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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Clogtridium sticklandii ist ein stédbchenformiges, obligat anaerobes, Gram-positives
Bakterium (STADTMAN & MC CLUNG, 1957), welches Endosporen bildet und den
Clostridien mit geringem G+C-Gehalt zugeordnet wird (JOHNSON & FRANCIS,
1975). Es kann keine dissmilatorische Sulfatreduktion durchfihren und wird aufgrund
seines Wachstums auf Aminosduren as Kohlenstoff- und Energiequelle den
proteolytischen Clostridien zugeordnet (ANDREESEN et al., 1989; HIPPE et al., 1991;
COLLINS et al., 1994). Die Vergarung der Aminosauren erfolgt paarweise in einer
gekoppelten  Oxidations-Reduktions-Reaktion, welche as “ Stickland-Reaktion”
bezeichnet wird (STICKLAND, 1934). Dabe kommt es zur Oxidation einer
Aminoséaure, deren freiwerdende Elektronen zur Reduktion der zweiten Aminosdure
genutzt werden. C. sticklandii verwendet Serin, Threonin, Arginin, Lysin und Alanin als
Elektronendonatoren. Als Elektronenakzeptoren kdnnen nur Prolin und Glycin dienen
(UHDE, 1990).

Die Glycin-Reduktion erfolgt durch die Glycin-Reduktase zu Acetyl-Phosphat und
Ammonium (STADTMAN & ELLIOTT, 1956; STADTMAN, 1978, TANAKA &
STADTMAN, 1979; STADTMAN & DAVIS, 1991, ARKOWITZ & ABELES, 1989;
1990, 1991; SCHRADER & ANDREESEN, 1992; ANDREESEN, 1994; WAGNER et
al., 1999). Acetyl-Phosphat kann mittels der Acetatkinase zur ATP-Synthese und somit
zur Energiekonservierung verwendet werden (BARNARD & AKHTAR, 1979,
ARKOWITZ & ABELES, 1989). Beim oxidativen Threonin-Abbau durch die Threonin-
Dehydrogenase (WAGNER & ANDREESEN, 1995) entsteht intermedidr Glycin
(UHDE, 1990), was zu einer internen “ Stickland-Reaktion” fihrt.

Die Prolin-Reduktion beginnt mit der Isomeriserung des L-Prolins zum D-l1somer durch
die Prolin-Racemase (RUDNICK & ABELES, 1975). D-Prolin wird anschlief3end durch
die D-Prolin-Reduktase (EC 1.4.1.6.) zu &-Aminovalerat umgesetzt (SETO und
STADTMAN, 1976). Fur die Prolin-Reduktion konnte bidang kein energie-
konservierender Schritt in Form einer wie fir die Glycin-Reduktase beschriebenen
Substratkettenphosphorylierung nachgewiesen werden (ARKOWITZ et al., 1994),
obwohl bei Wachstum auf beiden Elektronenakzeptoren Prolin vor Glycin umgesetzt
wird (UHDE, 1990). Wachstumsphysiologische Untersuchungen zeigten, dal3 Prolin
essentiell fur das Wachstum von C. sticklandii ist (A. PICH, pers. Mitteilung). Das
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Bakterium ist im Gegensatz zu den verwandten Organismen Clostridium litorale und
Eubacterium acidaminophilum (BAENA et al., 1999) nicht in der Lage, auf Glycin as
aleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen (ZINDEL et al., 1988; UHDE,
1990; DIETRICHS et al., 1991).

Fur Clostridium sporogenes wurde postuliert, da3 die Prolin-Reduktion mit der
Erzeugung eines pH-Gradienten Uber die Cytoplasmamembran verbunden ist, der
maoglicherweise zur Energiekonservierung genutzt werden kann. Ob  dieser
Protonengradient an eine Elektronentransportkette verbunden mit einer ATP-Synthese

gekoppelt ist, konnte nicht nachgewiesen werden (LOVITT et al., 1986).

Die Glycin-Reduktase wurde bereits aus E. acidaminophilum (ANDREESEN, 1994;
WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999), C. litorale (KREIMER &
ANDREESEN, 1995) und C. sticklandii (STADTMAN, 1966; TURNER &
STADTMAN, 1973; STADTMAN & DAVIS, 1991, GARCIA & STADTMAN, 1992,
ANDREESEN, 1994, GRANTZDORFFER et al., 2001) und weiteren Organismen
biochemisch und molekularbiologisch eingehend untersucht. Im Gegensatz zu C.
sticklandii kénnen andere Gram-positive Bakterien, wie E. acidaminophilum und C.
litorale auch die N-methylierten Glycin-Derivate Betain und Sarkosin reduzieren
(HORMANN & ANDREESEN, 1989; FENDRICH et al., 1990; ANDREESEN, 1994).
Tissierella creatinophilum ist in der Lage, Kreatinin vollstandig Uber Kreatin, Sarkosin
und Glycin zu den Produkten Acetat, Monomethylamin, Ammonium und Kohlendioxid
zu reduzieren (HARMS et al., 1998a, 1998b).

Das Glycin-Reduktase-System besteht aus drel Komponenten, dem Selenoprotein A
(TURNER & STADTMAN, 1973; GARCIA & STADTMAN, 1991; 1992), den
substratspezifischen Proteinen B, einem Komplex aus drei Untereinheiten (MEYER et
al., 1995; WAGNER, 1997; WAGNER et al., 1999) und den Proteinen C, welche sich
aus zwei Untereinheiten zusammensetzen (STADTMAN & DAVIS, 1991; SCHRADER
& ANDREESEN, 1992). Die 22 kDa-Untereinheit des Glycin-spezifischen Protein B-
Komplexes enthdt eine Pyruvyl-Gruppe und entstent zusammen mit der 25 kDa-
Untereinheit aus einem 47 kDaProprotein GrdE (WAGNER et al., 1999;
BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al., 2001). Die dritte Untereinheit des Protein B-
Komplexes, die 47 kDa-Untereinheit GrdB, enthdt Selen in Form von Selenocystein
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(WAGNER et al., 1999; SONNTAG, 1998; GRANTZDORFFER et al., 2001). Die
Elektronen zur Reduktion des Glycins stammen aus dem NADPH und werden Uber das
Thioredoxin-System auf das Selenoprotein A der Glycin-Reduktase Ubertragen. Das
Thioredoxin-System besteht aus zwel Proteinen, der Thioredoxin-Reduktase und dem
Thioredoxin (DIETRICHS et al., 1991).

Der Reaktionsmechanismus der Glycin-Spaltung gestaltet sich wie folgt (Abb. 1.1):
Glycin wird kovalent as Schiff’'sche Base an eine Carbonyl-Gruppe der 47 kDa
Untereinheit des Proteinkomplexes B gebunden (TANAKA & STADTMAN, 1979;
ARKOWITZ & ABELES, 1989, 1991; MEYER et al., 1995; HARMS et al., 1998b;
WAGNER et al., 1999; GRANTZDORFFER et al., 2001). Dieses Protein enthalt Selen
in Form eines TGA-kodierten Selenocysteins. Es erfolgt ein nukleophiler Angriff des
Selenol-Anions am a-C-Atom des Glycins, wodurch die C-N-Bindung gespalten wird
und Ammonium und ein Carboxymethyl-Selenoether entstehen (ARKOWITZ &
ABELES, 1990, 1991; STADTMAN & DAVIS, 1991; WAGNER et al., 1999). Dieser
wird vom Selenoprotein A Ubernommen und in einen Protein C-gebundenen Acetyl-
Thioester Uberfuhrt. Dieser Acetyl-Thioester wird zu Acetylphosphat gespalten und
durch die Acetat-Kinase in Acetat und ATP umgesetzt (STADTMAN, 1989;
ARKOWITZ & ABELES, 1989; 1990; 1991, STADTMAN & DAVIS, 1991,
SCHRADER & ANDREESEN, 1992; KOHLSTOCK, 2001). Die im Verlauf dieses
Reaktionsmechanismus oxidierte Selenid-Sulfid-Gruppe am Selenoprotein A wird durch
das Thioredoxin-System wieder reduziert (DIETRICHS et al., 1991; WAGNER et al.,
1999).
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Abb. 1.1: Postulierter Reaktionsmechanismus der reduktiven Spaltung von Glycin durch die
Glycin-Reduktase aus E. acidaminophilum (WAGNER, 1999). Pg: substratspezifischer Protein-B-
Komplex, Py: Selenoprotein A, Pc: Protein-C-Komplex, TR: Thioredoxin-Reduktase, Trx: Thioredoxin,
P.: anorganisches Phosphat

Die kodierenden Gene fir die Proteine A, B und C des Glycin-Reduktase-Systems sowie
fur die Komponenten Thioredoxin und Thioredoxin-Reduktase des Thioredoxin-Systems
sind in einem Operon organisiert (LUBBERS & ANDREESEN, 1993; WAGNER et al.,
1999; GRANTZDORFFER et al., 2001).

Die D-Prolin-Reduktase wurde bisher nur aus C. sticklandii biochemisch untersucht und
teilweise charakterisert (SETO & STADTMAN, 1976; SETO, 1980a; ABELES et al.,
1994).

Die D-Prolin-Reduktase wurde als ein membrangebundenes, homodekameres Protein mit
einer molekularen Masse von 300 kDa beschrieben. Jede der zehn Untereinheiten enthéalt
eine kovalent gebundene Pyruvyl-Gruppe (HODGINS & ABELES, 1967, 1969; SETO
& STADTMAN, 1976; SETO, 1980a) und ist aminoterminal blockiert. Es wurde
angenommen, dal3 die Pyruvyl-Gruppe in einem Peptid mit einer molekularen Masse von
4,6 kDa lokalisert sei (SETO, 1979; 1980a; 1980b). Bel Zugabe von Selen zum
Wachstumsmedium erreicht die D-Prolin-Reduktase eine dreifach hdhere Enzymaktivitét.
Im Gegensatz zur Glycin-Reduktase wurde in der D-Prolin-Reduktase jedoch kein Selen
nachgewiesen (SETO & STADTMAN, 1976).

Das Enzym katalysiert die reduktive C-N-Ringspaltung des D-Prolins in Gegenwart von
Elektronendonatoren, z.B. DTT (HODGINS & ABELES, 1969; SETO,1980a). Dabel
wird D-Prolin durch eine enzymgebundene Pyruvyl-Gruppe aktiviert und der Ring soll

durch einen nukleophilen Angriff des Dithiols auf das a-C-Atom des Prolins zu &-
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Aminovalerat gespalten werden. In vivo fungiert NADH als Elekronendonor, von dem
aus die Elektronen Uber eine FAD-abhangige NADH-Dehydrogenase und ein
eisenhaltiges Protein auf die D-Prolin-Reduktase (Ubertragen werden sollen
(STADTMAN, 1965; SCHWARTZ & MULLER, 1979; SETO, 1980a) (Abb. 1.2).

NADH+H’ FADH o0
)(DH>/V Prolm / g
2[H] 7 reduktase \ CooH
FAD )/\v ;

DTT,  DTT, HN

Abb. 1.2: Hypothetischer Reaktionsmechanismus der reduktiven Spaltung von D-Prolin durch die
D-Pralin-Reduktase aus C. sticklandii (SETO, 1980a). DH: FAD-abhangige NADH-Dehydrogenase,
FeS: Eisen-Schwefel-Protein,

o-Aminovalerat it das Endprodukt der D-Prolin-Reduktase-Reaktion und kann im
weiteren Stoffkreislauf durch andere strikt anaerobe Bakterien zu Ammonium, Acetat,
Propionat, Butyrat und Vaerat umgesetzt werden, z.B. durch Clostridium
aminovalericum (HARDMAN & STADTMAN, 1960; BARKER et al., 1987,
EIKMANNS & BUCKEL, 1991). Ein weiterer &-aminovalerat-verwertender
Organismus wurde von BARKER et al. (1987) isoliet. BUCKEL et al. (1994)
charakterisierten diesen Organismus und bezeichneten ihn als Clostridium viride.

C. dicklandii kann &-Aminovalerat auch aus Arginin bzw. seinem Abbauprodukt
Ornithin Gber Prolin als Zwischenprodukt synthetiseren (DYER & COSTILOW, 1968).
Die A'-Pyrrolin-5-Carboxylat-Reduktase konnte in C. sticklandii charakterisiert werden
(KENKLIES et al., 1999).

Aufgrund der wenigen zur Verfligung stehenden Daten zum Reaktionsmechanismus und
zur Regulation der D-Prolin-Reduktase aus C. icklandii sowie der mdglichen
Beteiligung ener noch nicht aufgeklarten Elektronentransportkette dber 2zwel
redoxaktive Proteine (ein Flavo- und ein esenhaltiges Enzym), war das Ziel dieser
Arbeit, die D-Prolin-Reduktase weiter proteinchemisch und auch molekularbiologisch zu
untersuchen. Das Enzym sollte dazu zunédchst bis zur Homogenitét gereinigt und danach
charakterisiert werden. Anschlieffend sollte das zugehotrige Gen identifiziert und

analysiert und der Reaktionsmechanismus der D-Prolin-Reduktase untersucht werden.
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2. MATERIAL

2.1. Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in Tabele 2.1,

eingesetzte Vektoren und konstruierte Plasmide in Tabelle 2.2 aufgeftihrt.

Tab. 2.1: Bakterienstamme

Stamm relevanter Genotyp/Phanotyp Herkunft/Referenz
Clogtridium  sticklandii | Wildtyp DSMZ,

(HF, DSM 519") Braunschweig
Eschericha cali recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,| STRATAGENE

XL2-Blue

supe44, relAl, lac [F,

lacl‘ZAM 15, Tn10 (Tet") Amy Cam']

proAB,

GmbH, Heidelberg

Tab. 2.2: Plasmide und Vektoren

Plasmide/VVektoren

relevantes M erkmal®

Herkunft/Referenz

pBluescript 11 SK+

Amp', lacPOZ’, ColE1, flori

STRATAGENE
GmbH, Heidelberg

pGEMU-T Amp', lacPOZ’, flori PROMEGA CORP,,
Madison, USA

pPRO1 pGEMO-T mit 1,3 kb-PCR-Fragment | diese Arbeit

pPRO2 pGEMO-T mit 0,9 kb-PCR-Fragment | diese Arbeit

pUK1 pBluescript 11 SK+ mit 4,85 kb-Fragment | diese Arbeit

der C. sticklandii-Genbank

YPhanotypbezeichnungen: Amp': Ampicillinresistenz, POZ”: Promotor, Operator und a-
Peptid (N-terminale Aminosauren 1-59) der 3-Galaktosidase aus E. coli.
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2.2. Nahrmedien

Anaerobe Medien wurden nach der Hungate-Technik (HUNGATE, 1950, BRYANT,
1972) hergestellt und unter einer Stickstoffatmosphére abgekihlt. Fur Nahragar-Platten
wurde BACTO-AGAR der Fa DIFCO LABORATORIES, Detroit, USA verwendet.
Alle Medien wurden 20 min bel 121 °C autoklaviert.

2.2.1. Minimalmedium fur C. sticklandii (UHDE, 1990)

Endkonzentration im Medium

Glycin 15¢9 20 mM
L-Serin 2,19 20 mM
L-Threonin 2449 20 mM
L-Arginin 3509 20 mM
L-Lysin-HCI 3,659 20 mM
L-Histidin 0479 3mM
L-Tyrosin 0,02¢g 0,11 mM
MgSO, x 7 H,0 029 0,81 mM
NH,CI 0549 9,3mM
CaCl, x 2 H,0 (10 g/l) 1ml 68 UM
KP-Puffer (1M, pH 7,0) 10 ml 10 mM
Aminosaurestammlésung 20 mi

Spurenelementldsung SL A 1ml

Resazurin (1 g/l) 1ml 4 nM
Vitaminldsung” 5ml

NaHCO; (84 g/l)* 10 ml 10 mM
NaS x 9 H,0 (60 g/l)*’ 5ml 1,25 mM
H2O0dest ad 1000 ml

“Diese Komponenten wurden dem Medium vor dem Animpfen der Zellen steril
Zugesetzt.
Der pH-Wert des Mediums wurde nach dem Autoklavieren nochmals auf pH 7,0

korrigiert.
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2.2.1.1. Vitaminlosung (GENTHNER et al., 1981, mod.)

Na-Pantothenat 50 mg
Riboflavin 50 mg
Pyridoxamin-HCI 10 mg
D-(+)-Biotin 20 mg
Folsaure 20 mg
Nicotinsaure 25 mg
Nicotinamid 25 mg
Thiamin-HCI 50 mg
Cyanocobalamin 50 mg
p-Aminobenzoesdure 50 mg
a-Liponsiure 60 mg
H2O0dest ad 1000 ml

Die Vitaminldsung wurde steril filtriert und bei -20 °C aufbewahrt.
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2.2.1.2. Spurenelementlésung SL A (HORMANN & ANDREESEN, 1989, mod.)

Endkonzentration im Medium

HCI (25 %, v/v) 10 mi

FeCl, x 4 H,0 159 7,5x10°M
ZnCl, 0,07 g 51x10" M
MnCl, x 4 H,O 0lg 51x10" M
HsBO; 0,006 g 9,7x 10% M
CoCl, x 6 H,O 0,199 8,0x 10° M
CuCl; x 2 H,0 0,002 g 1,2x 108 M
NiCl; x 2 H,0 0,024 g 1.0x 107 M
Na;MoO, x 2 H,0 0,036 g 1,5x 107 M
Na,WO, x 2 H,0 0,033 g 1,0x 107 M
N&SeOs x 5 H,0 0,269 1,0x 10°M
NaVO; x 2 H,0 0,014 g 1,0x 107 M
H2Oues ad 1000 mi

FeCl; x 4 H,O wurde zunéachst in der 25 %igen HCl gelost, danach erfolgte die Zugabe
der anderen Kompenenten. Die Spurenelementlosung SL A wurde 20 min bei 121 °C
autoklaviert und bel 4 °C aufbewahrt.
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2.2.1.3. Aminosaurestammlésung (UHDE, 1990)

L-Vadin 2,939
L-Leucin 3,289
L Isoleucin 3,289
L-Prolin 2,889
L-Cystein 3,03g
L-Methionin 3,739
L-Phenylalanin 4,139
L-Tryptophan 5119
L-Glutamat 3,689
L-Glutamin 3,669
L-Asparagin 3,759
H20Oqest ad 1000 ml

Bei Zugabe von 20 ml dieser Losung zu 980 ml N&hrmedium lagen alle Aminosauren in
einer Konzentration von 0,5 mM vor. Die Aminosdurestammidsung wurde 20 min bel
121 °C autoklaviert und bel 4 °C aufbewahrt.

2.2.2. Komplexmedium fur C. gticklandii (STADTMAN, 1978, mod.)

Trypton 209
Hefeextrakt 109
KH,PO, 0,689
K HPO, 1049
Spurenelementldsung SL A 1ml
Resazurin (1 g/l) 1ml
Na:S x 9 H,0 (60 g/l)” 10 ml
H2O0dest. ad 1000 ml

“Diese Komponente wurde dem Medium vor dem Animpfen der Zellen steril zugesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde nach dem Autoklavieren auf pH 7,0 eingestellt.
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2.2.3. LuriaBertani Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 109
Hefeextrakt 59
NaCl 59
H2O0dest. ad 1000 ml

2.2.4. SOC-Medium (PROMEGA CORP.)

Trypton 29
Hefeextrakt 059
NaCl (1 M) 1ml
KCl (1 M) 0,5ml
MgCl, x 6 H,O / MgSO, x 7 H,0 (je 1 M)? 1ml
Glukose (2 M)” 1ml
H2O0dest. ad 100 ml

“Diese Komponenten wurden steril filtriert und nach dem Autoklavieren zugesetzt.

2.2.5. Medienzusatze

Zur Selektion transformierter E. coli-Zellen zugegebene Substanzen sind in Tabelle 2.3
aufgefihrt. Die Zugabe erfolgte nach Abkihlung der autoklavierten Medien auf
mindestens 50 °C. Die Stammldsungen wurden steril filtriert und bel -20 °C gelagert.

Tab. 2.3: Medienzusitze

Substanzen Stammldsung Konzentration im Medium
Ampicillin 100 mg/ml HzOqeq. 100 pg/ml

IPTG 40 mg/ml HyOgeq. 40 pg/ml

X-Gdl 48 mg/ml DMF 48 pug/ml
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2.3. Chemikalien

Fals nachfolgend nicht anders angegeben, wurden Chemikalien des hochsten
handelsiiblichen Reinheitsgrades von den Firmen SERVA (Heidelberg), SIGMA-
ALDRICH CHEMIE GmbH, (Deisenhofen) und MERCK (Darmstadt) bezogen.

Dartber hinaus erfolgte der Einsatz von Chemikalien folgender Firmen:

AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH GmbH, Freiburg:
Phenylsepharose”CL-4B, EAH-Sepharose”4B, Superose 6 HR 10/30, HMW-Mole-
kulargewichtsmarker, ”AutoRead Sequencing KIT”, Huore-15-ATP, T7-DNA-

Polymerase

APPLIGENE ONCOR, Heidelberg:

Ampicillin, Lysozym, Restriktionsenzyme

BIORAD:
Biobeads

BIOZYM DIAGNOSTIK GmbH, Hess. Oldendorf:
Tfl-DNA-Polymerase

CARL ROTH GmbH + Co, Karlsruhe:
IPTG, X-Gal, Acrylamid-Bisacrylamid-Stammlosung 40% (v/v), Ethanol, Methanol
(HPLC), Einmal-Sterilfilter

DIFCO LABORATORIES, Detroit, USA:
BACTO-AGAR

MESSER GRIESHEIM GmbH, Frankfurt:
N>

MILLIPORE GmbH, Eschborn:
PVDF-Membran ” Immobilon P’



2. MATERIAL 13

NEW ENGLAND BIOLABS GmbH, Schwalbach:
Restriktionsenzyme

QIAGEN GmbH, Hilden:
DNA-Extraktions-KIT, DNA- bzw. RNA-Isolierungs-KIT, Nylon-Membranen

ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim:
DNAse I, RNase A, RNA-GroRenstandard, "DIG DNA Labeling Kit", "DIG
Luminescent Detection Kit”, Restriktionsenzyme
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3. METHODEN

3.1. Zdllanzucht

3.1.1. Anzuchtbedingungen

Die Anzucht von C. dticklandii-Kulturen bis zu 10 ml erfolgte anaerob in Hungate-
Rohrchen mit Butyl-Gummi-Septen (Fa. BELLCO GLASS INC., Vineland, New Jersey,
USA). Kulturen im Mal3stab von 50 ml bis 500 ml wurden in Schraubverschlul3flaschen
(Fa MAAG, Hubendorf) mit Gummisepten (Faa. MULLER & KREMPEL, Ziirich,
Schweiz) kultiviert. Die Zellen wurde immer 10 %ig angeimpft und Gber Nacht bei 30 °C
inkubiert. Die Zellen zur Proteinreinigung wurden freundlicherweise von Dr. A. Pich
(Institut fir Mikrobiologie, MLU Halle) zur Verfligung gestellt.

E. coli-Zdlen wurden in LB-Fllssigmedium (2.2.3.) bzw. auf Nahragarplatten bel 37 °C
Uber Nacht angezogen. |m Bedarfsfall erfolgte die Zugabe von Medienzusétzen (2.2.5.).

3.1.2. Reinheitskontrolle und Stammbhaltung

Die C. gticklandii-Kulturen wurden unter dem Phasenkontrastmikroskop auf einheitliche
Zellmorphologie untersucht. Zur Stammhaltung wurden die Kulturen in Hungate-
Rohrchen mit Glycerin (Endkonzentration 20 % v/v) versetzt und bei -20 °C aufbewahrt.
Eine Uberprifung der E. coli-Kulturen erfolgte mittels Vereinzelungsausstrichen auf
Agarplatten. Stammkulturen von E. coli wurden durch Zugabe von Glycerin zu loga-
rithmisch wachsenden Kulturen (Endkonzentration 25 % v/v) hergestellt und bei -80 °C

eingefroren.

3.1.3. Messung des Bakterienwachstums

Der Wachstumsverlauf der C. sticklandii-Kulturen wurde anhand der Zunahme der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm direkt in Hungate-Rohrchen in einem
Spectronic 20" Spektrophotometer (Fa. OCHS, Bovenden) oder in Kunststoffkiivetten in
einem Spektralphotometer UV1202 (Fa SHIMADZU, Jena) gegen unbeimpftes
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Nahrmedium gemessen. Bei Uberschreitung einer ODgg Von 0,3 wurden die Proben mit
unbeimpftem Nahrmedium verdiinnt.

3.1.4. Zdlernte

Die Zellernte erfolgte bel 4 °C durch Zentrifugation fir 10 min in einer Hettich Universal
30 RF-Zentrifuge (Fa. HETTICH-ZENTRIFUGEN, Tuttlingen) bei 13 000 x g in 30 ml-
Kunststoffzentrifugenréhrchen bzw. fiar 5 min bel 23 000 x g in Eppendorf-
Reaktionsgefdlien. Die abzentrifugierten Zellen wurden bel -80 °C gelagert oder sofort

verwendet.

3.2. Proteinchemische M ethoden

Alle Arbeiten mit Proteinldsungen erfolgten soweit nicht anders angegeben bei 4 °C.

3.2.1. Herstellung von Proteinrohextrakt

Je 1 g C. dcklandii-Zdllen (Feuchtgewicht) wurden in 1,5 ml TED-Puffer
aufgenommen. Zum Zellaufschiul? wurde der Zellsuspension 1/10 des Volumens
Lysozymlésung zugesetzt. Nach 30 min Inkubation bel 37 °C wurden die Zellen durch
ein- bis dreimalige Passage durch eine vorgekihlte French-Presse bel einem Druck von 1
100 ps (Fa. AMERICAN INSTRUMENTS COMP. INC., Silver Spring, Maryland,
USA) vollstandig aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurden 20 min bei 13 000 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend in einer Ultrazentrifuge (Fa
BECKMAN, USA) 1 h bei 120 000 x g zentrifugiert. Der Uberstand bei -20 °C
eingefroren oder sofort verwendet.

Die Membranen wurden in TED-Puffer oder TED-Puffer mit 0,1 M KCI aufgenommen
und durch eine weitere Ultrazentrifugation (s.0.) gewaschen. Die Membranen wurden in
1 ml TED-Puffer resuspendiert, mit 1 % (v/v) Triton X 100 und 1,5 % (v/v)
Natriumdesoxycholat versetzt und 30 min gerthrt. Die Entfernung der Detergenzien
erfolgte durch Zugabe von Biobeads (Fa. BIORAD) und Ruhren fir 1 h. Der Ansatz
wurde bei 4 000 x g kurz zentrifugiert und der Uberstand bei -20 °C aufbewahrt.
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Der Aufschluf? kleiner Zellmengen erfolgte mit einem Ultraschallgerét. Beschallt wurde
kontinuierlich 6 x 10 s. Dazwischen wurde die Probe jewells 20 s im Eisbad abgekihlt.

TED-Puffer, pH 8,6: TRIS 6,050 g 50 mM
EDTA 0,372 g 1 mM
DTT 0,154 ¢ 1 mM
H20Oqest ad 1 000 ml
Lysozyml6sung: Lysozym 10 mg
DNAse| 1mg
PMSF (0,2 M in Isopropanol) 10 pl
TED, pH 8,6 ad1ml

3.2.2. Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976)

20 pl Probe wurden in einer 1 ml Kunststoffkiivette mit 1 ml Bradford-Reagenz versetzt,
10 min bel Raumtemperatur inkubiert und bei 595 nm gegen Puffer gemessen. Die

Eichkurve wurde mit BSA im Bereich von 0-20 pg/pl aufgenommen.

Bradford-Reagenz: ServaBlau G 250 70 mg
Ethanol (96% [v/v]) 50 mi
H3PO, (85% [V/V]) 100 ml

H2O0ges ad 1000 ml
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3.2.3. Bestimmung der Enzymaktivitéat

3.2.3.1. Fluorimetrischer Test (SETO, 1979, mod.)

Standardisierter Testansatz: 0,5 M KP-Puffer, pH 8,0 100 pl
0,1 M MgCl, 50 pl
02MDTT 50 pl
0,1 M D-Prolin 50 ul
Protein X Ml
H2Oges ad 500 pl

Die Enzymreaktion wurde mit Proteinldsung gestartet. Der Ansatz wurde 30-60 min bel
30 °C in einem Thermoblock (Fa. EPPENDORF, Hamburg) inkubiert und die Reaktion
anschlieffend mit 300 pl 5 % (v/v) Perchlorsaure abgestoppt. Es erfolgte eine
Zentrifugation fir 10 min bei 23 000 x g und 4 °C. Als Leerwert wurde ein Ansatz ohne
D-Prolin mitgefuhrt.

Die Messung der Enzymaktivitét erfolgte bei RT in einem Fluoreszenzphotometer (Fa.
KONTRON AG, Zurich, Schweiz) bel einer Extinktion von 330 nm und einer Emission
von 450 nm. Dazu wurden 50 pl Probe mit 1,95 ml o-Phthaldialdehydl6sung gemischt
und nach 30 s gemessen. Vor jeder Mefdrethe wurde das Fluoreszenzphotometer mit

einem &-Aminovalerat-Standard (60 nmol/50 pl) kalibriert.

0-Phthaldialdehydlésung 0,4 M K3BOs-Puffer, pH 9,7 100 ml
B-Mercaptoethanol 200 pl
o-Phthaldialdehyd (80 mg/ml in Ethanol) 1ml

3.2.3.2. Aktivitatshestimmung im nativen Gel

Far die Aktivitétsbestimmung im nativen Gel (3.2.7.2.) wurde das Gel nach dem Lauf 5 x
kurz mit 20 ml 100 mM KP-Puffer, pH 8,0 gewaschen. Die Spuren des Gels wurden
anschlief3end mit einem Skalpell in 3 mm breite Stilicke zerschnitten. Die Gelabschnitte
wurden zum Testansatz (3.2.3.1.) gegeben und Uber Nacht bel 30 °C inkubiert. Am
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néchsten Tag erfolgte die Aktivitdtsbestimmung der Proben am Fluoreszenzphotometer
wie unter 3.2.3.1. beschrieben.

3.2.4. Dialyse und Einengen von Proteinlésungen

Zur Diayse von Proteinlésungen wurden Dialyseschlauche (Fa. SERV A, Heldelberg) mit
unterschiedlichen Porendurchmessern verwendet. Die Dialyseschldauche wurden vor
Gebrauch nach Anleitung des Herstellers gekocht, in HoOgeq bel 121 °C autoklaviert und
bei 4 °C aufbewahrt. Die Proteinldsungen wurden im Dialyseschlauch unter langsamem
Ruhren flr mehrere Stunden gegen ein bis zu 1 000-faches Volumen des neuen Puffers
dialysiert. Der Puffer wurde dabel zweimal gewechselt.

Das Einengen von Proteinlésungen erfolgte je nach Menge entweder durch
Zentrifugation in Centricon-Konzentratoren mit einer Ausschluf3grenze von 10 000 Da
(Fa. AMICON, Witten) oder durch Einlegen der in einen Dialyseschlauch gegebenen
Proteinlésung in festes PEG-6000.

3.2.5. Methoden zur Proteinreinigung

3.2.5.1. Ammoniumsulfatfallung

Nach der Ultrazentrifugation wurde der cytoplasmatische Uberstand zunéchst bis 25 %
(w/v), anschlieRend bis 60 % (w/v) Ammoniumsulfat gefdlt. Nach Zugabe der
errechneten Ammoniumsulfat-Mengen (WOOD, 1976) wurde jeweils 45 min unter
RUhren aquilibriert und das ausgefallene Protein anschlief3end 20 min bel 11 000 x g in
einer Beckman-Zentrifuge J2-21 (Fa. BECKMAN, USA) abzentrifugiert.

3.2.5.2. Sdulenchromatographie

Die sdulenchromatographischen Trennungen der D-Prolin-Reduktase von den anderen
Proteinen des Rohextraktes wurden mit einem HighLoad-Gerd sowie einem FPLC-
Gerdt (Faa AMERSHAM-PHARMACIA BIOTECH GmbH, Freiburg) durchgefihrt. Die
gepackten Saulen wurden vor dem Auftragen der Proteinlésung mit dem entsprechenden

Puffer bis zu einer konstanten Extinktion des Eluates aquilibriert. Nach dem Auftragen
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der Proteinlésung wurde die Saule zunachst mit Aquilibrierungspuffer gewaschen und
anschlief3end entsprechend der verwendeten Elutionsmethode mit ansteigendem oder

abfallendem Salzgradienten eluiert.

Tabelle 3.1 Molekulare Massen und Konzentrationen der Eichproteine fir die

Gr 63enausschlufichr omatogr aphie.

Protein Molekulargewicht | Konzentration
[kDa] [mg/ml]

Proteinlosung | | Chymotrypsinogen A 25 3
Aldolase 158 2

Ferritin 440 0,6
Blue Dextran 2000 1

Proteinlosung Il | Rinderserumalbumin 67 6,5
Katalase 232 3
Thyroglobulin 669 2

3.2.6. Chloroform-M ethanol-Fallung (WESSEL & FLUGGE, 1984)

Stark verdinnte oder salzhatige Proteinlosungen wurden mittels einer Chloroform-
Methanol-Fallung geféllt. 100 ul Proteinlésung wurden mit 400 pl Methanol und 100 pl
Chloroform versetzt und geschiittelt. Es wurden 300 ul HOgeq zugegeben, nochmals
geschittelt und der Ansatz 5 min bei 8 000 x g in ener Tischzentrifuge (Fa
EPPENDORF, Hamburg) bel Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere Phase wurde
abgehoben und verworfen. Die untere Phase und die Interphase wurden mit 300 pl
Methanol versetzt, vorsichtig geschwenkt und nochmals zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das ausgefallene Protein luftgetrocknet und in HyOgey und der

entsprechenden Menge Probenpuffer aufgenommen.
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3.2.7. Elektrophoretische M ethoden

3.2.7.1. SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970)

Mit der SDS-PAGE wurden der Verlauf der Proteinreinigung verfolgt und das
Molekulargewicht der D-Prolin-Reduktase unter denaturierenden Bedingungen
bestimmt. Die Gelelekrophorese wurde in einer Mini-Gelapperatur der Fa. BIOMETRA,
Gottingen durchgefuihrt. Es wurden diskontinuierliche Gele aus einem 12 %igen (v/v)

Trenngel und einem 3,76 %igen (v/v) Sammelgel hergestelit.

Trenngel, 12 % (v/v): Acrylamid-Bisacrylamid-L6sung (40 % (v/v) 15 mi
3 M TRIS/HCI, pH 8,8 6,25 ml
SDS 10 % (W/v) 0,5ml
H2Oqes ad 50 ml
Sammelgel, 3,76 % (V/v). Acrylamid-Bisacrylamid-L6sung (40 % v/v) 4,7 ml
0,5M TRIS/HCI, pH 6,8 125ml
SDS 10 % (W/v) 0,5ml
H2Oqes ad 50 ml

Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde es in die Elektrophoresekammer eingesetzt

und diese bis knapp Uber die Geltaschen mit 1:10 verdinntem Elektrodenpuffer geflillt.

Elektrodenpuffer (10 x): TRIS/HCI 1219
Glycin 759
SDS 109
H2O0dest ad 1000 ml

Die Proben wurden in einem Verhdtnis von 4:1 mit Denaturierungspuffer (HARRIS &
ANGEL, 1989, mod.) versetzt, 5 min bel 95 °C inkubiert und kurz in einer Tisch-
zentrifuge zentrifugiert und in die Geltaschen pipettiert. Als Molekulargewichtsmarker
wurde der MW-SDS-70-KIT (Fa. ALDRICH-SIGMA CHEMIE, Deisenhofen)

verwendet. 10 ul dieses Markers wurden wie die Proben vorbereitet und aufgetragen.
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Die Elektrophorese wurde zum Einwandern der Proben bel 25 mA, danach bel 40 mA

durchgefihrt.

