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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetasen (ACD) gehdreie wie Succinyl-CoA Synthetasen
(SCS) zur Proteinfamilie der NDP-bildenden Acyl-C&Yynthetasen. Beide Enzyme sind
ubiquitar in allen drei Doméanen des Lebens vorhanded katalysieren die NDP- ung- P
abhangige Umsetzung von Acyl-CoA Estern (Acetyl-Coéw. Succinyl-CoA) zu den kor-
respondierenden Sauren unter der Bildung von NE?P 8hbstratstufenphosphorylierung.

R-S-CoA + NDP + P+ RCOO + NTP + HSCoA

Die ACD-Reaktion wurde erstmals in dem Acetat bildien Protisteficntamoeba histolytica
beschrieben, nicht aber charakterisiert. Ersteildetee Analysen von ACDs in Prokaryoten
wurden in dem hyperthermophilen ArchaeByrococcus furiosuslurchgefuhrt und dabei
zwei , ,-heterotetramere ACD-Isoenzyme - ACDI und ACDIldemtifiziert, die sich hin-
sichtlich ihres Substratspektrums und ihrer kirodt Konstanten unterscheiden. Ein weite-
res ACD-Isoenzym wurde ifhermococcus kodakaraensisarakterisiert, welches mit hoher
Effizienz Succinat umsetzt. Es ist bisher nichtdrek, welche Untereinheit in ACDs die
Substratspezifitdt determiniert. Inzwischen wurde AICD in allen untersuchten Acetat bil-
denden Archaea identifiziert und eine Funktiondesi S&urebildung wahrend des Kohlenhyd-
rat- und Peptidabbaus wurde nachgewiesen. Kurzliaglden auch im Genom des Korar-
chaeotenCandidatus Korarchaeum cryptophilureinem sehr urspriinglichen Organismus,
vier ACD-Homologe und ein SCS-Homolog identifizjederen Funktion bislang unklar ist.
Auch in einigen Acetat bildenden Bakterien, wie.zZdloroflexus aurantiacydinden sich
Gene fur ACDs, deren Funktion aber unbekanntmsarideren Bakterien, wigseudomonas
mendocinaund Delftia acidovorans weisen funktionelle Analysen darauf hin, dass ACD
Homologe, anders als in Archaea, an der Aktivierbegtimmter Sauren wie Pimelat und
Ferulat beteiligt sind. Je nach Substrat werdesedienzyme als Pimeloyl-CoA Synthetase
(PCS) oder als Feruloyl-CoA Synthetase (FCS) béapeic Zu diesen Enzymen liegen nur
wenige biochemische Daten vor. Insbesondere wuiglanly noch keine FCS biochemisch
charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde &olle und Funktion von Acyl-CoA
Synthetasen in den drei Domanen des Lebens unkérsuc

ACD in Archaea.

ACD in P. furiosusEs sollte gepruft werden, db. furiosusein ACD-Isoenzym enthalt, das
effizient Succinat umsetzt. ORF Pf_0233 und Pf_18&iden kloniert und heterolog in
E. coli exprimiert. Das gereinigte, rekonstituierte ACDdazym zeigte eine siebenfach
hohere Aktivitdt mit Succinat als mit Acetat, waasdEnzym als ACR.. klassifiziert. Die
ACD koénnte daher, wie fiif. kodakaraensigezeigt, am Abbau von Glutamat zu Succinat
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beteiligt sein. Durch Erstellung chimarer ACDs adsn Untereinheiten zweier ACD-
Isoenzyme sollte der Einfluss der Untereinheitehds& Substratspezifitdit von ACDs unter-
sucht werden. Mit je einer- und -Untereinheit von ACDI und ACR..wurden vier aktive

2 »-heterotetramere Enzyme rekonstituiert und hinbathtihres Substratspektrums analy-
siert. Eine Chimare aus AGLR: und ACDI ergab ein zur ACR.. identisches Substrat-
spektrum, wahrend eine Kombination der ACDhit der -Untereinheit der ACR €in
Substratspektrum wie die ACDI zeigte. Die Ergelbmisker Untersuchungen der ACD-
Chiméaren weisen darauf hin, dass das Substratspekter ACDs irP. furiosusdurch die -
Untereinheit determiniert wird.

ACDs und SCS in Ca. K. cryptophiluim Genom des hyperthermophilen Korarchaeoten
Ca K. cryptophilumder zu den urspringlichsten Organismen zahld siomologe von vier
ACD - und einer ACD-Untereinheit sowie die Untereinheiten einer SC&otiert. Die
ACD-Untereinheiten wurden getrennt exprimiert, gage und zu vier , ,-heterotetrameren
ACD-Isoenzymen rekonstituiert. Es konnten dabeii citive hyperthermophile ACDs
(Topt = 85 °C) charakterisiert werden (ckcACD1, ckcACD3d ckcACD4). Die ckcACD2
zeigte keine Aktivitat. Bei ckcACD1 und ckcACD4 Ittt es sich um ACDs mit einem
neuartigen Substratspektrum, die Arylsauren sowrgweigte und unverzweigte Acylsauren
und deren korrespondierende CoA-Ester als Substratenden. Die ckcACD3 setzte hinge-
gen effektiv Acetyl-CoA bzw. Acetat um und zeigteike Aktivitdt mit Arylsduren. Die -

und die -Untereinheit der SCS wurden getrennt exprimiegtemigt und zu einem aktiven
134 kDa , ,-Heterotetramer rekonstituiert. Die hyperthermopl8ICS (T~ 85 °C) zeigte
eine hohe Spezifitat fir Succinyl-CoA und SuccirGeénomanalysen sprechen dafiur, dass
die ACDs und die SCS eine zentrale Rolle bei dargiekonservierung im Zuge der Peptid-
fermentation spielen.

ACD in M. mazeiDie Gene der getrennt vorliegenden AGDund ACD -Untereinheiten
MM_0358 und MM_0493 wurden kloniert, heterologEncoli exprimiert, gereinigt und als
aktive ACD rekonstituiert. Das 170 kDa-Enzym () katalysierte die Umsetzung von Ace-
tyl-CoA und Isobutyryl-CoA mit gleicher Effizien&Zhenylacetyl-CoA wurde nicht akzep-
tiert. Die ACD katalysierte mit geringerer Aktivitauch die Saureaktivierung.

ACD in Eukarya.

ACD in E. histolyticaDie ACD ausE. histolyticawurde heterolog exprimiert, gereinigt und
als 164 kDa Homodimer charakterisiert. Neben Adetat. Acetyl-CoA setzte die ACD auch
die Sauren Propionat und Thioglycolat um. Verzweigtylsduren und Arylsduren sowie
deren CoA-Ester wurden nicht akzeptiert. Das Satsiektrum des Enzyms und Genomana-
lysen lassen auf eine physiologische Rolle beiGlacose- und Peptidfermentation zu Acetat
und Propionat schlief3en.
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ACD-Homologe in Bacteria.

ACD in C. aurantiacuslm Genom vonC. aurantiacusfinden sich keine Gene fir die typi-
schen Enzyme bakterieller Acetatbildung, Phosphstieetylase (PTA) und Acetatkinase
(AK), jedoch ein ACD-Homolog. Durch Wachstumsexpente und Zellsuspensionen wurde
die Acetatbildung aus Glucose @ aurantiacusanalysiert. Pro Mol Glucose wurden bis zu
1.2 Mol Acetat gebildet. In Zellextrakten konntegike Aktivitaten von AK und PTA nach-
gewiesen werden, aber eine durch Glucose induzi¢ee-Aktivitat. Das Enzym wurde aus
auf Glucose gewachsenen Zellen gereinigt und ddstende Gen als Caur_3920 identifi-
ziert. Mit einem Molekulargewicht von 300 kDa wiggs Enzym eine fir ACDs ungewdhnli-
che homotetramere Struktur auf. Die rekombinantiexprte ACD setzte ahnlich der ACDI
ausP. furiosusmit hoher Aktivitat Acetyl-CoA und nur mit gering&ffizienz Phenylacetyl-
CoA um. Diese Ergebnisse sprechen fiir eine fung&tierBeteiligung der ACD bei der Ace-
tatbildung aus Glucose. Dies ist der erste Nachesisr funktionellen ACD in der Domane
der Bacteria. Phylogenetische Analysen deuten @dmay dass dascdGen Uber lateralen
Gentransfer von Archaea aufgenommen wurde, um dakefvon AK und PTA zu komple-
mentieren.

PCS in Ralstonia eutrophém Genom vorR. eutrophavurden bei Sequenzvergleichen zwei
putative PCSs identifiziert, die als RaPCS1 und®aPgereinigt und charakterisiert wurden.
Beide rekombinanten Enzyme bilden Homodimere unizesemit der hdochsten spezifischen
Aktivitat Pimelat, HSCoA und ATP zu Pimeloyl-CoAD® und Phosphat um. Damit konn-
ten erstmals ADP-bildende PCSs nachgewiesen wehtlgren Pimelat (9.5 U/mg = 100 %)
setzte die RaPCS1 auch Adipat, Phenylacetat, Iga@iuind Thioglycolat mit Gber 30 % der
Rate um. Die RaPCS2 nutzte neben Pimelat (11.5 JJongButyrat effizient. Keine der PCS
konnte die CoA-Ester Acetyl-CoA, Isobutyryl-CoA adehenylacetyl-CoA umzusetzen, was
darauf hindeutet, dass die PCS ausschliel3lich eis@eareaktivierung beteiligt ist. Alle bis-
lang charakterisierten ACDs enthalten zwei katstytiessentielle Histidine, die auch in PCS
hochkonserviert sind. Mittels ortsspezifischer Mygiaese wurden beide Histidine jeweils
gegen Alanin ausgetauscht, was in beiden Fallen ertust der PCS-Aktivitat fuhrte. Dies
lasst auf eine essentielle Beteiligung beider Hisé an der Pimelataktivierung schliel3en.
Phylogenetische Analysen deuten darauf hin, dasssRf@émeinsam mit FCS eine distinkte
phylogenetische Gruppe innerhalb der ACD-homoloyeyl-CoA Synthetasen bilden.

FCS in D. acidovorandie rekombinante FCS ist ein 170 kDa Homodimer kathlysiert
die Umsetzung von Ferulat, HSCoA und ATP zu FeruyA, ADP und R Das Enzym ist
hoch spezifisch fir Ferulat (k= 4 uM). Neben Ferulat (12 U/mg = 100 %) setzt &S
nur Adipat (7 %), Butyrat (12 %) und Pimelat (4 @it geringer Effizienz um. Damit konnte
erstmals eine ADP-bildende FCS charakterisiert eserd



Summary

2 Summary

The family of NDP-forming acyl-CoA synthetases coisgs, amongst other synthetases,
succinyl-CoA synthetases (SCS) and acetyl-CoA states (ACD). Both enzymes are ubig-
uitous in the three domains of life, catalysing Mi@P- and Rdependent conversion of acyl-
CoA esters (succinyl-CoA or acetyl-CoA) to the esponding acids while coupling the
reaction with the formation of NTP by substrateelephosphorylation.

R-S-CoA + NDP + P« RCOO + NTP + HSCoA

ACD-activity was first detected in the acetate-forgheukaryoteEntamoeba histolytigabut
the enzyme has not been characterised so far.iealétailed description of ACDs in pro-
karyotes was carried out in the hyperthermophitchaeonPyrococcus furiosusyhere two

2 »-heterotetrameric isoenzymes (ACDI and ACDII) wdistinguished in respect to their
substrate specificity and kinetic constants. AnotA€D-isoenzyme was characterised in
Thermococcus kodakaraensighich catalyses the conversion of succinate tisyl-CoA
with high efficiency. It has still not been solvethich subunit determines the substrate speci-
ficity of ACDs. In all acetate-forming archaea sadiso far, ACDs have been identified and
an acid-forming function during fermentation of lnalnydrates and peptides has been shown.
Recently four ACD-homologues and an SCS-homologeeewdentified in the genome of the
primordial organisnCandidatus Korarchaeum cryptophiluiput the function of these homo-
logues is still unsolved. Genes for ACDs can alsddund in some acetate-forming Bacteria
like Chloroflexus aurantiacysbut their function is yet unknown. Functional Bsas of
ACD-homologues in other bacteria lilgBseudomonas mendocirend Delftia acidovorans
provide evidence that these ACD-homologues arelwedoin the activation of certain acids
like pimelate and ferulate, in contrast to archaeaording to their substrate these enzymes
are referred to as pimeloyl-CoA synthetase (PCSkenroyl-CoA synthetase (FCS). Only
little data are available for these enzymes. Eglgano biochemical characterisation of FCS
has been performed so far. This study aimed tostiyate the roles and possible functions of
acyl-CoA Synthetases in the three domains of life.

ACD in Archaea.

ACD in P. furiosuslt had to be tested, P. furiosuscontains an ACD-isoenzyme that effi-
ciently converts succinate to succinyl-CoA. ORF @®f33 and Pf 1837 were cloned and
expressed heterologous kn coli. The purified ACD-isoenzyme showed a seven folghér
activity with succinate than with acetate, clagsifythe enzyme as an AGER., According to
these results it might be possible that the enzgaréicipates in degradation of glutamate to
succinate. In order to study the influence of thbusits on substrate specificity of ACDs,
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four chimeric ACDs were constructed out of the sutsuof two ACD-isoenzymes in
P. furiosus Four active , ,-heterotetrameric enzymes were reconstituted, atthan -
and a -subunit of ACQy.cand ACDI respectively, and they were analysecegard to their
substrate specificity. A chimaera of Ag and ACDI showed the same substrate specific-
ity as ACD,,.did, whereas a combination of ACDand ACD. exhibited the same sub-
strate specificity as ACDI did. The data indicdtattsubstrate specificity of ACDs is determi-
nated by the -subunit.

ACD and SCS in Ca. K. cryptophiluim the genome of the hyperthermophilic korarclmaeo
Ca. K. cryptophilumone of the most primordial organisms discoveredas, four homo-
logues of an ACD- and a homologue of an ACBsubunit, as well as both subunits of a SCS,
are annotated. All of the ACD-subunits were exprdsand purified separately and subse-
guently reconstituted to four, ,-heterotetrameric ACD-isoenzymes. Three active hype
thermophilic ACDs (F,c = 85 °C) could be characterised (ckcACD1, ckcACBIBZACDA4),
while ckcACD2 showed no activity. As the two enzwrekcACD1 and ckcACD4 catalysed
the reaction primarily with arylic acids, as wedl with unbranched and branched chain fatty
acids and the corresponding CoA-esters, they shawealel type of substrate specificity for
ACDs. In contrast ckcACD3 catalysed predominantlg tonversion of acetyl-CoA and
acetate and showed no activity with arylic acidse T- and -subunit of the SCS were sepa-
rately expressed, purified and subsequently rettatest to an active 134 kDa, »-
heterotetramere. The hyperthermophilic SCS exhdiigh specificity for succinyl-CoA and
succinate. Analyses of the genome indicate thaet®eDs and the SCS play a central role in
energy-conservation during the fermentation of joest

ACD in Methanosarcina mazethe genes MM_0358 and MM_0493, encoding the pugati
- and -subunit are situated separately in the genome. gémes were cloned, expressed
heterologous irk. coli, purified and reconstituted as an active ACD. T kDa enzyme

( 2 2) catalysed the conversion of acetyl-CoA and isptylHCoA with the same efficiency,

whereas phenylacetyl-CoA was not converted. Therarzconverted the activation of the

corresponding acids only with low efficiency. Thaseno evidence in the present data to

conclude a metabolic function.

ACD in Eukarya

ACD in E. histolytica After heterologous expression ki coli the ACD fromE. histolytica

was purified and characterised as a 164 kDa honma@inin addition to acetate and acetyl-
CoA respectively, the ACD effectively utilizes propate and thioglycolate as substrate.
Branched-chain fatty acids and arylic acids as aglthe corresponding CoA-esters were not
accepted. The substrate specificities, in accomlavith genomic studies, suggest a physio-
logical role of the ACD in the fermentation of ghse and peptides to acetate and propionate.
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ACD-homologues in bacteria.

ACD in C. aurantiacusThe genes for acetate kinase (AK) and phosphaicatgase (PTA),
the typical enzymes of acetate formation in baafesire missing irC. aurantiacus,yet an
ACD-homologue can be found. The formation of aegetedm glucose irC. aurantiacusvas
analysed by growth experiments and cell suspensiRersmole of glucose 1.2 moles of ace-
tate were formed. No activity of AK and PTA could imeasured in cell-free extracts, but an
inducible activity of an ACD was detected. The eneywas purified from cells grown on
glucose and the gene encoding the ACD was idedt#geCaur_3920. The molecular mass of
the enzyme was determined as 300 kDa, indicatimgterotetrameric structure, which is quite
unusual for ACDs. The recombinant ACD showed higfivay with acetyl-CoA but only low
activity with phenylacetyl-CoA, thus its substrafgecificity is similar to that of ACDI from
P. furiosus These results indicate an implication of the Afdlacetate formation from glu-
cose. This is the first report ever of a functioA&lD in the bacterial domain. Phylogenetic
analyses suggest that thedgene was adapted from archaea by horizontal gansfér to
complement the absence of AK and PTA.

PCS in Ralstonia eutrophé&equence comparison led to the identificationvwed putative
PCSs in the genome &. eutrophawhich were purified and characterised as RaPC%L1 an
RaPCS2. Both recombinant enzymes are homodimergataty/sed with highest specificity
the conversion of pimelate, HSCoA and ATP to pigke{@oA, ADP and R This study is the
first report of an ADP-formation by PCSs. In adulitito pimelate (9.5 U/mg = 100 %)
RaPCS1 converted adipate, phenylacetate, isobetgrat thioglycolate with more than 30 %
of the activity with pimelate. RaPCS2 catalysed itbaction only efficiently with pimelate
(11.5 U/mg) and butyrate. Neither RaPCS1 nor RaP@&2 able to catalyse the reaction
with CoA-esters like acetyl-CoA, isobutyryl-CoA phenylacetyl-CoA, indicating that PCS
only participates in acid formation. Two catalytigaessential histidine-residues, conserved
in all ACDs characterised so far, are also higldnserved in PCSs. Each of the histidine-
residues was mutated to alanine by site-directegenesis, causing a complete loss of PCS-
activity. The data indicate that both histidineidegs are essential for the activation of pime-
late by PCSs. Phylogenetic analyses indicate t@&sRand FCSs form a distinct phylogenetic
cluster within the ACD-homologous Acyl-CoA Synthea.

FCS in D. acidovoransThe recombinant FCS formed a 170 kDa homodimedecatalysed
the conversion of ferulate, ATP and HSCoA to feyllGoA, ADP and P The enzyme was
highly specific for ferulate (K =4 uM). In addition to ferulate (12 U/mg = 100 %he FCS

only converted adipate (7 %), butyrate (12 %) aimdefate (4 %) with low efficiency. This is
the first report of the characterisation of an Afoifning FCS so far.
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3 Einleitung

Die Superfamilie der NDP-bildenden Acyl-CoA Syntmn ist eine Gruppe von ubiquitér
vorhandenen Enzymen, die die reversible NDP- yrabRangige Umsetzung von Acyl-CoA
Estern zu der korrespondierenden Saure katalysiareh dabei NTP Uber Substratstu-

fenphosphorylierung synthetisieren und HSCoA fiteise.

R-S-CoA + NDP + P =2 RCOO + NTP + HSCoA

Zu diesen Enzymen gehéren unter anderem Succingl-8ynthetasen und ADP-bildende
Acetyl-CoA Synthetasen (Sanchez et al. 2000).

3.1 Succinyl-CoA Synthetasen

Succinyl-CoA Synthetasen (SCS) katalysieren die ADP- bzw. GDRwiesd?-abhéngige
Umsetzung von Succinyl-CoA zu Succinat im Citratagkund wurden in allen drei Doméanen
des Lebens, Archaea, Bacteria und Eukarya, naclkgewi Alle bisher charakteriserten SCSs
zeigten dabei eine hohe Substratspezifitat fir ByE€oA und Succinat.

In Eukarya und gram-positiven Bacteria bilden SCGfterodimere aus einer ca. 30 kDa
grof3en -Untereinheit und einer ca. 40 kDa gro3ebntereinheit. In gram-negativen Bacte-
ria und Archaea, mit Ausnahme vdrmermoplasmabilden die SCS , ,-heterotetramere
Quartarstrukturen aus (Weitzman und Kinghorn 1@0&)son et al. 1985). Das aktive Zent-
rum wird dabei jeweils aus einer und einer -Untereinheit gebildet. Der strukturelle Aufbau
der SCS ist irE. coli gut untersucht worden. Die SCS ist aus funf Domé&mégebaut: Eine
CoA-Binde-Doméane (Doméane 1) und eine C-terminaadarerkntipfte Ligase-CoA-Doméane
(Doméane 2) bilden die SCSJntereinheit. In der SCSUntereinheit bilden die Doméanen 3
und 4 die Nucleotid-Binde-Domane (ATP-graspfold),dae C-terminal eine weitere Ligase-
CoA-Domane (Doméne 5) gebunden ist (Abbildung 1plMiko et al. 1994; Joyce et al.
2000; Fraser et al. 2002).
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ﬂ- ﬂ*

I {2 (C3 H 4 HENSS
CoA-Bindung Ligase-CoA ATP-Bindung ATP-Bindung Ligase-CoA

Abbildung 1 Schema der Domé&nenorganisation in der SS ausE. coli. Die Nummerierung der Doméan
enspricht der Nummerierung im Text. Die Polypeptida tntereinheiten sind durch Pfeile dargestelk
Doméanen werden durch Balken symbolisiert. Die Doemad und 2 der -Untereinheit sind orange, ¢

Domaéanen der ATP-graspfold (3 und 4) gelb und digake-CoA-Doméane derUntereinheit (5) lila darge-
stellt.

Mit Hilfe von Mutations-, Arsenolyse- und Phospha@gungsexperimenten wurde fur die
SCS ausE. coli ein drei-Stufen-Reaktionsmechanismus postuliergj@vhdar et al. 1991;
Fraser et al. 2002).

Succinyl-CoA + ADP + Pi &  Succinat + ATP + HSCoA

1) Enzym + Succinyl-CoA +P «— Enzym-(Succiny@ ) + HSCoA
2) Enzym-(Succiny@ ) — Enzym-Hf§ @ + Succinat
3) Enzym-Hig*® ((P) + ADP &=  Enzym +ATP

In der ersten Teilreaktion wird Succinyl-CoA zu ymmgebundenem Succinyl-Phosphat (Suc-
cinyI@) umgesetzt, wobei HSCoA freigesetztowin der zweiten Teilreaktion wird Succi-
nat freigesetzt und ein Histidin in detUntereinheit, HistidiA*® intermediar phosphoryliert.
Die Ubertragung des Phosphoryl-Rests vonffisauf das auf der-Untereinheit gebundene
ADP unter Bildung von ATP findet in der dritten Treaktion statt (Fraser et al. 2002). Neben
einigen weiteren Sequenzmustern zeigt sich insloesendieses an der Phosphorylierungs-

reaktion beteiligte Histidin in allen bislang urgechten SCSs hochkonserviert (Sanchez et al.
2000).

3.1.1 SCS-ahnliche Acyl-CoA Synthetasen

Neben der SCS existieren eine Reihe von Synthetdsehohe Sequenzhomologien zur SCS

aufweisen und Uber die gleiche Doméanenorganisdfiei+3-4-5) verfigen. Diese Enzyme,
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die ATP-Citrat Lyasen (ACL), Malyl-CoA Synthetas@WiCS) und Citryl-CoA Synthetasen
(CCS), werden daher ebenfalls zu den NDP-bildendegl-CoA Synthetasen gezahlt
(Sanchez et al. 2000). Anders als die SCS katagsiACL, MCS und CCS in physiologi-
scher Richtung die Saureaktivierung. ACL katalymmedie ATP- und HSCoA-abhéngige
Umsetzung von Citrat zu Acetyl-CoA, ADP, lhd Oxalacetat wahrend der Fettsauresynthese
aus Kohlenhydraten oder bei der £&xierung tber den reduktiven Citratzyklus (Aoshiet
al. 2004; Sun et al. 2010). MCS setzen Malat, HS@QoA ATP zu Malyl-CoA, ADP und;P
bei der Formaldehyd-Assimilation in methylotroph®@rganismen um (Hanson und Hanson
1996). Die CCS Kkatalysiert die ATP- und HSCoA-aljige Aktivierung von Citrat zu
Citryl-CoA im reduktiven Citratzyklus z.B. iRlydrogenobacter thermophiligoshima et al.
2004). Im Gegensatz zu SCS, MCS und CCS, die aweslgezwei getrennten Untereinheiten,
und , aufgebaut sind (Abbildung 1 und Abbildung 2 obdi®gen ACL, z. B. inHomo
sapiens als fusionierte Polypeptidketten in-Orientierung vor (Sun et al. 2010). Zusatzlich

ist C-terminal eine Citratsynthase-Doméane angetd@dbildung 2).

—

SCS(Succinyl-CoA + NDP + P & Succinat + NTP + HSCoA)
MCS (Malat + ATP + HSCoA & Malyl-CoA + AD+ R)
CCS(Citrat + ATP + HSCoA & Citryl-CoA + ADP + R)

| [ N P

ACL (Citrat + HSCoA + ATP —» Acetyl-CoA + ADP + Oxalacetat +)P

Abbildung 2 Doménenorganisation von SCS und SCS-hamogen NDP-bildenden Acyl-CoA Synthetasen.
Die Abbildung zeigt vergleichend die Doméanenorgatiis in SCS, MCS, CCS und ACL. Zusatzlich ist die
katalysierte Reaktion angegeben. Homologe Beredaie durch gleiche Farbgebung kenntlich gemachb-Fa
gebung der homologen Bereiche: Orange: SUOStereinheit, gelb: ATP-Grasp-fold derUntereinheit, lila:
Ligase-CoA Domane derUntereinheit, blau: Citratsynthase-Doméne der ACL.
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3.2 ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetasen

Erst in den letzten Jahren wurdeoetyl-CoA Synthetasen (Musfeldt 2001) (ACD) identifi-

ziert und detailliert charakterisiert. Diese eb#afaur Superfamilie der NDP-bildenden Acyl-

CoA Synthetasen zahlenden Enzyme weisen hohe Satpranlogien zu SCS auf und kata-
lysieren die reversible ADP- und;-&hangige Umsetzung von Acetyl-CoA zu Acetat,
HSCoA und ATP:

CH3CO~SCoA + ADP + P==—= CH;COO + ATP + HSCoA

Die ACD-Reaktion wurde zunachst als neuartige FdemAcetatbildung in dem eukaryonti-
schen ParasiteBntamoeba histolyticaachgewiesen, aber nicht charakterisiert (Reevak e
1977). Spater wurde ACD-Aktivitat auch in hyperthephilen und halophilen Archaea
beschrieben (Schéafer und Schonheit 1991; Schafalr #093), Aus dem hyperthermophilen
ArchaeonPyrococcus furiosusvurde eine ACD erstmals gereinigt, biochemischrakigri-
siert und die kodierenden Gene identifiziert (Madwdams 1996b; Glasemacher et al. 1997,
Musfeldt et al. 1999). Die ACD auR. furiosusist wie die SCS auE. coli aus getrennt im
Genom liegenden- und -Untereinheiten aufgebaut, die zu einem ,-heterotetrameren
Enzym rekonstituieren. ACDs bestehen zwar aus digiohgn finf Doménen wie die SCS,
unterscheiden sich aber in deren Anordnung. Wahibender SCS an die ATP-Bindedoméane
in der -Untereinheit C-terminal eine Ligase-CoA-Doméne uyeten ist (Domane 5), ist
diese Ligase-CoA-Domane in ACDs C-terminal an dlgntereinheit gekntpft (Abbildung 3)
(Sanchez et al. 2000).

SCS ACD

CoA-Bindung Ligase-CoA ATP- ATP- Ligase-CoA CoA-Bindung Ligase-CoA  Ligase-CoA ATP- ATP-
Bindung  Bindung Bindung  Bindung

Abbildung 3 Vergleich der Proteindomanen-Organisatbn in SCSs und ACDsEs ist die unterschiedliche
Organisation der Proteindomanen in deund -Untereinheit von SCSs (links) und ACDs (rechtsgdatellt.
Die Nummerierung der Doméanen entspricht der voragaggenen Nummerierung im Text. Homologe Berei-
che sind durch gleiche Farbgebung kenntlich gem&etbgebung: Doméne 1 und 2 (entspricht 9GS
orange, Doméne 3 und 4 (ATP-Bindedoméne) = gellm&e 5 (Ligase-CoA) = lila.
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In der ACD au<P. furiosusund allen anderen bislang untersuchten ACDs istimlaer SCS
katalytisch essentielle Histidin (Hf§ ) ebenfalls streng konserviert. Dariiber hinaus wurd
bei P. furiosusin der -Untereinheit ein zweites Histidin (Hfs) identifiziert, das in ACDs
hochkonserviert ist, nicht aber in SCS (AbbildundBrasen et al. 2008).

A HiSZ4E
A E— -
ACD - >
His®’ His™
E.coli 242 RMGBAGAI 250 050 HAGGRG- 056
S.scrofa 252 RMGHAGAI260 050 LAGGRGK@56
SCS H.marismortui 242 RMGHAGAI250 049 HVGGRGK- 055
T.aquaticus 250 RMGHAGAI248 049 HVGGRGK-055
P.aerophilum 244 RMGHAGAI252 049 VVAGRGK- 055
ACD P furiosus 254 AASBTGSL 261 068 QIl HKSDA 075
M.jannaschii 250 AKSHTGSL257 535 QIHKTEA 542
A fulgidus 245 ASSHTGSI253 538 DVVHKSDV545
E.histolytica 248 AMSHTGSL256 530 DIMHKTDV 537
H.marismortui 252 AASHTGAN59 531 DILHKSDI 538

Abbildung 4 Vergleich der Untereinheitenkompositionund konservierter Histidine in ausgewahlten SCSs
und ACDs. A: Es ist die unterschiedliche Zusammensetzung degrbinheiten der SCS . coliund der ACD
in P. furiosusdargestellt. Homologe Bereiche sind durch gleiEheébgebung kenntlich gemacht. Farbgebung:
Doméne 1 und 2 (entspricht SQS orange, Doméne 3 und 4 (ATP-Bindedoméane) =,datiméne 5 (Ligase-
CoA) = lila. Die Nummerierung der konservierten titisme entspricht der Position in der Aminoséurese in
E. coli (SCS) undP. furiosus(ACD). B: Ausschnitt aus einem Aminosauresequenzalignmesgeavihlter SCSs
und ACDs. Die Accessionnummern sind wie fol§CS: E. coli YP_002400553.1 (SC$ ZP_07134987.1
(SCS); Sus scrofa01969.2 (SCS P53590.2 (SCS9; H. marismortui YP_135205.1 (SCY YP_135204.1
(SCS); T. aquaticusZP_03497170.1 (SC$ ZP_03497169.1 (SC$ P. aerophilumNP_559922.1 (SC$S
NP_559921.1 (SCS; ACD: P.furiosus NP_579269.1 ACD NP_579516.1 (ACD); M. jannaschii
NP_247570.1A. fulgidus(AF1211) NP_070039.E. histolyticaXP_656290.1H. marismortuiYP_135572.1.

In detaillierten Mutageneseexperimenten und Phagpaoingsstudien mit der ACD aus
P. furiosuswurde bewiesen, dass in ACDs beide Histidine kaszh essentiell sind. Durch
einen Austausch des Histid® gegen Aspartat bzw. des Histiffin gegen Alanin konnte

die ACD-Reaktion vollstandig inhibiert werden. Dalvard im Gegensatz zur SCS fur die

Reaktion der ACD ein vierstufiger Reaktionsmechamis angenommen (Brasen et al. 2008).

11
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Acetyl-CoA+ ADP+R —*  Acetat + ATP + HSCoA

1) Enzym + Acetyl-CoA +P — Enzym-(Acetyl@ ) + HSCoA
2) Enzym-(AcetyI@ ) a— Enzym-Hiy @ + Acetat
3) Enzym-Hig®’ @ <  Enzym-Hi¢ @

4) Enzym-Hi§* (P) + ADP e—*  Enzym +ATP

Hierbei wird zunéchst ein der CoA-Ester phospheryliwobei ein enzymgebundenes Ace-
tylphosphat (Acety@ ) entsteht und HSCoA fesigtzt wird (1). Durch Phosphorylgrup-
pen-Ubertragung vom Acetylphosphat wird in dddntereinheit ein Histidin an Position 257
transient phosphoryliert (2). Von diesem Hisitiehird der Phosphorylrest aber nicht, wie fur
SCS beschrieben, direkt auf ADP, sondern in eirgtenen Teilreaktion auf ein Histidin in
Position 71 der -Untereinheit tbertragen (3), welches dann in derten Teilreaktion ADP
zu ATP phosphoryliert (4).

Inzwischen wurden ACDs in vielen weiteren Archadentifiziert und charakterisiert, darun-
ter die hyperthermophilen Archaddermococcus kodakaraensByrobaculum aerophilum
und Archaeoglobus fulgidysowieHaloarcula marismortuiMethanocaldococcus jannaschi
und der EukaryoGiardia lamblia (Sanchez und Miller 1996; Musfeldt und Schénh@i22
Brasen und Schonheit 2004b; Shikata et al. 200@peDwurde gezeigt, dass ACDs sich
hinsichtlich ihrer Genorganisation und oligomererul&ur sowie im Substratspektrum unter-
scheiden. Wahrend ACDs iR. furiosus und T. kodakaraensis , ,-Heterotetramere aus
getrennt vorliegenden Untereinheiten bilden, sing dHomologen der ACD und
ACD -Untereinheiten in den Archaeéh marismortuj M. jannaschiiund A. fulgidussowie
den EukaryoterG. lamblia und E. histolyticazu einem Polypeptid fusioniert - entweder in
- oder seltener in -Orientierung (Abbildung 5) (Musfeldt et al. 1998anchez et al. 2000;
Musfeldt und Schonheit 2002; Brasen und Schonl@€it; Shikata et al. 2007). Die Holoen-
zyme der fusionierten ACDs bilden Homodimere vonlk&0 kDa GroRRe aus 75 kDa Unter-
einheiten. In dem CrenarchaeBnaerophilumkodieren die ORFs PAE3250 und PAE3249
fur die - und -Untereinheit einer ACD und liegen hintereinander i-Orientierung um ein
Basenpaar tUberlappend im Genom vor. Sie bilden kdiren einheitlichen Leserahmen und
zeigen somit eine bislang einzigartige Genorgamisatir ACDs (Brasen and Schonheit

2004b). Neben diesen getrennten oder fusioniertemé&n der Genorganisation finden sich

12
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auch komplexere fusionierte ACD-Homologe, die eerminale Extension tragen. So
weist die ACD des Malariaerregedps falciparumC-terminal eine zusatzliche, ca. 270 Ami-
nosauren lange Region auf, deren Funktion abeargsVollig ungeklart ist (Sanchez et al.
2000). In Salmonella entericavurde ein ACD-Homolog beschrieben, das zusatz{ich
terminal eine Acetyltransferasedoméane tragt. DenzydEn wird eine Funktion bei der
posttranslationalen Regulation durch Acetylierung Yroteinen zugeschrieben und als Prote-
in-Acetyltransferase (PAT) bezeichnet. Die Sequdieger Protein-Acetyltransferasen enthalt
zumeist nicht das fur die Katalyse essentieHelistidin und katalysiert nicht die ACD-
Reaktion (Sanchez et al. 2000; Starai und EscaBameerena 2004b). Eine Ubersicht tber

die unterschiedliche Genorganisation von ACDsngbbildung 5 dargestellt.

2) I > P. furiosus

O — E. histolytica

c) -::> P. aerophilum
d) :‘ A. fulgidusAF1938

°) I I > S.enterica

N T R P falciparum

Abbildung 5 Ubersicht iiber die unterschiedliche Gearganisation von ACDs. Homologe Bereiche sil
durch gleiche Farbgebung kenntlich gemacht. agate Genorganisation B. furiosus b) fusionierte Fort
z.B. E. histolytica c) Uberlappende Gene kh aerophilumd) fusionierte Form in -Orientierung inA. fulgidus
(AF1938); e) ACD-Homolog mit AcetyltransferasedomansS. entericaf) ACD in P. falciparum Farbgebun(

-Untereinheit = orange (Doméane 1 und 2) + lila (Bow 5), -Untereinheit = gelb; Acetyltransfesadoméne
grun; zusatzliche Doméane unbekannter Funktid®.ifalciparum= blau.

3.2.1 ACDs in Archaea

Funktionelle Analysen von ACDs wurden erstmalsemdzu derrhermococcalegahlenden

P. furiosusdetailliert durchgefiuhri?. furiosuswéachst heteroorganotroph auf Zuckern (Malto-
se oder Amylose) und Peptiden. Die daraus entstieh&tucose wird Uber den modifizierten
Emden-Meyerhof-Weg zu der 2-Ketosaure Pyruvat fetreg und Pyruvat Uber eine Pyru-
vat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (POR) zu Acetyl-Cofigewandelt. Aus Acetyl-CoA wird
anschlie3end Uber eine ACD Acetat gebildet (Blammey Adams 1993; Siebers und Schon-
heit 2005; Schonheit 2008). Aminosauren werde.ifuriosuszunachst Uber Transaminasen

oder Glutamatdehydrogenasen zu den korrespondeme2dketosauren abgebaut (Andreotti
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et al. 1995). Diese 2-Ketosduren werden dann duiKetosaure:Ferredoxin-
Oxidoreduktasen zu den jeweiligen CoA-Estern a&tiviln P. furiosuswurden neben der
POR drei weitere 2-Ketosaure-Oxidoreduktasen itlemtit. 2-Ketosauren, die aus Methionin
oder den verzweigten Aminosauren Valin, Leucin isaleucin entstehen, werden bevorzugt
von der 2-Ketoisovalerat:Ferredoxin-Oxidoredukt@g®R) umgesetzt. Die Umsetzung von
2-Ketosauren, die aus aromatischen Aminoséauremaetsn sind, wird durch die Indolpyru-
vat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (IOR) katalysiertK&oglutarat wird durch die 2-Keto-
glutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase (KGOR) zu SugeffoA abgebaut. Die gebildeten
CoA-Ester werden durch ACDs zu den korrespondiererg@huren umgesetzt und dabei ATP
Uber Substratstufenphosphorylierung gebildet (Ahlnp 6) (Mai und Adams 1994; Heider et
al. 1995; Mai und Adams 1996a; Shikata et al. 2007)

Zucker Peptide
Aminoséaurer
// 1\ TA
verzweigtkettige aromatische 2K
i ) -Ketoglutarat
Pyruvat 2-Ketosauren 2-Ketosauren g
CoA Fdox CoA Fdox CoA Fdox CoA Fdox
POR VOR IOR KGOR
C02 Fdred COZ Fdred COZ Fdred COZ Fdred
Acetyl-CoA verzweigtkettige Aryl-CoA Succinyl-CoA
Acyl-CoA
ADP + P ADP + P ADP + P ADP + PR,
ACD | ACD | ACD II ACDg *
ATP + HSCoA ATP + HSCoA ACD |l ATP +HSCoA ATP + HSCoA
Acetat verzweigtkettige Sauren Aryl-Sauren Succinat

Abbildung 6 Postuliertes Schema des Abbaus von Zuekn und Aminoséuren und Funktion der ACDs in

P. furiosus und T. kodakaraensis Der Abbau von Zuckern und Peptiden erfolgt Gbern$amminasen,
2-Ketosaure:Ferredoxin-Oxidoreduktasen und ACDsdffiriert nach Mai und Adams 1996). TA = Transami-
nase; Fg = oxidiertes Ferredoxin; kg = reduziertes Ferredoxin; POR = Pyruvat:Ferred@iidoreduktase;
VOR = 2-Ketoisovalerat:Ferredoxin-Oxidoreduktag@Rl = Indolpyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase; KGOR =
2-Ketoglutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase; ACD = #t€0A Synthetase (Musfeldt 2001). *fiR. furiosus
postuliert (diese Arbeit).
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Auf Grund unterschiedlicher Substratspezifititerrden inP. furiosuszwei distinkte ACD-
Isoenzyme, ACDI und ACDII, identifiziert und chatakisiert. Beide Enzyme sind

» o-Heterotetramere von 145 kDa GroRRe aus Unteregmaitit einem Molekulargewicht
von 47 kDa () und 25 kDa (). Die Gene fiur die jeweiligen Untereinheiten lirggabhan-
gig voneinander im Genom vd?. furiosusvor. Die ACDI setzt bevorzugt Acetyl-CoA zu
Acetat um. Diesem Enzym wird vor allem eine Rols der Fermentation von Kohlenhydra-
ten zugeschrieben. Die ACDII katalysiert die Umaatg von aromatischen CoA-Estern wie
Phenylacetyl-CoA und ist daher wahrscheinlich an Rleptidfermentation beteiligt. Beide
Enzyme setzen auch effektiv verzweigte Acyl-CoAeEstie Isobutyryl-CoA um, zeigen aber
keine Aktivitat mit Succinyl-CoA (Mai und Adams 1818, Glasemacher et al. 1997; Musfeldt
et al. 1999). Neben diesen beiden gut untersuch@bs finden sich irP. furiosusdrei wei-
tere paraloge ACD-Untereinheiten, jedoch keine weiteren AGDntereinheiten. Die Funk-
tion dieser weiteren-Untereinheiten ist nicht geklart. Die von den AC@=bildeten Sauren,
hauptsachlich Acetat, Isobutyrat, Isovalerat undritacetat, werden ins Medium abgegeben.
In dem mitP. furiosusnahe verwandtefhermococcus kodakaraengisden sich alle homo-
logen Gene der Zucker- und PeptidfermentationRadariosus sodass angenommen werden
kann, dass die dortige Aminosaurefermentation md@tobm analogen Schema ablauft. Zudem
wurde furT. kodakaraensiSuccinatbildung aus Succinyl-CoA beschrieben. Miarde bei
Untersuchungen zur Succinatbildung neben einer AGD ACDII-Aktivitdt ein weiteres
ACD-Isoenzym (ACR,J identifiziert, das eine hohe Aktivitat mit Sucatreeigt und an der
Succinatbildung beteiligt ist. Dies ist ungewdhhlida alle bislang in Archaea beschriebenen
ACDs keine oder lediglich geringe Aktivitat mit Sulcat oder Succinyl-CoA zeigten. Sowohl
die ACDII-ahnliche als auch die neuartige A&fowiesen eine , ,-heterotetramere Struktur
auf und sind aus unterschiedlicheitUntereinheiten (TK1880 und TK0139) aufgebaut, ver-
wenden aber die gleicheUntereinheit (TK0943) (Shikata et al. 2007). Beniosaurese-
guenzvergleichen wurden R furiosusdie homologen ACD-Untereinheiten PF0233 (nd
Pf1837 () identifiziert, die jeweils Uber 80 % identischtrden Untereinheiten der Succinat
umsetzenden ACI.c ausT. kodakaraensisind (Shikata et al. 2007). Dies lasst vermuten,
dass diese beiden homologen ORFs RuBiriosusebenfalls fir eine ACD kodieren, die
effizient Succinyl-CoA zu Succinat umsetzt und dahevivo an der Succinatbildung beteil-
ligt sein konnte. Ahnlich wie furT. kodakaraensisbeschrieben, entspricht PF1837 der

-Untereinheit der ACDII au®. furiosuswéhrend PF0233 keiner bislang charakterisierten
ACD zugeordnet werden kann (Abbildung 7).

