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ZUSAMMENFASSUNG

Chorismatsynthase (CS), ein Enzym des Shikimatstoffwechsels, katalysiert die anti-1,4-
Elimierung der Phosphatgruppe in Position 3 und des C-(6proR)-Protons von 5-
Enolpyruvylshikimat-3-phosphat (EPSP). Das dabei gebildete Chorismat nimmt eine
zentrale Stellung als Vorstufe in der Biosynthese vieler aromatischer Verbindungen ein,
zu denen im besonderen die aromatischen Aminosiuren gehdren. Ein interessanter
Aspekt dieser Reaktion ist, dass sie nur in Gegenwart von reduziertem Flavin abliuft,
obwohl die Reaktion redoxneutral ist. Der wesentliche Unterschied zwischen CSn aus
Pilzen auf der einen und Bakterien und Pflanzen auf der anderen Seite besteht in der Art
und Weise, wie das fiir die Reaktion essentielle reduzierte Flavin rekrutiert wird. Die
monofunktionellen CSn aus Bakterien und Pflanzen sind darauf angewiesen, reduziertes
Flavin aus der Umgebung geliefert zu bekommen. Im Gegensatz dazu besitzen die
pilzlichen CSn eine NADPH-abhingige Flavinreduktaseaktivitit, die es erlaubt,
oxidiertes Flavin zu reduzieren. Um den Reaktionsmechanismus dieser sogenannten
bifunktionellen Enzyme besser zu verstehen, wurde die fiir CS codierende aroC-cDNA
aus dem Schimmelpilz Neurospora crassa mittels des pET-Expressionssystems in
Escherichia coli exprimiert. Die Reinigung resultierte in einer homogenen Priparation
der CS, die fiir die biochemische Charakterisierung eingesetzt wurde. Es konnte gezeigt
werden, dass Flavin in Abwesenheit des Substrates EPSP direkt durch NADPH
reduziert wird. Das bedeutet, dass die Flavinreduktaseaktivitit unabhéngig von der CS-
Aktivitdt ist. Unter anaeroben Bedingungen haben die beiden Substrate NADPH und
EPSP keinen Einfluss auf die beobachtbare Reduktionsgeschwindigkeit. Die
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff bewirkt eine génzlich andere Situation. Unter
diesen Bedingungen fiihren hohe EPSP-Konzentrationen zu einer geringeren Rate der
NADPH-Oxidation und damit der Flavinreduktion. Ursache dafiir kénnte einerseits
sein, dass EPSP in einer Weise an das Enzym bindet, die den Zugang von Sauerstoff
zum Flavinhydrochinon verhindert und damit das reduzierte Flavin vor Reoxidation
schiitzt, oder dass andererseits EPSP und NADPH um eine gemeinsame Bindungsstelle
im aktiven Zentrum des Enzyms konkurrieren. Da die Reoxidationsgeschwindigkeit

aber unabhingig von der EPSP-Konzentration ist, kann davon ausgegangen werden,
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dass das Substrat EPSP das reduzierte Flavin nicht vor der Reoxidation mit Sauerstoff
schiitzt. Auf der anderen Seite konnten Untersuchungen der Chorismatbildung als
Funktion der NADPH- und der EPSP-Konzentration zeigen, dass beide Substrate um
die gleiche Bindungsstelle konkurrieren. Folglich ist die Flavinreduktaseaktivitit
innerhalb der konservierten CS-Proteinsequenz eingebettet. AuBerdem wurde gefunden,
dass die Raten der Chorismatbildung und der Reoxidation des reduzierten Flavins
vergleichbar sind, und daher die Chorismatbildung auch unter aeroben Bedingungen
stattfinden kann. Dieses Resultat wurde fiir die Entwicklung eines aeroben
Aktivititstests fiir die bifunktionelle CS von N. crassa genutzt. Zusitzlich wurde
gezeigt, dass nach Reduktion von Flavin mit NADPH in Gegenwart von EPSP ein
Flavinintermediat auftritt. Dieses Intermediat wurde bereits fiir monofunktionelle CS
beschrieben, und es handelt sich dabei um das neutrale Flavinhydrochinon, welches
durch Protonierung der anionischen Form des reduzierten Flavins gebildet wird,
nachdem EPSP an den bindren Enzym/Flavin-Komplex bindet. Folglich scheint dieses
Intermediat fiir alle CS-katalysierten Reaktionen von Bedeutung zu sein.




D

ABSTRACT X1

ABSTRACT

Chorismate synthase (CS), an enzyme of the shikimate pathway, catalyses the anti-1,4-
elimination of the phosphate group and the C-(6proR)-proton from 5-
enolpyruvylshikimate 3-phosphate (EPSP) to yield chorismate, the central precursor for
many aromatic compounds including the aromatic amino acids. An unusual aspect of
the reaction is the absolute requirement for reduced flavin, although the reaction is
redox-neutral. The main difference between CSs from different organisms relates to the
provision of the reduced cofactor. In contrast to the microbial and the plant CSs, which
are monofunctional, the fungal CSs have an intrinsic flavin reductase activity that can
generate the reduced flavin at the expense of NADPH. In order to better understand the
reaction mechanism of these so called bifunctional CSs, the cDNA encoding CS of the
bread mould Neurospora crassa was cloned and expressed in Escherichia coli using the
pET-expression system. Purification resulted in a pure preparation of CS that was used
for biochemical characterisation. The enzyme catalyses the direct electron transfer from
NADPH to flavin in absence of its substrate EPSP, suggesting that the flavin reductase
activity is uncoupled from the CS activity. Under anaerobic conditions, the flavin
reduction is independent of both substrates NADPH and EPSP, whereas the situation is
different in presence of molecular oxygen. If oxygen is present, high EPSP
concentrations decrease the rate of NADPH oxidation as well as the rate of flavin
reduction. This may be due to restricted accessibility of the reduced flavin upon binding
of EPSP, or, alternatively, EPSP and NADPH compete for the same binding site. Since
the reoxidation rate of the flavinhydroquinone is independent of EPSP, it can be
excluded that EPSP protects FMNH; from oxidation with molecular oxygen. However,
investigation of chorismate formation as a function of NADPH and EPSP concentration
revealed a competition between both substrates. Hence, EPSP and NADPH appear to
share the same binding site, explaining the finding that the flavin reductase activity of
the bifunctional enzyme is embedded in the CS protein structure. Moreover, the
chorismate formation rate and the rate for the reoxidation of the reduced flavin cofactor
are comparable, and therefore chorismate can be formed under aerobic conditions. This

result was used to develop an aerobic activity assay for the bifunctional CS of N. crassa.
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Additionally, using NADPH as reductant for flavin, a reduced flavin intermediate was
demonstrated in the presence of EPSP. This intermediate has already been described for
monofunctional CSs and was shown to be the neutral form of the reduced flavin, which
is formed from the anionic reduced flavin upon EPSP binding to the binary CS/reduced
flavin complex. Hence, this flavin intermediate is obviously a common feature of all CS

catalysed reactions.