Denaturierungspuffer:

MW-SDS-70-Kit:

0,5M TRIS/HCI, pH 6,8
SDS

Glycerin

Bromphenolblau (0,1 % [wi/V])
B-Mercaptoethanol

H20Oqest

Lysozym

B-Lactoglobulin (Untereinheit)
Trypsinogen

Pepsin

Ovabumin

Rinderserumalbumin

3.2.7.2. Native Gradienten-PAGE

2,5ml
1g

2ml
2ml
2ml

ad 10 ml

14,3 kDa
18,4 kDa
24,0 kDa
34,7 kDa
45,0 kDa
66,0 kDa

Die native Gradienten-PAGE diente der Bestimmung des Molekulargewichtes der D-

Prolin-Reduktase unter nicht denaturierenden Bedingungen. Es wurde das unter 3.2.7.1.

beschriebene Laemmli-System ohne Zusatz von SDS verwendet. Das Trenngel wurde

mit einem Gradientenmischer in einem Bereich von 3 % (v/v)-27 % (v/v) mit Hilfe einer

Peristaltikpumpe gegossen. Das Sammelgel wurde unter Verwendung der 3 %igen
Acrylamidiésung wie unter 3.2.7.1. beschrieben hergestelit.

Acrylamidldsung, 3 % (v/v):

Acrylamid-Bisacrylamid-L6sung (40 % v/v)

3 M TRIS/HCI, pH 8,8
Glycerin
H2Ouest

ad 50 ml

3,75ml
6,25 ml
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Acrylamidlésung, 27 % (v/v): Acrylamid-Bisacrylamid-L6sung (40 % v/v) 33,75 ml

3 M TRIS/HCI, pH 8,8 6,25 ml
Glycerin 4ml
H2O0qes ad 50 ml

Als Molekulargewichtsmarker wurde der HMW-KIT der Faa AMERSHAM-PHARMA-
CIA verwendet. Die Proben und 5 pl Marker wurden in einem Verhdltnis von 4:1 mit

Beschwererlésung versetzt und in die Geltaschen des vorbereiteten Geles pipettiert.

Beschwererl6sung: Saccharose (40 % [wi/V])
Bromphenolblau (0,05 % [w/Vv])

HMW-Kit Rinderserumalbumin 67 kDa
Lactat-Dehydrogenase 140 kDa
Katalase 232 kDa
Ferritin 440 kDa
Thyroglobulin 669 kDa

Die Elektrophorese wurde bei 4 °C und 100 V Uber Nacht durchgefiihrt.

Elektrodenpuffer: TRIS 1219
Glycin 759
H2O0dest ad 1000 ml

3.2.8 Farben und Trocknen von Polyacrylamidgelen

3.2.8.1. Coomassie-Farbung (WEBER und OSBORN, 1969, mod.)

Die Gele wurden in einer Glasschale 30 min in Farbeldsung geschwenkt, danach in Ent-

farberlosung entféarbt und gewéassert. Die Entféarberl6sung wurde mehrmals gewechselt.
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Farbel6sung: ServaBlau G 250 129
Methanol 227 ml
Eisessig 46 ml
H20Oqest ad 500 ml
Entféarberlosung: Methanol 330 ml
Eisessig 100 ml
H2Odest ad 1 000 ml

3.2.8.2. Silberfarbung (BLUM, 1987, mod.)

Die Gele wurden in einer Glasschale unter standigem Schwenken geférbt:

1 hin Fixierlésung inkubieren

3 x 10 min mit Waschlésung oder H,Og4e¢ Waschen

1 mininLdsung | inkubieren

3 X 20 s mit H,Oges Waschen

20 minin Losung Il inkubieren

2 X 20 s mit H,Oget Waschen

Inkubation in Losung 111, bis die Proteinsignale erkennbar sind (max. 10 min)

2 X 20 s mit H»,Oyee Waschen

© © N o g w Dd P

15 min in Stoppldsung inkubieren

H
©

mindestens 20 min mit H,Oyes Waschen

Erfolgte die Silberfarbung im Anschlul® an eine Coomassiefarbung, wurde mit Schritt 3
begonnen.

Fixierldsung: Methanol 500 ml
Eisessig 120 ml
Formaldehyd (37 % [v/Vv]) 0,5ml

H2O0ges ad 1000 ml
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Waschldsung:

L6sung Il:

Losung I11:

Stopplésung:

Ethanol
H20Oqest

NaS,05; x 5 H,O
H2Oues

AgNO;
Formaldehyd (37 % [v/Vv])
H2Ouest

NaCOs

Losung |

Formaldehyd (37 % [v/Vv])
H20Oqest

Methanol
Eisessig
H20Oqest

3.2.8.3. Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

500 ml
ad 1000 ml

029
ad 1000 ml

29
0,75 ml
ad 1000 ml

60 g
05ml
05ml

ad 1000 ml

500 ml
120 ml
ad 1000 ml

Die geféarbten Gele wurden 15 min in einer Losung aus 3 % (v/v) Glycerin und 10 %
(viv) Methanol inkubiert und anschliefend auf einem Getrockner GSD-4 (Fa
AMERSHAM-PHARMACIA) zwischen zwel Lagen Zellophan-Folie 75 min bei 40 W

getrocknet.

3.2.9. Proteintransfer auf eine PVDF-M embran

Zur Bestimmung der N-termindlen Aminosauresequenz wurden die Proteine aus

ungeférbten Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran (Fa. MILLIPORE, Eschwege)

Ubertragen. Die Proteintibertragung erfolgte durch Elektrotransfer mit Hilfe einer Tank-

Blot-Apperatur (Fa. BIOMETRA, Gottingen). Die PV DF-Membran wurde auf Gelgrof3e

zugeschnitten, 2 min in Methanol und weitere 10 min in CAPS-Puffer aquilibriert.
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Weiterhin wurden 6 Filterpapierstiicke (Whatman-3MM-Chromatographie-Papier) und
die beiden Fiberkissen in CAPS-Puffer eingelegt. Das Gel wurde 5 min in CAPS-Puffer
gewaschen und die Blotkammer mit CAPS-Puffer gefillt. Auf ein Fiberkissen wurden
drel Lagen Filterpapier, das Gel, die PVDF-Membram, drei Lagen Filterpapier sowie das
zweite Fiberkissen luftblasenfrel gestapelt und zwischen den Halteplatten in die Blot-
Kammer eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte unter leichtem Rihren fir 1 h bei 250
mA und fur weitere 30 min bei 350 mA.

CAPS-Puffer: 0,1 M CAPS, pH 11 mit NaOH 100 mi
Methanol (HPL Cyin) 100 ml
H2Oqes ad 1000 ml

Die Membran wurde 2 min geférbt, 2-5 min entfarbt und an der Luft getrocknet.

Férber: Coomassie Brilliant Blau R-250 01g
Methanol 50 ml
Eisessig 7,5 ml
H2O0dest ad 100 ml
Entféarber: Methanol 50 ml
Eisessig 7,5 ml
H20Oqest ad 100 ml

3.2.10. Chemische M odifikation von Proteinen

3.2.10.1. Markierung mit Fluorescein-Thiosemicarbacid (FT SC)

Aufgrund der Spezifitdt von FTSC fur Carbonylgruppen wurden Proteine nach dem
Prinzip von BAUMANN et al. (1981) mit dieser Verbindung umgesetzt.

Dazu wurden 10 pg Protein mit 10 pl 0,3 M Kaliumacetat-Puffer, pH 4,6 und 1 pl 0,1 %
w/v FTSC in DMSO versetzt und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end
wurden 80 pl H,Oges zugegeben und der Ansatz einer Methanol-Chloroform-Falung
(3.2.6.) unterzogen. Nach einer SDS-PAGE (3.2.7.1.) wurde das markierte Protein an
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einem Phosphorlmager ” Storm” (Fa. MOLECULAR DYNAMICS, Krefeld) im blauen
Fluoreszenzbereich detektiert.

3.2.10.2. M adifikation durch o-Phenylendiamin (DIXON & FIELDS, 1972)

Proteine, deren N-Termini durch eine a-Ketocarbonsaure blockiert sind, konnen durch
Umsatz mit o-Phenylendiamin und daraus resultierender Abspaltung dieser Gruppe der
aminoterminalen Sequenzierung Uber den Edman-Abbau zuganglich gemacht werden.

Es wurden zwei Volumina Proteinldsung (ca. 20 pg) mit einem Volumen 0,12 M o-
Phenylendiamin in 0,75 M Natriumacetat-Puffer, pH 4,8 versetzt und 17 h bei 37 °C
inkubiert. Durch eine Chloroform-Methanol-Falung (3.2.6.) wurde das deblockierte
Protein anschlief3end gefdllt.

3.2.10.3. Markierung mit [**C]-L-Prolin

Die D-Prolin-Reduktase wurde von Dr. A. Pich (Institut fir Mikrobiologie, MLU Halle)
mit [*C]-L-Prolin (> 8,33 GBg/mmol, AMERSHAM-PHARMACIA, Freiburg)
markiert. Da nur [**C]-L-Prolin kommerziell verfiigbar war, wurden 100 pg gereinigtes
Protein und 0,5 mg Rohextrakt, welcher die Prolin-Racemase enthielt (RUDNICK &
ABELES, 1975), gemischt und mit [**C]-L-Prolin as Substrat im Enzymtest (3.2.3.1.)
bei 30 °C 2 min inkubiert. Anschlief3end wurden 150 pl 200 mM NaBH, zugegeben, um
das Uiber eine Schiff’ sche Base an das Protein gebundene *C-Prolin zu reduzieren und
eine kovaente Bindung herzustellen. Das Protein wurde in einer SDS-PAGE getrennt,
die Gelspur in Stlcke zerschnitten und die Radioaktivitdt im Scintillationszahler

gemessen.

3.2.10.4. Modifikation von Cysteinen mit 4-Vinylpyridin

Um das Phenylthiocarbamoylderivat von Cystein bel der Aminosduresequenzanayse
nachweisen zu kénnen, wurden die D-Prolin-Reduktase mit 4-Vinylpyridin umgesetzt.
Das gereinigte und durch eine Chloroform-Methanol-Félung (3.2.6.) entsalzte Protein
wurde in 50 pul 6 M Guanidinhydrochlorid in 250 mM TRIS/HCI, pH 8,5 gelost. Zum
Ansatz wurden 2,5 pl B-Mercaptoethanol zugegeben und dieser 2 h bei Raumtemperatur
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unter Lichtausschliufd inkubiert, um die Disulfidbriicken zu reduzieren. Die Modifikation
der Cysteinreste erfolgte nach Zugabe von 2 pl 4-Vinylpyridin bel Raumtemperatur
ebenfalls im Dunkeln fir 2 h unter N,-Atmosphére. Die pyridylethylierten Proteine
wurden entsalzt und Uber Reversed Phase-Chromatographie (ET 125/5 Nucleosil 500-
CsPPN, MACHEREY & NAGEL, Diren) getrennt. Diese Bestimmung wurde von Dr.
P. Rucknagel (Forschungsstelle Enzymologie der Peptidfaltung der Max-Planck-Gesell-
schaft, Halle) durchgefiihrt.

3.2.10.5. Bestimmung von Selenocystein

Die D-Prolin-Reduktase wurde von Dr. P. Ricknagel auf den Gehalt an Selenocystein
untersucht. Dazu wurden zunéchst die Cysteine, einschliefdlich eventuell vorhandener
Selenocysteine, mit 4-Vinylpyridin modifiziert. Das gereinigte Protein wurde in 50 pl 250
mM Na-Phosphat-Puffer, pH 7,0 mit 6 M Guanidinhydrochlorid, 1 mM EDTA, 0,3 mg
Tricarboxyethylphosphin und 2 pl 4-Vinylpyridin fir 2 h unter Stickstoff-Atmosphére
inkubiert. Das Selenocystein enthaltende Peptid wurde entsalzt, Uber Reversed Phase-
Chromatographie getrennt und mittels Edman-Abbau sequenziert (3.2.11.). Als
Referenzsubstanz wurde ein selenocysteinhaltiges synthetisches Peptid, welches von S.
Pegoraro (MPI fur Biochemie, Miinchen) zur Verfligung gestellt wurde, eingesetzt.

3.2.11. Proteinsequenzierung

Die aminoterminale Sequenzierung der auf eine PV DF-Membran transferierten Proteine
(3.2.9.) wurden von Dr. P. Ricknagel an einem Proteinsequenzer (Modell 476A,
APPLIED BIOSY STEMS, Weiterstadt) durchgeftihrt.

Um interne Proteinsequenzen zu erhalten, wurden die Proteine im Gel mit Trypsin,
Proteine auf der Membran mit Endoproteinase Lys-C tber Nacht bel 37 °C in 120 mM
NH4HCOs, pH 8,5 verdaut. Die Analyse der molekularen Masse der Peptide erfolgte an
einem MALDI-Massen-Spektrometrometer (BRUKER FRANZEN) be Dr. A.
Schierhorn (Ingtitut fir Biochemie, MLU-Halle-Wittenberg). Die Peptide wurden an
einer Reversed Phase-HPLC-Séule an einem HPLC-System (SHIMADZU, Duisburg)
getrennt und mittels Edman-Abbau sequenziert.
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3.3. Molekularbiologische M ethoden

3.3.1. Vorbehandlung von Geréaten und L ésungen

Hitzestabile Gerdte und Ldsungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen durch
Autoklavieren fur 20 min bel 121 °C serilisiert. Nicht autoklavierbare Materialien
wurden mit 96 % Ethanol gespiilt oder abgeflammt. Hitzelabile Losungen wurden steril
filtriert. Fir das Arbeiten mit RNA wurden aufgrund der hohen Empfindlichkeit
gegentiber RNasen ale Gerdte und Losungen mit 0,1 % (v/v) Diethylpyrocarbonat
(DEPC) behandelt und doppelt autoklaviert. RNA-haltige Lésungen wurden aliquotiert,
bei -80 °C aufbewahrt und erst kurz vor Gebrauch auf Eis aufgetaut.

3.3.2. Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus DNA-L6sungen erfolgte eine Extraktion mit einem
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung (25:24:1). Die Phasen wurden
durch Schwenken gut gemischt und zur Phasentrennung fir 2 min bel 12 000 x g in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Die walrige Phase wurde sorgfdtig abgenommen und zur
Entfernung von Phenolresten zweimal mit Chloroform-1soamylalkohol (24:1) extrahiert.
Der resultierende Uberstand wurde anschlief?end gefallt (3.3.3.).

3.3.3. Féallung von DNA

Um den Gehalt an monovalenten Kationen zu erhohen, wurden dem Ansatz zunéchst 0,1
Volumen 3 M Natriumacetat oder 0,5 Volumen 7 M Ammoniumacetat zugegeben. Die
Prézipitation der DNA erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol (96 %) oder
0,7-0,8 Volumen Isopropanol. Der Ansatz wurde 10-30 min bei -20 °C inkubiert und bel
23000 x g 10-20 min zentrifugiert. Die ausgefallene DNA wurde mit 70 %igem (v/v)
eiskalten Ethanol gewaschen, nochmals 10 min zentrifugiert und an der Luft oder in einer
Vakuum-Zentrifuge (Speed-Vac Concentrator, Fa. BACHOFER, Reutlingen)
getrocknet. Anschlief3end wurde die DNA in dem gewilnschten Volumen H;Opges.

aufgenommen.
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3.3.4. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bel 260 nm in Quarzglaskiivetten bestimmt. Eine OD,g = 1 entsprach dabel
50 ug doppelstréngiger DNA bzw. 40 pug RNA.

Die Reinheit der Nukleinsaurelosung konnte durch das Verhédltnis ODg : OD2go ermittelt

werden. Bei proteinfreien DNA-LAsungen sollte der Wert zwischen 1,7 und 1,8 liegen.

3.3.5. Gelelektrophorese von Nukleinsauren

3.3.5.1. Standard-Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und préparativen Auftrennung von DNA wurden horizontale Agarose-
Gel-Elektrophoresen in Kammern der Fa. BIOMETRA, Gottingen durchgefthrt. Zur
Trennung von Plasmid-DNA wurden 1,25 %ige Agarose-Gele (w/v) in TAE-Puffer
hergestellt, der auch as Laufpuffer diente. Fur die Trennung chromosomaler DNA
wurden 0,7 %ige (w/v) Gele verwendet. Die Proben wurden vor der Auftrennung im
Verhdtnis 4:1 mit Stop-Losung versetzt. Nach der Elektrophorese bel 80 V wurde die
DNA fir 10-15 min in Ethidiumbromid-Lésung (1 pg Ethidiumbromid/ml HyOgeq.)
geféarbt und kurz gewassert. Die DNA-Banden wurden mit einem Image Master™ VDS
(PHARMACIA, Freiburg) sichtbar gemacht und fotografiert.

TAE-Puffer (20 x), pH 8,0: TRIS 96,88 ¢
EDTA 7,446 g
Essigsaure 22,84 mi
H2O0dest. ad 1000 ml
Stop-L 6sung (5 x): Glycerol 4ml
SDS 0,01 g
EDTA 0,372 g
Bromphenolblau 0,02¢g

1 x TAE-Puffer ad 10 ml
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3.3.5.2. Denaturierende Agar ose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von RNA-Proben erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in einem
Formaldehydhaltigen Agarose-Gel. Zur Herstellung von 100 ml eines 1,5 %igen (w/v)
Gels wurden 1,5 g Agarose in 87 ml HyOgee. Und 10 ml 10 x MOPS-Puffer in der
Mikrowelle gelost. Nach Abkuhlung der Losung auf ca. 50 °C wurden 3 ml 37 %, (v/v)
Formaldehyd zugegeben und das Gel gegossen.

MOPS-Puffer (10x), pH 70  MOPS 41,89
Natriumacetat 4149
EDTA 1,869
H2O0dest. ad 1000 ml

Die RNA-Proben wurden wie folgt vorbereitet:

RNA-L6sung (mind. 1 pg) 6 ul
MOPS-Puffer (10 X) 2,5 ul
Formamid 12,5 ul
Formaldehyd (37 % [v/Vv]) 4 ul

Die Ansdtze wurden 15 min bei 65 °C inkubiert und anschlief3end sofort auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 3 pl Stop-Loésung und 1 pl Ethidiumbromid wurden die Proben auf
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fir 2-3 h bel 50 V in 1 x MOPS-Puffer,
bis die Lauffront das untere Drittel des Gels erreicht hatte.

Stop-L 6sung: Glycerol 5ml
SDS 001g
EDTA 0,372 ¢
Bromphenolblau 0,019

1 x MOPS-Puffer ad 10 ml
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3.3.5.3. Grolenbestimmung von Nukleinsduren

Zur Herstellung von Groéldenstandards fur lineare DNA-Fragmente wurde DNA des
Phagen A mit den Restriktionsenzymen Pst | und Hind Ill vollstandig verdaut. Die
entstehenden FragmentgrofRen sind in Tabelle 3.1 aufgefihrt (SAMBROOK et al.,
1989).

Tabelle 3.2: DNA-Gr 6Renstandar ds

Restriktionsenzym Pst | Hind I11

FragmentgroéRein kb: 14,055 23,130

11,497 9,416

5,077 6,682

4,749 4,361

4,507 2,322

2,838 2,027

2,560 0,564

2,459

2,443

2,140

1,986

1,700

1,159

1,093

0,805

0,514

sowie 14 kleinere

Fragmente

Fir die GrofRenbestimmung von mRNA wurde ein GrolRenstandard der Fa. ROCHE
DIAGNOSTICS, Mannheim verwendet. Dieser wies folgende RNA-Grol3en auf:

RNA in kb: 74 53 28 19 16 10 06 04 03
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3.3.6 Isolierung von Nukleinsduren

3.3.6.1. Isolierung von Gesamt-DNA (BERTRAM & DURRE, 1989, mod.)

3 g C. dticklandii-Zellen wurden in 10 ml Saline-EDTA-Puffer (SE-Puffer) suspendiert.
Zur Lyse der Zellen wurden 10 mg Lysozym, gelost in wenig SE-Puffer, zugegeben und
der Ansatz mindestens 20 min bel 37 °C im Wasserbad inkubiert. Anschlief3end wurden
0,5 ml Proteinase K-Losung (2,5 mg/ml 1 x Standard-Saline-Citrat-Puffer (SSC-Puffer)
sowie 0,5 ml SDS (25 % [w/v]) zugegeben. Klarte die L6sung noch nicht auf, erfolgte
nochmals eine Zugabe von 0,5 ml SDS. Eswurde 3 h bel 37 °C inkubiert. Danach wurde
5 M Na-Perchlorat bis zu einer Endkonzentration von 1 M zugesetzt. Daran schlof? sich
eine zweimalige Extraktion mit 1 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) an. Zur
Phasentrennung wurde jeweils 20 min bel 4 000 x g zentrifugiert. Nach der zweiten
Extraktion wurde die wal¥rige Phase mit einer umgedrehten Glaspipette abgenommen, in
einen Standzylinder dberfihrt und mit 1,5 Volumen 96 %igem (v/v) Ethanol
Uberschichtet. Da die DNA nicht gewickelt werden konnte, wurde der Inhalt des
Standzylinders kurz gemischt und 20 min bel 13 000 x g zentrifugiert. Die ausgefallene
DNA wurde mit 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und in 20 ml 0,1 x SSC gelost. Die
Losung wurde mit 0,75 ml RNase-Losung versetzt und 3 h bel 37 °C inkubiert. Es
erfolgte die Zugabe von 0,5 ml Proteinase K-LAsung und eine Inkubation bei 37 °C Uber
Nacht.

Am néchsten Tag wurde zunéchst die SSC-Konzentration durch Zugabe von 10 x SSC
auf 1 x SSC erhoht und der Ansatz nochmas einer Chloroform-Isoamylalkohol-
Extraktion unterzogen (s. 0.). Die DNA wurde mit 2 Volumen Ethanol gefdlt, 20 min
bei 13 000 x g zentrifugiert, mit 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und in 5 ml 0,1 x
SSC-Puffer gelost. Die Qualitét der erhaltenen DNA wurde in einem Agarose-Gel
Uberpraft.

Die DNA wurde durch Zugabe von 2 ml 7 M Ammoniumacetat und 0,8 Volumen
I sopropanol umgeféllt, 20 min bei 13 000 x g abzentrifugiert und mit 70 %igem (v/v)
Ethanol gewaschen. Die isolierte DNA wurde in TE-Puffer gelost und in 100 pl-Aliguots
bei -20 °C aufbewahrt.
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SE-Puffer, pH 8,0: NaCl 0,15 M
EDTA 0,1M
SSC-Puffer (10 x), pH 7.0: NaCl 1,5M
Nas-Citrat 0,15 M
RNase-L 6sung (DNase-frei). RNase A 2mg
RNase T1 1mg
0,15 M NaCl, pH 5,0 1ml

Die RNase-L 6sung wurde zur Inaktivierung der DNasen 10 min bei 80 °C inkubiert und
anschlief3end bel -20 °C gelagert.

TE-Puffer, pH 8,0: TRIS 10 mM
EDTA 1mM

3.3.6.2. Isolierung von Plasmid-DNA

A) Anaytische Plasmidisolierung (BIRNBOIM & DOLY, 1979, mod.):

Die Isolierung rekombinanter Plasmide aus E. coli erfolgte durch akalische Lyse. Es
wurden 3 ml einer Ubernachtkultur durch Zentrifugation fir 5 min bei 23 000 x ¢
geerntet. Die Zellen wurde in 100 pl eiskaltem Lysispuffer suspendiert. Zur Zellyse
wurden 200 ul einer frisch hergestellten SDS-L6sung zugegeben, vorsichtig gemischt
und 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. Die Proteine und chromosomale DNA wurden
durch Zugabe von 150 pl eiskater Kaliumacetat-Losung und 5 min Inkubation auf Eis
gefdllt. Der Ansatz wurde 5 min bei 23 000 x g und 4 °C zentrifugiert. Anschlief3end
erfolgte eine Fallung des DNA mit Isopropanol (3.3.3.). Das Préazipitat wurde in 50 pl
H2O0qes. gelOst.
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Konzentration:

Lysispuffer, pH 8,0: Glukose 90¢ 50 mM
TRIS 0,302 g 25mM
EDTA 0,372 g 10 mM
H2Oqes. ad 100 ml

SDS-LGsung: 10 N NaOH 0,2ml 02N
25 % (w/v) SDS 0,4 ml 1% (viv)
H2Oqes. ad 10 ml

Kaliumacetat-L 6sung: 5 M Kaliumacetat 60,0 ml
Eisessig 11,5ml
H20qes. 28,5 ml

Die Kaliumacetat-Losung wurde zunéchst autoklaviert, anschlief3end wurden Eisessig

und steriles H,Oqes. ZUgefligt.

B) Praparative Plasmidisolierung (BIRNBOIM & DOLY, 1979, mod.):

Die Isolierung groRerer Mengen von Plasmid-DNA aus E. coli zur Sequenzierung
erfolgte ebenfals nach der Methode der akalischen Lyse. 100 ml einer Uber Nacht
gewachsenen Kultur wurden durch Zentrifugation fir 10 min bei 4 000 x g geerntet. Die
Zellen wurden in 5 ml eiskaltem Lysispuffer suspendiert. Es wurden 10 ml SDS-L 6sung
zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ansatz
wurde mit 5 ml eiskalter Kaliumacetat-Losung versetzt und 10 min auf Eis inkubiert.
Anschlief3end wurde 20 min bei 4 °C und 4 000 x g zur Abtrennung der denaturierten
Proteine zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Glaswolle filtriert, einer
I sopropanolféllung (3.3.3.) unterzogen und 20 min bel 4 °C und 13 000 x g zentrifugiert.
Das Préazipitat wurde in 1 ml TE gelost und die RNA durch Zugabe von 1 ml LiCl-
L6sung, 30 min Inkubation auf Eis und anschlief3ende Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C
und 13 000 x g abgetrennt. Die DNA wurde anschlief3end mit Ethanol (3.3.3.) gefdllt.
Das Pellet wurde in 0,5 ml TE-Puffer gelost, 30 min bei 37 °C mit 20 ul RNase (10
mg/ml TE-Puffer) und 15 min bei 37 °C mit 30 pl Proteinase K (2,5 mg/ml TE-Puffer)
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inkubiert. Nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion (3.3.2.) erfolgte eine erneute

Fallung mit Ethanol. Das Prazipitat wurde in 50 pl H,Ogeq. gelst.

Konzentration:

LiCl-L6sung, pH 8,0: LiCl 21,2 mg 5M
MOPS 1,059 50 mM
H2O0es. ad 100 mi

C) Préparative Plasmidisolierung mittels “ QI AGEN-Saulchen”’

Alternativ zu der unter 3.3.6.2.2. beschriebenen Methode wurde Plasmid-DNA aus E.
coli zur Sequenzierung mit dem ” Plasmid Midi KIT” (Fa. QIAGEN, Hilden) nach der
angegebenen Vorschrift isoliert.

3.3.6.3. Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA aus C. dticklandii wurde mit dem "RNeasy Total RNA KIT” (Fa
QIAGEN, Hilden) isoliert. 50 ml einer C. sticklandii-Kultur wurden durch Zentrifugation
bei 4 °C und 4 000 x g geerntet. Die Zellen wurden in 100 pl Lysozymlésung (20 mg/ml
TE-Puffer) suspendiert und 10 min bel Raumtemperatur inkubiert. Die Isolierung der
Gesamt-RNA wurde nach der angegebenen Vorschrift durchgefihrt. Die RNA wurde bei
-80 °C gelagert.

3.3.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

DNA-Fragmente, die zur Ligation oder als Sonden fur Hybridiserungsexperimente
eingesetzt werden sollten, wurden mit dem " QIAEX Il Agarose Gel Extraction KIT”
(Fa. QIAGEN, Hilden) aus praparativen Agarose-Gelen (3.3.5.1.) nach der angegebenen
Vorschrift isoliert. Die DNA wurde dabei an Silicagel-Partikel in Gegenwart hoher
Salzkonzentrationen gebunden. Durch Puffer niedriger 1onenstérke wird die DNA wieder

vom Material gelost.



3. METHODEN 36

3.3.8. Enzymatische M odifikation von DNA

3.3.8.1. Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR). Die Reaktion wurde in einem PCR-Thermoblock (Fa. BIOMETRA,
Gottingen) durchgefihrt. Die Oligonukleotide wurden von der Fa. GIBCO BRL LIFE
TECHNOLOGIES GmbH, Eggenstein, bezogen. Der Standardreaktionsansatz zur

Amplifikation von DNA-Fragmenten von ca. 1 kb setzte sich wie folgt zusammen:

DNA 30-100 ng
Oligonukleotid 50-300 pmol
dNTP-Gemisch 0,2 mM
Tfl-DNA-Polymerase (1U/ul) 1l
20 x Reaktionspuffer 5ul
MgCl, 1,5-35mM
H2Ouest. ad 100 pl

Der Ansatz wurde zum Schutz vor Verdunstung mit 40 pl Mineraldl Gberschichtet. Vor
Zugabe der DNA-Polymerase wurde der Ansatz fur 5 min auf 94 °C erhitzt, um eine
vollsténdige Denaturierung der DNA zu gewdhrleisten und unspezifische DNA-
Oligonukleotid-Hybridiserungen zu verhindern. Die PCR-Reaktion wurde folgender-
mal3en durchgefiihrt und der Reaktionszyklus 30 mal durchlaufen:

Denaturierung: 94 °C 30s
Hybridisierung: 37-65 °C 30s
Extension 72°C 60 s

Die Hybridiserungstemperatur wurde etwa 5 °C niedriger als die Schmelztemperatur T,
der Oligonukleotide gewdahlt und richtete sich nach der Lé&nge und Qualitdt der
Oligonukleotide. Je 10 pl der PCR-Ansédtze wurden entnommen und in einem Standard-
Agarose-Gdl anadlysert (3.3.5.1.).
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Tabelle 3.3: Zur PCR verwendete degenerierte Oligonuklectide.

Oligo- Sequenz Varia- Tm[°C]
nukleotid bilitit | (1M Na")
G10 5-AAA-GAR-CAT-GCN-AAT-GA-3 8 56
Gl1 5-TCA-TTN-GCA-TGY-TCT-TT-3 8 56
FO3 5-CAR-TCN-GAR-ATT-TAT-GT-3 16 54
C03 5-ACA-TAA-ATY-TCN-GAY-TG-3 16 55
FO5 5-CAR-AGY-GAR-ATT-TAT-GT-3 8 55
FO6 5-ACA-TAA-ATY-TCR-CTY-TG-3 8 55
Co4 5 -ATW-GAR-GAR-CAR-GCN-GG-3 64 62
CO05 5'-CCN-GCY-TGY-TCY-TCW-AT-3 64 62
C06 5 -CAR-GGN-ATW-GAR-AAT-GA-3 32 57
co7 5-TCA-TTY-TCW-ATN-CCY-TG-3 32 57
BO7 5-ATT-GAR-GTT-ATG-AAT-GAT-GAR-GAR-TTY-GAT-3 16 65
B08 5-ATC-RAA-YTC-YTC-ATC-ATT-CAT-AAC-YTC-AAT-3 16 65

Variablen: N = A+C+T+G; Y =C+T; R= A+G, W = A+T

3.3.8.2. Restriktionsanalyse von DNA

Das Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde in einem Volumen von
mindestens 20 ul pro pg DNA fir 1-15 h bei der fur das jeweilige Enzym spezifischen
Temperatur durchgefuhrt. Die Spaltung erfolgte in den vom Hersteller mitgelieferten
Puffersystemen. Pro 1 ug DNA wurden 1-10 U Enzym eingesetzt. Fir Restriktionen mit
unterschiedlichen Enzymen wurden entweder Enzyme gewdhlt, die das gleiche
Puffersystem bendtigten oder es wurde zundchst mit einem Enzym bel der niedrigeren
Salzkonzentration verdaut und nach Erhdhung der Salzkonzentration das zweite Enzym

zugegeben.

3.3.8.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von gereinigten PCR-Fragmenten (3.3.7.) wurde mit dem pGEM"-T-
Vektor-System (PROMEGA CORP., Madison, USA) nach der angegebenen Vorschrift
durchgefihrt. Der Erfolg einer Ligation ist abhéngig vom Verhdltnis der Konzentrationen
von Vektor-DNA zu Insert-DNA (DUGAICZYK et al., 1975), Verhdtnisse von 1.8 bis
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8:1 sind moglich. Im Ligationsansatz wurde in der Regel das zu ligierende DNA-
Fragment im UberschuRR eingesetzt. Die Ligation erfolgte tUber Nacht bei 4 °C in

folgendem Ansatz:

10 x T4-DNA-Ligase-Puffer 1
pGEM"-T-Vektor (50 ng) 1l
PCR-Produkt 4-7 ul
T4-DNA-Ligase (3 Weiss U/ul) 1
H2O0dest. ad 10 pl

3.3.8.4. Markierung von DNA-Fragmenten mit Digoxigenin

Fir Hybridisierungsexperimente wurden die DNA-Fragmente mit Digoxigenin (DIG) mit
dem "DIG DNA Labeling KIT” (Fa. ROCHE DIAGNOSTICS, Mannheim) nach dem
Verfahren des " Random Primed Labeling” (FEINBERG und VOGELSTEIN, 1983)
markiert. Die Methode beruht auf der Anlagerung einer Mischung von Hexanucleotiden
an die denaturierte DNA und Neusynthese des Komplementéarstranges durch das
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase unter Einbau DIG-markierten dUTPs.

Die DNA wurde zunéchst durch Isolierung aus dem Agarose-Gel (3.3.7.) gereinigt und
in HoOges. aufgenommen. Fir die Markierung wurden 15 pl DNA (ca. 1 pg) fir 10 min
durch Kochen im Wasserbad denaturiert und sofort auf Eis gestellt. Anschlief3end

wurden dem Reaktionsansatz folgende Komponenten auf Eis zugegeben:

Hexanukleotid-Gemisch 2 ul
DIG-dNTP-Gemisch 2 pl
Klenow DNA-Polymerase (2U/pul) 1

Die Reaktion erfolgte tber Nacht (12-20 h) bei 37 °C und wurde durch Zugabe von 2 pl
0,2 M EDTA (pH 8,0) beendet. Der Ansatz wurde mit Ethanol fir 30 min bel -80 °C
gefallt (3.3.3.) und die markierte DNA in 50 pl H2Oges. gelOst.
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3.3.9. Ubertragung von DNA

3.3.9.1. Transformation von DNA in E. coli XL 2-Blue

Die Transformation der hochkompetenten E. coli XL2-Blue-Zellen (STRATAGENE
GmbH, Heidelberg) erfolgte durch Hitzeschock (HANAHAN, 1983, mod.). Die Zellen
wurden langsam auf Eis aufgetaut. 50 pl Zellen wurden mit 0,85 pl B-Mercaptoethanol
versetzt, 10 min auf Eis inkubiert und alle 2 min geschittelt. 0,1-25 ng Plasmid-DNA
(3.3.8.3.) wurden zugegeben, gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end
erfolgte eine Hitzebehandlung fir 30 s bei 42 °C und sofortige Abkihlung des Ansatzes
auf Eis. Nach Zugabe von 0,45 ml SOC-Medium (2.2.4.), welches zuvor auf 42 °C
erwarmt worden war, wurde der Ansatz fir 1 h bei 37 °C inkubiert, je 100-200 ul auf
Nahr-Agarplatten mit Ampicillin, X-Gal und IPTG (2.2.5.) ausplattiert und Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

3.3.9.2. Der X-Gal-Test zur Selektion rekombinanter E coli-Klone

Mit diesem Test kdnnen E. coli-Transformanten mit rekombinanten Plasmiden schnell
und einfach selektiert werden.

Der Test beruht darauf, dal3 Insertionen in die multiple Klonierungsstelle des
entsprechenden Vektors die Bildung einer aktiven (-Galaktosidase verhindern. Die
aktive B-Galaktosidase ist in der Lage, neben dem eigentlichen Substrat Laktose auch 5-
Brom-4-chlor-indoyl-B-D-Galaktosid (X-Gal) zu spalten. Dabei entsteht der Farbstoff 5-
Brom-4-chlor-indigo, der sich in Anwesenheit von Sauerstoff blau farbt (HOROWITZ et
al., 1964). Im X-Gal-Test werden E. coli-Stadmme eingesetzt, die durch eine Deletion im
Chromosom nur eine inaktive B-Galaktosidase ohne N-Terminus (Aminosauren 11-41)
bilden kdnnen. Dieser Effekt kann jedoch durch die Insertion von Plasmiden (z.B.
pPGEM-T, pBluescript-Reihe), die das lac POZ -Operon tragen (Promotor, Operator
sowie 5"-Ende des lac Z-Gens), kompensiert werden. Das hiervon codierte sogenannte
o-Peptid kann die oben beschriebenen [(-Galaktosidase zum aktiven Enzym
komplementieren (a-Komplementation).

