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1. Einleitung

Das Wort Glycin leitet sich vom griechischen Adjektglykys" ab, was st} bedeutet. Glycin, auch als
Aminoessigsaure bezeichnet, ist die kleinste unceenfachsten strukturierte proteinogene Aminosagie.
gehort zur Gruppe der hydrophilen Aminosauren wstdals einzige nicht chiral und somit nicht optisch
aktiv. Glycin gehort zu den nicht essentiellen Aasiauren und ist ein wichtiger Bestandteil naheker al
Proteine und Ubernimmt eine wichtige Position imaf8techsel aller Organismen. Es kann Uber die Wege
der Serin-Hydroxymethyltransferase und der Glycae@rboxylase zur Energiekonservierung genutzt
werden, stellt aber auch eine sehr wichtige QuUéHheéC;-Einheiten fur die Synthese von Purinen, aber auch
von Ham-Vorstufen, Creatin, Porphyrinen und Glutathdar. Im Zuge der Akzeptorregeneration bei der
Photorespiration wird tber Glyoxylat Glycin und iBdn den Mitochondrien gebildet, wo die Komponente
der Glycin-Decarboxylase 10 % der cytosolischertdine ausmacht. Der Anteil von Glycin in Proteinen
kann, wie z. B. beim Kollagen oder der Spinnensé@esLINE et al.,1986) bis zu 35 % betragen. Mehr als
45 mol% betragt der Anteil an Glycin amtifreezeProtein (AFP), was vohlypogastrura havey({Schnee-
Floh) als Schutz vor Kélte bzw. Eiskristallen gdbtlwird (RAHAM and DaviEs 2005). Auf Grund seiner
geringen GroRRe begunstigt es hier die Ausbildungfide dieses Protein charakteristischen Tripel-keli
Struktur. Im Zentralnervensystem dient Glycin alkilbitorischer Neurotransmitter. Glycinerge Neurone
kommen hauptsachlich im Rickenmark vor und hemnoendie Motoneuronen des Vorderhorns, wodurch
es zur Herabsetzung der Muskelaktivitdt der vosatieZellen innervierten Muskeln kommtdftFLER and
PETRIDES2003; SRYER 1996).

In die Gruppe der Firmicutes ist die heterogenetudgt der Clostridien einzuordnen, die mindestens 19
verschiedene Cluster umfassio{CINs et al.,1994).Eubacterium acidaminophilugehdért wieClostridium
difficile, Clostridium sticklandiiund Clostridium litorale zu diesen obligat anaeroben, Gram-positiven
Organismen, die dem Cluster Xl der Clostridien dudgen (BAENA et al., 1999).E. acidaminophilurrist

z. B. in der Lage, Glycin und die Derivate SarcgdiAViethylglycin) und Betain (N, N, N-Trimethylglyr)

in einer internen Stickland-ReaktionT(SKLAND 1934) zur Energiekonservierung zu nutzemigeL et al.,
1988). Auch Creatin und Hydantoine werden Uber &ncverstoffwechselt. Die Stickland-Reaktion iistee
gekoppelte Oxidations-Reduktions-Reaktion, bei mheist Paare von Aminosauren metabolisiert werden,
eine als Elektronen-Donor, eine andere, meist GJyerolin oder Leucin, als Elektronen-Akzeptor. ¢ty
kann bei dieser Art des Stoffwechselweges sowahE&tkironen-Donor als auch als -Akzeptor fungieren
wahrend Sarcosin und Betain vBnacidaminophilumur reduziert werden konnen. Dieser Organismus ist
in der Lage, alle drei Aminoséure-Derivate zu \a&fatechseln, dabei kann GlyciB. acidaminophilum
nach Supplementierung mit Selenit auch als alleiigergie- und Kohlenstoffquelle dienenNZEL et al.,
1988). Im Fall der Reduktion von Sarcosin und Betaentstammen die bereitgestellten
Reduktionsaquivalente der Oxidation von Formiatcudie Formiat-Dehydrogenase RENTZDARFFER et

al., 2003), wahrend die fir die Reduktion von Glyciriwendigen Elektronen der vollstandigen Oxidation
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von Glycin durch die Glycin-Decarboxylase (3, &lie Methylen-THF-Dehydrogenase (NADPH9Hund
die Formiat-Dehydrogenase (3 entstammen und ebenfalls letztendlich in Form M&®PH+H' Giber das
Thioredoxin-System der Glycin-Reduktase zugefuhrerden (ADREESEN 1994a; 1994b; 2004;
FREUDENBERGand ANDREESEN1989; GRANTZDARFFERet al.,2003; ANDEL et al.,1988).

Die Glycin-, Sarcosin- und Betain-Reduktase Buacidaminophilunsind Mehrkomponenten-Systeme, die
aus jeweils drei Proteinen, dem Selenoprotein A dabstratspezifischen Selenoprotein BofBhn, Pssarcosin
und Rgewain UNd dem Protein C bestehen (Abb. 1), deren Bbamaity sich historisch gesehen aus den

einzelnen Protein-Fraktionen wahrend der Isolied@geinzelnen Komponenten ergibNBREESEN2004).

Selenoprotein B Selenoprotein A Protein C

Glycin — GrdB — GrdB — Carboxymethyl-

GrdE selenoetf
\ .
SH
Sarcosin — GrdF  — GrdF — Carboxymethyl-» GrdA 'GrdC~Acetyl & Acetyl~F
GrdG selenoether Se-CH,-COOH GrdD

I I

Betain — GrdH — GrdH — Carboxymethyl-

SH S
Grdl selenoett GrdA{ _ GrdA{I
Se Se
S SH
Trx<| Trx<
SH

Abb. 1: Schematische Darstellung der Reduktion voiGlycin, Sarcosin und Betain durch die Glycin-, Sarosin-

und Betain-Reduktase in E. acidaminophilum (ANDREESEN 2004): GrdB_47 kDa-Untereinheit desg®cin,

GrdE_Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheit@m Bgycin, GrdF_47 kDa-Untereinheit von gBcsin GrdG:

Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheiten vofy,Bi» GrdH_45 kDa-Untereinheit von Selenoproteige&,

Grdl_48 kDa-Untereinheit von ., GrdA_Selenoprotein A, GrdC_57 kDa-Untereinhein v@rotein C, GrdD_48
kDa-Untereinheit von Protein C, Trx_Thioredoxin.

Das Selenoprotein A (GrdA) der jeweiligen Reduktas@ach der Aminosaurezusammensetzung ein saures
Protein mit einer apparenten molekularen Masse cheis 12-20 kDa, welches Selenocystein im
redoxaktiven Motiv CxxU aufweist (FDREESEN 2004; LUBBERS and ANDREESEN 1993; ®NNTAG 1998;
STADTMAN 1966; WAGNER et al.,1999). Die substratspezifischen Selenoproteig, R und RsarcosinSind

aus drei Untereinheiten mit GroRen von 47, 25 uAdkRa aufgebaut, wahrend dagsdin hur aus zwei
Untereinheiten mit GroRen von 45 und 48 kDa aufgelst (MEYER et al.,1995; WAGNER 1997; WAGNER

et al., 1999). Die 47 kDa-Untereinheiten der Glycin- uratc®sin-Reduktase werden von den GegetB

und grdF codiert, wahrend die 22 und 25 kDa-Untereinhe#@n einer Proproteinspaltung dgdE und
grdG-Genprodukte durch Cysteinolyse hervorgehebdfBA\RSKI et al., 2001; EVERSMANN 2004). Die 47

und 48 kDa-Untereinheit der Betain-Reduktase wemiemth grdH und grdl codiert, wobei die 48 kDa-
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Untereinheit nicht gespalten wird, da ihr das Spajsmotiv fehlt. Die 47 kDa-Untereinheit der Glycund

der Sarcosin-Reduktase und die 45 kDa-Untereinkeit Betain-Reduktase enthalten jeweils ein
Selenocystein, was Teil eines redoxaktiven Sequetizes (UxxCxxC) im aktiven Zentrum der Enzyme ist
(WAGNER et al., 1999). Das fir Se-carboxymethyliertes GrdA spseife Protein C besteht aus zwei
Untereinheiten, die durch die GegedC und grdD codiert werden, die im Allgemeinen eine molekulare
Masse von 54-60 kDa aufweisendKLSTOCK 2001; KOHLSTOCK et al.,2001; £HRADER and ANDREESEN
1992). Die primaren und sekundaren Amine Glycin &Gagcosin werden kovalent unter Ausbildung einer
Schiffschen Base von einer noch unbekannten CarbonylgrimppC-terminalen Bereich der 47 kDa-
Untereinheit des Rycin bZW. Risarcosin gebunden, wahrend Betain als tertidares Amin nuer tibnische
Wechselwirkungen an die 45 kDa-Untereinheit dgsgebunden wird (NDREESEN1994a; 1994b; 2004;
WAGNER 1997; WAGNER et al., 1999). Eine Polarisierung der N-C-Bindung der $albs Glycin und
Sarcosin wird durch die Ausbildung der Sckithen Base erreicht, wahrend die positive Ladurgy de
Stickstoffs im Betain eine ausreichende Polarisigrder N-C-Bindung dieses Substrates bedingt. ach
Substratbindung erfolgt ein nucleophiler Angriff rdelissoziiert vorliegenden Selenolgruppe des
Selenocysteins an dasAtom der polarisierten C-N-Bindung, was zur Spadfulieser fuhrt. Hierbei kommt
es zur Freisetzung von NHViethylamin bzw. Trimethylamin bei Umsetzung debStrate Glycin, Sarcosin
und Betain und einem fur alle drei Verbindungen nttsehen Protein B-gebundenen
Carboxymethylselenoether KWREESEN2004; WAGNER 1997; WAGNER et al.,1999). Im nachsten Schritt
erfolgt eine Umetherung, wobei ein Selenoprotein (BrdA)-gebundener Carboxymethylselenoether
entsteht, welcher durch gemeinsame Katalyse deteireo A und C in einen Protein C-gebundenen
Acetylthioester Uberfuhrt wird (RDREESEN2004; ARKOWITZ and ABELES 1991). Das nach dieser Reaktion
oxidiert vorliegende Selenid-Sulfid an Protein A rd&) wird durch Bereitstellung von
Reduktionsaquivalenten in Form von NADPH=dHirch das Thioredoxin-System wieder zur SelenolelTh
Gruppe reduziert, wodurch das Protein A wieder &ufnahme eines neuen Carboxymethylselenoether
bereit ist (DETRICHS et al., 1991; LUBBERS and ANDREESEN 1993; MEYER et al., 1991). Der
Acetylthioester, welcher letztendlich an dem €yer kleinen Untereinheit (GrdD) des Protein C gefam
ist, wird durch Phosphorylyse zu Acetylphosphaigisetzt und dieses durch die Aktivitat der Acetat-
Kinase zu Acetat und ATP umgesetzZtNGREESEN 2004; KOHLSTOCK 2001; KOHLSTOCK et al., 2001;
SCHRADER and ANDREESEN 1992). Die Gene der Komponenten der jeweiligenuResen sind mit den
Genen des Thioredoxin-Systems und spezifischen @éséure-Transportern in Substrat-spezifischen
Genclustern assoziiert ¢6LSTOCK 2001; LUBBERS and ANDREESEN 1993; ®NNTAG 1998; WAGNER et

al., 1999).

Die Reduktionsaquivalente zur Reduktion entstamuonen. der Oxidation von Glycin durch die Glycin-
Decarboxylase, einem Multienzymkomplex, der faghen aus vier Komponenten besteht, die in Bakterien
meist mit P1, P2, P3 und P4 bezeichnet werd&EBENBERG and ANDREESEN1989; RREUDENBERG et

al., 1989b; GQRiBOLDI and DRAKE 1984) Die eukaryotischen Proteine werden entspretimit P, H, L und

T bezeichnet (KKucHI and HRAGA 1982; MOTOKAWA and KKUcHI 1971; 270 et al., 1969). Die
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Bezeichnung ergibt sich dabei jeweils aus der Ranlder einzelnen Komponenten. Das P- bzw. P1-frote
ist ein Pyridoxalphosphat (PLP) abhéngiges Enzyohwind als eigentliche Decarboxylase angesehen. Die
meisten aus Prokaryoten isolierten P1-Proteineelie@ls a,B,-Tetramer vor (REUDENBERG and
ANDREESEN 1989; G\RIBOLDI and DRAKE 1984), wahrend die Proteine atscherichia coli(OKAMURA -
IKEDA et al., 1993) undSynechocystis sptamm PCC 6803 (xEMANN et al., 2005; HhssE et al., 2007)
genau wie die aus Eukaryoten isolierten ProteimetdGenfusionen und somit als gleich groRes Homedim
vorliegen (ANDREESEN1994a; RNGELMANN et al., 2008; KOPRIVA and BAUWE 1994a; KUME et al., 1991,
MoOTOKAWA and KkucHl 1972). Die Bindung des Cofaktors PLP erfolgt rickwalent an derp-
Untereinheit der Tetrameren bzw. im C-terminalerreRd der dimeren Proteine. Diese Domane des
Proteins ist durch eine Glycin-reiche Sequenz uid stark konserviertes tetrameres Glycin-Motiv
gekennzeichnet. Das P- bzw. P1-Protein katalysieer nur zusammen mit dem H- bzw. P2-Protein, dem
Elektronen-ubertragenden Protehydrogen carrier proteif) die oxidative Abspaltung der Carboxylgruppe
des Glycins in Form von GO Das H- bzw. P2-Protein ist ein kleines, hitzet¢gbProtein, das als
funktionelle Gruppen-Liponséure (6,8-Dithioloctansaure) tragt, welclerieine Amidbindung mit der
Aminogruppe eines ebenfalls ubiquitar stark konseten Lysin-Restes verbunden isREUDENBERGand
ANDREESEN1989; FUJIWARA et al.,1979; MOTOKAWA and KIKUCHI 1969; ARES et al.,1994; RARES et al.,
1995). Dieses Protein stellt den zentralen Drehpdek Enzymsystems dar, da es mit seiner funktemel
Gruppe mit den drei uUbrigen Komponenten des Kongsdein Wechselwirkung treten kann (Abb. 2)
(CoHEN-ADDAD et al., 1995; NaKAI et al., 2003a; QIVER et al., 1990). Auf das durch Reduktion freie
distale Schwefelatom der Liponsaure-Gruppe wird e der gemeinsamen Katalyse beider Proteine frei
werdende Aminomethylgruppe Ubertragen, welche dapéiter zum Substrat des T- bzw. P4-Proteins wird.
Diese auch als Aminomethyl-Transferase bezeichiketaponente ist Tetrahydrofolat (THF)-abhangig und
katalysiert die Spaltung der an der Liponsdureggupges H- bzw. P2-Protein gebundenen
Aminomethylgruppe, was zur Freisetzung vonsNid der Ubertragung der entstandenen Methylengrupp
auf THF fihrt. Als Ergebnis dieser Reaktion entst&hl0-Methylen-THF. Das L- bzw. P3-Protein
(Dihydrolipoamid-Dehydrogenase) katalysiert die Rdation der reduziert vorliegenden Dithiole der
Liponsauregruppe des H- bzw. P2-Proteins, woduiesed Protein als Disulfid zu einer erneuten Aufin@ah
einer weiteren Aminomethylgruppe zur Verfligung s{@&NDREESEN1994a; 1994b; IRAGA and KIKUCHI
1980b; KKucHI 1973; KKucHI and HRAGA 1982). Durch die Reaktion dieser Komponente weigei
Elektronen tber P3-gebundenes FAD auf NAxw. NADP Ubertragen (ADREESEN 1994a; 1994b;
FAURE et al.,2000; NEUBURGEREet al.,2000).

Das L-Protein, die Dihydrolipoamid-Dehydrogenagenisht nur ein Bestandteil der Glycin-Decarboxglas
sondern auch der Pyruvat-Dehydrogenase, d&retoglutarat-Dehydrogenase, der Verzweigtketten-
Ketoséure-Dehydrogenase und der Acetoin-Dehydrage(@RONAN and LA PORTE 1996; GPPERMANN et

al., 1991; SEIERT et al.,1990; TURNER et al.,1992b).
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{Glycin

HSS-CH,-NH,

NAD

NADH+H"
N5, N10-Methylen-THF

NH3

Abb. 2: Reaktionsmechismus der Glycin-DecarboxylaséPARES et al, 1994, mod.):Dargestellt ist die reversible
Decarboxylierung von Glycin durch die Glycin-Deocaxilase:P1_P1- bzw. P-Protein; P2_P2- bzw. H-Pmpfe8 P3-
bzw. L-Protein; P4_P4- bzw. T-Protein.

Die Glycin-Decarboxylase ist ein ubiquitar verbegstr Enzymkomplex und stellt das Schlisselenzym des
Glycin-Metabolismus dar. Dieser dient in Bakteribauptsachlich der Energiekonservierung und der
Bereitstellung von GEinheiten fur die Synthese von Serin, Purinen, hibetin, Thymin und anderen
methylierten Verbindungen (WbD and QANTONI 1964; NEIDHARDT 1996). In Eukaryoten sind als Teil der
Regenerierung des bei der Photosynthese entstahe@Gdgoxylats die Komponenten der Glycin-
Decarboxylase in den Mitochondrien lokalisiert, sie bei Pflanzen bis zu 10 % des ldslichen Proteins
ausmachen (BURGUIGNON et al., 1988) und mit einem stéchiometrischen Verhaltris 2 P-Protein-
Dimeren : 27 H-Protein-Monomeren : 1 L-Protein-Dime9 T-Protein-Monomeren bestimmt wurden
(NEUBURGEREt al.,1989; QUVER et al.,1990; QIVER and RMAN 1995). Hier ist dieser Enzymkomplex
mafigeblich am Abbau des Glycins beteiligt, dasrofdgn Mengen wahrend der Photorespiration durch die
Transaminierung von Glyoxylat entstehtefBRy et al., 1978; MAREK and SEWART 1983). Die ebenfalls
mitochondrial lokalisierte Serin-Hydroxymethyltréesase katalysiert die Synthese von Serin aus Glyci
und 5,10-Methylen-THF, das aus der Oxidation eineegiten Glycins durch die Glycin-Decarboxylase
entstanden ist (BlUBURGER et al., 1989; ETERSON1982). Bei G-Pflanzen wird das P-Protein nur in den
Leitbtindel-Zellen gebildet, wo eine Photorespimatblaufen kann (BEGELMANN et al.,2008).

Im Menschen fihrt eine Mutation in einem der viér tlie Komponenten der Glycin-Decarboxylase
codierenden Gene zu einer Storung des Glycin-Mésabos. Diese Erkrankung wird Nonketotische
Hyperglycinamie (NKH) genannt. Diese wird autosomelessiv vererbt und ist neben der Phenylketonurie
die am haufigsten auftretende Erbkrankheit, diereibefekt des Aminosaure-Stoffwechsels verursacht.
Betroffene Patienten haben einen stark erhdhtenilG§piegel im Plasma und der Cerebrospinalfligstgk

was u. a. zu Lethargie, mentaler Retardierung ungdkdlihypotonie fiihrt (KRE et al.,1997; TaDA 1993;
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TADA et al.,1969). Bei 85 % aller NKH-Erkrankungen ist eineti&tion des Gens des P-Proteins zu finden,
wéhrend 15 % aller Mutationen hauptsachlich das @&enT-Proteins betreffen ({lbPouLOs et al., 2005;
TOONE et al.,2001; TooNE et al.,2002).

Da E. acidaminophilunGlycin besser als Elektronen-Akzeptor nutzen kféinATP pro aufgenommenen 2
Elektronen anstelle von 1 ATP pro 6 gebildeten &taien bei der Glycin-Decarboxylase), wahrend amder
Aminosauren wie z. B. Serin, Alanin oder Aspartat Blektronen-Donor fungieren RANDERATH 1988;
ZINDEL et al., 1988), ist eine spezifische Regulation des Glydatabolismus, speziell auch der Glycin-
Oxidation durch die Glycin-Decarboxylase essentféli diesen Organismus. In der vorangegangenen
Diplomarbeit (PEHLEIN 2003) wurde durch Northern-Blot-Analysen gezeigtjass der
Transkriptionsstartpunkt des Glycin-Decarboxylage@ns vorE. acidaminophilunta. 1000 Nukleotide
upstreamdes Startcodons vogcvP4 gelegen sein muss. IBacillus subtiliswird die Transkription des
Glycin-Decarboxylase-Operons durch eingpstream des Operons gelegene mRNA-Sekundarstruktur
reguliert, die als Riboswitch bezeichnet wird ANDAL et al.,2004; AN and £HUMANN 2007). Diese,
auch als cis-agierenden RNA-Elemente bezeichneterktSren, sind in der Sichttranslatierten Region
von Genen lokalisiert und beeinflussen die Trampsiom und Translation dieser direkt (KODERA et al.,
2003; WINKLER 2005; WNKLER and BREAKER 2003; 2005). Riboswitche sind im Allgemeinen augiz
voneinander abhangigen, aber dennoch klar zu whtgidenden Domanen aufgebaut. Zum einen ist das ein
Aptamer-Doméne, welche auch bei kaum verwandteraf¥sgien in Sequenz und der sich ergebenden
Struktur stark konserviert ist. Durch Bindung eiff@get-Molekils kommt es zur Konformationsanderung
dieses Aptamers, was eine Anderung der Struktudidekt downstreangelegenen regulatorischen Doméne
bewirkt, die auch als Expressions-Plattform bezwthwird (Abb. 3). Durch die Konformation dieser
Doméne bedingt, kommt es so zu einer positiven ategativen Beeinflussung der Transkription
downstreamokalisierter Gene durch Ausbildung eines Rho-indalgigen Terminators oder Maskierung der
Shine-Dalgarno-SequenzH{®E and DALGARNO 1974; WINKLER 2005a; WNKLER and BREAKER 2003).

Die Lange der Aptamer-Domane aller bisher beschrieb Riboswitche variiert zwischen ca. 70 bis 200
Nukleotiden, die sogenannte Expressionsplattfornibb(A3) zeigt hingegen eine wesentlich groRRere
Diversitat in der Sequenz, der Struktur und vagralin der Gréf3e. Nicht selten kénnen diese auctrivatb
einer Riboswitch-Klasse sehr verschieden seir@ov et al., 2002). Die regulatorische Doméne bindet
Metabolite und biologische Cofaktoren, wie z. B.iarhin Pyrophosphat (TPP) @gsSkE et al., 2006;
WINKLER et al.,2002a), Vitamin B, (NAHVI et al.,2004),S-Adenosylmethionin (WKLER et al.,2003),
Aminosauren (MNDAL et al.,2004; $DARSAN et al.,2003) und Purin-Derivate (BIWARA et al., 1979;
MANDAL and BREAKER 2004a; NbESKEet al.,2007).
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RBS ___3
I\ J \— )

Aptgmer- Expragsions- Gen
Doméne Plattform

Abb. 3: Schematische Darstellung einer RiboswitchiBiktur mit Aptamer-Domane und Expressions-Plattform.

Der Glycin-Riboswitch, welcher die Transkription nvaGenen reguliert, die fir Proteine des Glycin-
Katabolismus oder dessen Transport codieren, hat Besonderheit. Er besteht aus zwei strukturdlt se
ahnlichen, durch einen Linker verbundenen Aptam@#xNDAL et al.,2004; BIAN and £HUMANN 2007).
Glycin wir dabei kooperativ an beide Aptamere getam was sich in einem Hill-Coeffizienten von n 8 1
ausdrickt (BRSENand LNSE 1995). Durch Bindung dieses Metaboliten an dasadyer 1 kommt es zur
drastischen Steigerung der Affinitét des Aptamanfdas 1000-fache gegeniber dieser Aminosaume K
and SROBEL 2008; LUPFERT et al., 2007). Strukturell sehr ahnliche Molekile wie $&in, Alanin oder
Serin werden nur sehr schlecht gebundeaNiAL et al.,2004).

Wahrend alle bisher beschriebenen Riboswitch Ktasse in Bakterien identifiziert werden konnterglist
der TPP-Riboswitch, auch als Thi-Box-Riboswitch dielanet, eine Ausnahme dar, da er in allen drei
Domaénen des Lebens identifiziert werden konnte eNedeiner starken Verbreitung in bakteriellen Gezrom
ist er in den Archaea, in den ThermoplasmatalesEdeyarchaeota, identifiziert worden, was mit grof3e
Wahrscheinlichkeit als Ergebnis eines horizont&kemtransfers anzusehen istiRNDA-RIOS 2007). Als
bislang einziger Riboswitch ist er auch in Eukaeyptspeziell in den Genomen von Pflanzen und Pizen
finden (BARRICK and BREAKER 2007; SIDARSAN et al.,2003a). Hier ist er im dichttranslatierten Bereich
von pre-mRNAs lokalisiert und beeinflusst demiicing In Prokaryoten ist er mit Genen der Thiamin-
Synthese, dessen Phosphorylierung und Transpazigss wo er sowohl deren Transkription, aberhauc
die Translation regulieren kann.

In Tabelle 1 ist eine Ubersicht aller bisher bestfenen Riboswitch-Klassen dargestellt.



Tab. 1: Ubersicht aller bisher beschriebenen Ribositich-Klassen (BARRICK and BREAKER 2007; mod.)

Riboswitch/Ligand

Zielgene

Regulation

TPP-Riboswitch

FMN-Riboswitclf

Coenzym-B,-
RiboswitchH

SAM-RiboswitcH

SAMyk-Riboswitcht
SAM,-Riboswitct
Lysin-RiboswitcH
Glycin-Riboswitc

Adenin-Riboswitch

Guanin-RiboswitcH
2 -Deoxy-Guanosin-
Riboswitch*
PreQ1-Riboswitch
MoCo/Tuco-

RiboswitcH?

GIcN6P-RiboswitcH'

Synthese, Phosphorylierung und Transport von Tmami

Biosynthese und Transport von Riboflavin

Cobalamin-Biosynthese

Transport und Biosynthese von Porphyrin und Cobalt
Biosynthese und Transport von Methionin und S-Adghdethionin
Schwefelmetabolismus

SAM-Synthase

Biosynthese und Transport von Methionin und S-AdghMethionin
Synthese und Transport von Lysin, Lysin-Katabaolism

Glycin-Decarboxylase, Transport von Glycin, Mdanin-Symporter

Transport und Synthese von Purinen

Transport und Synthese von Purinen

Ribonukleotid-Reduktase

Biosynthese von Queosin

Transport von Molybdat oder Wolframat, Biosynthesa Molybdan-

Cofaktoren

Glucosamin-6-Phosphat Synthase

Abbruch der Transkription
Verhinderung der Translationsinitiation
Abbruch der Transkription
Verhinderung der Translationsinitiation
Abbruch der Transkription
Verhinderung der Translationsinitiation
Abbruch der Transkription
Verhinderung der Translationsinitiation
Abbruch der Transkription

Abbruch der Transkription

Abbruch der Transkription

Transkriptionsinitiation
Abbruch derskrgstion

Abbruch der Transkription

Transkriptionsinitiation

Abbruch der Transkription

Abbruch der Transkription

Verhinderung der Translationsinitiation

Verdau der mRNA

14 die Literatur zu den einzelnen Riboswitch-Klassgrmuf der nachsten Seite aufgelistet
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! (BARRICK and BREAKER 2007; NOESKEet al.,2006; SIDARSAN et al.,2006; WINKLER et al.,2002a)
2(VITRESCHAK et al.,2002; WCKISER et al.,2005b; WNKLER et al.,2002b)

3(NAHVI et al.,2004; MTRESCHAK et al.,2003)

*(GRUNDY and HENKIN 1998; 2003; 2006; ®DIONOV et al.,2004)

®(FucHs et al.,2006; 2007; GBERT et al.,2008)

®(CorBINO et al.,2005; Lim et al.,2006)

"(GRUNDY et al.,2003; KOCHHAR and RRULUS 1996; RoDIONOV et al.,2003; $IDARSAN et al.,2003)
8 (KwoN and SROBEL 2008; MANDAL et al.,2004; RiAN and SHUMANN 2007)

° (LEMAY et al.,2006; MaNDAL and BREAKER 2004a; NbESKE et al.,2005; WCKISER et al.,2005a)
10 (BATEY et al.,2004; NoESKEet al.,2007; NoESKE et al.,2005)

2 (Kim et al.,2007)

12 (MEYER et al.,2008; ROTH et al.,2007)

13 (REGULSKI et al.,2008; WEINBERG et al.,2007)

14 (TINSLEY et al.,2007; WNKLER et al.,2004)

Bis auf den Glucosamine-6-Phosphat-Riboswitch nehimlée bisher beschriebenen Riboswitch-Klassen
direkt Einfluss auf die Transkription bzw. Tranglatdownstreamgelegener Gene durch Ausbildung von
Terminator- oder Antiterminatorstrukturen bzw. Miaskung oder Demaskierung der Ribosomen-Bindestelle
(HENKIN and YANOFsSKY 2002; MTRESCHAK et al.,2002). Wéahrend nahezu alle Riboswitche in Gegenwar
der entsprechenden Metabolite eine Terminatorstrukund bei dessen Abwesenheit eine
Antiterminatorstruktur ausbilden, ist es im Faller @lycin-, Lysin- und Adenin-spezifischen Ribosshi¢
umgekehrt. So wird eine unnoétige Expressaownstreamlokalisierter Gene verhindert. Diese auch als
intrinsische Terminatoren bezeichneten Sekund&tstren sind durch einen GC-reichstemloopund einen
aus mind. 5-9 Uridinen bestehendeB8reich gekennzeichnet. Der Terminator hat direEmfluss auf die
Stabilitdt des Elongationskomplexes und verhindertTranskriptiondownstreangelegener Bereiche. Der
Antiterminator, der meist aus der linken Halfte desrminators undupstreamlokalisierter Sequenzen
besteht, erméglicht hingegen die Transkription d@er 3-Bereich lokalisierten Gene @BLNICK and
BABITZKE 2002; HENKIN and YANOFsSKY 2002). Viele Riboswitch-Strukturen nehmen aucleldiEinfluss
auf die Translation. Im Bereich der Expressiongtfelan kommt es zur Ausbildung einer so genannte
sequesterinddelix, die eine Basenpaarung mit der Sequenz deodeimen-Bindestelle eingeht und so die
Translation dedownstreamokalisierten Gene verhindert, da die Shine-DalgaéBequenz in dieser Form
fur das Ribosom nicht zugéanglich ist. Durch Konfatibnsanderung des Aptamers, z. B. durch
Metabolitbindung, kann es jedoch auch zu einer Basarung eines Bereiches deguesteringHelix mit
einem Teil des Aptamers kommen. Durch Ausbildurgseli so genanntntisequesterinddelix wird die
Translation der Gene im-Bereich des Riboswitches ermoglichiR@GDY and HENKIN 2006; MaRzI et al.,
2007; MTRESCHAK et al.,2002; 2004).

Fur E. acidaminophilunstellt der Glycin-Metabolismus, bestehend aus i@Haecarboxylase und Glycin-
Reduktase bzw. Sarcosin- oder Betain-Reduktase,ds=nwichtigsten Energie- und Kohlenstoffquellan d
(ANDREESEN 1994a; 1994b; 2004; IMDEL et al., 1988). Wahrend alle bisher beschriebenen und
charakterisierten Glycin-Decarboxylasen aus den v@schriebenen Komponenten besteheirA&la and

KIKUCHI 1980b; KocHI and KIKUCHI 1974; MOTOKAWA and KKUCHI 1972; GKAMURA -IKEDA et al.,1993;
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RAJINIKANTH et al., 2007; SAUFFER et al., 1986), konnte fuiE. acidaminophilumweder das P3-Protein
noch eine eigenstandige Dihydrolipoamid-Dehydrogenktivitdt gefunden werden (ErrICHS et al.,
1991; REUDENBERGEet al.,1989a) Auch konnte auf DNA-Ebene kein fir diesestdt codierendes Gen
identifiziert werden (ECHEL 1999; PEHLEIN 2003). Aus diesem Organismus konnte eine Thioriedox
Reduktase mit Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Akdivisoliert werden, die das Fehlen des P3-Protrins
Verbindung mit einem etwas atypischen ThioredoxihsrMs et al., 1998b) zu kompensieren scheint. Die
bei der Oxidation des Glycins durch die Glycin-Dibcylase freiwerdenden Elektronen werden uber
NADPH+H" und das Thioredoxin-System, bestehend aus ThighedReduktase und Thioredoxin, direkt
auf das Protein A (GrdA) der Glycin-Reduktase (Hagetn (DETRICHS et al.,1991; REUDENBERGEet al.,
1989a; IREUDENBERG et al., 1989b; MEYER et al., 1991). Diesen Thioredoxinen fehlt das volumindse
Tryptophan vor dem proximalen Cystein, so dass dirteraktion mit dem ebenfalls voluminésen
Selenocystein von GrdA erleichtert wirdARMS et al.,1998b).

Neben dem Selenoprotein A (GrdA) und dem subsiaiBpchen Protein B der einzelnen
Reduktasen zeichnet sidd. acidaminophilumdurch mindestens sechs weitere Selenocystein-
haltige Proteine aus. Eines dieser Proteine istvdasWAGNER (1997) durch 7%*Markierungen
angereicherte ca. 11 kDa groRBer@@BE 2001; LECHEL 1999) Selenoprotein Prplputative redox-
active _potein with selenocysteine)lJdas bisher nur ifE. acidaminophilumdentifiziert werden
konnte. Das Gen dieses Proteins konnte kloniertdimdPrasenz des Selenocystein-codieremaen
frame UGA-Codon bestatigt werden RGBE 2001; LECHEL 1999). Durch Vergleiche mit in den
Datenbanken gespeicherten Proteinsequenzen korkeiee Homologen zu Proteinen anderer
Organismen identifiziert werden. Bisher konnte dimasProtein, das eine potentielle redoxaktive
Sequenz vonssA-C-A-T-U-D-139 aufweist, keine Funktion zugeordnet werden. Eie¢eligung
von PrpU an der Entgiftung reaktiver Sauerstoffgggekonnte nicht gezeigt werdenRGBE et al.,
2007; RARTHER 2003). Das von kCHEL (1999) klonierte und von RHBE (2001) in der Sequenz
korrigierte Gen isdownstreanmder Gene der Glycin-Decarboxylase und des Geng Eimenyl-
THF-Synthetase in einem aus insgesamt sechs Gessrhibenden Operon lokalisiert und wird
gemeinsam mit diesen transkribierte@HeL 1999; PEHLEIN 2003). Downstreamdieses Operons
sind zweiorf s fiir hypothetische Proteine und ein Genclusteafiider Folat-Biosynthese beteiligte
Enzyme lokalisiert (ECHEL 1999). InE. acidaminophilunmsind oftmals Gene, die gemeinsame
Stoffwechselwege katalysieren, in einer Operonighah Struktur zusammengefasstURSINSKY

et al.,2000; NNTAG 1998).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen sollte im Rahdenvorliegenden Arbeit u. a. eine mogliche
Beteiligung von PrpU am Glycin-Metabolismus v@n acidaminophilum die méglicherweise in der
Kompensation des Fehlens einer eigenstandigen Rililgdamid-Dehydrogenase zu sehen ist, gepruft

werden. Die Komponenten der Glycin-Decarboxylases @hioredoxin-Systems, GrdA und PrpU sollten
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heterolog inE. coli synthetisiert und durch Etablierung eines Enzyrstd alie Funktion von PrpU im
Metabolismus vonE. acidaminophilum geklart werden. Durch gezielte Interaktionsstudisowie
Transkriptionsanalysen sollte diesem Protein eimgkion zugeordnet werden.

Des Weiteren sollten im Rahmen dieser Arbeit die MOBBERSUNd ANDREESEN(1993), NNTAG (1998)
WAGNER et al (1999) und KHLSTOCK et al (2001) identifizierten Genséatze der Komponenten@ycin-,
Sarcosin und Betain-Reduktase sowie des Thiored®ystems vollstandig kloniert werden, um so zu sghe
ob eventuell noch essentielle Komponenten lbersemerden. Es sollten aber auch die Protein-
Komponenten auk. acidaminophilunmit der Glycin- und D-Prolin-Reduktase dbssticklandiiverglichen

werden (RANTZDORFFERet al.,2001; KABISCH et al.,1999).
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2. Material & Methoden

2.1. Organismen und Plasmide

Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Bakterienstamsime in Tabelle 2, Vektoren und hergestellte Hgbri

Plasmide in Tabelle 3 aufgeflhrt.

Tab. 2: Ubersicht Uber verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp bzw. Phanotyp Referenz
Eubacterium acidaminophilum ~ Wildtyp ZINDEL et al, (1988)
DSM 3953

Escherichia coliXL1-Blue MRF"  A(mcrA) 183,A(mcrCB-hsdSMR-
mrr) 173,endAl supE4, thi-1,
recAl, gyrA96,relAl, lac[F proAB,
laclZAM15, Tn10{etY)]

Stratagene, Amsterdam

Escherichia colXL1-Blue MRF  A(mcrA) 183,A(mcrCB-hsdSMR-
mrr) 173,endAl supE4, thi-1,
recAl, gyrA96,relAl, lac[F proAB,
lacl”ZAM15, Tn10Kan®)]

Stratagene

Escherichia coliSU101 Derivat von JL1434, chromosomalesDMITROVA et al, (1998)
lacZ-Gen unter Kontrolle eindexA
Wildtyp-OperatorssulA-Promotor

Escherichia coliSU202 Derivat von JL1434, chromosomalesDMITROVA et al, (1998)
lacZ-Gen unter Kontrolle eindexA:
Hybrid-OperatorssulA-Promotor
A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-

Escherichia coliReporterstamm mrr)173 endAl hisB supE44 thi-1  Stratagene

(BacterioMatch®Two-Hybrid- recAl gyrA96

System) relAl lac[F" laclq HIS3 aadXan]
Escherichia colBL21(DE3) B F-ompT hsd@®s- me-) dcm Ter Stratagene
gal A (DE3)
Escherichia colBL21(DE3)- B F-ompT hsd@s-me-) dcm- Tek Stratagene
CodonPlus-RIL gal A (DE3)endAHte [argU ileY
leuwCamni]
Escherichia coliXL10-Gold Tet A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR  Stratagene

mrr)173endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lacHtdF" proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr) Amy Caff
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Tab. 3: Ubersicht tiber verwendete Plasmide

Plasmid

relevante Merkmalé

Referenz, Quelle

puUC18

PASK-IBA3

pASK-IBAS

pASK-IBA53ke

pASBC4

pPlaNW
pP1bCW
pP1bNW
pP2CW
pP4CW
PPANW
pP1p53
pcPp53
pPlabCW
pPlabNW
pTRCW
pTrxCW
pPrpUCW
pPrpUCW+
pPMI3
pPACW
pPACW+
pPACM
pPACM+

Klonierungsplasmide

AmpR, lacPoz’

Expressionsvektor, An‘?pfl-IG, bla, ori, ty,, tetrepressor,
tetA-Promotor/OperatorStreptad’® Il C-terminal

Expressionsvektor, Anfpf1-IG, bla, ori, tipp, tetrepressor,
tetA-Promotor/OperatoStreptad® Il N-terminal

Expressionsvektor, Af’pfl-IG, bla, ori, t,, tetrepressor,
tetA-Promotor/OperatoStreptad® Il C-terminal und N-

terminal

Synthese von Selenoproteiner&ncoli

PACYC184:selB selC

Streptad® Il -Klonierunger:

PASK-IBAS5::gcvP L
pPASK-IBA3::gcvP1s
pASK-IBA5::gcvP P
pASK-IBA3::gcvP2
pPASK-IBA3::gcvP4
pPASK-IBA5::gcvP4

pASK-IBA53ke:gcvP I mit zusatzlicher RBS
pASK-IBA53ke:gcvP LS

PASK-IBA3::gcvPLpS
PASK-IBA5::gcvP LS
pASK-IBAS5::trxB
pASK-IBAS::trxA
PASK-IBA3::prpU
pASK-IBA3plus:prpU

pPASK-IBA3::prpU Uss->C

pASK-IBA3::grdA3

pASK-IBA3plus:grdA3
PASK-IBA3::grdA3 Uszs>C
PASK-IBA3plus:grdA3 Uszs>C

Y ANISCH-PERRON et
al., (1985)

IBA, Géttingen

IBA

diese Arbeit

GURSINSKY 2002
GURSINSKY 2008

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
D. (ROBE, pers. M.
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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Fortsetzung Tab.3

pDP804
pPMS604

PMSPL
pMSPB
pMSP2
pPMSP4
pMSPrpU
pMSGrdA
PMSTR
PMSTrx
PMSP LB
pDPPL
pDPP3B
pDPP2
pDPP4
pDPPrpuU
pDPGrdA
pDPTR
pDPTrx
pDPP L

pBT

PTRG

pBT-LGF-2

pTRG-Gallllp

PBTPL
pBTPB
pBTP2
pBTP4

lexA-basierendetwvo-hybrid System

AmpR, LexA;.s7408Jun-Zipper Fusion, P15A Replikon

Tef}, LexA, s WT-Fos-Zipper Fusion, ColE1 Replikon

pMS604:gcvPx
pMS604:gcvPp
pMS604:gcvP2
pMS604:.gcvP4
pMS604:prpU
pMS604:grdA
pMS604:trxB
pPMS604:trxA
pMS604:gcvP Iup
pDP804:gcvPx
pDP804:.gcvPY
pDP804:gcvP2
pDP804.gcvP4
pDP804:prpU
pDP804:grdA
pDP804:trxB
pDP804:trxA
pDP804:gcvP 1B

BacterioMatcfiTwo-Hybrid-System

bait-Vektor; ChF, lacUV5-Promotor, P15A Replikon,
Fusion miticl-Phagenprotein méglich

targetVektor; Tef, Ipp/lacUV5-Promotor, ColE1
Replikon, Fusion mit der RNAR méglich

pBT-Kontrollplasmid; CH, lacUV5-Promotor, P15A
Replikon,Acl -LGF2-Fusion

pTRG-Kontrollplasmid; Tét Ipp/lacUV5-Promotor, ColE1

Replikon, RNAPa- Galll1p-Fusion
pBT::gcvP

pBT::gcvPY
pBT::gcvP2
pBT::gcvP4

DMITROVA et al,

(1998)

DMITROVA et al,

(1998)
diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Stratagene

Stratagene

Stratagene

Stratagene

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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Fortsetzung Tab.3

pBTPrpU pBT::prpyU diese Arbeit
pBTGrdA pBT::grdA diese Arbeit
pBTTR pBT:trxB diese Arbeit
pBTTrx pPBT:rxA diese Arbeit
pBTPIp pBT::.gcvPLp diese Arbeit
PTRGPL PTRG:gcvP I diese Arbeit
pTRGPB PTRG:gevPy diese Arbeit
PTRGP2 PTRG:gcvP2 diese Arbeit
pTRGP4 pTRG:gcvP4 diese Arbeit
pTRGPrpU pPTRG:prpU diese Arbeit
PTRGGrdA PTRG:grdA diese Arbeit
PTRGTR PTRG:1rxB diese Arbeit
PTRGTrX PTRG:1rxA diese Arbeit
pTRGPLp pTRG:gcvP s diese Arbeit
Klonierung der Gene des Glycin-Decarboxylase-Opg:ron
pUsP4H3 pGen? -T Easy::1,4 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pUSP4SA pGen? -T Easy::1,6 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pUsP4VP pGen? -T Easy::1,3 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pAP694 pUC18-Derivat::1,7 kb Sau3A-Fragment diese Arbeit
pAP2218 pUC18-Derivat::5,5 kb Sau3A-Fragment diese Arbeit
Klonierung Gencluste:
pUsGrdE1 pGen? -T Easy::3,1 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pDsGrdA4 pGen? -T Easy::1,5 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pDsGrdC2 pGen? -T Easy::4,4 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pUsGrdF2 pGenf -T Easy::3,5 kb PCR-Fragment diese Arbeit
Klonierunghousekeepingene:
pPRPOAEa pGen? -T Easy::0,8 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pRPOBEa pGenf -T Easy::1,2 kb PCR-Fragment diese Arbeit
pEFTUEa pGenf -T Easy::1,3 kb PCR-Fragment diese Arbeit

Abgesehen von denen auf den Plasmiden pUC18, p%EIEasy, pMS604, pDP804, pBT, pTRG und pASK-IBA3/5
stammen die angefiihrten Gene Ruscidaminophilum
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2.2. Kultivierung von Bakterien

2.2.1. Vollmedien fUrE. coli

Fir die Kultivierung vork. coliwurde Lysis-Broth-Medium (LB-Medium) verwendet?(@ROOK et al.,
1989).

LB-Medium: Trypton 1 %
Hefeextrakt 05 %
NaCl 1 %
LB-Agar: LB-Medium
Agar 15 %

2.2.2. M9-Minimalmedium (SAMBROOK et al.,1989)

M9-Minimalmedium

5xM9-Salze

Na,HPOxx7 H,O 2,00 g 48 mM
KH,PO, 15,00 g 22 mM
NaCl 2,5 g 9 mM
NH,CI 5,00 g 19 mM
MgSQO, x 7 HO (1 M) 2,00 mi 2 mM
CaChbx 2 H,O (1 M) 0,10 ml 0,1 mM
Glucose (20 % [w/v]) 20,00 mi 40, %
Aminosaure-Mix | 10,00 mi 0,04y hml
Aminosaure-Mix I 10,00 mi 0,0dg/ml
Thiamin-HCI (10 % [w/V]) 1,00 mi 001 %
H,O4est. ad 1000 ml

Aminosaure-Mix | (4 mg/ml):

L-Alanin, L-Arginin, L-Asparagin, L-Aspartat, L-Cysin, Na-L-Glutamin, Na-Glutaminat, Glycin,
L-Histidin-HCI, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Lysin-HCIL-Methionin, L-Prolin, L-Serin, L-Threonin, L-Vaii

Aminosaure-Mix Il (4 mg/ml; pH 8,0):

L-Phenylalanin, L-Thyrosin, L-Tryptophan
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2.2.3. Medium fir die Anzucht vonE. acidaminophilum

E. acidaminophilunmwurde in einem Medium nachNDEL et al, (1988, mod.) anaerob kultiviert.

Medium nach BDEL et al.,(1988), mod.:

KH,PO, 020 g 15 mM
NaCl 1,00 g 17 mM
KCI 050 g 6,7 mM
MgSO, x 7 H,O 050 g 2 mM
CaChb x 2 H,O (1 M) 0,20 ml 1 mM
NH,CI 025 g 35 mM
SL A'(s. u.) 1,00 ml

Resazurin (0,1%ig (w/v) in D dest.) 1,00 ml 1 mg/ml
D-(+)-Biotin (1 mg/l) 01 ml 0,1 mg/l
C-Quelle x(s. u.)

H2O0est. ad 1000 ml

pH 7,4-7,8

Das Medium wurde zundchst 15 min gekocht und aigftdthd 30 min mit N begast, nach der von
HUNGATE (1969) beschriebenen Methode jeweils 9 ml in Htmdbhrchen mit Butylgummistopfen
abgefillt und autoklaviert (25 min, 121 °C). Danaatrden pro Rohrchen 500 ul einer sterilen 8,4%igen
NaHCG; (w/v) zugegeben und der pH-Wert durch Zugabe vaw HCI auf 7,4-7,8 eingestellt. Vor dem
Beimpfen der einzelnen Réhrchen wurden noch 2-3f€ro Biotin (10 mg/ ml) und 100 ul 6%iges 4Sa

(w/v) zugegeben.

Folgende C-Quellen wurden verwendet:

Glycin 50 mM
Serin/Na-Formiat/Sarcosin 10/40/60 mM
Serin/Na-Formiat/Betain 10/40/60 mM
Alanin/Sarcosin 30/50 mM
Alanin/Betain 30/50 mM
Na-Formiat/Glycin 50/40 mM
Serin/Sarcosin 20/10 mM

Serin/Betain 20/10 mM
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'Spurenelementlésung SL A ¢RMANN and ANDREESEN1989) mod.

FeCl x 4 H,0 1,500 ¢ 75x 10 M
ZnCh, 0,070 g 5,1 x 10 M
MnCl, x 4 H,O 0,100 g 51xT0 M
HsBO; 0,006 g 9,7 x fo M
CoCb x 6 H,0 0,190 g 8,0xfo M
CuCh x 2 H,0 0,002 g 1,2 x fo M
NiCl, x 6 H,O 0,024 g 1,0 x 10 M
NaWO, x 2 H,O 0,033 g 1,0x 70 M
Na,SeQ x 5 H,O 0,260 g 1,0x fo M
Na,MoO, x 2 HO 0,036 g 1,5x 10 M
HCI (25 % (v/v)) 10,0 ml 75xT0OM
HOgest. ad 1000 ml

Die angegebenen Konzentrationen der Spureneleragggben sich nach Zusatz von 1 ml Lésung zum oben

beschriebenen Medium.

2.2.3. Medienzusatze
Bei Bedarf wurden den Medien die in Tabelle 4 afifggen Zusatze beigemischt.

Tab 4.: Ubersicht tiber verwendete Medienzusatze

Medienzusatz Stammlésuny Konzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/mlin HO dest. 125 pg/mi
Tetracyclin 12,5 mg/ml in 50 % Ethanol 12,pg/ml
Kanamycin 50 mg/mlin HO dest. 30 pg/mi
Chloramphenicgt 50 mg/mlin Ethanol 35 pg/ml
Anhydrotetracyclin 20 mg/mlin DMF 0,2 pg/ml
X-Gal 20 mg/ml in DMF 48 ug/mi
PTG 40 mg/mlin HO dest. 40 pg/ml

'Die Stammlésungen wurden bei —20 °C gelagert.
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2.2.4. Zellanzucht

Die aerobe Anzucht der in Tabelle 2 aufgeflhiercoliStamme erfolgte in LB-Medium bei 37 °C bzw.
30 °C und 150-200 Upm auf einem Rundschittler (R 500, Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Staufen) oder einem Reziprokschuttler (Typ HS 500athke & Kunkel).

Die strikt anaerobe Anzucht vorE. acidaminophilumwurde in mit Butylsepten verschlossenen
Kulturréhrchen nach BNGATE (1969) oder in Serumflaschen mit Latexsepten dygfithrt. Das Medium
wurde mit 10 % Inokulum beimpft und bei 30 °C unkgiinkubiert.

2.2.5. Messung des Bakterienwachstums

Das Bakterienwachstum wurde photometrisch durch shies der optischen Dichte (OD) als
Absorptionswert bei einer Wellenlange von 600 b280 nm gegen unbeimpftes Medium direkt in Hungate-
Rohrchen mit einem Spectronic 20+-Spetrometer (Qetmrbedarf, Bovenden) oder in Plastik-Kuvetten

mit einem Spektralphotometer Spekol 1200 (Carl-Zdischnology, Jena) bestimmt.

2.2.6. Lagerung von Bakterienkulturen

Zur langfristigen Lagerung voB. colirKulturen wurden diese in LB-Medium mit 15 % (v/&Jycerin bei
—80 °C eingefroren.

Kurzfristige Lagerungen waren sowohl auf Vollmedplatten als auch in Flissigkultur bei 4 °C moglich.
Anaerob in Hungate-Réhrchen gewachsene KulturenBioacidaminophilurkonnten nach Lagerung bei

4 °C fur mindestens drei Monate als Inokulum flwen&ulturen verwendet werden.

2.3. Isolierung von Nukleinséauren

2.3.1. Isolierung von Gesamt-DNA auk. acidaminophilum(Saito and MIURA 1963), mod.

Zur Isolierung von Gesamt-DNA wurden 3 g gefror@edlen in 4 ml Saline-EDTA-L6sung (0,15 M NacCl,
0,1 mM EDTA; pH 8,0) suspendiert, mit 6 mg Lysozwmarsetzt und bei 37 °C 30 min inkubiert.
Anschliel3end wurde der Ansatz fur 1 h bei —20 ¥@efroren und nach dem Auftauen mit 25 ml Tris-SDS-
Puffer (0,2M Tris/HCI, 0,1 M NaCl, 1 % SDS; pH 9,@®rsetzt. Zur vollstidndigen Lyse der Zellen folgte
mehrmaliges Einfrieren und Auftauen (4-5-mal). [Bespension wurde auf zwei Zentrifugenréhrchen
(SS34, Sorvall) aufgeteilt und mit je 15 ml Trissggigtem Phenol (pH 8,0) versetzt, vorsichtig cemi
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und anschlieBend fir 20 min auf Eis inkubiert urabal gelegentlich leicht geschiittelt. Zur groben
Phasentrennung erfolgte anschlieBend eine Zerdtifug (5 min, 3000 g, 4 °C). Nach erneuter
Zentrifugation der Oberphase (10 min, 20.000 g;} 8er Uberstand mit 2,5 Vol. Ethanol versetzt tibdr
Nacht bei —20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation ¢hi, 20.000 g, 4 °C) wurde das Pellet in 25 mk83C
geldst, anschlieBend mit 2,5 ml 1xSSC (150 mM Na8ImM Na-Citrat; pH 7,0) sowie Ll RNaseA (10
mg/ml) versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. NaaschlieRender Phenol-Extraktion und Zentrifugaibh
min, 20.000 g, 4 °C) wurde der erhaltene Uberstait®,5 Vol. Ethanol versetzt und tiber Nacht bed 2
inkubiert. Das durch Zentrifugation (10 min, 20.af)@! °C) gewonnene Pellet wurde

nacheinander mit eiskalter 70, 80 und 90%iger (Etanol-Losung gewaschen und nach dem Trocknen in
20 ml 0,1xSSC aufgenommen. Nach Zusatz von 2,2 cetad-EDTA-L6sung (3 M Na-Acetat, pH 7,0; 1
mM EDTA) folgten eine Fallung mit 0,54 Vol. Isoprmol und eine Zentrifugation (30 min, 20.000 g, 20
°C). Das Pellet wurde erneut mit 70, 80 und 90%igér) Ethanol-Losung gewaschen und in 10 ml TE-
Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA) gelost.

2.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA

2.3.2.1. Minipraparation von Plasmid-DNA dtscoli (BIRNBOIM and DpLy 1979)

Das Zellsediment einer 3-5 ml Ubernachtkultur wumlel00 pl Losung 1 (25 mM Tris, pH 8,0; 50 mM

Glucose, 10 mM EDTA) vollstandig resuspendiert. énie3end erfolgte die Lyse der Zellen durch Zugabe
von 200 ul frisch hergestellter Lésung 2 (0,2 N IMaQ % (w/v) SDS) und mehrmaligem Invertieren. Nach
einer 5-mindtigen Inkubation erfolgte das Neutiatisn durch Zugabe von 150 ul eiskalter Lésung $1(3

K-Acetat; 2 M Essigsaure), vorsichtiges Mischen @8-mindtigem Inkubieren der Probe auf Eis. Nach
Zentrifugation (10 min, 10.000 g) wurden dem so gemenen Uberstand 5 pl RNaseA-Stammldsung (10
mg/ml) zugegeben. Es folgte eine Inkubation vonniib bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden eine
Phenol/Chloroform-Extraktion (2.3.2.) und eine Isgganolfallung (2.3.4.) durchgefuhrt. Das erhaltene

Pellet wurde getrocknet und in 30-50 Q45 aufgenommen.

2.3.2.2. Plasmidisolation mit dem QIApfegpin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

Zur Gewinnung qualitativ hochwertiger Plasmid-DNi# Sequenzierungen und Klonierungen wurden 5 ml

(fur high-copyPlasmide) bzw. 10-15 ml (filow copyPlasmide) einer Ubernachtkultur entsprechend den

Anweisungen des Herstellers aufgearbeitet.
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2.3.2.3. Plasmid Midipraparation

Um gréRere Mengen qualitativ hochwertiger PlasmidaDzu gewinnen, wurde de@iagerf Plasmid Midi
Kit® (Qiagen, Hilden) eingesetzt, wobei eine leicht ifiwidrte VVorschrift des Herstellers zum Einsatarka
Dabei wurden der dreifachen Menge des empfohlendtuiolumens jeweils die dreifache Menge der
Puffer P1, P2 und P3 zugesetzt. Die Saule wurdeifjgwnit einem Drittel des Uberstandes beladenhnac

Vorschrift gewaschen, eluiert und stets neu aquglib

2.3.3. Isolierung von RNA

Die RNA-Isolierung au€. acidaminophilunerfolgte mit Hilfe des 'RNeaSyMini Kit* (Qiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers aus einer 10 ml Kulieiche in der logarithmischen Wachstumsphase
geerntet wurde. Hierbei erfolgte nach der RNA-Préfien ein DNA-Verdau mit RNase freier DNase |
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach Angaben destiliézss.

2.4. Standardtechniken fur das Arbeiten mit Nukleirsauren

2.4.1. Behandlungen von Geraten und Losungen

Hitzestabile Lésungen und Gerate wurden vor demv@eden bei 121 °C fir 25 min autoklaviert.
Hitzelabile Lésungen wurden sterilfiltriert. GerAtie nicht autoklaviert werden konnten, wurden mit
70%igem (v/v) Ethanol benetzt oder abgeflammit.

Far Arbeiten mit RNA wurde g VOr dem Autoklavieren zunéchst mit 0,1 % (v/v) thidpyrocarbonat
(DEPC) versetzt, 12 h bei 37 °C inkubiert und ahsBend zweimal autoklaviert. DEPC inaktiviert REas
durch kovalente Modifikation EDORCSAK and EIRENBERG 1966) und zersetzt sich wé&hrend des
Autoklavierens zu COund Ethanol (KKIMAR and LNDBERG 1972). Nicht autoklavierbare GefaRe und

Gerate wurden nacheinander mit 3 % (v/yPklind DEPC behandeltem, @, ausgespdilt.

est.

2.4.2. Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung vonNukleinsauren

Zur Entfernung von Proteinen aus wassrigen DNA-bgsm wurde der Lésung 1 Vol
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) zugetetalgend wurde sorgféaltig gemischt und der Ansatz
fur 2 min bei 12.000 g zentrifugiert. Der wassrlgeerstand enthielt die gereinigte DNA. Um verbliete
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Phenolreste aus der LOsung zu entfernen, wurde 11 ®aoloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugesetzt,

grundlich gemischt und, wie oben beschrieben, dagtert.

2.4.3. Fallung von Nukleinséuren

Zur weiteren Aufreinigung und Konzentrierung wurddukleinsaure-haltige Losungen einer Ethanolfallung
unterzogen. Dazu wurden 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat aB) und 2-3 Vol. 96%iger (v/v) Ethanol zugesetzt.
Die Fallung der Nukleinsauren erfolgte bei —20 °feri Nacht bzw. bei —80 °C fir mind. 30 min.
AnschlieRend wurde bei 12.000 g und 4 °C fir 30 meintrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde ans8eliel

mit 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen und weiterei® bei 12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet
wurde nun mind. 10 min luftgetrocknet und anschdief in sterilem bDyes 0der TE-Puffer (2.3.1.)
aufgenommen. Fur die Aufarbeitung von Sequenzreagti wurde auf Raumtemperatur erwarmter Ethanol
verwendet. Die Zentrifugation erfolgte bei 25 °@iBer Isopropanolfallung wurden statt Ethanol \0¢l.

Isopropanol zugesetzt und, wie oben beschriebefahren, hierbei war keine Inkubation erforderlich.

2.4.4. Auftrennung von Nukleinsauren
2.4.4.1. Standard-Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die Auftrennung von DNA erfolgte nacha@BROOK et al., (1989) in 0,8-3%igen Agarosegelen in TAE-
Puffer (40 mM Tris/Acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA). DRroben wurden vor dem Lauf mit 0,2 Vol. Stopp-
Lésung (0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/wléhcyanol; 40 % (v/v) Glycerin) versetzt, und die
Auftrennung erfolgte bei 80 V in horizontalen Elelghoreskammern (Peglab, Erlangen). Anschlie3end
wurde das Gel 20-30 min in Ethidiumbromid (1 pgimH,Oges) inkubiert und folgend kurz mit Wasser
gespllt. Die Visualisierung der DNA erfolgte mitlidi eines Image Masters™ VDS (TFX-20.M, MWG-
Biotech, Ebersberg) dadurch konnte die DNA betetalmd fotografiert werden.

2.4.4.2. Denaturierende Agarose-GelelektrophoreseRNA

Die Auftrennung von RNA-Proben erfolgte unter demarenden Bedingungen in einem 3 % (v/v)
Formaldehyd enthaltenden Agarosegel (0,8-1%ig) @R8-Puffer (20 mM MOPS, pH 7,0; 5 mM Na-
Acetat). Vor dem Auftragen wurden die RNA-Proben invol. Probenpuffer (50 % Formamid [v/iw], 6 %
Formaldehyd [v/w], 1IXMOPS-Puffer, 0,1 % Bromphenalb[w/w] 10 % Glycerin [w/w]) versetzt, 10 min
bei 70 °C und anschlieend 5 min auf Eis inkubieieé Elektrophorese erfolgte bei 60 V in horizoatal

Kammern (Peglab, Erlangen) fir ca. 2 h.
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2.4.5. GroRenbestimmung von Nukleinsduren

Die anndhernde GrofRe linearer DNA- oder RNA-Fragmewurde durch direkten Vergleich mit
elektrophoretisch aufgetrennten Molekilen defigieBrofe (Marker) bestimmt. Zum Einsatz kamen dabei
folgende Standards (Werte jeweils auf 0,01 kb gaetin

A-DNA/Pst-verdaut:
14,06/11,50/5,08/4,75/451/2,84/23646/2,44/2,14/1,99/1,70/1,16/1,0810,0,51/0,47 /
0,45/0,34/0,26/0,25 kb

GeneRule! 1kb DNA LaddeMBI Fermentas, St. Leon-Rot):
10,00/8,00/6,00/5,00/4,00/3,50/3,06022,00/1,50/1,00/0,75/0,50/0,25 kb

GeneRule!" 100 bp DNA Ladder PlugvBI Fermentas, St. Leon-Rot):
3,00/2,00/1,50/1,20/1,03/0,90/0,80700,0,60/0,50/0,40/0,30/0,20/0,10 kb

GeneRule!" 100 bp DNA Ladde(MBI Fermentas, St. Leon-Rot):
1,03/0,90/0,80/0,70/0,60/0,50/0,4000,0,20/ 0,10 kb

2.4.6. Konzentrationsbetimmung von DNA und RNA

Die Konzentration von Nukleinsauren wurde photoiselr durch Messung der Absorption bei 260 nm
bestimmt (Gene Quant, Pharmacia, Freiberg; SpeR60,1 Carl Zeiss Technology, Jena). Bei einer

Absorption von 1 wurde von folgender Konzentrathmsgegangen AMBROOK et al.,1989):

doppelstrangige DNA 50 pg/ml
RNA 40 pg/ml
Oligonukleotide 31 pug/mi

Durch photometrische Messungen wurde aul3erdem aimh&it von Nukleinsduren bestimmt. Bei
proteinfreien DNA-LOsungen sollte das Verhaltnis ¥D,¢0 nmzu ODygo nmbei 1,8 liegen.
Weiterhin konnte die Konzentration von PlasmiderrodNA-Fragmenten im Agarosegel (s. 2.5.1.) durch

Vergleich der Bandenintensitdten mit DNA bekanntEopnzentration abgeschatzt werden. Als

™
Mengenstandard dienteas Control-DNA aus dem Autoread Sequencing Kit (Pharmacia, Freiburg) sowie
M13 DNA (Pharmacia, Freiburg).
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2.4.7. Reinigung von PCR-Produkten

Zur Entfernung von Primern, Salzen und Proteines &CR-Produkten wurden die Anséatze unter
Anwendung des QIAquiék PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach Angabeles Herstellers

aufgearbeitet.

2.4.8. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gxi

PCR-Produkte und Plasmide wurden mit Hilfe des Qi8ki’ Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach

Angaben des Herstellers aus Agarosegelen isoliert.

2.4.9. Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Die Spaltung von DNA erfolgte fur 2-3 h (analytiscVerdau von Plasmid-DNA) bzw. Giber Nacht (Verdau
von Vektoren, PCR-Fragmenten, chromosomaler DNAgbelaut Anbieter optimalen Reaktionstemperatur
des jeweiligen Restriktionsenzyms. Nach erfolgtezalRion wurden diese, sofern mdglich, mittels
Hitzedenaturierung (20 min, 65 °C) inaktiviert uhdder einer Reinigung wie unter 2.4.7. beschrieben

unterzogen.

2.4.10. Dephosphorylierung von DNA

Zur Vermeidung der Selbstligation linearisierterkite-DNA erfolgte nach Abschluss der DNA-Spaltung
eine Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase Kélberdarm (CIAP, Promega, Mannheim). Dazu
wurde dem Restriktionsansatz 1 U Enzym zugegebenamschlieRend 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach

erfolgte die Inaktivierung des Enzyms durch 20-rtigreiinkubation bei 65 °C.

2.4.11 Ligation von DNA-Fragmenten

Zunachst wurden Vektor und Fragmente im Verhalimés(insges. 16 pl) 10 min bei 45 °C zur Freilegung
der kohasiven Enden inkubiert und anschliel3endtsatd Eis abgekuihlt. Daraufhin erfolgte die Zugaba

2 pl 10 x Ligationspuffer und 2 U T4-Ligase (Rodbegnostics, Mannheim). Der Reaktionsansatz wurde
bei 16 °C uber Nacht inkubiert.
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2.4.12. Mikrodialyse von DNA-L6sungen (MRUSYK and SERGEANT 1980)

Die Mikrodialyse diente zur Entsalzung von DNA-Lagen, speziell von Ligationsanséatzen, die zur
Elektroporation eingesetzt werden sollten. Dazudesteriles BHDyes. in €ine sterile Petrischale geflllt und
der Membranfilter (PorengréfRe 0,0g@8, Millipore GmbH, Eschborn) mit der glanzendent&eiach oben
auf die Flussigkeitsoberflache gelegt. AnschlieBemgrde die zu entsalzende DNA-Probe auf den

Membranfilter pipettiert und nach 30 min wieder abgmmen.

2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.5.1. Standard-PCR

Es kamen je nach Verwendung des zu amplifiziered@€R-Produktes verschiedene Polymerasen zum
Einsatz. TagDNA-Polymerase (Promega, Mannheim) wurde fir aisdile Zwecke eingesetzt, wahrend
Amplifikate, die zur Klonierung genutzt werden saf, mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
(NEB, Frankfurt), welche eine-8 -Exonuklease-Aktivitatfroofreading besitzt, synthetisiert wurden. Die
Reaktion erfolgte in einem TRIO-Thermocycler (Bidrae Goéttingen). Im Folgenden ist die

Zusammensetzung fir einen Standardansatz aufgefuhrt

Tab. 5: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Komponenten Ansatz mifTag-DNA- Ansatz mit Phusion™ High-
Polymerase Fidelity DNA Polymerase
Primer 30 pmol 15  pmol
dNTP’s 0,2 mM 0,1 mM
Puffer 1 X 1 X
Polymerase 1 U 1 U
templateDNA 50 ng 50 ng
Reaktionsvolumeri 100 pl 50

Die PCR-Ansatze wurden mit 60 pl Mineraldl als Mergtungsschutz tberschichtet und eine PCR mit

folgendem Programm durchgefihrt:

TagDNA-Polymerase: Denaturierung: 520 95°C
Denaturierung: 30s; 95 9C
Annealing: 30s; 47-68°G 34 x

Extension: 30 s-270 s; °C2
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Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase: Denatruiey: 30 s; 98 °C
Denaturierung: 10 s; 98 °
Annealing: 30s; 47-68 °C>10x
Extension: 30s-270s; °C2
Denaturierung: 10 s; 98 °
Annealing: 30s; 55-68 °C>24 x
Extension: 30s-270s; °C2
Extension: 420s; 72°C

Die Extensionszeit richtete sich nach der GrélRezdegrwartenden Produkte, je 1 kb wurden flr Thet
DNA-Polymerase etwa 60 s und fiir die Phusion™ Higlelity DNA Polymerase ca. 30 s kalkuliert. Die
Annealingtemperatur wurde in der Regel so gewalbllhiss sie mindestens 5-10 °C unter der

Schmelztemperatur der Primer lag, wobei jeweilsggemgere Wert maf3gebend war.

Die Berechnung der Schmelztemperatur erfolgte dabeh folgender Formel ERTRAM and GASSEN
1991):

Tm = 2 °C x Anzahl der A/T-Paare + 4 °C x Anzabf /C-Paare

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Rirmmvitrogene (Karlsruhe) bzw. Metabion
(Martinsried) bezogen und sind in der Tabelle 145(s163, Anhang A.l.) aufgefiihrt. Firimer-extinsion

Experimente wurden HPLC gereinigte, FAM-markierteg@nukleotide verwendet.

2.5.2. Identifikation unbekannter Genomabschnitte niitels Vektorette-PCR (RILEY et al.,1990)

2,5 ng chromosomale DNA vda acidaminophilunwurden mit den Restriktionsendonucleasen Dral ] Nae
Nrul, Smal und Sspl in einem Gesamtvolumen von R@ojistandig geschnitten. Anschlie3end erfolgte di
Ligation mit 1 pl der so genanntéabbleDNA bei 16 °C tber Nacht in einem Endvolumen vonud (1 x
Reaktionspuffer, 2 U T4-DNA-Ligase, 5 % PEG-400Djese Ligationsansatze konnten direkt telsplate

fur PCR-Reaktionen (2.5.1.; Tab. 5) eingesetzt errddierzu wurden jeweils ein spezifischer Primeas a
dem bereits bekannten Genabschnitt und der Prinve(sUS. 163, Anhang A.l.), welcher imissmatch
Bereich debubbleDNA bindet, zur Amplifikation verwendet.

Zur Herstellung debubbleDNA wurden je 500 uM der Oligonukleotide ABPFW uABPRYV (s. S. 163,
Anhang A.l.) in einem Endvolumen von 84 ul fir 1ohrbei 65 °C inkubiert, nach Zugabe von 6 ul MgCl
(25 mM) erfolgte eine langsame Abkihlung des AresaRT), welcher anschlie3end bei —20 °C gelagert

werden konnte.
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2.6. Herstellung und Selektion rekombinantelE. coli-Klone

2.6.1. Transformation durch Elektroporation (DOWER et al.,1988)
2.6.1.1. Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 200 niéldeves LB-Medium 1%ig mit einer Uber Nacht
gewachsenen Vorkultur beimpft und bei 37 °C bisemer OLRQy von 0,5-0,8 schittelnd kultiviert. Die
Zellen wurde 15 min auf Eis abgekihlt und anschkelnel3zentrifugiert (20 min, 4.500 g, 4 °C). Das é&ell
wurde zweimal mit je 200 ml eiskaltem®i dest. und einmal mit 30 ml 10%igem (v/v) Glycegewaschen,
anschlie3end mit 0,5-0,7 ml 10%igem (v/v) Glycemsuspendiert und in 4fl-Aliquots aufgeteilt. Die

Lagerung der kompetenten Zellen erfolgte bei —80 °C

2.6.1.2. Ubertragung von DNA . coli durch Elektroporation

Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene PulsefBioRad, Minchen). 40 ul der elektrokompetenten
Zellen wurden auf Eis aufgetaut, 5-10 ul eines tidgesansatzes oder 2 ul einer Plasmid-Miniprep(Q(1:5
verdiinnt) mit diesen Zellen gemischt und nach 1dtiger Inkubation auf Eis in eine vorgekuhlte, gter
Elektroporationsklvette (0,2 cm Elektrodenabstditmgrfihrt. Nach 30 s Inkubation auf Eis erfolgte di
Elektroporation bei 25 pF und einer Feldstarke ¥215 kV/cm. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde
der Ansatz 45-60 min bei 37 °C inkubiert und 50-P0@lieses Ansatzes auf Selektivmedium ausgestriche
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.7. Hybridisierung von Nukleinsduren

2.7.1 Herstellung von DIG-markierten Sonden

Die Markierung von PCR-Fragmenten erfolgte mit dédG DNA Labeling Kit(Roche Diagnostics,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers mit Digaxigd 1dUTP.
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2.7.2. DNA-Hybridisierung (SOUTHERN 1975)

Zunachst wurde die DNA in einem Agarosegel eleltoyptisch aufgetrennt, dann mit Ethidiumbromid
gefarbt und fotografiert. Um den Transfer grolRer ARragmente zu erleichtern, wurde zuvor eine
Depurinierung der DNA durch 20-mindtige Inkubation0,25 N HCI durchgefihrt. AnschlieRend erfolgte
die Denaturierung der doppelstrangigen DNA durchm2®itige Inkubation in Denaturierungsldésung (0,5 M
NaOH; 1,5 M NaCl), an die sich eine 20-minutigedbétion in Neutralisierungslosung (1 M Tris/HCI, pH
7,5; 1,5 M NaCl) anschloss. Danach wurde das GellOrSSC (2.3.1.) getrankt. Der Transfer der
Nukleinsauren erfolgte mit Hilfe einer Vakuumblopgaratur (Appligene-Oncor, Heidelberg) fir 3 h bei
mbar mit 10xSSC auf eine ebenfalls in Transferpuffetrankte, ungeladene Nylonmembran (porablot
NYamp, Macherey und Nagel, Diren). Die Membran kerdirekt fur die Hybridisierung verwendet oder
getrocknet und bei Raumtemperatur aufbewahrt werden

Prahybridisierung X 2 h) und Hybridisierung (i. Nacht; 049 DNA-Sonde) erfolgten in Standard-
Hybridisierungspuffer (5xSSC; 1 % Blocking ReagéRoche Diagnostics, Mannheim); 0,1 % (v/v) N-
Laurylsarcosin; 0,02 % (w/v) SDS) in einem Hybridisngsofen (OV4, Biometra, Goéttingen). Fir
homologe DNA-Sonden wurde eine Hybridisierungstemajpe von 50-68 °C gewabhilt.

Nach Abschluss der Hybridisierung wurde die Memb2aB min bei Raumtemperatur in 2xSSC; 0,1 %
(w/v) SDS und 2x15 min bei Hybridisierungstemperatu 0,1xSSC; 0,1 % (w/v) SDS gewaschen. Die
anschlielende Detektion erfolgte mit dem 'DIG Luesicent Detection Kit' (Roche Diagnostics) nach den
Angaben des Herstellers. Das Ergebnis wurde awneitumi-Film Chemiluminescent Detection Film’

(Roche Diagnostics) festgehalten.

2.7.4. Dot-Blot-Hybridisierung

Ca. 100 ng der rekombinanten Plasmide wurden 10 bwin65 °C denaturiert und anschlieRend unter
Verwendung einer Dot-Blot-Apparatur (Biorad, Mincheauf eine zuvor mit 15xSSC (2.3.1.) aquilibrierte
ungeladene Nylonmembran (porablot NYamp, Macherey Magel) transferiert. Nach erfolgtem Transfer
wurden alle Kavitaten der Apparatur zweimal miL§d pl 15xSSC gespllt. Die Fixierung der DNA erfelg

durch 2-minatige UV-Bestrahlung (Transilluminatde-20M, Vilber Lourmat, Marne la Vallée/Frankreich).

