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Der vernünftige Mensch passt sich der Welt an, 

der unvernünftige besteht auf dem Versuch, 

die Welt sich anzupassen. 

Deshalb hängt aller Fortschritt vom unvernünftigen Menschen ab. 

 

nach George Bernard Shaw 
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Vorwort 
 

In dieser Habilitationsschrift werden experimentelle Ergebnisse zu dem im Titel umrissenen 

Themenkreis zusammenfassend dargestellt. Obwohl aus separaten funktionellen und struktu-

rellen Studien hervorgegangen, wird der Versuch unternommen, die Einzelresultate unter dem 

Aspekt der funktionellen Dynamik von Proteinen, hier im speziellen von Thiamindiphosphat-

abhängigen Enzymen, im Zusammenhang zu diskutieren. Zu diesem Zweck werden funktio-

nelle Effekte in strukturelle Studien, die sowohl mit den Methoden der Proteinkristallographie 

(PX) als auch der Röntgenkleinwinkelstreuung mit Synchrotronstrahlung in Lösung (SAXS) 

durchgeführt worden sind, einbezogen. Ein Vergleich der aus den beiden Strukturaufklä-

rungsmethoden erhaltenen Modelle sollte dabei die Nachteile beider Methoden relativieren, 

um so zu möglichst objektiven Aussagen zu gelangen. 

 

Eigene hier zitierte Publikationen werden im Text mit Zahlen nachgewiesen und sind chro-

nologisch geordnet. Originalarbeiten anderer Autoren werden im Text namentlich angegeben 

und sind alphabetisch geordnet. 

 

Die zugrunde liegenden experimentellen Arbeiten wurden entweder von mir selbst oder im 

Rahmen von Diplom- und Doktorarbeiten durchgeführt, an deren Betreuung ich beteiligt ge-

wesen bin, und umfassen den Zeitraum 1992-2003. 
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Einleitung 
 

Die Gewährleistung der Funktion von Enzymen im Organismus bedarf auf der einen Seite 

einer gewissen Starrheit der Struktur ihrer Proteinkomponente, um die jeweiligen spezifischen 

chemischen Reaktionen unter energetisch günstigen Bedingungen ablaufen lassen zu können. 

Andererseits ist eine gewisse Mobilität der Proteinkomponente Voraussetzung für die Bin-

dung von Liganden und die Freisetzung von Produkten der katalysierten Reaktion. Funktion 

und Struktur eines Makromoleküls sind ursächlich miteinander verbunden. Ähnliche Funktio-

nen können aber auch durch ganz unterschiedliche Strukturen bzw. verschiedene Funktionen 

durch einander ähnliche Strukturen realisiert werden. Die Funktion von Enzymen ist immer 

an eine strukturelle Dynamik der Makromoleküle gekoppelt. Durch die Bindung von Ligan-

den sind Strukturänderungen auf verschiedenen Ebenen möglich. Neben der hohen Flexibilität 

von loop-Regionen werden auch Bewegungen ganzer Domänen beobachtet. Die Änderung 

äußerer Bedingungen kann bei oligomeren Enzymen auch die Wechselwirkungen zwischen 

den Untereinheiten bzw. deren Assoziationsgrad beeinflussen. 

 

Im Mittelpunkt der hier dargestellten Ergebnisse stehen funktionsbedingte Strukturänderun-

gen der Proteinkomponenten verschiedener Thiamindiphosphat-abhängiger Enzyme auf allen 

oben erwähnten Ebenen, verursacht durch die Wechselwirkung mit niedermolekularen, 

nichtproteinogenen Liganden, unter denen im folgenden vorwiegend Substrate, Kofaktoren, 

Aktivatoren und Inhibitoren verstanden werden. Alle hier untersuchten Thiamindiphosphat-

abhängigen Enzyme besitzen eine oligomere Quartärstruktur aus zwei bis acht meist identi-

schen Untereinheiten. 

 

In dieser Arbeit wird der Versuch unternommen, eigene und von anderen Autoren veröffent-

lichte Ergebnisse zu funktionellen Aspekten der Katalyse und Regulation Thiamindiphosphat-

abhängiger Enzyme strukturell zu unterlegen, um auf diese Weise Struktur-Funktionsbezie-

hungen abzuleiten. Den Effekten verschiedener Liganden, wie denen von Substraten, vom 

Kofaktor Thiamindiphosphat bzw. davon abgeleiteten synthetischen Derivaten und des pH-

Wertes auf die Tertiär- und Quartärstruktur solcher Enzyme, wird das Phänomen der Substrat-

aktivierung von Pyruvatdecarboxylasen, das sowohl aus funktioneller als auch aus strukturel-

ler Sicht eine besonders interessante Form der allosterischen Kooperativität verkörpert, in der 

Abhandlung gegenübergestellt. 
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Grundlegende Ideen zur Induktion von allosterischen Wechselwirkungen durch Ligandenbin-

dung, das heißt, der indirekten Vermittlung von Wechselwirkungen von Liganden über den 

Raum durch die Flexibilität der Proteinkomponente, sind in den alternativen Vorschlägen 

eines konzertierten Modells von Monod et al. (1965) und dem induced-fit-Modell von Kosh-

land et al. (1966) dargelegt. Die definitiv festgelegten Eigenschaften beider Modelle be-

schränken deren Aussagekraft bei der Analyse von experimentellen Daten allosterischer Sys-

teme. Im Falle des Monod-Modells ist das vor allem die Symmetriebedingung und die damit 

in Zusammenhang stehende wechselnde Affinität der Liganden. Dem steht die progressive 

Änderung der Ligandenwechselwirkung im Koshland-Modell gegenüber. Ein wesentlich all-

gemeineres Modell für allosterische Enzyme wurde 1992 von Ackers et al. präsentiert. Ob-

wohl auch hier im wesentlichen nur zwei verschiedene Quartärstrukturen existieren, werden 

die Bindungsaffinitäten der Liganden durch einen hierarchischen Code von Tertiär-Quartär-

Strukturübergängen beschrieben, in denen die beiden klassischen allosterischen Modelle auf-

gehen. Während Ackers et al. und Koshland et al. ihre Modelle ausschließlich auf Hämoglo-

binspezies anwendeten, beschrieben Monod et al. die Eigenschaften einer ganzen Reihe von 

allosterischen Enzymen. Die Anwendbarkeit der verschiedenen Modellvorstellungen auf das 

Phänomen der Substrataktivierung von Pyruvatdecarboxylasen wird diskutiert. 

 

Die funktionsbeschreibenden Experimente umfassen vor allem kinetische und spektroskopi-

sche Studien im UV/Vis-Bereich, zum Teil mit stopped-flow-Technik. Bei den Experimenten 

zur strukturellen Charakterisierung von Enzymen konnte auf eine langjährige wissenschaftli-

che Zusammenarbeit mit der Gruppe „Nichtkristalline Systeme“ (NCS) der Außenstelle des 

Europäischen Molekularbiologischen Laboratoriums (EMBL) in Hamburg c/o Desy unter 

Leitung von Dr. Michel H. J. Koch und PD Dr. Dmitri I. Svergun bei der Durchführung der 

Experimente mit Röntgenkleinwinkelstreuung mit Synchrotronstrahlung (SAXS) und der Ar-

beitsgruppe von Prof. Gunter Schneider in der Abteilung Molekulare und Strukturelle Biolo-

gie des Bereiches Medizinische Biochemie & Biophysik am Karolinska Institut Stockholm 

(vor 1995 am Biomedizinischen Zentrum Uppsala) bei den Röntgenkristallstrukturanalysen 

(PX) verschiedener Enzyme zurückgegriffen werden. 

 

Die Anzucht, Reinigung und grundlegende proteinchemische Charakterisierung der hier be-

schriebenen Enzyme wurde mit eigenen Mitteln in unseren Laboratorien realisiert und ist in 

den jeweiligen Originalarbeiten beschrieben. Auf diese Experimente wird im Rahmen dieser 

Arbeit nicht eingegangen. Rekombinante Wild- und Mutantenstämme bzw. entsprechende 
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Plasmide wurden uns von Ines Eberhardt (Universität Gent, Belgien), Dr. Stefan Hohmann 

(Universität Göteborg, Schweden), Prof. Ron G. Duggleby (Queensland Universität Brisbane, 

Australien), PD Dr. Martina Pohl (Universität Düsseldorf), Dr. Jinichiro Koga (Meiji Seika 

Kaisha Ltd., Sakado, Japan), Prof. Gunter Schneider (Karolinska Institut Stockholm, Schwe-

den) und Prof. Rainer Rudolph (Institut für Biotechnologie) zur Verfügung gestellt. 

 

Struktur-Funktionsbeziehungen folgender Enzyme werden beschrieben: 

Pyruvatdecarboxylasen aus Saccharomyces cerevisiae (Brauhefe, Brauhefestamm sowie re-

kombinanter Wildtyp und einige Varianten, ScPDC1), 

Pyruvatdecarboxylase aus keimenden Erbsensamen (Pisum sativum cv. Miko, PsPDC), 

Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis (rekombinanter Wildtyp, ZmPDC) 

Pyruvatdecarboxylase aus Kluyveromyces lactis (KlPDC), 

Indolpyruvatdecarboxylase aus Enterobacter cloacae (rekombinanter Wildtyp, EcIPDC), 

Transketolase aus Saccharomyces cerevisiae (rekombinanter Wildtyp und einige Varianten, 

ScTK) und  

Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum (rekombinanter Wildtyp, LpPOX).