Da die Multiklonierungsstelle des verwendeten Vektors innerhalb des lacZ-Genes liegt,

wird die Bildung a-Peptides verhindert, wenn der Vektor ein Insert enthdlt und die



3. METHODEN 40

Kolonien bleilben well3. Klone ohne Insert, die nur den Vektor enthalten, zeigen eine
Blauférbung. Es wurden nach Klonierungsversuchen immer nur die weif3en Kolonien

ausgewahlt.

3.3.10. Nukleinsaure-Ubertragung auf Nylonmembranen

3.3.10.1. Southern-Blots

Fur  Southern-Blots wurde die chromosomale DNA mit  verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten, in einem Standard-Agarose-Gel (3.3.5.1.) aufgetrennt
und mittels Kapillarblotting (SOUTHERN, 1975) auf ene Nylonmembran (Fa
QIAGEN, Hilden) Ubertragen. Das Agarose-Gel wurde zweima 5 min in 0,25 M HCI
geschwenkt. Dabel entstehen Strangbriiche, was enen Transfer grolerer DNA-
Fragmente erleichtert. Das Gel wurde zweimal mit H,Oges. gespllt und zweimal 15 min
in Denaturierungslésung geschwenkt. Nach zweimaligem Spulen mit H,Og4. erfolgte
eine Neutralisation durch Inkubation des Gels fur zweima 15 min in
Neutraliserungsosung .

Die Nylonmembran wurde auf GelgrofRe zugeschnitten, 20 min in H;Ogs und
anschlieffend 15 min in 10 x SSC-Puffer (3.3.6.1.) equilibriert. 6 Lagen Filterpapier
(Whatman 3 MM) wurden ebenfalls auf Gelgrofde zugeschnitten. Eine Glasplatte wurde
auf die mit 10 x SSC-Puffer gefiilite Blot-Kammer gelegt und ein Streifen in 10 x SSC
getranktes Filterpapier dartiber gelegt, so dal? die Enden in den Puffer eintauchten. Auf
das Filterpapier wurde das Gel gelegt und an den Seiten mit Spacern abgedichtet. Darauf
wurden luftblasenfrel eine Plastikfolie mit Aussparung in Gelgrol3e, die vorbehandelte
Nylonmembran, die 6 Lagen Filterpapier und ca. 10 cm Papierhandtlicher aufgebracht.
Eine zweite Glasplatte sowie ein Gewicht zum Beschweren (ca. 500 g) wurden auf den
Stapel gelegt. Der Transfer der DNA erfolgte Uber Nacht. Anschlief3end wurde die DNA
auf der Membran durch Bestrahlen fir 2 min mit einem UV-Translluminator (Fa
VILBER LOURMAT, Cedex, Frankreich) fixiert.
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Konzentration

Denaturierungsldsung: NaOH 209 05N
NaCl 87,659 15M
H20Oqes. ad 1000 ml

Neutraliserungdésung I, pH 7,5: TRIS 60,59 05M
NaCl 1759 3.0M
H2Oqes. ad 1000 ml

3.3.10.2. Northern-Blot

Der Transfer von RNA auf Nylonmembranen erfolgte nach Auftrennung von Gesamt-
RNA in einem denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel (3.3.5.2.). Das Gel wurde zur
Entfernung von Uberschiissigem Formaldehyd kurz in DEPC-H,0qe«. gesplilt und analog
zu der unter 3.3.10.1. beschriebenen Methode transferiert und fixiert.

3.3.10.3. Dot Blot

Zur Herstellung von Dot-Blots wurden die DNA-Proben direkt auf die Nylonmembran
aufgetragen. Dazu wurde je 1 pul DNA-LAsung mit 1 pul 2 N NaOH 15 min denaturiert,
auf eine Nylonmembran getropft und 2 min durch UV-Strahlung (3.3.10.1.) fixiert und
luftgetrocknet. Die Membranen wurden direkt zur Hybridiserung verwendet oder

trocken zwischen Filterpapier gelagert.

3.3.10.4. Filterherstellung fir die Koloniehybridisierung

Fir die Untersuchung einer grofRen Zahl rekombinanter Klone mufdte deren DNA auf
Nylonmembranen Ubertragen werden. Dazu wurden die Klone (3.3.9.1.) mittels steriler
Zahnstocher auf LB-Amp-Platten Ubertragen, Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend 30 min bei 4 °C gekiihit. Die Ubertragung der Klone auf die Nylonmembran
erfolgte durch Auflegen der Membran fir 1 min auf die Kolonien. Anschlief3end wurden
die Membranen 15 min auf einem mit Denaturierungddsung getrankten Filterpapier

inkubiert, auf trockenem Filterpapier getrocknet, 15 min auf mit Neutralisierungsdsung
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Il getranktem Filterpapier inkubiert, getrocknet und 10 min mit 2 x SSC-Puffer
getranktem Filterpapier inkubiert. Nach dem Fixieren der DNA auf der Membran
(3.3.10.1.) efolgte eine Proteinase-K-Behandlung fur 1 h be 37 °C mit 0,5 ml
Proteinase-K-LAsung (2 mg/ml in 2 x SSC-Puffer). Zell- und Agar-Rickstande wurden
durch mehrfaches Andricken von H,Oge-getrénktem Filterpapier entfernt. Die
Membran wurde direkt zur Hybridisierung verwendet oder trocken zwischen Filterpapier
gelagert. Die verwendeten Agar-Platten wurden nochmals einige Stunden bel 37 °C
inkubiert und bel 4 °C aufbewahrt.

Konzentration

Neutraliserungdésung Il, pH 7,5: TRIS 121,19 1M
NaCl 87,659 15M
H2O0dest. ad 1000 ml

3.3.11. Hybridisierung

3.3.11.1. Hybridiserung mit DIG-markierten Sonden

Auf Nylonmembranen immobiliserte DNA oder RNA wurde mit DIG-markierten DNA-
Sonden hybridisert. Die Membranen wurden in ein Hybridiserungsréhrchen (Fa
BIOMETRA, Gottingen) uUberfuhrt. Es wurden 20 ml Prahybridisierungddsung
zugegeben und 1-2 h bel Hybridiserungstemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde die
Prahybridisierungddsung verworfen und 10 ml Hybridisierungsdsung, welche 25 ul der
zuvor 10 min in einem kochenden Wasserbad denaturierten DIG-markierten Sonde
enthielt, zugegeben. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht, wobei die Hybridisierungs-
temperatur fur DNA-DNA-Hybridisierungen 68 °C, fur RNA-DNA-Hybridisierungen
42-45 °C betrug.
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Hybridisierungd dsungen:

RNA:

20 x SSC

Blockierungsdsung (10 %, [wi/v])
N-Lauroylsarcosin (10 %, [w/v])
SDS (10%, [w/v])

H20qes.

20 x SSC

Blockierungsdsung (10 %, [wi/v])
N-Lauroylsarcosin (10 %, [w/v])
SDS

Formamid

1 M Na-Phosphat, pH 7,0

Sml
2ml
0,2ml
0,04 ml
ad 20 ml

19,92 ml
16 mi
0,8ml
569

40 ml

4 ml

Konzentration
5x SSC

1% (viv)

0,1 % (v/v)
0,02 % (v/v)

Konzentration
5x SSC

2 % (vIv)

0,1 % (v/v)

7 % (wiv)

50 % (v/v)

50 mM

Fr die Blockierungs6sung wurden 5 g Blockierungreagenz in 50 ml Puffer | (3.3.11.2.)
in einem Wasserbad bel 60 °C geldst, anschlief3end autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt.

3.3.11.2. Chemiluminiszenz-Nachweis

Nach der Hybridiserung (3.3.11.1.) wurde die Membran zweimal bei Raumtemperatur
far 5 min (DNA) bzw. 15 min (RNA) in2x SSC, 0,1 % (w/v) SDS und zweimal 15 min
bei 68 °C in 0,1 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS (DNA) bzw. 0,5 x SSC, 0,1 % (w/v) SDS

(RNA) gewaschen. Die Entwicklung der Membran wurde wie folgt weitergeftihrt:

w

N o g &

1-5 min in Waschpuffer equilibrieren
30 minin 100 ml Puffer Il inkubieren
30 minin 20 ml Puffer 11 mit 2 pl (1 ul bei RNA) Anti-DIG-AP-Konjugat

inkubieren

zweimal 15 min mit je 100 ml in Waschpuffer waschen
2 minin 100 ml Puffer 111 inkubieren
750 pl Puffer [11 mit 7,5 pl CSPD (CDP-Sar[] bei RNA) versetzen

Membran mit Substratlésung benetzen und in Plastikfolie einschweiRen
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8. 15 min im Dunkeln bei 37 °C inkubieren
9. 10 min bis 3 h auf einen Rontgenfilm exponieren

10.  Filmin Dunkelkammer 2 min entwickeln, mit H,O spulen, 2 min fixieren

Konzentration

Puffer I, pH 7.5: Maleinsdure 1169 01M
NaCl 8,779 0,15 M
H2O0dest. ad 1 000 ml

Puffer I1: Blockierungsd6sung und Puffer | wurden 1:10 gemischt.

Konzentration

Puffer I11, pH 9,5: TRIS 6,059 0,1M
NaCl 2,929 0,1M
H2Oqest. ad 500 ml

Waschpuffer: 500 ml Puffer | wurden mit 1,5 ml Tween 20 gemischt.

3.3.11.3. Wiederverwertung von Nylonmembranen

Von Nylonmembranen, die nach der DNA-DNA-Hybridisierung nicht getrocknet worden
waren, konnten die gebundenen Sonden entfernt und die Membranen erneut zur
Hybridiserung eingesetzt werden. Dazu wurden die Membranen 1 min in HyOgeq.
gewaschen, zweima 10 min in 0,2 N NaOH, 0,5 % SDS bei 37 °C inkubiert und
anschlief3end mehrmals mit 2 x SSC gesplilt.

3.3.12. Sequenzierung von DNA

Doppelstrangige DNA wurde nach der Methode von SANGER (1977) an einem
" A.L.F."-Sequencer” (PHARMACIA) sequenziert.

Die Sequenzierung wurde mit dem ”AutoRead” Sequencing KIT” (AMERSHAM-
PHARMACIA) durchgefihrt. Als Oligonukleotide wurden die fluoreszenzmarkierten

"universal sequencing primer” und "reversed sequencing primer” eingesetzt, die sich
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jeweils an einer Seite der Klonierungsstelle der verwendeten V ektoren anlagern konnen.
Die weiterfuhrende Sequenzierung erfolgte mit Fluorescein-15-ATP und synthetischen
Oligonukleotiden, die anhand bekannter Sequenzen abgeleitet wurden.

Zur Anlagerung des Oligonukleotids wurden 10 pl (5-10 pg) DNA mit 2 pl des
jeweiligen Oligonukleotids und 1,5 ul 1 N NaOH versetzt und 5 min bel 65 °C inkubiert.
Anschlief3end wurden 1,5 pl 1 N HCl und 2 pl ” Annealing” -Puffer zugegeben, gemischt
und der Ansatz 10 min bel 37 °C und weitere 10 min (5 min bel Fluorescein-15-ATP-
Sequenzierung) bel Raumtemperatur inkubiert. Jeweils 2,5 pl der Didesoxyukleotid-
Gemische wurden getrennt auf eine Mikrotiterplatte gegeben und bis zur
Sequenzreaktionen auf Eis gelagert.

1. Sequenzreaktion mit “universal sequencing primer” und “reversed sequencing
primer”:

Zum Reaktionsansatz wurden 1 pl “ Extension” -Puffer, 3,5 ul DMSO und 2 pl 1:1 mit
Enzympuffer verdinnte T7-Polymerase gegeben.

2. Sequenzreaktion mit Fluorescein-15-ATP:

Der Reaktionsansatz wurde mit 1 pl Fluorescein-15-ATP und 2 pl unverdiunnter T7-
Polymerase versetzt und 10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 1 pl “ Extension” -
Puffer und 3,5 pl DM SO zugegeben.

Je 45 pl diessr Reaktionsansdtze wurden zu den auf 37 °C vorgewdarmten
Didesoxynukleotid-Gemischen pipettiert. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C und wurde
nach 5 min durch Zugabe von 5 ul Stop-L6sung beendet. Die Proben wurden vor dem
Auftragen auf das Polyacrylamidgel 2-3 min bel 95 °C denaturiert und auf Eis abgekUihit.
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Tabelle 3.4: Zur

Oligonuklortide.

Sequenzierung mit Fluorescein-15-ATP  und

Zur

PCR verwendete

Oligonukleotid Sequenz T [°C] (1 M Na")
E20-1 5-ATC-TTC-TAA-ATT-ACT-AGG-TCC-A-3 64
E20-2 5-ACT-TGT-ATA-GGA-CCT-GCA-TCA-A-3 68
E20-3 5-AAG-GAA-AAG-ATA-TCA-ATC-TTG-A-3 62
E20-4 5-CAT-GAT-TTC-TTT-GAT-GAT-TAC-A-3 62
E20-5 5-GTA-CAG-TCT-TAC-ATC-CTC-TAA-A-3 66
E20-6 5-GAC-AGA-CTA-AGA-GAA-ATC-GCT-A-3 68
E20-7 5-TTA-AGT-GAT-GAA-GTT-AAT-GAA-A-3 60
E20-8 5-TTG-TCA-ATC-TCG-GAT-AAA-GAA-A-3 64
E20-9 5-AAG-TTC-ACC-TTC-AGA-TGA-ACC-A-3 68

E20-10 5-TAG-TTA-CAG-ATA-TCA-AAG-TGG-A-3 64
E20-11 5-TAT-GAC-AAT-TTT-ATT-TTG-CCA-A-3 60
E20-12 5-GAA-TTT-TAG-CTG-AAA-GGC-TAA-A-3 64
E20-13 5-GAT-AAA-GTA-GAA-TTT-GCA-GAA-A-3 62
E20-14 5-CCT-AAT-AAT-CCA-GAA-ATG-CAA-A-3 64
E20-15 5-ACC-AAA-AGA-AAT-TCT-CAG-AAG-A3 64
E20-16 5-TCC-TGG-AAT-AAC-TCT-GAA-AGA-A-3 66
E20-17 5-TAT-AAT-CAC-CTT-TTC-ATT-TTA-A-3 58
E20-18 5-TTG-CTC-ATG-GTG-GCT-AGC-A-3 68
E20-19 5-CAA-CTG-ATT-TCA-TCA-CTC-AAG-A-3 66
E20-20 5-TCC-ATC-GAT-AAC-ACG-AGT-AA-3 64
E20-21 5-CAT-TTG-TCC-TGC-AAT-TGT-TA-3 62
E20-22 5-TTC-TAC-ATG-TCT-TCC-AGT-AA-3 62

3.3.13. Auswertung der Sequenzdaten

Die ermittelten DNA-Sequenzdaten konnten mit dem DOS-Programm DNASIS (V5.00)
miteinander verknipft werden. Mit Hilfe des Programms CLONE 4 (CLONE
MANAGER-VERSION 4.0, SCIENTIFIC & EDUCATIONAL Software, USA)

konnten Aminosduresequenzen abgeleitet,

offene Leserahmen bestimmt und

Restriktionskarten erstellt werden. Die Suche nach offenen Leserahmen erfolgte

weiterhin mit Hilfe des Internet-Programmes “ ORF-Finder” vom National Center for

Biotechnological Information (NCBI). Sequenzvergleiche von Proteinen sowie die
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Ableitung der DNA-Sequenz aus einer Aminosaure-Sequenz bzw. die Konstruktion
degenerierter  Oligonukleotide wurden mit dem Progranm  PC/GENE”
(INTELLIGENETICS-VERSION 6.6, INC., Mountain View, USA) durchgefiihrt. Die
Anayse von Sekundérstrukturen der DNA erfolgte mit dem Programm “Hairpin®
(DNASIS).

Vergleiche von DNA- bzw. Proteinsequenzen erfolgten Uber das Internet-Programm
Basic Loca Alignment Search Tool (BLAST) vom NCBI mit den in den Datenbanken
EMBL und SWISS-PROT erfaldten Sequenzen. Sequenzalignments wurden mit den
Internet-Programmen “SIM+LALNVIEW” und “ALIGN” (http://www.expasy.ch)
sowie ebenfalls BLAST (NCBI) erstellt.
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4. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

4.1. Zellanzucht

Fur Vorversuche zur Reinigung der D-Prolin-Reduktase wurde C. sticklandii in Kom-
plexmedium unter Zugabe von D,L-Prolin in einer Endkonzentration von 50 mM und
anaeroben Bedingungen in 10-50 ml-Kulturen angezogen. Die Zellen fir die anschlies-
sende Proteinreinigung stammten aus einer Grof3anzucht in Komplexmedium mit 50 mM
D,L-Prolin und wurden von Dr. A. Pich (Ingtitut fir Mikrobiologie, MLU Halle) zur
Verfligung gestellt.

Die in Abb. 4.1 dargestellte Wachstumskurve gibt die Wachstumsparameter und die
spezifische D-Prolin-Reduktase-Aktivitdt unter den angegebenen Bedingungen in
Komplexmedium (2.2.2.) wieder. Nach 10 h wurde die spezifische Aktivitét der D-
Prolin-Reduktase in Rohextrakten mit 1,45 U/mg bestimmt. Die spezifische Aktivitét in
Rohextrakten aus Anzuchten in Minimalmedium (2.2.1.) betrugen 1,9-3,9 U/mg.
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Abb. 4.1: Wachstumskurve von C. sticklandii und spezifische D-Prolin-Reduktase-Aktivitat bei

Anzucht in Komplexmedium mit 50 mM D,L-Pralin.
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Wie aus der Abb. 4.1 ersichtlich, setzt die Wachstumsphase sofort nach dem Animpfen
der Kultur ein und ereicht nach ca. 8-10 h ihr Maximum. Eine Erhohung der
spezifischen D-Prolin-Reduktase-Aktivitét ist erst nach ca. 4 h mef3bar. Die spezifische
Enzymaktivitét verbleibt bis zum Ende der Wachstumsphase auf diesem Niveau.

4.2. Optimierung des Enzymtests fir die D-Prolin-Reduktase

Die Bestimmung der D-Prolin-Reduktase-Aktivitét erfolgte mit einem fluorimetrischen
Testsystem nach SETO (1979) mit geringflgigen Modifikationen (3.2.3.1.). Eine
Variation der Konzentrationen der einzelnen Komponenten im Test ergab keine
signifikanten Aktivitdtsanderungen. Deshalb wurden die angegebenen Konzentrationen
beibehalten.

Bis zu einem Wert von 60 nmol/100 pl (0,6 mM) &Aminovaerat sind die gemessenen
Fluoreszenzwerte der gebildeten d-Aminovaleratmenge direkt proportional (SETO,
1979). Der Enzymtest wurde in Abhangigkeit von der Proteinprobe hinsichtlich der
Testzeit und der eingesetzten Proteinmenge entsprechend angepaldt. Eine
Proteinproportionalitét (Abb. 4.2) sowie eine Zeitlinearitdt (Abb. 4.3) konnten fir das
Testsystem gezeigt werden
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Abb. 4.2: Abhangigkeit des Enzymtests von der eingesetzten Proteinmenge bei einer Reaktionszeit
von 30 min. Die Proben wurden mit 1-25 pl Rohextrakt (30-730 pug Gesamtprotein) bei 30 °C inkubiert.
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Abb. 4.3. Zeitabhangigkeit der D-Prolin-Reduktase-Reaktion bei konstanter Protein-

konzentration. Die Reaktionsansdtze wurden mit je 400 ug Gesamtprotein bei 30 °C fur 0-90 min
inkubiert.

4.3. Lokalisation der D-Prolin-Reduktase-Aktivitat

Da die D-Prolin-Reduktase als ein membrangebundenes Protein beschrieben wurde
(SETO & STADTMAN, 1976; SETO, 1980a; ABELES et al., 1994), wurden die C.
sticklandii-Zellen durch dreimalige Passage durch eine French-Presse aufgeschlossen
(3.2.1.) und der Rohextrakt einer Ultrazentrifugation unterzogen. Die Membranfraktion
wurde einmal mit TED-Puffer und anschlief3end noch einmal mit TED-Puffer, versetzt
mit 0,1 M KCI, gewaschen. Die gewaschenen Membranen wurden mit Detergenzien
aufgeschlossen (3.2.1.) und alle Fraktionen auf D-Prolin-Reduktase-Aktivitat Gberprift.
Nach der Ultrazentrifugation wurden ca. 93 % der D-Prolin-Reduktase-Aktivitét im
cytoplasmatischen Uberstand sowie weitere 6 % in den Waschfraktionen der Membranen
nachgewiesen. Die Membranfraktion enthielt lediglich ca. 1 % der D-Prolin-Reduktase-
Aktivitat (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Lokalisation der D-Prolin-Reduktase-Aktivitat nach Ultrazentrifugation. Die Fraktionen

wurden mit Hilfe des fluorimetrischen Enzymtests (SETO, 1979, mod.) auf D-Prolin-Reduktase-
Aktivitéat Gberprift. Die Reaktionsansitze wurden 30 min bel 30 °C inkubiert. CPF: cytoplasmatische
Fraktion, WF1: Waschfraktion 1 (TED-Puffer, pH 8,6), WF2: Waschfraktion 2 (TED-Puffer + 0,1 M
KCl, pH 8,6), MF: mit 1 % (v/v) Triton X 100 und 1,5 % (v/v) Natriumdesoxycholat solubilisierte

Membranfraktion.

4.4. |solierung der D-Prolin-Reduktase

In Anlehnung an das von SETO und STADTMAN (1976) publizierte Anreicherungs-
schema wurde eine neue Reinigungsprozedur fur die D-Prolin-Reduktase entwickelt.
Aufgrund des nach der Ammoniumsulfatfélung bereits enthaltenen Salzes in der
Proteinlésung, wurde als erster Reinigungsschritt die hydrophobe I nteraktionschromato-
graphie an Phenylsepharose’CL-4B (Fa AMERSHAM-PHARMACIA) gewahlt. Die
weitere Reinigung der D-Prolin-Reduktase erfolgte tber eine Affinitdtschromatographie
an EAH-Sepharose”4B (Fa. AMERSHAM-PHARMACIA) und eine Gelfiltration an
Superose”’6 HR 10/30 (Fa. AMERSHAM-PHARMACIA) zur Homogenitét.
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4.4.1. Ammoniumsulfatfallung

Der hergestellte Rohextrakt wurde nach der Ultrazentrifugation mit Ammoniumsulfat
gefdllt (3.2.5.1.). Das Prazipitat der Fallung zwischen 25 und 60 % (w/v) Ammonium-
sulfat enthielt die D-Prolin-Reduktase-Aktivitét. Es wurde in 100 ml TED-Puffer,
welcher 0,7 M Ammoniumsulfat enthielt, aufgenommen. Die erhaltene konzentrierte
Proteinlésung wurde zur Abtrennung ungelOster Proteine kurz zentrifugiert und zur

Saulenchromatographie eingesetzt.

4.4.2. Hydrophobe I nteraktionschromatographie (HI C)

Das Trennprinzip der HIC beruht auf der unterschiedlichen Hydrophobizitét der
Proteine, welche durch Einsalzen, z.B. mit Ammoniumsulfat, erhoht werden kann und
somit die Bindung an das Chromatographiematerial begiinstigt. Die anschlief3ende
Elution erfolgt mit Salzlésungen abnehmender Ionenstérke und eventuell unter Zusatz
unpolarer Agenzien, z.B. Ethylenglykol oder |sopropanol.

Zur Reinigung der D-Prolin-Reduktase wurde Phenylsepharose”CL-4B verwendet. Im
Anschluf? an die Ammoniumsulfatféllung wurde die salzhaltige Proteinlosung auf 57 ml
Phenylsepharose (Saulendurchmesser x Gelhthe = 5 cm x 2,9 cm) aufgebracht, die zuvor
mit TED-Puffer + 0,7 M Ammoniumsulfat &quilibriert worden war. Zur Entfernung nicht
gebundener Proteine wurde zunéchst mit Aquilibrierungspuffer gewaschen, danach mit
abnehmender Molaritdt Ammoniumsulfat (0,7-0 M) und schliefdlich mit steigender
Konzentration Ethylenglykol (0-20 % [v/v]) eluiert. Die FluRrate betrug 2 mi/min. Die
Fraktionen ohne Ammoniumsulfat und mit beginnendem Ethylenglykolgradienten
enthielten die D-Prolin-Reduktase-Aktivitat (Abb. 4.5). Die Fraktionen 75-110 wurden
vereinigt, mit PEG-6000 (3.2.4.) auf 50 ml eingeengt und gegen TED-Puffer, welcher
0,1 M KCI enthielt, diaysiert.
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Abb. 4.5: Elutionsprofil der D-Prolin-Reduktase aus C. sticklandii an Phenylsephar ose™ CL-4B.
Eswurde dasin 100 ml TED-Puffer + 0,7 M (NH,)SO,, pH 8,6 gddste Préazipitat der 60%igen Ammo-
niumsulfatfallung mit einem Gesamtproteingehalt von 1833 mg auf 57 ml mit TED-Puffer + 0,7 M
(NH,),S0,, pH 8,6 voraqulilibrierte Phenylsepharose” CL-4B aufgetragen. Eluiert wurde mit
abnehmender Molaritdt Ammoniumsulfat und anschlief?end ansteigendem Ethylenglykolgradienten (s.
Text).

4.4.3. Affinitatschromatographie an EAH-Sepharose™4B

EAH-Sepharose ist ein Chromatographiematerial, bei dem ein Aminohexan-Spacer an die
Sepharose gebunden vorliegt. Dieser ahnelt dem d-Aminovalerat, dem Reaktionsprodukt
der D-Prolin-Reduktase. EAH-Sepharose konnte somit als Affinitétsmaterial zur
Reinigung eingesetzt werden.

Die eingeengten Fraktionen der HIC, welche die D-Prolin-Reduktase enthielten, wurden
auf 40 m mit TED-Puffer + 0,1 M KCI &quilibrierte EAH-Sepharose”4B
(Saulendurchmesser x Gelhohe = 2,3 cm x 9,5 cm) aufgetragen. Die Saule wurde mit dem
gleichen Puffer gewaschen und die Proteine anschlielend mit ansteigendem KCI-
Gradienten (0,1-0,7 M) €uiert. Die FluRrate wurde auf 1 ml/min eingestellt. Die D-
Prolin-Reduktase-Aktivitét eluierte bei einer Salzkonzentration von ca. 0,4 M KCI (Abb.
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4.6). Die Fraktionen 42-53 wurden vereinigt und mit PEG-6000 bzw. mit Centricon-30-

Konzentratoren (3.2.4.) auf 2 ml eingeengt.
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Abb. 4.6: Elutionsprofil des Phenylsephar ose-Pools an EAH-Sephar ose”4B.

Es wurden die vereinigten und eingeengten Fraktionen 75-110 des Phenylsepharose-Laufes mit einem
Gesamtproteingehalt von 183 mg auf 40 ml zuvor mit TED-Puffer + 0,1 M KClI, pH 8,6 aquilibrierte
EAH-Sepharose'4B aufgetragen. Eluiert wurde mit ansteigendem K Cl-Gradienten (s. Text).
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4.4.4. GroRenausschlulRchromatographie an Superose™6 HR 10/30

Die GréRenausschluRchromatographie an einer Superose”6 HR 10/30 (PHARMACIA)
wurde als letzter Reinigungsschritt der Proteinanreicherung sowie zur Molekular-
gewichtsbestimmung eingesetzt. Die Chromatographie erfolgte bei einer Fluldrate von
0,25 mi/min in TED-Puffer, welcher 0,4 M KCl enthielt. Nach kurzer Zentrifugation bel
23 000 x g wurden ca. 1,6 mg Protein der EAH-Fraktion in 200 pl Gesamtvolumen
aufgetragen. Die D-Prolin-Reduktase-Aktivitdt eluierte im Bereich des ersten
Proteinsignals (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Elutionsprofil des EAH-Pools an Superose”6 HR 10/30. Es wurde ca. 1,6 mg Gesamt-
protein der vereinigten und eingeengten EAH-Fraktionen 42-53 in 200 pl Gesamtvolumen auf die zuvor
mit TED-Puffer + 0,4 M KClI, pH 8,6 aquilibrierte Saule aufgetragen.

4.4.5. Bestimmung des natives M olekular gewichtes der D-Prolin-Reduktase

Die D-Prolin-Reduktase konnte nach der GréRenausschlufdchromatographie, dem letzten
Schritt der Proteinreinigung, als einzelne Proteinbande im nicht denaturierenden
Gradientengdl (3.2.7.2.) mit einem nativen Molekulargewicht deutlich hdher als 669 000

nachgewiesen werden und war somit als homogen anzusehen (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Natives Gradientengel (3 %-27 % [v/v]) der verschiedenen Reinigungsstufen der D-
Prolin-Reduktase. Die Proteine wurden mit Serva Blau G 250 geféarbt. Spur 1:
Molekulargewichtsmarker in kDa, Spur 2: Rohextrakt (14,5 pg), Spur 3: Ammoniumsulfat-Fraktion
(14,5 pg), Spur 4: Phenylsepharose-Fraktion (14,5 pg), Spur 5: EAH-Fraktion (14,5 pg), Spur 6: EAH-
Fraktion (5,0 pg), Spur 7: Superose 6-Fraktion (14,5 pg), Spur 8: Superose 6-Fraktion (5,0 pg).

Die Gelfiltration an Superose”6 HR 10/30 ergab fiir das native Enzym eine molekulare
Masse von ca. 870 kDa (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Halblogarithmische Auftragung der molekularen Masse der D-Prolin-Reduktase gegen
das Elutionsvolumen nach Gelfiltration an Superose”6 HR 10/30.

Blue Dextran (2000 kDa): 1 mg/ml, Thyroglobulin (669 kDa): 2 mg/ml, Ferritin (440 kDa): 0,6 mg/ml,
Katalase (230 kDa): 3 mg/ml, Aldolase (158 kDa): 2 mg/ml, BSA (67 kDa): 6,5 mg/ml,
Chymotrypsinogen A (25 kDa): 3 mg/ml
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4.4.6. Bestimmung der Untereinheitsstruktur der D-Prolin-Reduktase

Die Untereinheitsstruktur und Grof3e der D-Prolin-Reduktase wurde mittels SDS-PAGE
untersucht (3.2.7.1.). Hierzu wurden Aliquots der angereicherten Proteinfraktionen nach
Aufkonzentration und Entsalzung (3.2.6.) in einem 12 %igen (v/v) SDS-Gel aufgetrennt.
Die D-Prolin-Reduktase zeigte nach der Auftrennung drei Banden entsprechend
molekulare Massen von 45, 26 und 23 kDa (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: SDS-PAGE (12 % [v/v]) der verschiedenen Reinigungsstufen der D-Prolin-Reduktase.
Die Proteine wurden mit Serva Blau G 250 geférht.

Spur 1. Molekulargewichtsmarker in kDa, Spur 2: Rohextrakt (11 pg), Spur 3: Ammoniumsulfat-
Fraktion (11 pg), Spur 4: Phenylsepharose-Fraktion (11 ug), Spur 5: EAH-Fraktion (11 pg), Spur 6:
EAH-Fraktion (5,5 ug), Spur 7: Superose 6-Fraktion (11 ug), Spur 8: Superose 6-Fraktion (5,5 ug).

4.4.7. Zusammenfassung der Reinigung der D-Prolin-Reduktase

Die D-Prolin-Reduktase konnte Uber vier Reinigungsschritte an drei unterschiedlichen
Chromatographiematerialien mit einer Ausbeute von 1,1 % isoliert werden. In Tabelle
4.1 sind die Reinigungsstufen und die zugehtrigen Daten zusammengefaldt. Die Tabelle
steht stellvertretend fur insgesamt 7 Proteinreinigungen, deren Verléufe dhnliche Daten
zeigten.

Die Ammoniumsulfat-Féllung ermdglichte eine Abtrennung von 45-50 % der
verunreinigenden Proteine bei nahezu gleichbleibender Gesamtaktivitét und 1,7-facher
Anreicherung der spezifischen D-Prolin-Reduktase-Aktivitét sowie anschlief3end den
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direkten Zugang zur hydrophoben Interaktionschromatographie. Die Reinigungsschritte
an Phenylsepharose”CL-4B und EAH-Sepharose™4B erbrachten eine 16,5-fache
Anreicherung der D-Prolin-Reduktase-Aktivitat. Wahrend der Gédlfiltration an
Superose’6 HR 10/30 kam es zu einem Verlust der spezifischen Enzymaktivitét von ca.
50 %. Eine Trennung der Superose 6-Fraktion im SDS-Gel zeigte drei Proteinbanden mit
molekularen Massen von 23, 26 und 45 kDa (Abb. 4.10).

Anschlief3ende Versuche, die drel nach der Reinigung im SDS-Gel erkennbaren Proteine
zu trennen (Chromatographie an Mono Q, Gelfiltration an Superdex” 75, denaturierende
Gdfiltration unter Zusatz von 6 M Harnstoff, 6 M Guanidiniumchlorid, 0,1 M SDS oder
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol) erwiesen sich als nicht erfolgreich. Um die Ergebnisse der
Proteinreinigung abzusichern, wurden weitere Experimente zur Enzymaktivitd und

Untereinheitsstruktur der D-Prolin-Reduktase durchgeftihrt.

Tabelle 4.1: Reinigung der D-Prolin-Reduktase.

Reinigungs- | Protein- Gesamt- Spezifische | Anreiche- Ausbeute
schritt gehalt [mg] aktivitat Aktivitat | rungsfaktor [%0]
[umol/h] | [umol/h/mg]
Rohextrakt 3368 6592,5 1,96 - 100
(NH4).SO.-
Fraktion 1833 6032 3,29 1,7 91,5
25-60% w/v
Phenyl- 183,5 2679,7 14,6 7,6 40,6
Sepharose
EAH- 16,6 526,1 31,7 16,5 8
Sepharose
Superose 6 4,4 70,9 16,1 - 11
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4.5. Bestimmung der D-Prolin-Reduktase-Aktivitat im nativen Gel

Zur Bestimmung der D-Prolin-Reduktase-Aktivitét im nativen Gel wurde das Gel
zunéchst wie unter 3.2.3.2. beschrieben behandelt und die Enzymeaktivitat in den
einzelnen Gelabschnitten gemessen. Wie Abbildung 4.11 zeigt, konnte die D-Prolin-
Reduktase-Aktivitét im Bereich oberhalb des 669 kDa-Markers nachgewiesen werden.

D-Prolin- 1 2 .
Reduktase—> - I
669 — :
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|

Abb. 4.11: Nachweis der D-Pralin-Reduktase-Aktivitat mit Hilfe des fluorimetrischen Enzymtestes
in der nativen Gradienten-PAGE (3 %-27 % [v/v]). Die Enzymreaktion erfolgte bei 30 °C Uber
Nacht. Das Gel wurde mit Serva Blau G 250 gefarbt. Spur 1: Molekulargewichtsmarker in kDa, Spur 2:
Rohextrakt (21 ug).
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4.6. Trennung des nativen Proteinsin der SDS-PAGE

Um die Untereinheitsstruktur der D-Prolin-Reduktase zu Uberprifen, wurde zunéchst die
Im nativen Gel angeféarbte Proteinbande oberhalb des 669 kDa-Markers ausgeschnitten,
zwischen zwei Deckgléschen zerrieben und mit 30 pl H,O in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Der Ansatz wurde mehrmals mit H,O gewaschen, mit 10 pl
Probenpuffer versetzt und in einer SDS-PAGE aufgetrennt (3.2.7.1.). Die aus dem
nativen Gel ausgeschnittene Proteinbande im SDS-Gel (Abb. 4.12, Spur 5) zeigte das
gleiche Bandenmuster wie das Uber Sdulenchromatographie angereicherte Protein (Abb.
4.12, Spuren 2-4). Die Ergebnisse zeigen, dal es sich bei der D-Prolin-Reduktase um ein
heteromeres Protein mit einer molekularen Masse deutlich Gber 669 kDa handelt,

welches sich aus drei Untereinheiten von 45, 26 und 23 kDa zusammensetzt. Wird das in
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der Gdfiltration bestimmte native Molekulargewicht von ca. 870 000 zugrunde gelegt,

kann von einer dekameren Struktur des Proteins ausgegangen werden.

