Katalyse und Regulation der E1-Komponente
des humanen Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes

auf molekularer Ebene

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der

Naturwissenschaftlichen Fakultit I - Biowissenschaften

der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

von
Franziska Seifert

(geborene Demuth)

geboren am 28.12.1981 in Halle/Saale

Gutachter:

1. Prof. Dr. K. Tittmann

2. Prof. Dr. G. Sprenger

3. Prof. Dr. R. Ulbrich-Hofmann

Halle (Saale), 07.04.2010



“So eine Arbeit wird eigentlich nie fertig,
man muss sie fiir fertig erkléren,
wenn man nach Zeit und Umstédnden

das Moglichste getan hat.”
Johann Wolfgang von Goethe
Italienische Reise 1787



Inhaltsverzeichnis 3
Inhaltsverzeichnis
Abkiirzungverzeichnis 7
1. Einfiihrung 10
1.1. Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex — Ein Multienzymsystem 10
1.1.1. Gesamtreaktion, Komponenten und Stochiometrie 10
1.1.2. Regulation des PDH-Komplexes auf verschiedenen Ebenen 18
1.1.3. Medizinische Relevanz des humanen PDH-Komplexes 25
1.2. Zielstellung der Arbeit 27
2. Material und Methoden 28
2.1. Material 28
2.1.1. Chemikalien 28
2.1.2. Gerite und Verbrauchsmaterialien 29
2.1.3. Material fiir die molekularbiologischen Arbeiten 30
2.1.4. Stimme 31
2.2. Methoden 31
2.2.1. Molekularbiologische Arbeiten zur Generierung der hsSPDH-E2LII 31
2.2.2. Expression und Reinigung der hsPDH-E2LII 35
2.2.3. Expression und Reinigung der hsPDH-E1 36
2.2.4. Konzentrationsbestimmung der untersuchten Proteine mittels
UV/Vis-Spektroskopie 37
2.2.5. Thermodynamische und kinetische Methoden 39
2.2.5.1. Analytische Ultrazentrifugation 39
2.2.5.2. Isothermale Titrationskalorimetrie 41
2.2.5.3. CD-Spektroskopie 41
e Sekundérstruktur der hsPDH-E2LII 42
e Bestimmung des K,,,-Werts fiir die Bindung
von Methylacetylphosphonat 42
e Untersuchung der IP- und AP-Bande des ThDP gebunden an
hsPDH-E1 43
2.2.5.4. UV/Vis-Spektroskopie 44
e DCPIP-Test 44
e Kontinuierlicher Aktivitétstest fiir die reduktive Acetylierung 45
¢ Aufnahme von Differenzspektren zur Visualisierung des
Absorptionssignals der 1°,4’-iminoform des PLThDP 46
o stopped-flow-Technik 47
0 Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat 47
0 Reaktion der hsPDH-E1 mit Methylacetylphosphonat 48
0 Reduktive Acetylierung der hsPDH-E2LII 48



Inhaltsverzeichnis

2.2.6.

2.2.5.5. '"H-.NMR
e H/D-Austausch
o 'H-NMR-Intermediatanalyse
2.2.5.6. Massenspektrometrie
Strukturelle Methoden
2.2.6.1. Rontgenkleinwinkelstreuung
2.2.6.2. Kristallisation
2.2.6.3. Rontgenstrukturanalyse

3. Ergebnisse und Diskussion
3.1. hsPDH-E1 — Einleitung

3.1.1.

C2-Ionisierung
Substratbindung, Decarboxylierung und reduktive Acetylierung
Halbseitenreaktivitit
Biochemische Charakterisierung der hsSPDH-E1
3.1.1.1. Expression und Reinigung der hsPDH-E1
3.1.1.2. Das Oligomergleichgewicht der hsPDH-E1
e Analytische Ultrazentrifugation
e Rontgenkleinwinkelstreuung
3.1.1.3. Mechanistische Charakterisierung der
Halbseitenreaktivitit der hsPDH-E1 mittels '"H-NMR
e H/D-Austausch
e 'H-NMR-Intermediatanalyse
3.1.1.4. CD-spektroskopische Charakterisierung der IP- und AP-Bande
des ThDP in der hsPDH-E1 unter Verwendung
von Substrat- und Cofaktoranaloga
3.1.1.5. Kinetische Untersuchung der Reaktion der hsPDH-E1
mit Pyruvat
3.1.1.6. Thermodynamische und kinetische Untersuchungen der
Reaktion der hsPDH-E1 mit Methylacetylphosphonat

. Mechanistische Untersuchungen der Wechselwirkung und der

Acetylierungsreaktion zwischen hsPDH-E1 und hsPDH-E2LII
3.1.2.1. Expression, Reinigung und Charakterisierung
der hsPDH-E2LII
3.1.2.2. Protein-Protein-Wechselwirkung
e Isothermale Titrationskalorimetrie

e Rontgenkleinwinkelstreuung
3.1.2.3. Einfluss der hsPDH-E2LII auf die Bindung
von Methylacetylphosphonat

49
50
51
51
52
52
53
53
54
54
55
57
62
65
65
66
66
68

70

70

75

79

83

86

90

90

95

95
97

102



Inhaltsverzeichnis 5
3.1.2.4. Geschwindigkeit der reduktiven Acetylierung von
hsPDH-E2LII durch hsPDH-E1 in Abhéngigkeit von der
Enzym-, Substrat- und Cofaktorkonzentration 103
e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie) 108
o stopped-flow 108
0 Konventionelle UV/Vis-Spektroskopie 111
0 stopped-flow-Experiment mit Photodioden-array 117
e Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie) 118
3.1.2.5. Untersuchung der Reaktion unter steady-state- und
Gleichgewichtsbedingungen mittels 'H-NMR 120
3.1.2.6. Untersuchung der reduktiven Acetylierungsreaktion
unter niedrigen KCIl-Bedingungen 123
3.1.3. Zusammenfassende Diskussion des Kapitels 3.1. 127
3.2. Untersuchung der Regulation der hsSPDH-E1 durch Phosphorylierung mit Hilfe
von Pseudophosphorylierungs-Varianten — Einleitung 136
3.2.1. Pseudophosphorylierungs-Varianten S264E und S264Q 137
3.2.1.1. ThDP-Bindung 139
3.2.1.2. C2-lonisierung 141
3.2.1.3. Substratbindung und Decarboxylierung 142
e 'H-NMR-Intermediatanalyse 142
e Thermodynamische und kinetische Untersuchungen
mit dem Substratanalogon Methylacetylphosphonat 144
0 CD-Spektroskopie 145
0 Absorptionsspektroskopie 146
o stopped-flow 147
3.2.1.4. Untersuchung der reduktiven Acetylierung der
Lipoyldoméne hsPDH-E2LII 149
e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie) 149
e Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie) 151
3.2.1.5. Rontgenkristallstuktur der hsSPDH-E1-Variante S264E
und zusammenfassende Diskussion des Regulationsmechanismus
der hsPDH-E1 durch Phosphorylierung an Position 264 151
3.2.2. Pseudophosphorylierungs-Varianten S271E und S203E 157
3.2.2.1. ThDP-Bindung 157
3.2.2.2. C2-lonisierung 159
3.2.2.3. Substratbindung und Decarboxylierung 160
e 'H-NMR-Intermediatanalyse 160



Inhaltsverzeichnis 6
e Thermodynamische und kinetische Untersuchungen
mit dem Substratanalogon Methylacetylphosphonat 161
0 CD-Spektroskopie 161
0 stopped-flow 162
3.2.2.4. Untersuchung der reduktiven Acetylierung der
Lipoyldoméane hsPDH-E2LII 163
e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie) 163
e Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie) 164
3.2.2.5. Zusammenfassende Diskussion des Regulationsmechanismus der
hsPDH-E1 durch Phosphorylierung an den Positionen 271 und 203 165
4. Ausblick 167
5. Literaturverzeichnis 168
6. Anhang 183



Abkiirzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

Abb.
AcThDP
Abs.
Amp

AP

Aspez
ADP
ATP

a.u.
BCKDC
BSA

CA

CD

CoA
DCPIP
DTE
DNA

€

E. coli
E3BP
ecPDHc
EDTA
ESI

eq

FAD
FADH,
FPLC
Gl.
HEThDP
HPLC
hsPDHc
hsPDH-E1
hsPDH-E2LII
1P

IPTG
ITC

kDa

Kan

Abbildung

2-Acetyl-thiamindiphosphat

Absorption

Ampicillin

Aminopyrimidin-Form des ThDP

spezifische Aktivitat

Adenosindiphosphat

Adenosintriphosphat

arbitary units
Verzweigtketten-a-Ketosidure-Dehydrogenase-Komplex
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Chloramphenicol

Circulardichroismus

Coenzym A

2,6-Dichlorphenolindophenol (oxidiert)
1,4-Dithioerythritol

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
Extinktionskoeffizient

Escherichia coli

E3-Bindeprotein
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex aus Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure

electrospray ionization

Gleichgewicht

Flavinadenindinukleotid, oxidiert
Flavinadenindinukleotid, reduziert

fast performance liquid chromatography
Gleichung
2-(1-Hydroxyethyl)-thiamindiphosphat

high performance liquid chromatography
humaner Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex
E1-Komponente des hsPDHc

Lipoyldoméne 2 der E2-Komponente des hsPDHc
Iminopyrimidin-Form des ThDP
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

isothermale Titrtionskalorimetrie

Kilodalton

Kanamycin



Abkiirzungsverzeichnis

Kap.
KPP

A

LB

LS
LThDP
MALDI-MS
MAP
NAD
n.b.
Ni-NTA
NMR

®

ODso0
PAGE
PDB
PDK
PDP
PLThDP
ppm

RT

rpm
S203E
S264E
S271E
S264Q
SDS
SUMO
T

t

Tab.
TAE Puffer
TCA
ThDP
TOF
TTDP
UE

uv

VIS

Kapitel

Kaliumphosphatpuffer

Wellenlénge

lysogeny-broth-Medium

Liponsdure

2-Laktyl-thiamindiphosphat

Matrix-assistierte Laserdesorption/lonisation - Massenspektrometrie
Methylacetylphosphonat

Nikotinsdureamidadenindinukleotid, oxidiert

nicht bestimmt

Nickel-nitrilotriacetat

kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance)
Elliptizitat

optische Dichte bei 600 nm

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinstruktur-Datenbank (protein data base)
Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase
Pyruvat-Dehydrogenase-Phosphatase
2-Phosphonolaktyl-thiamindiphosphat

parts per million

Raumtemperatur

Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)

hsPDH-E1 Variante mit Serin-Glutamat-Austausch an Position 203
hsPDH-E1 Variante mit Serin-Glutamat-Austausch an Position 264
hsPDH-E1 Variante mit Serin-Glutamat-Austausch an Position 271
hsPDH-E1 Variante mit Serin-Glutamin-Austausch an Position 264
Natriumlaurylsulfat (sodium dodecylsulfat)

small ubiquitin-like modifier

Temperatur

Zeit

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA Puffer

Trichloressigsdure

Thiamindiphosphat

Flugzeitanalysator (time-of-flight)

Thiaminthiazolondiphosphat

Untereinheit

ultraviolett (ultraviolet)

sichtbar (visible)



Abkiirzungsverzeichnis 9

Anmerkungen

Englische Fachausdriicke, die keine adiquate deutsche Ubersetzung zulassen, sind in dieser
Arbeit kursiv geschrieben. Diese werden unter Umstinden auch dann benutzt, wenn ein
deutsches Aquivalent existiert.

Dezimalstellen sind im laufenden Text sowie in den Abbildungen und Tabellen durch einen
Punkt getrennt.

Fiir biochemische Fachausdriicke werden die international {iblichen Abkiirzungen verwendet.

Der Begriff Expression beschreibt im Allgemeinen die Transkription und Translation eines Gens.
Der Terminus Proteinexpression wird im Text dieser Arbeit fiir die Produktion von Proteinen in
der Zelle verwendet.

Das Intermediat HEThDP liegt nach der Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat als
Carbanion/Enamin vor. Durch die Behandlung mit TCA wihrend der NMR-Experimente wird es
in seine protonierte Form {iberfiihrt. Die Bezeichnung HEThDP wird im Text sowie in den
Abbildungen und Tabellen unabhingig vom Protonierungszustand der Intermediatspezies
verwendet.
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1. Einfuhrung
1.1.  Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex — Ein Multienzymsystem
1.1.1. Gesamtreaktion, Komponenten und Stochiometrie

Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDH-Komplex, PDHc) gehort neben dem a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex und dem Verzweigtketten-oa-Ketosdure-Dehydro-
genase-Komplex zur Familie der a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe und ist eines der
groBten Multienzymsysteme, das in der Natur zu finden ist. Mit einem Molekulargewicht von
4-10 Megadalton und einem Durchmesser bis zu 500 A ist er sogar groBer als das Ribosom
(4.22 MDa). Der PDH-Komplex tritt in fast allen pro- und eukaryotischen Systemen auf.
Intensive Forschung wéhrend der letzten 50 Jahre haben detaillierte Informationen iiber diese
molekulare Maschine ermdglicht. Studien zu PDH-Komplexen aus verschiedenen
Organismen ermdglichten die detaillierte Aufklarung des Aufbaus, der katalysierten
Reaktionen und der Regulation. Zu den besonders gut untersuchten PDH-Komplexen gehoren
u. a. aus dem Reich der Prokaryoten die Komplexe aus Escherichia coli, Acetobacter
vinelandii (beide Gram-negativ) und Bacillus stearothermophilus (Gram-positiv), aus dem
Reich der Pilze die Komplexe von Saccharomyces cerevisiae und Neurospora crassa und als
pflanzlicher Modellkomplex dient der aus Arabidopsis thaliana. Die untersuchten PDH-
Komplexe aus Sdugetieren stammen aus den verschiedensten Quellen (Herz, Muskel, Niere
aus Taube, Rind, Bison, Ratte u. v. m.). Fiir die Analyse des humanen PDH-Komplexes wird
jedoch mit rekombinant gewonnenem Material gearbeitet.

Allen Komplexen gemein ist ihre sequentielle Reaktionsfolge. Das Substrat Pyruvat wird
oxidativ zu Acetyl-CoA decarboxyliert (Reaktion 1.1) (Koike et al. 1960).

Pyruvat + CoA + NAD" — Acetyl-CoA + CO, + NADH + H" (Reaktion 1.1)

Diese Reaktion wird in allen Komplexen von mehreren Kopien dreier Enzyme realisiert (Abb.
1.1). Die Thiamindiphosphat-abhingige Pyruvat-Dehydrogenase (E1) bindet Pyruvat unter
Bildung von 2-Laktyl-thiamindiphosphat (LThDP). Durch Decarboxylierung entsteht das
Intermediat 2-Hydroxyethyl-ThDP (HEThDP) (Reaktion 1.2a). AnschlieBend iibertrigt die
E1-Komponente die C2-Einheit in Form eines Acetylrestes auf den oxidierten Dithiolanring
des Lipoamidarms (E2-Lip-S;) der Dihydrolipoamid-Acetyltransferase (E2). Dabei wird der
Lipoamidarm reduktiv acetyliert (E2-Acetyl-S-Lip-SH) (Reaktion 1.2b). Der Acetylrest wird
durch die E2-Komponente auf Coenzym A iibertragen, wodurch Acetyl-CoA gebildet wird
(Reaktion 1.3). Der reduzierte Lipoamidarm der E2-Komponente (E2-Lip-(SH);) wird durch
die FAD-abhingige Dihydrolipoamid-Dehydrogenase (E3) reoxidiert (Reaktion 1.4a). Durch
Ubertragung der Elektronen auf NAD" wird anschlieBend das FADH, der E3-Komponente
wieder zu FAD regeneriert (Reaktion 1.4b).
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E1*ThDP + Pyruvat — E1*HEThDP + CO, (Reaktion 1.2a)
E1*HEThDP + E2-Lip-S, == E1*ThDP + E2-Acetyl-S-Lip-SH (Reaktion 1.2b)
E2-Acetyl-S-Lip-SH + CoA === E2-Lip-(SH), + Acetyl-CoA (Reaktion 1.3)
E2-Lip-(SH), + E3*FAD == E2-Lip-S, + E3*FADH, (Reaktion 1.4a)
E3*FADH, + NAD® == E3*FAD + NADH + H" (Reaktion 1.4b)
%
o S Thiamindiphosphat
H,C—C—C
3 \\o (ThDP) FAD FADH,
ESHHES NAD"
1 E1-Komponente SH S
Pyruvat-Dehydrogenase Lipoamid
E3-Komponente
Dihydrolipoamid-
HO E2-Komponente Dehydrogenase NADH+H"
co, * o Dihydrolipoamid-
2 C——ThDP Acetyltransferase FAD
H;C HEThDP Lipoamid HS ES
‘ Elektronen-
o HS HS S transportkette
>\77S 3 Lipoamid

H,C
Acetyl-dihydrolipoamid

1 - Decarboxylierung von Pyruvat

(6]
CoA \
2 - Reduktive Acetylierung des Lipoamids C—CoA
3 - Acetylierung von CoA HC  Acetyl-CoA
4 - Regeneration des Lipoamids )
Citronensaurezyklus

5 - Regeneration des FAD

Abb. 1.1. Gesamtreaktion des PDH-Komplexes.

Das Reaktionsprodukt Acetyl-Coenzym A wird anschlieBend in den Tricarbonsdurezyklus
eingespeist oder zur Biosynthese von Fettsduren und Steroiden verwendet. NADH dient als
Elektronendonor fiir die Elektronentransportkette zur Gewinnung von ATP (Patel und Roche
1990).

In allen Eukaryoten ist der PDH-Komplex in der mitochondrialen Matrix lokalisiert.
Prikursor-Proteine aller Untereinheiten werden von nukledren Genen codiert und
anschlieend in die Mitochondrien transportiert (De Marcucci et al. 1988). In Pflanzen gibt es
zusdtzlich einen plastiddren PDH-Komplex, der Verwandtschaft mit den fiir Prokaryoten
typischen Komplexen zeigt (Tovar-Mendez et al. 2003). Der Aufbau des PDH-Komplexes ist
hochstrukturiert. Die E2-Komponente bildet eine Kernstruktur, die von den anderen
Komponenten wie eine Schale umgeben wird (Zhou et al. 2001b) (Abb.1.2).
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Abb. 1.2. A — Dreidimensionale Darstellung des bovinen PDHc, griin — Kernstruktur, blau —
flexible linker, gelb — Schale aus E1 und E3 (Zhou et al. 2001b). B — Modell der PDHc —
Organisation (BD — Bindedoméne, LpD — Lipoyldoméne) (Yu et al. 2008).

Auf Basis der Morphologie der Kernstruktur werden zwei Arten von Komplexen
unterschieden. Eine oktahedrale Anordnung von 24 Untereinheiten der E2-Komponente tritt
bei Gram-negativen Bakterien auf. Dagegen weisen Eukaryoten und einige Gram-positive
Bakterien eine icosahedrale Anordnung des Kerns mit 60 Molekiilen auf. Ein weiterer
Unterschied zwischen den beiden Komplexfamilien ist die Oligomerstruktur der EIl-
Komponenten. Gram-negative Prokaryoten haben eine a,-Struktur, bei der anderen Klasse der
E1-Komponenten handelt es sich um ein a,f3,-Heterotetramer (Patel und Korochkina 2003).
Eine weitere Komponente des PDH-Komplexes ist das E3-Bindeprotein (E3BP). Die
urspriinglich als Protein X bezeichnete Komponente tritt nur im eukaryotischen System,
jedoch nicht bei Pflanzen (Mooney et al. 2002) auf und vermittelt die Bindung der E3-
Komponente (Dihydrolipoyl-Dehydrogenase) an die Kernstruktur (Jilka et al. 1986;
Rahmatullah et al. 1989a). In prokaryotischen und pflanzlichen PDH-Komplexen wird diese
Funktion von der Bindedoméne der E2-Komponente {ibernommen, die sowohl E1- als auch
E3-Komponente binden kann.

Zusitzlich gibt es zwei weitere an den PDH-Komplex assoziierte regulatorische Enzyme in
Eukaryoten mit Ausnahme der pflanzlichen plastiddren PDH-Komplexe (Tovar-Mendez et al.
2003). Die Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen (PDKs) und die Pyruvat-Dehydrogenase-
Phosphatasen (PDPs) sorgen durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung fiir eine besonders
stringente Form der Regulation (Linn et al. 1969b). In vielen Studien konnte gezeigt werden,
dass die regulatorischen Enzyme zudem selbst einer komplexen und vom jeweiligen
Stoffwechselzustand abhédngigen Regulation unterliegen (Patel und Korotchkina 2001;
Holness und Sugden 2003; Roche und Hiromasa 2007) (siche Kap. 1.1.2.).

Im Folgenden sollen die Stochiometrie und die einzelnen Komponenten in ihrem Aufbau der
PDH-Komplexe aus Siugetieren (insbesondere des humanen Komplexes) kurz erldutert
werden. Die ersten Praparationen von PDH-Komplexen aus Sdugern zeigten, dass es sich um
Multienzymsysteme von einigen Millionen Dalton handelte (Schweet et al. 1952; Ishikawa et
al. 1966). Intensive Untersuchungen mit verschiedenen biochemischen und biophysikalischen
Methoden wihrend der letzten Jahrzehnte ergaben zundchst folgendes Modell: Der
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Kernkomplex setzt sich aus 60 Molekiilen (20 Trimere) der E2-Komponente und 12
Molekiilen des E3-Bindeproteins zusammen (Organismus: Saccharomyces cerevisae) (Stoops
et al. 1997). Assoziiert an diese icosahedrale Struktur sind 20-30 E1-Komponenten, 6-12 E3-
Komponenten und die regulatorischen Proteine [PDKs (1-3 Molekiile/Komplex) und PDPs
(2-3 Molekiile/Komplex)] (Patel und Korochkina 2003).

Eine Studie der Gruppe um ROCHE beschiftigte sich detaillierter mit der Architektur des
Kerns der Sdaugerkomplexe und stellte dem 60/12-Modell (Sanderson et al. 1996; Stoops et al.
1997) ein 48/12-Modell beziiglich E2 und E3BP gegeniiber (Hiromasa et al. 2004). Diese
Annahme wird, neben den biochemischen Experimenten, durch die Sequenzhomologie von
50% der assoziierenden C-terminalen Doméne von humaner E2 und humanem E3BP
unterstiitzt (Harris et al. 1997). Im Jahr 2006 verdffentlichte die Arbeitsgruppe um LINDSAY
eine Arbeit zur Organisation des humanen PDH-Komplexes in der zum einen das 60/12-
Modell vertreten wird und zum anderen wird dargestellt, dass die Bindung eines E3-
Homodimers durch das E3-Bindeproteine in einer 1:2-Stochiometrie realisiert wird (Smolle et
al. 2006). Die Arbeitsgruppe um CHUANG hingegen geht von einer Stochiometrie des PDH-
Komplexes in vitro von E2:E3BP:E1:E3 in einem Verhaltnis von 40:20:40:20 aus (Brautigam
et al. 2009). In Abbildung 1.3. sind die drei Strukturmodelle des Kernkomplexes
gegeniibergestellt.

A

Abb. 1.3. A — 60/12-Modell, E2 — griin, E3BP — magenta (Reed 2001), B — 48/12-Modell, E2 —
blau, E3BP — rot (Hiromasa et al. 2004), B — 40/20-Modell, E2 — violett, E3BP — griin (Brautigam
et al. 2009).

Die in vivo-Stochiometrie des humanen PDH-Komplexes hingt sicherlich vom jeweiligen
Stoffwechselzustand der Zelle ab, da die Expression der Gene der einzelnen Komponenten
stark durch den Glukose- und Energichaushalt der Zelle beeinflusst wird. Eine endgiiltige
Aussage iiber die tatsdchliche Zusammensetzung des humanen PDH-Komplexes werden erst
weitere  Experimente mit neuen oder deutlich verbesserten Methoden wie
Rontgenkristallographie und 3D-Elektronenmikroskopie erbringen.

Im einzelnen sind die Komponenten des humanen Komplexes wie folgt aufgebaut (Abb. 1.4):
Die Pyruvat-Dehydrogenase (E1, MW ~ 154 kDa) ist ein Heterotetramer (0f32) mit zwei
aktiven Zentren, die jeweils ein Thiamindiphosphat-Molekiil iiber ein Magnesium-Ion nicht-
kovalent binden (Ciszak et al. 2003). Die PP- und die Pyr-Doménen vermitteln die Bindung
des Cofaktors ThDP. Die C-terminalen Doménen der B-Untereinheiten sind flir die
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Wechselwirkung mit der Bindedoméne der E2-Komponente verantwortlich (Korotchkina und
Patel 2008). Die Dihydrolipoyl-Acetyltransferase (E2, MW ~ 60 kDa) kommt im Kern als
Trimer vor. Sie besteht aus vier Doménen, die durch flexible linker-Regionen (auch hinge-
Regionen genannt) verbunden sind. Die beiden N-terminalen Doménen sind die Lipoyl-
Doménen (LBD). Sie tragen einen kovalent an Lysin gebundenen Lipoamidarm. Die dritte
Domane ist die E1-Bindedoméne. Sie vermittelt die Bindung zwischen E1 und E2. Die innere
C-terminale Domine hat zwei essentielle Funktionen. Zum einen sorgt sie fiir die
Trimerisierung der E2-Komponente und somit fiir die Assoziation der Kernstruktur, zum
anderen stellt sie die katalytische Domine, welche die Ubertragung des Acetylrestes vom
Lipoamidarm auf Coenzym A katalysiert, dar (Rahmatullah et al. 1989b; Patel und
Korochkina 2003). Das E3-Bindeprotein (E3BP, MW ~ 48 kDa) ist strukturell verwandt mit
der E2-Komponente und besteht aus einer N-terminalen Lipoyl-Domine gefolgt von einer
E3-Bindedoméne und einer inneren Doméne. Wiahrend die Liponsdure des Lipoamidarms
noch durch die E1-Komponente acetyliert werden kann, ist die innere Doméne auf Grund des
fehlenden reaktiven Histidinrestes katalytisch inaktiv. Dem E3-Bindeprotein wurde dadurch
nur eine strukturelle Funktion der selektiven Bindung der Dihydrolipoyl-Dehydrogenase
zugeordnet (Jilka et al. 1986; Gopalakrishnan et al. 1989; Roche et al. 1989; Harris et al.
1997). Diese Funktion ist jedoch unabdingbar fiir den PDH-Komplex der Saugetiere, um
seine vollstindige katalytische Effizienz zu entfalten (Yang et al. 1997).

Die Dihydrolipoyl-Dehydrogenase (E3, MW ~ 100kDa) ist die dritte katalytische
Komponente des PDHc. Das Homodimer (o) besitzt zwei katalytische Zentren. Jede
Untereinheit ist aus vier Dominen aufgebaut: der FAD-Bindedomine, der NAD'-
Bindedoméne, der inneren Doméne und der Grenzflichendoméne (Ciszak et al. 2006). Als
Besonderheit der E3-Komponente soll an dieser Stelle erwdhnt werden, dass sie im humanen
System als regenerierendes Enzym fiir alle drei a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe und
als Protein H in der Glycin-Synthase dient. Der einzige Organismus bei dem drei
verschiedene Gene fiir drei verschiedene Dihydrolipoyl-Dehydrogenasen codieren ist
Pseudomonas putida (Patel und Korochkina 2003).

Im humanen System gibt es vier Isoenzyme der homodimeren Pyruvat-Dehydrogenase-
Kinase (MW ~ 92 kDa, PDK 1-4) (Gudi et al. 1995; Rowles et al. 1996). Ihre Aufgabe besteht
in der spezifischen Phosphorylierung regulatorisch relevanter Serinreste. Zwei Doménen
bilden eine Untereinheit, wobei die katalytische C-terminale Doméne (Kinase-Aktivitét)
zwischen den Isoformen hohe Identitit aufweist. Die N-terminale Doméne, die fir die
Bindung am Komplex und die Regulation verantwortlich ist, weist deutlich geringere
Homologie unter den PDKs auf. Die Kinasen werden durch die Bindung an die
Lipoyldoménen der E2-Komponente und des E3-Bindeproteins mit dem Gesamtkomplex
assoziiert. Trotz ihrer Funktion gehoren die PDKs strukturell nicht zu den klassischen
cytoplasmatischen Serinkinasen. Sie zeigen viel mehr Verwandtschaft zu den bakteriellen
Histidinkinasen (Roche und Hiromasa 2007). Die regulatorischen Gegenspieler der PDKs
sind die Pyruvat-Dehydrogenase-Phosphatasen (MW ~ 148 kDa). Die beiden Isoformen
(PDP1 und PDP2) treten als Heterodimere auf. Die katalytische Untereinheit, weist die
Phosphataseaktivitdt auf und wird der Klasse 2C der Phosphatasen zugeordnet. Beide
Isoenzyme haben die regulatorische Untereinheit gemein. Dabei handelt es sich um ein
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Flavoprotein, dessen Funktion jedoch noch nicht eindeutig geklért ist (Teague et al. 1982;
Vassylyev und Symersky 2007). Auch die Phosphatasen sind iiber Wechselwirkungen mit den
Lipoyldoménen mit dem Komplex verbunden (Chen et al. 1996; Huang et al. 1998a).

Auf die regulatorischen Eigenschaften von PDKs und PDPs und auf ihre eigene Regulation
wird in Kapitel 1.1.2. nidher eingegangen.

In Abbildung 1.4 sind die Doménen der einzelnen Komponenten und ihre Wechselwirkungen
zueinander (mit Ausnahme der PDP, da fiir diese bisher keine vollstindige Struktur aufgeklart
wurde) illustrativ dargestellt.

PDK2 (a,) E1 (aB,)
(~92 kDa) (~152 kDa)
mhmm
e 7 e
E2 %) HI i o S
(~60 kDa) H2 B
E2,4+E3BPy, . E3(ay)
(~3,459 kDa) . (~100 kDa)

b '..P

1
KDY 1, HI' B' H2' J

Abb. 1.4. Doménenstruktur der E2-Komponente und des E3BP des PDH-Komplexes.

L1/2/3 — Lipoyldomaéne 1/2/3, H1/2/3 — hinge-Region 1/2/3, B — Bindedoméne, I — innere Doméne.
Sternchen heben Lipoamidreste hervor. Untereinheitenstruktur der E1- und E3-Komponente sowie
der PDK2. Entnommen aus Roche und Hiromasa 2007.

Ungeachtet der noch nicht mit Gewissheit beantworteten Frage zur Stéchiometrie des PDH-
Komplexes (siche oben) konnten durch umfangreiche Studien detaillierte Einblicke in die
atomaren Wechselwirkungen der einzelnen Komponenten und Erkldrungen fiir die Struktur-
Wirkungs-Beziehung des Gesamtkomplexes gewonnen werden. Der anschlieBende Abriss
fasst Ergebnisse aus Arbeiten zusammen, die hauptsdchlich durch Elektronen-
Cryomikroskopie (Cryo-EM) und Rontgenkristllographie detaillierte Aufschliisse ermoglicht
haben. Diese Ergebnisse helfen zu verstehen, wie diese gro3e molekulare Maschine dazu in
der Lage ist, einen Substrattransfer iiber mehrere Angstrom zu gewéhrleisten und dadurch die
aus drei Schritten bestehende Reaktion in drei aktiven Zentren dreier verschiedener Enzyme
ermoglicht.

Komplexe strukturelle Untersuchungen des E2-Kerns verschiedener Organismen zeigten, dass
sowohl die oktahedrale als auch die icosahedrale Struktur aus 8 respektive 20 Trimeren der
E2-Komponente besteht (Mattevi et al. 1992; Izard et al. 1999). Die Monomere assemblieren
tiber einen groBen Bereich ihrer Kontaktflichen durch Wasserstoftbriickenbindungen
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miteinander. Fiir Acetobacter vinelandii wird bespielsweise eine Fliche von 3900 A? mit 48
Wasserstoftbriicken beschrieben (Mattevi et al. 1992). Benachbarte Trimere sind iiber eine
Art hydrophobes Kugelgelenk (,,ball-and-socket-connection®) der C-terminalen Doménen
miteinander verbriickt (Zhou et al. 2001a; Kato et al. 2006). Die katalytische Doméne der E2-
Komponente besitzt einen Substratkanal, der sich von der duBleren Grenzflache bis in das
Innere der Kernstruktur erstreckt. Der duBBere Eingang dient dem Einlass des Lipoamidarms
der Lipoyldominen, der innere dem Einlass von CoenzymA. Als besonderer katalytischer
Mechanismus wird fiir Sduger-o-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexen ein Substrat-Takt-
Mechanismus beschrieben. Erst die Bindung des CoA auf der einen Seite fithrt zur Offnung
des Substratkanals fiir den S-Acyl-Lipoamidarm. Nach Acyltransfer auf CoA und Freisetzung
des reduzierten Lipoamidarmes wird der Kanal wieder geschlossen (Kato et al. 2006).
3D-elektronenmikroskopische Aufnahmen des Hefe-PDH-Komplexes deckten ein weiteres
einzigartiges Merkmal der PDH-Komplexe auf. Auswertungen mehrerer hundert Bilder
zeigten eine glockenformige GroBenverteilung der Partikel mit einer Abweichung bis zu 17%.
Solche Verteilungen konnten sowohl fiir den isolierten Kernkomplex (nur E2), als auch fiir
den Gesamtkomplex (E1, E2, E3 und E3BP) gezeigt werden. Als molekulare Grundlage fiir
diese Eigenschaft wird eine mogliche Federwirkung der C-terminalen o-Helix, die
unmittelbar vor dem Kugelgelenkmotiv (siche oben) der E2-Komponente liegt, diskutiert. Die
Schlussfolgerung aus diesem, als ,,atmenden Kern“ bezeichneten Phinomen ist, dass der
Komplex durch die Flexibilitdt und Proteindynamik in der Lage ist, die sequentielle Katalyse
bei der die Lipoyldoménen der E2-Komponente in stindiger ,,Bewegung® sein miissen, zu
gewdhrleisten (Zhou et al. 2001a).

In den elektronenmikroskopischen Studien zum PDH-Komplex wurde ein deutlicher Abstand
(70-90 A) zwischen dem E2-Kern und den peripher assoziierten Proteinen gefunden (Milne et
al. 2002; Milne et al. 2006). Die Ursache dafiir konnte lange Zeit nicht aufgeklart werden.
Eine kiirzlich von LENGYEL und Mitarbeitern veroffentlichte Studie zeigte, dass die innere
linker-Region der E2-Komponente (H3 in Abb. 1.4) fiir den Abstand von ca. 70 A zwischen
dem Kern und der duBeren Schale des PDH-Komplexes verantwortlich ist. In dieser Arbeit
wurde auch vorgeschlagen, dass durch eine cis-trans-Isomerisierung eines spezifischen
Prolinrestes in dieser linker-Region eine laterale Bewegung der N-terminal von dieser Region
liegenden Doménen ermoglicht (Lengyel et al. 2008).

Atomare Strukturen fiir den humanen Kernkomplex konnten bis heute noch nicht geldst
werden. Der Arbeitsgruppe um ZHOU gelang es jedoch mit Hilfe der eleganten Verbindung
von Cryo-EM und der Verwendung einer homologen Atomstruktur (E2 aus Acetobacter
vinelandii aus Mattevi et al. 1992) ein pseudoatomares Modell fiir die katalytische Doméne
der humanen E2-Komponente (tE2) mit einer Aufldsung von 3 A zu generieren. Wihrend das
katalytische Zentrum der prokaryotischen und der humanen verkiirzten E2-Molekiile (nur
innere Doméne) hoch konserviert ist, treten in anderen Bereichen starke Abweichungen in
Sequenz und Struktur auf. Die Autoren weisen diese strukturellen Verdnderungen den
evolutiondren Entwicklungen, wie der Inkooperation des E3-Bindeproteins und der
Regulation durch PDKs und PDPs zu (Yu et al. 2008). Die Abbildung 1.5 zeigt
zusammenfassend ein Strukturmodell des PDH-Komplexes.
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Abb. 1.5. A — Computergeneriertes Modell eines E1-E2-E3-Komplexes, drei E1-Molekiile —
violett, drei E3-Molekiile — gold, zwei E2-Trimere — rot/gelb/griin (Milne et al. 2006). B — wire-
frame-Darstellung des EM-Mantels mit eingebetteten Kristallstrukturen der E1 (hellblau), tE2
(hellgriin), inner linker (blau), E1-Bindedoméne (rot), Lipoyldoméne (orange) (Gu et al. 2003).

Die Rontgenkristallstrukturen der E1- und E3-Komponente, des E3BPs, der PDKs und PDPs
und Subkomplexe dieser Proteine aus verschiedenen Organismen wurden wéhrend der letzten
20 Jahre gelost (Abb. 1.4). Hier sollen jedoch nur einige fiir den humanen PDH-Komplex
relevante Daten genannt werden, aber auf funktionelle Details nicht weiter eingegangen
werden.

Die erste Kristallstruktur der humanen El1-Komponente wurde 2003 geldst. Die Struktur
verfiigt iiber alle zu erwartenden Motive eines Thiamindiphosphat-abhéngigen Enzyms und
lasst Raum fiir Diskussionen iiber eine Halbseitenreaktivitit (sieche Kapitel 3.1 fiir ndhere
Erlduterungen) (Ciszak et al. 2003; Frank et al. 2004). Die Bindung der humanen El-
Komponente an die El1-Bindedoméne konnte bisher nicht strukturell aufgeklart werden. Im
Jahr 2005 gelang dies fiir den Subkomplex aus Bacillus stearothermophilus (Frank et al.
2005). Basierend auf diesen strukturellen Daten untersuchten KOROTSCHKINA und PATEL die
Wechselwirkungen zwischen der humanen El-Komponente und der humanen EI-
Bindedoméne mit Hilfe von analytischer Gelfiltration und Biacore-Messungen. Dabei wurden
fiir die Bindung spezifische Aminosduren identifiziert (Korotchkina und Patel 2008). Ein
weiterer aufgeklarter Subkomplex ist der humane E3/E3BP-Komplex. Die Kristallstruktur
zeigt, dass ein E3-Homodimer mit einer E3-Bindedomine in Wechselwirkung tritt (Ciszak et
al. 2006). Die Bindung zwischen E1 bzw. E3 und ihren jeweiligen Bindedoménen basiert
hauptsdchlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen und fiithren kaum zu strukturellen
Verdnderungen der einzelnen Komponenten.

Zu den weiteren sehr interessanten Strukturen des humanen PDH-Komplexes gehdren die der
PDKs und PDPs. Studien zeigten, dass die PDK-Isoenzyme und PDP1 durch die
Lipoyldoménen der E2-Komponente und des E3BPs in ihrer Aktivitdt stimuliert werden
(Korotchkina und Patel 2001b; Roche et al. 2003). Die atomaren Strukturen der isolierten
PDK2 und PDK4 konnten geldst werden und geben Einblick in die Reaktivitdt des aktiven
Zentrums und Regulation durch Aktivatoren und Inhibitoren (Steussy et al. 2001; Knoechel et
al. 2006; Wynn et al. 2008). Die Struktur des Subkomplexes zwischen PDK3 und der
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Lipoyldoméne 2 der E2-Komponente konnte 2006 von der Arbeitsgruppe um CHUANG gelost
werden. Es wurde gezeigt, dass es durch die Wechselwirkung der beiden Proteine zu
deutlichen strukturellen Verdanderungen kommt. Diese sind die Grundlage fiir die allosterische
Aktivierung der PDK2 und PDK3 durch die Lipoyldoméne 2 (Kato et al. 2006; Devedjiev et
al. 2007; Wynn et al. 2008).

Die Struktur einer humanen Pyruvat-Dehydrogenase-Phosphatase konnte noch nicht
aufgeklart werden. Bislang gelang es nur, die katalytische Untereinheit der PDP1 aus Ratte zu
kristallisieren (Vassylyev und Symersky 2007). Die Autoren stellten, basierend auf
strukturellen und biochemischen Daten, ein theoretisches Modell fiir Wechselwirkungen
zwischen PDP1, Lipoyldomine 2 und Calcium-lonen auf. Nur die Anwesenheit aller drei
Partner ermoglicht die Bindung an den PDH-Komplex und somit die katalytische Aktivitét
der PDP1.

Im folgenden Abschnitt soll auf Grundlage der Gesamtreaktion und dem Aufbau des humanen
PDH-Komplexes die Vielschichtigkeit der Regulation dieser molekularen Maschine
dargestellt werden.

1.1.2. Regulation des PDH-Komplexes auf verschiedenen Ebenen

Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex nimmt eine zentrale Rolle im Glukosestoffwechsel ein.
Durch die Generierung des Acetyl-CoA ist der Komplex die Schaltstelle zwischen oxidativem
Kohlenhydratabbau und der Synthese von Fettsduren. Fiir die Zelle ist es enorm wichtig, den
Glukosehaushalt in einem gewissen FlieBgleichgewicht zu halten, ungeachtet in welchem
Stoffwechselzustand (geséttigt oder fastend) sich der Organismus befindet. Er muss im
Hungerzustand schnell dazu in der Lage sein, den Verbrauch von Kohlenhydraten zu
reduzieren und auf den Abbau von Fetten zur Energiegewinnung umzustellen. Diese
Homoostase kann nur durch eine strenge Regulation auf verschiedenen Ebenen des
Stoffwechsels aufrechterhalten werden.

Anhand des  Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes ist die  Evolution  solcher
Regulationsmechanismen von einfachen prokaryotischen Organismen wie z.B. E. coli zu
hochorganisierten eukaryotischen Organismen wie z.B. dem Menschen exemplarisch zu
verfolgen. Wihrend das Bakterium einfache Regulationsmechanismen, wie feedback-
Hemmung und allosterischer Regulation nutzt, gibt es im humanen Organismus ein
aullergewohnlich vielschichtiges System, das sowohl lang- als auch kurzfristige Regulation
ermOglicht. Besonders hervorzuheben ist dabei die Anpassung der Regulation auf
gewebsspezifische Bediirfnisse. Im Gewebe des Gehirns beispielsweise muss gewéhrleistet
sein, dass Energie jederzeit oxidativ aus Glukose gewonnen werden kann. Das bedeutet, dass
der PDH-Komplex stets die gleiche Aktivitdt haben muss. Im Muskelgewebe wird die PDHc-
Aktivitdit dem Trainingszustand angepasst. Im ruhenden Zustand ist die Aktivitdt deutlich
geringer als wihrend einer Anstrengung der Muskulatur (Wieland 1983).

Die Regulationsvielfalt und die Realisierung der gewebsspezifischen Anpassung im humanen
System werden im Folgenden dargestellt. Die Regulation des Komplexes erstreckt sich iiber
verschiedene Ebenen. Um adédquat auf die physiologischen Stoffwechselprozesse reagieren zu
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konnen, hat sich eine sogenannte short-term-Regulation (kurzfristig, Zeitraum: Minuten —
Stunden) entwickelt. Die Mechanismen sind zum einen die Endprodukt-Hemmung, zum
anderen die Phosphorylierung/Dephosphorylierung, die mit Inaktivierung/Aktivierung des
PDH-Komplexes einhergeht. Liangere Perioden der Verdnderungen im Stoffwechsel durch
etwaige Erkrankung oder hormonelle Umstellung des Organismus wird durch long-term-
Regulation (langfristig, Zeitraum 1-2 Wochen) abgestimmt. Darunter versteht man die
Anderung des Gesamtgehalts des PDH-Komplexes oder einzelner Komponenten durch
transkriptionelle Kontrolle.

Die Gesamtreaktion des PDH-Komplexes ist aufgrund der Decarboxylierung im ersten
Reaktionsschritt (Reaktion 2a) irreversibel. Wie die Reaktionsgleichungen 2a-4b zeigen, sind
die Reaktionen der E2 und E3-Komponente reversibel. Die erste Form der Regulation ist
daher die klassische feedback-Hemmung, die durch die Verhiltnisse der Reaktionsprodukte
zu den Ausgangsstoffen (Acetyl-CoA/CoA und NADH/NAD") bestimmt wird. Diese
Verhéltnisse sind vom Stoffwechselzustand der Zelle abhidngig. Studien zur feedback-
Hemmung zeigten, dass die Ky-Werte der Substrate und die Kj-Werte der Inhibitoren
(Reaktionsprodukte) in einem dhnlichen mikromolaren Bereich liegen (Wieland 1983).

Die weitaus wichtigere Form der kurzfristigen Kontrolle ist die Inaktivierung/Reaktivierung
des PDH-Komplexes durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung.

Erstmalig beschrieben wurde dieser Mechanismus 1969 durch die Arbeitsgruppe um REED.
Es wurde festgestellt, dass der Zusatz von ATP zu Priparationen des Gesamtkomplexes aus
Rinderniere zur Inaktivierung, Zusatz von Magnesium-lonen hingegen zur Aktivierung der
Komplexaktivitdt fiihrt. Weiterhin konnten eine mit dem Komplex assoziierte spezifische
Kinase und eine ebenfalls gebundene spezifische Phosphatase identifiziert werden, die fiir
diesen Mechanismus verantwortlich sind (Linn et al. 1969a; Linn et al. 1969b). Im gleichen
Zeitraum wurde eine dhnliche Studie von WIELAND und v. JAGOW-ESTERMANN zum PDHc
aus Schweineherz verdffentlicht, welche die Daten bestitigten (Wieland und Jagow-
Estermann 1969). In diesen ersten Arbeiten konnte auch gezeigt werden, dass die Pyruvat-
Dehydrogenase-Komponente und speziell die o-Untereinheit das Substrat der
Phosphorylierung ist (Barrera et al. 1972). Die E1-Komponente katalysiert den ersten und
irreversiblen Schritt der gesamten Reaktionskaskade (Reaktion 1.2a). Es ist demnach
physiologisch sinnvoll, die Aktivitdt des Komplexes direkt durch die Regulation des
Pyruvatverbrauchs durch E1 zu kontrollieren. Die Arbeitsgruppe um DIXON identifizierte drei
spezifische Serinreste, die in phosphorylierter Form vorliegen konnen. Schon in diesen
Experimenten zeigte sich, dass Poition 1 deutlich schneller phosphoryliert wurde und den
stiarksten inhibitorischen Effekt auf den PDH-Komplex hatte (Yeaman et al. 1978). Diese
Erkenntnisse flihrten zu einer Vielzahl von interessanten Experimenten und Studien zur
Komplexitit dieses Regulationsmechanismus. Die wesentlichen Resultate dieser Studien
wurden in zahlreichen Reviews zusammengefasst (Wieland 1983; Patel und Roche 1990;
Patel und Korotchkina 2001; Holness und Sugden 2003; Strumilo 2005; Patel und
Korotchkina 2006) (u.v.m.).

Zuerst gefunden und bestitigt im Sdugersystem konnte kurz darauf auch die
Phosphorylierung/Dephosphorylierung fiir andere FEukaryoten wie dem Schlauchpilz
Neurospora crassa (Wieland et al. 1972), dem Nematoden Ascaris suum (Huang et al. 1998b;
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Patel und Korochkina 2003) und den mitochondrialen PDH-Komplexen aus Pflanzen
(Randall und Rubin 1977) nachgewiesen werden. Die plastidiren PDH-Komplexe der
Pflanzen werden nicht durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung reguliert (Tovar-Mendez
et al. 2003). Fir den PDH-Komplex aus Saccharomyces cerevisae wurde zundchst
angenommen, dass er diesem Regulationsmechanismus nicht unterliegt (Wieland 1983).
AnschlieBende Studien ergaben jedoch, dass auch in Brauhefe ein phosphorylierbarer
Serinrest in der E1-Komponente vorliegt (Uhlinger et al. 1986). Gene fiir die Expression
PDH-spezifischer Kinasen und Phosphatasen und deren Aktivitit und Regulation wurden erst
in neueren Studien identifiziert und charakterisiert (Krause-Buchholz et al. 2006; Gey et al.
2008). Ursache fiir die spite Identifikation der regulatorischen Enzyme ist die Tatsache, dass,
im Unterschied zu den anderen eukaryotischen Komplexen, die Kinasen und Phosphatasen
nicht mit dem Komplex assoziiert sind. Somit ist auch die Assoziation regulatorischer
Enzyme und deren spezifische Regulation ein aussagekriftiges Beispiel fiir die
Hoherentwicklung im Zuge der Evolution der Eukaryoten. Andere Weiterentwicklungen sind
u. a. die Anzahl der Phosphorylierungspositionen (1-3) und die Entwicklung von hochsensitiv
regulierbaren und gewebespezifisch auftretenden Isoformen (PDK1-4, PDP1-2) (Patel und
Korochkina 2003).

Die Abbildung 1.6 zeigt ein Schema der Regulation des humanen PDH-Komplexes nach
gegenwartigen Vorstellungen.
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Abb. 1.6. Ubersicht zur Regulation des humanen PDH-Komplexes durch Phospho-
rylierung/Dephosphorylierung (S 1-3 — Serinreste 1-3, P 1-3 — phosphorylierte Serinreste 1-3, TCA
— Krebszyklus, rot hervorgehoben — inhibitorische Wirkung, blau hervorgehoben — aktivierende
Wirkung). Modifiziert nach Patel und Korochkina 2003.
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Wie bereits erwédhnt, phosphorylieren die Kinasen drei Serinreste, die sich in der a-
Untereinheit der humanen El1-Komponente befinden. Bereits die Phosphorylierung eines
Serinrestes reicht aus, um den Komplex vollstindig zu inaktivieren (Sugden und Randle
1978). Die Funktion und Wirkung der einzelnen Phosphorylierungsstellen auf die Katalyse
der E1-Komponente wird in Kapitel 3.2. dargestellt und diskutiert. Dieses einleitende Kapitel
konzentriert sich insbesondere auf die Ortsspezifitit, Gewebsverteilung und Regulation der
Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen und -Phosphatasen anhand der Ubersicht Abb. 1.6.

Die vier humanen PDK-Isoenzyme zeigen eine Ortsspezifitit gegeniiber den drei
Phosphorylierungspositionen in der E1-Komponente. Serin 264 (Pos. 1) wird von allen PDKs
phosphoryliert, am effektivsten jedoch durch PDK2 und PDK4. Serin 271 (Pos. 2) wird sehr
effizient durch PDK3 und PDK4, etwas schlechter durch PDK2 und PDK1 phosphoryliert.
Die Phosphorylierunsposition 3 (Serin 203) kann nur durch PDK1 phosphoryliert werden. In
allen Féllen konnte gezeigt werden, dass in Anwesenheit des Kernkomplexes E2-E3BP nur
eine o-Untereinheit phosphoryliert wird (2 Phosphatreste/E1 fiir PDK2,3,4 und 3
Phosphatreste/E1 fiir PDK1), was trotzdem zur vollstindigen Inaktivierung des PDH-
Komplexes fiihrt (Kolobova et al. 2001; Korotchkina und Patel 2001b). Dieses Phénomen ist
ein Indiz fiir die Halbseitenreaktivitit der E1-Komponente (siche Kapitel 3.1.). Die isolierten
PDKs sind jedoch auch in der Lage freie E1 zu phosphorylieren. Die
Phosphorylierungsgeschwindigkeiten sind jedoch deutlich geringer (mit Ausnahme der
PDK4) als in Anwesenheit von E2-E3BP. Diese Eigenschaft beruht auf der Regulation der
PDKSs durch die Wechselwirkung mit den Lipoyldoménen (siehe unten). Es wurde auflerdem
gezeigt, dass die Phosphorylierung einer Position keinen FEinfluss auf die
Phosphorylierungsraten der anderen Postionen hat (Korotchkina und Patel 2001b).

Die schnelle und vollstindige Inaktivierung des PDH-Komplexes geht mit der
Phosphorylierung des S264 einher (Korotchkina und Patel 1995). Die Phosphorylierung der
Positionen 2 und 3 spielt scheinbar eine eher untergeordnete Rolle, die jedoch fiir die
Regulation wihrend verschiedener Stoffwechselzustinde an Bedeutung gewinnt (siche unten)
(Patel und Korochkina 2003; Holness und Sugden 2003).

Die Phosphatasen PDP1 und PDP2 sind in der Lage, alle drei phosphorylierten Serine zu
dephosphorylieren mit einer Préaferenz fiir S271 vor S203 und S264 (Karpova et al. 2003). Die
Reaktivierung ist jedoch davon abhingig, welche PDK den PDH-Komplex inaktiviert hat. Die
Reaktivierungsgeschwindigkeit durch die Phosphatasen nach Phosphorylierung durch PDK2
ist am schnellsten und durch PDK1 am langsamsten (2/3 fiir PDP1 und 1/6 fiir PDP2)
(Kolobova et al. 2001). Die Reaktivitidt der PDP1 scheint den einzelnen Positionen gegeniiber
zufillig zu sein. Im Gegensatz dazu fiihren Phosphorylierungen an Position 2 und 3 neben
Position 1 zur Reduktion der Dephosphorylierunggeschwindigkeit der PDP2 (Karpova et al.
2003).

Die Gewebeverteilung der regulatorischen Enzyme ist in Tabelle 1.1 dargestellt.
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Tabelle 1.1. Gewebeverteilung der PDKs nach Patel und Korotchkina 2006.
Gewebeverteilung PDK1 PDK2 PDK3 PDK4 PDP1 PDP2
Gehimn +++ ++ -+ -+
Herz Fot P + F+H b -+t
Skelettmuskulatur -+ - A+
Pankreas + +++
Leber ++ +++ ++ At
Niere +++ ++ + A+
Hoden - -+ +++
Milz + + n
Lunge + -t A +

PDK2 ist ubiquitdr verteilt, wihrend die anderen PDKs und die PDPs eine limitierte
Gewebeverteilung haben (Bowker-Kinley et al. 1998). An dieser Stelle soll eine relativ neue
Studie der Arbeitsgruppe um DIXON erwdhnt werden, die nochmals Fragen zur
Gewebeverteilung und Ortsspezifitit aufwirft. Es gelang, spezifische Antikorper gegen die
Peptidsequenzen, welche die phosphorylierten Serine flankieren (N- und C-terminal + 4-6
Aminosduren), zu generieren. AnschlieBend wurden die Antikdérper zur Detektion der
phosphorylierten E1-Komponente in verschiedenen Maus- und Rattengeweben (Niere, Herz,
Leber) bzw. Zelllinien verwendet. Trotz der limitierten Gewebeverteilung der PDK1 (siehe
Tab. 1.1) konnte die Phosphorylierung des S203, die ausschlieBlich durch PDK1 katalysiert
wird, in allen Geweben auller in Hoden nachgewiesen werden (Rardin et al. 2009).

Ungeachtet dessen ist die unterschiedliche Verteilung in den Geweben von grofler Bedeutung,
denn diese haben unterschiedliche Anspriiche an die Glucosehomoostase und Energie-
bereitstellung durch den PDH-Komplex. Die Regulationsmechanismen, denen die PDKs
unterliegen, sind sehr verschieden und wiederum gewebsspezifisch angepasst.

Die einzelnen PDKs unterliegen zum Teil sowohl auf posttranslationeller als auch auf
transkriptioneller Ebene verschiedenen Regulationsmechanismen. FEinige Kontroll-
mechanismen sind jedoch gleich. Alle PDKs sind bis zu einem gewissen Grad stimulierbar
durch die E2-Komponente und inhibierbar durch Pyruvat und Dichloracetat (DCA, ein
Pyruvatanalogon). Die Stirke des Einflusses ist jedoch vom jeweiligen Isoenzym abhéngig
(Cate und Roche 1978). Alle PDKs benétigen Kalium-Ionen fiir ihre Aktivitdt (Roche und
Hiromasa 2007; Green et al. 2008).

In Untersuchungen der Aktivierung der PDKs durch E2 bzw. E2-E3BP wurde gezeigt, dass
PDK2 und PDK3 am stirksten stimuliert werden (Korotchkina und Patel 2001b). Die
Aktivierung war am effektivsten, wenn die Lipoyldoménen in reduzierter Form (80 %
Aktivierung) bzw. in reduziert/acetylierter Form (zusétzlich dreifache Aktivierung) vorlagen
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(Roche et al. 2003). Diese Form der Aktivierung ist demzufolge von den
Konzentrationsverhiltnissen [AcetylCoA]/[CoA] und [NADH]/NAD'] und der dadurch
ausgelosten Riickreaktionen von E3 und E2 abhingig. Die Regulationsmechanismen fiir
PDK2 und 3 sind unterscheiden sich jedoch. Wahrend PDK3 bereits direkt durch die
Lipoyldoméne 2 aktiviert werden kann, bendtigt PDK2 die gesamte E2-Komponente um
stimuliert zu werden (Baker et al. 2000). Ein weiterer wichtiger Unterschied der beiden bisher
besprochenen PDKs ist ihre Hemmbarkeit durch Pyruvat, ADP und anorganisches Phosphat
(P;). PDK3 wird durch ADP und P;, aber kaum durch Pyruvat inhibiert. PDK2 wird besonders
empfindlich gegeniiber Hemmung durch Pyruvat, wenn sie an E2 gebunden ist. Dies wird
durch konformationelle Anderungen in der PDK2-Struktur realisiert. Pyruvat inhibiert PDK2
aullerdem nur dann effizient, wenn sie als PDK2-ADP/ATP-Komplex vorliegt und blockiert
die Dissoziation dieser Komplexe. Man spricht bei dem Effekt von ADP und Pyruvat auf die
PDK2 von einer synergistischen Hemmung (Baker et al. 2000; Roche et al. 2003; Roche und
Hiromasa 2007). Biochemische und strukturelle Daten zeigen, dass die Anwesenheit der
prosthetischen Lipoylgruppe und einiger an der Oberfldche der Lipoyldomine 2 befindlichen
Aminoséuren essentiell fiir die Wechselwirkung zwischen PDKs und E2 sind (Roche et al.
2003). In einer Folge von Publikationen, die sich mit der Aktivierung der PDKs durch E2
und der Phosphorylierung vieler El1-Molekiile durch wenige komplexassoziierte PDKs
beschéftigten, wurden mehrere Modelle vorgestellt. Die neueste strukturbasierte Studie
schldgt aufgrund von asymmetrischen Monomeren der PDK2 (Homodimer) im Komplex mit
L2 ein gerichtetes Modell des hand-over-hand-Mechanismus vor. Wahrend sich ein Monomer
an L2 gebunden im geschlossenen Zustand befindet, liegt das zweite Monomer in der zur
ATP-Bindung und somit zur Phosphorylierung befdhigten offenen Konformation vor
(Devedjiev et al. 2007). Der hand-over-hand-Mechanismus wurde bereits 1995 vorgeschlagen
(Liu et al. 1995b). Damals gingen die Autoren jedoch von einem zufdlligen Binden und
Dissoziieren jeweils eines PDK-Monomers von den an der Komplexoberfliche in hohen
Konzentrationen vorliegenden L2-Doménen aus (Roche et al. 2003).

