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1. Einleitung

Enzyme katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen. Die funktionellen Gruppen ihrer Amino-
sdureseitenketten ermdglichen die Teilnahme an Siure-Base-Reaktionen, bilden voriiber-
gehende kovalente Bindungen zu einem Substrat und sind an Ladungs-Ladungs-Interaktionen
beteiligt, die den Ubergangszustand stabilisieren konnen. Sie sind allerdings weniger fiir die
Katalyse von Redoxreaktionen und vieler Arten von Gruppentransferreaktionen geeignet. Fiir
derartige Reaktionen benétigen die Enzyme die Cofaktoren als Hilfsmolekiile. Cofaktoren
konnen entweder anorganisch sein, wie z. B. die bei der elektrophilen Katalyse anzutreffen-
den Fe*'-, Mn*"-, Mg®"- oder Zn*"-Tonen, oder sie sind komplexe organische Molekiile, die
man als Coenzyme bezeichnet. Bestimmte Bestandteile von Coenzymen konnen von vielen
Organismen nicht synthetisiert werden. Deshalb miissen diese Substanzen, die man als Vita-
mine bezeichnet, in der Nahrung enthalten sein. Tatséchlich wurden viele Coenzyme als Sub-
stanzen entdeckt, deren Gabe bei Erndhrungsmangelkrankheiten von Menschen und Tieren
heilend wirkte. Im 19. und frithen 20. Jahrhundert war die Nervenkrankheit Beriberi, die
durch neurophysiologische Storungen, Paralyse und Gewichtsverlust gekennzeichnet ist, ver-
breitet. Der hollandische Arzt C. EUKMAN fand 1897 heraus, dass die Ursache fiir Beriberi auf
den Mangel einer ,,vitalen* Substanz in der Erndhrung zuriickzufiihren ist - des Thiamins.
Diese Entdeckung fiihrte zum Konzept der Vitamine. Fiir diese bedeutende Erkenntnis wurde

EUKMAN 1929 mit dem Nobelpreis fiir Physiologie/Medizin geehrt.

Thiamin, das essentielle wasserldsliche Vitamin B;, wurde erstmals 1911 isoliert (Funk,
1911). Die biologisch aktive Form des Thiamins ist das Coenzym Thiamindiphosphat
(ThDP). ThDP ist in einer Vielzahl wichtiger enzymatischer Reaktionen, die in energieprodu-
zierenden Biosynthesewegen katalytisch agieren und bei denen C-C Bindungen von Substra-
ten der allgemeinen Struktur R-CO-X gespalten bzw. gekniipft werden, involviert.

Die ThDP-abhingigen Enzyme gehdren verschiedenen Enzymklassen an. Zu den Lyasen
werden z. B. die Pyruvatdecarboxylase, die eine Schliisselrolle im Prozess der alkoholischen
Gérung spielt, und die Benzoylformiatdecarboxylase, die im Rahmen des ,,Mandelatweges*
Benzoylformiat decarboxyliert, gezédhlt. Die Acetohydroxysduresynthase, die Aminoséurevor-
stufen bildet, und die Transketolase, die im Rahmen des ,,Pentosephosphatweges™ bei der

Umwandlung von Zuckerphosphaten der Kettenlinge C3 bis C7 beteiligt ist, gehoren zur
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Klasse der Transferasen. Zu den Oxidoreduktasen zdhlen z.B. die Pyruvatoxidase und die
Pyruvat:Ferredoxinoxidoreduktase, die Elektronentransferreaktionen katalysieren.'

Hinsichtlich der bedeutenden Rolle des Cofaktors in zentralen Stoffwechselwegen besteht
groB3es Interesse an der Aufklarung des Katalysemechanismus und an der Analyse von Struk-
tur-Funktionsbeziehungen von ThDP-abhidngigen Enzymen. Inzwischen blicken wir auf viele
Jahre Forschung auf dem Gebiet der Thiamindiphosphat-Biochemie zuriick. Vielfdltige Un-
tersuchungsmethoden gaben eine Antwort auf die Frage der Wirkungsweise des Cofaktors
und fiihrten zu Erkenntnissen, die 6konomisch genutzt werden konnen. Die Anwendung eini-
ger ThDP-abhéngiger Enzyme als Katalysatoren in chemoenzymatischen Synthesen resultiert
beispielsweise in der Produktion von pharmazeutischen Praparaten wie Ephedrin, Glycosida-
se-Inhibitoren, Geschlechtspheromonen wie a-Exo-Brevicomin oder von Intermediaten wie
1-Deoxy-xylulose-5-phosphat, einer Vorstufe von Vitaminen und Isoprenoiden (Schorken &

Sprenger, 1998; Sprenger & Pohl, 1999; Ward & Baev, 2000; Ohta & Sugai, 2000).