Abb. 4.12: SDS-PAGE (12 % [v/v]) der aus dem nativen Gel ausgeschnittenen Proteinbande. Die
Proteine wurden mit einer Silberfarbung sichtbar gemacht (3.2.8.2.). Spur 1: Molekulargewichtsmarker
in kDa, Spur 2: EAH-Fraktion (10 pg), Spur 3: Superose 6-Fraktion (2,5 pg), Spur 4: Superose 6-
Fraktion (1,25 ug), Spur 5: ausgeschnittene Proteinbande aus nativer PAGE.

4.7. Bestimmung der molekularen Massen der Untereinheiten mittelsMALDI-M S

Die Trennung pyridylethylierter sowie nicht mit 4-Vinylpyridin markierter D-Prolin-
Reduktase wurde von Dr. P. Ricknagel an einer Reversed Phase-Saule durchgeftihrt
(3.2.10.5.). Die 45 kDa-Untereinheit wurde als Einzelsignal detektiert, wahrend die 26
kDa und die 23 kDa-Untereinheit zusammen eluierten. Diese wurden mit Endoprotease
Lys-C verdaut (3.2.11.). Anschliefiend wurden die genauen molekularen Massen der

Untereinheiten mittels MALDI-MS bel Frau Dr. Schierhorn analysiert (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2; Molekulargewichte der Untereinheiten der D-Prolin-Reduktase im Vergleich mit
Daten der SDS-PAGE.

M olekulargewicht MALDI-M S M olekulargewicht SDS-PAGE

44 860 45 000

25702 26 000

22 938 23 000
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4.8. Aminoterminale Sequenzierung der Untereinheiten

Die aminoterminale Sequenzierung der Untereinheiten der D-Prolin-Reduktase erfolgte
mittels automatischem Edman-Abbau und wurde von Dr. P. Ricknagel durchgeftihrt
(3.2.11.). Die 45 kDa und 26 kDa-Untereinheit der D-Prolin-Reduktase waren dem
Edman-Abbau zuganglich, wahrend sich die 23 kDa-Untereinheit als N-terminal blockiert
erwies und zundchst einem tryptischen Verdau unterzogen werden muféte, um interne

Aminosauresequenzen zu erhalten. Folgende Sequenzen wurden bestimmit:

N terminale Sequenzen:

45 kDa-Untereinheit: H.N-SITLESAKEH ANDLAVL
26 kDa-Untereinheit: H.N-SDLTVVKGLQ SEIYVPIT
interne Sequenzen:

23 kDa-Untereinheit: H.N-ENNVDLIEEQAGK

HoN-SEQGIENEIL SNNTLCPEDA |
HoN-AAIAEEEVK
H:N-HYWR

Die D-Prolin-Reduktase wurde bereits als ein aminoterminal durch eine covalent
gebundene Pyruvylgruppe blockiertes Protein beschrieben (HODGINS & ABELES,
1969; SETO, 1978). Daher wurde das gereinigte Protein vor der SDS-PAGE und dem
Transfer auf ene PVDF-Membran mit o-Phenylendiamin umgesetzt, um die
Pyruvylgruppe abzuspalten und das Enzym dem Edman-Abbau zugéanglich zu machen
(3.2.10.2.). Die anschliefiende aminoterminale Sequenzierung ergab fur die 23 kDa-
Untereinheit folgende Sequenz, welche eine der bereits bekannten internen Sequenzen

enthidlt:

N terminale Sequenz:
23 kDa-Untereinheit: H.N-IGPASKENSR HYWREPLVIE VMNDEEFDLA
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4.9. Nachweis von Carbonylgruppen in der D-Prolin-Reduktase

Da es sich bei der beschriebenen Pyruvylgruppe um eine a-Ketocarbonsaure handelt,
wurde die gereinigte D-Prolin-Reduktase zur Charakteriserung mit FTSC, welches
spezifisch mit Carbonylgruppen reagiert, markiert (3.2.10.1.).

Nach dieser Markierung zeigten sowohl die 23 kDa-Untereinheit as auch 26 kDa-

Untereinheit deutliche Fluoreszenzsignale (Abb. 4.13).

67 — M
_——

S -~ < 45kDa

36 ——

29 —
24 ——

<« 26kDa
<—23kDa

20 —

14 —

Abb. 4.13: Fluoreszenzmarkierung der gereinigten und im 12 %igen (v/v) SDS-Gel getrennten D-
Prolin-Reduktase (0,5 pg) mit FTSC. Das Gel wurde mit Serva Blau G 250 gefarbt. Spur 1.
Molekulargewichtsmarker in kDa, Spur 2: D-Prolin-Reduktase nach Gelfiltration an Superose™6 HR
10/30, Spur 3: D-Prolin-Reduktase nach Reaktion mit FTSC und Auswertung am Phosphorlmager.

4.10. Bestimmung der substratbindenden Untereinheit der D-Prolin-Reduktase

In den bisher publizierten Reaktionsmechanismen der D-Prolin-Reduktase wurde die
Pyruvylgruppe als substratbindende Gruppe postuliert (HODGINS & ABELES, 1969;
SETO & STADTMAN, 1976; SETO,19804).

Die Bestimmung der substratbindenden Untereinheit der D-Prolin-Reduktase wurde von
Dr. A. Pich durchgeftihrt. Um die substratbindende Untereinheit nachzuweisen, wurde
das Protein mit ['“C]-L-Prolin unter nachtraglicher Zugabe von NaBH, Uber eine
Reduktion markiert (3.2.10.3.). In der 23 kDaUntereinheit wurde die hochste
Radioaktivitat detektiert (Abb. 4.14). In den durchgefiihrten Kontrollansétzen ohne
NaBH, als Reduktionsmittel oder mit nichtradioaktivem L-Prolin im Uberschuf? (500:1)
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erfolgte keine Markierung der 23 kDa-Untereinheit. Es wurde jedoch eine leichte

Erhdhung der Radioaktivitét in der 26 kDa-Untereinheit festgestellt.

Radioaktivitat [cpm]
GF 0 100 200 300 2000 2100

e ,
|
45kDa— W m
-
26 kDa—» .
23kDa—> —

= = + NaBH,
—— - NaBH,

Abb. 4.14: Markierung der gereinigten D-Prolin-Reduktase (100 pg) mit [*C]-L-Prolin in
Gegenwart der Prolin-Racemase (500 pg) und Trennung im 12 %igen (v/v) SDS-Gel. Das Gd
wurde in Stlicke geschnitten und die Radioaktivitdt im Scintillationszdhler bestimmt. Das Referenz-Gel

wurde mit Serva Blau G250 gefarbt. GF: gereinigte D-Prolin-Reduktase nach Gelfiltration an Superose”
6 HR 10/30.

4.11. Nachweisvon Selenocystein in der D-Prolin-Reduktase

Um Selenocystein als die selenhaltige Komponente der D-Prolin-Reduktase zu
identifizieren, wurde das gereinigte Protein von Dr. P. Rucknagel mit Vinylpyridin
markiert und mittels Reversed Phase-Chromatographie und Edman-Abbau analysiert
(3.2.10.6.). Unter normalen reduzierenden Bedingungen mit 3-Mercaptoethanol konnten
keine markierten Aminoséuren in dem selenocysteinhaltigen Peptid von Glu'® bis Lys™?
in der 26 kDa-Untereinheit (s. Anhang 1) nachgewiesen werden. Erst durch den Einsatz
von Tricarboxyethylphosphin als Reduktionsmittel konnte ein pyridylethyliertes
Selenocystein an Position Sec™ identifiziert werden (s. Anhang 1).
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4.12. Klonierung und Sequenzierung der Gene der D-Prolin-Reduktase

Nach der Aufreinigung der D-Prolin-Reduktase aus C. dsticklandii und der
aminoterminalen Sequenzierung ihrer drel Untereinheiten bestand nun die Aufgabe,
erstmas die Gene ener D-Prolin-Reduktase zu isolieren, um weitergehende
molekulargenetische Untersuchungen zur Regulation an C. sticklandii zu ermdglichen.

Fur diese Arbeiten stand bereits eine partielle Genbank der chromosomalen DNA von C.
sticklandii zur Verfiigung, welche in der Arbeitsgruppe von Dr. A. Pich angelegt worden
war. Zur Herstellung dieser Genbank war die Gesamt-DNA partiell mit den beiden
Restriktionsenzymen Eco RI und Sau 3A verdaut, in den Vektor pBluescript 11 SK+
ligiert und in den E. coli-Stamm XL2-Blue transformiert worden. Die Plasmid-DNA von
je 96 Klonen wurden vereinigt. Insgesamt war die Plasmid-DNA von ca. 4 000 Sau 3A-
Klonen mit einer durchschnittlichen Grof3e von 2,0 kb und ca. 2 500 Eco RI-Klonen mit

einer durchschnittlichen Grof3e von 3,5 kb verfiigbar.

4.12.1. Klonierungsstrategie

Aus den bekannten N-terminalen Aminosauresequenzen der Untereinheiten der D-Prolin-
Reduktase konnten nun degenerierte Oligonukleotide abgeleitet werden, um Uber PCR-
Reaktionen mit chromosomaler DNA aus C. sticklandii als Template DNA-Fragmente
zu amplifizieren, welche Telle der Gene der D-Prolin-Reduktase enthielten. Diese DNA-
Fragmente sollten anschlief3end as Sonden zur Hybridiserung mit partiell verdauter
Gesamt-DNA und zum Durchsuchen der vorhandenen partiellen Genbank verwendet
werden, um die vollstandige Gensequenz der D-Prolin-Reduktase zu isolieren und zu

analysieren.

4.12.2. Auswahl eines geeigneten Klonierungsvektors

Zur Klonierung der durch PCR erhaltenen DNA-Fragmente bot sich das pGEM"-T-
Vektor-System an, welches an der Klonierungsstelle an beiden Enden 3'-Thymidin-
Uberhédnge besitzt. Diese 3'-Thymidin-Uberhange sind kompatibel zu den 3'-Adenin-
Uberhdngen von PCR-Produkten, die von einigen thermostabilen DNA-Polymerasen
(z.B. Tfl, Taq,) angehéngt werden, so dal3 die Effizienz der Ligation der PCR-Fragmente
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in das Plasmid sehr hoch ist. Der Vektor kommt in E. coli in hoher Kopienzahl vor und
besitzt eine Multiklonierungsstelle mit Erkennungssequenzen fir viele Restriktions-
enzyme. Eine Ampicillinresistenz ermoglicht die Selektion transformierter Klone. Durch
das Vorhandensein des lacZ’-Gens konnen Klone, welche ein Insert enthalten, mit Hilfe
des X-Gal-Testes identifiziert werden (3.3.9.2.). Die Multiklonierungsstelle wird dartber
hinaus von Sequenzen flankiert, welche komplementdr zum *universal sequencing
primer” bzw. “reverse sequencing primer” sind, so dal3 eine direkte Sequenzierung der
klonierten DNA-Fragmente moglich ist (Abb. 4.15).

Die Ligationen erfolgten wie unter 3.3.8.3 beschrieben. Die besten Ergebnisse wurden
mit einem molaren Verhdltnis von Vektor-DNA zu Insert-DNA von 1:3 erzielt. Als

Wirtsorganismus wurde der E. coli-Stamm XL 2-Blue eingesetzt (.3.9.1.).

Apal, Aatll, Sphl, BstZl, Ncol, Sacll Spel, Notl, Pstl, Sall, Ndel, Sacl BstX, Nsil

—> ‘_
T7 SP6

Abb. 4.15: Struktur despGEM"-T-Vektors.

4.12.3. Klonierung der D-Prolin-Reduktase

Anhand der N-terminalen und internen Aminosauresequenzen der Untereinheiten der D-
Prolin-Reduktase wurden degenerierte Oligonukleotide abgeleitet.

Dazu wurden die Proteinsequenzen in die entsprechende DNA-Sequenz Ubersetzt und
Oligonukleotide gewahlt, welche eine moglichst geringe Variabilitét aufwiesen. Da mit
zunehmender Variahilitét die Konzentration des passenden Fragmentes sinkt, wurden die
Oligonukleotide Uberwiegend als 17-mere synthetisiert (GIBCO BRL LIFE TECHNO-
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LOGIES GmbH). Diese Lange garantiert einerseits eine ausreichende Spezifitét,
andererseits wird die Variabilitét niedrig genug gehalten.

Die Oligonukleotide wurden sowohl in N - C-Orientierung, als auch in reverser
Orientierung hergestellt. Zusétzlich wurden zwei 30-mere ebenfalls in N - C-Orientie-
rung sowie in reverser Orientierung abgeleitet, deren Variabilitét durch Vergleich mit der
Codonnutzungstabelle von C. sticklandii (GARCIA & STADTMAN, 1992) drastisch
verringert wurde. Da der G+C-Gehalt von C. sticklandii mit 31 mol % sehr gering ist
(JOHNSON & FRANCIS, 1975), wurde den Basen A und T in den variablen Positionen
der Vorzug gegentber C und G gegeben (3.3.8.1.).

Die Oligonukleotide wurden in unterschiedlichen Kombinationen mit chromosomaler
DNA aus C. sticklandii als Template zur DNA-Amplifikation in einer PCR-Reaktion
eingesetzt (3.3.8.1.). Spezifisch erscheinende PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gel-
Extraktion (3.3.7.) isoliert, in den pGEM"-T-Vektor ligiert und in E. coli XL2-Blue
vermehrt. Nach einer Plasmid-Praparation (3.3.6.2.) wurde durch Restriktionanalyse
(3.3.8.2) mit Apa | und Pst | die GrolRe des einklonierten Fragmentes bestimmt.
Entsprach die GrolRe des Fragmentes der des PCR-Produktes, wurde dieses Plasmid
sequenziert (3.3.12.) und die aus der DNA-Sequenz abgeleitete Aminosauresequenz mit

der bereits bekannten Proteinsequenz verglichen.

4.12.4. Sequenzierung spezifischer Klone

Die Auswertung der Sequenzdaten zeigte, dald mit den Oligonukleotidkombinationen
G10/B08 sowie B0O7/C0O3 (s. Anhang) zwel PCR-Produkte amplifiziert und Kkloniert
worden waren, die bekannte aminoterminale Sequenzen der Untereinheiten der D-Prolin-
Reduktase enthielten. Die PCR mit den Oligonukleotiden G10/B08 ergab ein ca. 1,4 kb
grolRes PCR-Produkt, welches die aminoterminalen Sequenzen der 45 kDa- und der 23
kDa-Untereinheiten enthielt. Dieser Klon wurde pPRO1 genannt. Durch Kombination
der Oligonukleotide BO7/C03 wurde ein ca. 0,9 kb grofies DNA-Fragment kloniert.
Dieser Klon enthielt die aminoterminaden Sequenzen der 23 kDa und 26 kDa
Untereinheiten und wurde mit pPRO2 bezeichnet (Abb. 4.16).
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Abb. 4.16: Schematische Darstellung der Plasmide pPRO1 und pPRO2 und die daraus
resultierende Anordnung der Untereinheiten der D-Prolin-Reduktase. G10: Oligonukleotid gegen
den N-Terminus der 45 kDa-Untereinheit, BO7, B08: Oligonuklectide gegen den N-Terminus der 23
kDa-Untereinheit, C03: Oligonukleotid gegen den N-Terminus der 26 kDa-Untereinheit. Die Pfeile
kennzeichnen die Orientierung der Oligonuklectide in Transkriptionsrichtung (—) bzw. entgegen der

Transkriptionsrichtung ().

4.12.5. Southern-Hybridiserung gegen chromosomale DNA und die partielle
Genbank von C. sticklandii

Das Insert des Plasmides pPRO1 wurde sowohl fir Hybridiserungen gegen Gesamt-
DNA als auch gegen die partielle Genbank eingesetzt.

Von der Gesamt-DNA wurden je 16,5 pg mit den Restriktionsenzymen Xba |, Hind 111,
Bam HI, Eco RI, Sau 3A, Pst | und Ksp | verdaut. Das Plasmid wurde mit den
Restriktionsenzymen Sac |1 und Spe | geschnitten und das ausgeschnittene DNA-
Fragment nach DIG-Markierung (3.3.8.4.) as Sonde eingesetzt. Dabel zeigte sich, dal?
diese Sonde mit der Vektor-DNA der Genbankklone hybridiserte, da alle getesteten
Klone ein Signal gaben. Deshalb wurde das unklonierte PCR-Produkt als Sonde mit DIG
markiert und verwendet. Die Sonde wurde mit “PRO1” bezeichnet.

Die verdaute chromosomale DNA sowie die Genbankklone wurden auf
Nylonmembranen transferiert (3.3.10.1., 3.3.10.4.) und gegen die markierte Sonde
hybridisiert (3.3.11.1.).

Nach der Auswertung der Southern-Hybridisierung mittels Chemiluminiszenz-Nachwels
(8.3.11.2)) konnten ein ca. 2,5 kb grofRes Eco RI-Fragment und ein ca. 2,0 kb grol3es
Sau 3A-Fragment nachgewiesen werden (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Southern-Blot-Hybridisierung restriktionsver dauter chromaosomaler C. sticklandii-DNA
mit dem DIG-markierten Sonde “PRO1". Das 2,5 kb Eco RI-Fragment und das 2,0 kb Sau 3A-
Fragment sind durch Pfeile gekennzeichnet. Spurl: DIG-DNA-Marker in kb, Spur 2: unmarkierte Sonde
(0,5 pg), Spur 3: ungeschnittene DNA (0,3 ug), Spur 4: Xba I, Spur 5: Hind I11, Spur 6;: Bam HI, Spur
7: EcoRI, Spur 8: Sau 3A, Spur 9: Pst I, Spur 10: Ksp |

Das Durchsuchen der Eco RI- und Sau 3A-Genbanken ergab zwei schwachere positive
Signale unter den Sau 3A-Pools sowie ein starkes Signal unter den Eco RI-Pools. Durch
Koloniehybridisierung des Eco RI-Pools wurden drei positive Eco RI-Klone erhalten,
unter denen sich der Klon pUK1 befand (Abb. 4.18). Dieser Klon enthielt ein ca. 4,8 kb
grofRes Insert und bestand aus zwei nahezu gleich grof3en Eco RI-Fragmenten (Abb.
4.17, 4.19).

4.12.6. Sequenzierung des klonierten D-Prolin-Reduktase-Genbereiches

Die Sequenzierung des Plasmides pUK1 wurde in beiden Orientierungen durchgeftihrt.
Ausgehend von den mit dem “universal sequencing primer” bzw. “reverse sequencing
primer” erhaltenen Sequenzen erfolgten waelterfihrende Sequenzierungen mit
Fluorescein-15-ATP und synthetischen Oligonukleotiden, die anhand der aufgeklérten
Sequenz hergestellt wurden (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Sequenzier schema des Plasmides pUK 1. Dargestellt ist das 4,85 kb grof3e Insert des
Plasmides mit den Schnittstellen des Restriktionsenzymes Eco RI. Die Positionen und
Orientierungen der eingesetzten Oligonukleotide sind durch Pfeile gekennzeichnet, (-) in bzw. (<)

entgegen die Transkriptionsrichtung.

Es konnte die Basenfolge des gesamten Inserts des Plasmides pUK1 ermittelt werden.
Das 4,85 kb lange DNA-Fragment enthélt die finf offenen Leserahmen prdA, prdB,
prdC, prdD und prdE sowie eine weitere Eco RI-Schnittstelle bei 2371 bp, die auf den
partiellen Verdau der chromosomalen DNA be der Herstellung der Genbank
zurtickzufUhren ist (Abb. 4.19, s. Anhang 1). Die Bezeichnung der offenen Leserahmen
mit der prd-Nomenklatur geschieht in Kenntnis der spater vorgenommenen Zuordnungen
bereits hier.

pridC > prdA > prdB>— prdD ) prdE \‘/T>

pUKT | ‘ | | | | ‘ | -
0 1000 2000 3000 4000 4853

EcoRl EcoRl EcoRl

Sonde “PRO1”

Abb. 4.19: Darstellung des 4,85 kb grofen Insertes des Plasmides pUK 1 und der sich nach der
Sequenzierung ergebenden Genstruktur der D-Prolin-Reduktase. Die Eco-RI-Schnitstellen sowie
die zur Southern-Blot-Hybridisierung eingesetzte Sonde “ PRO1” sind angegeben.
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4.12.6.1. Analyse von prdA

Der offene Leserahmen prdA (Abb. 4.19, s. Anhang I) kodiert fir ein 630 Aminosduren
groflRes Protein der D-Prolin-Reduktase mit einer molekularen Masse von 68 kDa. Vor
dem Startcodon befindet sich eine aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu bekannten
Ribosomenbindestellen von E. coli (SHINE und DALGARNO, 1974) typische Shine-
Dagarno-Sequenz (Tab. 4.3). Promotorstrukturen in Anlehnung an die Konsensus-
sequenzen der -10 und -35-Regionen fir Promotoren aus Clostridien (YOUNG et al.,
1989) und E. coli (MCCLURE, 1985) wurden jedoch nicht identifiziert. Das Protein
umfaidt die Sequenz der 45 kDa-Untereinheit von Val! bis Thr*® und die Sequenz der 23

kDa-Untereinheit von 11"’ bis Lys*®

. Die in der DNA-Sequenz enthaltene Aminosaure
Cys™ wurde in den analysierten Proteinsequenzen der 45 kDa- und der 23 kDa
Untereinheiten nicht detektiert (4.7.). Da sich die 23 kDa-Untereinheit als aminoterminal
blockiert erwiesen hatte, kénnte es sich bei Cys*® um die Aminosiure handeln, aus der
die blockierende Carbonylgruppe gebildet wird. Die DNA-Sequenz enthalt
stromaufwérts von Cys™® keine typische Shine-Dalgarno-Sequenz und kein Startcodon.
Daher lag die Vermutung nahe, da’ prdA fir ein 68 kDa grofRes Proprotein kodiert,
welches posttrandational in die 45 kDa- und die aminoterminal blockierte 23 kDa

Untereinheit gespalten wird (Kap.5.2.1.).

4.12.6.2. Analyse von prdB

Der 287 bp stromabwarts von prdA gelegene offene Leserahmen prdB (Abb. 4.19, s.
Anhang I) kodiert fir ein 242 Aminosauren grof3es Protein mit einer molekularen Masse
von 26 kDa. Weiterhin konnte ein TGA-Codon innerhalb von prdB identifiziert werden,
welches fir ein Selenocystein kodiert. Dieses Selenocystein wurde durch Sequenzierung
des entsprechenden Peptides nachgewiesen (4.11.) Direkt stromabwérts des TGA-
Codons wurden jedoch keine spezifischen Haarnadel-Strukturen der mRNA fir den
Einbau von Selenocystein gefunden, wie sie fir die Formiat-Dehydrogenase aus E. coli
nachgewiesen worden sind (ZINONI et al., 1990; HUTTENHOFER et al., 1996;
HUTTENHOFER & BOCK, 1998a,b). Stromaufwérts von prdB befinden sich vor dem
Startpunkt eine Shine-Dalgarno-Sequenz sowie eine typische o”°-Promotorsequenz und
weiter stromaufwérts eine 0>*-Promotorsequenz (s. Anhang |, Tab. 4.3). Zwischen dem

Stopcodon von prdB und dem in 3'-Richtung folgenden offenen Leserahmen prdD
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wurde eine dem rho-unabhéngigen Terminator in E. coli ahnliche Struktur mit dem
Computerprogramm DNASIS identifiziert. Dieser zeichnet sich durch eine G+C-reiche
Palindrom-Sequenz aus. Die freie Energie betragt -12,5 kJ/mol (Abb. 4.20).

oo AUAU -12,5 kJ/ nol

Abb. 4.20: Terminatorstruktur der von der DNA-Sequenz des Plasmides pUK1 abgeleiteten
mMRNA.

4.12.6.3. Analyse von prdC, prdD und prdE

Der 117 bp stromaufwarts von prdA gelegene offene Leserahmen prdC (s. Anhang I,
Abb. 4.19) beginnt am 5’ -Ende mit der Eco RI-Schnittstelle des Klons pUK1 und kodiert
fur die 237 C-terminalen Aminosduren eines Proteins, welches keine Homologien zu
bekannten Proteinsequenzen der D-Prolin-Reduktase aufweist. Im Bereich zwischen
prdC und prdA konnten keine Terminatorstrukturen identifiziert werden.

Stromabwarts von prdB wurden hinter der Terminatorstruktur der offene Leserahmen
prdD, welcher fir ein 254 Aminosauren grof3es Protein kodiert, und der unvollstandige
offene Leserahmen prdE identifiziert. Die abgeleitete Proteinsequenzen von prdD zeigt
Homologien zum mittleren Bereich, die abgeleitete Proteinsequenz von prdE zum C-
terminalen Bereich des Proproteins PrdA (Kap. 5.2.4.). Die offenen Leserahmen prdD
und prdE sind durch 15 bp voneinander getrennt. Vor beiden Sequenzen liegen Shine-
Dalgarno-Sequenzen. Bekannte Promotorstrukturen (MCCLURE, 1985; YOUNG et al.,
1989; WOSTEN, 1998) konnten jedoch nicht gefunden werden (s. Anhang |; Tab.4.3).
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Tab. 4.3: Potentielle Promotorsequenzen und Shine-Dalgarno-Sequenzen fiir die offenen
Leserahmen des D-Prolin-Reduktase-Genbereiches im Vergleich mit den Konsensus-Sequenzen
fur E. coli und Clostridien (MCCLURE, 1985; YOUNG et al., 1989; WOSTEN, 1998). Stark

konservierte Basen in den Konsensussequenzen sind fett gedruckt.

Gen -35-Region bzw. | -10-Region bzw. | Shine-Dalgarno- | Startcodon
-24-Region -12-Region Sequenz

prdA - - GGAGG GTG

prdB o TTAATG TAATAT GGAGG ATG
o> TGGTCT TTGC

prdC - - - -

prdD - - GAAGG ATG

prdE - - GAAGG ATG

E. coli o TTGAC(A) TA(T)AAT GGAGG

Clostridien | o TTGACA TATAAT
E. coli 0> TGGCAC TTGCAIT

4.13. Untersuchungen zur Transkription durch Northern-Blot-Hybridiserung

Nach Analyse der klonierten DNA-Sequenzen war es von Interesse, die Expression der
offenen Leserahmen und die Organisation der Gene der D-Prolin-Reduktase in C.
sticklandii zu untersuchen.

Es wurden C. sticklandii-Zellen auf modifiziertem Minimalmedium (2.2.1.) unter Zusatz
von 20 mM D,L-Prolin angezogen und in der mittleren logarithmischen Wachstumsphase
geerntet. Die Gesamt-RNA wurde isoliert (3.3.6.3.) und auf eine Nylon-Membran
transferiert (3.3.10.2.). Die DNA-Sonden wurden mittels PCR gegen zwel Bereiche des
prdA-Gens (“prdAl” gegen die 45 kDa-Untereinheit und “prdA2” gegen die 23 kDa
Untereinheit) sowie gegen das prdB-Gen der D-Prolin-Reduktase als Template-DNA
amplifiziert und nach DIG-Markierung zur Hybridiserung mit der RNA eingesetzt
(3.3.11.1.).

Es wurden neben einem unspezifischen, durch rRNA verursachten Hintergrund zwel

deutliche spezifische Signale bei 4,5 und 0,8 kb detektiert. Mit der Sonde gegen das
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prdA-Gen wurde ein Hybridisierungssignal bei 4,5 kb nachgewiesen. Bei 0,8 kb konnte
mit dieser Sonde jedoch kein MRNA-Signal detektiert werden (Abb. 4.21).

74—
53 — ! < 4.5 kb mRNA
28 —
19

16 —
10 —

04—
0,3 —

Abb. 4.21: Northern-Blot-Hybridisierung der D-Prolin-Reduktase-Region in C. sticklandii. Je Spur
wurden 6 pg Gesamt-RNA in einem Formaldehyd-Gel getrennt, auf eine Nylon-Membran transferiert
und hybridisiert. Spur 1: DIG-RNA-Marker in kb, Spur 2: Hybridisierung mit der Sonde “prdB” gegen
die interne Region von prdB, Spur 3: Hybridisierung mit der Sonde “ prdA2" gegen die interne Region
von prdA (Bereich der 23 kDa-Untereinheit).

Das 4,5 kb-Transkript umfal3t somit die beiden Gene der D-Prolin-Reduktase prdA und
prdB wahrscheinlich bis zum Terminator stromabwérts von prdB sowie vermutlich das
prdC-Gen stromaufwarts von prdA, von dem jedoch nur der C-terminale Teil der
Sequenz im Plasmid pUK1 enthalten ist. Die Gene fir die drei Untereinheiten der D-
Prolin-Reduktase sind somit in einem Operon lokalisiert. Da das 0,8 kb-Transkript nur
bei der Hybridiserung mit der Sonde gegen prdB detektiert wurde, kann davon
ausgegangen werden, dal3 es sich um ein zusatzliches Transkript fur das Selenoprotein
PrdB handelt. Die Operonstruktur der sequenzierten D-Prolin-Reduktase-Gene des
Plasmides pUK1 ist in Abbildung 4.22 dargestelit.
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Abb. 4.22: Operonstruktur des D-Prolin-Reduktase-Genbereiches. Cys*®: Vorlaufer der amino-
terminalen Carbonylgruppe der 23 kDa-Untereinheit; Sec®: Sdenocystein; o> o¢>-abhangiger

Promotor; 6’ ¢"-abhangiger Promotor. Die zur Northern-Blot-Hybridisierung eingesetzten Sonden
“prdA2” und “prdB” sind angegeben.
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die im Gegensatz zur Glycin-Reduktase aus C. gticklandii
bisher sehr wenig untersuchte D-Prolin-Reduktase dieses Organismus zu charakterisieren
sowie anhand der gewonnenen Daten den Reaktionsmechanismus der D-Prolin-Spaltung
zu d-Aminovalerat zu untersuchen. Im Vorfeld gab es Hinweise darauf, dald fur die
Spaltung des D-Prolins Elektronen benttigt werden, die moglicherweise Uber eine FAD-
abhangige NADH-Dehydrogenase und ein eisenabhangiges Protein auf die D-Prolin-
Reduktase Uibertragen werden (STADTMAN, 1965; SCHWARTZ & MULLER, 1979;
SETO, 1980a). Ein energiekonservierender Schritt in Form ener Substratketten-
phosphorylierung, verbunden mit einer ATP-Synthese wie bel der Umsetzung von Glycin
durch die Glycin-Reduktase (ARKOWITZ & ABELES, 1989), konnte bisher nicht
nachgewiesen werden (ARKOWITZ et al., 1994). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde die D-Prolin-Reduktase zur Homogenitét gereinigt. Das zugehtrige Gensystem
wurde erstmals identifiziert und anadlysert. Es konnte en modifizierter

Reaktionsmechanismus fur die D-Prolin-Reduktase postuliert werden.

5.1. Lokalisation und Reinigung der D-Prolin-Reduktase

Die D-Prolin-Reduktase aus C. sticklandii wurde in den Untersuchungen dieser Arbeit
as cytoplasmatisches Protein identifiziert. Im Gegensatz zu friheren Studien, in denen
die D-Prolin-Reduktase als ein membrangebundenes Protein beschrieben wurde (SETO
& STADTMAN, 1976), konnten in dieser Arbeit keine Hinwelse auf eine
Membranstandigkeit der D-Prolin-Reduktase gefunden werden.

Als Ursache dafir kann die unterschiedliche Methodik des Zellaufschlusses in Betracht
gezogen werden. Wahrend SETO & STADTMAN (1976) Sphéroplasten praparierten
und diese zur Freisetzung der membrangebundenen Proteine mit Detergenzien
behandelten, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Membranprdparation mittels
Ultrazentrifugation (3.2.1.) durchgeftihrt, um cytoplasmatische Proteine von vornherein
abzutrennen und nur die membrangebundenen Proteine zur Enzymreinigung einzusetzen.
Durch anschlief3ende Analyse der D-Prolin-Reduktase-Aktivitét in der cytoplasmatischen
Fraktion und in der Membranfraktion konnten ca. 99 % der Enzymaktivitdt im

Cytoplasma und den Waschfraktionen der Membranen nachgewiesen werden. In der
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Membranfraktion verblieb lediglich 1 % der Enzymaktivitdt (Abb. 4.4). Auch
SCHWARTZ & MULLER (1979) wiesen sowohl die NADH-abhéngige as auch die
DTT-abhangige D-Prolin-Reduktase-Aktivitét im Cytoplasma nach.

Die NADH-abhangige D-Prolin-Reduktase-Aktivitdt konnte nur im Rohextrakt bestimmt
werden. Nach dem ersten Reinigungsschritt war nur noch die DTT-abhéngige Aktivitéat
mefdbar. Es liegt also nahe, dald3 wenigstens eine Proteinkomponente am Transfer der
Elektronen von NADH auf die D-Prolin-Reduktase beteiligt sein muf3. Eine
Elektronentbertragung Uber eine FAD-abhangige NADH-Dehydrogenase und ein Eisen-
Schwefel-Protein wurde bereits postuliert (STADTMAN, 1965; SCHWARTZ &
MULLER, 1979; SETO, 1980a). Fiir Clostridium sporogenes wurde die Kopplung der
Prolinreduktion mit einem Protonentransport Uber die Cytoplasmamembran beschrieben
(LOVITT et al., 1986). Eine Assoziation der D-Prolin-Reduktase an die Zellmembran
und die Existenz einer noch nicht aufgeklérten Elektronentransportkette vom NADH auf
die D-Prolin-Reduktase ist daher nicht auszuschlief3en.

Das Genprodukt des im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Genes prdC zeigt
Homologien zu einem elektronentibertragenden, membranassozierten RnfC-Protein aus
Rhodobacter capsulatus. Die Moglichkeit einer elektronentransferierenden Funktion des
Proteins PrdC aus C. sticklandii wird in Kapitel 5.2.3. diskutiert.

Die D-Prolin-Reduktase aus C. sticklandii wurde durch Ammoniumsulfat-Fallung und
drei sich anschlief3ende sdulenchromatographische Reinigungsschritte mit einer Ausbeute
von 1,1 % zur Homogenité gereinigt (Tab. 4.1). Das Enzym besitzt eine molekulare
Masse von ca. 870 kDa (Abb. 4.8, 4.9) und besteht aus drel verschiedenen
Untereinheiten mit molekularen Massen von 23, 26 und 45 kDa (Abb.4.10). Zwel
Kontrollexperimente bestétigten die von bisherigen Untersuchungen abweichenden
Ergebnisse (SETO & STADTMAN, 1976) der Proteinreinigung. Die Auftrennung der
im nativen Gel erhaltenen Proteinbande in der SDS-PAGE zeigte die gleiche
Untereinheitsstruktur wie das Protein nach dem letzten Reinigungsschritt (Abb. 4.12).
Eine Bestimmung der D-Prolin-Reduktase-Aktivitét im nativen Gel bestétigte ebenfalls
die Ergebnisse der Proteinreinigung (Abb. 4.11). Es handelt sich im Gegensatz zu
friheren Untersuchungen somit um ein aus 10 Protomeren bestehendes heterotrimeres

Enzym mit einer Untereinheitenstruktur von (ay)o.
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SETO & STADTMAN (1976) hatten die D-Prolin-Reduktase as ein homodekameres
Protein mit einer Molekilmasse von 300 kDa charakterisiert. Eine Auftrennung des
Proteins unter denaturierenden Bedingungen ergab eine aminotermina - vermutlich
durch eine kovalent gebundene Pyruvylgruppe - blockierte Untereinheit von 30 kDa
(HODGINS & ABELES, 1967, 1969; SETO & STADTMAN, 1976; SETO, 1980a).
Die im Rahmen dieser Arbeit gefundene 23 kDa-Untereinheit erwies sich ebenfalls as
aminoterminal blockiert. Die gelungene Abspaltung der blockierenden Gruppe mit o-
Phenylendiamin (DIXON & FIELDS, 1972) weist auf eine Blockierung durch eine
Pyruvylgruppe hin, da dieses Reagenz mit a-Ketocarbonsduren reagiert. Die
Pyruvylgruppe stellt eine solche a-Ketocarbonsdure dar. Auch konnten nach einer
Markierung der gereinigten D-Prolin-Reduktase mit FTSC, welches spezifisch mit
Carbonylgruppen reagiert (BAUMANN et al., 1981), in den 23- und 26 kDa-
Untereinheiten signifikante Fluoreszenzsignale beobachtet werden (Abb. 4.13). Diese
Ergebnisse sind ebenfalls als Hinwels auf die Blockierung der 23 kDa-Untereinheit durch
eine Pyruvylgruppe zu werten. Die Markierung der 26 kDa-Untereinheit mit FTSC
scheint in Zusammenhang mit einer Carbonylgruppe innerhalb der Aminosauresequenz
zu stehen, die jedoch keiner Aminosdure explizit zugeordnet werden konnte.

