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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Acetat ist eines der wichtigsten Endprodukte energieliefernder Fermentationsprozesse vieler
anaerober oder fakultativer Bacteria und Archaea. Dariiber hinaus stellt Acetat aber auch ein
weit verbreitetes Substrat fiir Katabolismus und Anabolismus aerober und anaerober pro- und
eukaryontischer Mikroorganismen dar. Bisherige Untersuchungen deuten darauf hin, dass der
Mechanismus der Acetatbildung in Prokaryonten doméanenspezifisch ist. In Bacteria wird die
Acetatbildung von zwei Enzymen, der Acetat Kinase (AK) und der Phosphotransacetylase
(PTA), katalysiert, wihrend in Archaea die Acetatbildung {liber nur ein Enzym, die ADP-
bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACD), erfolgt. Die Hauptmechanismen der
Acetataktivierung, der weitverbreitete Mechanismus iiber eine AMP-bildende Acetyl-CoA
Synthetase (ACS) bzw. der von weniger Organismen beschrittene Mechanismus iiber den
reversiblen AK/PTA-Weg, kommen dagegen beide sowohl in Bacteria als auch in Archaea
vor. Untersuchungen zur Acetatbildung in Archaea und dem daran beteiligten Enzym, der
ACD, existierten bisher nur fiir wenige hyperthermophile, anaerobe Euryarchaeota. Zudem
lagen tiber die Acetataktivierung in Archaea, auller fiir die methanogenen Methanosaeta und
Methanosarcina Spezies, keine Informationen vor. Daher sollten in dieser Arbeit das
Wachstum der halophilen Archaea auf Glucose und Acetat untersucht und die Enzyme der
Acetatbildung und -aktivierung identifiziert, charakterisiert sowie die kodierenden Gene
ermittelt werden. Aullerdem sollten die Gene, die fiir die entsprechenden Enzyme in dem
hyperthermophilen Crenarchaeon Pyrobaculum aerophilum kodieren, identifiziert, kloniert
und exprimiert sowie die rekombinanten Proteine biochemisch charakterisiert werden.

Identifizierung und Charakterisierung der Enzyme der Acetatbildung und -aktivierung
in halophilen Archaea

Wachstumsexperimente mit den extrem halophilen Archaea Haloarcula marismortui,
Halorubrum saccharovorum, Haloferax volcanii und Halococcus saccharolyticus auf
Glucose, Acetat und Glucose/Acetat enthaltenden Medien ergaben, dass die Haloarchaea
Glucose und Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen konnen und dass Glucose
gegeniiber Acetat das bevorzugte Substrat ist. Zudem konnte mit Enzymmessungen in
unterschiedlichen Wachstumsphasen gezeigt werden, dass die Aktivitdten von ACD und ACS
substratabhédngig reguliert werden. In Phasen der Acetatbildung bei Wachstum auf Glucose
stieg die Aktivitit der ACD an, wohingegen die der ACS abnahm. Dagegen stieg in Phasen
des Acetatverbrauches umgekehrt die ACS Aktivitdit an, die der ACD nahm aber ab.
Zusammen mit dem Befund, dass weder AK noch PTA nachgewiesen werden konnten,
zeigten diese Experimente deutlich, dass die Acetatbildung in Haloarchaea von einer ACD
katalysiert wird, wahrend die Acetataktivierung iiber eine induzierbare ACS erfolgt.

ACD und ACS wurden aus Ha. marismortui gereinigt und charakterisiert. Die kodierenden
Gene wurden identifiziert, kloniert und die rekombinanten Proteine aus Einschlusskorpern
reaktiviert und gereinigt. Die ACD ist ein 166 kDa Homodimer und katalysierte die reversible
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ADP- und Pj-abhdngige Acetatbildung aus Acetyl-CoA. Das Enzym bendtigte
Hochsalzbedingungen (3 M KCI) fiir die Stabilitdt und setzte neben Acetat auch Propionat,
Butyrat, Isobutyrat und Isovalerat, nicht aber die aromatischen Sduren Phenylacetat oder
Indol-3-acetat um. Die ACS ist ein 71 kDa Monomer und katalysierte die ATP- und CoA-
abhéngige Umsetzung von Acetat zu Acetyl-CoA, wobei AMP und PP; gebildet werden. Die
ACS benoétigte 1.25 M KCI fiir optimale Aktivitdt und setzte bevorzugt Acetat um und
zusitzlich nur Propionat mit deutlich geringerer Effizienz. Der K,-Wert der ACS fiir Acetat
war mit 0.23 mM etwa 10fach kleiner als der der ACD (2.6 mM). Diese hohere Acetataffinitét
konnte der Grund fiir die Induktion der ACS bei Wachstum auf Acetat sein, weil Acetat v.a.
in geringen Konzentrationen, wie sie in hypersalinen Habitaten vorkommen, erheblich
effizienter aktiviert werden kann.

ADP-bildende und AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetasen aus dem hyperthermophilen

Crenarchaeon Pyrobaculum aerophilum

Im Genom von P. aerophilum wurden Gene identifiziert, die fiir eine putative ACD und eine
ACS kodieren. Die ORFs wurden exprimiert und die rekombinanten Proteine biochemisch
charakterisiert. Es wurde gezeigt, dass die ORFs PAE3250 und PAE3249 aus P. aerophilum,
die fiir eine funktionelle ACD kodierten, eine fiir bisher charakterisierte ACD ungewohnliche
Genstruktur aufwiesen. Beide ORFs lagen im Genom einander iiberlappend vor, bildeten aber
keinen einheitlichen Leserahmen. Demzufolge bestand das Enzym aus zwei Untereinheiten
(50 kDa und 28 kDa) und zeigte eine heterooligomere Struktur. Die P. aerophilum ACD
zeigte eine bisher fiir ACD nicht beschriebene Substratspezifitit. Neben Acetyl-CoA wurden
mit signifikanten Aktivitditen auch Isobutyryl-CoA und Phenylacetyl-CoA umgesetzt.
Daneben wies das Enzym ein Temperaturoptimum von {iber 93°C und hohe Thermostabilitit
bis 100°C auf.

Die von dem ORF PAE2867 kodierte ACS aus P. aerophilum ist ein thermostabiles Enzym
mit einer fiir ACS einzigartigen oligomeren Struktur. Das aus 77 kDa Untereinheiten
bestehende Enzym wurde als 615 kDa Homooktamer charakterisiert. Das Enzym zeigte ein
Temperaturoptimum von iiber 97°C und wies eine breitere Substratspezifitit auf als alle
bisher charakterisierten ACS. Neben Acetat wurden auch Formiat, Propionat, Butyrat und
Isobutyrat als Substrate akzeptiert. Aulerdem waren die Substrataffinititen z.B. fiir Acetat
(Kn-Wert 3 uM) 100fach hoher als fiir die meisten charakterisierten ACS. Sequenzvergleiche
der in dieser Arbeit charakterisierten archaeellen ACS mit anderen bekannten und putativen
ACS Sequenzen zeigten, dass diese Enzyme in allen drei Doménen hochkonservierte Proteine
sind. Phylogenetische Analysen mit ACS Sequenzen aus allen drei Doménen ergaben eine
separate archaeelle Gruppe, zu der auch die ACS aus P.aerophilum gehorte. Dieses spricht fiir
eine monophyletische Entwicklungslinie der archaeellen ACS.
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2 Summary

Acetate is an important end product of energy yielding fermentation processes of many
anaerobic and facultative bacteria and archaea. Acetate is also a substrate of catabolism and
anabolism in several aerobic and anaerobic prokaryotic and eukaryotic microorganisms.
Previous studies have indicated that the mechanism of acetate formation in prokaryotes is
domain-specific. In bacteria, acetyl-CoA is converted to acetate by the “classical” mechanism
involving two enzymes, phosphotransacetylase (PTA) und acetate kinase (AK). In all acetate
forming archaea studied so far, the formation of acetate is catalyzed by only one enzyme, an
acetyl-CoA synthetase (ADP-forming) (ACD). In contrast, the two main mechanisms of
acetate activation in prokaryotes occur both in bacteria and archaea. The mechanism via a
single enzyme, an AMP-forming acetyl-CoA synthetase (ACS), is widely used, whereas the
mechanism via the reversible AK/PTA pathway is used by fewer organisms. Acetate
formation and the acetate forming enzyme in archaea, the ACD, has been studied only in a
few hyperthermophilic anaerobic euryarchaea. Furthermore, acetate activation in archaea has
not been studied so far, except for the methanogenic Methanosaeta and Methanosarcina
species. Thus, in this thesis growth of halophilic archaea with glucose and acetate was
studied. The enzymes of acetate formation and acetate activation were identified and
characterized and the coding genes were discovered. In addition, the genes coding for the
corresponding enzymes in the hyperthermophilic crenarchaeon Pyrobaculum aerophilum
were identified, cloned and expressed, and the recombinant enzymes were characterized.

Identification and characterization of acetate forming and acetate activating enzymes in
halophilic archaea

Growth experiments with Haloarcula marismortui, Halorubrum saccharovorum, Haloferax
volcanii and Halococcus saccharolyticus on glucose, acetate and glucose/acetate mixtures
revealed that the haloarchaea utilize both glucose and acetate as carbon and energy source and
that glucose is the preferred substrate compared to acetate. Enzyme measurements in various
growth phases indicated that the regulation of activities of ACD and ACS is dependent on the
growth substrate. During periods of glucose consumption and acetate formation the activity of
ACD was upregulated whereas the activity of ACS was downregulated. In contrast,
upregulation of ACS and downregulation of ACD was observed during periods of acetate
consumption. Neither AK nor PTA could be detected in crude extracts of any of the
haloarchaea tested. These data strongly indicate that acetate formation in extremely halophilic
archaea is catalyzed by ACD whereas acetate activation proceeds via an inducible ACS.

Both ACD and ACS were purified and characterized from Ha. marismortui. The coding genes
were identified, cloned and expressed in E. coli. The recombinant enzymes were reactivated
from inclusion bodies, purified and characterized. ACD is a 166 kDa homodimer and
catalyzes the reversible ADP and P; dependent acetate formation from acetyl-CoA. The
enzyme requires high salt concentrations (3 M KCI) for stability. In addition to acetate,
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propionate, butyrate, isobutyrate and isovalerate were accepted as substrates but not the
aromatic acids phenylacetate and indol-3-acetate. ACS is a 71 kDa monomer which required
1.25 M KCl for optimal activity. The enzyme catalyzes ATP- and CoA-dependent conversion
of acetate to acetyl-CoA, yielding AMP and PP;. In addition to acetate only propionate was
converted with much lower efficiency. The K, value (0.23 mM) for acetate of ACS was
10fold lower as compared to ACD (2.6 mM). This higher affinity for acetate might be the
reason for induction of ACS, which enables the organism to scavenge for small
concentrations of acetate, shown to be present in hypersaline environments.

ADP-forming and AMP-forming acetyl-CoA synthetase from the hyperthermophilic
crenarchaeon Pyrobaculum aerophilum

In the genome sequence of P. aerophilum genes were identified encoding a putative ACD and
ACS, respectively. The coding function of these genes was proved by heterologous
expression and characterization of the recombinantant proteins. The ORFs PAE3250 and PAE
3249, which code for o and 3 subunit of a functional ACD, had an unusual structure among
all ACD genes identified so far. In the genome both ORFs overlap each other by 1 bp with
PAE3250 preceding PAE3249. Thus, both genes are not in frame and hence encode two
separated subunits o (50 kDa) and B (28 kDa). The P. aerophilum ACD is therefore a
heterooligomer and exhibited a broader substrate specificity than the other ACD described so
far. In addition to acetyl-CoA, both isobutyryl-CoA and phenylacetyl-CoA were converted to
the corresponding acids. Aside from these unique features the protein had a temperature
optimum of more than 93°C and was highly thermostable up to 100°C.

The highly thermostable ACS from P. aerophilum encoded by ORF PAE2867 has a unique
oligomeric structur among all ACS described so far, which are monomers or homodimers.
Composed of 77 kDa subunits the enzyme has an apparent molecular mass of 615 kDa
indicating a homooctameric structure. The P. aerophilum ACS showed a temperature
optimum of more than 97°C and an unusually broad substrate specificity. In addition to
acetate, formate, propionate, butyrate and isobutyrate were accepted as substrates.
Furthermore, the substrate affinities, e.g. for acetate (K,, 3 uM), were up to 100fold higher as
compared to the other ACS characterized so far.

Comparisons of amino acid sequences of the archaeal ACS characterized in this work with
other putative and characterized ACS sequences revealed that ACS are well conserved
through all three domains of life. Phylogenetic analyses indicate a distinct archaeal cluster
within a prokaryotic group of sequences, suggesting a monophyletic lineage of the archaeal
ACS.
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3 Einleitung

Sequenzvergleiche von 16 S-rRNA und 18 S-rRNA aus prokaryontischen und
eukaryontischen Organismen fiihrten zu einem phylogenetischen Stammbaum des Lebens,
nach dem sich die Gesamtheit der Organismen in die drei Doméinen Eukarya, Bacteria und
Archaea gliedert (Woese 1987; Woese et al. 1990). Die Archaea unterscheiden sich von den
Bacteria und Eukarya neben den 16 S-rRNA Sequenzmustern durch zahlreiche molekulare
und biochemische Merkmale. Die Art des Zellwandaufbaus und der Cytoplasmamembran ist
fiir die Archaea charakteristisch. Die Zellwand enthdlt weder Muraminsdure noch D-
Aminosduren und kann Proteine, Pseudomurein, Polysaccharide oder auch
Methanochondroitin enthalten (Kandler und Koénig 1985; Kandler und Konig 1998). Die
Plasmamembran besteht anstelle von Glycerinestern aus Di- oder Tetraetherlipiden
(Langworthy und Pond 1986; De Rosa und Gambacorta 1988). Sie trdgt zur Stabilitit bei, die
fiir die Besiedlung extremer Standorte notig ist. Einige Charakteristika der Archaea dhneln
denen der Eukarya, wie z.B. der Transkriptionsmodus (Thomm 1996) sowie das
Vorhandensein von Histonproteinen (Stein und Searcy 1978; Grayling et al. 1996) und das
Vorkommen von Introns in tRNAs (Kaine et al. 1983).

Die Doméne der Archaea wird in die Crenarchaecota und Euryarchaeota eingeteilt (Woese et
al. 1990). Die Crenarchaeota sind phénotypisch relativ homogen und zum groflen Teil
hyperthermophil. In diese Gruppe gehoren schwefelabhdngige Ordnungen, wie z.B. die
Sulfolobales und die Desulfurococcales sowie auch die Thermoproteales (Woese 1987). In
letztere Ordnung wird auch das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte stdbchenformige
Archaeon Pyrobaculum aerophilum gestellt, das bei einem Wachstumsoptimum von 100°C
mikroaerophil oder mit Nitratreduktion auf komplexen organischen Substanzen wie
Hefeextrakt und Pepton, aber auch auf Propionat, Acetat und, wie kiirzlich gezeigt wurde,
auch auf Maltose wiachst (Volkl et al. 1993; Gebhard 2002). Neben diesem
chemoorganoheterotrophen Wachstum wurde auch chemolithoautotrophes Wachstum mit
Wasserstoff oder Thiosulfat beschrieben (VoIkl et al. 1993).

Die Euryarchaeota stellen eine phénotypisch heterogene Gruppe dar. Sie weisen in Bezug auf
Lebensraum und Physiologie sehr vielfdltige Eigenschaften auf. Neben mesophilen
Organismen, unter denen die Methanogenen dominieren (Burggraf et al. 1991), sind
thermophile Organismen der Ordnungen Archaeoglobales, Thermoplasmales und
Thermococcales und die extrem halophilen Organismen zu finden (Woese und Olsen 1986;
Woese 1987). Diese extrem halophilen Archaea bilden als Halobacteriaceae die einzige
Familie der Halobacteriales, die 17 Gattungen haloneutrophiler und haloalkaliphiler
Organismen umfasst (Grant et al. 2001; Vreeland et al. 2002; Oren et al. 2002; Hezayen et al.
2002; Kamekura 1998). Die extrem halophilen Archaea sind charakterisiert als unbewegliche
oder mit Geilelbiischeln bewegliche, chemoorganoheterotrophe, aerobe Stibchen oder
Coccen, z.T. auch wunregelmiBig coccoid, flach, dreieckig bis quadratisch. Das

Wachstumsoptimum liegt im Bereich von 40°C und einer Salzkonzentration zwischen 2 M
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(12%) und 5.5 M (gesittigt), optimal bei 4.5 M (25%) NaCl (Kushner 1985; Kamekura 1998;
Grant et al. 2001). Es werden keine Sporen oder sonstige Uberdauerungsstadien ausgebildet.
Die charakteristische Rotfarbung der Organismen geht auf Csy- (Bacterioruberine) und Cy-
Carotinoide (Lycopene) in den Zellmembranen zuriick, die die Zellen vor photooxidativen
Schiaden schiitzen (Grant et al. 2001; Oren 1994; Tindall 1992). Daneben enthalten die
Membranen der meisten Haloarchaea Retinal-Proteine, von denen das Bacteriorhodopsin am
bekanntesten ist. Es wirkt als lichtgetriebene Protonenpumpe und ermdglicht den
Halobacteriaceae durch die dadurch mogliche ATP-Synthese z.T. ein anaerobes Wachstum
(Hartmann et al. 1980; Lanyi 1993; Grant et al. 2001; Mukohata 1994; Mukohata et al. 1999;
Oren 1994; Stoeckenius und Bogomolni 1982). Wihrend das Bacteriorhodopsin bisher nur fiir
Halobacterium salinarum und Halorubrum sodomense (ehem. Halobacterium) beschrieben
wurde, sind das Halorhodopsin, ein lichtgetriebener Chlorid-Importer, und zwei
photosensorische Rhodopsine (SRI und SRII), die an der Phototaxis beteiligt sind, innerhalb
der extrem halophilen Archaea weiter verbreitet (Oren 1994; Grant et al. 2001; Montrone et
al. 1993; Soppa et al. 1993). Neben dem anaeroben Wachstum durch lichtgetriebene
Energiegewinnung wurde fiir einige Spezies auBlerdem anaerobes Wachstum mit der
Fermentation von Arginin oder mit Nitrat- oder Fumaratatmung beschrieben (Hartmann et al.
1980; Ruepp und Soppa 1996; Oren 1991; Oren 1994; Kushner 1985; Tomlinson et al. 1986).
Die extrem halophilen Archaea galten zundchst als Organismen mit insgesamt sehr
komplexen Wachstumsanspriichen, die in erster Linie Aminosduren verstoffwechseln. Es ist
mittlerweile aber fiir viele extrem halophile Arten beschrieben worden, dass auch
verschiedene Zucker, insbesondere Glucose, als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt
werden konnen (Hochstein 1988; Rawal et al. 1988; Danson 1993; Grant et al. 2001; Tindall
1992; Kushner 1985). Zu diesen gehoren auch die in dieser Arbeit untersuchten Organismen
Haloarcula marismortui (Oren et al. 1988; Oren et al. 1990), Halorubrum saccharovorum
(Tomlinson und Hochstein 1976; McGenity und Grant 1995), Haloferax volcanii
(Mullakhanbhai und Larsen 1975; Torreblanca et al. 1986) und Halococcus saccharolyticus
(Montero et al. 1989; Tomlinson und Hochstein 1972a).

In allen bisher untersuchten Archaea erfolgt der Glucoseabbau nicht iiber die klassischen
glykolytischen Abbauwege wie Embden-Meyerhof und Entner-Doudoroff Weg, sondern iiber
modifizierte Formen dieser Wege (Selig et al. 1997; Verhees et al. 2003; Johnsen et al. 2001).
Die anaeroben hyperthermophilen Archaea Pyrococcus furiosus, Thermococcus celer,
Thermoproteus tenax und Archaeoglobus fulgidus bauen Glucose liber modifizierte Embden-
Meyerhof Wege ab, die ungewdhnliche, nicht klassische Zuckerkinasen und GAP-oxidierende
Enzyme aufweisen (Selig et al. 1997; Schonheit und Schéfer 1995; Labes und Schonheit
2001). Die aeroben Sulfolobus solfataricus und Thermoplasma acidophilum setzen Glucose
iber einen modifizierten, nicht-phosphorylierten Entner-Doudoroff Weg um (De Rosa et al.
1984; Smith et al. 1989). Fiir die extrem halophilen Archaea wurde gezeigt, dass Glucose iiber
einen modifizierten, partiell phosphorylierten Entner-Doudoroff Weg zu Pyruvat abgebaut
wird, wihrend Fructose iiber einen modifizierten Embden-Meyerhof Weg verstoffwechselt
wird (Tomlinson et al. 1974; Rawal et al. 1988; Altekar und Rangaswamy 1990; Altekar und
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Rangaswamy 1992; Johnsen et al. 2001). Die Acetyl-CoA Bildung aus Pyruvat erfolgt bei
Haloarchaea ebenso wie bei allen anderen darauthin untersuchten Archaea iiber eine Pyruvat:
Ferredoxin Oxidoreduktase (POR) (Kerscher und Oesterhelt 1981; Schéfer et al. 1993).

Bei vergleichenden Untersuchungen der Acetatbildung aus Zuckern wurde erstmals in P.
furiosus ein fiir Prokaryonten neuartiges Enzym, die Acetyl-CoA Synthetase (ADP-bildend)
(ACD), gefunden (Schéfer und Schonheit 1991). Dieses ungewohnliche Enzym katalysiert die
reversible Acetatbildung aus Acetyl-CoA und die damit verbundene ATP-Bildung aus ADP
und anorganischem Phosphat {iber Substratstufenphosphorylierung:

ACD
Acetyl-CoA + ADP + P; 5 Acetat + ATP + CoA

Erstmals beschrieben wurde die ACD in den eukaryontischen, parasitisch lebenden
amitochondriaten Einzellern Entamoeba histolytica und Giardia lamblia (Reeves et al. 1977,
Miiller 1988; Sanchez und Miiller 1996). In diesen Organismen ist die ACD an der
fermentativen Energiegewinnung unter anaeroben Bedingungen beteiligt. In P. furiosus
katalysiert die ACD die Hauptreaktion der Energiekonservierung bei Fermentation von
Kohlenhydraten und Peptiden zu Acetat (Selig et al. 1997). Neben der ACD aus P. furiosus
wurde dieses Enzym in allen acetatbildenden Archaea, insbesondere den hyperthermophilen
zuckerfermentierenden Organismen der Gattungen Thermococcus, Desulfurococcus und in
stairkegewachsenen Zellen von Archaeoglobus fulgidus Stamm 7324 gefunden (Schifer und
Schonheit 1991; Schéfer et al. 1993; Labes und Schonheit 2001). Dieser Ein-Stufen
Mechanismus der Acetatbildung iiber eine ACD war von Interesse, weil der bisher bekannte
Mechanismus der Acetyl-CoA Umsetzung zu Acetat zwei Enzyme, die Phosphotransacetylase
(PTA) und die Acetat Kinase (AK) umfasst:

PTA
Acetyl-CoA + P; 5 Acetyl-P + CoA

AK
Acetyl-P + ADP 5 Acetat + ATP

Dieser ,,klassische Zwei-Stufen Mechanismus kommt in allen acetatbildenden Prokaryonten
aus der Doméne der Bacteria vor (Decker et al. 1970; Thauer et al. 1977; Gottschalk 1986;
Schifer et al. 1993), konnte aber in acetatbildenden Archaea bisher nicht nachgewiesen
werden. Daraus wurde postuliert, dass der Mechanismus der Acetatbildung bei Prokaryonten
doméinenspezifisch ist (Schéfer et al. 1993) (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Verbreitung im phylogenetischen Stammbaum und Reaktionsgleichungen der Enzyme der
Acetyl-CoA Umsetzung zu Acetat (Stetter 1996, modifiziert). Verzweigungsgrad und Verzweigungslédngen
basieren auf rRNA-Sequenzvergleichen (schematisch nach (Woese et al. 1990; Stetter 1993), modifiziert).
Hyperthermophile Organismen sind durch dicke Linien dargestellt. Blau sind alle Organismen gekennzeichnet,
die die ACD nutzen, rot diejenigen, die AK und PTA verwenden. Organismen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, sind mit einem Rahmen ohne Farbe gekennzeichnet.
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Auch fiir die mesophilen aeroben Haloarchaeca war mehrfach beschrieben worden, dass bei
aerobem Wachstum auf Zuckern, insbesondere auf Glucose und auch auf Fructose,
signifikante Mengen an Acetat gebildet werden (Tomlinson und Hochstein 1972b; Tomlinson
und Hochstein 1976; Hochstein 1978; Oren et al. 1988; Montero et al. 1989; Schifer et al.
1993; Arahal et al. 1996). Die Acetatbildung unter aeroben Bedingungen spricht dafiir, dass
das iiber die POR aus Pyruvat gebildete Acetyl-CoA nur teilweise iiber den Citrat-Zyklus und
die Atmungskette oxidiert wird (Danson 1993; Hochstein 1988). Entsprechend wurden als
Ursache fiir diese aerobe Acetatbildung u.a. limitierende Aktivititen der Enzyme des Citrat-
Zyklus, z.B. der Citrat Synthase, diskutiert, die zu einer intrazelluliren Anhdufung von
Acetyl-CoA und Pyruvat fithren (Hochstein, 1978). Acetyl-CoA und Pyruvat werden dann als
Acetat bzw. in geringeren Mengen auch als Pyruvat ins Medium abgegeben. Erste
Untersuchungen zum Mechanismus der Acetatbildung in Hr. saccharovorum deuteten darauf
hin, dass die Acetatbildung nicht von den ,,klassischen* eubakteriellen Enzymen AK und PTA
katalysiert wird, sondern wie auch bei den anderen bisher untersuchten acetatbildenden
Archaea von einer ACD (Schéfer et al. 1993).

Neben Zuckern konnen viele hyperthermophile Archaea, wie z.B. Hyperthermus butylicus, P.
furiosus, und auch die Haloarchaea, Peptide als Kohlenstoff und Energiequelle nutzen. Im
Zuge der Peptidfermentation in hyperthermophilen Archaea, z.B. in P. furiosus, werden die
durch Transaminierung aus den jeweiligen Aminosduren gebildeten 2-Ketosduren iiber 2-
Ketosédure: Ferredoxin Oxidoreduktasen in die korrespondierenden CoA-Ester umgewandelt
(Abbildung 2). Dabei setzt die POR Pyruvat zu Acetyl-CoA um (Kunow et al. 1995). Die 2-
Ketoisovalerat: Ferredoxin Oxidoreduktase (VOR) ist am aktivsten mit 2-Ketosduren, die aus
den verzweigten Aminosduren Valin, Leucin, Isoleucin sowie Methionin entstehen (Heider et
al. 1996). Die Indolpyruvat: Ferredoxin Oxidoreduktase (IOR) ist spezifisch fiir die
Umsetzung von aromatischen 2-Ketosduren aus aromatischen Aminosduren (Mai und Adams
1994). Bei der Peptidfermentation setzt P. furiosus die durch die 2-Ketosdure: Ferredoxin
Oxidoreduktasen gebildeten CoA-Ester zu den entsprechenden Siuren um, wie z.B. Acetat,
Isobutyrat, Isovalerat und Phenylacetat (Abbildung 2) (Mai und Adams, 1996).

Diesen unterschiedlichen Fermentationsprodukten entsprechend wurden in P. furiosus zwei
Isoenzyme der ACD mit unterschiedlichen Substratspezifititen identifiziert, gereinigt und
biochemisch charakterisiert (Mai und Adams 1996; Glasemacher et al. 1997). Diese ACD
Isoenzyme sind 145 kDa Heterotetramere (03,), die aus zwei Untereinheiten o (25 kDa) und
B (47 kDa) bestehen. Aufgrund der Substratspezifititen fiir die CoA-Ester und deren
korrespondierenden Sduren wurden den ACD Isoenzymen I und II unterschiedliche
Funktionen zugeordnet (Abbildung 2). Wihrend das Isoenzym I im Zuge der Kohlenhydrat-
und Pyruvatfermentation vor allem Acetyl-CoA zu Acetat umsetzt, katalysiert das Isoenzym
II bevorzugt die Umsetzung der Abbauprodukte aromatischer Aminosiduren wie Phenylacetyl-
CoA oder Indolacetyl-CoA zu den korrespondierenden Séduren und ist damit vermutlich
hauptsichlich an der Peptidfermentation beteiligt (Mai und Adams 1996; Schut et al. 2003).
Beide Isoenzyme setzen zusitzlich mit geringerer Effizienz jeweils auch den verzweigten
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Acyl-Saure-Ester Isobutyryl-CoA um, was dafiir spricht, dass beide Isoenzyme zusitzlich am
Abbau verzweigtkettiger Aminosduren beteiligt sind (Abbildung 2).

Kohlenhydrate Peptide
Aminosiuren
TA TA l TA
Pyruvat verzweigtkettige aromatische

2-Ketosiuren 2-Ketosiuren

Fdox CoA Fdox CoA Fdox CoA

POR \[ VOR IOR

Fdeq ‘/ CO, Fdieq CO, Fdrea CO,

Y

Acetyl-CoA Verzweigtkettige Aryl-CoA
Acyl-CoA
ADP + P, ADP + P, ADP + P,
ACD 1 ACD L 11 ACDII
ATP + CoA ATP + CoA ATP + CoA
Acetat verzweigtkettige Sduren Aryl-Siuren

Abbildung 2 Funktion der ADP-bildenden Acetyl-CoA Synthetasen Isoenzyme ACD I und ACD II bei
Kohlenhydrat- bzw. Peptidfermentation in A. fulgidus und P. furiosus. TA = Transaminasen, POR = Pyruvat:
Ferredoxin Oxidoreduktase, VOR = 2-Ketoisovalerat: Ferredoxin Oxidoreduktase, IOR = Indolpyruvat:
Ferredoxin Oxidoreduktase, ACD = ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetase.

Die kodierenden Gene konnten mit Hilfe der N-terminalen Aminosduresequenzen der
Untereinheiten der Pyrococcus ACD (Isoform I) und der ACD aus G. lamblia in parallelen
Studien mittels Klonierung und funktioneller Expression in E. coli identifiziert werden. Dabei
zeigte sich, dass die fiir die o~ und fiir die B-Untereinheit des Isoenzyms I aus P. furiosus
kodierenden Gene acdIA und acdIB an unterschiedlichen Orten im Chromosom lokalisiert
und nicht in einem Operon organisiert sind. Dagegen stellt das kodierende Gen fiir die ACD
aus G. lamblia eine Fusion der Homologen der o~ und der B-Untereinheit von P. furiosus dar
und kodiert fiir ein Protein mit 726 Aminosduren und mit einer molekularen Masse von 78
kDa (Musfeldt et al. 1999; Sanchez et al. 1999). Mit Hilfe dieser Gene konnten in den
sequenzierten Genomen der Archaea P. horikoshii, P. abyssi, A. fulgidus und Methanococcus
Jjannaschii sowie einiger Bacteria, insbesondere E. coli und Streptomyces coelicolor, und
Eukarya weitere ORFs identifiziert werden, die fiir hypothetische ACD kodieren.
Interessanterweise stellten mit Ausnahme der Gene aus den Pyrococcus Stammen alle
identifizierten ORFs analog zum G. lamblia Gen fusionierte Homologe der o~ und der -

Untereinheit von P. furiosus in verschiedenen Orientierungen (off oder Bor) dar (Musfeldt et
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al. 1999; Sanchez et al. 1999). Die kodierende Funktion zweier ORFs aus A. fulgidus
(AF1211 und AF1938) und eines ORFs aus M. jannaschii (MJ0590) wurde mittels
Klonierung und funktioneller Expression tiberpriift. Die beiden A. fulgidus ORFs kodieren fiir
zwei ACD Isoenzyme, wobei die ACD AF1211 é&hnliche Substratspezifititen wie das
Isoenzym I aus P. furiosus aufwies und die ACD AF1938 wie das Isoenzym II (Musfeldt und
Schonheit 2002). Im Gegensatz zu den P. furiosus Enzymen handelt es sich bei diesen
neuartigen ACD um 140 kDa Homodimere (o), die aus zwei 74 kDa Untereinheiten
bestehen. Aufgrund der Substratspezifititen wurde den beiden A. fulgidus Enzymen eine
dhnliche Funktion zugeordnet wie den Isoenzymen aus P. furiosus. Der ORF MJ0590 aus M.
jannaschii kodiert ebenfalls fiir eine homodimere ACD (160 kDa), die aus 74 kDa
Untereinheiten besteht (Musfeldt und Schonheit 2002). Diese =zeigt eine dhnliche
Substratspezifitit wie die Isoenzyme I aus P. furiosus und A. fulgidus. Eine Funktion dieses
Enzyms in M. jannaschii beim Abbau des von diesem Organismus als Speicherstoff
gebildeten Glycogen zu Acetat wurde diskutiert (Musfeldt und Schonheit 2002).

Wihrend fiir einige hyperthermophile Euryarchaeota damit der Mechanismus der
Acetatbildung und das daran beteiligte Enzym, die ACD, sowohl funktionell als auch
biochemisch gut charakterisiert waren, existierten fiir die mesophilen aeroben Haloarchaea
kaum Informationen. Insbesondere iiber das haloarchaeelle Enzym der Acetatbildung lagen
weder funktionelle noch biochemische Untersuchungen vor und auch die kodierenden Gene
und ihre Struktur waren unbekannt. Deswegen war es Aufgabe dieser Arbeit, die
Acetatbildung der extrem halophilen Archaeca bei Wachstum auf Glucose ndher zu
untersuchen, das Enzym der Acetatbildung zu identifizieren und biochemisch zu
charakterisieren sowie die kodierenden Gene und ihre Struktur zu ermitteln. Dariiber hinaus
sollte aus der Regulation der Aktivitit des acetatbildenden Enzyms unter unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen die physiologische Funktion des Enzyms in den aeroben Organismen
geklart werden.