15



Einleitung

ACDI - -—-‘

Pf_1540, TK_0665 Pf_1787
TK_0465

ACDII
Pf 0532, TK_0139 > -
Pf 1837
ACD.... I "o

Pf_0233, TK_1880

Abbildung 7 Schema der Kombination paraloger - und -Untereinheiten von ACDs inP. furiosusund

T. kodakaraensisDas Schema zeigt die Kombination von AGDund ACD -Untereinheiten zu ACDI, ACD

und ACDy,. Die jeweiligen ORF-Bezeichnungen der UntereirdresusP. furiosus(Pf) und der zugeordnet

Homologen ausT. kodakaraensis(TK) sind angegeben. ACDIl und AGR. verwenden die gleicl
-Untereinheit (Modifiziert nach Shikata et al. 2007

Die Zielsetzung dieser Arbeit war es daher, die ®RF0233 und PF1837 zu klonieren und
das Substratspektrum der hypothetischen ACD zuaktesieren. Zusatzlich sollten aus
beiden ACD-Untereinheiten und den Untereinheiten AEDI ausP. furiosusPF1540 ()
und PF1787 () durch unterschiedliche Kombination chimare ACDRstedlt werden, um den

Einfluss der Untereinheiten auf die Substratsp&iziiu untersuchen.

Mittlerweile wurden zahlreichen weiteren archaeelldaCDs Funktionen zugeordnet. In
A. fulgidussind zwei ACD-Homologe, AF1211 und AF1938, besaen, die ahnliche Sub-
stratspektren wie die ACDI (AF1211) und die ACDAR1938) aud”. furiosushaben. Folge-
richtig wird diesen Enzymen auch eine &hnliche Fonkbei der Fermentation von Zuckern
und Aminosauren zugeschrieben (Musfeldt und Scho2@92). Eine vergleichbare Rolle
wird fur die ACD ausP. aerophilumangenommen. Dieses Enzym zeigt eine ungewohnlich
breite Substratspezifitdit sowohl fur Acetyl-CoA aach fir verzweigte und aromatische
CoA-Ester und vereint somit die Funktion von ACDIduACDII in einem Enzym (Brasen
und Schoénheit 2004b). In dem halophilen Archaébrmarismortui wurde eine Glucose
induzierte ACD mit ACDI-Aktivitat beschrieben, deme Funktion als eine Art ,,Overflow*-
Mechanismus bei hohen glykoloytischen Flussrateyegchrieben wird (Brasen und Schén-
heit 2004b). InVI. jannaschiiwurde eine fusionierte ACD identifiziert, die dieaktion nur in
Richtung der Séaurebildung effizient katalysiertr Biese ACD wurde eine Funktion bei der
Energiegewinnung aus dem Speicherstoff Glykogekutiexrt (Musfeldt 2001; Musfeldt und
Schonheit 2002). Demgegentber findet sich in deenflis methanogenen Archaebfe-
thansarcina mazetine aus getrennten Untereinheiten bestehende A@DEFunktion dieser
ACD ist nicht bekannt.
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Daher war es Ziel dieser Arbeit zu prufen, ob diBF® MM_0358 und MM_0493 in
M. mazeifur die Untereinheiten einer katalytisch aktive@[ kodieren. Dazu wurden die
Untereinheiten heterolog . coli exprimiert und das rekonstituierte Protein chagagiert.

Die Abteilung der Korarchaeoten wird auf Grund v&NA-Analysen zu den urspringlichs-
ten Mikroorganismen auf der Erde gezahlt. Neueralysen gehen davon aus, dass die Ko-
rarchaeota eine eigene Abteilung bilden, die zvasciCrenarchaeota und Euryarchaeota
abzweigt, jedoch eine deutliche Orientierung inhRiag der Crenarchaeota zeigt (Robertson
et al. 2005; Elkins et al. 2008). Kurzlich wurdesdaenom des bislang unkultivierten Korar-
chaeoterCandidatus korarchaeum cryptophilwollstandig sequenziert und mehrere Oligo-
peptidtransporter, Peptidasen und Transaminaseleakit- ein Hinweis auf Peptidfermenta-
tion. Daruber hinaus wurden Gene fir vier 2-Ketos#terredoxin-Oxidoreduktasen
identifiziert, die beim Peptidabbau entstandeneefekauren in CoA-Ester umwandeln kon-
nen. SchlieBlich finden sich die Gene fiur vier AGBomologe (kcr_0030, kcr_0073,
kcr_0198 und kcr_1138) und ein ACBHomolog (kcr_0115) sowie beide Untereinheiten
einer SCS (SCS= kcr_1393, SCS = kcr_1392), die die Umwandlung der entstandenen
CoA-Ester in die korrespondierenden Sauren kataigrikonnten. Es wurde daher diskutiert,
dass die Peptidfermentation@a. K. cryptophilun@hnlich wie furP. furiosusgezeigt verlau-
fen konnte (vergleiche Abbildung 6) (Elkins et 2008). Bislang wurden jedoch weder die
hypothetischen ACDs noch die putative SCS charisitetr. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
war daher, die Untereinheiten der hypothetischegl-@0A Synthetasen zu klonieren und
heterolog zu exprimieren. Anschliel3end solltengheeinigten und rekonstituierten Proteine

charakterisiert werden.

3.2.2 ACD-Homologe in Bacteria

Im Genom vieler Bakterien konnten ACD-Homologe rgahiesen werden. Deren Funktion
ist aber bislang weitgehend unklar. Zwar wurde &G® in allen bisher untersuchten Acetat
bildenden Archaea als Enzym der Acetatynthese ifdaett, in Bakterien wird Acetat aber in
der Regel in zwei Schritten tber die Enzyme Phosphsacetylase (PTA) und Acetatkinase
(AK) gebildet. Daher wird angenommen, dass die attétdung domanenspezifisch verlauft
(Abbildung 8) (Schafer et al. 1993).
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Acetyl-CoA Acetyl-CoA
R
HSCoA A—l/
ADP +R
Acetyl-P HSCoA ATP
ADP
ATP
Acetat Acetat
Bacteria Archaea
Phosphotransacetylase (PTA) Acetyl-CoA Synthetase
Acetatkinase (AK) (ADP-bildend) (ACD)

Abbildung 8 Hauptmechanismen der Acetatbildung in Bcteria und Archaea.Links: Zweistufige Acetat-
bildung in Bacteria Gber Phosphotransacetylase JRInal Acetatkinase (AK). Rechts: Einstufige Aceilath
dung in Archaea Uber Acetyl-CoA Synthetase (ADFldaild) (ACD).

Folglich erscheint eine Beteiligung der ACDs an Aeetatsynthese in Bakterien zunachst
unwahrscheinlich. Allerdings weisen einige Acetiddénde Bakterien, wie z. EChloroflexus
aurantiacus, Syntrophus aciditrophicuad Pelotomaculum thermopropionicuikeine Gene
fur AK und PTA auf. Bei Sequenzvergleichen konnjedoch ein oder mehrere ACD-
Homologe im Genom dieser Bakterien identifiziertran (Mclnerney et al. 2007). Eine
maogliche Funktion der ACD als Enzym der Acetathildun diesen Organismen sollte im
Verlauf dieser Arbeit am Beispiel v@ aurantiacusuntersucht werden. Dieses thermophile,
filamentbse, anoxygene, phototrophe Bakterium wagdtsotolithoautotroph, photohete-
rotroph oder chemoorganoheterotroph am Rande h€Gellen bei 50 — 60 °C (Pierson und
Castenholz 1974; Hanada und Pierson 2006). Beiraloa®, heterotrophem Wachstum auf
unterschiedlichen Kohlenhydraten wurde Acetatbitguiir verschiedeneC. aurantiacus
Stamme nachgewiesen (Krasil'nikova und Kondrati®&y). Auf Grund von Enzymaktivité-
ten in Zellextrakten von Glucose gewachsenen Zelled fur C. aurantiacusein Abbau der
Glucose tber den Embden-Meyerhof-Weg postulieraginikova et al. 1986; Krasil'nikova
und Kondrat'eva 1987). Im kirzlich sequenziertendbe konnten alle zugehorigen Gene bis
auf die Fructose-Bisphosphat-Aldolase nachgewiegsaen. Das entstehende Pyruvat wird
vermutlich Gber eine Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoredsetin Acetyl-CoA umgewandelt (Tang
et al. 2011). Das Enzym der Acetatsynthese konme lislang noch nicht identifiziert wer-
den. Es war Ziel dieser Arbeit, die AcetatbildungCi. aurantiacusei Wachstum auf Gluco-
se mit Hilfe von Wachstumsexperimenten und Zellsaspnen detailliert zu analysieren und

das Acetat bildende Enzym zu identifizieren undeinigen. Zusatzlich sollte das kodierende
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Gen ermittelt und das Enzym heterolog Bncoli exprimiert und charakterisiert werden.

Dadurch sollte untersucht werden, ob die putati@Aan der Acetat-Bildung beteiligt ist.

Pimeloyl-CoA und Feruloyl-CoA Synthetasen.Fur einige ACD-Homologe in Bakterien,
z. B. Pseudomonas mendocjraelftia acidovoransund Sphingomonas paucimobiligonn-

ten durch Funktionsanalysen Hinweise auf eine §ipeze Rolle bei der Aktivierung von
Pimelat oder Ferulat gefunden werden. Diese Syadket sindn vivo demnach, anders als
ACDs, an der Saureaktivierung beteiligt und wergenach Substrat als Pimeloyl-CoA Syn-
thetase (PCS) oder Feruloyl-CoA Synthetase (FC3giblenet. PCS und FCS bestehen aus
fusionierten Homologen der und -Untereinheit der ACD auB. furiosusund entsprechen
daher in ihrer Domanenorganisation den ACDs. AuBardind beide in ACDs katalytisch
essentiellen Histidine auch in der PCS und der k&@@Serviert (Sanchez et al. 2000).

Pimeloyl-CoA Synthetasekatalysieren die ATP- und HSCoA-abhangige Umseajzuon
Pimelat zu Pimeloyl-CoA als ersten Schritt der Bidiosynthese oder bei Wachstum auf
Pimelat. Es sind zwei Arten von PCS in Bakterieacheeben: IrBacillus sphaericusvurde
ein 60 kDa groRes AMP-bildendes, homodimeres Enelgarakterisiert, das hochspezifisch
Pimelat zu Pimeloyl-CoA umsetzt (Ploux et al. 1992)yvor wurde bereits eine AMP-
bildende PCS auBacillus megateriunpartiell gereinigt und charakterisiert (Izumi dt a
1974). Demgegeniber wurde aus dem BakteRseudomonas mendociaa 200 — 300 kDa
gro3es Enzym gereinigt und als funktionelle PCSraittarisiert, welches sowohl auf Se-
quenzebene als auch in der Domanenstruktur hohéchkeiten mit ACDs aufweist. Ob es
sich um ein AMP- oder ADP-bildendes Enzym handeitgd kontrovers diskutiert (Binieda et
al. 1999; Sanchez et al. 2000). Bislang liegenwemige Daten zu diesen ACD-Homologen
vor. Insbesondere ist nichts tber den Reaktionsamsimus bekannt. Auf Grund der hohen
Sequenzhomologien zu ACDs, insbesondere der Koeseng der beiden fur die ACD
katalytisch essentiellen Histidinreste, kann maneaAmen, dass der Reaktionsmechanismus
ahnlich wie in ACDs verlauft. Daher war es Aufgalbeser Arbeit, zwei hypothetische Pime-
loyl-CoA Synthetasen aus dem BakteritRalstonia eutropharekombinant inE. coli zu
exprimieren, zu reinigen und zu charakterisieremsahlie3end war es Ziel in einer der beiden
PCS durch ortsspezifische Mutagenese die beidegekaierten Histidine gegen Alanin aus-

zutauschen und den Einfluss der Austausche alRetidtionskinetik zu untersuchen.

Feruloyl-CoA Synthetasekatalysieren die ATP- und HSCoA-abhangige Aktiuigg von

Ferulat zu Feruloyl-CoA bei Wachstum auf Ferulagradn Rahmen der Vanillin-Biosynthese
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(Narbad und Gasson 1998; Plaggenborg et al. 2@0ih)ich wie bei den PCS sind ein GroR-
teil der bislang identifizierten FCS AMP-bildendazyme (AMP-FCS), die zur Superfamilie
der Adenylat formenden Enzyme gehéren, wie z.B. AP-FCS ausPseudomonasp.
HR199, Pseudomonas putidader Amycolatopsissp. Str. HR167 (Overhage et al. 1999;
Achterholt et al. 2000; Plaggenborg et al. 2008 D¢lftia acidovoransund inSphingomonas
paucimobiliswurden dagegen zwei funktionale Feruloyl-CoA Setdlsen identifiziert, die
hohe Sequenzhomologien zu NDP-bildenden Acyl-CoAtlsstasen aufweisen (Plaggenborg
et al. 2001; Masai et al. 2002). DiesiGen-defizienten Mutanten vah acidovorankonnten
nicht mehr auf Ferulat als Substrat wachsen (Pldgyg et al. 2001). Obwohl mehrere Stu-
dien existieren, in denen funktionelle FCS idenigfit worden sind, wurden bislang weder
AMP-FCS noch ACD-ahnliche FCS biochemisch charatst. Daher war es Aufgabe
dieser Arbeit, am Beispiel der FCS dusacidovoranserstmals eine FCS heterologHEncoli

Zu exprimieren, zu reinigen und zu charakterisieren

3.2.3 ACDs in Eukarya

Wahrend SCS-Homologe in Eukaryoten weit verbrestetl, sind ACDs bislang nur in den
Acetat bildenden ProtistdBntamoeba histolyticand Giardia lamblia beschrieben. Dariiber
hinaus finden sich ACD-Homologe in Trichomonadend &asmodien sowie iBlastocystis
nicht aber in ,hoheren” Eukaryoten wie Animaliagiae oder Fungi (siehe Abbildung 36,
S. 101). Die ACD aussiardia lamblia setzte neben Acetyl-CoA und Propionyl-CoA auch
Succinyl-CoA effektiv um. Allerdings wird die Rudaktion, also die Saureaktivierung, nicht
katalysiert (Sanchez und Mdller 1996). Bei der legsthreibung der ACD-Reaktion in
E. histolyticawurde das Enzym angereichert und eine ADP-abhérngigsetzung von Ace-
tyl-CoA und Propionyl-CoA nachgewiesen (Reeveslel@/7). Auf Grund von Genomana-
lysen wurde der ACD eine Rolle bei der Acetatbilglaus Kohlenhydraten sowie der Ener-
giegewinnung aus Aminosauren zugeschrieben (Ladtual. 2005; Anderson and Loftus
2005b; Midller et al. 2012). Bisher wurde die ACDerdings nicht ndher charakterisiert.
Daher sollte in dieser Arbeit die ACD aHs histolyticaheterolog irE. coli exprimiert, gerei-
nigt und charakterisiert werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Spezielle Chemikalien, Enzyme und Materialien

ABTS (2,2-Azino-di- . . .
(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)Roche Diagnostics, Mannheim

Acetyl-CoA Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Acetyl-CoA Synthetase Sigma-Aldrich, Schnelldorf oder Megazyme, Coring
(AMP-bildend) (ACS) System Diagnostix GmbH, Gernsheim

Carbenicillin Roth, Karlsruhe

Chloramophenicol Roth, Karlsruhe

Coomassie Brilliant blue R250 Roth, Karlsruhe

Glucose-Oxidase (GOD) Roche Diagnostics, Mannheim

Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase  Roche Diagnostarsheim

Hexokinase Roche Diagnostics, Mannheim
Isobutyryl-CoA Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Isopropyl- -D-thiogalaktosid (IPTG) Roth, Karlsruhe

Kanamycin Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Lactat-Dehydrogenase (LDH) Roche Diagnostics, Mamh
Myokinase (MK) Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Peroxidase (POD) Roche Diagnostics, Mannheim
Phenylacetyl-CoA Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Pwo-Polymerase PegLab, Erlangen
Pyruvatkinase (PK) Roche Diagnostics, Mannheim
Qiaprep Spin Miniprep Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN GmbH, Hilden

T4 DNA Ligase Fermentas, St. Leon-Rot
Tag-Polymerase PeglLab, Erlangen

Alle nicht aufgefihrten Chemikalien und Feincherié@ stammen von den Firmen Roth
(Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Schnelldorf).

21



Material und Methoden

4.2 VerwendeteE. coli-Stamme

Die folgenderk. coliStamme fanden in dieser Arbeit Verwendung. All@nsnhe wurden von
Agilent Technologies, Waldbronn bezogen. In Klammeést die jeweilige Antibiotika-
Resistenz des Stammes angegeben.

Tabelle 1 VerwendeteE. coli-Stamme.Die Bezeichnung der in dieser Arbeit fiir KlonieruRgasmidvermeh-
rung und Expression verwendetencol-Stamme und der betreffende Genotyp sind angegé&tism. gegebene
Antibiotikaresistenz ist in Klammern hinter der @ta-Bezeichnung aufgefiihrt.

Stamm Genotyp

Klonierung und Plasmidvermehrung:

E. coliJM109 el4—(McrA-) recAl endAl gyrA96 thitisdR17r mx) SupE44
relAl (lac-proAB) [F" traD36 proAB laclqZM15]

E. coli XL1-Blue Mrf’ (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F” proAB laclgZM15 Tn10 (Tetr)]

E. coliXL10-Gold endAl gIinV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac HtédmcrA)183

(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 fetF[proAB lacl’Z M15 Tn10(Tét

Amy Cri)]

Expression:

E. coliBL21(DE3)CodonPlus RIL F ompT gal dcm lon hsg@s ms) (DE3) pLysS(cf)
(Chloramphenicol)
E. coli Rosetta(DE3) pLysS F ompT hsd§fRs" mg) gal dcm (DE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1

4.3 Verwendete Plasmidvektoren

Vektor Antibiotikaresistenz
pET14b Ampicillin

PET17b Ampicillin

pPET19b Ampicillin
pET28a Kanamycin

Alle verwendeten Plasmidvektoren stammen von den&Novagen, Schwalbach.

4.4 \Wachstum vonE. coli

Das Wachstum vok. coli erfolgte aerob bei 37 °C in LB-Medium (Roth, Kaulse). Flis-

sigkulturen wurden fur 12 —16 h bei 120 — 150 U/miri einem Schiittler inkubiert. Kulturen
auf LB-Agar-Platten (LB-Medium + 1.8 % Agar-AgarpfR, Karlsruhe) wurden nicht ge-
schattelt. Die Selektion auf Transformanten er®lgei Vektoren mit Ampicillin-Resistenz
durch Zugabe von 100 pg/ml Carbenicillin zum Meditwektoren mit Kanamycin-Resistenz
wurden durch Zugabe von 30 pg/ml Kanamycin selgkt@r Anzucht von transformierten

Expressionsstammen wurde dem Medium zusatzlichgdsl.Chloramphenicol zugesetzt.
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4.5 Synthetische Oligonucleotide

Tabelle 2 Oligonukleotide die in dieser Arbeit vervendet wurden. Restriktionsschnittstellen sind unterstri-

chen. Die Vorwartsprimer sind jeweils mit fs, diddRwartsprimer mit rs bezeichnet.

Bezeichnung Basensequenz 5" 3’ Schnittstelle
Caur3920fs CCCATCATATGTAGAAGC Ndel
Caur3920rs CTCGAGATTAGTTGAGGA Xhol
Caur_3920intfs* CGAACTGTTAGCTACCG

Caur_3920intrs* CAAAACTTCACGGCCTTTAC

CaurACDRTfs GCTAGAAGCTATCTTCTCTCCACAATCG

CaurACDRTrs GTTCCAGGCTTCTAGCAACGCTAC

CaurACDNPTARTfs GGAATGGGAGGCATTTATGTCGAGG

CaurACDNPTARTTrs CATCGCGCAGCGTTTTGGCAAATG

CaurNPTARTfs CGTGCAGCGTTATGTTGGGGATC

CaurNPTARTrs GATTTGCAACCCCAACAGGCGATAC

DaciFCSfs GGAGACACATAT@ACAACGACAGAGATG Ndel
DaciFCSrs GGAAAGCGAGAAAGGGATCGCATG BamHI
DaciFCSintseq* CGCCATGATCGTCGAGCAGATC

EHI178960fs CATCATTCATATEAATTTGAGC Ndel
EHI178960rs GACATGTAACTCGAGAATTTC Xhol
EHI178960int* GATAGATGTGGATGTATTCGTGTAG

kcr_0030fs CATGAGGGGGCATATBGCCTGGATGTC Ndel
kcr_0030rs GACCCTCGAGTTTTACTTAAGACTTACCTTTG Xhol
kcr_0073fs CTGAAATGGGGTGAACCCATATBAAAATAC Ndel
kcr_0073rs GGTGAATTCTCAGTGAGACTCGAAGTAC EcoR1
kcr_0115fs CGGTGATCATATBGCTCAAGGGACC Ndel
kcr_0115rs CTTCCTCGABAGCCCTCACCTCAG Xhol
kcr_0198fs CTTGGGATGCCATATBACGACCTAGAGAGGC Ndel
kcr_0198rs GATGAACGTCTCGABTCACCTCACGGCCAGG Xhol
Kcr_0198int* CAGGGAATGTAGCTTTTATC

ker_1138fs CATAAGGGGTGGTCATATAGCTTGC Ndel
kcr_1138rs GCTATTGCGCGGCCAGATAATAATATTG Notl
kcr_1392fs CGATGTTTAGCTAGBGATGCATCATG Nhel
ker_1392rs GGTTAAGAGCCGGATCUTCTACC BamHiI
ker_1393fs GAGGTGAACATATGCGATAC Ndel
kecr_1393rs CTTACTCGAGACTTTAATGCC Xhol
MMO0358fs GTGAGGTTTCATATGSATATAGAGGAAGC Ndel
MMO0358rs CACTCGAETTAACACTTTATTTCTGCCTG Xhol
MMO0358int14fs* GAGGCCTGTCAGGGATGGGGTTTC

MMO0358int14rs* CCAATTCTTCGTAGCTTGCAACCTCGATTATG

MMO0493fs GAGGGCGTCATATAGTATGAAGC Ndel
MMO0493rs CCACTCGAGRTAAAAAATTAATTTTTCTTCAATG Xhol
Pfu0233fs GGTGATGAACATAT@ACAGTTAACC Ndel
Pfu0233rs GAACTCGABAATTAGAGCTCAGC Xhol
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Tabelle 1 Fortsetzung Oligonukleotide die in dieseArbeit verwendet wurden. Restriktionsschnittstellen sind
unterstrichen. Die Vorwartsprimer sind jeweils feitdie Riickwartsprimer mit rs bezeichnet

Bezeichnung Basensequenz 5" 3’ Schnittstelle
Pfu0233spls* GTAAAGAGGGCTAGAAAGTG

Pfu0233sp2s* CTAAAGGATGATCCAAAAACCAAG

Pful837fs GATGGGGGAATGACATATBAGGG Ndel
Pful837rs GGTAAACTCGAGCTATCCCTTAAG Xhol
RaEuB0370fs GTCGAGGAGCATATEBCGCAACGAG Ndel
RaEuB0370rs GTCAGACAAGGATCATGTCGATCAATC BamHlI

RaEuB0370H269Ars*** GCGCGGCCGTGGCCGATGCGGLCCG
RaEuB0370H539Afs*** CGGCCGACATCCAGGCCAAGTCCGACGTCG
RaEuB0370H539Ars*** CGACGTCGGACTTGGCCTGGATGTCGGCCG
RaEuB0370H539Asp1f* CGGCTATATCGAGGGCATC
RaEuB0370H539Asp2f* GTATCGACTGCGCGATC
RaEuB0370H539Asp3f* CAACCATCGAACGCATTG

RaEuB0404fs CGACGGGGGATOO GACTACCAAG BamHI
RaEuB0404rs CAACGCCTCGAQCGCTTATGCAC Xhol
T7-Promoter Primer** TTAATACGACTCACTATAGGG

T7-Terminator Primer** GCTAGTTATTGCTCAGCGG

*  Primer zur Sequenzierung
**  Standard Vektorprimer
*** Mutageneseprimer

4.6 Proteinbiochemische Standardmethoden

4.6.1 Colorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentrationnach Bradford

Die Proteinkonzentration wahrend der Reinigung Ghdrakterisierung von Enzymen wurde
mit einer modifizierten Methode nach Bradford bastit (Bradford 1976). Dazu wurden
100 pl einer proteinhaltigen Probe mit 900 pl BoadfReagenz (70 mg Coomassie Brilliant
Blue, 50 ml 99% Ethanol, 100 ml 80% Ortho-Phospéwars ad 1000 ml #Dqes) versetzt,
gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkebRie Extinktion wurde bei 595 nm
bestimmt. Eine Eichung erfolgte zu jeder Messung Hiilfe eines Standards aus Rinderse-
rum-Albumin Fraktion V. Eine Proportionalitat derelsswerte war bis zu einer Proteinkon-

zentration von 5 pg im Test gegeben.

4.6.2 Colorimetrische Bestimmung der Proteinkonzentrationnach Biuret

Die Relation von optischer Dichte (OD) bei 600 nndwer Proteinkonzentration in Zellkul-
turen vonChloroflexus aurantiacusiurde mit einer modifizierten Methode von Biuretnd-
telt (Bode et al. 1968). Zunachst wurden 200 plistisbension bei definierter Q@§ mit
200 pl 1 M NaOH versetzt und 30 min bei 100 °C inikut. Anschliel3end wurden 300 pl der
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inkubierten Probe mit 700 ul Biuret-Reagenz (9Kdliumnatriumtartrat, 3 g/l Kupfersul-
fat-Pentahydrat, 5 g/l Kaliumiodid in 0.2 M NaOHgrgetzt und 30 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Die Extinktion wurde bei 546n bestimmt. Die Eichung erfolgte mit
einem Standard aus Rinderserum-Albumin FraktiorDi& Messwerte waren bis zu einer

Proteinmenge von 3 mg im Test proportional.

4.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE diente im Verlauf der Arbeit der Raitbkontrolle wahrend der Reinigung
von Proteinen und der Bestimmung der apparentenekuldren Grofl3e der Protein-
Untereinheiten. Die Elektrophorese erfolgte in 1@8f6i oder 10%igen diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgelen (7 cm x 8 cm x 0.075 cm)einer Mini Protean Elektrophorese

Zelle (Biorad, Minchen). Trenn- und Sammelgel wamnfolgt zusammengesetzt:

Tabelle 3 Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgetier SDS-PAGE

Trenngel (12 %) Trenngel (10 %) Sammelgel (3.35 %)

30% Acrylamid 0.8 % Bisacryla-

mid 1ml 0.833 ml 0.25 ml
1.5 M Tris-HCI pH, 8.8 0.625 ml 0.625 ml

0.5 M Tris-HCI pH, 6.8 - - 0.3ml
10% SDS 0.025 ml 0.025 ml 0.05 ml
Aqua bidest 0.818 ml 0.985 ml 1.625 ml
10% Ammoniumpersulfat 12.5 ul 12.5 ul 12.5 ul
TEMED 1.25 pl 1.25 pl 2.5yl

Die Trichloressigsaure-Fallung wurde zur Konzemdratvon Proteinlésungen vor der SDS-
PAGE verwendet. Hierzu wurden zwei Volumen Probé emem Volumen 30 %iger Tri-
chloressigsaure (TCA) versetzt und 10 min bei 13200 und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge
5415R, Eppendorf, Hamburg). Der Uberstand wurdevedgen und das entstandene Pellet
wurde in 10 pl HOgest. und 2 pul 1 M Tris-HCI pH 9.0 resuspendiert. Di®Ban wurden mit
5x Auftragspuffer (Fermentas, St. Leon-Rot) und BOXT versetzt, 10 min bei 98 °C inku-
biert, auf Raumtemperatur abgekuhlt und in die &ehen transferiert. Der Elektrophorese-
puffer bestand aus 25 mM Tris, 190 mM Glycin un@2%6 SDS. Die Auftrennung erfolgte
fur 10 min bei 70 V und anschlieBenden fir 50 miei [R210V. Als Standard-
Molekulargewichtsmarker diente Protein Marker | v@aqLab (Erlangen). Die Farbung der
Proteine erfolgte durch Inkubation fir 1 min mi#dlCoomassie Brilliant Blue R250 in 10 %
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Essigsaure. Der nicht-proteingebundene Farbstoffilerdurch Inkubation mit 10 % Essigsau-

re entfernt.

4.6.4 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration diente dem Umpuffern oder demminzentrieren von Proteinlésungen
wahrend der Reinigung. Die Methode wurde mit Héfeer 10 ml oder 100 ml Ultrafiltrati-
onszelle (Amicon, Beverly, USA) durchgefiihrt. Esrden Filter (Sartorius, Goéttingen) mit
AusschlussgroRen von 10 — 30 kDa eingesetzt. Disséhlussgrof3e betrug dabei jeweils
maximal 50% der apparenten Gréf3e der Untereinheitanh erfolgter Ultrafiltration wurde
der Uberstand fiir 10 min bei 4 °C und 13000 rpmn{@feige 5415R, Eppendorf, Hamburg)
zentrifugiert, um prazipitiertes Protein aus desludg zu entfernen.

4.6.5 Bestimmung des nativen Molekulargewichts von Proteien

Die apparenten molekularen Massen der nativen akdntbinanten Proteine wurden s&u-
lenchromatographisch mittels Groéf3en-Ausschlusscatognaphie an einer HiLoad 16/60
Superdex 200 prepgrade (GE Healthcare, Freiburg)emem Volumen von 120 ml be-
stimmt. Das auf die Saule aufgetragene Probenvaiume&ug 1 ml. Die Elution erfolgte mit
100 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7.5, bei einer $duate von 1 ml/min. Die Saule wurde
zuvor mit dem LMW Gel Filtration Calibration Kitbzw. ,HMW Gel Filtration Calibration
Kit“ von GE Healthcare (Freiburg) nach Handbuchbyart.

4.7 Molekularbiologische Standardmethoden

4.7.1 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) diente in diégbeit der spezifischen Amplifikation

von offenen Leserahmen (ORF) aus genomischer DNA,Uberpriifung auf vorhandenes
Insert in putativen Transformanten oder der Mutagen Die PCRs wurden in 50 pl Reakti-
onsansatzen in einem Thermocycler (T-3, Biomett#ti®en) durchgefihrt. Die Programme
wurden in Abhangigkeit von der Produktlange und 8ehmelzpunkten der Oligonucleotid-
Primer (MWG Biotech, Ebersberg) variiert. Alle Re@akskomponenten mit Ausnahme der
Primer und der DNA stammten von PeqlLab (Erlang®m. verwendeten Oligonucleotide

sind in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Zur Amplifikation der Gene wurden folgende Protokolle verwendet:

Chloroflexus aurantiacysORF Caur_3920: Der 50 upl-Ansatz enthielt 65 ngnplate, 300
nM Primer Caur_3920fs und Caur_3920rs, 5 pl 10xkReaspuffer, 2 mM MgSQ 300 uM
dNTP-Mix und 2.5 UPwo-DNA-Polymerase. Der Ansatz wurde wie folgt inkutie800 s
Denaturierung bei 95 °C, 10 Zyklen aus Denaturigrbei 95 °C fir 30 s, Annealing bei
55 °C fur 30 s, Elongation bei 72 °C fur 180 sédir Schritt wurde mit jedem Zyklus um
20 s verlangert), 25 Zyklen aus Denaturierung Bei® fur 30 s, Annealing bei 58 °C fur 30
s, Elongation bei 72 °C fur 180 s (bei diesem Schwirde die Synthesezeit mit jedem Zyklus
um 20 s verlangert), abschliel3ende Elongation B&Crfur 420 s.

Delftia acidovoransORF 2fcs Gen: Die DNA stammte von der DSMZ (DSM 39). Deiake
tionsansatz enthielt 30 ng Template, 300 nM PribexiFCSfs, 300 nM Primer DaciFCSrs, 5
pl 10x Reaktionspuffer, 1.5 mM MgSQ0O300 uM dNTP-Mix und 1.25 UPwo-DNA-
Polymerase. Der Ansatz wurde wie folgt inkubieB94 Denaturierung bei 98 °C, 10 Zyklen
aus Denaturierung bei 98 °C fir 45 s, Annealing3%efC fur 30 s, Elongation bei 68 °C flr
180 s, 30 Zyklen aus Denaturierung bei 98 °C fusdAnnealing bei 58 °C fur 30 s, Elonga-
tion bei 68 °C flr 180 s, abschlieRende Elongabiens8 °C fur 420 s.

Entamoeba histolyticdtORF EHI_78960: Der Reaktionsansatz enthielt 200Tegplate,
300 nM Primer EHI178960fs, 300 nM Primer EHI1783@& pl 10x Reaktionspuffer, 2 mM
MgSQOy, 300 uM dNTP-Mix und 2.5 WPPwo-DNA-Polymerase. Der Ansatz wurde wie folgt
inkubiert: 300 s Denaturierung bei 95 °C, 10 Zykbars Denaturierung bei 95 °C fur 30 s,
Annealing bei 47 °C fiur 30 s, Elongation bei 72f0€ 150 s, 25 Zyklen aus Denaturierung
bei 95 °C fur 30 s, Annealing bei 49 °C fir 30 &rifation bei 72 °C fur 150 s (bei jedem
Zyklus wurde die Synthesezeit um 20 s verlangatiychlielRende Elongation bei 72 °C fur
420 s.

Candidatus korarchaeum kryptophiluidie Gene der ORFs kcr_0030, kcr_0073, kcr_0115,
kcr_0198, ker 1138, kcr_1392 und kcr_1393 wurdechnaahezu identischen Protokollen
amplifiziert. Die verwendeten Primer sind Tabellewdientnehmen. Die Annealingtemperatur
richtete sich nach den Schmelzpunkten der jeweiligemer. Der jeweilige Reaktionsansatz
enthielt 50 ng Template-DNA, 300 nM Vorwarts- bzWRuckwartsprimer (kcr_0115:
400 nM), 5 pl 10x Reaktionspuffer, 2 mM MgsCkcr_0073: 2.5 mM), 300 uM dNTP-Mix
und 2.5 UPwo-DNA-Polymerase. Die Ansatze wurden wie folgt iniarb 300 s Denaturie-
rung bei 95 °C, 10 Zyklen aus Denaturierung bet@5%ir 30 s, Annealing bei 52 °C — 64 °C
fur 30 s, Elongation bei 72 °C fur 180 s (kcr_01150 s) (bei diesem Schritt wurde die Syn-
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thesezeit mit jedem Zyklus um 20 s verlangert)Zgklen aus Denaturierung bei 95 °C fur 30
s, Annealing bei 55 °C — 66 °C fur 30 s, Elongatien 72 °C fur 180 s (kcr_0115: 150 s) (bei
jedem Zyklus wurde die Synthesezeit um 20 s vedahgabschlieRende Elongation bei
72 °C fir 420 s.

Methanosarcina mazeDRF MM0358 und MM0493: Die 50 pl Reaktionsansatrghielt
jeweils 80ng Template, je 300nM Vorwarts- bzw. cRuartsprimer, 5 pl
10x Reaktionspuffer, 2 mM MgSO300 uM dNTP-Mix und 2.5 WPPwo-DNA-Polymerase.

Die Ansatze wurden wie folgt inkubiert:

MM_0358.300 s Denaturierung bei 95 °C, 10 Zyklen aus Deretung bei 95 °C fur 30 s,
Annealing bei 55 °C fur 30 s, Elongation bei 72f€ 150 s (bei diesem Schritt wurde die
Synthesezeit mit jedem Zyklus um 20 s verlang@%)Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C
fur 30 s, Annealing bei 58 °C fir 30 s, Elongatioei 72 °C fur 150 s (bei jedem Zyklus
wurde die Synthesezeit um 20 s verlangert), absgbhide Elongation bei 72 °C flr 420 s.
MM _0493.300 s Denaturierung bei 95 °C, 10 Zyklen aus Dereatuing bei 95 °C fir 30 s,
Annealing bei 52 °C fur 30 s, Elongation bei 72f€ 120 s (bei diesem Schritt wurde die
Synthesezeit mit jedem Zyklus um 20 s verlang@’)Zyklen aus Denaturierung bei 95 °C
fur 30 s, Annealing bei 55 °C fir 30 s, Elongatioei 72 °C fur 120 s (bei jedem Zyklus
wurde die Synthesezeit um 20 s verlangert), absfébfide Elongation bei 72 °C fir 420 s.

Pyrococcus furiosu®RF Pfu_0233 und ORF Pfu_1837: Die 50 ul Reak#doséatze enthiel-
ten jeweils 23 ng Template, je 300nM Vorwarts- bzwuckwartsprimer, 5 ul
10x Reaktionspuffer, 2 mM MgSO300 uM dNTP-Mix und 2.5 UWPwo-DNA-Polymerase.
Die Ansatze wurden wie folgt inkubiert:

Pfu_0233.270 s Denaturierung bei 94 °C, 5 Zyklen aus Deretung bei 94 °C fiur 30 s,
Annealing bei 50 °C fur 30 s, Elongation bei 72f6€90 s, 35 Zyklen aus Denaturierung bei
94 °C fur 30 s, Annealing bei 55 °C fur 30 s, Elatign bei 72 °C fur 90 s (bei jedem Zyklus
wurde die Synthesezeit um 10 s verlangert), abefgbhde Elongation bei 72 °C fur 300 s.