PDKI ist die am wenigsten untersuchte Kinase. Sie wird jedoch auch direkt durch ADP und
Pyruvat inhibiert und indirekt iiber die E2-Komponente durch NADH und Acetyl-CoA
aktiviert (Patel und Korotchkina 2006).

Die Regulation der PDK4 hingegen ist aufgrund der interessanten long-term-Kontrolle gut
untersucht. Im Gegensatz zu den anderen PDKs bindet PDK4 bevorzugt jedoch
vergleichsweise schwach an Lipoyldomdne 1 (E2) und Liopyldomédne 3 (E3-BP). Die
Aktivierung durch E2-E3BP ist sehr gering, was mit der Eigenschaft einhergeht, dass PDK4
freie E1 am effektivsten phosphorylieren kann (Roche und Hiromasa 2007). Die Ursache fiir
diese Eigenschaft liegt in der vor kurzem gelGsten ,,metastabilen” offenen Struktur des
Homodimers (Wynn et al. 2008). PDK4 wird ebenfalls leicht synergistisch durch ADP und
Pyruvat inhibiert (Roche und Hiromasa 2007) und indirekt durch Acetyl-CoA und NADH
durch reduktive Acetylierung der Lipoyldoménen stimuliert (Roche et al. 2003). Besonders
interessant jedoch ist die erhohte Transkription (mRNA-Gehalt) und Proteinexpression der
PDK4 wihrend Hungerzustinden, Diabetes und Schilddriiseniiberfunktion. Unter diesen
Umstdnden kommt es zur Lipolyse und somit zur Freisetzung von Fettsduren. Diese konnen
die Transkription des PDK4-Gens in Leber, Niere, Skelettmuskulatur und Herz durch die
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Transkriptionsfaktoren PPARa und & (peroxisome-proliferator-activated receptor alpha and
delta) aktivieren (Holness und Sugden 2003). Ein weiterer transkriptioneller Mechanismus
wurde wie folgt beschrieben: Durch Erhéhung der Glycocorticoidkonzentration wéhrend des
Fastens oder bei Diabetes wird der Histon-acetylierende Faktor p300/CBP-Komplex aktiviert.
Dieser Komplex interagiert mit den Transkriptionsfaktoren FOXO und aktiviert die PDK4-
Genexpression. Im Gegenzug kann Insulin (indikativ fiir hohen Blutglucosegehalt) durch
Interaktion mit FOXO die PDK4-Genexpression unterdriicken und somit die weitere
Phosphorylierung und Inaktivierung des PDH-Komplex unterbinden (Kwon et al. 2004).
AuBerdem wird die PDK4-Expression durch Insulin riickwirkend durch Reduktion des
Fettabbaus reduziert (siche oben). PDK2 unterliegt einer &hnlichen transkriptionellen
Kontrolle (Patel und Korotchkina 2006).

Durch die Erhdhung des Kinasegehaltes kann es zur Hyperphosphorylierung der El-
Komponente kommen, was eine lingere Reaktivierungszeit zur Folge hat. Dies ermoglicht
dem Organismus eine optimale Einstellung auf die jeweiligen Stoffwechselverhéltnisse
(Holness und Sugden 2003).

Auch fiir die Gegenspieler der PDKs, die Phosphatasen, konnte gezeigt werden, dass sie einer
transkriptionellen Kontrolle unterliegen. PDP1-Expression wird bei Diabetes und PDP2-
Expression in Hungerzustéinden reduziert (Huang et al. 2003; Holness und Sugden 2003). Die
Regulation der PDPs ist ebenso vielschichtig wie die der PDKs. Ahnlich wie bei den PDKs ist
die Aktivierung der Phosphatasen vom Energiehaushalt der Zelle abhingig. ATP liegt in der
Zelle als ATP-Mg-Komplex vor. Durch Energieverlust erhoht sich die Konzentration von
Magnesium-lonen und PDPs werden aktiviert. Die Affinitdt der katalytischen Untereinheit
(PDPl1c) zu Mg"" ist vom Zustand der regulatorischen Untereinheit (PDPr) abhiingig. Durch
Bindung des Polyamids Spermin wird die Affinitdt deutlich verbessert (Yan et al. 1996).
Hohe Sperminkonzentrationen sind ein Indikator fiir einen hohen Blutzuckergehalt. Des
Weiteren wird PDP1 durch Calcium-lonen stimuliert. Ein erhdhter Calciumgehalt tritt in
Zustianden erhohter Muskelaktivitdt und wihrend des Zellwachstums auf, was zu einem
erhohten Energiebedarf fiihrt. Die Stimulation beruht auf der Ca’ -vermittelten Bindung der
PDPI an die L2-Domine der E2-Komponente. Nur wenn alle drei Interaktionspartner (PDP1,
Ca™ und L2 in lipoylierter Form) vorhanden sind, kann PDP1 aktiv werden (Roche et al.
2003). Zusétzlich zu den beschriebenen Regulationsmechanismen kann Insulin durch
Aktivierung der Proteinkinase Cd beide Phosphatase-Isoformen stimulieren. Die
Proteinkinase C& wird als Antwort auf Insulinverfiigbarkeit in die Mitochondrien
transportiert. Dort phosphoryliert und demzufolge aktiviert sie PDP1 und 2 (Caruso et al.
2001).

Die enorme Komplexitit der Regulation von Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen und -
Phosphatasen spiegelt die zentrale Rolle des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes im humanen
Stoffwechsel wider. Die anderen Mitglieder der Familie der a-Ketosidure-Dehydrogenase-
Komplexe unterliegen einer weniger komplexen Kontrolle. Der a-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex  unterliegt  keiner  Kontrolle  durch  Phosphorylierung/
Dephosphorylierung. Fiir die Regulation des Verzweigtketten-a-Ketosédure-Dehydrogenase-
Komplex wurden ein funktionelles Serin in der E1-Komponente, eine spezifische Kinase und
eine spezifische Phosphatase identifiziert und charakterisiert. Die beiden regulatorischen
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Enzyme unterliegen nur einer sehr limitierten metabolischen Kontrolle (Patel und Korochkina
2003).

AbschlieBend soll nochmals die long-term- Regulation des Komplexes thematisiert werden.
Neben der transkriptionellen Kontrolle der Kinasen und Phosphatasen tritt diese in
entsprechenden Stoffwechselzustinden auch fiir die einzelnen Komponenten des PDH-
Komplexes auf (Patel et al. 1995). Als Beispiel soll hier nur die transkriptionelle Kontrolle
der Gene, die fiir die Pyruvat-Dehydogenase (E1-Komponente) codieren, erwdhnt werden.
Die Promotorregionen der Gene fiir E1-a und E1-B weisen kohlenhydratsensitive Elemente
auf. Die Transkription wird demnach durch Glucose stimuliert, der die intrazelluldre
Konzentration an E1-Komponente steigt und somit die Gesamtaktivitit des PDH-Komplexes
(Tan et al. 1998).

Der humane Organismus hat umfangreiche Mechanismen entwickelt, um seinen
Energichaushalt optimal zu steuern. Die Regulation des PDH-Komplexes spielt dabei
unumstritten eine entscheidende Rolle.

1.1.3. Medizinische Relevanz des humanen PDH-Komplexes

Aufgrund des Stellenwertes, den der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex im humanen
Stoffwechsel hat, ist eine Defizienz besonders problematisch fiir den Organismus. Die
klinische Relevanz des PDH-Komplexes kommt in einer Vielzahl von Krankheitsbildern zum
Ausdruck, die in zwei Gruppen eingeteilt werden konnen. Die eine Gruppe umfasst die
Krankheitsbilder, die direkt durch Stérungen, welche die einzelnen Komponenten
hervorrufen, ausgelost werden. Die andere Gruppe umfasst die Beeintriachtigung der PDH-
Komplex-Aktivitidt durch eine Storung im Stoffwechsel der Patienten. PDHc-Defizienz fiihrt
bei Patienten unter anderem zu angeborener Milchsdureazidose, Leigh-Syndrom (subakute
nekrotisiernde Encephalomyelopathie) und mentaler Retardierung im Sauglings- bzw.
Kindesalter. In ca. 80 % der Falle liegt die Ursache in einem genetischen Defekt des PDHA1-
Gens, das fiir die o-Untereinheit der E1-Komponente codiert. Die Auswirkungen bewegen
sich zwischen moderaten neuronalen Stérungen bis zu embryonaler Letalitdt (Lissens et al.
2000). Bis 2003 waren 150 Fille von Mutationen im PDHA1-Gen aufgeklért (Patel und
Korochkina 2003). Jedoch werden stindig neue Fille von verschiedenen Mutationen bekannt
(Tulinius et al. 2005; Ostergaard et al. 2009). Die Folgen der Defekte sind mannigfaltig.
Mitochondrialer Import, ThDP-Bindung, Assoziation der Untereinheiten und andere El-
Funktionen sind betroffen. Durch kontinuierliche Forschung konnten auch genetische Defekte
in den Genen fiir die E1-B-Untereinheit (Hengeveld und De Kok 2002; Brown et al. 2004),
die E2-Komponente (Head et al. 2005), E3-Komponente (Hong et al. 1996; Hengeveld und
De Kok 2002) und E3BP (Schiff et al. 2006) gefunden werden. Die Behandlungstheraphie
umfasst eine Umstellung zu kohlenhydratarmer Erndhrung, eine Nahrungserginzung mit
Thiamindiphosphat und die Verabreichung des Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase-Inhibitors
Dichloracetat (DCA). Diese Therapien sind jedoch nicht im gewiinschten Ausmalf erfolgreich
(Patel und Korochkina 2003).
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Eine weitere durch den PDH-Komplex verursachte Krankheit ist die ,Primidre bilidre
Zirrhose’ (PBC, heute ,Primire bilidre Cholangitis’ genannt). Dabei handelt es sich um eine
Autoimmunerkrankung, wobei der Organismus Autoantikorper gegen die E2-Komponente
des PDH-Komplexes bildet (Agmon-Levin et al. 2009). Als Hauptautoantigen konnte die
Lipoyldoméne 2 identifiziert werden (Howard et al. 1998). Die Ursache dieser Krankheit ist
bisher nicht eindeutig geklért. Die Beteiligung von bakteriellen und/oder viralen Infektionen
wird diskutiert (Agmon-Levin et al. 2009). Medikamentose Behandlung bzw.
Lebertransplantationen sind erfolgreiche Therapien fiir PBC-Patienten.

Neben diesen direkt durch den PDH-Komplex verursachten Krankheiten kommt es in
erkrankten Organismen zur Beeintrachtigung und Fehlregulation des PDH-Komplexes und
damit riickwirkend zur Verstarkung der Stoffwechselstorung.

Bei Krankheiten wie Diabetes, Herzkrankheiten (Ischdmie) und Krebs ist die PDHc-Aktivitat
auf Grund des pathologischen Stoffwechsels stark reduziert. In Diabetes-Patienten wird durch
das Fehlen von Insulin die Komplex-Aktivitdt trotz ausreichender Glukoseversorgung nicht
hochreguliert. In unterversorgten Herzmuskelzellen ist die PDHc-Reaktion ebenfalls
unterdriickt und in Krebszellen wird durch das Umschalten auf den Warburg-Stoffwechsel
(Laktat-Bildung durch Glycolyse) die PDHc-Aktivitit reduziert. In allen Féllen kénnen PDK-
Inhibitoren als potentielle Wirkstoffe dienen, um die Aktivitit des Gesamtkomplexes zu
erhohen und die Homdostase wiederherzustellen (Roche und Hiromasa 2007).

Auch in neurodegenerativen Krankheiten ist der Aktivititsverlust des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes von groBer Bedeutung. So konnte eine Studie zeigen, dass das in
der Alzheimer'schen Krankheit (AD) toxische B-Amyloid (Fragment 25-35) zu einer
Reduktion der PDHc-Aktivitit in vitro auf 35 % fiihrt (Casley et al. 2002). Ahnlich orientierte
Arbeiten dokumentierten die Reduktion der PDHc-Aktivitdit um 41 % und anderen am
Krebszyklus beteiligten Enzymen in Gehirnen von Alzheimer-Patienten post mortem. Die
Autoren schlagen eine unterstiitzende Behandlung des Glucosestoffwechsels in AD-Patienten
vor (Bubber et al. 2005). Neben der Alzheimer'schen Krankheit konnen weitere
neurodegenerative Krankheiten, wie Morbus Wilson (Sheline und Wei 2006) und das
Wernicke-Korsakow-Syndrom (Martin et al. 2005) genannt werden, fiir die gezeigt wurde,
dass die PDHc-Aktivitdt stark reduziert ist. Besonders die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS — reactive oxygen species) zeigten inhibitorische Effekte auf den
PDHc.

Die direkte und indirekte Beteiligung des humanen Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes an
vielen verschiedenen Krankheitsbildern zeigt einmal mehr seine herausragende Funktion im
humanen Stoffwechsel. Das detaillierte Verstindnis von Funktion und Regulation der
einzelnen Komponenten ist trotz 60-jéhriger Forschung nach wie vor von grofler Bedeutung.
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1.2.  Zielstellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum detaillierten Verstdndnis der von der El-
Komponente des humanen PDH-Komlpexes katalysierten Reaktionen, der Bindung und
Decarboxylierung von Pyruvat und der reduktiven Acetylierung des Liponamids der E2-
Komponente auf molekularer Ebene leisten. Des Weiteren soll die Regulation der hsPDH-E1
durch Phosphorylierung der drei Serinreste 264, 271 und 203 charakterisiert werden. Jede
Position soll einzeln auf ihre regulatorische Funktion fiir die Katalyse untersucht werden. Aus
diesem Grund werden die vier aus der Literatur bekannten Pseudophosphorylierungsvarianten
S264E, S264Q, S271E und S203E als Surrogate fiir die phosphorylierten Proteine verwendet
(Korotchkina und Patel 2001a).

Fir die Thiamindiphosphat-abhingige hsPDH-E1 sowie fiir verschiedene andere ThDP-
abhingige Enzyme wird eine Halbseitenreaktivitit beschrieben (Khailova und Korotchkina
1985; Frank et al. 2004). Direkte kinetische Beweise waren fiir die humane E1-Komponente
bisher noch nicht bekannt. Die Untersuchung dieser kinetischen Eigenschaft gehdrt zu den
zentralen Zielen dieser Arbeit.

Die Katalysekonstante der isolierten El-Komponente betrigt etwa 2 s fiir die Carbonyl-
Addition zwischen dem C2-Atom des ThDP und dem Carbonylkohlenstoff des Pyruvats
(Seifert et al. 2006). Der Gesamtkomplex hat jedoch einen K.-Wert von ca. 60 s!
(Korotchkina und Patel 2001a). Die Ursache dieser Beschleunigung sollte im Rahmen dieser
Dissertation durch die Untersuchung der Reaktion zwischen hsPDH-E1 und der
Lipoyldoméne 2 der E2-Komponente niher analysiert werden. Zur Kldrung dieser Fragen
wurden  verschiedene  Methoden ('"H-NMR, CD- und UV/Vis-Spektroskopie,
Massenspektrometrie, Analytische Ultrazentrifugation, Rontgenkleinwinkelstreuung, ITC,
Analytische Gelfiltration) eingesetzt.

Die fiir die biochemische Charakterisierung des Wildtyps der E1-Komponente etablierten
Methoden wurden zur funktionellen Analyse der Pseudophosphorylierungsvarianten
herangezogen. Das Hauptaugenmerk lag auf der Charakterisierung der Position 264. Durch
die Phosphorylierung des Serin 264 wird der hsPDH-Komplex am effektivsten und
schnellsten inaktiviert (Korotchkina und Patel 2001a; Korotchkina und Patel 2001b) und hat
daher aus physiologischer Sicht die groBte Bedeutung. Der Austausch von Serinen gegen
Glutamate zeigte bereits fiir andere Enzyme, dass dadurch eine Phosphorylierung am Serin
imitiert werden kann (Golbik et al. 2001). Frithere Studien zeigten, dass sich die Glutamat-
Variante hsPDH-E1 (S264E) analog zum phosphorylierten Enzym verhilt (Korotchkina und
Patel 2001a). Der Vorteil der Analyse der Glutamat-Varianten besteht darin, dass sie zum
einen stabil und zum anderen selektiv fiir nur eine der drei mdglichen Positionen sind.
Zusitzlich wurde auch die Glutamin-Variante (S264Q) biochemisch charakterisiert. Das Ziel
der Experimente mit den Varianten war es zu bestimmen, welchen Einfluss Gréfe und
Ladung des Restes an Position 264 auf die Reaktivitit der E1-Komponente hat. Die Varianten
S271E und S203E sollten ebenfalls mit den etablierten Methoden untersucht werden, um
einen Einblick in die molekularen Ursachen der Inaktivierung durch Phosphorylierung der
beiden Positionen zu erhalten.
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2. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Chemikalien

Acetonitril

Acrylamid 4k Mix (30 %)
Agarose

Agar-Agar

Ameisensdure (85 %)
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin (Natriumsalz)
Bromphenolblau

BSA

Chloramphenicol
Coomassie-Brilliantblau G-250
Deuteriumoxid (99,9 %)
2,6-Dichlorphenolindophenol
DNase I
1,4-Dithioerythritol
EDTA

Essigséure (96 %)
Ethanol (vergillt, 99.8 %)
Ethidiumbromid (1 %)
B-D-Glucose

Glyzerin (87 %)
Hefeextrakt

Imidazol

IPTG

Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
Kanamycinsulfat
Liponséure (D,L-alpha)
Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat (Heptahydrat)
-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Phosphorséure (85 %)
Pyruvat (Natriumsalz)

Merck KGaA

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co

VWR International GmbH, Darmstadt
Serva Electrophoresis GmbH
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KgaA

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Merck KgaA

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

VWR International GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co

AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

VEB Laborchemie Apolda

Merck KgaA

Carl Roth Gmbh & Co

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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Salzsdure (37 %) VWR International GmbH, Darmstadt
SDS Serva Electrophoresis GmbH
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH

TCA Carl Roth GmbH & Co

TEMED Merck KgaA

Thiamin (Hydrochlorid) AppliChem GmbH, Darmstadt
Thiamindiphosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Tris AppliChem GmbH, Darmstadt
Trypton AppliChem GmbH, Darmstadt

Das Substratanalogon Methylacetylphosphonat sowie HEThDP und die Vorstufen der ThDP-
Analoga N3'-Pyidylthiamin und Thiaminthiazolon wurden freundlicherweise von PD Dr.
Ralph Golbik zur Verfiigung gestellt. Die Phosphorylierung der beiden Vorstufen erfolgte
wiahrend den praktischen Arbeiten der Promotion nach der Methode von Karrer und
Viscontini (Viscontini und Karrer 1949) in Zusammenarbeit mit PD Dr. Ralph Golbik.

2.1.2. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerite
Thermocycler Biometra
Autoklav Tuttenauer
Biostat C-DCU (Fermenter) B. Braun Biotech Int.
Gaulin Hochdruckhomogenisator AVP, Liibeck
Zentrifugen/Rotoren
RC-5B/SLA-3000 Sorvall Hanau
L8-60M Ultrazentrifuge/Ti40 Beckman Instruments, USA
J2-HC/JA 10 und JS-4.3 Beckman Instruments, USA
Spectrafuge Minizentrifuge Modell C1301 Abimed, Langenfeld
Biofuge pico UniEquip, Martinsried
Optima XL-A Zentrifuge/ An50Ti Beckman Instruments, USA
FPLC Amersham Pharmacia, Freiburg
HPLC Beckman Instruments, USA
Séulen
Ni-NTA Amersham Pharmacia, Freiburg
Superdex 75 Amersham Pharmacia, Freiburg
TSK 3000 TOSOH corporation
Spektrometer
V-560 (UV/Vis) JASCO corporation
SX-18MV (stopped flow) Applied Photophysics, GB
SX-20 (stopped flow) Applied Photophysics, GB

J-810 (CD) JASCO corporation
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Chirascan (CD)
Bruker ARX 400 Avance (NMR)
Ultraflex 2 MALDI TOF/TOF (MS)
RQF-3 (rapid-quenched-flow)
VP-ITC MicroCalorimeter
EPS 301 (Gelelektrophorese)
pH-Meter
Waagen

Verbrauchsmaterialien

Dialyseschlauch (27 mm)
ZipTipc4

Polystyrolkiivetten

UV- und CD-Kiivetten
Vivaspin 20 ml concentrator
45 uM Filter

Applied Photophysics, GB
Bruker BioSpin, Karlsruhe
Bruker Daltonics GmbH, Bremen
Kintek, Austin/Texas USA
MicroCal™

Amersham Biosciences

WTW, Weilheim

Obhaus, Schweiz & Satorius

Serva, Heidelberg
Millipore™, Bedford USA
Carl Roth GmbH & Co
Hellma GmbH & Co
Vivascience AG, Hannover
Nalgene, New York, USA

2.1.3. Material fur die molekularbiologischen Arbeiten

Agarose

gel purification kit

PCR purification kit

miniprep kit

dNTP’s (Mix 1.25 mM)

Pfu DNA-Polymerase (2.5 U/ul)
Pfu-Puffer (zehnfach)

Bsal (10000 U/ml)

BamHI (20000 U/ml)

BSA (10 mg/ml)

NEB Puffer 3 (zehnfach)
Alkalische Phosphatase (CIP) (20000 U/ml)
T4 DNA-Ligase (20000 U/ml)
T4-Ligase-Puffer (zehnfach)
Elektrophorese-Apparatur

XL-1 blue-Zellen

DNA-Puffer (sechsfach)
DNA-Marker (1 kb, 100 bp)

Cambrex Bioscience Rockland Inc.
Qiagen GmbH
Qiagen GmbH
Qiagen GmbH
New England Biolabs GmbH
Fermentas
Fermentas
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
New England Biolabs GmbH
Owl preparation systems
Invitrogen
Fermentas
Fermentas/ New England Biolabs
GmbH

Fiir die DNA-Analyse wurden 1 %-ige Agarosegele unter Verwendung von TAE-Puffer und

mit einer Ethidiumbromidkonzentration von 0.33 pg/ml angefertigt.
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2.1.4. Stamme

Die Gene der humanen Varianten der E1-Komponente hsPDH-E1 (Wildtyp, S264E, S264Q,
S271E und S203E) wurden in dem Expressionsstamm E. coli — M15 (DH5a) iiberexprimiert.
Der Stamm enthdlt zwei Plasmide. Zum einen enthdlt er das Plasmid pDMI.1 mit der
Kanamycinresistenz und dem Gen fiir den lac-Repressor. Zum anderen enthélt der Stamm
das Plasmid pQE-9-6HE1o/E1 mit den codierenden Sequenzen fiir die Coexpression der a-
und B-Untereinheiten der hsPDH-E1 und einer Ampicillinresistenz (Korotchkina et al. 1995).
Als Stamm zur Expression der hsPDH-E2LII wurde der Stamm E.coli BL 21 C+RP
verwendet. Zusétzlich zu dem fiir die Expression des Zielproteins notwendigen pETSUMO-
E2Lipll (Kanamycinresistenz) enthdlt dieser Stamm einen Vektor fiir die Produktion von
optimierten tRNA-Synthetasen fiir die Aminosduren Arginin und Prolin. Dieser Vektor trigt
auch eine Chloramphenicolresistenz.

2.2. Methoden
2.2.1. Molekularbiologische Arbeiten zur Generierung der hsPDH-E2L 11

Die Lipoyldoméne 2 (AS 120-233) des humanen PDHc wurde schon in fritheren Arbeiten
anderer Arbeitsgruppen genutzt (Liu et al. 1995a; Howard et al. 1998). Die Doméne sollte
jedoch in dieser Arbeit unter Verwendung des SUMO-Systems (small ubiquitin-like modifier)
rekombinant hergestellt werden. Bei dieser Methode handelt es sich um ein Verfahren, ein
Fusionsprotein, das aus dem Zielprotein und dem Faltungshelfer SUMO besteht, rekombinant
zu produzieren. Wihrend der letzten Jahre wurde das SUMO-System fiir viele problematische
Proteinexpressionen in E. coli (Loslichkeit, Faltung, Proteingehalt) das Expressionsystem der
Wahl. Im Vergleich zu anderen Fusionsproteinen (Maltosebindeprotein, Glutathion-S-
Transferase) erwies es sich als deutlich effizienter (Zuo et al. 2005). Ein groBer Vorteil der
Fusion mit SUMO ist die einfache Abspaltung des SUMO-Anteils durch die SUMO-Protease.
Diese erkennt die Tertidrstruktur des SUMO-Proteins als Motiv fiir die proteolytische
Spaltung (Malakhov et al. 2004). Somit wird ein nativer N-Terminus des Zielproteins
erhalten, was bei den anderen Expressionssystemen dieser Art nicht gewéhrleistet ist. Fiir eine
effiziente Reinigung wurden SUMO-Protein und SUMO-Protease mit einem N-terminalen
His-tag versehen, so dass das Zielprotein durch eine einfache Affinititschromatographie
abgetrennt werden kann (Malakhov et al. 2004). Der in dieser Arbeit verwendete pETSUMO-
Expressionsvektor wurde im Vorfeld durch Einfithrung einer umfangreichen multi cloning
site modifiziert (Abb. A1) (Bosse-Doenecke et al. 2008). Es ist wichtig an dieser Stelle zu
erwihnen, dass das SUMO-Protein zwar ein Molekulargewicht von ca. 13 kDa hat, in der
SDS-PAGE jedoch auf einer Héhe von 17 kDa erscheint (Malakhov et al. 2004). Dies ist bei
der Prdparation der hsPDH-E2LII mit einem Molekulargewicht von ca. 12.5kDa ein
giinstiger Umstand fiir die Auswertung der SDS-PAGE-Analyse.

Die Grundlage fiir die Klonierung des Konstruktes hsPDH-E2LII bildete das Gesamtgen der
humanen E2-Komponente. Es besteht aus 1845 Basenpaaren (bp) und wurde fiir die
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Expression in E. coli optimiert synthetisiert (Geneart AG). Das DNA-Gen wurde in einen
pUK-Transportvektor kloniert (pUK-E2). Das Gen, welches fiir die E2-Doméane hsPDH-
E2LII codiert, besteht aus 339 bp. Dabei handelt es sich um die Sequenz von Nukleotid 378
bis Nukleotid 716 des Gesamtgens. Fiir die Amplifizierung des Genabschnittes wurden
folgende Oligonukleotide (Synthese durch MWG) genutzt:

forward-Primer: 5> ATG GTC TCA TGG TTC TGC GCA GGC GCC G 3’
reverse-Primer: 5> CTA GGA TCC CTA TTA CGG AACCTG CGG TTT CAG 3’

Die Verwendung der aufgefiihrten Oligonukleotide ermdglicht das FEinfiihren von
Restriktionsschnittstellen (unterstrichen) zur Gewéhrleistung der Klonierung in einen anderen
Vektor. Der forward-Primer beinhaltet eine Restriktionsschnittstelle fiir Bsal und der reverse-
Primer flihrt eine Restriktionsschnittstelle fiir BamHI ein (in der Sequenz jeweils
unterstrichen). Die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifizierung des Zielkonstrukts
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt (Die Konzentrationen der einzelnen
Losungen finden sich in Kap. 2.1.3.):

Reaktionsansatz (50 pl):

1.5 ul Pfu DNA-Polymerase

5pul Pfu-Puffer (zehnfach)

2.5 ul forward-Primer (0.5 pmol/ul)
2.5l reverse-Primer (0.5 pmol/pl)
1 ul dNTP’s (Mix 1.25 mM)

1 ul pUK-E2 (40 ng/ul)

36.5 ul H,O

PCR-Programm:

95 °C 5 min

95°C 1 min

74 °C 1 min + 0.5°C pro Zyklus

72 °C 45 sec

Wiederholung von Schritt 2. — 4. fiir 9 Zyklen
95 °C Imin

72 °C 1 min 45 sec

Wiederholung von Schritt 6. — 7. fiir 20 Zyklen
72 °C 3 min

4°C

A A

_
e
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Zur Analyse der PCR wurde der Ansatz mit DNA-Puffer (sechfach) versetzt und auf ein 1 %-
iges Agarosegel aufgetragen.

Nach einer priparativen PCR wurde das PCR-Produkt mit Hilfe eines PCR purification kit
gereinigt und in 40 ul Wasser aufgenommen. Fiir den préparativen Verdau wurden 35 pl des
gereinigten Konstrukts eingesetzt (Die Konzentration wurde nicht bestimmt).

Verdau (50 pl):

5ul  NEB-Puffer 3 (zehnfach)
2.5 ul Bsal

35 ul  PCR-Produkt

5ul  BSA (1:10 Verdiinnung)

» Inkubation des Ansatzes fir 4-5 h bei 50 °C
Zugabe von 2.5 pl BamHI

» Inkubation des Ansatzes fiir 4-5 h bei 37 °C
» Inaktivierung der Restriktionsenzyme fiir 1 h bei 65 °C
» Zugabe von 1.5 pl alkalischer Phosphatase (gilt nur fiir pPETSUMO-Verdau)

Nach der Auftragung des verdauten Inserts auf ein 1%-iges Agarosegel wurde die Bande bei
ca. 370bp (Zielgen + Uberhiinge durch die eingefiihrten Restriktionsschnittstellen)
ausgeschnitten. Die DNA wurde aus dem Gel gereinigt (gel purification kit) und mit 40 pl
Wasser eluiert. Die Konzentration der Ldosung wurde mit Hilfe eines analytischen
Agarosegels abgeschétzt.

Zur Expression des Gens wurde der Zielvektor pETSUMO adapt (siche Anhang) verwendet.
Der Vektor tragt eine Kanamycinresistenz und eine umfangreiche multi cloning site. 1 pl des
Vektors (20 ng) wurde in 1 ml elektrokompetente XL1 blue — Zellen transformiert. Die
Zellsuspension wurde 1h bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend wurden die Zellen
abzentrifugiert (5 min, 13000 rpm). Der Uberstand wurde durch Dekantieren entfernt. Das
noch im Reaktionsgefdll verbliebene LB-Medium (ca. 50 pl) wurde zur Resuspension der
Zellen verwendet. Die Zellsuspension wurde auf Kanamycin-haltige LB-Agarplatten
(30 png/ml Kan) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Kolonien der Platte wurden
zum Animpfen von 15 ml-Flissigkulturen (50 pg/ml Kan) verwendet. Nach 12-stlindiger
Inkubation bei 37 °C wurden jeweils 5 ml Zellsuspension abzentrifugiert. Das Plasmid wurde
mit Hilfe eines miniprep kits (Qiagen) aus den Zellen isoliert und in 30-50 pl destilliertem
Wasser aufgenommen.

Im Anschluss wurde die DNA-Konzentration bei 260 nm bestimmt (Miilhardt 2000) und 3 pg
DNA fiir den préparativen Verdau eingesetzt. Der Verdau erfolgte nach dem oben
beschriebenen Protokoll. AnschlieBend wurde ein analytisches Gel angefertigt um die
Konzentration abzuschétzen.
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Die Berechnung der Insert-Masse (mynsert) fiir die Ligation bei einer festgelegten Vektormasse
(Myekior) von 100 ng/50 ng erfolgte nach folgender Gleichung.

5 ) mVektor (ng) : bp( I nsert)
bp(Vektor)

Gl. 2.1

m Insert (ng) =

bp (Insert) — 370 Basenpaare, bp (Vektor) — 5643 Basenpaare

Fiir 10 pl Ligationsansatz wurden 1 ul T4 DNA-Ligase und 1 ul T4-Puffer eingesetzt. Das
fehlende Volumen wurde durch bidestilliertes Wasser aufgefiillt. Die Ligation erfolgte fiir 16
h bei einer Temperatur von 16 °C. Jeweils 1 pl der Ligationsansitze wurden zur
Transformation in elektrokompetente XL1 blue-Zellen eingesetzt. Nach 60-miniitiger
Inkubation der Zellen bei 37 °C wurden die Zellen wie oben beschrieben behandelt und auf
Kanamycin-haltigen LB-Agarplatten (30 pg/ml Kan) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die auf den Platten gewachsenen Kolonien wurden durch eine Kolonie-PCR auf
positive Klone getestet. Die Kolonie-PCR wurde nach dem oben beschriebenen PCR-
Protokoll durchgefiihrt. Das template wird jedoch durch 5 pul einer Zellsuspension ersetzt.
Diese wird durch Resuspension der Zielkolonien in 50 pl bidestilliertem Wasser und Kochen
der Suspension fiir 10 min bei 110 °C gewonnen. Die Proben wurden anschlieSend durch ein
1%-iges Agarosegel analysiert. Zellen von positiv identifizierten Kolonien wurden zum
Animpfen einer 15 ml-Fliissigkultur verwendet und iiber Nacht bei 37 °C schiittelnd
inkubiert. Aus den Zellen der Kultur wurde am néchsten Tag wie oben beschrieben Plasmid
préipariert und anschliefend die DNA-Konzentration bei 260 nm bestimmt. Eine Menge von
1 pg Plasmid-DNA wurde sequenziert (MWG). Das Plasmid mit der richtigen Sequenz wird
im folgenden pETSUMO-E2LipIl genannt. Der Vektor pETSUMO-E2Lipll wurde fiir
Expressionstests in verschiedenen Staimmen von E. coli verwendet. Ausfiihrlich werden die
Arbeitschritte in der Diplomarbeit von Herrn Dipl.-Biochem. Bert Giittler beschrieben
(Giittler 2008). Als geeigneter Expressionstamm erwies sich die Zelllinie BL21 C+ RP mit
einer Antibiotikaresistenz fiir Chloramphenicol (CA). Zellen mit transformiertem Plasmid
pETSUMO-E2LiplIl wurden in Form einer Glyzerinkultur bei -70 °C gelagert.
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2.2.2. Expression und Reinigung der hsPDH-E2LI1

Die Doméne hsPDH-E2LII (AS 121-233) hat ein Molekulargewicht von 12281 Da in ihrer
nicht-lipoylierten Form und 12469 Da in ihrer lipoylierten Form. In Kaptitel 2.2.1. wird
aufgefiihrt, dass sich Zelllinie E. coli BL21 C+ RP als geeigneter Expressionsstamm erwiesen
hat. Zellen einer Glyzerinkultur dieses Stammes wurden auf einer LB-Platte (50 pg/ml Kan,
30 pg/ml CA) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Einzelkolonie dieser
Platte wurde zum Animpfen einer Vorkultur (200 ml LB-Medium, 50 pg/ml Kan, 30 pg/ml
CA) genutzt. Die Fliissigkultur inkubierte schiittelnd {iber Nacht bei 37 °C. Die Zellen wurden
anschlieBend abzentrifugiert (20 min, 6000 rpm, 4 °C) und in 30 ml frischem LB-Medium
(Kan, CA) resuspendiert. Jeweils 5 ml der Suspension wurden zum Animpfen von je einem
Liter der Hauptkultur (LB-Medium, 50 pg/ml Kan, 30 pg/ml CA) verwendet. Die Hauptkultur
wurde unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert bis eine optische Dichte von 0.8-1 erreicht war.
AnschlieBend wurde die Proteinexpression durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
1 mM) und Liponsdure (Endkonzentration 1 mM) induziert. Die Expression erfolgte unter
Schiitteln fiir 4 h bei 37 °C.

Die Zellen (10-15 g Feuchtgewicht) wurden durch Zentrifugation (20 min, 6000 rpm, 4 °C)
geerntet und bei -20 °C gelagert.

Die Proteinreinigung erfolgte nach folgendem Protokoll. Zunédchst wurden 8-10 g Zellen in
30-40 ml Resuspensionpuffer (0.05 M Kaliumphosphat, | mM EDTA, 10 mM Imidazol, pH
7.0) aufgetaut. Der Suspension wurde PMSF (Endkonzentration 1 mM) zugesetzt. Nach
Inkubation mit Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml), DNase I (Endkonzentration 5 pg/ml)
und MgSOs (Endkonzentration 5 mM) fiir 30 min bei 8 °C wurden die Zellen mittels
Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen (p = 1200 bar). Die Zelltrimmer wurden durch
Ultrazentrifugation (40 min, 30000 rpm, 4 °C) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit
0.8 % (w/v) Streptomycinsulfat versetzt und 30 min bei 8 °C unter Riihren inkubiert.
AnschlieBend folgte eine zweite Ultrazentrifugation (40 min, 30000 rpm, 4 °C). Der
Uberstand wurde mit Resuspensionspuffer 1:4 verdiinnt und mit KCl (Endkonzentration
300 mM) versetzt. Die proteinhaltige Losung wurde mit einer Peristaltikpumpe
(Flussgeschwindigkeit 5 ml/min) auf eine Ni-NTA-Chromatographiesdule (V = 14 ml)
aufgetragen. Die Sdule wurde im Anschluss mit 100 ml Puffer A (0.05 M Kaliumphosphat,
0.3 M KCl, 20 mM Imidazol, pH 7.0) bei einer Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min gespiilt.
Die Elution des Fusionsproteins erfolgte iiber ein Volumen von 100 ml mittels eines
Gradienten von 20-200 mM Imidazol und weiteren 50 ml Puffer B (0.05 M Kaliumphosphat,
0.3 M KCI, 200 mM Imidazol, pH 7.0). Die Flussgeschwindigkeit betrug 2 ml/min und es
wurden 2 ml pro Fraktion gesammelt. Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE nach
LAEMMLI (Laemmli 1970) analysiert und die zielproteinhaltigen Fraktionen wurden vereinigt.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration des Fusionsproteins bestimmt (sieche Kap.
3.2.1.). Die Spaltung des Fusionsproteins erfolgte mit Hilfe der SUMO-Protease
(freundlicherweise zur Verfiigung gestellt durch Dr. Eva Bosse-Doenecke und Frau Dipl.-
Biochem. Annett Weidner). Das Enzym wurde in einem molaren Verhéltnis von 1:5000
eingesetzt. Der Verdau wurde tiber Nacht bei 8 °C unter Riihren inkubiert. Die
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Vollstindigkeit des Verdaus wurde iiber SDS-PAGE ermittelt. Um das SUMO-Protein von
der hsPDH-E2LII zu trennen, wurde ein zweiter Ni-NTA-Lauf durchgefiihrt. Ein His-tag
befindet sich am N-Terminus des SUMO-Proteins und der SUMO-Protease, so dass diese am
Sdulenmaterial binden und die hsPDH-E2LII im Durchlauf eluiert wird. Die Proteinlésung
wurde 1:3 mit Puffer A verdiinnt, um die Imidazolkonzentration zu senken und dadurch die
Bindekapazitit des SUMO-Proteins und der SUMO-Protease zu erhohen. AnschlieBend
wurde die Losung mit einer Peristaltikpumpe (Flussgeschwindigkeit 3 ml/min) {iber die Ni-
NTA-Sdule gepumpt. Das SUMO-Protein wurde mit 50 ml Puffer B von der Séule eluiert.
Der Durchlauf und das Eluat wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Der zielproteinhaltige
Durchlauf wurde in Konzentratoren (Ausschluss 10 kDa, Zentrifugation bei 4000 rpm und
4 °C) auf 4 ml konzentriert. Durch eine Gelfiltration {iber eine Superdex 75-Sdule wurden
weitere Verunreinigungen abgetrennt und die hsPDH-E2LII in ihren Lagerpuffer {iberfiihrt
(0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI, pH 7.6). Die Flussgeschwindigkeit betrug 1.5 ml/min
und pro Fraktion wurden 0.75 ml gesammelt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
analysiert und die zielproteinhaltigen Fraktionen vereinigt. In einigen Féllen war die
Proteinprobe noch mit SUMO-Protein verunreinigt. Deshalb wurde ein dritter Ni-NTA-Lauf
angeschlossen, bei dem die Proteinlésung erneut tliber die Saule gepumpt (Peristaltikpumpe 3
ml/min) und der Durchlauf aufgefangen wurde. Die Reinheit der Proteinlosung wurde erneut
mit Hilfe von SDS-PAGE ermittelt. Das gereinigte Protein wurde mittels Konzentratoren auf
eine Konzentration von ca. 40-50 mg/ml konzentriert. AnschlieBend wurden Aliquots in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Aus 8-10 g Zellmaterial konnten
80-100 mg gereinigte hsSPDH-E2LII gewonnen werden.

2.2.3. Expression und Reinigung der hsPDH-E1

Die Zellanzucht zur Expression der hsPDH-E1 erfolgte mittels Fermentation. Zellen einer
Glyzerinkultur des Stammes E. coli M15 (DH5a), die das Plasmid pQE-9-6HE1o/E1p zur
Expression der hsPDH-EI enthalten, wurden auf eine LB-Agar-Platte (25 ug/ml Kan,
100 pg/ml Amp) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Eine Kolonie dieser Platte
diente zum Animpfen der Vorkultur (2 x 200 ml LB-Medium, Kan 25 pg/ml, Amp
100 pg/ml). Die Inkubation erfolgte iiber Nacht unter Schiitteln bei 37 °C. Die Zellen der
Vorkultur wurden abzentrifugiert (20 min, 6000 rpm, 4 °C) und in 100 ml frischem LB-
Medium resuspendiert. Die Resuspension diente als Inokulum fiir die 6-Liter-Fermentation
mit Hefeextrakt. Die Vorbereitung der Fermentation erfolgte nach einem allgemeinen
Standardprotokoll.

Der Fermentation wurden Ampicillin (100 pg/ml) und Kanamycin (25 pg/ml) als Antibiotika
zugesetzt. Die Fermentationparameter wurden wie folgt eingestellt: pH 7.0 (mit 10 % H3PO4
und 10 % KOH), T = 37 °C, pO, = 30 %. Fiir den Riihrer und den Luftstrom wurde ein
Kaskadenprogramm aktiviert, das sich am Sauerstoffgehalt orientierte. Das Zellwachstum
wurde durch Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm (ODgoy) verfolgt. Der
Glukosegehalt wurde durch entsprechende Messstdbchen ermittelt. Als die Glucose
verbraucht war, wurde mit dem Zufiittern einer Glyzerin-haltigen Losung (300 g/L
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Hefeextrakt, 250 ml/L Glyzerin) begonnen. Bei einer ODgoy von 40-60 wurde die Temperatur
auf 25 °C eingestellt. Die Produktion der hsPDH-E1 wurde nach Erreichen der Temperatur
von 25°C durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 1 mM) und Thiamin
(Endkonzentration 100 pg/ml) gestartet. Die Expression erfolgte liber Nacht. Vor der
Zellernte wurde eine ODgoo von 80-100 erreicht. Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation
fir 20 min bei 6000 rpm und 4 °C. Das Zellpellet (800-1300 g Feuchtgewicht) wurde
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Fiir die Proteinreinigung der hsPDH-E1 wurden 100-150 g Zellen in Resuspensionspuffer
(0.05 M Kaliumphosphat, 1 mM EDTA, 1 mM DTE, 10 mM Imidazol, pH 7.0) aufgetaut, so
dass die Zellsuspension ein Endvolumen von maximal 300 ml hatte. Der Suspension wurde
1 mM PMSF zugesetzt und anschlieBend ein Lysozym- und DNase I-Verdau durchgefiihrt
(1 mg/ml Lysozym, 5 pg/ml DNase I, 5 mM MgSO,). Der Ansatz wurde fiir 30 min bei 8 °C
geriihrt. AnschlieBend erfolgten der Zellaufschluss und das Abtrennen der Zelltriimmer wie in
Kap. 3.2.2. beschrieben.

Die Proteinlosung wurde 1:4 mit Resuspensionspuffer verdiinnt und mit 300 mM KCl
versetzt. Dann wurde die Losung mittels einer Peristaltikpumpe (Flussgeschwindigkeit
3 ml/min) auf eine Ni-NTA-Chromatographiesdule aufgetragen. Unspezifisch gebundene
Proteine wurden durch einen Waschschritt mit 150 ml Puffer A (0.05 M Kaliumphosphat,
0.3 M KCl, 20 mM Imidazol, pH 7.0) bei einem Fluss von 2 ml/min entfernt. Ein Gradient
von 20-200 mM Imidazol iiber 100 ml und anschlieBend 50 ml Puffer B (0.05M
Kaliumphosphat, 0.3 M KCI, 200 mM Imidazol, pH 7.0) dienten zur Elution des Zielproteins.
Die Flussgeschwindigkeit des Elutionsschritts betrug 2 ml/min und pro Fraktion wurden 2 ml
gesammelt. Die Analyse der Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE. Die zielproteinhaltigen
Fraktionen wurden vereinigt und die Losung in Konzentratoren auf 4 ml aufkonzentriert.
Anschliefend folgte ein weiterer Reinigungsschritt mit Hilfe der Gelfiltration. Die
Vorgehensweise erfolgte wie in Kap. 3.2.2. beschricben unter den gleichen
Pufferbedingungen. Nach der Priifung der Reinheit durch SDS-PAGE wurden die
entsprechenden Fraktionen vereinigt. Die Konzentration der hsPDH-E1 wurde durch
Konzentrieren auf 30-40 mg/ml eingestellt. Aliquots des gereinigten Enzyms wurden in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Aus 100 g Zellmaterial konnten
ca. 60 mg hsPDH-E1 gereinigt werden.

2.2.4. Konzentrationsbestimmung der untersuchten Proteine mittels UV/Vis-
Spektroskopie

UV/Vis-Spektroskopie ist eine Methode, bei der die Wechselwirkungen der zu analysierenden
Probe mit elektromagnetischen Wellen im ultravioletten und sichtbaren Wellenléngenbereich
genutzt werden. Eine Detektion von Absorption ist dann moglich, wenn die Probe
chromophore Gruppen besitzt. In der Biochemie wird diese Methode auf vielfiltige Weise
genutzt. Enzymatische Reaktionen konnen verfolgt werden, wenn sich die
Absorptionseigenschaften der Losung z.B. durch Verbrauch eines chromophoren Substrats
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oder die Bildung eines chromophoren Produkts wéhrend eines Umsatzes dndern. Die
Grundlage der Absorptionsspektroskopie bildet das Lambert-Beer sche Gesetz (Gl. 2.2).

E=c-d-¢ Gl. 2.2
E — Extinktion, ¢ — Konzentration, d — Weglénge des Lichtes, € — Extinktionskoeffizient

In Proteinen dienen sowohl die Polypeptidkette, als auch die Seitenketten der aromatischen
Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin als Chromophore.

Wiihrend die Peptidbindung Absorptionsmaxima bei 190 nm (¢ ~ 7000 M'em™) und 220 nm
(e ~ 100-200 M'cm™) zeigt, treten die Absorptionsmaxima der chromophoren AS im
lingerwelligen Bereich auf. So besitzt Tryptophan bei 280 nm (¢ ~ 6000 M'cm™), Tyrosin
bei 275nm ( € ~ 1500 M'em™) und Phenylalanin bei 260 nm (¢ ~ 200 M'cm™) ein
Maximum (Lottspeich und Engels 2006). Als weiteres Chromophor muss Cystin (zwei
verbriickte Cysteinreste) mit einem Extinktionskoeffizienten von 120 M'em™ bei 280 nm
genannt werden. Die Absorption von Proteinen bei 280 nm ist jedoch im Wesentlichen auf
Tryptophan und Tyrosin zuriickzufiihren und wird zur Konzentrationsbestimmung von
Proteinen durch UV/Vis-Spektroskopie genutzt. Anhand der Aminosiduresequenz
(Molekulargewicht) der  verwendeten Proteine und der exakten  molaren
Extinktionskoeffizienten von Tyrosin (év280nm = 1280 M'lcm'l) und Tryptophan (&m280nm =
5680 M'cm™) bei 280 nm kann der Extinktionskoeffizient genau bestimmt werden (Gill und
von Hippel 1989). Die Absorption von Cystin kann bezogen auf die in dieser Arbeit
verwendeten Proteine vernachléssigt werden, da das Cytosol von E. coli (Produktionsort der
Proteine) ein reduzierendes Milieu darstellt.

Die molaren Extinktionskoeffizienten zur Bestimmung der Proteinkonzentration der flir diese
Arbeit relevanten Proteine wurden nach der Methode von GILL und von HIPPEL berechnet.
Die Daten sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Tabelle 2.1.

Mitt] E-l

ittlerer

) Mittleres Molekulargewicht | entspricht
Protein molarer €
1 -1 (g/mol) c
(M cm™)
(mg/ml)

hsPDH-E1 (a2f3,) 33660 38060 1.13
SUMO-hsPDH-E2LII (lipoyliert) 9970 25867 2.39
hsPDH-E2LII (lipoyliert) 9530 12469 1.30
hsPDH-E2LII (nicht lipoyliert) 9530 12281 1.29
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2.2.5. Thermodynamische und kinetische Methoden

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden mit den Programmen Kaleidagraph, SigmaPlot
und Origin ausgewertet.

2.25.1. Analytische Ultrazentrifugation

Das Oligomerengleichgewicht der hsPDH-E1 und ihrer Varianten sollte mit Hilfe der
Methode der analytischen Ultrazentrifugation untersucht werden. Diese Methode ermoglicht
die Bestimmung des Molekulargewichts, des Sedimentationskoeffizienten und liefert
Informationen iiber Homogenitit, Assoziationszustdnde und Form eines Proteins. Durch die
Zentrifugation bei hohen Drehzahlen wirkt auf die zu analysierenden Partikel eine
Zentrifugalkraft. Dieser wirken Reibungskraft und Auftriebskraft entgegen. Wiahrend der
gesamten Zentrifugation stellt sich eine konstante Wanderungsgeschwindigkeit ein, die fiir
die Partikel charakteristisch sind. Der partikelspezifische Sedimentationskoeffizient s ergibt
sich aus der Zusammensetzung der genannten Kréfte und wird durch die Gleichung 2.3

beschrieben.
s= 4 Md-w) Gl 23
oT Nf

s — Sedimentationskoeffizient (Svedberg: 1077 s), u — Geschwindigkeit, ® — Winkelgeschwindigkeit (Radien/s), r
— radiale Entfernung vom Rotationszentrum, M — Molekulargewicht (g/mol), v — partielles spezifisches
Volumen, p — Dichte des Losungsmittels, N — Avogadrosche Zahl, f — Reibungskoeffizient (Ralston 1993).

Anhand der Anderung des  Sedimentationskoeffizienten  bei  verschiedenen
Proteinkonzentrationen und dem bekannten Molekulargewicht der hsPDH-E1 kann auf ein
Dimer-Tetramer-Gleichgewicht geschlossen und der Kp-Wert fiir dieses Gleichgewicht
bestimmt werden.

Die Proteinproben wurden wie folgt fiir die Experimente vorbereitet. Ein Milliliter der
Proteinlosung (1 mg/ml hsPDH-E1, 0.1 mM ThDP, 1 mM MgSO,) wurde iiber Nacht bei
8 °C gegen 40 ml der Pufferlosung (0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI, pH 7.6, 0.1 mM
ThDP, ImM MgSO,) dialysiert. Um das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht unter
Umsatzbedingungen zu untersuchen, wurde dem Ansatz Pyruvat (Endkonzentration 2 mM)
zugesetzt. Bei der Analyse des Apoenzyms wurden kein ThDP und MgSO, zugegeben.
Anschliefend wurde eine Konzentrationsreihe von 0.02-1 mg/ml Protein hergestellt und
analysiert. Die Sedimentationsgeschwindigkeits-Laufe erfolgten bei einer Absorption von 230
bzw. 280 nm und 40000 rpm. Der Sedimentationsgleichgewichts-Lauf erfolgte bei 8000 rpm.
Fir dieses Experiment wurde eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml gewdhlt. Die
Experimente wurden in einer Doppelsektorzelle bei 20 °C durchgefiihrt. Als Rotor diente der
An50Ti in einer Beckman Optima XL-A Zentrifuge. Die experimentellen Daten wurden mit
Hilfe der von Beckman Instruments (Palo Alto, CA) zur Verfiigung gestellten Software
ausgewertet und anschlieBend mit dem Programm SigmaPlot weiter bearbeitet. Zur
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Bestimmung des Kp-Werts des Dimer-Tetramer-Gleichgewichts (2D <> T) wurde folgende
Gleichungen verwendet:

Sp - [D]+ St~ [T]

[D]+[]

s = (GL. 2.4)

Gleichung 2.4 beschreibt, woraus sich der aus den Orginaldaten ermittelte s-Wert
zusammensetzt. Er ist vom Sedimentationsverhalten des Dimers (sp) und Tetramers (st)
sowie deren Konzentrationen in Losung abhédngig ([D] und [T]). Die Gleichgewichtskonstante
K kann entsprechend dem Massenwirkungsgesetz durch Gleichung 2.5 beschrieben werden.

(Gl. 2.5)

Nun kann nach einfacher Umstellung der Gl. 2.5 der Term T in GI. 2.4 ersetzt werden und es
resultiert Gleichung 2.6.

s, -[D]+s, -(K-[DF)
Dl K-[oT (GL. 2.6)

S =

AnschlieBend muss noch der Term D ersetzt werden. Dies erfolgt unter Beriicksichtigung der
molaren Konzentration Py bezogen auf die Gesamtkonzentration und erneuter Umstellung der
Gleichung 2.5 nach (D)’ (Gl 2.8). Nach Umstellung und Lésung der entstandenen
quadratischen Gleichung erhilt man einen Term fiir D, der durch K und Py beschrieben wird
(GL 2.11).

P, =[D]+2[T] (Gl. 2.7)
[Df =K-[T] (Gl. 2.8)
pF =X ¢, -[p)= X2 <) ©1.29
0=[Df + % [p]-& 2P° (Gl. 2.10)
[D], =—§i [T—;+ K'2P°J (GL. 2.11)
[D] =—§+ (}1(—6: K'2P°] (G 2.12)

Fiir die Auswertung wurde D aus Gleichung 2.12 in Gleichung 2.6 eingesetzt und die
experimentell gewonnenen s-Werte in Abhdngigkeit von Py, angepasst. Da es sich beim
Sedimentationskoeffizienten um eine apparente Grofle handelt, wird der s-Wert in Kapitel
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3.1.1.3. als sup, bezeichnet. Die Auswertung der Originaldaten erfolgte freundlicherweise
durch PD Dr. Hauke Lilie.

2.25.2. Isothermale Titrationskalorimetrie

Die isothermale Titrationkalorimetrie (ITC) dient der Analyse von Bindungereignissen durch
Abgabe oder Aufnahme von Wirme infolge der Wechselwirkung zwischen zwei
Bindungspartnern. Die Auswertung eines ITC-Experiments liefert die Bindungsenthalpie AH,
Bindungsentropie AS, Bindungsenergie AG, Anzahl der Bindungsstellen (n) und die
entsprechenden Kp-Werte.

Die Arbeitsgruppe um CHUANG konnte 2004 fiir den humanen Verzweigtketten-o-Ketosaure-
Dehydrogenase-Komplex (BCKDC) zeigen, dass die Wechselwirkung zwischen der lip-LBD
(AS-Reste 1-84) und der E1b (analoges Protein des BCKDC zur hsPDH-E1) durch ITC-
Messungen analysiert werden kann (Wynn et al. 2004). Diese Methode sollte auch fiir die in
dieser Promotion verwendeten Proteine hsSPDH-E1 und hsPDH-E2LII angewandt werden.

Das Experiment wurde an einem VP-ITC MicroCalorimeter von MicroCal™ durchgefiihrt.
Der Puffer enthielt die Komponenten 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCl, pH 7.6, 0.1 mM
ThDP und 1 mM MgSO,. Als Titrant diente eine Losung, die 800 uM (9.98 mg/ml) hsPDH-
E2LII enthielt. Die Reaktantenlosung enthielt 40 uM aktive Zentren der hsPDH-E1
(3.08 mg/ml). Die Geriteparameter waren: T = 20 °C, Anzahl der Injektionen 29 (a 10 pl),
reference power 15 pcal/s, initial decay 300 s und Riihrgeschwindigkeit 90 rpm.