Acetat ist aber nicht nur eines der wichtigsten Endprodukte energieliefernder
Fermentationsprozesse vieler anaerober oder fakultativer Prokaryonten, sondern auch ein weit
verbreitetes Substrat fiir Katabolismus und Anabolismus aerober und anaerober, pro- und
eukaryontischer Mikroorganismen. Generell sind bisher fiir den ersten Schritt im
Acetatmetabolismus, der Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA, zwei Hauptmechanismen
beschrieben worden (Abbildung 3). Am weitesten verbreitet ist der Ein-Stufen Mechanismus
iber eine AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS):

ACS
Acetat + ATP + CoA — Acetyl-CoA + AMP + PP;

Dieser Mechanismus kommt vor allem bei Eukaryonten und allen strikt aeroben sowie

einigen fakultativen Bakterien vor, z.B. bei E. coli (Thauer 1988; Brown et al. 1977). Weniger
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verbreitet ist der Zwei-Stufen Mechanismus iiber Acetat Kinase und Phosphotransacetylase
(Abbildung 3). Dieser wurde nur fiir wenige Organismen beschrieben, unter anderem z.B. fiir
Corynebacterium glutamicum und Azotobacter vinelandii und ebenfalls fiir E£. coli (Brown et
al. 1977; Tauchert et al. 1990; Reinscheid et al. 1999). Bei E. coli wird allerdings der
AK/PTA-Weg nur bei hohen Acetatkonzentrationen beschritten (Kumari et al. 1995). Der
AK/PTA-Weg ist also reversibel und wird nicht nur - wie oben beschrieben - zur
Acetatbildung herangezogen, sondern in einigen Féllen auch zur Acetataktivierung.

Acetat Acetat

ADP
AK ( CoA ATP
ATP \ /—
Acetyl-P \ ACS
CoA AMP + PP,
y

Acetyl-CoA Acetyl-CoA
E. coli Eukaryonten
Methanosarcina sp. strikte Aerobier
Corynebacterium glutamicum einige fakultative (z.B. E. coli)
Azotobacter vinelandii Methansaeta consilii

Abbildung 3 Hauptmechanismen der Acetataktivierung. (A) Mechanismus {iber Acetat Kinase (AK) und
Phosphotransacetylase (PTA); (B) Mechanismus iiber die AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS).

In der Domine der Archaea war liber das Wachstum auf Acetat und iiber den Mechanismus
der Acetataktivierung kaum etwas bekannt. Untersuchungen diesbeziiglich existierten nur bei
den strikt anaeroben acetoclastischen Methanogenen der Gattungen Methanosarcina und
Methanosaeta, die durch Acetatdisproportionierung zu CH4 und CO, wachsen. Dabei nutzen
Methanosaeta Spezies den Mechanismus iiber eine ACS, wahrend Methanosarcina Spezies
Acetat liber AK und PTA aktivieren (Jetten et al. 1989; Jetten et al. 1992; Teh und Zinder
1992; Aceti und Ferry 1988; Ferry 1997; Kenealy und Zeikus 1982). Beide Mechanismen
wurden zudem in Hy-verwertenden Methanogenen gefunden, die Acetat fiir den
Baustoffwechsel benétigen (Oberlies et al. 1980; Shieh und Whitman 1987). Beide
Mechanismen der Acetataktivierung kommen also sowohl in der Doméne der Bacteria als
auch in der Doméne der Archaea vor. Daraus wird deutlich, dass im Gegensatz zur
Acetatbildung der Mechanismus der Acetataktivierung in  Prokaryonten nicht
doménenspezifisch ist. Ein dritter, weniger verbreiteter Mechanismus der Acetataktivierung
lauft iiber eine Succinyl-CoA: Acetat CoA-Transferase (Succinyl-CoA + Acetat S Succinat +
Acetyl-CoA) und wurde bisher nur fiir einige anaerobe Eubakterien beschrieben (Thauer et al.
1989).
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Fir die aeroben Archaea der Halobacteriaceae existierten Hinweise, dass Acetat als
Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt werden kann (Oren et al. 1988; Montero et al. 1989;
Oren 1995; Oren und Gurevich 1995; Kevbrina und Plakunov 1992). Dabei wurde fiir die
Haloarchaea die Induktion der Schliisselenzyme des Glyoxylat-Zyklus bei Wachstum in
Gegenwart von Acetat mehrfach nachgewiesen, was darauf hindeutet, dass, wie bei allen
fettsdureverstoffwechselnden Aerobiern, Acetat iiber den Glyoxylat-Zyklus in den
Baustoffwechsel eingeschleust wird (Aitken und Brown 1969; Oren und Gurevich 1995;
Serrano et al. 1998; Serrano und Bonete 2001b). Dagegen existieren keine detaillierten
Untersuchungen zum Wachstum der halophilen Archaea auf Acetat und zum Mechanismus
der Acetataktivierung. Daraus ergab sich die zweite Aufgabe dieser Arbeit: Es sollte das
Wachstum der halophilen Archaea auf Acetat untersucht werden und das Enzym der
Acetataktivierung identifiziert, charakterisiert sowie die kodierenden Gene ermittelt werden.
Dabei war im Besonderen von Interesse, ob in vivo - analog zum reversiblen Mechanismus
iiber AK und PTA in Bacteria - Acetat auch, falls vorhanden, iiber die in vitro reversible ACD
aktiviert werden kann.

Fiir hyperthermophilen Crenarchaeota lagen zum Acetatstoffwechsel kaum Informationen
vor. Fiir viele hyperthermophile Bacteria und Archaea war beschrieben, dass organische
Substrate wie Zucker und Peptide u.a. zu Acetat fermentiert werden (Schonheit und Schéfer
1995). Dabei wurde gezeigt, dass auch in einigen hyperthermophilen Crenarchaeota die
Acetatbildung bei Zucker- und Peptidfermentation nicht tiber den ,,klassischen* eubakteriellen
Zwei-Stufen Mechanismus mittels AK und PTA erfolgt, sondern iiber den archaeellen Ein-
Stufen Mechanismus mittels ACD (Schéfer et al. 1993). Genauere biochemische
Untersuchungen iiber dieses Enzym in Crenarchaeota lagen aber nicht vor. Wihrend fiir viele
hyperthermophile Organismen gezeigt werden konnte, dass bei Wachstum auf organischen
Substraten wie Zuckern und Peptiden signifikante Mengen an Acetat gebildet werden, lagen
zum Wachstum dieser Organismen auf Acetat keine Informationen vor. Erst kiirzlich konnten
fiir zwei hyperthermophile, anaerobe Euryarchaeota, Ferroglobus placidus und Geoglobus
ahangari, erste Hinweise auf Acetatverwertung mit Fe(Ill) als Elektronenakzeptor erbracht
werden (Tor et al. 2001). Auch fiir das hyperthermophile, acidophile Crenarchaeon Sulfolobus
acidocaldarius wurde kiirzlich  Acetatwachstum dokumentiert. Dabei wurde das
Vorhandensein der Schliisselenzyme des Glyoxylat-Zyklus als anaplerotische Sequenz belegt,
die damit auch in aeroben Archaea weit verbreitet zu sein scheint (Uhrigshardt et al. 2002).
Uber den Mechanismus der Acetataktivierung in hyperthermophilen Archaea war nichts
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit Blast-P Suche im sequenzierten Genom von
P. aerophilum (Fitz-Gibbon et al. 2002) sowie in den Genomen einiger weiterer
hyperthermophiler Crenarchaeota sowohl ACD-homologe Sequenzen als auch zum Teil als
ACS annotierte ORFs gefunden werden. Dagegen konnten Gene fiir die bifunktionellen
Enzyme AK und PTA in keinem der crenarchaeellen Genome identifiziert werden, was darauf
hindeutet, dass weder Acetatbildung noch Acetataktivierung in den hyperthermophilen
Crenarchaeota von diesen Enzymen katalysiert wird. Die beiden ORFs PAE3250 und
PAE3249 aus P. aerophilum, die putativ fir o- und B-Untereinheit einer ACD kodieren,

18



Einleitung

wiesen dabei eine besondere Genstruktur auf. Beide ORFs lagen hintereinander, um ein
Basenpaar einander {iiberlappend im Genom vor, bildeten aber keinen -einheitlichen
Leserahmen. Da weder iiber ACD noch iiber ACS in hyperthermophilen Crenarchaeota
biochemische Untersuchungen vorlagen, war es eine weitere Aufgabe dieser Arbeit, die
aufgrund ihrer interessanten Struktur putativ fir eine ACD kodierenden Gene und ein
annotiertes ACS Gen aus P. aerophilum zu Klonieren, zu exprimieren und die rekombinanten

Proteine zu charakterisieren.
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4 Material und Methoden

4.1 Physiologische Untersuchungen mit extrem halophilen Archaea

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Organismen Haloarcula marismortui (DSM
3752), Halorubrum saccharovorum (DSM 1137) (ehem. Halobacterium saccharovorum),
Haloferax volcanii (DSM 3757) und Halococcus saccharolyticus (DSM 5350) wurden von
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig)
bezogen.

4.1.1 Wachstumsversuche und Ziichtung

Die Stammlosungen, aus denen die Medien fiir das Wachstum der extrem halophilen Archaea
zusammengesetzt waren, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1 Bestandteile der Medien fiir die Ziichtung der extrem halophilen Archaea nach Tomlinson
(1972b) sowie Schéfer et al. (1993) mit Modifikationen:

Mineralsalzlosung I (5 x) Mineralsalzlosung II (5 x)
MES 97.5g Tris 304¢g
KCl 10g KCl 10g
Na-Glutamat 5g Na-Glutamat 5g
Na-Citrat 15¢g Na-Citrat 15¢g
MgSO,x 7TH,O 100 g MgSO,x 7H,O 100 g
(pH 7.35 mit 10 N NaOH eingestellt) (pH 7.35 mit 10 N HCI eingestellt)
Spurenelementlosung (100 x) Vitaminldsung (100 x) (sterilfiltriert)
EDTA (Titriplex II) 15¢g Biotin 2 mg
Na,MoO, x 2H,0 0.01g Folsdure 2 mg
MnSO, x H,O 0.01g Pyridocin-HCI x H,O 11 mg
FeSO, x TH,0 05¢g Riboflavin 5 mg
CoCl 0.1g Thiamin-HCl 5 mg
ZnS0O, 0.1g Nicotinamid 5 mg
CuSO4 x 5SH,O 0.1g Ca-Pantothenat 5 mg
Vitamin B, 0.1 mg
p-Aminobenzoesiure 5mg

Alle Losungen wurden in 1 1 A. bidest angesetzt und bei 4°C gelagert.
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Die Medien fiir die Ziichtung der extrem halophilen Archaea auf Glucose wurden mit den in

Tabelle 1 aufgefiihrten Bestandteilen wie folgt angesetzt (Angaben pro Liter Medium),

Glucose und Vitamine wurden nach Autoklavieren als sterilfiltrierte Stammldsungen zum

Medium gegeben.

Tabelle 2 Medienzusammensetzung fiir die Ziichtung von Halorubrum saccharovorum, Haloarcula
marismortui, Haloferax volcanii und Halococcus saccharolyticus bei Wachstum auf Glucose:

Medium fiir Halorubrum saccharovorum auf

50 mM Glucose:
NaCl
Mineralsalzldsung I
Spurenelementlésung
Hefeextrakt

Casaminosduren

250 ¢g
200 ml
10 ml
25¢g
50¢g

pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Vitaminldsung

Glucose x H,O

10 ml
10g

Medium fir Haloarcula marismortui auf

25 mM Glucose:

NaCl 250 g
Mineralsalzlosung I 200 ml
Spurenelementlosung 10 ml
Hefeextrakt 25¢g
Casaminoséuren 50¢g

pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Vitaminldsung

Glucose x H,O

10 ml
50¢g

Medium fiir Haloferax volcanii auf

25 mM Glucose:
NaCl
Mineralsalzlosung I
Spurenelementlosung
Hefeextrakt

Casaminosduren

125 g
200 ml
10 ml
25¢g
50¢g

pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Vitaminldsung

Glucose x H,O

10 ml
10g

Medium fir Halococcus saccharolyticus auf

12.5 mM Glucose:

NaCl 250 g
Mineralsalzlosung I 200 ml
Spurenelementlosung 10 ml
Hefeextrakt 25¢g
Casaminoséuren 50¢g

pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt)

Vitaminldsung 10 ml
Glucose x H,O 25¢g
CaCl, 0.1g
NH,CI 05g
K,HPO, 0.05¢g

Die Medien fiir die Ziichtung der extrem halophilen Archaea auf Acetat wurden mit den in

Tabelle 1 aufgefiihrten Bestandteilen wie folgt angesetzt (Angaben pro Liter Medium), Acetat

und Vitamine wurden nach Autoklavieren als sterilfiltrierte Stammldsungen zum Medium

gegeben.
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Tabelle 3 Medienzusammensetzung fiir die Ziichtung von Halorubrum saccharovorum, Haloarcula
marismortui, Haloferax volcanii und Halococcus saccharolyticus bei Wachstum auf Acetat:

Medium fiir Halorubrum saccharovorum auf Medium fir Haloarcula marismortui auf
40 mM Acetat: 40 mM Acetat:

NaCl 250 ¢g NaCl 250 ¢g
Mineralsalzlosung 11 200 ml Mineralsalzlosung 11 200 ml
Spurenelementlosung 10 ml Spurenelementlosung 10 ml
Hefeextrakt 05¢g Hefeextrakt 05¢g
pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt) pH 7.35 (mit 10 N NaOH eingestellt)
Vitaminldsung 10 ml Vitaminldsung 10 ml
Na-Acetat 33¢g Na-Acetat 33¢g
CaCl, 0.1g

NH,Cl 05¢g

KH,PO, 0.05¢

Medium fiir Haloferax volcanii auf Medium Halococcus saccharolyticus fiir auf
40 mM Acetat: 40 mM Acetat:

NaCl 250 ¢g NaCl 250 ¢g
Mineralsalzldsung 11 200 ml Mineralsalzlosung I1 200 ml
Spurenelementlosung 10 ml Spurenelementlosung 10 ml
Hefeextrakt 05¢g Hefeextrakt 05¢g
pH 7.35 (mit 10 N HCI eingestellt) pH 7.35 (mit 10 N HCI eingestellt)
Vitaminldsung 10 ml Vitaminldsung 10 ml
Na-Acetat 33¢g Na-Acetat 33¢g
CaCl, 0.1g CaCl, 0.1g
NH,Cl 05¢g NH,4Cl 05¢g
KH,PO, 0.05¢ KH,PO, 0.05¢

Die extrem halophilen Archaea wurden aerob bei 37°C entweder in Erlenmeyerkolben oder in
2-8 1 Fermentern (fair men tec, Gottingen) geziichtet. Die Erlenmeyerkolben wurden mit 20%
Medium befiillt, 2%ig inokuliert und bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 200 Upm auf
einem Rundschiittler inkubiert. Das Wachstum der 10%ig inokulierten Fermenterkulturen
erfolgte bei einer Riihrergeschwindigkeit von 500 Upm und einer Druckluftdurchgasung von
600 ml/min. Als Inokulum diente eine {iber mindestens drei Passagen an das jeweilige
Substrat adaptierte Vorkultur aus der exponentiellen Wachstumsphase. Zur Stammhaltung
wurden Kulturen am Ende der exponentiellen Wachstumsphase bei 4°C gelagert. Diese

konnten mehr als sechs Monate als Inokulum verwendet werden.

Das Wachstum wurde als Zunahme der Streuung bei 578 nm (AODs75) photometrisch verfolgt

(Pharmacia Biotech Ultraspec 2000, Pharmacia, Freiburg). Zur Glucose- und
22



Material und Methoden

Acetatbestimmung wurden aus den Kulturen steril entnommene Proben zentrifugiert (12000 x

g, 10 min) und die zellfreien Uberstiinde bei -20°C bis zur Substratbestimmung gelagert.

Zur Bestimmung der Enzymaktivititen aus unterschiedlichen Wachstumsphasen von Ha.
marismortui wurden Proben (100-200 ml) steril entnommen und die Zellen pelletiert (10000 x
g, 10 min, 10°C). Die Zellpellets wurden in 100 ml Aufschlusspuffer (100 mM Tris-HCI pH
7.5 mit 200 g/l NaCl) gewaschen, erneut pelletiert und abschliefend in Aufschlusspuffer
resuspendiert (Endvolumen 1-2 ml). Diese Suspensionen wurden bis zur Messung der
Enzymaktivitit bei -20°C gelagert.

4.1.2 Suspensionsversuche

Glucosegewachsene Zellen von Ha. marismortui aus der exponentiellen und stationdren Phase
sowie acetatgewachsene Zellen aus der exponentiellen Phase wurden jeweils einmal in
Suspensionspuffer (19.5 g/l MES pH 7.35 mit 2 g/l KCI und 250 g/l NaCl) gewaschen und
dann in Suspensionspuffer resuspendiert, sodass Zellsuspensionen von ca. 12-18 mg/ml
Protein entstanden. Diese wurden zu je 7 ml in Reagenzrohrchen iiberfiihrt und mit
Alukappen verschlossen. Acetat wurde als sterilfiltrierte Stammlosung (1 M) zu einer
Endkonzentration von ca. 40 mM den Suspensionen zugegeben. Als Kontrolle dienten
parallele Ansdtze ohne Substrat. Die Suspensionen wurden schrdg gestellt auf einem
Rundschiittler bei 37°C und 200 Upm inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden je
300 pl Probe entnommen und die Zellen 15 min bei 12000 x g pelletiert. In den Uberstinden
wurde Acetat enzymatisch bestimmt (4.1.5).

4.1.3 Zellernte und Aufschluss der Zellen

Zur Herstellung von Zellextrakten wurden glucose- bzw. acetatgewachsene Kulturen der
extrem halophilen Archaea in den jeweiligen Wachstumsphasen geerntet (5000-8000 x g, 20
min, 4°C), gewaschen (100 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 200 g/l NaCl) und final in 1-2 ml
desselben Puffers resuspendiert. Die so behandelten Zellen wurden durch Ultraschall mit
einem Minitip (Branson Sonifier II Ultraschall desintegrator, Branson, Heinemann,
Schwiébisch Gmiind) 3 min bei 30% duty cycle und output control 3 im Eisbad
aufgeschlossen. Diese Suspension wurde anschlieend 15 min bei 12000 x g zentrifugiert und
der Uberstand als zellfreier Extrakt direkt in die Enzymtests eingesetzt.

4.1.4 Nachweis von Enzymaktivititen in Rohextrakten

Die Enzymaktivitdtsbestimmungen wurden in Rohextrakten der extrem halophilen Archaea in
einem Spektrophotometer (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000 UV/visible Spectrophotometer,
Pharmacia, Freiburg), dessen Kiivettenhalter mit einem externen Wasserbad beheizt werden
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konnte, in Halbmikro-Einwegkiivetten (d=1) bei 37°C unter aeroben Bedingungen

durchgefiihrt. Die Testlosungen wurden in den Kiivetten bei 37°C vorinkubiert. AuBerdem

wurden die Startbarkeit der Reaktion mit den verschiedenen Substraten bzw. mit Extrakt

sowie die Proteinabhingigkeit der Reaktion liberpriift. Dabei gilt fiir alle Testsysteme: 1 Unit

(U) ist definiert als 1 pmol verbrauchtes Substrat bzw. gebildetes Produkt pro Minute.

4.1.4.1 ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACD) (E.C. 6.2.1.13)

Die ACD Kkatalysiert die Reaktion: Acetat + ATP + CoA S Acetyl-CoA + ADP + P;. Die
Aktivitdt wurde mit drei Testsystemen gemessen:

a)

b)

Die Aktivitdit der ACD wurde als CoA- und acetatabhingige ADP-Bildung aus ATP
gemessen, die iiber Pyruvat Kinase (PK) und Lactat Dehydrogenase (LDH) mit der
Oxidation von NADH gekoppelt wurde. Die Extinktionsabnahme wurde bei 365 nm
verfolgt (€36s=3.4 mM™ cm™) (Schifer und Schonheit 1991). Diese Reaktion stellt
physiologisch die Riickreaktion der ACD dar. Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCI
pH 9.0, 1.5 M KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM Na-Acetat, 1 mM CoA, 2 mM ATP, 2.5 mM
Phosphoenolpyruvat (PEP), 0.3 mM NADH, 15 U LDH, 4 U PK und 0.007-0.7 mg
Protein. Da die Messgrofle dieses Testsystems die ADP-Bildung ist, konnte mit diesem
Test ebenfalls die Acetat Kinase (AK) gemessen werden (4.1.4.3). Die AK Reaktion lauft
bereits nach Zugabe von Acetat und ATP ab, die Acetyl-CoA Synthetase Reaktion ist aber
strikt CoA-abhingig. Auch eine ATPase konnte mit diesem Testsystem gemessen werden,
wobei Acetat und CoA weggelassen wurden.

Die Bestimmung der Aktivitdt der ACD in den unterschiedlichen Wachstumsphasen von
Ha. marismortui wurde als ADP- und P;j-abhingige CoA-Freisetzung aus Acetyl-CoA mit
Ellman’s Thiolreagenz, 5,5°-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) bestimmt, wobei die
Bildung des Thiophenolat-Anions als Extinktionszunahme bei 412 nm gemessen wurde
(€412 =13.6 mM'lcm'l) (Srere et al., 1963). Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCI pH
7.5, 3 M KCl, 30 mM MgCl,, 0.1 mM DTNB, 1 mM Acetyl-CoA, 5 mM KH,PO4, 2 mM
ADP und 0.4-1.5 mg Protein.

Die ATP- und CoA-abhingige Bildung von Acetyl-CoA wurde nach der Methode von
Aceti und Ferry (1988) als Bildung eines Fe3+-acety1-Hydroxamat Farbkomplexes aus
Acetyl-CoA und Hydroxamat bei 540 nm gemessen (gs4 = 0.636 mM'cm™). Ein
Testansatz mit einem Volumen von 333 ul mit 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 1.5 M KCl, 10
mM MgCl,, 400 mM K-Acetat, 700 mM Hydroxylammoniumhydrochlorid, 10 mM ATP,
1.5 mM CoA und 0.02-3.0 mg Protein wurde nach entsprechender Inkubationszeit (0-45
min) mit 333 pl 10% (w/v) TCA gestoppt und auf Eis transferiert. Nach Zugabe von
weiteren 333 pl 2.5% (w/v) FeCls in 2 N HCI wurde der Niederschlag 10 min bei 12000 x
g abzentrifugiert. Die Detektion erfolgte im Uberstand bei 540 nm.
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4.1.4.2 AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS) (E.C. 6.2.1.1)

Die ACS katalysiert die Reaktion: Acetat + ATP + CoA — Acetyl-CoA + AMP + PP;). Die
Aktivitdt wurde mit drei Testsystemen gemessen:

a)

b)

Die Aktivitdat der ACS wurde in physiologischer Richtung als CoA- und acetatabhéngige
AMP-Bildung aus ATP gemessen, die iiber PK, LDH und Myokinase (MK) mit der
Oxidation von NADH gekoppelt wurde. Die Extinktionsabnahme wurde bei 365 nm
verfolgt (e3¢5 = 3.4 mM'lcm'l) (Oberlies et al. 1980). Der Testansatz enthielt 100 mM
Tris-HCI pH 9.0, 1.5 M KCl, 5 mM MgCl,, 2.5 mM Na-Acetat, | mM CoA, 2 mM ATP,
2.5 mM PEP, 0.3 mM NADH, 15 U LDH, 4 U PK, 3.6 U MK und 0.007-0.7 mg Protein.
Ohne MK entspricht dieses Testsystem demjenigen, mit dem die ACD gemessen wird.
Durch Zugabe von 3.6 U MK zum Testansatz auf ADP-bildende ACS konnte also im
gleichen Ansatz auch eine ACS gemessen werden.

Die Bestimmung der Aktivitdt der ACS in den unterschiedlichen Wachstumsphasen von
Ha. marismortui wurde als AMP- und PP;-abhingige CoA-Freisetzung aus Acetyl-CoA
mit DTNB bestimmt, wobei die Bildung des Thiophenolat-Anions als
Extinktionszunahme bei 412 nm gemessen wurde (g412 = 13.6 mMcm™) (Srere et al.,
1963). Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 1.25 M KCl, 2.5 mM MgCl,, 0.1
mM DTNB, 1 mM Acetyl-CoA, 2 mM Pyrophosphat und 0.4-1.5 mg Protein.

Die ATP- und CoA-abhingige Bildung von Acetyl-CoA wurde nach der Methode von
Aceti und Ferry (1988) als Bildung eines Fe3+-acety1-Hydroxamat Farbkomplexes aus
Acetyl-CoA und Hydroxamat bei 540 nm gemessen (€54 = 0.636 mM'cm™). Ein
Testansatz mit einem Volumen von 333 pl mit 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 1.5 M KCI, 10
mM MgCl,, 400 mM Kalium-Acetat, 700 mM Hydroxylammoniumhydrochlorid, 10 mM
ATP, 1.5 mM CoA und 0.02-3.0 mg Protein wurde nach entsprechender Inkubationszeit
(0-45 min) mit 333 pl 10% (w/v) TCA gestoppt und auf Eis transferiert. Nach Zugabe von
weiteren 333 pl 2.5% (w/v) FeCls in 2 N HCI wurde der Niederschlag 10 min bei 12000 x
g abzentrifugiert. Die Detektion erfolgte im Uberstand bei 540 nm.

4.1.4.3 Acetat Kinase (E.C. 2.7.2.1)

Die AK katalysiert die Reaktion: Acetat + ATP S Acetyl-Phosphat + ADP. AK Aktivitét in
Rohextrakten der extrem halophilen Archaea wurde auf zweierlei Weise gemessen:

a)

Die ATP-abhingige Bildung von Acetyl-Phosphat wurde nach der Methode von Aceti und
Ferry (1988) als Bildung eines Fe’'-acetyl-Hydroxamat-Farbkomplexes aus Acetyl-
Phosphat und Hydroxamat bei 540 nm gemessen (€540 = 0.636 mM'cm™). Ein Testansatz
mit einem Volumen von 333 pl mit 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 1.5 M KCl, 10 mM MgCl,,
400 mM K-Acetat, 700 mM Hydroxylammoniumhydrochlorid, 10 mM ATP und 0.02-3
mg Protein wurde nach entsprechender Inkubationszeit (0-45 min) mit 333 pl 10% (w/v)
TCA gestoppt und auf Eis transferiert. Nach Zugabe von weiteren 333 pl 2.5% (w/v)
FeCls in 2 N HCI wurde der Niederschlag 10 min bei 12000 x g abzentrifugiert. Die
Detektion erfolgte im Uberstand bei 540 nm.
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b) Die acetatabhingige ADP-Bildung aus ATP wurde iiber PK und LDH mit der Oxidation
von NADH gekoppelt, die bei 365 nm als Extinktionsabnahme gemessen wurde (€365 = 3.4
mM'em™) (Schifer et al. 1993). Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HC1 pH 9.0, 1.5 M
KCIL, 10 mM MgCl,, 10 mM Na-Acetat, 2 mM ATP, 2.5 mM PEP, 0.3 mM NADH, 15U
LDH, 4 U PK und 0.007-0.7 mg Protein.

4.1.4.4 Phosphotransacetylase (PTA) (E.C. 2.3.1.8.)

Die PTA katalysiert die Reaktion: Acetyl-Phosphat + CoA 5 Acetyl-CoA + P;. Die Aktivitat
der PTA wurde als Pj-abhingige CoA-Freisetzung aus Acetyl-CoA mit DTNB bestimmt,
wobei die Bildung des Thiophenolat-Anions als Extinktionszunahme bei 412 nm gemessen
wurde (€412 = 13.6 mM'lcm'l) (Srere et al. 1963). Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCl
pH 9.0, 1.5 M KCI, 5 mM MgCl,, 0.1 mM DTNB, 0.1 mM Acetyl-CoA, 5 mM KH,PO4 und
0.08-4.0 mg Protein.

4.1.4.5 Isocitrat Lyase (ICL) (E.C. 4.1.3.1.)

Die ICL katalysiert die Reaktion: Isocitrat = Glyoxylat + Succinat. Die ICL wurde nach
Serrano et al. (1998) als isocitrat- und phenylhydrazinabhéngige Bildung von Glyoxylat-
Phenylhydrazon bei 324 nm gemessen (€324 = 17 mM™cm™). Der Testansatz enthielt 70 mM
HEPES-KOH pH 7.0, 1.9 M KCI, 5 mM MgCl,, 4 mM Phenylhydrazin, 4 mM D,L-Isocitrat
und 0.08-4.2 mg Protein.

4.1.4.6 Malat Synthase (MS) (E.C. 4.1.3.2.)

Die MS katalysiert die Reaktion: Glyoxylat + Acetyl-CoA — Malat + CoA. Die MS wurde
nach Serrano et al. (1998) als glyoxylatabhingige CoA-Freisetzung aus Acetyl-CoA mit
DTNB bestimmt, wobei die Bildung des Thiophenolat-Anions als Extinktionszunahme bei
412 nm gemessen wurde (€412 = 13.6 mM™cm™) (Srere et al. 1963). Der Testansatz enthielt
100 mM Tris-HCI pH 7.5, 3 M KCl, 30 mM MgCl,, 0.1 mM DTNB, 0.2 mM Acetyl-CoA,
0.5 mM Glyoxylat und 0.1-2.9 mg Protein.

4.1.5 Analytische Methoden

Bestimmung von Acetat. Die Acetatbestimmung erfolgte nach der Methode von Dorn et al.
(1978) mit Hilfe der Enzyme ACS, MK, PK und LDH. Dabei werden pro mol Acetat 2 mol
NADH oxidiert, was anhand der Extinktionszunahme bei 365 nm (€365 = 3,4 mM'lcm'l)
gemessen wurde. Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 20 mM
MgCl,, 2 mM PEP, 2 mM ATP , 0.3 mM NADH, 1| mM CoA, 15 ULDH, 4 U PK und 1.5 U
MK. Die Reaktion wurde bei 37°C nach einer Vorinkubation des Testansatzes bis zu einer
konstanten Extinktion (E;) durch Zugabe von 0.2 U ACS gestartet. Die ACS wurde als
Lyophilisat eingewogen, in 100 mM Tris pH 8.0 geldst und frisch verwendet. Nach ca. 5 min
war das Acetat vollstindig umgesetzt, und es wurde erneut die Extinktion (E,) bestimmt. Aus
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der Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des  Extinktionskoeffizienten die
Acetatkonzentration der Proben ermittelt.

Bestimmung von Glucose. Die Glucosebestimmung erfolgte unter Verwendung der Enzyme
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und Hexokinase, wobei pro mol Glucose ein mol
NADP" reduziert wird, was als Extinktionszunahme bei 365 nm gemessen wurde (Kunst et al.
1986). Der Testansatz enthielt 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM MgCl,, 2 mM ATP, 2 mM
NADP", 7.5 U Hexokinase und 10 pl Probe (maximal 0.5 mM Glucose im Test). Nach einer
Vorinkubation des Ansatzes bei 37°C bis zu einer konstanten Extinktion bei 365 nm (E)),
wurde die Reaktion durch Zugabe von 3.5 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase gestartet.
Nach 15-20 min war die Glucose vollstindig umgesetzt, und es wurde erneut die Extinktion
(E>) bestimmt. Aus der Extinktionsdifferenz wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten

(€365 =3.4 mM'lcm'l) die Glucosekonzentration der Proben ermittelt.

Colorimetrische Bestimmung von Protein nach Bradford. Die Proteinkonzentration wurde
mit einer modifizierten Methode nach Bradford (1976) bestimmt. Es wurden 100 pl Probe
und 900 pl Bradford-Reagenz (35 mg Serva blue G, 25 ml 96% Ethanol und 50 ml ortho-
Phosphorsédure ad 500 ml A. bidest.) eingesetzt, gut gemischt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Extinktion wurde bei 595 nm gemessen. Eine Proportionalitidt der Messwerte
war bis zu einer Proteinmenge von 5 pg im Test gegeben. Die Eichung erfolgte mit einem
Standard aus Rinderserum-Albumin Fraktion V (Merck, Darmstadt).

Colorimetrische Bestimmung von Protein nach Biuret. In Rohextrakten der extrem
halophilen Archaea erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration nach einer
modifizierten Biuret-Methode (Bode et al. 1968). Dabei wurden 150 pl Probe 1:1 mit 1 N
NaOH verdiinnt und mit 700 ul Reagenz (0.9 g Kaliumnatriumtartrat, 0.3 g CuSQOy, 0.5 g KI
in 40 ml 0.2 N NaOH l16sen, mit 0.2 N NaOH auf 100 ml auffiillen) eingesetzt, gut gemischt
und nach 30miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln die Extinktion bei 546 nm
gemessen. Die Messwerte waren bis zu einer Proteinmenge von 3.0 mg im Test proportional.
Die Eichung erfolgte mit einem Standard aus Rinderserum-Albumin Fraktion V (Merck,
Darmstadt).

Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorption bei 280 nm. Um die
Proteinkonzentration sowie die Verunreinigungen mit Nukleinsduren der Losungen fiir die
analytische Ultrazentrifugation abschitzen zu konnen, wurde das E;so/Eag-Verhiltnis
bestimmt und daraus die Proteinkonzentration und der Nukleinsdureanteil errechnet.
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Computergestiitzte Sequenzanalysen

Mit den Aminosduresequenzen von ACS aus Eukarya, Bacteria und Archaea wurde ein
phylogenetischer Stammbaum erstellt. Im Folgenden werden die verwendeten Programme
und Einstellungen dargestellt:

Die Sequenzalignments wurden mit ClustalX und der Neighbor-joining Methode unter
Verwendung der Standardeinstellungen und der PAM Matrix erstellt (Thompson et al. 1997).
Der phylogenetische Stammbaum wurde nach zwei Methoden konstruiert: 1. Neighbor-
joining Methode mittels ClustalX und 2. Maximum Likelihood Methode mit Tree-Puzzle
(Treepuzzle, Version 5.1, mit Standardeinstellungen (Schmidt et al. 2002)).
Konfidenzintervalle wurden anhand von 100 Bootstrapping-Wiederholungen bestimmt.

4.2.2 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA von Pyrobaculum aerophilum (DSM 7523) wurde von der DSMZ
(Braunschweig) bezogen.

Zur Extraktion genomischer DNA (Sambrook et al. 1989) aus Haloarcula marismortui (DSM
3752) wurden 250 mg Feuchtzellen in 5 ml TES-Puffer (10 ml TE-Puffer mit 0.86 g
Saccharose; TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH 8.0 mit 0.1 mM EDTA) vorsichtig suspendiert.
Nach Zugabe von 550 pl 10% SDS und 15 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurde die Suspension
fiir 30 min bei 60°C und anschlieBend nach Zugabe von 600 pl 5 M NaCl fiir 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurde fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert (48000 x g) und die DNA aus dem
Uberstand mit einem Volumen eiskaltem Isopropanol gefillt, durch Zentrifugation fiir 10 min
bei 4°C (24000 x g) pelletiert und der Uberstand dekantiert. Das Prizipitat wurde in 500 pl
TE-Puffer iiber Nacht bei 4°C resuspendiert, die Suspension abschlieBend mit 5 pul RNase
(100 mg/ml) fiir 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieend bei —20°C gelagert.

Konzentration und Reinheit der erhaltenen genomischen DNA wurden jeweils sowohl
photometrisch als auch iiber ein 0.8%iges Agarosegel bestimmt (4.2.4).

4.2.3 Polymerase Kettenreaktion

Mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR) konnen DNA-Fragmente spezifisch amplifiziert
werden (Mullis et al. 1986). Sie diente in dieser Arbeit der Amplifikation von offenen
Leserahmen (ORF) aus genomischer DNA und der Uberpriifung auf ein vorhandenes Insert in
Transformanten. Die PCRs wurden in 50 ul Reaktionsansitzen in einem Thermocycler (T-3
oder T-personal, Biometra, Gottingen) durchgefiihrt, wobei die Programme immer in
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Abhingigkeit von der Lange des zu erwartenden Produktes und der Schmelzpunkte der
Oligonukleotid-Primer (MWG Biotech, Ebersberg) variiert wurden (Tabelle 4).

Amplifikation der zu klonierenden Gene. Zur Amplifikation der Gene wurden verschiedene
Inkubationsprotokolle verwendet. Diese werden im Folgenden dargestellt:

Pyrobaculum aerophilum, ORF PAE3250: Der Reaktionsansatz enthielt 30 ng Template, je
300 nM forward und reverse Primer, 5 pul 10 x Reaktionspuffer (PeqLab, Erlangen), 2 mM
MgSOy4, 300 uM dNTP-Mix und 2.5 U Pwo-DNA-Polymerase (PeqLab, Erlangen). Das
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung fiir 120 s bei 94°C, 10 Zyklen aus
Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 45°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 120 s, 25 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 49°C fiir 30 s und
Polymerisation bei 72°C fiir 120 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s
verldngert wurde) und einer abschlieBenden Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

Pyrobaculum aerophilum, ORF PAE3249: Der Reaktionsansatz enthielt 30 ng Template, je
200 nM forward und reverse Primer, 5 pl 10 x Reaktionspuffer (Biotherm, Hamburg), 1.5
mM MgCl,, 300 uM dNTP-Mix und 1 U Tag-DNA-Polymerase (Biotherm, Hamburg). Das
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung fiir 270 s bei 95°C, 5 Zyklen aus
Denaturierung bei 95°C fiir 30 s, Annealing bei 57°C fiir 20 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 90 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s verldngert wurde), 35 Zyklen aus
Denaturierung bei 95°C fiir 30 s, Annealing bei 61°C fiir 20 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 90 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s verldngert wurde) und einer
abschlielenden Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

Pyrobaculum aerophilum, ORF PAE2867: Der Reaktionsansatz enthielt 30 ng Template, je
300 nM forward und reverse Primer, 5 pul 10 x Reaktionspuffer, 1.5 mM MgSO,, 300 uM
dNTP-Mix und 2.5 U Pwo-DNA-Polymerase. Das Inkubationsprotokoll bestand aus initialer
Denaturierung fiir 120 s bei 94°C, 10 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing
bei 50°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C fiir 180 s, 25 Zyklen aus Denaturierung bei
94°C fiir 30 s, Annealing bei 54°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C fiir 180 s (wobei bei
jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s verldngert wurde) und einer abschlieBenden
Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

Haloarcula marismortui, contig 158 (36001-38350) (ACD): Der Reaktionsansatz enthielt 33
ng Template, je 300 nM forward und reverse Primer, 5 pul 10 x Reaktionspuffer, 1.5 mM
MgSOy4, 300 uM dNTP-Mix und 2.5 U Pwo-DNA-Polymerase. Das Inkubationsprotokoll
bestand aus initialer Denaturierung fiir 120 s bei 94°C, 10 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C
fiir 30 s, Annealing bei 60°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C fiir 180 s, 25 Zyklen aus
Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 64°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 180 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s verldngert wurde) und einer
abschlielenden Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

Haloarcula marismortui, contig 147 (19204-21199) (ACS): Der Reaktionsansatz enthielt 33
ng Template, je 300 nM forward und reverse Primer, 5 pul 10 x Reaktionspuffer, 1.5 mM
MgSO4, 300 uM dNTP-Mix und 2.5 U Pwo-DNA-Polymerase. Das Inkubationsprotokoll
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bestand aus initialer Denaturierung fiir 120 s bei 94°C, 10 Zyklen aus Denaturierung bei 94°C
fiir 30 s, Annealing bei 59°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C fiir 180 s, 25 Zyklen aus
Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 63°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 120 s (wobei bei jedem Zyklus die Synthesezeit um 20 s verldngert wurde) und einer
abschliefenden Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

Tabelle 4 Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
Restriktionsschnittstellen (RE) sind unterstrichen, die Vorwartsprimer sind mit F und die Riickwértsprimer mit R
bezeichnet:

Name Basensequenz (5° — 3°) RE
AcdAPae3250F CTTCAATACAATTCATATGCTCTCTAAG Ndel
AcdAPae3250R CAGAATTCGGTGGGTCATAG EcoRI
AcdAPae473F TTTAGCTCTCATCAGCCAGAG

AcdBPae3249F TAAATACGGGGAGCTAGCGAGGAGGCTATG Nhel
AcdBPae3249R TAATCCTATGGATTTCTCGAGTTTAGGCCATCC Xhol
AcsPae2867F TCTTTAATTTGAGCTAGCCCAATGTCCTTAG Nhel
AcsPae2867R CTAAAACTGACTTGGATCCTCATGTTCTCGC BamHI
AcsPaed474F GCTCCCAATAACCATGTTAG

AcsPael564R CATATGTACCCGTCCTTATC

AcdHarF CCACCGAGTAGACATATGGGACGATTATCG Ndel
AcdHarR GTGACGACTCGAGTGTTCGTGTCGG Xhol
AcdHar381F TCTGGTCGGCCCGAACAGCC

AcdHar761F CCCACACCGGTGCGATGGCC

AcdHar1817R CAGCACCTCGACGAAAATTCCGC

AcsHarF CGATGATAGCATATGTCAGATGAAGATGTCC Ndel
AcsHarR CGTGGTGCTGCTCGAGGTTAGGG Xhol
AcsHar282F CGGCGACGAAGCCGCTATCG

AcsHarl1757R GAGTTCCTCGTCCTCGTCGTAGC

AcsHar684F GATGGACGGCGACGGCTTCG

T7-Promotor Primer TAATACGACTCACTATAGGG

T7-Terminator Primer GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Amplifikation zur Kontrolle einer Klonierung (,,Kolonie-Screening*). Transformanten
wurden auf vorhandenes Insert in erwarteter Lénge gepriift. Der Reaktionsansatz enthielt als
Template einen Transformanten, der mit sterilem Zahnstocher von der Agarplatte
aufgenommen wurde, je 200 nM Primer (T7-Promotor- und T7-Terminatorprimer), 5 ul 10 x
Reaktionspuffer, 200 uM dNTPs und 3 mM MgCl,. Die Tag-DNA-Polymerase (1 U,
Biotherm, Hamburg) wurde nach dem initialen Denaturierungsschritt zugegeben. Das
Inkubationsprotokoll bestand aus initialer Denaturierung fiir 300 s bei 94°C, 30 Zyklen aus
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Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 48°C fiir 30 s und Polymerisation bei 72°C
fiir 90 s und einer abschlieenden Polymerisation bei 72°C fiir 7 min.

4.2.4 Konzentration und Reinheitsanalyse von DNA

Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm. Die Konzentration von DNA wurde durch
Absorptionsmessung bei 260 nm bestimmt. Es gilt: Eine Absorption von 1 bei 260 nm
entspricht bei einer Kiivettenschichtdicke von 1 cm einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml
Doppelstrang-DNA  bzw. 37 pnpg/ml Einzelstrang-DNA. Dariiber hinaus ist der
Absorptionskoeffizient 260/280 ein Mal} fiir die Reinheit von Nukleinsduren. Reine DNA-
Losungen haben einen Quotienten von 1.8 bis 2 (Sambrook et al. 1989).

Agarosegelelektrophorese. Zur Konzentrationsbestimmung von DNA wurden DNA-
Standards bekannter Konzentrationen neben einer Probe mit unbekannter DNA-Konzentration
aufgetragen. Durch visuellen Vergleich von Banden gleicher Laufstrecke konnte die DNA-
Konzentration der Probe unter der Annahme, dass die Intensitdt proportional zur Masse ist,
abgeschitzt werden. Daneben wurden Agarosegele dazu genutzt, DNA-Fragmente, Plasmide
und genomische DNA der Grofe nach analytisch oder praparativ zu trennen. Die Trennung
erfolgte flir hochmolekulare DNA in 0.8%igen und fiir niedermolekulare DNA in 2%igen
Agarosegelen. Dazu wurde Agarose in 30 ml TBE-Puffer (89 mM Tris-HCI pH 8.0 mit 89
mM Borat und 2.5 mM EDTA) durch Aufkochen gel6st, nach Abkiihlung auf etwa 60°C 30
ug Ethidiumbromid zugegeben und in eine GieBvorrichtung (7x10 cm) gegossen. Die DNA-
Proben wurden mit 6 x Auftragspuffer (Fermentas, Vilnius, Litauen) versetzt und neben
einem Standard (HindIll verdaute A-DNA oder Gene Ruler 100 bp DNA Ladder, Fermentas,
Vilnius, Litauen) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei konstant 100 V in TBE-Puffer.
AnschlieBend wurden die Gele auf einem UV-Schirm (366 nm) analysiert.

4.2.5 Klonierung von PCR-Produkten in einen Vektor

Vermehrung von Vektoren in E. coli und Isolierung von Plasmid-DNA. Vektoren ohne
bzw. mit Insert wurden zur Klonierung bzw. zur Sequenzierung und Transformation in E. coli
Stamm JM109 (Yanisch-Perron et al. 1985) in LB-Medium mit 100 pg/ml Carbenicillin
vermehrt und anschlieBend daraus mit dem Plasmid Miniprep Kit (PeqLab, Erlangen) isoliert.
Das LB-Medium hatte folgende Zusammensetzung: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l
NaCl, pH 7.5.

Reinigung von DNA aus Reaktionsansitzen und Agarosegelen. PCR-Ansitze wurden fiir
die Restriktionshydrolyse mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) von
DNA-Polymerase, Salzen und Puffer gereinigt. Vektoren und amplifizierte DNA wurden fiir
die Ligation von Restriktionsenzymen, Salzen und Puffer gereinigt, indem sie {iber
praparative Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Banden auf einem UV-
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Schirm mittels Skalpell ausgeschnitten wurden. Die DNA wurde mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aus dem Gel extrahiert.

Restriktionshydrolyse von Vektoren und PCR-Produkten. Die Restriktionshydrolyse
wurde jeweils als Doppel-Verdau angesetzt, d.h. beide Restriktionsendonukleasen (New
England Biolabs GmbH, Schwalbach/Taunus) wurden in einen Ansatz gegeben und in einem
vom Hersteller mitgelieferten, optimalen Puffer mit der DNA inkubiert. Die Ansitze
folgender Zusammensetzung wurden bei 37°C fiir 12 h inkubiert: 50 pl Plasmid-DNA (1 bis
10 png DNA), jeweils 10 U Restriktionsendonuklease, 10 pul 10 x Reaktionspuffer auf 100 pl
A. bidest. bzw. 25 pul PCR-Fragment (1 bis 10 pg DNA), jeweils 10 U
Restriktionsendonuklease, 5 ul Reaktionspuffer auf 50 pl A. bidest.

Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor. Die 10 pl Ligationsansétze enthielten
PCR-Fragment, Plasmid und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics, Mannheim) mit
entsprechendem T4-DNA-Ligasepuffer. Die zu ligierenden PCR-Fragmente wurden dabei im
3- bis Sfachen molaren Uberschuss zu den Plasmiden eingesetzt. Die Ansitze wurden bei
16°C fiir 12 h inkubiert und anschlieBend direkt fiir die Transformation in E. coli IM109
eingesetzt.

4.2.6 Transformation

Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen. Die Herstellung kompetenter Zellen der E. coli-
Stamme JM109 und BL21(DE3)-CodonPlus-RIL erfolgte in Anlehnung an das Protokoll im
T-Cloning Kit Manual der Firma Fermentas (Vilnius, Litauen). 400 ml LB-Medium (4.2.5)
wurden 10%ig mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C unter aeroben Bedingungen
bis zu einer OD bei 578 nm von 0.6 inkubiert. Dann wurden die Kulturen 20 min auf Eis
inkubiert und 15 min zentrifugiert (8000 x g, 4°C). Nach Zentrifugation wurde der Uberstand
dekantiert und das Zellpellet in 200 ml eiskaltem TBS-Puffer (5 mM Tris-HCI pH 7.0 mit 100
mM NaCl und 5 mM MgCl,) suspendiert. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min wurde das
Pellet in 200 ml eiskalter CaCl,-Lésung (5 mM Tris-HCI pH 7.0 mit 100 mM CaCl, und 5
mM MgCl,) suspendiert und fiir 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die
Suspension fiir 10 min zentrifugiert, in 20 ml eiskalter CaCl,-Losung suspendiert und 1 h auf
Eis inkubiert. Die Suspension wurde nun bis zu einer Endkonzentration von 20% mit Glycerin
versetzt und in 200 pl Aliquots mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der
kompetenten Zellen erfolgte bei -70°C.

Transformation von einem Vektor in E. coli. Es wurden sowohl Ligationsansitze als auch
gereinigte Plasmid-DNA in E. coli transformiert. Je Transformationsansatz wurden 80 pl
kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 10 ul Ligationsansatz bzw. 1 bis 2 pg Plasmid-DNA
vorsichtig gemischt und fiir 60 min auf Eis inkubiert. Die Ansdtze wurden dann fiir 40 s
einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 400 pul SOC-Medium (0.5% Hefeextrakt, 2% Trypton, 10 mM NacCl, 2.5 mM
KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO4 und 20 mM Glucose, pH 7.0, auf 37°C vorgewarmt)

32



Material und Methoden

wurden die Zellen fiir 30 min bei 37°C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Aliquots dieser
Ansitze wurden zur Selektion auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten (LB-Medium (4.2.5)
mit 18 g/l Agar) ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.7 Sequenzierung

Alle im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoren wurden sequenziert. Das Insert und die
flankierenden Bereiche des Vektors wurden jeweils auf Fehlerfreiheit Uberpriift. Die
Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach Sanger, wobei durch Einbau von
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden Kettenabbriiche erzeugt wurden
(Sanger et al. 1977). Die fluoreszenzmarkierten Produkte wurden mittels
Kapillarelektrophorese aufgetrennt, mit einem Laser angeregt und die emittierte Fluoreszenz
detektiert (ABI PRISM 310, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA). Die Sequenzansitze waren
wie folgt zusammengesetzt: 0.2 bis 0.6 pg Plasmid-DNA, 0.5 uM Primer (T7-Promotor- bzw.
Terminator-Primer oder, im Falle langer Inserts, mit zum Insert komplementir gewéhlten
Primern), 3 ul Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (ABI PRISM, Applied
Biosystems, Warrington, England) und 0.5 pl DMSO auf 10 pl A. bidest. Das
Sequenzprotokoll bestand aus folgenden Zyklen: initialer Denaturierungsschritt bei 96°C fiir
180 s, 3 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei 42°C fiir 30 s und
Synthese bei 60°C fiir 120 s, 30 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C fiir 30 s, Annealing bei
45°C fiir 30 s und Synthese bei 60°C fiir 120 s und einem abschlieBenden Syntheseschritt bei
60°C fiir 5 min. Die PCR-Ansidtze wurden fiir die nachfolgende Sequenzierung gereinigt.
Dazu wurden die Ansédtze auf 100 pl mit A. bidest. aufgefiillt und 2 pl Dextranblau (20
ng/ul), 10 pl 3 M Natriumacetat pH 5.2 und 250 pl 99% Ethanol zugegeben. Durch
30miniitige Zentrifugation wurde die DNA pelletiert, dann das Pellet zweimal mit 250 pl 70%
Ethanol gewaschen und anschlieBend fiir 5 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Das
getrocknete Pellet konnte nach Losen in 12 pl A. bidest. zur Sequenzierung eingesetzt

werden.

4.2.8 Expression

Als Expressionssystem wurde der eine Ampicillinresistenz tragende Vektor pET17b
(Novagen, Schwalbach) gewihlt, der jeweils kombiniert wurde mit dem Chloramphenicol-
resistenten Expressionsstamm E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL (Stratagene, Amsterdam,
Niederlande). Tabelle 5 gibt eine Ubersicht iiber alle in dieser Arbeit klonierten ORFs:
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Tabelle 5 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit klonierten ORFs. Die Quelle der DNA, der verwendete Vektor,
die zum Klonieren verwendeten Schnittstellen, die Namen der Amplifikations-Primer, die Bezeichnung des
konstruierten Vektors und die des Genproduktes sind fiir jeden ORF angegeben.

DNA-Quelle, Vektor Schnitt- Primer Bezeichnung Bezeichnung
ORF stellen Konstrukt Genprodukt
P. aerophilum pET17b Ndel AcdAPae3250F AcdAPae-pET17b ACDAPae
PAE3250 EcoRI AcdAPae3250R

P. aerophilum pET17b Nhel AcdBPae3249F AcdBPae-pET17b ACDBPae
PAE3249 Xhol AcdBPae3249R

P. aerophilum pET17b Nhel AcsPae2867F AcsPae-pET17b ACSPae
PAE2867 BamHI AcsPae2867R

Ha. marismortui  pET17b Ndel AcdHarF AcdHar-pET17b ACDHar
acd Xhol AcdHarR

Ha. marismortui  pET17b Ndel AcsHarF AcsHar-pET17b ACSHar
acs Xhol AcsHarR

Die Expressionen wurden in LB-Medium (4.2.5) mit 100 pg/ml Carbenicillin und 34 pg/ml
Chloramphenicol bei 37°C unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Die Induktion erfolgte
mit 0.4 mM IPTG. Nach Expression wurden die Zellen bei 4°C fiir 20 min mit 8000 x g
pelletiert. Im Folgenden werden die Bedingungen der Expressionen fiir die exprimierten
Proteine dargestellt:

ACDAPae wurde in 800 ml Medium exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODs7g von
0.8. Nach 4.5 h Expression wurden die Zellen bei einer ODs7g von 2.6 pelletiert.

ACDBPae wurde in 800 ml Medium exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODs7g von
1.1. Nach 4 h Expression wurden die Zellen bei einer ODs75 von 3.2 pelletiert.

ACSPae wurde in 800 ml Medium exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODs75 von 0.9.
Nach 3 h Expression wurden die Zellen bei einer ODs7g von 2.2 pelletiert.

ACDHar wurde in 800 ml Medium exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODs75 von 1.
Nach 3 h Expression wurden die Zellen bei einer ODs7g von 4.6 pelletiert.

ACSHar wurde in 800 ml Medium exprimiert. Die Induktion erfolgte bei einer ODs7g von
1.1. Nach 3 h Expression wurden die Zellen bei einer ODs75 von 2.1 pelletiert.
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4.3 Proteinbiochemische Methoden

4.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wéhrend der Reinigung von Proteinen erfolgte
nach einer modifizierten Methode nach Bradford (4.1.5).

4.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese diente, neben der Reinheitskontrolle wéhrend der
Proteinreinigung, der Bestimmung der apparenten molekularen Masse der Untereinheiten
gereinigter Proteine. Die Elektrophorese erfolgte nach Laemmli in 12%igen,
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (7 cm x 8 cm x 0.1 cm) in einer Mini Protean
Elektrophorese Zelle (Biorad, Miinchen). Trenn- und Sammelgel hatten folgende
Zusammensetzung (Laemmli 1970):

Trenngel (12%) Sammelgel (3.75%)
30% Acrylamid 0.8% Bisacrylamid 1 ml 0.25 ml
1.5 M Tris-HCI1 pH 8.8 0.625 ml -
0.5 M Tris-HCI pH 6.8 - 0.3 ml
10% SDS 0.025 ml 0.05 ml
A. bidest. 0.818 ml 1.625 ml
10% Ammoniumpersulfat 12.5 ul 12.5 ul
TEMED 1.25 pl 25l

Die Proben wurden mit 5x Auftragspuffer (63 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% Glycerin,
0.5% Bromphenolblau) versetzt, 10 min bei 95°C inkubiert und in die Geltaschen pipettiert.
Der Elektrophoresepuffer bestand aus 25 mM Tris mit 190 mM Glycin und 0.02% SDS (pH-
Wert wie eingewogen). Das Einlaufen der Proben in das Sammelgel erfolgte bei 70 V fiir 10
min. Die Trennung der Proteine iiber das Trenngel erfolgte bei 210 V fiir 60 min. Als
Molekulargewichtsmarker dienten Standards von Biorad (Miinchen) oder PeqLab (Erlangen).
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine fiir mindestens 10 min in 25% Isopropanol und
10% Essigsdure im Gel fixiert und anschlieBend mit 0.03% Coomassie Brilliant Blue R250 in
10% Essigsdure gefirbt. Abschliefend erfolgte mit 10% Essigsdure die Entfernung von nicht-
proteingebundenem Farbstoff.
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4.3.3 Blotten und N-terminale Aminosiuresequenzierung

Um die nativ gereinigte ACS aus Ha. marismortui mit anderen, potentiell homologen
Proteinen vergleichen zu kdnnen, wurde die Aminosduresequenz am N-Terminus bestimmt.
Dazu wurden etwa 15 pg Protein durch Blotten auf eine Immobilon™ Polyvinylidendifluorid
(PVDF) Membran (Millipore, Eschborn) tibertragen. Die Proben wurden zuvor auf ein
12%iges SDS-Polyacrylamidgel (4.3.2) aufgetragen. Als Laufpuffer diente 100 mM Tris-HCl
pH 8.2 mit 100 mM Tricin und 0.1% SDS. Die Membran wurde vor dem Blotten in Methanol
getaucht und die fiir das Blotten notwendigen Materialien (Membran, Gel, Adapter und
Filterpapier) in Transferpuffer (50 mM Natriumborat pH 9.0 mit 20% Methanol und 0.02%
SDS) &quilibriert. Es wurde eine Mini Trans-Blot Zelle (Biorad, Miinchen), betrieben mit
einem PowerPac 1000 (Biorad, Miinchen), verwendet. Der Transfer des Proteins aus dem Gel
auf die Membran erfolgte iiber 4 h bei konstant 35 V und 6 W. Anschlieend wurde die
Membran fiir 1 bis 2 min in 0.3% Coomassie Brilliant Blue R250 mit 50% Methanol und 10%
Essigsdure gefdarbt und in 50% Methanol mit 10% Essigsdure entfdarbt. Die Proteinbanden
wurden jeweils aus der Membran geschnitten und zur Sequenzierung an Herrn Dr. R. Schmid
(Universitdit ~ Osnabriick)  geschickt. Fiir das Blotten und die N-terminale
Aminoséduresequenzierung der ACD wurde das gereinigte Enzym (30 pg in 400 pul 50 mM
Tris-HCI pH 7.0 mit 0.6 M (NH4),SO4, 20 mM MgCl, und 10% Glycerol) an Herrn Dr. K.
Schober (Universitit Braunschweig) geschickt.

4.3.4 Apparentes Molekulargewicht von nativen Proteinen

Ausschluss-Chromatographie. Die apparenten molekularen Massen der gereinigten Proteine
wurden unter nativen Bedingungen sdulenchromatographisch mittels Ausschluss-
Chromatographie an einer Superdex 200 HilLoad 16/60 (120 ml) (Pharmacia, Freiburg)
bestimmt. Bei den Sdulenldufen fiir die nativ und rekombinant gereinigten Proteine aus Ha.
marismortui wurde als Laufpuffer 50 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 2 M NaCl, 20 mM MgCl, und
10% Glycerol verwendet. Die Gelfiltration der rekombinanten Proteine aus P. aerophilum
erfolgte mit 100 mM Tris-HCI pH 7.5. Alle ausschlusschromatographischen Saulenldufe
wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min durchgefiihrt, wobei die
Probenvolumina jeweils 1 ml betrugen. Als Molekulargewichtsstandards dienten Dextran
Blue (2000 kDa), B-Amylase (200 kDa), Alkohol Dehydrogenase (150 kDa), Rinderserum-
Albumin (66 kDa), Carboanhydrase (29 kDa) und Cytochrom c (12.4 kDa) (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) oder der Molekulargewichtsstandard von Pharmacia (Freiburg) bestehend aus:
Thyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa), Catalase (232 kDa), Aldolase (158 kDa),
Ovalbumin (43 kDa) und Ribonuclease A (13.7 kDa).

Analytische Ultrazentrifugation. Die molekularen Massen der rekombinanten Proteine aus
P. aerophilum wurden zusdtzlich {iber die Ermittlung des Sedimentations-
Diffusionsgleichgewichtes mit analytischer Ultrazentrifugation bestimmt. Dazu mussten die
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Losungen der apparent homogenen Proteine nahezu vollstindig von Nukleinsduren gereinigt
werden (4.3.10). Die Analyse der Proteine erfolgte dann durch Prof. Dr. C. Urbanke (MHH,

Hannover).

4.3.5 Dialyse

Um die Proteinlosungen zu entsalzen, wurden diese gegen den jeweiligen Niedrigsalzpuffer
dialysiert. Die Dialyse wurde unter aeroben Bedingungen mit dreimaligem Puffertausch fiir
zweimal 1.5 h und anschlieBend iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Das Puffervolumen betrug
jeweils 600 ml. Die verwendete Dialysemembran hatte eine molekulare Ausschlussgrofie von
12 kDa.

4.3.6 Ultrafiltration

Ultrafiltrationen wurden mit Hilfe einer 100 ml oder 10 ml Ultrafiltrationszelle (Amicon,
Beverly, USA) durchgefiihrt. Diese Methode diente dem Ankonzentrieren oder dem
Umpuffern von Proteinlosungen wihrend der Proteinreinigung. Zur Ultrafiltration konnten
Filter (Sartorius, Gottingen) verschiedener AusschlussgroBBen eingesetzt werden. Die gewéhlte
Ausschlussgrof3e lag jeweils unter der apparenten GroB3e der Untereinheiten der Proteine.

4.3.7 Reinigung nativer Proteine

Alle in dieser Arbeit gereinigten Proteine (4.3.10) wurden bis zur apparenten Homogenitét
angereichert. Die sdulenchromatographischen Schritte wurden mit einer BioLogic
Workstation (Biorad, Miinchen) und FPLC-Sédulen von Pharmacia (Feiburg) und Biorad
(Miinchen) bei 7 bis 15°C durchgefiihrt. Die Elution der Proteine von den Sdulen wurde durch
Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt. Zur Berechnung der spezifischen Aktivitidten wurde
nach Ermittlung der Aktivitit (U/ml) in den Fraktionen die Proteinkonzentration nach
Bradford (4.1.5) bestimmt.

Reinigung der ACD aus Ha. marismortui. Der zellfreie Rohextrakt wurde aus 25 g
glucosegewachsenen Feuchtzellen préapariert. Die Zellen wurden dazu in 70 ml 50 mM Tris-
HCI pH 8.0 mit 20 mM MgCl,, 2 M (NH4),SO4 und 10% Glycerol (v/v) suspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte unter aeroben Bedingungen mittels 3maliger
Hochdruckhomogenisation in einer gekiihlten French Press Zelle (American Instrument
Company, Silver Spring, Maryland, USA) bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 100000 x g
und 4°C fiir 90 min ultrazentrifugiert. Der 100000 x g Uberstand wurde 20 min bei 70°C im
Wasserbad inkubiert und auf Eis transferiert. AnschlieBend wurde nochmals bei 100000 x g
und 4°C fiir 90 min ultrazentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand wurde gegen 50 mM Tris-
HCI pH 7.0 mit 20 mM MgCl, und 10% Glycerol (v/v) (Puffer A) dialysiert (4.3.5) und auf

37



Material und Methoden

eine Q Sepharose HiLoad Sdule (22 x 5 cm) aufgetragen, die in Puffer A dquilibriert war. Die
Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 M bis
0.5 M in Puffer A eluiert. Die Fraktionen mit hochster ACD Aktivitit wurden nach
Ankonzentrieren mittels Ultrafiltration (4.3.6, Ausschlussgrofle: 30 kDa) auf eine Superdex
200 HiLoad 16/60 (120 ml) Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI1 pH 7.0
mit 2 M NaCl, 20 mM MgCl, und 10% Glycerol dquilibriert war. Die Proteine wurden mit
einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. Fraktionen mit hochster ACD Aktivitit wurden auf 2 M
(NH4),SO4 eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose Séule (1 ml) aufgetragen, die mit 50
mM Tris-HCI pH 8.0 mit 20 mM MgCl, und 2 M (NH4),SO4 dquilibriert war. Die Elution der
Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 0.3 ml/min mit einem linearen Gradienten von 2 M
(NH4),SO4 bis 0 M. Apparent homogenes Protein mit ACD Aktivitdt eluierte bei 0.5-0.8 M
(NH4),SO4. Dieses Protein konnte ohne signifikanten Aktivitétsverlust iiber mehrere Wochen
bei -20°C gelagert werden.

Reinigung der ACS aus Ha. marismortui. Der zellfreie Rohextrakt wurde aus 30 g
acetatgewachsenen Feuchtzellen prépariert. Die Zellen wurden dazu in 70 ml 50 mM Tris-
HCl pH 7.0 mit 200 g/l NaCl suspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter aeroben
Bedingungen mittels 3maliger Hochdruckhomogenisation in einer gekiihlten French Press
Zelle bei 86 bar. Diese Suspension wurde bei 100000 x g und 4°C fiir 90 min
ultrazentrifugiert. Der 100000 x g Uberstand wurde 20 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert
und auf Eis transferiert. Anschlieend wurde nochmals bei 100000 x g und 4°C fiir 90 min
ultrazentrifugiert. Der so erhaltene Uberstand wurde gegen Puffer A dialysiert (4.3.5) und auf
eine Q Sepharose HiLoad Sdule (22 x 5 cm) aufgetragen, die in Puffer A dquilibriert war. Die
Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min und einem NaCl-Gradienten von 0 M bis
0.5 M in Puffer A eluiert. Die Fraktionen mit hochster ACS Aktivitit wurden auf 2 M
(NH4),SO4 eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose Saule (10 ml) aufgetragen, die mit 2 M
(NH4),SO4 in Puffer A &dquilibriert war. Die Elution der Proteine erfolgte bei einer Flussrate
von 0.5 ml/min mit einem linearen Gradienten von 1.8 M bis 0.8 M (NH4),SO4. Die
Fraktionen mit hochster ACS Aktivitét (1.2-1.6 M (NH4),SO4) wurden nach Ankonzentrieren
mittels Ultrafiltration (4.3.6, AusschlussgroBBe: 30 kDa) auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60
(120 ml) Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 2 M NaCl in Puffer A &dquilibriert war. Die
Proteine wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. In diesem Stadium war das Enzym
apparent homogen, war iiber Wochen ohne Aktivitdtsverlust stabil und wurde bei -20°C
gelagert.
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4.3.8 Reaktivierung von rekombinanter ACD und ACS aus Ha. marismortui aus
Einschlusskorpern

Die beiden in Einschlusskorper exprimierten halophilen Proteine wurden nach einem jeweils
modifizierten Verfahren von Connaris et al. (1999), das im Folgenden dargestellt wird,
reaktiviert:

Reaktivierung der rekombinanten ACD aus Ha. marismortui. Nach Ernte der Zellen
wurde das Pellet in 5 ml 20 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 3 M KCl, 30 mM MgCl, und 10%
Glycerol (v/v) (Puffer B) resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von 0.5 mg
Lysozym und 0.1 Volumen 1% Triton X-100, anschlieBender Inkubation fiir 1 h bei 30°C,
weiterer 15miniitiger Inkubation auf Eis und abschlieBender Ultraschallbehandlung (dreimal
30 s, output control 3, duty cycle 30%). Dieser Extrakt wurde 30 min bei 40000 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal in Puffer B gewaschen und schlieBlich in 20 mM
Tris-HCI pH 7.5 mit 8 M Harnstoff, 2 mM EDTA und 50 mM DTE resuspendiert und 1 h bei
37°C unter Schiitteln inkubiert. Das so entfaltete Proteingemisch wurde langsam in 400 ml
Puffer B mit 2 mM ATP, 5 mM Na-Acetat, 10uM CoA, 3 mM Glutathion (reduziert) und 0.3
mM Glutathion (oxidiert) verdiinnt, bis eine Proteinkonzentration von 0.02 mg/ml erreicht
war. Es folgte eine sechstdgige Inkubation des Riickfaltansatzes bei 4°C, dessen ACD
Aktivitét iiber die Zeit verfolgt wurde.

