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Zusammenfassung

Die PPDK ist ein vielseitiges Enzym, welches die reversible Umwandlung von Pyruvat,
Orthophosphat (P;) und Adenosintriphosphat (ATP) zu Phosphoenolpyruvat (PEP), Py-
rophospat (PP;) und Adenosinmonophosphat (AMP) katalysiert. Es spielt eine Rolle als
glykolytisches Enzym einiger Bakterien und Protozoen, wo es in die ATP bildende Richtung
arbeitet und somit die Energieeffizienz erhort. In C4-Pflanzen hingegen wird Pyruvat unter
ATP-Verbrauch in PEP umgewandelt und der priméare CO,-Akzeptor PEP regeneriert. Die
PPDK ist somit eines der geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der C,-Photosynthese.
Die Ubertragung einer Phosphorylgruppe zwischen den weit auseinander liegenden Sub-
stratbindedomanen erfolgt Giber den so genannten Swiveling Domain-Mechanismus, bei
dem die Zentraldoméne (Central Domain, CD) eine Schwenkbewegung durchlauft. Uber
Zwischenkonformationen, welche diese CD im katalytischen Zyklus moglicherweise ein-
nimmt, waren bislang allerdings keinerlei Erkenntnisse verfiigbar. Der Bindungsmodus von
Nukleotiden innerhalb der NBD und deren Offnungs- und SchlieBbewegung bei Substrat-
bindung waren nicht abschliefend geklart und nur in Analogie zu Proteinen mit homologer
NBD postuliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Kristallstrukturen der PPDK aus der C,-Pflanze
Flaveria trinervia, sowie der Cs-Pflanze Flaveria pringlei gelost, welche detaillierte Einblicke
in die Domanenbewegungen der PPDK in ihrem katalytischen Zyklus erméglichen. Es wur-
den zwei bislang unbekannte intermedidre Konformationen der CD beschrieben, wodurch
gezeigt werden konnte, dass die Bewegung der CD nicht linear interpoliert zwischen zwei
definierten Extermkonformationen, sondern stattdessen uiber isolierbare Zwischenstufen
ablauft. Weiterhin wurden geschlossene nukleotidgebundene und offene nukleotidfreie
Konformationen der NBD gefunden, welche méglicherweise auf einen alternierenden Me-
chanismus der Substratbindung und -freisetzung im funktionellen Homodimer/-tetramer
hindeuten.

Abschlieflend wurde eine Bibliothek von bekannten Kinaseinhibitoren auf ihre Wirksam-
keit beziiglich der PPDK hin getestet. Hierbei konnten fiir die PPDK bislang unbekannte
hocheffiziente Inhibitoren aus der Klasse der Bisindolylmaleimide identifiziert werden. Ein
vergleichendes in silico Docking zeigte das Potential einer strukturellen Anpassung dieser

Inhibitoren mit dem Ziel einer erhéhten Selektivitat in Bezug auf die PPDK auf.






Abstract

The pyruvate phosphate dikinase (PPDK) is a versatile enzyme which catalyzes the reversible
interconversion of pyruvate, inorganic phosphate (P;) and adenosine triphosphate (ATP) to
phosphoenolpyruvate (PEP), pyrophosphate (PP;) and adenosine monophosphate (AMP).
PPDK is involved in the energy metabolism of several bacteria and protists as a glycolytic
enzyme where it acts in the ATP-forming direction, boosting the energy efficiency of these
organisms. The PEP-forming direction is used in C4 plants where the primary CO, acceptor
PEP is regenerated by PPDK. Hence, PPDK is one of the rate-limiting enzymes of C,
photosynthesis. Phosphoryl group transfer between the distant substrate binding domains
is realized by the so-called swiveling domain mechanism which employs a swiveling
movement of the central domain (CD). However, intermediate conformations of the CD
have been unresolved so far. Similarly, the binding mode of nucleotides within the nucleotide
binding domain (NBD) and the opening and closing motion of this domain were only
postulated in analogy to other proteins with homologous nucleotide binding domains. A
possible crosstalk between monomers in the functional homodimer or homotetramer has
not been investigated so far.

In the course of this work, a number of novel crystallographic structures of PPDK from
the C, plant Flaveria trinervia and the C; plant Flaveria pringlei have been solved. These
allow to derive a more detailed view on the domain movements of PPDK in its catalytic
cycle. Two conformational intermediates of the CD have been trapped which show that
the swiveling movement of the CD does not proceed in a linear interpolation between two
extreme conformations, but instead proceeds via distinct sub-steps. Additionally, nucleotide-
bound (closed) and nucleotide-free (open) conformations of the NBD were identified in
these structures. This hints at a possible alternate binding change mechanism employed in
the functional dimeric or tetrameric assembly.

Eventually a library of known kinase inhibitors was screened for inhibitory effects on
PPDK. During this study, novel high efficacy inhibitors of PPDK have been identified which
belong to the class of bisindolylmaleimides. A comparative in silico docking approach
revealed high potential for structural adjustment of these inhibitors with the aim of an

improved selectivity towards PPDK.






1. Einleitung

Die Fixierung von CO, durch Pflanzen mittels Photosynthese ist eine — mit Ausnahme
weniger extremer Biotope — Grundvoraussetzung fiir das Fortbestehen des Lebens. Im
Laufe der Evolution entwickelten sich zwei hauptsachlich genutzte Typen der Photosyn-
these. Die am héufigsten anzutreffende Form ist die C;-Photosynthese, bei welcher die
primire CO,-Fixierung im Calvin-Benson-Bassham-Zyklus (CBB) stattfindet (Bassham
etal. 1950; Benson 2002; Bassham 2003). Durch die duale Funktionalitiat der Ribulose-1,5-
bisphosphat-carboxylase/oxygenase (RuBisCO) als Carboxylase und Oxygenase (Miziorko
und Lorimer 1983) ergeben sich allerdings in Abhangigkeit von den vorherrschenden Um-
weltbedingungen — insbesondere bei Trockenheit oder grofier Hitze — Nachteile bei der
Effizienz der CO,-Fixierung. Um diese zu umgehen, entwickelte sich mehrfach unabhéngig
voneinander - aktuelle Untersuchungen gehen von mindestens 61 unabhiangigen Abstam-

mungslinien aus (Sage et al. 2012; Sage 2016) — die so genannte C,-Photosynthese.

1.1. Duale Funktionalitat der RuBisCO

Der erste Schritt des CBB, die Carboxylierung von Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP), wird
durch das Enzym RuBisCO katalysiert. Es stellt somit ein Schliisselenzym der Photosyn-
these dar. Hierbei entstehen aus jeweils drei Molekiilen RuBP und CO, sechs Molekiile
3-Phosphoglycerat (3PGA). Das aktive Zentrum der RuBisCO besteht aus einem Magnesium-
Ion, welches iiber ein Carbamat gebunden wird. Das Carbamat selbst entsteht durch die
Bindung eines Molekiils CO, an die e-Aminogruppe des Lys201 im katalytischen Zentrum
der RuBisCO.

RuBP wird iiber seine Ketogruppe, sowie eine benachbarte Hydroxyfunktion an Mg?*
gebunden (Lundqvist und Schneider 1991). Aus diesem Komplex wird leicht ein Proton eli-
miniert, wodurch sich ein Endiolat bildet, dessen negative Ladung iiber das Mg®" stabilisiert
wird. Das reaktive Endiolat wiederum reagiert mit einem Molekil CO, zu 2-Carboxy-3-

keto-D-arabinitol-1,5-bisphosphat. Durch die Addition von Wasser entsteht ein instabiles,
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1. Einleitung

hydratisiertes Zwischenprodukt, welches in zwei Molekiile 3PGA zerfallt (Abb. 1.1).

Das am Mg*" gebildete, reaktive Zwischenprodukt kann anstatt mit CO, auch mit
molekularem Sauerstoff (O,) reagieren (Abb. 1.1). Bei dieser Oxygenierungsreaktion der
RuBisCO - welche in der Regel etwa viermal langsamer ablauft, als die Carboxylierung - ent-
stehen dann jeweils ein Molekiil 3PGA und 2-Phosphoglycolat (2PG). Im Gegensatz zu
3PGA ist 2PG kein vielseitig einsetzbarer Metabolit, so dass dessen Kohlenstoffgeriist iiber
den Mechanismus des oxidativen C,-Zyklus — der so genannten ,Photorespiration” — zu-

rickgewonnen wird.
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Abbildung 1.1.: Reaktionen der RuBisCO (veradndert nach Berg et al. 2015). Ribulose-1,5-bisphosphat (1) steht
zur Enolform iiber eine Keto-Enol-Tautomerie im Gleichgewicht. Wird die Enolform deprotoniert, entsteht
das aktivierte Enolat (2). Dieses reagiert mit CO, zu 2-Carboxy-3-keto-D-arabinitol-1,5-bisphosphat (3). Durch
Addition von Wasser entsteht ein instabiles hydratisiertes Zwischenprodukt (4), welches in zwei Molekiile 3-
Phosphoglycerat zerfallt (5). Das aktivierte Enolat kann alternativ auch mit molekularem Sauerstoff reagieren,
woduch ein Hydroperoxid-Zwischenprodukt (6) gebildet wird. Dieses hydrolysiert unter Bildung von einem
Molekil 2PG (7) und einem Molekiil 3PGA (5).

1.2. RuBisCO und Photorespiration

Die oxygene Photosynthese entwickelte sich im anaeroben Ozean des Prakambiums. Frii-
heste Hinweise auf das mogliche Wirken oxygener Photosynthese lassen sich auf einen
Zeitraum von vor ca. 3,7 Ga bis 3,2 Ga datieren (Buick 2008). Als wahrscheinlich gilt ihre

Existenz zu einem Zeitpunkt vor ca. 2,45 Ga, gut 100 Ma vor der so genannten ,,Groflen
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1.2. RuBisCO und Photorespiration

Sauerstoffkatastrophe® (engl. Great Oxygenation Event, GOE) vor 2,33 Ga (Canfield 2005;
Buick 2008; Crowe et al. 2013; Luo et al. 2016). Im weiteren Verlauf stieg der atmosphérische
Sauerstoffgehalt auf bis zu 35 % an, bevor er vor etwa 0,85 Ga auf sein heutiges Niveau von
rund 21 % abfiel und sich dort stabilisierte (Holland 2006). Der Sauerstoffgehalt der Ozeane
folgte im Wesentlichen dem des atmosphirischen Sauerstoffgehalts, war aber grofieren
— auch lokalen — Schwankungen unterworfen. Insbesondere in der Tiefsee traten auch
nach dem GOE langere anoxische Phasen auf (Holland 2006). Zudem sank in den letzten
40 Ma die atmosphérische CO,-Konzentration ab und erreichte vor etwa 15 Ma ihr heutiges
Niveau (Sage etal. 2012).

Da sich die Photosynthese unter anaeroben Bedigungen entwickelte, stellte die duale Spe-
zifitit der RuBisCO (Kap. 1.1) fiir CO, und O, keine nachteilige Eigenschaft in Bezug auf die
Effizienz der Kohlenstofffixierung dar. Mit dem Auftreten signifikanter Mengen Sauerstoff
in der Atmosphére und den Ozeanen und dem Absinken des CO,-Gehaltes der Atmosphire
anderte sich dies jedoch. Insbesondere bei Trockenheit und hohen Temperaturen werden
die Spaltoffnungen der Blatter geschlossen, um einen iiberméfligen Wasserverlust durch
Transpiration zu vermeiden. Hierdurch wird aber auch die Aufnahme von CO, iiber die
Spaltéffnungen verhindert, so dass die intrazellulare CO,-Konzentration weiter absinkt,
was letztlich die konkurrierende Oxygenierungsreaktion der RuBisCO zusatzlich begiins-
tigt.

Bei der Carboxylierung von einem Molekiil RuBP durch die RuBisCO entstehen unter
Verbrauch von einem Molekiil CO, zwei Molekiile 3PGA. Dieses wird in den nachfolgenden
Reaktionen des CBB zu Triosephosphat reduziert. Die Oxygenierung von RuBP fiithrt hinge-
gen unter Verbauch eines Molekiils O, zu equimolaren Mengen 3PGA und 2PG (Bowes et al.
1971). 2PG kann nicht im CBB verwertet werden, sondern wird iiber mehrere Zwischenstu-
fen unter Beteiligung von Peroxisomen und Mitochondrien und unter Sauerstoffverbrauch
oxidativ zu 3PGA umgewandelt. Zudem wirkt 2PG in héheren Konzentrationen toxisch auf
die Pflanze (Anderson 1971). Bei diesem Umwandlungsprozess — dem oxidativen C,-Zyklus
oder Photorespiration — wird netto CO, freigesetzt. Da die Oxygenierung — wie auch die
Carboxylierung — von RuBP durch die RuBisCO nur bei Belichtung eintritt, ist der oxidative
C,-Zyklus ebenfalls nur bei Illumination aktiv. Er lauft somit immer gleichzeitig zum CBB
und diesem entgegengesetzt ab.

Aktuelle Daten legen nahe, dass der Anteil der Photorespiration rezenter Landpflanzen

bei gemafligten Temperaturen und guter Diingung bis zu 17 % der Photosynthese ausmacht
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1. Einleitung

(Cegelski und Schaefer 2006). Bei hohen Temperaturen und Trockenheit kann dieser Anteil
nochmals hoher ausfallen, so dass die Photorespiration in Abhangigkeit der vorherrschen-
den Umweltbedingungen eine ernstzunehmende Limitation der photosynthetischen Effizi-
enz darstellt, da primar fixiertes CO, wieder freigesetzt wird und refixiert werden muss.
Hieraus resultiert ein Selektionsdruck, der insbesondere in warmen Regionen die Entste-
hung von angepassten Formen der Kohlenstofffixierung — beispielsweise dem Crassulaceen-
Saurestoffwechsel (Crassulacean Acid Metabolism, CAM), oder der C,-Photosynthese -
beginstigte (Bauwe 2011).

1.3. C,-Photosynthese

Die C,-Photosynthese stellt eine — durch konvergente Entwicklung mehrfach unabhan-
gig voneinander entstandene — Variante der Photosynthese dar, welche durch einen CO,-
Konzentrationsmechanismus die Effizienz der Photosynthese in warmen und trockenen
Habitaten mit hoher Lichtintensitat deutlich erhoéht. Die erhohte Effizienz wird durch die
raumliche Trennung einer CO,-Vorfixierung, deren Produkt der C,-Korper Oxalacetat ist,
vom CBB erreicht. Diese rdumliche Trennung von der CO,-Fixierung durch die RuBisCO
wird zumeist Giber zwei Zelltypen hinweg sichergestellt: Mesophyllzellen und Biindelschei-
denzellen. Einige wenige Spezies realisieren die C,-Photosynthese aber auch innerhalb
einer Zelle (Voznesenskaya etal. 2001; Voznesenskaya et al. 2002; Edwards und Vozne-
senskaya 2011). Die aus dem priméren Carboxylierungsprodukt Oxalacetat gebildeten C,-
Korper Malat oder Aspartat dienen hierbei als Transportform des CO,. Durch ihre Dec-
arboxylierung kann CO, kontrolliert und in hoher Konzentration in unmittelbarer Néhe
der RuBisCO freigesetzt und angereichert werden, wodurch die Oxygenaseaktivitat der
RuBisCO unterdriickt wird.

Typisch fiir viele C,-Pflanzen ist die charakteristische Anatomie ihrer Blitter, die so ge-
nannte ,Kranz-Anatomie® (Haberlandt 1896). Bei dieser umgibt ein namensgebender Kranz
von Biindelscheidenzellen (BS-Zellen) das im Zentrum liegende Leitbtindel (Abb. 1.3). Die
BS-Zellen selbst sind ebenfalls kranzférmig von Mesophyllzellen umgeben. Beide sind tiber
ein dichtes Netz von Plasmodesmata miteinander verbunden, wodurch das in den Meso-
phyllzellen vorfixierte CO, moglichst schnell in die BS-Zellen gelangen kann (Botha 1992).
Biochemisch lassen sich verschiedene Subtypen der C,-Photosynthese unterscheiden: Der
NADP-Malatenzym-Typ (NADP-ME) (Abb. 1.2), der NAD-Malatenzym-Typ (NAD-ME) und
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1.3. C,-Photosynthese

der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase-Typ (PEPCK), wobei der NADP-ME-Typ der ein-
fachste und am haufigsten anzutreffende ist. Zusatzlich besitzt er eine grofere katalytische
Effizienz der RuBisCO im Vergleich zum NAD-ME-Typ und PEPCK-Typ (Ghannoum et al.
2011). Im Folgenden soll ndher auf den NADP-ME-Typ eingegangen werden, da dieser auch
in Flaveria trinervia Anwendung findet, aus welcher eine der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten PPDK-Isoformen stammt.

Gasformiges CO, diffundiert ins Cytosol der Mesophyllzellen, wo es iiber eine Carboan-
hydrase (CA) zu Hydrogencarbonat umgesetzt wird. Dieses dient anschlieffend zur Car-
boxylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) mittels einer Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
(PEPC), wobei Oxalacetat entsteht. PEP fungiert also als primérer CO,-Akzeptor, dessen
Carboxylierungsprodukt in den Chloroplasten transportiert wird, wo es entweder durch
eine NADP-abhingige Malatdehydrogenase (NADP-MDH) zu Malat reduziert, oder durch
die Aspartat-Aminotransferase (AspAT) zu Aspartat transaminiert wird. Sowohl Aspar-
tat, als auch Malat diffundieren tiber Plasmodesmata in benachbarte Biindelscheidenzellen
und werden dort in die Chloroplasten transportiert, wo Aspartat zu Oxalacetat und die-
ses wiederum tiber eine NADP-MDH in Malat umgesetzt werden. Malat wird dann tiber
das namensgebende NADP-ME decarboxyliert. Hierdurch wird CO, freigesetzt, welches
im Chloroplasten der BS-Zellen akkumuliert und dann direkt in den CBB eingeschleust
wird. Das entstandene Pyruvat wird im Cytosol entweder zu Alanin transaminiert oder
diffundiert unverandert zuriick in die Mesophyllzelle, wo im Chloroplasten aus Pyruvat der
priméire CO,-Akzeptor PEP durch die PPDK unter Adenosintriphosphat(ATP)-Verbrauch

regeneriert wird.

1.3.1. Evolution der C,-Photosynthese

Es wird heute allgemein angenommen, dass die stark erhohte Photorespirationsrate in
warmen und trockenen Habitaten im Zusammenspiel mit dem Absinken der atmospha-
rischen CO,-Konzentration letztlich die treibende evolutionére Kraft fiir die Entstehung
der C,-Photosynthese darstellt (Sage et al. 2012). Der Selektionsdruck ist hierbei durch die
massive photorespiratorische Freisetzung von CO, bedingt, so dass zunéchst Mechanismen
begiinstigt werden, welche die Refixierung des freigesetzten CO, unterstiitzen. Bemerkens-
wert ist das vollige Fehlen von Spezies mit C,-Photosynthese in den meisten Familien von

C;-Pflanzen. Dies deutet darauf hin, dass eine Pradisposition bei einigen Familien besteht,
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1. Einleitung
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Abbildung 1.2.: Schema der C4-Photosynthese des NADP-ME-Typs, wie sie in C,-Pflanzen des Genus Flaveria
zu finden ist (eigene Darstellung nach Brautigam und Weber 2011; Gowik et al. 2011). CO, wird im Cytosol
der Mesophyllzellen in Form von Oxalacetat (OOA) vorfixiert und zu Malat (M) reduziert. Dieses wird in
die Chloroplasten der Biindelscheidenzellen transportiert und dort decarboxyliert, wobei CO, freigesetzt
wird. Pyruvat (Pyr) gelangt zuriick in die Mesophyllzellen wo durch die PPDK der primére CO,-Akzeptor
PEP regerneriert wird. Eine genaue Beschreibung dieses Zyklus findet sich in Kap. 1.3. Weitere verwendete
Abkiirzungen: Alanin-Aminotransferase (AlaAT), Aspartat-Aminotransferase (AspAT), Carboanhydrase (CA),
NADP-abhéngige Malatdehydrogenase (NADP-MDH), Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC).

C4-Photosynthese hervorzubringen, wahrend bei den meisten anderen bestimmte grundle-
gende Voraussetzungen hierfiir offenbar nicht gegeben sind (Sage 2004; Sage et al. 2012).
Vereinfacht lésst sich die Evolution der C,-Photosynthese als fiinfstufiges Modell darstel-
len (Abb. 1.4), dessen erste Stufe eine Prikonditionierungsphase umfasst, in deren Verlauf
die notwendigen Eigenschaften fiir die Entwicklung einer funktionalen C,-Photosynthese
erworben werden.

Zu diesen Grundvoraussetzungen zéhlt eine erhéhte Dichte an Leitbtindeln. Diese wurde
in engen Cs-Verwandten von C4-Spezies aus z.B. Flaveria oder Heliotropium dokumen-
tiert (Sage et al. 2012). Weiterhin ist denkbar, dass die Duplikation von Genen, welche fiir
Schliisselenzyme der C,-Photosynthese — beispielsweise der PEPC, PPDK oder der CA -
kodieren eine weitere Voraussetzung darstellt. Hierdurch wird die Neufunktionalisierung
dieser Enzyme fiir die Ausbildung der C,-Photosynthese ermoglicht, ohne Auswirkungen
auf die urspriingliche Funktionalitdt zu haben. Aus Flaveria ist bekannt, dass die Expres-
sion von ppcA und ca3 durch das so genannte M-regulatorisches Modul (M Regulatory

Module, MEM) cis-regulatorisch kontrolliert wird. Eine Variante dieses regulatorischen
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1.3. C,-Photosynthese
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Abbildung 1.3.: Darstellung der sich im Laufe der C,-Evolution verdndernden Blattanatomie (verandert nach
Sage etal. 2012). Die BS-Zellen in Cs-Pflanzen sind typischerweise klein und weisen wenige Organellen auf.
Die Glycindecarboxylase (GDC) wird in den Mitochondrien aller Zellen exprimiert (a). Nahe C;-Verwandte
von C,-Spezies zeigen hingegen vergrofierte BS-Zellen und eine grofiere Anzahl von Organellen (b). In
Pflanzen mit einer Proto-Kranzanatomie (c) sind die BS-Zellen weiter vergrofiert, deutlich abgerundet und mit
vielen Organellen ausgestattet. Die GDC ist weiterhin in allen Mitochondrien zu finden, allerdings sind diese
in den BS hauptsachlich zum Leitbiindel hin ausgerichtet. In C3-C,4 intermediéren Spezies mit funktioneller
C,-Photosynthese ist die GDC ausschliellich in den Mitochondrien der BS-Zellen zu finden. Auch die Mehrzahl
der Chloroplasten der BS-Zellen ist nun zum Leitbiinden hin orientiert (d). Bei C4,-Photosynthese () mit
voll ausgepragter Kranz-Anatomie sind die BS-Zellen stark vergroflert und alle Organellen in den BS-Zellen
zentripetal lokalisiert. Weitere Abkiirzungen: Palisaden- (P) und Schwammparenchym (S), sowie Schliefizellen
(G) und Epidermis (E).

Elements sorgt in C,-Flaveria fiir eine spezifische Expression dieser Gene in den Meso-
phyllzellen (Gowik et al. 2004; Gowik und Westhoff 2011; Gowik et al. 2016). Den nachsten
Schritt stellt die Ausbildung einer Proto-Kranz-Anatomie dar. In C;-Pflanzen weisen die
BS-Zellen nur eine geringe photosynthetische Aktivitat — diese lduft in der Hauptsache in
den Mesophyllzellen ab — und entsprechend wenige Zellorganellen auf. Bei Pflanzen mit
Proto-Kranz-Anatomie (Muhaidat et al. 2011) ist die Anzahl der Mesophyllzellen jedoch
auf Grund der erhohten Anzahl an Leitbiindeln verringert. Gleichzeitig sind die BS-Zellen
deutlich vergroflert, haben vermehrt Kontakt zum Intrazellularraum, und weisen eine er-
hohte Anzahl an Chloroplasten und Mitochondrien auf, wobei sich die Mitochondrien zum

Leitbiindel hin orientieren und die Chloroplasten entlang der Zellwand zum Intrazellular-
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1. Einleitung

Effiziente
C,-Photosynthese

5 | Optimierung

Etablierung des
C,-Metabolismus

C,-Photosynthese

Proto-Kranz-Anatomie

1 Prakonditionierung

Abbildung 1.4.: Modell der C,-Evolution (nach Sage 2004). Diese lasst sich in fiinf Stufen einteilen: (1) Erfiillen
von grundlegenden Voraussetzungen (z.B. Genduplikation, dicht gepackte Leitbiindel), (2) Ausbildung einer
Proto-Kranz-Anatomie, (3) Photorespiratorische CO,-Pumpe in Form der C,-Photosynthese, (4) Etablierung
des C4-Metabolismus (insbesondere Erhchung der PEPC-Aktivitit), (5) Optimierung des C,-Metabolismus
und der Kranz-Anatomie.

raum hin akkumulieren. Einige Chloroplasten befinden sich aber auch in direkter Néhe
der Mitochondrien. Die erhéhte Organellzahl in der BS-Zellen ist als Indiz dafiir zu werten,
dass die durch die verminderte Anzahl hervorgerufene geringere Photosyntheseleistung
der Mesophyllzellen durch die BS-Zellen kompensiert wird (Sage et al. 2012). Muhaidat et al.
skizzierten 2011 die Moglichkeit eines intrazellurdren Glycin-Shuttles als funktionellen
Hintergrund der Proto-Kranz-Anatomie: Durch die Photorespiration in den Peroxisomen
anfallendes Glycin wird in den Mitochondrien durch die Glycindecarboxylase (GDC) decar-
boxyliert. Durch die zentripetale Lokalisation der meisten Mitochondrien und die grof3e
Vakuole der BS-Zellen wird das dabei freigesetzte CO, in diesem Bereich konzentriert, wo-
durch die RuBisCO derjenigen Chloroplasten, welche sich in raumlicher Nihe befinden,
mit hoherer Effizienz arbeiten kann. Es handelt sich also um einen einfachen Mechanismus,

um die Refixierung von photorespiratorischem CO, zu erleichtern. Tatsédchlich lief3 sich
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1.3. C,-Photosynthese

experimentell fiir einige Spezies ein um bis zu 15 % verringerter CO,-Kompensationspunkt!

im Vergleich zu nahen C;-Verwandten ermitteln (Muhaidat et al. 2011).

Die GDC wird bei Pflanzen mit Proto-Kranz-Anatomie in allen Mitochondrien der Me-
sophyllzellen, sowie der BS-Zellen exprimiert. Geht in den Mesophyllzellen die Aktivitat
der GDC verloren und verstarkt sich in gleichem Mafle ihre Aktivitat in den Mitochondri-
en der BS-Zellen, so etabliert sich ein iiber zwei Gewebe verteilter photorespiratorischer
CO,-Kreislauf, bei welchem Glycin aus den Mesophyllzellen in den Mitochondrien der
BS-Zellen decarboxiliert wird. Durch diesen Kreislauf wird CO, in den BS-Zellen weitaus
stiarker angereichert, als dies bei dem zuvor dargelegten intrazelluldren Glycin-Shuttle der
Fall ist. Durch die damit einhergehende Effizienzsteigerung der RuBisCO in den Chloroplas-
ten der BS-Zellen verandert sich der Selektionsdruck, welcher von der Photorespiration
ausgeht, grundlegend: Sie stellt nun kein Hinderniss durch Effizienzverlust mehr dar, son-
dern erfiillt im Gegenteil nun die Rolle einer internen CO,-Quelle fiir die Chloroplasten der
BS-Zellen (Sage et al. 2012). Bei C5-C,-intermedidren Spezies fiihrt dies zur so genannten
,Cy-Photosynthese®. Die BS-Zellen und ihre Vakuolen sind im Vergleich zu Proto-Kranz-
Pflanzen weiter vergroflert, was die Diffusion von CO, aus der Zelle heraus zusétzlich er-
schwert. Dariiber hinaus ist nun auch der Grof3teil der Chloroplasten in den BS-Zellen
zentripetal lokalisiert und bildet eine Schicht direkt benachbart zu den Mitochondrien aus
(Abb. 1.3d), wodurch das entstehende CO, effizient refixiert werden kann (Caemmerer 1989).

Anatomisch sind somit die Voraussetzungen fiir die Etablierung der C,-Photosynthe-
se durch eine Trennung in Photosynthetisch inaktive Mesophyllzellen und photosynthe-
tisch aktive BS-Zellen gegeben. Neben C;-C,-intermediédren Pflanzen, die ausschlief3lich
eine C,-Photosynthese betreiben existiert eine weitere Gruppe, welche parallel einen — in
unterschiedlichem Umfang — funktionellen C,-Zyklus besitzt. Dieser kennzeichnet sich
durch deutlich gesteigerte Aktivitaiten von PEPC und PPDK in den Mesophyllzellen, sowie
NADP-ME in den BS-Zellen und eine héhere CO,-Fixierungsrate (Monson et al. 1986; Ku
etal. 1991; Vogan und Sage 2011). Durch weitere Anpassungen, wie beispielsweise eine
Verminderung des CBB in den Mesophyllzellen, entstanden dann die ersten Pflanzen mit

ausschliefilicher C,-Photosynthese.

IDer CO,-Kompensationspunkt I bezeichnet die CO,-Konzentration, bei der die CO,-Aufnahme (Photosyn-
these) mit der CO,-Abgabe (Photorespiration und Atmung) im Gleichgewicht steht. Er betragt fiir typische
C,-Pflanzen etwa 40 pL L™! bis 60 uL L%, fiir C,-Pflanzen ist er zumeist kleiner als 10 uL. L™!(Bauwe 2011).
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1. Einleitung

1.4. Das Genus Flaveria als Modell der C,-Evolution

Das Genus Flaveria umfasst eine Vielzahl an Spezies, welche C,-Photosynthese betreiben.
Fiir die Untersuchung der C,-Evolution wertvoll ist der Umstand, dass dieses Genus zudem
Spezies mit konventioneller C;-Photosynthese, sowie etliche intermedidre C;-C,-Formen
umfasst (Gowik etal. 2011). Dieser Umstand erlaubt es nicht nur, wie in Kap. 1.3.1 be-
schrieben, die evolutionare Entwicklung der C,-Photosynthese anhand von anatomischen,
genetischen oder biochemischen Vergleichen zwischen C;, C5-C, und C,-Flaverias nach-
zuvollziehen, sondern auch vergleichende Studien mit praktischem Anwendungsbezug
durchzufithren. So unterliegen beispielsweise C;-PEPCs im Gegensatz zu C,-PEPCs einer
Feedback-Inhibierung durch Malat und Aspartat (Wedding etal. 1990). Der Verlust der
Malat-Sensitivitat in der C,-PEPC aus F. trinervia konnte durch strukturelle Vergleiche mit
einer C;-PEPC aus Flaveria pringlei auf eine einzelne Aminosauresubstitution zuriickge-
fihrt werden (Paulus et al. 2013). Weitere Studien konnten zeigen, das Wirkstoffe aus der
Klasse der Chalkone spezifisch in die veranderte Malat/Aspartat-Bindetasche der C,-Form
binden und dort in geringen Konzentrationen inhibitorisch wirken konnen, wéhrend die
C;-Form nicht oder deutlich weniger affin inhibiert wird, was potentiell die Entwicklung

C,-spezifischer Herbizide ermdglicht (Nguyen et al. 2016).

