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4.
DISKUSSION

4.1
Die PEPS von T. tenax
Trotz ihrer zentralen Rolle in der Gluconeogenese und in der Bereitstellung von PEP für biosynthetische Zwecke (z.B. für die Biosynthese aromatischer Aminosäuren über den Shikimat-Weg) sind die PEP Synthetasen der Prokaryoten bisher nur wenig untersucht worden. 

Umfassende biochemische Daten sind derzeit nur für die E. coli PEPS und für die Enzyme der Euryarchaeoten P. furiosus und M. thermautotrophicus verfügbar. 

Für die PEPS des Crenarchaeoten S. marinus sind zwar intensive strukturelle Studien durchgeführt worden, allerdings ist nicht bekannt, ob das Enzym aktiv ist und welche katalytischen Fähigkeiten es besitzt, da es ausschließlich aufgrund seiner ungewöhnlichen Größe gereinigt wurde.

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich u.a. mit der PEPS von T. tenax, der ersten crenarchaealen PEPS, die sowohl strukturell als auch funktionell charakterisiert wurde.

4.1.1
  Sequenzeigenschaften und phylogenetische Einordnung der T. tenax PEPS
Da die Aktivität der PEPS im zellfreien Rohextrakt von T. tenax durch verschiedene Konkurrenzreaktionen beeinflußt wird und somit nur schwer nachweisbar ist [Siebers, 1995], sollte die heterologe Expression der PEPS in E. coli eingehende strukturelle und funktionelle Untersuchungen dieses Enzyms ermöglichen. Voraussetzung hierfür war die Identifizierung des PEPS-codierenden Gens im T. tenax-Genom.

Die zu Beginn dieser Arbeit verfügbaren Sequenzinformationen der bacterialen PEPSs aus E. coli, H. pylori und Synechocystis spec. und der archaealen Pendants aus S. marinus, P. furiosus und M. jannaschii wurden zur Identifizierung konservierter Bereiche durch multiple Alignierung herangezogen. Mit Hilfe der daraus abgeleiteten Oligonuleotid-Primer konnte ein Teilstück des PEPS-Gens durch PCR amplifiziert werden, das im weiteren als Sonde für die Identifizierung der Gesamtsequenz mittels Southern Blot-Analysen eingesetzt wurde. 

Das pps-Gen von T. tenax umfaßt 2433 bp und codiert für ein Protein von 810 Aminosäuren. NCBI-Datenbankvergleiche der Primärstruktur mit dem Programm BLAST zeigten nicht nur eine ausgeprägte Sequenzähnlichkeit des Enzyms zu archaealen und bacterialen PEPSs, sondern auch zu Vertretern der anderen zwei Gruppen der PEP-utilizing enzymes, den PPDKs und dem Enzym I des bacterialen Phosphotransferasesystems.

Phylogenetische Analysen aller derzeit verfügbaren archaealen PEPS-Sequenzen (Abb. 4.1) decken sich größtenteils mit den auf 16S rRNA-Vergleichen beruhenden Stammbäumen der Organismen: Mit einem Bootstrap-Wert von 100% ist eine klare Trennung der Crenarchaeota und Euryarchaeota erkennbar, die Pyrococcus-Spezies und die Methanogenen bilden jeweils eine monophyletische Gruppe.


Abb. 4.1: Phylogenetischer Baum der archaealen PEP Synthetasen.

Der Baum wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL W [Thompson et al., 1994] nach dem Neighbor-Joining-Algorithmus [Saitou & Nei, 1987] berechnet. Die Bootstrap-Werte neben jedem Knoten spiegeln jeweils 1000 Berechnungen wider. Die E. coli PEPS als einzige bacteriale Sequenz dient der Bewurzelung des archaealen Baums.

Einträge der Proteinsequenzen in der NCBI-Datenbank (http://ncbi.nlm.nih.gov): P. aerophilum AAL64184; A. pernix Q9YEC5; S. marinus P46893; S. solfataricus  AAK41168; S. tokodaii BAB66277; A. fulgidus O29548; M. jannaschii Q57962; M. maripaludis AAD28736; M. thermautotrophicus O27190; M. kandleri AAM01469; P. furiosus P42850; P. horikoshii O57830; P. abyssi Q9V2H7; E. coli P23538; T. tenax diese Arbeit.

4.1.2 
Expression der T. tenax PEPS in E. coli: Identifikation und Charakterisierung 
zweier Isoformen

Die heterologe Expression der T. tenax PEPS in E. coli resultierte im Auftreten zweier Proteinbanden (apparente Molekülmassen von 94 bzw. 88 kDa) in der denaturierenden Gelelektrophorese. Die N-terminalen Sequenzen beider Protein-Spezies waren jedoch –mit Ausnahme des prozessierten aminoständigen Methionin-Restes– identisch mit der von der Nukleotidsequenz des pps-Gens abgeleiteten Aminosäuresequenz. Eine Trunkierung am N‑Terminus als Grund für das unterschiedliche Migrationsverhalten konnte somit ausgeschlossen werden. 

Ähnliche Beobachtungen wurden auch für das PEPS-Homolog (MAPS) aus  S. marinus gemacht [Cicicopol et al., 1994]: Bei der Anreicherung eines hochmolekularen Protein-Komplexes, der später als MAPS identifiziert wurde, trat das gereinigte Protein zum Teil als Doppelbande im SDS-Gel auf, wobei die relative Intensität der Banden zueinander variierte. Die Bromcyan-Spaltung beider Protein-Spezies lieferte Peptide mit identischen apparenten Molekulargewichten, deren N-terminalen Sequenzen alle dem MAPS Protein zugeordnet werden konnten. 

Die PEPS aus P. furiosus hat laut SDS-PAGE eine apparente Molekülmasse von 92 kDa, wobei in einigen Enzym-Präparationen unter bestimmten Bedingungen, die jedoch von den Autoren nicht weiter erläutert wurden, ebenfalls eine zweite Bande mit größerer Mobilität auftrat [Hutchins et al., 2001]. Die spezifischen PEPS-Aktivitäten dieser unterschiedlichen Präparationen (mit einer und zwei Banden) waren vergleichbar, und beide Protein-Spezies hatten die gleiche N-terminale Aminosäuresequenz. 

Die P. furiosus PEPS ist ebenfalls Gegenstand der Untersuchungen einer japanischen Arbeitsgruppe: Die N-terminale Sequenz des zunächst als AMP-abhängige (ATP-bildende) Kinase klassifizierten Enzyms [Sakuraba et al., 1999] stimmt laut Datenbankvergleich mit dem Genprodukt des mlrA-Gens überein [Robinson & Schreier, 1994], dessen Sequenz parallel dazu auch von Jones et al. [1995] bestimmt und als putatives PEPS-codierendes Gen (ppsA) beschrieben wurde. Bei der Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten P. furiosus PEPS traten ebenfalls zwei Proteinbanden in der SDS-PAGE auf, deren N‑terminalen Sequenzen mit dem ppsA-Genprodukt übereinstimmten [Sakuraba et al., 2001]. Interessanterweise waren die apparenten Molekülmassen dieser beiden Protein-Spezies mit 78 und 83 kDa um einiges kleiner als bei Hutchins et al. [2001] beschrieben (92 kDa, s.o.). Weitere Widersprüche, vor allem die stark voneinander abweichenden katalytischen Fähigkeiten der nativen und rekombinanten P. furiosus PEPS (s. Kap. 4.1.4), aber auch die Unterschiede in den veröffentlichten Nukleotidsequenzen (mlrA: 2385 bp; ppsA: 2454 bp), sind bisher von den beiden Arbeitsgruppen nicht weiter geklärt worden.