                                                 
1 Wegen der nicht signifikanten funktionellen Unterschiede und bisher nicht bekannter struktureller Differenzen 
dieser Spezies werden diese im weiteren als ScPDC bezeichnet. 
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Substrataktivierung von Pyruvatdecarboxylasen 
 

Das Phänomen der Substrataktivierung 

Substrataktivierung als eine Form der positiven homotropen Kooperativität ist für kein ande-

res Enzym so eingehend untersucht worden wie für ScPDC. Dieses Phänomen wurde 1967 

erstmals durch Davies beim Umsatz des Substrates Pyruvat beschrieben und konnte drei Jahre 

später durch mehrere Autoren bestätigt werden (Boiteux & Hess, 1970, Ullrich & Donner, 

1970, Hübner et al., 1970). Der für positive Kooperativität typische sigmoide Kurvenverlauf 

der Abhängigkeit der Katalysegeschwindigkeit von der Substratkonzentration (im weiteren als 

v/S-Plot bezeichnet) ist für das Enzym ScPDC erst bei Pyruvatkonzentrationen unterhalb der 

Halbsättigungskonzentration (S0.5) zu beobachten. Diese Tatsache erklärt vielleicht, warum 

fast 60 Jahre seit der ersten Charakterisierung des Enzyms durch Neuberg und Karczag (1911) 

vergehen mussten, bevor dieser Effekt entdeckt worden ist. Eine Besonderheit der Substrat-

aktivierung von ScPDC ist der relativ langsame Verlauf. Dieser Umstand ermöglichte die 

kinetische Beschreibung dieses Prozesses auf der Grundlage von Experimenten mit schnellen 

Meßmethoden (Hübner et al., 1978). Als strukturelle Ursache der Substrataktivierung wurden 

von den meisten Autoren Konformationsänderungen des Proteinmoleküls angenommen. Über 

das Ausmaß dieser Änderungen (ob nur das aktive Zentrum oder ganze Untereinheiten betref-

fend) gab es keine präzisen Aussagen. Ein aus diesen Studien abgeleiteter kinetischer Mecha-

nismus für die Substrataktivierung enthält ebenfalls einen langsamen, sogenannten Isomeri-

sierungsschritt (Hübner et al., 1978, Alvarez et al., 1991, Huhta et al., 1992). Alvarez et al. 

und Sun et al. veröffentlichten 1995 die Hypothese, dass das aktive Zentrum von PDC durch 

eine Art ausschwingenden Deckel während der Katalyse vom umgebenden Medium abge-

schirmt wird. Experimentelle Daten, die die dafür relevanten strukturellen Änderungen be-

schreiben, lagen bisher nicht vor. Durch Studien zur Aktivierung des Kofaktors Thiamin-

diphosphat in ScPDC konnte jedoch gezeigt werden, dass die Enzymaktivierung mit einer 

Erhöhung der Dissoziationsgeschwindigkeit der C2-H-Bindung des Kofaktors verbunden ist 

(Kern et al., 1997). 

 

 

Substrataktivierung bei anderen PDC-Spezies 

Die bisher erwähnten Studien wurden ausnahmslos an ScPDC durchgeführt. Interessant war 

nun die Fragestellung, inwieweit Pyruvatdecarboxylasen aus anderen Spezies ein vergleichba-

res Aktivierungsverhalten gegenüber ihrem nativen Substrat Pyruvat aufweisen. Untersu-
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chungen an PDC aus einem Brauhefe-Reinzuchtstamm (Brauerei Wernesgrün), haploiden 

Stämmen mit Deletionen kompletter PDC-Strukturgene (5, Dörte Adolph, unveröffentlichte 

Ergebnisse) und dem rekombinanten Wildtyp von Saccharomyces cerevisiae in Escherichia 

coli ergaben keine signifikanten Unterschiede im Substrataktivierungsverhalten, weder in den 

entsprechenden v/S-Plots noch in den Progresskurven des Substratumsatzes (8). 

Quantitative Unterschiede konnten zwischen ScPDC und PsPDC nachgewiesen werden (6). 

Die aus den Progresskurven berechnete Anfangsaktivität war im Falle der PsPDC mit 20-30 

% der Umsatzgeschwindigkeit des aktivierten Enzyms deutlich detektierbar, während ScPDC 

dagegen als praktisch inaktive Spezies mit weniger als 5 % Anfangsaktivität vorliegt (Hübner 

& Schellenberger, 1986). Ein Zusammenhang mit der komplexeren Oligomerstruktur von 

PsPDC (Oktamer und höher) gegenüber dem Tetrameren der ScPDC ist denkbar, aber noch 

nicht nachgewiesen. Studien am rekombinanten Wildtyp von PsPDC erwiesen sich als uner-

wartet schwierig. 

 

Eine umfassende Charakterisierung des Substrataktivierungsverhaltens gelang auch im Falle 

der PDC aus Kluyveromyces lactis (15). Aus den Messungen zur Substrataktivierung konnte 

ein Reaktionsmechanismus abgeleitet werden, der dem für ScPDC postulierten entspricht. 

Das spezielle Verhältnis der für KlPDC bestimmten Dissoziationskonstanten für die Substrat-

bindung am katalytischen bzw. regulatorischen Zentrum und für die Isomerisierung der Pro-

teinkomponente und die hohe Präzision der experimentellen Daten ermöglichten in diesem 

Fall zum ersten Mal den Nachweis eines Minimums im Plot der beobachteten Geschwindig-

keitskonstanten der Aktivierung gegen die Substratkonzentration. Bei allen bisher untersuch-

ten PDC-Spezies wurde ein hyperboler Verlauf dieser Abhängigkeit angenommen (Hübner et 

al., 1978, 6). Über strukturelle Hintergründe dieses Phänomens kann aufgrund der bisher 

fehlenden experimentellen Daten nur spekuliert werden. 

 

Bisher ist nur eine einzige Pyruvatdecarboxylase beschrieben, die keiner Substrataktivierung 

unterliegt: PDC aus dem gram-negativen Bakterium Zymomonas mobilis. Bei diesem Orga-

nismus handelt es sich um einen obligaten Gärer mit einer ausgesprochen hohen Konzentra-

tion des Enzyms in der Zelle von bis zu 4 % der Gesamtmenge an löslichem Protein und einer 

katalytischen Aktivität, die das 3-4fache der PDC anderer Organismen erreicht (Bringer-

Meyer et al., 1986). 
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Cystein und Substrataktivierung 

Bereits in früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Seitengruppen von 

Cysteinen eine gewisse funktionelle Bedeutung für die katalytische Aktivität von ScPDC be-

sitzen (Schellenberger & Hübner, 1968, Brauner & Ullrich, 1972, Damerau et al., 1976). Mo-

difizierungsexperimente mit verschiedenen SH-Gruppen-spezifischen Reagenzien führten 

stets zu einer starken Erniedrigung der katalytischen Aktivität. Bei der Modifizierung mit 4-

Hydroxymercuribenzoat (HMB) blieb allerdings eine Restaktivität von 5-10 % erhalten 

(Hübner et al., 1988). Ein vergleichbares Ergebnis konnte durch Modifizierung mit dem Sub-

stratsurrogat 3-Brompyruvamid erzielt werden, allerdings bei erheblich höherem molaren 

Überschuss. HMB-modifizierte ScPDC zeichnete sich durch einen hyperbolen v/S-Plot und 

das Fehlen der für die Substrataktivierung typischen lag-Phase in der Produktbildung aus 

(Hübner et al., 1988). Dieser durch die HMB-Modifizierung hervorgerufene Aktivierungsef-

fekt war bei PsPDC und KlPDC weniger stark ausgeprägt als bei ScPDC (6, 15). Mit stopped-

flow-Technik gelang es, die HMB-modifizierbaren SH-Gruppen kinetisch zu klassifizieren, 

das heißt, sie entsprechend ihrer Reaktivität in verschiedene Gruppen einzuteilen. Entspre-

chend der Nukleotidsequenz des am stärksten exprimierten Strukturgens PDC1 (Hohmann & 

Cederberg, 1990) sind vier Cysteinreste pro Untereinheit vorhanden, maximal die Hälfte 

konnte durch HMB modifiziert werden.  

Da keine vergleichenden Untersuchungen mit anderen SH-Gruppen-spezifischen Reagenzien 

durchgeführt wurden, kann ein sterischer Nebeneffekt der Modifizierung durch HMB nicht 

ausgeschlossen werden. Dieser sterische Einfluss konnte in Langzeitinaktivierungsexperi-

menten wahrscheinlich gemacht werden (12). Diese Studie zeigte, dass mit fortlaufender In-

kubation die katalytische Aktivität parallel zur SH-Gruppenmodifizierbarkeit verloren ging, 

die Substrataktivierung aber davon völlig unbeeinflusst bis zum Ende der Inkubation erhalten 

blieb. Das ist als deutlicher Hinweis dafür zu werten, dass sterische Effekte eine größere Rolle 

bei der Aktivierung von ScPDC spielen als die kovalente Modifizierung der SH-Gruppen 

selbst. 