1.5. Das Enzym Pyruvat-Phosphat Dikinase

Die Pyruvat-Phosphat Dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1) ist ein Enzym aus der Klasse der Phos-
photransferasen (Kinasen). Es katalysiert reversibel die Umsetzung von Pyruvat, ATP und
Orthophosphat (P;) zu PEP, AMP und Pyrophospat (PP;) (Abb. 1.5). Isoformen der PPDK
wurden in Pflanzen, einigen Bakterien, Archden und Protozoen, allerdings nicht in Verte-

braten oder Insekten gefunden.

0 CH
OH OH
ch& + ATP + P 2031»0)%( + AMP + PP;
(6] (6]
Pyruvat Phosphoenolpyruvat

Abbildung 1.5.: Katalysierte Reaktion der PPDK. Pyruvat wird unter ATP-Verbrauch zu PEP phosphoryliert.
Eine weitere Phosphorylgruppe wird auf P; iibertragen, wodurch PP; entsteht.
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1.5. Das Enzym Pyruvat-Phosphat Dikinase

1.5.1. Struktureller Aufbau und Mechanismus

Die PPDK kann anhand ihrer dreidimensionalen Struktur, sowie der Verteilung ihrer funk-

tionalen Elemente in drei Domanen unterteilt werden (AS in Flaveria-Notation):

1. Nukleotid-Bindedoméne (NBD, AS 1-340)
2. Zentrale Doméne (CD, AS 380-515)

3. PEP/Pyruvat-Bindedoméne (PBD, AS 535-874)

Die Reste der NBD bilden eine so genannte ATP-grasp, welche typisch fiir eine Vielzahl
an ATP bindenden Proteinen ist (Yamaguchi etal. 1993; Wang et al. 2011). Die NBD kann
weiterhin in drei Subdoménen unterteilt werden (Fawaz et al. 2011): Die erste (NBD1, AS
1-111 und AS 197-243) weist eine a+f-Faltung mit einem finfstrangigen, antiparallelen
B-Faltblatt auf (Efimov 1995; Herzberg etal. 1996). NBD2 (AS 112-196) besteht aus vier
a-Helices wahrend die NBD3 (AS 244-340) wiederum eine a+f-Faltung zeigt, bei der zwei
Helices ein fiinfstriangiges, antiparalleles p-Faltblatt einfassen. Etwa 340 Reste der PBD
formen ein TIM Barrel-Motiv (Banner etal. 1975), welches auch die Substratbindestelle
beinhaltet. Diese weist strukturell Ahnlichkeiten zur Pyruvat-Bindestelle der Pyruvat-
Kinase auf (Herzberg et al. 1996; Herzberg et al. 2002). Die CD ist iiber zwei flexible Linker-
Helices N-terminal mit der NBD und C-terminal mit der PBD verbunden. Das katalytisch
aktive His-456 (Flaveria-Notation), welches die Phosphorylgruppe tibertragt, befindet sich
am der wissrigen Phase zugewandten Ende der Helix 20 in der CD (Abb. 1.6). Ein PPDK-
Monomer weist ein Molekulargewicht von etwa 95 kDa auf.

Eine bemerkenswerte Eigenschaft der PPDK ist die Kaltelabilitat der meisten Isoformen.
Bei Temperaturen unter 10 °C bifit das Enzym einen Grofiteil seiner Aktivitét ein (Hatch und
Slack 1968). Nachfolgende Untersuchungen fiithrten diesen beobachteten Aktivitatsverlust
auf eine Anderung des oligomeren Zustandes zuriick: So ist die aktive Form der aus Mais
isolierten PPDK ein Tetramer, wihrend die durch Kilte inaktivierte Form als Di- und
Monomer vorliegt (Sugiyama 1973; Shirahashi et al. 1978). Zudem ist die Inaktivierung durch
einfaches Erwarmen auf 30 °C weitestgehend reversibel (Burnell und Hatch 1985; Ashton
etal. 1990). Sugiyama (1973) konnte auch bei der isolierten Dimerform eine Restaktivitat
feststellen. Fiir die Ausbildung von Tetrameren, sowie fiir die katalytische Aktivitat werden
zudem Mg®*-Tonen benétigt (Sugiyama 1973; Nakamoto 1990). Fiir bakterielle PPDKs wurde

hingegen das Dimer als aktive Form beschrieben.
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1. Einleitung

Abbildung 1.6.: Darstellung der Doménenorganisation der PPDK aus F. trinervia (PDB 5JVL/D) als Bander-
modell. Die N-terminale NBD ist in griin abgebildet, wobei die einzelnen Subdoménen in verschiedenen
Grinténen dargestellt sind. Die CD ist gelb und die C-terminale PBD blau gefarbt. Dem Betrachter zugewandt
ist das N-terminale Ende der Helix 20 mit dem dort befindlichen katalytischen His-456 (magenta). Die die CD
mit den beiden Substratbindesominen verbindenden Linker sind rot gefarbt. In den beiden Substratbindedo-
ménen sind das ATP-Analogon 2’-Br-d AppNHp sowie PEP als Kalottenmodell dargestellt.

Die Auspragung der Kaltelabilitat variiert teils auch innerhalb eines Genus stark. So wird
die PPDK aus F. trinervia bei einer Inkubation von 30 min bei 0 °C nahezu vollstandig inhi-
biert (Abb. 1.7), wahrend die PPDK aus Flaveria brownii nach Kéltebehandlung noch eine
Restaktivitat von 80 % aufweist (Burnell 1990). Sequenzvergleiche zwischen den verschiede-
nen Flaveria-Spezies lassen aufgrund der ansonsten itberaus hohen Sequenzidentitat darauf
schlieflen, dass die in z.B. F. brownii beobachtete Unempfindlichkeit der PPDK gegeniiber
Kalte auf nur drei Aminosiauresubstitutionen (GIn790Pro, Ile806Leu, Ile873Val; vgl. An-
hang A.1) zuriickzufiihren ist (Usami et al. 1995; Ohta et al. 1996). Vermutlich spielen diese
drei Reste eine besondere Rolle bei der Stabilisierung des dimeren und/oder tetrameren
Oligomerisierungszustands tiber hydrophobe Wechselwirkungen.

Herzberg et al. klarten 1996 die dreidimensionale Struktur der bakteriellen PPDK aus Clo-
stridium symbiosum auf (PDB 1DIK). Anhand dieser und unter Berticksichtigung der oben
genannten Doménenorganisation postulierten sie den so genannten Swiveling-Domain-Me-
chanismus, welcher seitdem als Modell zur Erklarung der Funktion der PPDK dient. Die CD
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F. bidentis Abbildung 1.7.: Kiltelabilitait der PPDK (verdndert

nach Burnell 1990). Aktivitat der PPDK verschiedener
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beschreibt dabei zusétzlich zu einer Translationsbewegung eine Rotation von ~104° um eine
gedachte Drehachse entlang der sie mit den beiden Substratbindedoménen verbindenden
flexiblen Linker-Helices. Hierdurch kann dann die an die e-Aminogruppe des katalytischen
Histidins gebundene Phosphorylgruppe von der NBD auf die PBD und umgekehrt iiber-
tragen werden, wobei eine Distanz von etwa 45 A tiberbriickt wird (Herzberg et al. 1996;
Lim etal. 2007). Spater veroffentlichte Strukturen von PPDKs aus Trypanosoma brucei (Co-
senza etal. 2002) und Zea mays (Nakanishi et al. 2005) bestatigten den vorgeschlagenen

Mechanismus.

1.5.2. Regulation

Reguliert wird die Aktivitidt der PPDK iiber die ADP-abhiangige Phosphorylierung eines
Threoninrestes (Thr-454 in Flaveria) (Burnell und Hatch 1985). Die Phosphorylierung der
PPDK hat hierbei eine Inaktivierung zur Folge (Abb. 1.8). Dies erfolgt in Pflanzen lichtab-
hangig durch das PPDK regulierende Protein (PPDK-RP): Bei Illumination wird die PPDK
dephosphoryliert, bei Dunkelheit phosphoryliert. Eine zentrale Doméane des PPDK-RP fin-
det sich auch in Bakterien, welche die PPDK als glykolytisches Enzym einsetzen (Burnell
und Chastain 2006; Burnell 2010), so dass — auch aufgrund des konservierten Vorhanden-
seins des regulatorischen Threoninresten — davon ausgegangen werden kann, dass die

Regulation der PPDK im Allgemeinen und nicht nur in Pflanzen iiber einen dhnlichen
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1. Einleitung

Mechanismus erfolgt. Bemerkenswert ist hierbei, dass sowohl die Phosphorylierung, als
auch die Dephosphorylierung durch ein und dasselbe Enzym katalysiert werden (Burnell
und Hatch 1983), welche bei anderen posttranslational phosphorylierten Proteinen zumeist
von jeweils einer distinkten Kinase und einer Phosphatase iibernommen werden (Smith und
Walker 1996; Hardie 1999). Anhand der jingst aufgeklarten Kristallstruktur des PPDK-RP
aus Z. mays (PDB 5DON) werden beide Funktionalitaten einer Doméne am C-Terminus des
PPDK-RP zugeordnet (Jiang et al. 2016). Der regulatorische Threoninrest der PPDK befindet

Dunkel
ADP AMP
/;mr \ff?fﬁg/ //Tm<3
PPDK < >  PPDK
N His -® Jég;@;P\ N His -®
aktiv PP; P, inaktiv
Licht

Abbildung 1.8.: Regulation der PPDK tiiber post-translationale Phosphorylierung eines Threonins (verdndert
nach Chastain etal. 2011). Die am katalytischen Histidin phosphorylierte Form der PPDK kann durch das
PPDK-RP unter ADP-Verbrauch an einem regulatorisch wirksamen Threoninrest phosphoryliert werden. Die
resultierende, zweifach phosphorylierte Form der PPDK ist inaktiviert.

sich in unmittelbarer Ndhe des katalytisch relevanten Histidins (Thr-454 und His-456). Der
postulierte Wirkmechanismus geht von einer elektrostatischen Abstof3ung bei Annéherung
an die dhnlich geladenen Substrate PEP und Pyruvat aufgrund der zusétzlichen zweifach
negativen Ladung des phosphorylierten Threonins aus. Somit wird eine Phosphorylgrup-
peniibertragung effektiv unterbunden. Diese Hypothese wurde durch Subtitutionsmutanten
tberprift, bei welchen das regulatorische Threonin durch Aspartat oder Glutamat ersetzt
wurde, was die negative Ladung bei Phosphorylierung dieses Restes nachbildet. Die so
generierten Phosphorylierungsmutanten zeigten keinerlei Aktivitat, was dem beobachteten

Effekt der Threoninphosphorylierung entspricht (Chastain et al. 2000).

1.5.3. Funktion der Pyruvat-Phosphat Dikinase

Die PPDK erfiillt auf Grund der freien Reversibilitat der von ihr katalysierten Reaktion in

verschiedenen Organismen unterschiedliche Funktionen. So wird in Bakterien, Archiaen
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und Protozoen in der Regel die Pyruvat bildende Richtung vorgefunden, wobei zusétzliches
ATP gebildet wird. In C,-Pflanzen bedingt der Einsatz im Rahmen der C,-Photosynthese
die PEP bildende Reaktionsrichtung. Vielféltig und noch nicht umfassend geklart stellt sich
die Funktion der PPDK hingegen in Cs-Pflanzen dar.

C;-Pflanzen

Die biochemische Charakterisierung von C4-PPDKs wird, trotz ihres ubiquitaren Vorkom-
mens in vielen Geweben von Cs-Pflanzen, durch ihre nur sehr geringe Konzentration er-
schwert (Chastain und Chollet 2003). In vivo ist es so nur schwer mdglich die Umsetzung
der Substrate, sowie die Produktbildung der PPDK zuverldssig zu verfolgen, da ihre Aktivi-
tat durch den Hintergrund anderer Reaktionen - beispielweise der Pyruvat-Kinase oder der
PEP-Carboxykinase — maskiert wird (Chastain et al. 2011). Zudem zeigen knock-out Linien
von Arabidopsis thaliana und Oryza sativa bei normalen Wachstumsbedingungen keinerlei
phanotypischen Auffilligkeiten (Kang et al. 2005; Chastain et al. 2011).

Fiir einige Spezialfalle, bei denen die PPDK lokal in groflen Konzentrationen vorkommt,
liegen hingegen genauere Erkenntnisse vor. So wird in sich entwickelnden Samen von
O. sativa und Z. mays die PPDK in frithen Entwicklungsphasen in groflen Mengen im Cyto-
sol des Endosperms exprimiert (Chastain et al. 2006; Mechin et al. 2007; Hennen-Bierwagen
etal. 2009). In spateren Phasen wird hingegen die Genexpression herunterreguliert, sowie
vorhandene PPDK durch Phosphorylierung posttranslational inaktiviert (vgl. 1.5.1). Hier-
aus wurde geschlossen, dass die PPDK in diesem Fall funktionell mit Stoffwechselwegen
verkniipft ist, welche charakteristisch fiir die frithe Samenentwicklung sind. Zu nennen
sind beispielsweise die Fett- und Aminosiure-, sowie die Lipidsynthese. Gestiitzt wird diese
Annahme durch die starke pH-Abhéangigkeit der PPDK in Bezug auf die bevorzugte Reak-
tionsrichtung. Von C,-PPDKs ist aus in vitro Studien bekannt, dass ihr pH-Optimum fiir
die PEP bildende Reaktionsrichtung bei pH 8,3 liegt. Dieser pH entspricht in etwa dem
im Stroma belichteter Chloroplasten. Hingegen lauft die Reaktion in Pyruvat bildender
Richtung bevorzugt bei pH 6,8 ab, was in etwa dem vorherrschenden pH im Cytosol ent-
spricht. Bei diesen Bedingungen lauft die PEP bildende Reaktion nur noch mit etwa 6 % der
urspriinglichen Reaktionsrate bei pH 8,3 ab (Jenkins und Hatch 1985). Das gebildete Pyru-
vat steht dann als Substrat fiir den Aufbau von freien Fettsduren, oder die Transaminierung

von Pyruvat zu Alanin zur Verfiigung.

25
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In seneszenten Blattern von A. thaliana konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die cytoso-
lische Form der PPDK vermehrt exprimiert wird (Taylor et al. 2010). Hier wurde postuliert,
dass die PPDK wahrscheinlich an der Stickstoffremobilisierung beteiligt ist. Dabei soll Pyru-
vat, welches aus der Desaminierung von anderen Aminoséuren frei gesetzt wird durch die
PPDK in PEP umgesetzt und nachfolgend der Glutamin-Biosynthese zugefithrt werden (Tay-
lor etal. 2010). Dieser vorgeschlagene Mechanismus setzt allerdings die freie Reversibilitat
der durch die PPDK katalysierten Reaktion bei den im Cytosol vorherrschenden Bedingun-
gen voraus. Wie bereits zuvor diskutiert, ist die PEP bildende Reaktion bei pH 6,8 stark
benachteiligt. Zudem wirkt PP; als nicht-kompetitiver Inhibitor der PEP-Bildung mit einem
Kj von 0,3 mM (Jenkins und Hatch 1985). Im Cytosol liegt PP; in vergleichsweise hoher Kon-
zentrationen von ebenfalls etwa 0,3 mm vor (Stitt 1990; Dennis und Blakeley 2000). Somit
kann die Reaktionsrichtung der PPDK im Cytosol als beschrankt auf die Pyruvat-Bildung
angesehen werden. Analog zur Funktion der PPDK in einigen anaerob lebenden Bakterien
wurde zusatzlich vorgeschlagen, dass sie moglicherweise ATP in hypoxischen Geweben
zur Verfiigung stellt (Moons et al. 1998; Chastain et al. 2006).

C,-Pflanzen

In C,-Pflanzen katalysiert die PPDK die Regeneration des primaren CO,-Akzeptors PEP im
Stroma der Mesophyllzellen-Chloroplasten. Der Anteil der PPDK an der gesamten Menge
l6slichen Proteins in Blattern von C,-Pflanzen ist sehr hoch und kann bis zu 10 % betra-
gen (Edwards et al. 1985). Die Bevorzugung der PEP-Bildung wird zum einen durch den bei
Belichtung vorliegenden alkalischen pH-Wert im Chloroplastenstroma, sowie durch die im
Uberschuss vorhandene Pyrophosphatase aufrechterhalten, welche eine Produktinhibie-
rung durch sich im Stroma anreicherndes PP; verhindert.

In ihren biochemischen Eigenschaften, sowie ihrer Funktionalitat unterscheiden sich die
C4-PPDKs nicht von jenen aus Cs-Pflanzen oder PPDKs nicht-pflanzlichen Ursprungs. Die
katalytisch wichtigen Regionen des Proteins sind zwischen all diesen Isoformen konserviert
(vgl. auch Anhang A.1). Somit ist die besonders herausgehobene Bedeutung der PPDK in
C,-Pflanzen nicht auf eine funktionelle Anderung des Proteins an sich zuriickzufiihren,
sondern eher auf eine Anderung des Promotors, welche eine spezifische und gesteigerte
Expression der PPDK im Stroma der Mesophyllzellen zur Folge hatte (Sheen 1991; Chastain
2011).
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Nicht-pflanzliche Organismen

Isoformen der PPDK sind aus Bakterien, Archiden und Protozoen bekannt. Insbesondere
in Spezies, welche in sauerstoffarmen Habitaten leben, erfiillt die PPDK die Rolle eines
primaren oder sekundéren glykolytischen Enzyms. Die freie Reversibilitdt der katalysier-
ten Reaktion erlaubt neben der Synthese von ATP unter Verwendung von PEP und PP;
auch die Bildung von PEP im Zuge der Gluconeogenese (Mertens 1993; Chastain etal.
2011). Durch Ausnutzung synergetischer Effekte zwischen der Adenylatkinase (AK), einer
PP;-abhéngigen Phosphofructokinase (PFK) und der PPDK lasst sich die Ausbeute im Ver-
gleich zur konventionellen Glykolyse von drei Molekiilen ATP je Molekiil Glukose auf fiinf
Molekiile ATP steigern (Abb. 1.9). Hierbei wird die hohe Bindungsenergie des PP; von der
PPDK zum Aufbau von ATP genutzt (Huang et al. 2008).

2 ATP Konventionelle Glykolyse
4 ADP —=Z 2 AMP 2 ATP _ 2 ATP jo Glukosemolekil
AK +3 ATP je 3PGAK
+2 ATP je PK
+2 ATP
2 PEP 2 Pyr  Glykolyse mit PPDK & PFK
PPDK

- 1 ATP je Glukosemolekdl
+ 2 ATP je 3PGAK

+2 ATP je AK

+ 2 ATP je PPDK

2 PP, 2 Pi +5 ATP

Abbildung 1.9.: Einsatz der PPDK als glykolytisches Enzym zum ATP-Aufbau (verdndert nach Chastain
etal. 2011). Im Vergleich zur konventionellen Glykolyse konnen im Zuammenspiel mit der Adenylatkinase
(AK) und einer PP;-abhangigen Phosphofructokinase (PFK) drei zusétzliche Molekiile ATP je Glukosemolekiil
generiert werden. Weitere verwendete Abkiirzungen: 3-Phosphoglyceratkinase (3PGAK), Pyruvatkinase (PK).

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die grundlegende dreidimensionale Organisation der PPDK war zu Beginn dieser Arbeit
bereits durch verdffentlichte Strukturen aus C. symbiosum, Z. mays und T. brucei bekannt.
Ebenso unstrittig ist ihre enorme Bedeutung im Rahmen der C,-Photosynthese, bei welcher
sie neben der RuBisCO und PEPC eines der limitierenden Enzyme dargstellt. Der anhand der

verfiigbaren Strukturdaten postulierte Swiveling-Domain-Mechanismus erscheint aufgrund
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1. Einleitung

der vorliegenden Erkenntnisse plausibel, ist jedoch nicht durch zeitaufgeloste Einzelmole-
kiilmessungen oder isolierte Zwischenstufen der Schwenkbewegung der Zentraldomane
belegt, sondern interpoliert linear zwischen zwei durch Kristallstrukturen bekannten Ex-
tremkonformationen. Eines des priméren Ziele dieser Arbeit war daher die Aufklarung
putativer Zwischenzustande mittels Rontgenkristallographie. Hierbei sollten durch geeigne-
te Kristallisationsbedingungen intermedidre und potentiell nur kurzlebige Konformationen
der CD stabilisiert werden. Hierdurch sollte ein detaillierteres Bild des Swiveling-Domain-
Mechanismus gewonnen werden. Der Bindungsmodus von Nukleotiden innerhalb der NBD
und die Konsequenz der Bindung auf die Konformation der NBD war bisher nur durch
Analogie zu anderen Proteinen mit ATP-grasp bekannt und sollte daher ebenfalls durch
Co-Kristallisation mit geeigneten Nukleotiden oder Nukleotidanaloga aufgeklart werden.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob sich distinkte Unterschiede auf Strukturebene
zwischen der C;- und Cy-Form aus F. pringlei bzw. F. trinervia zeigen, welche entweder
Riickschliisse auf eine unterschiedliche Funktionalitat ermdglichen, oder aber zur spezifi-
schen Inhibierung einer der beiden Formen genutzt werden konnen. Letztlich galt es auch
die generelle Beeinflussung der Aktivitat durch geeignete und bislang nicht fiir die PPDK

beschriebene Inhibitoren zu ermitteln.
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) is a vital enzyme in cellular energy metabolism cat-
alyzing the ATP- and P;-dependent formation of phosphoenolpyruvate from pyruvate in
C4-plants, but the reverse reaction forming ATP in bacteria and protozoa. The multi-domain
enzyme is considered an efficient molecular machine that performs one of the largest single
domain movements in proteins. However, a comprehensive understanding of the proposed
swiveling domain motion has been limited by not knowing structural intermediates or
molecular dynamics of the catalytic process. Here, we present crystal structures of PPDKs
from Flaveria, a model genus for studying the evolution of C4-enzymes from phylogenetic
ancestors. These structures resolve yet unknown conformational intermediates and pro-
vide the first detailed view on the large conformational transitions of the protein in the
catalytic cycle. Independently performed unrestrained MD simulations and configurational
free energy calculations also identified these intermediates. In all, our experimental and
computational data reveal strict coupling of the CD swiveling motion to the conforma-
tional state of the NBD. Moreover, structural asymmetries and nucleotide binding states
in the PPDK dimer support an alternate binding change mechanism for this intriguing
bioenergetic enzyme.

Life depends on the light-driven fixation of CO, during photosynthesis. Two major types
of photosynthesis have been established during evolution. C5 photosynthesis, where primary
carboxylation takes place in the Calvin-Benson cycle, is the typical pathway used by most
plants. Higher efficiency in light-driven energy conversion is realized in C4 plants, where
primary carbon fixation is spatially separated from carbon release to the Calvin-Benson cycle.
Here, the rate limiting regeneration of the primary CO, acceptor phosphoenolpyruvate (PEP)
is catalyzed by the multi-domain protein pyruvate phosphate dikinase (PPDK) (Edwards et
al. 1985). In addition to its essential role in C4 plants, PPDK is also found in various bacteria
and protozoa, where the enzyme catalyzes the reverse reaction — ATP formation from AMP,
pyrophosphate and PEP - during glycolysis (Chastain et al. 2011). The different directions of
the catalytic reaction favored in plants and microorganisms underline that the enzyme is a
reversible molecular machine. Bacterial PPDKs are known to form fully active homodimers,
while for a number of plant PPDKs the active form was attributed to a homotetramer (Hatch
1979; Shirahashi et al. 1978; Sugiyama 1973). Ubiquitous distribution and low expression
pattern (Chastain and Chollet 2003) preclude in vivo detection of C3-PPDK catalytic products
against a background of other pyruvate/PEP converting enzymes such as pyruvate kinase

or PEP carboxykinase (Chastain et al. 2011), leaving the physiological function of PPDK in
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Cs plants largely unknown. Though, cytoplasmic C3-PPDK is considered to play a role as
secondary glycolytic enzyme based on its abundance in developing rice endosperm (Chastain
et al. 2006).

Previous studies emphasize that PPDK has a modular structure consisting of distinct
substrate binding domains for PEP/pyruvate at the C-terminus (PBD) and for nucleotides
ATP/AMP at the N-terminus (NBD, aa 1-340) (Supplementary Fig. 2.7a). The NBD is struc-
tured in three subdomains: NBD1 (aa 1-111 and 197-243), NBD2 (aa 112-196), and NBD3
(aa 244-340). A central domain (CD, aa 380-515) catalyzing the phosphoryl group trans-
fer from ATP to pyruvate — or from PEP to AMP - via a phospho-histidine intermediate
mediates a catalytic cross-talk between the distant substrate binding domains (Supplemen-
tary Fig. 2.7b) (Herzberg et al. 1996; Lim et al. 2007). Distinct conformational states resolved
in crystal structures from maize and the non-plant organisms Clostridium symbiosum and
Trypanosoma brucei suggest that the phosphoryl group transfer in the catalytic cycle is
accompanied by a large swiveling motion of the CD from a position next to the NBD to a
position facing the PBD (~110° and 45 A) (Herzberg et al. 1996; Lim et al. 2007; Herzberg et
al. 2002; Nakanishi et al. 2005). Similar single domain conformational re-arrangements have
been observed for other proteins or protein assemblies, and domain swiveling is a common
mechanism in enzyme catalysis, molecular transport, or electron transfer (Korolev et al.
1997; Nguyen and Whitford 2016; Schuwirth 2005; Zhang et al. 1998). Still, the proposed
translocation of the PPDK CD reflects one of the largest single domain movements observed
in proteins yet. However, detailed insights into the molecular processes during the proposed
swiveling motion, in particular on intermediate conformations of the CD and NBD, and
potential driving forces behind the motion have remained elusive. Here, we co-crystallized
the C4-PPDK from Flaveria trinervia and the related C3-PPDK from Flaveria pringlei with
their natural product PEP and the substrate analogue 2’-Bromo-2’-deoxy-adenosine-5’-[-
(B,y)-imido]triphosphate (2’-Br-d AppNHp). Both isoforms share 96% sequence identity —
excluding the chloroplast transport peptide — and have a monomeric molecular weight of
~95kDa. Using X-ray crystallography, we solved for the first time structures of ternary
complexes of this multi-domain enzyme. The C4-PPDK structures (PDB 5JV]J and 5JVL)
resolve intermediates of the NBD opening-closing motion with 5JVL providing the first
structural model with bound nucleotide in the NBD. In addition, these structures substan-
tiate that the catalytic histidine in the CD mediating phosphoryl group transfer between

the active sites at the N- and C-terminus is positioned in close proximity to the bound PEP
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

molecule. More importantly, the C3-PPDK structure from F. pringlei (PDB 5JVN) for the
first time has trapped an intermediate state of the central domain, shedding light on se-
quential steps of the swiveling motion. The analysis of essential motions in available crystal
structures and unrestrained molecular dynamics simulations reveal coupled motions of the
CD and the NBD for non-phosphorylated PPDK. Extensive 1D and 2D potential of mean
force (PMF) calculations of the CD motion also reveal the existence of distinct intermediate
conformational states, resulting in sawtooth-like free energy profiles that are indicative of
a Brownian ratchet mechanism biasing random thermal fluctuations. Furthermore, they
suggest a tilting of the configurational free energy profiles depending on the binding state
of the NBD and the phosphorylation state of the CD.

Results and Discussion

Overall structure of Flaveria PPDKs

The structure of the C4-isoform of PPDK from the flowering plant Flaveria trinervia was
determined by molecular replacement at 2.9 A resolution using the maize structure (PDB ID
1VBH) (Nakanishi et al. 2005) as a template. The structure (PDB 5JV]) includes two
monomers in the asymmetric unit (ASU) forming a dimer that corresponds to the pre-
viously described biological assembly of bacterial and maize PPDK (Herzberg et al. 1996;
Nakanishi et al. 2005) with an overall well-defined electron density for the entire monomer
A and for the PBD of monomer B. Parts of the NBD of monomer B revealed only poorly
defined electron density, and direct tracing of monomer B in these regions was hampered.
Yet, both monomers show electron density in the PBD for the co-crystallized substrate PEP.
Besides, the NBD of monomer B exhibits additional density in both the mF, — DF, difference
map and the feature enhanced maps (FEM, see methods section) probably reflecting a bound
adenine nucleotide. The overall shape of this additional density is consistent with structural
requirements and binding mode of adenine nucleotides in other nucleotide-binding proteins
with the ATP-grasp fold (Qi et al. 2016; Weifie et al. 2016). In addition, this density complies
with those observed when PPDK was crystallized in the presence of the nucleotide analogue
2’-Br-dAppNHp (see PDB 5JVL and Fig. 2.2c). However, since the molecular identity of the
bound compound was not fully resolved at the present resolution, no compound was placed

in this density in the deposited structure. Large parts of monomer B were successfully built
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using monomer A as a template by iterative manual model building and refinement. Yet, no
conclusive electron density was found for residues 18-22, 47-65, 83-87, 101-106, 120-124,
163-166, 192-198, and 216-236. An overall root mean square deviation (RMSD) of 4.8 A was
calculated from a structural alignment of the individual monomers of the PPDK dimer in
5JV], indicating a substantial difference in their conformation. The main difference is found
in the NBD of both monomers with the A monomer reflecting an open conformation and
the B monomer reflecting a closed conformation of this domain. Overall, the orientation
of NBD1 (aa 1-111 and 197-243) and NBD2 (aa 112-196) relative to NBD3 (aa 244—-340) is
greatly changed in the two monomer conformations (Fig. 2.1d-f). Superimposition of the
NBD subdomains highlights that NBD1 is reoriented by a large motion of about 40° around
a hinge region consisting of two short peptide linkers formed by residues 112-115 and
195-200 towards NBD3. At the same time, NBD2 is displaced by about 40° to accommodate
for the new position of NBD1. The hinge motion of NBD1 and NBD2 results in the closing
of the large cleft formed in the open configuration of the PPDK monomer (Fig. 2.1d-f). This
cleft is no longer accessible in the closed form of the PPDK monomer. The presence of two
structurally distinct conformations of the PPDK monomer (NBD open versus closed) within
a single crystal structure may suggest that these structural asymmetries reflect functional
asymmetries in substrate binding and/or catalytic turnover in the individual subunits of the
PPDK dimer. A similar structural asymmetry in the monomer arrangement (open versus
closed) was observed in the crystal structure of bacterial ATP-dependent DNA helicases and
related to functional asymmetry in the mechanism of ATP hydrolysis in solution in each
of the two subunits forming the functional dimer (Korolev et al. 1997; Wong and Lohman
1997).

