[image: image1.jpg]&
S 5; %\0 ,@((\Q
3 N
S 5 Ko
% D 5 & A
% : § & QQQ &
;9 3 5 @'é\o\\dﬂ\e 0
%% %E- * GQ;l\O\N
1y 3 .
%oo © '::)_ &Q\‘L 5
AU
ooo E{ﬂ 3\0“ .
(S GQ \ﬁO\Om
/149//79 %o, 5\)\0“\)
’iobeczef,;/ 0: rmoproteus
The
mee Thermofifym
ther o o
Methano
s



Einleitung

8



1.
  EINLEITUNG

Extremophile Mikroorganismen stellen in vielerlei Hinsicht attraktive Studienobjekte der Mikrobiologie dar: Aufgrund ihrer Anpassung an extreme Bedingungen, wie sehr hohe oder sehr niedrige Temperaturen, extreme pH-Werte oder hohe Salzkonzentrationen, sind sie in der Lage, außergewöhnliche ökologische Nischen (z.B. heiße Solfatarenfelder, Salzseen, Black Smokers) zu besiedeln. Die ungewöhnlichen Lebensbedingungen dieser Organismen ließen in den letzten Jahrzehnten nicht nur Interesse an den molekularen Grundlagen der Anpassung, sondern auch an möglichen biotechnologischen Anwendungen, z.B. der Entwicklung von thermostabilen Proteinen oder genetischen Werkzeugen, aufkommen.

Ein Großteil der bisher isolierten extremophilen Mikroorganismen wurde aufgrund von 16S rRNA-Sequenzdaten der dritten Domäne des Lebens, den Archaea zugeordnet [Woese & Fox, 1977; Woese et al., 1990]. Die ursprüngliche phylogenetische Einteilung der Archaea in die Reiche der Crenarchaeota und Euryarchaeota wurde inzwischen durch eine Gruppe bisher nicht-kultivierbarer Archaea, die als Korarchaeota bezeichnet werden, erweitert [Barns et al., 1996] (s. Abb. 1.1). Eine weitere Hauptentwicklungslinie der Archaea repräsentieren offensichtlich die erst kürzlich entdeckten Nanoarchaeota [Huber et al., 2002].        
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Abb. 1.1:
Phylogenetischer Baum der Archaea auf der Grundlage von 16S rRNA- Sequenzen [verändert nach Pace, 1997]. 


Im Gegensatz zum Stoffwechsel der Eucarya und Bacteria sind die stoffwechselphysiologischen Eigenschaften der Archaea sowie die basalen Regulationsnetzwerke, die diese kontrollieren, bisher vergleichsweise wenig untersucht. Einen Beitrag zum allgemeinen Verständnis der vielfältigen Stoffwechselprozesse und deren Regulation in Archaea sollen die seit einigen Jahren in unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Untersuchungen zum Kohlenhydratmetabolismus von Thermoproteus tenax leisten. T. tenax, der erste beschriebene hyperthermophile Organismus, ist ein Vertreter der Crenarchaeota und wurde 1981 aus einer Solfatare auf Island isoliert [Zillig et al., 1981; Fischer et al., 1983; s. Abb. 1.2]. Dieser Organismus ist strikt anaerob und wächst optimal bei 86°C und bei einem pH von 5,6. In Gegenwart von elementarem Schwefel ist T. tenax sowohl zu chemolithoautotrophem Wachstum mit H2 und CO2 als alleiniger Kohlenstoffquelle als auch zu chemoorganoheterotrophem Wachstum mit organischen Substraten wie Glucose, Stärke oder Amylose befähigt. Bei autotrophem Wachstum wird CO2 wahrscheinlich wie in dem nah verwandten Organismus T. neutrophilus [Beh et al., 1993] über einen reduktiven Tricarbonsäure (TCA)-Zyklus fixiert. 


Abb. 1.2:
Elektronenmikroskopische Aufnahme von Thermoproteus tenax Kra1. 



[Zillig et al., 1981]

Als physiologische Besonderheit unter den bisher beschriebenen hyperthermophilen Archaea verwendet T. tenax zwei unterschiedliche Stoffwechselwege für den Glucose-Katabolismus: Zum einen den sogenannten 'nicht-phosphorylierenden' Entner-Doudoroff (ED)-Weg, bei dem die erste Phosphorylierung auf der Stufe des Glycerats erfolgt, zum anderen eine Variante des reversiblen Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)-Weges, welche die Hauptabbauroute für Glucose in T. tenax darstellt [Siebers & Hensel, 1993; Siebers et al., 1997; Selig et al., 1997;].  