Die Arbeitsgruppe um Prof. Frank Jordan (Rutgers University Newark) postulierte auf der 

Grundlage der oben erwähnten Ergebnisse zu Effekten der Cysteinmodifizierung von ScPDC 

eine Arbeitshypothese für einen direkten Signalübertragungsweg vom regulatorischen Zent-

rum, dem C221, zum aktiven Zentrum. Dieser Weg führt über die drei Aminosäureseitenket-

ten E91, H92, W412 und Teile eines loops zum Thiamindiphosphat (TDP) und damit zum 

aktiven Zentrum des Enzyms. Zur Verifizierung dieser Hypothese wurden entsprechende 

Enzymvarianten hergestellt und kinetisch charakterisiert (Zeng et al., 1993, Baburina et al., 
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1994, 1996, 1998, Guo et al., 1998, Li & Jordan, 1999, Li et al., 1999, Wang et al., 2001, Liu 

et al., 2001, Sergienko & Jordan, 2001, 2002, Wei et al., 2002). Ein eindeutiger Nachweis für 

die Richtigkeit der Hypothese konnte durch diese Studien nicht erbracht werden, da in den 

meisten Fällen nur v/S-Plots analysiert wurden, um die vollständige Beseitigung der Substrat-

aktivierung durch die Aminosäureaustausche in den verschiedenen Varianten nachzuweisen. 

Die in einem Fall dokumentierten lag-Phasen in den Progresskurven (Wang et al., 2001) wur-

den von den Autoren primär der pre-steady-state-Phase zugeschrieben, ohne allerdings Sub-

strataktivierung als Ursache völlig auszuschließen. 

 

 

Fixierung inaktiver und aktiver Enzymformen von ScPDC 

Erste Versuche der Stabilisierung von verschiedenen Konformationszuständen von ScPDC 

(im Idealfall die völlig inaktive und die vollständig aktivierte Enzymform) wurden mit der 

Methode der Immobilisierung an festen Phasen, der sogenannten Trägerfixierung, unternom-

men (Nafe et al., 1972, Beitz & Schellenberger, 1979, Beitz et al., 1980). Ein Nachteil dieser 

Methode bestand, zumindest bei TDP-abhängigen Enzymen, im großen Aktivitätsverlust als 

Folge der Immobilisierung am Träger. Dieser Umstand erschwerte eine genaue Analyse der 

jeweiligen Zustände und verhinderte eine Charakterisierung mit anderen als kinetischen Me-

thoden. 

Es war deshalb in eigenen Arbeiten versucht worden, die verschiedenen Enzymformen in Lö-

sung durch chemische Quervernetzung mit Bisimidoestern zu fixieren und kinetisch zu cha-

rakterisieren. Die Optimierung der Kettenlänge der verwendeten Bisimidate und der Inkubati-

onsbedingungen führte schließlich zu der Möglichkeit, bei sehr niedrigen Ionenstärken und in 

Abwesenheit von Substrat einen völlig inaktiven Zustand und in Anwesenheit sehr hoher 

Substratkonzentrationen einen aktiven Zustand zu fixieren und kinetisch zu charakterisieren. 

Der Vorteil der Quervernetzung gegenüber der Immobilisierung am Träger lag in der hohen 

katalytischen Aktivität der aktivierten quervernetzten ScPDC von ca. 90 % der Ausgangsakti-

vität (König et al., 1990). Eine analoge Fixierung eines aktivierten Zustandes in Gegenwart 

des künstlichen Aktivators Pyruvamid (Hübner et al., 1978) gelang hingegen nicht. Die Ver-

netzung verlief unter den gewählten Bedingungen hauptsächlich intramolekular. Als primärer 

Angriffspunkt der Modifizierung wurden ε−Aminogruppen von Lysinresten bestimmt 

(Schellenberger et al., 1989). HMB-Modifizierungskinetiken der verschiedenen quervernetz-

ten Enzymformen wiesen auf strukturelle Änderungen in der Umgebung der Cysteinreste 
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durch die Substrataktivierung hin, da sich die kinetische Klassifizierung der SH-Gruppen ge-

genüber dem nativen Zustand änderte. 

 

 

Struktureller Nachweis unterschiedlicher Enzymformen durch SAXS 

SAXS-Streudaten von Enzymproben, die in An- bzw. Abwesenheit des Aktivators Pyruvamid 

(PA) aufgenommen wurden, zeigten Unterschiede in ihren Streumassenradien (RG), die als 

eine Aufweitung des Enzymmoleküls interpretiert wurden (Hübner et al., 1990). Die extrapo-

lierte Streuintensität I(0) als Maß für die molekulare Masse des Enzyms blieb davon unbe-

einflusst. Das heißt, die Quartärstruktur von ScPDC änderte sich durch die PA-Aktivierung 

nicht. Die Qualität der Streudaten konnte durch eine verbesserte Reinigungsprozedur für 

ScPDC erhöht werden. So war die Berechnung erster Strukturmodelle für diese Enzymspezies 

als ab initio Abschätzung der äußeren Molekülform bei Auflösungen von bis zu 2.5 nm mög-

lich (Programm SASHA, Svergun et al., 1996). ScPDC erschien so in seiner katalytisch aktiven 

Form als Dimer von Dimeren in einer tetrameren Quartärstruktur (1, König et al., 1992, 

1994). Der Vergleich dieser Enzymmodelle niedriger Auflösung mit der kurze Zeit später 

publizierten Kristallstruktur von ScPDC (Dyda et al., 1993) bestätigte zum einen die Richtig-

keit der Lösungsstrukturmodelle und bewies zum anderen die prinzipielle Anwendbarkeit der 

Programme zur Berechnung von dreidimensionalen Strukturmodellen aus SAXS-Daten (zu 

diesem Zeitpunkt SASHA). Ähnliche Lösungsstrukturmodelle niedriger Auflösung konnten aus 

Streudaten von PsPDC und ZmPDC berechnet werden (9). Interessant ist der Vergleich dieser 

Strukturmodelle mit denen von ScPDC. Während PsPDC als Oktamer mit sehr elongierter 

Form (Linearkombination von Tetrameren) und ScPDC als relativ abgeflachter Ellipsoid be-

schrieben werden konnten, ergab sich aus den ZmPDC-Daten ein kugelähnliches, sehr kom-

paktes Modell mit dem kleinsten Streumassenradius aller untersuchten tetrameren PDC-Spe-

zies. 

Fasst man die strukturellen Hinweise für die Substrataktivierung aus den Modellrechnungen 

der SAXS-Daten bis zu diesem Zeitpunkt zusammen, so ergibt sich der scheinbare Wider-

spruch, dass zum einen die Aktivierung von ScPDC mit Pyruvamid zu einer Volumenver-

größerung führt, andererseits ZmPDC, die keiner Substrataktivierung unterliegt, eine kom-

paktere Tetramerstruktur besitzt als ScPDC. Inwieweit der höhere Oligomerisierungsgrad von 

PsPDC zu den beschriebenen Unterschieden in der Anfangsaktivität führt, bleibt zu klären. 
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Kristallstrukturmodelle von ZmPDC und PA-aktivierter ScPDC (PA-ScPDC) 

Die entscheidenden Informationen über die strukturellen Grundlagen der Substrataktivierung 

erbrachten Arbeiten zur Aufklärung der Kristallstrukturen von ZmPDC (10) und PA-ScPDC 

(7, 12). Ausgehend vom Kristallstrukturmodell der nativen (also inaktiven) ScPDC von Dyda 

et al. (1993) lässt sich der strukturelle Aspekt der Substrataktivierung folgendermaßen be-

schreiben. Die Sekundärstrukturen von PA-ScPDC und ScPDC sind identisch. Die Monomere 

bestehen aus 3 Domänen (N-terminale PYR-, mittlere R- und C-terminale PP-Domäne2). Die 

Superposition der Ketten der Cα-Atome nativer und PA-aktivierter ScPDC zeigt ein hohes 

Maß an Übereinstimmung für die PYR- bzw. PP-Domäne und signifikante Abweichungen für 

die mittlere R-Domäne, in der sich auch C221 befindet. 

 

Trotz der geringen Sequenzidentität von etwa 28 % zwischen den Strukturgenen von ZmPDC 

(Code P06672) und ScPDC (Code P06169) besteht eine erstaunlich hohe Ähnlichkeit der 

Tertiärstrukturen beider Enzyme (10). Die Anzahl der Sekundärstrukturelemente ist in 

ZmPDC etwas höher. Wiederum treten die größten strukturellen Unterschiede in der R-Do-

mäne auf. Aufgrund der Symmetrieverhältnisse überträgt sich die hohe Ähnlichkeit zwischen 

den drei Kristallstrukturen auch auf die Dimerebene. Die Bindungsverhältnisse für die beiden 

Kofaktoren Thiamindiphosphat und Magnesium-(II)-Ion im aktiven Zentrum von ScPDC und 

ZmPDC sind nahezu gleich, da 20 der 28 Aminosäureseitenketten in unmittelbarer Nähe der 

Kofaktoren identisch sind. In allen Fällen sind Aminosäureseitenketten beider Untereinheiten 

eines Dimers an der Kofaktorbindung beteiligt, was nach Ansicht von Perutz (1990) einen 

Selektionsvorteil gegenüber oligomeren Enzymen darstellt, bei denen nur Reste einer Unter-

einheit den Kofaktor binden. Der Hauptunterschied zwischen den Kristallstrukturen von 

ScPDC, PA-ScPDC und ZmPDC manifestiert sich erst auf der Ebene ihrer Quartärstrukturen 

im katalytisch aktiven Tetramer. ScPDC und ZmPDC zeichnen sich durch eine Pseudo-222-

Symmetrie aus. Die relative Orientierung der Dimeren zueinander ist aber unterschiedlich. 

