 10 g Zellen konnten 15 – 22 mg TacTA gewonnen werden. Abb. 3.3 zeigt das Elutions‐

profil einer TMAE‐Anionenaustauschchromatographie. Um die Peaks besser Basislinien‐rein trennen 

zu  können, wurden  Stufen  in den Gradienten eingefügt. Die Varianten,  außer T110V,  zeigten ein 

verändertes  Elutionsprofil  und  eluierten  schon  bei  23 %  Puffer  B.  Eine  letzte,  häufig  auftretende 

Verunreinigung,  zu  sehen als erste Spitze des gelb hinterlegten Peaks,  ließ  sich durch  thermische 

Denaturierung der restlichen Wirtsproteine bei 60 °C und anschließende Zentrifugation abtrennen. 

Eine Hitzefällung  im  Zellrohextrakt war  nicht möglich,  da  die  aggregierenden  E. coli‐Proteine  an‐

scheinend  in  Interaktion mit TacTA standen und  in  ihrer Überzahl das Zielprotein mit ausfällten. In 

einigen Fällen war das Protein nach der Anionenaustauschchromatographie bereits so sauber, dass 

auf die Hitzefällung verzichtet werden konnte. So auch im Beispiel der in Abb. 3.3 rechts gezeigten 

Wt‐Präparation. 
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Abb. 3.3  Elutionsprofil von TacTA und SDS-PAGE zur Illustration der Reinigungsprozedur.  
Links: Elutionsprofil an TMAE von Wt-TacTA, die TacTA enthaltenden Fraktionen sind gelb hinterlegt. Schwarz: 
Absorption bei 280 nm, Rot: Leitfähigkeit, Grün: Stufengradient in % Puffer B. Rechts: SDS-PAGE von Wt-TacTA.  
1) TA-Marker, 2) nach Zellaufschluss, 3) Sediment bei 80 % (Sättigung) (NH4)2SO4, 4) nach TMAE. 

Zusätzlich zur Kontrolle des Molekulargewichts im denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel wurde 

nach der ersten Präparation die TA-Bande bei 26 kDa nach tryptischem Verdau massenspektromet-

risch analysiert. Die Messung wurde freundlicherweise von Dr. Angelika Schierhorn (Max-Planck-

Forschungsstelle für Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale) durchgeführt. Anhand der mit ESI-

QUAD-TOF gemessenen Peptide konnte nach Datenbanksuche (Mascot, www.matrixscience.com) 

das gereinigte Protein als TacTA bestätigt werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden das Wt-

Protein und alle Varianten unverdaut mittels Massenspektrometrie untersucht und die korrekten 

Molekulargewichte gefunden. 

3.3 Biochemische Charakterisierung 

3.3.1 Strukturelle Integrität von Transaldolase und Varianten 

Mittels CD-Spektroskopie konnten erste Informationen über den Sekundärstrukturgehalt von TacTA 

erhalten werden (Abb. 3.4). Ein rein α-helikales Protein hat bei 222 nm eine residuelle Elliptizität von  

-30 000 deg cm2 dmol-1 (KELLY et al., 2005). Transaldolase zeigt bei 222 nm und 20 °C ein negatives 

Maximum von -16 898 deg cm2 dmol-1. Auch wenn insgesamt der helikale Anteil im Spektrum der 

TacTA sehr hoch ist, ist die Intensität dieser Bande nicht so hoch und nicht so ausgeprägt wie bei 

einem rein α-helikalen Protein und es konnten Anteile weiterer Strukturelemente angenommen 
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werden. Das wurde mit den gelösten Röntgenkristallstrukturen bestätigt, die einen Anteil an α‐Helix 

von 53 % und 20 % β‐Faltblattstruktur zeigten. 

Abb. 3.4  Fern‐ und Nah‐UV‐CD‐Spektrum von Wt‐TacTA. T = 20 °C, pH 7,55. Fern‐UV‐CD: 88,7 µg/ml TA, 0,66 mM 
Glycylglycin, d = 0,1 cm. Nah‐UV‐CD: 2 mg/ml TA, 3,75 mM Glycylglycin. 

Die Sekundärstruktur bleibt  im Wesentlichen bei verschiedenen Temperaturen bis 60 °C unverän‐

dert. Man  sieht  eine  leichte  Verstärkung  des  helikalen  Anteils  bei  10 °C, während  bei  60 °C  der 

Strukturgehalt leicht abnimmt. 60 °C ist die Lebenstemperatur von Thermoplasma acidophilum und 

das Protein  ist bei dieser Temperatur auch über Wochen aktiv  (Abb. 3.8). Von einer beginnenden 

Denaturierung bei 60 °C  ist daher nicht auszugehen. Denkbar  ist eine erhöhte Flexibilität des Pro‐

teins, vor allem  in den Bereichen, die schon  in der Röntgenkristallstruktur hohe Flexibilität zeigen. 

Die bei 20 °C aufgenommenen Fern‐UV‐CD‐Spektren der Varianten zeigten im Vergleich mit dem Wt 

keine Veränderungen, so dass nicht von globalen strukturellen Unterschieden auszugehen ist. 

3.3.2 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit vom pH‐Wert 

Bei vielen enzymatischen Reaktionen spielen Protonentransferprozesse eine Rolle. Somit sind durch 

den pH‐Wert nicht nur die Enzymstabilität, sondern auch kinetische Parameter, wie z.B. die Stabili‐

tät  des  Enzym‐Substrat‐Komplexes  oder  des  geschwindigkeitsbestimmenden  Schritts  beeinflusst. 

Durch die Untersuchung von pH‐Abhängigkeiten enzymkatalysierter Reaktionen können die Art und 

der Protonierungszustand der  am Katalysemechanismus beteiligten Gruppen  im  Enzym bestimmt 

werden. 
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TacTA  zeigt eine pH‐Optimumskurve. Aus der halblogarithmischen Auftragung kann man über die 

Geradenschnittpunkte des aufsteigenden, gleichbleibenden und absteigenden Asts ein Optimums‐

plateau von pH 7,1  ‐ 8,32 ermitteln (Abb. 3.5). Diese ermittelten Plateaugrenzen entsprechen den 

pKa‐Werten für den Enzym‐Substratkomplex pKES. Bei der Anpassung der nicht‐logarithmierten Kur‐

ve nach Gleichung ( 2.10  ) ergeben sich pKES1 = 6,36 und pKES2 = 9,45.  Im Optimumsbereich zeigen 

die Progresskurven einen linearen Beginn, der als steady‐state‐Geschwindigkeit ausgewertet wurde. 

Bei Abweichungen von diesem pH‐Optimum, ab pH<6,9 und pH>9, findet man  in den Progresskur‐

ven eine lag‐Phase.  

 

Abb.  3.5    pH‐Optimumskurve  und  logarithmische Auftragung  für  TacTA. Die Messung  erfolgte  bei  konstanter 
Ionenstärke mit 0,0127 mg/ml TA bei 30 °C.  In der  logarithmischen Darstellung  (rechts) entsprechen die Schnitt‐
punkte des auf‐ und abstrebenden Astes mit dem Plateau den pKa‐Werten für den Enzym‐Substratkomplex pKES. 

3.3.2.1 Vorhersage von pKa‐Werten mit PROPKA 

Die ermittelten pKES‐Werte wurden mit Berechnungen des Programms PROPKA (LI et al., 2005; BAS et 

al., 2008) verglichen, welches auf Basis von empirischen Daten anhand der gelösten Röntgenkristall‐

struktur pKa‐Werte für Aminosäuren im Enzym berechnet. Dabei können auch gebundene Substrate 

berücksichtigt  werden.  Die  rechnerisch  ermittelten  pKa‐Werte  für  das  freie  Enzym  und  für  den 

Schiffbasen‐Enzym‐Substrat‐Komplex  sind  in Tab. 3.1  zusammengefasst und  sind  laut Angabe der 

Autoren auf ± 1 pH‐Einheit verlässlich.  

Tab. 3.1  Mit PROPKA berechnete pKa‐Werte für vermutlich an der Katalyse beteiligte Aminosäuren. 

Seitenkette  pKE  pKES (Schiffbase) 

Asp6  4,94  4,71 

Glu60  6,64  7,11 

Lys86  9,10  ‐ 
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Anhand der  theoretischen pKa‐Werte der Aminosäureseitenketten  im  Enzym bei  Substratbindung 

lassen sich die empirisch gefundenen pKES‐Werte den Aminosäuren Glu60 und Lys86 zuordnen. 

Da die Berechnung für den ES‐Komplex so genau mit dem experimentellen Daten überein stimmt, 

kann man davon ausgehen, dass auch die Vorhersage für das freie Enzym zuverlässig ist. Im Bereich 

des  pH‐Optimums  von  TacTA  liegt  Asp6  im  Grundzustand  sowie  im  Zustand  des  Schiffbasen‐

Intermediats deprotoniert vor. Der pKa‐Wert von Glu60 ist ungewöhnlich hoch, kann aber garantie‐

ren, dass Glu60  leicht protoniert werden kann, was für die Katalyse der Transaldolasereaktion von 

Bedeutung  ist.  Im Schiffbasen‐Komplex  ist der pKa von Glu60 sogar noch weiter erhöht, so dass es 

durch Deprotonierung der Hydroxylgruppe am C4 die Substratspaltung einleiten könnte. Der kleine 

pKa‐Wert von Asp6 macht dieses für diese Aufgabe unwahrscheinlich. Die Differenz der berechneten 

Werte  für pKE und pKES  ist zwar  innerhalb des Fehlers, aber man kann zumindest qualitativ davon 

ausgehen, dass Glu60 eine Erhöhung des pK‐Wertes bei Substratbindung erfährt. 

3.3.3 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Ionenstärke 

 
Abb. 3.6  Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von TacTA von der Ionenstärke.  

Die Aktivität  der  Transaldolase  zeigt  eine  starke Abhängigkeit  von  der  Ionenstärke.  Physiologisch 

sind so hohe  Ionenstärken wie die gemessenen allerdings nicht  relevant. Thermoplasma acidophi‐

lum wächst optimal bei pH 2 und zeigt bei diesem pH eine hohe Empfindlichkeit gegenüber Erhö‐

hung der Ionenstärke (SMITH et al., 1973). Die Abnahme der Zellviabilität mit der Ionenstärke ist ver‐

gleichbar mit dem für Transaldolase bestimmten Aktivitätsabfall. In genannter Publikation wird eine 

Zelllyse  von  Thermoplasma  acidophilum  vermutlich  durch  Destabilisierung  und  Zerfall  der  Zell‐

membran bei hohen Ionenstärken diskutiert. Man kann also davon ausgehen, dass auch in der Zelle 

keine erhöhten Ionenstärken auftreten. 
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3.3.4 Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur 

Wie  für ein Enzym aus einem bei 60 °C  lebenden Organismus erwartet, zeigt TacTA einen starken 

Anstieg der Aktivität bis 60 °C (Abb. 3.7). 

Abb. 3.7  Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit von TacTA in Abhängigkeit von der Temperatur. Links: direkte 
Auftragung. Mittig: Auftragung nach ARRHENIUS. Rechts: Auftragung nach EYRING. 

Mit erhöhter Temperatur nimmt die Messgenauigkeit des gekoppelten Assays ab. Über die Auftra‐

gungen nach EYRING und ARRHENIUS (Abb. 3.7) konnten folgende thermodynamischen Parameter für 

T = 25 °C ermittelt werden: 

 
Die Hilfsenzyme waren keine thermophilen Enzyme, sind aber während der Messdauer nicht sicht‐

bar aggregiert. Die Substrate, besonders E4P, werden bei den hohen Temperaturen schnell dephos‐

phoryliert. Die Aktivität von TacTA kann dadurch scheinbar erniedrigt sein. Bei den TA‐Isoenzymen 

aus C. utilis wurde eine Aktivierungsenergie der enzymatischen Reaktion von 54 kJ/mol (zwischen 25 

und 32 °C) bestimmt (TSOLAS UND HORECKER, 1970). 

3.3.5 Thermische Stabilität 

Bei  der  Lebenstemperatur  von  T. acidophilum  ist  TacTA  in  vitro  relativ  stabil. Nach  einmonatiger 

Inkubation bei 60 °C zeigte TacTA noch 65 % Restaktivität. Bei höheren Temperaturen geht die Inak‐

tivierung wesentlich schneller. Bei 80 °C sind nach 4 h nur noch 25 % der Aktivität erhalten und bei 

90 °C hat das Enzym nach 7,4 min alle Aktivität verloren. 

Es wurden die Geschwindigkeitskonstanten kT der  Inaktivierung der TacTA  in Abhängigkeit von der 

Temperatur  bestimmt  (Abb.  2.1,  oben). Mit  den  ermittelten Geschwindigkeitskonstanten  konnte 
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über die Analyse nach EYRING die Aktivierungsenthalpie der Denaturierung bestimmt werden (Abb. 

3.8, unten). 

 

k60 = 9,9222 · 10
‐6 min‐1 = 0,014288 d‐1 

k80 = 0,0055 min‐1 

k90 = 0,5123 min‐1 

 

 
Abb. 3.8   Thermische  Inaktivierung von TacTA. Oben: Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten der  thermi‐
schen Denaturierung von TA bei verschiedenen Temperaturen. Für die Messung bei 60 °C gilt die blaue Zeitachse. 
Unten: Sekundärauftragungen zur Ermittlung der thermodynamischen Parameter der Denaturierung. Auftragungen 
nach den Gleichungen ( 2.24 ) und ( 2.25 ) aus Kapitel 2.2.4.6. 

Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten  sind Abb. 3.8, oben  rechts  zu entnehmen. Mit  ∆H‡ = 

352,08 kJ/mol und ∆S‡ = 684,33 J/(mol K) ergab sich bei 30 °C eine freie Aktivierungsenthalpie der 

Hitzeinaktivierung  von  ∆G‡  =  144,63 kJ/mol.  Für  die  Isoformen  der  Transaldolaseenzyme  aus  der 

Hefe  Candida  utilis  wurden  Aktivierungsenergien  (Ea)  der  Hitzeinaktivierung  von  435,43  (III)  bis 

891,79 (I) kJ/mol gefunden (bei 41 und 45 °C, TSOLAS UND HORECKER, 1970). 

3.3.6 Bestimmung des Oligomerisierungsgleichgewichts 

Der Oligomerisierungsgrad  von  TA wurde mittels  analytischer Ultrazentrifugation untersucht. Das 

Molekulargewicht eines TA‐Dekamers beträgt 244 643 Da. Für ein Pentamer  sind 122 321,5 Da  zu 
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erwarten.  Die  bestimmten  apparenten  molekularen  Massen  zeigen  im  untersuchten  Konzen‐

trationsbereich den Übergang vom Pentamer‐ zum Dekamerzustand mit steigender Proteinkonzen‐

tration  (Abb. 3.9). Eine Anpassung nach einem Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewicht ohne Festlegung 

von Parametern  führte zu einem die Messdaten gut wiedergebenden Graphen. Dieser gab  für die 

Dekamere ein plausibles Molekulargewicht von 283 640 Da und einen KD‐Wert von 0,04 µM bei ei‐

ner Norm von 0,38. Die Norm dient als Maß für die Summe der quadrierten Abweichung der Mess‐

punkte  von  der  Anpassung.  Das  so  ermittelte  Molekulargewicht  für  die  Pentamere  war  mit  

1,79 · 10‐4 Da völlig unwahrscheinlich. Somit wurden Grenzen angenommen, welche Größe das be‐

obachtete Molekulargewicht eines Pentamers unter Berücksichtigung der Streuung der Messwerte 

und  Ungenauigkeiten  bei  der  Berechnung  des  apparenten Molekulargewichts  aus  den  s‐Werten 

annehmen könnte. Die Anpassungen sind mit M = 100 000 und M = 140 000 Da als untere bzw. obe‐

re Grenze mit schwarzen Linien in Abb. 3.9 dargestellt.  

Abb. 3.9  Apparentes Molekulargewicht von TacTA in Abhängigkeit von der Proteinkonzentration mit Anpassung 
für ein Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewicht. Die Bestimmung erfolgte durch analytische Ultrazentrifugation, 20 mM 
Tris, pH 7,6, 20 °C. 1 µM Pentamere entspricht einer Proteinkonzentration von 122 µg/ml. Schwarze Linien: Anpas‐
sung mit Festlegung von 1 · 105 und 1,4 · 105 Da als untere und obere Grenze für das Molekulargewicht eines Pen‐
tamers (MP). Rote Linie: Anpassung mit Festlegung von MP = 1,2 · 10

5 Da. 

Die Normen für beide Anpassungen betragen 0,4 und 0,46. Die Quotienten aus diesen Anpassungen 

und der Anpassung ohne konstante Werte betragen somit 1,05 und 1,21. Anhand dieses Kriteriums 

kann man davon ausgehen, dass es sich um Kurven sehr ähnlicher Anpassungsqualität handelt. Die 

KD‐Werte  für  die Grenzanpassungen betragen  0,24  und  0,98 µM.  In  dieser Größenordnung  sollte 

auch der  reale KD dieses Gleichgewichts  liegen. Eine Anpassung mit dem realen Molekulargewicht 

der Pentamere von 120 000 Da als Konstante (Abb. 3.9, rote Linie) liefert eine Norm von 0,42, einen 

KD‐Wert  von  0,44 µM und  ein Molekulargewicht der Dekamere  von 325 000 Da.  Letzteres  ist mit 

133 % des realen Molekulargewichts der Dekamere sehr hoch, aber in der richtigen Größenordnung 
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und unter Betracht der genannten Fehlerquellen  tolerierbar. Dieser Graph wird als die den realen 

Verhältnisse entsprechendste Anpassung angesehen. Zusammenfassend kann man sagen, dass ein 

Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewicht zur  Interpretation der Messdaten ausreicht, aber das Auftreten 

kleinerer Spezies nicht ausgeschlossen werden kann. 