In den 30-er Jahren erfolgte die Isolierung (Auhagen, 1932) und die strukturelle Identifizie-
rung (Lohmann & Schuster, 1937) des ThDP als Cocarboxylase der Pyruvatdecarboxylase.
Das ThDP enthidlt eine Diphosphatgruppe und besteht aus zwei Ringsystemen, einem
2-Methyl-4-aminopyrimidin- und einem 4-Methyl-5-ethyl-thiazoliumring, die {iber eine
Methylenbriicke miteinander verbunden sind (Abb. 1). Die chemische Synthese von ThDP
(Cline et al., 1937) und die Bestimmung der Kristallstruktur des isolierten Thiamindiphospha-
tes bestdtigten diese Struktur (Pletcher & Sax, 1966, 1972; Karle & Britts, 1966; Carlisle &
Cook, 1969).
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Abb. 1: Strukturformel des Thiamindiphosphates (ThDP).
Die Nomenklatur der Atome entspricht der in der Struktur der EcIPDC (10VM, Zugangscode
in der Proteindatenbank Brookhaven) und wird weiterhin im Text genutzt.

In weiterfiihrenden Arbeiten wurden verschiedene Konformationen der Thiaminderivate em-

pirisch berechnet (Jordan, 1974, 1976) oder mit Hilfe der Rontgenkristallstrukturanalyse

' PDC (Holzer et al., 1956), BFD (Hegeman, 1966), AHAS (Crout, 1990), TK (Schneider & Lindqvist, 1998),
POX (Sedewitz et al., 1984), PFOR (Kerscher et al., 1982)
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bestimmt (zusammenfassend dargestellt in Shin et al., 1993). So kann freies Thiamin eine F-,
S- oder V-Konformation einnehmen. Die Konformationen unterscheiden sich in den beiden
Drehwinkeln (Abb. 1), die die relative Lage der beiden Ringe zueinander definieren. Die
F-Konformation (®r = 0°, ®p = + 90°) ist dabei energetisch begiinstigt und wurde in den
meisten Kristallstrukturen des freien Thiamins bestimmt. Seltener ist die S-Konformation
(Or= =+ 100°, ®p= =+ 150°) zu beobachten, die hauptsdchlich bei C2-substituierten Thiaminen
gefunden wurde. Obwohl die V-Konformation (O = +£90°, ®p = + 90°) von freiem Thiamin
und seinen C2-Addukten nie experimentell bestimmt werden konnte, schlug SCHELLEN-

BERGER diese als biologisch aktive Konformation vor (1967).

In den ersten Arbeiten zur Autkldrung des Katalyseprinzips ThDP-abhéngiger Enzyme wurde
postuliert, dass die 4’-Aminogruppe das Reaktionszentrum des Coenzyms darstellt (Langen-
beck, 1930, 1932). In spiteren Arbeiten schlagt BRESLOW (Breslow, 1957, 1958; Breslow &
McNelis, 1959) einen Reaktionsmechanismus vor, der bis heute akzeptiert wird. Darin stellt
das C2-Atom des Thiazoliumrings den Reaktionsort in der ThDP-Katalyse dar (Abb. 1). Es
wird angenommen, dass wahrend der Katalyse ThDP-abhidngiger Enzyme zwei Carbanionen
auftreten: das C2-Carbanion (Ylid), welches die konjugierte Base des Thiazoliumrings dar-
stellt und in einer initialen Reaktion gebildet wird, und das C(2R)-Carbanion/Enamin, wel-
ches der konjugierten Base des 2-R-(di)hydroxyethyl(oder aryl)thiamindiphosphates ent-
spricht und in der Katalyse nach erfolgter kovalenter Substratbindung auftritt. Die Analysen
der thermodynamischen, kinetischen und strukturellen Eigenschaften von Reaktionszwischen-
stufen in der ThDP-Katalyse waren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Zunédchst stu-
dierte man die Eigenschaften isolierter Thiaminverbindungen und seiner Derivate. Man fand
heraus, dass das C2-H-Atom von freiem Thiamin und seiner Salze einen pK,-Wert von circa
17-20 besitzt (Eigen, 1964, Crosby & Lienhard, 1970) und die Deprotonierung des
C2-H-Atoms basenkatalysiert ist (Kemp & O’Brien, 1970). Ausfiihrliche Studien zur initialen
C2-H-Protonenabstraktion wurden von WASHABAUGH & JENCKS (1988, 1989,,) durchge-
filhrt. Zudem wurde die Decarboxylierungsreaktion isolierter Thiaminverbindungen unter-
sucht. KLUGER et al. (1981,}) beschéftigten sich beispielsweise mit der Reaktion von Thiamin
mit Pyruvat und analysierten die Eigenschaften des entstehenden Lactylthiamins. Weitere
Untersuchungen von Thiamin-Addukten wurden von KLUGER und seinen Mitarbeitern (Hu &
Kluger, 2004) und WASHABAUGH et al. (1994) durchgefiihrt. Der Einfluss von Lésungsmittel-
effekten auf die Reaktivitdt der Thiaminverbindungen wurde von LIENHARD und Mitarbeitern

analysiert (Crosby et al., 1970; Crosby & Lienhard, 1970). Die Studien an den isolierten
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Thiaminverbindungen lieferten wichtige Erkenntnisse in Bezug auf mogliche Reaktionsfolgen
und das potentielle Verhalten von Thiamin im enzymgebundenen Zustand. Eine zusammen-

fassende Darstellung dieser Arbeiten geben KLUGER (1987) und SCHOWEN (1998).