Die Daten der ITC-Messungen wurden mit dem Programm Origin ausgewertet.

2.2.5.3. CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie basiert auf der Wechselwirkung von linear polarisiertem Licht mit
optisch aktiven Substanzen. Der links und der rechts circularpolarisierende Anteil des Lichtes
werden in Abhéngigkeit von der Wellenldnge A durch diese Substanzen unterschiedlich stark
absorbiert. Dieses Phidnomen kann in Form der Messgrofe Elliptizitit ® spektroskopisch
erfasst werden.

Fiir Proteine ergeben sich entsprechend ihrer Absorptionseigenschaften im UV/Vis-Bereich
zwei relevante Wellenldngenbereiche. Im Fern-UV-CD (160-250 nm) wird die Absorption
durch Peptidbindungen detektiert. Dies ermoglicht die Analyse der Sekundarstruktur von
Proteinen. Nah-UV-CD-Spektren (250-400 nm) ergeben die Moglichkeit der Untersuchung
der aromatischen Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin) und deren
Umgebung bzw. Wechselwirkungen mit anderen Substanzen.

In dieser Arbeit wurden sowohl Fern- als auch Nah-UV-CD angewandt. Zur Untersuchung
der Sekundérstruktur der beiden Proteine hsSPDH-E1 und hsPDH-E2LII wurde mit Fern-UV-
CD gearbeitet. Zur Analyse der Intermediate des ThDP wurden Nah-UV-CD-Spektren
aufgenommen.
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Thiamindiphosphat ist ein prochirales Molekiil, das in freier Losung kein CD-Spektrum
aufweist. Durch die Wechselwirkung mit der Proteinkomponente wéhrend der Bildung des
Holoenzyms bzw. wihrend der Bildung von Intermediaten durch die Reaktion des
Holoenzyms mit Substraten oder Analoga, kann es zur Absorption kommen, die durch CD-
Spektroskopie detektierbar ist.

Bereits 1980 konnte fiir die Holo-Pyruvatoxidase gezeigt werden, dass durch die Bindung des
Substratanalogons Methylacetylphosphonat eine Verdnderung des CD-Spektrums der Probe
im Bereich von 290-300 nm auftritt (O'Brien et al. 1980).

Die CD-Experimente wurden am Jasco-Spektrometer J-810 durchgefiihrt.
e Sekundarstruktur der hsPDH-E2LII

Die Fern-UV-CD-Spektren der hsPDH-E2LII (0.2 mg/ml, 16 uM) wurde in 20 mM
Kaliumphosphat, pH 7.6 und 20 °C gemessen. Folgende Parameter wurden eingestellt:
Astart = 260 nm,  Apna=190nm, Datenintervall 0.2 nm, kontinuierlicher = Modus,
Standardempfindlichkeit (100 mdeg), Aufnahmegeschwindigkeit 100 nm/s, response 1 s,
Spaltbreite 1 nm, 10 Akkumulationen.

e Bestimmung des Kapp-Werts fiir die Bindung von Methylacetylphosphonat

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (K,p,) fiir die Bindung von Methyl-
acetylphosphonat (MAP) und die verschiedenen hsPDH-E1 Varianten erfolgte durch die
Verfolgung der Bildung einer charakteristischen Bande bei einer Wellenlédnge von 290 nm.
Durch die Bindung des Substratanalogons an ThDP entsteht 2-Phosphonolaktyl-ThDP
(PLThDP). Das Enzym ist nicht in der Lage PLThDP umzusetzen und bleibt auf dieser
Reaktionsstufe stehen. Dabei bildet sich das 1°,4’-Iminotautomer des Cofaktors. Im Falle der
hsPDH-E1 wird diesem Tautomer das Signal bei 290/305 nm zugeordnet.

In einem Volumen von 150 pl wurden hsPDH-E1 (Wildtyp und Varianten) in einer
Konzentration von 2 mg/ml in Gegenwart von 0.1 mM ThDP und 1 mM MgSO;, fiir 5 min
rekombiniert. Im Falle der Messungen mit hsSPDH-E2Lipll wurde dem Ansatz die Doméne
dquimolar zu den aktiven Zentren der E1-Komponente (25.97 uM = 0.324 mg/ml) zugesetzt.
Der Messpuffer enthielt 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCl bei pH 7.6. Fiir die Untersuchung
der pH-Abhédngigkeit wurden pH-Werte zwischen 6 und 8 eingestellt. Zunédchst wurde ein
CD-Spektrum des Holoenzyms aufgenommen. Danach wurde MAP in entsprechenden
Konzentrationen zum Holoenzym titriert. Nach der Zugabe des Substratanalogons wurde der
Ansatz jeweils 15 min bei 20 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das CD-Spektrum
aufgenommen. Die Parameter flir die Spektrenaufnahme wurden wie folgt gewdhlt:
Astart = 370 nm,  Apnqa=270nm, Datenintervall 0.2 nm, kontinuierlicher = Modus,
Standardempfindlichkeit (100 mdeg), Aufnahmegeschwindigkeit 200 nm/s, response 0.5 s,
Spaltbreite 1 nm, 12 Akkumulationen, T = 20 °C. Als Messkiivette diente eine schwarze
reduzierte Quarzkiivette mit einer Zentrumshohe von 15 mm und einer Schichtdicke von
10 mm (Hellma, Typ-Nr. 105.201-QS). Fiir die Auswertung wurden die einzelnen Spektren
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nach Volumen und Puffer (0.1 mM ThDP, 1 mM MgSOQO,) korrigiert und anschliefend auf
einen Amplitude von 0 mdeg bei 370 nm normiert. Die Elliptizititen im Bereich von 290-
293 nm wurden gemittelt und gegen die MAP-Konzentration aufgetragen. Die Punkte wurden
mit Hilfe einer Hyperbel nach Gleichung 2.13 angepasst:

_ O, [MAP) (GL 2.13)
Ko + [MAP]

© — Elliptizitit, K,,, — Dissoziationskonstante, [MAP] — Konzentration von Methylacetylphosphonat.
e Untersuchung der IP- und der AP-Bande des ThDP gebunden an die hsPDH-E1

Firr das Holoenzym hsPDH-E1 wurde eine Bande bei 330 nm beschrieben, die von dem
Aminotautomer des ThDP herriihren soll. Diese Bande verschwindet wéhrend der Reaktionen
mit Pyruvat oder MAP, da wihrend der Bildung des Intermediats 2-Laktyl-ThDP (LThDP)
bzw. PLThDP die Iminoform des ThDP auftritt. Diese hat im Falle der hsPDH-EI ein
spektroskopisches Signal bei 290/305 nm, weist jedoch keine Bande bei 330 nm auf
(Korotchkina et al. 1995; Nemeria et al. 2007b).

Die spektroskopischen Parameter und das Puffersystem fiir diese Versuche entsprechen den
im vorherigen Abschnitt beschriebenen Bedingungen. Die Proteinkonzentration der hsPDH-
E1 wurde in einem Volumen von 150 pl auf ca. 6 mg/ml eingestellt. Zunichst wurde ein
Spektrum des Apoenzyms aufgenommen. Im Anschluss wurde das Enzym fiir 5 min in
Gegenwart von 0.25 mM ThDP oder N3’-Pyridyl-ThDP und 1 mM MgSO4 rekombiniert und
erneut jeweils ein Spektrum aufgenommen. Fiir die Reaktion wurden Pyruvat
(Endkonzentration 1.3 mM) oder MAP (Endkonzentration 13.2 mM) als Liganden eingesetzt
und Spektren nach 5 bzw. 15 min Reaktionszeit aufgenommen. Die Spektren wurden fiir die
Auswertung nach Volumen und Puffer korrigiert und anschlieBend wie oben beschrieben bei
370 nm normiert.
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2.2.5.4. UV/Vis - Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie beruht auf denen in Kapitel 2.2.4. beschriebenen Grundlagen.
Alle konventionellen UV/Vis-spektroskopischen Experimente wurden am Jasco V560-
Spekrophotometer durchgefiihrt.

e DCPIP-Test

Die Aktivitdt der hsSPDH-E1 nach der Proteinpréparation wurde mit Hilfe des artifiziellen
Elektronenakzeptors 2,6-Dichlorphenolindophenol (DCPIP) gemessen. Die oxidierte Form
des DCPIP hat eine blaue Farbe. Durch Reduktion wird DCPIP farblos. Diese Reaktion lisst
sich bei einer Wellenldnge von 600 nm verfolgen (Hiibner et al. 1986). Im Fall der hsPDH-E1
werden Elektronen des Intermediats 2-Hydroxyethyl-ThDP (HEThDP), das nach Bindung
und Decarboxylierung von Pyruvat entsteht, auf DCPIP iibertragen. Die ermittelten Werte
spiegeln jedoch nicht die wahre Reaktionsgeschwindigkeit der E1-Komponente wieder, da die
Elektroneniibertragung durch den relativ langen Substratkanal (ca. 14 A) auf den sperrigen
Elektronenakzeptor deutlich langsamer verlduft, als die Bindung und Decarboxylierung von
Pyruvat (Seifert et al. 2006). Trotzdem wurde der Test zur Bestimmung verschiedener
Konstanten (Kwmap (ThDP) und Ky, (Pyruvat)) der El-Komponente genutzt. Das
Ansatzvolumen betrug 1ml in einer Plastikkiivette. Die hsPDH-E1 wurde in einer
Konzentration von 0.1-0.3 mg/ml eingesetzt und in Gegenwart von 0.1 mM ThDP und 1 mM
MgSO, fiir 5 min rekombiniert. Dem Ansatz wurde einer finalen DCPIP-Konzentration von
82.5 uM realisiert. Nach Messung eines Blindwerts iiber 12 min (unspezifische Reduktion
durch Protein) wurde die Reaktion durch Zugabe von Pyruvat (Endkonzentration 2.5 mM)
gestartet und fiir 4 min bei 600 nm verfolgt. Die Reaktionstemperatur betrug 30 °C und der
Puffer enthielt 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCl bei pH 7.6. Fiir die Bestimmung der
apparenten Ky-Werte fiir ThDP wurde die Cofaktor-Konzentration variiert und bei konstanter
Pyruvatkonzentration (5 mM) gemessen.

Die Auswertung des Anfangsanstiegs der Progresskurven erfolgte unter Verwendung des
Extinktionskoeffizienten von DCPIP bei 600 nm (€400 = 17700 M'lcm'l) und der eingesetzten
Enzymkonzentration (Gl. 2.14). Die spezifischen Aktivititen lagen fiir den Wildtyp und die
Varianten im Bereich von 40-60 U/g.

AE/At

spez =
[E 1 ] Kiivette - € 600nm d

(Gl. 2.14)

Agpe, — spezifische Aktivitit (U/g), AE/min — Extinktionsabnahme pro Zeit in min bei 333 nm, d — Wegldnge des Lichtstrahls
(cm), €g00nm = 17700 M'tem™, [E1]kivette — Konzentration der hsSPDH-E1 (oder Varianten) in der Kiivette (g/1).
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e Kontinuierlicher Aktivitatstest fur die reduktive Acetylierung

Die Liponséure, der Cofaktor der hsSPDH-E2LII, zeigt in ihrer oxidierten Form (Dithiolanring
geschlossen) eine spektroskopische Bande bei 333 nm (Barltrop et al. 1954; Reed et al. 1958).
Dieses Signal tritt im reduzierten Zustand nicht auf, da der Dithiolanring gedffnet vorliegt.
Aus diesem Grund diente das Signal als optische Sonde fiir einen Aktivititstest, bei dem die
reduktive Acetylierung verfolgt werden sollte. Zunichst wurde der Extinktionskoeffizient fiir
die hsPDH-E2LII in Messpuffer (0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI, pH 7.6) bestimmt
(Giittler 2008). Das Experiment ergab einen molaren Extinktionskoeffizienten €333, von
131.6 M'em™. Fiir Pyruvat wurde bei einer Wellenlidnge von 333 nm in dem verwendeten
Messpuffer ein Extinktionskoeffizient von 18.9 M'em™ bestimmt. Beide Spezies werden bei
der hier untersuchten Reaktion in einem &quimolaren Verhiltnis (1 Molekiil Pyruvat und
1 Molekiil hsPDH-E2LII) verbraucht. Fiir die Auswertung muss demnach ein additiver
Extinktionskoeffizient von 150.5 M'em™ verwendet werden.

Die Messungen erfolgten in einem Volumen von 180 ul oder 450 pl in einer schwarzen
reduzierten Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 10 mm und einer Fensterbreite von
2 mm (Hellma, Typ-Nr. 104B-QS). Die Konzentration der hsPDH-E1 lag zwischen 0.1 und
1 mg/ml. Die Rekombination zum Holoenzym erfolgte fiir 5 min lang bei Raumtemperatur
(RT) in Gegenwart von 0.25 mM ThDP und 1 mM MgSO4 bzw. verschiedenen ThDP-
Konzentrationen fiir die Bestimmung der apparenten Kyy —Werte fiir ThDP der verschiedenen
El-Varianten. Nach der Rekombinationszeit wurden dem Reaktionsgemisch 1 mM bzw.
0.35 mM hsPDH-E2LII (entspricht 12.469 mg/ml bzw. 4 mg/ml) zugesetzt. Die Losung
wurde 5 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurde ein Spektrum aufgenommen. Die
Parameter wurden wie folgt gewéhlt; Agwr = 650 nm, Agng = 290 nm, Datenintervall 0.2 nm,
Aufnahmegeschwindigkeit 100 nm/s, Spaltbreite 0.1 nm, T = 30 °C. Danach wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1 bzw. 10 mM Pyruvat gestartet und die Reaktionskinetik bei
333 nm fiir 30 min verfolgt. Dann wurde erneut ein Spektrum aufgenommen. Die Spektren
wurden fiir die Auswertung wie folgt bearbeitet. Das Spektrum vor der Reaktion und das nach
der Reaktion mit 1 mM Pyruvat wurde durch ein Pufferspektrum mit 0.25 mM ThDP und
1 mM MgSO; korrigiert. Die Kinetiken zeigten, dass man im Fall der Messungen mit 1 mM
Pyruvat und 1 mM hsPDH-E2LII davon ausgehen darf, dass beide Substrate wéihrend der
30 miniitigen Reaktionszeit vollstdndig verbraucht wurden. Dies rechtfertigt die beschriebene
Korrektur. Aufgrund des Signals von Pyruvat bei 333 nm muss das Spektrum nach der
Reaktion mit 10 mM Pyruvat mit Hilfe eines Pufferspektrums korrigiert werden, dass neben
ThDP und MgSO,4 noch ca. 9 mM Pyruvat enthélt. Das ist eine hinreichende Korrektur, da das
molare Umsatzverhéltnis zwischen Liponsdure und Pyruvat 1:1 betrédgt (siche oben).

Fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter der reduktiven Acetylierung der hsSPDH-E2LII
durch die hsPDH-E1 bei konstanter Pyruvatkonzentration (10 mM) wurde die hsPDH-E2LII-
Konzentration zwischen 0.3 und 2.75 mM variiert. Die Reaktionskinetiken wurden unter den
genannten Bedingungen fiir 10 min verfolgt und wie anschlieBend beschrieben ausgewertet.
Der Anfangsanstieg in AE/At in 1/min der jeweiligen Progresskurve diente zur Berechnung
der spezifischen Aktivitit Ay, in U/mg unter Verwendung des Lamber-Beer’schen Gesetzes:
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AE/At

spez =
[E 1 ] Kiivette - € 333nm d

(Gl. 2.15)

Agpe, — spezifische Aktivitit (U/mg), AE/At — Extinktionsabnahme pro Zeit in min bei 333 nm, d — Weglénge des
Lichtstrahls (cm), €333 = 150 M'em’, [E1]kivete — Konzentration der hsPDH-E1 (oder Varianten) in der Kiivette
(mg/ml).

Hierbei entspricht €333,m dem additiven Extinktionskoeffizient der beiden Substrate Pyruvat
und hsPDH-E2LipIl bei 333 nm. Mit Hilfe der spezifischen Aktivitdt konnte die
Katalysekonstante Kqbs nach folgender Gleichung bestimmt werden.

K, = (GL. 2.16)
obs EO .o

Der Wert Ey entspricht der Stoffmenge n des Proteins in einem Milligramm Protein. Das
Molekulargewicht eines aktiven Zentrums der hsPDH-E1 betrdgt ca. 77000 g/mol. Daraus
ergibt sich fir Ej ein Wert von 12.987 nmol in einem Milligramm. Der erhaltene Kops-Wert
wird in s™' angegeben.

Weiterhin wurden die erhaltenen Progresskurven fiir die ThDP-Abhangigkeit mit Hilfe einer
Gleichung fiir einen einfach exponentiellen Reaktionsverlauf angepasst (Gl. 2.17). Die
erhaltenen Kops-Werte wurden gegen die variierende ThDP-Konzentration aufgetragen.

Abs,, =AAbs__ -(1—e ™ V)4 A (Gl. 2.17)

max

mit Abssizn, — Absorption bei 333 nm, AAbs,, — maximale Anderung der Absorption bei 333 nm, K, —
beobachtete Geschwindigkeitskonstante (s™), Agar — Startabsorption bei 333 nm, t -Reaktionszeit

e Aufnahme von Differenzspektren zur Visualisierung des Absorptionssignals der
1’,4’-iminoform des PLThDP

In Kapitel 2.2.5.3. wird das CD-Signal fiir die 1°’4’-iminotautomere Form des ThDP wéhrend
der Bildung von PLThDP nach der Reaktion der hsSPDH-E1 mit dem Substratanalogon MAP
beschrieben. CD-Signale setzen eine Absorption von Licht voraus. Demzufolge kann das
Signal des PLThDP auch durch UV/Vis — Spektroskopie sichtbar gemacht werden.

Der Reaktionsansatz erfolgte in einem Volumen von 300 pl in einer schwarzen, reduzierten
Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 10 mm und einer Fensterbreite von 2 mm (Hellma,
Typ-Nr. 104B-QS). Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit folgenden Parametern; Asiar =
600 nm, Ag,g = 270 nm, Datenintervall 0.2 nm, Aufnahmegeschwindigkeit 200 nm/s,
Spaltbreite 0.1 nm, T = 30 °C. Der Messpuffer enthielt 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCl,
pH 7.6. Die Proteinkonzentration der hsSPDH-E1 betrug 4 mg/ml. Das Enzym wurde durch
Zugabe von 0.2 mM ThDP und 1 mM MgSO4 mit einer Rekombinationzeit von 5 min bei
Raumtemperatur in seine Holoform iiberfithrt. Dann wurde ein Spektrum (Spektrum 3)
aufgenommen. AnschlieBend wurde MAP zugegeben, so dass eine finale Konzentration von
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10 mM vorlag. Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei 30 °C inkubiert. Danach erfolgte die
Aufnahme des Spektrums (Spektrum 4). Zur Auswertung war die Aufnahme zweier weiterer
Spektren notwendig. Zum einen die Aufnahme des Pufferspektrums (Spektrum 1, die Losung
enthielt 0.2 mM ThDP und 1 mM MgSO,), zum anderen die Aufnahme eines MAP-
Spektrums (Spektrum 2, die Losung enthielt 0.2 mM ThDP, 1 mM MgSO4und 10 mM MAP).
Das Differenzspektrum des PLThDP-Signals konnte durch folgenden Modus ermittelt
werden:

Spektrum 2 — Spektrum 1 = Spektrum A (pufferkorrigiertes MAP-Spektrum)

Spektrum 3 — Spektrum 1 = Spektrum B (pufferkorrigiertes Proteinspektrum)

Spektrum 4 — Spektrum 1 = Spektrum C (pufferkorrigiertes Proteinspektrum nach
PLThDP-Bildung)

Spektrum C — Spektrum A = Spektrum D (Korrektur um MAP-Signal)
Spektrum D — Spektrum B = Spektrum E > Differenzspektrum des Intermediats

e stopped-flow-Technik

Die stopped-flow-Methode ist eine kinetische Methode der Fluoreszenz-, CD- und UV/Vis-
Spektroskopie, wird aber aufgrund der besonderen Gerdtetechnik gesondert beschrieben. Die
Geritetechnik eines stopped-flow-Spektrometers erlaubt das schnelle Messen von Reaktionen
mit einer Totzeit der Mischung von nur 2 ms. Die miteinander reagierenden Proben werden
durch hohen Druck gleichzeitig in die Messzelle geschossen und die Datenaufnahme beginnt
direkt mit der Mischung. Daher ermdglicht das Messen mit der stopped-flow-Technik die
kinetische Analyse sehr schneller Reaktionen und die Auflosung von Reaktionsphasen, die an
konventionellen UV/Vis-Spektrometern nicht moglich ist. Die Experimente wurden an
stopped-flow-Gerdten der Firma Applied Photophysics (SX-18MV und SX-20 mit
Photodioden-array) durchgefiihrt.

0 Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat

Aufgrund des kleinen Extinktionskoeffizienten von Pyruvat (18.9M'ecm™ unter den
gewdhlten Pufferbedingungen) und der verhdltnismaBig kleinen Geschwindigkeitskonstante
der C-C-Bindungsbildung der isolierten El-Reaktion (kja’ = 2.3 s bestimmt mittels 'H-
NMR) eignet sich die direkte spektroskopische Analyse des Substrats Pyruvat nicht zur
Bestimmung kinetischer Konstanten, da der Proteinverbrauch zur Erzeugung hinreichend
hoher Signalamplituden immens wdre. Daher wurde die Reaktion bei nur einer
Pyruvatkonzentration untersucht. Die Reaktion wurde an einem stopped-flow-Spektrometer
mit Photodioden-array verfolgt, wozu zeitaufgeloste Spektren aufgenommen wurden. Nach
1+1-Mischung der Reaktionslosungen lagen folgende Konzentrationen vor: 7.5 mg/ml
(97.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO4, 1 mM Pyruvat. Die
Reaktion erfolgte bei 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCIl, pH 7.6 und 30 °C. Insgesamt
wurden 200 Spektren im Bereich von 185-720 nm in 10 s aufgenommen.
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0 Reaktion der hsPDH-E1 mit Methylacetylphosphonat

Im diesem Kapitel wurde bereits das Absorptionssignal der 1°,4’-iminoform des PLThDP
beschrieben. Die Bande um 295 nm diente als MessgrofB3e fiir die stopped-flow-Experimente.
Das Experiment erméglichte die direkte Verfolgung der MAP-Bindung durch hsPDH-E1
bzw. die Varianten.

Die Enzymlosung enthielt 4 mg/ml hsPDH-E1 rekombiniert mit 0.2 mM ThDP und 1 mM
MgSO; fiir 5 min bei Raumtemperatur. Die Substratlosung enthielt MAP in verschiedenen
Konzentrationen. Als Puffer diente 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI, pH 7.6. Die Losungen
wurden bei 30 °C mindestens 5 min inkubiert und dann in 1+1-Mischung zur Reaktion
gebracht. Die Messparameter wurden wie folgt gewihlt; A = 295 nm, Datenpunkte 2000,
t=20-100 sec, T = 30 °C. Fiir jede Konzentration wurden 3-5 Progresskurven aufgenommen
und gemittelt. Die Auswertung der Progresskurven wird im Ergebnisteil (Kap. 3.1.1.6.)
beschrieben.

0 Reduktive Acetylierung der hsPDH-E2LI1

Die Versuche dienten der Untersuchung der Acetylierungsreaktion der hsPDH-E2LII durch
die hsPDH-E1 bei hohen Enzymkonzentrationen unter verschiedenen Startbedingungen. Die
hsPDH-E1-Konzentration wurde entsprechend der in den 'H-NMR-Experimenten gewihlt,
um die Ergebnisse optimal miteinander vergleichen zu kénnen. Zudem liegt die hsPDH-E1
unter diesen Bedingungen hauptsichlich in ihrer heterotetrameren Form vor (siche Kap.
2.2.5.1.). Um die gesamte Reaktion gut verfolgen zu koénnen, wurde die stopped-flow-
Methode genutzt. Die Acetylierungsreaktion durch die Anwendung dieser Methode auch
unter verschiedenen Startbedingungen beziiglich der Substratzugabe (Pyruvat und hsPDH-
E2LII) charakterisiert werden. Drei verschiedene Inkubationsansédtze wurden durchgefiihrt.
Im Postinkubationsansatz wurde zundchst hsPDH-E1 (Endkonzentration 15 mg/ml) mit
0.5 mM ThDP und 1 mM MgSO;, bei RT rekombiniert. AnschlieBend wurde hsPDH-E2LII in
einer finalen Konzentration von 2.175 mM zugefiigt und bei 30 °C mindestens 5 min
inkubiert. Diese Losung wurde in einem Mischungsverhdltnis von 1+1 mit einer
2 millimolaren Pyruvatlosung zusammengebracht. Die Reaktion wurde darauthin fiir 50 s bei
30°C und einer Wellenlinge von 333 nm verfolgt. Es wurden 2000 Datenpunkte
aufgenommen. Die Reaktionskomponenten hatten nach der Mischung folgende
Konzentrationen: 7.5 mg/ml hsPDH-E1 (97.4 uM aktive Zentren), 0.25 mM ThDP, 0.5 mM
MgSQO4, 1.0875 mM hsPDH-E2LII, 1 mM Pyruvat. Der verwendete Puffer enthielt 0.1 M
Kaliumphosphat, 0.3 M KCI und pH 7.6. Fiir den simultanen Reaktionsansatz wurden die
gleichen Konzentrationen der Komponenten und Messbedingungen gewihlt. Die hsPDH-E1
wurde wie beschrieben mit ThDP und MgSO,4 rekombiniert. Diesmal wurden die beiden
Substrate gleichzeitig zur E1-Komponente geschossen und anschlieBend die Reaktion bei
333 nm verfolgt. Der Prainkubationstest wurde wie folgt durchgefiihrt. Nach der Bildung des
Holoenzyms der hsPDH-E1 (s.0.) wurde die Reaktion mit Pyruvat gestartet. Nach einer
Reaktionszeit von 2 min wurde die hsPDH-E2LII in einem Verhéltnis von 1+1 mit dem
Reaktionsgemisch zusammengeschossen. Die Reaktion wurde fir 50s verfolgt. Zur
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detaillierten Analyse des Anfangsbereiches wurden die 2000 Datenpunkte wie folgt aufgeteilt:
0.2 s-1000 Punkte, 49.8 s-1000 Punkte. Die Konzentrationen der Komponenten und
Messbedingungen wurden fiir den Prdinkubationstest entsprechend denen des
Postinkubationstests gewéhlt.

Die ermittelten Progresskurven konnten anschlieBend mit Hilfe der integrierten Michaelis-
Menten-Gleichung ausgewertet werden. Die detaillierte Auswertung wird im Ergebnisteil der
Arbeit (Kap. 3.1.2.4.) dargestellt und diskutiert.

Fir den Wildtyp der hsPDH-E1 wurde ein =zusitzliches stopped-flow-Experiment
durchgefiihrt. Mit Hilfe eines Photodioden-arrays konnten zeitaufgeldste Spektren der
reduktiven Acetylierungsreaktion aufgenommen werden. Das Experiment wurde als
Priainkubationsansatz durchgefiihrt. Folgende Bedingungen wurden gewihlt (Angaben nach
1+1 Mischung); 7.5 mg/ml (97.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 12.469 mg/ml (1 mM)
hsPDH-E2LII, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 1 mM Pyruvat, 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M
KCI, pH 7.6 bei 30 °C. Die Spektrenaufnahme erfolgte gestaffelt mit 50 Spektren in 0.25 ms
und weiteren 100 Spektren in 50 s.

2.2.5.5. 'H-NMR

Die kernmagnetische Resonanz (nuclear magnetic resonance, NMR) ist ein Phdnomen, das
auftritt, wenn Atomkerne mit elektromagnetischer Strahlung in Wechselwirkung treten. Die
Anwendbarkeit der NMR-Spektroskopie ist von den Eigenschaften der Atomkerne abhingig.
Ausschlaggebend fiir die Detektion mittels NMR ist die Kernspinquantenzahl I, die ganz-,
halbzahlig oder Null sein kann. Nur Kerne, deren Anzahl an Protonen und Neutronen nicht
beide geradzahlig sind und somit ein I ungleich Null aufweisen, konnen durch NMR
detektiert werden. Besonders gut eignen sich Kerne mit einem hohen gyromagnetischen
Verhiltnis y. Je hoher dieses Verhéltnis ist, desto hoher ist auch die Sensitivitit des Kerns.
Tabelle 2.2 zeigt Kernspin I, gyromagnetisches Verhiltnis y und die relative Sensitivitét
(Detektionseffizienz bei konstantem Magnetfeld und gleicher Anzahl an Atomkernen) fiir H-
und C-Isotope.

Tabelle 2.2. (Lottspeich und Engels 2006)

Kernisotop Kernspin | vy (10 rad T s™) relative Sensitivitit
'H 172 26.7519 1.00
’H (D) 1 4.1066 9.65 * 107
12C 0 _ _
Bc 12 6.7283 1.59 * 107

Die DetektionsgroBBe der NMR ist die chemische Verschiebung & (Einheit ppm). Sie gibt den
Frequenzunterschied zwischen dem gemessenen Signal und dem Signal des Standardmolekiils
Tetramethylsilan (6 = 0) an. Die chemische Verschiebung wird durch die Umgebung eines
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Kerns beeinflusst. Ein Kern kann durch Wechselwirkung mit der ihn umgebenden
Elektronenhiille und benachbarten Atomen Abschirmung oder Entschirmung erfahren. Diese
Wechselwirkungen beeinflussen das NMR-Signal.

Der Cofaktor der hsPDH-E1, Thiamindiphosphat, eignet sich als Sonde in der NMR-
Spektroskopie. Zum einen kann durch H/D-Austausch-Experimente die C2-
Deprotonierungsgeschwindigkeit des Cofaktors bestimmt werden (Kern et al. 1997).

Zum anderen konnen durch Intermediatanalyse die mikroskopischen Geschwindigkeits-
konstanten einzelner Reaktionsschritte der ThDP-abhéngigen Enzyme bestimmt werden. Der
Reaktionsablauf wird somit auf kinetisch mikroskopischer Ebene aufgekldrt. Bei diesem
experimentellen Ansatz dient das nichtaustauschende Proton am C6'-Atom des
Aminopyrimidinrings als innerer Standard die Natur des Intermediats. Alle Substitutionen am
reaktiven C2-Atom des ThDP, wie etwa die Bindung eines Substrats, konnen durch
Verianderung der chemischen Verschiebung des C6'-H-Signals detektiert werden (Tittmann et
al. 2003). Die Signale konnen durch den Vergleich mit synthetisierten Referenzsubstanzen
identifiziert werden. Der Vorteil des ThDP und seiner Intermediate ist, dass sie durch Saure-
guenching vom Protein abgetrennt werden konnen, da sie selbst sdurestabil sind.

e H/D-Austausch

Die H/D-Austausch-Experimente wurden in 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCIl und pH 7.6
bei einer Temperatur von 30°C durchgefiihrt. Eine hsPDH-E1-Losung mit einer
Konzentration von 15.5mg/ml (201.3 puM aktive Zentren) wurde mit einer finalen
Konzentration von 201.3 uM (&dquimolar) ThDP und 2 mM MgSOs zur Rekombination
gebracht. AnschlieBend wurde die Probe 1+1 mit 99.9 %-igem D,O gemischt. Nach
definierten Zeitpunkten wurde die Reaktion durch Zugabe einer Quenchlésung (1 M HCI,
12.5 % w/v TCA in D,0) gestoppt. Reaktionszeiten von 10-500 ms wurden durch den Einsatz
einer rapid-quenched-flow-Apparatur realisiert. Durch das Absinken des pH-Werts unter 1
denaturiert das Enzym und der Enzym-ThDP-Komplex dissoziierte. Das Protein konnte durch
Zentrifugation und Filtration vom Cofaktor getrennt werden. Die Austauschgeschwindigkeit
des ThDP bei diesem pH-Wert betrigt ~107 s, sodass der Austausch wihrend der NMR-
Messung vernachléssigt werden kann (Tittmann 2000).

Zur Analyse der Proben wurde ein Bruker Avance ARX 400 NMR Spektrometer genutzt. Die
Parameter wurden wie folgt gewéhlt:

Protonenresonanzfrequenz — 400.13 MHz,

Pulslédnge zur Wasservorunterdriickung —2 s,

Pulsstdrke zur Wasservorunterdriickung — 55 dB,

Pulslange zur Protonenanregung — 9 ps,

Pulsstédrke zur Protonenanregung — 2 dB,

spektrale Weite — 7 kHz,

Datenpunkte — 32 k

Detektion - Quadraturdetektion.
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Die Daten wurden in ASCII-Format konvertiert und mit dem Programm Kaleidagraph
ausgewertet. Die Gleichungen zur Datenbearbeitung werden in Kapitel 3.1.1.3. beschrieben
und diskutiert.

e 'H-NMR-Intermediatanalyse

Die Verteilung der Intermediate bzw. Thiamindiphosphat wurde fiir die Reaktion von hsPDH-
E1 mit Pyruvat in An- und Abwesenheit der hsSPDH-E2LII unter folgenden Bedingungen
analysiert. Zwischen 10 und 15 mg/ml hsPDH-E1 (129.9-194.8 uM) wurden in einem
Volumen von 200 pl mit einer &quimolarer Menge ThDP und 1 mM MgSO; fiir 5 min bei RT
rekombiniert. Anschliefend wurde die Reaktion durch Zugabe von 200 pl Substratldsung
gestartet. Die Substratlosung enthielt 60 mM Pyruvat fiir die single-turnover-Experimente, ein
Gemisch aus 20 mM Pyruvat und 2.172 mM hsPDH-E2LII fiir die Analyse der
Gesamtreaktion und 20 mM MAP fiir die Bildung von PLThDP. Die Reaktion wurde zu
bestimmten Zeitpunkten durch Zugabe der Quenchlésung beendet und die Proben NMR-
spektroskopisch analysiert. Analog zu den H/D-Austauschexperimenten wurde fiir
Reaktionszeiten unter 2 s eine rapid-quenched-flow-Apparatur verwendet. Die Messungen
erfolgten mit den oben genannten Gerdteeinstellungen. Der verwendetete Reaktionspuffer
enthielt 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI und pH 7.6. Die Reaktionstemperatur betrug 25
bzw. 30 °C.

2.2.5.6. Massenspektrometrie

Die Methode der Massenspektrometrie beruht auf der Analyse von Teilchen nach ihrem
Masse-Ladungs-Verhiltnis. Es erfolgt eine Uberfiihrung der zu analysierenden Substanz in
die Gasphase und eine Ionisierung. Die ionisierten Teilchen werden anschlieBend in einem
elektrischen Feld beschleunigt. Die Fluggeschwindigkeit hidngt vom Masse-Ladungs-
Verhiltnis ab. In der Biochemie ist die Massenspektrometrie ein wichtiges Werkzeug fiir die
Proteinanalytik (Aminosduresequenz, chemische Modifikationen) geworden (Lottspeich und
Engels 2006). Die in dieser Arbeit verwendete Methode ist die MALDI-MS (Matrix-
assistierte Laserdesorption/Ionisation). Als Matrix diente Sinapinsdure. Durch die reduktive
Acetylierung des an die hsPDH-E2LII gebundenen Lipoamids kommt es zu einer
Molekulargewichtszunahme um 44 Da. Dieser Masseunterschied ist durch MALDI-MS gut
detektierbar. Erstmalig wurde diese Methode fiir die reduktive Acetylierung der
Lipoyldoménen 2003 von der Arbeitsgruppe um JORDAN vorgeschlagen (Wei et al. 2003).

Die diskontinuierliche Kinetik der reduktiven Acetylierung wurde wie folgt aufgenommen.
Die hsPDH-E1-Konzentration betrug zwischen 4 und 15 mg/ml (51.9-198.4 uM) und wurde
durch Rekombinatin mit 0.5 mM ThDP und 1 mM MgSO; fiir 5 min in die Holoenzymform
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde hsPDH-E2LII entweder dquimolar zur hsPDH-E1 oder in
einem Uberschuss (2.17 mM) zum Reaktionsansatz gegeben. Die Reaktion wurde durch 1+1-
Mischung mit einer Pyruvatlosung (2 oder 20 mM) gestartet und durch Zugabe von 85 %-iger
Ameisensdure (Volumen entsprechend dem des Reaktionsansatzes) beendet. Die Zugabe der
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Ameisensdure fiihrt zu einem sofortigen Abfall des pH-Werts auf 2, sodass die enzymatische
Reaktion sofort gestoppt wird. Das Puffersystem enthielt 0.1 M Kaliumphosphat, 0.3 M KCI
bei pH 7.6. Die Messtemperatur betrug 30 °C.

Die Voraussetzung flir die Analyse der Proben in der Massenspektrometrie ist, dass diese
salzfrei vorliegen. Aus diesem Grund wurden die Proben wie folgt behandelt. Zur Entsalzung
wurden mit C4-Sdulenmaterial ausgestattete Pipettenspitzen (ZipTips) genutzt. Diese wurden
zundchst fiinfmal mit je 10 pl Acetonitril/1 % HCOOH (70/30) dquilibriert. Anschlieend
wurde mit zehnmal 10 pl 1% HCOOH gewaschen. Dann wurde das Sdulenmaterial mit 10 pl
der Probe beladen und erneut zwanzigmal mit 10 pl 1 % HCOOH gewaschen. Die Elution des
entsalzten Proteins erfolgte mit 10 ul Acetonitril/1% HCOOH (70/30). Die Proben wurden
anschlieBend zur massenspektrometrischen Analyse gegeben. Die Daten wurden mit dem
Programm Kaleidagraph ausgewertet. Die erhaltenen Peaks fiir die oxidierte Form der
hsPDH-E2LII bei 12469 Da und fiir die reduktiv acetylierte Form bei 12513 Da wurden iiber
die Bereiche 12450 — 12500 Da und 12500 — 12550 Da integriert. Der relative Anteil der
beiden Spezies bezogen auf die Summe beider Spezies wurde gegen die Zeit aufgetragen.

2.2.6. Strukturelle Methoden
2.2.6.1. Rontgenkleinwinkelstreuung

Die Methode der Rontgenkleinwinkelstreuung mit Synchrotronstrahlung (small angle X-ray
solution scattering, SAXS) ermdglicht eine strukturelle Untersuchung von Proteinen in
Losung. Die diffusen Streubilder, die durch das Bestrahlen von proteinhaltigen Proben mit
Rontgenstrahlen entstehen, konnen Aufschluss tiber Molekulargewicht, Oligomerzustand und
Molekiilform der Proteine geben. Die Auflosung, die mit heutiger Technik erreicht wird,
betrdgt 7 Angstrom. Die Streubilder werden in Streukurven umgewandelt und geben durch
den Gyrationsradius (Rg) und die Anfangsintensitit (Iy) Informationen iiber Molekiilform und
Molekulargewicht.

Die SAXS-Experimente fiir die hsPDH-E1 und ihre Varianten dienten zur Bestédtigung der
Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugation. Durch die Kombination beider Methoden
konnte ein Konzentrationsbereich zwischen 0.02 mg/ml und 12 mg/ml abgedeckt werden.
Von der hsPDH-EI und ihren Varianten wurde eine Konzentrationsreihe des Holoenzyms
(0.5 mM ThDP, 1 mM MgSO,) sowie unter Substratumsatzbedingungen (10 mM Pyruvat)
durchgefiihrt. Fiir den Wildtyp wurde auBlerdem eine Konzentrationsreihe in Gegenwart von
Methylacetylphosphonat vermessen. AuBlerdem wurde die mogliche Komplexbildung
zwischen hsPDH-E1 und der hsPDH-E2LII untersucht. Dies erfolgte sowohl unter Zusatz des
natiirlichen Cofaktors ThDP (0.25 mM), als auch unter Verwendung des Cofaktoranalogons
Thiaminthiazolondiphosphat (TTDP, 0.25 mM). Bei dieser Versuchsreihe wurde sowohl die
E1-Konzentration (0, 2.5 und 5 mg/ml) als auch die hsPDH-E2LII-Konzentration (0, 0.5, 5,
10 mg/ml) variiert.

Als Puffer diente 0.05 M Kaliumphosphat, 0.05 M KCI, pH 7.6. Die Temperatur betrug fiir
alle Messungen 20 °C. Die Datenerhebung erfolgte an der beam line X33 am DESY in
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Hamburg (EMBL) unter folgenden Bedingungen: mar345 image plate, Kameraldnge 2.7 m,
1/5 mM DTT, Messzeit 120 s. Die S-Achse wurde mit Tripalmitin kalibriert. Als Standard fiir
das Molekulargewicht diente BSA. Die primire Datenauswertung erfolgte mit dem Programm
Automar. Anschliefend wurden die Daten mit den Programmen Primus und Gnom bearbeitet
(Svergun 1992; Konarev et al. 2003).

Die Auswertung der Originaldaten erfolgte freundlicherweise durch PD Dr. Stephan Konig.

2.2.6.2. Kristallisation

Ziel der Kristallisation von Proteinen ist es Proteinkristalle mit hohem Streuvermogen zu
erhalten. Um diese Kristalle zu erhalten, sind fiir jedes Protein individuelle Bedingungen
notwendig. Fiir die moderne Kristallographie werden sogenannte Kits angeboten, die viele
verschiedene Puffersysteme enthalten. So konnen gleichzeitig unterschiedlichste
Bedingungen fiir die Kristallisation gestestet werden. Die Kristallisation der Variante S264E
der hsPDH-E1 wurde in der Arbeitsgruppe um PATEL durchgefiihrt. Die entsprechenden
Kristallisationsbedingungen sind in (Seifert et al. 2007) beschrieben.

2.2.6.3. Rontgenkristallstrukturanalyse

Die Rontgenkristallographie ermdglicht die atomare strukturelle Analyse von Proteinen. Die
dreidimensionale Struktur eines Proteins gibt zum einen Informationen iiber seine Faltung,
lasst aber in vielen Fillen auch Aussagen iiber den katalytischen Mechanismus zu.

Im Rahmen dieser Promotion wurde durch Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um
Professor PATEL die Struktur der hsPDH-E1-Variante S264E gelost. Die Datenaufnahme und
die Strukturautklarung wurden von Dr. E. CISZAK durchgefiihrt und sind in (Seifert et al.
2007) ausfiihrlich beschrieben. Die Struktur hat eine Aufldsung von 1.9 A und ist unter dem
PDB-Code 20ZL in der Proteindatenbank www.rcsh.org abgelegt.
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3. Ergebnisse und Diskussion
3.1. hsPDH-E1 - Einleitung

Die El-Komponente des humanen PDH-Komplexes (hsPDH-E1) gehort zu den
Thiamindiphosphat-abhéngigen Enzymen. Thiamindiphosphat (ThDP) ist die biologisch
aktive Form des Vitamin B1. ThDP ist ein intensiv untersuchter Cofaktor (Kluger 1987;
Schellenberger 1998; Kluger und Tittmann 2008). Er ermdglicht im enzymatischen System
den vielfdltigen Umsatz von o-Ketosduren, Aldehyden und Zuckern. Die Reaktionen der
Enzyme bestehen immer aus zwei Halbreaktionen. In der ersten Halbreaktion wird eine C-C-
Bindung, die einer Carbonylgruppe benachbart ist, gespalten. Dabei entsteht als
Zwischenprodukt ein Enamin/Carbanion. Der zweite Schritt der Katalyse ist sehr vielfaltig
und vom zweiten Substrat des jeweiligen Enzyms abhingig. Im einfachsten Fall handelt es
sich bei dem zweiten Substrat um ein Proton (z.B. Pyruvatdecarboxylase). Bei den
Transketolasen kommt es zur Kniipfung einer neuen C-C-Bindung (Transferasereaktion). Bei
den o-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexen wird in einer oxidativen Reaktion eine
energiereiche C-S-Bindung (Thioesterbindung) mit dem zweiten Substrat Lipoamid gebildet
(Frank et al. 2007).

Die Struktur des hsPDH-El-Holoenzyms weist alle allgemeinen Motive eines ThDP-
abhingigen Enzyms auf (Abb. 3.1 oben) (Ciszak et al. 2003). Das Heterotetramer vom o, [3,-
Typ hat ein Molekulargewicht von 154 kDa (a — 41 kDa, B — 36 kDa). Das Enzym besitzt
zwel aktive Zentren mit jeweils einem gebundenen Magnesiumion und einem Molekiil ThDP.
Die Struktur zeigt, dass die den Diphosphatanker bindene PP-Doméne von der a-Untereinheit
und die den Aminopyrimidinring bindene Pyr’-Domine von der ’-Untereinheit bereitgestellt
wird. Das zweite aktive Zentrum wird demnach von der o’- und der - Untereinheit gebildet.
Die Stabilisierung der Quartérstruktur wird durch hydrophobe Wechselwirkungen zweier
Helices der a- und B- bzw. a’- und B’-Untereinheiten realisiert. Es ist also naheliegend, dass
sich zundchst zwei Heterodimere bilden (o und o’f’). AnschlieBend werden durch
Tetramerisierung die beiden aktiven Zentren ausgebildet (a’f und af’) (Ciszak et al. 2003).
Wie alle ThDP-abhédngigen Enzyme weist die hsSPDH-E1 das ThDP-Bindemotiv GDGX24.
»7NN auf (Hawkins et al. 1989). Die Abbildung 3.1 unten zeigt das aktive Zentrum der
humanen El-Komponente. Die C-terminale Doméne (Abb. 3.1 oben) ist fiir die Wechsel-
wirkung mit der El1-Bindedoméne der E2-Komponente und damit fiir die Assoziation der
hsPDH-E1 mit dem Gesamtkomplex verantwortlich (Korotchkina und Patel 2008).
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Abb. 3.1. Oben: Kristallstruktur der
hsPDH-E1. Die Untereinheiten des
Heterotetramers sind wie folgt

¥ o’-Untereinheit
PP’-Domine  gekennzeichnet: o — blau, o’ — rot, 8

— violett, B — griin. Die beiden
S ThDP-Molekiile sind dunkelgrau
B,_Umereinheim T VNP Uniereinheit dargestellt. Unten: Ausschnitt des
Pyr’-Doméne P2 7 Pyr-Domiine aktiven Zentrums der hsPDH-EI.
. ThDP wird iiber den Diphosphatrest
T und das Magnesiumion (violett)
Domine durch PP-Doméne der a-UE (blau)
und iiber den Aminopyrimidinring
durch die Pyr’-Domine der B’-UE
(griin) in seiner V-Konformation
gebunden. Einige an der ThDP-

C-terminale
Doméne

Bindung beteiligte Aminosdurereste
sind dargestellt. Zudem ist die
Wechselwirkung  zwischen  dem
Glutamat 59 (B’-UE) und dem N1°-
. - Ringstickstoff des Aminopyrimidin-
aN196 \S y i V' rings hervorgehoben (---). (PDB-
. < Datei 1NI4, erstellt mit pymol).

o-Untereinheit
PP-Doméne

e C2-lonisierung des ThDP

Die chemische Struktur des ThDP ist seit 1936 bekannt (Williams 1936) (Abb. 3.2). Der
Cofaktor besteht aus drei charakteristischen Gruppen: dem Thiazoliumring, dem
Aminopyrimidinring und einem Diphosphatanker.

Methylenbriicke Diphosphatanker
CH;

0]
T

|p| PN

1o | OH
H;C 0] 5
8 S)
Aminopyrimidinring Thiazoliumring

Abb. 3.2. Strukturformel und Nomenklatur des Thiamindiphosphat, Das Sternchen markiert das
reaktive C2-Atom des Thiazoliumrings.
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Nach intensiver Forschung und verschiedenen Modellvorschligen konnte BRESLOW 1957 das
C2-Atom des Thiazoliumrings als Ort der Katalyse identifizieren (Breslow 1957; Breslow
1958). Um seine katalytische Wirksamkeit zu entfalten, muss das C2-Atom deprotoniert
vorliegen. Die in C2-Stellung deprotonierte Cofaktorspezies wird als Ylid bezeichnet. Die
hieraus resultierende Nukleophilie ermoglicht den Angriff des Cabonylkohlenstoffatoms von
a-Ketosduren. Im nichtenzymatisch gebundenen Zustand hat das C2-Atom jedoch einen pK,-
Wert von 17-19 und ist somit kaum CH-azid (Breslow 1962; Washabaugh und Jencks 1988).
Demnach musste die Wechselwirkung des Cofaktors mit der Proteinkomponente zu einer
Beschleunigung der Abstraktion des Protons am C2-Atom fiihren, um die Geschwindigkeits-
konstanten fiir die Reaktionen zu erkldren. Einen Zugang zu dieser Fragestellung war die
1992 aufgeklarte Struktur der Holo-Transketolase aus Bickerhefe (Lindqvist et al. 1992).
Diese Struktur und viele weitere dokumentierte Strukturen ThDP-abhéngiger Enzyme zeigen,
dass ThDP in der energetisch ungiinstigen V-Konformation im aktiven Zentrum der Enzyme
gebunden ist. Dass diese Konformation des ThDP im enzymgebundenen Zustand vorliegt,
wurde 1967 erstmals von SCHELLENBERGER vorgeschlagen (Schellenberger 1967). In der V-
Konformation befindet sich die 4’-Aminogruppe des Aminopyrimidinrings in rdumlicher
Néhe zum C2-Proton des Thiazoliumrings, was die Deprotonierung des C2-Atoms beglinstigt
(Kern et al. 1997). Die entsprechende Basizitit der Aminogruppe wird durch ein
Protonenrelais erzielt. Ein hochkonserviertes Glutamat (in hsPDH-E1 B-Glutamat 59, Abb.
3.1 unten), das sich in Wasserstoffbriickendistanz zum Aminopyrimidinring befindet,
protoniert das N1’-Atom und iiberfiihrt den Cofaktor in seine 1°,4’-iminotautomere Form.
Das Imin ist dann in der Lage das C2-Atom des Thiazoliumrings zu deprotonieren, was zur
Bildung des reaktiven Ylids fithrt (Kern et al. 1997). Damit erfihrt der Cofaktor im
enzymgebundenen Zustand eine um bis zu 5 GroBenordnungen gesteigerte Beschleunigung
der Deprotonierung (freies ThDP bei pH 7.0 — 3 x 10 s und an Hefe-PDC gebundenes
ThDP — > 6 x 10* s™) (Kern et al. 1997). Abbildung 3.3 zeigt die Aktivierung des Cofaktors
im Enzym und damit den ersten Schritt der Katalyse ThDP-abhingiger Enzyme.
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4'-Aminopyrimidin (AP) 1',4'-Iminopyrimidin (IP)
Glu59
~N AP
C. ™ s CH;
OH N,
* /I \
AN HC

5C N NH, \s R

Protonenrelais

Glug 0 o
C\@ @ / @ ® CH3
L T
/ S
H;C N NH, ™g R H,C N NH, g R
4'-Aminopyrimidinium (APH") 1',4-Immoniumpyrimidin - Ylid
}/\ Pyruvat

LThDP

Abb. 3.3. Vorgeschlagener Mechanismus der C2-Ionisierung von ThDP in Enzymen. Darstellung
der moglichen tautomeren Formen des Cofaktors. Die schwarzen Pfeile zeigen den
wahrscheinlichen Reaktionsweg. Die Bezeichnung Glu59 bezieht sich auf die hsPDH-EL.

R - -CH,CH,P,0;H".

e Substratbindung, Decarboxylierung und reduktive Acetylierung

Die El-Komponente des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes katalysiert in der ersten
Halbreaktion die Decarboxylierung von Pyruvat. Zunédchst wird Pyruvat am C2-Atom des
Thiazoliumrings des ThDP gebunden. Die Carbonylgruppe des Pyruvats wird durch das Ylid
nukleophil angegriffen. Dabei entsteht durch C-C-Bindungsbildung 2-Laktyl-ThDP. Dieses
Intermediat wird anschlieBend quasi-irreversibel decarboxyliert. Dabei entsteht 2-(1-
Hydroxyethyl)-thiamindiphosphat (HEThDP, Enamin/Carbanion). Im zweiten Reaktions-
schritt wird die C2-Einheit in Form eines Acetylrests auf das Schwefelatom S8 des
Dithiolanrings des Lipoamidarms der E2-Komponente {ibertragen. Der gesamte
Reaktionsablauf der hsSPDH-E1 ist in den Abbildungen 3.4 und 3.5 schematisch dargestellt.
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Methylacetylphosphonat
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Abb. 3.4. Reaktionschema der Bindung und Decarboxylierungsreaktion von Pyruvat (griin) und
der Bindung des Pyruvatanalogons MAP (blau) der hsPDH-E1. R, — -CH,CH,P,0-H*, R, —
Aminopyrimidinkomponente.
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Abb. 3.5. Reaktionsschema der reduktiven Acetylierungsreaktion der hsPDH-E1. Fiir die Reaktion
wurden zwei mogliche Mechanismen vorgeschlagen: Reaktionswege A und B modifiziert nach
Kluger und Tittmann 2008. R, — —CHZCH2P207H2', R, —Aminopyrimidinkomponente.
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In zahlreichen Studien wurden die El-Komponenten verschiedener Organismen und ihre
Reaktionsmechanismen intensiv mit Hilfe von kinetischen, thermodynamischen, NMR-
spektroskopischen und kristallographischen Methoden charakterisiert. Als
Untersuchungsobjekte dienten die El1-Komponenten und Lipoyldoménen verschiedener o-
Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe, vor allem aber der PDHc und BCKDC aus E. coli,
Bacillus stearothermophilus und der Komplexe aus Sdugetieren. Im Folgenden sind einige
wichtige Erkenntnisse zusammengefasst. Fiir einige E1-Komponenten konnte gezeigt werden,
dass die ThDP-Bindung im Enzym mit der Ausbildung von loop-Strukturen einhergeht, wobei
das aktive Zentrum strukturiert wird (Li et al. 2004; Kato et al. 2008). Fiir die El-
Komponente aus E.coli wurde diese konformationelle Anderung nicht gefunden
(Chandrasekhar et al. 2006). In allen E1-Komponenten ist das ThDP-Bindemotiv und das
katalytisch relevante Glutamat (siche oben) konserviert (Frank et al. 2007).

Als besonders wichtige Aminosdurereste flir die Reaktivitit haben sich zwei Histidinreste im
aktiven Zentrum erwiesen. Im Fall der humanen E1-Komponente handelt es sich dabei um a-
Histidin 263 und B-Histidin 128 (Abb. 3.1). Diese Reste werden in den a-Ketosdure-
Dehydrogenasen als phosphatnahe (hier: aH263) und thiazoliumnahe (hier: B’H128) Histidine
bezeichnet. Eine eindeutige katalytische Rolle konnte dem phosphatnahen Histidin
zugeordnet werden. Zum einen iibt es eine strukturelle Funktion in der Ausbildung und
Stabilisierung des aktiven Zentrums aus (Arjunan et al. 2006; Kale et al. 2007; Pei et al.
2008). Zum anderen dient es wihrend der reduktiven Acetylierung als Protonendonor fiir das
S6-Schwefelatom des Dithiolanrings (Nemeria et al. 2002; Wynn et al. 2003; Pei et al. 2008).
Die Kldrung der Rolle des thiazoliumnahen Histidins gestaltete sich etwas schwieriger. Die
Funktion dieses Restes liegt hochstwahrscheinlich in der Orientierung des Substrats im
Michaelis-Komplex und der Reaktionsintermediate des ThDP durch Induktion
elektrostatischer Wechselwirkungen (Wynn et al. 2003; Frank et al. 2007; Pei et al. 2008). Da
das thiazoliumnahe Histidin als Protonendonor fiir die erste Halbreaktion der E1-Komponente
ausgeschlossen wurde (Frank et al. 2007), ist die Annahme, dass die 4’-Aminogruppe als
Protonendonor fiir den Keto-Sauerstoff des Pyruvats dient, sehr wahrscheinlich
(Schellenberger 1998) (Abb. 3.4).

Umfangreiche Studien zur Wechselwirkung zwischen der EIl-Komponente und den
Lipoyldoménen der E2-Komponente der a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe
ermoglichten ein gutes Verstdndnis der reduktiven Acetylierungsreaktion, bei der ein
Acetylrest vom HEThDP auf den Dithiolanring des proteingebundenen Lipoamids iibertragen
wird (Abb. 3.5). Alle Lipoyldoméinen haben eine dhnliche Struktur, dennoch werden sie
spezifisch von ihren addquaten E1-Komponenten erkannt (Graham et al. 1989; Jones et al.
2001) (Abb. 3.6). Die korrekte Faltung der Doménen ist fir die reduktive
Acetylierungsreaktion ausschlaggebend. Untersuchungen mit freiem Lipoamid oder kurzen,
das Lipoyllysin tragenden Peptiden zeigten, dass die E1-Komponente diese Substrate um
mehrere GroBenordungen schlechter umsetzte (Graham et al. 1989; Liu et al. 2001). Des
Weiteren ist die an den Lysinrest gebundene prosthetische Gruppe Lipoamid sowohl fiir die
Reaktivitdt als auch fiir die Erkennung essentiell (Liu et al. 2001; Jones et al. 2001). Neben
diesen Determinanten wurde fiir die humane Lipoyldomine 2 das dem Lipoyllysin N-terminal
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benachbarte Aspartat und ein N-terminal drei Aminosduren entferntes Glutamat als essentiell
fiir die E1-Lipoyldoménen-Wechselwirkung identifiziert (Gong et al. 2000).