Pful837.270 s Denaturierung bei 94 °C, 5 Zyklen aus Derextung bei 94 °C fur 30 s,
Annealing bei 52 °C fir 30 s, Elongation bei 72f6€60 s, 35 Zyklen aus Denaturierung bei
94 °C fur 30 s, Annealing bei 57 °C fur 30 s, Elatign bei 72 °C fur 60 s (bei jedem Zyklus
wurde die Synthesezeit um 10 s verlangert), abesfgébiide Elongation bei 72 °C fur 300 s.

Ralstonia eutroph®RF H16_B0370: Der Reaktionsansatz enthielt 95 emplate, 400 nM
Primer RaEuB0370fs, 400 nM Primer RaEuB370rs, 51k Reaktionspuffer, 2.5 mM
MgSQy, 300 uM dNTP-Mix und 1.25 BPwo-DNA-Polymerase. Der Ansatz wurde wie folgt
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inkubiert: 300 s Denaturierung bei 95 °C, 10 Zykbars Denaturierung bei 95 °C fur 30 s,
Annealing bei 62 °C fur 30 s, Elongation bei 68fi€ 180 s, 30 Zyklen aus Denaturierung
bei 95 °C fur 30 s, Annealing bei 66 °C fur 30 &rifation bei 68 °C fur 180 s (bei jedem
Zyklus wurde die Synthesezeit um 10 s verlangatiychlieRende Elongation bei 68 °C fir
420 s.

Ralstonia eutroph®RF H16_B0404: Der Reaktionsansatz enthielt 95 emplate, 300 nM
Primer RaEuB0404fs, 300 nM Primer RaEuB0404rs, 51t Reaktionspuffer, 1.5 mM
MgSQOy, 300 uM dNTP-Mix und 1.25 BPwo-DNA-Polymerase. Der Ansatz wurde wie folgt
inkubiert: 300 s Denaturierung bei 98 °C, 10 Zykbars Denaturierung bei 98 °C fur 30 s,
Annealing bei 58 °C fir 30 s, Elongation bei 68f€ 180 s, 30 Zyklen aus Denaturierung
bei 98 °C fur 30 s, Annealing bei 60 °C fir 30 &rifation bei 68 °C fur 180 s (bei jedem
Zyklus wurde die Synthesezeit um 20 s verlangatiychlieRende Elongation bei 68 °C fir
420 s.

4.7.2 Ortsspezifische Mutagenese

Durch Sequenzvergleiche und multiple Alignments waitschiedenen ACDs wurden in der
von ORF H16 B0370 kodierten PCS d&alstonia eutrophawei in ACDs fur die Reaktion
essentielle Histidine identifiziert, die auch in P und H*) konserviert sind. Diese

wurden zu Alanin mutiert.

Mutanten von pET19bRaPCS1 wurden durch ortsspelzdisgviutagenese mit dem ,Quick-
Change site-directed mutagenesis Il XL Kit* (Stggiae) nach Herstellerangaben erstellt. Es
wurden fur die Erstellung der RaPCS1H269A-Mutanteie dOligonucleotide
RaEuB0370H269Afs und RaEuB0370H269Ars verwendet.diél RaPCS1H539A-Mutante
fanden die Oligonucleotide RaEuB0370H539Afs und E70H539Ars Verwendung. Der
Reaktionsansatz fur die Mutagenese enthielt jewails 50 ul: 36 ng Parental-DNA
(PET19bRaPCS1), 3 ul Quicksolution, je 250 nM Vomsd bzw. Ruckwartsprimer, 5 pl
Puffer, 1 pl dNTP-L6sung, 1 Bfu-Ultra DNA-Polymerase, ad 50 uLBpigest

Der Ansatz der RaPCS1H269A-Mutante wurde wie folgubiert: initiale Denaturierung far
60 s bei 96 °C, dann 18 Zyklen aus Denaturierun@BéC fur 50 s, Annealing bei 60 °C fur
50 s und Amplifikation bei 68 °C fir 540 s. Es f@geine abschlieRende Amplifikation bei
68 °C fur 420 s. Das Inkubationsprotokoll der RaPBS39A-Mutante war wie folgt: initiale
Denaturierung fir 60 s bei 96 °C, dann 16 Zyklea Benaturierung bei 95 °C fur 30 s, An-
nealing bei 60 °C fur 60 s und Amplifikation bei 88 fur 600 s. Es folgte eine abschlieRende
Amplifikation bei 68 °C fur 420 s.
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4.7.3 Reverse-Transkriptase PCR

Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurde genutatjruauf Glucose gewachsenen Zel-
len von C. aurantiacusTranskript von Caur_3920 und Caur_3921 nachzuwesssvie die
Cotranskription beider ORFs zu untersuchen. Dag/farReverse Transkriptase schreibt ein
MRNA-Template in cDNA um. Die cDNA kann dann in @inStandard-PCR amplifiziert
werden.

Isolierung von mRNA aus Zellen vonC. aurantiacus Die aufGlucose gewachsenen Zellen
von C. aurantiacuswurden bei einer Ofgp von 4.2 durch Zentrifugation fur 20 min bei
13.000 rpm (Eppendorf Minispin, Hamburg) geerni@e Isolierung von 73.5 mg Gesamt-
RNA erfolgte aus 63 mg Zellen mit Hilfe von TRI-Rgmz (Sigma Aldrich, Schnelldorf)
nach der zugehorigen Vorschrift. Die gewonnene RiNAde anschlieRend mittels ,DNAsel,
RNAse-free-Kit* (Fermentas, St. Leon-Rot) nach demgaben im Handbuch behandelt, um

genomische DNA zu entfernen.

RT-PCR. Die RT-PCR wurde mit dem ,OneStep RT-PCR kit* (§#a, Hilden) nach Her-
stellerangaben durchgefuhrt. Es wurden drei urhediche Fragmente aus RNA amplifi-
ziert. Ein Fragment Uberspannte einen 546 Bp lar@geneich am 5°-Ende von Caur_3920
(Primer CaurACDRTfs und CaurACDRTTs), ein zweitéisea 542 Bp langen Bereich der
eine Region am 3"-Ende von Caur_3920, den intesghan Bereich und einen Teil am
5-Ende von Caur_3921 uberlappte (CaurACDNPTARTd CaurACDNPTARTrS) sowie
ein 547 Bp langes Fragment am 3"-Ende von Caur_8820rNPTAfs und CaurNPTArs).
Die 25 pl RT-PCR-Ansétze enthielten jeweils 140gegeinigte RNA, 5 pl RT-PCR Puffer,
400 uM dNTPs, 2.5 pl Q-Solution, 1 pul RT-Enzyme-Mjg 250 nM Vorwarts- und Ruck-
wartsprimer, ad 25 pl #yiges: ZUsatzlich wurden drei dazu identische Kontrcdbtze er-
stellt, bei denen RNA erst nach der InkubationTmamskription der RNA in cDNA hinzuge-
geben wurde. Eine weitere Kontrolle enthielt 60gegomische DNA anstelle der RNA, eine
zusatzliche Leerkontrolle enthielt alle Komponenédrer kein Template. Diese beiden Kon-
trollen enthielten die Primer CaurACDNPTARTfs undufACDNPTARTTs.

Alle Ansatze wurden wie folgt inkubiert: Transkigrt der mRNA in cDNA bei 50 °C fur
30 min, Inaktivierung der Reversen Transkriptaseé @ °C fur 15 min. Anschliel3end
40 Zyklen aus Denaturierung fur 40 s bei 94 °C, dalimg bei 58 °C fur 45 s und Amplifika-
tion bei 72 °C fur 60 s. Es folgte eine abschliglg&eAmplifikation bei 72 °C fur 600 s. Nach
der Inkubation wurden 10 ul je Ansatz mit 2 pl Aafispuffer (Fermentas) versehen und das

Ergebnis durch Agarosegelelektrophorese (siehd)analysiert.
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4.7.4 Reinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansatze

Die amplifizierten oder restriktionshydrolysiert&NA-Fragmente wurden entweder mit
dem ,QIAquick PCR Purification Kit* oder nach praptiver Gelelektrophorese mit dem
»QIAquick Gel Extraction Kit* jeweils nach Angabetdes Herstellers von Salzen und Enzy-

men gereinigt.

4.7.5 Reinheitsanalyse, Gro3en- und Konzentrationsbestimang von DNA

Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nnie Konzentration von DNA wurde mit dem
.,Nano-Drop ND-1000* Spektralphotometer (NanoDroghieologies Inc., Wimington, USA)
photometrisch durch Absorption bei 260 nm bestini. Reinheit wurde durch den Absorp-
tionskoeffizienten 260 nm/280 nm ermittelt. ReindMhat einen Koeffizienten zwischen 1.8
und 2 (Sambrook et al. 1989).

Agarosegelelektrophorese. Mit Hilfe von Agarosegelelektrophorese wurden DNA-
Fragmente, PCR-Produkte und Plasmide analytisch pdgarativ nach der Grél3e aufge-
trennt. Je nach Grol3e der DNA-Fragmente wurdenestgnGele mit 1 % oder 2 % Agarose
verwendet. Dazu wurde Agarose in 30 ml (analytismigr 50 ml (praparativ) TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) durch Radhen geldst, nach Abkihlung auf
ca. 60 °C wurde 30 pg Ethidiumbromid zugegeben died_6sung in eine Giel3vorrichtung
(7 cm x 10 cm) gegossen. Die DNA-Proben wurden 6ritAuftragspuffer (Fermentas, St
Leon-Rot) versetzt und zusammen mit einem Stan@@ede Ruler 100 bp DNA Ladder plus,
oder Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, Fermentas, StniRoth) aufgetragen. Die Elektropho-
rese erfolgte mit einer ,Agagel Mini Elektrophore&pparatur® (Biometra, Gottingen) bei
konstant 60-120 V in TAE-Puffer bei Raumtemperaiie Gele wurden anschliel3end auf
einem UV-Schirm (366 nm) analysiert. Zur Dokumeiotatvurden die Gele tber eine Video-
Anlage aufgenommen und die Fotos Uber einen Videpltc Printer ausgedruckt. Bei der
praparativen Gelelektrophorese wurde die DNA iemirpraparativen Agarosegel aufgetrennt
und die spezifische DNA-Bande unter UV-Licht migt&kalpell aus dem Gel extrahiert.

4.7.6 Restriktionshydrolyse von Vektoren und PCR-Produkte.

Restriktionshydrolysen wurden als Doppelverdau sefzé. Dazu wurden jeweils zwei
Restriktionsendonucleasen (New England Biolabsw@tach, Taunus) in einem Ansatz
gemeinsam mit der DNA in einem vom Hersteller ampemen Puffer fur 2-16 Stunden bei
37 °C inkubiert und anschlieRend die Enzyme bei@®ir 20 min denaturiert. Die Ansatze
setzten sich wie folgt zusammen: Plasmid-DNA (15549 DNA), jeweils 20 U Restriktion-
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sendonuclease, 5 pl Reaktionspuffer, 1x BSA, 0&lKadlische Phosphatase pro pg Plasmid-
DNA (Calf intestinal phosphatase, New England Bislaad 50 pl KOpigesi bzw. PCR-
Produkt (0.5 -2 pg DNA), 5 ul Reaktionspuffer, 2@ U Restrictionsendonuclease, 1x BSA,
ad 50 pl HOpjgest

4.7.7 Herstellung kompetenter Zellen

Zur Vermehrung von Vektoren wurden die Plasmid& iroli JIM109 odelE. coli XL1 Blue
Mrf" transformiert. Zur Expression wurden die Valdo entweder irk. coli BL21(DE3)
Codon-Plus-RIL oderE. coli Rosetta(DE3) pLysS transformiert. Dazu wurden edev

CaCb-kompetente Zellen oder elektrokompetente Zellewgadet.

Herstellung CaCl-kompetenter Zellen. Die Herstellung kompetenter Zellen wurde nach
dem Protokoll im T-Cloning Kit Manual der Firma FRegntas durchgefihrt. 400 ml LB-
Medium (25 g/l LB-Medium, Roth, Karlsruhe) wurde® %ig mit einer Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37 °C unter aeroben Bedingungsrel einer Olgy von 0,6 inkubiert.
Anschlieend wurden die Kulturen 20 min auf Eis aj@m und 15 min zentrifugiert
(5000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde dekantied das Zellpellet in 200 ml eiskaltem
TBS-Puffer (5 mM Tris-HCI, pH 7.0, 100 mM NaCl, 5MnMgCl,) resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation fur 10 min wurde das Paiteé200 ml eiskalter Cagl.osung (5 mM
Tris-HCI, pH 7.0, 100 mM Cagl5 mM MgCh) resuspendiert und fur 20 min auf Eis inku-
biert. Anschliel3end wurde die Suspension ein westédal fir 10 min zentrifugiert, in 20 ml
eiskalter CaGlL6sung resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiere Buspension wurde mit
Glycerin versetzt (Endkonzentration von 20%) un@@® pl Aliquots in sterilen Eppendorf-
ReaktionsgefaRen mit flissigem Stickstoff schockageh. Die kompetenten Zellen wurden

bis zur Verwendung bei -70 °C gelagert.

Herstellung elektrokompetenter Zellen.Elektrokompetente Zellen wurden wie folgt herge-
stellt: 20 ml LB-Medium wurden 1%ig mit einer Ulgacht Kultur des jeweiligen Stammes
angeimpft und bei 37 °C auf einem Reziprokschiugiedlf Stunden inkubiert. Je 5 ml Kultur
wurden durch Zentrifugation fir 1 min bei 7000 rpmd 4 °C pelletiert (Centrifuge 5415R,
Eppendorf, Hamburg), in 1 ml 4 °C kaltem®4esiresuspendiert und 1 min bei 7000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet veurd 1 ml 10 % Glycerin gel6st und erneut
zentrifugiert. Anschlieend wurden die Zellen ia2ml 10 % Glycerin resuspendiert und in
40 ul Aliquots in sterilen Eppendorf-Reaktionsgefdlfabgefillt. Die Zellen wurden mit
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zurwemdung bei -70 °C gelagert.
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4.7.8 Ligation und Transformation von Vektoren

Ligation eines PCR-Produkts in einen Vektor. Die 20 pl Ligationsansétze enthielten
restriktionshydrolysiertes PCR-Produkt und Plasmid) T4-DNA-Ligase, 2 pl T4-DNA-
Ligase Puffer, ad 20 pl48yigest Die zu ligierenden PCR-Produkte wurden dabei igi-dvis
zehnfachen molaren Uberschuss zu den Plasmideeseitzg. Die Ansatze wurden 2—16 h bei
22 °C inkubiert und anschlieRend 20 min bei 65 é@aduriert. Danach wurden die Ligation-
sansatze 15 min mit einem 0.025 pm Mikrodialysefi{Sartorius, Gottingen) gegenUslgest.
dialysiert und fur die Transformation i coli eingesetzt.

Transformation von Plasmidvektoren in E. coli. Es wurden sowohl Ligationsansatze als

auch Plasmide i&. colitransformiert.

Transformation von CaGlkompetenten ZellerDie kompetenten Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und 80 ul mit 10 ul des dialysierten Limasansatzes bzw. 100 bis 400 ng gerei-
nigter Plasmid-DNA vermischt und fiir 60 min auf Hi&kubiert. AnschlieBend wurden die
Anséatze einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetztuaiigtre 10 min auf Eis inkubiert. Nach
Zugabe von 400 pl auf 37 °C vorgewarmten SOC-Medi@in5 % Hefe-Extrakt, 2 % Tryp-
ton, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgS020 mM Glucose, pH 7.0) wurde die Suspen-
sion 30 min bei 37 °C und 800 rpm (Thermomixer catpfEppendorf, Hamburg) inkubiert.
Aliquots dieser Kulturen wurden auf antibiotikalhgdin LB-Agar-Platten zur Selektion aus-
plattiert und 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

Transformation von elektrokompetenten Zeléd.pul elektrokompetente Zellen wurden auf
Eis aufgetaut und mit 2-4 ul Ligationsansatz oderbfs 200 ng gereinigter Plasmid-DNA
gemischt. Dieser Ansatz wurde in eine eisgekuUhlkektEbporations-Kivette mit einem
Durchmesser von 2 mm (Biozyme, Hessisch Oldendatherfuhrt und bei 2.5kV,
12.5 kV/cm, 25 uF und 200 (BIO-RAD Pulse Controller und BIO-RAD Gene Pulsér
BIORAD, Munchen) elektroporiert. Nach Zugabe vor® {0 auf 37 °C vorgewarmten SOC-
Mediums wurden die Zellen 60 min bei 37 °C und 83 (Thermomixer comfort, Eppen-
dorf, Hamburg) inkubiert. Anschlie3end wurden Alidgides Ansatzes auf antibiotikahaltigen
LB-Agar-Platten zur Selektion ausplattiert und I2rbis 16 h bei 37 °C inkubiert.

Isolierung von Plasmidvektoren ausk. coli. Die Isolation der Plasmide wurde aus 5 ml
Flassigkultur mit dem ,,QlAprep Spin Miniprep KitQjagen, Hilden) nach Herstellerangaben
durchgefuhrt.
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4.7.9 Kontrolle einer Klonierung

Nach der Transformation voR. coli mit Ligationsansatzen wurde eine Erfolgskontrolle
durchgefuhrt und die Transformanten auf vorhandémest der erwarteten Lange tberprift.
Dies erfolgte entweder durch Amplifikation (,Kol@PCR") oder durch eine Form der

Plasmidpraparation (,Cracking®).

Kolonie-PCR. Der 50 ul Reaktionsansatz enthielt einen mit eirs¢éenilen Zahnstocher von
der LB-Agarplatte entnommenen Transformanten, j® 3WM T7-Promotor- und T7-
Terminator-Primer, 5 pul Reaktionspuffer (enthiel6 ;aM MgSQ), 10 pl Enhancer und
300 uM dNTP-Mix. Nach einem initialen Denaturiergaghritt fir 300 s bei 94 °C wurden
1 U Tag-Polymerase hinzugegeben. Darauf folgte@yd@en aus Denaturierung fir 20 s bei
94 °C, Annealing fur 30 s bei 48 °C und Elongati®n90 s bei 72 °C. Abschliel3end fand ein
weiterer Syntheseschritt fur 420 s bei 72 °C st Amplifizierung wurde mit Hilfe von

Agarosegelelektrophorese analysiert.

Cracking. Diese Methode stellt eine schnelle Form der Plagraghration dar und beruht auf
dem Prinzip der alkalische Lyse. Eine Kolonie deanBformationsplatte wurde in 25 pl
10 mM EDTA dberfuhrt, gut gemischt und 25 ul Puffér (100 ul 2 M NaOH, 50 ul
10% SDS, 0.2 g Saccharose ad 1000 yddes) hinzugegeben. Der Ansatz wurde bei 70 °C
fur funf Minuten inkubiert und anschlieRend sofatif Eis gestellt. Nach Zugabe von 3 pl
4 M KCIl und 1 pl Bromphenolblau (0.032 g Bromphdnal in 10 ml 99% Ethanol) wurde
der Ansatz vorsichtig durchmischt und 7 min bei208. rpm bei Raumtemperatur zentrifu-
giert. 15 pl des Uberstandes wurden auf ein 1%iggsosegel aufgetragen (siehe 4.7/8%

Kontrolle diente der jeweilige Vektor ohne Insert.

4.7.10Sequenzierung

Alle im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoremrden sequenziert, um das Insert und
die flankierenden Bereiche auf Fehlerfreiheit zerpbifen. Die Sequenzierung wurde ent-
weder nach dem unten angegebenem Protokoll odedeoRirma MWG (MWG, Ebersberg)
durchgefuhrt. Der Sequenzabgleich mit der Origeglenz wurde mit der Software Bioedit
durchgefuhrt (Hall 1999).

Fir die Sequenzierung wurde das ,ABIPRISMCycle-Sequencing System“ (Applied Bio-
systems, Warrington, England) benutzt, welches Ba$esoxynukleotid-Kettenabbruch-
Vefahren nach Sanger (Sanger et al. 1977) verwebaéiei werden durch den Einbau unter-
schiedlicher, fluoreszenzmarkierter ddNTPs Kettbnathe erzeugt. Die fluoreszenzmarkier-

ten Produkte wurden in einer hochauflésenden Poliauid-Kapillargelelektrophorese
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aufgetrennt, mit einem Laser angeregt und die ®Emeét Fluoreszenz detektiert
(ABIPRISM™ 310, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA). Die 10 jegBenzansatze waren
wie folgt zusammengesetzt: 250 ng Plasmid-DNA, 80Ddes jeweiligen Primers, 2 pl Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Rielrul Big Dye Sequencing Buffer
(ABIPRISM™ Applied Biosystems, Warrington, England) ad 10HpDpiges: Das Programm
fur die PCR bestand aus einer initialen Denatunigrioei 96 °C fur 60 s und 25 Zyklen aus
Denaturierung bei 96 °C fur 10 s, Annealing bei’@8fir 5 s und Elongation bei 60 °C fir
240 s. Die PCR-Produkte wurden nachfolgend furSiguenzierung gefallt. Dazu wurden je
PCR-Ansatz 3ul 125 mM EDTA und 30 ul 99,8%-igesdathl zugegeben, gemischt und 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wudée DNA in einer gekuhlten Tisch-
zentrifuge (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hambur@)ndn bei 4 °C und 13200 rpm pelle-
tiert und das Prazipitat in 30 pl 70%-igem Ethaaofgenommen. Es folgte eine erneute
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Das d®elurde anschlieBend fir 10 min in
einer Vakuum-Zentrifuge (Christ, Osterode) bei B0dgetrocknet und anschliel3end in 12 pl
H2Opigestresuspendiert.
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Tabelle 4 Ubersicht tiber die in dieser Arbeit konsuierten Vektoren. Es sind die Quelle der DNA, der
jeweilige ORF, der verwendete Vektor, die verweadebchnittstellen sowie die Bezeichnung der Primdes,
konstruierten Vektors und des Genproduktes angegebe

Schnitt-

Bezeichnung

Bezeichnung Kon-

DNA-Quelle, ORF Vekior  tellen Primer Genprodukt strukt
C. aurantiacusCaur_3920 pET19b Qﬂg: g:aggggi Caur-ACD pPET19bCaurACD
D. acidovorandcs-gene  pET19b ggrilHl Da(iii%SSerSDa' Daci-FCS pET19bDaciFCS
E. histolyticaEHI_178960 pET19b Qﬂg: En:gggggz EH-ACD PET19bEHACD
Eg'_gbg(’)ypmph"um pET17b Qﬂg: tgtgggg‘;i ckcACDal  pET17bckcACDal
E;'_gb%ypmph"um pET17b Egggl tgtgg;gz ckcACDa2  pET17bckcACDa2
(k:;'_g'ligypmph"”m PET17b Qf\'g: Eg[zgﬁgf; ckcACDa3  pET17bckcACDb
(k:;'_g'lggypmph"”m PET17b Qf\'g: Eg[zgiggf; ckcACDa4  pET17bckcACDa3
(k:;'_*l('lggypmph"”m PET17b Hgtel' Egtﬁggi ckcACDb  pET17bckcACDa4
(k:;'_*l('sgrzypmph"”m PET17b ggﬁ}'m Egﬁgggi ckcSCSa PET17bckcSCSa
(k:g'_*fsg;ypmph““m pETI7h Lo Egﬁgggz ckeSCSh PET17bckeSCSh
M. mazeiMM_0358 PET14b Qf\'gl' mmggggz MM-ACDa  pET14bMMACDa
M. mazeiMM_0493 PET14b Qf\'gl' ngggi MM-ACDb  pET14bMMACDb
P. furiosusPF_0233 PET14b >l\<lr01|§|| E}fﬂggggz PF-ACD,.a PET14bPFACD.a
P. furiosusPF_1837 PET14b Qf\'g: E;ﬂiggz PFACDIb  pET14bPFACDIIb
R. eutrophaH16_B0370 pET19b ggﬁ}'m Eggﬂggg;gz Ra-PCS1 PET19bRaPCS1
PET19bRaPCS1 PET19b - Sggﬂggggnggg;sjggim PET19bRaPCS1-H269A
PET19bRaPCS1 PET19b - Sggﬂggg;gﬂggg;ﬁgg;i& PET19bRaPCS1-H539A
R. eutrophaH16_B0404 pET28a iﬁg‘lH' Eggﬂggjgjz Ra-PCS2 PET19bRaPCS?2
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4.8 Wachstum, Zellsuspensionen und Enzymaktivitat in Ettakten von
Chloroflexus aurantiacus

Chloroflexus aurantiacud10-fl (DSM 635) stammte von der Deutschen Samgnfiin Mik-
roorganismen und Zellkulturen (DSMZ).

Die Anzucht vonC. aurantiacusfand unter anaeroben Bedingungen in mit Gummiseptu
und Stahlkappe verschlossenen 100 ml bis 1000 msfakchen (Muller + Krempel AG,
Bilach, Schweiz) bei 55 °C und 35 rpm in einem bdtor statt (Infors HT, Einsbach). Die
Kulturen wurden von zwei Seiten mit jeweils ein€ Watt Reflektorlampe aus ca. 30 cm
Entfernung mit einer Beleuchtungsintensitdt von-800 Lux illuminiert. Das Wachstum
diente neben der Erstellung von Wachstumskurvemasisenkultur (1000 ml) zur Reinigung
der ACD und Aktivitatsmessung in Zelliberstandewisazur Herstellung von Zellsuspensi-
onen (1000 ml). Die Zusammensetzung der verwendgisangen und Medien ist in Tabelle
5 angegeben. Die Medien wurden wie folgt hergdst@lindchst wurden Hefeextrakt, Casa-
minosauren und Glycylglycin in Wasser, Grundmediurd Spurenelementlosung geldst. Der
pH-Wert wurde mittels 10 M NaOH auf pH 8.0 eingdstelie Flasche durch viermaligen
Austausch der Gasphase mit Stickstoffgas anaeeobighd dann autoklaviert. Nach dem
Autoklavieren wurden steril mit einer Spritze Vitahdsung und Eisen(lll)chlorid-Lésung
sowie gegebenenfalls Glucosel6sung (Wachstum autdSe, Zellsuspensionen) hinzugege-
ben. Die Kulturen wurden jeweils mit 2 % Inokulumes exponentiell wachsenden adaptier-
ten Vorkultur steril mit einer Spritze beimpft. Utdas Wachstum Uber die Zeit zu verfolgen
und zur Substratbestimmung in Wachstumsuiuberstanderden zu definierten Zeitpunkten
Proben steril mit einer Spritze entnommen. Das \Wtach wurde durch die Bestimmung der
optischen Dichte bei 600 nm (@dg im Einstrahl Photometer Ultrospec 2000 (GE Hezlth
re, Freiburg) verfolgt. Die Proben fir die Bestinmguon Acetat und Glucose in Wachs-
tumstiberstanden wurden bei 6000 rpm fir 15 minrifegiert und der Uberstand bis zur
Verwendung bei -20 °C eingefroren.
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Tabelle 5 Zusammensetzung der Lésungen und Mediefirffdas Wachstum vonC. aurantiacus(modifiziert

nach Herter et al).

10 x Grundmedium

Medium fir Wachstum auf Hefeextrakt

EDTA 1lg
CaSQ x H,O 0.6¢g
MgSO, x 7 H,O 1g
NacCl 0.08 ¢
NaHPO, 1119
Ad 1000 ml HOqes,

2000 x Spurenelementlésung
MnSQO, x 7 H,O 2.28¢g
ZnSQ, x 7 HO 05¢g
HsBO;3 0549
CuSQ x5 HO0 0.025¢g
Na,MoO, x 2 H,0O 0.025¢
CoCh x 6 H,O 0.045¢g
ad 1000 ml HOyest.

800 x Vitaminlésung

Cobalamin 0.08 ¢
Thiamin-Hydrochlorid 0.024 g
Niacin 049
4-Aminobenzoesaure 0.04¢
Biotin 0.08 ¢
Calcium-D-Panthotensaure 0.04g¢
Pyridoxal-Hydrochlorid 0.008 g
Myoinosit 049
Riboflavin 0.008 g
Folsaure 0.08 g

Komponenten nacheinander in@ig.s. l0sen, pH
7.0 mit 2 M NaOH einstellen, auf 1000 m}®;igest.
auffillen und sterilfiltrieren

1000 x Eisen(lil)chlorid-Ldsung

FeCk x 6 H,O 29g¢
ad 1000 ml HOyges:, Sterilfiltriert

50 x Glucoselésung
Glucose 198.17 ¢

ad 1000 ml HOy;qest, Sterilfiltriert

10 x Grundmedium 100 ml
2000 x Spurenelementlésung 0.5 ml
Hefeextrakt 1g
Casaminoséauren 259
Glycylglycin 3.33¢
H,0gest ad 997.5 ml
1000 x Eisen(lll)chlorid-Losung* 1ml
800 x Vitaminldsung* 1.25ml
Medium fur Wachstum mit Glucose
10 x Grundmedium 100 ml
2000 x Spurenelementlésung 0.5 ml
Hefeextrakt 1lg
Casaminosauren 25¢
Glycylglycin 3.33¢g
H2Ouqest. ad 977.5 ml
1000 x Eisen(lll)chlorid-L6sung* 1ml
800 x Vitaminldsung* 1.25 ml
50 x Glucoselésung* 20 ml
Medium fir Zellsuspensionen
10 x Grundmedium 100 ml
2000 x Spurenelementlésung 0.5 ml
Casaminoséauren 259
Glycylglycin 3.33¢
H2Ouest. ad 977.5 ml
1000 x Eisen(lll)chlorid-Losung* 1ml
800 x Vitaminldsung* 1.25ml
50 x Glucoselésung* 20 ml

* Zugabe erfolgte steril nach dem Autoklavieren.
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4.8.1 Herstellung von Zellsuspensionen

C. aurantiacusvurde in einem Medium fur Zellsuspensionen bigmer OQyo von 0.75 bis

1 gezuchtet und durch Zentrifugation fir 20 min 8&C und 3000 rpm (Beckman Avanti
J-25, Beckman Coulter, Krefeld) pelletiert. Um dellen zu waschen, wurde das Pellet
dreimal zunachst in Suspensionspuffer (100 mM Héf@sl pH 8.5, 10 % Grundmedium)
resuspendiert und unter gleichen Bedingungen emenitifugiert. AnschlieBend wurde die
Suspension 45 min bei 55 °C aerob im Dunkeln ingxipum potentiell akkumulierte Spei-
cherstoffe abzubauen. Hiernach wurde es erneutatigewaschen. Die pelletierten Zellen
wurden in 20 ml Suspensionspuffer aufgenommen uedhgmalig auf zwei sterile 100 ml
Glasflaschen verteilt (Ofgy = 16). Die Flaschen wurden mit einem Gummiseptunch @iner
Stahlkappe verschlossen und die Gasphase nachedeeb Wachstumsexperimenten ver-
wendeten Methode gegen Stickstoff ausgetauscht.ddsnGas zu sterilisieren, wurde es
durch einen 0.2 um-Sterilfilter (Sartorius, Goteémy geleitet. Die Homogenitat der Suspensi-
onsansatze wurde durch Uberpriifung der optischeht®ibei 600 nm sichergestellt. An-
schlieBend wurde dem Testansatz Glucoselosung rer &ndkonzentration von 10 mM
zugesetzt. Dem Kontrollansatz ohne Glucose wurdeetdsprechende Volumen Suspensi-
onsmedium zugegeben. Die Zellsuspensionen wurdeBDunkeln bei 55 °C inkubiert. Pro-
ben fur die Bestimmung von Acetat und Glucose warsteril mit einer Spritze entnommen,
bei 6000 rpm fur 15 min zentrifugiert und der Ubbansl bis zur Verwendung bei -20 °C

eingefroren.

4.8.2 Bestimmung von Acetat in Wachstumsuberstanden und &lsuspensionen

Die Bestimmung von Acetat wurde mit der Methode @wrn et al. mit Hilfe der Enzyme
Pyruvatkinase (PK), Lactat-Dehydrogenase (LDH), Myase (MK) und Acetyl-CoA Syn-
thetase (AMP-bildend) (ACS) durchgefuhrt (Dorn ét #978). Dabei wird die ATP-
abhangige Umwandlung von Acetat zu Acetyl-CoA, AMRd PR durch die ACS an die
Oxidation von NADH + H durch MK, PK und LDH gekoppelt. Hierbei werden pviwl
Acetat 2 Mol NADH oxidiert, was anhand der Extimkiszunahme bei 340 nm
( 340= 6.2 mM*cmi') gemessen wurde. Der 1 ml Testansatz enthieltmi0Tris-HCl,
pH 8.0, 20 MM MgCJ, 100 mM KCI, 2 mM PEP, 0.3 mM NADH, 2 mM ATP, 1 mM
HSCoA, 1 U MK, 2 U PK und 3 U LDH sowie 100 pl Peofnit einer maximalen Acetatkon-
zentration von 1 mM. Nach Vorinkubation des Testitwess bei 37 °C bis zu einer konstanten
Extinktion (&), wurde die Reaktion durch Zugabe von 0.2 U ACStayéet. Nachdem das
Acetat vollstdndig umgesetzt war (nhach ca. 60 min)ide erneut die Extinktion bestimmt
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(E1). Die Acetatkonzentration ergab sich aus der beffie zwischen Eund & ( E) und dem
Extinktionskoeffizienten von NADH nach dem LambBeer'schen Gesetz. Bei jeder Mes-
sung wurde ein Standard (0 — 1 mM Acetat) mitgefihr

4.8.3 Bestimmung von Glucose in Wachstumsuberstanden ungellsuspensionen

Die Bestimmung von Glucose in Zelliiberstanden aasiWtumsversuchen erfolgte mit Hilfe
der Enzyme Glucoseoxidase (GOD) und Peroxidase JP@iBrbei wandelt die GOD Gluco-
se mit Q und KO in Gluconat und kD, um. Anschlie3end wird Wasserstoffperoxid von der
POD unter Oxidation von ABTS (2,2-Azino-di-(3-ethghzthiazolin-6-sulfonsaure)) zu®
reduziert. Die Oxidation des ABTS lasst sich phatisch als Extinktionszunahme bei 436
nm bestimmen. Der Extinktionskoeffizient wurde agiser mitgefihrten Eichgerade aus
bekannten Glucosekonzentrationen ermittelis(~ 28.7 mM' cmi*). Der Testansatz enthielt
900 pl Glucosereagenz (2.8 gJN®O,, 1.44 g NaHPO, x H,O, 0.1 g ABTS, 8 mg Peroxida-
se (200 U/mg), 16 mg Glucoseoxidase (200 U/ mg@@@ml HOges) und 100 ul Probe. Die
Extinktion war bis zu einer Konzentration von 50 il Test proportional.

In Zellsuspensionen wurde Glucose enzymatisch rifé Hon Hexokinase und Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase mit der Methode von Kunsl. g1986) bestimmt (Kunst et al.
1986). Hierbei wird pro Mol Glucose ein Mol NADReduziert, was als Extinktionszunahme
bei 365 nm photometrisch bestimmt werden kann. Destansatz enthielt in einem ml
100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM Mggl2 mM ATP, 2 mM NADP, 7.5 U Hexokinase und
20 pl Probe (maximal 0.5 mM Glucose im Test). N&adtinkubation des Testansatzes bei
37 °C bis zu einer konstanten Extinktiornp)Bwurde die Reaktion durch Zugabe von 3.5 U
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase gestartet. Nacmi@Owar die Glucose vollstandig
umgesetzt. Es wurde erneut die Extinktion bestirfi). Die Glucosekonzentration ergab
sich aus der Differenz zwischen &hd & ( E) und dem Extinktionskoeffizientengfs = 3.41
mM™ cm?) nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz. Das Systemewaweils mit einem

Standard aus Glucosekonzentrationen zwischen @.&nchM im Test geeicht.

4.8.4 Bestimmung von Enzymaktivitaten in Zellextrakten van C. aurantiacus

Um die ACD-Aktivitat zu bestimmen, wurden sowohf &lefe als auch auf Glucose gewach-
sene Zellen in der stationaren Phase zentrifug8®®0 rpm, 8 °C fir 20 min (Avanti J-25,
Beckman Coulter, Krefeld) und in 100 mM Hepes (4{@roxyethyl)-1-Piperazin-Ethan-
Sulfonsaure)-KOH, pH 7.5 mit 5 mM Mgg£itesuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch
viermalige Hochdruckhomogenisation in einer vordetdn French-Press-Zelle (American

Instrument Company, Silver Spring, Maryland, USA&) b4000 Psi (Zellinnnendruck). Nicht
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l6sliche Zellbestandteile und Zelltrimmer wurdenatiuUltrazentrifugation bei 40000 rpm
bei 4 °C fur 120 min abgetrennt (Beckmann Optim@reparative Ultracentrifuge, Rotor
Type 70Ti). Die enzymatische Aktivitdt von ACD uRTA wurde durch den Ellman-Test
(siehe 4.11.1) bestimmt. Hierzu wurde Rohextrakt 50i bis 400 pg Protein im Test einge-
setzt. Der Reaktionsansatz fur die ACD-Reaktiomiefttin 100 mM Hepes-KOH-Puffer, pH
7.5 0.1 mM Acetyl-CoA, 1 mM ADP, 10 mM KIRQ,, 0.1 mM DTNB und 5 mM MgGl
Fur den Test auf PTA-Aktivitat wurde das gleichestBgstem ohne ADP verwendet. Die
Bestimmung der Acetatkinase (AK) wurde mit einemdifinierten PK/LDH-Test (4.11.2)
durchgefuhrt. Dabei wurde kein HSCoA zugegeben uen AK-Reaktion von der ACD-
Reaktion zu unterscheiden. Der ReaktionsansatzieénthOO0 mM Hepes-KOH pH 7.5,
10 MM Acetat, 2 mM ATP, 5mM Mggl0.3 mM NADH, 2.5 mM PEP, 3U PK und
5 U LDH.

4.9 Reinigung der ACD ausChloroflexus aurantiacus

Auf Medium mit Glucose gewachsene Zellen wurdeden exponentiellen Wachstumsphase
durch Zentrifugation geerntet (20 min, 3000 rpniC8 Avanti J-25, Beckman Coulter, Kre-
feld). Insgesamt wurden 96 g Feuchtzellmasse im[7200 mM Hepes-KOH (pH 7.5 bei
70 °C), 5 mM MgCJ resuspendiert. Der Zellaufschluss und die Abtraegnaoicht l6slicher
Zellbestandteile und Zelltrimmer erfolgte wie urte8.4 angegeben. Der zellfreie Rohextrakt
wurde fir 10 min bei 70 °C inkubiert. Prazipitieyterotein wurde durch Ultrazentrifugation
fiir 45 min bei 4 °C und 40000 rpm abgetrennt. Deetdtand wurde mit 2 M (NSO, auf
500 mM (NH;).SO, Endkonzentration gebracht und erneut fir 45 min4@®00 rpm und

4 °C ultrazentrifugiert. Die erhaltene Proteinlogumurde auf eine Phenyl-Sepharose 26/10
HiLoad (GE Healthcare) aufgetragen, die in 100 mipes-KOH pH 7.5, 5 mM Mggl
500 mM (NH,)2SO, und 10% Glycerin (v/v) &aquilibriert war. Die Elati erfolgte mit einem
160 ml langen, linearen Gradienten von 400 mM NSO, bis 200 mM (NH).SO, mit einer
Flussrate von 2mlimih Die Fraktionen mit der hochsten Aktivitat (280 —
230 mM (NH),SO,) wurden zusammengegeben, 50fach mit Puffer A (BDiHepes-KOH

pH 8.0, 5 mM MgC] und 10% Glycerin) verdinnt und durch Ultrafiltoati (4.6.4,Aus-
schlussgroRe 30 kDa) konzentriert. Das Konzentratler auf eine Q-Sepharose 16/10-Saule
(GE Healthcare) aufgetragen, die mit Puffer A dqugrt war. Nach einem initialen Wasch-
schritt in Puffer A mit 200 mM NacCl fur 60 ml wurdkas Protein mit einem linearen Gra-
dienten von 100 mM NaCl bis 250 mM NaCl in Puffem#t einer Flussrate von 2 ml miin
Uber 120 ml eluiert. Das Protein mit ACD-Aktivitguierte zwischen 140 und 180 mM NacCl.
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Die Fraktionen mit héchster Aktivitat wurden veiigin durch Ultrafiltration (30 kDa Aus-
schlussvolumen) auf einen Milliliter konzentriemduauf eine Superdex HiLoad 16/60 200
prepgrade (GE Healthcare) aufgetragen, die in 18I0 ffris-HCI, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 5 mM MgC} und 10% Glycerin (v/v) aquilibriert war. Die Elati erfolgte mit 120 ml
des gleichen Puffers mit einer Flussgeschwindigkeit 1 ml min*. Protein mit ACD-
Aktivitat eluierte zwischen 59 und 67 ml. Die hohgktivitat (U/ml) wurde bei 62 ml ge-
messen. Die Fraktionen mit der héchsten Aktivitarden durch Ultrafiltration in Puffer A
umgepuffert. Der Uberstand wurde auf eine 1 ml M@iSepharose (Biorad, Miinchen)
aufgetragen, die in Puffer A aquilibriert war. [E&ution erfolgte mit einem linearen Gradien-
ten von 0 mM bis 170 mM NaCl in Puffer A mit eif@lussgeschwindigkeit von 1 ml mtn
Die ACD-AKktivitat eluierte zwischen 85 und 160 mMa@l mit der hochsten Aktivitat bei
115 mM. Die SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (4.8e3gte in der Fraktion mit der hochs-
ten Aktivitat eine prominente Bande von 75 kDa. Pagtein war zu diesem Zeitpunkt nahe-

zu homogen.