Weliterhin wurde im Verlauf dieser Arbeit die Bindung des Substrates D-Prolin an die 23
kDa-Untereinheit nachgewiesen (Abb. 4.14). Eine Bindung des D-Prolins an die
Pyruvylgruppe wurde bereits postuliert (HODGINS & ABELES, 1969; SETO &
STADTMAN, 1976; SETO, 1980a). Die 23 kDa-Untereinheit konnte daher der von
SETO & STADTMAN (1976) beschriebenen 30 kDa-Untereinheit entsprechen, deren
Aminosdure-Zusammensetzung sich jedoch deutlich von der im Rahmen dieser Arbeit

sequenzierten 23 kDa-Untereinheit unterscheidet.

5.2. Analyse der klonierten Gene der D-Prolin-Reduktase

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurden die aminoterminalen Sequenzen der drel
Untereinheiten der D-Prolin-Reduktase sowie interne Sequenzen der 23 kDa
Untereinheit bestimmt (4.7.). Anhand dieser Sequenzen konnten degenerierte
Oligonukleotide abgeleitet und zur PCR mit chromosomaer C. sticklandii-DNA
eingesetzt werden (Tab. 3.3). Trotz der relativ niedrig gehaltenen Variabilitét wurden mit

den 17-meren nur falsch-positive PCR-Produkte amplifiziert. Erst durch die Verwendung
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von zwei 30-meren konnten durch PCR und Klonierung in den pGEM"-T-Vektor zwei
positive Klone pPRO1 und pPRO2, die das Gen der D-Prolin-Reduktase partiell
enthielten, isoliert werden. Die 30 bp langen Oligonukleotide konnten aufgrund ihrer
Lénge spezifischer binden und lieferten trotz hoherer Variabilitét die richtigen PCR-
Produkte (Abb. 4.16).

Durch den Einsatz der positiven PCR-Produkte als Sonden zur Hybridisierung gegen die
vorhandene partielle Genbank von C. sticklandii konnte ein 4853 bp grof3er DNA-
Abschnitt isoliert werden, welcher finf offene Leserahmen und die dazwischen liegenden
Intergenregionen enthielt (Abb. 4.19, s. Anhang). Zwei dieser offenen Leserahmen lief3en
sich as die vollstandigen Gene prdA und prdB der D-Prolin-Reduktase identifizieren.
Am 5-Ende des sequenzierten DNA-Bereichs ist der noch unvollstéandige offene
Leserahmen prdC lokalisiert, am 3'-Ende befinden sich das Gen prdD und der ebenfalls
noch unvollsténdige offene Leserahmen prdE. Die klonierten und sequenzierten Gene

und Genprodukte wurden néher analysiert.

5.2.1. Die Funktion der prdA-Genregion

Das identifizierte prdA-Gen kodiert nach Vergleichen mit den bekannten
aminoterminalen Sequenzen fir ein 630 Aminosauren grof3es Protein PrdA (accession
no. AJ130879), welches die 45 kDa und die 23 kDaUntereinheiten umfalét. Die
aminoterminalen Sequenzen beider Untereinheiten konnten ebenso wie die internen
Sequenzen der 23 kDa-Untereinheit in der trandatierten Sequenz vollstandig identifiziert
werden (s. Anhang).

Das Protein PrdA wird als 68 kDa-Proprotein trandatiert und posttrandational in die 45
kDa-Untereinheit und die aminoterminal blockierte 23 kDa-Untereinheit gespalten. Als
blockierende Gruppe wurde eine Pyruvylgruppe postuliert, welche das Substrat D-Prolin
bindet (HODGINS & ABELES, 1967, 1969; SETO & STADTMAN, 1976; SETO,
1980a). Untersuchungen im Verlauf dieser Arbeit auf Proteinebene lieferten ebenfalls
Hinweise auf die Bildung einer Pyruvylgruppe (Kap. 5.1.). Weiterhin konnte die Bindung
des Substrates an die 23 kDa-Untereinheit nach |somerisierung von [**C]-L-Prolin zum
[**C]-D-Prolin durch Zugabe der Prolin-Racemase in Form von C. sticklandii-

Rohextrakt zum Mef3ansatz nachgewiesen werden (Abb. 4.14).
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In der trandatierten Sequenz wurde as Vorlaufer fur die blockierende Pyruvylgruppe ein
Cysteinrest, Cys™®, identifiziert (s. Anhang). In Untersuchungen von SETO (1978) war
nach Wachstum von C. sticklandii in Gegenwart von [*C]-Serin eine radioaktiv
markierte Pyruvylgruppe detektiert worden. Diese Daten sind als weiterer Hinwels
darauf zu sehen, dal3 die Pyruvylgruppe entweder aus einem Serin- oder einem
Cysteinrest im Zuge der posttrandationalen Spaltung des Proproteins gebildet wird. In
bisang untersuchten Pyruvyl-Enzymen geht die Pyruvylgruppe im Zuge der Spaltung des
Proproteins aus einem Serin- oder Cysteinrest hervor (VAN POLJE & SNELL,1990;
HACKERT & PEGG, 1998; PERLER, 1998), worauf im Laufe der Diskussion noch
ndher eingegangen wird. Das Vorkommen eines pyruvylhatigen 4,6 kb grol3en Peptides,
welches durch milde alkalische Hydrolyse zwischen einem Serin-und einem Glutamatrest
von der D-Prolin-Reduktase abgespalten werden soll (SETO, 1978), konnte in dieser
Arbeit nicht bestétigt werden.

Sequenzvergleiche des Proproteins PrdA mit der Datenbank ergaben Homologien zu
dem Protein GrdE der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii (Abb. 5.1). Dieses Protein ist
ein 47-kDa-Proprotein, welches zum PrdA-Proprotein um 180 Aminosauren verkirzt ist
und eine Identitét von 20,9 % besitzt (GRANTZDORFFER et al., 2001). Es wird wie
PrdA posttrandational gespalten.

Relativ hohe Homologien um die Spaltstelle wurden auch zu den Proteinen GrdE der
Glycin-Reduktase und GrdG der Sarkosin-Reduktase aus E. acidaminophilum
(WAGNER, 1997, SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999) gefunden (Abb. 5.1).
Auch das Protein Grdl der Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum zeigte
Homologien in diesem Bereich (23,1 % ldentitét), alerdings weist es an der Spaltstelle
statt des Cysteinrestes einen Phenylalaninrest auf (Abb. 5.1). Die Proteine GrdE der
Glycin-Reduktase und GrdG der Sarkosin-Reduktase aus E. acidaminophilum zeigen
einen analogen Aufbau zum Protein PrdA. Beide werden als kirrzere Proproteine mit
einer molekularen Masse von 47 kDa trandlatiert und in zwei Untereinheiten von 25 kDa
und 22 kDa prozessiert (WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999).
Auch hier zeigte sich jewells die kleinerer Untereinheit aminoterminal blockiert und dem
Edman-Abbau erst nach Behandlung mit o-Phenylendiamin zuganglich. Die 22 kDa-
Untereinheit der Glycin-Reduktase war mit FTSC markierbar und enthdlt eine
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Pyruvylgruppe, die das Substrat Glycin Uber eine Schiff’ sche Base bindet (WAGNER,
1997, WAGNER et al., 1999).

Das Protein Grdl der Betain-Reduktase besteht aus einer Untereinheit von 48 kDa und
wird im Gegensatz zu den anderen Reduktasen nicht gespalten. Es weist Sequenz-
Ahnlichkeiten zur 25 kDa- und 22 kDa-Untereinheit der Glycin- bzw. Sarkosin-
Reduktase auf (MEYER et al., 1995; WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998). Das
Substrat Betain kann als ein quartdres Amin nicht Uber eine Carbonylfunktion aktiviert
werden. Es ist bereits optima polarisiert fir einen nukleophilen Angriff durch das
Selenol-Anion am a-C-Atom. Ein Cysteinrest, an dem die Spaltung erfolgen konnte,
wurde nicht nachgewiesen. Grdl besitzt an dieser Stelle einen Phenylalaninrest (Abb. 5.1)
und bindet das Substrat Betain wahrscheinlich Uber ionische Wechselwirkungen
(WAGNER et al., 1999).

Weiterhin wurden sehr signifikante Homologien tiber den gesamten Bereich von PrdA zu
einem Protein des pathogenen Bakteriums Clostridium difficile gefunden, dessen Genom
derzeit am Sanger-Center sequenziert wird  (http://www.sanger.ac.uk/Projects/
C_difficile) (Abb. 5.1). Die Bezeichnung dieses Proteins ebenfalls mit PrdA geschieht in
Kenntnis des identifizierten Prolin-Reduktase-Operons in C. difficile (Kap. 5.5) bereits
an dieser Stelle.

Das Proprotein PrdA zeigte aul3erdem hohe Homologien zu einem Protein des anaeroben
Eubakteriums Treponema denticola (Abb. 5.1). Die Sequenzierung des Genoms dieses
Organismus erfolgt derzeit am “Ingtitut for Genomic Research” (TIGR,
http://wwwe.tigr.org). Aufgrund der Sequenzadhnlichkeiten kann dieses Protein jedoch
eher der Gruppe der Glycin-, Sarkosin- und Betain-Reduktasen as den Prolin-
Reduktasen zugeordnet werden. Da zum jetzigen Zeitpunkt eine genaue ldentifizierung
dieses Proteines noch nicht vorliegt, wird es in dieser Arbeit as neues potentielles
Proprotein (PotP) bezeichnet (Abb. 5.1).

Die Proteine PrdA und unbP aus C. difficile und T. denticola weisen an der gleichen
Position wie die Proproteine aus C. sticklandii und E. acidaminophilum einen konser-
vierten Cysteinrest auf und werden daher vermutlich ebenfalls posttrandational gespalten
(Abb. 5.1).
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459
282
282
282
282
288

524
519
342
342
342
342
348
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Abb. 5.1: Homologievergleich des Proproteins PrdA der D-Prolin-Reduktase. C.s. PrdA, C.d. PrdA:
Proproteine der D-Prolin-Reduktase aus C. sicklandii bzw. C. difficile (http://www.sanger.ac.uk
/Projectd/C_difficile); T.d. PotP: neues potentielles Proprotein aus T. denticola (http://www.tigr.org);
C.s. GrdE, E.a. GrdE: Proproteine der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii (Acc. no. AJ276209) bzw. E.
acidaminophilum (Acc.no. AJ14275); GrdG: Proprotein der Sarkosin-Reduktase aus E. acidamino-
philum (Acc. no. Y17872); E.a. Grdl: Proprotein der Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum (Acc.
no. Y17145). Die potentielle Spaltstelle sowie die konservierten Aminosauren sind hervorgehoben. Nur
in den Proproteinen PrdA identische Bereiche sind grau unterlegt. (1): mdglicherweise am Spaltmecha-

nismus beteiligte Aminosduren; (;) konservierte bzw. (.) dhnliche Aminoséuren; (-) eingefigte L iicken.

In den Aminosduresequenzen aller Proproteine aus C. sticklandii, C. difficile, T.
denticola und E. acidaminophilum sind die gleichen konservierten Regionen um die
Spaltstelle zu erkennen (Abb. 5.1). Es ist mdglich, dal3 die Aminosauren in diesem
Bereich einen wichtigen Einflul? auf die Spaltreaktion nehmen. Insbesondere die
konservierten Aminosauren Glu*™®, Asp*'® und Lys™? (Positionen fiir PrdA, s. Anhang |)
konnten wahrend der Spaltung der Proproteine eine bedeutende Rolle spielen, um die
Deprotonierung des Serin- bzw. Cysteinrestes, aus welchem die Pyruvylgruppe
hervorgeht, zu erleichtern und so den nukleophilen Angriff der Hydroxyl- bzw.
Thiolgruppe und die Esterbildung zu ermdglichen.

Die D-Prolin-Reduktase und die Glycin-Reduktase wurden bereits aufgrund der
damaligen Daten (HODGINS & ABELES, 1967, 1969; SETO & STADTMAN, 1976)
in die Gruppe der Pyruvyl-Enzyme eingeordnet (VAN POLJE & SNELL,1990;
HACKERT & PEGG, 1998; PERLER, 1998). Pyruvyl-Enzyme zeichnen sich durch eine
Untereinheit aus, die aminotermina eine Pyruvylgruppe besitzt und die durch
posttrandlationale Spaltung aus einem Proprotein, der T=Untereinheit, hervorgeht. Bel
alen bisher untersuchten funf Pyruvyl-Enzymen, die ausschlief3lich Decarboxylierungs-
reaktionen katalysieren, findet die Prozessierung des Proproteins an der aminoterminalen
Seite eines Serin-Restes statt, der zur Pyruvylgruppe umgewandelt wird (VAN POLJE &
SNELL, 1990; HACKERT & PEGG, 1998) (Tabelle 5.1).

Die D-Prolin-, Glycin- und Sarkosin-Reduktase lassen sich in eine neue Klasse von
Pyruvyl-Enzymen einordnen. Sie weisen als Besonderheit auf, dal3 die Pyruvylgruppe
nicht aus einem Serinrest, sondern aus einem Cysteinrest generiert wird. Die Spaltung
erfolgt aminoterminal vor dem Cysteinrest (Tabelle 5.1). Zusétzlich weisen die Proteine
zu den beiden aus dem Proprotein hervorgehenden Untereinheiten noch eine dritte
Untereinheit auf, welche ein Selenocystein enthdlt (WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998;
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HACKERT & PEGG, 1998; PERLER, 1998). Die in Kapite 5.1. vorgeschlagene

Untereinheiten-struktur  (ofy)1o der D-Prolin-Reduktase konnte daher in (0f3)1oY10

korrigiert werden.

Tabelle 5.1: Ubersicht pyruvylhaltiger Reduktasen und Decar boxylasen (Auswahl).

Enzym Herkunft Spaltstelle der Proenzyme*
D-Prolin-Reduktase” C. sticklandii - G HALT- Cl GPASK-
C. difficile - 3 HALT- Cl GPASK-

Glycin-Reduktase GrdE?

E. acidaminophilum
C. dticklandii

- Al LSGN- CVSSCDK-
- Al LSGN- CVSACDK-

Sarkosin-Reduktase GrdG?

E. acidaminophilum

- Al TSGN- CVAPCDK-

Histidin-Decarboxylase®

Lactobacillus 30a

C. perfringens

- NMI'TAS- SFTGVQ
- NMLTAS- SFCGVA-

S-Adenosylmethionin- E. coli - VAHLDK- SHI CV-
Decarboxylase® S cerevisiae - AFLLSE- SSLFV-
Saugetiere - AYVLSE- SSM-V-
Pflanzen - SYVLSE- SSLFV-
L-Aspartat-1-Decarboxylase® | E. coli - DLHYEG- SCAI DQD-
B. subtilis - NLNYVG- SI Tl DED-
Phosphatidylserin- E. coli - GRFKLG- STVI NLF-
Decarboxylase® B. subtilis - GYFSFG- STVI LVF-

C. pasteurianum

S cerevisiae (PSD1)
S cerevisiae (PSD2)
Sdugetiere

- YFKFGG- STI VLFL-
- GGFELG STWLCF-
- YFKFGG STI | P-
- GEFNLG STI VLI F-

4’ -Phosphopantothenylcystein-

Decarboxylase”

Pferd (Leber)

nicht verflgbar

* Die Spaltstelle ist durch Bindestrich (-) in der Sequenz gekennzeichnet.
die zur Pyruvylgruppe umgewandelt werden, sind hervorgehoben.

Die Vorlaufer-Aminosauren,

Y diese Arbeit; ? WAGNER (1997), SONNTAG (1998), WAGNER et al. (1999), GRANTZDORFFER
et al. (2001); ¥ HACKERT & PEGG (1998); ¥ SCANDURRA et al. (1987, 1988).
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Zwischen den pyruvylhaltigen Decarboxylasen konnten keine Ahnlichkeiten in der
Tertiar- und Quartérstruktur festgestellt werden (EKSTROM et al., 1999). Sie weisen
aul3er dem konservierten Serinrest, an dem die Spaltung erfolgt, um die Spaltstelle keine
homologen Sequenzen auf. Enzyme, welche die gleiche Reaktion katalysieren, zeigen
jedoch enige Sequenzhomologien zwischen den einzelnen Spezies (HACKERT &
PEGG, 1998). Die pyruvylhaltigen Reduktasen weisen im Gegensatz dazu auch
untereinander groiRere Sequenzibereinstimmungen auf. Der Grund mag darin liegen, dal3
die Organismen C. gticklandii und E. acidaminophilum beide phylogenetisch in das
Cluster der Clostridien eingeordnet werden (COLLINS et al., 1994). Aulerdem
katalysieren alle drei Enzyme eine dhnliche Reaktion, die reduktive Spaltung der C-N-
Bindung einer Iminosdure (D-Prolin-Reduktase) bzw. Aminosdure (Glycin-, Sarkosin-
Reduktase). Es liegt somit nahe, dal3 konservierte Strukturen vorhanden sind. Auch die
Interaktion der fur die Katalyse essentiellen dritten Untereinheit der substratbindenden

Proteine kann von einer konservierten Domanenstruktur abhangig sein.

Trotz fehlender Sequenzhomologien und Strukturdhnlichkeiten wurde ein einheitlicher
Reaktionsmechanismus fir die Spaltung der Proenzyme (Te-Untereinheiten) und die
Bildung der Pyruvylgruppe postuliert. Die Spatung verlauft wahrscheinlich
autokatalytisch ohne Betelligung anderer Proteine, z.B. Proteasen (VAN POELJE &
SNELL, 1990; HACKERT & PEGG, 1998). Bei den Decarboxylasen wird dieser
Mechanismus als Serinolyse bezeichnet und wurde bei der L-Aspartat-Decarboxylase aus
E. coli (RAMJEE et al., 1997; ALBERT et al., 1998), der menschlichen und
pflanzlichen S-Adenosylmethionin-Decarboxylase (XIONG et al., 1997; EKSTROM et
al., 1999), der Phosphatidylserin-Decarboxylase aus S. cerevisiae (VOELKER, 1997)
und der Histidin-Decarboxylase aus Lactobacillus 30 a (VAN POLJE & SNELL, 1990;
HACKERT & PEGG, 1998) bereits eingehend untersucht. Als ein weiteres
pyruvylhaltiges Enzym wurde auRBerdem die 4'-Phosphopantothenylcystein-
Decarboxylase aus Pferdeleber (SCANDURRA et al. 1987, 1988) und E. coli (YANG &
ABELES, 1987) beschrieben. Fir das Protein aus E. coli konnte jedoch in neuesten
Untersuchungen gezeigt werden, dal3 es keine covalent gebundene Pyruvylgruppe enthalt
(STRAUSS et al., 2001) und somit nicht mehr den pyruvylhaltigen Decarboxylasen

zugeordnet werden kann.
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Die Spaltung der t-Untereinheit erfolgt Uber die Bildung eines intermedidren Esters
durch den nukleophilen Angriff der deprotonierten Hydroxylgruppe des Serinrestes, aus
dem die Pyruvylgruppe generiert wird, an der Carbonylgruppe der vorhergehenden
Aminosaure (Abb. 5.2 A, I). Der Ester wird durch B-Eliminierung unter Abspaltung
eines Protons am a-C-Atom in die a-Untereinheit und die B-Untereinheit gespalten.
Dabel kommt es zur Ausbildung einer Carboxylgruppe am C-Terminus der [3-
Untereinheit (aminoterminaler Teill des ehemaligen Proenzyms) und der Bildung eines
Dehydroalanins am N-Terminus der a-Untereinheit (C-terminaer Tell des ehemaligen
Proenzyms) (Abb. 5.2 A, 1l). Das Dehydroalanin wird Gber eine Iminofunktion unter
Freisetzung von Ammoniak in die Pyruvylgruppe tberfiihrt (HACKERT & PEGG, 1998)
(Abb. 52 A, IIl). Durch Rontgenkristallstruktur-Analysen an der L-Aspartat-
Decarboxylase konnte die Bildung eines intermedidren Esters nachgewiesen werden. Es
konnte gezeigt werden, dal’ eine der vier T-Untereinheiten der L-Aspartat-Decarboxylase

noch nicht gespalten war und als Ester vorlag (ALBERT et al., 1998).

Fir das Proprotein PrdA der D-Prolin-Reduktase ware wie fir die anderen
pyruvylhaltigen Reduktasen ein adéguater Reaktionsmechanismus in Form ener
Cysteinolyse denkbar (BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al., 2001). Da die T+
Untereinheiten dieser Enzyme an einem Cysteinrest gespalten werden, konnte die
Bildung der Pyruvylgruppe in der D-Prolin-Reduktase analog zur Serinolyse Uber die
Zwischenstufe eines intermediéren Thioesters zwischen Thr*® und Cys™® erfolgen (Abb.
5.2 B, I). Das a-C-Atom wird durch B-Eliminierung deprotoniert und der Thioester in
die N-terminde pB-Untereinheit (45 kDaUntereinheit) und die C-terminade a-
Untereinheit (23 kDa-Untereinheit) gespalten (Abb. 5.2 B, II). Die B-Untereinheit tragt
am C-Terminus eine Thiocarboxyl-Gruppe, die durch Hydrolyse unter H,S-Freisetzung
zur Carboxylgruppe umgewandelt wird. Die a-Untereinheit tréagt nach der Thioester-
Spaltung ebenfalls zundchst ein Dehydroalanin, aus dem durch Umlagerung und
Hydrolyse die Pyruvylgruppe entstent (Abb. 5.2 B, I1ll; BEDNARSKI, 1999;
BEDNARSKI et al., 2001). Die Reaktionsmechanismen der Serinolyse und der
Cysteinolyse sind in Abbildung 5.2 schematisch dargestelit.
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Abb. 5.2: Reaktionsmechanismen der Serinolyse und der Cysteinolyse. A: Serinolyse der L-
Aspartat-Decarboxylase aus E. coli (ALBERT et al., 1998). B: Vorgeschlagener Mechanismus der
Cysteinolyse pyruvylhaltiger Reduktasen in Anlehnung an die Serinolyse (BEDNARSKI, 1999;
BEDNARSKI et al., 2001).

Die Spatung der Proproteine PrdA und GrdE aus C. dticklandii wurde in einer
welterfUhrenden Diplomarbeit sowie derzeit laufenden Promotion in vitro analysert
(BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al., 2001).

Die Proproteine wurden zunéachst in E. coli BL21 Uberexprimiert und als “ strep-tag” -
Fusionsproteine angereichert. Dabel wurde das GrdE-Protein vollstandig als 47 kDa-

Proprotein Uberexprimiert. Von PrdA konnte nur ein um 380 Aminosauren verkirztes
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intaktes Protein erhalten werden (BEDNARSKI, 1999). Die beiden Uberexprimierten
Fusionsproteine widersetzten sich jedoch den fir serinabhangige Pyruvylenzyme
gefundenen Bedingungen (HACKERT & PEGG 1998; PERLER, 1998, BEDNARSKI;
1999; BEDNARSKI et al., 2001). Auch durch den Zusatz stickstoffhaltiger nukleophiler
Verbindungen, wie Hydroxlamin, sowie reduzierender Verbindungen erfolgte keine
Spaltung der Proproteine (BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al., 2001). Erst durch
den Einsatz des Reduktionsmittels NaBH,4 in sehr hohen Konzentrationen wurde eine
Spaltung der Fusionsproteine erreicht.

Das verkirzte PrdA-Fusionsprotein konnte in vitro durch 200 mM NaBH, bei pH 7,6
und Raumtemperatur gespalten werden. Die 23 kDa-Untereinheit wurde im SDS-Gel
identifiziert. Aul3erdem wurde ein 5 kDa grof3es Protein nachgewiesen (BEDNARSKI,
1999; BEDNARSKI et al., 2001).

Die Spatung des GrdE-Proproteins erfolgte bel pH 7,6 unter Zusatz von 150 mM
NaBH, bei Raumtemperatur mit einer Halbwertszeit von 20 min in die 25 kDa- und 22
kDa-Untereinheiten. Die Analyse der Spaltprodukte mittels Edman-Abbau und
Massenspektrometrie zeigte, dald das Fusionsprotein tatsachlich am Cysteinrest gespalten
worden war (BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al., 2001). Uberexprimierte
Fusionsproteine von GrdE, bei denen durch gerichtete Mutation der Cysteinrest zu Serin
oder Threonin ausgetauscht worden war, lief3en sich mit verlangsamter Rate ebenfalls bei
pH 7,6 und mit 200 mM NaBH, an der Mutationsstelle spalten. War der Cysteinrest
durch Alanin ersetzt, erfolgte keine Spaltung (BEDNARSKI, 1999; BEDNARSKI et al.,
2001).

Diese Ergebnisse zeigen, dal? die Proproteine PrdA und GrdE aus C. sticklandii in vitro
unter extremen Bedingungen analog zu den serinhaltigen Pyruvylenzymen (HACKERT
& PEGG 1998; PERLER, 1998) an dem Cysteinrest gespalten werden. Durch diese
Ergebnisse konnte die getroffene Einordnung der Glycin- und der D-Prolin-Reduktase
(VAN POLJE & SNELL, 1990) in die pyruvylhaltigen Enzyme jetzt experimentell auf

der Basis vorliegender Sequenzdaten verifiziert werden.
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5.2.2. Die Funktion der prdB-Region

Das stromabwaérts hinter dem prdA-Gen gelegene Gen prdB kodiert fur die dritte
Untereinheit der D-Prolin-Reduktase PrdB (accesson no. AJ130879) mit einer
molekularen Masse von 26 kDa. Die tber den Edman-Abbau bestimmte aminoterminale
Sequenz der 26 kDa-Untereinheit wurde in der trandatierten Sequenz vollstandig
identifiziert (s. Anhang I).

Innerhalb der Sequenz von prdB wurde ein “in-frame” TGA-Codon identifiziert, welches
fur ein Selenocystein kodiert (BOCK et al., 1991). SETO & STADTMAN (1976)
beschrieben eine dreifache Erhohung der spezifischen D-Prolin-Reduktase-Aktivitét,
wenn C. gticklandii-Zellen in Gegenwart von Selen gewachsen waren. Eine Markierung
der D-Prolin-Reduktase mit ["°Se]-Natriumselenit wurde jedoch nicht nachgewiesen
(SETO & STADTMAN. 1976). Dies steht mit den jetzigen Daten im Widerspruch.

Denn mittels ICP-MS-Analyse konnte in der D-Prolin-Reduktase ein Selengehalt von
1,06/Protomer bestimmt werden (A. Pich, pers. Mitteilung). Auf Proteinebene wurde in
der 26 kDa-Untereinheit nach Modifizierung mit Vinylpyridin ein Peptid identifiziert,
welches in der Aminosauresequenz an der Stelle des “in-frame’-TGA-Codons ein
Selenocystein aufweist (Kap. 4.11.). Beide Ergebnisse liefern fundierte Beweise daftir,
dal3 es sich bel dem Protein PrdB der D-Prolin-Reduktase um ein Selenoprotein handelt.

Homologievergleiche des Proteins PrdB mit der Datenbank ergaben Ubereinstimmungen
zu den Proteinen GrdB der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii (GRANTZDORFFER,
1997), C. litorale (KREIMER & ANDREESEN, 1995) und E. acidaminophilum
(WAGNER, 1997; SONNTAG, 1998; WAGNER et al.,1999). Aulerdem wurden
Sequenzhomologien zu den Proteinen GrdF der Sarkosin-Reduktase und GrdH der
Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum gefunden, die ebenfalls als Selenoproteine der
substratbindenden Proteine Ps beschrieben werden (Abb. 5.3). Das Protein PrdB zeigte
weiterhin Homologien zu Proteinen aus C. difficile und T. denticola, deren Genome
derzeit sequenziert werden. In beiden Proteinen wurde ene aulRergewdhnliche
Aminosdure detektiert, bel der es sich aufgrund eines “in frame” TGA-Codons in der
DNA-Sequenz (s. Anhang 11, 111) vermutlich auch um ein Seleno-cystein handelt (Abb.
5.3, s. Anhang 11, 111). Das Protein aus C. difficile wird in Kenntnis des identifizierten
Prolin-Reduktase-Operonsin C. difficile (Kap. 5.5.)
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ebenfalls mit PrdB bezeichnet. Das neue potentielle Selenoprotein aus T. denticola
scheint aufgrund der Sequenzéhnlichkeiten zur Gruppe der Glycin-, Sarkosin- und
Betain-Reduktasen zu gehtren und wird in dieser Arbeit mit SelP bezeichnet (Abb.5.3).

Sel enocystein

a

C s. PrdB 135 ARCLKEEGVDAVLLTAGUGTCHRSAVI VQRAI EESG PTI | | AALPPVWRQNGTPR
C d PrdB 135 AAKLKEEGVDGVVNTAGUGTCHRTAVI VQRAI EEAG PTI | | AALPPVWRQNGTPR
T.d. SelP 333 VQKLVKDGVQAVI LTSTUGTCTRCGATMVKEI ERF- LPVVHI ATVWPI SKTVGANR
Cs. GdB 333 SKELLENKVDAVI LTSTUGTCTRCGATMVKEI ERAG PVWWHMCTVWVPI SLTVGANR
Cl. GdB 333 TQELMAAGVDAVI LTSTUGTCTRCGATMVKEI ERSG PVVHI CTVTPI ALTVGANR
E.a. GdB 333 TKELVADGVDAVI LTSTUGTCTRCGASMVKEI ERSG PVVHI ATVTPI SLTVGANR
E.a. GdF 333 SKKLI EDGVGAVI LTSTUGTCTRCGATMVKEI ERAG PVWHLATVVPI SLTI GANR
E.a. GdH 332 VWKLKQGGVYDGVI MISTUGT CTRCGATMVKEI ERAGFPI VQVCNLI PVASTVGANK
si ch ergebendes genei nsanes Konsensus- Mti v: UGT-CT(H-RC(S/T)

Abb. 5.3; Vergleich des Selenocystein-enthaltenden Sequenzbereiches des Proteins PrdB der D-
Prolin-Reduktase und der Selenoproteine der substratbindenden Proteine B. C.s. PrdB, C.d. PrdB:
Sdenocystein-enthaltende Proteine aus C. sticklandii bzw. C. difficile (http://www.sanger.ac.uk
/Projectgd/C_difficile); C.s. GrdB, C.I. GrdB, E.a. GrdB: Selenoprotein des P; der Glycin-Reduktase aus
C. gticklandii (Acc. No. AJ276209), C. litorale (Acc. No. P52217) und E. acidaminophilum (Acc. No.
Y 14275); E.a. GrdF: Sdlenoprotein des P; der Sarkosin-Reduktase aus E. acidaminophilum (Acc. No.
Y17872); E.a. GrdH: Selenoprotein des Ps der Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum (Acc. No.
Y17145); T.d. SelP: neues potentidlles Sdenoprotein aus T. denticola (http://www.tigr.org.). Fir das
Selenocystein wurde der Buchstabe U (BOCK et al., 1991) verwendet. Das Selenocystein-Motiv ist
farbig dargestellt. Nur in den Proteinen PrdB konservierte Regionen sind grau unterlegt. In alen
Proteinen konservierte Aminosduren sind hervorgehoben. (;) konservierte Aminosduren, (.) dhnliche

Aminosauren.

Die Proteine GrdB, GrdF und GrdH besitzen im Gegensatz zu den Proteinen PrdB eine
aminoterminale Erweiterung um ca. 200 Aminosauren, die jedoch weniger konserviert ist
as die C-terminalen Bereiche (WAGNER et al., 1999). Die am starksten konservierten
Bereiche wurden um das Selenocystein festgestellt (Abb. 5.3). Das Selenocystein ist in
alen bereits bekannten Selenoproteinen der substratbindenden Proteine B aus C. stick-
landii (GRANTZDORFFER et al., 2001), C. litorale (KREIMER & ANDREESEN,
1995) und E. acidaminophilum (LUBBERS & ANDREESEN, 1993; WAGNER, 1997;
SONNTAG, 1998) in einem -U-G-T-C-T-R-C-Motiv lokalisert (Abb. 5.3). Auch die
Proteine GrdF und GrdH der Sarkosin- und Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum
(SONNTAG, 1998, WAGNER €t al., 1999) und SelP aus T. denticola enthalten dieses
Motiv. Im Protein PrdB der D-Prolin-Reduktase aus C. sticklandii ist das letzte Cystein
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durch ein Serin ersetzt, so dal3 sich das Motiv -U-G-T-C-H-R-S- ergibt (Abb. 5.3). Im
Protein PrdB aus C. difficile liegt das Motiv -U-G-T-C-H-R-T vor, der dritte Cysteinrest
ist durch ein Threonin ersetzt (Abb. 5.3).

Dieses Motiv zeigt Ahnlichkeiten zur inversen Sequenz des redoxaktiven Zentrums des
Selenoproteins A -C-X-X-U- der Glycin-Reduktase (KREIMER & ANDREESEN,
1995) und der redoxaktiven Sequenz der Thioredoxine und Thioredoxinreduktase -C-X-
X-C- (HOLMGREN & BJORNSTEDT, 1995, KREIMER & ANDREESEN, 1995,
KREIMER et al., 1997). Eine redoxaktive Funktion konnte fir die Cysteine der
substratspezifischen Proteine B der Glycin-Reduktase noch nicht nachgewiesen werden
(WAGNER, 1997, Sonntag, 1998). Wie in der Einleitung bereits dargestellt, ist fur die
eigentliche Reaktion des Proteins B nur das freie Selenol-Anion nétig (Abb. 1.1).

Fir das hier erstmals beschriebene Protein PrdB kodnnte jedoch eine redoxaktive
Funktion des Selenocystein-Motivs -U-G-T-C- postuliert werden (Abb. 5.3). Das in den
GrdB-Proteinen konservierte letzte Cystein ist in PrdB nicht vorhanden und scheint
daher fur die Enzymreaktion entbehrlich zu sein. Bisher konnte ein
energiekonservierender Schritt in Form einer Substratkettenphosphorylierung, verbunden
mit einer ATP-Synthese wie bel der Umsetzung von Glycin durch die Glycin-Reduktase
(ARKOWITZ et al., 1994) nicht nachgewiesen werden. Im Laufe dieser Arbeit ergaben
sich fur die D-Prolin-Reduktase auch keine Hinweise auf das Vorhandensein von
Proteinen analog dem Selenoprotein A (TURNER & STADTMAN, 1973; GARCIA &
STADTMAN, 1991; 1992) und den Proteinen C (STADTMAN & DAVIS, 1991;
SCHRADER & ANDREESEN, 1992) der Glycin-Reduktase. Es liegt nahe, daR die
Reduktion des D-Prolins durch die D-Prolin-Reduktase trotz der strukturellen
Ahnlichkeiten zur Glycin-Reduktase nach einem anderen Resktionsmechanismus
verlauft, der sich mit der Katalyse der Glycin-Reduktase nicht unmittelbar vergleichen
lakt (Kap. 5.5.).

Die Synthese und der cotrandationae Einbau von Selenocystein weisen einige
Besonderheiten gegentiber den anderen 20 Aminosauren auf. Selenocystein wird durch
ein UGA-Codon kodiert (BOCK et al. 1991), welches in Bakterien durch eine
zusatzliche mRNA-Struktur in Form einer direkt folgenden Haarnadelstruktur mit hoher
freier Energie (ca. 70 kJmol) as Selenocystein-Codon spezifiziert wird (ZINONI et al.,
1990, HUTTENHOFER et al.,, 1996). Diese Haarnadelstruktur dient als

Erkennungssignal fur einen speziellen Elongationsfaktor SelB, welcher einen Komplex



5. DISKUSSION 91

mit GTP und der Selenocystein-tRNA bildet und an den Loop-Bereich der mRNA bindet
und so die Bindung des Freisetzungsfaktors sterisch hindert (HUTTENHOFER &
BOCK, 1998a,b). Neben selB wurden in Untersuchungen der Formiat-Dehydrogenase
aus E. coli drei weitere Gene selA, selC und selD gefunden, die fur Proteine kodieren,
die ebenfalls an der Synthese und dem Einbau von Selenocystein beteiligt sind (BOCK et
al., 1991; GURSINSKY et al., 2000; GRANTZDORFFER, 2000).