Wie hier dargestellt, wurde das Auftreten einer PEPS-Doppelbande in der SDS-PAGE unabhängig voneinander für die nativen Enzyme aus S. marinus und P. furiosus, sowie für die rekombinante P. furiosus PEPS beobachtet. In keinem dieser Fälle wurden jedoch weiterführende Untersuchungen zur Aufklärung des Phänomens durchgeführt. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese getestet, daß es sich bei den zwei in der SDS-PAGE auftretenden Protein-Spezies um phosphorylierte bzw. nicht-phosphorylierte Isoformen der PEPS handeln könnte. Gestützt wird diese Vermutung durch die Beobachtung, daß die relative Intensität der Proteinbanden zueinander durch unterschiedliche Vorinkubation der T. tenax PEPS verändert werden kann: Nach Inkubation der PEPS mit ATP und MgCl2 war nur noch die 94 kDa-Proteinbande zu sehen, während in Gegenwart von Pyruvat, also unter Bedingungen, die eine Dephosphorylierung des Enzyms bewirken, ein verstärktes Auftreten der 88 kDa-Bande beobachtet werden konnte. Diese Ergebnisse sprechen dafür, daß es sich bei der Protein-Spezies mit der geringeren Mobilität um die phosphorylierte Form der PEPS und bei der Protein-Spezies mit der größeren Mobilität um die nicht-phosphorylierte Form der PEPS handelt. Die Empfindlichkeit des phosphorylierten Aminosäure-Restes gegenüber sauren pH sowie die Tatsache, daß kein Effekt durch Alkali-Behandlung erzielt werden konnte, sind Indizien dafür, daß es sich bei dem modifizierten Rest um einen Histidin- oder Lysin-Rest handelt [Duclos et al., 1991]. Weiterhin konnte gezeigt werden, daß der Austausch des putativen katalytischen Histidin-Restes an Position 406 der T. tenax PEPS gegen einen nicht-phosphorylierbaren Glutamin-Rest nicht nur in einem Verlust der Enzymaktivität resultierte, sondern auch das Auftreten von nur einer Proteinbande im Polyacrylamid-Gel bewirkte, die gegenüber Säure-und Alkali-Behandlung stabil war. Das Laufverhalten der PEPS-Mutante H406Q in der SDS-PAGE entsprach jedoch weder der nicht-phosphorylierten noch der phosphorylierten Form der Wildtyp-PEPS. Möglicherweise sind konformelle Änderungen aufgrund des eingeführten Glutamin-Restes für dieses Laufverhalten verantwortlich.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse deutlich dafür, daß als Folge einer reversiblen Phosphorylierung am katalytischen His406 zwei Isoformen der T. tenax PEPS mit unterschiedlicher Mobilität im SDS-Gel auftreten. Dabei handelt es sich bei der langsamer wandernden Protein-Spezies (app. Molekülmasse 94 kDa) um die phosphorylierte, bei der Protein-Spezies mit der größeren Mobilität (app. Molekülmasse 88 kDa) um die nicht-phosphorylierte Form der PEPS.

4.1.3
Vergleichende Quartärstrukturanalyse archaealer und bacterialer PEP Synthetasen

Quartärstrukturanalysen mittels Molekularsiebchromatographie lassen für die T. tenax PEPS eine multimere Struktur vermuten: Das Enzym eluierte im Ausschlußvolumen der verwendeten Gelfiltrationssäulen und hat damit unter nativen Bedingungen eine Molekülmasse > 440.000 Da, während das theoretische Molekulargewicht der Untereinheiten ca. 90.500 beträgt.

Die Bildung eines hochmolekularen Proteinkomplexes steht im Einklang mit Analysen der PEPS aus P. furiosus und S. marinus, die ebenfalls multimere Enzyme darstellen. Während die P. furiosus PEPS in zwei Formen vorliegt, einem aktiven Homooctamer von ca. 690 kDa und einer inaktiven Form mit einer molekularen Masse von ca. 1,64 MDa [Hutchins et al., 2001], handelt es sich bei der S. marinus PEPS gemäß der Retentionszeit bei der Gelfiltration um ein Multimer von ca. 2 MDa [Cicicopol et al., 1994]. Massenbestimmungen mittels Raster-Transmissionselektronenmikroskopie (STEM) und Cryo-Elektronenmikroskopie [Harauz et al., 1996; Harauz & Li, 1997] bestätigten, daß die S. marinus PEPS einen 2,25 MDa großen homomultimeren Komplex aus 24 Untereinheiten bildet. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen ein globuläres Partikel von ca. 20 nm Durchmesser mit einer zentralen Pore oder Kavität. In dem von Cicicopol et al. [1999] vorgeschlagenen Modell des MAPS-Komplexes besteht das 24-mer aus sechs Bündeln von Tetrameren, die zu den Ecken eines imaginären Oktaeders zeigen. Ein Atommodell der monomeren Untereinheit wurde durch "molecular modeling" mit der Kristallstruktur der C. symbiosum PPDK als Referenz konstruiert [Li et al., 2000]. 

Im Gegensatz zu den erwähnten archaealen Enzymen handelt es sich bei der E. coli PEPS, dem einzigen bacterialen Enzym, für das Strukturdaten verfügbar sind, um ein reversibel dissoziierbares Dimer [Narindrasorasak & Bridger, 1977]. 

Die Tendenz hyperthermophiler Organismen zur Bildung höherer Oligomerisierungsformen ist schon für mehrere Enzyme beschrieben worden, u.a. für Phosphoribosyl-Anthranilat-Isomerasen [Hennig et al., 1997], Ornithin-Carbamoyl-Transferasen [Villeret et al., 1998] und 3‑Phosphoglycerat Kinasen [Hess et al., 1995]. Ein weiteres Beispiel sind die TIMs der hyperthermophilen Archaea T. tenax, P. woesei und M. fervidus, die im Gegensatz zu den dimeren TIMs mesophiler Archaea, Bacteria und Eucarya durch die Bildung von Tetrameren charakterisiert sind [Kohlhoff et al., 1996; Schramm, 1999; Schramm et al., 2001]. Kristallstruktur-Analysen der P. woesei TIM zeigten, daß zwei klassische TIM Dimere über vorwiegend hydrophobe Wechselwirkungen interagieren, während gleichzeitig durch Verkürzung von Helices und Loops eine kompakte Struktur der Monomeren erreicht wird [Walden et al., 2001]. 

Der beschriebene Trend zur Bildung oligomerer Proteinkomplexe in Hyperthermophilen wird im Zusammenhang mit einer erhöhten Thermostabilität durch zusätzliche Untereinheiten-Kontakte diskutiert. In der S. marinus PEPS wurde vermutet, daß die C-terminale Domäne des Enzyms für die Assemblierung der Unterheiten zu einem multimeren Komplex verantwortlich ist [Cicicopol et al., 1999]. Durch die Konstruktion von Deletionsmutanten und synthetischen Peptiden, die auf ihr Potential zur Oligomerisierung untersucht wurden, konnte die Existenz eines kurzen C‑terminalen Oligomerisierungsmotivs bestätigt werden, auf das schon multiple Sequenzalignierungen und Sekundärstrukturvorhersagen hingedeutet hatten. Bei diesem Motiv handelt es sich um eine C-terminale Extension von ca. 20 Aminosäureresten mit einem hohen Potential zur Bildung von α-helikalen coiled-coil Strukturen, einem weitverbreiteten Assemblierungsmotiv in Proteinen. 

