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3. 
  ERGEBNISSE

3.1
  Die PEP Synthetase (PEPS) von T. tenax

Der Nachweis einer PEPS-Aktivität in autotroph gezogenen T. tenax-Zellen wurde bereits von B. Siebers aus unserer Arbeitsgruppe erbracht [Siebers, 1995]. Aufgrund von interferierenden Reaktionen im zellfreien T. tenax-Extrakt war eine Charakterisierung der PEPS jedoch nicht möglich. Um eingehende kinetische Untersuchungen am Enzym durchzuführen und Einblicke in die Regulation der Enzymreaktion zu erhalten, sollte deshalb das für die PEPS codierende pps-Gen im T. tenax-Genom identifiziert und das Enzym heterolog in E. coli exprimiert werden.

3.1.1
  Klonierung und Sequenzierung des pps-Gens von T. tenax

3.1.1.1
  Ableitung von degenerierten Oligonukleotiden 

Durch multiple Alignierung bekannter archaealer und bacterialer PEPS-Sequenzen (s. Abb. 3.1) wurden die konservierten Sequenz-Motive FAGQQ, MDIEWA und NPMIGW identifiziert.

H.pyloria        
DLPDASFAGQQDTYLNIKGKTELIHYIKSCLASLFTDRAISYRASRGFDHLKVALSVGVQ  189

Synechocystis specb
DLPEASFAGQQETYLNVHSLSCVLESCHKCFASLFTDRAISYRHHNGFDHFAVALSVGVQ  208

E.colic            
DMPDASFAGQQETFLNVQGFDAVLVAVKHVFASLFNDRAISYRVHQGYDHRGVALSAGVQ  193

S.marinusd         
DMPEASFAGQQDTYLNVYGEDNVVYYVKRCWASLFTSRAVFYRVAQGIPHEKSLMSVTVQ  194

P.furiosuse        
DLPEASFAGQQETYLDVLGADDVIDKVKRCWASLWTARATFYRAKQGFDHSKVYLSAVVQ  219

M.jannaschiif      
DLPEASFAGQQDTYLNIKGAENVVKYVQKCFSSLFTPRAIFYREQQGFDHFKVALAAVVQ  196

                   
*:*:*******:*:*:: .   ::   :   :**:. **  **  .*  *    ::. **

H.pylori           
VLILAKYAIEIEKHYSKEAKQYRPMDIEWAKDGES---GEIFIVQARPETVQSQKSKEES  350

Synechocystis spec 
ILQLARWACIIEDHYSGVRGVYTPMDIEWAKDGQT---GELFIVQARPETVQSQKS---A  365

E.coli             
VQELAKQAVQIEKHYG------RPMDIEWAKDGHT---GKLFIVQARPETVRSR-----G  344

S.marinus          
VKRLAELALLIEKHYG------RHMDIEWAVDYDIPFPDNVFIVQARLETVWSVRK-EKE  361

P.furiosus         
IIEVAKMGQKIEDHYG------WPQDIEWAYDKDD---GKLYIVQSRPITTLKE-----E  365

M.jannaschii       
IKELAKIGLNIEKHYG------KPMDVEWAYEK-----GKFYMLQARPITTLKK-----G  334

                   
:  :*. .  **.**.         *:*** :      .:.:::*:*  *. .       

H.pylori           
ISAAFYPKPVIVRTSDFKSNEYMRMLGGSSYEPNEENPMLGYRGASRYYSESYNEAFSWE  635

Synechocystis spec 
IAAAFYPKPVVVRMSDFKSNEYANLLGGRQFEPKEENPMIGWRGASRYYDPNYREAYALE  648

E.coli             
LGAAFYPKRVIVRLSDFKSNEYANLVGGERYEPDEENPMLGFRGAGRYVSDSFRDCFALE  625

S.marinus          
VAQAIYPRPVVVRFSDFKTNEYRGLKGGEKYEPEERNPMIGWRGVSRYIHPKYEPAFRLE  645

P.furiosus         
VAAAFYPRPVWYRTLDAPTNEFREMPGGE-DEPEERNPMLGWRGIRRGLDQ--PELLRAE  631

M.jannaschii       
VADAFYPRPVTYRTLDAPTDEFRGLEGGE-NEPIEHNPMLGWRGIRRDLDE--VDILKCE 1008

                   
:. *:**: *  *  *  ::*:  : **   ** *.***:*:**  *            *                    

Abb. 3.1:  Partielles Alignment archaealer und bacterialer PEPS-Sequenzen. Die konservierten Motive FAGQQ, MDIEWA und NPMIGW sind grau hinterlegt. Die Nummerierungen beziehen sich auf die entsprechenden Aminosäurepositionen. 

NCBI-Datenbankeinträge (http://ncbi.nlm.nih.gov) und Referenzen der gezeigten Protein-Sequenzen: a P56070 Tomb et al., 1997; b Q55905 Kaneko et al., 1995; c P23538 Blattner et al., 1997; d P46893 Cicicopol et al., 1994; e P42850 Jones 1995; f Q57962 Bult et al., 1996. 
Die durch Sequenzvergleich ermittelten konservierten Aminosäuresequenzen (s. Abb. 3.1) wurden zur Ableitung degenerierter Oligonukleotide herangezogen: 

FAGQQ:
5’-TTYGCNGGNCARCARGA-3’

MDIEWA:
5’-GCCCAYTCDATRTCCAT-3’  
 
revers komplementär
NPMIGW:
5’-CCANCCDATCATNGGRTT-3’

revers komplementär

Die Konstruktion der Oligonukleotide erfolgte dabei unter Berücksichtigung des Codon-Gebrauchs von T. tenax, der von den codierenden Genen der NADP-GAPDH, GAPN und TIM abgeleitet worden war [Brunner, 1998; Schramm, 1999].

3.1.1.2
  Amplifikation und Klonierung eines pps-spezifischen 1,4 kb PCR-Produkts

Durch PCR-Amplifikation eines internen Fragments der pps-Sequenz sollte eine spezifische DNA-Sonde zur Isolierung des gesamten Gens generiert werden.

Zu diesem Zweck wurden die aus den Konsensus-Motiven FAGQQ, MDIEWA und NPMIGW abgeleiteten Oligonukleotide (s.o.) als Primer in einer PCR mit genomischer T. tenax-DNA als Template verwendet, und zwar in den Kombinationen FAGQQ/MDIEWA bzw. FAGQQ/NPMIGW. Unter den gewählten PCR-Bedingungen (35 Zyklen 30 s 94°C/ 45 s 40°C/ 60 s 72°C, anschließend 10 min 72°C) konnte mit der Primer-Kombination FAGQQ/NPMIGW ein DNA-Fragment der erwarteten Größe von ca. 1,4 kb amplifiziert werden. Dieses DNA-Fragment wurde gereinigt und in den Vektor pCR-TOPO 2.1 inseriert. Nach Transformation kompetenter E. coli TOP10-Zellen konnten rekombinante Klone über Blau-Weiß-Differenzierung und Restriktionsanalyse mit EcoRI identifiziert werden. Das Insert eines Klons (pPEP1) wurde mit den Vektorprimern M13for (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’) und M13rev (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’) sequenziert. Die von dieser Nukleotid-Sequenz (Abb. 3.3, Position 1061 → 2428) abgeleitete Aminosäure-Sequenz zeigte nach Datenbankvergleichen eine deutliche Ähnlichkeit zu archaealen und bacterialen PEPS-Enzymen.

3.1.1.3  Hybridisierung einer pps-spezifischen Sonde mit genomischer DNA aus T. tenax

Das mit den Primern FAGQQ und NPMIGW amplifizierte pps-spezifische PCR-Produkt (s. 3.1.1.2) wurde mit Digoxigenin markiert und als Sonde zur Hybridisierung genomischer T. tenax-DNA eingesetzt. Die DNA wurde zuvor mit verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen transferiert und mit UV-Licht fixiert. Unter den gewählten Bedingungen (Hybridisierung über Nacht bei 68°C; stringentes Waschen mit 0,1 x SSC, 0,1% SDS bei 68°C) traten folgende starke Hybridisierungssignale auf:

BamHI:   4 kb; 8 kb




SalI:
5,0 kb; 12 kb

HindIII:  6,5 kb; 9,5 kb



XbaI:
12 kb; 20 kb

SacI: 
   0,8 kb; 1,8 kb; 5,5 kb


XhoI:
6 kb; 9 kb

Zum Teil waren zusätzliche Signale wesentlich schwächerer Intensität erkennbar, die auf eine Kreuzreaktion der Sonde mit weiteren Sequenzbereichen im Genom hindeuteten. 

Unter den genomischen DNA-Fragmenten, die ein starkes Hybridisierungssignal zeigten, wurden die 4 kb und 8 kb großen BamHI-Fragmente für die Klonierung ausgewählt. Die Tatsache, daß mit jedem der verwendeten Restriktionsenzyme mindestens zwei starke Signale detektiert wurden, ließ entweder mehrere Gen-Loci oder interne Schnittstellen vermuten. Eine Klonierung beider genomischer Fragmente erschien daher sinnvoll, um die komplette genetische Information des pps-Gens zu erhalten.

3.1.1.4
  Klonierung von zwei genomischen BamHI-Fragmenten

Genomische T. tenax-DNA wurde mit BamHI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und DNA-Fragmente im Bereich von 3,5-4,5 kb bzw. 7-9 kb ausgeschnitten. Anschließend wurden die gereinigten Fragmente in den Vektor pBluescript KS+ ligiert.

Nach Transformation kompetenter E. coli DH5(-Zellen konnten rekombinante Klone durch  Blau-Weiß-Differenzierung identifiziert werden. Diese wurden über PCR mit den Primern FAGQQ und NPMIGW (s. 3.1.1.1) auf Anwesenheit der pps-Sequenz getestet. Dabei konnte ein Klon mit einem 4 kb Insert identifiziert werden, bei dem ein PCR-Produkt der entsprechenden Größe (1,4 kb) amplifiziert wurde. Dieser Klon (pPEP4kb-4) wurde daraufhin sequenziert (s. 3.1.1.6).

Die Identifizierung eines positiven Klons mit inseriertem 8 kb BamHI-Fragment war über Boiling-PCR nicht möglich. Deshalb wurde Plasmid-DNA rekombinanter Klone gegen die pps-spezifische Sonde hybridisiert. Ein Klon (pPEP8kb-1) zeigte ein starkes Hybridisierungssignal und wurde deshalb sequenziert.

3.1.1.5
  Sequenzierung des genomischen Klons pPEP8kb-1
Die Sequenzierung des Klons pPEP8kb-1 ergab keinen Hinweis auf einen offenen Leserahmen mit Sequenzähnlichkeiten zu PEP Synthetasen. Möglicherweise kam es -trotz stringenter Hybridisierungsbedingungen- aufgrund der Länge der verwendeten DNA-Sonde (1,4 kb; s. 3.1.1.3) zu unspezifischen Bindungen mit genomischer T. tenax-DNA und damit zu falsch-positiven Signalen. 

Eine schematische Darstellung der Sequenzierungsstrategie des Klons pPEP8kb-1 und der identifizierten Leserahmen ist im Anhang hinterlegt. Die komplette Nukleotidsequenz und eine Tabelle mit den zur Sequenzierung verwendeten Primern sind beigefügt. 

3.1.1.6
  Sequenzierung des genomischen Klons pPEP4kb-4

Wie die Sequenzierung des Klons pPEP4kb-4 zeigte, enthielt das genomische 4 kb BamHI-Fragment den kompletten codierenden Bereich des pps-Gens (Abb. 3.2). Sämtliche zur Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tab. 3.1 aufgeführt.

[image: image2.png]



Abb. 3.2: Schematische Darstellung und Sequenzierungsstrategie des 4 kb BamHI-Fragments des Klons pPEP4kb-4. 

Identifizierte Leserahmen und deren Orientierung sind durch Blockpfeile dargestellt (urf: Ähnlichkeit mit unbekanntem Leserahmen in P. aerophilum; pps: PEPS; gcp: O‑Sialogluco-protein-Endopeptidase). Dünne Pfeile zeigen den Bereich und die Leserichtung der einzelnen Sequenzierungen an. Das 1,4 kb große PCR-Produkt pPEP1 ist als Balken dargestellt.

Tab. 3.1:  Primer, die zur Sequenzierung des Klons pPEP4kb-4 verwendet wurden. 
Die Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 3.3 (Nummerierung rechts).
Primer
Länge
Sequenz
Position

T3
20 bp
5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
  Vektor-Primer

T7
22 bp
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
  Vektor-Primer

FAGQQ
17 bp
5’-TTYGCNGGNCARCARGA-3’
  1061 (  1077

pepsi-1
21 bp
5’-AAGTCCGGCGCTCCTGCGTTG-3’
  1472 (  1492

pepsi-2
18 bp
5’-AAGACGAACGAGTACAGG-3’
  2354 (  2371

pepsi-3
19 bp
5’-AGATGCCCAGACCCTCTTG-3’
  1141 (  1123

pepsi-4
18 bp
5’-AACTCAGCTGACTCTAGG-3’
  2719 (  2736

pepsi-5
31 bp
5’-GTATTAATACCACTCGCAATTGCGCCCCATG-3’
    643 (  673

pepsi-6
31 bp
5’-GCAGCAAAGGAGGGGGATCCGCTAATATTTC-3’
  3124 (  3094

pepsi-7
16 bp
5’-ATCTCCTCCCTCACCT-3’
  2514 (  2499

sialo-1
20 bp
5’-AAGTTCGCTAGGGAGGTGGG-3’
  3724 (  3705

H406Qfor
24 bp
5’-CCGCACCTCTCAGGCCGCCATAGT-3’
  1876 (  1899

H406Qrev
24 bp
5’-ACTATGGCGGCCTGAGAGGTGCGG-3’
  1899 (  1876

3.1.1.7  Sequenz des pps-Gens und flankierender Bereiche

Das für die PEPS aus T. tenax codierende pps-Gen umfaßt 2433 bp (Abb. 3.3) mit einem GC-Gehalt von 54,7%. Die korrespondierende Primärsequenz von 810 Aminosäureresten zeigt eine große Ähnlichkeit zur Familie der 'PEP-utilizing enzymes', zu der neben der PEPS (EC 2.7.9.2) auch die PPDK (EC 2.7.9.1) und das Enzym I des bacterialen Phosphotransferasesystems (EC 2.7.3.9) gehören. So enthält die T. tenax PEPS ebenfalls die innerhalb der Familie der PEP-utilizing enzymes konservierten Sequenz-Motive PS00370 ((G(GA)XTXH(STA)(STAV) (LIVM)2(STAV)(RG)) und PS00742 ((DEQSK)X(LIVMF)S(L,I,VMF)G(ST)ND(LIVM)XQ (LIVMFYGT)(STALIV)(LIVMF)(GAS)X2R) [PROSITE Datenbankeinträge].

Der Translationsstart der T. tenax PEPS wurde indirekt durch Sequenzvergleich mit homologen Proteinen  festgelegt: Eingegrenzt durch die deutliche Sequenzähnlichkeit ab dem Isoleucin-Rest an Position 4 (Position 680-682 in der Nukleotidsequenz, Abb. 3.3) und dem Beginn des offenen Leserahmens 15 bp stromaufwärts, scheint das Methionin-Codon an Position 671-673 als Translationsstart am wahrscheinlichsten. 

Der Versuch, den Transkriptionsstart des pps-Gens durch Primer Extension Analysen festzulegen, blieb leider erfolglos: Trotz Variation der Primer (s.u.) und der Bedingungen für Primer-Annealing und cDNA-Synthese konnte kein eindeutiges Signal identifiziert werden. Eine mögliche Ursache könnten Probleme der Reversen Transkriptase mit Sekundärstrukturen innerhalb der mRNA gewesen sein, vorstellbar wären aber auch alternative Transkriptionsstarts des pps-Gens.

Die für die Primer Extension Experimente verwendeten Primer hatten folgende Sequenzen (Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 3.3):

Pepsi 1 Prex:
5'-CCTGGAGGCACGCGGACG-3'

Position 780 → 762

Pepsi 2 Prex:
5'-AGTTTGCCCCCTTGCCGC-3'

Position 743 → 726

Pepsi 3 Prex:
5'-AGACCTCGCCCAAGTTTGCCCCC-3'

Position 755 → 733

Pepsi 4 Prex:
5'-TCTTTCTTCGTGATCTCCTCTAGCCAT-3'
Position 711 → 685

Aufgrund der Tatsache, daß ein Mapping des Transkriptionsstarts durch Primer Extension nicht erfolgreich war, war eine Identifizierung putativer Promotorelemente nur bedingt möglich: Betrachtet man die Sequenzregion stromaufwärts des pps-Gens, so entdeckt man mehrere Bereiche, die als putative Promotorstrukturen in Betracht kämen, da sie eine signifikante Ähnlichkeit zu der für Crenarchaeoten beschriebenen BRE-site (TFB recognition element; Konsensus-Sequenz RNWAAW) und TATA-Box (Konsensus-Sequenz YTTTTAAA) aufweisen [Soppa, 1999]. Diese möglichen Promotorelemente sind in Abbildung 3.3 dargestellt (BRE-site unterstrichen; TATA-Box in Fettdruck).

Stromaufwärts des pps-Gens liegt ein Sequenz-Bereich mit Ähnlichkeit (34% identische Aminosäurereste) zu einem unbekannten ORF in Pyrobaculum aerophilum, stromabwärts befindet sich in entgegengesetzter Transkriptionsrichtung ein Teil der genetischen Information einer O-Sialoglucoprotein-Endopeptidase (Abb. 3.2). 