Während die Dimeren in nativer ScPDC im Prinzip planar zueinander angeordnet sind, stehen 

sie in ZmPDC fast rechtwinklig (78°) aufeinander (10). Daraus resultieren große Unterschiede 

in den Kontaktflächen der Dimeren. Sie sind im Tetramer von ZmPDC dreimal so groß wie in 

ScPDC. 

 

                                                 
2 Diese Nomenklatur wurde von Muller et al. (1993) eingeführt und bezeichnet den Anteil der drei Domänen an 
der Bindung des Kofaktors TDP über den PYRimidin- und den DiPhosPhatrest bzw. an der Bindung des 
Aktivators im Regulatorischen Zentrum. 
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Diese strukturellen Unterschiede werden neben der Tatsache, dass es sich bei ZmPDC um die 

einzige bisher bekannte PDC handelt, die nicht durch ihr Substrat aktiviert wird, auch in ande-

ren funktionellen Unterschieden zwischen beiden Spezies widergespiegelt. Im Falle von 

ZmPDC konnte keine pH-abhängige Dissoziation der Oligomerstruktur gefunden werden, wie 

sie typisch für alle anderen Pyruvatdecarboxylasen ist (siehe Teil 2 dieser Arbeit). Die Stabi-

lität wässriger Enzymlösungen ist für ZmPDC (Pohl et al., 1995, Ronja Tasler, unveröffent-

lichte Ergebnisse) - ähnlich wie für PsPDC - wesentlich höher als für ScPDC (3). Die Kris-

tallstrukturen von ZmPDC und ScPDC bestätigten auch die bereits früher veröffentlichten 

SAXS-Modelle niedriger Auflösung dieser Enzyme in Lösung (9, König, 1998). 

 

Die Dimerorientierung im Tetramer der Kristallstruktur von PA-ScPDC liegt zwischen der 

von ScPDC und ZmPDC. Die für diese beiden Spezies in der Kristallstruktur gefundene cha-

rakteristische Pseudo-222-Symmetrie geht durch die Pyruvamidbindung verloren. Die Dimere 

werden um 30° gegeneinander verdreht, was zumindest auf einer Seite des Moleküls neue 

Dimer-Dimer-Wechselwirkungen induziert, die zu einer Strukturierung von zwei loop-Regio-

nen (Aminosäurereste 104-113 und 290-304) führen, die im Kristallstrukturmodell von 

ScPDC ungeordnet vorliegen. Diese beiden loop-Regionen verschließen nun im Tetramer 

zwei der vier aktiven Zentren, die in ScPDC relativ offen gegenüber dem äußeren Milieu er-

scheinen. 

Interessanterweise wurden nur in den Untereinheiten mit geschlossenen aktiven Zentren am 

Protein gebundene Aktivatormoleküle gefunden. Eines konnte im aktiven Zentrum ganz in 

der Nähe des Substratbindungsortes, dem C2-Atom von TDP, in Wasserstoffbrückenabstand 

zu H115, D28 und E477 detektiert werden. Diese drei Aminosäurereste sollten damit auch die 

entscheidende Rolle bei der Bindung und katalytischen Umsetzung des Substrates im aktiven 

Zentrum spielen. Das konnte durch Charakterisierung der entsprechenden Proteinvarianten 

(Wu et al., 2001, Huang et al., 2001, Liu et al., 2001, Sergienko & Jordan, 2001, Ronja Tas-

ler, unveröffentlichte Ergebnisse) bzw. durch Intermediatanalysen mit Hilfe von 1H-NMR 

(Tittmann et al., 2003) wahrscheinlich gemacht werden. Ein weiteres Molekül Pyruvamid 

befindet sich in einer Spalte zwischen R- und PYR-Domäne und dem die beiden Domänen 

verbindenden loop in Wasserstoffbrückenabstand zu Y157 und dem Hauptketten-Sauerstoff 

von R224. Der Abstand zum Aminosäurerest C221, dem durch die Arbeitsgruppe Jordan 

postulierten regulatorischen Zentrum, beträgt 10 Å (12). Die Bindung dieses zweiten Aktiva-

tormoleküls stabilisiert die gegenseitige Orientierung der R- und PYR-Domäne zueinander 
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und führt somit zu den lokalen Konformationsänderungen, die die globale Änderung der Ter-

tiärstruktur von PA-ScPDC im Zuge der Substrataktivierung bewirken. 

Die fehlende Bindung von Pyruvamid direkt am postulierten regulatorischen Zentrum C221 

steht zunächst nicht in Einklang mit unseren Ergebnissen zur HMB-Modifizierung von SH-

Gruppen (Hübner et al., 1988). Die strukturellen Verhältnisse legen aber nahe, dass ein an 

C221 gebundenes HMB-Molekül eine ähnliche gegenseitige Stabilisierung der R- und PYR-

Domäne hervorruft, wie das in räumlicher Nähe, etwas tiefer in der Spalte zwischen den 

beiden Domänen gebundene Molekül Pyruvamid. Somit könnte die Bindung beider Liganden 

ähnliche strukturelle Änderungen im Prozess der Substrataktivierung bewirken. 

 

Im Zusammenhang mit Studien zur Autoregulation der Expression der Strukturgene von 

ScPDC (Hohmann & Cederberg, 1990) wurden auch Mutantenallele und Suppressormutanten 

untersucht (Eberhardt et al, 1999). In drei Fällen wurden Proteine mit den für native ScPDC 

typischen molekularen Massen der Untereinheiten exprimiert. Diese ScPDC-Varianten besa-

ßen nur noch eine sehr geringe katalytische Aktivität. Die Sequenzanalyse der Strukturgene 

zeigte, dass sich die Mutationen in zwei Varianten in einer der loop-Regionen befinden, die 

für die Substrataktivierung entscheidend sind. 

 

Begründet durch die unterschiedliche Dimeranordnung im Tetramer von ScPDC und ZmPDC, 

verschließt eine C-terminale Helix das aktive Zentrum von ZmPDC gegenüber dem umge-

benden Medium. Eine analoge Helixstruktur liegt auch in ScPDC vor, sie umfasst allerdings 

nur halb so viele Aminosäurereste. Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten sind für 

ein Öffnen und Schließen des aktiven Zentrums bei ZmPDC - im Gegensatz zu ScPDC – 

wahrscheinlich nicht nötig. Auch aus entsprechenden SAXS-Studien (9) gibt es keine Hin-

weise auf spezifische Untereinheitswechselwirkungen während der Katalyse. Es genügt hier 

wahrscheinlich das Ausschwingen der C-terminalen Helix, um das katalytische Zentrum zu 

öffnen und zu schließen. Die Charakterisierung von ZmPDC-Varianten mit schrittweiser De-

letion von Aminosäureresten des C-Terminus bestätigte die Bedeutung der C-terminalen He-

lix erstmals auch funktionell (Chang et al., 2000). 

 

Auch mit dem vorhandenen umfangreichen Material zur Struktur von nativer (und damit 

praktisch inaktiver) und PA-aktivierter ScPDC auf der einen Seite und nicht-substrataktivier-

barer ZmPDC auf der anderen Seite bleiben noch Fragen zur Korrelation von Struktur und 

Funktion während der Substrataktivierung offen. Die entscheidende ist, ob die Kristallstruktur 
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von PA-ScPDC die einzig mögliche Struktur eines aktivierten Enzyms repräsentiert oder ob 

es eine von mehreren möglichen teilweise oder vollständig aktivierten Enzymformen ist. 

Genaue quantitative Analysen der Aktivierungskinetiken in Gegenwart hoher 

Pyruvamidkonzentrationen (bis 400 mM), die mit KlPDC durchgeführt worden sind, zeigten, 

dass dieses Substratsurrogat nicht in der Lage ist, das Enzym vollständig zu aktivieren (15). 

Die Progresskurven des Substratumsatzes wiesen alle Anfangsanstiege auf, die deutlich unter 

100 % lagen. Es gelang ebenso wenig, eine aktivierte Enzymform von ScPDC durch 

Quervernetzung in Gegenwart des Aktivators Pyruvamid zu fixieren (König et al., 1990). Die 

Kristallisation von ScPDC in Gegenwart des Substrates Pyruvat schlug aufgrund der hohen 

Reaktivität des sich anhäufenden Reaktionsproduktes Acetaldehyd fehl. Die Kristallstruktur 

des Komplexes aus ScPDC und dem Aktivator Ketomalonat mit einer Auflösung von 3.5 Å 

(Furey et al., 1996) ist in bezug auf die Dimeranordnung im Tetramer der Kristallstruktur von 

PA-ScPDC sehr ähnlich. Das deutet darauf hin, dass die veränderte gegenseitige 

Dimerorientierung im aktivierten Tetramer gegenüber der planaren Anordnung im inaktiven 

Tetramer ein signifikantes Merkmal aktivierter PDC-Formen ist. 

