5 Diskussion und Schluf3folgerungen

5.1 Vergleich der nativen und Inhibitor-gebundenen Struktur

Im Vergleich der nativen zur Acarbose-gebundenen Struktur ist keine signifikante
Konformationséinderung zu beobachten (Abbildung 30). Beide Strukturen iiberlagern mit einer

Standardabweichung der Cy-Atome von 0.33 A.

Unterdoméne B2 Unterdoméne B2

Abbildung 30: Uberlagerung der C,-Atome der freien und Acarbose-gebundenen Amylomaltase (Stereobild). In
griin ist die freie und in rot die Inhibitor-gebundene Struktur gezeigt.

Beim Vergleich der beiden aktiven Zentren der Amylomaltase-Strukturen féllt auf, da3 von den
drei katalytisch relevanten Resten (D293, E340, D395) lediglich Asp-293 eine unterschiedliche
Konformation in den beiden Strukturen einnimmt. Asp-293 baut in der Acarbose-gebundenen
Struktur mit den Aminosduren Asp-213 und Arg-291, die ebenfalls eine unterschiedliche

Konformation aufweisen, ein Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk auf (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Uberlagerung der aktiven Zentren der nativen und Acarbose-gebundenen Amylomaltase (Stereobild).
Fiir die Uberlagerung wurden bis auf Asp-213, Arg-291 und Asp-293 alle gezeigt Seitenketten verwendet. In griin ist
die native und in rot die Inhibitor-gebundene Struktur gezeigt.

R291
D395

5.2 Sequenzalignment verschiedener Amylomaltasen und eines D-
Enzyms

In den letzten Jahren wurde das Gen malQ, welches die Amylomaltase in Bakterien kodiert, in
verschiedenen Organismen gefunden: Aquifex aeolicus (Deckert et al., 1998), Chlamydia
pneumoniae (Kalman et al., 1999), Chlamydia psittaci (Hsia et al., 1997), Chlamydia
trachomatis (Stephens et al., 1998), Clostridium butyricum (Goda et al., 1997), Escherichia coli
(Pugsley & Dubreuil, 1988), Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995), Mycobacterium
tuberculosis (Cole et al., 1998), Streptococcus pneumoniae (Lacks et al., 1982), Synechocystis
sp. (Kaneko et al., 1996), Thermococcus litoralis (Jeon et al., 1997), Thermogota maritima (Liebl
et al., 1992), Thermotoga neapolitana (Berezina, et al., 1999). Desweiteren ist noch ein
pflanzliches Enzym, das Disproportionierungsenzym (D-Enzym), bekannt, welches der
Amylomaltase sehr dhnlich ist und in Kartoffel (Takaha et al., 1993) und Gerste (Yoshio et al.,
1986) gefunden wurde.

Um die wichtigen Bereiche der unterschiedlichen Unterdoménen zu charakterisieren, wurde die
Sequenz der Amylomaltase aus Thermus aquaticus mit verwandten Amylomaltasen und dem D-

Enzym aus der Kartoffel verglichen (Abbildung 32). Die fiir die a-Amylase-Familie

64



charakteristischen vier konservierten Regionen wurden fiir alle Enzyme gefunden, wodurch das

Alignment bestétigt wird. Die Sequenzhomologien sind in Tabelle 10 angegeben.

Tabelle 10: Sequenzhomologien in Prozent fiir verschiedene Amylomaltasen und ein D-Enzym aus der Kartoffel.
Die Sequenzhomologien sind in Prozent angegeben und beruhen auf dem Alignment von Abbildung 32.

E. coli Synechocystis sp.  C. butyricum C. pneumoniae D-Enzym
T. aquaticus 19 48 42 21 41
E. coli 17 18 20 17
Synechocystis sp. 44 20 41
C. butyricum 21 41
C. pneumoniae 17

Insertionen bzw. Deletionen (Indels) in der Aminosiuresequenz, die innerhalb von Sekundir-
strukturelementen liegen, werden weniger toleriert als andere. Daher befinden sich speziell
langere Indels im allgemeinen zwischen a-Helices und [-Strdngen. Dies zeigt sich auch im
Alignment der Amylomaltasen und des D-Enzyms. Lediglich kleinere Indels sind innerhalb der
Sekundarstrukturelemente zu finden. Die groeren Variationen befinden sich sdmtlich zwischen
Faltungselementen (02-34, al4-al5, al7-B15). Interessant ist dabei, da3 sich die langen Indels
nur innerhalb der Unterdominen B2 und B3 befinden und keine neuen Einschiibe in der
FaBstruktur wie z. B. zwischen dem filinften und sechsten Fal3strang (11 und [312) bilden. Das
Alignment weist zwischen dem dritten und siebten FaBstrang (6-014) nur eine geringe Variation
in der Sequenzldange auf. Deshalb kann man annehmen, da3 dieser Bereich fiir den Reaktions-
mechanismus eine entscheidende Bedeutung hat, wahrend die {ibrigen Regionen vielleicht eher
fiir die gebildete minimale Ringgroe bzw. fiir die Anpassung an die jeweilige Umgebung
verantwortlich sind. Auffallend ist die hohe Konservierung zwischen Gly-244 und Pro-260; acht
von 17 Aminosduren (~50 %) sind invariant. In dieser Sequenz befindet sich die 250er-Schleife,
die oberhalb des aktiven Zentrums liegt und aufgrund der ungewdhnlich hohen Konservierung

ein essentielles Element der Amylomaltasen sein muf3.
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eingezeichnet und wie in Abbildung 19 entsprechend der Unterdoménen eingefarbt. Homologe Reste sind gelb,
konservierte orange und die katalytisch aktiven Aminoséuren sind rot koloriert. Die vier konservierten Regionen der

Amylomaltase mi

der
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Amylomaltase aus Thermus aquaticus. Die Sekundarstrukturelemente der Amylomaltase aus Thermus aquaticus sind

Sequenzalignment (Programm CLUSTAL W 1.74 (Thompson et al., 1994) fiir verschiedene
Struktur

Amylomaltasen und ein D-Enzym aus der Kartoffel. Die Numerierung bezieht sich auf die Aminosduresequenz der

Enzyme sowie die 250er und 460er-Schleifen sind mit schwarzen Dre

Abbildung wurde mit dem Programm ALSCRIPT (Barton, 1993) erzeugt.

Strukturen aus der a-Amylase-Familie
Die Struktur der Amylomaltase wurde mit dem Algorithmus des Dali-Servers (Holm & Sander,

5.3.1 Vergleich mit Strukturen in der Protein-Daten-Bank

5.3 Vergleich der

Abbildung 32
Familie-13



1993) mit Strukturen in der Protein-Datenbank verglichen. Die ersten neun der Amylomaltase-
dhnlichen Enzyme haben einen Z-Wert”> 13.5. Es handelt sich dabei ausnahmslos um Vertreter
der a-Amylase-Familie (Tabelle 11). Die darauffolgenden Enzyme [-Glucuronidase und
Tryptophan-Synthase gehoren einer anderen Proteinfamilie an und haben daher auch eine
signifikant kleinere Homologie (Z-Wert < 10). Die noch immer relativ hohe strukturelle

Ahnlichkeit ist auf das (B, o)s-FaB zuriickzufiihren, das in allen Strukturen vorkommt.

Tabelle 11: Strukturell verwandte Enzyme zur Amylomaltase aus Thermus aquaticus.