2.7.5 Kolonie-Hybridisierung

Die Kolonie-Hybridisierung erfolgte auf ungeladendglonmembranen (porablot Nyamp). Diese wurden

auf Agar-Platten aufgelegt, mit rekombinan&ncolirKlonen beimpft und bei 37 °C tber Nacht inkubiert.

Mit den Bakterienkolonien nach oben wurden die Meanbn anschlieRend wie folgt auf LOsungs-
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getrankten Filterpapierstapeln inkubiert: 5 min Bemierungslosung (0,5 M NaOH; 1,5 M NacCl; 0,1 %
(w/v) SDS), 5 min Neutralisierungslosung (1 M TH&A, pH 7,5; 1,5 M NaCl) und 2 min 2xSSC. Danach
wurde die DNA durch 2-minttige UV-Bestrahlung fistieZur Entfernung von Zellresten erfolgte zusétzli
eine 30-mindtige Behandlung der Membranpreywashing bei 50 °C in 5xSSC; 0,5 % (w/v) SDS; 1 mM
EDTA. Alle weiteren Arbeitsschritte (Prahybridisieilg, Hybridisierung, Waschen und Detektion) wurden
analog zur DNA-Hybridisierung (2.7.2.) durchgefihrt

2.8. Methoden zur DNA-Analyse

2.8.1. DNA-Sequenzierung am ABI377-Sequenzer

Sequenzreaktionen mit dem *’dRhodamine TerminataeCg$equencing Ready Reaction ' KRE Applied
Biosystems, Langen) wurden nach den AnweisungenHggstellers im TRIO-Thermoblock (Biometra,
Gottingen) durchgefuhrt. Die Analyse wurde mit Hiles automatisierten Laser-Fluoreszenz-Sequereiere

ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Langen) von FtAULINDENSTRAUR durchgefuhrt.

2.8.2. Auswertung von Sequenzdaten

Die ermittelten Sequenzdaten wurden mit den Commpraggrammen DNASIS (Version 5.00), Clone4
(Clone Manager-Version 4.0 und 4.1, Scientific &Edtional Software, Durham/NC, USA) ausgewertet.

Mit Hilfe der Programme FASTA RsoNand LPMAN 1988) und dem Algorithmus BLASDdsic local
alignment search top(ALTSCHUL et al.,1990; A TScHUL et al.,1997)wurden Uber dasNational Center

for Biotechnological Informatioh (http://www.ncbi.nim.nih.gov) die in den Datenlk&am EMBL und
SwissProt gespeicherten DNA- bzw. Proteinsequemagnden Nukleinsaure- bzw. daraus abgeleiteten
Aminosauresequenzen klonierter DNA-Fragmente vehigh.

Das Programm MFOLD (MrHEWS 2006; MATHEWS and TURNER 2006; http://mfold.burnet.edu.au/)
diente zur Analyse von RNA-Sekundarstrukturen, velsich aus der vorliegenden DNA-Sequenz ergaben.
Vollstandige Sequenzvergleiche und multiple Aligmtse von Proteinen wurden mit dem Programm
CLUSTAL W (1.74, Matrix blossurti (THOMPSONet al.,1997) iiber das European Bioinformatics Institute
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) durchgbft. Paarweise Sequenzvergleiche wurden mit dem
Programm LALIGN (http://www.ch.embnet.org/softwadr8LIGN_form.html) durchgefihrt (HANG and
MILLER 1991). Die Bestimmung physikalischer Daten der ribsteten Proteine anhand der
Aminosauresequenz erfolgte mit Hilfe von Programmedes Institutes fir Bioinformatik, Genf

(http://lwww.expasy.org).
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2.9. Methoden zur RNA-Analyse

2.9.1. Reverse Transkription (RT-PCR)

Der Nachweis von Transkripten erfolgte durch Reweifranskription der mRNA in cDNA und
anschlieRende Amplifikation des DNA-FragmentesetatPCR. Die Reverse Transkription erfolgte mit dem
‘RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis 'KiEermentas, St. Leon-Rot) nach Vorgaben des
Herstellers. Es wurden 0,5-5 g DNA-freie Gesami®Rh die Reaktion eingesetzt. Als Kontrollen der-RT
Ansatze diente RNA, die nicht in cDNA umgeschriebsarde, sowie chromosomale DNA als

acidaminophilum

2.9.2 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes miels primer extension

1-5 png Gesamt-RNA au&. acidaminophilumwurden mit 2 pmol eines 6-FAM-markierten Primeec
Angaben des Herstellers mit deRevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis KiMBI Fermentas)

in cDNA umgeschrieben. Die Lange der erhaltenen ABixagmente wurde mit Hilfe des internen
GeneScan-500 (ROX) GroRRenstandards (PE AppliedyBiesis, Langen) bestimmt, welcher den Anséatzen
beigefuigt wurde. Die Auswertung der Fragmentanakdelgte mit der GENESCAN2.1-Software. Die

Fragmentlangen-Analyse wurde von der Firma SedHiltingen) ibernommen.

2.10. Proteinchemische Methoden

2.10.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (RADFORD 1976)

20 pl Proteinprobe wurden mit 1 mRBDFORD-Reagenz (0,007 % (w/v) Serva Blau G-250; 5 % (v/v)
Ethanol; 8,5 % (v/v) EPO,) gemischt und 10 min bei RT inkubiert. Anschlie@evurde die Absorption bei

595 nm mit einem Spekol 1200 (Carl-Zeiss-Technolodgna) in Plastik-Klvetten vermessen. Mit
Rinderserum-Albumin (BSA) wurde eine EichgeradeKomzentrationsbereich von 1-10 pg / 20 ul Probe

erstellt.
2.10.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophagse (LAEMMLI 1970)

Die visuelle Analyse der Proteine erfolgte in 10528igen SDS-PolyacrylamidgelenAgEMmLI 1970) in
vertikalen Minigel-Apparaturen (Biometra, Géttingedorw. HOEFFER SE 200 Mighty Small-Apparatur
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(GE Healthcare, Miunchen). Nach Angaben des Hegstelvurden Sammelgel (5 % (w/v) Acrylamid
(37,5:1); 125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1 % (w/v) SD&)d Trenngel (10-17,5 % (w/v) Acrylamid (37,5:1);
376 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS) vorbesgjtdie Proben mit 0,5 Vol. 5xSDS-Probenpuffer (315
mM Tris/HCI, pH 6,8; 10 % (w/v) SDS; 50 % Glycerif;05 % (w/v) Bromphenolblau; 25 % (v/{}
Mercaptoethanol) versetzt und nach Denaturierufgngih, 95 °C) bei 25 mA in SDS-Laufpuffer (25 mM
Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS) aufgetrennt.

Als GrofRenstandard diente PageRuler™ UnstaineaiRrbadder (200, 150, 120, 100, 85, 70, 60, 50, 40,
30, 25, 20, 15, 10 kDa; MBI Fermentas).

2.10.3. Denaturierende Tris-Tricine-Polyacrylamid-Glelektrophorese (8HAGGER 2006)

Die Auftrennung von kleinen Proteinen erfolgte i@%igen SDS-Polyacrylamidgelen nacltH3GGER
(2006). Das Sammelgel (4 % (w/v) Acrylamid (29:Gglpuffer (1M Tris/HCI; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,45)
und das Trenngel (10 % (w/v) Acrylamid (29:1), Gefpr (1M Tris/HCI; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,45) und
10 % Glycerin (v/v) wurden entsprechend vorbereiteti die Proben wie unter 2.10.2. bearbeitet. Die
Auftrennung erfolgte in Anodenpuffer (0,2 M Tris/H@H 8,9) und Kathodenpuffer (0,1 M Tris/HCI; GyL
Tricin; 0,1 % SDS (w/v); pH 8,25) bei 25 mA.

2.10.4. Coomassie-Féarbung von Proteinen

Zur Anfarbung der aufgetrennten Proteine wurdenSixS-Polyacrylamid-Gele 30-60 min in Coomassie-
Farbelbsung (0,2 % (w/v) Serva Blau R250; 0,05 %) 8erva Blau G250; 42,5 % (v/v) Ethanol; 5 % Jv/v

Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure inkubiert und afie@end innerhalb von 1-2 h durch einen schnellen
Entfarber (40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essig&lbzw. Uber Nacht mit einem langsamen EntfarBer (

% (v/v) Essigsaure) entfarbt.

2.10.5 Trocknung von Protein-Gelen

Die Gele wurden zun&chst 10 min in Trockenl6surg%e(v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure; 3 % Jviv
Glycerin) inkubiert und anschliel3en luftblasenfreiischen zwei Zellophan-Folien (Biometra, Géttingen
welche zuvor ebenfalls in dieser LOsung inkubiedrden, gespannt und fir mindestens zwei Tage

getrocknet.
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2.10.6. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen nd Western-Blot Analyse

Nach elektrophoretischer Auftrennung von Proteinemden diese mit Hilfe einer Fastblot B34-Apparatur
(Biometra) auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-#mbran (Pierce, Rockford/IL, USA) transferiert. Nac
Beenden der Elektrophorese wurden die Gele zundéhstin in Transferpuffer (50 mM Na-Borat pH 9,0;
10 % (v/v) Methanol) inkubiert und die auf Gelgréfieechtgeschnittene Membran nacheinander je irmin
Methanol, Wasser und Transferpuffer geschwenkt.chAles3end wurde von der Anode aus folgende
Schichtung luftblasenfrei vorgenommen: drei Lageansferpuffer-getranktes Whatman-Papier (Schleicher
& Schull, Dassel), PYDF-Membran, Polyacrylamidgiki Lagen getranktes Whatman-Papier. Der Transfer
erfolgte fiir 60 min bei 4 °C und 1,2 mA pro TMembranflache. Als GréRenstandard diente PageRuler™
Prestained Protein Ladder (170, 130, 100, 70,8533, 25, 15, 10 kDa; MBI Fermentas).

2.10.6.1. Nachweis voBtreptad’® ll-Fusionsproteinen

Der Nachweis voistreptad® ll-Fusionsproteinen erfolgte mit Hilfe d&greptag® HRP Detection Kit (IBA,

Géttingen) nach Angaben des Herstellers.

2.10.7. Heterologe Synthese von Proteinen mit HildesStreptag® lI-Expressionssystems

Die Uberproduktion und Reinigung rekombinanter @ra¢ alsStreptad® II-Fuionen erfolgte mit Hilfe der
Vektoren pASK-IBA3 und pASK-IBAS5 (IBA, Gottingenpsvie der Stamme. coli BL21(DE3)-CodonPlus-
RIL undE. coliBL21(DE3).

2.10.7.1. Kultivierung, Induktion der Proteinsyrdbaund Ernte der Zellen

Je 11 LB-Medium (mit Ampicillin und Chloramphenigavurde mit einer Start-Ofgonmvon 0,1 (Inokulation
durch eine Uber Nacht gewachsene Vorkultur) scinidtteei 37 °C bis zum Erreichen einer E§»von 0,5
inkubiert. Nach einer 3-stiindigen Induktion dest-Promotors mit Anhydrotetracyclin (0,2 pg/mi
Endkonzentration) wurden die Zellen 15 min auf Bigekihlt und anschlielBend durch Zentrifugation
pelletiert (30 min, 5.000 g, 4 °C). Die geernteXetien wurden bei —80 °C gelagert.

2.10.7.2rapid screening/on Expressionskulturen

Das Zellpellet von 1 ml Kultur wurde in Pufferw @M Tris/HCI, pH 8; 2 mM EDTA) resuspendiert (0,1
Vol. der OQyonn). 8 I des Zell-Lysates wurden mit Probenpuffed@2.) versehen und 10 min bei 96 °C
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inkubiert. Anschliel3end wurden die Proteine durBisS$olyacrylamid-Gelelektrophorese (2.10.2.) sephri
und durch Coomassie-Farbung (2.10.4.) sichtbar getma

2.10.7.3. Zellaufschluss und Gewinnung des Rohletesa

Die pelletierten Zellen von 1 | Kultur wurden in bl Pufferw (2.10.7.2.) resuspendiert und nach Bega
von 1 mg/ml Lysozym, 0,1 uM PMSF und 5 ug/ml DNasi®Ige eine 30-mindtige Inkubation bei 37 °C.
Der Zellen wurden mittels zwei Passagen durch dinench-Presse (20K-Zelle, SLM Instruments,
Rochester/NY, USA) bei 1260 psi aufgeschlossenhNamabe von Avidin (25 mg/ml) zur Maskierung von
Biotin, welches ansonsten irreversibel an das A#fiematerial bindet, folgte eine 30-minltige In&tibn
auf Eis. Die unléslichen Komponenten wurden durehtéfugation (30 min, 19.000 g, 4 °C) abgetreleat,

Uberstand (Rohextrakt) wurde auf Eis gelagert.

2.10.7.4. Affinitatschromatographie an StrepTa&epharose

Die Reinigung deBtreptad’ ll-Fusionsproteine erfolgte an StrepTactin-Septafdsml Saulen-Volumen in
Polypropylen-Saulen; Qiagen, Hilden). Nach dem Aoiéren der Saulenmatrix mit 5 ml Pufferw
(2.10.7.2.) erfolgten die Auftragung des Rohexeakind das Entfernen der ungebundenen Proteind durc
Waschen mit 5x1 ml PufferW. Die gebundenen Proteinslen mit 5x0,5 ml PufferE (PufferW mit 2,5 mM
a-Desthiobiotin (Sigma, Taufkirchen) eluiert. DieuBgnmatrix wurde durch Zugabe von 3x5 ml PufferR
(Pufferv. mit 1 mM HABA, Sigma, Taufkirchen) und ahfieBendes Waschen mit 2x4 ml Pufferw

regeneriert und konnte so 3-5-mal wiederverwendasten.

2.11. Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.11.1. Thioredoxin-System-Test mit DTT und NADP (MYER et al.,1991), mod.

Die Messung erfolgte anaerob in mit NaturkautscBakten (Sigma-Taufkirchen) verschlossenen
Halbmikro-Glaskivetten. Die Extinktionséanderung 0 nm wurde mit einem Spektrophotometer (Uvikon
630, Kontron Instruments, Mailand/Italien) verfolgtierzu wurde der Puffer zundchst 5 min mit Stioks
begast, der Ansatz anschlieRend nach Zugabe vorP\NABioredoxin-Reduktase und DTT 5 min bei 30 °C
vorinkubiert und schlief3lich durch Thioredoxin getst.



2. Material & Methoden 34

Tris-HCI-Puffer (100 mM), pH 8,0 87l

Na-EDTA (10 mM) 20 ul
Thioredoxin-Reduktase (ais acidaminophilun) 10 pug
Thioredoxin (augk. acidaminophilumn) 5 ug
NADP (20 mM) 25 pl
DTT (0,5 M) 10 ul
ad. 1000 pl

2.11.2. Thioredoxin-System-Test mit NADPH und Lipoenid (MEYER et al.,1991), mod.

Dieser Test wurde analog zu 2.11.1 durchgefuhrichNaugabe von NADPH wurde eine eventuelle

Blindreaktion abgewartet und dann die Reaktionlnbamid gestartet.

Tris-HCI-Puffer (100 mM), pH 8,0 82l

Na-EDTA (10 mM) 20 ul
Na-Dithionit (25 mM) 10 pl
Thioredoxin-Reduktase (ais acidaminophilun) 10 pg
Thioredoxin (au€. acidaminophilun) 5 ug
NADPH (20 mM) 10 pl
Lipoamid (25 mM in DMSO [100 % v/v]) 60 pl

ad. 1000 ul

2.11.3 Test auf Diaphorase-Aktivitat nachkKLEIN and SAGERS (1967)

Dieser Test wurde analog zu 2.11.1 durchgefuhe. Réaktion wurde durch Zugabe von NADPH gestartet

und die Extinktionsédnderung bei 555 nm verfolgt.

KP-Puffer (100 mM, pH 7,8) 500
Benzylviologen (100 mM) 50 ul
Proteinprobe 5-100 g
NAD(P)H (20 mM) oder DTT (0,5 M) 25 pl bzw. 10pl

ad. 1000
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2.11.4 Glycin-Decarboxylase, lichtoptischer Test ma KLEIN and SAGERS (1967)

Dieser Test wurde anaerob (2.11.1.) durchgefihd daorch Zugabe von Glycin gestartet und die
Extinktionsanderung bei 365 nm verfolgt. Als Prataerden zum einen Rohextrakt v&n acidaminophilum
und zum anderen die Decarboxylase-Proteine P1nB2P4d (auk. acidaminophilumund Diaphorase (500

pa/ml; 5 U/mg; Sigma, Taufkirchen) eingesetzt.

KP-Puffer (100 mM, pH 8) 680 ul
DTE (100 mM) 50 ul
THF (50 mM in 0,01 N NaOH) 50 pl
NAD(P) (20 mM) 50 ul
Probe 75 ul
Pyridoxalphosphat (25 mM) 10 pl
Glycin (1 M; puriss.) 50 ul
ad. 1000 pl

Berechnung der spezifischen Aktivitaten

Nach Starten der jeweiligen Reaktionen wurden didaAgsgeschwindigkeiten der einsetzenden Reaktion

bestimmt.

Mit Hilfe der Extinktions&nderung wurde die Volunadativitdt der Probe berechnet.

AE/min-V T
A=00000000
des VP

A, = Volumenaktivitat [U/ml]

A E / min = Extinktionsanderung pro Minute
d = Schichtdicke [cm]

& = molarer Extinktionskoeffizient [M cm-1]
V ;= Volumen des Testansatzes [ml]

V .= Volumen der eingesetzten Probe [ml]

Die spezifische Aktivitat (U/mg) konnte anhand demittelten Proteinkonzentration (2.10.1) berechnet

werden.
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2.11.5. Bestimmung def-Galactosidase-Aktivitat (MILLER 1992), mod.

2.11.5.1. Zellanzucht

6 ml M9-Medium (2.2.2) mit Amp (100 pg/ml), Tet (1@/ml) und IPTG (1 mM) wurden mit ca. 500 pl
einer Vorkultur angeimpft (Start QE von 0,1 wurde eingestellt) und bis zum ErreichieereODsy,von 0,8
schittelnd bei 37 °C inkubieitach 5 minttigem Abkuhlen auf Eis erfolgte die Eritt je 1 ml Aliquots
durch Zentrifugation (5 min, 10.000 g). Die Lageyuter Zellpellets erfolgte bei -20 °C.

2.11.5.2. Aktivitatsbestimmung

Die Zellpellets von 1 ml Kulturvolumen wurden inBf! Puffer Z (60 mM N&PQ,; 40 mM NaHPQO, 10
mM KCI; 1 mM MgSQ) resuspendiert und mit 4 giMercaptoethanol und 10 min bei RT inkubiert. Nach
Zugabe von 80 pl Chloroform (100 % v/v) und 40 pd @ (w/v) SDS erfolgte nach 10 s Vortexen eine
weitere Inkubation fir 10 min bei RT. AnschlieRemgrden die Proben einer Zentrifugation unterzodeh (
min, 10.000 g). Je 65 pl des Uberstandes wurder8iitil Puffer Z gemischt und in die Kavitat einer
Microtiterplatte gegeben (nachrBITH and WOLF 2002, mod.). Die Reaktion wurde durch Zusatz vomub
Substratldsung (ONPG; 4 mg/5 ml) gestartet und Ekgnktionsanderung mit einem Microplate-Reader
(Model 3550, BioRad Miincheibei 415 nm aufgezeichnet.

Die Berechnung der Aktivitat erfolgte nach dieserriel:

AE
A=O0000O0O0O00O «1000
miRe - d

A = Volumenaktivitat [U/ml]

AE / min = Extinktionsanderung pro Minute

d = Schichtdicke [cm]

& = molarer Extinktionskoeffizient [M cm-1]

Eine internationale Enzymeinheit (U) entspricht ddmsatz von 1 pmol Substrat pro Minute. Die folgend

aufgefuhrten Extinktionskoeffizienten wurden verden

Benzylviologen: esss= 1,56 x 10M™* x cmi*
DTNB: €412= 1,36 x 16M* x cmi*
NAD(H): gae5= 3,3 x 1OM*x cm’
NADP(H,): gae5= 3,4 x 1OM*x cm’

ONP: €420= 3,31 x 1OM™* x cm?
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2.12. Gerate und Chemikalien

Neben den bereits in den vorausgehenden Kapitehdhemten Materialien fanden Gerate folgender

Hersteller Verwendung:

Abimed (Langenfeld): automatische Pipetten

A&D Company (Tokio/Japan): Feinwaagen FX-200, ERAS8
Beckman (Palo Alto/CA, USA): Ultrazentrifuge L8-60M
Bender & Hobein AG (Ismaning): Vortex Genie 2

Biometra (Gottingen): Power Pack P25
Eppendorf-Netheler-Hinz (Hamburg): TischzentriflgE5 C, Thermomixer 5436
Hamilton (Bonaduz/Schweiz): Mikroliterspritzen

Hermle Labortechnik (Wehingen): Zentrifuge Z 323 K

Hettich (Tuttlingen): Zentrifuge 30 RF

Julabo Labortechnik (Seelbach): Wasserbad UC-5B/5

Knick (Berlin): Mikroprozessor pH-Meter 761
Sorvall (Hanau): Zentrifuge RC 5BPIlus

Roth (Karlsruhe): Magnetrthrer R 1000

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nichteasdvermerkt, von den Firmen Difco (Detroit, USA),
Gerbu (Gaiberg), Gibco (Eggenstein), Merck (DaruitaPierce (Rockford, USA), Roche (Mannheim),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Tawtk&n) bezogen. Weiterhin wurden Chemikalien und

Enzyme folgender Firmen bzw. Anbieter eingesetzt:

Appligene-Oncor (Heidelberg): Lysozym, Ampicillin

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): Restriktionsenzym@&NA, dNTP’s

Messer Griesheim (Krefeld): Stickstoff (4.0), Wasseff (3.0), Formiergas
New England Biolabs (Frankfurt/Main): Restriktionggme

Roth (Karlsruhe) Lysozym, Ampicillin

Serva (Heidelberg): BSA, Pepton, Hefeextrakt
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3. Experimente und Ergebnisse

3.1. Glycin-, Sarcosin- und Betain-Reduktase-Gencdter in E. acidaminophilum

E. acidaminophilumkann Glycin und die Glycin-Derivate Sarcosin, @irgaCreatinin und Betain durch
einen als Sticklandreaktion (®KLAND 1934) bezeichneten Stoffwechselweg als Energied un
Kohlenstoffquelle nutzen (KMDEL et al.,1988). Wéahrend Glycin sowohl als Elektronen-AkpefGlycin-
Reduktase) als auch als Elektronen-Donor (Glycinddeoxylase) fungieren kann, ist nur eine Reduktion
von Sarcosin und Betain, katalysiert durch die &sinc bzw. Betain-Reduktase, moglichqiRMANN and
ANDREESEN1989), die in zwei der drei Proteinkomplexe Ubesgmmen (ADREESEN2004). Die Glycin-
Reduktase ist ebenso wie die Glycin-Decarboxylasa W#lultienzymkomplex, der aus dem
substratunspezifischem Selenoprotein A (GrdA)ERICHS et al., 1991), dem substratspezifischem
Selenoprotein B (GrdB und GrdE) ASNER et al.,1999) und dem substratunspezifischen Protein AQGr
und GrdD) (®HRADER and ANDREESEN 1992) besteht. Die Gene, welche fir die einzelnen
Proteinkomponenten der Glycin-, Sarcosin- und BeReduktase codieren, sind zusammen mit den Genen
der Komponenten des Thioredoxin-Systems und Gedienz. T. fur Aminosauretransporter codieren, in
Genclustern organisiert @NTzDORFFERet al.,2001; KOHLSTOCK et al.,2001; LUBBERS and ANDREESEN
1993; NNTAG 1998). Von einer Vielzahl dieser Gene sind im GanonE. acidaminophilunzwei leicht
unterschiedliche Kopien zu finden, u. a. \guB, trxB, trxA grdT und grdC. Von dem fir das Selenoprotein
A (GrdA) codierenden Gen scheinen sogar noch melpidf vorzuliegen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die im Genclusteorkommende dritte Kopie vagrdA vollstandig kloniert
und das Vorhandensein einer moglichen weiteren &epngrdE geklart werden. Der durchuRoLF (2003)
und STEINER (2004) identifizierte Gensatz VI sollte sowohl Ba als auch im 3Bereich vervollstandigt
werden.Downstreamder im Betain-Reduktase-spezifischen Gensatz ‘dKéalisierten zweiten Kopie von
grdC sollte eine mdgliche weitere Kopie vgrdD gesucht werden.

Leider ergab sich keine Zusammenarbeit mit einebotaorium, das vollstindige Genomsequenzierungen
durchfihrt.

3.1.1. Vollstandige Klonierung des Gencluster | deGlycin-Reduktase

Im Gencluster | der Glycin-Reduktase sind die GemdB;, trxB;, trxA;, grdA; sowie die fur die
Untereinheiten des Protein C codierenden Ggd€,; und grdD; lokalisiert (Abb. 4).Upstreamvon grdB;
befindet sich ein unvollstéandiger offener Leserahymdessen abgeleitete Aminosauresequenz signiéikant

Homologien zu dem auf diesem Gensatz lokalisiegtey aufweist. In Gencluster Il ist eine weitere Kopie
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von grdA zu finden, welcheipstreamvon grdE; und downstreamvon grdB; flankiert wird. Es konnte also

davon ausgegangen werden, dass auch in Genclabésel Genanordnung vorzufinden ist.

Ein Sequenzvergleich der bereits kloniert vorliedgm Kopien vorgrdA zeigte, dass alle drei Kopien auf
Nukleinsdureebene sehr &hnlich sind, weshalb duP€@R-Reaktionen und nicht mit Hilfe von

Hybridisierungstechniken nach fehlenden Genabgemiiizw. Genen gesucht werden sollte.

Gencluster | Glycin-Reduktase

‘grdA, grdB; tpri trxAlgrdél grdC, grdD, orfl

4_
Pr2

Gencluster Il
Y%rrx grrY grdE; grdA, grdB, gz,

— - E—

—>
Pr1

Abb. 4: Ubersicht iiber die im Glycin-Reduktase-spefischen Gencluster | und Il lokalisierten Gene
(KoHLsTOCK et al.,2001; LUBBERS and ANDREESEN 1993; NNTAG 1998).Dargestellt sind die im Gencluster | und
lll organisierten Gene sowie die Position der fig dmplifikation desupstreamBereichs vongrdB; verwendeten
Primer Prl_TrxBlEar und Pr2_GrdEEaf. Die dargestellGene codieren fur folgende ProteirggrdX GrdX
(hypothetisch),grdE_Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheit destdmoB der Glycin-ReduktasegrdA
Selenoprotein A der Glycin, Sarcosin und Betain{kease,grdB 47 kDa -Untereinheit des Protein B der Glycin-
Reduktase,trxB_Thioredoxin-ReduktasetrxA Thioredoxin grdC 57 kDa-Untereinheit des Protein C der Glycin,
Sarcosin und Betain-ReduktaggdD_ 48 kDa-Untereinheit des Protein C der Glycin, 8sirt und Betain-Reduktase,
orfl_hypothetisches Protein unbekannter Funktgm\V_hypothetisches Protein unbekannter FunktgmX RNA-
Methylase (hypothetischyyrrY, grrZ _hypothetische Proteine unbekannter Funktion

Da von einem hohen Grad der Ubereinstimmung destebemoglichengrdE-Gene ausgegangen wurde,
sollte mit einemforward-Primer, welcher am #nde vongrdE, bindet (GrdEEaf) und einemeversen
Primer, welcher am &Ende vontrxB, bindet (TrxB1Ear), der Bereichpstreamvon grdB, amplifiziert
werden (Abb. 4). Mit diesen Primern wurde durcheePCR-Reaktion an chromosomaler DNA vién
acidaminophilumein ca. 3,1 kb Fragment generiert, welches arefdblid in den Vektor pGem®-T Easy
kloniert und inE. coli XL1-Blue MRF" transformiert wurde. Dieses Hybrith&mid wurde mit pUsGrdB1
bezeichnet. Durch Sequenzierung dieses Plasmidedekder fehlende Bereich vgmndAg identifiziert und
upstreamdavon eine zweite Kopie vardE, welche mitgrdE; bezeichnet wurde, nachgewiesen werden (s.
S. 43, Abb. 7; Anhang A.lIl.). Fur das Genom JBnacidaminophilunwurden somit vier Kopien flgrdA
und zwei Kopien fugrdE beschrieben.

Durch Vektorette-PCR (EEY et al., 1990) mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase52.) an
chromosomaler DNA vork. acidaminophilummit den Primerpaaren usGrdE2/1 und UV (Anhang)A.l.
sowie usGrdE2/2 und UV sollte der Bereigbstreamvon grdE, identifiziert werden. Durch Sequenzierung
der mit diesen beiden Primerpaaren amplifizierteagfente (1 kb und 1,2 kb) konnte nur der Bereich

upstreanmvongrdg; (Gencluster 1) amplifiziert werden (s. S. 43, AlY; Anhang A.1V.).
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3.1.2. Vollstandige Klonierung des Gencluster VI deBetain-Reduktase

Der erst von RDOLF (2003) und $EINER (2004) identifizierte und mit Gencluster VI bezeiete Sarcosin-
spezifische Gensatz tragt eine weitere, die vikdpie vongrdA, eine zweite Kopie vogrdT (Gen eines
mutmaflichen Sarcosin-Transporters) sowie des @en EreatinasecteA) und den 3Bereich der zweiten
Kopie vongrdF (Abb. 5).

Gencluster IV Sarcosin-Reduktase

‘orfS orfR orfX grdG, grdF, orfY’
—>
Prl Gencluster VI
’grdF grdT, creA grdA,
— o -—y—— )
Pr2

Abb. 5: Ubersicht tber die im Glycin-Reduktase spefischen Gencluster IV und VI lokalisierten Gene.
Dargestellt sind die im Gencluster IV und VI orgaeiten Gene sowie die Position der fir die Amigdifion des
upstreamBereichs vorgrdF, verwendeten Primer Prl_GrdG1Eaf und Pr2_GrdT2Bardargestellten Gene codieren
fur folgende ProteineorfS_Zwei-Komponenten-Sensor-Histidin-KinasefR_NtrC-ahnlicher ResponseregulatorfX,
orfY_ hypothetische ProteingrdG_Proprotein der 22- und 25 kDa Untereinheit destatspezifischen Protein B der
Sarcosin-Reduktase, grdF 47 kDa-Untereinheit der Sarcosin-ReduktasgyrdT Glycin-Betain-Transporter,
creA CreatinasegrdA _Selenoprotein A der Glycin, Sarcosin und Betagthiktase.

Ausgehend davon, daspstreamvon grdF, eine mogliche weitere Kopie vagrdG zu finden ist, wurde
durch eine PCR-Reaktion mit einefarward Primer aus dem Bereich vongrdG, (Gencluster IV;
GrdG1Eaf) und einemmeversenPrimer aus dem Bereich vongrdT, (Gencluster VI; GrdT2Ear) ein
Fragment mit einer Grof3e von ca. 3,5 kb amplifizierelches folgend in den Vektor pGem®-T Easy
kloniert und inE. coli XL1-Blue MRF" transformiert und mit pUsGrdF2 bezeiet wurde. Auf diesem
Hybridplasmid lag jeweils eine zweite Kopie der &gndF und grdG vollstéandig kloniert vor. Das hier
beschriebene PCR-Produkt wurde anschlieBend noshmialPhusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
(2.5.1.) generiert und ebenfalls vollstandig segiexh(s. S. 43, Abb. 7; Anhang A.VIL.).

Der Genabschnitupstreamvon grdG, wurde durch Vektorette-PCR I(lRY et al., 1990) mit Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase (2.5.1.) an chromostend®NA von E. acidaminophilunmit den Primern
usGrdG2Eal und UV sowie usGrdG2Ea2 amplifiziere @nerierten PCR-Produkte mit Gré3en von 0,8 kb
und ca. 0,9 kb wurden vollstandig sequenziert uiededhaltenen Sequenzen verknipft. Dabei wurde der
Bereich upstreamgrdG, amplifiziert, jedoch konnte in einem 0,9 kb grof®asenbereich kein offener
Leserahmen identifiziert werden.

Somit sind im Genom voi. acidaminophilumauch zwei Kopien der GergrdG und grdF identifiziert
worden (s. S. 43, Abb. 7).

Auch derdownstreanBereichder sich auf dem Gencluster VI befindenden vieKepie vongrdA sollte
identifiziert werden. Durch eine PCR am Gesamtpdet Sau3A-Genbank vol. acidaminophilum
(POEHLEIN 2003) mit den Primern usGrdA3/2 konnte ein ca. KhB5PCR-Produkt amplifiziert werden,
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welches in den Vektor pGem®-T Easy kloniert undincoli XL1-Blue MRF" transformiert wurde. Durch
Sequenzierung des Plasmid-Inserts (pDsGrdA4) kodotenstreamvon grdA, ein putatives Gen einer
Adenine-spezifischen DNA-Methylase identifiziertgten (s. S. 43, Abb. 7; Anhang A.VIIl.). Es konnten
somit insgesamt vier Kopien des fur das Selenopréteder drei Reduktasen codierenden Gens im Genom

von E. acidaminophilunmachgewiesen werden.

3.1.3. Vollstandige Klonierung des Gencluster V/lter Betain-Reduktase

Durch die vollstandige Klonierung vogrdT; (STEINER 2004) konnten der von OBINTAG (1998)
identifizierte Gensatz V des Betain-spezifischemdebssters und der vonUBBERS (1993) identifizierte
Gensatz Il zu einem gemeinsamen Betain-spezifis¢bemcluster, folgend mit Gensatz V/II bezeichnet,
zusammengefasst werden (Abb. 6). Auf diesem Geteclugaren neben den GengrdH undgrdl, die fur
die Betain-spezifische Reduktase-Untereinheiteneced, wie schon erwahnt, die zweite Kopie \gydT,
ein fur einen Aminosauretransporter codierendes {gereils eine zweite Kopie der Gene des Thiorealoxi
Systems und eine zweite Kopie vgrdC lokalisiert. Es konnte auch hier davon ausgegamngsden, dass
downstreandieses Gens eine weitere Kopie \gydD zu finden ist.

Durch PCR an chromosomaler DNA vda acidaminophilummit einem im 3Bereich von grdT;
(Gencluster V/II) abgeleiteteforward Primer (GrdT1Eaf) und einem im-Bereich vorgrdD, (Gencluster I;
(Abb. 6) abgeleiteteneversePrimer (GrdD1Ear) konnte ein ca. 4,4 kb PCR-Produkplifiziert werden,
welches anschlieBend in den Vektor pGem®-T Easpiétg mit pDsGrdC2 bezeichnet und vollstandig

sequenziert wurde.

Gencluster | Glycin-Reduktase
grdE, grdAs grdB; trxBy,  trxA,grdA; grdC, grdD; orfl

Pr2
Gencluster V/II Betain-Reduktase

Idc grdR grdl grdH grdT, trxB,  trxA,  grdGC,

—>
Pr1

Abb. 6: Ubersicht tiber die im Glycin-Reduktase spefischen Gencluster | und Betain-Reduktase spezifidien
Gencluster V/1I lokalisierten Gene (KOHLSTOCK et al., 2001; LUBBERS and ANDREESEN 1993; SONNTAG 1998;
STEINER 2004). Dargestellt sind die im Gencluster | und V/II orggagrten Gene sowie die Position der fir die
Amplifikation des downstrearrBereichs vongrdC, verwendeten Primer Prl_GrdT1Eaf und Pr2_GrdDl1Eae.
dargestellten Gene codieren fir folgende ProtegngX GrdX (hypothetisch)grdE Proprotein der 25- und 22 kDa-
Untereinheit des Protein B der Glycin-ReduktageA Selenoprotein A der Glycin, Sarcosin und Betagthiktase,
grdB 47 kDa -Untereinheit des Protein B der Glycin-Redse, trxB_Thioredoxin-ReduktasetrxA Thioredoxin
grdC_57 kDa-Untereinheit des Protein C der Glycin, 8sirc und Betain-ReduktasgrdD_48 kDa-Untereinheit des
Protein C der Glycin, Sarcosin und Betain-Reduktasid_hypothetisches Protein unbekannter Funktida, Lysin-
DecarboxylasegrdR_Regulatorprotein (hypothetisctgrdl_48 kDa-Untereinheit des Protein B der Betain-Réalssk
grdH_45 kDa-Untereinheit des Protein B der Betain-RéasgkgrdT_Glycin-Betain-Transporter
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Dieses PCR-Produkt reprasentierte deBeeich vongrdT,, die vollstindigen Sequenzen der Geng,,
trxA, sowiegrdC, unddownstreandie Sequenz einer zweiten Kopie vgmaD. Diese PCR-Reaktion wurde
mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2.5.Wipderholt. Auch hier wurde ein ca. 4,4 kb Fragment
generiert, welches ebenfalls vollstandig sequengiarde (s. S. 43, Abb. 7; Anhang A.VL.). Somit kb@
gezeigt werden, dass auch die GardC und grdD in zweifacher Kopienzahl im Genom vda.
acidaminophilumvorzufinden sind. Auch der Genbereidbwnstreanmvon grdD, sollte im Rahmen dieser
Arbeit identifiziert werden. Durch Vektorette-PCRIEY et al.,1990) mit den Primern dsGrdD2EA1 und
dsGrdD2EA2jeweils in Kombination mit dem Primer UV sowie darCR mit diesen Primern und den
Vektor-spezifischen Primern UPRN sowie RPRN und d&samtplasmidpool der Sau3A-Genbank Eon
acidaminophilumals template konnten nur PCR-Produkte generiert werden, die 3i8ereich vongrdD,
und dendownstreangelegenemrfl (KOHLSTOCK 2001) reprasentieren. Da beide Kopien der GgdB zu
100 % identisch waren, konnten keigrelD,-spezifischen Primer generiert werden. Auch staseningder
Sau3A-Genbank vorke. acidaminophilummit den Primern GrdT1Eaf und GrdD1Ear erbrachteneke
Resultate. Die Sequenz des Genbereidwgnstream grdp bleibt also weiterhin unbekanriinzig die
Gene der beiden Untereinheiten der Betain-spehgisdReduktasegrdl und grdH, sind nach bisherigem

Wissensstand nur als singular vorkommende Genegno@ vorE. acidaminophilunvertreten.

3.1.4. Verkniipfung der Gencluster

Da nichts uber die Lokalisation der beschriebenendatze im Genom voB. acidaminophilumbekannt
war, sollte durch PCR-Reaktionen mit Cluster-spsdifen Primern versucht werden, eventuell einzelne
Gensatze zu verknipfen und somit die Sequenpstreamund downstreandieser zu identifizieren. Dazu
wurden jeweils im 3Bereich der Gene bzw. offenen Leserahmett,, grrX, orfS, grdG, sowieldc und im
5-Bereich vonorfU, grrZ, orfY, dadM sowie grdD2 jeweils zwei Primer abgeleitet. Die entsprechenden
Primer sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit hieht im Einzelnen aufgefiihrt, sondern nur der Tiabe
14 (s. S. 163, Anhang A.l.) zu entnehmen. Es wujderils zwei Primer im Abstand von ca. 100-150 bp
abgeleitet, um schon anhand der GroRRe der gemsriB€R-Fragmente auf eine spezifische Amplifikation
schlieRen zu kdnnen und somit eine Vorauswahleftetr.

Durch PCR-Reaktionen mit allen sich mit diesen Qiigkleotide ergebenden Primerpaarungen (144
Kombinationen) an chromosomaler DNA v&h acidaminophilumwurde eine Vielzahl an Fragmenten
amplifiziert. Bei einer Vielzahl der PCR-Reaktionamrden keine Produkte erhalten, bei anderen PCRs
hingegen wurden z. T. zwei bis funf Fragmente afizirt. Nur bei sehr wenigen PCR-Reaktionen wurden
nur ein bzw. zwei deutliche Fragmente generieg aischlieRend sequenziert wurden.

Durch die Primerpaare OrfREar und LdcEar, OrfSEat GrrZEafl sowie OrfREar und GrrYEar2 wurden
PCR-Produkte mit ungeféahren Grofien von 0,8 kbsaye 1,1 kb amplifiziert, die den-Bereich des von

SONNTAG (1998) beschriebenestfR und den 3Bereich vonorfS reprasentierten. Durch diese Amplifikate
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konnte die Sequenz desfS upstreamum 900 bp erweitert werden. Die abgeleitete Améwos-Sequenz
dieses orfS zeigte signifikante Homologien zu Zwei-Komponen&snsor-Histidin-Kinasen diverser
Organismen. Die Nukleotid- und daraus abgeleitetendséuresequenz sind im Anhang A.V. dargestellt.
Durch PCR-Reaktionen mit den Primern LdcEar2 und/Barl sowie GrrYEarl und dsGrdD2Ea2 konnten
Fragmente mit Gré3en von ca. 0,5 kb bzw. 1,2 kiegert werden. Diese PCR-Produkte reprasentieren d
5-Bereich des von SINTAG (1998) im Gencluster Il beschriebengmY und die vollstandige Sequenz des
ebenfalls von 8NNTAG (1998) beschriebenegrrX. Upstreamwar ein offener Leserahmen, welcher mit
grrW bezeichnet wurde, lokalisiert, dessen abgeleifgténosduresequenz Homologien zu nicht naher
klassifizierten hypothetischen Proteinen diversegaismen aufzeigte. Die Sequenz dieser PCR-Predukt
ist im Anhang A.IV. dargestellt, die Lage der bessbenen ORFs auf den fur Glycin-, Sarcosin- und

Betain-spezifischen Reduktase-Genclustern ist inildbng 7 dargestellt.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[ O S I B I I I I I I [

GenclusteIr | Glycin-Reduktase

'grdX grdE; grdA;  grdB; trxB;, trxAlgrdél grdC, grdD, orfl

Gencluster 111

‘grrw greX - grrY grdg; grdA, grdB, gnz,

—man)- -

Gencluster IV Sarcosin-Reduktase

‘orfS orfR orfX  grdG, grdF; _orfY’

)

Gencluster VI Creatin- / Sarcosin-Reduktase

grdG; grdF, grdT, creA grdA, dadM

— ) -y )

Gencluster V/II Betain-Reduktase

dc. grdR grdl grdH grdT, trxB, trxA,  grdGC, grdD,

) — ) —py- -

Abb. 7: Ubersicht tiber die Organisation der Glycin; Sarcosin- und Betain-Reduktase spezifischnen Genster
aus E. acidaminophilum Die Orientierung der Gene ist durch die Richtung Bfeile angegeben. Die dargestellten
Gene codieren fir folgende ProteigedX _GrdX (hypothetisch)grdE_Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheit des
Protein B der Glycin-ReduktasgrdA Selenoprotein A der Glycin, Sarcosin und BetagaibktasegrdB_47 kDa -
Untereinheit des Protein B der Glycin-Reduktas&B_Thioredoxin-ReduktasetrxA Thioredoxin grdC 57 kDa-
Untereinheit des Protein C der Glycin, Sarcosin Bethin-ReduktasegrdD_48 kDa-Untereinheit des Protein C der
Glycin, Sarcosin und Betain-Reduktaswfl hypothetisches Protein unbekannter FunktigmW _hypothetisches
Protein unbekannter FunktiogrrX RNA-Methylase (hypothetischyyrrY, grrZ hypothetische Proteine unbekannter
Funktion, orfS Zwei-Komponenten-Sensor-Histidin-KinaserfR_NtrC-ahnlicher ResponseregulatoosfX, orfY_
hypothetische ProteinggrdG_Proprotein der 22- und 25 kDa-Untereinheit destétmoB der Sarcosin-Reduktase,
grdF_47 kDa-Untereinheit der Sarcosin-Reduktage.T_Glycin-Betain-TransporteigreA CreatinasedadM_Adenin
spezifische DNA-Methylase,ldc_Lysin-Decarboxylase, grdR_Regulatorprotein  (hypothetisch)grdl_48 kDa-
Untereinheit des Protein B der Betain-Reduktgsati 45 kDa-Untereinheit des Protein B der Betain-Rémfss
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Mit den Primern GrrZEaf2 und usGrdE2/1 konnte ei@RFProdukt mit einer GroéfRe von ca. 1,1 kb
amplifiziert werden. Dieses PCR-Produkt reprasentien 5Bereich vongrdE, sowie einenupstream
gelegenen offenen Leserahmen, dessen abgeleiteileogdmresequenz starke Homologie zu demQir
sticklandii beschriebenen Protein GrdX KE&NTZDORFFER et al., 2001) aufwies (s. S. 43, Abb. 7; Anhang
A.lll.). Die Gene der Gencluster | und Il konntem jedoch nicht verkntpft werden.

Durch Sequenzierung ausgewahlter PCR-Produkte &ogaeteigt werden, dass sich keiner der bisher
beschriebenen Gencluster mit einem andern durde ditethode verknipfen liel3. Des Weiteren zeigte, sic
dass bei jeder PCR-Reaktion (deren Amplifikate segiert wurden) mind. einer der verwendeten Primer
unspezifisch gebunden hatte. Es wurden keine PORuRte amplifiziert, die gréRer als 2,5 kb waren.

Es ist davon auszugehen, dass die Gencluster nwfirkb voneinander entfernt auf dem Genom &on
acidaminophilumokalisiert sind und ein Bereich dieser GroR3e nadrch PCR-Reaktionen miitaggDNA-

Polymerase amplifiziert werden kann.

3.2. Das Glycin-Decarboxylase-Operon aus. acidaminophilum

3.2.1. Vollstandige Klonierung des Glycin-DecarboxXgse-Operons augk. acidaminophilum

Die Glycin-Decarboxylase ist ein meist aus vier téireen bestehender Multienzymkomplex. Die als
P1-Protein bezeichnete Komponente katalysiert zomsmammit dem P2, dem Elektronen-transferierenden
Protein, die Abspaltung von G@nd die Ubertragung der Aminomethylgruppe aufaieichst oxidierte
Liponséauregruppe des P2-Proteins. Die Aminomethgh3ferase, auch als P4-Protein bezeichnet, Gbertra
die G-Einheit der Aminomethylgruppe auf THF, es kommtdw&h zur Bildung von 5,10-
Methylentetrahydrofolat und der Freisetzung von ;NBie durch Reoxidation der Liponsduregruppe,
katalysiert durch das P3-Protein, die Dihydrolipahibehydrogenase, freiwerdenden Elektronen werden
meist auf NAD, z. T. aber auch auf NADRibertragen.

Basis der in der vorliegenden Arbeit dargelegtentetduchungen ist ein in der vorangegangenen
Diplomarbeit (PEHLEIN 2003) beschriebenes PCR-Produkt mit einer Grofde 4@ kb. Auf diesem
Fragment waren die GemgevP2(Elektronen-transferierendes Protein; P2-ProtegnyPk: (a-Untereinheit
des P1-Proteins) ungcvP) (B-Untereinheit des P1-Proteins) vollstandig, das Ges P4-ProteingcvP4
hingegen nur unvollstdndig lokalisiert. Die Gene EHermyl-THF-Synthetaset(f), des Selenoproteins PrpU
(prpV) und der 3Bereich des Gens fiir dgUntereinheit des P1-Proteingc¢P18) lagen auf den beiden
aus einer Sau3A-GenbankdBHLEIN 2003) vonE. acidaminophilunisolierten Plasmiden pAP2218 bzw.
pAP694 kloniert vor (s. S. 46, Abb. 8). Diese seGlese wiesen die gleiche Transkriptionsrichtung auf
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Die ersten Schritte weiterfuhrender Arbeiten wade vollstandige doppelstrangige Sequenzierungedies
PCR-Produktes durclprimer-walking und die vollstandige Klonierung des Gens der Ammathyl-
TransferasegcvP9.

Der Vergleich der bereits bekannten Sequenzgm#P4ausk. acidaminophilunmit Genen und Proteinen
anderer Organismen zeigte, dass noch ein ca. 20(bp5umfassender Bereich fehlte, um dieses Gen
vollstandig zu klonieren. Durch Southern-Hybridisiggen mit chromosomaler DNA auf.
acidaminophilumwurde gezeigt, daggvP4auf einem 1,3 kb Hindlll-Fragment lokalisiert w@aten nicht
gezeigt). Die entsprechende Schnittstelle im bemEtjuenzierten Genbereich befindet sich ca. 48(p0
downstreandes 5Endes vorgcvP4 Durch Klonierung dieses Fragmentes sollte deeiBbralso um ca.
800-850 bp erweitert und somit das Gen des P4-Rsotellstandig vorliegen.

Zur Erstellung der partiellen Hindlll-Genbank wurdbromosomale DNA vork. acidaminophilummit
Hindlll vollstandig verdaut, die Fragmente mit eirgré3e von ca. 1,3 kb wurden aus einem Agarosegel
eluiert und in mit ebenfalls Hindlll linearisiertgtJC18-Vektor ligiert und anschlieRendHln coli XL1-Blue
MRF transformiert. 1000 der resultierenden Klone wardef Nylonmembranen ausgestrichen und einer
Kolonie-Hybridisierung mit einer mit den Primernvge und gcvP4r (ca. 0,5 kb) amplifizierten, mit
Digoxigenin markierten Sonde unterzogen. Auf did&sise konnte kein Klon identifiziert werden, dende
gesuchten Genbereich reprasentierte. Durch PCRmarfidt die Klonierung der partiellen Hindlll-Genlkan
verwendeten Ligationsansatz mit den Primern Seqgdit UPRN konnte ein ca. 1,4 kb Fragment
amplifiziert werden, welches anschlieRend in dektdepGem®-T Easy kloniert und i. coli XL1-Blue
MRF transformiert wurde. Das durch Plasmidpréparatias den entstandenen Klonen isolierte Hybrid-
Plasmid wurde mit pUsP4H3 bezeichnet, der gesuBateich vongcvP4und die Regiorupstreamwaren
darauf lokalisiert. Durch Sequenzierung konnte fabtende Bereich degcvP4Gens (482 bp) identifiziert
werden. Das anhand der DNA-Sequenz abgeleitete Klalgiewicht des Proteins betrug 41,1 kDa (372
Aminosauren).

Durch Screening der bestehenden Sau3A-GenbankEvacidaminophilum(POEHLEIN 2003) sollte ein
noch groRerer Bereialpstreamvon gcvP4kloniert werden, der wieder einerf beinhaltete. Die 50, jeweils
96 Klone reprasentierenden Plasmidpools wurdermr EioeBlot-Hybridisierung und die 96 Klone der Psol
die die starksten Signale zeigten, einer Koloniditlisierung mit einer Digoxigenin markierten Sonde
(GevP4fl und GevP4r) unterzogen. Trotz deutlichign&e bei der Dot-Blot-Hybridisierung konnte durch
Kolonie-Hybridisierung und anschlieRender Sequennig einiger Klone kein Fragment isoliert werdeut, a
welchem der gesuchte Bereich lokalisiert war. InmiRan dieser Versuche wurde ein Plasmid isoliefft, au
dem u. a. der Bereich eines Gen einer Serin-Hydroxymethyltrarssfe lokalisiert war, diese wurde jedoch
nicht naher charakterisiert. Durch PCR mit den BrimUPRN und Seqg48r an den durch die Dot-Blot-
Hybridisierung detektierten Plasmidpools der Sa@@#bank vork. acidaminophilunkonnte ein ca. 1,6 kb
groRes Fragment amplifiziert werden, welches aiegbhd in den Vektor pGERT Easy kloniert und mit
pUsP4SA bezeichnet wurde. Durch Sequenzierungsirissmides konnigpstreamvon gcvP4das 3Ende

eines offenen Leserahmens identifiziert werden, seles abgeleitete Aminosduresequenz deutliche
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Homologien zu NLP/P60-Proteinen (Zellwand asso&ieReduktase mit SH3-Domane) diverser
Organismen zeigte (s. S. 46, Abb. 8). Durch VekterBCR (REY et al, 1990) an mit den
Restriktionsendonukleasen Dral, Smal, Sspl, NadIMrul geschnittener und mit deubbleDNA ligierter
chromosomaler DNA vonE. acidaminophilum(2.5.1.) mit den Primern VPusP41r und UV und
anschlieRender Klonierung der generierten Fragm@ngekb) in den Vektor pGetaT Easy (pUusP4VP)
konnte dieser Genbereich vollstandig kloniert wardépstreamwurde das 5Ende eines weiteren offenen
Leserahmens identifiziert, dessen abgeleitete Asdinesequenz Homologien zu 3-Oxoacyl-(Acyl-Carrier-
Protein)-Reduktasen (FabG) aus verschiedenen Grganiaufwies.

AbschlieBend wurde die Genregion, welche durch Rliasmide pUsP4H3, pUsP4SA und pUsP4VP
reprasentiert wird, durch Vektorette-PCRL{® et al.,1990) mit Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
(s. 0.) mit den Primerpaaren VPusP4rl und UV s&RasP4r2 und UV, und PCR an chromosomaler DNA
von E. acidaminophilummit den Primern SequsGcvP4f1 und 48r sowie Seque@2wnd 48r amplifiziert
und vollstandig sequenziert. Durch diesen Schuitter Fehler, die durch die Amplifikation miagDNA-
Polymerase auf Grund ihrer Fehlerrate (1 FehlercaufLlOOO bp) entstanden sein kdnnten, ausgesehloss
werden.

Die Gene des Glycin-Decarboxylase-OperawP4 gcvP2 gcvP Xk, gcvPP, thf undprpU sowie das Gen
nlpP weisen die gleiche Transkriptionsrichtung auf, GasfabGhingegen ist entgegengesetzt orientiert.

In Abbildung 8 sind die klonierten Gene des GlyDieearboxylase-Operons und der Regigrstream

dargestellt.
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
I I I I I I I I I I I
'fabG nlpP gchq gcvP2  gevPa gcvPPp thf prpuU
-pUsP4VR | PCRP1-4 |
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Glycin-Decarbglase-Operons und der angrenzenden GenregioneBie

in der vorgelegten Arbeit klonierten Fragmente sioddargestellt, die Transkriptionsrichtung demé&est durch die
jeweilige Pfeilrichtung wiedergegeben. Die kloniegsrelevanten Schnittstellen Hindlll (H) und Sau8®) sind
verdeutlicht. fabG_3-Oxoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktas@&lpP_Zellwand assoziierte Reduktase mit SH3-
Doméne,gcvP4 P4-Protein,gcvP2 P2-Protein,gcvPli_o-Untereinheit des P1-ProteingcvP15_B-Untereinheit des
P1-Proteinsthf Formyl-THF-Synthetas@rpU_PrpU.
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Die vollstandige Sequenz der in Abbildung 8 dargiéen Genregion ist in Anhang A.Il. dargestellitgtive
Promotorelemente, Ribosomen-Bindestellen und Tetiginsstrukturen wurden gekennzeichnet. Auffallend
ist jedoch der 1 kb groR3e intergene Bereiphtreanvon gcvP4 der offensichtlich keinearf enthalt.

In der vorangegangenen Diplomarbeit wurde durchti&wo-Hybridisierungen gezeigt, dass die Gene
gcvP4 gevPL und gevPY als singulares Gen im Genom vEn acidaminophiluneu finden sind, dieses
Ergebnis konnte im Rahmen der hier beschriebendartirchungen fir das Gen des P4-Proteins bestatigt
und ebenso fur das GatvP2 gezeigt werden. Als Sonde diente jeweils ein mgoRigenin markiertes
PCR-Produkt, welches mit den Primern gcvP2f undPg@cvigcvP) bzw. gcvP4f und gevP4rgévPg

generiert wurde.

3.2.2. Transkriptionsanalysen des Glycin-Decarboxgke-Operons durch RT-PCR

In friheren Arbeiten wurde durch Northern-Hybridisingen auch ein gemeinsames Transkript der Gene
des Glycin-Decarboxylase-Operons (s. 3.2.1.) zusammit den Genenhf und prpU nachgewiesen
(POEHLEIN 2003). Es war daraus ebenso ersichtlich, dass aunchelativ grof3er Bereichpstreamvon
gcvP4zu diesem Transkript gehorte. Durch RT-PCR soliiese Daten uberprift werden.
DNase-behandelte Gesamt-RNA dtisacidaminophilumwurde dazu mitandomHexamer-Primer mittels
Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben, veelals template fir die PCR-Reaktionen genutzt
wurde. Als Kontroll-Reaktionen zum Ausschluss vadAdKontaminationen durch unvollstdndigen DNase-
Verdau dienten Ansatze mit hitzeinaktivierter ReeerTranskriptase bzw. PCR-Reaktionen direkt an der
DNase-behandelten RNA, aber auch Reaktionen tgmelate(Wasserprobe). Als Positivkontrolle diente
die PCR mit den entsprechenden Primern an chronaleoM@NA vonE. acidaminophilum

Die RT-PCRs der einzelnen Gene wurden mit den Ppaszen SeqGcvFl und Seq884&cvP),
SeqGcv228F und Seq36Qrc¢P3, Seql400F und Seql819cyPLk), Seql973F und Seq214@cyP1),
NTERMTHFS52 und THFS3501tHf), RTPrpUf und RTPrpUrprpU), RTusP4f11 und RTusP4r2abG)
sowie RTusP4f13 und VPusP4iilfP) durchgefuhrt. Die RT-PCRs hinsichtlich der intamgn Bereiche der
untersuchten Gene erfolgte mit den Primern Seqi®# SeqGcvR14 gevP4gcvP?), Seq337F und
Seql1203rgcvP2gcvPIx) sowie Seql400F und SeqGev2Qe\Pli-gecvP ). Fir jede RT-PCR konnte ein
Produkt erhalten werden, dessen Grol3e der Lagerdsprechenden Primerpaare in den Genen und dem
Produkt, welches in der jeweiligen PCR-Reaktiorchlromosomaler DNA generiert wurde, entsprach. Dies
lasst auf eine Transkription aller untersuchteneGsshlie3en. Durch RT-PCR mit den Primern Seq9aéf u
SeqGcvR20 (s. S. 48, Abb. 9; Spuren 32 unddg#P4gcvPP) sowie dem Primerpaar GlyDC219f und
RTPrpUr (s. S. 48, Abb. 9; Spuren 41 und 48yPP-prpU) konnte die Existenz eines gemeinsamen
Transkriptes der Gene der Glycin-Decarboxylasedeit Genen der Formyl-THF-Synthetase sowie PrpU
bestétigt werden. Die hier beschriebenen RT-PQOREigi Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9: RT-PCRs zur Transkriptionsanalyse des Glyai-Decarboxylase-Operons vor. acidaminophilum

Die durch die RT-PCRs amplifizierten Genbereictmel siber den jeweiligen Produkten dargestellt, diétrdgung der
einzelnen Reaktionen erfolgte immer in der Reihigafo Pos.-Kontrolle, Neg.-Kontrolle und RT-PCR.
M1_GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder plus, M2_Lambda DR8Il Marker. Diese Abbildung wurde aus drei
Gelbildern zusammengestellt.

Wie bereits erwahnt, war aus den vorangegangenethétn-Hybridisierungen zu erkennen, dass bedingt
durch die TranskriptgroRe der Transkriptionsstarkpudes Transkriptes dieses Glycin-Decarboxylase-
Operons weit vor dem Start-Codon desP4Gens liegen muss. Fir diesen Versuchsteil wunge reiverse
Transkription DNase-behandelter RNA dtsacidaminophilunmit dem Primer Seqgcv48r durchgefihrt.
Durch RT-PCRs mit den Primern RTusP4f1-10 (alpstreamgcvP4jeweils im Abstand von 100-150 bp
lokalisiert) in Kombination mit dem Primer Seqgcv4®urde gezeigt, dass der mRNA-Startpunkt ca. 1000
bp upstreamdes Translationsstartpunktes vgevP4gelegen sein muss (Abb. 9; Spur 8 und usycvPa.

Auf eine genaue Bestimmung der Transkriptionsstakfe wird detailliert im nachsten Abschnitt

eingegangen.

3.2.3.primer-extensionExperimente zur Bestimmung der Transkriptionsstarpunkte

Zur genauen Bestimmung des Transkriptionsstartgsnktes Glycin-Decarboxylase-Operons und zum
Nachweis etwaiger Einzeltranskripte der einzelneand&s wurden primer-extensiorExperimente mit
Fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden durchgefiibie jeweiligen Primer waren 100-150 Nukleotide
downstreamder Startcodons der GegevP2 (Pr-Ext-P2),gcvPL: (Pr-Ext-Pla) undycvPX (Pr-Ext-P1b)
bzw. 500 Nukleotideipstreamvon gcvP4(Pr-Ext-P4) lokalisiert. Die Reaktionen mit dennfern Pr-Ext-P2
und Pr-Ext-Pla ergab trotz Wiederholung der Versuatine Signale, was gegen Einzeltranskripte dieser
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Gene spricht. Die Analyse mit dem Primer Ext-Plgabrein cDNA-Fragment mit einer GrofRe von 91
Nukleotide, was jedoch nicht als Transkriptiongptamkt, sondern als Abbruchprodukt der Reversen
Transkriptase zu werten ist, da die so bestimmteeB48 Nukleotidedownstreamdes Startcodons von
gcvPY zu finden war. Dieprimer-extensiorAnalyse mit demgcvP4spezifischen Primer ergab ein
deutliches Signal bei einer FragmentgréfRe von 68RIedtide (Abb. 10), was einem Thymin 1125 bp

upstreandes Startcodons vagcvP4entsprach.
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Abb. 10: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktesdes Glycin-Decarboxylase-OperonsDargestellt ist die
Fragmentlangenanalyse der Fluoreszenz-markiertddAcBragmente (A), welche durcprimer-extensionerhalten
wurden, darunter ist der ROX-Standard (B) dargkstel

Mit einem zweiten Primer, der 960 Nukleotidpstreamvon gcvP4 (Pr-Ext-P4/2) lokalisiert war, konnte
dieser mogliche Transkriptionsstartpunkt des GR@tarboxylase-Operons bestatigt werden (Datert nich
gezeigt).

LECHEL (1999) postulierte 55 Nukleotidgostreamvon thf ein Cytosin bzw. 111 Nukleotidgpstreamvon
prpU ein Guanin als mégliche Transkriptionsstartpurdee ebenfalls beobachteten Einzeltranskripte beider

zum Glycin-Decarboxylase-Operon gehdrenden Gene.

3.2.4. Putative Transkriptions- und Translationssigale des Glycin-Decarboxylase-Operons

Durch die in Abschnitt 3.2.3. beschriebengrimer-extensiorAnalysen wurde ein moglicher
Transkriptionsstartpunkt 1115 Nukleotidpstreamvon gcvP4 postuliert. 9 Nukleotide in &Richtung des
mdglichen mRNA-Transkriptes befand sich eine puatil0-Region (SATGAAT-3) 18 Nukleotide in 5
Richtung eine mogliche —35-Region (TGTAAA). Beidetgntiellen Promotor-Elemente zeigen jedoch nur
eine geringe Ubereinstimmung mit der Konsensusseq(fe TTGACA 17:, TATAAT-3) ¢'%-abhéngigeE.
coli-Promotoren (MRLEY and FEYNOLDS 1987) bzw.c"-abhéngigerB. subtilisPromotoren (HLMANN
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1995). Das von 8AvES and RBINOWITZ (1986)postulierte Promotorelement Gram-positiver Orgapism
mit der Sequenz &NTG-3 konnteupstreamdes mdéglichen Transkriptionsstartpunktes nichntifieiert
werden.

Upstream der Startcodons der GengcvP2 gcvPlr und gcvP)s konnten keine potentiellen
Promotorelemente identifiziert werden, was die Marmg bekréaftigt, dass diese Gene nicht
monocistronisch transkribiert werden. 7 Nukleotidpstream des von [ECHEL (1999) postulierten
Transkriptionsstartpunktes vahnf bzw. prpU konnten potentielle Promotoren mit der SequeAETATAA .

13 bppCAAAGC-3 bzw. 5-CGGAGA;6 1, TAATAT-3  identifiziert werden, die jedoch beide eher gesing
Homologien zu oben erwahnten Promotoren aufwiesen.

UpstreamdesnlpP-Gens konnte im Abstand von 91 ein méglicher Promotit der Sequenz 3 TGACA. 7
bp_TATAAT-S' lokalisiert werdender mit der KonsensussequesfZ-abhangigeiE. coliPromotoren 100 %
Ubereinstimmt, ein moglicher Promotor désbGGens konnte nicht identifiziert werden. Da beide
letztgenannten Gene nicht unmittelbarer Gegenstded in der vorgelegten Arbeit beschriebenen
Untersuchungen waren, wurde auf eine Bestimmundrdasskriptionsstartpunktes durphimer-extension
verzichtet.

Die wahrend der vorangegangenen DiplomarbeiteeclEL 1999; REHLEIN 2003) postulierten rho-
abhangigen (3Bereich vongcvP1) bzw. rho-unabhéngigen TerminationsstrukturenAt® 1986) im
downstreanrBereich der Genéhf bzw. prpU konnten im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werdein. die
GenegcvP4 gevP2undgevP X konnten keine putativen Terminationselemente ifizietrt werden, was die
Vermutung bekraftigt, dass die Gene der Glycin-Deagylase polycystronisch transkribiert werden.
DownstreamdesnlpP-Gens konnte ebenfalls ein méglicher rho-unablg@ngi erminator postuliert werden
(Abb. 11).
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Abb. 11: Putative Terminatorstrukturen downstreamder GenenlpP (A), gcvP3 (B), thf (C) und prpU (D). Die
Stopcodons (UAA) der jeweiligen Gene sind untechgn, die Anderung der freien Energie wurde mit dRrogramm
MFOLD kalkuliert.
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Die Gene des Glycin-Decarboxylase-OpergnsP4 gcvP2 gcvP L, gcvP3, thf und prpU weisen genau
wie die GendabG undnlpP das Startcodon ATG auf und mit Ausnahme gowP4 welches das Stopcodon
TAG besitzt, enden alle anderen Gene mit einem Tfodlon. Upstreamder Gene konnten mdgliche
Ribosomen-Bindestellen KBVE and DALGARNO 1974) mit den SequenzenAGGTGGATG-3 (fabG),
5-GGAGGUATG-3 (nlpP), 5-AGGAGGAATG-3 (gcvP9, 5-AGGAGGAATG-3 (gcvP), 5-
AGGAGG\ATG-3 (gcvPky), 5-GGAGGUWATG-3 (gevPP), 5-AGGAGGUGATG-3 (thf) und 5
AGGAGGGATG-3 (prpU) identifiziert werden, da sie signifikante Ubemtimmungen mit der
KonsensussequenzAGGAGGU\,ATG-3 aufweisen.

Im intergenen Bereich zwischerpP und gcvP4 (Position 1921-2160 der im Anhang A.ll. dargesbell
Sequenz) wurde ein Sequenzmotiv identifiziert, Wescsehr hohe Homologien zu der voaNdAL (2004)
fur B. subtilis postulierten, als Riboswitch fungierenden mRNA-Sglarstruktur aufwies (Abb. 12). Auf
eine mdgliche Funktion dieser Struktur soll in e@nespateren Kapitel in der Diskussion genauer

eingegangen werden.
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Abb. 12: Sekundarstruktur des Glycin-abhéngiger Ritbswitches.Sekundarstruktur des Glycin-Riboswitches Bus
acidaminophilumund darunter dessen Laggpstreamdes Glycin-Decarboxylase-Operons. Die orange lagtm

Nukleotide repréasentieren die intrinsische Terndrettuktur, die sich bei Formation des Aptamer dfah Bindung

von Glycin nicht ausbilden kann.
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3.2.5. Transkriptionsanalysen zu unterschiedlichelVachstumsbedingungen

Die Transkription der Gene des Glycin-Decarboxyl@perons sollte bei unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen, d.h. wahrend verschiedenaerth&iansphasen voik. acidaminophilumauf
Standard-Medium (50 mM Glycin;IMDEL et al,, 1988) und der Kultivierung dieses Organismudiuersen
Medien mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellenaraticht werden. Fir dieses Bakterium war bisher kei
Gen bekannt, welches disusekeepingen fir die Transkriptionsanalysen genutzt werdem. Der erste
Schritt weiterfihrender Arbeiten war daher die Suctach einem geeignetdrousekeepingGen. Als
mdogliche Kandidaten sollten die GeselB rpoA, rpoB, tuf bzw. das der 16S-rRNA getestet werden.
Wahrend die Sequenzen veelB (GURSINSKY et al., 2000) und der 16S-rDNA (@E&NA et al., 1999)
bekannt waren, mussten die anderen Gene hingegaridentifiziert werden.

Dazu wurden aus Aminosaurealignments der ProteP@/&R RPOB und EF-TU der Organismkisteria
innocug Listeria monocytognesOceanobacillusheyensisStaphylococcus aureu€lostridium perfringens
Clostridium botulinumClostridium acetobutylicupClostridium tetaniC. difficile undThermoanaerobacter
tengcongensisaus hochkonservierten Bereichen die degeneridft@mer RPOAf und RPOArrgoA),
RPOBf und RPOBrrpoB) sowie EFTUf und EFTUrtgf) abgeleitet. Durch PCR an chromosomaler DNA
von E. acidaminophilunwurden PCR-Produkte der erwarteten Grof3e genenertliese nach Klonierung in
pGem®-T Easy sequenziert. Die aus den erhalten&leblidsequenzen abgeleiteten Aminosauresequenzen
wiesen hohe Homologien zu den Proteinen RPOA, RBAB EF-TU aus diversen Organismen auf (Daten
nicht gezeigt). Die erhaltenen Hybridplasmide wuardait pRPOAEa rpoA), pRPOBEa rpoB) und
pEFTUEa {uf) bezeichnet.

3.2.5.1. Transkriptionsanalysen zu unterschiedlidhachstumsphasen

Fur die Transkriptionsanalysen wurBeacidaminophilunjeweils im 10 ml MaRRstab in Medium mit 50 mM
Glycin als einzige Kohlenstoffquelle kultiviert £23.), die Ernte der Zellen erfolgte zu zwei Zeitkien der
lag-Phase (L1 und L2), zu drei Zeitpunkten der egmiellen Phase (E1, E2 und E3) und wahrend der
stationdren Phase (St). Nach Isolation der Gesawit-Bnd einer DNase-Behandlung erfolgte die reverse
Transkription mit Hexamer-Primern. Die so gewonmenBNAs dienten altemplatefir PCR-Reaktionen
mit den Primern RTSelBEaf und RTSelBEael®, RT16SEaf und RT16SEar (16SrDNA), RTRPOAEaf
und RTRPOAEarrpoA), RTRPOBEaf und RTRPOBEampEB) sowie RTEFTUEaf und RTEFTUEauf).

Es erfolgte jeweils eine Doppelbestimmung, d. re Braparation der Gesamt-RNA aus jeweils zwei
unterschiedlichen Kulturen. Als Negativ-Kontrolleekte jeweils eine PCR-Reaktion mit allen genannten
Primerpaaren an den fir die Reverse Transkriptierwendeten RNAs, als Positiv-Kontrolle diente
chromosomale DNA vork. acidaminophilumals templateder einzelnen PCR-Ansatze. Die GeapeA,

rpoB undselB zeigte keine konstitutive Expression, es war dguttu erkennen, dass die Transkription der
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jeweiligen Gene wahrend der stationaren Phaseiclewttrmindert war. Die Expression des Gens der 16S
rRNA hingegen war so stark, dass dieses ebenfalg alshousekeepingsen verwendet werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Die Expression des Gen&RHTU hingegen war wahrend der stationaren Phase nu
geringflgig vermindert, so dass dieses Gen alsr&&fefir die folgenden Transkriptionsanalysen am
geeignetsten schien.

Die Transkription der Gene des Glycin-Decarboxy@peronsgcvP4 gcvP2 gevP Ly, gevP P, thf, prpU
sowie der Bereichupstreamvon gcvP4 sollte ebenfalls wahrend der einzelnen Wachstuasgrh von

E. acidaminophilumanalysiert werden. Die oben beschriebenen cDNAsl@udazu altemplatefir PCR-
Reaktionen mit den Primerpaaren SeqGcvF1l und S&48@evP4, SeqGcev228F und Seq36QycyP2),
Seql400F und Seql81%c¢PL:), Seql973F und Seq214QycyPY), NTERMTHFS52 und THFS350r
(thf), RTPrpUf und RTPrpUrprpU) sowie RTusP4f8 und Seg48rpstreamgcvP4g eingesetzt. Die dabei
generierten PCR-Produkte sind in Abbildung 13 dstegk.

L1 L2 El E2 E3 St pK

tUf [ S S S ———

usgevP4 T L L L Ll L 1 T

Abb. 13: Transkriptionsanalysen des Glycin-Decarboxlase-Operons zu unterschiedlichen Wachstumsphasen
von E. acidaminophilum auf Glycin. Dargestellt sind die einzelnen auf den untersclikeh Wachstumsphasen
basierenden RT-PCR-Produkten. Die zugrunde liegeMdachstumsphasen sind Uber den einzelnen Spurknlian
untersuchten Gene auf der linken Seite der Abbdddargestellt: L1 _Zellernte zu Beginn der lag-Ph&ge Zellernte
in spater lag-Phase, E1, E2 und E3_Zellernte wahden exponentiellen Phase, St Zellernte wahrendgtdéionaren
Phase, pK_Positiv-Kontrolle (PCR an chromosomalAR

Alle untersuchten Gene des Glycin-Decarboxylaser@pe wurden wahrend aller getesteten
Wachstumsphasen exprimiert. Die starkste Transtniptvar wahrend der exponentiellen Phase zu
erkennen, geringfligig schwacher ausgepragt warediesierhalb der lag-Phase. Die schwéachste

Transkription aller Gene war innerhalb der stattend”hase zu erkennen.
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3.2.5.2. Transkriptionsanalysen bei der Kultiviggumit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen

FiUr die Analyse der Transkription der Gene des iBHpecarboxylase-Operons bei Wachstum \©n
acidaminophilumauf unterschiedlichen Medien erfolgte die Kultivieg dieses Organismus mit folgenden
Kohlenstoffquellen: Glycin (50 mM); Serin (10 mMya-Formiat (40 mM) und Betain (60 mM); Serin (10
mM), Na-Formiat (40 mM) und Sarcosin (60 mM); Alar{B0 mM) und Sarcosin (50 mM); Alanin (30 mM)
und Betain (50 mM); Formiat (50 mM) und Glycin (48 Serin (20 mM) und Sarcosin (10 mM) sowie
Serin (20 mM) und Betain (10 mM). Die Ernte derzelmen Kulturen (10 ml) erfolgte wahrend der
exponentiellen Phase und nach Isolation der GeRaét-erfolgte eine Behandlung mit DNase. 1 ug dieser
DNA-freien RNA wurde durch Hexamer-Primer und ReeefTranskriptase in cDNA umgeschrieben,
welche alstemplatefir PCR-Reaktionen mit den Primern SeqGcvFl ungB84R (cvP49, SeqGcev228F
und Seq360r dcvP), Seql400F und Seql819rgcyPLk:), Seql973F und Seq2140rgcyPP),
NTERMTHFS52 und THFS350rthf), RTPrpUf und RTPrpUr prpU) sowie RTusP4f8 und Seq48r
(upstreamgcvP4 genutzt wurde. Die bei diesen RT-PCRs generieResdukte sind in Abbildung 14

dargestellt.