When 2’-Br-dAppNHp was used for co-crystallization (PDB 5JVL), the crystal contains
four monomers in the ASU arranged in terms of two dimers. The dimers correspond to
the subunit arrangement in 5]JV]J. Electron density maps (Supplementary Fig. 2.9) clearly
indicate main chain connectivity and most of the side chain orientations for subunits
A, C and D, whereas the majority of the NBD in chain B is not traceable. The overall
structures of both FtPPDK crystal forms (Fig. 2.1a/d/e/f) are highly similar to PPDKs from
C. symbiosum, T. brucei and Z. mays (Herzberg et al. 1996; Cosenza et al. 2002; Nakanishi
et al. 2005) consisting of an N-terminal NBD (aa 1-340), a CD (aa 380-515) of B-strands with
associated a-helices that contain the catalytic H456 in helix 20 involved in the phosphoryl
group transfer between NBD and PBD, and a C-terminal TIM barrel containing the PBD
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Figure 2.1.: Movement of the PPDK domains. (a-c) Movement of the CD (yellow). (a) FtPPDK in PBD-facing
conformation (PDB 5JVL/C). (b) FpPPDK (PDB 5JVN) with CD in an intermediate position. (c) TbPPDK
(PDB 2X0S) (Cosenza et al. 2002) with CD in NBD-facing conformation. (d-f) Movement of the NBD (the three
subdomains are depicted by three different greens). (d) FfPPDK in nucleotide-unbound state (PDB 5JV]/A). (e)
FtPPDK in semi-closed, nucleotide-bound state (PDB 5JVL/C). (f) FtPPDK in fully closed, nucleotide-bound
state (PDB 5JVL/A).
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(aa 535-874). For monomers C and D of 5]VL, the catalytic H456 is located in close position
and appropriate orientation to the bound PEP substrate to mediate phosphoryl group
transfer from the NBD to the PBD (Fig. 2.2a/b). Such a close contact has never been observed
in previously reported PPDK structures, but has been resolved in Enzyme I of the E. coli
Phosphoenolpyruvate:Sugar Phosphotransferase System (PTS), a bacterial carbohydrate
import system bearing a homologous PEP binding domain (Teplyakov et al. 2006). For
structural comparison of the catalytic sites in PTS Enzyme I and the PPDK a set of reference
atoms was selected. While the catalytic histidine in the PTS Enzyme I structure is in the
phosphorylated state, the corresponding histidine in the active site of PPDK structure 5JVL
is in the non-phosphorylated form. On the contrary, PPDK substrate PEP is phosphorylated,
whereas PTS Enzyme I substrate inhibitor oxalate is not. Hence, atoms N, of the catalytic
histidine oxygen atoms O2 in oxalate and PEP in 5JVL were used for distance measurements
and structural comparison of both enzymes at their PEP binding site. In the PTS Enzyme I
structure, the distance between the phosphorylated N;, atom of the catalytic H189 and the
oxygen atom O2 of the oxalate substrate is 4.9 A. The distance between N, of the catalytic
H456 and O2 of the PEP substrate in chain C and D of the 2’-Br-d AppNHp-FtPPDK structure
is similar (4.5 A) (Fig. 2.2b), which emphasizes the close structural relationship of the newly
described extreme conformation observed in 5JVL chains C and D and the PTS Enzyme
I structure. This close spatial arrangement of the catalytic histidine and the phosphoryl
group substrate in the PEP binding site enables efficient phosphoryl group transfer from
PEP to H456 or H456 to pyruvate in PPDK as for PTS Enzyme 1. The distance between
the nucleophilic nitrogen atom N, of H456 in the 2’-Br-d AppNHp-FtPPDK structure and
the attacked phosphorus of PEP is around 3 A (Fig. 2.2b). This relatively short distance is
indicative for an associative in-line displacement of the phosphoric monoester (Mildvan
and Gupta 1978; Knowles 1980). Therefore, the structural conformations resolved in the
2’-Br-dAppNHp-FtPPDK structure visualize and verify for the first time the proposed
phosphoryl group transfer mechanism in the PBD and the involvement of the catalytic
histidine in the CD in this process.

Considering the overall CD, only small conformational changes between the plant struc-
tures from maize and Flaveria presented here and the non-plant structures from Clostridium
and Trypanosoma are evident indicating that this domain primarily rotates as a rigid body.
However, in contrast to the crystal structures of the non-plant PPDKs where the CD is close
to the NBD, the CD of FtPPDK rests alongside the PBD (Fig. 2.1a) as observed for PPDK
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Figure 2.2.: Substrate binding sites of FtPPDK. (a) Semi-closed state of the PEP binding site (PDB 5JVL/A)
with the catalytic H456 (yellow) pointing away from PEP. (b) Closed state of the PEP binding site (PDB 5JVL/C)
revealing tight interactions between PEP and surrounding residues, including the catalytic H456 (yellow). (c)
Closed state of the nucleotide binding site of 5JVL/D occupied with 2’-Br-d AppNHp. Interacting residues are
highlighted.

from maize (Nakanishi et al. 2005) and the Clostridium triple mutant R219E/E271R/S262D
(PDB 2R82) (Lim et al. 2007). The different conformations of the NBD observed in the Flaveria
structures presented in this work cover the whole range of conformational intermediates
observed with other members of the ATP grasp family such as synapsin (Esser 1998) or
biotin carboxylase (Novak et al. 2010) and reflect individual snapshots of the closing motion
of this domain. These structural intermediates of PPDK have been previously proposed
based on structures of homologous nucleotide binding enzymes (Ye et al. 2001) but have

not been experimentally verified until now.

Structural intermediate of the swiveling motion

In contrast to the C4 plant crystal structures from F. trinervia and maize, the structure of
the Cs-isoform of PPDK from F. pringlei (Fig. 2.1b) contains only one monomer in the ASU
(PDB 5JVN). Remarkably, in this structure the CD is positioned in an intermediate state
between the NBD and PBD, thereby enlarging the solvent accessibility of the PEP binding
pocket. The CD position is not enforced by crystal contacts and therefore represents a
genuine structural intermediate of the proposed swiveling mechanism. The entire domain is
rather mobile resulting in higher B-factors in this region. Consequently, the electron density
of several side chains in this region is not well defined. Concerning the substrate and cofactor
binding site, density is visible for both ligands, PEP and 2’-Br-dAppNHp. Additional density
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Table 2.1.: Data collection and refinement statistics

5]V] 5JVL 5JVN
Data collection
Wavelength (A) 0.9799 0.9193 0.9763
Space group C121 P1 P622
Cell dimensions

a, b, c (A) 208.74, 69.04, 166.76 69.98, 108.44, 152.75 249.34, 249.34, 84.01

a, B,y () 90, 112.84, 90 106.22, 101.81, 98.32 90, 90, 120
Resolution range (A) 30.74-2.898 (3.002-2.898)  19.79-2.90 (3.003-2.90)  49.54-2.90 (3.040-2.-90)
Ruerge 0.1013 (0.4002) 0.0965 (0.4446) 0.089 (0.597)
Rineas 0.1231 (0.4847) 0.1119 (0.5155) 0.09513 (0.6552)
Rpim 0.0689 (0.2696) 0.05663 (0.2604) 0.03553 (0.2468)
I/or 11.18 (3.13) 13.63 (3.21) 13.9 (2.7)
Wilson B (A?) 39.69 39.21 79.98
Completeness (%) 98 (98) 98 (99) 100 (100)
Multiplicity 3.2(3.2) 3.9 (3.9) 6.9 (6.8)
Model and refinement
Reflections (unique/test) ~ 48150/1227 90103/1874 34536/1695
Ryork/Reree (%) 23.7/26.1 21.2/23.2 20.0/23.5
No. of atoms

Protein 11928 23511 6518

Ligand/ion 22 140 42
B-factors

Protein 59.21 46.99 90.41

Ligands 29.62 28.59 116.36
RMSD

Bonds lengths (&) 0.002 0.017 0.010

Bond angles (°) 0.46 1.45 1.11
Ramachandran analysis

Favored regions (%) 96.8 98.3 96.7

Allowed regions (%) 3.1 1.7 3.3

Outliers (%) 0.1 0.0 0.0

Highest resolution shell is shown in parentheses.

in the conformational intermediate was observed in close proximity of the phosphoryl
group of the PEP substrate. This additional density might reflect an alternative position of
the PEP substrate in the PBD. However, the available resolution and data quality prevent
modelling of the PEP substrate in those positions in the active site. Compared to the near-
PBD positioned conformation of the CD in the C4-isoform (PDB 5JVL/C and 5JVL/D) the
entire CD in the FpPPDK structure is rotated by 45° towards the NBD around a rotation
axis formed by the linker region (Fig. 2.3). When compared to the PPDK structure from
Clostridium symbiosum (CsPPDK, PDB 1KBL) (Herzberg et al. 2002), the CD is rotated in the
opposite direction and displaced by 52° towards the PBD. Focusing on the catalytic H456 in
the CD, this residue is displaced by 17 A (C-distance) when the F. pringlei conformational
intermediate (5JVN) and the PBD-facing FtPPDK structures (e.g. 5JVL/C) are aligned, and by
24 A in the opposite direction when the NBD-facing conformation observed in the CsPPDK is
compared to the FpPPDK structure, respectively (Supplementary Fig. 2.13). Hence, compared
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

to the two extreme conformations of the CD next to the NBD or PBD previously resolved,
the CD in the F. pringlei conformational intermediate shows about 50% of the rotational and
translational movement of the proposed complete swiveling motion. The CD intermediate
identified in our crystallographic studies suggests that the swiveling motion of this domain
in the catalytic cycle proceeds via at least one sub-step, starting from a position near either
the PBD (Fig. 2.1a) or the NBD (Fig. 2.1c) via the intermediate conformation resolved in
5JVN to a position near the other substrate binding site. Similarly, stepped movements have
been described e.g. for the F; ATPase rotary molecular motor (Yoshida et al. 2001; Yasuda
et al. 2001; Kabaleeswaran et al. 2006; Adachi et al. 2007).

Figure 2.3.: Stepped movement of the CD. CDs of 5JVL/C (A, orange) and 5]VN (B, yellow). Helix 20 containing
the catalytic H456 is depicted as cylinder with the C, atom of H456 shown as red sphere. The rotational axis
for the transitions between states A and B is depicted as a blue arrow. The distance between the C, atoms of
the catalytic His456 is shown as a dashed line.

To elucidate critical contacts mediating interactions between the CD or linker domain (LD)
and the PBD, the FpPPDK conformational intermediate was analyzed with Cytoscape (Shan-
non 2003) and RINalyzer (Doncheva et al. 2011), which identified a salt bridge formed
between E804 and R462, and non-polar patches at 1864 in the PBD and L378 in the LD likely

involved in hydrophobic interactions. Both interactions may restrict rotational freedom of
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the CD in this state, promoting the stepped motion of the CD. MD simulations confirm the
presence of these interactions, although the salt bridge repeatedly forms and breaks (Sup-
plementary Fig. 2.12f/g/h). Conservation analysis of these interactions by ConSurf (Glaser
et al. 2003) revealed that only the non-polar patches are universally conserved among plant
and non-plant PPDKs, whereas the identified salt bridge is unique to plant PPDKs, although
non-plant enzymes might realize a corresponding interaction by an alternative salt bridge

formed by R462 with an aspartate residue at position 801.

Conformational space spanned by PPDK structures

To investigate the conformational space spanned by all available PPDK structures including
the three newly resolved ones, the structures were clustered with respect to structural simi-
larity. The clustering reveals five conformational states (Fig. 2.4a; Supplementary Tab. 2.3).
The FtPPDK structures described above constitute cluster II (PDB 5JV]/B and 5JVL) and
the FpPPDK structure cluster IV (PDB 5JVN) (Supplementary Tab. 2.2 and Supplemen-
tary Tab. 2.3), demonstrating that these structures populate hitherto uncharted regions of
PPDK’s conformational space. In addition, PDB 5JV]J/A supplements cluster III.

A principle component analysis in Cartesian coordinate space (PCA) across PPDK crystal
structures corroborates the existence of two predominant motions: ~89% of the variance
in the C, atom coordinates can be explained by the first two principal components (PC)
(Supplementary Fig. 2.10a). Atomic displacements along the component directions and a
domain-wise index of the collectivity of motions (eq. 2.1, Supplementary Fig. 2.10b) reveal
that the first PC predominantly characterizes a swiveling motion of the CD (Fig. 2.4b). The
second PC characterizes a coordinated opening-closing motion of the NBD, with almost
exclusively the first and second subdomain executing the movement (Fig. 2.4b and Supple-
mentary Fig. 2.10b). Notably, the first PC also indicates a coupling of the swiveling motion
of the CD with the opening-closing motion of the NBD as this PC leads to displacements
in both domains (Fig. 2.4b). Cross-correlations of atomic fluctuations computed from the
cluster-representative crystal structures agree very well with this result (Fig. 2.4c/upper
triangle): They reveal, aside from positively correlated motions of the NBD, CD, and PBD
themselves, weakly anti-correlated motions between the CD and the NBD (correlation coef-
ficient down to -0.2), in agreement with the collective motions described by the first PC
(Fig. 2.4b). Particularly, subdomains NBD1 and NBD2 move towards the CD if the latter
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Figure 2.4.: Motions of PPDK. (a) Overview of all currently known crystal structures of the PPDK clustered
according to C, atom RMSD (Roman numerals), showing the CD near the PBD (left), between PBD and NBD
(middle), and near the NBD (right) as well as the NBD in an open (top) or closed (bottom) conformation.
Conformational states observed for the first time in this work are marked with an orange circle. (b) Rep-
resentation of atomic displacements along the directions of the first two principal components (1%: gold;
274 silver) obtained from a PCA over the representative structures of each cluster depicted in panel (a). The
amplitudes of the motions were scaled, and a cutoff for small displacements was applied for best graphical
representation. (c) Cross-correlation maps of C, atom fluctuations of the representative structures of each
cluster (upper triangular) and from an aggregate MD simulation time of ~10 ps (lower triangular). The two
axes on the left and at the bottom refer to residue indices according to the F. trinervia numbering. Positive
correlations are indicated in blue, negative correlations in red (see color scale). Residues not resolved in all
compared crystal structures are shown in black. Substructures of PPDK are labeled on the top and right axes.
Correlated movements within domains are marked with squares, correlated movements between the domains
are marked with boxes with round corners.
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swivels from the PBD to the NBD and vice versa.

To exclude any bias by the small number of available crystal structures, we further
explored the conformational space of FtPPDK by molecular dynamics (MD) simulations of
in total ~10 ps length (Supplementary Tab. 2.4). Cross-correlations of atomic fluctuations
computed from the MD simulations yield a qualitatively and quantitatively highly similar
result compared with correlated motions computed from the cluster-representative crystal
structures (Fig. 2.4c), confirming the anti-correlated motions between the CD and the NBD

(correlation coefficient down to -0.15).

Directionality of the swiveling motion

The above analysis suggest the FpPPDK structure (cluster IV, Fig. 2.4a) to be an intermediate
of the swiveling motion of the CD and indicate coupled motions between the CD and
the NBD. To corroborate these findings, we computed the configurational free energy
(potential of mean force, PMF) using the distance between H456¢, — H565¢_(distancecp-prp,
Supplementary Fig. 2.10C, numbering according to F. trinervia and F. pringlei, see also
Supplementary Tab. 2.2) as a reaction coordinate. This reaction coordinate represents the
swiveling motion very well (Supplementary Fig. 2.10D). PMFs were computed by umbrella
sampling along distancecp.ppp for three plausible transition paths obtained by targeted
constrained geometric simulations (Ahmed et al. 2011) between start / end states of FtPPDK
from cluster III / cluster V, cluster III / cluster I, and cluster II / cluster I (Fig. 2.4a and
Supplementary Fig. 2.11a). These transition paths were chosen such that the swiveling
motion occurs in the presence of an open NBD (Fig. 2.5a/d), a closed NBD (Fig. 2.5¢/f), or
where the NBD closes when the CD approaches it and vice versa (Fig. 2.5b/e). While the
opening-closing motion of the NBD was not restrained during the umbrella sampling, the
observed sampling very well represents these paths (Fig. 2.5). Distancecp-pgp was sampled
in intervals of 1 A, leading to a sufficient overlap of the sampling windows (Fig. 2.5).

The obtained PMFs (Fig. 2.5a/b/d/e) show several remarkable characteristics. First, the
overall precision is high, with standard deviations for all points < 0.15 kcal mol™*. Second,
the free energy difference between conformational states III and I, or Il and V (Fig. 2.4) is
< 2kcal mol™! (Fig. 2.5a/b/d/e), showing that the respective higher-energy conformational
state is populated to ~2% at room temperature. Third, we identify a stable conformational

intermediate of the CD swivelling motion, revealed by pronounced minima in the PMFs at
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Figure 2.5.: 1D Potential of mean force of the swiveling motion of the CD with the distance H456¢, - H565¢,
used as a reaction coordinate. Results for the non-phosphorylated state are depicted in (a-c), those for the
state with phosphorylated H456 in (d-f). (a/d) depict results obtained with open NBD, (b/e) those with a
simultaneous opening-closing of the NBD, and (c/f) with closed NBD. At the top, schematic representations
of each state at the respective endpoints of a PMF are shown. In the middle row, sampled conformations are
projected onto distancecp-ppp and distancengpi-Nsps (Supplementary Fig. 2.10c), with each color representing
one MD simulation with an umbrella potential applied at a given value of distancecp.ppp. The PMFs are
depicted in the bottom row. The diamonds show projections of PPDK crystal structures in conformational
states marked by Roman numbers (Fig. 2.4a) onto the plane spanned by the two reaction coordinates (using
for each organism the corresponding residues to evaluate the reaction coordinates (Supplementary Tab. 2.2))
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a distancecp.psp ~30 A to 35 A (Fig. 2.5a/b/d/e), which is structurally highly similar to the
intermediate state IV found in the FpPPDK crystal structure (located at a distancecp-pgp
~25 A) as shown by a C, atom RMSD of 2.7 A. Note that the FpPPDK crystal structure was
not used for generating the transition path, hence, no information about conformational
state IV entered the PMF calculations. The presence of the intermediate state leads to a
sawtooth-like PMF. Fourth, the PMFs reveal for PPDK with non-phosphorylated H456 (Fig.
2.5a/b) that the correlated movement of the CD and the NBD results in state I being favored
over III by 1.4 kcal mol™! (Fig. 2.5b); in contrast, if the CD moves with the NBD remaining
open, state V is disfavored over Il by 2.1 kcal mol™! (Fig. 2.5a). Therefore, movement of the
non-phosphorylated CD from the PBD towards the NBD is exergonic only if it is coupled to
a closing motion of the NBD, which is in line with the swiveling domain model (Herzberg
et al. 1996). This finding corroborates cross-correlations between these motions observed
from crystal structures (Fig. 2.4c, upper triangle) and from structures obtained by MD
simulations (Fig. 2.4c, lower triangle). Fifth, the PMFs suggest that the phosphorylation
state of the CD influences the preferred direction of motion of this domain: When H456 is
phosphorylated, state IIl becomes favorable over V by 1.5 kcal mol™! (Fig. 2.5d) or is only
slightly disfavored over I by 0.5 kcal mol™! (Fig. 2.5¢). Compared to the non-phosphorylated
state, the sawtooth-like PMF is thus tilted towards III. Therefore, with phosphorylated H456,
the movement of the CD from the NBD towards the PBD is exergonic or approximately
isoenergetic. This result is also in line with the swiveling domain model (Herzberg et al. 1996).
In the phosphorylated state, coupled motions between the CD and the NBD have a smaller
influence on the energetics of the conformational states. We speculate that the electrostatic
repulsion between the phosphate group at H456 and reaction products, including adenosine
monophosphate, still bound to or being in the vicinity of the NBD fosters the CD movement
towards the PBD instead.

Complex, stepped swiveling motion

PMFs calculated for the transition between conformational states I and II unexpectedly do
not reveal a structural intermediate along the transition path and show a marked preva-
lence of state I (free energy difference > 12 kcal mol™!), irrespective of the phosphorylation
state of H456 (Fig. 2.5¢/f). To provide an explanation for this observation and further
details on the coupling between motions of the CD and the NBD, we computed a 2D
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PMF, using as reaction coordinates distancecp.ppp and the distance between S215¢, -
E272¢ (distancenppi-nsp3, Supplementary Fig. 2.10c, numbering according to F. trinervia
and F. pringlei, see also Supplementary Tab. 2.2) for the non-phosphorylated PPDK. The re-
action coordinate distancenppi-NBp3 represents the opening-closing motion of the NBD very
well (Supplementary Fig. 2.10e). Reference points for umbrella sampling were generated us-
ing targeted constrained geometric simulations (Ahmed et al. 2011) between start/end states
of FtPPDK from cluster III / cluster I (Supplementary Fig. 2.11a), with further reference
points added using the conformation after 6 ns of umbrella sampling as a starting point for
the next interval. The sampling windows overlap well along the two reaction coordinates
(Supplementary Fig. 2.11b-d), and the 2D PMFs are qualitatively indistinguishable irrespec-
tive whether only the first half, the second half, or the complete sampling time is used
for their calculation (Supplementary Fig. 2.11e-g), strongly indicating converged results.
The most prominent feature of the PMF is that conformational states IIl and I reside in or
close to minima of the free energy landscape (Fig. 2.6). Furthermore, a shallow free energy
minimum is identified at distancecp.pgp ~28 A and distancenppi-ngp3 ~38 A (marked by a
star in Fig. 2.6), lying close to the structural intermediate from the FpPPDK crystal struc-
ture (conformational state IV, Fig. 2.4a). The transition path between conformational state
IIT and IV runs such that distancenppi-Ngp3 remains almost constant while distancecp.pgp
changes by ~15 A. In contrast, between conformational state IV and I, the transition paths
continues in a diagonal manner, revealing a correlation between the swiveling motion of
the CD (change of distancecp.pgp by ~25 A) and the opening-closing motion of the NBD
(change of distancengpi-Ngp3 by ~10 A). These characteristics agree very well with those
found by the 1D PMFs, where distancenppi-nsps only starts to decrease once distancecp-ppp
> 25 A (Fig. 2.5b/e). Overall, both PMF calculations thus reveal a complex, stepped swiveling
motion of the CD with varying degrees of coupling to the NBD motions and proceeding
via conformational state IV. Moreover, the 2D PMF reveals that conformational state II
is located in a region of elevated free energy (Fig. 2.6), providing an explanation why a
transition path obtained by targeted simulations between conformational states II and I
results in a downhill motion towards state I (Fig. 2.5¢/f). Unrestrained MD simulations
confirm this finding (see section Supporting Results in the SI, Supplementary Fig. 2.12).
A plausible explanation for why this state is observed in PDB 5JVL may be that protein-
protein interactions between the PBD of chain B and the CD of chain A occur as crystal
contacts, which can stabilize the CD near the PBD despite a closed NBD.
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Figure 2.6.: 2D Potential of mean force, with the distancecp.ppp between H456¢, — H565¢, and the
distancenppi-np3 between S215¢, — E272¢, used as reaction coordinate of the swiveling motion of the CD
and the opening-closing motion of the NBD, respectively, (Supplementary Fig. 2.10c) computed for H456 in
the non-phosphorylated state. The diamonds show projections of PPDK crystal structures in conformational
states marked by Roman numbers (Fig. 2.4a) onto the plane spanned by the two reaction coordinates (using
for each organism the corresponding residues to evaluate the reaction coordinates (Supplementary Tab. 2.2))
(I: PDB 1DIK, 2DIK, 1GGO, 1JDE, 1KBL, 1KC7; Il5: 5]VJ/B, IIg: 5JVL/A, Ilc: 5]VL/C, IIp: 5]VL/D; Ill: 2R82,
IIp: 1VBG, Illc: 1VBH, lp: 5]V]/A; IV: 5]VN; V 2X0S). The star marks a shallow energy minimum close to
conformation IV.
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Effective driving force of the swiveling motion

The analysis of crystal structures, unrestrained MD simulations, and configurational free
energy calculations consistently and independently revealed the existence of structural
intermediates of the swiveling motions and coupled motions of the CD and the NBD for
non-phosphorylated PPDK. The respective 1D PMF of PPDK with non-phosphorylated H456
is sawtooth-like (Fig. 2.5b), with barrier heights for the transition from state III to I between
1.5-2.5 kcal mol!(2.5-4.1 kT at T = 300 K). For the reverse transition with phosphorylated
H456, the 1D PMF also displays a sawtooth-like character (Fig. 2.5e), with barrier heights
of 1.8 kcalmol™® (3 kT at T = 300K) and the free energy profile being tilted in favor of
state III compared to the non-phosphorylated PPDK. The sawtooth-like free energy profiles
suggest that PPDK can exploit random thermal fluctuations for directional motion of its CD.
Typically, this type of profile is indicative of a Brownian ratchet mechanism (Howard 2010),
pioneered by Feynman (Feynman et al. 1965) and Huxley (Huxley 1957). Barrier heights
on the order of kT, as associated with the CD motion in the PPDK catalytic cycle, suggest
that a Brownian ratchet biases fluctuations rather than rectifying them (Wang and Oster
2002). To drive the respective directional motions, a non-equilibrium situation needs to be
created that relaxes towards equilibrium. For the non-phosphorylated PPDK, this situation
is suggested to be created by binding of ATP to the NBD, as such binding leads to a closing of
the NBD due to the progressive formation of ATP/NBD interactions. Transmitted via coupled
motions, the NBD closing then leads to a preference for the CD to be close to the NBD, at least
in the second half of the transition pathway between PBD and NBD. However, we are aware
that biased Brownian ratchets and power stroke motors have the same phenomenological
behavior and are difficult to distinguish experimentally (Wang and Oster 2002). Hence, we
cannot exclude that the conformational changes observed in the NBD of our structural
intermediates induce a strain in the enzyme that would directly drive the CD motion upon
ATP binding, thus resulting in a power stroke mechanism (Eisenberg and Hill 1979). Overall,
this situation is similar to ATP synthase and ATP-dependent molecular machines such
as myosin, kinesin, or chaperonin parts, where the stepped motions in the catalytic cycle
are triggered by binding of the high energy substrates PEP or ATP, respectively (Yasuda
et al. 2001). For the phosphorylated PPDK, at least part of the non-equilibrium situation
is suggested to arise from electrostatic repulsion between the phosphorylated H456 and

the NBD. A similar situation was created by introducing appropriately charged residues
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into a mutant of non-phosphorylated CsPPDK, resulting in the CD being adjacent near the
PBD (PDB ID 2R82) (Lim et al. 2007). In all, our analyses suggest that both changes of the
binding state of PPDK and of its molecular identity ((non-)phosphorylation) contribute to
the enzyme acting as a molecular switch with respect to the swiveling motion.

Moreover, our crystallographic and molecular simulation data are indicative that PPDK
might employ a Brownian ratchet mechanism biasing thermal fluctuations in order to gen-
erate a net directional CD motion. The coupling of this motion to the open-close state of the
NBD revealed by the distinct conformational states (Fig. 2.1a-c and Supplementary Fig. 2.11a)
and substrate binding states resolved in our dimeric structural intermediate of the PPDK
catalytic cycle further suggests that the enzyme might employ an alternate binding change
mechanism similar to ATP synthase or bacterial ATP-dependent DNA helicases.

Methods

Expression and purification of recombinant FtPPDK/FpPPDK

Codon-optimized coding regions of PPDK from Flaveria trinervia (EMBL-ENA: X57141) (Rosche
and Westhoff 1990) or Flaveria pringlei (EMBL-ENA: X75516) (Rosche et al. 1994), stripped
of the chloroplast transport sequence, were cloned into the multiple cloning site of the
pET-16b vector (Novagen) including a histidine; tag and a Tobacco Etch Virus (TEV) pro-
tease cleavage site. The plasmid was used to transform E. coli BL21 (DE3) cells (Agilent
Technologies). Previously described expression and purification protocols (Nakanishi et al.
2005) were adapted for FtPPDK/FpPPDK. Transformed E. coli BL21 (DE3) cells (Agilent
Technologies) were grown in 2YT medium (5gL™! NaCl, 10gL™! yeast extract, 16gL™!
peptone) with ampicillin at 30 °C to ODggy = 0.8. Protein expression was induced by the
addition of 0.1 mm isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG). Cells were harvested 18 h
after induction by centrifugation. After harvesting, cells were suspended in lysis buffer
(50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 10 mm imidazole, 10 mm MgSO,, 10% (w/v) glycerol,
5mM DTT, 0.002% (w/v) phenylmethanesulfonylfluoride) and disrupted using a cell disrup-
tor (Constant Systems). PPDK was purified using a nickel affinity chromatography column
(GE Healthcare) using purification (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 10 mm MgSO,,
10% (w/v) glycerol, 5mm DTT) and elution buffer (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl,
500 mMm imidazole, 10 mm MgSOy, 10% (w/v) glycerol, 5mm DTT). The loaded column was
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washed with 50 mm and 150 mm imidazole, 500 mm imidazole were used for the elution of
PPDK. A PD-10 desalting column (GE Healthcare) was used to exchange the elution buffer
against purification buffer before enzymatic cleavage of the affinity tag via Tobacco Etch
Virus Protease (TEV) over-night at room temperature. Cleaved PPDK was concentrated by
ultrafiltration (30 kDa cutoff, Millipore) and the buffer was exchanged using a PD-10 col-
umn. For crystallization trials, crystallization buffer (10 mm Tris/HCl pH 7.5, 5mm MgSO,)
was used for the buffer exchange step, otherwise PPDK storage buffer (50 mm Tris/HCl
pH 8, 10 mm MgCl,, 0.1 mm EDTA, 5 mm DTT). Monodispersity of the sample was verified
via size exclusion chromatography (SEC) and dynamic light scattering (DLS) (Supplemen-
tary Fig. 2.8a). Activity of purified PPDKs was confirmed by a coupled-enzyme assay in the
PEP-forming direction (Salahas et al. 1990).