     GGATCCTCGC CTGAGGAGGA GTTGGCCGCA TATGCGGGCG GGGCCGACGG GACGTTGTCT    60 
     GAGATAAAGC ATAGGTTCGG TGTACCAGAC CAAGCCGACG ATGCTGCGTT GCTGGTCGTT   120
     GAGGCAGACA GTCTGGAGGA GCTCAGAAGG TACGTGCGTC GTGCAGGCGA GGTCTATAGG   180
     CGACGGGTGG AGGTCGCTCT TTTGGCGAGA TTCGAGGCGG CAGTGGAGCT AGGCCAATAT   240
     ATTTCAAGCT TTGTGATAAC CAAGGCGCCA GATATCGTGT CCTTCGAGCC GGCGACGAGT   300
     CTACCCGAGA TAGGAAGGTG TATCCACTGC GGGGTGGACT TTCTTATGTA CGGCGCTAAG   360
     ACAAAGAGGT GTATCTACTG TGGCCGCGCG CTTAGAGGCG TCATAACTCA GCGTAAGCCG   420
     ACGTTAAGGC CAGAGATATT GCGGGCGATA CACAGGAAGT TGGCGGACAA CTTACCCAAG   480
     AAGATCGTAG TGATATAGCA TCTCCGGATC AGAATAACGA ATATATAAGG TCTTCAAAAC   540 

     AATATAGTTT ACCTACTAAG ATCCTGAAAC TTTAGAGTAA TTATATATTA CGTGTTTTCT   600

     AGGCTATAGC CGGATCATCT ATCTCTTCGA GTTTAATAGG TAGTATTAAT ACCACTCGTA   660    

  1    *         M  G  L   I  L  W  L   E  E  I   T  K  K   D  H  A  L 

     ATAACGCCCC ATGGGGCTCA TTCTATGGCT AGAGGAGATC ACGAAGAAAG ATCACGCTCT   720

 18    V  G  G   K  G  A   N  L  G  E   V  S  R   L  V  R   V  P  P  G

     AGTGGGCGGC AAGGGGGCAA ACTTGGGCGA GGTCTCCAGA CTCGTCCGCG TGCCTCCAGG   780

 38    F  V  V   T  T  E   A  F  R  A   F  L  E   T  T  G   L  K  S  K

     CTTTGTCGTA ACTACCGAGG CCTTTAGGGC CTTCCTAGAG ACCACTGGGC TAAAGTCTAA   840

 58    I  S  E   V  L  K   S  V  R  G   G  S  P   E  D  Y   E  K  A  S

     GATATCGGAG GTCCTAAAGT CGGTGAGGGG CGGCTCGCCC GAGGACTACG AGAAGGCCTC   900

 78    E  T  I   R  E  M   I  Y  R  E   P  M  P   R  E  I   A  D  E  I

     GGAGACCATC AGAGAGATGA TATACAGAGA GCCTATGCCT AGGGAGATCG CCGACGAGAT   960

 98    V  R  A   Y  L  K   L  S  E  K   V  G  V   K  D  V   S  V  A  V

     AGTTAGAGCG TACCTCAAGC TCTCGGAGAA AGTCGGCGTT AAGGACGTCT CAGTGGCCGT  1020 

118    R  S  S   A  T  A   E  D  I  Q   E  A  S   F  A  G   Q  Q  D  T

     GCGCTCCTCA GCCACCGCCG AGGATATACA GGAGGCATCA TTCGCCGGAC AACAAGACAC  1080

138    Y  L  N   V  R  G   S  E  N  V   I  E  H   V  K  R   V  W  A  S

     TTATTTGAAC GTGAGAGGCT CTGAGAACGT AATAGAGCAC GTCAAGAGGG TCTGGGCATC  1140

158    L  Y  T   A  R  A   I  Y  Y  R   E  Q  M   G  I  S   H  D  N  V

     TCTCTACACG GCTAGAGCCA TCTACTATAG AGAGCAGATG GGTATATCTC ACGATAACGT  1200

178    S  I  A   V  V  V   Q  K  L  V   N  A  R   S  A  G   V  M  F  T

     CTCAATAGCG GTTGTGGTTC AGAAGTTGGT CAACGCCAGA TCTGCCGGCG TTATGTTCAC  1260

198    L  D  P   T  N  G   D  T  S  K   V  V  I   E  A  A   W  G  L  G

     CCTTGATCCC ACAAACGGCG ACACATCTAA AGTAGTTATC GAGGCCGCCT GGGGTCTAGG  1320

218    E  G  V   V  R  G   I  V  T  P   D  E  Y   V  V  D   K  N  T  L

     CGAGGGCGTC GTCAGAGGTA TTGTGACGCC TGACGAGTAC GTAGTGGACA AAAATACCCT  1380

238    K  I  V   E  R  R   I  S  Q  K   R  L  A   V  V  R   D  E  R  G

     TAAGATCGTG GAGCGCCGCA TTTCCCAGAA GAGGTTGGCT GTAGTCAGAG ATGAGAGGGG  1440

258    L  T  K   E  V  E   L  P  P  E   K  S  G   A  P  A   L  T  D  E

     CCTCACCAAG GAGGTAGAGC TACCTCCAGA GAAGTCCGGC GCTCCTGCGT TGACAGACGA  1500

278    E  V  I   E  Y  A   K  M  A  L   E  L  E   R  H  Y   G  H  P  L

     GGAGGTAATT GAATATGCTA AAATGGCTCT GGAGCTAGAG CGGCACTACG GCCACCCGCT  1560

298    D  I  E   F  S  V   D  S  D  V   P  F  P   Q  N  L   Y  V  V  Q

     CGACATCGAG TTCTCGGTAG ATTCAGATGT ACCGTTTCCA CAGAACCTCT ACGTAGTACA  1620

318    V  R  P   E  T  V   W  S  R  R   A  Q  P   A  E  A   K  E  A  K

     AGTAAGGCCC GAGACCGTAT GGAGCAGGAG GGCCCAGCCC GCCGAGGCGA AGGAGGCTAA  1680

338    A  E  G   R  V  V   V  K  G  I   A  A  S   P  G  V   A  V  G  R

     GGCCGAGGGG AGGGTCGTCG TTAAGGGCAT AGCGGCGAGT CCCGGCGTCG CCGTAGGCAG  1740

358    A  K  I   C  L  T   L  E  D  A   K  R  K   L  Q  K   G  D  I  L

     GGCTAAGATC TGTCTAACTT TAGAGGACGC CAAGAGGAAG CTACAGAAAG GCGATATACT  1800

378    V  T  K   M  T  D   P  D  W  V   P  Y  M   R  L  A   S  A  I  V

     TGTGACTAAG ATGACAGACC CAGATTGGGT GCCCTACATG AGGCTCGCCT CGGCGATAGT  1860

398    T  D  E   G  G  R   T  S  H  A   A  I  V   S  R  E   L  G  I  P

     TACAGACGAG GGCGGCCGCA CCTCTCATGC CGCCATAGTG AGCAGAGAGC TCGGGATACC  1920

418    A  V  V   G  T  G   N  A  T  Q   V  L  R   D  G  E   L  Y  T  V

     AGCGGTGGTG GGCACCGGCA ACGCCACACA AGTCCTCAGG GATGGCGAGC TGTATACTGT  1980

438    D  G  S   K  G  V   V  L  E  G   A  A  V   Q  P  Q   A  K  V  A

     GGACGGCAGC AAGGGAGTAG TGCTGGAAGG GGCAGCCGTA CAACCACAGG CTAAGGTCGC  2040

458    E  A  A   Q  A  A   I  A  V  P   K  E  I   I  L  H   I  Y  R  S

     CGAAGCGGCA CAGGCGGCGA TAGCTGTGCC CAAGGAGATT ATACTCCATA TATATAGATC  2100

478    I  P  T   G  T  K   V  Y  M  N   L  G  E   P  D  K   I  D  E  Y

     TATACCCACT GGGACGAAGG TCTATATGAA TCTGGGCGAG CCCGATAAAA TAGACGAGTA  2160

498    K  D  L   P  F  E   G  I  G  L   M  R  I   E  F  V   I  T  S  W

     CAAGGATCTG CCGTTCGAGG GCATAGGCTT GATGAGGATA GAGTTTGTCA TAACCAGTTG  2220

518    I  G  E   H  P  L   Y  L  M  S   I  G  R   E  D  K   F  V  D  K

     GATCGGCGAG CATCCGCTGT ATCTGATGTC TATAGGGCGC GAGGACAAGT TCGTGGACAA  2280

538    M  A  E   G  V  A   R  V  A  S   A  I  Y   P  R  P   V  V  V  R

     GATGGCCGAG GGCGTGGCTA GGGTCGCATC GGCGATATAT CCTAGGCCCG TCGTCGTCAG  2340

558    F  S  D   F  K  T   N  E  Y  R   S  L  Q   G  G  E   K  F  E  P

     ATTCTCAGAC TTTAAGACGA ACGAGTACAG GAGCTTACAA GGAGGCGAAA AGTTCGAGCC  2400

578    E  E  R   N  P  M   L  G  W  R   G  V  S   R  Y  V   S  L  Q  Y

     GGAGGAGAGA AACCCGATGT TGGGGTGGCG CGGCGTATCC AGGTATGTAT CGCTGCAGTA  2460

598    E  K  A   F  R  L   E  L  R  A   I  K  K   V  R  E   E  M  G  L

     CGAGAAGGCG TTCCGGCTAG AGCTGAGGGC CATCAAGAAG GTGAGGGAGG AGATGGGCTT  2520

618    T  N  V   W  V  M   A  P  F  V   R  T  T   W  E  A   E  R  F  N

     GACTAATGTT TGGGTCATGG CCCCATTCGT GAGGACTACT TGGGAGGCCG AGCGCTTCAA  2580

638    R  L  L   E  E  E   G  L  V  R   D  R  D   F  K  V   W  A  M  A
     CAGGTTGCTT GAGGAGGAGG GCCTGGTGAG GGACAGAGAT TTCAAGGTCT GGGCGATGGC  2640

658    E  V  P   S  V  A   F  L  V  E   E  F  A   P  Y  F   D  G  F  S
     CGAGGTGCCC TCAGTTGCGT TTCTAGTTGA GGAGTTTGCT CCGTATTTCG ACGGCTTCTC  2700

678    I  G  S   N  D  L   T  Q  L  T   L  G  V   D  R  D   N  D  F  L

     CATAGGCTCT AACGATTTAA CTCAGCTGAC TCTAGGCGTT GATAGAGACA ACGACTTTCT  2760

698    V  R  I   N  P  K   Y  F  D  E   R  E  M   P  V  L   K  A  I  Y

     AGTGAGGATA AACCCGAAGT ACTTCGACGA GAGGGAAATG CCGGTGCTGA AGGCGATATA  2820

718    E  L  I   Q  R  A   H  R  V  G   K  T  V   S  I  C   G  Q  G  P

     TGAGCTCATC CAGAGGGCCC ACAGAGTGGG CAAGACGGTA TCGATATGCG GTCAAGGTCC  2880

738    S  V  Y   P  Q  L   V  E  F  L   V  R  A   G  I  D   S  I  S  V

     CTCGGTCTAT CCGCAGCTAG TTGAGTTCTT AGTGAGAGCC GGCATAGACA GCATCTCGGT  2940

758    N  P  D   A  V  L   N  T  R  I   L  V  A   S  V  E   M  K  L  L

     GAACCCCGAC GCGGTGCTCA ACACTAGAAT CTTGGTAGCC TCCGTCGAGA TGAAGTTGCT  3000

778    R  E  R   L  D  A   I  Y  R  A   L  Y  K   V  G  D   D  E  E  F

     GAGAGAGAGA CTCGACGCCA TTTACAGGGC GTTATACAAG GTGGGCGACG ACGAGGAATT  3060

798    R  E  I   I  K  K   V  F  G  G   L  K  Y   *

     CAGAGAAATA ATAAAGAAGG TATTCGGGGG ACTGAAATAT TAGCAGAGCA CCCTCCTTTG  3120

     CTGCTCCGCC CTTCCCCGAG AGCTCGGGGC GCGTCGGCTC TCCCTCGGAG CCGTTGCAAC  3180

     TCATTCAGTT CGCCCTTGAG CTACTGTCGC TGTAGCAGAG GTCGTTGAAC CAAGGCACGT  3240

     CCACTTGATC TAACCTCCAC CTCTGTTTTA CAAAGCTCCT CTCGACATTC ACGAAGAGGC  3300

     CTCGCTTGAA GGCATAATAG CCAGCCAGTG CGATCATGGC GCCGTTATCG CCGGCGTATT  3360

     CCGGCGGCAC TATCTTGAGG GAGACTCCTC TATCCTCGGC TATAGCTCTA AGTATAGAGC  3420

     CGAGCCTGGG GCTTCTCGCC ACACCGCCGG CCACAACTAA CTCCCTCTTC ATTGTGTAAG  3480

     CCAATGCTCT TTCGACGACC TCTGCCAACA TATAGTACGA GTTCTCAATA ACAGATTTGC  3540

     AGAGGGTCGG TAAGTCGGCC CGCCCGTTCT TGTATAAATA GATAGCTTGA GTTACCAGGC  3600

     CCGAGAAGGC GAGATCTTGC CCTATTATGT TCATGGGTAG CGGAAGAACT CTCTCCGCCC  3660

     TCTCGGCGCA CTTCTCCACG GCTGGGACGC CGGGATATCC AAGCCCCACC TCCCTAGCGA  3720

     ACTTGTCAAT GGCATTTCCG ATTGCTAGAT CGAGCGTCTC TCCGAATACT CTGTAGCGCC  3780

     CGTCGGCGAA TCCCGCTATG ACCGTGTGCC CGCCTGAAAT CAAGAGCACG AGGGGATCGC  3840

     AACTCCTCGT GGAATATCTG GCGATCTCTA TGTGTGCAAT TCCATGGTGT ACGGGCACTA  3900

     GGGGCCTCCT ATATTTAACA GCCAAGGAGC GCGCCAGGAC GGCGCCCATC CTTAGAGCAG  3960

     GTCCCAGCCC GGGGCCTGCG GAGTAGGCCA CTGCATCGAT ATCTCTGGGC GATCTTCCCG  4020

     CGATCTCTAG GGCTTTTTTC AACAAAATTA CGGCGACTTT AGCGTGATGC TCAGCCGCCT  4080

     CGCGGGGATG GATCC

Abb. 3.3:  Nukleotidsequenz des genomischen Klons pPEP4kb-4 (4095 bp). 

Die für die PEPS aus T. tenax codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 671 bis 3103 (Nummerierung rechts). Die korrespondierende Aminosäuresequenz (810 AS, Nummerierung links) ist darüber dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert. Die putativen Promotor-Strukturen BRE-site und TATA-Box sind unterstrichen bzw. fettgedruckt. Weitere Leserahmen (urf: Position 1 → 498 (unvollständig) und gcp: Position 4095 → 3185 (unvollständig)) sind kursiv gesetzt. Die unter den PEP-utilizing enzymes konservierten Sequenzmotive PS00370 (Aminosäureposition 401 → 412) und PS00742 (Aminosäureposition 674 → 692) sind doppelt unterstrichen.

Die gesamte Sequenz wurde bei EMBL unter der Accession-No. AJ515537 hinterlegt.

3.1.2
  Heterologe Expression der T. tenax PEPS in E. coli
3.1.2.1
  Inserierung des pps-Gens in den Expressionsvektor pET15b

Das pps-Gen aus T. tenax wurde über PCR mit den Primern pepsi-5 und pepsi-6 (s.u.) und genomischer T. tenax-DNA als Template amplifiziert (Bedingungen: 2 min 94°C; 30 Zyklen mit 1,5 min 94°C/ 1 min 63°C/ 1,5 min 72°C; 10 min 72°C) und 9 bp hinter die vektoreigene Shine-Dalgarno Sequenz des Expressionsvektors pET15b inseriert. Zu diesem Zweck wurde eine unmittelbar vor dem Startcodon des pps-Gens lokalisierte NcoI-Schnittstelle genutzt; stromabwärts der pps-Sequenz wurde mittels PCR-Mutagenese eine BamHI-Schnittstelle eingeführt. Die Primer pepsi-5 und pepsi-6 wurden außerdem zur Klonierung in den Vektor pSPT19 verwendet (s. 3.1.5), daher erfolgte bei pepsi-5 der zusätzliche Einbau einer MunI-Schnittstelle. 

Die zur Amplifikation verwendeten Primer hatten folgende Sequenzen (Restriktionsschnittstellen fettgedruckt, Start- und Stopcodon unterstrichen):










              NcoI


T. tenax DNA:
     5’-GTATTAATACCACTCGTAATAACGCCCCATGGGGCTCA-3’
Primer pepsi-5:
     5’-GTATTAATACCACTCGCAATTGCGCCCCATG-3’








           MunI






T. tenax DNA

(revers komplementär):   5’-GCAGCAAAGGAGGGTGCTCTGCTAATATTTCAGTCCCC-3’
Primer pepsi-6: 
     5’-GCAGCAAAGGAGGGGGATCCGCTAATATTTC-3’






                BamHI


Nach Transformation kompetenter E. coli DH5(-Zellen mit dem Plasmid-Konstrukt pET15b+PEPS wurde die korrekte Insertion und Nukleotidsequenz des rekombinanten pps-Gens durch Sequenzierung beider Stränge überprüft. 

3.1.2.2
  Expression der PEPS in E. coli 

Um die T. tenax PEPS heterolog in E. coli zu exprimieren, wurde das Plasmidkonstrukt pET15b+PEPS in den Expressionsstamm BL21(DE3) bzw. BL21(DE3) pLysS transferiert. In beiden Fällen war die Expression der T. tenax PEPS nur sehr gering: Nach Aufschluß der Zellen und partieller Reinigung durch Hitzefällung (75°C, 20 min) traten im SDS-Gel zwei schwache Banden mit den apparenten Molekülmassen von 94 kDa bzw. 88 kDa auf, die bei der Kontrolle (Plasmid pET15b ohne inseriertes pps-Gen; Daten nicht gezeigt) fehlten. Aufgrund der großen Ähnlichkeit der abgeleiteten Molekülmassen mit der theoretischen molekularen Masse der PEPS von 90,5 kDa kamen beide Protein-Spezies als Expressionsprodukte des pps-Gens in Frage.

Eine häufig beobachtete Ursache für eine geringe heterologe Expression in E. coli sind Unterschiede im Codon-Gebrauch zwischen Fremd-Gen und Wirtszelle. Die Überexpression eines Gens mit Codons, die von E. coli selten genutzt werden, resultiert in einem Mangel der entsprechenden tRNAs im internen tRNA-Pool. Als Konsequenz findet die Translation der rekombinanten mRNAs verzögert statt, was wiederum zu einer erhöhten Abbaurate der Transkripte führt. Das Ergebnis ist eine schlechte Expression des rekombinanten Proteins und die Bildung verkürzter Translationsprodukte.

Vergleicht man den Codon-Gebrauch von E. coli mit dem des pps-Gens aus T. tenax, so erkennt man, daß gerade die in E. coli sehr seltenen Arginin-Codons AGA und AGG und das Isoleucin-Codon ATA im pps-Gen gehäuft auftreten. Etwas weniger drastisch ist dies im Fall des Leucin-Codons CTA (Tab. 3.2). 

Tab. 3.2:  Codon-Gebrauch des pps-Gens von T. tenax. 

Codons, die in E. coli selten vorkommen (bis max. 0,03%), sind grau unterlegt. 
AS
Codon



Ala
GCA: 6    GCC:33    GCG:18    GCT:12

Cys
TGC: 1    TGT: 1

Asp
GAC:27    GAT:15

Glu
GAA: 7    GAG:70

Phe
TTC:18    TTT: 8

Gly
GGA: 4    GGC:40    GGG:10    GGT: 5

His
CAC: 6    CAT: 3

Ile
ATA:29    ATC:13    ATT: 6

Lys
AAA: 8    AAG:41

Leu
CTA:16    CTC:15    CGT:14    CTT: 4    TTA: 5    TTG:11

Met
ATG:18

Asn
AAC:16    AAT: 3

Pro
CCA: 7    CCC:13    CCG:10    CCT: 7

Gln
CAA: 7    CAG:13

Arg
AGA:22    AGG:28    CGA: 0    CGC: 8    CGG: 2    CGT: 0

Ser
AGC: 5    AGT: 2    TCA: 7    TCC: 7    TCG:12    TCT:10

Thr
ACA: 6    ACC:11    ACG: 6    ACT:13

Val
GTA:21    GTC:28    GTG:31    GTT:13

Trp
TGG:10

Tyr
TAC:15    TAT:13

*
TAA: 0    TAG: 1     TGA:0

Die Vermutung lag damit nahe, daß ein Mangel der entsprechenden tRNAs die Ursache für die geringe Expression der T. tenax PEPS in E. coli sein könnte. Durch die gleichzeitige Expression seltener tRNA-Gene mit Hilfe des Expressionsstammes BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene) konnte dieses Problem gelöst werden: Dieser Stamm enthält ein Plasmid (RIL), das zusätzliche Kopien der argU, ileY und leuW tRNA-Gene trägt. Die durch diese Gene codierten tRNAs erkennen die Codons AGA/AGG (Arginin), AUA (Isoleucin) und CUA (Leucin). Die heterologe Expression der T. tenax PEPS konnte dadurch signifikant gesteigert werden, deutlich erkennbar am Auftreten der starken Doppelbande im Proteingel (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4:  Heterologe Expression der T. tenax PEPS in E. coli.

SDS-PAGE Elektropherogramm (10 %);  (–) Expression in E. coli BL21(DE3); (+) Expression in E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; M: Proteinstandard; RE: zellfreier Rohextrakt; HF: hitzegefällter Proteinextrakt.

3.1.3
  Charakterisierung einer putativen chemischen Modifikation der PEPS

3.1.3.1
  N-terminale Sequenzierung
 

Um festzustellen, bei welcher der zwei in Frage kommenden Proteinspezies mit den apparenten Molekülmassen von 94 kDa bzw. 88 kDa es sich um das Genprodukt des pps-Gens handelt, wurden beide Spezies mit Hilfe eines Gasphasensequenators N-terminal über einen Bereich von 14 Aminosäureresten sequenziert. Die ermittelten Sequenzen (GLILWLEEITKKDH; ohne N-terminales Methionin) stimmten in beiden Fällen mit der von der Nukleotidsequenz des pps-Gens abgeleiteten Aminosäuresequenz überein. Eine Trunkierung am N-Terminus der PEPS als Grund für das Auftreten einer zweiten Proteinspezies mit geringerem Molekulargewicht konnte somit ausgeschlossen werden.