In Eukaryonten (LOW & BERRY, 1996) und Archaea (WILTING et al., 1997) wurden
zwei verschiedene aullerhalb der kodierenden Region liegende Selenocystein-
I nsertionssequenzen (SECI S-Elemente) beschrieben.

Spezifische mRNA-Strukturen fUr den Einbau von Selenocystein direkt stromabwarts
des UGA-Codons, wie sie fur die Formiat-Dehydrogenase aus E. coli beschrieben
wurden (ZINONI et al., 1990; HUTTENHOFER et al., 1996; HUTTENHOFER &
BOCK, 1998a,b), wurden in prdB nicht nachgewiesen. In den Gensegquenzen von grdA
und grdB der Glycin-Reduktase aus C. sticklandii (GARCIA & STADTMAN, 1992;
GRANTZDORFFER et al., 2001), C. litorale (KREIMER & ANDREESEN, 1995) und
E. acidaminophilum (LUBBERS & ANDREESEN, 1993; WAGNER et al., 1999;
GURSINSKY et al., 2000) konnten dhnliche Strukturen zum Teil identifiziert werden.
Im Selenoprotein A aus C. purinolyticum wurde eine mRNA-Struktur identifiziert, die
am Einbau von Selenocystein beteiligt sein konnte (GARCIA & STADTMAN, 1991).
Die Gene des Selenocystein-Einbaus salA, selB, selC und selD in E. acidaminophilum
konnten inzwischen kloniert und sequenziert werden (GURSINSKY et al., 2000). Fur
das Selenoprotein FdhA der Formiat-Dehydrogenase FDH1 aus E. acidaminophilum
wurde eine der mRNA von FdhF aus E. coli (HUTTENHOFER & BOCK, 1998a,b)
ahnliche Sekundérstruktur direkt im Anschlud an das UGA-Codon postuliert
(GRANTZDORFFER, 2000). In FdhF aus E. coli bindet an diese Sekundérstruktur der
Selenocystein-spezifische  Elongationsfaktor SelB (HUTTENHOFER & BOCK,
19984a,h).

Auch fur Eukaryonten und Archaea typische SECIS-Elemente (LOW & BERRY, 1996;
WILTING et al., 1997) konnten stromabwaérts von prdB nicht nachgewiesen werden. In
diesem Bereich wurde zwar eine Haarnadelstruktur identifiziert, die jedoch einen rho-
unabhangigen Trandationsterminator im Anschluf an das Stop-Codon TAA darstellt (s.
Anhang I). Fur C. litorale wurde in der 3'-untrandatierten Region des grdAB-Operons
eine Haarnadelstruktur identifiziert, die Merkmale von SECI S-Elementen tragt
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(KREIMER & ANDREESEN, 1995), jedoch nicht in anderen Genen, die fir en
selenocysteinhaltiges Protein kodieren (ANDREESEN et al., 1999).

Das Fehlen von bisher bekannten, typischen mRNA-Strukturen fur die Synthese und den
Einbau von Selenocystein in PrdB der D-Prolin-Reduktase sowie auch in GrdA und
GrdB der Glycin-Reduktase deutet darauf hin, dal3 C. dicklandii wie E.
acidaminophilum (GURSINSKY et al., 2000) ein modifiziertes System zur Decodierung
des UGA-Codons verwendet.

5.2.3. Die Funktion der prdC-Region

Stromaufwarts von prdA wurde ein 237 Aminosauren umfassender offene Leserahmen
PrdC, der am 5’ -Ende mit der Eco RI-Schnittstelle des Klons pUK 1 beginnt, identifiziert.
(Abb. 4.19, s. Anhang). Das Gen prdC kodiert fir den C-terminalen Teil eines Proteins,
flr das bel Sequenzanalysen in Datenbanken keine Homologien zu den bisher bekannten
Proteinsequenzen der D-Prolin-Reduktase gefunden wurden.

Die Datenbank-Recherche ergab jedoch signifikante Ubereinstimmungen zum RnfC-
Protein aus Rhodobacter capsulatus (Abb. 5.4) und anderen RnfC-dhnlichen Proteinen

aus z.B. Pseudomonas stutzeri A15 und Haemophilus influenzae KW20 (nicht gezeigt).

C's. PrdC 11 EVKI LPDMYPAGDERAI VRDI LGVLLEPGQLPKAANAVI QNVETLKHI VNAI ELRKPYI T
++ ++P YP G E+ +V+ | G L VE NE T+ Ar 4P|

Rc. RfC 240 KI HWPTQYPMGSEKHLVKM TGQETPARAL TADLGVWVHNI ATAHAVHLAVRYGEPLI A

C's. PrdC. 71 KDI TVAGR VNDATDGKVFMDVPVGESVKKYI DLCGGYMNPHGE! VMGGPFTGRHVEED-
+ +TV+G +  + +V + PV E + CGGH +++GP G ++

R c. RafC 300 RTVTVSGHG RRPANLRVLI GTPVSEI | AH- - - - CGGFTEEPDRLLLGGPMVGVPI QNPR

C's. PrdC 129 API TKTTGGM

P+ KT G+L
R c. RnfC 356 VPVVKGING L

Abb. 5.4: Homologievergleich von Aminosiur e-Sequenzber eichen des prdC-kodierten Proteins aus
C. sticklandii (C.s)) mit dem RnfC-Protein aus Rhodobacter capsulatus (R.c.) (KUMAGAI et al.,
1997). (+): &hnliche Aminosduren, (-): eingefligte Licken

Das RnfC-Protein wird als Bestandtell des rnf-Operons aus R. capsulatus beschrieben,
welches insgesamt 7 Genprodukte umfaldt, die einen Membrankomplex bilden. Dieser
Membrankomplex realisiert die Elektronentibertragung auf die Nitrogenase (SCHMEHL,
et al., 1993; KUMAGAI et al., 1997). RnfC verfligt Uber Eisen-Schwefel-Cluster des
Typs [4Fe-4S] mit dem Motiv -C-X,-C-X-C-X3-C-P- und ist an der
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peripheren Membran der Chromatophore lokalisert (SCHMEHL, et al., 1993;
KUMAGAI et al., 1997). In RnfC wurden potentielle Bindestellen fur NADH und
FMNH, identifiziert (KUMAGALI et al., 1997). In den homologen Sequenzbereichen von
PrdC wurden derartige Elemente bisher nicht gefunden (Abb. 5.4),da die Sequenz des
Proteins PrdC an dieser Stelle noch nicht vollstandig vorlag.

STADTMAN (1965) postulierte wie SCHWARTZ & MULLER (1979) und SETO
(19804) flavin- und eisenhaltige Proteinkomponenten, die fur die Elektronen-tbertragung
vom NADH auf die D-Prolin-Reduktase verantwortlich sind. Die D-Prolin-Reduktase ist
im Rohexrakt von C. dticklandii sowohl mit NADH as auch mit DTT as
Elektronendonor mefdbar. Da die NADH-abhangige Aktivitét wahrend der Reinigung
verloren geht, mul3 eine weitere Proteinkomponente in C. dsicklandii an der
Elektronentbertragung beteiligt sein.

Die Homologien von PrdC zum RnfC-Protein aus R. capsulatus, welches in die
Elektronentbertragung auf die Nitrogenase involviert ist (SCHMEHL, et al., 1993;
KUMAGAI et al., 1997), koénnen ein Hinweis sein, dald es sich bei dem von prdC
kodierten Protein um eines der postulierten Elektronentransfer-Proteine handelt
(STADTMAN, 1965; SCHWARTZ & MULLER, 1979; SETO, 1980a). Diese Annahme
|13t sich auch durch die Tatsache bestérken, dal3 im 3’ -untrandatierten Bereich von prdC
keine Terminatorstrukturen sowie vor dem prdA-Gen keine Promotorsequenzen
identifiziert wurden (s. Anhang I, Tab. 4.3). In den Northern-Blot Analysen wurde ein
4.5 kb groRRes Transkript nachgewiesen, auf dem die Expression von prdC zusammen mit
den Genen prdA und prdB der D-Prolin-Reduktase erfolgt (Abb. 4.21; 4.22).

In einer welterflhrenden Diplomarbeit (LIEBMANN, 1999) konnte das Gen prdC
vollsténdig sequenziert und weiter analysiert werden. Die bereits im C-terminalen
Bereich von PrdC (acc. no. AJ130879) gefundenen Seguenzhomologien zum RnfC-
Protein aus R. capsulatus (Abb. 5.4) setzen sich Uber den gesamten Proteinbereich fort
(Abb. 5.5). Bel Sequenzvergleichen mit dem derzeit squenzierten Genom des Bakteriums
C. difficile wurde ein Protein identifiziert, welches hohe Homologien zu PrdC as auch
zu RnfC zeigte (s. Anhang |1, Abb. 5.5). Es wird hier im Hinblick auf das identifizierte
Prolin-Reduktase-Operon in C. difficile (Kap. 5.5.) ebenfalls mit PrdC bezeichnet.

Die beiden besonders hoch konservierten Bereiche werden als die potentiellen NADH-
und FMNH,-Bindestellen beschrieben, die Ahnlichkeiten zu denen der bakteriellen und
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mitochondrialen NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase sowie der Dbakteriellen NAD-
Hydrogenase zeigen (KUMAGAI et al., 1997). Dieser Bereich dhnelt dem Pyridin-
nukleotid-Bindemotiv G-X-G-X-X-G (WIERENGA et al., 1985). Sekundérstruktur-
Analysen zeigten, dal3 das Protein RnfC in diesem Bereich als Baf-Struktur gefaltet
vorliegt, welche die Bindung von NADH beginstigt (KUMAGALI et al., 1997).
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Abb. 5.5: Homologievergleich der Proteine PrdC aus C. sticklandii (C.s.) (LIEBMANN, 1999), C.

difficile (C.d.) (http://www.sanger.ac.uk /ProjectgC_difficile) und RnfC aus R. capsulatus (R.c.)
(KUMAGAI et al., 1997). Die Bereiche der potentiellen Fe-S-Cluster in RnfC und in PrdC sind doppelt

unterstrichen. Das potentidlle NADH-Binde-Mativ ist grau unterlegt, die Cysteinreste sind farbig
dargestdlt. Konservierte Aminosduren sind hervorgehoben. Die NADH-Bindestelle ist einfach, die
potentielle FMNH,-Bindestelle in RnfC gestrichelt unterstrichen. (:): konservierte Aminosauren, (.):

ahnliche Aminosauren, (-): eingefligte Llicken.
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Im C-terminalen Bereich des Proteins RnfC konnen zwe [4Fe-4S]-Cluster mit dem
Motiv -C-X5-C-Xo-C-X3-C-P- (SCHMEHL et al., 1993, KUMAGAI et al., 1997)
identifiziert werden (Abb. 5.5). In den zu diesen Regionen homologen Bereichen von
PrdC liegen konservierte Cysteinreste mit Abstanden von einem (-C-X-C-) bzw. funf (-
C-X5-C-) Aminosauren vor, die am Aufbau von [2Fe-2S]-Zentren betelligt sein konnten.
Diese Dithiole konnten die Elektronen vom NADH und FMNH, tbernehmen und auf
Selenol-Thiol-Gruppe des Proteins PrdB Ubertragen. Allerdings weisen die in Frage
kommenden Sequenzbereiche keinerlei Ahnlichkeiten zu den bekannten Konsensus-
sequenzen der redoxaktiven Dithiole -C-A-T-C- der Thioredoxin-Reduktasen bzw. -C-L-
N-V-G-C- der Dihydrolipoamid-Dehydrogenasen auf (HOLMGREN & BJORNSTEDT,
1995; KREIMER & ANDREESEN, 1995; KREIMER et al., 1997), die zur Familie der
Pyridin-Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen (PNDOR) gehoren.

Das Absorptionsspektrum der gereinigten D-Prolin-Reduktase zeigte nur en
Absorptionssignal aromatischer Aminosauren bei 280 nm und lieferte keine Hinweise auf
die Bindung weiterer Kofaktoren wie Eisen-Schwefel-Zentren, Chinone oder
Cytochrome. Es scheint daher wahrscheinlich, dal’ die Elektronen von PrdC direkt an die
Selenid-Sulfid-Gruppe von PrdB  weltergegeben werden. Auch eine Beteiligung
elektronentransportierender Proteine wie des Thioredoxinsystems, was alerdings eine
NADPH-abhangige Reaktion wére und somit nicht in Frage kommt, oder anderer Eisen-
Schwefel-Proteine wie z.B. Ferredoxin oder Rubredoxin konnte bislang nicht fir das D-
Prolin-Reduktase-System nachgewiesen werden.

Im N-terminalen Bereich der Proteine RnfC und PrdC sind weitere, einzelne Cysteinreste
enthalten, denen keine Funktion bei der Bildung von Eisen-Schwefel-Zentren oder als
Dithiol zukommt.

RnfC wurde als membranassoziiertes Protein lokalisert (KUMAGAI et al., 1997). In
PrdC wurde der Aminoséure-Sequenzbereich Ala®-Leu™ innerhalb der NADH-Binde-
stelle as hydrophobe Region identifiziert, eine Membranassoziation kann jedoch
aufgrund der Aminosauresequenz nahezu ausgeschlossen werden (LIEBMANN, 1999).
Versuche, die NADH-abhdngige Komponente aus C. sticklandii anzureichern, zeigten
eine cytoplasmatische Lokalisation dieses Proteins (A. PICH, pers. Mitteilung)

Erste Hinwelse fur eine Beteiligung des Proteins PrdC am Elektronentransport auf die D-
Prolin-Reduktase konnten von BEDNARSKI (1999) auf Proteinebene erbracht werden.
Nach Uberexpression von PrdC in E. coli wurde eine 50 %ige Steigerung der NADH-
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abhangigen D-Prolin-Reduktase-Aktivitdt im Gegensatz zur DTT-abhéngigen Aktivitéat
gemessen. Die erhthte NADH-abhangige Aktivitét war jedoch nur nach

Vorinkubation mit 1 mM Fe* und 0,1 mM DTT zu messen, so daR die Aktivitét
eisenabhangig zu sein scheint (BEDNARSKI, 1999). Es erscheint daher sinnvoll, weitere
Untersuchungen  hinschtlich der  Beteligung  Nichtham-Eisen  enthaltender

Proteinkomponenten am Elektronentransfer auf die D-Prolin-Reduktase durchzufihren.

5.2.4. Die Funktion von prdD und prdE

Stromabwarts von prdB wurden hinter der Terminatorstruktur die offenen Leserahmen
prdD und prdE identifiziert (s. Anhang). Das Gen prdD kodiert fir einen 254
Aminosduren grof3es Protein (ca. 28 kDa) PrdD (accession no. AJ130879). Das Gen
prdE endet mit der Eco RI-Schittstelle am 3'-Ende des Plasmides pUK1 und kodiert fir
ein noch unvollstandiges Protein PrdE. Das Gen prdE konnte inzwischen Uber das 3'-
Ende des Plasmides pUK1 hinaus vollsténdig sequenziert und als 156 Aminosduren
groRes Protein (ca. 17 kDa) PrdE (accession no. AJ130879) identifziert werden
(LIEBMANN, 1999). Beide Proteine zeigen nach Datenbank-Recherchen hohe
Homologien zum Proprotein PrdA, welche sich Gber den gesamten Bereich erstrecken
(Abb. 5.6). Zu den 165 aminoterminadlen Aminosauren von PrdA wurden keine
Sequenzibereinstimmungen gefunden. Das Protein PrdD zeigt Homologien zum
mittleren Bereich, das Protein PrdE zum C-terminalen Bereich des Proproteins PrdA.
Die Gene prdD und prdE wurden auch im derzeit sequenzierten Genom von C. difficile
identifiziert. Die in dieser Arbeit ebenfalls mit PrdD und PrdE bezeichneten Genprodukte
zeigen sehr hohe Homologien zu den Proteinen aus C. sticklandii und sind wie diese um
die ersten 172 Aminosduren von PrdA verkirzt (s. Anhang Il, Abb. 5.6). Die
substratspezifischen Proproteinen GrdE der Glycin- und Sarkosin-Reduktase aus E.
acidaminophilum zeigten ebenfalls Sequenzhomologien. Schwache Homologien
bestehen auch zum Protein Grdl der Betain-Reduktase (LIEBMANN, 1999).

Eine genaue Funktion der Proteine PrdD und PrdE ist noch nicht geklart. Denkbar wére
vielleicht eine Rolle als Chaperon, um eine korrekte Faltung des Proproteins PrdA und
somit die anschlielende posttrandationde Spaltung in die Untereinheiten zu

ermoglichen.
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C s. PrdA MSI TLESAKEHANDLAVLCCRAEEGTVI GPSNLEDPAI FGDLEDSGLLTI PANCLKI GEV 60
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PrdA QYRRPGKKKWVI | KEI MGQGAMHDNLI LPVEPVGVI GAKPNVDLGNVPWLSPLEVLDGG 420
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Abb. 5.6;: Homologievergleich der Proteine PrdD und PrdE aus C. sticklandii (C.s) und C. difficile
(C.d) (http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_difficile) mit dem Proprotein PrdA der D-Prolin-
Reduktase aus C. sticklandii. Der Cysteinrest, an dem die Spaltung von PrdA erfolgt, sowie die
Methioninreste der Trandationsstarts sind farbig hervorgehoben. Konservierte Aminosauren sind
hervorgehoben. PrdDE: zusammengesetzte Proteine PrdD und PrdE, (:): identische Aminosauren, (.):

ahnliche Aminosduren, (-): eingefligte Liicken

Von LIEBMANN (1999) wurde in Transkriptionsstudien in C. sticklandii eine weitere
7,5 kb grol’e mRNA nachgewiesen, welche zusdtzlich zu dem Transkript der
Strukturgene prdC, prdA und prdB der in dieser Arbeit identifizierten 4,5 kb mRNA
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(Abb. 4.21; 4.22) auch die Proteine PrdD und PrdE umfal3t. Die gemeinsame Expression
dieser Gene weist auf eine Funktion von PrdD und PrdE im Reaktionsmechanismus der
D-Prolin-Reduktase hin (LIEBMANN, 1999). Fur diese Annahme spricht auch, daf3
stromaufwérts von prdD und prdE keine Promotorstrukturen identifiziert werden
konnten (s. Anhang |, Tab. 4.3).

Die Proproteine GrdE und GrdG der Glycin- bzw. Sarkosin-Reduktase aus E.
acidaminophilum werden as 47 kDa grof3e Proteine trandatiert (WAGNER, 1997,
SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999) und sind somit am N-Terminus ca. 180
Aminosauren kleiner as PrdA. Im Homologievergleich fehlen in der zusammengefiigten
PrdDE-Sequenz 165 bzw. 172 Aminosauren (Abb. 5.6). Es kann vermutet werden, dal3
die ersten 180 aminoterminden Aminosduren fir die Umsetzung von D-Prolin
entbehrlich sind und es sich bei prdD und prde um Genduplikationen von prdA handeln
konnte. In proteinchemischen Untersuchungen von BEDNARSKI (1999) konnte PrdA
nur als aminoterminal verkirztes Protein in E. coli Uberexprimiert werden. Daher
konnten die fehlenden Aminosduren auch einen potentiell toxischen Bereich darstellen
(BEDNARSKI, 1999).

Aus dem Sequenzvergleich wird ersichtlich, dal3 die intergene Region zwischen PrdD
und PrdE homolog zu dem Bereich in PrdA ist, an dem die Spaltung des Proproteins in
die beiden Untereinheiten erfolgt. Von PrdD und PrdE kann folglich keine
Pyruvylgruppe gebildet werden. Von LIEBMANN (1999) wurde fur PrdD und PrdE
eine Funktion ahnlich dem Protein Grdl der Betain-Reduktase aus E. acidaminophilum
(SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999) vermutet. Betain, ein dreifach methyliertes
Derivat des Glycins, kann nicht Uber eine Pyruvylgruppe as Schiff' sche Base an die
Grdl-Untereinheit der Betain-Reduktase gebunden werden. Das substratspezifische
Protein Grdl der Betain-Reduktase wird daher nicht als Proprotein synthetisiert und nicht
posttrandational gespalten (SONNTAG, 1998; WAGNER et al., 1999). Eine
Umsetzung von N-methylierten Derivaten des Prolins kdnnte analog der Betain-
Reduktase-Reaktion erfolgen (LIEBMANN, 1999).

Wachstumsversuche mit C. dicklandii unter Zusatz N-methylierter Prolinderivate
(Prolin-Betain, N-Methyl-Prolin), nicht N-methylierter Verbindungen (Hydroxyprolin)
sowie  methylierter  (Trigonellin)  und  unmethylierter  (DL-Pipecolinsdure)
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Pyridinverbindungen zeigten keine erhdhte mRNA-Expression. Auch konnten im
Rohextrakt dieser C. dicklandii-Zellen keine fir die Prolinderivate spezifischen
Reduktase-Aktivitéten gemessen werden (LIEBMANN, 1999). Eine Funktion der
Proteine PrdD und PrdE fir die Umsetzung methylierter Prolinderivate wie sie fir Betain
beschrieben wird (SONNTAG, 1998, WAGNER et al., 1999), erscheint unter den
getesteten Bedingungen somit unwahrscheinlich (LIEBMANN, 1999).

5.3. Weitere Gene des D-Prolin-Reduktase-Operons

In einer weiterfihrenden Diplomarbeit (LIEBMANN, 1999) wurde die DNA-Sequenz
des D-Prolin-Reduktase-Operons sowohl in 5'-Richtung als auch in 3'-Richtung weiter
sequenziert und analysiert.

Weiter stromaufwarts von prdC wurde ein Gen prdR identifiziert. Der Intergenbereich
vor prdC weist sowohl eine zweite 0>*-abhangige als auch eine zweite o’°-abhéngige
Promotorstruktur auf (LIEBMANN, 1999). Auf3erdem wurde eine Bindestelle fir den
“integration host factor” (IHF) identifiziert. Aminosaure-Sequenzvergleiche von PrdR
(accession no. AJ130879) mit Datenbanken ergaben hohe Homologien zu einem Protein
aus C. difficile und zu regulatorischen Proteinen der “ enhancer binding protein” -Familie
(EBP) vom NifA-Typ und lieferten Hinweise, dal3 PrdR ein potentieller Regulator fir das
D-Prolin-Reduktase-Operon ist (LIEBMANN, 1999). Eine Expression von PrdR konnte
Uber eine Kreuzreaktion mit gegen NifA gerichteten Antikbrpern auf Proteinebene
wahrscheinlich gemacht werden (LIEBMANN, 1999).

EBP-Proteine aktivieren die Expression von Genen, die durch die 0®*-abhéngige RNA-
Polymerase transkribiert werden (MORETT & SEGOVIA, 1993). Die EBP-Proteine
gliedern sich strukturell in drei Bereiche mit charakteristischen Motiven: einen variablen
N-terminalen Teil, eine hochkonservierte zentrale Doméane (0>*-Interaktionsdoméne) und
einen C-terminaen Teil, welcher der Bindung an Enhancer-Strukturen (ELE-Elemente)
dient und sich durch das Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH) auszeichnet (MORETT &
SEGOVIA, 1993). In der zentralen Domane handelt es sich dabel um zwei ATP-
Bindemotive (A, B) und zwei o>*-Interaktionsmotive (C, Z), die ebenso wie das HTH-
Motiv ale in PrdR aus C. sticklandii (LIEBMANN, 1999) und C. difficile identifiziert
werden konnten (Abb. 5.7).
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PrdR MFFNQTKRLKVKEI - MSKDFI VFDS- DI SLRRCVEHI ALNNLKEVI - VRHHEKLT- - GYl 55
PrdR --------- KVEEV- MDTKFTTI DEDTRI EDAI KEM KSNTKTLM/- | DSSDQLK—G | 47
Ni fA M HKSDSDTTVRRFDLSQJ:TAI\/Q?I SWLSRATE- - ASKTLQEVLSVLHNDAFI\/Q-KSM 58

X000
T QWn

PrdR KFDDI | KI SLSQSFSEKKLFDI RANKPFYLNVEDTVLMAKDI MRENQVDRVFVLDDEKLY 115
PrdR SMTDI HNLYEMHKKYEGQPVKLI MKKDVI YVNEGLTLDECRDI M LKNI Gi LPVLRDNKI 107
NifA CLYD --------- SQQEI LSI EALQ- - - - QTEDQTLPGSTQ RYR- - - - - - - - PGEGLV 96

X000
T QWn

PAS- Dondane
PrdR GVLRTQDI VYKLYPKI QANEDLYELLWDONVH- EG Cl | DNKGWCI WGRGSEKLYG KKS 174
PrdR | GVLKQEHI RDYLYMHLEDYGLTLKYI | GQl KEG CAI NNEGVVI LWNKFMEERYDI K-S 166
N f A GTVLAQGQRSLVL- PRVADDQRFLDRLSLYDYDLPFI A- - - - - - VPLMGPHSRPI GVLAAH 149

X000
T Qwn

PrdR EDI | GKKLEEFFPTALLLDVLKSKEPVEN! | HSPRK- NTYVNI SALPLI KNGKLI GWST 233
PrdR EDI VGRPMNEFLENTI SEKVLNSKVGVSDL YFTDKKENMYALVHANPI FYKEEFI GWCT 226
Ni f A AMARQ - - EERLPACT- - - - - RFLETVANLI AQT- - - - - - IRLM LP---------- TSA 188

X000
T Qwn

PrdR ERDVSEI TNLSRELEFTKEKLDYLQVEVRKMNEDKFSFGNI VGKSKI MTHTI DRAYQVAS 295
PrdR EVDVTEAKI LALELEKVNDTLKYLKNEVKNLS- - KGSFDKI LGKSYKLEKSKAI AKQVAR 284
Ni fA AQAPQQSPRI ERPRACT PSR- ------mnno-- GFG_ENM\/G<SPAI\/RQ MDI | RQ\/SR 234

X000
T Qwn

ATP- bi ndende Donéine A o (Z
PrdR TTSSVLI SCESGTGKEVFARAI HQSSGREGA- FVAI NCSAI PESLFESEMFGYESGAFTG 354
Pr dR TNSSI FI WGESGTGKEVFARAI HDYSERKGQ- FI PVNCSAI PNELFESEFFGYESGAFTG 344
N f A WDTTVLVRGESGTGKELI ANAl HHNSPRAAAAFVKFNCAALPDNLLESELFGHEKGAFTG 294

X000
T Qwn

ATP- Bi ndende Donéne B
PrdR ALSKGKI GKI El ANGGTLFLDEI GDVPLHVQAKLLRVL QERQLMRVGGEDKSI SLDVRVI S 414
Pr dR ASKKGRI Gl FELAKDGTVFLDEI ADLPLSMQAKLLRVLQEKEI RRVGGDTTI KI NPRI | S 404
Ni f A AVRQQK GRFELAD%T LFLDElI GESSASFQAKLLRI L@GEI\/ERVGGDETLRVNVRI I A 353

X000
T Qwn

PrdR ATHRNLEDWKSGTFREDL YYRLNVVNI KLPSLSDRI EDVPLFVKLFI EEFCRENHVKVP 474
PrdR ATNKDL SKMVKAEKFREDL YYRLNVVEI KI PPLRERKEDI GLLVHSFLEEI CKONNKPVL 464
Ni fA ATNRHLEEEVRLGHFREDLYYRLNVI\/PI ALPPLRERQEDI AELAHFLVRKI AH- SQBRT L 412

X000
T Qwn

ot (C
PrdR NI SPEI LNMLMNYSWPGNI RELKNMWEHLVWFSKNNEI Qf DTLPEY! NNKEDKT! NI KNE 534
PrdR TI SKDVI DI FQNYRVWKGNI RELKNTI ENI VWL SQNSKI DVDDVPSYM: - - - MDSTNNSTE 520
Ni f A Rl SDGAI RLLMEYSWPGNVREL ENCLERSAVL SESGLI DRDVI - - LENHRDNPPKALASS 470

X000
T Qwn

HTH- Mot i v
PrdR K- SLTDLI RKT- - - El KAl HDAVKECGNNKQQAAKLLDI PRSTLYYKI KFYDLNQYL 584
PrdR EEYPLDLTKATQKI EI KNI TKAL KMSNGNKAKAAKI LNI PRTTLYYKI DQYKI D- - - 574
Ni f A GPAEDGW.DNSLDERQRLI AAL EKAGW/QAKAARLLGMTPRQVAYRI Q1 MDI TMPRL 524

X000
T Qwn

Abb. 5.7: Homologievergleich der Proteine PrdR aus C. sticklandii (C.s.) (LIEBMANN, 1999) und
C. difficile (C.d.) mit dem Protein NifA aus Klebsiella pneumoniae (K.p.). Die der PAS-Doméne
ahnliche Struktur im N-Terminus und das HTH-&hnliche Motiv im C-Terminus von PrdR sind einfach
unterstrichen. Die ATP-bindenden Doménen A und B sind sowie die o*-Interaktionsdomanen Z und C
sind grau unterlegt. Die Methioninreste der Trandationsstarts sowie konservierte Aminosauren sind

hervorgehoben. (;): identische Aminosauren, (.): dhnliche Aminoséuren, (-): eingefiigte Llicken
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Die N-terminde Doméne von PrdR zeigte signifikante Homologien zu Sensor- oder
Signal-Transduktions-Histidin-Kinasen und enthielt eine PAS-Doméne, welche fir
Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist (LIEBMANN, 1999) (Abb. 5.7). Zu
dieser PAS-Domane wurden auch im Protein PrdR aus C. difficile Homologien
identifiziert (Abb. 5.7). PAS-Doménen bestehen aus einer oder mehreren Sensor-Boxen
(TAYLOR & ZHULIN, 1999). Diese Sensor-Boxen reagieren auf Sauerstoff oder
Redoxpotentiale (ZHULIN et al., 1997). In PrdR wurde eine solche PAS-Doméne
identifiziert, wie es auch fur andere Gram-positive Bakterien mit niedrigem G+C-Gehalt
beschrieben wurde (ZHULIN et al., 1997). Es kann daher postuliert werden, dal3 PrdR
das Redoxpotential oder die Prolinkonzentration in der Zelle messen kann (LIEBMANN,
1999).

Aufgrund des Vorhandenseins der PAS-Domane und des HTH-Motives wird von
LIEBMANN (1999) eine Dimerisierung des aktivierenden Regulators PrdR diskutiert.
Vorraussetzung fur eine Dimerisierung ist eine effektive Bindung der Aktivator-Homo-
dimere an multiple Bindestellen (NORTH et al., 1993) Da im DNA-Bereich vor prdC
drei  ELE-Sequenzen gefunden wurden (LIEBMANN, 1999), wére dies sehr

wahrscheinlich.

In Anlehnung an ein von REIZER et al. (1999) beschriebenes System aus Clostridium
acetobutylicum wird von LIEBMANN (1999) jedoch auch ein Zweikomponenten-
Regulationssystem in Betracht gezogen. Im N-terminalen Bereich des 0**-Regulator-
Proteins aus C. acetobutylicum befinden sich ein Histidin- und ein Serinrest im Abstand
von 36 Aminosauren, analog zu den Phosphorylierungspunkten des Response-Regulators
des Phosphotransferase-Systems (PTS) (REIZER et al., 1999). Das PTS séllt ein
Zwelkomponenten-Regulationssystem dar, bei dem eine Sensor-Kinase den Response-
Regulator in einer Phosphoenol pyruvat-abhangigen Reaktion phosphoryliert (REIZER et
al., 1999). Im N-Terminus von PrdR wurden ebenfalls ein Histidin- und ein Serinrest im
Abstand von 36 Aminosduren identifiziert (Abb. 5.7). Jedoch bestehen zwischen den
Proteinen sonst keine Sequenzhomologien (LIEBMANN, 1999).

SONNTAG (1998) konnte stromaufwérts der Strukturgene des Sarkosin-Reduktase-
Operons aus E. acidaminophilum einen orfR finden, dessen Genprodukt ein potentiell
regulatorisches Protein mit Sequenzhomologien zu ¢>*-Aktivator-Proteinen darstellt.

Zusétzlich wurde noch ein zweiter orfS gefunden. Von SONNTAG (1998) wurde
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daraufhin ein Zweikomponenten-Regulationssystem mit OrfS als Sensor-Kinase und
OrfR as Response-Regulator postuliert. Da im 5 -untrandatierten Bereich der
Strukturgene des Sarkosin-Reduktase-Operons keine ELE-Sequenzen identifiziert
werden konnten, wird fiir dieses System eine direkte Bindung des Aktivators an die o**-

RNA-Polymerase vermutet (SONNTAG, 1998).

In weiteren Studien wurde stromaufwart von prdR das Gen prdX (Abb. 5.8) identifiziert,
welches schwache Homologien zu Transkriptionsregulatoren mit “ helix-turn-helix” -
Motiven zeigt, die vermutlich als Repressor wirken (A. Pich, pers. Mitteilung). Im
untrandatierten Bereich zwischen prdX und prdR wurde keine Promotorstruktur
identifiziert, jedoch vor prdX. AuRerdem weist die Sequenz in diesem Promotorbereich
eine “inverted repeat” -Struktur auf, so dal3 es sich bei PrdX (accession no. AJ130879)
um einen Repressor handeln konnte, der durch Bindung an die “inverted repeat”-
Struktur die Transkriptmenge von prdX und prdR kontrolliert (A. PICH, pers.
Mitteilung). Ahnlichkeiten des Proteins PrdX zum Protein GrdX des Glycin-Reduktase-
Operons aus C. sticklandii (GRANTZDORFFER et al., 2001) konnten nicht identifiziert

werden.

Weliter stromaufwaérts liegen die Gene proRS fur die Prolyl-tRNA-Synthetase, eines noch
unbekannten orf sowie die Gene fir die Cystein-Biosynthese cysRS (Cysteinyl-tRNA-
Synthase 1), cysE (Serin-Acetyltransferase) und cysK (Cystein-Synthase) (A. PICH, pers.
Mitteillung; Abb. 5.8).

In 3'-Richtung von prdE wurden ein weiteres Gen prdF und ein noch unvollstandiger
offener Leserahmen, der mit prdG bezeichnet wurde, identifiziert (LIEBMANN, 1999;
A. PICH, pers. Mittellung). Das Gen prdF kodiert die Prolin-Racemase aus C.
sticklandii (YAGASAKI & OZAKI, 1998; accession no. E10199; Abb. 5.8).

Fur prdG konnten keine Homologien zu anderen Proteinen gefunden werden. Bei
Proteinsequenz-Analysen wurden 6 Regionen identifiziert, die potentielle Membran-
durchgange darstellen. PrdG konnte demnach fur die Aufnahme von Prolin oder die

Abgabe von &-Aminovalerat verantwortlich sein (A. PICH, pers. Mitteilung).
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5.4. Transkription des D-Prolin-Reduktase-Operons

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Strukturgene prdA und prdB der D-Prolin-
Reduktase sowie die drei offenen Leserahmen prdC, prdD und prdE kloniert und
analysiert (Abb. 4.19; s. Anhang |). Stromaufwérts des Gens prdB wurden die
K onsensus-Sequenzen eines 6>*-Promotors und eines o’°-Promotors identifiziert. In der
3’ -untrandatierten Region von prdB wurde ein rho-unabhéngiger Trandations
Terminator nachgewiesen (Abb. 4.19; s. Anhang ). In der Intergen-Region zwischen
prdC und prdA konnten ebenso wie zwischen prdD und prdE weder Promotorstrukturen
noch Terminationssignale identifiziert werden (s. Anhang 1).

Durch Northern-Blot-Analysen wurden fir das D-Prolin-Reduktase-Operon zwel
MRNA-Transkripte von 4,5 kb und 0,8 kb detektiert (Abb. 4.21). Das 4,5 kb-Transkript
umfaldt die beiden Gene der D-Prolin-Reduktase prdA und prdB vermutlich bis zum
Terminator stromabwarts von prdB sowie wahrscheinlich das prdC-Gen stromaufwaérts
von prdA, von dem jedoch nur der C-terminale Teil der Sequenz im Plasmid pUK1
enthalten ist. Das kleine Transkript von 0,8 kb umfal3t lediglich das Gen prdB. Es handelt
sich um ein zusétzliches Transkript fur das Selenoprotein PrdB, was vermutlich in der
Besonderheit des Selenocystein-Einbaus begriindet sein kdnnte (Abb. 4.22; Abb. 5.8).
Die Expression der Gene erfolgte nur bei Anzucht von C. sticklandii in Minimalmedium
mit 20 mM Prolin. Be Anzucht in Komplexmedium oder Minimalmedium mit der
essentiellen  Prolinkonzentration von 0,5 mM konnte keine der mRNA-Spezies
nachgewiesen werden. Dies kann als Hinwels auf eine substratabhangige Induktion des

D-Prolin-Reduktase-Operons gewertet werden.