Neben der S. marinus PEPS besitzt auch das ebenfalls multimere P. furiosus Enzym das C‑terminale Oligomerisierungsmotiv, während die PEP Synthetasen aus diversen anderen hyperthermophilen Organismen dieses Motiv nicht enthalten (z.B. M. jannaschii, A. fulgidus und A. aeolicus). Leider liegen in diesen Fällen keine entsprechenden Daten bezüglich der Quartärstruktur vor. Eine Sekundärstrukturanalyse der T. tenax PEPS mit dem Programm COILS [www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html; Lupas et al., 1991; Lupas, 1996] ergab ebenfalls keinerlei Hinweise auf die Bildung von coiled-coil Strukturen am C-Terminus des Enzyms (Daten nicht gezeigt), so daß hier ein anderer Mechanismus zur Vermittlung der Untereinheiten-Assemblierung vermutet wird. 

4.1.4
  Katalytische Eigenschaften der PEPS  von T. tenax

Die PEPS von T. tenax katalysiert die irreversible Umsetzung von Pyruvat und ATP zu PEP, AMP und Pi. Die Rückreaktion, also die Pyruvat-Synthese, konnte nicht nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der vermuteten anabolen Rolle der PEPS im EMP-Weg von T. tenax. 

Im Gegensatz dazu ist für die Enzyme aus E. coli, P. furiosus und M. thermautotrophicus jeweils auch die Rückreaktion beschrieben (KM-Werte s. Tab. 4.1). Allerdings katalysieren die zwei archaealen Vertreter die Rückreaktion mit einer katalytischen Effizienz, die zwei Größenordnungen kleiner ist als die der PEP-Synthese [Hutchins et al., 2001; Eyzaguirre et al., 1982]. Zusammen mit den hohen Km-Werten für Phosphat (s. Tab. 4.1) scheint es offensichtlich, daß die PEPS auch in diesen Organismen eine praktisch irreversible Phosphorylierung von Pyruvat katalysiert.

Tab. 4.1:  Kinetische Parameter verschiedener PEP Synthetasen.

aHutchins et al., 2001; bSakuraba et al., 1999; cEyzaguirre et al., 1982; dBerman & Cohn, 1970; n.b.: nicht bestimmt. Die spez. Aktivitäten wurden in Richtung PEP-Synthese bestimmt.
Kinetische Parameter


T. tenax

     P. furiosus

        a       /   b
M. thermauto-

trophicusc


E. colid

KM, Pyruvat  [mM]
0,27
0,11
/  n.b.
0,04
0,083

KM, ATP [mM]
1
0,13
/  n.b.
0,7
0,028

KM, PEP [mM]
-
0,4
/  1
0,36
n.b.

KM, AMP [mM]
-
1
/  0,1
0,45
n.b.

KM, Pi [mM]
-
38,4
/  35
100
10,4

spez. Aktivität [U/mg] 
0,3
14,9
/  0,3
0,29
8,9

Im Gegensatz zu den von Hutchins et al. [2001] veröffentlichten Daten findet die Reaktion der P. furiosus PEPS laut Sakuraba et al. [1999, 2001] bevorzugt in Richtung Pyruvat-Synthese statt: Das gereinigte Enzym zeigt in der Rückreaktion (Pyruvat-Synthese) mit einer spezifischen Aktivität von 13,3 U/mg eine 44fach höhere Reaktionsrate als in Richtung PEP-Synthese (0,3 U/mg). Die Autoren sehen daher die Aufgabe der PEPS in der Regeneration von ATP aus AMP, das durch die ADP-abhängigen Enzyme Glucokinase und Phosphofructokinase in früheren Schritten des modifizierten EMP-Weges von P. furiosus gebildet wird [Kengen et al., 1994]. Als weiteren Hinweis auf die Richtigkeit dieser Hypothese führen sie die geringe Adenylat Kinase-Aktivität (0,013 U/mg) in Rohextrakten von P. furiosus an. Laut Hutchins et al. [2001] ist allerdings eine signifikante Adenylat Kinase-Aktivität in P. furiosus-Extrakten nachweisbar (0,22-0,37 U/mg), was darauf hindeutet, daß die Interkonversion von AMP, ADP und ATP auch durch einen konventionellen Mechanismus stattfinden kann. Aufgrund der offensichtlich unklaren katalytischen Eigenschaften der P. furiosus PEPS ist ein Vergleich mit dem Enzym aus T. tenax äußerst schwierig. 

Die PEPS von T. tenax ist ebenso wie die anderen archaealen und bacterialen Enzyme hochspezifisch für ihr Cosubstrat: Von den untersuchten Phosphatdonatoren wurde ausschließlich ATP für die PEP-Synthese genutzt. 

Untersuchungen zur Regulierbarkeit der T. tenax PEPS haben gezeigt, daß die Enzym-Aktivität auf vielfältige Weise durch Intermediate des Energiestoffwechsels und durch Stoffwechselprodukte des zentralen Kohlenhydratmetabolismus (EMP-Weg, TCA-Zyklus) moduliert wird. Vor allem α-Ketoglutarat, AMP und ADP wirken stark inhibierend auf die Umsatzgeschwindigkeit der PEPS, in geringerem Maße auch Glycerinaldehyd-3-Phosphat, Dihydroxyacetonphosphat, 3-Phosphoglycerat und Pi. Eine Aktivierbarkeit der PEPS-Aktivität konnte nicht festgestellt werden. Diese Ergebnisse decken sich weitgehend mit den Daten, die bezüglich der Regulierbarkeit der PEPS aus E. coli und M. thermautotrophicus verfügbar sind (s. Tab. 4.2). Unterschiede zur T. tenax PEPS resultieren möglicherweise aus der Tatsache, daß die entsprechenden Effektorstudien unter sättigenden Substrat-Konzentrationen (ATP bei E. coli bzw. ATP und Pyruvat bei M. thermautotrophicus) durchgeführt wurden. Generell kann man sagen, daß der Energiestatus der Zelle eine wichtige Rolle bei der Regulation der PEPS-Aktivität spielt: So wird bei einem niedrigem Energiestatus (geringes ATP/ADP-Verhältnis) der Kohlenstoff-Flux in den TCA-Zykus gewährleistet, während mit zunehmendem ATP/ADP-Verhältnis die Bereitstellung von Kohlenstoff für biosynthetische Zwecke durch die Aktivität der PEPS begünstigt wird. Für die E. coli PEPS konnte weiterhin gezeigt werden, daß die Regulation der Enzymaktivität als Reaktion auf Veränderungen des Energiestatus in der Zelle durch verschiedene Stoffwechselintermediate (s. Tab. 4.2) moduliert wird. Es wird daher ein sehr komplexes, möglicherweise kumulatives Inhibierungsmuster der E. coli PEPS angenommen [Chulavatnatol & Atkinson, 1973]. 

Tab. 4.2:  Inhibitoren der PEPS-Enzymaktivität (Richtung PEP-Synthese). 