Die für beide Proteinspezies festgestellte posttranslationale Prozessierung des Start-Methionins (s.o.) steht im Einklang mit der beschriebenen Substrat-Spezifität der E. coli-eigenen Methionin Aminopeptidase (MAP) bezüglich des Aminosäurerestes an Position 2: bei Aminosäuren mit kleinen Seitenketten (Glycin, Alanin, Prolin) findet bevorzugt die Abspaltung des aminoständigen Methionins statt, während die MAP bei Resten mit größeren Seitenketten (Arginin, Lysin, Phenylalanin, Methionin, Glutamat, Leucin) dazu nicht in der Lage ist [Ben-Bassat et al., 1987].

3.1.3.2
  Nachweis einer chemischen Modifikation 

Eine weitere mögliche Erklärung für das Auftreten der Doppelbande wäre eine post-translationale Modifikation des Enzyms, die zu einem veränderten Laufverhalten im SDS-Gel führt. 

Eine häufig vorkommende Art von chemischer Modifikation ist die Phosphorylierung von Proteinen, bei der Phosphoryl-Gruppen kovalent an bestimmte Aminosäurereste gebunden werden. Dabei unterscheidet man O-Phosphate (Phosphoserin, Phosphothreonin, Phosphotyrosin), N-Phosphate (Phosphoarginin, Phosphohistidin, Phospholysin), Acyl-Phosphate (Phosphoaspartat, Phosphoglutamat) und S-Phosphate (Phosphocystein) [Duclos et al., 1991]. 

Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen haben Bedeutung bei der Regulierung der biologischen Aktivität von Proteinen und werden meist durch spezifische Proteinkinasen bzw. Proteinphosphatasen katalysiert. Phosphorylierte Aminosäuren treten aber auch als Zwischenprodukte bei enzymatischen Reaktionen auf. So wird im Verlauf der enzymatischen Reaktion der PEPS ein Histidin-Rest im aktiven Zentrum durch ATP phosphoryliert. Anschließend wird die Phosphoryl-Gruppe auf Pyruvat übertragen [Narindrasorasak & Bridger, 1977]. Dieser katalytische Histidin-Rest, der den Phosphorylgruppen-Transfer von ATP auf Pyruvat vermittelt, ist Teil der hochkonservierten Sequenzsignatur G(GA)XTXH(STA) (STAV)(LIVM)2​(STAV)(RG) (PROSITE PS00370), die in allen Vertretern der Familie der PEP-utilizing enzymes vorkommt und auch in der Aminosäuresequenz der T. tenax PEPS enthalten ist (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5:  Alignment des konservierten Sequenzmotivs PS00370 einiger Vertreter der Familie der PEP-utilizing enzymes.

Der katalytische Histidin-Rest ist grau hinterlegt. Die Nummerierungen beziehen sich auf die Position des Histidin-Restes in der jeweiligen Aminosäuresequenz. 

NCBI-Datenbankeinträge (http://ncbi.nlm.nih.gov) und Referenzen der gezeigten Protein-Sequenzen: a diese Arbeit; b(P46893) Cicicopol et al., 1994; c(P42850) Robinson & Schreier, 1994; d(O57830) Kawarabayasi et al., 1998;  e(O27190) Smith et al., 1997; f(O29548) Klenk et al., 1997; g(P23538) Niersbach et al., 1992; h(P56070) Tomb et al., 1997; i(O67899) Deckert et al., 1998; j(P08839) Saffen et al., 1987; k(P08838) Reizer et al., 1993; l(P42014) Lai & Ingram, 1995; m(P22983) Pocalyko et al., 1990; n(P11155, matures Protein) Matsuoka et al., 1988; o(T02979, matures Protein) Imaizumi et al., 1997; p(P37213) Bruchhaus & Tannich, 1993. 

Für die E. coli PEPS konnte gezeigt werden, daß die Phosphorylierung des katalytischen Histidin-Restes einen stark stabilisierenden Effekt auf die dimere Struktur des Enzyms aufweist, vermutlich durch eine strukturelle Veränderung im Bereich der Untereinheiten-Kontakte [Narindrasorasak & Bridger, 1977]. Deshalb lag es nahe zu untersuchen, ob eine Phosphorylierung der T. tenax PEPS und eine möglicherweise damit einhergehende strukturelle Veränderung des Proteins die Ursache für die unterschiedliche Mobilität der zwei Proteinbanden im SDS-Gel ist.

Durch eine 20 minütige Inkubation von hitzegefälltem Proteinextrakt bei 70°C in Gegenwart von 5 mM ATP und 5 mM MgCl2 sollte eine vollständige Phosphorylierung des rekombinanten Enzyms gewährleistet werden. Nach Auftrennung der Probe und einer unbehandelten Kontrolle auf einem Polyacrylamid-Gel (Abb. 3.6, Spuren 1 und 2) zeigte sich, daß nach Inkubation mit ATP und MgCl2 nur noch die Proteinbande mit der apparenten Molekülmasse von 94 kDa vorhanden war. Dies wurde als ein starkes Indiz dafür gewertet, daß es sich bei der langsamer wandernden Proteinspezies um die phosphorylierte Form der PEPS handelt.

In einem weiteren Versuchsansatz, der auf die Dephosphorylierung der putativ phosphorylierten Proteinspezies abzielte, konnte gezeigt werden, daß nach Inkubation von hitzegefälltem Proteinextrakt mit 10 mM Pyruvat (70°C, 20 min) ein verstärktes Auftreten der schneller wandernden 88 kDa-Bande zu beobachten war (Abb. 3.6, Spur 3). Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, daß es sich dabei um die dephosphorylierte Form der PEPS handelt.
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Abb.: 3.6:  Phosphorylierung / Dephosphorylierung der PEPS. 

SDS-PAGE Elektropherogramm (7,5%); Spur 1: Kontrolle (hitzegefällter Proteinextrakt); Spur 2: Phosphorylierung der PEPS (5 mM ATP, 5 mM MgCl2); Spur 3: Dephosphorylierung der PEPS (10 mM Pyruvat); M: Proteinstandard.

Das Auftreten der PEPS-Doppelbande im Polyacrylamid-Gel dürfte somit auf eine reversible Phosphorylierung des Enzyms zurückzuführen sein. Dieses Ergebnis läßt allerdings noch keine eindeutige Aussage darüber zu, ob es sich bei dem phosphorylierten Aminosäure-Rest um den putativen katalytischen Histidin-Rest an Position 406 oder um einen anderen Aminosäure-Rest im Protein handelt.

Zur Identifizierung der phosphorylierten Aminosäure stehen einige diagnostische Tests zur Verfügung, die auf der chemischen Stabilität der Phosphoaminosäuren gegenüber extremen pH-Werten, Hydroxylamin und Pyridin beruhen [s. Tab. 3.3, verändert nach Duclos et al., 1991]. 

Tab. 3.3:  Chemische Stabilität von phosphorylierten Aminosäuren.

Phosphoaminosäure
saurem pH
stabil 

alkalischem pH
in:

Hydroxylamin
Pyridin

O-Phosphate:

    Phosphoserin

    Phosphothreonin

    Phosphotyrosin

N-Phosphate:

    Phosphoarginin

    Phosphohistidin

    Phospholysin

Acyl-Phosphate:

    Phosphoaspartat

    Phosphoglutamat

S-Phosphate:

    Phosphocystein
+

+

+

–

–

–

–

–

+
–

±

+

–

+

+

–

–

+


+

+

+

–

–

–

–

–

+
+

+

+

–

–

–

–

–

+

Die phosphorylierte Form der T. tenax PEPS wurde auf ihre Stabilität gegenüber saurem bzw. alkalischem pH getestet, indem hitzegefällter Proteinextrakt zunächst mit ATP phosphoryliert und anschließend durch Zugabe von konzentrierter Salzsäure bzw. Kali-Lauge auf verschiedene pH-Werte (1-14) eingestellt wurde. Die Proben wurden 30 min bei RT inkubiert, anschließend neutralisiert und über ein Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die Säure-Behandlung bewirkte ab pH ≤ 3 eine Reduktion der phosphorylierten Proteinspezies (Abb. 3.7, Spur 3 (pH 3) und Spur 4 (pH 1)), während die Alkali-Behandlung (Abb. 3.7, Spur 5 (pH 14)) keinen Effekt zeigte. Die Ergebnisse sprechen dafür, daß es sich bei der Modifikation der PEPS entweder um die Phosphorylierung eines Histidin- oder eines Lysin-Restes handelt.

Eine Unempfindlichkeit der Phosphoaminosäure gegenüber Hydroxylamin (0,5 M; 30 min Inkubation bei 37°C), wie sie für Phosphohistidin und Phospholysin beschrieben ist, war nicht feststellbar. Allerdings schließt dies nicht das Vorliegen eines Phosphohistidin-Restes aus, da eine geringe Reaktivität mit Hydroxylamin auch schon für den Phosphohistidin-Rest der E. coli PEPS beschrieben wurde [Narindrasorasak & Bridger, 1977]. 
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Abb. 3.7:  Säure- bzw. Alkali-Behandlung der phosphorylierten Form der PEPS. 

SDS-PAGE Elektropherogramm (7,5%); M: Proteinstandard; Spur 1: hitzegefällter Protein-extrakt; Spur 2: Phosphorylierung der PEPS (5 mM ATP, 5 mM MgCl2); Spur 3: Säure-Behandlung, pH 3; Spur 4: Säure-Behandlung, pH 1; Spur 5: Alkali-Behandlung, pH 14.

3.1.3.3
  Konstruktion der PEPS-Mutante H406Q
Endgültigen Aufschluß darüber, ob der putative katalytische Histidin-Rest an Position 406 der T. tenax PEPS durch ATP phosphoryliert wird und außerdem für das Auftreten der Protein-Doppelbande im Polyacrylamid-Gel verantwortlich ist, sollte der Austausch dieser Aminosäure gegen einen nicht-phosphorylierbaren Glutamin-Rest bringen.

Dies wurde durch Overlap Extension PCR erreicht (s. 2.5.8.3). Die äußeren Primer pepsi-5 und pepsi-6 (s. Tab. 3.1) enthielten die Restriktionsschnittstellen für NcoI bzw. BamHI zur Klonierung in den Expressionsvektor pET15b. Bei den internen Primern H406Qfor (5'‑CCGCACCTCTCAGGCCGCCATAGT-3'; Position 1876 → 1899, Abb. 3.3) und H406Qrev (5'-ACTATGGCGGCCTGAGAGGTGCGG-3', Position 1899 → 1876, Abb. 3.3) ist das Codon für Histidin406 (CAT) gegen eines für Glutamin (CAG) getauscht (durch kursive Schrift hervorgehoben).

In zwei getrennten PCR-Ansätzen wurden mit den Primer-Kombinationen pepsi‑5/H406Qrev bzw. pepsi‑6/H406Qfor und genomischer T. tenax-DNA als Template unter den gewählten Bedingungen (2 min 94°C; 30 Zyklen mit 1 min 94°C/ 1 min 64°C/ 1 min 68°C; 10 min 68°C) zwei ca. 1250 bp große Fragmente amplifiziert, deren überlappender Sequenzbereich von 24 Nukleotiden die gewünschte Mutation enthielt. 

Im zweiten Schritt der Overlap Extension PCR wurden die beiden PCR-Produkte in einem gemeinsamen Ansatz kurz denaturiert (94°C, 3 min)  und anschließend renaturiert (58°C, 10 min), um eine Hybridisierung der überlappenden Sequenzbereiche zu erreichen. Nach einer Extensionsphase zur Komplettierung der Gegenstränge (68°C, 15 min) wurde das kombinierte PCR-Produkt mit Hilfe der äußeren Primer pepsi‑5 und pepsi‑6 reamplifiziert (2 min 94°C; 15 Zyklen mit 1 min 94°C/ 1 min 64°C/ 1 min 68°C; 10 min 68°C) und anschließend in den Expressionsvektor pET15b inseriert.

3.1.3.4
  Expression der PEPS-Mutante H406Q in E. coli

Die heterologe Expression der PEPS-Mutante H406Q in dem E. coli-Stamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL und die partielle Anreicherung durch Hitzefällung erfolgte analog zur WT-PEPS. Die Mutante H406Q zeigte wie erwartet keine PEPS-Aktivität und unterstützt damit die Annahme, daß es sich bei dem ausgetauschten Histidin-Rest an Position 406 tatsächlich um den katalytischen Rest handelt. 

Ist nun die Phosphorylierung des katalytischen His406 wirklich der Grund für das Auftreten der Doppelbande im SDS-Gel, so sollte der Austausch dieses Restes gegen einen nicht-phosphorylierbaren Glutamin-Rest dazu führen, daß nur noch eine Form des Enzyms, und zwar die nicht-phosphorylierte Form exprimiert wird, die nach den bisherigen Ergebnissen der unteren Proteinbande im SDS-Gel entspräche. Tatsächlich erscheint die exprimierte Mutante H406Q im Polyacrylamid-Gel nur als eine Bande (Abb. 3.8), die wie vermutet gegenüber Säure- und Alkali-Behandlung stabil ist (Daten nicht gezeigt). Überraschenderweise läuft H406Q jedoch nicht auf Höhe der unteren Bande, sondern zwischen den beiden Proteinbanden der WT-PEPS. Möglicherweise sind –bedingt durch den eingeführten Glutamin-Rest– konformelle Änderungen für dieses intermediäre Laufverhalten verantwortlich. 
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Abb. 3.8:  Heterologe Expression der WT-PEPS und der Mutante H406Q.

SDS-PAGE Elektropherogramm (7,5%); M: Proteinstandard; Spur 1: hitzegefällter Protein-extrakt WT-PEPS; Spur 2: hitzegefällter Proteinextrakt PEPS-Mutante H406Q.

3.1.4
  Biochemische Charakterisierung der PEPS 

3.1.4.1
  Reinigung der rekombinanten PEPS 

Für die Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten T. tenax PEPS wurden ca. 4 g Zellen (Naßgewicht) des PEPS-Expressionsklons (s. 3.1.2) in 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 100 mM β-Mercaptoethanol resuspendiert und mit der French Press aufgeschlossen. Mittels Ultrazentrifugation wurde ein zellfreier Rohextrakt gewonnen, aus dem durch Hitzebehandlung (75°C, 20 min) ein Großteil der E. coli-Proteine ausgefällt werden konnten. Höhere Temperaturen (85-90°C) resultierten in einer geringeren Ausbeute der PEPS.

Durch eine anschließende Ionenaustausch-Chromatographie (Q-Sepharose fast flow) konnte die rekombinante PEPS weiter angereichert werden, wobei das Enzym im Durchfluß eluierte, während der größte Teil der E. coli-Proteine durch Bindung an das Säulenmaterial abgetrennt wurde. Versuche, die PEPS über eine zusätzliche Ionenaustausch-Chromatographie mit DEAE-Cellulose oder über Affinitätschromatographie mit ADP-Agarose, ATP-Agarose bzw. verschiedenen Farbstoffsäulen (Sigma) weiter anzureichern, scheiterten an der ebenfalls sehr schwachen Bindung der PEPS an die genannten Säulenmaterialen (Daten nicht gezeigt). 

Die spezifische Aktivität der PEPS verringerte sich im Laufe der Anreicherung (s. Tab. 3.4). Möglicherweise ist eine Dissoziation der multimeren PEPS in ihre Untereinheiten für diese Inaktivierung verantwortlich (s. 3.1.4.2).

Insgesamt konnten aus 4,4 g E. coli-Zellen ca. 8 mg rekombinante T. tenax PEPS mit einer spezifischen Aktivität von 0,3 U/mg Protein (Test bei 70°C) isoliert werden. 

Abbildung 3.9 und Tabelle 3.4 dokumentieren den Verlauf der Reinigung.
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Abb. 3.9: Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten PEPS von T. tenax. 

SDS-PAGE Elektropherogramm (7,5%); M: Proteinstandard; RE: zellfreier Rohextrakt; HF: hitzegefällter Proteinextrakt; Q: Q-Sepharose Durchfluß-Fraktionen.

Tab. 3.4: Anreicherungsprotokoll der heterolog exprimierten T. tenax PEPS, ausgehend von 4,4 g E. coli-Zellen. 
Reinigungsschritt
Protein (mg)
Gesamt-Aktivität (U)
Spezifische Aktivität (U/mg)


Ausbeute (%)

Rohextrakt

Hitzefällung

Q-Sepharose

(Durchfluß)
308

61

8,6


-

27,5

2,6


-

0,45

0,3
-

100

9,5

3.1.4.2
  Quartärstruktur der rekombinanten PEPS

Eine exakte Bestimmung der molekularen Masse der nativen PEPS war mittels Molekularsieb-Chromatographie nicht möglich: Sowohl bei Verwendung der präparativen (Superdex 200 Prepgrade) als auch der analytischen Gelfiltrationssäule (Superose 6) eluierte das Enzym im Ausschlußvolumen und hat damit unter nativen Bedingungen eine Molekülmasse > 440 kDa. Mit einer Molekülmasse der Untereinheiten von ca. 90 kDa handelt es sich bei der T. tenax PEPS also offensichtlich um ein multimeres Enzym. 

Eine Aussage über den genauen Oligomerisierungsgrad der PEPS ist derzeit nicht möglich.  

3.1.4.3
  Katalytische und regulative Eigenschaften der PEPS

Die PEPS aus T. tenax katalysiert die irreversible Umsetzung von Pyruvat und ATP zu PEP, AMP und Pi: 



Pyruvat + ATP + H2O      →        PEP + AMP + Pi

Eine Aktivität in kataboler Richtung (PEP → Pyruvat) konnte nicht nachgewiesen werden.

Die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter und der Regulierbarkeit der rekombinanten PEPS erfolgte in einem diskontinuierlichen photometrischen Test bei 70°C, wie beschrieben unter 2.7.3.2. Im Gegensatz zu den Enzymen verschiedener Bacteria und Archaea zeigten dabei monovalente Kationen (KCl, NaCl, NH4Cl, NH4SO4) im Testpuffer keinen Einfluß auf die maximale Umsatzgeschwindigkeit.

Aus Substrat-Sättigungskinetiken wurde für Pyruvat ein apparenter KM von 0,27 mM, für ATP ein KM von 1 mM abgeleitet. In beiden Fällen folgt das Enzym einer klassischen Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10:  Sättigungskinetiken der T. tenax PEPS für Pyruvat (oben) und ATP (unten).
Die Enzymaktivität wurde im diskontinuierlichen Test bei 70°C bestimmt. Die jeweils invariablen Substrate wurden dabei in sättigenden Konzentrationen eingesetzt. A) direkte Auftragung der Daten; B) Transformation der Daten nach Hanes [1932].

Die PEPS zeichnet sich durch eine hohe Spezifität für ATP aus; andere Phosphatdonatoren wie GTP, CTP, ITP oder UTP werden nicht umgesetzt. 

Die Regulierbarkeit der PEPS wurde bei halbsättigenden Konzentrationen der Substrate Pyruvat und ATP untersucht. Zunächst wurden verschiedene Nukleotide und Metabolite in Konzentrationen von 5-10 mM im Enzymtest eingesetzt, um einen ersten Hinweis zu erhalten, welche Substanzen einen Einfluß auf die Aktivität der PEPS nehmen. Kein nennenswerter Effekt wurde mit Glucose-1-Phosphat, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-bisphosphat, 2-Phosphoglycerat, Oxalacetat und UDP beobachtet, während α-Ketoglutarat, AMP und ADP deutlich inhibierend auf die Umsatzgeschwindigkeit der PEPS wirkten. Einen ebenfalls -wenn auch wesentlich geringeren- inhibierenden Effekt zeigten Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP), Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), 3-Phosphoglycerat (3-PG) und Pi. Keine der untersuchten Substanzen zeigte einen aktivierenden Effekt. Die Wirkung der oben genannten Inhibitoren auf die Aktivität der PEPS wurde anschließend genauer untersucht (Abb. 3.11). 
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Abb. 3.11:  Hemmung der PEPS-Aktivität. 