Enzyme® Organismus AS° alignbare  Rmsd® Sequenz- Z-Wert
AS° identitit [%]

o-Amylase II (1bvz) Thermoactinomyces 585 298 2.9 13 20.6
vulgaris R-47

Taka-0-Amylase (7taa) Aspergillus oryzae 476 288 34 10 19.5

Isoamylase (1bf2) Pseudomonas 750 319 34 11 17.1

amyloderamosa
oligo-1,6-Glucosidase (1uok) Bacillus cereus 558 315 3.2 12 16.3
Maltotetrahydrolase (1jdc) Pseudomonas 418 268 34 11 16.0
stutzeri

CGTase (lcx]) Bacillus circulans 686 283 34 10 15.8

o-Amylase (1bli) Bacillus 481 273 34 12 15.7
licheniformis

o-Amylase (1bag) Bacillus subtilis 425 275 3.2 17 14.8

o-Amylase (1smd) homo sapiens 496 276 35 12 13.5

“In Klammern ist der PDB-Code fiir die Struktur angegeben.

°Aminosiuren; Linge der Polypeptid-Kette

“Standardabweichung der Cq-Atome der iiberlagerten Aminosduren.

YHomologiewert. Die Hohe des Z-Wertes gibt die strukturelle Ahnlichkeit in Standardabweichungen iiber dem Erwartungswert an (Holm &
Sander, 1993).

Innerhalb der a-Amylase-Familie sind a-Amylase II aus Thermoactinomyces vulgaris und Taka-

o-Amylase die dhnlichsten Enzyme, gefolgt von Isoamylase, oligo-1,6-Glucosidase, a-1,4-

“Die Hohe des Z-Wertes gibt die strukturelle Ahnlichkeit in Standardabweichungen iiber dem Erwartungswert (Holm
& Sander, 1993).
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Maltotetrahydrolase und CGTase. Alle Enzyme haben vergleichbare Z-Werte (15.8-20.6),
Sequenzidentititen (10-13 %) und Standardabweichungen (2.9-3.4 A) fiir 270-320
superpositionierbare Aminosiuren bei einer Gesamtlinge vom 420-750 Aminosiuren. Die Uber-

lagerungen wurde in allen Féllen anhand der richtigen Zuordnung der FaBstrukturen tliberpriift.

5.3.2 Strukturelles Alignment ausgewahlter Enzyme der Familie-13

Amylomaltase aus Thermus aquaticus, CGTase aus Bacillus circulans Stamm 8 (Parsiegla et al.,
1998), Maltotetrahydrolase (exo-0-Amylase) aus Pseudomonas stutzeri (Yoshioka et al., 1997),
o-Amylase aus Schweinemagen (Machius et al., 1996) und Taka-a-amylase aus Aspergillus
oryzae (Brzozowski & Davies 1997) gehdren alle der Familie-13 an und prozessieren O-1,4-

Glucane unter Retention der Konfiguration am anomeren Kohlenstoffatom C1.

Bl

Amylomaltase 7 F|GIL L 40 [GIGRY 58 P[Y Q|S F[S

CGTase 1e V| |Y Q 70 |IGIVTA 99 G|Y WA R|D

exo-a-Amylase 13 1|l |LQ 50 |GIF S A 77 GIY FIWH|D

a-Amylase 12 S|l |VH 36 |GIF GG 61 RIY Q[P VIS

Taka-a-Amylase 10 S|LIYF 56 |GIF TA 81 GN_WQ Q|D
), A— Region 1 ------- v WV --- Region 3V

o7 B3 i1

201 [AIEJA[EALI|GI R]I || GID|MP 287 337 |V L|AJSD|L

123 |ITITIAIHAKI|G I (K|l VI |[D|IF A 223 254 |T F|G|=WF

100 |ISIAL|IGGAIGVIKIVIL YDV V 187 216 |C V|G|=L

84 |TIRICINNVIGVIR|l |Y VIDI|A V 191 230 |l F|QIFVI

105 |ISIALIHE RIGM[YILIMVIDIV V 200 227 |IC 1 |GV [L

V-— Region 4 ———— v
p12 B13 al6 p14

359 PIGIM K 387 VIVVY T|G|T H[BIN 435 [L|MH 446 LAVY PV
279 S|L|IL D 320 Q|VT F I [DINHIBAM 345 JAIL A 355 VPAIL YY
252 PIVIF D 286 AV TF V|DINHI[BAT 318 JAIY A 328 TPVVYW
252 RIVI|T E 292 AL V F V|D|N H [BAN 324 JAIV G 335 FTRVMS
248 GIVIL N 2869 LIGT F VIE[NHIBIN 314 V]A A 324 I P11 YA

Abbildung 33: Strukturelles Alignment verschiedener Enzyme der a-Amylase-Familie (Programm MAPS (Gerstein
& Levitt (1996)). Als Kriterium muBten mindestens drei Reste mit einem jeweiligen maximalen Abstand von 3.8 A
in ithrer Lage tibereinstimmen. Die Numerierung bezieht sich auf die Aminosduresequenz des jeweils ersten Restes.
Die Sekundirstrukturelemente der Amylomaltase aus Thermus aquaticus sind eingezeichnet und wie in Abbildung
19 entsprechend der Unterdoménen eingefdrbt. Homologe Reste sind gelb, konservierte orange und die katalytisch
aktiven Aminoséduren sind rot koloriert. Die vier konservierten Regionen der Familie-13-Enzyme sind mit schwarzen
Dreiecken gekennzeichnet. Die Abbildung wurde mit dem Programm ALSCRIPT (Barton, 1993) erzeugt.

Das strukturelle Alignment dieser verwandten Enzyme zeigt, dal unter den vorgegeben Kriterien

lediglich Sekundérstrukturelemente des (P, o)s-Fasses iiberlagert werden konnen (Abbildung 33).
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Vom [3-Faltblatt sind alle acht B-Strdnge erhalten, von den Helices lediglich die zweite und
siebente. Zusétzlich ist eine Schleifenformation iiber sechs Aminosiduren (58-63), die die
konservierte Aminosdure Tyr-59 enthilt, in allen Strukturen zu beobachten. Aus Primaérstruktur-
alignments kennt man bereits vier konservierte Regionen, die die aktiven Aminosduren (Asp-293,
Glu-340 und Asp-395) enthalten. Neben den drei enzymatisch aktiven sind noch sechs weitere
Aminoséuren konserviert. Zwei davon sind Glycine (Gly-40 und Gly-207), die vermutlich eine
wichtige Rolle bei der Ausbildung von [-Schleifen spielen. Gly-207 liegt zwischen den
Sekundarstrukturelementen a7 und B5 und Gly-40 am Anfang des [3-Stranges [33. Die anderen
konservierten Aminosduren Tyr-59, Asp-213, Arg-291 und His-394 sind alle an dem Aufbau der
aktiven Tasche beteiligt. Bei Komplexen mit Maltooligosaccharidderivaten der a-Amylase,
CGTase und Maltotetrahydrolase sind diese vier Aminosduren beim Aufbau der fiir die Katalyse
besonders wichtigen Substratbindungstaschen —1 und +1 beteiligt. Vermutlich sind diese sieben
Aminoséduren die minimale Ausstattung fiir ein Reaktionszentrum, das eine a-1,4-Glycosyltrans-

ferreaktion unter Retention des anomeren Kohlenstoffs C1 ermdoglicht.

5.3.3 Vergleich der Amylomaltase mit einer CGTase und a-Amylase

Um die Charakteristika der Struktur der Amylomaltase aus Thermus aquaticus zu bestimmen und
so Riickschliisse auf wichtige Faktoren fiir die Produktspezifitidt zu erhalten, wurde das Enzym

mit verwandten, ebenfalls aus der a-Amylase-Familie stammenden Enzymen verglichen.