MALDI-TOF-Analyse. Der kodierende offene Leserahmen (ORF) der ACCiesatiit Hilfe
von Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) analysiedrden. Das gereinigte Protein von
75 kDa wurde aus dem SDS-Gel mit einem Skalpeljesshnitten und der ORF durch Frau
Dr. Melanie Brocker aus der Arbeitsgruppe von PExf. Bott (Forschungszentrum, Jilich)
mittels MALDI-TOF MS identifiziert.

4.10Uberexpression und Reinigung rekombinanter Proteine

4.10.1Uberexpression

Die Expression rekombinanter Proteine wurde mit deBT-Vektor System (Novagen,
Schwalbach) durchgefuhrt. Die pET-Vektoren wurdeh aen Chloramphenicol-resistenten
ExpressionsstammeR. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL odeE. coli Rosetta(DE3) pLysS
kombiniert. Das Wachstum der Expressionskulturei fia 800 ml LB-Medium (Caur-ACD:
1600 ml) unter den unter Punkt 4.4 aufgefuhrtenifpehgen statt. Die Induktion der Ex-
pression erfolgte bei einer @§ von 0.6 bis 1.0 entweder mit 0.4 mM IsopropyD-
thiogalactopyranosid (IPTG) fur die Vektoren pETlsHd pET17b oder mit 1 mM IPTG fur
die Vektoren pET19b und pET28a. Anschlielend wumienKulturen fir 4 - 5 h inkubiert.
Nach der Expression wurden die Zellen durch 15-tigetiZentrifugation bei 7000 rpm bei
8 °C geerntet und bis zur Verwendung bei - 20 1@efroren. In Tabelle 6 sind die Details

der durchgefuhrten Expressionen angegeben.
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Tabelle 6 Bedingungen zur Expression der in diesekrbeit rekombinant hergestellten Proteine.

o . ] ODgoo Expressionsdauer ODgoo
exprimiertes Protein Vektorkonstrukt Expressionsstamm induktion ) e
Caur-ACD pET19bCaurACD E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 0.8 4.5 4.3
ckcACD 1 pPET17bckcACDal E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 1.2 4 2.4
ckcACD 2 pET17bckcACDa2 E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 0.77 4 2.2
ckcACD 3 pPET17bckcACDa3 E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 0.75 4 3.2
ckcACD 4 pET17bckcACDa4 E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 0.86 4 3.6
ckcACD pPET17bckcACDb E. coliBL21(DE3)-CodonPlus-RIL 0.8 4 1.7
ckcSCS PET17bckcSCSa E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.8 4 3.6
ckcSCS PET17bckcSCSb E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.8 4 4.0
EH-ACD PET19bEHACD E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.96 4 5.5
MM-ACD pPET14bMMACDa E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.6 4 1.8
MM-ACD pET14bMMACDb E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.6 4 1.9
PF-ACDsucc PET14bPFACDsucc E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.6 4 2
PF-ACDII pET14bPFACDII E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.85 5 35
RaEuPCS1 pET19bRaEuPCS1 E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.94 4 4.6
RaEuPCS1H269A PET19bRaeEUPCS1H269A E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.6 5 3.5
RaEuPCS1H539A pPET19bRaEuPCS1H539A E. coliRosetta(DE3) pLysS 0.6 5 4.6
RaEuPCS2 pET19bRaEuPCS2 E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.77 4 2.3
Daci-FCS pPET19bDaciFCS E. coli Rosetta(DE3) pLysS 0.6 4 2.9
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4.10.2Herstellung von zellfreien Extrakten

Zur Herstellung von zellfreien Extrakten wurden diagefrorenen Zellen, in denen die Ziel-
proteine exprimiert vorlagen, auf Eis aufgetaut undangegebenen Puffer im Verhaltnis 1:1
(w/v) resuspendiert. AnschlieRend erfolgte der a&gichluss entweder mit einer French-
Press-Zelle oder mit Ultraschall nach dem unteregaegenen Protokoll.

French-Press-Zelle. Der Zellaufschluss erfolgte im angegebenen Puftectd viermalige
Hochdruckhomogenisation in einer vorgekihlten HneRress-Zelle (American Instrument
Company, Silver Spring, Maryland, USA) bei 14000 [Esllinnendruck). Die nicht I6slichen
Zellbestandteile wurden durch 90-minttige Ultrazéngation pelletiert. Der entstandene
zellfreie Extrakt wurde sofort zur weiteren Reimguwerwendet.

Ultraschall. Der Zellaufschluss erfolgte im angegebenen Puffigtiels Ultraschall (Branson
Sonifier 250 Ultraschall desintegrator, Bransonndeiann, Schwabisch Gmiind) durch 6x
1 min bei 30% Duty cycle und output control 3 inmsliad. Die Suspensionen wurden an-
schlielend 90 min lang ultrazentrifugiert. Der tartdene zellfreie Extrakt wurde sofort zur
weiteren Reinigung verwendet.

Ultrazentrifugation. Die Ultrazentrifugation wurde wéahrend der Reiniguaur Abtrennung
von Zelltrimmern und nicht l6slichen Zellbestankdteinach dem Zellaufschluss sowie prazi-
pitiertem Protein nach Hitzefallung verwendet. Alltrazentrifugationsschritte wurden mit
der Beckmann Optima L preparative Ultracentrifugegkmann Coulter GmbH, Krefeld) und
dem zugehdrigen Rotor 70Ti bei 4 °C und 40000 rentspricht 90000 x g) fur 60 min bis 90
min durchgefihrt.

4.10.3Reinigung von rekombinanten Proteinen

Alle in dieser Arbeit gereinigten Proteine wurdas bur apparenten Homogenitat angerei-
chert. Die saulenchromatographischen Schritte wurdeter Verwendung von FPLC-
Systemen von Biorad (BioLogic Workstation, Biordijnchen) und GE Healthcare (AKTA
FPLC, GE Healthcare, Hamburg) und FPLC-S&aulen dereFGE Healthcare (Freiburg) und
Qiagen (Hilden) durchgefiihrt. Die Elution der Pnogevon der Saule wurde durch Absorpti-
onsmessung bei 280 nm verfolgt. Zur Berechnungsg@eeifischen Aktivitdten wurde nach
Ermittlung der Aktivitat (U/ml) in den Fraktionenied Proteinkonzentration nach Bradford
(4.6.1) bestimmt. Die Reinheit der Proteine und @rél3e ihrer Untereinheiten wurden mit-
tels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (4.6.3jitmest.
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Reinigung mittels Ni-NTA-Affinitditschromatographie

Proteine, die durch die Verwendung eines entspreldhe Vektors (pET14b, pET19b,
pET28a) mit einem 6x His-Tag versehen waren, lieBmm spezifisch Uber Ni-NTA-
Affinitatschromatografie reinigen. Hierzu wurdenedZellen vor dem Zellaufschluss in
50 mM oder 100 mM Tris-HCI, pH 8.2, 300 mM NaCl, &M Imidazol (NiNTA-Puffer)
resuspendiert. Nach dem Zellaufschluss wurde derdidnd der Ultrazentrifugation auf eine
1 ml Nickel-Trinitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Saul¢Qiagen, Hilden) aufgetragen, die in
NiNTA-Puffer aquilibriert war. Die Elution erfolgtenit Hilfe eines Stufengradienten von
10 mM, 250 mM und 500 mM Imidazol bei einer Flussg®evindigkeit von 1 ml mih. Das
Zielprotein eluierte bei 250 mM und wurde in 1 makionen gesammelt.

Reinigung mittels Gelfiltration (Superdex)

Alle rekombinanten Proteine wurden unter anderemr @Wrol3enausschlusschromatographie
durch Gelfiltration gereinigt. Hierzu wurde 1 mlo&inlosung auf eine Superdex HiLoad
16/60 200 prepgrade (GE Healthcare, Freiburg) a#gen. Die Saule war - soweit nicht
anders angegeben - in 100 mM Tris-HCI pH 7.5, 180 MaCl aquilibriert. Die Elution
erfolgte im isokratischen Fluss bei einer Flusshesudigkeit von 1 ml mift mit 120 ml

Aquilibrierungspuffer. Das Eluat wurde in Fraktiomneon 1 ml gesammelt.

Im Folgenden sind die Reinigungsprotokolle fiir diein dieser Arbeit untersuchten En-
zyme angegeben:

Reinigung der rekombinanten ACD ausC. aurantiacus

Das Pellet der Expression wurde in NiNTA-Pufferusggendiert. Der Zellaufschluss erfolgte
mittels Ultraschall. Der Uberstand der Ultrazeniggtion (120 min) wurde auf eine NiNTA-
Saule aufgetragen. Die Fraktionen mit ACD-Aktiviw@irden vereinigt, durch Ultrafiltration
auf 1 ml konzentriert und Uber Gelfiltration weitgereinigt. Die hochste ACD-Aktivitat
eluierte bei 60 bis 64 ml. Zu diesem Zeitpunkt @as Enzym apparent homogen.

Reinigung der rekombinanten ACDs und SCS au€a. K cryptophilum

Reinigung und Rekonstitution der rekombinanten Ads Zellpellets der getrennt expri-
mierten ACD-Untereinheiten (ckcACD-4 und ckcACD) wurden jeweils in 200 mM Tris-
HCI pH 8.86, 5 mM MgCl resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte jewabgr French-
Press. Die Uberstande der Ultrazentrifugation wir2@ min bei 85 °C im Wasserbad inku-

biert und prazipitiertes Protein durch erneute aziéntrifugation (90 min) abgetrennt. Im
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Uberstand wurde die Proteinkonzentration nach Braldf4.6.1) bestimmt. Aus der Protein-
konzentration und dem Molekulargewicht der Untdneiten wurde die Molaritat der Protein-
[6sungen ermittelt. Es wurde jeweils eine putativéntereinheit und die putative-
Untereinheit im &aquimolaren Verhaltnis gemischt wide Stunde auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde 1 ml des rekonstituierten Protairfseine Superdex aufgetragen. Danach

war das Protein apparent homogen.

Reinigung und Rekonstitution der rekombinanten SO3e Zellpellets von
E. coliRosetta(DE3) pLysS-pET17bckcSCS und E. coli Rosetta(DE3) pLysS-
PET17bckcSCS, in denen die jeweiligen Untereinheiten der SC@riexert waren, wurden
jeweils in 100 mM Tris-HCI pH 7.8, 5 mM Mgg&tesuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte
durch French-Press. Die Uberstande wurden 15 mii7®&C im Wasserbad inkubiert. Das
prazipitierte Protein wurde durch erneute Ultragéugation (90 min) abgetrennt. Im Uber-
stand wurde die Proteinkonzentration nach Brad{dt@.1) bestimmt. Aus der Proteinkon-
zentration und dem Molekulargewicht der Untereitdrewurde die Molaritat der Proteinl6-
sungen ermittelt. Die so praparierten UntereinheitkcSCS und ckcSCS wurden im
aguimolaren Verhaltnis gemischt und eine Stundeeaiinkubiert. AnschlieRend wurde 1 ml
des rekonstituierten Proteins auf eine Superdegetiaigen, die mit 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl und 5 mM MgGlaqulibriert war. Das eluierte Protein war appahenmogen.

Tabelle 7 Ubersicht (iber die in dieser Arbeit hergstellten rekombinanten Proteins ausCa. K cryptophilum
Aufgefuhrt sind die Bezeichnungen der jeweiligetuntereinheit und der-Untereinheit, mit der diese kombi-
niert wurde. Daruber hinaus ist die Bezeichnungjelegiligen rekonstituierten Proteins angegebemjmidieser
Arbeit verwendet wurde.

Bezeichnung der -Untereinheit  Bezeichnung der -Untereinheit Bezeichnung des rekonsiituierten

Proteins
ckcACD 1 ckcACD ckcACD1
ckcACD 2 ckcACD ckcACD2
ckcACD 3 ckcACD ckcACD3
ckcACD 4 ckcACD ckcACDA4
ckcSCS ckcSCS ckcSCS
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Reinigung der rekombinanten ACD ausEntamoeba histolytica

Zur Reinigung der ACD wurde das Zellpellet der Eegsion in NINTA-Puffer resuspendiert.
Der Zellaufschluss erfolgte durch French-Press. [Dmarstand der Ultrazentrifugation wurde
auf eine Ni-NTA-Saule aufgetragen. Die Fraktionert ACD-Aktivitat wurden vereinigt,
durch Ultrafiltration auf 1 ml konzentriert und aegine Superdex aufgetragen, die mit
100 mM Tris-HCI pH 7.5 150 mM NaCl und 10% Glyce(iudv) aqulibriert war. Das gerei-
nigte Protein wird im Folgenden als EH-ACD bezeithn

Reinigung der rekombinanten ACD ausMethanosarcina mazei

Zur Reinigung der exprimierten ACD-UntereinheitemM®{CD und MMACD wurden die
Zellpellets der Expression jeweils in NINTA-Pufiesuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte
durch French-Press. Der Uberstand nach Ultrazaegaifon wurde auf eine Ni-NTA-Saule
aufgetragen. Zu diesem Zeitpunkt waren beide Rdsingen apparent homogen. Im Uber-
stand wurde die Proteinkonzentration nach Brad{siehe 4.6.1) bestimmt. Aus der Protein-
konzentration und dem Molekulargewicht der Untdneiten wurde die Molaritat der Protein-
I6sungen ermittelt. Die so praparierten UntereitgmeiMM-ACD und MM-ACD wurden
im aquimolaren Verhaltnis gemischt und eine StuaweEis inkubiert. AnschlieRend wurde
1 ml des rekonstituierten Proteins auf eine Supeaddgetragen, die mit 100 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM NaCl und 5 mM Mgg&laqulibriert war. Das gereinigte, rekonstituierte

Protein wird im Folgenden als MM-ACD bezeichnet.

Reinigung der rekombinanten ACDs ausPyrococcus furiosus

Zellen mit exprimierten ACD-Untereinheiten ACDund ACDI wurden freundlicherweise
von Frau K. Lutter-Mohr bereitgestellt. Fur die ©rdginheit ACDI kodiert der ORF
Pfu_1540 und fir die Untereinheit ACDkodiert ORF Pfu_1787. Zur Reinigung wurden
sowohl die gestellten Zellpellets mit der exprirteer ACDI und ACDI als auch die Zell-
pellets der Expression von ACR..und ACDII jeweils in 100 mM Tris-HCI, pH 8.86 mit
10 mM MgCh resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte mittdlisaschall. Der Uberstand
nach Ultrazentrifugation wurde 15 min bei 80 °C Wasserbad inkubiert und erneut ultra-
zentrifugiert (60 min). Die Konzentration der sajparierten Proteinldosungen wurde nach
Bradford (4.6.1) bestimmt und die Molaritat der temlésungen ermittelt. Die Untereinheiten
wurden im agquimolaren Verhéltnis miteinander kondaitnund eine Stunde auf Eis inkubiert.
Anschliel3end wurde 1 ml des rekonstituierten Pngtéber Gelfiltration gereinigt. Die Saule
war mit 100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl undrBv MgCl, aqulibriert. Die Aktivitat
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in den Fraktionen wurde mit der Methode nach Ellmésiehe 4.11.1) bestimmt. Die Fraktio-
nen mit der hochsten ACD-Aktivitdt wurden kombiniend 15 min bei 90 °C inkubiert.
Prazipitiertes Protein wurde durch 45-mindtige Zi&ngation bei 13000 rpm und 4 °C
(Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg) abgetreiNaich diesem Schritt waren die re-

konstituierten Proteine apparent homogen.

Reinigung rekombinanter PCSs aufalstonia eutropha

Reinigung von RaPCS1 und RaPCRAPCS1 und RaPCS2 wurden unabhangig voneinander
nach folgendem Protokoll gereinigt: Die Zellpelletsr Expressionen wurden in NiNTA-
Puffer resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgitahs Ultraschall. Die Reinigung des Prote-
ins aus dem Uberstand der Ultrazentrifugation gtéokunachst mit Ni-NTA. Die Fraktionen
mit PCS-Aktivitat wurden vereinigt und 1 ml der Rriolosung Uber eine Gelfiltrationssaule,
die mit 200 mM Tris-HCI pH 7.5 150 mM NaCl und 1G8tycerin (v/v) aqulibriert war, bis

zur apparenten Homogenitat gereinigt.

Reinigung der mutierten Proteine.Die Reinigung der mutierten und exprimierten Pirgklo
CoA Synthetasen war identisch mit dem ProtokolldigrRaPCS1.

Reinigung der rekombinanten FCS au®elftia acidovorans

Zur Reinigung der FCS wurde das Zellpellet der Egpion in NINTA-Puffer resuspendiert.
Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. ddader Ultrazentrifugation erfolgte die
weitere Reinigung des zellfreien Extraktes zunaahistNi-NTA-Affinitditschromatographie.
Die Fraktionen mit FCS-Aktivitat wurden vereinighdi iber eine Gelfiltrationsséaule, die mit
100 mM Tris-HCI, pH 7.5 150 mM NaCl und 10% Glyeelv/v) aqulibriert war, bis zur

apparenten Homogenitat gereinigt. Das Protein imirérolgenden als Daci-FCS bezeichnet.

4.11 Messung von Enzymaktivitaten

Fur die Bestimmung der Enzymaktivitaten wurde eshdizbares Photometer (Varian Cary
50 Bio UV-visible Spectrophotometer, Varian, PaldoAUSA) mit der zugehdrigen Compu-
ter-Software verwendet. Die Tests wurden in Einuegststoffmikrokiivetten (Roth, Karls-
ruhe) durchgefuhrt. Fir Messungen bei Temperatiurieer 60 °C wurden Glasklvetten
(Hellma-Prazisionskivetten, Ochs, Bovenden) verwenidie Kivetten mit einer Schichtdi-
cke von 1 cm, wurden mit dem entsprechenden Pb#eder jeweiligen Temperatur vorin-

kubiert. Dabei wurde der angegebene pH-Wert furjaleilige Temperatur eingestellt. Alle
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verwendeten Tests wurden durch Variation der Satssthenfolge bzw. des Proteins auf ihre
Startbarkeit und Proteinabhangigkeit Gberprift. Bpezifischen Aktivitaten und die kineti-

schen Konstanten der Enzyme wurden jeweils im tered8ereich der Proteinabhangigkeit
bestimmt. Die Bestimmung der kinetischen Parametimigte aus der Darstellung nach Li-
neweaver-Burk. Die Einheit der Enzymaktivitat (Jnist definiert als der Verbrauch von

1 pmol Substrat bzw. der Bildung von 1 pmol Prddado Minute. Bei der Bestimmung der

Km-Werte fur ADP bzw. ATP, wurde Mgglktets im gleichbleibenden Verhaltnis zu ADP
bzw. ATP eingesetzt.

4.11.1Aktivitdtsassays mit Ellmans Reagenz (Ellman-Test)

Die ACD katalysiert die Reaktion: Acetyl-CoA + ADPPi <« Acetat + ATP + HSCoA.
Die ADP und Phosphat abhangige Freisetzung des AS@wde mit Ellmans Thiolreagenz,
DTNB (5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure)) durchidBing eines Thiophenolat-Anions als
Extinktionszunahme bei 412 nm gemessam, (m= 13.6 mM" cm’) (Srere et al. 1963). Da
HSCoA als Nachweisgrol3e dient, konnte dieser Tsh &ir die Bestimmung der Aktivitat
mit Succinyl-CoA bei der SCS a@a. K. cryptophilunsowie fur die Messungen mit Pheny-
lacetyl-CoA und Isobutyryl-CoA (je 0.1 mM im Testh Rahmen der Analyse der Substrat-

spektren verwendet werden.

4.11.2Aktivitdtsassays mit Pyruvatkinase/Lactatdehydrogease (PK/LDH-Test)

Die ATP- und HSCoA abhéngige Umsetzung von orgamiscSauren zu ihren korrespondie-
renden CoA-Estern, ADP und @urch Acyl-CoA Synthetasen wurde Uber die EnzymeiP
vatkinase (PK) und Lactatdehydrogenase (LDH) an@ke&lation von NADH gekopppelt.
Die Bildung des NAD kann dabei photometrisch bei 340 nmsdnm = 6.2 mM' cm™)
verfolgt werden. Das Testsystem mit PK und LDH @edt- wenn nicht anders angegeben -
aus 0.3 mM NADH, 2.5 mM PEP, 0.8 U PK und 1.2 U LDH

Testprinzip (fur Acetat):

ACD
Acetat + ATP + CoA —>  Acetyl-CoA + ADP +P

PK
PEP + ADP — Pyruvat + ATP

LDH
Pyruvat + NADH+H —» Lactat + NAD

49



Material und Methoden

Da das System ADP als Nachweisgro3e verwendet,t&asrsowohl fur die Charakterisie-
rung der ACDs als auch der SCS und der PCSs sowiid Bestimmung der Substratspekt-
ren in Richtung CoA-Ester-Bildung aller getesteEmzyme verwendet werden. Bei der Be-
stimmung des Substratspektrums fir die untersuchtghCoA Synthetasen wurden - wenn
nicht anders angegeben - die folgenden Substrateeimer Konzentration von je 10 mM
eingesetzt:

ACD und SCSAcetat, Butyrat, Propionat, 2-Methylbutyrat, Istpat, Isovalerat, Imidazol-
4-acetat, Indol-3-acetat, Phenylacetat, 4-Hydroeygtacetat, Succinat, Citrat, Thioglycolat,
Glutarat (nur SCS).

PCS und FCSAcetat, Adipat, Butyrat, Ferulat, Imidazol-4-adetadol-3-acetat, Isobutyrat,
Phenylacetat, 4-Hydroxyphenylacetat, Pimelat, SwatciThioglycolat.

4.11.3Aktivitdtsassays mit Ferulat (Ferulat-Test)

Die Feruloyl-CoA Synthetase synthetisiert in Anweseit von Mg" die Reaktion:

Ferulat + ATP + HSCoA—>  Feruloyl-CoA + ADPPR:. Die Bildung des Feruloyl-CoA
lasst sich als  Absorptionszunahme bei 345nm  phetasch  verfolgen

( 3asnm = 19 mM* cm?) (Narbad and Gasson 1998; Gross 2008). Da Fegirlathohe Ab-
sorption bei 345 nm hat, liegen Messungen mit naéh® mM im Test aul3erhalb des propor-

tionalen Messbereichs des Photometers.

4.12 Charakterisierung rekombinanter Enzyme

4.12.1ACD aus Chloroflexus aurantiacus

Zur Aktivitatsbestimmung wahrend der Reinigung, Besstimmung der kinetischen Parame-
ter in Richtung Acetatbildung und zur Ermittlung ¢¢H- und Temperaturoptima wurde der
Ellman-Test (4.11.1) verwendet. Die Aktivitdt wurtdei 55 °C bestimmt. Der Testansatz
enthielt in 1 ml: 200 mM Hepes-KOH, pH 7.5, 0.1 nidNB, 5 mM MgCh, 0.1 mM Ace-
tyl-CoA, 1 mM ADP, 20 mM KHPQ,. Es wurden 0.6 — 1.35 pg gereinigtes, rekombirsante
Protein eingesetzt. Fur die Bestimmung des pH-Wertthielten die Ansatze entweder
100 mM Piperazin (pH 5.0 bis 6.0), 100 mM MES (pHd 6is 7.0), 100 mM Hepes (pH 7.0
bis 8.0) oder 100 mM Glycylglycin (pH 8.0 bis 8.h)ie Bestimmung des Temperaturopti-
mums erfolgte zwischen 20 °C und 75 °C. In Richtdeg CoA-Ester-Bildung erfolgten die
Bestimmung der kinetischen Parameter und die Humgtdes Substratspektrums mit dem
PK/LDH-Test. Der Reaktionsansatz enthielt 100 mMpéeKOH pH 7.5, 10 mM der getes-
teten Acyl- oder Aryl-Saure, 2 mM ATP, 0.1 mM HSCoAd 5 mM MgCJ sowie das Test-
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system, das (abweichend von den Angaben unter2}.ais 0.3 mM NADH, 2.5 mM PEP,
3 UPKund 5 U LDH bestand.

4.12.2ACDs und SCS ausCa. K. cryptophilum

ckcACD1-4. Wahrend der Reinigung und zur Bestimmung der lsokeén Parameter in
Richtung Acetatbildung wurde der Ellman-Test (sidtfEL.1) verwendet. Die Aktivitaten der
ACDs wurden bei 55° und bei 85 °C in 400 ul Tesétren bestimmt. Der Reaktionsansatz
enthielt 200 MM MES-NaOH, pH 7.0, 0.1 mM DTNB, 5 mi#gCl,, 0.1 mM Acetyl-CoA,

1 mM ADP und 10 mM KHPO, Es wurden fir die ckcACD1 4.8 bis 12 pg, fur die
ckcACD2 5 bis 500 pg, fur die ckcACD3 0.5 bis 1y fiir die ckcACD4 1.9 bis 4.7 ug
Protein eingesetzt. Fur die Bestimmung des pH-Wertthielten die Ansatze entweder
100 mM Piperazin (pH 5.0 bis 6.0), 100 mM MES (p#H bis 7.0), 100 mM Hepes (pH 7.0
bis 7.3). Die Bestimmung des Temperaturoptimumslgié zwischen 50 °C und 95 °C. Die
MgCl,-Konzentration wurde zur Bestimmung des F4@ptimums zwischen 0 und 20 mM
variiert. In Richtung der CoA-Ester-Bildung erfadgt die Bestimmung der kinetischen Para-
meter und die Ermittlung des Substratspektrumsdemnt PK/LDH-Test bei 55 °C. Der Reak-
tionsansatz enthielt 100 mM MES-NaOH, pH 7.0, 10 rb&état (bzw. eine andere getestete
Saure), 1 mM ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgQowie das Testsystem. Die Temperatur-
stabilitéat wurde fur die ckcACD3 bei 65 °C, 75 °@du85 °C bestimmt. Hierzu wurde Prote-
inlésung fur O bis 120 min bei der jeweiligen Temgter inkubiert und dann 5 min auf Eis
abgekuhlt. Die Restaktivitat des Enzyms wurde diefgbnd bei 55 °C mit dem PK/LDH-
Test bestimmt.

ckcSCS.Die Aktivitat der SCS wurde in Richtung Succingighese bei 35 °C bestimmt.
Der Reaktionsansatz fir die Bestimmung der kineéacParameter und des Substratspekt-
rums enthielt in 400 pl 100 mM Hepes-KOH, pH 7.3, @M DTNB, 5 mM MgC}, 0.1 mM
Succinyl-CoA (bzw. des getesteten CoA-Esters), 1 &AM, 10 mM KHPO, und 1.25 bis

5 ug Protein. In Richtung der CoA-Ester-Bildungoégten die Bestimmung der kinetischen
Parameter und die Ermittlung des Substratspektnamglem PK/LDH-Test bei 35 °C und
55 °C. Der Reaktionsansatz enthielt in 400 pl 100 Repes-KOH, pH 7.3, 10 mM Succinat
(bzw. der jeweiligen Acyl- oder Aryl-Saure), 1 mMIR, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgGlund
das Testsystem. Fiur die Bestimmung des pH-Wertsdemt PK/LDH-Test enthielten die
Ansétze entweder 100 mM Piperazin (pH 5.0 bis 6.0 mM MES (pH 6.0 bis 7.0) oder
100 mM Hepes (pH 7.0 bis 8.0). Die Temperaturstabitler ckcSCS wurde bei 65 °C, 75 °C
und 85 °C getestet. Hierzu wurde Proteinlosungdfbirs 120 min bei der jeweiligen Tempe-
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ratur inkubiert und dann 5 min auf Eis abgekihlie Restaktivitat des Enzyms wurde an-
schlieend bei 55 °C mit dem PK/LDH-Test bestimmt.

Die Ermittlung des Temperaturoptimums der SCS gtdokwischen 55 °C und 95 °C mit
einem diskontinuierlichen Test, der auf dem PK/LDé&kt basierte. Hierzu wurde 100 mM
HEPES-KOH, pH 7.3 bei der entsprechenden Tempenatogewarmt und dann 1 mM
ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgGlund 10 mM Succinat sowie 1 bis 2 ug SCS zu einem
Endvolumen von 1 ml hinzugefluigt. Die Anséatze wurden der jeweiligen Temperatur fir
0 bis 8 min inkubiert und dann die Reaktion auf &igestoppt. Anschlie3end wurden 200 ul
Probe entnommen und zu 800 ul 4 °C kalter Detektisung (100 MM Hepes-KOH,
pH7.3, 25mM PEP, 0.3 mM NADH) gegeben. Nach i&asiuung der Extinktion bei
340 nm (k) wurde die Detektionsreaktion mit 4 U PK und 6 DH. gestartet. Nach der
vollstandigen Umsetzung des entstandenen ADP whidkestimmt. Aus den ermittelten

Werten liel sich die spezifische Aktivitat (U/mggi ldler jeweiligen Temperatur bestimmen.

4.12.3ACD aus Entamoeba histolytica

Die Charakterisierung der ACD erfolgte bei 37 °C4D0 ul Testanséatzen. Der Ellman-Test
(4.11.1) wurde sowohl fur Aktivitdtsbestimmungenhngnd der Reinigung und zur Bestim-
mung der kinetischen Parameter in Richtung Acdththg sowie zur Ermittlung der Magne-
siumabhéngigkeit und des Temperatur- und pH-Optisnder ACD verwendet. Der Testan-
satz enthielt 100 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 0.1 mM DTNBMmM MgCh, 0.1 mM Acetyl-
CoA, 1 mM ADP und 20 mM KkPQ, und 0.6 bis 1 pg Protein. Die pH-Abhangigkeit des
Enzyms wurde zwischen pH 5.8 und pH 8.0 bestimr. Ahséatze enthielten dazu entweder
100 mM Piperazin (pH 5.8 bis 6.3), 100 mM MES (pB bis 7.0) oder 100 mM Hepes
(pH 7.0 bis 8.0). Das Temperaturoptimum wurde ziaesc30 °C und 55 °C ermittelt. Die
Bestimmung der kinetischen Parameter und die Humgtdes Substratspektrums in Richtung
der CoA-Ester-Bildung erfolgten mit dem PK/LDH-TedDer Reaktionsansatz enthielt
100 mM Hepes-KOH pH 7.5, 10 mM der jeweiligen SaurenM ATP, 0.1 mM HSCOoA,

5 mM MgChL und das Testsystem.

4.12.4ACD aus Methanosarcina mazei

Die Charakterisierung erfolgte bei 35 °C in 400rgktansatzen. Fur Aktivitdtsbestimmungen
wéhrend der Reinigung und zur Bestimmung der keobBn Parameter in Richtung Acetabil-
dung sowie der Magnesiumabhangigkeit der ACD wualeleEllman-Test (4.11.1) verwendet.
Der Testansatz setzte sich zusammen aus 100 mMsH&E, pH 7.5, 0.1 mM DTNB,

5 mM MgCh, 0.1 mM Acetyl-CoA (bzw. Isobutyryl-CoA), 1 mM ADRO mM KH,PO, und
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1.2 bis 2.4 pg Protein. Zur Bestimmung der pH-Alghidkeit des Enzyms mit dem Ellman-
Test enthielten die Ansatze entweder 100 mM PipergzH 5.8 bis 6.3), 100 mM MES
(pH 6.3 bis 7.0) oder 100 mM Hepes (pH 7.0 bis.8@ Bestimmung der kinetischen Para-
meter und die Ermittlung des Substratspektrumsichtng der CoA-Ester-Bildung erfolgten
mittels PK/LDH-Test. Der Reaktionsansatz enthi@ld inM Hepes-KOH, pH 7.5, 10 mM der
verwendeten Acyl- oder Aryl-Saure, 1 mM ATP, 0.1 mtiiSCoA, 5 mM MgC} und das

Testsystem.

4.12.5ACDs ausPyrococcus furiosus

Die Aktivitat wurde bei 55 °C in 400l Testansatamstimmt. Der Testansatz fur die Aktivi-
tatsbestimmung in Richtung Saurebildung enthield X1 MES-NaOH, pH 6.5, 0.1 mM
DTNB, 5 mM MgCh, 0.1 mM Acetyl-CoA (bzw. Phenylacetyl-CoA), 1 mMDR und
20 mM KH,PQOy. In Richtung der CoA-Ester-Bildung erfolgten diedsBmmung der kineti-
schen Parameter und die Ermittlung des Substratspe& mit dem PK/LDH-Test. Der Reak-
tionsansatz enthielt 100 mM MES-NaOH pH 6.5, 10 nudr jeweiligen Saure, 1 mM
ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgGlund das Testsystem. Es wurden fir die AG{b.6 bis
13.2 pg, fur die ACDI 1.8 bis 3.6 pug, fur die AGR ACDI 6.4 bis 12.8 ug und fur die
ACDI ACDsgycc 1.4 bis 2.8 pg Protein eingesetzt.

4.12.6FCS ausDelftia acidovorans

Die Aktivitatsbestimmung wéhrend der Reinigung, Bestimmung der kinetischen Parame-
ter sowie die Ermittlung des pH-Optimums und derghsiumabhangigkeit des Enzyms
wurden mit dem Ferulattest bei 35 °C durchgefiiber Standardassay enthielt in 400 pul
Volumen 100 mM Bis-Tris, pH 7.7, 5 mM Mg£Il mM ATP, 1 mM HSCoA, 1 mM Ferulat
und 0.5 pg bis 1.9 pug Protein. Fir die Bestimmuag Magnesiumabhéngigkeit wurde die
MgCl>-Konzentration zwischen 0 mM und 10 mM variierte[pH-Abhangigkeit des Enzyms
wurde zwischen pH 5.7 und pH 8.2 bestimmt. Die Ars&nthielten entweder 100 mM Bis-
Tris (pH 5.7 bis pH 7.7) oder 100 mM Tris-HCI (pH7 his pH 8.2). Die Bestimmung des
Substratspektrums erfolgte mit dem PK/LDH-Test. Reaktionsansatz enthielt 100 mM Bis-
Tris pH 7.7, entweder 1 mM oder 10 mM der getestedeyl- oder Aryl-Séaure, 1 mM
ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgG| Testsystem sowie 4.7 ug bis 9.4 pg Protein. AuinG
der Uberlappung der Absorptionsmaxima von Feru®yh und NADH konnte die Aktivitat
mit Ferulat mit diesem Test nicht bestimmt werden.

Nachweis der ADP-Bildung durch die FCS aud. acidovorans Um die ADP-Bildung

durch die FCS nachzuweisen, wurde das Enzym inneiSéandardassay mit Ferulatkon-
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zentrationen von 0.025 — 0.1 mM inkubiert und derukatverbrauch photometrisch verfolgt
(siehe 4.11.3). Nachdem das Ferulat vollstandi@praeicht war, wurde gebildetes ADP mit
dem PK/LDH-Test nachgewiesen. Dazu wurden nach ukbier FCS-Reaktion 0.1 mM

NADH, 2.5 mm PEP, 0.8 U PK und 1.2 U LDH zur Reaktgegeben und die Extinktionsab-
nahme bei 340 nm verfolgt. Die PK ist spezifisch ADP und akzeptiert AMP nicht als

Substrat. Dadurch konnte dieses System als Nacldeei&DP-Bildung durch die FCS die-
nen. Da pro Mol Feruloyl-CoA in der FCS-Reaktion 8ol ADP gebildet werden, war die

Menge an verbrauchtem NADH im PK/LDH-Test zur Merage gebildetem Feruloyl-CoA

durch die FCS proportional.

4.12.7PCSs auRalstonia eutropha

Die Bestimmung der Aktivitat wahrend der Reinigumgd Charakterisierung erfolgte mit
dem PK/LDH-Test. Die Messungen wurden bei 35 °@0 pl Testansatzen durchgefihrt.
RaPCS1.Die Standard-Reaktionsansatze enthielten 100 neviTBs, pH 7.7, 2 mM Pimelat,

1 mM ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MggJ|das PK/LDH-Testsystem sowie 2.3 ug bis 4.6 pg
Protein. Fur die Bestimmung der Magnesiumabhangigkerde die MgCj-Konzentration
zwischen 0 mM und 10 mM variiert. Die Ansétze fiie destimmung des pH-Optimums
enthielten entweder 100 mM Bis-Tris (pH 5.7 bis pH) oder 100 mM Tris-HCI (pH 7.7 bis
pH 8.7) und 13 pg bis 30 ug Protein. Der Reaktingatz fir die Bestimmung des Substrat-
spektrums in Richtung CoA-Esterbildung enthielt hO®l Bis-Tris, pH 7.7, 10 mM der zu
testenden Acyl- oder Aryl-Saure, 1 mM ATP, 0.1 mM6EbA, 5 mM MgC}, Testsystem,
sowie 4.6 ug bis 9.2 ug Protein. In Richtung deur8@ildung wurde die Aktivitdt mit dem
Ellman-Test analysiert. Der Reaktionsansatz entified mM Bis-Tris, pH 7.7, 0.1 mM
DTNB, 5 mM MgCh, 0.1 mM bis 0.4 mM des jeweiligen CoA-Esters (At€l0A, Isobuty-
ryl-CoA oder Phenylacetyl-CoA), 1 mM ADP, 10 mM KPP, und 28.7 pg Protein. Die
Bestimmung des k-Wertes der RaPCS1 mit Ferulat als Substrat wuntiedem Ferulat-Test
durchgefuhrt (4.11.3). Der Standardassay enthreld@0 pl Volumen 100 mM Bis-Tris,
pH 7.7, 5 mM MgCJ, 1 mM ATP, 1 mM HSCOoA, 0 bis 1.5 mM Ferulat und4.f4g Protein.
RaPCS1H269A und RaPCS1H539%r Aktivitatstest der Mutante wurde mit dem Stadda
system der RaPCS1 durchgefuhrt. Es wurden 200qu508 g Protein fiir die RaPCSH269A
und 37.5 pg bis 100 pg Protein fur die RaPCS1H5898esetzt.

RaPCS2. Die Reaktionsansatze enthielten 100 mM Hepes-KOH,7», 2 mM Pimelat,

1 mM ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM MgGg| das PK/LDH-Testsystem sowie 3.1 ug Protein.
Der Reaktionsansatz fur die Bestimmung des Subpgktrums enthielt in Richtung CoA-
Esterbildung 100 mM Hepes-KOH, pH 7.5, 10 mM detegieten Acyl- oder Aryl-Saure,
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1 mM ATP, 0.1 mM HSCoA, 5 mM Mggl 0.3 mM NADH, 2.5 mM PEP, 0.8 U PK und
1.2 U LDH sowie 8.8 pg bis 17.6 pg Protein. Die @hgerisierung der RaPCS2 mit Ferulat
als Substrat wurde mit dem Ferulat-Test durchgeff#ht1.3). Der Standardassay enthielt in
400 pl Volumen 100 mM Hepes-KOH, pH 7.5, 5 mM MgCl mM ATP, 1 mM HSCOoA,

1 mM Ferulat und 11.8 ug bis 18.9 ug Protein. Har Bestimmung der Magnesiumabhan-
gigkeit wurde die MgGHKonzentration zwischen 0 mM und 20 mM variiert.eDpH-
Abhéngigkeit des Enzyms wurde zwischen pH 5.7 uA@j2 bestimmt. Die Anséatze enthiel-
ten entweder 100 mM Bis-Tris (pH 5.7 bis pH 7.7¢0d00 mM Tris-HCI (pH 7.7 bis pH
8.2) und 6 pg bis 12 ug Protein.