Die relativen Umsatzgeschwindigkeiten, die aus den angeführten Effektor-Konzentrationen resultieren, sind in % angegeben. aEyzaguirre et al., 1982; bChulavatnatol & Atkinson, 1973; n.b.: nicht bestimmt; (-) : kein Effekt.

Inhibitoren
   T. tenax


M. thermautotrophicusa
   E. colib

α-Ketoglutarat

AMP 

ADP

Pi

GAP

3-Phosphoglycerat

DHAP

PPi

Oxalacetat

PEP

ADP-Glucose
0,25 mM 

0,75 mM 

2,25 mM 

5 mM 

7,5 mM

7,5 mM 

10 mM 

n.b.

(-)

n.b.

n.b.
  50%

  50%

  50%

  59%

  50%

  69%

  71%

  n.b.

  (-)

  n.b.

  n.b.
5 mM

5 mM

5 mM

n.b.

n.b.

n.b.

n.b.

2,5 mM

n.b.

n.b.

n.b.
  70%

  50%

  64%

  n.b.

  n.b.

  n.b.

  n.b.

  64%

  n.b.

  n.b.

  n.b.
1,5 mM

2 mM

2 mM

n.b.

(-)

2 mM

(-)

n.b.

0,3 mM

0,1 mM

3 mM
  50%

  50%

  62%

  n.b.

  (-)

  90%

  (-)

  n.b.

  50%

  47%

  80%

4.1.5
  Transkriptanalysen des pps-Gens von T. tenax
Laut Northern Blot-Analysen mit einer pps-spezifischen mRNA-Sonde wird das pps-Gen als monocistronisches Transkript abgelesen, das mit einer Länge von ca. 2,5 kb der Größe des für die PEPS codierenden Leserahmens (2433 bp) entspricht. 

Primer Extension-Experimente zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes des pps-Gens lieferten trotz Variation der Primer und der Bedingungen für Primer-Annealing und cDNA-Synthese kein eindeutiges Signal, möglicherweise aufgrund von Problemen der Reversen Transkriptase mit Sekundärstrukturen innerhalb der mRNA. Eine weitere denkbare Erklärung wären alternative Transkriptionsstarts des pps-Gens. Für diese Hypothese spricht zum einen die Tatsache, daß in der Sequenzregion stromäufwärts des pps-Gens mehrere putative Promotorstrukturen (BRE-site, TATA-Box, s. Abb. 3.3) identifiziert werden konnten, zum anderen wurde die Möglichkeit eines multiplen Promotorsystems auch schon für das ppsA-Gen von E. coli beschrieben: Während Nègre et al. [1998] den Transkriptionsstartpunkt 50 bp stromaufwärts des Translationsstarts bestimmten, konnten Niersbach et al. [1992] zeigen, daß ein Bereich 650 bp stromaufwärts des ppsA-Gens ebenfalls für die Transkription essentiell ist. Nach Meinung der Autoren sprechen diese Ergebnisse dafür, daß das ppsA-Gen durch ein multiples Promotor-System kontrolliert wird, in dem jeder Promotor unter bestimmten physiologischen Bedingungen aktiviert wird [Nègre et al., 1998].

Durch Northern Blot-Analysen mit autotroph bzw. heterotroph gezogenen T. tenax-Zellen verschiedener Wachstumsphasen sollte der Einfluß der trophischen Anzuchtbedingungen und der Wachstumsphase auf die pps-Transkriptmenge untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, daß die angebotene Kohlenstoffquelle (CO2 unter autotrophen bzw. Glucose unter heterotrophen Bedingungen) in der logarithmischen und spätlogarithmischen Wachstumsphase offensichtlich keinen Einfluß auf die mRNA-Kopienzahl des pps-Gens hat und die Expression der PEPS somit allem Anschein nach konstitutiv erfolgt. 

Die Beobachtung, daß die T. tenax PEPS als gluconeogenetisches Enzym unter heterotrophen Wachstumsbedingungen genauso stark exprimiert wird wie unter autotrophen Bedingungen, scheint zunächst wenig Sinn zu machen: Es ist eher unwahrscheinlich, daß das von der PEPS produzierte PEP unter heterotrophen Bedingungen für biosynthetische Zwecke benötigt wird, da durch die Glykolyse ausreichend PEP bereitgestellt wird. Möglicherweise erlaubt die konstitutive Expression der PEPS (neben der beobachteten Regulation des Enzyms auf Proteinebene, s. 4.1.4) eine rasche Reaktion der Zelle auf die Verschiebung des Kohlenstoff-Angebotes von organischen Substraten nach CO2. Eine schnelle Anpassung des Metabolismus an die äußeren Bedingungen bietet dem Organismus eventuell einen Selektionsvorteil, so daß der erhöhte Energieaufwand durch die konstitutive Synthese der PEPS in Kauf genommen wird.

Möglicherweise ist die konstitutive Expression der PEPS auch unter dem Aspekt einer sogenannten 'energy spilling'-Reaktion über einen scheinbar nutzlosen Kreislauf ('futile cyle') zwischen PEP und Pyruvat durch das antagonistisch arbeitende Enzympaar PK/PEPS zu sehen: Es wird vermutet, daß ein solcher 'futile cycle' von einigen Bakterien bei Wachstum in Gegenwart hoher Kohlenhydrat-Konzentrationen genutzt wird, um überschüssige Energie zu entfernen, da diese für die Zelle schädlich sein kann [Russell, 1998]. In Substrat-gesättigten Organismen entsteht häufig ein metabolisches Ungleichgewicht, da während der Glykolyse mehr Energie produziert wird als für Zellerhalt und -wachstum nötig ist. Die Beseitigung der katabolen Energie, die über den anabolen Bedarf hinaus produziert wird, wird 'energy spilling' genannt [Russell & Cook, 1995]. 

Die Existenz eines 'futile cycle' zwischen PEP und Pyruvat konnte bisher jedoch in keinem Organismus experimentell nachgewiesen werden: In E. coli z.B. wird ein potentieller 'futile cycle' zwischen Glykolyse und Gluconeogenese durch die straffe Regulation dieser Stoffwechselwege verhindert [Chao & Liao, 1994; Patnaik et al., 1992]. Im Gegensatz dazu wird die PEPS-Expression des heterotrophen Euryarchaeoten P. furiosus durch das Substrat Maltose induziert [Robinson & Schreier, 1994; Sakuraba et al., 2001]. Bei Wachstum auf hohen Maltose-Konzentrationen macht die P. furiosus PEPS einen großen Anteil (ca. 5%) des zellulären Proteins aus [Hutchins et al., 2001]. Unter diesen Wachstumsbedingungen wäre ein metabolisches Ungleichgewicht der Zelle denkbar, so daß die Autoren einen 'energy spilling'-Mechanismus als Funktion der PEPS in P. furiosus nicht ausschließen.  

Übereinstimmend mit der Hypothese einer 'energy spilling'-Reaktion als Erklärung für eine vergleichbare Expression der T. tenax PEPS unter heterotrophen wie unter autotrophen Bedingungen ist auch die Beobachtung, daß –im Gegensatz zur logarithmischen und spätlogarithmischen Wachstumsphase– in der frühstationären Wachstumsphase eine deutliche Dominanz der pps-Transkripte in autotrophen verglichen mit heterotrophen Zellen vorliegt: Der im Laufe der heterotrophen Fermentation zunehmende Mangel an elementarem Schwefel, dessen Reduktion die Energie für eine aktive Glucoseaufnahme liefert [Siebers, 1995], führt zu einer geringeren Energie-Produktion der Zelle und macht demnach eine Entfernung überschüssiger Energie mit Hilfe des 'futile cycle' nicht mehr erforderlich. Die Expressionsrate der PEPS ist somit unter diesen Bedingungen nur sehr gering. Unter autotrophen Wachstumsbedingungen wiederum ist die PEPS als gluconeogenetisches Enzym unentbehrlich, so daß eine Expression des pps-Gens während der gesamten Fermentation essentiell ist. 

