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Abkiirzungen und Symbole

A23 EcPOX
AcThDP
AHAS
Amp
AP

asu
ATP

bp

BSA
Cam
CD

Da
DESY
DFT
DNA
dsDNA
DTE
D,O
EcPOX
EG
EMBL
FAD
FADH,
Fe-S
FMN
FPLC
GCL
GOX
HEThDP
IP

IPTG
IR

proteolytisch aktivierte Pyruvatoxidase aus Escherichia coli
2-Acetyl-ThDP
Acetohydroxysduresynthase
Ampicillin

4’-Aminopyrimidin Form des ThDP
asymmetrische Einheit (asymmetric unit)
Adenosintriphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Chloramphenicol

Circulardichroismus

Dalton

Deutsches Elektronensynchrotron
Dichtefunktionaltheorie
Desoxyribonukleinsdure
doppelstrangige DNA
1,4-Dithioerythritol

Deuteriumoxid

Pyruvatoxidase aus Escherichia coli
Ethylenglykol

European Molecular Biology Laboratory
Flavin-Adenin-Dinukleotid (oxidiert)
Flavin-Adenin-Dinukleotid (reduziert)
Eisen-Schwefel-Cluster
Flavinmononukleotid

Fast Protein Liquid Chromatography
Glyoxylatcarboligase

Glucoseoxidase aus Aspergillus niger
2-(1-Hydroxyethyl)-ThDP
1’,4’-iminotautomere Form des ThDP
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

Infrarot
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IRRAS Infrarot Resonanz Absorptions Spektroskopie

Kan Kanamycin

KCl Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

KPP Kaliumphosphatpuffer

LB Luria-Bertani-Medium

LB-Amp LB-Medium mit Ampicillin als Selektionsmarker
LB-Kan LB-Medium mit Kanamycin als Selektionsmarker
LThDP 2-Lactyl-ThDP

LpPOX Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum

MAP Methylacetylphosphonat

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption and lonisation

MES 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure

MPD 2-Methyl-2,4-pentandiol

ny Hill-Koeffizient

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure (nickel-nitrilotriacetic acid)
NMR Kernresonanz (nuclear magnetic resonance)

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PATS Pyridin-3-aldehyd-thiosemicarbazone

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PDB Proteinstruktur-Datenbank ZProtein data bank)

PE Phosphatidylethanolamin

PEG Polyethylenglykol

PG Phosphatidylglycerin

Phe Phenylalanin

PLThDP Phosphonolaktyl-ThDP

POX Pyruvatoxidase

Q Ubichinon (oxidiert)

QH, Ubichinon (reduziert)

Rg Gyrationsradius

rmsd mittlere quadratische Abweichung (root mean square deviation)
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
RT Raumtemperatur -

SAXS Rontgenkleinwinkelstreuung (small angle X-ray scattering)
SDS Natriumdodecylsulfat

SUMO small ubiquitine like modifier

TCA Trichloressigsdure
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TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TFA Trifluoressigsdure

ThDP Thiamindiphosphat

ThthPP Thiaminthiazolondiphosphat

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
UE Untereinheit

UV /Vis ultraviolett/sichtbarer Bereich

UN uber Nacht

v/v Volumen/Volumen

w/v Masse/Volumen

Die in der folgenden Arbeit verwendeten Anglismen sind, sofern sie ein fester Be-
standteil der biochemischen Terminologie sind, nicht {ibersetzt. Sie sind zur Verdeut-
lichung kursiv dargestellt.
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1 Einleitung

1.1 Der Organismus Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli (Abb. ist aufgrund sei-
ner leichten Verfiigbarkeit und Kultivierung zu
einem Modellorganismus fiir viele biochemische
Prozesse (zum Beispiel Atmung, Transkription,
Translation) geworden und gehort somit zu den
am besten untersuchten Organismen der Welt.
Der Einzeller gehort zur Familie der Enterobac-
teriaceae und wurde im Jahre 1919 nach seinem
Entdecker Theodor Escherich benannt. Es ist

ein gram-negatives, stabchenférmiges, peritrich

Abb. 1.1: Rasterelektronenmikros-

begeifieltes Bakterium, das im menschlichen
kopaufnahme von E. coli [1]

und tierischen Darm vorkommt. E. coli kann
sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen wachsen, was eine prézise
Regulation der Stoffwechselwege voraussetzt.

In der Regel verhilt sich E. coli im menschlichen Darm als Symbiont. Zum Beispiel
wird die aufgenommene Nahrung durch die Einzeller zersetzt, so dass deren einzelne
Bestandteile leichter resorbiert werden. Ein weiterer Vorteil besteht in der Bereitstel-
lung von Kofaktoren, die der Mensch nicht selbst synthetisieren kann, wie Vitamin
By, By, Byp und Vitamin K. Diese werden von Prokaryonten synthetisiert und an-
schliefsend sezerniert. Mit Hilfe spezieller Transporter werden sie iiber die Darmwand
in die Zellen aufgenommen [2][3]. Eine gesunde Darmflora verhindert zudem, dass

sich pathogene Mikroorganismen, zum Beispiel Salmonellen, ausbreiten.

Die Zellmembran gram-negativer Bakterien ist von einer dufSeren Hiille umgeben
(Abb. [L.2). Diese besteht aus einer diinnen Peptidoglykan-Schicht (Dicke 2 nm [4]),
welche von einer dufSeren Membran umschlossen ist. Die Peptidoglykan-Schicht, auch
Murein-Sacculus genannt, besteht aus parallelen Strangen, die alternierend aus p-
1—4-glykosidisch verkniipften N-Acetylglucosamin- und N-Acetylmuraminsdureein-
heiten aufgebaut ist. Die einzelnen Ketten werden durch Oligopeptide miteinander
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20 1 Einleitung

verkniipft. Uber Lipoproteine ist die Murein-Schicht an die dulere Membran gebun-
den. Diese ist asymmetrisch aufgebaut. Die Seite, die zum periplasmatischen Raum
weist, ist aus Phospholipiden aufgebaut, wahrend die nach auflen gerichtete Seite aus
Lipopolysacchariden besteht. Lipopolysaccharide sind Zucker, die mit Fettsduren ver-
estert sind. In E. coli ist Lipid A am hdufigsten anzutreffen. Lipid A ist ein Disaccha-
rid, welches aus p-1—6-verkniipften Glukosaminen aufgebaut ist. Mehrere (6 bis 7)
Hydroxyl-Gruppen von Lipid A sind mit gesattigten Fettsduren verestert, die dann
den hydrophoben Teil der Membran ausbilden. Die dufiere Membran stellt keine Dif-
fusionsbarriere im eigentlichen Sinn dar, da porenbildenende Proteine (Porine) einen
relativ unspezifischen Transport iiber die Membran fiir Molekiile bis zu einer Grofe
von 600 Da ermdglichen. Dabei ist die Kompaktheit, die Hydrophobizitdat und die
Ladung des zu transportierenden Stoffes entscheidend [4][5].

Durch die Zellwand entsteht ein zusatz-

liches Kompartiment, der periplasmatische Lipopoly-
. harid
Raum. Er grenzt direkt an die Zellmem- -~ §D Porin gj - saceharice

|
ot . { auere
bran und enthdlt unter anderem Proteine, M 0 ) Membran

die fiir den Import wichtiger Nahrstoffe in Peptido-
die Zelle sowie fiir die Chemotaxis ver- %% glykan
antwortlich sind. Desweiteren findet die

. A . . . U Cytoplasma-
Biogenese von Proteinen fiir die Peptido- -« } 0 > membran

- -

]

3

glykan-Schicht oder der dufieren Membran

im periplasmatischen Raum statt [4]. Im Abb. 1.2: Zellmembran gram-negativer

Gegensatz zu den Verhiltnissen im Cyto- Bakterien

plasma herrschen im Periplasma oxidierende Bedingungen. Deshalb ist es moglich,
dass Disulfid-Briicken von Proteinen im Periplasma ausgebildet werden. Fiir die al-
kalische Phosphatase konnte gezeigt werden, dass unter reduzierenden Bedingungen
das Enzym in einer inaktiven Form vorliegt und erst nach dem Transport ins Periplas-
ma und anschlieflender korrekter Faltung mit Ausbildung einer Disulfidbriicke in die
aktive Konformation tiberfiihrt wird [6].

Regulierter Stoff- und Informationstransport in die Zelle findet nur an der Zellmem-
bran statt. Sie ist hauptsdchlich aus Phospholipiden (Abb. aufgebaut. Phospho-
lipide sind vom Glycerol abgeleitet, wobei zwei Hydroxylgruppen mit einer ge-
radzahligen Fettsdure (meist C16 oder C18) verestert sind. Die Fettsdure an Po-
sition sn-2 kann ungeséttigt vorliegen, wobei die Doppelbindung bevorzugt eine
cis-Konformation einnimmt. Die dritte Hydroxylgruppe des Glycerols tragt die hy-
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drophile Kopfgruppe, im Fall von E. coli, Ethanolamin oder Glycerin. In E. coli fin-
det man ca. 70 % Phosphatidylethanolamin (PE), 20 % Phosphatidyglycerol (PG)
und 10 % Cardiolipin (CL). Cardiolipin ist ein Diphosphatidylglycerol, indem zwei
Phosphatidylglycerol-Molekiile iiber ein drittes Glycerol miteinander verbunden
sind. Im CL sind insgesamt vier Fettsduren gebunden und die Kopfgruppe weist eine
negative Ladung auf [7]. CL findet man in Membranen, {iber denen ein elektrochemi-
sches Potential aufgebaut wird, wie zum Beispiel die Zellmembran von Prokaryonten
oder die Mitochondrienmembran in Eukaryonten [7].

Die Ladung einer Membran wird von den Kopfgruppen der in ihr enthaltenen Phos-
pholipide bestimmt. In E. coli sind zwei Hauptbestandteile, PG und CL, negativ gela-
den, so dass auch die Zellmembran negativ geladen ist. In Eukaryonten dagegen ist
die Zelle von einer ungeladenen Membran umgeben. Diese wird zum grofiten Teil aus
Phosphatidylcholin aufgebaut und weist somit keine Nettoladung auf [8]. Die Ladung
einer Membran hat entscheidenden Einfluss auf ihre Funktion, da zum Beispiel pe-
riphere Proteine iiber elektrostatische Wechselwirkungen an die Membran gebunden
werden [9].

Die Zusammensetzung der Zellmembran hdngt nicht nur vom Organismus, son-
dern auch von dufieren Faktoren, wie etwa der Temperatur, ab. Der Anteil gesét-
tigter Fettsduren in der Zellmembran von E. coli nimmt mit steigender Temperatur
zu, was eine vergleichbare Fluiditédt bei verschiedenen Temperaturen garantiert [10].
Singer und Nicolson beschrieben biologische Membranen im Rahmen eines Fliissig-
Mosaik-Modells, bei dem alle Membranbestandteile (Phospholipide und Proteine) in
einer zwei-dimensionalen Schicht statistisch verteilt und lateral beweglich sind [11].
Neuere Studien zeigen, dass die Membranbestandteile nicht vollig frei diffundieren
konnen, da dies der Bildung von Superkomplexen, wie sie zum Beispiel fiir die oxi-
dative Phosphorylierung benétigt werden, entgegensteht [12]. Es konnte in kristallo-
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graphischen Studien gezeigt werden, dass es Bindestellen fiir CL an verschiedenen
Protonenpumpen (Bakteriochlorophyll) in der Membran gibt [13][14].

1.1.1 Aerober Energiestoffwechsel in Escherichia coli

Der Energiestoffwechsel in E. coli ist fakultativ anaerob, wobei die Energie entwe-
der durch Sauerstoffatmung oder, im Falle anaeroben Wachstums, durch gemischte
Sauregdrung beziehungsweise Nitrat-, Nitrit-, Sulfat- oder Fumaratatmung gewon-

nen wird [4].

Wichst E. coli unter aeroben Bedingungen, dann kénnen die wahrend der Atmung
(Glykolyse, Citratzyklus) entstandenen Reduktionsdquivalente auf die Elektronen-
transportkette der inneren Zellmembran iibertragen werden. Bei der Ubertragung
der Elektronen werden gleichzeitig Protonen in den periplasmatischen Raum trans-
portiert. Terminale Oxidasen tibertragen die Elektronen auf Sauerstoff und bilden
somit Wasser. Eine ATPase kann mit Hilfe des entstandenen Protonengradienten aus
ADP und anorganischem Phosphat (P;) ATP generieren.

Peter Mitchell schlug als Erster die chemiosmotische Theorie der ATP-Synthese vor
[16]. Demnach ist die Zellmembran fiir Protonen und andere Ionen undurchléssig,
so dass der transversale Transport von Protonen iiber Proteine der Elektronentrans-
portkette vollzogen wird. Die membranstiandige ATP-Synthase generiert dann aus
dem elektrochemischen Gradienten ATP.

Mittlerweile sind viele Details iiber diesen Prozess der oxidativen Phosphorylierung
bekannt. Die Elektronentransportkette ist modular aufgebaut, was eine effiziente An-
passung an verschiedene Umweltbedingungen ermdglicht. Die einzelnen Kompo-
nenten konnen in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden (Abb. . Die er-
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Abb. 1.5: Chemische Struktur von Ubichinon und Menachinon

ste Gruppe umfasst die substratspezifischen Dehydrogenasen, die die Substrate oxi-
dieren und die Elektronen in den Chinon-Pool transferieren. Er wird bei E. coli ab-
hédngig von den Wachstumsbedingungen aus Ubichinon oder Menachinon aufgebaut
(Abb. [L.5). Beide Chinone sind lipidloslich und besitzen eine Isoprenoid-Kette, die
aus 8 Einheiten besteht. Ubichinon-8 (Q8) kann zwei Elektronen aufnehmen und an
die terminalen Oxidoreduktasen tibertragen. Diese werden in einer dritten Gruppe

zusammengefasst. Sie reduzieren den terminalen Elektronenakzeptor [4].

Unter aeroben Wachstumsbedingungen dient Sauerstoff als terminaler Elektronen-
akzeptor. Die weitere Beschreibung beschrankt sich auf den Aufbau der Atmungs-
kette unter aeroben Bedingungen. Eine schematische Darstellung der Atmungskette
ist in Abbildung |1.6| gezeigt. Komplex I ist die NADH-Dehydrogenase. E. coli besitzt
zwei Isoenzyme, die abhidngig von der Sauerstoftkonzentration, dem Redoxstatus
des Ubichinon-Pools und der NADH-Konzentration arbeiten. NAD-Dehydrogenase
I (NDH I) ist aus 14 verschiedenen Untereinheiten aufgebaut und weist einen mem-
branstandigen und einen peripher an die Membran gebundenen Teil auf. Die sieben
peripheren Untereinheiten enthalten die Redoxgruppen, neun Eisen-Schwefel-Cluster
(Fe-S) und ein Flavinmononukleotid (FMN). Die anderen sieben Untereinheiten bilden
vermutlich 61 a-Helices, welche die Membran durchdringen [17]. Durch diesen Teil
werden Protonen {iiber die Membran in den periplasmatischen Raum transportiert
[18]. Wie dieser Pumpmechanismus funktioniert ist nicht genau geklart. Es wird ange-
nommen, dass abhingig vom Redoxstatus der NDH I, eine Konformationsdnderung
stattfindet, die dann einen Protonentransport iiber die Membran ermoglicht [19]. Se-
quenzvergleiche zeigen, dass die NDH I dem eukaryontischen Komplex I homolog
ist [20]. Im Gegensatz dazu ist NDH II ein peripheres Enzym, welches nur aus ei-
ner Untereinheit (47 kDa) besteht [21]. Es katalysiert die Oxidation von NADH und
ubertragt die Elektronen vom enzymgebundenen FAD auf Ubichinon-8 [22].

Succinat-Dehydrogenase ist der zweite Komplex in der Atmungskette von E. coli und
dem eukaryontischen Komplex II der Mitochondrienmembran homolog. Er besteht
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der prokaryontischen Atmungskette unter aeroben Be-
dingungen. NDH: NADH-Dehydrogenase, SDH: Succinatdehydrogenase, POX: Pyruvatoxi-
dase, PutA: Prolinoxidase, P5C: Pyrrolin-5-carboxylat, Q: Ubichinon-Pool, QH;: Ubichinol,
Cyt bd: Cytochrom bd, Cyt bo: Cytochrom bo. Ndhere Erklarungen im Text.

aus 4 verschiedenen Untereinheiten mit 5 unterschiedlichen prosthetischen Gruppen
(FAD, 3 Fe-S-Cluster und eine Ham-Gruppe) und katalysiert die Oxidation von Suc-
cinat zu Fumarat, wobei Q8 reduziert wird [4][23].

Aus E. coli sind viele weitere Dehydrogenasen bekannt, die ihre Elektronen, abhangig
von den Metabolitkonzentrationen in der Zelle, in die Atmungskette einschleusen.
Als Beispiele seien Fumarat-Dehydrogenase, Laktat-Dehydrogenase und Glycerol-3-
phosphat-Dehydrogenase genannt, auf die hier nicht weiter eingegangen wird. An-
dere Vertreter der Gruppe der Dehydrogenasen sind Prolinoxidase (PutA) und Pyru-
vatoxidase (POX). Beides sind Enzyme, die in Abhdngigkeit von der zellularen Sub-
stratkonzentration peripher an die Membran binden kénnen. Die Elektronen werden
tiber nicht-kovalent gebundenes FAD an den Ubichinon-Pool {ibertragen. PutA ist
ein bifunktionelles Enzym. Es kann zum einen als Transkriptionsrepressor und zum
anderen als Enzym fungieren. In seiner Funktion als Enzym oxidiert es bei hohen
zelluldren Prolinkonzentrationen Prolin zu 1-Pyrrolin-5-carboxylat (P5C). In Abwe-
senheit von Prolin wird die Riickreaktion katalysiert und Prolin wird in einer NAD-
abhangigen Reaktion synthetisiert [24]. Die Eigenschaften der POX werden in Ab-
schnitt[[.3Indher betrachtet.

Reduziertes Ubichinon aus dem Ubichinon-Pool wird von Elektronenakzeptoren re-
oxidiert. Bei aerobem Wachstum sind dies vorrangig ham-haltige Cytochromoxidasen,
die die Elektronen auf Sauerstoff als terminalen Elektronenakzeptor iibertragen. In
E. coli sind zwei verschiedene Cytochrome bekannt, Cytochrom bd und Cytochrom
bo, die abhédngig von der Sauerstoffkonzentration exprimiert werden. Beide enthal-
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ten Ham b. Zusétzlich enthélt Cytochrom bd Him d und Cytochrom bo Ham o. Cy-
tochrom bd (Cyt bd) ist ein Heterodimer mit mehreren integralen Helices und 3 pros-
thetischen Ham-Gruppen: bssg, bsos und d [25]. Nur Ham d ist in der Lage molekularen
Sauerstoff zu binden. Dabei ist der Kyj-Wert sehr klein (20 nM [26]), so dass selbst bei
niedrigen O,-Konzentrationen eine Bindung von Sauerstoff moglich ist. Im Gegen-
satz dazu benotigt Cytochrom bo eine hohere Konzentration an Sauerstoff (Ky; 200 nM
[26]). Cytochrom bo besteht aus mehreren Untereinheiten, die als Cyo A bis Cyo D be-
zeichnet werden. In der Untereinheit Cyo B sind die Him-Gruppen (bssp, 03) und ein
Kupfer-lon gebunden. Ham o3 fungiert gemeinsam mit dem Kupfer als Bindestelle
fiir den Sauerstoff. Gleichzeitig werden Protonen ins Periplasma gepumpt. Die bei-
den Metallzentren (Fe, Cu) sind in einem Abstand von 5 A voneinander gebunden
und miteinander gekoppelt [27].

Durch den elektrochemischen Gradienten, der von den genannten Komplexen der At-
mungskette generiert wurde, kann die F;Fyp-ATP-Synthase ADP phosphorylieren und
ATP gewinnen. Dieses Enzym hat ein molare Masse von 530 kDa und besteht aus
8 Untereinheiten [28][29]. Der cytosolische F;-Teil ist aus den Untereinheiten a3B3ye
zusammengesetzt, wobei die a- und B-Untereinheiten alternierend einen Ring bilden,
der mit dem ye-Komplex verbunden ist [30][31]. Die drei aktiven Zentren befinden
sich jeweils an den Kontaktflichen zwischen den a- und B-Untereinheiten und zeigen
unterschiedliche Konformationen beziiglich der Bindestellen fiir Nukleotide [30][32].
Die y-Untereinheit besteht aus zwei Helices in einer coiled-coiled Konformation, die
mit dem Membranteil (Untereinheiten a, b und ¢, Fyp-Teil [33][34]) verbunden sind.
Zusétzlich wurde gefunden, dass ein ,statorstalk”, welcher aus den Untereinheiten
byd aufgebaut ist, den katalytisch aktiven Teil mit dem Membranteil verbindet. Dabei
bindet § an die a-Untereinheit [35] und b, wird mit einer Transmembranhelix in der
Membran verankert [36].

Die Kniipfung der energiereichen Triphosphatbindung des ATP erfolgt am cytoso-
lischen F-Teil. Kristallographisch sind drei verschiedene Konformationen der a- und
B-Untereinheiten dokumentiert [30]. Eine Untereinheit (BE) liegt in einer offenen Kon-
formation vor, so dass ADP und P; gebunden werden kénnen. Ahmad et al. identi-
tizierten Bindestellen fiir Phosphat [37]. ADP wird iiber einen Rossmann-fold gebun-
den [38]. Die Energie, die fiir die Bildung des ATP benétigt wird, stammt aus der
Rotation der yec-Untereinheiten [29]. Durch die Rotation, speziell der y-Unterein-
heit, werden in der Kontaktregion der a- und B-Untereinheiten Konformationswech-
sel induziert, die die Affinitdt beziiglich der Reaktionsprodukte (ADP, P; und ATP)
regulieren [29]. Nach einer Drehung der y-Untereinheit um 120° wird das aktive Zen-
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trum als BTP bezeichnet. Infolge dieser Drehung sind ADP und P; in rdumlicher Ndhe
zueinander koordiniert. Nach erfolgter Bindungsbildung wird das ATP aus der pDP-
Bindestelle entlassen.

1.2 Regulation - periphere Membranproteine

Zellen benotigen ein funktionierendes Signaliibertragungssystem, um sich an veran-
derliche Umweltbedingungen anpassen zu konnen. Im Vergleich zu Eukaryonten ver-
lauft die Ubertragung von Signalen in Prokaryonten relativ einfach. Wihrend die
Signaliibertragung in eukaryontischen Zellen héufig tiber Mehr-Komponenten-Sys-
teme (zum Beispiel G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, MAP-Kinase) verlduft, sind in
prokaryontischen Organismen haufig nur Ein- oder Zwei-Komponenten-Systeme zur
Signaliibertragung vorhanden [39][40]. Beide sind modular aufgebaut, wobei in Ein-
Komponenten-Systemen der Signalempfanger direkt an den Signalgeber fusioniert
ist. In Zwei-Komponenten-Systemen wird der Empfianger, eine Histidinkinase, nach
dem Signaleingang unter ATP-Verbrauch phosphoryliert. Die Phosphatgruppe wird
auf einen konservierten Aspartat-Rest der regulatorischen Untereinheit des response-
requlator-Proteins iibertragen, wodurch die Signalantwort initiiert wird [41]. Prokary-
ontische Enzyme verfiigen daher oft zugleich {iber katalytische und regulatorische
Funktionen, die evolutiondr aufeinander abgestimmt sind. So verwundert es nicht,
dass es, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, in der Elektronentransportkette Pro-
teine gibt, die abhdngig von dufieren Faktoren peripher an die Membran binden kon-
nen, um ihre Aufgaben in der Zelle zu erfiillen. Diese Proteine konnen somit in einem
cytosolischen und einem membranassoziierten Zustand vorliegen. Diese Eigenschaft
wird als amphitrop bezeichnet [42]. Die Assoziation an die Membran ist reversibel
und unterliegt meist einer Regulation. Mit der Bindung an die Membran sind zumeist
regulatorische oder katalytische Aufgaben verbunden.

Periphere Membranbindung kann durch verschiedene Mechanismen vermittelt sein.
Johnson & Cornell diskutieren drei Moglichkeiten [42]. 1. Das Protein besitzt eine
Bindetasche fiir eine spezielle Kopfgruppe der Phospholipid-Membran. 2. Das Protein
weist eine kovalente Modifikation (zum Beispiel ein Fettsdure-Rest oder ein Farnesyl-
Rest) an seiner Oberfldche auf, die als Lipidbindemotif fungiert. Aufierdem wird die
Orientierung der Proteinkomponente gegeniiber der Membran durch elektrostatische
Wechselwirkungen unterstiitzt. 3. Das Protein bildet eine amphipatische Helix aus.
Diese liegt parallel zur Membranoberfldche und besitzt eine hydrophobe und eine hy-
drophile Seite, wobei die hydrophobe Seite zur Membranoberfldche gerichtet ist. Viele
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amphitrope Proteine binden an Membranen nach einem Zweischrittmechanismus.
Zuerst wird das Protein mittels elektrostatischer Wechselwirkungen an der Mem-
bran orientiert. Im ndchsten Schritt erfolgt die hydrophobe Assoziation der amphi-
patischen Helix an der Membran.

Bei Prokaryonten ist die Anzahl der zu den ersten beiden Gruppen gehorigen Vertreter
begrenzt, so dass die Membranbindung und die damit verbundene Regulation vor-
rangig tiber amphipatische Helices erfolgt. Als Beispiel sei zum einen die CTP:Phos-
phocholin-Cytidylyltransferase genannt. Im nicht-aktivierten Zustand wirkt die Do-
médne M autoinhibitorisch. Die Gegenwart von Lipiden hebt diese Inhibierung auf,
da die Domdne M amphipatisch an die Membran bindet und somit das Enzym an
den richtigen , Arbeitsplatz” bringt [43][44]. Ein weiteres Beispiel ist die Prolindehy-
drogenase (putA). Dieses Enzym agiert abhdngig vom Redoxstatus des enzymgebun-
denen FAD entweder als Enzym oder als Transkriptionsrepressor. In Gegenwart von
Substrat (Prolin) katalysiert das Enzym die Umsetzung von Prolin zu Pyrrolin-5-carb-
oxylat (P5C). Im Zuge der Reaktion wird enzymgebundenes FAD reduziert. Im re-
duzierten Zustand bindet das Enzym an die Membran, wo die Elektronen direkt vom
FAD in die Atmungskette transferiert werden konnen. Bei Substratabwesenheit ist
putA im Cytoplasma lokalisiert. Es bindet an das putA-Operon und fungiert somit als
Transkriptionsrepressor von putA [45]. Ein weiterer Vertreter dieser Kategorie ist die
Pyruvatoxidase aus E. coli. Dieses Enzym, welches als Modellenzym fiir die Protein-
Lipid-Interaktion verwendet wurde, soll in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht

werden.

1.3 Pyruvatoxidase aus Escherichia coli

Pyruvatoxidase aus Escherichia coli (EcPOX, EC 1.2.2.2) ist ein homotetrameres En-
zym, wobei formal pro Untereinheit ein Molekiil Thiamindiphosphat (ThDP) und ein
Molekiil Flavinadenindinukleotid (FAD) nicht-kovalent gebunden sind [46][47] (Abb.
[1.7). Die Bindung des Kofaktors ThDP erfolgt in der Kontaktfliche zweier Unterein-
heiten, die gemeinsam ein funktionelles Dimer bilden und je zwei Kofaktorbindungs-
orte enthalten. ThDDP, die biologisch aktive Form des Vitamins Bj, besteht aus einem
Thiazoliumring und einem Aminopyrimidinring, die tiber eine Methylenbriicke mit-
einander verbunden sind. Der Kofaktor wird tiber einen Diphosphat-Anker mit Hilfe
eines zweiwertigen Metall-Ions an die Proteinkomponente koordiniert [48]. Wie in
allen ThDP-abhidngigen Enzymen ist der Kofaktor in der typischen V-Konformation
gebunden. FAD, die biologisch aktive Form des Vitamins Bj, enthilt einen redoxak-
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Abb. 1.7: Chemische Struktur der Kofaktoren

tiven Heterozyklus, den Isoalloxazinring, der iiber einen Ribosylrest an ein Adenosin
gebunden ist. Dieser Kofaktor ist hdufig an Elektronentransferreaktionen in Enzymen
beteiligt, wobei Fin- und Zwei-Elektronentibergiange moglich sind. FAD wird tiber

einen Rossmann-fold an die Proteinkomponente gebunden [49].

EcPOX katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu Kohlendioxid und
Acetat (GL [50]).

ThDP-EcPOX-FAD+ Pyruvat —— ThDP-EcPOX-FADH;+ Acetat + CO, (1.1)

ThDP-EcPOX-FADH,+ Qg — ThDP-EcPOX-FAD +QgH, (1.2)

Der Katalysezyklus ist in Abbildung dargestellt. Er entspricht den Vorstellun-
gen von Breslow [51] und Schellenberger [52]. Initial kommt es zur Deprotonierung
des C(2)-Atoms des Thiazoliumringes (Kofaktoraktivierung, Schritt (D). Die Interak-
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Abb. 1.8: Katalysemechanismus der EcPOX. Erkldrungen siehe Text.
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tion eines konservierten Glutamats (Glu50) mit dem N(1")-Atom des Pyrimidinringes
tiihrt zur Bildung der iminotautomeren Form des ThDP [53]]. Die Protonenabstraktion
vom C(2)-Atom wird durch die Ndhe des 4’-Iminostickstoffs des Pyrimidinringes zum
Thiazoliumring begiinstigt, was das Vorliegen der V-Konformation zur Vorausset-
zung hat. Das resultierende Carbanion (Ylid) ist in der Lage, die Carbonylgruppe des
Substrates Pyruvat nucleophil anzugreifen (Schritt 2)). Das hierdurch gebildete tetra-
hedrale Intermediat, Laktyl-Thiamindiphosphat (LThDP), geht unter Kohlendioxid-
abspaltung in Hydroxyethyl-ThDP (HEThDP) iiber (Schritt (3). Die Mesomerie zwi-
schen der Carbanion- und der Enaminstruktur bedingt die Resonanzstabilisierung
des Intermediates. HEThDP iibertragt Elektronen auf FAD, wodurch Acetyl-ThDP
gebildet und der Kofaktor FAD reduziert wird (Schritt #). Durch Hydrolyse des
Acetyl-ThDP wird Acetat gebildet und der freie Kofaktor regeneriert (Schritt (5). Der
Katalysezyklus kann somit als Ping-Pong-Mechanismus beschrieben werden, wobei
Pyruvat als das erste und Wasser als das zweite Substrat fungieren, wahrend CO, und
Acetat das erste beziehungsweise zweite Produkt darstellen.

Die Elektronen des reduzierten FAD (FADH,) werden auf Ubichinon-8 (Q8), einen
mobilen Elektronenakzeptor der Zellmembran, tibertragen [54][55] (GL [1.2). Q8 ist
ein Bestandteil der Atmungskette, wie bereits in Kapitel [I.1.1]beschrieben wurde. Re-
duziertes Ubichinon-8 wird im Ubichinon-Pool reoxidiert und kann durch die tiber-
tragenen Elektronen einen Protonengradienten generieren, der dann zur ATP-Syn-
these genutzt werden kann.

Die Ubertragung der Elektronen auf die Elektronentransportkette erfordert eine Bin-
dung des Enzyms an die Membran, weshalb EcPOX auch als peripheres Membran-
enzym bezeichnet wird. Fine ndhere Betrachtung dieser Membranbindung wird in
Abschnitt vorgenommen.

Die physiologische Bedeutung der EcPOX ist nicht unmittelbar ersichtlich. Unter oxi-
dativen Bedingungen kann sie, ausgehend vom reduzierten FAD, je zwei ATP-Mo-
lekiile tiber die Atmungskette bereitstellen. Im Gegensatz dazu kann die Pyruvatde-
hydrogenase (PDH), welche den Acetyl-Rest nach der Decarboxylierung von Pyru-
vat auf Coenzym A tibertrdgt und somit seine Einschleusung in den Citratzyklus
ermoglicht, aus einem Pyruvatmolekiil bis zu 11 Molekiile ATP (3x NADH+HT,
1x FADH;) und ein Molekiil GTP generieren. EcPOX wurde deshalb als eine Art
Sicherheitssystem fiir den Ausfall der PDH beschrieben [56]. Es wurde jedoch beo-
bachtet, dass es bei der Kultivierung von E. coli-Zellen in Bioreaktoren zu einer ver-
mehrten Produktion von Acetat kommt, die das Wachstum der Zellen stort. Diese
Acetatproduktion wurde auf die Katalyse durch die POX zurtickgefiihrt [57]. An PDH-
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Deletionstimmen konnte gezeigt werden, dass POX deren Aufgabe, die Einschleu-
sung von Acteyl-CoA-Einheiten in den Citratzyklus, iibernehmen kann [56]. Eine
Deletion von POX wiederum fiihrt zu einer verdnderten Verteilung der Stoffwechsel-
produkte. Wahrend die eingeschleusten Acetyl-CoA-Einheiten der PDH hauptsach-
lich fiir die Energiegewinnung eingesetzt werden, werden die Acetyl-CoA-Einheiten
der POX fiir anaplerotische Reaktionen benétigt. Der zugrundeliegende Mechanis-
mus dieser Differenzierung ist jedoch unbekannt [56].

Acetat ist ein Stoffwechselendprodukt, das heifst es kann nur unter Energieverbrauch
wieder nutzbar gemacht werden. In E. coli sind dafiir 2 Systeme bekannt [58] (Abb.
[1.9). 1. Acetyl-CoA-Synthase-System (Acs). Die Acs tibertrdgt Acetylgruppen von Ace-
tat auf Coenzym A, wobei ATP zu AMP umgesetzt wird. Die Affinitdt des Enzyms fiir
Acetat ist hoch, die Aktivitdt jedoch gering [59]. 2. Acetatkinase-Phosphotransacety-
lase-System. In diesem System wird Acetat zundchst durch die Acetatkinase unter
ATP-Verbrauch zu Acetylphosphat umgesetzt. Mit Hilfe der Phosphotransacetylase
wird der Acetyl-Rest dann auf Coenzym A iibertragen. Obwohl die Aktivitdt des En-
zyms recht hoch ist, ist die Affinitdt fiir Acetat sehr gering (Ky; 300 mM). Mittels dieser
Systeme ist es E. coli moglich, aus Acetat Acetyl-CoA zu gewinnen. Letzteres kann
sowohl in den Citratzyklus eingeschleust, als auch fiir Synthesezwecke herangezo-
gen werden. Da Intermediate des Citratzyklus zugleich Vorstufen fiir die Synthese
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Fructose GTnhosphate

B Phosphoenolpyruvate

i+ Phosphoenolpyruvate
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ruvate oxidase B
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(pckA) Acetyl'AM P Acetate kinase
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von Aminosduren und Pyrimidinbasen sind, muss dieser kontinuierlich mit Interme-
diaten aufgefiillt werden. Dies erfolgt iiber den Glyoxylatweg [60]. In Mikroorganis-
men und Pflanzen kann somit durch Isocitratlyase und Malat-Synthase Oxalacetat
generiert werden. Dieses fungiert als Prakursor von Aspartat, Asparagin, Arginin
und Lysin [61]. Oxalacetat wird dariiberhinaus im Zuge der Gluconeogenese durch
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase zu Phosphoenolpyruvat decarboxyliert. Dieses
dient als Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Kohlenhydraten. Somit wird durch

die Pyruvatoxidase das Wachstum auf Acetat-haltigem Medium gewdihrleistet.

Auch aus anderen Organismen sind Pyruvatoxidasen bekannt. Die erste Kristallstruk-
tur dieser Enzymklasse wurde fiir die Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum (Lp-
POX) aufgeklart [62]. Laktobazillen sind nicht in der Lage Porphyrine zu synthetisie-
ren und besitzen deshalb auch keine Atmungskette. Das Produkt der durch LpPOX
katalysierten Reaktion ist Acetylphosphat [63][64]. Dieses stellt fiir Lactobacillus plan-
tarum eine Energiequelle unter aeroben Bedingungen dar, da es mittels Acetatkinase
zu Acetat und ATP konvertiert werden kann. Die Struktur einer weiteren POX ist
2007 aufgekldart worden. Sie stammt aus dem gram-positivem Bakterium Aerococcus
viridans und dhnelt der Struktur der LpPOX [65]. Beide Pyruvatoxidasen zeigen Ahn-
lichkeiten zu anderen ThDP-abhangigen Enzymen [66].

1.3.1 Aktivierung

Cunningham & Hager stellten 1971 fest, dass EcPOX durch Phospholipide und eine
Vielzahl von Detergenzien aktiviert werden kann [67][68]]. In Abbildung sind die
verschiedenen Aktivierungsmoglichkeiten der EcPOX zusammengefasst. Nicht-akti-
viertes Enzym ist nicht in der Lage an die Membran zu binden. Nach Substratzugabe
und somit Reduktion des FAD findet eine Konformationsdnderung statt, bei der ein
Lipidbindeanker exponiert wird [69][70]. Detergenzien oder Phospholipide kénnen
an das reduzierte Enzym binden und es aktivieren [67][68]. Alternativ dazu kann
eine Protease (x-Chymotrypsin) die exponierten C-terminalen Lipidbindedoménen
abspalten (23 Aminosduren, a-Peptid), wodurch das Enzym aktiviert wird [71]. Dieser
Prozess wird als proteolytische Aktivierung bezeichnet. Das proteolytisch verkiirzte
Enzym (A23-Variante) kann nicht mehr an eine Membran binden oder durch De-
tergenzien aktiviert werden [72]. Beide Aktivierungsmethoden generieren Enzym-
spezies mit dhnlichen strukturellen wie funktionellen Eigenschaften [73]]. In vivo wird
EcPOX durch die Bindung an die Zellmembran aktiviert [74][75].
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nicht-aktivierte EcPOX
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+ Pyruvat
Konformationsanderung

aktivierte EcPOX
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(in vivo)
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Abb.1.10: Aktivierungsmodell der
Proteolyse EcPOX. Nicht-aktiviertes Enzym kann
(in vitro) nicht an die Membran binden. Nach
Reduktion des Flavins mittels Pyruvat,
wird die Lipidbindedoméne exponiert.
Eine Bindung an die Membran ak-
tiviert die EcPOX. Alternativ kann
éé eine Protease die Lipidbindedoméne
FAD red — +> & abspalten und proteolytisch aktiviertes
% Protein  generieren (A23-Variante).
Diese Spezies kann nicht mehr durch
Lipide aktiviert werden.

* aktivierte EcPOX (A23 EcPOX)

?

£
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Die Membranbindung wird tiber die exponierten C-terminalen Doménen vermittelt
[76]. In Oligomerisierungsstudien mit einer Mischung aus Untereinheiten von EcPOX-
Wildtyp und einer EcPOX-Variante, die nicht in der Lage war an die Membran zu
binden, konnte zudem gezeigt werden, dass zwei C-Termini gemeinsam die Bindung
an die Membran vermitteln [77][78]. Eine Sekundarstrukturvorhersage nach dem von
Eisenberg entwickelten Verfahren [79] ergab, dass die 23 C-terminalen Aminosau-
rereste (a-Peptid) eine amphipatische Helix ausbilden konnen [80]. Es wurde pos-
tuliert, dass diese amphipatische Helix die Assoziation des Proteins an die Mem-
bran ermdglicht. Nach dem von den Autoren vorgeschlagenen Modell lagern sich
je zwei C-terminale Domédnen zusammen (pairing) [77][78]. Dieses aus zwei amphipa-
tischen Helices gebildete Strukturelement dockt in einem ersten Schritt an die Mem-
branoberfliche an. In einem zweiten Schritt verdrangen die C-terminalen Doménen
die Phospholipid-Kopfgruppen, was eine Wechselwirkung mit den Acylketten im In-
neren der Membran erlaubt. Der amphipatische Charakter der Helices soll hierbei
deren Dimerisierung {iiber die jeweils hydrophilen Oberflichen gewihrleisten. Die

Autoren konnten weiterhin zeigen, dass eine EcCPOX-Variante, bei der drei Aminosau-
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rereste am C-Terminus deletiert waren, eine reduzierte Aktivierbarkeit durch Deter-
genzien oder Phospholipide aufweist [77]. Es wurde deshalb ein Einfluss des C-ter-
minalen Arginins auf die Membranassoziation vermutet. Aufgrund seiner positiven
Ladung konnte es fiir die initiale Ausrichtung der EcPOX gegeniiber den negativ

geladenen Kopfgruppen verantwortlich sein.

1.4 Zielstellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Funktion und die Struktur der EcPOX nédher
zu charakterisieren. Ein besonderer Schwerpunkt lag dabei auf dem Aktivierungs-
mechanismus des Enzyms. Aufgrund der physiologischen Rolle der substratgetrie-
benen Konformationsdnderung und der durch sie induzierten Membranbindung ist
die EcPOX ein Modell-System fiir Protein-Lipid-Wechselwirkungen.

Funktionelle Charakterisierungen sollten mittels kinetischer Studien erfolgen. Eine
Bestimmung des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes in der nicht-aktivierten
und in der proteolytisch aktivierten EcPOX kénnte wertvolle Hinweise auf den durch
die Aktivierung beeinflussten Katalyseschritt geben.

Strukturelle Untersuchungen sollten diese Ergebnisse untermauern. Dabei sollte zum
einen die Konformationsanderung, die fiir die Exponierung der Lipidbindedoméne
verantwortlich ist, detailliert untersucht werden. Zum anderen stellten sich folgende
Fragen: Welche Unterschiede bestehen zwischen den aktiven Zentren des nicht-akti-
vierten und aktivierten Zustandes? Welche strukturellen Hintergriinde bedingen die
unterschiedliche Proteolysesensitivitdt des nicht-aktivierten und aktivierten Zustan-
des? Wie wird die Lipidbindedoméne im nicht-aktivierten Zustand stabilisiert?

Eine weitere Fragestellung betraf die Membranbindung der EcPOX, die durch eine
postulierte amphipatische Helix am C-Terminus vermittelt wird. Strukturelle Unter-
suchungen an der isolierten Lipidbindedomaéne (a-Peptid) sollten das vorgeschlagene
Modell verifizieren und die relative Orientierung dieser Doméne an der Membran

aufklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Thermocycler
Autoklav
Hochdruck-Dispersion
Ultrazentrifuge
Zentrifugen

FPLC-System

FPLC-Saulen

HPLC-System
HPLC-Sdulen

UV-Vis-Spektrometer

Rapid Quenched-Flow

Stopped-Flow-
Spektrometer

CD-Spektrometer
FTIR-Spektrometer
Spektrometer fiir IRRAS

T-Gradient
3870M
Constant Systems B
L8-60M
J2-HC
RC 5B
EBA 12
Pump P-500
Programmer GP-250 Plus
HiLoad 26/10, Q-Sepharose
HiLoad 26/60, Superdex 200
HiLoad 16/60, Superdex 75
Ni-NTA super flow
Akta purifier
analytisch
Jupiter 300-5 C18
(250x4,6 mm)
prdparativ
Nucleosil 500-5 C18
(250x10 mm)
Uvikon 940
Jasco V-560
RQF-3
SX-18MV

Jasco J-810
modifiziertes IFS 25
Equinox 55 FT-IR

Biometra GmbH
Tuttnauer Europe B.V.
IUL Instruments GmbH
Beckman Coulter GmbH
Beckman Coulter GmbH

Thermo Fisher Scientific GmbH

Hettich GmbH & Co.KG
Pharmacia LKB
Pharmacia LKB

GE Healthcare GmbH
GE Healthcare GmbH
GE Healthcare GmbH
Qiagen GmbH

GE Healthcare GmbH

Phenomenex GmbH

Macherey-Nagel GmbH

Kontron Instruments
Jasco GmbH

Kintek

Applied Photophysics

Jasco GmbH
Bruker Optics
Bruker Optics
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NMR-Spektrometer

Avance ARX 400
Avance II 600

Bruker Biospin

Bruker Biospin

2.1.2 Chemikalien, Proteine, Materialien

Chemikalien

Acrylamid (30%) 37,5:1
Agar-Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Aprotinin

Benzylviologen
Bromphenolblau
Coomassie-Brillantblau G250
DTE

Deuteriumoxid (99,9%)

E. coli polar lipid extract
EDTA

Essigsdure

Ethanol (96%)
Ethylenglykol
Indigodisulfonat
Kaliumhexacyanoferrat(III)
FAD

B-D-Glukose
Glutaryl-L-phenylalanin-4-nitroanilid
Glycerol (87%)

Glycin

Hefeextrakt

IPTG

Kaliumhydroxid
Kanamycin
Magnesiumsulfat (Heptahydrat)
MES

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VEB Laborchemie, Apolda
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VEB Laborchemie, Apolda

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
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PATS

PEG 2000
Phenosafranin
Phosphorsédure (85%)
Protaminsulfat
Salzsaure (37%)
Schwefelsdure (97%)
SDS

D1,SDS
Streptomycinsulfat
TCA

TEMED
ThDP-Hydrochlorid
Tris

Trypton
Ubichinon-0

Alle verwendeten Feinchemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad pro analysi und

Lancaster Synthesis, Morecambe, England
VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt
VWR International GmbH, Darmstadt
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Euriso-Top GmbH, Saarbriicken
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

wurden ohne weitere Reinigung verwendet.

Proteine

Alkalische Phosphatase (10.000 U/mL) NEB, Frankfurt

BamHI (20.000 U/mL)
Bsal (10.000 U/mL)

Rinderserumalbumin, Fraktion V

a-Chymotrypsin
DNasel

Pfu DNA-Polymerase
Dpnl

GOX

T4 DNA-Ligase
dNTP

NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
NEB, Frankfurt

Fermentas, St. Leon-Rot

Die angegebenen units entsprechen den vom Hersteller definierten Einheiten.
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Verwendete Kits
Miniprep Kit

Gel Extraktions Kit
PCR Reinigungs Kit

Qiagen, USA
Qiagen, USA
Qiagen, USA

2.1.3 Stamme, Plasmide, Oligonukleotide

In Tabelle 2.1. sind die verwendeten Stimme mit deren genetischen Verdnderungen

aufgefiihrt. Plasmide, welche in diese Organismen transformiert wurden, um das
gewiinschte Genprodukt zu erhalten, sind in Tabelle 2.2| dargestellt.