3.3.7 Aktivität der Oligomerspezies 

Um herauszufinden, ob die verschiedenen Oligomerisierungsformen unterschiedliche Reaktivitäten 

haben, wurde  die  Reaktionsgeschwindigkeit  in Abhängigkeit  von  der  Proteinkonzentration  unter‐

sucht. Bei gleichen Aktivitäten für Pentamere und Oligomere wäre eine lineare Korrelation zu erwar‐

ten. Es zeigt sich, dass die Reaktionsgeschwindigkeit weniger stark zunimmt als die Proteinkonzent‐

ration. Die Aktivität der Dekamere ist schwächer als die der Pentamere, was gut erkennbar ist, wenn 

man die Änderung der Aktivität mit der Proteinkonzentration und die Daten der analytischen Ultra‐

zentrifugation vergleicht (Abb. 3.10).  

 
Abb. 3.10  Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der TacTA von der Proteinkonzentration.  
 Reaktionsgeschwindigkeit, 20 mM GlyGly, pH 7,5; 0,55 mM F6P; 0,18 mM E4P, 30 °C.,   apparentes Molekular‐

gewicht  aus der UZ‐Messung.  Zu  beachten  ist, dass die  rechts  gezeigten Aktivitäten nicht bei  Substratsättigung 
bestimmt sind. 

Eine Anpassung nach einem Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewicht war nicht möglich, so dass auch hier 

das Auftreten kleinerer Spezies mit anderer Aktivität nicht ausgeschlossen werden kann. Im Gegen‐

satz  zu diesem  Experiment erhält man  gleichbleibende Reaktionsgeschwindigkeiten, wenn TA bei 

verschiedenen Konzentrationen vorinkubiert und  in den Messansatz auf die gleiche Konzentration 

verdünnt wird (Anhang, Abb. 7.2). Da die Initialgeschwindigkeiten ausgewertet wurden, sollte man 

davon ausgehen, dass die Gleichgewichtseinstellung der Oligomerisierung schnell und in der Totzeit 

der Messung abläuft (innerhalb von 5‐10 s).    
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3.4 Detektion von Reaktionsintermediaten mittels Massenspektrometrie 

Die Verwendung von Massenspektrometrie im enzymatischen Assay stellt eine gute Möglichkeit dar, 

Enzym‐Substrat‐Interaktionen ohne Modifikation eines der Reaktionspartner zu betrachten. Ein wei‐

terer Vorteil  ist, dass während der Reaktion auftretende, verschiedene Spezies simultan detektiert 

und zumindest relativ zueinander quantifiziert werden können. Mit der Entwicklung  immer sanfte‐

rer  Ionisierungsverfahren  ist es mit ESI‐MS möglich geworden, kovalente und sogar nichtkovalente 

Enzym‐Substrat‐Komplexe zu detektieren und verschiedene Spezies mit einem Massenunterschied 

von 1 Da  zu unterscheiden  (LIESENER UND KARST, 2005;  SHIPOVSKOV  UND REIMANN, 2007; GANEM  et al., 

1991; LI et al., 2003). 

Die  durchgeführten  Experimente  basierten  auf  der  Annahme,  dass  alle  im  Reaktionszyklus  von  

Transaldolase auftretenden  Intermediate die gleiche  Ionisationseffizienz haben wie das unmodifi‐

zierte Enzym, da der Anteil des Substrats am Gesamtkomplex viel kleiner ist als der des Enzyms.  

Anhand des vorgeschlagenen Mechanismus konnten die zu erwartenden Molmassen  für die  Inter‐

mediate  berechnet werden. Die  erwarteten  ungeladenen Molekülmassen  sind  in  Tab.  3.2  darge‐

stellt. 

Tab. 3.2  Erwartete Molekülmassen für Transaldolase und auftretende Intermediate.  

    Protein  M (zentroid) (u)*  monoisotopische M (u)* 

unmodifizierte Transaldolase (E)  24 464,20  24 449,14 

als Carbinolamin gebundenes F6P (C6C)  24 722,22  24 707,16 

als Schiffbase gebundenes F6P (C6I)  24 704,21  24 689,15 

als Schiffbase gebundenes DHA (C3I)  24 536,22  24 521,16 

als Schiffbase gebundenes S7P (C7I)  24 734,22  24 719,16 

als Carbinolamin gebundenes S7P (C7C)  24 752,23  24 737,17 

*Die Einheit u steht für unified atomic mass. 
 

Zur besseren Verdeutlichung der relativen Lage zueinander  ist  in Abb. 3.11 das erwartete Massen‐

spektrum skizziert, wobei die proportionalen Verhältnisse der Lage der Messsignale zueinander be‐

achtet wurden. 
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Abb. 3.11  Skizze zur relativen Lage der bei der Reaktion von TacTA durch Intermediatbildung erwarteten Mess‐
signale zueinander. Die verwendeten Abkürzungen E, C3I, C6I, C6C, C7I und C7C entsprechen der Beschreibung in 
Tab. 3.2. Die Abstände der eingezeichneten Signale  sind proportional  zu den  realen Abständen der Messsignale 
gezeichnet. Oben: erwartete Massen, Isotopenverteilung. Unten: erwartete monoisotopische Massen 

3.4.1 Direkte Messung 

Erst nach Ansäuern  konnte Transaldolase  im  Ionenspray beobachtet werden. Der Hauptpeak  von 

24464,23 u ist begleitet von einem kleineren, der wegen des Massenunterschieds von +21 als Signal 

des Natriumaddukts identifiziert werden konnte.  

 
Abb. 3.12  Spektren der direkten Messung von TacTA nach deconvolution. TacTA 2,37 µM. Unten: ohne Substrate, 
Mitte: mit Donorsubstrat F6P (1 mM), Oben: mit Donor‐ (1 mM) sowie Akzeptorsubstrat E4P (0,135 mM) bei 20 °C 
in 20 µM Tris. Links  ist die Verteilung der Einzelisotope und  rechts sind die Peaks der monoisotopischen Massen 
dargestellt. Die Zugabe des Akzeptorsubstrats fördert die Bildung von C6I (24691,18 u). 
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Bei Zugabe des Donorsubstrats F6P erscheinen weitere Peaks, von denen der bei 24434,23 u der C3‐

Schiffbase und der bei 24705,24 u der C6‐Schiffbase zugeordnet werden können. Der Ursprung der 

Intensitäten bei 24560,18 und 24642,29 u blieb ungeklärt. Ein kleiner Anteil mit der Molekülmasse 

von 24724,22 u könnte die C6‐Carbinolamin‐Spezies sein. Wenn beide Substrate  in den Reaktions‐

ansatz gegeben werden, ist der Anteil der C6‐Schiffbase erhöht. Im gekoppelten enzymatischen As‐

say kann bei TacTA und anderen TAs der Substratumsatz erst bei Zugabe des Akzeptorzuckers ge‐

messen werden (INOUE, 2006; SODERBERG UND ALVER, 2004). Hier zeigt sich, dass erst die Anwesenheit 

des Akzeptorsubstrats eine vermehrte Bildung des Donorsubstrat‐Schiffbasen‐Intermediats fördert. 

Wenn E4P im Ansatz vorhanden ist, findet man kein C3I mehr und C6I wird akkumuliert, so dass die 

Bindungsspaltung zwischen C3 und C4 des Donorsubstrats der geschwindigkeitsbestimmende Schritt 

der Reaktion sein muss. Die Umsatz fördernde Wirkung von E4P könnte man dadurch erklären, dass 

E4P einen kleineren Km‐Wert als das erste Produkt GAP hat und die C3‐Einheit kompetitiv aus dem 

aktiven Zentrum verdrängt. Bezüglich des Verhältnisses der Km‐Werte für GAP und E4P findet man in 

der  Literatur  verschiedene Möglichkeiten:  in  S. cerevisiae  Km(E4P)  =  0,018 mM;  Km(GAP)  =  0,22 mM 

(TSOLAS UND HORECKER, 1972),  in E. coli TAL B Km(E4P) = 0,09 mM, Km(GAP) = 0,038 mM  (SPRENGER et al., 

1995). Der Km  für GAP  in TacTA wurde nicht bestimmt. Für die Bildung von 1 mol S7P werden die 

gleichen Stoffmengen an F6P und E4P benötigt (je 1 mol). Da E4P 7,4x weniger konzentriert als F6P 

eingesetzt wurde und die Gleichgewichtskonstante der Reaktion nahe 1 ist, liegt das Gleichgewicht 

bei den hier eingesetzten Bedingungen auf Seite der C6I‐Schiffbase. Eine Reaktion unter äquimola‐

rem Einsatz der beiden Substrate wurde in Kapitel 3.4.2.2.4 untersucht. 

 
Abb. 3.13  Ausschnitt aus dem Spektrum von TA + F6P + E4P nach deconvolution. 

Neben dem C6I‐Schiffbasen‐Peak findet man  im Abstand von +20 Massen einen weiteren Peak. Es 

ist wahrscheinlicher, dass dieser das Natrium‐Addukt der C6‐Schiffbase ist als das C6‐Carbinolamin, 

da seine monoisotopische Masse 24711,25 u beträgt und sich neben ihm ein kleinerer Peak findet, 
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dessen Größe der monoisotopischen Masse des C6‐Carbinolamins näher kommt. Es lassen sich auch 

geringe  Intensitäten weiterer  Intermediate finden. Aufgrund des starken Signalrauschens  ist dieser 

Befund aber nicht gesichert. 

Insgesamt  ist  zu  sehen, dass  im verwendeten Messbereich die Orbitrap Ungenauigkeiten von 1‐2 

Masseneinheiten  zeigt. Dies  kann  auf  die  automatische  Peakbeschriftungszuordnung  der  Begleit‐

software  zurückzuführen  sein.  In  Abb.  3.13  kann man  sehen,  dass  die  Intensität  bei Massenzahl 

24724,23 ähnlich groß  ist wie bei 24727,24. Das Programm setzt die Beschriftung  immer automa‐

tisch auf den höchsten Ausschlags eines Peaks. Genauso ist der Massenunterschied der Na+‐Addukte 

der unmodifizierten Transaldolase zu erklären, der bei der Messung mit nur F6P lediglich einen Un‐

terschied  von +20 anstatt der erwarteten +21  zeigt.  In weiteren Messungen  zeigte  sich, dass die 

monoisotopischen Massen eine größere Zuverlässigkeit bieten. 

3.4.2 Diskontinuierliche Messung 

Um die Zusammensetzung der Reaktion zu einem bestimmten Zeitpunkt „einzufrieren“, war es not‐

wendig, die Reaktion zu stoppen, ohne dass das Protein aggregierte oder seine kovalent gebunde‐

nen  Intermediate zerfielen. Diese Vorteile bot die Verwendung von Ameisensäure. Mit der Zugabe 

von 85 %iger Ameisensäure wird der pH‐Wert der Lösung schlagartig auf unter pH 2 gesenkt, wo‐

durch die Reaktion sofort abgestoppt wird. Nach Entfernen der Salze konnten die Proteinlösungen 

mit der Orbitrap gemessen werden. Allerdings kam es während dieses Vorgehens vereinzelt zu For‐

mylierungen der Transaldolase.  

3.4.2.1 Proteinstabilität unter den Messbedingungen 

Transaldolase  ionisiert nur, wenn die  Lösung angesäuert wird. Mit einer  absoluten  Intensität der 

monoisotopischen Masse von 35 825 für den Peak des unmodifizierten Enzyms (24465,28 u) lassen 

sich aber signifikant weniger Ionen finden als bei starkem Ansäuern mit konzentrierter HCOOH (Abb. 

3.14,  c und d mit absoluten  Intensitäten von 4 197 902 bzw. 3 914 495) oder einem Gemisch aus 

Acetonitril/1 % HCOOH (70/30) (absolute Intensität = 12 778 496, Abb. 3.14, b).  

Als erstes musste geklärt werden, ob und wie lange TacTA und die auftretenden Intermediate unter 

den sauren Messbedingungen stabil sind. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Ansatzvolumens an 

85 %iger HCOOH gestoppt. Dabei konnte keine Aggregation  in der Probe beobachtet werden. Der 

Vergleich der Spektren c) und d)  in Abb. 3.14 zeigt, dass Transaldolase  in 42,5 %iger Ameisensäure 
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innerhalb von 10 min stabil  ist. Das ist die maximal benötigte Zeit für das Abstoppen der Reaktion, 

Probenaufarbeitung und Messung. 

a)        b)

c)        d)

Abb. 3.14  Proteinstabilität von TacTA unter den Messbedingungen, Teil 1. In Klammern ist die absolute Intensität 
des größten Isotopenpeaks angegeben. 
a) TA 1 : 2 mit Wasser verdünnt, kurz vor der Messung mit 10 % (v/v) 1 % HCOOH angesäuert 
b) TA 1 : 2 mit Acetonitril/1 % HCOOH (70/30) verdünnt, 10 min inkubiert 
c) TA 1 : 2 mit 85 % HCOOH verdünnt, 10 min inkubiert 
d) dieselbe Probe wie c), 25 min inkubiert 

In einem weiteren Test wurde eine Probe, die wie in Kapitel 2.2.8.2.1 beschrieben vorbereitet wur‐

de, über 12 min gemessen, wobei das Spektrum  jeweils über 3 min gemittelt wurde. Die  Intensitä‐

ten der Peaks von unmodifiziertem Enzym und C6I  in den 4 erhaltenen Spektren  sind  in Tab. 3.3 

zusammengefasst.  In den ersten 3 – 4 min bleibt die Signalintensität etwa konstant und  fällt dann 

während der weiteren Messung auf 85 % der Startintensität. Somit wurde  für alle ermittelten Da‐

tenpunkte nur das Spektrum der ersten 3 min berücksichtigt und ausgewertet.   
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Tab.  3.3    Stabilität  von unmodifizierter  TacTA  (E)  und  F6P‐Schiffbase  (C6I)  in Acetonitril/1 % HCOOH  (70/30). 
Dargestellt sind die absoluten Intensitäten von E und C6I einer 12minütigen Messung, bei der jeweils die Intensitä‐
ten über 3 min gemittelt wurden. Die Spalte „min“ zeigt an, welches Zeitfenster (in Minuten) gemittelt wurde. 

min  E  C6I 

0 – 3  1,1506 · 107  1,1969 · 107 

4 – 6  1,2946 · 107  1,2574 · 107 

7 – 9  1,1029 · 107  1,0812 · 107 

10 – 12  9,9384 · 106  9,8547 · 106 

 

In Abb. 3.15  ist die Stabilität des C3‐Intermediats bei  langem Aufbewahren der Probe gezeigt. Bei 

sofortiger Messung findet man einen C3‐Anteil an allen TA‐Spezies von 5,54 %. Weitere Intermedia‐

te treten nicht über der Detektionsgrenze auf, bzw. lassen sich nicht eindeutig zuordnen. Nach drei 

Tagen  ist die  Intensität des Peaks der  freien TA etwa gleich und macht den Hauptanteil aus, wäh‐

rend sich C3 nicht mehr detektieren lässt. 

 
Abb. 3.15  Proteinstabilität von TacTA unter den Messbedingungen, Teil 2. 
Schwarz: TA nach 5 min Reaktion  in 15 mM F6P, 40 U/ml GDH, 400 U/ml TPI, 0,22 mM NADH, 20 mM GlyGly, Zip‐
Tip‐Aufarbeitung, Rot: gleiche Probe wie a, nach 3 Tagen. Während unmodifizierte TA  in Acetonitril/1 % HCOOH 
(70/30) über 3 Tage stabil war, konnte das C3I‐Intermediat über den  langen Zeitraum nicht mehr detektiert wer‐
den. 

3.4.2.2 Wildtyp‐Transaldolase und Varianten 

Durch Abstoppen der Reaktion  konnte die  Intermediatverteilung  zu bestimmten Zeiten analysiert 

werden.  In  Abb.  3.16  sind  die  Ergebnisse  der massenspektrometrischen Messungen mit  Säure‐

quench für den Wildtyp und die Varianten nach Reaktion mit F6P und E4P dargestellt.  
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Abb. 3.16  Intermediatbildungskurven von TA und TA‐Varianten.  
Schwarz:  freies  Enzym,  Blau:  TA‐C6‐Immonium‐Komplex,  Hellblau:  TA‐C6‐Carbinolamin‐Komplex,  Rot:  TA‐C7‐
Immonium‐Komplex, Orange: TA‐C7‐Carbinolamin‐Komplex, Grün: TA‐C3‐Immonium‐Komplex. 

Wie  in  den Röntgenkristallstrukturen  von  TA  findet man  beim Wt  ausschließlich  die  Schiffbasen‐

Spezies der während der Reaktion auftretenden  Intermediate. Das Carbinolamin  scheint während 

des Katalysezyklus nur  kurzlebig und die C‐C‐Bindungsspaltung der  geschwindigkeitsbestimmende 

Schritt der Reaktion zu sein. Wenn F6P und E4P bei Substratsättigung zugegeben werden, stellt sich 
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beim Wt das Gleichgewicht bei etwa 55 % C6I und 45 % freiem Enzym ein. Bei D6N und F132Y kom‐

men ebenfalls nur diese beiden Spezies vor, wenn auch bei D6N nur bis zu 40 % der Schiffbase vor‐

liegen und bei F132Y diese nach 2 h nur 20 % erreicht. Weiterhin zeigt  letztere Variante eine  lag‐

Phase. Die  lag‐Phase und die stark verlangsamte Reaktion von F132Y  lassen auf eine gestörte Sub‐

stratbindung  schließen. Verständlich wird dieser Effekt, wenn man bedenkt, dass  sich Phe132 an 

einer Seite des Substratkanals befindet. Die OH‐Gruppe des Tyrosins ragt weiter in den Substratka‐

nal hinein und schafft eine andere Polarität, so dass das Eindringen des Substrats in das aktive Zent‐

rum gehindert werden kann.  

Im Vergleich mit dem Wt zeigt die Variante D6N nicht nur im Gleichgewicht einen niedrigeren Anteil 

an C6I,  sondern auch eine  langsamere Bildung des  Intermediats. So  findet  sich beim Wt nach 4 s 

Reaktionszeit bereits 15 % C6I, während bei D6N zu diesem Zeitpunkt erst 2 % C6I gebildet wurden. 