Über die entsprechenden Regulationsmechanismen der PEPS-Expression kann derzeit nur spekuliert werden. Bisher sind in T. tenax weder Faktoren bekannt, welche die mRNA-Stabilität bzw. die Geschwindigkeit der mRNA-Degradation beeinflussen, noch konnte die Existenz von regulativen Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Allerdings befindet sich stromaufwärts des pps-Gens ein Bereich mit großer Ähnlichkeit zur Cra-Bindungsstelle der Enterobakterien (s. Abb. 3.16 A). Das Cra-Protein (catabolite repressor-activator) ist ein globaler Transkriptionsregulator in Enterobakterien und gehört zur GalR-LacI-Familie der Regulatorproteine [Jahreis et al., 1991]. Es wurde ursprünglich als Repressor-Protein des Fructose-PTS in E. coli und S. typhimurium identifiziert (früherer Name: FruR) [Geerse et al., 1986; Chin et al., 1987]. Cra kontrolliert in diesen Organismen die Richtung des Kohlenstoff-Flußes durch verschiedene Stoffwechselwege: Es reprimiert die Gene für Enzyme der Glykolyse und des Entner-Doudoroff-Weges, aktiviert hingegen die Gene für Enzyme der Gluconeogenese (u.a. ppsA [Geerse et al., 1989]), des Glyoxylat-Nebenweges und des TCA-Zyklus. 

Auf der Basis mehrerer identifizierter Cra-Operatoren wurde eine Konsensus-Sequenz für die Bindung von Cra abgeleitet [Ramseier et al., 1995]. Es handelt sich dabei um ein unvollkommenes Palindrom, dessen linke Hälfte besser konserviert ist als die rechte. Die Bindung des Cra-Proteins an die Operator-Sequenz erfolgt stromabwärts oder überlappend mit dem Promotor, wenn die Transkription inhibiert wird, wohingegen bei Aktivierung der Transkription eine Bindung stromaufwärts vom Promotor erfolgt. 

Die putative Cra-Bindungsstelle stromaufwärts des pps-Gens von T. tenax deckt sich in 11 von 14 Positionen mit der beschriebenen Konsensus-Sequenz (s. Abb. 3.16B). In Gelretardations-Experimenten mit einem 212 bp großen PCR-Produkt, welches die putative Cra-Bindungsstelle beinhaltet, konnte gezeigt werden, daß mit T. tenax Rohextrakt, nicht aber mit verschiedenen E. coli Rohextrakten (WT, fruR–-Mutante, Cra-Expressionsstamm) eine Retardation des PCR-Produktes und damit eine spezifische Interaktion zwischen Protein und DNA hervorgerufen wird. Eine Bindung des E. coli-eigenen Cra-Proteins an die putative Cra-Bindungsstelle stromaufwärts des T. tenax pps-Gens wäre auch –trotz der auffallenden Sequenzähnlichkeit mit der Konsensus-Sequenz in Enterobakterien– sehr überraschend gewesen. 

Da das im Gelretardationsexperiment verwendete PCR-Produkt mehrere mögliche Promotorstrukturen beinhaltet (BRE-site, TATA-Box, s. Abb. 3.16A), kann zur Zeit noch nicht abschließend geklärt werden, ob der putativen Cra-Bindungstelle wirklich eine funktionelle Bedeutung durch Bindung eines regulativen Transkriptionsfaktors zukommt, oder ob der retardierte Protein-DNA-Komplex auf die spezifische Bindung basaler Transkriptionsfaktoren (TBP, TFB) zurückzuführen ist. Experimente mit kürzeren DNA-Sonden, in denen die putativen Promotor-Regionen fehlen, sowie DNaseI in vitro-footprinting Analysen könnten nähere Anhaltspunkte liefern. Der upstream-Bereich des pps-Gens von T. tenax wird derzeit in unserer Arbeitsgruppe genutzt, um über Affinitätschromatographie mit dem 'DNA-binding protein purification Kit' (Roche Diagnostics) eine Anreicherung des vermeintlichen regulativen Transkriptionsfaktors zu erreichen (persönliche Information B. Siebers). Ziel ist es, den gereinigten Transkriptionsfaktor N-terminal zu sequenzieren und mit dieser Sequenzinformation das entsprechende Gen zu identifizieren. Bisher konnte im laufenden T. tenax-Genomprojekt kein Cra-homologes Gen identifiziert werden, jedoch wurden Sequenzen mit Ähnlichkeiten zu anderen bacterialen Transkriptionsregulatoren, z.B. zu PurR, einem Regulator der GalR-LacI-Familie, aber auch zu Regulatoren aus der Lrp/AsnC- und ArsR-Familie gefunden. 
4.2
  Die PPDK von T. tenax
4.2.1
  Sequenzeigenschaften und phylogenetische Einordnung der T. tenax PPDK

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, ging man lange Zeit davon aus, daß das Enzym PPDK nur auf Eucarya und Bacteria beschränkt sei und es keine Vertreter in der dritten Entwicklungslinie des Lebens, den Archaea, gäbe. 

Überraschenderweise konnte jedoch im Zuge des Genomsequenzierungsprojektes von T. tenax, das auf der Grundlage der in dieser Arbeit konstruierten Genbank durchgeführt wurde, eine Teilsequenz (950 bp) eines ppdk-Genhomolgen identifiziert werden. Ausgehend von dieser Teilsequenz wurde eine spezifische DNA-Sonde für Southern-Hybridisierungen generiert, mit deren Hilfe das komplette ppdk-Gen (2748 bp) kloniert und anschließend sequenziert werden konnte. Neben dieser ersten archaealen ppdk-Sequenz wurden mittlerweile auch Genhomologe in P. aerophilum [Fitz-Gibbon et al., 2002], T. acidophilum [Ruepp et al., 2000], T. volcanium [Kawashima et al., 2000], M. mazei Goe1 [Deppenmeyer et al., 2002] und M. acetivorans [Galagan et al., 2002] gefunden. Da es sich dabei ausschließlich um Sequenzinformationen aus den entsprechenden Genomprojekten handelt, existieren für die jeweiligen Genprodukte jedoch keine biochemischen Daten.

Aufgrund der geringen Anzahl verfügbarer archaealer PPDK-Sequenzen läßt die phylogenetische Analyse außer einer eindeutigen Trennung der Crenarchaeota und Euryarchaeota keine weiteren Aussagen zu (Abb. 4.2).


Abb. 4.2:  Phylogenetischer Baum der archaealen PPDKs bzw. PPDK-Homologen.

Der Baum wurde mit Hilfe des Programms CLUSTAL W [Thompson et al., 1994] nach dem Neighbor-Joining-Algorithmus [Saitou & Nei, 1987] berechnet. Die Bootstrap-Werte neben jedem Knoten spiegeln jeweils 1000 Berechnungen wider. Die S. coelicolor PPDK als einzige bacteriale Sequenz dient der Bewurzelung des archaealen Baums.