Amylose 2z

e @—e (o) -

o-Amylase Cyclodextrin Glucanotransferase Amylomaltase
(CGTase)

Abbildung 34: Produktspezifitit der a-Amylase, CGTase und Amylomaltase. Linien oder ovale Kreise entsprechen
einer 0-1,4-verkniipften Glucosekette. Die Lange einer Linie entspricht der Grofe der Ketten bzw. Ringe. [J gibt das
reduzierende Ende der Kette wider.
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Die Amylomaltase wurde zum einen mit einer 0-Amylase, einem Enzym welches Amylose nur
hydrolytisch spalten kann, und zum anderen mit einer Cyclodextrin-Glucanotransferase
(CGTase), einem Enzym, welches wie die Amylomaltase ebenfalls Amylose zyklisieren kann,
verglichen. Wobei CGTasen lediglich am Anfang der Reaktion groere Ringe synthetisieren, die
im weiteren Verlauf weiter verkleinert werden (Terada et al., 1997), bis nur noch Ringe mit einer

GroBe zwischen sechs und acht Glucosen vorliegen (Abbildung 34).

5.3.3.1 Vergleich der aktiven Zentren

Die katalytisch aktiven Seitenketten. Die Uberlagerung der aktiven Zentren der o-Amylase,
CGTase und Amylomaltase zeigt einige wichtige Unterschiede im Aufbau der Subtratbindungs-
tasche auf (Abbildung 35). Die drei katalytischen Seitenketten Asp-293, Glu-340 und Asp-395
sind sowohl in der Elektronendichte der freien als auch der Inhibitor-gebundenen Struktur klar

definiert.

Abbildung 35: Uberlagerung der aktiven Zentren der Amylomaltase aus Thermus aquaticus, einer CGTase aus
Bacillus circulans Stamm 8 (Schmidt et al., 1998) und einer a-Amylase aus Schweinemagen (Machius et al., 1996).
Die drei nativen Strukturen wurden anhand ihres (B, 0)g-Fasses tiberlagert. Die a-Amylase ist blau, die CGTase rot
und die Amylomaltase griin eingefirbt. Die Beschriftungen beziehen sich auf die Amylomaltase aus Thermus
aquaticus.

Die unterschiedlichen Konformationen dieser Seitenketten in der Amylomaltase im Vergleich zu
den Strukturen der CGTase und a-Amylase sind moglicherweise auf den hohen pH Wert (9.0)
der Kristallisation zuriickzufiihren. In der Literatur wurde der Reaktionsmechnismus einer
CGTase unter Bildung eines kovalenten Intermediates beschrieben (Abbildung 3) (Uitdehaag et
al., 1999). Dabei protoniert Glu-340 das glycosidische Sauerstoffatom der zu brechenden
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Bindung und bildet einen planaren oxo-Carbenium-ihnlichen Ubergangszustand aus. Als
Nukleophil greift die Carboxylatseitenkette des Asp-293 das Cl1-Atom der Glucose in der Bin-
dungstasche —1 an und bildet das kovalente Intermediat. Die dritte aktive Aminosdure unterstiitzt
bei der Bildung des Michaelis Komplexes die Verdrillung der Glucose in der Bindungstasche -1
hin zum Ubergangszustand, wodurch die Aktivierungsenergie des ersten Schrittes der Reaktion

herabgesetzt wird.

Die in der Familie-13 konservierten Aminosauren. Die Aminosduren Tyr-59, Asp-213, Arg-291
und His-394 sind in all diesen Enzymen konserviert und tliben dhnliche Funktionen aus. Die
Glucose in der Bindungstasche —1 wird einerseits durch Tyr-59 mittels einer hydrophoben
Stapelung mit dem Hexosering und anderseits durch His-394 und Arg-291 mittels Wasserstoft-
briickenbindungen mit O2 orientiert. Asp-213 ist Teil eines flexiblen Wasserstoffbriicken-
bindungsnetzwerkes, welches wihrend der Katalyse unterschiedliche Wechselwirkungen mit den
jeweiligen Reaktionsstufen eingeht (Uitdehaag et al., 1999). In einigen a-Amylase- und
CGTase-Strukturen ist Asp-213 an ein Calciumion gebunden. Weder in der nativen noch in der
Inhibitor-gebundenen Struktur der Amylomaltase konnte ein gebundenes Metallatom gefunden
werden. Allerdings wurde weder die Reinigung noch die Kristallisation mit bivalenten Ionen
durchgefiihrt, so daB3 es fraglich bleibt, ob Metallionen nicht vielleicht wéhrend der Préparation
des Proteins bzw. der Kristalle ausgewaschen wurden. Die Ergebnisse der biochemischen Unter-
suchungen sprechen jedoch gegen eine Abhdngigkeit der Aktivitit der Amylomaltase von
divalenten Metallionen (Takaha et al., unverdffentlichte Ergebnisse). Asp-213 liegt innerhalb der
konservierten Region 1 (Abbildung 33). In der Literatur wurde dieser Teil aufgrund geringer
Homologie falsch zugeordnet (JaneCek, 1997; Takaha & Smith, 1999). Ob auch Tyr-59 bei
anderen Mitgliedern der Familie-13-Enzyme strikt konserviert ist, 148t sich aufgrund der sehr
geringen Homologie in diesem Bereich nicht klar sagen. Da in dem strukturellen Alignment aber
sogar ein Teil der Schleifenstruktur konserviert ist (Abbildung 33), kann man davon ausgehen,
dal3 die korrekte Orientierung des Tyr-59 eine wesentliche Rolle fiir die Aktivitét spielt und es

daher auch in anderen Enzymen der Familie-13 konserviert sein sollte.

Die bei den Amylomaltasen und D-Enzymen konservierten Aminosauren. Ein Primérsequenz-
alignment verschiedener in der Literatur beschriebener Amylomaltasen und eines pflanzlichen D-

Enzyms zeigt, daB neben den sieben bereits beschriebenen Aminosduren noch vier weitere
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Aminoséduren (Trp-258, His-294, Leu-342 und Asn-464), die zum Aufbau des aktiven Zentrums
beitragen, konserviert sind (Abbildung 32).

Fiir Trp-258 zeigt sich beim Vergleich der aktiven Zentren keine entsprechende Aminosédure in
den anderen Proteinen. In der Acarbose-gebundenen Struktur wechselwirkt die Seitenkette des
Trp-258 mit der Glucose in der Bindungstasche +1 (Abbildung 23). Moglicherweise iibernimmt
diese grof3e aromatische hydrophobe Seitenkette eine dhnliche Rolle wie das Tyr-195 in CGTase.
In der B-CD-gebundenen Struktur der CGTase wickelt sich das Stiarkemolekiil um diese Seiten-
kette (Abbildung 40). Aus biochemischen und kristallographischen Studien ist bekannt, daf3 diese
Seitenkette die Ringbildung und Ringgrofle beeinflulit (Nakamura et al., 1994; Sin et al., 1994;
Penninga et al., 1995). Die aromatischen Reste Tyr-258 der Amylomaltase und Tyr-195 der
CGTase gehoren beide zu der Insertion zwischen dem dritten und vierten FafBstrang. Die
Seitenketten zeigen zwar in verschiedene Richtungen, die Cy-Atome liegen aber relativ dicht
beieinander (1.13 A). Die Hauptketten vor und nach diesen Resten verlaufen allerdings in vollig

andere Richtungen, weshalb diese Region nicht im strukturellen Alignment erscheint.