A

B PrpuU

Abb. 14: Transkriptionsanalysen des Glycin-Decarboylase-Operons bei Kultivierung vonE. acidaminophilum
auf unterschiedlichen Medien (A) und Western-Blot-NMchweis von PrpU (B) Dargestellt sind die einzelnen auf den
unterschiedlichen Medien basierenden RT-PCRs. Digunde liegenden Medien sind tber den einzelnemeBpund
die untersuchten Gene sind auf der linken SeiteAtddildung dargestellt: Gly_Glycin (50 mM); SerF@B Serin (10
mM), Na-Formiat (40 mM) und Betain (60 mM); SerFarSSerin (10 mM), Na-Formiat (40 mM) und Sarco$0 (
mM); AlaSar_Alanin (30 mM) und Sarcosin (50 mM);aflet_Alanin (30 mM) und Betain (50 mM); ForGly_Faam
(50 mM) und Glycin (40mM); SerSar_Serin (20 mM) usdrcosin (10 mM); SerBet_Serin (20 mM) und Betdid
mM); pK_Positiv-Kontrolle (RT-PCR_PCR an chromoséena DNA; Western-Blot_Detektion von heterolog
synthetisierterStreptad® Il-fusioniertem PrpU).
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Generell konnte eine Transkription der Gene de<i@lpecarboxylase-Operons bei Kultivierung vian
acidaminophilumauf allen acht untersuchten Medien gezeigt werdedoch wurde eine starke Induktion
der Transkription nach Wachstum mit Glycin bzw. i@t und Glycin im Medium festgestellt. Weiterhin
wurde gezeigt, dass bei der Kultivierung auf dendide mit Serin, sowohl mit und ohne Formiat, und
Alanin jeweils eine starkere Expression aller Gdoech Betain als Elektronen-Akzeptor induziert eins
scheint im Vergleich zur Anzucht voR. acidaminophilumauf Medien mit Sarcosin als Elektronen-
Akzeptor.

Um die Ergebnisse der RT-PCRs zu bestatigen, wausétzlich eine Western-Blot-Analyse mit Anti-PrpU-
Antikérper an Gesamtprotein der Zellen, die auf dérersen beschriebenen Medien kultiviert wurden,
durchgefuhrt. Die Auftrennung der Zell-Lysate (adesm Pellet von 10 ml Kultur) erfolgte durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese, nach dem Trand&ar Proteine erfolgte der Nachweis von PrpU mit
spezifischem Antikdrper. Auch hier war eine stéaek&@ynthese von PrpU bei Kultivierung auf Glycin-
haltigen Medien zu erkennen. Schwacher ausgepragtde Proteinsynthese bei Kultivierung auf den
anderen getesteten Medien, aber auch hier konnte starkere Synthese von PrpU bei Wachstum auf

Betain-haltigen Medien im Vergleich zur Kultiviergiauf Sarcosin-haltigen Medien festgestellt werden.

3.3. Interaktionsstudien von PrpU mit Hilfe von bakeriellen two-hybrid-

Systemen

Um die Funktion von PrpU im Stoffwechsel v&n acidaminophilumméher klassifizieren zu kénnen, sollte
mit Hilfe von bakteriellertwo-hybridSystemen nach potentiellen Interaktionspartnesucj® werden. Auf
Grund der einfacheren und vor allem schnellerendHabung dieser Systeme im Vergleich zum Hefe-
hybrid-System sollten in der vorliegenden Arbeit bakleriawo-hybridSysteme zur Anwendung kommen.
Fir die Interaktionsstudien stand dasA-basierende bakteriellevo-hybridSystem (IMITROVA et al.,
1998) und das BacterioMafthwo-Hybrid-System (Stratagene, Amsterdam) zur \gufig. Mit beiden
Systemen sollten mdgliche Interaktionen von PrpU der Aminomethyl-Transferase (GcvP4), dem
hydrogencarrier-Protein (GcvP2), der eigentlichen Decarboxylasestdhend aus- und B-Untereinheit
(GevPXn und GevPp) des P1-Proteins der Glycin-Decarboxylase, mit deidlen Proteinen Thioredoxin-
Reduktase (TrxB) und Thioredoxin (TrxA) des Thiarih-Systems, mit dem Selenoprotein A (GrdA) des
Glycin-Reduktase-Systems und mit sich selbst untétsund die Ergebnisse beider Systeme miteinander

verglichen werden.
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3.3.1. Einfiihrung in das BacterioMatct¥ Two-Hybrid-System

Das BacterioMatchTwo-Hybrid-System  stellt eine schnelle und effizeen Moglichkeit  dar,
Heterodimerisierung von Proteinanvivo zu detektieren. Das so genanbadt-Protein, also das Protein von
Interesse, wird mit Hilfe des Plasmides pBT Uberelranslationsfusion mit defrcl-Repressor-Protein
verknipft. Dieses besitzt eine amino-terminale DBiAdedomane und carboxy-terminale
Dimerisierungsdoméane (Abb. 15). Die Transkriptidehs hierbei unter Kontrolle ddac-UV5-Promotors.
Die targetProteine (die moglichen Interaktionspartner) wardeit Hilfe des Plasmides pTRG ebenfalls
Uber eine Translationsfusion amino-terminal mit @désntereinheit der RNA-Polymerase verknipft, wobei
hier die Transkriptionskontrolle dem Tandem-Promdpp/lac-UV5zukommt (Abb. 15). Beide Promotoren
sind IPTG-induzierbar, der Expressionsspiegel, begelurch detpp/lac-UV5Promotors, liegt hierbei aber
Uber dem dekc-UV5Promotors.

Der Reporterstamm tragt F -episomal die beiden Remeneamp und lacZ und upstreamdavon einen
aktivierbareriac-Promotor und einen einzeln&rOperator, welcher die normalerweise mit diesenm@itor
assozierte CRP-Bindestelle ersetzt. Es handelt Isietbei um einen modifizierten, nicht durch IPTG
induzierbarenlac-Promotor. Die Shine-Dalgarno-Sequen#i(& and DALGARNO 1974) ist ebenfalls in
dieser Regionypstreamder Reportergene zu finden.

Interaktion J % keine Interaktion

Transkriptions-Initiation Repression der Transkription

amp >—{ lacZ > B —{\-Operato} — } am;5>_(|acz>

Promotor

Abb. 15: Darstellung der Funktionsweise des BactesMatch®Two-Hybrid-Systems. Dargestellt ist die Promotor-
Operator-Region des Reporterstammes undddienstreaniokalisierten Reportergeremg undlacZ. A: Interaktion
desbait- und targetProteins und somit Positionierung ded-Repressor-Protein und derUntereinheit der RNA-
Polymerase im Operator-Promotor-Bereich der Rep@tne und damit verbundene Transkriptions-Iniiatdieser.
B: keine Interaktion zwischemait- und targetProtein und somit keine Stabilisierung der Binduder RNA-
Polymerase am Operator-Bereich der Reporter-GeagjmRepression der Transkription resultiert.

Durch Interaktion debait- undtargetProteins kommt es zur Bindung des mit deait-Protein fusionierten
Acl-Repressor-Proteins an dérOperator und der damit verbundenen Stabilisierdeg Bindung der mit
demtargetProtein fusionierten RNA-Polymerase am PromotoreRé der Reporter-Geremp und lacZ

und der damit einhergehenden Transkriptions-lma{Abb. 15) (BbvE and HOCHSCHILD 1998; DDVE et

al., 1997) . Im Fall der fehlenden Interaktion deit-und targetProteine kommt es zu keiner bzw. nur zu
einer sehr schwachen Bindung der RNA-PolymerasdeanPromotor und somit zu einer Repression der
Transkription beider Reportergene.

Protein-Protein-Interaktionen konnen bei diesenteyszum einen durch die initiierte Ampicillin-Reginz,
aber zum anderen auch Uber d@asZ-System und der damit verbundenen Mdglichkeit BEu-Weil3-

Selektion bzw. der Messung defGalactosidase-Aktivitat detektiert, aber auch ddiaiert werden.
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Die Dimerisierungsdomane des aus Hefe stammenderslBtions-Aktivators Gal4 und eine durch Mutation
des Galll-Proteins konstruierte Doméane dienen lesethtwo-hybridSystem als Positivkontrolle fur die
Funktionsfahigkeit des Systems.

3.3.2. Einfihrung in das bakteriellelexA-basierendetwo-hybrid-System (IMITROVA et al.,1998)

Mit Hilfe des lexAbasierendenwo-hybridSystems obliegt die Mdoglichkeit, sowohl die Hetinoer-
Bildung zweier verschiedener Proteine, als auch Hilnodimer-Bildung eines einzelnen Proteins zu
identifizieren.

Ein zu untersuchendes Protein wird Uber eine Tatinsisfusion mit der auf dem Plasmid pMS604 codiert
DNA-Bindedoméane des Wild-Typ LexA-Repressors vephi das zweite Protein wird ebenfalls
translational mit einer in ihrer Spezifitat verartda DNA-Bindedoméne des LexA-Repressors fusioniert
welche von dem Plasmid pDP804 codiert wird (Abb). I&ie Transkriptionskontrolle erfolgt in beiden
Fallen durch den IPTG-induzierbartatUV5-Promotor. Die Kontrolle der Transkription des anasomal
lokalisiertenlacZ, dem Reporter-Gen dieses Systems, erfolgt im Repmtamm SU202 lber eindexA
Hybrid-Operator, bestehend aus einer mutierten (OC@nd einer Wild-Typ-Halfte (CTCG). Die
Transkription des Reporter-Gens im Stamm SU101 wurth einerlexAHybrid-Operator bestehend aus
zwei Wild-Typ-Halften, (CTCG) reguliert (ldTROVA et al.,1998).

E. coli-Reporter-Stamm SU202

Interaktion keine Interaktion

@ Repression der Transkription S Transkriptions-Initiation
ez - —mew—L ez

A LexA-Hybrid-Operator ' LexA-Hybrid-Operator

E. coli-Reporter-Stamm SU101

Interaktion keine Interaktion
Repression der Transkription Transkriptions-Initiation
Kez - —mmem— e -
B LexA-Hybrid-Operator LexA-Hybrid-Operator

Abb. 16: Darstellung der Funktionsweise degexA-basierendentwo-hybridSystems in den Reporterstammett.
coli-SU202 (A) und E. coli-SU101 (B). Dargestellt ist derupstream des Reporter-Genslatz) gelegenen
Operatorbereich, bestehend aus einer Wildiyg-Operator-Halfte und einer mutiertelexA-Operatorhélfte im
ReporterstamnE. colirSU202 und aus zwei WildtylexA-Operator-Halften im ReporterstamB colFSU101. A:
Durch Interaktion vorbait undtarget kommt es zur Bindung beider LexA-Repressor-DoméenemlenlexA-Hybrid-
Operator des Reporterstamntescol-rSU202 und somit zur Repression der Transkriptiea khcZ-Gens. B: Durch
Homo-Dimerbildung kommt es zur Bindung zweier WitHexA-Repressor-Doméanen an demA-Hybridoperator des
Reporterstammeis. colrSU101 und somit zur Repression der Transkripties Reporter-Gens.
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Durch Interaktion des an die Wildtyp-LexA-RepresBi@lfte fusioniertenbait-Proteins mit dem an die
mutierte Halfte des LexA-Repressors fusioniertanget Proteins werden beide Repressor-Halften so
zusammengefuhrt, dass sie an den LexA-Hybrid-Opetahden kdnnen. Im Fall des Reporter-Stameaes
coli-SU202 besteht dieser aus einer WildlgpA-Operator-Halfte und einer mutierten Operator-H#lftas
eine spezifische Bindung beider Repressor-Domaneatieajeweilige Operator-Halfte ermdglicht (Abb.)16
Dies fuhrt zur Repression des konstitutiv expritgeiacZ-Gens. Interagieren die Proteine von Interesse
nicht, kommt es nicht zur Bindung beider Repressalften an den Hybrid-Operator und somit auch nicht
zur Repression der Transkription des Reporter-G&bb. 16).

Der Reporter-StammnE. coliSU101 ist fur die Erkennung von Homodimer-Bildurgn Proteinen
pradestiniert. Derupstreamdes lacZ-Gens gelegendexA-Hybrid-Operator besteht aus zwei Wildtyp-
Operator-Halften, was die Bindung von zwei WildlypxA-Repressor-Domanen ermdglicht. Durch
Oligomerisierung eines mit dieser Repressor-Domi@seinierten Proteins kommt es zur Bindung der
Repressors an den Hybrid-Operator und zur RepredgsioTranskription des Reporter-Gens.

Auch bei diesemwo-hybridSystem lassen sich die Protein-Protein-Interaktiomit Hilfe deslacz-
Systems durch Blau-Wei3-Selektion detektieren umdchd Bestimmung deB-Galactosidase-Aktivitat

guantifizieren.

3.3.3. Klonierung in die Plasmide pBT und pTRG de8acterioMatch®Two-Hybrid-Systems

Um Interaktionsstudien von PrpU mit den Proteinen@lycin-Decarboxylase (GcvP4, GevP2, Govfahd
GcevPB), mit dem Thioredoxin-System (Thioredoxin-Reduktasid Thioredoxin) und GrdA der Glycin-
Reduktase und den Komponenten untereinander dimehfizu kénnen, mussten die entsprechenden Gene
der einzelnen Proteine sowohl in den Vektor pBait] als auch in den Vektor pTRGafge? kloniert
werden. Die Proteine werden dann durch IPTG-Indwkals Translationsfusionen mit deiUntereinheit

der RNA-Polymerase (pTRG) bzw. mit déntl-Repressor synthetisiert (pBT). Im Fall der Seleroteine
PrpU und GrdA sollten die Cystein-Varianten fur dieeraktionsstudien herangezogen werden. Fur eine
heterologe Synthese von Selenoproteinen Buscidaminophilumin E. coli ist das Plasmid pASBC4
unabdingbar (BRSINSKY 2002; GJRSINSKY et al.,2008), ohne dass es zum vorzeitigen Translatidmeah
bzw. dem Einbau von Cystein oder Tryptophan konipat.es sich sowohl beim Vektor pTRG als auch bei
pASBC4 um ein pACYC-Derivat handelt und beide €élegracyclin-Restistenz tragen, kommt es auf Grund
dessen zu einer Inkompatibilitat beider Plasmide.

Das P1-Protein der Glycin-Decarboxylase #racidaminophilumst wie bei den meisten Prokaryoten als
aP-Tetramer vorzufinden @GEUDENBERG and ANDREESEN 1989). Beide Untereinheiten sollten sowohl
einzeln als auch bei Co-Synthese beider Unterdemeauf potentielle Interaktionspartner untersucht

werden.
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Die zu klonierenden Gene wurden durch Phusion™ 4Higelity DNA Polymerase (2.5) generiert. Die
Primerpaarungen, die sowohl fiir die Klonierung as dPlasmid pBT als auch in das Plasmid pTRG zur
Anwendung kamen, sind in Tabelle 6 aufgelistet. Bi@r Synthese der Gene der Cysteinvarianten der
Selenoproteine dienten die Plasmide pPMI3 im Fah prpU (GROBE 2001) und pMUA36 im Fall von
grdA (pers. Mitteilung JJAGER), in allen anderen Fallen chromosomale DNA ¥oracidaminophilunals
template Nach Restriktion der erhaltenen PCR-Produktedanit Restriktionsendonukleasen Notl und Xhol,
bzw. im Fall vongcvPX mit Notl und BamH1 bzw. Notl und Spel und im Fdiér gemeinsamen
Klonierung von gcvPd und gcvPB mit Notl und Sall erfolgte die Ligation in mit desntsprechenden
Restriktionsendonukleasen linearisierten VektorBi pnd pTRG. Nach Transformation der insgesamt 18
Ligationsanséatze i&. coli XL1-Blue MRF" wurden aus jeweils drei der resuttieden Klone die Plasmide
isoliert und die Inserts durch Sequenzierung UlirpDie Bezeichnungen der durch Klonierung der
einzelnen Gene in die Vektoren pBT und pTRG koiestien Hybrid-Plasmide sind ebenfalls in Tabelle 6
aufgelistet.

Tab. 6: Ubersicht uiber die verwendeten Primerpaarugen und Bezeichnung der resultierenden Plasmide
Plasmidbezeichnung

Primerpaare pBT PTRG
EaPTrxNotlf und EaP1laBamH1r
GevPl EaPTrxNotlf und EaP1aSpélr PBTPI PTRGPL
GevPB EaP1BNotlf und EaP1RXholr pBTP1 pTRGPB
GevP2 EaP2Notlf und EaP2Xholr pBTP2 PTRGP2
GcevP4 EaP4Notlf und EaP4Xholr pBTP4 pTRGP4
PrpU EaPrpUNotlf und EaPrpUXholr pBTPrpU pTRGPrpU
GrdA EaGrdANotIf und EaGrdAXholr pBTGrdA pTRGGrdA
TrxB EaTRNotlf und EaTRXholr pBTTR PTRGTR
TrxA EaPTrxNotlf und EaTrxXholr pBTTrx PTRGTrx
GevP B EaPlaNotlf und EaP1RSallr pBTdpL PTRGPLf

*fur die Klonierung in das Plasmid pBT
%fur die Klonierung in das Plasmid pTRG

AnschlieRend erfolgte eine Co-Transformation daz&nen rekombinanten pBT-Derivate mit dem pTRG-
Leervektor und umgekehrt ein Co-Transformation #enstruierten pTRG-Derivate mit dem pBT-
Leervektor in den Reporterstamm. Anschlieend wurdee Transformationsansatze auf LB-CTCK-
Medium (LB-Selektiv-Agar mit Chloramphenicol, Tetyelin, Carbenicillin und Kanamycin) ausgestrichen
und kultiviert. Es sollte gestestet werden, obRlieteine auch allein in der Lage sind, die Tramdkmn der
Reportergeneamp und lac?) zu initiieren, was durch eine damit verbundenanpkillin-Restistenz zu
zeigen ist. Bei nahezu allen Transformationsanedtaen es zu einer mehr oder weniger stark ausgeprag
Koloniebildung. Auf Grund dieser hohen Hintergrukiildtat sind die zu untersuchenden Proteine night

die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktiongih dem BacterioMatctirwo-Hybrid-System geeignet
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(Stratagene, Amsterdam). Da die Daten, welche diieses System zu erhalten wéaren, nicht aussagjgkraf
und vor allem nicht zu vergleichen wéren, wurde ngél der vorliegenden Arbeit nicht mit diesem Syste
weitergearbeitet, sondern fiir die Interaktionsgodnur mit demlexAbasierenderntwo-hybridSystem

(DMITROVA et al.,1998) fortgefahren.

3.3.4. Klonierung in die Plasmide pMS604 und pDP80deslexA-basierendetwo-hybrid-Systems

Um eine mdogliche Beteilung des Selenoproteins Prpbh  Aminosaure-Metabolismus vork.
acidaminophilumzu zeigen, sollten mit Hilfe ddexA-basierendenwo-hybridSystem mit ausgewahlten
Proteinen des Glycin-Metabolismus mégliche Intécaigpartner identifiziert werden. Die Gene der Glyc
DecarboxylasegcvP4 gcvP2 gevPl und gevP18), des Thioredoxin-System&XA undtrxB), von GrdA
der Glycin-Reduktaseg(dA) und von PrpU grpU) mussten dafir in die Vektoren pMS604 und pDP804
kloniert werden. Genau wie bei dem BacterioM&Takio-Hybrid-System sollten anstelle der Wildtyp-
Selenoproteine PrpU und GrdA deren Cysteinvariantgersucht werden. Auch die beiden Untereinheiten
des P1-Proteins sollten sowohl getrennt, als asafeghsam synthetisiert, betrachtet werden.

Fir die Klonierung der einzelnen Gene in das PldaggMS604 wurden die einzelnen Gene durch PCR mit
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2.5) untererWendung der in Tabelle 7 aufgefiihrten
Primerpaare.

Tab. 7: Ubersicht (iber die verwendeten Primerpaarugen

pMS604 pDP804
Gen pMS604 Plasmid pDP804 Plasmid
gevPL  EaPbAgelfund EaPdSallr PMSP& EaP1bBssHIIf und EaPaBgllir pDPP
gevPP EaPBAgelf und EaP1R’Xholr pMSPB1 EaPBBssHIIf und EaPaBgllir pDPP13
gevbP2 EaP2Agelf und EaP2Xholr pMSP2 EaP2BssHIIf und EaihB pDPP2
gcvP4 EaP4Agelf und EaP4Xholr pMSP4 EaP4BssHIIf und EadiB1r pDPP4

prpU  EaPrpUAgelf und EaPrpUXholr pMSPrpuU EaPrpUBssHH&éEaPrpUBgllir pDPPrpU
grdA EaGrdAAgelf und EaGrdAXholr pMSGrdA EaGrdABssHIIfidi EaGrdABglllr  pDPGrdA

trxB EaTRAgelf und EaTRXholr pMSTR EaTRBssHIIf und EaTdRB pDPTR
trxA EaTrxAgelf und EaTrxXholr pMSTrx EaTrxBssHIIf uncaErxBgllir pDPTrx
gcvP L EaPbAgelf und EaP1RSallr pMSkef EaPbBssHIIf und EaPaBgllir pDPPlup

Fiar die Synthese der GemepU und grdA dienten auch hier die Plasmide pPMI3R@BE 2001) und
pPMUAS36 (pers. Mitteilung JIAGER) alstemplate fiir die Amplifikation der anderen Gene chromostema
DNA aus E. acidaminophilum Nach Restriktion der erhaltenen PCR-Produkte ndéen
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Restriktionsendonukleasen Agel und Xhol bzw. im #ah gcvPX: undgcvP b mit Agel und Sall erfolgte
die Ligation in Agel-Xhol-linearisierten pMS604.

Fiar die Klonierung in das Plasmid pDP804 wurde eBemit BssHIl und Bglll linearisiert und die zu
klonierenden PCR-Produkte ebenfalls mit diesenriRésnsendonukleasen bzw. mit BssHIl und BamH1
behandelt und in das linearisierte Plasmid ligieg.erfolgte die Transformation der 18 Ligationgans in

E. coli XL1-Blue MRF" und die Isolation der rekombinantefasmide aus jeweils drei der entstandenen
Klone. Die Inserts dieser Hybrid-Plasmide wurdencduSequenzierung mit vektorspezifischen Primern (s

S. 163, Anhang A.l.) Uberprft. Die Bezeichnung jéereiligen Plasmide ist in Tabelle 7 aufgefuhrt.

3.3.5 Transformation der konstruierten Hybrid-Plasmide in die Reporterstamme

Mit Hilfe des lexA-basierenderiwo-hybridSystems (MTROVA et al., 1998) kann sowohl die Fahigkeit
eines Proteins Homodimere zu bilden (im Star&m coli SU101) als auch die Interaktion zweier
verschiedener Proteine (im StarEmcoli SU202) untersucht werden.

Um zunachst alle zu untersuchenden Proteine abS@#keraktion zu testen, wurden die neun kongtiene
pMS604-Derivate pMSR1 pMSPB, pMSP2, pMSP4, pMSPrpU, pMSGrdA, pMSTR, pMSTrx und
PMSPXp in den Reporterstamr&. coli SU101 transformiert und jeweils drei der resudireten Klone
durch Kolonie-PCR mit den vektorspezifischen PrimpMS604f und pMS604r Uberprift. Hierdurch sollte
gezeigt werden, dass jeweils die korrekten Plasmnafessformiert wurden.

Als Negativkontrolle zum Ausschluss gewisser Higtendaktivitaiten wurden auch die neun erhaltenen
pDP-Derivate pDPRi, pDPPB, pDPP2, pDPP4, pDPPrpU, pDPGrdA, pDPTR, pDPTrx pD&@PLf in
den Reporterstamia. coli SU101 transformiert und ebenfalls jeweils dreia¢tdne Klone mittels Kolonie-
PCR mit den vektorspezifischen Primern pDP804f pdE804r Uiberpruft.

Fur die Protein-Protein-Interaktionsstudien, sgeézimn PrpU mit den Komponenten der Glycin-
Decarboxylase (Gcevil GevPB, GevP2 und GevP4), mit dem Thioredoxin-System @fétoxin-
Reduktase und Thioredoxin) und Protein A der GhRéduktase wurden jeweils alle neun konstruierten
pMS604-Derivate mit allen erhaltenen pDP804-Dedgmagemeinsam in den Reporterstam@ncoli SU202
transformiert, sodass 81 verschiedene Kombinatiemestanden. Jeweils drei der erhaltenen Klone &vurd
durch Kolonie-PCR mit den vektorspezifischen PrimekS604f und pMS604r, aber auch mit den Primern
pDP804f und pDP804r Uberpruft. Es wurde geprift, jeweils die richtigen Plasmide miteinander
kombiniert wurden, aber vor allem, ob auch zweeh#bge Plasmide in den jeweiligen Stammen zu finde
waren. Als Negativkontrollen wurden jeweils alleunepMS604-Derivate und alle neun pDP804-Dervate
allein in den ReporterstamB colirSU202 transformiert und ebenfalls durch KolonieRP@it den jeweils

vektorspezifischen Primern Uberprift.
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3.3.6. Bestimmung de-Galactosidase-Aktivitaten

Im folgenden Abschnitt soll zunachst detailliert die Analyse der Protein-Protein-Interaktionen \RipU
mit den untersuchten Proteinen eingegangen werden.

Die Kultivierung der unter 3.3.5. beschriebenen n®t@ erfolgte im 6 ml MaRstab (in 20 ml
Zentrifugenréhrchen) in M9-Minimalmedium (2.2.2.trAmpicillin (fir die pDP804-Derivate), Tetracyali
(fir die pMS604-Derivate) und IPTG zur Transkripinitiation der Genfusionen durch Induktion des
lacUV5-Promotors. Die Zellen wurden schittelnd bei 37 Bi€ zum Erreichen einer QR.m von 0,8
inkubiert. Von jedem Stamm (3.3.5) wurden drei wstkiedliche Klone jeweils an drei unterschiedlithe
Tagen kultiviert, die Ernte erfolgte zu je dreintainl durch Zentrifugation (fir eine Dreifachbestiomg).

Die Bestimmung dep-Galactosidase-Aktivitat erfolgte, wie unter 2.1bdschrieben, die ermittelten Werte

sind in Tabelle 8. zusammengefasst.

Tab. 8. p-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchtere. coli -SU202-Stdmme

Plasmid-Kombinationen ermittelfeGalactosidase-Aktivitat (relativ)
pPMSPrpU Klon 1 Klon 2 Klon 3
pDPPL 244 (£ 14) 184 (29) 150 (£15)
pDPPB 434 (£13) 350 (£15) 350 (x16)
pDPP2 105 (x9) 83 (£21) 75 (£14)
pDPP4 322 (x29) 290 (£28) 257 (x7)
pDPPrpU 309 (x29) 202 (£13) 128 (£12)
pDPGrdA 60 (x5) 99 (£24) 37 (£21)
pDPTR 322 (x22) 324 (#41) 311 (= 44)
pDPTrx 109 (+38) 111 (x43) 143 (x14)
pDPPLf 320 (£43) 288 (£38) 370 (x27)
pDPPrpU <
pMSP I 268 (£ 16) 246 (19 241 (+18)
pMSPB 413 (£34) 373 (x45) 325 (£ 55)
pMSP2 81 (x39) 43 (x 10) 85 (x12)
pMSP4 294 (x71) 258 (£ 23) 212 (1)
pMSPrpU 309 (£29) 202 (£ 13) 128 (x12)
pMSGrdA 147 (£31) 245 (x18) 257 (£21)
pPMSTR 294 (£20) 335 (+18) 286 (£53)
pMSTrx 173 (x33) 80 x17) 124 (x4
pPMSP 1 296 (£30) 357 (x2) 343 (£18)

' dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhangigen Anséatzen, wobei jeweils eine Dreifastilmenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardaiwngen sind in Klammern dargestellt

2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSPrpU und eins der neun aufgefiihrten pDfEaSivate

% diese Stamme enthielten jeweils das Plasmid pD®Brul eins der neun aufgefiihrten pMS604-Derivate

Um die ermittelten Werte fir die Interaktionsstudieon PrpU auswerten zu kénnen, wurden die fir die
Positivkontrolle (Interaktion des Jun- und Fos-&pg) ermittelten relativg-Galactosidase-Aktivitdten von
ca. 1,88 (Anhang A.I1X.12., Durchschnitt aller Weniexd die fir den ReporterstamntescolrSU202 ohne
Hybridplasmid ermittelte relativ@-Galactosidase-Aktivitat von ca. 511 (Anhang A.IX.,1Durchschnitt
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aller Werte) zur Auswertung herangezogen. Als Negantrollen dienten dieE. coliSU202-
Reporterstamme, die jeweils nur ein pMS604- bzw. @DP804-Derivat trugen. Durch diese Versuche
sollten mdgliche Hintergrundaktivititen ausgescédos werden. Die Daten dieser Messungen sind im
Anhang A.IX.9-11. zu finden, genau wie die grafesdDarstellung der Messergebnisse. Die relatifen
Galactosidase-Aktivitaten der untersuchten Stamind sur besseren Ubersicht auch in Abbildung 17

grafisch dargestellt.

OKon 1
@ Klon 2
B Kon 3

B-Galaktosidaseakltivitit (rel.)

pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU  pMSPrpU
+ + + + + + + + +

pDPPI pDPPB pDPP2 pDPP4 pDPPrpU  pDPGrdA pDPTR pDPTrx pDPPL

OKon 1
2504 B Klon 2

B Kon 3
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B-Galaktosidaseakltivitit (rel.)

0 : : : :
pMSPL:  pMSPB  pMSP2  pMSP4  pMSPrpU pMSGrdA pMSTR  pMSTrx  pMSPXp
+ + + + + + + + +

B pDPPrpU  pDPPrpU  pDPPrpU  pDPPrpU  pDPPrpU  pDPPrpU pDPPrpU  pDPPrpU  pDPPrpU

Abb. 17: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
relativen -Galactosidase-Aktivitaten von jeweils drigi coliSU202-Reporterstimmen (Klon 1, 2 und 3), die das
Plasmid pMSPrpU kombiniert mit allen pDP804-Dererat(A) bzw. das Plasmid pDPPrpU kombiniert mit mlle
pMS604-Derivaten tragen (B). Die ermittelten Weetgieben sich jeweils aus einer Dreifachbestimmumg drei
unabhangigen Messungen. Die Standardabweichungerlsi schmale Balken dargestellt.



3. Experimente und Ergebnisse 64

Die deutlichste Verringerung dg-Galactosidase-Produktion war bei gemeinsamer $getlvon PrpU
(PMSPrpU) mit GrdA (pDPGrdA) zu messen, wobei ldier Werte der drei Klone zwischen 37, 60 bzw. 99
(relative B-Galactosidase-Aktivitat) schwankten. Diese debdidAbsenkung def-Galactosidase-Aktivitat
war bei der Uberproduktion dieser beiden Proteinectd das jeweils andere Plasmid (pDPPrpU und
pMSGrdA) nicht zu finden, hier wurden relatigeGalactosidase-Aktivitat von 147, 245 bzw. 257 ipesit.
Eine Erklarung hierflr kbnnte ein durch unterschobg Kopienzahl der Plasmide pDPPrpU (pACYC-
Derivat) und pMSGrdA (pUC-Derivat) bedingter Unthied in der Menge der heterolog synthetisierten
Proteine sein (RITROVA et al.,1998; BRTE et al.,1995).

Ebenfalls eine deutlich vermindefiteGalactosidase-Produktion war bei gemeinsamer $gstder Proteine
PrpU und GecvP2 zu erkennen. Die ermittelten WeeteEkpression voprpU durch das Plasmid pMSPrpU
und vongcvP2durch das Plasmid pDPP2 von 105, 83 bzw. 75 siimdl@men der Expression beider Gene
durch das jeweils andere Plasmid (pDPPrpU und pNSB&leichbar. Bei dieser Expressions-Variante
wurden relativep-Galactosidase-Aktivitaten von 81, 43 bzw. 85 (s.63, Tab. 8) ermittelt. Eine etwas
schwacher ausgepragte Repressionldez-Gens konnte bei gemeinsamer Synthese von PrpUT Al
festgestellt werden. Bei Kombination dieser beiBesteine wurden relatii@ Galactosidase-Aktivitaten von
109, 111 bzw. 143 (pMSPrpU in Kombination mit pDRTund Aktivitaten von 173, 80 bzw. 124
(pDPPrpU kombiniert mit pMSTrx) gemessen.

Bei gemeinsamer Synthese beider PrpU-Derivate ddietPlasmide pMSPrpU und pDPPrpU wurden fir
die drei getesteten Klone sehr inhomogene Werteittettn Die relativen B-Galactosidase-Aktivitaten
schwankten zwischen 128, 202 bzw. 309. Wéahrend beareiner relativerg-Galactosidase-Aktivitéat von
128 noch von einer schwachen Interaktion, spricméttimer-Bildung, ausgehen kann, zeigen die anderen
beiden getesteten Klone keine Interaktion von Rrptkich selbst.

Fur die Kombinationen von PrpU, synthetisiert solwdhrch das Plasmid pMSPrpU als auch durch
pDPPrpU, mit allen anderen Proteinen, genauer rmitPd, GevPPB, GevP4, Thioredoxin-Reduktase und
GevPLp wurden relativel-Galactosidase-Aktivitdaten von 200 bis zu 450 Inesti, was darauf hindeutet,
dass zwischen diesen Proteinen keine Interaktaitfastd bzw. detektierbar war.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit Hifféerl&basierendenwo-hybridSystems Interaktionen
von PrpU mit dem Lipoamid-tragenden P2-Protein @dycin-Decarboxylase, mit dem redoxaktiven
Selenoprotein A (GrdA) der Glycin-Reduktase und Higktronencarrier Thioredoxin identifiziert werden

konnten.

3.3.7. Detektion der PrpU-Derivate mittels WesterrBlot

Zur Uberpriifung der Synthese der PrpU-Translatigsishen (ca. 20 kDa) wurden die Zell-Lysate (vanl1l

Kultur) welche entweder das Plasmid pMSPrpU odePRpU trugen, in einem 12,5%igen SDS-

Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Proteine hinsBend auf PVDF-Membranen ubertragen. Der
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Nachweis der PrpU-Derivate erfolgte mittels deszggehen Anti-PrpU-Antikorpers. Die Ergebnissestis
Versuches sind in Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 18: Western-Blot-Nachweis der irE. coli-SU202 (A, B, C, D) und irE. coli-SU101 (D) synthetisierten PrpU-
Derivate. SDS-Lysate ganzer Zellen, die die entsprechendeB6iM- und pDP804-Derivate trugen, wurde durch
12,5%ige SDS-Polyacrylamidgel separiert und auf P\Membranen Ubertragen. Die Detektion des heterolog
synthetisierten PrpU erfolgte mittels Western-Btfot spezifischem Anti-PrpU-Antikérper. Es wurdenvgls die drei
getesteten Klone eines Expressionsstammes nebademaufgetragen (gekennzeichnet mit 1, 2 unda@)jkebr ist die
jeweilige Kombination der pMS604- bzw. pDP804-Dat&y angegeben. Sofern nicht anders erwahnt, standieen
Zell-Lysate aus dem Reporterstamb colirSU202. Als Positiv-Kontrolle (pK) diente heterolog E. coli
synthetisiertes mistreptad® || fusioniertes PrpU

Wie in Abbildung 18 deutlich zu erkennen ist, kanheterolog produziertes PrpU nur bei Synthesehdurc
das Plasmid pMSPrpU deutlich detektiert werden. Dieerproduktion des Proteins durch das pDP804-
Derivat pDPPrpU konnte auch durch mehrfache Wiemlarly des Western-Blots und Uberpriifung von
weiteren Klonen nur als sehr schwaches Produkiktiete bzw. sichtbar gemacht werden (Abb. 18 C;

pDPPrpU+pMSTR). Die Protein-Banden waren nur auf de@riginal-Blots zu erkennen. Nach dem
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Fotografieren bzw. Scannen waren diese kaum noeh hicht mehr zu erkennen. Durch Auftragung
groRerer Mengen an Gesamtprotein kam es nicht meleiner ordentlichen Auftrennung der Proteine im
SDS-Polyacrylamid-Gel, so dass hierauf verzichtatde. Die unterschiedlich ausgeprégte Synthese der
beiden PrpU-Derivate ist durch die unterschiedliklopienzahl der beiden zugrunde liegenden Plasmide

erklaren (DMITROVA et al.,1998).

3.3.8. Auswertung der Interaktionsstudien aller unérsuchten Proteine

Auf Grund der Vielzahl der untersuchten Proteind dar damit verbundenen groRen Anzahl an Messwerten
soll im folgenden Abschnitt nur kurz und in Forrmai Ubersicht auf alle untersuchten Protein-Pretein
Interaktionen eingegangen werden. Die wahrend3dgalactosidasassayserhaltenen Messwerte und die
grafische Darstellung dieser sind im Anhang A.I8.1zu finden. Eine Ubersicht iiber die moglichen
Protein-Protein-Interaktionen ist in Abbildung 18. S. 67) dargestellt. Samtliche in diesem Absthnit
beschriebenen Protein-Protein-Interaktionsuntersugén erfolgten im Reporterstantmcol-SU202.

Eine sehr starke Interaktion konnte fur das P2- dad P4-Protein der Glycin-Decarboxylase detektiert
werden, diese war jedoch nur bei der Expressiongev®4durch das Plasmid pMSP4 und der Expression
von gcvP2 durch das Plasmid pDPP2 zu finden, bei Expresbmider Gene durch das jeweils andere
Plasmid (pMSP2 und pDPP4) war keine Repressionlad@sGens zu detektieren. Ebenfalls eine starke
Interaktion wurde zwischen den Proteinen G¢vBtid GevPa beobachtet, auch hier nur bei der Synthese
des P1-Proteins durch das Plasmid pMB&id nicht bei der Uberproduktion durch das PlagnéP .

Eine deutlichere Verringerung d@rGalactosidase-Produktion war auch fir die Expogssion gcvPP
durch das Plasmid pMSPlund gemeinsamer Synthese derund B-Untereinheit des P1-Proteins durch
pDPPL, feststellbar. Auch hier war diese Verringerung der Uberproduktion des Gcvp-Derivates
durch das Plasmid pDPP1nicht zu finden. Des Weiteren wurde fir das P2dtno der Glycin-
Decarboxylase eine sehr starke Interaktion mit selbst, also eine Homodimer-Bildung beobachtetast
schwacher ausgepragt wurde diese fir ThioredoXumgden.

Wie im Abschnitt 3.2.6. bereits beschrieben, wurdiamke Interaktionen zwischen den Proteinen Prpd) u
P2 der Glycin-Decarboxylase, zwischen PrpU und ddnoredoxin, aber auch zwischen letzterem und
GcevP2, und zwischen GrdA der Glycin-Reduktase uewh dP2-Protein gezeigt. Diese hier beschriebenen
Interaktionen zeigten sich sowohl bei der Synthdee jeweiligen Proteine durch die entsprechenden
pMS604-Derivate als auch bei der Synthese durchjeasilige pDP804-Derivat. Hierbei ist aber zu
erwahnen, dass bei Expression @A durch das Plasmid pMSGrdA und Expression goaP2 durch
pDPP2 die relativg-Galactosidase-Aktivitat deutlich hoher war als Bgnthese dieser Proteine durch die
Plasmide pDPGrdA bzw. pMSP2, was auf eine weséngigingere Interaktion schlief3en lasst.

Auch die Interaktion der Komponenten des Thioredegystems, der Thioredoxin-Reduktase und des

Thioredoxins, konnte nur bei der Plasmid-KombinatipMSTR mit pDPTrx detektiert werden. Die
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deutliche Absenkung de-Galactosidase-Aktivitat war bei der umgekehrtenmmation (pDPTR mit
pPMSTrx) nicht zu finden.

pMS-Derivatd
pMSPL: | pMSPB pMSP2 PMSP4 | pMSPrpU | pMSGrdA | pMSTR pMSTrx | pMSPXp

(GevPLn) (GevPB) (GevP2) (GevP4) (PrpU) (GrdA) (TR) (Trx) (GevPLn)
pDP-Derivate

pPDPPL (+) +t

(GevPLn)

pDPPB
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(PrpU)

pDPGrdA

(GrdA)

pDPTR

(TR)

pDPTrx
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Abb. 19: Ubersicht tiber mdgliche Protein-Protein-Ineraktionen der mit Hilfe des lexA-basierendentwo-hybrid-
Systems untersuchten Proteine Dargestellt sind die Kombinationen der jeweiligpMS604-Derivate mit den
einzelnen pDP804-Derivaten im ReporterstafamcoliSU202. Die Interaktionen der einzelnen Proteinedeuwie
folgt klassifiziert: ++_sehr starke Interaktion,starke Interaktion, (+)_schwache Interaktion. Imtdmern, unter den
einzelnen Hybrid-Plasmiden, sind die entsprecheteteine aufgezeigt.

Eine nur sehr schwach ausgepragte Interaktion, duhgering vermindert@-Galactosidase-Aktivitaten,
konnte bei paralleler Synthese der Proteine Gewiid GevP2 bzw. GevP4 und GrdA detektiert werden.

Hierbei ist wiederum anzumerken, dass diese Intieradn nur bei der Uberproduktion des jeweils erst
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genannten Proteins durch die entsprechenden pMBéfidate und nicht bei der Synthese durch die
pDP804-Derivate feststellbar waren.

Fir die a- und B-Untereinheit des P1-Proteins der Glycin-Decarbasgl sowie fur GrdA der Glycin-
Reduktase wurde gezeigt, dass diese Proteine zmmo#imer-Bildung neigen. DidacZ-Expression ist

hierbei aber nur geringfligig gemindert.

3.3.9. Identifikation von Homodimeren im Reportersamm E. coli-SU101

Wie bereits in Abschnitt 3.3.2. beschrieben, kdnmeinHilfe des Reporterstammés coli-SU101 und den
pMS604-Derivaten die einzelnen Proteine auf Homedisierung getestet werden. Die bei diesem Versuch

erhaltenen relativep-Galactosidase-Aktivitaten sind in Tabelle 9 zusangefasst.

Tab. 9. p-Galactosidase-Aktivititen der untersuchterE. coli -SU101-Stammé
ermittelteB-Galactosidase-Aktivitat (relatit)

Klon 1 Klon 2 Klon 3

pPMSP X 11 (x10) 12 (x5) 10 (x2)
pPMSPB 249 (x12) 258 (x17) 209 (x27)
pMSP2 31 (x19) 31 (£112) 24 (x2)
pMSP4 35 (x13) 22 (£5) 19 (=5)
pMSPrpU 48 (x21) 41 (£ 18) 41 (x24)
pMSGrdA 33 (x12) 41 (£ 16) 36 (x14)
pPMSTR 78 (+ 26) 71 (£ 18) 49 (+ 26)
pPMSTrx 12 (x2) 15 (x5) 13 (x2)
PMSP L 256 (+18) 185 (£112) 184 7

" die untersuchten Stamme enthielten jeweils nupsB8604-Derivat
2 dargestellt sind die Durchschnittswerte von dneahhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastifpenung
durchgefiuihrt wurde, die errechneten Standardabwegdm sind in Klammern dargestellt

Die deutlichste Repression dacZ-Expression war bei der Synthese dédntereinheit des P1-Proteins der
Glycin-Decarboxylase und bei Synthese des ThionedDerivates zu erkennen. Hier wurden
relative p-Galactosidase-Aktivitaten von 10, 11 bzw. 12 (pNM@Fbzw. 12, 13 bzw. 15 (pMSTrx) ermittelt,
was fiur eine stark ausgepragte Homodimer-Bilduraseti beiden Proteine spricht. Die hier identiftger
Homodimerisierung des Thioredoxins konnte, wie lrsghnitt 3.3.8. beschrieben, auch im StaBwntoli
SU202 detektiert werden, die Oligomerisierung vavi&Eo wurde ebenfalls bestétigt, war allerdings bei der
Synthese durch die Plasmide pM@Pand pDPP& in diesem Reportersystem wesentlich schwécher
ausgepragt. Geringfligig schwacher sind die HomadBildungen einzustufen, die fir die Proteine GgvP2
GcvP4, PrpU und GrdA identifiziert wurden. FUr d@&-Protein der Glycin-Decarboxylase und GrdA der
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Glycin-Reduktase konnten somit die Ergebnisse niteHilfe der entsprechendds. colrSU202 Stamme
erhalten wurden, bestétigt werden. Die mit &emrol-SU101-Reporterstammen erhaltenen Resultate fur die
Proteine GcvP4 und PrpU unterscheiden sich hingegen denen, welche mit dek. colirSU202-
Reporterstammen erhalten wurden, da dort fir berdéeine keine Homodimerisierung festgestellt werde
konnte. Die Aussage ist fur PrpU kritisch zu bettan, da hier, wie in Abschnitt 3.3.7. beschrielf@ndie

drei untersuchten Klone sehr verschiedene Wertdterhwurden, wobei man bei getrennter Betrachheig

Klon 1 von einer Homodimer-Bildung ausgehen musste.
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Abb. 20: Relative B-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU101-Reporterstamme. Dargestellt sind die
relativen B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils dréi colirSU101-Reporterstammen (Klon 1, 2 und 3), die ein
pMS604-Derivat tragen. Die ermittelten Werte ergelsch jeweils aus einer Dreifachbestimmung voni dre
unabhangigen Messungen. Die Standardabweichungérlsi schmale Balken dargestellt.

Die hier gezeigte, als schwach einzustufende Iktiera der Thioredoxin-Reduktase mit sich selbst,
widerspricht den mit Hilfe der entsprechendercol-SU202-Reporterstammen erhaltenen Ergebnissen.
Wie in Tabelle 9 (s. S. 68) und Abbildung 20 zueenken ist, wurde fir dig-Untereinheit des P1-Proteins
keine Homodimerisierung gezeigt, wahrend die Datehdem Reporterstamr&. coliFSU202 auf eine
schwache Interaktion dieser Untereinheit mit selh& hinweisen.

Bei der gemeinsamen Expression gawP X undgcvPP konnten die mit Hilfe des Reporterstamiscoli
SU202 erhaltenen Resultate, welche keine Homodsmeeuing zeigten, im Reporterstanin coliSU101

bestétigt werden.



3. Experimente und Ergebnisse 70

3.4. Synthese von Proteinen aus. acidaminophilumin E. coli

E. acidaminophilunkonnte bisher keiner genetischen Manipulation zotgen werden, da bis zum heutigen
Zeitpunkt kein Transformationssystem fir diesen abigmus etabliert werden konnte. Die
Proteinkomponenten der Glycin-Decarboxylase, diengonenten des Thioredoxin-Systems, GrdA der
Glycin-Reduktase und das Selenoprotein PrpU sollamer heterolog i. coli synthetisiert werden, um
durchin-vitro-Untersuchungen die Funktion des Proteins PrpU iataldolismus vork. acidaminophilum

klaren zu kénnen.

3.4.1. Synthese der Komponenten der GlyciDecarboxylase alsStreptag® Il-Fusionsprotein

Die Proteine P1, P2 und P4 der Glycin-DecarboxylaseE. acidaminophilunsollten mit Hilfe desStrep
tad” ll-basierenden Expressions- und Reinigungssysteperaithert und gereinigt werden. Der aus acht
Aminosauren (N?FWSHPQFEK-COOH) bestehendireptad® Il kann C-oder N-terminal mit Proteinen
fusioniert werden, und durch seine sehr hohe Aéitnzu StrepTactin (optimiertes, durch Mutagenese
erzeugtes Streptavidin-Derivat) wird eine schneltel effiziente Ein-Schritt-Reinigung erzieltq@vipT
and KERRA 1994; Wss and &ERRA 1997). Dieses Expressionssystem wurde gewahlfiidaiverse
Proteine vonE. acidaminophilumbereits gute Expressions- und Reinigungsergebresselt wurden
(GURSINSKY 2002; ARTHER 2003).

3.4.1.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pABK3 und pASK-IBA5

Die Expression der in die Vektoren degeptad® Il-Expressionssystems klonierten Gene wird dureh di
Promotor-Operator-Region ddstA-Gens kontrolliert und durch den auf diesen Plasmidonstitutiv
exprimierten tetRepressor streng reguliert. Die Induktion der Genession erfolgt durch
Anhydrotetracyclin in nicht antibiotisch wirksaméfonzentrationen (8RRA 1994). Klonierung in den
Vektor pASK-IBA3 resultiert in C-terminalen Fusianeder zu synthetisierenden Proteine mit dem
Streptad® I, in pASK-IBA5 hingegen in N-terminale Fusionefur Synthese der Komponenten der Glycin-
Decarboxylase aus. acidaminophilunsollten beide Vektoren zur Anwendung kommen.

Die zu klonierenden Gene wurden durch PCR mit Rimi¥i High-Fidelity DNA Polymerase (2.5.1.) an
chromosomaler DNA vonE. acidaminophilum amplifiziert, die Primerpaare PlalphalBA3r und
PlalphalBA3f (GcvPd), PlbetalBA3r und PlbetalBA3f (Gevpl P2IBA3r und P2IBA3f (GevP2) und
P4IBA3r und P4IBA3f (GevP4) wurden fir die folgenidonierung in den Vektor pASK-IBA3 verwendet.
Die Amplifikation der entsprechenden Gene zur Kéoaung in das Plasmid pASK-IBAS erfolgte mit den
Primerpaarungen PlalphalBA5r und PlalphalBA5f (QoyPPlbetalBASr und PlbetalBASf (Gevip)l
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P2IBA5r und P2IBA5f (GevP2) und P4IBA5r und P4IBA&EcvP4). AnschlieRend wurden die erhaltenen
PCR-Fragmente einem Restriktionsverdau mit Bsaleranogen und in die ebenfalls mit dieser
Restriktionsendonuclease linearisierten Vektore®iRABA3 und pASK-IBAS ligiert. Hierbei erfolgte et
gerichtete Klonierung, da Bsal auRRerhalb seineemtkingssequenz schneidet, wobei unterschiedliche 5
Uberhange entstehen kénnen.

Die ligierten Konstrukte wurden jeweils Ei.coli XL1-Blue MRF" transformiert und anschlieRend agiS8|
Kolonien die Plasmide isoliert und die Sequenzen algsprechenden klonierten Gene auf Richtigkeit
Uberprift. Je ein Plasmid mit korrektem Insert veuggwahlt und mit pRCW und PANW (GevPL in
pASK-IBA3 und pASK-IBA5), pPRCW und pPENW (GcvPB in pASK-IBA3 und pASK-IBAS), pP2CW
und pP2NW (Gcv2 in pASK-IBA3 und pASK-IBA5), pP4Cwvhd pP4ANW (GcvP4 in pASK-IBA3 und
pPASK-IBA5S) bezeichnet.

3.4.1.2. Testexpression vgavP X, gcvP 1B, gcvP2undgevP4als Streptad® II-Translationsfusion irE. coli

E. acidaminophilumhat einen G+C-Gehalt von 45,2 %, wéahrdadcoli einen G+C-Gehalt von 51,1 %
aufweist (DDRING et al., 2001). Zur besseren heterologen Synthese der Koempen der Glycin-
Decarboxylase auk. acidaminophilumsollte daher der StamiA. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL zur
Anwendung kommen. Dieser Stamm eignet sich guttharproduktion von Proteinen aus Organismen mit
niedrigem G+C-Gehalt, da er auf einem pACYC184-mrdie GeneaargU (dnaV), ileY und leuW tragt.
Diese codieren fur tRNA-Species, welche nur selftesan E. coli vorkommen: tRNAM, welche die
Codons AGA und AGG erkennt, tRNI, fur die Erkennung von AUA und tRNA" fur die Codons CUA
und CUG.

Die Plasmide, welche die Gene der einzelnen Kommene der Glycin-Decarboxylase aus.
acidaminophilumtragen (3.4.1.1.), wurden in den StarBmcoli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert
und jeweils 8 Klone einer Testexpression im 20 nall@gtab unterzogen. Nach dreistiindiger Induktion des
tetPromotors mit Anhydrotetracyclin wurde eine Praienommen und die Produktion rekombinanter
Proteine mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Nachwees Streptad® I mittels StrepTactin-HRP-
Konjugat Uberprift. Fur alle untersuchten Stammenken zusatzliche Proteinbanden mit Gré3en vob@a.
kDa fur diea-Untereinheit und ca. 54 kDa fur dieUntereinheit des P1-Proteins, von ca. 15 kDa f& B2-
Protein und ca. 42 kDa fir das P4-Protein sichtgmanacht bzw. detektiert werden. Diese zusatzlichen
Proteinbanden waren ohne Induktion bzw. in den Kadieh (pASK-IBA3 und pASK-IBA5 ohne Inserts)
nicht zu erkennen (Daten nicht gezeigt).

Es konnten fir die einzelnen Gerge(PLi, gcvPP, gecvP2und gevP4, exprimiert in pASK-IBA3 und
pASK-IBA5 keine signifikanten Unterschiede im Exgs®nslevel der jeweils untersuchten Stamme

festgestellt werden, daher wurde jeweils nur eantsh fr weitere Untersuchungen verwendet.
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Des Weiteren sollte die optimale Induktionsdauerdié einzelnen Expressionen ermittelt werden. Hier
erfolgte wiederum eine Testexpression im 20 ml N&f8sNach Induktion mit Anhydrotetracylin wurde
nach 1, 2, 3, 4, 5 und 16 h eine Probe genommeranschlielend die Synthese der rekombinanten Reotei
mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Nachweis deseptad” Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat
Uberpruft. Hierbei zeigte sich fur alle GberpriftStimme, dass bereits bei einer Induktion Uber idh d
Menge des rekombinant gebildeten Proteins im Vargleur Induktion Gber 3 h leicht zuriickging. Beird
Induktion Uber Nacht waren die zusatzlichen Prat@imle nur noch sehr schwach ausgepragt. Die optimal
Induktionsdauer betrug also 3 h. Die Anderung dameratur von 37 °C auf 30 °C zeigte hingegen keine
Einfluss auf die Expressionsraten, so dass im IRdigie die Synthese der Komponenten der Glycin-

Decarboxylase aus. acidaminophilunimmer bei 37 °C und einer Induktionsdauer von 3blgte.

3.4.1.3. Reinigung der heterolog synthetisiertetdine

Die Anzucht der einzelnen Stamme zur UberproduktienProteinkomponenten der Glycin-Decarboxylase
erfolgte im 1 |-MaR3stab. Hierzu wurde LB-Selektivinen mit einer uber Nacht ebenfalls in LB-
Selektivmedium gewachsenen Vorkultur inokuliertdass die Start-Ofg, der Hauptkultur 0,1 betrug,
anschlielend wurde diese Kultur bei einer Tempenain 37 °C bis zu einer Qf von ca. 0,6 kultiviert
und dertetPromotor fiir 3 h mit Anhydrotetracyclin induzieiliernach erfolgten die Ernte der Zellen
(jeweils 100 ml Kultur wurde pelletiert) und die €hpriifung der Expression mittels SDS-PAGE.

Der aus dem Pellet von je 100 ml Hauptkultur prigoer Rohextrakt (2.10.7.3.) wurde auf StrepTactin-
Affinitatssaulen aufgetragen, ungebundene Protéimeh Waschen der Saulen mit 5x1 ml PufferwW entfern
und anschlieRend die gebundenen, heterolog sysitirégn Streptad” |l-Fusionsproteine mit 2,5 mM
Desthiobiotin im Puffer von der Saule eluiert. ABehritte erfolgten bei 4 °C und unter Gravitatftuss.
Anschlie@end wurden die einzelnen Saulenldufe itBDS-PAGE und Western-Blot-Nachweis des
Streptad® Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat iiberpriift unée droteinkonzentrationen der einzelnen
Elutionsfraktionen mittels Bradeford bestimmit.

Die Proteine GevHl, GevP2 und GevP4 konnten im Fall der C-terminaled N-terminalen Fusion mit
demStreptad® Il in nahezu homogener Form erhalten werden (§3SAbb. 21). Dabei war allerdings zu
erkennen, dass bei allen 3 Proteinen die Fusion dain C-terminalenStreptad® Il in hoheren
Proteinmengen resultierte. Im Fall des heterologriexertengcvPX: konnte nur bei C-terminaler Fusion
mit dem Streptad® Il lésliches Protein erhalten werden. Das N-terrimé dem Streptad® Il fusionierte
Protein lag hingegen nur alsclusion bodiesm Pellet nach der Rohextrakt-Praparation vor. Aleteine
eluierten innerhalb der dritten ElutionsfraktiorOQ5ul), wobei aus jeweils 100 ml Kulturvolumen 2 mg
GcevPIn (4 pg/ul), 1,25 mg GevBl(2,5 pg/pl), 1 mg GevP2 (2 pg/pl) und 1,2 mg GeyR4 pg/ul) bei der
Synthese durch pASK-IBA3 und 0,25 mg GcpRD0,5 pg/pl), 0,75 mg GevP2 (1,5 pg/pl) und 0,75 mg
GcvP4 (1,5 pg/ul) bei Uberproduktion mit Hilfe delasmides pASK-IBAS gereinigt werden konnten.
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Abb. 21: Reinigung der rekombinanten Proteine GcvP4(A), GevP2 (B), GevPla (C) und GevPlb (D) an
StrepTactin-Sepharose nach Synthese durch Expressievektoren pASK-IBA3 und pASK-IBA5. Die Proben
wurden in einem 12,5%igem SDS-Polyacrylamidgel CAund D) bzw. in einem Schéagger-Gel (B) aufgetramd

durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. M_Madegelichtsmarker, C-t_C-terminale Fusion mit detreptag®

I, N-t_N-terminale Fusion mit denStreptad® Il. Es wurden jeweils 5 pl der dritten Elutionsftak der

Affinitditschromatographie an StrepTactin_Sephaeaggetragen.

Bei der Reinigung von Gcvielwaren stets neben der dem rekombinanten Proteisprechenden
Proteinbande eine Vielzahl an zusétzlichen Proteine erkennen, welche nach Western-Blot-Nachweis
mittels StrepTactin-HRP-Konjugat alStreptad® Il-Fusionsproteine identifiziert werden konnten lggl
kleiner als 55 kDa), was auf einen proteolytischBbau des rekombinanten Proteins hinweist (Datehtni
gezeigt). Durch Western-Analysen konnte zusatziiereigt werden, dass dieser Abbau bereits wahrend d

Kultivierung der entsprechenden Stdmme einsetzte.

3.4.1.4. Coexpression der Gene @eundp-Untereinheit des P1-Proteins vBnacidaminophilum

Wie bei den meisten Prokaryoten liegt auch das mfeld der Glycin-Decarboxylase aus
E. acidaminophilumwie bereits erwahnt, atsf,-Tetramer vor (REUDENBERGand ANDREESEN1989).

Auch durch veranderte Wachstumsbedingungen derrg¢amit den Plasmiden zur Uberproduktion von
GevPIn (Absenkung der Temperatur und Verkirzung der Itidokzeiten destetPromotors der
Expressionsvektoren auf 1 h) konnte der protealydsAbbau des rekombinanten Proteins nicht verhinde
werden. Durch eine simultane Synthese beider Unteggen sollte nun eine mdglicherweise stabilesnete
Wirkung derB-Untereinheit auf dier-Untereinheit des P1-Proteins untersucht werdensomit eventuell

eine gréRere Menge an intaktem GcyRli erhalten bzw. den Abbau zu verhindern.
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Da die Gene fir beide Untereinheiten im Genom Eomcidaminophilundirekt benachbart liegen, konnte
mit den Primern PlalphalBA3find P1betalBA3r (fiir die Klonierung in pASK-IBA3) unded Primern
PlalphalBA5f und PlbetalBAS5r (fur die Klonierung pAK-IBA5) jeweils ein PCR-Produkt erhalten
werden, welches die GengcvPXk: und gcvP3 entsprechend ihrer Orientierung im Genom JBn
acidaminophilunreprasentierte. Die Klonierung erfolgte, wie uret.1.1. beschrieben. Die resultierenden
Plasmide wurden mit pBCW fir die Klonierung in pASK-IBA3 und mit pRBNW fir die Klonierung in
pASK-IBAS bezeichnet.

Die Testexpressionen und Reinigungen erfolgten cgnadu 3.4.1.2 und zu 3.4.1.3. Aus 250 ml
Kulturvolumen konnten fur die ExpressionsvariantepASK-IBA3 nur sehr geringe Mengen von 0,25 mg
(0,5 pg/ul) an heterolog synthetisiertem Gdvii I6slicher Form in der entsprechenden Eluticaigion
(E3) angereichert werden (Abb. 22).

25— Abb. 22: Reinigung von rekombinantem GcvPf an StrepTactin-
20— Sepharose nach Coexpression vongcvPlkr und gcvPP im
Expressionsvektor pASK-IBA3.
5 pg Protein wurden in einem 125%igen SDS-Polyaorg-Gel
15— aufgetrennt und durch Coomassie-Féarbung sichtbarmaget.
M_Molekulargewichtsmarker, E3_Elution 3 nach Affatschromato-
graphie an StrepTactin-Sepharose.

Bei der Cosynthese durch pASK-IBA5 war der gesatmiteil und bei der Synthese durch pASK-IBA3 der
grofte Anteil hingegen aisclusion bodiesm Pellet nach der Rohextrakt-Praparation zu findaaten nicht
gezeigt). Des Weiteren war zu erkennen, dass beUberproduktion beider Proteine im Vektor pASK-
IBA3 nur die B-Untereinheit von der StrepTactin-Affinitdtssaulduierte. Das ist insofern nicht
verwunderlich, da bei dieser Expressionsvariangepeintereinheit mit denStreptad® Il-fusioniert ist.
Durch Western-Blot-Nachweis deStreptad® Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat in Zell-Lysatater
Expressionskultur konnte gezeigt werden, dass bekgression vogcvP X undgcvP¥ durch das Plasmid
pASK-IBAS ein proteolytischer Abbau des rekombireaniGcvP&-Proteins bei der simultanen Synthese
beider Untereinheiten nicht mehr zu erkennen wae, parallele Reinigung beider Proteine gelangedogh

nicht.
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3.4.1.5. Konstruktion eines Vektors zur simultaR&inigung den- undp-Untereinheit des P1-Proteins

Da die gemeinsame Synthese beider UntereinheiteiGlyein-Decarboxylase aus. acidaminophilumn
den Vektoren pASK-IBA3 und pASK-IBA5 nicht zu demwginschten Resultaten fihrte, sollte nun ein
Vektor konstruiert werden, der sowohl eine N-temgnFusion deStreptad® Il mit der a-Untereinheit als
auch eine C-terminale Fusion d&sreptad” Il mit der p-Untereinheit erméglichte, um beide Proteine
simultan zu synthetisieren, aber auch gemeinsareizigen.

Die Vektoren pASK-IBA3 und pASK-IBA5 unterscheidsith nur hinsichtlich der Lage der Sequenz fir
denStreptad® Il. Wahrend diese im pASK-IBAGpstreamdermulti cloning sitegelegen ist, ist die Sequenz
im pASK-IBA3 downstreandieser zu finden (Abb. 23).

Amp Amp'

f1-1IG f1-1IG

ori  PASK-IBAS oi  PASK-IBA3

tipp ... tipp ...

RBS tet® RBS Streptad® Il multi cloning site tiop RBStet”” RBS multi cloning site Streptad®ll tiop
Bsal EcoRlI Bsal Hindlll Bsa EcoRI Bsal Hindlll
Verdau mit EcoRlI Verdau mit EcoRl
und Hindlll und Hindlll
Bsal EcoR Hindlll EcoRI Bsal Hindlll

Ligation beider EcoRI-Hindlll-Fragmente

RBS tet’* RBSStreptad® Il multi cloning site Streptad® Il t,,

Bsal EcoR Bsal Hindlll

Abb. 23: Konstruktion des Vektors pASK-IBA53ke. Dargestellt sind die beiden ExpressionsvektorenoMAHA3
und pASK-IBA5, wichtige Gene sind grau dargestelig multi cloning sitedunkelgriin und deStreptag® Il weinrot.
Die fur die Konstruktion des Vektors pASK-IBA53keichtigen Schnittstellen EcoRI und Hindlll sind rot
hervorgehoben, die fiir die Klonierung der zu expienden Gene geeigneten Bsal Schnittstellen simgvarz
gekennzeichnet.
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Durch Restriktion beider Plasmide mit den Reswiksiendonukleasen EcoRI und Hindlll wurde jeweits ei
100 bp und ein 3147 bp (pASK-IBA3) bzw. ein 100w ein 3160 bp Fragment (pASK-IBAS) erhalten.
Im Falle des Vektors pASK-IBA3 befindet sich dieqBenz desStreptag® Il auf dem 100 bp Fragment,
wahrend sie nach Verdau des Vektors pASK-IBA5 arh@160 bp Fragment zu finden ist. Nach Ligation
dieser beiden Fragmente wurde ein Plasmid erhaltetches sowohl die C-terminale als auch die N-
terminale Translationsfusion von z.B. zwei Unteheiiten eines Proteins mit deBtreptad’® Il erlaubt. Das

so erhaltene Hybrid-Plasmid weist genau wie digldeiAusgangsvektoren zwei Bsal-Schnittstellen auf,
uber die eine gerichtete Klonierung der Zielgenésehen beidétreptad® II-Sequenzen méglich ist. Nach
Uberprufung der Sequenz demulti cloning sitewurde dieser Expressionsvektor mit pASK-IBA53ke

bezeichnet.

3.4.1.6. Klonierung degcvP1Gens vork. acidaminophilunmin den Expressionsvektor pASK-IBA53ke

Wie in Abbildung 8 (s. S. 46) zu erkennen ist, éeglie GengcvPX und gcvPYs, welche fir die beiden
Untereinheiten des P1-Proteins der Glycin-Decarlamey ausE. acidaminophilumcodieren, im Glycin-
Decarboxylase-Operon direkt benachbart und werdem durch ein Base, ein Cytosin, getrennt. Die
Ribosomen-Bindestelle figrcvP1s befindet sich im 3Bereich vorngcvP L.

Far die Klonierung in den Expressionsvektor pASKAEBke wurden 2 verschiedene Ansétze gewahlt. Zum
einen sollten die GengcvPL: und gcvPY so in den Vektor kloniert werden, wie sie im Gengon

E. acidaminophilumangeordnet sind. Hierzu wurden beide Gene mit Bamern PlalphalBA5f und
PlbetalBA3r durch PCR mit Phusion™ High-Fidelity BIRolymerase (2.5.1) an chromosomaler DNA von
E. acidaminophilumamplifiziert, mit Bsal verdaut und in ebenfallstrBisal geschnittenen pASK-IBA53ke
ligiert (s. S. 77, Abb. 24).

Zum anderen sollte mit Hilfe eines Primers einedzzlehe Ribosomen-Bindestelle zwischen beide Gene
eingefligt werden. Mit den Primerpaaren PlalphalBéid PhKE+Bsal gcvPk) und PlbetalBA3r und
P1BKE+Bsal @cvPP) wurden beide Gene durch PCR mit Phusion™ Higlelifid DNA Polymerase
(2.5.1) an chromosomaler DNA vodB. acidaminophilumamplifiziert, ebenfalls mit Bsal verdaut und
gemeinsam in mit Bsal linearisierten pASK-IBA53igidrt.

Die Endonuclease Bsal schneidet aul3erhalb ihrexriBtkngssequenz jede beliebige Sequenz, wobeirdin 4
langerer 5Uberhang entsteht. Die Uberhdnge der Uber die éPriPbKE+Bsal und PRKE+Bsal
eingefligten Bsal-Schnittstellen wurden so konstruigass im Fall der Amplifikation vogcvPL: ein
Uberhang von funf Adeninen und im Fall vgavP} einer mitfiinf Thyminen entsteht. Dies gewahrleistet
eine gerichtete Klonierung beider Gene in den \ighaSK-IBA53ke.



A
pASK-IBA53ke

Bsal EcoRI Bsa Hindlll

RBS-AAATGGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAARGBGEOGCGGTCCCGAATTC Nyg...... GGTCTBGCGTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAARAGTT GAC-Ter
M A s w s H EIIEEC SAWSHP  QFEK
Streptad® Il Streptad® Il
PlalphalBA5f PlbetalBA3r
5- ATGGTAGGTCTBGCGCCCATAAGTATATCCCAAATACAGAGG-3 3 " AAGACCTTATACTAAAATATCAAGGCAGQGAITACTACCAT-5
HKY TP NT B e, DLILKYOQ G
GevPln GevP3

B
ASK-IBA53ke .
P Bsal ECORI Bsal HindlIl

RBS-AAATGGCTAGCTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAARGBGACGCGGTCCCGAATIC  Ngg... GGTCTBGCGTTGGAGCCACCCGCAGTTCGAAAAARAGTT GAC-Ter

MAsws H SAWSH . QFEK |
Streptad® Il Streptad’ Il
PlalphalBAS5f PloKE+Bsal
3

5 - ATGGTA GGTCTBGCGCCATAAGTATATCCCAAATACAGAGG -3 - CAATACCTCCACTTAACGATUCAGAGITTTTACGTACGC -5
HKYIPNT Eer VMEVN C - i
I GeVPXL || GevPln . ... i
PI1BKE+Bsal ! PlbetalBA3r
5'-GCGTACGTMM-SCAAAAAATGAAGAACTACAATAAGCTT-3 3 "-AAGACCTTATACTAAAATATCAAGGCAGUGXGACTACCAT-5
MKNYNKL. ... DLI LKY QG
GevPB GevPB

Abb. 24: Schematische Darstellung der Klonierung vo gcvPXx und gcvP ohne (A) und mit zusatzlicher Ribosomen-Bindestadl (B) in das Expressionsplasmid
pASK-IBA53ke. Die multi cloning sitedes Vektors pASK-IBA53ke ist dargestellt, die Segen der Primer PlalphalBASf, P1betalBA3rglRE+Bsal und PRKE+Bsal

zur Amplifikation der DNA-Abschnitte, welche fir eiGenegcvPXk: und gcvPYs codieren, sind angegeben. Die klonierungsrelevaB&alsitessind fett gedruckt und
unterstrichen, die nach Restriktionsverdau entgtaed Uberhange grau unterlegt und doppelt untemsimi Die zusatzlich eingefugte Ribosomen-Bindiestist griin

unterlegt. Die C-und N-terminalen Aminosaureseqaeander Proteine Gevielund GevPp sind angegeben sowie die Sequenz Siesptad® Il, welche zusatzlich rot
unterlegt ist. RBS_Ribosomen-Bindestelle, Ter_Tkapsonsregulator.
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Nach Ligation und Transformation wurden jeweils dus der entstandenen Klone die Plasmide isaliedt

die Sequenz der Inserts Uberpruft. Jeweils ein idyBlasmid wurde mit pcRPB53 (ohne zusatzliche
Ribosomen-Bindestelle) und p#b3 (mit zusatzlicher Ribosomen-Bindestelle) bezasth

Beide Plasmide wurden ebenfallskncoli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert, und die Bysithese
und Reinigung erfolgten wie in Abschnitt 3.4.1.2sbhrieben.

Bei der Uberproduktion mit Hilfe des Plasmides pfBB waren bei der Testsynthese (3.4.1.2.) deutlich
zwei zusatzliche Proteinbanden zu erkennen. DigsgeiRe lagen allerdings in unldslicher Form als
inclusion bodiesor und waren nach dem Zellaufschluss im Pelldtrmien (Daten nicht gezeigt).

Nur bei der Expressionsvariante mit zusatzlichdsoRomen-Bindestelle zwischen beiden Genen konnten
nach Reinigung an StrepTactin-Sepharose in derliBioksfraktion zwei Proteine angereichert werden,
deren GroRe den Proteinen GcuP(B0,2 kDa) und GevABL (54,4 kDa) mitStreptad® Il entsprachen
(Abb. 25). Aus 100 ml Kulturvolumen wurden 1,35 &7 ug/ul) Protein, bestehend aus rekombinanten

GcevPX und GevPB, durch Affinitatschromatographie angereichert.

200—
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Abb. 25: Reinigung der rekombinanten Proteine GevPd und GevP1B

an StrepTactin-Sepharose nach Koexpression vogcvPl und gcvP P

im Expressionsvektor pASK-IBA53ke.

40__ 2 ug Protein wurde in einem 7,5%igen SDS-PolyaanidaGel aufgetrennt
und durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht.
M_Molekulargewichtsmarker, E3 Elution 3 nach Affitschro-
matographie an StrepTactin-Sepharose.

50—

Durch simultane Uberproduktion im Expressionsvekt@rASK-IBA53ke und anschlieBender
Affinitatschromatographie an StrepTactin-Sephaiksente sowohl dier- als auch digi-Untereinheit des
P1-Proteins der Glycin-Decarboxylase &usacidaminophilumals rekombinante Proteine gereinigt werden.

Der proteolytische Abbau derUntereinheit des P1-Proteins konnte so verhingerten.
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3.4.2. Lipoylierung des P2-Proteins der Glycin-Dechoxylase vonE. acidaminophilum

Das P2-Protein der Glycin-Decarboxylase ist dietrzé® Komponente dieses Enzymkomplexes (s. S. 5,
Abb. 2) und tragt als prosthetische Gruppe LiporsaDiese ist mit einem ubiquitar hoch konservierte
Lysin-Rest Uber eine Peptidbinding mit dem Protieist verknlpft ist (REUDENBERG and ANDREESEN
1989; KOPRIVA et al.,1996b; MGARAJAN and SORMS 1997; RRES et al.,1995). Man unterscheidet zwei
Wege der Lipoylierung von Proteinen, den endogemet den exogenen Weg. Bei erstem wird nach
Aktivierung von Octansaure durch Bindung an das AE&&yl-Carrier-Protein) diese durch LipA zweimal
sulfuniliert und in Liponsaure umgewandelt und dfis€end durch LipB (Lipoyl-(Acyl-Carrier-Protein)-
ProteinN-Lipoyltransferase) auf das Apoprotein Ubertrag&@®im exogenen Weg wird durch die
Zellmembran aufgenommene Liponséaure durch Lipoateir-Ligase A (LplA) unter ATP-Verbrauch direkt
auf das Zielprotein Ubertragen RIS et al.,1994). FUIE. coli konnten sowohl die GeripA undlipB als
auch das GerplA beschrieben werden @RRIS et al.,, 1995; REED and (RONAN 1993). FUrE.
acidaminophilumkonnte der konservierte, flr die Lipoylierung egigdle Lysinrest nachgewiesen werden
(POEHLEIN 2003).

3.4.2.1. Synthese des P2-Proteins in Gegenwart ypamsaure

E. coliist in der Lage, Liponséure direkt Giber die Zehnlbean aufzunehmen und mit Hilfe der Lipoat-
Protein-Ligase A (LplA) diese auf die entsprechendelproteine zu tUbertragen (#&Riset al.,1995). Bei
der heterologen Uberproduktion des P2-Proteins Busacidaminophilumsollte durch Zugabe von
Liponsaure zum Kultivierungsmedium des entsprechené&xpressionsstammeds. (coli BL21(DE3)-
CodonPlus-RIL mit dem Plasmid pP2CW) die Lipoyliegudes Uberproduzierten P2-Proteins gewéhrleistet
werden.