Tab. 2.1: Verwendete Bakterienstimme mit deren Genotyp sowie die Bezugsquelle.

Bezeichnung Genotyp Bezugsquelle
Prof. Dr. R. Kolter,
) Harvard Medical
E. coli ZK126 F~ W3110 tna2 AlacU169 School, Boston, USA

[81]

F" recAl endA1 gyrA96 thi-1

E. coli XL1-Blue hsdR17  supE44  relA1 lac Stratagene, USA
[proAB  lacliZAM15 Tnl0
(TetR)]
F~ ompT gal dcm lon

E. coli BL21(DE3) hsdSB(rB~ mB~) A (DE3 | Novagen, USA
[lacl lacUV5-T7 gene 1 indl
sam7 nin5])
F~ ompT  gal dem

E. coli Rosetta(DE3) pLysS | 1sdSB(rB mB~) A (DE3 [lacl | Novagen, USA

lacUV5-T7 gene 1 indl sam7
nin5]) pLysSRARE(Cam®)

Oligonukleotide, welche zur Generierung von Punktmutationen der Pyruvatoxidase

aus Escherichia coli verwendet wurden, sowie die Oligonukleotide, welche zur an-

schlieflenden Sequenzierung dieser Mutanten verwendet wurden, sind in Tabelle

zusammengefasst. Fiir die rekombinante Generierung des a-Peptides musste die Se-

quenz aus dem Wildtyp-Plasmid amplifiziert werden. Die Oligonukleotide, welche
dafiir benétigt wurden, sind in Tabelle 2.4 angegeben.
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Tab. 2.2: Verwendete Plasmide mit der Antibiotikaresistenz und der Bezugsquelle.

Bezeichnung Eigenschaften Resistenz Bezugsquelle

pYYC102 poxB-Gen unter Kon- AmpR Prof. Dr. John E. Cronan
trolle des tac-Promotors

pET-SUMO Expression von SUMO Kan® | Invitrogen BT

pET-SUMO-alpha | Expression des SUMO- Kan® | Ergebnis dieser Arbeit
alpha Konstruktes

pULP1 Expression der SUMO- Cam® | Invitrogen BT
Protease

Tab. 2.3: Oligonukleotide fiir die ortsgerichtete Mutagenese. In der Spalte Sequenz ist
dasjenige Nukleotid markiert, welches von der Wildtyp-Sequenz abweicht. Die Nukleotide,
welche fiir die Sequenzierung nétig waren, sind im unteren Teil der Tabelle dargestellt.

Name Sequenz 5'— 3’

D27A-f GGAGTCACAGGCGCCTCTCTGAACGGTC
D27A-b GACCGTTCAGAGAGGCGCCTGTGACTCC
D27N-f GGAGTCACAGGCAACTCTCTGAACGG
D27N-b CCGTTCAGAGAGTTGCCTGTGACTCC
F465A-f | CAACAGCGTGCTGGGCGCTGTGGCGATGGAGATG
F465A-b | CATCTCCATCGCCACAGCGCCCAGCACGCTGTTG
F4651-f | CAACAGCGTGCTGGGCATTGTGGCGATGGAGATG
F4651-b | CATCTCCATCGCCACAATGCCCAGCACGCTGTTG
Seq27-b TGAGCGGCAATCGCCAGTA

Seq465-f TGCCGCCGATGACGCTAT

Tab. 2.4: Oligonukleotide zur Amplifizierung der Sequenz fiir das a-Peptid vom Original-

Plasmid pYYC102.

Name

Sequenz 5'— 3’

alpha-f

alpha-b

ATGGTCTCATGGTATGCTGCGCGCAATCAT
CGCGGATCCCTATTACCTTAGCCAGTTTGTTTT
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2.2 Molekularbiologische Arbeiten

2.2.1 Generierung der EcPOX-Varianten

Punktmutationen der EcPOX (Asp27Ala, Asp27Asn, Phe465Ala, Phe465lle) wurden
mit Hilfe der Anleitung aus dem QuikChange®-Kit (Stratagene, USA) eingefiihrt.
Mit dem Programm PrimerX (http://www.bioinformatics.org/primerx/index.htm)
wurden die Primersequenzen erstellt (siehe Tab. und bei Eurofins MWG Operon
synthetisiert. Das Wildtyp-Plasmid (pYYC102) wurde aus einer Ubernacht-Kultur (5
mL LB-Amp (1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe, 0,5 % NaCl (w/v), 100 ug/mL
Ampicillin), 30 °C, 200 rpm) mit Hilfe des Miniprep-Kits (Tab. prépariert. Die
DNA-Konzentration wurde spektrometrisch bestimmt (siehe 2.7.3). Zur Einfiihrung
der Mutationen wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit 25 ng Plasmid-DNA
(pYYC102) im Ansatz durchgefiihrt. Das PCR-Programm wurde nach der QuikChan-
ge®-Anleitung mit 16 Zyklen fiir eine Punktmutation bei den entsprechenden Tem-
peraturen durchgefiihrt. Methyliertes Plasmid ohne Mutation (urspriingliches Plas-
mid) wurde mittels Dpnl fiir 4 Stunden bei 37 °C verdaut. Unmethyliertes Plasmid
(2 uL des PCR-Ansatzes) wurde in elektrokompetente E. coli XL1-blue Zellen (Tab.
transformiert (Parameter: 2500 V, 25 mF, 200 Q2). Nach 30 miniitiger Inkubation
bei 37 °C in SOC-Medium (2 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe, 20 mM Glukose,
10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQOy, 2,5 mM KCI) wurden die Zellen auf
selektivem LB-Medium (LB-Amp) ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Am néchsten Tag wurde das Plasmid aus den vorhandenen Einzelkolonien mittels
Miniprep-Kit isoliert und die DNA-Konzentration bestimmt. Der Erfolg der Mutage-
nese wurde mittels Sequenzierung kontrolliert (Eurofins MWG Operon, Sequenzier-
primer siehe Tab. . Plasmide, welche die korrekte Mutation enthielten, wurden in
den Expressionsstamm ZK126 (Tab. transformiert und als Glycerolkultur (70 %
(v/v) LB-Kultur (OD 0,6) + 30 % (v/v) Glycerol) bei -70 °C gelagert.

2.2.2 Generierung des SUMO-alpha Fusionproteins

Zur Expression des a-Peptides wurde auf Grund der geringen Grofie des Peptides
(23 Aminoséduren) ein Fusionsprotein mit dem SUMO-Protein generiert. Das Wildtyp-
Plasmid (pYYC102) wurde zunéchst mit Hilfe des Miniprep-Kits (Tab. prapa-
riert und die DNA-Konzentration bestimmt (Abschnitt[2.7.3). Die Nukleotidsequenz
des a-Peptides wurde mittels PCR aus dem pYYC102-Plasmid amplifiziert. Dazu wur-
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den die angegebenen Primer (alpha (Tab.[2.4), 0,5 pmol/uL) mit den dNTPs (200 uM),
der Pfu DNA-Polymerase und der Plasmid-DNA (380 ng) versetzt und einem mehr-
schrittigen Amplifikationszyklus unterworfen (PCR-Programm siehe Anhang [A.T).
Das erhaltene PCR-Produkt wurde gereinigt (PCR-Reinigungskit, Tab. und auf-
konzentriert. Zundchst wurde das Konstrukt mit dem Restriktionsenzym Bsal fiir
3 Stunden bei 50 °C verdaut (BamHI Puffer, BSA (1:10)). AnschlieSfend wurde mit
BamHI fiir 3 Stunden bei 37 °C geschnitten. Beide Restriktionsenzyme wurden fiir
20 Minuten bei 65 °C denaturiert. Der gesamte Ansatz wurde auf ein prédparatives
Agarosegel (1,7 % (w/v)) geladen und aufgetrennt (400 mA, 100 V, 15 Minuten). Die
entsprechende Bande wurde ausgeschnitten und mittels Gelextraktionskit (Tab.
gereinigt. Der Zielvektor (pET-SUMO, Tab. wurde in XL1-blue Zellen (Tab.
transformiert und vermehrt. Das Plasmid wurde mittels Miniprep-Kit extrahiert und
die DNA-Konzentration bestimmt. Damit das amplifizierte Konstrukt mit den ge-
nerierten Enden in den Vektor ligieren kann, musste dieser mit denselben Restrik-
tionsenzymen (Bsal und BamHI) verdaut werden. AnschliefSfend wurde der Vektor
am 5-Ende mit Hilfe von alkalischer Phosphatase fiir eine Stunde bei 37 °C dephos-
phoryliert. Auch dieser Ansatz wurde auf ein praparatives Agarosegel (1 % (w/v))
aufgetragen und aufgetrennt (400 mA, 100 V, 30 Minuten). Die entsprechende Bande
(ungefdhr 5 kb) wurde ausgeschnitten und mittels Gelextraktionskit gereinigt. Der
gereinigte und geschnittene Vektor und das DNA-Konstrukt wurden mit Hilfe der T4
DNA-Ligase ligiert. Es wurde einmal mit 5-fachem und einmal mit 10-fachem Uber-
schuss an Fragment im Vergleich zum Vektor gearbeitet. Fiir die Berechnung des Li-
gationsansatzes wurde folgende Formel (GL [82]) verwendet.

5 (10) - 100 ng Vektor - Lange Fragment [bp]
Lange Vektor [bp]

Masse Fragment [ng] = (2.1)

Mit 97 bp DNA-Fragment und 5643 bp Vektor ergaben sich 2 verschiedene Proben und
eine Negativkontrolle ohne DNA-Fragment. Die Ansédtze mit Vektor, DNA-Fragment
und Ligase wurden bei 16 °C iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte eine
Transformation von 1,5 uL des Ligationsansatzes in einen Klonierungsstamm (XL1-
blue) mit Kanamycin als Selektionsmarker. Der Erfolg der Ligation wurde mittels
Kolonie-PCR iiberpriift. Dafiir wurde eine kleine Menge einer Einzelkolonie von der
Kulturplatte entnommen und in 40 uL destilliertem Wasser ausgerieben. Diese Zell-
suspension wurde 10 Minuten auf 110 °C erhitzt und anschlieflend als Template in
die PCR eingesetzt. Es wurden die gleichen Konzentrationen (Primer, ANTP’s, Poly-
merase) und Einstellungen des PCR-Programms wie fiir die Amplifizierung (Tab.
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verwendet. Fand eine Ligation von Template und Vektor statt, dann konnten in einem
Agarosegel (1,7 % (w/v)) eine Bande, die der Grofle des DNA-Konstruktes (69 bp)
entsprach, beobachtet werden. Von einer solchen positiven Kolonie wurde das Plas-
mid prépariert, die DNA-Konzentration bestimmt und eine Sequenzierung durchge-
tithrt (Eurofins MWG Operon). Fiir die Sequenzierung wurden Primer verwendet,
welche an den T7-Promotor des pET-Vektors binden kdnnen. Nach Bestdtigung der
korrekten Sequenz wurde das Plasmid in den Expressionsstamm BL21(DE3) (Tab.
transformiert. Ein Expressionstest (SDS-PAGE, 15 %ig, [83]) vor und nach In-
duktion mit 1 mM IPTG bestétigte die Expression des gewiinschten Konstruktes. Das
Plasmid wurde als pET-SUMO-alpha bezeichnet (Tab. [2.2). Zur Lagerung wurde das
Plasmid in BL21(DE3)-Zellen transformiert und diese als Glycerolkultur (siehe Ab-
schnitt2.2.T) bei -70 °C aufbewahrt.

2.3 Prdparation der Pyruvatoxidase und deren Varianten

2.3.1 Zellanzucht

Die Pyruvatoxidase aus Escherichia coli wurde rekombinant in E. coli hergestellt. Das
Wildtyp-Plasmid (pYYC102) wurde freundlicherweise von Herrn John E. Cronan, Jr.
(Universitat Illinois, USA) und die Zellen (ZK126) von Herrn Roberto Kolter (Har-
vard Medical School, Boston, USA) zur Verfiigung gestellt [81][78] (Tab.[2.1.3/und 2.3).
Die Plasmide mit den Punktmutationen wurden wie in Abschnitt generiert. Alle

Stamme wurden als Glycerolkultur gelagert.

Die Zellen wurden in 6x 1 Liter LB-Medium (Abschnitt mit 100 ug/mL Ampi-
cillin im Schiittelkolben bei 37 °C unter konstantem Schiitteln kultiviert. Die ZK126-
Zellen exprimieren zu Beginn der stationdren Wachstumsphase einen rpoS codier-
ten oS-Faktor [81][78][84]. Dieser dient als Induktor fiir das Plasmid. Die Zellen ex-
primieren somit das Genprodukt sobald sie sich in der stationdren Phase des Wachs-
tums befinden. Nach 19 Stunden Inkubation wurden die Zellen mittels Zentrifugation
(4.000 g, 10 min, 8 °C) geerntet und bei -20 °C eingefroren. Die Lagerung bis zur wei-
teren Aufarbeitung erfolgte bei -20 °C.

2.3.2 Proteinreinigung

Die folgenden Arbeiten wurden auf Eis bzw. im Kiihlraum (~ 8 °C) durchgefiihrt.

Die eingefrorenen Zellen (ca. 20 g) wurden mit dem doppelten Volumen 20 mM Kali-
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umphosphatpuffer pH 6.5 (KPP) mit 0,1 mM FAD resuspendiert. Anschlieffend wurde
die Zellsuspension mittels Hochdruck-Dispersion bei 2.200 bar aufgeschlossen und
unlosliche Zellbestandteile mittels Ultrazentrifugation (70.000 g, 30 min, 4 °C) abge-
trennt. Im Uberstand befindliche Desoxyribonukleinsaure (DNA) wurde mittels 0,5 %
(w/v) Streptomycinsulfat fiir 30 Minuten gefallt. Mit dem Uberstand nach einer wei-
teren Zentrifugation (70.000 g, 30 min, 4 °C) wurde eine Hitzefdllung durchgefiihrt.
Dazu wurde das Proteingemisch unter Riithren in einem Becherglas in einem 80 °C
warmem Wasserbad fiir 3 Minuten auf 65 °C erhitzt. Ausgefallendes hitzelabiles Pro-
tein wurde mittels Zentrifugation (70.000 g, 30 min, 4 °C) sofort abgetrennt. Nach
erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand mit 1 mL/min auf einem mit Niedrig-
salzpuffer (20 mM KPP pH 6.5) dquilibrierten Anionenaustauscher (HiLoad 26/10 Q
Sepharose, 50 mL) aufgetragen. Protein, welches nicht an die Sdule gebunden hatte,
wurde mit 3 Sdulenvolumina 10 % Hochsalzpuffer (300 mM KPP pH 6.5) eluiert. Ein
sich anschlieflender linearer Gradient iiber 6 Sdulenvolumina von 10 % auf 100 %
Hochsalzpuffer eluierte das Protein bei ungefdhr 160 mM KPP pH 6.5. Das Eluat
wurde fraktioniert gesammelt und anschlieSend mit Hilfe der SDS-PAGE [83] auf
Reinheit untersucht. Fraktionen, die eine Reinheit von mindestens 90 % aufwiesen,
wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration (30 kDa MWCO) aufkonzentriert, aliquo-
tiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C bis zur weiteren Verwen-
dung gelagert. Fraktionen mit geringerer Reinheit wurden aufkonzentriert und auf
eine mit Hochsalzpuffer (300 mM KPP pH 6.5) dquilibrierte Gelfiltrationssdule (Su-
perdex 200 26/60, 320 mL) aufgetragen und mit 0,9 mL/min aufgetrennt. Fraktionen,
welche eine Reinheit von mehr als 90 % aufwiesen, wurden vereinigt, aufkonzen-
triert, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C bis zur wei-
teren Verwendung gelagert. Die Ausbeuten lagen bei allen Varianten bei 17-22 mg
Protein/Liter Medium.

2.4 Praparation des a-Peptides

Zur Expression des a-Peptides wurde auf Grund der Kiirze des Peptides (23 Ami-
nosduren) ein Fusionsprotein mit dem SUMO-Protein (ca. 100 Aminosduren, 11 kDa)
generiert. SUMO steht fiir small ubiquitin like modifier und bezeichnet ein kleines Pro-
tein, welches ubiquitdr in Eukaryonten vorkommt und zelluldre Prozesse reguliert
[85]. Die Vorteile einer Fusion mit dem SUMO-Protein bestehen in der einfachen De-
tektion und Reinigung und in der Tatsache, dass das SUMO-Protein schnell in die
native Form faltet und somit als Chaperon fiir das Fusionsprotein agiert. Durch diese
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Funktion wird zudem das Fusionsprotein vor dem Abbau geschiitzt [86]. Ein wei-
terer Vorteil besteht in der sehr effizienten Abspaltung des N-terminalen SUMO-tags.
Die SUMO-Protease, eine Cysteinprotease, erkennt die dreidimensionale Struktur des
SUMO-tags und schneidet spezifisch vor der ersten Aminosdure des Zielproteins.
SUMO-tag und SUMO-Protease besitzen einen N-terminalen His-tag, der eine ein-
fache Reinigung und Abtrennung der SUMO-Produkte ermdoglicht [87].

2.4.1 Praparation des SUMO-alpha Fusionsproteins
2.4.1.1 Zellanzucht

Die Zellen mit dem generierten Plasmid (pET-SUMO-alpha (siehe Abschnitt [2.2.2))
wurden in einer Glycerinkultur bei -80 °C aufbewahrt. Aus dieser Losung wurde
zundchst auf Kanamycin-haltiger (50 ug/mL) LB-Agar-Platte ein Verdiinnungsaus-
strich hergestellt und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden Zellen
einer Einzelkolonie in einer Vorkultur (100 mL LB-Kan) unter konstanter Beltiftung
(200 rpm) tiber Nacht bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (2.600 g, 15
min, 8 °C) und mit frischem LB-Kan-Medium resuspendiert und in 6x 1 L Schiittelkul-
tur bei 37 °C kultiviert. Nachdem eine optische Dichte von 0,6 erreicht war, wurde
die Expression des gewiinschten Gens mit 1 mM IPTG induziert. Nach 19-stiindiger
Inkubation bei 37 °C und konstanter Beliiftung (200 rpm) wurden die Zellen geerntet
(4.000 g, 10 min, 8 °C). Das Zellpellet wurde bei -20 °C gelagert.

2.4.1.2 Proteinreinigung

Ungefihr 25 g Zellen (His-SUMO-alpha) wurden mit ca. 50 mL Puffer (50 mM Kali-
umphosphatpuffer pH 7.2, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol) resuspendiert und mittels
Hochdruck-Dispersion bei 2.200 bar aufgeschlossen. Die unloslichen Zellbestandteile
wurden abzentrifugiert (70.000 g, 30 min, 4 °C) und die DNA im Uberstand mit
0,5 % (w/v) Streptomycinsulfat fiir 30 Minuten gefallt. Zusatzlich wurde ein DNase
I-Verdau (5 pg/mL) fiir weitere 30 Minuten durchgefiihrt. Zur Erthohung der DNase-
Aktivitit wurde die Magnesiumkonzentration im Uberstand auf 10 mM MgSOj ein-
gestellt. AnschliefSend wurde noch zweimal zentrifugiert (70.000 g, 30 min, 4 °C). Der
Uberstand (ungefihr 100 mL) wurde iiber einen Superloop auf die mit Niedrigimi-
dazolpuffer (50 mM KPP pH 7.2, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol) dquilibrierte Ni-
NTA-Affinitatssdule (ca. 15 mL Sdulenvolumen) mit 1 mL/min aufgetragen. Nach
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Auftragung der gesamten Probe, wurde mit 2 mL/min bei 10 % Hochimidazolpuffer
(50 mM KPP pH 7.2, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol), Protein, welches nicht an
das Sdulenmaterial gebunden hatte, eluiert, bis die Basislinie bei einer Wellenldnge
von 280 nm wieder erreicht wurde. AnschliefSfend wurde ein Gradient von 10 % bis
100 % Hochimidazolpuffer iiber 5 Sdulenvolumina angelegt. Das Eluat wurde frak-
tioniert gesammelt und die Reinheit der Proteinproben mittels SDS-PAGE (15 % [83]])
tiberpriift. Fraktionen, welche SUMO-alpha Protein enthielten, wurden vereinigt und
mittels Ultrafiltration (10 kDa MWCO) auf ungefdhr 3 mL aufkonzentriert. Diese Lo-
sung wurde dann auf eine dquilibrierte (50 mM KPP pH 7.2, 300 mM NaCl) Gelfil-
trationssdule (Superdex 75 16/60, 120 mL) aufgetragen und mit 1 mL/min eluiert.
Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (15 % [83]) auf ihre Reinheit
tiberpriift. Fraktionen mit {iber 90 % Reinheit wurden vereinigt, autkonzentriert, ali-

quotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

2.4.2 Praparation der SUMO-Protease
2.4.2.1 Zellanzucht

Zellen des E. coli-Stammes (Rosetta(DE3) pLysS, Tab. wurden mit dem Plas-
mid fiir die SUMO-Protease (pULP1, Tab. transformiert (Abschnitt[2.2.1) und auf
Medium mit Selektionsmarker (35 pg/mL Kanamycin und 30 yg/mL Chlorampheni-
col) tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen und das Plasmid wurden freundlicher-
weise von der AG Biotechnologie an der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
zur Verfligung gestellt. Eine Einzelkolonie wurde in einer Vorkultur (50 mL LB-Kan-
Cam) tiber Nacht bei 37 °C angezogen. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation
(2.600 g, 15 min, 8 °C) geerntet und in frischem Medium resuspendiert und in 1 Liter
Hauptkultur (LB-Kan-Cam) inokuliert. Diese wurde bei 37 °C im Schiittelkolben (200
rpm) inkubiert. Bei einer optischen Dichte von ca. 1 wurde die Expression der SUMO-
Protease mit 0,75 mM IPTG fiir 4 Stunden bei 30 °C induziert. Die Zellen wurden
geerntet (4.000 g, 10 min, 8 °C) und bei -20 °C eingefroren.

2.4.2.2 Proteinreinigung

Das Zellpellet (ca. 2 g Zellen) wurde in ca. 40 mL Aufschlusspuffer (20 mM Tris/HCl
pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 10 mM MgSQOy, 1 mM B-Mercaptoethanol) re-
supendiert. Anschlieflend wurden die Zellen mittels Hochdruck-Dispersion bei 2.200
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bar aufgeschlossen. Die unldslichen Bestandteile wurden pelletiert (70.000 g, 30 min,
4 °C). Die DNA im Uberstand wurde mit 5 ug/mL DNase I verdaut. Nach erneuter
Zentrifugation (70.000 g, 30 min, 4 °C) wurde der Uberstand mit 1 mL/min auf die
dquilibrierte (20 mM Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 1 mM B-Mer-
captoethanol) Ni-NTA-Affinitdtssdule (ca. 15 mL Sdulenvolumen) aufgetragen. An-
schlieflend wurde das nicht an die Sdule gebundene Protein mit einem Puffer, der eine
geringe Imidazol-Konzentration (20 mM Tris/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 mM Imi-
dazol, 1 mM B-Mercaptoethanol) enthielt, eluiert, bis die Basislinie bei einer Wellen-
lange von 280 nm erreicht war. Ein Gradient von 0 % bis 100 % Imidazol (20 mM
Tris/HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 250 mM Imidazol, 1 mM pB-Mercaptoethanol) wurde
tiber 10 Sdulenvolumina angelegt. Das eluierte Protein wurde fraktioniert gesammelt
und die Reinheit mittels SDS-PAGE (15 % [83]) kontrolliert. Uberschiissiges Imidazol
wurde aus den vereinigten Fraktionen mittels Dialyse (14 kDa MWCO) iiber Nacht
gegen 150 mM Tris/HCl pH 8.0, 2 mM EDTA, 1 mM DTE entfernt. Nach mehrma-
ligem Pufferwechsel wurde Glycerin zugeben, so dass die SUMO-Protease in 75 mM
Tris/HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTE und 50 % Glycerin bei -80 °C eingefroren
werden konnte.

2.4.3 Isolierung des a-Peptides

Zur Gewinnung des a-Peptides musste das SUMO-alpha Fusionsprotein mit der SU-
MO-Protease gespalten werden. Dazu wurden die Protease und das SUMO-alpha Fu-
sionsprotein in 50 mM KPP pH 7.2 in einem Verhiltnis von 1:2000 (molare Konzen-
tration) vereinigt und fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Konzen-
tration des Fusionsproteines im Proteolyseansatz sollte moglichst hoch sein, da eine
Aufkonzentrierung des a-Peptides nicht ohne Weiteres moglich ist. Zur Abtrennung
der SUMO-Protease und des abgeschnittenen SUMO-Teils des Fusionsproteins wurde
eine erneute Affinitdtschromatographie (Ni-NTA, ca. 15 mL) mit 50 mM KPP pH 7.2
als mobiler Phase durchgefiihrt. Das im Durchfluss enthaltene a-Peptid musste an-
schliefSend mittels Umkehrphasen-HPLC (RP-HPLC) gereinigt werden. Zur Bestim-
mung der optimalen Reinigungsbedingungen wurde zunéchst ein analytischer Lauf
mit einer C18-HPLC-Sdule (Phenomenex Jupiter 300) gestartet. Nach erfolgter Opti-
mierung wurde das a-Peptid mit einer praparativen RP-HPLC-Sédule (Nucleosil 500)
gereinigt. Dazu wurde die Sdule mit Puffer A (Wasser mit 0,1 % TFA) bei einer Fluss-
geschwindigkeit von 1 mL/min dquilibriert und anschlieffend die Probe injiziert (ca.
1 mg). Nach erfolgter Injektion wurde ein linearer Gradient mit Puffer B (66 % Ace-
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tonitril, 33 % Isopropanol, 0,1 % TFA, [80]) tiber 180 mL angelegt. Das Elutionsprofil
ist in Abbildung A gezeigt. Die erhaltenen Peaks wurden fraktioniert gesammelt
und mittels MALDI-Massenspektrometrie (Abb. B) analysiert. Fraktion 2 enthélt
das gereinigte a-Peptid mit einer molaren Masse von 2641 Da.

2.5 Chemische Synthese des a-Peptides

Die Synthese des aus 23 Aminsduren bestehenden a-Peptides (EcPOXs50—572, H-Met-
Leu-Arg-Ala-Ile-Ile-Ser-Gly-Arg-Gly-Asp-Glu-Val-Ile-Glu-Leu-Ala-Lys-Thr-Asn - Trp-
Leu-Arg-OH) erfolgte in Kooperation mit der AG Naturstoffbiochemie an der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg nach dem Prinzip der Festphasen-Synthese an
einem Peptidsynthesizer (ABI 443A). Die Synthesevorschrift ist im Anhang auf
Seite[I68|beschrieben. Das Rohprodukt wurde iiber Umkehrphasen-HPLC (C18-Saule,
5-35 % Wasser/ Acetonitril Gradient (mit 0,1 % TFA)) gereingt. Die korrekte Synthese
wurde mit Hilfe der Massenspektrometrie bestatigt (Spektren nicht gezeigt).

2.6 Bestimmung des Extinktionskoeffizienten der EcPOX

FAD ist fest, aber nicht-kovalent an die Pyruvatoxidase gebunden. Wenn sichergestellt
ist, dass kein freies FAD in der Losung vorliegt, kann anhand der FAD-Absorption
der Extinktionskoeffizient des Proteins bestimmt werden. Das Spektrum von EcPOX
(1 mg/mL) wurde im Wellenldngenintervall von 300-650 nm aufgenommen und die
Extinktion des Absorptionsmaximums (438 nm) bestimmt. Anschlieffend wurde das
Protein bei 95 °C fiir 5 Minuten im Wasserbad denaturiert. Ausgefallenes Protein
wurde abzentrifugiert (10.000 g, 5 min, 4 °C) und ein Spektrum des Uberstandes im
gleichen Wellenldngenbereich aufgenommen. Der Uberstand enthielt ausschliellich
das vormals proteingebundene FAD. Anhand des bekannten Extinktionskoeffizienten
des freien oxidierten FAD (erap 448nm = 10.961 M~ em~! [88]) konnte der Extinktions-

koeffizient der EcCPOX bestimmt werden. Er betragt e .pox 438nm = 13.721 M~ tem™1.
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2.7 Konzentrationsbestimmungen

2.7.1 Konzentration der EcPOX

Die Proteinkonzentration der Pyruvatoxidase aus E. coli wurde entweder iiber die
Proteinextinktion bei 438 nm und den ermittelten Extinktionskoeffizienten (sieche Ab-
schnitt oder durch das Verfahren nach Bradford [89] bestimmt. Fiir die Methode
nach Bradford wurde eine Eichgerade mit Albumin Fraktion V erstellt, anhand derer

die Konzentration der unbekannten Proteinldsung bestimmt werden konnte.

2.7.2 Konzentration des a-Peptides

In der Sequenz des a-Peptides befindet sich nur ein Tryptophan. Uber dieses wurde
die Konzentration des a-Peptides spektroskopisch bei einer Wellenldnge von 280 nm
ermittelt (4-peptia = 5-500 M1 cm ™).

2.7.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurden UV /Vis-Spektren (240-340 nm)
vom Puffer und von der Probe aufgenommen. Das Pufferspektrum wurde von dem
Probenspektrum abgezogen und die Absorption bei 260 nm bestimmt. Mit Gleichung
n [82] wurde die DNA-Konzentration in yg/mL bestimmt.

c = OD260nm -V-F (2.2)

Dabei ist ODagpup, die optische Dichte bei 260 nm, V' der Verdiinnungsfaktor und F
der Faktor fiir dsDNA (hier F=50).

2.8 Aktivitaitstest

Die Messung der enzymatischen Aktivitdt erfolgte mittels eines Reduktaseansatzes
mit Kaliumhexacyanoferrat (K3[Fe(CN)g]) als artifiziellem Elektronenakzeptor. Dieser
Aktivitatstest wurde von Mather & Gennis [70] beschrieben und leicht verdndert ange-
wandt. Bei diesem Test wird das Enzym (80 uM) in 100 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM
MgSO,4 und 1 mM ThDP mit 200 mM Pyruvat fiir 5 Minuten inkubiert. Nach Zugabe
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von 10 mM Kaliumhexacyanoferrat wird die Absorptionsabnahme bei 450 nm ver-
folgt. Der Extinktionskoeffizient von Kaliumhexacyanoferrat wurde bei einer Wellen-
linge von 450 nm bestimmt (ex;[recn),] = 218,8 M~ ecm~! [90]). Die Messtemperatur
betrug 30 °C. Mit Gleichung 2.3|wurde die spezifische Aktivitdt berechnet.

Ao = dE/dt -V

= (2.3)
z-d -0 € Fe(cN)g) * [E]

Darin bedeuten: Ag spezifische Aktivitat (U/mg), dE/dt Extinktionsanderung pro
Zeit (min~ 1), V Volumen des Messansatzes (uL), z Anzahl der tibertragenen Elek-
tronen (z=2), d Schichtdicke der Messkiivette (d=1 cm), v Volumen an Enzymldsung
(ML), €k, [Fe(cn),) Extinktionskoeffizient von Kaliumhexacyanoferrat bei 450 nm (218,8
M~ ecm~1) und [E] Enzymkonzentration (mg/mL).

2.9 Proteolytische Aktivierung

Zur Aktivierung der EcPOX vor kinetischen oder spektroskopischen Messungen so-
wie der Kristallisation wurde routineméfSiig die Methode der limitierten Proteolyse
angewandt, bei der 23 Aminosduren C-terminal von jeder Untereinheit abgespalten
werden. Recny und Hager haben ein Protokoll dafiir angegeben [69], welches in mo-
difizierter Form verwendet wurde [91].

In einem Ansatz werden 3 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH 6.0 mit 20 mM MgSO,
und 10 mM ThDP mit 200 mM Pyruvat reduziert. Nach 10 Minuten wird 20 pg/mL
a-Chymotrypsin (1 mg/mL Stammldsung in 1 mM HCI) zugefiigt und die Proteolyse
nach 40 Minuten durch Zugabe eines 10-fachen Uberschusses an Aprotinin, einem
Proteaseinhibitor, abgestoppt. Die Protease, der Inhibitor und tiberschiissiges Pyruvat
wurden mittels Ultrafiltration (30 kDa MWCO) abgetrennt. Anschlieflend wurde die
proteolytisch aktivierte EcCPOX in den Messpuffer umgepuffert.

Fiir die zeitabhdngigen Proteolyseexperimente wurden die gleichen Konzentratio-
nen an Enzym und Kofaktoren im Ansatz verwendet. Die Reaktion wurde jedoch
mit SDS-Probenpuffer unter Erwarmung fiir 5 Minuten auf 95 °C abgestoppt. An-
schlieflend wurde das Proteolysemuster der Proben mit Hilfe eines SDS-Gels (10 %
[83]) analysiert. Zur Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Substraten und
Substratanaloga auf Teilreaktionen wurden folgende Konzentrationen angewandt.
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Gesamtreaktion. Zur simultanen Charakterisierung von Substratbindung und Re-
duktion des Flavins wurde das Enzym mit 200 mM Pyruvat reduziert und anschlie-

8end mit der Protease verdaut.

Substratbindung. Zur Generierung des pra-Decarboxylierungsintermediates wurde
die EcPOX mit 20 mM Methylacetylphosphonat (MAP) inkubiert. Das Substratanalo-
gon bindet an das C(2)-Atom des ThDP und bildet ein Phosphonolaktyl-ThDP (PL-
ThDP) aus, welches nicht weiter reagieren kann.

Post-Decarboxylierungsintermediat. Konformationsanderungen nach Decarboxylie-
rung wurden untersucht, indem das Enzym mit 100 M Thiaminthiazolondiphosphat
(freundlicherweise von Frau Franziska Seifert zur Verfligung gestellt) rekombiniert
wurde. Thiaminthiazolondiphosphat dhnelt der chemischen Struktur des HEThDP,
tibertragt jedoch keine Elektronen auf FAD.

Reduktion des FAD. Zur separaten Reduktion des Flavins wurde das Enzym in einer
Anaerobenkammer mit 290 yM Natriumdithionit reduziert. Anaerobe Bedingungen
wurden durch mehrmaliges Evakuieren mit Stickstoff erzielt. Alle Losungen (Volu-
men unter 1 mL) wurden anaerobisiert, indem sie mindestens 30 Minuten in der An-

aerobenkammer standen und den geldsten Sauerstoff an die Umgebung abgaben.

2.10 Bestimmung der Redoxpotentiale

2.10.1 Redoxtitration mit Farbstoffen

Die Bestimmung der Mittelpunktpotentiale der EcCPOX wurde von Herrn Prof. Dr.
Kai Tittmann im Labor von Prof. Dr. Sandro Ghisla von der Universitidt Konstanz
durchgefiihrt.

Die Experimente wurden bei 15 °C unter anaeroben Bedingungen, in An- und Ab-
wesenheit von Redoxfarbstoffen, mit Natriumdithionit durchgefiihrt. Fiir die nicht-
aktivierte EcCPOX wurde Phenosafranin (E;;=-208 mV bei pH 6.0) und fiir die A23-
Variante wurde Indigodisulfonat (E;;=-65 mV bei pH 6.0) verwendet. Die Potentia-
le der Farbstoffe diirfen nur &= 30 mV von dem des enzymgebundenen Flavins ab-
weichen. Anaerobe Bedingungen wurden in einer Anaerobenkammer durch mehr-
maliges Evakuieren und Spiilen mit Stickstoff erreicht. Die Natriumdithionit-Losung
wurde vor jedem Experiment frisch hergestellt und die Konzentration anhand der
reduktiven Titration von freiem FAD berechnet.
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Ein typischer Ansatz enthielt 16,13 yM EcPOX in 100 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM
MgSO,4/ThDP, der mit 1 yuM Benzylviologen versetzt wurde. Dieses 4,4’-Bipyridin-
Derivat sorgt fiir eine schnellere Einstellung des Redoxgleichgewichtes. Nach schritt-
weiser Zugabe von 0,2-0,5 L Natriumdithionit-Losung wurde jeweils ein UV /Vis-
Spektrum von 300-700 nm aufgenommen.

Diese Messungen wurden zuerst ohne Redoxfarbstoff durchgefiihrt. Wird wahrend
der Reduktion des Flavins ein Semichinon stabilisiert (chemische Struktur Abb. [3.24),
kann dies im Spektrum detektiert werden. Diese thermodynamische Stabilisierung
kann anhand der Auftragung der maximalen Absorptionsdnderung des Semichinons,
fiir das neutrale Semichinon zum Beispiel bei 550 nm, gegen die der oxidierten Form
(438 nm) bestimmt werden.

Das Mittelpunktpotential der nicht-aktivierten und der aktivierten EcPOX wurde mit
demselben Messansatz, jedoch unter Addition von 10-20 M Redoxfarbstoff, siehe
oben, erhalten. Anhand der spektralen Anderung des bekannten Redoxfarbstoffes
kann das Potential in der Messzelle mit Hilfe der Nernst’schen Gleichung berech-
net werden (2.4). Eine Auftragung der Konzentration an oxidierter Spezies bei 438 nm
gegen das errechnete Potential ermoglicht eine Berechnung der Mittelpunktpotentiale

der Enzymspezies mit Hilfe der Nernst’schen Gleichung [92].

2,3-R-T , [Ox

E=En+ z-F g[Red]

(2.4)

E steht fiir das gemessenes Potential, E;, fiir das Mittelpunktpotential, R Gaskonstante
(8,3144 J/(mol-K)), F Faradaykonstante (96,5 k] /(V-mol)), T absolute Temperatur in
Kelvin und z ist die Anzahl der iibertragenen Elektronen. Im vorliegenden Fall gilt
z=2.

2.10.2 Zyklische Voltammetrie

Untersuchungen zum Redoxverhalten der Pyruvatoxidase aus Escherichia coli mittels
FT-IR wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Georg Wille am Institut fiir Biophysik an
der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitdt Frankfurt/Main durchgefiihrt.

FAD kann wihrend Redoxreaktionen Elektronen aufnehmen oder abgeben. Zur Be-
stimmung des Mittelpunktpotentials des enzymgebundenen FAD in der EcPOX wur-
de mit einer Redoxzelle gearbeitet, in der iiber eingebaute Elektroden das Elektroden-
potential und damit der Redoxzustand des Proteins variiert werden kann. Der Aufbau
dieser Elektrode und der Messaufbau wurde von Bernad & Mintele [93] beschrieben.
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Es ist zu beachten, dass die Schichtdicke der Messzelle sehr klein ist (maximal 5 ym).
Damit ist sichergestellt, dass die Elektronen schnell in der Losung dquilibrieren (in-
nerhalb des Nernst-Abstandes).

Die Messungen erfolgten an einem IFS 25 FT-IR-Spektrometer, was die simultane Auf-
nahme von IR-Spektren zwischen 1000 cm~! und 4000 cm~! und von Vis-Spektren
in einem Bereich von 400 nm bis 1000 nm ermdoglichte. Die Messzelle wurde mit ei-
ner sehr konzentrierten Proteinlosung (ca. 2,4 mM EcPOX-Losung (ca. 150 mg/mlL)
in 50 mM KPP pH 6.0 und 100 mM KCl) befiillt (Volumen etwa 3 uL) und auf hoch-
stens 5 ym Schichtdicke eingestellt. Mit Hilfe eines Potentiostaten war es moglich, die
Spannung in der Zelle von +300 bis -500 mV gegen eine Ag/AgCl-Referenz-Elektrode
zu verdndern. Damit das Protein an der hydrophoben Goldoberfliche der Elektrode
nicht denaturiert, wurde diese mit einer 1 mM Pyridin-3-aldehyd-thiosemicarbazon-
Losung (PATS) hydrophilisiert. Uberschiissiges Reagens wurde abgespiilt. Deswei-
teren wurde mit Mediatoren gearbeitet, die die Elektronen effizient von der Elektrode
zum Protein transferieren. Die Auswahl dieser Mediatoren erfolgte in Anlehnung
an Hellwig et al. [94]. Sie haben keinen Einfluss auf die aufgenommenen Spektren
oder das Redoxverhalten des Enzyms, sondern beschleunigen lediglich die Gleich-
gewichtseinstellung. Die Messungen wurden bei Raumtemperatur (22 °C) durchge-
fihrt.

Zur Kontrolle, dass sich die EcPOX in der Zelle reduzieren ldsst, wurden Vis-Spektren
(400-800 nm) des Enzyms aufgenommen, wihrend die angelegte Spannung im Be-
reich von +300 bis -500 mV gegen eine Ag/AgCl-Elektrode variiert wurde.

Das Mittelpunktpotential wurde bestimmt, indem zyklische Voltammogramme auf-
genommen wurden. Bei dieser Methode wird die Stromstadrke gemessen, welche beim
Anlegen einer Spannung an der Probe entsteht. Die Spannung wurde automatisch mit
einer Geschwindigkeit von 10 mV - s~! im Bereich von +300 bis -500 mV zyklisch vari-
iert. Gleichzeitig wurde die Stromstédrke gemessen. Die Auftragung der Stromstédrke
gegen die angelegte Spannung liefert ein typisches Muster, anhand dessen das Mittel-
punktpotential, bei dem die Konzentration an oxidierter und reduzierter Form gleich
ist, bestimmt werden kann.

Desweiteren ist zu beachten, dass bei den Messungen mit einer Ag/AgCl/3M KCl-
Elektrode als Gegenelektrode gearbeitet wurde. Um das Standard-Redoxpotential zu
erhalten, miissen zu den ermittelten Werten 208 mV (fiir die Normal-Wasserstoffelek-
trode) addiert werden.
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2.11 UV/Vis-Spektroskopie

Messungen im UV /Vis-Bereich wurden bei 25 beziehungsweise 30 °C an einem Ab-
sorptionsspektrometer (Jasco V-560) oder gegebenenfalls an einem stopped-flow-Spek-
trometer (SX18 MV) durchgefiihrt. Proteinspektren wurden immer pufferkorrigiert.

2.11.1 Bildung des Phosphonolaktyl-ThDP

Die kovalente Bindung von Methylacetylphosphonat (MAP) an ThDP wurde direkt
anhand der Bildung der Iminoform des Phosphonolaktyl-ThDP bei 305 nm verfolgt.
Nicht-aktivierte EcPOX konnte am Spektrometer gemessen werden, wahrend akti-
viertes Enzym mit Hilfe des stopped-flow-Spektrometers analysiert wurde. Die Mess-
temperatur betrug 25 °C. Ein Messansatz setzte sich wie folgt zusammen. Nicht-
aktiviertes Enzym (2 mg/mL) in 50 mM KPP pH 6.0 wurde mit der entsprechenden
Konzentration an MAP versetzt und anschlieffend die Absorptionsdnderung bei 305
nm spektroskopisch verfolgt. Die Zeit, die nach MAP-Zugabe bis zum Start der Mes-
sung verging (Totzeit), wurde notiert. Bei der Auswertung wurde die Zeitskala mittels
dieser Werte additiv korrigiert. Aktivierte ECPOX (2 mg/mL) in 20 mM KPP pH 6.0
wurde in die eine Spritze und MAP entsprechender Konzentration in 20 mM KPP pH
6.0 in die andere Spritze gefiillt. Zum Reaktionsstart wurden beide Losungen im Vo-
lumenverhéltnis 1+1 zusammengeschossen und die Reaktion in einer Messzelle (d=

1 cm) analysiert.

2.11.2 stopped-flow-Absorptionspektroskopie

Zur Analyse schneller Reaktionen wurde ein SX18 MV stopped-flow-Spektrometer ver-
wendet. Eine Spritze des Gerdtes wurde mit Pyruvatoxidase-Losung (Wildtyp oder
Varianten) bekannter Konzentration gefiillt, die andere Spritze mit Substratlosung
(jeweils gleicher Puffer). Zum Reaktionsstart wurden beide Losungen im Volumen-
verhiltnis 1+1 zusammengeschossen, so dass eine optimale Durchmischung gewéhr-
leistet war. Die Schichtdicke der Messzelle betrug 1 cm. Die Detektion erfolgte mit
einem Photomultiplier.

Messungen unter aeroben Bedingungen wurden in luftgeséttigten Losungen durchge-
fithrt ([O2]250c ~ 250 uM [95]]). Fiir anaerobe Messungen wurde der Sauerstoff mittels
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eines Hilfsenzymsystems, bestehend aus Glukoseoxidase (GOX) und B-D-Glukose,

aus der Losung entfernt. Die entsprechenden Reaktionen lauten:

B-D-Glukose + GOX-FAD — <-D-Glukonolakton + GOX-FADH,
GOX-FADH+ O, — GOX-FAD + H,0,

Ein anaerober Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 1 mL Enzyml6sung sowie 1 mL
der Substratlosung wurden mit 22 mM Glukose und 82,5 yM GOX versetzt. Die Lo-
sungen wurden frei von Luftblasen in die Messspritzen gefiillt und 5 Minuten bei der
Messtemperatur inkubiert. Der Aufbau des stopped-flow-Spektrometers ermdoglichte
einen weitgehenden Sauerstoffausschluss.

Fiir die Messungen der reduktiven Halbreaktion wurde unter anaeroben Bedingun-
gen bei einer Messtemperatur von 20 °C die Absorption bei 438 nm verfolgt. Die fi-
nalen Konzentrationen betrugen: 1 mg/mL Enzym (16,13 uM) in 100 mM KPP pH
6.0 mit 10 mM MgSO4 und 1 mM ThDP. Die Pyruvatkonzentrationen wurden fiir
die nicht-aktivierte EcCPOX in einem Bereich von 5 bis 700 mM und fiir die aktivierte
EcPOX in einem Bereich von 1 bis 100 mM variiert. Fiir die Untersuchung der Tem-
peraturabhéngigkeit der reduktiven Halbreaktion wurde mit aktivierter EcPOX und
100 mM Pyruvat bei verschiedenen Temperaturen (5, 10, 15, 20, 25, 30 °C) unter anae-
roben Bedingungen gemessen.