Crystallization

Initial crystallization trials were performed in microbatch technique. FtPPDK in crystal-
lization buffer at a concentration of 10 mg mL™! was incubated at room temperature for
10 min with 20 mm phosphoenolpyruvate (PEP) and either 10 mm nicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) or 1.5 mMm 2’-Br-dAppNHp. The protein solution was mixed with pre-
cipitant at a 1:1 ratio resulting in a final volume of 2 pL. The drop was sealed using mineral
oil (Sigma Aldrich). The optimized composition of the precipitant solution included 17%
(w/v) PEG 3350, 100 mm MOPS (pH 7) and 100 mM magnesium formate with either 10 mm
nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) or 1.5 mm 2’-Br-dAppNHp added to the protein
solution 10 min prior of mixing with the precipitant. Crystals sized approx. 500 x 40 x 10 um?
appeared within 24 h after incubation at 21 °C, were transferred into a cryoprotection
buffer comprised of the precipitant solution supplemented with 20% ethylene glycol and
cryo-cooled in liquid nitrogen.

FpPPDK was crystallized in sitting drop technique. FpPPDK in crystallization buffer
at a concentration of 10 mg mL™! was incubated for 10 min with 20 mm PEP and 2 mm 2’-
Br-dAppNHp at room temperature. The optimized reservoir solution was composed of
85 mm HEPES pH 7.5, 17% (w/v) PEG 4000, 15% (w/v) glycerol and 5% (v/v) isopropanol and
mixed at a 1:1 ratio with the protein solution in a final drop volume of 2 pL. Crystals sized
approx. 200 x 50 x 50 um?® appeared within 48 h after incubation at 12 °C. The crystals were

flash-frozen in liquid nitrogen without adding any additional cryoprotectant.
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Structure determination

X-ray diffraction data for FtPPDK were collected at the European Synchrotron Radiation
Facility (ESRF), Grenoble at beamline BM30A at 0.9799 A wavelength for 5JV] with an
oscillation range of 1° per image spanning a total range of 151° at 100 K. Data for the 2’-
Br-dAppNHp-bound form was collected at 0.9123 A with an oscillation range of 0.5° per
image and 360° of total range. The data were integrated and scaled with XDS (Kabsch 2010)
and data reduction was performed with Aimless (Evans and Murshudov 2013) from the
CCP4 suite (Collaborative, Computational Project and others 1994). Initial phases for 5]VJ
were obtained by molecular replacement (MR) with Z. mays PPDK (Nakanishi et al. 2005)
as a template (PDB 1VBH, 79% sequence identity) using Phaser (McCoy et al. 2007). The
initial model included two monomers in the asymmetric unit (ASU). For one monomer
(chain B) only the PBD was correctly placed in the electron density, hence the misplaced
CD and NBD were removed manually. This model was subjected to multiple rounds of
manual model rebuilding and extension using Coot (Emsley et al. 2010) and refinement by
phenix.refine (Adams et al. 2010) using local non-crystallographic symmetry restraints to
account for the obvious conformational differences between both monomers. Parts of chain B
were gradually retrieved in this process. The structure of the 2’-Br-d AppNHp-bound FtPPDK
(5JVL) was determined by MR using the coordinates of the previously determined 5JV]/A
structure. The resulting model contained four monomers in the ASU. Three monomers were
extended to completeness, the fourth monomer (chain B) exhibited inconclusive density for
the NBD. The atomic displacement parameters (ADPs) for both crystal forms were refined
individually and were partly described as groups of translation, libration and screw-motion
(TLS) (Howlin et al. 1993).

Data of the FpPPDK were collected at the ESRF beamline ID29 at a wavelength of 0.9762 A
with an oscillation range of 0.1° per image and 360° of total range. The reflection data
were processed with XDS. Initial phases were obtained by MR with Phaser using the PBD
and NBD of 5JVL/D as starting model. The resulting structure was subject to automated
model-rebuilding using Bucaneer (Cowtan 2006) which recovered the CD followed by
iterative rounds of manual model rebuilding using Coot and refinement with phenix.refine
and REFMAC5 (Murshudov et al. 2011). In all cases, ligands were not modeled into excess
density indicated by the mF, — DF, map (where m represents the figure of merit, D the

o-A weighting factor and F, and F, the observed (experimental) and calculated (model)
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amplitudes respectively) until near-final refinement rounds to reduce model bias. To enhance
sensitivity for weak sidechain features, Feature Enhanced Maps (FEM) were used in the
model building process. For FEM, a 2mF, — DF, o-A-weighted map is modified to strengthen
weak signals if present. This includes calculation of omit maps, map randomization and map
sharpening. The resulting map shows enhanced sensitivity for weak features and reduced
model bias compared to 2mF, — DF, maps (Afonine 2015). The structure was validated using
tools provided by Coot and PHENIX, in particular MolProbity (Chen et al. 2010). Figures
were generated using PyMOL (Schrodinger, LLC 2015).

Comparison of PPDK crystal structures

All currently available crystal structures of PPDK were obtained from the Protein Data
Bank (Bernstein et al. 1977) (PDB) (Supplementary Tab. 2.2). The structure of PDB 5JVL, chain
B and NMR derived structure of the CD only (PDB 2FM4) was excluded from further analysis
as the NBD has not been resolved there. A multiple sequence and structural alignment of the
PPDK structures was generated with PROMALS3D (Pei et al. 2008). Residues resolved and

common to all structures were identified from the alignment and used for further analysis.

Cluster analysis of PPDK conformations

Cluster analysis on all PPDK crystal structures listed in Supplementary Tab. 2.2 was per-
formed with the CPPTRA]J (Roe and Cheatham 2013) module of the AMBER suite of pro-
grams (Case et al. 2005) using the hierarchical agglomerative (bottom-up) algorithm. As a
distance measure, the best-fit C, atom root mean square deviation (RMSD) of all residues
common in the PPDK structures with all domains resolved (Supplementary Tab. 2.2) was
used. A maximal distance between all members of two clusters (complete linkage) of < 4 A
was used as terminating criterion for the clustering. For subsequent analysis, only those
crystal structures were used that are cluster representatives in order to avoid a bias towards

the number of crystal structures in the same conformational state.

Principle component analysis

To describe the essential dynamics of PPDK, a principle component analysis (PCA) in Carte-
sian space was performed on a set of experimental structures (Supplementary Tab. 2.2)
and snapshots of MD simulations (Supplementary Tab. 2.4) using CPPTRAJ (Roe and
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Cheatham 2013) in a similar manner as described in refs. (Roe et al. 2014; Galindo-Murillo
et al. 2015). In detail, the coordinate covariance matrix was calculated for all C, atoms
present in all crystal structures without missing domains. The structures were RMS-fit to
the average structure of all cluster representative crystal structures using the 15% least
fluctuating residues to remove global transitional and rotational motion prior to calculating
the coordinate covariance matrix. The symmetric matrix is diagonalized by an orthogonal
coordinate transformation, yielding the eigenvalues and eigenvectors (principle compo-
nents). An eigenvalue corresponds to the mean square eigenvector coordinate fluctuation
(the variance) and, hence, describes how much a principal component contributes to the
total coordinate fluctuations (Hayward and Groot 2008).

To analyze the locality or collectivity of motions for the domains of PPDK, the collectivity
index k described in refs. (Ahmed et al. 2010) was calculated (eq. 2.1)

N
1
k= 17 exp {— ; AF2log A?}Q} (2.1)

with N being the number of atoms in the domain, and Ar; being the relative displacement of
the principal component. All values of A7; were scaled consistently such that Zf\jzl A?l.Q =1.
A value of k = 1 indicates a mode of maximal collectivity, that is, all A7; are identical.

Conversely, if only one atom is affected by the mode, k reaches the minimal value of %

Homology modeling of FtPPDK conformational states

As there was no crystal structure of FtPPDK available at the beginning of this project,
homology models of conformational states I, III, IV, and V were generated. From each
cluster (Fig. 4a), the crystal structures with the highest resolution and without mutations
that interfere with the enzymatic activity were used as templates (C. symbiosum structure
1KBL and 1KC7 for state I; Z. mays structure 1VBH and 1VBG for state II; F. pringlei structure
5JVN for state IV; and T. brucei structure 2X0S for state V). The sequence alignment of the
FtPPDK sequence and the respective template sequence(s) was generated by MAFFT (Katoh
2002). The sequence identities are for conformational state I: 55%; conformational state
III: 79%; conformational state IV: 96%; conformational state V: 54%. The homology models
were generated using the program MODELLER (Webb and Sali 2014) in a multi-template
approach, applying the dope loop model algorithm, and including ligands (if present in the
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crystal structure). The quality of our models was assessed for conformational state III, for
which now PDB ID 5]JV]J, chain A is available: RMSDc, for NBD: 1.16 A, for CD including
the linker domain: 1.13 A, and for the PBD: 0.93 A. Such structural deviations are close to

the experimental uncertainty of the crystal structure.

Molecular dynamics simulations of FtPPDK

The crystal structure of FtPPDK (5]JVL/C; conformational state II) and homology models of
FtPPDK for conformational states I, I, IV and V served as input structures for MD simula-
tions. Three independent replicates of MD simulations were performed for each system
which are summarized in Supplementary Tab. 2.4. Co-crystallized water and ligands were
removed. Hydrogen atoms were added using REDUCE (Word et al. 1999), flipping side
chains of Asn, Gln, and His when appropriate. These model systems were placed in a trun-
cated octahedral box of TIP3P water (Jorgensen et al. 1983) leaving a distance of at least
11 A between the solute and the border of the box. Counter ions were added to neutralize
the systems. All MD simulations were performed with the ff99SB force field (Hornak et al.
2006) using the Amber suite of programs (Case et al. 2005). Parameters for the phosphory-
lated histidine were obtained from ref. (Homeyer et al. 2005). Bonds containing hydrogen
atoms were constrained using the SHAKE algorithm (Ryckaert et al. 1977), and long range
interactions were treated by the particle mesh Ewald (PME) method (Cheatham et al. 1995).
A time step of 2 fs was used. The system was equilibrated by, first, applying harmonic re-
straints to solute atom positions with force constants of at least 5kcal mol™! A~2 for 100
steps of steepest descent and 400 steps of conjugate gradient minimization. Second, the
temperature of the system was raised from 100 K to 300 K in 50 ps of NVT-MD simulations.
Third, 150 ps of NPT-MD simulations were performed to adjust the system density. Finally,
the force constants of harmonic restraints were gradually reduced to zero during 250 ps of
NVT-MD simulations. Production NVT-MD simulations were carried out at 300 K, using
the Berendsen thermostat (Berendsen et al. 1984) and a coupling constant of 0.5 ps. Three
independent replicates of MD simulations were performed for each system by spawning
production runs after the thermalization at temperatures of 299.9K, 300.0K, and 300.1K
respectively. The first 2 ns of each trajectory were omitted from subsequent analyses. All

unrestrained MD simulations are listed in Supplementary Tab. 2.4.
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Generation of transition paths

For the potential of mean force calculations, plausible pathways of the swiveling motion and
opening-closing motion have been generated using targeted normal mode-based geometric
simulations by the NMSim approach (Ahmed et al. 2011). NMSim is a three-step protocol for
multiscale modeling of protein conformational changes that incorporates information about
preferred directions of protein motions into a geometric simulation algorithm. In the first
step, the protein structure is coarse-grained by the software FIRST (Jacobs et al. 2001) into
rigid parts connected by flexible links. For this, an energy cut-off for including hydrogen
bonds (and salt bridges) of —1kcal mol™! and a distance cutoff for including hydrophobic
constraints of 0.35 A were used. In the second step, low-frequency normal modes are
computed by rigid cluster normal mode analysis (RCNMA) with a 10 A distance cutoff
for considering interactions between Cy-atoms. In the third step, a linear combination of
the first 50 normal modes was used to bias backbone motions along the low-frequency
normal modes, while the side chain motions were biased towards favored rotamer states,
generating 500 conformations in 500 simulation cycles with a step size of 0.5 A and side
chain distortion of 0.3. Targeted NMSim calculations (Ahmed et al. 2011) were performed
between start / end states of cluster III / cluster V, cluster III / cluster I, and cluster IT /
cluster I, using homology models for cluster III, V, and I, and the cluster-representative

crystal structure for cluster I

Potential of mean force calculations

Free energy profiles of the swiveling motion of the CD (and the opening-closing motion
of the NBD) were computed along the NMSim-generated transition paths by umbrella
sampling (Torrie and Valleau 1977) followed by the Weighted Histogram Analysis Method
(WHAM) (Kumar et al. 1992). As a reaction coordinate for analyzing FtPPDK’s swiveling
motion, the distancecp.pgp between H456¢, — H565¢, was used (Supplementary Fig. 2.10c),
as it changes monotonously between the two endpoints and provides an intuitive measure
for the progress of the swiveling movement of the CD. The opening-closing motion of the
NBD of FtPPDK was analyzed along the reaction coordinate distancexppi-Npp3, measured
between S215¢, — E272¢, (Supplementary Fig. 2.10c). 1D (2D) umbrella sampling MD
simulations were performed along reaction coordinate(s) distancecp.pgp between 10 A
and 52A (9A and 54 A) (and distancengpi.ngps between 26 A and 42 A) in intervals of
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1A, applying harmonic potentials with a force constant of 1kcal mol™! A2 to tether the
conformations to the respective reference point. This resulted in 42 (782) umbrella sampling
simulations, each 42.5ns (9ns) long, excluding the first 2.5ns (1 ns) from the WHAM
analysis, for the 1D (2D) PMF. Approximately Gaussian-shaped frequency distributions
were obtained for each reference point along the reaction coordinate(s), with all such
distributions well overlapping (Supplementary Fig. 2.11b-d). The latter is a prerequisite
for the successful application of WHAM (Kumar et al. 1992) to extract a PMF from these
distributions. Bootstrapping was applied to compute the standard deviations at the reference

points.
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Figure 2.7.: Topology diagram of PPDK and simplified model of the PPDK mechanism. (A) The central domain
(CD, yellow) contains the catalytic histidine (H456) and is connected via the linker domain (LD, red) with
the PEP/pyruvate-binding domain (PBD, colored blue), and nucleotide-binding domain (NBD, colored in
three different greens according to the presence of three subdomains). The locations of the PEP/pyruvate
and AMP/ATP binding sites are indicated. The secondary structure was predicted using DSSP (Kabsch and
Sander 1983). (B) Simplified model of the PPDK swiveling domain mechanism, adapted from refs. (Herzberg
et al. 1996; McGuire et al. 1996). The PPDK-catalyzed reaction (middle row) involves a phosphoryl transfer via
H456 of the CD (yellow) between the locations of the two reactions at the NBD (green, right side) and at the
PBD (blue, left side). The dotted arrows in the cartoons in the top and bottom rows indicate motions of the

CD and within the NBD.
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Figure 2.8.: Quality assessment of PPDK purification (A) Size distribution analysis of triplicate dynamic light
scattering (DLS) measurements of FtPPDK and FpPPDK prior to crystallization. In both cases, DLS confirms
the monodispersity of the sample. The mean hydrodynamic diameter of FtPPDK (red) is 10.72+2.17 nm corre-
sponding to an estimated molecular weight of 171.0+35.8 kDa. For FpPPDK (blue), the mean hydrodynamic
diameter was determined to be 10.72£2.79 nm with a corresponding molecular weight of 171.0+49.3 kDa.
(B) Colloidal Coomassie-stained SDS PAGE of purified PPDK. FpPPDK (B) and FtPPDK (C) are visible as
prominent bands at approx. 100 kDa.

Figure 2.9.: Electron density of PEP binding site in FtPPDK. Stereo image illustrating the quality of electron
density around bound PEP in 5JVL/A. Maps shown are feature-enhanced maps (FEM) (Afonine 2015) contoured
at the equivalent of 1.0 o.
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Figure 2.10.: Principal component analysis on PPDK and reaction coordinates for PMF calculation (A) The
proportion of explained variance by each principal component ranked by its eigenvalue. The first (gold) and
second (silver) principal component (PC) relate to Fig. 4B. 89% of the variance can be explained by the first
two PCs. (B) Domain-wise collectivity index x of the first and second PC, calculated according to (Ahmed et al.
2011). (C) The distancecp.-ppp (depicted as gold line) and distancenppi-ngp3 (depicted as silver line) between
H456¢, - H565¢, and S215¢, — E272¢, (numbering according to F. trinervia / pringlei) are used as reaction
coordinates for the swiveling motion of the CD and the opening-closing motion of the NBD, respectively.
The depicted structure was taken from PDB ID 5JVN. The domain coloring is according to Fig. 2.7A. (D/E)
Validation of the reaction coordinates to represent the swiveling motion of the CD and the opening-closing
motion of the NBD. Scatter plots of the distances H456¢, — H565¢, (D) and S215¢, — E272¢, (E) versus
projections onto the first (D) and second (E) principle component obtained from the PCA over the cluster
representatives (Fig. 2.4B); each dot represents one conformation generated by MD simulations of ~10 ps
length. The correlation line is shown in blue.
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Figure 2.11.: Transition pathway for and validation of PMF calculations. Transition pathway between con-
formations III and I (Fig. 2.5B in the main text), created by targeted simulations with NMSim (Ahmed et al.
2011) starting from homology models with the template structure PDB ID 1KBL and 1KC7 towards homology
models with the template structure PDB ID 1VBH and 1VBG. Intermediate conformations are shown at
approximately 5 A spacing along the reaction coordinate distancecp.psp (Fig. 2.10C) (depicted next to the
conformations). The generated conformations are overlaid with cluster representatives of PPDK crystal struc-
tures (depicted in gray), and the Cq-atom RMSD is given. (B-D) Overlap of umbrella sampling simulations of
non-phosphroylated FtPPDK. Frequency distributions of the sampled distances used as reaction coordinates
(Fig. 2.10C) for umbrella sampling are shown (B) for the 782 MD simulations covering the 2D space spanned
by both reaction coordinates (contour lines are plotted at frequencies of 5000, 10000, 15000, 20000, and 25000
conformations) and (C) for 17 MD simulations at a restrained distancecp.ppp = 30 A as well as (D) for 45
MD simulations at a restrained distancenspi-nsp3 = 35 A. Each color represents one MD simulation. (E-G)
Convergence of the 2D PMF calculation of phosphorylated FtPPDK. 2D PMFs computed using umbrella
sampling along the two reaction coordinates (Fig. 2.10C) are shown for (E) only the 1% half of the sampling

time, (F) the 2 half, and (G) the complete sampling time of 8 ns per window.
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Figure 2.12.: Unrestrained MD simulations of PPDK. (A-E) Projection of conformations from MD simulations
and crystal structures of PPDK (dots; each color represents one MD simulation of non-phosphorylated FtPPDK,
see Tab. 2.4) (using the corresponding residues for each organism (Tab. 2.2), with Roman numerals according
to Fig. 2.4A) onto the reaction coordinates distancecp.ppp and distancengpi-npps (Fig. 2.10C). (I: PDB ID 1DIK,
2DIK, 1GGO, 1JDE, 1KBL, 1KC7; II: 5]V]/B, 5]VL/A, 5]JVL/C, 5]JVL/D; III: 2R82, 1VBG, 1VBH, 5JV]/A; IV: 5]JVN;
V 2X0S). Three MD simulations of 600 ns length each were started from (A) conformation I1I, (B) conformation
IV, (C) conformation V (D) conformation II, and (E) conformation I. (F-H) Interactions observed in three
MD simulations of 600 ns length each started from conformation IV. (F) The swiveling motion of the CD is
analzed by the distancecp-ppp between H456¢, — H565¢,, (G) a non-polar interaction analyzed by the minimal
distance between all C-atoms of 1864 and L378, and (H) a salt bridge is analyzed by the minimal distance
between atoms E8040¢1/0¢2 and R462np1/Nn2-
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Figure 2.13.: Stepped movement of the CD. CDs of 5]JVN (B, yellow) and 1KBL (C, brown). Helix 20 containing
the catalytic H456 (H455 in 1KBL) is depicted as cylinder with the C, atom of H456 shown as red sphere. The
rotational axis for the transitions between states B and C is depicted as a blue arrow. The distance between
the C, atoms of the catalytic histidine is shown as a dashed line.
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Table 2.2.: Overview of all currently known PPDK structures’

Cluster” Organism PDB ID Comment Distancecp.ppp’ (A) Distancenppi-nsps | (A) Reference
I C. symbiosum 1DIK 45.5 28.1 (Herzberg et al. 1996)
I C. symbiosum 2DIK R337A 45.8 28.0 (McGuire et al. 1996)
I C. symbiosum 1GGO T453A 45.5 28.6 (Wei et al. 2000)
I C. symbiosum 1JDE K22A 46.2 28.1 (Ye et al. 2001)
I C. symbiosum 1KBL 45.6 28.6 (Herzberg et al. 2002)
I C. symbiosum 1KC7 PEP analogue bound 454 284 (Herzberg et al. 2002)
I F trinervia 5JV]J Chain B; PEP bound; CD and NBD incomplete 11.6 30.3 This paper
II  F trinervia 5JVL Chain A; PEP and ATP analogue bound 12.9 28.4 This paper
II  F trinervia 5JVL Chain C; PEP and ATP analogue bound 9.8 29.9 This paper
II F trinervia 5JVL Chain D; PEP and ATP analogue bound 9.3 28.7 This paper
I C. symbiosum 2R82 R219E/E271R/S262D 10.4 38.7 (Herzberg et al. 2002)
Il Z mays 1VBG 16.4 35.8 (Nakanishi et al. 2005)
Il Z mays 1VBH PEP bound 17.2 36.8 (Nakanishi et al. 2005)
III  F trinervia 5JVJ Chain A; PEP bound 134 38.5 This paper
IV F pringlei 5JVN PEP and ATP analogue bound 25.3 37.5 This paper
\Y% T. brucei 2X0S 49.2 35.5 (Cosenza et al. 2002)
* F. trinervia  5JVL Chain B; PEP bound; NBD not resolved 15.5 - This paper
¥ C. symbiosum 2FM4 NMR-derived structure of the CD - - (Lin et al. 2006)

2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

"Crystal structures described in this work are shown in bold.

TThe cluster number relates to Fig. 4A. Within each cluster, structures are sorted in chronological order.

*Structure not used for analysis; due to missing domains.

$Measured between C, atoms of residues 455-564 (C. symbiosum); 456-565 (F. trinervia); 456-565 (F. pringlei); 482-589 (T. brucei); 458-567 (Z. mays).
IMeasured between C, atoms of residues 214-271 (C. symbiosum); 215-272 (F. trinervia); 215-272 (F. pringlei); 218-275 (T. brucei); 217-274 (Z. mays).
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2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Table 2.4.: Unrestrained MD simulations of non-phosphorylated FtPPDK’

Starting conformation Repetition Simulation length (ns) Color in figures
I L1 600 Light green
I L2 600 Green
I L3 600 Dark olivegreen
I 1 600 Light gray
II II.2 600 Gray
I IL.3 600 Dark gray
11 1.1 600 Yellow
I II.2 600 Orange
I 1.3 1500 Dark red
Started from III.3 at 800 ns 1.4 700 Dark orange
v Al 600 Cyan
v Iv.2 600 Purple
v Iv3 600 Brown
\4 \Al 600 Light blue
A V.2 600 Dark cyan
Vv V.3 600 Dark blue

“Three replicate simulations were started from each cluster, using crystal structures of FtPPDK, if
available at the beginning of this project, or homology models (see Supplemental Methods).

64



References

References

Adachi, K., K. Oiwa, T. Nishizaka, S. Furuike, H. Noji, H. Itoh, M. Yoshida, and K. Kinosita
(2007). “Coupling of Rotation and Catalysis in F1-ATPase Revealed by Single-Molecule
Imaging and Manipulation”. In: Cell 130.2, pp. 309-321.

Adams, P. D., P. V. Afonine, G. Bunkdczi, V. B. Chen, I. W. Davis, N. Echols, J. J. Headd, L.-W.
Hung, G. J. Kapral, R. W. Grosse-Kunstleve, and et al. (2010). “PHENIX : a comprehensive
Python-based system for macromolecular structure solution”. In: Acta Crystallogr. D. 66.2,
pp. 213-221.

Afonine, P. (2015). “FEM: Feature Enhanced Map”. In: Acta Crystallogr. D. 71.3, pp. 646—-666.

Ahmed, A., F. Rippmann, G. Barnickel, and H. Gohlke (2011). “A Normal Mode-Based
Geometric Simulation Approach for Exploring Biologically Relevant Conformational
Transitions in Proteins™. In: 7. Chem. Inf. Model. 51.7, pp. 1604-1622.

Ahmed, A., S. Villinger, and H. Gohlke (2010). “Large-scale comparison of protein essen-
tial dynamics from molecular dynamics simulations and coarse-grained normal mode
analyses”. In: Proteins 78.16, pp. 3341-3352.

Berendsen, H. J. C., J. P. M. Postma, W. F. van Gunsteren, A. DiNola, and J. R. Haak (1984).
“Molecular dynamics with coupling to an external bath”. In: J. Chem. Phys. 81.8, p. 3684.

Bernstein, F. C., T. F. Koetzle, G. . Williams, E. F. Meyer, M. D. Brice, ]. R. Rodgers, O. Kennard,
T. Shimanouchi, and M. Tasumi (1977). “The protein data bank: A computer-based archival
file for macromolecular structures”. In: 7. Mol. Biol. 112.3, pp. 535-542.

Case, D. A, T. E. Cheatham, T. Darden, H. Gohlke, R. Luo, K. M. Merz, A. Onufriev, C.
Simmerling, B. Wang, and R. J. Woods (2005). “The Amber biomolecular simulation
programs”. In: J. Comput. Chem. 26.16, pp. 1668-1688.

Chastain, C. J. and R. Chollet (2003). “Regulation of pyruvate, orthophosphate dikinase by
ADP-/P;j-dependent reversible phosphorylation in C5 and C4 plants”. In: Plant Physiol.
Bioch. 41.6-7, pp. 523-532.

Chastain, C. J., C. J. Failing, L. Manandhar, M. A. Zimmerman, M. M. Lakner, and T. H. T.
Nguyen (2011). “Functional evolution of C4 pyruvate, orthophosphate dikinase”. In: J.
Exp. Bot. 62.9, pp. 3083-3091.

Chastain, C. J., J. W. Heck, T. A. Colquhoun, D. G. Voge, and X.-Y. Gu (2006). “Posttransla-
tional regulation of pyruvate, orthophosphate dikinase in developing rice (Oryza sativa)
seeds”. In: Planta 224.4, pp. 924-934.

65



2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Cheatham, T. E. L, J. L. Miller, T. Fox, T. A. Darden, and P. A. Kollman (1995). “Molecular
Dynamics Simulations on Solvated Biomolecular Systems: The Particle Mesh Ewald
Method Leads to Stable Trajectories of DNA, RNA, and Proteins”. In: J. Am. Chem. Soc.
117.14, pp. 4193-4194.

Chen, V. B., W. B. Arendall, ]J. J. Headd, D. A. Keedy, R. M. Immormino, G. J. Kapral, L. W.
Murray, J. S. Richardson, and D. C. Richardson (2010). “MolProbity : all-atom structure
validation for macromolecular crystallography”. In: Acta Crystallogr. D. 66.1, pp. 12-21.

Collaborative, Computational Project and others (1994). “The CCP4 suite: programs for
protein crystallography”. In: Acta Crystallogr. D. 50.5, p. 760.

Cosenza, L. W., F. Bringaud, T. Baltz, and F. M. Vellieux (2002). “The 3.0A Resolution Crystal
Structure of Glycosomal Pyruvate Phosphate Dikinase from Trypanosoma brucei’. In: 7.
Mol. Biol. 318.5, pp. 1417-1432.

Cowtan, K. (2006). “The Buccaneer software for automated model building. 1. Tracing
protein chains”. In: Acta Crystallogr. D. 62.9, pp. 1002-1011.

Doncheva, N. T., K. Klein, F. S. Domingues, and M. Albrecht (2011). “Analyzing and visualiz-
ing residue networks of protein structures”. In: Trends In Biochemical Sciences (Cambridge
36.4, pp. 179-182.

Edwards, G. E., H. Nakamoto, J. N. Burnell, and M. D. Hatch (1985). “Pyruvate,P; Dikinase
and NADP-Malate Dehydrogenase in C4 Photosynthesis: Properties and Mechanism of
Light/Dark Regulation”. In: Ann. Rev. Plant Physio. 36.1, pp. 255-286.

Eisenberg, E. and T. L. Hill (1979). “A cross-bridge model of muscle contraction”. In: Prog.
Biophys. Mol. Biol. 33, pp. 55-82.

Emsley, P., B. Lohkamp, W. G. Scott, and K. Cowtan (2010). “Features and development of
Coot”. In: Acta Crystallogr. D. 66.4, pp. 486—501.

Esser, L. (1998). “Synapsin I is structurally similar to ATP-utilizing enzymes”. In: EMBO J.
17.4, pp. 977-984.

Evans, P. R. and G. N. Murshudov (2013). “How good are my data and what is the resolution?”
In: Acta Crystallogr. D. 69.7, pp. 1204-1214.

Feynman, R., R. Leighton, M. Sands, and E. Hafner (1965). The Feynman Lectures on Physics;
Vol. I Vol. 33. AAPT, p. 750.

Galindo-Murillo, R., D. R. Roe, and T. E. Cheatham (2015). “Convergence and reproducibility
in molecular dynamics simulations of the DNA duplex d(GCACGAACGAACGAACGC)”.
In: Biochim. Biophys. Acta 1850.5, pp. 1041-1058.

66



References

Glaser, F., T. Pupko, I. Paz, R. E. Bell, D. Bechor-Shental, E. Martz, and N. Ben-Tal (2003).
“ConSurf: Identification of Functional Regions in Proteins by Surface-Mapping of Phylo-
genetic Information”. In: Method. Biochem. Anal. 19.1, pp. 163-164.

Hatch, M. D. (1979). “Regulation of C4 Photosynthesis: Factors Affecting Cold-Mediated
Inactivation and Reactivation of Pyruvate, P I Dikinase”. In: Aust. J. Plant Physiol. 6.6,
p. 607.

Hayward, S. and B. L. Groot (2008). “Normal Modes and Essential Dynamics”. In: Molecular
Modeling of Proteins 443, pp. 89-106.

Herzberg, O., C. C. Chen, G. Kapadia, M. McGuire, L. J. Carroll, S. J. Noh, and D. Dunaway-
Mariano (1996). “Swiveling-domain mechanism for enzymatic phosphotransfer between
remote reaction sites.” In: P. Natl. Acad. Sci. USA. 93.7, pp. 2652-2657.

Herzberg, O., C. C. H. Chen, S. Liu, A. Tempczyk, A. Howard, M. Wei, D. Ye, and D. Dunaway-
Mariano (2002). “Pyruvate site of pyruvate phosphate dikinase: crystal structure of
the enzyme-phosphonopyruvate complex, and mutant analysis”. In: Biochemistry 41.3,
pp. 780-787.