Die Synthese des P2-ProteinsEncoli erfolgte in 1 | LB-Selektivmedium (125 pg/ml Ammai 30 pg/ml
Chl) und unter Zugabe von 500 pug/ml Liponsaure 39 wor Induktion degetPromotors mit 0,2 pg/mi
Anhydrotetracyclin. Die Praparation des Rohextrakéefolgte aus dem Pellet von 100 ml Kultur, die
Reinigung des heterolog synthetisierten P2-Protelosch Affinitatschromatographie an StrepTactin-
Sepharose, wurde wie unter 3.4.1.3. beschriebaohgefiihrt. Das gereinigte Protein wurde anschtidl3e
durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und WesdBéot-Nachweis desStreptad® Il mittels
StrepTactin-HRP-Konjugat Gberprift.

Durch MALDI-MS-Analyse konnten fiir das heterologigyetisierte P2-Protein (C-terminal rSitreptad”® |l
fusioniert) Massen von ca. 15,154 kDa und 15,342 Kiestimmt werden (A. CHIERHORN pers.
Mitteilung). Aus der Aminoséuresequenz leiteterh séin theoretischer Wert fir das P2-Apoprotein von
15,285 bzw. 15,145 kDa und ein Wert von 15,342 2202 kDa (mit bzw. ohne Initiationsmethioniny fi
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das P2-Holoenzym ab. Das P2-Protein der Glycin-lbecglase konnte also in der Holoform, d. h. mit

Liponséure als funktionelle Gruppe heterologtircoli synthetisiert werden.

3.4.3. Expression der Gene des Thioredoxin-System@n E. acidaminophilum als Streptag® II-

Fusionsproteine

Essentiell fur die Funktion des Multienzym-Komplexaler Glycin-Decarboxylase ist neben den
Komponenten P1, P2 und P4 das vierte zu diesemei8ygehorende Protein, die Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase. Dieses Enzym reoxidiert die Thi@e ldponsauregruppe des P2-Proteins, welche nach
Spaltung der Aminomethylgruppe reduziert vorliegeim Disulfid. Die resultierenden Elektronen werden
dabei Uber gebundenes FAD auf NADzw. NADF (bertragen (ADREESEN 1994b). Fur E.
acidaminophilurmkonnte bisher als Ausnahme keine eigenstandiggdbafipoamid-Dehydrogenase isoliert
bzw. beschrieben werden I@YRICHS et al., 1991; RREUDENBERG et al., 1989a; M:YER et al., 1991;
POEHLEIN 2003). Die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitéitirde bei diesem Organismus stattdessen
von dem Thioredoxin-System, bestehend aus ThioieeR®eduktase und Thioredoxin, wahrgenommen. Mit
dessen Hilfe werden die bei der Glycin-Oxidatiozivierdenden Elektronen direkt oder iiber NADP(H) auf
das Protein A der Glycin-Reduktase UbertragenDREESEN 1994b; MEYER et al., 1991). Um eine
mogliche Funktion von PrpU als Komponente im Améngestoffwechsel vore. acidaminophilumzu
klaren, mussten auch die beiden Komponenten desrélduxin-Systems, die Thioredoxin-Reduktase und
das Thioredoxin, heterolog iB. coli Uberproduziert und gereinigt werden, zumal dierktionsstudien

bereits darauf hingewiesen hatten, dass PrpU nmtr&dhoxin interagiert.

3.4.3.1. Klonierung voitrxB undtrxA in den Expressionsvektor pASK-IBA3

Zur Uberproduktion der Komponenten des Thiored®ystems ausE. acidaminophilumwurde das
Expressionsplasmid pASK-IBA3 gewdhlt, da mit dies&faktor fir die Komponenten der Glycin-
Decarboxylase gute Resultate erzielt wurden. Dast@8, welches flr die Thioredoxin-Reduktase codiert,
wurde mit den Primern TRXB-F und TRXB-R und das @A, codierend fir Thioredoxin, wurde mit den
Primern TRXA-F und TRXA-R durch PCR mit Phusion™ ghliFidelity DNA Polymerase (2.5) an
chromosomaler DNA voi. acidaminophilunamplifiziert. Es wurden Fragmente mit einer Gré#Be 1 kb
(trxB) und einer Grole von 0,3 kirxA) erhalten, was den Gréf3en beider Gene entspiiXdtie nicht
gezeigt). Die amplifizierten PCR-Produkte sowie ddlasmid pASK-IBA3 wurden mit Bsal verdaut,
miteinander ligiert und irE. coli XL1-Blue MRF transformiert. Aus jeweils drei der entstandendonk
wurden die Plasmide isoliert und die Sequenz dggris Uberpruft. Ein Plasmid mit korrektem Inseutde
mit pTRCW (Thioredoxin-Reduktase) und das andetepmixCW (Thioredoxin) bezeichnet.
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3.4.3.2. Synthese und Reinigung von heterologesrétdpxin-Reduktase und heterologem Thioredoxin

Zur heterologen Synthese der Thioredoxin-Reduktimskedes Thioredoxins als acidaminophilunwurde
auch hierE. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL verwendet, welcher speziéll die Uberproduktion von
Proteinen aus Organismen mit niedrigem G+C-Gelegigmet ist (3.4.1.2.).

Beide Hybrid-Plasmide wurden jeweils i coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert und jeweils 6
Klone einer Testsynthese im 20 ml Mal3stab, wie ruBté.1.2. beschrieben, unterzogen. Sowohl fir die
Synthese von Thioredoxin-Reduktase als auch fiutUtherproduktion von Thioredoxin konnte bei allen 6
getesteten Stdmmen eine zusatzliche Proteinband@%b&Da (Thioredoxin-Reduktase) bzw. 13 kDa
(Thioredoxin) mittels SDS-PAGE sichtbar und im WestBlot-Nachweis desStreptad® Il durch
StrepTactin-HRP-Konjugat detektiert werden (Datihtgezeigt).

Die Synthese beider Proteine erfolgte analog zul34im 1 | Mal3stab in LB-Selektivmedium (125 pb/m
Amp und 30 pg/ml Chl) und Induktion det-Promotors mit 0,2 pg/ml Anhydrotetracyclin.

Die Praparation des Rohextraktes und die Reiniglargheterolog Uberproduzierten Proteine erfolgtshau
hier aus dem Pellet von 100 ml Kultur. Nach Affatgchromatographie an StrepTactin-Sepharose @uiert
die Thioredoxin-Reduktase innerhalb der dritten uigdten Fraktion (Abb. 26 A) mit einem Proteingitha
von 5,6 pg/ul. Die proteinhaltigen Fraktionen wademch eine intensive Gelbfarbung gekennzeichnag w
auf den FAD-Gehalt der rekombinanten Thioredoxinki¢ase zuriickzufihren ist. Die heterolog
synthetisierte  Thioredoxin-Reduktase zeigte ein fifAD-haltige Proteine charakteristisches
Absorptionsspektrum (Anhang A.X.) Das rekombinaiitd@oredoxin eluierte vollstdndig innerhalb der
dritten Fraktion (Abb. 26 B) mit einem Proteingehabn 2 pg/ul. Aus jeweils 100 ml Kulturvolumen
konnten 2,8 mg rekombinante Thioredoxin-Reduktasel & mg rekombinantes Thioredoxin durch

Affinitatschromatographie an StrepTactin-Sephageseinigt werden.
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Abb. 26: Reinigung der rekombinanten Proteine Thioedoxin-Reduktase (A) und Thioredoxin (B) an
StrepTactin-Sepharose nach Uberproduktion im Expresionsvektor pASK-IBA3. Die Proben wurden in einem
12,5%igen SDS-Polyacrylamidgel (A) bzw. in einemh&gger-Gel (B) aufgetrennt und durch Coomassietkirb
sichtbar gemacht. M_Molekulargewichtsmarker, E-TRitiBn 4 der Affinitdtschromatographie von Thiorede
Reduktase (2 pg) und E-Trx_Elution 3 der Affinithitsomatographie von Thioredoxin (5 pg).
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3.4.4. Expression der Gene der Selenoproteine Prpuhd GrdA und deren Cystein-Mutanten in E. coli

Die Proteine PrpU und GrdA weisen in ihrer Aminas@equenz ein Selenocystein auf. Der Einbau dieser
seltenen Aminoséure erfolgt cotranslational duiochl&A-Codon. Das Vorhandensein einer Selenocystein
spezifischen-tRNA und des Selenocystein-spezifiscBongationsfaktors SelB RCHHAMMER et al.,
1991; LEINFELDER et al., 1988) ist dafir essentiell. Durch ihn erfolgt diekennung der SECIS-Struktur
(selenocysteine insertion sequencesiner MRNA-Sekundarstruktur, welchdownstream des fir
Selenocystein codierenden UGA-Codons zu finden ebdnfalls essentiell fir die Inkorporation von
Selenocystein in die Polypeptidkette i&. colirSelB ist nicht in der Lage, SECIS-Elemente &S
acidaminophilumzu erkennen, hier kommt es entweder zum Einbau Tgptophan, der so genannten
Tryptophan-Supression fRCHHAMMER et al.,1989; HRsH and LD 1971; LEINFELDER et al.,1988) bzw.
zum Abbruch der Translation und somit zu einem tneaten Protein (SOLNICK et al.,1968). Erst durch die
Arbeiten von @RSINSKY (2002) war es mdglich, die Gene der SelenoprotaueE. acidaminophilum
heterolog inE. coli zu exprimieren. Durch parallele Expression waB:-, und selG, mit dem Gen des
entsprechenden Selenoproteins [ coli erfolgte die Erkennung des SECIS-Elementes &is
acidaminophilumdurch SELB, und ein Einbau von Selenocystein in das hetersioghetisierter Protein
(GURSINSKY 2002; GJRSINSKY et al.,2008).

3.4.4.1. Klonierung vogrdA3undprpU in das Expressionsplasmid pASK-IBA3plus

Da die GeneselB und selC aus E. acidaminophilumauf einem pACYC18®{Derivat codiert sind
(YANISCH-PERRON et al., 1985), ist es nicht mdglich, die SelenoproteineStammE. coli BL21(DE3)-
CodonPlus-RIL zu synthetisieren, da das in dieseqrdssionsstamm enthaltene RIL-Plasmid (3.4.1.2.)
ebenfalls ein pACYC184-Derivat ist, was zu einétoimpatibilitat beider Plasmide fihrt. Vorangegargen
Arbeiten (QROBE 2001) zeigten, dass eine Synthese von Wildtyprdgi®teinen mit Hilfe des Expressions-
Vektors pASK-IBA3 im Stamnk. coli XL1-Blue MRF" nur zu sehr geringen Expressionsrdtenrte. Aus
diesem Grund sollte neben diesem Vektor eine vaziidorm dieses Expressionsplasmides, pASK-
IBA3plus, zur Anwendung kommen. Eine verandertenSiations-Initiationssite erméglicht eine wesentlich
hohere Produktion an heterolog synthetisiertemeifrgivww.iba-go.de).

Fir spatere Untersuchungen sollten sowohl die Seyestein- als auch die Cystein-Varianten der Gapé)

und grdA heterolog Uberexprimiert werden. Da sich wéahreiedat Arbeit die C-terminale Fusion mit dem
Streptad® Il als besser geeignet erwies, sollte auch dietgat und Reinigung dieser beiden Proteine tiber
eine C-terminale Translationsfusion erfolgen.

Durch ROBE (2001) wurden bereits das WildtyppU und dessen Cystein-Variante (Umwandlung ides
frame TGA-Codons zu dem Cystein-Codon TGC durch geriehkdutagenese) in das Expressionsplasmid
pPASK-IBA3 kloniert. Nur im Fall der Cystein-Variamtkonnte mittels SDS-PAGE und Western-Blot-
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Nachweis desStreptad® Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat eine Synthesen vheterologem PrpU
detektiert werden. Eine Uberproduktion des WildBgpU konnte nicht nachgewiesen werden. Das Gen
grdA, welches fir das Selenoprotein GrdA codiert, lag3eginn dieser Arbeit als Wildtyp- bzw. Cystein-
Variante, kloniert in das Expressionsplasmid pA8&3, vor (J. AGER, pers. Mitteilung). Es konnten
wahrend dieser Arbeit weder fir das Wildtyp-Proteach fir die Cystein-Mutante mit diesen vorliegemd
Konstrukten eine Synthese nachgewiesen werdenr{Détat gezeigt). Aus diesem Grund sollten die Gene
beider Proteine als Wildtyp-Variante und im Falhv@rdA auch die Cystein-Variante erneut in pASK-BA
und zusatzlich in pASK-IBA3plus kloniert werden, aliese Proteine heterolog zu synthetisieren.

Die GeneprpU undgrdA wurden durch PCR mit den Primern prpUIBA3f und@if2I3 bzw. GrdAIBA3f
und GrdAIBA3r amplifiziert, wobei chromosomale DN# Fall der Amplifikation der Wildtyp-Gene bzw.
das Plasmid pMUA36 (JAGER, pers. Mitteilung) im Fall der Amplifikation deryStein-Variante vorgrdA
alstemplatedienten. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden nad Bgw. mit Bpil @rdA) verdaut und in die
mit Bsal behandelten Vektoren pASK-IBA3 und pASKABlus ligiert und anschlieend & coli XL1-
Blue MRF". Aus jeweils drei der entstandenen Kaonivurden die Plasmide isoliert und das Insertetsitt
Sequenzierung Uberprift. Die Hybrid-Plasmide wureetsprechend der Klonierung in pASK-IBA3 mit
pPrpUCW prpU), pPACW bzw. pPACM (WildtymgrdA bzw. Cystein-Mutante vonrgA) und pPrpUCW+
(prpV), pPACW+ bzw. pPACM+ (WildtymrdA bzw. Cystein-Mutante vorrdA) im Fall der Klonierung in
pASK-IBA3plus bezeichnet. Bei der Sequenzierungrallasmide, welche die Wildtyp-Gene vgrdA
trugen, zeigte sich, dass in jedem mtlA3 amplifiziert und kloniert wurde. Auf die Anzahl dien Genom
von E. acidaminophilumvorkommenden Kopien vogrdA und weiteren Genen des Glycin-Metabolismus

wurde im Abschnitt 3.1. naher eingegangen.

3.4.4.2. Testexpression der Gene der Selenoprofepld und GrdA alsStreptad® Il-Translationsfusion in

E. coli

Wie bereits erwahnt, konnte die heterologe SyntlieseSelenoproteinen nur mit Hilfe des VBURSINSKY

et al (2008) etablierten Plasmides pASBCZEincoli durchgefuhrt werden. Auf Grund der Inkompatibilité
dieses Plasmides mit dem im Expressionstdiigoli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL enthaltenen RIL-Plasmid
war die Expression in diesem Stamm nicht moglicah& wurde zunachst eine Testsynthese der beiden
Selenoproteine PrpU und GrdA im Star&mcoli XL1-Blue MRF" durchgefiihrt.

Die Testsynthese erfolgte in 20 ml LB-Selektivmeadjuals Inokulum diente eine ebenfalls in LB-
Selektivmedium gewachsene Ubernacht-Kultur. Nachkistiindiger Induktion dedetPromotors der
Expressionsplasmide erfolgte die Analyse der Prahgch SDS-PAGE bzw. Western-Blot-Nachweis des
Streptad® Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat. Fir das hekego exprimierte grdA konnte in einer
17,5%igen SDS-PAGE eine zusétzliche Proteinbandeemer GrofRe von ca. 20 kDa im Vergleich zur

nichtinduzierten Probe bei der Synthese durch pABASplus sichtbar gemacht werden. Eine Bande
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analoger Grol3e konnte ebenfalls im Western-Blohgewiesen werden. 20 kDa entspricht der Gré3e von
heterolog exprimiertergrdA fusioniert mit denstreptad® Il. Bei der Uberproduktion mit Hilfe des Vektors
pASK-IBA3 konnte keine zusatzliche Bande identdiziwerden. Also war die Verwendung von pASK-
IBA3plus notwendig.

Fiar PrpU konnte weder in der SDS-PAGE noch durctstéfa-Blot eine zusatzliche Bande bei Synthese
durch pASK-IBA3 bzw. pASK-IBA3plus sichtbar bzw. td&tiert werden (Daten nicht gezeigt). Daher
erfolgte eine weitere Testsynthese der ProteindJ Rupd GrdA im StammE. coli BL21(DE3). Die
Uberproduktion beider Proteine erfolgte auch higrHiiife der Plasmide pASK-IBA3 und pASK-IBA3plus.
Die Analyse der nach Testexpression gewonnenereRretfolgte ebenfalls durch SDS-PAGE und Western-
Blot-Nachweis deStreptad® Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat. Bei der Syrghebeider Proteine durch
das Plasmid pASK-IBA3plus konnte fir PrpU eine zzigéhe Bande bei ca. 12 kDa und fir GrdA eine bei
ca. 20 kDa sichtbar detektiert werden. Bei Expogsshittels pASK-IBA3 konnte auch in diesem Stamm
weder fiirprpU noch fiirgrdA eine Uberproduktion der Proteine nachgewieseneve(@aten nicht gezeigt).
Da die Expression des WildtygrdA im StammeE. coli XL1-Blue MRF" wesentlich schwéacher war, als im
StammeE. coli BL21(DE3), wurde letzterer auch fur die weiterenrdtehe fir die Expression von Wildtyp-
grdA verwendet.

Die Synthese der Cystein-Mutanten von PrpU und Gedélgte im Stamnt. coli BL21(DE3)-CodonPlus-
RIL. Fur beide Proteine wurden nach Testsynthese amschlieRender SDS-PAGE bzw. Western-Blot-
Analyse zusatzliche Banden mit GréRen von ca. 12 @pU) bzw. ca. 20 kDa (GrdA) visualisiert bzw.
detektiert.

3.4.4.3. Synthese und Reinigung von Wildtyp-Prpd #&rdA und deren Cystein-Varianten

Die Uberproduktion beider Wildtyp-Proteine erfolgte StammE. coli BL21(DE3) analog zu 3.4.1.3. im 1 |
Mafstab in LB-Selektivmedium (125 pg/ml Ampicillimd 30 pg/ml Chloramphenicol) und dreistiindiger
Induktion destet-Promotors mit 0,2 pg/ml Anhydrotetracyclin. Die é¥produktion der Cystein-Mutanten
von PrpU und GrdA erfolgte im Stamim coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL.

Die Praparation des Rohextraktes erfolgte aus dellatRron 100 ml Kultur (Cystein-Varianten von PrpU
und GrdA), von 200 ml (Wildtyp-GrdA) bzw. von 250 idultur bei Wildtyp-PrpU. Nach Bindung des
Rohextraktes an StrepTactin-Sepharose wurden diebwmdenen Proteine durch Waschen mit 5x1 ml
PufferW entfernt und die iberproduzierten und Stieptad”® II-fusionierten Proteine mit 6x0,5 ml Pufferw
mit 2,5 mM Desthiobiotin eluiert. Alle Schritte etfiten bei 4 °C und unter Gravitationsfluss.

AnschlieRend wurden die einzelnen Saulenlaufe Ini8®S-PAGE und Western-Blot-Nachweis &gep
tag” Il mittels StrepTactin-HRP-Konjugat Gberpriift unde dProteinkonzentrationen der einzelnen

Elutionsfraktionen mittels BADFORD-Test bestimmt.
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Abb. 27: Reinigung der rekombinanten Selenoprotein®rpU (A) und GrdA (B) und deren Cystein-Variantenan
StrepTactin-Sepharose nach Synthese im Expressiorettor pASK-IBA3plus. Die Proben wurden in einem
Schagger-Gel (&HAGGER 2006) aufgetrennt und durch  Coomassie-Farbung thsich gemacht.
M_Molekulargewichtsmarker, WT_Elutionsfraktion défildtyp-Proteine, MU_Elutionsfraktion der Cysteirakfante
der Proteine PrpU und GrdA nach Affinititschromaépipie an StrepTactin-Sepharose. Es wurden je\2ejlg der
Wildtyp-Proteine und jeweils 5 g der Cystein-Vaten beider Proteine aufgetragen.

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass sowohl diédWip-Proteine PrpU und GrdA als auch deren Cystein
Varianten innerhalb der dritten Elutionsfraktiort fAroteinkonzentrationen von 1 pg/pl (PrpU-WT),dyl
(PrpU-MU), 1 pg/ul (GrdA-WT) und 2,5 pg/pl (GrdA-NMeluierten, wobei die beiden GrdA-Varianten
nicht bis zur Homogenitat gereinigt werden konnt8omit konnten aus 250 ml Kulturvolumen 0,5 mg
Wildtyp-PrpU und aus 100 ml Kulturvolumen 1 mg @astein-Variante von PrpU gereinigt werden. 0,5 mg
Wildtyp-GrdA wurden aus 200 ml und 1,25 mg der @ysiVariante von GrdA wurden aus 100 ml
Kulturvolumen gereinigt. Am Beispiel des Selenopno$ PrpU wurde durch MALDI-MS-Analyse
bestimmt, dass das heterolog synthetisierte Wilétggiein aus einem Gemisch von Cystein-, Selenetyst
und Tryptophan-Varianten besteht (ACFSERHORN pers. Mitteilung). Die Cystein-Variante des hetegl
synthetisierten GrdA zeigte das bereits vaaTRICH et al (1991) beschriebene Absorptionsspektrum mit
Maxima bei 228, 277 und 411 nm sowie Schulterr2b@i 258, 265 und 268 nm (Anhang A.X.).

3.5.pull-down Experimente

Mit Hilfe des lexAbasierendertwo-hybridSystems konnten die Proteine P2 der Glycin-Decatbee,
GrdA der Glycin-Reduktase und das Thioredoxin de®rEdoxin-Systems als putative Interaktionspartner
des Selenoproteins PrpU identifiziert werden. Besen Versuchen wurden gezielt ausgewahlte Protein-
Protein-Interaktionen untersucht. Durphill-down Experimente sollten im Gesamtpool der cytosoliache
Proteine aus E. acidaminophilum nach Interaktionspartner gesucht und die Ergebnisks

Interaktionsstudien durch déxA-basierendéwo-hybridSystem bestétigt werden. Vorteil dieses Versuches
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gegenuber demtwo-hybridSystem war, dass die Proteine als acidaminophilum nicht als
Translationsfusionen, sondern nativ vorlagen, ua giavon ausgehen konnte, dass diese Proteineikorre
gefaltet waren.

Zunachst wurde die Cystein-Variante yanpU mit Hilfe des Plasmides pPMI3 @&BE 2001) im Stamnie.

coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL heterolog exprimiert. Diailkvierung erfolgte schittelnd in 500 ml LB-
Selektivmedium bei 37 °C, nach dreistindiger IndwkdestetPromotors mit Anhydrotetracyclin erfolgte
die Ernte der Zellen. Die Praparation des Rohetg¢sa&rfolgte aus dem Pellet von 100 ml Hauptkulie,
unter 2.10.7.3beschrieben. Nach Auftragung auf eine StrepTacfiimifétssdule wurden ungebundene
Proteine durch Waschen der Séaulen mit 5x1 ml Pd&ffemtfernt und anschlielend die gebundenen,
heterolog synthetisierten und ritreptad® lI-fusionierten Proteine mit 2,5 mM Desthiobiotim Puffer von
der Saule eluiert. Alle Schritte erfolgten bei 4 4@d unter Gravitationsfluss. Der Saulenlauf wutldech
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Uberpriift. \ifie Abbildung 28 A zu erkennen, konnte PrpU
homogen gereinigt werden, es eluierte fast volditininnerhalb der dritten Elutionsfraktion mit eine
Konzentration von 2 pg/ul.

Aus 2 g Glycin-gewachsener Zellen vén acidaminophilumwurde der Rohextrakt, wie unter 2.10.7.3
beschrieben, prapariert und anschlieBend auf eiteep®actin-Affinitatssaule aufgetragen. Die
nichtgebundenen Proteine wurden durch Waschen @ale $nit 1,5 ml PufferW separiert. Durch diesen
Schritt sollten die Proteine, die starke Wechsdéiwigen mit der StrepTactin-Sepharose, aber nicht mi
PrpU eingehen, aus dem Rohextrakt entfernt werdgomit sollten falsch-positive Interaktionen
ausgeschlossen werden.

1,5 ml des so préaparierten Rohextraktes Ewuacidaminophilumwurden mit 500 pl homogen gereinigtem,
mit Streptag® II-fusioniertem PrpU (1 mg) 30 min bei RT inkubiemd das Proteingemisch anschlieRend
einer erneuten Affinitdtschromatographie an StregmeéSepharose unterzogen. Die Elutionsfraktionen
dieses Saulenlaufes wurden durch SDS-Polyacryl&eielektrophorese visualisiert (Abb. 28 B).
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Abb. 28: Reinigung der Cystein-Variante des rekombianten Selenoproteins PrpU an StrepTactin-Sepharoq@)
und pull-down Experimente mit Rohextrakt aus E. acidaminophilum (B). Nach Affinitditschromatographie an
StrepTactin-Sepharose wurden die Proben in einemidger-Gel (A, B) aufgetrennt und durch Coomasaidng
sichtbar gemacht. M_Molekulargewichtsmarker, FT_dblauf, W1_1. Waschfraktion, E_Elutionsfraktionen
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Wie in Abbildung 28 B zu erkennen ist, konnten meb&er ca. 12 kDa grof3en Bande, die dem heterolog
synthetisiertenStreptagd® ll-fusionierten PrpU zuzuordnen ist, weitere Pnobeinden mit GréRen von ca.
14, 16, 40, 70 und 73 kDa sichtbar gemacht wer@ench Sequenzbestimmung mittels MALDI-MS-
Analyse konnten diese dem P2-Protein der Glycinatlsuxylase (14,1 kDa), GrdA der Glycin-Reduktase
(16,6 kDa) und der Thioredoxin-Reduktase (34,3 kBagE. acidaminophilumzugeordnet werden. Den
beiden groReren Banden konnten keine bekannterifeoausE. acidaminophilumzugeordnet werden
(A. SCHIERHORN pers. Mitteilung).

Als Kontrolle wurde eine Affinitatschromatographaa StrepTactin-Sepharose nur mit Rohextrakt iEon
acidaminophilumdurchgefiihrt, hier konnten keine Proteinbanderdén Elutionsfraktionen identifiziert
werden (Daten nicht gezeigt).

Weitere pull-down Experimente wurden auch mit heterolog synthetisiey an StrepTactin-Sepharose
gereinigtem P2-Protein, GrdA und Thioredoxin mithBgtrakt vonE. acidaminophilundurchgefihrt. Bei

diesen Versuchen konnten keine potentiellen Intemagpartner identifiziert werde (Daten nicht gegei

3.6. Aktivitatstests zur Bestimmung der Funktion vax PrpU

Wie bereits erwahnt, ist der Glycin-Decarboxylasesnkomplex vonE. acidaminophilumdurch das
Fehlen der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase und deerbidhme dieser essentiellen Funktion durch die
NADP(H)-abhangige Thioredoxin-Reduktase im Zusanspar mit dem Thioredoxin und dem GrdA der
Glycin-Reduktase gekennzeichnetigLRICHS et al., 1991; FREUDENBERG et al., 1989a; MeYER et al.,
1991). Die bisher dargelegten Untersuchungen wiaséeine direkte Beteiligung des SelenoproteinsJPr
am Glycin-Metabolismus vork. acidaminophilumhin. Durch Enzymassaysmit Hilfe der heterolog
synthetisierten Proteinen der Glycin-Decarboxyld&evP4, GcvP2 und GceviBf), des Thioredoxin-
Systems (Thioredoxin-Reduktase und Thioredoxiny &=lenoprotein GrdA und PrpU selbst, sollten diese
Resultate in der gesamten Kette verifiziert werd8am einen sollte eine mégliche Stimulierung der
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitdt der Thiooth-Reduktase durch PrpU (analog zum GrdA)
gezeigt und zum anderen eine Komplementation dgsirGDecarboxylase-Enzymkomplexes durch PrpU

aufgezeigt werden.
3.6.1. Stimulierung der Dihydrolipoamid-Dehydrogenae-Aktivitat der Thioredoxin-Reduktase
Mit Hilfe des Thioredoxin-System-Tests mit NADPH duthipoamid konnte von [BTRICHS (1991) und

MEYER (1991) gezeigt werden, dass sowohl Thioredoxiraatsh GrdA als so genannte Aktivator-Proteine

der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat der diteidoxin-Reduktase fungieren. Da ein Vergleich der
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Aminoséaure-Sequenzen von PrpU und Thioredoxin gjeeisse Ahnlichkeit beider Proteine aufzeigte
(POEHLEIN 2003), sollte mit diesem Versuch gezeigt werddm,PspU ebenfalls in der Lage ist, die
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat der Thioozth-Reduktase zu stimulieren.

Die Wildtyp- und die Cystein-Varianten der ProtefdBed A und PrpU sowie die Thioredoxin-Reduktase und
das Thioredoxin wurden heterolog iB. coli synthetisiert und durch Affinitatschromatographie
StrepTactin-Sepharose gereinigt (3.4.4.2; 3.4.3Di¢ Aktivitat der Proteine des Thioredoxin-Syssem
wurde zunéchst durch die vorelVeR (1991) beschriebenen Komplementationstests ulderpru

Zunachst wurde die Dihydrolipoamid-Dehydrogenaséwitiéit der Thioredoxin-Reduktase alleine, in
Kombination mit dem Thioredoxin bzw. bei Anwesenhen Thioredoxin und GrdA, ermittelt. Dabei
wurden jeweils 10 pg heterolog synthetisierte, hgpemogereinigte Thioredoxin-Reduktase und GrdA sowie

5 ug Thioredoxin eingesetzt. Die hierbei ermittrekbpezifischen Aktivitaten sind in Tabelle 10 datgét.

Tab. 10: Stimulierung der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat der Thioredoxin-Reduktase (Thioredoxn-
System-Test mit NADPH und Lipoamid (MEYER et al.,1991); 2.11.2.)

Protein-Kombinationen ermittelte spez. Aktivitaind*
TR 0,36 (£0,04)
TR+Trx 0,67 (+0,10)
TR+Trx+GrdA 0,91 (+0,09)
TR+Trx+PrpU 0,64 (+0,12)
TR+Trx+GrdA+PrpU 0,87 (+0,15)
TR+ PrpU 0,40 (+0,04)

! Die Messwerte basieren auf dem Durchschnitt einer @ifach-Bestimmung

Die von DETRICH (1991) und MYER (1991) beschriebene Stimulation der Dihydrolipadmi
Dehydrogenase-Aktivitat der Thioredoxin-Reduktasecl Thioredoxin und vermehrt noch durch GrdA
konnte fur die heterolog synthetisierten Proteibhengalls gezeigt werden. Wahrend die Thioredoxin-
Reduktase eine Aktivitat von 0,36 U/mg zeigte, Kendiese durch Zugabe von Thioredoxin nahezu
verdoppelt werden (0,67 U/mg). Eine weitere Steiggrder Aktivitat konnte durch das Protein GrdAigtz
werden (0,91 U/mg). Es konnte weiterhin gezeigt dear dass PrpU die Funktion von GrdA als
Elektronencarrier in diesem Fall nicht ersetzennkddie spezifischen Aktivitaten von 0,64 U/mg, dtiei
diesem Ansatz (Thioredoxin-Reduktase+ThioredoxiptRr ermittelt wurden, sind mit denen zu
vergleichen, die bei dem Ansatz mit Thioredoxin-&Reedse und Thioredoxin erhalten wurden. Jedochnlage
die hier ermittelten Werte deutlich unter denen RIETRICH (1991) und MYER (1991) bestimmten
Messergebnissen. Dies kénnte u. a. durch die HeggrdProteinsynthese und die Fusion mit dem fir die

Reinigung essentielleBtreptad® Il bedingt sein.



3. Experimente und Ergebnisse 89

Wie in Tabelle 10 (s. S. 68) zu erkennen ist, kendurch Zugabe von PrpU zuletzt beschriebenem
Messansatz (Thioredoxin-Reduktase+Thioredoxin+Gr#éne weitere Erhdhung der Dihydrolipoamid-

Dehydrogenase-Aktivitdt der Thioredoxin-Reduktasgzeichnet werden. Auch PrpU allein konnte die
Aktivitat der Thioredoxin-Reduktase ohne Thioredoricht stimulieren. Die Zugabe von gréReren Mengen
PrpU (bis zu 100 pg) zu allen hier beschriebenel3disdtzen hatte ebenfalls keinen Effekt auf die
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat der Thioozih-Reduktase.

Auch die Kombination der Messansatze mit den Wearianten der Selenoproteine GrdA und PrpU

erbrachte keine Unterschiede zu den in Tabelleat§estellten Messwerten (Daten nicht gezeigt).

3.6.2. Glycin-Decarboxylase-Test

Mit Hilfe des lichtoptischen Tests (KIN and 3\GERS 1967a) zur Bestimmung der Glycin-Decarboxylase-
Aktivitat sollte die oxidative Decarboxylierung v@lycin durch die heterolog synthetisierten Kompuea

der Glycin-Decarboxylase als acidaminophilungezeigt werden. Des Weiteren sollte mit diesent &iee
mdgliche Beteiligung von PrpU z. B. durch Ersetden in diesem Organismus fehlenden, eigenstéandigen
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase gezeigt werden. Gagel dieses Testes ist die Ubertragung der bei der
Decarboxylierung des Glycins durch die KomponemtenGlycin-Decarboxylase freiwerdenden Elektronen
auf NAD" bzw. NADP.

Zunachst wurde dieser Test (2.11.4.) mit Rohextrals E. acidaminophilumdurchgefihrt, um die
optimalen Pufferbedingungen zu testen. Die hiéc@yein-Decarboxylase-Aktivitat konnte dabei bei der
Verwendung von 100 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH §dnessen werden. Hierbei wurden spezifische
Aktivitaten von 0,042 U/mg (+0,001) erhalten, wag den von REUDENBERG(1987) bestimmten Werten
von 0,041 U/mg sehr gut Ubereinstimmt. Unter dieBerfferbedingungen wurden alle weiteren Tests
durchgefinhrt.

Zu Beginn dieses Versuches sollte die Aktivitat deim Enzymkomplex der Glycin-Decarboxylase
gehdrenden Proteine, der beiden UntereinheiterPdeRroteins; GevPla und GeyRHes P2- und des P4-
Proteins durch den vonLKIN und \GERS (1967) beschriebenen Test, komplettiert durch komemerziell
erworbene Diaphorase (Sigma, Taufkirchen), uberpvéfden. Die Aktivitat der Diaphorase wurde vorab
durch den ebenfalls vonLKIN und \GERS (1967) beschriebenen Test Uberpriift.

Leider konnte durch diesen Test keine Glycin-Deoaylase-Aktivitdt der heterolog synthetisierten
Proteinkomponenten der Glycin-Decarboxylase &usacidaminophilumgemessen werden. Auch eine
Erhéhung der Proteinmengen im Messansatz fUhrt&ketnem Resultat. Daher konnte eine mdgliche
Beteiligung von PrpU an diesem Stoffwechselwegdegem Weg nicht gezeigt werden.

Da bei diesem Versuchsansatz nur die Glycin-Decgthse-Reaktion im Gesamten betrachtet wird, das
gemessene Resultat also als Ergebnis aller Eimktiioeen zu sehen ist, kann keine Aussage getroffen

werden, welches der drei Uberproduzierten Protgiaktiv war, oder ob sogar zwei oder alle drei Eirod



3. Experimente und Ergebnisse 90

keine oder nur eine unzureichende Aktivitat zeigi@ie eigentliche Decarboxylierung, katalysiertaudie
Proteine P1 und P2, war nur durch den Einsatz aktlieer Agenzien wie 12C-Glycin bzw.'C-Bicarbonat
(KLEIN and 3GERS 1966a; MoTOKAWA and KKUCHI 1969) zu bestimmen, was im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr méglich war. Der durch das P4-Proteitaljgierte Transfer der Aminomethylgruppe auf THF
konnte nur mit Hilfe der Proteine P1, P2 und P3.bewer Diaphorase gezeigt werden iy and 3GERS
1967a).

Es sei schon an diesem Punkt der Ausfiihrungen etyéass die ersten Schritte weiterfihrender Aebeit
in der Bestimmung der Aktivitdten der einzelnen yEnkomponenten liegen sollten, und wenn maglich, in
der Optimierung der Reinigung der Proteine und destbedingungen zu Bestimmung der Glycin-
Decarboxylase-Aktivitat der heterolog synthetigiartKomponenten der Glycin-Decarboxylase dtis
acidaminophilum
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4. Diskussion

4.1. Die Transkription des Glycin-Decarboxylase-Op®ns

Im Genom vonE. acidaminophilumsind die Gene der Komponenten der Glycin-Decarlasey in
identischer Transkriptionsrichtung in einem Openaibh der AnordnunggcvP4(Aminomethyl-Transferase),
gcvP2(hydrogen carrier Protei)) gcvPX: (a-Untereinheit der Decarboxylase) ugdvP1 (B-Untereinheit
der Decarboxylase), gefolgt von den Gerkh(Formyl-THF-Synthetase) ungrpU (PrpU), organisiert
(s. S. 46, Abb. 8).

Die bei E. acidaminophilumvorliegende Organisation der Gene konnte sowohden Genomen von
Clostridium sticklandii Thermoanaerobacter tengcongen@no et al., 2002), Thermus thermophiluals
auch inThermotoga maritimgNELSON et al., 2001) gefunden werden (Abb. 29). Wahrend Meisseria
meningitidisdie GenegcvT und gcvH in gleicher Transkriptionsrichtung assoziiert iegen, ist das Gen
gcvPin einem anderen Genomabschnitt lokalisiert (A2#). Das native P-Protein aus diesem Organismus
besteht aus einem Homodimer wie z. B. Beicoli (PARKHILL et al., 2000). BeiPyrococcus horikoshii
hingegen sind nur die beiden Gene des aus zweiréinteiten bestehenden P1-Proteins miteinander
assoziiert, sowohl das Gen der Aminomethyl-Tramskerals auch des H-Proteihgdrogen carrierProtein)
liegen mit identischer Transkriptionsrichtung jelsein nicht miteinander assoziierten Bereichen des
Genoms vor (KWARABAYASI et al., 1998). BeiC. difficile und B. subtilis sind die GeneycvPX: und
gcvP1 downstreanvon gecvP4lokalisiert, und bei beiden Organismen ist das @& P2-Proteins nicht mit
diesen Genclustern assoziiereg3IHIA et al., 2006; TakamI et al., 2000). Eine Sonderstellung nehmen
hierbei jedoch die Gene des P4-Proteins undrwddntereinheit des P1-Proteins dbsdifficile ein, da beide
miteinander verschmolzen zu sein scheinen und fiine eputative bi-functionale Glycin-
Dehydrogenase/Aminomethyl-transferase codieren (&9). Diese Art der Verschmelzung dieser beiden
Komponenten konnte bisher nur fir diesen Organisaufs Nukleinsaureebene gezeigt werden. Dieses
Phanomen ist jedoch sowohl bei dem Sta@ndifficile 630 als auch bei dem Stamtn difficile QCD-
97b34 zu finden. BeYersinia pestisind die Gene aller Komponenten der Glycin-Decgylase ebenfalls
mit identischer Transkriptionsrichtung in einem §&r organisiert, jedoch sigtvH undgcvTdownstream
von gcvP lokalisiert, weisen also eine umgekehrte Orientigr zu der bisher beschriebenen
Genanordnungen auf ARKHILL et al., 2001). InVibrio choleraeliegt das GergcvT upstreamder Gene
gcvH und gevP in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung urid visn diesen durch zwei offene
Leserahmen getrennt. Wéahrend das eine, in gleiEtserskriptionsrichtung wigcvT liegende Gen fir ein
hypothetisches Protein codiert, ighbstreamvon gcvH in identischer Transkriptionsrichtung das Gen reine
Serin-Hydroxymethyltransferase zu finden (Abb. 2B)e GenegcvH und gcvP liegen im Genom von

Mycobacterium tuberculosig identischer Transkriptionsrichtung vor, jedogétrennt durch vier offene
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Leseraster, welche fur hypothetische Proteine cedie Das GengcvT weist die entgegengesetzte

Transkriptionsrichtung auf und ist nicht mit dies&anomabschnitt assoziiert.

Codierung: gaP4 gc-vPZ gcvPlx gcﬁ’w Ipd

E. acidaminophilum—ﬁ—* ﬁ—

C. sticklandi - P -

E. coll —q*— ——

N. meningitidis —q—*— — ——

P. horikoshii —q- —’— — ﬁ—

C. difficile “— —)

B. subiilis  — ——) -

Y. pestis - ﬁ—*—ﬁ—

V. cholerae h —— *— ﬁ—
M. tuberculosi + - - — — ﬁ— h—
T. denticola — - ﬁ—* ﬁ—

Abb. 29: Organisation der Gene der Komponenten derGlycin-Decarboxylase in den Genomen diverser
Organismen: Die Anordnung der Gene der Glycin-DecarboxylagevP4 gcvP2 gcvPX und gcvP18) und wenn
direkt assoziiert, der Dihydrolipoamid-Dehydrogemdpd) in den Genomen folgender Organismen ist dardesiel
acidaminophilum C. sticklandii (A. KREIMEYER, pers. Mitteilung),E. coli (OKAMURA-IKEDA et al., 1993), P.
horikoshii (KAWARABAYASI et al., 1998), C. difficile (SEBAIHIA et al., 2006), B. subtilis (TAkamI et al., 2000), N.
meningitidis(PARKHILL et al.,2000),Y. pestigPARKHILL et al.,2001),V. cholerea M. tuberculosigFLEISCHMANN et
al., 2002) undT. denticola(SESHADRI et al., 2004). Assoziierte Gene sind durch eine Linie uaden. Bei nicht-
assoziierten Genen wurden ebenfalls die Trans&riptichtung und die Lokalisation im jeweiligen Geno
bertcksichtigt. Zweifarbige Pfeile stehen fur dierschmelzung von zwei Genen.

1Kk
—

Nur fur Treponema denticol&onnte eine fast direkte Assoziation des Gens Riz®roteins Ipd), der
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase, gezeigt werden. Elacidaminophilunkonnte weder auf Nukleinsaure-
noch auf Proteinebene eine eigenstandige Dihydraiipd-Dehydrogenase nachgewiesen werden
(DIETRICHS et al.,1991; REUDENBERGEt al.,1989a; MEYER et al.,1991; ®EHLEIN 2003). Sowohl bek.

coli als auch beiV. choleraeund M. tuberculosiskonnte im Genom nur eine Kopie dieses Gens
nachgewiesen werden. Bei allen drei Organismediestes mit den Genen der Komponenten des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes assoziiert, wo esEbetoli durch einen eigenstandigen, direkt vor dem Gen
gelegenen Promotor reguliert wird. Dieses Protain bei E. coli sowohl Komponente der Pyruvat-
Dehydrogenase, 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase, desvegten Aminosaurestoffwechselsrgnched-chain
fatty acid metabolisinund des Acetoinstoffwechsels sowie der Glycind)boxylase (BONAN and LA
PORTE 1996; PPERMANN et al.,1991; SEIERT et al.,1990). BeiN. meningitidisundY. pestiefindet sich

eine Genkopie einer Dihydrolipoamid-Dehydrogenaseriger Assoziation mit den Genen der Proteine des
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Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und eine weitegekio einem Cluster mit den Genen fir die Proteine
des 2-Oxoglutarat-Komplexes. Die Genome BorsubtilisundC. difficile hingegen weisen sogar drei Gene
auf, die fur eine Dihydrolipoamid-Dehydrogenaseieceh. BeiB. subtilissind diese Gene jeweils in einem
Gencluster, codierend fur die Komponenten des Ryrehydrogenase-Komplexes, des
Fettsaurestoffwechsels bzw. des Acetoinstoffweshsebanisiert. BeC. difficile ist ebenfalls jeweils eine
Genkopie im Cluster des Pyruvat- und des Acetoifveézhsels lokalisiert, die dritte Kopie hingegest i

8 kb upstreamvon gcvH zu finden, wo sie von Genen fir eine CO-Dehydragen Formiat-THF-Ligase,
Methenyl-THF-Cyclohydrolase bzw. Methylen-THF-Dehggenase flankiert wird. Durch die letzten drei
Enzyme kann u. a. aus Formiat 5,10-Methylen-THHRIdebwerden, was durch die Synthase-Aktivitat der
Glycin-Decarboxylase zu Glycin umgewandelt werdesnrk Mdglicherweise ist dieses Gen einer
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase die P3-Komponente dglycin-Decarboxylase-Komplexes voRg.
difficile.

Fur das Operon voEk. coli konnte die gleiche Anordnung der Gene wie Beacidaminophilungezeigt
werden (Abb. 29), jedoch besteht auch bei diesegai@smus das P-Protein aus einem Homodimer, welches
demzufolge nur durch ein entsprechend groRes Gairrtavird (OKAMURA-IKEDA et al.,1993). Die Gene
der Glycin-Decarboxylase ausE. coli werden polycistronisch transkribiert, ein  mdgliche
Transkriptionsstartpunkt des Operons wurde 10dpstreamdes Startcodons (ATG) varcvT identifiziert,
eine Terminatorstruktur, in diesem Fall Rho-abhgndionnte nurdownstreamvon gcvP identifiziert
werden. Putative Promotorelemente bzw. Terminastonkturen konnten fur die GegevH undgcvP nicht
gefunden werden (KAMURA-IKEDA et al., 1993; SAUFFER et al., 1993). Auch die Gene des Glycin-
Decarboxylase-Operons als acidaminophilumwerden polycistronisch transkribiert. Durch North&lot-
Analysen konnte sowohl eine gemeinsame Transknter vier GengcvP4 gcvP2 gcvPk: sowiegcvPP
der Glycin-Decarboxylase als auch eine polycisgome Transkription mit dedownstreamlokalisierten
Genenthf undprpU, welche fur eine Formyl-THF-Synthetase und dasi@gdrotein PrpU codieren, gezeigt
werden (LECHEL 1999; PEHLEIN 2003). Durch RT-PCRs, die ebenfalls eine gemeiesaranskription der
Gene der Glycin-Decarboxylase ntiitf und prpU zeigten, konnten nun die Resultate der Northeoi-Bl
Analysen bestéatigt werden (s. S.48, Abb. 9). Durblorthern-Blot-Analysen konnten putative
Einzeltranskripte fligcvP ki, gcvP1s, thf sowieprpU gezeigt werderprimer-extensiosinalysen hingegen
ergaben mdgliche Transkriptionsstartpunkte mpstreamvon gcvP4 thf und prpU, und eine Analyse der
Nukleotidsequenz des Glycin-Decarboxylase-Operogasbehingegen Terminatorstrukturen miosvnstream
von gcvP 3, thf und prpU und putative Promotorelemente rupstreamvon gcvP4 thf und prpU. Diese
Resultate sprechen fiir eine polycistronische Tramsén der GenegcvP4 gcvP2 gevPl und gevPP
zusammen mithf undprpU und einer zusatzlichen monocystronischen Traningler Genehf undprpU.
Zudem sprechen sie gegen Einzeltranskripte der @en&lycin-Decarboxylase-Komponenten, sodass die
seinerzeit detektierten Transkripte moglicherweisspezifisch bzw. Abbauprodukte sein kbnnen.

Die upstreamder Transkriptionsstartpunkte vogcvP4 thf und prpU postulierten Promotorelemente
5-TGTAAA ;5 n, ATGAAT-3, 5-TTATAA ;3 ,CAAAGC-3 bzw. 5-CGGAGA ;6 1, TAATAT-3  zeigen
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nur sehr geringe Ubereinstimmung zu der Konsengusse 5TTGACA 1711 bp_TATAAT-S' ausE. coli
(HARLEY and ReYNOLDsS 1987) bzwB. subtilis(HELMANN 1995). Auch ein von RAVES und RABINOWITZ
(1986) bzw. HLMANN (1995) postuliertes Promotorelement mit der Sez@efNTG-3, welches bei stark
von der Konsensussequenz abweichenden -10- unie8%en einen positiven Effekt auf die Starke des
Promotors haben soll @skuiL et al., 1995), scheint hier keinen Einfluss zu haben. lotagven
Promotorelement votihf war dieses Motiv nicht zu finden, und in den arddseiden Fallen wurde ein nicht
optimaler Abstand zu dem -10-Motiv gefunden. Didseekte sprechen fur sehr schwache Promotoren und
eine andere Regulation der Transkription des GHazoarboxylase-Operons.

Sehr ungewohnlich ist der durgbrimer-extensiofAnalyse 1125 ntupstreamvon gcvP4 bestimmte
Transkriptionsstartpunkt, welcher aber durch jesveihe Doppelbestimmung mit zwei im Abstand von ca.
260 bp gelegenen Primern und vor allem durch RT$6&statigt werden konnte (s. 3.2.2. und 3.2.3)).
Somit ist der Startpunkt der mRNA des Glycin-Decastlase-Operons im Bereich desupstream
gelegenen GenglpP lokalisiert. Eine Analyse der Nukleotidsequenz @644 bp umfassenden intergenen
Bereiches zwischen dem Stopcodon vdpP und dem Startcodon vogcvP4 ergab einerseits keinen
Hinweis auf einen nicht gefundenen ORF, anderergeigte dieser aber signifikante Sequenzhomolagien
dem von BRRICK et al. (2004) bzw. M\NDAL et al. (2004) beschriebenen Glycin-anhangigen Riboswitch,
der oft im 5-nichttranslatierten Bereich von Genen des Glycitaholismus wie der Glycin-Decarboxylase
oder der Serin-Hydroxymethyltransferase bzw. vofiukfSystemen wie z. B. N&lanin-Symporter zu
finden ist. Die Analyse der Bereichgpstreamder Glycin-Decarboxylase-Operons v@n difficile und C.
sticklandii ergab ebenfalls einen sehr grof3en intergenen @eredn 806 bp bzw. 979 bp und ein
Sequenzvergleich zeigte ebenfalls signifikante Binstimmungen (Abb. 30) mit den fiir Glycin-abhamgig
Riboswitches postulierten KonsensussequenzerofiKand SROBEL 2008; MANDAL et al.,2004).

RRGGAGAG CRCCGAGRRGCAA
B. sub___ AUGAGCGAAUGACAG@SGEAGACACCUGACCGAAAACCUCGGGA-------------- CAGG CGCCGAGGAGCAA---------===n==nn-v, ACUGCGGA
V. cho___UUGUUCCGUUGAAGACRIGGAGACUGGUUGUUAACCAGAUUUUAACAUCUGAGCCAARBIABGCEG AACUAA------------nnmmmmmmmmmmee
E. aci ___UACGGACAAAUGAAGGC GGAGACAUAUUCAUGCUUAUUCAAAUAAACAU--------- GGAUGGCCGAGASCCAA--UAUAAGAGAAUUGCCAAUUCCUUAU
C.di f_ AUUUCCAAAUGAGAUBIZSAGAGACUCCUUUAUACGAA------==-=mmmmmmmmmmee AAGG CGCCGAGAAGAAA-----UUUAAGAAAUGCCAAUUUUUAG
C. sti__ ----—-CAAUUGAGGUUAUGEGEAGAICUCUU AUGAG AGCCGAGAAGAAAUACUAUAUGCUCAUCCAGCCUAUAUGU
AA CUYUCAGGY RRGGACYGY CYQUGGARAG CR
B. sub___ GUGAUCUCUCAGGE AA AAGAACLCUWGCUCGACGCAAJAQJGEAGABUGUUUGUGCGGAUGCGCAABE—-
V. cho___-- AAUCUUUCAGGECAUUAUUCUUAGCCAUAUAUUGGCAACGAABBAGIIGJAGUUGGAGGAATIGEAG/CAACCGUUUAAUCGGU-------- CG
E. aci ___ AGAAUCUUUCAGGS GA AAAUACLGLU-GCUCGAUGGABQJGAAGAGAUCGCACAUUAACGUGCGAEA
C.di f___ AGAAGCUUUCAGGGS A AAAAUALC CCUAAUUGAUGGBAQJGEAGAGACUUAAGUUAAGAUACUAUABGU
C.sti__ AGAAGCUUUCAGGGS A CAGGACGEGJAACU-GAUGGAANQJGEAAAUAUCCCGUUAUAGG-------- AU AU
COGAAGGRGYAA AA CUQCAGGY RRRACARRR
B. sub__ COJUUGGGCACGJCUUUGCGUAUGCAA------- AGUAACUULLAGGUG-C CAGACARGACCUUCAUUUUACAUGAGGUGUUUCUCUGUCCUUUU-----
V. cho___ CGGAAGGAGCA/GCUCUGCGCAUAUGCAGAGU---AGACUCICAGGECAAAAGBCARGAGUGAAAGGCCAAUCU
E. aci COGAACGAGAAAGUGCAAAGUGUAAAGAUUUGCANBUAN CICAGGIAA- AGAGCARGAAUAUAGUGGCGUAUGUAUUUUCAUGCGAAUUUGUCAUUGUA

COGAAGAACCAAAAUAAUAUUAAAUU-------- AUUA AAUCUWCAGGIAU-ACAACAGGAUAUAUAGGCUAGGAUUAUUUUCCAUGCUGAUAUAUCUUUUU

Abb. 30: Glycin Riboswitch Alignment: gezeigt ist ein Nukleinsaure-Alignment dgostreamBereiche potentieller
Glycin-Decarboxylase-Operons aBssubtilis V. choleragE. acidaminophilun{der Beginn der dargestellten Sequenz
ist 1913 ntupstreamdes Startcodons vagcvP4zu finden; s. Anhang A.l1,)C. difficile sowie C. sticklandilUber dem
Alignment ist die aus 104 untersuchten potentieéycin-Riboswitchen resultierende Consensusseqkengzervierter
Bereiche dargestellt (KkoN and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004). Rot dargestellte Nukleotide bedeuten eine
97%ige, blau eine 90%ige und grin eine 75%ige Kotemeing der entsprechenden Basen. Schwarz daligeste
Nukleotide sind nicht konserviert.
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Durch diese charakteristischen und stark konsd¢erieGequenzmotive ergibt sich eine fir den Glycin-
Riboswitch typische Tandem-artige Sekundarstrukilie sich aus zwei zueinander sehr &hnlichen
Aptameren, welche Uber einen Linker verbunden sindammensetzt (Abb. 31 B). Dabei sind die zentrale
Bereiche sowie distemStrukturen P3 und P3a beider Aptamere sowohl irNdeleotidabfolge als auch in
ihrer Lange stark konserviert, und es ist eine Sginen dieser Strukturen zwischen beiden Aptameren z
erkennen (KvoN and SROBEL 2008; MANDAL et al.,2004). Die Sequenzen der t&mStrukturen sind nur

im oberen Bereich stark konserviert, und nur diedeides P$temsdes Aptamer 2 ist konserviert.
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Abb. 31: Sekundarstrukturen Glycin-abhangiger Ribosvitches: A: Die Sekundérstruktur des Glycin-Riboswitch
ausE. acidaminophilumund darunter dessen Lagpstreamdes Glycin-Decarboxylase-Operons sind dargest2id.
bei B. subtilisbzw. V. choleraean ausgewahlten Positionen vorkommenden BasenBasenpaarungen sind dunkel-
bzw. hellgrin dargestellt und umrandet. Die zur ddsuichung der Funktionalitdt des Glycin-Riboswitogider
Organismen erzeugten Mutanten wurden im Fall Bosubtilismit M1-6zs und im Fall vonV. choleraemit M1-8,¢
gekennzeichnet (WON and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004). Die orange unterlegten Nukleotide repraseatt
die intrinsische Terminatorstruktur, die sich beriRation des Aptamer Il durch Bindung von Glycichti ausbilden
kann. B: die sich aus der Konsensussequenz voiiyin-abhangigen Riboswitchen ergebende Sekundétst der
resultierenden mRNA sind dargestelltWlkN and SROBEL 2008; MANDAL et al.,2004). Nukleotide, die zu 97 %, 90
% bzw. 75 % konserviert sind, wurden in rot, blawbgriin dargestellt. Schwarze Linien verdeutlicB#ukturen, die
in der Nukleotidabfolge bzw. ihrer Lange nicht kengert sind. Die schwarz umrandeteop-Strukturen sind nur bei
einigen der durch Bioinformatik analysierten Ribdshe zu finden und ebenfalls weder in Sequenz ndihge
konserviert.
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Auch der potentielle Riboswitchipstreamdes Glycin-Decarboxylase-Operons vBn acidaminophilum
weist die typische Tandem-artige Sekundarstruktdy wie in Abbildung 31 A zu erkennen ist. Sowohl
Aptamer | als auch Il sind durch einen zusatzlicR&bstemgekennzeichnet und Aptamer | weist keinen
zusatzlichen P4temauf. MANDAL (2004) postuliertemownstreandes Glycin-Riboswitch volB. subtilis
einen potentiellen intrinsischen Terminatoru§3rRov and NUDLER 1999; YARNELL and FOBERTS 1999),
der nur in Abwesenheit von Glycin als solcher fengiund teilweise mit dem Pdemdes Aptamer I
Uberlappt. Im 3Bereich des Glycin-Riboswitch voE. acidaminophilumkonnte ebenfalls ein solcher
Terminator identifiziert werden, welcher ebensdateise mit dem Pktemdes Aptamer |l Gberlappt (Abb.
31 A). Die upstreamder Glycin-Decarboxylase-Operons v@n difficile und C. sticklandiiidentifizierten
Riboswitche weisen nahezu identische Sekundarsierktim Vergleich zu dem nun B acidaminophilum
identifizierten auf. Diese sind ebenfalls durch B8msan beiden Aptameren und durch das Fehlen eines
P4stemgyekennzeichnet (Anhang A.XL.).

Von SURDASAN et al (2006) wurde fir den ichttranslatierten Bereich desetEGens ausBacillus
clausii, welches flir eine Methionin-Synthase codiert, &ibneine Tandem-artige Riboswitch-Struktur
beschrieben. Diese besteht jedoch aus eiehtuenosylmethionin-Riboswitch (SAM-Riboswitch) und
einem Coenzym B-Riboswitch (AdoCbl-Riboswitch), die beide volligpabhdngig voneinander agieren und
unterschiedliche Metabolite erkennen bzw. bindeer Glycin-Riboswitch dagegen ist bisher der einzige
der sich durch seine Tandem-artige Struktur aulmetcund durch kooperative Bindung von Glycin die
Transkription desdownstreamgelegenen Gens bzw. der Gene reguliedR@BcK and BREAKER 2007;
MANDAL et al.,2004; $IDARSAN et al.,2006; WNKLER and BREAKER 2005). Durch Bindung eines Glycin-
Molekils an das Aptamer | kommt es zur signifikangeigerung der Affinitat des Aptamer Il gegentber
Glycin um das 100-1000-fache, wodurch eine erhdbémsibilitat gegentiber Schwankungen in der
Metabolit-Konzentration erreicht wird ((ON and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004; RAN and
SCHUMANN 2007). Die Dissoziations-Konstanteg))kvon Glycin-Riboswitchen gegentber Glycin wird mit
ca. 30 uM beschrieben @MDAL et al.,2004). Dieser Wert liegt tber den Dissoziationg¥tanten von 300
nM, 100 nM, 300 nM bzw. 1 uM, die fur die AdoCbIFhiaminpyrophosphat-, Adenin- bzw. L-Lysin-
Riboswitche beschrieben wurden ANbAL and BREAKER 2004a; MRONOV et al., 2002; NaHvI et al.,
2002; RobioNov et al., 2003). Deutlich geringer sind diepKNVerte der FMN-, SAM- bzw. Guanin-
Riboswitche, die nur bei 4 bzw. 5 nM liegen I@dNOV et al., 2002; WNKLER et al., 2003). Die etwas
hohere Dissoziations-Konstante gegeniber Glyciwvasstandlich, da diese Verbindung zwar Substrat de
Glycin-Decarboxylase und der Glycin-Reduktase after auch in erheblichem MalRe ein sehr wichtiger
Bestandteil von Proteinen ist. DepXVert des Glycin-Riboswitch, der ausschlieBlich &ates Glycin-
Metabolismus reguliert (€ON and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004; RiAN and SHUMANN 2007),
muss also deutlich Uber der Dissoziations-KonstdeteRiboswitche der anderen hier erwédhnten Substra
liegen. Eine sehr hohe Dissoziations-Konstante 300 pM weist hingegen der Glucosamin-6-Phosphat-

abhange Riboswitch auf, der sich somit deutlich @en anderen unterscheidetiQALER et al.,2004).
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Die konservierten Sequenzmotive und die daraudti®mnden Sekundarstrukturen, speziell der P1-, P3
und P3astembeider Aptamere (Abb. 31 B), sind essentiell fier spezifische Erkennung und kooperative
Bindung des Glycins (oN and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004). Eine Mutation der C-G-
Basenpaarung im PdtemdesV. choleraeRiboswitch (Abb. 31 A) zu einer WsoN-CRICK-Basenpaarung
(U-A; M1,c) fuhrte zu einer verminderten Kooperativitat, wash einem Hill-Coeffizienten vom=1,1
ausdriickte (BRSEN and LNSE 1995), wahrend eine Doppel-Mutation dieser PasitfM2,c) zu einer
wobbleBasenpaarung (U-G) einen kompletten Verlust devpeaativitéat (=0,8) zur Folge hatte. Hingegen
hatte eine Mutation der entsprechenden Stelle inampr Il (M3,) keinerlei Auswirkung auf die
Kooperativitat beider Aptamere. Die hier unterseohNukleotide bzw. Nukleotidpaarungen sind zu 97 %
konserviert (KvoN and SROBEL 2008; MANDAL et al.,2004) und sind an entsprechender Stelle auch im
Riboswitch vonE. acidaminophilum(Abb. 31 A), aber auch bet. difficile und C. sticklandii (Anhang
A.X1) zu finden. Auch der P3atembeider Aptamere scheint essentiell fir die kodjperaBindung von
Glycin zu sein. Eine Mutation der A-U-BasenpaarimgP3astemvon Aptamer | des Glycin-Riboswitch
von V. choleraezu einer G-UwobbleBasenpaarung (M4) flihrt ebenso zu einer stark verminderten
Kooperativitat =1,1) wie die Mutation zu einer G-CAVSON-CRICK-Basenpaarung (MB), bei der ein
Hill-Coeffizient von n=1,2 bestimmt wurde (WoN and SROBEL 2008). Im Vergleich dazu hatte die
Mutation des direkt benachbart liegenden Basenpaért) in eine G-UwobbleBasenpaarung (Mg)
keinerlei Auswirkung auf die Kooperativitdt. B&. acidaminophilumist an dieser Position diese G-U-
wobbleBasenpaarung zu finden. Die Analyse von 104 Ghatihdngigen Riboswitchen WON and
STROBEL 2008) ergab jedoch nur in 70 % der Falle an di€tefle ein Purin (R) (Abb. 31 B). Die
potentiellen Riboswitch-Strukturen aGs difficile und C. sticklandiiweisen beide an dieser Position A-U-
WATSON-CRICK-Basenpaarung auf (Anhang A.Xl.). Im P3a-stem dpw#er Il hingegen scheint nicht die
Basenfolge, sondern die Art der Basenpaarung wicfiti die Kooperativitdt zu sein. Wahrend eine
Mutation der G-C-Basenpaarung zu einer @«bbleBasenpaarung (M8) zu einem kompletten Verlust
der Kooperativitat fuhrtenE0,6), konnte dieser mit einer durch eine Doppe#tion wiederhergestellten
WATSON-CRICK-Basenpaarung (A-U; M) kompensiert und ein Hill-Coeffizient von n=1,4shienmt
werden (KvoN and SROBEL 2008). Auch die drei potentiellen Riboswitche dtisacidaminophilum

C. difficile und C. sticklandiiweisen an dieser Position eineAV8ON-CRICK-Basenpaarung auf (Abb. 31 A,
Anhang A.XL.).

Die Aptamere der diversen Riboswitche erkennen eligsprechenden Metabolite mit sehr hoher
Genauigkeit. So werden z. B. vom AdoCbl-Riboswifataloga, denen die Beoxy-Adenosylgruppe fehlt,
nicht erkannt (MHvI et al.,2002). Auch der TPP-Riboswitch bzw. der FMN zeigame 1000-fach erhéhte
Affinitat gegeniber Thiaminpyrophosphat im Vergleiru Thiaminphosphat oder Thiamin WMLER et al.,
2002a) bzw. gegeniber Riboflavinen, denen eine pPtadgruppe fehlt (WKLER et al., 2002b). Wahrend
der SAM-Riboswitch nur eine stark verminderte Aitit gegenuberS-Adenosylhomocystein besitzt
(WINKLER et al.,2003), bindet der Lysin-Riboswitch stereospedifisar L-Lysin (YDARSAN et al.,2003).

Die Aptamere des Guanin- und Adenin-Riboswitch sitlig identisch, beide unterscheiden sich nur in
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einem Nukleotid. So ermdglicht im Guanin-Aptamen €ytosin und im Adenin-Aptamer ein Uracil eine
spezifische Erkennung des entsprechenden Nuklsaiibler eine \WWTSON-CRICK-Basenpaarung (MNDAL

et al., 2003; MANDAL and BREAKER 2004a). Auch der Glycin-Riboswitch erkennt mit bBolGenauigkeit
Glycin, aber auch Glycin-Methylester, und mit stademinderter Affinitéat Glycin-Ethyl- und Glycit-
Buthylester. Die Derivate Glycinamid bzw. Sarcokimgegen werden wie Alanin bzv-Alanin nicht
erkannt (KvON and SROBEL 2008; MANDAL et al., 2004). MANDAL et al. (2004) postulieren jeweils ein
Guanin im Core-Element beider Aptamere des Glydbe&vitch vonB. subtilis als essentiell fur die
Erkennung und Bindung von Glycin. Eine MutationdagiBasen zu einem Cytosin (Mlund M2c) fihrte
zum vollstandigen Verlust der Fahigkeit Glycin, binden. Wahrend die Riboswitch-Strukturen von
C. difficile undC. sticklandiidiese beiden Guanine aufweisen, istbeacidaminophilummur im Aptamer |
diese Base zu finden. Es ist jedoch nur bei 80 #madalysierten Riboswitch-Strukturen in Aptameai
dieser Position ein Guanin zu finden, sodass dawsaugehen ist, dass Letzterem eine geringere Beupu
zuzuschreiben ist, wie schon vomNbAL et al. (2004) postuliert wurdeéduch der Plstemund der PZtem
des Aptamer | scheinen essentiell fur die Bindumg @lycin zu sein. Wahrend eine Zerstdrung bestiems
durch Mutationen, die zu zweiobbleBasenpaarungen im Rtem(M3gc) bzw. einer im PZtem(M5gc)
fuhrten, kam es ebenfalls zum Verlust der Erkennuorg Glycin. Durch Wiederherstellung derAnson-
CRIiCcK-Basenpaarung dieser Positionen durch Doppelmogtio(M4: und M&c) konnte dieses
kompensiert werden (M\DAL et al.,2004). Die Riboswitch-Strukturen véh acidaminophilumC. difficile
und C. sticklandiizeigen an diesen Positionen ebenfallsT8ON-CRICK-Basenpaarungen. Eine Ausnahme
ist eine G-UwobbleBasenpaarung des Biemsvon C. sticklandij die jedoch auf Grund der Léange des
potentiellenstemskeine groRen Auswirkung auf dessen Ausbildung &abilitat haben sollte.

Eine deutliche Transkriptions-Induktion der Gens @dycin-Decarboxylase-Operons durch Glycin wurde
fur B. subtilisgezeigt (RAN and £HUMANN 2007). In Abwesenheit von Glycin konnten grofRe lyn
eines ca. 200 Nukleotide umfassenden Transkriptetshes den Bereich des Riboswitch reprasentierte,
detektiert werden, ein das gesamte Operon umfass€rahskript hingegen war nur in geringer Menge
vorhanden. In Anwesenheit von Glycin zeigte sichgkgen eine vermehrte Transkription aller Gene des
Operons (RAN and SHUMANN 2007). In Abwesenheit von Glycin scheint es zumbrich der
Transkription an einer im Bereich des Riboswitch gelegenen Terminatorstrukikommen, welche sich
durch Bindung von Glycin an die beiden Aptamere @&isoswitch nicht ausbilden kann, was eine
Transkription des gesamtelownstreangelegenen Operons zur Folge hata(MAL et al.,2004; AN and
SCHUMANN 2007). Auch die Transkription des Glycin-Decardasg-Operons vorE. acidaminophilum
scheint durch Glycin induziert zu sein. So konritee estarke Transkription aller Gene bei Kultiviegutles
Organismus auf Glycin-haltigen Medien (50 mM Glydaw. 50 mM Na-Formiat u. 40 mM Glycin)
nachgewiesen werden. Bei Wachstum auf Medien nrit @gcin-Analogen Betain und Sarcosin war nur
eine schwache Transkription der Gene zu findenjedieils bei Kultivierung mit Sarcosin in Kombinati

mit diversen Elektronen-Donatoren (Alanin und Sdrmwv. Na-Formiat als zusatzlicher Elektronen-Donor)

schwacher ausfiel als bei Wachstum auf Betain. rdilleys wéare hier gemessen &h subtilis die
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entgegengesetzte Beobachtung zu erwarten geweserneréits erwahnt, binden die Aptamere des Glycin-
Riboswitch mit sehr hoher Affinitat Glycin, dess@naloge jedoch nur mit verminderter Affinitat bzgar
nicht. KNWON et el. (2008) zeigten, dass die Affinitat des Glycin-Ritmtch gegenuber Sarcosin nur sehr
gering ist. Da Betain im Vergleich zu Glycin dreisatzliche Methylgruppen aufweist, Sarcosin hingege
nur eine, ware eine noch geringere Affinitat gedpmiiBetain zu erwarten gewesen, was sich an einer
schwdacheren Induktion in Anwesenheit von Betairegghatte.

Wie bereits erwéahnt, karth. acidaminophilunGlycin in einer gekoppelten Stickland-Reaktiom(XLAND
1934) metabolisieren, wobei die Aminosaure sowddlEdektronen-Donor als auch -Akzeptor dient. Die
Derivate Sarcosin (N-Methylglycin) bzw. Betain (N, N-Trimethylglycin) hingegen kénnen nur als
Elektronen-Akzeptoren genutzt werden, hier ist£ligabe eines zusatzlichen Elektronen-Donors wig. z.
Serin oder Na-Formiat oder auch beider gleichzeitigmgéanglich (RDEL et al., 1988). Normalerweise
kann Serin durch die Serin-HydroxymethyltransferagseGlycin und dann weiter durch die Glycin-
Decarboxylase metabolisiert werden. Obwohl im Rahnmdieser Arbeit das Gen einer Serin-
Hydroxymethyltransferase identifiziert wurde, kamin friiheren Arbeiten fir dieses Enzym jedochgaimr
geringe spezifische Aktivitaten von 0,00028 bzvd0012 U/mg Protein im Rohextrakt von Zellen, di¢ au
Glycin bzw. Serin gewachsen sind, bestimmt werdéalmehr wird Serin von diesem Organismus durch
die Serin-Dehydratase zu Pyruvat metabolisiertciaed dann durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoredigkta
zu CQ und Acetyl-CoA umgewandelt wird. Aus Letzterem dviiber Acetyl-Phosphat die Bildung von
Acetat und eine Energiegewinnung Uber Substratkei@sphorylierung ermoéglicht @NDERATH 1988;
ZINDEL et al.,1988). So wurde fur das einleitende Enzym dieseSv@&chselweges, die Serin-Dehydratase,
eine spezifische Aktivitat von 0,039 U/mg Proteumd fur die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase 0,095
U/mg Protein im Rohextrakt von Zellen, die auf 8éviedium kultiviert wurden, bestimmt (dDEL et al.,
1988). Auch Alanin wird durch die Aktivitait der Alm-Dehydratase zu Pyruvat und
Reduktionsaquivalenten (NADH+M metabolisiert und so als Elektronen-Donor gen(GrANDERATH
1988). Sind sowohl Serin als auch Na-Formiat im Medvorhanden, werden beide parallel vB&n
acidaminophilurrals Elektronen-Donor fir die Reduktion der GlyEiarivate Betain und Sarcosin durch die
Betain- und Sarcosin-Reduktasen genut®#A®ERATH 1988), wobei das Na-Formiat durch die Aktivitat
von Formiat-Dehydrogenasen K@&ENTZDOERFFER et al., 2003) zu C@ oxidiert wird und
Reduktionsaquivalente auf Glycin oder Eisen-Schin@farier Ubertragen und eventuell in Form von
NADPH+H" freiwerden. Das dem Medium zugegebene Formiat kden Uiber die Formyl-THF-Synthetase,
die Methenyl-THF-Cyclohydrolase und die MethylenH-Behydrogenase zu Methylen-THF umgewandelt
werden (s. S. 127, Abb. 37). Dieses dient als Sabsker Glycin-Decarboxylase/Synthase, durch deren
Reaktion Glycin entsteht. REUDENBERGUNd ANDREESEN(1989) zeigten fur die Komponenten der Glycin-
Decarboxylase aud€. acidaminophilumeine Synthase-Aktivitat, die allerdings nur bei 2 der
Decarboxylase-Aktivitat lag. Zum einen kann dien&laiption der Glycin-Decarboxylase-Gene auf Glycin
freien Medien eine Synthase-Aktivitat bedeuten, zmderen kann aber auch von einer Grundexpression

dieser Gene ausgegangen werden. Solch eine selwadwh Grundexpression wurde auch fir das
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gcwOperon vorB. subtilisauch ohne Glycin im Wachstumsmedium gezeigiaPand $HUMANN 2007).

Die geringe basale Expression ist wahrscheinlich. ulurch den als sehr schwach einzustufenden Roomo
des gcwOperons bedingt. Dieser flB. subtilis von FHAN und SHUMANN (2007) postulierte Promotor
(5-ATGTAT 7 bp-T. ATAGT-3) zeigt genau wie dewpstreamdes Glycin-Decarboxylase-Operons aus
E. acidaminophilum postulierte Promotor (FGTAAA i prTGAAT-S') nur sehr geringe
Ubereinstimmung mit der KonsensussequeflzabhangigerE. coli-Promotoren (HMRLEY and FREYNOLDS
1987) bzw. ¢*-abhéngiger B. subtilisPromotoren (HHLMANN 1995) auf. Eine Veranderung des
—10-Elementes auB. subtiliszur 5-TATAAT-3 -Konsensussequenz hatte weder eine Auswirkung auf da
Grundlevel der Transkription degvOperons noch auf die Induktion durch Glycin. Dier&derung der
—35-Region zur STTGACA-3-Konsensussequenz hingegen fiihrte zu einer wesengesteigerten
Transkriptionsinduktion durch Glycin, was jedocht nginem um das 10-fache erhdhten Grundlevel
verbunden war. Eine Veradnderung beider PromotoigReg zur —10 und —35-Konsensussequenz fuhrte
ebenfalls zu einem stark erhdhten Grundlevel undreivesentlich héheren Induktionsrate durch Glyain
Vergleich zum Wildtyp-Promotor AN and SHUMANN 2007). Der Glycin-abhangige Riboswitch
verhindert jedoch in Abwesenheit von Glycin die Askription der Gene der Glycin-Decarboxylase-
Komponenten, durch dessen Katalyse es zur Met#roiigy von Glycin zu Nk Methylen-THF, CQ und
Reduktionsaquivalenten in Form von NADH*Wzw. NADPH+H kommen kann (ADREESEN 1994a;
1994b). Ein, dem Glycin-Riboswitch vorgeschalteséarker Promotor wirde so die Funktionalitat und
Wirkungsweise desselben stéren bzw. aufheben.