Die Seitenkette des His-294 bildet in der Acarbose-gebundenen Struktur zwei Wasserstoft-
briickenbindungen mit der Glucose in der Bindungstasche +1 aus. Dieses Histidin ist innerhalb
der Amylomaltasen und dem pflanzlichen D-Enzym hochkonserviert (Abbildung 33). Bei den
anderen Vertretern der a-Amylase-Familie ist dieser Rest jedoch in keinem Fall konserviert.
Aber in den Komplexen der CGTasen und a-Amylasen mit Maltooligosacchariden bildet ein
anderer Histinrest (His-233 bei der CGTase aus Bacillus circulans) analog zum His-294 Wasser-
stoffbriickenbindungen zu der gleichen Glucose aus. Die Uberlagerung der aktiven Zentren zeigt
(Abbildung 35), daB die Histidinseitenkette identische Wasserstoftbriicken ausbilden kann und
daher wahrscheinlich strukturell homolog ist und bei der Katalyse die gleiche Aufgabe

ubernimmt.

Leu-342 ist in allen Amylomaltasen und dem pflanzlichen D-Enzym konserviert. Es
wechselwirkt zwar nicht direkt mit der Acarbose, befindet sich aber in unmittelbarer Ndhe zur
Bindungsstelle +1. An dieser Stelle befinden sich die ebenfalls hydrophoben Reste Phe-259 in
der CGTase und Ile-235 in der a-Amylase. Diese Reste sind vielleicht wichtig flir die Reaktions-
spezifitit (Hydrolyse versus Transglycosylierung). Durch eine Erhdhung der Hydrophobizitit in
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der Angriffstrajektorie fiir ein Wassermolekiil kann die Reaktionsspezifitit einer a-Amylase von
Hydrolyse in Richtung Transglycosylierung verschoben werden (Matsui et al., 1991; Nakamura

et al, 1994; Kuriki et al., 1996).

Die strukturellen Gegenstiicke fiir Asn-464 sind Arg-375 in der CGTase und Trp-58 in der a-
Amylase. Analog zu Arg-375 (CGTase) bildet Asn-464 eine Wasserstoffbriickenbindung zum O2
der Glucose in der Bindungstasche -2. Bei der Amylase liegt keine direkte Wechselwirkung mit

dem Substrat vor.

Phe-217 der Amylomaltase aus Region 1 ist im Gegensatz zum His-140 bei der CGTase bzw. -
Amylase (His-101) innerhalb der Amylomaltasen und dem D-Enzym nicht konserviert. In einem
Substratkomplex der CGTase wechselwirkt das Histidin mit dem O6 der Hexose in der
Bindungstasche —1. Im Komplex mit einem kovalent gebundenen Inhibitor geht diese Bindung
allerdings verloren (Uitdehaag et al., 1999). Das Phenylalanin der Amylomaltase kann aufgrund
seiner Seitenkettenkonformation nicht mit dem Substrat wechselwirken. Dieser Teil der Region 1
scheint fiir die Amylomaltasen und das D-Enzym keine essentielle Rolle zu spielen, da auch das

fiir CGTase und a-Amylase konservierte His-149 (CGTase) deletiert ist.

Die Uberlagerung der aktiven Zentren zeigt, daB3 innerhalb der bekannten Strukturen der analog
zur Amylomaltase reagierenden Enzyme neben den drei katalytisch aktiven Aminosduren noch
vier weitere konserviert sind. Diese sieben Aminosduren bilden wahrscheinlich das minimal
notige aktive Zentrum, um die Reaktionen mit a-1,4-verkniipfter Amylose unter Retention der
Konfiguration am anomeren Kohlenstoffatom zu katalysieren. Aus den Unterschieden der
Enzyme konnen Riickschliisse auf die Faktoren erhalten werden, die fiir das Gleichgewicht
zwischen Hydrolyse versus Transglycosylierung, inter- versus intramolekularen Glycosyltransfer

und die erhaltene Ringgréfe im Falle der Zyklisierung verantwortlich sind.

5.3.3.2 Topographischer Vergleich

a-Amylase und CGTase. Die hochste Homologie innerhalb der Familie-13-Enzyme (Janecek,
1997) haben die a-Amylasen und CGTasen. Dementsprechend haben beide Enzyme drei sehr
dhnliche Doménen A, B und C (Abbildung 36). Doméine A bildet das Grundgeriist, das (3, O)s-

FaB3. Die Doméne B besteht hauptsdchlich aus B-Strangen, die zwischen dem dritten und vierten

73



Fafistrang lokalisiert sind. Beim Vergleich der verschiedenen Doménen B ist ein Alignment oft

nicht mdglich, da sie sehr stark in ihrer Lange und Sequenz variieren.

(a) (b)

Domiine C Doméine C Domiine D

411 416 430 487 414 48 435 486 504 513 551 539
406 421 425 491 408 425 428 491 499 518 546 544

A AT YNZ'N
W ASTA W AT AE

436 479 466 442 481 467
441 474 469 444 479 472

Domiine A

Domiine E

v A v A Doméne B

109 121 124 130
m 17 127 133

Domiine B

Abbildung 36: Topographie-Diagramm der 0-Amylase aus Schweinemagen (a) (Machius et al., 1996) und CGTase
aus Bacillus circulans Stamm 8 (b) (Klein & Schulz, 1992). Die Farben und Elemente werden wie in Abbildung 19
benutzt. 3-Strédnge werden mit Dreiecken dargestellt. Dreiecke mit der Spitze nach oben zeigen mit dem N-Terminus
in Richtung des Betrachters. a-Helices werden durch Kreise représentiert. Die erste und letzte Aminosdure im
Sekundérstrukturelement sind jeweils angegeben, wobei die oberen Nummern den Rest oberhalb der Papierebene
angeben. Die Zahlen (1-8) innerhalb des Fasses geben die Reihenfolge der acht B-Stringe des (3, o)s-Fasses an. Das
Grundgeriist, das (3, o)g-FaB, ist griin (Unterdoméne A) und Insertionen zwischen dem ersten und fiinften FaBstrang
(Doméne B) sind in einem Gradienten von gelb nach rot eingefarbt. Alle weiteren Insertionen mit Sekundérstruktur-
elementen sind tiirkis, C-terminale Doménen sind lila unterlegt.

Ebenso wie die Domine B ist auch die Domine C essentiell fiir die katalytische Wirkung des
Enzyms (Holm et al., 1990, Vihinen et al., 1994). Sie besteht aus zwei zusammengelagerten anti-
parallelen [-Faltblittern. In CGTasen gibt es noch zwei weitere C-terminale Doménen (Doméne
D und E), die ebenfalls aus antiparallelen [3-Faltblattern aufgebaut sind. Die Funktion dieser
Doménen ist noch nicht gekléart (Jespersen et al., 1991). Doméne D soll fiir die Bindung von
Kohlenhydraten wichtig sein und Doméne E fiir den Abbau von Stérke-Granulaten (Svensson et

al., 1989; Villette et al., 1992). N-terminale Doménen wurden in Isoamylase (Katsuya et al.,
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1998) und in a-Amylase II aus T. vulgaris (Kamitori et al., 1999) gefunden. Beide Doménen

bestehen aus einem antiparallelen 3-Faltblatt, sind jedoch v6llig unterschiedlich aufgebaut.

Insgesamt sind sich a-Amylase und CGTase in ihrer Topographie sehr dhnlich und reprédsentieren
sehr gut die Topographie der a-Amylase-Familie. Diese Strukturen lassen sich in drei Doméanen
unterteilen. Doméne A bildet das Grundgertist, wiahrend die Doménen B und C notwendig fiir die
enzymatische Aktivitit sind. Die Doménen B und C sind hauptsichlich aus [-Faltblittern aufge-

baut.