Folglich  muss  auch  in  dieser  Variante  einer  der  Schritte  bis  zur  Ausbildung  des  Schiffbasen‐

Intermediats gestört sein.  

In Variante  E60Q  findet man  ähnliche Verhältnisse  von  freiem  Enzym  (35 %)  und  C6‐Immonium‐

Komplex (50 %) wie im Wt. Unter allen untersuchten Varianten und Wt ist E60Q die einzige, bei der 

man  mit  den  verwendeten  Bedingungen  auch  den  C7I‐Schiffbasen‐Komplex  und  Carbinolamin‐

Spezies von C6 und C7  findet. Abb. 3.17 zeigt den entsprechenden Ausschnitt aus dem Spektrum. 

Das Auftreten der Carbinolamine zeigt die bedeutende Rolle von Glu60 bei der Schiffbasen‐Bildung. 

Erst  durch  Protonierung  der  C2‐OH‐Gruppe  im  Carbinolamin  kann  diese  als Wasser  abgespalten 

werden und sich eine Schiffbase zwischen C2 des Donorsubstrats und Nζ‐Atom der Lysinseitenkette 

ausbilden. Diese Säurekatalyse kann von Glu60 übernommen werden. E60Q zeigt schon nach kürze‐

rer Zeit als der Wt den hohen Anteil von C6I. Diese vermehrte Akkumulation könnte auf Probleme 

bei der Spaltung der C3‐C4‐Bindung hinweisen. Eine Akkumulation von C7‐Spezies erklärt sich da‐

durch, dass die zur Substratfreisetzung führenden Schritte, welche die Umkehrreaktionen der Subs‐

tratbindung und Schiffbasen‐Bildung sind, im gleichen Maß behindert sind. 

Bei Variante T110V tritt nur das C3‐Schiffbasen‐Intermediat auf, welches nach 2 h 50 min einen An‐

teil von 20 % zeigt. Hier scheint die Bindung des Akzeptorzuckers oder die C‐C‐Bindungsbildung ge‐

stört zu sein. Wie später  im Kinetikteil (Kapitel 3.6.1) gezeigt, hat T110V keinen erhöhten Km‐Wert 

für die Bindung des Akzeptorsubstrats E4P, so dass die erste Interpretationsmöglichkeit entfällt. Ein 

Beitrag von Thr110 bei der Bindungsspaltung und ‐knüpfung ist über die Rolle bei der Koordination 

des katalytisch aktiven Wassermoleküls denkbar.  In der Kristallstruktur von T110V  ist das Wasser‐

molekül  verschoben  und  damit  nicht  mehr  perfekt  für  die  Spaltung  und  Knüpfung  der  C3‐C4‐

Bindung positioniert (Kapitel 3.5.8.2). Da innerhalb der untersuchten Zeitspanne nur ein Anteil von 
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20 % des C3‐Intermediats gebildet wird und T110V keine Aldolaseaktivität  zeigt, kann man davon 

ausgehen, dass auch die Bildung der ersten  Intermediate C6C und C6I verlangsamt  ist, wofür auch 

ein erhöhter Km‐Wert der Variante für das Donorsubstrat spricht.  

Wie  erwartet  zeigt  die  Variante  K86A,  bei  der  das  Schiffbasen  bildende  Lys  gegen Alanin  ausge‐

tauscht wurde, keine Bildung von Komplexen.  

   
Abb. 3.17  Ausschnitt aus dem Massenspektrum der TacTA‐Variante E60Q.  
Der obere Teil zeigt die monoisotopischen Massenpeaks, der untere Teil die Verteilung der Einzelisotopenpeaks. 
Der Peak größter  Intensität trägt die Kennzeichnung mit der Molekülmasse. Links: Reaktion mit D‐F6P und D‐E4P. 
Rechts: Verschiebung der Peaks um 6 bzw. 3 Masseneinheiten durch Reaktion mit D‐[UL‐13C6]‐F6P und D‐E4P. 

Ein Nacheil dieser Methode  ist, dass  sie  in dieser Form nicht quantifizierbar  ist. Die auftretenden 

Intermediate  kann man nicht absolut,  sondern nur  in Relation  zueinander auswerten. Somit wird 

z.B. bei E60Q automatisch der Anteil an E und C6I kleiner, wenn auch noch C7I gebildet wird. Eine 

Lösung dieses Problems wäre der Einsatz eines  internen Standards, der vor der Messung zugesetzt 

wird, z.B. in Form der inaktiven Variante K86A. 
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3.4.2.2.1 Eindeutige Identifizierung von Intermediaten mittels D‐[UL‐13C6]‐F6P 

Um auftretende kovalente  Intermediate eindeutig  zu  identifizieren, wurde D‐[UL‐13C6]‐F6P als Do‐

norsubstrat und E4P als Akzeptor eingesetzt. Für alle Varianten, bei denen das C6I‐Intermediat auf‐

trat, konnte auch dessen Verschiebung um 6 Masseneinheiten  im Vergleich zum unmarkierten  In‐

termediat nachgewiesen werden.  Für die Variante E60Q war es auch möglich, den Peak des C7I‐

Intermediats über dessen Massenverschiebung  von 3 Einheiten eindeutig  zu  identifizieren.  Leider 

wurde  dieser  Test  an  den  letzten  beiden  Präparationen  durchgeführt,  deren  Spektren  allgemein 

schlechtere  Intensitäten  aufwiesen.  Bei  Einsatz  von  D‐[UL‐13C6]‐F6P  scheint  außerdem  ein  Isoto‐

pieeffekt aufzutreten,  so dass  im gleichen Zeitintervall geringere Mengen an  Intermediat gebildet 

werden als bei Einsatz von F6P. Eine Verschiebung der Massen der Carbinolamin‐Spezies  ließ sich 

somit nicht genau zeigen. Ein Ausschnitt aus dem Spektrum  ist  in Abb. 3.17  im Vergleich zur Mes‐

sung ohne markierte F6P dargestellt. 

3.4.2.2.2 Bildung des TA‐Dihydroxyaceton‐Intermediats 

Nach 2 und 5 min Reaktion von TacTA  in einem Ansatz mit den Hilfsenzymen GDH‐TPI, NADH und 

dem Donorsubstrat F6P wurden 3,9 und 5,54 % C3I erhalten, während keine weiteren Intermediate 

auftraten. Die Reaktion wurde nicht bis  zur maximalen Akkumulation von C3I verfolgt und diente 

mehr dem Nachweis, dass C3I unter den Messbedingungen stabil  ist und detektiert werden kann. 

Die  geringen  Populationen  an C3I  in  einem Assay,  in  dem  dessen Bildung  durch Überschuss  von 

Hilfsenzymen erzwungen wird und der Fakt, dass  im generellen Ansatz C3I nicht beobachtbar  ist, 

deuten darauf hin, dass dieses Intermediat nur transient populiert wird oder der Erhalt energetisch 

nicht  begünstigt  ist.  Auch  in  den  Röntgenkristallstrukturen  konnte  beim  Wildtyp  kein  C3I‐

Intermediat beobachtet werden und die Kinetik unter pre‐steady‐state‐Bedingungen weist darauf 

hin, dass C3I anfällig für Hydrolyse sein könnte, was zu einer geringen Nebenaktivität des Enzyms als 

Aldolase führt. 

3.4.2.2.3 Messung mit dem Donorsubstrat S7P 

Bei Zugabe von 15 mM S7P ohne Akzeptorsubstrat bildet  sich  innerhalb von 5 min ein Anteil von 

59 %  C7‐Schiffbase  (C7I).  Somit  findet  sich  dieselbe  Verteilung wie  bei  dem  Einsatz  von  F6P  als 

Edukt, dass nach 3 min zu einer Akkumulation von 60 % C6I‐Intermediat, dem ungespaltenen Donor‐

Schiffbasen‐Intermediat, führt. Keine weiteren Intermediate sind identifizierbar. Die Intermediatver‐

teilung nach verschiedenen Zeitintervallen wurde nicht untersucht.  
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3.4.2.2.4 Reaktion im Gleichgewicht 

Bei  äquimolarer  Zugabe  von  F6P  und  E4P  findet man  im  Gleichgewicht  nach  2 h  27 %  als  C7I‐

Intermediat vorliegend, der Anteil von C6I beträgt 1,6 % und 71,4 % bleiben freies Enzym. Damit ist 

gezeigt, dass die Lage des Gleichgewichts auf der Seite von S7P liegt. Das ist in Einklang mit den Er‐

gebnissen von HORECKER UND SMYRNIOTIS, 1955, die für TA aus Saccharomyces cerevisiae die Lage des 

Gleichgewichts auf Seiten von S7P bestimmten. In ihrer Untersuchung ist das Gleichgewicht mit K = 

(cF6P · cE4P) / (cS7P · cGAP) = 0,82 (25 °C, pH 7,6) nur leicht auf die Seite von S7P und GAP verschoben. 

Die Messung wurde allerdings in Anwesenheit des Hilfsenzyms TPI durchgeführt. Mit der Annahme 

GAP/DHAP = 0,04 nach MEYERHOF, 1935 wurde die Entstehung von DHAP heraus gerechnet.  In der 

Arbeit von VENKATARAMAN UND RACKER, 1961 wurde die Gleichgewichtskonstante ohne die Beeinflus‐

sung der Reaktion durch Hilfsenzyme mit K = 0,95 (37°C, pH 7,4) bestimmt. Dahingegen bestimmten 

CASAZZA  UND  VEECH,  1986  eine  Gleichgewichtskonstante  von  K  =  2,7  (38 °C,  pH 7,0,  Ratte).  Diese 

Gleichgewichtsbestimmungen beziehen  sich allerdings auf die  in  Lösung vorliegenden Edukte und 

Produkte, während die massenspektrometrische Analyse die Gleichgewichtsverteilung auf dem En‐

zym betrachtet. 

 
Abb. 3.18  Einstellung des Gleichgewichts der kovalenten Intermediate bei TacTA nach äquimolarer Zugabe von 
F6P und E4P. Links  ist die Verteilung der einzelnen  Isotopenpeaks und rechts sind die monoisotopischen Massen‐
peaks dargestellt. Reaktion mit 245 µM TA, 2 mM F6P, 2 mM E4P, 20 mM GlyGly, pH 7,5, 20 °C. 
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3.5 Röntgenkristallstrukturanalyse 

Ziel  der  kristallographischen  Arbeiten  war  die  Lösung  der  Röntgenkristallstruktur  der  TacTA  im 

Grundzustand  und  im  Komplex mit  Reaktionsintermediaten.  Zum  Zeitpunkt  der  Untersuchungen 

war nur eine TA‐Struktur der mit NaBH4  reduzierten C3‐Schiffbase bekannt  (PDB 1UCW,  JIA et al., 

1997). Eine zweite Struktur mit nicht‐natürlichem kovalenten Addukt war die FSA aus der Transaldo‐

lasefamilie mit  einem  als  Carbinolamin  gebundenem  Glycerinaldehyd  (PDB  1L6W,  THORELL  et  al., 

2002).  Somit  lag besonderes  Interesse  in der Aufklärung  von  Strukturen physiologisch  relevanter 

Intermediate.  

3.5.1 Kristallisation 

TacTA‐Kristalle hatten vielfältige Formen, wiesen aber nur 2 verschiedene Raumgruppen auf. In Abb. 

3.19 sind einige Beispielkristalle gezeigt. Kristalle mit der Raumgruppe P21 enthielten ein Homode‐

kamer in ihrer asymmetrischen Einheit und zeigte Auflösungen von 2,5 – 4 Å, während sich in Kris‐

tallen der Raumgruppe C2221 in der asymmetrischen Einheit ein Homopentamer fand, welches hö‐

here Auflösungen von 1,6 – 2,5 Å erreichte. 

C2221  P21 

A  B  C D 

Abb. 3.19   Verschiedene Formen von TacTA‐Kristallen. Kristalle wie  in A und B  zeigten die Raumgruppe C2221, 
während C und D Kristalle der Raumgruppe P21 sind. 

Die Anfertigung der Kristallisationsansätze bei einer Raumtemperatur von 25 – 30 °C  förderte die 

Bildung von Kristallen der Raumgruppe C2221. Für gute Ergebnisse mussten die Kristallisationsansät‐

ze aber anschließend unbedingt bei 18 °C gelagert werden. Durch macroseeding mit Kristallen der 

gewünschten  Raumgruppe  konnte  diese  ebenfalls  gefördert werden. Die  Kristalle  erschienen  bei 

18 °C nach 4 – 6 Tagen und wuchsen bis zu einer Größe von 0,4 – 0,8 mm. Bei macroseeding zeigten 
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sich kleine Kristalle bereits nach einem Tag. Abb. 3.20 zeigt eine Übersicht der für die Kokristallisa‐

tion oder soaking verwendeten Zuckerphosphate.  

 
Abb. 3.20  Zuckerphosphate, die für die Kristallisation mit TA eingesetzt wurden. S7P, F6P und E4P sind natürliche 
Substrate. S6P, X5P und A5P kompetitive Inhibitoren für TA. 

Die Anordnung in der Übersicht ist so gewählt, dass, außer für S7P, die Phosphatgruppen auf einer 

Höhe liegen und die Konfigurationen der Kohlenstoffatome von den Phosphatgruppen aus gesehen 

gut vergleichbar sind. 

3.5.2 Quartärstruktur der Transaldolase aus Thermoplasma acidophilum 

Im  kristallisierten  Zustand bei Proteinkonzentrationen  im  Tropfen  von 8 mg/ml bildete TacTA ein 

Homodekamer aus 2 pentameren Ringen (Abb. 3.21). Das Pentamer der Raumgruppe C2221 konnte 

durch Symmetrieoperationen zu einem Dekamer ergänzt werden, das sich nicht von dem in Raum‐

gruppe P21 unterschied und eine Anordnung der Untereinheiten nach Punktgruppensymmetrie 52 

zeigt. Die Struktur der TacTA zeigt starke Ähnlichkeit mit den Transaldolasen aus Thermus thermo‐

philus (PDB 1WX0), Bacillus subtilis (INOUE, 2006), Thermotoga maritima (PDB 1VPX) und der homo‐

logen FSA aus E. coli (PDB 1L6W). 

Der  Innendurchmesser  eines  Pentamers  beträgt  30 Å  und  es  hat  einen Gesamtdurchmesser  von 

etwa 105 Å. Ein Monomer hat eine Oberfläche von durchschnittlich 8534 Å2. 30 % dieser Gesamtflä‐

che  ist Kontaktfläche zu den benachbarten Untereinheiten  im Dekamer, wobei der Anteil an Kon‐

taktfläche für die Dekamerbildung 745 Å2 beträgt. Die beiden pentameren Ringe sind um etwa 18° 

senkrecht  zur  fünfzähligen  Achse  gedreht  aufeinander  gepasst,  so  dass  der  Zugang  zum  aktiven 

Zentrum jedes Monomers innen zwischen den Pentameren liegt. Damit unterscheidet sich die Struk‐

tur  von TacTA  von der Kristallstruktur der homodekameren  FBPA  von Thermoproteus  tenax  (PDB 

1W8S), bei der die beiden pentameren Ringe deckungsgleich aufeinander sitzen und die Substrat‐

kanäle nach außen zeigen. 
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Die Pentamerbildung wird zusätzlich durch 3 Salzbrücken stabilisiert. So interagieren beide O-Atome 

der Seitengruppe von Asp23 mit dem Nε-Atom von Lys123 der Nachbaruntereinheit und Arg47 

interagiert mit der freien Carboxylgruppe des Leu223 am C-Terminus. Die Ausbildung der Salzbrücke 

zwischen Asp23 und Lys123 ist bei M. jannaschii konserviert. 

Abb. 3.22  Cartoon-Darstellung eines TacTA-Dimers. Links: Inter-subunit helix swapping der C-terminalen Helix α11 
über das aktive Zentrum des benachbarten Monomers. Dabei interagiert α11 mit Helix a2 (hellgrün). Das Schiffba-
sen bildende Lysin86 ist als Stabmodell in der Mitte des α/β-barrels sichtbar. Rechts: Vergrößerung des Bereichs 
von α2 und α11. Die an der Wechselwirkung beteiligten Aminosäuren sind als Stabmodell dargestellt. 

Die Außenbereiche des Pentamers sind beweglicher als die dicht gepackten inneren Ringregionen 

und haben höhere B-Faktoren. Strukturen ohne kovalentes Addukt, z.B. Wildtyp im Grundzustand 

und mit E4P, zeigen häufig einen ungeordneten C-Terminus (Abb. 3.23). In einigen Strukturen konn-

te deswegen der C-Terminus im Modell nicht vollständig erstellt werden. 

 

 

Abb. 3.23  Optische Darstellung der B-Faktoren eines TacTA-Pentamers. Die größte Flexibilität haben der C-
Terminus und ein loop (aa36-41) an der Außenseite des Enzyms. 
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Zur Erklärung der Unterschiede in der Qualität der Elektronendichtekarten zeigt Tab. 3.4 beispielhaft 

eine Übersicht über die Kristallkontakte des Wt‐Pentamers  im Grundzustand. Zwischen den Penta‐

meren des durch Symmetrieoperationen erzeugten Dekamers werden 40 – 44 Kontakte ausgebildet. 