Da die Western-Blot-Analysen die gleichen Resulta®ten, das heildt, starke Expression pooU bei
Anwesenheit von Glycin und verminderte Expressioh@ycin-freien Medien (s. S. 54, Abb. 14 B), isé
Regulation der Transkription bzw. der Translatieesdr Gene mit groRer Wahrscheinlichkeit auf desrteb
der Transkription und nicht auf der Ebene der Tedim zu suchen, was fur alle Glycin-abhangigen
Riboswitche typisch ist (BRRICK and BREAKER 2007; KwoN and SROBEL 2008; $IDARSAN et al.,2006).

Es ist also sehr wahrscheinlich, dass die Expressiler Gene des Glycin-Decarboxylase é&tis
acidaminophilurrebenfalls durch einen Glycin-abhangigen Riboswiggjuliert wird.

Im upstrearmBereich des Glycin-Decarboxylase-Operons f#orcoli konnten keine Sequenzen identifiziert
werden, die auf eine Glycin-Riboswitch-Struktur vagisen. Fur diesen Organismus ist eine komplizierte
Regulation der Transkription dieser Gene durch rdeProteine beschrieben worden. Das durch Glycin-
Oxidation entstandene 5,10-Methylentetrahydrofadatfir E. coli ein wichtiger G-Donor, u. a. fir die
Biosynthese von Purinen, Methionin, Thymin und aedemethylierten Verbindungen. Der Promotor des
gcvTHROperons aug. coliist in die Klasse Il der Aktivator-abhangigen Pimoren einzuordnen, da fir
ihn vier regulatorische Proteine beschrieben wurdenen Bindestellen sich mehr als 90ugstreamder
RNA-Polymerase-Bindestelle befindenu@&y and EBRIGHT 1999). Eines dieser regulatorischen Proteine
ist PurR purine repressor protejn ein Transkriptionsregulator der Gene des Nuldstdffwechsels
(RoLFEs and ALKIN 1988), der in Anwesenheit von Purinen und deremsiiéen hemmend auf die

Expression der Gene des Glycin-Decarboxylase-Ogewmarkt (STAUFFER et al., 1994; SAUFFER and
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STAUFFER 1994; WLSON et al., 1993a). Die DNA-Bindestelle dieses Repressorst lidgekt im
Promotorbereich, von Position —3 bis +17, sodassvahnrscheinlich direkt mit der RNA-Polymerase
interagiert (WLSON et al., 1993a). CRPJAMP receptor proteinist ein Aktivator deggcvTHROperons,
seine Bindestelle befindet sich an Position —3244303 relativ zum Transkriptionsstartpunkt des rope
(WONDERLING and SAUFFER 1999). Das zur LysR-Familie ¢BELL 1993) der Regulatoren gehodrende
Protein GevA ist in Gegenwart von Glycin als Aktiwaund in Gegenwart von Purinen auch als Repressor
an der Transkription der Gene der Glycin-Decarbasgl beteiligt (W.sON et al., 1993a; WLSON et al.,
1993b). Das GcvA-Protein bindet an drei Stellender Kontroll-Region degicvTHROperons, von bp
—271 bis —242 (Bindestelle 3), von bp —241 bis {HiAdestellen 2) und von bp —69 bis <3dstreamdes
TranskriptionsstartpunktesqURDAN and SAUFFER 1999b). Wéahrend die Bindung von GcvA an alle drei
Bindestellen eine hemmenden Wirkung zur Folge tdtd der Bindung an Bindestelle 2 bzw. 3 eine
aktivierende Wirkung auf die Transkription in Gegamt von Glycin zugeschrieben (MgoN and
STAUFFER 1994; WLSON et al.,1995; WONDERLING et al.,2000). Dagycwspezifische Protein GevR agiert
als Repressor, wobei aber eine direkte Interaktiohdem C-terminalen Ende von GcvA essentiell ist
(GHRIST et al., 2001; GirRIST and SAUFFER 1995; 1998). Es kommt hierbei zur Bildung eines
Heterooligomers, welches durch das VorhandensairPusinen stabilisiert bzw. durch Glycin destakslit
wird (HEIL et al., 2002). In diesem Fall kann das an den Bindundssté? und 3 gebundene GvcA-
Homodimer direkt mit dea-C-terminalen Doméanex{CTD) der RNA-Polymerase wechselwirken (Abb. 32)
und so die Transkription der Gene induziererdk(ST et al.,2001; HURDAN and SAUFFER 1998; 1999a;
STAUFFER and SAUFFER 2005). Fur das Lrp-Proteite(icine response regulatory protginvelches an der
Regulation des Aminosaure-Metabolismus beteilig{@Lvo and MATTHEWS 1994), gibt es eine Vielzahl
an Bindestellen im Promotorbereich des Operonssédgnd zwischen den Bindungsstellen 1 und 2 des
GcvA-Proteins (QURDAN and SAUFFER 1999D) lokalisiert. Durch Bindung mehrerer Lrp4eine an diese
kommt es zur Biegung der DNA in diesem Bereich, imasinerloop-Bildung resultiert und die Interaktion
aller an der Regulation beteiligten Proteine ermotgl STAUFFER and SAUFFER 1998a; 1998b; 1999).

Abb. 32: Modell der Repression und Aktivierung desgcvTHP-Operons ausE. coli (nach HEIL et al, 2002).
Dargestellt ist ein Bereich des Promotors gesTHROperons auk. coliund die Interaktion der an der Regulation der
Transkription desgcvTHROperons beteiligten Proteine. Folgende Abkirzungemden verwendet: Lrpleucine
response proteinGcevA: gewspezifischer Aktivator (mit Bindestellen 1, 2 uB) GevR:gevspezifischer Repressor.
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In Gegenwart von Glycin wird die Transkription dgevTHROperons vorE. coli induziert, durch das
Vorhandensein von Purinen dagegen reprimiert. Digseder Transkriptionsregulation scheint in diesem
Fall vorteilhafter zu sein als die Regulation Ukeren Glycin-sensitiven Riboswitck. coli nutzt Glycin
nicht als Energiequelle, sondern das bei desseda@an entstehende 5,10-Methylen-THF als wichti@en
Donor u. a. fur den Purin-Stoffwechsel. Ein Gly&iboswitch scheint jedoch dort von Vorteil zu seiq

Glycin hauptséchlich als Energiequelle genutzt ywvig es beE. acidaminophilunder Fall ist.

4.2. Die Glycin-Decarboxylase - ein Komplex, der mmalerweise aus vier

Proteinen besteht

Die Glycin-Decarboxylase ist ein Multienzymkomplaeder normalerweise aus vier Komponenten besteht
und die reversible Decarboxylierung von Glycin kgeert und daher auch als Glycin-
Decarboxylase/Synthase bezeichnet wirdNAEESEN 1994a). Durch die oxidative Katalyse dieses
Enzymkomplexes wird Glycin zu GOMethylen-THF, NAD(P)H+H und NH; abgebaut (REUDENBERG
and ANDREESEN1989). Bei der Umkehrreaktion kommt es zur Syrghem Glycin. Die Synthase-Aktivitat
wurde bisher fir die OrganismeA. globiformes(KocHI and KkucHI 1974; 1976),C. acidiurici
(GariBOLDI and DRAKE 1984) sowie E. acidaminophilum(FREUDENBERG and ANDREESEN 1989)
beschrieben. Dabei konnte jeweils nur eine wes#ntlgeringe Synthese-Rate im Vergleich zur
Decarboxylierung festgestellt werden. So lag dientBgse-Aktivitat der Glycin-Decarboxylase aus
E. acidaminophilummur bei ca. 12 % der Decarboxylase-AktivitaREBDENBERGand ANDREESEN1989).
Der Enzymkomplex besteht aus vier eigenstéandigelngh voneinander abhangigen Komponenten. Proteine
prokaryotischer Herkunft werden meist mit P1, P2,uRd P4 bezeichnet REUDENBERGand ANDREESEN
1989; GRiBOLDI and DRAKE 1984; KLEIN and 3\GERS 1966a; 1966b; 1967a; 1967bp&HI and KKUCHI
1969), flr Eukaryoten beschriebene werden entsprethhrer Funktion immer mit P, H, L und T
(BOURGUIGNON et al., 1988; MACHEREL et al., 1992; QIVER and RMAN 1995; S\LCEDO et al., 2005;
TURNER et al., 1993) benannt. Die terminologische Trennung pnai@scher und eukaryotischer Proteine
ist jedoch nicht Uberall in der Literatur zu findeo werden u. a die Proteine &iscoli (OKAMURA -IKEDA

et al.,, 1999a; 1999b; QAMURA-IKEDA et al., 2003; (KAMURA-IKEDA et al., 1993) oder dem
CyanobacteriunSynechocystigHASSE et al., 2007) stets mit P, H, L und T bezeichnet, wobtitézer
Organismus als Vorlaufer der pflanzlichen Chloretda angesehen wird @TIN et al.,2002), was diese
Bezeichnung der einzelnen Proteinkomponenten érerkvermag. In der vorliegenden Arbeit wurdesstet
die in der Literatur verwendete Bezeichnung dereaimen Proteine ibernommen.

Das P1-Protein, ein Pyridoxalphosphat-abhangigeginist die eigentliche Decarboxylase, die jedoch
gemeinsam mit dem P2-Protein die oxidative Abspaltder Carboxylgruppe des Glycins in Form von,CO

katalysiert (lREUDENBERG and ANDREESEN 1989; HRAGA and KKucHI 1980a; KkucHI and HRAGA
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1982). Das P2-Protein ist ein kleines hitzestabiestein, welches kovalent gebundene Liponsaure als
funktionelle Gruppe tragt, auf welche die nach @&rcarboxylierung entstandene Aminomethylgruppe
Ubertragen wird. Die so reduziert vorliegende fiorelle Gruppe wird dadurch zum Substrat fur das P4
Protein, eine Aminomethyl-Tranferase, welche diespdltung von Nk und die Ubertragung der
Methylengruppe auf den;&ruppen Carrier THF katalysiert, was in der Ertatey von 5,10-Methylen-
THF resultiert (ANDREESEN 1994a; 1994b). Die fur die Aktivitdit des Enzymkdexges essentielle
Komponente ist das P3-Protein, die Dihydrolipoaahydrogenase. Durch sie wird die reduziert
vorliegende Liponsauregruppe des P2-Proteins raskidNAD® stellt fir dieses Enzym, welches zwei
redoxaktive Cysteingruppen und FAD enthélt, dadiniahe Substrat dar, auf welches die Elektronen
Ubertragen werden REUDENBERGet al.,1989a). Eine Ausnahme hierbei st&lltacidaminophilundar. Aus
diesem Organismus konnte bisher keine eigenstanditgydrolipoamid-Dehydrogenase beschrieben
werden. Es wurde eine NADRbhangige Thioredoxin-Reduktase (TR) mit Dihyqroimid-
Dehydrogenase-Aktivitat beschrieben, welche diekkkon des P3-Proteins tGbernimmt und die Elektronen
Uber das Thioredoxin-System dem reduktiven Weg @bgin-Abbaus zufuihrt. Die Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase-Aktivitat der Thioredoxin-Reduktaselwn vitro noch durch die Proteine Thioredoxin und
GrdA stimuliert (DETRICHS et al.,1991; REUDENBERGet al.,1989a; MeYER et al.,1991; BEHLEIN 2003).
Man findet in der Literatur jedoch weitere Beispidlir Thioredoxin-Reduktasen mit Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase-Aktivitat. So beschreibt z. BRNvER et al (1996) fur Thioredoxin-Reduktase aus diversen
Sauger-Geweben oder auclebricHs et al (1991) fur das Enzym a@ litorale diese eigentlich atypische
Aktivitat. Anzumerken ist hier jedoch, daBs acidaminophilunder einzige Organismus ist, flr den keine
eigenstandige Dihydrolipoamid-Dehydrogenase gefundeirde und diese Funktion also von anderen
Proteinen Gbernommen bzw. ersetzt werden mussTRIZHS et al., 1991; IREUDENBERG et al., 1989a;
MEYER et al.,1991; ®EHLEIN 2003).

Der Glycin-Decarboxylase-Komplex besteht, wie bsrerwahnt, aus vier Komponenten, und nur in
Gegenwart aller Enzyme kann ein aktiver Komplexilgeb werden, durch den es zum oxidativen Abbau
von Glycin zu NH, CO, und Methylen-THF kommt. Zum besseren Verstandaisvibrgehensweise bei der
heterologen Synthese der einzelnen Komponenterynsodieren Funktion Uberprift werden sollte, alver u
auch den Grad der Konservierung der charaktettimisdMotive darzulegen, sollen die einzelnen Pretein

des Glycin-Decarboxylase-Komplexes im Folgenderenibschrieben werden.

4.2.1. Das P1-Protein der Glycin-Decarboxylase-degentliche Decarboxylase

Die beiden Untereinheiten des P1-Proteins Busicidaminophilumwerden durch die GengcvPX: und
gcvPY codiert und weisen ein Molekulargewicht von 49 bz8B,1 kDa auf gccession number
AAU84893.1 bzw. AAU8B4894.1). In Tabelle 1dind einige der in der EMBL-Datenbank enthaltenen

Proteine, welche signifikante Ahnlichkeiten zua- und B-Untereinheit des P1-Proteins aus
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E. acidaminophilumaufweisen, wiedergegeben. Auf Grund der nahezlichd@gnsteigenden Anzahl an

Genomsequenzierungen wird hier nur eine Auswalirateinen aus Prokaryoten aufgelistet, aber auch de

Vergleich mit Proteinen aus Eukaryoten, wie z. HBhmo sapiensArabidopsis thaliana Drosophila

melanogasteroder Saccharomyces cerevisiagezogen, um die starke Konservierung dieses Psotein

aufzuzeigen.

Tab. 11: Vergleich des P1-Proteins aus. acidaminophilummit homologen Proteinen aus Datenbanken

Organismus Untereinheit Protein: accession Identitlat
AS/MG (kDa) number (%)
Alkaliphilus oremlandiOhILAs o 446/ 49,7 ABMEG6 64
p 486 /54,1 ASMEG7.1 70
Thermoanaerobacter tengcongensiB4 o 449/ 50,4 Q8RCW1 59
B 485/ 53,4 QB8RCW2 65
Alkaliphilus metalliredigenQYMF o 447 | 49,1 ABR47556.1 58
p 486/53,5 ABR47557.1 65
Clostridium botulinumA3 str. Loch Maree o 446/ 49,6 CP000962.1 58
p 484 /53,8 CP000962.1 63
Clostridium difficile630 o 457 /51,1 Q186L1 58
B 485/ 53,8 Q186L4 63
Clostridium sticklandii o 445 [ 49,2 53
p 485/53,4 62
Geobacillus thermodenitrificarldG80-2 o 448 49,7 A41QV4 52
B 490/ 56,4 A4IQV3 63
Bacillus cereus o 447 1 49,4 Q818M4 52
p 491 /54,9 P62029 59
Thermus thermophiludB8 o 438/ 47,1 Q5SKwW8 42
p 474152,7 Q5SKW7 52
Escherichia colK12 957/ 104,4 A1AF92 35/41
Drosophila melanogaster 985/ 109,7 Q9VH09 38/44
Arabidopsis thaliana 1037/112,9 080988 37/ 44
Saccharomyces cerevisixdM789 1034/114,5 P49095 35/43
Homo sapiens 1020/7112,7  oMm2F8 33/42

*im Vergleich zura- und p-Untereinheit des P1-Proteins alis acidaminophilumbei Proteinen, die nur aus einer
Untereinheit aufgebaut sind, erfolgte jeweils egrdleich des aminoterminalen Bereiches mitaedntereinheit und
des C-terminalen Bereiches mit gietntereinheit des P1-Proteins dtisacidaminophilum

Die hochste Identitat, 64 % fur die-Untereinheit und 70 % fir di@-Untereinheit, ergab sich beim

Vergleich mit den Proteinen auAlkaliphilus oremlandii OhlLAs, einem ebenfalls zur Gruppe der
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Clostridien gehorenden Organismus. Auffallig isissl der Vergleich des Proteins &lisacidaminophilum
denen au<C. difficile und C. sticklandiitrotz der Zugehdrigkeit der drei Organismen zuras@r XI der
Clostridien nicht den hochsten Grad an Identitafzeigt. Moglicherweise unterscheiden sich diese
Organismen doch stéarker voneinander, als bisheerammgmen, zumaE. acidaminophilumals einziger
dieser drei Clostridien auf Glycin als einziges Stdt zu wachsen vermag. Weiterhin fallt auf, ddiss
hochsten Identitdten der mit den beiden Untereiaheides P1-Proteins aul. acidaminophilum
verglichenen Proteinen bei 64 ¥%(ntereinheit des P1-Proteins ausoremlandiiOhILAs ) bzw. bei 70 %
(B-Untereinheit des P1-Proteins afAs oremlandii OhILAS) liegen. Organismen, deren Proteine hohere
Identitdten zu den Polypeptiden abs acidaminophilumaufweisen, konnten nicht identifiziert werden.
Denkbar ware, dass Organismen, die noch naheEnatidaminophilunmverwandt sind, bisher noch nicht
sequenziert bzw. noch nicht isoliert wurden

Das P1 bzw. P-Protein der Glycin-Decarboxylasdliisteigentliche Decarboxylase, sie katalysiert atugr
zusammen mit dem P2-Protein effektiv die Decarlieryhg des Glycins. Die GEAustauschreaktion wird
durch Zugabe des P2-Proteins sogar 100-fach séruwind der K, fur Glycin wird um 25 % reduziert
(HIRAGA and KikucHI 1980a). Die Komponenten der Glycin-Decarboxylasd sibiquitar verbreitet, so
wurde auch das P1- bzw. P-Protein bisher sowohl mo&aryotischen als auch aus eukaryotischen
Organismen isoliert. Die meisten Proteine baktendHerkunft liegen alsi,p,-Tetramer vor, Ausnahmen
sind hier die Proteine ads coli und Synechocystisp. Stamm PCC 6803 AdsE et al.,2007; GKAMURA -
IKEDA et al.,1993). Die Proteine der beiden letztgenannten i@sg#n sind genau wie die eukaryotischen
Proteine aus einem Homodimer aufgebaut. Fir dadeiRrcaus E. acidaminophilumwurde von
FREUDENBERGUNd ANDREESEN(1989) Uiber SDS-PAGE eine Grol3e von 49 kDa fumeintereinheit und
54,1 kDa fur dieB-Untereinheit und Grof3en von 113,6 kDa bzw. 225 kidadas dimere bzw. tertramere
Protein bestimmt. Durch die Analyse der unter Amhan Il. dargestellten Sequenzen wurde fir die-P1
Untereinheit eine Grof3e von 49 kDa und fir di@-Bhtereinheit eine Grof3e von 53,1 kDa kalkuliered2
Werte konnten auch fur die heterolog synthetisieReoteine mittels SDS-PAGE bestimmt werden (3.85.
Abb. 25). Diese Werte sind mit den 230 kDa, diedés aus zwei-Untereinheiten mit je einer Grof3e von
58 kDa und zweip-Untereinheiten mit je 65 kDa bestehendg,-Tetramer vergleichbar, was von
GARIBOLDI und DRAKE (1983) fur das P1-Protein v@h acidiurici beschrieben wurde. Dieser Organismus
ist in der Lage, Purine zu Formiat und Glycin atzudn. Auch das P-Protein alisthermophiluswelches
ebenfalls eine,P,-Struktur besitzt, weist eine molekulare Masse 206 kDa auf, wobei dat-Untereinheit
47,1 kDa und deB-Untereinheit 52,7 kDa zuzuschreiben sindgh et al.,2003b; 2005). Auch fiAquifex
aeolicus(DECKERT et al.,1998) undB. subtilis(KUNST et al.,1997) wurde eine,f, Konformation fir das
native P1-Protein beschrieben.

Homodimere ahnlicher GréRe wie die zuvor beschriebeletramere findet man u. a. Eeicoli. Fur das
monomere Protein wird hier eine GrofRe von 104,2 kbd flir das Dimer eine Groél3e von ca. 180 kDa
angenommen (KAMURA-IKEDA et al., 1993). Ebenfalls als Homodimer liegen die Proteawes M.

tuberculosis(CoLE et al.,1998) undS. thyphimuriun{STAUFFER et al.,1989) vor. In Eukaryoten hingegen
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liegen die P-Proteine generell als Homodimer vat simd durch eine aus 35-86 Aminosauren bestehende
mitochondrialeleaderSequenz gekennzeichnet. Die Gro3en der eukarlietisMonomere sind mit denen
der prokaryotischen Dimere zu vergleichen. So wurde. fir das humane P-Protein eine Grof3e vorf112,
kDa und fur das Pendant aus Huhn eine Grol3e vorBIKDa fir die jeweiligen Monomere bestimmt
(HIRAGA and KKKUcHI 1980b; KUME et al., 1991). Auch aus Pflanzen wurden P-Proteine igolied
beschrieben, so wurde z. B. fir das monomere RraigsPisum sativuneine Grol3e von ca. 105 kDa und
eine ungewoOhnlich lange mitochondrideaderSequenz von 86 Aminosauren und fur zwei der finf i
Flaveria pringleivorkommenden P-Proteine eine molekulare Masse @énkDa und eindeaderSequenz

von 33 bzw. 36 Aminosauren aufgezeigh(BvE et al.,1995; QIVER et al.,1990; TURNER et al.,1992).

Wie bereits erwahnt, ist das P1-Protein der Gly@étarboxylase ein PLP-abhangiges Enzym. Vertreter
dieser Gruppe werden in Faltungstypklassen (I-viyeieilt, wobei das P1- bzw. P-Protein auf Grund vo
Sequenzhomologien zur Klasse | zu zahlen iskigGIN et al., 1995; ANSONIUS 1998; MEHTA and
CHRISTEN 2000; ®HNEIDER et al.,2000). Enzyme der Faltungsklasse | wurden bigharar genau wie die
P-Proteine aus Eukaryoten als Homodimer beschridbieru- und B-Untereinheit der tetrameren Proteine
weisen starke Sequenzhomologien zu den aminotelenifew. carboxytermianlen Bereichen der nur aus
einer Untereinheit bestehenden Proteine auf. Abeh &eide Proteine untereinander sind struktuer s
ahnlich, so zeigt die-Untereinheit des P1-Proteins afsacidaminophilumeine 26%ige Ahnlichkeit zur
B-Untereinheit desselben Proteins. Wahrscheinliokd slie beiden Untereinheiten durch Genspaltung und
anschlielende Veranderung, welche mit dem Verluséseaktiven Zentrums einherging, entstanden
(ANDREESEN1994a; MKAI et al.,2005). Die Kristallstruktur des aus einegfs,-Tetramer bestehenden P-
Proteins ausT. thermophiluswird daher auch eher als Homotetramer und nicht Héterotetramer
beschrieben (AkAI et al.,2003b; 2005).

NAKAI et al. (2005) beschreiben eine groRe hydrophobe Obedfl&cim 11058 A zwischen dem- und
B-Untereinheit des P-Proteins alisthermophiluswas die Coexpression der Gene beider Unterearheit
unumganglich macht und erklart, dass bei getren8iarthese beide Proteine nur in unldslicher Form
vorlagen (MkAI et al.,2003b). Wie in Tabelle 11 und Abbildung 33 (s188-110) zu erkennen ist, weisen
die Proteine auk. acidaminophilunundT. thermophilusstarke Sequenzhomologien auf, was eine &hnliche
Struktur der Proteine beider Organismen vermutesstlavor allem aber auch erklart, warum beide
Untereinheiten des P1-Proteins &isacidaminophilurmauch nur bei gemeinsamer Expression der Gene in
I6slicher Form vorlagen und bei einzelner Synthgisar-Untereinheit nur alénclusion bodiessorzufinden
gewesen ist.

Das tetramere P-Protein van thermophilusbesitzt zwei aktive Zentren, die jeweils an deer@&@flache
zwischen den- undp-Untereinheit lokalisiert sind. Der Boden der a&tivZentren wird hauptsachlich durch
Aminosauren dep-Untereinheit (GIy'®, Ala®"®, GIr™®, His®™®, Sef°®, Thi**® Thi®®, Asp’®, Ala®'®,
Asn®®B, His®®®, Asn'®®, His"®* und Ly<®®), der obere Bereich hingegen nur von einer satinéh Doméane
der B-Untereinheit (Sér* und Cy$'®) und einer groRen Doméane delUntereinheit (Ty#™, Thr'™, Tyr’®,



4., Diskussion 107

GIn*®®, Tyr®* Thr*™ and Thi*") gebildet. Wie in Abbildung 33 zu erkennen istdsidiese Bereiche
sowohl bei den Eukaryoten als auch den Prokarybten konserviert. Die Bindung des Cofaktors PLP
induziert eineopen-closedKonformationsanderung zweier Regionen, die denvektZentren benachbart
sind. Die erste Region ist ein mobileop, der durch die Aminoséauren 305-322 dddntereinheit gebildet
wird, die zweite ist eine mobile Subdomane, welgbe den Aminosauren 591-671 dgiUntereinheit
gebildet wird. Auch diese Bereiche sind, wie marAbbildung 33 erkennen kann, stark konserviert. Der
Cofaktor tritt durch extensive nichtkovalente Binden mit den Aminosaureresten der aktiven Zentnen i
Wechselwirkung und ist im aktiven Zustand durch igiternes Aldimin (Schifsche Base) kovalent mit
einem stark konservierten Lysinrest verbunden. Bimsphatgruppe des PLP ist in eine Vielzahl von
Wasserstoffbriickenbindungen und lonenpaarungenvievound fixiert so u. a. den Cofaktor im aktiven
Zentrum des Enzyms @xAl et al.,2005). Der fur die Bindung des PLP essentiellen-jRest ist meist im
Abstand von sechs Aminosauren zu einem drehbateameren Glycin-Motiv lokalisiert, weil so ein
beweglicher Arm entsteht. Dieses Motiv befindethsigiederum in einem Glycin-reichen Bereich der
B-Untereinheit der tetrameren Proteine bzw. dem r@itelen Bereich der aus einem Homodimer
aufgebauten Proteine KBWREESEN 1994a; MKAI et al., 2005; (KAMURA-IKEDA et al., 1993). Die hier
beschriebenen Sequenz-Motive konnten bei allen ivbildung 33 aufgefliihrten und miteinander
verglichenen Organismen gefunden werden. Beiacidaminophilumkonnte der an der PLP-Bindung
beteiligte stark-konservierte Lysinrest an Posittf?2 und das tetramere Glycin-Motiv an den Postion
279-282 dep-Untereinheit identifiziert werden (s. S. 110, Al33). Die Bindung von Glycin, dem Substrat
der P1-bzw. P-Proteine, erfolgt Uber die aktiventdan, tGber van der Waals Krafte mit Aminoséuret&es
der oberen Teile der Zentren. Es kommt hierbei Ausbildung einer Schiffichen Base zwischen dem
Cofaktor PLP und dem Substrat Glycin, die daduretder freiwerdende-Aminogruppe des zuvor an der
Bindung von PLP beteiligten Lysin-Restes geht nume éonen-Paar-Bindung mit der Phosphatgruppe des
PLP ein (Mkal et al., 2005). Bevor jedoch die eigentliche von diesemyiEnkatalysierte Reaktion, die
Decarboxylierung und Aminomethylierung der Liponguwles P2-Proteins, ablauft, kommt es zur
Ausbildung eines ternaren Komplexes, bestehendPatBrotein, PLP, Glycin und der an das P2-Protein
gebundenen LiponsaureUfwaArA and MoTOKAWA 1983). Die Erkennung der Liponsaure-Gruppe erfolgt
Uber einen 18 A tiefen, dem aktiven Zentrum benadtkegenden Kanal, welcher aus Aminosdurerestéen d
a- und pB-Untereinheit gebildet wird. Er besteht aus meigirbphoben Resten, die mit der aliphatischen
Kette des Lipoamid-Armes in Wechselwirkung tretémmen. Die Disulfid-Briicke des Lipoamid liegt so
den Seitenketten der Aminosaure-Reste®fyTyr’®, GInr*®* und Hi$®* (ausT. thermophilus Abb. 33)
sehr nahe, wobei einer dieser Aminosaure-Resteméiglicher Protonen-Donor fir die Reduktion der
Disulfid-Brucke fungieren kann (A&kAl et al., 2005). Die am Eingang diese Kanals gelegenen iposit
geladenen Aminosaure-Reste 145 Arg®®, Arg®™®, Arg®™, Arg®?, Lys*™®, Lys*'® Arg®** and Lys’®
(Protein aug'. thermophilussind, wie in Abbildung 33 zu erkennen, bei al@m@anismen stark konserviert.

Eine Ausnahme bildet hier das B}, das nur beT. thermophilusu finden ist.
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T A ——— ENSSQFLSEDYSNSFPREFQRTDEIL M SG 637
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E. aci FLP-VPVVAKKDDKFVLDYD LDGL-RGSELEVTTLD
A ore FEP-SPVIEKKGEEYVLDYD LGGL-NEDILGVSTLDI
A net FEP-TPVVEKKEDRYILDYD DH-YRVAVN-KH LAGL-KKEIAEMSTLNIA
C. sti FLEP-VPKVEKVDDKYILNYD DD-Y QUASB--KHEAIFAGI-KDKSTGITTLEIAK
C. bot FIEP-VPTVEKENDKFILDYN DY-YNIB&D---KH
T. ten FEP-VPTVEEKDGRYFLDY! Y-YKYAEZH---MH
C dif FLP-IPVIERKEDKYVLNYDR
G the FLR-KPVIAKGENGYYLDDD DY-YBHEYN-KH
B. cer YLP-KPILEKTEDGYRFNYD PF-YBIHREB--KH

PEVERGEEGFYLDFDRPKSI RVPYDGPS
H sap VISLK---RNEDACPVG KRLET GARG---YV! PEKKSANIEA
D. nel VVSPL---SSEEHS-FG L RLEQHYKKAPNSQ--LV. IRDLKKSANIEA
A tha VIPTGGIPQPEKTAPL S LEKH VNG---TV. FKNTAGIEP
E. col VVQIEGMLTR-----QG, RLQDA GRDG---RV, IRPLKEETGISE
S. cer DMITGIGGSKS--IDS TRLKD INEMSTLKH REYKAKG-V!
E. aci YHPPTVYFPENHQAIMIEPTETEGRETLDERIDALLKIAEEAKK--- -----DPQILKNARQI--------- TLVKRLDEVKAAKDEILKYQG-----
A. ore YHPPTIYEPEIWNEAMMIEPTETESVETLDOEIDALNKIADEAKE--- ----- THVRRIDE
A net --NPELVSSA| ---TSVGRLD
C. sti NPEIFKTAP SPASRIDEA|
C. bot NPELLHEA APVRRLDQMKAARKPILRWQK-----
T. ten NPELLKEA TPVRRLDE
C dif TLVKRVDD
G the FHPPTIYEPENEECMMIEPTETESKETLDARIDAMIQIAKEAEE--- -----TPEIVQEAPHT----- VVKRLDE
B. cer ---TVIKRLDE

------- TPVRRLDEL 474

H. sap EIADI PHSLTCVTSS{HWD EVAAFPLPF Y H CPPMEVYESPFSEQKRASS 1020
D. nel IAEIE SPHTQAQVISD-KW EQAAFPAIF | KHLVYCTCPPILPDL----------- 985
A tha IAQIE APHPPSLLMAD-TW EXYAAFPAPWL- N D CTLLPEEEQVTAAVSA----- 1037
E. col IDQV PHIQSELVAE=-WA VAVFPAG--- RRLBD CSCVPISEYQ----------- 957
S. cer EEINALVA HSLEDLITSSNWDT YPLPFL- LDD TCPSVEEIANETE------- 1034

Abb. 33: Aminosaure-Alignments verschiedener P1- hz. P-Proteine: Gezeigt ist ein Alignment prokaryotischer P1-Pnod¢ei aus. acidaminophilun{POEHLEIN 2003),A.
oremlandiiOhILAs, A. metalliredigen®YMF, C. sticklandij C. botulinumA3 str. Loch Maree€T. tengcongensisiB4 (BAo et al.,2002),C. difficile (SEBAIHIA et al.,2006),G.
thermodenitrificandNG80-2 (FENG et al.,2007),B. cereuqlvANOVA et al.,2003)T. thermophilusHB8 (NakAI et al.,2003b) uncE. coli (OKAMURA-IKEDA et al.,1993) sowie
eukaryotischer P-Proteinen adssapiengdKuUME et al.,1991),D. melanogaste(ADAMS et al.,2000),A. thaliana(LIN et al.,1999) undS. cerevisia&y IM789 (WEI et al.,2007).

Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW verglichen (2.8.Rlentische Aminosauren wurden dunkelgrau, Restéhnlichen biophysikalischen Eigenschaften @iap/ polar,
ungeladen / basisch / sauer) wurden hellgrau wgerlUnter A sind die jeweiligen-Untereinheiten bzw. der N-Terminus der entspredbanProteine, die nur aus einer
Untereinheit aufgebaut sind, dargestellt. Unteiirigl glie jeweiligenB-Untereinheiten bzw. der C-Terminus der entspreg@erProteine aufgezeigt. Blaue Réhren oberhalb der
Sequenzen kennzeichnesHelices, rote Pfeil@-Faltblatter und orangefarbene Balkgg-Helices.
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Die Aminosaure-Reste des P2-Proteins, die den kiuare-Arm umgeben, sind meist negativ geladen und
ebenfalls hochkonserviert XAl et al., 2003b), hierauf wird jedoch im folgenden Abschrb&i der
Besprechung des P2-Proteins ndher eingegangen.

P1-Holoenzyme weisen charakteristische Absoptigidspn mit Maxima bei 330 nm und 428 nm auf, die
Apoenzyme, welche also kein PLP gebunden habengeben zeigen kein entsprechendes
Absorptionsmaximum (RAGA and KKkucHI 1980a; KEIN and RGERS 1967b). Durch Zugabe des
Substrates, also von Glycin, kommt es zur Verselngbdes 430 nm Peaks zu 420 nmr@&A and
KIKUCHI 1980b) und durch Zugabe des P2-Proteins, dem Guatilles P1-Proteins AMAI et al., 2005;
OLIVER et al., 1990), kommt es zur Abschwdchung des Peaks beirdi28und im Zuge dessen zur
Intensivierung des Absorptionsmaximums bei 330 RhRAGA and KKucHI 1980a; 1982). Wahrend das
P-Proteins aus Mensch als Holoenzym gereinigt wekiente und der Cofaktor PLP nicht durch Dialyse,
sondern nur durch Reduktion mit Borhydrid entfeserden konnte (HRAGA and KikucHI 1980a), wurde
das P1-Protein auglicromonas microgPeptococcus glycinophiluswur als Apoenzym gereinigt, welches
sich aber durch die Zugabe von PLP reaktivierdd (IREIN and @ GERS 1967b). Das native P1-Protein aus
E. acidaminophilumkonnte auch nur durch Zugabe von PLP zum Aufreimigpuffer in aktiver Form
gereinigt werden, der Verlust des Cofaktors fiilnitr jedoch zur irreversiblen Inaktivierung des ¥ng
(FREUDENBERGand ANDREESEN1989). Da fur das in dieser Arbeit heterolog sgtitlierte P1-Protein aus
diesem Organismus nicht die typischen Absoptioridepe detektiert werden konnten, ist davon
auszugehen, dass es zum Verlust des PLP wahremkltfeinigung gekommen sein muss, was auch durch

Zugabe des Cofaktors zum Puffer nicht verhindertee konnte.

4.2.2. Das P2-Protein der Glycin-Decarboxylase-déydrogen carrierProtein

GcevP2 codiert fur das P2-Protein alis acidaminophilumwelches ein Molekulargewicht von 14,1 kDa
aufweist fccession numbeAAU84892.1). Eine Auswahl aus in der EMBL-Datenbaalfgefihrten
Proteinen, welche signifikante Homologien zu derfPP@ein auk. acidaminophilunaufweisen, wurde in
Tabelle 12 aufgefuihrt. Zum Vergleich wurden auclot@éne eukaryotischer Herkunft, wie z. B. aus
H. sapiensA. thaliang D. melanogasteoderPisum sativuninerangezogen. Eine 57%ige Identitat zeigte das
Protein ause. acidaminophilunzu dem Polypeptid auslkaliphilus metalliredigen®QYMF, aber auch zu
Thermoanaerobacter pseudethanolicdiECC undMoorella thermoaceticaATCC, die alle drei ebenso in
die Gruppe der Clostridien einzuordnen sind. Auddr zeigen die P2-Proteine a@s difficile und C.
sticklandiinicht die hochste Identitat im Vergleich zu demMrgtein au€. acidaminophilumbDas Protein
aus C. difficile weist im Vergleich zu den anderen aufgefihrterkangotischen Proteinen die geringste

Identitat auf.
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Tab. 12: Vergleich des P2-Proteins aus. acidaminophilummit homologen Proteinen aus Datenbanken

Organismus ASE)I\;I()(;e(iEI:)a) aﬁﬁ?:;ign Identitat (%) *
Alkaliphilus metalliredigenQYMF 127 /14,1 AGTMY7 57
Thermoanaerobacter pseudethanoli®dsCC 126 /13,9 ABY95615.1 57
Moorella thermoaceticATCC 130/ 14,1 Q2RH47 57
Oceanobacillus iheyensi4TE831 446/ 49,7 Q8ENT9 55
Bacillus licheniformisATCC 127/14,3 Q65F75 55
Clostridium botulinumA3 str. Loch Maree 130/ 14,6 ACA56591.1 54
Clostridium sticklandii 126 /14,2 53
Thermus thermophiludB8 128/ 14,1 Q5SKwW9 49
Escherichia coli K12 130/ 13,8 POAGT9 48
Clostridium difficile630 120/13,5 Q186L3 47
Arabidopsis thaliana 156 /17,1 082179 51
Drosophila melanogaster 165/ 18,2 Q9U616 48
Homo sapiens 173/ 18,8 NM_004483.3 44
Pisum sativum 165/17,8 P16048 44

“im Vergleich zum des P2-Proteins &isacidaminophilum

Das P2- bzw. H-Protein ist ein kleines, saures unttestabiles Protein mit Liponsaure (6,8-
Dithioloctanséaure) als funktionelle GruppeNBPREESEN 1994b; RIJIWARA et al., 1979; MACHEREL et al.,
1990). Das P2-Protein der Glycin-Decarboxylaselést entscheidende Enzym in der Abfolge der dureh di
einzelnen Komponenten des Enzymkomplexes katalggidReaktionen. Mit seinem bBisum sativunca.

14 A langen Lipoamid-Arm tritt es mit den andereai omponenten in Wechselwirkung und ist somit der
zentrale Punkt (GHEN-ADDAD et al.,1997; HEN-ADDAD et al., 1995). Es wird sogar als Cosubstrat der
anderen Proteine, speziell des P1-Proteins, angeg@hiiwARA and MOTOKAWA 1983; KM and QUIVER
1990; NakAl et al., 2005; QIVER et al., 1990). Die bei der Decarboxylierung des Glyciravierdende
Aminomethylgruppe wird durch das P1-Protein auf dagale Schwefelatom der oxidiert vorliegenden
Liponsauregruppe des P2-Proteins Ubertragen, welatlerch in die methylaminierte Form bergeht und
zum Substrat fir das P4-Protein wird. Dieses kaiafy die Spaltung der Aminomethylgruppe und die
Ubertragung der EEinheit als Methylengruppe auf THF und die Freisay von NH. Die nun im
reduzierten Zustand vorliegende funktionelle Ligomegruppe des P2-Proteins wird durch die
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase, dem P3-Protein, iexidwobei das NAD(P) reduziert wird ((®WREESEN
1994a; 1994b).

Das P2-bzw. H-Protein wurde bisher fur Prokaryoterd Eukaryoten beschrieben. Die Proteine aus
C. acidiurici und A. globiformiswurden mit einer Grél3e von ca. 20 kDa beschrigfégériBoLDI and

DRAKE 1984; KocHI and KKUCHI 1976), was von der GrolRe des VOREBDENBERG und ANDREESEN
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(1989) auk. acidaminophilumsolierten P2-Proteins (ca. 13 kDa), abweicht. Gré3e von 13 kDa konnte
anhand der Sequenzdaten (siehe Anhang A.ll.) urstB&pe nach heterologer Synthese des P2-Proteins au
E. acidaminophilum(s. S. 73, Abb. 21 B) bestatigt werden. Proteindeser prokaryotischer Vertreter
weisen ahnliche molekulare Gewichte auf, so wurdB. -las Protein aud. micros(P. glycinophilu$ mit
einer GroRe von 12,6 kDa @RINSON et al.,1973) oder das Enzym atlisthermophilusnit einer Gré3e von
ca. 14,1 kDa (MWkAI et al., 2003a) beschrieben. Die Proteine aus Eukaryotedememit Grolien von
12 kDa fir das humane H-Proteinu@vARA et al.,1991a; HRAGA and KKucHI 1980a), 17 kDa fur das
Protein aus der Ratte @fokawA and KkucHI 1969), 13,9 kDa fur die Enzyme diverddaveria-Arten
(KoPRIVA et al., 1996a; KOPRIVA et al., 1996b), 13,9 kDa fur das H-Protein aus dem Huhmi{#arA et

al., 1986) und mit 14,1 kDa fur den Vertreter d@issativum(KiM and QIvErR 1990; MACHEREL et al.,
1990) beschrieben. Anhand dieser Aufzahlung iserkennen, dass dieses Protein ubiquitar verbrisitet
und alle beschriebenen Vertreter &hnliche GroRefwedsen. Die Abbildung 34 zeigt, dass es
Sequenzbereiche gibt, die zwischen allen Domansh.eleens stark konserviert sind.

Die bisher aufgelosten Strukturen der H-Proteine Rwsativumund T. thermophiluswerden beide als
hybrid-barrel sandwichStruktur beschrieben, die aus zwei antiparall@léraltblattern besteht, welche um
140° gedreht sind. Die beiden aus sechs bzw. Ritrangen bestehenden Faltblatter sind durch einen
flexiblen loop einerhairpin-Struktur, die aus einer-Helix besteht, verbunden ¢BEN-ADDAD et al., 1997;
COHEN-ADDAD et al., 1995; QILHAUDIS et al.,1999a; MKAI et al.,2003a; RRES et al.,1994; RARES et

al., 1995). Mit dere-Aminogruppe eines in dieser Struktur lokalisierteysin-Restes ist die funktionelle
Gruppe, die Liponsaure, tUber eine Amidbindung vepfh und somit an der Oberflache des Proteins
lokalisiert. Dieser Aminosaure-Rest ist bei alleshlbr beschriebenen Organismen hoch konservieit.(Ab
34, rot unterlegt) und essentiell fur die Funktidgdades Proteins (QHEN-ADDAD et al.,1995; FuJIWARA et

al., 1986; 1991b; BIWARA et al., 1979; Nakal et al., 2003a; RBRRES et al., 1994; RARES et al., 1995).
Dieser stark konservierte Lysin-Rest konnte auahdés Protein aug&. acidaminophilumidentifiziert

werden und ist in der Abbildung 34 rot unterlegt.

BL P2 B3 al B4 B5

- ) =) T =)
E_aci MSKIV QGLYYTT WVKVD-GN LPEVGEEFG 52
A ore MSLP QDLLYSKI WVKQE-DGK ELPEIGEELK 51
C sti MSTS K-VYFETK IKVE-GNVA VDSEFS 50
Cdif MKLL PELKYSK PEVEDTVT 52
A et MKVM AGLYYSK PEVDDSFE 51
C_bot MKVL NNLLYTG - EVDDEIA 51
T_pse MEVI EGLYYSK - EVGAELS 51
Mt he MNFP AHLHYSK - PQVGDELA 51
B lic MSTP KELRYSE - EVGDEIK 51
E_col MMSNIP AELKYSK LPEVGATVS 54
T_the MDIP KDREYTK - LPEVGRVVE 51

D_mel - MVFITKFARIGLQAARQLSVTPLGAVQARAIHLTSLLA KERRYTN AQLPEPGTELK 86

P_sat ---------- MALRMWASSTANALKLSSSSRLHLSPTFSISRCFSNVL = DGLKYAP 1 EEPEPGVSVT 86
A tha -------meemeeeee- MACRLFWASRVASHLRISVAQRGFSSVVL KDLKYAD EEPDVGHSVS 77
H sap MALRVVRSVRALLCTLRAVPLPAAPCPPRPWQLGVGAVRTLRTGBXRKFTE SEPEVGTKLN 96
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p6 B7 B8 a2 a3 B9 3w ml

—) ) — -_-
E_aci LMDASAYEDFCNKEA--- 128
A ore 3" ; LSAENYEAFIQD----- 126
C sti LGDVFSVVE MSESEYIAMYEKEA--- 126
C dif KGVDFGVVE EIN-| LSDKEY -----------
A nmet AGDDFGVVE DDA LTPSBDYEKVCDEEA--- 127
C _bot KGETFATIES A EKICEELDKEA 130
T_pse AGDVLGVVE BAAWELKDKSQL EYKKFLDEE---- 126
M the TGDSFGVVE BH\EL SDPSEVE YLELVKEEKGE 130
B |ic ADEPFGSVE YEDMIKED---- 127
E _col KGEAVAVAE A G EALLEDE-- 130
T_the KGEAVAVVE ] LLDA YQEVLESEA -128
P_sat KGKGF E B LGAKEYTKFCEEEDAAH 165
A tha QGKSF E (PG MDSDKYSKFCEEEDAKH 156
H sap KQDEF B MSEEAYEKYIKSIEE-- 173
D nel QDDEC E THBWOLKNP LE LMTEDRQYKAFLSSSGDH- 165

Abb. 34: Aminosaure-Alignment verschiedener P2- bzwH-Proteine: Gezeigt ist ein Alignment prokaryotischer
P2-Proteinen au&. acidaminophilum(PoeEHLEIN 2003), A. metalliredigensQYMF, T. pseudethanolicu®\TCC,
M. thermoaceticaATCC, O. iheyensis HTE83(Lu et al.,2001),C. botulinumA3 str. Loch MareeB. licheniformis
ATCC (Rey et al.,2004),C. sticklandij C. difficile (SBAIHIA et al., 2006)T. thermophiludHHB8 (NAKAI et al.,2003a)
und E. coli (OKAMURA-IKEDA et al., 1993) sowie eukaryotischer H-Proteinen &lissapiens(LEvy et al., 2007),
D. melanogastefADAMS et al.,2000),A. thaliana(HEAzLEWOOD et al.,2004; LN et al.,1999) undP. sativum(Kim
and QIVER 1990). Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW verglith@.8.2.). Identische Aminosauren wurden
dunkelgrau, Reste mit ahnlichen biophysikalischagefschaften (unpolar / polar, ungeladen / basisauer) wurden
hellgrau unterlegt. Blaue Rohren oberhalb der Serpre kennzeichnem-Helices, rote Pfeile-Faltblatter und
orangefarbene BalkengHelices. Der fir die Stabilisierung des LiponséArenes wichtige Glutamat-Rest wurde grin

unterlegt, der fir die Erkennung der LiponsduredBoioméne wichtige Glutamat- bzw. Glycin-Rest wurdbdgu
markiert.

Die sich an der Oberflache des Proteins befindexitierte und reduzierte Form des Lipoamid-Armds is
frei beweglich. Nach Beladung mit der Aminomethyigne kommt es zu einer 90°-DrehungofEN-
ADDAD et al.,1995) und einer damit verbundenen VerlagerunghMiethylamin-tragenden prosthetischen
Gruppe in eine Vertiefung auf der Oberflache destdtns. Durch Wechselwirkungen mit einem stark
konservierten Glutamat-Rest kommt es zur Stahilisig des Lipoamid-Armes in dieser Spalte. Dieser
Aminosaure-Rest konnte bei allen in Abbildung 3difgunterlegt) dargestellten Organismen identiftzie
werden. Durch Wasserstoffbriickenbindungen und Ipfdbbe Wechselwirkungen mit den Aminoséure-
Resten Séf, Ala®, Ala®, Leu®, Ala® und Asf’ (bezogen auf das Protein aBs sativumy wird der
Liponsaure-Arm vor nucleophilen Angriffen von Oldnen geschitzt und so die nichtenzymatische
Freisetzung von NiHund Formaldehyd verhindert @BEN-ADDAD et al.,1997; @HEN-ADDAD et al.,1995;
GUILHAUDIS et al.,1999b; MKAI et al.,2003a; RRES et al.,1994; RARES et al.,1995; ROocHE et al.,1999).
Eine zusatzliche Stabilisierung erfolgt durch diedBing der Liponséaure an den Lysin-Rest und Intevak
mit dem His*. Dieser Rest ist jedoch nur wenig konserviert, Waa Liponsaure-Arm des Proteins aus
P. sativumweniger beweglich macht im Vergleich zu anderentdtnen, wie z. B. dem Protein aus
T. thermophilugCoHEN-ADDAD et al.,1997; @WHEN-ADDAD et al.,1995; NakAl et al.,2003a).

Wahrend Séf nur beiP. sativumund A. thalianaund Asp’ bei 2/3 der in Abbildung 34 aufgezeigten
Organismen zu finden ist, sind die anderen hiecrésbenen Aminosauren sehr stark konserviert wiker

im Fall von Al&* durch die eine dhnliche Ladung aufweisende Amimes&Ilutamat substituiert. Das lasst

vermuten, dass die Methylamin-tragende funktion@lteppe, bei allen P2-bzw. H-Proteinen, geschiizt i
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einer Vertiefung des Proteins liegt. Die H-Protemes T. thermophilusbzw. P. sativumsind zu 44 %
identisch und haben nachweislich eine nahezu siehei Struktur (WkAI et al.,2003a). Da das P2-Protein
ausE. acidaminophiluneine 49%ige bzw. 44%ige ldentitat zu beiden Pneteiaufweist, kann auch hier
vermutet werden, dass alle drei Proteine ahnlich&iren aufweisen.

Die Ubertragung der funktionellen Gruppe auf dasopgiptein kann zumindest bé. coli auf zwei
getrennten Wegen erfolgen, einem endogenen undhemegenen. Bei ersterem wird Octanséaure aus dem
Fettstoffwechsel an ACP (Acyl-Carrier-Protein) getéen und somit aktiviert und anschliel3end durch das
lipA-Genprodukt durch zweimalige Sulfurierung in Lipause umgewandelt und durch LipB (Lipoyl-(Acyl-
Carrier-Protein)-ProteiiN-Lipoyltransferase) auf das Apoprotein, im Fall @ycin-Decarboxylase auf das
P2-bzw. H-Protein tUbertragen. Extrazellulare, itherZellmembran aufgenommene Liponsaure, wird durch
LplA, die Lipoat-Ligase A, in einem ATP und Kfgabhdngigen Prozess auf das Zielprotein iibertragen
(MILLER et al.,2000; MoRrRis et al.,1994; 1995). Ein in Abstand von elf Aminosaurete@ninal von dem

fur die Bindung der Liponsaure essentiellen LysasfRs gelegener Glycin-Rest ist lauwtiM/ARA et al
(1996) essentiell fiur die Faltung lipoylierter Ryioke, wie z. B. die E2-Komponente des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes und die Beladung dieser Lipibnsaure. Eine gerichtete Mutation dieses
Glycin-Restes beim Protein aus dem Rind fiihrteiaarestark verminderten Synthese des Proproteims (n
12-17 %). Ein Glutamat-Rest, welcher drei AminosdBeste und ein Glycin-Rest (Abb. 34, turkis
unterlegt), welcher 15 Aminoséuren N-terminal deseatiellen Lysin-Restes gelegen ist, sind ebengalhr
wichtig fur die Struktur des Proteins und fur dieké&hnung der Liponséure-Bindedoméne durch die
Liponséaure-tbertragenden Proteine&JJWARA et al., 1991a; BJWARA et al., 1996). Die Liponsaure-
Bindedoméne diverser lipoylierter Proteine weisdarke Sequenzhomologien auf, sodass dass die
Erkennung dieser bei allen Proteinen sehr &hnlgth(BROCKLEHURST and BERHAM 1993). Das hier
beschrieben Glutamat und erstgenanntes Glycin sivid, in Abbildung 34 zu erkennen, bei allen
Organismen stark konserviert, das 15 Aminosaureteridinal des essentiellen Lysin-Restes gelegene
Glycin hingegen ist nur bei den Eukaryoten stankdavviert, bei den Prokaryoten weisen neben deneiRro
ausE. acidaminophilummur sechs der aufgefiihrten Proteine diesen Amimesest auf.

Ahnlich verlauft die Lipoylierung der Apoproteinev Eukaryoten. Nach dem Transfer gescursorin die
Mitochondrien erfolgt die Aktivierung durch das bit-aktivierende Enzym und die Ubertragung der
funktionellen Gruppe durch die Lipoyl-AMR:-Lysin-Lipoyl-Transferase (BIWARA et al., 1990; 1991b;
1994; RUJIWARA et al., 1999; RIJIWARA et al., 2001). AusE. coli konnten bisher die an dele novo
Biosynthese der Liponsaure beteiligten Genprodilpé und LipB sowie die Lipoat-Protein-Ligase A
nachgewiesen werden RBOKFIELD et al.,1991; FUJIWARA et al.,2005; FhYDEN et al., 1992; MoRRIS et

al., 1994; 1995; MNDEN Boowm et al., 1991). Bei fehlender Supplementation des Kultiiggsmediums
(mit Liponsaure) des Stammes zur heterologen EgfmesongcvP2auskE. acidaminophilunkonnten keine
lipoylierten P2-Derivate nachgewiesen werden. Basth Zugabe von Liponsaure wéhrend der Kultivierung
dieses Stammes konnte durch MALDI-MS-Analyse gdzeugrden, dass ca. 40 % des heterolog

synthetisierten Proteins in der Lipoamid-tragen&erm vorlagen. Somit wurde gezeigt, dass dBenovo
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Synthese von Liponséure durch die Proteine LipA wmB nicht ausreichend war, um das heterolog
synthetisierte Protein zu lipoylieren, sondern &zetlular verfugbare Liponséure genutzt und wataisdich
durch dadplA-Genprodukt auf das Apoprotein Ubertragen wurdecMEREL et al. (1996) beschrieben fur
das heterolog iif. coli synthetisierte H-Protein al’s sativumeine 70%ige, BJIWARA (1992) hingegen nur
eine 10%ige Lipoylierung fir das aus Rind stammehrdBrotein bei Uberproduktion ifE. coli und
Supplementation des Kultivierungsmediums mit Ligans.

Dieser verhaltnismalig geringe Anteil an lipoyliedrliegendem P2-Protein alts acidaminophilurkann

ein mdglicher Grund fur die nicht vorhandene Aktvider Glycin-Decarboxylase des gesamten aus
heterolog synthetisierten Proteinen bestehendenpkots sein, da das P2-Apoprotein als kompetetiver
Inhibitor des P1-Proteins beschrieben wirdRE et al.,2000; NEUBURGER et al., 2000). So war es auch
schwierig, das in einem funktionalen Enzymkomplegefindene molare Verhaltnis von 1,0:15,3:1,3 fér d
Proteine P1l, P2 und Thioredoxin-Reduktase und €Hmxin (RREUDENBERG et al., 1989b) im
enzymatischen Test einzustellen. Auch fir Eukaryos® z. B. furP. sativum wurde ein vergleichbares
Verhaltnis von 1:14:4,5:0,5 (2:27:9:1) fur die R-, T- und L-Proteine gezeigt (WRGUIGNON et al.,1993;
OLIVER et al.,1990). Fraglich ist hier jedoch, ob diese Verha#ta zufallige Artefakte darstellen oder ob sie
tatsachlich san vivo zu finden sind. Da aber die fur beide Organismeschriebenen Protein-Verhéltnisse
(P- und H-Protein) sehr &hnlich sind, spricht esigdaftr, dass die tats&chlicle vivo-Situation
wiedergegeben ist. Fest steht, dass der Anteil2zaRrBtein deutlich hoher ist im Vergleich zu dememren
Komponenten der Glycin-Decarboxylase &isacidaminophilumVon FREUDENBERGet al (1989) wurde
gezeigt, dass das P2-Protein &uscidaminophilunsowohl im Cytoplasma aber auch an der Zellmembran
lokalisiert ist und sowohl mit der Glycin-Decarbtese aber auch mit der Glycin-Reduktase assozéiert
Dies mag eine mdogliche Erklarung fir die stark athdAnzahl an P2-Proteinen im Vergleich zu den
Proteinen der Glycin-Decarboxylase vBnacidaminophilunsein. Die Proteine P1, P2 und P4 der Glycin-
Decarboxylase bilden 3,1 %, 3,5 % bzw. 4 % deidiieh Proteine des Rohextraktes Glycin-gewachsener
Zellen vonE. acidaminophilunfANDREESEN1994b; REUDENBERGand ANDREESEN1989)

Ein nicht zu vernachlassigender Teil des Aktivitattustes den heterolog synthetisierten P2-ProdedinieE.
acidaminophilumist sicherlich demStreptad® Il zu schulden, HssE et al. (2007) beschreiben einen
Aktivitatsverlust des mit einem His-Tag fusioniertéd-Proteins ausSynechocystisp. von 35-45 %
gegenuber dem Derivat ohne Tag.

In einigenFlaveria-Arten wurden vier bis funf Kopien des fir das Hy{ein codierenden Gens identifiziert
(KopPRIVvA and BAUWE 1995; KOPRIVA et al., 1996a), furFlaveria trinervia wurde ein Gen beschrieben,
nach dessen Transkription durch Nutzung zweierchéedenespliceAkzeptorstellen (alternativesplicing)

zwei unterschiedliche H-Proteine translatiert ward€opPRrIVA et al., 1996b; KOPRIVA et al., 1995). Fir
andereFlaveria-Arten hingegen, wurde genau wie fir coli und die meisten annotierten Organismen nur
ein Gen identifiziert, was fur das H-Protein cotl@opPRIVA et al.,1996a; BAMURA -IKEDA et al.,1993).
Durch Southern-Hybridisierungen konnte gezeigt warddass auch irfE. acidaminophilumnur ein

singulares Gen existiert, welches fur das P2-Aratedierend.
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4.2.3. Das P4-Protein der Glycin-Decarboxylase-dminomethyl-Transferase

Das 1,1 kb umfassende nur einmal vorkommende @mP4 codiert fir das P4-Protein der Glycin-

Decarboxylase auls. acidaminophilumDieses ca. 41,1 kDa grof3e Protein zeigt genauwlaseP1-Protein

aus diesem Organismus die hochste Identitat zu Hemologen au#\. oremlandiiOhILAs, diese ist hier

mit 61 % zu beziffern. Wie aus Tabelle 13 ersichtlivird, konnten auch signifikante Ahnlichkeiten zu

Proteinen anderer Prokaryoten, aber auch zu darseeBwkaryoten verifiziert werden.

Tab. 13: Vergleich des P4-Proteins aus. acidaminophilummit homologen Proteinen aus Datenbanken

Organismus ASI/DI\ZIO(;e(iEl:)a) aﬁﬁﬁf&g“ Identitat (%) *
Alkaliphilus oremlandiOhILAs 368/41,2 ABMEG4.1 61
Thermoanaerobacter tengcongensiB4 3741422 Q8RCV9 59
Thermosinus carboxydivoramorl 365/ 40,2 EAX48994.1 57
Peptostreptococcus micrédsl CC 33270 367 /40,3 EDP24232.1 56
Bacillus haloduran<-125 365 /40,3 Q65F75 55
Clostridium difficile630 367 /40,8 Q186L1 54
Clostridium sticklandii 365/41,4 54
Thermotoga maritim&SB8 364/ 40,3 Q5SKW9 44
Escherichia coli K12 364/ 40,1 POAGT9 38
Pyrococcus horikoshiDT3 401/ 46,2 058888 36
Pisum sativum 408/ 44,3 P49364 37
Drosophila melanogaster 405/ 43,4 Q9VKR4 36
Arabidopsis thaliana 408/ 44,4 065396 35
Homo sapiens 403/43,9 A8K3I5 33

Yim Vergleich zum des P4-Proteins &isacidaminophilum

Das P4 bzw. T-Protein der Glycin-Decarboxylase egte Tetrahydrofolat-abhangige Aminomethyl-

Transferase. Sie katalysiert die Spaltung der an ldponsaure-Gruppe des P2-Proteins gebundenen

Aminomethylgruppe und den Transfer der Methylengeupauf THF sowie die damit verbundene

Freisetzung von N Bei Abwesenheit von THF kommt es mit einer bis 2000-fach erniedrigten

Reaktionsgeschwindigkeit zur Freisetzung von sNithd Formaldehyd (RDREESEN 1994a; 1994b;

FuJwaAaRrRA et al., 1984). REUDENBERG und ANDREESEN (1989)

isolierten das P4-Protein aus

E. acidaminophilumund bestimmten ein molekulares Gewicht von 42 KDiaser Wert konnte anhand der

fur das entsprechende Gen ermittelten Sequenzdatdche unter Anhang A.ll. dargestellt sind, begtat

werden. Wahrend die T-Proteine ads sapiensund der Ratte Grofen von ca. 44 kDa bzw. 33 kDa

aufweisen (HMYASAKA et al., 1993; MoTOKAWA and KKucHI 1974), wurden flr die entsprechenden
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Vertreter aus dem Huhn und dem Rind Grdl3en vod&Da und 37 kDa beschriebenkMURA -IKEDA

et al.,1982; (KAMURA-IKEDA et al.,1991). Auch die aus den PflanzBalanum tuberosumndP. sativum
isolierten Aminomethyl-Transferasen haben ein nedlaGewicht von ca. 45 kDa @RRIVA and B\UwE
1994b; WALKER and QIVER 1986) und sind somit mit den hier aufgefiihrten tétnen (ohne
mitochondriale Leadersequenz), speziell auch nmit daskE. acidaminophilunstammenden zu vergleichen.
Die bisher aufgeldsten Strukturen von T-Proteinemdem Menschen ufid maritimawerden als Kleeblatt-
Struktur mit einer zentralen Vertiefung beschriebeelche von drei Doménen gebildet wird. Die erste
Domaéne besteht aus einem sechsstrandigeatblatt, welches ein einfachgseek-keyMotiv enthélt sowie
auf einer Seite von drei und der anderen Seitezwmi a-Helices umgeben ist. Die zweite Doméne besteht
aus einem aus funf Strangen bestehenden antipandii€-altblatt, welches ebenfalls varHelices flankiert
wird. Die dritte Doméne wird als verdrehtes sedfasgfigesjelly-roll Motiv beschrieben, das in engem
Kontakt zu denp-Faltblattern der anderen beiden Doménen stehtsamoit die ringartige Struktur des
Proteins schlief3t #E et al., 2004; LOKANATH et al.,2004; 2005; ®AMURA -IKEDA et al.,2005; GrRUN et

al., 2003).

Hierbei sind bei denk. coli T-Protein mind. die ersten 16 Aminosauren des Nnlreus essentiell fur die
Faltung und die damit verbundene Aktivitat des &inst. Bei T-Proteinen, die N-terminal um 4, 7 bad.
Aminosauren verkurzt waren, konnten nur Aktivitatem 42, 9 bzw. 4 % gegeniber dem Wildtyp-T-Protein
gemessen werden, bei einer Verkirzung um 16 Amures@este war ein vollstandiger Aktivitatsverlust
aufgetreten. Speziell fir die7-Mutante war ein 25-fach erhdhteg,#Vert und ein 10-fach erniedrigtegk
Wert in Bezug auf das als coli stammende H-Protein zu finden&AMURA-IKEDA et al., 1999a). Das
THF, welches fir die Funktionalitdt des P4 bzw. rotBins essentiell ist, wird im aktiven Zentrum
gebunden, welches bei dem humanen Protein priméshddie Aminosédure-Reste M&t Leu'%? 1le'®,
val''® GIr® und Ard™® gebildet wird (Abb. 35). Dabei kommt es {ber Wasssekille bzw.
Wasserstoffbriickenbindungen zur direkten Interaktiot den Aminoséure-Resten I%uArg®?und Tyr".
Dieses Ergebnis von KAMURA-IKEDA et al. (2005)deckt sich im Wesentlichen mit den Resultaten von
OKAMURA -IKEDA et al.(1999a) die durchcross-linkingVersuche mit rekombinantem T-Protein &uscoli
und dem mit*“C-markiertem THF-Analogon Methylentetrahydroptetetyhglutamat (5,10-CH,PteGlu)

die Aminosaure-Reste L{s Lys™ und Lys®* als essentiell fir die Bindung des Substrates Hodren
haben. Wie anhand des in Abbildung 35 dargesteMt@mments diverser P4-bzw. T-Proteine zu erkennen
ist, sind die an der Ausbildung des aktiven Zengutes humanen T-Proteins beteiligten AminosauréeRes
Met*®, Val*’®, GIL*® und Ard™ und das an der Bindung von THF beteiligte $caei allen aufgefiihrten

193 sowie die an der

Proteinen, so auch bei P4 afsacidaminophilumkonserviert. Die Reste L&, Ile
Bindung von THF beteiligten Reste Afgund Tyr’’, aber auch die drei fiir das abs coli stammende

T-Protein beschriebenen Lysin-Reste, sind hingegersehr schwach konserviert.
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Abb. 35: Aminoséaure-Alignment verschiedener P4- bzw T-Proteine: Gezeigt ist ein Alignment von
prokaryotischen P4-Proteinen als acidaminophilum(diese Arbeit; BEHLEIN 2003) A. oremlandii OhILAs, T.
tengcongensidMB4 (Bao et al., 2002), T. carboxydivoransNorl, P. micros ATCC 33270,B. haloduransC-125
(Takami et al.,2000),C. sticklandij C. difficile (SEBAIHIA et al.,2006),T. maritimaMSB8 (LEE et al.,2004),E. coli
K12 (OKAMURA-IKEDA et al., 1993) undP. horikoshii OT3 (LOKANATH et al., 2005) sowie von T-Proteinen aus
eukaryotischen Quellen wid. sapiens(HAYASAKA et al.,1993),D. melanogaste(ADAMS et al.,2000),A. thaliana
(THEOLOGIS et al., 2000) undP. sativum(BOURGUIGNON et al., 1993). Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW
verglichen (2.8.2.). Identische Aminosauren wurdenkelgrau, Reste mit ahnlichen biophysikalischege&schaften
(unpolar / polar, ungeladen / basisch / sauer) ®mrtellgrau unterlegt. Blaue Rdhren oberhalb dequ&ezen
kennzeichneni-Helices, rote Pfeil§-Faltblatter. Die an der Bindung des THF beteiligfeminosaure-Reste wurden
durch dunkelblaue (Protein atis maritimg bzw. hellblaue (Protein aus. sapien} Kreise oberhalb und die an der
Bindung der Liponsduregruppe beteiligten Aminosdurdurch dunkelrote Vierecke unterhalb der Sequenz
gekennzeichnet.

Laut LEE et al. (2004) interagieren die Seiten-Ketten der AminosdReste Asp, Tyr'®, Tyr'®®, Tyr'®
GIu™, Arg?” und Arg®* sowie der Carbonyl-Sauerstoff des Vatirekt mit THF. Die Aminosduren TS}
Asn'? Tyr'® Tyr’®® Leu® sowie Tyf*® hingegen interagieren nur indirekt (iber Wasserkiiéemit THF.
Wiahrend Tyt®® Tyr'®, Tyr*® Leu™®" und Arg® spezifisch fiir das aub. maritimastammende T-Protein
sind, konnte gezeigt werden, dass®*ynd Tyr®innerhalb der Prokaryoten stark konserviert, alsthebei

E. acidaminophilumzu finden sind (Abb. 35). Die anderen hier aufge@n Aminosaure-Reste sind bei
allen in Abbildung 35 verglichenen Proteinen stevkserviert.

Durch Interaktion der Aminomethyl-Transferase mignd hydrogen carrier Protein kommt es zur
Destabilisierung desselben und somit zur Lockerdeg Wechselwirkung des Methylamin-tragenden
Liponsaure-Arms mit der Vertiefung auf der Obeffldcdes P2-Proteins (GHAUDIS et al., 2000). Es
kommt danach zur Bindung der Liponséaure in eineAltfefen Tasche auf der Oberflache des T-Proteins,
welche direkt neben der Binde-Tasche des THF gelésje Hierbei interagiert die Seitenkette des ASp
direkt tiber eine Wasserstoffbriicken-Bindung mitldponséaure, und die Aminoséuren Bha@yr'®® Le?,
Arg?*" und Led® umgeben den aliphatischen Teil des Cofaktoes @t al.,2004). Die hier beschriebenen
Reste sind bei allen in Abbildung 35 gezeigten énatn, also auch bei dem aks acidaminophilum
stammenden, zu finden.

Der Transfer der CEinheit auf THF wird wahrscheinlich durch einenkimophilen Angriff auf den
Methylen-Kohlenstoff des mit der Aminomethylgrupfpeladenen Liponsaure-Armes durch das THF



4., Diskussion 121

initiiert. Hierbei scheint das ASp des humanen T-Proteins, welches dem®Asges ausT. maritima
stammenden T-Protein entspricht, essentiell zu sethwurde auch fir das aés horikoshiistammende
Protein als Initiator beschriebeng et al.,2004; LOKANATH et al., 2005; (KAMURA-IKEDA et al.,2005).
Dieser Aminoséaure-Rest, der sich im P4-ProteinEauscidaminophiluman Position 104 befindet, ist auch
bei allen anderen aufgefuihrten Proteinen zu fir(éddab. 35).

In der Literatur wird das P4- bzw. T-Protein als aiehr instabiles und leicht aggregierendes Protein
beschrieben ([®EUDENBERG and ANDREESEN 1989; QILHAUDIS et al., 2000). Das P4-Protein aus
E. acidaminophiluntie3 sich nur sehr schwer nativ bis zur Homogémégiigen, und dies war oft mit einem
sehr hohen Aktivitatsverlust verbunderRE@oDENBERG and ANDREESEN 1989). GQILHAUDIS et al. (2000)
berichteten, dass sich das T-Protein Rusativurmur in Gegenwart des H-Proteins aus diesem Onguausis
oder bei hohen Ammonium-Acetat Konzentrationenl@iches Protein synthetisieren und reinigen liel3.
COHEN-ADDAD et al. (1997) berichteten Gleiches Uber das nativ geayniT-Protein aus diesem
Organismus. Auch das T-Protein aus Rattenleberdfidodrien wird als sehr instabil beschrieben
(MoTOKAWA and KKUCHI 1974).

Wahrend der heterologen Synthese und Reinigung Skesptad® Il-fusionierten P4-Proteins aus
E. acidaminophilunwar keine Aggregation des Proteins festzusteDendie Aktivitat dieses Proteins aber
nur mit Hilfe der anderen drei Komponenten des ®H@ecarboxylase-Komplexes nachzuweisen ist, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass auch diesesmRroten inaktiver Form gereinigt werden konntedudie
Etablierung des Glycin-Decarboxylase-Tests mit Heterolog synthetisierten Komponenten aus diesem

Grund nicht méglich war.

4.3. Interaktionsstudien mit Hilfe von bakteriellen two-hybridSystemen und
pull-down-assays

Wie im Ergebnisteil bereits erwéhnt ist, sollte riltlfe von bakteriellentwo-hybridSystemen nach
moglichen Interaktionspartnern von PrpU gesuchtderer Als mogliche Kandidaten wurden hier die
Komponenten der Glycin-Decarboxylase, des Thiorgd8ystems und das Selenoprotein A der Glycin-
Reduktase gewahlt, weil hier ebenfalls redoxak#ieatren vorhanden sind. Beide bakteriellew-hybrid
Systeme die hierbei zur Anwendung kommen solltezdidnen sich einer unterschiedlichen Art der
Detektion von Protein-Protein-Interaktionen. Walrebeim BacterioMatchTwo-Hybrid-System durch
Translationsfusionen mit dercl-Repressor-Proteinbéit-Protein) und dera-Untereinheit der RNA-
PolymerasetargetProtein) bei Interaktion beider Proteine eine Bkaiptionsinitiation der Reportergene
amp' undlacZ induziert wird (Dove and HOCHSCHILD 1998; DVE et al.,1997), kommt es bei detaxA
basierendewo-hybridSystem zu einer Repression dasZ bei Protein-Protein-Interaktion. Bei letzterem
System erfolgt eine Translationsfusion des einexteifrs mit der Wildtyp DNA-Bindedomane eines LexA-

Repressors, wahrend das zweite Protein mit eindrerten Variante fusioniert wird (IDTROVA et al.,
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1998). Bei diesem System kann es nur zur Represdsiomranskription kommen, wenn beide Varianten des
Repressors an den entsprechenden, vor dem Regorteigalisierten LexA-Hybrid-Operator binden (s. S.
57, Abb. 16) (IMITROVA et al.,1998; LADANT and KARIMOVA 2000). Dies ist ein entscheidender Vorteil
gegeniber dem BacterioMafdfwo-Hybrid-System, fiir das gleich zwei entscheidentlachteile
aufzuzahlen sind. Zum einen besitzt die N-termirald¢A-Bindedomane descl-Repressor-Proteins eine
langsame, aber immanente Neigung zur Dimer-Bilduwgs eine Repression der Transkription der
Reportergene zur Folge hat. Zum anderen, und dadisdie hier geschilderten Untersuchungen
ausschlaggebend, ist dieses System fiir Proteineeigret, welche zur Homodimer-Bildung neigen, da es
durch Acl-Repressor-Dimere ebenfalls zur Repression dandkription kommt, welche sich auch durch
Heterodimer-Bildung mit dentargetProtein nicht aufheben lasst ARANT and KarRiMOvA 2000). Die
Daten, welche durch Interaktionsstudien mit dExA-basierendertwo-hybridSystem erhalten wurden
(3.3.8; 3.3.9), zeigen, dass nahezu alle untersncBtoteine mit grof3er Wahrscheinlichkeit Homodamer
ausbilden. Auch durch Vorversuche mit dem Bactedtf Two-Hybrid-System konnte dieses bestatigt
werden, was zum Ausschluss dieses Systems filbdass die in dieser Arbeit dargelegten Untersuadiing

nur mit dem von DITROVA et al. (1998) etabliertefexA-System vorgenommen wurden.