Detaillierte Analysen von Struktur-Funktionsbeziehungen von vielen Schliisselenzymen die
ThDP als Coenzym nutzen, wurden durch die Fortschritte bei der Bestimmung der Raum-
struktur moglich. Erste Hinweise zur Struktur eines ThDP-abhingigen Enzyms erhielt man
durch die elektronenmikroskopische Untersuchung der Pyruvatdecarboxylase aus Hefe (Hiib-
ner et al., 1975). Weitere strukturelle Informationen resultierten aus den Experimenten der
Rontgenkleinwinkelstreuung. KONIG und Mitarbeiter (1992, 1993, 1998, 2004) analysierten
die allgemeine Form ThDP-abhingiger Enzyme in Losung und in Abhdngigkeit von ver-
schiedenen Effektoren (pH, Cofaktoren, Aktivatoren). Die detaillierten strukturellen Daten,
die durch die Rontgenkristallstrukturanalyse zugénglich wurden, trugen wesentlich zum Ver-
stindnis des Mechanismus ThDP-abhédngiger Enzyme bei. Die ersten Kristalle wurden von
der Pyruvatoxidase aus E. coli im Rahmen der Proteinreinigung erhalten (Williams & Hager,
1966). Die erste Struktur eines ThDP-abhidngigen Enzyms, der Transketolase aus Saccharo-
myces cerevisiae, wurde von LINDQVIST et al. (1992) bestimmt. Es folgten die Raumstruktu-
ren der Pyruvatoxidase aus Lactobacillus plantarum und Aerococcus viridans, der Pyruvatde-
carboxylase aus verschiedenen Saccharomyces-Stimmen und Zymomonas mobilis, der Trans-
ketolase aus E. coli und Zea mays, der Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas puti-
da, der E1-Komponenten der verzweigtkettigten a-Ketosduredehydrogenase aus Pseudomo-
nas putida, Homo sapiens und Thermus thermophilus, der Pyruvat:Ferredoxinoxidoreduktase
aus Desulfovibrio africanus, der katalytischen Untereinheit der Acetohydroxysduresynthase
aus Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana, der E1-Komponenten der bakteriel-
len und humanen Pyruvatdehydrogenase, der Acetolactatsynthase aus Klebsiella pneumoniae,

sowie der N2-(2-carboxyethyl)argininsynthase aus Streptomyces clavuligerus.”

? Die Zugangscodes in der Proteindatenbank Brookhaven entsprechen 1TRK (TK aus Saccharomyces cerevisi-
ae), IPOW (POX Lactobacillus plantarum; Muller & Schulz, 1993; Muller et al., 1994), IVDE/1VDF (POX
Aerococcus viridans, Hossain et al., unverdffentlicht), 1PVD (ScPDC; Arjunan et al., 1996), 1PYD (PDC aus
Saccharomyces uvarum; Dyda et al., 1990, 1993), 1ZPD (ZmPDC; Dobritzsch et al., 1998), 1QGD (TK E. coli;
Isupov, M.N., Rupprecht, M.P., Wilson, K.S., Dauter, Z. & Littlechild, J.A. Crystal structure of E. coli transketo-
lase., unverdffentlicht), 11TZ (TK aus Zea mays,; Gerhardt et al., 2003), 1BFD (BFD; Hasson et al.1998), 1QS0
(KsDH aus Pseudomonas putida; AEvarsson et al., 1999), IDTW (humane zelluldire KsDH; Aevarsson et al.,
2000), 1V11, 1V16, 1VIM, 1VIR (humane mitochondriale KsDH, Li et al., unveréffentlicht), 1TUMB (KsDH
aus Thermus thermophilus; Nakai et al., 2004), 1BOP (PFOR; Chabriére ef al., 1999), 1JSC (AHAS aus Saccha-
romyces cerevisiae; Pang et al., 2002), AHAS aus Arabidopsis thaliana; (Pang et al., 2004,; Zugangscode nicht
freigegeben), L8A (E. coli PDH; Arjunan et al., 2002), INI4 (humane PDH; Ciszak et al., 2003), 10ZF (ALS;
Pang et al., 2004,) und 1UPA, 1UPB, 1UPC (N2-(2-carboxyethyl)argininsynthase aus Streptomyces clavulige-
rus, Caines et al., 2004).
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In allen Kristallstrukturen ist das ThDP in einer V-Konformation gebunden, die durch eine
grole hydrophobe Aminosdure-Seitenkette stabilisiert wird. Diese V-Konformation, in der
das reaktive C2-Atom des Thiazoliumrings und die 4’-Aminogruppe des Pyrimidinrings in
rdaumliche Nédhe gebracht werden, spielt eine bedeutende Rolle im initialen Schritt der Kataly-
se, der Deprotonierung des C2-H-Atoms. Betrachtet man die ermittelte Geschwindigkeitskon-
stante der Deprotonierung des freien Cofaktors (Washabaugh & Jencks, 1988) ist diese nicht
ausreichend, um die Geschwindigkeit der Enzymreaktion zu erkldren. In den ThDP-abhéingi-
gen Enzymen beglinstigt die V-Konformation des Cofaktors die Deprotonierung des
C2-H-Atoms um den Faktor 10° (Kern et al., 1997; Hiibner ef al., 1998). Es wird angenom-
men, dass die 4’-Amino-Gruppe, die wihrend der Katalyse als Protonenrelais agiert, an der
Abstraktion des Protons vom C2-Atom beteiligt ist. Dabei kommt es zur Ausbildung eines
Iminotautomers, das durch eine Wasserstoftbriicke zwischen der Seitenkette eines hoch kon-
servierten Glutamats und dem N1’-Atom des Pyrimidinrings stabilisiert ist (Schneider &
Lindqvist, 1993). Die Beteiligung der 4’-Amino-Gruppe und des N1’-Atoms an der Deproto-
nierung wurde auch durch empirische Berechnungen (Friedemann & Neef, 1998) und die
Analyse von Cofaktorderivaten nachgewiesen. SCHELLENBERGER und Mitarbeiter berichteten
bereits 1967 von der gezielten Synthese und Analyse von Cofaktorderivaten, bei denen be-
stimmte Atome und funktionelle Gruppen modifiziert wurden. Dies fiihrte zur Identifizierung
der fiir die Katalyse und Bindung wichtigen Bestandteile des ThDP. Ein Uberblick iiber diese
Arbeiten ist in SCHELLENBERGER et al. (1997) zu finden. Die Analyse der Bindungsmodi ver-
schiedener Cofaktorderivate in den Strukturen der Transketolase aus Saccharomyces cerevi-
siae mit gebundenem N1'-Pyridyl-ThDP, N3'-Pyridyl-ThDP und 6'-Methyl-ThDP zeigte in
diesem Zusammenhang keine signifikanten, strukturellen Anderungen im Vergleich zur