Homeyer, N., A. H. C. Horn, H. Lanig, and H. Sticht (2005). “AMBER force-field parameters
for phosphorylated amino acids in different protonation states: phosphoserine, phos-
phothreonine, phosphotyrosine, and phosphohistidine”. In: 7. Mol. Model. 12.3, pp. 281-
289.

Hornak, V., R. Abel, A. Okur, B. Strockbine, A. Roitberg, and C. Simmerling (2006). “Com-
parison of multiple Amber force fields and development of improved protein backbone
parameters”. In: Proteins 65.3, pp. 712-725.

Howard, J. (2010). “Motor Proteins as Nanomachines: The Roles of Thermal Fluctuations in
Generating Force and Motion”. In: J. Biol. Phys. Pp. 47-59.

Howlin, B., S. A. Butler, D. S. Moss, G. W. Harris, and H. P. C. Driessen (1993). “TLSANL: TLS
parameter-analysis program for segmented anisotropic refinement of macromolecular
structures”. In: 7. Appl. Crystallogr. 26.4, pp. 622-624.

Huxley, A. F. (1957). “A hypothesis for the mechanism of contraction of muscle”. In: Prog
Biophys Biophys Chem 7, pp. 255-318.

Jacobs, D. J., A.J. Rader, L. A. Kuhn, and M. F. Thorpe (2001). “Protein flexibility predictions
using graph theory”. In: Proteins 44.2, pp. 150-165.

67



2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Jorgensen, W. L., J. Chandrasekhar, J. D. Madura, R. W. Impey, and M. L. Klein (1983).
“Comparison of simple potential functions for simulating liquid water”. In: J. Chem. Phys.
79.2, p. 926.

Kabaleeswaran, V., N. Puri, J. E. Walker, A. G. W. Leslie, and D. M. Mueller (2006). “Novel
features of the rotary catalytic mechanism revealed in the structure of yeast F1 ATPase”.
In: EMBO 7. 25.22, pp. 5433-5442.

Kabsch, W. (2010). “XDS”. In: Acta Crystallogr. D. 66.2, pp. 125-132.

Kabsch, W. and C. Sander (1983). “Dictionary of protein secondary structure: Pattern recog-
nition of hydrogen-bonded and geometrical features”. In: Biopolymers 22.12, pp. 2577-
2637.

Katoh, K. (2002). “MAFFT: a novel method for rapid multiple sequence alignment based on
fast Fourier transform”. In: Nucleic Acids Res. 30.14, pp. 3059-3066.

Knowles, J. R. (1980). “Enzyme-Catalyzed Phosphoryl Transfer Reactions”. In: Annu. Rev.
Biochem. 49.1, pp. 877-919.

Korolev, S., J. Hsieh, G. H. Gauss, T. M. Lohman, and G. Waksman (1997). “Major Domain
Swiveling Revealed by the Crystal Structures of Complexes of E. coli Rep Helicase Bound
to Single-Stranded DNA and ADP”. In: Cell 90.4, pp. 635-647.

Kumar, S., J. M. Rosenberg, D. Bouzida, R. H. Swendsen, and P. A. Kollman (1992). “THE
weighted histogram analysis method for free-energy calculations on biomolecules. I. The
method”. In: J. Comput. Chem. 13.8, pp. 1011-1021.

Lim, K., R. J. Read, C. C. H. Chen, A. Tempczyk, M. Wei, D. Ye, C. Wu, D. Dunaway-Mariano,
and O. Herzberg (2007). “Swiveling Domain Mechanism in Pyruvate Phosphate Dikinase”.
In: Biochemistry 46.51, pp. 14845-14853.

Lin, Y., J. D. Lusin, D. Ye, D. Dunaway-Mariano, and J. B. Ames (2006). “Examination of
the Structure, Stability, and Catalytic Potential in the Engineered Phosphoryl Carrier
Domain of Pyruvate Phosphate Dikinase”. In: Biochemistry 45.6, pp. 1702-1711.

McCoy, A. J., R. W. Grosse-Kunstleve, P. D. Adams, M. D. Winn, L. C. Storoni, and R. J. Read
(2007). “Phaser crystallographic software”. In: 7. Appl. Crystallogr. 40.4, pp. 658—674.

McGuire, M,, L. J. Carroll, L. Yankie, S. H. Thrall, D. Dunaway-Mariano, O. Herzberg, B.
Jayaram, and B. H. Haley (1996). “Determination of the Nucleotide Binding Site within
Clostridium symbiosum Pyruvate Phosphate Dikinase by Photoaffinity Labeling, Site-
Directed Mutagenesis, and Structural Analysis”. In: Biochemistry 35.26, pp. 8544-8552.

68



References

Mildvan, A. S. and R. K. Gupta (1978). “Nuclear relaxation measurements of the geometry
of enzyme-bound substrates and analogs”. In: Methods Enzymol. 49, pp. 322-359.

Murshudov, G. N., P. Skubak, A. A. Lebedev, N. S. Pannu, R. A. Steiner, R. A. Nicholls, M. D.
Winn, F. Long, and A. A. Vagin (2011). “REFMAC 5 for the refinement of macromolecular
crystal structures™. In: Acta Crystallogr. D. 67.4, pp. 355-367.

Nakanishi, T., T. Nakatsu, M. Matsuoka, K. Sakata, and H. Kato (2005). “Crystal Structures
of Pyruvate Phosphate Dikinase from Maize Revealed an Alternative Conformation in
the Swiveling-Domain Motion”. In: Biochemistry 44.4, pp. 1136-1144.

Nguyen, K. and P. C. Whitford (2016). “Steric interactions lead to collective tilting motion
in the ribosome during mRNA-tRNA translocation”. In: Nat. Commun. 7, p. 10586.

Novak, B. R., D. Moldovan, G. L. Waldrop, and M. S. de Queiroz (2010). “Behavior of the
ATP grasp domain of biotin carboxylase monomers and dimers studied using molecular
dynamics simulations”. In: Proteins 79.2, pp. 622—-632.

Pei, J., B.-H. Kim, and N. V. Grishin (2008). “PROMALS3D: a tool for multiple protein
sequence and structure alignments”. In: Nucleic Acids Res. 36.7, pp. 2295-2300.

Qi, X., W. Lin, M. Ma, C. Wang, Y. He, N. He, J. Gao, H. Zhou, Y. Xiao, Y. Wang, et al. (2016).
“Structural basis of rifampin inactivation by rifampin phosphotransferase”. In: P. Natl.
Acad. Sci. USA. P. 201523614.

Roe, D. R, C. Bergonzo, and T. E. Cheatham (2014). “Evaluation of Enhanced Sampling Pro-
vided by Accelerated Molecular Dynamics with Hamiltonian Replica Exchange Methods™.
In: J. Phys. Chem. B 118.13, pp. 3543-3552.

Roe, D. R. and T. E. Cheatham (2013). “PTRAJ and CPPTRAJ: Software for Processing
and Analysis of Molecular Dynamics Trajectory Data”. In: 7. Chem. Theory Comput. 9.7,
pp. 3084-3095.

Rosche, E., M. Streubel, and P. Westhoff (1994). “Primary structure of the photosynthetic
pyruvate orthophosphate dikinase of the Cs plant Flaveria pringlei and expression analysis
of pyruvate orthophosphate dikinase sequences in C3, C3/C4 and C4 Flaveria species”. In:
Plant Mol. Biol. 26.2, pp. 763-769.

Rosche, E. and P. Westhoff (1990). “Primary structure of pyruvate, orthophosphate dikinase
in the dicotyledonous C4 plant Flaveria trinervia”. In: Febs Lett. 273.1-2, pp. 116-121.
Ryckaert, J.-P., G. Ciccotti, and H. J. Berendsen (1977). “Numerical integration of the cartesian
equations of motion of a system with constraints: molecular dynamics of n-alkanes”. In:

J. Comput. Phys. 23.3, pp. 327-341.

69



2. Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomdne

Salahas, G., Y. Manetas, and N. Gavalas (1990). “Assaying for pyruvate, orthophosphate dik-
inase activity: necessary precautions with phosphoenolpyruvate carboxylase as coupling
enzyme’. In: Photosynth. Res. 24.2, pp. 183-188.

Schrédinger, LLC (2015). The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8.

Schuwirth, B. S. (2005). “Structures of the Bacterial Ribosome at 3.5 A Resolution”. In: Science
310.5749, pp. 827-834.

Shannon, P. (2003). “Cytoscape: A Software Environment for Integrated Models of Biomole-
cular Interaction Networks”. In: Genome Res. 13.11, pp. 2498-2504.

Shirahashi, K., S. Hayakawa, and T. Sugiyama (1978). “Cold Lability of Pyruvate, Orthophos-
phate Dikinase in the Maize Leaf”. In: Plant Physiol. 62.5, pp. 826-830.

Sugiyama, T. (1973). “Purification, molecular, and catalytic properties of pyruvate phosphate
dikinase from the maize leaf”. In: Biochemistry 12.15, pp. 2862—2868.

Teplyakov, A., K. Lim, P.-P. Zhu, G. Kapadia, C. C. H. Chen, J. Schwartz, A. Howard, P. T.
Reddy, A. Peterkofsky, and O. Herzberg (2006). “Structure of phosphorylated enzyme I,
the phosphoenolpyruvate:sugar phosphotransferase system sugar translocation signal
protein”. In: P. Natl. Acad. Sci. USA. 103.44, pp. 16218-16223.

Torrie, G. and J. Valleau (1977). “Nonphysical sampling distributions in Monte Carlo free-
energy estimation: Umbrella sampling”. In: J. Comput. Phys. 23.2, pp. 187-199.

Wang, H. and G. Oster (2002). “Ratchets, power strokes, and molecular motors”. In: Appl.
Phys. A 75.2, pp. 315-323.

Webb, B. and A. Sali (2014). “Comparative Protein Structure Modeling Using MODELLER”.
In: Current Protocols in Bioinformatics, pp. 561-5632.

Wei, M., Z. Li, D. Ye, O. Herzberg, and D. Dunaway-Mariano (2000). “Identification of
Domain-Domain Docking Sites within Clostridium symbiosum Pyruvate Phosphate
Dikinase by Amino Acid Replacement”. In: J. Biol. Chem. 275.52, pp. 41156-41165.

Weifle, R. H.-J., A. Faust, M. Schmidt, P. Schonheit, and A. J. Scheidig (2016). “Structure of
NDP-forming Acetyl-CoA synthetase ACD1 reveals a large rearrangement for phosphoryl
transfer”. In: P. Natl. Acad. Sci. USA. 113.5, pp. 519-528.

Wong, I. and T. M. Lohman (1997). “A Two-Site Mechanism for ATP Hydrolysis by the
Asymmetric Rep Dimer P,S As Revealed by Site-Specific Inhibition with ADP-AIF,”. In:
Biochemistry 36.11, pp. 3115-3125.

70



References

Word, J., S. C. Lovell, J. S. Richardson, and D. C. Richardson (1999). “Asparagine and
glutamine: using hydrogen atom contacts in the choice of side-chain amide orientation”.
In: J. Mol. Biol. 285.4, pp. 1735-1747.

Yasuda, R., H. Noji, M. Yoshida, K. Kinosita, and H. Itoh (2001). “Resolution of distinct
rotational substeps by submillisecond kinetic analysis of F1-ATPase”. In: Nature 410.6831,
pp- 898-904.

Ye, D., M. Wei, M. McGuire, K. Huang, G. Kapadia, O. Herzberg, B. M. Martin, and D.
Dunaway-Mariano (2001). “Investigation of the Catalytic Site within the ATP-Grasp
Domain of Clostridium symbiosum Pyruvate Phosphate Dikinase”. In: J. Biol. Chem.
276.40, pp. 37630-37639.

Yoshida, M., E. Muneyuki, and T. Hisabori (2001). “ATP synthase — a marvellous rotary
engine of the cell”. In: Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2.9, pp. 669—-677.

Zhang, Z., L. Huang, V. M. Shulmeister, Y.-I. Chi, K. K. Kim, L.-W. Hung, A. R. Crofts, E. A.
Berry, and S.-H. Kim (1998). “Electron transfer by domain movement in cytochrome bc1”.

In: Nature 392.6677, pp. 677-684.

71






3. ldentifizierung weiterer Teilschritte im katalytischen
Mechanismus der Pyruvat-Phosphat Dikinase durch die

vom Enzym nicht umsetzbare Nukleotidform ADP

Titel Trapped intermediate state of plant pyruvate phosphate dikinase indicates substeps

in catalytic swiveling domain mechanism
Autoren Alexander Minges, Astrid Hoppner, Georg Groth

Eigener Anteil 60 %
Schreiben des Manuskriptes, Expression und Reinigung rekombinanter Proteine,

Strukturaufklarung, Datenanalyse

Veroffentlicht in Protein Science (DOI: 10.1002/pro.3184)
Originalartikel verdffentlich von Wiley-Blackwell © 2017 The Protein Society
Reproduktion mit freundlicher Genehmigung von Wiley-Blackwell

Impact-Faktor (2015) 3,039

73


https://doi.org/10.1002/pro.3184

3. Identifizierung weiterer Teilschritte im katalytischen Mechanismus der PPDK

Abstract

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) is an essential enzyme of both the C4 photosynthetic
pathway and cellular energy metabolism of some bacteria and unicellular protists. In C4
plants, it catalyzes the ATP- and P;-dependent formation of phosphoenolpyruvate (PEP)
while in bacteria and protozoa the ATP-forming direction is used. PPDK is composed out
of three distinct domains and exhibits one of the largest single domain movements known
today during its catalytic cycle. However, little information about potential intermediate
steps of this movement were available. A recent study resolved a discrete intermediate step
of PPDK’s swiveling movement, shedding light on the details of this intriguing mechanism.
Here we present an additional structural intermediate that possibly represents another
crucial step in the catalytic cycle of PPDK, providing means to get a more detailed under-

standing of PPDK’s mode of function.

Introduction

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) is a highly versatile enzyme catalyzing the interconver-
sion between phosphoenolpyruvate (PEP) and pyruvate in bacteria, plants and unicellular
parasitic protists such as Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, or Entamoeba histolyt-
ica. While serving as a glycolytic enzyme in protists enhancing the energy efficiency in
these organisms at energy-limiting conditions (Mertens 1993), PPDK works in the opposite
direction in chloroplasts of C4 plants where it catalyzes the ATP-driven regeneration of
the primary carboxylation substrate of the C4 pathway PEP (Chastain and Chollet 2003).
The active biological assembly in bacteria consists of a homodimer, while plant PPDK
can form homotetramers as functional complex. Each PPDK monomer consists of three
distinct structural and functional domains (Fig. 3.1A): An N-terminal nucleotide binding
domain (NBD), a central domain (CD) housing the catalytic histidine residue that shut-
tles the phosphoryl group from the high-energy phosphate substrates and a C-terminal
PEP/pyruvate binding domain (PBD). The substrate binding sites of the NBD and PBD are
spaced 45 A apart. Hence, a so-called swiveling-domain mechanism was proposed based on
crystal structures from Clostridium symbiosum (Herzberg et al., 1996), Zea mays (Nakanishi
et al. 2005) and Trypanosoma brucei (Cosenza et al. 2002) to explain the transport of the
phosphoryl group from the NBD to the PBD with the CD undergoing a large rotational
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(~110°) and translational (~40 A) movement. Recent findings based on structures from the
C4 and C; plants Flaveria trinervia and Flaveria pringlei suggest that the swiveling mo-
tion proceeds with at least one discrete sub-step and might employ an alternate-binding
change mechanism (Minges et al. 2017). Here we present a novel crystal structure (PDB
code 5LU4) of the C4-PPDK from F. trinervia that has been crystallized in the presence of the
glycolytic substrate pyruvate and the nucleotide inhibitor ADP. The structure represents a
yet unknown potential conformational intermediate of the CD and further elucidates the

sequential path of the swiveling motion in the PPDK catalytic cycle.

Results and Discussion

The pyruvate/ADP complex structure of FtPPDK (PDB code 5LU4) was solved using mol-
ecular replacement (MR) and was refined to a resolution of 2.90 A with R/Rg.. values of
24.7%/28.6% (Tab. 3.1) with an estimated coordinate error of 0.52 A. Coordinates of FtPPDK
structure 5JVL chain D were used as a search model for MR. Crystals of 5LU4 belong to
space group P21212; with the asymmetric unit (ASU) consisting of two FtPPDK monomers
(Fig. 3.1B). The inhibitory ADP molecule is bound to the NBD in the same manner as the
ATP analogue 2’-Br-AppNHp in FtPPDK structures 5JVL and 5JVN (Fig. 3.2C) provoking
a closed state of the NBD (Minges et al. 2017). Similar ADP-bound conformations have
also been observed for other proteins containing an ATP grasp fold such as the human
citrate lyase (PDB code 3PFF) or the bacterial glycinamide ribonucleotide synthetase (PDB
code 2XD4). In 5LU4, hydrogen bonds are formed between residues Lys25, GIn336 and the
B-phosphate of ADP as well as Thr108, Arg95, Lys25 and the a-phosphate of ADP. The
adenine ring is bound by hydrogen bonds formed by side chains of residues Ser93, Ser242
and the backbone of Val244. Glu324 is forming a hydrogen bond to the 2’-OH group of the
ribose moiety (Fig. 3.2C). Compared to the previously resolved intermediate position of
the CD in 5JVN and its NBD-facing conformation in PPDK structures 2X0S (T. brucei) or
1KBL (C. symbiosum) (Herzberg et al. 2002), the position of the CD in the newly resolved
structure suggests domain swiveling along disparate axes to properly align the catalytic
His456 for phosphoryl group transfer from the ATP substrate in the NBD to the pyruvate
bound in the PBD. To this end, 5LU4 seems to reflect a potential consecutive conformational
state following the CD intermediate resolved in 5JVN. Rotation of the CD towards the NBD
along an axis defined by the linker helices connecting CD, NBD and PBD in 5LU4 is similar
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to the previously resolved motion in the 5JVN intermediate. However, on top of this the
CD is rotated by ~104° around a second axis running almost perpendicular to the initial
axis in the linker helices (Fig. 3.2B) in 5LU4 to further complete the catalytic cycle.

As for PPDK structures 5JVL and 5JV] the ASU of 5LU4 contains two monomers. How-
ever, in contrast to the monomer arrangement in the ASU of previously published PPDK
structures, where the functional homodimer is formed via their PBDs, monomers in the
ASU of the swiveling domain intermediate 5LU4 interact directly via their NBDs or their
CDs contacting the NBD in the other monomer, respectively (Fig. 3.1B). Naturally, the bi-
ological assembly previously described for bacterial, plant and protist PPDKs consisting
of a PBD-mediated dimer can be constructed from the crystallographic symmetry for the
5LU4 assembly, too (Fig. 3.1C). Yet, the spatial arrangement of closely interacting NBDs in
the ASU of 5LU4 preventing the CD from adopting its terminal NBD-facing conformation
was certainly a crucial factor to resolve the new potential swiveling intermediate. In addi-
tion to steric restrictions from the NBDs, the 5LU4 intermediate conformation is stabilized
by a small number of polar interactions between the CD of monomer B and the NBD of
monomer A in the ASU. The side chain of Glu290/A interacts with the backbone of residues
Met453/B and Thr454/B. Furthermore, Asn250/A forms a hydrogen bond with Glu431/B.
However, taking into account the overall dimensions and the high intrinsic flexibility of
the protein as reflected by high B-factors and the large domain movements in the catalytic
cycle in CD and NBD, it is unlikely that these few interactions on their own have driven
the CD in the intermediate conformation resolved in 5LU4. Therefore, the main reason
for isolating this potential conformational intermediate of the CD swiveling motion in
the crystal is probably related to the steric hindrance of the terminal CD transition path
towards the NBD in the 5LU4 dimeric assembly. However, such a steric isolation of the
swiveling intermediate does not preclude that the observed structural snapshot in fact
represents a physiologically relevant though short-lived conformational intermediate.

Similar restriction of the CD movement by symmetry-related molecules has been ob-
served in the PBD-facing structure 2R82 of mutant C. symbiosum PPDK (Lim et al. 2007).
Nonetheless, 2R82 clearly constitutes a plausible and well-approved conformational state
in the PPDK’s swiveling domain mechanism. The potential physiological relevance of our
trapped 5LU4 intermediate is further supported by the free energy landscape profile com-
puted for non-phosphorylated FtPPDK (Minges et al. 2017). The transition path connecting

the two extreme conformations of the CD in the swiveling motion, which are located them-

76



selves in local minima of the free energy landscape, follows alow energy valley. The previ-
ously resolved CD intermediate 5JVN is located near a shallow energy minimum along this
path, while both, the extreme conformation of the CD resolved in PPDK of T. brucei (PDB
code 2X0S) (Cosenza et al. 2002) and the trapped 5LU4 intermediate of F. trinervia PPDK, are
located on the edge of the proposed transition path at similar free energies (~12 kcal mol™?)
making both of them energetically feasible intermediates.

The combination of currently known crystal structures, including the conformational
intermediate described here, allows to sketch a plausible path of the conformational shifts
in the CD taking place in the proposed PPDK swiveling mechanism (Fig. 3.2A): First, the
CD is positioned with its catalytic His456 mediating phosphoryl group transfer between
NBD and PDB in close proximity to the pyruvate binding site. At this initial state, the NBD
is empty and in an open conformation (PDB code 5JV] chain A). Subsequent nucleotide
binding then triggers movement and closure of the NBD (PDB code 5]VL; Fig. 3.2A, state 1).
In consequence, the CD is rotated towards the NBD by ~45° around an axis located at the
center of the CD running parallel to the linker helices that connect CD to NBD and PBD.
The related swiveling motion places the CD in an intermediate conformation between both
substrate binding domains as observed in 5JVN (Fig. 3.2A, state 2). To further align the
catalytic His456 with the bound nucleotide substrate in the nucleotide binding cleft of the
NBD, the CD then is rotated by ~104° along an axis that is oriented perpendicular to the
previous swiveling movement (Fig. 3.2A, state 3). Eventually the CD is tilted towards the
nucleotide binding site, resulting in the NBD-facing conformation, known from the 2X0S
and 1KBL crystal structures of T. brucei and C. symbiosum.

Similar discrete sub-steps of rotary domain movements deduced form the ensemble of
different PPDK conformational states have been described for other proteins exhibiting
large rotational domain movements such as the F;-ATPase (Yasuda et al. 2001), the bacterial
flagellar motor (Sowa et al. 2005) or the E. coli 5’-nucleotidase (Schultz-Heienbrok et al. 2004).
In these systems, the discovery of discrete sub-steps of a rotational movement — initially
thought to be of rather continuous nature — has eventually led to deeper understanding
of the underlying catalytic mechanism and a strong correlation between structure and
molecular function. In the past, the CD swiveling motion of PPDK was well recognized as
one of the largest single domain movements observed in enzyme catalysis, but has always
been described as a smooth transition between two extreme conformational states (Herzberg

et al. 1996; Lim et al. 2007). Here we demonstrate, that this event involves two sub-steps
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at leat. Noteworthy, a similar two-stepped swiveling mechanism has been proposed for
Enzyme I (EI) of the bacterial phosphoenolpyruvate:sugar phosphotransferase system (PTS).
The PBD and CD of El are structurally and functionally similar to their counterparts in PPDK
and likewise catalyze a phosphoryl group transfer between distant substrate binding sites.
Despite these similarities, the inter-domain linker in EI adopts a different conformation as
in PPDK. Remarkably, structural data on EI suggest a swiveling mechanism, where the CD
is detached from the PBD by swiveling around an a-helical linker as a first step, followed
by the alignment of the catalytic histidine with its substrate histidine carrier proteine (HPr),
implemented by a motion around a second linker segment (Teplyakov et al. 2006). This
mechanism is highly similar to the two-stepped swiveling mechanism outlined in our study
for PPDK as both proceed via a second step that is likely involved in the correct alignment
of the catalytic histidine residue and the phosphoryl-accepting substrate.

In summary, recent advances in our knowledge on discrete conformational intermediates
of the CD swiveling motion found in crystal structures of PPDK from the C4 plant F. trinervia,
now enable us to get a more detailed view on the conformational transitions of the protein
in the catalytic cycle breaking with the paradigm that the proposed swiveling motion of
the CD takes place as smooth transition between only two extreme conformations. But, on
the contrary, the newly resolved intermediate conformations and related sub-steps provide
a more detailed mechanistic understanding of a key enzyme of cellular energy metabolism

in bacteria, protists and plants.

Material and Methods

Expression and purification of recombinant FtPPDK

Codon-optimized coding regions of PPDK from Flaveria trinervia stripped of the chloroplast
transport sequence were cloned into the multiple cloning site of a pET-16b vector (Novagen)
containing a histidine; tag and coding for a Tobacco Etch Virus (TEV) protease cleavage
site. E. coli BL21 (DE3) cells (Agilent Technologies) transformed with this plasmid were
grown in 2YT medium (5gL~! NaCl, 10 gL™! yeast extract, 16 gL™! peptone) at 30 °C to
an ODg( of 0.8. Protein expression was induced by the addition of 0.1 mm isopropyl-f-D-
thiogalactopyranosid (IPTG). Cells were harvested 18 h after induction by centrifugation.
Harvested cells were suspended in lysis buffer (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl,
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10 mMm imidazole, 10 mm MgSO,, 10% (w/v) glycerol, 5mm DTT, 0,002% phenylmethane-
sulfonylfluoride) and disrupted using a cell disruptor (Constant Systems). PPDK was pu-
rified from the lysate using a nickel affinity chromatography column (GE Healthcare).
Purification buffer (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 10 mm MgSO,, 10% (w/v) glycerol,
5mM DTT) and elution buffer (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 500 mm imidazole,
10 mm MgSO,, 10% (w/v) glycerol, 5mm DTT) were applied for purification. The loaded
PPDK was washed with 50 mM, 150 mMm and 200 mM imidazol, before elution with 500 mm
imidazole. Protein containing fractions were pooled and concentrated by ultrafiltration
(30 kDa cutoff, Millipore). The buffer was exchanged to purification buffer using a PD-10
column (GE Healthcare) before cleavage of the histidine tag by TEV protease was initiated
at room temperature over night. Cleaved PPDK was separated from the affinity tag by
reverse IMAC, the flow-through was pooled, concentrated by ultafiltration and the buffer
changed for crystallization buffer (10 mm Tris/HCI pH 7.5, 5 mm MgSO,).

Crystallization

Initial crystals of the FtPPDK-pyruvate-ADP complex were obtained using the sitting drop
vapor diffusion method. FtPPDK in crystallization buffer at a concentration of 10 mg mL™!
was incubated at room temperature for 20 min with 5 mm MgSO,, 5 mMm pyruvate and 5 mm
ADP. The protein solution was mixed with precipitant at a 1:1 ratio resulting in a final
volume of 200 nL and was equilibrated against 50 pL reservoir solution at 21 °C. For crystal
optimization the drop size was increased to 2 pL. The optimized precipitant contained 0.3 m
MgCl,, 0.1 m MES pH 6.5 and 10% (w/v) PEG 4000. Crystals grew within two days to a
size of 300x20x10 um?. For cryoprotection ethylene glycol was added to the drop (final

concentration 15%) before the crystals were flash-frozen in liquid nitrogen.

X-ray data collection and processing

X-ray diffraction data was obtained at EMBL/DESY (Hamburg, Germany) beamline P13
using a wavelength of 0.9686 A. The data set spans a total range of 270° with an oscillation
range of 0.1° per image. The data set was processed with XDS (Kabsch 2010), initial phases
were determined by MR with Phaser (McCoy et al. 2007) using the coordinates of 5JVL
chain D as starting model. The resulting structure was rebuilt using Bucaneer (Cowtan
2006) from the CCP4 (Collaborative, Computational Project and others 1994) suite, followed
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by several rounds of manual and iterative rebuilding using Coot (Emsley and Cowtan 2004)
and refinement with phenix.refine (Adams et al. 2010). Ligands were not modeled until near-
final refinement stages to reduce model bias. The atomic displacement parameters were
refined individually and were partly described as groups of translation, libration and screw-
motion (TLS) (Howlin et al. 1993). Feature-enhanced maps (FEM) were used to enhance
sensitivity for weak side chains (Afonine 2015). The structure was validated using tools
provided by Coot and PHENIX, particularly MolProbity (Chen et al. 2010). Figures were
generated using PyMOL (Schrodinger, LLC 2015) and PoseView (Stierand and Rarey 2010).

Protein Data Bank Accession Code
Structure factors and coordinates of the pyruvate/ADP complex of FtPPDK have been
deposited in the Protein Data Bank in Europe (PDBe) with the accession code 5LU4.
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Figure 3.1.: (A) Stereo cartoon representation of 5LU4 chain A illustrating the overall domain organization.
The nucleotide binding domain (NBD, aa 1-340) and its three subdomains are colored in different greens.
The PEP/pyruvate binding domain (PBD) is colored in blue (aa 534-872). The central domain (CD, yellow,
aa 381-516) with the catalytic His456 (magenta, C, shown as sphere) is attached to both substrate binding
domains via two short linker helices (red, aa 341-380 and 517-533). Pyruvate and ADP bound to the PBD and
NBD respectively are depicted as spheres. (B) Dimeric assembly within the asymmetric unit (ASU). The dimer
is formed by contacts between the NBDs and CDs of chains A and B, colored orange and blue respectively. (C)
Biological assembly as identified by the program EPPIC (Duarte et al. 2012) and reconstructed from crystal
symmetry. The dimerization interface is formed by both PBDs as previously described (Herzberg et al. 1996).
Individual domains are colored according to (A).
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Figure 3.2.: (A) Schematic model of the CD movement in the catalytic cycle taking into account currently
known conformational intermediates. Helix 20 containing the catalytic His456 (red circle) at its N-terminal
end is drawn as black zig-zag structure. The different CD conformations are numbered according to (B) with
the newly solved intermediate structure highlighted in red. Corresponding crystal structures are shown
on the right from top to bottom: 5JVJ chain A, 5JVL chain D, 5JVN, 5LU4 chain A (Minges et al. 2017),
1KBL (Herzberg et al. 2002) (B) Illustration of PPDK-CD structural intermediates. CDs of published structures
5JVL chain C (1, dark-orange), 5JVN (2, orange), and of newly resolved structure 5LU4 (3, yellow) as well as
the corresponding rotational axes for transformation between the different intermediate states are shown. (C)
Schematic representation of the nucleotide binding site in 5LU4 chain A containing tightly bound ADP. The
distances between the bound nucleotide and interacting amino acids of the binding pocket are given in A.
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Table 3.1.: Data collection and refinement statistics

5LU4

Data collection
Wavelength (A) 0.9686
Space group P21212
Cell dimensions

a, b, c(A) 74.16 126.52 219.00

a, B,y () 90, 90, 90
Resolution (A) 219.00-2.90 (3.00-2.90)
Rinerge 0.047 (0.499)
Rineas 0.053 (0.564)
Rpim 0.024 (0.242)
I/o; 20.1 (3.19)
Completeness (%) 99.8 (99.7)
Multiplicity 49 (5.2)
Wilson B (A?) 83.0

Model and refinement
Resolution (A)
Reflections (unique/test)
Ryork/Rree (%)
No. of atoms
Protein
Ligand/ion
Water
B-factors (A?)
Protein
Ligands
Water
RMSD
Bonds lengths (A)
Bond angles (%)
Ramachandran analysis
Favored regions (%)
Allowed regions (%)
Outliers (%)

109.79-2.90 (2.98—2.90)
46418/2229
24.7/28.6

11954
64
2

99.25
64.61
66.81

0.017
1.52

97.34
2.43
0.24

Highest resolution shell is shown in parentheses.
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4. Kompetitive Hemmung der PPDK durch Inhibitoren der Nukleotidbindestelle

Abstract

Pyruvate phosphate dikinase (PPDK) is an essential enzyme of C, photosynthesis in plants,
catalyzing the ATP-driven conversion of pyruvate to phosphoenolpyruvate (PEP). It is fur-
ther used by some bacteria and unicellular protists in the reverse, ATP-forming direction.
Many weed species use C, photosynthesis in contrast to world’s major crops, which are
C; plants. Hence inhibitors of PPDK may be used as C,-specific herbicides. By screening a
library of 80 commercially available kinase inhibitors, we identified compounds derived
from bisindolylmaleimide (bisindolylmaleimide IV, ICsy = 0.76 + 0.13 um) and indirubin
(indirubin-3’-monoxime, ICsg = 4.2 + 0.9 uM) that showed high inhibitory potency towards
PPDK and are among the most effective PPDK inhibitors described today. Physiological
studies on leaf tissues of a C, model plant confirmed in vivo inhibition of C,-driven photo-
synthesis by these substances. Moreover, comparative docking studies of non-inhibitory
bisindolylmaleimide derivatives suggest that the selectivity towards PPDK may be increased

by addition of functional groups to the core structure.