Die Bestimmung der Enzymaktivitäten erfolgte im diskontinuierlichen Test bei 70°C mit halbsättigenden Konzentrationen der Substrate Pyruvat und ATP.

3.1.5
  Transkriptanalysen des pps-Gens von T. tenax

Um festzustellen, ob neben der Regulation der PEPS-Aktivität auf Proteinebene (s. 3.1.4.3) auch eine Regulation über die Transkriptmenge des pps-Gens stattfindet und inwieweit die Transkriptmenge durch trophische Anzuchtbedingungen und/oder durch die Wachstumsphasen von T. tenax beeinflußt wird, wurden Northern Blot-Analysen mit autotroph bzw. heterotroph kultivierten Zellen durchgeführt, die zu verschiedenen Zeiten der Fermentation geerntet wurden. 

Die Detektion der pps-Transkripte erfolgte mit Hilfe einer spezifischen DIG-markierten antisense-mRNA-Sonde. Dazu wurde das komplette pps-Gen mit Hilfe der Mutagenese-Primer pepsi-5 und pepsi-6 (s. Tab. 3.1) amplifiziert und in den EcoRI-/BamHI-geschnittenen Transkriptionsvektor pSPT19 ligiert. Wegen einer internen EcoRI-Schnittstelle wurde bei der Amplifikation des pps-Gens eine MunI-Schnittstelle generiert. MunI und EcoRI erzeugen kompatible Enden, so daß eine Ligation möglich war, die Schnittstellen allerdings verloren gingen.
Nach Linearisierung des Vektorkonstruktes (Abb. 3.12) mit NcoI wurde durch in vitro Transkription mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase unter gleichzeitigem Einbau von DIG-UTP eine pps-spezifische antisense-mRNA synthetisiert. 
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Abb. 3.12: pSPT19-Vektorkonstrukt zur Generierung einer pps-spezifischen DIG-markierten antisense-mRNA durch in vitro Transkription.

Die komplette Nukleotidsequenz des pps-Gens (2433 bp) wurde in die multiple Klonierungsstelle (MCS) des Vektors pSPT19 ligiert. Bindungsstelle und Transkriptionsrichtung der T7 RNA Polymerase sind durch einen Pfeil dargestellt.

Die pps-spezifische antisense-mRNA-Sonde wurde über Nacht bei 68°C gegen Gesamt-RNA aus autotrophen T. tenax-Zellen der frühstationären Wachstumsphase hybridisiert, und RNA-RNA-Hybride anschließend immunologisch nachgewiesen. Entsprechend der Länge des pps-Gens (2433 bp) konnte ein starkes Hybridisierungssignal bei 2,5 kb detektiert werden (Abb. 3.13). Dieses Ergebnis spricht dafür, daß es sich bei dem pps-Transkript um eine monocistronische mRNA handelt, so daß eine Organisation des pps-Gens in einem Operon ausgeschlossen werden kann.
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Abb. 3.13:   Northern Blot-Analyse zum Nachweis des pps-Transkripts in T. tenax. 

Die Hybridisierung der pps-spezifischen Sonde mit 5 µg Gesamt-RNA aus autotrophen Zellen (frühstationäre Wachstumsphase) erfolgte über Nacht bei 68°C. Die Größe des Transkripts wurde mit Hilfe eines RNA-Längenstandards (linke Seite) bestimmt.

Der Einfluß von Anzuchtbedingungen und Wachstumsphase auf die pps-Transkriptmenge wurde untersucht, indem T. tenax-Zellen aus verschiedenen Wachstumsphasen von autotrophen und heterotrophen Kulturen für Northern Blot-Analysen verwendet wurden. Dazu wurden aus einer laufenden 100 l-Fermentation Proben von je 30 l entnommen, und zwar aus der logarithmischen (I; 1-3,5 x 107 Zellen/ml), der spätlogarithmischen (II; 3,5-6 x 107 Zellen/ml) und der frühstationären Wachstumsphase (III; 0,5-1 x 108 Zellen/ml), und die geernteten Zellen zur Präparation von Gesamt-RNA verwendet. Die Gesamt-RNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen immobilisiert und mit der pps-spezifischen antisense-mRNA-Sonde hybridisiert (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Northern Blot-Analysen: Abhängigkeit der pps-Transkriptmenge von der Wachstumsphase und der angebotenen Kohlenstoffquelle.

Die Hybridisierung der pps-spezifischen Sonde mit je 5 µg Gesamt-RNA aus autotrophen (A) bzw. heterotrophen (H) Zellen unterschiedlicher Wachstumsphasen (logarithmisch (I), spätlogarithmisch (II), frühstationär (III)) erfolgte über Nacht bei 68°C. Die Größe der Transkripte wurde mit Hilfe eines RNA-Längenstandards (linke Seite) bestimmt.

Das Ergebnis dieser Northern Blot-Analysen war äußerst überraschend: Wie in Abbildung 3.14 erkennbar, sind in der logarithmischen (I) und spätlogarithmischen (II) Wachstumsphase keinerlei Unterschiede bezüglich der mRNA-Kopienzahl des pps-Gens in autotroph bzw. heterotroph kultivierten T. tenax-Zellen erkennbar, während in der frühstationären Wachstumsphase (III) eine deutliche Dominanz der pps-Transkripte in autotrophen Zellen festzustellen war. 

Dieses Ergebnis konnte durch Slot-Blot Analysen bestätigt werden. Dafür wurden unterschiedliche Mengen Gesamt-RNA (0,625 - 10 µg) aus autotroph bzw. heterotroph gezogenen T. tenax-Zellen der frühstationären Wachstumsphase ohne vorherige elektrophoretische Auftrennung direkt auf Nylonmembranen transferiert und anschließend mit der pps-spezifischen antisense-mRNA-Sonde hybridisiert (Abb. 3.15). 
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Abb. 3.15: Northern Blot-Analyse (Slot-Blot) zum Nachweis des pps-Transkripts in T. tenax. Die Hybridisierung der pps-spezifischen Sonde mit Gesamt-RNA (0,625-10 µg) aus autotrophen (A) bzw. heterotrophen (H) Zellen der frühstationären Wachstumsphase erfolgte über Nacht bei 68°C. 

Die densitometrische Analyse der Hybridisierungssignale ergab, daß unter autotrophen Wachstumsbedingungen in Zellen der frühstationären Wachstumsphase eine mindestens 7-fach höhere pps-Transkriptmenge vorliegt als unter heterotrophen Bedingungen. 
3.1.6
Regulation der Transkription des pps-Gens: Identifizierung einer putativen Cra-    Bindungsstelle 

Um nähere Einblicke in die Regulationsmechanismen zu erhalten, die für das unterschiedliche Expressionsmuster der PEPS in der frühstationären Wachstumsphase verantwortlich sind, wurde der Sequenzabschnitt stromaufwärts des pps-Gens auf putative Bindungsstellen für regulatorische Transkriptionsfaktoren untersucht. Dabei konnte ein Bereich mit großer Ähnlichkeit zur Cra-Bindungsstelle der Enterobakterien identifiziert werden (Position 563 → 576, Abb. 3.16 A). Das Cra-Protein (catabolite repressor-activator; früher: FruR), ein globaler Transkriptionsregulator, gehört zur GalR-LacI-Familie der Regulatorproteine und kontrolliert die Expression verschiedener Stoffwechselwege des Kohlenhydratmetabolismus [Übersicht in: Saier & Ramseier, 1996; Ramseier, 1996]. Auf der Basis von 11 eindeutig identifizierten Cra-Operatoren konnte eine Konsensus-Sequenz (s. Abb. 3.16 B) für die Bindung von Cra abgeleitet werden [Ramseier et al., 1995]. Dabei bindet das Cra-Protein bei einer Hemmung der Transkription stromabwärts oder überlappend mit dem Promotor, während bei Aktivierung der Transkription eine Bindung stromaufwärts vom Promotor erfolgt. 
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     ACGTTAAGGC CAGAGATATT GCGGGCGATA CACAGGAAGT TGGCGGACAA CTTACCCAAG   480

     AAGATCGTAG TGATATAGCA TCTCCGGATC AGAATAACGA ATATATAAGG TCTTCAAAAC   540 
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Enterobakterien, Konsensus-Sequenz: 
RSTGAAWCSNTHHW

T. tenax, putativ:



CCTGAAACTTTAGA

 


 ******* *** * 

Abb. 3.16:  Putative Cra-Bindungsstelle im upstream-Bereich des pps-Gens von T. tenax.

A) Die putative Cra-Bindungsstelle ist grau hinterlegt. Die Primer PSGS-1 und PSGS-2 zur PCR-Amplifikation des upstream-Bereiches sind als Pfeile dargestellt. Die putativen Promotorstrukturen BRE-site und TATA-Box sind unterstrichen bzw. durch Fettdruck hervorgehoben. Der für die PEPS codierende Bereich beginnt bei Position 671, die korrespondierende Aminosäuresequenz ist unter der Nukleinsäuresequenz dargestellt. Die Nummerierung der Basenabfolge bezieht sich auf die Sequenz des genomischen Klons pPEP4kb-4 in Abbildung 3.3. 

B) Alignment der Konsensus-Sequenz der Cra-Bindungsstelle in Enterobakterien und der putativen Cra-Bindungsstelle im Promotorbereich des pps-Gens von T. tenax. Übereinstimmende Basen sind durch Sternchen (*) dargestellt. 
Gelretardationsexperimente sollten erste Hinweise liefern, ob eine spezifische Interaktion zwischen der putativen Cra-Bindungsstelle (s.o.) und Protein aus T. tenax stattfindet. Die Methode basiert auf der Beobachtung, daß Komplexe aus Protein und DNA in einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese langsamer wandern als Protein-freie DNA-Moleküle.

Mit der Primer-Kombination PSGS1 (5'‑GGCGGACAACTTACCCAA-3'; Position 462 → 479 in Abb. 3.16) und PSGS2 (5'‑CATGGGGCGTTATTACGAGTGG-3'; Position 673 → 652  in Abb. 3.16) und T. tenax DNA als Template wurde zunächst ein 212 bp großes PCR-Produkt amplifiziert, das die putative Cra-Bindungsstelle beinhaltet (PCR-Bedingungen: 3 min 95°C; 30 Zyklen mit 30 sec 95°C / 30 sec 53°C / 1 min 72°C; 10 min 72°C). Das PCR-Produkt wurde anschließend am 3'-Ende mit Digoxigenin markiert.

Beim Gelretardationsexperiment wurde T. tenax Rohextrakt (5 µg Protein) in Gegenwart der DIG-markierten DNA-Sonde (35 ng) bei RT bzw. 37°C für 15 min inkubiert und anschließend über ein natives Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Um die Entstehung unspezifischer Protein-DNA-Komplexe zu verhindern, enthielten die Reaktionsansätze generell 2 µg Lachssperm-DNA. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran geblottet und die DIG-markierte DNA in einer immunologischen Reaktion nachgewiesen (s. 2.5.14).
Unabhängig von der Inkubationstemperatur konnte mit T. tenax Rohextrakt ein retardierter Protein-DNA-Komplex beobachtet werden, der in der Kontrolle ohne Protein nicht auftrat (Abb. 3.17, Spuren 1-3). Parallel dazu wurden Experimente mit E. coli Rohextrakten durchgeführt: Zum einen wurde ein E. coli Wildtyp-Stamm (E. coli K-12 LJ100; Spur 4) verwendet, zum anderen eine fruR–-Mutante (E. coli K-12 GGL102; Spur 5), bei der im Gegensatz zum Wildtyp keine Cra-Expression stattfindet. In beiden Fällen wurde keine Gelretardation der verwendeten DNA-Sonde hervorgerufen. Auch mit dem Rohextrakt des E. coli-Klons DH5α pP1, der aufgrund des Plasmids pP1 erhöhte Mengen an Cra produziert, konnte keine retardierte Bande beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das E. coli-eigene Cra-Protein scheint demnach nicht an den upstream-Bereich des pps-Gens von T. tenax zu binden. 
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Abb. 3.17: Gelretardationsexperiment mit dem upstream-Bereich des pps-Gens und zellfreien Extrakten von T. tenax und E. coli.

Spur 1: Kontrolle ohne Protein; Spur 2: Inkubation mit T. tenax Rohextrakt, RT; Spur 3: Inkubation mit T. tenax Rohextrakt, 37°C; Spur 4: Inkubation mit E. coli WT Rohextrakt, 37°C; Spur 5: Inkubation mit E. coli fruR– Rohextrakt, 37°C; genaue Versuchsbedingungen siehe Text.

Die Tatsache, daß mit T. tenax Rohextrakt, nicht aber mit E. coli Extrakten ein retardierter Protein-DNA-Komplex beobachtet werden kann, läßt eine spezifische Interaktion zwischen T. tenax Protein und dem untersuchten upstream Bereich des pps-Gens vermuten. Ob der putativen Cra-Bindungsstelle in diesem DNA-Abschnitt tatsächlich eine funktionelle Bedeutung zukommt oder ob die Retardation auf die Bindung von basalen Transkriptionsfaktoren (TATA-Box binding protein (TBP), Transkriptionsfaktor B (TFB)) zurückzuführen ist, muß in weiterführenden Experimenten, z. B. durch DNaseI in vitro-footprinting Analysen, untersucht werden. 
3.2
  Die Pyruvat, Phosphat Dikinase (PPDK) von T. tenax
Zu Beginn dieser Arbeit existierten noch keinerlei Informationen bezüglich archaealer PPDKs. Alle bis dahin identifizierten und charakterisierten Enzyme waren eucaryalen oder bacterialen Ursprungs. Umso überraschender war die offensichtliche Existenz eines ppdk-Genhomologen im T. tenax-Genom: Im Zuge des Genomsequenzierungsprojekts (s. 2.5.11) wurde mit Hilfe der in dieser Arbeit konstruierten Genbank eine ca. 950 bp lange Nukleotid-Sequenz identifiziert (Abb. 3.19, Position 2518 → 3459), deren abgeleitete Aminosäure-Sequenz nach BLAST-Datenbankvergleichen eine große Ähnlichkeit zum C‑Terminus eucaryaler und bacterialer PPDKs aufwies.  

Für den Nachweis der Funktionalität des entsprechenden Genproduktes war es zunächst erforderlich, die komplette genetische Information der PPDK im T. tenax-Genom zu identifizieren. Die anschließende heterologe Expression des ppdk-Gens in E. coli sollte die Voraussetzung für eingehende kinetische Untersuchungen des Enzyms sein und außerdem einen Vergleich der katalytischen und regulativen Fähigkeiten von PPDK und PEPS erlauben.
3.2.1
  Klonierung und Sequenzierung des ppdk-Gens von T. tenax 

3.2.1.1
  Hybridisierung einer ppdk-spezifischen Sonde mit genomischer DNA aus T. tenax

Durch PCR-Amplifikation der aus dem Genomprojekt bekannten Teilsequenz des ppdk-Gens (s.o.) sollte eine spezifische Sonde für Southern-Hybridisierungen generiert werden.

Zu diesem Zweck wurden die Primer ppdk-for19 und ppdk-rev19 (s. Tab. 3.5) von der 950 bp-Teilsequenz abgeleitet und in einer PCR mit genomischer T. tenax-DNA als Template verwendet. Die Primer wurden gleichzeitig für die Klonierung in den Vektor pSPT19 (s. 3.2.3) verwendet, deshalb erfolgte bei ppdk-for19 der zusätzliche Einbau einer EcoRI-Schnittstelle; ppdk-rev19 enthält eine endogene Erkennungssequenz für BamHI.

Unter den gewählten PCR-Bedingungen (2 min 94°C; 30 Zyklen 1 min 94°C/ 1 min 54°C/ 1 min 72°C; anschließend 10 min 72°C) konnte ein DNA-Fragment der erwarteten Länge von 575 bp amplifiziert werden.  Dieses wurde mit Digoxigenin markiert und als Sonde zur Hybridisierung restringierter genomischer T. tenax-DNA eingesetzt. 

Ein 8 kb-großes XbaI-Fragment gab nach Hybridisierung über Nacht bei 68°C und anschließendem stringenten Waschen (0,1 x SSC, 0,1% SDS, 68°C) ein starkes Signal und wurde für die Klonierung ausgewählt.

3.2.1.2
  Klonierung und Sequenzierung eines 8 kb XbaI-Fragments

Genomische T. tenax-DNA wurde mit XbaI verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt und DNA-Fragmente im Bereich von 7-9 kb ausgeschnitten. Anschließend wurden die gereinigten Fragmente in den Vektor pBluescript KS+ ligiert.

Nach Transformation kompetenter E. coli DH5(-Zellen wurden rekombinante Klone über Blau-Weiß-Differenzierung identifiziert und anschließend in einer Boiling-PCR mit den Primern ppdk‑for19 und ppdk-rev19 auf Anwesenheit der ppdk-Sequenz getestet. Dabei wurde ein positiver Klon (pPPDK-8) mit einem 8 kb-Insert identifiziert, dessen anschließende partielle Sequenzierung zeigte, daß der komplette codierende Bereich des ppdk-Gens in dem genomischen Fragment enthalten war (Abb. 3.18). Sämtliche zur Sequenzierung verwendeten Primer sind in Tab. 3.5 aufgeführt.
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Abb. 3.18: Schematische Darstellung und Sequenzierungsstrategie des 8 kb XbaI-Fragments des Klons pPPDK-8. 

Das für die T. tenax PPDK codierende Gen und dessen Orientierung wird durch den Blockpfeil verdeutlicht. Dünne Pfeile geben den Bereich und die Leserichtung der einzelnen Sequenzierungen an. Ebenfalls dargestellt ist der Sequenzbereich, der aus dem T. tenax-Genomprojekt bekannt war (Balken).

Tab. 3.5:  Primer, die zur Sequenzierung des Klons pPPDK-8 verwendet wurden.
 Die Positionsangaben beziehen sich auf die Nummerierung (rechte Seite) in Abb. 3.19.

Primer
Länge
Sequenz
Position

ppdk-1
18 bp
5'-AAGATCGCCTTGAAATCC-3'
2624 → 2607

ppdk-2
18 bp
5'-ATGAAGCCTCGGCCCTCG-3'
3802 → 3819

ppdk-3
17 bp
5'-AGTCCTTTGGCGATGGG-3'
1994 → 1978

ppdk-6
20 bp
5'-TTCAACTGCCTCCTTTAGGC-3'
1356 → 1337

ppdk-8
17 bp
5'-AAGCTGGCGCCCTTGCC-3'
791 → 775

ppdk-for19
20 bp
5'-CCGCTCCACGAATTCCTGCC-3'
2671 → 2690

ppdk-rev19
21 bp
5'-CCCTCTGGATCCAACGTCTCG-3'
3245 → 3225

3.2.1.3
  Sequenz des ppdk-Gens und flankierender Bereiche

Das für die PPDK aus T. tenax codierende Gen umfaßt 2748 bp (Abb. 3.19, Position 712 → 3459) mit einem GC-Gehalt von 52,6%. Die korrespondierende Primärsequenz von 915 Aminosäuren zeigt wie die T. tenax PEPS eine große Ähnlichkeit zur Familie der PEP-utilizing enzymes und enthält ebenfalls die in dieser Protein-Familie konservierten Sequenz-Motive PS00370 und PS00742 (PROSITE Datenbankeinträge). 

Der Translationsstart der PPDK wurde indirekt durch Sequenzvergleich mit homologen bacterialen und eucaryalen Proteinen festgelegt, wobei die Sequenzähnlichkeit ab dem Valin-Rest an Position 6 (Position 727-729 in der Nukleotidsequenz, Abb. 3.19) und der Beginn des offenen Leserahmens 24 bp stromaufwärts nur das Methionin-Codon an Position 712-714 als Kandidaten für den Translationsstart zulassen.

Der Sequenzbereich 22-35 bp stromaufwärts des ppdk-Gens zeigt eine signifikante Ähnlichkeit zu den Promotorelementen BRE-site (crenarchaeale Konsensus-Sequenz RNWAAW, unterstrichen) und TATA-Box (crenarchaeale Konsensus-Sequenz YTTTTAAA, fettgedruckt) [Soppa, 1999]. 