Die Variante des EMP-Weges zeichnet sich durch signifikante Unterschiede zum klassischen Weg der Bacteria aus. Die zwei typischen Kontrollpunkte des klassischen Weges, die antagonistisch arbeitenden und stark regulierten Enzympaare ATP-abhängige Phosphofructo-kinase (PFK)/Fructosebisphosphatase und Pyruvat Kinase (PK)/Phosphoenolpyruvat Synthetase (PEPS), sind in T. tenax zum einen durch eine nicht-allosterische, reversible PPi-abhängige PFK [Siebers et al., 1998] und zum anderen durch eine PK mit geringem regulatorischen Potential ersetzt, die nur durch ihr Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP) aktiviert wird [Schramm et al., 2000]. Eine Kontrolle des EMP-Weges hinsichtlich Richtung und Menge des Kohlenstoff-Fluxes scheint somit an diesen Stellen zu entfallen. Kompensiert wird das fehlende regulatorische Potential der PPi-PFK und PK offensichtlich durch eine nicht-phosphorylierende Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPN): Dieses Enzym katalysiert in einer irreversiblen Reaktion die direkte Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zum 3‑Phosphoglycerat und unterliegt einer starken allosterischen Regulation durch den Energiestatus der Zelle und diverse Stoffwechselintermediate [Brunner et al., 1998; Brunner et al., 2001]. Eine neben der GAPN ebenfalls in T. tenax vorliegende NADP-abhängige Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) repräsentiert das klassische phosphorylierende Enzym: Die NADP-GAPDH arbeitet reversibel und wird nicht allosterisch reguliert. 

Auf Genebene zeichnet sich die Variante des EMP-Weges von T. tenax durch einen ungewöhnlichen genomischen Kontext des tpi-Gens aus: In der unmittelbaren Nachbarschaft des Gens, das für die Triosephosphat Isomerase (TIM, EC 5.3.1.1) codiert, wurden zwei Leserahmen mit Sequenzähnlichkeiten zu Genen des reversiblen TCA-Zyklus identifiziert, die für die Enzyme Aconitase (EC 4.2.1.3) bzw. Citrat Synthase (EC 4.1.3.7) codieren [Schramm, 1999]. In den meisten bisher untersuchten Archaea und Bacteria liegt das tpi-Gen dagegen im Verbund mit weiteren Genen des EMP-Weges, z.B. für GAPDH und Phosphoglyceratkinase (PGK) vor. Derartige Gencluster sind ein auffälliges Merkmal bacterialer Genome und häufig ein Hinweis auf eine gemeinsame Regulation der assoziierten Gene. Bezüglich des acn-tpi-cis1-Genclusters von T. tenax war zu Beginn dieser Arbeit noch unklar, ob die enge Assoziation der Gene ebenfalls eine gemeinsame Regulation auf Transkriptebene impliziert.  

Ebenfalls wenig bekannt war über den ersten Schritt der gluconeogenetischen Reaktionssequenz des EMP-Weges, d.h. die Synthese von PEP aus Pyruvat: Enzymatische Messungen in zellfreien Extrakten von T. tenax ließen unter autotrophen Wachstumsbedingungen eine PEPS-Aktivität erkennen, die allerdings aufgrund von interferierenden Reaktionen nur schwer nachweisbar war und daher nicht eingehender untersucht wurde [Siebers, 1995]. Ein wesentliches Anliegen dieser Arbeit bestand deshalb in der Charakterisierung der PEP-synthetisierenden Reaktion. Detaillierte Untersuchungen bezüglich der Regulation des entsprechenden katalysierenden Enzyms auf Protein- und Genebene sollten damit zu einem umfassenderen Verständnis der Regulationsnetzwerke des EMP-Weges von T. tenax beitragen. 

PEP-synthetisierende Reaktionen

Die Aktivität einer PEPS (EC 2.7.9.2), also die direkte Synthese von PEP aus Pyruvat und ATP (s. Reaktion I), wurde erstmals in den 60er Jahren in Escherichia coli nachgewiesen [Cooper & Kornberg, 1965].