Für die Wt‐Struktur  im Grundzustand  kommen pro Untereinheit noch  ca.  30 Kontakte hinzu, die 

über Kristallwasser vermittelt werden. In der Auflistung der Kontakte ist zu sehen, dass Untereinheit 

C besonders viele  Interaktionen mit symmetrieverwandten Molekülen eingeht  (69).  Im Gegensatz 

dazu verfügt Untereinheit A nur über 18 Kontakte. Das Pentamer ist im kristallisierten Zustand also 

asymmetrisch. Die Termini „offene“ und „geschlossene“ Konformation werden  in Kapitel 3.5.9 er‐

klärt. An Untereinheit D sieht man, dass die geschlossene Konformation weniger Kontakte mit sym‐

metrieverwandten Molekülen eingeht, aber auch, dass hier genug Raum zur Ausbildung einer offe‐

nen  Konformation  besteht. Dies  gilt  für Untereinheit  C  nicht,  da  die  geschlossene  Konformation 

durch die umliegenden Kontakte  im Kristall  fixiert  ist. Über die Kristallkontakte  lässt sich erklären, 

weshalb einige Untereinheiten häufiger zwei alternative Konformationen aufweisen als andere und 

ringäußere Bereiche  der Untereinheiten A, D und  E  höhere B‐Faktoren und  schlechter  definierte 

Dichte als in Untereinheit C zeigen. 

Tab. 3.4  Übersicht über direkte Kontakte des Pentamers (Wt‐Grundzustand) zu symmetrieverwandten Molekü‐
len im Abstand von 3,8 Å. „oK“ = offene Konformation, „gK“ = geschlossene Konformation 

Unter‐
einheit 

Kontakte zu symmetrieverwandten Molekülen, die nicht an der  
Dekamerbildung beteiligt sind 

Kontakte  
zum 2. Pentamer 

  Kontakte gesamt  davon gute Kontakte  zu Symmetrieobjekt  (‐X, Y, ‐Z+1/2) 

A  18  5  X+1/2, ‐Y+1/2, ‐Z  40 

B  30 
1 

12 
0 

X+1/2, ‐Y+1/2, ‐Z 
‐X, ‐Y, Z+1/2 

44 

C  61 
4 
4 

28 
1 
2 

X, ‐Y, ‐Z 
‐X+1/2, Y+1/2, ‐Z+1/2

‐X, ‐Y, Z+1/2 

41 

D 
„oK“ 

33 
5 

11 
2 

X+1/2, ‐Y+1/2, ‐Z 
‐X, ‐Y, Z+1/2 

43 

D 
„gK“ 

19 
5 

8 
2 

X+1/2, ‐Y+1/2, ‐Z 
‐X, ‐Y, Z+1/2 

43 

E  16 
12 
4 

6 
5 
1 

X, ‐Y, ‐Z 
X+1/2, ‐Y+1/2, ‐Z 

‐X+1/2, Y+1/2, ‐Z+1/2 

43 
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Struktur  H‐Brücken  entweder mit  der  Seitenkette  von  Thr110,  Asn108  oder  Ser130,  wobei  die 

Wechselwirkung mit den  letzteren beiden überwiegend populiert  ist  (Wt: F6P‐Schiffbase: 4 von 5 

aktiven Zentren, S7P‐Schiffbase: 3 von 5 aktiven Zentren; E60A: F6P‐Schiffbase: alle aktiven Zentren, 

S7P‐Schiffbase: 4 von 5 aktiven Zentren). Die durchschnittliche Okkupanz der C1‐OH‐Gruppe ist 0,91 

(Wt) bzw. 0,74  (E60A).  In Wt+S7P  zeigt dieses Atom mit einer Okkupanz  von 0,35  (Wt) und 0,23 

(E60A) noch mehr Beweglichkeit und ist kaum definiert.  

Das Zuckerrückgrat von F6P und S7P ist deckungsgleich, wodurch die Phosphatgruppe des längeren 

S7P um eine Atombindung weiter nach außen geschoben  ist. Bei beiden Substraten wird die Phos‐

phatgruppe  zwischen  den  Seitenketten  von  Arg135,  Arg169  und  Ser167  gebunden.  F6P  ist  in H‐

Brückenabstand zu den Seitenketten von Arg135 und Ser167. Wechselwirkungen mit Arg169 können 

aufgrund einer mittleren Entfernung von 3,75 Å nur elektrostatischer Art sein. Das  längere S7P ge‐

langt auch  zu Arg169  in H‐Brückenabstand.  Zwischen den OH‐Gruppen der  Zuckerphosphate und 

den Aminosäuren des aktiven Zentrums gibt es weitere Wechselwirkungen. 

Wie eine Klammer hält Asp6, das somit geladen vorliegen muss, C3‐ und C5‐OH in Position. C3‐ und 

C4‐OH können H‐Brücken  zu Asn28 ausbilden. Ein wichtiger Punkt  ist, dass C4‐OH  in die  zu Asp6 

gegenüberliegende Richtung zeigt und eine H‐Brücke zum katalytischen Wassermolekül bilden kann. 

Dieses wiederum ist in H‐Brücken‐Abstand mit dem zur Säure‐Base‐Katalyse fähigen Glu60. Um die 

Bindungsspaltung  zwischen C3 und C4  einzuleiten, muss die Hydroxylgruppe  am C4 deprotoniert 

werden. Das katalytisch aktive Wasser könnte die Abstraktion des Protons durch Glu60 vermitteln. 

C5‐OH ist in H‐Brücken‐Abstand zum Stickstoff der Peptidbindung von Ser167. Auffällig ist, dass sich 

nur für die C6‐OH‐Gruppe von S7P keine Interaktionspartner finden lassen.  

 
Abb.  3.26    Schematische Darstellung der Bindung des Donorsubstrats  F6P  im  aktiven  Zentrum  von  TacTA  als 
Schiffbase. Die Wechselwirkungen mit den Resten des aktiven Zentrums und katalytischem Wasser sind mit gestri‐
chelten Linien dargestellt. Die Pfeile geben den Protonentransfer wieder, der zur Spaltung der Bindung zwischen C3 
und C4 des Zuckers führt. 
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Abb. 3.26 fasst die wichtigsten Wechselwirkungen des Donorsubstrats F6P  im aktiven Zentrum zu‐

sammen. Dabei zeigen die Pfeile, wie die Bindungsspaltung bei dieser Substratorientierung eingelei‐

tet werden kann. Die  Intermediatstrukturen von Wt und E60A zeigen kaum Abweichungen vonei‐

nander. 

3.5.4.1 Molekülspannungen als mögliche Triebkraft der Reaktion 

Wie man  in Abb. 3.25 (unten) sieht, sind die C4‐ und C6‐OH‐Gruppe des S7P über die Wechselwir‐

kungen  im aktiven  Zentrum  in einer Ebene  fixiert. Beide  in R‐Konfiguration  gebunden,  zeigen  sie 

zueinander parallel  in eine Richtung,  so dass die  Sauerstoffatome  in 2,55 Å Abstand  voneinander 

liegen. Diese gestreckte Konformation ist für azyklisches S7P ohne die Wechselwirkungen im aktiven 

Zentrum unwahrscheinlich. Rotamere mit parallelen C‐n‐O und C‐(n+2)‐O Bindungen sind aufgrund 

von Abstoßungskräften  zwischen den Sauerstoffatomen konformationelle Zustände hoher Energie 

und nur mit geringem Anteil  in Lösung populiert (JEFFREY UND KIM, 1970).  In Lösung können Alditole 

diesem  sterischen Stress entgehen,  indem  sie durch Drehung um 120° um eine C‐C‐Bindung eine 

gebogene Konformation annehmen. S7P müsste sich für eine energiearme Konformation um die C5‐

C6‐Bindung drehen. Auch wenn C6‐OH von S7P  keinen direkten  Interaktionspartner hat,  ist diese 

freie Drehbarkeit im Inneren des Enzyms nicht gegeben. Phe132 flankiert die Ebene der beiden Hyd‐

roxylgruppen und verhindert als steric backstop eine Drehung um die C5‐C6‐Bindung in Richtung von 

Phe132.  Jede 120°‐Drehung um diese Bindung würde außerdem eine andere  Lage der Phosphat‐

gruppe mit sich bringen, was durch deren Raumbedarf und starke Interaktionen im aktiven Zentrum 

unrealistisch ist. Das Enzym zwingt das Substrat in eine Konformation, in der intramolekulare Span‐

nungen induziert werden. Die Abstoßungskräfte zwischen den ekliptischen C4‐ und C6‐OH‐Gruppen 

könnten Triebkräfte  für die Bindungsspaltung zwischen C3 und C4 sein. Wenn bei der Spaltung C4 

zur  sp2‐Hybridisierung übergeht, kann O4 durch einen geänderten Bindungswinkel der Abstoßung 

von O6 entgehen, wodurch  sich ein energieärmerer Zustand ergibt.  Im Gegensatz zur hier auftre‐

tenden  Konformation  liegt  S7P  in  der  einzigen weiteren  enzymgebundenen  Struktur,  im  aktiven 

Zentrum  von  Sedoheptulose‐7‐phosphat‐Isomerase,  in  perizyklischer,  offenkettiger  Konformation 

vor (TAYLOR et al., 2008). 

Weitere  Spannungen  des  Schiffbasen‐Intermediats  treten  durch  eine  Distorsion  der  Schiffbasen‐

Bindung selbst auf. Die Bindungspartner des sp2‐hybridisierten C2‐Atoms sollten mit diesem in einer 

Ebene liegen. In den aufgeklärten Strukturen kommt es zu Abweichungen aus dieser Ebene von 10° 

für S7P und 22° für F6P im Wildtyp (Abb. 3.27) und 3,3° für S7P und 15° für F6P in der Variante E60A. 
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Asp6 in der Variantenstruktur mit gebundenem F6P und eine Erhöhung bis auf 7,52, wenn Glycerin 

und Citrat  im aktiven Zentrum gebunden  sind. Wenn  in der Wt‐Struktur S6P mit Wechselwirkung 

zwischen C2‐OH‐Gruppe des Liganden und Asp6 gebunden wird, ist der pKa‐Wert von Asp6 ebenfalls 

auf maximal 6,47 erhöht. Für eine  solche Wechselwirkung muss Asp6 deprotoniert vorliegen. Am 

pH‐Optimum der TacTA von 7,5 sollten somit ausreichende Mengen der protonierten und deproto‐

nierten Spezies vorliegen, um die entsprechenden Bindungen mit den Substraten eingehen zu kön‐

nen.  

Anhand dieser Strukturen ist anzunehmen, dass auch im Wt eine H‐Brücke zwischen Asp6 und dem 

O2 von F6P bei Substratbindung ausgebildet werden kann. In diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass 

Asp6 das bei Carbinolamin‐Bildung entstehende Alkoxid protoniert und sich bei der Bindungsbildung 

zwischen C und N das Substrat um seine Achse dreht, so dass das nun deprotonierte Asp6 mit den 

Hydroxylgruppen an C3 und C5 wechselwirken kann. Eine von SCHÖRKEN et al., 2001 diskutierte Rolle 

des Thr für die Stabilisierung des Übergangszustands bei der Carbinolamin‐Bildung durch Stabilisie‐

rung des sich am O2 bildenden Alkoxids ist dadurch unwahrscheinlich. Die pKa‐Wert‐Erhöhung zeigt, 

dass Asp6 in ausreichender Menge protoniert vorliegen sollte und die Rolle als Säure wahrnehmen 

kann. Das würde Asp6 eine neue Rolle  im Reaktionsschema zuweisen. Dass Asp6 bei Substratbin‐

dung schon unprotoniert vorliegt und die sichtbare Wechselwirkung eine Abstoßung der Ketogruppe 

darstellt, die die Drehung des Substrats auslöst, ist nicht vorstellbar, da der Komplex durch Kokristal‐

lisation entstanden  ist und dieser Zustand bis zur Datenaufnahme über  lange Zeit stabil geblieben 

sein muss. 

3.5.8 Die Strukturen der Varianten F132Y, T110V, E60Q und D6N 

Über die Kristallstrukturen der Varianten wurde abgeklärt, ob Änderungen in den kinetischen Kons‐

tanten strukturelle Ursachen haben. Die Varianten zeigen keine Änderungen in ihrer globalen Struk‐

tur oder ihrem Oligomerisierungsgrad.  

3.5.8.1 Variante F132Y 

In der Kristallstruktur von Variante F132Y findet man keine Entsprechung für das katalytische Was‐

ser.  Im Vergleich mit den Wt‐Strukturen  ist der Abstand der OH‐Gruppe von F132Y bis zu diesem 

Wasser nur 1,6 – 2,3 Å (Abb. 3.38).  
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den Substratkanal vollständig aus und die mit dem Wassermolekül wechselwirkende C4‐OH‐Gruppe 

des Substrats versperrt die letzte Öffnung der Wasserbindestelle. Das Wassermolekül ist dann völlig 

vom Medium abgeschirmt.  

3.5.10 Modell eines Carbinolamins – relative Lage von C2‐OH zu Wasser und Glu60 

Wenn man  anhand  der  Lage  des  Zuckergrundgerüsts  der  Schiffbasen‐Struktur  das  Carbinolamin‐

Intermediat vor der Wassereliminierung an C2 modelliert  (Abb. 7.6  im Anhang), befindet sich das 

katalytisch aktive Wassermolekül sehr nah an der Position des C2‐OH. In diesem Modell ist der Ab‐

stand zum Wasser nur 2 Å. Da bei diesem geringen Abstand Abstoßungskräfte zwischen den Sauer‐

stoffatomen  auftreten würden,  ist  es  sterisch  unwahrscheinlich,  dass  ein  Carbinolamin  entspre‐

chend diesem Modell und das katalytische Wasser zur selben Zeit existieren können. In den Schiff‐

basen‐Strukturen findet man auch kein zusätzliches Wassermolekül, welches von der abgespaltenen 

C2‐OH‐Gruppe herrühren könnte, wie das bei KDPG‐Aldolase der Fall ist (FULLERTON et al., 2006). Das 

zusätzliche Wasser  katalysiert dort die  Enaminbildung, was  für die Transaldolasereaktion nicht  in 

dieser Art notwendig ist. Eine Möglichkeit wäre, dass das Carbinolamin und/oder Lysin86 eine ande‐

re Konformation als in der Schiffbase einnimmt, so dass es nicht zur Abstoßung mit dem Wassermo‐

lekül kommt. Da  in Michaeliskomplexen F6P und S6P  in anderer Orientierung  im aktiven Zentrum 

gefunden wurden  (Kapitel 3.5.5.4 und 3.5.6.1), wäre das vorstellbar. Wenn das Substrat schon  im 

Zustand des Carbinolamins die Orientierung der Schiffbase einnähme, würde die C2‐OH‐Gruppe das 

Wasser aus dem aktiven Zentrum verdrängen. In der offenen Enzymform (siehe Kapitel 3.5.9) ist der 

Austausch mit  dem  Lösungsmittel  durchaus  denkbar.  Nach  dem  vorgeschlagenen Mechanismus 

vermittelt ein Wasser die Protonierung der C2‐OH‐Gruppe durch Glu60. Massenspektrometrische 

Ergebnisse unterstützen dieses Modell (Kapitel 3.4.2.2). Bei der Annahme, dass das Wassermolekül 

bereits  bei  Ausbildung  des  Carbinolamins  verdrängt  wird  und  die  Substratorientierung  der  der 

Schiffbase entspricht, ergibt sich die Frage, wie der Abstand von 4,3 Å zum Glu60 überbrückt und die 

Protonierung am C2‐OH erfolgen soll. Ein über dichtfunktionaltheoretische Berechnungen generier‐

tes, genaueres Carbinolamin‐Modell könnte neue Ansatzpunkte für dieses Problem geben. 

3.5.11 Zusammenfassendes  zum  Substratkanal, Phosphatbindemotiv  sowie Bindung  von 

Zuckerphosphaten und Bezüge zur Transketolase 

Während die peripheren Helices  stark beweglich sind,  ist das  β‐barrel  relativ starr mit B‐Faktoren 

um 25 Å2. Obwohl die Helices α1, α2 und α3 hin und her schwingen, weicht das in der Proteinkette 

dazwischenliegende Faltblatt β2 kaum von seiner Position ab. Die Weitung des Substratkanals in der 
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offenen Form betrifft vor allem den Eingangsbereich, während am inneren Ende des Kanals die Ab‐

weichung maximal 1 Å beträgt. TA bindet gleiche Zuckersubstrate wie TK, unterscheidet sich dabei 

aber durch die Mobilität von der bei Substratbindung starren TK.  

Prinzipiell erscheint TacTA dazu geeignet, Zuckerphosphate  sehr unterschiedlicher Kettenlänge  zu 

binden. Alle Zucker ungeachtet  ihrer  Länge binden mit der Phosphatgruppe über H‐Brücken bzw. 

ionische Wechselwirkungen am Phosphatbindemotiv bestehend aus den Seitenketten der Arginine 

135 und 169,  sowie Ser167 und dem Sauerstoffatom der Peptidbindung von  Ile168. Dieses Phos‐

phatbindemotiv könnte determinieren, wie weit das Zuckerphosphat, unbeeinflusst von seiner Län‐

ge,  in das aktive Zentrum  vordringen  kann. Zuckerphosphate mit  von den natürlichen  Substraten 

verschiedener  Konfiguration  im  Zuckerrückgrat  binden  über  ihre  Phosphatgruppe  als Michaelis‐

komplex. Die OH‐Gruppen orientieren sich entsprechend den Bindeplätzen der natürlichen Substra‐

te und nehmen ähnliche Positionen ein. Diese Plätze für H‐Brückenbindungen werden auch schon in 

der Grundstruktur durch die Position der Wassermoleküle im Substratkanal beschrieben. Durch die 

unterschiedliche Konfiguration sind die Wechselwirkungen zwischen den OH‐Gruppen und den Ami‐

nosäuren des aktiven Zentrums gestört und die Substratanaloga zeigen bei der Bindung verschiede‐

ne Konformationen und sogar Drehbarkeit um ihre Achse. Auch TK bindet die Zuckersubstrate über 

mehrere H‐Brücken, die vor allem zwischen den OH‐Gruppen des Zuckers und Histidinen des aktiven 

Zentrums ausgebildet werden (ASZTALOS et al., 2007).  

Wie auch bei TK werden von TA alle Zuckermoleküle vom Enzym  in offenkettiger Form gebunden. 