Zur Untersuchung, ob wiahrend der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter
und aktivierter EcPOX transiente radikalische Semichinone gebildet werden, wurde

die Absorption bei einer Wellenldnge von 550 nm verfolgt.

2.12 CD-Spektroskopie

Bei der Circulardichroismus-Spektroskopie wird die Wechselwirkung von zirkular
polarisiertem Licht mit optisch aktiven Substanzen ausgenutzt. Beim Durchtritt der
Strahlung durch die Probe werden links- und rechtsgerichtetes zirkular polarisiertes
Licht unterschiedlich stark beeinflusst. Die dichroischen Eigenschaften des austre-

tenden Lichtes werden gemessen.

2.12.1 Bestimmung der Kp-Werte substratanaloger Verbindungen

Zur Bestimmung der apparenten Kp-Werte der Substratbindung wurden Titrationen
mit den kompetitiven Inhibitoren Acetylphosphinat (AcPh) und Methylacetylphos-
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phonat (MAP) durchgefiihrt [96]. Die Messungen mit AcPh wurden von Herrn Dani-
lo Meyer im Labor von Prof. Dr. Frank Jordan, Rutgers Univeritdt, Newark, USA
durchgefiihrt.

AcPh und MAP sind Substratanaloga, die an das C(2)-Atom des ThDP binden, dann
jedoch auf Grund der entstandenen C-P-Bindung nicht mehr weiterreagieren kon-
nen. Das achirale ThDP wird in Gegenwart der Proteinkomponente und bei Aus-
bildung des asymmetrischen Additionsadduktes am ThDP (pra-Decarboxylierungs-
intermediat) chiral und zeigt ein CD-Signal bei etwa 300 nm [97].

Fiir die Messungen mit AcPh wurde das Enzym (2 mg/mL) in 20 mM MES und 20
mM KPP pH 6.1 mit 1 mM MgSO, und 200 M ThDP vorgelegt und mit steigenden
Konzentrationen an AcPh versetzt. Nach jedem Titrationsschritt wurde fiir 2 Minuten
inkubiert und ein Spektrum im Wellenldngenbereich von 280-600 nm aufgenommen.
Fiir die Messungen mit MAP wurde das Enzym (1 mg/mL) in 20 mM KPP pH 6.0
mit 5 mM MgSO4 und 1 mM ThDP vorgelegt und mit steigenden Konzentrationen
an MAP versetzt. Nach 7 Minuten wurde ein Spektrum aufgenommen (scan speed:
500 nm/min, response: 0,5 sec, data pitch: 0,2 nm, 7 Spektren wurden akkumuliert).
Alle Messungen wurden bei 20 °C in einer Quarzkiivette (d=1 cm) durchgefiihrt. Von
den erhaltenen Spektren wurde die Absorption des Puffers subtrahiert und um den
Verdiinnungsfaktor korrigiert.

Die Amplituden am jeweiligen Maximum des CD-Signales (305-310 nm) wurden
gegen die Inhibitorkonzentrationen aufgetragen. Die erhaltenen Werte wurden mit
Hilfe der Hill-Gleichung (GI. angepasst, da Abweichungen von der Hyperbolitat
zu verzeichnen waren.

CDmaX * [S n

2.12.2 Bestimmung der Sekundarstruktur des a-Peptides

Die Anteile unterschiedlicher Sekundarstrukturen in einem Peptid spiegeln sich im
Charakter seines CD-Spektrums wider. Mit Hilfe von Referenzspektren von Peptiden,
die vollstandig helikal oder vollstindig als p-Faltblatt vorliegen, konnen die prozen-

tualen Anteile der unterschiedlichen Sekundarstrukturen berechnet werden [98].

Zur Bestimmung des Sekundérstrukturgehaltes des chemisch synthetisierten a-Pep-
tides wurden CD-Spektren von 50 uM a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0 in Abwe-
senheit und in Gegenwart von SDS (100 mM) aufgenommen. SDS bildet bei diesen
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Konzentrationen Mizellen aus (cmc 7-10 mM [99]). Als Positivkontrolle wurden auch
Spektren mit verschiedenen Konzentrationen an Trifluorethanol (TFE, 5-50 % (v/v))
aufgenommen. Die Messungen wurden in einer 1 mm-Kiivette bei 20 °C mit folgen-
den Einstellungen aufgenommen: 190-250 nm, scan speed: 50 nm/min, response: 0,5
sec, data pitch: 0,1 nm. Je 20 Spektren wurden akkumuliert. Die Dekonvolution der
Spektren erfolgte mit Hilfe des Jasco-implementierten Programms.

2.13 Infrarotspektroskopie

Die Schwingungen von Atomen in Molekiilen konnen mit Hilfe der Infrarotspektros-
kopie untersucht werden. Da fiir ein Molekiil pro Atom entsprechend der Rotations-
und Translationsbewegung mehrere Schwingungsfreiheitsgrade (3*Anzahl der Ato-
me-6) existieren, sind in einem Infrarot-Proteinspektrum die einzelnen Absorptions-
banden {iiberlagert, wodurch die Zuordnung zu individuellen Bindungen erschwert
wird. Es kdnnen aber Aussagen iiber Gruppenschwingungen getroffen werden. Die
Schwingungsmoden der Peptidbindung, zum Beispiel die Carbonyl-Streckschwin-
gung (Amid-I-Bande bei 1650 ¢cm~!, Tab. , werden fiir die Analyse der Sekun-
déarstruktur von Proteinen verwendet [100]. Es wurden anhand von Modellpeptiden
beziehungsweise -proteinen mit bekannter Sekundarstuktur Tabellen erstellt, so dass

auf die Struktur geschlossen werden kann [[101].

Eine andere Moglichkeit, die tiberlagerten Spektren fiir die Analyse von einzelnen
Bindungen zu verwenden, stellt die Methode der IR-Differenzspektroskopie dar. Bei
dieser Methode werden FT-IR-Spektren von Proteinlosungen vor und nach einer Reak-
tion aufgenommen und die Differenz aus beiden Spektren berechnet. Die erhaltenen
Differenz-IR-Spektren beinhalten nur noch die Banden, welche sich infolge der Reak-
tion verdandert haben. Eine Zuordnung der einzelnen Banden zu Schwingungsmoden

ist somit unter Umstdanden moglich.

2.13.1 Redoxinduzierte Infrarotspektroskopie

Infrarotspektroskopische Untersuchungen zum Redoxverhalten der Pyruvatoxidase
aus Escherichia coli wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Georg Wille am Institut fiir Bio-

physik an der Johann-Wolfgang-Goethe-Universitiat Frankfurt/Main durchgefiihrt.

Flavoproteine sind in der Lage, an Redoxprozessen teilzunehmen. Eine interessante
Fragestellung in diesem Zusammenhang ist, ob wihrend der Redoxreaktion struk-
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turelle Anderungen auf Seite des Kofaktors oder an der Proteinkomponente stattfin-
den. Die redoxinduzierte IR-Differenzspektroskopie gewahrt einen direkten Zugang
zu den strukturellen Anderungen, die wihrend der Reduktion stattfinden. Fiir diese
Anwendung wurde mit einer Infrarotmesszelle gearbeitet, bei der {iber eingebaute
Elektroden die Spannung verdndert werden konnte. Der Aufbau dieser Elektrode
und der Messaufbau wird in Kapitel auf Seite 51| beschrieben [93]. Die Schicht-
dicke der Messzelle ist sehr klein (maximal 5 ym), damit die Elektronen schnell in der
Losung dquilibrieren (innerhalb des Nernst-Abstandes). Ein weiterer Grund fiir die
kleinen Schichtdicken ist das Messprinzip. Es wurde mit einer Reflexionszelle gear-
beitet, so dass die Wegldnge des IR-Strahls ungefahr doppelt so lang war, wie die
Schichtdicke der Messzelle (2 - dzejie). Da die Enzyme in wassrigen Pufferlosungen
vorlagen und die Absorption des Wassers die Proteinspektren dominiert, musste mit
Hilfe einer kurzen Wegldnge das Signal des Wassers moglichst minimiert werden.
Die Messzelle wurde mit einer sehr konzentrierten Proteinlosung (ca. 2,4 mM EcPOX-
Losung (ca. 150 mg/mL) in 50 mM KPP pH 6.0 und 100 mM KCl) befiillt (Volumen et-
wa 3 uL). Ihre Schichtdicke wurde auf hochstens 5 ym eingestellt. Die Goldoberfldche
der Elektrode wurde mit einer 1 mM Pyridin-3-aldehyd-thiosemicarbazon-Losung
(PATS) hydrophilisiert und anschliefsend abgespiilt. Zur Beschleunigung der Gleich-
gewichtseinstellung wurde mit Redoxmediatoren gearbeitet [94]. Die verwendete Mi-
schung hat keinen Einfluss auf den betrachteten Bereich der IR-Spektren. Mit Hil-
fe eines Potentiostaten war es moglich, die Spannung in einem Bereich von -390 bis
+390 mV in der Zelle zu variieren. Wahrend oder nach der Reduktion konnten Vis-
oder IR-Spektren aufgenommen werden. Bei der Aufnahme von IR-Spektren (6000-
1000 cm™') wurden immer 128 Interferogramme mit einer Auflésung von 4 cm ™!
aufgezeichnet, gemittelt und dann einer Fouriertransformation unterzogen. Die Mes-
sungen wurden bei Raumtemperatur (22 °C) durchgefiihrt.

2.13.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Die Struktur des a-Peptides in An- und Abwesenheit von Lipiden wurde mittels
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) untersucht. Alle Messungen
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Andreas Kerth und Tina Weber am Institut fiir
Physikalische Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg durchgefiihrt.

Abbildung2.1|zeigt den schematischen Aufbau eines Infrarot-Reflexions-Absorptions-
Setups. Es wurde mit einem verschiebbaren Trog-System gearbeitet. Ein Trog enthalt
die Referenzpufferlosung, der andere die zu untersuchende Probe in der entsprechen-
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p-Polarisation

MCT-Detektor  Abb. 2.1: Schematischer Aufbau einer
IRRAS-Messanordnung Der IR-Strahl
wird auf die Wasser/Pufferoberflache
fokussiert (Vergrofierung). An den Sei-
ten sind verstellbare Barrieren ange-
bracht, wodurch der Oberflichendruck
reguliert werden kann. Abbildungen
entnommen aus [102].

den Pufferlosung. Mit Hilfe eines computergesteuerten Pumpsystems wurde gewihr-
leistet, dass die Fiillstandshohen in beiden Trogen gleich waren. Diese Troge wur-
den abwechselnd in den Fokus eines IR-Strahls gefahren, welcher auf die Wasser-
oberfldche fokussiert ist. Nach einer kurzen Wartezeit (30 s) zur Beruhigung der Was-
seroberfliche nach dem Bewegen der Troge und zum Einstellen der Fiillstandshohe
wurden IR-Spektren aufgenommen. IR-Spektren (2000 scans/Spektrum, Auflésung
von 8 c¢m~!) wurden mit einem Equinox 55 FT-IR-Spektrometer und einem MCT-
Detektor aufgenommen. Ein Polarisator generierte parallel (p) oder senkrecht (s) zur
Strahlungsrichtung polarisiertes Licht. Mit einem System aus Spiegeln konnte der IR-
Strahl in verschiedenen Winkeln auf die Pufferoberflache fokussiert werden. Die Ad-
sorptionsmessungen wurden bei einem FEinfallswinkel von 40° mit p-polarisiertem
Licht durchgefiihrt. Zuséatzlich konnte in dem Probentrog der Oberflichendruck der
Monoschicht bestimmt werden. Die Messung des Oberflaichendrucks erfolgte nach
der indirekten Methode nach Wilhelmy, wobei ein kleines Filterpapier als Wilhelmy-
Plattchen dient. Das Filterpapier taucht in die Subphase ein und wird benetzt. Ab-
hingig vom Benetzungsgrad findet eine Gewichtsverdnderung des Pléttchens statt,
welche mit Hilfe einer Elektrowaage aufgezeichnet wird [103]]. Der Oberflichendruck
7t wird als Differenz der Oberflichenspannung des Puffers o (09 wasser 72,75 mN/m
bei 20 °C, [104]) und der des Peptides op angegeben (7t = 0p — op). Fiir tiefere Ein-
blicke in die Theorie der IRRAS-Messungen sei auf die Ubersichtsartikel [105] und
[106] verwiesen.

Bedingt durch den Reflexionsaufbau muss der IR-Strahl ca. 30 cm mit Wasserdampf
angereicherte Luft durchdringen. Das Rotations-Schwingungs-Spektrum des Wasser-
dampfs tiberlagert das IRRA-Spektrum des Oberflachenfilms, weshalb das Reflekti-
vitdtsspektrum der Referenz zeitnah zum Reflektivitdtspektrum des Probenfilms auf-

genommen wird. Daraus wird dann das Reflexions-Absorptions-Spektrum berechnet
(-log R/Ry) [107].
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2.13.2.1 Messungen an der Luft/Wasser-Grenzflache

IRRAS-Messungen des a-Peptides an der Luft/Wasser-Grenzfliche wurden im klei-
nen Trog (60x60x3 mm?, ca. 11 mL) durchgefiihrt. Der grofie Trog enthielt den Puffer
als Referenz. Die Messtemperatur betrug 20 °C. Zur Kalibrierung des Systems wurde
der Messputffer (20 mM KPP pH 6.0) eingefiillt und der Drucksensor angebracht. Das
Peptid wurde anschliefsend mit Hilfe einer feinen Spritze in die Subphase eingebracht,
so dass eine Konzentration von 100 nM a-Peptid im Trog erreicht wurde. Direkt im
Anschluss daran wurden Infrarot-Spektren in einem Frequenzbereich von 4000 bis

400 cm~! aufgenommen.

2.13.2.2 Messungen an der Lipid/Wasser-Grenzflache

Zur Untersuchung, ob das a-Peptid an die Membran bindet, wurden die IRRAS-
Messungen an einem Lipidfilm wiederholt. Der Probentrog (300x60x3 mm?, ca. 54
mL) wurde zunédchst mit Messpuffer (20 mM KPP pH 6.0) gefiillt und der Druck-
sensor angebracht und kalibriert. Auf den Puffer im Probentrog wurde eine Lipid-
Monoschicht (Langmuir-Film) aus dem polaren Lipidextrakt von E. coli (67,0 % (w/v)
Phosphatidylethanolamin, 23,2 % (w/v) Phosphatidylglycerol, 9,8 % (w/v) Cardio-
lipin) gespreitet. Die Lipidkonzentration betrug 284,5 uM. Der Film wurde mit Hilfe
der Filmwaage auf 20 mN/m~! komprimiert und wihrend der Messung konstant bei
diesem Druck gehalten. Gleichzeitig wurde die Aufnahme der Infrarot-Spektren von
4000 bis 400 cm ™! gestartet. Sobald keine Anderungen in den Lipid-IR-Spektren mehr
auftraten (Reflexions-Absorptions-Spektrum des Lipids, RApjp;q) und somit gewéhr-
leistet war, dass sich die Wasserdampfatmosphére in der Messkammer stabilisiert hat-
te, konnte mit der Injektion des Peptides in die Subphase begonnen werden. Zuerst
wurden die Barrieren der Filmwaage gestoppt (ein Oberflaichendruck von 20 mN/m
blieb erhalten) und die Anderung der Anzahl der Molekiile pro Fliche in Abhéngig-
keit von der Zeit aufgenommen. Das Peptid (200 nM a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0)
wurde nach einer Stunde in die Subphase des Probentroges mit Hilfe einer diinnen
Spritze injiziert. Die Durchmischung erfolgte mittels Diffusion. Direkt nach der In-
jektion wurde die Aufnahme der IR-Spektren fortgesetzt. Nach einer Messzeit von 5
Stunden wurden nochmals 300 nM a-Peptid in die Subphase injiziert, so dass die fi-
nale Peptid-Konzentration 500 nM betrug. Die Messtemperatur wurde konstant bei
20 °C gehalten. Von den Lipid/Peptid-Spektren (Reflexions-Absorptions-Spektrum
des Peptides in der Lipidschicht, RALpid/peptid) Wurde das Lipid-Spektrum abgezo-
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gen, so dass ein Reflexions-Absorptions-Spektrum des Peptides in der Membranum-

gebung erhalten wurde (RAPeptid = RALipid /Peptid ~ RALipid)-

2.14 NMR-Spektroskopie

2.14.1 H/D-Austauschexperimente und Intermediatverteilung

Die Geschwindigkeit der Deprotonierung am C(2)-Atom des ThDP wurde mit Hilfe
der '"H-NMR-Spektroskopie untersucht. Wird das Enzym in D,O inkubiert, tauscht
das Proton am C(2)-Atom des Kofaktors gegen ein Deuteron aus der Losung aus.
Als Beobachtungsgrofie wird das Verhiltnis der Flachenintegrale des austauschbaren
C(2)-H mit dem nicht-austauschbaren C(6”)-H verwendet [53]].

Fiir die Reaktion wurden 10 mg/mL nicht-aktivierte Apo-FAD-EcPOX (161,3 uM ak-
tive Zentren) in 100 mM KPP pH 6.0 mit dgimolaren Konzentrationen ThDP und
5 mM MgSO; versetzt. Nach verschiedenen Zeiten (10 ms, 50 ms, 2s) wurde die
Reaktion durch Zugabe desselben Volumens Quenchlosung (12,5 % TCA (w/v), 1 M
DCl in D,0O) abgestoppt. Fiir Reaktionszeiten unter 2 Sekunden, wurde eine chemical-
quenched-flow-Apparatur (RQF-3, Kintek Corp., TX, USA) verwendet. Das denaturier-
te Protein wurde nach 10 Minuten Inkubationszeit abzentrifugiert (10.000 g, 10 min,
4 °C). Der Uberstand wurde filtriert (Nylon, 0,45 ym) und im NMR-Gerit (Avance
ARX 400, Bruker) gemessen.

Der H/D-Austausch fiir aktiviertes Enzym wurde mit 7 mg/mL Apo-FAD-EcPOX
(117,9 uM aktive Zentren) in 100 mM KPP pH 6 und mit dgimolaren Konzentrationen
ThDP und 5 mM MgSO, gemessen. Fiir die aktivierte EcCPOX wurden als Zeitpunkte
5 ms, 10 ms, 20 ms gewdhlt. Die Messtemperatur betrug 25 °C.

Zur qualitativen und quantitativen Analyse der Intermediate, die wahrend der Reak-
tion am ThDP entstehen, wurde die 'H-NMR-gestiitzte Intermediatanalyse eingesetzt
[108]. Als Beobachtungsgrofie dient das Signal des C(6")-H-Atoms. Dieses Proton zeigt
unterschiedliche chemische Verschiebungen in Abhingigkeit vom gebundenen Reak-
tionsintermediat am C(2)-Atom des ThDP. Mit Hilfe von chemisch synthetisierten
ThDP-Intermediaten als Referenzsubstanzen [109][110][111] konnten Zuordnungsta-
bellen der Intermediate erstellt werden (Tab. [108]).

Nicht-aktivierte EcPOX wurde unter single-turnover-Bedingungen gemessen. Dafiir
wurde unter anaeroben Bedingungen gearbeitet, wobei das gleiche Hilfsenzymsys-
tem wie fiir die stopped-flow-Messungen verwendet wurde (Kapitel . In einer
chemical-quenched-flow-Apparatur wurde eine Spritze mit Proteinlosung (10 mg/mL
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Intermediat | Chem. Verschiebung (C(6')-H) Tab. 2.5: Chemische Verschiebuflgen
des C(6’)-H der ThDP-Reaktions-

ppm intermediate im 'H-NMR-Spektrum
ThDP 8.01 [108]. Bei Acetyl-ThDP liegt ein Gleich-
LThDP 707 gewicht zwischen der hydratisierten
Form und einer internen Carbinolamin-
HEThDP 7.33 Form vor [109].
AcThDP 7.36,7.37,8.6

Enzym in 100 mM KPP pH 6.0 mit &quimolarer Konzentration an ThDP und 5 mM
MgSQO4, 22 mM Glukose, 82,5 uM GOX) gefiillt. Die andere Spritze enthielt Pyruvatlo-
sung (500 mM in 100 mM KPP pH 6.0, 22 mM Glukose, 82,5 yM GOX) und die dritte
Spritze wurde mit der Quenchlésung (12,5 % TCA (w/v), 1 M DCl in D,O) befiillt.
Jeweils gleiche Volumina an Enzym- und Pyruvatlésung wurden zusammengeschos-
sen und nach definierten Zeiten mit demselben Volumen an Quenchlosung abge-
stoppt. Folgende Zeitpunkte wurden bei einer Messtemperatur von 25 °C analysiert:
10 ms, 50 ms, 100 ms, 200 ms, 500 ms.

Aktivierte EcPOX wurde unter steady-state-Bedingungen gemessen. Ein Ansatz be-
stand aus: 15 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH 6.0 mit 5 mM MgSO, und dquimo-
larer Konzentration an ThDP (252,6 uM). Dieser Ansatz wurde mit 200 mM Pyruvat
tir 30 Millisekunden reduziert und mit Hilfe von 20 mM Ks[Fe(CN)¢] in steady-state-
Bedingungen gebracht und gehalten. Die Messtemperatur betrug 25 °C.

2.14.2 Struktur des a-Peptides

In Zusammenarbeit mit Ulrich Weininger von der AG Biophysik an der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg wurden zweidimensionale NMR-Spektren (2D-NMR)
des a-Peptides aufgenommen.

Von dem chemisch synthetisierten unmarkierten a-Peptid (1 mM a-Peptid in 20 mM
KPP pH 6.0 (10 % D;0)) wurde in Anwesenheit von SDS-Mizellen (150 mM deu-
teriertes SDS (d25-SDS)) an einem 600 MHz NMR-Spektrometer (Avance 600, Bruker)
ein 2D-'H-TOCSY- und ein 2D-'H-NOESY-Spektrum aufgenommen. Das stérende
Wassersignal wurde unter Verwendung der , Watergate”-Pulsfolge unterdriickt [112].
Die NMR-Spektren wurden mit dem Programm NMRPIPE [113] prozessiert und mit
dem Programm NMRVIEW [114] analysiert. Fiir die Strukturbestimmung des a-Pep-
tides wurden die aus den NOEs ermittelten Abstinde aus dem 2D-'H-NOESY-Spek-
trum als Eingabeparameter fiir das ARIA-Programm [115][116] verwendet. Struktur-
berechnungen wurden mit und ohne Berticksichtigung der Phi/Psi-Winkel aus der
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TALOS-Datenbank [117] durchgefiihrt. Die berechneten Strukturen wiesen nur mini-
male Strukturunterschiede voneinander auf, deshalb wurden die Winkel-Beschran-
kungen bis zum finalen refinement verwendet. Mit PROCHECK wurde die Geometrie
der berechneten Struktur des a-Peptides analysiert [118].

2.15 Rontgenkleinwinkelstreuung

Mit Rontgenkleinwinkelstreuexperimenten (SAXS) konnen unter anderem die mole-
kulare Masse suspendierter Partikel und deren Gyrationsradius (Rg) bestimmt wer-
den. Der Gyrationsradius ist die Wurzel aus dem mittleren Abstandsquadrat fiir alle
Streuzentren (Elektronen) in einem Partikel. Bei globuldren Proteinen kann man ihn
mit der Partikelgrofie vergleichen. Eine umfangreiche Beschreibung der theoretischen
Grundlagen der SAXS-Messungen ist in Koch et al. [119] zu finden.

Die Experimente wurden am Messplatz X33 der EMBL-Aufienstelle im Hasylab am
Deutschen Elektronen-Synchrotron (DESY) in Hamburg in Zusammenarbeit mit PD
Dr. Stephan Konig vom Institut fiir Biochemie an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg durchgefiihrt [120]. Aufgrund des verbesserten Aufbaus der optischen
Elemente (Monochromator, Spiegel), durch den Einsatz einer neuen Vakuummesszelle
(GroBe 6x3x1 mm?) zur Reduktion des Hintergrundrauschens und durch die Verwen-
dung einer image plate (Mar345) als Detektor, konnten die Streukurven sehr schnell
aufgenommen werden (2 Minuten pro Streukurve), was die zeitaufgeldste Verfol-
gung struktureller Anderungen ermoglichte. Die Messtemperatur wurde auf 20 °C
eingestellt, die Kameraldnge betrug 2,7 m. Die Streuvektorachse wurde mit reinem
Tripalmitin kalibriert. Zur Bestimmung der Molmasse wurden die auf den Streuvek-
tor s=0 extrapolierten Streuintensititen (I(0)) der Proben mit denen von BSA (5 mg/mL
in 50 mM Hepes pH 7.5) verglichen [121]. Eine Messung bestand aus der zeitna-
hen Aufnahme zweier Streukurven des entsprechenden Puffers und dazwischen der
Streukurve der Probe. Die Streukurven des Puffers (I(s) vs S) wurden von der Streu-
kurve der Probe abgezogen. Zusatzlich zu dem neuen Aufbau des Messplatzes wurde
auch die Software verbessert. Die Reduktion der Daten erfolgte automatisch direkt
nach der Messung am Messplatz. Das Softwarepaket ATSAS 2.1 [122] vereint die ver-
schiedenen Programme zur Auswertung. Die Pufferkorrektur erfolgte mit PRIMUS
[123], zur Abschédtzung der Abstandsverteilungsfunktion wurde GNOM [124] verwen-
det. Bei ausgewdhlten Streukurven wurde anschlieflend eine ab initio Strukturbestim-
mung durchgefiihrt. Bei dieser Methode wurden mit dem Programm DAMMIN [125]
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Modellstrukturen generiert, deren berechnete Streukurven den empirischen Streukur-
ven nahekommen. Es konnen somit auch dreidimensionale Formabschidtzungen des
Proteins vorgenommen werden.

Folgende Messungen wurden durchgefiihrt: Zum einen wurde anhand einer Konzen-
trationsreihe der Gyrationsradius und somit die Oligomerstruktur des Enzyms unter-
sucht. Nicht-aktivierte EcCPOX in 100 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO4 und 1 mM
ThDP wurde bei verschiedenen Proteinkonzentrationen (5-60 mg/mL) gemessen. Von
aktiviertem Enzym (gleiche Pufferbedingungen) wurde ebenfalls der Gyrationsradius
bestimmt. Desweiteren wurde der Einfluss verschiedener Substrate beziehungsweise
Substratanaloga (Pyruvat, MAP) auf die Oligomerstruktur untersucht. Dariiberhinaus
wurde auch eine Kinetik der Proteolyse aufgenommen. In Vorversuchen konnte ge-
zeigt werden, dass nach Zugabe von 5 pg/mL a-Chymotrypsin die limitierte Proteo-
lyse langsamer ablduft, so dass ein Zeitfenster fiir die SAXS-Messungen von etwa
16 Minuten bestand. Fiir die Kinetik wurde EcPOX (3 mg/mL) in 100 mM KPP pH
6.0 mit 10 mM MgSO,4 und 1 mM ThDP mit 200 mM Pyruvat reduziert und mit der
Protease (5 ug/mL) versetzt. Die Probe wurde in die Messzelle tiberfiihrt und sofort
gemessen. Es wurden Streukurven nach 4, 8, 12 und 16 Minuten aufgenommen.

Um Strahlungsschaden (Oxidation) der untersuchten Proteine wahrend der Messung

zu vermeiden, wurde allen Ansidtzen 5 mM DTE zugesetzt [126].

2.16 Kristallographische Arbeiten

Die Datensammlung und Auswertung der Datensitze erfolgte in Zusammenarbeit
mit Herrn Dr. Piotr Neumann an der AG Physikalische Biotechnologie von der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg.

2.16.1 Kristallisation und Datensammlung

Kristalle der nicht-aktivierten EcPOX sowie ihrer A23-Variante wurden mit der Me-
thode der Gasphasendiffusion (hdngender Tropfen) [127] erhalten. Sie wuchsen im
Kiihlraum unter Lichtausschluss. Ausgehend von den Kristallisationsbedingungen
nach Williams & Hager [46][128], unter denen das Protein spontan kristallisierte (50-
100 mM KPP pH 5.7, Inkubation bei -3 °C), wurde nach neuen Kristallisationsbedin-
gungen gesucht.
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Kristalle der nicht-aktivierten EcPOX (10 mg/mL EcPOX in 20 mM KPP pH 6.0, 10 mM
ThDP/MgSO,) wurden in einer 1+1-Mischung mit 80 mM KPP pH 6.0 mit 0-1 %
(w/v) PEG 2000 und 0,05 - 0.10 % (w/v) Protaminsulfat bei einer Temperatur von 8 °C
nach 2 Wochen erhalten [91]. Kristallisationsbedingungen fiir die proteolytisch ak-
tivierte ECPOX wurden nach einem screening mit verschiedenen Bedingungen (Hamp-
ton Crystal Screen 1&2, Screeninglésungen der AG Physikalische Biotechnologie) mit
Hilfe eines Pipettierroboters in einer 96-Loch-Platte und anschlieffender Optimierung
der Bedingungen im 24-Loch-Format erhalten. In einer 1+1-Mischung von Reservoir-
16sung (100 mM MES-NaOH pH 6.2, 20 — 35 % 2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD)) und
Proteinlosung (10 mg/ml A23 EcPOX in 20 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM ThDP /MgSO,)
waren nach 2 Wochen bei 13 °C gelbe Kristalle zu beobachten.

Bei der Strukturbestimmung wurde zur Verminderung von Strahlenschdden nach der
Methode der Kryokristallographie bei -173 °C (100 K) gearbeitet [129][130]. Kristalle
der nicht-aktivierten EcPOX mussten vor der Datenaufnahme noch in Kryolésungen
inkubiert werden. Dazu wurden drei Losungen hergestellt, die der Zusammenset-
zung der Reservoirlosung des Tropfens entsprachen und zuséitzlich entweder 5 %,
15 % oder 30 % (v/v) Ethylenglykol enthielten. Die Kristalle wurden bei 8 °C nach-
einander kurz in den jeweiligen Losungen mit steigender Konzentration an Ethylen-
glykol inkubiert und anschliefSend in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Proteoly-
tisch aktivierte EcCPOX-Kristalle wurden nicht in Kryoldsungen inkubiert, da sie auf-
grund des Wachsens in einem organischen Losungsmittel (MPD) nicht zur Bildung
von Eiskristallen neigten.

Einzelne Kristalle wurden mit Hilfe eines loops aus ihrer Mutterlauge enthommen und
auf dem Goniometerkopf einer Drehanode (RA Micro 007, Rigaku/MSC, Japan) in
den Stickstoffstrom bei einer Temperatur von 100 K (XSTREAM2000, Rigaku/MSC,
Japan) positioniert und bei einer Wellenldnge von 1.5418 A (Cu Ka) gemessen. Einige
vielversprechende Kristalle wurden in einen Dewar (CX100, Taylor-Wharton) trans-
feriert und bei -196 °C gelagert. Diese Kristalle wurden spater mit Hilfe von Syn-
chrotronstrahlung am Berliner Elektronenspeicherring (BESSY) gemessen. Die ver-
wendeten Wellenldngen sind in Tab. zusammengefasst.

2.16.2 Modellierung und kristallographische Verfeinerung

Die redundanten Datensétze eines Einzelkristalls wurden mit XDs [131] integriert
und skaliert. Die initialen Phasen fiir die Struktur der nicht-aktivierten EcPOX wur-

den mittels molekularem Ersatz (molecular replacement) mit der bekannten Struktur
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der Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum (PDB Code: 1POW [62]) mit dem Pro-
gramm PHASER [132] errechnet. Die asymmetrische Einheit besteht aus 2 Monomeren,
welche zugleich das funktionale Dimer bilden. Teile der Struktur wurden mit den
Programmen O [133] und COOT [134] manuell konstruiert, wobei die berechnete Dif-
terenzelektronendichte ohne Beeinflussung durch das Modell (omit-map) als Vorgabe
benutzt wurde, um das Riickgrat der Polypetidkette in die Elektronendichte einzufii-
gen. Die Anpassung des Modells an die gemessene Elektronendichte (refinement) wur-
de mit CNS [135] durchgefiihrt. Wahrend der ersten Zyklen des refinements wurde, um
die Zahl der Parameter zu reduzieren, das System mittels nicht-kristallographischer
Symmetrie (NCS) gezwungen, eine Symmetrie zwischen gleichen Seitenketten der
beiden Monomere einzuhalten. Spater wurde diese Restriktion fiir Regionen mit unter-
schiedlicher Konformation zwischen den beiden Monomeren gelockert. Mit PHENIX
[136] wurden 6 TLS Gruppen (3 pro Monomer, entsprechend den Doménen) einge-
fuhrt, so dass die Translation und Rotation der Doméanen zueinander modelliert wer-
den konnten. Das Modell der nicht-aktivierten EcPOX wurde bis zu einem R-Wert
von 0.1832 und einen Rgee-Wert von 0.2160 verfeinert [137]).

Fiir die Struktur der proteolytisch aktivierten EcPOX wurde das Modell der nicht-
aktivierten EcPOX als Suchmodell fiir das molecular replacement verwendet. Die asym-
metrische Einheit besteht aus 12 Monomeren, welche 3 katalytisch aktive Tetramere
reprasentieren. Die Struktur wurde nach derselben Methode wie die Struktur der
nicht-aktivierten EcPOX (NCS Beschrankung und TLS Einteilung fiir jede Doméne)
und mit den gleichen Programmen bis zu einem R-Wert von 0.1834 und einen Ryee-
Wert von 0.1977 verfeinert.

2.16.3 Kristallstrukturen mit Intermediaten

Zur Untersuchung der Struktur des aktiven Zentrums und der Konformationsan-
derung wahrend der Aktivierung wurden soaking-Experimente durchgefiihrt, bei de-
nen Proteinkristalle (nicht-aktiviert oder aktiviert) vor dem Einfrieren in Stickstoff in
verschiedenen Losungen inkubiert wurden.

Fiir die soaking-Experimente mit nicht-aktivierter EcCPOX wurden Pyruvat als Substrat
und MAP als Substratanalogon verwendet. Alle Kryoldsungen (5, 15, 30 % EG) wur-
den mit jeweils 100 mM Pyruvat bzw. 50 mM MAP versetzt. Ein Kristall wurde bei
einer Temperatur von 8 °C in der ersten Pyruvat-Kryolosung (5 % EG) nur kurzzei-
tig (10 s) inkubiert, in der zweiten Kryoldsung (15 % EG) erfolgte die Inkubation fiir
3 Minuten und in der Dritten fiir weitere 30 Sekunden. Der Erfolg der Reduktion
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wurde anhand der Entfirbung des Kristalls bewertet. Es musste wahrend der Inku-
bation darauf geachtet werden, dass die Integritdt des Kristalls erhalten blieb, da die
erwartete Konformationsianderung wiahrend der Reduktion die Streueigenschaften
des Kristalls beeintrachtigen konnte. Die Inkubation in der MAP-Kryoldsung erfolgte
entsprechend langer (10 s, 60 s, 14 min). Ein Kristall konnte insgesamt 15-20 Minuten
tiber der Reservoirlosung in den Kryoldsungen inkubiert werden.

Kristalle der aktivierten EcCPOX wurden in einer soaking-Losung inkubiert, die der
Zusammensetzung der Reservoirlosung entsprach und zusitzlich entweder 100 mM
MAP oder 500 mM Pyruvat enthielt. Die Inkubationszeit mit dem Substratanalogon
betrug 2 Minuten und mit Pyruvat 15-20 Sekunden. Die soaking-Experimente mit den
Kristallen der aktivierten EcPOX wurden bei einer Temperatur von 13 °C durchge-
tihrt.



3 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden zunéchst die kinetischen und thermodynamischen Eigen-
schaften der Pyruvatoxidase aus Escherichia coli in der nicht-aktivierten und in der
proteolytisch aktivierten Form beschrieben. Im Anschluss daran wird die Konfor-
mationsdnderung, welche zur Exponierung der Lipidbindedomaéne fiihrt, untersucht.
Die Kristallstrukturen der nicht-aktivierten und der proteolytisch aktivierten EcPOX
sowie die Strukturen der Intermediatkomplexe geben einen Einblick bis ins atomare
Detail. Im letzten Abschnitt werden die Eigenschaften der isolierten C-terminalen
Doméne (x-Peptid) der EcPOX dargestellt.

3.1 Kinetische und thermodynamische Untersuchung der EcPOX

Die kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften von nicht-aktivierter und ak-
tivierter ECPOX werden im Folgenden gegeniibergestellt. Dabei ist, wenn von ak-

tiviertem Protein gesprochen wird, immer proteolytisch aktiviertes Protein gemeint.

3.1.1 Abhiangigkeit der steady-state-Geschwindigkeit von der
Substratkonzentration

Zur Untersuchung des Einflusses der Aktivierung auf die steady-state-Geschwindig-
keiten von nicht-aktivierter und aktivierter EcPOX wurden Untersuchungen zur Ab-
hédngigkeit der enzymatischen Umsetzung von der Pyruvatkonzentration durchge-
fihrt (Abb. [3.1). Die erhaltenen Daten konnten zunichst hyperbol nach Michaelis-
Menten angepasst werden. Die ermittelten kinetischen Parameter sind in Tabelle
zusammengefasst. Es ist klar zu erkennen, dass die Aktivierung sowohl den Kys-Wert,
als auch die Maximalgeschwindigkeit (Vmax) beeinflusst. So sinkt der Ky;-Wert nach
Aktivierung durch SDS 3-fach (EcPOXa23: 4-fach) und Vnax steigt auf das 6-fache
(EcPOXa23: 2,2-fach). Die resultierende Katalysekonstante k., der Reaktion erhoht
sich somit ebenfalls um Faktor 6 bzw. 2, so dass auch die katalytische Effizienz der ak-
tivierten EcPOX stark erhoht wird (Steigerung um den Faktor 9 fiir die proteolytisch
aktivierte bzw. 18 fiir die SDS-aktivierte ECPOX).

67



68 3 Ergebnisse und Diskussion
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Abb. 3.1: Abhingigkeit der Geschwindig-
keit von der Substratkonzentration von
nicht-aktivierter und aktivierter EcPOX.
Die spezifischen Aktivititen wurden mit
dem Standard-Reduktaseansatz (100 mM
KPP pH 6.0, 30°C) bei konstanter Ionen-
starke (0,5 M) bestimmt. Es wurde eine An-
passung der Daten nach Michaelis-Menten
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Der Ky-Wert fiir Pyruvat ist mit 99 mM fiir die nicht-aktivierte EcPOX sehr hoch. Im
Vergleich dazu liegt der Ky;-Wert fiir Pyruvat in der LpPOX bei 0,5 mM [138]. Diese
geringe Fahigkeit zur Substratbindung in der nicht-aktivierten EcPOX spiegelt die
physiologische Bedeutung des Enzyms im Metabolismus von E. coli wieder. Wahrend
die POX in Lactobacillus plantarum essentiell fiir die Synthese von ATP ist, kommt
der EcPOX wahrscheinlich nur eine backup-Funktion zu. Unter aeroben Bedingun-
gen wird Pyruvat vom Pyruvatdehydrogenasekomplex (EcPDH, Ky 0,3 mM [139]) zu
Acetyl-CoA umgesetzt. Durch die Einschleusung von Acetyl-CoA in den Citratzyklus
werden aus einem Pyruvatmolekiil insgesamt vier Reduktionsdquivalente (3 NADH,
1 FADH;) generiert, aus denen in der Atmungskette ATP gewonnen werden kann. Die
Ausbeute an Reduktionsdquivalenten aus einem Pyruvatmolekiil ist bei der EcPOX
deutlich geringer (1 FADH,).

In PDH-Deletionsmutanten konnte gezeigt werden, dass die Pyruvatoxidase zusam-
men mit der Acetatkinase und der Acetyl-CoA-Synthase das aerobe Wachstum unter
diesen Umstdanden gewdhrleistet [140]. Durch den hohen Ky;-Wert der EcPOX ist somit
sichergestellt, dass unter Bedingungen, unter denen die PDH aktiv ist, die EcPOX in-

aktiv vorliegt. Die intrazelluldre Pyruvatkonzentration kann lokal stark variieren. Es

Tab. 3.1: Katalytische Konstanten der nicht-aktivierten und der aktivierten EcPOX. Die Kon-
stanten beziehen sich auf eine hyperbole Auswertung nach Michaelis-Menten. Dariiberhinaus
wurden die Daten auch nach der Hill-Gleichung angepasst, wobei nur der Hill-Koeffizient ny
angegeben wurde.

Enzym Ky (Pyr) Vimax keat kcat/Km nyg
mM U/mg st M1t
EcPOX 98,8 +£10,3 14,3 + 0,6 14,7 £ 0,6 149 1,22
EcPOXa23 248 +5,2 322+1,3 319+1,3 1286 1,24
EcPOX SDS akt | 33,8 +£3,1 864 +25 893426 2642 1
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ist somit nicht auszuschliefien, dass ein Teil der EcPOX-Population reduziert wird und

somit partiell aktiviert vorliegt.

Ein Hill-Koeffizient (ny) von 1,2 deutet auf eine positive Kooperativitdt des Enzyms
hin. Mit Hilfe der Hill-Gleichung kann eine Kurve angepasst werden, bei der die
Spezies sich kooperativ zueinander verhalten [141]. Der Hill-Plot, bei dem lg% gegen
die logarithmierte Substratkonzentration aufgetragen wird, liefert Aussagen tiiber die
Kooperativitit von Enzymen bei verschiedenen Substratkonzentrationen [142]. Der
Anstieg der Funktion im Hill-Plot (d(lg%) /d(Ig[S])) im zentralen Substratbereich
entspricht dem Hill-Koeffizienten (ng). Nur die Michaelis-Menten-Funktion wiirde
im Hill-Plot eine Gerade mit dem Anstieg 1 liefern.

Abbildung [3.2| A zeigt die Abhdngigkeit der steady-state-Geschwindigkeit der nicht-
aktivierten EcPOX von der Substratkonzentration. Die Daten zeigen eine leichte Sig-
moiditat, was durch den Hill-Koeffizienten (ny 1,22) bestatigt wird. Im Hill-Plot (Abb.
B) sind 3 unterschiedliche Anstiege zu erkennen. Zur besseren Visualisierung
wurde eine lineare Anpassung der Daten vorgenommen. Der Anstieg, der dem Hill-
Koeffizienten (ngy) entspricht, betrdgt fiir den flacheren Abschnitt 0,55, fiir den steilen
Abschnitt 1,87 und fiir die tibrigen Punkte 0,98.

Nicht-aktivierte EcPOX zeigt bei einer Pyruvatkonzentration im Bereich von 20 bis
50 mM ein positiv kooperatives Verhalten. Eine Interpretationsmoglichkeit fiir die
vorgefundene positive Kooperativitit besteht darin, dass die Substratbindung in ei-

nem aktiven Zentrum die Bindung an einem weiteren aktiven Zentrum begtinstigt.
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Abb. 3.2: Auftragung der spezifischen Aktivititen der nicht-aktivierten EcPOX mit Pyru-
vat nach Hill. A Anpassung durch die Hill-Gleichung. B Hill-Plot der Daten aus Abb. A.
Zur besseren Darstellung des Trends wurden in den Plot Geraden gelegt. Der Anstieg dieser
beschreibt den Hill-Koeffizient (ny). Er betrédgt fiir den flacheren Anstieg 0,55, fiir den steilen
Anstieg 1,87 und fiir die tibrigen Punkte 0,98.
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Dies setzt eine Kommunikation zwischen den beteiligten aktiven Zentren voraus.
Frank et al. haben anhand der Proteinstrukturen der E1-Komponente der PDH gefun-
den, dass ein Protonenkanal zwischen je zwei Untereinheiten vorliegt [143]. Dieser
ermoglicht einen Austausch von Information, in diesem Fall vermittelt durch die
Ubertragung eines Protons. Auch in der EcPOX konnte ein Protonenkanal existieren,
denn so konnte erreicht werden, dass nur die aktiven Zentren, die sich auf einer Seite
des Proteins befinden, reduziert werden und nach der Exponierung der Lipidbinde-
doméne die Membranbindung ermdoglichen. Eine genauere Betrachtung dieser Frage
wird in Abschnitt auf Seite 97 gegeben.

Eine weitere mogliche Deutung der positiven Kooperativitit resultiert aus der Tat-
sache, dass die Substratbindung in EcPOX auch an Enzymspezies erfolgen kann, die
bereits kovalente ThDP-Intermediate enthalten (Abschnitt aus Seite [118). Vom
kinetischen Standpunkt aus enthalten so gebildete Enzymspezies effektiv zwei Sub-
stratmolekiile. Begiinstigt das zweite Substratmolekiil die Produktabspaltung, so re-

sultiert hieraus positive Kooperativitit.

Die Fragestellung, die sich aus den sehr unterschiedlichen Katalysekonstanten von
nicht-aktivierter und aktivierter EcCPOX ergab, war, welche Schritte der Katalyse durch
die Aktivierung spezifisch beeinflusst werden. Zur Beantwortung dieser Frage wur-
den verschiedene spektroskopische Methoden angewandt, die die Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten einzelner Schritte ermoglichten.

3.1.2 Einfluss der Aktivierung auf die Deprotonierung des ThDP

Zunichst wurde untersucht, ob die Deprotonierungsgeschwindigkeit am C(2)-Atom
des ThDP nach der Aktivierung verdndert wurde. Wie bereits in Kapitel |1.3|beschrie-
ben, muss der Kofaktor vor der Katalyse aktiviert werden. Die Deprotonierung des
C(2)-Atoms im Thiazoliumring des ThDP kann mit H/D-Austauschexperimenten und
der Detektion mittels 'H-NMR-Spektroskopie verfolgt werden. Aus dem zeitlichen
Verlauf kann die Geschwindigkeit der Deprotonierung ermittelt werden. Sie betragt
im nicht-aktivierten Enzym 150,8 + 7,7 s~ (Abb. . Der Vergleich mit dem kcat-Wert
(14,7 s~ 1) zeigt, dass die Deprotonierung im nicht-aktivierten Enzym nicht geschwin-
digkeitsbestimmend fiir die Katalyse ist.