Einträge der Proteinsequenzen in der NCBI-Datenbank (http://ncbi.nlm.nih.gov): P. aerophilum AAL64879; T. acidophilum CAC12015; T. volcanium BAB60148; M. mazei  Goe1 AAM31466; M. acetivorans AAM04052; S. coelicolor T37037; T. tenax diese Arbeit.
Stromaufwärts des ppdk-Gens konnten zwei Sequenzbereiche mit signifikanter Ähnlichkeit zu den crenarchaealen Konsensus-Sequenzen der Promotorelemente BRE-site und TATA-Box [Soppa, 1999] identifiziert werden (Abb. 4.3). 

Der geringe Abstand dieser beiden putativen Promotor-Strukturen zum codierenden Bereich des ppdk-Gens sowie die Tatsache, daß sich vor dem Startcodon keine Shine-Dalgarno Sequenz (SD) und somit keine Ribosomenbindestelle befindet, legt den Schluß nahe, daß Transkriptions- und Translationsstart des ppdk-Gens nahe beieinander liegen, wie schon für drei weitere Gene aus T. tenax beschrieben [pyk: Schramm et al., 2000; fba: Siebers et al., 2001; gapN: B. Tjaden, unveröffentlicht; s. Abb. 4.3]. Dies deckt sich mit der Beobachtung, daß einige Archaea (z.B. S. solfataricus) einen großen Anteil an mRNAs ohne Shine-Dalgarno Sequenz bzw. ohne 5'-UTR besitzen [Condo et al., 1999], wobei der Mechanismus der Translationsinitiation derzeit noch unbekannt ist. Da diese SD-unabhängige Translation in allen drei Domänen des Lebens gefunden wurde, handelt es sich dabei vermutlich um einen primitiven Mechanismus des Ribosoms, das Initiationscodon für die Translation zu erkennen. Die SD-Sequenzen der Bacteria und Archaea und die CAP-Struktur am 5'-Ende eucaryaler mRNAs sind wahrscheinlich spätere Verfeinerungen dieses Mechanismus.


Abb. 4.3: Putative Promotorstrukturen des ppdk-Gens von T. tenax.

Die Promotorregionen der fba-, pyk- und gapn-Gene von T. tenax sowie die crenarchaealen Konsensus-Sequenzen von BRE-site und TATA-Box [Soppa, 1999] wurden zur Identifikation putativer Promotorstrukturen des ppdk-Gens herangezogen. Die Transkriptionsstartpunkte sind durch Pfeile dargestellt, die Translationsstarts sind doppelt unterstrichen. Die Promotorelemente BRE-site und TATA-Box sind unterstrichen bzw. fettgedruckt.

4.2.2
  Vergleichende Quartärstrukturanalyse der PPDK

Mit einer über Gelfiltration bestimmten Molekülmasse von ca. 250 kDa und einer theoretischen Molekülmasse der Enzym-Untereinheiten von ca. 100 kDa liegt die T. tenax PPDK unter nativen Bedingungen wahrscheinlich als homomeres Dimer vor. Als solche sind auch die bacterialen PPDKs (Bsp. C. symbiosum [Herzberg et al., 1996], Microbispora rosea [Eisaki et al., 1999]) beschrieben, im Gegensatz zu den PPDKs in Pflanzen und Protozoen, bei denen es sich um tetramere Enzyme handelt [Bsp. Z. mays [Sugiyama, 1973]; E. histolytica [Saavedra-Lira et al., 1998]). 

Die PPDK-Tetramere sind größtenteils Kälte-sensitiv: In Z. mays z.B. bewirken Temperaturen unter 10°C eine Inaktivierung des Enzyms [Sugiyama, 1973], hervorgerufen durch Dissoziation der aktiven Tetramere in inaktive Dimere und Monomere, die bei Wärmeeinwirkung wieder reassoziieren können. So zeigt die Mais-PPDK in Gelfiltrationsexperimenten bei niedrigen Temperaturen ein anderes Elutionsprofil als bei RT: Das apparente Molekulargewicht der PPDK ist bei 4°C nur halb so groß wie bei RT, ein sicherer Hinweis für eine Kälte-induzierte Dissoziation der Tetrameren. 

Derzeit kann noch nicht ausgeschlossen werden, daß die PPDK von T. tenax nicht ebenfalls einer Dissoziation während der Molekularsiebchromatographie unterliegt und es sich damit um ein tetrameres Enzym handelt. Endgültige Klarheit darüber würden Sedimentationsgleichgewichts-analysen mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation bringen. Hilfreich wären außerdem strukturelle Daten weiterer archaealer PPDKs. 

4.2.3
  Katalytische Eigenschaften der PPDK von T. tenax
Im Gegensatz zur unidirektionell arbeitenden PEPS katalysiert die PPDK von T. tenax eine reversible Reaktion, nämlich die Synthese von Pyruvat in kataboler sowie die Synthese von PEP in anaboler Richtung. Allerdings läßt die PPDK aufgrund ihrer enzymatischen Eigenschaften die Pyruvat-Synthese als bevorzugte Reaktionsrichtung erkennen: Zum einen ist die Umsatzgeschwindigkeit der katabolen Reaktion doppelt so groß wie die der anabolen Reaktion, zum anderen ist die Substrataffinität für das katabole Cosubstrat AMP um mindestens 4 Größenordnungen höher als zum anabolen Cosubstrat ATP (s. Tab. 4.3). In anaboler Richtung konnten weiterhin ausgeprägte homotrop kooperative Effekte mit ATP beobachtet werden, die möglicherweise mit einer positiven Kooperativität zwischen den zwei ATP-Bindungsstellen des PPDK-Dimers erklärbar sind. Inwieweit dies eine physiologische Bedeutung hat, ist derzeit nicht klar. 

Tab. 4.3: Vergleich der katalytischen Eigenschaften der T. tenax PPDK in kataboler und anaboler Reaktionsrichtung. 
Für die Messungen der Umsatzgeschwindigkeiten wurde hitzegefällter Zellextrakt (s. 2.7.2.2) verwendet. n.b.: nicht bestimmt; * extrapoliert unter Berücksichtigung eines Q10-Wertes von 2.

katalytische Parameter
katabol (Pyruvat-Synthese)


anabol (PEP-Synthese)

Vmax bei 55°C 
0,46 U/mg
n.b.

Vmax bei 70°C 
1,38 U/mg* 
0,62 U/mg

KM (PEP)
0,455 mM
-

KM (AMP)
< 1µM
-

KM (Pyruvat)
-
0,76 mM

KM (ATP)
-
9 mM

Während für die anabole Reaktionsrichtung (PEP-Synthese) keine Regulierbarkeit durch Stoffwechselprodukte oder Intermediate des Energiestoffwechsels nachgewiesen werden konnte, wurde für die katabole Reaktion (Pyruvat-Synthese) eine 50%ige Inhibierung der Umsatzgeschwindigkeit in Gegenwart von 0,3 mM ATP, 6 mM UDP oder 9 mM Glc-1-P festgestellt. Wie bei der PEPS spielt offensichtlich auch bei der Regulation der PPDK-Aktivität der Energiestatus der Zelle eine wichtige Rolle: Ist er zu niedrig, ist also das ATP/ADP-Verhältnis gering, so muß ein verstärkter Kohlenhydrat-Abbau zwecks Energiegewinn stattfinden. Unter diesen Bedingungen ist die PPDK aktiv und setzt PEP zu Pyruvat um, wobei gleichzeitig ATP synthetisiert wird. Ein hoher ATP-Spiegel und damit ein hoher Energiestatus der Zelle bewirkt dagegen eine Hemmung der PPDK und unterstützt damit zusätzlich die Vermutung, daß dem Enzym im zentralen Kohlenhydratmetabolismus von T. tenax hauptsächlich eine katabole Funktion zukommt.  