 

 

Vergleich von Lösungs- und Kristallstrukturmodellen 

Die Kristallstrukturen von Proteinen können direkt als Vorlage für die Berechnung von 

Strukturmodellen der gleichen Proteine in Lösung auf der Grundlage experimenteller SAXS-

Daten genutzt werden. Ein Paket von Auswerteprogrammen unter dem Namen MASSHA (Ko-

narev et al., 2001) realisiert ein sogenanntes rigid body refinement über Translations- und 

Rotationsbewegungen von Halbmolekülen als starre Körper um eine der Symmetrieachsen, 

um so die Unterschiede zwischen den experimentellen SAXS-Daten und den aus dem Kris-

tallstrukturmodell generierten Streudaten zu minimieren. Mit diesen Mitteln ist ein Vergleich 

von Lösungs- und Kristallstruktur eines Makromoleküls möglich (11). Darüber hinaus kann 

auf dieser Grundlage aber auch der Einfluss von Liganden auf die Proteinkonformation in 

Lösung untersucht werden, wie das zum Beispiel für den Aktivator Pyruvamid geschehen ist 

(König et al., 2003). Wie bereits erwähnt, ergeben sich aus den Streukurven von ScPDC in 

An- bzw. Abwesenheit von Pyruvamid signifikante Unterschiede im Streumassenradius 

(Hübner et al., 1990). Es sind in den entsprechenden Streukurven auch Unterschiede bei 

höheren Streuwinkeln zu erkennen, die auf deutliche Änderungen intramolekularer Wechsel-

wirkungen während der PA-Aktivierung hinweisen. Die Anwendung der Verfeinerungsproze-

dur des Programmpaketes MASSHA auf diese experimentellen Daten mit der Kristallstruktur 
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nativer ScPDC (Arjunan et al., 1996) als Ausgangsmodell verdeutlichte dann auch signifi-

kante Unterschiede zwischen den resultierenden Lösungsstrukturmodellen. Die planare 

Anordnung der Dimeren im Tetramer der Kristallstruktur nativer ScPDC ging bereits in der 

Lösungsstruktur in Abwesenheit von Pyruvamid verloren. Die Dimeren wiesen einen relati-

ven Winkel von 12° zueinander auf und der Abstand zwischen beiden Dimeren verringerte 

sich um 6 Å gegenüber dem in der Kristallstruktur. Die Anwesenheit von Pyruvamid führte zu 

einer deutlichen Aufweitung der Lösungsstruktur um wiederum 6 Å, so dass in der Lösungs-

struktur von PA-ScPDC der gleiche Dimerabstand wie in der Kristallstruktur von ScPDC 

vorliegt, zusätzlich erhöht sich der Winkel zwischen den Dimeren auf bis zu 70°. Somit ent-

spricht die Dimeranordnung von PA-ScPDC in Lösung im Prinzip der von ZmPDC im Kris-

tall. 

Unabhängig davon, wie man die Aussagekraft der Lösungsstrukturmodelle auf Grund der 

geringeren Auflösung einschätzt, wird hier jedoch deutlich, dass der bestimmende strukturelle 

Effekt der Aktivierung von ScPDC die Änderung der Dimerorientierung im Tetramer ist, wo-

bei die Ähnlichkeit des Kristallstrukturmodells von ZmPDC mit dem Lösungsstrukturmodell 

von PA-ScPDC bemerkenswert ist und darauf hindeutet, dass die Aktivierung von ScPDC 

letztendlich zu einer ZmPDC-ähnlichen Struktur führt. 

 

Interessant in diesem Zusammenhang ist die erst kürzlich veröffentlichte Kristallstruktur von 

EcIPDC (17). Auch dieses Enzym besitzt eine tetramere Quartärstruktur. Es ergaben sich aber 

weder aus stopped-flow- noch aus steady-state-Messungen mit dem nativen und einer Reihe 

künstlicher Substrate Hinweise auf eine Substrataktivierung von EcIPDC (16). Ähnlich wie in 

ZmPDC sind die Dimeren nahezu rechtwinklig im Tetramer angeordnet, allerdings mit we-

sentlich kleineren Kontaktflächen (10, 17). 

 

Das allosterische Verhalten von ScPDC wird durch die Resultate struktureller und funktio-

neller Studien gut beschrieben. Wenn man einen T- und einen R-Zustand definieren will, so 

entspricht wohl das Lösungsstrukturmodell von ScPDC mit einer gegenseitigen Rotation der 

Dimeren um ca. 12° am besten dem sogenannten T-Zustand und die nahezu rechtwinklige 

Anordnung der Dimeren in der Kristallstruktur von ZmPDC mit vergrößertem Abstand zwi-

schen den Dimeren bzw. das Lösungsstrukturmodell von PA-ScPDC am besten dem soge-

nannten R-Zustand. Allerdings ist die von Monod et al. 1965 festgelegte ursprüngliche Be-

deutung von Tense und Relaxed zur Charakterisierung inaktiver und aktiver Enzymzustände 
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nur noch symbolisch und diese Bezeichnung wird, wie auch Perutz (1990) betonte, nur noch 

aus Bequemlichkeit in dieser Art verwendet. 

Die Frage nach einer Zuordnung substrataktivierter PDC zu einem der allosterischen Modelle 

erscheint überflüssig, da der 1978 von Hübner et al. aufgestellte und durch weitere Studien 

vervollkommnete Mechanismus der Substrataktivierung (Alvarez et al., 1991, 1995, Huhta et 

al., 1992, Sun et al., 1995, Wang et al., 2001, 15) den Prozess gemeinsam mit den postulier-

ten Struktur-Funktionsbeziehungen sehr viel detaillierter und exakter beschreibt, als die auf 

Verallgemeinerung angelegten allosterischen Modelle verschiedener Autoren, bei denen die 

Ligandenbindung im Vordergrund steht.  
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Effekte von Liganden auf Struktur und Funktion Thiamindiphosphat- 

abhängiger Enzyme 
 

Bestimmung von Quartärstrukturen Thiamindiphosphat-abhängiger Enzyme 

Ähnlich wie das Phänomen der Substrataktivierung war auch der native Oligomerzustand von 

ScPDC lange unklar. Bis Ende der 60er Jahre des vergangenen Jahrhunderts ging man von 

einer dimeren Struktur mit einer Molmasse von 170-190 kDa aus (Ullrich et al., 1966). Unter 

alkalischen Bedingungen (pH > 8.0) fand man sowohl eine Dissoziation der Proteinkompo-

nente in Halbmoleküle als auch die Abtrennung des Kofaktors Thiamindiphosphat (Ullrich et 

al., 1966, Gounaris et al., 1975). Die Bestimmung des TDP-Gehaltes von ScPDC und neuere 

Gelfiltrationsstudien ließen dann erstmals auf eine tetramere Holoenzymstruktur und eine 

dimere Apoenzymstruktur schließen (Gounaris et al., 1975). 

In diesem Abschnitt werden Ergebnisse diskutiert, die hauptsächlich mit der SAXS-Methode 

erhalten wurden und sich auf die Beschreibung von Oligomerzuständen von Enzymen und 

deren Beeinflussung durch Liganden wie Kofaktoren, Substrate, Effektoren, pH-Wert und 

durch die Proteinkonzentration selbst beziehen. Die bei diesen Experimenten eingesetzte 

energiereiche Synchrotronstrahlung führt zu Strahlenschäden am Protein, denen aber durch 

ein spezielles Mess- und Auswerteregime Rechnung getragen wird (Gabriel & Dauvergne, 

1982, Koch & Bordas, 1983, Boulin et al., 1986, 1988). SAXS-Messungen sind in einem 

großen Proteinkonzentrationsbereich möglich, der in Richtung niedriger Konzentrationen 

(< 1 mg/mL) nur durch das Streuverhalten des Untergrundes (hier Pufferlösung) begrenzt 

wird. In Richtung hoher Konzentrationen gibt es hingegen keine prinzipiellen Beschränkun-

gen. 

 

 

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Quartärstruktur 

Die Enzyme ScPDC (einschließlich der Spezies aus Brauhefe, dem Brauhefestamm, den 

haploiden Stämmen aus Saccharomyces cerevisiae, sowie der entsprechende rekombinante 

Wildtyp und die Varianten E51Q, E51A und G413W), PsPDC und EcIPDC zeigten ein pH-

abhängiges Gleichgewicht ihrer Untereinheitsstruktur. Das heißt, bei pH-Werten um 6, dem 

Aktivitätsmaximum dieser Spezies, lagen ausschließlich bzw. überwiegend Tetramere (bei 

PsPDC Oktamere) vor. Das ist diejenige Quartärstruktur, die man als nativen Zustand auch 

mit anderen Methoden der Molmassenbestimmung erhalten konnte (3-5). Mit der Abnahme 
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der Protonenkonzentration in der Lösung sank der Anteil des nativen Oligomerzustandes 

zugunsten von Dimeren. Mit Hilfe spezieller SAXS-Auswerteprogramme (OLIGOMER, Soko-

lova, Volkov & Svergun, unveröffentlicht) ließen sich die Volumenfraktionen der verschiede-

nen Oligomerzustände für jeden beliebigen pH-Wert innerhalb der Messreihe bestimmen, 

sofern Referenzdaten für die Grenzstrukturen definiert werden konnten (1, 9, 16). Ein signifi-

kanter Anteil an Monomeren war im pH-Bereich 5-9 nur im Falle von EcIPDC nachweisbar. 