The main characteristic of C, plants is their ability to thrive in warm and dry environmen-
tal conditions by efficient usage of nitrogen, water and CO, (Moore and Black 1979; Kopriva
2011; Ghannoum et al. 2011). This is ensured by spatial separation of the primary carbon
fixation in mesophyll cells from CO, release to the Calvin-Benson Cycle in the bundle sheet
cell chloroplasts, leading to a much more efficient carbon fixation compared to C; plants,
where primary carbon fixation takes place directly in the Calvin-Benson Cycle (Hatch 2002).

Many of today’s crops, such as wheat or rice, use the C5 pathway, while most of the
world’s worst weeds (e.g. Cyperus rotundus or Echinochloa crus-galli) are C, plants (Holm et
al. 1977). Hence, an herbicide that specifically targets C, plants would be of highest interest
to ensure high crop yields in the context of increasing resistances against conventional
herbicides. A potential target of the C, photosynthetic pathway is pyruvate phosphate
dikinase (PPDK) which is one of the rate limiting enzymes of C, photosynthesis (Lawyer et
al. 1987). It catalyzes the ATP-driven interconversion of pyruvate to phosphoenolpyruvate
(PEP) and hereby regenerates PEP that is used as the primary CO, acceptor in C, plants.
PPDK is composed of three distinct domains with well-defined functionalities (all residue
numbers according to Flaveria trinervia notation): An N-terminal nucleotide binding domain
(NBD, aa 1-340), a central domain (CD, aa 381-516) and a C-terminal PEP/pyruvate binding
domain (PBD, aa 534-874). The CD is linked to both substrate binding domains via two
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flexible linker regions (aa 341-380 and aa 517-533) and includes the catalytic His456 residue
which is used in the transfer of a phosphoryl group from the nucleotide substrate ATP
bound to the NBD to pyruvate at the PBD and vice versa. This phospho-transfer has to
bridge a distance of approx. 40 A from one substrate binding site to the other. Hence a
swiveling domain mechanism was proposed to explain the large rotational and translational
movement of the CD required for phosphoryl group transfer between the two catalytic
centers (Herzberg et al. 1996; Lim et al. 2007). This swiveling mechanism has been supported
by X-ray crystallographic data of PPDKs from Clostridium symbiosum, Trypanosoma brucei
and Zea mays, which have resolved two extreme conformations of the CD - one facing the
NBD, the other one facing the PBD (Herzberg et al. 1996; Cosenza et al. 2002; Nakanishi et al.
2005). A recently resolved structure of PPDK from the C, plant F. trinervia, representing
a conformational intermediate of the catalytic cycle, illustrates that the proposed CD
swiveling motion proceeds via at least one discrete sub-step (Minges et al. 2017). Thus,
similar to other proteins employing large domain movements such as the F;-ATPase or the
bacterial flagellar motor, PPDK also seems to operate discrete sub-steps in the movement
of the CD associated with the catalytic cycle.

Catalytic activity of PPDK is regulated by phosphorylation of a threonine residue (aa 454
in Flaveria), located in close proximity to the catalytic histidine (aa 456 in Flaveria). Re-
markably, both phosphorylation and dephosphorylation of the regulatory threonine are
catalyzed by a bifunctional enzyme, the PPDK regulatory protein (PPDK-RP) (Chapman
and Hatch 1981; Ashton et al. 1984; Chastain and Chollet 2003; Astley et al. 2011). In plants,
activation and inactivation of PPDK by PPDK-RP are light-mediated and depend on ADP
and AMP levels at dark and light periods. High levels of stromal ADP stimulate phos-
phorylation in the dark and at the same time inhibit dephosphorylation of the regulatory
threonine (Chastain and Chollet 2003; Chen et al. 2014). The three-dimensional structure
of PPDK-RP from Zea mays has been recently solved, providing insights into the unusual
bifunctionality of this protein (Jiang et al. 2016).

While PPDK is essential for all C, plants, it is not crucial for C5 plants: PPDK knock-
out mutants of Oryza sativa and Arabidopsis thaliana grown under normal environmental
conditions do not exhibit any obvious phenotypical anomalies (Kang et al. 2005; Chastain et
al. 2011). Moreover, although PPDK is used by some bacteria and unicellular parasitic protists
such as Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, or Entamoeba histolytica, no homologue of

PPDK is known in insects or vertebrates. This absence in higher animals makes PPDK an
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interesting target for antimicrobial and antiparasitic drugs as well as C4-specific herbicides.

Past studies have identified several substances originating from marine organisms with
inhibitory effects on PPDK (Doyle et al. 2005; Haines et al. 2005; Motti et al. 2007a; Motti et
al. 2007b). Among these, hydroxyquinones, ilimaquinone, ethylsmenoquinone and smeno-
quinone showed inhibitory constants in the higher micromolar range. The mode of action
of these compounds is still not fully understood. In some cases, a mixed-type inhibition
with regard to ATP was reported, which may hint at a binding at or near the nucleotide
binding side. In a more recent study by Wu et al. (2013), the nucleotide binding site was
targeted directly by tight binding, space-filling flavone derivatives, resulting in a number
of hits with high inhibitory potency and specificity towards PPDK.

Building on these results, the search of novel inhibitors of PPDK may not only focus
on the ATP binding site as a primary — but often neglected as “generic” — target, but
may also include known kinase inhibitors. In a similar attempt, Armstrong et al. (2000)
successfully identified inhibitors of carbohydrate sulfotransferase using a library of known
kinase inhibitors. Here we report on the identification of novel high-potency inhibitors
of PPDK targeting the nucleotide binding site from a set of commercially available kinase
inhibitors by using PPDK from the C, plant Flaveria trinervia in an in vitro assay. Further
studies on leaf tissues of the C, model plant maize demonstrate that these compounds
inhibit C,-driven photosynthesis in vivo and confirm that these substances inhibit PPDK at

naturally occuring enzyme and substrate concentrations.

Material and Methods

Heterologous expression and protein purification

Heterologous gene expression and purification of the recombinant PPDK were performed as
described in (Minges et al. 2017). A modified pET-16b vector (Merck, Darmstadt, GER) which
contained an N-terminal histidine;, tag, followed by a TEV cleavage site and the sequence
encoding for PPDK from Flaveria trinervia (EMBL X75516) was used for heterologous
expression in E. coli strain BL21 (DE3). Transformed cells were grown to an ODggg of
0.6—-0.8 in 2YT medium at 30 °C before expression was induced by the addition of 0.1 mm
isopropyl-$-D-1-thiogalactopyranoside. Cells were harvested after over night incubation at

30 °C and 180 rpm. Preceding purification, cells were resuspended in lysis buffer (50 mm
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Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 10 mm imidazole, 10 mm MgSO,, 10% (w/v) glycerol, 5 mm
DTT, 0.002% (w/v) phenylmethanesulfonylfluoride) and disrupted using a cell disruptor
(Constant Systems). PPDK was purified using a nickel affinity chromatography column
(GE Healthcare, Munich, GER). Purification (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm NaCl, 10 mm
MgSO,, 10% (w/v) glycerol, 5 mm DTT) and elution buffer (50 mm Tris/HCI pH 7.5, 300 mm
NaCl, 500 mm imidazole, 10 mm MgSOy,, 10% (w/v) glycerol, 5 mm DTT) were used for further
purification steps. PPDK bound to the column was washed in steps of 50 mm, 150 mm and
200 mM imidazole, before final elution with 500 mm imidazole. Protein-rich fractions were
pooled and a PD-10 desalting column (GE Healthcare) was used to change the elution buffer
for assay buffer (100 mm Tris/HCI pH 8.0, 10 mm MgCl,, 2.5 mm KH,PO,, 6 mm glucose-6-
phosphate, 5 mm NaHCO3, 0.1 mm EDTA, 5 mm DTT). The buffer-exchanged sample was
eventually concentrated by ultrafiltration (30 kDa cutoff, Millipore).

PPDK activity assay and inhibitor screening

A set of 80 compounds from a commercially available kinase inhibitor library (#10505;
Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) was screened for its effects on F. trinervia PPDK.
Activity of purified PPDK was measured according to Salahas et al. (1990) and Doyle et al.
(2005) in a 96 well microtiter plate layout by a coupled spectrophotometrical assay. In
this assay, the carboxylation of PEP by PEPC is linked to the oxidation of NADH by
NADH-malate dehydrogenase (NADH-MDH). PEP is formed by PPDK via ATP-driven
phosphorylation of pyruvate. Eventually, the consumption of one molecule NADH is
equivalent to the formation of one molecule of PEP by PPDK. The assay was performed in
a sample volume of 100 uL at 30 °C in a M200 plate reader (Tecan, Crailsheim, GER). 0.2 um
PPDK were mixed with 0.2 mm NADH, 2.5 mm sodium pyruvate, 0.8 U bacterial PEPC (Sigma-
Aldrich, Darmstadt, GER) and 2 U NADH-MDH (Sigma-Aldrich). The reaction mixture was
filled up to a total volume of 100 pL per sample with assay buffer (100 mm Tris/HCI pH 8.0,
10 mm MgCl,, 2.5 mm KH,PO,, 6 mm glucose-6-phosphate, 5mm NaHCOs, 0.1 mm EDTA,
5mm DTT). PPDK was pre-incubated for 20 min at 30 °C to ensure full activity. Inhibitors
were dissolved in water free dimethyl sulfoxide (DMSO) with a final concentration of 10 mm
and were added prior to adjusting the final sample volume. To account for possible effects
of DMSO on PPDK activity, the solvent was added to the controls in an amount equal to the

largest DMSO concentration used in the experiments. Incubation time of the final sample
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mixture including inhibitors and PPDK was 15 min. Initial comparative screening was
perfomed using 100 pm of each compound. The absorbance at 340 nm was recorded for 30 s
with an interval of 300 ms. The reaction was started by automated injection of 1.25 mm ATP.
The activity was then deduced from the initial slope, discarding the first 10 s due to noise
caused by mixing effects and normalized to the DMSO-treated controls. Six compounds
with the highest potency were chosen for further analysis of their inhibitory potential.
Since compounds of the bisindolylmaleimide class showed similar effects on PPDK activity,
only two of them (BIM IV and Go6983) were chosen as representatives of this class. The half
maximal (50%) inhibitory concentration ICsg of the selected compounds was calculated by
measuring the activity as described before for at least ten data points in the concentration
range of 0 uM to 200 pum of the inhibitory compound in at least triplicates. A four-parameter
log-logistic dose-response curve was then globally fitted to the individual replicates using
the R software collection (R Core Team 2016) and the R package “drc” (Ritz et al. 2015) as
proposed by assessment of Akaike’s information criterion (AIC) (Akaike 1974; Aho et al.
2014). PPDK was incubated for 10 min with the inhibitors before each measurement. To
exclude PEPC or NADH-MDH inhibition by the selected compounds, the initial screening
assay was repeated in triplicates for those compounds without adding PPDK and starting
the reaction by injection of PEP instead of ATP. Determined activities were compared to

the control and statistically analyzed using a paired t-test.

Inhibition of oxygen evolution during C, photosynthesis

Oxygen (O,) evolution, driven by the C, acid cycle, was measured according to Burnell
and Hatch (1988), Haines et al. (2005), and Motti et al. (2007a). The reaction chamber of a
Clark-type O, electrode (Hansatech, Norfolk, UK) was filled with 1 mL of degassed buffer
containing 0.33 M sorbitol, 2.5 mm NaH,PO,, 2.5 mm MgCl,, 25 mm HEPES/KOH pH 7.5,
50 um MnCl, and 2.5 mm dithiothreitol (DTT). An area sized approx. 1cm? was cut from
a mature leaf of the C, model plant Zea mays and processed into slices of ~1 mm width.
The leaf slices were added to the electrode chamber and the recording of O, evolution
was started while keeping the chamber in the dark. The O, evolution rate recorded in
this period was later substracted from the subsequently recorded rates to account for
the electrode drift. Once the system had stabilized, the chamber was illuminated using

a Schott KL 1500 electronic light source. Again, the system was given time to stabilize
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before the C,-driven O, evolution was initiated by the addition of first NaHCO; and then
pyruvate in final concentrations of 4 mm each. In agreement with (Haines et al. 2005), the
NaHCOj;-dependent O, evolution rate was negligible. The O, evolution rate after adding
pyruvate was recorded for at least 3 min after it had stabilized and was used as the control
rate. Then a total amount of 20 pg and 40 pg (if possible due to solubility limit) of the test
substance dissolved in DMSO was added to the reaction chamber and the O, evolution rate
was again recorded for at least 3 min. All measurements were done in triplicates.
Directly following the measurement, leaf slices were removed from the chamber and
transferred to 1 mL of 80% acetone (v/v) for chlorophyll extraction. The samples were kept
at 4 °C in the dark for 48 h. The total chlorophyll amount was determined using a DU800
(Beckman Coulter, USA) spectrophotometer and calculated using Eq 4.1 (Arnon 1949).

total chl [ug mL™'] = (20.2 x ODgy5) + (8.02 x ODgg3) (4.1)

The O, evolution rates in the presence of the inhibitors were compared to the respective
controls and statistically analyzed using a two-sided t-test. Relative inhibition of O, evolu-

tion was expressed in percent and calculated as stated in Eq 4.2.

O, evolution treated x 100
O, evolution control

inhibition [%] = 100 — (4.2)

Docking of compounds into the nucleotide binding site

Since all of the most-inhibiting compounds are described as inhibitors for nucleotides or
nucleic acids in their original targets, virtual docking of these molecules was performed
into the ATP binding cleft of PDB 5]JVL chain D. The bounding box was sized 20 A in each
dimension and centered at the position of the 4’-carbon atom of the nucleotide analogue
2’-Br-dAppNHp bound to this structure. 2’-Br-dAppNHp was removed after filling missing
sidechains using a rotamer library (Shapovalov and Dunbrack 2011) and protonation with
tools from UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004). A maximum of 200 conformers of each
compound was generated using RDKit (RDKit: Open-source cheminformatics 2016). Con-
formers with RMSDs below 0.1 A to other conformers in the same set were discarded. Those
sets of conformers were docked with the AutoDock Vina-derived program smina (Trott
and Olson 2009; Koes et al. 2013). The docked results were then ranked according to their
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predicted binding energy. Images were prepared using PyMOL (Schrédinger, LLC 2015)

Results and Discussion

To search for inhibitory compounds blocking the nucleotide binding site, a set of 80 com-
mercially available kinase inhibitors was screened for effects on PPDK from the C, plant
Flaveria trinervia. Analysis of the initial test set by plotting the residual PPDK activity after
inhibitor treatment revealed several promising candidates. Of the 80 tested compounds, 22
led to 50% inhibition of PPDK activity at a concentration of 100 um. Eleven of the tested
compounds reduced the activity even to levels below 30%. Seven of the top scoring com-
pounds belong to the chemical class of bisindolylmaleimides which are characterized by
an indol-substituted maleimide structure and varying other structural elements. Six of the
bisindolylmaleimide compounds caused an almost complete loss of PPDK activity when
applied at concentrations of 100 pM. Residual activity measured was in the range of 1-3%
of the DMSO-treated controls except for bisindolylmaleimide V showing a residual activity
of 15% (Fig 4.1). Compounds of the bisindolylmaleimide class have been previously identi-
fied as high-pontency inhibitors of human protein kinase C (PKC) with ICs( values in the
nanomolar range (Toullec et al. 1991; Davis et al. 1992; Martiny-Baron et al. 1993; Tanaka
et al. 2004). A second class of PPDK inhibitors is formed by indirubin-3’-monoxime (IO) and
its bromized derivative 6-bromoindirubin-3’-monoxime (BIO), which are described as ATP-
competitive inhibitors of cyclin-dependent kinases (CDK, IC5p: 50-100 nm) and glycogen
synthase kinase 3 (GSK3p, IC50: 5-50 nm) (Leclerc et al. 2000; Meijer et al. 2003). However,
residual activities observed after treatment with this chemical class were up to two-fold
higher than with the bisindolylmaleimides. The other remaining compounds identified in
our screening reducing PPDK activity below 30% (Fig 4.1) — ABT-869 and PP242 - are not
structurally related to each other or to the two other groups. Both are ATP-competitive
inhibitors, targeting receptor tyrosine kinases (RYK, ABT-869) and mammalian target of
rapamycin (mTOR, PP242) with ICsy values of 4 nm and 8 nwm, respectively (Albert et al.
2006; Garcia-Echeverria 2010).

To exclude the possibility of a putative inhibition of PEPC or NADH-MDH by those
compounds that might bias the coupled enzymatic assay, the screening assay was repeated
without PPDK and ATP, instead starting the reaction by the addition of PEP. Hence, only
inhibitory effects on either PEPC or NADH-MDH will be observable in this experimental
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Figure 4.1.: Mean activity of PPDK at inhibitor concentrations of 100 pm. Depicted from left to right are the
most potent inhibitors identified in the initial screening assay with the known PPDK inhibitor ilimaquinone.
Inhibitors colored red were further analyzed for their ICs¢ values. Errors shown are standard deviations (SD).

BIM IX (mesylate)

setup. The results were compared with those of the controls and statistically analyzed. Only
in case of 6-bromoindirubin-3-monoxime a significant inhibition of PEPC or NADH-MDH
was apparent. The remaining activity was still well above 60% of the control. Therefore it
is unlikely that the drop of PPDK activity observed for 6-bromoindirubin-3-monoxime to
about 15% is caused by PEPC or NADH-MDH inhibition alone, but is mainly accounted
for by inhibition of PPDK. For all other compounds, no significant inhibition of PEPC or
NADH-MDH was detected.

The ICsq of the two indirubines, ABT-869, PP242, bisindolylmaleimide IV (BIM IV) and
Go06983 were experimentally determined (Tab 4.1). For comparison, the PPDK specific
inhibitor ilimaquinone (Haines et al. 2005) was added to the test set. In accordance to
the measured activities from the initial screening, the two bisindolylmaleimides, BIM IV
and Go6983, performed best with IC5 values (mean + standard error) of 0.76 + 0.13 um

and 1.5 + 0.6 um, respectively. An about tenfold lower inhibitory potency was shown by
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the two indirubines. The IC5 of IO was determined at 4.2 + 0.9 um. The bromized form
showed an even higher value of 11.3 + 0.8 um. The IC5( of ABT-869 and PP242 were more
than 10-fold higher than those of the two bisindolylmaleimides with 11.20 + 0.24 pm and
16.20 + 0.32 um. The PPDK-specific inhibitor ilimaquinone was the least potent inhibitor
in this series with an ICs( of 740 + 566 uMm (Fig 4.2). In total, the inhibitory potency of the
bisindolylmaleimides identified in this study is comparable and in case of BIM IV even
higher than for the alkyl-substituted flavonoids previously described by Wu et al. (2013).

A primary obstacle for postemergent herbicides clearly is their uptake into the plant,
particularly penetration of the leaf cuticle (Tice 2001). Consequently, the exact formulation
of adjuvants to promote leaf penetration is one of the major issues in herbicide research and
development. However, once inside the leaf, the extensive network of plasmodesmata in the
bundle sheet cells of C, plants faciliates further spreading of the applied chemical. In leaf slice
assays, the cuticular barrier is bypassed by direct exposure of parts of the plasmodesmata
to the surrounding buffer while keeping the integrity of the intra- and intercellular C,
photosynthetic apparatus intact. This allows to study the effect of inhibitors in a native
cellular milieu. To substantiate the results of our in vitro assay and to elaborate the effect
of the compounds identified in this assay under in vivo conditions, we thus applied oxgen
measurements on isolated leaf slices of the C, model plant maize.

Of the six putative PPDK inhibitors characterized in the in vitro assay, five led to a
significant decrease in C,-dependent O, evolution rate (Fig 4.3). Two of them (IO and BIO)
even show negative rates, representing a dramatic net O, consumption. However, both
compounds include an oxime group structure, known to scavange molecular oxygen from
ageous solutions (Greaves et al. 1996). Thus, the O, consumption observed with IO and BIO
is probably related to a chemical rather than a biological effect.

For the remaining three inhibitors with significant effects on the O, evolution rate,
BIM 1V inhibits O, evolution by 20% when applied at a final concentration of 20 pg mL™!
and 36% at 40 uyg mL™!. Similarly, the inhibition observed for Go6983 is 19% at 20 pg mL™!
and 29% at 40 pyg mL™!. Due to its solubility limit, PP242 was only applied at 20 pg mL™!.
However, already at this concentration, 73% inhibition of photosynthetic oxygen evolution
was observed (Fig 4.3).

Remarkably, although the bisindolylmaleimides seem to represent the best inhibitors
tested in this study, one representative of this family (bisindolylmaleimide XI, BIM XI) did

not show any effect on PPDK activity at all. In contrast to other bisindolylmaleimides, this
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Table 4.1.: Structures and ICs, values of PPDK inhibitors. *ICsg of ilimaquinone measured for Zea mays
PPDK from leaf extracts according to Haines et al. (2005). Errors shown are standard errors (SE).

Compound Structure ICs0 [pm]

bisindolylmaleimide IV 1.1+0.2
Go06983 1.5+0.6
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Ho-NH I\f
[e]
HO
\NH Br
6-bromoindirubin-3’-monoxime 115+ 1.8
N
a

o
e ETE
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Figure 4.2.: Dose response curves of selected inhibitors. The PPDK concentration is kept constant at 0.2 pm,
while the inhibitor concentrations are varied between 0 um and 200 um. The mean activity from three experi-
ments relative to the control is plotted for bisindolylmaleimide IV (a), Go6983 (b), indirubin-3’-monoxime (c),
6-bromoindirubin-3’-monoxime (d), ABT-869 (e), PP242 (f) and the PPDK specific inhibitor ilimaquinone (g).
The ICs( values were calculated from these data by non-linear regression using log-logistic dose-response
functions. Errors shown are standard errors of the mean (SEM).
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Figure 4.3.: Oxygen evolution in vivo in the presence of putative PPDK inhibitors. The rate of O, evolution
of Zea mays leaf slices was measured in solution with a Clark-type electrode. PPDK inhibitors identified in
the in vitro screening assay were added to the leaf slices in a final concentration of 20 uyg mL™!. A significant
decrease (p < 0.05) was observed for BIM IV, IO, BIO and PP242. Rates were normalized to the total amount
of chlorophyll in the leaf samples and corrected for electrode drift. O, evolution rates relative to the respective
controls are given in percent. Noteworthy, the O, evolution rate in the presence of IO and BIO was negative,
hence representing a consumption of O,. Errors shown are SEM.
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compound contains a rather bulky cyclo-hexyl structure attached at one of its indole groups.
This bulky extention may lead to steric clashes between the compound and the amino acid
residues forming the nucleotide binding pocket. To test this hypothesis, an in silico docking
approach was taken, and the eleven initial top scoring compounds, including the seven
most effective bisindolylmaleimides, were docked into the nucleotide binding site of the
high resolution PPDK structure of F. trinervia (PDB 5JVL chain D) (Minges et al. 2017). Pre-
dicted binding energies for the bisindolylmaleimides were in the range of —10.5 kcal mol ™!
to —8.0 kcal mol™! thus reflecting a relatively tight binding which is in accordance with
our activity assays. In addition, similar docking poses of all bisindolylmaleimides in re-
gard to their core structural features were identified among the top-rated docking poses.
Superimposition of BIM XI with those consensus poses revealed severe clashes with the
surrounding protein structure at the highly-conserved residues Arg95 and Glu324 (Fig 4.4a),
confirming our hypothesis that clashes resulting in unfavorable interactions with the sur-
rounding binding pocket prevent inhibition of PPDK in case of BIM XI. Analysis of the
influence of Arg95 and Glu324 on BIM XI binding by substitution mutagenesis is ham-
pered as both residues are directly involved in ATP substrate binding. Hence, a mutation
of these residues is likely to abolish PPDK activity. Additional structural information on
the exact binding mode of bisindolylmaleimides by means of crystal structures in the pres-
ence of these compounds are probably needed to answer this question. In their original
target PKC, bisindolylmaleimides are known to bind at the same position as the natural
substrate ATP (Grodsky et al. 2006; Takimura et al. 2010). Similarly, our docking results
suggest that the binding mode of bisindolylmaleimides in PPDK largely overlaps with the
bound nucleotide analogue in PPDK structure 5JVL (Minges et al. 2017) (Fig 4.4b).

In summary, we were able to identify novel high-potency inhibitors of PPDK by screening
a kinase inhibitor library. The novel inhibitors, which belong to the chemical classes of
bisindolylmaleimides and indirubins, are among the most effective inhibitors of PPDK, with
BIM IV as the single most potent PPDK inhibitor identified today. The compounds have
been previously described as specific inhibitors of protein kinase C (PKC) and other kinases
involved in cancer development. The herbicidal potential of the novel PPDK inhibitors is
substantiated by in vivo plant studies, which show significant inhibition of C,-dependent O,
evolution by BIM IV, Go6983 and PP242. Their relatively high potency with ICsq values in the
higher nanomolar to lower micromolar range suggests that these compounds are interesting
lead structures for further adaption to the PPDK nucleotide binding pocket. The fact that
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Figure 4.4.: (a) Bisindolylmaleimide IV (cyan) docked to the nucleotide binding domain of PPDK (PDB 5JVL
chain D). Only parts of the whole structure are shown for clarity. Almost identical binding poses are among
the top-rated docking results of all bisindolylmaleimides tested and proven to be effective in this study. The
structure of the related but non-inhibitory compound bisindolylmaleimide XI is shown in magenta. Severe
clashes of this compound occur with residues Arg95 and Glu324 and are highlighted by red circles. (b) Bound
nucleotide analogue 2’-Br-dAppNHp in 5JVL chain D.
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the extent and selectivity of PPDK inhibition indeed can be adapted by substitutions at the
bisindolylmaleimide core is reflected by the observation that BIM XI shows no effect on
PPDK activity due to potential steric clashes with amino acid side chains in the nucleotide
binding pocket of PPDK. Because the newly identified PPDK inhibitors were originally
designed for other kinases such as the PKC, they do not exclusively target PPDK in their
current structure and chemical composition. However, this may be addressed in further
studies by evolving bisindolylmaleimides towards tighter and more specific interaction with
the PPDK’s nucleotide binding pocket while preserving their unprecedented inhibitory
potential. Similar strategies have been successfully pursued in the past in the development
of selective protein kinase inhibitors such as AMG706 for vascular endothelial growth factor
receptor (VEGFR), PF-562271 for focal adhesion kinase (FAK) or GSK461364A for Polo-like
kinase (PLK1) (Zhang et al. 2009).
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Die PPDK wurde seit Ende der 1960er Jahre bereits umfassend biochemisch charakterisiert.
In den letzten 20 Jahren wurden diese Erkenntnisse durch dreidimensionale Strukturdaten
ergidnzt und vervollstdndigt. Zusétzlich zur Domanenorganisation wurde das mechanis-
tische Modell des Swiveling-Domain-Mechanismus etabliert, welcher einen Meilenstein
im Verstandnis der grundlegenden Funktionsweise der PPDK darstellt und bis heute zu
den grofiten in Proteinen beschriebenen Doménenbewegungen zahlt. Weiterhin unge-
klart blieb aber der genaue Ablauf dieses Mechanismus, sowie das Zusammenspiel der

PPDK-Monomere im physiologisch funktionellen Homodi- bzw. Homotetramer.

5.1. Strukturelle Intermediate der Nukleotid-Bindedomane und Teilschritte

des Swiveling-Domain-Mechanismus

Die PPDKs aus der C4-Pflanze F. trinervia und der Cs-Pflanze F. pringlei wurden heterolog
in Escherichia coli exprimiert, gereinigt und anschlielend in Gegenwart des Substrates PEP,
sowie des Substratanalogons 2’-Br-d AppNHp kristallisiert. Fiir den Kristallisationserfolg
kritisch hinsichtlich der Streufihigkeit der erhaltenen Proteinkristalle stellte sich neben der
Sattigung beider Substratbindetaschen auch die enzymatische Entfernung des Histidin-Tags
heraus. Daran zeigt sich die hohe intrinsische Flexibilitat der PPDK und ihrer einzelnen
Domainen. Insbesondere die CD weist naturgemaf vor dem Hintergrund der von ihr bewerk-
stelligten Ubertragung einer Phosphorylgruppe iiber eine Distanz von mehr als 40 A eine
enorme Beweglichkeit auf. Zudem durchlauft auch die NBD im Zuge der Substratbindung
und -freisetzung eine Offnungs- bzw. SchlieBbewegung. Durch weitestgehende Absittigung
der Nukleotidbindestelle wird zumindest die Anzahl der moglichen Freiheitsgrade in Bezug
auf die NBD reduziert, was sich giinstig auf die Fernordnung im Proteinkristall und somit
auch auf die Streufdhigkeit und zu erreichende Auflosung auswirkt (Hassell et al. 2006;
Deller etal. 2016).