4.13Bioinformatische Methoden

Mit den Aminosauresequenzen von Acyl-CoA Synthetames Archaea, Bacteria und Euka-
rya wurden multiple Sequenzvergleiche (,Alignmephtahd phylogenetische Stammbaume
erstellt. Die Sequenzalignments wurden mit dem Rrogn ClustalX (Thompson et al. 1997)
unter Verwendung der Standardeinstellungen mitréBennet-Matrix erstellt . Phylogeneti-
sche Stammbaume wurden - wenn nicht anders angegesigenfalls mit ClustalX mittels
Neighbor-joining-Methode erstellt und mit dem Pieogm Treeview oder MEGA 5.1 visuali-
siert. Konfidenzintervalle wurden durch 1000 Bo@tgping-Wiederholungen bestimmt. Um
phylogenetische Analysen von Acyl-CoA Synthetaseh@rund eines Sequenzvergleiches
der Domanen 1 und 2 oder der Doméane 5 treffen nmde®, wurden dies@ silico von der
restlichen Sequenz abgespalten. Hierzu wurde zsh@oh Sequenz am Beginn der Ligase-
CoA Domane (Domane 5) mit Hilfe der bekannten Rnsteuktur der -Untereinheit der SCS
aus E. coli mit dem Uber NCBI bereitgestellten Programm Cn3M3@ macromolecular
structure viewer (Wang et al. 2000)) identifizivtit Hilfe des Strukturmodells der ACD aus
P. furiosus(Brasen et al. 2008) wurden die dazu homologeirtiBosn in der -Untereinheit
der ACD ausP. furiosusbestimmt. Durch multiple Sequenzvergleiche voncBut-CoA
Synthetasen mit der SCS atscoli und ACDs, PCS und FCS mit der Acetyl-CoA Syntheta-
se ausP. furiosuswurden die homologen Sequenzbereiche in ausgeadhAityl-CoA Syn-
thetasen gefunden. Mit Hilfe des Programms Bio@dall 1999) wurde die Sequenz der
jeweiligen Ligase-CoA Domaéne in einem Sequenzbkrgaringer Ahnlichkeit kurz vor dem
identifizierten Bereich abgetrennt. Die so gen&sieiAminosauresequenzen der Ligase-CoA

Doméanen bzw. der Doménen 1 und 2 wurden fur pleylegsche Analysen verwendet.
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungendeu Funktion von ADP-abh&ngigen
Acyl-CoA Synthetasen, insbesondere ADP-bildendeatléCoA Synthetasen (ACD), Feru-
loyl-CoA Synthetasen (FCS) und Pimeloyl-CoA Syndéisen (PCS) sowie Succinyl-CoA
Synthetasen (SCS) aus Archaea, Bacteria und Euklmgngefuhrt. Im Einzelnen wurden

folgende Fragestellungen untersucht:

1.

Die - und -Untereinheiten von zwei ACD-Isoenzymen aRgrococcus furiosus
wurden getrennt exprimiert und jeweils eine AGDnit einer ACD -Untereinheit zu
insgesamt vier chimaren ACDs kombiniert. Die gagtan Holoenzyme wurden cha-
rakterisiert, um den Einfluss der Untereinheitehdas Substratspektrum zu untersu-
chen.

Im Genom des Archaeon€andidatus korarchaeum cryptophilusind vier -
Untereinheiten und eine-Untereinheit der ACD sowie die Gene fur dieund -
Untereinheit der Succinyl-CoA Synthetase identizi Die ACD- und SCS-Gene
wurden kloniert, irE. coliexprimiert und die rekombinanten Enzyme charaitenti.
Eine putative ACD in dem Archaedviethanosarcina mazewurde heterolog expri-

miert und das rekombinante Enzym als ACD charadisti

Die ACD aus dem Eukaryotdintamoeba histolyticavurde heterolog exprimiert und

das rekombinante Protein biochemisch detailliearakterisiert.

Die glucosespezifische Bildung von Acetat in Waghstversuchen und Zellsuspensi-
onen vonChloroflexus aurantiacusvurde analysiert. Das fur die Acetatbildung ver-
antwortliche Enzym wurde als ACD identifiziert, rgmigt und das kodierende Gen
identifiziert. Die heterolog exprimierte ACD wurtdé@chemisch charakterisiert.

Eine putative FCS auBelftia acidovoranswurde inE. coli exprimiert und das re-
kombinante Enzym als erste ADP-bildende FCS bioabemcharakterisiert.

Zwei putative PCSs aus dem Bakterilfalstonia eutrophad16 wurden heterolog
exprimiert und biochemisch charakterisiert. Um Hamse auf den Reaktionsmecha-
nismus der PCS zu erhalten, wurden durch ortsspelzad Mutagenese zwei Histidine

gegen Alanin ausgetauscht und der Effekt auf dievidit bestimmt.
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5.1 Experimente zum Einfluss der Untereinheiten von ACB aus
P. furiosusauf Substratspektrum und Reaktionskinetik

In P. furiosussind zwei ACD-Isoenzyme beschrieben, ACDI und ACBie sich hinsichtlich
ihres Substratspektrums unterscheiden. Die ACxt seit der hochsten spezifischen Aktivi-
tat Acetyl-CoA bzw. Acetat um, wahrend ACDII die &&on mit Phenylacetyl-CoA bzw.
Phenylacetat am schnellsten katalysiert. Beide Eezlgilden , ,-Heterotetramere und sind
jeweils aus unterschiedlichen- und -Untereinheiten aufgebaut (Mai and Adams 1996b). In
Thermococcus kodakaraensgirde kirzlich ein weiteres Isoenzym identifiziaetas mit der
hdchsten spezifischen Aktivitdt Succinat umsetzt an der Succinatbildung beteiligt ist. Die
Homologen ORFs . furiosusmit der hochsten Indentitat (> 80 %) sind PF_0@83D )
und Pf_1837 (ACD) (Shikata et al. 2007). Pf_1837 entspricht défntereinheit des bereits
charakterisierten ACD-Isoenzym II, wahrend Pf_028%h keiner bisher charakterisierten
ACD ausP. furiosuszugeordnet werden kann. Es sollte gepruft weradbnPf 0233 und
Pf 1837 fur eine Succinat bildende ACD kodierenfiiDavurden die beiden ORFs kloniert,
in E. coli separat exprimiert und das gereinigte, rekonstitei Enzym hinsichtlich seines
Substratspektrums charakterisiert. Zusatzlich wurde und -Untereinheit des ACD-
Isoenzym | (Pf_1540 bzw. Pf_1787) aBduriosusheterologexprimiert und gereinigt. Mit
jeweils einer - und einer -Untereinheit wurdenn vitro vier chimére ACDs rekonstituiert
und damit der Einfluss der Untereinheiten auf dabsBatspektrum und die Kinetik des

Enzyms untersucht.

Herstellung der rekombinanten ACDs.Die Gene des ACD-Isoenzym | (kodiert in ORF
Pf_ 1540 und ORF Pf_1787) aBsfuriosuslagen bereits jeweils im Vektor pET17b&n coli
BL21(DE3)CodonPlus kloniert vor. Die Gene Pf_023®I WPf 1837 wurden in den Vektor
pPET14b kloniert und getrennt i&. coli exprimiert. Durch die Verwendung des Vektors
pET14b wurde die Basensequenz von Pf_0233 und B7_ 18t sechs Histidin-Codonen
(CAT) versehen (6xHistiditag). Alle vier ACD-Untereinheiten wurden durch Hitaédéing
angereichert und rekonstituiert. Anschlie3end wardie vier verschiedenen rekonstituierten
Proteine Uber Gelfiltration und eine weitere Hi&dkfng bei 90 °C fur 15 min bis zur appa-
renten Homogenitat gereinigt. Fur alle vier Hologne konnte tber Gelfiltration eing »-
heterotetramere Struktur mit einer apparenten nubde&n Grof3e von 150 bis 160 kDa be-
stimmt werden. Abbildung 9 gibt einen Uberblick tiloke Kombination der Untereinheiten

und die daraus resultierenden in dieser Arbeitdsgdliten chiméren ACDs.
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Tabelle 8 Kombination der ACD-Untereinheiten ausP. furiosusund Bezeichnung der resultierenden
Holoenzyme

-Untereinheit -Untereinheit Bezeichnung des Holoenzyms
Pf_0233 Pf_1837 ACRcc
Pf_0233 Pf 1787 ACR.. -ACDI
Pf_1540 Pf_1787 ACDI
Pf_1540 Pf 1837 ACDFACDII
a) g
kDa 5, §0 § 5?
116 —»
66.2 —»
45 —p <«— -Untereinheit
3B _,
s s <«— -Untereinheit
18.4—»
14.4—>

Abbildung 9 SDS-PAGE der gereinigten ACDs au®. furiosus 12 % Polyacrylamid-Gel mit Coomassie Bril-
liantblau gefarbtSpurbelegung von links nach rechts: Molekulargétgmarker, ACDsucc (Pf_0233 + Pf_18

ACDg, -ACDI (Pf_0233 + Pf_1787), ACDI (Pf1540 + Pf _1787), ACBACDII (Pf_1540 + Pf_1837). D
Pfeile auf der linken Seite deuten die molekulam®3& an. Die Pfeile auf der rechten Seite deutdnda
-Untereinheit bzw. die-Untereinheit.

Substratspezifitat und biochemische Charakterisierang. Die vier ACDs wurden auf ihre
Substratspezifitat hin untersucht. Die Messungerdemu bei 55 °C durchgefihrt. In Richtung
Saureaktivierung dienten Acetat, Succinat, Isolatfysovalerat, Phenylacetat, Indol-3-acetat,
Citrat und Pimelat als Substrat (je 10 mM im TebBie Ruckreaktion wurde mit Acetyl-CoA
und Phenylacetyl-CoA (je 0.1 mM) geprift. Die ralah Aktivitdten der erstellten ACD-
Isoenzyme mit den verwendeten Substraten ist inildiniog 11 dargestellt, die absoluten
Werte in Tabelle 9.
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ACDg,c Das Enzym setzte Succinat (2.2 U/mg = 100 %) neibesnfach héherer Geschwin-
digkeit als Acetat um (14 %). Mit Isovalerat wureli@e ahnliche Aktivitat wie mit Succinat
erreicht (ca. 120 %), wohingegen Isobutyrat (9 %%l &?henylacetat (23 %) ahnlich schnell
wie Acetat umgesetzt wurden. Indol-3-acetat, Citrad Pimelat wurden nicht verwendet. Die
ACDg,c katalysierte die Rickreaktion mit Acetyl-CoA (1.Wimg), nicht aber mit Phenyla-
cetyl-CoA. Der Kp-Wert fur Succinat wurde mit 6.53 mM bestimmt (Allbng 10). Mit
Succinyl-CoA konnte die Reaktion nicht getestetdeer, da dieses Substrat tber 35 °C ther-
molabil ist. Bei 35 °C zeigte die AGR:mit keinem der gestesteten Substrate Aktivitat.

ACDgyc -ACDI . Die chiméare ACD zeigte in beiden Reaktionsriclgem eine nahezu identi-
sche Substratspezifitat und Affinitat wie die AGER Succinat wurde mit 2.3 U/mg umgesetzt
(100 %). Indol-3-acetat, Citrat und Pimelat wurdécht verwendet. Acetat (17 %), Isovalerat
(110 %), Isobutyrat (15 %), und Phenylacetat (13:M@den mit einer der ACL.cvergleich-
baren Effektivitat umgesetzt. Die Saurebildung veurdit 1.12 U/mg (Acetyl-CoA) kataly-
siert. Mit Phenylacetyl-CoA war die AGR. -ACDI nicht aktiv (Tabelle 9).

25r

spez. Aktivitat (U/mg)

OF 02 02 04 06 08 10
s
1 1 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10 12
[Succinat] mM

1
14 16

Abbildung 10 Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der ACDgy.VvOn der Succinat-Konzentration.
Die Einschiibe zeigen die doppelt-reziproke Auftragnach Lineweaver-Burk.

ACDI. Die ACDI katalysierte die Reaktion mit Acetat miher spezifischen Aktivitat von
8.2 U/mg (100 %). Verzweigtkettige Monocarbonsaurenden mit 68 % (Isobutyrat) oder

33 % (Isovalerat) der Aktivitdt umgesetzt. Succinatrde mit 5 % dieser Rate umgesetzt.
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Arylsauren wurden nicht umgesetzt (< 2 %). Die Réeaktion mit Acetyl-CoA wurde mit
einer spezifischen Aktivitat von 20.7 U/mg katagrsi Das Enzym zeigte keine Aktivitat mit
Phenylacetyl-CoA.

ACDI -ACDII . Der Austausch der ACDIUntereinheit gegen ACDIIhatte keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Substratspezifitat. Dieiditat fur Acetat war mit einem Kvon
1.6 mM (ACDI ACDII ) dem der ACDI vergleichbar ¢<= 0.9 mM). Allerdings wurde die
spezifische Aktivitdt mit Acetat (32.4 U/mg) undblmityrat (22.1 U/mg) um das 4fache ge-
steigert, mit Succinat (2.7 U/mg) um das 7fachevaterat wurde durch die ACDIACDII
2.5fach schneller umgesetzt als durch die ACDI (himg 11). Die spezifische Aktivitat der
chimaren ACDI-ACDIlI mit Acetyl-CoA war mit 17.7 U/mg vergleichbar zAktivitat der
ACDI (20.7 U/mg). Mit Phenylacetyl-CoA konnte die&ktion nicht katalysiert werden.
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Abbildung 11 Substratspektren der ACDy und ACDg,. -ACDI (A) sowie der ACDI und ACDI -
ACDIl (B) in Richtung Séaureaktivierung. Dargestellt ist die spezifische Aktivitat (U/mg)trdien getesteten
Substraten. Zuordnung der Farb@k) ACDg,s blau; ACDQy. -ACDI : gelb;(B) ACDI: dunkelrot;

ACDI ACDII : tlrkis
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Tabelle 9 Molekulare und kinetische Parameter der gkombinanten ACDs ausP. furiosus Die apparenten
molekularen Massen wurden durch Gelfiltration besit. Die Ermittlung der k-Werte erfolgte aus der dop-

pelt-reziproken Darstellung nach Lineweaver-Burk. = nicht bestimmt; n.m. = nicht messbar; gemedss
55 °C.

ACDgycc - ACDI -
Substrat ACDygcc ACDI
ACDI ACDII
kalkulierte molek. Masse der Untereinheit (kDa)
-Untereinheit 50.4 50.4 49.9 49.9
-Untereinheit 26.4 25.9 25.9 26.4
apparente molek. Masse der Untereinheit (kDa)
-Untereinheit 52.7 52.7 49.1 49.1
-Untereinheit 27.4 25.5 255 27.4
apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 150 150 150 (143) 163
oligomere Struktur 22 22 22( 227 22
apparenter K-Wert (mM) Succinat 6.53 5.7 n.b. (n.8.) n.b.
Acetat n.b. n.b. 09(.7) 1.6
Spezifische Aktivitat (U/mg)
Succinat 2.2 2.3 0.4 2.7
Acetat 0.3 0.4 8.2 (20) 32.4
Isobutyrat 0.2 0.35 5.6 22.1
Isovalerat 2.6 2.5 2.7 6.7
Phenylacetat 0.5 0.3 0.2 0.6
Acetyl-CoA 1.11 1.12 2071 177
Phenylacetyl-CoA  n.m. n.m. n.m. n.m.

! Daten in Klammern aus Musfeldt et al. 1999

Die Ergebnisse zeigen:
1. P. furiosusenthalt ein effektiv Succinat umsetzendes ACD+iggen (ACDy,cd

2. Bei gleicher ACD-Untereinheit zeigten die chiméren Isoenzyme unapigiavon der
verwendeten ACD-Untereinheit ein konstantes Substratspektrum. Bestausch der
-Untereinheit hat demnach keinen signifikanten Ilas¥ auf die Substratspezifitat der ACD,
kann aber, wie im Fall der ACDACDII , die Reaktionsgeschwindigkeit in Richtung der
Saureaktivierung beeinflussen. Die Reaktionsgesuligkeit in Richtung Saurebildung mit
Acetyl-CoA und Phenylacetyl-CoA wurde nicht beaisfit. Dies deutet darauf hin, dass die
Substratspezifitditen der ACDsh furiosusdurch die -Untereinheit determiniert werden.
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5.2 Acyl-CoA Synthetasen inCandidatus korarchaeum cryptophilum

Die Abteilung der Korarchaeota beschreibt eine @eupislang unkultivierter Archaeen, die
im phylogenetischen Stammbaum sehr frih zwischeen&@chaeota und Euryarchaeota
abzweigen (Elkins et al. 2008). Bisher wurde nur ¥ertreter,Candidatus korarchaeum
cryptophilum aus stabilen Mischkulturen angereichert und deso@ sequenziert. Im Ge-
nom sind die homologen Gene fir vier putativ®ntereinheiten von ACDs (kcr_0030,
kcr_0073, ker_0198 und kcr_1138) annotiert und @RF, kcr_0115, der fur die putative
-Untereinheit einer ACD kodiert. Zusatzlich wurddie Gene fir die - und -Untereinheit
einer SCS (kcr_1392 und kcr_1393) identifiziertk{g$ et al. 2008). Die hypothetischen
Untereinheiten der ACDs und der SCS wurderEinoli exprimiert, gereinigt und die re-

konstituierten Holoenzyme biochemisch charaktetisie

5.2.1 Charakterisierung von ACDs ausCa. K. cryptophilum

SequenzanalysenEin Aminosaurealignment mit den Sequenzen dddntereinheit der
ACDI ausP. furiosuszeigte hohe Identitaten zu den ORFs kcr_0030 (B&et 0073 (32 %)
kcr_0198 (52 %) und kcr_1138 (45 %). Die hypotloties -Untereinheit (kcr_0115) zeigte
eine Identitat von 52 % zu defUntereinheit der ACD | auB. furiosus

Fur die P. furiosusACDI wurde gezeigt, dass ein in allen bisher ckimmsierten ACDs
konserviertes Histidin in der-Untereinheit (H°’ ) am Reaktionsmechanismus beteiligt und
katalytisch essentiell ist (Brasen et al. 2008)s Alem Aminosaure-Sequenzalignment ergab
sich, dass dieses essentielle Histidin in drélntereinheiten au€a. K. cryptophilumeben-
falls konserviert ist (kcr_0198, kcr_0030, kcr_113B kcr_0073 ist neben weiteren Se-
guenzunterschieden dieses Histidin durch Lysintsuiet (Abbildung 12).

230 240 250 260 270 28 0
OO0 O OO OOt OO0 S OO OV OO OOt OO o

P.furiosus EVEVAKEVSK GG WIKAGRS EREAKRAASHITG SIBCEDKVY SAFKESEVERAY TIGEAZBWA

Kcr0198 EIDVASRVSLAS] WIKAGRTEVEARAAASHIG SIRGEVAIYESIFKESEILMAKSVEDAZSWT

Kcr1138 5| ELAREVTRIGIMYLKAGRTSEARAA | REDsIYDAFRAEVIRVMDMEEFBAA

Kcr0030 EMESMRRASRGVWLKGGKTSEDARV RERIG SNAGE SEIFHSINVKESEGIVVSSLGEFBSTQ

Kcro073 EMESVREALKESGIVTGSAEIRRKLEPLRKEIPITN----nneenmeoee DFIAA BIAA BF

Abbildung 12 Multiples Alignment der Aminosauresequenz der ACDI -Untereinheit aus P furiosus mit
den putativen Homologen ausCa. K. cryptophilum Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt des Alignments
Das katalytisch essentielle Histidin ist rot urggtl Die Positionsangaben beziehen sich auf die IAGIdIS
P. furiosus Die schwarze Markierung gibt identische, die grdarkierung konservierte Aminosauren an.
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Molekulare Eigenschaften. Die hypothetischen ACD-Untereinheiten, im Folgemde
ckcACD 1, ckcACD 2, ckcACD 3, ckcACD 4 und ckcACD genannt, wurden kloniert und
getrennt inE. coli exprimiert. Nach Zellaufschluss und einem Reinggschritt durch Hitze-
fallung bei 85°C wurden die Holoenzyme aus jeweilser ckcACD -Untereinheit und der
ckcACD rekonstituiert. Nach erfolgter Rekonstitution weinddie Enzyme tber Gelfiltration
bis zur apparenten Homogenitat gereinigt. Alle \ngpothetischen ACDs stellten sich im
SDS-Gel als zwei Banden von ca. 50 kDa und ca. BDe&bGrol3e dar (Abbildung 13). Die
GroRRe der Holoenzyme wurde Uber Gelfiltration n&i® bis 159 kDa bestimmt. Diese Ergeb-

nisse lassen auf eing >-heterotetramere Struktur der vier Proteine schhel’

S o) W
g & & &8
S 5§ & g
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kDa
66.2 —»

<4— -Untereinheit
45 —>»
35 —»

<4+— -Untereinheit
25 —»

Abbildung 13 SDS-PAGE der gereinigten ACD-Homologenaus Ca. K. cryptophilum 12%iges SDS-
Polyacrylamidgel mit Coomassie Brilliantblau gefartspurbelegung von links nach rechts: ckcACD1
(kcr_0030+kcr_0115), ckcACD2 (kcr_0073+kcr_0115),kcACD3 (kcr_0198+kcr_0115), ckcACDA4
(kcr_1138+kecr_0115). Die Pfeile auf der rechtent&Seieuten auf die- bzw. -Untereinheit der ACD. Die
Pfeile auf der linken Seite deuten die molekularéfg an.

Charakterisierung der rekombinanten ACDs ausCa. K. cryptophilum
Die ckcACD?2 zeigte mit keinem der getesteten SabsstAktivitat, was auf das Fehlen des
katalytisch essentiellen Histidins in der-Untereinheit zurlckzufiihren sein konnte.
ckcACD1, ckcACD3 und ckcACD4 katalysierten die nesiiele Reaktion:
Acetyl-CoA + ADP + Pi €2 Acetat + ATP + HSCoA. Die Sitatabhangigkeit der Rate
folgte in allen Fallen einer Michaelis-Menten-KiiketDie Ermittlung der kinetischen Para-
meter erfolgte aus der doppelt-reziproken Darstgllnach Lineweaver-Burk. Die drei akti-
ven Enzyme wurden hinsichtlich ihrer katalytiscHeigenschaften, des Substratspektrums,
sowie ihrer Abhangigkeit von Magnesiumkonzentratimml Temperatur charakterisiert. Die
molekularen und kinetischen Parameter der ACDsisiffchbelle 10 dargestellt.
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ckcACD1. Die ckcACD1 zeigte mit der Arylsdure Indol-3-adetdie hochste Aktivitat
(7.3 U/mg = 100 %). Die anderen getesteten Arylr&auvurden noch mit 35 % (Phenylace-
tat) und 25 % (4-Hydroxyphenylacetat) der Rate wags. Imidazol-4-acetat wurde nicht als
Substrat akzeptiert. Das Enzym setzte die verzemrigicylsauren Isovalerat (95 %) und
Isobutyrat (83 %) mit annahernd gleicher Effizieme Indol-3-acetat um. Die kurzkettigen
Monocarbonsauren Butyrat (57 %) und Propionat (92¥rden zwei- bis viermal besser
akzeptiert als Acetat (25 %). Die Reaktion konnthihmit Succinat oder Citrat als Substrat
katalysiert werden. Die ckcACD1 zeigte mit den Clstern eine 50 % bis 75 % geringere
Aktivitat als mit den korrespondierenden Saurerertacetyl-CoA (1.3 U/mg) und Isobuty-
ryl-CoA (1.6 U/mg) wurden dabei doppelt so schoetigesetzt wie Acetyl-CoA (0.64 U/mg).

MagnesiumabhangigkeiDie ckcACD1 zeigte eine Abhangigkeit der Reaktian WgCh.
Die optimale MgC}-Konzentration wurde mit 5 mM bestimmt. Es wurde@cimca. 50 % der
Aktivitat bei 0.5 bzw. 15 mM MgGlerreicht (Abbildung 14).

spez. Aktivitat (U/mg)

0 5 10 15 20
[MgCIZ] (mM)

Abbildung 14 Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der ckcACD1 von der Magnesiumkonzentrati-
on. Spezifische Aktivitat der ckcACD1 in AbhangigkeierdMgCh-Konzentration bei 55 °C mit Isobutyryl-
CoA.
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TemperaturoptimumFur die ckcACD1 wurde das Temperaturoptimum ziesc50 °C und
95 °C ermittelt. Die hdchste spezifische Aktiviggigte die ACD bei 85 °C. Die Darstellung
der Daten nach Arrhenius ergab einen linearen Beravischen 60 °C und 80 °C. Die dar-

aus errechnete Aktivierungsenergie betrug 67.2 &J(Abbildung 15).
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Abbildung 15 Temperaturabhéngigkeit der ckcACD1 A: Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindig
(U/mg) von der Temperatur (°C) der ckcACIRL. Darstellung der Daten nach Arrhenius.

ckcACD3Die ckcACD3 zeigte in Richtung der Saureaktivigyutie hochste Aktivitat mit
Acetat (51 U/mg = 100 %). Propionat (88 %) und Baity(62 %) wurden mit ahnlicher Effi-
zienz umgesetzt. Von den getesteten verzweigtenobibonsauren wurde nur Isobutyrat
gut angenommen (55 %). Mit 2-Methylbutyrat und kslevat zeigte die ckcACD3 weniger als
10 % Aktivitat. Arylsauren sowie Succinat und Gitnaurden nicht als Substrat akzeptiert.

In Richtung Saurebildung wurde Acetyl-CoA mit déichsten spezifischen Aktivitdt umge-
setzt (50 U/mg). Die Kk-Werte wurden mit 15 uM (Acetyl-CoA), 186 uM (ADR)nd
1600 puM (KHPOy) bestimmt (Abbildung 16). Mit Isobutyryl-CoA korert noch 19 U/mg

gemessen werden, Phenylacetyl-CoA wurde nicht ahstgat akzeptiert.
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Abbildung 16 Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der ckc£D3 von der Substratkonzentratior
bei 55 °C. Abhangigkeit von der Konzentration vokxt Acetyl-CoA; B: ADP; C: KH,PQ,. Die Einschibe
zeigen die jeweiligen Daten in der doppelt-rezigmluftragung nach Lineweaver-Burk.
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Thermostabilitat.Die Thermostabilitdt wurde fir die ckcACD3 bei @, 85 °C und 95 °C

Uber einen Zeitraum von 120 min bestimmt. Bei 75&@jte sich kein Aktivitatsverlust. Bei
85 °C betrug die errechnete Halbwertszeit 16 muh i 95 °C nur noch 1.3 min (Abbildung
17).

100} . .

80

40+

Restaktivitat (%)

20

0 20 40 60 80 100 120
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Abbildung 17 Temperaturstabilitat der ckcACD3. Restaktivitat in Prozent (%) der Anfangsgeschwikdig
(50 U/mg = 100 %) nach Inkubation bei 75 °G,(85 °C () und 95 °C ().

ckcACD4.Die Arylsadure 4-Hydroxyphenylacetat wurde von diecACD4 mit der héchsten
spezifischen Aktivitat umgesetzt (15.6 U/mg = 10D Bie verzweigten Carbonsauren Isobu-
tyrat (78 %), Isovalerat (78 %) und 2-Methylbuty{@® %), sowie die kurzkettigen Monocar-
bonsauren Butyrat (73 %) und Propionat (59 %) wai@enlich effizient als Substrat genutzt.
Mit Acetat wurde die Reaktion noch mit 40 % derdRkatalysiert. Die Arylsduren Phenyla-
cetat und Indol-3-acetat wurden im Vergleich daaidlich mit rund 26 % der spezifischen
Aktivitat verwendet; Imidazol-4-acetat nur mit 4 %uccinat und Citrat wurden nicht als
Substrat akzeptiert. Das Enzym zeigte flur 4-Hydpdvenylacetat (I = 39 uM) und Isobuty-
rat (Km =40 uM) eine 48fach hohere Affinitat als fur Aae({K, = 1920 uM). In Richtung
Saureaktivierung wurde Acetyl-CoA mit 2.7 U/mg saititer umgesetzt als Isobutyryl-CoA
(13.7 U/mg) und Phenylacetyl-CoA (8.2 U/mg).
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Abbildung 18 Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der ckcACD4 von der Substratkonzentration
von 4-Hydroxyphenylacetat und Isobutyrat. Die Einschilbe zeigen die doppelt-reziproke Auftraggunach
Lineweaver-Burk. Dargestellt sind die GraphenAiir4-HydroxyphenylacetaB: Isobutyrat.
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Tabelle 10 Molekulare und kinetische Eigenschaftender

aktiven rekombinanten ACDs aus

Ca. K. cryptophilum n.b. = nicht bestimmt, n.m. = nicht messbar; iieetischen Konstanten wurden bei 55 °C
bestimmt. Die apparenten molekularen Massen degrdimheiten wurden aus dem SDS-Gel ermittelt.

ckcACD ckcACD ckcACD

Substrat 1 3 4
kalkulierte molekulare Masse der Untereinheiten (k)
-Untereinheit 49.6 49.3 52.2
-Untereinheit 25.6 25.6 25.6
apparente molekulare Masse der Untereinheiten (kDa)
-Untereinheit 51.3 50.2 51.3
-Untereinheit 27.7 27.5 27.6
apparente molekulare Masse des Enzyms 152 150 159
(kDa)
oligomere Struktur 22 22 22
apparenter K -Wert (uM) Acetyl-CoA 31 15 219
ADP 60 186 125
Pi 194 1600 491
apparenter Vp.Wert Saurebildung (U/mg)  Acetyl-CoA 2.7 50 6,9
Isobutyryl-CoA 1.6 19 13.7
Phenylacetyl-CoA 1.3 0 8.2
apparenter K,-Wert (uUM) ATP 204 960 308
HS-CoA 37 20 62
Acetat 4170 812 1920
3-Hydroxyphenylacetat n.b n.m 39
Isobutyrat n.b n.b. 40
Indol-3-acetat 309 n.m 232
apparenter Vp.cWert  Sdureaktivierung
(U/mg) Acetat 2.5 51 7.5
3-Hydroxyphenylacetat 1.8 0.5 15.6
Isobutyrat 6 28 12
Indol-3-acetat 7.3 n.m. 4
Phenylacetat 25 n.m. 4
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Abbildung 19 Substratspezifitaten von ckcACD1, ckcACD3 und ckc&D4 in Richtung Saureaktivierung.
Dargestellt ist die spezifische Aktivitat in Prozemit den angegebenen Substraten (10 mM).ckcACD1
(Indol-3-acetat: 7.3 U/mg = 100 %); B: ckcACD3 (Acetat: 51 U/mg = 100 %)C: ckcACD4 (4-
Hydroxyphenylacetat: 15.6 U/mg = 100 %)

70



Ergebnisse

Im Genom von Ca. K cryptophilumsind vier ACD -Untereinheiten und eine ACDB

Untereinheit annotiert. Die Ergebnisse zeigen, d¢ads daraus drei aktive ACD-Homologe,
ckcACD1, ckcACD3 und ckcACD4, rekonstituieren lassBie ACDs dienen dabei vermut-
lich der ATP-Synthese Uber Substratstufenphospieouylg bei der Peptidfermentation. Auf
Grund der unterschiedlichen Substratspektren lassdnckcACD1 und ckcACD4 dem Ab-
bau von aromatischen und verzweigtkettigen Aminas@&azuordnen, wahrend die ckcACD3
wahrscheinlich vor allem am Abbau der Aminosauréani, Serin, Threonin und Cystein
uber Pyruvat beteiligt ist. Ein viertes ACD-HomoJadkcACD2, zeigte in Ubereinstimmung
mit dem Fehlen des katalytisch essentiellen Hissidn der Sequenz derUntereinheit mit

keinem der getesteten Substrate Aktivitat.

5.2.2 Charakterisierung der SCS ausCa. K. cryptophilum
Im Genom vonCa. K. cryptophilumliegen der ORF Kcr_1393 als Homolog der SES

Untereinheit und Kcr_1392 als Homolog der S@&ftereinheit ausk. coli vor. Die Gene
bestehen aus 875 (Kcr_1393) bzw. 1136 Basenpakmenl392) und kodieren fur ein Poly-
peptid von 291 Aminoséuren und 378 Aminosaurerkalkulierten Molekulargewichten von
30.3 kDa (Kcr_1393) bzw. 41 kDa (Kcr_1392). Die @emurden kloniert, irkE. coli expri-

miert, gereinigt und charakterisiert.

Sequenzanalyse der klonierten GeneBei der Sequenzierung der klonierten Gene zeigte
sich in der -Untereinheit (ckcSCS insgesamt neun Unterschiede im Vergleich zuran d
Datenbank annotierten Sequenz (Accession-Nummer0¥P737822.1). Diese Sequenzun-
terschiede wurden in drei unabhangig voneinandeshgiefiihrten Experimenten nachgewie-
sen und fuhren in der abgeleiteten Aminosauresegmeracht stille Mutationen und einem
konservierten Austausch von Isoleucin zu Valin asiffton 35 der Aminoséuresequenz. Ein
Alignment der annotierten Sequenz mit der Sequéezed Arbeit befindet sich im Anhang
(Abbildung Al).
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Molekulare Eigenschaften.Nach getrennter Uberexpression eines 40 kDa (c8cpGnd

eines 28 kDa (ckcSC$ Proteins irE.coli wurden die Untereinheiten separat mittels Hitzefal
lung bei 70 °C fur 15 min angereichert, rekonssituund Uber Gelfiltration bis zur apparen-
ten Homogenitat gereinigt. Das apparente native ekidargewicht der rekonstituierten
ckcSCS wurde mit 139 kDa bestimmt, was auf eine-heterotetramere Struktur hindeutet.

Diese oligomere Struktur ist bei den meisten prps@schen SCS bestimmt worden.

kDa 1 2

116 —»

66,2 —»

—> . .
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35 —»
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Abbildung 20 SDS-PAGE der gereinigten SCS au€a. K. cryptophilum 12 % Polyacrylamid-SD&el mit
Coomassie Brilliantblau gefarb®pur 1. Molekulargewichtstandar&pur 2: Rekonstituiertes Protein nach Super-
dex-Gelfiltration.
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Kinetische Eigenschaften der ckcSCSDas Enzym katalysierte die reversible Umsetzung
von Succinyl-CoA, ADP und;Ru Succinat, ATP und HSCoA. Die kinetischen Patamia
Richtung der Succinataktivierung wurden bei 35 4@l b5 °C bestimmt. Auf Grund der
thermischen Instabilitdt von Succinyl-CoA bei Temgteren tUber 35 °C wurden die kineti-
schen Parameter in Richtung Succinatbildung be&iC3Brmittelt. Die Abhéngigkeit der Rate
von der Substratkonzentration folgte in allen Falener Michaelis-Menten Kinetik. Das
Enzym zeigte eine hohe Affinitat fir Succinyl-Colk( = 8 uM) (Abbildung 21). Die ermit-
telten Ky- und VinaxWerte sind in (Tabelle 11) zusammengefasst. DaOptimum wurde
mit pH 7.3 in Richtung der Succinat-Aktivierung besnt. 50 % der Aktivitdt konnten noch
bei pH 6.0 nachgewiesen werden. Die Reaktion d& &figte eine Abhangigkeit von MgCl
Die optimale Magnesiumkonzentration fur die Reaktayy bei 5 mM. Die SCS ist hochspezi-
fisch fur Succinyl-CoA. Das Enzym zeigte keine Aktt mit Isobutyryl-CoA oder Acetyl-
CoA. In Richtung Saureaktivierung akzeptierte €ieSCS neben Succinat (18.9 U/mg) nur
Glutarat mit einer spezifischen Aktivitat von 4 Wm

1.4

1.0f

0.8F

0.4+

spez. Aktivitat (U/mg)
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[Succinyl-CoA] (mM)

Abbildung 21 Abhé&ngigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der ckcSCS von der Konzentration von Succi-
nyl-CoA bei 35°C.Die Einschiibe zeigen die doppelt-reziproken Aufiragen nach Lineweaver-Burk.
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Bei der ckcSCS handelte es sich um ein hyperthenitegpEnzym mit einem Temperaturop-
timum von 85 °C (Abbildung 22A). Aus dem linearemiftkag nach Arrhenius im Bereich
zwischen 55 °C und 85 °C ergab sich eine Aktivigaenergie von 41.25 kJ/mol. Fur die
ckcSCS wurde die Temperaturstabilitat ermitteltt & °C konnte Uber einen Zeitraum von
120 min kein signifikanter Aktivitatsverlust beolbdéet werden. Bei 75 °C wies das Enzym

eine Halbwertszeit von 50 min auf. Bei 85 °C vemntérsich die Halbwertszeit auf 7 min
(Abbildung 22B).
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Abbildung 22 Temperaturabhangigkeit der Aktivitdt und Thermostabilitdt der SCS aus
Ca. K. cryptophilum A: spezifische Aktivitdt in Abh&ngigkeit von der Tematir. B: Thermostabilitdt nach
Inkubation bei 65 °C (), 75 °C ( ) und 85 °C (). 100 % entsprechen ca. 28 U/mg.
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Tabelle 11 Molekulare und kinetische Eigenschafteder rekombinanten SCS (ckcSCS) au€a. K cryp-
tophilum.

Substrat ckcSCS
kalkuliertes Molekulargewicht (kDa)
-Untereinheit 30.3
-Untereinheit 41
apparentes Molekulargewicht (kDa)
-Untereinheit 28
-Untereinheit 40
apparentes Molekulargewicht Holoenzym (kDa): 134
oligomere Struktur 2 2
apparenter K, (LM) Succinataktivierung Succinat 312
Succinat 237
ATP 233
HSCoA 156
apparentes V.« Saureaktivierung (U/mg) Succinat 43
Succinat 189
Glutarat 4
apparenter K, (UM) Succinatbildung Succinyl-CoA 8
ADP 32
KH,PO, 1129
apparentes Vyax Succinatbildung (U/mg) 1.7

L wurde bei 35 °C bestimmt
2 wurde bei 55 °C bestimmt

Die Ergebnisse zeigen, dass es sich bei der SCEaus. cryptophilumum ein hyperther-
mophiles Protein handelt, das hochspezifisch flacByl-CoA und Succinat ist. Auf Grund
des niedrigen K-Wertes fir Succinyl-CoA ist das Enzym wahrschemlunktionell an der

Succinatbildung beteiligt.
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5.3 Acetyl-CoA Synthetase audMethanosarcina mazei

Im Genom vonM. mazeisind die ORFs MM_0358 und MM_0493 annotiert, die €éine
putative ACD - (MM_0358) bzw. ACD -Untereinheit (MM_0493) kodieren. Ein Aminosau-
resequenz-Alignment zeigte eine Identitat von 3%8 MM_0358 mit der ACDI aus
P. furiosus Der ORF hat eine Lange von 1407 Basenpaaren adebrk fir ein Polypeptid
von 468 Aminosauren mit einem kalkulierten Molekgkwicht von 50.4 kDa. Der ORF
MM_0493 ist als ACD-Untereinheit annotiert und zeigte 51 % Identitéit cier Sequenz der
ACDI aus P. furiosus MM_0493 besteht aus 753 Basenpaaren und kodigrtein
250-Aminoséauren Polypeptid mit einem kalkulierteol®&kulargewicht von 27.2 kDa. Beide
Untereinheiten enthalten die flr die ACD-Reakti@santiellen Histidin-Reste (Brasen et al.
2008). Uber die Funktion der putativen ACDNh mazeiist bisher nichts bekannt. In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, ob MM_0358 (MM-ACDund MM_0493 (MM-ACD ) flr
eine katalytisch aktive ACD kodieren. Die Gene vamdkloniert und getrennt ii. coli
exprimiert. AnschlieRend wurden die beiden rekorabian Untereinheiten Gber Ni-NTA-

Affinitatschromatographie gereinigt und das rekinrte Holoenzym charakterisiert.