     CCCCCCGGCA TCTTAGGGCG TGGACGCAAC CTCCAATAGG CTCCTCTTTG AGCGCGGCTA    60
     CATAGACTAC GTCCAGTGGC GGTGGCCGAC GTAGCGCTGT GGAGGAACGT CCCCGCGATA   120

     CATCGTCGAG GCTGCGTTTA AGCCTAGGGA GGGCTTCGAC TTCATGTGCA GCAAGTTAAA   180

     AGAGGCGGGA GTTCTCATGA TAGCGCTCTC GGCCGGAGTG AGCTACGCTA GACGGCTCTC   240

     CTTCTGTTTC GGACGAATTT CTTGTGAATG ATGTGATATA CAATGGGGAG TCTGTGTCGG   300

     ACATCAATGT GTTTGTCACC AACAGCAACA AGGCCCAACT TGCGTCGGAG ATACTGTCAA   360

     AACATGGAGT CCCGTTGGAC GAAACAGTCG CGGTGGGTGA CAGCGAAACG GATATACCTC   420

     TATTGGAGGA GGCCGGATTC TCCATTGCCT TCAATCCCAC CAGCAGGCGC GTTGAAGAAG   480

     CCGCCGATGT TGTAATAAGG TCTAACAAGC TTTATCTTCT TACCAAATAC CTATTGGCTA   540

     TACTCAAAAG CAGATAGATC AATTAATTCT TAATTATCTA TTATTATAAA TAACTTTAAA   600

     TATTATCTGA AATAAATTTT ATTTACTTTA ATAATATCAT TTGTATTAAT AGATTCTTAT   660

  1                                              *

   M  P  K

     TTTAAAAAAC TTAAACAATA ATCTTTTTAT TTTATGCTAT AATTAGATTA TATGCCTAAA   720

  4   K  Y  V   F  D  F  D   E  A  D   Y  R  N   K  R  L  F   G  G  K

     AAGTACGTCT TCGATTTCGA TGAAGCCGAC TATCGAAATA AGAGGCTCTT CGGCGGCAAG   780

 24   G  A  S   L  V  Q  M   A  Q  L   G  L  R   V  P  P  G   F  I  I

     GGCGCCAGCT TGGTACAGAT GGCGCAACTG GGCCTCAGAG TGCCGCCGGG CTTTATAATA   840

 44   T  T  E   A  C  K  D   F  F  G   P  K  R   E  E  I  A   E  L  E

     ACAACTGAGG CGTGTAAAGA CTTCTTCGGG CCCAAGAGGG AGGAGATAGC GGAGCTCGAG   900

 64   A  Q  L   A  R  Q  P   P  P  D   V  R  D   A  L  I  T   K  L  F

     GCACAATTAG CCAGACAGCC GCCGCCGGAT GTCAGAGATG CGCTTATCAC AAAGTTGTTC   960

 84   S  I  I   D  S  L  D   L  P  Q   G  L  W   E  E  V  V   E  H  M

     TCAATAATAG ATAGCTTAGA TCTGCCACAG GGACTGTGGG AGGAGGTCGT GGAGCATATG  1020 

104   K  R  L   E  D  R  T   G  R  R   F  G  D   P  K  N  P   L  L  V

     AAGAGGCTAG AGGACAGAAC AGGCCGTAGA TTCGGCGATC CGAAGAATCC CTTGTTGGTC  1080

124   S  V  R   S  G  A  A   V  S  M   P  G  M   M  D  T  V   L  N  L

     TCCGTGAGAT CCGGCGCGGC TGTGTCGATG CCTGGCATGA TGGACACAGT GCTCAACCTC  1140

144   G  L  N   D  E  T  V   K  G  L   A  E  Q   T  N  N  E   W  F  A

     GGCCTAAACG ATGAGACCGT TAAAGGCCTC GCCGAACAGA CCAACAACGA GTGGTTCGCC  1200

164   Y  D  A   Y  R  R  F   I  N  M   F  G  R   I  V  L  N   I  D  D

     TACGATGCAT ATAGACGCTT TATTAATATG TTCGGAAGAA TTGTATTAAA TATAGATGAT  1260

184   K  L  F   S  K  A  W   D  D  I   K  R  K   Y  G  V  K   E  D  P

     AAACTATTCT CAAAAGCATG GGATGATATT AAGAGGAAAT ATGGCGTAAA GGAGGATCCG  1320

204   Q  M  P   I  E  G  L   K  E  A   V  E  I   F  K  K  I   V  A  E

     CAGATGCCGA TCGAGGGCCT AAAGGAGGCA GTTGAAATAT TTAAGAAGAT AGTGGCAGAG  1380

224   S  R  G   A  F  P  Q   D  P  W   E  Q  L   K  L  A  I   K  A  V

     AGCCGCGGAG CCTTCCCGCA AGACCCTTGG GAGCAGTTGA AGTTGGCCAT AAAGGCTGTG  1440

244   F  R  S   W  D  S  P   R  A  I   F  Y  R   I  A  E  K   I  T  S

     TTTCGATCTT GGGATAGCCC AAGGGCTATC TTCTATAGAA TCGCCGAAAA GATAACAAGC  1500

264   D  I  A   D  C  T  A   V  N  V   V  T  M   V  F  G  N   M  G  W

     GATATCGCCG ACTGCACCGC TGTGAATGTA GTCACTATGG TGTTCGGCAA CATGGGCTGG  1560

284   D  S  G   T  G  V  V   F  S  R   D  V  A   T  G  E  N   R  L  Y

     GACAGCGGAA CAGGCGTCGT CTTCTCGAGG GACGTGGCCA CTGGAGAGAA CAGGCTATAT  1620

304   G  E  F   L  P  V  A   Q  G  E   D  V  V   A  G  I  R   T  P  M

     GGAGAGTTTC TCCCTGTGGC TCAGGGAGAG GACGTTGTGG CAGGGATAAG GACCCCCATG  1680 

324   D  I  D   E  F  K  K   R  F  P   H  L  Y   E  E  L  Y   N  G  V

     GATATAGACG AATTCAAGAA GAGGTTTCCA CATTTATATG AAGAGTTATA TAATGGTGTT  1740

344   K  L  L   E  K  V  N   K  D  V   Q  D  V   E  F  T  V   E  R  G

     AAGTTATTAG AAAAAGTAAA TAAAGATGTA CAAGACGTAG AGTTCACTGT AGAGCGCGGG  1800

364   R  L  Y   F  L  Q  C   R  N  A   K  M  T   P  M  A  R   V  K  T

     AGACTCTACT TCCTGCAGTG TCGCAACGCC AAAATGACTC CCATGGCGAG GGTCAAGACG  1860

384   A  V  D   M  A  K  E   G  I  I   T  K  D   E  A  L  M   K  V  S

     GCCGTTGATA TGGCCAAAGA GGGCATAATA ACTAAGGATG AGGCTCTGAT GAAGGTCTCT  1920

404   P  E  H   V  L  Q  L   L  Y  P   R  I  D   P  K  A  N   A  R  P

     CCAGAGCATG TCCTCCAGCT CCTTTATCCG CGCATCGATC CTAAGGCAAA CGCGAGGCCC  1980

424   I  A  K   G  L  P  A   S  P  G   A  V  S   G  Q  L  V   F  N  P

     ATCGCCAAAG GACTGCCCGC GAGCCCTGGC GCCGTCTCGG GGCAATTAGT GTTCAATCCG  2040

444   D  D  A   V  K  W  A   R  D  G   K  K  V   V  L  A  R   V  E  T

     GACGATGCCG TAAAGTGGGC CCGCGATGGA AAAAAGGTTG TGCTCGCCAG AGTTGAGACA  2100

464   K  P  D   D  V  H  G   F  Y  A   A  V  G   I  L  T  T   R  G  G
     AAGCCCGACG ACGTCCACGG CTTTTACGCG GCCGTGGGCA TTTTGACCAC AAGAGGGGGT  2160

484   M  T  S   H  A  A  V   V  A  R   A  I  G   K  P  A  V   V  G  A

     ATGACCTCAC ACGCGGCTGT TGTCGCTAGA GCTATAGGCA AACCTGCCGT TGTCGGAGCG  2220

504   E  D  A   V  V  D  E   Q  N  K   V  L  R   A  G  G  L   I  L  K

     GAGGACGCTG TTGTGGATGA ACAGAACAAG GTGTTGAGAG CGGGCGGCCT AATATTGAAG  2280

524   E  G  D   W  V  T  I   D  G  N   T  G  L   V  Y  P  G   V  V  P

     GAGGGGGACT GGGTGACTAT CGATGGAAAC ACAGGCCTTG TATATCCAGG TGTGGTCCCA  2340

544   T  L  E   P  E  L  I   P  E  L   E  E  L   L  R  W  A   D  E  V

     ACGTTGGAGC CAGAGCTGAT ACCTGAGCTA GAGGAGCTGT TGAGGTGGGC CGACGAAGTG  2400

564   R  R  L   G  V  R  A   N  A  D   L  P  E   D  A  A  I   A  R  K

     AGGAGGCTCG GCGTTAGGGC CAACGCCGAT CTTCCAGAGG ATGCCGCCAT AGCCAGAAAG  2460

584   F  G  A   E  G  I  G   L  L  R   I  E  R   M  F  R  K   P  E  R

     TTCGGCGCAG AGGGGATAGG GTTGTTGAGG ATAGAGCGGA TGTTCAGAAA GCCTGAGCGC  2520

604   L  D  L   L  R  R  I   I  L  A   E  N  R   E  E  R  I   K  H  L

     CTCGACCTCC TTCGTCGGAT AATTTTGGCA GAAAATAGAG AGGAGAGAAT AAAACATCTG  2580

624   E  Q  L   Y  R  M  L   K  E  D   F  K  A   I  F  E  I   M  D  G

     GAACAGCTCT ATAGGATGTT AAAGGAGGAT TTCAAGGCGA TCTTCGAAAT AATGGATGGA  2640

644   L  P  V   V  V  R  L   I  D  P   P  L  H   E  F  L  P   K  P  E

     TTGCCCGTAG TAGTAAGGCT CATAGATCCT CCGCTCCACG AGTTCCTGCC GAAGCCGGAG  2700

664   E  V  L   Q  Q  I  C   E  G  R   M  S  G   K  D  V  S   S  L  E

     GAGGTGCTTC AACAGATATG CGAGGGGAGG ATGTCAGGTA AAGATGTGTC CTCATTGGAG  2760

684   R  L  Y   N  R  L  K   A  L  Q   E  A  N   P  M  L  G   H  R  G

     AGGCTGTACA ATAGATTGAA GGCCCTGCAG GAGGCCAACC CTATGTTGGG CCATAGAGGT  2820

704   V  R  V   G  V  S  Y   P  E  V   Y  Y  Y   L  T  K  A   I  A  E

     GTGCGCGTGG GGGTGAGCTA CCCCGAGGTC TACTATTATT TGACCAAGGC TATCGCGGAG  2880

724   A  A  S   E  L  K  K   E  G  R   N  P  V   V  E  I  M   I  P  Q

     GCCGCCTCAG AGCTCAAGAA AGAGGGCCGC AACCCGGTCG TAGAGATAAT GATACCTCAG  2940

744   V  S  D   V  R  E  I   K  Y  V   K  E  K   G  I  M  P   A  L  R

     GTGAGCGACG TAAGGGAGAT TAAATATGTA AAGGAAAAGG GAATAATGCC GGCGCTGAGG  3000

764   D  V  E   E  S  S  G   V  K  L   D  I  K   I  G  T  M   I  E  T

     GATGTGGAGG AGAGCTCCGG AGTTAAGTTA GATATCAAGA TAGGCACTAT GATAGAGACT  3060

784   V  R  A   A  L  T  V   E  K  I   A  R  E   V  D  F  I   S  F  G

     GTGCGCGCTG CGCTCACCGT AGAGAAAATA GCGCGAGAGG TCGACTTCAT CAGCTTCGGC  3120

804   T  N  D   L  T  Q  A   V  F  S   F  S  R   D  D  A  E   N  K  F

     ACAAACGATC TCACGCAGGC CGTGTTTAGC TTCAGCAGAG ACGACGCAGA GAACAAGTTT  3180

824   I  P  Q   Y  L  D  L   K  I  L   D  A  D   P  F  E  T   L  D  P

     ATACCGCAAT ACCTCGACCT CAAGATACTC GACGCAGATC CTTTCGAGAC GTTGGATCCA  3240

844   E  G  V   A  K  L  V   E  Q  A   S  R  S   A  K  E  A   N  P  A

     GAGGGTGTGG CTAAGCTGGT CGAGCAGGCT TCCAGGTCGG CCAAGGAGGC TAACCCGGCC  3300

864   I  E  V   G  V  C  G   E  H  G   G  E  P   K  S  I  S   L  F  S

     ATTGAGGTTG GGGTCTGCGG CGAACACGGC GGCGAGCCGA AGTCCATATC GCTCTTCAGC  3360

884   R  M  K   I  D  Y  V   S  A  S   P  F  R   V  P  L  A   R  L  A

     AGAATGAAGA TAGATTACGT CAGCGCCTCG CCGTTTAGGG TTCCTCTGGC TAGACTTGCG  3420

904   A  A  Q   A  A  I  A   S  S  K   R  E  *

     GCCGCTCAAG CGGCTATCGC AAGCTCCAAA CGTGAGTAGT CAGACTGGGA CGGCTCTTTC  3480

     ATTTGATCGG CATATCGGAA TTCATCACTA GAGACAACGC TCATATCTCG CTTAAAAGCT  3540

     TAATAAGCTC GTGGGTGTGC AATAACAGCC CCGGGAGATC GTCCCCGAAG GAGCACCCTT  3600

     AAGCCGCCGG GTAGTGCGTT CGAGGGGGCT CCGGGGCGGA TGACCCGCCG ACACGCCGCG  3660

     TGGGCCGGCG CGGCTGGTCG GACGGGGGTT GCAGTGGGCT GGACGGGCGC CGCCTGTCCC  3720

     TCCCTCCGGA GCCCTAGGTC AGGGGGGCCC GTAACTCCGC CGGCGCCGGC CGTCGCTCCC  3780

     ACGTGGGCGG TCTGGCGGGC GATGAAGCCT CGGCCCTCGG GGCCTGCCCA GCCGGCGTAC  3840

     CCAAGCCGTA GGGCTTGGCG GCGCCGGCGA AGGCGGCGAA CCAGGGGA

Abb. 3.19:  Teil der Nukleotidsequenz des genomischen Klons pPPDK-8. 

Die für die PPDK aus T. tenax codierende Nukleotidsequenz erstreckt sich von Position 712 bis 3459 (Nummerierung rechts). Die korrespondierende Aminosäuresequenz (915 AS, Nummerierung links) ist darüber dargestellt. Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert. Die putativen Promotor-Strukturen BRE-site und TATA-Box sind unterstrichen bzw. fettgedruckt. Die unter den PEP-utilizing enzymes konservierten Sequenz-Motive PS00370 (Aminosäureposition 482 → 493) und PS00742 (Aminosäureposition 798 → 816) sind doppelt unterstrichen. 
Die gesamte Sequenz wurde bei EMBL unter der Accession-No. AJ515538 hinterlegt.

3.2.2
Heterologe Expression der PPDK von T. tenax in E. coli und biochemische 
Charakterisierung 
3.2.2.1
  Inserierung des ppdk-Gens in den Expressionsvektor pET24a

Der Versuch, das komplette 2748 bp große ppdk-Gen über PCR zu amplifizieren, blieb erfolglos; lediglich kleinere Teilstücke ließen sich amplifizieren. Eine mögliche Erklärung dafür wäre das Auftreten von Sekundärstrukturen innerhalb der Nukleotidsequenz. Jedoch konnte trotz Zugabe von DMSO, einem Reagenz, welches die Strangtrennung erleichtert und dadurch Sekundärstrukturen auflöst [Melchior & von Hippel, 1973], kein PCR-Produkt der entsprechenden Größe amplifiziert werden. Aus diesem Grunde wurde folgende Klonierungsstrategie verfolgt (s. Abb. 3.20): 

(A) Aus dem genomischen Klon pPPDK-8 wurde ein 2529 bp großes NdeI/HindIII-Fragment herausgeschnitten, wobei die NdeI-Schnittstelle an Position 395 des ppdk-Gens lokalisiert ist, während HindIII 86 bp stromabwärts vom Stopcodon schneidet. 

(B) Mit der Primer-Kombination ppdk-for NdeI (s.u.) / ppdk-3 (s. Tab. 3.5) und genomischer T. tenax-DNA als Template konnte über PCR-Mutagenese (2 min 94°C; 30 Zyklen mit 45 sec 94°C/ 45 sec 54°C/ 1,5 min 72°C; 7 min 72°C) ein 1294 bp großes Fragment amplifiziert werden, bei dem unmittelbar vor dem Startcodon des ppdk-Gens eine NdeI-Schnittstelle eingeführt wurde. Der zur PCR-Amplifikation eingesetzte Mutagenese-Primer ppdk-for NdeI hatte folgende Sequenz (Restriktionsschnittstelle fettgedruckt, Startcodon des ppdk-Gens unterstrichen):

T. tenax-DNA:

5’-AATTAGATTATATGCCTAAAAAGTACGTC-3’
Primer ppdk-for NdeI:
5’-AATTAGATCATATGCCTAAAAAGTACGTC-3’







       NdeI






(C) Das 1294 bp PCR-Produkt wurde mit NdeI verdaut, ein 309 bp großes Restriktionsfragment isoliert und (D) mit dem 2539 bp NdeI/HindIII Fragment ligiert. (E) Anschließend wurde das komplette Fragment 9 bp hinter die vektoreigene Shine-Dalgarno Sequenz des Expressionsvektors pET24a inseriert. 

Nach Transformation kompetenter E. coli DH5(-Zellen mit dem Plasmid-Konstrukt pET24a+PPDK wurde die korrekte Insertion und Nukleotidsequenz des rekombinanten ppdk-Gens durch Sequenzierung beider Stränge verifiziert. Anschließend wurde das Plasmid in den E. coli-Expressionsstamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL kloniert.
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Abb. 3.20:  Strategie zur Klonierung des ppdk-Gens von T. tenax.

Der für die T. tenax PPDK codierende Sequenzbereich innerhalb des Klons pPPDK-8 ist als grauer Balken dargestellt. Die kurzen Pfeile symbolisieren die für die PCR-Amplifikation verwendeten Primer  ppdk-for Nde und ppdk-3. Einzelheiten s. Text.

3.2.2.2
  Reinigung der rekombinanten PPDK 
Für die Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten T. tenax PPDK wurden ca. 4 g Zellen (Naßgewicht) des PPDK-Expressionsklons (s. 3.2.2.1) in 100 mM Tris/HCl, pH 7 (70°C), 100 mM β-Mercaptoethanol resuspendiert und mit der French Press aufgeschlossen. Mittels Ultrazentrifugation wurde ein zellfreier Rohextrakt gewonnen, aus dem durch Hitzebehandlung (90°C, 20 min) ca. 85% der E. coli-Proteine ausgefällt werden konnten. Durch eine anschließende Ionenaustausch-Chromatographie (Q-Sepharose fast flow) wurde die rekombinante PPDK zur Homogenität gereinigt.

Insgesamt konnten aus 4,2 g E. coli-Zellen 2 mg homogene T. tenax PPDK mit einer spezifischen Aktivität von 2 U/mg Protein isoliert werden. 

Abbildung 3.21 und Tabelle 3.6 dokumentieren den Verlauf der Reinigung.
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Abb. 3.21:  Reinigung der heterolog in E. coli exprimierten PPDK von T. tenax. 

SDS-PAGE Elektropherogramm (7,5%); M: Proteinstandard; RE: zellfreier Rohextrakt; HF: hitzegefällter Extrakt; Q: Fraktionen nach Q-Sepharose.

Tab. 3.6:  Reinigungsprotokoll der heterolog exprimierten T. tenax PPDK, ausgehend von 4,2 g E. coli-Zellen. Die Messung der Enzymaktivität im Verlauf der Reinigung erfolgte bei 55°C in Richtung Pyruvat-Synthese (s. 2.7.3.1).