Reaktion I: 

Pyruvat + ATP + H2O      
        
PEP + AMP + Pi

In einer Reihe weiterer Veröffentlichungen wurde von Mikroorganismen und Pflanzen berichtet, in denen eine nahezu identische Reaktion abläuft [Benziman, 1966; Hatch & Slack, 1967]. Wie sich später allerdings herausstellte, handelt es sich dabei um eine Variation der PEPS-Reaktion, bei der zusätzlich Orthophosphat (Pi) involviert ist und Pyrophosphat (PPi) gebildet wird (s. Reaktion II) [Hatch & Slack, 1968; Benziman & Palgi, 1970]. Katalysiert wird diese Reaktion durch das Enzym Pyruvat, Phosphat Dikinase (PPDK; EC 2.7.9.1), das ebenso wie die  PEPS zur Familie der 'PEP-utilizing enzymes' gehört.

Reaktion  II: 

Pyruvat + ATP + Pi          

PEP + AMP + PPi

Die direkte Bildung von Phosphoenolpyruvat durch PEPS oder PPDK ist eine energetisch günstige Alternative zum zweistufigen Prozess vieler Säugetiere, Pflanzen und Mikroorganismen, bei dem Pyruvat zunächst durch das Enzym Pyruvat Carboxylase (EC 6.4.1.1; s. Reaktion III) zum Oxalacetat (OAA) carboxyliert wird, das dann durch die PEP Carboxykinase-Reaktion (EC 4.1.1.49 / 4.1.1.32 / 4.1.1.38; s. Reaktion IV) in Gegenwart von ATP, GTP oder PPi zum PEP decarboxyliert wird.

Reaktion III:

Pyruvat + ATP + HCO3‾              
OAA + ADP + Pi 

Reaktion IV:

OAA + ATP/GTP/PPi 
      
PEP + CO2 + ADP/GDP/Pi

PEPS-Aktivität wurde in der Zwischenzeit in vielen Bacteria und Archaea nachgewiesen und näher untersucht: Experimente mit Deletionsmutanten von Escherichia coli und Salmonella typhimurium haben gezeigt, daß das Enzym für das Wachstum dieser Organismen auf C3‑Substraten wie Pyruvat, Lactat oder Alanin unerläßlich ist [Cooper & Kornberg, 1974; Smyer & Jeter, 1989]. In dem thermophilen methanogenen Archaeum Methanothermobacter thermautotrophicus (ehemals Methanobacterium thermoautotrophicum) spielt die PEPS eine essentielle Rolle beim autotrophen Wachstum auf CO2 [Eyzaguirre et al., 1982]. Von vergleichbarer Wichtigkeit ist dieses Enzym für den hyperthermophilen Euryarchaeoten Pyrococcus furiosus beim Wachstum auf Pyruvat [Schäfer & Schönheit, 1993].

Neben den genannten biochemischen Untersuchungen sind ferner diverse Sequenzdaten bacterialer und archaealer PEPS-Enzyme verfügbar: Die ppsA-Gene von E. coli K-12 und P. furiosus wurden kloniert und sequenziert [Niersbach et al., 1992; Robinson & Schreier, 1994; Jones et al., 1995]. Weiterhin wurde die Nukleotidsequenz eines PEPS-Homologen (MAPS, multimeric archaeal PEP synthase homologue) aus dem hyperthermophilen Crenarchaeoten Staphylothermus marinus durch N-terminale Sequenzierung von CNBr- und LysC-Spaltpeptiden und anschließende PCR mit abgeleiteten Oligonukleotidprimern ermittelt [Cicicopol et al., 1994]. 

Nicht zuletzt wurden im Rahmen verschiedener Genomprojekte Nukleotidsequenzen identifiziert, die als PEPS-codierende Gene annotiert wurden, z.B. aus Synechocystis sp. [Kaneko et al., 1995], Methanococcus jannaschii [Bult et al., 1996], Archaeoglobus fulgidus [Klenk et al., 1997], Helicobacter pylori [Tomb et al., 1997], M. thermautotrophicus [Smith et al., 1997], Aquifex aeolicus [Deckert et al., 1998], Pyrococcus horikoshii [Kawarabayasi et al., 1998],  Aeropyrum pernix [Kawarabayasi et al., 1999] und Deinococcus radiodurans [White et al., 1999].