Charakterisierung der ACD. MM-ACD wurde als 54.8 kDa-Protein und MM-ACLals
30.3 kDa-Protein mittels Ni-NTA-Affinitatschromataphie gereinigt. Die Untereinheiten
wurden anschlie3end rekonstituiert und das Holoanmyttels Gelfiltration bis zur apparen-
ten Homogenitat gereinigt. Das native apparentesklidargewicht des rekonstituierten Prote-
ins wurde Uber Gelfiltration mit 172 kDa bestimmwias fir eine , ,-heterotetramere Struk-
tur spricht. Die ACD katalysierte die reversibleaReon: Acetyl-CoA + ADP + Pie®
Acetat + ATP + HSCoA mit einer Rate von 1.4 U/mge Rinetischen Parameter wurden bei
35 °C bestimmt. Die Substratabhangigkeit der Retgtd in allen Fallen einer Michaelis-
Menten-Kinetik. Die Ermittlung der kinetischen Paeter erfolgte aus der doppelt-
reziproken Darstellung nach Lineweaver-Burk. Dig-Werte in Richtung der Saurebildung
wurden mit 9 uM (Acetyl-CoA), 122 uM (ADP), 1980 piH,PQ,) und 7 puM (Isobutyryl-
CoA) bestimmt. In Richtung der Saureaktivierung aemr folgende K-Werte ermittelt:
Acetat 4666 UM, ATP 368 uM, HSCoA 30 uM. Dep¥Wert wurde mit 0.09 U/mg be-
stimmt (Tabelle 12). Die ACD zeigte in Richtung d&diureaktivierung eine Praferenz fir
unverzweigte und verzweigte Monocarbonsauren utmdesButyrat mit der héchsten spezifi-
schen Aktivitat (1.1 U/mg = 100 %) um. Propionatiude verzweigten Carbonsauren Isobu-

tyrat, 2-Methylbutyrat und Isovalerat wurden jewaihit ca. 60 % bis 65 % der Rate umge-
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setzt, Acetat lediglich mit 8 %. Die Aryl-Saurendbi-3-acetat, Phenylacetat und 4-

Hydroxyphenylacetat wurden ebenso wie Citrat undcBat nicht als Substrat akzeptiert. In
Richtung Saurebildung wurden Isobutyryl-CoA (1.4vid) und Acetyl-CoA (1.5 U/mg) von
der ACD mit vergleichbarer Effektivitdit umgesetZiabelle 12). Das pH-Optimum lag bei

pH 7.5. Die optimale Magnesiumkonzentration furReaktion wurde mit 5 mM bestimmit.

Tabelle 12 Molekulare und kinetische Parameter derekombinanten ACD ausM. mazei Die kinetischen

Konstanten wurden bei 35 °C bestimmt. n.m. = niabssbar.

Substrat MM-ACD
kalkuliertes Molekulargewicht (kDa)
-Untereinheit 50.4
-Untereinheit 27.2
apparentes Molekulargewicht (kDa)
-Untereinheit 54.8
-Untereinheit 30.3
apparentes Molekulargewicht (kDa): 172
oligomere Struktur 22
apparenter K, (LM) Saureaktivierung Acetat 4666
ATP 368
HSCoA 30
apparentes V. (U/mg) Acetat 0.09
Butyrat 11
Propionat 0.7
apparenter K, (UM) Saurebildung Acetyl-CoA 9
Isobutyryl-CoA 7
ADP 122
KH,PO4 1980
apparentes Viay (U/mg) Acetyl-CoA 1.4
Isobutyryl-CoA 1.5

Die Ergebnisse zeigen, dass MM_0358 und MM_ 0493efile katalytisch aktive ACD

kodieren. Das Substratspektrum der ACD slusnazeibeschrénkt sich auf unverzweigte und

verzweigte Monocarbonsauren. Aromatische Verbindangurden nicht akzeptiert.
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5.4 Acetatbildung aus Glucose irChloroflexus aurantiacus

Fur Chloroflexus aurantiacusvurde Acetatbildung bei photoheterotrophem Wachsauf

Glucose beschrieben (Krasil'nikova und Kondrat'@@87). Eine detaillierte Analyse der
Acetatbildung und der daran beteiligten Enzymedregislang aber nicht vor. Daher wurden
Wachstumsversuche, Experimente mit ZellsuspensiandrEnzymstudien durchgefihrt, um

die Acetatbildung zu analysieren und das Acetalenitle Enzym zu identifizieren.

5.4.1 Wachstumsexperimente mitChloroflexus aurantiacusJ10-fl

C. aurantiacuswurde anaerob bei 55 °C unter phototrophen Bediggn auf Medium mit
bzw. ohne Glucose gezilichtél aurantiacusvuchs in Medium mit Glucose mit einer Ver-
dopplungszeit von 19 Stunden bis zu einer optisdhiehte von 7.5. Dabei wurden 8.6 mM
Acetat ins Medium ausgeschieden und parallel dawa €2 mM Glucose verbraucht. In
Abwesenheit von Glucose wuchsen die Zellen bisizaredDso0 von 4 bei einer Verdopp-
lungszeit von 22 Stunden. Dabei wurden 2.5 mM Acegebildet (Abbildung 23). Damit

ergibt sich pro Mol verbrauchter Glucose eine Néttetatbildung von ca. 0.5 Mol Acetat.

116

114

412

-4 10

Wachstum pODy,)
[Glucose, Acetat] (mM)
Wachstum pOD,)
[Acetat] (mM)

0 40 8IO J:20 2;.60 0 40 80 120 160
Zeit (h) Zeit (h)

Abbildung 23 Wachstum vonC. aurantiacusauf Glucose. A:Wachstum mit Glucose (20 mM) in Gegenwart
von 0.1% Hefeextrakt, 0.25% Casaminosauren un8%.&lycylglycin. B Wachstum ohne Glucose unter
gleichen Bedingungen. Die Kulturen wurden bei 5%i&ubiert und das Wachstum als Zunahme derdD
verfolgt. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden Rraiberil aus der Kultur entnommen und die Glucdzsy.
Acetatkonzentration bestimmt. Dargestellt sind dismahme der OF, ( ) und der Acetatkonzentration |,
sowie die Abnahme der Glucosekonzentrationitf Abh&ngigkeit von der Inkubationszeit.
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5.4.2 Experimente mit Zellsuspensionen

Suspensionen von Glucose-gewachsenen Zellen (I8Ingbtein) wurden fir 9 Stunden in
Gegenwart von 10 mM Glucose bzw. ohne Glucose wantaeeroben Bedingungen im Dun-
keln bei 55 °C inkubiert und der Glucoseverbrauaid wie Acetatbildung analysiert
(Abbildung 24). Hierbei zeigte sich in beiden Azt ein schneller Anstieg der Acetatkon-
zentration auf ca. 1 mM innerhalb von 60 min. Diesgéiale Anstieg kbnnte auf Reservestof-
fe in den Zellen zurtckzufihren sein. Anschlie3anoide in den Suspensionen ein linearer
Anstieg der Acetatkonzentration auf 8 mM in Gegentwan Glucose und auf 2 mM ohne
Glucose festgestellt. Parallel dazu sank die Glikmszentration um 5 mM. Daraus ergibt
sich pro Mol aufgenommener Glucose die Bildung tah Mol Acetat. Abbildung 24 zeigt
die Acetatbildung Uber die Zeit in Zellsuspensiomaih und ohne Glucose und die entspre-
chende Glucoseabnahme. Die Ergebnisse zeigen(daagantiacus)10-fl Acetat aus Glu-

cose bildet.

101

o]
T

[Glucose, Acetat] (mM)
[Glucose, Acetat] (mM)

Zeit (h)

Abbildung 24 Umsetzung von Glucose zu Acetat in Zsluspensionen vorC. aurantiacus Es ist die Acetat-
bildung in Zellsuspensionen Uber die Zeit vergleiud fir einen Ansatz mit Glucose)(und ohne Glucose §
dargestellt. Zusatzlich ist die Abnahme der Glukoseentration ( ) in dem Ansatz mit Glucose gezeigt. Die
Anatze wurden bei 55 °C anaerob im Dunkeln inkubier
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5.4.3 Bestimmung von ACD-Aktivitat in Zellextrakten

C. aurantiacuswurde auf die Aktivitat der Acetat bildenden Enzymcetatkinase (AK),

Phosphotransacetylase (PTA) und ACD hin untersidetu wurden Zellextrakte sowohl aus
auf Glucose- als auch auf Hefeextrakt gewachsem#iarZjeweils aus der frihen stationéren
Phase préapariert. Aktivitat von AK und PTA wurdehti gefunden, es wurde jedoch ACD-
Aktivitat festgestellt. Die spezifische Aktivitdited ACD war in auf Glucose gewachsenen
Zellen zehnfach hoher (0.2 U/mg), als in ZellenedeMedium keine Glucose enthielt
(0.022 U/mg). Diese Daten sprechen fur eine stémllektion der ACD bei Wachstum auf

Glucose.

5.4.4 Reinigung der ACD ausC. aurantiacusund Identifizierung des codieren-

den Gens

Die ACD wurde aus Glucose-gewachsenen Zellen@opaurantiacusprapariert. Die Reini-
gung erfolgte zunachst mit Hitzeféallung. Es folgteiler chromatographische Reinigungs-
schritte an einer Phenyl-Sepharose Saule, einereg&Bose Saule, einer Superdex-
Gelfiltrationssaule und einer weiteren hochaufldgmnMono-Q-Sepharose Saule. Die ACD
wurde 507fach mit einer spezifischen Aktivitat vé® U/mg nahezu bis zur apparenten Ho-
mogenitat gereinigt (Tabelle 13). Anhand des Ehgprofils konnte eine spezifische Bande
eindeutig dem Aktivitatsprofil zugeordnet werderbpidung 25). Die apparente molekulare
Masse des nativen Enzyms wurde mit 300 kDa bestirdratder Untereinheit mit 75 kDa.
Diese Werte sprechen fur eine fir ACDs ungewohaligkhomotetramere Struktur.

Tabelle 13 Reinigung der nativen ACD ausC. aurantiacus Die Enzymaktivitdt wurde im Ellman-Test bei
55 °C bestimmt.

Reinigungsschritt P(rr(;t;z)in A(ISi:]/ii;[S)t Al?gﬁ/(ie'tgt Anre_i]%réirung Auz)l;eute
(Units/mg) 0)
Zellfreier Extrakt 4698 441 0.09 1 100
Hitzefallung 2533 432 0.17 19 98
Phenyl-Sepharose 95 93 0.98 10 21
Q-Sepharose 3.6 15. 4.34 48 35
Superdex 0.9 13 15.5 172 3
Mono-Q-Sepharose 0.016 0.73 45.6 507 0.17
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Abbildung 25 SDS-PAGE der gereinigten ACD ausC. aurantiacus 10 % Polyacrylamid-SDS-Gel mit
Coomassie Brilliantblau gefarbtSpur 1: MolekulargewichtstandardSpur 2: Proteinextrakt nach Mo-
no-Q-Sepharose. Die Pfeile auf der linken Seiteateauf die Markerproteine, der Pfeil auf der reohSeite

deutet auf die Bande, die aus dem Gel fur MALDI-T@$ extrahiert wurde.

Identifizierung des ACD-kodierenden GensDie gereinigte Proteinbande von 75 kDa Gro-
3e wurde aus dem Gel extrahiert und das kodier&etteliber MALDI-TOF MS identifiziert.

Durch die massenspektroskopische Analyse wurdeiaizelner ORF (Caur_3920) mit einer
Ubereinstimmung der identifizierten Peptide mit dBnotein von 42 % eindeutig bestimmt.

Somit stellt Caur_3920 eindeutig das fur die ACB @uaurantiacuskodierende Gen dar.

5.4.5 Klonierung desacdGens, heterologe Expression und Reinigung der ACD

Der ORF Caur_3920 auB. aurantiacusder fir eine putative ACD kodiert, hat eine Lange
von 2091 Basenpaaren und kodiert fur ein 696 Andincen grofRes Polypeptid mit einer
molekularen Masse von 75.1 kDa. durch Klonierung aledtGens in den Vektor pET19b
wurde das translatierte Polypeptid N-terminal miteen 6x Histidintag versehen. Nach
Transformation irkE. coli wurde das Protein Uberexprimiert. Die Reinigurfglgte Gber Ni-
NTA-Affinitatschromatographie und Gelfiltration bmur apparenten Homogenitat. Die Un-
tereinheit der rekombinanten ACD wies im SDS-Palylamidgel eine apparente Grol3e von
77 kDa auf. Diese Daten &hneln den ermittelten &m6on fusionierten ACDs aus
A. fulgidusund M. jannaschii(Musfeldt und Schdnheit 2002). Mittels Gelfilti@ti wurde die
native Grof3e auf 317 kDa bestimmt. Dies deuteeamd homotetramere Struktur des Enzyms
hin. Diese Werte stimmen mit den Daten fiir dasvngdireinigte Enzym auS. aurantiacus

Uberein.
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Abbildung 26 SDS-PAGE der gereinigten rekombinanterACD aus C. aurantiacus 12 %-Polyacrylamid-
SDS-Gelmit Coomassie Brilliantblau gefarbt. Die Pfeile algf linken Seite deuten auf die Maneteine, de
Pfeil auf der rechten Seite deutet auf die Bandegdeeinigten ACD.Spur 1. Molekulargewichtsstaradd
Spur 2: gereinigte ACD nach Superdex.

5.4.6 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten A

Die ACD katalysiert die reversible Reaktion: AceGbA + ADP + P <= Acetat + ATP +
HSCoA und folgt in beiden Reaktionsrichtungen eikchaelis-Menten Kinetik. Die appa-
renten K,-Werte in Richtung der Acetatbildung betrugen 0.68W (Acetyl-CoA), 0.09 mM
(ADP) und 1.0 mM (Phosphat) bei einem apparentga-Wert von 51 U/mg. In Richtung
der Acetataktivierung wurden die apparentep-Werte mit 0.9 mM (Acetat), 0.57 mM
(ATP) und 0.024 mM (HSCoA) bestimmt. Der appareviteWert betrug in Richtung der
Acetataktivierung 49 U/mg. Das pH-Optimum wurde piit 7.5 bestimmt, wobei 50 % der
Aktivitat noch bei pH 7.3 und pH 8.0 gemessen wardeas Temperaturoptimum lag bei
55 °C. Die Darstellung der Daten nach Arrheniusabrginen linearen Bereich zwischen 20
und 55 °C. Die daraus ermittelte Aktivierungsenelgig bei 48.5 kJ/mol. Die fir die Aktivi-

tat optimale Magnesiumkonzentration lag bei 5 mM.
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Abbildung 27 Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der rekombinanten ACD ausC. aurantiacus
von der Substratkonzentration. Dargestellt ist die spezifische Aktivitat bei 95 in Abhéngigkeit von d
Konzentration vorA: Acetyl-CoA, B: ADP, C: KH,PQ,. Die Einschiibe zeigen die Daten in der doppelt-
reziproken Auftragung nach Lineweaver-Burk.
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Substratspezifitat. Fir die rekombinante ACD auS. aurantiacuswurden verschiedene
Acyl- und Aryl-Sauren sowie CoA-Ester als Substyatiestet. Das Enzym setzte neben Acetat
(100 %) mit nahezu gleicher Aktivitat auch Buty(@7.5 %), Propionat (100 %) und Thio-
glycolat (110 %) sowie Isobutyrat (91.4 %), Isovate(130 %) und 2-Methylbutyrat (75 %)
um. Die Aryl-Sauren Imidazol-4-acetat (33 %) undeRylacetat (21 %) wurden nur mit
geringer Effizienz genutzt. Indol-3-acetat, 4-Hydyphenylacetat und Succinat wurden nicht
als Substrat umgesetzt (Abbildung 28). In Richtwey S&ureaktivierung katalysierte die
ACD die Reaktion mit Acetyl-CoA (51 U/mg = 100 %sobutyryl-CoA (32 %) und mit
geringer Aktivitat Phenylacetyl-CoA (13 %). Damitigt die ACD ausC. aurantiacusein
ahnliches Substratspektrum wie die ACDI &uduriosus

Monocarbon- verzweigtkettige Aryl-
sauren Sauren Sauren
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Abbildung 28 Substratspektrum der ACD aus Chloroflexus aurantiacus Dargestellt ist das prozentuale

Verhdltnis der spezifischen Aktivitaten der getesteorganischen Sauren (jeweils 10 mM) im Vergleich
Acetat (49 U/mg = 100 %)

84



Ergebnisse

Tabelle 14 Molekulare und kinetische Parameter derekombinanten ACD ausC. aurantiacus Die kineti-

schen Parameter wurden bei 55 °C ermittelt.

Substrat Caur-ACD
kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 75
apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 77
apparentes Molekulargewicht des nativen Enzyms (kDa 317
oligomere Struktur 4
apparenter K, (mM) Acetatbildung Acetyl-CoA 0.037
ADP 0.09
KH,PO4 1.0
apparentes V. (U/mg) Acetyl-CoA 51
Isobutyryl-CoA 16.5
Phenylacetyl-CoA 6.1
apparenter K, (UM) Acetataktivierung Acetat 0.9
HSCoA 0.024
ATP 0.57
apparentes Viax (U/mg) Acetat 49
Isobutyrat 45.9
Phenylacetat 10.3

5.4.7 Nachweis desTranskripts von Caur_3920

Die biochemische Charakterisierung zeigt, dass G820 ausC. aurantiacudur eine ACD-

kodiert. Der Nachweis dein-vivo-Transkription von Caur_3920 erfolgte durch Reverse
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion- (RT-PCR)eErmente. AulRerdem wurde gezeigt,
dass Caur_3920 und der benachbarte ORF Caur_3®2hskribiert werden (Abbildung 29).
Dazu wurde Gesamt-RNA aus Glucose-gewachsenemZamiligpariert. Mittels dreier spezifi-
scher Primerpaare, die drei unterschiedliche Bleeegpowohl von Caur_3920 als auch von
Caur_3921 sowie einen Teil beider Gene und denrgeten Bereich Uberspannten
(Abbildung 29), konnte gezeigt werden, dass aus RN spezifischen PCR-Produkte in
der erwarteten Gréf3e amplifiziert werden. Als Negaintrolle diente jeweils ein Ansatz bei
dem die Transkription der RNA nicht durchgefuhrtrdet

Der fiir die ACD kodierende ORF Caur_3920 hat eiarge von 2091 Bp. Uber die Amplifi-
kation eines 546 Bp langen Fragments wurde einglew#chgewiesen, dass dasit-Gen in

Glucose gewachsenen Zellen transkribiert wird (#hlyig 29 Spur 2).
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Caur_3921 hat eine Lange von 1071 Bp und liegt @ dleichen Orientierung wie
Caur_3920. Die intergenische Region hat nur einggedon 12 Bp, was eine gemeinsame
Transkription von Caur_3920 und Caur_3921 vermidésst. Die Ergebnisse zeigen, dass alle
drei Fragmente spezifisch amplifiziert wurden (Abbng 29). Dies lasst darauf schliel3en,
dass es sich bei dem Transkript von Caur_3920 @l G921 um eine bicistronische mRNA
handelt. Caur_3921 weist hohe Homologien zu deerwinalen Domane einer PTA auf.
Diesem etwa 360 Aminoséauren langen Bereich wirdeinPTA au<. coli eine Funktion bei
der Regulation der PTA durch metabolische Effekiaregeschrieben (Campos-Bermudez et

al. 2010). Die Funktion dieses Gengdnaurantiacusst nicht bekannt.

546 B 542 Bp 547 B

ACD (Caur_3920) NPTA (Caur_3921)
524509 524827

Abbildung 29 Agarose-Gelelektrophorese von RT-PCR m@dukten. Die cDNA-Templates wurden aus ¢
Gesamt-RNA vonC. aurantiacusgewonnenA: 1 % Agarose-Gel mit Ethidiumbromid gefartids wurde
jeweils 10 pl PCR-Ansatz + 2 pl Auftragspuffer aufgetragals. Kontrolle diente fur jeden Ansatz eine Kon-
trolle bei der die RNA erst nach dem SEhritt zugegeben wurde. Spurbelegung: 1) mole&ulstarker; 2
Fragment von Caur_3920; 3) Fragment das Caur_38@@Caur_3921 berlappt) Bragment von Caur_39:

5) Kontrollansatz fiir Spur 2; 6) Kontrollansatz f@pur 3; 7) Kontrollansatz fiir Spur B; Schematisct
Darstellung der Lage der drei Fragmente auf dereGenon ACD und NPTA. Die Zahlen unterhalb der Drei-
ecke geben die Position auf dem DNA-Strang @omurantiacusan.

Die Ergebnisse zeigen, dass@n aurantiacuseine funktionelle ACD an der Bildung von
Acetat aus Acetyl-CoA beteiligt ist. Die ACD istegifisch durch Glucose induziert. Das
Enzym wurde nativ gereinigt und das codierende &=aur_3920) identifiziert. Es handelt
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sich um eine fusionierte ACD mit einer fir ACDs H®s nicht bekannten homotetrameren
Struktur. Das rekombinante Enzym zeigte ein ahrihichtes Substratspektrum wie die ACDI
ausP. furiosus Die Induzierbarkeit der ACD durch Glucose und 8Babstratspektrum spre-
chen fur eine funktionelle Beteiligung des Enzyms lohlenhydratstoffwechsel. Die ACD

ausC. aurantiacusgst die erste untersuchte funktionelle ACD in Bemane der Bacteria.

5.5 Feruloyl-CoA Synthetase (FCS) irDelftia acidovorans

FCSs katalysieren die ATP und HSCoA-abhéngige Addisng von Ferulat zu Feruloyl-CoA
bei Wachstum auf Ferulat oder im Rahmen der VanBliosynthese. Bisher beschriebene
FCSs sind AMP-bildende Enzyme, die hohe Ahnlicleeizu AMP-bildenden Acyl-CoA
Ligasen aufweisen (Overhage et al. 1999)Déiftia acidovoransund Sphingomonas pauci-
mobilis wurde dagegen jeweils eine funktionelle FerulBglA Synthetase identifiziert, die
hohe Sequenzhomologien zu ADP-bildenden Acyl-CoAtBgtasen aufweisen. (Plaggenborg
et al. 2001; Masai et al. 2002). Die Gene dieseunlbgl-CoA Synthetasen stellen eine Fusion
der homologen - und -Untereinheit der ACD auB. furiosusdar. In ihrer Aminosaurese-
guenz sind beide fir die Reaktion der ACD essdatidHistidine konserviert. FUD. acido-
vorans wurde eine funktionelle Beteiligung des Enzyms Wéchstum auf Ferulat durch
Deletionsexperimente gezeigt (Plaggenborg et ab1ROBislang liegen aber nur wenige
biochemische Daten zu FCS vor. Daher sollte fdassen ausD. acidovoranskloniert, in

E. coliexprimiert und das gereinigte Enzym charaktetisierden.

Sequenzanalyse des klonierten Gendas in der Datenbank abgelegtesGen aus

D acidovoranshat eine Lange von 2172 Basenpaaren und kodierifii725 Aminosauren
langes Polypeptid mit einem kalkulierten Molekukangcht von 75.93 kDa.

In unabhangig reproduzierten Amplifikationen desGens zeigten sich bei der Sequenzana-
lyse des klonierten Gens Unterschiede zu der irDd¢enbank abgelegten Sequenz. Durch 9
verschiedene Insertionen von einzelnen Basen urfeubktmutationen in der DNA-Sequenz
entstehen in der Aminosauresequenz 3 Aminosauréomsen und 48 Mutationen. Die in
dieser Arbeit identifizierte Aminosauresequenz wae® ldentitdt von 93 % zu der Original-
sequenz auf. Ein Sequenzvergleich der originalaqu&®z mit der Sequenz des klonierten
Gens befindet sich im Anhang (Abbildung A2).
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Molekulare und kinetische EigenschaftenDer Vektor pET19bDaciFCS wurde . coli
transformiert und exprimiert. Das rekombinante @&rot wurde (ber Ni-NTA-
Affinitatschromatographie und Gelfiltration bis zapparenten Homogenitat gereinigt. Im
SDS-Gel zeigte sich eine einzelne Bande von 77&E@#e. Die apparente Grol3e des nativen
Proteins wurde tber Gelfiltration als 170 kDa bresti.

Die FCS katalysierte die ATP und HSCoA-abhangigeselizung von Ferulat zu Feruloyl-
CoA. Die kinetischen Parameter wurden Uber die uBifd von Feruloyl-CoA bei 345 nm
photometrisch mit dem Ferulat-Test bestimmt. Diestmmgen wurden bei 35 °C durchge-
fuhrt. Die Abhangigkeit der Rate von der Substrattentration folgte in allen Fallen einer
Michaelis-Menten-Kinetik. Die Bestimmung depM und K,-Werte erfolgte in Richtung der
Ferulat-Aktivierung aus der doppelt-reziproken Aadffung nach Lineweaver-Burk. Dig,K
Werte waren 4 uM (Ferulat), 8 uM (HSCoA) und 750 @NTP) (Abbildung 30). Der Wax
Wert wurde mit 12 U/mg (= 100 %) bestimmt (Tabell). Neben Ferulat wurden ab einer
Konzentration von 10 mM mit geringen Raten Butyfh2 %), Adipat (7 %) und Pimelat
(4 %) von der FCS umgesetzt. Andere Aryl-Saurerefilacetat, Indol-3-acetat, Imidazol-4-
acetat, 4-Hydroxyphenylacetat) wurden nicht akasgptiebenso zeigte sich keine Aktivitat

mit Acetat, Isobutyrat oder Succinat.

Nachweis der ADP-Bildung durch die FCS.Um die ADP-Bildung durch die FCS aus
D. acidovoransnachzuweisen, wurde zunachst die FCS mit einenideien Menge Ferulat

unter Standardbedingungen mit ATP und HSCoA inrdfiiezette inkubiert und die Zunahme
der Extinktion bei 345 nm verfolgt. Nachdem dasukarvollstandig verbraucht war wurde
gebildetes ADP durch Zugabe der Enzyme Pyruvatkinasl Lactatdehydrogenase mit Hilfe
von PEP und NADH nachgewiesen. Dabei zeigte sic Abnahme der Extinktion. Die aus
der Anderung der Extinktion errechnete ADP-Konzatidn entsprach in allen Fallen der
eingesetzten Menge an Ferulat. Mit diesem Test teoaime ADP-Bildung bei der ATP und
HSCoA-abhangigen Umsetzung von Ferulat zu FertmA durch die FCS aus

D. acidovoransnachgewiesen werden und damit die FCS als ADRbilds Enzym charak-

terisiert werden.
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Abbildung 30 Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit von der Konzentration von Ferulat (A),
HSCoA (B) und ATP (C) der FCS ausD. acidovorans Die Einschibe zeigen die doppelt-reziproke Darstel-
lung nach Lineweaver-Burk.
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Tabelle 15 Molekulare und kinetische Parameter deFCS ausD. acidovorans Die kinetischen Konstanten

wurden bei 35 °C bestimmit.

Substrat Daci-FCS
kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 76
apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 77
apparentes Molekulargewicht des nativen Enzyms (kDa 170
oligomere Struktur 2
apparentes pH-Optimum 7.3
apparentes Optimum der Magnesiumkonzentration (mM) 5
apparenter K, (UM) Ferulat 4
ATP 750
HSCoA 8
apparentes Viay (U/mg) Ferulat 12
Butyraf 1.5
Adipaf 0.8
Pimelaf 0.5

! mit Ferulattest bestimmt, Konzentration 1 mM insfre
2 Mit PK/LDH-Test bestimmt, Konzentration 10 mM inedt.

Die Daten zeigen, dass das-Gen audelftia acidovorandur eine aktive FCS kodiert. Das

170 kDa grofRe homodimere Enzym setzt spezifisch mrtdhoher Affinitat (K, =4 uM)
Ferulat zu Feruloyl-CoA unter ADP-Bildung um. Sorkinnte die erste ADP-bildende FCS

charakterisiert werden.
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5.6 Pimeloyl-CoA Synthetasen irRalstonia eutropha

Pimeloyl-CoA Synthetasen (PCS) katalysieren die Aifld HSCoA-abhangige Umsetzung
von Pimelat zu Pimeloyl-CoA. Neben mehreren AMRMailden FCS in einigen Bacteria und
hoheren Pflanzen, wurde in dem Bakterismmendocin&ine PCS identifiziert und charakte-
risiert, die auf Grund ihrer Proteinstruktur zu dd®P-bildenden Acyl-CoA Synthetasen
gezahlt wird (Binieda et al. 1999; Sanchez et 8D@. Zusétzlich ist in dem Bakterium
Ralstonia eutroph&l16 der zur PCS au®. mendocinatl % identische ORF H16_B0370 als
Pimeloyl-CoA Synthetase annotiert aber bislang tniafitersucht worden. Darlber hinaus
finden sich im Genom vorR. eutrophasechs weitere zu H16_B0370 homologe ORFs
(H16_B0358, H16 B0386, H16_B0404, H16 B0928, H16/3R. und H16_A2018).
H16_B0404 wies sogar eine ldentitat von 56 % mitRIES aus. mendocinauf, die ande-
ren ORFs 29 % bis 37 %. In dieser Arbeit sollteetsucht werden, ob die beiden ORFs mit
der hochsten Identitat zu der PCS BusnendocinaH16_B0370 und H16_B0404, fur kataly-
tisch aktive Pimeloyl-CoA Synthetasen kodieren. iDaairden die Gene kloniert, iB.coli
transformiert, gereinigt und anschliel3end charadeat.

Durch Aminosauresequenzalignments konnte in didgeeit gezeigt werden, dass beide fur
die Reaktion der ACD essentielle Histidine aucklem PCS-Homologen a&s eutrophaund
der PCS au®. mendocinaonserviert sind. Auf Grund der hohen Sequenzhogieh zur
ACDI ausP. furiosuswurde fir die PCS-Reaktion daher ein dhnlicherkReasmechanis-
mus wie fur die ACD angenommen. Um zu prifen, ob ldbnservierten Histidine fur die
Aktivierung des Pimelats durch die PCS essentietl,svurde in dieser Arbeit jeweils eines
der konservierten Histidine in H16_B0370°fBund H>%) durch ortsspezifische Mutagenese
gegen Alanin substituiert. Die so mutierten Pragesrurden exprimiert, gereinigt und auf ihre
Aktivitat hin untersucht.

5.6.1 Charakterisierung von PCS ausR. eutropha

Molekulare Parameter und Reinigung der rekombinante Proteine.Der 2157 Basenpaare
lange ORF H16_B0370 kodiert fur ein 718 Aminosauretypeptid. Die kalkulierte moleku-
lare Masse betragt 75.87 kDa. H16_B0404 hat eémgé von 2106 Basenpaaren und kodiert
fur ein Polypeptid aus 701 Aminosduren mit einentkidgerten Molekulargewicht von
72.92 kDa. Beide Gene wurden kloniert und Uberexijerit. Die rekombinanten Proteine
wurden Uber NINTA-Affinitdtschromatographie und @ghtion als RaPCS1 (H16 _B0370)
und RaPCS2 (H16_B0404) bis zur apparenten Homauegeteinigt.
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Die apparente Gr6Re der Untereinheiten wurde UDS-BAGE mit 75 kDa (RaPCS1) und
77 kDa (RaPCS2) bestimmt. Die apparente Grof3eatarem Enzyme wurde durch Gelfiltra-
tion mit ca. 160 kDa bestimmt. Die Ergebnisse dpeacfir eine homodimere Struktur der

beiden Enzyme.

kDa
A 1 2 B kDa 1 2
116 —»
116 —*
66,2—» <— RzPCS: 66,2—> <+— RePCe2
45 —» S —
35 —» 35 —»
%5 —p 25 —»
18,4—»
18,4—»>
14 —» 14 —

Abbildung 31 SDS-PAGE der gereinigten PCS auR. eutropha 12 % Polyacrylamid-SDS-Gel mit Coomas-
sie Brilliantblau gefarbtA: RaPCS1 Spur 1: Molekulargewichtstandard, Spua2hrsSuperdex-GelfiltratiorB:
RaPCS2 Spur 1: Molekulargewichtstandard, Spur éh f@uperdex-Gelfiltration. Die Pfeile auf der limk8eite
deuten jeweils auf die Markerproteine, der Pfathte auf die RaPCS1 (A) oder RaPCS2 (B).

Biochemische Charakterisierung von RaPCS1 und RaP@SBeide Enzyme katalysierten
die ATP und HSCoA-abhangige Umsetzung von PimelaRimeloyl-CoA, ADP und {PDie
ADP-Bildung wurde dabei tUber den PK/LDH-Test nachigsen. Die Abhangigkeit der Rate
von der Substratkonzentration folgte in beiden drékkiner Michaelis-Menten-Kinetik. Die
beiden rekombinanten PCS wurden bei einer Temperatu35 °C charakterisiert.
RaPCS1Die PCS katalysiert die Reaktion mit einem app@men,.Wert von 9.5 U/mg.
Die Ky -Werte betrugen 0.15 mM (Pimelat), 0.6 mM (ATP) ubd25 mM (HSCoA). Es
zeigte sich eine Substrathemmung mit Pimelat abreifonzentration Gber 2.5 mM. Das
pH-Optimum lag bei pH 7.7. Flnfzig Prozent der Rateden noch bei pH 6.7 und pH 8.7
erreicht. Die Reaktion der PCS war magnesiumablgamge optimale Magnesiumkonzentra-
tion betrug 5 mM. Neben Pimelat (100 %) wurden atlibloglycolat (48 %) und die Dicar-
bonsaure Adipat (71 %) mit hoher Aktivitdt umgetdiie Umsetzung von Isobutyrat konnte
mit 32 % der Rate katalysiert werden. Die Monocadamren wurden nicht (Acetat) oder nur
mit geringer Aktivitat (Butyrat = 2.4 %) genutzth&hylacetat wurde mit 29 % der Aktivitat
mit Pimelat umgesetzt, mit Indol-3-acetat und 4-téygphenylacetat wurde die Reaktion
nicht katalysiert. Die PCS war auch in der Lageukmit einer geringen spezifischen Akti-

vitat (3 %) umzusetzen. Die Ferulatumsetzung wundelem Ferulattest bestimmit.
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RaPCS2Die ermittelten k-Werte fur die PCS-Reaktion der RaPCS2 &hneltenfidiedie
RaPCS1 ermittelten Werten (Tabelle 16). Die RaPZ&3te ebenfalls eine Substrathem-
mung mit Pimelat und dartber hinaus mit HSCoA. Bier Konzentration von 2.5 mM
HSCoA wurden nur noch 50 % der Rate gemessen. H@memung mit HSCoA wurde bis-
lang noch nicht fir ACDs oder ACD-ahnliche Acyl-C&ynthetasen beschrieben. Der appa-
rente \haxWert fur die HSCoA- und ATP-abhangige Umsetzung Ymelat zu Pimeloyl-
CoA wurde mit 11.5 U/mg bestimmt (= 100 %). Die Moarbonsdure Butyrat wurde mit
37 % der Rate akzeptiert, wohingegen Acetat nurlmit% umgesetzt wurde. Im Gegensatz
zur RaPCS1 wurden Adipat und Thioglycolat nur weeifizient genutzt (16 % und 4 %).
Das Enzym zeigte mit keiner der getesteten Arylk&&umit Ausnahme von Ferulat (8 %)
eine Reaktion.

Sowohl RaPCS1 als auch RaPCS2 wurden mit Acetyl;Qedbutyryl-CoA und Phenylace-
tyl-CoA auf Aktivitat getestet. Keines der beideetgsteten Enzyme zeigte mit einem der
CoA-Ester Aktivitat.

Monocarbon- Aryl- Sauren Dicarbon-
sauren sauren

120

—~ 100 -
80 1
60 -

40

0,

spezifische Aktivitat (%

Abbildung 32 Vergleich der Substratspezifititen vorRaPCS1 und RaPCS2 auR. eutropha Dargestellt ist
das Verhdltnis der spezifischen Aktivitdten in Rmuiz (%) bezogen auf Pimelat. Grau: RaPCS1 (100 % =
9.5 U/mg); Schwarz: RaPCS2 (100 % = 11.5 U/mg). Kiezentration der angegebenen Substrate betrugl 2 m
im Test.
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Abbildung 33 Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkit von der Substratkonzentration der RaPCS1.
Dargestellt ist die spezifische Aktivitdt in Abhéagkeit von der Pimelat{A), ATP- (B) und der HSCoA-
KonzentrationC). Der Einschub zeigt die doppelt-reziproke Darstedlnach Lineweaver-Burk.
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Tabelle 16 Molekulare und kinetische Parameter debeiden PCS ausR. eutropha Die Werte wurden bei
35 °C bestimmt. n.b. = nicht bestimmt; * mit Fettést ermittelt.

Substrat RaPCS1 RaPCS2
kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 75.9 73
apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 75 77
apparentes natives Molekulargewicht (kDa): 156 162
oligomere Struktur 2 2
apparentes pH-Optimum 7.7 7.5*
apparentes Optimum der Magnesiumkonzentration (mM) 5 5
apparenter K, (mM) Pimeloyl-CoA Bildung Pimelat 0.15 0.34
ATP 0.6 0.37
HSCoA 0.125 0.15
apparentes Vjax (U/mg) Pimeloyl-CoA-Bildung 9.5 115
apparenter K, (mM) Feruloyl-CoA Bildung Ferulat 0.018 0.36
apparentes .y (U/mg) Feruloyl-CoA Bildung 0.2 0.72
katalytische Effizienz kea/Km (S mM™) Ferulat 13.9 2.6
Pimelat 79.3 43.5

Beide Enzyme setzen priméar die Dicarbonsaure Pimal®imeloyl-CoA unter ADP-Bildung
um. Acetat wird kaum oder gar nicht umgesetzt, woldausgeschlossen werden kann, dass
es sich um funktionell Acetat bildende ACDs handbie Ergebnisse belegen, dass es sich
bei den getesteten Acyl-CoA Synthetasen Radstonia eutrophaum katalytisch aktive,
ADP-bildende PCSs handelt.

5.6.2 Aktivitatstests mit RaPCS1-Mutanten ausR. eutropha

Um zu prifen, ob zwei in PCS konservierte Histidiivedie Aktivierung des Pimelats durch
die PCS essentiell sind, wurde bei der RaPCS1 fevedn Histidin durch ortsspezifische
Mutagenese gegen Alanin ausgetauscht. Das Plagglid9bRaPCS1 enthalt dassGen
von H16_B0370. Die ortsspezifische Mutation an elmesPlasmid erfolgte mittels zweier
komplementarer Oligonucleotide, die die Mutatiors distidincodons an Position 269 bzw.
539 der Aminosauresequenz der RaPCS1 gegen das&don vermittelten. Der Erfolg der
Mutagenese wurde mittels Sequenzierung geprift.3@guenz der mutierten Plasmide ent-
hielt die neuen Alanincodone an Position 805-80ARBS1H269A) bzw. 1615-1617
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(RaPCS1H539A) der DNA-Sequenz (Abbildung 34). Dietierten Plasmide wurden in
E. coli kloniert. Expression und Reinigung der mutierteat&ne wurden unter den gleichen
Bedingungen durchgefuhrt wie die des Wildtyp-PratgRaPCS1).

A 790 800 810 820 830 840
T T OO OO O O I Jeorleonclo]

RaPCS1 GCGGCGGCCGCATCGCACACGGCCGCGCTTGCCGGCEGGIGARGC

AAAASHTAA|[LAGADA VY

RaPCS1H269A GCGGCGGCCGCATCGGCCACGGCCGCGCTTGCCGGCGCCGATGCCGTGTAC
AAAASATAALA GADAVY

B 1600 1610 1620 1630 1640 1 650

OO OO OO0 1O oo oot | T T O

RaPCS1 TCGGCCGACATCGAGCACAAGTCCGACGTCGGCGGCGTGGCGCTGTCGCTT
SADIQHKSDVG GVALSL

RaPCS1H539A TCGGCCGACATCCAGQACCAAGTCCGACGTCGGGRBEBETGTCGCTT
SADIQAKSDVG GVALSL

Abbildung 34 Ausschnitt aus dem Aminosauresequenzghment der Originalsequenz des RaPCS1 und
der mutierten Sequenz. In der oberen Reihe ist jeweils der Ausschnitt der Originalsequenz (RaEu-PCS1)
der DNA- und Aminosauresequenz gezeigt und daruditejeweils mutierte Sequenz. Das mutierte Codon i
jeweils mit einem roten Kasten gekennzeichAetAlignment von RaPCS1 und RaPCS1H26®A;Alignment
von RaPCS1 und RaPCS1H539A.