LIEBMANN (1999) wies in Northern-Blot-Analysen fur das D-Prolin-Reduktase-
Operon neben den 4,5 kb und 0,8 kb-Transkripten eine weitere 7,5 kb grof3e mRNA
nach. “ Primer-Extension” -Experimente zeigten, dal3 die 7,5 kb und 4,5 kb-Transkripte
an dem o>*-abhéngigen Promotor an einem “ Adenin” 24 bp vor dem ATG-Startcodon
des prdC-Gens beginnen. Die 4,5 kb-mRNA umfaldt demzufolge die Region von prdC
bis einschliefflich prdB. Die 7,5 kb-mRNA reicht bis hinter prdF hinaus und kénnte auch
prdG umfassen (LIEBMANN, 1999; A. PICH, pers. Mitteilung; Abb. 5.8).

Im Bereich des o”°-abhédngigen Promotors konnte kein Transkriptionsstartpunkt ermittelt
werden, so dal} die Expresson der Gene unter den untersuchten Bedingungen

wahrscheinlich iber den 6>*-abhangigen Promotor reguliert wird (LIEBMANN, 1999).
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Das Vorkommen eines o"°-abhdngigen Promotors und eines o™*-abhéngigen Promotors
stromaufwérts von prdC kénnte auf eine konstitutive Genexpression durch die 6°-RNA-
Polymerase neben einer induzierbaren, regulierten Expression durch die ¢>-RNA-
Polymerase hinweisen.

Fur das 0,8 kb-Transkript wurden ebenfalls ein o”°-abhdngiger und ein o™*-abhéngiger
Promotor stromaufwarts von prdB identifiziert (s. Anhang). Es wurden in dieser Region
keine “ Primer-Extension” -Signale nachgewiesen (LIEBMANN, 1999). Ebenso wurden
im Bereich vor prdB keine regulatorischen Sequenzen wie vor prdC gefunden, so dal3
eine Aktivierung der 0>*-RNA-Polymerase ilber DNA-gebundene Regulatorproteine
unwahrscheinlich ist. Die Transkription der 0,8 kb mRNA koénnte Uber eine direkte
Bindung des Aktivators an die 0>*-RNA-Polymerase ohne Beteiligung von Enhancer-
Sequenzen erfolgen, was von BERGER et al. (1994) fur NifA aus K. pneumoniae
gezeigt wurde. Gleichzeitig kann aber auch eine konstitutive Expression tber den o™-

abhangigen Promotor in Betracht gezogen werden.
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5.5. Vergleich der Proteine des Prolin-Reduktase-Operons

Ein weiteres Prolin-Reduktase-Operon konnte im Rahmen der derzeit erfolgenden
Genomsequenzierung des pathogenen Bakteriums C. difficile am Sanger-Center
identifiziert werden. Es liegt jedoch in entgegengesetzter Orientierung vor. Die Gene fUr
die Prolin-Reduktase aus C. difficile zeigen hinsichtlich der Sequenz der kodierten
Proteine (s. Anhang), aber auch der Operonstruktur signifikante Homologien zur D-
Prolin-Reduktase aus C. sticklandii (Abb. 5.8). Das PrdA-Protein in C. difficile wird
vermutlich ebenfalls als Proprotein trandatiert und besitzt an der moglichen Spaltstelle
einen entsprechenden Cysteinrest (Abb. 5.1). Das Protein PrdB in C. difficile weist an
der dem Selenocysteins in C. sticklandii entsprechenden Position eine Liicke auf (Abb.
5.2). Auf DNA-Ebenen konnte an dieser Stelle wie in C. sticklandii ein TGA-Codon
identifiziert werden, so dal3 es sich bei dem Protein PrdB in C. difficile ebenfalls um ein
Selenocystein handeln konnte (s. Anhang Il). Diese Annahme mifdte jedoch auf
Proteinebene durch Peptidsequenzierung noch bestatigt werden.

Die Proteine PrdD und PrdE in C. difficile zeigen ebenfalls relativ hohe Homologien zum
Proprotein PrdA aus C. sticklandii (Abb. 5.6). Die zusammengesetzten Proteine PrdDE
enthalten an der Spaltstelle des Proproteins A wie die Proteine PrdDE aus C. sticklandii
keinen Cysteinrest. Ein dem Protein PrdE sehr dhnliches Protein ist in C. difficile direkt
stromabwarts von PrdE vorhanden, allerdings in einem anderen Leserahmen.(s. Anhang
[, Abb. 5.8). Stromabwarts von PrdE befindet sich wie in C. sticklandii ein Protein
PrdG (Abb. 5.8), dessen Funktion noch nicht genau definiert ist (A. Pich, pers. Mit-
tellung).

Die Proteine PrdC und PrdR in C. difficile sind in umgekehrter Reihenfolge angeordnet.
Zwischen diesen beiden Proteinen liegt ein 740 Aminosauren grof3es Protein PrdP,
welches Homologien zu prolinreichen Proteinen zeigt (Abb. 5.8) (A. Pich, pers. Mit-
tellung) und in C. gticklandii nicht identifiziert wurde. Das Protein PrdX zeigte ebenfalls
Homologien zu einem Protein in C. difficile. Dieses Protein ist jedoch Gber 60 000 bp
stromaufwaérts des Prolin-Reduktase-Operons lokalisiert. Eine Funktion im Rahmen der
Regulation der Prolin-Reduktase in diesem Organismus erscheint  somit

unwahrscheinlich.

Weiterhin konnten relativ hohe Homologien zu Proteinen des anaeroben Eubakteriums T.

denticola gefunden werden, dessen Genom derzeit am “ Institut for Genomic Research*
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sequenziert wird (s. Anhang Ill). Auch hier weist das zum Proprotein PrdA aus C.
sticklandii @hnliche Protein PotP einen konservierten Cysteinrest an der Spaltstelle auf
(Abb. 5.1). Das Selenoprotein PrdB zeigte ebenfalls Homologien zu einem Protein aus T.
denticola, welches hier mit PotS bezeichnet wird. In der kodierenden DNA-Sequenz,
konnte ebenfalls ein TGA-Codon identifiziert werden, so dal? es sich bei dem Protein
PotS aus T. denticola vermutlich auch um ein Selenoprotein handelt.

Die Proteine PrdD und PrdE sind in diesem Organismus nicht enthalten. Die gefundenen
Segquenzhomologien zum Protein PrdE sind in der Position &quivalent zum C-Terminus
des Proteins PrdA in diesem Organismus. Homologe Bereiche zu den Proteinen PrdC
und PrdR wurden zwar identifiziert, konnen jedoch bisher nicht mit den Proteinen der
Prolin-Reduktase in Zusammenhang gebracht werden, da sie in anderen Bereichen des
Genomes liegen. Zu den Proteinen PrdD, PrdF, PrdG und PrdX aus C. sticklandii

wurden in T. denticola keine Aminosauresequenz-Homologien gefunden.

Geringe Ahnlichkeiten zum C-terminalen Bereich im AnschluR an die Spaltstelle des Pro-
proteins PrdA wurden weiterhin in dem pathogenen Gram-positiven, stdbchenférmigen
Bakterium  Corynebacterium diphtheriae  (gnl|Sanger_1717| cdiph_Contig249)
gefunden.

Das Protein PrdB zeigte Uber den gesamten Sequenzbereich leichte Sequenz-
Homologien zu Proteinsequenzen der aeroben, Gram-negativen, pathogenen Organismen
Bordetella parapertussis (gnl|Sanger_519| bparaper_Contig669) und Bordetella
bronchiseptica (gnl|Sanger_518|bbronchi_Contig1198). Hinweise auf ein Selenocystein
in Form eines “in frame’-TGA-Codons konnten jedoch nicht gefunden werden. In
Trypanosoma brucei, dem Erreger der Schlafkrankheit (gnl|TIGR_5691|T.
brucei_72H5.TF), Thiobacillus ferrooxidans, einem aeroben, Gram-negativen,
chemolithotrophen Bakterium (gnl|TIGR|t_ferrooxidans 6139) und Caulobacter
crescentus (gnl[TIGR|C.crescentus 12574) wurden geringe Ahnlichkeiten zum C-
Terminus von PrdB identifiziert.

Schwache Aminosiuresequenz-Ahnlichkeiten zum C-Terminus des Proteins PrdD
wurden im bisher sequenzierten Genom des Maaria-Erregers Plasmodium falciparum
(gnl|pf4|Sanger_MAL4 000007 234147 bp, 9238 reads Plasmodium falciparum 3D7)
gefunden.
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Zum mittleren Proteinsequenzbereich des Proteins PrdE zeigten Aminosaure-Sequenzen
aus Trypanosoma brucei (gnl[TIGR_5691|T.brucei_15A1.TV T7) und Pseudomonas
syringae, eines Gram-negativen, phytopathogenen Bakteriums (gnl|TIGR_323|psyring_
3960 Pseudomonas syringae pv tomato) geringe Homologien.

Somit sind derzeit lediglich zwei Prolin-Reduktase-Operone in C. sticklandii und C.
difficile bekannt. Die in T. denticola identifizierten Proteine PotP und PotS gehdren
wahrscheinlich nicht zu einem Prolin-Reduktase-System, da sie sehr viel hohere

Sequenzéhnlichkeiten zu den Glycin-, Sarkosin- und Betain-Reduktasen aufweisen.

5.6. Regulation des D-Prolin-Reduktase-Operons

Der genaue Regulationsmechanismus fir das D-Prolin-Reduktase-Operon in C.
sticklandii konnte wahrend der bisherigen Untersuchungen noch nicht geklart werden.
LIEBMANN (1999) stellte anhand der bisher gewonnenen Erkenntnisse folgende
Hypothese auf:

Das Eingangssignal in Form von Prolin oder einer Anderung des Redoxpotentials der
Zelle konnte Uber eine Signal-Transduktions-Kaskade die Aktivierung von PrdR
bewirken, was im Zweikomponenten-Regulationssystem durch Phosphorylierung durch
die Sensor-Kinase, im Einkomponentensystem durch Konformationsénderung oder
Dimerisierung bzw. Autophosphorylierung (ZHULIN et al., 1997) erfolgen konnte.
PrdR bindet an die ELE-Elemente und eine IHF-induzierte Konformationsénderung der
DNA ermiglicht die Bindung von PrdR auch an die 0>-RNA-Polymerase. Die
Hydrolyse eines Nukleosid-Triphosphates wiirde die Isomerisierung vom geschlossenen
zum offenen Promotorkomplex und die Transkription der nachfolgenden Gene des D-

Prolin-Reduktase-Operons ermoglichen (Abb. 5.9).
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung des postulierten Regulationsmechanismus fiir das D-Prolin-
Reduktase-Operon aus C. sticklandii (LIEBMANN, 1999). IHF: integration host factor, ELE:

IHF-
Bindestelle

enhancer like element, (-24 -12): konservierte o>*-Promotor-Region, PrdR: Regulator-Protein, prdR:
Gen des Regulator-Proteins, prdC: Gen des potentiellen eektroneniibertragenden Proteins, NTP:
Nukleosid-Triphosphat, NDP: Nukleosid-Diphosphat, P,: anorganisches Phosphat.

5.7. Hypothese fur einen Reaktionsmechanismus der D-Prolin-Reduktase

Die D-Prolin-Reduktase ist ein 870 kDa grof3es heterodekameres Enzym, wobei das
Protomer aus drei Untereinheiten mit molekularen Massen von 45, 26 und 23 kDa
besteht (Abb. 4.10). Die 45- und 23 kDa-Untereinheiten gehen aus dem 68 kDa grof3en
Proprotein PrdA hervor, wobel die 23 kDaUntereinheit nach der Spaltung des
Proenzyms eine aminoterminale Pyruvuylgruppe trégt (Kap. 5.2.1.). Die Bindung des
Substrates D-Prolin an die 23 kDa Untereinheit konnte im Verlauf dieser Arbeit
experimentell bewiesen werden (Abb. 4.14). Die von dem Gen prdB kodierte 26 kDa-
Untereinheit enthdlt ein Selenocystein (Kap. 5.2.2.).

Mit den im Verlauf dieser Arbeit gewonnenen Daten wird basierend auf den von SETO
(1980) vorgeschlagenen zwei Katalysemechanismen ein modifizierter Reaktions-
mechanismus fir die Umsetzung von D-Prolin zu &Aminovalerat durch die D-Prolin-
Reduktase postuliert:

Nach der Isomeriserung des natUrlich vorkommenden L-Prolins durch die Prolin-
Racemase (RUDNICK & ABELES, 1975) in D-Prolin kdnnte es zuerst zu einer Bindung
des D-Prolins an die Pyruvylgruppe der 23 kDa-Untereinheit mdglicherweise unter
Bildung einer Schiff’ schen Base kommen (Abb. 5.10, 1). Die Bildung einer Schiff’schen
Base konnte jedoch bisher nicht bewiesen werden (ARKOWITZ et al., 1994). Die C-N-
Bindung des Prolins wird dabei polarisiert. Anschlief3end kdnnte das in PrdB in Form

von Selenocystein  enthaltene  Selenid-Anion  das a-C-Atom des Prolins
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nukleophil angreifen und die C-N-Bindung des Prolinringes unter Ausbildung eines
Selenoethers reduktiv spalten (Abb. 5.10, I1), @nlich der Spaltung von Glycin durch
GrdB der Glycin-Reduktase (Abb. 1.1). Die Bindung des Selenols des Proteins PrdB
zum a-C-Atom des Prolins kann anschlief3end durch ein Cystein-Anion unter Oxidation
zur gemischten Selenid-Sulfid-Gruppe an PrdB gespalten werden. Dabel wird das a-C-
Atom des Prolins protoniert (Abb. 5.10 [11). Durch Hydrolyse wird das Endprodukt o-
Aminovalerat von der 23 kDa-Untereinheit freigesetzt (Abb. 5.10, 1V). Die oxidierte
Selenid-Sulfid-Gruppe mui3 anschliel3end wieder reduziert werden, was in vitro durch
DTT, welches die D-Prolin-Reduktase direkt reduzieren kann (SCHWARTZ &
MULLER, 1979), geschieht (Abb. 5.10, V.). In vivo werden die Elektronen durch
NADH, vermutlich Uber das Protein PrdC (Kap. 5.2.3.) und eventuell weitere
Proteinkomponenten (STADTMAN, 1965; SCHWARTZ & MULLER, 1979; SETO,
1980a), auf die D-Prolin-Reduktase Ubertragen (Abb. 5.10, V.). Im Gegensatz dazu
erfolgt in der Glycin-Reduktase die Elektronentibertragung tber das NADPH-abhangige
Thioredoxin-System und das Selenoprotein A.

Der in Abbildung 5.10 dargestellte Reaktionsmechanismus der D-Prolinreduktion zeigt
trotz der strukturellen Ahnlichkeiten der Proteinkomponenten von Glycin- und D-Prolin-
Reduktase (Kap. 5.2.1., 5.2.2) nicht nur hinsichtlich der Elektronenlbertragung
Unterschiede zu dem von WAGNER (1997) und WAGNER et al. (1999) beschriebenen

Reaktionsmechanismus der Glycinreduktion.

In dem strikt anaeroben Bakterium E. acidaminophilum konnte ein Protein identifiziert
werden, welches in die Familie der Peroxiredoxine eingeordnet werden kann und die
Reduktion von Peroxiden in einer Thiol-abhdngigen Reaktion katalysiert. Es enthalt
einen Selenocystein-Rest anstelle des sonst katalytisch essentiellen Cystein-Restes
(http://www.verwaltung.uni-halle.de/dez5/fobi98/FB607/F60703).htm). Das V orkommen
eines solchen Proteines erscheint im Hinblick auf die toxische Wirkung des Sauerstoffes
und seiner reaktiven Verbindungen fur diesen strikt anaeroben Mikroorganismus von

grofRer Bedeutung.
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invivo

Abb. 5.10: Postulierter Reaktionsmechanismus der reduktiven Spaltung von D-Prolin durch die D-
Prolin-Reduktase aus C. sticklandii.
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Fur das ebenfalls obligat anaerob lebende Bakterium C. sticklandii gibt es bislang noch
keine Hinweise auf das Vorkommen eines derartigen Peroxidase-Systems. Eine
Beteiligung des Proteins PrdB der D-Prolin-Reduktase beim Schutz vor Sauerstoff-
Kontakt ist noch nicht untersucht worden. Das Selenocystein-Motiv -U-X-X-C- in PrdB
konnte im Gegensatz zum Selenocystein in GrdB jedoch durchaus redoxaktive Funktion
besitzen. In GrdB ist fir die eigentliche Reaktion des Proteins B nur das frele Selenol-
Anion ndtig (WAGNER, 1997). In der Glycin-Reduktase stellt das Selenocystein-Motiv
-C-X-X-U- in Protein A das redoxaktive Zentrum des Proteins dar, welches den
Carboxymethyl-Rest von GrdB Ubernimmt und auf die Proteine C Ubertragt
(ARKOWITZ & ABELES, 1990, 1991). Die dabei entstehende Selenid-Sulfid-Briicke
wird durch das Thioredoxin-System reduziert (DIETRICHS et al., 1991) (Abb. 1.1).

Fir das D-Prolin-Reduktase-System wurden in den bisherigen Untersuchungen keine
Hinweise auf das Vorkommen einer dem Protein A dhnlichen Komponente gefunden.
Auch Proteine analog den Proteinen C der Glycin-Reduktase sind vermutlich nicht
vorhanden. Weiterhin konnte fur die Prolinreduktion im Rahmen dieser Arbeit sowie in
nachfolgenden Untersuchungen keine Energiekonservierung im Zuge einer fir die
Glycin-Reduktase beschriebenen Substratkettenphosphorylierung unter Bildung von ATP
(ARKOWITZ & ABELES, 1989; 1990; 1991, STADTMAN & DAVIS, 1991;
SCHRADER & ANDREESEN, 1992) nachgewiesen werden. Damit scheint die D-
Prolinreduktion nur eine Elektronen verbrauchende Funktion auszutiben, wie schon von
SETO (1980a) postuliert wurde.

5.8. Zur Rollevon Prolin in C. sticklandii

In Clostridium sporogenes ist die Prolinreduktion mit der Erzeugung eines pH-
Gradienten Uber die Cytoplasmamembran verbunden, der moglicherweise zur
Energiekonservierung genutzt werden kann (LOVITT et al., 1986). Da fur die
Prolinreduktion in C. dicklandii keine Energiekonservierung in Form einer ATP-
Synthese nachgewiesen wurde, kdnnte die Funktion der D-Prolin-Reduktase jedoch in
einer Beteiligung an der Osmoregulation des Stoffwechsels von C. sticklandii zu suchen
sein. Hintergrund fir diese Uberlegung ist, daR C. sticklandii aus einem salzhaltigen
Meerwassersediment der San Francisco Bay isoliert wurde (STADTMAN & MC
CLUNG, 1957).
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Fir die Anpassung an osmotischen Stref3 werden zwel Strategien beschrieben, zum einen
die Akkumulation sehr hoher lonenkonzentrationen, zum anderen die Akkumulation
sogenannter kompatibler Solute, osmotisch aktiver Substanzen (KEMPF & BREMER,
1998).

L-Prolin und Prolinderivate (z.B Prolin-Betain) gelten wie eine Rehe anderer
Aminosdurederivate (z.B. Glycin-Betain, Cholin, Carnithin), aber auch Zucker (z.B.
Trehalose), Polyole (z.B. Gycerol) und kleine Peptide (z.B. N-Acetylglutaminylglutamin-
Amid) als kompatible Solute bzw. Osmoprotektanten (LE RUDULIER et al., 1984,
CSONKA & HANSON, 1991; KEMPF & BREMER, 1998) bei Salzstref3. Als stark
osmoprotektive Substanzen werden Prolin-Betain, Glycin-Betain und Cholin
beschrieben, wahrend fir L-Prolin eine Funktion as kompatibles Solut unter niedrigem
Salzstrefd vermutet wird (LE RUDULIER et al., 1984).

Prolin-Betain und andere Betaine werden in pflanzlichen Zellen als Sekundérmetabolite
synthetisiert und unter osmotischem Strefd im Cytoplasma akkumuliert. Sie sorgen so fur
eine Anpassung des osmotischen Zellstatus an die Umweltbedingungen (LE RUDULIER
et al., 1984). Diesen Verbindungen kommt auch eine wichtige Bedeutung in der
Symbiose von stickstoff-fixierenden Rhizobien und Leguminosen (z.B. Rhizobium
meliloti und Medicago sativa) zu, wo sie gleichzeitig auch als Induktor der Nodulations-
Gene in den Bakterien und als Kohlen- und Stickstoffquelle dienen (GOLDMANN et al.,
1991). R. meliloti ist in der Lage, in Abwesenheit von Salzstre3 Prolin-Betain und
Trigonellin zu kataboliseren und sich damit vermutlich einen Uberlebensvorteil
gegeniber Umweltschwankungen zu schaffen (LE RUDULIER et al., 1984). Die fur den
Katabolismus verantwortlichen Gene sind auf einem pSym-Plasmid organisert und
kodieren auch fir die fur den Symbioseprozef3 wichtigen nif-Gene (GOLDMANN et al.,
1991).

Auch fiur freilebende stickstoff-fixierenden Bakterien wie K. pneumoniae wurde ein
Schutz vor osmotischem Stref3 durch Prolin, Prolin-Betain und Glycin-Betain diskutiert
(LE RUDULIER et al., 1984). Eine Rolle dieser Substanzen bei der Osmoregulation
wurde auch fir E. coli und Salmonella typhimorium nachgewiesen, fir die zwel
osmoregulatorische Transportsysteme ProP und ProU beschrieben wurden (DUNLAP &
CSONKA, 1985; CSONKA & HANSON, 1991; CULHAM et al., 1993; KEMPF &
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BREMER, 1998). Auch fur Staphylococcus aureus werden Cholin, Glycin-Betain, Prolin
und Taurin als Osmolytika beschrieben (GRAHAM & WILKINSON, 1992).

Uropathogenen E. coli-Stdmme z.B. konnen aufgrund dieser osmoprotektiven
Eigenschaften den Urogenitaltrakt besiedeln, weil im menschlichen Urin Glycin-Betain
und Prolin-Betain enthalten sind. Eine Kataboliserung dieser Substanzen erfolgt bel

diesen Organismen jedoch nicht.

Von LIEBMANN (1999) wurde bei C. sticklandii der osmoprotektive Einflu? von
Prolin-Betain und anderen Prolinderivaten unter Salzstreld untersucht. ES wurden
Wachstumsversuche mit bis zu 1 M NaCl durchgefihrt. Diese Salzkonzentration wurde
as wachstumshemmend bestimmt. Eine weitere wachstumsfordernde Wirkung der 1 mM
eingesetzten osmotisch aktiven Substanzen wurde jedoch nicht mehr beobachtet
(LIEBMANN, 1999), obwohl in der natirlichen Umgebung von C. sticklandii eine
Osmoregulation durchaus sinnvoll erscheint. Es wéare moglich, dal3 C. sticklandii im
Zuge osmotischer Anpassung an sich andernde Umweltbedingungen Prolin nach
Isomerisierung zu D-Prolin reduktiv tber die D-Prolin-Reduktase abbaut. Prolin kdnnte
dabei bei Erreichen einer bestimmten Konzentration als Sensor éhnlich wie CAMP an das
Regulatorprotein PrdR (Kap. 5.3.) binden und die Expression des D-Prolin-Reduktase-
Operons auslosen. Die Mdoglichkeit einer von der Prolinkonzentration in der Zelle
abhangigen Induktion des D-Prolin-Reduktase-Operons ist gegeben, da die Expression
der Gene nur bei Anzucht von C. sticklandii in Minimalmedium mit 20 mM Prolin
erfolgte. Die ldentifizierung zweier ¢>*-abhdngiger Promotorregionen neben o’-
abhangigen Promotorstrukturen weist auf eine moglicherweise induzierbare, regulierte
Expression durch die 6>*-RNA-Polymerase in Folge sich &ndernder Umwelteinfliisse hin.
Andererseits konnte es sein, dald C. dicklandii aufgrund seiner Salztoleranz
(LIEBMANN, 1999) Prolin nicht as kompatibles Solut zur Osmoregulation bendtigt
Dem D-Prolin-Reduktase-Operon konnte somit auch eine andere Bedeutung, wie die
Messung des Redoxpotentials der Zelle und der Verbrauch von Reduktionsiguivalenten
zukommen. Eine Elektronen verbrauchende Funktion erscheint auch in Anlehnung an die

von SETO (1980a) bereits postulierte Hypothese a's durchaus moglich.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Die D-Prolin-Reduktase aus C. sticklandii wurde als cytoplasmatisches Protein
identifiziert. Die bislang postulierte Membranstandigkeit des Enzyms konnte somit
widerlegt werden.

Die D-Prolin-Reduktase wurde mit einer Ausbeute von 1,1 % zur Homogenitat
gereinigt. Es handelt sich im Gegensatz zu bisher publizierten Daten um en
heterodekameres Protein mit einer molekularen Masse von 870 kDa und einer
Untereinheitsstruktur (af)ioyie. Die drei Untereinheiten weisen Molekilmassen
von 45, 26 und 23 kDa auf. Die 23 kDa-Untereinheit ist aminoterminal durch eine
Pyruvylgruppe blockiert und bindet das Substrat D-Prolin. Sie ist dem Edman-
Abbau erst durch Modifikation mit o-Phenylendiamin zugénglich.

Die aminoterminalen Sequenzen der Untereinheiten wurden mittels Edman-Abbau
analysiert und fur die Ableitung degenerierter Oligonukleotide eingesetzt. Durch
PCR, anschlieflende Klonierung der amplifizierten DNA-Fragmente in das
pGEM "-T-Vektor-System und Sequenzierung wurden zwei Plasmide pPRO1 und
pPRO2 erhalten, die DNA-Fragmente der D-Prolin-Reduktase enthielten.

Durch den Einsatz der amplifizierten DNA-Fragmente der Plasmide pPRO1 und
pPRO2 as Sonden zur Hybridiserung gegen die partielle Genbank von C.
sticklandii konnte ein 4,85 kb grof3er Klon pUK1 isoliert und vollstandig in beiden
Richtungen sequenziert werden. Der Klon pUK1 enthdt neben den Strukturgenen
prdA und prdB der D-Prolin-Reduktase stromaufwarts den unvollstandigen Orf
prdC und stromabwarts den Orf prdD und den ebenfalls unvollstandigen Orf prdE.
Das Gen prdA kodiert fir ein PrdA-Proprotein mit einer molekularen Masse von
68 kDa, welches posttrandational in die 45 kDa- und die 23 kDa-Untereinheiten
gespalten wird. Die Spaltung des Proproteins erfolgt im Gegensatz zu den
bekannten pyruvylhaltigen Decarboxylasen nicht an einem Serinrest, sondern an
einem Cysteinrest, welcher in die Pyruvylgruppe umgewandelt wird. Die D-Prolin-
Reduktase kann daher in ene 2zwete Klasse der Pyruvylenzyme, die
pyruvylhaltigen Reduktasen, eingeordnet werden.

Das Gen prdB kodiert fur die 26 kDa-Untereinheit und wurde as Selenoprotein
identifiziert. Es enthdlt ein Selen in Form von Selenocystein. In der prdB-Sequenz
ist en “in frame”-TGA-Codon enthalten, welches fur den Einbau von

Selenocystein in die Aminosdure-Sequenz kodiert. Das Selenocystein ist in en
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7)

8)

9)

10)

vermutlich redoxaktives Motiv -U-X-X-C- eingebunden, welches im postulierten
Reaktionsmechanismus der D-Prolin-Reduktase von entscheidender Bedeutung ist.
Im 3’ -untrandatierten Bereich von prdB wurde ein rho-unabhangiger Terminator
identifiziert.

Der unvollstandige Orf PrdC zeigt Homologien zum RnfC-Protein aus R.
capsulatus, welches dem Rnf-MembranproteinrKomplex angehdrt, der die
Elektronen-Ubertragung auf die Nitrogenase redlisiert. Die vollsténdige
Sequenzierung des prdC in einer weiterfihrenden Diplomarbeit identifizierte das
Genprodukt als eine potentielle elektronentibertragende Komponente der D-Prolin-
Reduktase.

Der Orf PrdD zeigte wie der noch unvollsténdige Orf PrdE Homologien zum
Proprotein PrdA. PrdE konnte in einer welterfihrenden Diplomarbeit ebenfalls
komplett sequenziert werden. Die genaue Funktion dieser Proteine bleibt noch zu
klaren.

In weiterflhrenden Studien wurden weitere Gene zu beiden Seiten des Plasmides
pUK1 identifiziert. Stromaufwérts von prdC handelt es sich dabei um ein
potentielles Regulatorprotein PrdR, welches hohe Homologien zu regulatorischen
Proteinen der EBP-Familie vom NifA-Typ zeigt. Weiterhin wurden in 5’ -Richtung
die Gene prdX fur ein mogliches Repressor-Protein, proRS fur die Prolyl-tRNA-
Synthetase, sowie die Gene fur die Proteine der Cystein-Biosynthese cysRS cysE
und cysK identifiziert. Stromabwarts von prdE folgen das Gen prdF, welches fir
die Prolin-Racemase kodiert und das unvollstandige Gen prdG, dessen Genprodukt
ein Trangporter fUr Prolin oder &Aminovalerat sein kdnnte.

In Northern-Hybridisierungs-Experimenten wurden zwel Transkripte von 4,5 kb
und 0,8 kb nachgewiesen. Aufgrund des Fehlens von Promotorstrukturen strom-
aufwarts von prdA und der Bestimmung des Transkriptionsstarts an einem Adenin
des 0>*-abhangigen Promotors im 5’ -untranslatierten Bereich vor PrdC im Rahmen
einer sch anschlieRenden Diplomarbeit umfaldt das 4,5 kb-Transkript die
kodierenden Gene fur die Proteine PrdC, PrdA und PrdB. Stromaufwarts von prdB
wurden sowohl eine o™-abhédngige und ein o>-abhédngige Promotorstruktur
identifiziert, so dal3 das 0,8 kb-Transkript eine zusdtzliche mRNA nur fir das
Selenoprotein PrdB darstellt.
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11)

12)

Es konnte ein modifizierter Reaktionsmechanismus fur die reduktive Spaltung des
D-Prolins postuliert werden, wonach das D-Prolin an die Pyruvylgruppe der 23
kDa-Untereinheit bindet und die C-N-Bindung durch einen nukleophilen Angriff
des Selenolats der 26 kDa-Untereinheit gespalten wird.

Die Funktion der D-Prolin-Reduktase im Stoffwechsel von C. sticklandii wurde
anhand der Bedeutung von Prolin als kompatibles Solut diskutiert. Es bedarf
jedoch noch weiterer Untersuchungen, die Funktion des Enzymes endgultig zu

klaren.
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EQVVAPAGEUZPIKLVRTLOQKI KHTFOQOQNLI RIKVETFGPETIKI ENNT.II

1500 1560
TTTACATTAGAGAAAAT ATCTGCGAAGAT GCTGT AAAAGT AAGCAACCT AGT TACAGAT ATCAAAGT AGAAAT CAT TACT CCAGCT GAT TACGGCAAGT ACAGCGAAACT ATTATGGACG
Y I RENI CEDAVKVSNLVTITDI KVEI I TPADYSGIKYSETI MDYV

1620 1680
TTCAGOCT ATAGCTACT AAMAGAAGGOGACGGAAAAAT AGGACAAGGT GTTACT CGT GT TAT CGAT GGAGCTATAAT TAT GGT TACAGGGACT GACGAAGAT GGAGT T CAAAT CGGT GAGT
QPI ATKEUGD GKI 6GQGVTRVI DGAI I MV T GTDEUDGV QI GEF

1740 1800
TTGGTTCATCT GAAGGT GAACT TGAT GCAAACAT CAT GT GGGGAAGACCT GGAGCT CCT GATAAAGGAGAAAT CCTTATCAAGACT CAAGT TACTATAAAAGCT GGTACT AACAT GGAAA
G S SEGELDANI MWGRPGAPDI KGETILI KTQVTI KAGTNMER

1860 1920
GACCAGGACCACTTGCT GCT CATAAAGCAACT GATTTCAT CACT CAAGAAAT CAGAGAAGCT CTTAAGAAGCT TGATGATTCTGAAGT AGT T GAAACT GAAGAGT TAGCT CAGTACAGAA
P GPLAAHIKATDU EFI TQEI REALIKI KLDUDSEVVYV ETIEIETLAIOQYRTR

1980 2040
GACCTGGCAAGAAGAAAGT TGT AAT CAT CAAAGAAAT CAT GGGACAAGGCGCAAT GCAT GATAACCT AAT CCTTOCT GT AGAGOCAGT AGGAGT AAT AGGT GCAAAGCCAAACGT TGACC
P GKKKVVI I KEI MGQGAMMHDNLI L PVEZPVGVI GAKUPNWVDL

2100 Cys*?® 23 kDa- UE . 2160
TTGGAAACGTTCCAGTTGTTCTTTCACCTCTTGAGGTACTTGAT GGAGGAAT CCATGCACT TACTTGT ATAGGACCT GCAT CAAAAGAGAACT CTAGACATTACT GGAGAGAGCCTCTAG
GNVPVVLSPLEVLDGGI HALTCI GPASKENSRHYWRETPLV

2220 2280
TAATTGAAGT TATGAAT GACGAAGAAT TTGACT TAGCAGGT GT TGTATTTGI TGGT TCTCCTCAGGT TAACGCT GAGAAGT TCTACGT ATCAGAAAGACT AGGTATGT TAGT TGAAACTA
| EV M NDEEFDLAGVVYVFVGSPQVNAEI KU EYVSERLGMLVETWM

2340 . EcoRl . . 2400
TGGATGWAGACEEACiTTTCATCACAACTGAAEEWTTCEE%AACAACCATATAGACTTTGfTAGCCACCATG%&iﬁﬁ&WTGEWATG%&%&EAATTCCAGWTGWTGEAATGTCATTCTGTG
bDVEGAFI TTEGFU GNNMHI DFASHHEOQVGMRSGI PVV GMSFCA

2460 2520
CTGITCAGGGAGCT CTAGT TGTTGGAAACAAAT ACAT GAAAT ACAT GGTAGAT AACAAT AAAT CTGAGCAAGGT ATAGAAAAT GAAAT TCTTTCTAACAACACT CTTTGCCCAGAAGATG
vV Q GALVVGNIKYMKYMYVDNNIKSEIOQOGI ENEI L SNNTILCUPEDA

2580 2640
CT AT AAGAGCAGT TGCT AT GCTTAAAGCAGCAATAGCT GAAGAAGAAGT AAAAGT TGCT GAGAGAAAAT T CAGCAAAAACGT TAAAGAAAACAACGT GGAT TTAAT CGAAGAGCAAGCAG
I RAV A ML KAAI AEEEVKVAERIKEFSIKNVI KENNVIDILII EEQAG

T YN S3UO| Y- [ 093 SIP S1BSU| SAP ZUBNbS (| ONVHNY



2700 2760
GAAAAGAAATTACTCTACTTCCAAATGAGCAAGWTCTACCAATGAGCAAGAGAGAGAAAGAAATCTATC%(II%&%TAAATAAACCGTTCTTTTAAAATGAAAAGGTGATTATATGAAAT