Die aktivierte EcPOX weist eine dramatisch erhohte Geschwindigkeitskonstante des
H/D-Austausches auf. Es war jedoch nicht moglich eine definierte Geschwindigkeits-
konstante zu bestimmen, da die Zeitauflosung der verwendeten quenched-flow-Appa-
ratur hierfiir nicht ausreichend war. Die aus der Totzeit der Apparatur abgeschitzte
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Abb. 3.3: H/D-Austauschexperimente von nicht-aktivierter EcCPOX.

Ansatz: 1 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH 6.0, 10 mM MgSOy, 1 mM ThDP, Inkubation
mit D,O, Stopp der Reaktion mit TCA-Quenchlésung. A Gegeniiberstellung der 'H-NMR-
Spektren zu verschiedenen Zeitpunkten. B Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Verhilt-
nisses der integralen Flachen der Signale von C(6”)-H und C(2)-H [90].

untere Grenze von kyj/p aktiviert betrdgt 600 s~ L. Die ermittelten Geschwindigkeits-
konstanten sind in Tabelle 3.2 auf Seite |95 zusammengefasst. Auch fiir die aktivierte
Spezies (keat 31,9 s7!) ist die Deprotonierung im Hinblick auf die Katalyse nicht ge-
schwindigkeitsbestimmend.

3.1.3 Einfluss der Aktivierung auf die Substratbindung

Im katalytischen Zyklus der EcPOX folgt der Deprotonierung am C(2)-Atom des Thia-
zoliumringes die Carboligation mit dem Substrat. Um den potentiellen Einfluss der
Aktivierung auf die Substratbindung abzuschétzen, kann mit substratanalogen Ver-
bindungen gearbeitet werden, die nach der Ausbildung der C-C-Bindung keinen wei-
teren Umsadtzen unterliegen. In diesem Fall wurden Acetylphosphinat (AcPh) und
Methylacetylphosphonat (MAP) verwendet (Abb.3.4). Beide Analoga binden am C(2)-
Atom und bilden entsprechende Addukte aus. Die C-P-Bindung kann jedoch im Ge-

A S Al I
>*||’—H >‘T—0—CH3 Abb. 3.4: Chemische Struk-
H,C OH H,C OH HsC OH turen der verwendeten Sub-

Pyruvat Acetylphosphinat Methylacetylphosphonat stratanaloga
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Abb. 3.5: Einzelne Schritte der Substratbindung

gensatz zur C-C-Bindung am Enzym nicht gespalten werden. Die Ligandenbindung
am Enzym kann somit unabhdngig von der Decarboxylierung analysiert werden. Es
bleibt anzumerken, dass die Ligandenbindung in diesem Fall aus zwei Prozessen zu-
sammengesetzt ist (Abb. [3.5): 1. Die Bildung des Michaelis-Komplexes, in dem sich
das Substrat in einer docking-Position in rdumlicher Ndhe zum ThDP befindet. 2. Die
kovalente Bindungsbildung erfolgt zwischen dem C(x)-Atom des Substrates bezie-
hungsweise des Liganden und dem C(2)-Atom des ThDP.

An anderen ThDP-abhidngigen Enzymen konnte bereits gezeigt werden, dass durch
die Bildung des Additionsproduktes aus Substratanalogon und ThDP charakteris-
tische Banden im Nah-UV-CD-Spektrum auftreten (TK: [145][146], "PDH-E1, POX:
[97], PDC: [147][148]). ThDP, eine prochirale Verbindung, nimmt durch den definier-
ten Einbau in die chirale Proteinumgebung selbst chiralen Charakter an. Jordan und
Mitarbeiter haben versucht, diese Banden im Nah-UV-CD-Spektrum im Bereich von
300-330 nm unterschiedlichen Protonierungsgleichgewichten des ThDP (Abb. Zu-
zuordnen [97][149][150][151][152]. Demnach entspricht ein positives Maximum bei et-
wa 300 nm der 1’,4’-iminotautomeren Form (IP) des Kofaktors, wihrend ein negatives
Maximum bei 320 nm durch die 4’-Aminoform (AP) des ThDP induziert wird. Asz-
talos konnte mit Hilfe verschiedener ThDP-Analoga zeigen, dass dieses Extremum
tatsdchlich von der 4’-Aminogruppe induziert wird [153]. Die AP- und die IP-Form
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des Kofaktors stehen iiber ein positiv geladenes 4’-Aminopyrimidinium (APH™) in
Zusammenhang. Diese Interpretation der Banden im CD-Spektrum wird durch die
Beobachtung untersttitzt, dass ihre Intensitdten pH-abhédngig sind [144].

In Abbildung[3.7/A sind die CD-Spektren von nicht-aktivierter und aktivierter ECPOX
dargestellt. Die Zuordnung der Banden erfolgte in Analogie zu anderen ThDP-abhéan-
gigen Enzymen beziehungsweise durch Vergleich mit UV /Vis-Absorptionsspektren
des Enzyms. Die Banden bei 415 und 366 nm im nicht-aktivierten Enzym stammen
vom enzymgebundenen FAD, da dieser Kofaktor bei diesen Wellenldngen absorbiert
(Abb.[3.13). Im Bereich von 290-330 nm tritt lediglich ein positives Extremum bei 295
nm auf. Dieses entspricht nach Jordan et al. der IP-Form des ThDP [97]. Interessanter-
weise ist keine Bande bei 330 nm nachweisbar. Somit existiert in der nicht-aktivierten
EcPOX im Gegensatz zur LpPOX keine AP-Form des ThDP [97].

Der Vergleich der CD-Spektren zwischen nicht-aktivierter und aktivierter ECPOX lésst
deutliche Anderungen der Bandenlage zu erkennen. Das positive Maximum bei 366
nm verschiebt sich nach proteolytischer Aktivierung bathochrom um 10 nm. Die po-
sitive Bande bei 415 nm verschwindet und die sehr schwach negative Bande bei 472
nm wird in der aktivierten EcPOX intensiviert. Dieser Befund spricht fiir strukturelle
Verdanderungen in der Umgebung des FAD, die durch die Aktivierung hervorgerufen
werden. Dies bestétigt Experimente von Recny und Hager, die anhand von UV /Vis-
Spektren wahrend der limitierten Proteolyse auf eine hydrophilere FAD-Umgebung
nach der Aktivierung geschlossen haben [69]. In der ThDP-Region (290-330 nm) ist
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Abb. 3.7: Vergleich der CD-Spektren der Pyruvatoxidasen.

A Vergleich von nicht-aktivierter (—) und aktivierter (—) EcPOX. B Vergleich von nicht-
aktivierter POX aus E. coli (—) und Lactobacillus plantarum (—). Die Enzymkonzentrationen
betrugen jeweils 2 mg/mlL, die Enzyme lagen vollstindig rekonstituiert bei pH 6.0 vor.
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im aktivierten Zustand gegeniiber dem nicht-aktivierten Zustand ein um 4 nm rotver-

schobenes positives Maximum zu finden.

Die CD-Spektren nicht-aktivierter EcCPOX und LpPOX im Nah-UV-Bereich unterschei-
den sich deutlich voneinander (Abb.3.7|B). Die FAD-Region der LpPOX zeigt 2 promi-
nente Banden, eine negative bei 454 nm und eine positive bei 389 nm. Da auch in der
aktivierten EcPOX eine Verschiebung der Banden auftritt, ist die Struktur der FAD-
Region der aktivierten EcPOX der der LpPOX &dhnlicher. In der LpPOX ist eine zu-
sdtzliche negative Bande bei 321 nm vorhanden. Laut Jordan entspricht diese Bande
der 4’-Aminopyrimidinform (AP) des Kofaktors [97]. Die Banden der IP-Spezies sind
in beiden Pyruvatoxidasen zu finden, wobei die POX aus E. coli das ausgeprégtere

Maximum besitzt.

Anhand der CD-Spektren konnen begrenzt strukturelle Aussagen zur EcPOX getrof-
fen werden. Die FAD-Bindetasche verdndert sich nach der Aktivierung und entspricht
mehr der der LpPOX. Im aktiven Zentrum der EcPOX wird die IP-Form und nicht
die AP-Form des ThDP stabilisiert. Studien mit Hilfe der Dichtefunktionaltheorie
(DFT) haben gezeigt, dass in einem apolaren aktiven Zentrum die AP-Form und in
einem polareren aktiven Zentrum die IP-Form stabilisiert wird [154]. Daraus ldsst sich
auf eine hydrophobe apolare Struktur des aktiven Zentrums fiir die nicht-aktivierte
EcPOX schliefsen. Nach der Aktivierung ist das aktive Zentrum polarer, was eine er-

hohte Losungsmittelzugédnglichkeit nahelegt.

Es konnte gezeigt werden, dass nach Zugabe von substratanalogen Verbindungen
und der folgenden Bildung von Additionskomplexen am ThDP (Abb. die In-
tensitdt des positiven Maximum bei 300 nm ansteigt [97][155]. Da die Zunahme an
Signalamplitude bei 300 nm idealerweise der C—C-Bindungsbildung entspricht, kann
man aus der Auftragung gegen die Inhibitorkonzentration den Kp-Wert fiir die Sub-
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Abb. 3.8: Bildung des Phosphonolaktyl-ThDP. Abbildung modifiziert aus Seifert et al. [155].
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Abb. 3.9: Differenzspektren der CD-Titration mit Acetylphosphinat. Ansatz: 2 mg/mL En-
zym in 20 mM KPP und 20 mM Mes pH 6.1, 1 mM MgSQOy, 200 uM ThDP. Die einzelnen Spek-
tren wurden nach Zugabe von steigenden Konzentrationen an AcPh nach 2 Minuten Inku-
bation aufgenommen. A nicht-aktivierte ECPOX, B aktivierte EcPOX, Inset: Abhdngigkeit der
CD-Signale im angegebenen Bereich von der AcPh-Konzentration. Fit nach Hill-Gleichung.

stratbindung (die die Bildung des Michaelis-Komplexes und die Carboligation um-
fasst) bestimmen.

In Abbildung 3.9|sind exemplarisch die CD-Titrationen der nicht-aktivierten und der
aktivierten EcPOX mit AcPh dargestellt. Die Titrationen mit MAP ergaben ein dhn-
liches Bild. Die Anpassung der Daten erfolgte mit Hilfe der Hill-Gleichung. Der Kp-
Wert der nicht-aktivierten EcCPOX mit dem Substratanalogon AcPh betragt 1526,4 +
63,7 uM (MAP: 1579,2 £ 64,1 uM). Beide Inhibitoren unterscheiden sich vom nati-
ven Substrat Pyruvat durch ihre Grofie. AcPh ist dem Pyruvat im Volumen dhnlicher
als MAP, welches durch die Methoxygruppierung erheblich mehr Raum beansprucht.
Da aber die Kp-Werte beider Inhibitoren vergleichbar sind, kann geschlossen werden,
dass die Methoxygruppe keinen Einfluss auf die Bindung hat.

Das aktivierte Enzym weist apparente Bindungskonstanten von 173,1 £ 24,5 uM fiir
AcPh und 221,4 + 88,4 uM fiir MAP auf. Diese Kp-Werte sind einander grofien-
ordnungsmaéfig gleich und im Vergleich zum nicht-aktivierten Enzym um einen Fak-
tor 10 verringert. Die substratanalogen Verbindungen binden im proteolytisch ak-
tivierten Enzym um den Faktor 10 starker an das enzymgebundene ThDP. Auch dieser
Befund kann mit einem offeneren aktiven Zentrum nach der Aktivierung gedeutet

werden.
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3.1.4 Einfluss der Aktivierung auf die Bindung von MAP

Die beschriebenen CD-spektroskopischen Experimente legten eine kovalente Bindung
des Substratanalogons MAP an den Kofaktor nahe. Eine Untersuchung zur Kinetik
der Inhibitorbindung sollte weitere Unterschiede zwischen nicht-aktiviertem und ak-
tiviertem Enzym offen legen. In Abbildung[3.10| A ist exemplarisch eine Progresskurve
der Bindung von MAP an das aktive Zentrum der nicht-aktivierten EcPOX dargestellt.
Durch die Bildung der iminotautomeren Form des Phosphonolaktyl-ThDP (Abb.
wird eine Zunahme des Signals bei 305 nm hervorgerufen. Abbildung B zeigt die
Abhéngigkeit der aus den Progresskurven erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten
der Ligandenbindung von der MAP-Konzentration. Die Anpassung der Daten erfolg-
te nach einer hyperbolen Gleichung (3.1).
ko - [MAP]

Kobs = K, + [MAP| + k2 3.1)

Der K;-Wert der nicht-aktivierten EcPOX fiir MAP konnte mit 1591,8 + 561,6 mM
und der k, mit 0,11 £ 0,03 s~ ! bestimmt werden. Der k_,-Wert konnte mit dieser Me-
thode nicht ermittelt werden, da der Fehler bei der Bestimmung von solch numerisch
kleinen Werten unangemesen hoch wiére. In jedem Falle giltjedoch k, > k., was zeigt,
dass das Gleichgewicht der C—C-Bindungsbildung weit auf der Seite des kovalenten
Adduktes liegt. Doch auch die Fehler der Anpassung der anderen Parameter sind
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Abb. 3.10: Kinetik der MAP-Bindung an nicht-aktivierte EcPOX.

A Kinetik nicht-aktivierter ECPOX mit 30 mM MAP. Die Daten wurden einfach exponentiell
(y = a(1 — e kost) 4 1) angepasst (—). B Auftragung der ermittelten k,,s-Werte gegen die
Ligandenkonzentration. Die Daten wurden hyperbol (—) angepasst (Gl. B.I). Zum Vergleich
ist eine lineare Anpassung (- - -) der Daten dargestellt. Ansatz: 2 mg/mL Enzym in 50 mM
KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO, und 1 mM ThDP mit steigenden Konzentrationen an MAP
(0,5-200 mM).
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relativ grofs. Zum Vergleich wurde eine lineare Regression im Bereich kleiner MAP-
Konzentrationen (bis 40 mM) durchgefiihrt. Diese weicht jedoch deutlich von den
gemessenen Werten (- - -) ab, was die Notwendigkeit einer hyperbolen Anpassung

verdeutlicht.

Der Vergleich mit aktivierter ECPOX zeigt, dass MAP deutlich schwécher an das ak-
tive Zentrum des nicht-aktivierten Enzyms bindet. Eine hyperbole Anpassung der
Geschwindigkeitskonstanten von aktivierter EcPOX gegen die Ligandenkonzentra-
tion (Abb. B) ergibt einen K;-Wert von 14,4 &+ 4,2 mM und k; von 0,47 £ 0,10 s L.
Die primédre Bindung von MAP an die aktivierte Enzymspezies ist etwa um den Fak-
tor 100 fester als an der nicht-aktivierten EcPOX. Diese Beobachtung bestdtigt die
Ergebnisse der thermodynamischen Kp-Wert-Bestimmung. In den CD-Titrationsex-
perimenten wurde eine bessere Bindung von Methylacetylphosphonat beziehungs-
weise Acetylphosphinat an das aktive Zentrum der aktivierten ECPOX gefunden.

Der thermodynamisch bestimmte Kapp-Wert ist eine zusammengesetzte Grofie (ﬁ% ,

Herleitung |A.4). Durch die Bestimmung des K;-Wertes fiir MAP lésst sich eine Ab-
schatzung fiir den kinetisch nicht zugénglichen K,-Wert vornehmen.

Kapp
Ky = —75"-"— 3.2
2= K~ Kooy (3.2)

Die Abschitzung des Kp-Wertes nach Gleichung 3.2|liefert fiir die nicht-aktiverte POX
einen Wert von 9,93-10~% und fiir die aktivierte EcPOX einen Wert von 1,56-1072.
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Abb. 3.11: Kinetik der MAP-Bindung an aktivierte EcPOX.

A Kinetik aktivierter EcPOX mit 5 mM MAP. Die Daten wurden doppelt exponentiell (y =
a(1 —e M) + b(1 — e®1) + n) angepasst (—). B Auftragung der ermittelten k;-Werte gegen
die Ligandenkonzentration. Die Daten wurden hyperbol (—) angepasst (Gl [3.1). Ansatz:
2 mg/mL Enzym in 50 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO4 und 1 mM ThDP mit steigen-
den Konzentrationen an MAP (0,05-5 mM).
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Dies zeigt erneut, dass die kovalente Ligandenbindung eine stark vorwdrts gerichtete
Reaktion darstellt und die Riickreaktion k_, kaum eine Rolle spielt. Es ist anzunehmen,
dass diese Feststellung auf die Substratbindung tibertragbar ist. Unter den vorliegen-
den Bedingungen gilt Kapp, =~ Kp.

Bemerkenswert ist die im Vergleich zur Bindung des Substrates Pyruvat (Abschnitt
3.1.5) sehr langsame Bindung des Substratanalogon MAP an das Enzym. Hierfiir
konnten sterische Wechselwirkungen, bedingt durch das zusatzliche Sauerstoffatom

im Substratanalogon, verantwortlich sein.

3.1.5 Einfluss der Aktivierung auf die reduktive Halbreaktion
3.1.5.1 Nicht-aktivierte EcCPOX

Unter anaeroben Bedingungen kann die reduktive Halbreaktion der EcPOX mit Hilfe
schneller kinetischer Methoden untersucht werden. Bei der reduktiven Halbreaktion
findet nur ein Teil der nativen Reaktion statt (Abb. [3.12). Enzym und Substrat as-
soziieren zu einem Michaelis-Komplex, worauf sich die kovalente Bindungskniipfung
(kc-c) zur Bildung des Laktyl-ThDP anschliefst. Nach Decarboxylierung (kgecarb) wWird
das resonanzstabilisierte HEThDP gebildet. Die Elektronen werden auf das enzymge-
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Abb. 3.12: Reduktive Halbreaktion der nicht-aktivierten EcPOX. Orange hinterlegte Enzym-
symbole reprédsentieren Spezies, die oxidiertes FAD enthalten. Nach der Reduktion des FAD
schliefst sich eine Konformationsdnderung an, die zur Exponierung der C-terminalen Domaé-
nen fithrt. Es wird eine partiell aktivierte Enzymspezies (E,) gebildet (violett). Weitere Erkla-
rungen siehe Text.
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bundene FAD {ibertragen (k,.q), wodurch dieses reduziert wird. Aus Studien zur Kon-
formationsdanderung von EcPOX in Substratgegenwart war bekannt, dass nach der
Reduktion die C-terminalen Doménen jeder Untereinheit exponiert werden (kgonf)
[156]. Diese Enzymspezies ist partiell aktiviert, das heifst durch die Konformations-
dnderung wird die Zugénglichkeit des aktiven Zentrums fiir das Substrat erleichtert.
Nach der Konformationsanderung wird Acetat mittels Hydrolyse von Acetyl-ThDP
abgespalten (knydrolyse), Was durch eine Produktanalyse bestétigt werden konnte [90].
Das regenerierte ThDP kann ein weiteres Pyruvatmolekiil angreifen, Laktyl-ThDP
bilden und Kohlendioxid abspalten. Vom so gebildeten HEThDP kénnen keine Elek-
tronen auf das enzymgebundene FAD {ibertragen werden, da dieses bereits reduziert
vorliegt und aufgrund der Abwesenheit von Elektronenakzeptoren auch nicht reoxi-
diert werden kann. Im Zuge der reduktiven Halbreaktion werden somit pro Enzym-
untereinheit 2 Molekiile Substrat umgesetzt, eines wird in Acetat iiberfiihrt, das an-
dere fithrt zur quantitativen Bildung von E,-HEThDP-FAD,4. Aufgrund der in die re-
duktive Halbreaktion involvierten Decarboxylierungsschritte ist der Gesamtprozess
in guter Ndherung irreversibel. Beziiglich des FAD liegen wihrend der reduktiven
Halbreaktion single-turnover-Bedingungen vor.

Mit Hilfe eines stopped-flow-Absorptionsspektrometers kann die Reduktion des FAD
direkt verfolgt werden. Wie in Abbildung dargestellt, ist die Absorptionsdnde-
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Abb. 3.13: UV/Vis-Spektren der EcPOX im Bereich der FAD-Absorption.

A Absorption im Bereich des FAD der nicht-aktivierten EcPOX im oxidierten (—) und re-
duzierten (—) Zustand. Ansatz: 1 mg/mL Enzym in 20 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO,
und 1 mM ThDP, mit und ohne 100 mM Pyruvat. In Anwesenheit von Pyruvat liegt EcPOX
reduziert vor. Die grofiten Absorptionsunterschiede sind bei 438 nm zu beobachten (diinne
Linie). B Unterschiede der Absorptionseigenschaften von nicht-aktivierter (—) und aktivier-
ter (—) EcPOX.
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rung durch Reduktion des enzymgebundenen FAD bei einer Wellenlédnge von 438 nm

am grofiten, weshalb dieses Signal fiir die Messungen herangezogen wurde.

Die Progresskurven der FAD-Reduktion sind in Abb. A dargestellt. Fiir die Be-
stimmung der Geschwindigkeitskonstanten wurden die Kurven doppelt-exponentiell
nach Gleichung [3.3|angepasst.

Yy =ap* e kext 4 g skt 4y (3.3)

Etwa 80 % der Gesamtamplitude sind mit der schnellsten Phase (k,) assoziiert. Die
berechneten Geschwindigkeitskonstanten dieser Phase (k;) hangen hyperbol von der
Substratkonzentration ab (Abb. B), wiahrend die ihr zugeordneten Amplituden
(a1) nicht substratabhéngig sind (Abb.[A.5). Auch die Amplituden (a;) und die Ge-
schwindigkeitskonstanten der zweiten Phase (k;) zeigten keine Substratabhiangigkeit
(Daten nicht gezeigt). Zur Klarung welcher katalytische Prozess dieser Absorptions-
abnahme bei 438 nm zugrunde liegt, werden die Reaktionen der reduktiven Halb-
reaktion auf die beobachteten Schritte reduziert. NMR-spektroskopische Untersuchun-
gen am nicht-aktivierten Enzym zeigten, dass die Interkonversion der reduzierten
Enzymspezies wesentlich schneller erfolgt als die Substratbindungs- und Decarboxy-
lierungsschritte am oxidierten Enzym, welche zum reduzierten Enzym fiihren (Ab-
schnitt 3.1.6). Die beobachtete reduktive Halbreaktion ist aus 6 Reaktionsschritten
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Abb. 3.14: Zeitverlauf der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter EcCPOX.

A Darstellung des Zeitverlaufes der Reduktion des enzymgebundenen FAD bei unter-
schiedlichen Pyruvatkonzentrationen (5-700 mM). Die Richtung des Pfeils zeigt die Zunahme
der Pyruvatkonzentration. B Auftragung der ermittelten k,,s-Werte der ersten Phase gegen
die Pyruvatkonzentration. Durchgezogene Linie: Anpassung nach GL Ansatz: 1 mg/mL
Enzym in 100 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO, und 1 mM ThDP mit steigenden Konzen-
trationen an Pyruvat (5-700 mM) unter anaeroben Bedingungen.
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Abb. 3.15: Minimalmodell der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter EcPOX.

zusammengesetzt (Abb. 3.15), die Bildung des Michaelis-Komplexes (k;), die Sub-
stratbindung (k), die Decarboxylierung (k3) und die Ubertragung der Elektronen
(ks). Dem Elektronentransfer schliefit sich eine Konformationsanderung (ks) an, die
zu partiell aktiviertem Enzym (E,) fiihrt [156]. Von diesem wird in einem irreversiblen
Schritt Acetat hydrolytisch abgespalten (k).

Der signalgebende Prozess bei einer Wellenldnge von 438 nm ist die Reduktion von
oxidiertem enzymgebundenen FAD (k4). Wenn dieser Schritt geschwindigkeitsbestim-
mend wiére, dann miissten lag-Phasen zu beobachten sein und die Zeitkonstante des
Prozesses miisste, aufgrund der irreversiblen Decarboxylierung (k3), unabhingig von
der Substratkonzentration sein. Wegen der gefundenen Substratabhédngigkeit von k,
kommen somit nur die Substratbindung und die Decarboxylierung als geschwindig-
keitsbestimmende Schritte in Betracht. Die Decarboxylierung ist vermutlich schneller
als die Substratbindung (was durch die Intermediatanalyse bestitigt werden konn-
te, Abschnitt , so dass die Substratbindung (kj, k2) als geschwindigkeitsbestim-
mender Prozess wiahrend der ersten Phase (k,) der reduktiven Halbreaktion angenom-
men werden muss. Im Falle der Geschwindigkeitslimitierung durch die nicht-kova-
lente Assoziation des Substrates (k1) ware eine lineare Abhéngigkeit der k,-Werte
von der Substratkonzentration zu erwarten. Da eine hyperbole Abhdngigkeit der k,-
Werte von der Pyruvatkonzentration gefunden wurde, kann der Prozess auf die ko-
valente Substratbindung (k2) eingeschrankt werden. Die Auftragung der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten der ersten Phase (k,) gegen die Substratkonzentration
konnte mit Gleichung 3.4/ angepasst werden (Abb. B). Eine detaillierte Ableitung
ist im Anhang auf Seite zu finden. Dort wird auch eine ausfiihrliche Diskussion

der moglichen geschwindigkeitsbestimmenden Schritte vorgenommen.

ka - [Pyr]

K1 + [Pyr] 34

Kobs =
K; fiir Pyruvat betragt 665,9 + 43,5 mM und k, konnte mit 16,2 £ 0,7 s~1 bestimmt
werden. Der berechnete K;-Wert fiir Pyruvat ist damit ungewo6hnlich hoch. Dies wird
vor allem im Vergleich zum Ky;-Wert der nicht-aktivierten EcPOX fiir Pyruvat deut-
lich, der bei 98,8 mM liegt. Die unterschiedlichen Werte stellen jedoch keinen Wider-



82 3 Ergebnisse und Diskussion

spruch dar. Das Signal der reduktiven Halbreaktion liefert oxidiertes enzymgebun-
denes FAD. Nach der Reduktion erfolgt der Konformationswandel, wodurch das En-
zym partiell aktiviert wird. Die Substratbindung an diese Spezies wird jedoch wéh-
rend der reduktiven Halbreaktion nicht beobachtet, da sie bereits reduziertes FAD ent-
halt (Abb. 3.15). Zur Bestimmung des Ky-Wertes wurde der Standard-Reduktasean-
satz verwendet. Bei diesem wird das Enzym mit Pyruvat fiir 5 Minuten vorinkubiert,
worauf es aufgrund der eintretenden Konformationsanderung partiell aktiviert vor-
liegt. Die langsame Aktivierung des Enzyms nach Zugabe von Pyruvat spiegelt sich in
lag-Phasen der Progresskurven bei Verwendung des Reduktaseansatzes wider [157].
Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Prainkubationszeiten sind lang genug, um
die substratgetriebene Aktivierung zum Abschluss gelangen zu lassen. Der Elektro-
nenakzeptor Hexacyanoferrat tibernimmt aufgrund seiner Grofse und Mobilitat und
des Redoxpotentials (Eo . cn) 3 /[Fe(cn) ¢~ 70,46 V [158]) die Elektronen direkt vom
HEThDP. Die Reduktion von FAD ist somit nicht Bestandteil des katalytischen Zyklus
im K3Fe(CN)g-Test. Wahrend der Messungen mit Hexacyanoferrat liegt das Enzym
demnach als partiell aktivierte Spezies vor und weist eine 7-fach verbesserte Bindung
zum Substrat auf.

Die zweite Phase in der Progresskurve der reduktiven Halbreaktion konnte mit ei-
ner Geschwindigkeitskonstante k; von etwa 0,5 s~ bestimmt werden. Als Erklarung
fiir diese langsame Phase kann eine Reoxidation des enzymgebundenen FAD durch
Rest-Sauerstoff ausgeschlossen werden, da dieser Prozess im Vergleich zu den berech-
neten Geschwindigkeitskonstanten zu langsam ist (kreox 0,08 s~1, Abb. . Auch die
Isomerisierung (ks), die zur partiell aktivierten Enzymspezies fiihrt, kommt als Er-
klarung nicht in Frage, da sich sonst im Zuge der reduktiven Halbreaktion transient
E-AcThDP anhédufen wiirde, was jedoch durch NMR-Studien an nicht-aktivierter Ec-
POX ausgeschlossen werden konnte (Abschnitt [3.1.6). Die zweite Phase ist vermut-
lich auf eine weitere Enzymspezies im Ansatz zuriickzufiihren. Zuséatzlich zur Haupt-
spezies existiert eine weitere Spezies E, die nicht zur effektiven Substratbindung be-
fahigt ist und in einem langsamen Prozess in die Hauptspezies umgewandelt wird
(Abb.[3.16). Daraus erklart sich die durch Gleichung .3 gegebene Funktionalitat mit
positiven Amplituden a; und a. Die Amplitude a; korreliert mit dem Anteil der
Spezies E und die Amplitude 4, mit Ey im Ausgangszustand, wobei 80 % der Ge-

samtamplitude auf a; entfallen.

Die nicht-aktivierte ECPOX wird somit tiber die kovalente Substratbindung reguliert.

Substrat bindet an die docking-Position in rdumlicher Ndhe zum aktiven Zentrum und
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Abb. 3.16: Erweitertes Minimalmodell der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter
EcPOX.

wird in einem relativ langsamen Prozess (ko = 16,2 s~1) kovalent an das C(2)-Atom
des ThDP gebunden. Eine quantitative Aussage zur Geschwindigkeit des Elektronen-
transfers kann nicht getroffen werden, da dieser Prozess nicht geschwindigkeitsbe-
stimmend ist und somit nicht zeitaufgelost beobachtet wurde.

3.1.5.2 Proteolytisch aktivierte EcPOX

Das Reaktionsschema der reduktiven Halbreaktion (Abb. der proteolytisch ak-
tivierten EcCPOX vereinfacht sich, da die Konformationsanderung des Enzyms bereits
wihrend der proteolytischen Aktivierung stattgefunden hat. Die Progresskurven der
FAD-Reduktion in Abhédngigkeit von der Pyruvatkonzentration sind exemplarisch in
Abbildung A dargestellt. Interessanterweise sind die Progresskurven durch drei
voneinander zeitlich gut getrennte Phasen gekennzeichnet. Die Geschwindigkeits-

ThDP ThDP kcc LaktyI—ThDPk HEThDP
E + S «—= *xS «—=( E decapp £
FADox FAD FADox co, FADox
T kred
Acetyl-ThDP
E
HZO FADred
khydrolyse
Acetat
HETADP koo, —LaKtYI-TRDP 4 ThDP ThDP
@ < l7 @ <3 (E j)*»S =—5 S+ @
FADred Cco, FADred FADred FADred

Abb. 3.17: Reduktive Halbreaktion der aktivierten EcPOX. Orange hinterlegte Enzymsym-
bole reprasentieren Spezies, die oxidiertes FAD enthalten. Erklarungen siehe Text.
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konstanten wurden nach Gleichung (3.5) bestimmt. Die Vorfaktoren a;, a; und a3 sind

stets positiv und stellen die Amplituden der einzelnen Phasen dar.
_ —kgxt —kpxt —koxt
y=apx*e +apyxe +azxe +n (3.5)

Die erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten und die dazugehorigen Amplituden sind
in Tabelle zusammengefasst. Der Hauptteil der Reaktion wird durch den ersten
Term beschrieben, der ungefahr 80 % der Gesamtamplitude (a = a; + ap + a3) reprédsen-
tiert und zugleich den schnellsten Prozess widerspiegelt. Die Amplituden der ersten
Phase zeigen keine Substratabhidngigkeit, wahrend die ermittelten Geschwindigkeits-
konstanten analog zu den kyps-Werten der nicht-aktivierten EcPOX eine hyperbole
Abhéngigkeit zeigen (Abb. B).

Die Daten wurden mit Hilfe der Gleichung 3.4 angepasst. Der K;-Wert fiir Pyruvat
betrdagt 39,9 £ 8,8 mM und k; konnte mit 784,2 £+ 61,4 s~ 1 bestimmt werden. Der er-
haltene Kj-Wert fiir Pyruvat ist fiir die aktivierte EcCPOX deutlich geringer (Faktor 17)
als fiir die nicht-aktivierte Enzymspezies und bestétigt damit auch die thermodyna-
mische Kp-Wert-Bestimmung mit substratanalogen Verbindungen. Bei der aktivierten
EcPOX stimmen der Kp-Wert (39,9 mM) und der Kys-Wert (24,8 mM) fiir Pyruvat weit-
gehend tiberein. Dies kann als Bestitigung fiir das Modell der redoxinduzierten Kon-

formationsdnderung gewertet werden. Wahrend in der reduktiven Halbreaktion der
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Abb. 3.18: Zeitverlauf der reduktiven Halbreaktion von aktivierter ECPOX.

A Progresskurven der Reduktion des enzymgebundenen FAD bei unterschiedlichen Pyru-
vatkonzentrationen (5-100 mM). Die Richtung des Pfeils zeigt die Zunahme der Pyru-
vatkonzentration. B Auftragung des ermittelten k.,s der ersten Phase gegen die Pyru-
vatkonzentration. Durchgezogene Linie: Anpassung nach GL Ansatz: 1 mg/mL Enzym
in 100 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO, und 1 mM ThDP mit steigenden Konzentrationen
an Pyruvat (5-100 mM) unter anaeroben Bedingungen.
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Abb. 3.19: Minimalmodell der reduktiven Halbreaktion von aktivierter EcPOX.

aktivierten EcPOX keine Konformationsanderung mehr auftritt, ist dieser Schritt in
der reduktiven Halbreaktion der nicht-aktivierten Spezies ein fester Bestandteil (Abb.
3.12) und begriindet die Diskrepanz von Kp- und Kys-Wert.

Zunichst soll nur die erste Phase, die Hauptphase, der Progresskurve der reduk-
tiven Halbreaktion betrachtet werden. Die beobachteten Geschwindigkeitskonstan-
ten (k,) sind abhdngig von der Substratkonzentration, wahrend die Amplituden sub-
stratunabhéngig sind. In Abbildung ist die beobachtete Reaktionsfolge nochmals
dargestellt. Bei der aktivierten EcPOX gilt genauso wie beim nicht-aktivierten Enzym,
dass die Absorptionsabnahme bei 438 nm verfolgt wird, der Prozess der Reduktion
jedoch aufgrund der Substratabhédngigkeit der beobachteten Amplituden nicht der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Katalyse sein kann. Die Decarboxylierung
ist auch nicht limitierend (vgl. Abschnitt[3.1.6), so dass auch bei der aktivierten ECPOX
die kovalente Substratbindung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt der Kata-
lyse postuliert werden muss.

Als Ursache fiir die Existenz der beiden anderen Phasen, die in den Progresskur-
ven gefunden wurden, kommen verschiedene Subspezies des Enzyms in Frage. Die
zweite Phase (k; 123,1 s~ 1) wird durch nicht vollstandig aktiviertes Enzym verursacht.
Diese Gruppe ist vermutlich strukturell sehr heterogen. Nicht-aktiviertes Enzym, das
wiahrend der Praparation von proteolytisch aktivierter ECPOX nicht vollstandig ver-
daut wurde, ist vermutlich an der Auspragung der dritten Phase (k. 12,3 s~ !) beteiligt.
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E 03 | ng \ der reduktiven Halbreaktion von nicht-
2 g oo | aktivierter und aktivierter EcCPOX. Ansatz:
2 021 1 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH
2 6.0 mit 10 mM MgSO, und 1 mM ThDP
< 017 unter anaeroben Bedingungen mit 100 mM
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Beim Vergleich der Progresskurven der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter
und aktivierter EcCPOX unter sonst identischen Bedingungen werden die Unterschiede
unmittelbar deutlich (Abb.[3.20). Beim aktivierten Enzym ist ein Grof3teil der Reaktion
wahrend der Mischzeit des stopped-flow-Gerits bereits abgelaufen. Zur besseren Auf-
16sung dieser ersten Phase sollte untersucht werden, ob eine Absenkung der Tempe-
ratur die Geschwindigkeitskonstanten beeinflusst. Es wurden Experimente bei 5 ver-
schiedenen Temperaturen (5, 10, 15, 20 und 25 °C) durchgefiihrt und die Geschwin-
digkeitskonstanten der ersten Phase in Analogie zu den bereits beschriebenen Ex-
perimenten bestimmt (Abb. . Eine Auftragung der erhaltenen logarithmierten
kops-Werte gegen den Kehrwert der absoluten Temperatur ergibt eine Gerade (Abb.
Inset). Nach Arrhenius, der 1889 ein empirisches Modell beschrieb, wonach die
Ausgangsmolekiile einen aktivierten Zustand durchlaufen miissen, um in das Pro-
dukt tiberzugehen, kann anhand des Anstiegs dieser Gerade (m = —E,/R) die Ak-
tivierungsenergie E, bestimmt werden. Diese zusétzliche Energie wird vom System
benoétigt, um von den Ausgangsmolekiilen in den aktivierten Zustand zu gelangen.
Sie betrégt im vorliegenden Fall fiir die aktivierte EcPOX 43,4 k] /mol .

3.1.6 Verteilung der Reaktionsintermediate wahrend der Katalyse

Aufgrund der unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der ThDP-Intermediate
im 'H-NMR-Spektrum konnen die im Verlauf der Katalyse gebildeten Reaktions-
intermediate qualitativ und quantitativ bestimmt werden [108]. Unter steady-state-
Bedingungen konnen bei Zugrundelegung einfacher Modellmechanismen mikrosko-
pische Geschwindigkeitskonstanten berechnet werden. Im Unterschied zur Analyse
UV /Vis-spektroskopischer Transientkinetiken besteht dabei kein Zuordnungsprob-
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lem. Im folgenden wird mit Hilfe der Intermediatanalyse dargestellt, welche Schritte

infolge der Aktivierung der EcPOX beeinflusst werden.

Wird nicht-aktivierte ECPOX mit Pyruvat inkubiert, kommt es zur Bildung von En-
zymspezies mit reduziertem FAD. Dieser Prozess kann mittels UV /Vis-spektrosko-
pischer Methoden direkt und zeitaufgeldst verfolgt werden (Kapitel [3.1.5). Dartiber-
hinaus ist bekannt, dass in Gegenwart von Pyruvat eine Konformationsanderung er-
folgt, deren Resultat ein partiell aktiviertes Enzym ist. Es ist daher naheliegend, dass
die pyruvatgetriebene Aktivierung eine Folge der Reduktion des nicht-aktivierten En-
zyms ist. Es stellt sich somit die Frage, welche Intermediate auf der Zeitskala der
Aktivierung angehduft werden. Dazu wurden Intermediatverteilungen nach unter-
schiedlichen Inkubationszeiten mit Pyruvat mittels 'TH-NMR bestimmt. Es sei jedoch
angemerkt, dass dies in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors und folglich nicht
unter steady-state-Bedingungen vorgenommen wurde und somit den Reaktionsbedin-
gungen der reduktiven Halbreaktion entspricht. Abbildung A zeigt, dass hier-
bei ausschliefilich nicht-reagiertes ThDP und HEThDP auftraten. LThDP und Acetyl-
ThDP wurden dagegen nicht beobachtet. Die zeitabhdngige Zunahme von HEThDP

ist bei der verwendeten Pyruvatkonzentration von 250 mM durch einen k,s-Wert
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Abb. 3.22: Intermediatanalyse von nicht-aktivierter EcCPOX.

Ansatz: 80,7 uM nicht-aktivierte EcCPOX in 100 mM KPP, 5 mM MgSQy, 80,7 yM ThDP und
250 mM Pyruvat. Inkubation bei 25 °C. A Gegeniiberstellung der 'H-NMR-Spektren zu ver-
schiedenen Zeitpunkten. B Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Bildung des Hydroxyethyl-
ThDP normiert auf die Gesamtkonzentration an ThDP.
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von 4,1 s~ gekennzeichnet. Dieser ist mit dem kg,,-Wert der reduktiven Halbreak-
tion bei gleicher Pyruvatkonzentration in guter Ubereinstimmung. Damit verlduft
die Bildung der reduzierten Enzymspezies mit der gleichen Kinetik wie die Bildung
von HEThDP. Aus der Analyse der Transientkinetiken der reduktiven Halbreaktion
ist bereits bekannt, dass die Bildung der C-C-Bindung geschwindigkeitsbestimmend
ist. Da diese Interpretation zur Vorrausetzung hat, dass die Elektroneniibertragung
vom HEThDP auf das enzymgebundene FAD deutlich schneller als die C-C-Bindung
erfolgt, kann sich nicht viel E-HEThDP akkumulieren (Terminologie entsprechend
Abb. [3.12). Schneller Verbrauch von E-HEThDP wiirde wiederum zur transienten
Akkumulation von Acetyl-ThDP fiihren, wenn dieses nicht wesentlich schneller hy-
drolysiert und in E,-HEThDP tiberfiihrt wiirde, als es gebildet wird. Folglich muss das
NMR-spektroskopisch beobachtete HEThDP vorrangig E,-HEThDP sein, also eine
partiell aktivierte Enzymspezies, die das Endprodukt der reduktiven Halbreaktion
der EcPOX darstellt. Dem NMR-spektroskopisch beobachteten Prozess liegt somit
derselbe geschwindigkeitsbestimmende Schritt zugrunde wie der reduktiven Halb-
reaktion. Nach der substratinduzierten Konformationsanderung (ky,¢) liegt eine En-
zymspezies vor, die erheblich schneller Substrat zu binden vermag, als das nicht-
aktivierte Enzym (E). Diese Enzymspezies ist partiell aktiviert (E,). Partiell aktiviertes
Enzym kann durch Proteolyse bzw. durch die Gegenwart von Lipiden eine weitere
Aktivitdtssteigerung erfahren.

Damit bestétigt der NMR-spektroskopische Befund, dass nach erfolgter pyruvatge-
triebener Aktivierung des nicht-aktivierten Enzyms die Schritte der initialen Sub-
stratbindung und der C-C-Bindungsbildung sehr viel schneller erfolgen als am nicht-
aktivierten Enzym. Es ist jedoch nicht moglich aus den vorliegenden Daten hierzu
eine quantitative Aussage zu gewinnen. Diese Interpretation korreliert gut mit den
Resultaten der steady-state-Messungen. Nicht-aktivierte ECPOX zeigt einen Ky;-Wert
tiir Pyruvat von 98,8 mM. Dies steht im scheinbaren Widerspruch zum K;-Wert von
665,9 mM fiir Pyruvat, der fiir die k,ps-Werte der reduktiven Halbreaktion am nicht-
aktivierten Enzym bestimmt wurde. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass sich der
Ky-Wert tatsdchlich auf ein bereits durch vorherige Prainkubation mit Pyruvat par-

tiell aktiviertes Enzym (E,) bezieht, welches deutlich affiner gegeniiber Pyruvat ist.

Die Intermediatanalyse des proteolytisch aktivierten Enzyms wurde in Gegenwart
von Fe[K3(CN)s] und unter steady-state-Bedingungen durchgefiihrt. Dabei werden
nicht-reagiertes ThDP und Acetyl-ThDP beobachtet (Abb. 3.23). Das Fehlen des HE-
ThDP-Signals bei gleichzeitiger Beobachtung eines, wenn auch schwachen, Acetyl-
ThDP-Signals spricht dafiir, dass die Geschwindigkeitskonstante des Elektronentrans-
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ThDP C2-H

AcThDP C6'-H Abb. 3.23: Intermediatanalyse von ak-

o tivierter EcCPOX. Ansatz: 252,6 uM ak-

; \ A&cTHDP  tivierte EcPOX in 100 mM KPP mit

¥ 5 mM MgSOy, 252,6 yM ThDP und

e ) eyt ) 200 mM Pyruvat unter steady-state-

08 06 04 02 0.0 88 86 7674 727068 66 64 Bedingungen (20 mM Fe[Ks(CN)g]).
'HMWE chemische Verschisbung Inkubation bei 25 °C.

fers deutlich grofer als die der Hydrolyse ist (kreq >> Knydrolyse)- Zugleich lag ein ho-
her Anteil an nicht-reagiertem ThDP vor, welches unter den vorliegenden Bedingun-
gen vorrangig die E-S-Spezies (Substrat in docking-Position) reprasentiert. Dies deutet
darauf hin, dass die C-C-Bindungsbildung und die Hydrolyse des Acetyl-ThDP ge-
schwindigkeitsbestimmend fiir die Katalyse der aktivierten EcPOX sind. Eine quan-
titative Bestimmung der mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten kann jedoch
nicht vorgenommen werden, da nicht alle Intermediate beobachtet werden und dies

fiir eine solche Bestimmung notwendig wiére [108]].

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Resultaten von Bertagnolli & Hager
[159]. Die Autoren bestimmten die Geschwindigkeitskonstante der Decarboxylierung
mit 62 s~1. Sie verwendeten dabei einen indirekten Ansatz, bei dem, mit Hilfe von
Bromkresolgriin, die Anderung des pH-Wertes detektiert wurde. Es wurde voraus-
gesetzt, dass die beobachtete pH-Wert-Anderung Folge der CO,-Bildung ist. Um zu
vermeiden, dass die Hydrogencarbonatbildung geschwindigkeitsbestimmend fiir die
Signalgabe im Bromkresolgriin-Test ist, wurde dem Messansatz Carboanhydrase zu-
gesetzt. Dieses Enzym katalysiert die Hydratisierung von Kohlendioxid zu Hydro-
gencarbonat und arbeitet in der Ndhe der Diffusionskontrolle. Die Reaktionsgleichung
lautet:
CO; + H,O — HCO; +H"

In der Negativkontrolle wurde auch ohne Zugabe von Carboanhydrase die gleiche
Geschwindigkeitskonstante erhalten. Die Vermutung liegt also nahe, dass die von
Bertagnolli & Hager beobachteten pH-Verschiebungen nicht durch das gebildete CO,
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bedingt sind, sondern vorrangig die Relaxation von Protonierungsgleichgewichten
an der Proteinoberfliche widerspiegeln, die durch die Verdiinnung des Proteins in

ein ungepuffertes Medium ausgelost wurden.

Nicht-aktivierte und aktivierte EcCPOX unterscheiden sich somit in ihrer Fahigkeit das
Substrat, aus einer docking-Position heraus kovalent zu binden. Dies steht im Uberein-
klang mit den unterschiedlichen Werten fiir k, im nicht-aktivierten (16,2 s~ 1) und ak-
tivierten (784 s 1) Enzym, welche die C-C-Bindungsbildung reflektieren.