4.3.1. Interaktionen der Komponenten der Glycin-Dearboxylase

Bisher wurde in der Literatur nur einmal ein hoctekalarer Komplex, welcher aus Mitochondrien von
P. sativumisoliert wurde und Glycin-Decarboxylase-AktiviZigte, beschrieben. Dieser Komplex bestand
vermutlich aus den Komponenten der Glycin-Decarlasey und der Serin-Hydroxymethyltransferase
(NEUBURGER et al., 1989). Alle weiteren Versuche, die vier Komponentker Glycin-Decarboxylase im
Komplex zu isolieren, schlugen fehl REUDENBERG and ANDREESEN 1989; QILHAUDIS et al., 2000;
NEUBURGERet al.,1991; QIVER et al.,1990), was auf eine eher weniger stark ausgeptéaggektion der
einzelnen Komponenten schlielen lasst.

Das P1-Protein der Glycin-Decarboxylase Bugacidaminophilunbesteht aus zwei Untereinheiten, und das
aktive Protein stellt sich als,p>-Tetramer dar, welches sich auch in dieser Fornv raats erwéhntem
Organismus isolieren liel3 REUDENBERG and ANDREESEN 1989). Mit Hilfe des bakterielletwo-hybrid
Systems konnten bei getrennter Expression der reatspnden Gene schwache Interaktionen, sowohl der
a- als auch def-Untereinheit des P1-Proteins mit sich selbst, aimé starke Interaktion der mit der
B-Untereinheit gezeigt werden. Bei gemeinsamer Bgioa vongcvPX und gcvPP durch die Plasmide
pMSPXLf3 sowie pDPPdB konnte die Bildung von Homodimeren hingegen nigéreeigt werden. Da aber,
wie bereits erwahnt, das mature Protein die Strukittesa,f,-Tetramer aufweist, ist es mdglich, dass die
mit den beiden Untereinheiten fusionierten LexA-RBomn auf Grund der Ausbildung des Tetramers nicht
an den LexA-Hybridoperator binden konnten oder @assh die Translationsfusionen bedingt, die kaeek

Faltung und die damit verbundene Tetramer-Bildurdhtnmdglich gewesen ist. Allerdings konnte eine
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Interaktion der B-Untereinheit mit dem P1-Protein bei gemeinsamererpimduktion dera- und
B-Untereinheit durch das pDP-Derivat (pDIBBL gezeigt werden. Bei dieser Konstellation ist die
a-Untereinheit tber das pDP-Derivat mit der DNA-Beddméane des Wild-Typ LexA-Repressors fusioniert.
Moglich ist, dass in diesem Fall eine Interaktiogr d- mit der -Untereinheit gezeigt wurde, da die
resultierenden Werte mit denen, die bei getrenntgberproduktion beider Untereinheiten
(PMSPB+pDPP) erhalten wurden, zu vergleichen sind.

Das P2- bzw. H-Protein wird als zentraler Punkt @&ycin-Decarboxylase beschrieben, da es mit den
anderen drei Komponenten in Wechselwirkung trigtywird sogar zusammen mit dem Glycin als Cosubstrat
des P1-Proteins bezeichnetN#REESEN 1994a; ©@HEN-ADDAD et al., 1997; FuJIWARA and MOTOKAWA
1983; NakAl et al., 2005). Durch direkte Interaktion von zwei P2- ueihem P1-Protein kommt es
wahrscheinlich zu einer geringfigigen Konformati@mderung des P1-Proteins, was zur Aktivierung
desselben fuhrt (IRAGA and KKucHI 1980a; NEUBURGER et al., 2000; YAMAMOTO et al., 1991). Die
Interaktion beider Proteine scheint zumindest legi Wertretern auP. sativumso stark zu sein, dass diese
sich durch Gelfiltration oder Sucrosedichtezengdtion nicht I6ste (HRAGA and KikucHI 1980a). Eine
zwar nur sehr schwach ausgepréagte Interaktion ukes.aacidaminophilunstammenden P2-Proteins konnte
zumindest mit den-Untereinheit des P1-Proteins aus diesem Organisyeasigt werden. Durch dieses
Resultat konnten die Ergebnisse vakReBDENBERGet al. (1989) bestatigt werden, die durchmunogold
labeling Experimente eine starke Assoziation dieser beferteine gezeigt haben.AKal et al. (2003)
beschreiben auf der Oberflache des H-Protein Tauhermophiluseine stark negativ geladene Region,
welche priméar durch die-Helices 1 und 3 sowie d@isFaltblatt 4 (s. S. 114, Abb. 34) gebildet wird uhce
Ladung durch die Aminoséure-Reste Aspsp®, Asp”, Asp’, GIUf® Asp® sowie GI§’ bedingt ist, als
moglichen Bereich der Interaktion zwischen dem i dem P-Protein aus diesem Organismus.

Am starksten ausgepragt war die Interaktion zwisctlem P2- und dem P4-Protein. Bei Expression von
gcvP2durch das pDP-Derivat und Expression gawP4durch das pMS-Derivat war eine fast vollstandige
Repression der Transkription die€Z-Gens im Reporterstami. coli SU202 zu erkennen (3.3.8; Anhang
A.IX.4.). Die Starke der Interaktion dieser beid@noteine ist mit der der beiden Leucin-Zipper Jad &os

zu vergleichen, die bei delexA-basierendetwo-hybridSystem als Positivkontrolle anzusehen ist (Anhang
A.IX.12.) (DMITROVA et al.,1998). Bei Expression der beiden Gene durch desilandere Plasmidderivat
war jedoch keine Interaktion der beiden Proteine emkennen, was mdglicherweise durch die
unterschiedliche Kopienzahl der beiden Plasmide wuled dadurch resultierenden unterschiedlichen
Konzentration der entsprechenden Genprodukte Zérerkist (IMITROVA et al.,1998). Die Aminomethyl-
Transferase und ddeydrogen carrierProtein gehen meist einen sehr stabilen KompledHgB-ADDAD et

al., 1997) mit einem stdchiometrischen Verhaltnis vadhdin (QHEN-ADDAD et al.,1997; GQUILHAUDIS et

al., 1999a; QIVER et al.,, 1990) ein. Die Interaktion des H-Proteins mit dé@nrfProtein erfolgt dabei
wahrscheinlich tber eine Region, die direkt neben Spalte gelegen ist, Gber welche die Methylamin-
tragende Liponséauregruppe des H-Proteins gebunatdniese Vertiefung auf der Oberflache des Pnstei

wird zum einen durch den N-Terminus der Doméne.2.39 und zum anderen durch einen Bereich der
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Doméne 3 gebildet @E et al.,2004). Dem N-terminalen Bereich des T-Proteingstttbei der Ausbildung
dieser Vertiefung, aber vor allem bei der Inte@ktimit dem H-Protein, eine essentielle Funktion
zuzukommen. Ein intermolekularesoss-linkingzwischen dem Ly&® des T-Proteins und dem Adples H-
Proteins; beide auB. coli stammend, war nur bei den Wildtyp-Proteinen zublbebten. Das um sieben
Aminosauren N-terminal verkirzte T-Protein zeiginkcross-linking mit dem H-Protein. Auch eine
intramolekulare Verkniipfung zwischen dem Aspnd dem Ly&° desE. coliT-Proteins war nur in
Gegenwart des H-Proteins zu beobachten. Diese ®esudeuten darauf hin, dass das H-Protein bei
Interaktion mit der Aminomethyl-Transferase einenKmwmationsanderung am T-Protein hervorruft und
dass die N-terminale Region des T-Proteins esddiitialiese Strukturanderung und der damit verlanah
Interaktion mit dem H-Protein ist (@AMURA-IKEDA et al.,1999a; ®AMURA-IKEDA et al.,2003). Bei dem
T-Protein ausP. horikoshii scheint ein Bereich der Doméane I, hier besondéis konservierten
Aminosaure-Reste AP, Tyr* und Arg’®, sowie die Reste L§S Phé*, GIy*®, Sef®, 11€*°, Leur*® GIy**°,
Asp®™? Th*® Arg?®® und Led® der Domanen | und Il an der Interaktion mit denPtétein beteiligt zu sein
(LOKANATH et al.,2005). Auch fur das T-Protein alismaritimawurde eine sehr ahnlich gelagerte Region
beschrieben, welche maRgeblich durch die AminosReste PHE Leu® Arg?’, Asp®® Lel*® sowie

Tyr239

gekennzeichnet ist @e et al., 2004). Das durch oben erwdhntoss-linking Versuche
charakterisierte Ly& des E. coli-T-Proteins befindet sich innerhalb der beiden Hieschriebenen
moglichen Interaktionsflachen zwischen T- und Ht&ig was die erwdhnten Aussagen bestatige @t al.,
2004; LOKANATH et al.,2005). Auch das durch diesmss-linkingExperimente bestimmte ASesE. coli
H-Proteins befindet sich innerhalb eines Bereicesals mogliche Interaktionsflache des H-ProtaiunsT.
thermophilusmit dem T-Protein angesehen wird. Diese Regionl Wwauptséchlich durch dpFaltblatter 4,
6 und 7 gebildet, wobei deren negativer Charakeer Aminosaure-Resten Gfu GIU*® sowie dem As
zuzuschreiben ist, die bei in nahezu allen in Ahbily 34 (s. S. 114) verglichenen Proteinen an digtsdle
lokalisiert sind, (MKAI et al.,2003a).

Die hier beschriebenen, als relativ spezifisch woindnenden Interaktionen der Komponenten der Glycin
Decarboxylase auk. acidaminophilumzeugen von der Funktionalitat dexAbasierendenwo-hybrid
Systems (MITROVA et al., 1998) bei der Untersuchung von Interaktionen vaeatdhen aus diesem

Organismus.

4.3.2. Interaktionsstudien von PrpU und den Vertreern des Thioredoxin-Systems sowie mit GrdA

Die Glycin-Decarboxylase au&. acidaminophilumist durch das bislang einzigartige Fehlen der
Dihydrolipoamid-Dehydrogenase gekennzeichnet. Die€gganismus besitzt eine NAD@&bhangige

Thioredoxin-Reduktase (TR) mit Dihydrolipoamid-Delnggenase-Aktivitat, welche die Funktion des
P3-Proteins Ubernimmt und die Elektronen uber dasrédoxin-System dem reduktiven Weg des Glycin-

Abbaus zufiihrt. Die Dihydrolipoamid-Dehydrogenaddiitat der Thioredoxin-Reduktase karm vitro
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durch das Thioredoxin und das Selenoprotein A (Graier Glycin-Reduktase stimuliert werden.
(ANDREESEN1994a; 1994b; [BTRICHS et al.,1991; FhRMS et al., 1998a; MEYER et al., 1991). Weiterhin

ist dieser Organismus durch das Vorhandensein Hdda grof3en putativen redoxaktiven Selenoproteins
PrpU gekennzeichnet, zu dem bis zum heutigen TaghHa@mnologes Protein in den Datenbanken zu finden
ist (ANDREESENet al.,1999; LECHEL 1999; P®EHLEIN 2003; WAGNER 1997).

Durch Interaktionsstudien von PrpU mit den Kompdaender Glycin-Decarboxylase, des Thioredoxin-
Systems und GrdA sollte eine mogliche Beteiligungses bislang nur furE. acidaminophilum
beschriebenen Proteins an dem Glycin-Metabolismiesed Organismus gezeigt werden. Bei den
durchgefuhrten Interaktionsstudien zeigten sichtlidwe Interaktionen von PrpU mit dem P2-Proteim de
Glycin-Decarboxylase, mit dem GrdA der Glycin-Rethge und mit dem Thioredoxin des Thioredoxin-
Systems. Auch das P2-Protein mit Liponsdure aldi®ihaltige Verbindung zeigte eine deutliche
Interaktion mit PrpU, aber auch mit GrdA (CxxU) uddm besonderen Thioredoxi@CxxC), wo das
Tryptophan des redoxaktiven Motivs gegen ein kieiBéycin ausgetauscht ist ARMS et al.,1998b). Diese
beiden Proteine zeigten wiederum ebenfalls einerdktion miteinander, aber auch mit PrpU und dem P2
Protein der Glycin-Decarboxylase. GrdA und das R#tdth wurden auch durch die durchgefihrgari-

down- assayals mdgliche direkte Interaktionspartner von Pldtatigt.

Das Selenoprotein PrpU ist durch das putativ reklbsa Sequenzmotiv -AC-A-T-U-D- gekennzeichnet,
welches dem der Thioredoxin-Reduktas€€p&-T-C-D) sehr ahnlich ist. Dieses Motiv ist genau wi€lene
Sequenzmotive, wo zwei Cystein-Reste durch zweendminosaure-Reste getrennt ist (oder einesrdiese
Cysteine durch ein Serin, ein Threonin bzw. eireBetystein ersetzt ist), bei Proteinen zu findénfid die
Formierung, die Isomerisierung und Reduktion vorsuliid-Bindungen oder andere Redox-Funktionen
verantwortlich sind (BMENKO and G.ADYSHEV 2003). Die ubiquitéar von den Archaeen bis zum Mbps
vorkommenden Thioredoxine weisen ebenfalls einxakiives Sequenzmotif in der Form CxxC auf. Neben
ihrer Hauptfunktion als Protein-Disulfid-Reduktadeamerasen dienen sie als Elektronen-Donor fierde
Enzyme wie die Ribonukleotid-Reduktase, Peroxir@dader Methionin-Sulfoxid-Reduktase RNER and
HOLMGREN 2000). In anaeroben, Aminosaure-verwertenden Milganismen stellen sie zusammen mit der
Thioredoxin-Reduktase einen wichtigen Elektronenear dar (HArRmMs et al., 1998b). Bei der
Verstoffwechselung von Glycin durch die SticklandaRtion werden die bei der Oxidation von Glycin
durch die Glycin-Decarboxylase auf der Liponsausertiagenen Redoxaquivalente Uber das Thioredoxin-
System, bestehend aus Thioredoxin-Reduktase undretiuxin, der Glycin-Reduktase zugefihrt
(ANDREESEN 1994a; 1994b; 2004; BYER et al., 1991; SICKLAND 1934). Das nach der Reduktion von
Glycin, Betain oder Sarcosin oxidiert vorliegend8rndA kann so Uber das Thioredoxin-System wieder
reduziert werden.

Das Selenoprotein PrpU weist auf Aminosaure-Ebenglidhe Sequenzhomologien zu dem Thioredoxin

aus E. acidaminophilum aber auch zu einem Selenocystein-haltigem Thaiaed aus T. denticola
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(SESHADRI et al.,2004) auf (Abb. 36). Dies legt die Vermutung nadeess PrpU eine ahnliche Funktion wie

das Thioredoxin besitzt und als moglicher Elektraraerier fungieren kann.

A

PrpU_Ea ---MAFKIEGGDVKKALEVSIDESIKDRIANACE NAV LAVAW EEISASEAEAVDKTLAELAGSSIALE 72
TrxA_Ea MSALLVEIDKDQFQAEVLEAEGYVLVDYFSD PC----- LMP ELAARYEGKVAFRKENTSSARRLAIS 70

PrpU_Ea SGYK----VDEMK DDKAVLIYRY QI EKP----- 103
TrxA_Ea OQKILGLPTITLYKG VTKDDATRENIDAMIAKHVG 110
B

PrpU_Ea MAFKIEGGDVKKALEVSIDESIKDRIANA----CATUDINA VLAVAWGVKEE EAVDKTLAELA 65
TrxU_Td --MIMAVLDITNANEDETVKTAKRYLIDFRWAPW g---- - VQLSPE E G VIAQS 58

PrpU_Ea GSSIA YKVD GG--CKVY LIYRYQITEKP-------- 103
TrxU_Td NVDNAREEAVKEK IPTLIVL DRHTGYMDKKSINFVSKHI 107

Abb. 36: Aminosaure-Alignments von PrpU mit Thioredbxinen auskE. acidaminophilum(A) und T. denticola(B).
Gezeigt ist ein Alignment von PrpU mit dem Thiorguho(TrxA) ausE. acidaminophilum(A) und PrpU mit dem
selenocysteinhaltigen Thioredoxin (TrxU) alsdenticola(B). Identische Aminosduren wurden dunkelgrau t&est
ahnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpbgeolar, ungeladen / basisch / sauer) wurden tallginterlegt. Die
redoxaktiven Sequenzmotive wurden rot umrandet.

Auffallig ist, dass PrpU bisher nur flE. acidaminophilum sowohl auf Nukleinsaure- als auch auf
Aminosaure-Ebene al8Se-markierte Verbindung nachgewiesen wurdeceL 1999; WAGNER 1997) und

mit grof3er Wahrscheinlichkeit bél. litorale durch Southern-Hybridisierungen ebenfalls auf Mirddaure-
Ebene nachgewiesen werden konnteqieL 1999). Eine lIsolierung des entsprechenden Gens aus
C. litorale war auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nichbgich. Im Gegensatz zLlE.
acidaminophilumkonnte furC. litorale eine eigenstandige Dihydrolipoamid-Dehydrogendsenegliche
P3-Komponente der Glycin-Decarboxylase nachgewigsaden, aber auch dieser Organismus besitzt eine
Thioredoxin-Reduktase mit einer fur dieses Enzymrmaberweise atypischen Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase-Aktivitat (EVER et al.,1991). Beide Organismen besitzen also eine ThixieeReduktase

mit Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat und ngitof3er Wahrscheinlichkeit das Selenoprotein PrpU.
Dieses und die Tatsache, dgspU in E. acidaminophilumn einem gemeinsamen Operon mit den Genen
der Glycin-Decarboxylase organisiert ist und zusammnit diesen transkribiert wird, legt die Vermuun
nahe, dass PrpU als Vermittler zwischen Glycin-Dieagylase und Glycin-Reduktase fungiert.
Mdglicherweise ist es direkt oder auch indirektdem Reoxidation der Liponsaure-Gruppe des P2-RPotei
der Glycin-Decarboxylase beteiligt. Eine Stimulieguder Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivitat der
heterolog synthetisierten Thioredoxin-Reduktase nkendurch ebenfalls heterolog Uberproduziertes
Thioredoxin und GrdA aufgezeigt werden. Eine mdwid\ktivitatssteigerung durch die Zugabe von PrpU
zum Reaktionsansatz mit Thioredoxin-Reduktase, rédiaxin und GrdA oder durch PrpU, Thioredoxin-

Reduktase und Thioredoxin anstelle von GrdA konnteht nachgewiesen werden. [hissierella



4., Diskussion 127

creatinophila konnte GrdA keine Stimulierung der Dihydrolipoaridéhydrogenase-Aktivitat bewirken
(HARMS et al.,1998b; HA\RMS et al.,1998c).

Bekraftig wird diese zuvor getroffene Aussage duleh Ergebnisse VONREUDENBERG und ANDREESEN
(1989), die zeigten, dass das P2-Protein nichtnmitirden Glycin-Decarboxylase-Komponenten, sondern
auch mit dem Glycin-Reduktase-Komplex assozii¢rtvi® P2 mit dem Thioredoxin-System, GrdA und auf
Grund dieser Ergebnisse auch mit PrpU interagied die fur die Reduktion von Glycin notwendigen
Elektronen liefert, wodurch P2 reduziert wird.

So ergibt sich fur E. acidaminophilum der in Abbildung 37 dargestellte hypothetische
Reaktionsmechanismus.

Gly|cin Glycin

PLP

NADP*
THF NH3 Fd FdH,
N Acetat
Methylen-THF @) CO, +
ADP+R THF+ATP ATP

Abb. 37: Ausschnitt aus dem Glycin-Metabolismus vonE. acidaminophilum (ANDREESEN 1994a, 2004;
GRAENTZDOERFFER et al 2003; modifiziert): Wichtige Proteine wurden durch Kreise gekennzeithRelgende
Abkirzungen wurden verwendet: P1, P2, P4-Proteigmranten der Glycin-Decarboxylase, PrpU_Selenojrote
PrpU (mit dem redoxaktiven Motiv CxxU),nPPs, P.-Komponenten der Glycin,- Sarcosin- und Betain-Féake
(wobei B, das redoxaktiven Motiv CxxU und gPredoxaktiven Motiv UxxC enthalt), Trx_Thioredoxin,
TR_Thioredoxin-Reduktase, AK_Acetatkinase, PLP_dRyxalphosphat, THF_Tetrahydrofol@). 1 : Stoffwedivsge,
die durch Methylen-THF-Dehydrogenase, Methenyl-TEifelohydrolase, Formyl-THF-Synthetase und Formiat-
Dehydrogenase katalysiert werden. Die als gestitelitfeile dargestellten Reaktionen stellen die FREUDENBERG
und ANDREESEN(1989) gezeigte freie Form des P2-Proteins, wslsoen Decarboxylase-Komplex dissoziiert und mit
dem Reduktase-Komplex.

E. acidaminophilumist bisher der einzige Organismus, fiur den keirgerstandige Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase beschrieben werden konnteD@EESEN 1994b; REUDENBERG and ANDREESEN 1989;
FREUDENBERG et al., 1989a; MEYER et al., 1991) und in dessen Genom das Selenoprotein PrpU
nachgewiesen werde konnteR@BE 2001; LECHEL 1999; WAGNER 1997). Im Rahmen vorangegangener
Arbeiten (LECHEL 1999; PEHLEIN 2003) konnte gezeigt werden, dass das Gen de®4a Sklenoproteins
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PrpU downstreamder Gene der Glycin-Decarboxylase lokalisiert Bie GenegcvP4 gcvP2 gcvPh,
gcvPP sowie die Gendhf (Formyl-THF-Synthetase) ungrpU sind in einem Operon, dem Glycin-
Decarboxylase-Operon, organisiert und werden pstisamisch transkribiert. Die Gene dieser
Transkriptionseinheit, somit aughrpU, sind zwar konstitutiv auf niedrigem Niveau expem, es ist aber
eine deutliche Induktion der Transkription durcly¢ah zu erkennen (s. S. 54, Abb. 14 A). Durch leéag\:
basierendeéwo-hybridSystem konnte eine deutliche Interaktion von Prpitydem P2-Protein der Glycin-
Decarboxylase, dem Thioredoxin des Thioredoxin&yst und mit dem Selenoprotein GrdA der Glycin-
Reduktase gezeigt werden (s. S. 63, Abb. 17). DputhdownExperimente konnten ebenfalls die Proteine
GcevP2 und GrdA als Interaktionspartner identifizigerden (s. S. 88, Abb. 28).

Die hier zusammengefassten Resultate und die Tatsder fehlenden eigenstandigen Dihydrolipoamid-
Dehydrogenase irE. acidaminophilum(ANDREESEN 1994b; IREUDENBERG and ANDREESEN 1989;
FREUDENBERGet al.,1989a; M:YER et al.,1991) zeigen, dass PrpU sicherlich eine Vermitiler zwischen
der Glycin-Decarboxylase und der Glycin-Reduktagemmt. Denkbar wére hier eine direkte Ubertragung
der an die Liponsauregruppe des P2-Proteins gehand&lektronen auf GrdA, oder die Ubertragung diese
Elektronen Uber das Thioredoxin-System (Thiored®@uuktase und Thioredoxin) und PrpU. Hierbei
wurde PrpU die Funktion von GrdA als Elektronentitdgrer ersetzen, denneVeR et al (1991) zeigten,
dass GrdA die Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Akiivitler Thioredoxin-Reduktase im Zusammenspiel
mit dem Thioredoxin zumindest vitro steigern konnte. Im Rahmen dieser Arbeit konne Steigerung
dieser Aktivitdt der Thioredoxin-Reduktase durchiofédoxin und PrpU nicht gezeigt werden, was eine
solche Funktion des Proteins jedoch nicht ausdghlMit grof3er Wahrscheinlichkeit ist die Inaktétitdes
Proteins auf die heterologe Expression popU durch dasStreptad® [I-System zuriickzufiihren. PrpU kann
moglicherweise auch an der Reaktivierung von GrdAh. an der Vorbereitung dieses Proteins zur
Aufnahme eines weiteren, bei der Reduktion von Blydurch die Glycin-Reduktase entstehenden

Carboxymethyl-SelenoethersNBREESEN2004; ARKOwWITZ and ABELES 1990) beteiligt sein.

4.4. Glycin-, Sarcosin- und Betain-spezifische Geluster

In E. acidaminophilumsind haufig Gene, die fir die einzelnen Komponentnes bestimmten
Stoffwechselweges codieren, in spezifischen Geterlurganisiert. So sind neben den Genen der Glyci
Decarboxylase, die, wie bereits in Abbildung 83s46) beschrieben, in einem Operon organisied; sinch

die Gene der Glycin-, Sarcosin, bzw. Betain-Redekasspezifischen Genclustern angeordnet (s. S. 43,
Abb. 7). So findet man if. acidaminophilunewei fur die Glycin-Reduktase spezifische Genelusin
Gensatz | sind die Gene des Glycin-spezifischeteRPr® (Rscicin) der Glycin-Reduktaseg(dB,) sowie das
Gen des Proproteins der 22 und 25 kDa Untereintieter Komponenteg(dE,) zu finden. Beide Gene

werden durch eines der vigrdA-Gene, die anscheinend Substrat-unspezifische agtiog Komponente
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der Glycin-Reduktase, getrenibownstreamsind die Gene des Thioredoxin-SystemixA und trxB)
lokalisiert, gefolgt von einer weiteren Kopie vgrdA sowie den Genen beider Untereinheiten der ebenfall
anscheinend Substrat-unspezifischen KomponenterPa#sin C der Glycin-ReduktasgrdC und grdD)
(KoHLSTOCK et al., 2001; WBBERS and ANDREESEN 1993; SNNTAG 1998; WAGNER et al., 1999). Ein
zweites, ebenfalls Glycin-spezifischagdE,AB,-Gencluster,ist von Genen hypothetischer Proteine
flankiert, und die Transkription dieses Operonseth Northern-Blot-Analysen bzw. RT-PCRs in Frage
stellen (®NNTAG 1998). Des Weiteren ist 8. acidaminophilunmein Sarcosin-spezifisches Gencluster zu
finden, welches ebenfalls von Genen hypothetiséheteine und Genen flur einen Zwei-Komponenten-
Regulator umgeben ist @BNTAG 1998). Wie bereits erwahnt, kamh acidaminophilumauch Betain als
Elektronen-Akzeptor verwerten, die Gene des furaBespezifischen Protein B Ry Sind ebenfalls in
einem Gencluster organisiert. In diesem Gensatkdimn Gene beider Untereinheiten vagRin(grdl sowie
grdH), das Gen eines mdglicherweise fir diesen Gersgazifischen RegulatorproteingrdR) sowie das
eines AminosauretransportegdT,), die Gene des Thioredoxin-SystertrgA undtrxB) sowie jeweils eine
zweite Kopie der Gengy(dC und grdD) beider Untereinheiten des Substrat-unspezifiséreein C der
Glycin-Reduktase lokalisiert (IBBERS and ANDREESEN 1993; ®NNTAG 1998; SEINER 2004). In

E. acidaminophilumist in einem fir die Creatin-Reduktase spezifiecliensatz das Gen einer Creatinase
(creA) und die zweite Kopie eines fur einen Aminosaamesporter @rdT,) codierenden Gens lokalisiert
(RubpoLF 2003). Zudem ist nach den hier berichteten Ergslani jeweils eine weitere Kopie der Gene
codierend fur das Proprotein der 22 und 25 kDa tdirtbeit GrdG,) und der 47 kDa-UntereinhdigrdF,)

des Protein B (Rarcosi) der Sarcosin-spezifischen Reduktase zu fineferacidaminophilunkann Creatin
durch eine Creatinase zu Sarcosin und Harnstoffimodisieren, wobei Sarcosin dann Uber die Sarcosin-
Reduktase weiter zu Methylamin und Acetylphospleturiert wird, welches anschlieRend zu Acetat
umgewandelt wird und mit der Energiekonservierungaorm von ATP verbunden ist fAMS et al.,1998c;
ZINDEL et al.,1988). Die Creatinase aks acidaminophilunzeigt eine 79%ige Identitat zu dem Protein von
Bacillus sp. BSD-8 und eine 77%ige Identitat zu der Creagraug\rthrobactersp. (NsHIYA et al.,1998;
RuDoOLF 2003). InC. difficile, einem humanpathogenen OrganismusBfS1IA et al.,2006), der ebenso in
die Gruppe Xl der Clostridien einzuordnen istgRA et al., 1999), sind die Gene der Glycin-Reduktase
ebenfalls in einem Gencluster organisiert. Auchr kied wie beiE. acidaminophilundie Gene des Glycin-
spezifischen Protein B £By.in) der Glycin-Reduktaseg(dB) sowie das Gen des Proproteins der 22 und 25
kDa Untereinheit dieser KomponentgrdE) durch das Gen des Substrat-unspezifischen Selseap A
(grdA) der Glycin-Reduktase getrennt (s. S. 130, Abl. B8wnstreamsind die GendrxB und trxA des
Thioredoxin-Systems sowigrdC und grdD der beiden Untereinheiten von Protein C der GHréuktase
lokalisiert. In diesem Organismus sind ebenfalle @enegrdG und grdF der Sarcosin-spezifischen
Reduktase zu finden, diese sind jedoch nur mit @drypothetischer Proteine assoziiert.ansticklandij
welches ebenfalls dem Cluster XI der Clostridienunirdnen ist (BENA et al.,1999; RASTER et al.,1993),
sind die Gene der Glycin-Reduktase ebenfalls irraisencluster organisiert (Abb. 38)pstreamder Gene

trxB undtrxA des Thioredoxin-Systems liegen die GegneéE und grdB des Glycin-spezifischen Protein B,
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welche genau wie b&. acidaminophilunundC. difficile durchgrdA getrennt werden (Abb. 38). Auch die
Gene grdC und grdD beider Untereinheiten des Protein C sind in dies@mster lokalisiert
(GRANTZDORFFEREt al.,2001).

. . . grdE; grdAs grdB; trxBy,  trxA; grd grdC, grdD,
E. acidaminophilum

rdg; grd rdB,

orf grdG, grdF,
grdG, grdF; grdT, creA ardAs
grdR grdl grdH grdTy trxB, . trxA,  grdG | grdD,
C. sticklandii grdX trxB . trx grde grdA grdB grdC grdD
grdR %rdl I grdH I grdT
C. difficile gr grdE grdA rdB trxB , trxA grdC grdD
grdG I grdF
. grde grd rdB trxB . trx grdC grdD
C. litorale
botul trxB rdXx rdE rdB trxB . trxA grdA rdC rdD
C. botulinum
C. bol grdXx grdE grdB trxB | trxA grdA grdC grdD
. bolteae —‘“‘4‘“
grdR rdl grdH
grdG grdF
T denticol grdB grdE grdC grdD rxU
. denticola
grdE grdB trxB trxAgrdA

Abb. 38: Mdglichkeiten der Organisation der Gene deGlycin,- Sarcosin- und Betain-spezifischen Genchier:
Die Anordnung der Gene der Glycin,- Sarcosin- uedaB-spezifischen Gencluster und des Thriored&yistems in
den Genomen folgender Organismen ist dargesi€litsticklandii (S. KREIMEYER, pers. Mitteilung),C. litorale
(KREIMER and ANDREESEN1995; KREIMER et al.,1997),C. botulinum(SEBAIHIA et al., 2007)C. bolteae(SONG et al.,
2003) sowieT. denticola(ROTHER et al., 2001) Assoziierte Gene sind durch eineieLimerbunden. Bei nicht-
assoziierten Genen erfolgten ebenfalls eine Beaghtler Transkriptionsrichtung und die relative Uddation im
jeweiligen Genom gesehen zu den entsprechendeneamn@enen.

In Clostridium litoralg ebenfalls ein Vertreter des Clostridiencluster d@r eine 96%ige Ahnlichkeit auf
16S rDNA-Ebene im Vergleich zE. acidaminophilumaufweist (B\ENA et al., 1999; FEENDRICH et al.,
1990), sind die Gene der Glycin-Reduktase ebenialisinem Cluster mit der AnordnurggdEABtrxBA
organisiert (REIMER and ANDREESEN1995; KREIMER et al.,1997). Ob die GengrdC undgrdD, die beide
mit grofRer Wahrscheinlichkeit benachbart liegeroKsTock et al., 2001), ebenfalls mit den anderen
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Genen der Glycin-Reduktase assoziiert sind, kohrsieer nicht geklart werden (Abb. 38). Auf Grundsde
hohen Verwandtschaftsgrades EuacidaminophilumC. difficile sowie zuC. sticklandiiwére aber davon
auszugehen. D&. litorale sowohl auf Medien mit Sarcosin als auch mit Betamter Zugabe von
Elektronen-Donatoren in Form von Aminosauren bzw.wéchst (ENDRICH et al., 1990), miissen im
Genom dieses Organismus auch die Gene der SatmoginBetain-Reduktase vorhanden sé&in litorale
zeigte jedoch Probleme bei der Anzucht, auch wemnrSthmm von der DSMZ erneut bezogen wurde, daher
war eine nahere Untersuchung an dieser Stelle méglich. InClostridium botulinumsind die Gene der
Glycin-Reduktase ebenfalls in einem Cluster ordariisIm Genom (8BAIHIA et al., 2007) dieses
Organismus sind die GergrdE und grdB im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Clostridirekt
assoziiert und nicht durordA getrennt. Letzteres isipstreamder GenedrxB und trxA des Thioredoxin-
Systems wie beE. acidaminophilumzu finden, welche wiederumpstreamder GenegrdE und grdB
lokalisiert sind. Wie bei allen hier beschrieber@@nanordnungen sind auch die GgnéC und grdD in
diesem Gencluster organisiert (Abb. 38), deren @Gmhykte aus dem z. B. wahrend der Reduktion von
Glycin durch die Glycin-Reduktase entstehenden rideliner einen Thioester bilden, der anschlieRend
phosphorylytisch gespalten wird @kLSTOCK et al.,2001). In diesem Genclustempstreamdes Gens eines
hypothetischen Proteingr@dX), ist mit entgegengesetzter Transkriptionsrichteige weitere Kopie des
Gens der Thioredoxin-ReduktagexB) lokalisiert. Die gleiche Anordnung der Gene demiponenten der
Glycin-Reduktase ist i€lostridium bolteaezu finden (Abb. 38), ein Organismus, der auf Gruod 16S-
rDNA-Analysen in das Clostridiencluster XIVa einzdoen ist (®NG et al., 2003). Im Genom dieses
Clostridien-Vertreters sind auch die Gegrell und grdH der Betain-Reduktase sowgedG und grdF der
Sarcosin-Reduktase zu finden. Bisher wurden die pamanten der Glycin-, Sarcosin- bzw. Betain-
Reduktase nur fir Gram-positive Organismen und [@esschliellich fir Vertreter der Clostridien
beschrieben (RDREESEN 1994b; 2004; AKowITZ and ABELES 1991; SADTMAN 1978). FurTreponema
denticolg ein gram negatives, den Spirochdten zugehoriggdeBum, wurden die Komponenten der
Glycin-Reduktase beschriebend®iER et al.,2001). Im Genom dieses Organismusi$ADRI et al.,2004)
sind jeweils zwei Kopien beider Gene des ProteiriBnal in der AnordnungrdBE und einmal in der
AnordnunggrdEB zu finden.GrdA ist auch hier, genau wie @. botulinumund C. bolteag downstreanvon
trxB undtrxA loklisiert, diese sind hier jedoch nicht mitdB und grdE assoziiert. In einem weiteren, nicht
assoziierten Abschnitts des Genoms sind die @ed€ und grdD lokalisiert, downstreanbeider Gene ist
mit entgegengesetzter Transkriptionsrichtung eingeite Kopie eines Gens eines in diesem Fall
Selenaocystein-haltigen Thioredoxingx{J) lokalisiert (Abb. 38). Dieses Thioredoxin zeigtje bereits

erwahnt, signifikante Homologie zu PrpU dtisacidaminophilungs. S. 126, Abb. 36 B).

In E. acidaminophilumkonnten insgesamt vier Genkopien des Selenoprdieiter Glycin-Reduktase
vollstandig kloniert und sequenziert werden. Alierwveisen einn-frameTGA-Codon auf, was fur den
cotranslationalen Einbau von Selenocystein codiBURSINSKY et al., 2007; QJRSINSKY et al., 2000).

Dieses Selenocystein ist Teil des redoxaktiven iziemd (CxxU) von GrdA. An dieser Position des Prodei
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kommt es wahrscheinlich zur Ausbildung des Carbcetiryl-Selenoethers @owiTz and ABELES 1990),
welcher anschliel3end in einen Thioester Uberfulimd,wder an Protein C gebunden iSNEREESEN2004;
ARKOWITZ and ABELES 1991; KOHLSTOCK et al., 2001). Die vier resultierenden, ca. 17 kDa grol3en
Genprodukte unterscheiden sich nur sehr wenig nerilAminoséuresequenz. Auffallend ist ein 16
Aminosauren N-terminal der redoxaktiven Sequenzx{fJxokalisiertes stark konserviertes Cystein, dem
bisher keine Funktion zugeordnet werden konnteD#EESEN2004). Die durclgrdA, undgrdAs codierten
Proteinvarianten unterscheiden sich nur in einernAdséure, im Vergleich dazu unterscheiden sich die
Genprodukte vogrdA; bzw. grdA, in acht bzw. drei Aminosauren von den anderendveldarianten (Abb.
39). Es erfolgte allerdings ein Austausch gegen nas@uren ahnlicher biophysikalischer Eigenschaften
(unpolar / polar, ungeladen / basisch / sauer) tkawAminoséauren, die in den GrdA-Varianten der in

Abbildung 39 verglichenen Organismen ebenfallsiasat Position zu finden sind.

A v N v A
E acil ECHKGTA-A L VKGFA AENL GLAAE 87
E aci 2 L VKSFTEQYGAENM LAAE 87
E aci 3 L VKSFTEQYGAENM LAAE 87
E aci 4 AECLKGTG- L VKSFTEQY! LAAE 87
Clit AECLKGIN-V L KNFTBQ LAAE 87
C sti ECEKPID-CE L IKEATEKF AAE 87
C_Bot KCIEGTG-AE L KTLTEKH AAE 86
Cdif ECVKTVEGA L VKDAADK LAAE 87
C_por L KDAAESIG LSAE 87
T_den L KDLAEKY LACE 87
L L

C hyd IKELAE AAE 87

\ M
KDAVDSAVYDE E EQFGKFND 158

Eacil T G

Eaci2 T G KDSVDSAVYDE IF EQFGKYND 158
Eaci3 T G KDSVDSAVYDE IF EQFCKFND 158
Eaci4 T G KDSVDAAVYDE [ EQFCQFND 158
Clit TV G KGAVDSAIYDEG i ADYCKFND 158
Csti TV G KDEVDAQIFDDQ H SQFCKFND 158
C Bot TV N KEEVNEEVYEE TEE TEFCKFLD 157
cCdif TV G SLFDESVYEDQ /|E REEFCKF-- 156
C por TV G KAEFDEAIYEDQ A DVDGIKEEMNRVRG------- 149
T_den TV G ISEYRNKGCKFL- 157
C hyd TV G EIDPAVYEEQA EVSKMRKEGSKY-- 156

Abb. 39: Aminosaure-Alignment verschiedener GrdA-Poteine: Gezeigt ist ein Alignment der vier GrdA-Varianten
aus E. acidaminophilumsowie der Proteine au€. litorale (KREIMER and ANDREESEN 1995), C. sticklandii
(GRANTZDORFFEREt al.,2001),C. botulinum(SEBAIHIA et al.,2007)C. difficile (SEBAIHIA et al.,2006),Clostridium.
purinolyticum (GARCIA and SADTMAN 1991), T. denticola(ROTHER et al., 2001), Carboxydothermus denitrifican
(Wu et al., 2005). Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW verglich@.8.2.). Identische Aminosduren wurden
dunkelgrau, Reste mit ahnlichen biophysikalischagefschaften (unpolar / polar, ungeladen / basisauer) wurden
hellgrau unterlegt. Das redoxaktive-Motiv (CxxU} mt umrandet. Die Aminoséure-Austausche in der @rdA-
Varianten vork. acidaminophilunsind durch schwarze Pfeile Uber den entsprecheAdenoséduren gekennzeichnet.
Ein weiteres, stark konserviertes Cystein ist d@iclen roten Pfeil gekennzeichnet.

Wahrend das aus einer Untereinheit aufgebaute @wletein A gemeinsamer Bestandteil der Glycin-,
Sarcosin- und Betain-Reduktase ist, sind fur dazipche Substrat-bindende Selenoprotein GrdB eyrof3
Substrat-spezifische Varianten zu finden. Wahrends dRgycn und das Bsacosin  trimere

Untereinheitenstrukturen von 47, 25 und 22 kDa aiden, ist das dgewain NUr €in Dimer aus einer 45 und
einer 48 kDa Untereinheit (BYER et al., 1995; WAGNER et al., 1999) das keine substratbindende
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Carbonylgruppe enthalt MOREESEN 2004). Die Unterschiede in der Untereinheitenstnuldieser drei
Proteine sind moglicherweise in der Art der Binduley Substrate zu sehen, die im Fall von Glycin und
Sarcosin Uber die Ausbildung einer Schkifhen Base mit der 47 kDa Untereinheit verwirkligbitd,
wahrend Betain als tertiare Ammoniumverbindung Ubmrische Wechselwirkungen an die 45 kDa

Untereinheit gebunden wird.

Die Glycin-Reduktase und Sarcosin-Reduktase EBuacidaminophilumsowie die Glycin-Reduktase und
D-Prolin-Reduktase au€. sticklandiigehoren der Gruppe der pyruvoylhaltigen Reduktasgndie die
Reduktion von Aminosauren oder Aminosaurederiv@igdin, Sarcosin, D-Prolin) katalysieren. Die 25un
22 kDa Untereinheiten des Selenoprotein B der Glyend Sarcosin-Reduktase gehen durch Spaltung der
grdE bzw. grdG-Genprodukte hervorln vivo erfolgt die autokatalytische Spaltung der Propnete
posttranslational durch Cysteinolyse an einem QysRest, der zugleich afgrecursoreiner Pyruvoylgruppe
dient. Zur Spaltung ist ein zweites Cystein esséintivelches in einem Abstand von vier Aminosauf€n
terminal) der Spaltstelle lokalisiert istEBNARSKI et al.,2001; EfERSMANN 2004). Diese Art der Spaltung
konnte ebenfalls fir das Proprotein (PrdA) der DliRfReduktase au€. sticklandii gezeigt werden
(KABISCH et al., 1999). Denkbar wéare jedoch auch eine Beteiligung GrdA an der Spaltung der
Proproteine, dgrdA mit Ausnahme voi€. botulinumundT. denticola(s. S. 130, Abb. 38) immer zwischen
grdE und grdB lokalisiert ist. GrdA konnte durch sein Redoxmo@xxU als reduzierendes System der
Proproteinspaltung dienlich sein. Allerdings konmte vitro keine Beteiligung dieses Proteins an der
Spaltung von GrdE bzw. PrdA gezeigt werden. Dies doch mit groRer Wahrscheinlichkeit auf eine
inkorrekte Faltung der heterolog synthetisierteatéinvarianten zuriickzufihren €BNARSKI et al., 2001;
EVERSMANN 2004).

GrdE bzw. die aus dem Proprotein resultierendert@pdukte scheinen eine stabilisierende Wirkunfy au
die Expression voigrdB zu haben. Nur bei Coexpression \gndE und grdB konnte bei der heterologen
Synthese von GrdB der Zerfall des Proteins verhinbew. stark reduziert werden RGBE et al., 2007;
PARTHER 2003). Den aus dem Proprotein GrdE resultierer®rund 25 kDa-Untereinheiten der Glycin-
Reduktase, aber auch denen der Sarcosin-Redukbase dem Grdl der Betain-Reduktase sind somit

sicherlich u. a eine Chaperon-ahnliche Funktiorugaareiben.

Die aus den beiden Kopien dgsiB-Gens resultierenden Genprodukte weisen eine tdéntin 98,4 % auf
(SONNTAG 1998). Auch das Genprodukt des im Rahmen diesdreiirklonierten grdE, zeigt eine
vergleichbare Identitat von 96,8 % zu dem Genprodids von SNNTAG (1998) kloniertengrdE;. Die
Genprodukte der GengrdG; und grdG,, welche fir das Proprotein der 22 und 25 kDa-litdreit der
Sarcosin-spezifischen Reduktase codieren, sind émgleich dazu nur zu 86 % identisch (s. S. 134,.Abb
40). Beide Proteine zeigen jedoch signifikante Aditkeiten von 59,5 % (GrdgBbzw. 62,7 % (Grdg zu
GrdE,;, dem Proprotein der 22 und 25 kDa-Untereinheit@lgcin-spezifischen Reduktase.
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GrdGl M El P KVKT 89
GrdG2 M | E | P VKT 89
GrdG1 PDEV 176
GrdG2 LKI PDEV 176

Spaltstelle
22 kDa-Untereinheit 25 kDa-Untereinheit

GrdG1 Y 264
GrdG2 Y 264
GrdG1 K V KSQSV 353
GrdG2 K IG KSQSL 353
GrdG1 A A Y 428

GrdG2 A A% SLR SI Y 428

Abb. 40: Aminosaure-Alignment der zwei GrdG-Varianten der Sarcosin-Reduktase aug&. acidaminophilum
Gezeigt ist ein Alignment von GrdQSONNTAG 1998) und Grd& (diese Arbeit) aus. acidaminophilum Die
Sequenzen wurden mit CLUSTALW verglichen (2.8.2dentische Aminosauren wurden dunkelgrau, Reste mit
ahnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpbfeolar, ungeladen / basisch / sauer) wurden tailgnterlegt. Der
Cystein-Rest der Spaltstelle ist rot dargestellt.

Auch die beiden durchgrdF; und grdF, codierten 47 kDa-Untereinheiten der Sarcosin-Rexhek
unterscheiden sich stéarker voneinander als dieehéithrianten der 47 kDa-Untereinheit der Glycin-iRedse.
Beide Genprodukte weisen nur eine 76,5%ige lde¢rgit@inander auf und zeigen signifikante Homologian
der 47 kDa-Untereinheit der Glycin-spezifischen Wedse. Fir GrdFkonnte eine Identitat von 63,3 % und
fir GrdR, eine von 64,2 % gegenlber GpdESONNTAG 1998) festgestellt werden. Auch zu der 48 kDa-
Untereinheit der Betain-Reduktase sind signifikakit@lichkeiten von 47,4 % (GrdFbzw. 49,4 % (Grd§ zu
erkennen. Dies ist wahrscheinlich durch die Art Besktionsmechanismus aller drei Reduktasen, ddeiin
Spaltung einer C-N-Bindung des Substrates lieghemriinden. Die starkere Ahnlichkeit der Komponemter
Glycin-Reduktase und Sarcosin-Reduktase zueinadkerzu den der Betain-Reduktase ist durch die
unterschiedliche Struktur der Substrate und dieskdohiede in der Bindung (s. 0.) dieser an die ijayea
Enzyme zu begriinden.

Das redoxaktive Motiv UxxCxxC ist sowohl in der kDa-Untereinheit der Glycin- und Sarcosin-Reduktase
als auch der 48 kDa-Untereinheit der Betain-Redugktau finden. Im Vergleich von Grdind Grdk ist in
diesem Bereich eine besonders hohe Ahnlichkeiteétdoteine zu erkennen (Abb. 41). Auch die Glycind

Betain-Reduktase weisen dieses charakteristisotpgeBemotiv auf.
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GrdFl1 M E N Mi AGPA 89
GrdF2 M D N Mi AGPA 89
GrdFl F E G N K EGYHMMGI 176
GrdF2 F D S El N L GYHVRGI 176
GrdFl R L | P MDS 264
GrdF2 R M | | Q INEY I S 264
GrdF1 MSADBDRISI AFVVK F 353
GrdF2 LGAGRFMTI RLSQR | G 353

GrdB1 AVILTST

GrdB2 AVILTST

GrdH GVIMTST

GrdF1 T LD VM FEG 436
GrdF2 T | NL E FED 436
GrdBl T

GrdB2 T

GrdH TR

Abb. 41: Aminosaure-Alignment der zwei GrdF-Varianten der Sarcosin-Reduktase au&. acidaminophilum
Gezeigt ist ein Alignment von GrdH{SONNTAG 1998) und Grdf (diese Arbeit) aus€. acidaminophilum Die
Sequenzen wurden mit CLUSTALW verglichen (2.8.2dentische Aminosauren wurden dunkelgrau, Reste mit
ahnlichen biophysikalischen Eigenschaften (unpélpolar, ungeladen / basisch / sauer) wurden tailgmterlegt.
Zusatzlich ist ein Sequenzausschnitt der aktivemtréa beider GrdB-Varianten der Glycin-Reduktasd won GrdH

der Betain-Reduktase dargestellt.

In den 47 bzw. 48 kDa-Untereinheiten der Glycind Barcosin-Reduktase bzw. Betain-Reduktase diverser
Organismen, wie z. BC. sticklandii(GRANTZDORFFERet al.,2001),C. litorale (KREIMER and ANDREESEN
1995) oderC. difficile (SEBAIHIA et al., 2006) ist ebenfalls dieses redoxaktiveiipti finden. Auffallend
hierbei ist, dass innerhalb des aktiven Zentruntenelem charakteristischen UxxCxxC-Motiv eine Vaéllz

an konservierten Serinen und Threoninen zu finde(bb. 41). Diesen konnte im Fall der Glycin- uohet
Sarcosin-Reduktase bzw. der Betain-Reduktase bidkaime Funktion zugeordnet werdenN(FREESEN
2004). Nach Bindung des jeweiligen Substrates esedUntereinheit der entsprechenden Reduktasen komm
es zu einem nucleophilen Angriff der Selenolgrugdee im aktiven Zentrum lokalisierten Selenocystewis
dasa-C-Atom der C-N-Bindung, was zu einen an Proteigebundenen Carboxymethylselenoether flhrt.
AnschlieBen erfolgt eine Umetherung auf das Selertein A, was dadurch zum Substrat fur GrdC und
GrdD wird. Durch Reduktionsaquivalente wie z. B. DPH+H', die u. a. aus der Oxidation von
Aminosauren stammen und Uber das Thioredoxin-Sy$iemit gestellt werden, kommt es zur Reduktion
des Selenid-Sulfides an Selenoprotein A zur Seféhal-Gruppe. GrdA ist hiernach zur Aufnahme eines
neuen Carboxymethylselenoether bereNAREESEN2004).

GrdA und GrdF sind zwei von bisher acht verschiederiir E. acidaminophilumbeschriebenen
Selenoproteinen (MDREESENet al., 1999; GRANTZDARFFER et al.,2003; GROBE et al.,2007; GURSINSKY
2002; GJRSINSKY et al.,2008; GJRSINSKY et al.,2000; SHLING et al.,2001; WAGNER et al., 1999). Die
GenegrdA und grdF weisen beide ein-frame UGA-Codon auf, was den cotranslationalen Einban vo
Selenocystein in das entsprechende Genprodukt tteltmEssentiell ist eine bei Prokaryoten unmiitel
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downstreamdes UGA-Codons lokalisierte mRNA-Sekundarstrukidurch Bindung des Selenocystein-
spezifischen Elongationsfaktors SelB an diese 8irlkommt es zur Konformationsanderung desselben un
der damit verbundenen Wechselwirkung mit dem Ribgssodurch die Inkorporation von Selenocystein in
die Polypeptidkette ermoglicht wird. Diese als S&&lement gelenocystein insertion sequence
bezeichnete Struktur konnt®wnstreandes fur Selenocystein codierenden UGA-Codons deRanmen
dieser Arbeit klonierten Gene vagmdA; bzw. grdF,. lokalisiert werden. Das potentielle SECIS-Elemenrt
grdA; zeigt eine 100%ige Ubereinstimmung in der Sequenz damit verbunden in der Sekundarstruktur
mit den von GRSINSKY (2002) furgrdA, undgrdA; postulierten SECIS-Elementen. Im Vergleich dazgtze
das SECIS-Element vagrdA, einen Basenaustausch (G-A) an Position +6AU= +1), was jedoch keine
Anderung der Sekundarstruktur im Vergleich zu detsleaengrdA-Varianten zur Folge hat. Die potentiellen
SECIS-Elemente vogrdF; (GURSINSKY 2002; ®SNNTAG 1998)und grdF, (diese Arbeit) sind in Sequenz
und somit auch in der Sekundarstruktur identische Bus der Sequenz resultierenden MRNA-
Sekundarstrukturen der GegelAg bzw.grdF, sind in Abbildung 42 dargestellt.

AAU

cCa cC C
C-G Cy.p¢
G-C G-C
U-A G-C
U'A U'AU

G C

C-C cCC
U-Ay U-A
£
GU-AA CAA-G
U-A G-C
-

5-UCACCCAC Cana-3 5-U-A-3
grdF; grdAs

Abb. 42: Putative mRNA-Sekundarstrukturen der Selemproteine GrdA und GrdF: Das Selenocystein-spezifische
UGA-COdon ist fett dargestellyrdA _Gen des Selenoprotein gqdF_Gen der 47 kDa-Untereinheit degsReosin

Die mRNA-Sekundarstruktur vogrdA zeigt im Vergleich zgrdF nicht die typische Struktur eines SECIS-
Elementes. Diese sind durch einen apikdtep, bestehend aus 3-14 Nukleotiden, welche im Abstermd

16 - 37 Nukleotide vom UGA-Codon lokalisiert isekgnnzeichnet. Zudem ist mindestens eine der ersten
beiden Basen dieser Schleife ein GuaninAfdc and GADYSHEV 2005). Wahrend im SECIS-Element von
grdF ein Abstand von 18 Nukleotiden zwischen UGA und agikalen Schleife zu finden ist, sind es im
grdA-SECIS-Element nur 12. Jedoch ist die erste BasgediSchleife auch hier ein Guanin. Die Strukturen
der potentiellen SECIS-Elemente dgrdA-Gene ausC. difficile, C. sticklandii und C. litorale weisen
ebenfalls nicht die hier beschriebenen Charakilegisiuf. GJRSINSKY et al (2008)postulierte jedoch fur das

SelB au<E. acidaminophilumeine wesentlich geringere Sequenzspezifitat lgrdf3ere Toleranz gegenuber
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strukturellen Variationen im Vergleich zu SelB dtscoli und anderen Organismen. Veranderungen in der
Sequenz der apikalen Schleife hatten kaum Auswg&orauf die Effizienz der Selenocystein-Inkorpanati
(GURSINSKY 2002; GJRSINSKY et al.,2008).

Die Resultate von GINTAG (1998) zeigen eine spezifische Induktion der Tkapson der Glycin-,
Sarcosin- und Betain-spezifischen Gensétze durehedieiligen Substrate Glycin, Sarcosin und BetSm.
wurde u. a. postuliert, dass die Transkription Betin-spezifischen Gensatzes durch GrdR, ein witegi
Regulatorprotein, in Gegenwart von Betain induzigitd. Die mdgliche Beteiligung von GrdR an der
Transkriptionsregulation wurde jedoch nicht expemtell belegt (BNNTAG 1998). Datenbankrecherchen
zeigten, dass u. a. 0. bolteae(SONG et al.,2003), ebenfallsipstreamder Geneagrdl undgrdH ein offener
Leserahmen lokalisiert ist, dessen abgeleitete Asdinresequenz signifikante Homologien zu GrdREaus
acidaminophilumaufweist. Auch in den Genomen anderer Organisimedenen die Gengrdl und grdH
identifiziert werden konnten, ist ein mdgliches Bfénalogon direkt assoziiert. Diese Erkenntnisse
unterstreichen die vondBINTAG (1998) aufgestellte Hypothese. Des weiteren waiglm Genprodukt von
orfX, welcher upstreamder Gene der Sarcosin-spezifischen Reduktaseidakal wird, eine mogliche
Beteiligung an der Regulation der TranskriptionsdieGene zugeschrieben, da es gemeinsam mit diesen
transkribiert wird (®NNTAG 1998). Auffallig ist, dass dieses hypothetisch®téin eine signifikante
Ahnlichkeit von 39,7 % zu dem Genprodukt \gnaX hat (Abb. 43), einem Gen, welchgsstreanmder Gene
der Glycin-Reduktase im Gencluster | ienacidaminophilungs. S. 43, Abb. 7) lokalisiert ist.

OrfX MDKLII KDIET=------ LYLDKSSLYQLLEC YMGHS PYKSVVI GVLMLESVAII 83
GrdX --MEINT KAERPDRVKNITFLSDCDYIGVLEHN HSEGYKI L PYRTIFV -LDMDSIKLI 87
OrfX EKSMDSALR P, NIL ENA MGR28
GrdX ESAIQTVETF KVTDDF LIAH GIKE31

Abb. 43: Aminosaure-Alignment der Genprodukte vonorfX und grdX aus E. acidaminophilum Gezeigt ist ein
Alignment von OrfX (®NNTAG 1998) und GrdX (diese Arbeit) alt's acidaminophilumDie Sequenzen wurden mit

CLUSTALW verglichen (2.8.2.). Identische Aminosauneurden dunkelgrau, Reste mit &hnlichen biophyisighen
Eigenschaften (unpolar / polar, ungeladen / bagiseluer) wurden hellgrau unterlegt.

Denkbar ist, dass beide Proteine als Sensor desti@ts Glycin und Sarcosin, die beide eine sehlici®n
Struktur aufweisen, agieren und so gezielt an Reigul der Transkription der entsprechende Geneligete
sind. Diese Aussage konnte dadurch bekréftigt werdassgrdX immer upstreamder Glycin-spezifischen
Reduktase und des Thioredoxin-Systems, falls disseziiert sind, lokalisiert ist. Dies erstreckihshicht

nur auf die Organismen der in Abbildung 38 (s. S0)1dargestellten Gencluster, sondern ist bei allen
Organismen mit Glycin-Reduktase-spezifischen Gederen Sequenzen in den Datenbanken gespeicherten
sind, zu finden.

Die aus den jeweiligen Genen resultierenden Gemgtedzeigen signifikante Homologien zueinander.
Dabei ist ein konserviertes Sequenzmotiv (I/EI/MINNxXVXE) nahe dem N-Terminus des Proteins zu
erkennen. Des Weiteren ist ein konserviertes M@ti/SHPLM/S/YGSVKPNETPY/FR/K) im zentralen



4., Diskussion 138

Bereich der Proteine zu finden (Abb. 44), wobeidliel konservierten Proline auffallen, die moglicheise
als Helixbrecher agieren konnen. Bisher konnteetiéSequenzmotiven jedoch keine Funktion zugeordnet

werden, diese ist auch nur in den hypothetischeX@roteinen zu finden.

C_dif ----MIIITNNPK E RE---=----- VLFKDTTYIGIL EASRDLIHEGYE L TPYRTVILKKGNR=-LDINS 76
E_aci ----MEIITNNP LOKAERPDRVKNITFLSDCDYIGVL HNVRNLVHSGY L TPYRTIFVEPGTG--LDMDS 85
C_sti ----MIIITNNKL YYGGKN--------- VELLEGSYQDVL YSVRDYVHKNY L TPFEKSVALEIGDK:-LDFNS 76
C_bot MNNKVIMVT L FNEKCQ-------- VEFILGDVNEVF  NTVRDYVHKGH PL ETPYRTVVISKYYKNVIVDMES 83

C_dif LTLIEE KFQNNKKTP SVQD VIDYBIEYNTI QRMQYE 123
E_aci LKLIE ETFQKNYKT EKVTDDEQVV IAHTINGIKF- 131
C_sti VEMIENAIYTYSKLQNBSITP TVLE VID HAL Kl---- 119

C_bot LNYIEESIHSILEKFQKSCGT DNILKDERLID IYNALN----- 125

Abb. 44: Aminosaure-Alignment verschiedener putatier GrdX-Proteine: Gezeigt ist ein Alignment von putativen
GrdX-Proteinen ausC. difficile (SEBAHIA et al., 2006), E. acidaminophilum(diese Arbeit) C. sticklandii
(GRANTZDORFFER et al., 2001) undC. botulinum(SEBAIHIA et al., 2007). Die Sequenzen wurden mit CLUSTALW
verglichen (2.8.2.). Identische Aminosauren wurdenkelgrau, Reste mit ahnlichen biophysikalischege&schaften
(unpolar / polar, ungeladen / basisch / sauer) auitligrau unterlegt.

Im 5-nichttranslatierten Bereich der sechs im Genom Eoacidaminophilunidentifizierten Gensatze der
Komponenten der Glycin-, Sarcosin- und Betain-Réake& bzw. des Gencluster Il und VI (s. S. 43, Abb
konnten keine Sequenzen bzw. Sequenzbereichefidientiverden, die einen Hinweis auf eine RibosWijt
wie er fur die Gene des Glycin-Decarboxylase-Oper¢.1.) diskutiert wurde, geben. Ein Glycin-
abhangiger Riboswitch ist teilweise augbstreamder Gene des Thioredoxin-Systems zu findeANIAL

et al., 2003; MANDAL et al., 2004), jedoch konnten aualpstreamvon trxB; odertrxB, die unter 4.1.
beschriebenen signifikanten Sequenzhomologient gefunden werden. Aufféllig jedoch ist, dagstream
von grdX in allen in den Datenbanken gespeicherten Sequoengatative rho-unabhéngige
Terminatorstrukturen (RTT 1986) zu finden sind, die nicht dempstreamlokalisierten Gen zugeordnet
werden kdnnen. Mdoglicherweise ist die Transkriptidieser Genséatze durch einen bisher noch nicht

beschriebenen Riboswitch reguliert.

4.5. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit dargelegten Ergebrgsdeen einen Hinweis auf die Funktion von PrpU und
dessen Beteiligung am Glycin-Metabolismus nacidaminophilumUm einen detaillierteren Einblick in
die Funktionsweise von PrpU zu erlangen, sind jedeeiterfihrende Experimente notwendig, von denen
im Folgenden einige vorgeschlagen werden sollen.

Zunachst ist es sehr wichtig, die Gene der Glyodzdbboxylase in aktiver Form . coli zu exprimieren
und die einzelnen Komponenten auf ihre AktivitaBzdurch den Einsatz radioaktiver Agenzien witQ-
Glycin bzw. *C-Bicarbonat zu testen. Auch eine Coexpression gowP2 und gcvP4 mit Hilfe des

Plasmides pASK-IBA53a bzw. die Kultivierung der Esgsionsstdmme und die sich anschlieRende
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Reinigung der einzelnen Proteine unter anaerobeinBengen waren hier denkbar. Wenn dies jedocht nich
zum Erfolg fuhrt, ist auch eine native Reinigung d@zelnen Proteine als acidaminophilunmadglich.
Weiterhin ist die Optimierung der Testbedingungen Bestimmung der Glycin-Decarboxylase-Aktivitéat
zum einen fur die heterolog synthetisierten Gengktelund zum anderen fur die nativ gereinigten déinet
sehr wichtig. Auch der Einsatz von nativ ads acidaminophilumgereinigtem PrpU in diesen Test ist
denkbar, um nur das Wildtyp-Selenoprotein und nielmt Gemisch aus Cystein-, Selenocystein- und
Tryptophan-Varianten (durch Cystein- bzw. Tryptapt@upression) zu haben.

Durch Immunoprazipitation von PrpU aus dem Rohd&ktren E. acidaminophilumund anschlie3ender
Bestimmung der Glycin-Decarboxylase-Aktivitat deerbleibenden Rohextraktes kénnte eine direkte
Beteiligung von PrpU an der Glycin-Oxidation gezeigerden. Durch die Bestimmung von Proteinen, die
bei diesem Versuch moglicherweise mit PrpU copitieien, konnten die im Rahmen dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse der Interaktionsstudtam-bybridSystem undpulldown-assay bestétigt werden.
Durch Kristallisation und Aufklarung der Struktuorv PrpU sind Vergleiche mit anderen Proteinen natigli
und so kdnnten mdglicherweise Rickschlisse aufditktion des bisher einzigartigen Proteins gezogen
werden. Durch heterologe Expression ot ausT. denticolaund anschlielende Aktivitatstests kdnnte
PrpU mit diesem Protein verglichen werden. Inteaessvare es zu klaren, ob die Expression der Gese d
Glycin-Decarboxylase-Operons tatsachlich durchreuqgstreamdes Operons gelegenen Glycin-sensitiven
Riboswitch reguliert wird. Dazu wardacZ-Fusionen mit der den Bereich des Riboswitches ssefaden
Region denkbar, um die Induktion der Transkriptiomch Glycin zu zeigen. So kénnte auch geklart eerd
ob der potentielle Riboswitch eine stark verminelétfinitat gegentiber den Glycin-Derivaten Sarcasial
Betain, aber auch anderen Aminosauren wie z. BniAlader Aspartat zeigt. Durdh vitro Transkription
der den Riboswitch umfassenden mRNA-Fragmente kdénBindestudien mit Glycin, seinen Derivaten
Sarcosin und Betain, aber auch anderen AminoséauieeAlanin, Aspartat, Valin u. a. durchgefiihrt weing

um so die spezifische Bindung von Glycin durch elregotentiellen Riboswitch zu zeigen.

Da es nach bisherigem Stand so aussieht, dassetesrG/onE. acidaminophilummicht in absehbarer Zeit
sequenziert wird, ware es interessant zu schauetgtséchlich alle Gene der Reduktase-Gensatzéekion
wurden. So sollte z. Bdownstreamvon grdD, ein Anschlussklon gesucht werden, aber auch dpelite
Bereicheupstreamvon grdX und grdG, sollten durch Anschlussklone identifiziert werd®vieiterhin sollte
durch RT-PCRs und anschlieBende Sequenzierungrdeltemen Produkte geklart werden, welche Gene
tatsachlich transkribiert werden, da sich nahelai@enkopien auf DNA-Ebene geringflgig unterscheide
Die beiden Kopien vogrdC undgrdD unterscheiden sich jedoch nicht, daher ware Hiner Aussage durch
diesen Versuch nicht méglich. Entscheidend waraueh, zu klaren ogrdX Gberhaupt transkribiert wird
und mdglicherweise polycistronisch mit weiteren &emles Gensatzes | transkribiert wird. Dupcimer-
extensioPAnalysen konnte man die Transkriptionsstartpurggeziell der Gensatze | und VI identifizieren
um so moglicherweise Hinweise auf die Regulation Tanskription der einzelnen Genséatze zu erhalten
und zu schauen, ob diese auch hier durch eineamigédoch noch nicht beschriebenen Riboswitchliesgu

werden.
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5. Zusammenfassung

1. Im Rahmen dieser Arbeit konnte das fur das P4-Prater Glycin-Decarboxylase codierengevP4
Gen vollstandig kloniert, sequenziert und ein e80@®@bp umfassender Bereidpstreamdieses Gens
identifiziert werden. Die GengcvP4 gcvP2 gcvPl und gcvP) der Komponenten der Glycin-
Decarboxylase sind gemeinsam mit den Gahé(ormyl-THF-Synthetase) urtpU (PrpU) in einem
Operon organisiertUpstreamdavon sind die GengelpP (Zellwand-assoziierte Reduktase mit SH3-
Doméne) undabG (3-Oxoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktasen) |bgirt.

2. Durch primer-extensiofAnalysen konnte ein Transkriptionsstartpunkt 1Mikleotide upstreamdes
Startcodons vomcvP4 identifiziert werden.Upstreamder GenegcvP2 gecvPh und gevPP wurden
keine Transkriptionsstartpunkte gefunden. DiesaulRae bestatigen die Ergebnisse der vorangegangen
Diplomarbeit, dass die Gene der Glycin-Decarboxylaslycistronisch transkribiert werden. Dies

konnte ebenfalls durch RT-PCRs bestatigt werden.

3. Durch Analyse des groRempstream von gcvP4 lokalisierten Bereiches konnten signifikante
Sequenzhomologien zu der Konsensussequenz des@bieéingigen Riboswitches gefunden werden.
Diese Homologien konnten ebenfalipstreamder gcvP4Gene vonC. difficile und C. sticklandii

identifiziert werden.

4. Durch Transkriptionsanalysen konnte gezeigt werdass die GengcvP4 gcvP2 gcvPk: undgevPP
der Glycin-Decarboxylase sowie die Getig und prpU wahrend aller Wachstumsphasen vén
acidaminophilum auf Glycin-haltigem Medium stark exprimiert wurdeikine vergleichsweise

schwache Transkription dieser Gene war wahrendtdéonaren Phase zu erkennen.

5. Bei Kultivierung von E. acidaminophilumauf unterschiedlichen C-Quellen konnte eine dehusli
Induktion des Glycin-Decarboxylase-Operons durchycfal gezeigt werden. Eine schwdachere
Transkription dieser Gene konnte nach Kultivieranog Betain-haltigen Medien gezeigt werden. Diese
war nach Anzucht vok. acidaminophilunauf Sarcosin-haltigen Medien noch schwécher audgep
Die Resultate der Transkriptionsanalysen konntexhdWestern-Blot-Analyse mit spezifischem Anti-

PrpU-Antikdrper bestatigt werden.

6. Durch Protein-Protein-Interaktionsstudien mit HitfeslexA-basierendetwo-hybridSystems konnten
Interaktionen von PrpU mit GevP2 der Glycin-Decasfdase, dem Thioredoxin des Thioredoxin-
Systems und dem Selenoprotein GrdA der Glycin-Retigkgezeigt werden. Das BacterioM&Tho-

Hybrid-System (Stratagene) erwies sich als ungegign

7. Mit Hilfe deslexA-basierendetwo-hybridSystem konnten Interaktionen der Komponenten digric

Decarboxylase untereinander identifiziert werder.dlero- undp-Untereinheit des P1-Proteins, bzw.
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10.

11.

des P2-Proteins mit diesen Untereinheiten, aben des P2-Proteins mit dem P4-Protein der Glycin-
Decarboxylase. Des Weiteren wurden Interaktionem Beoteine GcvP2, PrpU, GrdA sowie
Thioredoxin jeweils untereinander gezeigt. Es kenrdguch Interaktionen der beiden Komponenten des

Thioredoxin-Systems (Thioredoxin-Reduktase und fiddoxin) gezeigt werden.

Die Gene der Komponenten der Glycin-Decarboxylasenten heterolog ifE. coli als Streptad® II-

Fusionsproteine exprimiert werden. Die beiden Ugtdreiten des P1-Proteins konnten nur durch
gemeinsame Synthese mit Hilfe des Plasmides pASKH8a als |0sliche Form tberproduziert werden.
Das in Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmi&KABAS53a ermdglicht die gemeinsame Synthese
von zwei Proteinen, wobei das eine N-terminal umg dweite C-terminal mit derStreptad® Il

fusioniert ist. Das P2-Protein konnte als lipoyksr Holoenzym heterolog synthetisiert werden. Alle
vier Proteine lagen nach heterologer Synthese (fiitAtschromatographie im Glycin-Decarboxylase-

Test nur in der inaktiven Form vor.

Die GenetrxB und trxA sowie die Gene der Selenoproteine PrpU und Grdéntam heterolog als
Streptad® II-Translationsfusionen itE. coli exprimiert werden. Die Proteine PrpU und GrdA kemn
als Cystein-Mutanten, aber dank des vayrR&NSKY et al. (2008) entwickelten Systems auch in der
Wildtyp-Form synthetisiert werden, wobei jedoch Bimtein-Gemisch aus Cystein-, Selenocystein- und

Tryptophan-Varianten entstand.

Die Stimulierung der Dihydrolipoamid-Dehydrogendsdivitat der Thioredoxin-Reduktase durch
Thioredoxin und GrdA konnte mit den heterolog swtiierten Proteinen gezeigt werden, eine

Beteiligung von PrpU an dieser Reaktion konnte &g nicht detektiert werden.

Im Gensatz | konnte der zu Beginn dieser Arbeitalisténdig vorliegende offene Leserahmen einer
dritten Kopie vorgrdA vollstandig kloniert und sequenziert umplstreamdavon eine zweite Kopie von
grdE und das GegrdX identifiziert werden. Im Creatin-spezifischen GazsV| konnten jeweils eine
zweite Kopie der GengrdF und grdG fiir eine Sarcosin-Reduktase identifiziert werdeownstream
des im Gensatz VI gelegengrdA, konnte das Gen einer DNA-Methyltransferase identift werden.