PPDK-Aktivität wurde zunächst in Pflanzen, später auch in Protozoen und Bakterien nachgewiesen. In C4-Pflanzen wie Zuckerrohr und Mais spielt die PPDK eine wichige Rolle bei der Photosynthese, da sie den primären CO2-Akzeptor PEP bereitstellt [Hatch & Slack, 1968]. Zusätzlich unterliegt die PPDK-Aktivität einer täglichen Licht-Dunkel-Regulation durch ein bifunktionelles Regulator-Protein: Die Inaktivierung der PPDK erfolgt im Dunkeln durch eine ADP-abhängige Phosphorylierung eines konservierten Threonin-Restes im aktiven Zentrum. Umgekehrt wird die PPDK im Licht durch Dephosphorylierung des Threonin-Restes aktiviert [Ashton et al., 1984; Burnell & Hatch, 1984, 1985, 1986]. 

Eine PPDK-Aktivität wurde mittlerweile auch in C3-Pflanzen nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, daß die PPDKs in Blättern verschiedener Angiospermen und in Spinat-Chloroplasten ebenfalls einer Licht-/Dunkel-induzierten reversiblen Phosphorylierung unterliegen. Die exakten metabolischen Funktionen der PPDK in C3-Pflanzen sind allerdings noch unbekannt [Chastain et al., 2002]. 

In Clostridium symbiosum und Entamoeba histolytica arbeitet die PPDK ausschließlich in kataboler Richtung und kompensiert damit die fehlende PK-Aktivität in diesen Organismen [Reeves, 1968; Reeves et al., 1968]. Auch die PPDK des Darmparasiten Giardia duodenalis katalysiert unter physiologischen Bedingungen vornehmlich die katabole Reaktion. Allerdings kann die zusätzliche Existenz einer PK in diesem Organismus derzeit noch nicht befriedigend erklärt werden [Hiltpold et al., 1999]. Im Gegensatz dazu katalysieren die PPDKs von Propionibacterium shermanii, Acetobacter xylinum und Rhodospirillum rubrum die Synthese von PEP und arbeiten damit in gluconeogenetischer Richtung [Evans & Wood, 1971; Benziman et al., 1969; Buchanan, 1974]. 

Zu Beginn dieser Arbeit existierten noch keine Informationen bezüglich archaealer PPDKs. Erst kürzlich wurden im Zuge verschiedener Genomsequenzierungsprojekte archaeale ppdk-Genhomologe in Thermoplasma acidophilum [Ruepp et al., 2000], Thermoplasma volcanium [Kawashima et al., 2000], Pyrobaculum aerophilum [Fitz-Gibbon et al., 2002], Methanosarcina mazei Goe1 [Deppenmeyer et al., 2002] und Methanosarcina acetivorans [Galagan et al., 2002] gefunden. Allerdings sind bisher für die entsprechenden Genprodukte keine biochemischen Daten verfügbar.

Die durch die Pyruvat Carboxylase katalysierte Biotin-abhängige Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat (Reaktion III) stellt eine wichtige anaplerotische Reaktion zur Auffüllung des TCA-Zyklus in Säugetieren, Hefen und vielen Bakterien dar. In Verbindung mit dem Enzym PEP Carboxykinase (Reaktion IV) erfolgt die Bereitstellung von PEP für gluconeogenetische Zwecke.

Innerhalb der Archaea konnte eine Pyruvat Carboxylase-Aktivität bisher nur bei verschiedenen Methanogenen, z.B. M. thermautotrophicus [Mukhopadhyay et al., 1998] und M. jannaschii [Mukhopadhyay et al., 2000] nachgewiesen werden. In methanogenen Archaea stellt die Biosynthese von Oxalacetat eine der wichtigsten Reaktionen bei der CO2-Fixierung dar. Als Besonderheit zeichnet sich das Enzym von M. jannaschii dabei durch eine Biotin-unabhängige Katalyse aus. 

Auch Genhomologe der PEP Carboxykinase wurden mittlerweile in verschiedenen Archaea gefunden, z.B. in den Genomen von A. pernix [Kawarabayasi et al., 1999], Pyrococcus horikoshii [Kawarabayasi et al., 1998] und Sulfolobus solfataricus P2 [She et al., 2001]. Bislang sind allerdings noch keine biochemischen Daten bekannt.