CGTase und Amylomaltase. Im Gegensatz zu 0-Amylase und CGTase ist die Amylomaltase das
wohl am weitesten entfernt verwandte Enzym der a-Amylase-Familie (Janecek, 1997). Bis auf
die (B, a)s-FaBstruktur (Doméne bzw. Unterdoméne A) teilt die Amylomaltase mit den anderen
Vertretern der a-Amylase-Familie keine Doménen oder Unterdoménen, die sich direkt iiber-
lagern lieBen (Abbildung 39). Der auffallendste Unterschied ist, dal die Amylomaltase keine C-
terminalen Domédnen besitzt. Die Amylomaltase ist somit die einzige bekannte Struktur eines

Enzyms aus der Familie-13 ohne dieses Motiv (Abbildung 37).

Im Unterschied zu allen anderen Strukturen weist die Amylomaltase deutlich mehr Insertionen
innerhalb der FaBstruktur auf (Abbildung 37). Bei den anderen Vertretern ist die einzige grofere
Insertion zwischen dem dritten und vierten FaBstrang (Doméne B) lokalisiert. In der Amylo-
maltase spaltet sich die Domine B in drei Unterdoménen B1, B2 und B3 auf. Der Einschub
zwischen dem dritten und vierten Fallstrang in der Amylomaltase bildet den gréften Teil der
Unterdoméne B1, der sich aber nicht mit anderen Dominen B iiberlagern 148t (Abbildung 39).
Die zweite Insertion (39 und [310), die zu der Unterdoméne B1 gehort, wurde bisher in keinem

Enzym beobachtet.

Die Unterdomine B2 ist ebenfalls einzigartig unter den bekannten Strukturen der Famile-13-
Enzyme. Zwar sind kleine Insertionen zwischen dem zweiten und dritten FaBstrang bei der a-
Amylase aus Schweinemagen (Quian et al.,, 1993) (~20 Aminosduren) und der CGTase aus
Bacillus circulans (Klein & Schulz, 1991) (~30 Aminosduren) (Abbildung 36) zu beobachten,
diese sind aber weitaus kleiner als bei der Amylomaltase (~150 Aminosduren) und enthalten

keine a-Helices (Abbildung 37). Analog zur der Amylomaltase-Struktur wechselwirken diese
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Insertionen mit Domine B bzw. Unterdomidne Bl. In einer Superposition mit Isoamylase

(Katsuya et al., 1998) tiberlagert die Unterdomine B2 nur teilweise mit einer zusdtzlichen N-

terminalen Doméne (nicht gezeigt).

(a)

Domiine C Domiine D

414 418 435 486 504 513 551 539
408 425 428 491 499 518 546 544

AV AY
T AT AE

442 481 467
444 a79 a2

531

526 536

Domiine E

Domiine B

140 201

405
398
407 @ @ .
422 Unterdomiine A
378
e @, W B
Unterdomiine B3 430 36
455 442 354
451 390 363
@ 386 o
ﬁ 449 m
4458 76 5 3%
@z
497 1 4 331

264 260 241
27 256 246 306 315

o7
17 167 299 319
177

Unterdomiine B2 %

134 152
120 137

Unterdomiine B1

Abbildung 37: Topographie-Diagramm der CGTase aus Bacillus circulans Stamm 8 (a) (Klein & Schulz, 1992) und
der Amylomaltase aus Thermus aquaticus (b). Die Farben und Elemente entsprechen Abbildung 36. Das
Grundgeriist, das (B, a)s-FaB ist griin (Unterdoméne A) und Insertionen zwischen dem ersten und fiinften FaBstrang
(Domine B bzw. Unterdomdnen B2 und B1) sind in einem Gradienten von gelb nach rot eingefarbt. Alle weiteren
Insertionen mit Sekundérstrukturelementen sind in tiirkis (Unterdomdne B3) unterlegt. C-terminale Domédnen sind

lila eingefarbt.

Die Topographie der Amylomaltase aus Thermus aquaticus differiert in vielen Punkten zu allen

bekannten Strukturen der a-Amylase-Familie. Die Amylomaltase enthélt keine C-terminalen

Dominen, die fiir die CGTasen und a-Amylasen essentiell sind. Die ebenfalls essentielle

Domine B ist stark vergroBert und enthdlt im Gegensatz zu den anderen Vertretern dieser

Enzyme fast nur a-Helices. Die Funktion der Unterdoméne B2 ist folglich einmalig fiir die

Amylomaltase. Desweiteren existieren etliche weitere Insertionen innerhalb der FaBstruktur der

Amylomaltase. Die Grofle der Enzyme ist nicht signifikant unterschiedlich. Moglicherweise

iibernehmen die vielen Insertionen in der FaBstruktur der Amylomaltase die Funktion der

deletierten, fiir die anderen Enzyme essentiellen, C-terminalen Doméne C.
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5.3.3.3 Uberlagerung der Strukturen

a-Amylase und CGTase. Aufgrund der hohen Homologie zwischen a-Amylase und CGTase ist
die Tertidrstruktur der drei gemeinsamen Doménen sehr dhnlich (Abbildung 38). Keine der
Dominen ist signifikant grofer oder anders gefaltet. Die beiden zusdtzlichen Doménen D und E
der CGTase iiberlagern mit keiner Region der a-Amylase. Sie erfiillen in der CGTase hochst-

wahrscheinlich zusatzliche Funktionen (Janecek, 1997).

y ST
;'.":: < A Vﬁf" ]
S0y €8,
RIS

Domiine B

Domiine B

Abbildung 38: Uberlagerung der Cq-Kette einer 0-Amylase aus Schweinemagen mit einer CGTase aus Bacillus
circulans (Stereobild). Die a-Amylase ist blau, die CGTase rot gefirbt. Die Doménen der CGTase sind angegeben.

CGTase und Amylomaltase. Schon der Topographievergleich zeigte, da} sich die Struktur der
Amylomaltase grundlegend von der anderer Enzyme der Familie-13-Enzyme unterscheidet. Die
Superposition der Tertidrstruktur einer CGTase und der Amylomaltase unterstreicht dies
(Abbildung 39). Obwohl die CGTase und die Amylomaltase sich in der katalysierten Reaktion
sehr dhneln (Abbildung 34), iiberlagern deren Strukturclemente bis auf das (B, o)s-Faf
(Unterdomine bzw. Domine A) iiberhaupt nicht. Die Uberlagerung bestitigt weiter, daB die
Domine B bzw. Unterdomdne B2, wie aus der Topographie zu erwarten, iiberhaupt nicht
miteinander iibereinstimmen. Die Unterdomédne B2 der Amylomaltase ist sehr viel groBBer als die

Domine B der CGTase.
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Abbildung 39: Uberlagerung der Cq-Kette der Amylomaltase mit der CGTase aus Bacillus circulans (Stereobild).
Die Amylomaltase ist analog zu Abbildung 6 und die CGTase ist schwarz geférbt. Die Doménen der CGTase sind
angegeben.