Im Gensatz V/II isdownstreamvon grdC, eine zweite Kopie vogrdD lokalisiert. Somit enthalt das
Genom vorE. acidaminophilumeweils zwei Kopien der Gene der Glycin-Reduktasé der Sarcosin-
Reduktase sowie des Thioredoxin-Systems und beid&reinheiten des Protein C, sowie vier Kopien
von grdA, dem gemeinsamen Selenoprotein aller drei Redekid3ieses Protein hat mindestens eine
duale Funktion: Trager des gebildeten Carboxymdtitgrmediates und redoxaktives Protein, das mit
GrdC und dem Thioredoxin und eventuell mit beidespPoteinen GrdE und GrdG interagiert, um eine

Cysteinolyse zu induzieren.
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A.l. Verwendete Oligonukleotide

Tab. 14: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Primer t?e“rlejrr:g Sequenz (5- 3)
Sequenzierungcw-Operon
Seqgcvfl TAC ACT AAT GAA GAC TAT CTG
Seqgcevrl TCA ATAAAT TCATCAAGAGTT
Seqgcvfe CCT TAATGC CAT AAT GGG CAA
Seqgcvré TCT TGG GGT TGT ATT TCATCG
Seqgcvf7 ACG GAG GAA CTG TAG ACG ACC
Seqgcvr7 CCT CTA AGT CCATCA AGC ACG
Seqgcv8f AGA TAC TGA TGG CAA GAG AGG
Seqgcvr8 CGT CCA TAC CAG TCA AAT CGC
Seqgcvf9 ATA CTG ATG GCA AAG AGA GGG
Seqgcvr9 CAC GAC ACT CCT ATG CTC TCG
Seqgcvfl0/1 CGA AAT ACC TCT TCA AGG ACC
Seqgcvfl0/2 GTC AAATTC TTC TAC TGC AGG
Seqgcvfl0/3 CGA AAT AGC TCT TCA AGG ACC

Seqgcvrl0/1
Seqgcvrl0/2
Seqgcvfll
Seqgcevrll
Seqgcvfl2
Seqgcvrl2
Seqgcvfl3
Seqgcvrl3
Seqgcvfls
Seqgcvrl4
Seqgcvfls
Seqgcvrl5
Seqgcvrl6
Seqgcevrl?
Seqgcvrl8
Seqgcvrl9
Seqgcvr20
Seqgcvr2l
Seqgcv48r

O O O O e o I I I 2 I

CCG CCT GCC TCG TGT ATA AGC
GGTCGCCTCCTTTTT TTG GGG
GCC TAC TGA GAC TGA AGG CCG
ATC GTA CAATCG AAT TCC CGC
GGC TTC AGATGC TTACGC TCC
GGA GCG TAA GCATCT GAA GCC
TGA GGC AAT AGC AGG AGT AGC
CGT GCT GTG CGT AGT CTG TAG
GAC CTA ACG CTG AGA AAATAC
AAC CTT AAC CCA GTC ATG GTG
GAC CTAACG CTGAGAC

CCT ACATAT GCCTTG TTT CCG
GTA GCACCT ACATAT GCCTTG
ACA TCT GCT GCA GCT ACATCG
GAA GTC CGT TTT TAG CCT CAG
GAAGTC CGT TTT TTA GAC CTC AG
ATGCCTTTTTCCCTT CTT TAG
AAT GCC TGG AAG AAT AGT TGG
TAT TCC GCC GCC CTC GTATTG




7. Anhang

162

Fortsetzung Tabelle 14

SequsGcevP4fl1

SequsGcevP4rl
SequsGcvP4f2
Seq228f
Seqgcv246r
Seq337f
Seq360r
Seq414r
SeqGcv540r
SeqGcv593r
Seq614f
Seq884r
Seq892f
Seq918f
Seq1183f
Seq1203r
Seq1400f
SeqGcvF1460f
Seq1501r
Seq1819r
Seq1937f
Seq2140r
Seq2444r
SeqGcvF2554f
Seq2664r

gevP2f
gcvP2r
gcvP4fl

gcvP4r

SeqGrdA3rl
SeqGrdA3r2
SeqdsGrdA4/1
SeqdsGrdA4/2
SeqGrdG2/1
SeqGrdG2/2

I A B B A B A e A A A

[

LT LT

GAT TTG ACT GCT TGG GAT TTG
GCT GGT TTT ATC CTC ATT GGC
CCG CAC AGT TCA AAG TCT CAG
TCA CAG ACT ACG CAC AGC ACG
AAG CAG GTC GTC TAC AGT TCC
AGG CGG CTT CAG ATG CTT ACG
GAG CGT AAG CAT CTG AAG CCG
TAT TTT CTC AGC GTT AGG TCC
AAA AAA GGC GAG AGA ATG GGC
CCC ATT CAT TAC GAT TCA AAC
CCT CTT CAG CGA CAT ACC AGC
AGC CCACTT TCT TGT CTC CTG
TTT GCG ATT TGA CTG GTATGG
TCA GGA GAC AAG AAA GTG GGC
GAG TGT TTG AAG ATG TTG AGG
CTC AAC ATCTTC AAACAC TCC
AAT GCC TGG AAG AAT AGT TGG
GAC TGC TGT TCT GGG AGG AGG
GCCTTTTCTCTTCTT ATG TGC
GTC ACG CAG AAA AGA AGT CCG
ACA GCC TTC CAA AAT GCG ACG
TCT TTG GGT TGT ATT TCATCG
ACT ATT TCA AGA CCA GCA ACG
TTCTCTCGCCTTTTT TTC AGC
GTC TCC AGG TCT TGT CTT GCC

fir Sonden SouthemcvP4undgevP2

TNG GIATHA CIG AYT AYG C
CRT AIG GRT CYT CRT TNA
TTY GAY GTI TCN CAY ATG GG
AAICCRTYY TCICCHGTR TA

Sequenzierung Gencluster

AAC TGC GTG GAA TAC TCT TAG
CGA GTC AAC ATC AAG AAC CAT
CAATGT GTG CTG GGA AAG GGG
ATTGTCCGC TTTCACTTTTTC
AAT GGC AGG ACT CAA AAT AGG
ATT TGT AGG AGA AGC GGG AAG
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SeqGrdG2/3

PlalphalBA3f
PlalphalBA3r
PlalphalBAS5f
PlalphalBA5r
PloKE+Bsal
PlbetalBA3f
PlbetalBA3r
PlbetalBA5f
PlbetalBAS5r
P1BKE+Bsal
P2IBA3f
P2IBA3r
P2IBASf
P2IBAS5r
P4IBA3f
P41BA3r
P4IBASf
P4IBAS5r
prpUIBA3f
prpUP213
GrdAIBA3f
GrdAIBA3r
TRXB-F
TRXB-R
TRXA-F
TRXA-R

EaPhBssHIIf
EaPhBglllr
EaPBBssHIIf
EaPBBaglllr
EaP2BssHIIf
EaP2Bglllr
EaP4BssHIIf
EaP4BamH1r

l

LTl

ridrlirdirliririrlrir i

[ I

ATT ACG GAG TGG ACG CAA AGC

Klonierung in pASK-IBA3 und pASK-IBA5
ATG GTA GGT CTC AGC GCC CAT AAG TAT ATC CCA AAT ACA GAG G
ATG GTA GGT CTC ATATCA GCA ATT CAC CTC CAT AACCTG AG
ATG GTA GGT CTC AGC GCC CAT AAG TAT ATC CCA AAT ACA GAG G
ATG GTA GGT CTC ATA TCA GCA ATT CAC CTC CAT AACCTG AG
CGCATG CATTTT TTG AGA CCT TAG CAATTC ACCTCC ATA AC
ATG GTA GGT CTC AAA TGA AGA ACT ACAATAAGC TTG TAT TTG AG
ATG GTA GGT CTC AGC GCT GCC TTG ATATTT TAG TAT AAG GTCTT

ATG GTA GGT CTC AGC GCC AAG AAC TAC AAT AAG CTT GTA TTT GAG

ATG GTA GGT CTC ATATCAGCC TTG ATATTT TAG TAT AAG GTCTT

GCG TAC GTA AAA AAG AGA CCG AGG GCA AAA AAT GAA GAACTC CAATAA

GCTT
ATG GTA GGT CTC AAA TGA GCA AAATAG TAC AAG GAC TTT ATTAC

ATG GTAAGC CTC CTT GTT GCAGAAGTCTT

ATG GTA GGT CTC AGC GCC AGC AAA ATA GTA CAA GGA CTT TAT TAC

ATG GTA GGT CTC ATATCAAGC CTCCTT GTT GCAGAAGTC TT
ATG GTA GGT CTC AAATGG AAA ATG TTA AAAAGA CAG CCC TTTA
ATGGTATTTTTT GTAGCT TTT GTT GTAGAATTT C

ATG GTA GGT CTC AGC GCC GAA AAT GTT AAA AAG ACAGCC CTTTA

ATG GTAGGT CTC ATATCATTTTTT GTAGCTTTT GTT GTA GAATTC

AGG AGG GGT CTC TAATGG CAT TTA AAATTG AAG G

CTT AAA GGT CTC AGC GCT AGG CTT CTC AGT TATTTG

ATG GTA GAA GAC AAAATG AGT TTG TTT GAC GGC AAA AAA GTCA

ATG GTA GAA GAC AAG CGC TGT CGT TGA ACT TAC CAAACT GCTC

GAA CAA GGT CTC TAATGC AAAATG TATACGATTT

GAC TAA GGT CTC AGC GCT CTC TTC GAAGTT

GAA CTC GGT CTC AAATGA GCG CATTACTAG TTG A

CTC CAC GGT CTC AGC GCT GCC AAC GTG CTT AGC TAT CA
Klonierung in Vektoren detwo-hybrid Systeme

ATG CAT GCG CGC GCC ATA AGT ATATCC CAAATACA

GCA TGC ATA GAT CTT TAT TAG CAATTC ACC TCC ATAAC

ATG CAT GCG CGC GCA AGA ACT ACAATAAGCTTG TA

GCA TGC ATA GAT CTT TAT TAG CCT TGA TAT TTT AGT AT

ATG CAT GCG CGC GCA GCA AAATAG TACAAG GACTT

GCATGC ATAGAT CTT TAT TAAGCC TCC TTG TTG CAG AA

ATG CAT GCG CGC GCG AAA ATG TTA AAA AGA CAG CC

GCATGC ATG GAT CCT TACTATTTITTTGTAGCTTTTIGTT
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EaPrpUBssHIIf

EaPrpUBgllir
EaGrdABssHIIf
EaGrdABgllIr
EaTRBssHIIf
EaTRBglllr
EaTrxBssHIIf

EaTrxBgllir

EaPbAgelf
EaPhSallr
EaPBAgelf
EaP1RXholr
EaP2Agelf
EaP2Xholr
EaP4Agelf
EaP4Xholr

EaPrpUAgelf
EaPrpUXholr
EaGrdAAgelf
EaGrdAXholr
EaTRAgelf
EaTRXholr
EaTrxAgelf

EaPlaNotlf
EaPlaBamH1r
EaPlaSpelr
EaP1RNotlIf
EaP2Notlf
EaP4Notlf
EaPrpUNotlf
EaPGrdANotlf
EaTRNotlf
EaPTrxNotlf

{1 I A I A A I

U R A

N

ATG CAT GCG CGC GCG CAT TTA AAATTG AAG GCG GA
GCATGC ATAGAT CTT TAT TAAGGC TTC TCA GTT ATT TGA
ATG CAT GCG CGC GCA GTT TGT TTG ACG GCA AAA AA
GCATGC ATAGAT CTT TAT TAG TCG TTG AAC TTA CCA AA
ATG CAT GCG CGC GCG AAA ATG TAT ACG ATT TGG CC
GCA TGC ATA GAT CTT TAT TAC TCT TCG AAG TTAGCC TC
ATG CAT GCG CGC GCA GCG CAT TAC TAG TTG AAATA
GCA TGC ATA GAT CTT TAT TAG CCAACG TGC TTA GCT AT

ATG CAT GCA CCG GTG CAT AAG TAT ATC CCAAAT A

GCA TGC ATG TCG ACT TAT TAG CAATTC ACC TCC ATAAC
ATG CAT GCA CCG GTG AAG AAC TAC AAT AAGCTT G
GCATGC ATC TCG AGT TAT TAG CCT TGA TAT TTT AGT AT
ATG CAT GCA CCG GTG AGC AAAATAGTACAAGGAC

GCA TGC ATC TCG AGT TAT TAAGCC TCC TTG TTG CAG AA
ATG CAT GCA CCG GTG GAA AAT GTT AAA AAG ACA G
GCATGC ATCTCG AGT TACTATTTITTTGTAGCTTTTIGTT

ATG CAT GCA CCG GTG GCATTT AAAATT GAAGGC G

GCA TGC ATC TCG AGT TAT TAAGGC TTC TCA GTT ATT TGA
ATG CAT GCACCG GTG AGT TTG TTT GAC GGC AAA A
GCATGC ATC TCG AGT TAT TAG TCG TTG AAC TTA CCA AA
ATG CAT GCA CCG GTG GAA AAT GTATAC GATTTG G

GCA TGC ATC TCG AGT TAT TAC TCT TCG AAG TTAGCC TC
ATG CAT GCA CCG GTG AGC GCATTACTAGTT GAAA

ATG CAT GCG CGG CCG CTATGC ATA AGT ATATCC CAA AT
GCA TGC ATG GAT CCT TAT TAG CAATTC ACC TCC ATAAC
GCA TGC ATACTA GTT TAT TAG CAATTC ACC TCC ATAAC
ATG CAT GCG CGG CCG CTATGA AGA ACT ACAATAAGCTT
ATG CAT GCG CGG CCG CTA TGA GCA AAA TAG TAC AAG GA
ATG CAT GCG CGG CCG CTATGG AAA ATG TTA AAAAGA CA
ATG CAT GCG CGG CCG CTATGG CAT TTA AAATTG AAG GC
ATG CAT GCG CGG CCG CTATGAGTT TGT TTG ACG GCA AA
ATG CAT GCG CGG CCG CTG TGG AAA ATG TAT ACG ATT TG
ATG CAT GCG CGG CCG CTATGA GCG CAT TACTAG TTG AA
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RTusP4f1
RTusP4rl
RTusP4f2
RTusP4r2
RTusP4{3
RTusP4r3
RTusP4f4
RTusP4r4
RTusP4f5
RTusP4f6
RTusP4f7
RTusP4f8
RTusP4f9
RTusP4f10
RTusP4f11
RTusP4f12
RTusP4f13
RTusP4f14
RTusP4f15

Pr-Ext-P4
Pr-Ext-P4/2
Pr-Ext-P2
Pr-Ext-Pla
Pr-Ext-P1b

VPusP4rl
VPusP4r2

UsGrdA3/1
UsGrdA3/2
UsGrdA3/3
usGrdA3rl
usGrdA3r2
DsGrdC/1

DsGrdC/2

L 2 2 A A A A A I I

rT111

()

U A

RT-PCRsupstreamvongcvP4
AAG AGA TAG AGT GAA ACG GTG
ACTTTC TCC TTC GGT GTC GCA
AAT CAG AAT ACG GAC CAA ATG
ATA ACA GGG GCA TCT AAA GGG
TGC GAC ACC GAA GGA GAA AGT
CGC ATATGC CTC GTA TAT GTC
GTT TGA ATC GTA ATG AAT GGG
CAG TGT GGG ACT GCT AGC AAA
AAA GCG AAA CTA AGA CAG GAC
GCC TCC TCC TAT GAC GGT AAG
CTTTTTTTATTITTTG CTATGG
ATG CTG ACG AGT ATATGA ATC
ATA TGG CAT ACT AAG GCA AGC
GCC AAT GAG GAT AAA ACC AGC
TTC GGC TTC GGT AAT GTC AGT
GCC CGC ACT ATC TCT ATT TCC
TAT CAT CAG GGT TTG CGC AAG
TTA CAT CAA ACA ATC GCA AAG
AAT CGA AAT TTG ACA TAT ACG
primer-extensions
CAT TTG GTC CGT ATT CTG ATT
GCT TATATG GTG TTTTTT CCATAG C
CGT GCT GTG CGT AGT CTG TAG
GCT GGT ATG TCG CTG AAG AGG
CTC TTC ACT GCT TAG GTATCC

KlonierungupstreamBereich vorgcvP4

CAA ATC CCA AGC AGT CAAATC
CTG AGA CTT TGA ACT GTG CGG
Klonierung Gencluster

TAC TCT GCT CCA ACA CCG CTC

TTG GCA GGT TTG GAT ACT TGG

GAT GCT CCG TCT CTT CCT GCG

TCATTG AAC TTG CAG AAC TGC

AAT TTT GCT CAT GTG TTT ACC

AAT AAT AGC AGC GGG TGG AGC

AAC CAA AGA GGA GGC GGA AAC
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dsGrdC2/3

dsGrdC2/4
DsOrfl/1
DsOrfl1/2
GrdEEaf
usGrde2/1
usGrdE2/2
TrxB1Ear
GrdT1Eaf
GrdT2Ear
GrdD1Ear
dsGrdD2EA1l
dsGrdD2EA2
GrdG1lEaf
usGrdG2Eal
usGrdG2Ea2
dsGrdF1/1f
dsGrdF1/2f
dsGrdF1/r
usGrdF2/1
usGrdF2/2
OrfREar
LdcEarl
LdcEar2
DnmtEafl
DnmtEaf2
GrrZEafl
GrrZEaf2
GrrYEarl
GrrYEar2

EFTUf1
EFTUf1
RPOAf
RPOAr
RPOBf
RPOBr

I A e e I A O 2 I O I A A At A A A

[ I

ATG ATA GTA GGA AAG GGA AGC
GGC AAA GTG GAG TCA GGA AGC
AGG CTC AAC AAG AAG AAT GGC
TAA AGA GCG TGA GCA AGA ACC
ATG CGT TTA GAA ATT GGA AAT
TAT TCT CAC ACT CTC TCC TGG
TACT CT GCT CCAACACCGCTC
CTT CAT CTT GGC TCT GGC TCC
GTTACG CTATTG CTT CTATGC
CCG CCCATTTGA GGATTA GTG
TTA AGC TAC TAT GCC TGC ATC
ATA GTA ATG GTA AAC GAA GCC
TAA CAG GAA CAATCT CAG GCG
ATG CGT CTT GAA CTT GGA AAG
TAC ATA AAG CGT TCC ATT CTC
CCG ACC CATCCACCTTGACTC
TCA CAC CAA GGA GGG AGA GGA
ACG GTATTT GAA GGC TAA CGC
GGA AAA TAT ACG GAG CCC AGC
GGA CAA CCG AGG ATAACATTC
CCC TATTTC CTC ACCCTT TGC
CAA CTC CAC ACC GTC CAT TCC
CTC CGC TTACCT CCCCTT CCG
TTC AAG TGC CGC TAC AAG TGC
AGA GAT ATG GAT ACT GCC GGG
CAG AAA AAG TGA AAG CGG ACA
GAA AGC CTC CTG ATT GAA AAG
GGA TGA GGG AAT ACA CAG GGC
TGT CTC TTG CGG TAT GTC TGC
TAC CTC TTC ACT GCC TAC CGC
Amplifikation Kontrollgene fur Transkriptionsanabs
GTI GAY TGY CCD GGH CAY GC
CTG AGI TTC GAG CAT CCT CA
GAA CCD YTI GAR AGR GGH TA
GTR TTD ATD CCIGCY CTY TT
ATH AAY GGH GCI GAR AGR GT
CGT GRA YTG IGA GAG RGT RA
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RTRPOAEaf
RTRPOAEar
RTRPOBEafl
RTRPOBEaf2
RTRPOBEarl
RTRPOBEar2
RTEFTUAEaf
RTEFTUEar
RTSelBEaf
RTSelBEar
RTPrpUEaf
RTPrpUEar

ABPFW
ABPRV

uv

UPRN
RPRN
Sp6

T7
pPMS604f
pMS604r
pDP804f
pDP804r
Strep-up

Strep-down

LI I A I A A A

[

LTl

Transkriptionsanalysen

GGC TAA GAT TGA CGG TGA CGG
CAT AGC CTC TTC CCT TGT CCA
GCG GAG AGG GTAATAGTC AGC
ACA AGG TGG TGG AGT TTC AGC
GGTTGC TTT GTG GTT CTG TCA
CGG AGC AAA CGA GAA GGA CAT
TGA CAC TCC AAT AAT AAA AGG
TCCTCTTTC AACTCT TCC TGT
GGT TCT GCT TGT GGT GTC TGC
CCT GTG CCG CTT ATT GAG TCC
GGA GTG AAA GAA GAA ATA AGC
TCATCTTTT ACC TTA CAT CCG

Vektorette-PCR

GAA GGA GAG GGA CGC TGT CTG TCG AAG GTA AGG AAC GGACGA GAG AAG
GGA GAG

GAC TCT CCC TTC TCG AAT CGT AAC CGT TCG TAC GAG AAT CGC TGT CCT
CTCCTT

CGA ATC GTAACC GTT CGT ACG AGA ATC GCT
Vektor-spezifische Sequenzierprimer

AGG GTT TTC CCAGTC ACG ACG TTG

CAATTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT G

ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT ACT CAAGC

GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA ATT GG

AAT TGT TTC CGG CGC ATC ACG

TTT ATC CGC CTC CAT CCA GTC

AAG AAG GGT TGC CGC TGG TAG GTC

ATC ACCTTCCTC CACCTT CATCC

AGT AGC GGT AAA CGG CAG ACA

CAG TGA TAG AGA AAA GTG AAA
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A.ll. Sequenz des Glycin-Decarboxylase-Operons urder angrenzenden Bereiche

G RRGFVS DWEAET IDTF LNS
1 CAGGAGAGGA AGGCTTCTGC GACAGGGTAA GCCGAAGCETTACAGTCAT TTTTCTAAAC

VSI GANNVLV DVS GFER ICL
61 TTTGCCTATA CGGCCGTAAT AAATGTTCGT GTAGCTGACA TGGTTTGAGG GACTATGTTT

DVM ADVE SRV SVD AKFA LGS
121 CTAGGTGGTA ACGTAGTTGG AGCCTAGACT GCGAGTGEATCGGAACTTA CGCTCAGGTC

LGQ ANLL AEF ELA ERSS SNY
181 TCTCCGGGAC TCGCAATTCC TCTCGAAGTT TAAGCTCTE AAGGGACCTT CTCGACAACA

NIl VNYG KCA FNE AISR GIG
241 TCAAATAATA ATGTAACATA GGAAACGTCC GTTTCAAAAG CCGATACCTC GCCGGATAGG

KSAGTII ATK KM fabG
301 GAAATCTACG GGGACAATAT TAACGTCAGA AAAAGTAAAT ATGGTGGBC TAAGGTTTAA
TT A TACCACCTGG ATTCCAAATT

AGTTTTGTCT TATTCGTCTT GTATTCAAGT AAAATGTAG T TTGTTAGCGT TTCTATTTCA
361 TCAAAACAGA ATAAGCAGAA CATAAGTTCA TTTTACATC A AACAATCGCA AAGATAAAGT

AAGTTATAAT AACAATTTCC CATAATTATT TAAACGATC G TCAGGGTGTG ACGGGCGTGA
421 TTCAATATTATTGTTAAAGG GTATTAATAAATTTGCTAG C AGTCCCACAC TGCCCGCACT

TAGAGATAAA GGTATAATTG ACGTTTCCGT CCGCGTTCA G CAACGGAAAC GCGCAATTAT
481 ATCTCTATTT CCATATTAAC TGCAAAGGCA GGCGCAAGTC GTTGCCTTTG CGCGTTAATA

ACGTGTAAAG TGTCGTTATT TTTAACGCTA AAGTCTTTA G CTTTAAACTG TATATGCTCC
541 TGCACATTTC ACAGCAATAA AAATTGCGAT TTCAGAAATC GAAATTTGAC AIATACGAGG

GTATACGCAT ATTACAATTA TTTATTTACA AATATTTTT T ATGAACATGT TCACTCCGAC
601 CATATG CGTA TAATGTTAAT AAATAAATGT TTATAAAAAA TACTTGTACA AGTGAGGCTG

ATAGGCACTT TTCTATTGTT CTGTTTTTGT AATGTACCT C CCATA nl pP
661 TATCCGTGAA AAGATAACAA GACAAAAACA TTACATGGAG GGTATATGAT TAAAAAAATC
M I KKI

721 TTACTGAGCG CATCGCTCAT ACTGATGCTC CTTAATATGG GAATATCATC AGGGTTTGCG
LLSASLILMLLNM GIS SGFA

781 CAAGAGGTCC CAAATGCATA TGTCAAAGTC AGCAGCTTA ATGTAAGAAA TGGCGCAGAT
QEV PNAYVKYVY SSL NVR NGAD

841 ATTAATTCGC AGGTTATAGG AAAAGTAGTA TCAGGTCAGA AGCTTGAAAT TATCGAGCAG
INS QVI GKVYV SGQ KLEIIERQ

901 TCTGGCAAAT GGTCAAAAGC AAGGCTTGAA AACGGAAGA TAGGCTGGGT TTATTCTGAA
SGK WSK ARLE NGS IGW VYSE

961 TACATAAGTT CAAACGGCAG TACATACTTG CAAAACAGGOS GTTCGCAGGT TGTTAGCAGA
YIS SNG STYL QNS GSQ VVSR

1021 GGTGGTTCAA GATCATCAAG CCTAATGGTT GTTGCAAAG CAAAGCTTGG AGCAAAGTAT
GGS RSSSLMV VAN AKL GAKY

1081 TCAAGAGGCG CTGAAGGTCC TGACAGATTT GACTGCTT&GATTTGTAAA GTATGTTTAT
SRG AEGPDRFDCL GFV KYVY
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1141 AAAGAAGTGT TTGGCAAAGT GCTGCCGCAC AGTTCAAAIGCTCAGAGTCA GTTGGGCAGT
KEV FGK VLPH SSK SQS QLGS

1201 GCTGTTTCGA GAGAAGCTGT TCAAACTGGG GACATTGTA TATTTGCCAC GGCAGGCAGC
AVS REAVQTG DIV VFATAGS

1261 AGCAGTGTAAA TCACTCGGG AATATATATG AAGATGGCA AGTTATACA TGCCTCCTCC
SSVNHS GIYM NDG KFI HASS

1321 TATGACGGTA AGGTTGTGAT TTCGGACATG AGCTCCGGGATTATTACAG GGCCTTTAGG
YDG KVV ISDM SSG HYY RAFR

1381 GGAGCCAGAC GGCTTAATTA AATAATGAGT ATAGTGACE AGCATAGAGT ACCATGTGCT
G AR RLN -ATTACTCA TATCACTGT C TCGTATCTCA TGGTACACGA
>>>> >S>>>>>>>cmene- <<<<<<

1441 CTGTCTTTTT TTATTTTTGC TATGGAAAAA ACACCATAT A AGCTACACAA TATAATATAA
GACAGAAAAA AATAAAAACG ATACCTTTTT TGTGGTATA T TCGATGTGTT ATATTATATT
<<<<<

1501 GTGAGACAAA TAAACTGATT TGCATAAAAT AATGATGCAA CATAAGCTGT AAAAGCAATA
CACTCTGTTT ATTTGACTAA ACGTATTTTATTACTACGT T GTATTCGACATTTTCGTTAT

1561 ATGCTGACGA GTATATGAAT CAATTATTAA ATTAATGACA TCCCATTATA AATATATGGC
TACGACTGCT CATATACTTA GTTAATAATT TAATTACTG T AGGGTAATAT TTATATACCG

1621 ATACTAAGGC AAGCTTGGAT TGAAATGATA TTAACAAAA TCCTGTTTGA AAAGTAAATA
TATGATTCCG TTCGAACCTA ACTTTACTAT AATTGTTTT T AGGACAAACT TTTCATTTAT

1681 TTTCAGTGCC AATGAGGATA AAACCAGCAC AAACAAGCT AATTTCCAAT CAGCTGAAAT
AAAGTCACGG TTACTCCTAT TTTGGTCGTC TTTGTTCGA G TTAAAGGTTA GTCGACTTTA

1741 CAAAGAGATA GAGTGAAACG GTGTATTATT AAGATACAA GAGTAAAAGC CGGGTTGGGC
GTTTCTCTAT CTCACTTTGC CACATAATAATTCTATGTT T CTCATTTTCG GCCCAACCCG

1801 ATGAGCTTCG CTTGCCTTTT GAAATGCAAT GCAAGGTT@ GAAAATTTAG TTAAATTAAT
TACTCGAAGC GAACGGAAAA CTTTACGTTA CGTTCCAAG T CTTTTAAATC AATTTAATTA

1861 ATCTTTGGTT GAAATGAAGT TTAATGTATT ATATTATAA C CTTAAATCAG AATACGGACA
TAGAAACCAA CTTTACTTCA AATTACATAA TATAATATT C GAATTTAGTC TTATGCCTGG

1921 AATGAAGGCA CGGGAGAGAT ATTCATGCTT ATTCAAATA ACATGGATGG CCGACGGGGC
TTACTTCCGT GCCCTCTCTA TAAGTACGAA TAAGTTTAT T TGTACCTACC GGCTGCCCCG

1981 AATATAAGAG AATTGCCAAT TCCTTATAGA ATCTTTCAGG CGAAAATATC GTTGCTCGAT
TTATATTCTC TTAACGGTTA AGGAATATCT TAGAAAGTC C GCTTTTATAG CAACGAGCTA

2041 GGAGCTCTGA AGAGATCGCA CATTAACGTG CGACACCBASGAGAAAGTG CAAAGTGTAA
CCTCGAGACT TCTCTAGCGT GTAATTGCAG GCTGTGGCTT CCTCTTTCAC GTTTCACATT

2101 AGATTTGCAT GTAAAACTCT CAGGTAAAGA GACAGAGAR ATAGTGGCGT ATGTATTTTC
TCTAAACGTA CATTTTGAGA GTCCATTTCT CTGTCTCTT A TATCACCGCA TACATAAAAG

2161 ATGCGAATTT GTCATTGTAT TCTTTTTTTA TACCCATAA T ACGATAATTT TGTAATTTAT
TACGCTTAAA CAGTAACATA AGAAAAAAAT ATGGGTATT A TGCTATTAAA ACATTAAATA

2221 GGGAGCGATT GCAAGTGTTT GAATCGTAAT GAATGGGTRAGAGGTAATG AAAAGGTACT
CCCTCGCTAA CGTTCACAAA CTTAGCATTA CTTACCCAT A TCTCCATTAC TTTTCCATGA

2281 AGTGAAGAGA AACCAGTTGT AATTTTAAGA GAGAGCGGICATGCACCACT GATGAATTGC
TCACTTCTCT TTGGTCAACA TTAAAATTCT CTCTCGCCG A TACGTGGTGA CTACTTAACG
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2341 TTGCTTTATA ATCAACAGAT TAGTTATACA TAAAGCGAAA CTAAGACAGG ACTGCTGTTC
AACGAAATAT TAGTTGTCTA AGCAATATGT ATTTCGCTT T GATTCTGTCC TGACGTCAAG

gcvP4
2401 TGGGAGGAGG A TTTTTAATGGAAAATGTTA AAAAGACAGC CCTTTACGAT CTTCATGTGA
ACCCTCCTCC TAAAAAT M ENV KK T ALYD LHYV

2461 AATACGGGGG CAAAATAATT GAATTCTGTG GTTGGGCTCGCCTACTCAA TACGAGGGCG
KYG GKII EFC GWA LPTQ YEG

2521 GCGGAATAAA CGCTGAGCAC GAGGCTGTTA GAACTGCARTGGTATGTTC GACGTATCTC
GGI NAEHEAVRTA AGMF DVS

2581 ACATGGGTGA GGTTGAAGTT AAGGGTAAGG AAGCTGAAMTTCATAAAT TATCTTGTGC
HMG EVEV KGK EAE KFINYLYV

2641 CTAATGATAT AACTGTATTG GAGCCAAACC AGGTTCTATR CACTCAGTTC TGCTATCCTC
PNDITVL EPNOQQVL YTQF CYP

2701 ACGGAGGAAC TGTAGACGAC CTGCTTGTTT ACAAATACB TAATGAAGAC TATCTGCTTG
HGG TVDD LLV YKY TNED YLL

2761 TTATAAACGC TGCTAACGTA GACAAGGACT ATGCATGGAAGTTGAGAAT TCTAAAGGCT
VIN AANV DKD Y AW IVEN SKG

2821 TTGATGTAAG TCTTAAGAAT ATATCTCCTG AGGTTTCCCA AATAGCTCTT CAAGGACCTA
FDV SLKN ISP EVS EIAL QGP

2881 ACGCTGAGAA AATACTTCAG AAGCTTACAG ATACTGATQ TGCACAGGTT AAATTCTTCT
NAE KILQ KLT DTD LAQV KFF

2941 ACTGCAAGAA GGACGTTAAC ATAGGCGGAG CAAGCTGTOATATCTAGA ACAGGCTACA
YCKKDVNIGG ASC LISRTGY

3001 CTGGTGAAGA CGGCTTCGAG ATATATACTT CAAACGAAGTGTTTCAGCT GTATGGGAAA
TGEDGFEIYT SNE DVSAVWE

3061 AGCTTATGGA AGCAGGAAAA GATCTTGGAA TCAAGCCAGAGGACTTGGA TGTAGAGATA
KLM EAGKDLGIKP AGLG CRD

3121 CTCTAAGATT CGAAGTTGCA CTTCCACTAT ACGGAAACB GCTAGGAGAA GACATATCTC
TLR FEVALPL YGN ELGEDIS

3181 CACTTGAAGC TGGACTAGGA TACTTCGTTA AGCTAGACA AGAGGCTGAC TTCATAGGCA
PLEAGLG YFV KLD KEAD FIG

3241 AGGAAGCTCT TAAGAAGCAA AAGGCTGAAG GTCTTAAGAAAAGCTTGTT GGACTTGAGC
KEALKKQ KAE GLK RKLV GLE

3301 TAAAAGGCAA AGGTATAGCA AGACATGAGT GCGAAGTTA CTCAGGAGAC AAGAAAGTGG
LKG KGIA RHE CEV YSGD KKV

3361 GCTTTGTAAC TACTGGATAC CAATCTCCAA GCACTGGCA AGTAGTGGCT CTTGCTATAG
GFVTTGY QSP STG KVVALAI

3421 TAGATACAGA ATACACTGAA ATGGGAACAC AGCTTGAAA TCAAATAAGA AAGAACAGAG
VDT EYTE MGT QLE QIR KNR

3481 TGCCTGCAGA AGTGGTTGCT AAGAAATTCT ACAACAAASL CTACAAAAAA TAGTTTTTTG
VPA EVVAKKFYNK S Y K K -AAAAAAC
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3541 TTCGTCGGAT AGTGGATATT TAAGCGCCCG TATAGTATB TATTAGTGTG CTAAAGTAAC
AAGCAGCCTA TCACCTATAA ATTCGCGGGC TATACATAG T ATAATCACAC GATTTCATTG

3601 GGGTGTTACA AATAAAAAAT GAAATGCCAA TAAAAAATAC ATTTATATTT CTGAGGAGGA
CCCACAATGT TTATTTTTTA CTTTACGGTT ATTTTTTAT G TAAATATAAA GACTCCTCCT
gcvP2
3661 ATTTATC ATGAGCAAAATAG TACAAGGACT TTATTACACA ACTCACCATG ACTGGRA
TAAATAGM SKI VQG LYY TTHHDWYV

3721 GGTTGACGGA AACAAGGCAT ATGTAGGTGC TACAGACTAGCACAGCACG CTCTAGGAGA
KVDG NKAYVGATD Y AQH ALG

3781 TATAGTATAC GTTGAGCTTC CAGAAGTGGG AGAAGAATT GGCGTTGAAG ATGCATACGG
DIVY VEL PEV GEE FGVEDAY

3841 CGTTATAGAA TCAGTTAAGG CGGCTTCAGA TGCTTACGTCCACTAAGCG GAAAAATAGT
GVIE SVK AAS DAY A PLS GKI

3901 TGAAGTTAAC AGCGAGCTTG AAGATGCTCC TGAGAGCATAACGAAGCTC CATACGAAAA
VEVN SEL EDA PES I NEA PYE

3961 ATGGCTTGTA GCTATAGAAA TGAGCGACGC ATCAGAAM GAAAAACTAA TGGACGCTAG
KWLV AIE MSD ASE LEKL MDA
gcvPla
4021 CGCTTACGAA GACTTCTGCA ACAAGGAGE TTAAGATGCA TAAGTATATC CCAAATACAG
SAYEDFCNKEA-M HKYI PNT

4081 AGGCGGATAA GAAGTCTATG CTCGAGAGCA TAGGAGTCIGTCTATAGAA GACCTCTTCA
EADKKSMLESIGYV SSIEDLF

4141 GCGACATACC AGCTGAGCTT AAGCTGGGAA GAGAGCTMCCTTGGCGAG CCTATGTCGG
SDIPAEL KLG REL NLGE PMS

4201 AGCTTGAGCT AGTGAAGCAT ATGAACGAGC TTGCTGATAAAACAAATCA GACTTTGTTT
ELELVKHMNETLAD KNKS DFV

4261 GCTTCAGAGG AGCAGGTGCA TATGATCACT ACATTCCQI GCTTATAAAT CACATGTTGC
CFR GAGAYDHYIP SLINHML

4321 TCCGTCAGGA ATTCTTCACT GCATACACTC CTTATCAGC AGAGATAAGC CAGGGTACGC
LRQEFFTAYTPYQ PEIS QGT

4381 TTCAGATGAT ATTCGAATTC CAGACAATGC TTTGCGATTT GACTGGTATG GACGTTGCCA
LOQOMIFEF QTM LCD LTGM DVA

4441 ACGCATCTAT GTATGATGTT GGAACTGCTA CTGTAGAAG AGCGGTTATG GCTGTTCAAA
NAS MYDV GTA TVE AAVM AVAQ

4501 ACAAGAAAAA GTGCAAGAAT GTAGTTGTGT CAAAGGCCIGTGCACCAGAG ACAAGACTTA
NKK KCKN VVV SKA VAPE TRL

4561 TACTTCACAC ATATCTTAAG CAAAATGATA TAGAAGTAAT TGAAGTTGAC ACTGCAGATG
ILHTYLKQNDIEYV IEVD TAD

4621 GCGTAACCGA TATGGACAAG CTGACTGCGG CTGTTGGAJ GAAACTGCT GGCGTAATAG
GVT DMDK LTA AVG DETA GVI

4681 TTCAAAATCC AAACTTCTTT GGAGTGTTTG AAGATGTTGA GGCAATAGCA GGAGTAGCTC
VQNPNFF GVF EDYV EAIA GVA
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4741 ATGACAAGAA AGCTCTTCTT ATTGACGTTG TTGATCCGA ATCTCTTGGA ATCGTAAAAA
HDK KALLIDV VDP ISLG IVK

4801 GACCGGGAGA CATAGGAGCA GATATAGTAG TAGGAGATA CAATGTTTT GGTAGCGCAC
RPG DIGA DIV VGD AQCF GSA

4861 TGAACTTTGG CGGACCATAT ATAGGCTTCC TTACAACTA ATCTAAAATG GCAAGAAAAA
LNFGGPY IGFLTT KSKM ARK

4921 TGCCTGGAAG AATAGTTGGA CAGACAGAAG ATACTGAT&G CAAGAGAGGA TTTGTTCTTA
MPG RIVG QTE DTD GKRG FVL

4981 CTCTTCAAGC TAGAGAGCAG CACATAAGAA GAGAAAAGTGAACATCCAAC ATATGCTCGA
TLQ AREQ HIR REK ATSNICS

5041 ACCAAGGTCT GTGCACTCTT ACAGTTGCAA TATACCTTTC AACAATGGGC AAAAGCGGAC
NQG LCTLTVAIYL STMG KSG

5101 TTAAAGAAGT TGCGCTTCAG TGCATGAACA AGGCTCAGA TGCTTACAAG AAGCTTACTG
LKEVALQCMNKARQ YAYK KLT

5161 AATCAGGCAA ATTCAAACCT CTATACAATA AGCCTTTCTT CAAGGAGTTT GCTCTTACAA
ESG KFKPLYNKPF FKEFALT

5221 GCGATGTAGC TGCAGCAGAT GTAAATGCAA AGCTTGCTRGAAGTAACATA CTTGGAGGAT
SDV AAAD VNAKLA ESNILGG

5281 ACGAGCTTGA GTGTGACTAT CCTGAGGCTA AAAACGGACTCTTTTCTGC GTGACAGAGA
YELECDY PEA KNG LLFC VTE
gcvPip
5341 AGAGAACAAA AGAAGAGATA GACTGCCTTG CTCAGGTTAGGAGGTGAAT TGCTAAGTG
KRTKEEI DCL AQYV MEVNTC-M

5401 AAGAACTACA ATAAGCTTGT ATTTGAGGTT TCTAAAGAAG GGAAAAAGGC ATACAGCCTT
KNY NKL VFEV SKE GKK AYSL

5461 CCAAAATGCG ACGTGCCAGA GCTTGATGCT GCAAGCGATCCCTGCGGG ATACCTAAGC
PKCDVPELDAA ASYV IPA GYLS

5521 AGTGAAGAGC CAAAGCTTCC TGAGCTTAGC GAAGTGGATITAATAAGACA CTTTACAAAC
SEEPKLPELSEVD VIR HFTN

5581 CTTTCTCAAA AGAACTTTGG TCTTGACGGT GGATTCTATC CGCTTGGATC ATGTACTATG
LSQ KNF GLDG GFY PLG SCTM

5641 AAATACAATC CAAAGATAAA CGAAGACATG TGCAGAATT CAGGACTTGT GAATGTACAC
KYNPKINEDMCRI PGL VNVH

5701 CCTTACCAGC CTGAAGAGAC TGTACAAGGA TCCCTTGAB TAATGTACAA CCTGGCTCAG
PYQPEETVQG SLE VMY NLAQ

5761 AGCCTTGCAG AAATTTCCGG TATGGACGAG GTTACTCTT AGCCGGCAGC GGGAGCTCAC
SLAEISGMDEVTL QPA AGAH

5821 GGTGAGTATG CTGGTCTTCT TTCAATAAAG GAATACCA®B AAAAAAGAGG CGACCTAAAG
GEY AGLLSIKEYH KKR GDLK

5881 AGAACTAAGA TAATAGTTCC TGACTCAGCC CACGGAACA ACCCTGCAAG TGCATACGTT
RTKI1IIVPDSAHGT NPA SAYV
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5941 GCTGGTCTTG AAATAGTAGA GATCGAGTCT AACTCTCAS GCGGAGTAGA CATCGAAAAC
AGL EIV EIES NSQ GGV DIEN

6001 CTTAAGTCCG TTCTAAATGA CGAGGTTGCA GGCTTCATG TTACAAACCC AAGTACTCTT
LKS VLNDEVAGFM LTNPSTL

6061 GGACTCTTCG AGGTAAACAT AACAGAAATA ACTAAGCTA TACACGAGGC AGGCGGACTT
GLFEVNITEI TKL IHE AGGL

6121 TGCTATTATG ATGGAGCAAA CCTTAATGCC ATAATGGGB AGACAAGACC TGGAGACATG
CYYDGANLNAIMG KTR PGDM

6181 GGATTTGATG TTATGCACTT CAACCTGCAT AAGACTTTCT CTACTCCTCA TGGTGGCGGA
GFDVMHF FNLHKTF STP HGGG

6241 GGCCCAGGAG CTGGTCCTAT AGGAGTTAAA GCTCATCT@ CTGAGTTCCT TCCAGTACCA
GPG AGP IGVK AHL AEF LPVP

6301 GTAGTAGCCA AGAAGGACGA CAAGTTCGTT CTTGACTAG ACAGACCGAA TTCTATGGGT
VVAKKDDKFV LDY DRP NSMG

6361 AAGATTAAAA ACTTCTACGG CAACTACGGT GTTTGCCTA GAGCATATGC TTATGTAAAA
KIK NFYGNYGVCL RAY AY VK

6421 TCAATGGGTG CAAGCGGACT TAAGGAAGTC AGCGAAGGICCGTATTGAA TGCCAACTAC
SMG ASG LKEV SEA AVL NANY

6481 ATGATGCACA AGCTCAAGGG AGAGTACAAG CTTCCATAB ATCAGGTTTG CAAACACGAA
MMHKLK GEYKLPY DQV CKHE

6541 TTCGTGCTTG ATGGACTTAG AGGAAGCGAG CTTGAAGTA CTACGCTTGA TGTTGCGAAG
FVLDGLRGSETVLEYV TTL DV AK

6601 AGACTTCTTG ACTATGGCTA CCATCCACCA ACAGTATAQ TCCCTCTCAT AGTGCATCAA
RLLNYGYHPPTVY FPLIVHQ

6661 GCTATAATGA TTGAGCCTAC TGAGACTGAA GGCCGTGAACTCTTGATGA ATTTATTGAT
AIMIEP TETE GRE TLD EFID

6721 GCGCTTCTAA AGATAGCTGA AGAGGCTAAG AAAGATCGT AGATACTCAA AAATGCACCA
ALLKIAEEAKIKDP QlL KNAP

6781 CAGACTACTC TTGTTAAGAG ACTTGATGAA GTTAAGGCG CTAAAGACCT TATACTAAAA
QTTLVKRLDE VKA AKD LILK *

6841 TATCAAGGCT AAAATAGAAT AGCTTATAA A AACACATGCC GGCAAAGC ATTTGCCGGC
Y Q G -TTATCTTA TCGAATATTT TTGTGTACG G CCGTTTCGGG TAAACGGCCG
>S>>>>>>>> >S>>>>>>cemee- <<
t hf
6901 ATGTGTTAAA ATGGATGTAT ATCAAAAAAA ATAGAAATTC AGGAGGTAG AGGATGAAAA

TACACAATTT TACCTACATA TAGTTTTTTT TATCTTTAA G TCCTCCAATC TCC M K
<<<<<<<

6961 CTGACGTTCA AATAGCACAG GAAGCCAAGA TGCTTCCARAATGGAAGTT GCAAAACAAA
TDV QIAQ EAK MLP IMEV AKQ

7021 TAGGTCTAGG TGAGGATGAT ATCGAACTTT ACGGCAAA TAAGGCGAAG ATATCTCTTG
IGL GEDDIEL YGK YKAKISL

7081 ACGTTTACAA GAGACTTGCT GACAAGCCGG ACGGAAAGAAGTTCTGGTT ACAGCTATAA
DVY KRLADKP DGK LVLV TAI
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7141 ACCCAACTCC AGCAGGAGAA GGAAAGACTA CTACAAAJGAGGTCTTAGC ATGGGTCTTA
NPT PAGE GKTTTN VGLS MGL

7201 ACAAGATAGG TAAAAAGACT ATAACAGCTC TTAACGAGC ATCACTTGGA CCATGCTTTG
NKI GKKTITALNE PSLG PCF

7261 GTGTTAAGGG AGGAGCAGCT GGAGGCGGAT ACGCTCAGMGTTCCTATG GATGACATAA
GVKGGAA GGG YAQ VVPMDDI

7321 ACCTTCACTT CACTGGAGAC ATCCACGCTA TAACTACAG TCACAACCTG CTTGCAGCTC
NLHFTGDIHAITT AHNLTLAA

7381 TTATGGACAA CCACATAAAG CAGGGCAACG CTCTTGGARAGACATAAAC AAGATAACTT
LMD NHIK QGN ALG IDINKIT

7441 GGAAAAGGGT TCTTGACATG AATGACAGAG CTCTTAGASCATAGTTATA GGCCTTGGCG
WKR VLDMNDR ALR DIVI GLG

7501 GCACAGCCAA CGGAATCCCA AGACAAGACG GATTCGATAAACTGTTGCA TCTGAGATAA
GTANGIP RQD GFD I TVA SEI

7561 TGGCTATAAT GTGTCTTGCT ACAAGCCTTT CAGACCTTA AGACAGACTT TCAAGAATGA
MAI MCLATSL SDL KDRL SRM

7621 TAGTAGGCTA TACAAGCCGA CGATTAGCCG TTACTGCTSCAGCTTAACG CTCAGGGGAG
IVG YTSR RLAVTA DSLTLRG

7681 CTCTTGCACT TCTTCTTAAG GATGCTCTTA AGCCAAACO TGTACAGACT CTAGAAAACA
ALALLLKDALKPN LVQTLEN

7741 CTCCAGCTAT AATACACGGC GGACCATTTG CAAACATAG TCACGGCTGT AACTCTGTAA
TPAIIHG GPF ANI AHGC NSV

7801 CGACTACTAA GACAGCTCTT AAGATAGCTG ACTACGTAG TACAGAAGCC GGTTTTGGTG
TTTKTAL KIA DYV VTEA GFG

7861 CTGACCTTGG AGCTGAGAAG TTCTTCGACA TCAAGTGGEBTTTTGCAGAT CTTAAGCCTG
ADL GAEK FFD IKZC RFADLKP

7921 ACGTAGCTGT AATAGTTGCT ACAGTTAGAG CTCTTAAGA CCACGGCGGA GTAGCTAAAG
DVAVIVATVR ALK NHGG VAK

7981 CAAACCTTGG GGCTGAAAAC ATGAAGGCTC TTGAGGAGECTTTGGAAAC TTGGAAAGAC
ANL GAENMKALED GFGNULER

8041 ATATTGAAAA CGTGCACAAG TTCGGAGTGC CTGCAGTAGTGCTATAAAC GCATTCCCTA
HIE NVHK FGV PAYV VAIN AFP

8101 CAGACACTGA AAAAGAGCTT AAGTTCGTTG AAGATGCCE CAGAAAACTA GGCGCAGACG
TDT EKEL KFV EDA CRKL GAD

8161 TAGTGCTTTC AGAAGTATGG GCAAAAGGCG GAGAAGGCGAGTTGAGCTT GCTAAGAAGG
VVL SEVW AKG GEG GVEL AKK

8221 TAGTTGAAGT AACTGAAAAA GGCGCAGCAA AATTCAAGC GCTATATCCA GCAGAAATGC
VVE VTEK GAA KFK PLYP AEM

8281 CTCTAAAGCA AAAGATAGAG ACAATAGCAA AAGAAATARA CAGAGCGGAC GGAGTAGAGT
PLK QKIE TIA KEI YRAD GVE
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8341 TCTCGGCTAA GGCTTCAAAA GAGCTTGATA AATTCGAGA GCTTGGATTT GGAAATCTTC
FSA KASKELDKFE KLGF GNL

8401 CAATATGCGT AGCTAAGACT CAGTATTCAT TCTCTGACAN TCCAAACCTT AAAGGAGCTC
PICVAKTQYSFSD NPNL KGA

8461 CAAAGGGCTT CACTGTATCA GTAAGCAATG CAAGAATAT AGCTGGTGCA GGCTTCATAG
PKG FTVS VSN AR SAGA GFI

8521 TTGTGCTTAC TGGAGACATA ATGACTATGC CTGGACTTC AAAGGTTCCA GCTGCAAACC
VVLTGDI MTMPGL PKVP AAN

8581 ACATGGATGT ACTTGAAAGC GGAGAAATAG TAGGTCTGTT CTAATAGGA TATCALTTT
HMD VLES GEI VGL F -ATACCT ATAGTTCAAA

8641 AATAAGTAAT AGAACCATCC TCTTAATCTA TTTGGGGAAA ACCTAGGTTT TCCCCTCTTT
TTATTCATTA TCTTGGTAGG AGAATTAGAT AAACCCCTT T TGGATCCAAA AGGGGAGAAA
>>>>> Semmmemem <LLLLL L L
pr puU
8701 TATACACACA GCTATAGAAA AATTCTATCA TCAAGGAGG CATTATAATGGCATTTAAAA
ATATGTGTGT CGATATCTTT TTAAGATAGT AGTTCCTCC C GTAATAT M A F K

8761 TTGAAGGCGG AGACGTTAAG AAAGCTCTGG AAGTGAGTAGATGAGTCA ATAAAAGACA
IEG GDVK KAL EVS IDES I KD

8821 GGATAGCTAA CGCCTGCGCA ACCTGAGATA TCAACGCAGT CCTGGCAGTT GCTTGGGGAG
RIANACATU _DINAVLAYV AWG

8881 TGAAAGAAGA AATAAGCGCT AGTGAAGCTG AAGCAGTAGCAAGACTCTT GCAGAACTTG
VKE EISA SEA EAYV DKTL AEL

8941 CAGGTTCAAG CATAGCACTT GAGTCTGGAT ACAAGGTTSTTTCATGAAG GGCGGATGTA
AGS SIALESG YKV DFMK GGZC

9001 AGGTAAAAGA TGACAAGGCC GTGCTTATAT ACAGATATE AATAACTGAG AAGCCTTAAG
KVKDDKAVLIYRY QITE KP -

9061 TTTCATATTT TAAGAATCAA AATAATATTT ATAATGCAA A GTCAAAACAG TATAAAACAA
AAAGTATAAA ATTCTTAGTT TTATTATAAATATTACGTT T CAGTTTTGTC ATATTTTGTT

9121 ATCTATGGGA CAGGCCGTTT ATAAACGGCC TGTTTTGGGEG ATAATCTTAA GTATATGGTC
TAGATACCCT GTCCGGCAAA TATTTGCCGG ACAAAACCA G TATTAGAATT CATATACCAG
SSSS>>S>>> e <<<<<L<LL<<

Abb. 45: Nukleotidsequenz des Glycin-Decarboxylas®perons ausk. acidaminophilumund der angrenzenden
Genregionen. Der nicht-codierende Strang ist in-H-Richtung, die resultierenden Aminosauren sind im-E
Buchstaben-code jeweils unter der dritten Baseedésprechenden Codons dargestellt. Die einzelremc8tdons sind
fett gedruckt, putative Ribosomen-Bindestellen ddppnterstreichen, moégliche Promotorelemente (1fd -35-
Regionen) sind einfach unterstrichen. Durch priedension identifizierte Transkriptionsstartpungied durch Pfeile
gekennzeichnet. Potentielle Terminationsstruktwsiend durch Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die inteegeBereiche
sind doppelstrangig dargestellt. Das Selenocyseiten ist genau wie die Aminosaure fett gedruckd doppelt
unterstrichen. Die angegebene Sequenz ist unteradegssion numbeAY722711.1 in der EMBL-Datenbank
eingetragen. Die dargestellten Gene codieren fgefale ProteindabG_3-Oxoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase,
nipP_Zellwand assoziierte Reduktase mit SH3-Domé@eeP4 P4-ProteingcvP2 P2-ProteingcvPl:_a-Untereinheit
des P1-ProteingicvP)_B-Untereinheit des P1-Proteintkf Formyl-THF-Synthetas@rpU_PrpU.
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A.lll. Sequenz eines neuen Ausschnittes des GlycReduktase-spezifischen Gencluster |
1 AGCCTTGCTA AAAGGCCGCC GAAGGGACAA GTCTTGATTT ACCCAAAAGG ATCAAGGTGA
TCGGAACGAT TTTCCGGCGG CTTCCCTGTT CAGAACTAA ATGGGTTTTCC TAGTTCCACT

61 AATTCTCAGG CAAAAGGACC ATATTCGGAC AGACTCTGG TAAAAACAGA GAAACATGAC
TTAAGAGTCC GTTTTCCTGG TATAAGCCTG TCTGAGACC TATTTTTGTCT CTTTGTACTG

121 TTGGGATGGT TTTGTTTTTT CTGTTTTTTT TTATACTCA A AATCCGCTTT GGAGTTTGTA
AACCCTACCA AAACAAAAAA GACAAAAAAA AATATGAGT T TTAGGCGAAA CCTCAAACAT

181 TTGCGGCACA GGAAATAATA GCGGGTTTAG AGTTTTGAAA ATTEGGEATTTTCAGA
AACGCCGTGT CCTTTATTAT CGCCCAAATC TCAAAACTTT TAAGCCTTTT GTAAAAGTCT

grdX
241 GGAGG TAATA AACATGGAGA TTATAACTAA TAATCCTCTT GTGAAGGAAA AGCTTCTCCA
CCTCCATTATTTGME I'I' T NNP LVKE KLL

301 AAAGGCAGAG AGACCTGACA GGGTAAAAAA CATAACGTT TTATCGGACT GCGATTATAT
QKAE RPDRVKNIT FLSDCDY

361 CGGAGTACTC CACAATGTCA GAAATCTTGT GCATTCTGA TACAAGATAC TCACCCATCC
IGVLHNVRNL VHS G YKILTH

421 TTTGTATGGA AGCGTAAAGC CAAATGAAAC ACCATACA®R ACGATATTTG TGGAACCGGG
PLYG SVKPNETPY R TIFVEP

481 AACAGGTCTT GATATGGACT CCCTGAAGCT TATTGAAAGE GCAATTCAAA CAGTTGAGAC
GTGLDMD SLKLIE S AIQ TVE

541 ATTCCAGAAG AACTACAAGA CACCTGTATG GGACGAAAA GTAACAGACG ACTTTCAGGT
TFQK NYK TPV WDE K VTD DFQ

601 TGTAGACTTG GATCTTATTG CACACACACT TAACGGGATC AAATTCTAGA GAGTGGCACG
VVDLDLI AHTLNG I K F -TCTCACCGTGC

661 CTTGAGATTC GCTGACAATA TTTATTATCT GCAAAGGTAA ACGCTTGCAA GGGCCAAAGC
GAACTCTAAG CGACTGTTAT AAATAATAGA CGTTTCCAT T TGCGAACGTT CCCGGTTTGC

721 TGGAGCAGAG TAATATATTATTTTTTCAAT TTTTCAATA T ATTGAAGGAG GACTTTTAT
ACCTCGTCTC ATTATATAAT AAAAAAGTTA AAAAGTTAT A TAACTTCCTG CATGAAAATA

gr dE;
781 ATCCGTTTGG AACTTGGAAA TATCTTCATC AAAGACATTC AGTTCGCAGARGACAAAA
MRL ELGNIFI KD QFA AETK

841 GTAGAAAATG GGGTTCTTTA TGTAAATAAA GACGAAATGA TTAAAAAATT AAGCACAATT
VENGVL YVNKDEM IKK LSTI

901 GAACACATCA AATCAGTAGA TCTTGACATC GCACGTCCA GAGAGAGTGT GAGAATAACT
EHI KSVDLDI ARP GES VRIT

961 CCTGTTAAGG ATGTTATAGA GCCAAGGGTT AAGGTTGAKL GACCTGGCGG AATATTCCCG
PVK DVI EPRYVY KVE GPG GIFP

1021 GGAGTAATAA GCAAGGTTGA GACTGATGGT TCAGGAAGACTCACGTGCT TCAGGGCGCT
GVI SKV ETDG SGR THV LQGA

1081 GCGGTAGTAA CAACTGGAAA GGTAGTTGGA TTCCAGGAAGTATAGTAAA CATGAGCGGT
AVV TTG KVVG FQE GIV NMSG
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1141 GTTGGAGCAG AGTATACTCC TTTCTCGAAG ACTTTAAAC TTGTAGTGAT AGCTGAGCCA
VGAEYTPFSKTLN LVVIAEP

1201 GAAGATGGAA TAGAGCAGCA CAGACACGAA GAGGTTCAGAATGGTTGG ACTAAACGCC
EDGIEQ HRHE EVL RMV GLNA

1261 GGCGTATATC TTGGAGAAGC TGGAAGAAAC GTAACTCGAACGAAGTAAA AGTATATGAA
GVY LGE AGRNVTP DEV KVYE

1321 ACTGATACAA TATTCGAAGG AGCAGCAAAG TATCCAAAC TGCCAAAGGT AGGATATGTA
TDTIFE GAAK YPN LPKVGYYV

1381 TACATGCTTC AAACTCAGGG TCTTCTACAC GACACATAT TATACGGCGT AGATGCGAAG
YMLQTQ GLLHDTY VYG VDAK

1441 AAAATAGTTC CAACAATACT ATACCCAACA GAAGTAATGS ATGGAGCCAT ACTAAGCGGA
KIVPTILYPTEVM DGAILSG

1501 AACTGCGTTT CGTCATGCGA CAAGAACCCA ACATACGTB ACTGCAACAA CCCGATGGTT
NCV SSC DKNP TYV HCNNPMYV

1561 GAAGAGCTTT ACGCAGTGCA CGGAAAAGAG ATCAACTTA TTGGTGTTAT AATAACAAAC
EELYAV HGKE INF VGV IITN

1621 GAAAACGTAT ACCTTGCTGA CAAGGAAAGA TCTTCAGAT GGACAGCAAA GCTTTGCAAG
ENV YLADKER SSD WTA KL CK

1681 TTCCTGGGAC TTGACGGTGC AATAGTATCA CAGGAAGACITGGAAACCC AGATACAGAC
FLGLDGAIVS QEG FGNPDTD

1741 CTTATAATGA ACTGCAAGAA GATAGAAATG GAAGGCGTA AGACTGTAAT ATCTACAGAC
LIMNCKI KIEMEGYV KTV ISTD

1801 GAGTACGCAG GAAGAGACGG AGCATCTCAG TCACTTGGIATGCTGATGT AAGAGCTAAC
EYAGRD GASQSLA DAD VRAN

1861 GCTGTTGCAA GCAACGGTAA CGCCAACATG GTAATAGTATTCCTCCAAT GGATAAGACT
AVA SNG NANM VIV LPP MDKT

1921 ATAGGCCACA TCCAGTACAT CGACACTATA GCAGGCGGQATCGACGGAGC TCTAAGAGCT
IGH I QY IDTI AGG FDG ALRA

1981 GACGGAAGCG TAGAAGTTGA AATCCAGGCT ATAACAGE&ACTACAATCGA GCTTGGCTTC
DGS VEV EIQAITG ATI ELGF

2041 GGATACCTAT CTGCTAAAGG ATACTAATCC AAACCGAAA CGTAAATAAG CAAAAGAAGC
GYL SAK GY -AGGTTTGGCTTT T GCATTTATTC GTTTTCTTCG
gr dAs
2101 TTCATTATAA TATAAAAATT ATTACGCAAA GGAGAG ACTT TGGTATGICA ATATTTGACG
AAGTAATATT ATATTTTTAA TAATGCGTTT CCTCTCTGA AACCA M S I F D

2161 GCAAAAAAGT CATCATAATC GGTGACAGAG ACGGAATACAGGTCCTGCT ATGGCAGAAT
GKK VIII GDR DG PGPA MAE

2221 GTCTAAAAGG CACTGGAGCA GAAGTAGTAT ACTCTGCAAAGAATGCTTT GTGGAACAG
CLKGTGAEVV YSA TECF V uT

2281 CTGCTGGTGC AATGGACCTA GAGAATCAGA ATAGGGTPAGAGCTTTACT GAGCAGTACG
AAG AMDL ENQ NRYV KSFTEQY



7. Anhang 178

2341 GTGCAGAGAA CATGATAGTT CTTGTTGGTG CAGCAGAAGTGAATCAGCA GGACTAGCTG

GAENMIV LVG AAE AESA GLA

2401 CAGAGACTGT TACAGCAGGA GACCCTACAT TCGCAGGACACTTGCAGGA GTCCAGTTGG
AETVTAGDPTF FAG PLAG VQL

2461 GACTAAGAGT ATTCCACGCA GTTGAACCAG AATTCAAAB TTCGGTAGAC TCAGCAGTAT
GLR VFHA VEP EFK DSVD SAYV

2521 ACGATGAGCA AATAGGCATG ATGGAAATGG TTCTTGATGTGACTCGATA ATAGCTGAAA
YDE QIGM MEM VLD VDSI IAE

grdB;

2581 TGAAGTCAAT AAGAGAGCAG TTCTGCAAGT TCAATGACA ATTGAGGAGGAAACACATG

MKSIREQ FCKFND -AACTCCTCC ATTTGAG M

2641 AGCAAAATTA AAGTAGTTCA TTATATAAAC CAATTCTTC G CAGGTGTTGG TGGAGAAGAA
SKI KVV HYINQFF AGY GGEE

2701 AAAGCTGACA TCGAGCCTTT CATAGCTGAG TCACTTCCE CAGTAAGCCA GAGCCTTGCA
KADIEPFIAE SLP PVS QSLA

2761 ACCCTTGTAA AGGATGATGC AGAAGTTGTT GGAACAGTAB TTTGCGGAGA CTCATACTTC
TLVKDD AEVYVY GTV VCG DSYF

2821 GGAGAAAACC TTGTAGAAGC TAAAAACAGA ATACTTGAA TGATCAAGTC TTTCAATCCA
GENLVE AKNRILE MIK SFNP

2881 GACATAGTAG TAGCTGGACC AGCTTTCAAC GCAGGAAGAACGGAGTTGC TGCTGCAACT
DIVVAGPAFNAGR YGV AAAT

2941 GTAACTAAGG CTGTTCAAGA CGAGCTTGGA ATACCAGGATAACTGGTAT GTACATCGAA
VTK AVQDELG IPA VTG MY IE

3001 AACCCAGGCG CTGACATGTT CAAGAAATAC GCATACATETATCTACTGG AAACTCAGCT
NPG ADMFKKY AYI IST GNSA

3061 GCAGCAATGA GAACAGCTCT TCCAGCAATG GCTAAGTT& CTATGAAGCT TGCTAAAGGC
AAMRTALPAMAKEF AMKLAKG

3121 GAAGAAATAG GCGGACCAGC AGCAGAAGGA TACATCGASAGGTATCAG GGTTAACATG
EEI GGP AAEG YIE RGI RVNM

3181 TTCAAAGAAG ACAGAGGAGC TAAGAGAGCT GTCGCTATGTTGTTAAGAA GCTTAAAGGC
FKEDRGAKRAVAM LVK KLKG

3241 GAAGAGTATG AAACTGAGTA TCCAATGCCT TCATTTGAG AGGTTGAGCC AGGAAAAGCT
EEY ETEYPMP SFD KVE PGKA

3301 ATAAAAGACA TGTCTAAAGC TAAAATAGCT ATAGTAACTT CTGGTGGTAT AGTTCCAAAA
IKD MSK AKIAITVT SGGIVPK

3361 GGAAACCCAG ACAGAATAGA GTCTTCATCA GCTTCTAAGATGGCAAGTA TGACATACAA
GNP DRI ESSS ASK YGK YDIQ

3421 GGAATAGATG ATCTTACTTC AGAAGGCTGG GAGACAGETACGGCGGACA CGACCCAATC
GIDDLT SEGW ETA HGG HDPI

3481 TACGCTAACG AAGATGCAGA CAGGGTTATA CCAGTAGAETGCTTAGAGA CATGGAGAAA
YANEDADRVI PVD VLR DMEK
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3541 GAAGGCGTAA TAGGCGAGCT TCACAGATAC TTCTACTCACAACTGGTAA CGGTACTGCT
EGVIGELHRY FYS TTG NGTA

3601 GTTGCAAGCT CTAAGAAATT CGCTGAAGAA TTCACTAAG AACTAGTAGC AGACGGCGTT
VAS SKK FAEE FTK ELV ADGV

3661 GATGCTGTTA TACTAACTTC TACA TGAGGC ACTTGTACTA GATGCGGTGC ATCTATGGTT
DAV ILT ST UG TCTRCG ASMYV

3721 AAAGAAATAG AAAGATCTGG AATACCAGTA GTTCACATA CTACAGTTAC TCCAATATCT
KEI ERS GIPV VHI ATV TPIS

3781 CTAACAGTTG GAGCCAACAG AATAGTTCCA GCTATAGCATACCTCACCC ACTTGGAAAC
LTV GANRIVPAIA IPH PLGN

3841 CCAGCTCTTT CTCATGAAGA GGAAAAAGCT CTTAGAAGA AGATAGTTGA GAAGGCTCTT
PAL SHE EEKA LRR K1V EKAL

3901 GAAGCCCTTC AAACTGAGGT TGAAGAGCAA ACGGTATT&® AAAGAAACTA TTAATATCAA
EALQTEVEEQTVEF E RN Y -ATAGTT

3961 TAAATGCAGG CAAGGGCTTT TGCCCCTGCC TGCAATATAAAGTATTTTC AAGGTATCTT
ATTTACGTCC GTTCCCGAAA ACGGGGACGG ACGTTATAT A TTCATAAAAG TTCCATAGAA
S>>>>>>> S>S>>5>>>>>

4021 TTATTGGATT AAAAGATATT TTGAAAATGT CTTTGAATA G TCACATTAGA GATGAAAACG
AATAACCTAATTTTCTATAATTCTTTTACA GAAACTTAT  C AGAGTAATCT CTACTTTTGC
>>>-oe < << <KL LKL LKL LKL

4081 TCAAAGGCTG GTAAGATACA TAAATTCATA ACGATTTTTT AAAAAATTTA ATAATGCTAA
AGTTTCCGAC CATTCTATGA ATTTAAGTAT TGCTAAAAA A TTTTTTAAAT TATTACGATT

trxB;
4141 GTATCTTAAG GAGGA AGTCA CAGTGSAAAA TGTATACGAT TTGGCCATAA TAGGTTCAGG
CATAGAATTC CTCCTTCAGTGT VE N V Y DLAIITGS

4201 TCCTGCAGGG CTGGCAGCAG CTCTATACGG AGCCAGAGBAGATGAAG
GPAGLAAALY GAR A KMK

Abb. 46: Nukleotidsequenz eines neuen Ausschnittates Glycin-Reduktase-spezifischen Gencluster | aus.
acidaminophiluny Erweiterung zu KoHLSTOCK et al (2001), LUBBERS und ANDREESEN (1993) und WAGNER et al
(1999).Der nicht-codierende Strang ist in®- Richtung, die resultierenden Aminosauren sind imBichstaben-code
jeweils unter der dritten Base des entsprechendsioi®s dargestellt. Die einzelnen Startcodons sétddgedruckt,
putative Ribosomen-Bindestellen doppelt unterstesic Potentielle Terminationsstrukturen sind duiRdhilspitzen
gekennzeichnet. Die intergenen Bereiche sind dsp@elgig dargestellt. Das Selenocystein-Codonésiag wie die
Aminosaure fett gedruckt und doppelt unterstrichBas Selenocystein-Codon ist genau wie die Amineséett
gedruckt und doppelt unterstrichen. Die dargesteltene codieren fur folgende ProteigedX_GrdX (hypothetisch),
grdE,_Proprotein der 25- und 22 kDa-Untereinheit destdtmoB der Glycin-ReduktasegrdAs  Selenoprotein A,
grdB,_47 kDa -Untereinheit des Protein B der Glycin-Redse, trxB; Thioredoxin-Reduktase. Die vollstandige
Sequenz dieses Genclusters ist unteladeession number04500 in der EMBL-Datenbank eingetragen.



7. Anhang 180

A.IV. Sequenz eines erweiterten Ausschnittes desygin-Reduktase-spezifischen Gencluster 1lI

grrw
1 GCGGACTTTT GCGTTCACTA CAATTCGGAA AACCCATAT T TTTATGCACT CTGGGTGTGC
ADF CVHYNSENPY FYA LWVC

61 AGGAAATGCG GTTATGTTGA GTTTGAAAAC AGGTTTGAAA GCATAAGCAA AGCAGGGGCA
RKC GYV EFENRFE SIS KAGA

121 GACAAAATAA AAAAAGAGGT TACGCCCAAA TGGACTCCA GAGATTATGG AGGCAAAAGA
DKIKKEVTPKWTP RDY GGKR

181 GATATAGCAC AAGCCATGCA AATATACAAG CTGGCGCTE ATCAGGCGGA GCTTCTTCAA
DIAQAMOQIYKLAL YQA ELLQ

241 AAGGAATATT CTAACAAGGC CGTACTGTGC CTTATGATAG CATGGCTTTA CAGGTATGAA
KEY SNK AVLCLMI AWL YRYE

301 AACGACACTG CGAGCGAAAC GAGATTCATG AAATCTGCG TTGAGCTTTA TGCTAAAGCA
NDTASETRFMKSA LEL YAKA

361 TATTCGGCTG AAGATTTCCC AATAGGCGGT ATGGATTCAS CAAAGCTTTC ATACCTCATA
YSAEDFPIGG MDS AKL SYLI

421 GGGGAGTTAA ACAGAAGATG CGGAAATTTT CGGGAGTUESTTAAATGGTT TGACAAAGCG
GEL NRR CGNFRES I KW FDKA

481 ATTAACGACC CAAATGTAAA AAAATCAATT CATATAAAA A AGAAAGCCAG AGAGCAGTGG
IND PNV KKSI HIK KKAREQW

541 CATAAAGCTG CAGAGTATTA CAAGGCGGCA AAGCCTGOEB AATAACAAAG TTGGGAGTTG
HKA AEY YKAA KPA E -GTTTC AACCCTCAAC
grrX
601 ATTTGCTAGT ATGCCTTTAA ATATAGTGCT TGTGGAGCCT GAAATTCCTC AAAACACAGG
TAAACGATCA M PL NIV LVE P EIP QNT

661 AAACATAATA AGAACATGCG CCGTAACAGG TGCAAAGCT CATCTTGTGA GACCTCTTGG
GNII RTC AVT GAK LHLV RPL

721 TTTTGTAATG AACGACAAGT ACCTCAAAAG GGCCGGGCT GATTATTGGG ACATGGTGGA
GFVM NDK YLK RAG LDYWDMYV

781 TATAAATTAC TATGACAGCT TTGAAGAGCT TAAGGTCAGA TTTCCTGGTT CGTCATATCA
DINY YDS FEE LKV RFPGSSY

841 CTTTGCCACC ACTAAATGCC AAAACAGGCA TAGCGATGT AAATACAAGG ACGAGTGCTT
HFAT TKC QNR HSD V KYK DEC

901 TATTGTTTTT GGGAAGGAGA CGAAAGGTCT TCCTAAGGA CTTTTGGAAC AAAACGCAGA
FIVF GKE TKG LPK ELLEQNA

961 TGAATGCATA AGGGTTCCCA TGCTTAAAGA TTCAAAGGO AGATCACTGA ATCTTTCAAA
DECI RVP MLK DSK A RSL NLS

1021 CAGCGTGGCC ATAGTCGTGT ATGAAGCGCT AAGACAGGIGGTTATCCTG GATTGGAATA
NSVAIVV YEALRRQ LGYP GLE
grry
1081 ATTGAGAAAG TCGGGGAGAA GATTGATAAT GGATATTAAG ATTATTTCAG ACAGCCTAGC
-AACTCTTTC AGCCCCTCTT CTAACTAT M D | K11SDSL



7. Anhang 181

1141 AGACATACCG CAAGAGACAG CCAGGGCGCT TGACATTBASTAATGCCAC TGACCATAAT
ADIP QET ARA LD EVMP LTI

1201 ATTTGATGAT GCTCAGTATG AGGATGGAGT TGAAATCAT CCGGCAGAAA TGTACAAAAA
IFDD AQY EDG V EI T PAE MYK

1261 AATCGGAAGC ATCAGGCAAG CTGCCCACTT CATTCTCAB TTAACACCAC AGAAATTTGA
KIGSIRQ AAH FIL KLTP QKF

1321 AGAAGCCTTC AGGAAATATG TGAATGAAGG CTACACCGY ATATATATAG GTTCCTCATC
EEAFRKY VNE GYT V1Yl GSS

1381 AAGGGCTTCG GGCACTTTCC AGTCTGCACT GGTTGCAMAATGCGGTAG GCAGTGAAGA
SRAS GTF QSALVA K NAV GSE

1441 GGTACACGTT TTTGACACAT ACCTTTTAAG CTATGCCA® GGAATGATTG CAGTCGAGGC
EVHV FDT YLL SYA S GMI AVE

1501 TGCCAGAATG GCCAAGGAAG GCAAGAATCC AGAGCAGATTGAAAAGGT CGCAGAGCAT
AARMAKE GKN PERQ I LKR SQS

1561 GAAGGAACGC ATGGGGTGCT TATTTACAGT AGACACGUOTGACTATCTAA AGCGAGGAGG
MKER MGCLFT VDT LDYL KRG

1621 CAGGCTTTCT GCAACAAAAG CCGCAATAGG CACAATACA AATGTAAAGC CCTTGTTGAC
GRLS ATK AAI GTI LNVKPLL

1681 ACTCGAAGAT GGAATAGTAA AGCACCTTAA GAATGTAAG GGGACAAAAA AGGCTCTTGA
TLED GIV KHL KNV R GTK KAL

1741 AGAGATGTTG GATATCATCA TATCGGAAGC GGGAGAATCCCCGAGCAGA TAACGATTTC
EEMLDII ISE AGE S PEQITI

1801 TCATGGACTT GATATGGAAC TGTTCTCGAA TTTGCAGGA ATGGCGGCCG AGCGCATGGA
SHGLDMEULFS NLQ DMAAERM

1861 CATGGATAGA ATTCAGACAT CACAGATAGG GGCTGTAAX GGGATACATA CAGGACCAAG
DMDR IQT SQI GAYV I GIH TGP

1921 CGTAGCAGCA GCTTTTTATC TTAAAAAATA A
SVAA AFY LKK -

Abb. 47: Nukleotidsequenz eines erweiterten Ausschites des Glycin-spezifischen Gencluster 1l ausE.
acidaminophilum Erweiterung zu WAGNER et al (1999).Der nicht-codierende Strang ist in-%-Richtung, die
resultierenden Aminosauren sind im Ein-Buchstalbmegeweils unter der dritten Base des entsprearebdons
dargestellt. Die einzelnen Startcodons sind fetlrgekt und unterstrichen, putative Ribosomen-Bitelkesn doppelt
unterstreichen. Die intergenen Bereiche sind dapidglgig dargestellt. Die dargestellten Gene cedidiir folgende
Proteine: grrwW_hypothetisches ProteingrrX_RNA-Methylase (hypothetisch)grrY_hypothetisches Protein. Die
vollstandige Sequenz dieses Genclusters ist upterodession number14275 in der EMBL-Datenbank eingetragen.