Reinigungsschritt
Protein (mg)
Gesamt-Aktivität (U)
Spezifische Aktivität (U/mg)


Reinigung

(x-fach)
Ausbeute (%)

Rohextrakt
210
-
-
-
-

Hitzefällung
31
12
0,385
-
100

Q-Sepharose
2
4
2
5,2
33

3.2.2.3
  Quartärstruktur der rekombinanten PPDK 

Das Molekulargewicht der nativen PPDK wurde über Gelfiltration (Superose 6) zu 250.000 bestimmt. Die molekulare Masse der Enzymuntereinheiten beträgt nach SDS-PAGE 100 kDa (Abb. 3.21) und stimmt damit mit der theoretischen molekularen Masse von 102,3 kDa gut überein. Diese Daten sprechen dafür, daß die T. tenax PPDK unter nativen Bedingungen als homomeres Dimer vorliegt.

3.2.2.4
  Katalytische und regulative Eigenschaften der PPDK 

Die PPDK aus T. tenax katalysiert die reversible Umsetzung von Pyruvat, ATP und Pi zu PEP, AMP und PPi. 
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Der Nachweis der PPDK-Aktivität in kataboler Richtung (PEP → Pyruvat) erfolgte in einem kontinuierlichen photometrischen Test bei 55°C, in anaboler Richtung (Pyruvat → PEP) in einem diskontinuierlichen photometrischen Test bei 70°C (s. 2.7.3.1). 

Monovalente Kationen (NaCl, KCl, NH​4Cl) hatten in beiden Richtungen keinen Einfluß auf vmax.

Katabole Richtung (PEP → Pyruvat):

Aus Substrat-Sättigungskinetiken wurde für PEP ein apparenter KM von 0,455 mM, für AMP ein KM < 1 µM abgeleitet (Abb. 3.22). Eine genauere Angabe des KM(AMP) war mit der gewählten Testmethode nicht möglich. In beiden Fällen folgt die PPDK einer klassischen Michaelis-Menten-Kinetik, wobei das Enzym bei PEP-Konzentrationen > 6 mM einer Hemmung unterliegt. 
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Abb. 3.22:  Sättigungskinetiken der T. tenax PPDK für PEP (oben) und AMP (unten).
Die Enzymaktivitäten wurden im kontinuierlichen Test bei 55°C bestimmt. Die jeweils invariablen Substrate wurden dabei in sättigenden Konzentrationen eingesetzt. A) direkte Auftragung der Daten; B) Transformation der Daten nach Hanes [1932].

Die katabole PPDK-Reaktion zeichnet sich durch eine strikte Abhängigkeit von Pyrophosphat aus. Desweiteren kann PPi nicht durch Pi ersetzt werden. Allerdings bewirkt eine PPi-Konzentration > 5 mM eine Hemmung der PPDK-Aktivität um ca. 50%. Interessanterweise wird unter Standard-Testbedingungen (3 mM PEP; 5 mM AMP; 0,6 mM PPi) nur ein geringer Anteil des Substrats (im µM-Bereich) umgesetzt: Erst nach weiterer Zugabe von PPi zum Testansatz läuft die Reaktion für kurze Zeit weiter, dann muß erneut PPi nachgelegt werden. Vermutlich liegen in der Enzym-Präparation Komponenten vor, die PPi mit hoher Affinität binden, so daß es für die PPDK-Reaktion nicht mehr verfügbar ist. Eine Bestimmung des KM für Pyrophosphat war unter diesen Bedingungen nicht möglich.

Untersuchungen zur Regulierbarkeit der T. tenax PPDK wurden bei halbsättigender Konzentration des Substrats PEP (0,5 mM) durchgeführt. Aufgrund des sehr niedrigen KM(AMP) und der Tatsache, daß PPi im Testansatz limitierend ist, wurden die Cosubstrate AMP und Pyrophosphat in Konzentrationen von 0,1 mM bzw. 0,6 mM eingesetzt. 

Keinen Effekt auf die Umsatzgeschwindigkeit der PPDK zeigten die Substanzen Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-bisphosphat, Dihydroxyacetonphosphat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3-Phosphoglycerat, 2-Phosphoglycerat, 6-Phosphonogluconat, α-Ketoglutarat und Pi. Im Gegensatz dazu zeigte ATP einen stark inhibierenden Effekt, in geringerem Maße hemmend erwiesen sich auch UDP und Glucose-1-Phosphat (Glc‑1‑P) (Abb. 3.23).

[image: image30.wmf]Pyruvat (mM)

0

1

2

3

4

5

v (U/mg)

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

0,30


Abb. 3.23:  Hemmung der PPDK-Aktivität in kataboler Richtung (PEP → Pyruvat). 

Die Bestimmung der Enzymaktivitäten erfolgte im kontinuierlichen Test bei 55°C mit 0,5 mM PEP, 0,1 mM AMP, 0,6 mM PPi.

Überraschenderweise gibt es erste Hinweise dafür, daß die T. tenax PPDK in kataboler Richtung möglicherweise ADP als alternatives Substrat verwendet. Eine Verunreinigung der verwendeten ADP-Charge durch AMP konnte dabei durch IC-Analysen weitgehend ausgeschlossen werden (freundlicherweise durchgeführt von P. Moritz, Universität Essen, Arbeitsgruppe Mikrobiologie). Als Cosubstrat ist jedoch auch in diesem Fall PPi zwingend notwendig, d.h. die PPDK zeigt eindeutig keine PK-Aktivität (PEP + ADP → Pyruvat + ATP). Mit Pi anstelle von PPi ist ebenfalls keine Aktivität nachweisbar.

Welche Produkte aus "PEP + ADP + PPi" gebildet werden, ist noch unklar und bedarf weiterer Experimente. Sicher ist nur die Synthese von Pyruvat, da dieses im gekoppelten Test über die LDH-Reaktion enzymatisch nachgewiesen wurde.

Anabole Richtung (Pyruvat → PEP):

Bei der Analyse des Sättigungsverhaltens mit Pyruvat als variablem Substrat zeigt die PPDK eine klassische Michaelis-Menten-Kinetik mit einem apparenten K​M von 0,76 mM (Abb. 3.24). Abweichungen ergeben sich erst bei hohen Konzentrationen; so unterliegt das Enzym bei Pyruvat-Konzentrationen > 10 mM einer Hemmung.

Demgegenüber ergeben entsprechende Kinetiken für ATP eine positiv kooperative Substratsättigung (Abb. 3.24) mit einem Hill-Koeffizienten n = 1,5 und einem apparenten KM(ATP) von 9 mM.

Eine Bestimmung des KM-Wertes für Pi war nicht möglich: Die Verunreinigung der verwendeten ATP-Chargen mit Orthophosphat erlaubte sogar eine Aktivität der PPDK ohne externe Zugabe von Pi zum Testansatz. Pi-Konzentrationen > 10 mM wirkten sich jedoch hemmend auf die Enzymaktivität aus.

Im Gegensatz zur Reaktion der PPDK in kataboler Richtung scheint die Aktivität des Enzyms in anaboler Richtung nicht durch Intermediate des Energie- und Kohlenhydratstoffwechsels moduliert zu werden: AMP, ADP, UDP, Glucose-1-Phosphat, Glucose-6-Phosphat, Fructose-6-Phosphat, Fructose-1,6-bisphosphat, Dihydroxyacetonphosphat, Glycerinaldehyd-3-Phosphat, 3‑Phosphoglycerat, 2-Phosphoglycerat, α-Ketoglutarat und Oxalacetat in Konzentrationen von 1‑5 mM zeigten keinen Einfluß auf die Umsatzgeschwindigkeit der PPDK. 
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Abb. 3.24:  Sättigungskinetiken der T. tenax PPDK für Pyruvat (oben) und ATP (unten).
Die Enzymaktivitäten wurden im diskontinuierlichen Test bei 70°C bestimmt. Die jeweils invariablen Substrate wurden dabei in sättigenden Konzentrationen eingesetzt. A) direkte Auftragung der Daten; B) Transformation der Daten nach Hanes [1932]; C) Transformation der Daten nach Hill [1925] (Meßwerte für ATP ≤ 2 mM wurden für diese Darstellung nicht verwendet). 

3.2.3
  Transkriptanalysen des ppdk-Gens von T. tenax

Die durch vorangegangene biochemische Untersuchungen gezeigte Regulierbarkeit der PPDK wirft die Frage auf, ob neben dieser Regulation auf Proteinebene auch eine Regulation der PPDK-Aktivität auf Genebene vorliegt. Um zu klären, inwieweit eine Kontrolle der Transkriptmenge durch die Anzuchtbedingungen stattfindet, wurden Northern Blot-Analysen mit autotroph bzw. heterotroph kultivierten T. tenax-Zellen durchgeführt. 

Die Detektion der ppdk-Transkripte erfolgte dabei mit Hilfe einer spezifischen DIG-markierten antisense-mRNA-Sonde. Zur Konstruktion dieser Sonde wurde zunächst mit den Primern ppdk‑for19 und ppdk-rev19 (s. Tab. 3.5; PCR-Bedingungen s. 3.2.1.1) eine 575 bp-Teilsequenz des ppdk-Gens amplifiziert und in den EcoRI-/BamHI-geschnittenen Transkriptionsvektor pSPT19 ligiert. Das Vektorkonstrukt pSPT19+PPDK (Abb. 3.25) wurde mit EcoRI linearisiert, anschließend erfolgte durch in vitro Transkription mit der T7 RNA-Polymerase -unter gleichzeitigem Einbau von DIG-UTP- die Synthese der ppdk-spezifischen antisense-mRNA. 
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Abb. 3.25:  Vektorkonstrukt pSPT19+PPDK zur Generierung einer ppdk-spezifischen DIG-markierten antisense-mRNA durch in vitro Transkription. 

Die in die MCS des Vektors pSPT19 ligierte Teilsequenz des ppdk-Gens entspricht Position 2671 → 3245 in Abb. 3.19. Bindungsstelle und Transkriptionsrichtung der T7 RNA Polymerase sind durch einen Pfeil dargestellt.

Wie aus Abbildung 3.26 ersichtlich, konnte ein Hybridisierungssignal bei ca. 2,8 kb detektiert werden, das mit der Länge des ppdk-Gens (2748 bp) korrelliert und für eine monocistronische mRNA spricht. Ein Unterschied in der Intensität der Signale in autotrophen bzw. heterotrophen Zellen der spätlogarithmischen Wachstumsphase ist nicht erkennbar, so daß eine konstitutive Transkription des ppdk-Gens unabhängig von den trophischen Anzuchtbedingungen angenommen wird. 

[image: image34.jpg]



Abb. 3.26:  Northern Blot-Analyse zum Nachweis des ppdk-Transkripts in T. tenax.

Die Hybridisierung der ppdk-spezifischen Sonde mit je 5 µg Gesamt-RNA aus autotrophen (A) bzw. heterotrophen (H) T. tenax-Zellen (spätlogarithmische Wachstumsphase) erfolgte über Nacht bei 68°C. Die Größe des Transkripts wurde mit Hilfe eines RNA-Längenstandards (linke Seite) bestimmt.

3.3
  Untersuchungen zum acn-tpi-cis1-Gencluster von T. tenax

Wie schon von Schramm [1999] gezeigt werden konnte, ist das für die Triosephosphat Isomerase (TIM) aus T. tenax codierende Gen mit den Genen für Aconitase und Citrat Synthase assoziiert: Das genomische Fragment TIM4, das in der genannten Arbeit isoliert und sequenziert wurde, beinhaltet neben der kompletten genetischen Information der TIM (tpi) zusätzlich 40 bp stromaufwärts einen Teil eines Leserahmens mit deutlicher Ähnlichkeit zu Aconitasen (acn), während 1325 bp stromabwärts ein Teil eines Gens (cis1) mit Ähnlichkeit zu Citrat Synthasen lokalisiert ist (Abb. 3.27). Diese unmittelbare Nachbarschaft von Genen des reversiblen TCA-Zyklus (acn, cis1) mit einem Gen des EMP-Weges (tpi) ist äußerst ungewöhnlich, da in den meisten bisher untersuchten Archaea und Bacteria das tpi-Gen im Verbund mit weiteren Genen des EMP-Weges, z. B. für GAPDH und PGK vorliegt.

Die enge Assoziation von acn und tpi läßt eine mögliche Organisation der beiden Gene in einer Operonstruktur vermuten. Dies sollte über Northern Blot-Analysen näher untersucht werden. Transkriptionsstudien sollten ebenfalls mit dem cis1-Gen durchgeführt werden. Dafür war es zunächst notwendig, die partiellen Gensequenzen von acn und cis1 zu komplettieren. Zur Identifizierung der vollständigen genetischen Information von Aconitase und Citrat Synthase 1 wurden Southern-Hybridisierungen mit Sonden durchgeführt, die von der genetischen Information des Fragments TIM4 abgeleitet wurden.

3.3.1
  Klonierung und Sequenzierung der cis1- und acn-Gene von T. tenax 

3.3.1.1
Hybridisierung einer cis1-spezifischen Sonde mit genomischer DNA aus T. tenax    und Klonierung eines 4 kb EcoRI/XbaI -Fragments

Für die Konstruktion einer cis1-spezifischen DNA-Sonde wurde aus dem genomischen Fragment TIM4 ein 481 bp großes SspI/BamHI-Restriktionsfragment herausgeschnitten (s. Abb. 3.27) und mit Digoxigenin markiert. Die Sonde wurde zur Hybridisierung restringierter genomischer DNA eingesetzt. Ein ca. 4 kb großes EcoRI/XbaI-Fragment gab dabei ein starkes Hybridisierungssignal. Dieses genomische Fragment wurde in den Vektor pBluescript KS+ inseriert und anschließend in E. coli DH5( kloniert. Über erneute Southern-Hybridisierung mit der cis1-spezifischen Sonde wurde ein positiver Klon (pCis-1) identifiziert und anschließend sequenziert (Abb. 3.27, 3.28). 

3.3.1.2
Hybridisierung einer acn-spezifischen Sonde (I) mit genomischer DNA aus T. tenax und Klonierung eines 2 kb SalI-Fragments

Ein 825 bp großes BamHI/EcoRI-Restriktionsfragment des genomischen Fragments TIM4 (s. Abb. 3.27) wurde mit Digoxigenin markiert und als acn-spezifische Sonde zur Hybridisierung restringierter genomischer T. tenax-DNA eingesetzt. Dabei wurde ein stark signalgebendes 2 kb SalI-Fragment identifiziert, welches anschließend in den Vektor pBluescript KS+ inseriert und in E. coli DH5( kloniert wurde. Rekombinante Klone wurden über Southern-Hybridisierung mit der acn-spezifischen Sonde auf Anwesenheit der acn-Sequenz getestet. Wie die anschließende Sequenzierung eines positiven Klons (pAco2kb-3) zeigte, enthielt das genomische 2 kb SalI-Fragment knapp 2/3 (1710 bp) des acn-Gens (Abb. 3.27). Diese genetische Information wurde nun verwendet, um über PCR eine weitere acn-spezifische Sonde (II) zur vollständigen Klonierung des Aconitase-Gens zu generieren. 

3.3.1.3 Hybridisierung einer acn-spezifischen Sonde (II) mit genomischer DNA aus T. tenax 
und Klonierung eines 2,5 kb NcoI-Fragments

Anhand der Sequenzinformation des genomischen Klons pAco2kb-3 wurden die Primer aco-3 (5'-CGACGGCAACACTCTGG-3'; Position 1735 → 1751 in Abb. 3.28) und aco-4 (5'-AGAGGAGGCGAGGCGAGG-3'; Position 2430 → 2413 in Abb. 3.28) abgeleitet und in einer PCR mit T. tenax-DNA als Template eingesetzt. Unter den gewählten Bedingungen (2 min 94°C; 30 Zyklen mit 30 sec 94°C / 45 sec 53°C / 60 sec 72°C; 5 min 72°C) konnte ein 695 bp großes acn-spezifisches PCR-Produkt amplifiziert werden, das mit Digoxigenin markiert und als Sonde zur Hybridisierung restringierter genomischer T. tenax-DNA eingesetzt wurde. Ein 2,5 kb NcoI-Fragment gab ein starkes Hybridisierungssignal und wurde deshalb in den Vektor pET15b inseriert und anschließend in E. coli DH5( kloniert. 

Die Identifizierung eines positiven Klons (pAco-13) erfolgte über Boiling-PCR mit den Primern aco-3 und aco-4 (s.o.). Wie die anschließende  Sequenzierung dieses Klons zeigte, enthielt das genomische 2,5 kb NcoI-Fragment den fehlenden codierenden Bereich des acn-Gens (Abb.3.27). 

Eine schematische Darstellung der Strategie zur Klonierung der cis1- und acn-Gene aus T. tenax sowie die Assemblierung der genomischen Einzelfragmente ist in Abbildung 3.27 wiedergegeben. Sämtliche zur Sequenzierung der Klone pCis-1, pAco2kb-3 und pAco-13 verwendeten Primer sind in Tab. 3.7 aufgeführt. Die gesamte Nukleotidsequenz des acn-tpi-cis1-Genclusters ist in Abbildung 3.28 dargestellt. 

Tab. 3.7:  Primer, die zur Sequenzierung der genomischen Fragmente pAco2kb-3, pAco-13 und pCis-1 verwendet wurden. Die Positionsangaben beziehen sich auf Abb. 3.28.

Primer
Sequenz
Position

T3
5’-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3’
Vektor-Primer

T7
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’
Vektor-Primer

aco-2
5’-AAGTGCCTCTGACCATAACCTCCC-3’
2921 → 2898

aco-6
5’-GGGGACGTCTTGGAGCGAC-3’
1945 → 1927

aco-7
5’-GGCGCTCTGGGCCCACT-3’
1288 → 1272

aco-8
5’-GGATCGCCAATAAGACCA-3’
717 → 700

aco-9
5’-GGGTCGAGAGAGGTGGA-3’
295 → 279

cis-4
5’-CAAGGAGAGGCTCGCCTC-3’
5679 → 5696

cs-5
5’-GGTCTATCTGGGCAACTA-3’
7086 → 7069

cs-6
5’-TGGGAGAGCCGGGGAGA-3’
6176 → 6192


Abb. 3.27:  Klonierungs- und Sequenzierungsstrategie der genetischen Umgebung von Aconitase, TIM und Citrat Synthase 1 aus T. tenax.

A) Dargestellt sind die genomischen Fragmente TIM4 [Schramm, 1999], pCis-1, pAco2kb-3 und pAco‑13. Identifizierte Leserahmen und deren Orientierung sind durch Blockpfeile dargestellt (acn: Aconitase; tpi: TIM; cis1: Citrat Synthase 1; orfA, orfC: offene Leserahmen mit Ähnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen aus P. aerophilum  bzw. S. solfataricus; orfB: offener Leserahmen mit Ähnlichkeit zu einem Eisen-Transportsystem aus S. typhimurium (27% identische Aminosäurereste)). Schwarze Balken kennzeichnen die Sequenzbereiche, die als Sonden für Southern-Hybridisierungen verwendet wurden (Einzelheiten s. Text).

B) Assemblierung der Einzelfragmente zu einer Gesamtsequenz von 7575 bp. Dünne Pfeile verdeutlichen den Bereich und die Leserichtung der einzelnen Sequenzierungen. 