Molekulare und katalytische Eigenschaften.Die mutierten Proteine zeigten die gleichen
molekularen Eigenschaften wie der Wildtyp. Die [gikit von RaPCS1H269A und
RaPCS1H539A zur Katalyse der ATP- und HSCoA-ablgergiuUmsetzung von Pimelat zu
Pimeloyl-CoA wurde im selben System geprift, das @harakterisierung des Wildtyps
genutzt wurde. Hierbei zeigte RaPCS1H269A keinélgivitdt. RaPCS1H539A zeigte noch
eine Restaktivitat von 1 % der Wildtyp-Aktivitat.Q® U/mg), Dies lasst darauf schliel3en,
dass die beiden Histidine essentiell fir die Katalgler Saureaktivierung durch die PCS sind.
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die PCStRealkihnlich wie flr die ACD gezeigt,
in einem vierstufigen Mechanismus ablaufen konsiehg Diskussion S. 119).
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5.7 Acetyl-CoA Synthetase inEntamoeba histolytica

In dem eukaryotischen Protistdintamoeba histolyticavurde erstmals eine Acetyl-CoA
Synthetase Aktivitat identifiziert und partiell argichert (Reeves et al. 1977). Das Enzym
wurde jedoch bisher nicht gereinigt und charakienisin der vorliegenden Arbeit wurde die
ACD ausEntamoeba histolytic&loniert und nach Expression i coli gereinigt und detail-

liert charakterisiert.

Identifikation der ACD im Genom von E. histolytica Fur die annotierte ACD ausnta-
moeba histolyticaHM1:IMSS (Eh-ACD) codiert der ORF EHI_178960. D®RF enthalt
keine Introns. Das 2141 Basenpaare lange Gen kddrezin Polypeptid von 713 Aminosau-
ren mit einem kalkulierten Molekulargewicht von 9kDa. Die Aminosauresequenz der Eh-
ACD weist 41 % ldentitat mit der Sequenz der ACbkw. 39 % Identitdt zu der ACDlaus

P. furiosusauf. Das Gen der Eh-ACD wurde i coli exprimiert und das rekombinante
Protein Uber Ni-NTA-Affinitatschromatographie unctl@tration bis zur apparenten Homo-
genitat gereinigt. Im SDS-Gel zeigte sich eine elime Bande von 74.3 kDa Groéf3e
(Abbildung 35). Die apparente molekulare Masse nkgsven Proteins wurde Uber Grol3e-
nausschlusschromatographie mit 164 kDa bestimmas Bpricht fur eine ,-homodimere
Struktur der ACD auk. histolytica

kDa 1 2 3 4 5 6

116.0 —»

66.2 —» <+—Eh-ACD

45.0 —»

35.0—»

25.0—»

18.4 —»

Abbildung 35 SDS-PAGE der Expression und Reinigungler Eh-ACD. 12 % Polyacrylamid-Gel mit Coo-
massie Brilliantblau gefarbt. Belegung der Spur@pur 1: GrolRenmarker, Spur 2: Probe der Expression
Induktion (15 pg), Spur 3: Probe nach 4 h Expres§i® pg), Spur 4: Rohextrakt nach Zellaufschlugs|(g),

Spur 5: Probe der vereinten Fraktionen nach Ni-NbA1g), Spur 6: Vereinte Fraktionen nach Gelfilrat

(2 ng). Die Pfeile rechts deuten auf die Banden @ef3enmarkers. Der Pfeil links deutet auf die Raddr

gereinigten Eh-ACD-Untereinheit.

97



Ergebnisse

Katalytische Eigenschaften.Die ACD katalysierte die reversible Reaktion: A¢e€foA +
ADP + R &€= Acetat + ATP + HSCoA. Die Abhangigkeit der Rat®n der
Substratkonzentration folgte in allen Fallen eivechaelis-Menten-Kinetik. Die Ermittlung
der kinetischen Parameter erfolgte aus der dopeeiproken Darstellung nach Lineweaver-

Burk. Die Messungen wurden bei 37 °C durchgefihrt.

In Richtung der Acetatbildung wurde der@¥Wert mit 25 U/mg bestimmt. Die kWerte
waren 64 uM (Acetyl-CoA), 340 uM (ADP) und 2500 (KH,PQO;). In Richtung der Saure-
aktivierung betrug der apparentg,¢Wert ca. 50 % der spezifischen Aktivitat in Riamgu
Saurebildung (12 U/mg). Die kWerte wurden mit 2960 uM (Acetat), 260 uM (ATP)dun
50 uM (HSCoA) ermittelt. Das pH-Optimum wurde mi #.5 bestimmt. Uber fiinfzig Pro-
zent der Aktivitdt konnten noch bei pH 6.5 und pMA @rmittelt werden. Das Temperaturop-

timum wurde mit 40 °C bestimmt.

Substratspektrum der Eh-ACD. Die Eh-ACD wurde mit verschiedenen Acyl- und Aryl-
Sauren (je 10 mM) sowie den CoA-Estern Acetyl-Cdggbutyryl-CoA und Phenylace-
tyl-CoA (je 0.1 mM) auf ihre Substratspezifitat ggtiet. Das Enzym zeigte in Richtung der
Saurebildung ausschlieZlich mit Acetyl-CoA Aktititdn Richtung der Saureaktivierung
wurde neben Acetat (12 U/mg = 100 %) nur Propi¢8at5 %) und Thioglycolat (40 %) mit
einer signifikanten Rate umgesetzt. Butyrat katalys die Reaktion nur mit 3.6 % der Rate
mit Acetat. Verzweigte Monocarbonsauren und Aryli®a wurden nicht als Substrat akzep-

tiert.
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Tabelle 17 Molekulare und kinetische Parameter delACD aus E. histolytica Die kinetischen Parameter
wurden aus der doppelt-reziproken Auftragung natcteweaver-Burk ermittelt. Die Werte wurden bei &7 °

bestimmt.
Substrat Eh-ACD
kalkuliertes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 77.5
apparentes Molekulargewicht der Untereinheit (kDa) 74.3
apparentes Molekulargewicht (kDa): 164
oligomere Struktur 2
apparenter K, (UM) Saureaktivierung Acetat 2960
ATP 260
HSCoA 50
apparentes Viay (U/mg) Acetat 12
Propionat 10.5
Butyrat 0.43
Thioglycolat 4.8
apparenter K, (UM) Saurebildung Acetyl-CoA 64
ADP 340
KH,PO4 2500
apparentes Vinay (U/mg) Acetyl-CoA 25

In dieser Arbeit wurde die ACD ausntamoeba histolyticaerstmalig bis zur apparenten
Homogenitat gereinigt und detailliert charakterisiddas Enzym zeigt ein ungewdhnlich
spezifisches Substratspektrum. Mit Ausnahme vorodiicolat wurden ausschlie3lich die
Monocarbonsauren Acetat und Propionat mit signifika Aktivitdt umgesetzt. Die Ergebnis-
se sprechen fir eine physiologische Rolle der A€@Dder Saurebildung aus Acetyl-CoA und

Propionyl-CoA.
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6 Diskussion

ADP-bildende Acetyl-CoA Synthetasen (ACD) bildemesiFamilie multifunktioneller Syn-
thetasen, die in allen drei Domanen des Lebensownanmken. ACDs gehéren, wie Succinyl-
CoA Synthetasen (SCS), zu der Superfamilie der Mild&nden Acyl-CoA Synthetasen. Die
Mitglieder dieser Superfamilie zeigen hohe Sequenmiogien, unterscheiden sich aber in
der Anordnung ihrer Doménen. Anders als die dedilluntersuchten SCSs, sind ACDs
bislang nur in der Doméane der Archaea gut untetsd@ahACDs in Eukaryoten liegen dage-
gen nur wenige und in Bakterien Gberhaupt keinerinationen vor. Neben den ACDs wur-
den in Bakterien ACD-homologe Acyl-CoA Synthetasdentifiziert, fir die, anderes als fir
ACDs, eine funktionelle Beteiligung bei der Sautea&rung wahrend des Wachstums auf
Pimelat oder Ferulat nachgewiesen wurde (Biniedal.et999, Plaggenborg et al. 2001). Je
nach Substrat werden diese ACD-Homologe als Pili€loyA Synthetasen (PCS) oder Feru-
loyl-CoA Synthetasen (FCS) bezeichnet. Bislangzistliesen Enzymen nur wenig bekannt.
Insbesondere liegt keine Charakterisierung einelS R@r. Um die Rolle von ACD-
Homologen in Archaea, Eukarya und Bacteria bessarerstehen, wurden in dieser Arbeit
folgende Untersuchungen durchgefiihrt, deren Ergebnin diesem Kapitel diskutiert wer-

den.

1. In dem hyperthermophilen ArchaeBgrococcus furiosugiurde eine Succinat umsetzen-
de ACD (ACDyc9 charakterisiert. Zusatzlich wurden mit denund -Untereinheiten
dieser ACRycc und einem weiteren ACD-Isoenzym aRsfuriosus der ACDI, chimare

ACDs erstellt und der Einfluss der Untereinheitahdas Substratspektrum analysiert.

2. Aus dem phylogenetisch urspriinglichen Korarcha€andidatus Korarchaeum cryp-

tophilumwurden vier ACD-Homologe und eine SCS gereinigt aharakterisiert.

3. Aus dem methanogenen Archaddethanosarcina mazeind dem eukaryotischen Parasi-

tenEntamoeba histolyticavurden jeweils eine ACD charakterisiert.

4. Durch Wachstums- und Suspensionsversuche wurdgein BakteriumChloroflexus
aurantiacusdie Acetatbildung aus Glucose analysiert und &@® als Enzym der Ace-

tatsynthese identifiziert und charakterisiert.

5. InRalstonia eutrophavurden zwei ACD-homologe PCS charakterisiert urstheals eine
ADP-Bildung durch diese Enzyme nachgewiesen. Zilishtevurde durch die Erstellung

von Proteinmutanten der Reaktionsmechanismus ds8rdp@rsucht.

o

Erstmalig wurde eine FCS abslftia acidovorangharakterisiert.
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In Abbildung 36 wird eine Einordnung der in diesArbeit charakterisierten ACD-
Homologen im phylogenetischen Stammbaum gezeigt.

Bacteria Archaea Eukarya

Animalia

Fungi
Pseudomonas Archaeogl obus Plantae
Syntrophobacter Halococcus
) Methanocaldo- Ciliat
Pyrobac ulum lliaten
Wolinella 4 coceus Haloarcula
Magnetococcus Clostridium Plasmodium
Haloferax
Sulfolobus Thermo-
plasma
Cyanobacteria
Pyrodictium Pyrolobus
Flagellaten
Chlorobium
Trichomonas
Thaumarchaeota
Thermotoga

Microsporidia
Thermodesulfobacterium .
Giardia

Aquifex

Abbildung 36 Verteilung von charakterisierten ACD-Homologen in den drei Doménen des LebenSche-

matischer Stammbaum zur Verteilung von ACD-Homologe Bacteria (blau), Archaea (rot) und Eukarya
(grain). Es sind nur Homologe ohne Acetyltransfedaggine aufgefiihrt. Der Stammbaum basiert auf plylog
netischen Analysen mit 16S/18S-RNA (modifiziert Inddadigan et al. 2002; Spang et al. 2010). Namen vo
Organismen ohne ACD-Homolog sind schwarz gedrudkganismen, deren Genom ACD-Homologe enthalt,

sind in der Farbe der jeweiligen Doméane angegeB®eganismen, in denen ACD-Homologe in dieser Arbeit
untersucht worden sind, sind farbig hinterlegt.

6.1 Rolle der ACDs in Archaea

ACDs wurden zum ersten Mal in der Doméne der Arahaalem hyperthermophilen Euryar-
chaeonP. furiosusdetailliert untersucht. Dort wurden zwei funktitiee , »-heterotetramere
ACD-Isoenzyme, ACDI und ACDII, mit distinkten Suletispektren charakterisiert, die am
fermentativen Kohlenhydrat- und Peptidabbau betesind und vermutlich die hauptsachlich
Energie konservierende ReaktionHnfuriosuskatalysieren (Mai und Adams 1996b). Inzwi-
schen wurden ACDs in allen Acetat bildenden Archaaehgewiesen und Informationen zu
deren Funktion in dieser Domane verfugbar (Musfeldd Schonheit 2002; Brasen und
Schonheit 2004b).
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Succinat bildende ACD in Pyrococcus furiosusim Genom des hyperthermophilen Ar-
chaeonP. furiosusfinden sich fiinf paraloge ACD sowie zwei ACD-Untereinheiten. Bis-
lang wurden jedoch erst ACDI und ACDII charaktesi Bei Stoffwechselanalysen wurde
gezeigt, dass beim PeptidabbawPinfuriosusAminosauren zunachst Gber Transaminasen in
2-Ketosauren umgewandelt und diese Uber 2-Ketogamredoxin-Oxidoreduktasen in CoA-
Ester Uberfuhrt werden. Diese CoA-Ester werden idNGHDI und ACDII in die korrespondie-
renden Acyl- bzw. Arylsauren umgewandelt. Dabertsdie ACDI bevorzugt Acetyl-CoA
um, das aus Kohlenhydraten oder bestimmten Aminesagebildet wird. Die ACDII setzt
hingegen vor allem aromatische CoA-Ester wie Plaaetll-CoA um. Beide ACDs kataly-
sieren die Reaktion auch mit verzweigten Acyl-Costdfn wie Isobutyryl-CoA. Keine der
beiden ACDs setzt jedoch Succinyl-CoA um. Dennathn P. furiosusunter anderem eine
2-Ketoglutarat-Oxidoreduktase (KGOR) aktiv, die 8tEglutarat in Succinyl-CoA umwan-
delt (Mai und Adams 1996b). Da ihhermococcalekeine Gene fiir eine SCS vorhanden
sind, war die Verwendung des gebildeten Succiny&@oP. furiosusbislang unklar. In dem
mit P. furiosusnahe verwandteifhermococcus kodakaraenssd Homologe aller sieben
ACD-Untereinheiten au®. furiosus konserviert. Darunter wurde bei Untersuchungen zur
Succinatbildung eine funktionelle, Succinat umsedze ACD identifiziert (Shikata et al.
2007). Dies ist ungewdhnlich, da alle anderen iohaea charakterisierten ACDs nicht in der
Lage waren die Reaktion mit Succinat effizient atakysieren. InP. furiosuswurden bei
Sequenzvergleichen die homologen ORFs Pf 0233 (AGDd Pf 1837 (ACD) identifi-
ziert, die jeweils zu Uber 80 % identisch mit deund -Untereinheit der Succinat umsetzen-
den ACD aud. kodakaraensigvaren (Shikata et al. 2007). In der vorliegendebeit konnte
gezeigt werden, dass Pf_0233 und Pf_1837 fur eate\isch aktive ACD kodieren, die mit
hoher spezifischer Aktivitdt Succinat umsetzt (AGH. Neben Succinat wird nur Isovalerat
effizient umgesetzt und mit geringen Raten IsolaityPhenylacetat und Acetat. Indol-3-
acetat wurde hingegen nicht als Substrat genuts. Bhzym aud. kodakaraensigeigte in
Bezug auf diese Substrate eine ahnliche SpezifBfikata et al. 2007). Uber GroRe-
nausschlusschromatografie wurde fir das native laneye Grol3e von 150 kDa bestimmit,
was fur eine , »-heterotetramere Struktur spricht. Diese Molekdtakur stimmt mit der
Struktur von anderen charakterisierten thermoceccadCDs Uberein (Mai und Adams
1996b; Shikata et al. 2007). Es ist denkbar, 8agariosusbei der Umsetzung der Aminosau-
re Glutamat entstehendes Succinyl-CoA Uber die 4&Ru Succinat umwandelt und dabei
ATP Uber Substratstufenphosphorylierung generigrie dhnliche Rolle wurde auch fir das
ACD-Isoenzym aug. kodakaraensigliskutiert (Shikata et al. 2007). Die Succinatibiiden
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ACDs inP. furiosusundT. kodakaraensisvirden dadurch die fehlende SCS in dé&ermo-
coccaleskomplementieren. Um diese Funktion zu verifizieneriissten weitere Untersuchun-
gen zeigen, olP. furiosus wie fur T. kodakaraensigezeigt, Succinat bei Wachstum auf

Peptiden bildet und eine funktionelle Beteiligurey dCDs,ccnachgewiesen werden kann.

Die in dieser Arbeit beschriebene AGR aus P. furiosusverwendet die gleiche ACD
Untereinheit wie die bereits charakterisierte ACDACDII ). Abbildung 37 skizziert die
Zuordnung der paralogen ACD-UntereinheiteRirfuriosus

Isoenzym

ACDI ‘ — -

ACDgcc ~>-
| —
 —

Abbildung 37 Kombination paraloger - und -Untereinheiten in P. furiosus Die Kombhnationen der fir
paralogen -Untereinheiten und der zwetUntereinheiten fur bekannte ACD-Isoenzyme Ruguriosussinc
schematisch dargestellt und die ORF-Bezeichnunggageben. Fur Pf_1085 und Pf_1838 liegefabig keint
Informationen vol

Die ACD-Isoenzyme ACDII und ACR.cweisen trotz der gleichenUntereinheit ein vollig
unterschiedliches Substratspektrum auf. Ahnliceesir das ACD-Isoenzym Il und die Suc-
cinat umsetzende ACD aus kodakaraensi®eschrieben (Shikata et al. 2007). Dies weist
darauf hin, dass das Substratspektrum primar diiech-Untereinheit determiniert wird. Aus
der -und -Untereinheit der ACDI (ACDI- und ACDI ) und der - und -Untereinheit der
ACDygycc (ACDsycc - und ACDII ) ausP. furiosuswurden in dieser Arbeit vier aktive, chimére
ACD-Isoenzyme aus jeweils einer und -Untereinheit rekonstituiert. Die Enzyme wiesen
alle eine , »>-heterotetramere Struktur auf und wurden hinsichtlihres Substratspektrums
analysiert. Hierbei wurde gezeigt, dass der Austauker -Untereinheit keinen Einfluss auf
die Substratspezifitat und die Substrataffinitéat AED hat. Allerdings konnte bei der chiméa-
ren ACD aus ACDI und ACDII eine Steigerung der spezifischen Aktivitat in Rigig
Saureaktivierung um das 3 bis 7fache festgestaiden. Die Affinitat fir Acetat und die
spezifische Aktivitat in Richtung Saurebildung wendjedoch nicht beeinflusst. Die Ursache

fur diese Steigerung ist unbekannt. Bei der Chinaéug ACR,.c und ACDI wurde keine
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solche Steigerung festgestellt. Die Ergebnisseereigass allein die-Untereinheit das Sub-
stratspektrum definiert. Die genaue Lokalisatiom 8abstratbindung in der-Untereinheit
der ACD muss in weiteren Studien untersucht werd#arzu sind Analysen von Kristall-

strukturen erforderlich, die mit gebundenem Subg@aA-Ester oder Saure) erstellt wurden.

Acyl-CoA Synthetasen inCandidatus Korarchaeum cryptophilunDie Abteilung der Ko-
rarchaeota ist eine Gruppe bislang unkultivietigperthermophiler Archaea, die sehr frih im
phylogenetischen Stammbaum zwischen Crenarchaeoth Euryarchaeota abzweigt
(Auchtung et al. 2006; Elkins et al. 2008). Im Gendes einzigen bisher sequenzierten Ko-
rarchaeotenCa. K. cryptophilumsind vier hypothetische ACDBUntereinheiten (kcr_0030,
kcr_0073, kcr_0198 und kcr_1138) annotiert sowieeeputative ACD-Untereinheit
(kcr_0115) (Elkins et al. 2008). Aus je einer ACIund der ACD-Untereinheit konnten in
der vorliegenden Arbeit drei katalytisch aktive ATfdenzyme rekonstituiert werden
(ckcACD1, ckcACD3, ckcACD4). Die Kombination von rk®073 mit der -Untereinheit
fuhrte erwartungsgeman zur Bildung eines inaktizemyms (ckcACD2), da ein katalytisch
essentielles Histidin in der Sequenz dddntereinheit fehlt. Alle vier Enzyme wiesen eine
> o»-heterotetramere Struktur von 150 bis 160 kDa Gréife wie sie auch fuP. furiosus,
T. kodakaraensjsund P. aerophilumbeschrieben ist (Mai und Adams 1996b; Brasen und
Schonheit 2004b; Shikata et al. 2007).

Die drei aktiven ACD-lsoenzyme unterscheiden sigmikant in Bezug auf ihr Substrat-
spektrum und die kinetischen Konstanten. Diesegliing deutet darauf hin, dass das Sub-
stratspektrum durch die-Untereinheit determiniert wird, wie es in der vegenden Arbeit
schon furP. furiosusbewiesen wurde. Auf Grund der Genomanalyse wirdCiél. K. cryp-
tophilumein heterotrophes Wachstum auf Peptiden angenormibadei werden Peptide tber
Transaminasen und 2-Ketosaure:Ferredoxin-Oxidotedan zu Acyl- und Aryl-CoA Estern
abgebaut und diese von ACDs in die korrespondier&idire umgewandelt, wobei ATP Uber
Substratstufenphosphorylierung generiert wird (Esket al. 2008). Ein ahnlicher Peptidstoff-
wechsel ist bereits fiP. furiosusvorgeschlagen worden (Mai und Adams 1996b). Andkss
P. furiosuskannCa. K. cryptophilunvermutlich nicht auf Kohlenhydraten wachsen (Edkat

al. 2008). Sowohl ckcACD1 als auch ckcACD4 zeigtém neuartiges Substratspektrum und
setzten bevorzugt Arylverbindungen und verzweigigetCarbonsauren um. Die ckcACD1
katalysierte die Reaktion mit hdchster Aktivitat nmdol-3-acetat, das beim Abbau von Tryp-
tophan entsteht. Die katalytische Effizienz.{fK,) der ckcACD1 war fir dieses Substrat
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44fach hoher als fur Acetat. Die ckcACD4 zeigteeel®Ofach héhere katalytische Effizienz
fur 4-Hydroxyphenylacetat als fur Acetat. 4-Hydrpkegnylacetat entsteht beim Abbau der
Aminosaure Tyrosin Uber Transaminase und 2-Ketesgarredoxin-Oxidoreduktase. Fur die
Indolpyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase a@sfuriosuswurde gezeigt, dass sie auch andere

Aryl-Pyruvate wie Phenylpyruvat und 4-Hydroxyphemyiuvat als Substrat akzeptiert (Mai
und Adams 1994).

Anderes als ckcACD1 und ckcACD4 zeigte die ckcAGHXEe hohe Affinitat fir Acetat bzw.
Acetyl-CoA und verzweigte Carbonsauren, setzte akgtsauren nicht um. Diese Sub-
stratspezifitdt ist vergleichbar mit dem Substreksum der ACDI ausP. furiosus Dies
spricht dafur, dass die ckcACD3 ahnlich wie die AGIh der Fermentation kurzkettiger
Aminosauren wie Alanin, Serin oder Cystein beteilgy, die Gber Transaminasen und die
POR zu Acetyl-CoA bzw. Acetyl-CoA Derivaten abgebagrden konnten. Dafir spricht die
Substratspezifitat fur Acetyl-CoA sowie Thioglycbldetzteres entsprache dem Abbaupro-
dukt von Cystein Uber Transaminase, 2-Ketosaure#exin-Oxidoreduktase und ACD.
Zusatzlich kdénnte die ACD am Abbau von Valin Ulsautyrat als Intermediat beteiligt sein.
Ein Vergleich der Substratspektren der ckcACDsanderen hyperthermophilen ACDs ist in
Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18 Vergleich der Substratspezifitaten von 8Ds ausCa. K. cryptophilummit anderen hyperther-
mophilen ACDs. Es ist die relative Aktivitdt in Prozent in RichtuiSaureaktivierung angegeben. 100 % ent-
sprechen: ckcACD1 = 7.3 U/mg; ckcACD3 = 50 U/mgeA&D4 = 14.8 U/mg; ACDI = 40 U/md™( furiosus;
ACDII = 37 U/mg . furiosu3; Tk-ACDII = 36.1 U/mg T. kodakaraens)s Hinter den Substraten ist in Klam-
mern die zugeordnete Aminosaure angegeben, derbauAbu den angegebenen Produkten fuhrt. n.b. % nich
bestimmt; n.m. = nicht messbar.

Substrat ckcACD1 ckcACD3  ckcACD4 ACDI? ACDII® Tk-ACDII*
Acetat (Ala) 25 100 40 100 75 43
Propionat 91 89 59 100 n.b. n.b.
Butyrat 57 62 73 92 n.b. n.b.
2-Methylbutyrat (lle) 62 8 78 n.b. n.b. 57
Isobutyrat (Val) 83 55 77 79 25 27
Isovalerat (Leu) 95 3 76 34 n.b. 100
Imidazol-4-acetat (His) n.m. n.m. 4 n.b. n.b. 7
Indol-3-acetat (Trp) 100 n.m. 26 >2 74 34
Phenylacetat (Phe) 35 n.m. 26 >2 100 77
4-Hydroxyphenylacetat (Tyr) 25 1 100 n.b. n.b. 59
Thioglycolat (Cys) n.m. 39 9 n.b. n.b. 15
Succinat (Glu,GIn) n.m. n.m. n.m. 3 n.m. 6
! diese Arbeit

2 Glasemacher et al. 1997
3 Mai und Adams 1996
* Shikata et al. 2007
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Die ORFs kcr_1392 und kcr_1393 kodierenda. K. cryptophilumfiir die Untereinheiten
einer katalytisch aktiven SCS. Das Molekulargewitdd nativen Enzyms wurde mit 134 kDa
bestimmt, das der Untereinheiten mit 28 kDa (SQ$1d 40 kDa (SCS. Diese Ergebnisse
sprechen fur eine, ,-heterotetramere Struktur, wie sie auch fir gragatiee Bacteria
sowie fir thermoacidophile und halophile Archaeacheieben ist (Danson et al. 1985). Die
SCS augCa. K. cryptophilumist ein hyperthermophiles Enzym mit einem Tempeoyiti-
mum von 85 °C. Das Enzym ist in Richtung Saurelmgghochspezifisch fur Succinyl-CoA.
Acetyl-CoA, Isobutyryl-CoA und Phenylacetyl-CoA wien nicht umgesetzt. In Richtung
Saureaktivierung wurde die Reaktion neben Sucgta® U/mg) nur mit Glutarat (4 U/mg)
katalysiert. Andere Acyl- und Arylsduren wurdenhtiekzeptiert. Anders als fur ACDs, die
in der Regel ein breites Substratspektrum zeiggneine hohe Spezifitat fur Succinyl-CoA
bzw. Succinat typisch fir SCSs. So zeigten aucl5di8s au&. coli und Spinacia oleracea
eine hohe Spezifitat fur Succinat, waren aber nichtder Lage Glutarat umzusetzen
(Kaufman und Alivisatos 1955; Gibson et al. 19@3)e hohe Affinitat fir Succinyl-CoA
spricht fur die Succinatbildung als hauptsachli€teaktionsrichtung. Die kinetischen Para-
meter sind mit anderen bislang charakterisiertei®&€ z.B. inE. coli oder Nitrosomonas

europaea vergleichbar (Gibson et al. 1967; Kondo et 803).

Die SCS konnte itCa. K. cryptophiluneine funktionelle Rolle bei der Energiekonservigyu
beim Abbau von Glutamat tibernehmen. Die Aminos&iutamat entsteht z.B. bei der Uber-
tragung der Aminogruppe von anderen Aminosauren aletoglutarat durch Pyrido-
xalphosphat abhangige Transaminasen wie sie aucBeénom vonCa. K. cryptophilum
gefunden wurden (Berg et al. 2003; Elkins et aD&O0 Glutamat kdnnte anschlieRend tber
eine Glutamat-Dehydrogenase desaminiert werdeneB&sehende-Ketoglutarat wird Uber
eine -Ketoglutarat:Ferredoxin-Oxidoreduktase zu Sucel@gA umgewandelt, was wieder-
um Uber die SCS unter ATP-Synthese zu Succinatbaiogevird.

Aus den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen DA und der SCS i€a. K. cryptophilum
l&sst sich in Verbindung mit den Genomanalysera@imliches Schema fir den Aminosaure-
abbau postulieren, wie es auch von Mai und AdamP fiuriosusvorgeschlagen wurde (Mai
und Adams 1996b). Das fi@a. K. cryptophilunpostulierte Schema des Peptidabbaus ist in
Abbildung 38 dargestellt.

Anders als inCa. K. cryptophilumbesitzenThermococcale&eine SCS. Die Tatsache, dass
die sehr urspringlichen Korarchaeoten hingegen 808 besitzen spricht dafir, dadser-

mococcalesm Laufe der Evolution die Gene fir eine SCS zustwerloren haben kdnnten
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und spater eine ACD - wie beschrieben - fur diekion der SCS umgebildet haben. Weiter-
hin spricht das Vorkommen von ACD und SCSCia. K. cryptophilundaftr, dass ACD und
SCS sehr ursprungliche Enzyme der Substratstuésppiorylierung sind.

Peptide
/ Ammosauren
verzweigtkettige aromatische 2K
. ~ -Ketoglutarat
Pyruvat 2-Ketosauren 2-Ketosauren 9
CoA Fdox
VOR KGOR
Fdred COZ Fdred Fdred Fdred
Acetyl-CoA verzweigtkettige Aryl-CoA Succinyl-CoA
Acyl-CoA
ADP + P, ADP + P, ACD1 ADP + P, ADP + P,
ACD3 ! ACD3 ACD1 SCS
ATP + HSCoA ATP + HSCoA ACDs  ATP +HSCoA ACD4  ATP + HSCoA
Acetat verzweigtkettige Sauren Aryl-Sauren Succinat

Abbildung 38 Postuliertes Schema der Fermentationan Aminoséuren und Funktion der ACDs und der
SCS in Ca. K. cryptophilum Abbau von Peptiden Uber Transaminasen, 2-Ketog$gmedoxin-
Oxidoreduktasen und ACDs sowie der SCS in Anlehnandp. furiosus(modifiziert nach Mai und Adams
1996). TA = Transaminase, §d= oxidiertes Ferredoxin; kg = reduziertes Ferredoxin; POR = Pyru-
vat:Ferredoxin-Oxidoreduktase, VOR = 2-KetoisovatierFerredoxin-Oxidoreduktase, IOR = Indolpyru-
vat:Ferredoxin-Oxidoreduktase, KGOR = 2-Ketoglut&@rredoxin-Oxidoreduktase, ACD = Acetyl-CoA
Synthetase (ADP-bildend).

ACD in Methanosarcina mazeiDas methanogene Archaebh mazeikann auf H und CQ,
Methanol, Methylamin oder Acetat wachsen. Im Gerforden sich - anders als in anderen
Archaea - die Gene fir die typischen Enzyme deschiaken Acetatstoffwechsels, Acetatki-
nase (AK) und Phosphotransacetylase (PTA). ZustXonnten die ORFs MM_0358 und
MM_0493 identifiziert werden, die fir eine putatidD bzw. ACD und damit das typi-
sche Enzym der archaeellen Acetatbildung kodieRar. ORF MM_0493 liegt in einem
Gencluster mit AK (MM_0495) und PTA (MM_0496). Fit. mazeiist die Aktivierung von
Acetat Uber die Enzyme Acetatkinase und Phosphedcatylase beschrieben worden (Ferry
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1999). DNA-Microarray-Analysen und gRT-Experimentagten eine Steigerung der Expres-
sion der Gene fir die ACDUntereinheit, der AK und der PTA bei Wachstum AcEtat.
(Hovey et al. 2005). In dieser Arbeit konnten detrgnnt heterolog exprimierten und gerei-
nigten Untereinheiten der ACD zu einem katalytis#iven , ,-heterotetrameren Enzym
von 172 kDa Gré6RRe rekonstituiert werden. Die rekimate ACD setzte Acetyl-CoA und
Isobutyryl-CoA mit hoher Affinitat (k = 9 UM bzw. 7 uM) und &hnlicher Aktivitat (\x =
1.4 U/mg bzw. 1.5 U/mg) um. In Richtung der Sautwakung zeigte die ACD die htchste
spezifische Aktivitdt mit Butyrat (1.1 U/mg) undtze darlber hinaus Propionat sowie ver-
zweigte Acylsauren effizient um. Mit Acetat wurdie Reaktion nur mit geringer spezifischer
Aktivitat katalysiert (0.09 U/mg). Arylsduren wurtdaicht umgesetzt. Die ACD alk. mazei
unterscheidet sich damit im Substratspektrum vanedeigen anderen bislang in methano-
genen Archaea charakterisierten ACD aethanocaldococcus jannaschdie nicht in der
Lage ist, die Saureaktivierung zu katalysieren (Midgs und Schonheit 2002). Die fir ACDs
ungewodhnlich geringe spezifische Aktivitdt und Bievorzugung von unverzweigten-Qind
C4,-Carbonsauren sowie verzweigten Carbonsauren vetaf\als Substrat sind neuartig.

Die physiologische Rolle der ACD iM. mazeikann nicht eindeutig bestimmt werden. Die
leichte Induktion der ACD (4fach) bei Wachstum &aketat, lasst eine funktionelle Beteili-
gung der ACD an der Acetataktivierung vermutenedlings wird inM. mazeiAcetat Uber
AK und PTA zu Acetyl-CoA aktiviert und die Induktidbeider Enzyme ist 4fach starker als
die der ACD (Hovey et al. 2005). Darliber hinausrkerfir H. marismortuigezeigt werden,
dass ACDsn vivo nicht an der Saureaktivierung beteiligt sind (Brasind Schonheit 2004a).
Die aul3erst geringe Aktivitat und der hohg-Wert der ACD mit Acetat spricht zusatzlich
gegen eine Funktion bei der Aktivierung von Acetat.

6.2 ACD in Eukarya

ACD in Entamoeba histolyticaACD-Homologe wurden in Eukaryoten bislang nur imde
Acetat bildenden parasitaren Pathogemgrtamoeba histolyticaind Giardia lamblia be-
schrieben. Bei Sequenzanalysen wurde dartber higiauslomolog in dem Malariaerreger
Plasmodium falciparundentifiziert (Reeves et al. 1977; Sanchez undI®d{1996; Sanchez
et al. 2000). Bei im Rahmen der vorliegenden Arlokitchgefiihrten BLAST-P-Analysen
(Altschul et al. 1990) konnten, neben den beregschriebenen Sequenzen, ACD-homologe
Sequenzen zusatzlich in den zu den StramenopildsrgenBlastocystidhominis in dem zu

den Fornicata gehérenden Fischparastgironucleus barkhanusnd in Trichomonaden
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(Parabasalia) nachgewiesen werden (Einordung dgarmen nach Adl et al. (Adl et al.
2005). In parasitaren Eukaryoten stellen ACDs nebegtat:Succinat CoA-Transferasen die
einzigen bislang identifizierten Enzyme dar, dieesfat aus Acetyl-CoA bilden (Tielens et al.
2010). ,Hohere* Eukaryoten wie Plantae, Funghi od@rimalia scheinen keine ACD-

Homologen im Genom zu enthalten (siehe AbbildungS3@.01).

Die Reaktion der ACD wurde iR. histolyticaerstmals beschrieben, aber nie detailliert cha-
rakterisiert (Reeves et al. 1977). Daher wurdei@set Arbeit die ACD auR. histolytica(Eh-
ACD) kloniert, inE. coli heterolog exprimiert, bis zur apparenten Homogeméereinigt und
detailliert charakterisiert. Der fur die ACD kodéexde ORF EHI_178960 hat eine Lange von
2141 Basenpaaren und weist keine Introns auf. Biety/pisch fir Gene di&. histolytica
Uber lateralen Gentransfer von Prokaryoten erhdisn(Roy et al. 2006). Phylogenetische
Analysen sprechen fur einen horizontalen Gentrandée ACD von Archaea, wobei aber
keine eindeutige Herkunft bestimmt werden konniel@et al. 2000). Bei der nativen ACD
handelt es sich um ein 176 kDa grof3es Homodimeei@mes 74.3 kDa grol3en Untereinheit in
fusionierter Form, wie sie auch fur die ACDs aus deérchaeaH. marismortui und

M. jannaschiisowie fur den Eukaryotefsiardia lamblia beschrieben wurde (Sanchez und
Muller 1996; Musfeldt und Schonheit 2002; Brasen @thonheit 2004b). Das Enzym aus
E. histolyticakatalysierte sowohl die Saurebildung als auch Stereaktivierung. Die Eh-
ACD setzte in Richtung Séaureaktivierung neben Acgta U/mg = 100 %) mit signifikanter
Aktivitat nur Propionat (ca. 88 %) und Thioglycol@0 %) um und zeigte damit ein fur
ACDs ungewodhnlich spezifisches SubstratspektrumRichtung Saurebildung setzte die
ACD von den getesteten Acyl-CoA Estern nur AcetglAdum; Phenylacetyl-CoA, Succinyl-
CoA und Isobutyryl-CoA wurden nicht als Substrazegtiert. Darliber hinaus wurde fir die
ACD ausE. histolyticadie Umsetzung von Propionyl-CoA beschrieben (Re@teal. 1977).
Die ACD aus dem parasitaren Protis@nlambliahingegen katalysiert nur die Saurebildung
aus CoA-Estern und setzt neben Acetyl-CoA und PropiCoA auch Succinyl-CoA um
(Sanchez und Muller 1996).

In E. histolyticawird fur die ACD auf Grund von Genomanalysen egnergiekonservierende
Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel und bei der Anséarefermentation diskutiert (Anderson
und Loftus 2005b; Mdller et al. 2012). Bei Wachstanof Glucose wird Uber die Glykolyse
gebildetes Pyruvat Uber eine Pyruvat:Ferredoxind@raduktase (POR) zu Acetyl-CoA
umgewandelt. Die ACD katalysiert die Bildung vonetat aus Acetyl-CoA und generiert
dabei ATP Uber Substratstufenphosphorylierung.ra#tev kann Acetyl-CoA in zwei Schrit-
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ten Uber eine bifunktionelle Aldehyd/Alkohol-Dehgdenase zu Ethanol abgebaut werden,

um Redoxaquivalente zu regenerieren (Lo und ReE¥@é8; Miiller et al. 2012).

Fur E. histolyticawurde unter anderem Wachstum auf den Aminosaukeachin, Leucin,
Isoleucin, Methionin, Tryptophan, Aspartat und 8erachgewiesen (Zuo und Coombs 1995).
Die Metabolisierung von Leucin und Isoleucin fulrtEukaryoten zur Bildung von Propio-
nyl-CoA und Acetyl-CoA (Berg et al. 2003). Bei déermentation der anderen Aminosauren
entstehen Pyruvat und 2-Oxobutanoat, die Uber ifliaKkiionelle POR zu Acetyl-CoA bzw.
Propionyl-CoA aktiviert werden. Diese Substrate k&m von der ACD zu den korrespondie-
renden Sauren Acetat und Propionat umgewandelteneidabei wird ATP Uber Substratstu-
fenphosphorylierung generiert (Anderson und Lof0685a). Die Analyse der Substratspezifi-
tat der Eh-ACD deutet auf eine solche Rolle desygiszinE. histolyticahin. Anders als z. B.
die ACDI ausP. furiosus kann die Eh-ACD dabei anscheinend keine Intermedlas Stoff-
wechsels von verzweigtkettigen Aminoséauren, wie Idasaleryl-CoA direkt zur Saure um-

wandeln, sondern muss diese bis zu Acetyl-CoA Irepionyl-CoA abbauen.

6.3 ACD-Homologe in Bacteria

ACD in Chloroflexus aurantiacus In allen Acetat bildenden Archaea findet die Acgpat
these uber die ACD statt, wahrend die AcetatbildunBacteria in der Regel Uber zwei En-
zyme, AK und PTA erfolgt. Daher wurde postulierésd die Synthese von Acetat in Archaea
und Bacteria domanenspezifisch verlauft. (Schéfet.e1993). Fur das Bakteriu@hlorofle-
xus aurantiacuswurde Acetatbildung aus verschiedenen Kohlenhgdrabeschrieben
(Krasil'nikova et al. 1986). In der vorliegenderbAit wurde erstmals eine detaillierte Analy-
se der Acetatbildung aus Glucose und der daranligete Enzyme inC. aurantiacusdurch-
gefuhrt. In Wachstumsversuchen und ExperimenterZellsuspensionen wurde nachgewie-
sen, das€. aurantiacusbei Wachstum auf Glucose pro Mol Glucose bis Z2iIMol Acetat
bildet. Dartber hinaus konnte zudem eine geringeta&bildung bei Wachstum auf Hefeex-
trakt und Casaminosauren bestimmt werden. In Adstdénden Zellen konnte in Uberein-
stimmung mit den Genominformationen ACD-Aktivit@ber keine Aktivitat von AK und
PTA nachgewiesen werden. Die Aktivitat der ACD uf &lucose gewachsenen Zellen war
dabei gegenuber auf Hefeextrakt gewachsenen Zelleach induziert, was fir eine Beteili-
gung der ACD am Glucoseabbau spricht. In den Zgbensionsexperimenten wurde zu-
nachst eine schnelle Acetat-Bildung von ca. 1 mMad in Gegenwart als auch in Abwe-

senheit von Glucose registriert. Anschliel3end sfiegAcetatkonzentration ohne Glucose nur
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noch leicht an, wahrend in Gegenwart von Glucosemnal mehr Acetat gebildet wurde. Der
initiale Anstieg der Acetatkonzentration in beid&nséatzen sowie die Bildung von Acetat
ohne Glucose konnte auf die Metabolisierung vonyPedHydroxybutyrat zurickzufihren

sein, das voiC. aurantiacugyebildet wird (Hanada und Pierson 2006).