Ein fiir verschiedene Organismen dokumentierter Fakt ist, dass die Bindungskonstanten (Ks)
der Lipoyldoménen deutlich héher sind als ihre apparenten Ky-Werte (Graham und Perham
1990; Liu et al. 2001; Jones et al. 2001). Als addquate Begriindung wurde angefiihrt, dass die
reduktive Acetylierung und die Produktfreisetzung sehr schnell ablaufen. JONES und
Mitarbeiter konnten mittels struktureller NMR-Studien zeigen, dass Pyruvat einen Einfluss
auf die Wechselwirkung zwischen den Doménen zu haben scheint, was eine Erklarung fiir die
Diskrepanz zwischen den Kg- und Ky-Werten sein konnte (Jones et al. 2001).

Abb. 3.6. Gegeniiberstellung der
Doménenstruktur der Lipoyldoméinen
(cartoon) dreier verschiedener
Organismen mit dem lipoylierbaren
Lysin  (sticks). griin — humane
Lipoyldomidne 2 (PDB 1FYC) aus
Howard et al. 1998. orange -
Lipoyldoméne 3 aus E. coli (innerste,
PDB 1LAC) aus Jones et al. 2000. rot
— Lipoyldomdne aus  Bacillus
stearothermophilus (PDB 1QJO) aus
Dardel et al. 1993.

Fiir den molekularen Ablauf der reduktiven Acetylierungsreaktion wurden, wie in Abb. 3.5
dargestellt, zwei alternative Reaktionswege vorgeschlagen (Kluger und Tittmann 2008).
Reaktionsweg A zeigt den Enamin/Carbanion-Mechanismus, bei dem ohne Zwischenschritt
ein kovalentes Intermediat zwischen HEThDP und dem Lipoamid gebildet wird und aus dem
anschlieBend die Produkte ThDP und der reduktiv acetylierte Lipoamidarm hervorgehen.
Dabei stellt man sich vor, dass das Enamin ein Schwefelatom des Dithiolanrings nukleophil
angreift und das zweite Schwefelatom durch eine saure Gruppe im aktiven Zentrum protoniert
wird (Pan und Jordan 1998). Als Protonendonor wird, wie bereits erwihnt, das phosphatnahe
Histidin vorgeschlagen (Nemeria et al. 2002; Wynn et al. 2003). '"H-NMR-Studien haben
gezeigt, dass der S8-Schwefel acetyliert und der S6-Schwefel protoniert werden (Yang und
Frey 1986).

Der Reaktionsweg B zeigt einen schrittweisen Redox/Acyl-Transfer Mechanismus, bei dem
als Reaktionsintermediat 2-Acetyl-ThDP entsteht. Von diesem Intermediat aus wiirde die C2-
Einheit von dem bereits partiell reduzierten Lipoamid durch Angriff des Carbonylkohlenstoffs
tibernommen. Dieser Mechanismus beruht auf der Voraussetzung, dass Elektronen iiber eine
Distanz von ca. 14 Angstrom tunneln konnen (Marcus und Sutin 1985). Beim Eintauchen in
den Substratkanal wiirde der S8-Schwefel des Dithiolanring demnach bereits eine Reduktion
durch das HEThDP erfahren konnen. Gleichzeitig wiirde ein Proton wahrscheinlich vom
phosphatnahen Histidin auf den S6-Schwefel iibertragen. Durch den Elektronentransfer wiirde
sich am ThDP ein Acetylrest bilden und somit AcThDP entstehen. Die Reaktion wére auch
thermodynamisch giinstig, denn das Standardredoxpotential des HEThDP liegt mit -0.76 V
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deutlich unter dem des Dithiolanrings mit ca. -0.32 V (Tittmann et al. 2005; Tittmann 2009).
Das Intermediat AcThDP wurde durch enzymatischen Umsatz von 3-Fluorpyruvat generiert.
Es konnte gezeigt werden, dass dieses Intermediat in der Lage ist die Acetylgruppe auf
Dihydrolipoamid zu iibertragen (Flournoy und Frey 1986). AuBlerdem wurde das Intermediat
AcThDP mittels 'H-NMR-Intermediatanalyse als Reaktionsintermediat des PDHc aus E. coli
nachgewiesen (Tittmann 2009). Da die Reaktionsstufe, bei der AcThDP entsteht, im
Gleichgewicht mit der des kovalenten Reaktionsintermediats des Reaktionsweges A liegt, ist
das Auftreten des AcThDP ein starkes Indiz, jedoch kein ausreichender Beweis fiir
Reaktionsweg B (Abb. 3.5). Fiir den Reaktionsweg B kann man sich auch einen radikalischen
Mechanismus vorstellen, bei dem die Elektronen einzeln und damit sequentiell vom HEThDP
auf den Dithiolanring iibertragen werden. Bisher konnte in diesem Zusammenhang zwar ein
HEThDP-Radikal vom =n-Typ mit Hilfe von EPR-Messungen detektiert werden, das
korrespondierende Thiylradikal am Dithiolanring wurde jedoch nicht gefunden (Kluger und
Tittmann 2008; Frank et al. 2008). Das HEThDP-Radikal kdnnte auch durch Nebenreaktionen
mit Sauerstoff entstechen und ist somit kein Beweis fiir einen radikalischen
Katalysemechanismus.

Der reduktiv acetylierte Lipoylamid-Arm der E2-Komponente verldsst anschlieBend das
aktive Zentrum. Damit sind die beiden Halbreaktionen der E1-Komponente abgeschlossen.

e Halbseitenreaktivitat

Die Halseitenreaktivitit oder auch der Mechanismus der alternierenden aktiven Seiten wird
fiir ThDP-abhéngige Enzyme schon seit vielen Jahren diskutiert. Im Allgemeinen ist die
kleinste katalytische Einheit eines ThDP-Enzyms ein Dimer, welches zwei aktive Zentren
umfasst. Dies stellt eine wesentliche Voraussetzung fiir das Vorliegen dieses
Reaktionsmechanismus dar. Es wird davon ausgegangen, dass das postulierte Verhalten auf
kommunizierenden aktiven Zentren beruht. Fiir die El1-Komponente des Saduger-PDH-
Komplexes wurde die Halbseitenreaktivitdt erstmals in den spéten 70iger Jahren diskutiert. Es
wurde in unabhdngigen Studien gezeigt, dass die Phosphorylierung einer a-Untereinheit
ausreichend fiir die vollstdndige Inaktivierung des gesamten PDH-Komplexes ist (Yeaman et
al. 1978; Sugden und Randle 1978). Diese Daten wurden in spéteren Studien bestitigt
(Korotchkina und Patel 1995; Kolobova et al. 2001; Korotchkina und Patel 2001Db).
KHAILOVA und KOROTCHKINA konnten 1985 weitere Indizien fiir die Halbseitenreaktivitét
dokumentieren. Durch Studien zur Wechselwirkung der E1-Komponente aus Taubenbrust
und dem Intermediat HEThDP konnte gezeigt werden, dass sich die aktiven Zentren
gegeniiber dem Intermediat nicht dquivalent verhalten (Khailova und Korochkina 1985).

Wie bereits erwdhnt, gelang der Arbeitsgruppe um PATEL 2003 die Strukturaufkldrung der
humanen E1-Komponente. In der gleichen Verdffentlichung wird ein auf Konformations-
anderungen beruhender Flip-Flop-Mechanismus beschrieben. Der konformationelle Zustand
des aktiven Zentrums ist demnach vom jeweiligen Reaktionsschritt abhidngig. Die Hypothese
beruht auf computergestiitzten Modellierungen (Ciszak et al. 2003). Eine andere These zum
Mechanismus der kommunizierenden aktiven Zentren wurde 2004 von FRANK und
Mitarbeitern publiziert. Als Referenzenzym diente die E1-Komponente des PDHc aus



Ergebnisse und Diskussion 63

Bacillus stearothermophilus. Die Grundlage ist ein sogenannter Protonenkanal, der die beiden
aktiven Zentren miteinander verbindet. Die Autoren schlagen vor, dass die iiber
Wasserstoftbriickenbindungen miteinander verbundenen Reste in diesem Kanal zum
konzertierten Transport eines Protons zwischen den beiden fiir die Cofaktor-Aktivierung
relevanten Glutamaten befdhigt sind. In einem aktiven Zentrum findet die Reaktion statt.
Danach kommt es zur konzentrierten Leitung des Protons zum zweiten aktiven Zentrum und
die Reaktion kann in diesem Zentrum ablaufen. Aminosdureaustausche der im Protonenkanal
gelegenen Reste fithrten in allen Fillen zu deutlichen Aktivititsverlusten sowohl der El-
Komponente, als auch des Gesamtkomplexes (Frank et al. 2004). Der Protonenkanal wurde
bereits 1994 in Transketolase entdeckt. Es wurde diesem damals jedoch keine Funktion
zugeordnet (Nikkola et al. 1994). Die Auspragung des Protonenkanals variiert jedoch unter
den ThDP-Enzymen. Die Funktionalitit des Kanals ist sicher nicht in jedem Fall gegeben. Als
weitere Beweise fiir die Theorie der alternierenden Zentren konnten strukturelle Asymmetrien
verschiedener ThDP-Enzyme festgestellt werden. Beispielsweise wurde nur in der Hilfte der
aktiven Zentren der Acetohydroxysaure-Acetolaktat-Synthase gebundenes Herbizid gefunden.
Ebenfalls nur die Hélfte der aktiven Zentren der Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase war mit
dem radikalischen Intermediat besetzt (Frank et al. 2007). Direkte kinetische Beweise fiir die
Auspriagung der Halbseitenreaktivitdt sind jedoch bisher nur spérlich zu finden. Die
Abbildungen 3.7 und 3.8 illustrieren die vorgeschlagenen Theorien zur Realisierung der
Halbseitenreaktivitit.

i)

domain :

Abb. 3.7. Modell des Flip-Flop-Mechanismus der humanen E1-Komponte. Entnommen aus Ciszak
et al. 2003.
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The slinky cycle

# = entry point from activation AP = aminopyrimidine R = diphospho-oxyethyl|

Abb. 3.8. Modell des Protonenkanals der El1-Komponte aus Bacillus stearothermophilus.
Entnommen aus Frank et al. 2004.
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3.1.1. Biochemische Charakterisierung der hsPDH-E1
3.1.1.1. Expression und Reinigung der hsPDH-E1

Das urspriingliche Protokoll zu Expression der hsPDH-E1 beinhaltete die Anzucht der Zellen
in Schiittelkultur (Korotchkina et al. 1995). Die Proteinausbeuten nach Préparation aus dem
erhaltenen Zellmaterial waren jedoch sehr gering (10-14 mg gereinigtes Protein/70 g
Zellmaterial aus 12 Liter Schiittelkultur) (Seifert 2005). Die Methoden, die in dieser Arbeit
angewendet wurden, erforderten jedoch erhebliche Mengen an Protein (z.B. 15 mg/ml fiir die
NMR-Messungen). Zur Erhohung der Zellmaterialausbeute wurde ein Fermentationsprotokoll
entwickelt (Kap. 2.2.3.). Das Feuchtgewicht der Zellen betrug ca. 1 kg. Der Aufschluss von
150 g Zellmaterial resultierte in einer Proteinausbeute von 80 - 100 mg zur Homogenitit
gereinigter hSPDH-E1 (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9. SDS-Gel (10 %) der gereinigten hsPDH-E1. M — GroBenstandard, 1 — hsPDH-E1 nach
Gelfiltration, 2 — hsPDH-E1 nach Konzentrierung.

Sowohl die Zellausbeute als auch die Produktion der hsPDH-E1 konnten durch die
Fermentation gesteigert werden. Wihrend nach Zellanzucht durch Schiittelkutur etwa
0.2 mg/g Zellmaterial hsPDH-E1 gereinigt wurden, konnten durch die Uberexpression in
fermentierten Zellen 0.67 mg/g Zellmaterial gereinigtes Enzym erhalten werden. Das
entspricht einer Steigerung der Proteinausbeute um ca. 30 %. Die Expression und Reinigung
der E1-Varianten S264E, S264Q, S271E und S203E verliefen entsprechend der des Wildtyp-
Proteins. Die Messung der enzymatischen Aktivitit des gereinigten Proteins erfolgte mit Hilfe
des DCPIP-Tests (Kap. 2.2.5.4.) und ergab spezifische Aktivititen von 40-60 U/g. Diese
Werte entsprechen zuvor beschriebenen Daten (Korotchkina et al. 1995).
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3.1.1.2. Das Oligomergleichgewicht der hsPDH-E1

Die E1-Komponente des humanen PDH-Komplexes ist ein heterotetrameres Enzym mit einer
azB2-Struktur und einem Molekulargewicht von ca. 154 kDa. Je ein Heterodimer (af3” und
a’fB) bildet ein aktives Zentrum. An der Kontaktfliche der beiden Untereinheiten werden ein
ThDP-Molekiil und ein Magnesiumion gebunden. Die strukturellen Daten deuten darauf, dass
die Stabilisierung der Tertidrstruktur mit einer starken hydrophoben Wechselwirkung
zwischen zwei a-Helices der a-Untereinheit und der B-Untereinheit sowie der o’-Untereinheit
und der B’-Untereinheit einhergeht (Ciszak et al. 2003). Dabei entsteht ein Dimer, das kein
aktives Zentrum besitzt. Durch die Tetramerisierung werden die beiden aktiven Zentren
gebildet. Die tatsdchliche Reihenfolge der Teilschritte des Oligomerisierungsprozesses ist
jedoch nicht bekannt.

Fir Untersuchungen der isolierten hsPDH-E1 war es von Interesse, das Oligomer-
gleichgewicht des Heterotetramers zu untersuchen (Reaktion 3.1).

20+2B =20 = P Reaktion 3.1
e Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation bietet sich an, um Oligomergleichgewichte dieser Art
tiber einen Konzentrationsbereich bis zu 1 mg/ml zu analysieren. Das Gleichgewicht wurde
sowohl fiir die Apo- als auch fiir die Holo-hsPDH-E1 untersucht. In Abbildung 3.10 sind die
Konzentrationsprofile eines Sedimentationsgeschwindigkeits-Laufs und die Konzentrations-
abhéngigkeit der apparenten Sedimentationskoeffizienten (s,pp) gezeigt.

(ool gp——
‘ l\\,ﬁ\lﬂﬁm ///
Ww
g
Z £
<
RS
o4 66 6.8 7.0 0 5 10 15 40 80 120 160 200
T (om) [hsPDH-EI] (uM)

Abb. 3.10. Links: Konzentrationsprofile des Sedimentationsgeschwindigkeits-Laufs bei 0.4 mg/ml
hsPDH-E1 (5.2 uM aktive Zentren) im Abstand von je 20 min. Rechts: Abhédngigkeit des
apparenten Sedimentationskoeffizienten von der molaren Konzentration der hsPDH-E1 bezogen
auf die aktiven Zentren. Apoenzym (—A-), Holoenzym (—o—) mit 0.1 mM ThDP, 1 mM MgSO.,
Puffer: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =20 °C.
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Die Daten zeigten eindeutig, dass ein Oligomergleichgewicht vorliegt. Obwohl anhand der
apparenten  Sedimentationskoeffizienten = erkennbar  wird, @ dass im  unteren
Konzentrationsbereich bereits ein Zerfall in die Monomere stattfindet (sap, ~ 3.5 entspricht
etwa einem Molekulargewicht von 40 kDa (McRorie und Voelker 1993)), wurde diese
Tatsache zur Vereinfachung vernachldssigt und die Daten nach einem Dimer-Tetramer-
Gleichgewicht angepasst (Gl. 2.6, Kap. 2.2.5.1.).

Fiir ein 154 kDa schweres globuldres Protein erwartet man einen s,p,-Wert um 8 (McRorie
und Voelker 1993). Der aus der Anpassung extrapolierte sqp,-Wert fiir das Tetramer der
hsPDH-E1 (Holoenzym) betrdgt 8.05. Anzumerken ist, dass die Qualitdt der Daten fiir die
Untersuchung des Holoenzyms erheblich schlechter als die fiir das Apoenzym ist. Dies ist der
zusitzlichen Absorption durch den Cofaktor ThDP bei der analytischen Wellenldnge
(230 nm) und der daraus resultierenden Verschlechterung des Signal-Rausch-Verhiltnisses
geschuldet. Der apparente Kp-Wert fiir das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht der hsPDH-E1
betragt bezogen auf die Aktive-Zentren-Konzentration fiir die Apoform 0.35 uM
(0.054 mg/ml Heterotetramer) und fiir die Holoform 1.3 uM (0.2 mg/ml Heterotetramer). Die
ermittelten Konstanten liegen in einem dhnlichen Wertebereich. Die Abweichung der Daten
ist auf die oben beschriebene Ursache zuriickzufiihren Es kann demnach davon ausgegangen
werden, dass sich das Oligomerisierungsverhalten von Apo- und Holo-hsPDH-E1 nicht
signifikant voneinander unterscheidet.

In einem anschlieBenden Sedimentationsgleichgewichts-Lauf wurde die hsPDH-E1 bei einer
Konzentration von | mg/ml untersucht (Abb. 3.11). Die Auswertung ergab ein
Molekulargewicht von etwa 141 kDa.

1.6
1471 Abb. 3.11. Oben: Gleichgewichtsprofil (o) und
12+ Anpassung nach Gleichung in Anhang App3
10l (—) des Sedimentationsgleichgewichts-Laufs
= 08} bei 1 mg/ml hsPDH-E1 mit 0.1 mM ThDP,
S 06! 1 mM MgSQO,, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6,
s o4l T = 20°C, Sedimentations-geschwindigkeit
i::’ NI 8000 rpm. Unten: Abweichung der Daten von
0.2 .
0.0 der Anpassung (Residualauftragung).
0.1
0.0f e oarion
-0.11 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
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Die Ergebnisse beider Experimente zeigten, dass bei einer Enzymkonzentration von 1 mg/ml
noch ein signifikanter Anteil des Enzyms im dimeren Zustand vorliegt. Fiir die
Sedimentationsgeschwindigkeits-Laufe handelt es sich um ca. 25 % Dimer und fiir den
Sedimentationsgleichgewichts-Lauf ca. 10 %. Diese Abweichungen sind auf experimentelle
Fehler zuriickzufiihren und &ndern nichts an der Gesamtaussage.
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e RoOntgenkleinwinkelstreuung

Um die Ergebnisse der analytischen Ultrazentrifugationsmessungen zu bestétigen, wurden
Experimente mit Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) mit  Synchrotronstrahlung
durchgefiihrt. Die Konzentrationsabhéngigkeit des Oligomergleichgewichts der hsPDH-E1
wurde in einem Bereich von 1-12 mg/ml untersucht. Da die Daten der analytischen
Ultrazentrifugation zeigen konnten, dass sich Apo- und Holoenzym im Hinblick auf ihr
Assoziationsvermdgen dhnlich verhalten, wurde fiir die SAXS-Messungen nur das
Holoenzym verwendet. Die Originaldaten wurden mit den Programmen Primus-mar
(Korrektur des Puffers, des Detektorrauschens und der S-Achsen-Kalibrierung, (Konarev et
al. 2003)) und Gnom (Berechnung des Gyrationsradius, (Svergun 1992)) ausgewertet. Der
Vergleich der berechneten Streukurve der heterotetrameren hsPDH-E1, erstellt mit Hilfe des
Computerprogramms Crysol (Svergun et al. 1995) auf der Basis der Kristallstruktur (Ciszak et
al. 2003), und der experimentell erhaltenen Streukurve des Enzyms bei 1.1 mg/ml zeigte eine
gute Ubereinstimmung (Abb. 3.12 oben links). Im Gegensatz dazu zeigt der Vergleich mit der
berechneten Streukurve fiir das Dimer deutliche Unterschiede im Verlauf der Kurven
(Abb. 3.12 oben rechts). Dieser Befund spricht fiir die Aussage, dass unter den gewéhlten
Untersuchungsbedingungen das Tetramer die dominante Spezies ist.
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Abb. 3.12. Oben links: Superposition der auf Basis der Kristallstruktur der hsSPDH-E1 (PDB-Datei
INI4) kalkulierten Streukurve fiir das Heterotetramer (—) und der experimentell ermittelten
Streukurve (—) bei 1.1 mg/ml hsPDH-E1 (1.3 uM aktive Zentren). Oben rechts: Superposition der
auf Basis der Kristallstruktur der hsPDH-E1 (PDB-Datei 1NI4) kalkulierten Streukurve fiir das
Heterodimer (—) und der experimentell ermittelten Streukurve (—) bei 1.1 mg/ml hsPDH-E1 (1.4
uM aktive Zentren). Unten links: Experimentell erstellte und normierte Streukurven der hsPDH-E1
bei verschiedenen Enzymkonzentrationen (10.8 mg/ml (-), 9.04 mg/ml (-), 6.64 mg/ml (-),
4.64 mg/ml (-), 2.34 mg/ml (-),1.10 mg/ml (—)). Unten rechts: Darstellung des aus den SAXS-
Messungen bestimmten Molekulargewichts in Abhéngigkeit von der hsPDH-E1-Konzentration
ohne Zusatz (—o—), bei 10 mM Pyruvat (—o—) und bei 10 mM MAP (—o-). Bedingungen: 0.1 mM
ThDP 1 mM MeSO., 1T mM DTE 50 mM KPP S0 mM KC1 nH 76 T =20°C RSA diente als

Auch die SAXS-Daten lieBen eine Konzentrationsabhéngigkeit des Oligomergleichgewichts
erkennen. Im hoheren Konzentrationsbereich liegt der grofite Anteil der hsPDH-E1 als
Tetramer vor (Abb. 3.12 unten rechts).

Die Gegenwart von Pyruvat oder MAP beeinflusst den Oligomerisierungsgrad des Enzyms
nur geringfiigig (Abb. 3.12 unten rechts). Das Substratanalogon MAP scheint eine leicht
stabilisierende Wirkung auf den héheren Oligomerzustand zu haben.



Ergebnisse und Diskussion 70

3.1.1.3. Mechanistische Charakterisierung der Halbseitenreaktivitat der
hsPDH-E1 mittels '"H-NMR

Die Einleitung dieses Kapitels (3.1.) behandelt u.a. die Hypothese der Halbseitenreaktivitit
von ThDP-abhédngigen Enzymen und im Besonderen der E1-Komponenten der a-Ketosdure-
dehydrogenase-Komplexe. In konventionellen kinetischen assays wie dem DCPIP-Test kann
dieser Mechanismus kinetisch nicht aufgelost werden. Des Weiteren ist nicht bekannt,
welchen  Einfluss der sterisch relativ  anspruchsvolle Elektronenakzeptor 2,6-
Dichlorphenolindophenol (DCPIP) und die sich der Reaktion anschlieBenden Hydrolyse des
2-Acetyl-ThDP auf die Gesamtreaktion der hsPDH-E1 haben. Wie sich herausstellte, spiegeln
die erhaltenen Werte fiir die spezifische Aktivitit (in dieser Arbeit Ay, = 60 U/g) und die
daraus resultiecrende katalytische Konstante (Ko = 0.08 s'l) nicht die intrinsischen
Eigenschaften der hsPDH-E1 wider (Seifert et al. 2006).

Mit Hilfe verschiedener 'H-NMR-Experimente soll im Zuge dieser Arbeit die Reaktion der
isolierten hsPDH-E1 mit Pyruvat genauer untersucht werden. Es war zudem von Interesse, ob
die postulierte Halbseitenreaktivitdt der hSPDH-E1 direkt kinetisch nachweisbar ist.

Die 'H-NMR-Experimente wurden aus geritetechnischen Griinden bei relativ hohen
Proteinkonzentrationen von 10-15 mg/ml durchgefiihrt. Die Daten der analytischen
Ultrazentrifugation und der SAXS-Messungen haben gezeigt, dass die hsPDH-E1 bei diesen
Konzentrationen im heterotetrameren Zustand (apf,) vorliegt (siche Kap. 3.1.1.2.). Diese
Aussage ist fir die Interpretation der Daten im Hinblick auf die Halbseitenreaktivitit
essentiell.

e H/D-Austausch

Zundchst wurde die Methode des H/D-Austauschs angewandt, um zwei Aspekte der ThDP-
Aktivierung (Abb. 3.3) in der hsPDH-E1 zu untersuchen. Zum einen sollte die
Aktivierungsgeschwindigkeit bestimmt und zum anderen gepriift werden, ob die
Halbseitenreaktivitdt schon fiir die Aktivierung des Cofaktors in Erscheinung tritt. Die
Datenqualitdt vorangegangener Experimente liel bisher keine eindeutige Aussage zu (Kref3
2003).

Ein optimales Experiment wird mit einem dquimolaren Verhdltnis von aktiven Zentren des
Enzyms und dem eingesetzten Cofaktor ThDP erreicht. Bei einem Uberschuss an ThDP
wiirden die Signalverhéltnisse keine exakte Auswertung ergeben. Die Voraussetzung fiir diese
Art des experimentellen Ansatzes ist entweder eine quasi-irreversible Cofaktorbindung oder
bei einer reversiblen Cofaktorbindung mit einem schnelleren H/D-Austausch des
enzymgebundenen ThDP (Kg.thpp > 10 X kthpp) und einem Kp-Wert < 15 uM ThDP (Tittmann
2000).

Fiir die vorliegende Arbeit wurde eine Konzentration von 15.5 mg/ml hsPDH-E1 (Apoenzym,
201.3 uM aktive Zentren) mit einer dquimolaren Menge an ThDP und 5 mM MgSO4
rekombiniert. Der fluorimetrisch bestimmte Kp-Wert fiir ThDP und hsPDH-EI liegt im
nanomolaren Bereich (Kp = 0.47 uM aus (KreB3 2003) und Kp = 0.11 uM aus (Kato et al.
2008). Unter Verwendung der Kp-Werte in Gleichung 3.1 kann berechnet werden, dass unter
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den gewihlten Bedingungen mehr als 95 % der aktiven Zentren der hsPDH-E1 mit ThDP
besetzt sind (Gl. 3.2).

ThDP], + [E], +K, \/ ((ThDP], +[E], + K,

[E - ThDP]= [ > J —[ThDP], -[E], Gl.3.1

[E - ThDP]

E — ThDP(%) = ThDP]
0

Gl. 3.2

[E-ThDP] — Konzentration des gebundenen ThDP (Holoenzym), [ThDP], — Gesamtkonzentration des ThDP,
[E]o — Gesamtkonzentration der aktiven Zentren des Enzyms, Kp — Dissoziationskonstante des ThDP

Das H/D-Austauschexperiment beruht auf der Deprotonierung/Reprotonierung bzw.
Deuterierung des reaktiven C2-Atoms des Thiazoliumrings (Abb. 3.13 oben). Durch die
Verwendung eines Losungsmittelgemisches von Puffer (H,O-Basis) und D,O kommt es zur
Reprotonierung und Redeuterierung, bis sich ein Gleichgewicht zwischen C2-H und C2-D
eingestellt hat. Dieses Gleichgewicht ist vom Fraktionierungsfaktor des C2-Atoms und vom
Anteil des Wasserstoffisotops (D) nach Reaktionsstart abhiangig (GI. 3.3).

[c2-D]-[H,0] 1-n,
[c2-H]:[D,0] n,

Gl.3.3

® — Fraktionierungsfaktor des C2-Atoms, [C2-D] — Konzentration des deuterierten C2, [C2-H] — Konzentration
des protonierten C2, np — molarer Anteil an Deuterium nach Reaktionsstart

Die Fraktionierungsfaktoren wurden sowohl fiir den freien (®wpp = 1.00), als auch fiir den
enzymgebundenen Cofaktor (®Og.thpp = 0.98) mit etwa 1 bestimmt (Harris und Washabaugh
1995; Tittmann 2000). Durch die 1+1-Mischung der Proteinprobe mit 99.9 % D,0O war der
finale Anteil an austauschbarem Deuterium 50 % (np = 0.5). Unter der Annahme von @ ~ 1
ergibt sich, dass die Signalamplitude des C2-H-Signals bei vollstindigem H/D-Austausch auf
50 % sinkt (Abb. 3.13 unten links).



Ergebnisse und Diskussion 72

R CH R CH R CH
e 3 SN 3 SN 3
N \ k; (-H") N k, (+D") N
— o/ \ \
/4 k. (+H") \/ k,(-DY) /
H S R, S Ry D S R,
C2-H C6-H 1.0 ﬁ
---------- 0.9 FE
---------- T
---------- an [
QID 0.8 | Austausch 50 % der aktiven Zentren
o K
T 07F[
& . hsPDH-E1-ThDP
O 06
0.5 P *\;‘E ..... B e O, @ —
. Austausch 100 % der aktiven Zentren
[ B R N AR IR
10.0 o5 0.0 85 8.0 0 20 40 60 80 100 120 140
'H-NMR chemische Verschiebung (ppm) t (S)

Abb. 3.13. Oben: Reaktionsschema des Losungsmittelaustauschs von ThDP in 50 % D,O (R — -
CH2CH2P207H2, R, — Aminopyrimidinkomponente. Unten links: 1H—NMR—Spek‘cren des H/D-
Austauschs des C2-H von hsPDH-El-gebundenen ThDP nach Saure-quenching und ThDP-
Isolierung nach 2 s und 120 s. Unten rechts: Zeitliche Abhédngigkeit der integralen Intensitdt C2-H-
Signals von freiem ThDP (--0-) und ThDP gebunden an hsPDH-E1 (—o-). Bedingungen nach 1+1-
Mischung mit 99.9 % D,0: 7.75 mg/ml (100.65 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 100.65 uM ThDP,
1 mM MgSO,, Puffer der Lésung vor 1+1-Mischung: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T = 30 °C.

Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgte durch Bestimmung der Peakintegrale des C2-H-
Signals und des nichtaustauschenden C6’-H-Signals als interner Standard. Deren Verhiltnis
wurde gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 3.13 unten rechts) Die H/D-Austauschreaktion ist
eine Reaktion pseudo 1. Ordnung. Dadurch kénnen die Daten einer einfach exponentiellen
Funktion angepasst werden. Prinzipiell ist mit dem Auftreten zweier Exponentialterme zu
rechnen, wovon der eine den H/D-Austausch des freien, der andere den H/D-Austausch am
enzymgebundenen ThDP charakterisiert (Tittmann 2000) (GI. 3.4).
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J.CZ_H(‘[)Z[E_ThDP]. . _w -exp(—k 1)
[co-n [rhoP], T [Co-H(eq) P(—Ke_ripr
( _M] : l—w -exp(—k .t)+w
[rooe], ) oo ) T [eo-HGea)
Gl. 34
Jc2-H [C2-H(eq)

(t)- Verhéltnis der Peakintegrale zum Zeitpunkt t, - Verhéltnis der Peakintegrale im

JCc6'-H JC6'-H(eq)
Gleichgewicht, kg.mppp — H/D-Austauschgeschwindigkeitskonstante des enzymgebundenen ThDP, ky,pp — H/D-
Austauschgeschwindigkeitskonstante des freien ThDP

Unter der Voraussetzung, dass der Anteil an freiem Cofaktor nur 0.05 % betrégt (siehe oben,
Gl. 3.5), so kann der Term fiir die H/D-Austauschgeschwindigkeit des freien Cofaktors
vernachléssigt werden (0.95 >> 0.05). Weiterhin entspricht das Verhéltnis der Integrale von
2-H und 6’-H im Gleichgewicht np und betrigt damit 0.5 (siehe GI. 3.3). Die
Fraktionierungsfaktor ®g.npp wird 1 gesetzt. Nach diesen Vereinfachungen ergibt sich
[C2-H

[CoH gegen die Zeit

Gleichung 3.5, die zur Datenanpassung bei einer Auftragung von

verwendet werden kann, sofern sich die Untereinheiten des Enzyms im Hinblick auf den H/D-
Austausch dquivalent verhalten.

jcz—H

IC6' H (t) ~0.5- eXp(_kobsE_ThDP ' t) +0.5 Gl 3.5

Der erhaltene k-Wert ist eine makroskopische Geschwindigkeitskonstante (Kops~ ""7), die sich
aus den Geschwindigkeitskonstanten der Deuterierungs (kp) und der Reprotonierung (Ky)
zusammensetzt (Gl. 3.6).

ko.w " =k, +k, Gl. 3.6

obs
Setzt man die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten aus Abb. 3.13 oben fiir die
Werte von ki und kp ein so erhélt man Gleichung 3.7.

K E-TOOP _ ki -k, +k; -k, Gl. 3.7

obs
k., +k,

Es kann angenommen werden, dass die Deuterierung und die Reprotonierung des C2-Atoms
diffusionskontrolliert und daher mit sehr dhnlichen Geschwindigkeitskonstanten (k.; = kj)
ablaufen und somit gilt Gleichung 3.8.
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E-ThDP <

k (k, +k_,) Gl. 3.8

obs

N |~

Da gezeigt wurde, dass Kqps und Kk; nicht gleich sind, kann die Geschwindigkeitskonstante des
H/D-Austauschs nicht die tatséchliche Deprotonierungsgeschwindigkeit widerspiegeln,
jedoch als unterer Grenzwert betrachtet werden (Tittmann 2000).

Die Auftragung der Datenpunkte des H/D-Austauschs fiir die hsPDH-E1 zeigte eine
Signalamplitude von 0.475. Dies entspricht der erwarteten Besetzung von ca. 95 % der
aktiven Zentren (s.o.). Der Verlauf der Kinetik ergab jedoch ein fiir ThDP-Enzyme zuvor
noch nicht gezeigtes Bild. Wihrend die eine Hélfte des enzymgebundenen ThDP innerhalb
von 2 s austauschte, benétigte der Austausch der anderen Hélfte ThDP-Molekiile eine Zeit
von 120 s. Durch das Auftreten von zwei Phasen trotz gerechtfertigter Vernachlidssigung des
Anteils an freiem Cofaktor (s.0.) nimmt die Gleichung fiir die Datenanpassung folgende Form
an (Gl. 3.9):

C2-H 0.25-|E = ThDP -
I con” [T[hDP] L expic, =g
I - ) Gl. 3.9
+ 0.25-[E ~ ThDP] cexp(—Ky, ) +0.5

[ThDP],
Erlduterung der Geschwindigkeitskonstanten im Text.

Die Anpassung der Daten nach einer doppelt-exponentiellen Reaktion pseudo 1. Ordnung
ergaben flir den schnell austauschenden Anteil des enzymgebundenen ThDP eine apparente
Geschwindigkeitskonstante kobsE'ThDP1 von 51 = 15 s und fiir den langsam austauschenden
Anteil kobSE'ThD P2 von 0.018 £ 0.005 s™! (Abb. 3.13 unten rechts). Die Amplituden der beiden
Phasen entsprachen ungefdhr einem Wert von 0.25 und somit 50 % der Gesamtamplitude.
Dieses Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass sich unter den gewahlten Bedingungen in hsPDH-
E1l ein aktives Zentrum in einem reaktiven und das zweite aktive Zentrum in einem inaktiven
bzw. ruhenden Zustand befinden.

Vergleicht man die Geschwindigkeitskonstante der C2-lonisierung des ,,schnellen* aktiven
Zentrums mit der fiir den PDHc bestimmten Katalysekonstante (Kc,) von 50-70 st (Liu et al.
2001; Korotchkina und Patel 2001a), zeigt sich, dass durch den ersten Schritt der El-
Reaktion, die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion des Komplexes realisiert werden kann und
dieser nicht geschwindigkeitsbestimmend fiir den hsSPDH-Komplex ist.

Bemerkenswert ist, dass der langsam austauschende Anteil an enzymgebundenen ThDP ca.
zehnmal langsamer austauscht als der freie Cofaktor (kobsThDP = 0.14 £ 0.02 s'l). Eine
mogliche Erkldrung dafiir ist, dass die langsame Seite durch die Proteinkomponente vom
Losungsmittel abgeschirmt ist.
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e 'H-NMR-Intermediatanalyse

Die Methode der 'H-NMR-Intermediatanalyse erlaubt die Bestimmung mikroskopischer
Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionsschritte von ThDP-abhingigen Enzymen
(Tittmann et al. 2003). Durch die Anderung des elektronischen Zustands des reaktiven C2-
Atoms wihrend der Katalyse kommt es zu einer Verdnderung des Ringstroms der m-
Elektronen der beiden heterozyklischen Ringsysteme des Cofaktors. Das verursacht eine
chemische Umgebungsverénderung und somit eine Verschiebung des 'H-NMR-Signals des
C6’-H-Atoms. Jedes Reaktionsintermediat des ThDP-Molekiils besitzt eine definierte
chemische Verschiebung und konnte durch Verwendung einer jeweiligen Referenzsubstanz
genau zugeordnet werden (Tittmann et al. 2003). Aufgrund der Korrelation der Integrale der
NMR-Signale und der Anzahl der detektierten Kerne erhélt man ein Maf} fiir die relativen
Konzentrationen der Intermediate zu definierten Zeitpunkten der Reaktion. Wie in Kapitel
2.2.5.6. bereits erwdhnt, sind ThDP und seine Intermediate sdurestabil. Dies ermdglicht die
Trennung von Protein und Cofaktor bzw. Intermediat durch sogenanntes Sédure-quenching
nach bestimmten Inkubationszeiten. Die quantitative Verteilung der Reaktionsintermediate zu
definierten Zeitpunkten der Reaktion erlaubt folglich die Bestimmung von mikroskopischen
Geschwindigkeitskonstanten sowohl unter steady-state- als auch unter single-turnover-
Bedingungen.

Die isolierte E1-Komponente katalysiert die Decarboxylierung von Pyruvat unter Bildung des
Reaktionsintermediats HEThDP (Carbanion/Enamin). Dabei wird als transientes Intermediat
LThDP durchlaufen (Reaktion 3.2). HEThDP (Carbanion/Enamin) ist das Produkt dieser
Reaktionssequenz, da in Abwesenheit externer Oxidationsmittel kein weiterer Umsatz des
enzymgebundenen HEThDP erfolgen kann. Bei vollstaindigem Umsatz liegt in allen aktiven
Zentren der hsPDH-E1 das Intermediat HEThDP vor.

k'
E-ThDP + Pyruvat == E-ThDP * Pyruvat —
k'
E-LThDP — E-HEThDP + CO, Reaktion 3.2

Die chemischen Verschiebungen der fiir die E1-Reaktion relevanten Intermediate sind in
Abbildung 3.14 gezeigt.
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LT:hDP Abb. 3.14. Standardsignale der C6’-Protonen
! im "H-NMR-Spektrum fiir die Intermediate der
Reaktion von enzymgebundenem ThDP mit
Pyruvat. ThDP — Thiamindiphosphat (6 = 8.01
ppm), LThDP — 2-Laktyl-Thiamin-diphosphat
(6 = 7.27 ppm), HEThDP - 2-Hydroxyethyl-
Thiamindiphosphat (6 = 7.33 ppm), AcThDP —
2-Acetyl-Thiamindiphosphat (6 (Ketoform) =
T E R 7.37 ppm und 6 (Hydrat) = 7.36 ppm).

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2

HEThDP'

(Keto + Hydrat) |
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Der Reaktionsverlauf und die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten der hsSPDH-E1-
Reaktion wurden in einem Single-turnover-Experiment bestimmt. Pro aktivem Zentrum wird
dabei nicht mehr als ein Pyruvatmolekiil umgesetzt. Diese Annahme ist gerechtfertigt, da die
Abspaltung von Acetaldehyd als Nebenreaktion unter 5 % der E1-Gesamtaktivitit liegt und
daher nicht auf der Zeitskala der durchgefiihrten NMR-Experimente in Erscheinung tritt
(bestimmt mit Hilfe des Holzer-Tests, Daten nicht gezeigt). Analog zu den H/D-
Austauschexperimenten wurde die hsSPDH-E1 mit dquimolaren Mengen ThDP und einem
Uberschuss an MgSO, rekombiniert. Die Reaktion wurde im Anschluss daran durch Zugabe
von Pyruvat gestartet und wie beschrieben nach definierten Zeitpunkten durch Saure-
quenching gestoppt.

In Abbildung 3.15 sind zum einen ausgewéhlte 'H-NMR-Spektren wihrend der Reaktion,
zum anderen die Zeitabhéngigkeit der LThDP- und HEThDP-Bildung der single-turnover-
Reaktion der hsPDH-E1 dargestellt.

ThDP

HEThDP
Puffer/TCA 1
. LThDP

0s

S

2s

Anteil Intermediate/
alle aktive Zentren

60 s

8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2
'"H-NMR chemische Verschiebung (ppm) t (S)

Abb. 3.15. Links: '"H-NMR-Spektren der kovalenten ThDP-Intermediate der hsPDH-E1-Reaktion
mit Pyruvat unter single-turnover-Bedingungen nach Siure-quenching und Intermediatanalyse
nach 0, 2 und 60s. Rechts: Zeitliche Abhdngigkeit der Intermediatverteilung der hsPDH-EI-
Reaktion mit Anpassung nach Gl. 3.10 fiir ThDP (—o-), Gl. 3.11 fiir LThDP (—[1-) und Gl. 3.12 fiir
HEThDP (-0-). Bedingungen nach 1+1-Mischung von Substrat und Enzym: 7.75 mg/ml (100.65
uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 100.65 uM ThDP, 1 mM MgSO,, 25 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3
M KCl, pH 7.6, T = 30°C.



Ergebnisse und Diskussion 77

Die Auftragung des zeitlichen Verlaufs der Reaktion zeigte deutlich zwei Phasen mit einer
Amplitude von jeweils ca. 0.5 Molfraktion. Man kann demnach davon ausgehen, dass die
beiden aktiven Zentren nicht gleichwertig arbeiten, sondern eine Halbseitenreaktivitit
vorliegt. Die Reaktion der schnell arbeitenden Seite ist nach ca. 2 s abgeschlossen, wéihrend
der gesamte Umsatz ca. 60 s dauert. Des Weiteren ist die Bildung und der Zerfall des
transienten Intermediats LThDP zu erkennen (Abb. 3.15 rechts). Der detektierte Anteil des
LThDP betrug in diesem Experiment ca. 10 %. Die Gesamtreaktion entspricht einer
Folgereaktion. Unter der Bedingung der Substratséttigung ist die Geschwindigkeitskonstante
der Gesamtreaktion von der Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung zwischen
dem C2 des ThDP und dem Carbonylkohlenstoff des Pyruvats (k;’) und der
Geschwindigkeitskonstante der Decarboxylierung des LThDP (k,’) abhingig (Reaktion 3.2).
Fiir die Auswertung der Daten muss die Halbseitenreaktivitit beachtet werden, so dass sich
die genannten Geschwindigkeitskonstanten in jeweils zwei Konstanten unterteilen: k5’ und
kg’ fiir die C-C-Bindungsbildung und k;»” und kyg’ fiir die Decarboxylierung. Dabei
reprasentiert A die ,,schnelle”, B die ,,Jangsame® Seite. Die Anteile der einzelnen Spezies E-
ThDP, E-LThDP und E-HEThDP (Reaktion 3.2) sind durch die Geschwindigkeitskonstanten
ihrer Bildung und ihres Zerfalls beschrieben (GI. 3.10 — 3.12).

[E — ThDP](t) = 0.5 [E — ThDP], - exp(~ k,, "t)+ 0.5 [E — ThDP], - exp(~ k,5"t) ~ Gl. 3.10

k '
# ' [exp(— klA"t)_ eXp(— Ky, '.t)]
ke Gl. 3.11

+0.5 [E — ThDP]0 # . [exp(— Kg '-t)— exp(— Kyg "t)]
kzs _le

[E - LThDP(t) = 0.5 [E — ThDP],

[E~ HEThDP" ][t) = 0.5 [E - ThDP], - {1  Kia'expl oy )=y, expl klA"t)}
r o Gl 3.12

+0.5 [E — ThDP]0 . {1 " le'eXp(— Kyp '-t)— sz'eXP(— le'-t)}
k2B '_le'

Erlauterungen der Geschwindigkeitskonstanten im Text.

Zunichst wurde das Zeitprofil des enzymgebundenen ThDP (E-ThDP) nach Gleichung 3.10
angepasst. Die erhaltenen Werte fiir kKj4” und kjg” wurden zur Anpassung der Datenpunkte
von E-LThDP und E-HEThDP nach Gleichungen 3.11 und 3.12 verwendet. Danach konnten
koa” und kop” entsprechend berechnet werden. Die ermittelten Werte fiir die mikroskopischen
Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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Tabelle 3.1. Kinetische Konstanten fiir die Einzelschritte des Pyruvatumsatzes der hsPDH-E1
bestimmt durch "H-NMR-Intermediatanalyse.

Mikroskopische Geschwindigkeitskonstante hsPDH-E1
s ol
LThDP-Bildung Kia” (s7) 23£05
(C-C-Bindung), kig* (s) 0.029 + 0.005
s ol
LThDP-Decarboxylierung kaa” (s7) 5.1+1.3
(HEThDP-Bildung), s () Ky

Die aktive Seite der hsPDH-E1 arbeitet zwei GroBenordnungen schneller als die ruhende
Seite. Betrachtet man die Aktivierung des Cofaktors und die C-C-Bindungsbildung, so zeigt
sich fiir die aktive Seite, dass die apparente Ionisierungsgeschwindigkeit mit einem Faktor
von 22 deutlich schneller als die C-C-Bindungsbildung ist (kobSE'ThDPl =51+15 s'l). Im Fall
der langsamen Seite liegen die Werte in einem &hnlichen Bereich (kobSE'ThD P2 = 0.018 +
0.005 s™).

Wie bereits erwéhnt, traten wihrend des gesamten Reaktionsverlaufs nur ca. 10 % des
enzymgebundenen Cofaktors als LThDP in Erscheinung. Bereits nach 5 s war LThDP wieder
vollstindig zerfallen (Abb. 3.15). Die detektierte LThDP-Fraktion muss in diesem Fall der
schnellen Seite zugeordnet werden. Wire das LThDP beiden aktiven Zentren zuzuordnen,
miisste das LThDP-Signal iiber einen lingeren Zeitraum stabil detektierbar sein, da die
Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung der langsamen Seite nur 0.029 s™
betrug. Der Anteil an maximal gebildetem LThDP kann unter Annahme einer
Halbseitenreaktivitdt nach Gleichung 3.13 berechnet werden.

kZA'
[LThDPL,, [ k! |t L33
[aktive Zentren]gesamt K,,'

Nach Verwendung der zuvor bestimmten Geschwindigkeitskonstanten erhdlt man eine
maximale Molfraktion an LThDP von 0.12 relativ zur Konzentration an aktiven Zentren.
Dieser Wert stimmt gut mit dem experimentell bestimmten Wert von 0.1 (10 %) iiberein.

Die Daten der H/D-Austauschexperimente und der Intermediatanalyse mit dem Substrat
Pyruvat implizieren das Vorliegen einer Halbseitenreaktivitit der hsPDH-E1. In einem
weiteren 'H-NMR-Experiment sollte die Hypothese dieses alternierenden Mechanismus durch
ein weiteres Ergebnis unterstiitzt werden.

Fir dieses Experiment wurde das Substratanalogon Methyacetylphosphonat (MAP)
eingesetzt. Die humane E1-Komponente kann MAP unter der Bildung von PLThDP binden,
jedoch nicht weiter umsetzen. Der Grund dafiir ist die durch das Enzym nichtspaltbare
Phosphonatbindung (C,-P) anstelle der C-C-Bindung zwischen dem Carbonylkohlenstoff und
dem C-Atom der Carboxylatgruppe (Abb. 3.4). Die Holoform der hsPDH-E1 wurde mit einer
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hohen Konzentration an MAP fiir 15 min zur Reaktion gebracht und nach Probenbehandlung
mittels 'H-NMR analysiert. Das resultierende NMR-Spektrum ist in Abbildung 3.16
dargestellt.

Puffer/TCA Abb. 3.16. "H-NMR-Spektrum des kovalenten

ThDP-Intermediats der hsPDH-E1-Reaktion

ThDP mit MAP mit einem C6’-H-Signal des PLThDP

2-Phosphonolaktyl-ThDP i 7 30 pym.  Bedingungen nach  1+1-

Mischung von Substratanalogon und Enzym:

7.16 mg/ml hsPDH-E1 (93 uM aktive Zentren),
93 uM ThDP, 0.5 mM MgSO,, 10 mM MAP,

t =15 min, Puffer: 0.1 M KPP, 0.3 M KCl,

pH 7.6, T =30 °C.
8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 72

'"H-NMR chemische Verschiebung (ppm)

Dieses Spektrum zeigt, dass MAP von der hsPDH-E1 unter der Bildung von PLThDP
gebunden wird. Trotz der langen Reaktionszeit konnten maximal nur 50 % des
Intermediatanalogons PLThDP detektiert werden. Dieser Befund unterstiitzt die Theorie der
Nichtidquivalenz der beiden aktiven Zentren der hsSPDH-EL1.

3.1.14. CD-spektroskopische Charakterisierung der 1P- und AP-Bande des ThDP
in der hsPDH-E1 unter Verwendung von Substrat- und Cofaktoranaloga

Eine elegante Methode zur Detektion verschiedener Zustinde des ThDP wurde in den letzten
Jahren in der Gruppe von JORDAN intensiv entwickelt (Jordan et al. 2002; Jordan et al. 2003;
Nemeria et al. 2004; Jordan und Nemeria 2005; Nemeria et al. 2006; Nemeria et al. 2007a;
Nemeria et al. 2007b; Nemeria et al. 2009). In Studien zu verschiedenen ThDP-abhidngigen
Enzymen konnte gezeigt werden, dass sich die tautomeren Formen des Aminopyrimidinrings
des enzymgebundenen Cofaktors in ihren spektroskopischen Eigenschaften im Nah-UV-CD
voneinander unterscheiden. Es existieren vier verschiedene Zustinde: das 4’-
Aminopyrimidintautomer (AP), das 4’-Aminopyrimidiniumtautomer (APH"), das 1°4’-
Iminotautomer (IP) und das reaktive Ylid (Abb. 3.3). Die unterschiedliche Wechselwirkung
der einzelnen tautomeren Zustidnde des enzymgebundenen Cofaktors mit eingestrahltem Licht
ermoOglicht die spektroskopische Untersuchung der ThDP-Katalyse. Die einzelnen
Reaktionsintermediate konnen anhand ihres tautomeren Zustands zugeordnet werden. Es
wurde folgende Zuordnung vorgeschlagen: Die AP-Form zeigt ein negatives Nah-UV-CD-
Signal bei ca. 320-330 nm, die IP-Form hingegen verursacht ein positives Signal zwischen
290 und 305 nm. Fiir die APH'-Spezies wird kein CD-Signal detektiert (Nemeria et al. 2009).
Die Bildung des Signals um 330 nm beruht vermutlich auf einen Ladungs-Transfer-Komplex
zwischen dem Aminopyrimidinring und dem Thiazoliumring (Nemeria et al. 2004). Das
Signal im Bereich um 300 nm wird mdglicherweise durch die chemische Struktur des 1°,4’-
Iminopyrimidinrings verursacht (Baykal et al. 2006). Andere Arbeiten zeigen jedoch, dass die



Ergebnisse und Diskussion 80

Zuordnung der CD-Banden nicht in jedem Fall eindeutig bzw. das Auftreten der Banden auf
die genannten Ursachen zuriickzufiihren ist. Es wird vielmehr davon ausgegangen, dass die
Wechselwirkung des prochiralen ThDP mit seiner chiralen Umgebung, der
Proteinkomponente, zu einer enzymspezifischen Bandenstruktur fiihrt (Asztalos 2008). Die
Zuordnung der Banden, die in der vorliegenden Arbeit analysiert wurden, orientiert sich an
den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um JORDAN.

Zunichst sollten diese Ergebnisse in Nah-UV-CD-Experimenten mit der hsSPDH-E1 bestitigt
werden. In der Abbildung 3.17 sind die Nah-UV-CD-Spektren fiir Apo- und Holo-hsPDH-E1
dargestellt. Dabei zeigte sich eine negative Bande bei 328 nm. Die Gruppe von JORDAN
konnte fiir die Holo-hsPDH-E1 zudem eine positive Bande bei 300 nm detektieren (Nemeria
et al. 2009). Die Autoren interpretierten das simultane Auftreten beider Banden wie folgt: In
einem aktiven Zentrum ist die iminotautomere Form, in dem anderen die aminotautomere
Form des Cofaktors populiert. Mit dieser Aussage wird auch die Halbseitenreaktivitit
unterstiitzt. Die entsprechende Bande ist in den CD-Spektren der Holo-hsPDH-EI, die in
dieser Arbeit generiert wurden, nicht stark ausgepragt.

Abb. 3.17. Nah-UV-CD-Spektren der hsPDH-
El in ihrer Apoform (—, ohne ThDP und
MgSOQO,) und ihrer Holoform (—).

4 Bedingungen: 4 mg/ml (52 uM aktive Zentren)
AP-Bande (330 nm) hsPDH-E1, 0.25mM ThDP, 1 mM MgSO,,
20 mM KPP, pH 7.6, T =30 °C.

2l IP-Bande (292/308 nm)
L

v
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In zwei weiteren Experimenten sollte die Identitdt der Banden im Fall der hsPDH-E1 weiter
untersucht werden. Zum einen wurde das native Substrat Pyruvat, zum anderen das
Substratanalogon MAP einer Holoenzymldsung zugefiigt. Die CD-Spektren ergaben
folgendes Bild (Abb. 3.18): Nach der Zugabe von Pyruvat verschwand die Bande bei 330 nm.
Dies zeigt, dass der Cofaktor nicht mehr in seiner AP-Form vorliegt. Es kommt jedoch auch
nicht zur Population der IP-Form, da sich im Bereich um 300 nm kein Signal zeigte. Das
finale Intermediat der isolierten E1-Reaktion ist HEThDP (Carbanion/Enamin). Die Daten
sprechen demnach dafiir, dass das gebildete HEThDP in der APH'-Form vorliegt. Diese
Annahme ist in guter Ubereinstimmung mit dem von der Gruppe um JORDAN
vorgeschlagenen Modell, nach dem die Carbanion/Enamin-Struktur entweder in der AP- oder
in der APH -Form vorliegen sollte (Nemeria et al. 2009).

Die Zugabe von MAP fiihrte zu einem deutlichen positiven CD-Signal bei 290-293 nm mit
einer Schulter bei 305-308 nm. Diese Bande kann dem Intermediatanalogon PLThDP
zugewiesen werden. Bisherige Beobachtungen zeigten, dass tetrahedrale ThDP-Intermediate
in der 1°,4’-iminotautomeren Form vorliegen und ein Signal in diesem Wellenldngenbereich
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hervorrufen (Abb. 3.18 rechts, 3.20 links). Fiir die iminotautomere Form wurden zumeist
Signale bei 305-308 nm gefunden. Das CD-Spektum der hsPDH-E1 nach Bildung von
PLThDP zeigte jedoch ein Maximum im oben genannten Bereich mit einer Schulter bei
305 nm.

i IP-Bande (292/308 nm)

" AP-Bande (330 nm)

® (mdeg)
©® (mdeg)

N

-~ Nebenproduktgemisch AP-Bande (330 nm)

(Acetolaktat (300 nm) + Acetoin (278 nm)) F
P R E R H S R B Y
300 320 340 360 380 400 280 300 320 340 360

A (nm) A (nm)

Abb. 3.18. Nah-UV-CD-Spektren der hsPDH-E1 in ihrer Apoform (—, ohne ThDP und MgSO,)
und ihrer Holoform (—) und nach Zugabe von Pyruvat (—, links) oder MAP (—, rechts).
Bedingungen: links: 4 mg/ml (52 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSOQ,,
10 mM Pyruvat, t = 1 min, Puffer: 20 mM KPP, pH 7.6, T = 30 °C. rechts: 2 mg/ml (26 pM aktive
Zentren) hsPDH-E1, 0.1 mM ThDP, 5 mM MgSQO,. links: 10 mM MAP, t = 15 min, 0.1 M KPP,
0.3 M KCIL, pH 7.6, T =20 °C.

In einem weiteren Experiment wurde die hSPDH-E1 mit dem katalytisch inaktiven ThDP-
Analogon N3’-Pyridyl-ThDP rekombiniert (Seifert 2005). Das resultierende CD-Spektrum
zeigte eine zu 320 nm verschobene negative Bande. Diese kann der Aminopyridin-Form des
Cofaktoranalogons zugeordnet werden. Auch nach der Zugabe von Pyruvat blieb das Signal
unverdndert (Abb. 3.19). Dieses Ergebnis beweist, dass N3’-Pyridyl-ThDP ein unreaktives
Cofaktoranalogon ist. Die Verschiebung der Bande kann auf den fehlenden Ringstickstoff an
Position 1’ im Aminopyridinring zuriickgefiihrt werden. Die elektronische Veridnderung
verursacht vermutlich eine leichte Perturbation des Ladungs-Tranfer-Komplexes bzw. der
Wechselwirkung mit der Proteinkomponente. Eine vergleichbare Bandenstruktur des
enzymgebundenen N3’-Pyridyl-ThDP wurde mit der Transketolase aus E. coli beobachtet
(Asztalos 2008).
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Abb. 3.19. Nah-UV-CD-Spektren der hsPDH-
El in ihrer Apoform (—, ohne ThDP und
MgSO,4) und ihrer Holoform mit ThDP (—)
bzw. N3’-Pyridyl-ThDP und nach Zugabe von
Pyruvat (—) zu der mit N3’-Pyridyl
rekombinierten hsPDH-E1; Bedingungen: fiir
Apo- und Holoform s. Abb. 3.17; 5.75 mg/ml
(74.7 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM
N N3’-Pyridyl-ThDP, 1 mM MgSO,, 1.33 mM

300 320 340 360 380 400 Pyruvat, t =5 min, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH
7.6, T=20"°C.