Innerhalb dieses Bereiches konnten für die hier untersuchten Enzyme irreversible Schädigun-

gen ihrer Proteinkomponenten durch pH-Änderungen ausgeschlossen werden. Der pH-Be-

reich, in dem ein Dimer-Tetramergleichgewicht vorlag, war für alle genannten Enzyme der 

gleiche, pH 6.0-8.5. Ausnahmen davon bildeten EcIPDC, die in einem sehr engen pH-Bereich 

von 6.5-7.5 dissoziierte (16) und PsPDC aufgrund ihrer komplexen nativen Oligomerstruktur 

(4). Mit Gelfiltration war keine Bestimmung der molekularen Masse von PsPDC möglich, da 

das Protein im Ausschlussvolumen eluierte (3). Im Elektronenmikroskop zeigten sich tubuläre 

Strukturen bis weit in den alkalischen pH-Bereich. Die Auswertung der SAXS-Daten von 

PsPDC wurde anfangs durch den polydispersen Charakter der Lösungen erschwert (9). 

Optimierte Reinigungsprozeduren führten schließlich zu gut interpretierbaren Streumustern 

und dem Resultat, dass native PsPDC bei pH-Werten um 6 am besten als Linearkombination 

von zwei Tetrameren im Oktamer und im stark alkalischen Milieu (pH 8-9) als Tetramer 

beschrieben werden kann (9). Bei allen untersuchten Enzymen verschob sich in Anwesenheit 

hoher Konzentrationen von Kofaktoren die Oligomerdissoziation zu höheren pH-Werten. 

Andere Effektoren, wie Substrate, Aktivatoren (Pyruvamid) oder Inhibitoren (Phosphat) 

hatten keinen Einfluss auf die Gleichgewichtslage. 

 

Die native Quartärstruktur von ScTK, die im Gegensatz zu allen anderen hier betrachteten 

Enzymen dimer ist, und die von ZmPDC dissoziierte im untersuchten pH-Bereich nicht. Dem-

entsprechend sind die aus den Kristallstrukturmodellen berechneten Kontaktflächen zwischen 

den Untereinheiten gegenüber anderen, dissoziierenden Enzymen größer (Lindqvist et al., 

1992, Nikkola et al., 1994, 10). Während in ScTK die Kofaktoren reversibel, aber mit hoher 

Affinität gebunden werden, sind sie in ZmPDC sehr fest verankert. Wie bei allen anderen 

bisher untersuchten TDP-abhängigen Enzymen war auch im Falle von ZmPDC eine Abspal-

tung der Kofaktoren im alkalischen Milieu möglich. Der Einbau der Kofaktoren erfolgte bei 

ZmPDC und ScTK aber ohne Dissoziation des nativen Oligomerzustandes (Sundström et al., 

1992, 9). 
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Die Abspaltung der Kofaktoren Thiamindiphosphat und Flavinadenindinukleotid (FAD) vom 

Enzym LpPOX ist ohne irreversible Enzymaggregation nur im stark sauren pH-Bereich mög-

lich (Sedewitz et al., 1984). Hier ist es mit SAXS-Experimenten erstmals gelungen, den Oli-

gomerisierungsgrad von Apo-LpPOX und den Effekt von FAD und TDP auf die Unterein-

heitenassoziation zu bestimmen. Apo-LpPOX lag ausschließlich monomer vor, FAD verschob 

das Oligomergleichgewicht nur geringfügig in Richtung Dimer, TDP erzeugte neben Dimeren 

auch Tetramere und erst die Gegenwart beider Kofaktoren ergab überwiegend den tetrameren 

Zustand (unveröffentlichte Ergebnisse). 

 

 

Der Einfluss der Proteinkonzentration auf die Quartärstruktur 

Es existieren relativ wenige Untersuchungen zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen in 

lebenden Zellen. Aus der Bilanzierung der Reinigung von Proteinen aus dem natürlichen Wirt 

resultieren zumindest Hinweise auf die Konzentration von Enzymen in vivo. Für ScPDC er-

gibt sich ein Wert von 0.5 % des löslichen Proteins der Zelle (Sieber et al., 1983, Van Hoek et 

al., 1998). Mit bis zu 4 % des löslichen Gesamtproteins wurden für ZmPDC noch höhere 

Werte gefunden (Bräu & Sahm, 1986). Berücksichtigt man die Kompartimentierung der 

Zelle, so sind Enzymkonzentrationen von 50-100 mg/mL durchaus vorstellbar (Van Hoek et 

al., 1998). 

 

SAXS-Studien zum Einfluss der Enzymkonzentration auf die Quartärstruktur der TDP-ab-

hängigen Enzyme LpPOX, ScTK, ZmPDC, ScPDC und EcIPDC  in Lösung wurden im Be-

reich von 1-50 mg/mL realisiert (unveröffentlichte Ergebnisse). Bei allen untersuchten 

Spezies gab es selbst bei Proteinkonzentrationen von 50 mg/mL keinerlei Anzeichen für 

unspezifische Aggregationen. Die katalytisch aktive Quartärstruktur blieb erhalten. Ein kon-

zentrationsabhängiger pH-kontrollierter Übergang zwischen verschiedenen Quartärstrukturen, 

wie er zum Beispiel für PDC aus Neurospora crassa gefunden wurde (Alvarez et al., 1993), 

konnte für keines der hier untersuchten Enzyme beobachtet werden. Aufgrund der zunehmen-

den repulsiven Kräfte zwischen den Makromolekülen und dem wachsenden Einfluss des 

Strukturfaktors auf die experimentellen Streudaten (Koch et al., 2003) ist in allen Fällen mit 

steigenden Proteinkonzentrationen eine leichte Abnahme der berechneten Parameter I(0) und 

RG zu beobachten. Diese Änderungen liegen für die Enzyme ScTK, LpPOX, ZmPDC und 

EcIPDC alle auf ähnlichem Niveau, nur bei ScPDC kommt es zu einer deutlichen Abnahme 

besonders von I(0) bei hohen Proteinkonzentrationen. Dieser Effekt könnte wiederum durch 
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die gegenüber allen anderen Enzymspezies weniger kompakte Quartärstruktur von ScPDC 

verursacht werden. Aus Kristallisationsexperimenten ist bekannt, dass die Salzkonzentration 

die Proteinsättigungskonzentration in Lösung entscheidend beeinflusst. Hohe Salzkonzentra-

tionen führen zu attraktiven Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolekülen. Derartige 

SAXS-Studien stehen noch aus. 

 

Mit den SAXS-Experimenten zur Proteinkonzentrationsabhängigkeit konnte gleichzeitig bes-

tätigt werden, dass Aminosäureaustausche im aktiven Zentrum von LpPOX (V265A), ScPDC 

(E51A, E51Q, G413W) und ScTK (E418A, H481A) die Quartärstrukturen dieser Enzyme 

nicht beeinflussen (unveröffentlichte Ergebnisse).  

 

 

Effekte von TDP-Derivaten auf funktionelle und strukturelle Eigenschaften von ScPDC  

und ScTK 

Die Studien zum Einfluss des pH-Wertes auf Struktur und Funktion TDP-abhängiger Enzyme 

werden ergänzt durch die Charakterisierung der Effekte anderer Liganden auf diese Enzym-

klasse. Im Mittelpunkt standen dabei zunächst der Kofaktor TDP selbst und einige seiner 

chemischen Derivate. 

 

Der Vergleich der Bindung von TDP und den Derivaten N1’-Pyridyl- und N3’-Pyridyl-TDP 

an ScPDC und ScTK ergab erste Hinweise auf die Rolle der beiden Pyrimidinstickstoffatome 

des Kofaktors für dessen Bindung im Protein und die Katalyse (Golbik et al., 1991). Die Bin-

dung der beiden Pyridylderivate von TDP an ScPDC, kinetisch indirekt gemessen über die 

Verdrängung der Derivate aus dem aktiven Zentrum des Enzyms durch den natürlichen Ko-

faktor TDP, erfolgte mit vergleichbarer Geschwindigkeit. Während N1’-Pyridyl-TDP-ScPDC 

dabei noch 65 % der katalytischen Aktivität des nativen Enzyms erreichte, war für N3’-Pyri-

dyl-TDP-ScPDC keine katalytische Aktivität nachweisbar. 

 

Molekulardynamische Simulationsstudien am aktiven Zentrum von ScPDC (von Fircks et al., 

1996) wiesen in die gleiche Richtung. Für TDP und N1’-Pyridyl-TDP ergab sich die in allen 

Kristallstrukturen gefundene, sogenannte V-Konformation als bevorzugte Anordnung des 

Kofaktors im Enzym, für N3’-Pyridyl-TDP konnte dagegen keine bevorzugte Konformation 

des Kofaktors berechnet werden. 
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Ein Vergleich der Bindungsaffinität von TDP mit Diphosphat und Derivaten, die einen 

schrittweisen Aufbau der Pyrimidinkomponente simulieren (Eppendorfer et al., 1993), zeigte 

ähnliche inhibitorische Effekte für alle untersuchten Derivate, woraus man schlussfolgern 

kann, dass für die stabile Bindung des Kofaktors besonders die Verankerung über das 

Diphosphat entscheidend ist. 

 

Die Kristallstrukturanalysen von Komplexen aus ScTK mit den Kofaktorderivaten N1’- bzw. 