Struktur mit unmodifizierten ThDP.>

Die Analyse der Raumstrukturen ThDP-abhingiger Enzyme verdeutlicht, dass bei der
ThDP-Bindung hoch konservierte Aminosdurereste beteiligt sind. Ein Aspartat und ein Aspa-
ragin reprasentieren den ersten und den letzten Aminosdurerest in der ThDP-Fingerprint-
sequenz X5-Gly-Asp-Gly-Y25-28-Asn, die an der Bindung des Diphosphatanteils des Cofak-
tors beteiligt ist (Hawkins et al., 1989). Fiir die Bindung des ThDP sind neben der
Diphosphatgruppierung, die den Hauptanker zum Protein darstellt, der Aminopyrimidinring

und der zweite Cofaktor, ein zweiwertiges Metallion, wichtig.

* Die Zugangscodes in der Proteindatenbank entsprechen 1TKA, 1TKB und 1TKC (Konig ef al., 1994).
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Die Bedeutung funktioneller Aminoséureseitenketten im aktiven Zentrum wéhrend der Kata-
lyse wurde durch die Bestimmung der Kristallstruktur mit gebundenen Liganden (Substrat,
Inhibitor oder Aktivator) aufgeklirt. Bekannt sind die Strukturen von Transketolase aus
Saccharomyces cerevisiae mit dem gebundenen Akzeptorsubstrat Erythrose-4-phosphat und
Inhibitor Thiaminthiazolondiphosphat, von Pyruvat:Ferredoxinoxidoreduktase aus Desulfo-
vibrio africanus mit gebundenem Pyruvat, von Pyruvatdecarboxylase aus Saccharomyces
cerevisiae mit gebundenem Ketomalonat und Aktivator Pyruvamid, von Acetohydroxysdure-
synthase aus Saccharomyces cerevisiae und Arabidopsis thaliana mit dem Inhibitor Chlori-
muronethyl, einem Herbizid der Sylfonylharnstoff-Klasse, von der Benzoylformiatdecarboxy-
lase aus Pseudomonas putida mit den gebundenen Inhibitoren R-Mandelat und Thiaminthia-
zolondiphosphat und von Pyruvatdehydrogenase aus E. coli mit Thiaminthiazolondi-
phosphat.* Von besonderem Interesse war die Bestimmung von Raumstrukturen, in denen
gebildete Reaktionsintermediate identifiziert wurden. Das erste strukturell bestimmte Reakti-
onsintermediat war die durch die Pyruvat:Ferredoxinoxidoreduktase aus Desulfovibrio africa-
nus gebildete Radikalform des Acetyl-ThDP. Es folgten die strukturellen Identifizierungen
des a-Carbanion/Enamins des 2-(1,2-Dihydroxyethyl)-ThDP der Transketolase aus Saccha-
romyces cerevisiae, des 2-(1-Hydroxyethyl)-ThDP-Derivates des trizyklischen ThDP der
Acetolactatsynthase aus Klebsiella pneumoniae, die Struktur der verzweigtkettigten a-Keto-
sduredehydrogenase aus Thermus thermophilus mit gebundenem 4-Methyl-2-oxopentanoat
und die strukturelle Identifizierung eines Intermediates der Umsetzung von Pyruvat durch die

Pyruvatoxidase aus Aerococcus viridans.”