® (mdeg)

Aminopyridin-Bande (320 nm)
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Die Nah-UV-CD-spektroskopischen Experimente mit der hsPDH-E1 bestitigen im
Wesentlichen die fiir verschiedene ThDP-Enzyme erhaltenen Daten der Arbeitsruppe um
JORDAN. Ein weiterer Beweis fiir die konkrete Zuordnung der Bande bei 292/308 nm wére
das CD-Spektrum einer LThDP-Decarboxylierung-defizienten Variante der hsPDH-EI.
Dieses miisste eine dhnliche Struktur wie das Spektrum von enzymgebundenen PLThDP
zeigen. Entsprechende Experimente mit der PDC aus Zymomonas mobilis waren bereits
erfolgreich (Meyer 2009).

Die Verschiebung der CD-Bandenstruktur der hsPDH-E1 rekombiniert mit N3’-Pyridyl-
ThDP kann zu der bestehenden Liste der CD-Signale fiir ThDP-abhidngige Enzyme
hinzugefiigt werden. Es zeigt sich, dass das finale Produkt der isolierten EIl-Reaktion
HEThDP wahrscheinlich in der APH'-Form vorliegt (Abb. 3.20 rechts).

PLThDP HEThDP
1',4'-Iminopyrimidin (IP) 4'-Aminopyrimidinium (APH™)

HO

3 PO3CH3

Abb. 3.20. Hypothetische Strukturformeln von PLThDP (links) und HEThDP (rechts) gebunden an
hsPDH-E1.
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3.1.1.5. Kinetische Untersuchung der Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat

Die Reaktion der hsPDH-E1 mit ihrem nativen Substrat Pyruvat konnte mittels "H-NMR-
Experimenten kinetisch charakterisiert werden. Mittels einer Gerdteanordnung von stopped-
flow und Photodioden-array wurde der Pyruvatumsatz zudem kontinuierlich iiber einen
Wellenldngenbereich von 185 nm bis 720 nm durch die Aufnahme von zeitaufglosten
Spektren verfolgt (Abb. 3.21 links).
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Abb. 3.21. Links: Zeitaufgeloste Spektren der Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat. Rechts:
Differenz-Absorptionsspektrum (Spektrum 0.05s — Spektrum 10s). Bedingungen nach 1+1-
Mischung: 7.5 mg/ml hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 1 mM Pyruvat, 0.1 M KPP,
0.3 M KCl, pH 7.6, T =30 °C.

Die Spektren zeigten einen charakteristischen Verlauf. Im Wellenléngenbereich um 330 nm
nahm die Absorption mit der Zeit ab und im Bereich um 373 nm zu (Abb. 3.22). Die Spektren
wiesen einen isosbestischen Punkt bei 352 nm auf.

Die Interpretation der Signalabnahme bei 330 nm bedarf einer Vorbetrachtung: Freies Pyruvat
zeigt ein Absorptionssignal bei einer Wellenlinge von 333 nm. Unter den gewihlten
Bedingungen (Messpuffer und T = 30 °C) konnte ein Extinktionkoeffizient von 18.9 M'cm’™
bestimmt werden. Im beobachten Zeitfenster von 10 s kann man fiir die isolierte E1-Reaktion
von einem Single-turnover ausgehen (Abb. 3.4). Die eingesetzte Enzymkonzentration betrug
97.4 uM aktive Zentren. Demnach wurden 97.4 uM Pyruvat umgesetzt. Unter Verwendung
des Lambert Beer'schen Gesetzes (Gl. 2.2) ergibt sich daraus eine sehr kleine
Extinktionsédnderung bei 333 nm von 0.00184.

Betrachtet man jedoch die aufgenommen Spektren, zeigte sich in diesem Bereich eine
deutlich groBere Amplitude von 0.012. Diese Extinktionsinderung kann durch den
Substratverbrauch allein nicht erklért werden. Die Ursache der Absorptionsabnahme kann wie
folgt erklart werden: Das 4’-Aminotautomer des ThDP wird durch den Umsatz von Pyruvat
zunichst in die IP-Form (LThDP) und anschlieBend in die APH'-Form (HEThDP) iiberfiihrt.
Die AP-Form des ThDP zeigt ein negatives CD-Signal bei 330 nm. Sowohl die IP-, als auch
die APH-Form weisen dieses Signal nicht auf (Kap. 3.1.1.4.). Die detektierte
Absorptionbande bei 330 nm kann demzufolge dem 4’-aminotautomeren Zustand des
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Cofaktors zugeordnet werden. Die Abnahme dieses Signals geht sowohl mit der
Substratabnahme, als auch mit der Anderung des tautomeren Zustands des ThDP und damit
der hsPDH-E1-Reaktion einher. Der zeitliche Verlauf der Signalabnahme folgt einer einfach
exponentiellen Abhéngigkeit. Die Anpassung der Daten an eine entsprechende Gleichung
(GL. 3.14) ergibt einen Kons-Wert von 2.02 + 0.10 s (Abb. 3.22 links). Dieser Wert liegt im
gleichen GréBenordnungsbereich der Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung
von 2.3 s, bestimmt durch 'H-NMR-Intermediatanalyse (Kap. 3.1.1.3.). Auf Grund der
gewihlten Zeitskala des Experiments wird nur das schnell arbeitende aktive Zentrum
betrachtet.

AAbs(t)= AAbs_ . exp(—K,,, - t)+ Absg,, Gl. 3.14

AADbs(t)= AAbs,_ (1—exp(—k,, -t))+ Absg,, Gl. 3.15

max

AAbs(t) — Zeitabhiangige Absorptionsianderung, AAbs,,,x — maximale Amplitude des Signals, K.ps — beobachtete
Geschwindigkeitskonstante der Signalinderung in s, Absg, — Absorption zu Beginn der Messung
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Abb. 3.22. Links: Zeitliche Abhdngigkeit des Absorptionssignals bei 330.58 nm mit Anpassung an
Gl. 3.14 (—o-). Rechts: Zeitliche Abhingigkeit des Absorptionssignals bei 373.30 nm mit
Anpassung an Gl. 3.15 (—o-). Bedingungen nach 1+1-Mischung: 7.5 mg/ml hsPDH-E1, 0.25 mM
ThDP, 1 mM MgSO,, 1 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T = 30 °C.

Das zweite Signal zeigt eine Zunahme bei 373.3 nm (Abb. 3.22 links). Auch die Kinetik der
Bildung dieses Signals kann einfach exponentiell angepasst werden (GIl. 3.15) (Abb. 3.22
rechts). Der erhaltene Kops-Wert betrdgt 3.33 + 0.57 s’'. Die beobachteten Geschwindigkeits-
konstanten des Verschwindens des Signals bei 330 nm und der Bildung des Signals bei
373 nm liegen in der gleichen GroBenordnung. Dieser Befund zeigt, dass es sich um den
gleichen Prozess handelt. Die Signalzunahme bei 373 nm kann demnach dem Produkt der
isolierten E1-Reaktion, dem HEThDP (Carbanion/Enamin) zugeordnet werden. Dieses Signal
wurde fiir die hsSPDH-E1 bisher nicht beschrieben. Fiir das an die humane E1-Komponente
gebundene HEThDP (Carbanion/Enamin) wurde bisher auch keine entsprechende Bande im
Nah-UV-CD detektiert. Dies kann durchaus mit einem sehr kleinen Extinktionskoeffizienten
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oder den Chiralititseigenschaften zusammenhdngen. Moglicherweise spiegelt das
Absorptionssignal ~ aber auch den  Ladungs-Transfer-Komplex zwischen dem
Aminopyrimidinring (AP-Form) und dem Thiazoliumring des HEThDP wider. Da das
HEThDP jedoch hauptsichlich in der APH'-Form vorliegt (siche Kap. 3.1.1.4.), ist die
Amplitude der Absorptionsbande sehr klein. Die maximale Amplitude dieses Signals betrigt
lediglich 0.005. Ein Absorptionssignal fiir enzymgebundenes HEThDP wurde erstmals von
der Arbeitsgruppe um JORDAN 2002 beschrieben (Jordan et al. 2002).

Als Vergleich wurde ein analoges Experiment mit der Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas
mobilis (ZmPDC) durchgefiihrt. Diese PDC decarboxyliert Pyruvat und nach Protonierung
des HEThDP (Carbanion/Enamin) wird Acetaldehyd abgespalten. Die ZmPDC-Variante
E473Q akkumuliert aufgrund der beeintrichtigten Produktabspaltung das Intermediat
HEThDP (Carbanion/Enamin) (Meyer 2009). Diese Variante stellt somit ein geeignetes
Referenzenzym zur hsPDH-E1 dar. Die Abbildung 3.23 zeigt jeweils zwei Spektren zu
Beginn und nach Ablauf der Reaktion sowie das jeweilige Differenzspektrum des stopped-
flow-Experiments mit Photodioden-array der Variante E473Q und des Wildtyps der ZmPDC.
Die Reaktion des Wildtypenzyms ist bereits nach etwa 300 ms abgeschlossen (Ko = 150 ™).
Es ist keine entsprechende Signalbildung im relevanten Wellenldngenbereich zu detektieren.
Im Fall der Variante E473Q zeigt sich eine deutliche Signalbildung im Bereich um 355 nm
(Abb. 3.23 links). Dieses Signal ist dem HEThDP (Carbanion/Enamin) zuzuordnen (Meyer
2009).

0.4 [

Absorption
Absorption

300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500 550 600

Abb. 3.23. Links: Spektren der Reaktion der ZmPDC E473Q mit Pyruvat nach 0.05 s (—), nach
11s () und das entsprechende Differenzspektrum (—). Rechts: Spektren der Reaktion der
ZmPDC (Wildtyp) mit Pyruvat nach 0.1s (—), nach 2s (—) und das entsprechende
Differenzspektrum (—). Bedingungen nach 1+1-Mischung: 8.5 mg/ml E473Q, 10 mg/ml ZmPDC,
0.05 mM ThDP, 0.5 mM MgSOQOy, 2.5 mM Pyruvat, 25 mM Mes, pH 6.0, T =30 °C.
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3.1.1.6. Thermodynamische und kinetische Untersuchungen der Reaktion der
hsPDH-E1 mit Methylacetylphosphonat

Ziel dieser Untersuchungen war es, die Substratbindung der hsPDH-E1 durch die
Verwendung des nichtdecarboxylierbaren  Substratanalogons MAP  genauer zu
charakterisieren (Abb. 3.4). Die Reaktion folgt dem Zweischrittmechanismus (Reaktion 3.3).

K K
E + MAP === FE*MAP =—= E—PLThDP
k -S K. Reaktion 3.3

(Michaelis-Komplex)

Es gelten K ks und K, =£.
kS kl

mit ks — Geschwindigkeitskonstante der Bildung des Michaelis-Komplexes, ks — Geschwindigkeitskonstante der
Dissoziation von Substrat und Enzym, Kg — Gleichgewichtskonstante der Bildung des Michaelis-Komplexes, k;
— Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung, k; — Geschwindigkeitskonstante der C-C-
Bindungsspaltung, K; — Gleichgewichtskonstante der C-C-Bindungsbildung.

In Kapitel 3.1.1.4. werden die CD-spektroskopischen Eigenschaften des enzymgebundenen
ThDP behandelt. Durch die Bindung von MAP an das Holoenzym der hsPDH-E1 bildet sich
das tetrahedrale 2-Phosphonolaktyl-ThDP. Dieses ldsst sich durch die Signalbildung im
Bereich von 290-295nm in Nah-UV-CD nachweisen (Abb. 3.18). In einem
Titrationsexperiment konnte eine thermodynamische Dissoziationskonstante von 46.4 =+
0.41 uM fiir die Bindung zwischen der hsPDH-E1 und MAP bei einem pH-Wert von 7.6
bestimmt werden (Abb. 3.24). Die ermittelte Dissoziationskonstante ist eine apparente
Konstante (K,pp), die sich aus den Konstanten der Einzelschritte der Reaktion 3.3 wie folgt
zusammensetzt (Gl. 3.16, siche Mathematischer Appendix Appl):

_ (KK Gl. 3.16
o (1+K))

Im Falle der vorliegenden Reaktion (Reaktion 3.3) kommt der K,,,-Wert dem Kp-Wert
(GIL. 3.20) numerisch sehr nahe, da aufgrund des weit auf die Seite des C-C-Addukts
verschobenen Gleichgewichts der K;-Wert deutlich kleiner als 1 ist.

Die Auswertung des Experiments ist in Kapitel 2.2.5.3. beschrieben. Zudem wurde die pH-
Abhingigkeit der Dissoziationskonstanten untersucht. Das pH-Optimum der MAP-Bindung
(kleinste Kqpp-Werte) liegt bei pH 7.4-7.6 (Abb. 3.24). Diese Beobachtung stimmt hinreichend
mit dem in der Literatur angegebenen pH-Optimum von pH 7.0-7.5 der E1-Aktivitét {iberein
(Nemeria et al. 2007b).
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Abb. 3.24. Charakterisierung der Bindung von MAP an die hsPDH-E1. Oben links: CD-Spektren
der Titration. Oben rechts: Abhéngigkeit des CD-Signals (Mittelwert von 288 — 294 nm) von der
MAP-Konzentration (©) mit Anpassung an eine Hyperbel nach Gl. 2.13 (—). Unten links:
Darstellung der Abhingigkeit mit halblogarithmischer Auftragung. Unten rechts: pH-Abhingigkeit
des K,pp-Werts. Bedingungen: 2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.1 mM ThDP, 5 mM
MgS0O,, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T =20 °C.

Der fiir die hsPDH-E1 thermodynamisch bestimmte K,p,-Wert liegt im mikromolaren
Bereich. Die im artifiziellen DCPIP-Assay bestimmten Ky-Werte fiir Pyruvat sind um den
Faktor 5 bis 10 kleiner als der Ky,,-Wert fiir MAP (Korotchkina und Patel 2001a; Seifert et al.
2006). Dieser Unterschied ldsst sich damit erkldaren, dass die Ky-Werte kinetisch bestimmt
sind. Die Bindung von Pyruvat wird durch die anschlieBende Decarboxylierung kinetisch
getrieben. Der fiir den Gesamtkomplex bestimmte Ky-Wert fiir Pyruvat von 52 uM stimmt
gut mit dem CD-spektroskopisch ermittelten K,pp-Wert fiir MAP iiberein (Korotchkina und
Patel 2001a).

Das Auftreten eines CD-Signals setzt die Existenz einer Absorptionsbande im selben
Wellenlidngenbereich voraus. Aus diesem Grund sollte das Signal der 1°,4’-iminotautomeren
Form auch absorptionsspektroskopisch nachgewiesen werden. Die Abbildung 3.25 zeigt das
entsprechende Spektrum.
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Abb. 3.25. Differenzspektrum der hsPDH-EI
nach Bindung von MAP (—). Bedingungen:
2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-EI,
0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSQO,, 10 mM MAP,
t = 15 min, Puffer: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI,
pH 7.6, T =30 °C.

Dieses Signal wurde zur kinetischen Analyse der MAP-Bindung in stopped-flow-
Experimenten genutzt. Die Messwellenlinge wurde auf 295 nm festgelegt und die

Signalinderung bei verschiedenen MAP-Konzentrationen verfolgt. Auf der Basis des 'H-
NMR-Experiments mit hsPDH-E1 und MAP war bekannt, dass in der gewihlten
Reaktionszeit nur eine aktive Seite PLThDP bildet (Kap. 3.1.1.3.). Da demnach ein
Analogonmolekiil pro Heterotetramer kovalent gebunden wird, konnten die Progresskurven

mit einer einfach-exponentiellen Gleichung angepasst werden (Abb. 3.26 links, Gl. 3.17).

AADbs(t)= AAbs_ (1—exp(-k,, -t))

Gl. 3.17

AAbs(t) — zeitabhingige Absorptionsdnderung, AAbs,,,, — maximale Amplitude des Signals, k,,s — beobachtete

Geschwindigkeitskonstante der Signalzunahme in s

0.05

AAbsorption (295 nm)

0.04 |
0.03 |
0.02 |

0.01 |

— 1 mM MAP
5 mM MAP
10 mM MAP

30 mM MAP

t(s)

kobs (S_l)

0 5 10 15 20 25 30 35
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Abb. 3.26. Links: stopped-flow-Kinetiken fiir die Bindung von MAP an die hsPDH-E1 unter
Bildung des stabilen PLThDP (auf Startabsorption 0 normiert). Rechts: Abhdngigkeit der Kgps-
Werte von der MAP-Konzentration (—o—), Fehlerbalken beziehen sich auf jeweils 3 Messungen.
Bedingungen: 2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSO,,
0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T =30 °C.
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Die Anpassung der Progresskurven erfolgte nach der Gleichung 3.17. Anschlieend wurden
die erhaltenen Ko,s-Werte gegen die MAP-Konzentration aufgetragen. Der den K,ps-Werten
zugrundeliegende geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die C-C-Bindungsbildung, der die
Fixierung des MAP in der docking site vorausgeht. In Ubereinstimmung mit klassischen
Resultaten zur Substratbindung an Enzymen kann angenommen werden, dass die primire
Substratfixierung im aktiven Zentrum sehr schnell erfolgt (Eigen und Hammes 1963;
McClendon et al. 2005). Unter dieser Voraussetzung ist Kops gegeben durch (siche Reaktion
3.3 und Mathematischer Appendix App2 im Anhang):

obs=w+ . Gl 3.18

K +(MAP)
Die apparente Geschwindigkeitskonstante Kqp,s zeigt eine lineare Abhingigkeit von der MAP-
Konzentration (Abb. 3.26 rechts). Ein linearer Zusammenhang zwischen Kq,s und MAP wird
nur unter Bedingungen Kg >> (MAP) erhalten. Gleichung 3.18 reduziert sich dann zu:

K, = L (MAP)+k_, Gl. 3.19
KS

Daher ist aus den vorliegenden Daten ki/Kg bzw. k.; bestimmbar. Die GroBe ki/Ks wird in der
vorliegenden Arbeit als K. ausgewiesen. Die Reaktion ist im vermessenen MAP-
Konzentrationsbereich demnach von dem der Bildung der kovalenten Bindung vorgelagerten
Gleichgewicht der Bildung des Michaelis-Komplexes beeinflusst (Reaktion 3.3). Die
Geschwindigkeitskonstante 2.-Ordnung K.g fiir die MAP-Bindung der hsPDH-E1 wurde aus
dem Anstieg der linearen Anpassung bestimmt und hat einen Wert von 60 M™'s™ (Abb. 3.26
rechts). Fir die Dissoziationskonstante k; konnte ein Wert von 0.0027 s' anhand des
Schnittpunktes der Gerade mit der Ordinate bestimmt werden. Der Kq,s-Wert bei 30 mM MAP
betrigt 1.8s"'. Die Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung fiir Pyruvat
(25 mM) hat einen Wert von 2.3s' (Kap. 3.1.1.3.). Beide Ergebnisse zeigen gute
Ubereinstimmung. Die Bindung von MAP durch die hsPDH-E1 ist demnach eine
aussagekriftige Referenz zur Bindung von Pyruvat.

Die Zuginglichkeit des K- und k. -Werts der MAP-Bindung erméglicht auch die kinetische
Bestimmung des Kp-Werts nach Gleichung 3.20 (sieche Mathematischer Appendix App2 im
Anhang).

K,=—1=K, K, Gl. 3.20

Der kinetisch bestimmte Kp-Wert betrigt 45 uM und entspricht, wie erwartet, nahezu dem in
der thermodynamischen Messung bestimmten K,,,-Wert von 46 pM (siehe oben).
Die maximale Amplitude war etwa 0.028. Ein vergleichbarer Wert (0.025) konnte unter den
gleichen Bedingungen auch im Differenzspektrum bestimmt werden (Abb. 3.25).
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3.1.2. Mechanistische Untersuchungen der Wechselwirkung und dervAcetylierungs-
reaktion zwischen hsPDH-E1 und der Lipoyldoméne hsPDH-E2LII

Das folgende Kapitel beschéftigt sich mit der zweiten Teilreaktion der hsPDH-E1-Katalyse.
Nach der Bindung und Decarboxylierung von Pyruvat wird die entstandene C2-Einheit in
Form eines Acetylrestes auf das S8-Atom des Dithiolanrings des Lipoamidarms der E2-
Komponente iibertragen. Das S6-Atom wird durch die EI-Komponente protoniert und ein
reduktiv acetylierter Dithiolanring entsteht (siehe Einleitung Kap. 3.1.).

Die im Folgenden dargestellten Experimente dienten zur Aufkldrung mehrerer Sachverhalte:
Beschreibung der Wechselwirkung zwischen hsPDH-E1 und der E2-Doméne hsPDH-E2LII,
kinetische Charakterisierung der Acetylierungsreaktion durch verschiedene assays,
Uberpriifung der Reaktion auf einen radikalischen Mechanismus unter den gewihlten
Standardbedingungen.

Zunéchst werden die Ergebnisse zur Generierung und Charakterisierung der hsPDH-E2LII
vorgestellt.

3.1.2.1. Expression, Reinigung und Charakterisierung der hsPDH-E2LII

Die E2-Domine hsPDH-E2LII besteht aus 113 Aminosduren (AS 121-233) und hat ein
Molekulargewicht von 12281 Da in der nicht lipoylierten und 12469 Da in der lipoylierten
Form (Abb. 3.28). Zur Expression der fiir das Konstrukt codierenden DNA wurde das
SUMO-System verwendet. Die hsPDH-E2LII wird demnach zunéchst als Fusionsprotein mit
dem SUMO-Protein exprimiert. Im Verlauf der Proteinpréparation wird das Fusionsprotein
durch Einsatz der hochspezifischen SUMO-Protease gespalten (Malakhov et al. 2004). Wie in
Kapitel 2.2.1. beschrieben, wurde zunidchst das aus 370 bp bestehende DNA-Konstrukt
(339 bp Gen + Restriktionsschnittstellen) durch Verwendung geeigneter Primer aus dem
parentalen Vektor pUK-E2 amplifiziert. Sowohl das Konstrukt als auch der Zielvektor
pETSUMO adapt wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut und anschlieSend
zur Ligation gebracht. Die Abbildung 3.27 zeigt Agarosegele, auf denen sowohl das PCR-
Produkt fiir die hsPDH-E2LII (links) als auch der verdaute (linearisierte) Zielvektor
pETSUMO adapt (Mitte) abgebildet sind.
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Abb. 3.27. Links: Agarosegel mit dem PCR-Produkt fiir das Gen der hsPDH-E2LII. M — 100 bp-
Leiter, 1 — PCR-Produkt mit 370 bp. Mitte: Agarosegel mit dem verdauten (linearisierten) Vektor
pETSUMO adapt, M — 1 kb-Leiter, 1 — linearisierter pETSUMO adapt mit 5643 bp. Rechts:
Agarosegel der Proben der Kolonie-PCR, M — 100 bp-Leiter, 1 — 8 negative PCR-Léufe, 9 —
positiver PCR-Lauf mit dem 370 bp-Konstrukt.

Die Ligationsansdtze wurden in elektrokompetente XL1 blue — Zellen transformiert. Die
erhaltenen Kolonien wurden mittels Kolonie-PCR auf einen Vektor getestet, der das
Zielkonstrukt fiir die Expression der hsPDH-E2LII besitzt. Unter 40 getesteten Kolonien
befand sich ein positiver Klon (Abb. 3.27 rechts). Die Sequenzierung des Zielvektors ergab,
dass sich das Gen fiir die hsSPDH-E2LII in richtiger Orientierung im Plasmid befindet. Dieser
Vektor wurde flir die Expression des Zielgens eingesetzt und als pETSUMO-E2Lipll
bezeichnet.

Expressionstests in verschiedenen Zellstimmen zeigten eine gute Proteinexpression des
Fusionspoteins (Gittler 2008). Als Expressionsstamm wurde fiir die weiteren Arbeiten die
Zelllinie BL21 C+ RP verwendet.

Die Produktion des Fusionsproteins erfolgte in Schiittelkultur und die erhaltene
Zellmaterialausbeute belief sich auf 8-10 g Feuchtgewicht/6 L Medium. Erst die Zugabe von
1 mM Liponsdure zur Schiittelkultur ermdglichte die Produktion der lipoylierten hsPDH-
E2LII. Ohne diesen Zusatz wurde iiberwiegend nicht-lipoyliertes Protein produziert. Die
Préiparation der hsSPDH-E2LII erfolgte wie in Kapitel 2.2.2. beschrieben. Die Ausbeute betrug
ca. 10 mg hsPDH-E1/g Zellmaterial bzw. 16 mg/L Zellkultur. Diese Ausbeute ist etwas hoher
als die fiir die in der Literatur beschriebenen Konstrukte mit GST-tag (3-14 mg/L Zellkultur)
(Liu et al. 1995a). Die Abbildung 3.28 unten zeigt ein SDS-Gel, das den Verlauf einer
hsPDH-E2LII-Praparation dokumentiert. Die Lipoyldoméine 2 des humanen PDHc wurde zur
Homogenitét pripariert.
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Abb. 3.28. Oben: Aminoséduresequenz der hsPDH-E2LII. Das rotmarkierte K entspricht dem
lipoylierbaren Lysin. Die unterstrichenen und in verschiedenen Griinténen dargestellten Sequenzen
entsprechen den drei durch tryptischen Verdau und MALDI-MS identifizierten Peptiden. Unten:
Analyse einer hsPDH-E2LII-Préparation mittels SDS-PAGE. M — GroBenstandard, 1 — Elution
nach Ni-NTA 1, 2 — Verdau nach 1 h, 3 — Verdau nach 2 h, 4 — Verdau nach 4 h, 5 — Verdau nach
18 h, 6 — Durchlauf nach Ni-NTA 2, 7 — Elution nach Gelfiltration, 8 — Elution nach Ni-NTA 3,9 —
Durchlauf nach Ni-NTA 3 (gereinigte hsPDH-E2LII).

Neben der Analyse durch SDS-PAGE wurde hsPDH-E2LII mittels unabhédngiger Methoden
charakterisiert. Zum einen sollte das Molekulargewicht und der Lipoylierungsgrad durch
Massenspektrometrie iiberpriift werden, zum anderen wurde die Sekundérstruktur durch Fern-
UV-CD untersucht (Abb. 3.29). Dariiberhinaus wurde die Struktur der Doméne in Lésung
durch Rontgenkleinwinkelstreuung analysiert. Die experimentelle Streukurve wurde mit zwei
berechneten Streukurven verglichen. Die berechneten Streukurven wurden mit Hilfe des
Programmes crysol auf der Basis der PDB-Dateien fiir die NMR-Struktur der nicht
lipoylierten humanen Lipoyldomédne 2 (AS 128-229) (Howard et al. 1998) und der
Kristallstruktur der lipoylierten humanen Lipoyldoméne 2 (AS 126-233) (Kato et al. 2005)
erhalten (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29. Oben links: Fern-UV-CD-Spektrum der hsPDH-E2LII (—) und Pufferspektrum (—),
Bedingungen: 0.2 mg/ml hsPDH-E2LII, 20 mM KPP, pH 7.6, T = 20 °C, d = 1 mm. Oben rechts:
Fern-UV-CD-Spektren verschiedener humaner Lipoyldoménen (aus (Liu et al. 2001)). Mitte links:
Superposition der auf Basis der NMR-Struktur (PDB-Datei 1FYC) berechnet Streukurve filir die
humanen Lipoyldoméne (AS 128-229) (—) und der experimentell ermittelten Streukurve (—) bei
5 mg/ml hsPDH-E2LII. Mitte rechts: Superposition der auf Basis der Kristallstruktur (PDB-Datei
1Y8N) berechneten Streukurve fiir die humane Lipoyldomidne (AS 126-233) (—) und der
experimentell ermittelten Streukurve (—) bei 5 mg/ml hsPDH-E2LII, 50 mM KPP, 50 mM KCl,
1 mM DTE, pH 7.6, T = 20 °C. Unten links: MALDI-Massenspektrum der hsSPDH-E2LII nach der
Préparation. Unten rechts: Ausschnitt des MALDI-Massenspektrums der hsSPDH-E2LII.
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Das Ergebnis der MALDI-TOF Analyse bestitigt, dass nach der Priparation eine vollstindig
lipoylierte hsSPDH-E2LII mit dem entsprechenden Molekulargewicht von 12469 Da vorlag.
Der Vergleich des Fern-UV-CD-Spektrums mit dem in der Literatur beschriebenen zeigt
hinreichende Ubereinstimmung. Zudem verlduft die experimentell ermittelte SAXS-
Streukurve der hsPDH-E2LII kongruent zu den aus den PDB-Dateien berechneten Kurven
(Abb. 3.30). Das durch Rontgenkleinwinkelstreuung ermittelte Molekulargewicht von 13 kDa
stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht von 12.469 kDa gut iiberein (Tab. 3.2a). In
einem weiteren Experiment wurde ein Trypsinverdau der entsalzten Domine durchgefiihrt
und die gewonnen Peptide mittels MALDI-MS analysiert. Dabei konnte die Identitdt des
Proteins mit drei Peptiden bestdtigt werden (Abb. 3.28 oben). Demnach kann davon
ausgegangen werden, dass es sich bei dem préparierten Protein tatsdchlich um die
Lipoyldoméne 2 des humanen PDHc handelt.

Literaturrecherchen zur Liponsdure ergaben, dass die oxidierte Form des isolierten
Dithiolanrings (Trimethylendisulfid) ein Absorptionssignal bei einer Wellenldnge um 330 nm
aufweist (Abb. 3.30). Die vollstindig reduzierte Form hat in diesem Bereich kein optisches
Signal. Der Extinktionskoeffizient der oxidierten Spezies wird mit ca. 150 M'cm™ angegeben
(Barltrop et al. 1954; Reed et al. 1958). Dieses Absorptionssignal sollte flir die kinetischen
Arbeiten als spektroskopische Sonde fiir die reduktive Acetylierung der hsSPDH-E2LII durch
die hsPDH-E1 herangezogen werden. Dazu war es notwendig, den Extinktionskoeffizienten
der an die hsPDH-E2LII gebundenen Liponsdure zu bestimmen. Der Koeffizient wurde aus
der linearen Abhéngigkeit der Extinktion bei 333 nm von der Konzentration der lipoylierten
hsPDH-E2LII berechnet. Es ergab sich ein Wert von &333:m = 131.56 + 0.63 Mlem!
(Abb. 3.31).

\ ~ . Abb. 3.30. Photolyse von Trimethylendisulfid

\ K\! e T ( (TMDS) in wissrig-alkoholischer Losung bei
i. 5—s HCl SH X SH SOR .

zor i v v Raumtemperatur: 1 — Absorptionsspektrum von
!,"-.\‘l".": TMDS, 2 nach 15 min Photolyse, 3 — nach
‘ 1':,:![ 60 min Photolyse, 4 — nach 105 min Photolyse.
1y

her 2| Entnommen aus Barltrop et al. 1954.
Y
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Abb. 3.31. Links: Absorptionsspektren (pufferkorrigiert) der lipoylierten hsPDH-E2LII in 0.1 M
KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6 und T = 30 °C. Rechts: Lineare Abhingigkeit der Absorption bei 333 nm

von der Konzentration der hsPDH-E2LII (—o-).

3.1.2.2. Protein-Protein-Wechselwirkung

e |sothermale Titrationskalorimetrie

Mittels isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) sollte die Wechselwirkung zwischen
hsPDH-E1 und hsPDH-E2 unter den gewéhlten Bedingungen untersucht werden. Durch
Bindungsereignisse zwischen Proteinen kommt es in der Regel zu Enthalpieinderungen, die
durch die ITC detektiert werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ITC-
Experimente unter den Bedingungen durchgefiihrt, die auch fiir die kinetischen Experimente

verwendet wurden.
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11— Abb. 3.32. ITC-Experiment zur Analyse der
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Es wurde keine signifikante Enthalpiednderung wihrend der Titration von hsPDH-E2LII zu
hsPDH-E1 detektiert (Abb. 3.32). Neben den Experimenten mit beiden Proteinen in ihrer
Holoform wurden auch Experimente mit nicht-lipoylierter hsSPDH-E2LII bzw. hsPDH-E1
ohne ThDP und Magnesiumionen durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Im Allgemeinen
schliessen auch Enthalpiednderungen von 0 die Assoziationen nicht vollig aus, da der
Assoziationsprozess prinzipiell auch komplett entropiegetrieben sein konnte. Dieses Ergebnis
war dennoch {iiberraschend, da andere Arbeiten zur Wechselwirkung zwischen El-
Komponente und Lipoyldoménen, sowohl fiir den humanen BCKDC als auch den humanen
PDHc deutliche Enthalpiednderungen zeigten (Wynn et al. 2004; Kato et al. 2008). Die in
diesen Arbeiten ermittelten Kp-Werte fiir die Bindung zwischen E1 und Lipoyldoméne liegen
im Bereich von 26 uM fiir die Komponenten des BCKDC und 1.29 uM fiir die Komponenten
des humanen PDHc. Dabei sind jedoch folgende Fakten zu beriicksichtigen: Die ITC
Experimente wurden unter reduzierenden Bedingungen durch Zusatz von 5 bzw. 10 mM -
Mercaptoethanol durchgefiihrt. Man kann demnach keine Aussage iliber den tatsichlichen
Redoxzustand des Lipoamids und der daraus resultierenden Reaktivitit des reduzierten
Dithiolanrings treffen. Die im Fall des humanen Systems eingesetzte Lipoyldomine bestand
aus den AS 128-265 und ist damit um 32 Aminosduren lianger als die in dieser Arbeit
verwendete hsPDH-E2LII. Zudem entsprachen die hier gewihlten Pufferbedingungen nicht
denen von CHUANG, die Ergebnisse sind daher nur bedingt vergleichbar.
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e RoOntgenkleinwinkelstreuung

Die Wechselwirkung der beiden Proteine hsSPDH-E1 und hsPDH-E2LII wurde auch mittels
Rontgenkleinwinkelstreuung mit  Synchrotonstrahlung analysiert. Es wurden zwei
verschiedene Bedingungen fiir die Analyse gewihlt. Eine Messreihe wurde mit der hsPDH-E1
nach Rekonstitution mit dem nativen Cofaktor ThDP durchgefiihrt. In einer zweiten
Messreihe wurde das Cofaktoranalogon Thiaminthiazolondiphosphat (TTDP) eingesetzt.
Dieses Analogon imitiert auf Grund einer Doppelbindung in C2-Stellung des Thiazolrings
den Enamin-Zustand des Cofaktor auf der Reaktionsstufe des HEThDP (Abb. 3.33). Es war
von Interesse zu untersuchen, ob die Imitation dieser Reaktionsstufe die Wechselwirkung der
beiden Proteinkomponenten im Vergleich zum Grundzustand beeinflusst.

Thiaminthiazolon-DP HEThDP
(Enamin)
N N
JS Y
\C p
0 S R, / S R,
CH,

Abb. 3.33. Strukturformeln fiir Thiaminthiazolondiphosphat und HEThDP. R, — —CHZCH2P207H2',
R, — Aminopyrimidinkomponente.

Das Experiment wurde bei zwei verschiedenen hsPDH-El-Konzentrationen (2.5 und
5 mg/ml) durchgefiihrt. Die Konzentration der hsPDH-E2LII wurde zwischen 0 und 10 mg/ml
variiert. Die Darstellung der Ergebnisse beruht auf den maximalen Gyrationsradien der
vermessenen Partikel, das bedeutet die Abstandsverteilungsfunktion impliziert auch die
hoheren Oligomere (Abb. 3.34 oben/Mitte rechts). Die Abbildung 3.34 unten zeigt die
maximalen Gyrationsradien (Rgmax) der vermessenen Probe in Abhéngigkeit von der hsSPDH-
E2LII-Konzentration.



Ergebnisse und Diskussion 98

6,
5¢
£ 4
& _
2 S
= A~
(0] L
5 ) b
n
1,
OAOI7“H\HH\HH\HH\HH\HH ()7 wwwwwwwww MHHHH\HW‘
0 1 2 3 4 5 6 0 5 10 15
s (nm™) R (nm)
1000 ¢ 6
100 |\ 5S¢
B i 4 c
= 5
2 10 ¢ > r
k= = 3r
=] 1k =9 r
g E r
n F 2
0.1 E r
E lj
0.01 L : A i e ‘
6 0
0 5 10 15
R (nm)
45 5.0
B 45 F
= 40 - —~ [
E :
L N r
% [ % 4.0 - i
on e on i ('{o\
< 3'5\/\ ~ I \\(
r 35 F -
| \) i
30 Ll oo 30 bt
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
[hsPDH-E2LII] (mg/ml) [hsPDH-E2LII] (mg/ml)

Abb. 3.34. Oben/Mitte links: experimentelle (——) und berechnete (—) Streukurve der Probe mit
2.5 mg/ml hsPDH-E1 in Abwesenheit (oben) und Anwesenheit (Mitte) von 0.5 mg/ml hsPDH-
E2LII. Oben/Mitte rechts: Abstandsverteilungsfunktion des zugehorigen Gyrationsradius (P (R)).
Unten links: Abhdngigkeit des maximalen Gyrationsradius von der hsPDH-E2LII-Konzentration
bei 2.5 mg/ml hsPDH-E1 rekombiniert mit ThDP (—o—) oder Thiaminthiazolon-DP (—o—). Unten
rechts: Abhédngigkeit des maximalen Gyrationsradius von der hsPDH-E2LII-Konzentration bei
5 mg/ml hsPDH-E1 rekombiniert mit ThDP (—o-) oder Thiaminthiazolon-DP (—o-). Bedingungen:
0.25 mM ThDP/TTDP, 1 mM MgSO,, 50 mM KPP, 50 mM KCIl, pH 7.6, T = 20 °C.
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Die Daten zeigen zunéchst, dass es wahrscheinlich einen strukturellen Unterschied zwischen
der hsPDH-E1*ThDP und der hsPDH-E1*TTDP geben muss. Der maximale Gyrationsradius
andert sich trotz dhnlicher Werte des experimentell bestimmten Molekulargewichts, deutlich
(Tabelle 3.2a). Dieses Ergebnis kann ein Indiz dafiir sein, dass es wihrend des Umsatzes von
Pyruvat zu einer strukturellen Anderung in der E1-Komponente kommt. Das Verhalten der
verschiedenen Holoformen der hsPDH-E1 mit der Lipoyldoméne ist jedoch gleich (Abb.
3.34) und wird im Folgenden interpretiert.

Befinden sich in der zu untersuchenden Ldsung zwei Proteinspezies, so verhdlt sich der
mittlere Gyrationsradius entsprechend der Gleichung 3.21, sofern diese keine Assoziation
miteinander eingehen (Pessen et al. 1973).

7 _ (Cl M, -Rg12)+(cz M, 'Rgzz) Gl. 3.21
(Cl 'M1)+(C2 'Mz)

Rg

Rg — Gyrationsradius, ¢; — molare Konzentration der hsPDH-E1, M; — Molekulargewicht der hsPDH-E1, Rg; —
Gyrationsradius der hsPDH-E1 bei ¢y, ¢, — molare Konzentration der hsPDH-E2LII, M, — Molekulargewicht der
hsPDH-E2LII, Rg, — Gyrationsradius der hsPDH-E2LII bei c;.

Die Berechnung konnte nicht fiir die Losungen mit einer hsSPDH-E2LII-Konzentration von
0.5 mg/ml durchgefiihrt werden, da auf Grund der geringen Proteinkonzentration keine
Streukurve erstellt werden konnte.

Vergleicht man die experimentell ermittelten Gyrationsradien mit den berechneten mittleren
Gyrationsradien, so zeigt sich, dass die experimentellen Werte in jedem Fall grofer sind
(Tab. 3.2b). Dieses Ergebnis fiihrt zu der Vermutung, dass noch eine weitere Partikelspezies
in der vermessenen Losung vorliegt. Diese Spezies konnte der Komplex aus E1-Komponente
und Lipoyldoméne sein.
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Tabelle 3.2a. SAXS-Ergebnisse zur Wechselwirkung zwischen hsPDH-E1 und hsPDH-E2LIL.
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Anmerkung zu Tabelle 3.2a: Die molaren Verhéltnisse zwischen der Lipoyldoméne und den aktiven
Zentren der E1-Komponente sind wie folgt: 0.5 — 2.5 mg/ml = 1.25, 5 — 2.5 mg/ml = 12.5, 10 —
2.5 mg/ml =25, 0.5 — 5 mg/ml = 0.625, 5 — 5 mg/ml = 6.25, 10 — 5 mg/ml = 12.5. n.r. — Auf Grund der
Assoziate in der Losung sind die bestimmten molekularen Massen nicht repriasentativ.

Tabelle 3.2b. Gegeniiberstellung der empirischen und berechneten Gyrationsradien bei verschiedenen
Konzentrationsverhéltnissen von hsPDH-E1 und hsPDH-E2LII.

2.5 mg/ml 2.5 mg/ml 5 mg/ml 5 mg/ml
hsPDH-E1 + hsPDH-E1 + hsPDH-E1 + hsPDH-E1 +
5 mg/ml 10 mg/ml 5 mg/ml 10 mg/ml
hsPDH-E2LIIT hsPDH-E2LII hsPDH-E2LII hsPDH-E2LII
Rgmax (nm)
gemessen mit 3.87 3.66 4.24 4.02
ThDP
Rgmax (nm)
it
gemessell 337 3.14 3.70 3.56
Thiaminthiazolon-
DP
Rg
g (nm) 275 236 3.43 2.95
berechnet

Die SAXS-Experimente lassen die Schlussfolgerung zu, dass unter den gewihlten
Bedingungen Wechselwirkungen zwischen der hsPDH-E1 und der hsPDH-E2LII stattfinden.
Das die SAXS-Experimente eine Wechselwirkung zwischen den Proteinen zeigen, steht nicht
im Widerspruch zu den ITC-Experimenten. Aus messtechnischen Griinden wurde die KCI-
Konzentration in den SAXS-Messungen auf 50 mM gesenkt (ITC-Experimente: 300 mM). In
Kapitel 3.1.2.6. wird deutlich, dass die KCl-Konzentration einen Einfluss auf die untersuchte
Interaktion hat. Die Reduktion der KCl-Konzentration hat jedoch zur Folge, dass die El-
Komponente stirker zu Aggregationen neigt. Dies wird im Anfangsbereich der Streukurven
deutlich (Abb. 3.34 oben links). Die experimentellen Daten im Anfangsbereich (0-0.2 nm™)
sind aufgrund der Aggregationen nicht auswertbar.




Ergebnisse und Diskussion 102

3.1.2.3. Einfluss der hsPDH-E2L 11 auf die Bindung von Methylacetylphosphonat

Zur ndheren Charakterisierung der biochemischen Wechselwirkung zwischen hsPDH-E1 und
hsPDH-E2LII sollte untersucht werden, ob dic Anwesenheit der Lipoyldomédne 2 einen
Einfluss auf die Dissoziationskonstante fiir die Bindung des Substratanalogons MAP hat.
Dazu wurden die hsPDH-E1 mit einer zu den aktiven Zentren dquimolaren Konzentration an
hsPDH-E2LII prdinkubiert und danach MAP hinzu titriert. Die Auswertung des
Titrationsexperiments ergab einen Kg,-Wert von 73.8+1.0uM (Abb. 3.35). Die
Anwesenheit der hsPDH-E2LII scheint die thermodynamische Dissoziationskonstante und
damit die Bindung von MAP durch die hsPDH-E1 nur leicht zu beeintrachtigen, denn der
Wert in Abwesenheit der Doméne betrug 46 uM. Bei diesem Ereignis kann es sich um eine
schwache kompetitive Hemmung durch die Lipoyldoméne handeln, die mit MAP um die
Bindung an das aktive Zentrum der hsSPDH-E1 konkurriert.

1.2 Abb. 3.35. Bindung von MAP an die hsPDH-

El in Anwesenheit oder Gegenwart von

o 1OF hsPDH-E2LII. Halblogarhitmische Auftragung
g 0.8 - der Abhingigkeit des CD-Signals (normierter
d i ®-Mittelwert von 289 — 292 nm) von der MAP-
g 06 Konzentration (©) mit Anpassung an eine
E 04 3 Hyperbel nach Gl. 2.13 (—) und der Vergleich
é:: i zur  Anpassung in  Abwesenheit  der
02 - Lipoyldomdne (—). Bedingungen: 1.8 mg/ml

0 - | (234uM  aktive  Zentren)  hsPDH-EI,

0.001 0.01 0.1 1 10 0.292 mg/ml (23.4 uM) hsPDH-E2LII 0.1 mM

[MAP] (uM) ThDP, 1 mM MgSO,, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI,
pH 7.6, T=20°C
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3.1.2.4. Geschwindikeit der reduktiven Acetylierung von hsPDH-E2LII durch
hsPDH-E1 in Abhéngigkeit von der Enzym-, Substrat- und
Cofaktorkonzentration

Eine Zielstellung dieser Arbeit war die Untersuchung der Reaktionsgeschwindigkeit der E1-
Komponente in Anwesenheit der Lipoyldomédne 2. Vergleicht man die Geschwindigkeits-
konstante der isolierten E1-Reaktion (kj»” = 2.3 s™', Kap. 3.1.1.3.) mit der des vollstindig
rekonstituierten humanen PDHc (K. = 68 s (Korotchkina und Patel 2001a)), so zeigt sich,
dass die Reaktion der isolierten E1-Komponente um den Faktor 30 langsamer ist. Daraus
ergab sich die Frage, ob die Beschleunigung der hsPDH-E1-Reaktion durch die Anwesenheit
der Lipoyldoméane hsPDH-E2LII realisiert wird.

In diesem Kapitel werden zwei neuartige Aktivitétstests zur Charakterisierung der reduktiven
Acetylierung der hsPDH-E2LII durch die hsPDH-E1 vorgestellt. Bisher veroffentlichte
Studien beschreiben die Charakterisierung dieser Reaktion zum einen durch eine indirekte
Methode. Bei diesem assay werden radioaktives [2-'*C]-Pyruvat und verschiedene E2-
Konstrukte als Substrate eingesetzt. Nach Abstoppen der Reaktion wird der Einbau des
radioaktiven '*C-Kohlenstoffs in das E2-Konstrukt detektiert (Gong et al. 2000; Liu et al.
2001). Eine massenspektrometrische Methode zur Analyse der reduktiven Acetylierung von
Lipoyldoménen wurde erstmals 2003 durch die Arbeitsgruppe von JORDAN vorgeschlagen
(Wei et al. 2003). Auch hierbei handelt es sich um eine diskontinuierliche Methode.

Im Rahmen dieser Arbeit wird dazu die MALDI-MS Methode fiir kinetische Analysen nach
Sdure-quenching etabliert. In Kapitel 3.1.2.1 wurden die Absorptionseigenschaften des
oxidierten Dithiolanringes der lipoylierten hsPDH-E2LII beschrieben. Diese sollten im
Rahmen dieser Arbeit genutzt werden, um eine kontinuierlichen Aktivititstest fiir die
reduktive Acetylierung von Lipoyldoménen zu entwickeln. Die erhaltenen Daten werden mit
den Ergebnissen der massenspektrometrischen Experimente verglichen.

Die reduktive Acetylierungsreaktion der E1-Komponenten der a-Ketosdure-Dehydrogenase-
Komplexe folgt im Hinblick auf die Lipoyldoménen einer Michaelis-Menten-Kinetik
(Graham et al. 1989). In einer kurzen allgemeinen Vorbetrachtung dieses kinetischen
Verhaltens soll zunéchst das Prinzip der Auswertung der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen
Progresskurven fiir die reduktive Acetylierung vorgestellt werden.

Die klassische Auswertung der Progresskurven erfolgt durch Bestimmung der
Initialgeschwindigkeit und der daraus ermittelten spezifischen Aktivitit. Diese wird dann
gegen die in dem Experiment variierte Konzentration (Substrat, Cofaktor) aufgetragen. Im
Falle hyperboler Verldufe wird die Michaelis-Menten-Gleichung (Hyperbelfunktion)
(Gl 3.22) zur Anpassung genutzt und darauthin die Michaelis-Konstante (Ky) und die
Maximalgeschwindigkeit (Vyax) ermittelt.

v:Vmax—'[SO] Gl.3.22
[So]+ Ky

v — Geschwindigkeit im steady-state (z.B. angegeben in spezifischer Aktivitit), Vp, — maximale
Geschwindigkeit, [Sy] — Substratkonzentration zum Zeitpunkt t,, Ky; — Michaelis-Konstante.



Ergebnisse und Diskussion 104

Aus der Maximalgeschwindigkeit ldsst sich anschlieBend unter Einbeziehung der
Enzymkonzentration (E¢) die Katalysekonstante K., der Reaktion berechnen (Kap. 2.2.5.5.,
Gl. 2.16).

Im Fall der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E2 durch die hsPDH-El konnen die
einzelnen Progresskurven zudem mit Hilfe der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung
(Gl. 3.23) ausgewertet werden. Diese Gleichung spiegelt die Beziehung zwischen
Reaktionszeit und Produktkonzentration wider. Voraussetzung fiir die Anwendung dieser
Gleichung ist, dass wéhrend der Aufnahme der Progresskurve ein signifikanter
Substratverbrauch stattfindet und die Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymreaktion ohne
wesentliche Verzdgerung folgt. Die Anwendung der integrierten Michaelis-Menten-
Gleichung erlaubt unter diesen Bedingungen die Bestimmung von Vi, und Ky aus einer
einzigen Progresskurve (GI. 3.23).

L:\f_M.QlO S 1 Gl. 3.23

[P] [ ] ® [SO]_ [P] Vmax

[P] — Produktkonzentration zum Zeitpunkt t, t — Reaktionszeit, Ky; — Michaelis-Konstante, V,,x — maximale
Geschwindigkeit, [Sy] — Substratkonzentration zum Zeitpunkt t,

Die Auswertung wird hier am Beispiel von drei verschiedenen Progresskurven fiir die
reduktive Acetylierung demonstriert. Dabei handelt es sich um Progresskurven aus einem
stopped-flow-Experiment (Postinkubationstest) (1), einem UV/Vis-Experiment (2) und einem
massenspektrometrischen Experiment (3) (Abb. 3.36). Zunéchst wurden jeweils die Kurven
des Substratverbrauchs der Experimente (1) und (2) in eine Produktbildungskurve unter der
Annahme des vollstindigen Substratverbrauchs umgewandelt. Die Daten des MS-
Experiments (3) wurden direkt als Produktbildung ausgewertet. Auf den
Produktbildungskurven basierend, wurde die Anpassung der experimentellen Daten nach
Gl. 3.23 durchgefiihrt.
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Abb. 3.36. Darstellung der Auswertung drei verschiedener Progresskurven der reduktiven
Acetylierung nach der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung. Oben: Auswertung eines stopped-
flow-Experiments (Postinkubation). Mitte: Auswertung eines UV/Vis-Experiments. Unten:
Auswertung eines massenspektrometrischen Experiments. Die linke Abbildung zeigt jeweils die
originale Progresskurve des Substratverbrauchs und die Umwandlung in die Produktbildung. Die
mittlere Abbildung zeigt jeweils die Anpassung an Gl. 3.23. Die rechte Abbildung zeigt fiir
Experiment (1) und (2) den auswertbarer Bereich (rotes Kdstchen Mitte) mit linearer Anpassung

(—)

Die Auswertung nach der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung resultiert in einer linearen
Abhingigkeit (Schellenberger 1989). Es wird jedoch deutlich, dass nur ein begrenzter
Abschnitt der Progresskurven (1) und (2) dieser Linearitdt folgen. Dies ist auf
Messungenauigkeiten am Anfang und durch den zunehmenden Substratverbrauch am Ende
der Reaktion zurilickzufiihren. Die Daten des MS-Experiments lassen sich entsprechend
anpassen. Der Schnittpunkt mit der Ordinate ergibt den reziproken Wert der
Maximalgeschwindigkeit und der Anstieg beinhaltet Ky/Viax. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass aus einer einzelnen Progresskurve die kinetischen Parameter bestimmt werden konnen.
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Der Vergleich mit den klassisch erstellten Werten dient einer besseren Einschitzung der
Genauigkeit der Daten.

Des Weiteren werden die der Michaelis-Menten-Kinetik folgenden Progresskurven normiert
dargestellt. Diese Betrachtung dient zum einen der Interpretation der durch
massenspektrometrische Experimente erstellten Progresskurven und der Beurteilung ihrer
Zuverlédssigkeit (sieche Massenspektrometrie in diesem Kapitel), zum anderen dem
Verstdndnis der Methode der Auswertung fiir die ThDP-Abhéngigkeit der hsPDH-El
wihrend der reduktiven Acetylierung der hsSPDH-E2LII (siche unten in diesem Kapitel).

Die Normierung bedarf einer skalierten Zeit (t, Abszisse), die zur grofleren
Verallgemeinerung Vy,.x und Ky impliziert. Diese beiden Werte sind fiir alle Progresskurven
einer betrachteten Reaktion konstant. Folgende Herleitung kann fiir die Normierung

durchgefiihrt werden:
V=Vmax.[SOj|=_d[S] — J'K +[S]d[s] Idt—— N
[SO ] + I<M dt So dex [S

S

j ]+TVLd[SO4——t — {\/K—Mln|so|}S {VL[SO]} -t

max S max S,

V‘fﬂ—iln[ijrt([s]—[so]):—t L ARG
ln% +%M([s0]—[s])=\2—it,mitr=\%t Gl. 3.24

Die Auftragung erfolgt durch den Anteil des Substrats (S/Sp) gegen t. Das 1 entspricht der
skalierten Zeit. Der Wert flir Ky ist aus den Auswertungen bekannt. Mit Hilfe der Gleichung
324 und des Programms SigmaPlot wurden Progresskurven bei verschiedenen
Ausgangskonzentrationen an Substrat (Sy) generiert (Abb. 3.37).

—— 035mM E2LII, /K, 0.109 Abb. 3.37. Simulation normierter
——— 0.70 mM E2LII, Sy/K,,= 0.219 . . .

10 — 2.75mM E2LII, SyK,= 0.859 Progresskurven nach einer Michaelis-Menten-
—— 32.0mM E2LII, S/K,,= 10.0 . . L. .
 100mMEZLI, SyK,= 313 Kinetik am  Beispiel der reduktiven

0.8

Acetylierung der hsPDH-E2LII (in Abb.
E2LII). Der Ky-Wert wurde auf 3.2 mM
festgelegt (siche unten).

0 .
0 3 6 9 12 15

=tV max/KM



Ergebnisse und Diskussion 107

Folgende Aussagen konnen getroffen werden: Je grofer die Ausgangskonzentration an
Substrat ist, desto flacher verlaufen die Progresskurven. Je hoher also [So], desto groBer ist
auch die Halbwertszeit des Substratverbrauchs. Die Progresskurven bleiben bei hoheren
Ausgangskonzentrationen an S ladnger linear, da v entsprechend des Séttigungsverhaltens bei
hoheren [S] weniger empfindlich von [S] abhédngt als bei niedrigen Substratkonzentrationen.
Wihlt man die Substratkonzentrationen sehr klein, liegen die Progresskurven iibereinander.
Nutzt man diese Bedingung, das heifit, wéhlt man Sy<<Ky, so kann man folgende
Vereinfachung der oben aufgefiihrten Herleitung vornehmen:

V. -[S,]  d[s [ Ky 1 t
V= ma|X<[0]=_ (:Et] — J.V_Mm d[SO]Z—J-dt=—t —
M S, max 0 0
K K So K [S ]
L e T .
lnM =&t,mit r=&t — M=eT — ﬂze'T Gl. 3.25
[S] Vmax Vmax [S] [SO ]

Demnach folgen die Progresskurven bei sehr niedrigen Substratkonzentrationen einer einfach
exponentiellen Funktion (Gl. 3.25). Die Abbildung 3.38 veranschaulicht, dass die Anpassung
an eine einfach exponentielle Funktion nur bei niedrigen Substratkonzentrationen
gerechtfertigt ist. Je ndher man dem Ky-Wert kommt, desto stirker ist die Abweichung. Auch
diese Auswertung dient der Vergleichbarkeit der angewandten Methoden zur
Charakterisierung der reduktiven Acetylierungsreaktion der hsPDH-E1. Der Vorteil der
beschriebenen Auswertungsverfahren ist, dass die gesamte Progresskurve in die Anpassung
eingeht und somit der Fehler minimiert werden kann.