5.3.3.4 Molekulare Oberflache und die Bedeutung der 250er-Schleife

Um weitere topographische Unterschiede, die fiir die Reaktionsspezifitit und die minimale
RinggroBe verantwortlich sind, herauszuarbeiten, wurde die Oberfliche der Amylomaltase aus
Thermus aquaticus mit der einer a-Amylase aus Schweinemagen im Komplex mit einem linearen
Maltooligosaccharid-Abkommling (Machius et al., 1996) und mit einer CGTase aus Bacillus

circulans im Komplex mit einem [3-CD-Derivat (Schmidt et al., 1998) verglichen.

a-Amylase und CGTase. Die molekulare Oberfliche der a-Amylase zeigt, da3 das aktive
Zentrum eine relativ offene Spalte bildet, die von Aminoséduren der Doménen A und B gebildet
wird (Abbildung 40 a). Bei der CGTase wird das aktive Zentrum ebenfalls teilweise von Doméne
B gebildet. Oberhalb des Reaktionszentrums befindet sich hier allerdings die aromatische Amino-
sdure Tyr-195 (Abbildung 40b). Bei einem Sequenzalignment mit verschiedenen CGTasen tritt
lediglich eine Variation zwischen Phenylalanin und Tyrosin auf (Penninga et al., 1995). Das
Tyrosin steht nahezu senkrecht zu der Ebene, die durch den Cyclodextrin-Liganden gebildet
wird, und wechselwirkt mit dessen hydrophoben Hohlraum. Mittels Mutationen dieses Restes
konnte biochemisch und kristallographisch gezeigt werden, dafl die GroBe der Seitenkette die
gebildete RinggroBe beeinfluBt (Nakamura et al., 1994; Penninga et al., 1995). Das Tyrosin bzw.
Phenylalanin liegt in Domédne B und ist bei ad-Amylasen gegen ein Glycin, Serin oder Valin

ersetzt (Penninga et al., 1995).
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(b)

Abbildung 40: Molekulare Oberflichen der (a) a-Amylase Isoenzym II aus Schweinemagen in Komplex mit einer
Maltohexaose (Machius et al., 1996) und (b) einer CGTase aus Bacillus circulans Stamm 8 im Komplex mit einem
B-Cylodextrin. Die Oberflache ist nach dem Abstand zum Massezentrum eingefirbt; mit steigender Entfernung
verdndert sich die Farbe von dunkelrot iiber orange nach weil3. Die jeweiligen Doménen sind eingezeichnet und die
Substrate sind in griin dargestellt.

Amylomaltase. Anhand der molekularen Oberflache wird deutlich, dal die aktive Tasche bei der
Amylomaltase nicht nur durch eine einzelne Aminoséure, sondern durch eine Schleife (250er-
Schleife) verdeckt ist (Abbildung 41). Sie wird zwischen dem antiparallelen Faltblatt aus 36 und
7 der Unterdomdne B1 aus ca. 12 Aminosduren (247-255) gebildet und ragt {iber das aktive
Zentrum in Richtung der Unterdomine B3 in den Solvensbereich hinein. Die 180° Wendung der
Polypeptidkette wird mittels der typischen Wasserstoffbriickenbindungen einer [(-Schleifen-
konformation geformt. Dabei bilden die Hauptkettenatome O und N (2.88 A) sowie N und O
(2.78 A) der Aminosduren Asp-249 und Ser-252 jeweils Wasserstoffbriickenbindungen mit-
einander aus. An der Spitze der Schleife befinden sich zwei hydrophobe Seitenketten, ein Tyrosin
(Tyr-250) und ein Phenylalanin (Phe-251). Die gesamte Schleife hat atomare B-Faktoren
zwischen 60 und 70 A? und sind damit weitaus hoher als der Durchschnittswert fiir das gesamte
Enzym (31.9 A?). Die entsprechende Elektronendichte ist daher auch nur schwach ausgeprigt
(Abbildung 42). Dies deutet eine Flexibilitit in der Konformation der Schleife an. Weder die
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Konformation noch die Flexibilitit der 250er-Schleife werden durch die Komplexierung mit

Acarbose beeinfluf3t, da die Acarbose nicht mit dieser Schleife wechselwirkt.

p ,,ﬁ%tei‘domﬁne B3

Unterdomine B2

)

Abbildung 41: Molekulare Oberfliche der Amylomaltase aus Thermus aquaticus im Komplex mit Acarbose. Die
Oberfliche ist nach dem Abstand zum Massezentrum eingefarbt; mit steigender Entfernung verdndert sich die Farbe
von dunkelrot iiber orange nach weifl. Die zwei Acarbose-Inhibitoren und die Glucosebindungsstelle sind in griin
dargestellt.

Es wird angenommen, daf3 sich die Konformation der 250er Schleife erst bei der Anbindung
langerer Substrate im Bereich der Bindungstaschen mit positivem Vorzeichen (vgl. Kapitel
4.2.2.1) dndert, so dall die beiden aromatischen Reste an der Spitze der Schleife in Wechsel-
wirkung treten und sich dann ihre Flexibilitdt verringert. Vermutlich ist ihre Flexibilitit fiir die

Bindung des Substrates und die Dissoziation des Produktes entscheidend.

Anhand der Schleife 146t sich erkldren, daB3 kleinere Ringe wie Cyclodextrine allein aus rein
sterischen Griinden nicht gebildet werden konnen. Die Amylosekette miifite sich um die 250er-
Schleife winden, wobei der gebildete Ring eine Grofe von mindestens 18 Glucoseeinheiten

haben wiirde.
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Abbildung 42: Vergleich der Omit-Elektronendichten (a) der 250er-Schleife konturiert bei 4.5 O,y und (b) ausge-
wiahlter Seitenketten des aktiven Zentrums konturiert bei 5.5 Oy, Trotz der geringe’ren Konturierung in (a) im
Vergleich zu (b) ist die Elektronendichte der Hauptkette unterbrochen sowie die Dichte der Seitenketten Tyr-250 und
Phe-251 nicht zu beobachten.

Die 250er-Schleife scheint fiir die Reaktionsspezifitit der Amylomaltase und des D-Enzyms
notwendig zu sein, da fast 50 % (8 von 17) der Aminosduren in diesem Bereich (244-260)
konserviert sind (Abbildung 32). Es wird vermutet, daf} die konservierten Glycine (Gly-245 und
Gly-255) und Proline (Pro-247, Pro-248 und Pro-261) eine entscheidende Rolle fiir die Form und
Lage der Schleife spielen. Bei den Solvens-exponierten aromatischen Aminosduren Tyr-250 und
Phe-251 an der Spitze der Schleife ist interessanterweise nur deren hydrohopher Charakter
konserviert und moglichweise fiir die Funktionalitdt der Schleife notwendig. Die konservierten
Seitenketten GIn-256 und Trp-258 zeigen in Richtung des aktiven Zentrums und nehmen an der
Substratbindung teil (Abbildung 24). Asp-249 ist ebenfalls konserviert und konnte bei der
Bindung lidngerer Substrate eine wichtige Funktion haben. Trp-302 der Unterdoméne B1 ist
ebenfalls konserviert und mittels hydrophober Stapelwechselwirkung am Aufbau der 250er-

Schleife beteiligt.

5.4 Diskussion der Inhibitor-gebundenen Struktur

5.4.1 Bindungsmodus der Acarbose im aktiven Zentrum

Sdamtliche Aminosduren, die mit der Acarbose in Wechselwirkung treten, sind bis auf Gln-60
innerhalb der Amylomaltasen und des D-Enzyms aus der Kartoffel konserviert (Abbildung 24,
Abbildung 32). Die Acarbose belegt die Bindungstaschen -3 bis +1 der Amylomaltase. Dies steht
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in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Jones & Whelan (1969) fiir das D-Enzym aus der
Kartoffel. Hier wurde mittels radioaktiv markierten Maltooligosacchariden gezeigt, da3 es fiir
Maltotetraose nur einen Bindungsmodus (-3 bis +1) beim D-Enzym gibt. Bei Acarbose als einem
Maltotetraosederivat liegt daher die zu spaltende Bindung zwischen den Einheiten C und D. Bei
diesem Bindungsmodus liegt das inhibitorische Motiv der Acarbose zwischen den Taschen -3
und -2, wihrend sich im aktiven Zentrum eine ,,natiirliche* O-glycosidische Bindung befindet,
die das Enzym unter nativen Bedingungen spalten sollte. Die beobachteten Elektronendichten fiir
die beiden Acarbose-Molekiile zeigen aber keinerlei Verdnderungen in der molekularen Struktur
der Acarbosen auf (vgl. Kapitel 4.2.2). Eine weitere Besonderheit ist, da3 die katalytisch aktiven
Aminosduren Asp-293 und Glu-340 in der Inhibitor-gebundenen und teils auch in der freien
Form (Glu-340) der Amylomaltase eine Konformation einnehmen, die nicht der in homologen

Enzymen beobachteten, katalytisch aktiven Anordnung entspricht.