Die meisten Zuckerphosphate liegen allerdings nur in geringem Anteil als freie Keto‐ oder Aldoform 

vor. Für F6P  ist der Anteil an freier Ketoform nur 2 – 2,5 %, für A5P mit 0,2 % sogar noch geringer 

(PIERCE et al., 1985; SWENSON UND BARKER, 1971). Sogar E4P, das als Monomer nicht zyklisieren kann, 

bildet zyklische Dimere in Form von 1,3‐Dioxan und 1,3‐Dioxolan, die bei Verdünnung der Lösungen 

erst über Stunden wieder vollständig  in Monomere dissoziiert sind (BLACKMORE et al., 1976; DUKE et 

al., 1981). In der Arbeit von Pierce sind Geschwindigkeitskonstanten der Ringöffnung bei pH 7,5 und 

T = 40 °C von 18 – 21 s‐1 für F6P und 33 – 50 s‐1 für A5P zu finden. Der kcat‐Wert der Gesamtreaktion 

von TA bei 30 °C mit F6P und E4P beträgt 14 – 17 s‐1. Ob TA selektiv die offenkettigen Formen bindet 

und  dem  Anomerengleichgewicht  entzieht,  oder  aktiv  an  der  Ringöffnung  beteiligt  ist,  bleibt  

ungeklärt. Für die Klasse I Aldolase FBPA wurde eine aktive Ringöffnung der β‐anomeren Form von 

FBP durch das Enzym gezeigt  (CHOI UND TOLAN, 2004). LORENTZEN et al., 2005 haben die Beteiligung 

eines katalytischen Wassers, des Schiffbasen bildenden Lysins und der P1‐Phosphatgruppe des Sub‐

strats an der Ringöffnungsreaktion vorgeschlagen. Letztere tritt bei den natürlichen Substraten der 

TA nicht auf, es ist aber vorstellbar, dass der zyklische Protonentransfer von einem Rest des aktiven 

Zentrums übernommen werden kann. 
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In  TA  zeigen  alle  gebundenen Moleküle  Bindungslängen,  die  nicht  von  anderen  experimentellen 

Daten abweichen (JEFFREY UND KIM, 1970). Selbst die unter Molekülspannungen stehenden Schiffba‐

sen haben optimale Bindungslängen. Hierbei unterscheidet sich TA wiederum von TK, bei der durch 

DFT‐Rechnungen eine Aufweitung der Bindungslängen  zwischen C2 und C3, aber auch C3 und C4 

gezeigt wurde (ASZTALOS et al., 2007). 

Weiterhin ist bei TK die zu spaltende Bindung zwischen C2 und C3 perpendikular zur Ebene des Thia‐

zoliumrings ausgerichtet. Das ermöglicht nach der  least‐motion‐maximum‐overlap‐Theorie  (TURANO 

et al., 1982; KLUGER, 1987; DUNATHAN, 1971) die bestmögliche Überlappung der π‐System‐Orbitale mit 

dem Bindungsorbital, in dem sich das Elektronenpaar befindet, das nach Bindungsspaltung frei wird 

und über das konjugierte System delokalisieren kann. Das positive Thiazoliumsystem wirkt hierbei 

als electron sink. Im TA‐Intermediat erreicht der Bindungswinkel C2‐C3‐C4 zwar nicht 90° und weicht 

mit  108°  bei  der  F6P‐Schiffbasen‐Struktur  (110°  bei  S7P‐Schiffbasen‐Struktur)  nur  leicht  von  den 

idealen C‐C‐C‐Bindungswinkeln im Zuckergrundgerüst ab (JEFFREY UND KIM, 1970). Jedoch ist die Ebe‐

ne des gestreckten, planaren Zuckerrückgrats so ausgerichtet, dass die zu spaltende Bindung  zwi‐

schen C3 und C4 des Donorsubstrats eine Anordnung relativ zur Ebene der Schiffbase erlangt, die 

ebenfalls maximale Überlappung der Molekülorbitale garantiert. Hier würde nach Bindungsspaltung 

das positiv geladene Nζ‐Atom  von  Lys86 als  electron  sink  fungieren und das  freie Elektronenpaar 

über die Carbanion‐Enamin‐Resonanzstrukturen delokalisieren können.  

Das Auftreten verschiedener Konformationen der Liganden innerhalb der Untereinheiten eines Oli‐

gomers ist unerwartet. Da bei Kokristallisation die Zeit für die Ligandenbindung lang genug ist, sollte 

bei identischen aktiven Zentren der Ligand in allen Untereinheiten in der gleichen Konformation und 

Orientierung  vorliegen. Eine Erklärungsmöglichkeit  könnte der  saure Kristallisationspuffer  sein,  so 

dass durch Vereinigung der Protein‐Substrat‐Lösung mit der Reservoirlösung die Reaktion mit dem 

Substrat gestoppt wird. Wenn aufgrund von Halbzentrenaktivität die Untereinheiten des Oligomers 

unterschiedlich schnell mit dem Substrat  interagiert haben, könnte das die verschiedenen Konfor‐

mationen erklären. Der einzige Hinweis auf eine mögliche Halbzentrenaktivität findet sich durch die 

Größe  der  Amplituden  der  pre‐steady‐state‐Kinetik  (Kapitel  3.6.3).  Die  Gesamtamplitude  ist  nur  

etwa halb so groß wie erwartet. Das gleichzeitige Auftreten verschiedener Konformationen kommt 

nur in Strukturen von TA im Komplex mit nicht‐natürlichen Substraten vor. Die Dichten sind durch‐

weg schlechter definiert, was darauf hindeutet, dass diese Zuckerphosphate schlechter binden. Es 

ist also auch möglich, dass  in allen Untereinheiten alle Konformere gleichzeitig vorliegen und nur 

jeweils eine Spezies höher populiert ist als in der Nachbaruntereinheit. 

   



Ergebnisse und Diskussion    82 

 

3.6 V‐S‐Charakteristik 

3.6.1 steady‐state‐Kinetiken 

In einem Sequenzvergleich mit Aldolasen, klassischen Transaldolasen und Transaldolasen der Unter‐

familie 4 konnten Reste identifiziert werden, die in der ganzen Transaldolasefamilie konserviert sind 

(THORELL et al., 2002) und Reste, die charakteristisch für einzelne Unterfamilien sind. Die verschiede‐

nen Aktivitäten als Fruktose‐6‐phosphataldolase oder Transaldolase sind sehr wahrscheinlich diesen 

Unterschieden  zuzuschreiben.  TacTA,  die  in  genanntem  Sequenzvergleich  nicht  mit  untersucht  

wurde,  zeigt  an  entsprechenden  Stellen  alle  Reste,  die  eine  Transaldolaseaktivität  voraussagen 

(Ser58, Glu60, Asn108, Leu110, Phe113, Ser130, Phe132, Arg169), die auch im Aktivitätstest bestä‐

tigt werden konnte. 

In Abb. 3.42 sind exemplarisch die Progresskurven der v‐S‐Charakteristik und die Michaelis‐Menten‐

Auftragung von Wt‐TacTA gezeigt. Bei dieser Messung wurde die Konzentration von E4P konstant 

gehalten und die F6P‐Konzentration variiert. 

 

Abb. 3.42   Progresskurven durch Umsatz von F6P und E4P durch Wt‐TacTA und Michaelis‐Menten‐Auftragung. 
0,011 mg/ml TA, 1 mM E4P,  F6P  von 0,05 – 20 mM  variiert, 20 mM GlyGly, pH 7,5, 5 U/mg GDH, 50 U/mg TIM, 
0,24 mM NADH, 30 °C. 

Es  ist  zu  sehen, dass die Messkurven ab einer Absorptionsdifferenz  von etwa 0,5 beginnen abzu‐

knicken. Das entspricht einem NADH‐Verbrauch von 80 µM. Das Hilfsenzym GDH hat unter den ver‐

wendeten Bedingungen nur bei Konzentrationen zwischen 0,15 und 0,22 mM NADH eine maximale 

Aktivität. Der Abfall der Geschwindigkeit im hinteren Teil der Progresskurve entsteht somit dadurch, 

dass  die  Konzentration  von NADH  limitierend wird.  Es  bleibt  nur  ein  geringer  Spielraum  für  die 

Dauer des Gleichgewichtszustands der Transaldolasereaktion. Die kurze burst‐Phase zu Beginn der 

Progresskurve  könnte  durch  die  Verunreinigung  der  E4P‐Lösung mit  F6P  verursacht worden  sein 
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(Anhang 7.8). So findet sich in der Lösung auch ein Anteil von GAP, der direkt von den Hilfsenzymen 

umgesetzt werden kann. 

In Tab. 3.5 sind die im gekoppelten enzymatischen Test bestimmten kinetischen Parameter für den 

Wt  sowie  die  Aktive‐Zentren‐Varianten  zusammengestellt.  Die Michaeliskonstanten  für  das Wt‐

Enzym von 2,30 ± 0,36 mM für F6P und 0,64 ± 0,13 mM für E4P liegen im gleichen Bereich wie die 

aus der Literatur bekannten Werte von 0,056 – 6,66 mM für F6P und 0,007 – 0,555 mM für E4P, je 

nach Ursprungsorganismus  (PONTREMOLI  et  al.,  1960;  TSOLAS  UND HORECKER,  1970;  KUHN  UND  BRAND, 

1972; ALBE, 1991; SPRENGER et al., 1995; SODERBERG UND ALVER, 2004; KOURTOGLOU et al., 2008). Bei 30 °C 

zeigt TacTA eine spezifische Aktivität von 34 – 40,7 U/mg, was bezogen auf das Monomer einem kcat 

von 13,86 – 16,61 s‐1 entspricht. Damit  ist TacTa bei 30 °C etwa nur ein Fünftel so aktiv wie Trans‐

aldolase B aus E. coli mit 71,4 – 79,37 s‐1 (SCHÖRKEN et al., 2001). Bei 60 °C erreicht das thermophile 

Enzym einen kcat‐Wert von 168 s‐1, was etwa das Doppelte der Wechselzahl von E. coli ist.  

Tab. 3.5   Zusammenfassung der  im gekoppelten enzymatischen Test bestimmten enzymkinetischen Parameter 
für das Wildtypenzym TacTA und die Varianten. Die Messung erfolgte bei pH 7,5 und 30 °C. Der kcat‐Wert bezieht 
sich auf die molare Masse des Monomers. 

  F6P  E4P 

Protein  Km (mM)  kcat (s
‐1)  kcat/Km (M·s)‐1  Km (mM)  kcat (s

‐1)  kcat/Km (M·s)‐1 

Wt  2,30 ± 0,36  13,86 ± 0,65  6037,21  0,64 ± 0,13  16,61 ± 1,11  25954,81 

E60Q  0,49 ± 0,13  0,12 ± 0,005  234,64  0,06 ± 0,01  0,24 ± 0,005  4140,01 

D6N  19,40 ± 3,23  0,36 ± 0,024  18,35  0,82 ± 0,08  0,39 ± 0,015  474,66 

T110V  28,10 ± 4,01  0,06 ± 0,003  2,05  0,01 ± 0,002  0,05 ± 0,001  4675,78 

F132Y  23,91 ± 4,09  0,17 ± 0,008  7,18  nicht bestimmt   

K86A  keine Aktivität    keine Aktivität   

 

Alle untersuchten Varianten mit Austauschen im aktiven Zentrum haben eine Restaktivität von etwa 

1 %. Die angegebenen Aktivitäten sind allerdings dadurch relativiert, dass sie entsprechend der Akti‐

vität der Enzymvariante bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen ermittelt wurden. Die kineti‐

schen Daten  sind  somit durch das Vorliegen  von  verschiedenen Oligomerenverteilungen und den 

unterschiedlichen kcat‐Werten der Oligomerenspezies (3.3.6 und 3.3.7) nicht völlig vergleichbar. Bei 

einem KD des Pentamer‐Dekamer‐Gleichgewichts von 0,44 µM  lagen bei der Messung mit Wt 50 % 

des Enzyms als Dekamer vor. Hingegen betrug der Anteil der dekameren Spezies im Messansatz bei 

den Varianten 88 – 93 %. Da die ausgetauschten Seitenketten nicht an Interaktionen zur Dekamer‐
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bildung beteiligt sind, sollten die Varianten auch kein verändertes Oligomerisierungsverhalten zei‐

gen. 

Die Variante K86A  zeigte, wie  erwartet,  keine Aktivität, was  Lys86  als den  Schiffbasen bildenden 

Lysinrest bestätigt. Da für Glu60 die Funktion des Säure‐Base‐Katalysators angenommen wird, war 

der starke Aktivitätsverlust der Variante erwartet. Die Substratbindung scheint nicht beeinflusst zu 

sein. Während E60Q sogar eine  leichte Abnahme der Km‐Werte für die Substrate F6P und E4P auf‐

weist,  ist die Affinität zum Donorsubstrat F6P bei den Varianten D6N, T110V, F132Y um eine Grö‐

ßenordnung gesunken. Asp6, Thr110 und Phe132 sind also wichtig für die Bindung des Donorsubs‐

trats. Eine mögliche Erklärung dieser Effekte gibt ein Blick auf die Röntgenkristallstrukturen. Glu60 

und Thr110  koordinieren das an den Protonentransferprozessen beteiligte Wassermolekül. Durch 

die  isosterische Mutation  T110V  fehlt  einer der  Interaktionspartner  und  es  kommt  zu  einer Ver‐

schiebung  des  Wassermoleküls  um  bis  zu  1 Å.  Nach  postuliertem  Mechanismus  vermittelt  das  

Wasser nicht nur Protonenübertragungen zur Aktivierung des Lysins und bei der Bindungsspaltung 

zwischen C3 und C4 des Donorzuckers, sondern auch zur Substratbindung und Schiffbasen‐Bildung. 

Dadurch könnte der erhöhte Km für das Donorsubstrat der Variante T110V erklärt werden. In der TA‐

F6P‐Struktur  sieht man, dass die Threonin‐Seitenkette nicht nur das Wasser  koordiniert,  sondern 

auch Wechselwirkungen mit der C1‐OH‐Gruppe eingehen kann. Analog zu der Diskussion der Rolle 

von Ser176 (entspricht Ser130 in TacTA) in E. coli (SCHÖRKEN et al., 2001) kann es wichtig für die Aus‐

richtung des Substrats für die Schiffbasen‐Bildung sein. Auch diese Interaktion entfällt in der Valin‐

Variante, noch dazu nimmt Valin eine zu Thr110 verschiedene, abgewandte Konformation ein.  

In den Strukturen mit Schiffbasen‐Addukt  ist Asp6  in geeigneter Position um H‐Brücken‐Bindungen 

mit den Hydroxylgruppen an C3 und C5 eingehen zu können. Asp6 muss dafür deprotoniert vorlie‐

gen. Die Funktion als zweifacher H‐Brücken‐Akzeptor  ist durch den Austausch zu Asn gestört. Das 

Substrat kann schlechter binden, was sich im erhöhten Km wiederspiegelt.  

Die stark reduzierte Aktivität der Variante D6N unterstützt die anhand der Michaeliskomplexe von 

F6P in der Variante K86A und S6P im Wt gefasste Theorie, dass Asp6 nicht allein wichtig für die kor‐

rekte Ausrichtung des Substrats zur Bindungsspaltung ist, sondern als Säure auch Schritte der Reak‐

tion katalysiert. 

F132Y zeigt eine schwache Aldolaseaktivität. Die angegebenen Werte entstammen einer Messung 

ohne Akzeptorsubstrat. Der erhöhte Km könnte dadurch begründet sein, dass Tyrosin durch die OH‐

Gruppe mehr Raumbedarf hat  als Phenylalanin. Die OH‐Gruppe hat das  katalytische Wasser  ver‐

drängt, ist aber selbst noch 2,3 Å von dessen ursprünglicher Position entfernt. Nach Berechnung mit 
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PROPKA beträgt der pKa der Seitengruppe 11,05 und wäre somit  in der Lage nur wenig  langsamer 

als diffusionskontrolliert Protonen der C4‐OH‐Gruppe (pKa = 12 – 13, DEAN, 1992) zu abstrahieren. 

Bei Mutation  der  entsprechenden Aminosäuren  in  TA  aus  E. coli  zeigen  die Varianten  einen  ver‐

gleichbar  starken  Aktivitätsverlust  (SCHÖRKEN  et  al.,  2001).  Im Gegensatz  zu  den  TacTA‐Varianten 

kommt es aber nicht zum Anstieg des Km‐Wertes  für F6P. Für das Akzeptorsubstrat bleibt die Mi‐

chaeliskonstante  bei  den  Varianten  annähernd  gleich,  nur  die  Variante  D17A  (entspricht  D6  in  

TacTA) weist  eine Verfünffachung des Km‐Wertes  für  E4P  auf.  Für das  E. coli‐Protein wurde  auch 

gezeigt, dass sich der Aktivitätsverlust bei Mutation des Glutamats und Aspartats nicht durch eine 

Verschiebung des pH‐Optimums erklären lässt.  

3.6.2 Aldolaseaktivität der Variante F132Y 

Wt‐TA zeigte erst bei Zugabe des Akzeptorsubstrats  im gekoppelten enzymatischen Test sichtbare 

Aktivität, während F132Y F6P auch ohne Anwesenheit von E4P umsetzen konnte, wenn auch nur mit 

geringer Aktivität. Bei  Fruktose‐1,6‐bisphosphat  (FBP)  ist der Wt etwas  reaktiver als die Variante, 

obschon von beiden dieses nichtnatürliche Substrat nur schwach umgesetzt wird. 

Tab. 3.6   Zusammenfassung der  im gekoppelten enzymatischen Test bestimmten enzymkinetischen Parameter 
für das Wildtypenzym TacTA und die Variante F132Y zur Untersuchung der Aldolaseaktivität. Die Messung erfolg‐
te bei angegebenem pH und 30 °C. Der kcat‐Wert bezieht sich auf die molare Masse des Monomers. 