Ein wesentlich geringeres Inhibierungspotential als ATP besitzen UDP und Glc-1-P. Der hemmende Effekt dieser beiden Substanzen kann derzeit noch nicht befriedigend erklärt werden, zumal Glc-1-P als Aktivator der ausschließlich in kataboler Richtung arbeitenden GAPN beschrieben ist [Brunner, 1998] und damit entsprechend der Annahme einer vorwiegend katabolen Funktion der PPDK eher eine Aktivierung des Enzyms vermuten lassen würde.  

Die Informationen zur Regulierbarkeit der PPDKs durch Stoffwechselmetabolite sind in der Literatur äußerst dürftig. Für Effektorstudien wurden lediglich die Produkte der PPDK-Reaktionen herangezogen; diese bewirkten häufig eine kompetitive feedback-Hemmung der PPDK-Aktivität [Reeves, 1968; Benziman & Palgi, 1970]. Oxalat, ein Strukturanalogon zum PEP, bewirkt in C. symbiosum und G. duodenalis eine effiziente Inhibierung der PPDK [Michaels et al., 1975; Hiltpold et al., 1999]. Desweiteren konnte gezeigt werden, daß einige nicht-hydrolysierbare Pyrophosphat-Analoga (Bisphosphonate) einen hemmenden Effekt auf die PPDK-Aktivität verschiedener parasitärer Protozoa ausüben [Saavedra-Lira et al., 1998; Hiltpold et al., 1999]. Die Tatsache, daß PPi-abhängige Enzyme wie die PPDK zwar in vielen Pathogenen (z.B. Trypanosoma, Giardia, E. histolytica), nicht aber in ihren menschlichen Wirten vorkommen, macht die Bisphosphonate und andere spezifische Inhibitoren der PPDK zu potentiellen Kandidaten für die Entwicklung neuer und effektiver Arzneimittel.

In C3- und C4-Pflanzen findet eine Regulation der PPDK-Aktivität hauptsächlich durch eine Licht-/Dunkel-induzierte reversible Phosphorylierung an einem konservierten Threonin-Rest des aktiven Zentrums statt. Katalysiert wird diese posttranslationale Modifikation dabei von einem bifunktionellen Regulator-Protein. Bei geringer Lichtintensität erfolgt eine Inaktivierung der PPDK durch Phosphorylierung des regulatorischen Threonin-Restes mit ADP; im Licht wird die Aktivität durch Dephosphorylierung mit Pi -unter gleichzeitiger Bildung von PPi- wieder hergestellt. Diese Regulation gewährleistet unter Bedingungen, unter denen die Pflanze Photosynthese betreibt, eine Regeneration des primären CO2-Akzeptors PEP durch die Aktivität der PPDK, während im Dunkeln die Aktivität der PPDK abgeschaltet wird. 

Obwohl der erwähnte regulatorische Threonin-Rest in allen PPDKs und auch unter den anderen Mitgliedern der PEP-utilizing enzymes hochkonserviert ist (s. Abb. 3.5), konnte eine derartige Kontrolle der Protein-Aktivität bislang nur in PPDKs von Pflanzen nachgewiesen werden. 

4.3
Die PEPS und PPDK als zentraler Bestandteil des Kohlenhydrat-metabolismus von T. tenax

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, gehen in der Variante des EMP-Weges von T. tenax mit dem Einsatz einer reversiblen PPi-PFK und einer PK mit geringem allosterischen Potential zwei wichtige Kontrollpunkte des klassischen EMP-Weges der Bacteria verloren. Offensichtlich als Ersatz für diese fehlenden Regulationsmöglichkeiten besitzt T. tenax neben der klassischen bidirektionellen NADP-GAPDH eine nicht-phosphorylierende GAPDH (GAPN), die unidirektionell arbeitet und sich durch ein hohes Regulationspotential auszeichnet.

Daneben konnte in dieser Arbeit mit der PEPS und PPDK im unteren Abschnitt des EMP-Weges von T. tenax eine weitere wichtige Schaltstelle des Kohlenhydratmetabolismus identifiziert werden, die über den anabolen und katabolen Kohlenstoff-Flux in der Zelle entscheidet. Dabei lassen die in vitro festgestellten katalytischen und regulativen Eigenschaften für beide Enzyme eine bevorzugte Reaktionsrichtung erkennen und ermöglichen damit eine Ableitung ihrer in vivo-Funktion: Während die PEPS aufgrund ihrer irreversiblen Umsetzung von Pyruvat zu PEP als strikt anaboles Enzym festgelegt ist, scheint der reversibel arbeitenden PPDK hinsichtlich ihrer enzymatischen Eigenschaften eher eine katabole Funktion zuzukommen. Beide Enzyme werden durch den Energiestatus der Zelle sowie durch verschiedene Intermediate des Kohlenhydrat-Metabolismus in ihrer Aktivität beeinflußt. Die PPDK ergänzt dabei die katalytischen und regulativen Fähigkeiten der PK und erlaubt durch die Verwendung alternativer Cosubstrate (AMP, PPi) eine flexiblere Nutzung der intrazellulären Pools.

Der derzeitige Kenntnisstand bezüglich der Funktion und Regulation des EMP-Weges von T. tenax ist in Abb. 4.4 zusammengefaßt.


Abb. 4.4: Wichtige Kontrollpunkte des EMP-Weges von T. tenax: Eine Arbeitshypothese. Enzyme, die auf Proteinebene reguliert werden, sind eingerahmt. Bisher unbekannte Reaktionen sind durch gestrichelte Pfeile angedeutet. Die Inhibitoren der PPDK und PEPS sind unterhalb der Enzyme dargestellt. Die Kontrollpunkte des katabolen und anabolen Kohlenstoff-Fluxes durch den reversiblen EMP-Weg werden am linken bzw. rechten Rand durch Verengungen veranschaulicht. 

Die konstitutive Expression der PEPS und PPDK während der logarithmischen Wachstumsphase von T. tenax erlaubt eine schnelle Anpassung des Organismus an Änderungen der trophischen Bedingungen und ergänzt damit die eher langfristige Regulation der PK auf mRNA-Ebene, die verstärkt unter heterotrophen Wachstumsbedingungen exprimiert wird [Schramm et al., 2000]. Desweiteren wird durch die konstitutive Expression gewährleistet, daß die PEPS auch unter heterotrophen Bedingungen –möglicherweise als Ventil für überschüssige Energie (s. 4.1.5)– katalytisch aktiv ist, während die PPDK als 'stand-by' Enzym bei einem Energie-Notstand unter autotrophen Bedingungen über den Abbau interner Kohlenstoff-Quellen (Glykogen) die Synthese von ATP erlaubt.