3.1.7 Untersuchungen zum Elektronentransfer

Die Reduktion der Flavinkomponente kann nach verschiedenen Mechanismen er-
folgen (Abb. A). Zum einen gibt es den direkten Hydridtransfer an die N(5)-
Position des FAD. Eine andere Moglichkeit besteht in der Generierung einer carban-
ionischen Struktur des Substrates durch eine Base im aktiven Zentrum und die an-
schlieBende Ubertragung der Elektronen auf das FAD. Desweiteren kann die FAD-
Reduktion auch {iiber einen radikalischen Mechanismus verlaufen. Bei diesem wiirde
die C-H-Bindung des Substrates so gespalten, dass ein transientes Radikal entsteht.
Das FAD wiirde dann in der radikalischen Semichinon-Form vorliegen (Abb. B).
Es gibt zwei verschiedene Semichinonspezies, ein neutrales blaues Semichinon und
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Abb. 3.24: Darstellung der verschiedenen FAD-Spezies.

A Darstellung verschiedener Mechanismen der Reduktion des FAD. 1 Hydridtransfer, 2,3 Re-
duktion tiber die Bildung eines Carbanions, 4,5 Radikalmechanismus. Abbildung entnom-
men aus [160]. B Die radikalischen Semichinone kénnen spektroskopisch voneinander unter-
schieden werden. Das neutrale blaue Semichinon hat Absorptionsbanden bei 550-600 nm und
das anionische rote Semichinon bei ca. 350 nm. (Spektrum in [161].)
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ein anionisches rotes Semichinon. Diese Spezies unterscheiden sich in ihren Absorp-
tionseigenschaften im UV /Vis-Bereich.

Fiir die verwandte LpPOX konnte gezeigt werden, dass die enzymatische Reaktion
iiber ein stabilisiertes radikalisches Semichinon verldauft [92]. Bei diesem Enzym wird
nicht Acetat, sondern das energiereiche Acetylphosphat mittels Phosphorolyse gebil-
det. Um die konkurrierende Hydrolysereaktion auszuschliefien, ist die Phosphorolyse
mit dem Elektronentransfer (ET) gekoppelt. Das Phosphat attackiert demnach das
kinetisch stabilisierte HEThDP-Radikal. Nach homolytischer Spaltung des radikali-
schen anionischen Phosphat-ThDP-Adduktes wird Acetylphosphat gebildet. Es stell-
te sich daher die Frage, ob auch in EcPOX die Elektronen nach einem Einelektronen-

transfermechanismus unter Bildung von Radikalintermediaten iibertragen werden.

Zur Untersuchung dieses Problems wurde unter anaeroben Bedingungen die Absorp-
tion bei 550 nm herangezogen. Eine Zunahme der Absorption auf der Millisekunden-
Zeitskala wiirde fiir die Bildung des neutralen blauen Semichinons sprechen. Fiir
keine der untersuchten EcPOX-Varianten (nicht-aktivierter und aktivierter Wildtyp,
nicht-aktivierte Variante Phe465Ala, nicht-aktivierte Variante Phe465Ile, aktivierte Va-
riante Phe465lle) konnte im stopped-flow-Experiment eine Zunahme des optischen Sig-
nals bei 550 nm detektiert werden. Eine Stabilisierung des neutralen Semichinons
kann somit ausgeschlossen werden. Die Detektion des anionischen roten Semichi-
non ist durch die Absorption des FAD und des Substrates im relevanten Wellenladn-
genbereich (340-420 nm) erschwert. Aussagen tiber die Stabilisierung dieses Radikals
konnen nicht getroffen werden. Eine zweifelsfreie Detektion ist mittels UV /Vis-Ab-
sorptionsspektroskopie nicht moglich. Als geeignete Methode kdme die Elektronen-
spinresonanz-Spektroskopie (ESR) in Betracht.

3.1.8 Bestimmung des Mittelpunktpotentials

FAD ist ein redoxaktiver Kofaktor, der im Zuge der Reduktion entweder ein oder zwei
Elektronen aufnehmen und iibertragen kann. Ein Maf3 der Affinitét einer Substanz fiir
Elektronen ist das Redoxpotential. Dieses wird in Bezug auf die Normal-Wasserstoff-
Elektrode unter Standardbedingungen (T=25 °C, p=1 atm) angegeben und dann als
Standardpotential bezeichnet. Das Redoxpotential enzymgebundener FAD-Molekiile
kann - in Abhédngigkeit ihrer lokaler Einbettung in der Proteinumgebung - in weiten
Bereichen variieren. Im Falle der EcPOX stellte sich insbesondere die Frage, ob sich
die Redoxpotentiale der nicht-aktivierten und der aktivierten Form voneinander un-
terscheiden.
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3.1.8.1 Titration mit Redoxfarbstoffen

Zur Bestimmung des Redoxpotentials konnen Flavoproteine unter anaeroben Bedin-
gungen mit Farbstoffen, deren Redoxpotential bekannt ist, umgesetzt werden. An-
hand von gemessenen UV /Vis-Spektren wahrend der Titration mit Reduktionsmit-
teln kann mit Hilfe der Nernst’schen Gleichung anhand der Absorptionsanderung
des bekannten Farbstoffs das Mittelpunktpotential des enzymgebundenen FAD be-

stimmt werden.

In Abbildung sind die resultierenden Spektrenscharen der nicht-aktivierten Ec-
POX (A) und der A23-Variante (B) unter Verwendung von Natriumdithionit als Re-
duktionsmittel dargestellt. Das Spektrum der aktivierten EcPOX zeigte im Zuge der
Reduktion eine Zunahme des Signals bei 550 nm. Dies deutet auf eine Stabilisierung
eines neutralen blauen Semichinons unter Gleichgewichtsbedingungen hin. In der
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Abb. 3.25: Darstellung der UV/Vis-Spektren fiir die Redoxtitration mit Dithionit und der
dazugehorigen Nernst-Plots.

Links Ansatz: 1 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH 6.0 unter anaeroben Bedingungen und
steigenden Konzentrationen Natriumdithionit. Rechts Nernst-Plot zur Bestimmung des Mit-
telpunktpotentials (—). A Nicht-aktivierte ECPOX B Aktivierte EcCPOX
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nicht-aktivierten Spezies schien keine Stabilisierung dieser radikalischen Spezies auf-

zutreten.

Unter zusétzlicher Verwendung von Redoxfarbstoffen konnte anhand des bekannten
Mittelpunktpotentials des Farbstoffes das Potential in der Messzelle nach Gleichung
berechnet werden [92],

2,3-R-T [Farbstoffo,]
E=E -1 .
m+ = 8 [Farbstoffg,,] (3.6

wobei E;, fiir das Mittelpunktpotential des Farbstoffes, R fiir die Gaskonstante, T fiir
die absolute Temperatur, F fiir die Faraday-Konstante (96,5 k] V~! mol™!) und z fiir

die Anzahl der zu tibertragenen Elektronen (hier z=2) stehen.

Aus der Auftragung der Absorption bei 438 nm, was der Absorption von oxidierten
enzymgebundenen FAD entspricht, gegen das errechnete Potential, welches mit Hil-
fe von Natriumdithionit eingestellt wurde, kann das Mittelpunktpotential iiber die
Nernst’sche Gleichung bestimmt werden. Fiir das nicht-aktivierte Enzym wurde ein
Mittelpunktpotential von -170 mV erhalten. Die proteolytisch aktivierte EcPOX wies
ein um 100 mV verédndertes Mittelpunktpotential von -73 mV auf. Im aktivierten En-
zym konnen somit leichter Elektronen vom ThDP auf das FAD {ibertragen werden.

Im Vergleich zur verwandten LpPOX (E; = -62 mV) wird deutlich, dass die Mit-
telpunktpotentiale der aktivierten EcPOX und der LpPOX &dhnlich sind [92]. Das Po-
tential eines Kofaktors Elektronen aufzunehmen oder abzugeben wird durch die Pro-
teinkomponente wesentlich beeinflusst. Die vorliegenden Befunde implizieren struk-
turelle Unterschiede zwischen nicht-aktivierter und aktivierter EcCPOX in der Umge-
bung des gebundenen FAD. Die Energie, die dem verdnderten Mittelpunktpotential
entspricht, ist vergleichsweise niedrig (2,9 kJ/ mol ™). Anhand der Kristallstrukturen
von LpPOX konnte gezeigt werden, dass FAD in der N(5)-N(10)-Achse einen Knick
(bis zu 25°, LpPOX Phe479Trp [162]) aufweist. Auch in anderen Enzymen konnten,
teilweise abhdngig vom Redoxstatus, distorsierte Isoalloxazinringe des FAD beobach-
tet werden.

3.1.8.2 Zyklische Voltammetrie

Eine weitere unabhingige Methode zur Untersuchung des Redoxpotentials des FAD
im Enzym stellt die redoxinduzierte Infrarotspektroskopie dar. In einer Messzelle
wird durch Elektroden die Spannung so eingestellt, dass das enzymgebundene FAD
reduziert wird. Zur Kontrolle der vollstindigen Reduktion des enzymgebundenen
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FAD bei der angelegten Spannung, wurde ein Absorptionsspektrum des FAD auf-
genommen. Nach der Spannungsverdnderung wurden kontinuierlich Vis-Spektren
im Wellenldngenbereich von 400-800 nm aufgenommen. In den Differenzspektren
der Abbildung A ist die FAD-Absorption im Bereich von 400-500 nm représen-
tiert. Mit fortschreitender Zeit d&nderte sich die Absorption nicht weiter, die Reduktion
war somit vollstindig. Weiterhin war zu beobachten, dass in den Spektren bei einer

Wellenldnge >500 nm keine Anderungen wihrend der Reduktion stattfanden.

Zur Bestimmung des Redoxpotentials vom FAD im enzymgebundenen Zustand wur-
den zyklische Voltammogramme aufgenommen. Dabei wird nach erfolgter kontinu-
ierlicher Spannungsdnderung die Stromstdarke gemessen, die das System aufweist.
Das Enzym wird zuerst reduziert und anschlieffend wieder oxidiert. Der Vorgang
ist beliebig oft wiederholbar, wobei sich die Spektren nicht voneinander unterschei-
den. In der Auftragung der gemessenen Stromstarke gegen die eingestellte Spannung
wurde ein typisches Muster erhalten (Abb.[3.26|B). Aus der Spannung des Maximums
der oxidierten (-311 mV) und der reduzierten Spezies (-392 mV) ergibt sich das Mittel-
punktpotential als deren Durchschnitt. Fiir die nicht-aktivierte EcPOX ergab sich ein
Mittelpunktpotential von -351,5 mV. Bezogen auf die Standard-Wasserstoffelektrode
konnte das Redoxpotential fiir die nicht-aktivierte EcPOX mit -143,5 mV angegeben

werden.

Im Vergleich zur Bestimmung mittels Redoxfarbstoff liegt das Mittelpunktpotential
um 30 mV hoher. Diese Differenz kann mit den unterschiedlichen Messbedingun-
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Abb. 3.26: Experimente zur Bestimmung des Redoxpotentials in nicht-aktivierter EcPOX.
A Verlauf der Reduktion nach Anlegen einer Spannung. Ubersicht {iber die Vis-Spektren
wihrend die Spannung variiert und enzymgebundenes FAD reduziert wird. B Abhédngigkeit
der Stromstédrke von der angelegten Spannung. Das System wird dabei zyklisch oxidiert und
reduziert (zyklisches Voltammogramm).
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gen erkldrt werden. So wurde bei der Redoxtitration mit Farbstoffen bei einer Tem-
peratur von 15 °C gearbeitet, widhrend die voltammetrischen Messungen bei 22 °C
durchgefiihrt wurden. Aufierdem waren die Reaktionsansétze nicht identisch. Bei den
voltammometrischen Messungen musste mit der 150-fachen Menge an Protein in der
Messzelle gearbeitet werden und es war notig den Puffer mit zusdtzlichen 100 mM
Salz (KCI) zu versetzen. Das Redoxpotential ist unter anderem abhéngig von der Tem-
peratur und der Konzentration der gelosten Stoffe im Ansatz [163].

Wahrend der Reduktion des FAD in nicht-aktiviertem Enzym wurden auch IR-Spek-

tren aufgenommen. Die strukturellen Aussagen, die man anhand dieser Spektren tref-
fen kann, sind in Kapitel auf Seite 102 dargestellt.

Leider war es nicht moglich, die proteolytisch aktivierte EcPOX zu messen, da in der
Messzelle sehr hohe Proteinkonzentrationen verwendet werden miissen und das ak-
tivierte Enzym bei diesen Konzentrationen ausfallt. EcPOX, die durch Detergenzien

aktiviert wurde, konnte noch nicht gemessen werden.

3.1.9 Zusammenfassung

In diesem Kapitel werden die kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften der
Pyruvatoxidase aus Escherichia coli beschrieben. Tabelle 3.2 fasst die in den vorgestell-
ten Studien erhaltenen Parameter zusammen. Es konnte gezeigt werden, dass nicht-
aktivierte und aktivierte EcPOX sehr unterschiedlich auf steigende Substratkonzen-

trationen reagieren.

Tab. 3.2: Parameter der Kata-

EcPOX EcPOXap3 A .
lyse von nicht-aktivierter
keat (s71) 14,7 £ 0,6 31,9+ 1,3 und aktivierter ECPOX.
ku/p (s71) 150,8 + 7,7 > 600
kgecarb (51 > 600 > 600
Kobs redtir (5™1) 162 +0,7 |7842+ 614
ket s71) >5-.16,2 >5.784,.2
Knydrolyse (571 > 600 > 600
E,; (mV) -170 -73
Kq (mM) 6659 +435 | 39,9+ 8,38
Kc_Cbinding AcPh (M) | 1526,4 & 63,7 | 173,1 £ 24,5
Kc-C-binding MAP (uM) | 1579,2 + 64,1 | 221,4 + 88,4
kc-Cobinding MAP (s™1) | 0,11£0,03 | 0,47 £ 0,10
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So ist der Ky-Wert fiir das proteolytisch aktivierte Enzym um einen Faktor 4 ver-
ringert. Ebenso steigt der Vma-Wert, so dass es zu einer Steigerung der katalytischen
Effizienz um den Faktor 9 kommt. Es stellte sich somit die Frage, welche Teilschritte
des Katalysezyklus durch die Aktivierung vorrangig beeinflusst werden. Zu diesem
Zweck wurde die katalytische Reaktion der EcPOX in Einzelschritte zerlegt. Durch
die Untersuchung des Substratbindungsschrittes mit Hilfe substratanaloger Verbin-
dungen konnte gezeigt werden, dass in der proteolytisch aktivierten EcCPOX dieser
Schritt ungefdhr 5mal so schnell ablaufen kann.

In der reduktiven Halbreaktion mit Pyruvat als Substrat konnte gezeigt werden, dass
die initialen Schritte der Katalyse (Bildung des Michaelis-Komplexes und C-C-Bin-
dungsbildung) nach der Aktivierung beeinflusst sind. So ist der kgps-Wert der reduk-
tiven Halbreaktion fiir die aktivierte EcCPOX ca. 50mal hoher als im nicht-aktivierten
Enzym. Die hier vorgeschlagene Interpretation weist diese Steigerung der Beschleu-
nigung der C-C-Bindungsbildung zu.

Die nachfolgenden Katalyseschritte wurden mittels 'H-NMR-Intermediatanalyse un-
tersucht. Insgesamt zeigte sich, dass sowohl im nicht-aktivierten als auch im aktivier-
ten Enzym die kovalente Bindung des Substrates an das C(2)-Atom des ThDP der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Katalyse ist.

Waéhrend der Reaktion werden Elektronen vom HEThDP auf FAD tibertragen, wobei
es wahrscheinlich nicht zur transienten Bildung von Semichinonen kommt.

In elektrochemischen Experimenten wurde gezeigt, dass das Redoxpotential der pro-
teolytisch aktivierten EcPOX um 100 mV hoher liegt als im nicht-aktivierten Enzym.
Die Ubertragung der Elektronen auf das enzymgebundene FAD ist somit in der ak-

tivierten ECPOX im Gegensatz zur nicht-aktivierten Spezies erleichtert.

Die kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften der permanent aktiven Lp-
POX sind denen der aktivierten EcPOX dhnlicher als denen der nicht-aktivierten Spe-

zies.

Nicht-aktivierte ECPOX zeigt in ihrer v/S-Charakteristik eine schwache positive Ko-
operativitdt im Bereich zwischen 20 bis 50 mM Pyruvat. Diese Eigenschaft konnte mit
der simultanen Exponierung zweier auf einer Seite des Tetramers gelegener Lipid-
bindedoménen in Zusammenhang stehen, welche die Membranbindung garantieren.
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3.2 Konformationsinderungen wihrend der Aktivierung der EcPOX

Wie in der Einleitung (Abschnitt auf Seite beschrieben, liegt die Pyruvat-
oxidase aus Escherichia coli in Abhédngigkeit vom Redoxstatus des FAD in verschie-
denen Konformationszustdnden vor. Die Konformation des reduzierten Enzyms ist
durch die Exponierung der C-terminalen Doméne zum Losungsmittel hin charakte-
risiert. Die exponierte Doméne vermittelt die Membranbindungskompetenz des En-
zyms. Im membran-assoziierten Zustand erfolgt die Ubertragung der Elektronen vom
reduzierten FAD zum Ubichinon-8. Auf diese Weise gelangen die Elektronen direkt
in die Atmungskette.

3.2.1 Exponierung der Lipidbindedomine

In den letzten 30 Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen zum Verstdndnis der zu-
grundeliegenden Konformationsanderung durchgefiihrt [71][156]. Dabei kamen im
Wesentlichen Experimente mit limitierter Proteolyse zum Einsatz. Die exponierte C-
terminale Domé&ne wurde durch eine Protease abgespalten und gelelektrophoretisch
analysiert. Es stellte sich hierbei heraus, dass die Zugabe von Pyruvat zum Enzym
eine Konformationsanderung auslost, in deren Folge die Lipidbindedoméne exponiert
wird. Die Frage, ob die Substratbindung am ThDP oder die Reduktion des FAD ent-
scheidend fiir diese Konformationsanderung sind, wurde nicht beantwortet. Im Jahr
1977 konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des FAD durch ein artifizielles Re-
duktionsmittel, Natriumdithionit, das gleiche Proteolysemuster erzeugt wie Pyruvat-
zugabe [69][70][71]. Der Redoxstatus des FAD iibt somit einen entscheidenden Fin-
fluss auf die Funktion des Enzyms aus. Die Frage, ob bereits eine kovalente Modifika-
tion des ThDP zur Exponierung der C-terminalen Doméne ausreicht, konnte jedoch
nicht geklart werden.

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss des Substrates beziehungsweise sub-
stratanaloger Verbindungen auf die limitierte Proteolyse der EcCPOX untersucht wer-
den. Zunichst wurde in einem Vorversuch tiberpriift, ob die Proteasereaktion durch
Pyruvat oder MAP beeinflusst wird. Mit Hilfe eines spektroskopischen Ansatzes, der
die Freisetzung von p-Nitroanilin (A=405 nm) aus N-Glutaryl-L-phenylalanin-4-ni-
troanilid detektiert, konnte eine Beeinflussung der Proteaseaktivitit ausgeschlossen
werden (Daten nicht gezeigt).

Die Produktbildung beim Verdau der EcPOX durch a-Chymotrypsin wurde zeitauf-
gelost mittels SDS-PAGE verfolgt (Abb.[A.7). Zur einfacheren Visualisierung wurden
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Protease - + + + + + + +
Pyruvat + +
MAP +
ThthPP +
Dithionit + +
Zeit (min) 3 40 40 40 3 40
72 - '- 1 2 3 4 5 6 7 8
O v G EcPOX
55 - . —

40 -

Abb. 3.27: Darstellung der SDS-Gele der limitierten Proteolyse.

Ansatz: 3 mg/mL EcPOX in 100 mM KPP pH 6.0, 20 mM MgSOy, 5 mM ThDP, Substrat oder
substratanaloge Verbindung, 20 ug/mL a-Chymotrypsin, Abbruch der Reaktion mit SDS-
Probenpuffer. Erlauterungen im Text. ThthPP Thiaminthiazolondiphosphat

die Endwerte der jeweiligen Kinetiken nebeneinander aufgetragen (Abb.[3.27). In der
ersten Spur ist EcCPOX ohne Zusidtze gezeigt. Bei 62 kDa tritt eine deutliche Bande
auf. Spur 2 zeigt das Proteolysemuster nach Zugabe von a-Chymotrypsin zum oxi-
dierten Enzym. Im Gegensatz zu Spur 1 werden zwei Banden beobachtet, wovon eine
bei 62 kDa, eine weitere bei 50 kDa erscheint. Mittels SDS-PAGE wurde von Recny
& Hager gezeigt, dass in Abwesenheit von Substrat das Enzym C-terminal verkiirzt
wird [69]. Somit war das erhaltene Spaltungsmuster zu erwarten. Die abgespaltene
Peptidsequenz (101 Aminosduren) wird als B-Peptid bezeichnet. Das verkiirzte En-
zym (50 kDa) ist katalytisch inaktiv [69][76]. Wird das gleiche Experiment nach vor-
heriger Substratzugabe (Spuren 3-4, nach verschiedenen Inkubationszeiten) durchge-
tiithrt, resultiert ein anderes Proteolysemuster. Die Bande fiir das um das p-Peptid
verkiirzte Protein tritt nicht mehr auf. Stattdessen wird eine zusitzliche Bande erhal-
ten, die einem um 23 Aminosdurereste verkiirzten Monomer der EcPOX entspricht.
Das abgespaltene Peptid wird als a-Peptid bezeichnet. Sequenzierungsstudien zeig-
ten, dass auch dieses Peptid C-terminal abgespalten wurde [80]. Das um die 23 Amino-
sdurereste verkiirzte Proteinmonomer (60 kDa) ist die proteolytisch aktivierte EcPOX.

In Abwesenheit von Substrat ist die Proteasebindestelle fiir die Abspaltung des p-
Peptides exponiert, wahrend die Bindestelle fiir die Abspaltung des a-Peptides un-
zugdanglich ist. In Substratgegenwart sind die Zuganglichkeiten zu den Schnittstellen
verdndert. Die Proteasebindestelle fiir die Abspaltung des a-Peptides ist exponiert,
wihrend die Bindestelle fiir den Abbau des B-Peptides unzuganglich ist.
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Zur Beantwortung der Frage, ob eine Modifikation des ThDP fiir die Exponierung
der Lipidbindedoméne ausreichend ist, wurden Experimente mit limitierter Proteo-
lyse in Gegenwart der substratanalogen Verbindung MAP durchgefiihrt. Abbildung
zeigt die chemischen Strukturen einiger Thiaminderivate. MAP, ein kompeti-
tiver Inhibitor der EcPOX [96], bindet an das C(2)-Atom des Thiazoliumringes im
Kofaktor, wobei die entstandene C-P-Bindung im Gegensatz zur dquivalenten C—C-
Bindung des Laktyl-ThDP nicht gespalten werden kann. Die Reaktion bleibt auf der
Stufe des Phosphonolaktyl-ThDP (PL-ThDP, pra-Decarboxylierungsintermediat) ste-
hen. In Spur 5 im SDS-Gel (Abb. ist das Proteolysemuster in Gegenwart von
20 mM MAP dargestellt. Es ist lediglich eine Bande bei 62 kDa zu erkennen. Daraus
kann geschlossen werden, dass weder a-Peptid noch B-Peptid abgespalten wurden.
Es muss demnach eine Konformationsdnderung eingetreten sein, die die Protease-
bindestelle fiir den B-Peptid-Abbau maskiert. Die Spaltstelle zur Abspaltung des a-
Peptides wurde jedoch nicht simultan exponiert. Ein vergleichbares Proteolysemuster
findet man nach Rekonstitution von Apo-FAD-EcPOX mit Thiaminthiazolondiphos-
phat (ThthPP, Spur 6). Die Keto-Gruppe am Thiazoliumring des ThthPP dhnelt der
Enamin-Form des Hydroxyethyl-ThDP (HEThDP), dem post-Decarboxylierungsin-
termediat [164]. ThthPP bindet 30fach stirker an die EcPOX als ThDP [165]. Beide
Analoga, welche die Bindung des Substrates am Kofaktor simulieren, aber keine Re-
duktion des FAD induzieren, rufen eine Konformationsanderung hervor, die den Ab-
bau des B-Peptides verhindert. Die Exponierung der Lipidbindedomédne wird dage-
gen nicht induziert.

Wurde das enzymgebundene FAD in einer Anaerobenkammer mit Natriumdithionit
reduziert (Spuren 7-8), resultierte ein vergleichbares Proteolysemuster wie bei Reduk-



100 3 Ergebnisse und Diskussion

tion des Enzyms durch Pyruvat (Spuren 3-4). Es fand ein Abbau des a-Peptides vom
Enzym, aber kein B-Peptid-Abbau statt. Auch die Kinetiken des Abbaus waren nach
Inkubation mit Natriumdithionit bzw. Pyruvat vergleichbar (Abb. B und E). Die
Reduktion des FAD ist somit entscheidend fiir die Konformationsanderung, die die
Lipidbindedoméne (a-Peptid) exponiert. Die Proteasebindestelle fiir die Abspaltung
des B-Peptides ist unzugénglich.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass im Zuge der Aktivierung mindes-
tens zwei Konformationsanderungen in der EcPOX erfolgen. Eine schiitzt vor dem
Abbau des B-Peptides, wihrend die andere zur Exponierung der Lipidbindedoméne
fiihrt. Letztere vermittelt die Membranbindung und ermoglicht so die Ubertragung
der Elektronen vom reduzierten FAD auf Ubichinon-8 in der Elektronentransportkette.

3.2.2 Anderung des Gyrationsradius

Experimente mit Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) liefern Informationen iiber die
Oligomerstruktur von Proteinen. Anhand der aufgenommen Streukurven kénnen Gy-
rationsradien und die molekulare Masse von Proteinen bestimmt werden. Es konnte
in einer systematischen Untersuchung gezeigt werden, dass die relativen Fehler der
ermittelten Parameter unter 10 % liegen [121]. Eine neue Messanordnung fiir SAXS-
Messungen am DESY in Hamburg [120] erlaubte es zudem, Messungen in kurzen
Zeitabstinden durchzufiihren, so dass die Strukturdaten auch zeitlich aufgelost wer-

den konnten.

In Substratabwesenheit lag die nicht-aktivierte EcPOX im untersuchten Konzentra-
tionsbereich (2 bis 60 mg/mL) als Tetramer (248 kDa) mit einem Gyrationsradius Rg
von 3,95 nm vor (Tab.[A.3). In Abbildung A ist exemplarisch die Streukurve fiir
eine Proteinkonzentration von 10 mg/mL dargestellt. Die Streukurven konnten gut
angepasst werden. Aufgrund des neuen Aufbaus des Messplatzes verbesserte sich
das Signal-Rausch-Verhiltnis, so dass auch die Daten bei grofieren Streuwinkeln in
die Kalkulation einbezogen werden konnten. Die errechneten Parameter sind mit an-
deren tetrameren ThDP-abhdngigen Enzymen vergleichbar (LpPOX: MW 264 kDa, Rg
4,06 nm [166]).

Die Zugabe von Pyruvat oder MAP fiihrte bei nicht-aktivierter ECPOX nicht zur An-
derung des Oligomerzustandes (Abb. 3.30). EcPOX lag unter den gewahlten Bedin-
gungen immer als Tetramer vor. Allerdings gab es Unterschiede im Verlauf der Streu-
kurven je nachdem welches Additiv zugefiigt wurde. Nach Zugabe von MAP blieben
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Abb. 3.29: Darstellung der Streukurven und Abhingigkeit der Gyrationsradien bzw.
molekularen Masse von der Inkubationszeit mit der Protease.

A Ausgewdhlte Streukurve der nicht-aktivierten EcPOX (10 mg/mL in 100 mM KPP pH 6.0).
Inset: Zugehorige Abstandsverteilungsfunktion B Zeitabhangigkeit des Gyrationsradius und
der molekularen Masse wihrend der Proteolyse durch a-Chymotrypsin. Ansatz: 3 mg/mL
EcPOX in 100 mM KPP pH 6.0 mit 20 mM MgSOy4, 1 mM ThDP, 200 mM Pyruvat, 5 pg/mL
a-Chymotrypsin. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden SAXS-Messungen gestartet.

Gyrationsradius und molekulare Masse weitgehend unverdandert. Wurde Pyruvat zu-
gesetzt, erhohte sich der Gyrationsradius von 3,95 auf 4,53 nm. Dieses Verhalten ste-
ht im Gegensatz zu Resultaten mit LpPOX, bei der auch nach Pyruvatzugabe keine
Anderung des Gyrationsradius oder der Oligomerstruktur auftrat [167]. Es ist na-
heliegend, dass die Zunahme des Gyrationsradius der EcPOX nach Substratzugabe
eine Konsequenz der im vorigen Kapitel beschriebenen Konformationsanderung ist.
Wie dort gezeigt, wird nach Reduktion des enzymgebundenen FAD die C-terminale
Domiéne exponiert. Somit erhoht sich die Partikelgrofle, deren Maf3 bei globuldren

Proteinen der Gyrationsradius ist, wiahrend die molare Masse unverdndert bleibt.

Dieser Effekt konnte durch Zugabe einer Protease (x-Chymotrypsin) umgekehrt wer-
den (Abb. 3.30). Die exponierten C-terminalen Domé&nen wurden abgespalten, was
sich in einem reduzierten Gyrationsradius (von Rg 3,95 auf Rg 3,76 nm verringert)
und in einer geringeren molaren Masse widerspiegelt. In zeitaufgelosten SAXS-Mes-
sungen sollte die Proteolyse abhédngig von der Inkubationszeit der Protease beobach-
tet werden. In Vorversuchen wurde die Proteasekonzentration so angepasst, dass das
Zeitfenster fiir die Aufnahme von SAXS-Streukurven grofs genug war (Daten nicht
gezeigt). In Abbildung B ist die Zeitabhdngigkeit des Gyrationsradius bzw. der
molekularen Masse wihrend der Proteolyse dargestellt. Nach 15 Minuten war die
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Abb. 3.30: Ubersicht iiber die erhaltenen Parameter der SAXS-Messungen.

EcPOX: nicht-aktiviertes Enzym; EcPOX+MAP: nicht-aktiviertes Enzym mit 20 mM MAP;
EcPOX+Pyr: nicht-aktiviertes Enzym mit 150 mM Pyruvat; EcPOX Chymo: Endpunkt nach
der Proteolyse mit a-Chymotrypsin; EcPOX prot: proteolytisch aktiviertes Enzym.

Proteolyse nahezu abgeschlossen. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Resulta-
ten der SDS-PAGE. Interessanterweise nahm die molare Masse des proteolytisch ak-
tivierten Enzyms im Vergleich zum nicht-aktivierten starker ab (45,6 %) als der Gyra-

tionsradius, welcher sich nur um 4,8 % verringerte.

3.2.3 Strukturelle Anderungen wihrend der Reduktion

Die Infrarot-Spektroskopie ist eine sensible Methode, um Strukturdnderungen von
Proteinen zu detektieren [168][169][170][171]. Besonderes Interesse verdienen struk-
turelle Anderungen wihrend der Katalyse. Fiir Redoxenzyme besteht die Moglichkeit,
IR-Spektren in Abhédngigkeit vom Redoxstatus aufzunehmen und miteinander zu ver-
gleichen [168]]. Zu diesem Zweck wurde von Bernad und Mintele eine Messzelle ent-
wickelt, in der das Redoxpotential verdndert und simultan FT-IR-Spektren aufgenom-
men werden konnen [93]. Da sich in einem Protein-IR-Spektrum alle Schwingun-
gen der einzelnen Gruppen iiberlagern und die Zuordnung der Banden zu einzelnen
Bindungen schwierig ist, wurde mit Differenzspektren gearbeitet. In diesen Spektren
treten nur noch Banden auf, die als Resultat der strukturellen Anderungen wihrend

der Redoxreaktion eine Verdnderung erfahren.

Oxidiertes FAD liegt in freier Losung in einer planaren Konformation vor, wodurch
die Aromatizitdt des Isoalloxazinringes vollstandig ausgepragt ist. Wahrend der Re-
duktion wird der Isoalloxazinring an den Positionen N(1) und N(5) hydrogeniert
(Abb. . Reduziertes Flavin bevorzugt eine um die N(5)-N(10)-Achse geknickte
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Konformation. Durch die zusatzliche Bindung eines Wasserstoffatoms am N(1)- und
am N(5)-Atom des FAD infolge der Reduktion und durch die daraus resultierende
sp3-Hybridisierung der Stickstoffatome wird der aromatische Zustand aufgehoben.
Auch in quantenchemischen Berechnungen konnte gezeigt werden, dass die energie-
armste Struktur von reduziertem FAD einen Knick um die N(5)-N(10)-Achse aufweist,
wihrend die oxidierte Form des Kofaktors planar ist [172][173][174][175].

In verschiedenen Kristallstrukturen konnten unterschiedliche Konformationen des
Isoalloxazinringes beobachtet werden. Oxidiertes FAD liegt in der spédter beschriebe-
nen EcPOX (Kapitel und in der LpyPOX sowie deren Varianten in einer geknickten
Konformation vor [62][66][137]. In der LpPOX-Variante Phe479Trp weist der Isoal-
loxazinring in der N(5)-N(10)-Ebene eine Distorsion von 25° auf (PDB: 2EZ4 [162]).
Planare Konformationen des Isoalloxazinringes wurden in den Kristallstrukturen von
Glukoseoxidase aus Aspergillus niger (PDB: 1CF3 [176]) und der D-Aminosdureoxidase
aus Hefe (PDB: 1C0I [177]) gefunden. Wille et al. konnten die geknickte Konforma-
tion des reduzierten FAD in der LpPOX auch mit Hilfe von FT-IR-Differenzspektren
nachweisen [174]. In Tabelle sind die Zuordnungen einiger Banden des Differenz-
spektrums zu einzelnen Schwingungen der FAD-Bindungen zusammengefasst.

In der LpPOX dhnelt das FT-IR-Differenzspektrum hinsichtlich der Bandenlage und

Bandenintensitat dem des freien Kofaktors FAD. Es sind nur relativ kleine Abwei-

EcPOX LpPOX EFAD Tab. 3.3: Vergleich der Fre-
quenzen der Schwingungen
v(S-H) 2561, 2543 - - einzelner Gruppen. Die
U(C(4)=O) 1718 1716 1716 Werte fir die LPPOX und den
freien Kofaktor in Losung
v(C(2)=0) 1687,1669 | 1696,1680 | 1692,1674 || ./ rden aus [174] entnom-
v(C(4a)=C(10a)) 1600 1600 1600 men. Alle Zahlenwerte sind
1(C(4a)=N(5)) | 1562 1570 1580 | @ls Wellenzahlen (= cm™)

angegeben.

v(C(10a)=N(1)) 1529 1534 1548
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chungen hinsichtlich der Lage und der Intensitdt der Banden zu beobachten [174].
In einem Kontrollexperiment, bei dem der Bindrkomplex aus Apo-Enzym und ThDP
(LpPOX) in der Messzelle reduzierenden Bedingungen ausgesetzt wurde, wurde ein
Spektrum erhalten, welches dem Pufferspektrum entsprach. Alle Banden im FT-IR-
Differenzspektrum stammen somit vom enzymgebundenen Kofaktor FAD. Im Gegen-
satz zur LpPOX waren in EcPOX gravierendere Abweichungen von der Spektrum-
form des freien Kofaktors zu beobachten (Abb.[3.32). So wiesen die Banden bei 1718,
1562, 1529 cm~! besonders starke Abweichungen vom Spektrum des freien FAD auf.
In den gezeigten FT-IR-Differenzspektren sind natiirlich nicht nur die Anderungen
des Kofaktors, sondern auch der Proteinkomponente enthalten. Anderungen der Ban-
denlage der Amid-I- und Amid-II-Bande geben Hinweise auf eine Konformations-
dnderung im Protein, die umfassender ist als nur die Anderung der Konformation des
Kofaktors. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den im Abschnitt beschrie-
benen Konformationsdanderungen. Es wurde dort gezeigt, dass die Reduktion des
FAD zu einer Konformationsdanderung fiihrt, in deren Folge die C-terminale Lipid-

bindedoméne exponiert wird.

Ein Vergleich der Pyruvatoxidasen aus den verschiedenen Organismen zeigt deut-
liche Unterschiede der Bandenlage und -intensitat auf (Abb.[3.33). In Tabelle 3.3]ist fiir
eine Auswahl an Schwingungsmoden des FAD die Bandenlage in unterschiedlicher
Umgebung zusammengestellt. Sehr ausgepragte Differenzen sind vor allem fiir die

>
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Abb. 3.32: Vergleich der IR-Differenzspektren der ECPOX mit dem freien Kofaktor FAD.

A Das Differenzspektrum der EcPOX (ca. 1 mM in 50 mM KPP pH 6.0 und 100 mM KClI)
ist in schwarz (—) und das des freien FAD (in 100 mM KPP pH 6.0 und 100 mM KClI) ist in
rot (—) dargestellt. Die Spektren wurden anhand der Schwingung der C(10a)=N(1)-Bindung
(v(C(10a)=N(1))) normiert. B Vergroflerter Ausschnitt aus Abbildung A.
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Valenzschwingung der C(10a)=N(1)-Bindung (v(C(10a)=N(1))) zu finden. Die Lage
der Bande verschiebt sich in der EcPOX um 19 cm™! beziiglich des freien FAD in
den kleineren Wellenzahlenbereich. Dies, und die Verschiebung der Valenzschwin-
gungsbande bei 1562 cm~! (v(C(4a)=N(5))), deuten auf eine geknickte Konforma-
tion des enzymgebundenen reduzierten FAD hin [174]. Diese Vermutung wird durch
FT-IR-Messungen an anderen FAD-abhidngigen Enzymen (Glukoseoxidase GOX und
D-Aminosdureoxidase DAAOQO) bestédtigt. In beiden Enzymen ist keine Verschiebung
der Banden im FT-IR-Differenzspektrum zu beobachten [174]. Auch die Kristallstruk-
turen beider Enzyme geben keine Hinweise auf eine gebogene Konformation des
FAD (GOX: [176][178], DAAO: [177]). Eine weitere Bestadtigung fiir das Vorliegen der
gebogenen Konformation wurde durch Studien an einer LyPOX-Variante erbracht. Bei
dieser wurde ein Valin, welches fiir die geknickte Konformation des oxidierten FAD
verantwortlich gemacht wird, gegen ein Alanin ausgetauscht (Val265Ala). Im FT-IR-
Differenzspektrum der LpyPOX-Mutante war die v(C(10a)=N(1))-Bande nicht so stark
verschoben wie in dem LpPOX-Wildtyp [179] und entsprach somit mehr der planaren
Konformation des freien Kofaktors.

Eine Besonderheit von EcPOX war eine Anderung der Absorption in der Umgebung
von SH-Gruppen (v(S-H)) wahrend der Reduktion. SH-Gruppen absorbieren bei einer
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Abb. 3.33: Vergleich der IR-Differenzspektren der POX aus E. coli und L. plantarum.
Das IR-Differenzspektrum der EcPOX (ca. 1 mM EcPOX in 50 mM KPP pH 6.0, 100 mM KCI)
ist rot (—) und das der LpPOX (ca. 1 mM in 100 mM KPP pH 6.0) schwarz (—) abgebildet.
Die Spektren wurden anhand der Schwingung der C(10a)=N(1)-Bindung (v(C(10a)=N(1)))
normiert. Der unterlegte Bereich verdeutlicht eine Anderung im Bereich der S-H-
Valenzschwingung. Die Amid-I-Bande ist und die Amid-II-Bande blau hinterlegt.
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Wellenzahl von 2500 cm ™. In der Struktur der EcPOX sind in einem Tetramer 40 Cys-
teine enthalten, wobei Cys74, Cys208 und Cys378 auf Grund der rdumlichen Néhe zu
FAD interessant sind. Cys208 und Cys212 haben einen Abstand von 4 A zueinander
und sind etwa 14 A vom N(1)-Atom des Isoalloxazinringes entfernt. Das S-Atom des
Cys378 befindet sich in einem Abstand von 10,4 A vom N(1)-Atom des Isoalloxazin-
ringes. Cys74 liegt zwischen ThDP und FAD, wobei der Abstand zum C(2)-Atom des
Thiazoliumringes 8,3 A und zum N(1) des Isoalloxazinringes 13 A betrigt. Welches
dieser drei Cysteine das Signal bei 2550 cm ™! liefert oder ob ein anderes Cystein be-
troffen ist, konnte nicht geklart werden. Dafiir waren Mutationsstudien erforderlich.
Leider konnen keine Aussagen im Vergleich zu LpPOX getroffen werden, da bisher
keine FT-IR-Spektren in dem relevanten Wellenzahlenbereich (2500-2600 cm 1) vor-
liegen.

3.2.4 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden die wiahrend der Katalyse stattfindenden Konformations-
dnderungen dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Addition von Substrat
oder Substratanalogon an ThDP zu einer Konformationsianderung fiihrt, die die Ab-
spaltung des B-Peptides verhindert. Reduktion des enzymgebundenen FAD fiihrt zur
Exponierung der Lipidbindedoméne. Mit dieser strukturellen Anderung wird die
physiologisch erforderliche Anlagerung des Enzyms an die Membran ermdglicht.
Nur dadurch konnen die Elektronen vom reduzierten Flavin auf die Atmungskette

tibertragen werden.

Die Exponierung der Lipidbindedoméne konnte dariiberhinaus durch Rontgenklein-
winkelstreuexperimente bestatigt werden. Substratzugabe ruft eine Vergrofserung des
Gyrationsradius hervor, was auf eine Oberflichenvergrofierung des Tetramers schlie-

3en ldsst. Die molare Masse bleibt jedoch konstant.

Schliefdlich konnten Konformationsdnderungen wahrend der Reduktion mittels re-
doxinduzierter FT-IR nachgewiesen werden. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass der enzymgebundene reduzierte Kofaktor um die N(5)-N(10)-Achse stédrker ge-
knickt ist als das enzymgebundene oxidierte FAD. Hierdurch wird das Redoxpo-
tential erhoht, was die Elektroneniibertragung auf das FAD thermodynamisch und
kinetisch erleichtert.
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3.3 Strukturelle Charakterisierung der Pyruvatoxidase aus E. coli

Zur Aufklarung der Struktur im atomaren Detail wurde die Pyruvatoxidase aus E.
coli kristallisiert und die Kristallstruktur mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse be-
stimmt. Es konnten die Raumstrukturen des nicht-aktivierten und des proteolytisch
aktivierten Enzyms sowie mehrere Strukturen mit gebundenen Intermediaten gelost
werden (siehe Abschnitt[3.3.4).

3.3.1 Kiristallstuktur der nicht-aktivierten EcPOX

Nicht-aktivierte EcPOX kristallisierte mit 2 Monomeren in der asymmetrischen Ein-
heit in der tetragonalen Raumgruppe P432;2. Die Auflosung betrug 2,9 A (Tab.
und es konnten die Positionen aller Aminosduren (2-572) der Monomere (A und B)
bestimmt werden. Bemerkenswert sind die {iber die gesamte Struktur hohen Tempe-
raturfaktoren (B-Faktoren) (Wilson B-Faktor 73 A2), das Protein ist also sehr flexibel.
Besonders hoch sind die B-Faktoren in einem flexiblen loop tiber dem aktiven Zen-
trum (466—478). Die C(x)-Atome dieses Bereichs haben einen B-Faktor von iiber 130 A2
(Abb. [A.12). Auch die C-terminalen Reste (566-572) weisen hohere B-Faktoren auf.
Dennoch sind die Reste fiir eine Strukturbestimmung hinreichend gut definiert, wie
mit Hilfe einer omit-map (Elektronendichtekarte ohne Einfluss des Modells) bestatigt
werden konnte (Abb.[A.9).

Die Pyruvatoxidase aus E. coli ist ein homotetrameres Enzym (Abb. A). Die Ko-
faktoren ThDP und FAD sind an der Kontaktflache zweier Dimere gebunden (Abb.
C), so dass die kleinste funktionelle Einheit ein Dimer darstellt. Jeweils zwei

Abb. 3.34: Quartdrstruktur der nicht-aktivierten Pyruvatoxidase aus E. coli.
A Aufsicht B Tetramer um 90° um die x-Achse gegeniiber Abb. A gedreht. C Positionierung
der Kofaktoren ThDP und FAD im Tetramer.
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dieser Dimere, welche um 62 ° gegeneinander verdreht sind (Abb. B), bilden ein

Tetramer.

Obwohl die Sequenzhomologie ThDP-abhédngiger Enzyme im allgemeinen sehr ge-
ring ist (teils unter 20 %), sind sich die Monomere einander topologisch sehr dhnlich.
Ein Monomer besteht in der Regel aus 3 Doménen, wobei jede Doméne 6 g-Faltblatter
enthalt, die von 5 bis 6 a-Helices umgeben sind. Die im folgenden vorgenommene Ein-
teilung der Doméanen der EcPOX erfolgt in Anlehnung an Muller et al. [66]. Die PYR-
Domine (Reste 2-172) bindet den Pyrimidinring des Thiamindiphosphates, die FAD-
Domane (188-323) bindet den zweiten Kofaktor, das FAD, und die PP-Domaéne (358-
530) bindet, unterstiitzt durch ein Magnesium-Ion, den Diphosphatanker des Thia-
mindiphosphats (Abb.3.35). Im Unterschied zu anderen ThDP-abhéingigen Enzymen
verfiigt das Monomer der EcPOX tiiber eine weitere Doméne. Diese wird als Mem-
brananker (531-572) bezeichnet. Sie besteht aus einer Helix, die das aktive Zentrum
der nicht-aktivierten EcPOX bedeckt und einem sich anschliefSfenden antiparallelen S-
Faltblatt. Die letzten 8 Seitenketten weisen keine definierte Sekundarstuktur auf. Mit

dieser kurzen C-terminalen Doméne kann das Enzym an die Membran binden [55].