Die chemische Synthese und die Untersuchung der Eigenschaften von Reaktionsintermedia-
ten lieferten weitere Erkenntnisse. Als Beispiele sollen die Synthesen und Analysen des durch
die Transketolase gebildeten 2-(1,2-Dihydroxyethyl)-ThDP, des durch die Pyruvatdehydroge-
nase und Pyruvatoxidase gebildeten 2-Acetyl-ThDP und des durch die Pyruvatdecarboxylase
gebildeten 2-(1-Hydroxyethyl)-ThDP aufgefiihrt werden.®

* Die Zugangscodes entsprechen INGS (TK; Nilsson et al., 1993), 2PDA (PFOR; Chabriére et al., 1999),
ScPDC mit Ketomalonat (kein pdb-Eintrag; Furey et al., 1996), 1QBP (ScPDC; Lu et al., 1997, 2000), INOH
(AHAS, Saccharomyces cerevisiae; Pang et al., 2003), AHAS (Arabidopsis thaliana; Pang et al., 2004y; kein
pdb-Eintrag), IMCZ und 1Q6Z (BFD; Polovnikova et al., 2003; Bera & Hasson, unveréffentlicht) und 1RP7
(PDH, E. coli; Arjunan et al., 2004).

> Die Zugangscodes entsprechen 1KEK (PFOR; Chabriére ef al., 2001), 1GPU (TK; Fiedler et al., 2002), 10ZG
und 10ZH (ALS; Pang et al., 2004,), ITUMD (KsDH, Thermus thermophilus; Nakai et al., 2004) und 1V5G
(POX, Hossain et al., unveroffentlicht).

® DHEThDP (Krampitz & Votaw, 1966; Siderova et al., 1995; Usmanov et al., 1996), 2-Acetylthiamindiphos-
phats (Gruys ef al, 1987; Frey, P.A., 1989), HEThDP (Krampitz et al., 1958; Holzer & Beaucamp, 1959).
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Ein erster Versuch zur Detektion von Reaktionsintermediaten war der chromatographische
Nachweis von der durch die Umsetzung von '*C-markiertem Pyruvat durch die Pyruvat-
decarboxylase aus Bierhefe gebildetem 2-(1-Hydroxyethyl)-ThDP durch HOLZER und
BEAUCAMP (1959, 1961). Seitdem man Reaktionsintermediate auch spektroskopisch nachwei-
sen konnte, eroffnete sich die Moglichkeit, die Geschwindigkeitskonstanten einzelner Reak-
tionsschritte zu berechnen. Als Beispiele seien die Analysen der entstehenden Intermediate
bei der Umsetzung von konjugierten Substratanalogen durch die Pyruvamid-aktivierte Hefe-
Pyruvatdecarboxylase (Menon-Rudolph et al., 1992), von 4-Nitrobenzoylformiat durch die
Benzoylformiatdecarboxylase (Sergienko et al., 2000) und die Untersuchungen des radikali-
schen HEThDP-Reaktionsintermediates der Pyruvat:Ferredoxinoxidoreduktase aus Chlostri-
dium thermoaceticum genannt (Menon & Ragsdale, 1997; Charon ef al., 1999). Die Analyse
der Kohlenstoff-Isotopieeffekte der Umsetzung *C-markierter Substrate resultierte ebenfalls
in der Bestimmung mikroskopischer Geschwindigkeitskonstanten (Alvarez et al., 1991; Sun
et al., 1995). Seit kurzem ist eine Methode etabliert, die es durch die Anwendung der
'H-NMR Spektroskopie ermoglicht, Reaktionsintermediate in der Katalyse ThDP-abhingiger
Enzyme direkt zu detektieren. TITTMANN et al. (2003, 2004) konnen die ThDP-gebundenen
Intermediate qualitativ und quantitativ bestimmen und die Einzelschritte wéhrend der

Katalyse detailliert untersuchen.

Durch zielgerichtete Mutagenese wichtiger Aminosdurereste im aktiven Zentrum und die
Analyse der Auswirkungen auf die Katalyse konnten weitere Hinweise auf die Reaktions-
mechanismen verschiedener ThDP-abhédngiger Enzyme erlangt werden. Insbesondere sollen
die Untersuchungen von Enzymvarianten der Pyruvatdecarboxylase aus Zymomonas mobilis
und Saccharomyces cerevisiae erwihnt werden. Diese Arbeiten zeigen die Bedeutung der
innerhalb der Pyruvatdecarboxylasen konservierten AS-Reste Asp27, Glu50, His113, His114
und Glu473 wihrend der Katalyse (Nummerierung entsprechend ZmPDC). Auf die Studien
der Varianten der Transketolase, der Acetohydroxysduresynthase und der Benzoylformiat-

decarboxylase sei kurz hingewiesen.’