08 04 3.0

[S] (mM)

=tV nax /KM =tVmax/Km =tV nax/KM

Abb. 3.38. Einfach exponentielle Approximation (—) von Progresskurven bei verschiedenen
Substratkonzentrationen am Beispiel der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E2LII (—). Ky-Wert
wurde auf 3.2 mM festgelegt (siehe unten in diesem Kapitel). Links: 0.35 mM hsPDH-E2LII,
Mitte: 0.7 mM hsPDH-E2LII. Rechts: 2.7 mM hsPDH-E2LII.
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e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie)
o stopped-flow

In ersten Experimenten wurden stopped-flow-Messungen durchgefiihrt, da noch nicht
abzuschitzen war, wie schnell die Reaktion ablaufen wiirde. Um die Daten im Nachhinein mit
den NMR-Messungen fiir die isolierte hsSPDH-E1 (Kap. 3.1.1.3.) vergleichen zu kdnnen und
den tetrameren Oligomerisierungszustand uniform zu gewéhrleisten (Kap. 3.1.1.2.), wurde die
Konzentration der hsPDH-E1 auf 7.5 mg/ml (97.4 uM aktive Zentren) eingestellt. Da der
molare Extinktionskoeffizient der hsPDH-E2LII mit 131.6 M 'ecm™ relativ klein ist, wurde
eine Konzentration von 1.0875 mM gewéhlt, um eine deutliche Signalamplitude zu erhalten.
Als Konzentration des ersten Substrates Pyruvat wurde 1 mM gewihlt. Das Verhéltnis der
Substrate wurde dquimolar eingesetzt, um zu sicherzustellen, dass pro umgesetztem Molekiil
Pyruvat ein Molekiill hsPDH-E2LII reduktiv acetyliert wird und keine unerwiinschten
Nebenreaktionen auftreten. Pyruvat zeigt auch eine Absorption bei 333 nm. Der molare
Extinktionskoeffizient von €333,m (Pyruvat) = 18.9 M'lem?! wurde unter den fiir die
Reaktionsexperimente gewdhlten Bedingungen bestimmt (Daten nicht gezeigt). Fiir die
Auswertung ist zu beachten, dass sich der fiir die Reaktion relevante €333, additiv aus den
molaren Extinktionskoeffizienten der beiden Substrate zusammensetzt und demnach einen
Wert von 150.5 M™'em™ hat.

Es wurden drei experimentelle Ansdtze gewdhlt, die sich in der Reihenfolge der
Substratzugabe unterschieden: Beim Postinkubationstest wurden zundchst hsPDH-E1 und
hsPDH-E2LII gemeinsam vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Pyruvat
gestartet. Fiir den Simultantest wurden beide Substrate (Pyruvat und hsSPDH-E2LII)
gemeinsam zu hSPDH-E1 gegeben. Der Pridinkubationtest erfolgte durch einminiitige
Vorinkubation von hsPDH-E1 und Pyruvat unter Bildung von HEThDP (Carbanion/Enamin)
(siche Kap. 3.1.1.3.). AnschlieBend wurde die reduktive Acetylierungsreaktion durch Zugabe
von hsPDH-E2LII gestartet. Die Abbildung 3.39 zeigt die stopped-flow-Progresskurven der
drei Experimente. Die Gesamtamplituden der Progresskurven spiegeln den Anteil an
verbrauchtem Substrat wider. Bei einem Verbrauch von 1 mM Pyruvat und 1 mM hsPDH-
E2LII erwartet man eine theoretische Amplitude von 0.1505 (entsprechend dem additiven
Extinktionskoeffizienten). Fiir die drei Experimente wurden folgende Amplituden gefunden:
Préainkubationstest 0.123 (82 %), Simultantest 0.134 (89 %), Postinkubationstest 0.148
(98 %). Die verhdltnismédBig groBe Abweichung fiir den Prédinkubationstest ist durch den
Verlauf der Progresskurve im Anfangsbereich zu erkldren. Durch die Uberlagerung zweier
Signale (siche unten) geht ein Teil der Amplitude des hsPDH-E2LII-Signals verloren. Die
Abweichungen der Amplituden der beiden anderen Experimente lagen in einem akzeptablen
Fehler und koénnen auf geringfiigige Fehler bei der Konzentrationsbestimmung und der
Probenhandhabung zuriickzufiihren sein. Fiir die Auswertung konnte demzufolge ein
vollstédndiger Substratverbrauch innerhalb der gewihlten Reaktionszeit angenommen werden.
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Abb. 3.39. Stopped-flow-Progresskurven fiir die reduktive Acetylierung von hsPDH-E2LII durch
hsPDH-EI. Links: Postinkubationstest. Mitte: Simultantest. Rechts: Pridinkubationstest mit inset
des Ausschnitts der ersten Sekunde der Reaktion. Die Durchfiihrung ist im Text beschrieben.
Bedingungen nach 1+1-Mischung: 7.5 mg/ml (97.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 13.56 mg/ml
(1.0875 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSO4, 1 mM Pyruvat, 0.1 KPP, 0.3 M
KCI, pH 7.6, T =30 °C.

Die Auswertung der Progresskurven erfolgte zum einen durch die Ermittlung des
Anfangsanstieges zur Bestimmung von K. und zum anderen durch Verwendung der
integrierten Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 3.23).

Der Anfangsanstieg der Progresskurven ermoglicht die Berechnung der spezifischen Aktivitét
und damit der beobachteten Geschwindigkeitskonstante (Ko,s) unter den gewahlten
Bedingungen. Fiir das Postinkubationsexperiment und das Simultanexperiment wurde der
Bereich von 0.05-0.33 s fiir die Bestimmung des Anfangsanstieges verwendet. Durch die
Besonderheit der Progresskurve des Priinkubationstests (siche unten) konnte dieser Bereich
nicht zur Bestimmung des Anfangsanstiegs genutzt werden. Es wurde der Bereich von 0.6-2 s
genutzt. Die Berechnung der spezifischen Aktivitdit und der beobachteten
Geschwindigkeitskonstante erfolgte wie in Kapitel 2.2.5.5. beschrieben.

Die Auswertung der Daten nach der integrierten Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 3.23)
erfolgte wie oben ausfiihrlich beschrieben. Fiir die drei Experimente wurde der gleiche lineare
Bereich fiir die Auswertung nach integrierten der Michealis-Menten-Bedingungen gewéhlt
(Abb. 3.37 oben rechts). Die Tabelle 3.3 fasst die Auswertung der drei Experimente
zusammen.
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Tabelle 3.3. Kinetische Parameter fiir die Reaktion der hsPDH-E1 (¢ = 7.5 mg/ml) bei
unterschiedlicher Reihenfolge der Substratzugabe.

Parameter Postinkubation Simultan Prainkubation
Vinax (MM/s) 0.73 +£0.06 0.89+0.13 0.86 +0.08
Keat (s'l) 7.48 +£0.62 9.13+1.34 8.81 £0.82

Kym (mM)
. 4.06+0.03 441 +0.06 4.92+0.04
(fir hsPDH-E2LII)

Agpez (U/mg) 2.31 £0.018 2.18+£0.015 0.92+0.01
Kobs (s'l) 2.96 +£0.022 2.79 +£0.02 1.18+0.013

Zunéchst kann festgestellt werden, dass sich die reduktive Acetylierung der hsPDH-E2LII
durch die hsPDH-E1 direkt durch Absorptionsspektroskopie verfolgen ldsst. Die Daten der
drei durchgefiihrten Experimente lassen sich wie folgt interpretieren: Die K.,-Werte fiir die
Gesamtreaktion der hsPDH-E1 (Bindung und Umsatz von Pyruvat und reduktive
Acetylierung der hsPDH-E2LII), berechnet aus den Maxmialgeschwindigkeiten sind im
Vergleich zu der Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung (2.3 s™) bestimmt
durch 'H-NMR (Kap. 3.1.1.3.) um einen Faktor von 3-4 erhdht. Die beobachteten
Geschwindigkeitskonstanten liegen unter den K.,-Werten, da die Sattigung durch das Substrat
hsPDH-E2LII bei 1 mM noch nicht erreicht ist.

Der kos-Wert des Prainkubationsexperiments ist niedriger als der fiir die beiden anderen
Experimente. Dies ist darauf zurlickzufiihren, dass der exakte Anfangsanstieg der
Progresskurve aufgrund der Besonderheit ihres Verlaufs nicht bestimmt werden konnte (siche
unten). Der K-Wert, der fiir das Prdinkubationsexperiment bestimmt wurde, entspricht
jedoch den in den beiden anderen experimentellen Ansétzen bestimmten K.,-Werten. Zwei
Aussagen konnen getroffen werden: Die Reihenfolge der Substratzugabe hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion. Die Daten
deuten daraufhin, dass die Pyruvatbindung und die Decarboxylierung des LThDP leicht
beschleunigt werden, aber weiterhin die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der El-
Katalyse sind. Eine Beschleunigung der Reaktion, die die Geschwindigkeitskonstante des
hsPDHc widerspiegeln wiirde, konnte nicht detektiert werden.

Die hohen Ky-Werte, die fiir die hsPDH-E2LII unter den gewahlten Bedingungen bestimmt
werden konnten, bestitigen das Ergebnis der Studien zur Protein-Protein-Wechselwirkung
mittels ITC. In dieser Untersuchungr konnte kein stabiler Komplex zwischen hsPDH-E1 und
hsPDH-E2LII detektiert werden (Kap. 3.1.2.2.). Weiterhin sprechen die hohen Ky-Werte fiir
eine transiente Komplexbildung wéhrend der Katalyse.

Die stopped flow-Progresskurve des Pridinkubationstests wies im Vergleich zu den anderen
beiden Experimenten eine Besonderheit auf. Die VergroBerung des Anfangsbereiches
(Abb. 3.39) zeigte eine Zunahme der Absorption bei 333 nm bis ca. 0.25 s, anschliefend
nahm die Absorption wie bei den anderen Progresskurven ab. Eine mogliche Erkldrung fiir
dieses Phinomen ist das Tautomeren-Gleichgewicht des ThDP wihrend der E1-Katalyse. In
Kapitel 3.1.1.4. wird beschrieben, dass ThDP (AP-Form) wéhrend der Bindung von Pyruvat
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zundchst in seine 1°,4’-iminotautomere Form (IP-Form) iiberfithrt wird (LThDP).
AnschlieBend wird durch die Decarboxylierung des LThDP das Intermediat HEThDP
gebildet. In der hsPDH-E1 scheint ThDP auf dieser Reaktionsstufe in der APH'-Form
vorzuliegen. Durch die Ubertragung des Acetylrestes auf den Lipoamidarm der hsPDH-E2LII
wird ThDP wieder in seine Ausgangsform (AP-Form) iiberfiihrt. Die AP-Form zeigt ein
Absorptionssignal im Bereich von 330 nm (Kap. 3.1.1.5.). Im Prdinkubationstest wird die
Reaktion ausgehend von HEThDP gestartet. Die Zunahme des Absorptionssignals bei 333 nm
im Anfangsbereich der Progresskurve konnte demnach die Verdnderung des tautomeren
Zustands des ThDP bei der Ubertragung des Acetylrestes von HEThDP auf den Lipoamidarm
widerspiegeln [HEThDP — APH' (kein Signal bei 330 nm) zu ThDP — AP (Signal bei
330 nm)].

o Konventionelle UV/Vis-Spektroskopie

Der Absorptions-assay zur Analyse der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E2LII bei
333 nm wurde auch mit konventioneller UV/Vis-Spektroskopie durchgefiihrt. Um den
Verlauf der Reaktion gut dokumentieren zu kdnnen, wurden neben den Progresskurven auch
Absorptionsspektren vor und nach der Reaktion aufgenommen (Abb. 3.40). Die Korrektur der
Spektren erfolgte wie in Material und Methoden beschrieben.
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Abb. 3.40. Links: Progresskurve der reduktiven Acetylierung von hsPDH-E2LII durch hsPDH-E1.
Rechts: Korrigierte Absorptionsspektren vor (—) und nach der Reaktion (—). Bedingungen:
0.1 mg/ml (1.3 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 13.56 mg/ml (1.0875 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM
ThDP, 0.5 mM MgSOy, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T = 30 °C.

Der Aktivitdtstest wurde unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt. Der Ansatz
entsprach jedoch in allen Féllen dem oben beschriebenen Postinkubationstest. Die ermittelten
Parameter sind in Tabelle 3.4 zusammengefasst.
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Tabelle 3.4. Kinetische

Parameter fir

die Reaktion der

hsPDH-E1

bei verschiedenen

Reaktionsbedingungen und konstanter hSPDH-E2LII-Konzentration von 1.0875 mM.

0.1 mg/ml 0.1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml
Parameter hsPDH-E1, hsPDH-E1, hsPDH-E1, hsPDH-E1,
I mM Pyruvat | 10 mM Pyruvat | 1 mM Pyruvat | 10 mM Pyruvat
Agpez (U/mg) 1.36 £ 0.07 1.52+£0.13 0.82+£0.03 1.38 £0.28
Kobs (s 1.75+£0.08 1.95+0.16 1.05 +£0.04 1.77 £0.36

Die Daten zeigen, dass die katalytischen Konstanten fiir die Reaktion der hsPDH-E1 unter
den gewidhlten Bedingungen nicht von der El-Konzentration abhdngig sind. Die
Pyruvatkonzentrationen wurden, ausgehend von einem Ky-Wert zwischen 10 pM und 50 uM
(bestimmt im DCPIP-assay und PDHc-assay), in Sittigung gewdhlt,
Abhingigkeit erwartet wurde. Die Daten bestitigen diese Annahme. Der etwas niedrigere

sodass keine

Wert bei 1 mg/ml hsPDH-E1 und 1 mM Pyruvat wird auf Messungenauigkeit zu Beginn der
Reaktion zuriickgefiihrt. Bis zum Detektionsstart verging eine Totzeit von 5-8 s durch
manuelle Mischung. Das Konzentrationsverhdltnis von Enzym zum ersten Substrat Pyruvat
ist hier am kleinsten und damit wird der Substratverbrauch des Pyruvats am schnellsten
erreicht. Die hohe Steilheit im Anfangsbereich der Progresskurve verhindert in diesem Falle
die Bestimmung des tatsichlichen Anfangsanstiegs. Es werden systematisch zu niedrige
Werte erhalten. Dennoch liegt auch fiir diesen Fall der Kops-Wert in derselben GroBenordnung.
Die aufgefiihrten Werte der katalytischen Konstanten entsprechen zudem auch den Werten
stopped-flow-Messungen  (in
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion bleibt trotz leichter Beschleunigung der

aus den Experimenten der diesem Kapitel). Der
ersten Halbreaktion der hsPDH-E1-Katalyse unter den gewédhlten Bedingungen die Bindung
und Decarboxylierung von Pyruvat.

Die Experimente wurden insgesamt bei vier verschiedenen hsPDH-E1-Konzentrationen
durchgefiihrt: 0.1, 0.5 (siehe unten) 1 und 7.5 mg/ml. Die katalytischen Konstanten zeigten in
den ersten drei Fillen nahezu identische Werte (zwischen 1.7 und 2 s™). Fiir die Reaktion bei
7.5 mg/ml hsPDH-E1 wurden nur leicht erhohte Werte um 2.8 s bestimmt. Dieses Ergebnis
wirft unter Beriicksichtigung der analytischen Ultrazentrifugation (Kap. 3.1.1.2.) eine Frage
auf. Obwohl man fiir das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht des Enzyms einen Wert von 1.3 uM
(0.2 mg/ml Tetramer) findet, zeigte sich keine signifikante Abhéngigkeit der Aktivitdt von der
Enzymkonzentration. Dafiir gibt es prinzipiell zwei mogliche Erkldrungen. Eine Mdglichkeit
ist, dass sich das Dimer-Tetramer-Gleichgewicht unter Katalysebedingungen in Richtung des
tetrameren Zustands (axf3,) verschiebt. Eine zweite Erkldrung wire, dass auch ein mogliches
Dimer (af’) katalytisch aktiv ist. Dies wéire im Fall der hsPDH-E1 denkbar, da je ein Dimer
ein katalytisches Zentrum bilden kann (Ciszak et al. 2003). Zieht man jedoch die Hypothese
der Halbseitenreaktivitit in Betracht, wird folgendes deutlich: Die Kommunikation der
aktiven Zentren kann nur auftreten, wenn die E1-Komponente als Tetramer (ein aktives und
ein ruhendes Zentrum) vorliegt. Setzt man nun voraus, dass ein Dimer eine autonome
Aktivitdt aufweist, wiirde man die doppelte katalytische Aktivitit bezogen auf die
Dimerkonzentration erwarten. Die einer

Ergebnisse fiir die Experimente mit
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Enzymkonzentration von 0.1 mg/ml (laut Kp-Wert entspricht dies mehr als der Hilfte der
Molekiile im dimeren Zustand) zeigten jedoch dhnliche Werte wie bei 1 und 7.5 mg/ml. In
Betracht zu ziehen wiére auBlerdem die Mdoglichkeit, dass ein Dimer eine geringere
katalytische Aktivitét als das Tetramer hat. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass das Dimer-
Tetramer-Gemisch bei dieser Konzentration genau die gleiche katalytische Aktivitit hat wie
das Tetramer. Dieser Sachverhalt konnte in zukiinftigen Experimenten beispielsweise mit
dynamischer Lichtstreuung aufgeklirt werden. Ein weiterer Einwand gegen die Aktivitdt des
Dimers besteht darin, dass die strukturellen Daten nahelegen, dass das Tetramer vorrangig in
Dimere (af) zerfillt, die keine aktiven Zentren besitzen. Der Zusammenhalt dieser Spezies
(ap) wird durch zwei hydrophobe Helices in deren Kontaktregion gewihrleistet. Die
Wechselwirkung eines Dimers (aff’) mit dem aktivem Zentrum wiirde hauptsichlich durch
Cofaktorbindung stabilisiert werden (Ciszak et al. 2003). Die experimentellen Daten der
analytischen Ultrazentrifugation (Kap. 3.1.1.2.) zeigten jedoch, dass die Anwesenheit des
Cofaktors keinen Einfluss auf die Tetramerisierung hat. Die im Zuge dieser Arbeit erhaltenen
Daten weisen demnach auf eine Verschiebung des Dimer-Tetramer-Gleichgewichts durch die
Katalyse (Bindung und Decarboxylierung von Pyruvat und reduktive Acetylierung der
hsPDH-E2LII) zum El-Tetramer. Dieses Argument wiirde die Ubereinstimmung der
katalytischen Konstanten bei verschiedenen Enzymkonzentrationen hinreichend erklaren.
Unter physiologischen Bedingungen ist die Frage nach dem Dimer-Tetramer-Gleichgewicht
und der konzentrationsabhdngigen Enzymaktivitit der hsPDH-E1 wahrscheinlich nicht
relevant. Die lokale Konzentration der El1-Komponente im PDH-Komplex wird auf ca.
100 mg/ml geschétzt (Zhou et al. 2001b). AuBerdem wurde gezeigt, dass die Bindung der
hsPDH-E1 an die El-Bindedomédne der E2-Komponente iiber die C-terminalen Bereiche
beider B-Untereinheiten vermittelt wird und demnach von der tetrameren Struktur der E1-
Komponente abhingig ist (Frank et al. 2005; Korotchkina und Patel 2008).

Der Verbrauch von hsPDH-E2LII als Substrat durch die humane E1-Komponente in den
Aktivitats-assays ist sehr hoch. Eine Konzentration der Lipoyldomdne von 1 mM entspricht
einer Massenkonzentration von 12.469 mg/ml. Dennoch sollten die bereits ermittelten
Konstanten durch die Erstellung von echten v-S-Charakteristiken bestitigt werden. Die
Lipoyldoméne fungiert in diesen Untersuchungen als Substrat und unterliegt einem
makroskopischen Umsatz. Es wurden die Geschwindigkeiten der El-Katalyse in
Abhingigkeit von der Konzentration der hsPDHE2LII sowie von der Konzentration des
Cofaktors ThDP gemessen.

Die Konzentration der hsPDH-E1 wurde fiir alle Experimente auf 0.5 mg/ml festgelegt, um
ein gutes optisches Signal fiir die gewihlten Bedingungen zu erhalten. Die Abbildung 3.41
links zeigt ausgewihlte Progresskurven fiir die Bestimmung der kinetischen Konstanten in
Abhingigkeit von der Konzentration der Lipoyldoméne. Die Auftragung der aus den initialen
Anstiegen ermittelten spezifischen Aktivititen gegen die hsSPDH-E2LII-Konzentration zeigt
einen hyperbolen Verlauf (Abb. 3.41 Mitte).



Ergebnisse und Diskussion 114

— 0.50 mM E2LII
—0.75 mM E2LII
— 1.50 mM E2LII
0.7 —2.00 mM E2LII

0.8

Absorption (333 nm)

spezifische Aktivitdt (U/mg)

0.5 -

I T S N TS R N R AT I S A N S
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 0 0.2 0.4 0.6 0.8

t(s) [hsPDH-E2LIT] (mM) [hsPDH-E2LII] (mM)

Abb. 3.41. Links: Progresskurven der reduktiven Acetylierung bei verschiedenen hsPDH-E2LII-
Konzentrationen (in Abb. E2LII). Mitte: Abhédngigkeit der spezifischen Aktivitit der hsPDH-E1
von der hsPDH-E2LII-Konzentration nach Anpassung an Gl. 3.22 (—o-). Rechts: Abhdngigkeit der
Kops-Werte der hsPDH-E1 von der hsPDH-E2LII-Konzentration mit linearer Anpassung (—o-).
Bedingungen: 0.5 mg/ml (6.5 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO,,
10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T =30 °C.

Es zeigte sich, dass die Sattigung mit hSPDH-E2LII noch nicht erreicht ist. Hohere
Konzentrationen an hsPDH-E2LII konnten auf Grund der Viskositdt der Losung (hdchste
gewidhlte Konzentration 34.3 mg/ml) und der Verfligbarkeit an Protein nicht eingesetzt
werden. Die Daten wurden mit der Hilfe von zwei Auswerteverfahren analysiert, durch eine
Anpassung an die Michealis-Menten-Gleichung (Gl. 3.22) und die Betrachtung unter
Bedingungen 1. Ordnung. Letztere ermdglicht unter der Annahme, dass die
Substratkonzentration deutlich kleiner als der Ky-Wert ist, die Bestimmung der katalytischen
Effizient K.,/Km (Abb. 3.41 rechts). Diese Auswertung ist moglich, da bei niedrigen
Substratkonzentrationen die Reaktionsgeschwindigkeit proportional zur Substratkonzentration
zunimmt (Gl. 3.26). In der Tabelle 3.5 sind die ermittelten Parameter aufgefiihrt.

fiir [S] << K, gilt v = VmK—[So] mitV_ =k -[E,] Gl.3.26

M

v — Reaktionsgeschwindigkeit, V,,,x — Maximalgeschwindigkeit der Reaktion, [Sy] — Substratkonzentration, Ky, —
Michaelis-Konstante, k., — Katalysekonstante, [Eq] — Gesamtkonzentration der aktiven Zentren des Enzyms.

Tabelle 3.5. Kinetische Parameter fiir die Reaktion der hsPDH-E1 bei variierender hsPDH-E2LII-
Konzentration.

Parameter Michelis-Menten-Anpassung Bedingurllfgf)nr(rllssigReaktion
Vinax (U/mg) 5.54+0.71 -
Keat (57 7.08 £ 0.89 ;
Kum (mM) 3.16 £0.61 -
Kea/Kn (M's™) 2.24x10° 1.83 x 10°
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Die bestimmten Werte fiir die katalytische Effizienz stimmen fiir beide Auswerteverfahren
gut tiberein. Dadurch wird die Anpassung der Daten nach der Michaelis-Menten-Gleichung
gerechtfertigt, obwohl die hochste messbare Konzentration an hsPDH-E2LII unter dem
ermittelten Ky-Wert liegt. Der ermittelte Ky-Wert von 3.2 mM passt gut zu den in den
stopped-flow-Experimenten mittels integrierter Michaeli-Menten-Gleichung bestimmten
Konstanten (z.B. Postinkubationstest Ky; = 4.06 mM). Die Daten unterstiitzen die bisher
diskutierten Ergebnisse. Sie deuten darauf hin, dass es keine stabile Wechselwirkung
zwischen den beiden Proteinen hsPDH-E1 und hsPDH-E2LII gibt, sondern die Lipoyldoméne
ein Substrat der hsPDH-E1 darstellt. Anzumerken ist, dass der Keu-Wert von 7.1s” der
hsPDH-E1-Reaktion, der sich aus der geschitzten Maximalgeschwindigkeit ergibt, ca. drei-
bis viermal grofBer ist, und somit die Ergebnisse der stopped-flow-Experimente bestitigt. Die
El1-Reaktion kann offensichtlich durch die E2-Komponente bzw. durch die zweite
Halbreaktion leicht beschleunigt werden. Durch die feste Bindung zwischen El1- und E2-
Komponente tiber die E1-Bindedoméne verlieren die Lipoyldoménen ihren Substratcharakter.
Die Reaktion wird dadurch unabhidngig von der Konzentration der Lipoyldoméne.
Demzufolge beschleunigt die Bindung der El-Komponente an den PDH-Komplex die
Katalyse der El-Komponente. Der molekulare Mechanismus dieser Beschleunigung ist
gegenwairtig noch unbekannt.

Durch die Experimente zur ThDP-Abhingigkeit sollten die bisher beschriebenen
fluorimetrisch bestimmten Kp-Werte und im DCPIP-assay bestimmten Ky-Werte fiir die
humane E1-Komponente bestitigt werden. Die fluorimetrisch bestimmten Kp-Werte liegen in
einem Bereich zwischen 0.11 und 0.47 uM (Seifert et al. 2006; Kato et al. 2008). Der in
dieser Arbeit bestimmte apparente Ky betrdgt 10 uM (Daten nicht gezeigt) und ist mit dem
aus der Literatur vergleichbar(Korotchkina und Patel 1995). Unter dem Ky-Wert fiir ThDP ist
die apparente Dissoziationskonstante des Cofaktors unter den gewahlten Umsatzbedingungen
zu verstehen. Mit der Verwendung dieses Ausdrucks wird jedoch nicht die Abspaltung von
ThDP-Derivaten vom Enzym impliziert. Der apparente Ky-Wert von ThDP fiir den PDH-
Komplex betrdgt 96.6 nM (Korotchkina et al. 2006). Dieser Wert spricht fiir die Effizienz der
Reaktivitidt des mit dem Gesamtkomplex assoziierten Enzyms im Vergleich zur isolierten
hsPDH-EI.

Die Bedingungen fiir das Experiment wurden so gewihlt, dass fiir die Auswertung die
gesamte Progresskurve genutzt werden konnte (siche Vorbetrachtung zur Michaelis-Menten-
Kinetik in diesem Kapitel). Die Konzentration der hsPDH-E2LII wurde auf 0.35 mM
festgelegt. Diese Konzentration liegt eine Groflenordnung unter dem Ky-Wert fiir die
Lipoyldoméne (3.2 mM, siehe Tab. 3.4). Daher folgt der Verbrauch der Lipoyldoméne einer
Reaktion pseudo 1. Ordnung. Diese Voraussetzung (S<<Ky) erlaubt die Anpassung der
Progresskurven einer einfach exponentiellen Gleichung (Gl. 2.17). Die Simulation in
Abbildung 3.38 bestitigt die Anwendbarkeit des beschriebenen Verfahrens. Der Vorteil der
Anpassung der gesamten Progresskurve ist die Minimierung des Fehlers. Die ermittelten Kqps-
Werte wurden gegen die ThDP-Konzentration aufgetragen (Abb. 3.42). Die Auswertung nach
Michaelis-Menten ergab einen apparenten Ky-Wert des ThDP fiir die Bindung an hsPDH-E1
von 2.03 £ 0.32 uM. Der Vergleich des Wertes mit den bisher bekannten Werten fiir die
Bindung des Cofaktors zeigt, dass dieser in der gleichen GroBenordnung wie der isolierten
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hsPDH-E1 liegt und nicht im nanomolaren Bereich, wie fiir den Gesamtkomplex bestimmt.
Die sequentielle Reaktion der hsPDH-E1 im PDH-Komplex kann demzufolge nicht durch die
Reaktion der isolierten E1-Komponente mit der Lipoyldoméne simuliert werden.
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Abb. 3.42. Abhingigkeit der beobachteten
Geschwindigkeitskonstante (K,ps) der hsPDH-
E1l wéhrend der reduktiven Acetylierung von
der ThDP-Konzentration mit Anpassung an
Gl. 3.19 (—o-). Der ermittelte Ky-Wert betrug
2.03 £+ 0.32 uM. Inset: halblogarithmische
Auftragung. Bedingungen: 0.5 mg/ml (6.5 uM
aktive  Zentren) hsPDH-E1, 4.36 mg/ml
(0.35mM) hsPDH-E2LII, 1mM MgSO,,
10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH
7.6, T=30°C.
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o0 stopped-flow-Experiment mit Photodioden-array

Bei der Einfiihrung der reduktiven Acetylierungsreaktion in Kapitel 3.1 werden zwei
mogliche Reaktionswege diskutiert (Abb. 3.5). Dabei wurde erwéhnt, dass der schrittweise
Redox/Acyl-Transfermechanismus auch auf einem radikalischen Ubergang basieren kdonnte.
Bisher wurde zwar ein HEThDP-Radikal vom n-Typ mittels EPR detektiert (Tittmann 2009),
aber ein Thiylradikal konnte bisher nicht nachgewiesen werden. HOFFMAN und HAYON
veroffentlichten 1972 eine Arbeit {iber Thiylradikale, in der unter anderem die
Absorptionseigenschaften dieser Radikale beschrieben werden. Die Radikale der Liponsdure
verfligen liber zwei Absorptionmaxima. Ein Absorptionsmaximum liegt bei 410 nm und ist
dem geschlossenen Dithiolanring zuzuordnen. Bei 385 nm liegt das Absorptionsmaximum der
partiell reduzierten Spezies (Hoffman und Hayon 1972). Auf Grundlage dieser Information
wurde ein stopped-flow-Experiment mit Photodioden-array nach Prdinkubationsbedingungen
(siehe oben) fiir die Reaktion der hsSPDH-E1 mit Pyruvat und hsPDH-E2LII durchgefiihrt. Die
Abbildung 3.43 links zeigt ausgwihlte Spektren des Experiments.
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Abb. 3.43. Links: Zeitaufgeloste Spektren der Reaktion der hsPDH-E1 mit Pyruvat und hsPDH-
E2LII. Rechts: Zeitliche Abhingigkeit der Absorption bei 332.73 nm, inset mit Ausschnitt des
Anfangsbereiches der Progresskurve (rotes Késtchen). Bedingungen nach 1+1-Mischung:
7.5 mg/ml (97.4 uM aktive Zentren), hsPDH-E1, 6.235 mg/ml (0.5 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM
ThDP, 1 mM MgSO,, 1 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =30 °C.

Wie erwartet, konnte der Umsatz der hsPDH-E2LII durch Abnahme der Absorption bei
333 nm spektroskopisch verfolgt werden. Die Auftragung der Absorption gegen die Zeit
zeigte bei einer Wellenldnge von 333 nm das fiir den Pridinkubationsansatz charakteristische
Maximum der Progresskurve (Abb. 3.43 rechts, siche auch in diesem Kapitel unter stopped-
flow). Im Bereich um 380-420 nm, in dem die Absorptionssignale fiir die Thiylradikale der
Liponséure zu erwarten sind, zeigte sich keine signifikante Signaldnderung. Es kann demnach
davon ausgegangen werden, dass unter den gewihlten Bedingungen wéhrend der reduktiven
Acetylierung der humanen Lipoyldoméne durch die hsPDH-E1 keine nachweisbare Menge
des Radikals gebildet wird. Der radikalische Ubergang ist dennoch nicht auszuschlieBen, es
kommt jedoch nicht zu einer nachweisbaren Akkumulation eines Thiylradikals.



Ergebnisse und Diskussion 118

e Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie)

Der Massenunterschied zwischen oxidierter und reduktiv acetylierter Liponsédure, der durch
die reduktive Acetylierung des Dithiolanrings des Lipoamidarms der hsSPDH-E2LII durch die
humane E1-Komponente resultiert, betrdgt 44 Da. Dieser Massenunterschied ermdglicht die
massenspektrometrische Detektion der einzelnen Spezies der hsSPDH-E2LII und deren
Analyse in einem diskontinuierlichen Test. Die Abbildung 3.44 zeigt die drei durch MALDI-
TOF trennbaren Spezies der hsSPDH-E2LII.
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Abb. 3.44. Darstellung der Massenspektren der drei Spezies der hsPDH-E2LIT (AS 121-233).

In vorangegangenen Studien, in denen diese Methode fiir die kinetische Analyse der
reduktiven Acetylierungsreaktion angewandt wurde, erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit
der Lipoyldomine durch Entsalzen der Proben (Nemeria et al. 2002; Wei et al. 2003). Diese
Form der Probenbehandlung erlaubt jedoch kein prédzises und schnelles Beenden der
Reaktion. Der MS-assay wurde im Rahmen dieser Arbeit verfeinert, indem zum Abstoppen
der Reaktion 85 %-ige Ameisenséure eingesetzt wurde. Durch das Séure-quenching sinkt der
pH-Wert der Losung sofort unter pH 2 und die Reaktion wird gestoppt. Der Vorteil der
Verwendung von Ameisensdure im Vergleich zu der fiir die NMR-Experimente genutzten
Trichloressigsdure besteht darin, dass die Proteine in Ldsung bleiben. Dadurch kann die
gesamte Probe im Anschluss entsalzt und die intakte Lipoyldoméne durch MALDI-MS
analysiert werden. Dieses neue Verfahren ermoglicht die Erweiterung der analysierbaren
Zeitskala. Somit kann die Reaktion an einer rapid-quench-flow-Apparatur auch im
Millisekundenbereich untersucht werden (Daten nicht gezeigt).

Die MALDI-MS-Experimente dienten vor allem zur Verifizierung der UV/Vis-
spektroskopischen Progresskurven der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E2LII durch die
humane El-Komponente. Die Abbildung 3.45 zeigt eine Folge von MALDI-MS-
Experimenten zur Charakterisierung der Acetylierungsreaktion. Das Abstoppen der
Reaktionen durch Saure-quenching erfolgte fiir die hier dargestellten Progresskurven manuell.
Alle MS-Experimente wurden als Postinkubationstests (Vorinkubation von Lipoyldoméne
und E1-Komponente) durchgefiihrt.
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Abb. 3.45. Oben links: Normierte MS-Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten der
Acetylierungsreaktion von hsPDH-E2LII durch hsPDH-EI. Oben rechts: Vergleich der
massenspektrometrisch generierten Daten (zwei unabhéngige Messreihen (0/0)) mit der normierten
stopped-flow-Progresskurve des Postinkubationsexperiments. Bedingungen: 7.5 mg/ml (97.4 uM
aktive Zentren) hsPDH-E1, 13.056 mg/ml (1.0875 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM ThDP, 0.5 mM
MgSO,;, 1 mM Pyruvat, 0.1M KPP, 03M KCl, pH 7.6, T = 30°C. Unten links:
Produktbildungskurven  der  reduktiv  acetylierten = hsPDH-E2LII  bei  verschiedenen
Ausgangskonzentrationen. Unten rechts: normierte Darstellung des Substratverbrauchs (oxidierte
hsPDH-E2LII) bei verschiedenen Ausgangskonzentrationen. Bedingungen: 0.5 mg/ml (6.5 uM
aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSO,, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M
KCl, pH 7.6, T =30 °C.

Die experimentellen Daten veranschaulichen, dass sich der massenspektrometrische assay fiir
die semi-quantitative Analyse der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E2LII gut eignet. Der
Vergleich der MS-Daten mit der normierten Progresskurve des stopped-flow-Experiments
unter Bedingungen der Postinkubation zeigte eine gute Ubereinstimmung der Resultate beider
Methoden. Damit wird aullerdem bestédtigt, dass die Absorptionsexperimente tatsdchlich die
reduktive Acetylierungsreaktion widerspiegeln (Abb. 3.45 oben rechts).

Die beiden unteren Graphen der Abbildung 3.45 zeigen diskontinuierliche Progresskurven bei
verschiedenen Konzentrationen an hSPDH-E2LII. Die normierten Daten des
Substratverbrauchs (Abb. 3.45 unten rechts) verhalten sich in einer fiir Michaelis-Menten
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Verhiltnisse typischen Weise. Die entsprechende Simulation findet sich unter der
Vorbetrachtung zur Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 3.37). Die Halbwertszeiten des
Substratverbrauchs nehmen mit der Substratkonzentration zu. Die Werte des Experiments mit
einer Substratkonzentration von 1.92 mM hsPDH-E2LII konnten nach der integrierten
Michaelis-Menten-Gleichung (GIl. 3.23) ausgewertet werden. Der massenspektrometrisch
ermittelte Ky-Wert betrdgt 3.5 = 1.9 mM. Dieser Wert entspricht dem Ky-Wert von 3.16 mM,
der fiir die hsPDH-E2LII im UV/Vis-spektroskopischen Test bestimmt werden konnte. Die
anderen Progresskurven liefen sich aufgrund relativ hoher Fehler nicht mit diesem Verfahren
auswerten. Der MALDI-MS-Test dient demnach eher der qualitativen Charakterisierung der
Reaktion und zum semi-quantitativen Vergleich des Wildtyps der hsPDH-E1 mit
verschiedenen Varianten (Kap. 3.2.). Sind qualitative Aussagen ausreichend, so bietet sich
dieser Aktivititstest an, da weitaus weniger Protein fiir die Reaktionsansdtze bendtigt wird als
in den UV/Vis-spektroskopischen Aktivititsmessungen.

3.1.25. Untersuchung der Reaktion unter steady-state- und Gleichgewichts-
bedingungen mittels *H-NMR

Gegenstand der Beschreibung der Reaktion der reduktiven Acetylierung der Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexe ist unter anderem die Frage, nach welchem Mechanismus die
Ubertragung des Acetylrestes auf das S8-Atom des Dithiolanrings erfolgt (Kap. 3.1.) Zwei
unterschiedliche Reaktionsmechanismen wurden vorgeschlagen. Die reduktive Acetylierung
konnte zum einen iiber den Carbanion/Enamin-Weg unter Bildung eines kovalenten
Intermediats zwischen HEThDP und dem S8-Atom ablaufen (Reaktionsweg A, Abb. 3.5).
Eine zweite Moglichkeit wire die Ubertragung durch einen sequentiellen Mechanismus mit
Redox/Acyl-Transfer (Reaktionsweg B, Abb 3.5). Der Reaktionsweg B konnte sowohl durch
direkten Elektroneniibergang oder aber durch einen radikalischen Ubergang realisiert werden
(Kluger und Tittmann 2008). Fiir beide Reaktionswege (A und B) gibt es Indizien (Kap. 3.1.).
Ein wichtiges Merkmal des schrittweisen Mechanismus ist die Bildung des
Reaktionsintermediats ~ Acetyl-ThDP ~ (AcThDP). Die Methode der 'H-NMR-
Intermediatanalyse eignet sich zur zeitaufgelosten Detektion von ThDP-Intermediaten
(Tittmann et al. 2003). Diese Methode wurde auch fiir die Analyse der gesamten hsPDH-E1-
Reaktion genutzt. Diese Experimente sollten zeigen, ob wihrend der Reaktion das Intermediat
AcThDP in der hsPDH-E1 akkumuliert. Dieses Intermediat wurde bereits in einem &hnlichen
Experiment fiir den PDHc aus E. coli detektiert (Abb. 3.46) (Tittmann unverdffenlichte
Daten; Tittmann 2009).
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Abb. 3.46. 'H-NMR-Spektrum der Intermediatverteilung der E. coli-PDHc-Katalyse im C6’-H
fingerprint-Bereich. Bedingungen: 40 mg/ml E. coli-PDHc, 1.5 mM ThDP, 5 mM MgSO,4, 10 mM
Pyruvat, 10 mM CoA, t = 1 min, 0.1 M KPP, pH 7.6, T = 30 °C. (Tittmann unvertffentlichte
Daten).

Dieses Experiment wurde bei sehr hohen Proteinkonzentrationen (40 mg/ml PDHc)
durchgefiihrt. AuBerdem wurden ThDP und Coenzym A in hohem Uberschuss zugesetzt,
damit zu jeder Zeit von einer Sittigung des PDHc ausgegangen werden konnte. Die Reaktion
wurde nach 1min mittels Saure-quenching beendet. Demnach spiegelt das 'H-NMR-
Spektrum die Verteilung der ThDP-Intermediate im Gleichgewicht wider. Neben dem
markanten Signal fiir HEThDP (7.33 ppm), sind auch Signale fiir AcThDP (Doppelsignal bei
7.36 und 7.37 ppm durch die Keto- und Hydratform) und LThDP (7.26 ppm) sichtbar. Den
groBten Anteil hat auf Grund der gewihlten Bedingungen das Signal des unsubstituierten
ThDP. Die Intermediatverteilung der Reaktion des E. coli-Komplexes deutet durch das
Auftreten des AcThDP auf einen schrittweisen Mechanismus. Fiir die Reaktion der hsPDH-
E1 mit Pyruvat und hsPDH-E2LII wurden zwei experimentelle Ansdtze gewéhlt: Zur Analyse
der Intermediatverteilung im steady-state wurde die Reaktion nach 2 s durch Saure-quenching
beendet (Abb. 3.47 links). Die Verteilung der ThDP-Intermediate im Gleichgewicht wurde
nach einer Reaktionszeit von 5 min untersucht (Abb. 3.47 rechts).
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Abb. 3.47. Analyse der Intermediatverteilung wihrend der hsPDH-E1-Katalyse mittels 'H-NMR-
Spektroskopie. Links: Intermediatverteilung im steady-state nach einer Reaktionszeit von 2 s.
Rechts: Intermediatverteilung im Gleichgewicht nach einer Reaktionszeit von 5 min. Bedingungen
nach 1+1-Mischung: 7.5 mg/ml (97.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 13.54 mg/ml (1.0875 mM)
hsPDH-E2LII, 97.4 uM ThDP, 0.5 mM MgSQO,4, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6,
T=30°C.

Das Intermediat AcThDP konnte in diesem Experiment nicht detektiert werden. Dies schlief3t
jedoch nicht aus, dass dieses Intermediat transient gebildet wird. Es war unter den gewéhlten
Bedingungen jedoch nicht detektierbar. In einem Experiment mit dem rekonstituierten
hsPDHc kann diese Frage moglicherweise beantwortet werden.

Die Intermediatverteilungen der gewdhlten Reaktionszustinde erlauben folgende
Interpretationen: Im steady-state liegt der gro3te Anteil des ThDP unsubstituiert vor (86.2 %).
HEThDP hat einen Anteil von 7 % und LThDP von 6.8 % (Abb. 3.48 links). Der prozentuale
Anteil eines Intermediats ergibt sich aus dem Verhiltnis der Peakfliche gegebenen
Intermediats zur Summe der Peakfldche aller Intermediate. Es muss also davon ausgegangen
werden, dass die reduktive Acetylierung sehr schnell ablduft. Sobald Pyruvat gebunden
(LThDP-Bildung) und unter Bildung von HEThDP decarboxyliert wurde, kommt es zur
Ubertragung des Acetylrestes auf das Lipoamid der hsPDH-E2LII. Diese Beobachtung
stimmt mit der zuvor gemachten Aussage {iberein, dass unter den gewéhlten
Reaktionsbedingungen, d.h. Verwendung der hsSPDH-E2LII, hauptsichlich die erste
Halbreaktion der E1-Komponente der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist. Wére dies
nicht der Fall, wiirde es zu einer Akkumulation des Intermediats HEThDP kommen.

Im Gleichgewicht (Reaktion nach 5 min) zeigt sich dagegen folgendes Bild: Der Anteil an
unsubstituiertem ThDP betrdgt 52.7 %, der Anteil an HEThDP 42.6 % und LThDP hat einen
Anteil von 4.7%. Dieses Ergebnis ist als unerwartet einzustufen. Die 'H-NMR-
Intermediatanalyse der Reaktion der isolierten hsSPDH-E1 mit Pyruvat zeigte, dass nach 60 s
ausschlieSlich HEThDP vorliegt. HEThDP kann in diesem Fall auch als Produkt der isolierten
E1-Komponente betrachtet werden (Kap. 3.1.1.3.). Dieses Ergebnis lédsst auch fiir das oben
beschriebene Gleichgewichtsexperiment erwarten, dass nach der gewéhlten Reaktionszeit nur
HEThDP vorliegt. Das Experiment liefert jedoch ein anderes Resultat. Erklarbar wire die
Detektion von unsubstituiertem ThDP durch das Auftreten von Nebenreaktionen unter
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Bildung der Nebenprodukte Acetoin, Acetolaktat oder Acetat. Durch diese Reaktionen wird
HEThDP verbraucht und unsubstituiertes ThDP entsteht. Im relevanten Bereich des 'H-NMR-
Spektrums ist der Anteil dieser Substanzen jedoch so gering, dass diese Theorie den hohen
Anteil an ThDP von ca. 50 % nicht erkldren kann (Daten nicht gezeigt).

Die spezifische Intermediatverteilung im Gleichgewicht konnte mit Hilfe der Theorie der
Halbseitenreaktivitdt interpretiert werden. Stellt man sich vor, dass auch die reduktive
Acetylierungsreaktion der hsPDH-E1 dem Mechanismus der alternierenden Zentren
unterliegt, so konnte das erste aktive Zentrum solange durch eine bereits acetylierte
Lipoyldoméne blockiert werden, bis im zweiten aktiven Zentrum ein nicht-acetyliertes
Molekiil der hsPDH-E2LII fiir die Reaktion zur Verfligung steht. Nach einer Reaktionszeit
von S5min sind jedoch alle Lipoyldomédnen reduktiv acetyliert (siche stopped-flow-
Experimente Kap. 3.1.2.4.). Etwa 50 % aller aktiven Zentren ist durch eine Lipoyldomine
sterisch blockiert, Pyruvat kann nicht in das aktive Zentrum vordringen. In diesen Zentren
liegt unsubstituiertes ThDP vor. In der anderen Hilfte der aktiven Zentren hat sich HEThDP
akkumuliert. Die Theorie des Flip-Flop-Mechanismus, der von der PATEL-Gruppe 2003
vorgeschlagen wurde und mit einer Konformationsénderung erklért wird, konnte durch diese
Ergebnisse unterstiitzt werden.

Diese Hypothese miisste strukturelle Studien des Subkomplexes zwischen El1-Komponente
und Lipoyldomine belegt werden. Dabei wire der Einsatz von Cofaktor- und Substratanaloga
von groBem Interesse. Trotz vieler Bemiihungen ist die Kristallisation dieses Subkomplexes
des PDHc noch nicht gelungen. Bisher konnten nur Modelle zur Bindung des Lipoamidarms
der Lipoyldoméne in den Substratkanal des E1-Komponente vorgeschlagen werden (Pei et al.
2008). Dennoch kéonnten die vorgestellten Ergebnisse der 'H-NMR-Experimente ein weiterer
Hinweis fiir die Theorie der Halbseitenreaktivitdt sein.

3.1.2.6. Untersuchung der reduktiven Acetylierungsreaktion unter niedrigen KCI-
Bedingungen

Die bisher vorgestellten Daten zur reduktiven Acetylierung der humanen Lipoyldoméne 2
durch die El-Komponente des hsPDHc ergeben unter den gewéhlten Bedingungen ein
einheitliches Bild: Die Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen ist schwach, was aus
den Bindungsexperimenten und aus dem hohen Ky-Wert fiir die hsPDH-E2LII hervorgeht.
Fir die Gesamtreaktion bleiben die Bindung und der Umsatz von Pyruvat die
geschwindigkeitsbestimmenden Schritte.

Die kinetischen Daten in der Literatur fiir die Reaktion zwischen der E1-Komponente und den
Lipoyldoménen sind anders als die in der vorliegenden Arbeit bisher beschriebenen Daten.
Fiir verschiedene Organismen wurden Ky-Werte der Lipoyldoméanen im Bereich zwischen 30
und 100 uM bestimmt (Bleile et al. 1981; Graham et al. 1989; Gong et al. 2000; Liu et al.
2001). Der Test, der bei all diesen Experimenten verwendet wurde, war ein
diskontinuierlicher Radioaktivitits-assay. Der Vergleich der Bedingungen zeigt zwei
signifikante Unterschiede. Es wurde in allen Experimenten BSA in Konzentrationen von 1-
3 mg/ml als Trégerprotein eingesetzt und die verwendeten Puffer enthielten kein oder deutlich
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niedrigere Konzentrationen an KCI. Die KCI-Konzentration von 0.3 M wurde als
Standardbedingung gewidhlt, um die thermodynamische Stabilisierung der humanen EI-
Komponente zu gewihrleisten. Die humane E1-Komponente ist aggregationsanféllig (siche
Ergebnisse der Rontgenkleinwinkelstreuung, Kap. 3.1.2.2.). Diese Aggregationsanfalligkeit
kann durch hohe KCIl-Konzentrationen reduziert werden (Kre3 2003). Die kinetischen
Konsequenzen der Gegenwart von BSA und KClI sollten zunichst in Vergleichsexperimenten
mittels UV/Vis-Spektroskopie untersucht werden. Zunichst wurde die Progresskurve eines
normalen Reaktionsansatzes (0.3 M KCI) zur reduktiven Acetylierung mit und ohne Zusatz
von 2 mg/ml BSA verglichen. Anschlieend wurde die Reaktion in Gegenwart niedrigerer
KCl-Konzentrationen untersucht. Die Abbildung 3.48 zeigt, dass der Zusatz von BSA
offenbar keinen signifikanten Einfluss auf den Verlauf der Progresskurve der Reaktion hat.
Die erhohte Startabsorption bei 333 nm ist auf den erhohten Proteingehalt der Losung durch
das BSA zu erklédren. Ein deutlicher Unterschied zwischen den Reaktionskinetiken tritt jedoch
durch die Reduktion des KCI-Gehaltes auf. Der Anfangsanstieg der Progresskurve mit
niedrigem KCI-Gehalt (0.09 mM) ist um den Faktor 2.5 steiler. Die Reaktion ist demnach um
den gleichen Faktor schneller.
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Abb. 3.48. Progresskurven der reduktiven Acetylierungsreaktion der hsSPDH-E1 bei verschiedenen
Bedingungen. Links: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, ohne BSA (—), mit 2 mg/ml BSA (—). Mitte: 0.1 M
KPP, 0.3 M KCI (—), 0.045 M KPP, 0.09 M KCI (—). Rechts: 0.045 M KPP, 0.09 M KCI, ohne
BSA (—), mit 2 mg/ml BSA (—) bei jeweils 0.1 mg/ml (1.3 uM aktive Zentren) hsPDH-EI,
12.469 mg/ml (1 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 10 mM Pyruvat, pH 7.6, T =
30 °C.

Da die KCl-Konzentration des Puffers einen deutlichen Einfluss auf die reduktive
Acetylierung der hsPDH-E2LII durch die hsPDH-E1 zeigte, wurde dieser Effekt in zwei
weiteren Experimenten analysiert. Zundchst wurde eine v-S-Charakteristik fiir diese Reaktion
bei 1.25mM KCI aufgenommen. Zur Verifizierung der Resultate wurden zwei
Progresskurven bei zwei verschiedenen hsPDH-E2LII-Konzentrationen durch den
diskontinuierlichen, massenspektrometrischen Test erstellt (Abb. 3.49).



Ergebnisse und Diskussion 125

kobs (S_l)

[0 Y <A A RS A S
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

[hsPDH-E2LII] (mM)

1.0 1.0
= =
_8 08| o & 08 [
£ 5 5 =
£z | i1
S0 06 9O 06
0 Ay L L L
(%2} [%2]
o < g
S r S r
=8 o04f = &8 04|
235 | 28
o 2 ol
<2 02l <z ol
§ | §
0 Lo b Y S T I S W B
0 50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 300 350
t(s) t(s)

Abb. 3.49. Oben: Vergleich der Abhingigkeit der Ky,.-Werte von der hsSPDH-E2LII-Konzentration
und deren Michaelis-Menten-Anpassung bei hoher (—o—, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl) und niedriger
KCl-Konzentration (—o—, 0.05M KPP, 1.25 mM KCIl). Bedingungen: 0.1 mg/ml (1.3 uM aktive
Zentren) hsPDH-E1, 0.25 mM ThDP, 1 mM MgSO,4, 10 mM Pyruvat, pH 7.6, T = 30 °C. Unten:
Progresskurven der reduktiven Acetylierung bestimmt MALDI-MS. Bedingungen: 0.5 mg/ml
(6.5 uM aktive Zentren) hsPDH-E1, 0.5 mM ThDP, 1 mM 1 mM MgSO,, 10 mM Pyruvat, pH 7.6,
T =30 °C, 0.05 mM (links) und 1.92 mM (rechts) hsPDH-E2LII in 0.1 M KPP, 0.3 M KCl (—o-)
und 0.045 M KPP, 4.8 mM KCI (—o-).

Die Resultate der Michaelis-Menten-Anpassung (Gl. 3.22) sind in Tabelle 3.6
gegeniibergestellt. Es zeigt sich, dass der Ky-Wert flir die hsPDH-E2LII bei der niedrigen
KCl-Konzentration mit 349 uM um den Faktor 10 kleiner ist als der bei einem hohen KCl-
Gehalt. Dieser Wert ndhert sich denen der Literatur an. Die verbleibende Abweichung kann
auf andere, unterschiedlich gewidhlte Bedingungen zuriickgefiihrt werden (BSA-
Konzentration, EDTA-Konzentration). Die K.-Werte beider v-S-Charakteristiken sind
nidherungsweise gleich. Die Reaktionsgeschwindigkeit der E1-Komponente wird durch die
KCl-Konzentration kaum beeinflusst. Der Wert von 6-7 s ist dem Literaturwert von etwa
55" vergleichbar (Liu et al. 2001). Die fiir die kinetischen Messungen dieser Arbeit
gewdhlten Standardbedingungen von 0.1 M KPP, 0.3 M KCl und pH 7.6 sind fiir die Protein-
Protein-Wechselwirkungen zwischen hsPDH-E1 und hsPDH-E2LII nicht optimal. Die
Oberfldache der Lipoyldoméne ist durch acht exponierte saure Reste sehr hydrophil (Gong et
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al. 2000). Damit lasst sich die Storung der Wechselwirkung durch hohe Salzkonzentrationen
leicht erkldren. Dennoch zeigen die Daten, dass sich die Katalysekonstante der hsPDH-E1
kaum von der KCl-Konzentration abhidngt. Die Grundaussage bleibt daher erhalten: Die
reduktive Acetylierung flihrt noch nicht zu der im Gesamtkomplex erreichten Beschleunigung
der E1-Katalyse.

Tabelle 3.6. Kinetische Parameter fiir die Reaktion der hsPDH-E1 bei variierender hsPDH-E2LII-
Konzentration bei hoher und niedriger KCI-Konzentration.

Parameter 0.3 M KCl1 0.00125 M KCI
Vinax (U/mg) 5.54+0.71 439 +0.07
Keat (™) 7.08 £ 0.89 5.63 +0.09
Ky (mM) 3.16 +0.61 0.35 + 0.02
Kea/Kn (M's™) 2.24x10° 1.61 x 10*
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3.1.3. Zusammenfassende Diskussion des Kapitels 3.1.

Das Kapitel 3.1 beschéftigt sich mit der Analyse der Gesamtreaktion der ThDP-abhidngigen
humanen El-Komponente. Dazu dienten sowohl Experimente mit der isolierten hsPDH-E1
zur Charakterisierung der ersten Halbreaktion (Cofaktoraktivierung, Bindung und
Decarboxylierung von Pyruvat) (Abb. 3.3 und 3.4) als auch Studien zur Analyse beider
Halbreaktionen, Umsatz von Pyruvat und reduktive Acetylierung des Lipoamidarms, unter
Verwendung der humanen Lipoyldomédne 2 (hsPDH-E2LII, Abb. 3.5). Im folgenden
Abschnitt sollen die erhobenen Daten in einem gemeinsamen Kontext dargestellt und
diskutiert werden.

Eine Zielstellung der Dissertation war die kinetische Untersuchung der Halbseitenreaktivitét
der ThDP-abhdngigen humanen El-Komponente. Dieser Mechanismus wird fiir
thiamindiphosphatabhédngige Enzyme seit langer Zeit diskutiert (Jordan et al. 2005). Bisher
belegen vor allem strukturelle Daten die strukturelle Nichtiquivalenz der beiden katalytischen
Zentren (Frank et al. 2007). Im Fokus der Forschung steht seit 2004 die Theorie der
Kommunikation der aktiven Zentren, vermittelt durch einen Protonenkanal zwischen den
beiden ThDP-Molekiilen (Abb. 3.8). Aminosdurereste wie z.B. Aspartate und Glutamate
sowie Wassermolekiile bilden einen sauren Kanal und erlauben einen Protonentransfer
zwischen beiden Zentren. Es wird angenommen, dass im aktiven Zentrum das N1’-Atom des
Aminopyrimidinrestes protoniert vorliegt und somit die Cofaktoraktivierung auslost. In der
ruhenden Seite wiirde das N1’-Atom deprotoniert vorliegen. Im Verlauf der Katalyse soll das
Proton vom NI’-Atom der aktiven Seite iliber das konservierte Glutamat und den
Protonenkanal zum ruhenden Zentrum transferiert werden und so die Cofaktoraktivierung
ausgelosen. Proteinvarianten der E1-Komponente des PDHc aus Bacillus stearothermophilus
mit Aminosdureaustauschen in dem postulierten Protonentunnel lieferten erste Hinweise auf
das mogliche Vorliegen dieser Theorie (Frank et al. 2004). Der charakteristische
Protonenkanal findet sich, wie in vielen anderen ThDP-Enzymen, auch in der hsPDH-E1-
Struktur (Abb. 3.50).