Zu Beginn dieser Arbeit ungeklart war das Zusammenwirken der Doménen untereinander
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und damit eingehend die Frage, ob die Bewegung des Swiveling-Domain-Mechanismus
rein diffusionskontrolliert ablauft, oder ob distinkte Zustinde oder Bindungsereignisse
eine Konformationsdnderung an anderer Stelle der PPDK hervorrufen. Zusétzlich blieb
zu kléren, ob und wenn ja, iiber welche Zwischenzustdnde der CD der Swiveling-Domain-

Mechanismus ablautft.

5.1.1. Konformationen der Nukleotid-Bindedomane

Die erste Kristallstruktur der C,-PPDK (PDB 5]JV]J), welche im Rahmen dieser Arbeit geldst
werden konnte, enthilt zwei Monomere in der asymmetrischen Einheit ASU, welche das
bereits aus bakteriellen PPDKs bekannte physiologisch relevante Dimer repréasentieren
(vgl. Kap .2). Es zeigte sich jedoch ein bedeutsamer konformationeller Unterschied zwischen
den beiden Monomeren im Bereich der NBD. Die Wurzel der mittleren quadratischen Abwei-
chung (Root-mean-square deviation, RMSD)! in diesem Bereich betrug 4,8 A. Zudem war die
Elektronendichte im Bereich der NBD nur bei einem Monomer gut definiert, wahrend beim
anderen Monomer die Dichte insbesondere im Bereich der -Faltblatter ineinander verlief
und so eine Rekonstruktion der Struktur nur in Analogie zum besser definierten zweiten
Monomer moglich war. Nach Vervollstandigung der Struktur zeigte sich, dass die NBD der
besser definierten Kette in einer offenen Konformation vorlag und kein Substrat gebunden
hatte. Die NBD der schlechter definierte Kette nahm hingegen eine geschlossene Konfor-
mation ein und zeigte im Bereich der Nukleotidbindestelle zusatzliche Elektronendichte,
welche in Position und Form als indikativ fiir ein moglicherweise gebundenes Nukleotid
interpretiert wurde. Das Schlieen der NBD erfolgt durch Rotation der NBD1 (AS 1-111 und
197-243) von 40° um ein Scharnier herum, welches von den Resten 112-115 und 195-200 ge-
bildet wird. Gleichzeitig wird die NBD2 verschoben, um Raum fiir die Bewegung der NBD1
zu schaffen. Beide Monomere zeigten eine deutliche zusatzliche Dichte im Bereich der PBD,
welche als PEP identifiziert wurde. Somit konnten bereits in dieser Struktur zwei konfor-

mationell grundlegend unterschiedliche Zustédnde der PPDK festgehalten werden, wobei

!Die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (Root-mean-square deviation, RMSD) ist ein Maf} fiir
den mittleren Abstand zwischen den Atomen von Proteinstrukturen. Sie ist definiert als

1 noo,
RMSD = [/~ >

wobei iber n Paare dquivalenter Atome gemittelt wird. d; ist hierbei der Abstand zwischen zwei Atomen
des Paares i (Maiorov und Crippen 1994; Kufareva und Abagyan 2011).
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hervorzuheben ist, dass dies im Kontext eines funktionellen Dimers geschehen ist. Dieser
Umstand deutet erstmals in Richtung einer gegenseitigen Beeinflussung der Monomere.
Eine mégliche Hypothese beinhaltet die Substratbindung- und Freisetzung in alternieren-
den Bindungsereignissen, wobei die Bindung z.B. von ATP in einem Monomer das Offnen
der NBD und die Freisetzung von Adenosinmonophosphat (AMP) im zweiten Monomer
bedingt. Ahnliche Mechanismen mit alternierender Substratbindung und -freisetzung sind
von anderen ATP bindenden Proteinen, wie der ATP-Synthase oder der DNA-Helikasen
bekannt (Boyer 1993; Hingorani et al. 1997; Korolev et al. 1997).

Als aufschlussreich erwies sich auch eine zweite Kristallstruktur (PDB 5JVL) der C,-PPDK,
welche in Gegenwart der ATP-Analogons 2’-Br-dAppNHp kristallisiert wurde. Die ASU
beinhaltete in diesem Fall zwei Dimere der PPDK, deren tetramere Anordnung allerdings
nicht die physiologisch relevante Form darstellt. Auffallig auch bei dieser Struktur war
die hohe Flexibilitat innerhalb der NBD. Wahrend drei Monomere gut definierte Elektro-
nendichte fiir ihre jeweilige NBD aufwiesen, fehlte diese im Falle des vierten Monomers
nahezu vollstandig, oder lief3 sich nicht zum Verfolgen des Proteinriickgrades nutzen. Die
verbleibenden drei NBDs befanden sich alle in einer geschlossenen Konformation, aller-
dings war der Grad der Schliefung geringfiigig unterschiedlich. Dies unterstreicht einmal
mehr die intrinsische Flexibilitat, welche die PPDK ausmacht. Unterschiede zeigten sich
ebenso in Bezug auf die CD. Die bislang postulierte und aus Z. mays, sowie C. symbiosum
bekannte Extremkonformation der CD mit Orientierung hin zur PBD (Nakanishi et al. 2005;
Lim etal. 2007) weist einen zu groflen Abstand des katalytischen Histidinrestes zum in der
PBD gebundenen Pyruvat/PEP auf. Zudem ist der Rest auch nicht in Richtung des Sub-
strates orientiert, so dass eine Phosphorylgruppeniibertragung nicht plausibel erscheint.
Diese aus Z. mays und C. symbiosum bekannte Konformation findet sich in 5JVL bei einem
Monomer (Kette A), wahrend sich das katalytische His456 in zwei weiteren Monomeren
(Ketten C und D) in korrektem Abstand und passender Orientierung zum gebundenen PEP
innerhalb der PBD befindet, um einen Phosphorylgruppeniibertrag zu ermoglichen (vgl.
Abb. 2.2a/b). Der Abstand zwischen dem Stickstoffatom N, des katalytischen Histidins
zum angegriffenen Phosphoratom des Substrates PEP betragt in den Monomeren C und
D lediglich 3,3 A bzw. 3 A wihrend die Distanz in Monomer A knapp 12,7 A betrigt. Die
notwendige Orientierung der CD, sowie Ausrichtung des katalytischen Histidins war nur
in Analogie zum Enzym I des bakteriellen Phosphoenolpyruvat-Phosphotransfersystem
(PTS) bekannt (Teplyakov et al. 2006) und konnte fiir die PPDK anhand der hier gezeigten
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Kristallstruktur erstmalig nachgewiesen werden. Diese Struktur stellt zudem die erste verof-
fentlichte Kristallstruktur einer PPDK mit gebundenem Nukleotid dar. Der Bindungsmodus
von Nukleotiden war bisher ausschliefilich anhand von Analogien zu anderen Enzymen mit
verwandter ATP-grasp vorhergesagt worden. Hierbei zeigte sich, dass diese Vorhersagen
durchaus zutreffend waren, sich die Bindung von Nukleotiden innerhalb der NBD also nicht
von anderen Protein mit ATP-grasp unterscheidet. Insgesamt liefern die Strukturen 5JV]
und 5JVL also erstmals ein nahezu vollstdndiges Bild des Offnens und Schlielens der NBD,

sowie der Bindungsmodi der Substrate in beiden Substratbindedomanen.

5.1.2. Teilschritte des Swiveling-Domain-Mechanismus

Die dritte aufgeklarte Struktur (PDB 5JVN) stammt von der C;-Form der PPDK aus F. pringlei
(vgl. Kap. 3). Hier befindet sich nur ein Monomer in der ASU, allerdings ldsst sich das
funktionelle Dimer aus der Kristallsymmetrie rekonstruieren. Bereits in einer frithen Phase
der Modellierung zeigte sich, dass im Bereich der CD drastische konformationelle Unter-
schiede zu den vorangehend beschriebenen Strukturen der C,-PPDK bestehen miissen. Die
Losung des Phasenproblems gelang mittels Molekularen Ersatzes auf Basis der C,-PPDK-
Struktur 5JVL/D nur, wenn ausschlief3lich die beiden Substratbindedoméanen als Vorlage
genutzt wurden, nicht aber die CD. Letztere wurde dann im Zuge der weiteren Bearbei-
tung wiederhergestellt. Wie sich zeigte, befindet sich die CD hier in einer intermediédren
Position zwischen den beiden Substratbindedominen. Fiir eine genauere Charakterisie-
rung dieser Konformation wurde die Orientierung der Helix Nr. 20, an deren Losungsmittel
exponiertem aminoterminalen Ende sich das katalytische His456 befindet, ausgewertet.
Hierbei ergab sich, dass die CD von ihrer aus 5JVL bekannten Extremkonformation mit
Ausrichtung hin zur PBD, bis zur neu gefundenen intermediaren Konformation in etwa
die Halfte der gesamten Rotations-, sowie Translationsbewegung durchlduft. Die CD ist im
Vergleich zu ihrer Position nahe der PBD in 5JVL/D um gut 45° in Richtung der NBD rotiert
und das katalytische His456 hat bereits eine Distanz von 17 A zuriickgelegt. Die Rotation
verlauft entlang einer gedachten Drehachse, welche parallel zu zwei kurzen Linkerhelices
verlauft, welche die CD mit der NBD und der PBD verbinden (Abb. 2.3 und 3.1B). Zudem
wird diese Konformation der CD nicht durch Kristallkontakte zu symmetrieverwandten
Molekiilen stabilisiert, sondern ausschlief3lich durch Kontakte innerhalb derselben Kette.

Hierbei erscheinen vor allem eine Salzbriicke zwischen Glu804 und Arg462, sowie hydro-
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phobe Bereiche um die Reste [le864 innerhalb der PBD und Leu378 (CD) von Bedeutung
zu sein. Diese Interaktionen wurden iiber einen Netzwerk basierten Ansatz anhand der
vorliegenden Strukturdaten identifiziert. Mit Hilfe der durchgefithrten Molekiildynamiksi-
mulationen konnte die beschriebene Salzbriicke ebenfalls verifiziert werden, wurde dort
allerdings nicht stabil iiber langere Zeitraume ausgebildet, sondern wiederholt aufgebro-
chen und neu geformt. Trotzdem erscheint es denkbar, dass diese Interaktionen bei der zeit-
weiligen Stabilisierung der intermedidren Konformation der CD eine Rolle spielen, indem
sie die Rotationsfreiheitsgrade der CD einschrianken und einen schrittweise ablaufenden
Swiveling-Domain-Mechanismus begiinstigen. Dieser Umstand unterstreicht die Bedeu-
tung als tatsdchliche Zwischenkonformation mit mutmaflich physiologischer Relevanz im
Kontext des Swiveling-Domain-Mechanismus. Weiterhin konnte anhand von Molekildyna-
miksimulationen gezeigt werden, dass die beschriebene intermedidre Konformation der
PPDK entlang eines Transitionspfades zwischen den bekannten Konformationen der PPDK
in lokalen Energieminima zu finden ist. Die Bewegung der CD erscheint dariiber hinaus
mit dem Offnen und Schliefen der NBD gekoppelt zu sein. Der intermediire Charakter die-
ser Struktur spiegelt sich auflerdem in relativ hohen B-Faktoren im Bereich der CD wider,
welche auf eine hohe Flexibilitat dieser Doméne hinweisen. Zudem ist die Elektronendichte
im Bereich der CD schlechter definiert, als in den tibrigen Bereichen des Proteins, was
moglicherweise auf multiple, leicht voneinander verschiedene Konformationen der CD
hindeutet, welche im Kristall gemittelt zu dem genannten Effekt auf die Elektronendichte
fihren.

Vervollstandigt wird das Bild von der Doménenbewegung der PPDK durch eine Struktur
der C,-Form aus F. trinervia, welche in Gegenwart von ADP und Pyruvat kristallisiert
wurde (PDB 5LU4, Kap. 3). Die dimere Organisation in der ASU spiegelt nicht das biologisch
relevante Dimer wider. Dieses kann allerdings wiederum aus der Kristallsymmetrie generiert
werden. Auch hier stellte sich beim Erstellen des molekularen Modells heraus, dass sich die
CD in einer Grundlegend anderen Orientierung befindet, als aus den zuvor aufgeklarten
Strukturen bekannt. Letztlich zeigte sich, dass die CD im Vergleich zur zuvor diskutierten
Struktur 5JVN zusétzlich um eine zweite Achse rotiert, welche die erste Drehachse entlang
der Linkerhelices nahezu im rechten Winkel schneidet (Abb. 3.1B). Die CD rotiert somit
um etwa 104° aus einer gedachten Ebene durch die Schwerpunkte der Substratbindestellen
heraus. Dabei wird Helix 20 mit dem katalytischen His456 an ihrem Ende so positioniert,

dass sie nach einer anschlieBend zu erfolgenden Beugebewegung der CD passgenau in der
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Nukleotidbindestelle der NBD zu Liegen kommt, womit die aus CD und T. brucei bekannte
zur NBD orientierte Konformation zu Stande kommt (PDB 1KBL bzw. 2X0S).

Kombiniert man die gewonnenen Erkenntnisse zur Bewegung der CD, so ergibt sich
ein — iiber die einfache Interpolation zwischen zwei Endzustanden hinausgehendes - diffe-
renziertes und detailreiches Modell des Swiveling-Domain-Mechanismus (vgl. Abb. 3.1A).
Dieser verlauft nicht linear zwischen seinen beiden Endpunkten, sondern ist durch distink-
te und isolierbare Zwischenzustidnde gekennzeichnet, welche durchaus auch funktionelle
Relevanz besitzen konnen. Er reiht sich somit ein in bekannte Bewegungen anderer promi-
nenter Mechanoenzyme, wie der ATP-Synthase oder dem bakteriellen Flagellenmotor, bei
welchen urspriinglich ebenfalls von einem nahtlosen, linearen Ubergang, ohne isolierbare
Zwischenstufen ausgegangen wurde (Sabbert und Junge 1997). In beiden Fillen zeigte sich
spater, dass diese postulierte Linearitit nicht gegeben war sondern im Gegenteil die dann
gefundenen Zwischenzustidnde von grofier Relevanz fiir ein tiefer gehendes Verstandnis des

zu Grunde liegenden Mechanismus bedeutsam waren (Yasuda et al. 2001; Sowa et al. 2005).

5.2. Entwicklung spezifischer Inhibitoren der Pyruvat-Phosphat Dikinase

Die PPDK spielt, wie eingangs erwéhnt, eine bedeutende Rolle im Rahmen der C,-Pho-
tosynthese und wirkt dort als eines von insgesamt drei Enzymen — neben der PEPC und
der RuBisCO - geschwindigkeitsbestimmend fiir den Reaktionsablauf (Furbank et al. 1997;
Kubien et al. 2003). Fiir C;-Pflanzen ist eine funktionelle PPDK hingegen — unter norma-
len Wachstums- und Umweltbedingungen — nach heutigem Kenntnisstand weitestgehend
irrelevant. Viele bekannte und wirtschaftlich relevante Unkrauter hingegen wie beispiels-
weise Amaranthus retroflexus bedienen sich der C,-Photosynthese. Gleichzeitig zeigen sich
immer haufiger Resistenzen gegen am Markt etablierte Herbizide (Shaner 2014; Yu und
Powles 2014). Gegen die PPDK gerichtete Wirkstoffe béten — zumindest im Kontext von
Kulturpflanzen mit Cs-Photosynthese wie Weizen oder Reis — eine Mdglichkeit, solche C,-
Unkrauter zielgerichtet zu bekdampfen. Eine Diskriminierung der Wirksambkeit zwischen Cs-
und C,-Form wére hierbei aus den zuvor angefiithrten Griinden nicht zwingend notwendig.
Da in Vertebraten und Insekten keine Homologe zur PPDK bekannt sind, wiare auch eine
dariiber hinausgehende Beeinflussung der umgebenden Fauna — bei vorausgesetzter hinrei-
chend spezifischer Wirkung gegen die PPDK - weitestgehend ausgeschlossen. Gleichzeitig

nutzen einige Protisten und Bakterien die PPDK als priméares oder sekundares glykolyti-
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sches Enzym (vgl. Kap. 1.5.3), was zusitzlich pharmakologische Anwendungsfelder eines
PPDK-Inhibitors eroffnet.

Doyle et al. (2005) zeigten, dass Extrakte aus verschiedenen marinen Organismen einen
inhibitorischen Effekt auf die PPDK haben. Spater konnte von Haines et al. (2005) und
Motti et al. (2007) die beobachtete Wirkung der Extrakte auf Substanzen aus der Klasse der
Hydroxychinone wie beispielsweise das Benzohydroxychinon Ilimaquinon zuriickgefithrt
werden. Der genaue Wirkmechanismus dieser Substanzen ist, ebenso wie ihre Bindestelle,
unbekannt. Zumindest in einigen Féllen konnte ein gemischter Hemmtyp in Bezug auf
ATP festgestellt werden, so dass eine Bindung moglicherweise auch in oder nahe der
Nukleotidbindestelle der NBD erfolgt. Letztere ist aufgrund etlicher polarer Reste im Bereich
des Eingangs zur Nukleotidbindestelle, sowie der sich anschlieflenden eher hydrophoben
Kaverne gut geeignet, um spezifisch iber geeignete Inhibitoren addressiert zu werden
(Wu et al. 2013). Die Nukleotidbindestelle von ATP-grasp-Enzymen wie der PPDK wurde
in der Vergangenheit allerdings eher selten bei der Suche nach spezifischen Inhibitoren
herangezogen, da im Allgemeinen die Unterschiede zwischen den einzelnen Vertretern an
Proteinen mit diesem Strukturmotiv als zu gering und ein méglicher inhibitorischer Effekt
als dann nicht spezifisch genug angesehen wurde. Wu et al. (2013) konnten allerdings zeigen,
dass die von ihnen identifizierten alkylsubstituierten Flavonderivate durchaus spezifisch
auf die PPDK wirken.

Vor diesem Hintergrund erschien es vielversprechend, auch bereits bekannte Kinaseinhi-
bitoren auf ihre Wirksamkeit gegeniiber der PPDK hin zu untersuchen. Hierfiir wurden
insgesamt 80 Verbindungen aus einer kommerziell erhéltlichen Bibliothek von Kinasein-
hibitoren in einem spektrophotometrischen Aktivitatsassay auf ihre inhibitorischen Ei-
genschaften in Bezug auf die PPDK aus F. trinervia gepruft. Der Aktivitatsassay koppelt
hierbei die Umsetzung von Pyruvat zu PEP durch die PPDK mit der Carboxylierung von
PEP durch die PEPC zu Malat und dessen NADH-abhéngige Reduktion durch eine Malat-
Dehydrogenase. Ein Molekiil NADH - dessen Verbrauch bei einer Wellenlédnge von 340 nm
verfolgt wird — entspricht hierbei einem Molekiil Pyruvat das durch die PPDK zu PEP umge-
setzt wird. Es zeigte sich, dass von den untersuchten 80 Substanzen 22 einen Riickgang der
messbaren PPDK-Aktivitat auf unter 50 % der Kontrollansitze verursachten, wenn sie in
einer Konzentration von 100 pm eingesetzt wurden. Bei gleicher Konzentration lag die Rest-
aktivitat bei Einsatz des bereits aus der Literatur als spezifischer PPDK-Inhibitor bekannten

Hydroxychinons Ilimaquinon bei mehr als 80 %. Elf der untersuchten Verbindungen fiithrten
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sogar zu einer Verminderung der Restaktivitiat der PPDK auf 30 % oder weniger. Bei sechs
Substanzen aus der Gruppe der erstmalig aus Myxomyceten isolierten Bisindolylmaleimide
(Steglich 1989) war lediglich eine Restaktivitat von unter 5 % messbar. Zudem erwiesen sich
zwei Indirubinderivate — Indirubin-3’-monoxim und 6-Bromoindirubin-3’-monoxim - als
ebenfalls potente Inhibitoren der PPDK mit einer Restaktivitat von unter 20 %. Zwei weitere
Substanzen — ABT-869 und PP242 - fithrten zu einer Verringerung der PPDK-Aktivitat
auf rund ein Viertel der Ursprungsaktivitit. Fiir eine genauere Charakterisierung wurden
exemplarisch zwei Bisindolylmaleimide — Bisindolylmaleimid IV (BIM IV) und Go6983 —
ausgewahlt, zudem die beiden Indirubinderivate, sowie — aufgrund ihrer strukturellen Ver-
schiedenheit — ABT-869 und PP242. llimaquinon diente auch hier als Referenz.

Zur Ermittlung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration ICs, wurden die ge-
nannten sieben Inhibitoren in unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0 um und 300 pm
vermessen. Die Ergebnisse dieser Konzentrationsreihe spiegelten den Trend aus dem initia-
len Screen wider, bei welchem die Bisindolylmaleimide den starksten inhibitorischen Effekt
zeigten, gefolgt von den beiden Indirubinderivaten. Tatséchlich handelt es sich bei BIM IV
und Go6983 um zwei der bisher wirksamsten beschriebenen Inhibitoren der PPDK. Der
ICso von BIM IV betragt (1,1 + 0,2) um, derjenige von Go6983 (1,5 + 0,6) um. Der inhibitori-
sche Effekt von Indirubin-3’-monoxim und 6-Bromoindirubin-3’-monoxim war um etwa
eine Groflenordnung geringer, die ICso-Werte liegen bei (7,0 + 0,7) um bzw. (11,5 + 1,8) pm.
Als nochmals weniger wirksam erwiesen sich ABT-869 und PP242 mit einem ICs, von
(13,6 + 3,3) um und (20,6 + 7,1) um (vgl. Abb. 4.2). Der zu Vergleichszwecken herangezogene
Inhibitor Ilimaquinon wurde von Haines et al. (2005) mit einem ICsy von (292 + 23) um fir
die PPDK aus Z. mays beschrieben. Er liegt damit in der Wirksamkeit somit um mehr als
den Faktor 100 unterhalb der untersuchten Bisindolylmaleimide. Um auszuschlieflen, dass
der beobachtete inhibitorische Effekt auf eine Beeinflussung der nachgeschalteten Enzyme
PEPC und NADH-MDH und nicht durch eine Inhibierung der PPDK selbst hervorgerufen
werden, wurde eine Kontrollreaktion ohne PPDK durchgefiihrt, bei der die Reaktion durch
Zugabe von Pyruvat direkt auf der Stufe der PEPC gestartet wurde. Es zeigte sich allerdings
mit Ausnahme des 6-Bromoindirubin-3’-monoxims kein signifikanter Effekt auf diese bei-
den Testbestandtteile und selbst dieser wére zu gering, als dass er den zuvor beobachteten
Aktivitatsriickgang hinreichend erkldren konnte, ohne dass eine Beeinflussung der PPDK
vorliegt.

Interessant war die Beobachtung, dass das Bisindolylmaleimid XI (BIM XI) keinen of-
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fensichtlichen Effekt auf die PPDK-Aktivitat im priméren Screening zeigte, wohl aber alle
anderen getesteten Bisindolylmaleimide. Um dies genauer zu untersuchen, wurden die
verwendeten Substanzen in die Kristallstruktur der F. trinervia PPDK (PDB 5JVL/D) ge-
dockt. Hierbei zeigte sich, dass fiir alle Bisindolylmaleimide mit experimentell festgestellter
inhibitorischer Wirkung dhnliche Bindungsmodi vorhergesagt wurden. Die Bindestelle lage
demnach am Eingang der Nukleotidbindetasche im Bereich der Reste Glu324 und Arg95.
Wird die Struktur von BIM XI mit den Dockingergebnissen der anderen Bisindolylmalei-
mide in Deckung gebracht, zeigt sich, dass es aufgrund der an eine der Indolfunktionen
kondensierten sperrigen Substituenten zu Kollisionen mit den Resten Glu324 und Arg95
kommt (vgl. Abb. 4.4). Diese wiirden das beobachtete Fehlen einer inhibitorischen Wirkung
des Bisindolylmaleimids XI hinreichend erklaren.

Die Bisindolylmaleimide sind bislang hauptsachlich als sehr wirksame Inhibitoren der
Proteinkinase C (PKC) bekannt (Toullec etal. 1991; Davis etal. 1992; Hers etal. 1999),
inhibieren aber auch in geringerem Maf3e einige andere Kinasen (Davies et al. 2000). Insofern
ist festzuhalten, dass der guten Wirksamkeit der Bisindolylmaleimide in Bezug auf die
PPDK eine eingeschrinkte Selektivitat gegentibersteht. Gleichzeitig zeigt aber das Beispiel
des Bisindolylmaleimids XI, dass durch Verdnderungen der Substituenten an einer oder
beiden Indolgruppen die Interaktion mit der Nukleotidbindetasche beeinflusst werden kann,
so dass eine Erhohung der Spezifitit gegentiber der PPDK prinzipiell méglich erscheint.
Hieraus kann dann auch eine gesteigerte Selektivitat gegeniiber der PPDK resultieren,
was letztlich bedeutet, dass durch spezifische Anpassung der Bisindolylmaleimide an die
PPDK auch ihre Wirksamkeit auf andere Kinase, wie beispielsweise das bisherige Ziel PKC,

verringert werden kann.

5.3. Ausblick

Im Verlauf dieser Arbeit konnte das Verstindnis des Mechanismus, welcher der Funktiona-
litat der PPDK zu Grunde liegt, mit Hilfe von neuen Kristallstrukturen detailliert erweitert
werden. Unbeantwortet bleibt weiterhin die Frage nach der Anordnung der Monomere in
dem fir pflanzliche PPDKs postulierten Homotetramer. Keine der bislang durchgefithrten
rontgenkristallographischen Untersuchungen pflanzlicher PPDKs konnte einen Hinweis
auf die tetramere Organisation liefern. Moglicherweise handelt es sich bei dem Homote-

tramer um einen von hoher Dynamik gepragten transienten Zustand, bei welchem sich
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5. Diskussion

die deutlich stabilere Dimere zum Tetramer zusammenlagern. Da die Tetramerisierungs-
flache anhand der Erkenntnisse zur Kaltelabilitdt der PPDK und der darin involvierten
Aminosaurereste am duflersten C-Terminus verortet wird, ist das Tetramer kristallogra-
phisch unter Umsténden iiber die Verwendung einer kaltestabilen PPDK - beispielsweise
aus F. brownii — oder einer entsprechenden Mutante zuganglich. Gleichzeitig béten auch
geeignete Quervernetzungsagenzien die Moglichkeit ein solches Tetramer zu stabilisieren
und zu kristallisieren.

Nicht vollstandig geklart ist weiterhin die Regulation der PPDK auf mechanistischer
Ebene. Zwar liefert die Hypothese einer elektrostatischen AbstofSung des phosphorylierten
regulatorischen Threoninrestes von den gleichartig geladenen Substraten Pyruvat und PEP
einen plausiblen Erklarungsansatz, allerdings ist dieser bislang nicht durch Strukturdaten
validiert worden. Da Substitutionen des genannten Threoninrestes durch Aspartat oder
Glutamat experimentell zu einem Effekt, vergleichbar dem der Phosphorylierung fithrten
(vgl. Kap. 1.5.2), konnte der Einsatz dieser Phosphorylierungsmutanten in Kombination mit
verschiedenen Substraten zur weiteren Aufklarung der Regulation der PPDK beitragen.

Eine Option zum besseren Verstandnis der Dynamik der Swiveling-Domain-Mechanis-
mus ist die Untersuchung mittels Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) (Forster 1948).
Hierbei werden an geeigneten Positionen im Protein zwei Farbstoffe als FRET-Sonden ein-
gebracht. Das Emissionsspektrum des einen Farbstoffes (Donor) tiberlappt hierbei mit dem
Anregungsspektrum des anderen Farbstoffes (Akzeptor), so dass bei raumlicher Nahe der
beiden Sonden zueinander und Anregung des Donors eine Energietibertragung und letzt-
lich Emission des Akzeptors beobachtet werden kann. Hieraus konnen dann Schliisse auf
den Abstand der beiden Sonden zueinander gezogen werden. Mit geeigneten Instrumenten
konnen solche Messungen auch mit hinreichender Zeitauflosung durchgefithrt werden,
um die Bewegung der CD selbst zu verfolgen. Voraussetzung fiir ein solches System ist
aber die gezielte Markierung der PPDK mit Farbstoffen an definierten Positionen. Eine
Moglichkeit hierfiir bietet die Nutzung einer tryptophanfreien Mutante, bei der gezielt ein
Tryptophan wieder eingefithrt wird, und dessen Fluoreszenz zur Anregung eines markier-
ten oder autofluoreszenten Substrates wie beispielsweise Mant-ATP verwendet werden
kann. Denkbar ist auch der Einsatz nicht-natiirlicher Aminosauren, wobei sich hierbei die
Expressionseflizienz, sowie die ggf. erforderliche chemische Behandlung zur Ausbildung
der funktionellen Farbstoffe als grof3e Herausforderung herausstellen kénnen.