7 ZmPDC (Diefenbach et al., 1992; Candy & Duggleby, 1994; Bruhn ef al., 1995; Candy et al., 1996; Schenk et
al., 1997; Pohl et al., 1998; Chang et al., 1999; Huang et al., 2001; Tittmann et al., 2003) und ScPDC (Killen-
berg-Jabs, 1997; Liu et al., 2001; Sergienko & Jordan, 2001,,, Tittmann et al., 2003), TK (Wikner et al., 1994,
1995, 1997; Schneider & Lindqvist, 1998), AHAS (Mendel ef al., 2001) und BFD (Sergienko et al., 2000; Po-
lovnikova et al., 2003).
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Die strukturellen Untersuchungen, insbesondere die Rontgenkristallstrukturanalyse, die
Anwendung gentechnisch-molekularbiologischer Methoden, der Einsatz der Synthesechemie
und die kinetisch-spektroskopischen Analysen spielten eine wichtige Rolle bei der Aufkla-
rung von Struktur-Funktionsbeziehungen ThDP-abhidngiger Enzyme. Der vorgeschlagene

Katalysemechanismus eines ThDP-abhéngigen Enzyms ist in Abb. 2 schematisch dargestellt.
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Abb. 2: Vorgeschlagener Katalysemechanismus ThDP-abhdngiger Enzyme.
Abbildung modifiziert nach SCHELLENBERGER (1998). Erlduterungen siehe Text (AP, Aminopy-
rimidinring).
Der erste Schritt der Katalyse ist die initiale Deprotonierung des C2-H-Atoms des Thia-
zoliumrings. Dabei spielt, wie schon erwéhnt, die N1’-Glutamat-Interaktion eine wichtige
Rolle. Das gebildete C2-Carbanion (Ylid) greift nukleophil am Ca-Atom des Substrates
R-CO-X an. Das Carbonylsauerstoffatom des Substrates wird protoniert und das tetrahedrale
ThDP-Substrataddukt, das Intermediat /; wird gebildet. Die Abspaltung des Restes X resul-

tiert in der Bildung des zweiten Reaktionsintermediates /, dem a-Carbanion/Enamin.
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Das a-Carbanion wird durch den Thiazoliumring des ThDP, welcher als Elektronenakzeptor
dient, stabilisiert. Dies wird durch die Resonanzstruktur des Enamins verdeutlicht. Durch
elektrophile Addition von Y an das a-Carbanion/Enamin entsteht ein zweites tetrahedrales

ThDP-Addukt, aus dem unter Deprotonierung das Produkt R-CO-Y freigesetzt wird.

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurde die Indolpyruvatdecarboxylase (Indolpyruvat
Carboxy-Lyase, IPDC) aus Enterobacter cloacae untersucht. Die IPDC wurde erst 1994
durch den Verband ,Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry*“(NCIUB) als Enzym unter EC 4.1.1.74 eingetragen. Sie katalysiert die Bildung
von Kohlendioxid und Indol-3-acetaldehyd aus Indol-3-pyruvat. Essentiell fiir die katalytische
Aktivitit sind die Cofaktoren ThDP und Mg”".

In den Proteindatenbanken SWISSPROT und TREMBL (http://www.expasy.ch) sind insgesamt
12 IPDC-Gene aus verschiedenen Mikroorganismen aufgefiihrt.® Die bakteriellen IPDC-Gene
aus Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Klebsiella aerogenes, Azospirillum brasi-
lense und Azospirillum lipoferum wurden bereits kloniert und hinsichtlich ihrer Indolessig-
sduresynthese niher charakterisiert.” Die IPDC-Gene codieren fiir Polypeptidketten, die aus
ungefdhr 550 Aminosiuren bestehen und einer molaren Masse von circa 60 kDa entsprechen.
Die Analyse der Aminosduresequenzen ergab, dass die Indolpyruvatdecarboxylase eine grof3e

Ahnlichkeit zur Enzymklasse der Pyruvatdecarboxylasen hat (Koga et al., 1991y).

Die Indolpyruvatdecarboxylase reprisentiert in Enterobacter cloacae, ein Mikroorganismus
in der Rhizosphére von Gurken, das Schliisselenzym im Indol-3-pyruvat Biosyntheseweg zur
Darstellung von Indol-3-essigsdure (Koga et al., 1991,, 1992, 1995) (Abb. 3). Da sowohl
Indolpyruvat als auch Indolacetaldehyd instabil und schwer zu isolieren sind (Moore & Sha-
ner, 1968; Gibson et al., 1972) und Indolpyruvat auBlerdem auch nichtenzymatisch zu Indol-
essigsdure umgewandelt werden kann, war es schwierig zu beweisen, dass die Umwandlung

von Indolpyruvat in Indolacetaldehyd enzymatisch erfolgt (Sheldrake, 1973).

8 Enterobacter cloacae (P23234), Azospirillum brasilense (P51852), Pantoea agglomerans (P71323), Mycobac-
terium leprae (Q9CBD®), Lactococcus lactis (Streptococcus lactis) (Q9CGO07), Bacillus cereus (Q81DD4), Me-
thanosarcina acetivorans (Q8TT45), Mycobacterium tuberculosis (053865), Salmonella typhimurium
(Q931IM7), Bacillus anthracis (Q81QEO0), Pseudomonas putida (QIFDC2), Klebsiella aecrogenes (Q48380).