     CCATGGCGGT CAATAGGCGG ATGACCTTCC TGGCCCACGC CCAGAGCCAC TCCATCTTGA     60

     CTGCGTCTTT GTCGGCTGCG GTCACCACAG CCCTCTTGAA GATATCGTGG TTCTCCCCCT    120

     ACTTCACGTT GGTCGTGATA GCGTATACGA TCGCCTTGAA CCTCCTCGTG CTCTTAGTGG    180

     CCCGCTCGGG TTTCAAGGAG GACGTAGCCA CCGGCATAGT GATGTCGTTC CAACTGGCCG    240

     CCACAATATT CTTGATATAC GTCCTGAGGT CTCTCGTGTC CACCTCTCTC GACCCTCTGG    300

     CCCTCTTCAC AGGCGAGTAT CTGTTGATAA CGTCCTCCGA TGTAATCCAA CTGGCGCCGG    360

     TCCTAGCCGC TACATCGCTC TTCGTAGCGT TGGCTGGAGT GCCCTTCCTC TATATCGCCC    420

     TCGACCGCGA GTATGCCTCG TCCTTGGGCT TGAGGCCGAC TTTGTACGAA GTCCTCTTCA    480

     TAATAGCCAT GTCCTCGGCG GCGGCCGTGA GCGTCAACGT CATGGGGGCG TTGATACCTG    540

     CCGTAGTTCT GGTCGTGCCG GGCGCAGCTG CAGCGAAGAC GACGCAAAGT TTAGTGAGAC    600

     AGATCCCCAC TGCTTCATCT TACGGCGTCA TCTCCGCCTC TGTGTCGCAC TTCATATACG    660

     CCGAGCTCCC TTGGATGTGG CCCAACGTGG CGGTAGCGCT GGTCTTATTG GCGATCCTTC    720

     TGTATAGCAT AAGGCCGTTA ACGCGTTAAA GAATAGGCAT TTGCCATAAA GAAATATTAT    780

  1                           M  P  Y   V  K  A   E  A  K   L  S  V  G

     ATATTGCACT ATAGAGGAGG TCATGCCTTA TGTAAAGGCA GAGGCGAAGC TCTCAGTAGG    840

 14    P  R  T   Y  K  I   Y  K  L  R   A  L  E   A  E  G   Y  D  V  S   

     CCCCCGCACC TATAAGATCT ACAAGCTGAG GGCTCTGGAG GCCGAGGGAT ATGACGTATC    900

 34    R  L  P   Y  S  I   R  V  L  L   E  N  V   L  R  N   Y  D  G  R 

     TAGACTGCCT TACAGCATAA GGGTGCTTCT GGAGAACGTG CTCCGCAACT ACGACGGAAG    960

 54    D  I  A   Q  E  H   I  D  A  L   A  R  W   N  P  K   S  P  E  G 

     AGATATCGCC CAAGAGCATA TCGATGCGCT GGCTAGGTGG AACCCCAAGT CGCCGGAGGG   1020

 74    E  V  A   L  K  V   T  R  V  V   M  Q  D   Y  T  G   V  P  A  V 

     AGAGGTGGCG CTGAAGGTGA CGAGGGTCGT TATGCAAGAC TACACAGGGG TTCCAGCCGT   1080

 94    V  D  L   A  T  M   R  E  I  A   A  K  S   G  R  D   P  S  V  V 

     AGTGGACTTG GCCACTATGA GGGAGATAGC CGCTAAATCG GGGCGGGACC CCAGTGTAGT   1140

114    N  P  R   V  P  V   D  L  I  I   D  H  S   V  Q  V   D  H  W  A 

     CAACCCCAGA GTCCCCGTGG ACCTTATCAT AGACCACTCA GTCCAAGTGG ACCACTGGGC   1200

134    S  P  Q   A  L  S   L  N  I  R   L  E  I   E  R  N   R  E  R  Y 

     ATCCCCCCAG GCCCTCTCTT TGAACATCCG GCTCGAGATA GAGAGGAATA GAGAGAGGTA   1260

154    V  F  L   K  W  A   Q  S  A  F   K  N  L   R  V  F   P  P  G  T 

     TGTCTTCCTG AAGTGGGCCC AGAGCGCCTT CAAGAACCTC CGGGTATTCC CGCCGGGCAC   1320

174    G  I  I   H  Q  V   N  L  E  Y   L  A  R   V  V  W   T  E  G  D  

     CGGCATAATA CACCAGGTAA ACTTGGAGTA TTTGGCCAGA GTGGTGTGGA CTGAGGGCGA   1380

194    T  A  F   F  E  T   L  V  G  M   D  S  H   T  T  M   I  N  G  L 

     TACGGCCTTC TTCGAGACTC TCGTGGGGAT GGACAGCCAC ACTACGATGA TAAACGGCCT   1440

214    G  V  V   G  W  G   V  G  G  V   E  A  E   A  A  M   L  G  E  P 

     CGGTGTCGTG GGGTGGGGAG TAGGGGGCGT AGAGGCCGAG GCAGCGATGC TCGGAGAGCC   1500

234    I  T  I   R  V  P   R  V  V  G   V  R  L   Y  G  E   P  R  P  G 

     CATAACCATA AGAGTGCCGA GGGTGGTGGG AGTGAGGCTC TACGGCGAGC CGCGCCCCGG   1560

254    V  T  A   T  D  I   V  L  A  V   T  E  A   L  R  K   V  N  V  V 

     CGTCACTGCA ACCGATATAG TCCTGGCGGT GACCGAGGCG TTGAGGAAGG TGAACGTAGT   1620

274    D  A  F   V  E  F   F  G  E  G   V  R  K   L  S  V   P  D  R  A 

     GGACGCGTTC GTAGAGTTCT TCGGCGAGGG AGTAAGGAAG CTCTCGGTGC CGGACAGAGC   1680

294    T  I  A   N  M  A   P  E  Y  G   S  T  V   G  L  F   P  V  D  G 

     CACGATAGCC AACATGGCGC CCGAGTATGG ATCCACGGTG GGGCTGTTCC CCGTCGACGG   1740

314    N  T  L   D  Y  L   S  A  T  G   R  P  E   E  L  I   A  L  V  K 

     CAACACTCTG GACTATCTGT CTGCCACCGG AAGGCCTGAG GAGTTGATAG CCTTGGTCAA   1800

334    K  Y  Y   E  E  Q   G  V  F  R   G  V  E   D  A  E   Y  S  Q  V 

     GAAATACTAC GAGGAGCAGG GCGTGTTCAG AGGAGTTGAG GACGCCGAGT ACAGCCAGGT   1860

354    V  D  F   D  L  S   A  V  E  P   S  A  A   G  P  T   L  P  W  Q 

     GGTGGACTTC GATTTGTCTG CAGTGGAGCC GTCCGCCGCC GGTCCCACCC TCCCGTGGCA   1920

374    R  R  S   L  Q  D   V  P  K  S   F  V  E   F  L  A   Q  R  K  K 

     AAGGAGGTCG CTCCAAGACG TCCCCAAAAG CTTCGTCGAG TTCCTGGCAC AGAGGAAGAA   1980

394    R  D  K   R  K  A   V  E  I  E   I  G  G   R  R  T   E  F  G  D 

     GAGGGACAAG AGGAAGGCCG TAGAGATAGA GATCGGAGGG AGGAGAACGG AGTTCGGAGA   2040

414    G  D  V   A  I  A   A  I  T  S   C  T  N   T  S  N   P  Y  L  L 

     CGGCGATGTG GCCATAGCGG CTATAACGAG CTGCACCAAC ACGTCAAATC CCTATCTTTT   2100

434    V  A  A   G  L  V   A  K  K  A   V  E  A   G  L  S   V  P  P  Y 

     GGTCGCGGCG GGGCTAGTGG CGAAGAAGGC CGTGGAGGCC GGCTTGTCTG TGCCGCCGTA   2160

454    V  K  T   S  F  A   P  G  S  R   A  V  E   E  I  L   R  R  A  G 

     CGTCAAGACG AGCTTCGCGC CCGGCTCCCG CGCCGTGGAG GAGATCCTGA GGAGGGCAGG   2220

474    L  M  P   Y  L  E   K  L  G  F   H  V  V   A  Y  G   C  T  T  C 

     CTTGATGCCA TATTTAGAGA AGCTGGGCTT CCACGTAGTT GCCTACGGGT GCACCACGTG   2280

494    I  G  N   S  G  P   L  P  Q  P   V  S  K   A  I  K   E  Y  D  I 

     TATAGGGAAC TCAGGCCCTC TGCCGCAGCC CGTCTCCAAG GCCATAAAGG AGTACGACAT   2340

514    M  A  A   A  V  L   S  G  N  R   N  F  E   G  R  V   H  P  E  I 

     AATGGCAGCC GCAGTGTTGT CGGGCAACCG CAACTTCGAG GGCAGAGTAC ACCCGGAGAT   2400

534    R  A  A   Y  L  A   S  P  P  L   V  V  A   Y  A  L   A  G  S  V 

     AAGAGCCGCC TACCTCGCCT CGCCTCCTCT CGTGGTGGCC TATGCCCTGG CCGGATCGGT   2460

554    L  R  D   L  S  R   E  P  L  G   V  G  K   E  G  K   P  V  Y  L 

     GTTGAGGGAT CTATCGAGGG AGCCCCTCGG CGTAGGGAAA GAGGGCAAGC CCGTCTATCT   2520

574    K  D  V   W  P  S   P  E  E  V   N  E  V   V  A  R   A  M  D  P 

     GAAGGACGTC TGGCCCAGCC CAGAGGAGGT CAACGAAGTC GTGGCGAGGG CCATGGATCC   2580

594    K  I  Y   T  E  K   Y  S  K  I   G  E  L   V  P  E   W  S  E  L 

     CAAGATCTAT ACAGAGAAGT ATTCAAAGAT AGGCGAGCTA GTCCCCGAGT GGAGCGAGCT   2640

614    K  A  P   S  G  N   L  Y  Q  W   R  S  D   D  T  Y   I  Q  P  S 

     GAAGGCTCCA TCGGGGAACC TCTATCAGTG GAGATCCGAC GACACCTATA TACAGCCATC   2700

634    P  L  F   E  G  R   P  T  T  G   D  I  I   N  A  R   P  L  L  I 

     GCCGTTGTTC GAGGGGAGGC CGACCACCGG CGACATCATC AACGCAAGGC CGTTGTTGAT   2760

654    L  G  D   S  I  T   T  D  H  I   S  P  A   G  S  I   P  P  D  S 

     CTTAGGCGAC AGCATCACCA CAGACCACAT CTCGCCCGCC GGCTCCATCC CGCCGGACAG   2820

674    P  A  G   K  Y  L   A  E  R  G   V  Q  Q   R  D  F   N  T  F  G 

     CCCTGCGGGG AAGTACTTGG CCGAGAGAGG GGTGCAACAG AGGGACTTCA ATACGTTCGG   2880

694    A  R  R   G  N  W   E  V  M  V   R  G  T   F  W  S   K  G  Y  I 

     CGCCAGGAGG GGCAATTGGG AGGTTATGGT CAGAGGCACT TTCTGGAGCA AGGGCTATAT   2940

714    N  K  I   E  G  G   L  E  G  G   Y  T  I   K  Y  P   E  G  L  K 

     CAACAAAATC GAGGGCGGCC TCGAGGGGGG ATACACTATA AAGTACCCAG AGGGGCTCAA   3000

734    T  T  V   Y  E  A   A  M  M  Y   K  R  E   G  V  P   V  V  I  V 

     GACTACAGTG TATGAGGCCG CCATGATGTA CAAGAGGGAG GGCGTGCCCG TGGTCATCGT   3060

754    A  G  K   T  Y  G   A  G  S  S   R  D  W   A  A  K   G  P  K  L 

     TGCCGGCAAA ACCTATGGCG CCGGCTCCAG CAGAGATTGG GCGGCCAAGG GGCCGAAGCT   3120

774    L  G  V   K  A  V   I  A  E  S   F  E  R   I  H  R   S  N  L  T 

     CTTGGGAGTC AAGGCCGTGA TAGCAGAGAG CTTTGAAAGA ATACACAGGT CTAATTTGAC   3180

794    M  V  G   I  V  P   I  Q  L  P   Q  G  V   T  V  D   S  L  N  L 

     GATGGTGGGA ATTGTGCCTA TACAGCTGCC CCAAGGCGTG ACCGTGGACA GCCTAAACCT   3240

814    K  G  P   E  T  I   D  I  I  G   L  E  N   L  A  P   G  K  E  L 

     CAAGGGCCCC GAGACCATCG ACATAATAGG ACTGGAGAAT CTGGCTCCGG GGAAGGAGCT   3300

834    T  L  R   I  H  R   P  D  G  R   T  D  E   L  R  A   K  A  A  V 

     AACGTTGAGG ATACACAGGC CAGACGGCAG AACCGACGAG CTGAGGGCCA AGGCCGCTGT   3360

854    Y  T  W   A  E  V   E  Y  I  K   H  G  G   I  L  P   Y  V  L  R 

     CTATACGTGG GCTGAGGTCG AGTATATAAA GCACGGCGGA ATTCTGCCGT ATGTGTTAAG   3420

874    K  L  L   E  K  S   *

     GAAATTACTC GAAAAGAGTT GATTTTTGTG AAACACATAA AAGGCAGTCC CCGTCCTTGA   3480

  1     M  R  L   P  I  L   I  I  N   F  K  A  Y   G  E  A   A  G  K                           

     CCATGAGGCT TCCGATTCTG ATAATAAACT TCAAGGCATA CGGCGAGGCG GCCGGCAAAA   3540

 20  R  A  V  E   L  A  K   A  A  E   R  A  A  R   E  L  G   V  N  I 

     GGGCCGTTGA GTTAGCCAAG GCGGCCGAGA GAGCTGCCAG AGAGCTCGGC GTAAATATCG   3600

 40  V  V  A  P   N  H  L   E  L  G   L  V  S  Q   S  V  D   I  P  V 

     TTGTGGCTCC CAACCACTTG GAGCTGGGCT TGGTCTCTCA GTCCGTCGAC ATACCTGTCT   3660

 60  Y  A  Q  G   A  D  V   E  A  G   G  A  H  T   A  H  V   S  L  E 

     ATGCCCAGGG CGCCGATGTA GAGGCAGGAG GAGCCCACAC TGCACATGTG TCGCTGGAGA   3720

 80  N  I  K  E   A  G  G   S  G  V   I  L  N  H   S  E  A   P  L  K 

     ACATAAAGGA GGCGGGCGGC TCAGGCGTGA TATTGAACCA CAGCGAGGCT CCTCTGAAGC   3780

100  L  N  D  L   A  R  L   V  A  K   A  K  S  L   G  L  D   V  V  V

     TAAATGATCT AGCCAGACTG GTGGCCAAGG CCAAGTCCCT AGGCCTCGAT GTAGTCGTGT   3840

120  C  A  P  D   P  R  T   S  L  A   A  A  A  L   G  P  H   A  V  A

     GTGCTCCAGA CCCGAGGACC AGCCTGGCGG CGGCCGCCCT GGGGCCTCAC GCAGTGGCCG   3900

140  V  E  P  P   E  L  I   G  T  G   R  A  V  S   R  Y  K   P  E  A

     TGGAGCCTCC GGAGCTCATC GGCACCGGCA GAGCGGTATC GAGATACAAG CCAGAGGCCA   3960

160  I  V  E  T   V  G  L   V  S  R   H  F  P  E   V  S  V   I  T  G

     TTGTTGAGAC GGTGGGCCTA GTGTCGAGGC ACTTCCCCGA GGTGTCCGTG ATAACGGGCG   4020

180  A  G  I  E   S  G  D   D  V  A   A  A  L  R   L  G  T   R  G  V

     CAGGCATAGA GTCGGGGGAC GACGTGGCCG CCGCGCTGAG GCTTGGGACC AGGGGGGTCC   4080

200  L  L  A  S   A  A  V   K  A  K   D  P  Y  A   K  I  V   E  L  A

     TGTTGGCAAG CGCCGCCGTG AAGGCGAAGG ACCCCTACGC CAAAATAGTT GAGCTCGCCA   4140

220  K  P  L  S   E  L  R   *

     AGCCTCTGTC AGAGCTCCGC TGACTCCAAC TGCCTCAGGA CATAGCGCCT TATCTCGTCC   4200

     TCGCTTGGGA TACTCTCCAC TATCTTGCCG TCCTCCATGT ACTTCTTGAT CAAGGGCCTC   4260

     CCCTCGGAGC CATCGGCGCA TTTGGGCGGC GGCTCGCCCC ACGGCCTCAC AACCCTCTTG   4320

     AGGCCGCCGC AGTCGTAGAG CTGTTTGAAG CCGGGGAGCT TCCCCCTCTT GGTTATGGGA   4380

     GTCCACGCTC CTCCCACCTT CACCTCAACT ATGTCCATAG AGATGTCCAC GCTGGGCGGG   4440

     AAGGCTATGG ATGTGCCCAC GCCGAATGCA TCCACTATAT CGGCCAGTTC CGCCACGGCC   4500

     TCCTCGTCCA GCCCTCCGCT TACGACGATC TTCACGTCCC TCCGCCCCAT CAGCTCCAAC   4560

     GTCCAACGGA CCTCCTCCAC TATCCTCCTC ATGTTGCCCC TCCTGCTCCC CGGCGTGTCC   4620

     AAACGGACTC CCCAGAGCCT TTCGCCCAAC CTCTTGACCG CGAGGACGGC CTCCTCCCTT   4680

     TCGTCGAGGA AAGTGTCAGC GAGCACAATG CGGGGGACTT GGGGAGGGGC CGCGGCGTCG   4740

     AACCAGACCC AAGCCTCGGT GTGGTCCCCC TTGAGCGCTC TGAAGATTAT CATGAGGGCG   4800

     TGGGGCATCG TGCCGACCGC CTGCTTGCCC ATAAGTTCTG CGCCCAACAC GCCCGCCACG   4860

     CCGTCGCAGC CTCCAATGTA CGCCGCTCTG TCGGCCATTG GCTGGACGGC CGGGTGGAGG   4920

     ACGCGCGCGC CGAAGAATAG ACAGCTCTTG TCGCCGGCAG CCTTCTTAAC TCTCGCCGCC   4980

     TTAGTGGCAA TGCTCGAGTA ATGTCTCAGA ATGCCCAAAA CTGTGGTCTC GAACACAGCG   5040

     AAGTCCACGT ATCTGCCCTC TATTACCATG AGAGGTTGGT TCTCGCCGAA AAGGGTCCCC   5100

     TCGGGGAGGG CGTAGACAGT AACGGGCTTG CCCTCGAGGG CGTAGAGCGC CTCCTTCAGA   5160

     CCGGCGAAGA CGGCCCACTT ATATCCCTCC GGCAGAGATG CAACGTGGAA CTCGGCCCTC   5220

     ACCACCGCGT CGTCGAGCCC GGCGGCCTTC AGCGTCTCGA CGGTCCTGAT AAAATAGATG   5280

     TCTGTGGCAC GCCGGGAGAT TATATCGTCG GCCGTAGCTA TGTGGAACTT CGCCATAGCC   5340

     TAGAACAGAA GGGAGTTTTT GAGCATTAGT TTCCTCGCTC ATTTAACTCC ACAATTACAA   5400

     AATTATAATT ATAATTATTG CCAATTGAAC AATCTATATA AATATTATGT ATCAATTAAA   5460

   1                               M   Q  Y  S   P  G  L  E   G  I  I

     ATAAAAATAA TATATTGATA TACGCCTATG CAGTACAGCC CAGGTTTAGA GGGAATAATA   5520

  12  V  K  E   S  K  I  C   L  I  D   V  E  N   S  K  I  Y   Y  R  G

     GTAAAAGAAA GTAAAATTTG TTTAATAGAC GTCGAGAACT CCAAGATATA CTACAGAGGC   5580

  32  Y  D  I   E  E  L  A   D  K  S   T  F  E   E  T  A  Y   L  L  I

     TACGACATAG AGGAGCTCGC CGATAAATCG ACCTTTGAGG AGACGGCATA TCTGTTGATC   5640

  52  Y  G  Q   L  P  R  A   S  E  L   D  A  F   K  E  R  L   A  S  L

     TACGGCCAAC TTCCGAGGGC CTCCGAGCTC GATGCGTTCA AGGAGAGGCT CGCCTCGCTG   5700

  72  R  R  P   P  E  H  V   V  K  L   L  G  L   L  P  K  S   A  E  P

     AGGCGGCCCC CCGAGCATGT GGTGAAGTTG CTCGGCCTGC TCCCCAAAAG CGCCGAGCCT   5760

  92  I  D  V   L  R  T  A   V  S  A   M  G  M   G  R  N  L   S  D  R

     ATCGACGTCC TCAGAACCGC CGTCTCGGCC ATGGGCATGG GCAGAAATCT GTCGGACAGA   5820

 112  S  P  E   A  E  L  E   R  G  L   E  V  I   A  S  M  P   F  I  A

     TCCCCGGAGG CGGAGCTGGA GAGAGGCTTG GAGGTGATCG CGTCTATGCC CTTCATTGCC   5880

 132  A  N  W   D  R  T  R   R  G  L   E  I  A   D  P  Q  A   E  G  H

     GCCAACTGGG ATAGAACGAG GCGCGGGCTT GAGATCGCGG ATCCGCAGGC CGAGGGCCAT   5940

 152  A  E  Y   F  L  R  A   L  K  G   D  A  S   P  R  Q  I   K  A  M

     GCCGAGTATT TCCTCAGAGC GCTCAAGGGG GATGCGTCCC CCAGACAGAT CAAGGCGATG   6000

 172  D  V  M   L  I  I  Y   A  E  H   G  M  N   N  S  A  F   T  A  V

     GACGTCATGT TGATAATCTA CGCCGAGCAC GGCATGAACA ACAGCGCCTT CACAGCTGTG   6060

 192  T  V  A   S  T  L  S   D  M  Y   S  V  I   S  A  A  I   A  S  L

     ACAGTGGCCT CGACGCTCTC CGATATGTAC TCAGTGATCT CGGCAGCTAT AGCGAGCCTC   6120

 212  K  G  P   L  H  G  G   A  N  I   D  A  A   K  M  I  E   E  V  G

     AAGGGCCCGC TCCACGGAGG GGCCAATATA GATGCGGCCA AAATGATAGA GGAGGTGGGA   6180

 232  E  P  G   R  V  Q  R   W  V  D   E  A  L   A  A  G  K   R  I  P

     GAGCCGGGGA GAGTCCAGAG GTGGGTGGAC GAGGCGCTCG CGGCGGGCAA GAGAATACCT   6240

 252  G  F  G   H  R  L  Y   K  R  G   P  D  P   R  L  R  V   L  R  R

     GGCTTCGGGC ACAGGCTCTA CAAGAGGGGG CCCGACCCGC GCCTGAGGGT TTTGAGGCGG   6300