Mit zunehmendem Einblick in die molekulargenetischen und physiologischen Eigenschaften zeichnet sich T. tenax damit immer mehr als Organismus mit großer stoffwechselphysiologischer Vielfalt und Anpassungsfähigkeit aus. Als weiteres Beispiel für die metabolische Vielfalt von T. tenax sei hier auch das erst kürzlich im Zuge des Genomsequenzierungsprojekts identifizierte Genhomolog einer Ferredoxin-abhängigen Glycerinaldehyd-3-Phosphat Oxidoreduktase (GAPOR) genannt: Dieses Enzym katalysiert (wie die GAPN) eine nicht-phosphorylierende irreversible Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zum 3-Phosphoglycerat. Erste Northern Blot-Analysen haben die Expression der GAPOR in T. tenax bestätigt (persönliche Information B. Siebers). 

Ein derartiger funktionaler Parallelismus, wie er in T. tenax durch die Enzympaare PK/PPDK und GAPN/GAPOR demonstriert wird, erlaubt dem Organismus eine schnelle und effiziente Reaktion auf Veränderungen der extra- und intrazellulären Bedingungen (Nährstoffverhältnisse, Energiezustand, Metabolit-Pools etc.) und bietet damit möglicherweise einen Selektionsvorteil gegenüber konkurrierenden Organismen. 

4.4
Das acn-tpi-cis1-Gencluster von T. tenax

Bereits in der Dissertation von A. Schramm aus unserer Arbeitsgruppe wurde auf die ungewöhnliche Lokalisation zweier Leserahmen mit Ähnlichkeit zu Genen des reversiblen TCA-Zyklus (acn, Aconitase; cis1, Citrat Synthase 1) in der unmittelbaren Nachbarschaft des tpi-Gens von T. tenax hingewiesen [Schramm, 1999]. Die zum damaligen Zeitpunkt noch unvollständigen Nukleotidsequenzen beider Leserahmen wurden im Zuge dieser Arbeit durch Klonierung und Sequenzierung mehrerer genomischer Restriktionsfragmente komplettiert. Dabei konnte eine Lokalisation weiterer Gene des zentralen Kohlenhydratmetabolismus in den flankierenden Bereichen ausgeschlossen werden. 

Die bis dahin ausschließlich auf Sequenz-Ähnlichkeiten beruhende Vermutung, daß es sich bei den identifizierten Leserahmen im genomischen Kontext des tpi-Gens um die codierenden Gene der Aconitase und Citrat Synthase 1 handelt, wurde durch heterologe Expression der Gene in E. coli und anschließende Überprüfung der Enzymaktivitäten der Genprodukte bestätigt. 

Das acn-tpi-cis1-Gencluster von T. tenax ist insofern äußerst ungewöhnlich, als daß das tpi-Gen der meisten bisher untersuchten Archaea und Bacteria im Verbund mit weiteren Genen des EMP-Weges vorliegt und nicht wie im Fall von T. tenax mit Genen des TCA-Zyklus. Mit Hilfe des STRING-Webinterface [Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins; http://www.bork.embl-heidelberg.de/STRING; Snel et al., 2000; von Mering et al., 2003] war es möglich, in einem 'Neighborhood Display' den genomischen Kontext des tpi-Gens verschiedener Bacteria und Archaea mit der entsprechenden Genorganisation im T. tenax-Genom zu vergleichen:

Abb. 4.5: 'Neighborhood Display' bacterialer und archaealer tpi-Gene. 

Blau: codierendes Gen eines Transkriptionsregulators (putativ); hellgrün: gap, Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase; gelb: pgk, 3-Phosphoglyceratkinase; rot: tpi, Triosephosphat Isomerase; dunkelgrün: (putative) Untereinheit einer Präprotein-Translokase; orange: eno, Enolase; lila: pgm, Phosphoglyceratmutase; weiß: codierendes Gen eines Eisentransport-Proteins (putativ); schwarz: acn, Aconitase; grau: cis1, Citrat Synthase 1. 

Die Existenz von Genclustern ist ein auffälliges Merkmal bacterialer Genome. Sie codieren dabei häufig für Enzyme, die konsekutive Reaktionen eines Stoffwechselweges katalysieren. Die Gencluster werden meist ausgehend von einem einzigen Promotor in eine polycistronische mRNA transkribiert, so daß über die Kontrolle dieses Promotors eine Regulation des gesamten Stoffwechselweges möglich ist. 

Auch im Genom von T. tenax wurden mittlerweile mehrere Cluster funktionell assoziierter Gene identifiziert: So sind z.B. die codierenden Gene der PGK und NADP-abhängigen GAPDH [Brunner et al., 2001] bzw. der FBP-Aldolase und PPi-PFK [Siebers et al., 2001] in Operonstrukturen organisiert. Die Gene werden co-transkribiert und unterliegen in Abhängigkeit von den trophischen Anzuchtbedingungen einer gemeinsamen Regulation auf Transkriptebene. 

Wie Northern Blot-Analysen des acn-tpi-cis1-Clusters von T. tenax gezeigt haben, wird das cis1-Gen singulär transkribiert, während die mit nur 40 bp Abstand sehr eng assoziierten Gene für Aconitase und TIM als bicistronisches Transkript abgelesen werden. Das zusätzliche Auftreten der kleineren mRNA-Spezies, die von ihrer Größe dem jeweiligen monocistronischen Transkript entsprechen, ist wahrscheinlich das Resultat einer posttranskriptionalen Prozessierung des Co-Transkripts. Die Annahme einer getrennten Transkription beider Gene ist aufgrund der fehlenden Promotorstrukturen stromaufwärts des tpi-Gens eher unwahrscheinlich.

Die koordinierte Expression der Aconitase und TIM wird überraschenderweise über die angebotene Kohlenstoffquelle reguliert: So liegt unter heterotrophen Anzuchtbedingungen, also in Anwesenheit von Glucose, eine deutlich höhere mRNA-Kopienzahl von acn und tpi vor als unter autotrophen Bedingungen mit CO2 als alleiniger Kohlenstoffquelle. Die Tatsache, daß der Aconitase und TIM als essentielle Komponenten reversibler Stoffwechselwege (TCA-Zyklus bzw. EMP-Weg) eine wichtige Funktion sowohl im Anabolismus als auch im Katabolismus von T. tenax zukommt, hätte jedoch eher eine konstitutive Expression beider Enzyme, also unabhängig von den trophischen Anzuchtbedingungen vermuten lassen. Möglicherweise erfordert die in kataboler Richtung stattfindende Energiekonservierung einen höheren Kohlenstoff-Flux durch die Stoffwechselwege als die Bereitstellung von Syntheseprodukten in anaboler Richtung und liefert damit eine Erklärung für die verstärkte Expression der Aconitase und TIM unter heterotrophen Wachstumsbedingungen. Im Widerspruch dazu steht jedoch die Beobachtung, daß sowohl die TIM (persönliche Information A. Schramm) als auch die Aconitase (diese Arbeit, Daten nicht gezeigt) in zellfreien Extrakten von autotroph und heterotroph gezogenen T. tenax-Zellen vergleichbare Enzymaktivitäten aufweisen. Diese Diskrepanz zwischen Transkript-Menge und Enzymaktivitäten ist möglicherweise ein Hinweis für posttranskriptionale Regulationsmechanismen. 

Die gemeinsame Transkription von tpi und acn spiegelt eine enge funktionelle Beziehung zwischen EMP-Weg und TCA-Zyklus in T. tenax wider und ist ein starkes Indiz für eine direkte Koordination der beiden reversiblen Stoffwechselwege unter anabolen und katabolen Bedingungen. 
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