? Indolpyruvatdecarboxylasen aus Enterobacter cloacae (Koga et al., 1991y), Pantoea agglomerans bzw. Erwi-
nia herbicola (Brandl & Lindow, 1996), Klebsiella aerogenes (Zimmer et al., 1994), Azospirillum brasilense
(Costacurta et al., 1994, Carreno-Lopez et al., 2000), Azospirillum lipoferum (Yagi et al., 2001).
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KOGA et al. (1994, 1995) fanden heraus, dass die Indolpyruvatdecarboxylase in Enterobacter
cloacae sowohl den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Gesamtreaktion katalysiert,
als auch die Synthese von L-Tryptophan und Indolessigsdure reguliert. Der Indolpyruvat-Weg
zur Biosynthese von Indolessigsdure beginnt mit der Bildung von Indolpyruvat aus Tryp-
tophan unter Nutzung der L-Tryptophan-Aminotransferase, einem Pyridoxal-abhéngigen
Enzym (Koga et al., 1994). Durch die Indolpyruvatdecarboxylase (Koga et al., 1991,) wird
das Indolpyruvat zu Indolacetaldehyd decarboxyliert, welcher nachfolgend durch eine Alde-
hydoxidase zu Indolessigsdure oxidiert wird (Koga et al., 1991,). Wiahrend Enterobacter
cloacae unter anaeroben Bedingungen insbesondere die Reduktionsprodukte Indollactat und
Tryptophol anreichert, wird unter aeroben Bedingungen hauptsdchlich die Indolessigsdure
gebildet (Koga et al., 1991,) (Abb. 3). Die Indolessigsdure ist ein Phytohormon der
Auxinklasse und besitzt eine zentrale Rolle beim Streckungswachstum, der Forderung der
Zellteilung, der Bildung von Seitenwurzeln und bei der Hemmung von Blatt- und Fruchtfall
(Sheldrake, 1973). In Pflanzen wird die Indolessigsdure hauptsidchlich in Laubblittern,
Embryonen und Meristemen gebildet. Hinsichtlich der wichtigen Rolle dieses Pflanzen-
hormons ist dessen Biosynthese und Regulation von Interesse.

Die Fiahigkeit Indolessigsdure zu produzieren, wurde auch fiir andere Pflanzen-assoziierte
Mikroorganismen, sowohl fiir Pflanzen-pathogene als auch fiir Pflanzen-stimulierende,
beschrieben.'® Wihrend Pflanzen-pathogene Bakterien die Indolessigsiure iiber einen Indol-
acetamid-Biosyntheseweg produzieren, nutzen Pflanzen-stimulierende Bakterien den bereits
beschriebenen Indol-3-pyruvat-Biosyntheseweg (Patten & Glick, 1996) (Abb. 3). Die Pflan-
zen-pathogen Vertreter, in denen die produzierte Indolessigsdure eine krankhafte Gallus- und
Knotenbildung induziert, sind am besten untersucht (Yamada, 1993). Die Bedeutung der
Indolessigsdureproduktion in anderen Bakterien ist kaum erforscht. Es ist unklar, ob diese
Bakterien die Indolessigsdure wéhrend der Kolonisierung von Pflanzenoberflachen produzie-
ren und ob die Bildung dieses Metabolit Vorteile beim bakteriellen Wachstum und beim
Uberleben im Pflanzen-assoziierten Zustand mit sich bringt. Die Produktion von Indolessig-
sdure konnte bei der Entgiftung von Tryptophan-analogen Verbindungen auf der Oberfliche
von Pflanzen von Bedeutung sein, bei der Genregulation von Pflanzenabwehrprozessen betei-
ligt sein oder die Entwicklung einer hypersensitiven Antwort von Pflanzen inhibieren (Brandl
& Lindow, 1998 und Referenzen darin). CARON et al. (1995) fanden heraus, dass das Beimp-
fen von landwirtschaftlichen Nutzpflanzen mit den Indolessigsdure-produzierenden Stdmmen

Enterobacter cloacae und Pseudomonas putida das Wachstum von Keimwurzeln fordert.

' Costacurta & Vanderleyden (1995), Kawaguchi & Syono (1996), Patten & Glick (1996)
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Abb. 3: Schema des L-Tryptophan-abhdngigen Indol-3-pyruvat-Weges zur Indolessig-

sdure-Biosynthese in Enterobacter cloacae.

Die Abbildung wurde nach Koga (1991,, 1995) modifiziert. 1, 1-Tryptophan-Aminotransferase,
2, Indolpyruvatdecarboxylase, 3, Aldehydoxidase, 4, Indolpyruvat-Reduktase, 5, Indollactat-
Oxidase, 6, Indolacetaldehyd-Reduktase, 7, Tryptophol-Oxidase.