N3’-Pyridyl-TDP und 6’-Methyl-TDP illustrierten eine zu TDP räumlich identische Bindung 

aller drei Derivate im aktiven Zentrum des Enzyms (2). Das bedeutet aber, dass keine der 

Wasserstoffbrücken, die die Aminopyrimidinkomponente des TDP im aktiven Zentrum von 

ScTK fixieren, essentiell ist und dass auch andere, zum Beispiel hydrophobe Wechselwirkun-

gen an der Kofaktorbindung beteiligt sind. Die räumlich identische Bindung der beiden Pyri-

dylderivate und die katalytische Inaktivität von N3’-Pyridyl-TDP unterstreichen die Hypo-

these von der entscheidenden Rolle des N1’-Atoms für die Aktivierung der 4’-Aminogruppe 

und damit für die Katalyse (Schellenberger, 1990, 1992, 1998). 

 

 

Die Kristallstruktur des zentralen Reaktionsintermediates von ScTK 

Für die Aufklärung des Katalysemechanismus’ als wichtigste Struktur-Funktionsbeziehung 

sind strukturelle Studien zur Substratbindung im aktiven Zentrum erstrebenswert. Nur so 

können die aus der Charakterisierung von Proteinvarianten mit Aminosäureaustauschen im 

aktiven Zentrum postulierten Mechanismen strukturell bestätigt werden. Für TDP-abhängige 

Enzyme gibt es von anderen Autoren bisher Ergebnisse aus Studien zur Bindung von Fruc-

tose-6-phosphat an ScTK (Nilsson et al., 1997) und die im ersten Teil dieser Arbeit disku-

tierten eigenen Ergebnisse der Bindung der künstlichen Aktivatoren Pyruvamid (7, 12) bzw. 

Ketomalonat an ScPDC (Furey et al., 1996). Eine Akkumulation von Substraten bzw. der 

daraus gebildeten Addukte und Intermediate im aktiven Zentrum von Enzymen ist nur mög-

lich, wenn die katalytische Umsetzung an einer Stelle des Katalysemechanismus unterbrochen 

werden kann. Das ist bei Enzymen, die mehrere Substrate binden, um ihre katalytische Akti-

vität zu realisieren, im Prinzip möglich. Im Falle der hier untersuchten Enzyme trifft dieser 

Umstand auf LpPOX und ScTK zu. Bei Ein-Substrat-Reaktionen ist eine solche Akkumula-

tion bisher noch nicht gelungen. Selbst beim Einsatz von Enzymvarianten, bei denen Amino-

säurereste, die für die Katalyse entscheidend sind, ausgetauscht wurden, kann man keine voll-

ständige Inaktivität garantieren. Niedrigste Restaktivitäten solcher Varianten reichen aus, um 
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die eingesetzten Substrate über die relativ langen Zeiträume, die für die Kristallisation benö-

tigt werden, zu spalten. Nilsson et al. (1997) fanden so in ihrer Struktur nur das Reaktions-

produkt der ersten Halbreaktion (Erythrose-4-phosphat) statt des eingesetzten Substrates 

Fructose-6-phosphat. 

Mit der Einführung der Tieftemperaturtechnik bei der PX-Datensammlung und des damit ver-

bundenen Schockgefrierens von Proteinkristallen ist eine nachträgliche Inkubation von Pro-

teinkristallen mit Substraten, das sogenannte soaking, möglich. Aus kinetischen und spektro-

skopischen Untersuchungen an ScTK war bekannt, dass Reaktionsintermediate im aktiven 

Zentrum mit dem künstlichen Substrat 3-Hydroxypyruvat aufgrund seiner irreversiblen De-

carboxylierung (Kochetov et al., 1973) besser akkumuliert werden können als mit den natürli-

chen Donorsubstraten Xylulose-5-phosphat bzw. Fructose-6-phosphat. Diese Resultate konn-

ten in einer kinetischen Studie am ScTK-Wildtyp und der Variante H263A bestätigt werden 

(13). Die Strukturanalyse von ScTK-Kristallen, die mit 3-Hydroxypyruvat für verschiedene 

Zeiten inkubiert worden waren, ergab, dass mit dieser Technik das zentrale Reaktionsinter-

mediat der TDP-Katalyse, das α-Carbanion/Enamin des TDP, im Falle von Transketolase das 

2-(1,2-Dihydroxyethyl)-TDP (DHETDP), im Kristall akkumuliert und so die erste Struktur 

eines Intermediates der TDP-Katalyse bis zu einer Auflösung von 1.9 Å bestimmt werden 

konnte (14). Etwa zeitgleich gelang die Bestimmung des analogen Intermediats, des 2-Acetyl-

TDP-Radikals im Enzym Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (Chabrierie et al., 2001) mit 

der gleichen Auflösung. Das Intermediat lag hier allerdings in einer radikalischen und nicht in 

einer ionischen Struktur vor. Die gefundene Elektronendichte im aktiven Zentrum von mit 3-

Hydroxypyruvat inkubierter ScTK ließ sich am besten durch eine planare Anordnung des Di-

hydroxyethylrestes relativ zur Ebene des Thiazoliumrings beschreiben. Das entspricht der 

mesomeren Grenzstruktur des Enamins in der E-Konfiguration. Das Intermediat wird durch 

Wasserstoffbrücken zu den Aminosäureseitenketten von H103, H481 und über ein Wasser-

molekül indirekt zu H69 und dem Hauptkettensauerstoffatom von G116 stabilisiert. Die be-

sondere Rolle dieser Reste für die Katalyse konnte bereits durch die Charakterisierung der 

entsprechenden Enzymvarianten gezeigt werden (Wikner et al., 1995, 1997). Die für die Ka-

talyse essentielle 4’-Aminogruppe von TDP (Schellenberger & Winter, 1960, 1966, Schellen-

berger et al., 1964, Schellenberger, 1982, 1990, 1998, Hübner et al., 1975) befindet sich in 

einem 3 Å-Abstand zur α-Hydroxylgruppe von DHETDP, allerdings in einem für eine feste 

Wasserstoffbrücke ungünstigen Winkel von 74°. 
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Effekte von Liganden auf die Lösungsstruktur von LpPOX, ScTK und ScPDC 

Mit der SAXS-Methode ist eine direkte Messung des Einflusses von Substraten auf die En-

zymstruktur ohne die für die Kristallisation kritischen Einschränkungen der langen Inkubati-

onszeiten und den damit notwendigen hohen Stabilitäten von Enzym-Substrat-Komplexen für 

alle TDP-Enzyme möglich. Die kurzen Messzeiten von 1 min (gewöhnlich werden zur statis-

tischen Absicherung 10-15 solcher Datensätze akkumuliert) ermöglichen trotz des stattfin-

denden Substratumsatzes die Erfassung signifikanter Unterschiede, allerdings mit der Ein-

schränkung einer geringeren als der atomaren Auflösung (maximal ca. 10 Å). Ligandenbin-

dungsexperimente mit SAXS erlauben also keine Aussagen über den spezifischen Bindungs-

ort sondern nur über den durch die Ligandenbindung ausgelösten Effekt auf die Struktur des 

Enzyms. Treten signifikante Unterschiede zwischen den Streukurven von ligandiertem und 

freiem Enzym auf, können die Unterschiede qualitativ in Lösungsstrukturmodellen niedriger 

Auflösung unter Anwendung der Programme SASHA (Svergun et al., 1996), DAMMIN (Sver-

gun, 1999) oder GASBOR (Svergun et al., 2001) sichtbar gemacht werden, wie es für die 

Pyruvamidaktivierung von ScPDC gezeigt werden konnte (9). Die veränderte Orientierung 

der Dimeren von PA-ScPDC innerhalb eines Tetramers wurde dann durch die Kristallstruk-

turanalyse von PA-ScPDC bestätigt (7, 12).  

Der Einfluss von Substraten auf die Enzymstruktur wurde mit SAXS ebenfalls für die En-

zyme ScTK und LpPOX untersucht. Die vorhandenen Kristallstrukturen dieser Enzyme wur-

den auch in diesen Fällen als Vorlage für das sogenannte rigid body refinement mit dem Pro-

grammpaket MASSHA (Konarev et al., 2001) verwendet. Um den Effekt des Substrats auf die 

Struktur in Lösung abschätzen zu können, war zunächst ein Vergleich von Kristall- und Lö-

sungsstruktur der freien Enzyme Voraussetzung. Entsprechende Studien wurden an LpPOX, 

ScPDC, ZmPDC und ScTK durchgeführt (11). Bei allen Vertretern, außer bei ZmPDC, waren 

signifikante Unterschiede zwischen Kristall- und Lösungsstruktur zu beobachten, die sich in 

Translations- und Rotationsbewegungen der Halbmoleküle zueinander darstellen und quanti-

fizieren ließen. Bei LpPOX und ScTK waren relativ geringe Änderungen (jeweils 3° Rotation 

und Translationen von 0.34 nm und 0.42 nm) nötig, um die beste Übereinstimmung experi-

menteller und berechneter Daten zu erzeugen. Bei ScPDC waren die notwendigen Änderun-

gen im Vergleich zu den anderen Enzymen relativ groß (11° Rotation und –0.76 nm Transla-

tion). ScPDC war auch das einzige Enzym, für das die Lösungsstruktur kompakter war als die 

Kristallstruktur. Diese Studie verdeutlichte zum einen die gute Übereinstimmung von Kristall-

und der daraus abgeleiteten Lösungsstruktur TDP-abhängiger Enzyme. Es wird zum anderen 

deutlich, dass die Unterschiede zwischen Kristall- und Lösungsstruktur um so geringer aus-
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fallen, je kompakter die Quartärstruktur des Enzyms ist. Für ZmPDC mit der größten Wech-

selwirkungsfläche zwischen Untereinheiten aller untersuchten Enzyme (10) war durch die 

Verfeinerungsprozedur keine Verbesserung der Übereinstimmung von experimentellen und 

berechneten Daten möglich (11). 