  F6P  FBP 

Protein  Km (mM)  kcat (s
‐1) 

kcat/Km 
(M·s)‐1 

Km (mM)  kcat (s
‐1) 

kcat/Km 
(M·s)‐1 

pH 7,5             

Wt 
(+E4P) 

2,30 ± 0,36  13,86 ± 0,65  6037,21  8,99 ± 3.84  0,035 ± 0,004  3,846 

Wt  n.b.    0,004 (in Tris)    5,67 ± 1,97  0,007 ± 0,001  1,258 

F132Y  23,91 ± 4,09  0,172 ± 0,008  7,181  0,32 ± 0,17  2·10‐4 ± 2,36·10‐5  0,626 

pH6,5             

Wt  n.b.    0,0014    13,64 ± 1,19  0,007 ± 2,28·10‐4  0,509 

F132Y  25,95 ± 1,05  0,12 ± 0,002  4,617  11,76 ± 0,01  0,004 ± 6,47·10‐5  0,341 

 

Das veränderte Katalyseverhalten der Variante F132Y zeigt sich besonders bei schnellen Kinetiken 

mittels  stopped‐flow‐Technik.  In Abwesenheit  des Akzeptorsubstrats wird  ein  einfacher  Substrat‐

umsatz erwartet. Die Hilfsenzyme entfernen das entstehende Glycerinaldehyd‐3‐phosphat aus dem 

Ansatz, Dihydroxyacetonphosphat bleibt als Schiffbase kovalent am Enzym gebunden, so dass TA für 
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weitere Umsätze blockiert  ist. Nur durch Hydrolyse von Dihydroxyaceton kann unter diesen Bedin‐

gungen das Enzym für weitere Umsätze bereit gemacht werden.  

 

Abb. 3.43  Progresskurven der pre‐steady state Messungen von Wt‐TacTA und Variante F132Y. Der Wt zeigt einen 
einfachen Substratumsatz, da das nach der ersten Halbreaktion kovalent am katalytischen Lysin gebundene Carba‐
nion/Enamin  eine weitere  Reaktion mit  Substrat  verhindert. Durch  die  Aldolaseaktivität  der  Variante  F132Y  ist 
mehrfacher  Substratumsatz möglich. Nach  Spaltung  von  F6P  setzt  F132Y  beide  C3‐Produkte  frei,  so  dass  Lys86 
bereit für weiteren Substratumsatz wird. Messung bei pH7,5 und 30 °C, 0,11 mg/ml Wt, 0,17 mg/ml F132Y, gezeigt 
sind die Progresskurven bei 1 mM F6P. 

Wie beispielhaft in Abb. 3.43 gezeigt, kommt es beim Wt zu einer burst‐Phase, an die sich ein gerin‐

ger Anstieg von 6,2 · 10‐5 s‐1 bei Substratsättigung anschließt. Dieser kleine Anstieg könnte Ausdruck 

der Hydrolyse von Dihydroxyaceton aus dem aktiven Zentrum  sein und weiterer Umsatz  von F6P 

durch das  frei gewordene Enzym. F132Y zeigt keine burst‐Phase, sondern setzt das Donorsubstrat 

mit durchgängig linearem Anstieg um. Die Mutation hat die Hydrolyserate auf 8,95 · 10‐3 s‐1erhöht. 

Die entsprechenden Austausche F178Y  in E. coli Transaldolase B und F189Y  in humaner TA  führen 

ebenfalls zu erhöhter Aldolaseaktivität (SCHNEIDER et al., 2008). Bei E. coli ist dieser Effekt durch den 

einzelnen Austausch einer Aminosäure besonders  stark. Die Aktivität zur Spaltung von F6P wurde 

mehr als 70fach gegenüber dem Wt erhöht. 

3.6.3 pre‐steady‐state‐Kinetik 

Wie in 3.6.2 beschrieben,  lässt sich mit schnellen Kinetiken ohne Einsatz des Akzeptorsubstrats die 

erste Halbreaktion als einmaliger Umsatz des Donorsubstrats F6P beobachten. Als erste Studie wur‐

de das für den Wildtyp durchgeführt.  
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0,1 mM F6P  20 mM F6P 

Abb. 3.44   Progresskurven des einmaligen Umsatzes von F6P durch Wt‐TacTA. 4,5 µM TA, F6P 0,1 und 20 mM, 
20 mM GlyGly, pH 7,5, 100 U/mg GDH, 1000 U/mg TIM, 0,22 mM NADH, 30 °C. Unter den Graphen sind die Resi‐
duen für die jeweilige Anpassung aufgetragen. Grün: doppelt exponentiell mit  linearem Anstieg, Blau: doppelt ex‐
ponentiell, Rot: einfach exponentiell mit linearem Anstieg.  

Die Progresskurven wiesen mehrere Phasen auf und ließen sich am Besten nach einer doppelt expo‐

nentiellen  Reaktion  1. Ordnung mit  anschließendem  linearem  Anstieg  anpassen.  Abb.  3.44  zeigt 

beispielhaft Progresskurven  für 0,01 und 20 mM F6P mit Anpassungen nach Gleichungen  für eine 

doppelt exponentielle Reaktion mit anschließendem  linearem Anstieg  (grün), doppelt exponentiell 

(blau) und einfach exponentiell mit anschließendem  linearem Anstieg  (rot). Die  zugehörigen Resi‐

duen sind in gleicher Farbcodierung darunter aufgetragen.  

Bei kleinen Substratkonzentrationen zeigen sich  in den Qualitäten der verschiedenen Anpassungen 

nur geringe Unterschiede. Augenscheinlich ist, dass eine einfach exponentielle Anpassung nicht aus‐

reicht, um den Verlauf der Kurve wiederzugeben. Bei hohen Substratkonzentrationen zeigen sich die 

Unterschiede  der  verschiedenen Anpassungen besonders  deutlich  in  der  ersten  Phase.  Sogar  die 

beste  Anpassung  nach  einer  doppelt  exponentiellen  Funktion mit  linearem  Anstieg  folgt  einem  

etwas zu kleinen Anstieg für die erste Phase. In der Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten k1 

gegen die Substratkonzentration zeigt sich daher eine scheinbare Substratüberschusshemmung.  
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   20 mM F6P, Anpassung nur bis t = 30 s

 

Abb. 3.45   Progresskurve und Michaelis‐Menten‐Kinetik des einmaligen Umsatzes von F6P durch Wt‐TacTA. Die 
Farbcodierung entspricht Abb. 3.44. Rechts  ist die Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten der ersten Phase 
(k1) gegen die Substratkonzentration dargestellt. Für die Anpassung nach Michaelis‐Menten wurden nur die blau 
markierten Punkte berücksichtigt. 

Wenn man den hinteren Teil des linearen 3. Abschnitts der Kurve kürzt, ist es möglich, die 1. expo‐

nentielle Phase besser anzupassen. Natürlich wird dadurch die gesamte Anpassung beeinflusst, man 

kann aber einen Eindruck über die Größe der Anfangsgeschwindigkeit erlangen. In Abb. 3.45 (links) 

ist dieselbe Progresskurve dargestellt wie in Abb. 3.44 (rechts), aber für die Anpassung wurden nur 

die Werte bis t = 30 s berücksichtigt. Wie man an den Residuen sieht, gibt die Anpassung nach einer 

doppelt exponentiellen Gleichung mit  linearem Anteil  in diesem Zeitfenster den Verlauf der Prog‐

resskurve besser wieder als wenn man alle Messpunkte einschließt. 

Tab. 3.7  zeigt die bei der Untersuchung der ersten Halbreaktion mit F6P  für den Wt bestimmten 

kinetischen Parameter. Alle Messungen wurden bei großem Überschuss der Substratkonzentration 

über die Proteinkonzentration durchgeführt. Die für die Auftragung verwendeten Geschwindigkeits‐

konstanten wurden aus Messkurven ermittelt, bei denen der lineare Anteil in den Progresskurven ab 

4 mM  F6P  gekürzt wurde, um die Anpassungsqualität  für die erste Phase  zu erhöhen. Die  kineti‐

schen Parameter kmax und KS wurden unter Vernachlässigung des Wertes bei 20 mM F6P ermittelt, 

bei dem das Artefakt der Substratüberschusshemmung zu deutlich auftrat. 
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Tab.  3.7    Zusammenfassung  der mittels  stopped‐flow‐Technik  bestimmten  kinetischen  Parameter  der  ersten 
Halbreaktion von TacTA bei einfachem Substratumsatz. Die Anpassung erfolgte doppelt exponentiell erster Ord‐
nung mit anschließendem linearem Anstieg.  

  c 
(mg/ml) 

c 
(µM) 

k1max 

(s‐1) 
KS,1 
(mM) 

k2max 

(s‐1) 
KS,2 
(mM) 

Anteil der 
Dekamere 

Wt  0,11  4,5  4,77 
± 0,2 

1,16 
± 0,16 

0,22*  n.b.  80 % 

n.b. = nicht bestimmbar, *die Datenqualität für k2 ist schlecht, so dass nur der Endwert bestimmbar ist. 

Tab. 3.8   Amplituden der beiden exponentiellen Phasen der Progresskurven der pre‐steady‐state‐Kinetik nach 
doppelt exponentieller Anpassung erster Ordnung mit linearem Folgeanstieg. 

Prot.  A1max  A2max  A1 + A2  Aerwartet 

Wt  0,012  0,0067  0,0187  0,028 

 

Die niedrigen Anstiege von k3 = 5 · 10
‐5 s‐1 des linearen Anteils wurden einer geringen Aldolasetätig‐

keit des Enzyms zugeschrieben. Durch die hohe Konzentration von Hilfsenzymen im Ansatz, die das 

Produkt GAP durch Umwandlung aus dem Ansatz entfernen, kann man die Halbreaktion als irrever‐

sibel annehmen. Das Reaktionsschema der ersten Halbreaktion  ist  in Abb. 2.2 schematisch darge‐

stellt. Da erst die Produktfreisetzung das Messsignal auslöst, kann die Zweiphasigkeit der Reaktion 

nicht durch das Auftreten verschiedener  Intermediate mit unterschiedlichen Signalintensitäten er‐

klärt werden. Ein Erklärungsansatz bietet die Annahme, dass 2 Enzymspezies vorliegen, die unter‐

schiedlich gut das Substrat umsetzen und nur langsam ineinander umgewandelt werden. Eine Mög‐

lichkeit zur Erklärung der Natur der unterschiedlichen Enzymspezies könnten die verschiedenen vor‐

liegenden Oligomerenspezies sein. Mit Annahme des in Kapitel 3.3.6 berechneten KD‐Wertes liegen 

bei der verwendeten Proteinkonzentration 80 % des Proteins als Dekamer vor. Dieser Erklärungsver‐

such passt aber nicht mit den zu den beiden Phasen gehörenden Amplituden zusammen. Die schnel‐

lere Phase hat einen Amplitudenanteil von 64 % an der Gesamtamplitude. Die schnellere Reaktion 

sollte von den aktiveren Pentameren ausgelöst sein, die aber gegenüber den Dekameren den gerin‐

geren Anteil ausmachen.  

Eine andere Möglichkeit bietet das  in den Kristallstrukturen beobachtete Auftreten der conforma‐

tional selection. Danach könnte das Substrat schnell an die  im geschlossenen Zustand vorliegende 

Enzymform binden und umgesetzt werden, was der ersten Phase entspricht. Die zweite Phase könn‐

te das wesentlich langsamere Katalyseverhalten der offenen Konformation wiederspiegeln oder der 

sukzessiven Umwandlung von offener in geschlossene Konformation entsprechen, die dann weiteres 

Substrat binden kann. Bisher gibt es keine  Informationen darüber, wie schnell die offene und ge‐

schlossene Konformation bei TacTA  ineinander umgewandelt werden können. Bei Triosephosphat‐
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isomerase wurden  loop‐Bewegungen mit einer Geschwindigkeitskonstante von 3000 s‐1 gemessen, 

aber als natürliche Bewegung des Enzyms und nicht durch einen Liganden verursacht  interpretiert 

(WILLIAMS UND MCDERMOTT, 1995). Bei Dehydrofolatreduktase  (DHFR) aus E. coli und Flavodoxin aus 

Desulfovibrio  desulfuricans  wurden  langsamere  Raten  für  Konformationswechsel  gefunden.  Bei 

DHFR wurden Raten zur Umwandlung  in die Konformation mit höherer Affinität  für den Liganden 

von 1000 s‐1 bzw. 20 s‐1 gemessen, je nachdem ob der Ligand nach einem induced‐fit‐Mechanismus 

bereits gebunden  ist oder der Konformationswechsel ohne Ligand erfolgt (BOEHR et al., 2006). Kon‐

formationsänderungen  bei  Flavodoxin  als  Faltungsprozess  zur  Cofaktorbindung wurden mit  46 s‐1 

(ohne Ligand) und 568 s‐1 (mit Flavinmononukleotid) bestimmt. Die Geschwindigkeitskonstanten der 

Rückreaktion als Entfaltung des Proteins waren noch langsamer im Zeitrahmen von 0,005 – 0,009 s‐1 

(MURALIDHARA et al., 2006). 

Dass die beiden Enzymzustände durch eine protonierte und unprotonierte Form des katalytischen 

Lysins entstehen, ist auszuschließen, falls Glu60 das katalytische Lysin zur Aktivierung deprotoniert. 

Bei  diesem  Protonendonor/‐akzeptorpaar  ergibt  sich  ∆pKa  =  pKa(Akzeptor)  ‐  pKa(Donor)  =  ‐2,46 

(Werte nach Tab. 3.1). Bei einem solchen pKa‐Unterschied sollte der Protonentransferprozess von 

Lysin auf Glutamat mit einer Geschwindigkeit ablaufen, die nur 3 Größenordnungen unter diffusi‐

onskontrolliert liegt (EIGEN, 1963). 

Die Gesamtamplitude der Reaktion ist nur wenig mehr als die Hälfte der erwarteten Amplitude. Ein 

solcher Befund könnte auf eine Halbzentrenaktivität hinweisen.  Im Dekamer könnte eine negative 

Kooperativität zwischen den beiden pentameren Ringen bestehen. Das würde auch die auf die An‐

zahl  aktiver  Zentren  bezogene  niedrigere  Aktivität  der  Dekamere  erklären.  Halbzentrenaktivität 

wurde auch für TA aus der Hefe Candida utilis gefunden, wobei nur die Geschwindigkeitskonstante 

der Spaltungsreaktion, aber nicht die Substratbindung von der negativen Kooperativität betroffen 

war  (TSOLAS UND HORECKER, 1976).  Für TA aus E. coli wurde eine Halbzentrenaktivität widerlegt, da 

Monomere die gleiche Reaktivität zeigten wie die natürlich vorkommenden Dimere (SCHÖRKEN et al., 

1998). 

3.6.4 Kompetitive Hemmung durch Sorbitol‐6‐phosphat und Xylulose‐5‐phosphat 

Es wurde der Effekt von S6P und X5P auf die Reaktion von TA mit F6P und E4P untersucht, wobei die 

Konzentration von E4P konstant blieb und F6P variiert wurde. Für beide Substratanaloga wurde ein 

kompetitiver inhibitorischer Effekt gefunden.  



Ergebnisse und Diskussion    91 

 

 
Abb. 3.46  Inhibitorischer Effekt von S6P und X5P auf die Aktivität von TacTA. Links: Inhibitorischer Effekt von S6P, 
Rechts:  Inhibitorischer  Effekt  von  X5P. Die Konzentrationen  für beide  Inhibitoren  sind:  Schwarz:  ohne  Inhibitor, 
Blau: 0,975 mM, Rot: 4 mM, Grün: 9,75 mM. 

S6P zeigt die gleiche Anordnung der OH‐Gruppen wie F6P, nur dass die Ketogruppe an C2 reduziert 

ist und S6P keine kovalente Bindung mit Lys86 mehr ausbilden kann. X5P hat die gleiche Konfigura‐

tion wie F6P,  inklusive Ketogruppe,  ist aber kürzer als das natürliche Donorsubstrat. Mit einem Ki 

von 1,71 mM ist S6P ein stärkerer Inhibitor als X5P, für das ein Ki von 5,16 mM ermittelt wurde. Ver‐

gleicht man die Positionen, an denen S6P und X5P im Vergleich zu den natürlichen Donorsubstraten 

F6P und  S7P binden,  sieht man, dass beide  Substratanaloga unabhängig  von  ihrer  Länge mit der 

Phosphatgruppe am Phosphatbindemotiv gehalten werden (Kapitel 3.5.5.4, 3.5.5.2 und 3.5.11). Die 

Ähnlichkeit zwischen den Substraten ist also nicht von C1 ausgehend zu suchen, sondern bezüglich 

der Phosphatgruppen. Vergleicht man die Konfigurationen der C‐Atome ausgehend von der Phos‐

phatgruppe, entspricht die Reihenfolge der Anordnung von S‐ und R‐konfigurierten C‐Atomen von 

S6P stärker denen von F6P und S7P als das bei X5P der Fall  ist. S6P  ist den natürlichen Substraten 

konfigurativ ähnlicher. Zusätzlich hat es überhaupt mehr Hydroxylgruppen als X5P um die Bindeplät‐

ze  für OH‐Gruppen  zu besetzen. Dadurch  könnte ein Teilaspekt der  stärkeren Hemmwirkung  von 

S6P erklärt werden. Welche enthalpischen und entropischen Effekte im Ganzen eine Rolle spielen ist 

anhand dieser Messung nicht zu sagen. 

3.6.5 Analyse des Katalysemechanismus 

Dass die Zweisubstratreaktion der Transaldolase nach einem Ping‐Pong‐Mechanismus abläuft, wur‐

de für die Enzyme aus Candida utilis (KUHN UND BRAND, 1973), Dictyostelium discoideum (KOURTOGLOU 

et al., 2008) und Fusarium oxysporum (ALBE, 1991) gezeigt.  
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Abb. 3.47  Lineweaver‐Burk‐Auftragung der Zweisubstratreaktion von TacTA. 

Für  eine  Zweisubstratreaktion mit  Ping‐Pong‐Mechanismus würde man  in  der  doppelt  rezipoken 

Auftragung parallele Geraden erwarten. Die sich schneidenden Geraden bei TacTA lassen eher einen 

geordnet sequentiellen Mechanismus mit Auftreten eines Ternärkomplexes vermuten  (Abb. 3.47). 