Reaktivierung der rekombinanten ACS aus Ha. marismortui. Nach Ernte der Zellen
wurde das Pellet in 5 ml 20 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 2 M KCIl und 2 mM EDTA (Puffer C)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte wie fiir die rekombinante ACD beschrieben. Das
resultierende Pellet wurde zweimal in Puffer C gewaschen und schlieBlich in 20 mM Tris-HCl
pH 7.5 mit 8 M Harnstoff, 2 mM EDTA und 50 mM DTE resuspendiert und 1 h bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. Das so entfaltete Proteingemisch wurde langsam in 500 ml Puffer C
mit 2 mM ATP, 2.5 mM Na-Acetat, 10 uM CoA, 3 mM Glutathion (reduziert) und 0.3 mM
Glutathion (oxidiert) eingeriihrt (Proteinkonzentration: 0.03 mg/ml). Es folgte eine Inkubation
des Riickfaltansatzes bei 4°C fiir 60 h, wobei die ACS Aktivitdt {iber die Zeit verfolgt wurde.

4.3.9 Rekonstitution der rekombinanten ACD aus P. aerophilum

Die Pellets nach Ernte der Zellen von E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL AcdAPae-pET17b
und E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL AcdBPae-pET17b, die die o~ und die B-Untereinheit
der ACD iiberexprimierten, wurden in je 5 ml 50 mM Tris-HCI pH 8.5 resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte unter aeroben Bedingungen mittels viermaliger
Hochdruckhomogenisation in einer gekiihlten French Press Zelle bei 86 bar. Die
Suspensionen wurden 45 min bei 100000 x g bei 4°C ultrazentrifugiert. Die in den so
praparierten zellfreien Extrakten jeweils enthaltenen o~ und B-Untereinheiten wurden etwa im
Verhiltnis 1:1 gemischt und 1 h auf Eis inkubiert. Es folgte eine 30miniitige Hitzefdllung bei
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75°C und eine anschlieBende Ultrazentrifugation bei 100000 x g und 4°C fiir 45 min, wonach
die ACD Aktivitdt des rekonstituierten Proteins im Ellman-Test (4.1.4.1) tiberpriift wurde.

4.3.10 Reinigung rekombinanter Proteine

Die allgemeinen Bedingungen fiir die Reinigung von rekombinanten Proteinen entsprach
denen der nativ gereinigten Proteine (4.3.7).

Reinigung der rekombinanten ACD aus Ha. marismortui. Der Riickfalteansatz (4.3.8)
wurde mittels Ultrafiltration (4.3.6, Ausschlussgrofle: 30 kDa) ankonzentriert, auf 2 M
(NH4),SO4 eingestellt und 45 min bei 100000 x g und 4°C ultrazentrifugiert. Diese
Proteinlosung wurde nochmals ultrafiltriert und auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60 (120
ml) Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 2 M KCl, 20 mM
MgCl, und 10% Glycerol dquilibriert war. Die Proteine wurden mit einer Flussrate von 1
ml/min eluiert. Die Fraktionen mit hochster ACD Aktivitdit wurden auf 2 M (NHy4),SO4
eingestellt und auf eine Phenyl Sepharose Sdule (1 ml) aufgetragen, die mit 50 mM Tris-HCI
pH 7.5 mit 20 mM MgCl, und 2 M (NH4),SOy4 &quilibriert war. Die Elution der Proteine
erfolgte bei einer Flussrate von 0.5 ml/min mit einem linearen Gradienten von 1.6 M
(NH4),SO4 bis 0 M. Apparent homogenes Protein mit ACD Aktivitdt eluierte bei 0.9-0.5 M
(NH4),SO4. Dieses Protein konnte ohne signifikanten Aktivitdtsverlust iiber mehrere Wochen
bei -20°C gelagert werden.

Reinigung der rekombinanten ACS aus Ha. marismortui. Der Riickfalteansatz (4.3.8)
wurde mittels Ultrafiltration (4.3.6, Ausschlussgrofle: 30 kDa) ankonzentriert, auf 2 M
(NH4),SO4 eingestellt und 45 min bei 100000 x g und 4°C ultrazentrifugiert. Die so
behandelte Proteinlésung wurde auf 2 M (NH4),SO. eingestellt und auf eine Phenyl
Sepharose Séule (1 ml) aufgetragen, die mit 50 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 20 mM MgCl, und 2
M (NH4),SO,4 équilibriert war. Die Elution der Proteine erfolgte bei einer Flussrate von 1
ml/min mit einem linearen Gradienten von 2 M (NH4),SO4 bis 0 M. Die Fraktionen mit
hochster ACD Aktivitdt wurden durch Ultrafiltration ankonzentriert und auf eine Superdex
200 HiLoad 16/60 (120 ml) Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI1 pH 7.5
mit 2 M KCl, 20 mM MgCl, und 10% Glycerol dquilibriert war. Die Proteine wurden mit
einer Flussrate von 1 ml/min eluiert. In diesem Stadium war das Protein apparent homogen
und konnte ohne signifikanten Aktivitdtsverlust {iber mehrere Wochen bei —20°C gelagert

werden.

Reinigung der rekombinanten ACD aus P. aerophilum. Der Extrakt mit der
rekonstituierten ACD (4.3.9) wurde auf pH 9.0 eingestellt und auf eine Q Sepharose HiLoad
Sdule (20 ml) aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI pH 8.8 équilibriert war. Die Elution der
Proteine erfolgte mit einem linearen Gradienten von pH 8.8 nach pH 7.5 gefolgt von einem
Gradienten von 0 M nach 0.75 M NaCl in 50 mM Tris-HC] pH 7.5. Die Fraktionen mit
hochster ACD Aktivitdt wurden mit 10 mM MgCl, versetzt und einer Behandlung mit 500
Einheiten RNase-freier DNase I (Roche Diagnostics, Mannheim) fiir zwei Stunden bei 37°C
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unterzogen. Nach anschlieender Hitzefdllung fiir 30 min bei 80°C und Ultrazentrifugation
(30 min, 100000 x g, 4°C) wurde die Proteinlosung mittels Ultrafiltration ankonzentriert und
auf eine Superdex 200 HiLoad 16/60 (120 ml) Gelfiltrationsséule aufgetragen, die in 50 mM
Tris-HCI pH 7.5 aquilibriert war. Die Proteine wurden bei einer Flussgeschwindigkeit von 1
ml/min eluiert. Die ACD war in diesem Stadium apparent homogen und anndhernd
nukleinsdurefrei. Die ACD war bei 4°C iiber mehrere Wochen ohne signifikanten
Aktivititsverlust stabil.

Reinigung der rekombinaten ACS aus P. aerophilum. Das Pellet nach Ernte der Zellen
wurde in 3 ml 50 mM Tris-HCI pH 8.5 resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte unter
aeroben Bedingungen mittels 4maliger Hochdruckhomogenisation in einer gekiihlten French
Press Zelle bei 86 bar. Der Extrakt wurde 45 min bei 50000 x g bei 4°C zentrifugiert. Nach
anschlieender Hitzeféllung fiir 30 min bei 75°C und Zentrifugation (30 min, 50000 x g, 4°C)
wurde 1 ml der Proteinlosung auf eine Superdex 200 HilLoad 16/60 (120 ml)
Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 &quilibriert war. Die Proteine
wurden mit eine Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min eluiert. Die Fraktionen mit der hdchsten
ACS Aktivitit wurden mit 300 Einheiten RNase-freier DNase I (Roche Diagnostics,
Mannheim) fiir zwei Stunden bei 37°C behandelt und einer weiteren Hitzefdllung bei 86°C
fiir 30 min unterzogen, anschlieBend ultrazentrifugiert (45 min, 100000 x g, 4°C) und nach
Ultrafiltration (4.3.6) nochmals auf eine Superdex 200 HilLoad 16/60 (120 ml)
Gelfiltrationssdule aufgetragen, die in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 &quilibriert war. Die Proteine
wurden mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min eluiert. Die in diesem Stadium apparent

homogene und nukleinsdurefreie ACS war bei 4°C iiber mehrere Wochen stabil.

4.4 Charakterisierung von gereinigten Enzymen

Zur Charakterisierung der Enzyme gehorten die Bestimmung der kinetischen Parameter, des
Temperaturoptimums, des pH-Optimums und der Substratspezifititen. Im Falle der Proteine
aus Ha. marismortui wurden zusitzlich die optimalen Salzkonzentrationen ermittelt, fiir die
Enzyme aus P. aerophilum zusétzlich die Thermostabilitit. Die Bestimmung der kinetischen
Parameter erfolgte jeweils aus der Darstellung nach Lineweaver-Burk. Die allgemeinen
Handhabungen der dazu eingesetzten Enzymtests, die im Folgenden beschrieben werden,
entsprachen denen der Messungen in Rohextrakten der extrem halophilen Archaea (4.1.4).

4.4.1 Charakterisierung der ACD und der ACS aus Ha. marismortui

Die Charakterisierung beider Enzyme erfolgte bei 37°C unter aeroben Bedingungen. Wiahrend
der Reinigung beider Enzyme wurde die Aktivitit iiber die Bildung eines Fe*'-acetyl-
Hydroxamat-Farbkomplexes aus Acetyl-CoA und Hydroxamat gemessen (4.1.4.1).
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ACD. Die ACD aus Ha. marismortui katalysiert die reversible Reaktion: Acetat + ATP +
CoA S Acetyl-CoA + ADP + P;. Die kinetischen Parameter und die Substratspezifitdt der
ACD fiir die verschiedenen Siuren (jeweils 10 mM) und CoA-Ester (jeweils 1.5 mM) wurden
in Richtung der Acetyl-CoA Bildung in 100 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 30 mM MgCl, und 3 M
KCl im gekoppelten Test iiber PK und LDH gemessen (I mM CoA, 2 mM ATP, 10 mM der
jeweiligen organischen Sdure) und in Richtung der Acetatbildung mit dem Ellman-Test (2
mM ADP, 5 mM P;, 1.5 mM CoA-Ester) (4.1.4.1). Die Abhéngigkeit der spezifischen
Aktivitdt des gereinigten Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen pH 5.0 und pH 10.0 im
gekoppelten Test iiber PK und LDH getestet (4.1.4.1). Die Ansitze enthielten entweder
jeweils 100 mM MES (pH 5.0 bis pH 7.0), Tris-HCI (pH 7.0 bis pH 9.0) oder Glycin (pH 9.0
bis pH 10.0) mit 30 mM MgCl, (ohne weiteres Salz). Die Temperaturabhéngigkeit der ACD
wurde zwischen 21°C und 50°C in 100 mM Tris-HCl pH 7.5 im gleichen Testsystem
gemessen. Der Einfluss verschiedener Salze auf die Aktivitit der ACD (bis 0.2 M MgCl,, bis
3 M KCI und bis 3 M NaCl) wurde in 100 mM Tris-HCI pH 7.5 im Ellman-Test oder
gekoppelt tiber PK und LDH ermittelt. Zur Bestimmung der Stabilitét des gereinigten Enzyms
in Abhéngigkeit von der Salzkonzentration wurden jeweils 5 pg Protein tiber 48 h bei 4°C in
100 mM Tris-HCI pH 7.5 entweder mit 30 mM MgCl, oder mit 30 mM MgCl, und 10%
Glycerol (v/v) oder mit 30 mM MgCl, und 3 M KCI inkubiert und die Aktivitét iiber die Zeit
verfolgt (Ellman-Test).

ACS. Die ACS aus Ha. marismortui katalysiert die Reaktion: Acetat + ATP + CoA —
Acetyl-CoA + AMP + PP;. Die K- und Vy,x-Werte sowie die Substratspezifitit der ACS fiir
die verschiedenen Sduren wurden in Richtung der Acetyl-CoA Bildung in 100 mM Tris-HCl
pH 7.5 mit 5 mM MgCl,, 1.25 M KClI, 2.5 mM der jeweiligen organischen Sdure, 1 mM CoA
und 2 mM ATP bestimmt. Die kinetischen Parameter in Richtung der Acetatbildung wurden
mit dem Ellman-Test in 100 mM Tris-HCI pH 7.5 mit 2.5 mM MgCl,, 1.25 M KCI, 2 mM
AMP, 1.5 mM Acetyl-CoA und 2 mM PP; ermittelt (4.1.4.2). Die Abhingigkeit der
spezifischen Aktivitdt des gereinigten Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen pH 5.0 und pH
9.0 im Ellman-Test ermittelt. Die Ansidtze enthielten entweder jeweils 20 mM MES (pH 5.0
bis pH 7.0) oder Tris-HCI (pH 7.0 bis pH 9.0) mit 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 1.25 M KClI,
2.5 mM Na-Acetat, | mM CoA und 2 mM ATP. Die Temperaturabhingigkeit der ACS wurde
zwischen 17°C und 45°C im gleichen Testsystem gemessen. Der Einfluss verschiedener Salze
auf die Aktivitdt der ACS (bis 0.1 M MgCl,, bis 3 M KCl und bis 3 M NaCl) wurde in 100
mM Tris-HCI pH 7.5 im gekoppelten Test {iber PK, LDH und MK ermittelt. Zur Bestimmung
der Stabilitit des gereinigten Enzyms in Abhidngigkeit von der Salzkonzentration wurde
jeweils 10 pg gereinigtes Protein iiber 48 h bei 4°C in 100 mM Tris-HCI pH 7.5 entweder mit
20 mM MgCl; oder mit 20 mM MgCl, und 10% Glycerol (v/v) oder mit 20 mM MgCl, und 3
M KCl inkubiert und die Aktivitdt {iber die Zeit verfolgt (gekoppelt iiber PK, LDH und MK).
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4.4.2 Charakterisierung der ACD und der ACS aus P. aerophilum

Die Charakterisierung beider Enzyme erfolgte bei 85°C unter aeroben Bedingungen.

ACD. Die ACD aus P. aerophilum katalysiert die reversible Reaktion: Acetat + ATP + CoA
S Acetyl-CoA + ADP + P;. Wiéhrend der Reinigung der ACD wurde die Aktivitit in
Richtung der Acetatbildung unter aeroben Bedingungen bei 85°C als ADP- und P;-abhéngige
CoA-Freisetzung aus Acetyl-CoA mit DTNB gemessen (4.1.4.1). Der Testansatz enthielt 100
mM MES pH 6.5, 5 mM MgCl,, 2 mM ADP, 5 mM Pj, 1.5 mM Acetyl-CoA und 0.1 mM
DTNB. Dieses Testsystem wurde auch flir die weitere Charakterisierung des Enzyms
verwendet. Die Abhédngigkeit der spezifischen Aktivitidt des gereinigten Enzyms vom pH-
Wert wurde zwischen pH 5.0 und pH 7.5 bestimmt. Die Ansétze enthielten entweder jeweils
100 mM Piperazin (pH 5.0 bis pH 5.5), MES (pH 5.5 bis pH 7.0) oder Triethanolamin (pH
7.0 bis pH 7.5). Die Temperaturabhingigkeit der ACD wurde zwischen 27°C und 93°C in 100
mM MES pH 6.5 gemessen. Zur Bestimmung der Temperaturstabilitit des gereinigten
Enzyms wurde jeweils 1 pg Protein in 200 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0 iiber 120 min
in geschlossenen Inkubationsgefdflen bei Temperaturen zwischen 80°C und 100°C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Reaktionsgefdfle 10 min auf Eis gekiihlt und anschlieBend
die Restaktivitit bestimmt.

ACS. Die ACS aus P. aerophilum katalysiert die Reaktion: Acetat + ATP + CoA — Acetyl-
CoA + AMP + PP;. Wihrend der Reinigung der ACS wurde die Aktivitdt in Richtung der
Acetatbildung unter aeroben Bedingungen bei 85°C als AMP- und PP;-abhidngige CoA-
Freisetzung aus Acetyl-CoA mit DTNB gemessen (4.1.4.2). Der Testansatz enthielt 100 mM
MES pH 6.5, 0.5 mM AMP, 1 mM PP;, 0.1 mM Acetyl-CoA und 0.1 mM DTNB. Dieses
Testsystem wurde auch zur Bestimmung der kinetischen Parameter in Richtung der
Acetatbildung verwendet. Die Abhéngigkeit der spezifischen Aktivitit des gereinigten
Enzyms vom pH-Wert wurde zwischen pH 5.0 und pH 7.5 mit dem Ellman-Test bestimmt.
Die Ansitze enthielten jeweils 100 mM Piperazin (pH 5.0 bis pH 6.0), MES (pH 5.5 bis pH
7.0) oder Triethanolamin (pH 7.0 bis pH 7.5). Die Temperaturabhdngigkeit der ACS wurde
zwischen 27°C und 97°C in einem diskontinuierlichen Testsystem gemessen. Der Testansatz
enthielt in 500 pl: 100 mM MES pH 6.5, 10 mM MgCl,, 2 mM ATP, 1 mM CoA und 5 mM
Acetat. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Protein gestartet. Die Inkubationszeit betrug 1
bis 6 min. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 500 pl eisgekiihltem Puffer (0.2 M Tris-
HCI pH 7.6 mit 0.6 mM NAD" und 5 mM D,L-Malat) gestoppt. Die Menge an gebildetem
Acetyl-CoA wurde durch die Kopplung mit der Reduktion von NAD' iiber Malat
Dehydrogenase (12 U) und Citrat Synthase (2 U) bei 365 nm quantifiziert (Decker 1986). Mit
diesem Testsystem wurden auch die K- und V,,x-Werte in Richtung der Acetyl-CoA Bildung
gemessen. Zur Bestimmung der Temperaturstabilitit des gereinigten Enzyms wurde jeweils 6
pg Protein in 200 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0 iiber 120 min in geschlossenen
Inkubationsgefdlen bei Temperaturen zwischen 80°C und 100°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Reaktionsgefile 10 min auf Eis gekiihlt und anschlieend die
Restaktivitdt im Ellman-Test bestimmt. Die Substratspezifitit der ACS wurde in einem
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weiteren diskontinuierlichen Testsystem ermittelt. Der Testansatz enthielt in 500 pl: 100 mM
MES pH 6.5, 10 mM MgCl,, 2 mM ATP, 1 mM CoA und 5 mM der jeweiligen organischen
Sdure. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Protein gestartet. Die Inkubationszeit betrug 1
bis 3 min. Durch die Zugabe von 500 pl eisgekiihltem Puffer (0.2 M Tris-HCI pH 7.6 mit 0.6
mM NADH und 2.5 mM Phosphoenolpyruvat) wurde die Reaktion gestoppt. Die Menge an
gebildetem AMP wurde durch die Kopplung mit der Oxidation von NADH {iber PK (4 U),
LDH (15 U) und MK (3.6 U) bei 365 nm quantifiziert.
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S Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum archaeellen Acetatstoffwechsel und
den daran beteiligten Enzymen durchgefiihrt:

1. In den halophilen Archaea Haloarcula marismortui, Halorubrum saccharovorum,
Halococcus saccharolyticus und Haloferax volcanii wurden die Enzyme der
Acetatbildung und der Acetataktivierung identifiziert sowie deren Regulation in
Wachstumsexperimenten, Enzymmessungen in Zellextrakten und Experimenten mit
Zellsuspensionen untersucht.

2. Die identifizierten Enzyme der Acetatbildung, die ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetase
(ACD), und der Acetataktivierung, die AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS), aus
Haloarcula marismortui wurden gereinigt und biochemisch charakterisiert. Die
kodierenden Gene wurden im partiell sequenzierten Genom von Ha. marismortui
identifiziert, heterolog in E. coli exprimiert und die rekombinanten Proteine gereinigt und
biochemisch charakterisiert.

3. Die Gene fiir die putative ACD aus Pyrobaculum aerophilum wurden identifiziert, in E.
coli exprimiert und das gereinigte rekombinante Enzym biochemisch charakterisiert.
AuBerdem wurde das im Genom von P. aerophilum annotierte ACS Gen kloniert und das
iiberexprimierte Protein gereinigt und charakterisiert.

5.1 Identifizierung der Enzyme der Acetatbildung und der
Acetataktivierung in halophilen Archaea

Viele halophile Archaea sind in der Lage, sowohl mit Glucose als auch mit Acetat als
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen. Dabei werden bei Wachstum auf Glucose
groBBere Mengen an Sduren, insbesondere auch Acetat, ins Medium ausgeschieden (Tomlinson
und Hochstein 1972b; Tomlinson und Hochstein 1976; Hochstein 1978; Oren et al. 1988;
Montero et al. 1989; Schéfer et al. 1993; Arahal et al. 1996). Erste Untersuchungen mit Hr.
saccharovorum deuteten darauf hin, dass Acetat, wie fiir andere Archaea beschrieben, iiber
eine ACD gebildet wird (Schéfer et al. 1993). Detaillierte Untersuchungen zur Acetatbildung
sowie zum Wachstum der halophilen Archaea auf Acetat und zum Mechanismus der
Acetataktivierung lagen aber nicht vor.

5.1.1 Wachstumsexperimente

Die Wachstumsexperimente mit Ha. marismortui, Hr. saccharovorum, Hf. volcanii und Hc.
saccharolyticus wurden in Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, die 20% Medium enthielten und
mit 2% einer exponentiell wachsenden, an das jeweilige Substrat adaptierten Vorkultur
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inokuliert wurden. In Tabelle 6 und Tabelle 7 sind die Substratkonzentrationen und die den
Medien zugefligten Mengen an Hefeextrakt und Casaminosduren sowie die

Wachstumsparameter zusammengefasst.

Tabelle 6 Wachstum von Ha. marismortui, Hr. saccharovorum, Hf. volcanii und Hc. saccharolyticus auf
Glucose. AODs7g, Proteinbildung, Verdopplungszeiten und Acetatbildung sind dargestellt. Neben Glucose
enthielten die Medien 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren; n.b. = nicht bestimmt.

Organismus Substrat AODsg Protein gebildet ta (h) Acetat gebildet
(mg/ml) (mM)
25 mM Glucose 6.2 3.5 11 5-10
Ha. marismortui
ohne Glucose 3.2 1.8 15 0
50 mM Glucose 4.7 2.4 11 35-45
Hr. saccharovorum
ohne Glucose 3.2 1.6 16 n.b.
25 mM Glucose 7.2 n.b. 9 9
Hf volcanii
ohne Glucose 4.7 n.b. 12 n.b.
15 mM Glucose 12.0 n.b. 12 2
Hc. saccharolyticus
ohne Glucose 8.1 n.b. 13 n.b.

Wie in Abbildung 4 exemplarisch fiir Ha. marismortui dargestellt, wuchsen alle vier
halophilen Archaea sowohl mit Glucose als auch mit Acetat als Kohlenstoff- und
Energiequelle. Wie Tabelle 6 zeigt, wurden bei Wachstum auf Glucose Verdopplungszeiten
von ca. 11 h und optische Dichten (AODs7g) von 7-11 erreicht. Die Kontrollen ohne Glucose
wuchsen bis zu optischen Dichten von 3-7, sodass sich in allen untersuchten Fillen ein
glucosespezifisches Wachstum einer AODs7g von 2-4 ergab (ca. 1.5 mg/ml Zellprotein). Die
Glucose wurde wihrend der exponentiellen Phase von allen vier untersuchten Organismen
quantitativ verbraucht, wobei parallel Acetat in Konzentrationen von 2-10 mM (Ha.
marismortui, Hf. volcanii, Hc. saccharolyticus) bzw. bis zu 40 mM (Hr. saccharovorum) ins
Medium ausgeschieden wurden. In Abwesenheit der Glucose blieb diese Acetatbildung aus.
Das wihrend der exponentiellen Phase aus der Glucose gebildete Acetat wurde wéhrend der
stationdren Phase anndhernd vollstindig (Ha. marismortui, Hf. volcanii, Hc. saccharolyticus)
bzw. teilweise (20 mM Acetat iiber 20 h, Hr. saccharovorum) wieder aufgenommen,
allerdings ohne dass ein weiteres Wachstum zu verzeichnen war.

Das Medium bei Wachstum auf Acetat enthielt neben Hefeextrakt und 40 mM Acetat im Falle
von Hec. saccharolyticus, Hr. saccharovorum und Hf. volcanii zusitzlich jeweils CaCl, (0.1
g/l), NH4Cl (0.5 g/1) und K,HPO4 (0.05 g/I). Wie in Tabelle 7 dargestellt, wurden bei
Wachstum auf dem Acetatmedium Verdopplungszeiten von ca. 24 h und optische Dichten
(AODs7g) zwischen 1 und 5 erreicht, wobei das Acetat wihrend der exponentiellen Phase
vollstdndig umgesetzt wurde. Bei Wachstum ohne Acetat auf 0.05% Hefeextrakt wurden
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optische Dichten von 0.5 bis 2.7 erreicht, sodass sich in allen untersuchten Fillen ein

acetatspezifisches Wachstum einer AODs7g von ca. 1-2 ergab (ca. 0.5 mg/ml Zellprotein).

Tabelle 7 Wachstum von Ha. marismortui, Hr. saccharovorum, Hf. volcanii und Hc. saccharolyticus auf
Acetat. AODs7g, Proteinbildung und Verdopplungszeiten. Neben Acetat enthielten die Medien 0.05%
Hefeextrakt; n.b. = nicht bestimmt.

Organismus Substrat AODs7g Protein gebildet tq (h)
(mg/ml)

40 mMAcetat 1.6 0.9 25
Ha. marismortui

ohne Acetat 0.4 0.2 25

40 mM Acetat 0.9 0.45 24
Hr. saccharovorum

ohne Acetat 03 0.15 56

40 mM Acetat 2.0 n.b. 14
Hf. volcanii

ohne Acetat 1.3 n.b. 23

40 mM Acetat 5.5 n.b. 27
Hc. saccharolyticus

ohne Acetat 2.8 n.b. 28
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Abbildung 4 Wachstum von Ha. marismortui auf Glucose und Acetat. A Wachstum auf Glucose (25 mM) in
Gegenwart von 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren, Glucoseverbrauch und Acetatbildung, B
Wachstum auf 40 mM Acetat in Gegenwart von 0.05% Hefeextrakt und Acetatverbrauch. Wachstumsversuch in
Erlenmeyerkolben mit 20% Medium und 2% Inokulum, Wachstumstemperatur 37°C, Schiittelgeschwindigkeit
200 Upm. Dargestellt sind die Zunahme der optischen Dichte (AODszg) bei 578 nm und die Glucose- bzw.
Acetatabnahme (mM) in Abhédngigkeit von der Zeit. Wachstum mit Glucose bzw. Acetat (m),Wachstum ohne
Acetat (@), Glucose (A), Acetat (#).
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5.1.2 Enzymaktivititen in unterschiedlichen Wachstumsphasen von Ha. marismortui

Zellextrakte aller vier untersuchten halophilen Archaea wurden auf die Aktivitat der potentiell
acetat- bzw. acety-CoA-umsetztenden Enzyme ACD, ACS, AK und PTA hin untersucht.
AulBlerdem wurden die Aktivititen von Malat Synthase (MS) und Isocitrat Lyase (ICL), den
Schliisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus, bestimmt. Die Zellextrakte wurden jeweils aus
glucosegewachsenen Zellen aus exponentieller und stationdrer Phase und aus
acetatgewachsenen Zellen aus der exponentiellen Phase pripariert. In glucosegewachsenen
Zellen aus der exponentiellen Phase, in der Acetat gebildet wird, konnte in allen untersuchten
Haloarchaea eindeutig ACD Aktivitit nachgewiesen werden, nicht aber die Aktivititen von
AK und PTA. Das wies darauf hin, dass die Acetatbildung in den Haloarchaea von einer ACD
katalysiert wird und nicht von AK und PTA, den ,klassischen* bakteriellen Enzymen der
Acetatbildung. In Zellextrakten acetat- und glucoseadaptierter Zellen aus der stationdren
Phase, in der Acetat aufgenommen wird, konnten sowohl ACD als auch ACS Aktivitit
nachgewiesen werden, aber wiederum nicht die Aktivititen von AK und PTA. Das zeigte
zwar, dass AK und PTA auch bei der Acetataktivierung in Haloarchaea keine Rolle spielen,
der Mechanismus der Acetataktivierung konnte aber wegen des gleichzeitigen
Vorhandenseins von ACS und der in vitro reversiblen ACD nicht eindeutig gekldrt werden.
Dagegen wiesen die in acetatadaptierten Zellen deutlich messbaren Aktivititen von MS
(0.004-0.05 U/mg) und ICL (0.001-0.04 U/mg) darauf hin, dass, wie bei allen anderen
fettsdureverstoffwechselnden Aerobiern, auch in den Haloarchaea der Gyloxylat-Zyklus die
anaplerotische Sequenz bildet.

Um die Mechanismen der Acetatbildung und Acetataktivierung eindeutig identifizieren zu
konnen, wurde die Regulation der Aktivititen von ACD und ACS wéhrend des Wachstums
von Ha. marismortui untersucht. Zusitzlich wurden die Aktivititen der Glucose
Dehydrogenase (Glc-DH) als Indikatorenzym fiir den Glucosemetabolismus und der MS als
Indikatorenzym des Acetatmetabolismus gemessen. Dazu wurden glucose- bzw.
acetatadaptierte Zellen auf Medien tiberimpft, die das jeweils anderen Substrat enthielten.
Zudem wurden Zellen, die an keines der beiden Substrate adaptiert waren, auf ein Medium
tiberimpft, das beide Substrate, Glucose und Acetat, enthielt. AuBerdem wurden
glucoseadaptierte Zellen auf ein Medium tiberimpft, das nur Hefeextrakt enthielt (ohne Acetat
und Glucose). Die Wachstumsexperimente wurden in 2 I-Fermentern durchgefiihrt. In
regelmiBigen Abstinden wurden 100-200 ml der Kulturen geerntet und aus den Uberstinden
die Glucose- und die Acetatkonzentration bestimmt. Zudem wurden die Aktivititen von ACD
und ACS, die Aktivitdt der Glc-DH, des ersten Enzyms im Glucoseabbau von Haloarchaea
iiber einen modifizierten ED-Weg, und die Aktivitit der MS, eines der beiden
Schliisselenzyme des Glyoxylat-Zyklus, gemessen.