 272  L  A  R   E  L  A  E   E  A  G   D  Y  K   Y  Y  E  I   A  E  R

     CTGGCCCGCG AGCTCGCCGA GGAGGCCGGC GACTATAAAT ACTACGAGAT CGCTGAGAGG   6360

 292  L  E  E   Y  V  H  S   R  L  S   H  K  G   I  Y  A  N   T  D  L  

     CTCGAGGAGT ACGTCCACTC TAGGCTTTCT CACAAGGGGA TCTACGCAAA CACTGACCTT   6420

 312  Y  A  A   V  I  F  K   Y  L  G   L  P  T   D  L  N  L   P  A  F

     TACGCCGCGG TCATCTTCAA ATATCTGGGC CTTCCCACAG ACCTCAATCT GCCGGCCTTC   6480

 332  A  M  S   R  A  A  G   W  V  A   H  A  V   E  Y  R  R   N  N  R

     GCCATGTCGC GCGCAGCCGG CTGGGTGGCG CACGCAGTGG AGTATAGAAG GAACAACAGA   6540

 352  L  I  R   P  T  E  R   Y  I  G   P  V  G   L  R  Y  I   P  L  E

     TTGATACGCC CCACCGAGAG ATACATTGGA CCAGTCGGCC TTAGGTATAT CCCTCTGGAG   6600

 372  A  R  G   *

     GCCCGGGGCT GATTATCCCG CCCTTAAGGG AGGACATAGC TCTCTCACAC TTCTTGATCG   6660

     TTGAAAAATT CTGTTCTGGC GCAGGCGGGA GGCCTAAATC ACGCGCGTGC GTCTACGGCG   6720

     GCTGGGGGGG CAGTGTCTCA TGAGGGGGCT CTGCCCTGAC TGGAGGGGGA CCTGCCGCCC   6780

     GGCCCCACGC CCGATGGCCC CGCGCCGGAG GTATTTTGGA TACCGATGAA GGCGTGGGCG   6840

     AGGAGGAAGC CCCTAGGCGC AACAGCCTAG GGACAAGCGA CAAACGGTTA CCCCAAGGCT   6900

     GTAATATTGT AGACCCTCAG CAGAGCCGCC GTGCTGTATC CAAACGTAGG CCGGTTGGAC   6960

     CGAGTAGAAA ACAGCCGTAC CTCGCCAAAT ATGTTCCCAT AGACATCGCG CAGTATTATA   7020

     TCGCCCCAGT CGTTGAGCGG CCTCAGCTCG ACCCACGCGG ACGCAGGGTA GTTGCCCAGA   7080

     TAGACCGAGG TTGAGCCACA GAGGGCATAG AAGTTATCGC CCGATATGTT TACGCCGAAA   7140

     ATCGGCGTCA AGCTCTGGCT GAATACGGCG TAGGTGCCGG CCCCTGTGAA GTTGGATATA   7200

     TAGGTCAAGG CCCCCGATAT GAGGGATCTA TAGAAGACCA CATAGGGAGA GCCCTGAAGC   7260

     ACTAGGGCGC TACTGGTCTG AGCGGCCGAC TGGCCGTAAA CGCTCCAGTT TGAGGGCAGA   7320

     GGGCACTGGG TCTCCGTCAA ATTTACGTTC TTCCACTCGA TTATGGTATT GCCGTTGGAC   7380

     GAGTAGGTGA CTAGGGCGAA GCCCACGATA TACCCCGTCG AATACACCTG CGGTATACTG   7440

     AACGGAAGCC ACTGTTTCTT TTTGTTTGTT ATATTGAGAT ATATGGAAAT GTAGGGAACA   7500

     CTGTAGCCAT AGATATATTT GGAGAGGTTT GCAGGGCTTC TACCGTTCAC TGAGTAGTAG   7560

     TATATAACCT CTAGA

Abb. 3.28: Assemblierte Nukleotidsequenz der genomischen Fragmente pAco-13, pAco2kb‑3, TIM4 und pCis-1. 

Die zusammengesetzte Nukleotidsequenz (7575 bp, Nummerierung rechts) enthält die Gene für Aconitase (acn, Position 803 → 3442), Triosephosphat Isomerase (tpi, Position 3483 → 4163) und Citrat Synthase 1 (cis1, Position 5488 → 6612), sowie die offenen Leserahmen orfA (Position 5336 → 4149), orfB (Position 1 → 749, unvollständig) und orfC (Position 7575 → 6888, unvollständig). 
Die Aminosäuresequenzen von Aconitase, TIM und Citrat Synthase 1 sind über den korrespondierenden Nukleotidsequenzen dargestellt (Nummerierung links). Stopcodons werden durch Sternchen symbolisiert. Die putativen Promotor-Strukturen BRE-site und TATA-Box sind unterstrichen bzw. fettgedruckt. 
Die gesamte Sequenz wurde bei EMBL unter der Accession-No. AJ515539 hinterlegt.
3.3.2
Heterologe Expression von acn und cis1 aus T. tenax in E. coli zur Überprüfung der Funktionalität der Genprodukte

3.3.2.1
Inserierung des acn-Gens in die Expressionsvektoren pET24a bzw. pCYB2 und heterologe Expression in E. coli

Für die heterologe Expression der T. tenax Aconitase in E. coli wurde das acn-Gen mit Hilfe der Mutagenese-Primer Acn-Nde und Acn-Sac (s.u.) und T. tenax-DNA als Template amplifiziert (PCR-Bedingungen: 2 min 94°C; 30 Zyklen mit 1 min 94°C / 1 min 50°C / 2,5 min 68°C; 7 min 68°C). Dabei wurden unmittelbar vor dem Startcodon des acn-Gens eine NdeI-Schnittstelle und hinter dem Stopcodon eine SacI-Schnittstelle eingeführt. Das Gen wurde anschließend in den NdeI/SacI-geschnittenen Expressionsvektor pET24a inseriert und in die Expressionsstämme BL21(DE3) bzw. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL kloniert. 

Die zur Amplifikation verwendeten Primer hatten folgende Sequenzen (Restriktionsschnittstellen fettgedruckt, Start- und Stopcodon unterstrichen):

Acn-Nde: 
5'- GCACTATAGAGGAGCATATGCCTTATGTAA-3'

Acn-Sac:
5'-TTTTATGTGTTTACACGAGCTCAACTCTT-3'

In beiden Fällen war die Expressionsrate sehr gering: Nach Aufschluß der Zellen und anschließender Hitzebehandlung (75°C, 20 min) konnte im SDS-Gel keine Proteinbande mit der entsprechenden Größe von 96,5 kDa identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). 

Trotz der ebenfalls schwachen Expression in dem E. coli-Stamm Rosetta™ (Novagen) konnte die Funktionalität der rekombinanten Aconitase im enzymatischen Test nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die Umklonierung des Plasmids pET24a+Acn und die enzymatischen Messungen wurden dabei freundlicherweise von Helge Uhrigshardt (Universität Lübeck, Institut für Biochemie) durchgeführt.

In einem weiteren Versuch zur Steigerung der Expressionsrate wurde das Aconitase-Gen in den Vektor pCYB2 des IMPACTTM I One-Step Protein Purification Systems (New England Biolabs) ligiert. Bei diesem System wird das Zielgen am 3'-Ende mit einer DNA-Sequenz fusioniert, die für eine Chitin-Bindedomäne mit einem selbstspleißenden Proteinelement (Intein) codiert. Die Chitin-Bindedomäne erlaubt nach der Expression des Fusionsgens in E. coli eine schnelle Anreicherung des resultierenden Fusionsproteins über eine Chitin-Affinitätssäule. Über die selbstspleißende Aktivität des Inteins unter reduzierenden Bedingungen läßt sich im Anschluß die Chitin-Bindedomäne vom Zielprotein trennen.

Die PCR-Amplifikation des acn-Gens erfolgte mit den Mutagenese-Primern Acn-Nde2 (5'‑TATAGAGGAGCATATGCCTTATGTAAAGGC-3') und Acn-Sma (5'‑TATGTGTTTC ACAACCCGGGCTCTTTTCG-3') (Restriktionsschnittstellen fettgedruckt, Startcodon unterstrichen). Dabei wurden die für die Ligation in den Expressionsvektor pCYB2 benötigten Schnittstellen NdeI (5'-terminal) und SmaI (3'-terminal) eingeführt, wobei das acn-Gen ohne Stop-Codon amplifiziert wurde. Nach blunt-end Ligation des PCR-Produktes an das für die Chitin-Bindedomäne codierende Gen wurde das Plasmid-Konstrukt pCYB2+Acn in die Expressionstämme BL21(DE3) bzw. BL21-CodonPlus(DE3)-RIL kloniert. 

Wie jedoch schon mit dem Expressionsvektor pET24a beobachtet werden konnte (s.o), war auch in diesem Fall die Expressionseffizienz so gering, daß in der SDS-PAGE kein heterolog exprimiertes Enzym nachgewiesen werden konnte.

3.3.2.2
Inserierung des cis1-Gens in den Expressionsvektor pET11c und heterologe Expression in E. coli

Das cis1-Gen aus T. tenax wurde mit Hilfe der Mutagenese-Primer Cis-Nde und Cis-BglII (s. u.) und T. tenax-DNA als Template amplifiziert (PCR-Bedingungen: 2 min 94°C; 30 Zyklen mit 45 sec 94°C / 45 sec 58°C / 90 sec 72°C; 7 min 72°C), wobei unmittelbar vor dem Startcodon des cis1-Gens eine NdeI-Schnittstelle und hinter dem Stopcodon eine BglII-Schnittstelle eingeführt wurde. Anschließend wurde das cis1-Gen 9 bp hinter die vektoreigene Shine-Dalgarno Sequenz des NdeI-/BamHI-geschnittenen Expressionsvektors pET11c inseriert. Die zur PCR-Amplifikation verwendeten Primer hatten folgende Sequenzen (Restriktionsschnittstellen fettgedruckt, Start- und Stopcodon unterstrichen):

Primer Cis-Nde:

5’-ATTGATATACGCATATGCAGTACAGCCC-3’

Primer Cis-BglII:

5’-TTAAGGGCGAGATCTTCAGCCCCG-3’

Die korrekte Insertion und Nukleotidsequenz des rekombinanten cis1-Gens wurde durch Sequenzierung beider Stränge überprüft. Anschließend wurde das Plasmid-Konstrukt pET11c+Cis1 in den E. coli-Expressionsstamm BL21-CodonPlus(DE3)-RIL kloniert. 

Für die Anreicherung der heterolog exprimierten T. tenax Citrat Synthase 1 wurden Zellen des Expressionsklons in 100 mM Tris/HCl, pH 7 (90°C), 100 mM β-Mercaptoethanol, 5 mM Na-Citrat resuspendiert und mit der French Press aufgeschlossen. Durch Ultrazentrifugation wurde ein zellfreier Rohextrakt gewonnen, aus dem durch Hitzebehandlung (90°C, 20 min) ein Großteil der E. coli-Proteine entfernt werden konnte. Laut SDS-PAGE beträgt die apparente Molekülmasse der Citrat Synthase 1-Untereinheiten ca. 42 kDa. Dies stimmt sehr gut mit der theoretischen molekularen Masse von 41,8 kDa überein.  

Der Verlauf der Anreicherung ist in Abbildung 3.29 dargestellt.


Abb. 3.29:  Anreicherung der heterolog exprimierten T. tenax Citrat Synthase 1.

SDS-PAGE Elektropherogramm (10%); M: Proteinstandard; RE: zellfreier Rohextrakt; HF: hitzegefällter Extrakt (90°C, 20 min).

Die biochemische Charakterisierung der rekombinanten T. tenax Citrat Synthase 1 und einer ebenfalls klonierten Enzym-Mutante R373P (Daten nicht gezeigt) wird zur Zeit in der Arbeitsgruppe von Prof. Michael Danson (University of Bath, Centre of Extremophile Research, UK) durchgeführt.
3.3.3
  Transkriptanalysen der acn-, tpi- und cis1-Gene von T. tenax

Die enge Assoziation der Gene für Aconitase (acn) und TIM (tpi), die gleiche Orientierung beider Leserahmen und darüber hinaus die fehlenden Promotorstrukturen stromaufwärts des tpi-Gens sind starke Indizien für eine gemeinsame Transkription beider Gene. Ebenfalls interessant ist die Nachbarschaft des Gens für die Citrat Synthase 1 (cis1) 1325 bp stromabwärts des tpi-Gens. 

Northern Blot-Analysen mit spezifischen antisense-mRNA-Sonden gegen die Transkripte aller drei Gene sollten zum einen eine mögliche Organisation der Gene in Operonstrukturen aufklären, zum anderen sollte untersucht werden, ob in Abhängigkeit von den trophischen Anzuchtbedingungen (autotroph/heterotroph) eine Regulation der Transkriptmenge stattfindet. 

Zur Herstellung der spezifischen antisense-mRNAs wurden die kompletten tpi- und cis1-Gene bzw. eine Teilsequenz des acn-Gens in die MCS des Vektors pSPT19 inseriert (Abb. 3.30). Dabei wurde das tpi-Gen mit den Primern TTXTIM EX1 (5'‑GGCAGTCCCCGGAATTCACC ATGAGGCTTC-3') und TTXTIM EX2 (5'‑CCTGAGGCAGCTGCAGTCAGCGGAGCTC-3') [Schramm, 1999], das cis1-Gen mit den Primern Cis Eco (5'-ATACGCGAATTCAG TACAGCC-3') und Cis BglII (5'‑TTAAGGGCGAGATCTTCAGCCCCGGG-3') amplifiziert und in den EcoRI-/PstI- bzw. EcoRI-/BamHI-geschnittenen Vektor inseriert (Restriktionsschnittstellen unterstrichen, Start- und Stopcodons fettgedruckt). Für die Herstellung der Aconitase-Sonde wurde ein 983 bp großes XbaI-/PstI-Restriktionsfragment des genomischen Fragments pAco-13 (Position 900 → 1882 in Abb. 3.28) in die entsprechenden Schnittstellen des Vektors ligiert.

Nach Linearisierung der Vektorkonstrukte mit EcoRI (tpi- und cis1-Sonde) bzw. XbaI (acn-Sonde) wurden durch in vitro Transkription mit Hilfe der T7 RNA Polymerase unter gleichzeitigem Einbau von DIG-UTP spezifische antisense-mRNAs synthetisiert.


Abb. 3.30:  pSPT19-Vektorkonstrukte zur Generierung von acn-, tpi- und cis1-spezifischen DIG-markierten antisense-mRNAs  durch in vitro Transkription.

Die Bindungsstellen der T7 RNA Polymerase und die Richtung der in vitro Transkription sind durch Pfeile dargestellt.

Die Detektion der Aconitase-, TIM- und Citrat Synthase 1-Transkripte in autotrophen bzw. heterotrophen T. tenax-Zellen erfolgte über stringente Hybridisierung der entsprechenden spezifischen DIG-Sonden mit Gesamt-RNA aus T. tenax und anschließenden immunologischen Nachweis der RNA-RNA-Hybride.   

Wie in Abb. 3.31 erkennbar, wird mit der cis1-Sonde ein Hybridisierungssignal bei ca. 1,2 kb detektiert. Dieses Transkript entspricht der Länge des Citrat Synthase 1-Gens (1125 bp), läßt also eine monocistronische mRNA vermuten. Ein Unterschied in der mRNA-Kopienzahl in autotrophen und heterotrophen Zellen ist nicht erkennbar, was für eine konstitutive Transkription des cis1-Gens spricht. Interessanterweise erscheinen in heterotrophen Zellen zwei weitere Signale (ca. 1,3 kb und 0,6 kb), deren Auftreten derzeit noch nicht abschließend interpretiert werden kann: Eine Organisation mit den unmittelbar benachbarten Leserahmen orfA und orfC ist aufgrund der entgegengesetzten Transkriptionsorientierung nicht möglich; eine gemeinsame Transkription mit dem tpi-Gen ist wegen fehlender Promotorstrukturen (s. o.) unwahrscheinlich und hätte außerdem ein erheblich größeres Transkript (ca. 3,2 kb) zur Folge. Möglicherweise ist das 1,3 kb Signal auf eine Kreuzreaktion der cis1-Sonde mit dem Transkript einer weiteren, erst kürzlich im Genom identifizierten Citrat Synthase (cis2, 1233 bp) zurückzuführen. 

Im Gegensatz zur Hybridisierung mit der cis1-Sonde werden mit den tpi- und acn-spezifischen Sonden je zwei Signale gleicher Intensität detektiert. Das jeweils größere Transkript reagiert mit beiden Sonden und entspricht mit einer Größe von ca. 3,5 kb einem bicistronischen Transkript von acn und tpi. Die beiden kleineren Signale wiederum (2,7 kb mit der acn-Sonde, 0,7 kb mit der tpi-Sonde) korrelieren mit den erwarteten Längen der Einzeltranskripte.

Beim Vergleich der Transkriptmengen in autotrophen und heterotrophen Zellen wird deutlich, daß unter heterotrophen Bedingungen, also in Anwesenheit von Glucose, eine deutlich höhere mRNA-Kopienzahl vorliegt als unter autotrophen Bedingungen mit CO2 als alleiniger Kohlenstoffquelle. Die koordinierte Expression von Aconitase und TIM wird offensichtlich über die angebotene Kohlenstoffquelle reguliert.

Abb. 3.31:  Northern Blot-Analysen zum Nachweis der acn-, tpi- und cis1-Transkripte in T. tenax. 

Die Hybridisierung der spezifischen Sonden mit je 5 µg Gesamt-RNA aus autotrophen (A) bzw. heterotrophen (H) T. tenax-Zellen der frühstationären Wachstumsphase erfolgte über Nacht bei 68°C. Die Größe der Transkripte wurde mit Hilfe eines RNA-Längenstandards (linke Seite) bestimmt.
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