Die hochste Aktivitit des Enzyms liegt bei 75-80 °C bei einem pH von 5.5-6.0 vor, d.h. unter den
gewihlten Bedingungen (pH 9.0, 4 °C) ist die Aktivitit der Amylomaltase drastisch reduziert
(Terada et al., 1999). Es ist anzunchmen, dal bei pH 9.0 die katalytisch aktive Aminosidure Glu-
340, die in der Katalyse die Funktion eines Protonendonors hat, deprotoniert ist und sich daher
ein anderes Wasserstoffbriickenmuster ausbildet, als fiir den angenommen Reaktionsmechanis-
mus (Abbildung 3) notwendig ist. Diese Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dal3 die Carboxyl-
gruppe des Glu-340 in der Acarbose-gebundenen Amylomaltase-Struktur nur Wasserstoff-
briicken zu Wasserstoffdonoren ausbildet. O1 wechselwirkt mit dem Hauptkettenstickstoff von
His-294 (2.70 A). 02 wird von den Hauptkettenstickstoffatomen von Asp-341 (3.36 A) und Leu-
342 (2.76 A) und von einem Wassermolekiil (Wat-299; 3.09 A) gebunden.

Eine weitere Erkldrung dafiir, da die Acarbose unter den gegebenen Bedingungen nicht
umgesetzt wird, ist, daB3 der Tieftemperaturpuffer lediglich Acarbose als mogliches Akzeptor-
molekiil fiir die Reaktion enthélt. Acarbose miillite mit seiner Einheit A als Akzeptor fungieren.
Allerdings differiert diese Einheit in 3 Punkten zu Glucose (Abbildung 21), so daf3 sich unter den
experimentellen Bedingungen kein natiirliches Akzeptormolekiill in dem Puffer befindet.
Moglicherweise ist eine Anderung im pH und/oder die Anbindung eines natiirlichen Akzeptor-

molekiil notwendig fiir die Ausbildung der katalytischen Konformationen der Seitenketten.
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In allen anderen bekannten Strukturen der CGTasen (Strokopytov et al., 1995; Strokopytov et al.,
1996; Wind et al., 1997; Mosi et al., 1998) und a-Amylasen (Qian et al., 1994; Gilles et al.,
1996; Brzozowski & Davies, 1997; Fujimoto et al., 1998), die nach dem gleichen Mechanismus
reagieren und sieben konservierte Aminosduren im aktiven Zentrum besitzen, wurde bei
Komplexen mit Acarbose dieselbe stets prozessiert, so da3 in der resultierenden Elektronendichte
nie ein natives Acarbose-Molekiil vorgefunden wurde. Das inhibitorische Valienamin-Motiv
(Abbildung 21) wurde dabei stets zwischen den Bindungstaschen -1 und +1 beobachtet. Die
Amylomaltase aus Thermus aquaticus im Komplex mit Acarbose ist somit die erste Struktur
eines die 0-1,4-Bindung unter Retention der Konfiguration am anomeren Kohlenstoff umsetzen-
den Enzyme, bei der die Acarbose nicht umgesetzt wurde. Allerdings wurde auch nur in den a-
Amylase Strukturen von Qian et al. (1994) und Brzozowski & Davies (1997) kein weiteres
Maltooligosaccharid als Akzeptormolekiil hinzugegeben. Die Inkubationsdauer und Temperatur
waren stets langer bzw. hoher. Moglicherweise wiirde die Amylomaltase Acarbose unter anderen

Bedingungen ebenfalls prozessieren.

5.4.2 Die zweite Bindungsstelle flir Acarbose

Amylose nimmt aufgrund intramolekularer Wasserstoffbriicken eine helikale Struktur ein.
Bekannt sind A- und B-Amylose, die aus einer doppelstringigen Helix bestehen, und V-
Amylose, die eine einzelstrangige Helix ausbildet. A- und B-Amylose sind sich sehr dhnlich, sie
unterscheiden sich nur in ihrem Packungsverhalten und Wasseranteil; die A-Form kommt haupt-
sdchlich in Getreide, die B-Form in Knollen vor. Die Helix der A- und B-Amylose besteht aus
zwei parallelen Amyloseketten. Eine Windung wird aus 6 x 2 Glucosen aufgebaut. Die Doppel-
helix hat eine Ganghdhe von ca. 20 A (Sarko & Zugenmaier, 1980). Die einzelstringige Helix
der V-Amylose hat ebenfalls sechs Glucosen pro Windung mit einer Ganghdhe von ca. 8 A und

einem Durchmesser von ~12 A (Sarko & Zugenmaier, 1980; GeBler et al., 1999) (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Modell der V-Amylose (Stereobild). Die Modellkoordinaten wurden freundlicherweise von Dr. K.
GeBler zur Verfigung gestellt (GeBler et al., 1999). Kohlenstoffe sind gelb und Sauerstoffatome sind rot
eingezeichnet.

Die zweite Bindungstasche ist passend fiir die helikale Struktur der V-Amylose gebogen und die
in dieser Tasche gebundenen Acarbose iiberlagert sehr gut mit einem Ausschnitt der V-Amylose
(Abbildung 44). Im Gegensatz zur Acarbose in der aktiven Tasche (Tabelle 7) ist die
intramolekulare Wasserstoftbriicke zwischen O2 und O3’ der Einheiten C und D vorhanden
(Tabelle 8). Nur zwei von vier Glucosen der Acarbose in dieser Bindungstasche sind iiber
mehrere Wechselwirkungen mit dem Enzym verbunden. Die Torsionswinkel ¢ und Y zwischen
den beiden Glucoseeinheiten weichen hier am meisten von dem Modell der V-Amylose ab

(GeBler et al., 1999).
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Abbildung 44: Uberlagerung der Acarbose in der zweiten Bindungstasche mit einem Fragment V-Amylose. Die
Acarbose ist griin, die V-Amylose ist rot dargestellt.

5.5 Madoglicher Bindungspfad langerer Substrate und Mechanismus
der Ringbildung

5.5.1 Die Struktur von Amylose und der Substratbindungstaschen

Aufgrund der rdumlichen Ausdehnung der Umgebung der beiden gefundenen Bindungstaschen
der Amylomaltase fiir Acarbose mufl angenommen werden, dal Amylomaltase nur einzel-
strangige V-Amylose und nicht die doppelstriangige A- oder B-Amylose prozessieren kann. Im
aktiven Zentrum wird der Platz durch die hochkonservierte 250er-Schleife begrenzt und in der

zweiten Bindungstasche kann aufgrund ihrer Form und Ausdehnung nur V-Amylose binden.

In der Bindungstasche des aktiven Zentrums weicht die Konformation der Acarbose stark von der
einer V-Amylose ab, so daf3 sich keine Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Windungen
der Helix und der benachbarten Glucosen in den Bindungstaschen -1 und +1 ausbilden kdnnen
(Abbildung 45). Die zweite Bindungstasche entspricht in ihrer Form einer Windung der V-
Amylose (Abbildung 44).
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Abbildung 45: Uberlagerung der Acarbose gebunden im aktiven Zentrum mit einem Fragment der V-Amylose. Die
Acarbose ist griin, die V-Amylose ist rot dargestellt.