Acetatadaptierte Zellen auf Glucose (Abbildung 5). Acetatadaptierte Zellen von Ha.
marismortui aus der exponentiellen Phase wurden auf Medium angeimpft, das neben 0.25%
Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren etwa 20 mM Glucose enthielt. Die Zellen wuchsen

nach einer lag-Phase (10 h) mit einer Verdopplungszeit von 10 h bis zu einer AODs7g von 5.7.
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Dabei wurde die Glucose vollstindig verbraucht. Wéhrend der exponentiellen Phase wurden
etwa 5 mM Acetat gebildet, das mit Eintritt in die stationire Phase innerhalb von 30 h wieder
aufgenommen wurde. Die Aktivitditen der ACD und der Glc-DH stiegen wéhrend der
exponentiellen Phase parallel zum Glucoseverbrauch und zur Acetatbildung von 5 auf 40
mU/mg bzw. von 30 auf 60 mU/mg an. Nach Verbrauch der Glucose nahmen die Aktivitdten
beider Enzyme in der stationdren Phase parallel zum Verbrauch des ausgeschiedenen Acetats
auf 30 mU/mg (ACD) und 40 mU/mg (Glc-DH) ab. Die Aktivititen der MS und der ACS
verhielten sich genau entgegengesetzt: Wéhrend des Glucoseverbrauchs und der
Acetatbildung in der exponentiellen Phase nahm die Aktivitét beider Enzyme von 6 mU/mg
(ACS) und 11 mU/mg (MS) ab, bis beide nicht mehr messbar waren. Beide Enzymaktivititen
stiegen aber nach Verbrauch der Glucose in der stationdren Phase parallel zum
Acetatverbrauch wieder auf 5 mU/mg (ACS) bzw. 7 mU/mg (MS) an.
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Abbildung 5 Enzymaktivititen von Ha. marismortui bei Wachstum acetatadaptierter Zellen auf Glucose.
Acetatgewachsene Zellen wurden auf Medium mit 25 mM Glucose, 0.25% Hefeextrakt und 0.5%
Casaminosduren angeimpft. Die Versuche wurden bei 37°C durchgefiihrt und das Wachstum als Zunahme der
AODs;g (m) verfolgt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden jeweils 100-200 ml der Kultur geerntet und aus
den Mediumiiberstinden die Glucose-(A) und Acetatkonzentration (@) bestimmt. Aus den Zellen wurden
Rohextrakte priapariert und darin die Aktivitidten von ACD (), Glc-DH (¥), ACS (O) und MS (A) gemessen.
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Glucoseadaptierte Zellen auf Acetat (Abbildung 6). Glucoseadaptierte Zellen von Ha.
marismortui aus der exponentiellen Phase wurden auf Medium angeimpft, das 40 mM Acetat
und 0.05% Hefeextrakt enthielt. Zu Beginn wuchsen die Zellen mit einer Verdopplungszeit
von 10 h bis zu einer AODs75 von 0.9. In dieser Zeit konnte keine Acetataufnahme beobachtet
werden, was dafiir spricht, dass das Wachstum in dieser Phase auf die Komplexbestandteile
und die iiber das Inokulum eingebrachte Glucose (1.7 mM) zuriickzufiihren war. Nach 15 h
verlangsamte sich das Wachstum bis zu einer Verdopplungszeit von ca. 50 h. Die Zellen
wuchsen bis zu einer AODs7g von 1.8, wobei nach 90 h das angebotene Acetat quantitativ
verbraucht war und die Zellen in die stationédre Phase eintraten. Die Aktivititen von ACD und
Glc-DH nahmen parallel zum Acetatverbrauch von 70 auf 15 mU/mg bzw. von 80 auf 30
mU/mg ab. Die Aktivitit der MS, die zu Beginn nicht messbar war, stieg nach Verbrauch der
restlichen Glucose im Medium auf 10 mU/mg an. Die Aktivitdt der ACS, die am Anfang des
Versuchs ebenfalls noch nicht messbar war, stieg parallel zum Acetatverbrauch kontinuierlich
bis zu einer Aktivitidt von 10 mU/mg an.
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Abbildung 6 Enzymaktivititen von Ha. marismortui bei Wachstum glucoseadaptierter Zellen auf Acetat.
Glucosegewachsene Zellen wurden auf Medium mit 40 mM Acetat und 0.05% Hefeextrakt angeimpft. Die
Versuche wurden bei 37°C durchgefiihrt und das Wachstum als Zunahme der AODs;5 (m) verfolgt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden jeweils 100-200 ml der Kultur geerntet und aus den Mediumiiberstéinden die
Glucose-(A) und Acetatkonzentration (®) bestimmt. Aus den Zellen wurden Rohextrakte pripariert und darin
die Aktivitidten der ACD (), der Glc-DH (¥), der ACS (O) und der MS (A) gemessen.
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Abbildung 7 Enzymaktivititen von Ha. marismortui bei Wachstum komplexadaptierter Zellen auf
Glucose und Acetat. Zellen, die auf 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosiuren adaptiert waren, wurden auf
Medium mit 10 mM Glucose, 30 mM Acetat sowie 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren angeimpft.
Die Versuche wurden bei 37°C durchgefiihrt und das Wachstum als Zunahme der AODs;g (m) verfolgt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden jeweils 100-200 ml der Kultur geerntet und aus den Mediumiiberstéinden die
Glucose-(A) und Acetatkonzentration (®) bestimmt. Aus den Zellen wurden Rohextrakte pripariert und darin
die Aktivitdten der ACD (), der Glc-DH (), der ACS (O) und der MS (A) gemessen.

Diauxisches Wachstum auf Glucose und Acetat (Abbildung 7). Bisher war in der Doméne
der Archaea weder das Wachstum bei gleichzeitigem Vorhandensein von Glucose und Acetat
im Medium untersucht noch war diauxisches Wachstum auf diesen beiden Substraten
beschrieben worden. Daher wurden Zellen von Ha. marismortui aus der exponentiellen Phase,
die an 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminoséduren adaptiert waren, auf Medium angeimpft,
das neben 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren etwa 10 mM Glucose und 30 mM
Acetat enthielt. Wahrend des biphasischen Wachstums der Zellen auf diesem Medium wurden
die Substrate deutlich sequentiell aufgenommen, wobei Glucose das bevorzugte Substrat war.
Wihrend der ersten Phase des Wachstums wuchsen die Zellen mit einer Verdopplungszeit
von 10 h bis zu einer AODs73 von 4.0 bei gleichzeitigem Verbrauch der Glucose. Nach
vollstandigem Verbrauch der Glucose traten die Zellen in eine sechsstiindige lag-Phase ein.
Danach wuchsen die Zellen unter Verbrauch des Acetats bis zu einer AODs7g von 5.2. Die
Aktivititen von ACD und Glc-DH stiegen parallel zum Glucoseverbrauch von 20 auf 50
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mU/mg bzw. von 25 auf 60 mU/mg an. Nachdem die Glucose verbraucht war, nahmen die
Aktivititen beider Enzyme in der Phase des Acetatverbrauchs auf 20 mU/mg (ACD) und 40
mU/mg (Glc-DH) ab. Die Aktivitit der MS verhielt sich genau entgegengesetzt: Wéhrend des
Glucoseverbrauchs nahm die Aktivitit von ca. 10 mU/mg ab bis keine Aktivitdit mehr messbar
war und stieg nach Verbrauch der Glucose wieder bis zu einer maximalen Aktivitidt von 15
mU/mg an. Die ACS konnte zu Beginn des Versuches nicht nachgewiesen werden und stieg

erst mit einsetzendem Acetatverbrauch auf 15 mU/mg an.

Glucoseadaptierte Zellen auf Hefeextrakt und Casaminosiuren (ohne Acetat oder
Glucose) (Abbildung 8). Glucoseadaptierte Zellen von Ha. marismortui aus der
exponentiellen Phase wurden auf Medium angeimpft, das 0.25% Hefeextrakt und 0.5%
Casaminosiuren enthielt. Die Zellen wuchsen mit einer Verdopplungszeit von 13 h bis zu
einer AODs7g von 2.5. Die liber das Inokulum eingebrachte Glucose (1.7 mM) war dabei nach
15 h verbraucht. In diesem Zeitraum stieg die Acetatkonzentration im Medium von etwa 1

mM auf knapp 2 mM an.
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Abbildung 8 Enzymaktivititen von Ha. marismortui bei Wachstum glucoseadaptierter Zellen auf 0.25%
Hefeextrakt und 0.5% Casaminosiuren ohne Glucose und Acetat. Glucosegewachsene Zellen wurden auf
Medium mit 0.25% Hefeextrakt und 0.5% Casaminosduren angeimpft. Die Versuche wurden bei 37°C
durchgefiihrt und das Wachstum als Zunahme der AODs;5 (m) verfolgt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden
jeweils 100-200 ml der Kultur geerntet und aus den Mediumiiberstinden die Glucose-(A) und
Acetatkonzentration (@) bestimmt. Aus den Zellen wurden Rohextrakte prépariert und darin die Aktivititen der
ACD (), der Glc-DH (¥), der ACS (O) und der MS (A) gemessen.

52



Ergebnisse

Zu Beginn der stationdren Phase war aber auch kein Acetat mehr im Medium nachweisbar.
Die Aktivititen der ACD, der Glc-DH und der MS verhielten sich dabei anndhernd genauso
wie bei Wachstum glucoseadaptierter Zellen auf Acetat: ACD und Glc-DH Aktivitdt nahmen
von 60 auf 20 mU/mg bzw. von 80 auf 40 mU/mg am Ende der exponentiellen Phase ab. Die
MS Aktivitéit, die zu Beginn noch nicht messbar war, stieg nach Verbrauch der restlichen
Glucose auf eine Aktivitdt von ca. 20 mU/mg an. Die Aktivitdt der ACS war dagegen erst am
Ende der exponentiellen Phase messbar und stieg wihrend der stationdren Phase bis auf eine
Aktivitéit von ca. 13 mU/mg an.

In allen vier Experimenten stiegen in Phasen von Glucoseverbrauch und Acetatbildung die
Aktivitdten von ACD und Glc-DH an, wihrend in diesen Phasen die Aktivitdten von ACS und
MS abnahmen. Umgekehrt stiegen in Phasen des Acetatverbrauchs die ACS und die MS
Aktivititen an, wohingegen die Aktivititen von ACD und Glc-DH abnahmen. Zudem zeigten
die Zellen bei diauxischem Wachstum eine sequenzielle Aufnahme der Substrate, wobei
Glucose gegeniiber Acetat bevorzugt metabolisiert wurde. Die Ergebnisse sprechen dafiir,

dass
1. die ACD die Acetatbildung wihrend des Wachstums auf Glucose katalysiert.
2. die ACS die Acetataktivierung wiahrend des Wachstums auf Acetat katalysiert.

3. die Enzyme des Acetatstoffwechsels ACS und MS scheinbar durch Glucose reprimiert
werden.

5.1.3 Acetatverbrauch von Ha. marismortui in Zellsuspensionen

Um weitere Hinweise darauf zu erhalten, dass die Acetataktivierung von der ACS katalysiert
wird, die in vitro reversible ACD aber ausschlielich der Acetatbildung dient, wurden
Experimente mit Zellsuspensionen durchgefiihrt. Dazu wurden Zellsuspensionen acetat- und
glucosegewachsener Zellen sowohl aus der exponentiellen als auch aus der stationdren Phase
in Gegenwart von 40 mM Acetat inkubiert. Wie in Abbildung 9 dargestellt, konnte Acetat nur
von denjenigen Zellen verbraucht werden, die eine ACS enthielten, ndmlich von acetat- und
glucosegewachsenen Zellen aus der stationdren Phase, in der ausgeschiedenes Acetat wieder
aufgenommen wird. Dabei betrug die Rate der Acetataufnahme etwa 4 nmol pro Minute und
mg Protein. Dagegen waren glucosegewachsene Zellen aus der exponentiellen Phase, die
ausschlieBlich ACD, nicht aber ACS Aktivitit aufwiesen, nicht in der Lage in Suspension
Acetat aufzunehmen. Dieser Befund untermauert die Schlussfolgerungen aus den
Untersuchungen zur Regulation der Enzymaktivititen, dass die Acetataktivierung in
Haloarchaea ausschlielich von der ACS katalysiert wird und nicht von der ACD.
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Abbildung 9 Acetatverbrauch in Zellsuspensionen von glucosegewachsenen Zellen aus der exponentiellen
Phase(A), glucosegewachsenen Zellen aus der stationdren Phase (®) und acetatgewachsenen Zellen aus der
exponentiellen Phase (®) von Ha. marismortui. 10 ml Zellsuspension mit 8-10 mg/ml Protein und 40 mM Acetat
wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben inkubiert. Zu den angegeben Zeitpunkten wurde die Menge an
verbrauchtem Acetat bestimmit.

5.2 Reinigung und Charakterisierung der Enzyme der Acetatbildung und
Acetataktivierung in Ha. marismortui: ACD und ACS

Die im Rahmen dieser Arbeit in Haloarchaea identifizierten Enzyme der Acetatbildung
(ACD) und der Acetataktivierung (ACS) wurden aus Ha. marismortui gereinigt und
biochemisch charakterisiert. Im partiell sequenzierten Genom von Ha. marismortui wurden
mit Hilfe der N-Termini die kodierenden Gene fiir eine putative ACD und eine putative ACS
identifiziert. Die kodierende Funktion der Gene wurde mittels Klonierung und funktioneller
Expression in E. coli tiberpriift. Die rekombinanten Enzyme wurden aus Einschlusskorpern
reaktiviert, gereinigt und charakterisiert. Die Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

5.2.1 Reinigung und Charakterisierung der ACD aus Ha. marismortui

Reinigung der nativen ACD. Die ACD wurde aus glucosegewachsenen Zellen bis zur
apparenten Homogenitdt gereinigt. Die Reinigung erfolgte mit einer Hitzefdllung und
nachfolgend mit drei Reinigungsschritten an einer Q Sepharose Saule, einer
Gelfiltrationssdule und einer Phenyl Sepharose Saule. Dabei wurde die ACD 234fach mit
einer Gesamtausbeute von 6% und einer spezifischen Aktivitit von 33 U/mg (37°C)
angereichert, was einem Anteil von 0.4% nativer ACD an loslichem Protein entspricht
(Tabelle 8). Der Reinheitsgrad der ACD wurde nach jedem Reinigungsschritt
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gelelektrophoretisch analysiert. Nach dem letzten Reinigungsschritt zeigte sich auf dem SDS-
Gel nur eine Bande (Abbildung 10). Die apparente native molekulare Masse der ACD aus Ha.
marismortui wurde mit 166 kDa, die der Untereinheit mit 87 kDa bestimmt. Die Ergebnisse

sprechen fiir eine homodimere Struktur des Proteins.

Tabelle 8 Reinigung der ACD aus Ha. marismortui. Die Enzymaktivitit wurde bei 37°C im gekoppelten
Testsystem iiber PK und LDH als Bildung von ADP aus Acetat, ATP und CoA in 0.1 M Tris-HCI pH 9.0 mit 1.5
M KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM Acetat, 2 mM ATP und 1 mM CoA gemessen.

Reinigungsschritt Protein Aktivitét Spez. Aktivitat Ausbeute Anreicherung

(mg) ) (U/mg) (%) (-fach)
Zellfreier Extrakt 1496 209 0.14 100 1
Hitzeféllung 817 160 0.2 77 1.5
Q Sepharose 8.96 75 8.94 33 56.4
Superdex 200 1.16 30 25.9 14 185.0
Phenyl Sepharose 0.35 12 329 6 234.1
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Abbildung 10 Reinigung der ACD aus Ha. marismortui. SDS-PAGE und anschlieBende Férbung mit
Coomassie Brilliantblau von aufeinanderfolgenden Reinigungsschritten. Die Pfeile auf der linken Seite deuten
auf die Markerproteine, der Pfeil rechts auf die Bande des gereinigten Enzyms. Spur 1:
Molekulargewichtsstandard; Spur 2: zellfreier Rohextrakt; Spur 3: nach Hitzefdllung; Spur 4: nach Q
Sepharose; Spur 5: nach Superdex; Spur 6: nach Phenyl Sepharose.

Die N-terminale Aminosduresequenz (20 Aminosduren) der Untereinheit der gereinigten
ACD wurde bestimmt mit: GRLSTLFAPERVAVVGATDS und war identisch zur N-
terminalen Sequenz eines ORFs aus dem Contigl58 im partiell sequenzierten Genom von Ha.
marismortui (Zhang et al. 2003). Die kodierende Sequenz dieses ORFs, im Folgenden als acd
bezeichnet, startet mit ATG und endet mit TGA (siche Anhang).

Klonierung, Expression und Reinigung der rekombinanten ACD. Das acd Gen aus Ha.
marismortui, das fir eine hypothetische ACD kodiert und mit Hilfe des N-Terminus der nativ
gereinigten ACD aus Ha. marismortui identifiziert wurde, besteht aus 2106 Basenpaaren und
kodiert fiir ein Polypeptid mit 701 Aminoséduren, was einer kalkulierten molekularen Masse
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von 74.3 kDa entspricht. Das Gen wurde in den Vektor pET17b kloniert und zur Expression
in E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert. Nach Uberexpression eines 85 kDa
Proteins in Einschlusskorpern wurde dieses durch Entfaltung in 8 M Harnstoff und
anschliefender Riickfaltung in 3 M KCI reaktiviert. Dabei zeigte sich, dass die maximale
ACD Aktivitdt nach 20 h Inkubation im Riickfaltepuffer erreicht war und durch weitere
Inkubation nicht mehr gesteigert werden konnte. Das rekombinante Enzym wurde
anschliefend mittels Ammoniumsulfatfallung und zweier sdulenchromatographischer Schritte
an einer Gelfiltrationssdule und an einer Phenyl Sepharose Séule bis zur apparenten
Homogenitdt gereinigt. Die ACD ergab eine 85 kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel
und wies eine spezifische Aktivitdt von 30 U/mg (37°C, in Richtung der Acetatbildung) auf.
Das native apparente Molekulargewicht wurde mit 162 kDa bestimmt. Die Ergebnisse
sprechen fiir eine homodimere Struktur des Proteins.

Biochemische Charakterisierung der ACD. Die nativ und die rekombinant gereinigte ACD
aus Ha. marismortui wurden in Bezug auf katalytische Eigenschaften, Temperaturoptimum,
optimale Salzkonzentrationen fiir Aktivitdit und Stabilitdit und in Bezug auf die
Substratspezifitdt biochemisch charakterisiert. Dabei ergaben sich fiir die rekombinante ACD
sehr dhnliche Ergebnisse wie fiir die nativ gereinigte ACD.

Katalytische FEigenschaften. Die ACD aus Ha. marismortui katalysiert die reversible
Reaktion: Acetat + ATP + CoA S Acetyl-CoA + ADP + P;. Die Abhéngigkeit der Rate folgte
in beiden Reaktionsrichtungen einer Michaelis-Menten Kinetik. Die apparenten Vyax- und K-
Werte, die aus den Darstellungen nach Lineweaver-Burk ermittelt wurden, betrugen fiir das
native Enzym in Richtung der Acetatbildung 48 U/mg, 0.45 mM (Acetyl-CoA), 0.046 mM
(ADP) und 1.98 mM (P;), und in Richtung der Acetyl-CoA Bildung 40 U/mg, 1.1 mM
(Acetat), 0.08 mM (CoA) und 0.3 mM (ATP). Fiir das rekombinante Enzym wurden Werte in
dhnlicher GroBenordnung ermittelt (Tabelle 9). Das pH-Optimum der ACD lag bei pH 7.5,
wobei noch 60% der Aktivitit bei pH 6.5 und 8.5 gemessen wurde. Das Temperaturoptimum
lag bei 43°C. Die Darstellung der Daten nach Arrhenius ergab einen linearen Bereich
zwischen 24°C und 37°C, daraus wurde eine Aktivierungsenergie von 57 kJ/mol ermittelt.
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Tabelle 9 Molekulare und kinetische Eigenschaften der nativen und rekombinanten ACD aus Ha.
marismortui. n.b. = nicht bestimmt; die kinetischen Konstanten wurden bei 37°C bestimmt.

Substrat natives Enzym rekombinantes
Enzym
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 166 162
Apparente molekulare Masse der Untereinheit 87 &5
(kDa)
Oligomere Struktur o o
Apparenter K,,-Wert (mM) Acetyl-CoA 0.45 0.41
ADP 0.05 0.02
P; 1.98 1.3
Apparenter Vi, -Wert (U/mg) 48 34
(in Richtung der Acetatbildung)
Apparenter K,,-Wert(mM) Acetate 2.6 1.7
ATP 0.33 0.38
CoA-SH 0.08 0.06
Apparenter Vy.,-Wert (U/mg) 40 36
(in Richtung der Acetyl-CoA Bildung)
pH-Optimum 7.5 n.b.
Temperaturoptimum (°C) 43 n.b.
Arrhenius Aktivierungsenergie (24-37°C) (kJ/mol) 57 n.b.

Optimale Salzkonzentration fiir Aktivitdt und Stabilitdt. Die Aktivitit der ACD wurde in
Abhingigkeit von der Konzentration an KCI und NaCl in Gegenwart von 30 mM MgCl,
getestet. Dabei zeigte sich, dass die Aktivitit von KCl und NaCl weitgehend unabhéngig war.
Bei NaCl-Konzentrationen liber 2 M wurde das Enzym leicht inhibiert (70% Restaktivitét bei
3 M NaCl). Die fiir die Aktivitit des Enzyms optimale MgCl,-Konzentration lag sowohl unter
Hochsalz- als auch unter Niedrigsalzbedingungen bei 30 mM. Die Untersuchungen zur
Abhingigkeit der Stabilitdt des gereinigten Enzyms von der Salzkonzentration zeigten, dass
die ACD nur unter Hochsalzbedingungen (3 M) tiber 48 h stabil war. KCI konnte sehr effektiv
durch 20% Glycerol ersetzt werden. Unter Niedrigsalzbedingungen war nach 48 h anndhernd

keine Aktivitdt mehr messbar. Die Halbwertszeit unter diesen Bedingungen betrug etwa 5 h
(Abbildung 11).
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Abbildung 11 Stabilitiit der ACD aus Ha. marismortui in Abhéngigkeit von der Salzkonzentration.
Restaktivitdt des nativen Enzyms nach Inkubation bei 4°C in 100 mM Tris-HCI pH7.5 mit 30 mM MgCl, (O),
30 mM MgCl, und 20% Glycerol (m) und 30 mM MgCl, und 3 M KCI (A). 100% Aktivitit entsprachen 35
U/mg.

Substratspezifitdt. Als Substrate fiir die ACD aus Ha. marismortui wurden neben Acetat
verschiedene unverzweigte und verzweigte Acyl-Sduren sowie Aryl-Sduren getestet. Dabei
zeigte sich, dass das Enzym neben Acetat (100%) mit anndhernd gleicher Effizienz die
unverzweigten, kurzkettigen Acyl-Sduren Propionat (108%) und Butyrat (98%) und weniger
effizient auch die verzweigten Acyl-Sduren Isobutyrat (38%) und Isovalerat (25%) umsetzte.
Mit Isobutyrat zeigte die ACD eine Substrathemmung: Maximale Aktivitit wurde bei 2.5 mM
Isobutyrat (38%) erreicht. Bei Konzentrationen von {liber 2.5 mM sank die Aktivitét ab, bei 10
mM war keine Isobutyratumsetzung mehr messbar. Der K,-Wert flir Isobutyrat lag bei 0.6
mM (Abbildung 12). Die Aryl-Sduren Phenylacetat und Indol-3-acetat sowie die
Dicarbonsduren Succinat und Fumarat wurden nicht als Substrat akzeptiert. ATP (100%)
konnte nur sehr ineffizient durch GTP (11%) ersetzt werden. In der physiologischen Richtung
war das Enzym spezifisch fiir Acetyl-CoA und ADP (100%). Phenylacetyl-CoA (1%) und
GDP (5%) wurden nicht als Substrate akzeptiert.
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Abbildung 12  Spezifitit fiir verschiedene organische Siduren und Abhingigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit der ACD aus Ha. marismortui von der Isobutyratkonzentration. A Spezifische
Aktivitat der nativen (schwarze Balken) und rekombinanten (graue Balken) ACD mit verschiedenen organischen
Sauren (jeweils 10 mM), Isobutyrat und Isovalerat (2.5 mM). B Abhéngigkeit der spezifischen Aktivitit von der
Isobutyratkonzentration. Der Einschub zeigt die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk. Die
Testansétze enthielten 0.9 pg Protein.

Die Ergebnisse zeigen, dass die ACD ein mesophiles Enzym ist, das - den
Wachstumsbedingungen von Ha. marismortui entsprechend - hohe Salzkonzentrationen fiir
die Stabilitdt benotigte. Die ACD zeigte zudem eine dhnliche Substratspezifitit wie die ACD 1
aus P. furiosus, was vermuten ldsst, dass der Ha. marismortui ACD eine Funktion im

Kohlenhydratstoffwechsel zukommt.

5.2.2 Reinigung und Charakterisierung der ACS aus Ha. marismortui

Reinigung der nativen ACS. Die ACS wurde aus Acetat-gewachsenen Zellen bis zur
apparenten Homogenitdt gereinigt. Die Reinigung erfolgte mit einer Hitzefdllung und
nachfolgend mit drei Reinigungsschritten an einer Q Sepharose Séule, einer Phenyl Sepharose
Sdule und einer Gelfiltrationssdule. Dabei wurde die ACS 268fach mit einer Gesamtausbeute
von 28% und einer spezifischen Aktivitit von 13 U/mg (37°C) angereichert, was einem Anteil
von 0.4% nativer ACS an loslichem Protein entspricht (Tabelle 10). Der Reinheitsgrad der
ACS wurde nach jedem Reinigungsschritt gelelektrophoretisch analysiert. Nach dem letzten
Reinigungsschritt zeigte sich auf dem SDS-Gel nur eine Bande (Abbildung 13). Die apparente
native molekulare Masse der ACS aus Ha. marismortui wurde mit 72 kDa, die der
Untereinheit mit 89 kDa bestimmt. Die Ergebnisse sprechen fiir eine monomere Struktur des
Proteins (Tabelle 11).
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Tabelle 10 Reinigung der ACS aus Ha. marismortui. Die Enzymaktivitit wurde bei 37°C im Hydroxamat-Test
als Bildung von Acetyl-CoA aus Acetat, ATP und CoA in 0.1 M Tris-HCI pH 7.5 mit 700 mM
Hydroxylammoniumhydrochlorid, 30 mM MgCl,, 400 mM Kalium-Acetat, 10 mM ATP und 1 mM CoA

gemessen.

Reinigungsschritt Protein Aktivitdt Spez. Aktivitéit Ausbeute Anreicherung
(mg) L) (U/mg) (%) (-fach)

Zellfreier Extrakt 1705 85 0.05 100 1
Hitzeféllung 755 186 0.246 216 4.9
Q Sepharose 39.8 106 2.66 125 53.2
Phenyl Sepharose 4.93 42 8.5 49 169
Superdex 200 1.79 24 13.4 28 268

Die N-terminale Aminosduresequenz (20 Aminosduren) der gereinigten ACS wurde
bestimmt mit: MDEDVQLEARLEEQEVFE und war identisch zur N-terminalen Sequenz
eines ORFs aus dem Contigl47 im partiell sequenzierten Genom von Ha. marismortui
(Zhang et al. 2003). Die kodierende Sequenz dieses ORFs, im Folgenden als acs bezeichnet,
startet mit ATG und endet mit TGA (siche Anhang).

kDa 1 2 3 4 5 6 7
16— s o mlee same v | <s— 39 kDa
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Abbildung 13 Reinigung der ACS aus Ha. marismortui. SDS-PAGE und anschlieBende Férbung mit
Coomassie Brilliantblau von aufeinanderfolgenden Reinigungsschritten. Die Pfeile auf der linken Seite deuten
auf die Markerproteine, der Pfeil rechts auf die Bande des gereinigten Enzyms. Spur 1:
Molekulargewichtsstandard; Spur 2: zellfreier Rohextrakt; Spur 3: nach Hitzefdllung; Spur 4: nach Q
Sepharose; Spur 5: nach Phenyl Sepharose; Spur 6: nach Superdex; Spur 7: Molekulargewichtsstandard.

Klonierung, Expression und Reinigung der rekombinanten ACS. Das acs Gen aus Ha.
marismortui, das fiir eine hypothetische ACS kodiert und mit Hilfe des N-Terminus der nativ
gereinigten ACS aus Ha. marismortui identifiziert wurde, besteht aus 1995 Basenpaaren und
kodiert fiir ein Polypeptid mit 664 Aminosduren, was einer kalkulierten molekularen Masse
von 74.2 kDa entspricht. Das Gen wurde in den Vektor pET17b kloniert und zur Expression
in E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL transformiert. Nach Uberexpression eines 89 kDa
Proteins in Einschlusskorpern wurde dieses durch Entfaltung in 8 M Harnstoff und
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anschlieBender Riickfaltung in 2 M Kgl reaktiviert. Dabei zeigte sich, dass die ACS Aktivitét
nach 60 h Inkubation im Riickfaltepuffer bis auf ca. 0.06 U/ml anstieg, was einer spezifischen
Aktivitdit von ca. 2 U/mg entsprach (Abbildung 14). Das rekombinante Enzym wurde
anschliefend mittels Ammoniumsulfatfiallung und zweier sdulenchromatographischer Schritte
an einer Phenyl Sepharose Sédule und einer Gelfiltrationssdule bis zur apparenten Homogenitit
gereinigt. Die ACS ergab eine 89 kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel und wies eine
spezifische Aktivitit von 25 U/mg auf (37°C, in Richtung der Acetyl-CoA Bildung). Das
native apparente Molekulargewicht wurde mit 72 kDa bestimmt. Die Ergebnisse sprechen fiir

eine monomere Struktur des Proteins
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Abbildung 14 Riickfaltung der rekombinanten ACS nach Entfaltung in 8 M Harnstoff. 13 mg entfaltetes
Protein wurden in 500 ml Rickfaltepuffer bei 4°C inkubiert. Der Riickfaltepuffer enthielt 20 mM Tris-HCI pH
7.5 mit 2 M KCl, 2 mM EDTA, 2.5 mM Na-Acetat, 2 mM ATP, 10 uM CoA, 3 mM GSH, 0.3 mM GSSG. Die
Aktivitiat wurde in Richtung der Acetatbildung mit dem Ellman-Test bestimmt.

Biochemische Charakterisierung der ACS. Die nativ und die rekombinant gereinigte ACS
aus Ha. marismortui wurden in Bezug auf katalytische Eigenschaften, Temperaturoptimum,
optimale Salzkonzentrationen fiir Aktivitdit und Stabilitit und in Bezug auf die
Substratspezifitit biochemisch charakterisiert. Dabei ergaben sich fiir die rekombinante ACS
sehr dhnliche Ergebnisse wie fiir die nativ gereinigte ACS.
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Tabelle 11 Molekulare und kinetische Eigenschaften der nativen und rekombinanten ACS aus Ha.
marismortui. n.b. = nicht bestimmt, die kinetischen Konstanten wurden bei 37°C bestimmt.

Substrat natives Enzym  rekombinantes Enzym
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 72 72
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 89 &9
Oligomere Struktur o o
Apparenter K,,-Wert (mM) Acetyl-CoA 0.41 1.08
AMP 0.25 0.36
PP; 0.38 0.43
Apparenter Vy.,-Wert (U/mg) 6.2 4.1
(in Richtung der Acetatbildung)
Apparenter K,,-Wert (mM) Acetate 0.23 0.36
ATP 0.56 0.35
CoA-SH 0.38 0.31
Apparenter Vy,-Wert (U/mg) 26 26
(in Richtung der Acetyl-CoA Bildung)
pH-Optimum 7.5 n.b.
Temperaturoptimum (°C) 41 n.b.
Arrhenius Aktivierungsenergie (25-39°C) (kJ/mol) 97 n.b.

Katalytische Eigenschaften. Die ACS aus Ha. marismortui katalysiert die Reaktion: Acetat +
ATP + CoA — Acetyl-CoA + AMP + PP;. Die Abhéngigkeit der Rate folgte in beiden
Reaktionsrichtungen einer Michaelis-Menten Kinetik. Die apparenten V.- und K,-Werte,
die aus den Darstellungen nach Lineweaver-Burk ermittelt wurden, betrugen flir das native
Enzym in Richtung der Acetyl-CoA Bildung 26 U/mg, 0.23 mM (Acetat), 0.38 mM (CoA)
and 0.56 mM (ATP) und in Richtung der Acetatbildung 6.2 U/mg, 0.41 mM (Acetyl-CoA),
0.25 mM (AMP) und 0.38 mM (PP;). Fiir das rekombinante Enzym wurden Werte in
dhnlicher Groflenordnung ermittelt (Tabelle 11). Das pH-Optimum der ACS lag bei pH 7.5,
wobei noch 30 bis 40% der Aktivitdit bei pH 6.5 und 8.5 gemessen wurden. Das
Temperaturoptimum lag bei 41°C. Die Darstellung der Daten nach Arrhenius ergab einen
linearen Bereich zwischen 25 und 39°C, daraus wurde eine Aktivierungsenergie von 97
kJ/mol ermittelt.

Optimale Salzkonzentration fiir Aktivitdt und Stabilitdt. Die Aktivitit der ACS wurde in
Abhingigkeit von der Konzentration an KCI und NaCl (je 0-3 M) in Gegenwart von 5 mM
MgCl, getestet. Das Enzym zeigte maximale Aktivitdit zwischen 1.0 und 1.5 M KCI
(Optimum bei 1.25 M KCI), bei KCI-Konzentrationen von 0.5 M und 2.5 M wurden noch
50% bzw. 60% der Aktivitit gemessen. Dagegen hatte NaCl inhibitorischen Effekt: Zwischen
0.5 und 3 M NaCl zeigte das Enzym nur noch ca. 20% der Maximalaktivitit (Abbildung 15).
Die Aktivitit der ACS war in Anwesenheit von 1.25 M KCI zwischen 3.5 und 15 mM MgCl,
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am hochsten (optimal bei 5mM). Die Stabilititskurven des gereinigten Enzyms in
Abhingigkeit von der Salzkonzentration zeigten jeweils in Gegenwart von 20 mM MgCl,
sowohl in Hochsalz-Puffer (3 M) als auch in Niedrigsalz-Puffer mit und ohne 20% Glycerol
iber 48 h die gleichen Verldufe. Hier erschien eher die experimentell notwendige
Herabsetzung der Proteinkonzentration eine destabilisierende Wirkung auf die ACS zu haben.
Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafiir, dass im Gegensatz zur ACD aus Ha. marismortui
die ACS Hochsalzbedingungen fiir die Aktivitét, nicht aber fiir die Stabilitdt benotigt.
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Abbildung 15 Salzabhéngigkeit der Aktivitit und Substratspezifitit der ACS aus Ha. marismortui. A
Spezifische Aktivitdt des nativen Enzyms in Abhéngigkeit von der KCl- (A) und der NaCl- (@) Konzentration in
Gegenwart von 5 mM MgCl,. B Spezifische Aktivitdt der nativen (schwarze Balken) und rekombinanten (graue
Balken) ACS mit verschiedenen organischen Sduren (jeweils 2.5 mM).