Allerdings sind die durchgeführten Messungen mit den kommerziellen Substraten stark fehlerbehaf‐

tet. Nach Herstellerangaben betrug die Reinheit von E4P je nach Charge 61 – 81 %. Eine Analyse der 

E4P‐Lösung mit ESI‐MS ergab einen hohen Grad an Verunreinigung, so dass das 0,4fache der E4P‐

Konzentration an F6P enthalten ist (Anhang 7.4). Zusätzlich kommt es zu einer Substratüberschuss‐

hemmung, wobei hohe Konzentrationen an E4P das Donorsubstrat F6P kompetitiv  inhibieren. Die 

Messkurven bei hohen Konzentrationen von E4P zeigen eine lag‐Phase (Abb. 3.48). 

 

F6P↓ E4P↓ 
F6P↑ E4P↓ 

 

F6P↓ E4P↑ 
F6P↑ E4P↑ 

Abb. 3.48   stopped flow‐Progresskurven von TacTA bei Umsatz von unterschiedlichen Konzentrationen von F6P 
und E4P. Schwarz: 0,25 mM F6P und 0,05 mM E4P, Rot: 10 mM F6P und 0,05 mM E4P, Grün: 0,25 mM F6P und 
2 mM E4P, Blau: 10 mM F6P und 2 mM E4P.  
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Bei sehr niedriger Konzentration von E4P tritt eine burst‐Phase auf. Die geringe Konzentration des 

Akzeptorsubstrats wirkt hier limitierend für die Reaktion, so dass die Progresskurven denen der pre‐

steady‐state‐Messungen  ähneln.  Die  burst‐Phase  entspricht  der  Freisetzung  des  ersten  Produkts 

GAP. Wenn E4P verbraucht  ist, bleibt die Reaktion auf der Stufe der DHA‐Schiffbase stehen. Einen 

weiteren Einfluss auf den Verlauf der Progresskurven hat der Verbrauch von NADH. Nach einer kur‐

zen Phase  im Gleichgewicht kommt es zum Abknicken der Kurven. Durch diese verschiedenen Ein‐

flüsse  ist es schwierig, bei Variation der Substratkonzentrationen die Geschwindigkeit der Reaktion 

im steady state zu erfassen. 

Anhand der Röntgenkristallstrukturen ist nur ein Ping‐Pong‐Mechanismus vorstellbar, da es nur eine 

Phosphatbindestelle gibt und der Substratkanal  so  schmal  ist, dass kein Platz  für die gleichzeitige 

Bindung zweier Substrate vorhanden ist. 

3.6.6 Lösungsmittelisotopieeffekt 

Die Messung  des  kinetischen  Lösungsmittelisotopieeffekts  erfolgte,  um  Informationen  über  den 

Übergangszustand  des  geschwindigkeitsbestimmenden  Schritts  der  Reaktion  zu  erhalten.  Unter‐

sucht wurde die erste Halbreaktion bei einmaligem Substratumsatz. Der postulierte Mechanismus 

geht davon aus, dass die wichtigsten Schritte  in der Katalyse der TA durch Säure‐Base‐Katalyse ab‐

laufen. Es ist also anzunehmen, dass die Protonentransferprozesse durch D2O als Lösungsmittel be‐

einflusst sind und man Indizien über die Art und Anzahl der am Prozess beteiligten Protonen erhal‐

ten  kann. Da bei den massenspektrometrischen Untersuchungen das Gleichgewicht  stark auf der 

Seite des Immoniumintermediats vor der Bindungsspaltung lag, wurde die Spaltung des Donorsubs‐

trats als geschwindigkeitsbestimmender Schritt angenommen. In Abb. 3.26 ist der Protonentransfer 

zur Bindungsspaltung skizziert. Es wird erwartet, dass am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 2 

Protonen beteiligt sind und einen Beitrag zu einem kinetischen Lösungsmittelisotopieeffekt leisten. 

Für TacTA wurde ein  inverser kinetischer Lösungsmittelisotopieeffekt gefunden  (Abb. 3.49, A). Da 

Deuterium die Seite eines Gleichgewichts bevorzugt,  in dem die Bindung  zu Protonen  stärker  ist, 

kann man  schlussfolgern,  dass  die  Bindung  von  Protonen  im  Übergangszustand  gegenüber  dem 

Grundzustand  gestärkt wurde.  Der  beobachtbare  kinetische  Lösungsmittelisotopieeffekt  ist  aber 

immer das Produkt aller auftretenden einzelnen Isotopieeffekte. Über die Form der Kurve kann man 

Rückschlüsse über die Art und Anzahl der beteiligten Protonen ziehen. Die Form der Kurve  in Abb. 

3.49  (A) weicht von der Linearität ab und  ist  leicht nach oben gekrümmt. Somit  sind nicht nur 1, 

sondern mehrere Protonen am Prozess beteiligt.  
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A 

 
 

B 

 

 

C

Abb. 3.49    Inverser kinetischer Lösungsmittelisotopieeffekt bei TacTA. Die Messung erfolgte mit 0,11 mg/ml TA 
bei pH 7,5 und 30°C. kn  ist die Geschwindigkeitskonstante bei einem Anteil n an D2O. Erklärungen sind  im Text zu 
finden. 

Weitere Auftragungen sind möglich, um etwas über die beteiligten Protonen zu erfahren. Wenn die 

Auftragung der Quadratwurzel aus dem Quotienten der Geschwindigkeitskonstanten bei einem be‐

stimmten Anteil von D2O, kn, und der Geschwindigkeitskonstante  in H2O, k0, gegen den Anteil an 

D2O, n, linear ist [(kn/k0)
0,5 vs. n], so sind 2 Protonen, die den gleichen Isotopieeffekt beitragen, am 

Mechanismus beteiligt. Bei einer linearen Form der Auftragung lnkn vs. n gibt es viele kleine Beiträge 

vieler Protonen. Die genannten Zusammenhänge sind bei SCHOWEN, 1978 nachzulesen und kurz  im 

Methodenteil (Kapitel 2.2.6) zusammengestellt. Da keine der Auftragungen linear ist, kann man da‐

von ausgehen, dass 2 Protonen mit unterschiedlichen Beiträgen oder mehr als 2 Protonen am Pro‐

zess beteiligt sind. Wenn die C3‐C4‐Bindungsspaltung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 

Reaktion  ist,  sollten,  nach  gegenwärtiger Annahme  des Reaktionsmechanismus,  nicht mehr  als  2 

Protonen  einen  Effekt  geben.  Es war  nicht möglich mittels  polynomialer  Anpassungen  sinnvolle 

Interpretationen zu finden. Aufgrund der mangelnden Datenqualität kann man keine weiteren Aus‐

sagen über Anzahl und Art der am Katalyseschritt beteiligten Protonen treffen.   
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4 Zusammenfassung 

Das Gen  für das Transaldolase‐Wt‐Protein aus Thermoplasma acidophilum und die Varianten D6N, 

E60Q,  E60A,  T110V  sowie  F132Y wurde  erfolgreich  heterolog  in  E. coli  exprimiert.  Es  konnte  ein  

Reinigungsschema für die Proteine etabliert und mittels Massenspektrometrie die gereinigten Pro‐

teine als die Zielproteine bestätigt werden.  

TacTA  zeigt  das  Fern‐UV‐CD‐Spektrum  eines  Proteins mit  α‐  und  β‐Sekundärstrukturanteilen.  Im 

gekoppelten enzymatischen Test wurde die Aktivität einer Transaldolase bestätigt. Der Km‐Wert für 

das Donorsubstrat F6P beträgt 2,3 mM und  für das Akzeptorsubstrat E4P 0,64 mM  (pH = 7,5; T = 

30 °C). Das pH‐Optimum von TacTA liegt zwischen pH 7,1 – 8,32, wobei diese pH‐Grenzen den akti‐

ven Gruppen Glu60 und Lys86 des aktiven Zentrums zugeordnet wurden. TacTA reagiert empfindlich 

auf durch NaCl erhöhte Ionenstärken. Die Geschwindigkeit der Reaktion der TacTA nimmt bis 60 °C 

exponentiell zu, was die Lebenstemperatur des thermophilen Organismus Thermoplasma acidophi‐

lum ist. Die Aktivierungsenergie der Reaktion bei 25 °C wurde als 65,32 kJ/mol bestimmt. Das Enzym 

zeigte über 40 Tage bei 60 °C in 20 mM GlyGly‐Puffer nur geringen Aktivitätsverlust, während es bei 

höheren Temperaturen (80 °C, 90 °C)  innerhalb weniger Stunden bzw. Minuten seine Aktivität ver‐

lor. Die freie Aktivierungsenthalpie der Hitzeinaktivierung betrug bei 30 °C 144,63 kJ/mol. 

Es konnte ein massenspektrometrischer Assay zur Detektion von während der Reaktion auftreten‐

den Intermediaten entwickelt werden. Durch Abstoppen der Reaktion mittels Säure‐quench konnte 

die  Intermediatverteilung für das Wt‐Protein und die Varianten festgehalten und nach verschiede‐

nen Reaktionszeiten untersucht werden. Die kovalenten  Intermediat‐Enzym‐Komplexe wurden an‐

hand  ihrer Molekülmasse sowie der Massenverschiebung bei Reaktion mit D‐[UL‐13C6]‐F6P nachge‐

wiesen. 

Es wurden angelehnt an JIA et al., 1996b und THORELL et al., 2000 Bedingungen für die Kristallisation 

von TacTA gefunden. Die Röntgenkristallstrukturen von TacTA sowie allen Varianten konnten durch 

molecular  replacement gelöst werden.  In den Kristallstrukturen  ist die Quartärstruktur von TacTA 

ein Homodekamer, aufgebaut aus zwei pentameren Ringen. Dabei zeigt TacTA das bereits  für die 

strukturell  verwandte  FSA  beschriebene  intersubunit  helix  swapping  (THORELL  et  al.,  2002). Daten 

analytischer Ultrazentrifugation zeigen, dass auch pentamere TacTA als physiologische Einheit auf‐

treten kann. Dabei zeigen Pentamere und Dekamere unterschiedliche kcat‐Werte, wobei die Deka‐

mere inaktiver sind. Dieser Befund und das Auftreten von nur etwa der halben Amplitude bezüglich 

des erwarteten Wertes  in pre‐steady‐state‐Messungen bei Vorliegen von 80 % Dekameren könnte 

auf eine Kommunikation zwischen den pentameren Ringen im Sinne einer negativen Kooperativität 
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hinweisen. Das TA‐Monomer bildet wie alle TA ein achtgliedriges α/β‐barrel Motiv mit dem kataly‐

tisch aktiven Lys86 auf β4. 

Es ist erstmalig geglückt, durch Kokristallisation mit den natürlichen Donorsubstraten F6P und S7P, 

sowie  dem  natürlichen Akzeptorsubstrat  E4P Momentaufnahmen  von während  der  Katalyse  von 

TacTA auftretenden  Intermediaten zu erhalten. Dabei wurden, wie auch bei den mit Massenspek‐

trometrie  bestimmten  Intermediatverteilungen,  beim Wt  nur  Schiffbasen‐Komplexe  vor  Spaltung 

der C3‐C4‐Bindung  gefunden. Aus beiden Methoden  kann man  schlussfolgern, dass das Carbinol‐

amin  nur  transient  gebildet  wird  und  die  Bindungsspaltung  der  geschwindigkeitsbestimmende 

Schritt der Reaktion ist. Weiterhin konnten nichtkovalente Komplexe durch Kokristallisation mit ver‐

schiedenen Zuckerphosphaten, die keine natürlichen Substrate sind, erhalten werden. 

Im Grundzustand  ist  der  Substratkanal mit  einem Netzwerk  aus Wassermolekülen  gefüllt,  deren 

Positionen  den  favorisierten  Bindeplätzen  für  die OH‐Gruppen  der  Zuckerphosphatsubstrate  ent‐

sprechen. Ein Phosphatbindemotiv aus 2 Argininen  (Arg135 und Arg169) und dem Sauerstoffatom 

der Peptidbindung von Ser167 bindet die Zuckerphosphate unabhängig von ihrer Länge auf 2 Arten, 

die sich nur durch eine Bindungslänge unterscheiden. Alle Zuckerphosphate wurden in offenkettiger 

Form gebunden, obwohl die Keto‐ bzw. Aldoform der verwendeten Zucker in Lösung nur gering po‐

puliert ist. TacTA zeigt im Bereich der ringäußeren Helices α1, α2 und α3 und Faltblatt β2 zwei Kon‐

formationen, die zu einer Verengung bzw. Weitung des Substratkanals führen und als geschlossene 

bzw. offene Konformation benannt wurden. Da keine Schiffbasen‐Komplexe  in der offenen Enzym‐

form gefunden wurden, kann man annehmen, dass die Bindung von Donorsubstraten nach einem 

conformational‐selection‐Mechanismus selektiv an die geschlossene Form des Enzyms erfolgt. 

Durch die Orientierung der kokristallisierten Substrate  relativ  zu den Aminosäureseitenketten des 

aktiven Zentrums  ist eine Revision des von  JIA et al., 1997 bzw. aktuell von SAMLAND UND SPRENGER, 

2009 vorgeschlagenen Mechanismus notwendig (Abb. 4.1).  

Wie  für D‐2‐Deoxyribose‐5‐phosphat‐Aldolase  (DERA) angenommen, geht der neu vorgeschlagene 

Reaktionsmechanismus von einem deprotonierten Lys86 aus. Lys86 greift nukleophil die Carbonyl‐

gruppe der Donorketose an, wobei das Alkoxid des auftretenden Zwitterions durch Asp6 protoniert 

werden könnte. Diese Rolle des Asp6 wird vorstellbar anhand der nichtkovalenten Komplexe in den 

Strukturen K86A mit F6P und Wt mit S6P, in denen O2 und Asp6 in H‐Brückenabstand sind. Außer‐

dem deutet der geringere Anteil von C6I bei der Variante D6N  in der massenspektrometrisch be‐

stimmten Intermediatverteilung und der erhöhte Km‐Wert  im steady state der V‐S‐Charakteristiken 

auf die Beteiligung von Asp6 an der Bindung des Donorsubstrats hin.  
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Abb. 4.1   Schema zur Reaktion der Transaldolase. Anhand der  in dieser Arbeit gesammelten neuen Erkenntnisse 
neu vorgeschlagenes. Gezeigt  ist die erste Halbreaktion. Nach Bindung des Akzeptorsubstrats, einer Aldose,  läuft 
die Reaktion in entgegengesetzter Richtung ab. 

Das Auftreten der Carbinolamin‐Spezies in der massenspektrometrischen Untersuchung der Varian‐

te E60Q lässt vermuten, dass Glu60 an der Protonierung der entstandenen C2‐OH‐Gruppe beteiligt 

ist, welche nach Protonierung als Wasser abgespalten werden kann, so dass die Doppelbindung zwi‐

schen Nζ  und C2 möglich wird. Außerdem  ist dazu  eine Deprotonierung  der  ε‐Aminogruppe  von 

Lys86 notwendig. Wie genau der Protonentransfer von Lys86 auf C2‐OH unter Beteiligung von Glu60 

ablaufen sollte, bleibt unklar. Nach Bindung als Michaeliskomplex und Interaktion zwischen O2 und 

Asp6  ist eine Neuorientierung des  Substrats durch Drehung um die Achse  seines Zuckerrückgrats 

notwendig,  damit  es  schließlich  die  Orientierung  der  strukturell  aufgeklärten  Schiffbasen‐

Intermediate erlangt. Es ist ungeklärt, in welcher genauen Ausrichtung das Carbinolamin im aktiven 

Zentrum positioniert  ist. Vielleicht nimmt das Carbinolamin während der Drehung um die Nζ‐C2‐

Einfachbindung eine Position ein,  in der eine direkte Protonierung der C2‐OH‐Gruppe durch Glu60 

stattfinden kann. Da die Variante T110V bezüglich des Wildtyps einen hundertfachen Aktivitätsver‐

lust  und  zehnfach  erhöhten  Km‐Wert  für  das  Donorsubstrat  aufweist,  könnte  man  eine  weiter  
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reichende Funktion der Aminosäure als die Koordination des katalytischen Wassers vermuten. Viel‐

leicht  könnte  sie an einem  zyklischen Protonentransfer, bei dem  Thr110  selbst  immer protoniert 

bleibt, beteiligt sein.  

Die  als Wasser  abgehende  C2‐OH‐Gruppe  verdrängt  und  ersetzt  wahrscheinlich  das  bisher  von 

Glu60 und Thr110 koordinierte Wassermolekül. Im ausgebildeten Schiffbasen‐Komplex, bei dem das 

Enzym in geschlossener Form vorliegt,  ist das katalytische Wasser nicht mehr  lösungsmittelzugäng‐

lich.  

Asp6, nun deprotoniert, bringt über Wechselwirkungen mit C3‐OH und C5‐OH das Intermediat so in 

Position, dass die C4‐OH‐Gruppe direkt auf das von Glu60 und Thr110 koordinierte Wasser  zeigt. 

Glu60  ist damit  in der Position, die C4‐OH‐Gruppe zu deprotonieren und so die Bindungsspaltung 

einzuleiten. Thr110 hat eine wichtige Aufgabe bei der Ausrichtung des katalytischen Wassermole‐

küls und somit eine Rolle bei der Bindungsspaltung und –knüpfung zwischen C3 und C4. In der Va‐

riante  T110V  ist  das  katalytische Wasser  verschoben  und mit Massenspektrometrie  konnte  eine 

Akkumulation des C3‐Schiffbasen‐Addukts beobachtet werden. 