An der Bindung je eines FAD-Molekiils sind nur Seitenketten einer Untereinheit be-
teiligt, wahrend jedes ThDP-Molekiil von je 2 verschiedenen Monomeren koordiniert
wird. Das ThDP wird von der PYR-Doméne und der PP-Doméne benachbarter Un-
tereinheiten gebunden (Abb.[3.36lund[A.11|A). Wie auch in anderen ThDP-abhéngigen
Enzymen, ist in der EcPOX das ThDP in der typischen V-Konformation gebunden
[146][180][181]. In dieser Konformation befindet sich die 4'-Aminogruppe in rdum-
licher Ndhe zum reaktiven C(2)-Atom des Thiazoliumringes. Diese Konformation
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Abb. 3.35: Struktur eines
Monomers der Pyuvat-
oxidase aus E. coli. Fol-
gende Farbcodierung wurde
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Abb. 3.36: Darstellung ausgewidhlter Aminosdurereste des aktiven Zentrums der Pyruvat-
oxidase aus E. coli. ist die Untereinheit A und blau die Untereinheit B dargestellt.
ThDP wird von beiden Untereinheiten gebunden. Das Magnesium-Ion ist pink gekennzeich-
net. Relevante Wasserstoffbriickenbindungen sind mit grau gestrichelten Linien gezeigt.

wird durch die hydrophobe Seitenkette eines Methionins (Met408) unterstiitzt, wel-
che sich als Keil zwischen die beiden Ringe des Kofaktors schiebt. Wie bereits in der
Einleitung erwihnt, ist die V-Konformation des ThDP entscheidend fiir dessen kata-
lytische Funktion im Enzym (Abschnitt([1.3).

Der Adenosinmonophosphat-Anker des zweiten Kofaktors, FAD, wird tiiber einen
Rossmann-fold fest, aber nicht kovalent, an das Enzym gebunden [38]. Dieser ist ty-
pisch fiir die Bindung von Molekiilen, die einen Nukleotid-Baustein aufweisen, wie
etwa NADH, ATP und FAD. Der Rossmann-fold wird aus 6 parallelen -Faltblattern,
die von a-Helices unterbrochen werden, gebildet. Er ist aus 2 symmetrischen Hélften,
B1a1Baxz B3 und BansPsasPe, aufgebaut. Dabei sind B3 und B4 im allgemeinen durch
eine Helix (x3) miteinander verbunden. In EcPOX besteht der Rossmann-fold jedoch
nur aus 5 B-Faltblédttern. Die beiden Hélften sind direkt miteinander verbunden (8124
Bowo B3/ BarsPs) [49][62]. Die zwei Methylgruppen des leicht gebogenen Isoalloxa-
zinringes (15° Biegung um die N(5)-N(10)-Achse) weisen in die Richtung des ThDP,
welches 11 A (ThDP(C2)-FAD(N5)) entfernt ist (Abb. B). Die Kriimmung des
Ringes wird durch Ile254 induziert, welches die Funktion von Val265 in der LpPOX
tibernimmt [179][182]. Oxidiertes Flavin sollte aufgrund der ausgedehnteren Delokali-
sation der Elektronen in einer planaren Konformation vorliegen [172]. Die gefundene
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gebogene Konformation zeigt, dass die Proteinkomponente einen Druck auf den Ko-
faktor austibt, wodurch das Redoxpotential beeinflusst werden kann [183]. Auch in
der verwandten LpPOX ist das oxidierte FAD nicht in der planaren Form gebunden, in
der Variante Phe479Trp betrigt die Biegung 28° (PDB: 2EZ4 [162]]). In anderen Flavo-
proteinen, wie zum Beispiel Glukoseoxidase, liegt das FAD (und auch das FADH,)

permanent in einer planaren Konformation vor [178].

Das aktive Zentrum der nicht-aktivierten EcPOX wird vorwiegend aus hydrophoben
Aminosduren, die von zwei verschiedenen Untereinheiten stammen, gebildet (Abb.
B.36). Auf der einen Seite kleiden Phel12, GIn113, Val380, Met408 sowie die zwei
Methylgruppen des Isoalloxazinringes das aktive Zentrum aus. Auf der gegeniiber-
liegenden Seite sind Asp27 und Thr25 positioniert. In Ubereinstimmung mit dem
Breslow-Mechanismus [51], der allen ThDP-abhingigen Enzymen zu Grunde liegt,
sollte die Katalyse in hydrophoben Umgebungen erleichtert sein. Crosby et al. haben
gezeigt, dass die Decarboxylierung von Laktylthiazoliumderivaten in unpolaren Lo-
sungsmitteln begtinstigt ist [184][185]. Auch in anderen ThDP-abhédngigen Enzymen
wurden hydrophobe aktive Zentren gefunden (PDC:[186], GCL:[187]).

Die Struktur der C-terminalen Doméne konnte vollstindig bestimmt werden (Abb.
B.37). Die 23 C-terminalen Aminoséduren werden als a-Peptid bezeichnet und sind
rot dargestellt. Sie vermitteln die Membranbindung [72] . Im nicht-aktivierten

Enzym weisen die neun C-terminalen Aminosdurereste keine definierte Sekundar-

Abb. 3.37: Darstellung
der C-terminalen Domaine
der nicht-aktivierten Py-
ruvatoxidase aus E. coli.
In orange, blau und griin
sind die verschiedenen
Untereinheiten dargestellt.
Das von der Protease ab-
spaltbare a-Peptid wurde
rot hervorgehoben. Alle
relevanten =~ Wasserstoff-
briickenbindungen  sind
mit grau gestrichelten
Linien dargestellt.
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struktur auf. Zwischen den Resten 552-555 und 560-565 wird ein antiparalleles p-
Faltblatt aufgebaut. N-terminal zum a-Peptid schliefSen sich eine a-Helix (536-544)
und ein p-Faltblatt (531-534) an. Die Stabilisierung der Doméne wird tiber ein half bar-
rel-Motiv gewdhrleistet. Vier B-Faltblatter (467469, 531-534, 552-555, 560-564) bilden
untereinander Wasserstoffbriickenbindungen aus. Sie werden von weiteren Wasser-
stoffbriickenbindungen zwischen Asparagin 537 und Glutamat 564, Serin 556 und As-
partat 560, sowie Aspartat 348 und Arginin 558 fixiert. Dieser Membrananker (Reste
531-572) verschliefit das aktive Zentrum der nicht-aktivierten EcPOX. Die Zugang-
lichkeit des aktiven Zentrums fiir Substrat- und Analogamolekiile ist daher in diesem
Zustand vermindert. Hierzu korreliert der fiir die nicht-aktivierte ECPOX gemessene
hohe K;-Wert fiir die primdre Substratbindung (K; = 665,9 mM). Nach proteolytischer
Aktivierung liegt der K;-Wert erheblich niedriger (K a3 = 39,9 mM).

Kooperativitat ist in der Familie der ThDP-abhdngigen Enzyme weit verbreitet. Man
kann dabei zwischen positiver und negativer Kooperativitdt unterscheiden. Von posi-
tiver Kooperativitit spricht man unter anderem dann, wenn die Bindung eines Mole-
kiils an einem Zentrum die Bindung eines anderen Molekiils an anderer Stelle begtins-
tigt. Bei negativer Kooperativitdat wird die zweite Bindung behindert oder ganz unter-
driickt. Im Extremfall liegt ein aktives Zentrum aktiv vor, wahrend sich das andere
in Warteposition befindet. Physiologisch wére diese Regulation fiir die EcCPOX gut
vorstellbar, denn nach der Reduktion des Flavins wird die C-terminale Doméne ex-
poniert, wobei jeweils zwei Doménen gemeinsam die Lipdbindung vermitteln [189].
Wird somit auf einer Seite des Enzyms die Exponierung der Membranbindedoméne
induziert, dann sollte auf der gegeniiberliegenden cytosolischen Seite keine Exponie-
rung stattfinden (Abb. [3.38). Eine derart komplexe Regulation erfordert eine Kom-
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Abb. 3.38: Membranbindung der EcPOX.

und blau sind die jeweiligen kata-
lytisch aktiven Dimere der nicht-aktivierten
EcPOX dargestellt. Eine , Kommunikation” der
Monomere in einem katalytisch aktiven Dimer
konnte zu einer Inhibierung der Exponierung
der cytosolisch exponierten Lipidbindestelle
fiihren.
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munikation zwischen zwei aktiven Zentren eines funktionalen Dimers. Frank et al.
haben in der PDH-E1-Komponente einen polaren, mit Wasser gefiillten, Kanal zwi-
schen zwei aktiven Zentren gefunden [143]. Es wurde postuliert, dass dieser eine
Kommunikation beider aktiver Zentren ermdoglicht. Diese findet wahrscheinlich tiber
ein Proton statt, welches fiir die Aktivierung des ThDP eine entscheidende Rolle spielt
(Abschnitt[1.3). Seifert et al. haben in kinetischen Studien Halbzentrenaktivitdt an der
E1-Komponente der humanen PDH demonstriert [155]. Andere ThDP-abhéngige En-
zyme weisen rudimentdre Protonenkanile auf, jedoch ist deren Funktionsfahigkeit
wohl oft nicht gegeben [190].

In EcPOX liegt ein vollstindiger und damit potentiell funktionaler Protonenkanal
vor (Abb. 3.39). Er wird von Glutamat 50 und 51 sowie den Histidinen 49 und 80
zweier Untereinheiten eines funktionalen Dimers gebildet. In diesem Kanal sind zu-
dem mehrere Wassermolekiile lokalisiert. Die beteiligten Reste sind in der Lage un-
tereinander Wasserstoffbriickenbindungen auszubilden und somit einen Transfer von

Protonen zu ermoglichen.

Die Kristalle der nicht-aktivierten ECPOX waren sehr empfindlich gegeniiber mecha-
nischer Beanspruchung und gegeniiber Temperaturschwankungen. Eine mogliche Ur-
sache ist der hohe Wassergehalt (65,3 %) im Kristall. Auch der Matthews-Koeffizient,
der das Verhiltnis des Volumens der Einheitszelle zur molaren Masse beschreibt, liegt
hoher als bei anderen Proteinen (2,15 A3/Da, [191]]). Er betragt fiir die nicht-aktivierte
EcPOX 3,55 A3/Da. Die Temperaturfaktoren, die die Unsicherheiten in der Lagebe-
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Abb. 3.39: Protonenkanal zwischen zwei Monomeren eines katalytisch aktiven Dimers
der EcPOX. Die an der Ausbildung des Protonenkanals beteiligten Aminosdureseitenketten
sind entsprechend ihrer Zugehorigkeit zu den Untereinheiten und griin dargestellt. Die
gestrichelten Linien kennzeichnen Abstinde, die unter 3,5 A liegen. Wasser wurde als Kugel
dargestellt.
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stimmung von einzelnen Atomen beschreiben, waren in der nicht-aktivierten EcPOX
sehr hoch (Wilson B 72,9 A%). Moglicherweise liegt die hohe Flexibilitit in einem aus-
gedehnten Hohlraum im Inneren des Enzymmolekiils begriindet. Die typische Pa-
ckungsdichte von Proteinen entspricht etwa der eines kristallinen Feststoffs. Ande-
rerseits verkraftet die Proteinkomponente die Einfiilhrung von Mutationen ohne An-
derungen in der globalen Struktur. Es muss somit in einem Protein geniigend Platz
tiir die Einfiihrung grofierer Reste sein. Dies spricht eher fiir eine Struktur, die eine
Ahnlichkeit zu Fliissigkeiten aufweist [192]. Die Berechnung von Hohlrdumen inner-
halb eines Proteins oder von Einstiilpungen an der Proteinoberfldche kann nach ver-
schiedenen Algorithmen erfolgen. Fiir die folgenden Untersuchungen wurde das Pro-
gramm CASTP [193] genutzt, wobei der Probenradius 1,4 A betrug. Es konnte gezeigt
werden, dass in der nicht-aktivierten EcCPOX ein sehr grofier Hohlraum mit einem Vo-
lumen von 29738 A3 existiert (Abb. . Im Vergleich mit anderen ThDP-abhéngigen
Enzymen zeigt sich, dass auch in der verwandten LpPOX ein grofier Hohlraum (29400
A3) existiert. In der El-Komponente des menschlichen PDH-Komplexes (hPDH-E1)
und in der PDC aus Zymomonas mobilis (ZmPDC) konnten keine Hohlrdume, son-
dern nur Einsttilpungen an der Proteinoberflache mit bedeutend kleineren Volumina
(hPDH-E1 3462 A) gefunden werden. Der Hohlraum in der EcPOX verbindet die ak-
tiven Zentren miteinander, die sich im Tetramer gegeniiber liegen. Es handelt sich
also nicht um die aktiven Zentren des funktionalen Dimers, sondern um diejenigen

aktiven Zentren, die jeweils der Membran zugewandt sind.

Ob diesem Hohlraum eine definierte Funktion zukommt, ist unbekannt. Fiir die Ec-
POX konnte mit aller Vorsicht vermutet werden, dass tiber ihn eine ,, Kommunika-
tion” stattfindet. An einem aktiven Zentrum bindet ein Pyruvat, FAD wird reduziert
und die Lipidbindedoméne wird exponiert. Uber den Protonenkanal kénnte eine Inhi-
bierung des gegeniiberliegenden aktiven Zentrums erfolgen, so dass die Lipidbinde-
doméne auf der cytosolischen Seite nicht exponiert wird. Durch den Hohlraum kénn-
te dann ein Informationstransfer erfolgen, der das gegeniiberliegende aktive Zentrum
inhibiert. Durch den Protonenkanal kdnnte das korrespondierende aktive Zentrum
(welches nun der Membran zugewandt ist) aktiviert werden. Durch diese Regulation
wadre eine nahezu gleichzeitige Exponierung der Lipidbindedomé&nen auf der Mem-
bran zugewandten Seite gegeben. Kinetisch wire bei einem solchen Mechanismus ein
Wechselspiel von positiver und negativer Kooperativitat zu erwarten. Empirisch wird
eine leichte positive Kooperativitit gefunden, die als Resultat eines komplexen Regu-
lationsmechanismus interpretierbar ist. Chang & Cronan konnten zeigen, dass an der

Membranbindung in vivo zwei C-terminale Doménen beteiligt sind [189].
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Abb. 3.40: Darstellung des 16sungsmittelunzugianglichen Hohlraumes in der Struktur der
nicht-aktivierten EcCPOX. A Darstellung des Hohlraumes in der Struktur des nicht-aktivierten
Enzyms. Aminosdurereste, die an der Ausbildung des Hohlraumes beteiligt sind, wurden als
Kugeln dargestellt. Reste, die fiir die Ausbildung des Protonenkanals verantwortlich sind,
sind griin markiert. In den Abbildungen darunter sind unterschiedliche Orientierungen des
Enzyms zur besseren Visualisierung gezeigt. B Separate Darstellung des Hohlraumes in der-
selben Orientierung wie in Abbildung A. C Illustration der Lage des Protonenkanals, welch-
er zwischen zwei Monomeren eines katalytisch aktiven Zentrums liegt. Der Hohlraum wird
somit nicht von einem funktionalen Dimer gebildet, sondern von Untereinheiten, die sich
gegeniiber liegen. Die Hohlrdume wurden mit CASTP [193] berechnet und mit Hilfe eines
Plugins in PYMOL dargestellt.
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3.3.2 Kiristallstruktur der A23-Variante der EcPOX

Die proteolytisch aktivierte Pyruvatoxidase aus E. coli (EcPOXpp3) kristallisierte in
der orthorhombischen Raumgruppe P2;212; und konnte mit einer Auflésung von
25 A gelost werden [91]. Die Phasen wurden mittels molecular replacement unter Zu-
grundelegung des Modells der nicht-aktivierten EcPOX als Suchmodell bestimmt.
In der asymmetrischen Einheit befinden sich 12 Monomere, die 3 katalytisch aktive
Tetramere bilden. In der A23-Variante konnten nicht alle Aminosdurereste aufgelost
werden. So fehlen ein loop iiber dem aktiven Zentrum (467-477) sowie Reste des C-
Terminus. Zusédtzlich zu den 23 Resten, die von der Protease abgespalten wurden,
fehlen C-terminal in der Struktur 10 Aminosaduren (539-549). Sie sind wahrscheinlich
sehr flexibel und deshalb nicht sichtbar.

Die Gesamtstruktur der proteolytisch aktivierten EcPOX entspricht im Wesentlichen
der Struktur des nicht-aktivierten Enzyms, wobei die B-Faktoren kleiner sind (Abb.
[A.13). Wie erwartet, reprasentiert die Struktur der EcCPOX23 einen eingefrorenen Zu-
stand nach einer Konformationsdnderung. Das aktive Zentrum ist nach der proteo-
lytischen Aktivierung besser zuganglich. Im Inneren der proteolytisch aktivierten Ec-
POX befindet sich wie im nicht-aktivierten Enzym ein grofier Hohlraum. Aufgrund
des Fehlens der C-terminalen Reste ist der Hohlraum in der A23-Variante geringfiigig
kleiner (20931 A3).

3.3.3 Vergleich der nicht-aktivierten EcPOX und der A23-Variante der EcPOX

Die Kristallstrukturen der proteolytisch aktivierten (EcPOXaz3) und der nicht-akti-
vierten EcPOX sind sich global sehr dhnlich (r.m.s.d. der C(a)-Atome des Tetramers
0.346 A). Die A23-Variante ist kompakter aufgebaut als die nicht-aktivierte EcPOX,
was die SAXS-Experimente bestatigt (Abschnitt[3.2.2). Die Abstinde der Aminoséure-
reste im aktiven Zentrum werden dadurch nicht beeinflusst. Ein Unterschied zwi-
schen den beiden Strukturen sind natiirlich die fehlenden C-terminalen 23 Amino-
sduren und der loop (467-477) tiber dem aktiven Zentrum der EcPOXjxp3. Dieser loop
zeichnet sich auch in der nicht-aktivierten EcPOX durch hohe Temperaturfaktoren

aus, was dessen Flexibilitdt unterstreicht.

In der Ubereinanderlagerung der aktiven Zentren beider Strukturen wird deutlich,
dass sich die Position und Orientierung der meisten Aminosduren nach der proteoly-
tischen Aktivierung nicht verdndert hat (Abb. . Eine wesentliche Ausnahme hier-
von stellt die Position von Phe465 dar, welches sich in der proteolytisch aktivierten
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‘jj >~ Abb. 3.41: Struktur des ak-
FAD \ GIn113' tiven Zentrums der EcPOX.
: In sind die Reste der
\?\ nicht-aktivierten EcPOX und
Phe112' in griin die der proteolytisch
, aktivierten EcPOX dargestellt.

Enzymspezies 6 A niher am C(2)-Atom des ThDP befindet. Da Phenylalanin als po-
tentieller Ubertrager von Elektronen in Frage kommt, ist es wahrscheinlich, dass die
verdnderte Position dieser Seitenkette einen Beitrag zum katalytisch wirksamen Un-
terschied zwischen aktivierter und nicht-aktivierter Enzym-Form leistet. Es ist wahr-
scheinlich, dass das , Einschwenken” des Phe465 zwischen die beiden Kofaktoren
dazu beitrdgt, dass der ET auch in der aktivierten Spezies deutlich schneller als die C-
C-Bindungsbildung erfolgt. Dieser Schluss wird durch die LpyPOX weiter untersttitzt.
Dieses Enzym zeigt keine Aktivierung, so dass es permanent zu einem effizienten
Elektronentransfer in der Lage sein muss. Das konservierte Phe479 in der LpPOX
befindet sich an derselben Position wie Phe465 im aktivierten Zustand der EcPOX
(Abb. A). Ein Austausch dieses Restes in der LpPOX (Phe479Trp, Phe479Tyr)
fithrte zu deutlich verminderten Elektronentransferraten [194]]. Fiir eine ausfiihrliche-
re Behandlung dieses Themas wird auf Abschnitt (3.4 verwiesen.

Der Isoalloxazinring des Flavins weist in der EcPOXp3 eine stiarkere Biegung um die
N(5)-N(10)-Achse auf. In der nicht-aktivierten EcPOX betrug der Krimmungswin-
kel 15°, in der A23-Variante 19°, wobei bei der Bestimmung des Beugewinkels Un-
sicherheiten aufgrund der begrenzten Auflosung bestehen (Abb. [A.14). In anderen
Studien an Flavoproteinen zeigte sich, dass die Kriimmung des FAD um die N(5)-
N(10)-Achse vermutlich einen Einfluss auf das Redoxpotential hat. Da reduziertes
FAD bereits im freien Zustand einen Knick um die N(5)-N(10)-Achse aufweist, fiihrt
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die durch Kofaktor-Protein-Wechselwirkungen bedingte geknickte Konformation des
oxidierten Zustandes zur relativen Destabilisierung des letzteren und mithin zur Er-
hohung des Redoxpotentials [195][196]. Die Bestimmung des Redoxpotentials (Kapi-
tel bestétigt diesen Zusammenhang. Das Redoxpotential erhoht sich nach pro-
teolytischer Aktivierung um 100 mV (EcPOX: -170 mV, EcPOXxp3: -73 mV).

Auch die Struktur der C-terminalen Doméne (Reste 531-572), die in der nicht-akti-
vierten Form das aktive Zentrum verschliefst, verandert sich durch die proteolytische
Aktivierung (Abb. [3.42). Die Struktur der A23-Variante ist bis zum Aminosaurerest
539 definiert. Ab Position 531 zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen nicht-
aktivierter und aktivierter ECPOX hinsichtlich der Lage der Reste. Das kurze Faltblatt
(Rest 531-534) fehlt in der Struktur der A23-Variante. Die Reste 531 bis 539 liegen als
loop vor. Somit ist insbesondere die a-Helix (Reste 536-544), die im nicht-aktivierten
Zustand das aktive Zentrum verschlief3t, in der A23-Variante nicht ausgepragt. Die C-
terminalen Reste der proteolytisch aktivierten EcPOX sind nicht mehr in raumlicher
Nihe zum aktiven Zentrum lokalisiert. Dies zeigt, dass die Offnung des aktiven Zen-
trums zum Losungsmittel hin das entscheidende Ereignis fiir die Aktivierung des
Enzyms ist. Da die Reste der, das aktive Zentrum urspriinglich blockierenden He-
lix (Reste 536-544), im aktivierten Zustand grofitenteils nicht mehr aufgelost wer-
den konnen, ist fiir dieses Strukturelement mit einem Helix-Coil-Ubergang zu rech-
nen. Dieser Prozess ist wahrscheinlich ein wichtiger Teilschritt der substratgetriebe-
nen Aktivierung. Damit ist es moglich, der in Abschnitt 3.1| diskutierten Konforma-
tionsdnderung (Schritt k5 in Abb. eine strukturelle Grundlage zuzuweisen. Da
Helix-Coil—Ubergénge sehr schnell erfolgen konnen (10*-107 s—1, [197][198][199]) kann
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Abb. 3.42: Darstellung
der C-terminalen Domine
der nicht-aktivierten und
der aktivierten EcPOX.
In sind die Reste der
nicht-aktivierten = EcPOX
und in die der prote-
olytisch aktivierten EcPOX
dargestellt.
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dieser Prozess nicht geschwindigkeitsbestimmend fiir die substratgetriebene Akti-
vierung sein. Nach Abspaltung des a-Peptides werden zudem verstiarkt hydrophobe
Bereiche an der Proteinoberfliche exponiert (Abb. [A.10), was die Assoziation an die
Membran begtinstigt.

3.3.4 Kiristallstruktur in Gegenwart von Liganden

Mit Hilfe der Kryokristallographie (Datenaufnahme bei Temperaturen von 100 K)
war es moglich Kristallstrukturen mit gebundenen Substraten oder substratanalo-
gen Verbindungen und den dazugehorigen Intermediaten aufzuldsen. Es wurden die
Strukturen der nicht-aktivierten und der A23-Variante jeweils mit Pyruvat und mit
Methylacetylphosphonat (MAP) bestimmt. Eine Zusammenfassung der Statistiken
der Datenaufnahme und der Modellierung ist in Tabelle|A.4|auf Seite[185|gezeigt. All-
gemein gilt, dass die Intermediatsstrukturen beim aktivierten Enzym besser aufgelost
sind, da die C-terminale Doméne keiner Konformationsanderung unterliegt, die die
Integritat des Kristalls hdtte beeintrdachtigen konnen.

Die Strukturen der Intermediatkomplexe zeigen hinsichtlich der Proteinkomponente
gegeniiber dem nativen Enzym keine signifikanten Abweichungen. Die Positionen
der C(x)-Atome stimmen bis auf 0,58 A miteinander iiberein. Die Bindung von Sub-
straten oder Substratanaloga hat somit keinen Einfluss auf die globale Struktur und

die Ergebnisse konnen gut miteinander verglichen werden.

Zundchst werden die hoher aufgelosten Intermediatkomplexe im aktivierten Enzym
behandelt. Nach Inkubation von Kristallen der aktivierten EcPOX mit MAP konnte
in allen 12 Monomeren (Untereinheiten A-L) der asymmetrischen Einheit Phospho-
nolaktyl-ThDP in der S-Konfiguration als Additionsprodukt am ThDP identifiziert
werden. Abbildung zeigt die Ausrichtung des PL-ThDP durch eine 3-Zentren-
Bindung. In Analogie zur LpPOX (rm.s.d. der C(x)-Atome des Dimers=1.9 A) tra-
gen folgende Gruppen zur Stabilisierung des Intermediates bei [162]: Die Hydro-
xylgruppe des C(a)-Atoms des PL-ThDP wird mittels Wasserstoffbriickenbindungen
direkt von GIn113 (LpPOX:GIn122) und der Aminogruppe des Aminopyrimidinrin-
ges des ThDP positioniert. Desweiteren findet eine indirekte Stabilisierung der OH-
Gruppe iiber ein Wassermolekiil statt, welches seinerseits mit Ser73 interagiert.

Als zweites Zentrum fungiert der unpolare Methylrest des PL-ThDP. Dieser wird, wie
in LpPOX, in einer hydrophoben Tasche gebunden, die aus den Aminosdureresten
Phel12, Val380 und Phe465 sowie dem Dimethylring des Isoalloxazinringes des FAD
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Abb. 3.43: Bindung des
PLThDP in der aktivierten
EcPOX. PLThDP wird im
aktivierten Enzym tiber eine 3-
Zentren-Bindung fixiert. Erlau-
terungen im Text. Zur besseren
Visualisierung wurden Phel12
und FAD nicht gezeigt. Wasser-
molekiile sind als Kugeln
dargestellt. Die gestrichelten
Linien verdeutlichen Wasser-
stoffbriickenbindungen.  Die
Elektronendichte (omit-map)
des PLThDP wurde mit 2.5 ¢
konturiert.

Phosphat-lon

Phe465

\Val380

gebildet wird. Mit Hilfe von Mutationsstudien konnte fiir den Valin-Rest (Val380) eine
Beteiligung an der Substratbindung gezeigt werden [200].

Die Phosphonat-Gruppe des Substratanalogons wird unmittelbar {iber Wasserstoffbrii-
cken zum Proteinriickgrat des Asp27 sowie tiber Wassermolekiile zum Ser28 und zum
GIn113 senkrecht zur Ringebene des Thiazoliumringes orientiert. Eine senkrechte Ori-
entierung der Carboxylatgruppe im nativen Intermediat Laktyl-ThDP wiirde die Ab-
spaltung des Kohlendioxids begtinstigen, da das Elektronenpaar der heterolytisch zu
spaltenden Bindung so bereits im Ubergangszustand mit dem 7-Elektronensystem
des Thiazoliumringes in Konjugation treten kann. Somit wird das prad-Decarboxylie-
rungsintermediat vom Enzym in einer reaktionskompetenten Konformation gebun-
den. Die Decarboxylierung unterliegt einer stereoelektronischen Kontrolle.

Die rdumliche Lage der Methoxy-Gruppe des Phosphonat-Restes konnte in der vor-
liegenden Struktur nicht genau bestimmt werden. Da die Methoxy-Gruppe im na-
tiven Substrat Pyruvat keinerlei Entsprechung hat, sind auf Seiten des Enzyms auch
keine Reste vorhanden, die die Ausrichtung dieser Gruppe spezifisch unterstiitzen
konnten. Vermutlich kann sich der Rest um die C(«)-P-Bindung frei drehen, wodurch

eine tiber mehrere Orientierungen gemittelte Elektronendichte resultiert.

Interessanterweise ist im Abstand von 3,2 A eines Sauerstoff-Atoms der Phosphonat-
Gruppe in einigen Untereinheiten (A,G,H,I,K) ein Oxoanion positioniert, welches in
Analogie zur Struktur der LpPOX als Phosphat-lon ausgewiesen wurde. Auch die
anderen Untereinheiten zeigen an dieser Position zumeist positive Differenzelektro-

nendichte, die jedoch zu diffus ist, um einem Phosphat-lon zugeordnet zu werden.
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Durch die Bindung des Phosphat-lons werden Wasserstoffbriicken zur Phosphonat-
Gruppe des PL-ThDP ausgebildet. Die Koordination eines Phosphat-lons im aktiven
Zentrum der EcPOX wird a priori nicht erwartet, da hier die Produktabspaltung hy-
drolytisch erfolgt. In der verwandten LpPOX wird durch ein Phosphat-Ion, das an der
gleichen Position lokalisiert ist, Acetylphosphat phosphorolytisch vom Acetyl-ThDP
abgespalten [92]. Die Stabilisierung des Phosphat-Ions erfolgt in der LpPOX durch
Glu483. Ein Austausch des Glutamatrestes in wahlweise ein Glutamin oder ein Alanin
machte einen Einfluss dieses Restes auf die Substrat- und Phosphatbindung deut-
lich [201][202]. In EcPOX ist Glu483 nicht konserviert. In vergleichbarer raumlicher
Néhe ist in EcPOX ein Aspartat der anderen Untereinheit (Asp27) positioniert. Durch
die distorsierte Orientierung der Seitenkette ist moglicherweise die Ausrichtung des
Phosphat-lons etwas verdndert, so dass in EcPOX keine Phosphorolyse stattfinden

kann.

Nach der Inkubation von Kristallen der aktivierten EcPOX mit Pyruvat ergab sich ein
anderes Bild. Aufgrund der Grofie der Einheitszelle (201,83 205,81 x214,27 AB’) und
der Tatsache, dass die asymmetrische Einheit 12 Monomere enthilt, wurde in den
aktiven Zentren keine einheitliche Intermediatbesetzung gefunden. Die Losungsmit-
telzugdnglichkeit der aktiven Zentren ist durch die Packung der Untereinheiten im

Kristall beeintrachtigt.

Abb. 3.44: Bindung des
LThDP in der aktivierten
EcPOX. LThDP wird im
aktivierten Enzym (Kette
K) {tiber eine 3-Zentren-
Bindung fixiert. Erldute-
rungen dazu im Text. Zur
besseren Visualisierung
wurden Phell2 und FAD
nicht dargestellt. Wasser-
molekiile sind als Kugeln
dargestellt. Die gestrichel-
ten Linien verdeutlichen
Wasserstoftbriickenbindun-
gen. Die Elektronendichte
(2F,-F.) des LThDP wurde
mit 1.2 ¢ konturiert.

Val380 ) GIn113
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Tab. 3.4: Intermediatbesetzung der aktiven Zentren der aktivierten EcPOX nach Inkubation
mit Pyruvat

| Tetramer 1 Il Tetramer 2 | Tetramer3 |
A | HEThDD + Pyr | E | ThDDP + Pyr || I | ThDP + Dyr
B | HEThDP + Pyr | F | ThDP + Pyr || J | ThDP + Pyr
C LThDP G | HEThDP + Pyr | K LThDP
D | HEThDP + Pyr | H ThDP + Pyr L LThDP

In drei Untereinheiten (Kette C,K,L) wurde Laktyl-ThDP gefunden (Abb. [3.44). Die
Ausrichtung des LThDP im aktiven Zentrum erfolgt in Analogie zum PLThDP iiber
eine 3-Zentren-Bindung. Die Hydroxyl-Gruppe, die Methyl-Gruppe und die Carboxy-
lat-Gruppe werden in vergleichbarer Weise direkt oder indirekt iiber Wassermolekiile
im aktiven Zentrum fixiert. Die Ausbildung einer hydrophoben Umgebung ist, neben
der senkrechten Ausrichtung der Carboxylat-Gruppe, ein wichtiger Beitrag zur Trieb-
kraft der Decarboxylierung. Das ungeladene Kohlendioxid-Molekiil diffundiert im
hydrophoben Milieu leichter aus dem Proteininneren heraus und verhindert somit

unter anderem eine Riickreaktion.

Die anderen 9 Untereinheiten weisen unterschiedliche Intermediatbesetzungen auf
(Tab.3.4). In 4 Untereinheiten konnte die positive Differenzelektronendichte vor dem
C(2)-Atom des ThDP nicht befriedigend durch das Vorliegen des Laktyl-Intermediates

Phe465

Abb. 3.45: Kristallstruktur der ThDP-Intermediate der aktivierten EcPOX nach Inkubation
mit Pyruvat. A Die positive Elektronendichte (omit-map konturiert mit 2.5 ¢) in Untereinheit B.
Der modellierte Laktyl-Rest fiillt die Elektronendichte nur unvollstindig aus. Es verbleibt ein
erheblicher Anteil an Restelektronendichte. B Stattdessen wurden HEThDP und Pyruvat in
docking-Position in die Dichte modelliert. Die Elektronendichtekarte (2F,-F.;) wurde mit 1.2 ¢
konturiert.
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erklart werden (Abb. A). Eine bessere Anpassung ergab sich durch die simul-
tane Einfiihrung eines planaren post-Decarboxylierungsintermediates (HEThDP) und
eines nichtkovalent gebundenen Pyruvates in docking-Position (D;) in rdumlicher Na-
he zum C(2)-Atom des ThDP (Abb. B). Die Einfiihrung von HEThDP in die posi-
tive Differenzelektronendichte ist jedoch nicht zwingend, da Acetyl-ThDP die Dichte
ebenfalls ausfiillt. Die beiden Intermediate unterscheiden sich hinsichtlich der Lage
einer Doppelbindung voneinander. Wahrend in der Enamin-Form des HEThDP die
OH-Gruppe am C(x)-Atom {iiber eine Einfachbindung gebunden ist, ist im Acetyl-
ThDP eine C-O-Doppelbindung ausgebildet. Als Kriterium fiir die Unterscheidung
der beiden Intermediate konnte daher prinzipiell die Lange der C-O-Bindung die-
nen. Die beiden Intermediate lassen sich bei einer Auflésung von 2,2 A jedoch nicht

voneinander unterscheiden.

Die Fixierung des Pyruvatmolekiils in Dy wird durch folgende Reste gewdhrleistet
(Abb.[3.45)B): Die Carboxylat-Gruppe wird tiber die Seitenketten von Ser28 und GIn113
sowie tiber den Amid-Stickstoff des Proteinriickgrates von Ser28 gebunden. Ein Was-
sermolekiil im Abstand von 3,1 A stabilisiert die Carboxylat-Gruppe zusitzlich. Die
Keto-Gruppe am C(x)-Atom des Pyruvats wird iiber Wasserstoffbriickenbindungen
von der Carboxylat-Gruppe des Asp27 und der Hydroxyl-Gruppe des HEThDP ge-
bunden. Die Methyl-Gruppe des Pyruvats weist in eine hydrophobe Tasche, die aus
den Aminosduren Phe465 und Val466 gebildet wird. Die Position des Val466 ist jedoch
nicht in allen Untereinheiten definiert. In den anderen Untereinheiten gehort diese

Aminosdure bereits zu dem flexiblen loop, der nicht mehr aufgeldst werden konnte.

Asp27 ist an der Ausbildung von Dy beteiligt. In den Kristallstrukturen der aktivierten
EcPOX zeigte sich, dass die Position der Seitenkette von Asp27 variabel ist. In einigen
Untereinheiten weist die Seitenkette zum ThDP bzw. dem ThDP-Intermediat hin, in
anderen weist sie von Kofaktor weg. Moglicherweise {ibt diese Aminosdure eine noch
nicht exakt definierte , Schalterfunktion” im Katalysezyklus aus.

Desweiteren kann geschlussfolgert werden, dass sich die docking-Position (D) mit der
Position des Oxoanions in der Phosphonolaktyl-Struktur tiberlappt. Somit schliefien

sich die Bindung von Pyruvat und Phosphat wechselseitig aus.

In einigen Untereinheiten (E,FH,L]J), in denen nur ThDP anstatt eines ThDP-Inter-
mediates gefunden wurde, befindet sich ebenfalls ein Pyruvatmolekiil in rdumlicher
Nédhe zum C(2)-Atom des ThDP. Diese Position unterscheidet sich jedoch von der
eben beschriebenen docking-Position D; und wird deshalb als D, bezeichnet (Abb.
B.46|A). Auch hier wird die Carboxylat-Gruppe von der Seitenkette des GIn113 sowie
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Abb. 3.46: Stabilisierung des Pyruvats in der docking-Position (D) der aktivierten EcPOX.
A Bindung von Pyruvat in der docking-Position (D) der Untereinheit F. Die Elektronendichte
(2F,-F;) wurde mit 1.2 ¢ konturiert. B Ubereinanderlagerung der beiden docking-Positionen
D; (UE B, cyan) und D, (UEE, griin).

tiber den Amid-Stickstoff des Proteinriickgrates von Asp27 gebunden. Ein Wasser-
molekiil stabilisiert die Carboxylat-Gruppe zusitzlich. Die Keto-Gruppe des Pyru-
vats wird jedoch nicht iiber Wasserstoffbriickenbindungen zur Seitenkette des Asp27
gebunden. Aufgrund des verkiirzten Abstandes zwischen dem C(2)-Atom des ThDP
und der Keto-Gruppe des Pyruvates (D;: C(2)-O 3,81 A; Dy: C(2)-02,45 A; Abb.
B) erfolgt die Bindung bereits tiber die Wechselwirkungen, die auch fiir LThDP an-

A B

LThDP
ThDP

Pyruvat - D2

Abb. 3.47: Fixierung des Pyruvats in der docking-Position (D;) der aktivierten EcPOX. A
Bindung von Pyruvat in der docking-Position (D) der Untereinheit F. Die Elektronendichte des
Pyruvatmolekiils (2F,-F;) wurde mit 1.2 ¢ konturiert. D, ist fiir den nukleophilen Angriff des
C(2)-Atoms auf das C(x)-Atom des Pyruvats geeigneter. B Zum Vergleich ist die Orientierung
der Laktyl-Gruppe des LThDP in Untereinheit K gezeigt.
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zutreffen sind. Die Keto-Gruppe wird von der Seitenkette des GIn113 und von der
exozyklischen Aminogruppe des ThDP stabilisiert. Die D,-Position liegt somit auf
der Trajektorie der C-C-Bindungsbildung. Das Pyruvat ist in dieser Position so aus-
gerichtet, dass es von dem freien Elektronenpaar des Ylids angegriffen werden kann
und nur minimale Translations- und Rotationsbewegungen erforderlich sind, um ko-
valent gebunden zu werden (Abb. [3.47).

Im folgenden Abschnitt sollen mechanistische Schlussfolgerungen, die sich aus den
kristallographischen Befunden ergeben, zusammenfassend diskutiert werden. Dies
geschieht vorbehaltlich der durch die Auflosung gegebenen Grenzen.

In der vorliegenden Arbeit werden erstmals docking-Positionen fiir native Substrat-
molekiile in einem ThDP-abhdngigen Enzym dokumentiert. Insbesondere Pyruvat in
der Position D, liegt in einer giinstigen Orientierung fiir den nukleophilen Angriff
des C(2)-Atoms in seiner Ylid-Form auf das C(a)-Atom vor. Der Abstand zwischen
den beiden relevanten Kohlenstoffatomen betragt in dieser Position 3,2 A. Pyruvat in
der docking-Position D; wird nur in aktiven Zentren gefunden, die zugleich ein post-
Decarboxylierungsintermediat enthalten. Es besteht dabei die Moglichkeit, dass das
so gebundene Pyruvat die Abspaltung des Produktes Acetat unterstiitzt. Substrat-
assistierte Produktabspaltung wurde auch fiir andere Enzyme, wie Phosphoglyce-
ratkinase [203] und Aconitathydratase [204], vorgeschlagen. Im Zuge des Abspal-
tungsprozesses konnte Pyruvat von der Position D; in die Position D, tibergehen.
Eine mogliche Funktion von in D-Position gebundenem Pyruvat besteht im Aus-
schluss des Phosphats als Substrat, welches in Abwesenheit von Pyruvat etwa an
dieser Stelle fixiert wird. Pyruvat in D;-Position wird von Asp27 stabilisiert, welches
in der LpPOX fehlt. In vergleichbarer Position liegt in LpPOX ein loop vor. Dies konnte
die unterschiedliche Produktbildung von EcPOX und LpPOX erkléren.

Die simultane Bindung von Pyruvat und post-Decarboxylierungsintermediat impli-
ziert ein erweitertes kinetisches Schema fiir die reduktive Halbreaktion (Abb.[3.48). In
Abschnitt wurde die C-C-Bindungsbildung als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt fiir den Ablauf der reduktiven Halbreaktion wahrscheinlich gemacht. Da die
kops-Werte der reduktiven Halbreaktion eine deutliche Abhdngigkeit von der Pyru-
vatkonzentration zeigen, die Decarboxylierung des enzymgebundenen LThDP aber
irreversibel erfolgt, konnte der Elektronentransfer als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt gemafs Abb. ausgeschlossen werden. Das erweiterte Schema der redukti-
ven Halbreaktion wiirde dagegen auch einen substratabhdngigen Elektronentransfer
implizieren. Unter der Voraussetzung, dass die Elektroneniibertragung vom HEThDP
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Abb. 3.48: Erweitertes kinetisches Modell der reduktiven Halbreaktion Orange hinterlegte
Enzymsymbole repriasentieren Spezies, die oxidiertes FAD enthalten. Erklarungen siehe Text.

auf das FAD geschwindigkeitsbestimmend ist, erhdlt man folgende Abhadngigkeit des
kops-Wertes von der Substratkonzentration:
/

Kobs = % (3.7)
Somit bewegt sich ks in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration zwischen den
GroBen kg und kj. Die empirisch erhaltene hyperbole Substratabhingigkeit der k-
Werte, die fiir (S)—0 praktisch den Wert Null annehmen (vgl. Abb.3.18), wiirde bei
Anwendung von Gl. 3.7|k4 < k, voraussetzen. Damit wiirde man den in der docking-
Position gebundenen Pyruvatmolekiilen eine dramatische Steigerung des Elektronen-
transfers zuweisen. Da das Pyruvatmolekiil in docking-Position nicht zwischen den
beiden Kofaktoren lokalisiert ist und die wechselseitige Orientierung von ThDP und
FAD durch die Substratbindung nicht beeinflusst wird, ist eine solche Interpretation
unwahrscheinlich. Unter der Voraussetzung einer langsamen C-C-Bindungsbildung
liefert auch das erweiterte Reaktionsschema den durch Gl. 3.4{gegebenen Zusammen-
hang zwischen ks und der Substratkonzentration. Die kristallographischen Befunde
sprechen somit fiir die Richtigkeit des im kinetischen Teil der Arbeit vorgeschlagenen

Reaktionsmechanismus.

Die Strukturen des enzymgebundenen Laktyl-ThDP und seines Analogons demons-
trieren die senkrechte Ausrichtung der Carboxylat-Gruppe gegeniiber dem Thiazo-
liumring. Die Decarboxylierung des LThDP unterliegt daher erwartungsgemafs der
stereoelektronischen Kontrolle. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass kristallines Phos-
phonolaktyl-Thiamin bereits in Abwesenheit der Enzymkomponente die senkrechte
Orientierung der Carboxy-Gruppe zum Thiazoliumring aufweist [205]. Fiir LThDP in
freier Losung ist die Konformation des Laktylrestes nicht genau bekannt. Es liegt auch
keine Kristallstuktur fiir isoliertes Laktyl-ThDP bzw. Laktyl-Thiamin vor, da diese
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Verbindungen zu schnell decarboxylieren. Molekiilmechanische Berechnungen [206]
und die Analogie zum Phosphonolaktyl-Thiamin sprechen jedoch dafiir, dass Laktyl-
Thiamin in wéssriger Losung ebenfalls bereits iiber die senkrechte Orientierung der
Carboxylat-Gruppe gegeniiber dem Thiazoliumring verfiigt. Hierzu korrespondiert,
dass Laktyl-Thiamin in wissriger Lésung bei pH 7.0 mit k=10"* s~! decarboxyliert
und somit instabil ist. Die relative Leichtigkeit der Decarboxylierung des isolierten
Laktyl-Thiamins in Losung wird - neben der elektronenziehenden Wirkung des Thia-
zoliumringes - gerade der mutmafilichen senkrechten Orientierung der Carboxylat-
Gruppe zugeschrieben.

Die senkrechte Orientierung der Carboxylat-Gruppe gegeniiber dem Thiazoliumring
wird zwar im enzymgebundenen Intermediat vorgefunden, ist aber kein Spezifikum
der enzymkatalysierten Decarboxylierung. Da die Decarboxylierung in EcPOX gro-
lenordnungsmaifiig mit einem minimalen k von 102 s~1 ablaufen muss, um die keat-
Werte zu erkldren, steigert die Gegenwart der Proteinkomponente die Decarboxy-
lierungsgeschwindigkeit des LThDP um etwa 6 Groflenordnungen. Welche moleku-
lare Ursache kommt fiir diese dramatische Beschleunigung in Betracht? Studien von
Crosby und Lienhard an Thiazoliumverbindungen [185] und von Jordan et al. an
LThDP [207] haben den starken Einfluss des Milieus auf die Decarboxylierung heraus-
gestellt. In Medien niedriger Polaritat erfolgt die Decarboxylierung von LThDP erheb-
lich schneller als in Wasser. Ursache hierfiir ist, dass durch die Decarboxylierung die
negative Ladung, die urspriinglich tiber die Carboxylat-Gruppe delokalisiert vorliegt,
dem positiv geladenen Thiazoliumring ndherkommt, wodurch das Dipolmoment des
Intermediats sinkt. Zugleich wird das elektrostatisch neutrale CO; generiert. Insoweit
diese Faktoren bereits im Ubergangszustand wirksam werden, fiihrt eine apolare, hy-
drophobe Umgebung zu einer Beschleunigung der Decarboxylierung. Nach Jordan
erfolgt die Decarboxylierung von Laktyl-Thiamin in Tetrahydrofuran (e,,=7,4) mit
kdecarb=54 s~ [207]. Dies kommt den kca-Werten typischer ThDP-abhédngiger Enzy-
me bereits recht nahe. Tatsachlich befinden sich in EcPOX in der unmittelbaren Umge-
bung des LThDP-Intermediates folgende hydrophobe Reste: Phel12, Val380, Phe465
und der Dimethylphenylring des Isoalloxazinringes des FAD (Abb. [3.44).