Substratspezifitdt. Als Substrate fiir die ACS aus Ha. marismortui wurden neben Acetat
verschiedene unverzweigte und verzweigte Acyl-Sduren sowie Aryl-Sduren getestet. Dabei
zeigte sich, dass das Enzym spezifisch fiir Acetat (100%) war. Mit deutlich verminderter
Effizienz wurde nur Propionat (32%) umgesetzt. Die anderen getesteten kurzkettigen Acyl-
Sduren Butyrat und Formiat sowie die Dicarbonsduren Succinat und Fumarat, die verzweigten
Acyl-Sduren Isobutyrat und Isovalerat oder die Aryl-Sduren Phenylacetat und Benzoat

wurden nicht als Substrat akzeptiert.
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53 ACD wund ACS aus dem hyperthermophilen Crenarchaeon

P. aerophilum

Eine ACD wurde in Rohextrakten vieler hyperthermophiler, acetatbildender Archaea, wie
Pyrococcus, Thermococcus, Archaeoglobus, Thermoplasma, Desulfurococcus und
Hyperthermus nachgewiesen (Schifer und Schonheit 1991; Schifer et al. 1993; Labes und
Schonheit 2001). Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem in hefeextraktgewachsenen Zellen
von P. aerophilum eine ACD mit 0.013 U/mg gemessen werden. Wihrend die
euryarchaeellen Enzyme aus Pyrococcus furiosus, Archaeoglobus fulgidus, Methanococcus
jannaschii (Mai und Adams 1996; Glasemacher et al. 1997; Musfeldt et al. 1999; Musfeldt
und Schonheit 2002) und auch aus dem mesophilen Haloarchaeon Haloarcula marismortui,
wie hier beschrieben, gereinigt und biochemisch charakterisiert sind, fehlen solche
Untersuchungen fiir die crenarchaeellen Enzyme. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei
ORFs, PAE3250 und PAE3249, identifiziert, die putativ fiir die o- und die B-Untereinheiten
einer ACD kodieren. PAE3250 und PAE3249 wurden kloniert und getrennt in E. coli
exprimiert. Diese getrennt exprimierten Untereinheiten wurden zum aktiven Enzym

rekonstituiert und dieses anschliefend gereinigt und biochemisch charakterisiert.

Bisher waren einige mesophile ACS aus den Doménen der Bacteria und Eukarya gereinigt
und biochemisch charakterisiert. Dagegen lagen detaillierte biochemische Untersuchungen
nur zu einer archaeellen ACS, der aus Methanosaeta consilii (ehem. Methanotrix soehngenii)
(Jetten et al. 1989; Teh und Zinder 1992), und, wie in dieser Arbeit beschrieben, zu der ACS
aus dem mesophilen Euryarchaecon Haloarcula marismortui vor. Eine hyperthermophile ACS
ist aber bisher nicht beschrieben worden. Im vollstindig sequenzierten Genom von P.
aerophilum (Fitz-Gibbon et al. 2002) waren Gene annotiert, die fiir eine putative ACS
kodieren, wobei der ORF PAE2867 die groBte Ahnlichkeit zu den bisher charakterisierten
ACS hatte. Dieser wurde kloniert, exprimiert und das gereinigte Enzym biochemisch
charakterisiert.

5.3.1 Identifizierung und Charakterisierung der ACD aus P. aerophilum

Identifizierung einer ACD in P. aerophilum. Im Genom von P. aerophilum konnten mit
BLAST-P Suche (Altschul et al. 1990) die ORFs PAE3250 und PAE3249 als hypothetische
Gene der o- und der B-Untereinheit einer ACD identifiziert werden. ORF PAE3250 zeigte
40% Identitit zur Sequenz der o-Untereinheit aus P. furiosus (ACD I) und ORF PAE3249
zeigte 48% Identitit zur Sequenz der [-Untereinheit aus P. furiosus (ACD 1I).
Sequenzvergleiche und die Kristallstruktur der Succinyl-CoA Synthetase aus E. coli, die zur
gleichen Proteinfamilie gehort, ergaben auflerdem, dass ein fiir die katalytische Aktivitit
essentieller Histidinrest auch in ORF PAE3250 vorhanden ist (Majumdar et al. 1991;
Wolodko et al. 1994; Fraser et al. 1999). Interessanterweise lagen PAE3250 und PAE3249
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hintereinander {iberlappend im Genom vor, wobei Thymin und Guanin des Stop-Codons TGA
von PAE3250 gleichzeitig Thymin und Guanin des Start-Codons ATG von PAE3249 bildeten
(Abbildung 16). Beide ORFs bildeten also eindeutig keinen einheitlichen Leserahmen und
kodieren somit nicht fiir ein aus o- und B-Untereinheit fusioniertes Protein wie es fiir A.
fulgidus und M. jannaschii beschrieben wurde (Musfeldt und Schonheit 2002). Beide Gene
liegen aber auch nicht, wie fiir P. furiosus beschrieben, an unterschiedlichen Orten verteilt auf
dem Chromosom (Musfeldt et al. 1999). Die ungewdhnliche Struktur, die die beiden ORFs
aufweisen, war bisher noch fiir keines der identifizierten ACD Gene beschrieben worden. Um
zu priifen, ob die ORFs PAE3250 und PAE3249 fiir eine funktionelle ACD kodieren, wurden
beide kloniert, die getrennt exprimierten Untereinheiten zum aktiven Enzym rekonstituiert
und dieses charakterisiert.

g 2081 bp

-

PAE3250 1386 bp PAE3249 699 bp

AGATTAGGAGGAGGCTATGACCCACCCAATTGTGGCTAGG
M T H P I V A R

E I R R R L *

Abbildung 16 Schematische Darstellung der Lage der ORFs PAE3250 und PAE3249 auf dem Chromosom
von P. aerophilum. Der Einschub zeigt die Nukleinsduresequenz des tiberlappenden Bereiches beider ORFs und
deren C- (PAE3250) bzw. N-terminale (PAE3249) Aminosduresequenz.

Der ORF PAE3250 besteht aus 1386 Basenpaaren und kodiert fiir ein Polypeptid mit 461
Aminoséuren, was einer kalkulierten molekularen Masse von 50.1 kDa entspricht. Der ORF
PAE3249 besteht aus 699 Basenpaaren und kodiert fiir ein Polypeptid mit 232 Aminoséuren,
was einer kalkulierten molekularen Masse von 25.7 kDa entspricht. Die kodierende Funktion
beider ORFs wurde mittels funktioneller Expression in E. coli nachgewiesen. Dazu wurden
beide Gene jeweils in den Vektor pET17b kloniert und zur Expression in E. coli BL21(DE3)-
CodonPlus-RIL transformiert. Nach getrennter Uberexpression eines 50 und eines 27 kDa
Proteins wurden diese im Verhéltnis von etwa 1:1 gemischt und eine Stunde auf Eis inkubiert.
Nach einem 30miniitigen Hitzeschritt bei 75°C wurde das so rekonstituierte Protein an einer
Q Sepharose Sdule und an einer Gelfiltrationsséule bis zur apparenten Homogenitdt gereinigt.
Das Protein ergab eine 50 und eine 28 kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel
(Abbildung 17) und wies eine spezifische ACD Aktivitit von etwa 13 U/mg (85°C) auf. Die
native apparente molekulare Masse konnte weder mit Gelfiltration noch mit analytischer
Ultrazentrifugation eindeutig geklart werden. Gelfiltrationen ergaben ein natives
Molekulargewicht von 450-920 kDa. Die Ultrazentrifugationen ergaben, dass die Molekiile
stark aggregiert sind (2000-3000 kDa). Zu einem geringen Prozentsatz war eine zweite
Spezies mit 300-800 kDa vorhanden. Aus diesen Ergebnissen lédsst sich keine eindeutige
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Aussage lber die native molekulare Masse und damit zur oligomeren Struktur des Enzyms
ableiten. Insgesamt sprechen die Ergebnisse aber dafiir, dass die ACD aus P. aerophilum eine
erheblich hohere molekulare Masse und einen hoheren Oligomerisierungsgrad aufweist als
die bisher charakterisierten ACD, deren molekulare Masse bei 150 kDa liegt. Im Folgenden
werden die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung der ACD aus P. aerophilum
dargestellt. kDa 1 2

116.0 —m | e
66.2 —m | s
45.0 —o= s |~ 50kDa

350 — | wem

——
25.0 — i | e 28 kDa

18.4 —m=

144 —p | e

Abbildung 17 Reinigung der rekombinanten ACD aus P. aerophilum. SDS-PAGE und anschlieende
Farbung mit Coomassie Brilliantblau von gereinigter ACD. Pfeile auf der linken Seite deuten auf die
Markerproteine, die Pfeile rechts auf die Banden der Untereinheiten der ACD.

Tabelle 12 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten ACD aus P. aerophilum. Die
kinetischen Konstanten wurden bei 37°C bestimmt.

Substrat ACD
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) (> 150 kDa)
Apparente molekulare Masse der Untereinheiten (kDa) o 50

B 28

Oligomere Struktur ?
Apparenter K,,-Wert (mM) Acetyl-CoA 0.12

ADP 0.14

P; 1.3
Apparenter Vy,,-Wert (in Richtung der Acetatbildung, U/mg) 12
Vinax/ Kn-Wert (mit Acetyl-CoA) 100
Apparenter K,-Wert (mM) Isobutyryl-CoA 0.04
Apparenter V,..-Wert (in Richtung der Isobutyratbildung, U/mg) 11
Vina/ Kni-Wert (mit Isobutyryl-CoA) 300
Apparenter K,,-Wert(mM) Phenylacetyl-CoA 0.11
Apparenter V,,..-Wert (in Richtung der Phenylacetatbildung, U/mg) 7
Vinax/ Ki-Wert (mit Phenylacetyl-CoA) 64
pH-Optimum 6.5
Temperaturoptimum >93
Arrhenius Aktivierungsenergie (27-93°C) (KJ/mol) 114
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Biochemische Charakterisierung. Die kinetischen und thermophilen Eigenschaften der
ACD aus P. aerophilum wurden analysiert. Die apparenten K,- und Vy.,c-Werte wurden in
Richtung der Acetatbildung gemessen und folgten einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die K-
Werte wurden mit 0.12 mM (Acetyl-CoA), 0.14 mM (ADP) und 1.3 mM (P;), der Vi.-Wert
mit 12 U/mg bestimmt. In Richtung der Acetyl-CoA Bildung war unter den gewdihlten
Bedingungen keine Aktivitdt messbar, was zuvor bereits auch fiir die rekombinante ACD aus

M. jannaschii beschrieben worden ist.
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Abbildung 18 Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der rekombinanten ACD aus P. aerophilum
von der Substratkonzentration. Dargestellt ist die spezifische Aktivitdt bei 85°C in Abhingigkeit von der
Acetyl-CoA- (A), der Isobutyryl-CoA- (B) und der Phenylacetyl-CoA- (C) Konzentration. Die Konzentration
von ADP und P; betrug jeweils 2 mM bzw. 5 mM. Die Einschiibe zeigen dieselben Daten in der doppelt
reziproken Auftragung nach Lineweaver-Burk. Die Testansitze enthielten jeweils 0.5 pg Protein.
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Die Aktivitidt der ACD wurde mit Isobutyryl-CoA und Phenylacetyl-CoA gemessen. Es zeigte
sich, dass im Vergleich zu Acetyl-CoA das Enzym Isobutyryl-CoA mit mehr als 90% der
Aktivitdt (11 U/mg) und Phenylacetyl-CoA mit etwa 60% der Aktivitit (7 U/mg) umsetzte.
Die K,-Werte betrugen 0.04 mM fiir Isobutyryl-CoA und 0.11 mM fiir Phenylacetyl-CoA
(Abbildung 18). Aus der Ermittlung der V,../K,,-Werte ergab sich, dass Isobutyryl-CoA mit
dreifach hoherer Effizienz als Acetyl-CoA und fiinffach hoherer Effizienz als Phenylacetyl-
CoA umgesetzt wird.

Das Temperaturoptimum der ACD aus P. aerophilum wurde getestet. Bis zur hochsten
getesteten Temperatur von 93°C stieg die Aktivitit exponentiell an, damit lag das
Temperaturoptimum tiiber 93°C. Die Darstellung der Daten nach Arrhenius ergab einen
linearen Bereich zwischen 27°C und 93°C, daraus wurde eine Aktivierungsenergie von 114
kJ/mol ermittelt. Die Thermostabilitidt wurde iiber einen Zeitraum von 120 Minuten getestet.
Bei 80°C konnte kein signifikanter Aktivitdtsverlust beobachtet werden, bei 90°C betrug die
Halbwertszeit 105 Minuten und bei 100°C 13 Minuten. Die Zugabe von 1 M (NH4),SO4
konnte die ACD gegen die Hitzeinaktivierung bei 100°C stabilisieren, d.h. nach 120 Minuten
wurden noch anndhernd 100% der Aktivitit gemessen.
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Abbildung 19 Temperaturabhingigkeit der Aktivitit und Thermostabilitit der ACD aus P. aerophilum. A
Spezifische Aktivitdt in Abhéngigkeit von der Temperatur. B Thermostabilitdt nach Inkubation bei 80°C (A),
90°C (@), 100°C (m) und 100°C mit 1 M (NH,),SO, (). 100% Aktivitdt entsprechen etwa 8 U/mg.

Die Ergebnisse zeigen, dass die ORFs PAE3250 und PAE3249 fiir eine funktionelle ACD
kodieren. Damit wurde die erste crenarchaeelle ACD charakterisiert, die in Bezug auf die
Genstruktur und in Bezug auf ihre Substratspezifitit fir ACD bisher einzigartige
Eigenschaften aufweist. Mit der Substratspezifitit fiir unverzweigte und verzweigte
Acylsduren sowie zusitzlich fiir Arylsduren vereinigt dieses Enzym die Substratspezifititen
beider ACD Isoenzyme, ACD I und ACD 11, aus P. furiosus.
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5.3.2 Klonierung, Expression und Charakterisierung der rekombinanten ACS aus P.
aerophilum

Identifizierung einer ACS in P. aerophilum. Der ORF PAE2867 aus dem Genom von P.
aerophilum ist aufgrund seiner Ahnlichkeit zu anderen ACS als hypothetisches ACS Gen
annotiert (Fitz-Gibbon et al. 2002). Das Gen besteht aus 2013 Basenpaaren und kodiert fiir ein
Polypeptid mit 670 Aminosduren, was einer kalkulierten molekularen Masse von 76.2 kDa
entspricht. Um zu priifen, ob der ORF PAE2867 fiir eine funktionelle ACS kodiert, wurde das
Gen in den Vektor pET17b kloniert und zur Expression in E. coli BL21(DE3)-CodonPlus-RIL
transformiert. Nach Uberexpression eines 77 kDa Proteins wurde dieses iiber zwei
Hitzeschritte bei 75°C und 86°C und an einer Gelfiltrationssdule bis zur apparenten
Homogenitdt gereinigt. Die ACS ergab eine 77 kDa Bande auf einem SDS-Polyacrylamidgel
(Abbildung 20) und wies eine spezifische ACS Aktivitdit von etwa 37 U/mg (85°C, in
Richtung der Acetyl-CoA Bildung) auf.
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Abbildung 20 Reinigung der rekombinanten ACS aus P. aerophilum. SDS-PAGE und anschlieende
Férbung mit Coomassie Brilliantblau von gereinigter ACS. Pfeile auf der linken Seite deuten auf die
Markerproteine, die Pfeile rechts auf die Banden der Untereinheiten der ACS

Die native apparente molekulare Masse wurde sowohl mit Gelfiltration als auch mittels
analytischer Ultrazentrifugation bestimmt. Die Gelfiltrationen ergaben uneindeutige
Ergebnisse zwischen 340 und 625 kDa. Bei der analytischen Ultrazentrifugation
(Sedimentations-Diffusionsgleichgewicht) ergab sich eine Molmasse von 615 +/- 30. Die
Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass es sich um ein Protein mit homooktamerer Struktur
handelt (Tabelle 13). Im Folgenden werden die Ergebnisse der biochemischen
Charakterisierung der ACS aus P. aerophilum dargestellt.

Biochemische Charakterisierung. Die kinetischen und thermophilen Eigenschaften der ACS
aus P. aerophilum wurden analysiert. Die apparenten K,,- und V.x-Werte wurden in beiden
Reaktionsrichtungen gemessen und folgten jeweils einer Michaelis-Menten-Kinetik. Die K-
Werte wurden in Richtung der Acetatbildung mit 6.5 uM (Acetyl-CoA), 7.5 uM (AMP) und
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58 uM (PP)), der Via-Wert mit 12 U/mg bestimmt und in Richtung der Acetyl-CoA Bildung
mit 3.1 uM (Acetat), 330 uM (ATP) und 70 uM (CoA), der Vipa-Wert mit 37 U/mg.

Tabelle 13 Molekulare und kinetische Eigenschaften der rekombinanten ACS aus P. aerophilum. Die
kinetischen Konstanten wurden bei 85°C bestimmt.

Substrat ACS aus P. aerophilum
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 615
Apparente molekulare Masse der Untereinheit (kDa) 77
Oligomere Struktur Olg
Apparenter K,-Wert (uM) Acetyl-CoA 6.5
AMP 7.5
PP; 58
Apparenter Vy,,-Wert (in Richtung der Acetatbildung, U/mg) 12
Apparenter K,,-Wert (LM) Acetat 3.1
ATP 330
CoA 70
Apparenter V,..-Wert (in Richtung der Acetyl-CoA Bildung, U/mg) 37
pH-Optimum 6.5
Temperaturoptimum (°C) >97
Arrhenius Aktivierungsenergie (27-97°C) (kJ/mol) 118

Das Temperaturoptimum der ACS aus P. aerophilum wurde getestet. Bis zur hochsten
getesteten Temperatur von 97°C stieg die Aktivitit exponentiell an, damit lag das
Temperaturoptimum {iiber 97°C. Die Darstellung der Daten nach Arrhenius ergab einen
linearen Bereich zwischen 27 und 97°C, daraus wurde eine Aktivierungsenergie von 118
kJ/mol ermittelt. Die Thermostabilitit wurde iiber einen Zeitraum von 120 Minuten getestet.
Bei 90°C konnte kein signifikanter Aktivitdtsverlust beobachtet werden, bei 95°C konnten
nach 120 Minuten noch 75% der Aktivitit gemessen werden, bei 98°C betrug die
Halbwertszeit 72 Minuten und bei 100°C 8 Minuten. Die Halbwertszeit bei 100°C konnte
durch die Zugabe von 1 M (NH4),SO4 auf 24 Minuten erhéht werden.

Die Substratspezifitit der ACS fiir unterschiedliche organische S&uren wurde analysiert.
Neben Acetat (100%) und Propionat (118%) wurden auch Formiat (27%), Butyrat (25%) und
auch die verzweigtkettige Acyl-Sdure Isobutyrat (28%) umgesetzt, wihrend die
Dicarbonsduren Fumarat (2%) und Succinat (7%), die verzweigtkettige Acyl-Sdure Valerat
(1%) und die Aryl-Sdure Phenylacetat (3%) nicht als Substrate dienten.
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Abbildung 21 Temperaturabhingigkeit der Aktivitit und Thermostabilitit der ACS aus P. aerophilum. A
Spezifische Aktivitdt in Abhdngigkeit von der Temperatur. B Thermostabilitit nach Inkubation bei 90°C (m),
95°C (#),98°C (A), 100°C (¥) und 100°C mit 1 M (NH,4),SO, (#). 100% Aktivitdt entsprechen etwa 10 U/mg

Die Ergebnisse zeigen, dass der ORF2867 fiir eine funktionelle ACS kodiert. Damit wurde die
erste hyperthermophile ACS charakterisiert. Mit der oktameren Struktur, den hohen
Substrataffinitdten und der breiten Substratspezifitiat weist die ACS aus P. aerophilum eine
Reihe ungewdhnlicher Charakteristika auf, die sie deutlich von allen bisher beschriebenen
ACS unterscheidet.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Enzyme der Acetatbildung und -aktivierung in
Haloarchaea identifiziert und biochemisch charakterisiert. Wahrend die Acetatbildung von
einer ADP-bildenden Acetyl-CoA Synthetase (ACD) katalysiert wird, erfolgt die
Acetataktivierung iiber eine induzierbare AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS)
(Abbildung 22). Die kodierenden Gene wurden im partiell sequenzierten Genom identifiziert
und funktionell in E. coli exprimiert. Da iiber die entsprechenden Enzyme in Crenarchaeota
bisher keine Informationen vorlagen, wurden zudem zwei ORFs aus dem Genom von P.
aerophilum, die putativ fiir die o- und B-Untereinheit einer ACD kodieren, und ein als ACS
Gen annotierter ORF, kloniert, exprimiert und die rekombinanten Proteine biochemisch
charakterisiert.

Acetataktivierung Acetatbildung

Acetat Acetat

)
o \ /— H CoA ‘\ ATP
\‘ AMP + PP;
Y

ADP + P,
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
AMP-bildende Acetyl-CoA ADP-bildende Acetyl-CoA
Synthetase Synthetase
(ACS) (ACD)

Abbildung 22 Vorgeschlagene Mechanismen der Acetataktivierung und Acetatbildung in extrem
halophilen Archaea.

6.1 Acetatstoffwechsel in halophilen Archaea

Acetatbildung in extrem halophilen Archaea. Fiir einige anaerobe hyperthermophile
Archaea war gezeigt, dass die Acetatbildung nicht wie bei Bacteria iiber AK und PTA,
sondern iiber eine ACD erfolgt (Schifer et al. 1993; Schifer und Schonheit 1991). Auch fiir
Haloarchaeca war Acetatbildung aus Glucose und anderen Zuckern sowie aus Glycerol
mehrfach beschrieben, jedoch nicht im Detail untersucht (Tomlinson und Hochstein 1972b;
Hochstein 1978; Montero et al. 1989; Oren et al. 1988). Erste Hinweise mit Hr.
saccharovorum sprachen dafiir, dass diese Acetatbildung ebenfalls von einer ACD katalysiert
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wird. Da alle darauf hin untersuchten acetatbildenden Archaea Acetat iiber eine ACD bilden,
wurde postuliert, dass die Acetatbildung in Prokaryonten doménenspezifisch ist (Schéfer et al.
1993). Durch Messung der Enzymaktivititen wihrend des Wachstums wurde gezeigt, dass in
allen untersuchten extrem halophilen Archaea parallel zur Acetatbildung bei exponentiellem
Wachstum auf Glucose die Aktivitit einer ACD ansteigt. Dagegen konnten die Aktivitdten
von AK und PTA, den bakteriellen Enzymen der Acetatbildung, nicht nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Acetatbildung auch in extrem halophilen Archaea
von einer ACD katalysiert wird. Damit wurde die postulierte Doménenspezifitit der
Acetatbildung bestdtigt. Wéihrend in der Doméne der Archaea Acetatbildung bei aerobem
Wachstum u.a. auf Glucose bisher nur fiir die extrem Halophilen gezeigt wurde, wurde dieses
Phianomen fiir Bacteria als ,,overflow-Metabolismus® bereits mehrfach beschrieben, z.B. fiir
B. subtilis, E. coli und C. glutamicum (Tobisch et al. 1999; Grundy et al. 1993; Brown et al.
1977; Reinscheid et al. 1999). Analog zur ACD aus dem Archacon Ha. marismortui wurde
dabei auch eine Stimulierung der acetatbildenden Enzyme der Bacteria, AK und PTA, fiir B.
subtilis und E. coli bei Wachstum auf Glucose dokumentiert (Presecan-Siedel et al. 1999;
Grundy et al. 1993; Oh et al. 2002). Der Grund fiir diese Acetatbildung unter aeroben
Bedingungen konnte eine Limitierung des Citrat-Zyklus und der Atmungskette sein
(Hochstein 1978; el-Mansi und Holms 1989; Andersen und von Meyenburg 1980). Fiir B.
subtilis und E. coli wurde gezeigt, dass Glucose reprimierenden Einfluss auf die Expression
der Enzyme des Citrat-Zyklus hat (Tobisch et al. 1999; Oh et al. 2002). Auch fiir Hf. volcanii
wurde in DNA-microarrays gezeigt, dass die Transkription einiger Gene des Citrat-Zyklus
und einiger Atmungskettenkomponenten bei Wachstum auf Glucose reprimiert wird (Zaigler
et al. 2003). Dadurch konnte es zu einer intrazelluliren Akkumulierung von Acetyl-CoA und
Pyruvat kommen, die dann als Acetat und Pyruvat ins Medium ausgeschieden werden. Damit
stimmen die mit Ha. marismortui erzielten Ergebnisse dieser Arbeit iiberein, nach denen die
Aktivitdt der Glc-DH und auch die der ACD parallel zum Glucoseverbrauch und zur
Acetatbildung ansteigt. Bei Wachstum auf Komplexbestandteilen, aus denen kein Acetat
gebildet wird, nehmen die Aktivititen von ACD und Glc-DH aber ab. Ahnlich den
bakteriellen Enzymen AK und PTA, konnte damit der ACD in den aeroben extrem halophilen
Archaea in erster Linie eine ,,Ventil“-Funktion im Zuckermetabolismus zukommen, die in der
Energiegewinnung aus liberschiissigem Acetyl-CoA besteht, wenn dieses durch Limitierung
von Citrat-Zyklus und Atmungskette nicht vollstindig oxidiert werden kann. Im Gegensatz
dazu haben die ACD Isoenzyme aus den anaeroben hyperthermophilen Euryarchaeota P.
furiosus und A. fulgidus eine essentielle Funktion bei der Energiekonservierung sowohl in der
Kohlenhydratfermentation als auch in der Peptidfermentation (Mai und Adams 1996;
Musfeldt und Schonheit 2002). Dies wurde dadurch bestitigt, dass die ACD I und ACD II in
P. furiosus bei Wachstum auf Kohlenhydraten oder Peptiden nicht signifikant reguliert
werden (Schut et al. 2003).
Acetataktivierung in extrem halophilen Archaea. Zum Wachstum von Archaea auf Acetat
und zum Acetatstoffwechsel lagen nur Informationen von den Methanogenen vor. Kiirzlich
wurde auch fiir zwei hyperthermophile Archaca Wachstum auf Acetat dokumentiert (Tor et
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al. 2001). Fiir die aeroben Archaea der Halobacteriaceae und bei Sulfolobus acidocaldarius
existierten aber lediglich Hinweise, dass Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt
werden kann (Oren und Gurevich 1995; Oren 1995; Oren et al. 1988; Kevbrina und Plakunov
1992). In Gegenwart von Acetat wurde die Induktion der Schliisselenzyme des Glyoxylat-
Zyklus als anaplerotische Sequenz mehrfach nachgewiesen (Uhrigshardt et al. 2002; Oren und
Gurevich 1995; Serrano et al. 1998; Aitken und Brown 1969; Serrano und Bonete 2001a).
Hinsichtlich der Acetataktivierung zu Acetyl-CoA in Archaea lagen jedoch aufer fiir die
acetoclastischen Methanogenen der Gattungen Methanosarcina und Methanosaeta (ehem.
Methanotrix) keine Ergebnisse vor. Diese aktivieren Acetat iiber AK und PTA bzw. iiber eine
ACS (Jetten et al. 1992; Ferry 1992; Ferry 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass die halophilen Archaea mit Acetat als Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen. Dartiber
hinaus wird das in der exponentiellen Phase bei Wachstum auf Glucose gebildete Acetat in
der stationdren Phase wieder aufgenommen. Parallel zur Acetataufnahme steigt die Aktivitit
einer ACS an, wihrend die der ACD abnimmt. Bei Wachstum auf Glucose wird dagegen die
ACS Aktivitét vollstindig herunterreguliert. Zudem zeigten die Suspensionsexperimente, dass
nur Zellen, die ACS Aktivitit enthalten, in der Lage sind, Acetat zu metabolisieren. Diese
Befunde sprechen dafiir, dass die Acetataktivierung von der ACS, nicht aber von der ACD
katalysiert wird, obwohl letztere in den halophilen Archaea in vitro reversibel ist. Damit
kommt der ACS in Haloarchaea die acetataktivierende Rolle zu, wihrend die ACD
ausschlieBlich acetatbildende Funktion hat. Eine entsprechende Rolle der ACS wurde fiir B.
subtilis beschrieben: Bei diesem Organismus wird die ACS, wie in Ha. marismortui auch, in
Gegenwart von Glucose reprimiert (Grundy et al. 1994; Grundy et al. 1993). In E. coli erfolgt
dagegen die Acetataktivierung bei niedrigen Acetatkonzentrationen iiber eine
glucosereprimierte, acetatinduzierte ACS. Dagegen wird bei hohen Acetatkonzentrationen der
Weg iiber AK und PTA beschritten (Kumari et al. 1995; Kumari et al. 2000), wobei auch
gezeigt wurde, dass die Expression von AK und PTA bei Wachstum auf Acetat
herunterreguliert wird (Oh et al. 2002). In Ubereinstimmung damit weist die ACS eine hohere
Affinitdt fir Acetat (K,-Wert: 0.2 mM) auf als die AK (K,,-Wert: 7 mM) (Kumari et al. 1995;
Fox und Roseman 1986). Es wurde diskutiert, dass das Vorhandensein beider
Aktivierungswege in E. coli einen Vorteil unter Bedingungen darstellt, unter denen die
Acetatkonzentration in weiten Bereichen variiert. Bei geringen Acetatkonzentrationen stellt
die hohe Acetataffinitét der ACS einen Vorteil dar. Dagegen konnte ein Problem der ACS bei
hohen Acetatkonzentrationen darin bestehen, dass Acetat nicht schnell genug umgesetzt wird,
sodass es seine toxische Wirkung z.B. als Entkoppler entfalten kann (Kumari et al. 1995).
Ahnliches wurde fiir die acetoclastischen Methanogenen beschrieben: Methanosaeta ssp., die
Acetat liber eine ACS (K,,-Wert fiir Acetat: 0.8 mM) aktivieren, finden sich in erster Linie in
Habitaten mit geringen Acetatkonzentrationen. Dagegen kommen Methanosarcina ssp., bei
denen die Acetataktivierung iiber AK (K,-Wert fiir Acetat: 22 mM) und PTA erfolgt, v.a. an
Standorten mit hoher Acetatverfiigbarkeit vor (Jetten et al. 1992; Jetten et al. 1989; Aceti und
Ferry 1988; Ferry 1992). Auch in C. glutamicum wird Acetat ausschlieflich iiber AK und
PTA aktiviert (Reinscheid et al. 1999). AK und PTA haben also sowohl acetatbildende als
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auch acetataktivierende Funktion, wobei die acetatbildende und ATP-generierende Funktion
wegen des hohen K,-Wertes flir Acetat in den meisten Organismen iiberwiegt. Fiir das
archaeelle Enzym der Acetatbildung, die ACD, wurde bisher aber ausschlieBlich eine katabole
Funktion beschrieben. Damit konnte die Induktion der ACS in den Haloarchaea bei
Wachstum auf Acetat eine Anpassung an die niedrigen Acetatkonzentrationen in hypersalinen
Habitaten darstellen (Oren 1995).

Um weiter Hinweise auf die Regulation der am Acetatstoffwechsel beteiligten Enzyme zu
erhalten, wurde Ha. marismortui auf einem Medium kultiviert, das Glucose und Acetat
enthielt. Dabei zeigte Ha. marismortui biphasisches Wachstum mit Glucose als bevorzugtem
Substrat. Damit wurde erstmals eine Glucose-Acetat-Diauxie in der Doméne der Archaea
beschrieben. Diese spiegelte sich auch in den Enzymaktivititen wider: Wihrend in der ersten
Wachstumsphase parallel zur Glucoseaufnahme Glc-DH und ACD Aktivitit anstiegen, wurde
die Aktivitit der acetatverwertenden Enzyme ACS und MS vollstindig herunterreguliert. In
der zweiten Wachstumsphase, wihrend der Acetataufnahme, nahm umgekehrt die Aktivitét
von ACS und MS zu, wihrend die Aktivitit der glucoseverwertenden Enzyme Glc-DH und
ACD abnahm. Glucose-Acetat-Diauxie wurde bisher fiir einige Bakterien wie z.B.
Thiobacillus A2, Azotobacter vinelandii und E. coli sowie mit Suspensionszellen von Oryza
sativa (Reis) gezeigt. Dabei war bei E. coli Glucose das bevorzugte Substrat, wihrend von
Thiobacillus A2, A. vinelandii und O. sativa Acetat bevorzugt genutzt wurde (Wood und
Kelly 1977; Tauchert et al. 1990; Brown et al. 1977; Lee und Lee 1996). Im Allgemeinen
wird diauxisches Wachstum als Ausdruck einer Katabolitrepression des Abbaus eines nicht-
bevorzugten Substrates durch ein bevorzugtes Substrat gewertet. Entsprechend wurde fiir die
ACS und die Glyoxylat-Zyklus Enzyme MS und ICL in E. coli Glucoserepression
beschrieben, wobei daneben auch Acetatinduktion und andere Faktoren bei der Regulation
eine Rolle spielen (Kumari et al. 2000; Kumari et al. 1995; Cronan und LaPorte 1996). Fiir 4.
vinelandii, Thiobacillus A2 und O. sativa wurde dagegen eine Katabolitrepression der
Glucoseaufnahme und von Enzymen des Glucosemetabolismus durch Acetat diskutiert
(Wood und Kelly 1977; Tauchert et al. 1990; Lee und Lee 1996). Dagegen werden von C.
glutamicum Glucose und Acetat simultan verstoffwechselt. Dementsprechend wurde gezeigt,
dass die Enzyme des Acetatmetabolismus, AK und PTA sowie MS und ICL, unabhingig vom
Vorhandensein anderer Substrate in Gegenwart von Acetat induziert werden und nicht durch
Glucose reprimiert werden (Wendisch et al. 2000). Damit deuten sich beziiglich der Funktion
und der Regulation der Enzyme des Acetatstoffwechsels in Haloarchaea einige Parallelen zu
den Bacteria E. coli und B. subtilis an. Ob es sich bei der Regulation der haloarchaeellen
Enzyme des Acetatstoffwechsels um eine Form von Katabolitrepression handelt, die innerhalb
der Archaea z.B. fiir die a-Amylase aus Sulfolobus solfataricus diskutiert wurde, wire in
weiteren Untersuchungen zu kldren (Haseltine et al. 1996).