Neben dieser Hypothese existiert die Theorie des Flip-Flop-Mechanismus. Dieser basiert auf
moglichen Konformationsdnderungen der hsPDH-E1-Struktur wahrend der LThDP-Bildung
in einem aktiven Zentrum. Diese strukturelle Anderung soll durch Optimierung der Glu-N1°-
Wechselwirkung zur Aktivierung des Cofaktors fiihren (Ciszak et al. 2003) (Abb. 3.7).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithrten 'H-NMR-Experimente konnten
erstmals fiir ein ThDP-abhingiges Enzym chemische Nichtiquivalenz der beiden aktiven
Zentren auf mikroskopischer Ebene nachweisen. Sowohl die Cofaktoraktivierung (H/D-
Austausch) als auch Substratbindung und Umsatz (Intermediatanalyse mit Pyruvat und
Methylacetylphosphonat) ergaben, dass 50 % der aktiven Zentren schnell, die anderen 50 %
hingegen sehr langsam arbeiten. Die Cofaktoraktivierung in der aktiven Seite ist um den
Faktor 3000 schneller als in der ruhenden Seite (Tab. 3.7). Diese Seite ist auch im Vergleich
zum freien Cofaktor ThDP um den Faktor 10 langsamer, was fiir eine Abschirmung des
aktiven Zentrums vom Ldsungsmittel spricht. Ein solches Verhalten der Cofaktoraktivierung
in Abwesenheit von Substraten wurde bisher fiir kein anderes ThDP-abhingiges Enzym
gezeigt (Kern et al. 1997; Hiibner et al. 1998). Dieses Ergebnis ist auch im Hinblick auf die
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Kristallstruktur der Holoform der hsPDH-EI interessant. Die Daten zeigen absolute
Ubereinstimmung der beiden aktiven Zentren. Somit unterstiitzen die erhobenen Daten zur
C2-lonisierung die Theorie des Protonenkanals, denn diese setzt keine groflen strukturellen
Unterschiede zwischen den Untereinheiten im Ausgangszustand voraus.

Die Untersuchung der Substratbindung und Decarboxylierung erfolgte mittels 'H-NMR-
Intermediatanalyse und erbrachte weitere Indizien flir die Halbseitenreaktivitéit auf. In einem
Experiment mit Methylacetylphosphonat als nicht decarboxylierbares Substratanalogon
konnten auch nach langer Reaktionszeit maximal 50 % des Cofaktors in Form von 2-
Phosphonolaktyl-ThDP detektiert werden.

Auch bei den Experimenten zum Umsatz des physiologischen Substrats Pyruvat konnten, wie
bereits erwihnt, zwei kinetisch nicht-dquivalente Enzymfraktionen unterschieden werden, die
jeweils ca. 50 % der eingesetzen aktiven Zentren ausmachten. In diesem Fall arbeitete das
aktive Zentrum um den Faktor 80 schneller als das ruhende Zentrum. Der Vergleich der
Geschwindigkeitskonstanten ~ der C2-Ionisierung  (Kops ">'> = 0.02s") und C-C-
Bindungsbildung (kjg® = 0.03s') des langsamen aktiven Zentrums zeigt, dass die
Cofaktoraktivierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir dieses Zentrum ist. Fiir den
Umsatz Pyruvat konnte, im Gegensatz zu der Bindung von MAP, ein kovalentes Intermediat
(HEThDP) in der langsamen Seite detektiert werden. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass die
Bindung von MAP in der ruhenden Seite sehr viel langsamer als der Zerfall des Michaelis-
Komplexes ist. Zudem fiihrt die Decarboxylierung von LThDP nach der Theorie des
Protonenkanals zur Aktivierung des zweiten aktiven Zentrums, wodurch die Detektion der
Intermediate in beiden katalytischen Zentren zu erkldren ist. Deshalb spricht die Detektion
von 50 % PLThDP fiir die Hypothese des Protonentransfers.

Die symmetrische Verteilung der Intermediate konnte bisher fiir kein weiters ThDP-Enzym
gezeigt werden. Weder Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis, Transketolase aus
Hefe noch Indolpyruvatdecarboxylase aus Enterobacter cloacae zeigen ein vergleichbares
Verhalten (Tittmann et al. 2003; Tittmann et al. 2005; Schiitz et al. 2005). Fiir die
Transketolase aus Saccharomyces cerevisiae konnten zudem strukturelle Daten die Theorie
des Protonenkanals ausschlieen. In den Kristallstrukturen wurden sowohl Substrate als auch
Substratanaloga in beiden aktiven Seiten mit fast vollstindigem Besetzungsgrad gefunden
(Fiedler et al. 2002). Man kann demnach davon ausgehen, dass diese Enzyme keine
Halbseitenreaktivitit zeigen.

Ein weiteres Indiz fiir die Halbseitenreaktivitit der humanen E1-Komponente lieferten die 'H-
NMR-Experimente in Anwesenheit der Lipoyldoméne hsPDH-E2LII. Nach Einstellung des
Gleichgewichts wurden sowohl unsubstituiertes ThDP als auch HEThDP in einem
dquimolaren Verhéltnis detektiert. Basierend auf den Ergebnissen der Intermediatanalyse der
isolierten hsSPDH-E1 mit Pyruvat wurde ein vollstindiger Umsatz zu HEThDP erwartet. Das
Resultat ldsst sich wie folgt interpretieren: Nicht nur die Bindung und der Umsatz von
Pyruvat sondern auch die reduktive Acetylierung des Lipoamidarms der E2-Komponente
unterliegt einer Halbseitenreaktivitdt. Dabei konnte das Eintreten eines oxidierten
Lipoamidarms in ein aktives Zentrum, das sich auf der Reaktionsstufe des HEThDP befindet,
die Freisetzung des Produkts in Form des reduktiv acetylierten Lipoamidarms in dem
korrespondierenden aktiven Zentrum auslosen. Im Gleichgewicht (nach 5 miniitiger Reaktion)
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liegen bereits alle Lipoyldomédnen reduktiv acetyliert vor. Demnach steht kein oxidierter
Lipoamidarm zur Verfiigung, um die Freisetzung reduktiv acetylierter Lipoyldoménen
auszulosen. Diese aktiven Zentren sind blockiert, so dass deren ThDP kein Pyruvat zu
HEThDP umsetzen kann (Fraktion an unsubstituiertem ThDP). In den anderen 50 % der
aktiven Zentren bleibt die Reaktion ebenfalls aufgrund fehlender oxidierter Lipoyldoménen
auf der Reaktionsstufe des HEThDP stehen. Voraussetzung dieser Hypothese ist eine
strukturelle Anderung wiihrend der Reaktion, die mit der jeweiligen Stufe des katalytischen
Umsatzes korreliert. Diese konnte durch den Flip-Flop-Mechanismus erkldrt werden. Ein
weiteres Indiz fiir konformationelle Anderungen wihrend der Katalyse der hsPDH-E1 liefern
die in dieser Arbeit ermittelten Resultate der Rontgenkleinwinkelstreuung. So zeigte sich,
dass die E1-Komponente im Komplex mit ThDP einen deutlich groBBeren Gyrationsradius hat
als das Enzym im Komplex mit Thiaminthiazolondiphosphat. Dieses Cofaktoranalogon ist ein
Surrogat fiir die Enaminform des HEThDP-Intermediats. Die Differenz im Gyrationsradius
bei gleichbleibendem Molekulargewicht deutet auf konformationelle Unterschiede der beiden
Enzymspezies hin.

Die Untersuchung des kinetischen Verhaltens der humanen E1-Komponente belegte eindeutig
eine Halbseitenreaktivitit. Es konnten sowohl Indizien fiir das Vorhandensein des
Protonenkanals als auch fiir den Flip-Flop-Mechanismus gefunden werden. Es ist demnach
denkbar, dass sowohl Protonentransfer als auch konformationelle Anderungen die Grundlage
fiir den alternierenden Mechanismus der E1-Reaktion darstellen. Diese Form der Aktiven-
Zentren-Kommunikation in den El-Komponenten von a-Ketosdure-Dehydrogenase-
Komplexen trigt moglicherweise zur optimalen Reaktionsfolge der Gesamtkomplexe bei. Ein
wichtiges Beispiel dafiir ist die Inaktivierung des PDH-Komplexes durch Phosphorylierung.
Die Phosphorylierung eines Serinrestes bzw. einer a-Untereinheit reicht aus, um den
Gesamtkomplex zu inaktivieren (Yeaman et al. 1978; Sugden und Randle 1978). Dadurch
wird energetisch betrachtet nur ein ATP-Molekiil verbraucht. Dies ist fiir den Organismus
eine hochst effektive und energiesparende Moglichkeit der Regulation. Dieser Mechanismus
ist nur durch die Halbseitenreaktivitit realisierbar. Dass die Kommunikation der aktiven
Zentren in E1-Komponenten von a-Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexen fiir die Reaktion
der isolierten E1 nicht zwingend notwendig ist, zeigte eine Studie der Arbeitsgruppe um
CHUANG. Zum einen wurde gezeigt, dass die Aminoséduren, die sich im Protonenkanal der
humanen El1-Komponente des BCKDC befinden vor allem strukturell stabilisierende
Funktionen haben. Zum anderen zeigte ein kiinstlich generiertes Hybrid-Heterotetramer aus
einer inaktiven (S293Q, Imitation der Phosphorylierung) und einer aktiven (Wildtyp) a-
Untereinheit bestehend 40 % Restaktivitdt im Gesamtkomplex (Li et al. 2007). Diese Daten
widerlegen im Grunde nicht, dass sich die E1-Komponenten der a-Ketosdure-Dehydrogenase-
Komplexe nach dem Mechanismus der Halbseitenreaktivitidt verhalten. Sie bestdtigen
vielmehr die Komplexitit der Reaktivitit der El-Komponente, eingebettet in den
Multienzymkomplex.
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Abb. 3.51. Vergleich der Aminoséurereste des Protonenkanals fiir die E1-Komponente des PDHc
aus Bacillus stearothermophilus (oben) und der humanen E1-Komponente (unten). Zwolf negative
geladene Reste, die wahrscheinlich in den Protonentransfer involviert sind, sind in der Bacillus
stearothermophilus E1-Struktur gezeigt. Die korrespondierenden Reste in der humanen El-
Struktur sind dargestellt. Die konservierten Reste beider Strukturen in den a— und o’-
Untereinheiten sind griin und in den B— and P’-Untereinheiten dunkelblau dargestellt. Vier der
zwoOlf Reste sind in der humanen Struktur durch nicht geladene Reste ersetzt. Diese sind rot
dargestellt (in o, o’, B, und B’). ThDP ist gelb und die Magnesiumionen sind als weille Kugeln
abgebildet. Wasserstoffbriicken sind ebenfalls angezeigt. (Entnommen aus Seifert et al. 2006,
basierend auf den PDB-Dateien 1NI4 and 1W85).
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Ein weiteres interessantes Thema der ThDP-Forschung ist die Untersuchung des tautomeren
Zustandes des Cofaktors auf den verschiedenen Reaktionsstufen (Abb. 3.3). Fiir verschiedene
ThDP-Enzyme konnten Absorptions- und CD-spektroskopische Banden in Abhingigkeit vom
Reaktionszustand des Cofaktors detektiert werden (Nemeria et al. 2009). Charakteristisch fiir
die 4’-aminotautomere Form (AP) des ThDP ist eine CD-Bande bei ca. 330 nm, fiir die 1°4’-
iminotautomere Form (IP) eine Bande bei 290-305 nm. Die protonierte 4’-aminotautomere
Form (APH") zeigt kein detektierbares charakteristisches CD-Signal im Bereich von 280-
370 nm. Die entsprechenden Nah-UV-CD-Experimente mit der hsSPDH-E1 ergaben folgendes
Bild: Die charakteristische Bande der AP-Form konnte durch Vergleich der Spektren von
Apo- und Holoform des Enzym detektiert werden. Nach der Reaktion mit Pyruvat konnte
keine charakteristische Bande im CD-Spektrum nachgewiesen werden. Da HEThDP das
Endprodukt der isolierten El1-Reaktion ist, spricht dieses Ergebnis dafiir, dass sich der
Cofaktor auf der Stufe des HEThDP in seiner APH -Form befindet. Die Arbeitsgruppe um
JORDAN schlédgt ebenfalls vor, dass der Cofaktor auf dieser Reaktionsstufe entweder in der
AP- oder in der APH'-Form vorliegt (Nemeria et al. 2009).

Die Bandenstruktur fiir die Reaktion der isolierten hsSPDH-E1 mit Pyruvat wurde in einem
stopped-flow-Experiment mit Photodioden-array untersucht. Zum einen wurde das
Verschwinden der charakteristischen Bande fiir die AP-Form des Holoenzyms bei einer
Wellenldnge von 330 nm gezeigt. Zum anderen bildete sich mit Verlauf der Reaktion ein
neues Absorptionssignal bei 373 nm, das der Bildung des HEThDP zugeordnet werden kann.
Die apparenten Geschwindigkeitskonstanten des Signalabnahme bei 330 nm (Kgps = 2.02 s™)
und der Signalbildung bei 373 nm (Kos = 3.33s') sind nahezu identisch mit der
Geschwindigkeitskonstante fiir die C-C-Bindungsbildung von 2.3 s bestimmt durch 'H-
NMR-Intermediatanalyse. Es ist folglich davon auszugehen, dass es sich um den gleichen
chemischen Prozess handelt. Diese fiir HEThDP charakteristische Absorptionsbande konnte
auch fiir die Variante E473Q der PDC aus Zymomonas mobilis gezeigt werden (Meyer 2009).
Der Nachweis der 1°,4’-iminotautomeren Form des ThDP gelang durch die Verwendung des
Pyruvatanalogons Methylacetylphosphonat (Jordan et al. 2003). Durch die nichtspaltbare C,-
P-Bindung bleibt die Reaktion auf der Stufe des 2-Phosphonolaktyl-ThDP (PLThDP) stehen
(Abb. 3.4). Dass die hsPDH-E! in der Lage ist MAP zu binden, konnte durch die "H-NMR-
Intermediatanalyse bestéitigt werden. In Nah-UV-CD-Experimenten wurde MAP zur
Holoform der hsPDH-E1 titriert. Die AP-Bande bei 330 nm verschwand und es bildete sich
die charakteristische IP-Bande im Wellenldngenbereich von 290 nm. Durch die Titration
konnte die thermodynamische Dissoziationskonstante des Substratanalogons bestimmt
werden. Der Kgp,-Wert von 46 pM stimmt mit den apparenten Ky-Werten fiir die Bindung
von Pyruvat iiberein (Tab. 3.7). Zusédtzlich wurde die Bindung von MAP in stopped-flow-
Experimenten bei einer Wellenldnge von 295 nm charakterisiert. Es zeigte sich eine lineare
Abhéngigkeit der apparenten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten von der MAP-
Konzentration. Das bedeutet, dass die verwendeten MAP-Konzentrationen fiir die Bildung
des Michaelis-Komplexes noch nicht sittigend sind. Dennoch stellt MAP ein gutes
Substratanalogon dar, um die Bindungsreaktion von Pyruvat zu verstehen.
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Die Gesamtreaktion der hsPDH-E1 setzt sich aus der Bindung und Decarboxylierung von
Pyruvat sowie der reduktiven Acetylierung des Lipoamidarms der humanen E2-Komponente
zusammen. Die anschlieBenden Schritte der PDHc-Reaktion setzen sich aus der Bildung von
Acetyl-CoA (E2) und der oxidativen Regeneration der E2-Komponente (E3) zusammen. Fiir
den Gesamtkomplex des humanen Organismus konnten in vitro Katalysekonstanten von 50-
70 s bestimmt werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die Katalysekonstante der
isolierten humanen E1-Reaktion immer um ein bis zwei GroBBenordungen kleiner ist als die
des gesamten humanen PDHc (Liu et al. 2001; Korotchkina und Patel 2001a).

Auch die in dieser Arbeit mit '"H-NMR-Intermediatanalyse ermittelten Daten bestitigen dieses
kObSThDPl

Phanomen. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass die Cofaktoaktivierung (
51s") in der hsPDH-El die Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion realisieren
konnte. Die Bindung und Decarboxylierung von Pyruvat hingegen verlduft mit 2.3 s™ bzw.
5.1s" deutlich langsamer (Tab. 3.7). Die El-Komponente katalysiert jedoch die ersten
Schritte der Gesamtreaktion und ist somit die geschwindigkeitsbestimmende Komponente.
Die Betrachtung dieser VerhidltnisméBigkeit wirft demnach die Frage auf, wie die
Beschleunigung der E1-Reaktion im Gesamtkomplex realisiert wird.

Als geeignetes Modellsystem diente in vielen verschiedenen Studien die Verwendung der
Lipoyldoménen der E2-Komponente (Bleile et al. 1981; Graham et al. 1989; Liu et al. 2001).
Zu den Zielstellungen dieser Arbeit gehdrten die Produktion der humanen Lipoyldoméne 2
(hsPDH-E2LII, AS 121-233) mit Hilfe des SUMO-Expressionssystems, die biochemische
Charakterisierung der Doméne und die  Charakterisierung der  reduktiven
Acetylierungsreaktion der hsSPDH-E1 durch Entwicklung neuer Aktivititstests. Desweiteren
sollte ein Beitrag zum Verstindnis des molekularen Mechanismus der reduktiven
Acetylierungsreaktion geleistet werden.

Der Vorteil der SUMO-tags im Vergleich zu bisher genutzten Systemen, wie His-tag oder
GST-tag (Liu et al. 1995a) ist die Generierung der nativen Aminosduresequenz mit
authentischem N-Terminus (Marblestone et al. 2006). Die hsPDH-E2LII wurde zur
Homogenitdt prépariert. Die korrekte Proteinsequenz, das Molekulargewicht, die
Sekundérstrukur, die korrekte Faltung und der Lipoylierungsgrad konnten durch Anwendung
verschiedener biochemischer Methoden bestitigt werden.

Die absorptive Eigenschaft des oxidierten Dithiolanrings (Barltrop et al. 1954) wurde als
Sonde fiir die Entwicklung eines Aktivitétstests fiir die reduktive Acetylierung genutzt. Bei
einer Wellenldnge von 333 nm konnte die reduktive Acetylierung der hsPDH-E2LII durch die
humane EIl-Komponente direkt und kontinuierlich verfolgt werden. In verschiedenen
experimentellen Ansédtzen wurde die Reaktion UV/Vis-spektroskopisch analysiert. In allen
Féllen wurde ein relativ hoher Ky-Wert von 3-4 mM fiir die Lipoyldomédne bestimmt. Auch
die Untersuchung der Protein-Protein-Wechselwirkung der hsPDH-E1 und der humanen
Lipoyldoméne 2 mittels isothermaler Titrationskalorimetrie zeigten keine Wechselwirkungen
zwischen diesen Proteinen. Diese Resultate waren iiberraschend, da in fritheren Studien fiir
die Wechselwirkung zwischen Lipoyldoménen und El-Komponenten verschiedener
Organismen Ky-Werte zwischen 30 und 100 uM bestimmt werden konnten (Packman et al.
1984; Graham et al. 1989; Liu et al. 2001). Als Aktivitdtstest wurde in diesen Studien ein
diskontinuierlicher Radioaktivitits-assay eingesetzt. Ein interessanter Unterschied, der in
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diesen Arbeiten beschrieben wurde, ist, dass die Wechselwirkung zwischen E1-Komponente
und Lipoyldomédne unter turnover-Bedingungen deutlich stirker war als im nicht-reaktiven
Zustand. Die Dissoziationskonstante der Protein-Protein-Interaktion war entweder um den
Faktor 10 groBer als die ermittelten Ky-Werte (Graham und Perham 1990) oder nicht
detektierbar (Liu et al. 2001). Die Interpretation beruht zum einen darauf, dass die
Geschwindigkeitskonstante fiir die reduktive Acetylierung der Lipoyldoméne, ausgehend vom
HEThDP (Carbanion/Enamin) und dessen Freisetzung, einen Einfluss auf den apparenten Ky-
Wert der Lipoyldomédnen hat. Zum anderen wird vorgeschlagen, dass die Katalyse durch
intrinsische  Wechselwirkungsenergien getrieben wird. Die Ursache fiir die Diskrepanz
zwischen den Literaturdaten und den in dieser Arbeit erhobenen Daten lag in der Auswahl der
Reaktionsbedingungen. Es zeigte sich, dass in den veroffentlichten Experimenten die KCI-
Konzentration deutlich unter der in dieser Arbeit eingesetzten Konzentration lag. In
Kontrollexperimenten wurde die KCI-Konzentration reduziert. Der so bestimmte Ky-Wert der
hsPDH-E2LII néherte sich mit einem Wert von ca. 350 uM den Werten der Literatur deutlich
an (Tab. 3.6). In Anschlussexperimenten konnten die Bedingungen verfeinert werden, um die
Literaturdaten mit dem kontinuierlichen Absorptions-assay zu reproduzieren. Der Einfluss der
KCI-Konzentration wurde durch die Experimente zur Protein-Protein-Wechselwirkung
zwischen hsPDH-E1 und hsPDH-E2LII bestitigt. Die bei niedriger KCl-Konzentration
ermittelten Resultate der Experimente mit Rontgenkleinwinkelstreuung deuten auf eine
Assoziation der Proteine hin. Die Reduktion der KCIl-Konzentration fiihrt jedoch zu einer
hoheren Aggregationsanfalligkeit der hsPDH-E1.

Ein wichtiges Ergebnis zum Verstindnis der Reaktivitit der hsSPDH-E1 sind die bestimmten
apparenten Geschwindigkeitskonstanten fiir die reduktive Acetylierungsreaktion. Mit
maximalen Werten von 5-7s”' liegen sie in der GroBenordnung der Geschwindigkeits-
konstanten (2.3 s™) der C-C-Bindungsbildung zwischen dem reaktiven C2 des ThDP und dem
Carbonylkohlenstoff des Pyruvats (Tab. 3.7). Es kommt zwar zu einer leichten Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit, die Beschleunigung um den Faktor 30, die notwendig wére, um
die hsPDHc-Geschwindigkeitkonstante von 50-70s” zu realisieren, wird jedoch nicht
erreicht. Diese Ergebnisse stimmen gut mit den Beobachtungen der Gruppe um ROCHE zum
humanen PDHc {iiberein (Liu et al. 2001). Mechanistisch bedeuten diese Ergebnisse, dass die
Bindung und Decarboxylierung von Pyruvat die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der
Gesamtkatalyse der hsPDH-E1 sind. Bestitigt wurde das Resultat zusitzlich durch die 'H-
Intermediatanalyse der hsPDH-E1-Reaktion in Anwesenheit von Pyruvat und hsPDH-E2LII
unter steady-state-Bedingungen (Reaktionszeit 2 s). Unsubstituiertes ThDP stellt den gréBten
Anteil der Intermediatverteilung. LThDP und HEThDP machen nur einige Prozent aus. Das
spricht dafiir, dass sobald HEThDP entsteht, die C2-Einheit in Form eines Acetylrestes auf
den Lipoamidarm der Lipoyldoméne tibertragen wird.

Die Verifizierung des neu etablierten Aktivititstests fiir die reduktive Acetylierung erfolgte
mit Hilfe eines diskontunierlichen massenspektroskopischen assays bestétigt. Dieser assay
beruht auf dem durch MALDI-MS detektierbaren Massenunterschied von 44 Da zwischen der
oxidierten und reduktiv acetylierten Lipoyldomine (Wei et al. 2003). Durch Anwendung der
Methode des Saure-quenching mit Ameisensdure konnte der Aktivitétstest im Rahmen dieser
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Arbeit etabliert werden. Die Aussagen der MALDI-MS-Ergebnisse sind jedoch eher qualitativ
und nicht fiir die Bestimmung verlésslicher kinetischer Konstanten geeignet.

Fir die reduktive Acetylierung werden zwei Reaktionwege vorgeschlagen (Kluger und
Tittmann 2008; Tittmann 2009) (Abb 3.5): ein Carbanion/Enamin-Mechanismus und ein
schrittweiser Redox/Acyl-Transfer.

Die Frage zum molekularen Reaktionsweg der reduktiven Acetylierung wurde in zwei
experimentellen Ansdtzen untersucht. Von Interesse war, ob das Reaktionsintermediat
AcThDP wihrend der Reaktion zwischen hsPDH-E1, Pyruvat und hsPDH-E2LII gebildet
wird. Dieses Intermediat wurde bereits fiir den PDH-Komplex aus E. coli detektiert und wird
als Indiz fiir den schrittweisen Mechanismus angesehen (Flournoy und Frey 1986; Kluger und
Tittmann 2008). Das AcThDP konnte unter den gewéhlten Bedingungen fiir die beschriebene
Reaktion nicht detektiert werden. Dieser Befund schlieBt jedoch nicht ultimativ aus, dass
dieses Intermediat nicht durchlaufen wird. Vergleichbare Experimente mit dem vollstdndigen
hsPDHc konnten Aufschluss iiber diese Fragestellung geben.

Der schrittweise Redox/Acyl-Transfer kénnte durch einen radikalischen Ubergang realisiert
werden (Tittmann 2009). Fir das Thiylradikal der Liponsdure wurden 1972
Absorptionseigenschaften (Signal bei 385/410 nm) beschrieben (Hoffman und Hayon 1972).
In einem stopped-flow-Experiment mit Photodioden-array konnte gezeigt werden, dass in den
relevanten Wellenldngenbereichen keine Absorptionsédnderung detektierbar war. Daher ist ein
radikalischer Ubergang nicht nachweisbar.

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es nicht, das E2-Konstrukt der Lipoyldoméne 2 und der E1-
Bindedoméne zu generieren. Die Bindung der E1-Komponente an den PDH-Komplex wird
im humanen System durch die E1-Bindedomine vermittelt (Korotchkina und Patel 2008). Die
Untersuchungen der Reaktion zwischen der hsPDH-E1 und diesem aus den zwei inneren
Doménen der humanen E2-Komponente bestehenden Protein mit den in dieser Arbeit
verwendeten und neu entwickelten Experimenten wiirde in Zukunft einen weiteren Beitrag zu
dem Verstiandnis der Gesamtreaktion der hsPDH-E1 leisten und moglicherweise die Frage
nach der Beschleunigung der E1-Katalyse beantworten.
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Tabelle 3.7. Ubersicht der kinetischen und thermodynamischen Konstanten der hsPDH-E1-Reaktion.

Kinetische und thermodynamische Konstanten der Reaktion hsPDH-E1
Kp (uM)* 0.47
Ky (uM) (E1 isoliert)” 10
ThDP-Bindung
Ky (uM) (E1 und E2LIT)° 2.03
Ky (M) (E1 im PDHc)? 0.08
aktive Seite, kops "2 ' (s™)° 51
C2-lonisierung
ruhende Seite, Kops 072 (s) 0.018
Ky Pyruvat (M) (E1 isoliert)’ 10
Ky Pyruvat (uM) (E1 im PDHc)? 52
ket MAP (M's™)f 60
Substratbindung ki MAP (s 0.0027
Kp MAP (uM) (kinetisch) 45
Kapp MAP (uM)
(thermodynamisch)® 46
C-C-Bindungsbildung aktive Seite, kia* (s™)° 23
(LThDP-Bildung) ruhende Seite, kig’ (s™)° 0.029
Decarboxylierung aktive Seite, kya” (s)° 5.1
(HEThDP-Bildung) ruhende Seite, kog” (s™)° >> K
Keat (s™) (0.3 M KCI)® 7.08
reduktive Acetylierung der Keat (57 (0.00125 M KCI)* 5.36
hsPDH-E2LII Ky E2LII (mM) (0.3 M KCI)° 3.16
Ky E2LIT (mM) (0.00125 M KCI)* 0.35
reduktive Acetylierung im hsPDHc Keat (s'l)d 68

Die Daten wurden mittels * Fluoreszenz-assay (KreB 2003), ® DCPIP-assay, ¢ UV/Vis-assay fiir die
reduktive Acetylierung, ¢ PDHc-assay durch NADH-Verbrauch (Korotchkina und Patel 2001a),
® rapid-quench-flow-"H-NMR,  stopped-flow-assay, & CD-Titration bestimmt. Die hsPDH-E2LII wird

in der Tabelle mit E2LII abgekiirzt.
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3.2.  Untersuchung der Regulation der hsPDH-E1 durch Phosphorylierung mit Hilfe
von Pseudophosphorylierungs-Varianten — Einleitung

Der Abschnitt zur Regulation des PDH-Komplexes in der Einfiihrung der vorliegenden Arbeit
befasst sich unter anderem mit der Regulation der hsPDH-E1 durch Phosphorylierung (Kap.
1.1.2.). Die Phosphorylierung von Proteinen ist eine post-translationale Modifikation, die in
eukaryotischen Zellen eine effektive Regulation ermdglicht. Proteinkinasen koénnen die
Hydroxylgruppen der Aminosduren Serin, Tyrosin und Threonin durch Veresterung mit
einem Phosphatrest unter physiologischen Bedingungen phosphorylieren. Eine Phosphatase
katalysiert die Dephosphorylierung durch Hydrolyse. Nach der Einfilhrung eines
Phosphatrestes wird sowohl die GroBe, als auch die Ladung an der Phosphorylierungsstelle
verdandert. Dadurch konnen die strukturellen und kinetischen Eigenschaften von Enzymen
verdndert und somit Stoffwechselwege gezielt reguliert werden. Das Auftreten mehrere
Phosphorylierungsstellen in einem Protein ist ein allgemeines Prinzip. Es ermoglicht der Zelle
eine vielschichtige Regulation. Zudem bieten proteinspezifische Kinasen und Phosphatasen
weitere targets einer in Signalkaskaden strukturierten, hierarchischen Regulation (Roach
1991; Stryer 1996). Der Austausch eines phosphorylierbaren Restes durch einen Glutamatrest
kann die Phosphorylierung an dieser Position imitieren. Sowohl die GroBe des Restes als auch
die negative Ladung werden durch einen Glutamatrest gewéhrleistet (Golbik et al. 2001;
Korotchkina und Patel 2001a). Der Vorteil der sogenannten Pseudophosphorylierung besteht
darin, dass die Einfiihrung der Modifikation bereits wéhrend der Proteinexpression erfolgt.
Die nachtrigliche positionsspezifische Phosphorylierung durch eine entsprechende Kinase
und deren Abtrennung kann somit umgangen werden.

Die a-Untereinheit der humanen El1-Komponente besitzt drei phosphorylierbare Serinreste
(Abb. 3.51). Die Phosphorylierung jedes Restes fiihrt zur Inaktivierung des hsPDHc. Initiale
Forschungsarbeiten mit der E1-Komponente aus Rinderherz und -niere zeigten, dass die
Geschwindigkeitskonstanten der Kinasen fiir die individuellen Phosphorylierungspositionen
differieren. Die vollstindige funktionelle Inaktivierung des PDHc geht mit der
Phosphorylierung des Serinrestes, der sich im humanen System an Position 264 befindet,
einher (Yeaman et al. 1978). Fiir die humane E1-Komponente konnte folgende Hierarchie der
Phosphorylierungspositionen aufgestellt werden S264 > S271 > S203. S264 wird als
Phosphorylierungsposition 1, S271 als Position 2 und S203 als Position 3 bezeichnet
(Korotchkina und Patel 1995). In der Studie mit der humanen El-Komponente konnte
entsprechend den vorherigen Experimenten gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit der
Inaktivierung des hsPDHc durch Phosphorylierung davon abhidngig ist, welches Serin
phosphoryliert wird. Wéhrend die Phosphorylierung an Position 1 innerhalb von 10 min zur
vollstindigen Inaktivierung fiihrte, hatte der hsPDHc unter gleichen Reaktionsbedingungen
noch eine Restaktivitit von 50 % bzw. 70 %, wenn ausschlieSlich Position 2 bzw. 3
phosphoryliert werden konnten (Anmerkung: Es wurde mit Doppel-Alanin-Varianten an den
jeweils anderen Positionen gearbeitet) (Korotchkina und Patel 1995).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der molekulare Mechanismus der Inhibierung durch
Phosphorylierung der drei regulatorischen Serinreste S264, S271 und S203 mittels
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verschiedener thermodynamischer und kinetischer Experimente durch Verwendung der
entsprechenden Glutamatvarianten weiterfithrend charakterisiert werden.

Die Plasmide, die die Gene fiir die einzelnen Pseudophosphorylierungs-Varianten (S264E,
S264Q, S271E und S203E) tragen, wurden freundlicherweise von Professor M.S. PATEL zur
Verfligung gestellt. Die Expression und Reinigung der Varianten erfolgte analog zum Wildtyp
der hsPDH-ElI mit vergleichbaren Ausbeuten (Kap. 2.2.3.)). Zu allen vier
Pseudophosphorylierungs-Varianten (S264E, S264Q, S271E und S203E) wurden
Experimente zum Oligomergleichgewicht mittels analytischer Ultrazentrifugation und
Rontgenkleinwinkelstreuung durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studien entsprachen denen
des Wildtyps der hsPDH-E1. Aus diesem Grund gehen diese Resultate nicht in den Ergebnis-
und Diskussionsteil ein. Die entsprechenden Abbildungen befinden sich im Anhang (Abb. A2
und A3).
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Abb. 3.51. Position der drei regulatorischen Serinreste (sticks) in der Struktur der hsPDH-EI
(cartoon tubes). Die a-Untereinheit ist hellblau und die B’-Untereinheit ist griin dargestellt (PDB-
Datei 1NI4, erstellt mit dem Computerprogramm pymol).

3.2.1. Pseudophosphorylierungs-Varianten S264E und S264Q

Detaillierte Einblicke in den Mechanismus der Regulation durch Phosphorylierung an
Position 264 sollten durch Untersuchungen mit den beiden entsprechenden
Pseudophosphorylierungs-Varianten S264E und S264Q erhalten werden. Die Verwendung
der Glutamat- und der Glutaminvariante ermoglichte neben der Charakterisierung der Grof3e
des Restes an Position 264 auch die Untersuchung des Einflusses der Ladung (E — geladen, Q
— ungeladen). Wie bereits beschrieben flihrt die Phosphorylierung an Position 264 zur
schnellen und vollstédndigen Inaktivierung des humanen PDH-Komplexes. Im Vergleich zur
Phosphorylierung der beiden anderen regulatorischen Serinreste ist die Modifikation am Serin
264 am effektivsten und wird daher als Position 1 bezeichnet (s.0.).

Erste Studien mit den Varianten S264E und S264Q zeigten, dass sie gute Surrogate fiir die an
Position 1 phosphorylierte hsSPDH-E1 darstellen (Korotchkina und Patel 2001a). Wiahrend die
Mutation S264E im humanen PDHc zum vollstdndigen Aktivitdtsverlust flihrt, konnte fiir die
Variante S264Q eine Restaktivitdt von 3 % bestimmt werden. Die Variante S264E verhilt
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sich funktionell entsprechend dem phosphorylierten Enzym. Im artifiziellen DCPIP-Test, der
als Aktivitits-assay fiir die Decarboxylierungsreaktion verwendet wird (Kap. 2.2.5.5.),
zeigten die Varianten hingegen beachtliche Restaktivititen (S264E — 90 %, S264Q — 60 %).
Der apparente Ky-Wert flir Pyruvat im DCPIP-Test war bei den Varianten leicht erhoht
(S264E — Faktor 4.5, S264Q — Faktor 2.6), die apparenten Ky-Werte fiir ThDP waren kaum
beeinflusst. Aus diesen Ergebnissen schlussfolgerten die Autoren, dass hauptsdchlich die
reduktive Acetylierungsreaktion durch die Modifikation an Position 264 beeintrachtigt ist.

Die Interpretation der Resultate des DCPIP-Tests ist im Hinblick auf die E1-Komponente
jedoch sehr kritisch zu beurteilen. In den 'H-NMR-Experimenten zur Katalyse des Wildtyps
der hsPDH-E1 wurde fiir die Geschwindigkeitskonstante der C-C-Bindungsbildung ein Wert
von 2.3 s und fiir die Decarboxylierung des LThDP eine Geschwindigkeitskonstante von
5.1s" bestimmt (Kap. 3.1.1.3.). Im Test fiir die reduktive Acetylierung konnte ein ke von
etwa 75" bestimmt werden. Diese Werte wurden im DCPIP-Test mit den entsprechenden
Enzymfraktionen nicht annihernd erreicht (K. = 0.08 s™ (Seifert 2005; Seifert et al. 2006)).
Demzufolge scheint nicht die Bildung des HEThDP, sondern vielmehr der Elektronentransfer
vom HEThDP auf den Elektronenakzeptor DCPIP und/oder die Hydrolyse des dabei
gebildeten AcThDP die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte des Tests zu sein. Die
intrinsische Katalysegeschwindigkeit ist demzufolge kinetisch maskiert. In DCPIP-
Experimenten mit den beiden Pseudophosphorylierungs-Varianten S264E und S264Q wurden
dhnliche Konstanten bestimmt, wie in der Literatur beschrieben (Korotchkina und Patel
2001a; Seifert 2005). Serin 264 liegt am Eingang 14 Angstrom langen Substratkanal in der
hsPDH-E1 (Abb. 3.52). Daraus ergibt sich die Hypothese, dass die Phosphorylierung den
Substratkanal blockiert und somit bereits die erste Halbreaktion der hsPDH-E1-Katalyse, die
Bindung des Substrats Pyruvat, gestort wird (Abb. 3.4). Die Untersuchung der
Pseudophosphorylierungs-Varianten S264E und S264Q unter Verwendung kinetischer und
thermodynamischer Methoden zur Charakterisierung der hsPDH-E1 (Kap. 3.1.) und der
entsprechende Vergleich mit den Resultaten des Wildtyps sollte die Frage nach dem
Mechanismus der Regulation durch eine Phosphorylierung an Position 264 kléren.

Abb. 3.52. Blick in den Substratkanal der hsPDH-E1. Transparente Darstellung der Oberflache der
E1-Struktur mit Markierung von ThDP (sticks) und Serin 264. Die a-Untereinheit ist griin und die
p’-Untereinheit beige dargestellt. Entnommen aus Seifert et al. 2007.
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3.2.1.1. ThDP-Bindung

Der erste Schritt zu einem funktionellen Enzym in vitro ist im Fall der hsPDH-E1 die
Bindung des Cofaktors ThDP. Fiir die hsPDH-E1-Varianten S264E und S264Q wurde die
Bindung von ThDP zum einen durch einen fluorimetrischen assay und zum anderen durch die
Bestimmung des apparenten Ky-Wertes im artifiziellen DCPIP-Test charakterisiert. Obwohl
der DCPIP-Test keine verldsslichen mechanistischen Aussagen der nativen Reaktion erlaubt
(Kap. 3.2.1.), so ist doch unter Bedingungen der Substratséttigung die Aktivitdt im DCPIP-
Test proportional zur Anzahl der rekombinierten aktiven Zentren. Daher eignet sich dieser
Test zur Bestimmung des apparenten Ky-Wertes von ThDP an die humane E1-Komponente
und deren Varianten (Abb. 3.53 links). Der fluoreszenzspektroskopische assay beruht auf der
Fluoreszenzloschung der Tryptophanfluoreszenz durch die Bindung von ThDP (Ali et al.
1995). Er ermoglicht die Bestimmung der Dissoziationskonstante des Cofaktors im nicht-
reaktiven Zustand. In einem dritten experimentellen Ansatz sollte die ThDP-Bindung im
UV/Vis-Aktivititstest der reduktiven Acetylierung (Kap. 3.1.2.4.) fiir die Variante S264Q
untersucht werden. Die Restaktivitit dieser Variante lag im Vergleich zum Wildtyp bei ca. 1-
2% (siche unten Kap. 3.2.1.4.). Aufgrund der geringen maximalen Aktivitdit war die
Auswertung der Progresskurven, bei denen die ThDP-Konzentration kleiner als 100 uM
gewdhlt wurde, nicht moglich. Die Kops-Werte der einfach exponentiellen Anpassung der
Progresskurven sind im Konzentrationsbereich von 100-750 uM ThDP nahezu konstant (Abb.
3.53 rechts). Es kann demzufolge davon ausgegangen werden, dass die Variante S264Q
bereits mit ThDP geséttigt war und der apparente Ky-Wert fiir ThDP und die Variante S264Q
deutlich unter 100 uM liegt. Die ThDP-Bindung der Variante S264E konnte in diesem assay
nicht analysiert werden, da sie keine redukive Acetylierungsaktivitit mit der humanen
Lipoyldoméne 2 zeigte (siche unten Kap. 3.2.1.4.). Der Vergleich aller Daten zur Bindung
von ThDP an den Wildtyp und an die Varianten S264E und S264Q der hsPDH-E1 deutet
darauf hin, dass die Varianten ThDP sowohl im nicht-reaktiven Zustand als auch unter
turnover-Bedingungen dhnlich fest wie das Wildtyp-Protein binden.
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Abb. 3.53. Links: Vergleich der Abhéngigkeit der Aktivitdit von der ThDP-Konzentration im
DCPIP-Test, 100 % entspricht der spezifischen Aktivitidt von 59 U/g fiir den Wildtyp, 47 U/g fiir
die Variante S264E und 51 U/g fiir die Variante S264Q. Bedingungen: 0.2 mg/ml (2.6 uM aktive
Zentren) hsPDH-E1 Wildtyp/S264E/S264Q, 1 mM MgSO,, 5 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M
KCI, pH 7.6, T = 30 °C. Rechts: Abhédngigkeit des K.,.-Wertes von der ThDP-Konzentration im
UV/Vis-Test fiir die reduktive Acetylierung der Variante S264Q. Bedingungen: 2 mg/ml
(6.25.9 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 S264Q, 0.35 mM hsPDH-E2LII, 1 mM MgSO,, 10 mM
Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =30 °C.

Tabelle 3.8. Dissoziationskonstanten der ThDP-Bindung fiir hsSPDH-E1-Varianten.

Konstante Wildtyp S264E S264Q
Kp (uM)* 0.47' 0.92' 0.74
Kyt (uM)° 10.61 + 1.57 6.07 + 0.62 1122 £2.61
Kum (uM)° 2.02+0.32 nicht bestimmbar << 100

* Fluoreszenz-assay, - DCPIP-Test, ¢ UV/Vis-assay fiir die reduktive Acetylierung.

"aus (KreB 2003), * aus (Seifert 2005).
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3.2.1.2. C2-lonisierung

Die Voraussetzung fiir die Pyruvatbindung ist die Aktivierung des Cofaktors ThDP in der
hsPDH-E1 (Abb. 3.3). In einem entsprechenden H/D-Austauschexperiment wurde untersucht,
ob die C2-lonisierung in den Varianten S264E und S264Q im Vergleich zum Wildtyp
beeinflusst ist (Abb. 3.54).

v Wildty,
Y Wildtyp \ Wildtyp
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Abb. 3.54. Zeitliche Abhéngigkeit der integralen Intensitiat des C2-H-Signals von ThDP gebunden
an die Varianten S264E (links, —o—) und S264Q (rechts, —0—) im Vergleich zum Wildtyp der
hsPDH-E1 (-o-). Bedingungen nach 1+1-Mischung mit 99.9 % D,0:
7.75 mg/ml1/7.06 mg/ml/6.06 mg/ml (100.65/91.64/78.68 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 Wildtyp/
S264E/S264Q, dquimolare Konzentration an ThDP, 1 mM MgSO,, Puffer der Losung vor 1+1-
Mischung: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =30 °C.

Der kinetische Verlauf des H/D-Austauschs beider Varianten verhilt sich entsprechend einer
Halbseitenreaktivitidt. Aus diesem Grund konnte die Auswertung der Experimente nach
Gl 3.9 (Kap. 3.1.1.3) erfolgen. Die Geschwindigkeitskonstante der C2-Ionisierung ist im
Falle der Variante S264E gegeniiber dem Wildtyp leicht erh6ht und im Falle der Variante
S264Q etwas verringert (Tab.3.9). Die Ionisierungsgeschwindigkeit ist durch den
Aminosdureaustausch an Position 264 nicht wesentlich beeintrachtigt.

Tabelle 3.9. Mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten der C2-lonisierung der hsPDH-EI-
Varianten.

Geschwindigkeitskonstante der C2-lonisierung Wildtyp S264E S264Q

aktive Seite, kops "OF (57 51£15 | 71+10 | 18+9

E-ThDP2 (s'l) 0.018 + 0.071+ | 0.11+

ruhende Seite, Kops 0.005 0.009 0.056
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3.2.1.3. Substratbindung und Decarboxylierung

Nachdem gezeigt werden konnte, dass weder die ThDP-Bindung noch die Aktivierung des
Cofaktors durch die Pseudophosphorylierung an Position 264 beeintrachtigt sind, wurden die
Carbonyladdition und die Decarboxylierungs des LThDP untersucht. Zur Analyse dieses
Sachverhaltes standen verschiedene Methoden zur Verfiigung.

e 'H-NMR-Intermediatanalyse

Zunichst wurde die Bildung und Decarboxylierung von LThDP in beiden Varianten mit Hilfe
der chemical-quenched-flow/'"H-NMR-Intermediatanalyse untersucht (Tittmann et al. 2003)
(Abb. 3.55). Die Bildung der Intermediate ist durch eine charakteristische Zweiphasigkeit
geprégt. Die relativen Amplituden beider Phasen fiir die HEThDP-Bildung betragen ca. 50 %.
Die Pyruvatbindung und der Umsatz verlaufen demzufolge entsprechend der fiir die hsPDH-
E1 charakteristischen Halbseitenreaktivitit. Weder fiir die hsSPDH-E1 S264E noch fiir die
Variante S264Q konnte das Intermediat LThDP detektiert werden. Dieses Ergebnis spricht
dafiir, dass die Decarboxylierungsreaktion wihrend der Bildung von HEThDP deutlich
schneller als die C-C-Bindungsbildung (Bildung von LThDP) verlduft (Tab. 3.10). Die
Auswertung flir die Verteilung von HEThDP erfolgte nach Gl.3.12. Fiir beide
Pseudophosphorylierungs-Varianten wurden Geschwindigkeitskonstanten fiir die C-C-
Bindungsbildung bestimmt, die um den Faktor 70-100 kleiner sind als der entsprechende
Wert des Wildtypenzyms. Die Daten sind in Tabelle 3.10 zusammengefasst.
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Abb. 3.55. Zeitliche Abhingigkeit der HEThDP-Bildung der Varianten S264E (links, —o—) und

S264Q (rechts, —o—) im Vergleich mit dem Wildtyp der hsPDH-E1 (-o-). Bedingungen:

7.75 mg/ml/7.06 mg/ml/6.06 mg/ml  (100.65/91.64/78.68 uM  aktive Zentren) hsPDH-EI

Wildtyp/S264E/S264Q, aquimolare Konzentration an ThDP, 1 mM MgSQO,, 25 mM/30 mM
Pyruvat (Wildtyp/Varianten), 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T = 30 °C.

Tabelle 3.10. Mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten des Pyruvatumsatzes der hsPDH-EI-
Varianten.

Mikroskopische Geschwindigkeitskonstante Wildtyp S264E S264Q
0.033+ | 0.023 +
aktive Seite, kio” (s™) 23405

LThDP-Bildung 0.009 | 0.002
(C-C-Bindungsbildung), hende Seite. k.o (& 0.029+ |0.0013+| 0.008 =
tuhende Seite, kia” (5°) 0.005 | 0.0009 | 0.0008

LThDP-Decarboxylierung aktive Seite, ko’ (s™) 50£1.3 | >>kia” | >k’
(HEThDP-Bildung), ruhende Seite, kog” (s™) >>Kip >>kig” | >>kip’

Die Ergebnisse der 'H-NMR-Intermediatanalyse bestitigen die Hypothese, dass die
Pseudophosphorylierung der hsPDH-E1 an Position 264 die Bindung des Substrats behindert.
Eine Aussage liber den Einfluss auf die Decarboxylierungsreaktion kann anhand dieser
Ergebnisse nicht getroffen werden. Aus diesem Grund wurde ein 'H-NMR-Experiment
angeschlossen, bei dem die HEThDP-Bildung in Abhingigkeit von der Pyruvatkonzentration
fiir die Variante S264E analysiert wurde (Abb. 3.56). Die Daten zeigten, dass die berechnete
Geschwindigkeitskonstante auch bei hohen Pyruvatkonzentrationen von dieser linear
abhingig blieb. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im isolierten Wildtyp ist die C-C-
Bindungsbildung. In den Varianten S264E und S264Q ist dieser Schritt deutlich (Faktor von
ca. 100) verlangsamt.
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e Thermodynamische und kinetische Untersuchungen mit dem Substratanalogon
Methylacetylphosphonat

In Kapitel 3.1.1.6. wird beschrieben, dass das Pyruvatanalogon Methylacetylphosphonat
eingesetzt werden kann, um Riickschliisse auf die Bindung des nativen Substrats an die
hsPDH-E1 zu ziehen. Durch die nichtspaltbare C,-P-Bindung bleibt die Reaktion nach der
kovalenten Bindung auf der Reaktionsstufe des PLThDP (ein Analogon des LThDP) stehen
(Abb. 3.4). Die Bildung dieser ThDP-Spezies geht mit der Entstehung der 1°,4’-
iminotautomeren Form des ThDP einher (Abb. 3.20). Dieses Tautomer zeigt in hsPDH-E1
sowohl ein Nah-UV-CD-Signal, als auch eine Absorptionsbande zwischen 290 und 305 nm
(Seifert et al. 2006).

Zur genauen Charakterisierung der Substratbindung in den Pseudophosphorylierungs-
Varianten S264E und S264Q wurden die fiir den Wildtyp in Kapitel 3.1.1.6. beschriebenen
Methoden genutzt. Um das Verstindnis der Auswertung zu erleichtern, wird an dieser Stelle
die Reaktion der hsPDH-E1 mit MAP durch noch einmal durch das Minimalmodell
dargestellt:

k k
E + MAP == E*MAP =—= E—PLThDP

Kos Koy Reaktion 3.3

(Michaelis-Komplex)

(mit K = % und K, = % , siche auch Mathematischer Appendix Al im Anhang)

S 1
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0 CD-Spektroskopie

In einem Titrationsexperiment wurde das Substratanalogon MAP zu der jeweiligen
Enzymvariante in Anwesenheit (Daten nicht gezeigt) und Abwesenheit der hsPDH-E2LII
titriert und die Bildung des PLThDP-Signals (IP-Form des ThDP) im Nah-UV-CD verfolgt.
AnschlieBend wurde das Signal gegen die MAP-Konzentration aufgetragen und die Daten
nach einer hyperbolischen Funktion angepasst (Abb. 3.57).

| 15 mM MAP 6 | —O— Wildtyp
1.0 —O— S264E

—O0—S264Q

13.5 mM MAP

© (mdeg)

O (mdeg)
Anteil an PLThDP

0 mM MAP

4

280 300 320 340 360 0.1 1 10 100 1000 10

A (nm) [MAP] (uM)

320 340 360
A (nm)

I, ) S
280 300

Abb. 3.57. Bindung von MAP an die hsPDH-El-Varianten S264E und S264Q. Links: CD-
Spektren der Titration der Variante S264E. Mitte: CD-Spektren der Titration der Variante S264Q.
Rechts: Normierte MAP-Bindungskurven fiir den Wildtyp, S264E und S264Q. Bedingungen:
2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 Wildtyp und Varianten, 0.1 mM ThDP, 5 mM MgSOQ,,
0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =20 °C.

Tabelle 3.11. Dissoziationskonstanten der MAP-Bindung der hsPDH-E1-Varianten.

Konstante Wildtyp S264E S264Q
Kapp (UM) 46 + 4 941+ 70 1513 +£ 181
Kapp (WM) in
Anwesenheit der 72 +£13 2617 £ 316 1294 + 189
hsPDH-E2LIT*

*Die Konzentration der hsPDH-E2LII wurde dquimolar zur Konzentration der aktiven Zentren der
hsPDH-E1 gewihlt.

Der Vergleich der thermodynamisch bestimmten Dissoziationskonstanten der Varianten mit
dem Wildtyp zeigt, dass die Bindung von MAP in hsPDH-E1 S264E und S264Q stark
beeintrachtigt ist. Dies ist mit der Annahme im Einklang, dass die Pseudophosphorylierung
die Bindung von Substraten und Substratanaloga behindert. Auch hierfiir konnte die
verminderte Zuginglichkeit des aktiven Zentrums ausschlaggebend sein. In Gegenwart der
hsPDH-E2-LII nimmt der Kyp,-Wert von MAP fiir den Wildtyp und die Variante S264E zu.
Dies kann in geringfligiger Inhibierung durch Konkurrenz um den Eintritt in den
Substratkanal begriindet sein. Der Kyp,-Wert fiir MAP der Variante S264Q scheint durch die
Anwesenheit der Lipoyldoméne nicht beeinflusst zu sein.
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0 Absorptionsspektroskopie

Fiir beide Pseudophosphorylierungs-Varianten konnte in Analogie zum Wildtyp im Bereich
von 280-320 nm eine Absorptionsbande detektiert werden, die mit dem CD-Signal
korrespondiert (Abb. 3.58). Diese Absorptionsbande eignet sich, wie fiir den Wildtyp
beschrieben, als Signal fiir kinetische Studien
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Abb. 3.58. Differenzspektren der hsSPDH-E1-Varianten S264E (links) und S264Q (rechts) nach
Bindung von MAP (—). Bedingungen: 4 mg/ml (52 uM aktive Zentren) hsPDH-E1-Varianten,
0.5 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 10 mM MAP, t = 15 min, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T=

30 °C.
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0 stopped-flow

Bei einer Wellenlinge von 295 nm wurden fiir die Pseudophosphorylierungs-Varianten
S264E und S264Q analog zum Wildtyp der hsPDH-E1 stopped-flow-Kinetiken fiir die
Bildung des PLThDP-Signals (IP-Form des ThDP) bei verschiedenen MAP-Konzentrationen
aufgenommen (Abb. 3.59).
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Abb. 3.59. Links: stopped-flow-Kinetiken der Bindung von MAP an hsPDH-E1 S264E (oben) und
S264Q (Mitte) unter Bildung des stabilen Intermediatanalogons PLThDP (auf Startabsorption 0
normiert). Rechts: Abhédngigkeit der K,,.-Werte von der MAP-Konzentration (—o—) fiir die Variante
S264E (oben) und die Variante S264Q (Mitte), Fehlerbalken beziehen sich jeweils auf drei
Messungen. Unten: Vergleich der Abhéngigkeiten der Ky,.-Werte von [MAP] fiir den Wildtyp und
die Varianten. Bedingungen: 2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 und Varianten, 0.25 mM
ThDP, 0.5 mM MgSOy, 0.1 M KPP, 0.3 M KC1, pH 7.6, T =30 °C.
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Aus den Experimenten zur Reaktivitdt der hsSPDH-E1 war bekannt, dass nur eines der beiden
aktiven Zentren in der Lage ist, MAP unter der Bildung von PLThDP zu binden (Kap.
3.1.1.3.). Die erhaltenen Kinetiken spiegeln demnach das Bindungsereignis in einem aktiven
Zentrum wider. Basierend auf dieser Tatsache erfolgte die Auswertung der Daten mit einer
einfach-exponentiellen Funktion. AnschlieBend wurden die bestimmten Geschwindigkeits-
konstanten (K.ps-Werte) gegen die MAP-Konzentration aufgetragen (Gl. 3.17). Die Varianten
zeigten in Analogie zum Wildtyp der hsPDH-EI eine linecare Abhangigkeit der Kqps-Werte von
der MAP-Konzentration. Dieses Verhalten ermoglicht die Bestimmung der Konstanten Keg
und von k; (Gl 3.19, siche auch Mathematischer Appendix App2 im Anhang). Die
kinetischen Konstanten sind im Vergleich mit dem Wildtyp-Enzym in Tabelle 3.12
zusammengefasst.

Tabelle 3.12. Kinetische Konstanten der Reaktion der hsPDH-E1-Varianten mit MAP.

Konstante Wildtyp S264E S264Q

ket (M's™) 60 + 1 2.5+0.1 0.9+0.1
k. (s 0.0027 + 0.0001 0.0025 + 0.00001 0.012 + 0.001
Kb (uM) 45 1020 13300

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die MAP-Bindung der Pseudophosphorylierungs-
Varianten sind um den Faktor 24 (S264E) bzw. 65 (S264Q) kleiner als die des Wildtyps. Die
Glutamatvariante und der Wildtyp =zeigen einen &dhnlichen k;-Wert fiir die C-C-
Bindungsspaltung. Fiir die Glutaminvariante ist dieser Wert vierfach erhoht. Die Daten deuten
daraufhin, dass durch die Einfiihrung einer Pseudophosphorylierung an Position 264 in der
hsPDH-E1 die Substratbindung stark beeintrachtigt ist. Dieses Ergebnis bekréftigt die
Ergebnisse der 'H-Intermediatanalyse mit dem nativen Substrat Pyruvat.

Die kinetisch bestimmten Kp-Werte (GI. 3.18) des Wildtyps und der Variante S264E zeigen
eine gute Ubereinstimmung mit den thermodynamisch bestimmten Dissoziationskonstanten
(Kapp, Tab. 3.11). Im Fall der Variante S264Q ist die Abweichung aufgrund des erhohten k.-
Wertes etwas grofler. Die Tendenz ist jedoch auch fiir diese Variante vergleichbar.