Die beiden bislang unbekannten intermedidren Konformationen der CD bieten vielféltige
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5.3. Ausblick

Ansatzmoglichkeiten fiir weitergehende Untersuchungen. So kann in diesen Strukturen
gezielt nach allosterischen Bindetaschen gesucht werden, welche sich ausschlie3lich in
diesen Intermediaten zeigen. Kleine Molekiile, welche gezielt in diesen Taschen binden,
konnten durch Blockade der weiteren Bewegung der CD als spezifische Inhibitoren der
PPDK fungieren. Letztlich bieten auch die Bisindolylmaleimide und Indirubine, welche als
potente PPDK-Inhibitoren erkannt wurden vielfaltige Moglichkeiten, um diese optimal an
die Nukleotidbindetasche der NBD anzupassen und somit eine erhéhte Spezifitat gegeniiber
der PPDK bei gleichzeitiger Beibehaltung oder Verbesserung der inhibitorischen Effektivitat

zu erreichen.
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A. Anhang

A.1. Nuklein- und Aminosauresequenzen

10x His-Tag [ |
5320 5330 5340 5350 5360

pETEV-16b-ftppdk ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATGAREEKRINY
IRNAR ST IS A TGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATGAREEEINY

TEV-Schnittstelle

5370 5380 5390 5400 5410
pETEV-16b-ftppdk AAACCTGTATTTTCAGGGACATATGACCGCTAAINAAACG[SGTGT TPNA CG T LIS
pETEV-16b-fpppdk  LV:V:NefegNeH VN ansyey:NeleleyNeyuw:yyel . . . . . . AA[GAAACGEINGTGTT{GA CG Ty

A

Nde |

5420 5430 5440 5450 5460
pETEV-16b-ftppdk BNCleleIoN.VN A [efey Mo/ CpNE G [e.V.Ne[e CL.VN® C G T[NV WNEF.VNA T CGCENG CENG[efey 5466
pETEV-16b-fpppdk P T[EIeISRVNG[EIeNOIE TING A [CT.VNEIE| ALVNG A A A[CTNOUNEVNGAG T TUNA TENA[EIEMy 5460

5470 5480 5490 5500 5510
pETEV-16b-ftppdk GG[EAARGGTGC[EAAMCTGGC[EGAAATGINGCTCTATTGGENC T[T C[8G T G C C S ENE
pETEV-16b-fpppdk  [J€ THVAG[efegNele CLVN T [ejNelele C[eV.V.V:NNE G C[ey ey W nNele CleyyCyeGlegNelefe 5510

5! 5540 5550 5560

5520 530
pETEV-16b-ftppdk [©€CCEGGENOTGACOATOMTCINACGGAAGCCTGCGAAGAATATCAGCARIAAT GEESEII
pETEV-16b-fpppdk T[S T[ef€ A TENEFNG GLY T iN¢GLNefeley.V.XeleloyNeloley.V.NeT. V.U V- W NONCIFNGL.V.¥NE 5560

5590 560! 5610

5570 5580 0
pETEV-16b-ftppdk [CHW.V\A T C[efoln G(efelG 616G [efele C aNGENI(eV UNEN.V.V.WMNC A G[eX.V.Nele| T CINEGAC 5616
pETEV-16b-fpppdk  [EMWIVNG A A[efeByC[ele T[S T{efele Ty ApneieleVWyeV.ViViUNT C T{S[eV.VNEICATINECGG 5610
5620 5630 5640 5650 5660
pETEV-16b-ftppdk BWAC[ESN TV GLVNA[F.V.VNNE T C AleJole T C G CNeIIeJSIeVN TG T CGLVNAMEGCy 5666
pETEV-16b-fpppdk  PWNT[€H) C[OFNALVAG[EVIVNINE A G C[E]6I¢/A G C TNElelelelelNC[GIGA AGCLVAGEETTIY 5660
5670 5680 5690 5700 5710
pETEV-16b-ftppdk G@TGCTGAGEGTCCGTTCPNGGPNG C[¢GC[A TIWNYOATGCC{EIGGCATGAT GG YAL
pETEV-16b-fpppdk  [€TNeIeyey:Ne T[cjyefefelsnsyelGlefe; ClefeA[efeiALYNC T C TLNES[e T [eleleyyyeyyyele 5710

5740 575

5720 5730 0 5760
pETEV-16b-ftppdk ANNACOGTINSTGAAGOTGGGINCTGAATGAGGAAGT(EG TENG CHG GENC T{€ G C[CHEEWATY
pETEV-16b-fpppdk  ENCENGG[ENA TEYALVNT Tpaelefe] A[eu eV VNNeVN T[eV.VNehyC[euyA[efeGleleiC[eyC[el8G 5760
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5770 5780 5790 5800 5810
GGESAAINT C[EIGGTGCESCGEINT TG C[ETATGABWNEO T A[MCGTCG[®T T T C T[¢G A
GGINAA[GTCINGGTGCCGETTENGC[MTATGA[GMNOUNT AWNCGTCGENT TT C T[®G A|

5820 5830 5840 5850 5860
[@ATGTTOGGINAACGTOMGTMATGGGCATCCCECATENINOTGTTTGANGAAA
IATGTTINGGINAACGT[EGTINATGGGCATCCCENCATENSMMNTGTTTGA[®GAAA

5870 5880 5890 590 910

0 5
AA[TGGAAGABMATGAARIGCI@GAAAARNGGEWNTINCA[GCT GGARNA C[EGA[SI®T G
AANTGGAAGAINATGAA[EGCINGAAAA[GGGENET[EC ABNCT GG A[SA C[€GAMNT G|
5920 5930 5940 5950 5960
ACGGCE\GCINGATCTGAANGAMCTGGTGGAARNAINTATAAAAACGTENT A[®GT]
ACGGC[HGC[GATCTGAA[GGAINCTGGTGGAA[GA[TATAAAAACGTINT AGNG T
5970 5980 5990 6000 6010
[@GAAGCEAAAGGEGAAAAATTEGCCEACCGATCCGAAAAAINCA[ECTEGAA[S
[EGAAGCOAAAGGINGAAAAATTENCCINACCGATCCGAAAAA[GCAINCT{®GA AN
6020 6030 6040 6050 6060
TGGCCGTEAATGCRGTGTTTGATAGHTGGGACTC[BCCI§CGTGC[MAACAAA
TGGCCGT®AATGCI§GTGTTTGATAGE®TGGGACTCENCCINCGTGCRIAACAAA
6070 6080 6090 6100 6110
TATCGETCMATTAANCAGATCACOGGT@TGAAAGGOACGGCRGTGAANAT
TATCGEINTCINATTAAGCAFNATCAC[GGTINTGAAAGGEACGGCINGTGAA[GAT
6120 6130 6140 6150 6160
TCARTTATGGTINTT®GGEINAACATGGGEAAINA C{OFNCMIG GIMACGGGEINGTGC
TCAMCTETATGGTETTINGGINAACATGGGENAA[BA ClesNoIeGGINACGGGEGTGC
6170 6180 6190 6200 6210
TGTTENAC[®CGTAACCC[EFNEOA C[GGCGA[GAAAAAACTI[§TA[BGG[®GAAT T[®
TGTTMAC[CGTAACCCHMNSUNA CINGGCGARNAAAAAACTI[OTARNGGEN\GAAT TN
6220 6230 6240 6250 6260
[@TGE\TISAATGCECARGGTGAAGATGTEING T[®G CEG G[®A T C C G[8JA C[8IC C[¢G A|
INTGETOAATGCECAINGGTGAAGATGT[EGT[EG C[8G GEYA T CC GNA C[¢JC CING A
6270 6280 6290 6300 6310
AGATETEGETACMATGGAAACGTGEATGCCEGAAGCETATRNVNGAACTGG
AGATEINTINGGTACEATGGAAACGTGEINATGCCEINGAAGCTAT[HEMNIGAACTGG
6320 6330 6340 6350 6360
TGGAAAACTGENEAAATINSETGGAACGTCANTA[GMAARNGATATGATGGA[GAT(®
TGGAAAACTG[INAAAT[OGMNTGGAACGTCA[GTARNAA[GATATGATGGARNATEN

6370 6380 6390 6400 641

0
GAATTCACEIGTENCAGGAAAANCGECTGTGGATGCT[CARIT GTC GHNA C[®GG
GAATTCAC[EGTECAGGAAAAMCGEINCTGTGGATGCT[®CA[YTGT C G[¢A C[¢GG

5816
5810

5866
5860

5916
5910

5966
5960

6016
6010

6066
6060

6116
6110

6166
6160

6216
6210

6266
6260

6316
6310

6366
6360

6416
6410
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pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

6 6440 6460

430 6450
ACGGG[EAAINGGEINGCINGTGCGTATTGC[§GTENGATAT GG T[¢A A C G T
IACGGGINAA[GGG[MGC[MGTGCGTATTGC[MGTENGATAT GG T[¢A A C G0

650 6510

6470 6480 6490 0 51
AAGGEICTEATTGAGACOMCGTACGGCINATAAACGEGTEINGAAAC[ECAGCA TSN
AAGGEN\CT@MATTGABNAC{CGTACGGC[ATINAAACGENGT[€GAAAC[¢CAGCA TSI

6520 6530

6540
G[eZ: U N eV V.V ok NeTou NeIoV.\ C[6]6! G (VNG M C[EFWNGINC[S6G T C A[{eUW.MW.VNAUNG 6566
Cler;uyey.V.Xoy yelol yeloy.\ T (efe T[F:NA iy T[ERVNA PN T[fO A A G C[eJSeYWUW.VAGENE 6560

6550 6560

6580 6610

6590 6600
CATGTGGTEINGCCAC[EGGENET[EC C[ejG CLUNS®C C{e]G GENG CENG CA G T G G G[6IC YN
TleFiyyepyeieyy AlefeloyNe Gefe;C TENA[fe T{e]8|C A G T[efe T [e]e A[ee T[efo¥NeyyefefeiAl® 6610

6640 6650 6660

0 6630
NSO T TUNT CINGCINGAAGATGCGGAAACGTGGCA[GCINCAGGGTAA AJEIII
[SfeuNe T T®T CINGC[@GAAGATGCGGAAACGTGGCAENGC{®CAGGGTAA ARSI

6690 6700 6710

6680
GCGATCOT[EG T[§CGOAC[MGAAACGTCEICC[@GAAGATGTENGGCGGENA TEYA
INGCGATCENTENG TINC GENAC[§GAAACGTCENCCEINGAAGA TG T[¢G G C G G{6A T VA Y]

6730 6740 6750 6760
GCINGCGGG[EATHIN®TGAC[GCRICGTGG[®GGTATGACGT C[8C AlS]G VAN
GC[MGCGGGPNAT[OMYT GA C[&]GC[{CGTGGENGGTATGACGT C[¢C ASNG VATV

6 6790 680!

6770 780 0 6810
(6l A[e]6 A leuNCleuNelere T[efe Clefel CaNefefefe TLVAA INSISUNE T[EMNIC T CA[EETENE T[eole 6816
(8 Ce]e ClepyGlepyefefe Clefe T[ele] A pyefefefe ALVAGNeIoRNE C[ENG A G ClefeCpye/Clefele, 6810

6830 6840 6850

6860
CGTGTGAACGATGAMATGAAALNT[SMNT[®A C[8A T C G GENG ANC GG T JEEII)
GATATINCGTGTGAACGATGANATGAAA[ET(HOT[GA CEIA T C G G[8IG A[6C GENG T I

6830 6910

871 6890 6900
[ey:V:Nelelofey.NouNeleIouNE A G C[SUNENVAC (efe T AlGCLNoIe[efelC (e .VNEMTIN 6916
INAAGAAGGCGACTGGCTGHN®IECTGAAPRNG G[OMNC[EA CG G GRE\GAAG T{6|A BRI

6950 696/

6920 6930 6940 0
TEN® T GGGENAARNCA[GC TG CT[§GCE\CCECCGCENATGTCTAATGAT®T G G A AT
T[OMNT GG G{EAAGCARNCT®CTOGCIECCENCCINGC@MATGTCTAATGATENT GG A ARSI

6980 0 7010

6970 6990 700
INT CEMY TRNUNE A G TpNelelelel T(eyNC[o¥.Nele C G(ofeyNele C CaNerV.V.NeyNeV.UNeIeIe TLW 7016
L\C GENYCILYNE T C Gyefelefel G[eyNT[oF:Nele T Alefeyyele T T pyNey.V.v.Neyyey.yyefefeCLV 7010

7030 7040 7050 7

20 060
GANAC[MCCIEAATGA[MGCC@TGACGGCACGTAACAATGGHNGCECA G Gl
AC[ECCINAATGABNGCCISTGACGGCACGTAACAATGG[EGCI8C A G Gt}
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7070 7080 7090 7100 7110
GINATINGGTMTGTGCCGTAC[MGAACACATGTTTTTCGCpMNSMNGATGAACGT
GEVAT®MGGTINTGTGCCGTAC[§GAACACATGTTTTTCGC[EFNISEGATGAACGT

7120 7130 7140 7150 7160
ATINAAAGCGGT[OCG®AAAATGATCATGGCEOIGTIMACGCCBIGAACAGCGTAA
ATOMAAAGCGGTIN\CGEINAAAATGATCATGGC[EGT®MACGCCEINGAACAGCGTAA

7170 7180 7190 7200 7210
\GEMYG CINCTGGANST G TGTGCCTATCARCGTAGTGAMTTTGAAGGEYA
[€GOeGCECTOGCAGMITGEINTGINTGCCINTATCA[@CGTAGTGANTTTGAAGGEA|

7220 7230 7240 7250 7260
TTTTCCGEGCERATGGATGG[MCTGCC[§GT[ACMATCCGTCTGCT[¢§GAPNC C[&
TTTTCCG[8GCMATGGATGGERICTGCCHGTINAC[ATCCGTCTGCT[®GA[GC Cpy

7270 7280 7290 7300 7310
CCICTGCATGAATTTCTECCEGAAGGEINGATCT[GAACACATINGTEINAA[®IGA|
CCINCTGCATGAATTTCTECCEINGAAGGGATCTMGAACACATI[®GT[EAARNGA

7320 7330 7340 7350 7360
ACTGGCRIGTCGATACGGGEATGENHGGOMIGAMCGAAATCTA[GT CINAAINAT CG|
ACTGGC[MGTCGATACGGGRIAT GENOFNGEVANGAINGAAATCTANT C[§AA[GATCG

7370 7380 7390 7400 7410
AAAABCTRAGTGAAGTEINAARNCCIGATGCTGGGEINTTCCGTGGCTGTCG[MET G
AAAAGCTAGTGAAGT[EAAMCCEINATGCTGGGTTCCGTGGCTGTCGHEMNT G|

7420 7430 7440 7450 7460
GGISATTTCGTAMCCGAACTEACMGAAATGCAGGTICGTGCMATCTTTCA
GGINATTTCGTAENCCENGAACT[MACIEGAAATGCAGGT[CGTGCINATCTTTCA|

7470 7480 7490 7500 7510
INGCEINGC[§GT[MAGCATGA[BCAA[MCAQGGTGTGACGGTINATEINCC[§GAAATCA
[6GCEGCO@GTEAGCATGARNCAANCAMGGTGTGACGGTINATMC CENGAAATCA|

7520 7530 7540 7550 7560
TGGTECCIET GG TENG G[OA C[8IC C[CA[GGAAMTGCGTCA[SCAERIA TEMNGENG TN
TGGT[EC CRYNT GG TG GBNA C[¢/C CINCABRNGAANNT GCG T CABNC A[GA T[oIeleJ6IG TN

7570 7580 7590 7600 7610
AT[OCGOGGCGT[OGC@MGCINAATGTGTTTGCGGAAATGGGENETCACIET GGA
ATICGENGGCG TG C[8GC[AATGTGTTTGCGGAAATGGGEYEST CAC[EINT GGA

7620 7630 7640 7650 7660
INTATAARNGTGGGACEATGATTGAAAT®CCECGINGCINGCG[MTGATEINGCGG|
ITATAA[GTGGGENACINATGATTGAAATEINCCEINCGEGCEGCGITGAT@OGCGG

7670 68! 7690 7700

7680 7710
AAGAAATGGESYAARN\GAAGCMGANTTCTTTEYME®T T T G G[8A C[8A A[®G A[GC T[¢
AAGAAATEINGOISA A[GGAAGCI§GAVNT TCTTTENOSNT T T G GENA C[8A ARNG ARNC T[®

7116
7110

7166
7160

7216
7210

7266
7260

7316
7310

7366
7360

7416
7410

7466
7460

7516
7510

7566
7560

7616
7610

7666
7660

7716
7710



A.1. Nuklein- und Aminosduresequenzen

7 773

7750

720 0 7760
pETEV-16b-ftppdk AC[MCA[GATGACGTTEGGENTATEYYTCGOGATGA[MGTGGGEAAATTTCTGC AR
pETEV-16b-fpppdk  EXEG[OFNAVNaNeF.NeTelsnsy T [efe] A gy T Cjpefe] T [eF:NsneyN T [ejnefefel A LV.V. N NeuNeIeVN 7760

7770 7780
pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

7870 7
pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

7930
pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

7980
pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

8020 8030
GTEPNTAACTCGAGGAT CCmIUsK]
G T[T A A, [eleruyele 3022

A

BamH |

pETEV-16b-ftppdk
pETEV-16b-fpppdk

779
AATTTA[GMCTG[EJSCCAGGGENAT[®CT
AATTTANCTGENECCAGGGERVATENC T

7820 7830
ACCACGAARNGGEGTEGCGINCALYOTATCAAAATGGCAACEGAAAANGGCC G[OEETI
LYSIOFNALVNG e A[epyGle]e] C[OFNG TRy ALY NOY.V.V.V. @ N e[eloV.VNO A [ VWG [efefefefe T 7860

7920 7940
ACCHAGIMNSCGTGGCETTTTT[®G AN
ACCINAG[OFNECGTGGC[®TTTTTENG A
990

7970 8000 010
GTPNOCCC®TTTCGTGTE®CCRATINGCCCGT[ET[¢GCENG C[@G C CCARNG T({eFNT NN
GTEY§CCCINTTTCGTGT[§C CENAT[BGCCCG TENTENG CE\G C[¢G C C C A[¢]G T [ofe] T [Tk 1}

7800 7810

0
(V. VNV WU NETUNSIG G MMNET.VNEUNT AUNTe 7816
[BCAACATGATCCENTTTGAAGT[ele T(e;G AN

0 7850 7860

7900 7910

880
GCCGCAAATCCIHACMNSTGAAAGTGGGENATEINT GCGG[8GA A CA[SIG G C G GNG A AN
GCCGCAAATCCENARYSMNTGAAAGTGGGERIA T[T GCGGERIGAA CAPNG G C G GENG A ek}

7950 7960

(e Clepy T{eIeUNOUNG(EFNCIWAC[EUNT AGEMY 7966
[EETEBNG e NOUNC[EFNTEWNT[EPNGTCgy 7960

8

Abbildung A.1.: Paarweises Sequenzalignment (Needleman und Wunsch 1970) der fir die PPDK aus

F. trinervia und F. pringlei kodierenden Sequenzen in der MCS des Vektors pETEV-16b. Erstellt mit dem Pro-

gramm ,needle” aus EMBOSS (Rice etal. 2000).

139



A. Anhang

F. trinervia

F. pringlei

F. brownii

Z. mays

T. brucei

C. symbiosum
Konservierung

F. trinervia

F. pringlei

F. brownii

Z. mays

T. brucei

C. symbiosum
Konservierung

F. trinervia

F. pringlei

F. brownii

Z. mays

T. brucei

C. symbiosum
Konservierung

F. trinervia

F. pringlei

F. brownii

Z. mays

T. brucei

C. symbiosum
Konservierung

F. trinervia

F. pringlei

F. brownii

Z. mays

T. brucei

C. symbiosum
Konservierung

140

30

NBD1
50 60 70

BIL P)JGLWDE INJE G L8]
IML P)JGLWDE I9E G L33
IML P} GLWD 3

TEACHWE YF{ EJGK[o] e} [ojD IjgE

NBD1

90 100 110
PLLLSVRSGAA SMPGMMDTVLNLGLND
PLLLSVRSGAA SMPGMMDTVLNLGLND

AA SMPGMMDTVLNLGLND

PLLLSVRSGAA SMPGMMDTVLNLGLND

JINRFAYDSYRRFLDMFGNVVM[ET PJs!
JINRFAYDSYRRFLDMFGNVVM[ET Pjs!

JINRFAYDSYRRFLDMFGNVVM[ET PJs!
IIRFAYDS RRFLDMFGNVVMBII PN
RFYDSYRRF T il \BIIOMGRED
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80
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A.1. Nuklein- und Aminosduresequenzen

F. trinervia FIJSWDSPRANKYRSINQITGL T 255
F. pringlei FIISWDSPRANKYRSINQITGL 1V 5 255
F. brownii FBISWDSPRANKYRSINQITGL 255
Z. mays FNSW SPRAIMKYRSINQITGL IVFG 5 TG 255
T. brucei FINSW[ENPRABMIYRIN N ITGLMMGTAVN E 5 256
C. symbiosum FINSWDINPRARRYY RIN N8l T3 GISAMG T AV N / G SGTG 252

KOnSel’Vierung L[] 0 0000 O0OGOOLIOGOEOOEONDOLOOETNTES L[] 000000 O0OOGOEOSOSOSDN L] L] LN

F. trinervia VLFTRNPSTGEKKLYGEFL NAQGEDVVAGIRTPEDL 292
F.pringlei VLFTRNPSTGEKKLYGEFLVNAQGEDVVAGIRTPEDL 292
F. brownii VLFTRNPSTGEKKLYGEFLVNAQGEDVVAGIRTPEDL 292
Z. mays EKKLYGEFLVNAQGEDVVAGIRTPEDL 292
T. brucei ' NPy GE LVNAQGEDVVAGIRTP [0 NSRS 299
C.symbiosum > Kl[§ YGE L NAQGEDVVAG RTP )3 P . 289
Konservierung 000 0 0 000 00 000000000000000 000000000000

F. trinervia 318
F. pringlei 318
F. brownii 318
Z. mays 318
T. brucei 342
C. symbiosum 315
Konservierung

F. trinervia DMUIDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGK AVRIAVDMVNEGLI 361
F. pringlei DMNIDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGK AVRIAVDMVNEGLTI 361
F. brownii DMNIDITIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGK AVRIAVDMVNEGLI 361
Z. mays MDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGKAV IAVDMVNEGL 361
T. brucei DM[JD EFTVQ RLWLQCRGKRT AVRIA DMVNEGLIB 385
C. symbiosum V 3 Elef L RLOMRNGKRT g A [OIA@DV EG Ips 358
Konservierung ececeoe © . 0. 000 0000000000 00000 -0 00 °

. Linker

F. trinervia AIKRVEMNOHLDQLLHPQFEWPSAYKERV ATGLPASPGAA 404
F. pringlei AIKRVENSHLDOQLLHPQFENPSAYKERlV ATGLPASPGAA 404
F. brownii AIKRVEWNOHLDOQLLHPQFENPSAYKERV ATGLPASPGAA 404
Z. mays AIKVEHLDQLLHPQFEPSAY ATGLPASPGAA 404
T. brucei 1985 A AR )¢ DRIL HP HEIFE [FINNNST RGLRASPGAA 428
C. symbiosum EEELRSIVRESNAA KSRy TIINP AL KAGEY LPASPGAA 401

Konservierung eececo0ce so -0 -0 000 e000000c00000000 o0
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A.1. Nuklein- und Aminosduresequenzen
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F. trinervia 874
F. pringlei 874
F. brownii 874
Z. mays 874
T. brucei 895
C. symbiosum 871
KOnSerVierung 0 000000 o000 L] o0 0000 O0OOCOS L] L ) oo nveoe

F. trinervia oo 874

F pringlei L 874 nicht konserviert

F. brownii e 874 . shnlich

Z.mays e e e e e e 874 .

T brovei RRAAMKARKGFAAKL 910 2 50% konserviert

C. symbiosum K. oo oo oo oo 872 > 80% konserviert

Konservierung e0000000000000 0

Abbildung A.2.: Multiples Alignment der Aminosduresequenzen der PPDKs aus F. trinervia, F. pringlei,
F. brownii, Z. mays, T. brucei und C. symbiosum. Die Nummerierung oberhalb des Alignments entspricht
der Flaveria-Notation. Die Konservierung der Reste ist farbkodiert dargestellt: >80 % konserviert (violett),
>50 % konserviert (blau) und nicht konserviert (weif3). Ahnliche Reste sind magenta hinterlegt. Das Align-

ment wurde mit dem Programm ,T-Coffee” erstellt (Notredame et al. 2000).
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A.2. Plasmidkarten

BamHI 8029
. \

\

T

o\ L
. /.
.
. 8000bp 500bp B
A .
7500bp

=~ 6500bp

- pETEV-16b-ftppdk
B 8351bp

_ 6000bp

5000bp

Ndel 5388 e

TEV cleavage site 4
10x His Tag
lacO reg ‘ \

4500bp 4000bp \
oy L

B Origin of replication
[l Other gene
B Promoter

B Regulatory sequence

B Restriction site

[ selectable marker
Tag

Il Terminator

B Unique restriction site

Abbildung A.3.: Plasmidkarte des Vektors pETEV-16b-ftppdk, welcher fiir die PPDK aus F. trinervia kodiert.
Die Plasmidkarte wurde mit dem Programm ,PlasMapper” (Dong et al. 2004) generiert.
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B Origin of replication
[l Other gene
B Promoter

amp prom

BamHI| 8018 B Regulatory sequence

! amp marker, [ Selectable marker
Voo ey Tag
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B - . - Il Terminator
\ , B Unique restriction site
. Ly y

8000bp

: 7500bp

pETEV-16b-fpppdk
8340bp

5000bp

Ndel 5388 i 3500bp‘
i c.,  4500bp 4000bp \ N
TEV cleavage site . oy . . .
10x His Tag ‘ , R B .
lacO re ’ .
g , A
VI Lo

Abbildung A.4.: Plasmidkarte des Vektors pETEV-16b-fpppdk, welcher fiir die PPDK aus F. pringlei kodiert.
Die Plasmidkarte wurde mit dem Programm ,PlasMapper” (Dong et al. 2004) generiert.

146



Danksagung

Ganz besonders danke ich an dieser Stelle meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Georg Groth
fiir das entgegengebrachte Vertrauen, viele Denkanst6f3e und Anregungen, konstruktive
Kritik und etliche fachliche und nicht-fachliche Diskussionen. Auch danke ich ihm ganz
herzlich dafiir, dass er bei allen auftretenden Problemen und Unwégbarkeiten wahrend
meiner Promotion stets ein offenes Ohr hatte und eine verlassliche Anlaufstelle war. Vielen
Dank!

Herrn Prof. Dr. Holger Gohlke danke ich fiir die Ubernahme des Korreferats und die
fruchtbare Zusammenarbeit bei der ,Bearbeitung” der PPDK.

Dr. Daniel Schlieper fiir die Unterstiitzung beim ,Erstkontakt” mit der Proteinkristallo-
graphie, die vielen anregenden Diskussionen, die vermachte Sammlung an Ausgaben der
»IEXnischen Komodie®, etliche Anekdoten und die Erkenntnis, dass der Zen-Buddhismus
und das Fischen eines Proteinkristalls viele Gemeinsamkeiten haben. Die Analogie zwi-
schen dem Bauen und Verfeinern einer Struktur und dem japanischen Brauch, Kugeln aus
Erde zu polieren, werde ich — selbst unter grofiten Anstrengungen — wohl nie vergessen
konnen.

Dr. Astrid Port danke ich fir ihre sehr engagierte Hilfe bei saimtlichen Fragen rund um
die Proteinkristallographie, viele aufschlussreiche Diskussionen und stets pragmatische
Losungsansatze fiir aufkommende Probleme.

Daniel Ciupka fiir die erfolgreiche Zusammenarbeit bei der PPDK. Danke Dir fiir Dein
Engagement!

Den Kollegen im Institut fiir Biochemische Pflanzenphysiologie danke ich fiir viele ge-
meinsam verbrachte Stunden im Labor, Hilfe und Kritik. Mareike, danke dafir, dass wir es
in unserer professionellen Laufbahn schon seit dem ersten Studiensemester miteinander
aushalten und trotzdem noch haufig genug einer Meinung sind. Alex fiir die vielen Gespra-
che bei einer guten Flasche Club Mate, welche ich gerade beim Schreiben dieser Arbeit
sehr vermisst habe. Moge unser Universum noch lange seinen dreidimensionalen Zustand

beibehalten! Artur fiir die hervorragende Substitution der angeregten Diskussionen mit

147



Danksagung

Alex und dem Aufrechterhalten unseres Rituals zum gemeinsamen ,Mensieren®. Lena dan-
ke ich fiir ihren lobenswerten Einsatz zur Rettung der Zimmerpflanzen im Institut, auch
wenn ich da langfristig wenig Hoffnung habe. Liebe Claudia, Dir danke ich dafiir, dass ich
es offensichtlich nicht geschafft habe Dich wéhrend Deiner Bachelorarbeit langfristig von
unserem Institut zu vergraulen. Nicole und Kerstin, danke, dass ihr die ,guten Seelen” des
Labors seid! Ohne Euch wiirde der Laden nicht laufen.

Besonders herzlich bedanke ich mich bei meiner Familie — insbesondere meinen Eltern —
fir die Unterstiitzung wahrend des Studiums und der Promotion, sowie das Verstandnis
dafiir, dass ich gerade zum Ende hin recht wenig Zeit fiir sie aufbringen konnte.

Meinen Freunden danke ich fiir die vielen unbeschwerten Stunden auflerhalb des La-
bors, sei es beim Lasertag, auf Festivals, beim Tanzen oder einfach nur beim gemiitlichen
Beisammensein am Abend. Danke!

Ganz besonders bedanke ich mich bei meiner besseren Hilfte Nadine. Gerade in den
letzten Monaten war ich sicherlich anstrengend zu ertragen. Vielen Dank fiir die Geduld,
Liebe und Unterstiitzung, die Du mir entgegengebracht hast und bringst. In ein paar

Monaten bist dann Du dran!

148



Erklarung

Ich versichere an Eides Statt, dass die Dissertation von mir selbstandig und ohne unzuléssi-
ge fremde Hilfe unter Beachtung der ,,Grundsitze zur Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis an der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf” erstellt worden ist. Ich habe diese Ar-
beit selbststandig verfasst und keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel genutzt. Alle
wortlich oder inhaltlich iibernommenen Stellen habe ich als solche gekennzeichnet. Ferner
versichere ich, dass ich die Dissertation nur in diesem und keinem anderen Promotionsver-
fahren eingereicht habe und diesem Promotionsverfahren keine endgiiltig gescheiterten

Promotionsverfahren vorausgegangen sind.

Disseldorf, den 13.02.2017

Alexander Ralph Michael Minges

149



	Zusammenfassung
	Abstract
	Einleitung
	Duale Funktionalität der RuBisCO
	RuBisCO und Photorespiration
	C4-Photosynthese
	Evolution der C4-Photosynthese

	Das Genus Flaveria als Modell der C4-Evolution
	Das Enzym Pyruvat-Phosphat Dikinase
	Struktureller Aufbau und Mechanismus
	Regulation
	Funktion der Pyruvat-Phosphat Dikinase

	Zielsetzung der Arbeit

	Strukturelle Intermediate und gerichtete Bewegung der Zentraldomäne im katalytischen Mechanismus der Pyruvat-Phosphat Dikinase
	Identifizierung weiterer Teilschritte im katalytischen Mechanismus der Pyruvat-Phosphat Dikinase durch die vom Enzym nicht umsetzbare Nukleotidform ADP
	Kompetitive Hemmung der Pyruvat-Phosphat Dikinase durch Inhibitoren der Nukleotidbindestelle
	Diskussion
	Strukturelle Intermediate der Nukleotid-Bindedomäne und Teilschritte des Swiveling-Domain-Mechanismus
	Konformationen der Nukleotid-Bindedomäne
	Teilschritte des Swiveling-Domain-Mechanismus

	Entwicklung spezifischer Inhibitoren der Pyruvat-Phosphat Dikinase
	Ausblick

	Abkürzungen
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Literatur
	Anhang
	Nuklein- und Aminosäuresequenzen
	Plasmidkarten

	Danksagung
	Erklärung