Um weitere Information iiber die identifizierten Enzyme der Acetatbildung und der
Acetataktivierung in Haloarchaca, ACD und ACS, zu erhalten, insbesondere um die
ausschliefilich katabole Funktion der ACD auf biochemischer Ebene erkldren zu konnen,
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wurden ACD und ACS aus Ha. marismortui gereinigt und mit besonderer Beriicksichtigung
der kinetischen Konstanten biochemisch charakterisiert. Die Gene wurden identifiziert und

funktionell in E. coli exprimiert.

6.2 ACD aus Ha. marismortui und P. aerophilum

Detaillierte biochemische Informationen iiber ACD sowie iiber deren kodierende Gene lagen
bisher nur flir anaerobe hyperthermophile Euryarchaeota und amitochondriate eukaryontische
Protisten vor. Es wurde vorgeschlagen, die ACD aufgrund signifikanter Sequenzhomologien
zusammen mit Pimeloyl-CoA Synthetasen, Succinyl-CoA Synthetasen, Malyl-CoA
Synthetasen, ATP Citrat Lyasen und einer Anzahl weiterer Proteine unbekannter Funktion zur
Protein-Superfamilie der NDP-bildenden Acyl-CoA Synthetasen zusammenzufassen
(Sanchez et al. 2000). Die ACD Kkatalysieren die Umsetzung eines Acyl-CoA Esters zur
korrespondierenden Sdure, wobei diese Reaktion mit der ATP-Bildung aus ADP und P; iiber
Substratstufenphosphorylierung gekoppelt wird:

R-CO-S-CoA + NDP + P; 5 R-COO™ + NTP + HS-CoA

Einige Proteine dieser Familie arbeiten in vivo auch in die Umkehrrichtung, indem sie die
Umsetzung von Mono- oder Dicarbonséuren, Coenzym A und Purinnukleotid-Triphosphat
zum entsprechenden Acyl-CoA Ester unter Bildung des Purinnukleotid-Diphosphats
katalysieren. Neben den flir diese Familie vorgeschlagenen Signaturmotiven enthalten die
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meisten der Proteine einen hochkonservierten, katalytisch essentiellen Histidinrest (His™" o).

Wie Untersuchungen mit der Succinyl-CoA Synthetase (SCS) aus E. coli ergaben, beinhaltet
der Katalysemechanismus die intermediire Phosphorylierung des Enzyms am His**o in
Gegenwart von Acyl-CoA Ester, Magnesium und Phosphat (Majumdar et al. 1991; Wolodko
et al. 1994; Fraser et al. 1999). Hinsichtlich der Anordnung der in diesen Proteinen
auftretenden homologen Doménen und hinsichtlich der oligomeren Struktur weist die
Proteinfamilie groBBe Heterogenitdt auf (Sanchez et al. 2000). So ist z.B. die gut untersuchte
und bereits kristallisierte SCS aus E. coli ein Heterotetramer (0f3,). Fir ACD wurden
heterooligomere Strukturen bisher nur fiir die ACD Isoenzyme I und II aus dem
hyperthermophilen Euryarchaecon P. furiosus gezeigt, bei denen es sich um 140 kDa
Heterotetramere (0,,3,) aus je zwei o~ (45 kDa) und B-Untereinheiten (25 kDa) handelt (Mai
und Adams 1996; Musfeldt et al. 1999; Glasemacher et al. 1997). Eine dhnliche Struktur
weisen ebenfalls die putativen ACD in den verwandten P. horikoshii und P. abyssi auf
(Sanchez et al. 2000; Musfeldt und Schonheit 2002). Die iibrigen bisher charakterisierten
ACD aus hyperthermophilen Euryarchacota und eukaryontischen Protisten représentieren
Fusionen der homologen o~ und B-Untereinheit aus P. furiosus, die in aff-Orientierung (ACD

AF1211 A. fulgidus, ACD MJ0590 M. jannaschii, G. lamblia, E. histolytica) oder in Bo-
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Orientierung (ACD AF1938 A. fulgidus) vorliegen. Die funktionellen Enzyme sind als 140
kDa Homodimere charakterisiert worden, die aus 70 kDa Untereinheiten aufgebaut sind
(Sanchez et al. 2000; Sanchez et al. 1999; Sanchez und Miiller 1996; Musfeldt und Schonheit
2002).

Eine solche Struktur wies auch die 166 kDa ACD aus Ha. marismortui auf, die aus 87 kDa
Untereinheiten zusammengesetzt ist. Das aus 2106 Basenpaaren bestehende Gen wurde im
partiell sequenzierten Genom anhand der N-terminalen Sequenz des gereinigten Enzyms
identifiziert (Zhang et al. 2003). Es liegt in of-Orientierung vor und kodiert fiir eine
funktionelle ACD aus 701 Aminosduren mit einer kalkulierten molekularen Masse von 74.2
kDa. Damit wurde das apparente Molekulargewicht iiberbestimmt, was aber fiir halophile
Proteine zumindest unter denaturierenden Bedingungen ein bekanntes Phidnomen ist und auf
den erhohten Anteil an sauren Aminosduren zuriickgefiihrt wird (Bonete et al. 1996). Mit
einem Temperaturoptimum von 43°C ist die ACD aus Ha. marismortui die erste
charakterisierte mesophile ACD aus einem aeroben Prokaryonten und wies ihrer Herkunft
entsprechend eine Reihe fiir halophile Proteine charakteristische Eigenschaften auf. Im
Besonderen war die Stabilitit und die korrekte Faltung abhidngig von hohen
Salzkonzentrationen, was in  Ubereinstimmung mit den intrazellulir hohen

Salzkonzentrationen in Haloarchaea ist.

Ein auffdlliger Unterschied zwischen P. furiosus und Ha. marismortui hinsichtlich der
Acetatbildung iiber die ACD besteht darin, dass P. furiosus Acetat bei fermentativem
Wachstum sowohl auf Kohlenhydraten als auch auf Peptiden bildet (Schifer et al. 1993).
Dementsprechend wurde den ACD Isoenzymen aus P. furiosus sowohl eine Funktion im
Peptidmetabolismus (ACD I und ACD 1II) als auch eine Rolle bei der
Kohlenhydratfermentation (ACD I) zugeschrieben. Ahnliches wurde fiir die charakterisierten
ACD Isoenzyme aus A. fulgidus diskutiert (Mai und Adams 1996; Musfeldt und Schonheit
2002). Im Gegensatz dazu bildete Ha. marismortui nur bei aecrobem Wachstum auf Zuckern
Acetat, nicht aber bei Wachstum auf Hefeextrakt und Casaminosduren. Ein Grund dafiir
konnte im K,,-Wert der halophilen ACD fiir Acetyl-CoA liegen. Dieser liegt mit 0.45 mM 40-
50fach iiber denen der hyperthermophilen ACD (0.025 mM fiir die ACD I aus P. furiosus und
0.01 mM fiir die ACD 1 aus 4. fulgidus) (Mai und Adams 1996; Musfeldt und Schonheit
2002; Glasemacher et al. 1997). Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass Acetat nur bei
relativ hohen intrazelluliren Acetyl-CoA Konzentrationen gebildet wird. Diese treten
vermutlich nur bei hohen glykolytischen Flussraten und gleichzeitiger Limitierung des Citrat-
Zyklus und der Atmungskette auf, wie es bei Wachstum auf z.B. Glucose der Fall sein konnte
(6.1) (Zaigler et al. 2003). Die ACD aus Ha. marismortui wies in Analogie zur ACD I aus P.
Sfuriosus dhnliche Substratspezifitét fiir verschiedene organische Sduren auf, was ebenfalls auf
eine Funktion des Enzyms im Kohlenhydratmetabolismus hindeutet. Auffalligerweise zeigte
die Ha. marismortui ACD mit den verzweigtkettigen Acyl-Sduren Isobutyrat und Isovalerat,
den Abbauprodukten verzweigtkettiger Aminosduren in P. furiosus, eine Hemmung bei
Konzentrationen liber 2.5 mM. Der K,-Wert fiir Isobutyrat lag bei 0.6 mM und war damit
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8fach kleiner als der fiir Acetat (2.6 mM). Zudem wurde in Ha. marismortui kein zur ACD 11
aus P. furiosus analoges Isoenzym gefunden, dem v.a. eine Funktion im Peptidstoffwechsel
zugeschrieben wird und das bevorzugt Aryl-CoA Ester umsetzt (Mai und Adams 1996). Diese
Befunde weisen =zusétzlich darauf hin, dass die ACD in den Haloarchaea fiir den
Peptidmetabolismus nicht benétigt wird, sondern in erster Linie eine ,,Ventil“~-Funktion beim
Wachstum auf Zuckern ausiibt (Abbildung 23). Demgegeniiber haben die ACD in P. furiosus,
der nicht tiber einen Citrat-Zyklus verfiigt, eine essentielle Bedeutung im Energiestoffwechsel
bei Wachstum sowohl auf Zuckern als auch auf Peptiden, wo sie die wichtigste ATP-
generierende Reaktion katalysieren.

Glucose Peptide
ATP+CoA ADP+P; l
Acetat Acetyl-CoA Acetyl-CoA +> Acetat
ACD
Co, CO, CcO, CO,
[H] [H]
0, H,O 0)) H,O

Abbildung 23 Hypothetische Funktion der ACD in halophilen Archaea bei Wachstum auf Glucose im
Vergleich zu Wachstum auf Peptiden. Die diinnen Pfeile deuten eine Repression an, die dicken Induktion.
TCA = Tricarboxylic acid cycle (Citrat-Zyklus).

Eine im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Blast-P Analyse (Altschul et al. 1990) ergab
neben einigen bereits aus fritheren Studien bekannten Sequenzen, denen aber z.T. das
katalytisch essentielle Histidin fehlte, eine Reihe weiterer ACD-homologer Proteine aus allen
drei Doménen, die meisten aus Archaea und den Proteobakterien. Alle ACD-Homologe
wiesen mehr als 28% Identitdt zur o- und B-Untereinheit der ACD I aus P. furiosus sowie
groBe Ahnlichkeit zu den vorgeschlagenen Signaturmotiven der Proteinfamilie der NDP-
bildenden Acyl-CoA Synthetasen auf und enthielten insbesondere das konservierte Histidin
(Sanchez et al. 2000). Letzteres fehlt allerdings in den meisten enterobakteriellen Sequenzen,
deren Funktion aber bisher ungeklért ist. Eukaryontische ACD-Homologe wurden nur in den
Genomen der parasitischen Plasmodium falciparum und Plasmodium yoeli sowie in
Spironucleus barhanus gefunden. Die meisten dieser putativen ACD liegen als Fusionen der
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homologen o- und B-Untereinheit in o3-Orientierung vor, von denen viele der bakteriellen
Sequenzen zusitzlich eine C-terminale Acetyltransferase-Doméne aufweisen, wie sie bereits
fiir putative ACD-Homologe einiger Enterobakterien beschrieben wurde (Sanchez et al.
2000). Als einzige archaeelle Sequenz wies eine solche Acetyltransferase-Domine der ORF
AF1511 aus A. fulgidus auf, bei dem diese aber N-terminal lokalisiert ist (Sanchez et al.
2000). Putative ACD-homologe Fusionsproteine in fo-Orientierung wurden dagegen nur in
A. fulgidus und Streptomyces Spezies (Sanchez et al. 2000; Musfeldt und Schonheit 2002)
sowie zusitzlich in Ralstonia metallidurans gefunden. AuBerdem konnten separate o~ und [3-
Untereinheiten zusdtzlich zu den Pyrococcus Spezies nur in den Archaea Methanosarcina
acetivorans, Methanosarcina mazei und P. aerophilum nachgewiesen werden. Damit wird
deutlich, dass - wie bereits frither diskutiert (Musfeldt und Schonheit 2002) - nicht nur die
separate Anordnung der Untereinheiten sondern auch die Po-Orientierung in fusionierten
ACD ceher eine Ausnahme darstellt und dass ACD in der Regel als Fusionsproteine in of3-
Orientierung vorliegen. In Abbildung 24 sind die unterschiedlichen Moglichkeiten der
Anordnung der kodierenden Gene fiir charakterisierte und putative ACD gezeigt.

Histidin

| P. furiosus, P. abyssi,
P. horikoshii, Methanosarcina ssp.

P. aerophilum

Ha. marismortui, A. fulgidus AF1211,
M. jannaschii u.a. Archaea

G. lamblia, E. histolytica, S. barkhanus
einige Proteobacteria

S. coelicolor, S. avermitilis, R.. metallidurans,

A. fulgidus AF1938 + AF0932 + AF1192
| Proteobacteria, Cyanobacteria,
Plasmodium ssp.
> A. fulgidus AF1511

Abbildung 24 Struktur der fiir o~ und B-Untereinheiten kodierenden Gene charakterisierter und
putativer ACD. Unterstreichungen markieren charakterisierte ACD. Die Pfeile représentieren die einzelnen

|V

Gene, graue Bereiche symbolisieren die o—Untereinheit, weie die B—Untereinheit, grau schraffiert sind die
Acetyltransferase-Doménen dargestellt.
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Daraus wird deutlich, dass die ORFs PAE3250 und PAE3249 aus P. aerophilum (Fitz-Gibbon
et al. 2002), die fiir a- und B-Untereinheit einer funktionellen ACD kodierten, eine fiir ACD-
Gene cinzigartige Struktur besitzen. Wihrend alle anderen fiir o- und B-Untereinheiten
kodierenden ACD Gene entweder fusioniert oder aber separat und dann an unterschiedlichen
Orten im Chromosom lokalisiert sind, liegen die Gene im Chromosom von P. aerophilum
einander {iiberlappend vor, ohne aber einen einheitlichen Leserahmen zu bilden. Somit
kodieren die ORFs nicht fiir ein aus o~ und B-Untereinheit fusioniertes Protein. Beide Gene
liegen aber auch nicht, wie fiir P. furiosus beschrieben, an unterschiedlichen Orten verteilt auf
dem Chromosom (Musfeldt et al. 1999). Damit konnte die ACD aus P. aerophilum einen
Ubergangszustand zwischen ACD mit fusionierten und separaten Untereinheiten
reprasentieren, die entweder durch Genfusion oder aber durch Genspaltung auseinander
hervorgegangen sein konnten. Aufgrund der interessanten Struktur der Gene und weil bisher
keine crenarchaeelle ACD biochemisch charakterisiert war, wurden die ORFs PAE3250 und
PAE3249 separat in E. coli exprimiert, die Untereinheiten zum nativen Enzym rekonstituiert
und das gereinigte Enzym biochemisch charakterisiert.

Den separaten Genen entsprechend besteht das Enzym aus zwei verschiedenen
Untereinheiten, o (50 kDa) und B (28 kDa), wobei das native Molekulargewicht und damit
die oligomere Struktur weder mit Gelfiltration noch mit analytischer Ultrazentrifugation
eindeutig geklart werden konnte. Die ACD aus P. aerophilum ist die erste charakterisierte
crenarchaeelle ACD und zeigte hinsichtlich ihrer Thermophilie &hnliche Eigenschaften wie
die euryarchaeellen ACD Isoenzyme aus P. furiosus. In Ubereinstimmung mit dem
Wachstumsoptimum von ca. 100°C lag das Temperaturoptimum mit iiber 93°C im Bereich
des Temperaturoptimums der ACD Isoenzyme I und II aus P. furiosus, das mit 90°C bzw.
iiber 90°C angegeben wurde (Glasemacher et al. 1997; Mai und Adams 1996). Zudem zeigten
die Enzyme sowohl aus P. aerophilum als auch aus P. furiosus in Gegenwart von Salz iiber 2
h Inkubation bei 100°C keinen signifikanten Aktivititsverlust (Glasemacher et al. 1997). Im
Gegensatz zu den ACD Isoenzymen aus P. furiosus und A. fulgidus war die P. aerophilum
ACD in Richtung der CoA-Ester Bildung unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen nicht
messbar. Ahnliches wurde fiir die ACD aus M. jannaschii beschrieben, wobei die Ursachen
fiir diese Irreversibilitdt nicht bekannt sind (Musfeldt und Schonheit 2002). Eine Besonderheit
der ACD aus P. aerophilum sind die Substratspezifitit und die kinetischen Konstanten fiir die
verschiedenen CoA-Ester. Aus P. furiosus und A. fulgidus waren je zwei Isoenzyme, ACD I
und ACD II bzw. ACD AF1211 und ACD AF1938, charakterisiert, die - wie in Tabelle 14
dargestellt - entweder bevorzugt die CoA-Ester unverzweigter Acylsduren (ACD I) oder
Arylséduren (ACD II) umsetzen, beide mit geringerer Effizienz auch die der verzweigtkettigen
Acylsduren. Dagegen setzt die ACD aus P. aerophilum alle drei Arten von CoA-Estern um,
am effizientesten die der verzweigten Acylsduren (Tabelle 14). Der V. /K,-Wert war fiir
Isobutyryl-CoA dreifach hoher als fiir Acetyl-CoA und fiinffach hoher als fiir Phenylacetyl-
CoA. Zudem konnten im Genom keine weiteren ACD-homologen ORFs identifiziert werden.
Wihrend also in den Euryarchaeota P. furiosus und A. fulgidus die Umsetzung von Acyl- und
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Aryl-CoA Estern von jeweils einem fiir das Substrat spezifischen Isoenzym katalysiert wird,
scheint die Umsetzung dieser Verbindungen in P. aerophilum iiber nur ein multifunktionelles
Enzym mit breiterer Substratspezifitit zu erfolgen. Ein &hnlicher Sachverhalt wurde fiir die
ATP-abhingige Glucokinase aus dem Crenarchaeon Aeropyrum pernix beschrieben, die eine
breite Substratspezifitit fiir Hexosen aufweist und neben Glucose auch Fructose und Mannose
umsetzt (Hansen et al. 2002). Dagegen enthalten Prokaryonten normalerweise eine ganze
Reihe von Enzymen, die spezifisch eine bestimmte Hexose phosphorylieren. Eine &hnlich
breite Sustratspezifitit flir Hexosen wurde ebenfalls fiir die ATP-abhédngige Hexokinase aus
Thermoproteus tenax beschrieben (Dorr et al. 2003). Auch fiir Sulfolobus solfataricus wurde
beschrieben, dass Enzyme des Glucoseabbaus iiber einen modifizierten ED Weg, die Gle-DH
und die KDG Aldolase, ebenfalls Galactose umsetzen, sodass multifunktionelle Enzyme in
Crenarchaeota u.U. ein generelles Phdnomen sein konnten (Lamble et al. 2003).

Tabelle 14 Relative Aktivititen und K,-Werte der ACD aus Ha. marismortui, P. aerophilum und P.
Sfuriosus fiir Acetyl-CoA, Isobutyryl-CoA und Phenylacetyl-CoA sowie den korrespondierenden Séiuren.
= (Mai und Adams 1996), >= (Musfeldt und Schénheit 2002), n.b. = nicht bestimmt, n.m. = nicht messbar.

Substrat ACD ACD
ACD ACD ACDI1? AF1211° ACDII? AF1938°

P. aerophilum Ha. marismortui  P. furiosus A. fulgidus P. furiosus A. fulgidus

Acetyl-CoA 100 100 100 100 30 0
Acetat n.m. 100 100 100 75 13
Isobutyryl-CoA 92 n.b. 77 n.b. 6 n.b.
Isobutyrat n.m. 38 85 56 25 31
Phenylacetyl-CoA 58 0.01 0 0 100 100
Phenylacetat n.m. 0.03 0 8 100 65

Damit wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals ACD aus aeroben Archaea
charakterisiert, die hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaften und - im Falle des
halophilen Enzyms - auch hinsichtlich der physiologischen Funktion neuartig sind. Die
Bedeutung der ACD im Stoffwechsel der ebenfalls aeroben P. aerophilum, der Thermoplasma
Spezies und Sulfolobus Spezies wire genauer zu untersuchen. Erste Hinweise sprechen dafiir,
dass das Enzym in P. aerophilum im Gegensatz zu den Haloarchaea echer im
Peptidstoffwechsel eine Rolle spielt als im Kohlenhydratstoffwechsel, da ACD Aktivitit in
Zellextrakten hefeextraktgewachsener Zellen, nicht aber in denen maltosegewachsener Zellen
gemessen wurde. Zudem wire von Interesse, die Funktion einiger der neu identifizierten
ACD-homologen Sequenzen durch Expression zu iiberpriifen. Insbesondere die Bedeutung
der ACD-éhnlichen Proteine in Bacteria und Methanosarcina Spezies wire interessant, da die
meisten dieser Organismen zusitzlich Gene fiir AK und PTA enthalten, die die gleiche
Reaktion katalysieren. Auch die Funktion der in vielen ACD-Homologen auftretenden
Acetyltransferasedoméane wire durch weitere Studien zu klaren.
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6.3 ACS aus Ha. marismortui und P. aerophilum

In den extrem halophilen Archaea wurde eine ACS als acetataktivierendes Enzym
identifiziert. ACS sind ubiquitér verbreitet und aus den Dominen der Bacteria und Eukarya
mehrfach charakterisiert worden. Dagegen liegen genauere biochemische Untersuchungen der
ACS aus der Doméne der Archaea nur aus Methanosaeta spp. vor (Jetten et al. 1989).

In dieser Arbeit wurde die erste ACS aus einem archaeellen Aerobier, aus Ha. marismortui,
gereinigt und charakterisiert. Anhand der N-terminalen Aminosduresequenz des gereinigten
Enzyms wurde im partiell sequenzierten Genom von Ha. marismortui ein ORF identifiziert
(Zhang et al. 2003), der, wie die funktionelle Expression in E. coli zeigte, fir die ACS
kodiert. Die apparente molekulare Masse des monomeren Proteins wurde mit 89 kDa
bestimmt, das Gen besteht aus 1995 Basenpaaren und kodiert fiir ein Polypeptid mit 664
Aminosduren mit einer kalkulierten molekularen Masse von 74.2 kDa. Wie auch bei der ACD
aus Ha. marismortui, wurde also das Molekulargewicht unter denaturierenden Bedingungen
tiberbestimmt, was durch einen erhdhten Anteil an sauren Aminoséduren erkliart wurde (Bonete
et al. 1996) (6.2). Daneben =zeigte auch die ACS einige flir halophile Proteine
charakteristische Eigenschaften wie z.B. ein Salzoptimum bei 1.25 M KCIl. Zudem war die
Riickfaltung des rekombinanten Proteins abhidngig von hohen Salzkonzentrationen, was auch
fiir die meisten der anderen heterolog exprimierten halophilen Proteine beschrieben wurde.
Das deutet darauf hin, dass fiir die korrekte Faltung der Proteine hohe Salzkonzentrationen
bendtigt werden, was mit den intrazelluldir hohen Salzkonzentrationen in Haloarchaea
tibereinstimmt (Pire et al. 2001; Camacho et al. 2002; Blecher et al. 1993; Cendrin et al. 1993;
Connaris et al. 1999a). Die monomere Struktur der ACS aus Ha. marismortui stimmt, wie in
Tabelle 15 dargestellt, mit den oligomeren Strukturen anderer charakterisierter ACS {iberein,
die in der Regel Monomere oder Homodimere sind. Um die ausschlieBlich acetataktivierende
Funktion der ACS bzw. die ausschlieflich acetatbildende Funktion der ACD erkldren zu
koénnen, waren v.a. die kinetischen Konstanten, insbesondere der K,,-Wert fiir Acetat, von
Interesse. Dieser liegt fiir die ACS aus Ha. marismortui mit 0.23 mM im Bereich der meisten
anderen charakterisierten ACS (Tabelle 15). Dagegen liegt der K,-Wert der ACD fiir Acetat
mit 2.6 mM 10fach hoher. Die V,x-Werte in Richtung der Acetataktivierung liegen mit 26
U/mg (ACS) bzw. 40 U/mg (ACD) fiir beide Enzyme in vergleichbaren GroBenordungen,
wobel der Viya-Wert der ACD deutlich kleiner ist als der der meisten Acetat Kinasen. Der
AK/PTA-Weg in Methanogenen weist dagegen bei hoheren K,,-Werten fiir Acetat erheblich
hohere Viax-Werte auf (M. thermophila AK: Vi, 660 U/mg, K, 22 mM) als die ACS (M.
consilii ACS: Viax 55 U/mg, K, 0.9 mM) (Aceti und Ferry 1988; Jetten et al. 1989). Fiir die
Enzyme in E. coli wurde dhnliches beschrieben (Brown et al. 1977; Fox und Roseman 1986).
Aufgrund der hoheren V,-Werte stellt der AK/PTA-Weg bei hohen Acetatkonzentrationen
einen Vorteil gegeniiber dem ACS-Weg dar (Jetten et al. 1989; Jetten et al. 1992; Kumari et
al. 1995). Die vergleichbaren V,,,-Werte der ACS und der ACD sowie der erheblich kleinere
K,,-Werte der ACS fiir Acetat konnte demnach erklaren, warum die ACD in Haloarchaea
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ausschlieBlich katabole Funktion hat und die Acetataktivierung auch bei hohen
Acetatkonzentrationen (40 mM) von der ACS katalysiert wird (6.1). Zusétzlich konnte der
Befund, dass nur der ACS Weg zur Acetataktivierung beschritten wird, eine Anpassung an die
niedrigen Acetatkonzentrationen, die in hypersalinen Habitaten im mikromolaren Bereich
liegen (Oren 1995), darstellen.

Tabelle 15 Apparente molekulare Massen, oligomere Struktur und K,-Wert fiir Acetat von ACS aus
Prokaryonten und Eukaryonten. Referenzen: “*Diese Arbeit, “(Jetten et al. 1989), Y(Kumari et al. 1995),
°(O'Sullivan und Ettlinger 1976), f(Kim et al. 1996), ¥(Preston et al. 1990), "(Frenkel und Kitchens 1977),
{(Martinez-Blanco et al. 1992), J(Zeiher und Randall 1991), ¥(Ishikawa et al. 1995; Kim et al. 1996).

Organismus Apparente molekulare Masse Oligomere K-Wert flir Acetat
(kDa) Struktur (mM)

Natives Untereinheit

Enzyme
Haloarcula marismortui® 72 72 o 0.23
Pyrobaculum aerophilum® 615 77 Olg 0.003
Methanosaeta consilii® 148 73 o) 0.86
Escherichia coli 72 72 o 0.2
Azotobacter aceti® 60 77 o 0.25
Pseudomonas fluorescens' 130 67 ol 0.033
Bradyrhizobium japonicum® 150 72 ol 0.146
Sacharomyces cerevisiae" 151 78 o 0.28
Penicillium chrysogenum' 139 70 ol 6.8
Spinacea oleraced 73 73 o 0.057
Bos taurus* 57 72 o 0.16

Der ORF PAE2867, der im Genom von P. aerophilum als ACS annotiert war (Fitz-Gibbon et
al. 2002), wurde kloniert und exprimiert. Die biochemische Charakterisierung ergab den
Nachweis, dass ORF PAE2867 fiir eine ACS kodiert. In Ubereinstimmung mit der optimalen
Wachstumstemperatur des Organismus von 100°C zeigte das Enzym ein Temperaturoptimum
von liber 97°C und eine hohe Thermostabilitit. Damit war die ACS aus P. aerophilum die
erste bisher charakterisierte hyperthermophile ACS. Die apparente molekulare Masse des
Enzyms wurde mittels Gelfiltration und analytischer Ultrazentrifugation bestimmt. Wahrend
alle bisher charakterisierten mesophilen ACS ein natives Molekulargewicht von etwa 75 kDa
bzw. 150 kDa aufweisen und Monomere oder Homodimere sind (Tabelle 15), wurde die
native molekulare Masse der P. aerophilum ACS mit 615 kDa bestimmt. Bei einer
molekularen Masse der Untereinheiten von 77 kDa (kalkuliert 76.2 kDa) sprach das fiir eine
homooktamere Struktur des hyperthermophilen Proteins und damit fiir einen wesentlich
hoheren  Oligomerisierungsgrad als bei den mesophilen ACS. Ein hoherer
Oligomerisierungsgrad im Vergleich zu den mesophilen Homologen wurde fiir eine ganze
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Reihe hyperthermophiler Proteine aus Bacteria und Archaea beschrieben, z.B. fiir die
Phosphoglycerat Kinasen aus Pyrococcus woesii und Methanothermus fervidus (Hess et al.
1995). Diese liegen im Gegensatz zu den monomeren mesophilen Enzymen als Dimere vor.
Fir die Formyltransferase aus Methanopyrus kandleri, die in Abhéngigkeit von der
Salzkonzentration als Mono-, Di- oder Tetramer vorliegt, wurde gezeigt, dass nur die
tetramere Form aktiv und thermostabil ist, wohingegen die aktive dimere Form thermolabil ist
(Shima et al. 1998; Shima et al. 2000). Oligomerisierung konnte somit ein wichtiger
Mechanismus zur Stabilisierung hyperthermophiler Proteine sein (Vieille und Zeikus 2001).
Eine weitere Besonderheit der ACS aus P. aerophilum ist die erheblich hohere
Substrataffinitidt des Enzyms im Vergleich zu allen bisher beschriebenen ACS. Wie Tabelle
15 zeigt, liegt z.B. der K,,-Wert fiir Acetat mit 3 uM 100fach unter dem der meisten anderen
ACS. Aber auch die K,-Werte fiir die anderen Substrate lagen z.T. deutlich unter denen der
bisher charakterisierten Enzyme, insbesondere auch unter denen der ACS aus Ha.

marismortui.

Viele der bisher charakterisierten ACS sind spezifisch fiir Acetat (100%). Lediglich Propionat
(10%) wird mit allerdings deutlich verminderter Effizienz umgesetzt. Dagegen weist die ACS
aus P. aerophilum eine relativ breite Substratspezifitit auf. Zusétzlich zu Acetat (100%)
werden Propionat (118%), Formiat (27%), Butyrat (25%) und auch die verzweigtkettige Acyl-
Sdure Isobutyrat (28%) umgesetzt. Die Dicarbonsduren Fumarat (2%) und Succinat (7%), die
verzweigtkettige Acyl-Sdure Valerat (1%) und die Aryl-Sdure Phenylacetat (3%) werden
dagegen nicht als Substrat akzeptiert. Eine ebenfalls sehr breite Substratspezifitdt wurde
bisher nur fiir die ACS aus Penicillium chrysogenum beschrieben, die neben Acetat (100%)
und Propionat (48%) noch Butyrat (20%) und Valerat (7%) umsetzt und mit sehr geringen
Aktivitdten noch eine Reihe weiterer organischer Sduren (Martinez-Blanco et al. 1992). Eine
Rolle dieses Enzyms in der Aktivierung von Seitenketten bei der Synthese von Penicillinen
durch diesen Organismus wurde diskutiert. Die breitere Substratspezifitit crenarchaeeller
Enzyme wurde bereits im Zusammenhang mit der ACD aus P. aerophilum erortert (6.2).

In weiteren Untersuchungen konnte gekliart werden, welche physiologische Funktion die P.
aerophilum ACS einnimmt und welche Bedeutung die hohe Substrataffinitit und die breite
Substratspezifitit in vivo haben.

Die ACS sind, wie das Alignment in Abbildung 25 zeigt, gut konservierte Proteine und
gehoren zusammen mit anderen Acyl- und Aryl-CoA Synthetasen, Luciferase und
Adenylierungsdoménen von nicht ribosomalen Peptidsynthetasen zur Acyladenylat/Thioester-
bildenden Superfamilie. Diese Enzyme katalysieren eine Zwei-Stufen-Reaktion: In der ersten
Teilreaktion wird unter Freisetzung von Pyrophosphat ein Acyl-Adenylat Intermediat
gebildet. Dieses ist das Substrat der zweiten Teilreaktion, in der AMP durch CoA ersetzt und
unter Freisetzung von AMP Acetyl-CoA gebildet wird (Gulick et al. 2003). Die Proteine
dieser Familie haben einige konservierte Sequenzmotive gemeinsam, wobei als
Konsensussequenz T[SG]-S[G]-G-[ST]-T[SE]-G[S]-X-P[M]-K-G[LF] vorgeschlagen wurde
(Toh 1991; Lee et al. 2001). Die bisher einzige Kristallstruktur der ACS aus Salmonella
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enterica hat ergeben, dass das monomere Enzym aus zwei Domédnen aufgebaut ist, einer
groBeren N-terminalen globuldren Domédne aus drei [B-Faltblatt Strukturen mit den
Substratbindestellen (517 Reste) und einer kleineren C-terminalen Doméne aus einem [-
Faltblatt, das auf beiden Seiten von je zwei o-Helices umgeben ist (130 Reste). Diese C-
terminale Doméne weist neben einigen weiteren fiir die Substratbindung wichtigen Resten ein
fiir die erste Teilreaktion essentielles Lysin (K609) auf (Gulick et al. 2003).