Kristalle der nicht-aktivierten EcPOX zeigten nach der Inkubation in Substrat- bzw.
MAP-Losung aufgrund der Konformationsanderung (Abschnitt erwartungsge-
mif eine verringerte Auflosung (Tab. auf Seite [I85). Daher konnten fiir diese
Strukturen keine definierten Intermediate modelliert werden. Aussagen zu Konfor-
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mationsdnderungen des Proteinriickgrates nach Substratzugabe konnen dennoch ge-

troffen werden.

Im Abschnitt[3.2.Twurde anhand von Experimenten mit limitierter Proteolyse gezeigt,
dass im nicht-aktivierten Enzym die Proteasebindestelle fiir die Abspaltung des -
Peptides (Tyr475) zugénglich ist, wiahrend die Proteasebindestelle (Tyr549) fiir die Ab-
spaltung des a-Peptides nicht zugédnglich ist. Die Kristallstruktur des nicht-aktivierten
Enzyms erlaubt eine anschauliche strukturelle Deutung dieses Befundes (Abb. 3.49).
Der flexible loop (Reste 466—478) iiber dem aktiven Zentrum, der auch Tyr475 tragt,
ist im nicht-aktivierten Zustand exponiert. Nach der Bindung von Substrat bzw. Sub-
stratanalogon erfdahrt der loop eine Konformationsdnderung, in deren Verlauf die Pro-
teasebindestelle Tyr475 maskiert wird. Diese Konformationsanderung wird auch in
Kristallen nicht-aktivierter EcPOX beobachtet, die in MAP- bzw. Pyruvatlosungen
inkubiert wurden. Nach dem soaking ist der loop, der im nicht-aktivierten Enzym in
Abwesenheit von Pyruvat bzw. MAP noch definiert war, nicht mehr auflosbar, so
dass von seiner Flexibilisierung ausgegangen werden muss. Als Konsequenz dieser
Konformationsianderung geht die Zuganglichkeit von Tyr475 fiir die Protease ver-
loren (Abb.[3.50). Nach Inkubation der Kristalle mit Pyruvat wurde zusétzlich zu der
soeben beschriebenen Konformationsdnderung eine weitere beobachtet. In Unterein-
heit A zeigte sich, dass Phe465 eine andere Position als im nicht-aktivierten Zustand
einnimmt (Abb. B). Es befindet sich 6 A niher am C(2)-Atom des ThDP und liegt
somit an der Position von Phe465 der aktivierten EcPOX. Die Bindung von Pyruvat
hat somit die Konformationsanderung, die mutmafilich zu einer Beschleunigung des
ET fiihrt, im Kristall ausgelost.

Die mit der Reduktion von FAD gekoppelte Exponierung der C-terminalen Doméne

wurde jedoch nicht beobachtet. Moglicherweise wird die Exponierung der C-termina-

Abb. 3.49: Zuginglichkeit der
Proteasebindestellen Tyr475
und Tyr549. Darstellung der
nicht-aktivierten =~ EcPOX  im
cartoon-Modell.  Tyr475  (Spalt-
position pB-Peptid) und Tyr549
(Spaltposition a-Peptid) sind als
Stabchenmodell gezeigt. Wahrend
Tyrd75 an der Proteinoberflache
exponiert vorliegt, ist Tyr549 im
Proteininneren verborgen. Der
flexible loop (466—478) wurde blau
hervorgehoben.
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Abb. 3.50: Konformationsinderung nach MAP- oder Substratzugabe in der nicht-
aktivierten EcPOX Verwendeter Farbcode: weifs: nicht-aktivierte EcPOX, griin: nicht-
aktivierte ECPOX nach soaking mit MAP , : nicht-aktivierte EcPOX nach soaking mit Pyru-
vat, : aktivierte ECPOX A Nach Inkubation mit MAP ist die Lage des flexiblen loops (Reste
466—-478) nicht mehr bestimmbar. (Elektronendichtekarte 2Fo-Fc mit 1,2 ¢ konturiert.) B Nach
Inkubation mit Pyruvat ist die Lage des flexiblen loops (Reste 466—478) nicht mehr bestimmbar.
Zusétzlich zeigt Phe465 eine verdnderte Position im aktiven Zentrum. (Elektronendichtekarte
2F,-F; mit 1,2 o konturiert.)

len Doméne durch Kristallkontakte unterbunden. Die Exponierung wiirde zur Flexi-
bilisierung der Doméne fithren und somit eine eingeschrénkte Detektierbarkeit in der
Rontgenkristallographie nach sich ziehen.

3.3.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass EcPOX nach der Bindung von Substrat oder
MAP an das C(2)-Atom des ThDP eine Konformationsdnderung durchlduft, die die
Proteasebindestelle fiir die Abspaltung des B-Peptides (Tyr475) fiir die Protease un-
zuganglich macht. Dieses Ergebnis konnte mit den Kristallstrukturen der nicht-akti-
vierten EcCPOX sowie den Intermediatstrukturen der nicht-aktivierten EcPOX bestatigt

werden.

Reduktion des FAD induziert eine weitere Konformationsdanderung, in deren Verlauf
die C-terminale Lipidbindedoméne exponiert und die Proteasebindestelle fiir die Ab-
spaltung des a-Peptides (Tyr549) zugdnglich wird.

Im Zuge dieser Konformationsianderung erfihrt das Protein eine weitreichende An-
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derung der Struktur, die anhand der Verschiebung der SH-Gruppen mit Hilfe von
FT-IR-Spektren detektiert werden konnte.

Anhand der Kiristallstrukturen von nicht-aktivierter und aktivierter EcCPOX konnte
gezeigt werden, dass infolge der Konformationsanderung Phe465 in die Néhe der bei-
den Kofaktoren gelangt, wodurch moglicherweise der Elektronentransfer beschleu-

nigt wird.

Die Zuganglichkeit und somit die Hydrophilie des aktiven Zentrums &ndert sich im
Zuge der Aktivierung. Das proteolytisch aktivierte Enzym ist starker 16sungsmittelex-
poniert. Dieses Resultat steht im Einklang mit den Ergebnissen des vorigen Kapitels,
in dem gezeigt wurde, dass der Kp-Wert der aktivierten EcPOX fiir MAP im Vergleich

zum nicht-aktivierten Enzym verringert ist.

Kristallstrukturen mit Reaktionsintermediaten zeigen einen ,Schnappschuss” inmit-
ten einer enzymatisch katalysierten Reaktion. Es konnte demonstriert werden, dass
das Substratanalogon MAP in der aktivierten EcPOX kovalent an das C(2)-Atom des
ThDP bindet und durch eine 3-Zentren-Bindung fixiert wird. Aufgrund der unter-
schiedlichen Zugéanglichkeit der aktiven Zentren im Kristall war es zudem mdoglich,
auch die erwarteten kovalenten Intermediate der Reaktion mit Pyruvat aufzuldsen.
Dariiberhinaus konnte nichtkovalent gebundenes Pyruvat in docking-Positionen nach-

gewiesen werden.

Die Kristallstrukturen der nicht-aktivierten EcPOX, die mit Substrat bzw. Substratana-
logon inkubiert wurden, geben Aufschluss tiber die Konformationsanderungen, die

wihrend der Aktivierung stattfinden.



130 3 Ergebnisse und Diskussion

3.4 Einfluss des Phenylalanin 465 auf die Katalyse und Aktivierung

Die gegeniiber dem nicht-aktivierten Enzym verdnderte Position von Phe465 in ak-
tivierter EcPOX legte es nahe, den Einfluss dieser Seitenkette auf die Katalyse zu un-
tersuchen. Hierzu wurden die Enzymvarianten Phe465Ile und Phe465Ala generiert. In
aktivierter EcCPOX und LpPOX nehmen die Seitenketten von Phe465 beziehungsweise
Phe479 dquivalente Positionen im Raum ein (Abb. A). Fiir LyPOX wurde die es-
sentielle Rolle des Phe479 fiir den Elektronentransfer bereits beschrieben [194]. Dage-
gen ist in der Acetohydroxysduresynthase aus Hefe (ScAHAS), welche dieselbe Ko-
faktorausstattung wie EcPOX oder LpPOX besitzt, aber keine Redoxreaktionen kataly-
siert [208], kein homologer Aminosaurerest zu Phe465 zu finden (Abb.[3.51|B). Es wird
vermutet, dass das FAD in der AHAS aufgrund eines gemeinsamen evolutiondren
Vorldufers gebunden wird und nur noch strukturelle Aufgaben erfiillt [209].

3.4.1 Einfluss auf die steady-state-Geschwindigkeit

Um den Einfluss von Phe465 auf die Katalyse zu untersuchen, wurden Varianten
generiert, die eine Punktmutation an dieser Position tragen. Phe465 wurde zum einen
gegen Alanin und zum anderen gegen Isoleucin ausgetauscht. Die Seitenkette von
Isoleucin beansprucht fast ebenso viel Raum wie Phenylalanin. Im Gegensatz zum

Phe stehen aber im Ile keine leeren 7t*-Orbitale fiir einen effizienten Elektronentrans-

Asp27'
e
ThDP
-/
Phe465

Ry - / ’ Sp 1
Phed79 < ' G|u59

Val394 & Glus0'

Val380
G GIn113'

N GIn122' Va'380
FAD GIn113' Phe112'
Phe121'

Phe112'

Abb. 3.51: Vergleich der Struktur der aktiven Zentren von EcPOX, LpPOX und ScAHAS.

A Vergleich von nicht-aktivierter (), aktivierter ECPOX (—) und LpPOX (—, PDB code: IPOW
[62]]), B Vergleich der Struktur der aktivierten EcPOX (—) mit SCAHAS (-, PDB code: 1JSC
[181]).
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Abb. 3.52: Vergleich der v/S-Charakteristiken der nicht-aktivierten EcPOX mit den EcPOX-
Varianten Phe465Ala und Phe465Ile. A Vergleich von nicht-aktiviertem Wildtyp (e ) mit
den Varianten Phe465lle (¢) und Phe465Ala (®) B Vergleich der nicht-aktivierten Varianten
(Phe4651le (#) und Phe465Ala (®)) untereinander.

fer zur Verfiigung. Demgegeniiber ist der Raumbedarf von Alanin deutlich geringer.
Die Expression und Reinigung dieser Varianten erfolgten wie die des Wildtypes. Wah-
rend der Reinigung wurden keine Anderungen der Proteinstabilitiat beobachtet. Da-
her ist es naheliegend, dass die Gesamtstruktur des Proteins durch die jeweilige Punkt-

mutation nicht verandert wurde.

Abbildung zeigt die v/S-Charakteristiken der Varianten im Vergleich mit dem
Wildtyp. Die katalytischen Parameter der untersuchten Varianten weisen untereinan-
der und im Vergleich zum Wildtyp deutliche Unterschiede auf (Tab. [3.5). Die Werte
folgen dabei einem erwarteten Trend. Generell liegen die Aktivierungsbarrieren fiir
einen durch chemische Bindungen vermittelten ET (through-bond) wesentlich niedriger
als fiir einen ET durch das Vakuum (through-space) [210]. Uber Ile werden die Elektro-
nen schlechter iibertragen als iiber Phe, da hier nur ¢*-Orbitale zur Verfiigung stehen,
dennoch scheint Ile aufgrund seiner Grofle den ET noch zu unterstiitzen. Bei Aus-

tausch gegen ein Alanin sinkt die Effizienz des ET weiter, da aufgrund der geringen

Tab. 3.5: Katalytische Konstanten der nicht-aktivierten EcPOX-Varianten im Vergleich mit
dem Wildtyp.

Enzym Ky (Pyr) Vmax kcat kcat/ Ky
mM U/mg s~1 M-1.s71
EcPOX-WT 98,8 +10,3 14,3 +£ 0,6 14,7 + 0,6 149,0
EcPOX-F4651 62,2 +4,0 453 +0,11 4,68 0,11 75,2
EcPOX-F465A | 199,0 &+ 23,6 0,37 £ 0,02 0,38 + 0,02 1,9




132 3 Ergebnisse und Diskussion

Grofe die o*-Orbitale der Seitengruppe zu weit von den Kofaktoren entfernt liegen.
Der ET in der Phe465Ala-Variante erfolgt {iber grofiere Abstinde hinweg im Vaku-
um und ist daher sehr langsam. Interessanterweise ist dieser Trend bereits im nicht-

aktivierten Zustand der Varianten ausgepragt.

3.4.2 Einfluss auf die reduktive Halbreaktion

Um die Konsequenzen des Austauschs von Phe465 gegen Ala beziehungsweise Ile
ndher zu charakterisieren wurden die reduktiven Halbreaktionen der EcPOX-Vari-
anten analysiert. Die beobachtete Reaktion ist dieselbe wie fiir den Wildtyp (Abb.
auf Seite [78). Unter anaeroben Bedingungen wird Pyruvat an das C(2)-Atom
des ThDP gebunden, decarboxyliert und die Elektronen werden auf oxidiertes FAD
tibertragen, wobei dieses reduziert wird. Die Reduktion des FAD kommt als Absorp-
tionsabnahme bei 438 nm zum Ausdruck. Diese wurde in stopped-flow-Experimenten
verfolgt. Als Resultat des Elektronentransfers entsteht Acetyl-ThDP. Dessen Hydro-
lyse reproduziert transient ThDD, so dass ein weiteres Pyruvatmolekiil binden und
decarboxylieren kann. Auf der Stufe des HEThDP bleibt die Reaktion stehen, da die
Elektronen nicht mehr auf das bereits reduziert vorliegende FAD iibertragen werden

konnen.

Die erhaltenen Kurven der EcPOX-Phe465lle-Variante enthielten 3 zeitlich distink-
te Phasen, die mit Gl. [3.5| angepasst wurden. Eine Auftragung der jeweils hochsten
Geschwindigkeitskonstante (k,) gegen die Substratkonzentration zeigt einen hyper-
bolen Verlauf (Abb. 8.53). Der beobachtete geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist
somit von der Substratkonzentration abhingig.

ka - [Pyr]

K1 + [Pyr] 65)

kobs -

Eine Anpassung der Daten an Gl. ergab: K; fiir Pyruvat von 41,4 + 1,9 mM und
k, von 3,50 £ 0,05 s~ L. Ausgehend von den Betrachtungen, die bereits fiir den Wild-
typ vorgenommen wurden (Kapitel kann somit die C-C-Bindungsbildung als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt der reduktiven Halbreaktion dieser Variante
postuliert werden. Im Vergleich zum Wildtyp ist der K;-Wert der Phe465]Ile-Variante
fiir Pyruvat deutlich niedriger (Faktor 16). Nicht-aktivierte Phe465lle-Variante liegt
somit bereits partiell aktiviert vor, das aktive Zentrum ist zugénglicher als beim Wild-
typ. Diese Schlussfolgerung konnte durch eine thermodynamische Kp-Wert-Bestim-
mung mittels CD-Titration mit MAP bestétigt werden (Kp_paes1 383,9 £ 30,1 uM; Daten
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Abb. 3.53: Vergleich der k,-Werte der re-
duktiven Halbreaktion von nicht-aktivier-
ter EcPOX Wildtyp (e ) mit EcPOX-
Phe465Ile-Variante (e). Ansatz: 1 mg/mL
Enzym in 300 mM KPP pH 6.0 mit 10
‘ ‘ . ' ‘ mM MgSOy4, 1 mM ThDP und steigenden
0 200 400 600 800 Konzentrationen an Pyruvat unter anae-
[Pyruvat] (mM) roben Bedingungen.

nicht gezeigt). Eine Erklarung fiir dieses Verhalten ergibt sich aus der Flexibilitdt des
loops (467-477) tiber dem aktiven Zentrum. In Experimenten zur limitierten Proteolyse
konnte gezeigt werden, dass die Zugénglichkeit der Proteasebindestellen durch die
Mutation verédndert wurde (Abb.[A.8). Die SDS-Gele dokumentieren, dass im Falle der
Varianten in Substratgegenwart zusédtzlich zum a-Peptid auch B-Peptid abgespalten
wird. Die Spaltprodukte EcPOXx23 und EcPOXa 101 entstehen dabei zu vergleichbaren
Anteilen. Es war nicht moglich, die Kristallstrukturen der EcPOX-Varianten zu be-
stimmen, deshalb soll anhand der Struktur der nicht-aktivierten Wildtyp-EcPOX eine
Erklarung fiir die Flexibilitdt gefunden werden. Die Bindestelle der Protease fiir die
Abspaltung des B-Peptides (Tyr475) befindet sich in einem loop tiber dem aktiven Zen-
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Abb. 3.54: Ubersicht iiber die Proteasebindestellen in der nicht-aktivierten ECPOX-Wildtyp.
A In rot sind die Reste des abzuspaltenden a-Peptides und in die des B-Peptides
dargestellt. Tyr475 und Tyr549 sind die Proteasebindestellen, wobei im nicht-aktivierten En-
zym Tyr549 nicht zugénglich ist. Der loop, der zwischen den Resten Phe465 und Tyr475 aus-
gebildet wird, weist hohe Temperaturfaktoren auf und ist somit flexibel. B Tyr475 befindet
sich auf demselben loop wie Phe465. Eine Punktmutation des Phe465 konnte die interne Sta-
bilisierung des loops iiber das Riickgrat storen und somit den loop flexibilisieren.

Glya73

Val466
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trum, der hohe Temperaturfaktoren aufweist und somit sehr flexibel ist (Abb. A).
Beim nicht-aktivierten Wildtyp-Enzym ist Tyr475 der Protease zugdnglich, was sich
in der Abspaltung des B-Peptides zeigt (Abb. Spur 2 auf Seite [98). Die substrat-
getriebene Konformationsanderung fithrt zur Maskierung dieser Spaltstelle (Spuren
3-8). Diese Konformationsdnderung findet in den Varianten nicht statt, so dass trotz
Substratgegenwart und gentigend langer Inkubationszeit zusétzlich zum «-Peptid
auch B-Peptid abgespalten wird. In Abbildung[3.54B sind die Aminoséurereste, die an
der Ausbildung des flexiblen loops beteiligt sind, dargestellt. Das Proteinriickgrat wird
tiber hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert, so dass eine hydrophobe Tasche, die
aus den Aminosduren Val385, Trp386, Phe465 und Ile555 besteht, gebildet wird. Ein
Austausch des Phe465 fiihrt offenbar zu einer Destabilisierung des loops, wodurch die
Proteasebindestelle Tyr475 auch nach Substratzugabe zugénglich bleibt.

Das veranderte Proteolysemuster steht moglicherweise mit Problemen bei der proteo-
lytischen Aktivierung der Varianten in Zusammenhang. Es war nicht moglich, eine
homogene Losung proteolytisch aktivierter Enzymspezies zu generieren. Jedoch war
eine Aktivierung mittels SDS moglich (kcat-ra651-sDs 17,2 s—h).

Im Falle der nicht-aktivierten EcPOX-Phe465Ala-Variante konnten die Progresskur-
ven der reduktiven Halbreaktion meist zweiphasig ausgewertet werden. Zur Auftra-
gung der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten gegen die Substratkonzentration

wurden jedoch nur die Konstanten herangezogen, die dem Hauptteil der Reaktion
entsprachen (Abb. A). Eine hyperbole Abhéngigkeit ldsst in Analogie zum Wild-

A 0.12 B 10
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Abb. 3.55: Reduktive Halbreaktion von nicht-aktivierter EcCPOX Wildtyp und deren Vari-
anten Phe465Ile und Phe465Ala. A Abhingigkeit der k,-Werte der EcPOX-Phe465Ala-
Variante von der Substratkonzentration, B Vergleich der k,-Werte von Wildtyp und den Vari-
anten. Ansatz: 1 mg/mL Enzym in 300 mM KPP pH 6.0 mit 10 mM MgSO, und 1 mM ThDP
und steigenden Konzentrationen an Pyruvat unter anaeroben Bedingungen.
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typ die C-C-Bindungsbildung als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Kata-
lyse in der Phe465Ala-Variante vermuten. Eine Anpassung der Daten an Gl er-
gab einen K;-Wert fiir Pyruvat von 26,3 + 54 mM und einen kp-Wert von 0,12 +
0,007 s~!. Auch bei dieser Variante zeigt sich ein deutlich verringerter K;-Wert fiir
Pyruvat, was, wie in der Phe465Ile-Variante fiir ein 16sungsmittelzugdngliches aktives
Zentrum spricht. Die Gesamtreaktion ist jedoch mit 0,12 s~! vergleichsweise langsam.
Ein hydrophileres aktives Zentrum kénnte zudem auch die Decarboxylierung beein-
trachtigen. Die Abspaltung einer hydrophoben Abgangsgruppe wie CO, erfolgt er-
leichtert in hydrophoben Umgebungen.

Wie sind die verringerten katalytischen Aktivitdten der Varianten im Vergleich zum
Wildtyp zu erkldren? Beim Wildtyp wurde die autoinhibitorische Wirkung der C-
terminalen Domaéne (535-572) diskutiert, die den Zugang zum aktiven Zentrum blo-
ckiert und somit den niedrigen kc,i-Wert erkldren konnte. Die C-terminale Doméne
wurde jedoch durch die Punktmutation nicht verdndert. Das aktive Zentrum sollte
dementsprechend in vergleichbaren Umfang wie im Wildtyp blockiert werden. Die
dem Wildtyp vergleichbar hohen Ky;-Werte der Varianten bestédtigen diese Vermu-
tung. Obwohl der Elektronentransfer im vorliegenden Fall nicht direkt untersucht
werden konnte, kann man anhand der verringerten katalytischen Aktivitat der Vari-
anten im Vergleich zum Wildtyp schlieffen, dass der Transfer der Elektronen vom
HEThDP zum FAD beeinflusst sein muss. Besonders deutlich wird dies an der EcPOX-
Phe465Ala-Variante.

3.4.3 Zusammenfassung

Auch bei den Varianten Phe465Ala und Phe465lle liegt der geschwindigkeitsbestim-
mende Schritt der Katalyse in der C-C-Bindungskniipfung. Die steady-state-Kinetiken
liefern deutliche Unterschiede der kqt-Werte im Vergleich zum Wildtyp, wobei der
Austauch des Phenylalanins zu Alanin erwartungsgemafs gravierendere Auswirkun-
gen hat. Ein Einfluss des Phe465 auf den Elektronentransfer kann deshalb nicht aus-
geschlossen werden.

Das aktive Zentrum der Phe465Ile-Variante ist fiir das Losungsmittel zuganglicher,
wie eine Bestimmung des K;-Wertes fiir Pyruvat gezeigt hat. Die EcCPOX-Variante liegt

somit bereits partiell aktiviert vor.

Ein Austausch des Phe465 fiihrt zu einer Flexibilisierung des loops {iber dem aktiven
Zentrum, so dass die Proteasebindestelle Tyr475 der Protease zuganglich ist.
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3.5 Untersuchungen an der Lipidbindedomaine (x-Peptid)

Chang & Cronan beschrieben im Jahr 1995, dass zwei C-terminale Doménen an der
Bindung des Enzyms an die Membran beteiligt sind [189]. Mit Hilfe der Kristallstruk-
tur konnen diese Schlussfolgerungen unterstiitzt werden. In Abbildung ist die
Struktur der nicht-aktivierten EcCPOX dargestellt, wobei das nach Reduktion abspalt-
bare a-Peptid (Reste 550-572) rot markiert ist und das vor Reduktion abspaltbare
B-Peptid (Reste 476-572) blau dargestellt ist. Je zwei C-terminale Doménen liegen
auf einer Seite des Tetramers, so dass beide gemeinsam die Bindung an die Mem-
bran gewihrleisten. Recny et al. haben mit Hilfe von Algorithmen zur Vorhersage
der Sekundérstruktur (Eisenberg, [79]) postuliert, dass sich die Lipidbindedoméne zu
einer amphipatischen Helix faltet und so die Membranbindung vermittelt wird [80].
In einer amphipatischen Helix sind idealerweise alle ungeladenen und hydrophoben
Aminosdureseitenketten auf einer Seite der Helix lokalisiert und alle geladenen Reste
auf der anderen Seite, so dass eine Asymmetrie beziiglich der Ladung entsteht. Die
Aussagekraft von Vorhersagen zur Sekundérstruktur ist bei einer so geringen Anzahl
an Aminosduren jedoch begrenzt, zumal durch die Exponierung der C-terminalen
Doméne Strukturdnderungen wihrend der Aktivierung erwartet werden. Im Rah-
men dieser Arbeit sollte die Bindung des a-Peptides, welches die Lipidbindedoméne

enthilt, untersucht werden.

Abb. 3.56: Struktur der Lipidbindedomine der nicht-aktivierten EcPOX.

Rot sind die C-terminalen 23 Aminosduren dargestellt (x-Peptid). Der Teil des Proteins, der
proteolytisch abgespalten wird, wenn zuvor keine Reduktion des Flavins stattgefunden hat,
ist blau markiert (B-Peptid). A Tetramer der nicht-aktivierten EcPOX, B gedreht um 90°.
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3.5.1 Strukturelle Charakterisierung des a-Peptides

In der Kristallstruktur der nicht-aktivierten EcPOX konnten die Seitenketten aller Ami-
nosduren aufgelost werden. Es zeigte sich, dass die 8 C-terminalen Reste (564-572)
keine definierte Sekundarstruktur ausbilden, wihrend zwischen den Resten 553-555
und 562-564 sogar ein kurzes anti-paralleles B-Faltblatt ausgebildet wird (Abb.
auf Seite [I10). Zur einfacheren Untersuchung der Struktur des a-Peptides sollte es
isoliert charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde es unter Zuhilfenahme des
SUMO-Fusions-Expressionssystems rekombinant hergestellt und gereinigt (Kapitel
auf Seite 43). Fiir die im folgenden vorgestellten Experimente wurde allerdings
das chemisch synthetisierte a-Peptid verwendet.

3.5.1.1 Sekundirstrukturbestimmung mittels CD-Spektroskopie

Die Bestimmung der Sekundarstruktur mit Hilfe der CD-Spektroskopie ist eine ein-
tache und schnelle Methode. Mittels Dekonvolution der erhaltenen Spektren und Ver-
gleich mit Modellpeptiden oder -proteinen kann der prozentuale Anteil der verschie-

denen Sekundarstrukturelemente bestimmt werden [98]].

In Abbildung sind die erhaltenen CD-Spektren dargestellt und in Tabelle
die daraus ermittelten prozentualen Anteile des Sekundarstrukturgehaltes zusam-
mengefasst. Das isolierte x-Peptid bildet in Abwesenheit spezifischer Zuséitze keine
helikalen Strukturen aus (Abb.[3.57|A, schwarze Linie). Nach Zugabe steigender Kon-

zentrationen (bis 50 % (v/v)) an Trifluorethanol (TFE) wird eine Konformationsan-
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Abb. 3.57: Fern-UV-CD-Spektren des chemisch synthetisierten x-Peptides.

Ansatz: 50 uM a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0 A Titration mit TFE. Die Pfeile markieren die
Verdanderungen mit steigender Konzentration an TFE (0-50 % (v/v)). B Vergleich der CD-
Spektren ohne SDS (—), mit 100 mM SDS (—) und mit 50 % (v/v) TFE (-).
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Anteil (%) | a-Peptid | + SDS | + TFE Tab. 3.6: Ubefsicht iiber den Gehalt
an Sekundarstrukturelementen des

a-Helix 0.0 46.8 32.9 a-Peptides (in Prozent). Ansatz: 50 uM
B-Faltblatt 30.2 20.8 27 4 a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0 zusitzlich
100 mM SDS oder 50 % (v/v) TFE.
turn 15.3 0.0 0.0

ungeordnet 54.5 324 39.7

derung induziert. Bei einer Konzentration von 50 % (v/v) TFE sind etwa 33 % der
Aminosduren im a-Peptid in a-helikaler Form gefaltet. TFE begiinstigt generell die
Ausbildung helikaler Strukturen [211]. Es konnte gezeigt werden, dass Proteinstruk-
turen, die im nativen Zustand nahezu vollstindig aus p-Faltbldttern aufgebaut sind,
wie zum Beispiel p-Lactglobulin, durch TFE in die a-helikale Form tiberfiihrt wurden
[212]. In Gegenwart von 100 mM SDS bildet das a-Peptid ebenfalls a-helikale Struk-
turen (ca. 47 %) aus. SDS ist ein anionisches Detergenz, welches in einem Konzentra-
tionsbereich von 7-10 mM auf Grund des hydrophoben Effektes Mizellen ausbildet
[99]. SDS-Mizellen sind amphipatischer Natur. Sie bestehen aus einem hydrophoben
Kern, der aus Alkylketten gebildet wird. Die Oberflache der Mizelle wird von den
hydrophilen Sulfatresten aufgebaut und ist negativ geladen. Sie konnen in gewissem
Umfang als Ersatz fiir echte Liposomen dienen. Auf Grund des geringen Durchmes-
sers (d~4 nm, [213]]) sind sie jedoch erheblich kleiner als Lipidvesikel (d~150 nm)
und weisen somit eine ausgepragtere Kurvatur auf.

Der Sekundarstrukturgehalt des isolierten a-Peptides wird durch die Anwesenheit
von SDS-Mizellen signifikant verdandert. Das a-Peptid ist somit fahig, in eine x-helikale
Struktur zu falten. Jedoch sind die SDS-Mizellen auf Grund ihrer starken Kurvatur
nur bedingt mit der physiologischen inneren Zellmembran von E. coli, die nahezu
planar aufgebaut ist, vergleichbar. Deshalb wurde nach Moglichkeiten gesucht, die
Bindung des a-Peptides an die Membran unter méglichst physiologischen Bedingun-

gen zu untersuchen.

3.5.1.2 Untersuchungen zur Membranbindung

Mit Hilfe der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) kénnen Peptide
oder Proteine an der Luft-Wasser-Grenzflache untersucht werden. An dieser Grenz-
flache kann zuvor auch eine monomolekulare Lipidschicht (Langmuir-Film) gesprei-
tet werden, so dass nach Zugabe von Peptid- oder Proteinmolekiilen auftretende Un-
terschiede im IR-Spektrum auf die Lipidbindung zurtickgefiihrt werden konnen.
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Verhalten des a-Peptides an der Luft/Wasser-Grenzflache

Die Messung des Oberflachendruckes an der Luft/Wasser-Grenzflache (Abb. A)
erlaubt Aussagen zum Adsorptionsverhalten des a-Peptides an dieser Grenzflache.
Es zeigte sich, dass nach Injektion des Peptides in die Losung der Oberflichendruck
zeitabhdngig um insgesamt 5,5 mN/m steigt. Das Peptid wandert zur Grenzflache
und erhoht den Oberflachendruck, es ist oberflachenaktiv. Dieser Prozess ist durch
eine komplexe Kinetik charakterisiert. Simultan zur Messung des Oberflachendruckes
wurden kontinuierlich IR-Spektren aufgenommen, die in Abbildung B exempla-
risch gezeigt sind. Nach 2 Stunden (—) wird die Auspragung einer Bande im Amid-I-
Bereich bei 1660 cm™! und im Amid-II-Bereich bei 1545 cm~! beobachtet. Dies legt
die Ausbildung einer a-helikalen Struktur nahe (Tab. [100]). Nach 5 Stunden (—)
sind die Banden bei 1660 cm~! und 1545 cm™~! wieder verschwunden. Zugleich wer-
den Banden bei 1625 cm ™! und 1529 cm ™! ausgebildet, was fiir eine Sekundérstruk-
tur aus B-Faltblattern spricht. Diese Struktur aus Faltblédttern ist nach 10 Stunden (—)
noch ausgeprégter.

Nach der Injektion diffundiert das a-Peptid an die hydrophobe Luft/Wasser-Grenz-
flache und faltet sich zu einer a-helikalen Struktur. Im Laufe der Zeit nimmt die
Konzentration des Peptides an der Grenzfliche zu. Die hohen Konzentrationen an
der Grenzflache scheinen die Bildung von Faltbldttern zu férdern, die eine hohe Pa-
ckungsdichte bei gleichzeitiger Ausbildung zahlreicher intermolekularer Wasserstoff-
briickenbindungen erlauben.
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Abb. 3.58: Darstellung des Oberflichendruckes und der IRRA-Spektren des a-Peptides an
der Luft/Wasser-Grenzfliche nach verschiedenen Zeitpunkten.
A Zeitlicher Verlauf des Oberflichendruckes wihrend des Experimentes. Ansatz: 100 nM «a-

Peptid in 20 mM KPP pH 6.0. B Auswahl an IRRA-Spektren zu den in Abbildung A farbig
markierten Zeitpunkten (— 2 Stunden, — 5 Stunden, — 10 Stunden)
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Verhalten des a-Peptides an der Lipid/Wasser-Grenzflache

Biologische Membranen wurden von Singer & Nicolson 1972 als fliissige zweidimen-
sionale Doppelschichten von Phospholipiden beschrieben [11]. Proteine kénnen pe-
ripher an die Membran gebunden werden oder als integrale Proteine die Membran
durchspannen. Die IRRAS-Messungen wurden jedoch an einer Monoschicht durch-
gefiihrt. Monomolekulare Schichten, sogenannte Langmuir-Filme, sind zwei-dimen-
sionale Schichtsysteme, welche nur aus einer Molekiillage bestehen [214][215]. Fiir
die Herstellung der Monoschicht wurde mit einem Lipidextrakt aus E. coli gearbeitet.
Dieser enthielt Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylglycerol und Cardiolipin in
ihren physiologischen Verhiltnissen. Die genannten Vertreter gehoren zur Gruppe der
Phospholipide. Sie bestehen aus einem Glyceringrundgeriist bei dem zwei der drei
Hydroxylgruppen mit Fettsduren verestert sind. Die dritte OH-Gruppe ist mit einer
phosphathaltigen Kopfgruppe (zum Beispiel Ethanolamin und Glycerin) verestert.
Die Lange der Fettsduren und deren Sattigungsgrad differieren stark. Natiirlich vor-
kommende Fettsduren enthalten eine gerade Anzahl an Kohlenstoffatomen. Ungesit-
tigte Fettsduren findet man meist an der sn-2 Position des Glycerinriickgrates und die
Doppelbindungen liegen in cis-Konformation vor. Cardiolipin ist ein Diphosphatidyl-
glycerol bei dem zwei Phosphatidylreste {iber ein Glycerin miteinander verkniipft
sind. Insgesamt konnen somit 4 Fettsduren gebunden werden. Cardiolipin ist charak-
teristisch fiir bakterielle Membranen und Mitochondrien, also Membranen, tiber de-
nen ein elektrochemisches Potential zur ATP-Generierung aufgebaut wird. Tatsédch-
lich wurden Bindungstellen fiir Cardiolipin bei verschiedenen Enzymen der oxida-
tiven Phosphorylierung gefunden (zum Beispiel Cytochrom Oxidase, F1Fy-ATP-Syn-
thase und Cytochrom bci-Komplex) [7].

Monomolekulare Schichten kénnen je nach Temperatur und Oberflachendruck in ver-
schiedenen Aggregatzustianden existieren (Abb. [216]). Mit Hilfe einer Filmwaage

kann der Langmuir-Film komprimiert werden. Unkomprimiert (>1 nm?) liegen die

Tab. 3.7: Amid-I- und Amid-II-Bande der Sekundarstrukturelemente in Wasser [100].

Sekundirstruktur | Amid-I-Bande (cm~—!) | Amid-II-Bande (cm™1!)

a-Helix 1652 (1653-1658) 1548 (1510-1550)
B-Faltblatt 1629 (1615-1637) 1528 (1517-1560)
1696 (1685-1694)
B-turn 1672 (1655-1686) 1550 (1548-1568)
)

ungeordnet 1654 (1642-1657
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Phospholipide in der gasanalogen Phase (G) vor, Wechselwirkungen der Lipidmolekii-
le untereinander kdnnen in diesem Zustand vernachlédssigt werden. Zunehmende
Oberflachenkonzentration der Lipidmolekiile fiihrt zur Verringerung der effektiven
Flache pro Molekiil und somit zu Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen un-
tereinander. Damit kommt es bei einer bestimmten Packungsdichte zu einem Phasen-
tibergang in die fliissig-expandierte Phase (LE), in welcher die Acylketten miteinan-
der in Kontakt treten. Diese LE-Phase kann nun bei einem konstanten Oberfldchen-
druck einer Phasenumwandlung zu einer fliissig-kondensierten Phase (LC) unter-
liegen. Wird der Film noch weiter komprimiert, erfolgt eine Umwandlung in die feste
Phase (S), in der die Acylketten nicht mehr beweglich sind.

Monoschichten mit einem Oberflichendruck von 30-35 mN/m zeigen ein mit biolo-
gischen Doppelschichtmembranen vergleichbares Verhalten [217][218]. Da bei IRRAS-
Messungen bei 30 mN/m zwar eine Wechselwirkung stattfindet, aber diese meist nur
sehr schwache Amid-Banden zeigt, wurden die Messungen bei 20 mN/m durchge-
fithrt. Der Langmuir-Film liegt bei diesem Oberflachendruck in einem fliissig-expan-
dierten Aggregatzustand vor (Abb.[3.59). Nach dem Einstellen dieses Druckes werden
die Barrieren der Filmwaage gestoppt und die Anderung der Flache pro Lipidmolekiil
wihrend des Adsorptionsvorgangs wird gemessen. Bindet ein Peptidmolekiil an die
Membran, wird diese etwas auseinandergedriickt und auch die Barrieren der Film-
waage werden verschoben. Anhand der Anderung der Fliche nach der Peptid-Ad-
sorption, konnen Aussagen iiber die Oberflichenaktivitit des Peptides gewonnen

werden.

Simultan mit den Druckkurven wurden auch FT-IR-Spektren von der Lipid/Wasser-

Oberflache aufgenommen. In Abbildung ist ein Reflexions-Absorptions-Spek-

1

trum (RALjpiq/peptid) dargestellt. Die prominente Bande bei 3600 ecm™" resultiert aus

der Streckschwingung der OH-Gruppe der wissrigen Subphase (v(OH)). Anhand der
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Abb. 3.60: Darstellung der Reflexions-Absorptions-Spektren von Lipid und Peptid zu ver-
schiedenen Zeitpunkten.

Zeitpunkte nach Start der Messung (— Lipidspektrum (Start); 200 nM Peptid: — 2 Stunden,
5 Stunden; 500 nM Peptid: — 8 Stunden, — 10 Stunden, — 13 Stunden (vgl. Abb. [3.61] A)). 200
nM «a-Peptid wurden 1 Stunde nach dem Start der Messung und weitere 300 nM a-Peptid 7
Stunden nach dem Start der Messung injiziert. Inset: Vergrofierter Ausschnitt im Bereich der
Amid-Banden.

Intensitdt dieser Bande lassen sich Aussagen zur Schichtdicke des Lipidfilms treffen
[219]. In diesem Bereich finden kaum Verdanderungen wihrend der Messzeit statt, so
dass man daraus schliefien kann, dass die Monoschicht wahrend des gesamten Ex-
perimentes anndhernd konstant bleibt. Die Bande ist positiv, da durch den Lipidfilm
weniger Strahlung von dem Probentrog reflektiert wird, als von dem Referenztrog mit
der reinen Subphase. Die Fluiditit des Films kann anhand der Banden bei 2924 cm ™!
bzw. 2852 cm~! bewertet werden. Diese entsprechen der asymmetrischen bzw. sym-
metrischen Methylenstreckschwingung (v,s(CH2)/vs(CHjy)) des Lipidfilms. In einem
fliilssig-expandierten Lipidfilm weisen die Methylenstreckschwingungsbanden cha-
rakteristische Werte unterhalb von 2919 bzw. 2850 cm ™! auf.

Der Bereich von 1800-1500 cm ! ist in der kleineren Abbildung vergrofert dargestellt.
In diesem Bereich liegen die Amid-I- und Amid-II-Banden des Peptides und die Streck-
schwingungen der Carbonyl-Gruppe des Lipides (v(C=0)). Fiir die weiteren Betrach-

tungen wird nur der Bereich von 1800 bis 1500 cm~! herangezogen.

In Abbildung A ist die Abhédngigkeit der Flachendnderung der Monoschicht von
der Zeit gezeigt. Nach Injektion von 200 nM a-Peptid wurde ein deutlicher Anstieg
von 4 % beobachtet. Eine erneute Injektion von 300 nM nach 6 Stunden liefs die Fla-
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Abb. 3.61: Darstellung der Flicheninderung der Monoschicht und der IRRA-Spektren des
n-Peptides zu verschiedenen Zeitpunkten.

A Zeitlicher Verlauf der Flichendnderung pro Molekiil. Eine Flichenvergrofierung lasst auf
eine Bindung des Peptides in die Membran schliefSen. Zum Vergleich wurde der Oberflachen-
druck ebenfalls abgebildet, der allerdings konstant bei 20 mN/m gehalten wurde. B Auswahl
an IRRA-Spektren zu den in Abbildung A farbig markierten Zeitpunkten (— Lipidspektrum
(Start); 200 nM Peptid: — 2 Stunden; 500 nM Peptid: — 8 Stunden, — 10 Stunden, — 13 Stunden).

chendnderung auf 8 % ansteigen und blieb dann konstant bei diesem Wert. Aus die-
ser Kurve kann geschlossen werden, dass das a-Peptid an die Monoschicht adsor-
biert. Die rot gezeichnete Kurve illustriert, dass der Oberflaichendruck wéhrend des
Experimentes konstant bei 20 mN/m gehalten wurde. Das Reflexions-Absorptions-
Spektrum des Peptides (RApeptig) ist in Abbildung B gezeigt. Es wird aus der
Subtraktion von RApipid/peptid und RAp;piq gewonnen und enthélt nur die Struktur-
information des an die Monoschicht gebundenen Peptides. Nach der Injektion von
200 nM a-Peptid konnten keine aussagekréftigen Spektren (—) erhalten werden. Des-
halb wurden nochmals 300 nM Peptid in die Subphase injiziert, so dass schliefSlich
bei einer Konzentration von 500 nM Peptid gearbeitet wurde. Bereits 60 Minuten
nach der zweiten Injektion (—) traten in der Amid-I- und Amid-II-Region Banden
auf, die fiir die a-helikale Sekundarstruktur des Peptides sprechen (Tab. [100]).
Diese Sekundérstruktur blieb im Gegensatz zu den Messungen an der Luft/Wasser-
Grenzfldache (—nach 10 Stunden und —nach 13 Stunden) auch nach sehr langen Zeiten
erhalten.

1 eine An-

In Ubereinstimmung mit der Flichendnderung war auch bei 1740 cm™
derung im Differenz-Spektrum zu beobachten. Diese Bande entspricht der C=O-Streck-
schwingung (v(C=0)) der Estergruppierung des Lipides. Wenn mehr Peptid an die
Membran bindet und die Flache pro Lipidmolekiil grofier wird, dann befindet sich

weniger Lipid im Fokus des IR-Strahls. Dies ist eine Bestédtigung fiir die den Lipidfilm
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aufspreitende Wirkung des a-Peptides und belegt, dass hydrophobe Seitenketten in

den Bereich der Membranacylketten vordringen.

Die Ergebnisse der Experimente an der Luft/Wasser- und Lipid /Wasser-Grenzflache
sind beziiglich des Adsorptionsverhaltens und der Ausbildung der Sekundérstruk-
turen vergleichbar. So zeigt das a-Peptid in beiden Fillen eine Adsorption an die
Grenzflache. Da in den Experimenten eine physiologische Zusammensetzung der Mo-
noschicht gewahlt wurde und bei einem zur biologischen Membran vergleichbaren
Oberflachendruck gearbeitet wurde, kann aus den Ergebnissen geschlossen werden,
dass das a-Peptid die Fahigkeit besitzt an die physiologische Membran zu binden.
Die vom Peptid wihrend der nativen Adsorption eingenommene Sekundarstruktur
ist a-helikaler Natur. Dieses Resultat ist konsistent mit der von Recny et al. mit Hilfe
von Programmen zur Vorhersage der Sekundarstruktur postulierten helikalen Struk-
tur der C-terminalen Doméne der EcPOX [80].

3.5.1.3 Strukturbestimmung mittels NMR

Die Bestimmungen der Sekundérstruktur des isolierten a-Peptides mit den zuvor
beschriebenen Methoden liefern nur Hinweise auf die globale Faltung des kurzen
Peptides. Die Aufkldarung der Struktur im molekularen Detail kann weitere Aspekte
der Membranbindung der EcPOX aufzeigen. Zur Strukturaufkldrung wurde die mag-
netische Kernresonanz (NMR) verwendet. Mit dieser Methode konnen Strukturen
von Proteinen oder Peptiden in Losung charakterisiert werden. Wie bereits durch
CD-Studien gezeigt, nimmt das isolierte a-Peptid in Gegenwart von SDS-Mizellen
die membranbindungskompetente Konformation an. Aus diesem Grund sollte die
Strukur des a-Peptides in Anwesenheit von SDS-Mizellen untersucht werden. Deu-
terierte SDS-Mizellen werden in der NMR-Spektroskopie haufig als Membranersatz
tiir amphiphile Proteine oder Peptide verwendet [220][221][222][223]. Da das a-Peptid
sehr kurz ist (23 Aminosduren), konnte auf eine Markierung mit , NMR-aktiven Ker-
nen” verzichtet werden. Es wurden nur die chemischen Verschiebungen der Proto-
nen ('H) bestimmt. Die Zuordnung der einzelnen Aminoséuren erfolgte durch zwei-
dimensionale homonukleare 'H-TOCSY- und 'H-NOESY-NMR-Spektren (Abb.
und|A.17] Tab.|A.5). In einem "H-TOCSY-Spektrum (total correlation spectroscopy) bilden

alle Protonen einer Aminosaure ein Spinsystem und liefern entsprechend ihrer Natur

NMR-Signale. Aromatische Aminosduren haben in ihrer Ringstruktur noch ein zu-
sdtzliches Spinsystem, welches zu hoheren ppm-Zahlen (Tieffeld) verschoben ist. Der

Abstand der Protonen im Raum (unter 5 A) wurde mit einem zwei-dimensionalen
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homonuklearen 'H-NOESY-NMR-Spektrum bestimmt. Anhand dieser Information
kann die drei-dimensionale Struktur des a-Peptides mit der Optimierungsstrategie
des simulated annealing und anschlielender Energieminimierung berechnet werden.
Beim simulated annealing wird versucht, die gemessenen Strukturparameter mit den
bekannten Restriktionen (Bindungslingen und Bindungswinkel) einer chemischen
Bindung bzw. im grofieren Mafsstab, dem einer Aminosdure, in Ubereinstimmung zZu

bringen, wobei das Ziel die Auffindung des globalen Energieminimumes ist [224].