Phe132, auf einer Seite des Substratkanals gelegen, wirkt als hydrophobic backstop und unterstützt 

die korrekte Ausrichtung des ungespaltenen Schiffbasen‐Addukts. Die zu spaltende Bindung kommt 

dadurch in eine räumliche Position, dass π‐Orbitale der Schiffbase und Bindungsorbital mit zukünftig 

freiem Elektronenpaar bestmöglich überlappen und das bei Bindungsspaltung  frei werdende Elek‐

tronenpaar über das Enamin delokalisieren kann.  

Durch einen Austausch von Phe132 zu Tyr132 erlangt das Enzym Aldolaseaktivität. Die eingeführte 

polare Gruppe verdrängt sterisch das katalytische Wasser und könnte dessen katalytische Aufgaben 

übernehmen. In der Variante zeigen Thr110 und Glu60 alternative Konformationen. 

Die in den Kristallstrukturen bei den Donorsubstrat‐Schiffbasen auftretenden Molekülspannungen in 

Form von Distorsion der Schiffbasen‐Bindung um 10° bzw. 22° und repulsive Wechselwirkungen im 

Donorsubstrat S7P durch ekliptische C4‐ und C6‐ OH‐Gruppen könnten als Triebkräfte der Reaktion 

wirken. Nach  Bindungsspaltung  kann  die  kovalente  Bindung  der  verbleibenden Dihydroxyaceton‐

Einheit relaxieren. So beträgt die Distorsion der Schiffbasen‐Bindung nach Bindungsspaltung  in der 

Variante T110V nur noch 1,9 – 4,3°. 
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5 Ausblick 

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lassen sich fortführende Fragestellungen ableiten. 

So wäre die Untersuchung des conformational samplings des Enzyms und dessen Bedeutung für die 

Katalyse ein  interessanter Aspekt. Ein möglicher Ansatz wäre das Einführen  von Cysteinen  in der 

beweglichen  loop‐Region  und  der  benachbarten C‐terminalen Helix,  um  nach  Fluoreszenzmarkie‐

rung die Öffnungs‐ und Schließfunktion des Enzyms kinetisch beobachten zu können. Als Untersu‐

chungsmethode würde sich Einzelmolekül‐FRET anbieten. 

Die Untersuchung der ersten Halbreaktion durch pre‐steady‐state‐Kinetiken sollte optimiert werden. 

So wäre die Messung bei höheren  Substratkonzentrationen  zu empfehlen, um die Phasen besser 

auswerten zu können. Die Durchführung des Versuchs mit den Varianten könnte  im Vergleich mit 

der Wt‐Reaktion weiteren  Aufschluss  über  Aufgaben  der  Reste  des  aktiven  Zentrums  bei  Einzel‐

schritten der Reaktion geben. 

Um eine detailliertere Vorstellung über die Lage von E4P  im aktiven Zentrum zu bekommen, wenn 

bereits das C3‐Schiffbasen‐Intermediat ausgebildet ist, wäre die Kristallisation von mit NaBH4 redu‐

zierter TA und soaken der Kristalle mit E4P denkbar.  

Kokristallisation  von  TA  mit  2,5‐Anhydro‐D‐Glucitol‐6‐phosphat  und  2,5‐Anhydro‐D‐Mannitol‐1‐

phosphat, den  α‐ und  β‐D‐F6P‐Analoga, bei denen die Ringöffnung unterbunden  ist,  könnte Auf‐

schluss darüber geben, ob die Bindung der Substrate in zyklischer Form möglich ist, welche Reste an 

einer solchen Bindung beteiligt sind und ob beide Anomere gebunden werden können. 

Die Kristalle erreichen eine Größe, die für die Durchführung von Neutronenstreuung ausreichend ist. 

Diese Methode würde erlauben, den Protonierungszustand der Reste im aktiven Zentrum aufzuklä‐

ren. 

Die Verwendung von Massenspektrometrie wurde als neue Methode zur Analyse der  Intermediat‐

verteilung von TA etabliert. Es könnten sich weitere Untersuchungen bei verschiedenen Konzentra‐

tionen und Verhältnissen von Enzym und Substraten zueinander anschließen, um die Methode zu 

optimieren. Die Verwendung eines internen Standards, z.B. der inaktiven Variante K86A, würde die 

Methode quantifizierbar machen. 

Interessant wäre auch die Untersuchung, ob das katalytische Wasser im Zustand der ausgebildeten 

Schiffbase seinen Ursprung aus dem Lösungsmittel hat oder aus der Ketogruppe des Donorsubstrats 

generiert wird. Dafür bietet  sich der Einsatz von H18OH als Lösungsmittel an. Mit Massenspektro‐

metrie ließe sich dann untersuchen, inwieweit Wasser in F6P bzw. S7P eingebaut wird.  
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Untersuchungen mit analytischer Ultrazentrifugation und dynamischer Lichtstreuung könnten abklä‐

ren, ob die Anwesenheit bzw.  Zugabe  von  Substrat Auswirkungen auf den Oligomerisierungsgrad 

hat. 
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7 Anhang 

7.1 Katalysezyklus von Transketolase 

 

Abb. 7.1  Katalysezyklus der Transketolase für den Umsatz von Xylulose‐5‐phosphat (X5P) und Ribose‐5‐phosphat 
(R5P) zu Sedoheptulose‐7‐phosphat  (S7P) und Glycerinaldehyd‐3‐phosphat  (G3P). Die Reaktion von X5P und Ery‐
throse‐4‐phosphat  (E4P)  zu  Fruktose‐6‐phosphat  (F6P)  und  G3P  verlaufen  analog.  Übernommen  von  ASZTALOS, 
2008. 

Durch die V‐Konformation des Cofaktors ThDP  kommen C2 und Aminogruppe  in  räumliche Nähe 

zueinander. Die Protonenabstraktion am C2‐Atom des Thiazoliumrings führt zum Ylid, dessen Carb‐

anionteil nukleophil das C2α‐Atom der Ketose angreifen kann. Von dem kovalenten Donorinterme‐

diat wird das erste Produkt, eine Aldose, abgespalten und das zentrale Intermediat, α‐Carbanion des 

DHE‐ThDP, gebildet, das über seine planare Enaminstruktur resonanzstabilisiert ist. Bei Bindung der 

Akzeptoraldose kommt es zur C‐C‐Bindungsbildung zwischen dem Ketol und der C1‐Aldehydgruppe. 

Anschließend wird das resultierende zweite Produkt, eine Ketose, abgespalten. 
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7.2 Anhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Proteinkonzentration 

Messung nach 2.2.4.8.2 

 
Abb. 7.2  Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der TacTA von der Proteinkonzentration.  
Substratkonzentrationen: Links: 0,55 mM F6P, 0,18 mM E4P. Rechts: 15 mM F6P, 1 mM E4P. TA unterschiedlicher 
Proteinkonzentration wurde auf immer gleiche Endkonzentration in den Reaktionsansatz verdünnt. Da keine Korre‐
lation der ursprünglichen Proteinkonzentration mit der Geschwindigkeit gefunden wird,  im verwendeten Konzen‐
trationsbereich aber verschiedene Oligomerisierungsformen von TacTA auftreten, wobei Dekamere einen kleineren 
kcat‐Wert haben als Pentamere, kann man davon ausgehen, dass die Gleichgewichtseinstellung der Oligomerisie‐
rung schnell und innerhalb der Totzeit der Messung von 5‐10 s abläuft. 
 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

k 
(m

in
-1

)

c
TA

 der Vorinkubationslösung (mg/ml)

0

1

2

3

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

k 
(m

in
-1

)

c
TA

 der Vorinkubationslösung (mg/ml)



 

 

A
nhang 

 
 

 
      7‐3

7.3 Statistiken der kristallographischen Arbeiten (auf Englisch) 

Die Werte in Klammern beziehen sich auf die Schale höchster Auflösung. Jeder Datensatz stammt von einem Einzelkristall. 

  TA resting state  TA + F6P  TA + S7P  TA + E4P  TA + S6P 
Data collection 
 

         

Wavelenghth (Å)  0.91841  0.91841  0.91841  0.91841  1.54179 
Space group  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21 
Cell dimensions           
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
 
α (°) 
β (°) 
γ (°) 

149.044   
172.024 
100.271 
 
90.00   
90.00   
90.00

148.617 
172.535 
100.277 
 
90.000 
90.000 
90.000

148.579 
172.802 
100.363 
 
90.000 
90.000 
90.000 

148.56 
171.85 
99.33 
 
90.000  
90.000  
90.000

149.154   
171.740 
100.165 
 
90.00   
90.00   
90.00

Resolution range (Å)  34.2 ‐ 1.78  19.745 ‐ 1.8  19.916 ‐ 1.65  19.901 ‐ 1.9  50 ‐ 2.25 
           
No. of observations  488295 (30658)  976683 (147318)  562970 (90200)  750316 (106211)  252078 (30167) 
No. of unique reflections  121135  (8682)  118736 (17640)  152106 (24223)  99730 (14103)  59185 (7369) 
           
Completeness (%)  98.5 (96.3)  99.8 (99.9)  98.6 (98.0)  99.8 (100)  96.7 (99.7) 
<I/σ(I)>  21.32 (2.61)  20.34 (4.39)  26.93 (2.82)  31.72 (4.97)  11.85 (2.52) 
R‐merge (%)a  3.9 (43.8)  6.7 (54.3)  2.9 (50.9)  4.3 (44.9)  9.1 (60.4) 
Redundancy  4.031 (3.531)  8.226 (8.351)  3.701 (3.724)  7.523 (7.531)  4.259 (4.094) 
B‐factor from Wilson plot (Å2)  34.5  32.4  33.3  37.0  38.85 
   



 

 

A
nhang 

 
 

 
      7‐4

 

 

  TA resting state  TA + F6P  TA + S7P  TA + E4P  TA + S6P 
Refinement 
 

         

Resolution range (Å)  34.191 ‐ 1.78  19.745 ‐ 1.8  19.916 ‐ 1.65  19.852 ‐ 1.895  43.262 ‐ 2.25 
Reflections (working/test)   121120/6055  112783/5938  144487/7607  94716 /4988  59078/2956 
Rwork/Rfree (%)  18.82/22.80  17.58/21.12  16.74/19.75  17.47/19.92  20.00/25.28 
Average B‐factor (Å2)  35.416 30.914 31.845  36.874 43.094
           
Number of atoms  10051  9777  10095  9294  9052 
  Protein  9073  8780  8800  8588  8626 
  Ligand  6  117  85  61  60 
  Water  972  880  1210  645  366 
           
Deviations from ideals 
(r.m.s.d.) 

         

Bond distances (Å)  0.009  0.012  0.009  0.007  0.005 
Bond angles (°)  1.107  1.283  1.335  1.008  0.867 
Dihedrals (°)  12.992  16.561  16.67  15.597  12.299 
           
Ramachandran plot %Non‐
glycine or non‐proline in 

         

favoured regions 99.4  99.8 99.5 99.1 98.4
allowed regions  0.6  0.2  0.5  0.9  1.6 
outlier regions  0  0  0  0  0 
           
ligand or chemical  1 glycerol as   5 F6P   5 S7P  5 E4P  5 S6P 
                 component  carbinolamine 3 glycerol 1 Cl‐
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  wt + X5P  wt + A5P  E60Q  E60A + F6P  E60A + S7P 
Data collection 
 

         

Wavelenghth (Å)  0.91841  1.54179  0.91841  0.91841  0.91841 
Space group  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21 
Cell dimensions           
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
 
α (°) 
β (°) 
γ (°) 

148.608   
172.570 
99.826 
 
90.00   
90.00   
90.00 

148.915   
171.982 
100.316 
 
90.00   
90.00   
90.00 

148.767  
172.081 
100.511 
 
90.00   
90.00   
90.00 

148. 674  
172.482 
100.343 
 
90.00   
90.00   
90.00 

148. 360  
172.075 
100.111 
 
90.00   
90.00   
90.00 

Resolution range (Å)  30 – 1.85  50 – 2.4  20 – 1.85  30 – 1.5  30 – 1.85 
   
No. of observations  360138 (52431)  236579 (26685)  633334 (92406)  656843 (114990)  408919 (59354) 
No. of unique reflections  108051 (15721)  50538 (5737)  107943 (15834)  199825 (35488)  108081 (15711) 
           
Completeness (%)  99.0 (99.6)  99.8 (99.9)  98.4 (99.9)  97.6 (99.3)  99.2 (99.7) 
<I/σ(I)>  19.98 (2.36)  14.96 (2.74)  19.87 (3.15)  21.48 (2.80)  23.21 (2.38) 
R‐merge (%)a  3.7 (54.5)  8.2 (56.6)  6.1 (60.4)  3.0 (49.9)  3.6 (57.7) 
Redundancy  3.333 (3.335)  4.681 (4.651)  5.867 (5.836)  3.287 (3.240)  3.783 (3.778) 
B‐factor from Wilson plot (Å2)  37.22  43.234  31.657  26.884  36.338 
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  wt + X5P  wt + A5P  E60Q  E60A + F6P  E60A + S7P 
Refinement 
 

         

Resolution range (Å)  28.762 – 1.85  47.692 – 2.4  19.789 – 1.85  29.303 – 1.5  28.679 – 1.85 
Reflections (working/test)   107926/5397  50522/2526  107902/5395  199809/9993  108050/5404 
Rwork/Rfree (%)  19.51/22.70  19.86/24.19  19.26/21.88  15.53/19.14  17.54/21.08 
Average B‐factor (Å2)  39.7  44.463 34.2 27.325 38.8
           
Number of atoms  9548  8999  10095  9998  9705 
  Protein  8764  8595  9157  8777  8801 
  Ligand  70  70  0  75  85 
  Water  714  334  938  1146  819 
           
Deviations from ideals 
(r.m.s.d.) 

         

Bond distances (Å)  0.010  0.003  0.004  0.013  0.009 
Bond angles (°)  1.149  0.693  0.770  1.336  1.136 
Dihedrals (°)  16.306  12.047  11.473  16.648  12.805 
           
Ramachandran plot %Non‐
glycine or non‐proline in 

         

favoured regions 99.1  98.7 98.9 99.7 99.7
allowed regions  0.9  1.3  1.0  0.3  0.3 
outlier regions  0  0  0  0  0 
           
ligand or chemical  5 X5P  5 A6P   0  5 F6P  5 S7P 
                 component   
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  K86A + F6P  K86A + Citrat   F132Y  T110V + C3  D6N 
Data collection 
 

         

Wavelenghth (Å)  1.54179  0.91841  0.91841  1.54179  0.91841 
Space group  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  C 2 2 21  P 21 
Cell dimensions           
a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 
 
α (°) 
β (°) 
γ (°) 

147.100   
171.200 
99.300 
 
90.00   
90.00   
90.00 

145.080  
168.670 
97.920 
 
90.00   
90.00   
90.00 

150.420  
172.020 
99.80 
 
90.00   
90.00   
90.00 

148. 812  
171.984 
100.456 
 
90.00   
90.00   
90.00 

100.199 
131.967 
101.340 
 
90.00 
108.54 
90.00 

Resolution range (Å)  30 – 2.0  20 – 1.8  30 – 1.8  50 – 1.85  20 – 1.995 
   
No. of observations  368970 (47586)  554123 (82483)  709168 (105516)  457857 (64679)  201912 (19625) 
No. of unique reflections  84225 (11310)  110566 (16435)  119197 (17737)  109458 (15816)  55215 (5313) 
           
Completeness (%)  99.5 (99.1)  99.8 (99.8)  99.7 (99.9)  99.9 (99.9)  99.4 (99.7) 
<I/σ(I)>  16.23 (2.98)  19.8 (3.9)  24.42 (2.86)  16.23 (2.93)  18.42 (2.54) 
R‐merge (%)a  5.9 (55.8)  5.7 (45.8)  4.7 (66.8)  5.7 (50.6)  4.9 (61.7) 
Redundancy  4.381 (4.207) 5.0 (5.0)  5.950 (5.949)  4.183 (4.089)  3.657 (3.694) 
B‐factor from Wilson plot (Å2)  35.367  32.6  33.487  31.204  80.212 
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      7‐8

 

 

  K86A + F6P  K86A + Citrat   F132Y  T110V + C3  D6N 
Refinement 
 

         

Resolution range (Å)  29.552 – 2.0  19.447 – 1.8  29.893 – 1.8  47.661 – 1.85  29.798 – 2.9 
Reflections (working/test)   84212/4211  110566/5529  119163/5959  109429/5472  55176/2758 
Rwork/Rfree (%)  18.46/22.05  17.53/20.93  17.67/20.92  17.63/20.93  20.32/23.19 
Average B‐factor (Å2)  38.6  29.5 35.5 34.1 85.0
           
Number of atoms  9455  9571  9772  9660  17023 
  Protein  8678  8699  8720  8643  17023 
  Ligand  80  95  12  5  0 
  Water  697  777  1040  1012  0 
           
Deviations from ideals 
(r.m.s.d.) 

         

Bond distances (Å)  0.004  0.008  0.007  0.006  0.008 
Bond angles (°)  0.860  1.121  1.012  0.890  0.651 
Dihedrals (°)  12.429  12.555  15.640  11.276  12.298 
           
Ramachandran plot %Non‐
glycine or non‐proline in 

         

favoured regions 99.2  99.1 99.4 99.3 98.3
allowed regions  0.8  0.9  0.6  0.7  1.7 
outlier regions  0  0  0  0  0 
           
ligand or chemical  5 F6P  5 citrate  0  1 glyceraldehyde as   0 
                 component    5 glycerol Schiff base
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7.4 A
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7.6 V

Abb.  7.5
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7.8 Analyse von E4P‐Lösung (Sigma Aldrich) mit ESI‐MS 

 

Abb. 7.7  Massenspektrum von E4P‐Lösung.  
Nach Herstellerangaben enthielt die  Substanz 81 %  E4P, Na+ als Gegenion und Wasser.  Im ESI‐Massenspektrum 
fanden sich zahlreiche Verunreinigungen, so auch mit den natürlichen Substraten von TA F6P und GAP. 20 mM E4P‐
Lösung in 20 mM GlyGly wurde 1 : 100 in 85 : 15 : 0,1 Methanol : H2O : Essigsäure verdünnt. 
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