Wihrend fiir die de novo Biosynthese von Indolessigsdure in Mikroorganismen nur Trypto-
phan-abhingige Synthesewege beschrieben sind, konnen Pflanzen auch Tryptophan-unab-
hingige Biosynthesewege durchlaufen und Indolessigsdure zusitzlich aus Konjugaten freiset-
zen (Bartel et al., 2001, Cooke et al., 2002). Ein genetischer Beweis fiir eine in Pflanzen wir-
kende IPDC wurde bis jetzt noch nicht erbracht. Allerdings deuten der Nachweis von Indol-
pyruvat (Tam & Normanly, 1998) und der Aldehydoxidase in Pflanzen (Sekimoto et al.,
1997, 1998) auf einen Biosyntheseweg iiber das Indolpyruvat hin. Es ist moglich, dass
dieselbe Pflanze in unterschiedlichen Entwicklungsstadien, in unterschiedlichen Geweben
und unter unterschiedlichen Umweltbedingungen verschiedene Wege zur Biosynthese von
Indolessigsdure nutzen kann (Nonhebel et al., 1993; Bartel, 1997). Enterobacter cloacae
produziert die Indolessigsdure als Sekundidrmetabolit. Im Hinblick auf dessen Isolierung aus

der Rhizosphdre von Gurken, dullern KOGA ef al. (1995) die Hypothese eines mdglichen
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Gentransfers, dhnlich dem Rol-Gen von Agrobacterium tumefaciens. Wére das der Fall,

konnte die IPDC die Indolessigsdure-Biosynthese auch in Pflanzen regulieren.

Zur biochemischen Untersuchung der EcIPDC wurde das Indolpyruvatdecarboxylase-Gen aus
der genomischen Bibliothek von Enterobacter cloacae isoliert (Koga et al., 1991,). Erste
Charakterisierungen der EcIPDC sind durch KOGA ef al. (1992) beschrieben. Die homotetra-
mere EcIPDC besteht aus 4x552 Aminosduren, besitzt eine molare Masse von 240 kDa und
hat einen aus der Aminosiuresequenz berechneten isoelektrischen Punkt von 5.67. Erste kine-
tische Untersuchungen wurden durch Anwendung der quantitativen HPLC-Produktanalyse
durchgefiihrt. KOGA et al. bestimmten fiir die Umsetzung von Indolpyruvat und Pyruvat einen
Ky-Wert von 15 uM bzw. 2.5 mM. L-Tryptophan, Indollactat, B-Phenylpyruvat, Oxalacetat,
Oxalat und Acetoacetat werden nicht decarboxyliert. Zudem wurde B-Phenylpyruvat als
kompetitiver Inhibitor mit einem K;-Wert von 50 uM identifiziert. Fiir die Cofaktoren wurden
Kp-Werte von 0.6 pM (ThDP) und 2.5 mM (Mg”") angegeben. Dabei variiert der Kp-Wert fiir
ThDP mit der Konzentration an Mg”" im Bereich von 6 mM (0.01 mM MgClL) bis 0.6 pM
(5.0 mM MgCl,). In Abwesenheit der Cofaktoren ThDP und Mg dissoziiert das Tetramer,

welches das aktive Holoenzym darstellt, in Dimere und Monomere.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war die detaillierte Untersuchung der Struktur und
des Katalysemechanismus der Indolpyruvatdecarboxylase aus Enterobacter cloacae. Es sollte
herausgefunden werden, inwieweit die EcIPDC anderen ThDP-abhingigen Enzymen dhnelt.
Dabei sollten sowohl strukturelle als auch kinetische Aspekte betrachtet werden.

Zunichst werden die Ergebnisse zu den strukturellen Untersuchungen vorgestellt. Diese bein-
halten die Kristallisation und die Rontgenkristallstrukturanalyse und resultieren in der Aufkla-
rung der dreidimensionalen Struktur der EcIPDC. Rontgenkleinwinkelstreuungsexperimente
dienten zur Untersuchung des Oligomerisierungsgrades in Abhingigkeit von Effektoren.

Um die an der Katalyse beteiligten Aminosdurereste im aktiven Zentrum zu identifizieren,
wurden die EcIPDC-Varianten Asp”Glu, Glu’Asp, His'"°Lys, GIn’**Thr und Glu*®*Asp
generiert und deren steady state Kinetiken analysiert. Die einzelnen Reaktionsintermediate in
der EcIPDC-katalysierten Umsetzung von Indolpyruvat, Pyruvat und Benzoylformiat wurden
durch die Anwendung der 'H-NMR Spektroskopie qualitativ und quantitativ bestimmt.
Anhand der Intermediatverteilung konnen die mikroskopischen Geschwindigkeitskonstanten

der Teilreaktionen in der Katalyse bestimmt werden. Es wird ein Modell zum Katalyseme-
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chanismus der EcIPDC vorgeschlagen. Die kinetischen Messungen umfassen weiterhin die
stopped-flow Messungen zur Analyse eines Substrataktivierungsmechanismus, die Untersu-
chungen der Decarboxylierung 4-substituierter Benzoylformiate und die Priifung der Umset-
zung von Indolpyruvat durch verschiedene Pyruvatdecarboxylasen.

Die strukturellen und kinetischen Ergebnisse werden zusammenhédngend diskutiert und ver-

gleichend zu verwandten ThDP-abhédngigen Enzymen analysiert.

Die gewonnenen Erkenntnisse beziiglich der Struktur und des Katalysemechanismus der
Indolpyruvatdecarboxylase aus Enterobacter cloacae wurden in mehreren Publikationen

verdffentlicht (Schiitz et al., 2003,, 2003y, 2004).