K EI T LLPNEOQVLPMSIKREIZKTEI Y EADK*
2820 2880
ATGGAGACAAAAT CATATATAT GGAAGGAAT CATTGTAGATTTTGATGATTGTTCTGTATCGGT AGATTTTAAAGGAAGGT TAGGCT TTCTGAAAGT CCCTAAAAGAAT GCTCATTACTG
-24 . -12 2940 .-35 .-10 . SD3000
ACTATCCTCTTGAAATTGEWCTAGAGEWTGCTATGAACATGAGWTTTATAGAAGWATTAAGWGATGAAGWTAATGAAAAATATTTGAGWAATATCCAAAAGAATAAAGATAAAAGEAGEA
prdB (26 kDa- UE) . 3060 . 3120
AGATGAATGTCTGATTTGACTGWAGWAAAAGEATTACAATCTGAAATTTATGWACCTATTACACCACCACCAGWGWGEACACCAGWAACAAAAGAATTAAAAGACATGACTGWTGCGCTT
M SDLTVVIKGLOQOSEI YVPI TPPPVWTUZPVT KELIKUDMMTVAL
3180 3240
GTTACAGCAGCAGGAGT TCATAT GAAAGCT GACAAGAGATTTAACCT AGCAGGAGACT TTTCTTTCAGAGT TATTCCAGGAGAT GCAT CTGTAAAT GATAT GAT GGTATCT CACGGAGGT
VvV T AAGVHMKADI KIRFNLAGDT F SFRVI P GDASVNDMMVYVYSHGG
3300 3360
T ATGATAAT GGAGAT GTAAACAAAGACAT CAACT GTATGTTCCCAAT AGAT CCAAT GAGAACAT TAGCT AAAGAAGGAT TCATTAAAGCT CTAGCT CCTATAAACATAGGATTCATGGGT
Y DNGDVNIKDI NCMFPI DPMRTLAKEGFI KALAPI NI GF MG
. 3420 Sec?®® . 3480
GEWGEWGEAGACCAAAAGAAATTCTCAGAAGAAACTGEWCCTGAGATAGCTAGACAACTTAAAGAAGAAGECGWAGATGCAGWTCTTCTAACAGCTGECTGAGEWACCTGCCATCGWTCT
G GGDAQQKKFSEETGPEI ARQLIKEEGVDAVLILTAGUSGTTCHTRS
3540 3600
GCAGTTATAGT GCAGAGAGCGATTGAGGAAT CGGGT ATTCCTACAAT AATT AT AGCAGCAT TACCACCAGT TGT AAGACAAAAT GGAACT CCAAGAGCT GTTGCT CCACTAGTACCTATG
A VI VQRAI EESGI PTI I I AALPPVV ROONGTPRAVAPLVUZPWM
3660 3720
GGTGCTAAT GCT GGAGAGOCT AAT AAT CCAGAAAT GCAAAAAGCT ATTT GTACAGATTCT CTAAAGCAAT TAGT TGAGATTCCT AGT GCAGGAAAAAT AGT ACCACT ACCTTACGAGTAC
GANAGEUPNNPEMOQOOKAI CTDSLIKOQLVEI PSAGKI VPLPYEY
Term nator . 3780 SD. prdD . 3840
GWAGCAAAGEWTTAATGEATTATATITQIAAAQAAAQ@Q@ATAIQQgQITIQﬂIIAQAATAAAAATGAAGEWGAATAATATGCTGACAAACGAAATTGATTTTAGAAAACTTGWCATTAG
V A K V * ML TNZEI DL RKIULVI R
3900 3960
ATCTTATCATGTAGATAAAGT AGAATTTGCAGAAAAAGCAAAAAT TAAT GACAGT TGCTTAAGT TTTTCTTTAT CCAAGATTGACAATATTATAACT AAATAT CCAT CGATAAAAGAAAT
S YHV D KVEFAEI KA AKI NDSTCLSFSULSKI DNI I TKYUPSI KEI
4020 4080

TTCAGT AMAAAT AATTAAGCCT AGGGAACAT AATATTTGGACT AACAGT ATTATGGATATTCTACCTATATCTGT AAAGGT ACT T GGAAAT TTAGGAGAAGGT ATCACCCACACTATTAC
S vKIlI I KPREHNI WTNSI MDI L PI SV KVLGNLGESGI THTI T

TYNd S3UO| Y- [ 093 SIP S1BSU| SAP ZUBNbS | ONVHNY



4140 4200
TGGGGCTTATGTTATGATAACT GGAGCAGAT GAGGAAGGT ACT CAAGT TGCT GAGT TTGGT TCGT CT GAAGGAAT TTTAGCT GAAAGGCT AAAACT AGGTAGACCAGGTACT CCTTCTGA
GAYVWMI TGADETEGTI QVAETFG GSSEGI LAERLIEKLGRZPGTU®PSE

4260 4320
AAACGATTAOATTATTTCT TTCGATTTAGT TTTATATAAGGGAAAAGGCGT AGT TAGAGAAGOAATTATAGAGT GI' OATAAAGCT TGT GATGATTTTTTAGAGGATGT AAGACT GTACCT
NDY 1l I S F DLVLYKGKGVVREAI I ECHIKACDU DU FILEDVRILYIL

4380 4440
AAAGGCT ATGGACT CCAAAT TATGTACAGAAAAGT ACAAAT TTTACGACAAAAT AAGAAAAAAT GGCTAT AAGGT GGCAAT AGT TAAGCAAGT TGCAGGCCAAGGAGCTATGTATGACAA
K AMDS S KLU CTEIZKYI KT FYDKI RKNGYIKVAI VKQVAGOQGAMYDN

4500 4560
TTTTATTTTGCCAAATAGT TCAAGCT CTGTAGCCGGAGGT AGAAGT AT TATAGAT AT GGGCAAT ATGCCAAT CATTTTAAGT CCT AAT GAATACAGAGAT GGTGCTATTAGGGCTATGAC
F 1 LPNSSSSVAGGRSI I DMGNMPI I L SPNEVYI RDGAI RAMT

SD . prdE . 4620 . 4680
TTAAAGAAGGT GAATGATAATGGGTGT AGGACOATCT AOAAAAGAGACT ACT TTGOACOATTTTAGAGATCCGCT TTTAGATGT AGT ATCGAATGATQAAGATATTGATTTAATGGGAAT
M GV GP ST KETTILMHMHZFRDWPLLDVV SNDOQDI DL MG

4740 4800
CATAGTCGTTGGAACT CCTCAAAGCAACGAAGAAAAAGAAT ACGT CGGCAAGAGAGT AGCT GTAT GGCTAGAAT CTAT GOGAGCAGAT GGAACT ATTATTTCAGT TGACGGAT GGGGAAA
Il vVv G TPQSNEEIKEYVGKRVAVWLE SMRADGSGTI I SV DGWGN

EcoRI
CAGCCATGT TGATTATGOAAAOACT ATTGAAGAAATTGGT ATCAGAGGAATTC 3'
S HV DY A NT 1 E E 1T GI1I R G I

Abb. A.l: Darstellung der DNA-Sequenz und der abgeleiteten Proteinsequenz des Inserts des Klons pUK 1. Im Edman-Abbau sequenzierte Proteinsequenzen sind
unterstrichen. Promotorsequenzen sind doppelt, Shine-Dalgarno-Sequenzen einfach und Terminatorstrukturen gestrichelt unterstrichen. Start- und Stoppcodons, Eco RI-
Schnittstellen sowie die Bezeichnungen der offenen Leserahmen sind hervorgehoben. SD: Shine-Dalgarno-Sequenz; Cys*?®: Vorlaufer der aminoterminalen Carbonylgruppe
der 23 kDa-Untereinheit; Sec***: Selenocystein.

T YN S3UO| M- [y 093 SIP S1BsU| AP ZueNnbsS | ONVHNY



ANHANG II: Sequenzvergleiche C. sticklandii und C. difficile

1) Substratbindendes Proprotein PrdA

C. d.
Cs.
C. d.
Cs.
C. d.
Cs.
C. d.
Cs.
C. d.
Cs.
C. d.
Cs.

C d.

C. s.

C d.

C. s.

C d.

C. s.

C d.

C. s.

C d.

Pr dA

PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA
PrdA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

Pr dA

M5l TLESAKEHANDL AVL CCRAEEGTVI GPSNLEDPAI FGDLEDSGLLTI PANCLKI GEV

M5l TLE+A+ HAND AV CCR E GT+l P NLEDPAI F DLEDSGLLTIP N L | GtV
M5l TLETAQAHANDPAVCCCRFEAGTI | APENLEDPAI FADLEDSGLLTI PENGLTI GQV

60

60

LGAKLVKTADSL TPLTPELLEGVNSI SEEAPKQEASAPVEAPVAEVAPAAMPVANVTGSM 120

LGAKL +T D+L+P+T + +EG + E + EA A vV G
L GAKLKETL DAL SPMT TDNVEGYKA- GEAKEEVVEETVEEAAPVSEAAVVPVSTGVAGET

LKI HI GEGKDI NLEI PLTI AGQVGVVAPTAAAPAGVAVMPVASATEQVVAPAGEPKLVRTL
+KI H GEGK+| +LEI PL++AGQ GV AP A A VA A +V E KL+R+L
VKI HI GEGKNI SLEI PLSVAGQAGVAAPVANVAAPVASAAA- - - - EVAPKVEEKKLLRSL

QKKHFONLRKVEFGPETKI ENNTI YI R- - ENI CEDAVKVSNLVTDI KVEI | TPADYGKYS
KKHF+ + KVEF ETKIE T+YIR E I C++A + LV D+K+EII TP Y YS
TKKHFK- | DKVEFADETKI EGTTLYI RNAEEI CKEANETQELVVDIKLEI | TPDKYETYS

ETI MDVQPI ATKEGDGKI GQGVTRVI DGAI | WTGTDEDGVQI GEFGSSEGEL DANI MAG
E ++D+QPI ATKE +G++G G+TRVI DGA++++TGIDEDGVQ GEFGSSEGEL+ | MAG
EAVLDI QPI ATKE- EGELGSG TRVI DGAVWL TGTDEDGVQI GEFGSSECGELNTTI MAG

RPGAPDKGEI LI KTQVTI KAGTNVERPGPLAAHKATDFI TQEI REALKKLDDSEVVETEE
RPGA DKGEl | K QVTI KAGTNVERPGPLAAH+A D++TQElI REALKK+D+S W+ E
RPGAADKGEI FI KGQVTI KAGTNVERPGPLAAHRAFDYVTQEI REALKKVDNSL VWDEEV

LAQYRRPGKKKWVI | KEI MGQGAMHDNL I LPVEPVGVI GAKPNVDL GNVPVWWLSPLEVLD
+ QYRR GKKKWV+| KEI MGQGAMHDNL I LPVEPVG +GA+PNVDLG\H+PVWVLSPLEVLD
I EQYRREGKKKVWVI KEI MGQGAMHDNL | LPVEPVGT L GAQPNVDL GNMPWLSPLEVLD

Spaltstelle
O
GG HALTCl GPASKENSRHYWREPLVI EVMNDEEFDL AGVWFVGSPQVNAEKFYVSERL G
GG HALTCl GPASKE SRHYWREPLVI M DEE DL GVWFVGSPQVNAEKFYVS+RLG
GG HALTCl GPASKEMSRHYWREPL VI RAMEDEE| DLVGVWFVGSPQVNAEKFYVSKRLG

M_.VETMDVEGAFI TTEGFGNNHI DFASHHEQVGVRG PVWGVBFCAVQGAL VVGNKYMKY
M.VE M+V+GA +TTEGFGNNHI DFASH EQ+GVRG PWGHSF AVQGALVVGNKYM +
M_VEAMEVDGAVWTTEG-GNNHI DFASHI EQl GVRG PVWGVSFSAVQGAL VWGNKYMTH

MVDNNKSEQG ENEI LSNNTLCPEDAI RAVAMLKAAI AEEEVKVAERKFSKNVKENNVDL
MVDNNKS+QG ENEI LSNNTL PEDA+R +AMLK Al EVK ERK++ NVK NN++
MVDNNKSKQG ENEI LSNNTLAPEDAVRI MAMLKNAI EGVEVKAPERKVWAPNVKLNNI EA

| EEQAGKEI TLLPNEQVLPMSKREKEI YEADK 630
IE+ G++l L NEQ LPMSK+ +ElI YE D+
| EKVTGEKI VLEENEQSL PMSKKRREI YEKDE 626

119

180

175

238

234

298

294

358

354

418

414

478

474

538

534

598

594



ANHANG II: Sequenzvergleiche C. sticklandii und C. difficile

2) Selenoprotein PrdB

C d.
C. s.

Cd.

C. s.
C d.
C. s.

Cd.

PrdB LTVVKG.QSEl YVPI TPPPVWIPVTKELKDMIVALVTAAGYHWKADKRFNLAGDFSFRVI 63
LT V+GLQSEl +VPI TPPPVWWTPVTKELKDMI+AL TAAGVH+K+DKRFNLAGD +FR |
PrdB LTTVQGE.QSEIl FVPI TPPPVWIPVTKELKDMTI ALATAAGVHLKSDKRFNLAGDTTFRAI 63
PrdB PGDASVNDMWSHGGYDNGDVNKDI NCMFPI DPMRTLAKEGFI KALAPI NI GFMGGGGEDQ 123
P A+V++MWSHGGYDNGDVNKDI NCMFPI D + LA EGFI K +AP++ FMGSGGEGHQ
PrdB PNTATVDEMWSHGGYDNGDVNKDI NCM-PI DRLHELAAEGFI KGVAPVHYAFMGGGGNQ 123
Sel enocystein
ad
PrdB KKFSEETGPElI ARQLKEEGVDAVLLTAGUGTCHRSAVI VQRAI EESG PTI | | AALPPV 182
F+EETGP | A +LKEEGVD V++TAG GTCHR+AVI VQRAI EE+d PTI | | AALPPV
PrdB HVFTEETGPAI AAKLKEEGVDGVWMIAG* GTCHRTAVI VQRAI EEAG PTI | | AALPPV 182
PrdB VRQNGTPRAVAPLVPMGANAGEPNNPEMXKAI CTDSLKQLVEI PSAGKI VPLPYEYVAKY 242
VRONGTPRAVAPLVPMGANAGEP+N EMQ | D+L+QLV | PSAGKI VPLPYEY A V
PrdB VRQNGTPRAVAPLVPMGANAGEPHNI EMJTHI LRDTLEQLVAI PSAGKI VPLPYEYKAHV 242

DNA-Sequenz des PrdB enthaltenden DNA-Bereichesin C. difficile
(gnl|Sanger_1496|cdifficile_Contig976)

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

ATGAGCCTTACAACAGTACAAGGACT
M S L T TV QGL

TCAATCTGAAATATTCGT TCCAATAACACCTCCTCCAGI TTGGACTCCTGTAACTAAAGA
QS EI FVPI TPPPVWTPVTKE

ATTAAAAGATATGACTATAGCTTTAGCTACAGCAGCTGGTGT TCATTTAAAATCTGACAA
L K DMTI AL ATAAGVYHILKS DK

GAGATTTAATCTAGCAGGAGATACTACATTTAGAGCTATACCTAATACAGCTACAGTI TGA
R FNLAGDTTZ FRAI PNTATVD

TGAAATGATGGTATCACATGGT GGATATGACAATGGAGATGTAAACAAAGATATAAACT G
E MMV SHGGYDNGDVNI KD I NIZC

TATGTTCCCTATAGATAGATTACATGAATTAGCTGCAGAAGGAT TTATCAAAGGAGTAGC
M F P11 DRLHETLAAEGTEFI KGVA

TCCTATGCACTATGCATTCATGGGT GGT GGAGGAAACCAACATGTCTTCACTGAAGAAAC
P MHYAFMGGS G GNAQHVYVFTETET

TGGTCCTGCTATCGCTGCTAAACT TAAGGAAGAGGGAGT AGACGGT GTAGT TATGACAGC
GP AI A AKLIKEEGVYDGVV MT A

TGGCTGAGGTACT TGCCATAGAACT GCCGT GATCGT GCAGAGAGCAATAGAGGAAGCT GG
GUGT CHRTAVI VQRAI EEAGZG

AATACCTACAATAATAATAGCAGCTCTTCCT CCAGTAGT TAGACAAAACGGAACTCCTAG
I P T 1 I I  AA L PPVVROQNG GTPR

AGCAGT TGCTCCATTAGT TCCAAT GGGT GCTAATGCTGGT GAACCACATAATATAGAAAT
AV AP L VPMGANAGEWPHNI EWM

GCAAACACATATATTAAGAGATACATTAGAGCAATTAGT TGCAATACCATCTGCTGGTAA
QT HI L RDTWLEOQLVAI P S AGHK

GATAGTTCCATTACCATACGAATATAAAGCTCACGT TTAAAATGTAATTTATATTTGAAA
I v P L PY EY KAWHV *



ANHANG II: Sequenzvergleiche C. sticklandii und C. difficile

3. potentielles Elektronentransportprotein PrdC

C. s. PrdC

C.d. PrdC
Cs. PrdC
C.d. PrdC
Cs. PrdC
C.d. PrdC
Cs. PrdC
C.d. PrdC
Cs. PrdC
C.d. PrdC
Cs. PrdC
C.d. PrdC
Cs. PrdC

C d. PrdC

LLLKCQHVGAPCQSI VEAGOKVOQKGEL I AKPNGLGANLHSSVYGVVKAVNETAI | | EADEN 65

+LLKQHVG P + +V G V+KG LI A+P GLGAN+++SV G + +N+ Al +| EADE
| LLKQHVGGPDKPVWSVGEDVVKKGT LI AEPTGLGANI YASVSGKI SEI NDQAI VI EADEV 65

QPDEFVKI KDTNTHI EAI QEAG VGSGGAGFPTHVKLNVNLEGGYVI ANGAECEPVLGHN 125
QDF +K ++ | +EAGHVG GGAGFPTHVKLN++L GG ++AN AECEP+L HN
QEDTFEPLKGEG - LDLI KEAGVWGMGGAGFPTHVKLNI DLNGGTI LANAAECEPLLAHN 124

| KLMEEDPQLI | RGLKYVKEI TNASKAYI AMKAKHRKALRI LKTACELEPDI EVKI LPDM 185
| K +EE P+++ +GtKY E+TNA K +A+K+KH KA+ K + +EV L DM
| KEI EERPEI VYQG KYAVEVTNAGKGMLAI KSKHPKAI EAFKKVI KPGDNI EVAELVDM 184

YPAGDERAI VRDI LGVLLEPGQLPKAANAVI QNVETLKHI VNAI ELRKPYI TKDI TVAGR 245
YP G+ERAI VRD+LG LLEP QLP ANAV+ NVETL |V A+E ++P | +K+I TV G+
YPMGEERAI VRDVL GKLLEPTQLPSEANAWVI NVETLTRI VEAVEQKRPVI SKNI TWGQ 244

VIVDAT DGKVFMDVPVGESVKKY! DLCGGYMNPHGEI VMGGPFTGRHVEEDAPI TKTTGGM 305
+ + VF DVP+G +V + |+ GG +GEl ++GGPFTGH DAPI TKT+GG+
LNSGKESI VFEDVPI GTTVGEL| ERAGGE KGEYGEI | LGGPFTGKATTLDAPI TKTSGGE 304

LVAMPFVHDERKVGL LACECGAQEDRL REI AKEMG- AEVVAVEKCKRWEVDGRYRCDNP 364
+V MPFV+++RK+G.L C CG E+R+R+I A +MG  ++V+V+KCK+ E+ G +C+NP
I VTMPFVNEKRKMGL L VCACGPNEERMRDI ATKMGVTDI VSVOQKCKQAQEI KGALKCENP 364

G CPGQAEKVI SMKKKA Q 383
G CPGQA+K | KK G +
GHCPGQAQKCI EFKKAGAE 383

4.) Protein PrdD homolog zur mittleren Teilsequenz von PrdA

C. s. PrdD

C.d. PrdD
Cs. PrdD
C.d. PrdD
Cs. PrdD
C.d. PrdD
Cs. PrdD
C.d. PrdD
Cs. PrdD

C. d. PrdD

LRKLVI RSYHVDKVEFAEKAKI NDSCLSFSLSKI DNI | TKYPSI KEI SVKI | KPREHNI W 67

+R+LVI + +H+++V F K | L+ LSIDI + I+l VIIKP +++
MRRLVI KPFHMNEVNFGSKTSI KKDVLTI DLSSI DEI KEREELI TDI KVDI | KPGDYDRE 60

TNSI MDI LPI SVKVLGNLGEG THTI TGAYVM TGADEEGTQVAEFGSSEG LAERLKLG 127
N+l MDI +PI' S KVLG LGEG THT+TG YVM+TGADE+G Q+ EFGSSEG L +++ G
I NTI MDI | PI STKVLGRLGEG THTLTGVYVM.TGADEDGNQVHEFGSSEG LKDQWFG 120

RPGTPSENDY! | SFDLVLYKGKGVVREAI | ECHKACDDFLEDVRLYLKAMDSKLCTEKYK 187
R GIPS Dvil D+t L G R + +ACDDF++++R LK D+ T+ +
RYGTPSVEDY! | HVDVTLKGGLPFERTLPLAAFRACDDFI QEI RASLKMEDGRNATQVRE 180

FYDKI RKNGYKVAI VKQVAGQGAMYDNFI LPNSSSSVAGGRSI | DMGNVPI | LSPNEYRD 247
++DKIR N KV | VKQ+AGQGAMYDN + S GG Sl | DMGN+P+1 +SPNEYRD
YFDKI RPNAKKWVI VKQI AGQGAMYDNQL FSKEPSGFEGGTSI | DMGNVPM | SPNEYRD 240

GAl RAMT 254
GA+RAMT
GALRAMT 247



ANHANG II: Sequenzvergleiche C. sticklandii und C. difficile

5) Protein PrdE homolog zum C-Terminusvon PrdA

C. s. PrdE

C.d. PrdE
C s. PrdE
C.d. PrdE
C s. PrdE

C d. PrdE

MGVGPSTKET TLHHFRDPLLDVVSNDQDI DLMA | VWGTPQSNEEKEYVGKRVAVW.ESM

MG+GPSTKET+LHHFRDPLLD+V +D+D+DL+GH WGTP  NE K +VG+tR A W.E+M
M& GPSTKETSLHHFRDPLLDI VESDKDVDL L GVI VWGT PDGNENKTFVGORTAAW. EAM

RADGTI | SVDGAGNSHVDYANTI EEI G RE@ PVWGLSFI GTQAKFVVENQYMDTI VDFENK
R DG | +S DGAGNSHVDYANT EElI G R | PWGHF GTQAKFVV NQYMDTI VD NK
RVDGAI VSSDGNGNSHVDYANTFEEI GKRDI PVWWGVTENGT QAKFVVSNQYMDTI VDVINK

SKAG ETQTVGEN 133
SK G ET+ VCGEN
SKEG ETEVVGEN 133

6) Prolin-Racemase PrdF

C. s. PrdF

C.d. PrdF
Cs. PrdF
C.d. PrdF
Cs. PrdF
C.d. PrdF
Cs. PrdF
C. d. PrdF
Cs. PrdF

C d. PrdF

MADKKKYL EDNL DYVRTAL MHEPRGHNDMFGSI | TSSNNKEADFG | FIMDGGGYL NMCGH

M +KK+YLE+NLDY+RTA+M EPRGHNDMFGS++T +ADFG | FIMDGGGYLNMCGH
MPEKKEYL EENLDYLRTAI M. EPRGHNDMFGSVMI QPCCPDADFG | FIMDGGGYL NMCGH

GSI GAATVAVETGWEMEPVTNI NMEAPAGL | XXOXXXXXXXKKXXXSI TNVPSFLYMED
GH GA T A+ETG+V VEPVT++ MEAPAGH S NVP+FLY E
GT| GAMTAAI ETGVWPAVEPVTHVWMEAPAG | RGDVTVVDGKAKEVSFLNVPAFLYKEG

AKLEVPSLNKTI TFDI SFGGSFFAI | HAKEL GVKVETSQVDVLKKLG El RDLI NEKI KV
++++P + T+ FDI SFGGSFFAI | HA +LGHK+E L +L +++RD+l NEKI ++
VEVDLPGVG- TVKFDI SFGGSFFAI | HASQLGLKI EPONAGKL TELAMKLRDI | NEKI El

QHPELEH! KTVDLVEI YDEPSNPEATYKNVVI FGQGQVDRSPCGT GTSAKLATL YKKGHL
QHP L HI KTVDLVEI YDEP++PEATYKNWVI FCQGQVDRSPCGTGTSAKLATL+ KG L
QHPTLAHI KTVDLVEI YDEPTHPEATYKNVVI FGQGQVDRSPCGT GTSAKLATL HAKGEL

Kl DEKFVYESI TGTMFKGRVLEETKVGEFDAI | PEI TGGAYI TGENHFVI - - - DPLKYGF
K+ EKFVYESI GI+FKG ++EETKV +F+A++P+l TG AYlI TGENHFVI DPLK+GF
KVGEKFVYESI LGTLFKGElI VEETKVADFNAVVPKI TGSAYI TGFNHFVI DEEDPLKHGF

60

60

120

120

60

60

120

120

180

180

240

240

297

300



ANHANG II: Sequenzvergleiche C. sticklandii und C. difficile

7) potentielles Regulatorprotein PrdR

C s. PrdR

C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR
C.d. PrdR
Cs. PrdR

C d. PrdR

KVKEI MSKDFI VFDSDI SLRRCVEHI ALNNLKEV- | VRHHEKLTGY! KFDDI | KI - SLSQ 68

KV+E+M F DD + ++ + +N K + ++ ++L G | Dl + + +
KVEEVNMDTKFTTI DEDTRI EDAI KEM KSNTKTLMVI DSSDQLKG | SMIDI HNL YEVHK

SFSEKKLFDI RANKPFYLNVEDTVL MAKDI MRENQVDRVFVLDDEKLVGVLRTQDI VYKL 128
+ + + | YtN T+ +DIM + + VL D K++GVL+ + | L
KYEGQPVKLI MKKDVI YVNEGLTLDECRDI M LKNI G LPVLRDNKI | GVLKQEHI RDYL 94936

YPKI QANEDL YELLWDNVHEG Cl | DNKGWCI WGRGSEKLYQ KKSEI | GKKLEEFFPT 188
Y ++ ++ + EGACI+N+GHV +W+ E+ Y IK +1+G+ + EF
YMHLEDYGLTLKYI | GQI KEG CAl NNEGVVI LWNKFMEERYDI KSEDI VGRPMNEFLEN 94756

ALLLDVLKSKEPVEN | HSPRK- NTYVNI SALPLI KNGKLI GVWSTERDVSEI TNLSREL 247
+ VL SK +++ + +KNY + AP+ + IGW TE DV+E L+ EL
TI SEKVLNSKVGVSDL YFTDKKENMYALVHANPI FYKEEFI GVYWCTEVDVTEAKI LALEL 94576

EFTKEKLDYLQVEVRKMNEDKFSFGNI VGKSKI MIHTI DRAYQVASTTSSVLI SGESGTG 307
E + L YL+ EV+ ++ K SF [+GKS + + A QVA T SS+ | GESGIG
EKVNDTLKYLKNEVKNLS- - KGSFDKI LGKSYKL EKSKAI AKQVARTNSSI FI WGESGTG 94402

KEVFARAI HQSSGREGAFVAI NCSAI PESLFESEMFGYESGAFTGAL SKGKI GKI EI ANG 367
KEVFARAIH S R+G F+ +NCSAI P LFESE FGYESGAFTGA KG+HI G E+A
KEVFARAI HDYSERKGQFI PVNCSAI PNELFESEFFGYESGAFTGASKKGRI G FELAKD 94222

GTLFLDElI GDMPLHMQAKL LRVL QERQLMRVGGEDKSI SLDVRVI SATHRNLEDWKSGTF 427
GT+FLDEl D+PL MOAKLLRVLQE+++ RVGGED +1 ++ R+l SAT+++L MK+ F
GTVFLDEI ADLPLSMAKLLRVLQEKEI RRVGGEDTTI KI NPRI | SATNKDL SKMWKAEKF 94042

REDL YYRLNVVNI KLPSLSDRI EDVPLFVKLFI EEFCRENHVKVPNI SPEI LNMLMNYSW 487
REDLYYRLNW [K+P L +R ED+ L V F+EE C++N+ VIS +++++ NY W
REDL YYRLNVVEI KI PPLRERKEDI GLLVHSFLEEI CKONNKPVLTI SKDVI DI FQNYRW 93862

PGNI RELKNMWVEHLVVFSKNNEI QF DTLPEY! NNKEDKTI NI KNEK- - - - SLTDLI RKTE 543
GNI RELKN +E++W S+N++| +D +P Y+ DTN E+ LT +KE
KGNI RELKNTI ENI VWLSQNSKI DVDDVPSYM - - MDSTNNSTEEEEYPLDLTKATOKI E 93691

I KAl HDAMKECGNNKQQAAKLLDI PRSTLYYKI KFYDLN 582
IK1T A+K NK +AAK+L+I PR+TLYYKI Y ++
I KNI TKAL KMSNGNKAKAAKI LNI PRTTLYYKI DQYKI D 93574

Abb. A.ll: Sequenzvergleiche der Proteine der Prolin-Reduktase-Operone aus C. sticklandii (C.s.)
und C. difficile (C.d.). PrdA: substratbhindendes Proprotein, PrdB: Sdenoprotein, PrdC.

Elektronentransport-Protein, PrdD: Protein homolog zur mittleren Tellsequenz von PrdA, PrdE: Protein

homolog zum C-Terminus von PrdA, PrdF Prolin-Racemase, PrdR: Regulatorprotein. Der
pyruvylbildende Cysteinrest in PrdA sowie das Selenocystein in PrdB sind hervorgehoben.. Das TGA-

Codon ist farbig dargestellt. (+): @hnliche Aminosduren, (-): eingefiigte L iicken.

Die Trandation der DNA-Sequenz in die Proteinsequenz erfolgte mit dem Programm , MBS Trandator”

(www.mbshortcuts.com/cgi-bin/trand ator).



ANHANG IIl: Sequenzvergleiche C. sticklandii und T. denticola

1) Substratbindendes Proprotein PrdA

T.d.
Cs.
T.d.
Cs.
T.d.
Cs.

T. d.

C. s.

T. d.

C. s.

T. d.

Pr dA

Pot P
PrdA
Pot P
PrdA
Pot P
PrdA

Pot P

Pr dA

Pot P

Pr dA

Pot P

LRKVEFGPETKI ENNTI YI RENI CEDAVKVSNLVTDI KVEI | TPADYGKYSETI MDVQPI 247

+ ++FG +T + + + + E +K LVT +++ | PD + ++P
| NDVKFGNKTAVNGT CLEVNKAEL EAL| KEDPLVTGVELHI AKPGDNTRI | PVKDVLEPR 85769

ATKEGDG ----------- Kl GQGVTRVI DGAI | WTGTDEDGVQI GEFGSSECGELDANI 295
EG G +G G T V+ GA ++ TGT G EG +D +
CKVEGSGVCFPGFFTGEEAVWGAGKTHVLKGAAWTTGT - - - - - - - - WGFQEG | DM5- 85922

MAGRPGAP- DKGE! LI KTQUTI KAGTNVERPGPLAAHKATDFI T- QEI REALKKLDDS- - 351
PGA + V K ++R A+ T+ +EAK+ +
- - - GPGAEYTPFSKTVNLWWDCKI QDDVTRAI KEKAL RLMGLKTARYL GEAAKNVKPASY 86093

EVVET- - - - EELAQYRRPGKKKWVI | KEI MGQGAMHDNLI LPVEPVGVI GAKPNVDLGNV 407

E ET E+ Qv P Kv + + QG +HD V+  ++
ETYETLPFVEQAKQY- - PNLPKVGYVYM.QSQGLLHDTYYYGVDVKQ L- - - -------- 86234
Spaltstelle
O

PWLSPLEVLDGGE HALTClI GPASKENSRHYWREPLVI EV- - MNDEEFDLAGVVFVGSPQ 465
P ++ P EVADG | + C+ K + + P++ E+ + ++ + GV+
PTMWPTEVMDGAI VSGNCVSACDKNPTYVHONSPI | HEL YKRHGKDI NFMGVI VTNENV 86414

VNAEKFYVSERL GMLVETMDVEGAFI TTEGFGNNHI DFASHHEQVGVRA PWV 518
A+tK S L++ + ++EGG D + ++ d V
TLADKERSSNL SAKL AQVL GCDAVI VSEEGFGNPDADL I MNCRKI EEMA KTV 86573

2) Selenoproteine PrdB

C. s.

T. d.
C. s.

T. d

C. s.
T. d.
C. s.

T. d

PrdB

Sel P
PrdB

Sel P

PrdB
Sel P
PrdB

Sel P

KELKDMTIVALVTAAGV- - - - - - - HVKADKRFNLAGDFSFRVI PGDASVN- - DMWSHGGY 79

K++ +ALVT+ GV H++A + G++S | G A+++ D  +HGGY
KDl TKAKI ALVTSGGVVPKGNPDHI EASNASHY- GEYS- - - | AGVAALSSKDSETAHGGY 85

DNGDVNKDI NCMFPI DPMRTLAKEGFI KALAPI NI GFMGGGGEDQKKFSEETGPEI ARQLK 139
D N+ N+ P+tD +R L KEG | L +G G K+ +++ El ++L
DPTYCNANPNRVL PVDVL RDLEKEGKI GKLHDKYYTTVGNGTAVKR- AKKFAEEI VKLV 144

Sel enocystein
O
EEGVDAVLLTAGUGTCHRSAVI VQRAI EESA PTI | | AALPPVWRQNGTPRAVAPLVP 197
++GV AV+LT+ GIC R ++I1E +P + 1A+ P++ G R+ PV
KDGVQAVI LTST* GTCTRCGATMVKEI ERF- LPVWHI ATVWPI SKTVGANR- | VPAVA 201

MGANAGEP- - - - - NNPEMQKAI CTDSLKQL 222
+ G+P + +LK L
| PHPL GDPKMNDADEKKLRRSLVEKALKAL 231



ANHANG IIl: Sequenzvergleiche C. sticklandii und T. denticola

DNA-Sequenz des SelP enthaltenden DNA-Bereichesin T. denticola
(gnl|TIGR_158|tdent_7260)

AAGGATATCACCAAGGCAAA
K DI T K A K

1021 - GATTGCATTGGTAACCTCAGGCGGTGT TGTACCCAAGGGTAACCCCGACCACATTGAAGC
- I ALV TSGGV VP KGNPDUHI EA

1081 - TTCAAATGCTTCACACTACGGCGAATATTCAATCGCAGGTATGGCCGCTCTTTCATCAAA
- S NA S HYGEYSI AGMAAL S S K

1141 - AGACAGCGAAACAGCTCACGGCGGATATGACCCGACCTATTGTAACGCAAACCCCAACCG
- DS ETAHGGYDWPTYCNANUPNHR

1201 - AGTTCTTCCGGTAGATGT TTTGCGT GATCT CGAAAAAGAGGGAAAGAT CGGAAAGCTTCA
- v.L PVDVLRDLEI KEGIKI GKILMH

1261 - TGACAAGTACTATACAACGGTAGGAAACGGTACCGCT GTAAAGCGT GCAAAGAAATTTGC
- DK YYTTVGNGTAYVKIRAIKIKFA

1321 - CGAAGAAATTGTITCAAAAACTTGTAAAAGATGGAGT GCAGGCTGTAATTCTTACCTCTAC
- EEI VQKLVKDGVQAVI L T ST

1381 - GITGAGGCACATGTIACTCGT TGCGGT GCAACGATGGT TAAAGAAAT CGAGAGATTCCTCCC
- UGG TCTWRCGATMYVKEI ERFILP

1441 - GGTAGTACATATTGCAACTGITGITCCTATCTCAAAGACTGITGGTGCTAACAGAATTGT
- VVHI ATVVPI S$KTVGANRI V

1501 - TCCGGCTGTAGCTATTCCTCACCCGCT CGGTGATCCTAAAAT GAACGACGCAGATGAGAA
- PAV AI P HPL GDWZPIKMNDADE K

1561 - AAAACTCCGCCGATCACTTGITGAAAAAGCATTAAAAGCTCTTGAAACACCTATTTCAGA
- KL RRSLVEIKALIKALETWPI S E

1621 - GCAAACCGTTTTTTAATTTAGCTTTTTAAACTAAAGCCCCCAAGCCTCTAAGGCAAGGGG
- QT V F =

Abb. A.lll: Sequenzvergleiche der Proteine der Prolin-Reduktase aus C. gticklandii (C.s) und T.
denticola (T.d.). PrdA: substratbindendes Proprotein in C. sticklandii, PrdB: Selenoprotein in C.
sticklandii, PotP: potentielles Proprotein in T. denticola, SelP: potentielles Selenoprotein in T. denticola
Der pyruvylbildende Cysteinrest in PrdA und PotP und das Selenocystein in PrdB und SelP sind
hervorgehoben. Das TGA-Codon in SelP ist farbig dargestelt. (+): &hnliche Aminosduren, (-):
eingefiigte Llicken.

Die Trandation der DNA-Sequenz in die Proteinsequenz erfolgte mit dem Programm , MBS Trandator”
(www.mbshortcuts.com/cgi-bin/trand ator).
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