Es ist anzunehmen, daB3 nicht die gesamte Amylosekette, sondern nur einige Abschnitte an das
Enzym binden. Dafiir sprechen sowohl energetische als auch entropische Griinde. Energtisch ist
die Aufwindung der Amylose-Helix, bei der viele Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen
werden, unglinstig. Aullerdem schrinkt die Bindung der gesamten Amylose-Kette deren Frei-
heitsgrade stark ein, so daBl ein entropisch weniger bevorzugter Zustand erhalten wird. Die
Tendenz der Bindung nur einiger Bereiche der Amylosekette kann auch schon bei den beiden
Acarbose-Molekiilen beobachtet werden. Wie in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben, kann bei der
Acarbose im aktiven Zentrum aufgrund der geringen Wechselwirkung mit dem Protein nicht von
einer Bindungstasche -3 gesprochen werden. Ebenso wird die Acarbose in der zweiten Bindungs-

tasche nur mit zwei ihrer vier Glucoseeinheiten von der Amylomaltase gebunden (Kapitel 5.4.2).

Insgesamt werden von den zwei mal vier Glucosen der Acarbose nur fiinf gebunden. Dies deutet
darauf hin, dal die Amylosekette von der Amylomaltase nur teilweise gebunden wird, um die

notwendige Verbiegung der Amylose von der Idealkonformation zu kompensieren.
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5.5.2 Bindung langerer Substratketten

Nach der kristallographischen Verfeinerung wurde ein groferer Teil Restelektronendichte fiir die
weitere Diskussion als ein Glucosemolekiil interpretiert (Abbildung 27). Moglicherweise hat hier
ein weiteres Acarbose-Molekiil gebunden, bei dem die restlichen drei Einheiten allerdings nicht
fest orientiert sondern frei beweglich sind. Die hohe Flexibilitidt der drei fehlenden Glucosen

wirde erklidren, weshalb keine weitere Restelektronendichte erkennbar war.

I Unterdoméne B2 .

A ,

Abbildung 46: Vorschlag der Bindung von Amylose und die Bildung von Cycloamylose. Die Orientierung und die
Farben sind analog zu Abbildung 41. Die gestrichelte Linie (tiirkis) zeigt den vorgeschlagenen Bindungsmodus fiir
langere Amyloseketten sowie den angenommen Pfad fiir die Ringbildung.

Der Abstand dieser Bindungsstelle zum Tyr-250, welches sich an der Spitze der 250er-Schleife
befindet, betriigt ~4.5 A. Der Abstand zum reduzierenden Ende der Acarbose im aktiven Zentrum
liegt bei 11 A. Moglicherweise ist diese Glucosebindungstasche Teil einer Bindungsspalte fiir
langere Amyloseketten, die bis zum aktiven Zentrum reicht (Abbildung 46). Die Solvens-

exponierten Aminosduren Tyr-250, Phe-251 und Phe-366 (vgl. Abbildung 27) sind zwar inner-
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halb der Amylomaltasen und eines pflanzlichen D-Enzyms nicht konserviert, allerdings sind in
diesen Sequenzpositionen nur hydrophobe Seitenketten zu beobachten (Abbildung 32), so dal3

moglicherweise nur deren hydrophobe Eigenschaft eine wichtige Rolle spielt.

5.5.3 Angenommene wichtige Faktoren fir die Ringbildung

Die Form der molekularen Oberflache der Amylomaltase in Verbindung mit der Lage der beiden
gebundenen Acarbose-Molekiile ermdglicht ein Modell fiir die Prozessierung von Amylose durch

die Amylomaltase (Abbildung 46).

Das reduzierende Ende der zweiten Acarbose ist nur ca. 14 A vom nicht-reduzierenden Ende der
Glucoseeinheit A der im aktiven Zentrum gebundenen Acarbose entfernt. Die Lénge einer
Glucose ist etwa 4.6 A, d. h. um die Liicke zu schlieBen und eine durchgehende Kette zu erhalten,
wiren, wenn man die helikale Struktur der Amylose vernachléssigt, mindestens drei Hexosen

notig. Die Kette hétte dann eine Lange von 11 Glucosen.

Die Distanz zwischen dem nicht-reduzierenden Ende der zweiten Acarbose und dem
reduzierenden Ende der Acarbose im aktiven Zentrum betrigt ~25 A. Allerdings ist bei dieser

Route die 460er-Schleife im Weg, so da3 die Liicke nicht durch nur sechs Glucoseeinheiten (6 *

4.6 A), wiederum unter Vernachlissigung der V-Amylose-Struktur, geschlossen werden kénnte.
Die minimale theoretische Ringgroe muf3 daher allein schon aufgrund der sterischen Hinderung

der 460er-Schleife grofer als 17 Einheiten sein.

5.5.3.1 Die 460er-Schleife

Wenn die zweite Bindungsspalte wie angenommen fiir die Bildung zyklischer Verbindungen
relevant ist, spielt die 460er-Schleife eine wichtige Rolle. Im Sequenzalignment der Amylo-
maltase und eines D-Enzyms sind in diesem Segment des Alignments vier Aminosduren (Asn-
464, Pro-466, Asn-472 und Trp-473) konserviert (Abbildung 32). Asn-464 und Trp-473 nehmen
an der Bindung der Acarbose im aktiven Zentrum teil. Pro-466 und Asn-472 bilden miteinander
innerhalb der Schleife Wasserstoftbriicken aus, die mdglicherweise notwendig fiir die spezifische
Form der Schleife sind. GroBBere Indels in diesem Bereich des Alignments zeigen, dall die Lange
der 460er-Schleife unter den Enzymen stark variiert. Moglicherweise ist dies ein entscheidender

Faktor fiir die minimale RinggroBe der Cycloamylose-Produkte, die fiir das einzelne Enzym

88



jeweils charakteristisch ist. Sie ist lediglich fiir die Amylomaltasen aus Thermus aquaticus (DP =
22) (Terada et al., 1999) und E. coli (DP = 17) (Takaha & Smith, 1999) sowie fiir das D-Enzym
aus der Kartoffel (DP = 17) (Takaha et al., 1996) bekannt.

5.5.3.2 Die zweite Bindungstasche

Die Aminosduren der zweiten Bindungstasche der Acarbose sind alle in der Unterdomidne B2
lokalisiert. Im Alignment mit anderen Amylomaltasen und eines D-Enzyms ist keine dieser
Aminosduren konserviert. Alle Aminosduren liegen in der Nahe zu kleineren Indels. Moglicher-
weise ist die geringe Konservierung ein Hinweis darauf, da3 die zweite Bindungstasche zusam-
men mit der 460er-Schleife fiir die Variation der minimalen RinggroBe der Cycloamylosen ver-

antwortlich ist.

Die Struktur der Komplexes der Amylomaltase mit Acarbose legt einen moglichen Pfad fiir die
Bildung zyklischer Verbindungen nahe. Schliisselfunktionen iibernehmen dabei die 250er- und
460er-Schleifen, die beide die RinggroBe der gebildeten Cycloamylosen beeinflussen konnten
und auch die Unterdomédne B2, in der sédmtliche Aminosduren der zweiten Bindungstasche
lokalisiert sind. Die theoretische RinggroBe entlang des angenommenen Pfades unter Vernach-
lassigung der helikalen Struktur der Amylose wurde mit mindestens 17 Glucoseeinheiten nahe

dem experimentellen Wert von 22 bestimmt.
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