Die Familie der PEP-utilizing enzymes

Die Familie der PEP-utilizing enzymes besteht aus drei Proteingruppen: (I) PEP Synthetasen (PEPS; EC 2.7.9.2), (II) Pyruvat, Phosphat Dikinasen (PPDK; EC 2.7.9.1) und (III) Enzym I des Phosphotransferasesystems (EC 2.7.3.9). Charakterisiert ist diese Familie durch strukturelle und funktionelle Gemeinsamkeiten: So setzen alle Vertreter dieser Enzymfamilie Pyruvat zu PEP um und nutzen dabei einen katalytischen Histidin-Rest, um den Phosphorylgruppen-Transfer zu vermitteln. Multiple Alignierungen von Vertretern der PEP-utilizing enzymes zeigten, daß einige Sequenzabschnitte stark konserviert sind, darunter das Sequenz-Motiv PS00370, das den katalytischen Histidin-Rest umgibt (s. auch Abb. 3.5), und das Motiv PS00742, das in der C-terminalen Domäne der Enzyme lokalisiert ist (Datenbankeinträge PROSITE). 

Die C-terminale Domäne enthält laut biochemischen Untersuchungen und Mutagenese-Studien die Pyruvat/PEP-Bindestelle [Carroll et al., 1994; Yankie et al., 1995; Xu et al., 1995a; Xu et al., 1995b; Seok et al., 1996]. Röntgenstrukturanalysen der C. symbiosum PPDK haben gezeigt, daß die entsprechende Domäne eine (β/α)8-Faßstruktur, ein sogenanntes 'TIM barrel' ausbildet [Herzberg et al., 1996; Herzberg et al., 2002]. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit mit der Pyruvat/PEP-Bindedomäne der PK wird für die PPDK eine ähnliche Substrat-Bindung vermutet.

Affinitätsmarkierungen und Mutagenese-Studien sprechen für eine Lokalisation der Nukleotid-Bindestelle innerhalb der N-terminalen Domäne von PEPS und PPDK [Carroll et al., 1994; Xu et al., 1995b; McGuire et al., 1996]. Das in dieser Domäne enthaltene Faltungsmotiv, das sogenannte 'ATP-grasp fold', ist auch in vielen anderen ATP/ADP-umsetzenden Enzymen, z.B. D-Ala-D-Ala Ligase, Succinyl-CoA Synthetase, Carbamoylphosphat Synthetase und Glutathion Synthetase zu finden [Herzberg et al., 1996; Ye et al., 2001]. Diese Enzyme werden zur Superfamilie der 'ATP-grasp fold enzymes' zusammengefaßt. Das Fehlen der Nukleotid-Bindedomäne im Enzym I des Phosphotransferase-Systems deckt sich mit der Tatsache, daß in dieser Proteingruppe ATP nicht als Cosubstrat dient. So ist das Enzym I nur aus zwei unabhängig gefalteten Domänen aufgebaut, während PEPS und PPDK aus drei Domänen bestehen. Dabei ist die Phosphohistidin-Domäne über flexible Polypeptid-Linker mit der C-terminalen Pyruvat/-PEP-Bindedomäne und der N-terminalen Nukleotid-Bindedomäne verbunden. Für den enzymatischen Phosphorylgruppen-Transfer wird ein sogenannter 'swiveling-domain'-Mechanismus vermutet, bei dem durch Schwenken der Phosphohistidin-Domäne um die zwei flexiblen Polypetid-Linker eine Kommunikation zwischen den räumlich getrennten (≈ 45 Å) Reaktionszentren der C- und N-terminalen Domäne gewährleistest wird [Herzberg et al., 1996].

Zielsetzung der Arbeit:

Mit der vorliegenden Arbeit soll ein Beitrag zur Aufklärung der komplexen Regulationsnetzwerke innerhalb des zentralen Kohlenhydratmetabolismus von T. tenax geleistet werden.

Im Vordergrund stehen dabei die Charakterisierung der PEP-synthetisierenden Reaktion in der gluconeogenetischen Reaktionssequenz des reversiblen EMP-Weges und Untersuchungen zur Regulation auf Protein- und Genebene.

Der zweite Teil der Arbeit befaßt sich mit der Fragestellung, ob die Leserahmen des ungewöhnlichen acn-tpi-cis1-Genclusters von T. tenax in einer Operonstruktur organisiert sind und damit als funktionelle Einheit einer gemeinsamen Regulation auf Transkriptebene unterliegen. 
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