Abb. 3.62: Darstellung
der 10 NMR-Strukturen
des a-Peptides mit der
niedrigsten Energie.

Die drei-dimensionale Struktur das a-Peptides in Gegenwart von SDS-Mizellen konn-
te bestimmt werden. Dazu wurden insgesamt 30 Losungsstrukturen berechnet. Die 10
Strukturen mit den niedrigsten Energien wurden tiberlagert (Abb.[3.62). Anhand der
Strukturen konnen folgende Aussagen getroffen werden:

1. Die Strukturen weichen nur minimal voneinander ab (rmsd,_peptid (3-20) 0,73 A),
wobei die Aminosduren 1, 22 und 23 stirker abweichen, als Aminosdure 2 und 21
(rmsdypeptid 2-21) 0,86 A). 2. Die Position der C-terminalen Aminoséure, Arginin 23,

konnte nicht genau bestimmt werden.

Eine Mittelung dieser 10 Strukturen ist in Abbildung dargestellt. Das a-Peptid
ist in Gegenwart von SDS-Mizellen von Aminosdure 2 bis 22 a-helikal, wobei leichte

Abweichungen von einer idealen Helix auftreten.

Abb. 3.63: NMR-Struktur des a-Peptides.

A Struktur in Langsrichtung gezeigt. B Peptidstruktur um 90° entlang der y-Achse gedreht.
Hydrophobe ungeladene bzw. positiv geladene Reste sind dargestellt, negativ geladene
Reste wurden griin markiert.
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Dreht man das a-Peptid um 90° entlang der y-Achse (Abb. B), wird die rdum-
liche Trennung der Ladungen deutlich. Auf der einen Seite befinden sich die polaren,
negativ geladenen Aminosdurereste (griin), auf der anderen Seite sind hydrophobe
oder positiv geladene Reste (gelb) lokalisiert. Der von Recny et al. vorhergesagte am-
phipatische Charakter des Peptides [80] konnte somit bestédtigt werden. Die verwen-
deten Mizellen sind durch die Sulfatkopfgruppe negativ geladen. Es ist somit wahr-
scheinlich, dass das Peptid mit der positiv geladenen Seite an die Mizelle bindet.
SDS-Mizellen haben einen Durchmesser von ungefahr 4 nm [213]. Wiirde das a-Peptid
nur an eine Mizelle binden, miisste es, sofern alle positiv geladenen Reste an der
Membranbindung beteiligt sind, eine ausgepragte Kurvatur annehmen. In der Li-
teratur ist beschrieben, dass SDS in Abhédngigkeit von der Detergenzkonzentration
und der Konzentration verschiedener Salze in der Lage ist, langgestreckte (rodlike)
Mizellen auszubilden [225][226]][227][228]. Diese verfiigen {iber einen planaren Be-
reich und konnten die nicht gefundene Kurvatur des a-Peptides in Gegenwart von
SDS-Mizellen erkldren. In diesem Fall wére auch eine Vergleichbarkeit zur negativ
geladenen Zellmembran von E. coli gegeben.

3.5.2 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurde die Struktur des isolierten a-Peptides beschrieben. Es
konnte gezeigt werden, dass das 23 Aminosduren umfassende Peptid in Gegenwart
von SDS-Mizellen eine helikale Sekundéarstruktur aufweist. Dieses Ergebnis wurde
mittels NMR-Strukturaufklarung bestitigt. Das a-Peptid ist in Gegenwart von SDS-
Mizellen fast vollstindig a-helikal. Lediglich die erste und die letzte Aminosdure
entziehen sich dieser Sekundarstrukturform.

Die ausgebildete Helix hat einen amphipatischen Charakter. Auf der einen Seite befin-
den sich hydrophile und negativ geladene Aminosaurereste und auf der entgegenge-
setzten Seite hydrophobe und positiv geladene Aminosdurereste. Durch das Vorliegen
positiv geladener Reste auf der hydrophob geprigten Seite wird das urspriingliche
Konzept der Helixamphipathie modifiziert, aber nicht aufgehoben. SDS-Mizellen sind
negativ geladen und hydrophobe bzw. positiv geladene Gruppen konnen aufgrund
des hydrophoben Effektes bzw. durch elektrostatische Wechselwirkungen an der Mi-
zellenoberflache gebunden werden.

Es konnte gezeigt werden, dass chemisch synthetisiertes a-Peptid auch an die phy-

siologische Membran von E. coli (polarer Lipidextrakt aus E. coli) assoziieren kann.
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Durch Cardiolipin und Phosphatidylglycerol ist die Bakterienmembran negativ gela-
den. Somit kann angenommen werden, dass die Resultate der NMR-Strukturaufkla-
rung in Gegenwart von SDS auf die Wechselwirkung des a-Peptides mit der Bakte-

rienmembran in vivo ibertragen werden kann.
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4 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die membran-assoziierte Pyruvatoxidase aus E. coli
hinsichtlich ihrer Struktur, Funktion und ihres Aktivierungsmechanismus im Detail

charakterisiert.

Wahrend der Aktivierung durchlduft das Enzym mindestens zwei Konformationsan-
derungen. Eine, die durch die kovalente Bindung von Pyruvat am ThDP ausgelost
wird, maskiert die Proteasebindestelle Tyr475, welche auf einem flexiblen loop in der
Nahe des aktiven Zentrums lokalisiert ist. Somit wird die Abspaltung des B-Peptides
verhindert. Die zweite Konformationsdnderung wird durch die Reduktion des en-
zymgebundenen Flavins ausgeldst. In deren Verlauf wird die C-terminale Doméne

exponiert, wodurch die Membranbindung vermittelt wird.

Die Konformationsdnderungen, die durch die Reduktion des Flavins ausgeldst wer-
den, betreffen weite Bereiche des Proteins. Mit Hilfe der redoxinduzierten FT-IR-Spek-
troskopie konnte gezeigt werden, dass sich Anderungen im Bereich der SH-Bindun-

gen ergeben, was auf eine weitreichende Anderung der globalen Struktur hindeutet.

Mit Hilfe von Kristallstrukturen konnte bestétigt werden, dass das aktive Zentrum
durch die Aktivierung losungsmittelzugédnglicher wird. Dies steht im Einklang mit
den kinetischen und thermodynamischen Messungen. Durch die erhthte Hydrophilie
wird der Kp-Wert fiir das Substrat und fiir die Substratanaloga erniedrigt. Die C-
terminale Domine besitzt somit eine autoinhibitorische Funktion, die durch die Ak-

tivierung aufgehoben wird.

Trotz der verdanderten Zuganglichkeit des aktiven Zentrums ist der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt in beiden Enzymspezies die kovalente Bindung des Substrates
aus der docking-Position. Dieses Resultat steht im Widerspruch zu Befunden in der Li-
teratur wonach die Decarboxylierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.
Die C-C-Bindungsbildung zwischen dem Substrat und ThDP wird infolge der Ak-
tivierung erheblich beschleunigt.

Desweiteren wird der Elektronentransfer durch die Aktivierung beeinflusst. Dies wird
durch ein verdndertes Redoxpotential des Flavins deutlich (AE;, 100 mV). In der ak-
tivierten EcPOX konnen die Elektronen leichter auf das enzymgebundene FAD {iber-
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tragen werden. In den Kiristallstrukturen wurde eine Beteiligung eines Phenylalanins
465 auf den ET vermutet. Dieser Rest ist in der aktivierten Spezies zwischen den bei-
den Kofaktoren positioniert und ist somit um 6 A im Vergleich zum nicht-aktivierten
Enzym verschoben. Ein Austausch dieses Aminosdurerestes bestétigt diese Vermu-

tung.

Reduziertes FAD in der nicht-aktivierten EcPOX weist eine stirkere Biegung um die
N(5)-N(10)-Achse auf als oxidiertes FAD, was durch die Experimente mittels redoxin-
duzierter FT-IR-Spektroskopie detektiert werden konnte.

EcPOX verfiigt tiber einen funktionalen Protonenkanal, der die aktiven Zentren eines
funktionalen Dimers verbindet und somit eine Kooperativitdat ermoglicht. Ein weite-
rer Hohlraum im Protein konnte dafiir verantwortlich sein, dass je zwei auf der einen
Seite des Tetramers befindliche C-terminale Doménen exponiert werden und dadurch

die Membranbindung vermittelt wird.

In der Kristallstruktur des nicht-aktivierten Enzyms besitzen die C-terminalen Reste,
die fiir die Membranbindung verantwortlich sind, entweder keine definierte Sekun-
dérstruktur oder sie sind zu einem p-Faltblatt gefaltet. Das aus den 23 C-terminalen
Resten aufgebaute a-Peptid besitzt in Losung eine weitgehend ungeordnete Struktur,
nimmt jedoch in Gegenwart von SDS-Mizellen eine a-helikale Struktur an.

Die Bindung an die Membran erfolgt {iber eine amphipatische Helix. Im Gegensatz zu
Sekundérstrukturvorhersagen konnte in zwei-dimensionalen NMR-Studien gezeigt
werden, dass sich das gesamte 23 Aminosédure lange a-Peptid in Gegenwart von SDS-
Mizellen a-helikal falten kann. Die Aminosdurereste werden dabei so ausgerichtet,
dass auf der einen Seite die hydrophoben und positiv geladenen Reste und auf der
gegeniiberliegenden Seite die negativ geladenen Reste positioniert werden. Aufgrund
der negativ geladenen Zellmembran von E. coli ist somit eine Membranbindung ge-
wahrleistet, wobei vermutlich zuerst eine elektrostatisch bedingte Orientierung und
anschliefiend eine Wechselwirkung der hydrophoben Reste mit den Acylgruppen der
Phospholipide stattfindet.
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A Anhang

A.1 PCR-Programm zur Amplifizierung des alpha-Peptides

Tab. A.1: Verwendetes PCR-Programm zur Amplifizierung des a-Peptides

Schritt | Temperatur | Dauer (Sek.) Bemerkungen
1 95 °C 300
2 95 °C 60
3 59 °C 60 Gradient 0,5 °C pro Zyklus
4 72 °C 30 zuriick zu Schritt 2, 9x
5 95 °C 60
6 72°C 90 zuriick zu Schritt 5, 19x
7 72°C 180
8 4°C
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A.2 Synthesevorschrift zur Gewinnung des a-Peptides

Die Synthese des aus 23 Aminosduren bestehenden a-Peptides (EcPOXs550_572, H-Met-
Leu-Arg-Ala-Ile-Ile-Ser-Gly-Arg-Gly-Asp-Glu-Val-Ile-Glu-Leu-Ala-Lys-Thr-Asn-Trp-
Leu-Arg-OH) erfolgte in Kooperation mit der AG Naturstoffbiochemie an der Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg nach dem Prinzip der Festphasen-Synthese an
einem Peptidsynthesizer (ABI 443A) im 0,125-mmol-Mafistab und unter Verwendung
von Fmoc-Schutzgruppen. Die erste Aminosdure wurde nach bestehendem Protokoll
an das Sdaulenmaterial (2-Chlorotritylchlorid) gebunden [229]. Die folgenden Synthe-
seschritte wurden in DMF (N,N-Dimethylformamid) unter Verwendung von 4 Teilen
Aminosédure, 4 Teilen HCTU (2-(6-Chloro-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
aminium hexafluoro-phosphat), 4 Teilen HOBt (4-Hydroxybenzotriazol) und 8 Teilen
DIPEA (N,N-diisoproethylamin) durchgefiihrt. Die N-terminale Fmoc Schutzgruppe
wurde mit einer Losung von 2 %/ Piperidin/2 % DBU (1,8-Diaza-bicyclo[5.4.0]-7-
undecen) in DMF abgespalten. Nach beendeter Synthese wurden das Peptid vom Sau-
lenmaterial abgespalten, indem es fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur in einer Losung
aus 5 % TIS (Triisopropylsilan), 5 % Wasser und 90 % TFA (Trifluoressigsdure) inku-
biert wurde. Gleichzeitig wurden bei dieser Prozedur auch die Seitenkettenschutz-
gruppen abgetrennt. Das Rohprodukt wurde mit Diethylether gewaschen, filtriert
und mittels prdparativer Umkehrphasen-HPLC (C18-Sdule, 5-35 % Wasser/Aceto-
nitril Gradient (mit 0,1 % TFA)) gereinigt. Die erfolgreiche Synthese wurde mittels
Massenspektrometrie bestatigt [137].
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Abb. A.1: Reinigung des rekombinant exprimierten a-Peptides
A Elutionsprofil des HPLC-Laufs (prdparative Sdule) mit 1 mL/min. B MALDI-
Massespektren der in A erhaltenen Peaks. Spektrum 2 zeigt den Peak des a-Peptides (MW

2641 Da).
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A.4 Minimalmodell der Bindung von MAP

A.4.1 Zur Bindung von MAP im Gleichgewicht

ThDP ky ThDP k, Phosphonolaktyl-ThDP
() +wep ‘* (e)-me == (E
FADox -1 FADox -2 FADox

Abb. A.2: Einzelne Schritte der Ligandenbindung

In Abbildung sind die auftretenden katalytischen Schritte der Bindung von MAP
an das C(2)-Atom des ThDP zusammengefasst. Zur Verallgemeinerung wird folgen-
des Schema verwendet: In diesem Schema steht L fiir eine Ligandenspezies. In der

E + L <k— EL <k— EL'
-1 -2

Abb. A.3: Verallgemeinertes Schema zur Ligandenbindung

vorliegenden Arbeit wurden hierfiir MAP bzw. Acetylphosphinat eingesetzt. In EL
ist der Ligand nichtkovalent an das Enzym assoziiert, wiahrend in EL’ eine kova-
lente Bindung des Liganden zum Kofaktor ThDP vorliegt. Es gelten definitionsgemaf3
K = k -1 und K>, =

Nach dem Massenwirkungsgesetz gelten im Gleichgewicht folgende Beziehungen:

Die mit ,eq” indizierten Grofien sind die Gleichgewichtskonzentrationen. Im vor-
liegenden Fall gilt (Lg) > (Ep) und daher (L)e; =~ (Lo). Die Bilanzgleichung fiir
die Enzymspezies ergibt sich zu:

(Eo) = (E) + (EL) + (EL)

_ (Lo) . (Lo)
= () (1+1<_2+ Kle)
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Folglich erhilt man fiir die Konzentrationen der Enzymspezies im Gleichgewicht:

Ki1K>

L
1K o)

Die Konzentrationsabhéngigkeit aller 3 Enzymspezies ist wesentlich durch die kom-
plexe Grofse Kapp = % bestimmt. In den thermodynamischen CD-Titrationsexperi-
menten ist das CD-Signal bei 305 nm der Konzentration der chiralen Spezies EL’ (en-
zymgebundenes Phosphonolaktyl-ThDP) direkt proportional. Somit ist Kapp aus der
Auftragung der CD-Signale gegen (L) erhiltlich. Fiir die Gleichgewichtskonstante
der Gesamtreaktion gilt:

(E)eq(L)eg

(EL)eq

Der Zusammenhang zwischen Kqpp und Kp ist gegeben durch:

Kp = K1Kp =

Kp

Kapp = —1 T KZ.
Weiterhin gilt:
Kapp _ Ko
K; 1+Ky

Aufgrund dieser Beziehung ist durch die Bestimmung des K;-Wertes in kinetischen
Experimenten auch eine Abschitzung des kinetisch unzugéanglichen K;-Wertes mog-
lich. Fiir die MAP-Bindung an die aktivierte EcCPOX wird ein K;-Wert von 14,4 mM
und ein Kapp von 0,221 mM erhalten. Der resultierende Kp-Wert (1,56-1072) zeigt,
dass die kovalente Bindungsbildung eine stark vorwérts gerichtete Reaktion darstellt.
Dieser Befund steht in qualitativer Ubereinstimmung mit den Resultaten fiir die Li-
gandenbindung an anderen ThDP-abhédngigen Enzymen. Aufgrund dieser Tatsache
gilt in guter Ndherung Kapp =~ Kp.
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A.4.2 Zur Kinetik der MAP-Bindung

Das Reaktionsschema wird durch das folgende Differentialgleichungssystem be-
schrieben. Da in allen kinetischen Untersuchungen (Lg) > (Ej) realisiert wurde,
kann in guter Ndherung (L) ~ (Lg) gesetzt werden. Dies gewdhrleistet die analy-
tische Losbarkeit des Differentialgleichungssytems.

d(E)/dt = —k1(E)(Lo) +k-1(EL) (A1)
d(EL)/dt = ki(E)(Lo) — (k-1 + k2)(EL) + k_»(EL") (A.2)
d(EL')/dt = ky(EL) — k_o(EL') (A3)

Fir (Eg) # 0und (EL)p = (EL")p = 0 wird folgende Zeitfunktion fiir die Beobach-
tungsgrofe (EL') gefunden:

Ao _ A _
N — ! At 1 Apt A4
(EL") = (EL )eq{1+)\1—)x2€ —)\1—)\26 } (A4)
mit ok
N M2
(EL )eq - )\1/\2 (LO)(EO)
und
M >2
= — — —P
M > + 1
und
h >2
= — —4/— —P.
=3 4
Weiterhin gelten:

Y =ki(Lo) +k_1+ka+ k>
P = klkz(Lo) + klkfz(LQ) +k_q1k_o
= kl(Lo)(kz + kfz) + k_1k_».

Da generell A; > A sowie Ay > 0 und A, > 0 gelten, zeigt Gleichung dass
die Funktion (EL) = f(t) im allgemeinen durch eine lag-Phase gekennzeichnet ist.
Sind A1 und A, vergleichbar, sind in (EL) = f(t) 2 Exponentialterme auf derselben
Zeitskala beobachtbar. Fiir den Fall, dass A; > A, gilt, ist die Lange der lag-Phase
im Wesentlichen durch Aq, die Halbwertszeit der (EL’)-Bildung praktisch durch A,
bestimmt (ty ), &~ [n2/A3). Im Extremfall wird auf der Beobachtungszeitskala nur eine

Exponentialfunktion beobachtet, wihrend die andere in die Totzeit der Messmethode



A.4 Minimalmodell der Bindung von MAP 173

tallt. Zwei Grenzfille, in denen eine starke Separation der Zeitskalen vorliegt, werden

im folgenden gegeniibergestellt.
a) k1(Lo), k—1 K k2, k>

Fiir die langsame Phase gilt dann

_ (EL)
*T(EL)
Die Spezies (EL) und (EL’) liegen in einem schnellen Gleichgewicht vor. Die Bilanz-

gleichung fiir die Enzymspezies lautet daher:

(Eo) = (E) + (EL) (1 + 1%) |

Ky +1
Mit y = 2K+ folgt
2

1
(EL) = = ((Eo) = (E)).
Eingesetzt in Gleichung[A.T|ergibt sich:
=]
v

4(E)/dt = — (kl(Lo) i %) (E) + 51 (Ey).

Mit (kl(Lo) + k—’yl) = kops und le(Eo) = Q ergibt sich:
d(E)/dt = —kgps(E) + Q.

Bestimmte Integration in den Grenzen von 0 bis t liefert:

(E) = {(EO) - (E)eq} e Fobsl 4 (E)eq

. k_ 1Ky Q 1+1<2( 0)
mithons = Ha ko) 7 wnd (B = 10 Kk + (Lo)
1+ K>

Langsame Bildung des Komplexes (EL) wiirde also eine lineare Abhingigkeit der
beobachtbaren Geschwindigkeitskonstante von (L) bedingen. Empirisch ist das nicht
der Fall. Damit kann ausgeschlossen werden, dass der Schritt 1 geschwindigkeitsbe-
stimmend ist. Dies ist auch insofern plausibel, als dass typische K;-Werte im Bereich
von 10*-10” M~!s~! liegen, die bei den niedrigsten hier verwendeten MAP-Konzen-

trationen (0,1 mM) wenigstens zu ks > 1 s~ ! fithren wiirden.
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b) k1(Lo), k—1> k2, k—»
In diesem Fall stellt sich sehr schnell ein Gleichgewicht zwischen (E), (L) und (EL)

ein. Fiir die dann folgende langsame Phase, in der (EL’) generiert wird, gilt also:

(EL) _ (E)K(lLO)

Die Bilanzgleichung lautet daher:

(Eo) = (E) (1 + %) + (EL).

Folglich gilt fiir (E): (E) = ((Eo) — (EL)) (1<1+K—1(L0))

Eingesetzt in Gleichung erhilt man:

d(EL)/dt = (%) (o) — {% 4 kz.} (EL)

. ko(L) B ko(L) B e
Mit (K12+—(L)> (Ep) = Rund {Klz‘i‘—(L) + kz} = k,ps ergibt sich:

d(EL")/dt = R — kyys(EL').

Integration fiihrt auf:

(L) = () (1= e7tont) = (ELy(1 e

obs

1

——(Eo)(Lo)
L ka(Lo) n _ R _1+K2(
mit kobs = K1+—(L0) +k72 und (EL )eq = kobs = K1K2 N ( O) .
1+Kp

Damit hdngt bei Geschwindigkeitsbestimmung durch den zweiten Schritt k,,; hyper-
bol von (Ly) ab. Dies ist mit den vorliegenden Daten zur MAP-Bindung an EcPOX in
Ubereinklang.
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©+S<— ES —’@T» EH EAc<—@7§>®

€O, HLO Acetat

Abb. A.4: Minimalmodell der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter EcPOX.

In Abbildung sind die auftretenden katalytischen Schritte der reduktiven Halbreaktion
nochmals zusammengefasst. Zur Vereinfachung sind die ThDP-Intermediate abgekiirzt. Unter
der stets erfiillten Bedingung (Sp) > (Ey) ist das angegebene Reaktionsschema als Sequenz
von Reaktionen erster Ordnung behandelbar. Die Bildung von ES aus E und S ist eine Reak-
tion pseudo-erster Ordnung. Daher existieren fiir die mit dem Reaktionsschema assoziierten
Differentialgleichungen prinzipiell analytische Losungen. Unter der naheliegenden Voraus-
setzung, dass die Bildung des Michaelis-Menten-Komplexes ES bei allen gewéahlten Substrat-
konzentrationen sehr viel schneller erfolgt als alle Folgeschritte, dquilibriert das System nach
der Vereinigung von E und S im Reaktionsansatz unter Bildung von ES mit einer Geschwin-

digkeitskonstanten
k= kl(So) +k_1.

Dieser Prozess wird jedoch aufgrund der begrenzten Zeitauflosung der gewédhlten Untersu-
chungsmethode (1-2 ms im stopped-flow-Spektrometer) nicht beobachtet. Die katalytisch rele-
vanten Folgeprozesse laufen unter permanenter Aufrechterhaltung des schnellen Gleichge-
wichts zwischen den Spezies E, S und ES ab. Die im Reaktionsschema angegebenen Schritte 2
bis 6 implizieren prinzipiell 5 Exponentialterme e~ (i=1,...,5) mit 5 effektiven beobachtbaren
Geschwindigkeitskonstanten A;. Im folgenden wird analysiert, wie die Geschwindigkeitskon-
stanten k; und k_; der Elementarschritte in die A;-Werte eingehen. Hierzu werden zunéchst
die relevanten Differentialgleichungen fiir die Reaktionssequenz aufgestellt.

Es gelten generell:

d(E)/dt = —ki(E)(So) + k—1(ES) (A.5)

d(ES)/dt = ki(E)(So) — (k-1 +k2)(ES) + k2(EL) (A.6)

d(EL)/dt = k(ES) — (k-2 +k3)(EL) (A7)

d(EH)/dt = ks(EL) — ke(EH) + k_4(EAc) (A8)

d(EAc)/dt = ky(EH) — (k_s + ks) (EAC) +k_5(EaAc) (A9)

d(EsAc) /dt = ks(EAC) — (k_s + ke)(EaAc) (A.10)
(Eq

)
d(E,)

/dt = ke(E, Ac). (A.11)
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Addition von A.5 und A.6 fiihrt zu
d(E)/dt+d(ES)/dt = —ko(ES) +k_»(EL). (A.12)
Da der erste Schritt bereits einem Gleichgewicht unterliegt, gilt das Massenwirkungsgesetz:

(ES) = (E;és‘)). (A.13)

(E) und (ES) sind damit linear voneinander abhéngig und die Anzahl der zu beriicksichti-

genden Differentialgleichungen verringert sich um eins. Man erhilt aus|A.12

(1 + (SO)> d(E)/dt = —kzw +k_p. (A.14)
K K,
Mit den Abkiirzungen ;4_1 = (1 + %), Ky = kz(li(i) und o = ykz(i—?) = 151(7?22,) erhilt man
anstelle der Gleichungen A.5-A.7:
d(E)/dt = —a(E) 4+ uk_(EL) (A.15)
d(EL)/dt = xp(E) — (k—2 + k3)(EL). (A.16)

Damit sind die Differentialgleichungen A.15 und A.16 sowie A.8-A.11 fiir die Aufgabenstel-
lung relevant. Die gesuchten A; sind die Eigenwerte des Differentialgleichungssytems und

ergeben sich als Losungen der Koeffizientendeterminante [230]. Es gilt:

—(a—A) uk_o 0 0 0
o —(kop+ks—A) 0 0 0
0— 0 ks —(ks —A) k_y4 0
0 0 ky —(k_4 + ks — )\) k_s 0
0 0 0 ks —(k_s+ke—A) O
0 0 ke A
Mit
— (ks —A) k4 0 0
D. — k4 —(k74 + ks — )\) k_s 0
' 0 ks —(k_s+ke—A) 0
0 0 ke A
folgt
0={(a—A)(kea+ks —A) — purok_»} D, = D,.
D, wird Null falls

(0 —A)(k_g+ ks —A) — ok, =0 (A.17)



A.5 Kinetisches Modell der reduktiven Halbreaktion 177
bzw. D, =0. (A.18)
Gleichung lasst sich durch Ausmultiplizieren umformen zu:
kaks(So)
0=A%—Alk_a+k .
(k2 + 3+“>+K1+(50)
Dies ist eine quadratische Gleichung. Mit
Y=k o+ks+u
b _ kaks(S0)
K1+ (So)
lauten ihre Losungen:
z 32
M=+5+\ 7P (A.19)
r ¥
Beide Eigenwerte hingen tiber  und P von (Sp) ab. D, ldsst sich darstellen als:
—(ka —A) k_4
D, = (—-A) ky —(k_a+ks —A)
0 ks —(k,5 + k¢ — /\)
= (=A)(Ds)
D, wird Null falls
Ao =0
bzw. D, =0.
D, = 0 ist eine algebraische Gleichung 3. Grades. Fiir D; gilt:
Ds = —(kg = A) (k-4 +ks —A)(k_5+ ke — A) —k_sks) +k_4ka(k_5+ke—A).  (A21)

Ausmultiplizieren und Ordnen nach Potenzen von A liefert:

0=A%—A%(ky+k_ g +ks+k s5+ke)+A{(ks+ke)ks+ (ks +k_4)(k_s5+ke)} — kakske.

Diese Gleichung erzeugt drei A;-Werte (A3, A4, A5). Gleichungen 3. Grades sind prinzipiell

l16sbar. Die Resultate sind jedoch schwierig zu handhaben und im vorliegenden Fall kaum

einer direkten Auswertung zuganglich.

Wesentlich ist hingegen, dass die Eigenwerte A3, A4 und A5 nicht von (Sy) abhédngen. Dies liegt

in der vorausgesetzten Irreversibilitit der Decarboxylierung begriindet. Da die empirischen
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kops-Werte der reduktiven Halbreaktion deutlich von der Substratkonzentration abhdngen,
kommen A3, A4 und A5 nicht als deren Erklarungsgrundlage in Frage. Damit entfallt insbeson-
dere die Moglichkeit, dass die k,,s-Werte der reduktiven Halbreaktion die Geschwindigkeits-
konstanten des Elektronentransfers selbst (ks, k_4) in irgendeiner Weise reflektieren. Zwei
Spezialfalle in Hinblick auf A3, A4 und A5, die der Realitdt nahe kommen konnten, seien ndher
betrachtet.

Ak 4~0

Dieser Fall liegt in guter Ndherung bei der verwandten LpPOX vor. GL geht dann in
folgende Gleichung tiber:

0= (ks —A)((ks = A)(k—s + k¢ — A) — k_sks) . (A.22)
Die Losungen lauten dann:

A3 = ky (A.23)

QO 0?

mit QO = ks +k_5+ k¢ und R = kskg.
In diesem Falle wire ein A;-Wert direkt mit k4 zu identifizieren.

b) k53 k—5 > k49 k—4a k6

In diesem Fall gilt:
Az = ks +k_s (A.25)
C ®?
= —+H4/— - A2
Mys= £\ —Q (A26)
. . k74K5 k6
mit ®_k4+1+K5+1+K5
 kske
und Q = e
und K5 = k;S
5= ks

Das Vorliegen dieses Falles wire fiir die ECPOX nicht unwahrscheinlich, da Helix-Coil-Uber-
gange sehr schnell erfolgen konnen [197][198][199] und eine solche Konformationsénderung

in den Aktivierungsprozess involviert ist. Eine Verifikation ist jedoch mit den hier verwende-
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ten Methoden nicht moglich und fiir die Diskussion der in den Progresskurven der reduktiven

Halbreaktion zum Ausdruck kommenden Prozesse auch nicht wesentlich.

A.5.1 Diskussion des geschwindigkeitsbestimmenden Prozesses

Insgesamt ist anzunehmen, dass die in A3, A4 und A5 zum Ausdruck kommenden Prozesse fiir
die hier genutzten Messmethoden zu schnell ablaufen. Damit engt sich die Diskussion auf die
Schritte 2 und 3, d.h. auf die Bildung der kovalenten C-C-Bindung am Kofaktor ThDP bzw.
die Decarboxylierung des Laktyl-ThDP ein.

Sind die Schritte 2 und 3 durch gréfienordnungsmafliig verschiedene Geschwindigkeitskon-
stanten gekennzeichnet, so unterscheiden sich auch A; und A, stark voneinander (A; > A»).
Dies wird als kinetische ,Entkopplung” bezeichnet und die Gleichgewichte stellen sich in

Stufen ein. In diesem Falle gelten in guter Ndherung:

M~ZT (A.27)
p
Zwei wesentliche Grenzfille sind denkbar:
o ka,k_2> k3
Man erhilt: ka(So)
M~k 2,70 A.29
1 2+ K + (So) ( )
ks
==~ (S0)
Ay~ (Ii JIEKZ) (A.30)
1K2
—_ S
<(1+K2)> T (S0)
d) ks > ko, k_»
Man erhilt:
k2(So)
A A.32
2 Kl + (SO) ( )

In beiden Féllen wiirde sich in der Progresskurve der FAD-Reduktion jeweils der schnellere
Prozess als kurze lag-Phase zeigen. Falls dieser Prozess in der Totzeit der Messmethode ab-
geschlossen ist, werden monoexponentiell abklingende Progresskurven erhalten, deren Zeit-
skalen durch )%2 bestimmt sind. In beiden Grenzfallen hangt die somit beobachtbare Geschwin-

digkeitskonstante A, hyperbol von (Sp) ab. Aus dem Verlauf der Auftragung von ks gegen
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(Sp) kann also nicht erschlossen werden, ob die Decarboxylierung (Fall c) oder die Substrat-
bindungsbildung (Fall d) geschwindigkeitsbestimmend ist. Dennoch kann im vorliegenden
Fall die C-C-Bindungsbildung als geschwindigkeitsbestimmender Schritt favorisiert werden.
Die empirisch beobachtbaren Geschwindigkeitskonstanten der reduktiven Halbreaktion han-
gen tatsdchlich hyperbol von (Sp) ab (siehe Abb. und [3.18). Zur Unterscheidung der bei-
den Grenzfille bietet sich die Betrachtung der Halbsittigungswerte (im Text als K; bezeichnet)
an. Diese sind mit 665,9 mM (nicht-aktivierte EcPOX) und 39,9 mM (aktivierte EcPOX) sehr

hoch. Trafe der Fall ¢ zu, so wéren diese Werte als komplexe Grofie ﬁ% zu interpretieren.

Da aus den Experimenten zur MAP-Bindung bekannt ist, dass die C-C-Bindungsbildung im
Gleichgewicht weit auf der Seite des kovalenten Adduktes liegt (K> < 1072), hitte man dann
fiir K1 Werte von = 60 M (nicht-aktivierte EcPOX) bzw. 3 M (aktivierte EcPOX) zu veranschla-
gen. Diese Werte wéren selbst fiir eine primédre Bindung des Substrates am Enzym viel zu hoch
und nicht charakteristisch fiir einen , spezifischen” Assoziationsprozess. Der typische Bereich
fiir empirische K;-Werte der primaren Substratbindung liegt bei 1073~10 mM [231][232]. Da-
her ist es sehr wahrscheinlich, dass die beobachteten Halbsattigungswerte unmittelbar K
reprasentieren. Dies ist bei Geschwindigkeitsbestimmung durch die C-C-Bindungsbildung
der Fall. Die Beobachtung nichtkovalent assoziierter Pyruvatmolekiile in Kristallstrukturen
der EcPOX kann als weiteres Indiz langsamer C-C-Bindungsbildung gewertet werden. Auch
die Studien zur Intermediatanalyse mittels 'H-NMR sprechen fiir eine schnelle Decarboxy-

lierung (kgecars > 600s~1).
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Abb. A.5: Amplituden a; der reduktiven Halbreaktion von nicht-aktivierter EcCPOX.
Ansatz: 1 mg/mL Enzym in 100 mM KPP pH 6.0, 10 mM MgSOy, 1 mM ThDP, Pyruvat (5-700
mM), anaerobe Bedingungen.

Tab. A.2: Apparente Geschwindigkeitskonstanten der reduktiven Halbreaktion von ak-
tivierter ECPOX. Die erhaltenen Progresskurven wurden nach Gleichung/3.5/angepasst.

Pyruvat ka ky ke | a as n
mM g1 s 1 g1
1 19,32 £ 0,68 | 885 +067 | 042+0,03 | 558102 | 3,33*10 2 | 1,51*10 2 | 0,106
5 8543 +029 | 462+0,18 | 028 +0,02 | 8,63*10~ 2 | 1,31*10 2 | 1,13*10 2 | 0,095
20 291,00 2,78 | 22,14 +1,59 | 2,31 £ 0,21 | 8,76*10 2 | 0,85*10~2 | 1,03*10 2 | 0,093
50 430,20 + 10,25 | 70,80 & 7,30 | 4,97 + 0,33 | 8,15*10~2 | 6,63*10~2 | 1,00*102 | 0,093
100 574,60 + 15,45 | 42,67 £2,91 | 2,73 £0,18 | 8,42*10~2 | 0,62*10~2 | 0,90*10~2 | 0,076
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A.7 Reoxidation des FAD von nicht-aktivierter EcPOX
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Abb. A.6: Kinetik der Reoxidation des enzymgebundenen FAD in nicht-aktivierter EcPOX
unter aeroben Bedingungen.

Reduziertes Enzym (1 mg/mL in 300 mM KPP pH 6.0, 10 mM MgSOy4, 1 mM ThDP, 50 mM
Pyruvat) wurde mit luftgesattigtem Puffer versetzt und die Reoxidation bei 438 nm verfolgt
[90]. Die Geschwindigkeitskonstante der Reoxidation betrdgt kreox 0,08 s~ 1. Die Ergebnisse
stehen im Gegensatz zu Befunden in der Literatur [159], in denen enzymgebundenes FAD
nicht reoxidierbar sein soll.
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Tab. A.3: Ubersicht iiber die berechneten Gyrationsradien von nicht-aktivierter und ak-
tivierter EcPOX. Die Kinetik der Proteolyse wurde in Gegenwart von 5 pg/mL a-Chymo-

trypsin bei pH 6.0 verfolgt.

Protein Konzentration Rg Molekulare
Masse

mg/mL™ 1 nm kDa
EcPOX 2 3,85 £+ 0,002 220
EcPOX 5 3,92 + 0,001 244
EcPOX 10 3,95 + 0,000 240
EcPOX 20 3,95 + 0,000 248
EcPOX 40 3,97 £+ 0,001 231
EcPOX 60 3,82 £ 0,009 194
EcPOX 20 mM MAP 5 3,82 £+ 0,001 212
EcPOX 150 mM Pyruvat 3 4,53 + 0,006 236
EcPOX Proteolyse 4 min 3 4,40 + 0,007 198
EcPOX Proteolyse 7,8 min 3 417 + 0,002 189
EcPOX Proteolyse 11,8 min 3 4,07 + 0,002 181
EcPOX Proteolyse 15,8 min 3 3,94 £+ 0,002 177
EcPOX 03 | 5 1376 +0015| 135
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A.9 Kinetiken der limitierten Proteolyse
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Abb. A.7: Ubersicht iiber die Kinetiken der Experimente mit limitierter Proteolyse. Ansatz:
3 mg/mL EcPOX in 100 mM KPP pH 6.0, 20 mM MgSO,, 5 mM ThDP, Substrat oder
substratanaloge Verbindung [137], 20 pg/mL a-Chymotrypsin, Stopp der Reaktion nach
definierten Inkubationszeiten mit SDS-Probenpuffer. Oberhalb der Gelabbildungen sind die
Inkubationszeiten (in Minuten) angegeben. M steht fiir Proteingroflenmarker.

A ohne Pyruvat, B 200 mM Pyruvat, C 20 mM MAP, D 100 yuM Thiaminthiazolondiphosphat,
E 290 uM Dithionit unter anaeroben Bedingungen, F ohne ThDP.

A M0 1 3 5 9 1520 25304050134 M B M 013 59 1520 25304050123 M
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Abb. A.8: Ubersicht iiber die Kinetiken der Experimente mit limitierter Proteolyse bei
den EcPOX-Varianten. A EcPOX-Phe465Ala-Variante B EcPOX-Phe465Ile-Variante Ansatz:
3 mg/mL EcPOX in 100 mM KPP pH 6.0, 20 mM MgSOy4, 5 mM ThDP, 200 mM Pyru-
vat, 20 ug/mL a-Chymotrypsin, Stopp der Reaktion nach definierten Inkubationszeiten mit
SDS-Probenpuffer. Oberhalb der Gelabbildungen sind die Inkubationszeiten (in Minuten)
angegeben. M steht fiir Proteingréflenmarker.
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A.10 Elektronendichte des C-Terminus

Abb. A.9: Elektronendichte des C-Terminus (Asp560 — Arg572) der nicht-aktivierten EcCPOX
(SA omit map). Die Karte wurde bis zu einem Signal /Rausch-Verhiltnis von 3 ¢ konturiert.
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A.11 Oberflichenstruktur der EcPOX

Abb. A.10: Darstellung der Hydrophobizitit der Oberfliche von POX aus E. coli. Geladene
Aminosduren sind grau und hydrophobe Aminosduren sind orange dargestellt. A Nicht-
aktivierte EcPOX und B A23-EcPOX

A.12 Kofaktorbindung in EcPOX
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Abb. A.11: Ubersicht iiber die an der Kofaktorbindung beteiligten Reste.
A ThDP B FAD. Diese Abbildung wurde mit dem Programm LIGPLOT generiert [233].
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A.13 Temperaturfaktoren der EcPOX
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Abb. A.12: Ubersicht iiber die Temperaturfaktoren des Proteinriickgrates der nicht-
aktivierten EcPOX. Die Sdulen geben den Mittelwert der B-Faktoren des Proteinriickgrates
von Monomer A und B, die schwarzen Fehlerbalken die Unterschiede der B-Faktoren zwi-

schen den beiden Untereinheiten wieder.

200

180 -
160 -
140 -
120
100 -
80 11
60 -
40
20
0 - , . . , .

Temperaturfaktor (A%)

0 50 100 150 200 250

Aminoséure

500

Abb. A.13: Ubersicht iiber die Temperaturfaktoren des Proteinriickgrates der aktivierten
EcPOX. Die Saulen geben den Mittelwert der B-Faktoren des Proteinriickgrates der 12
Monomere, die schwarzen Fehlerbalken die Abweichungen der Untereinheiten untereinan-

der wieder.
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Abb. A.14: Ubersicht iiber die nichtplanaren Konformationen des FAD in verschiedenen
Kristallstrukturen.

A Nicht-aktivierte ECPOX 18,8° (2 FoF.-Karte konturiert mit 1.0 o) B Aktivierte EcPOX 26,5° (2
FoF.-Karte konturiert mit 1.8 ) C Aktivierte EcCPOX mit gebundenem PLThDP 14,9° (2 FyF.-
Karte konturiert mit 1.6 ¢) D Aktivierte ECPOX mit gebundenem LThDP 15,3 ° (2 FoF.-Karte
konturiert mit 1.8 o)
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A.15 Hydrophobizititsplot des a-Peptides

hydrophob

DA n = H EHH
- H Abb. A.15: Hydrophobi-
zititsplot des «a-Peptides.
Die Hydrophobizitit wurde
2 anhand der Skala nach Eisen-
hydrophil || berg [79] aufgetragen. Posi-
tive Zahlenwerte bezeichnen
-3 — T T T T 7+ 7T T 1 hydrophobe Aminosdure-
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 reste, negative stehen fiir
Nummer der Aminoséure hydrophile Reste.

Hydrophobizitatsskala nach Eisenberg
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Abb. A.16: 2D-'H-NMR-TOCSY-Spektrum des a-Peptides in Gegenwart von SDS-Mizellen
Ansatz: chemisch synthetisiertes unmarkiertes a-Peptid (1 mM a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0
(10 % D,0)) in Anwesenheit von SDS-Mizellen (150 mM deuteriertes SDS (d»5-SDS)).
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Abb. A.17: 2D-'H-NMR-NOESY-Spektrum des a-Peptides in Gegenwart von SDS-Mizellen
Ansatz: chemisch synthetisiertes unmarkiertes a-Peptid (1 mM a-Peptid in 20 mM KPP pH 6.0
(10 % D,0)) in Anwesenheit von SDS-Mizellen (150 mM deuteriertes SDS (d»5-SDS)).
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Tab. A.5: Zuordnung der chemischen Verschiebungen zu den Aminosduren des a-Peptides.
AS: Aminosdure, ppm: chemische Verschiebung in ppm.

Nr. | AS Proton | ppm Nr. | AS Proton | ppm Nr. | AS Proton | ppm
1 Met | HA 4,128 9 Arg | HN 7,964 17 | Ala | HN 7,561
HB3 2,301 HA 4,463 HA 4,162
HB2 2,300 HB3 1,945 HB* 1,369
HG3 - HB2 1,726 18 | Lys | HN 8,318
HG2 - HG3 1,601 HA 3,899
HE* - HG2 1,600 HB3 1,843
2 Leu | HN 8,638 HD3 3,097 HB2 1,809
HA 4,070 HD2 3,096 HG3 -
HB3 1,741 HE 7,201 HG2 -
HB2 1,590 10 | Gly | HN 8,360 HD3 -
HG 1,669 HA1 3,878 HD2 -
HD1* 0,893 HA2 3,667 HE* -
HD2* 0,840 11 | Asp | HN 8,221 HZzZ* -
3 Arg | HN 8,239 HA 4,305 19 | Thr | HN 8,279
HA 3,885 HB3 2,656 HA 4,013
HB3 1,822 HB2 2,655 HB 3,944
HB2 1,821 12 | Glu | HN 7,974 HG2* 1,445
HG3 1,766 HA 4,054 20 | Asn | HN 7,854
HG2 1,765 HB3 2,067 HA 4,537
HD3 3,121 HB2 2,032 HB3 2,367
HD2 3,120 HG3 2,318 HB2 2,308
HE 7,012 HG2 2,120 HD21 | 7,406
4 Ala | HN 7,485 13 | Val | HN 7,770 HD22 | 6,855
HA 4,156 HA 3,628 21 | Trp | HN 7,898
HB* 1,387 HB 2,168 HA 4,706
5 Ile HN 7,612 HG1* 0,990 HB3 3,279
HA 3,910 HG2* 0,893 HB2 3,171
HB 1,927 14 | Ile HN 7,936 HD1 7.139
HG13 | 1,559 HA 3,570 HE1 9,898
HG12 | 1,219 HB 1,900 HE3 7,485
HG2* 0,851 HG13 | - HZz2 7,355
HD1* 0,816 HG12 | - HZ3 7,007
6 Ile HN 7,522 HG2* 0,855 HH2 6,909
HA 3,911 HD1* 0,790 22 | Leu | HN 7,589
HB 1,881 15 | Glu | HN 7,802 HA 4,278
HG13 | - HA 3,962 HB3 1,590
HGI12 | - HB3 1,996 HB2 1,589
HG2* 0,851 HB2 1,995 HG 1,544
HD1* 0,768 HG3 2,270 HD1* 0,830
7 Ser | HN 7,778 HG2 2,269 HD2* 0,781
HA 4,164 16 | Leu | HN 7,898 23 | Arg | HN 7,411
HB3 3,875 HA 3,977 HA 4,020
HB2 3,835 HB3 1,775 HB3 1,749
8 Gly | HN 7,922 HB2 1,774 HB2 1,579
HA1 4,151 HG 1,600 HG3 1,435
HA2 3,640 HD1* 0,819 HG2 1,434
HD2* 0,818 HD3 3,018
HD2 3,017
HE 6,937
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