Die isolierten humanen El-Varianten S264E (groBerer und negativ geladener Rest) und
S264Q (groBerer Rest) zeigen ein dhnliches katalytisches Verhalten. Das ldsst den Schluss zu,
dass die Pyruvatbindung hauptsichlich sterisch und weniger durch die negative Ladung an
Position 264 beeintriachtigt ist.
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3.2.1.4. Untersuchung der reduktiven Acetylierung der Lipoyldoméane
hsPDH-E2LII

e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie)

Sowohl die phosphorylierte hsPDH-E1 als auch Pseudophosphorylierungs-Variante S264E
zeigen nach Rekombination mit dem humanen PDHc keine Aktivitdt. Die Variante S264Q hat
eine Restaktivitit von ca. 3 % (Korotchkina und Patel 2001a). Mit diesem Hintergrundwissen
sollte das Verhalten der beiden Pseudophosphorylierungs-Varianten in der Reaktion mit der
humanen Lipoyldomine 2 untersucht werden. Zundchst wurde der im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte Aktivitétstest fiir die reduktive Acetylierung angewandt.

Die Abbildung 3.60 zeigt die Progresskurve fiir die hsSPDH-E1-Variante S264E im Test fiir
die reduktive Acetylierung.

: Abb. 3.60. Kinetik des Reaktionsverlaufs der
0.7 Variante S264E im Vergleich zum Wildtyp im
| i Aktivitatstest fiir die reduktive Acetylierung.
Bedingungen: 1 mg/ml/0.5 mg/ml (13/6.5 uM
aktive Zentren) hsPDH-E1 S264E/Wildtyp,
12.469 mg/ml (1 mM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM
ThDP, 1 mM MgSQO,4, 10 mM Pyruvat, 0.1 M
KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T =30 °C.
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Diese Pseudophosphorylierungs-Variante weist keine Aktivitdit mit der hsPDH-E2LII als
Substrat auf. Dieses Experiment bestitigt die Daten der Literatur und ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass die reduktive Acetylierung durch die Phosphorylierung der hsPDH-
E1 an Position 264 vollstindig unterbunden wird.

Fir die Variante S264Q konnte fiir die reduktive Acetylierung der hsPDH-E2LII eine
Restaktivitit von 1 % im Vergleich zum Wildtypprotein bestimmt werden. Trotz dieser
geringen spezifischen Aktivitit im reduktiven Acetylierungs-assay wird ein grundlegender
Unterschied zwischen den beiden Varianten deutlich. Analog zum Wildtypprotein wurde eine
v-S-Charakteristik der Lipoyldoméne als Substrat aufgenommen (Abb. 3.61). Die Auswertung
erfolgte zum einen durch hyperbole Anpassung der Aktivititen (Abb. 3.61 Mitte), zum
anderen durch die Analyse der K,s-Werte im linearen Bereich der v-S-Charakteristik
(Abb. 3.61 rechts).
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Abb. 3.61. Links: Progresskurven der reduktiven Acetylierung bei verschiedenen hsPDH-E2LII-
Konzentrationen (in Abb. E2LII). Mitte: Abhingigkeit der spezifischen Aktivitdt der Variante
S264Q von der hsPDH-E2LII-Konzentration mit Anpassung an GIl. 3.22 (—o-). rechts:
Abhingigkeit der K,ps-Werte der Variante S264Q von der hsPDH-E2LII-Konzentration mit linearer
Anpassung (—o—); 2.0 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsSPDH-E1 S264Q, 0.25 mM ThDP, 1 mM
MgSO,, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T = 30 °C.

Tabelle 3.13. Kinetische Parameter fiir die reduktive Acetylierung der Varianten der hsPDH-E1 bei
variierender hsPDH-E2LII-Konzentration.

Parameter Wildtyp S264Q
Vinax (U/mg) 5.54+0.71 0.076 + 0.010
Keat (s 7.08 +0.89 0.098 +0.012
Ky (mM) 3.16 £ 0.61 1.95+0.46
Kear/ Ky (M8 2.24x10° 0.05 x 10°

Keat/Kn (M's7™)
aus Bedingungen nach 1.83 x 10° 0.04 x 10°
Reaktion 1. Ordnung

Betrachtet man die ermittelten Daten der Variante S264Q wird deutlich, dass der apparente
Ku-Wert fiir die Bindung der hsPDH-E2LII mit dem Wildtyp vergleichbar ist. Die
Wechselwirkung mit der Lipoyldoméne ist durch die Pseudophosphorylierung scheinbar nicht
beeintrachtigt. Der K.-Wert hingegen ist um den Faktor 72 kleiner. Die Reaktions-
geschwindigkeit scheint, wie auch im Fall des Wildtyps, durch die Pyruvatbindung bestimmt
zu sein. Dennoch ist bemerkenswert, dass die Glutaminvariante zur reduktiven Acetylierung
befdhigt ist. Wahrend die gestdrte Pyruvatbindung hauptséchlich durch die Grof3e des Restes
an Position 264 hervorgerufen ist, wird der Acetyltransfer vom HEThDP der phosphorylierten
El-Komponente bzw. der Variante S264E auf das Lipoamid der E2-Komponente bzw.
hsPDH-E2LII auBler durch die sterische Behinderung auch durch elektrostatische AbstoBung
blockiert. Als Wechselwirkungspartner fiir diese elektrostatische AbstoBung kommt das fiir
die Wechselwirkung von E1-Komponente und Lipoyldoméne essentielle Aspartat 172 (Gong
et al. 2000), das in der Lipoyldomédne N-terminal von dem lipoylierten Lysinrest liegt, in
Frage.
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e Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie)

Zur Verifizierung der mittels UV/Vis-Absorptions-assays erhaltenen Daten fiir die reduktive
Acetylierung wurde auch fiir die Varianten S264E und S264Q der diskontinuierliche
massenspektroskopische Test durchgefiihrt (Abb. 3.62). Die Daten bestdtigen, dass die
Variante S264Q im Gegensatz zur Variante S264E in der Lage ist, die hsSPDH-E2LII reduktiv
zu acetylieren.
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Abb. 3.62. Links: MALDI-Spektren bei 15 und 150 s der Acetylierungsreaktion der Variante
S264E. Mitte: MS-Spektren bei 5 und 120 s der Acetylierungsreaktion der Variante S264Q.
Rechts: Vergleich der zeitlichen Abhéngigkeit des reduktiven Acetylierungsgrades der hsPDH-
E2LII der Varianten S264E und S264Q mit dem Wildtyp der hsPDH-E1. Bedingungen: 7.5 mg/ml
(97.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1-Varianten, 1.214 mg/ml (97.4 uM) hsPDH-E2LII, 0.25 mM
ThDP, 0.5 mM MgSO,, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =30 °C.

3.2.15. Rontgenkristallstruktur der hsPDH-E1-Variante S264E
und zusammenfassende Diskussion des Regulationsmechanismus der
hsPDH-E1 durch Phosphorylierung an Position 264

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang der Arbeitsgruppe um Professor M.S. PATEL die
Kristallisation und Strukturanalyse der Pseudophosphorylierungs-Variante S264E (Holoform,
PDB-Datei 20ZL). Die Bedingungen zur Kristallisation und Strukturaufkldrung sowie die
entsprechenden kristallographischen Statistiken zur Datensammlung wurden in der
gemeinsamen Publikation dokumentiert (Seifert et al. 2007).

In diesem Kapitel soll, basierend auf der strukturellen Analyse und den thermodynamischen
und kinetischen Daten der Pseudophosphorylierungs-Varianten, ein  moglicher
Regulationsmechanismus vorgeschlagen werden.

Die Superposition der Strukturen von Wildtyp und Variante S264E der humanen EIl-
Komponente zeigt, dass es nahezu keine Unterschiede zwischen den beiden Enzymen
hinsichtlich ihrer Tertidrstruktur gibt. Die 1380 C,-Atome des Polypeptidriickgrats der vier
Untereinheiten befinden sich in den Strukturen an dquivalenten Positionen. Die Variante weist
insbesondere keine Verdnderung der ThDP-Bindetasche bzw. des aktiven Zentrums
gegeniiber dem Wildtyp auf (Abb. 3.63). Die mittlere Abweichung (root-mean-square-
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deviation) der C,-Atome betragt lediglich 0.57 Angstrom, was auf eine leichte Verschiebung
der Doménen zueinander zuriickzufiihren ist.

Abb. 3.63. Links: Superposition der Strukturen des Wildtyps (PDB-Datei 1NI4) und der Variante
S264E (PDB-Datei 20ZL) der humanen El-Komponente. Die C,-Bindungen des Wiltyps sind
schwarz dargestellt. Die Untereinheiten der Variante sind in verschiedenen Farben abgebildet. Die
ThDP-Molekiile sind als sticks, die Mg*-Ionen und die Aminosiurereste E264 als spheres
dargestellt. Rechts: Superposition der aktiven Zentren des Wildtyps (rosa) und der Variante S264E
(griin). Sowohl ThDP als auch wichtige Aminosédurereste sind gezeigt. Der Rest an Position 264 ist
weil} hervorgehoben. Entnommen aus Seifert et al. 2007.

Der Glutamatrest an Position 264 liegt auf einem a-helikalen loop, der die Aminosaurereste
S246 bis T274 umfasst. Sowohl dieser loop als auch der Glutamatrest sind in der Struktur der
S264E-Variante gut definiert. E264 geht Wasserstoftbriickenbindungen mit S266 und zwei
benachbarten Wassermolekiilen ein (Seifert et al. 2007). Durch die Einfiihrung des
Glutamatrestes in Position 264 wird der Substratkanal der hsPDH-E1 deutlich enger und
verdndert das Ladungspotential in der Umgebung dieser Position, das negativer wird (Seifert
et al. 2007). In Abbildung 3.64 werden der Substratkanal des Wildtyps und der Variante
S264E der hsPDH-E1 dargestellt.

Abb. 3.64. Vergleich der Oberflichendarstellung der Substratkanéle des Wildtyps (links) und der
Variante S264E (rechts). ThDP-Molekiile sind als sticks abgebildet. Der jeweilige Rest an Position
264 ist markiert. Entnommen aus Seifert et al. 2007.
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Das Ergebnis der Strukturanalyse der Pseudophosphorylierungs-Variante S264E unterstiitzt
die Ergebnisse aus den thermodynamischen und kinetischen Experimenten mit den hsPDH-
El1-Varianten S264E und S264Q. Sowohl die Daten zur Bindung des Substratanalogons MAP
als auch die Resultate mit dem nativen Substrat Pyruvat zeigen, dass hauptsdchlich die
Bindung des Substrats durch die Einfithrung der Pseudophosphorylierung an Position 264
beeintrachtigt ist. Die reduktive Acetylierungsreaktion wird durch die Einfiihrung der
negativen Ladung an Position 264 vollstindig blockiert. Der Regulationsmechanismus durch
die Phosphorylierung an Position 264 auf Basis der Ergebnisse mit Pseudophosphorylierungs-
Varianten ldsst sich durch das folgende Modell darstellen (Abb. 3.65):

Phosphorylierung

—_—

Dephosphorylierung

*;

Abb. 3.65. Modell der Regulation durch
Phosphorylierung an Position 264. Sowohl der
Zugang des ersten Substrats Pyruvat als auch des
Lipoamidarms der E2-Komponente ist durch den
groflen negativen Rest im Substratkanal gestort.
Modifiziert nach Seifert et al. 2007.

2008 veroffentlichte die Arbeitsgruppe um CHUANG eine Arbeit, in der ein alternativer
Mechanismus zur Regulation der humanen EI1-Komponente durch Phosphorylierung des
Serin 264 beschrieben wird (Kato et al. 2008). In dieser Arbeit wird eine Enzymvariante mit
Alaninaustauschen an den Positionen 271 und 203 untersucht. Es wird gezeigt, dass sich diese
als S1-Elp bezeichnete Variante funktionell wie der Wildtyp verhdlt. Den Autoren zufolge
gelingt die vollstindige Phosphorylierung der Variante durch die isolierte Pyruvat-
Dehydrogenase-Kinase 4 (PDK4). Bisher wurde die Phosphorylierung von E1-Komponenten
in Anwesenheit der E2-Komponente durchgefiihrt, da die Aktivitit der PDKs durch diese
stimuliert wird. Dieses Vorgehen hatte jedoch stets zur Folge, dass nur eine a-Untereinheit
phosphoryliert wird (Korotchkina und Patel 2001b). Die Gruppe um CHUANG hatte jedoch
zuvor in einer anderen Verdffentlichung die E2-unabhingige Aktivitit der PDK4 gezeigt
(Wynn et al. 2008). In der Publikation zum Regulationsmechanismus gehen die Autoren
demnach davon aus, dass beide a-Untereinheiten am S264 der S1-Elp-Variante durch die
PDK4 phosphoryliert werden (Phospho-S1-Elp). Durch ein Experiment mit radioaktiv
markiertem Phosphat wird dies bestdtigt. Mit Hilfe verschiedener Experimente wurde gezeigt,
dass in der Variante Phospho-SI1-Elp hauptsidchlich die ThDP-Bindung und die
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Wechselwirkung mit einer Lipoyldoméane (AS 128-265) beeintrachtigt sind. Dies wird darauf
zurlickgefiihrt, dass sich zwei loop-Strukturen in den a-Untercinheiten, bezeichnet als
Phosphorylierungs-loop A (AS 259-282) und Phosphorylierungs-loop B (AS 198-205) auf
Grund der Phosphorylierung an Position 264 nicht ausbilden konnen und somit das aktive
Zentrum nicht vollstdndig strukturiert vorliegt. Auf die Tatsache, dass auch die katalytische
Effizienz der Variante Phospho-S1-Elp fiir den Umsatz von Pyruvat im Vergleich zum
Wildtyp um den Faktor 50 schlechter ist, gehen die Autoren in Bezug auf die Regulation nicht
ein.

Ein besonderes Gewicht wird in dieser Arbeit auf die Losung der Kristallstruktur der Variante
Phospho-S1-Elp gelegt. Trotz Anwesenheit von ThDP und Mg*"-Ionen wurde in den aktiven
Zentren der Variante kein ThDP gefunden. Die Variante lag im Kristall als Apoenzym vor. In
Kristallen der mit Mn-ThDP rekombinierten Phospho-S1-Elp liegt dagegen Holoenzym vor.
In der Einheitszelle wurden zwei Heterotetramere gefunden. In jedem Heterotetramer sind in
einem der beiden aktiven Zentren die loop-Strukturen A und B und das Phosphoserin
definiert. In der jeweils korrespondierenden a-Untereinheit sind die loop-Strukturen nicht
bzw. in einer anderen Anordnung definiert. Nur in einem der beiden Heterotetramere der
Einheitszelle ist der Serinrest an Position 264 in dem alternativ strukturierten loop A gut
definiert, trigt jedoch keinen Phosphatrest. Die Autoren legen fiir ihre Interpretation die a-
Untereinheit mit der nicht definierten loop-Struktur zugrunde und nehmen fiir die definierten
loops einen Artefaktcharakter an. Als Ursache fiir die Ausbildung der loop-Strukturen wird
die Kristallpackung angegeben (crystal stacking). Es wird fiir den Wildtyp der hsPDH-E1
davon ausgegangen, dass ein definiertes Wasserstoftbriickennetzwerk (B’Y33 — aS264 —
aS266 und zwei Wassermolekiile) zur Ausbildung der loops A und B in den aktiven Zentren
fiihrt. Der Mechanismus der Inaktivierung durch Phosphorylierung an Ser264 wird durch eine
Perturbation dieses Wasserstoffbriickennetzwerks vermutet und erklért. Infolgedessen kann
sich der Phosphorylierungs-loop B bedingt durch das Fehlen des Phosphorylierungs-loops A
nicht ausbilden. Ein #hnlicher Regulationsmechanismus wurde durch die Gruppe von
CHUANG bereits fiir die humane E1-Komponente des BCKDC vorgeschlagen (Wynn et al.
2004).

Auf Grundlage der kinetischen und thermodynamischen Ergebnisse und den Strukturdaten
wird ein alternativer Mechanismus der Regulation vorgeschlagen (Abb. 3.66).
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Abb. 3.66. Mechanismus der Inaktivierung der humanen E1-Komponente durch Phosphorylierung
an Position 264 nach KATO und Mitarbeitern (Kato et al. 2008).

Die Studien der Gruppe um CHUANG (Kato et al. 2008) steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen der hier vorgelegten Arbeit und dem vorgeschlagenen Regulationsmechanismus.
Der Austausch des S264 gegen Glutamat kann vermutlich nicht alle Eigenschaften eines
Phosphatrestes an dieser Position ausiiben. Die VergroBerung und negative Ladung durch
Einfiihrung des Glutamats fiihrt zwar zu den in dieser Arbeit beschriebenen kinetischen und
thermodynamischen Unterschiede zum Wildtyp der hsPDH-E1, jedoch spiegelt diese
Modifikation moglicherweise nicht komplett das Verhalten der phosphorylierten humanen
E1-Komponente wider. Das kinetische Verhalten der Variante S264E und der an Position 1
phosphorylierten hsSPDH-E1 sowohl isoliert, als auch rekombiniert im Gesamtkomplex, lieBen
vermuten, dass der Aminosdureaustausch ein optimales Surrogat fiir die phosphorylierte
hsPDH-E1 ist (Korotchkina und Patel 2001a).

Eine kritische Fragestellung ist jedoch im Hinblick auf den vorgeschlagenen
Regulationsmechanismus von KATO und Mitarbeitern von Bedeutung: Liegt die humane E1-
Komponente im hsPDHc unter physiologischen Bedingungen als Apoenzym vor? Dies ist
eher unwahrscheinlich. In der Literatur findet man, dass die intrazellulare Konzentration von
ThDP im humanen System bei etwa 30 uM liegt. Davon sind jedoch nur 2-3 uM verfligbar,
da der Grofteil des ThDP enzymgebunden vorliegt (Song und Singleton 2002). Wie in der
Einfiihrung zur Regulation des PDH-Komplexes beschrieben, basiert die Regulation durch
Phosphorylierung auf dem Stoffwechselzustand der Zelle. Dieser ist wiederum von der
Aktivitdt des PDHc abhidngig. Es ist demnach kaum vorstellbar, dass die hsPDH-E1 als
Apoenzym 1m Gesamtkomplex gebunden vorliegt. Dieser Umstand findet im
vorgeschlagenen  Regulationsmechanismus von KATO und Mitarbeitern  keine
Beriicksichtigung. Auf Basis dieser Uberlegung und dem Ergebnis der Phospho-S1-Elp-
Struktur mit definierten Phosphorylierungs-loops (Erlduterungen in Abb. 3.67) kann die
Blockierung des  Substratkanals durch die Phosphorylierung als alternativer
Inaktivierungsmechanismus betrachtet werden. Kommt es zur Phosphorylierung der
Holoform der hsPDH-E1 am Serin 264, bleibt die Struktur grundsétzlich erhalten, durch die
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Blockierung des Substratkanals wird der hsPDHc dennoch inaktiviert. Die Diskussion zeigt,
dass die bisherigen Ansidtze zur Analyse des Regulationsmechanismus der humanen El-
Komponente nicht zu einem umfassenden Verstindnis der zugrundeliegenden Prozesse
gefiihrt haben. Hierzu wiren vertiefende physikochemische Untersuchungen (H/D-Austausch,
Intermediatanalyse, assay zur reduktiven Acetylierung) an der Variante Phospho-SI1-Elp
erforderlich.

Abb. 3.67. Superposition der a-Untereinheiten des Wildtyps der hsPDH-E1 (PDB-Datei INI4,
blau) und der Variante Phospho-S1-Elp (PDB-Datei 3EXH, violett) im Bereich des aktiven
Zentrums. Die f’-Untereinheit ist griin dargestellt. Die Einfiihrung des Phosphatrestes an Position
264 fiithrt zur Verdnderung der Orientierung des Serin 266 im Vergleich zum Wildtyp. Im Wildtyp
bilden das S266 und das S264 {iiber zwei Wassermolekiile (nicht gezeigt) fiinf
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Y’33 der B’-Untereinheit aus. In der Glutamatvariante
(Daten nicht gezeigt) bleibt das Wasserstoffbriickennetzwerk ebenfalls erhalten. Die
entsprechenden Wassermolekiile wurden von KATO und Mitarbeitern in der Variante Phospho-S1-
Elp nicht gefunden. Das Sauerstoffatom des S266 und das am néhsten positionierte Sauerstoffatom
der Phosphatgruppe sind 3.13 A voneinander entfernt. Der Van-der-Waals-Radius eines an
Kohlenstoff gebundenen Sauerstoffatoms betriigt 1.54 A (Miiller 1992). Dass diese Struktur trotz
der fehlenden Wasserstoffbriicken ausgebildet werden kann, ist demnach nicht vollig
auszuschlieBen.
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3.2.2. Pseudophosphorylierungs-Varianten S271E und S203E

Neben der Phosphorylierung des Serin 264 stehen im humanen Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex zwei weitere phosphorylierbare Serinseitenketten zur Verfiigung. Friihere
Untersuchungen fiihrten zu der Annahme, dass die Phosphorylierungen an Position 2 und 3
keinen oder nur einen synergistischen Einfluss auf die Aktivitdt des Sduger-PDHc haben (Sale
und Randle 1982). Auch erste Mutagenesestudien, bei denen die entsprechenden Serinreste
gegen Alanin ausgetauscht wurden, zeigten keinen Einfluss auf die steady-state-Parameter
des hsPDHc. In der zugehorigen Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung an S271 und S203 auch zur Inaktivierung des hsPDHc fiihrt. Dazu wurden
Doppel-Alanin-Varianten =~ verwendet, bei  denen  jeweils zwei der  drei
Phosphorylierungspositionen durch Alanine ausgetauscht wurden (Korotchkina und Patel
1995).

In einer weiterfiihrenden Studie der Arbeitsgruppe um PATEL wurden dann erstmals die
Glutamatvarianten S271E und S203E der humanen EIl-Komponente charakterisiert
(Korotchkina und Patel 2001a). Die Varianten zeigten im PDHc-assay eine um etwa 50 %
reduzierte Aktivitit. Weiterhin wurde eine schwéchere Bindung des Cofaktors ThDP und des
Substrats Pyruvat im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Da die Varianten im Vergleich zu
der an der jeweiligen Position phosphorylierten E1-Komponente nicht die gleiche Reduktion
der katalytischen Aktivitit des gesamten Komplexes aufwiesen, sondern aktiver waren, wurde
geschlussfolgert, dass die Glutamataustausche an den Positionen 271 und 203 die
Phosphorylierung nicht optimal imitieren. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die an
Position 2 bzw. 3 phosphorylierten Varianten an Position 1 je einer weiteren Position
(entweder 2 oder 3) Alanin trugen. Fiir die Variante S264A wurde jedoch in der Studie
gezeigt, dass sie sich nicht wie der Wildtyp verhilt (65 % Restaktivitit im PDHc-assay,
festere ThDP- und Pyruvatbindung). Demnach ist davon auszugehen, dass die Katalyse der
einfach phosphorylierten Doppel-Alanin-Varianten sowohl durch die Phosphorylierung als
auch durch den Serin-Alanin-Austausch an Position 264 beeinflusst war.

Trotz dieser Einschrinkungen sollten die katalytischen Eigenschaften der hsPDH-EI1-
Varianten S271E und S203E mit Hilfe neuer Methoden detailliert untersucht werden, um
einen tieferen Einblick in den molekularen Mechanismus der Regulation durch diese beiden
Phosphorylierungspositionen zu gewinnen. Die Abbildung 3.51 zeigt S271 und S203 in der
Struktur der humanen E1-Komponente.

3.2.2.1. ThDP-Bindung

Die ThDP-Bindung der Varianten S271E und S203E wurde bereits in fritheren Arbeiten
sowohl im nicht-reaktiven Zustand im Fluoreszenz-assay (Kre3 2003) als auch unter
turnover-Bedingungen im PDHc-assay (Korotchkina und Patel 2001a) untersucht. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die ThDP-Bindung der beiden Varianten in DCPIP-
Experimenten untersucht (Daten nicht gezeigt, Konstanten in Tab. 3.14). Zudem wurde der
neu entwickelte Absorptions-assay fiir die reduktive Acetylierung eingesetzt, um die
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apparenten Dissoziationskonstanten fiir ThDP und die hsPDH-E1-Varianten unter diesen
Reaktionsbedingungen zu ermitteln (Abb. 3.68). Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel
3.1.2.4. fiir den Wildtyp beschrieben.
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Tabelle 3.14. Dissoziationskonstanten fiir ThDP und den hsPDH-E1-Varianten

Konstante Wildtyp S271E S203E
Kp (uM)* 0.47' 0.24' 1.53!

Ku (LM)° 10.61 + 1.57 36.39 +3.37 53.55+7.18
Ky (uM)° 2.02+0.32 2.92+0.48 13.67 = 1.21

® Fluoreszenz-assay, ” DCPIP-Test,  UV/Vis-assay fiir die reduktive Acetylierung.
"aus (Kref 2003).

Fir die Variante S203E konnte der Literaturbefund einer beeintrachtigten ThDP-Bindung
durch die hier vorgestellten Experimente bestdtigt werden. Im PDHc-assay fiir die
Gesamtreaktion ist die ThDP-Bindung in dieser Variante um den Faktor 27 schwicher als fiir
den Wildtyp (Korotchkina und Patel 2001a). S203 ist auf einem loop, der an der ThDP-
Bindung beteiligt ist, lokalisiert (Kato et al. 2008). Es ist daher mdglich, dass die Einfiihrung
eines groBen, geladenen Restes eine Storung der Ausbildung der ThDP-Bindetasche bewirkt.
Die Interpretation der Ergebnisse zur ThDP-Bindung in der Variante S271E gestaltet sich im
Zusammenhang mit den Literaturdaten etwas schwieriger. Fiir diese Variante wurde ein um
den Faktor 10 groBerer Ky-Wert fiir ThDP im PDHc-assay bestimmt. Tendenziell stimmt
dieser Befund mit dem im DCPIP-Test bestimmten Ky-Wert (Faktor 3) {iberein. Jedoch bleibt
eine quantitative Diskrepanz bestehen. Weder im nicht-reaktiven Zustand noch wéhrend der
reduktiven Acetylierungsreaktion scheint die ThDP-Bindung beeintrichtigt zu sein. Da sich
S271 der hsPDH-E1 ebenfalls auf einem an der ThDP-Bindung beteiligten loop befindet
(Kato et al. 2008), wire die Annahme, dass auch die Phosphorylierung an Position 271 einen
negativen Einfluss auf die Cofaktorbindung hat, naheliegend. Mdglicherweise werden, wie
schon in der Einleitung zu diesem Kapitel angemerkt, nicht alle Eigenschaften des
Phosphoserins an Position 271 durch den Glutamatrest addquat imitiert.
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3.2.2.2. C2-lonisierung

Die Cofaktoraktivierung der Varianten S271E und S203E wurde analog zu den bisher
vorgestellten hsPDH-E1-Varianten durch H/D-Austauschexperimente mittels 'H-NMR-
Spektroskopie untersucht (Abb. 3.69).
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Abb. 3.69. Zeitliche Abhingigkeit der integralen Intensitit C2-'H-NMR-Signals ThDP gebunden
an die Varianten S271E (links, —o—) und S203E (rechts, —o—) der hsPDH-EI.

Bedingungen nach 1+1-Mischung mit 99.9 % D,0: 5.89 mg/ml/ 8.12 mg/ml (76.43/ 105.45 pM
aktive Zentren) hsPDH-E1 S271E/ S203E, dquimolare Konzentration an ThDP, 1 mM MgSOQ,,
Puffer der Losung vor 1+1-Mischung: 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T = 30 °C.

Tabelle 3.15. Mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten der C2-Tonisierung der hsPDH-EI-
Varianten.

Geschwindigkeitskonstante der C2-Ionisierung Wildtyp S271E S203E
aktive Seite, kops- TP (57 51£15 | 11+3 | 66+11
0.018 £ 0.11+ 0.19 +

ruhende Seite, Kopsl TDP2 (s'l)

0.005 0.018 0.023

relative Amplitude — aktive Seite 0.25 0.175 0.18

relative Amplitude — ruhende Seite 0.25 0.325 0.32

Die Geschwindigkeitskonstante der C2-lonisierung der Variante S271E ist etwas langsamer
als die des Wildtyp-Enzyms. Dies konnte durch eine leichte Perturbation der Anordnung der
Aminosdurereste im aktiven Zentrum hervorgerufen werden. Die Abstraktion des C2-Protons
konnte dadurch leicht beeintriachtigt sein. In der Variante S203E ist die Cofaktoraktivierung
nicht gestort (Tab. 3.15).

Die beiden Pseudophosphorylierungs-Varianten unterliegen einer Halbseitenreaktivitéit. Es
fallt jedoch auf, dass die theoretisch erwartete Amplitude von 0.25 pro aktive Seite nicht
erreicht wird (Tab. 3.15). Dieses Phdnomen ist wie folgt zu erkliren: In Kapitel 3.1.1.3. wird
beschrieben, dass die 'H-NMR-Experimente optimal auszuwerten sind, wenn ThDP in
dquimolarer Konzentration zu den aktiven Zentren eingesetzt wird. Eine Voraussetzung ist
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jedoch eine feste ThDP-Bindung. Die fluorimetrisch bestimmten Kp-Werte fiir die Varianten
S271E und S203E (KreB3 2003) liegen zwar unter dem als kritisch angegebenen Wert von
15 uM (Tittmann 2000), dennoch deuten die vorgestellten NMR-Experimente darauf hin, dass
die ThDP-Bindung in den untersuchten Varianten der hsPDH-E1 beeintrachtigt ist.

3.2.2.3. Substratbindung und Decarboxylierung

Die Analyse der Substratbindung und der Decarboxylierungsreaktion erfolgte mit den bereits
vorgestellten Methoden unter Verwendung des nativen Substrats Pyruvat und dem nicht-
decarboxylierbaren Substratanalogon Methylacetylphosphonat (Abb. 3.4).

e 'H-NMR-Intermediatanalyse

Die Bindung und der Umsatz von Pyruvat durch die hsSPDH-E1-Varianten S271E und S203E
wurden mittels 'H-NMR-basierte die Intermediatanalyse charakterisiert (Abb. 3.70, Tab.
3.16).
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Tabelle 3.16. Mikroskopische Geschwindigkeitskonstanten des Pyruvatumsatzes der hsPDH-EI-
Varianten.

Mikroskopische Geschwindigkeitskonstante Wildtyp S271E S203E
0.79 £
aktive Seite, Kia’ (s'l) 23+0.5 ~0.7

LThDP-Bildung 0.39

(C-C-Bindung), 0.029 + 0.009 =+
hende Seite, ki’ (s ‘ ~0.003 '

tuhende Seite, ki’ (s°) 0.005 0.001
(HEThDP-Bildung), ruhende Seite, kop’ (s'l) >> K’ >>Kig® | >>kip’

relative Amplitude — aktive Seite 0.45 0.11 0.15

relative Amplitude — ruhende Seite 0.55 0.8 1
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Die Auswertung der 'H-NMR-Intermediatanalyse fiir die Varianten erfolgte analog zum
Wildtyp. Es fillt jedoch auf, dass die relativen Amplituden der Anpassung der Datenpunkte
nicht wie erwartet jeweils etwa 0.5 entsprechen. Tatsdchlich betrdgt der Anteil des schnell
arbeitenden Zentrums nur 0.11 (S271E) bzw. 0.15 (S203E). Wéhrend im Fall der Variante
S203E die Anpassung der Daten an Gl. 3.12 ohne Einschrankungen moglich war, mussten fiir
die Variante S271E Schitzwerte vorgegeben werden, um die Anpassung durchzufiihren. Aus
diesem Grund sind fiir die Geschwindigkeitskonstanten keine Fehler angegeben (Tab. 3.16).
Die kleineren Amplituden fiir das schnelle aktive Zentrum beider Varianten deuten, wie auch
die Ergebnisse des H/D-Austauschs, auf eine beeintrdchtigte ThDP-Bindung hin. Das
bedeutet, dass die 4quimolare Konzentration des Cofaktors nicht ausreicht, um mehr als 90 %
der aktiven Zentren zu besetzen. Die Ergebnisse fiir die Geschwindigkeitskonstanten des
schnellen aktiven Zentrums sind durch die geringe Punktdichte (jeweils nur ein Messpunkt im
relevanten Zeitraum) stark fehlerbehaftet. Beide Varianten zeigen einen um den Faktor ca. 3
verlangsamten Pyruvatumsatz gegeniiber dem Wildtyp. Diese Werte stimmen hinreichend mit
den Literaturangaben iiberein. Im Gesamtkomplex haben beide Varianten eine Restaktivitét
von ca. 50 % (Faktor 2 langsamer). Die Daten der NMR-Experimente deuten darauf hin, dass
sowohl die ThDP-Bindung als auch die Bindung und der Umsatz von Pyruvat in gewissem
MaBe durch die Modifikation an Position 271 und 203 in der hsPDH-E1 moderat
beeintréchtigt sind.

e Thermodynamische und kinetische Untersuchungen mit dem Substratanalogon
Methylacetylphosphonat

0 CD-Spektroskopie

Durch die Titration der Varianten S271E und S203E mit dem Substratanalogon MAP und die
CD-spektroskopische Analyse des PLThDP-Signals (IP-Form des ThDP) bei 292 nm wurden
die entsprechenden thermodynamischen Dissoziationskonstanten bestimmt. Das Experiment
wurde sowohl fiir die isolierten Varianten (Abb. A4, Konstanten sieche Tab. 3.17) als auch in

Anwesenheit der humanen Lipoyldoméne 2 durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt, Konstanten
siche Tab. 3.17).

Tabelle 3.17. Thermodynamische Dissoziationskonstanten der MAP-Bindung der hsPDH-E1-
Varianten.

Konstante Wildtyp S271E S203E

Kapp (LM) 46+ 4 181 +23 84 +8

Kapp (uM) in
Anwesenheit der 72+13 318+58 300+ 49
hsPDH-E2LIT*

*Die Konzentration der hsSPDH-E2LII wurde dquimolar zur Konzentration der aktiven Zentren der
hsPDH-E1 gewihlt.
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Im Vergleich zum Wildtyp wurde fiir die Variante S203E eine Dissoziationskonstante fiir
MAP bestimmt, die lediglich um den Faktor 2 erhoht ist. Die MAP-Bindung scheint
geringfiigig beeinflusst zu sein. Die MAP-Bindung der Variante S271E ist um den Faktor 4
schwicher als im Wildtyp-Protein. Auch hier ldsst sich eine leichte Beeintrachtigung der
Substratbindung erkennen. Die erhéhten Dissoziationskonstanten in Anwesenheit der hsPDH-
E2LII deuten, wie bereits erldutert, auf schwache Kompetition der Bindung der beiden
Substrate hin. Da das CD-Signal eine Absorptionsbande voraussetzt, wurde auch fiir die
Varianten S271E und S203E die Aufnahme von Differenzspektren zur Dokumentation der
Absorptionsbande des PLThDP (IP-Form des ThDP) durchgefiihrt (Anhang Abb. AS).

o stopped-flow
Die MAP-Bindungskinetiken der hsPDH-E1-Varianten S271E und S203E wurden analog

dem Wildtyp-Enzym durch stopped-flow-Experimente aufgenommen. Die Auswertung
erfolgte wie in Kapitel 3.1.1.6. beschrieben (Abb. 3.71, Tab. 3.18).
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Abb. 3.71. stopped-flow-Kinetiken der Bindung von MAP an hsPDH-E1 S271E (links) und S203E
(Mitte) unter Bildung des stabilen Intermediatanalogons PLThDP (auf Startabsorption 0 normiert).
Rechts: Abhéngigkeit der Ky,-Werte von der MAP-Konzentration fiir die S271E und S203E im
Vergleich zum Wildtyp. Bedingungen: 2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsSPDH-E1 und Varianten,
0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSO,, 0.1 M KPP, 0.3 M KCl, pH 7.6, T =30 °C.

Tabelle 3.18. Kinetische Parameter der Reaktion der hsPDH-E1-Varianten mit MAP.

Parameter Wildtyp S271E S203E

kest (M 's™) 60 + 1 7.8+0.15 25.5+0.29
k. (s 0.0027 + 0.0001 0.0099 + 0.002 0.0023 = 0.0002
Kp (uM) 45 1269 90

Die Daten der kinetischen Untersuchung mit der Variante S203E bestitigen die CD-
spektroskopischen Ergebnisse und deuten darauf hin, dass die MAP-Bindung nur leicht
beeintrachtigt ist. Der Vergleich der kes~Werte (Variante S203E 42.5 % des Wildtyps) mit den
Konstanten der C-C-Bindungsbildung (siche 'H-NMR-Intermediatanalyse, Variante S203E
35% des Wildtyps) zeigten, bezogen auf die prozentualen Anteile, eine gute
Ubereinstimmung.
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Das Verhalten der Variante S271E kann wie folgt interpretiert werden: Zu beriicksichtigen ist,
dass die Progresskurven der MAP-Bindung lag-Phasen aufwiesen. Die Dauer dieser lag-
Phasen war abhingig von der MAP-Konzentration (siche Anhang Abb. A6, entsprechender
Bereich in Abb. 3.71 nicht dargestellt). Das Auftreten entsprechender Phasen kann
dahingehend erklédrt werden, dass fiir die Variante S271E die initiale Fixierung des MAP im
Michaelis-Komplex nicht wie im Falle des Wildtyps sehr viel schneller erfolgt als die
anschlieende C-C-Bindungsbildung. Eine langsame primédre Assoziation des MAP steht
prinzipiell im Einklang mit dem beobachteten hohen K,,,-Wert. Dieser Sachverhalt wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht weiterfithrend untersucht.

Die kinetischen Konstanten der Variante S271E zeigen, dass MAP deutlich schwécher
gebunden wird als im Wildtyp der hsPDH-E1. Die Geschwindigkeitskonstante der C-C-
Bindungsbildung von Pyruvat hat einen Wert von 30 % im Vergleich zum Wildtyp. Der Keg-
Wert der MAP-Bindung entspricht einem Anteil von 13 % des Wildtyps. Diese Werte sind
hinreichend vergleichbar, vor allem unter der Beriicksichtigung des grofen Fehlers der
Auswertung der 'H-NMR-Intermediatanalyse fiir diese Variante. Es ist zudem mdglich, dass
sich in der Variante S271E die Pyruvatbindung und die MAP-Bindung etwas stirker
voneinander unterscheiden als dies im Wildtyp der Fall ist.

3.2.2.4. Untersuchung der reduktiven Acetylierung der Lipoyldoméane
hsPDH-E2LI1
e Kontinuierlicher Test (UV/Vis-Absorptionsspektroskopie)
In diesen Experimenten sollte der Einfluss der Aminosédureaustausche in Position 271 und 203

auf die Wechselwirkung der humanen E1-Komponente mit der hsPDH-E2LII untersucht
werden (Abb. 3.72, Tab. 3.19).
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Abb. 3.72. Links: Abhédngigkeit der spezifischen Aktivitdt der Variante S271E und S203E im
Vergleich zum Wildtyp von der hsPDH-E2LII-Konzentration mit Anpassung an Gl. 3.22. Rechts:
Abhingigkeit der K,,,-Werte von der hsPDH-E2LII-Konzentration mit linearer Anpassung
(Gl. 3.23). Bedingungen: 0.5 mg/ml (6.5 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 und Varianten, 0.25 mM
ThDP, 1 mM MgSO,, 10 mM Pyruvat, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =30 °C.
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Tabelle 3.19. Kinetische Parameter fiir die reduktive Acetylierung der Varianten der hsSPDH-E1 bei
variierender hsSPDH-E2LII-Konzentration.

Parameter Wildtyp S271E S203E
Vinax (U/mg) 5.54+0.71 2.01+0.36 533+1.28
Keat (™) 7.08 £ 0.89 2.58 +0.46 6.84 + 1.64
Ky (mM) 3.16 +0.61 3.78 + 1.01 3.51+1.41
Kea/Kne (M's™) 224 x 10° 0.68 x 10° 1.87 x 10°
Kear/Kne (M's™)
a‘iﬁf (;:ag;?fzn 1.83 x 10° 0.59 x 10° 1.62 x 10°
1. Ordnung

Die Ergebnisse der reduktiven Acetylierung der hsPDH-E1 durch die Varianten stellen sich
wie folgt dar: Die Einfiihrung des Glutamatrests an Position 271 bzw. 203 hat keinen Einfluss
auf die Bindung der Lipoyldomédne. Das katalytische Verhalten der Variante S203E im
Acetylierungstest entspricht dem der Wildtyp-Spezies. Im Fall der Variante S271E ist die
katalytische Effizienz um 70 % reduziert.

Vergleicht man diese Resultate mit denen der Varianten der hsPDH-E1 in Abwesenheit der
humanen Lipoyldoméne 2 ergibt sich, dass die Variante S271E hinsichtlich Pyruvatbindung
und -umsatz beeinflusst ist. Dieser Schritt bleibt geschwindigkeits-bestimmend. Fiir beide
Varianten zeigt sich, dass die erste Halbreaktion, wie im Falle des Wildtyps, durch die
Gegenwart der hSPDH-E2LII leicht beschleunigt wird.

o Diskontinuierlicher Test (Massenspektrometrie)
Als zweiter Test zur qualitativen Charakterisierung der reduktiven Acetylierungsreaktion der

hsPDH-E1-Varianten S271E und S203E diente diec Analyse des Acetylierungsgrades der
hsPDH-E2LII durch Massenspektrometrie.

- 12 ; Abb. 3.73. Progresskurven der reduktiven
5 1.0 - 5 Acetylierung der hSPDH-E2LII durch die
%D 0s | o Varianten S271E und S203E und den Wildtyp
8 der hsPDH-E1 (normierte Darstellung) bestimmt
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Die Resultate der massenspektrometrischen Experimente bestdtigen die Ergebnisse des
Absorptions-assays fiir die reduktive Acetylierung (Abb. 3.73). Die Variante S203E verhilt
sich bei ThDP-Séttigung nahezu wie das Wildtyp-Enzym, die Variante S271E hingegen ist in
ihrer Gesamtreaktion langsamer als die native hsSPDH-E1.

3.2.2.5. Zusammenfassende Diskussion des Regulationsmechanismus der
hsPDH-E1 durch Phosphorylierung an den Positionen 271 und 203

Die Inaktivierung des humanen PDH-Komplexes in vivo erfolgt hauptsichlich durch die
Phosphorylierung der E1-Komponente an Serin 264. Die Modifikation fiihrt zur schnellen und
vollstdndigen Inaktivierung des Komplexes. Die beiden anderen Positionen erlauben ebenfalls
die Inaktivierung des PDHc, die Inaktivierungsgeschwindigkeit und das Ausmall der
Inaktivierung ist jedoch deutlich schwécher (Kap. 3.2.2.). Es bleibt eine Restaktivitdt des
Komplexes erhalten (Korotchkina und Patel 200la). Dennoch ist der molekulare
Mechanismus, der zur jeweiligen Inaktivierung fiihrt, von Interesse.

Zur Aufkirung des Regulationsmechanismus standen die Pseudophosphorylierungs-Varianten
S271E und S203E der humanen EIl-Komponente zur Verfiigung. Die Ergebnisse der
kinetischen und thermodynamischen Untersuchungen mit den vorgestellten Methoden
unterstiitzen die bisherigen Vermutungen iiber den molekularen Mechanismus der
Inaktivierung an diesen Positionen. Die Variante S203E zeigte eine verminderte Fahigkeit zur
ThDP-Bindung. Die Bindung und Decarboxylierung von Pyruvat scheinen kaum beeinflusst
zu sein. Diese Resultate bestitigen die in fritheren Arbeiten vorgeschlagene Funktion des
Phosphatrestes an dieser Position (Korotchkina und Patel 2001a).

Die Ergebnisse zur Variante S271E sind nicht eindeutig zu interpretieren. Es gibt sowohl
Resultate, die auf eine schlechtere ThDP-Bindung hindeuten (NMR-Experimente und
Ergebnisse aus der Literatur (Korotchkina und Patel 2001a)) als auch Daten, die diese
Eigenschaft nicht bestitigen (Kp- und Ky-Wert). In der vorgelegten Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass diese Variante das Substrat Pyruvat schlechter umsetzen kann, was auf
eine beeintrachtigte Substratbindung zuriickzufiihren ist. In der Literatur wurde bisher keine
eindeutige Aussage zur Funktion der Modifikation an Position 271 getroffen (Korotchkina
und Patel 2001a).

Beide Phosphorylierungspositionen liegen nicht in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums
(Abb. 3.51). Es ist demnach kein direkter Einfluss des Phosphatrestes auf den Ablauf der
Katalyse zu erwarten. Es ist vielmehr anzunehmen, dass die Phosphorylierung an den
jeweiligen Serinresten zu lokalen Konformationsdnderungen im Protein flihren, die in ihrer
Gesamtheit einen Signaltransfer vom Phosphorylierungsort zum aktiven Zentrum bedingen.
Die optimale Architektur des Substratkanals und des aktiven Zentrum wiirde gestort und
konnte somit die ermittelten kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften erkldren.
Kristallstrukturen der Pseudophosphorylierungs-Varianten bzw. von Varianten, die am
entsprechenden Serin phosphoryliert sind, konnten Aufschluss iiber diese Hypothese geben.



Ergebnisse und Diskussion 166

Im Kontext der Regulation des gesamten humanen PDH-Komplexes vermitteln die
Phosphorylierungspositionen 2 und 3 eine Art ,,Fein-tuning* und ,,Riickversicherung®. Alle
vier Isoenzyme der Pyruvat-Dehydrogenase-Kinase sind in der Lage das Serin 264 zu
phosphorylieren (Kolobova et al. 2001; Korotchkina und Patel 2001b) und dadurch den
hsPDHc vollstindig zu inaktivieren. Durch die zusatzliche Phosphorylierung der Positionen 2
und 3 (Hyperphosphorylierung) kann die Reaktivierung des Komplexes durch
Dephosphorylierung (PDPs 1 und 2) verzogert werden. Die Anpassung an bestimmte
Stoffwechselzustinde wird durch die multiple Phosphorylierbarkeit der hsSPDH-E1 verfeinert
(Roach 1991; Holness und Sugden 2003; Patel und Korotchkina 2006). Zudem stellt der
Organismus durch die alternativen Regulationspositionen sicher, dass die Regulierbarkeit des
fiir den Stoffwechsel essentiellen Multienzymkomplexes durch mogliche Mutationen an
Position 264 nicht vollstindig verloren geht (Patel und Korotchkina 2006).
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4. Ausblick

Ein Schwerpunkt der vorgelegten Arbeit war die Charakterisierung der katalytischen
Eigenschaften der hsPDH-E1 im Hinblick auf die Theorie alternierend arbeitender Zentren.
Es konnten erstmals direkte kinetische Beweise fiir die Halbseitenreaktivitét erbracht werden.
Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus konnte jedoch nicht in allen Einzelheiten
aufgeklart werden. Ob die Halbseitenreaktivitdt durch einen Protonenkanal (Frank et al.
2004), Konformationsdnderungen (Flip-Flop-Mechanismus nach Ciszak et al. 2003) oder
durch eine Kombination beider Mechanismen realisiert wird, bleibt offen. Um fiir die humane
E1-Komponente Aufschluss iiber diese Fragestellung zu erhalten, sollten biochemische und
strukturbiologische Untersuchungen mit Varianten durchgefiihrt werden, die zweckméBig
gewihlte Aminosdureaustausche im Protonenkanal tragen. Des Weiteren wére es von groB3er
Bedeutung, wenn die Losung einer Proteinstruktur gelinge, die die Bindung des
Lipoamidarms der E2-Komponente oder einer Lipoyldomdne in den Substratkanal der
hsPDH-E1 =zeigt. Dadurch wiirde die Frage geklart, ob es wihrend der reduktiven
Acetylierung zu konformationellen Anderungen in der El-Struktur kommt. In diesem
Zusammenhang konnten Strukturen mit Substratanaloga (z.B. MAP) und Cofaktoranaloga
(z.B. Thiaminthiazolon-DP) weitere Einblicke in die Katalyse geben. Zur Vertiefung des
Verstiandnisses des Substrat-channelings im Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex bzw. der a-
Ketosdure-Dehydrogenase-Komplexe konnten neu etablierte  Einzelmolekiil-basierte
elektronenmikroskopische Techniken genutzt werden. Den Weg des Lipoamidarms vom
aktiven Zentrum der El1-Komponente an der Oberfliche des Komplexes bis zum aktiven
Zentrum der E2-Komponente im Kern des Komplexes sichtbar nachvollziehen zu konnen,
wire eine bahnbrechende Erkenntnis.

Die Regulation des humanen Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes durch Phosphorylierung
der El1-Komponente wurde durch langjdhrige Forschung mit verschiedenen Methoden
umfangreich charakterisiert. Die Losung der Kristallstruktur der Pseudophosphorylierung-
Varianten bzw. der phosphorylierten Varianten an Positionen 2 und 3 wiirden das Verstindnis
des molekularen Mechanismus vertiefen. Eine besonders interessante Struktur wire die
dreifach phosphorylierte humane EIl-Komponente. Des Weiteren wdren strukturelle
Erkenntnisse zu den Subkomplexen zwischen der humanen E1-Komponente und den
regulatorischen Enzymen, den Pyruvat-Dehydrogenase-Kinasen und den Pyruvat-
Dehydrogenase-Phosphatasen von Bedeutung.
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6. Anhang

Mathematischer Appendix

Appl — Die Bindung des Substratanalogons MAP im Gleichgewicht

Fiir die Bindung des Substratanalogons MAP an die hsPDH-E1 gilt folgendes Minimalmodell
(entspricht Reaktion 3.3):

k k

E + MAP == FE*MAP =—= E—PLThDP
k k
=S -1

A M B C

Es gelten K :% und K, :%.

S 1

Im Gleichgewicht gilt fiir jede Spezies das Massenwirkungsgesetz:

Die (X)¢q stellen Gleichgewichtskonzentrationen dar.
Die all-over-Konstante fiir die Bildung von C aus A und M ergibt sich zu:

Unter der Voraussetzung (Mg) >> (Ao) gilt (M)eq = (My).
Die Bilanzgleichung fiir die Enzymspezies lautet:

o 080t a5 80

Der Term [%) wird im Folgenden durch Ky, ausgedriickt.
+ 1

Daher gelten fiir die Konzentrationen der Enzymspezies im Gleichgewicht:
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Kapp '(Ao)
K, +(M,)

app

(A)y =

(B), = (lfklj'(Ao)-(Mo)

K, +(M,)

app

mit K =S Gl. 3.16

In den CD-Titrationsexperimenten mit MAP wird E-PLThDP beobachtet. In der Kurvatur der
Titrationskurve kommt die komplexe Dissoziationskonstante K,,, zum Ausdruck. Fiir die
Auswertung bietet sich die Normierung auf (Ay) an.

(©) LN M,)
(Ag) Ky +(M,)

mit o = ! .
(1+KJ

App2 — Kinetik der Bindung des Substratanalogons MAP an die hsPDH-E1

Zur Analyse wird erneut das Minimalmodell aus Al zugrunde gelegt. Es wird dabei wieder
Mp) >> (Ap) vorausgesetzt, so dass der Umsatz von M im Zuge der
Gleichgewichtseinstellung vernachlissigt werden kann. Es gilt (M) = (M). Die relevanten
Differentialgleichungen lauten:

%__ks (A)-(M,)+k-(B)
UB)_ A (M) - (B) k- (B) k()
d(c)
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Unter der naheliegenden Annahme der schnellen Equilibrierung des initialen zum Michaelis-
Komplex B fiihrenden Schrittes gilt fiir (B):

Dies ermdglicht eine einfache Losung des Gleichungssystems. Die Bilanzgleichung lésst sich
unter Beriicksichtigung des Massenwirkungsgesetzes fiir (B) daher wie folgt darstellen:

a0=w {14800

S

Daraus folgt fiir (A):
W=(BO) (1 O] K O0)
¥ S S

(A):[L)j-«Ao)—«:))

KS + (MO

Da C die in den stopped-flow-Experimenten beobachtete Spezies ist, wird die Analyse auf (C)
beschrinkt. Substituiert man den Ausdruck fiir (A) in die Differentialgleichung fiir (C), erhélt
man:

dt K K +(M,
- \r J
bZW % = Q kobs ’ (C)

Die in den Progresskurven fiir C zum Ausdruck kommende beobachtbare
Geschwindigkeitskonstante Kqps lautet daher:
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kobs = kl—l\/[()) + k—l
Ky +(M,)

Prinzipiell erlaubt die Auftragung der K,,s-Werte gegen (My) die Bestimmung von K;, k.; und
Ks. Im Falle von Kg >> (M) wird ein linecarer Zusammenhang zwischen Kq,s und (M)
beobachtet:

k. =

obs

k
K_l'(Mo)"‘kfl = Kegr '(M0)+k*1
S

ket ist eine effektive Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung. Unter den Bedingungen Kg >>
(My) lassen sich demzufolge k; und Kg nicht individuell bestimmen, was die Aussagekraft der
entsprechenden kinetischen Experimente im Detail einschrinkt. Die GroBie (Q/Kobs) driickt die
Konzentration von C im Gleichgewicht aus und stimmt mit der in App1 erhaltenen Beziehung

(Ao)'(Mo)

Q 1+ K,
= = C =
( )eq (M0)+ Kapp

uiberein.

App3 — Gleichung zur Auswertung der Sedimentationsgleichgewichts-Laufe

2-R-T

(I_V.p).@z.(xz_xg).MJ

A(x) = Aoexp(

A(x) — Absorption bei 280 nm am Ort x, Ay — Absorption bei 280 nm am Ort x,, v — partielles spezifisches
Volumen, p — Dichte der Ldosung, ® — Winkelgeschwindigkeit, x — Abstand zur Rotationsachse, M —
Molekulargewicht, T — Temperatur, R — Gaskonstante.
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Notl
Gly Gly BamHI Hindlll Eag Xhol Hindl 11

GGTGGT AGAGACCTCAGGATCCAAGCTTGCGGCCGCCTCGAGA GACAAGCTT
CCACC ATCTCTGGAGTCCTAGGTTCGAACGCCGGCGGAGCTC TCTGTTCGAA
Bsal

Abb. Al. Oben: Vektorkarte des Originalplasmids pETSUMO der Firma Invitrogen. Unten:
multiple cloning site des pPETSUMOadapt nach Dr. Eva Bosse-Doenecke. Dieser Vektor wurde
durch FEinfiigen einer DNA Sequenz aus zwei synthetischen Oligonukleotiden in den Vektor
pETSUMO der Firma Invitrogen hergestellt (Bosse-Doenecke et al. 2008).
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Abb. A2. Abhingigkeit des apparenten Sedimentationskoeffizienten von der molaren
Konzentration der hsPDH-E1-Varianten bezogen auf die aktiven Zentren, Apoenzym (-A-),
Holoenzym (—o—) mit 0.1 mM ThDP, 1 mM MgSQ,, Puffer: 0.1 M KPP, 0.3 M KCL pH 7.6, T =
20 °C.

Tabelle Al. Dissoziationskonstanten des Dimer-Tetramergleichgewichts der hsPDH-E1-Varianten.

Konstante S264E S264Q S271E S203E
Ko (uM) 0.4 0.35 0.73 0.24
Apoenzym
Ko (LM) n.b. n.b. 1.01 n.b.
Holoenzym

n.b. — anhand der geringen Datendichte nicht bestimmbar. Die Daten werden jedoch gut durch die
Anpassung der Daten fiir das Apoenzym représentiert.
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Abb. A3. Darstellung des aus den SAXS-Messungen bestimmten Molekulargewichts (A) und des
Gyrationradius (©) in Abhéngigkeit von der Konzentration der hsPDH-E1-Varianten ohne Zusatz
(schwarz) und mit 10 mM Pyruvat (griin). Bedingungen: 0.1 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 50 mM

KPP, 50 mM KCI, pH 7.6, T = 20 °C.
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Abb. A4. Bindung von MAP an die hsPDH-E1-Varianten S271E (oben) und S203E (unten). links:
CD-Spektren der Titration. rechts: entsprechende MAP-Bindungskurven. Bedingungen: 1.8 mg/ml
(23.4 uM aktive Zentren) hsPDH-E1 Varianten, 0.1 mM ThDP, 1 mM MgSQ,, 0.1 M KPP, 0.3 M

KCl, pH 7.6, T = 20 °C.
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Abb. A5. Differenzspektren der hsPDH-E1-Varianten S271E (links) und S203E (rechts) nach
Bindung von MAP (—). Bedingungen: 4 mg/ml (52 uM aktive Zentren) hsPDH-E1-Varianten,
0.5 mM ThDP, 1 mM MgSO,, 10 mM MAP, t = 15 min, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T =
30 °C.
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Abb. A6. lag-Phasen der stopped-flow-Progresskurven (Abb. 3.71 links) fiir die Bindung von MAP
an die hsPDH-E1 S271E unter Bildung des stabilen PLThDP (Zunahme der Startabsorption
bedingt durch Eigenabsorption von MAP). Bedingungen: 2 mg/ml (26 uM aktive Zentren) hsPDH-
E1 und Varianten, 0.25 mM ThDP, 0.5 mM MgSQO,, 0.1 M KPP, 0.3 M KCI, pH 7.6, T = 30 °C.
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