S.enterica  ...................... MSQTHKHAIPANIADRCLINPEQ. YETKYKQSINDPDTRINGEQGRT . MDEI TRYOK . . .[KNTSFAPG 63
H.sapiens MGLPEERVRSGSGSRGQEEAGAGGRARSWSPPPEVSRSAHVPSLQRYRELHRRSVEEPREMGDIENE . FYWKTIECPGPFLRYNFDVTKG 89
S.cerevisiae MTIKEHKVVYEAHN....... VKALKAPQHFYNSQPGKGYVTDMQOHYQEMYQQSINEPEKFD E DAEYTK. . .JJOSGSLNNG 80
P.aerophilum MSLELKEKE............. SELPFDEQIINDKWRSKYTPIDAYFK . FHRQTVENLESIIIESVINGE . WERFKZWDK . . .LDA. . .SN 69
Ha.marismortui MSDEDVQ............. LEARLEEQEVFEPPESFVEQANVTDEGIYDEFEENWPECYEGARDL . MDREEEYDQ. . .JyLDD. . .SN 68
S.enterica NVSIKEYEDETINLAANCIBERILOEN . . GBRTAI IfIREDDTSO. . . . . . SKHISHRERHRDFCRFENT] 144
H.sapiens KIFIEEUMKGATTIN I CYNVIININVHEKKLGIKVRF NEPGE. . . ... TTQIRHOILVOWCQFSN 172
S.cerevisiae ..DVARFL SYNCVERTAFAN . . PP L TYBADDESD . . . . . . NKIINEGERLRKMSOIRG 159
P.aerophilum PPFYKWEV LSYLAVINSVKTW . RKNKLAT EQJofélE PVDENGY PTDRRKLyN4 Y Dif YRENUNR VI Y M 158
Ha.marismortuiPPFYERFTDETIMVASAFCLNGETDE . .RGEEAEIE EPVEE. . ... DNITYRREERHOKNNEFRAG 150
* Kk * * Kk
S.enterica By 1B CEREPEAVAGCI IS SERLVIARNEGVAER ST PLKKNVDDARKNPNVT . . SEHVERILKETE. . . ... .. 224
H.sapiens Lt T AEl IS S ESWCERI LIRS S CS LIS TIRA F YI§GEKLVNLKELADEAWOKCQEKGF P\yRCCHMUVKHLERAELGMGD 262
S.cerevisiae GSUKDIRAVVIRANEK CIREGKIGEKTINTKKIVDEGENGVDLVS. . . .RILWFORTE. . ... ... 237
P.aerophilum DAMAETNRSOSR I VISIABGFWINRER . VVRLKEVVDAALEKATG . . . JJESVERYLPIAT(Er. . . . . . .. 237
Ha.marismortuiLP Il DAMATRMNSADEE YLV CIRGY YJREDPLDHLDKANEGISGVDHE . . . \JERAMUAERIMD. . . . . .. 230
S.enterica  .............. SDIDWQE] LVY. 296
H.sapiens STSQSPPIKRSCPDVQISWNQ) MLY 348
S.cerevisiae ............. TEGIPM LLG. 310
P.aerophilum .............. KDVPMTE] WAVHVY. 311
Ha.marismortui.............. GDGFDHDY. LAW. 305
*
S.enterica PGRIYWET EEDKAIEGT 386
H.sapiens AERVEWET! SHVDKYKVTKFPgWNUVNRaT. [ YK F€DEPVTKHS 438
S.cerevisiae PERVLETAGH IQRHKATHFN VNN R T KRVEEAE I AKYRT] 400
P.aerophilum DDRIFWSET SWIERYGVT I FpENS)ZVNRIMFYRYEEEWPR 401
Ha.marismortuiPERTYFES! L DMVEEYEADQL)GVNIWNRIA FUKWEKOY PEQ 395
* Kk kK

S.enterica WKKIEKEKEPVVREWEoaee r Ml T Pile . . ATELGACERTREFFEVOPALVE . NEEHPORG . ATE 472
H.sapiens HR QR P IVslFNehuNele HML T Pifige . . ATPMIGIEINTFlZF FEVAPAILN . ESEEELISG . EAE] 524
S.cerevisiae HEKVENKNSV I ClspaMuednzSESHLIAPIIAE . . AVPTINZEINTVIFFFe INACI IBPVTEVELIBGNDVE 488
P.aerophilum YRVLENEKVAFGSWMNHREE 1 VIISHARET Y 1.V PMIMZETNG PIFL. € FEVDVVIY . ENENPAPP . GV 489
Ha.marismor tuiGNaNerN YKHIENEES PV VERWEEyapNele MMM T Tibge . . VKDMISZERIG PlT. PENDVRIVIY . TEEEEVEP . GR 481
S.enterica ALVARPKIINFNNRZE 1EHA 553
H.sapiens ALVEEEATENIVNQYeHIZHP 605
S.cerevisiae SISNEIE VEEAAVVGP 569
P

.aerophilum MLHGIWGDPIBXYI LT S| P‘VAEEAVVG I5DA 570
’ NIVGVEGERVAREGDHD 571

.enterica IR0~ T VN TNy, . 631
.sapiens ECLYCF)\YTI#CD| 682
.cerevisiae LTEQTVVAY\YSIKDE&YLONNATEGDAEHITPDN#RRIZL IL < 659
P.aerophilum IJXEEVPINF KQ| . 646

0 o n

Ha.marismortuiI&EAVYRY|\YITED| 647

S.enterica !A EXKLLEEKQAIAMPS... 652
H.sapiens VADIFSIISHLFSHR.CLTIQ.... 701
S.cerevisiae [ ENAYPAIISAVENQFFSQKKK 683
P.aerophilum EDETSYEEAKRAYEEIKAEMART 670

Ha.marismortuiRNEDJRYSDIETKVQGD. . . . . .. 664

Abbildung 25 Multiples Sequenzalignment der ACS aus Ha. marismortui und P. aerophilum mit
Aminosiuresequenzen von ACS aus den Doménen der Eukarya, Bacteria und Archaea. Das Alignment
wurde mit ClustalX mit Standardeinstellungen (Thompson et al. 1997) erstellt. Aminosdurereste, die an der
Bindung des Acyl-Adenylats und von CoA in der ACS aus S. enterica beteiligt sind, sind durch Sterne markiert.
Der Pfeil markiert den katalytisch und regulatorisch essentiellen Lysinrest. Das ACS Signaturmotiv ist durch
einen Rahmen hervorgehoben. Die NCBI Accession-Nummern: S. enterica 1PG4_A, H. sapiens NP_061147, S.
cerevisiae S30019, P. aerophilum NP_560315.
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Es wurde vorgeschlagen, dass das Enzym zwischen erster und zweiter Teilreaktion eine durch
die Bindung von CoA hervorgerufene Konformationsianderung durchmacht, die das fiir die
erste Teilreaktion essentielle Lysin aus dem aktiven Zentrum entfernt, und so die Thiolgruppe
des CoA zum Acyladenylat-Intermediat in die richtige Position gebracht wird (Gulick et al.
2003). Das Alignment in Abbildung 25 zeigt, dass viele der fiir die Substratbindung
verantwortlichen Reste der ACS aus S. enterica und v.a. das Lysin 609 auch in den anderen
ACS, insbesondere denen aus Ha. marismortui und P. aerophilum, hochkonserviert sind.
Dieser Lysinrest ist insofern von Bedeutung, als dass er nicht nur katalytische, sondern auch
regulatorische Funktion hat. Dies wurde fiir die ACS aus S. enferica und Saccharomyces
cerevisiae gezeigt (Starai et al. 2003; Starai et al. 2002). Bisher war filir viele ACS
transkriptionelle Kontrolle beschrieben worden, u.a. fiir die Enzyme aus E. coli und B. subtilis
(Kumari et al. 2000; Grundy et al. 1994). Erst kiirzlich konnte erstmals posttranslationale
Regulation der ACS aus S. enterica und S. cerevisiae nachgewiesen werden. Durch
Acetylierung des Lysin 609 wird das Enzym inaktiviert. Durch welchen Mechanismus diese
Acetylierung erfolgt, ist noch unklar, wobei diskutiert wurde, dass die intrazelluldre
Konzentration an Acetyl-CoA als Substrat fiir die Acetylierung eine Rolle spielen kdnnte
(Starai et al. 2003). Dagegen konnte gezeigt werden, dass Sir2 Proteine (Sirtuine), die eine
NAD'-abhiingige Deacetylaseaktivitit besitzen, fiir die Aktivitit der ACS in vivo notwendig
sind, indem sie das acetylierte Enzym deacetylieren und so aktivieren. Bisher waren als
Substrate von Sirtuinen in Archaea und v.a. Eukaryonten Komponenten des Chromatins und
der Transkription beschrieben. Dementsprechend war eine wichtige Funktion dieser Proteine
v.a. in der Chromosomenstabilisierung, dem ,,gene silencing* und der Zellalterung bekannt.
Da das Lysin609 in nahezu allen Proteinen der Acyladenylat/Thioester-bildenden
Superfamilie konserviert ist, wurde diskutiert, dass dies ein genereller Mechanismus sein
konnte, iiber den diese Enzyme posttranslational reguliert werden (Starai et al. 2003; Starai et
al. 2002). Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch im Genom von P. aerophilum zwei ORFs
und in den partiell sequenzierten Genomen der extrem halophilen Archaca Ha. marismortui
und Hf. volcanii je ein ORF identifiziert, die fiir Proteine mit jeweils 39% Identitédt zu Sir2-
Afl aus A. fulgidus kodieren. Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass auch in den
Haloarchaea die ACS posttranslational iiber eine Acetylierung/Deacetylierung des Lysin609
reguliert wird. Aufgrund der physiologischen und auch biochemischen Ahnlichkeiten im
Acetatstoffwechsel und den daran beteiligten Enzymen wire es interessant, die Regulation der
Enzyme von Acetatbildung und -aktivierung in halophilen Archaea, v.a. der ACS, sowohl auf
transkriptioneller Ebene als auch auf posttranslationaler Ebene vergleichend zu den Bacteria,

wie E. coli, S. enterica und B. subtilis, zu untersuchen.

Die ACS aus Ha. marismortui und P. aerophilum wurden mit ACS aus allen drei Doménen
des Lebens beziiglich ihrer evolutioniren Verwandtschaft untersucht. Wie der
phylogenetische Stammbaum in Abbildung 26 darstellt, bilden die ausgewidhlten ACS eine
grof3e prokaryontische und eine gro3e eukaryontische Abteilung. Der Stammbaum wurde mit
Hilfe zweier unabhingiger Methoden, der Neighbor-Joining Methode und der Maximum-
Likelihood Methode, erstellt. Beide zeigten hohe Ubereinstimmungen.
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Abbildung 26 Phylogenetische Verwandtschaft von ACS aus Eukarya, Bacteria und Archaea. Die Zahlen
an den Knotenpunkten sind die Bootstrap-Werte nach Maximum-Likelihood. NCBI Accession-Nummern oder
die SwissProt-Nummern der Sequenzen: A. thal., Arabidopsis thaliana NP_198504; A. fulgidus, Archaeoglobus
fulgidus NP_069202; A. vinel., Azotobacter vinelandii ZP_00091225; B. halodurans, Bacillus halodurans
NP 242003, B. subtilis, Bacillus subtilis subsp. subtilis NP _390846; B. pertussis, Bordatella pertussis
NP _881040; B. taurus (Mito.), Bos taurus (mitochondriale ACS) NP_777171; B. japonicum, Bradyrhizobium
japonicum USDA 110 AAK95494; B. melitensis, Brucella melitensis 16M AALS51488; C. elegans,
Caenorhabditis elegans NP_497782; C. jejuni, Campylobacter jejuni subsp. jejuni str. NCTC 11168
NP 282668; C. albicans, Candida albicans CAA22000; C. cinerea, Coprinopsis cinerea CAA75613; C.
parvum, Cryptosporidium parvum Q27549; D. radiodurans, Deinicoccus radiodurans (strain R1) D75516; D.
melanogaster, Drosophila melanogaster S52154; E. nid., Emericella nidulans CAA34858; E. coli, Escherichia
coli K12 AAC77039; F. acid., Ferroplasma acidarmanus ZP_00000146; Ha. marismortui, Haloarcula
marismortui; Halobacterium NRC-1, Halobacterium sp. NRC-1 NP_279934; H. pylori; Helicobacter pylori
26695 NP _207835; H. sapiens, Homo sapiens (cytoplasmatisch ACS) NP-061147; H. sapiens (Mito.), Homo
sapiens (mitochondriale ACS) QINUBI; K. lactis, Kluyveromyces lactis AAC16713; M. consilii, Methanosaeta
consilii AAAT3007; M. mus., Mus musculus (cytoplasmatische ACS) Q9QXG4; M. musculus (Mito.), Mus
musculus (mitochondriale ACS) NP_542142; M. tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis H37Rv NP_218184;
N. crassa, Neurospora crassa SYNCAA; P. chrys., Penicillium chrysogenum JNO781; P. blakesleeanus,
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Phycomyces blakesleeanus S46276; Ps. aerog., Pseudomonas aeroginosa PAO1 AAGO04276; P. aeroph.,
Pyrobaculum aerophilum strain IM2 NP _560315; R. eutropha, Ralstonia eutropha P31638; R. norv., Rattus
norvegicus XP_230773; R. caps., Rhodobacter capsulatus T03473; S. cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae
(cytoplasmatische ACS) NP_013254; S. cerevisiae (Perox.), Saccharomyces cerevisiae (peroxisomale ACS)
S30019; S. ent., Salmonella enterica serovar typhimurium LT2 Q8ZKF6; S. pombe, Schizosaccharomyces pombe
P78773; S. mel., Sinorhizobium meliloti NP_387433; S. tub., Solanum tuberosum CAA67130; S. coeli. A3,
Streptomyces coelicolor A3(2) NP_627761; S. solfataricus, Sulfolobus solfataricus NP_344180; S. tokodaii,
Sulfolobus tokodaii NP_378009; Synechocystis ssp. PCC6803 Q55404; T. acido., Thermoplasma acidophilum
NP_393899; T. volc., Thermoplasma volcanium BAB60317.

In Ubereinstimmung mit einer frilheren Studie war die eukaryontische Gruppe in zwei
Untergruppen unterteilt (Karan et al. 2001), von denen die eine v.a. die Sequenzen aus Pilzen
enthielt und die zweite die aus Pflanzen und Tieren. Mit letzterer fielen auch die Sequenzen
aus o- und y-Proteobakterien zusammen. Dies wurde als Indiz dafiir gewertet, dass die
eukaryontischen ACS mitochondrialen oder bakteriellen Ursprungs sind (Karan et al. 2001).
Dabei bleibt anzumerken, dass die mitochondrialen Enzyme aus B. taurus, M. musculus und
H. sapiens zusammen mit der Sequenz aus dem Protisten C. parvum in der vorliegenden
Analyse in die Pilzgruppe fallen. Wahrend die bereits erwédhnte frithere Studie nur relativ
wenige prokaryontische Sequenzen beriicksichtigte, konnten im Rahmen dieser Arbeit eine
Reihe weiterer bakterieller und v.a. archaeeller Sequenzen in die Analyse mit einbezogen
werden. Es ergaben sich innerhalb der prokaryontischen Abteilung eine separate bakterielle
Gruppe aus - und e-proteobakteriellen Sequenzen und einer cyanobakteriellen Sequenz
sowie eine eigenstindige archaeelle Gruppe, zu der auch die ACS aus P. aerophilum gehorte.
Dagegen fielen die halophilen Sequenzen nicht in diese Gruppe, was eventuell mit der
halophilen Adaptierung der Enzyme und damit verbundenen Besonderheiten in der
Aminosdurezusammensetzung zusammenhdngen koénnte. Mit diesem phylogenetischen
Stammbaum konnte erstmals gezeigt werden, dass die archaeellen ACS eine eigenstindige
Gruppe bilden, die den bakteriellen ACS ndher steht als den eukaryontischen.
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Anhang

Anhang

Sequenz der acd aus Ha. marismortui aus contigl58 (Zahlen in Klammern

bezeichnen die Positionen im contigl58)

1(38212)
1

61(38272)
21

121(38332)
41

181(38392)
61

241(38452)
81

301(38512)
101

361(38572)
121

421(38632)
141

481(38692)
161

541 (38752)
181

601(38812)
201

661(38872)
221

721(38932)
241

781 (38992)
261

841(39052)
281

901(39112)
301

961(39172)
321

1021(39232)
341

1081(39292)
361

1141(39352)
381

1201 (39412)
401
1261(39472)

421

1321(39532)
441

1381(39592)
461

ATGGGACGATTATCGACGTTGTTTGCGCCGGAACGTGTCGCAGTGGTCGGGGCGACCGAT
M G R L S T L F A P E R V A V V G A T D

TCGGAGGGATCCGTCGGTCACGCGGTCACCACGAACCTGCTCGATTCGTTTACAGGGGAG
s E G S VvV G H AV T TNL L D S F T G E

GTCGTGGCCGTGAACCCGAACAAAGAGACAGTACTTGGATTGCCGTGTTACGACAACCTC
v v AV N P N K E T V L G L P C Y D N L

GCCCGCCTGGACGACCCCGGGTCGGTCGACGTTGCCGTCGTCGTCGTGCCGCCGACGGTG
A R L DD?PG S VDV AV V V V P P TV

GCGGTCGAGGTCATCGAGAACGCTGGGGAAGCGGGTATCGAAAACGTCGTCGTCATCACC
AV E V I EN A G E A G I E NV V V I T

GCTGGCTTCGGTGAGACTGGCAGTGATGGGGCCGAACGTGAAAAGCGGCTCCGGGAAGCG
A G F G E T G S D G A E R E K R L R E A

GCCAGTGAATACGACCTGAATCTGGTCGGCCCGAACAGCCTCGGCGTGATGTCGACCCCC
A S E Y DL NL V G P N S L G V M S T P

GTCGGGCTCAACGCCACTTTCGGCAATGAGATGGCCAGCGACGGCGACATCTCCTTTATG
v G L. N AT PF G N EMMAS DG DI S F M

AGCCAGTCGGGCGCGTTCATCACCGCCGTGCTGGACTGGGCCGCCGAGCGCGATGTCGGC
s Q s G A F I T A V L DWAWAE R D V G

TTCAAGGACATCGTCTCGCTCGGGAACAAAGCAGTACTCGACGAGAGTGATTTCGTCGCT
F XK D I Vs L 6 N K A V L D E S D F V A

GAGTGGGGTGACGACCCTGATACTGATGTCATTCTGGGCTATCTTGAGGACATCAATGAT
E w G DD P D T DV I L G Y L E D I N D

GGGTCCTCGTTCGTACAGACGGCTCGTGAGGTGACACAGGAGACGCCGATTGTGCTTGTC
G s s F V. Q T A R E V T Q E T P I V L V

AAGTCCGGCCGCACGGACGCGGGTGCGAGCGCGGCCGCCTCCCACACCGGTGCGATGGCC
XK s G R T DA GASA AAASHTGA M A

GGGTCGGAGCGGGCCTACGAGGCAGGCCTCGATAAGGCCGGAACGCTCCGCGTTGAATCT
G S E R A Y E A G L D K A G T L R V E S

GTGCAGGAACTGTTCGATTACGCGCAGATTCTCGCCGGCCAGCCGCTCCCGGATGGAGAC
vV Q E L F DY A Q I L A G Q P L P D G D

GAAATCGCCATCGTCACAAACGCCGGCGGTCCCGGCGTGATGACGACCGACGCCGTCGGC
E I A I VTN AGG P GV M T T D A V G

GACTCGGACCTGCAACTCGCGCAGTTCGGTGACAAGACGTTCTCCCGACTCCGCGAAGAG
b s DL QL A Q F GD KT VF S R L R E E

ATGCCTGATGAGGCCAACATCTACAACCCGGTCGACATTATCGGCGATGCTCCCGCCGAG
M P D EA NI Y N P V DI I G D A P A E

CGCTTCGAGACAGCCCTCGAAACAGTCCTTGCGGACGACAACGTTTCGATGGCCGTCGTC
R F E T AL E TV L A DDNV S M A V V

GTCGCCTGTCCGACCGCAGTGCTTTCCTTCGAGGAACTCTCGGAACGCATCGTCGAACAG
v A ¢C P T AV L S F E E L S E R I V E Q

CAAGAGCAGTTCGGGAAACCGGTCGCGGCGACGCTGATGGGCGGGAAGTCGGTTGACGCT
Q E Q F 6 K P V A A TUL MGG K S V D A
GGTGCGAACGTCCTGAGCGAAGCGGGCGTGCCGAACTACTTCGACCCGGCCCGCGCGGTC

G A NV L S E A GV P NY F D P A R A V

GGCAGTCTGGGCGCGCTCAAGCGCTACCGAGAAATCAAAGCGACGGAGTACGAGGAACCG
G s L G AL KR Y R E I KA TE Y E E P

ACGACGTTCGACGTGGACCGCGAGCGGGCCCGCGAGATACTCGAATCCGGCGCCCGGLGT
T T F D VvV D R ERAURE I L E S G A R R

60(38271)
20
120(38331)
40
180(38391)
60

240 (38451)
80
300(38511)
100
360(38571)
120
420(38631)
140
480(38691)
160
540(38751)
180
600(38811)
200
660(38871)
220
720(38931)
240
780(38991)
260
840(39051)
280
900(39111)
300
960(39171)
320
1020(39231)
340
1080(39291)
360
1140(39351)
380
1200(39411)
400
1260(39471)
420
1320(39531)
440
1380(39591)
460
1440(39651)
480
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Anhang

1441 (39652)
481

1501 (39712)
501

1561(39772)
521

1621(39832)
541

1681(39892)
561

1741(39952)
581

1801(40012)
601

1861(40072)
621

1921 (40132)
641

1981(40192)
661

2041 (40252)
681

2101(40312)
701

GGGTCGAACCGGCTCGGCGTGGAAGCGATGGAACTGCTTGACGCGTACGGGATTCCGACA
G S NR L GV EAME L L DAY G I P T

CCACAGGGTGATGTCGTCTCCTCGCCCGTCGAAGCGGAGGCTGTCGCCGAGGAAATCGGC
P Q G DV VS S P V EAZEA AV A EE I G

GACGACGTGGTGATGAAAATCGTCAGTCCGGATATCCTGCATAAGTCCGACATCGGCGGC
b bpvwv ™M K I VSsS P D I L HIK S DI G G

GTCGAGGTCGCTGTCCCCGTCGAGGAAGTTCGCGACACCTACGAggACCTCGTCGTCAGG
vV E V A vV P V E E V R D T Y E D L V V R

GCACGCAACTATCAGGAAGACGCGACGATTCTTGGCGTTCAgGGTACAGGAGATGGTCGAC
A R N Y Q E DA T I L GV Q V Q E M V D

CTCGACAACGGCGTCGAGACGATTCTCGGGATGAACCGCGACCCGCAGTTCGGACCGTTG
L D NGV ETTI L GMNURDUP Q F G P L

CTGTTGTTCGGTCTCGGCGGAATTTTCGTCGAGGTGCTCGAAGACAACACTGTCAGTGTC
L L F G L G G I F VEV L EDNTV S V

GCTCCTGTCAGCGAGACCGAGGCGAAAGGGATGCTCGATGACATCGACTCTGCGCCGCTG
A PV S ETEAI K GMUL DD I D S A P L

TTACGCGGTGCTCGGGGCCGCGACCCCGTCGACGAGGCCACGCTCGTCGAGACAATCCAG
L R G A R GRD PV DEATTUL YV E T I Q

CGGCTCTCGCAACTCGTCACTGACTTCCCCGCGATCGTGGAACTGGACATCAACCCCCTC
R L S Q L vV TDVF P A I V E L DI N P L

GTCGCGACGCCCGACGGGGTGCAGGCGGTCGACCTGCGACTCACCCTCGACCAGGAGAAA
v AT P D G V Q AV DL R L T L D Q E K

CTATGA 2106 (40317)
L * 701

1500(39711)
500

1560(39771)
520

1620(39831)
540

1680(39891)
560

1740(39951)
580

1800(40011)
600

1860(40071)
620

1920(40131)
640

1980(40191)
660

2040(40251)
680

2100(40311)
700

Sequenz der acs aus Ha. marismortui aus contigl47 (Zahlen in Klammern

bezeichnen die Positionen im contig147)

1(19204)
1

ATGTCAGATGAAGATGTCCAACTCGAAGCACGGCTCGAAGAGCAGGAGGTTTTCGAGCCG 60(19263)

M s bpb E D V Q L EARL E E Q E V F E P

20
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Anhang

61(19264)
21

121(19324)
41

181(19384)
61

241 (19444)
81

301(19504)
101

361(19564)
121

421(19624)
141

481(19684)
161

541(19744)
181

601(19804)
201

661(19864)
221

721(19924)
241

781(19984)
261

841(20044)
281

901(20104)
301

961(20164)
321

1021(20224)
341

1081(20284)
361

1141 (20344)
381

1201 (20404)
401

1261 (20464)
421

1321(20524)
441

1381(20584)
461

1441 (20644)
481

1501 (20704)
501

1561 (20764)
521

1621(20824)
541

1681(20884)
561

CCGGAGTCGTTCGTCGAGCAGGCGAACGTCACGGATGAGGGTATCTACGACGAGTTCGAG
P E S F V E Q A NV T D E G I Y D E F E

GAGAACTGGCCGGAGTGCTGGGAGGGGGCCGCTGACCTTCTCGACTGGGAGGAGGAGTAC
E N W P E C W E G A A DL L D W E E E Y

GATCAGGTACTCGACGACTCGAACCCGCCGTTCTACGAGTGGTTCACAGACGGGACGCTA
b o VL DD SN P P F Y EWF T D G T L

AACGCCTCAGCGAACTGTCTGGACCGCCACCTCGACGAGCGCGGCGACGAAGCCGCTATC
N A S A NCUL DU RHULDEIRGDE A A I

GAGTGGGTCGGCGAGCCAGTCGAGGAAGACAATATCACCTACACGTACGAGGAACTCCAT
E WV G E P V E E DN I T Y T Y E E L H

CAGAAGGTCAACGAGTTCGCGGCCGGCCTGCGTGAGATGGGTGTCGGCGAAGATGATGTC
Q K v N E F A A GLUREMMGV G E D D V

GTGACGATGTATATGCCGATGATTCCGCAGCTTCCCATCGCCATGCTGGCCTGTGCCCGC
v T ™M Y M PMTI P QL P I A ML A C A R

ATCGGCGCGCCCCACTCCGTTGTGTTCGCCGGCTTCTCCGCGGACGCGCTCGCGACCCGA
I G A P H S VYV F A GVF S A DA ATLA AT R

ATGAACTCCGCCGACTCGGAGTATCTGGTTACCTGCGACGGCTACTACCGCCGCGGCGAC
M N S A DS E Y L V T C D G Y Y R R G D

CCGCTTGACCACCTCGACAAAGCCAACGAAGGGCTGAGCGGCGTTGACCACGAGGTGGAA
P L D HL D XK AN E G UL S G V D H E V E

CGCGCCATCGTCGCCGAACGGCTGATGGACGGCGACGGCTTCGACCACGACTACGCGGAC
R A I VA E R L M D G D G F D H D Y A D

AATCAGGTCGCCTTCGAGGATGTCATCGACGACAACGAAGGCGAGACTGTCGAACCAGTC
N Q VA F EDV I DDNE G E T V E P V

GACCGCGACGCCGAGGACATGCTGTTCCTCATGTACACCTCCGGGACCACCGGGAAACCA
D R DA EDMULPF¥FF L M YT S G T T G K P

AAAGGCGTCAAACACTCCACCGGCGGCTACCTCGCCTGGGCGGCCTGGACATCGCAGGCG
K G v X H s TG G Y L A WA AW T S Q A

GTGCTCGACATCAAACCCGAGGACACGTACTTCTGCTCTGCCGATATCGGCTGGATTACC
vL. DI K P ED T Y F C S A DI G W I T

GGTCACTCCTACATCGTCTACGGCCCGCTCGCGCTCGGGACGACGACGATGATGTACGAG
G H s Yy I vy G P L AL G T T TMMY E

GGGACGCCGGACTACCCCGACAAGGACCGCCTCTGGGACATCGTCGAGGAGTACGAAGCC
G T p DY P D K DR L WD I V E E Y E A

GACCAACTGTACACCGCGCCGACAGCTATCCGGGCGTTCATGAAGTGGGGCAAACAGTAC
D Qg L Y T A P TA I R AU F MKW G K QY

CCCGAGCAACACGACCTCTCTAGCCTGCGCCTGCTTGGCACGGTCGGTGAGCCAATCAAC
P E Q H DL S S L R L L G T V G E P I N

CCCCGTGCCTGGAAATGGTACTACAAACATATCGGCAACGAGGAGTGTCCCGTCGTCGAC
P R A W K W Y Y K H I G N E E C P V V D

ACCTGGTGGCAGACCGAAACCGGCGGCATGATGATAACGACGTTACCCGGCGTCAAGGAC
T W W Q T E T GG GG M M I T T L P G V K D

ATGAAACCGGGGTCGGCCGGGCCGCCGCTACCGGGCAACGACGTACGCATCGTCGACACC
M K P G S A G P P L P G N DV R I V DT

GAGGGTGAGGAAGTCGAACCCGGCCGCGCCGGCTACCTGACCGTCGACAAGCCGTGGCCC
E G E E V E P G R A G Y L T V D K P W P

GGGATGCTCCGGACGCTGTACAAGAACGACGAACGGTTCATCGACGAATACTGGGCCGAG
G M L R TUL Y K N D E R F I D E Y W A E

TACTCGGATACCGATAGCGACGACTCTGACGACTGGGTGTACTTCCCCGAGGACGGCGCA
Yy s bpTb S DD S DD WV Y F P E D G A

AAAATCGACGACGACGGCTACATCACCGTGCTGGGACGGGTCGACGACGTGATCAACGTC
Xk I bbb G Y I TV L G RV DDV I NV

TCCGGCCACCGTCTCGGGACGATGGAAATCGAGAGCGCTATCGTCGGCGTGGAAGGCGTT
s GH R L G T M E I E S A I V GV E G V

GCCGAAGCCGCTGTCGTCGGTGGCGACCACGATATCAAGGGCGAGGCGGTGTACGCCTAC
A E A AV V G G D HDTI K G E AV Y A Y

120(19323)
40
180(19383)
60
240(19443)
80
300(19503)
100
360(19563)
120
420(19623)
140
480(19683)
160
540(19743)
180
600(19803)
200
660(19863)
220
720(19923)
240
780(19983)
260
840(20043)
280
900(20103)
300
960(20163)
320
1020(20223)
340
1080(20283)
360
1140(20343)
380
1200(20403)
400
1260(20463)
420
1320(20523)
440
1380(20583)
460
1440(20643)
480
1500(20703)
500
1560(20763)
520
1620(20823)
540
1680(20883)
560
1740(20943)
580
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1741 (20944)
581

1801(21004)
601

1861(21064)
621

1921 (21124)
641

1981 (21184)
661

GTCATCACCGAGGACGGCTACGACGAGGACGAGGAACTCCGCAGTGCGATTATCGACGGC
v I T E D G Y D E D E E L R S A

GTCGAGGATGCTATCGGCCCGATCGCGCGGCCGGAAGCGGTCATCTTCACGCCCGAACTG

vV E D A

CCGAAGACCCGCTCCGGGAAGATCATGCGCCGCCTGCTGGAAGACATCGCCAACGGCGAG
P K T R S G K

GAACTGGGCGATACGAGTACGCTGCGAAACCCTGACGTTGTCAGTGATATCGAGACCAAG

I

G P

I

I

A R P E A V I

M R R L L E D

I

F T

I

E L 6 DT s TTUL RN P D V V S D

GTCCAGGGTGACTGA 1995(21198)

vV Q G D

*

664

I

P

D G

E L

A N G E

I

E

T K

1800(21003)
600

1860(21063)
620

1920(21123)
640

1980(21183)
660

102



Abkiirzungen

Abkiirzungen

ATP Adenosintriphosphat

ADP Adenosindiphosphat

AMP Adenosinmonophosphat

A. bidest. Zweifach deionisiertes Wasser

ACD ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetase
ACS AMP-bildende Acetyl-CoA Synthetase
AK Acetat Kinase

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare

CoA Coenzym A

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
DTE Dithioerythritol

DTNB 5,5¢-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
EDTA Ethylendiamintetraacetat

h Stunde

IPTG Isopropylthiogalactosid

LDH Lactat Dehydrogenase

K, Michaeliskonstante

MES 2-[N-Morpholino]ethansulfonsidure
min Minute

OD Optische Dichte

ORF Open reading frame

PCR Polymerase chain reaction

PEP Phosphoenolpyruvat

PK Pyruvat Kinase

P; Anorganisches Phosphat

PP; Pyrophosphat

PTA Phosphotransacetylase

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
TCA Trichloroacetic acid

TEMED N,N,N*,N*-Tetramethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

U Unit

Vinax Maximalgeschwindigkeit des Substratumsatzes
(v/v) Volumen pro Volumen

(W/v) Masse pro Volumen
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Abkiirzungen

Symbole fiir den Nukleinsiurecode

A
C

Desoxyadenosin

Desoxycytidin

Symbole fiir Aminosiuren

CRAR T @D QT m g Qe

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile

Lys
Leu

Alanin

Cystein
Asparaginsdure
Glutaminsiure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin

Desoxyguanosin
Desoxythymidin

Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

“g<HOROTZEZ

Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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