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnte nun der Einfluss von Substraten auf die Enzym-

konformation in Lösung untersucht werden (König et al., 2003). Pyruvat führt nach diesen 

Ergebnissen zu keiner mit der verwendeten Methode feststellbaren Änderung der Oligo-

merstruktur von LpPOX. Rotations- und Translationsbewegungen sind für das freie und das 

mit dem Substrat Pyruvat gesättigte Enzym gleich. Als Liganden von ScTK wurden neben 

den beiden natürlichen Donorsubstraten in Analogie zu den Kristallisationsexperimenten das 

künstliche Substrat 3-Hydroxypyruvat und das chemisch synthetisierte zentrale Reaktionsin-

termediat DHETDP eingesetzt. Alle Substrate führten im Vergleich zum freien Enzym zu 

keiner Änderung im Abstand der Untereinheiten zueinander, der Winkel zwischen den Mo-

nomeren erhöhte sich durch alle Substrate leicht um 1-4°, in Anwesenheit von DHETDP um 

10°. In der entsprechenden Analyse der Kristallstruktur wurden dagegen keine signifikanten 

Änderungen der Quartärstruktur durch die Bindung von 3-Hydroxypyruvat beobachtet (14). 

Die Fehlerabweichungen liegen für beide Analysen allerdings im gleichen Bereich und die 

auftretenden Unterschiede in den Lösungsstrukturen ligandierter ScTK können durch Kris-

tallkontakte durchaus verhindert werden. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Lö-

sungsstrukturen von ScPDC und PA-ScPDC wurden bereits im ersten Teil dieser Arbeit dis-

kutiert. 
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Zusammenfassung 
 

Im Rahmen der hier diskutierten Ergebnisse wurde versucht, Struktur-Funktionsbeziehungen 

verschiedener Thiamindiphosphat-abhängiger Enzyme mit verschiedenen experimentellen 

Ansätzen darzustellen. Dabei wurde das Spektrum der bearbeiteten Enzyme ständig erweitert, 

um einerseits Vertreter aus allen Enzymklassen einzubeziehen und andererseits gleiche Spe-

zies aus verschiedenen Organismen vergleichend untersuchen zu können. Die kinetische Cha-

rakterisierung von Varianten mit Aminosäureaustauschen im aktiven Zentrum und von Kom-

plexen aus Apoenzymen und chemisch synthetisierten Kofaktorderivaten diente schließlich 

der funktionellen Zuordnung einzelner Aminosäureseitengruppen zu entsprechenden Reakti-

onsschritten innerhalb der komplexen Mechanismen von Katalyse und Regulation. Im Mittel-

punkt der experimentellen Arbeiten stand die strukturelle Hinterlegung funktioneller Aspekte 

der Enzymkatalyse und der Regulation der katalytischen Aktivität. Strukturelle Studien wur-

den mit zwei sowohl in den Anforderungen an die Probe als auch in der Aussagekraft sehr 

unterschiedlichen Methoden - Proteinkristallographie (PX) und Röntgenkleinwinkelstreuung 

mit Synchrotronstrahlung (SAXS) - durchgeführt. Während PX die Methode der Wahl ist, um 

Proteinstrukturen mit atomarer Auflösung zu bestimmen, ist die Berechnung detaillierter 

Strukturmodelle mit einer Auflösung bis zu 10 Å aus SAXS-Daten erst in jüngerer Vergan-

genheit dank der besonderen Bemühungen der Gruppe um PD Dr. D. I. Svergun durch die 

Bereitstellung anwenderfreundlicher Auswerteprogramme möglich geworden (für eine Über-

sicht siehe http://www.embl-hamburg.de/ExternalInfo/Research/Sax/). 

 

Auch wenn die Kombination der beiden Methoden SAXS und PX mit experimentellen Daten 

im eindimensionalen Raum und geringer Auflösung auf der einen Seite und Daten hoher 

(atomarer) Auflösung im zweidimensionalen Raum auf der anderen Seite auf den ersten Blick 

zum Studium von Struktur-Funktionsbeziehungen wenig sinnvoll erscheint, demonstrieren die 

hier dargelegten Ergebnisse, dass sich die aus den einzelnen Methoden gewonnenen Aussagen 

durchaus ergänzen und zu neuen Einsichten führen können. Durch den Vergleich von Lö-

sungs- und Kristallstrukturmodellen TDP-abhängiger Enzyme konnte zum Beispiel der Effekt 

der Bindung spezifischer Liganden auf die Quartärstruktur von Enzymen gezeigt und mit ent-

sprechenden Funktionen der Enzyme korreliert werden. Im Falle der Substrataktivierung 

konnte die erhaltene Kristallstruktur Pyruvamid-aktivierter ScPDC als eine von möglichen 

aktivierten Strukturen verstanden werden. 
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Aber auch aus den Einzelergebnissen beider Methoden konnten sinnvolle Beiträge zum Ver-

ständnis von Struktur-Funktionsbeziehungen TDP-abhängiger Enzyme gewonnen werden. So 

ermöglichte die Aufklärung der atomaren Struktur der Enzyme ScPDC im Komplex mit Py-

ruvamid als aktivierte Enzymform und ZmPDC und EcIPDC als Vertreter nichtallosterischer 

Enzyme Einblicke in den strukturellen Hintergrund der Substrataktivierung. Die Kristall-

strukturanalyse von Komplexen aus ScTK und verschiedenen Kofaktorderivaten erhöhte das 

Verständnis über die Bindung des Coenzyms TDP im aktiven Zentrum und die funktionelle 

Rolle der Stickstoffatome des Aminopyrimidinteils. Im Falle der Strukturanalyse des zentra-

len Reaktionsintermediates der TDP-Katalyse, des α-Carbanion/Enamins von TDP, konnte 

am Beispiel des Enzyms ScTK dessen Bindung im aktiven Zentrum detailliert beschrieben 

und damit ein weiterer Beitrag zum Verständnis des Gesamtkatalysemechanismus geleistet 

werden. 

Aber auch mit SAXS sind Einsichten in die Liganden-induzierte Dynamik der Quartärstruktur 

gelungen, die durch Anwendung anderer Methoden nicht oder nur schwer möglich gewesen 

wären, wie zum Beispiel die detaillierte Beschreibung der pH-Abhängigkeit der Assozia-

tion/Dissoziation der Quartärstrukturen verschiedener PDC, LpPOX und EcIPDC bis hin zur 

Bestimmung der einzelnen Oligomeranteile und des Einflusses der Kofaktoren und der Pro-

teinkonzentration auf diesen Prozess. 

 

Im Rahmen der hier vorgestellten Ergebnisse wurde versucht, die funktionelle Dynamik der 

zu charakterisierenden TDP-abhängigen Enzyme durch parallele Funktions- und Strukturstu-

dien zu erfassen, wobei besonderer Wert auf möglichst identische Versuchsbedingungen ge-

legt wurde. Im Idealfall konnten zum Beispiel kinetische, biochemische, SAXS- und PX-Ex-

perimente mit ein und derselben Enzymcharge durchgeführt werden. Es ist bisher nur in 

wenigen Fällen gelungen, die funktionelle Dynamik von Enzymen mit einer Methode allein 

vollständig zu erfassen. Vielversprechende Experimente sind auf diesem Gebiet mit NMR-

Relaxationsmethoden an katalytisch aktiven Enzymen bei atomarer Auflösung realisiert wor-

den (Volkman et al., 2001, Eisenmesser et al., 2002). Die für die Proteindynamik gefundenen 

mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten lagen dabei im gleichen Bereich wie die für die 

Katalyse. Auch wenn in dieser Richtung weitere wertvolle Beiträge für das Verständnis der 

funktionellen Dynamik von Proteinen zu erwarten sind, so bleiben diese Studien auch in der 

ferneren Zukunft auf Objekte mit relativ kleinen molekularen Massen bis 40 kDa beschränkt. 
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Welche prinzipiellen Fortschritte sind in Zukunft für das Verständnis von Struktur-Funktions-

beziehungen von Enzymen zu erwarten? 

Für Enzyme mit komplexeren Quartärstrukturen, wozu die hier behandelten TDP-abhängigen 

Enzyme durchaus zu zählen sind, wird meiner Meinung nach auch in absehbarer Zukunft nur 

eine separate Charakterisierung von Struktur und Funktion möglich sein. Die Kombination 

von verschiedenen Methoden, die strukturelle Beiträge leisten können, wie PX, SAXS, NMR 

und Elektronenmikroskopie, wird dabei zu ähnlichen synergistischen Effekten führen, wie sie 

hier für die beiden Methoden PX und SAXS demonstriert worden sind. Der dynamische As-

pekt der Funktion sollte in den Mittelpunkt des Interesses rücken. Die Weiterentwicklung der 

entsprechenden Gerätetechnik - insbesondere die fortschreitende Automatisierung der Pro-

benbehandlung unter dem Gesichtspunkt des sogenannten high throughput - und die weltweit 

zunehmenden Möglichkeiten der Nutzung von hochbrillanten Synchrotronstrahlungsquellen 

der dritten Generation werden ebenfalls dazu beitragen, die funktionelle Dynamik von Enzy-

men besser verstehen zu können. 
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