7. Anhang

182

A.V. Sequenz eines Ausschnittes des Sarcosin-Redase-spezifischen Gencluster IV

orfS
1 GCAGAATGGG TTGGAGTGTC GACACCTTTT ATTAAGGATA CATCCTCGGA AAAGGTCATA
AEWVGY STPF IKD TSS EKVI

61 CTTATAACAT CGTTTCTTAT AAGCCTCCTT TTCATTTGC A TATACCTGGT GTATTCTTGG
LITSFLISLLFIC YL VYSW

121 AACAGGCTTC TAAAGAGCGA GGTTCTGAAA AAAACGAGG AGCTGAGTCT GAGCCGCCAG
NRLLKS EVLKKTS ELSLSRQ

181 AGACTCCAGA CAACCTTCGA CAGCATTACT GATTGTATGS TTGTTCTTGA TAGCAGTCTT
RLQTTFDSITDCM VVLDSSL

241 AAGGTGGAAA CTGTCAACAG GGCTTTCACG GAATTTACKS GACTGCAGGA GCATGAGCTA
KVETVNRAFTEFT GLQ EHEL

301 ATTGGCAGAA GCTTCCTGGA CTTCGAAGAC TTATCTGCRA AGGAATGCCT GCCGCTTATA
IGR SFLDFEDULSA KECLPLI

361 AAAGACACGC TAAAGACCAG TTCAAAGCAT AGCTTAGAA TTCAGCATGA AGACATAATA
KDTLKT SSKH SLE FQH EDII

421 TACAGCATGA GCACTTTTCC TCTTAACTGG GATGATCCGs ATATGGAAAG CGCGCTAGTT
YSMSTFPLNWDDP DME SALYV

481 ATGGTTAAGG ATATAACACA TATGAAGCTG AGCGAGCAA AACTTCTGCA GGACAACAAG
MVKDITHMKL SEQ KLL QDNK

541 ATGCTCGCCA TAGGTCAGCT GGCTTCGGGA GTGGCGCBATAAATAAGAAA TCCACTCGGA
MLAIGQLASG VAH EIR NPLG

601 ATAATAAGGA GCCATTGCTA TGTCCTTAGA CATTCACAGA ATGTCAATGA AGCTGAAATC
INTR SHC YVLR HSQ NVNEAEI

661 CAGGGTTCTG TTGCTGCTAT TGAAAATTCT GTGACAAGGE CCAGCGGAAT AATCGAAAAC
QGS VAAIENS VTR ASGIIEN

721 CTGCTGAATT TTGTAAGGAT ATCCAGCGAC AAGTGCCAG TTACAAATGT AAGGATTTTT
LLNFVRISSD KCAQ LTNVRIF

781 CTGGAAAGCA TAATAGCCCT TGAAAGGAAA ACTCTGGAB AGAATTCAAT AGACGTAAGC
LESIITALERKTLE KNS IDVS

841 GTGGAGTGCC CAGATGATAT CTCCTGCTGC CTGCATCAG ATTCGCTTAA GCATGTGTTC
VECPDDISCCLHRQ DSL KHVF

901 ATCAACCTGA TTTCAAACTC AATGGATGCT ATTGAGTCAG GCGGCAGAAT ATCCATAAAA
INLISN SMDAIES GGR ISIK

961 TCATATACGA AAGAAGATTC GGTTGTATTC GAGTTCAGGG ACAACGGTGA TGGCATAAAA
SYTKED SVVF EFS DNG DGIK

1021 GAAAAAGACA TAAAGAATAT TTTCAACCCG TTCTTCACTA CAAAGCCGGC AGGAAAGGGC
EKDIKNIFNPFFT TKP AGKG

1081 ACAGGCCTGG GACTCTATAT AACATACAAT GAAGTCAAA AATGCGGAGG CTCTATAACA
TGLGLY ITYNEVK KCG GSIT



7. Anhang 183

1141 GCAAGCAGCA AACCCGGAGA GGGCACTACA TTCCGGAGAAATACCGTT AAGGAGGA
ASSKPG EGTT FRI EIP LREE
orfR
1201 AAAG ATGAAA TCGGACTCAA GCTTCAGAAT ACTAATAGTT GATGATGAAG MATACAG
KDE IGL KLQN TNS -
MK SDS SFR ILI V DDE DEY

1261 AGACATACTA AAAAGAATAC TGGAAATCAA TGCATACGA GCTGACACCG CGGTCAGTGG
RDILKRILEI NAY DADT AVS

1321 CCAGGATGCA CTTGTAAAGA TAAAAAAAGA TGAGTACGACTTGTGCTTA GCGATCTAAT
GQDALVKIKKDEY DLVL SDL

1381 AATGCCGGGA ATGGACGGTG TGGAGTTGCT AGGCGAAARAAAAAATAA AAAAGGACAT
IMPG MDG VEL LGE I KKI KKD

1441 CGAGGTGATA CTTGTCACGG GCTATGGCAG CATCGAGAACAGTCGAAG CCATGAGGAA
IEVILVT GYG SIE N AVE AMR

1501 GGGAGCCTTT TCATACTTTG TAAAAGGGAA TGCTCCTGE GAGCTGCTCG GCGAAATCGA
KGAF SYF VKG NAP E ELL GEI

1561 AAAGGTTCGT GAAAGCGCGG CGCTGCAAAA CAAGATGBACAGCATATCA GCGATAGCCT
EKVR ESAALQ NKM K QHI SDS

1621 GGGCGGAGAG TTCCTACTTG GCACAAGGAG CGAGAAGTIRAAAAGGCAC TTCAGACCGC
LGGE FLL GTR SEK FKKALQT

1681 AGAAAAGGCC GCAAAGAGTA ATATTACAAT ACTGCTTCG GGAGAGTCTG GTGTTGGTAA
AEKA AKS NIT ILL LGES GVG

1741 GGAGGTATTT GCAAAATATA TTCATAGCTG CAGCGAAAB AAGGATAAGC CTTTTATAGC
KEVF AKY IHS CSE R KDK P FI

1801 TGTAAACTGC TGTGCATTTT CGGAAAGCCT TCTGGAAT®@ GAGCTCTTTG GACATGAGAA
AVNCC CAF SESLLE S ELF GHE

1861 AGGTGCCTTT ACCGGGGCCT CGGACTCCAG AAAGGGAAGTCGAGGCGG CAGACAAGGG
KGAF TGA SDS RKG R FEA ADK

1921 CACGCTTTTT CTGGATGAAA TAGGTGATGT GTCGCTCGB ATACAGGTAA AGCTTCTTAG
GTLFLDEIGD VSL DIQV KLL

1981 AGTTCTCGAG ACCAGAAGGA TAGAAAAGAT TGGCAGCAAGTTCCTGCGC CTGTGGATTT
RVLE TRRIEKIGS N VPAPVD

2041 CAGGCTCATA TGCGCAACTA ACAAGGACCT GCAGCAGGAATGGTCGAAG GAAGAATTAG
FRLI CATNKDULQRQ E MVE GRI

2101 AGAAGATTTC TTCTACAGAA TCAGTTCAAT AGTAATTACT ATTCCACCGC TTCGGGAGAG
REDFFYRISS IVI TIPPLRE

2161 GCGGGAGGAC CTGCCGGATT TAATAGAATT TTTTCTTGG AAGGCGCAGC TTGAAATGGG
RREDLPDLIEFFL G KAQULEWM

2221 AAAAGAGATA ACGTCGGTAC AAAAAGAAGT AATGAGCTT CTGCTTTCAT ACGATTATCC
GKEI TSV QKE VMS FLLSYDY

2281 GGGAAATATA CGCGAGCTGA GAAACATATT AAACAGGCITGTAGTGCTTT CTGAAAATGG
PGNIRELRNILNR LVVL SEN



7. Anhang 184

2341 GGTTCTCAGG GCGAGCGACC TTCCAAATGT TGAAAATGAGCGGATGTGC TCTGCGAATA
GVLR ASDLPN VEN Q ADV LCE

2401 CGACGTCAGG CCGCTTAGGG ATATACGGCG CGATTTCBACGGAATATA TCGAAAGAGT
YDVR PLR DIR RDF E SEY IER

2461 GCTCGAGGTC TGCGGCAACA ATGTGTCAAA GGCGGCABATGCTCGACA TAAGCAGGAG
VLEV CGNNVS KAA KLLDISR

2521 GCAACTGACC AAAAAAATAG CTGAATTCGG CTTGAGGGRAGCTTCACAGC CTTCCGAAAT
RQLT KKI AEF GLR E ASQ PSE

2581 GGTTGACTAG
MYV D -

Abb. 48: Nukleotidsequenz eines Ausschnittes desrBasin-spezifischen Gencluster VI aug. acidaminophilum
Erweiterung zu WAGNER et al (1999). Der nicht-codierende Strang ist in-%-Richtung, die resultierenden
Aminosauren sind im Ein-Buchstaben-code jeweileuder dritten Base des entsprechenden CodonsstigigeDie
einzelnen Startcodons sind fett gedruckt und utrtehen, putative Ribosomen-Bindestellen doppekersireichen.
Die intergenen Bereiche sind doppelstrangig daeffesDie dargestellten Gene codieren fur folgerimteine:
orfS_Zwei-Komponenten-Sensor-Histidin-Kinase;fR_NtrC-ahnlicher Responsregulator. Die vollstindigequenz
dieses Genclusters ist unter decession numbef17872 in der EMBL-Datenbank eingetragen.

A.VI. Sequenz eines erweiterten und verbundenen Asshnittes des Betain-spezifischen Gencluster
v

grdT,
1 GTTACGCTAT TGCTTCTATG CACCTTCTTT ATAACATCT G CAAACTCGGC TACATTTGTA
VTLLLLCTFFITS ANSATFV

61 CTCGGAATGT TTACATCTGA AGGAGATCTC AATCCCTCGA ATCAAAAGAA AATAATATGG
LGMFTS EGDL NPS NQKKIIW

121 GGACTCTTCC AATCGCTTCT TGCAACGGCA CTTCTTCTTC TAGCTGGAGG ACTTCAGTCG
GLF QSLLATALLL LAG GLQS

181 CTTCAGACAA TATCTGTAGC AGCGGCTTTT CCATTCATAG GAGTCATGCT TCTTGCGTGC
LQT ISV AAAF PFI GVMLLAC

241 GTATCACTTA TAAAGGTGTT ATTGGAGGAT TCCAAGTCCA CGAAATAAAT TAAGGGCAGC
VSLIKV LLED SKS T K -TAATTCCCGTCG

301 TATATAACAA GCCAGGAGCT GATGGTGCAG TATATGTTA CTGTCACTGT TTCTGGCTTG
ATATATTGTT CGGACCTCGA CTACCACGTC ATATACAAC A GACAGTGACA AAGACCGAAC

361 TATATTGACA ACAATTGTTA AAATATAAAT AATGTTTCA A ACTTGTGTGT TCGAGTATAA
ATATAACTGT TGTTAACAAT TTTATATTTATTACAAAGT T TGAACACACA AGCTCATATT

421 ATATAGAGTG GATTATATGA TAAATTTATG CGAAGAAGCG TGTTCATTAA AAAAGATAAT
TATATCTCAC CTAATATACT ATTTAAATAC GCTTCTTCG C ACAAGTAATT TTTTCTATTA

481 TGTGACGTTT TTTTCAATTG AAAAGTATTC AACTATAAG C AATATTTTTG ATATATTTTA
ACACTGCAAA AAAAGTTAAC TTTTCATAAG TTGATATTC G TTATAAAAAC TATATAAAAT

541 ATATGATGAT ATTTATTTGA CATTGTGTTA TAAAATCAC A CCATGCATGA ATAAAAATGC
TATACTACTA TAAATAAACT GTAACACAAT ATTTTAGTG T GGTACGTACT TATTTTTACG



7. Anhang 185

trxB,
601 ATAAATGAAC AGGAGG GGTT TAAATGGAAA ATGTATACGA TTTGGCCATA ATAGGTTCAG
TATTTACTTG TCCTCCCCAAATT M E NV Y DLAIIGS

661 GTCCTGCAGG GCTGGCAGCA GCTCTATACG GAGCCAGREAAGATGAAG ACAATCATGA
GPA GLAAA ALY GAR AKMK TIM

721 TTGAAGGTCA GAAAGTCGGA GGACAAATAG TAATAACT®@ CGAGGTTGCA AACTACCCAG
IEG QKVG GQI VIT HEVA NYP

781 GCTCAGTAAG AGAAGCTACG GGTCCATCAC TTATAGAGSE AATGGAAGAG CAGGCTAACG
GSVREATGPSLIE RMEE QAN

841 AGTTCGGTGC CGAGAAGGTA ATGGACAAGA TAGTAGACIGTGACCTTGAC GGCAAGATAA
EFG AEKV MDK IVD VDLD GKI

901 AAGTAATAAA AGGCGAAAAA GCCGAGTACA AGGCAAAAT AGTAATACTT GCAACAGGAG
KVI KGEK AEY KAK SVIL ATG

961 CGGCTCCAAG ACTTGCAGGC TGCCCTGGAG AGCAGGAGCTACAGGCAAG GGAGTATCAT
AAPRLAGC CPG EQE LTGK GVS

1021 ACTGCGCAAC TTGCGACGCT GACTTCTTCG AGGACATRCAGTTTTCGTA GTAGGCGGAG
YCA TCDADFFEDM EVFV VGG

1081 GAGACACTGC TGTTGAAGAG GCTATGTACC TTGCGAAQTTGCAAGAAAG GTTACAATAG
GDT AVEE AMY LAK FARK VTI

1141 TTCACAGAAG AGACGAGCTA AGAGCTGCCA AGTCTATACGGAGAAGGCA TTCAAGAATC
VHR RDEL RAAKSI QEKA FKN

1201 CTAAGCTAGA CTTCATGTGG AACTCTGCAA TAGAAGAAA AAAGGGAGAC GGCATAGTTG
PKLDFMWNSAIEE IKGD GI1V

1261 AATCTGCAGT ATTCAAGAAC CTTGTTACTG GAGAGACTR AGAGTACTTT GCAAACGAAG
ESAVFKNLVTGET TEYF ANE

1321 AAGACGGCAC ATTCGGAATA TTCGTATTCA TAGGCTACA ACCTAAGAGC GACGTATTCA
EDGTFGIFVFIGY IPKS DVF

1381 AGGGCAAGAT AACGCTTGAC GATGCAGGAT ATATAATAB AGACGACAAC ATGAAGACAA
KGK ITLD DAG YII TDDN MKT

1441 ATGTTGAAGG CGTATTTGCA GCAGGAGACA TAAGAGTCGAGTCCCTAAGA CAAGTAGTTA
NVE GVFA AGD IRV KSLR QVYV

1501 CTGCATGCGC AGACGGAGCT ATAGCTGCAA CTCAGGCARAAATATGTT GAGGCTAACT
TACADGAIAATQA EKYV EAN

1561 TCGAAGAGTA GAAAGCACAA AAAATATTGT TTGACGATC AAAATAAGGC TATAAATTCA
F EE -TTTCGTGTT TTTTATAACA AACTGCTAG G TTTTATTCCG ATATTTAAGT

1621 AACGATGACT GTAAAATCAA TGTACTGAAA TATATTGATA ATAATAGAAT TTAAAAGGAG
TTGCTACTGA CATTTTAGTT ACATGACTTT ATATAACTA T TATTATCTTA AATTTTCCTC

trxA
1681 A _TGACTTTTAATGAGCGCAT TACTAGTTGA AATAGACAAG GATCAATTCC AAGCAGAGGT
TACTGAAAAT MSA LLV EID K DQF QAE

1741 GCTAGAGGCA GAAGGCTATG TGCTAGTTGA CTACTTCAGGACGGCTGCG TGCCATGCAA
VLEAEGY VLV DYF S bDGCVPC
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1801 GGCTCTTATG CCTGACGTGG AAGAGCTGGC TGCTAAATAGAAGGCAAGG TTGCATTCCG
KALMPDV EEL AAK Y EGK VAF

1861 TAAATTCAAC ACAAGCTCAG CGAGAAGACT TGCAATAAG CAAAAAATAC TTGGACTTCC
RKFNTSS ARR LAI S QKI LGL

1921 AACAATAACA CTTTACAAGG GTGGACAAAA GGTAGAGGAGTTACTAAGG ACGACGCTAC
PTITLYKGGQ KVE EVTK DDA

1981 AAGAGAAAAC ATAGATGCAA TGATAGCCAA GCACGTTGGTAAATTGTCA TTCAATGATA
TRENIDA MIA KHYV G -TAACAGT AAGTTACTAT

2041 ACCTAATGGG CGGTGACTTC ACTGCCCATT AGGTTTATT AAAAGGTTTA TTCAAAAAAG
grdc
2101 TACTTCAAAA ATTTCGGAGG T GTCAATAR TGAATTTTCC AGTTCTTAAA GGTGCGGGAT
ATGAAGTTTT TAAAGCCTCC ACAGTTATA M N F PVLK GAG

2161 ACGTTCTCGT GCACACACCA GACATGATAA TGCACAACG AACAACTCAG ACAACAGAAA
YVLVHTP DMI MHN GTTQ TTE

2221 AGATTGTAAA CCCAGAATCA GAATACCTAA AAAAGCTGC TGAGCATTTA AGATCATTTG
KIV NPES EYL KKL PEHL RSF

2281 AAGACGTAGT AGCATACGCT CCAAACCAGA CATACATTG AAGCATGACT CCAGAGGCAC
EDV VAYAPNQTYI GSMTPEA

2341 TTGGAGAAAT AGCAATGCCA TGGTGGACAG AAGACAAGPAGTGGCGGGA GCCGACAGAT
LGEIAMP WWT EDK KVAG ADR

2401 ACGGAAAGCT TGGAGAGATA ATGCCTCAGG ACGAGTTAGO GCGCTTATG TCTGCATCAG
YGKLGEI MPQ DEF LALM SAS

2461 ACGTATTCGA CCTTGTGCTT TTCGAAAAAG AGTTCATAR GGGAGCAAAG GCTAAGCTTG
DVFDLVL FEK EFI EGAK AKL

2521 CAGCTCACCC TGTAGTAGGC AACCTTGCAG AGAGCGTAACGCAGGAGTA GAGCTAGCTG
AAHPVVG NLAESYV NAGV ELA

2581 AGATAGAAAA GCAGCTAAGC GAGTTCCACG CAGAAGGARTACAATAAC GGCAAGCTTG
EIEKQLS EFH AEG LYNN GKL

2641 TAGGCTGCGT AAAAAGAGCC CACGACGTAG ACGTGAATAAACTCTCAT ACAATGCTTG
VGC VKRA HDV DVN LNSHTML

2701 AGAACCTTGC GGTTAAGGCA TCAGGAGTGC TTGCTCTTGAAACCTTATA GCTAAAAACA
ENL AVKA SGV LAL ANLI AKN

2761 ACGTAAACCC AGCTGAAGTG GACTACATCA TAGAGTGGI TGAAGAGGCT TGCGGAGACA
NVN PAEV DYI IEC SEEACGD

2821 TGAACCAAAG AGGAGGCGGA AACTTCGCCA AGGCTCTOARAGAAATGACT GGCTGCGTTA
MNQ RGGG NFA KAL AEMT GCV

2881 ACGCGACAGG CTCAGACATG AGAGGCTTCT GCGCAGGABACGCACGCA CTTATAGCGG
NAT GSDMRGFCAG PTHALIA

2941 CAGCGGCGCT AGTTAAATCA GGCGTATACA AGAACGTAAAATAGCAGCG GGTGGAGCGA
AAALVKS GVY KNV ITAA GGA

3001 CAGCAAAGCT TGGAATGAAC GGAAAAGACC ACGTTAARMAGAAATGCCA ATACTTGAGG
TAKLGMN GKD HVK KEMPILE
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3061 ACTGCCTTGG CGGCTTCGCG GTTCTAGTTA GCGAAAAGCCGGAGTAAAC CCAATTCTAA
DCLGGFAVLV SEN DGVNPIL

3121 GAACAGACCT AGTGGGAAGA CACACAGTTG CAACTGGATAGCTCCACAG GCTGTAATAG
RTDLVGRHTV ATG SAPQ AV

3181 GCTCTCTAGT TCTAAGCCCA CTAAAAGCAG GCGGACTTAAATAACAGAC GTAGACAAGT
GSLVLSPLKAGGL KITD VDK

3241 ACTCGGTAGA AATGCAAAAC CCAGACATAA CTAAGCCGCGAGGAGCAGGA GACGTTCCAG
YSVEMQNPDI TKP AGAGUDVP

3301 AGGCCAACTA CAAGATGATA GCCGCACTTG CTGTCATG®BAAAAGAAATA GAAAGAGCAG
EANYKMI AAL AV M GKEI ERA

3361 ACATAGCAGC TTTCGTTGAA AAGCACGGAA TGGTTGGTE GGCTCCAACA CAAGGCCACA
DIAAFVEKHG MVG WAPT QGH

3421 TACCATCAGG AGTACCATAC ATCGGCTTTG CAATAAGCE CCTTACAGAA GGCTCAGTAA
IPS GVPY IGF AIS DLTE GSV

3481 ACAGAACTAT GATAGTAGGA AAGGGAAGCC TCTTCCTTG AAGAATGACA AACCTTTTCG
NRTMIVG KGS LFL GRMT NLF

3541 ATGGTGTTTC AATAGTAGCA GAGAGAAACA CAGGCAAAGGGAGTCAGGA AGCTCAGTAT
DGV SIVA ERNTGK VESG SSV

3601 CAACAGAAGA GATAAGAAAA ATGATAGCAG AATCTATGA GGATTTCGCA GCACATCTAT
STEEIRK MIA ESM KDFA AHL
grdb,
3661 TAGCTGAATA GGGGT GAAAA AATGTCAGAT ATAAAACAAA TGATAGGCAA GACTTTCATG
LAE -CCCACTTTTTMSD IKQ MIG KTFM

3721 GAGATAGCAG ACGCTATCGA AACAGGAAGC TTCGCTGBAAGTAAAAGT AGGAATAACA
EIADAI ETGS FAG KVKVGIT

3781 ACCCTGGGCA GCGAGCACGG AGTAGAGAAC CTGGTAABGAGCAGAGCT TGCAGCTAAA
TLG SEHGVENLVK GAE LAAK

3841 GACGCAGCCG GCTTTGACAT AGTGCTTATA GGACCAAABTTGAAACAAG CCTTGAAGTA
DAAGFDIVLI GPK VET SLEV

3901 GTAGAGGTAG CAACAGAAGA AGAAGCGCAC AAGAAAATBCAAGAGCTTCT AGACAGCGGC
VEV ATE EEAH KKM EELLDSG

3961 TATATCCACT CTTGCGTAAC AGTGCACTAT AACTTCCCAM TAGGCGTATC GACAGTAGGA
YIHSCVTVHY NFP IGV STVG

4021 AGGGTAGTAA CACCTGGAAT GGGCAAGGAG ATGTTCATACAACAACAAC AGGAACATCT
RVV TPG MGKE MFI ATT TGTS

4081 GCGGCTCAAA GAGTCGAGGC CATGGTAAGA AACGCGCITACGGAATAAT AACAGCAAAG
AAQRVEAMVR NAL YGIITAK

4141 TCAATGGGAA TAGAAAACCC GACAGTTGGA ATACTAAAC TTGACGGAGC AAGAGCAGTA
SMGIENPTVGILN LDG ARAYV

4201 GAAAGAGCGC TTAAGGAGCT TGCAGGAAAC GGCTACCATAACATTCGC AGAGTCGCTA
ERALKELAGNGYP ITF AESL
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4261 AGAGCTGACG GCGGAAGCGT AATGAGAGGA AACGACATTGGCGGAGC TGCAGACGTA
RADGGSVMRG NDL LGG AADYV

4321 ATGGTAACAG ACTCGCTAAC AGGCAACATA ATGATGAAG TGTTCTCGTC ATACACAACA
MVTDSLTGNI MMK VFS SYTT

4381 GGCGGAAGCT ACGAGGGACT AGGCTACGGC TACGGC@IBAATAGGCGA CGGCTACAAC
GGS YEGLGYGYGP GI1G DGYN

4441 AGGACAATAC TGATACTCTC AAGAGCGTCA GGAGTTCGA TAGCTGCAAA CGCAATAAAA
RTILILSRAS GVP VAANAIK

4501 TACGCAGCCA AGCTTGCGCA AAACAACGTG AAGGCGATBGACAGCGGCAGA GTTCAAGGCG
YAAKLA QNNYV KA AAA EFKA

4561 GCCAAGGCGG CAGGCCTCGA GAGCATACTT GCGGGARGIBCAAGGACAC TAAGAAAGCC
AKA AGL ESIL AGL SKD TKKA

4621 TCTACAGAGG AAGAAGTGAA GATGCCTCCT AAGGAAGTATAACAGGAAC AATCTCAGGC
STEEEV KMPP KEV VTG TISG

4681 GTAGACGTAA TGGACCTTGA AGACGCACAG AAAGTGCTTGGAAAGCCGG AATATACGCA
VDV MDL EDAQ KVL WKAGIYA

4741 GAGAGCGGAA TGGGCTGCAC AGGACCTATA GTAATGGAMCGAAGCCAA GGTTGAAGAA
ESGMGCTGPI VMYV NEA KVEE

4801 GCGGCAAAGA TACTTAAGGA TGCAGGCATA GTAGCTTAA
AAKILKDAGI VA-

Abb. 49: Nukleotidsequenz eines Ausschnittes des tBm-Reduktase-spezifischen Gencluster V/II ausk.
acidaminophiluny Erweiterung zu LUBBERS und ANDREESEN (1993), SEINER (2004) und WAGNER et al (1999).
Der nicht-codierende Strang ist in®-Richtung, die resultierenden Aminosauren sind immBichstaben-code jeweils
unter der dritten Base des entsprechenden Codamgeddellt. Die einzelnen Startcodons sind fett gekir und
unterstrichen, putative Ribosomen-Bindestellen @ttppnterstreichen. Potentielle Terminationsstredeusind durch
Pfeilspitzen gekennzeichnet. Die intergenen Beeeiihd doppelstrdngig dargestellt. Die dargestelene codieren
fur folgende ProteingrdT,_Glycin-Betain-TransportertrxB, Thioredoxin-ReduktasetrxA, Thioredoxin grdC, 57
kDa-Untereinheit des Protein C der Glycin, Sarcasid Betain-ReduktasgrdD, 48 kDa-Untereinheit des Protein C
der Glycin, Sarcosin und Betain-Reduktase. Durah Alibeiten von Steiner (2004) wurde das voiBkeERS und
ANDREESEN (1993) beschriebene Gencluster Il und das vomGM#R et al (1999) beschriebene Gencluster V
verknlpft. Die vollstandige Sequenz dieses Genetasist unter demccession numbelf17145 in der EMBL-
Datenbank eingetragen.
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A.VII. Sequenz eines neuen Ausschnittes des CreatReduktase-spezifischen Gencluster VI-Bereich

1 CATTTCCGAT GTGGAAAAGG AAAAAGAGGA TAGGGCGGE TCGAAATCCT GCAAAATCAA
GTAAAGGCTA CACCTTTTCC TTTTTCTCCT ATCCCGCCC G AGCTTTAGGA CGTTTTAGTT

61 CAAATATAAT TTTTTTGAAT GAAAACGATT TCTTGGCAT A AGAATTGCTT ATATACATGT
GTTTATATTA AAAAAACTTA CTTTTGCTAA AGAACCGTA T TCTTAACGAA TATATGTACA

121 TAAACAGATA ACAAAATGTT GGCAAGGGCG AGGAGGTGATCTATAGCAG AAATGCAATT
ATTTGTCTAT TGTTTTACAA CCGTTCCCGC TCCTCCACT T AGATATCGTC TTTACGTTAA

181 AAATCAATTT CAGGGGAAAA TATTTGGAAC ATACAAGAAA GGCTTTAAAA TACGAGGAGG
TTTAGTTAAA GTCCCCTTTT ATAAACCTTG TATGTTCTT T CCGAAATTTT ATGCTCCTCC

grdG
241 TGTGCGTT AT GCGTCTTGAA CTTGGAAAAA TAAAAATAAC TGATGTTCAG TTTGGGGA
ACACGCAA MRLE LGK I K I TDVQ FGE

301 AAACAAAGGT TGAGAATGGA ACGCTTTATG TAAATAAGAA AGAGCTAGTC GACATTGCAA
KTK VENG TLY VNK KELV DIA

361 TGAAAGATGA CCGCATACTG AGTGTGAATA TAGAACTC® AAGGCCGGGA GAATCTGTAA
MKDDRIL SVNIEL ARPGESYV

421 GGATAGCTCC TGTAAAGGAT GTAATCGAGC CCAGAGTCA GGTGGATGGG TCGGGAGGCA
RIAPVKDVIEPRYV KVDG SGG

481 TGTTCCCGGG GATGATAAGC AAGGTGAAAA CAGTTGGTT GGGAAGGACT CATGCTCTTG
MFP GMIS KVK TVG SGRTHAL

541 TTGGGGCAGC GGTGCTGACT TGTGGAAGCA TAGTGGGATCCAGGAAGGA ATAATAGATA
VGAAVLT CGS IVG FQEG IID

601 TGTCAGGCCC GGCAGCCAAG TACACGCCTT TTTCCGAAB ATTCAACGTG TGCGTAGTAA
MSG PAAK YTP FSE TEFENV CVYV

661 TCGAGCCTAA GGAAGGTCTT GAGACACATG CGTATGAAS GGCGGCTAGA ATGGCAGGAC
IEP KEGL ETH AYE EAAR MAG

721 TCAAAATAGG AACATTTGTA GGAGAAGCGG GAAGACATE TGAGCCTGAT GAGGTTGTCG
LKI GTFVY GEA GRH VEPD EVYV

781 TATATGAAAC TAAGCCGCTT CTGGAGCAAG TGGCACAAR TCCAGATCTT CCAAAGGTGG
VYE TKPLLEQ VARQ YPDL PKYV

841 GTTACATCCA TATGCTCCAG TCGCAGGGAT TGCTTCATA TACTTACTAT TACGGAGTGG
GYI HMLQ SQG LLH DTYY YGV

901 ACGCAAAGCA AATGGTTCCT ACATTCATGT ACCCAACC@A AATAATGGAC GGGGCAATTA
DAKQMVPTFMYPT EIMD GAI

961 CAAGCGGAAA CTGCGTTGCT CCATGCGACA AGGTTACGAATTCCACCAT TTGAACAATC
TSG NCVAPCDKVT TFHHLNN

1021 CGGTCATAGA GGACCTCTAT AAGAGACATG GAAAGGATACAACTTCATA GGCGTTATCT
PVI EDLY KRH GKD INFI GVI

1081 TGACTAATGA GAATGTATTC TTGGCAGACA AGGAAAGAT TTCGGACATG GTTGGGAAAT
LTNENVFLADKER SSDM VGK

1141 TCGTAGAATT CCTGGGCCTT GATGGTGTCC TGATCACTSAGAAGGCTAT GGAAACCCTG
FVEFLGLDGVLIT EEGY GNP
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1201 ATACTGACCT TATGATGAAC TGCAAAAAAG CTACGGATG AGGAGCTAGT GTTGTACTTA
DTDLMMNU CKKATD AGAS VVL

1261 TAACTGACGA ATTCCCGGGC AGAGATGGAA AGTCCCAGTGCTTGCAGAT GCTGTTACTG
ITD EFPG RDG KSQ SLAD AVT

1321 AGGCGGATGC GCTTGTATCA TGCGGTCAGG GTAATTTAAATAGAATTT CCTCCTATGG
EAD ALVS CGQ GNL ITEF PP M

1381 ACAAGATAAT AGGAACTTTA GACTACATTG AAACTATGAT AGGCGGATAC GAGGGAAGCT
DKIITGTLDYI ETM IGGY EGS

1441 TGAGGCCTGA CGGAAGCATT GAGGCGGAGC TTCAAATAGATAGCCTCG ACAATTGCAA
LRPDGSI EAELQI VIAS TIA
grdF,
1501 ATGGATACAA CAAACTGGCA GCCAGAACTT ATTAAGAGG GTGAGAAATCATGAGAAAAC
NGY NKLA ART Y - MR K

1561 TAAAGGTAGT TCATTATATA AACAACTTTT TCGCTGGAGT AGGGGGAGAA GAAAAGGCGG
LKV VHYI NNF FAG VGGE EKA

1621 ACATACCTCC AGATGTGAGA GAAGAGGCTG TGGGACCERAATGGCCCTT AATGCTGCAT
DIP PDVR EEAVGP GMAL NAA

1681 TCAATGGAGA GGCTGAGGTT GTGGCCACAG TGGTCTGGE&GACACATAC TACGGTGAGA
FNG EAEV VAT VVC GDTY YGE

1741 ACATGGAAGA TGCAAAGGCA AAAATACTTG AAATGATAA AAAATATAAT CCCGATCTAT
NMEDAKAKIL EMI KKYNUPDL

1801 TTGTTGCAGG GCCGGCATTC AATGCCGGAA GATACGGAGGCTTGTGGA TCTATTGCAA
FVA GPAF NAG RYG VACG SIA

1861 AGGCCGTGGA GGATGAGCTG GGAATTCCTG TAGTAAGCE®ATGTACAAG GAGAACCCGG
KAV EDEL GIP VVS AMYKENP

1921 GCACAGACAT GTATAAAAAG GACATACACA TAATTGAAL TGAAATTTCA GCGGCTGACA
GTD MYKK DIHIIE TEIS AAD

1981 TGAGAAATGC TGTTCCAAAG CTTGCACGGC TCGGGCTBAGCTTGCAAAG GGTGAGGAAA
MRNAVPKLARULGL KLAK GEE

2041 TAGGGTCTCC GCAAGAAGAA GGTTATCATG TCAGGGGAAAGAGTCAAC TATTTCAATG
IGS PQEE GYH VRG IRVNYFN

2101 AAAAGAGAGC TTCAGAAAGA GGCATTGATA TGCTTGTAA AAAGATGAAG GGCGAGGAGT
EKR ASERGID MLYV KKMK GEE

2161 TCATCACAGA ATACCCAATG CCGGTGTTTG ACCGCGTATTCCGAATCCG GCAGTAAAGG
FITEYPMPVFEFDRYV PPNP AVK

2221 ATATATCAAA GGTCAAGATA GCCATTGACA CTTCAGGCG AATTGTTCCG CAAGGAAATC
DISKVKIAIDTSG GIVP QGN

2281 CTGACAGGAT TGAATCGTCA AGTGCCACAA AGTACGGUAATATTATATT TCAGCCATGG
PDRIESS SATKYG IYYI SAM

2341 ATTCGCTGGG AGCGGGCAGA TTCATGACTA TACACGGGGSTATCAACGA CGTTTGTCAC
DSLGAGRFMT IHG GYDR RLS
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2401 AGAGAACCCC CAATCTTGTA GTGCCTCTTG ATGTAATGS GGAAATGGAA AAAGAGGGAA
QRTPNLV VPL DVM REME KEG

2461 CAATAGGAGA GCTCGCAGAT TATTTCATAA GCACCACGG AACAGGCACT TCCGTAGGAA
TIGELADYFISTT GTGT SVG

2521 ATGCCAAAGC TTTCGGAAAA GATTTTTCAA AGAAATTGAO GGAGGATGGA GTAGGAGCAG
NAKAFGK DFS KKL LEDG VGA

2581 TTATCCTGAC ATCCACC TGAGGCACATGCA CACGTTGCGG CGCAACGATG GTAAAAGAAA
VILTST UGTC TRC GATM VKE

2641 TTGAAAGAGT TGGAATTCCG GTGGTTCATG TTGCTACCGGGTACCAATA TCCCTTACAA
IERVGIPVVHVAT VVPI SLT

2701 TAGGAGCCAA CAGGATTGTC CCTGCTGTCG GAATCCCANITCCGCTTGGC AATCCAAATC
IGA NRIV PAV GIP YPLG NPN

2761 TAGGGCCTGA TGGAGATAAA AAGATACGAA GAGCGCTTGIGAAAAAGCC TTAAGAGCGC
LGP DGDK KIRRAL VEKALRA

2821 TTCAAACAGA AGTGGAAGAG CAAACTGTAT TTGAGGATA AAATCACAAT ATAAGCGTAT
LQTEVEE QTV FED -TTAGTGTTA TATTCGCATA
grdT,
2881 ATAGCAATAG TTTATGAACT GTTTCCTGCA AGAAAATAAT TCTCAGGAGG ATGCRATE
TATCGTTAGC AAATACTTGA CAAAGGACGT TCTTTTATT A AGAGTCCTCC TAACGA M

2941 GCAACTTTTT TGGCAAGATA GATAAACCGG TATTCTGGG CTCCACAATA CTATCATTGG
GNF FGKI DKP VFW VSTILSL

Abb. 50: Nukleotidsequenz eines erweiterten Aussclites des Creatin-Reduktase-spezifischen Genclusts (5'-
Bereich) ausE. acidaminophilum Erweiterung zu STEINER (2004) und RUDOLF (2003).Der nicht-codierende
Strang ist in 53 -Richtung, die resultierenden Aminosauren sind im-Bchstaben-code jeweils unter der dritten
Base des entsprechenden Codons dargestellt. Dieleém Startcodons sind fett gedruckt und untetstn, putative
Ribosomen-Bindestellen doppelt unterstreichen. Ditergenen Bereiche sind doppelstrangig dargest&hs
Selenocystein-Codon ist genau wie die Aminosautegedruckt und doppelt unterstrichen. Die dardkste Gene
codieren fiur folgende ProteingrdG, Proprotein der 22- und 25 kDa-Untereinheit destdimoB der Sarcosin-
ReduktasegrdF,_47 kDa-Untereinheit der Sarcosin-ReduktasdT, Glycin-Betain-Transporter.

A.VIIl. Sequenz des neuen Ausschnittes des CreatiReduktase-spezifischen Gencluster VI-Bereich

grdA,
1 ATGAGTTTGT TTGACGGCAA AAAAGTCATC ATCATCGGT G ACAGAGACGG TATACCAGGT
MSLFDGIKKVIIIG DRD GIPG

61 CCGGCCATGG CAGAATGTCT GAAAGGCACA GGAGCAGAATAGTATACTC TGCTACAGAA
PAMAECLKGT GAE VVY SATE

121 TGCTTTGTCT GAACGGCTGC TGGTGCAATG GACCTAGAS ATCAGAACAG GGTTAAGAGC
CFVUTAAGAMDLE NQN RVKS

181 TTTACTGAGC AGTACGGTGC AGAGAACATG ATAGTTCTTG TTGGTGCAGC AGAAGCTGAA
FTEQYGAENMIVL VGA AEAE

241 TCAGCAGGAC TAGCTGCAGA GACTGTTACA GCAGGAGATCTACATTCGC AGGACCACTA
ISR TSCR DCY SRR PYIRRTT
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301 GCAGGAGTCC AGTTGGGACT AAGAGTATTT CACGCGGITG AGCCAGAATT CAAGGATTCT
SRS PVGT KSI SRG UARI QGF

361 GTAGATGCAG CAGTATACGA TGAGCAAATC GGAATGATG AGATGGTTCT TGATGTTGAC
CRC SSIR-ANRND GDGS -C -

421 TCGATAATAG CTGAAATGAA GTCGATAAGA GAGCAGTTO GCCAGTTCAA CGACTAGTAA
SIIT AEM KSIR EQF CQF ND-ATT

481 ATTTCAAAAA CATGCAAAGG CATGTGCAAA CAAATAGGTG GTTCTTGGAC CACCTATTTG
TAAAGTTTTT GTACGTTTCC GTACACGTTT GTTTATCCA C CAAGAACCTG GTGGATAAAC

541 TTTTAAGCGC AGCAAAGGGA GACCAAACTG CATTAGCGC ACAGAAATAC GTGCAATGTG
AAAATTCGCG TCGTTTCCCT CTGGTTTGAC GTAATCGCG G TGTCTTTATG CACGTTACAC

601 TGCTGGGAAG GGGGATAACT ATGAAGTTTT GCACTTGAS TAGAGCATGA AAACCTTAAT
ACGACCCTTC CCCCTATTGA TACTTCAAAA CGTGAACTT G ATCTCGTACT TTTGGAATTA

dadM
661 TTAGAAGATT AAAATTAGCA CTATGAGAGA AAACAAAATA AATTTTTCAC CAATATTCAA
AATCTTCTAATTTTAATCGTGA M R E N K I NFS PIF

721 ATGGATAAGA TATGAAAAGC ATATAATTGA AGAAATAAAA AAGCATGTTC CCAAAAGCTT
KWIR YEKMHII EEI K KHV PKS

781 TTCAAGCTAT TGGGAACCAT ATACGGGAGG AGGAGCGATCTTTTCGATA TACAGCATAA
FSSY WEP YTG GGA LLFDIQH

841 GAGATCGGTG ATAAATGTTT GCGATGAAGA GCTCTACAR ATATACAGGG TAATAAGAGA
KRSVINV CDETELY NITYR VIR

901 TGATGTCAAT GCTCTTATAG AAGAGCTCAA AAAACATAAA AATGAAAAAG AATACTACTA
DDVNALI EEL KKH K NEKEYY

961 TGAGCTCAGA GATATGGATA CTGCCGGAAT GAGCTCTGT GAAAATGCGG CAAGGAACAT
YELR DMD TAG MSS V ENA ARN

1021 ATACCTTAAC AAGACCTGCT TTAACGGTTT TTTCAGAAAA AGTGAAAGCG GACAATTTGA
IYLN KTC FNG FFR K SES GQF

1081 TGTTCCTTTT GGATC
DVPF G

Abb. 51: Nukleotidsequenz eines erweiterten Aussclites des Creatin-Reduktase-spezifischen Genclustsf (3'-
Bereich) ausE. acidaminophilum Erweiterung zu STEINER (2004) und RUDOLF (2003). Der nicht-codierende
Strang ist in '53'-Richtung, die resultierenden Aminosauren sind im-Buchstaben-code jeweils unter der dritten
Base des entsprechenden Codons dargestellt. Dieleém Startcodons sind fett gedruckt und untetstn, putative
Ribosomen-Bindestellen doppelt unterstreichen. Ditergenen Bereiche sind doppelstrangig dargest&hs
Selenocystein-Codon ist genau wie die Aminosautiegiedruckt und doppelt unterstrichen. Die dardkste Gene
codieren fir folgende ProteingrdA Selenoprotein A der Glycin, Sarcosin und Beta@thiktase dadM Adenin
spezifische DNA-Methylase.
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A.IX. B-Galactosidase-Aktivitaten der untersuchterk. coli-SU202 undE. coli-SU101 Stamme

A.IX.1. B-Galactosidase-Aktivitaten des pMSPRerivates in Kombination mit allen pDP804-Derivate

Tab. 15: g-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterE. coli -SU202-Stamme
ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)

PMSP I+ Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPPL. 75 (+ 11) 144 (+ 30) 113 (+21)

pDPPP 251 (+ 41) 248 (+17) 332 (+ 26)

pDPP2 147 (+ 28) 122 (+ 18) 155 (+9)

pDPP4 262 (+ 30) 329 (+ 38) 296 (+ 35)

pDPPrpU 268 (+ 16) 246 (+ 19) 241 (+ 18)

pDPGrdA 197 (+ 36) 192 (+ 53) 170 (+ 22)

pDPTR 316 (+ 66) 301 (+ 22) 329 (+ 20)

pDPTrx 153 (+ 24) 185 (+ 55) 207 (+ 41)

pDPP L 215 (+ 47) 274 (+ 41) 264 (+ 29)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardaiwngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSP& und eins der neun aufgefithrten pDP804-Derivate
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Abb. 52: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasimid
pPMSPX: kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragen. Deemittelten Werte ergeben sich jeweils aus einer
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messund@ie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.I1X.2. B-Galactosidase-Aktivitdten des pM3PRerivates in Kombination mit allen pDP804-Derivate

Tab. 16: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli -SU202-Stamme

PMSP B+ ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPP X 19 (+ 11) 15 (7) 9 (+5)
pDPPP 116 (+ 38) 149 (1) 133 ( 30)
pDPP2 166 +7) 264 (+ 34) 231 (+ 20)
pDPP4 250 (+ 38) 294 ( 52) 373 (+ 52)
pDPPrpU 413 (+ 34) 373 (+ 45) 325 ( 55)
pDPGrdA 252 (+ 39) 151 (+ 16) 284 (+ 52)
pDPTR 149 (1) 308 (2 55) 290 ( 31)
pDPTrX 252 (+ 45) 254 (+ 48) 326 (+ 11)
pDPP L 55 (+ 33) 65 ( 26) 51 (+ 12)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSPA und eins der neun aufgefithrten pDP804-Derivate
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Abb. 53: Relative p-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasimid
pPMSP3 kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragen. Deemittelten Werte ergeben sich jeweils aus einer
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messundgie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.IX.3. B-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP2-Derivates amiination mit allen pDP804-Derivaten

Tab. 17: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterE. coli -SU202-Stamme

pMSP2+ ermittelteB-Galactosidase-Aktivitat (ref.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPP X 136 (+ 46) 148 ( 29) 120 (+ 32)
pDPPB 149 (+ 11) 138 (7) 182 ( 30)
pDPP2 83 (+9) 56 ( 20) 57 (+ 15)
pDPP4 217 (+ 23) 243 ( 26) 142 (+ 10)
pDPPrpU 81 (+ 39) 43 (+ 10) 85 (+ 12)
pDPGrdA 100 (+ 59) 64 (+ 15) 96 (+ 29)
pDPTR 242 (+21) 275 ( 15) 200 (+5)
pDPTrX 101 (+ 39) 120 (+ 40) 91 (+ 19)
pDPPL 305 (+17) 223 ( 43) 139 (+ 21)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSP2 und eins der neun aufgefiihrten pDP8G#-iie
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Abb. 54: Relative B-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasiid
pMSP2 kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragddie ermittelten Werte ergeben sich jeweils auserein
Dreifachbestimmung von drei unabhdngigen Messund2e. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.I1X.4. B-Galactosidase-Aktivitdten des pMSP4-Derivates amiination mit allen pDP804-Derivaten

Tab. 18: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterE. coli -SU202-Stamme

pMSP4+ ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPP X 136 (+ 46) 148 ( 29) 120 (+ 32)
pDPPB 149 (+ 11) 138 (7) 182 ( 30)
pDPP2 83 (+9) 56 ( 20) 57 (+ 15)
pDPP4 217 (+ 23) 243 ( 26) 142 (+ 10)
pDPPrpU 81 (+ 39) 43 (+ 10) 85 (+ 12)
pDPGrdA 100 (+ 59) 64 (+ 15) 96 (+ 29)
pDPTR 242 (+21) 275 ( 15) 200 (+5)
pDPTrX 101 (+ 39) 120 (+ 40) 91 (+ 19)
pDPPL 305 (+17) 223 ( 43) 139 (+ 21)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSP4 und eins der neun aufgefiihrten pDP8G#Aiie
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Abb. 55: Relative p-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. p-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils di€i colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasmid
pMSP4 kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragddie ermittelten Werte ergeben sich jeweils auserein
Dreifachbestimmung von drei unabhdngigen Messund2e. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.IX.5. B-Galactosidase-Aktivitdten des pMSGrdA-DerivateKambination mit allen pDP804-Derivaten

Tab. 19: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli -SU202-Stamme

pMSGrdA+ ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)

Klon 1 Klon 2 Klon 3
pDPPL. 244 (= 55) 179 (x14) 178 (x24)
pDPPP 335 ( 15) 324 (9) 396 (& 17)

pDPP2 300 (+ 32) 174 (+ 13) 139 (+9)
pDPP4 197 (+ 22) 312 ( 29) 197 (+5)
pDPPrpU 147 (+ 31) 245 (+ 18) 257 (+ 21)
pDPGrdA 119 (+ 34) 155 (+ 4) 199 (+ 489
pDPTR 208 ( 6) 274 ( 34) 303 (+ 46)
pDPTrx 152 (+ 29) 139 (+ 36) 93 (+ 15)
PDPPLp 310 (+ 22) 368 ( 10) 305 (+ 37)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSGrdA und eins der neun aufgefiihrten pDABédvate
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Abb. 56: Relative p-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasiid
pMSGrdA kombiniert mit allen pDP804-Derivaten trageDie ermittelten Werte ergeben sich jeweils airgere
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messund@ie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.I1X.6. B-Galactosidase-Aktivitdten des pMSTR-Derivates ontbination mit allen pDP804-Derivaten

Tab. 20: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli -SU202-Stamme

pMSTR+2 ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ref.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPPL 272 =7 293 (x19) 274 (= 369
pDPP1 351 (£ 65) 363 (£ 26) 441 (£ 35)
pDPP2 231 (x20) 163 (x15) 268 (x33)
pDPP4 188 (£ 19) 326 (£ 59) 370 (£ 60)
pDPPrpU 294 (x20) 335 (x18) 286 (£539
pDPGrdA 235 (x21) 262 (x12) 105 (£22)
pDPTR 400 (£ 43) 327 (£43) 299 (£ 38)
pDPTrx 180 (x29) 150 (x42) 145 (£38)
pDPPLJ 367 (£12) 329 (£ 27) 326 (£ 37)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnitl pMSTR und eins der neun aufgefithrten pDP8&dvBte
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Abb. 57: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasiid
PMSTR kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragddie ermittelten Werte ergeben sich jeweils auserein
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messundgie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.IX.7. B-Galactosidase-Aktivitdten des pMSTrx-Derivate&ambination mit allen pDP804-Derivaten

Tab. 21: g-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterE. coli -SU202-Stamme

pPMSTrx+ ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPP X 191 (+ 12) 86 ( 32) 187 (+ 29)
pDPPB 313 (+21) 340 ( 43) 369 (+ 34)
pDPP2 86 (+ 4) 67 (+1) 129 (+ 24)
pDPP4 326 (+ 24) 228 ( 27) 345 (+ 25)
pDPPrpU 173 (+ 33) 80 (+ 17) 124 (+ 4)
pDPGrdA 84 (+ 22) 82 (+ 26) 146 (+ 11)
pDPTR 288 (+5) 321 ( 25) 334 (+ 18)
pDPTrx 109 (x14) 131 (x14) 114 (= 8)
pDPPLf 319 (+ 37) 263 ( 24) 344 (+ 36)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSTrx und eins der neun aufgefiihrten pDABéAvate
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Abb. 58: Relative p-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasiid
pMSTrx kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragebie ermittelten Werte ergeben sich jeweils auseri
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messund@ie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.I1X.8. B-Galactosidase-Aktivitdten des pMSiBiDerivates in Kombination mit allen pDP804-Derivate

Tab. 22: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterE. coli -SU202-Stamme

PMSP I+ ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

PDPPL 353 ( 30) 172 (£ 6) 395 (* 27)
pDPPB 375 (+ 45) 381 (2 56) 436 (+ 11)
pDPP2 233 (+ 13) 274 (+ 43) 241 (+ 23)
pDPP4 378 (+ 45) 330 ( 9) 353 (+ 18)
pDPPrpU 296 (+ 30) 357 (+2) 343 (+ 18)
pDPGrdA 297 (+ 27) 283 (+ 15) 304 (+ 16)
pDPTR 426 (+ 31) 341 ( 26) 358 (+ 23)
pDPTrX 368 (+ 12) 335 (+ 4) 327 (+ 45)
pDPP L 372 (+ 23) 321 (+5) 329 (+ 49)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils dasnfitl pMSP&p und eins der neun aufgefiihrten pDP804-Derivate
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Abb. 59: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitdten von jeweils diei colrSU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die dasiid
PMSPXf kombiniert mit allen pDP804-Derivaten tragen. CEemittelten Werte ergeben sich jeweils aus einer
Dreifachbestimmung von drei unabh&ngigen Messundgie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.1X.9. B-Galactosidase-Aktivitdten der pMSP604-DerivateStammE. col-SU202
Tab. 23: g-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli -SU202-Stamme
StammE. coliSU20Z ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3
MSPPLu 382 (x91) 410 (£ 26) 395 (x39)
MSPPB 483 (x 16) 461 (x77) 410 (+48)
MSPP2 219 (x47) 406 (£33) 392 (x72)
MSPP4 254 (x39) 363 (£ 23) 290 (£3)
MSPPrpU 401 (= 55) 395 (£ 16) 493 (x29)
MSPGrdA 384 7 209 (£8) 398 (x51)
MSPTR 196 (x13) 278 (x 16) 389 (£ 52)
MSPTrx 334 (x42) 237 (£43) 219 (x24)
MSPPLf 388 (x 15) 367 (£ 22) 373 (x 40)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils eismid der neun aufgefiihrten pMS604-Derivate
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Abb. 60: Relative p-Galactosidase-Aktivitaten der E. coli-SU101-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils diei colrSU101-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die jesveihs der
neun pMS604-Derivaten tragen. Die ermittelten Wertgeben sich jeweils aus einer Dreifachbestimmuomg drei

unabhéngigen Messungen. Die Standartabweichungdrals schmale Balken dargestellt.
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A.1X.10. B-Galactosidase-Aktivitdten der pDP804-Derivate it@n3mE. colFSU101

Tab. 24: g-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli—SU101-Stdmme

StammE. coliSU107F ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

pDPP X 551 (+ 72) 442 ( 50) 386 (+ 70)
pDPPB 323 (+ 28) 446 ( 27) 385 (+ 66)
pDPP2 312 (+ 32) 436 ( 45) 435 *7)
pDPP4 436 (+ 47) 418 ( 32) 325 (+ 33)
pDPPrpU 447 (+ 33) 434 (+ 17) 427 (+ 43)
pDPGrdA 450 (+ 12) 384 (+ 45) 450 (+ 12)
pDPTR 333 (& 27) 383 ( 22) 398 ( 31)
pDPTrX 338 (+ 14) 390 (+ 52) 480 (+ 51)
pDPP L 500 (+ 28) 447 (+ 59) 465 (+ 10)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils easrid der neun aufgefiihrten pDP804-Derivate
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Abb. 61: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU101-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils diei col-SU101-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die jesveihs der
neun pDP804-Derivaten tragen. Die ermittelten Wergeben sich jeweils aus einer Dreifachbestimmuomg drei

unabhéngigen Messungen. Die Standartabweichungdrals schmale Balken dargestellt.
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A.IX.11. B-Galactosidase-Aktivitaten der pDP804-Derivate ii@n3mE. colFSU202
Tab. 25: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli -SU202-Stamme
StammE. coliSU20Z ermitteltep-Galactosidase-Aktivitat (ret.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3
pDPPL 415 (x24) 372 (x21) 373 (x29)
pDPP3B 513 (1) 441 (x32) 486 (= 39)
pDPP2 439 (+58) 272 (£ 36) 459 (x23)
pDPP4 234 (x 16) 280 (= 10) 444 (x28)
pDPPrpuU 419 (x24) 462 (£37) 480 (x 56)
pDPGrdA 437 (x40) 471 (£ 48) 449 (x12)
pDPTR 481 (+ 56) 238 (x44) 409 (x62)
pDPTrx 400 (£ 29) 445 (£78) 367 (= 63)
pDPP L 397 (x44) 373 (x104) 357 (£ 59)

! dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhéngigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastimenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardawngen sind in Klammern dargestellt
2 die untersuchten Stamme enthielten jeweils easrid der neun aufgefiihrten pDP804-Derivate
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Abb. 62: Relative B-Galactosidase-Aktivitdten der E. coli-SU202-Reporterstamme. Dargestellt sind die
rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils diei col-SU202-Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), die jesveihs der
neun pDP804-Derivaten tragen. Die ermittelten Wergeben sich jeweils aus einer Dreifachbestimmuomg drei

unabhéngigen Messungen. Die Standartabweichungdrals schmale Balken dargestellt.
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A.IX.12. B-Galactosidase-Aktivitaten der Kontrollen

Tab. 26: B-Galactosidase-Aktivitdten der untersuchterk. coli—SU101 uncE. coli-SU202-Stamme

Kontrollen ermittelteB-Galactosidase-Aktivitat (ref.)
Klon 1 Klon 2 Klon 3

E. coliSU101 459 (x13) 461 (£ 21) 447 (£ 35)

E. coli SU202 522 (x34) 495 (£ 24) 519 (= 5)

pMS604 + pDP804 ik. coli SU101 3 (x1) 2 (1) 2 (1)
pMS604 + pDP804 ift. coli SU202 1 (x0) 1 (x0) 3 (x2)
pMS604 inE. coliSU101 27 (x3) 35 (=8) 21 (x14)

pMS604 inE. coli SU202 495 3(x4) 402 (£ 85) 522 (£ 35)

pDP804 inE. coliSU101 342 1(x0) 374 (x44) 333 (x67)

pDP804 inE. coliSU202 337 3(x4) 263 (x17) 168 (£ 23)

' dargestellt sind die Durchschnittswerte von dreihhangigen Ansétzen, wobei jeweils eine Dreifastilmenung
durchgefiihrt wurde, die errechneten Standardathwngen sind in Klammern dargestellt
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Abb. 63: Relative g-Galactosidase-Aktivitaten derE. coli-SU101 undE. coli-SU202-ReporterstammeDargestellt
sind die rel. B-Galactosidase-Aktivitaten von jeweils dr&. coliSU101-Reporterstamme bzviE. coliSU202-
Reporterstamme (Klon 1, 2 und 3), ohne Plasmid, jeviteils einem der beiden Kontroll-Plasmide (pMSafv.
pDP804) oder mit beiden Kontroll-Plasmiden. Die #etien Werte ergeben sich jeweils aus einer
Dreifachbestimmung von drei unabhéngigen Messund®gie. Standartabweichungen sind als schmale Balken
dargestellt.
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A.X. Absorptionsspektren von heterolog synthetisiger Thioredoxin-Reduktase und von GrdA
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Abb. 64: Absorptionsspektren der Thioredoxin-Redukase und von GrdA. Dargestellt sind die
Absorptionsspektren von heterolog synthetisierted mit Streptad® II-fusionierter Thioredoxin-Reduktase (gelbes
Spektrum) und von der Cystein-Variante des hetgrejmthetisierten und mgtreptad® Il-fusionierten Selenoprotein
A (rotes Spektrum). TR_Thioredoxin-Reduktase, Gr8élenoprotein A.
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A.XI. mRNA-Sekundarstrukturen des potentiellen Glyan-Riboswitch ausC. difficile und C. sticklandii
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Abb. 65: Sekundarstrukturen des Glycin-abhéngigen boswitches ausC. difficile (A) und C. sticklandii(B): Die

MRNA-Sekundarstruktur potentieller Glycin-Ribosvigés ausC. difficile (A) und C. sticklandi{B) wurden dargestellt.
Die orange unterlegten Nukleotide reprasentieran idfrinsische Terminatorstruktur, die sich bei rRation des
Aptamer Il durch Bindung von Glycin nicht ausbildesmn.



Danksagung

Als erstes geht mein Dank an Prof. Dr. J. R. Amskadir die Uberlassung des interessanten Thewmias, s
Betreuung, sein stetiges Interesse, seine steteugdimnsbereitschaft und sein mir entgegengebrachte

Vertrauen auch in sehr schwierigen Situationen.

Ein weiteres grof3es Dankeschdn geht an Prof. DR.&awers flr seine Unterstiitzung, seine Hilfe word

allem fiir die Finanzierung der letzten Versuche,ichh sonst nur sehr schwer héatte verwirklichemiedn

Ein besonders groRer Dank geht an Anke, die fuhrdie ganze Zeit eine sehr sehr grof3e Stltze war un

sehr oft mehr als ein offenes Ohr fur mich hatte

Bei Kathrin mdchte ich mich ebenfalls sehr bedankenhatte immer eine Antwort auf meine vielengera

und sie stand mir immer mit sehr hilfreichen Tipsl Vorschlagen zur Seite.

Seit ich 1999 das erste Praktikum im Labor 211 lafeste, erwartete mich dort immer eine sehr anbeme
und nette, wenn auch z. T. feucht-frohliche Arlzitosphare die die vielen kleinen und grof3en
Ruckschlage ertraglicher machten. Dafir danke lieim Mitgliedern dieses Labors: Martin Kohlstoclaha
Jager, Tina und Daniel Grobe, Juliane Viezens, @iling, Diana Steiner, Kristin Wahl, Claudi Dobeze
(chronologische Reihenfolge). Ein besonderer Daetk gierbei an Torsten fir manch hilfreichen Tippul u

vor allem fur das Korrekturlesen meiner Arbeit.

Ein groRer Dank geht auch an Frau Claudia HammenisitHir die Ubernahme von kleinen und groRen

Aufgaben und ihr standig offenes Ohr fur laborineeund -externe Probleme.
Barbara mdchte ich fur die Zusammenarbeit danken.

Frau Ute Lindenstraufd danke ich fir die zahlreichequenzierungen.
Dank auch an Herrn Dr. Thomas Briser fur seinedgg@rDiskussionsbereitschaft.

Dank an alle bisher nicht erwahnten Mitglieder bhssitutes.

Vielen Dank auch an Jana und Wenke.

Des Weiteren mochte ich Jana Rudolf fir ihre Freahdft danken.

Danke auch an alle bisher nicht erwahnten Freumigez. B. Sandra, Eva und Katja.

Der grof3te Dank aber geht an meine Familie, hieralem an meine Eltern, die mich die ganzen 1Xelah

hier in Halle immer unterstitzt haben und mir daglisim und die Promotion erst ermoglicht haben.



Eidesstattliche Erklarung

Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Atbstlbstidndig und ohne fremde Hilfe verfasst, keine
anderen als die von mir angegebenen Quellen urfdniiitel benutzt und alle Stellen, die woértlich ode

inhaltlich anderen Werken enthommen sind, als sokeimntlich gemacht habe.

Halle, den 17. 06. 2008

Anja Poehlein



Lebenslauf

Personliche Daten

Name
Geburtsdatum
Geburtsort
Familienstand

Staatsangehorigkeit

Bildungsweg
Dezember 2007

Méarz 2003
Dezember 2007

Jan. 2003

Dez. 2001-Feb. 2002

Juli- Aug. 2000

1997-2003
1991-1997

1985-1991

Halle, den 17.06.2008

Anja Poehlein
26.09.1978
Halle / Saale
ledig

deutsch

Anfertigung der vorliegenden Pronmnggahrift

Tatigkeit als wissenschaftlicher Miéer am Institut fir Mikrobiologie
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Jan R. Andreesen) der Mdrtither-Universitét
Halle-Wittenberg; praktische Arbeiten zur vorlieden Dissertation

Abschluss der Diplomarbeit am Institut Mikrobiologie zum Thema
.Klonierung und Analyse der Gene der Glycin-Decasitase aus
Eubacterium acidaminophiluh{Pradikat Sehr Gut) unter Betreuung von
Prof. Dr. Jan R. Andreesen

Diplomprifungen in den Fachikmobiologie, Genetik, Biochemie und
Immunologie (Gesamtpradikat: Gut)

Praktikum bei der Invitek GmbH Berimit dem Thema Expression und
Reinigung rekombinater Proteine

Studium der Biologie an der Martin-Luthiiversitat Halle-Wittenberg
Gymnasium Egeln (Abschluss: Abitur)

Grund- und Sekundarschule Westeregeln






	Inhaltsverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	1. Einleitung
	2. Material & Methoden
	2.1. Organismen und Plasmide
	2.2. Kultivierung von Bakterien
	2.2.1. Vollmedien für E. coli
	2.2.2. M9-Minimalmedium (SAMBROOK et al., 1989)
	2.2.3. Medium für die Anzucht von E. acidaminophilum
	2.2.3. Medienzusätze
	2.2.4. Zellanzucht
	2.2.5. Messung des Bakterienwachstums
	2.2.6. Lagerung von Bakterienkulturen

	2.3. Isolierung von Nukleinsäuren
	2.3.1. Isolierung von Gesamt-DNA aus E. acidaminophilum (SAITO and MIURA 1963), mod.
	2.3.2. Isolierung von Plasmid-DNA
	2.3.2.1. Minipräparation von Plasmid-DNA aus E. coli (BIRNBOIM and DOLY 1979)
	2.3.2.2. Plasmidisolation mit dem QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
	2.3.2.3. Plasmid Midipräparation

	2.3.3. Isolierung von RNA

	2.4. Standardtechniken für das Arbeiten mit Nukleinsäuren
	2.4.1. Behandlungen von Geräten und Lösungen
	2.4.2. Phenol/Chloroform-Extraktion und Fällung von Nukleinsäuren
	2.4.3. Fällung von Nukleinsäuren
	2.4.4. Auftrennung von Nukleinsäuren
	2.4.4.1. Standard-Agarose-Gelelektrophorese von DNA
	2.4.4.2. Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese von RNA

	2.4.5. Größenbestimmung von Nukleinsäuren
	2.4.6. Konzentrationsbetimmung von DNA und RNA
	2.4.7. Reinigung von PCR-Produkten
	2.4.8. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
	2.4.9. Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen
	2.4.10. Dephosphorylierung von DNA
	2.4.11 Ligation von DNA-Fragmenten
	2.4.12. Mikrodialyse von DNA-Lösungen (MARUSYK and SERGEANT 1980)

	2.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
	2.5.1. Standard-PCR
	2.5.2. Identifikation unbekannter Genomabschnitte mittels Vektorette-PCR (RILEY et al., 1990)

	2.6. Herstellung und Selektion rekombinanter E. coli-Klone
	2.6.1. Transformation durch Elektroporation (DOWER et al., 1988)
	2.6.1.1. Herstellung kompetenter Zellen
	2.6.1.2. Übertragung von DNA in E. coli durch Elektroporation


	2.7. Hybridisierung von Nukleinsäuren
	2.7.1 Herstellung von DIG-markierten Sonden
	2.7.2. DNA-Hybridisierung (SOUTHERN 1975)
	2.7.4. Dot-Blot-Hybridisierung
	2.7.5 Kolonie-Hybridisierung

	2.8. Methoden zur DNA-Analyse
	2.8.1. DNA-Sequenzierung am ABI377-Sequenzer
	2.8.2. Auswertung von Sequenzdaten

	2.9. Methoden zur RNA-Analyse
	2.9.1. Reverse Transkription (RT-PCR)
	2.9.2 Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes mittels primer extension

	2.10. Proteinchemische Methoden
	2.10.1. Bestimmung der Proteinkonzentration (BRADFORD 1976)
	2.10.2. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LAEMMLI 1970)
	2.10.3. Denaturierende Tris-Tricine-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SCHÄGGER 2006)
	2.10.4. Coomassie-Färbung von Proteinen
	2.10.5 Trocknung von Protein-Gelen
	2.10.6. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen und Western-Blot Analyse
	2.10.7. Heterologe Synthese von Proteinen mit Hilfe des Strep-tag® II-Expressionssystems
	2.10.7.1. Kultivierung, Induktion der Proteinsynthese und Ernte der Zellen
	2.10.7.2. rapid screening von Expressionskulturen
	2.10.7.3. Zellaufschluss und Gewinnung des Rohextraktes
	2.10.7.4. Affinitätschromatographie an StrepTactin-Sepharose


	2.11. Bestimmung von Enzymaktivitäten
	2.11.1. Thioredoxin-System-Test mit DTT und NADP (MEYER et al., 1991), mod.
	2.11.2. Thioredoxin-System-Test mit NADPH und Lipoamid (MEYER et al., 1991), mod.
	2.11.3 Test auf Diaphorase-Aktivität nach KLEIN and SAGERS (1967)
	2.11.4 Glycin-Decarboxylase, lichtoptischer Test nach KLEIN and SAGERS (1967)
	2.11.5. Bestimmung der β-Galactosidase-Aktivitat (MILLER 1992), mod.
	2.11.5.1. Zellanzucht
	2.11.5.2. Aktivitätsbestimmung


	2.12. Geräte und Chemikalien

	3. Experimente und Ergebnisse
	3.1. Glycin-, Sarcosin- und Betain-Reduktase-Gencluster in E. acidaminophilum
	3.1.1. Vollständige Klonierung des Gencluster I der Glycin-Reduktase
	3.1.2. Vollständige Klonierung des Gencluster VI der Betain-Reduktase
	3.1.3. Vollständige Klonierung des Gencluster V/II der Betain-Reduktase
	3.1.4. Verknüpfung der Gencluster

	3.2. Das Glycin-Decarboxylase-Operon aus E. acidaminophilum
	3.2.1. Vollständige Klonierung des Glycin-Decarboxylase-Operons aus E. acidaminophilum
	3.2.2. Transkriptionsanalysen des Glycin-Decarboxylase-Operons durch RT-PCR
	3.2.3. primer-extension Experimente zur Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte
	3.2.4. Putative Transkriptions- und Translationssignale des Glycin-Decarboxylase-Operons
	3.2.5. Transkriptionsanalysen zu unterschiedlichen Wachstumsbedingungen
	3.2.5.1. Transkriptionsanalysen zu unterschiedlichen Wachstumsphasen
	3.2.5.2. Transkriptionsanalysen bei der Kultivierung mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen


	3.3. Interaktionsstudien von PrpU mit Hilfe von bakteriellen two-hybrid- Systemen
	3.3.1. Einführung in das BacterioMatch®Two-Hybrid-System
	3.3.2. Einführung in das bakterielle lexA-basierende two-hybrid-System (DMITROVA et al., 1998)
	3.3.3. Klonierung in die Plasmide pBT und pTRG des BacterioMatch®Two-Hybrid-Systems
	3.3.4. Klonierung in die Plasmide pMS604 und pDP804 des lexA-basierende two-hybrid-Systems
	3.3.5 Transformation der konstruierten Hybrid-Plasmide in die Reporterstämme
	3.3.6. Bestimmung der β-Galactosidase-Aktivitaten
	3.3.7. Detektion der PrpU-Derivate mittels Western-Blot
	3.3.8. Auswertung der Interaktionsstudien aller untersuchten Proteine
	3.3.9. Identifikation von Homodimeren im Reporterstamm E. coli-SU101

	3.4. Synthese von Proteinen aus E. acidaminophilum in E. coli
	3.4.1. Synthese der Komponenten der Glycin-Decarboxylase als Strep-tag® II-Fusionsprotein
	3.4.1.1. Klonierung in die Expressionsvektoren pASK-IBA3 und pASK-IBA5
	3.4.1.2. Testexpression von gcvP1α, gcvP1β, gcvP2 und gcvP4 als Strep-tag® II-Translationsfusion in E. coli
	3.4.1.3. Reinigung der heterolog synthetisierter Proteine
	3.4.1.4. Coexpression der Gene der α- und β-Untereinheit des P1-Proteins von E. acidaminophilum
	3.4.1.5. Konstruktion eines Vektors zur simultanen Reinigung der α- und β-Untereinheit des P1-Proteins
	3.4.1.6. Klonierung des gcvP1-Gens von E. acidaminophilum in den Expressionsvektor pASK-IBA53ke

	3.4.2. Lipoylierung des P2-Proteins der Glycin-Decarboxylase von E. acidaminophilum
	3.4.2.1. Synthese des P2-Proteins in Gegenwart von Liponsäure

	3.4.3. Expression der Gene des Thioredoxin-Systems von E. acidaminophilum als Strep-tag® IIFusionsproteine
	3.4.3.1. Klonierung von trxB und trxA in den Expressionsvektor pASK-IBA3
	3.4.3.2. Synthese und Reinigung von heterologer Thioredoxin-Reduktase und heterologem Thioredoxin

	3.4.4. Expression der Gene der Selenoproteine PrpU und GrdA und deren Cystein-Mutanten in E. coli
	3.4.4.1. Klonierung von grdA3 und prpU in das Expressionsplasmid pASK-IBA3plus
	3.4.4.2. Testexpression der Gene der Selenoproteine PrpU und GrdA als Strep-tag® II-Translationsfusion in E. coli
	3.4.4.3. Synthese und Reinigung von Wildtyp-PrpU und -GrdA und deren Cystein-Varianten


	3.5. pull-down Experimente
	3.6. Aktivitätstests zur Bestimmung der Funktion von PrpU
	3.6.1. Stimulierung der Dihydrolipoamid-Dehydrogenase-Aktivität der Thioredoxin-Reduktase
	3.6.2. Glycin-Decarboxylase-Test


	4. Diskussion
	4.1. Die Transkription des Glycin-Decarboxylase-Operons
	4.2. Die Glycin-Decarboxylase - ein Komplex, der normalerweise aus vier Proteinen besteht
	4.2.1. Das P1-Protein der Glycin-Decarboxylase-die eigentliche Decarboxylase
	4.2.2. Das P2-Protein der Glycin-Decarboxylase-das hydrogen carrier Protein
	4.2.3. Das P4-Protein der Glycin-Decarboxylase-die Aminomethyl-Transferase

	4.3. Interaktionsstudien mit Hilfe von bakteriellen two-hybrid-Systemen und pull-down-assays
	4.3.1. Interaktionen der Komponenten der Glycin-Decarboxylase
	4.3.2. Interaktionsstudien von PrpU und den Vertretern des Thioredoxin-Systems sowie mit GrdA

	4.4. Glycin-, Sarcosin- und Betain-spezifische Gencluster
	4.5. Ausblick

	5. Zusammenfassung
	6. Literaturverzeichnis
	7. Anhang
	A.I. Verwendete Oligonukleotide
	A.II. Sequenz des Glycin-Decarboxylase-Operons und der angrenzenden Bereiche
	A.III. Sequenz eines neuen Ausschnittes des Glycin-Reduktase-spezifischen Gencluster I
	A.IV. Sequenz eines erweiterten Ausschnittes des Glycin-Reduktase-spezifischen Gencluster III
	A.V. Sequenz eines Ausschnittes des Sarcosin-Reduktase-spezifischen Gencluster IV
	A.VI. Sequenz eines erweiterten und verbundenen Ausschnittes des Betain-spezifischen Gencluster II/V
	A.VII. Sequenz eines neuen Ausschnittes des Creatin-Reduktase-spezifischen Gencluster VI-5’-Bereich
	A.VIII. Sequenz des neuen Ausschnittes des Creatin-Reduktase-spezifischen Gencluster VI-3’-Bereich
	A.IX. β-Galactosidase-Aktivitaten der untersuchten E. coli-SU202 und E. coli-SU101 Stamme
	A.IX.1. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP1α-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.2. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP1β-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.3. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP2-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.4. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP4-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.5. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSGrdA-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.6. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSTR-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.7. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSTrx-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.8. β-Galactosidase-Aktivitaten des pMSP1αβ-Derivates in Kombination mit allen pDP804-Derivaten
	A.IX.9. β-Galactosidase-Aktivitaten der pMSP604-Derivate im Stamm E. coli-SU202
	A.IX.10. β-Galactosidase-Aktivitaten der pDP804-Derivate im Stamm E. coli-SU101
	A.IX.11. β-Galactosidase-Aktivitaten der pDP804-Derivate im Stamm E. coli-SU202
	A.IX.12. β-Galactosidase-Aktivitaten der Kontrollen

	A.X. Absorptionsspektren von heterolog synthetisierter Thioredoxin-Reduktase und von GrdA
	A.XI. mRNA-Sekundärstrukturen des potentiellen Glycin-Riboswitch aus C. difficile und C. sticklandii C. difficile