Die ACD wurde aus auf Glucose gewachsenen ZellenG/caurantiacusgereinigt und als
kodierender ORF Caur_3920 identifiziert. Daribarabs konnte Uber RT-Experimente
Transkript desacdGens in Glucose gewachsenen Zellen nachgewiesetemeCaur_3920
wurde kloniert und heterolog iB. coli exprimiert. Die gereinigte rekombinante ACD wurde
charakterisiert. Die Untereinheit der ACD auisaurantiacushat eine Grofl3e von 77 kDa. Das
kodierende Gen stellt ahnlich den ACDs der Archidlegannaschiiund H. marismortuieine
Fusion der Homologen der ACP und ACD -Untereinheit aud®. furiosusdar. Die native
GroRRe des rekombinanten Enzyms wurde mit 317 k3&irbmt, was einer fur ACDs bisher
nicht beschriebenen homotetrameren Struktur ects#pas Substratspektrum und die kine-
tischen Parameter des thermophilen Enzymg: & 55 °C) ahneln denen der ACDI aus
P. furiosussowie den ACDs aud. marismortuiund Archaeoglobus fulgidugAF1211), was
fur eine hauptsachliche Funktion der ACD bei dementation von Kohlenhydraten spricht
(Tabelle 19). Dies stimmt mit den Ergebnissen deackg¢tums- und Suspensionsversuche

uberein.
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Tabelle 19 Substratspektrum und kinetische Parameteder ACD aus C. aurantiacusim Vergleich zu
archaeellen ACDs.Es sind die kinetischen Parameter und das Sufgstdatum in Richtung Saurebildung und
in Richtung Saureaktivierung fir die ACD aw aurantiacus P. furiosus (ACDI), H. marismortui und
A. fulgidus(AF1211) angegebemngegeben sind die relativen Aktivitaten mit velisclenen Sauren im Ver-
gleich zu Acetat bzw. mit verschiedenen CoA-EstemnVergleich zu Acetyl-CoA in Prozent (%) Aktivitat
C. aurantiacus100 % = 50 U/mg (Acetat) bzw. 51 U/mg (Acetyl-CgR. furiosus 100 % = 27 U/mg (Acetat)
bzw. 65 U/mg (Acetyl-CoA),H. marismortui 100 % = 40 U/mg (Acetat) bzw. 48 U/mg (Acetyl&)p
A. fulgidus70 U/mg (Acetat) bzw. 60 U/mg (Acetyl-CoA). n.mnicht messbar, n.b. = nicht bestimmt.

Substrat C. aurantiacuS  P. furiosu§  H. marismortui  A. fulgidug
Relative Aktivitat (%)

Acetat 100 100 100 100
Isobutyrat 91 85 38 56
Indol-3-acetat n.m. n.m. 2 4
Phenylacetat 21 n.m. 3 8
Succinat n.m. n.m. n.m. 9
Acetyl-CoA 100 100 100 100
Phenylacetyl-CoA 13 n.m. 1 n.m.
Isobutyryl-CoA 32 32 n.b. n.b.

Km-Werte (mM) Saureaktivierung

Acetat 0.90 1.1 1.7 0.34
ATP 0.57 0.48 0.38 0.133
HSCoA 0.02 0.018 0.06 0.027

Km-Werte (mM) Saurebildung

Acetyl-CoA 0.037 0.025 0.41 0.01
ADP 0.09 0.15 0.02 0.01
KH,PO, 1.0 0.396 13 0.11

! Diese Arbeit

2 Mai und Adams 1996

3 Brasen und Schonheit 2004
4 Musfeldt und Schonheit 2001

Mit der ACD ausC. aurantiacuskonnte in dieser Arbeit erstmals eine funktion@liED in

der Domane der Bacteria nachgewiesen werden, didiéiBildung von Acetat aus Ace-
tyl-CoA verantwortlich ist. Das Enzym Ubernimmt tlavahrscheinlich die Funktion der
typischen bakteriellen Enzyme der Acetat-Bildung{ And PTA. Dadurch ergdbe sich eine
Art chimérer Stoffwechselweg des Glucoseabbaus @etad, wobei der Abbau der Glucose
zu Pyruvat dem - flr Bacteria ,klassischen” - EM-4Melgt und der Abbau des Acetyl-CoA
zu Acetat Uber die ,archaeelle* ACD erfolgt. Die BGvirde damit das Fehlen von AK und

PTA komplementieren.

Sequenzvergleiche in dieser Arbeit ergaben, dagsC&sHomologe in allen Chloroflexacea
und einigen Acetat bildenden synthrophen Organis(adh Pelotomaculum thermopropioni-
cumundSyntrophus aciditrophicQgyibt, die ebenfalls nicht Gber AK und PTA verfiag®as

Genom vorP. thermopropionicunenthalt dabei vier ACD-Homologe, die, wie die A@Ds
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C. aurantiacus, eine fusionierte ACD-Untereinheit darstellen (PTH90; PTH_1507;
PTH_1750; PTH_2237). Das Genom v@& aciditrophicusweist neun Homologe auf
(Mclnerney et al. 2007). In dieser Arbeit durchdefé Sequenzanalysen ergaben, dass es
sich dabei um flnf fusionierte ACD-UntereinheiteByif_00049; Syn_00748; Syn_01949;
Syn_02112; Syn_02609) und um die beiden ORFs eseparat vorliegenden- und
-Untereinheit (ACD: Syn_00647; ACD: Syn_00646) handelt. ACDs aus getrennt vorlie-
genden Untereinheiten sind bislang nur fiir hypenttophile und einige methanogene Ar-
chaea, z.BM. mazeibeschrieben (Glasemacher et al. 1997; Hovey €085 Shikata et al.
2007). Daruber hinaus finden sich zwei ACD-Homologie Proteinacetyltransferasedoméane
(Syn_02878 und Syn_02607) im Genom ®Wnaciditrophicus Diese Organismen koénnten
die ACDs uber horizontalen Gentransfer aus Archaelr Genom integriert haben, um das
Fehlen von AK und PTA zu kompensieren. Dabei zedjee ACD ausC. aurantiacusbei
phylogenetischen Analysen die nachste VerwandtsauwaACD-Homologen in methanoge-

nen und halophilen Euryarchaeota (Abbildung 40).

Anders als in den genannten syntrophen Baktefamen sich im Genom va8yntropho-
bacter fumaroxidansowohl die Gene fur AK und PTA, als auch drei AEDmologe
(Sfum_1966, Sfum_2466, Sfum_0708) (Harmsen et®8)L Im Genom des nahe verwand-
ten Syntrophobacter wolniind in Syntrophomonas wolféinden sich keine Gene fir ACDs,
wohl aber fir AK und PTA (Sieber et al. 2010). @dsrgebnisse zeigen, dass ACDs nicht

ubiquitar in syntrophen Bakterien vorkommen.

In dieser Arbeit wurden Analysen der Genomumgebuag ACDs durchgefiihrt. Dabeli
konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von AGiPrHIogen in Bacteria - darunter die
ACD ausC. aurantiacusund alle vier ACD-Homologe ii?. thermopropionicum sowie in
halophilen Archaea, einigen methanogenen Archadadem thermophilen Sulfatreduzierer
Archaeoglobus fulgidugeweils in direkter genomischer Nachbarschaft zamidlogen der
N-terminalen Doméane einer PTA liegt (Abbildung 3Bjesem etwa 360 Aminosauren lan-
gen Bereich wird in der PTA aus. coli eine Funktion bei der Regulation der PTA durch
metabolische Effektoren wie PEP oder NADH zugestian (Campos-Bermudez et al.
2010). In dieser Arbeit konnte durch RT-PCR belegtden, dass der fur die ACD kodieren-
de ORF Caur_3920 und der zur NPTA-Doméane homolog& QGaur_3921 cotranskribiert
werden. Die Funktion dieses GensGnaurantiacusist nicht bekannt. Es bleibt zu untersu-
chen, ob die NPTA-Doméne ebenfalls eine regulatbeg-unktion auf ACDs ausiibt.
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(Caur_3920 (Caur_392])
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> |
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> >
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> >
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Abbildung 39 Organisation der Gene fiir ACD und NPTAIin C. aurantiacusund Archaea. Vergleichende
Darstellung der ACD und NPTA im Genom v@n aurantiacusA. fulgidus H. volcaniiund M. burtonii. ACDs

sind dunkelgrau, NPTAs hellgrau dargestellt; helmgistert sind hypothetische Proteine. Es sind di--O
Bezeichnungen angegeben. Die Zahlen an den Dreieg&ben die Basenposition auf dem Sensestrang der
DNA an.

Die direkte genomische Nahe der Gene von ACD undANBomane in den betreffenden
Organismen spricht zusétzlich zu den phylogenetischnalysen fir einen lateralen Gen-
transfer von halophilen Archaea oderfulgiduszu C. aurantiacusDie hypothetische ACD
des psychrophilen methanogenen Archagddethanococcoides burtongeigt ebenfalls eine
hohe phylogenetische Nahe zur ACD des thermopkiilegurantiacusund ist auch mit einem
NPTA-Homolog assoziiert (Abbildung 39 und Abbildu#@).
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H.volcanii(A)
N.pharaonigA)
H.lacusprofund{A) Halophile
Halobacterium sgA)
H.marismortuiA)

A fulgidus 1211(A)
M.burtonii (A)
Methanobacterium.sf®\)
C.aurantiacus (B)
C.aggreganéB)
R.castenholzi(B)
D.alkaliphilus AHT1(B)
A.degensiiB)
P.thermopropionicun(B)
D.ruminis(B)
T.narugens¢B)
S.fumaroxidan¢B)
M.smithii (A)
M.stadtmanaéA)
C.symbiosun{A)
S.aciditrophicugB)
E.histolytica(E)
P.falciparum(E)
P.furiosusACDIA)
ckcACDa3(A)
N.dassonville(B)
S.coelicolor(B)
K.flavida (B)
M.maripaludis(A)
M.voltae(A)
M.aeolicugA)
M.fervidus(A)
M.janaschii(A)
C.hydrogenoforman@)
D.kuznetsovi(B)
M.hungatei(A)
P.torridugA)
S.solfataricus 2 (A)
P.abyssiZA)
T.kodakarensis ACD(A)
P.abyss(A)
P.horikoshii(A)
P.furiosus ACDII(A)
T.kodakarensis ACDI(A)
P.aerophilun{A)
P.islandicum(A)

M.acetivorangA)
M.mazei(A)
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Abbildung 40 Phylogenetische Verwandtschaft der ACausC. aurantiacuszu ACDs in Archaea, Bacteria
und Eukarya. Der Stammbaum wurde mit der Doméane 5 (Ligase-Ca)jeweiligen ACDs berechnet. Der
Baum wurde nach der Maximum Parsimony-Methode n#HGW 5.1 erstellt. ACDs, deren benachbarter ORF
ein Homolog der NPTA-Domane ist, sind grau hingtl¢A) = Archaea, (B) = Bakterien, (E) = Eukari)CBI-
Accession-Nummern der ACDs: Amonifex degensii YP_003239642.1; Archaeoglobus fulgidus211
NP_070039.1; Chloroflexus aggregans ZP_01517440.1; C. aurantiacus NC_010175; Carboxydother-
mus hydrogenoformansYP_359136.1; Cenarchaeum symbiosun¥YP_874976.1; Dethiobacter alkaliphi-
lus_ AHT1 ZP_03735438.1Desulfotomaculum kuznetsovi¥P_004516207.1;Desulfotomaculum ruminis
YP_004545274.1Entamoeba histolyticXP_656290.1Halorubrum lacusprofundzP_02015929.1Haloarcu-
la marismortuiYP_135572.1Halobacterium sp NP_444202.1Haloferax volcaniiYP_003535057.1Kribbel-

la flavida YP_003380024.1;Korarchaesum YP_001736641.1; Methanococcus aeolicusYP_001324239.1;
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Methanobacteriumsp YP_004290849.1Methanococcoides burtoniYP_566015.1;Methanosarcina acetivo-
rans NP_618061; Methanothermus fervidusYP_004004558.1; Methanospirillum hungateiYP_502924.1;
Methanocaldococcus janaschiP_247570.1Methanococcus maripaludi¥P_001548749.1Methanosarcina
mazei G61 NP_632382.1 Methanosphaera stadtmanaeYP_447950.1; Methanobrevibacter smithii
YP_001274044.1Methanococcus voltagP_003707824.1Nocardiopsis dassonvillefP_003682023.1Natro-
nomonas pharaoni¥P_327079.1Plasmodium falciparunXP_001348531.1Pyrococcus abys$iP_126971.1
Pyrococcus abyssiRIP_127101.1P. furiosu®\CDI NP_579269.1P. furiosusACDIl NP_578261.1Pyrococ-
cus horikoshii NP_142703.1; Pelotomaculum thermopropionicunyYP_001212057.1; Picrophilus torridus
YP_023314.1; Pyrobaculum aerophilumNP_560604; Pyrobaculum islandicumYP_930005.1; Roseifle-
xus castenholziYP_001430231.1; Syntrophus aciditrophicugP_460839.1; Streptomyces coelicolor
NP_630661.1;Sulfolobus solfataricud®2 NP_343212.1Thermococcus kodakaraensisCDI YP_183078.1;
Thermococcus kodakaraen®i€DIl YP_182552.1Thermodesulfobium narugen¥® 004438172.1.

PCS in Ralstonia eutrophaPimeloyl-CoA Synthetasen (PCS) katalysieren dieivAdatung
von Pimelat zu Pimeloyl-CoA als ersten Schritt Bestin-Biosynthese in einigen Bakterien
und héheren Pflanzen oder bei Wachstum auf Pinjielani et al. 1974; Baldet et al. 1993;
Gerbling et al. 1994). In einigeBacillusArten wurden AMP-bildende PCS beschrieben, die
60 kDa groRe Homodimere bilden und denen eine kamkiei der Biosynthese von Biotin
zugeschrieben wird. Dartber hinaus wurde in zattiext anderen Bakterien, z.Berobacter
aerogenes, E. cobderMicrococcus roseu®CS-Aktivitat im Rohextrakt bestimmt (Izumi et
al. 1974; Ploux et al. 1992). Demgegeniber wurdesgudomonas mendocieae Pimeloyl-
CoA Synthetase mit einer hohen SequenzhomologigDie-bildenden Acetyl-CoA Synthe-
tasen identifiziert, die die Aktivierung von Pimelsei Wachstum auf diesem Substrat kataly-
siert (Binieda et al. 1999). Weitere Daten zu dieBED-homologen Pimeloyl-CoA Synthe-
tasen lagen aber bislang nicht vor.

Bei in dieser Arbeit durchgefuhrten Sequenzverglenckonnten im Genom des Bakteriums
Ralstonia eutrophasieben Homologe der PCS aBsmendocinadentifiziert werden. Die
beiden Homologen mit der héchsten Identitat wurkleniert, heterolog irE. coli exprimiert,
gereinigt und als RaPCS1 und RaPCS2 charakterifleitte Enzyme bilden Homodimere
aus ca. 75 kDa Untereinheiten. Die oligomere Stnuéer PCS auB. mendocinkonnte nur
ungenau auf eine GroRRe zwischen 200 und 400 kD&rres werden, was eher auf eine
homotetramere Struktur hindeutet (Binieda et aBQ9Fur beide Enzyme ail& eutropha
konnte die Umsetzung von Pimelat, ATP und HSCoAPrueloyl-CoA mit dem PK/LDH-
Test gemessen werden. Dabei wird in der PCS-Renkitstehendes ADP zusammen mit
Phosphoenolpyruvat durch das Enzym Pyruvatkinal§g B ATP und Pyruvat umgewandelt
und anschlieend das Pyruvat durch Lactatdehydasge(LDH) zu Lactat reduziert, wobei
NADH oxidiert wird. Da die PK spezifisch fur ADPtisind die Reaktion nicht mit AMP
katalysiert, konnte damit erstmals eindeutig gezeigrden, dass es sich bei den PCSs aus
R. eutrophaum ADP-bildende Enzyme handelt. Diese Ergebnisskdie hohe Sequenzéahn-
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lichkeit zu ACDs lassen darauf schlie3en, dass aliehPCS au$. mendocinaein ADP-
bildendes Enzym ist. Dies wurde bereit von Sandtesd. (2000) postuliert, das bei der Cha-
rakterisierung der PCS verwendete Testsystem diffgerte jedoch nicht zwischen AMP und
ADP (Binieda et al. 1999; Sanchez et al. 2000).iDidieser Arbeit bestimmtenKWerte flr
Pimelat, ATP und HSCoA der beiden Enzyme Rugutrophasind sowohl mit den Werten
fur die ACD-homologe PCS au® mendocinals auch mit den Parametern der AMP-PCS
aus Bacillus sphaericusvergleichbar (siehe Tabelle 19). Dern¥Wert von RaPCSl1
(9.5 U/mg) und RaPCS2 (11.5 U/mg) liegt 10fach Uem ermittelten WaxcWert der PCS
ausB. sphaericugca. 1 U/mg) aber 7-8fach unter dem fir die PCSRaumendocinaermit-
telten Wert (77 U/mg). Die katalytische EffizienK {/K,) fur Pimelat der an der Biotin-
Synthese beteiligten AMP-PCS aBssphaericug3 mM* s%) liegt deutlich unter der Effi-
zienz von RaPCS1 (79 nmifvs?) und RaPCS2 (44 mMs™) sowie der PCS au®. mendocina
(196 mM* s1) (Ploux et al. 1992; Binieda et al. 1999).

Tabelle 20 Vergleich der molekularen und kinetische Parameter AMP- und ADP-bildender PCSs.Es
sind die Molekulargewichte, die kinetischen Paramnend die relativen Aktivitaten in Prozent mit demgege-

benen Substraten fir die PCS &usphaericusP. mendocinaindR. eutrophaaufgeftihrt. 100 % entsprechen:
B. sphaericusl U/mg,P. mendocina77 U/mg, RaPCS1: 9.5 U/mg, RaPCS2: 11.5 U/mg.

AMP-bildende PCS ADP-bildende PCS
. . R. eutropha R. eutropha
B. sphaericus P. mendocina RaPCSi RaPCS3

app. Molekulargewicht (kDa)
Untereinheit 28 75 75 77
Natives Enzym 60 200-400 156 160
app. Ky-Wert Pimelat (mM) 0.145 0.49 0.15 0.34
app. VmaxPimelat (U/mg) 1 77 9.5 115
relative Aktivitat (%)
Pimelat 100 100 100 100
Adipat 2 72 71 16
Thioglycolat n.b. n.b. 48 4
Succinat <0.1 n.b. 8 n.m.
Isobutyrat n.b. n.b. 32 4
Butyrat n.b. n.b. 2 37

Ploux et al. 1992
Binieda et al. 1999
3diese Arbeit

Die AMP-PCS au$. sphaericugst hochspezifisch fur Pimelat (Ploux et al. 1992¢mge-
genuber katalysierte die PCS d@smendocinalie Reaktion auf3er mit Pimelat (100 %) auch

effizient mit Adipat (72 %) (Binieda et al. 1999)ie RaPCS1 auf. eutrophazeigte im
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Gegensatz dazu ein wesentlich breiteres Substkatgpe (Tabelle 20). Anders als die
RaPCS1, katalysierte die RaPCS2 die Reaktion nelmalat (100 %) nur mit Butyrat (37 %)
effizient. Die Ergebnisse zeigen, dass sich PC8nggme &ahnlich wie bei ACDs im Sub-
stratspektrum unterscheiden. Neben RaPCS1 und RaRi@&en sich im Genom von
R. eutrophanoch vier weitere paraloge Gene. Die Funktion wigerschiedlichen putativen
Isoenzyme bleibt noch zu klaren. Auf Grund der moBeezifitat und der niedrigen spezifi-
schen Aktivitat wird fur die AMP-PCS al& sphaericugine anabole Funktion bei der Akti-
vierung von Pimelat bei der Biotinbiosynthese digkt, wahrend fur die PCS aus
P. mendocinaine katabole Funktion bei Wachstum auf Pimelgeanmmen wird (Ploux et
al. 1992; Binieda et al. 1999). Fidseudomonaspec. ist ein Abbauweg fir Pimelat Uber
Pimeloyl-CoA zu Acetyl-CoA &ahnlich der-Oxidation von Fettsauren vorgeschlagen worden
(Gallus and Schink 1994). Ein Abgleich mit den der ,Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes"” (KEGG) verfuigbaren Informationen ergalssden Genom voiR. eutrophanicht
alle Enzyme des genannten Abbauweges vorhanderfkamethisa und Goto 2000; Kanehisa
et al. 2012). Demgegenuber sind aber alle GenBmtinbiosynthese aus Pimeloyl-CoA im
Genom existent (Pohlmann et al. 2006). Demnach &viidie PCSs irR. eutrophawahr-
scheinlich den ersten Schritt der Biotinbiosynthkagalysieren. Auf Grund der hohen Ahn-
lichkeit zu der PCS au®. mendocinaind der geringen Spezifitdt der RaPCS1 wéare ameh e
Funktion dieses Enzyms fur die Substrataktivierbeg Wachstum auf Pimelat vorstellbar,

was jedoch noch experimentell zu belegen ware.

Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus der PC3n dieser Arbeit durchgefihrte
Sequenzvergleiche ergaben, dass RaPCS1 und RalC8&r Sequenz beide in ACDs
katalytisch essentiellen Histidine aufweisen.

His®’ His™
P. furiosus [:> ACD (Acetyl-CoA + ADP + P g— Acetat + ATP + HSCOA)
R. eutroph ::> PCS(Pimelat + ATP + HSCoA —p Pimeloyl-CoA + ADP + P
His?® His**

Abbildung 41 Domanenorganisation und konservierte lstidine in der PCS und ACD.PCS stellen fusio-
nierte Homologe der- und -Untereinheit der ACD auPB. furiosusdar. Die in ACD katalytisch essentiellen
Histidine sind auch in PCS konserviert und an degfReaktion beteiligt. Die Nummerierung der Histiligibt

ihre Position in der Aminosauresequenz der ACDI Bysococcus furiosubzw. der RaPCS1 auRalstonia
eutrophaan. Zusatzlich ist die katalysierte Reaktion amdpegy. Homologe Bereiche sind durch gleiche Farbge-
bung kenntlich gemacht. Farbgebung: orange = Domanend 2, gelb = Doméanen 3 und 4 (ATP-graspfold),
lila = Doméne 5 (Ligase-CoA).
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Um zu prufen, ob beide Histidine auch fir die Reaktler PCS essentiell sind, wurden zwei
Proteinmutanten (RaPCS1H269A und RaPCS1H539A) dortéspezifische Mutagenese
erstellt, bei denen jeweils ein Histidin gegen Atasubstituiert war. Die Ergebnisse zeigten
einen totalen Aktivitatsverlust bei der RaPCS1H28@4tante und eine Restaktivitat der
RaPCS1H539A-Mutante von unter 1 %. Damit wurdeneaitd eindeutig gezeigt, dass die
beiden Histidine auch fir die Saureaktivierung @SPkatalytisch essentiell sind. Auf Grund
dieser Ergebnisse und der hohen SequenzhomologfeCis wird fur die PCS analog zu

ACDs der folgende vierstufige Reaktionsmechanispusduliert:

Pimelat + ATP + HSCoA — Pimeloyl-CoA + ADP + R

1) Enzym + ATP —> Enzym-Hi§*(P) + ADP
2) Enzym-Hi§39-® — Enzym-H'rzé?g-®

3) Enzym-Hi§69-® + Pimelat ——» Enzym-(PimeIo@P )
4) Enzym-(Pimeon@ ) + HSCOA—>» Enzym + Pioy@dlCoA + R

Hierbei wird in Reaktion 1 zun&chst ein Phosphestivon ATP auf das Histidin in Position
539 Ubertragen, das anschlieBend das Histitlimnsient phosphoryliert (2). Von dort wird
der Phosphrylrest im dritten Teilschritt (3) aufZgm-gebundenes Pimelat tUbertragen. Ab-
schlieBend wird in einer vierten Teilreaktion (4sdEnzym-gebundene Pimeloyl-Phosphat zu

Pimeloyl-CoA umgewandelt und zusammen mit Phosfrbegesetzt.

FCS in Delftia acidovorans Ferulat ist ein haufig vorkommendes Produkt beiBledegra-
dation von Lignin und ein wichtiger Grundstoff fitie technische Vanillinproduktion
(Mathew und Abraham 2006). Feruloyl-CoA Synthetakatalysieren die Aktivierung von
Ferulat zu Feruloyl-CoA bei Wachstum auf Ferulagrdoei der Vanilin-Biosynthese und sind
daher von grofRem biotechnologischen InteressearBjsivurde aber noch keine FCS bioche-
misch charakterisiert. Ahnlich den PCSs wurden BESs bislang hauptsachlich AMP-
bildende Enzyme - z. B. iRseudomonas spiR199 oderAmycolatopsis sp-HR167 - be-
schrieben, die zur Familie der Adenylat bildendaylACoA Synthetasen gehdren (Overhage
et al. 1999; Achterholt et al. 2000). Delftia acidovoransund spater ifsphingomonas pau-
cimobilis wurde hingegen je eine FCS identifiziert, die hdhemologien zu der ACD-
ahnlichen PCS auBseudomonas mendociaafweisen und daher den ADP-bildenden Acyl-

CoA Synthetasen zugeordnet wurden (Plaggenbordy @081; Masai et al. 2002). Fur die
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FCS inD. acidovoranswurde durch Deletionsexperimente eine essentigseiligung des
Enzyms bei Wachstum auf Ferulat gezeigt (Plagggenébal. 2001). In dieser Arbeit wurde
die FCS au®. acidovoransheterolog inE. coli exprimiert, gereinigt und detailliert bioche-
misch charakterisiert. Bei einem Sequenzvergleied klonierten Gens mit der annotierten
Sequenz defcsGens aud. acidovoranswurden in mehrfach unabhangig reproduzierten
Amplifikationen mehrere Sequenzunterschiede fegtiesdie insgesamt in der abgeleiteten
Aminosauresequenz zu 3 Insertionen und 48 Aminesdwtationen fuhrten. Ein Alignment
beider Sequenzen ist im Anhang aufgefiihrt (Abbitdd2). Die abgeleitete Sequenz war zu
93 % identisch mit der annotierten Sequenz. Bei BLA’-Suchen (Altschul et al. 1990) mit
der mutierten Aminosauresequenz konnte auch ked@oige Ubereinstimmung mit einer
anderen Sequenz gefunden werden. Die Ursachedividiation konnte nicht abschlie3end

geklart werden.

Bei dem rekombinanten Enzym handelt es sich uml&®dkDa groies Homodimer aus
77 kDa Untereinheiten, das mit hoher Affinitat (MVert fir Ferulat = 4 uM) Ferulat
HSCoA- und ATP-abhangig mit einer spezifischen ®ikdit von 12 U/mg zu Feruloyl-CoA
aktiviert und dabei ADP und; Bildet. Dabei zeigte das Enzym eine hohe SpetAfiitdFeru-
lat. AuRRer Ferulat wurde nur mit geringer EffizieBatyrat (1.5 U/mg), Adipat (0.8 U/mg)
und Pimelat (0.5 U/mg) umgesetzt andere Arylsdwearden hingegen nicht akzeptiert. Fur
die FCS aus. paucimobilisvurde dagegen die effiziente Umsetzung der Aryksalkaffee-
saure, Sinapinsaure und Coumarinsaure beschridbesa{ et al. 2002). In der vorliegenden

Arbeit konnte damit erstmals eine ADP-bildende FBiSrakterisiert werden.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, @d&33-homologe FCSs und PCSs ADP-
bildende Enzyme sind. Zur besseren UnterscheideamyAMP- und ADP-bildenden PCSs
und FCSs wird in Anlehnung an die Terminologie A@Ds vorgeschlagen, die Bezeichnung
PCD (Hmeloyl-CoA Synthetase, AP-bildend) und FCD_(ruloyl-CoA Synthetase, ABP-

bildend) einzufihren.

Phylogenetische Untersuchungen zu ADP-bildenden AEZ0A Synthetasen.

Die zehn in dieser Arbeit charakterisierten ACD-Hiogen (ACD, PCD, FCD) und die SCS
ausCa. K. cryptophilumwurden beziglich ihrer evolutiondren VerwandtstaafACDs und
ACD-Homologen sowie SCSs aus Archaea, BacteriaHuk@rya untersucht. Die phylogene-
tischen Analysen wurden dabei mit den Doméanen 12uddr jeweiligen -Untereinheit der
ACD-Homologen und SCSs durchgefuhrt und der Stanwmbanit Hilfe der Neighbor-
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Joining-Methode erstellt. Im daraus resultierenBemdrogramm lassen sich SCSs deutlich
von ACD-Homologen differenzieren (Abbildung 42).iBeninosauresequenzvergleichen der
Domanen 1 und 2, die der SGBntereinheit entsprechen, zeigen SCS-Sequenzegenin-

ge ldentitaten von 12 — 16 % zu FCD und PCD-Secerennd maximal 20 % zu ACDs. Dem
gegenuber sind SCS untereinander 42 — 80 % idantar geringe Grad an Identitat spiegelt
indirekt die gravierenden Unterschiede zwischen $@8& ACD-Homologen — also ACD,
PCD und FCD - in Bezug auf den ReaktionsmechanisihiesSubstratspezifitat und die
Organisation der Domanen wieder. Wahrend bei SykC€pnA Synthetasen die Domane 5
(Ligase-CoA) C-terminal an die Doméne 4 der ATPspfald gebunden ist, ist sie bei ACD,
PCD und FCD C-terminal an die Doméane 2, einer waitd.igase-CoA Domane, gebunden.
AulBerdem sind SCSs hinsichtlich ihres Substratspeig viel spezifischer als dies in der
Regel bei ACDs der Fall ist. Zuséatzlich wird fiir SCein dreistufiger Reaktionsmechanismus
angenommen, wahrend fir ACDs ein vierstufiger Med@raus gezeigt wurde. In dieser
Arbeit durchgefiihrte Untersuchungen deuten darauf dass in PCDs die Reaktion nach
einem ahnlichen Schema wie in ACDs ablauft (siei2®.

Innerhalb der ACD-Homologen bilden PCD und FCD alistinkte phylogenetische Gruppe,
sind aber mit ACDs 25 — 30 % identisch (Abbildurg).Dies ist in Ubereinstimmung damit,
dass PCDs und FCDs als sehr spezifische, saures&hide Enzyme eine vollstandig andere
Funktion als ACDs haben, dia vivo Sauren bilden und in der Regel ein breites Substra
spektrum aufweisen. PCD- und FCD-Sequenzen bildenfealls in sich eigenstandige Grup-
pen, sind jedoch zu 35 % identisch und weisen z&@&o konservierte Bereiche auf. ACDs
kénnen im phylogenetischen Stammbaum weder naclufhyoch nach Funktion voneinan-
der unterschieden werden. Die Bootstrap-Werte anulgeren Verzweigungen der ACD-
Gruppe im Dendrogramm haben nur eine geringe $kagniz (6 — 50 %), sodass diese Ver-
zweigungen wenig robust erscheinen. Auch innerkaller Art konnen verschiedene Isoen-
zyme an unterschiedlichen Positionen im Stammbaegen. So zeigt die ckcACD3 die
grof3te verwandtschaftliche Nahe zur ACDI &uguriosuswahrend ckcACD1 und ckcACD4
eine geringere phylogenetische Distanz zum creaaeitenPyrobaculumaufweisen. Daher
konnen aus der Position zu bereits charakterisiekteDs keine Hinweise uber die Funktion
oder das Substratspektrum unbekannter ACDs abggeledrden. Die Sequenzen halophiler
Archaea bilden einen gemeinsamen Ast, was in dgragsung der Aminosauresequenz an

hohe Salzkonzentrationen begriindet sein kénnte.
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Abbildung 42 Phylogenetischer Stammbaum zur Verwangchaft von ACD, PCD, FCD und SCS aus
Archaea, Bacteria und Eukarya.Der Stammbaum wurde mit Sequenzen der Doméne 1Dontkne 2 der
-Untereinheiten mit der Neighbor-Joining Methodstelit. Das Bootstrapping-Verfahren umfasste esgad
Wiederholungen. Farbgebung: griine Aste: ACDs un®A®mologe (Domanennorganisation 1-2-5-3-4), rote
Aste: SCS (Domanenorganisation 1-2-3-4-5). ACDs gjnin, PCDs sind rosa, FCDs gelb und SCSs rot-unte
legt Die Zahlen an den Knotenpukten entsprecherBaetstrap-Werten in Prozent (%). In dieser Arlobiirak-
terisierte  Acyl-CoA Synthetasen sind farbig umrahmAccession-Nummern: ACDs: Archaeoglo-
bus fulgidus1211 NP_070039.1;Chloroflexus aggregansZP_01517440.1; C. aurantiacus NC_010175;
Cenarchaeum sy mbiosurP_874976.1;E. histolytica XP_656290.1; Giardia lamblia XP_001705744.1;
Haloarcula marismortui YP_135572.1;Haloferax volcanii YP_003535057.1; ckcACD1 YP_001736473.1;
ckcACD3 YP_001736641.1; ckcACD4 YP_00173756 Methanococcus aeolicsP_001324239.1Methano-
sarcina acetivorans NP_618061.1; Methanobacterium. sp YP_004290849.1; Methanococcoides burtonii
YP_566015.1; Methanothermus fervidusyP_004004558.1; Methanocaldococcus jannaschiNP_247570.1;
Methanococcus maripaludis YP_001548749.1; Methanosarcina mazei NP_632382.1; Methanosphae-
ra stadtmanae YP_447950.1; Methanobrevibacter smithii YP_001274044.1; Methanococcus voltae
YP_003707824.1Natronomonas pharaoni¥P_327079.1Pyrobaculum aerophilunNP_560604.1Plasmodi-
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um falciparum XP_001348531.1; P. furiosusACDI NP_579269.1; P. furiosusACDIl NP_578261;
P. furiosusACDs,c NP_577962.1Pyrobaculum islandicunYP_930005.1Pelotomaculum thermopropionicum
YP_001212057.1Picrophilus torridusYP_023314.1;Syntrophobacter fumaroxidansP_846581.1; Roseifle-
Xus castenholzi¥P_001430231.1SCS: C. aurantiacusYP_001634330.1; ckcSCS YP_00173782Zlpria-
vidus necatoZP_16184911.1Delftia acidovoransYP_001561899.1E. coli YP_002400553.1H. marismortui
YP_135205.1;Homo sapiensNP_003840.2;P. aerophilum NP_559922.1;P. falciparum XP_001347772.2;
Ralstonia eutrophaYP_725065.1; Rattus norvegicusAAA41233.1; Sus scrofa 2FPG; Thermus aquaticus
ZP_03497170.1PCD: Pseudomonas aeruginosédP_001349720.1Pseudomonas mendocinaAA10043.1;
R. eutropha H16 B0370 YP_728535.1; R.eutropha H16_B0404  YP_728568.1; Streptomy-
ces avermitNP_825005.1; FCD: Aromatoleum aromaticumYP_160221.1; D. acidovorans CAC83622.1;
D. acidovorans SPH-1_Daci2760 YP_001563782.1Pseudomonas putidaNP_745856.1; Sphingomo-
nas paucimobili8AB86294.1.

6.4 Funktion von ACD-Homologen in den drei Domanen dekebens

Zusammenfassend lassen sich aus den in der vartiegeArbeit gewonnenen Erkenntnissen
und den bereits verfiigbaren Informationen die fodgen Funktionen von ACD-Homologen

in Archaea, Eukarya und Bacteria ableiten (sieloh @&bbildung 43):

In der Doméane der Archaea katalysieren ACDs dierébildung aus unverzweigten und
verzweigten Acyl-CoA Estern wie Acetyl-CoA, PropiiCoA, Butyryl-CoA oder Isobuty-
ryl-CoA und Isovaleryl-CoA sowie aus Aryl-CoA Estewie Phenylacetyl-CoA, Indol-3-
acetyl-CoA, Imidazol-4-acetyl-CoA und 4-Hydroxypropyl-CoA, als letzten Schritt bei
Wachstum auf Kohlenhydraten oder Peptiden. Dabal &nergie in Form von ATP Uber
Substratstufenphosphorylierung gewonnen. Zusatziliahkde in Thermococcalegine ACD
gefunden, die die Funktion einer Succinyl-CoA Swtdise z. B. bei der Metabolisierung von
Glutamat Gbernimmt. In dem halophilen Archadéaloarcula marismortuiwurde eine In-
duktion der ACD bei Wachstum auf Glucose gezeigl @mne Funktion als ,Overflow-
mechanismus” bei hohen glykolytischen Flussratestyliert (Brasen and Schénheit 2004a;
Bréasen and Schonheit 2004b).

Ahnlich wie in Archaea sind ACDs in den eukarydtisg ProtistenE. histolytica und
G. lambliaan der Saurebildung und Energiegewinnung bei Wachauf Glucose und Pepti-
den beteiligt. Bei der Fermentation von Peptided Giucose entstehendes Acetyl-CoA und
Propionyl-CoA wird hierbei Uber eine ACD in Acetand Propionat umgewandelt, wobei
ATP entsteht (Muller et al. 2012). Die in diesebgit charakterisierte ACD als histolytica
setzte Acetyl-CoA bzw. Acetat und Propionat effitiem, was in Ubereinstimmung mit der
postulierten Funktion ist. Bisher sind keine ACDrrfdogen bekannt, die in Eukaryoten

vivo der Saureaktivierung dienen.

Fur die Doméne der Bacteria konnte in dieser Arlezdgtmals ein ACD-Homolog in

C. aurantiacusgezeigt werden, das eine zur ACDI &duriosusanaloge Funktion bei der
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Acetatbildung aus Glucose Ubernimmt. Zusatzlichddém sich in Bacteria die ACD-
Homologen PCD und FCD, die vivo ATP- und HSCoA-abhéangig die Aktivierung von
Pimelat und Ferulat zu Pimeloyl-CoA und FeruloylACanter Bildung von ADP und P
katalysieren. Dies ist der erste Fall, in dem ACBbnrtblogein vivo an der Aktivierung von
spezifischen Sauren zu den korrespondierenden Giéwuibeteiligt sind. In der Regel ver-
l&uft die Aktivierung von Sauren tber AMP-bildendleyl-CoA Synthetasen, die zur Familie
der Adenylat bildenden Enzyme gehoren, wie z.BFal von Acetat die Acetyl-CoA Syn-
thetase (ACS) (Starai und Escalante-Semerena 20B48)ACDs konnte bisher noch keine
Funktion bei der Saureaktivierung gezeigt werdateressanterweise gibt es demgegenuber
fur die Aktivierung von Pimelat und Ferulat sow@&MP bildende Enzyme als auch — wie in
der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt — ADPdnlde Enzyme. Die Verwendung analoger
Enzyme flr eine vergleichbare biochemische Reak(orB. die S&ureaktivierung) ist in
Mikroorganismen weit verbreitetet (Galperin et H98). Weitere Untersuchungen missen
zeigen, ob auch ACDm vivo an der Saureaktivierung beteiligt sind. Abbildug zeigt
schematisch die unterschiedlichen Funktionen vorDA{®mologen in den drei Domé&nen

des Lebens.
[) Archaea II) Bacteria [Il) Eukarya
P. furiosus Ca. K. cryptophilum P. furiosus | ¢ aurantiacus ~ R- €utropha ; E. histolytica
. . ) . D. acidovol A
H. marismortui P, furiosus T. kodakgra- P. menwcina acidoworans G. lamblia
ensis
aerob anaerob
Kohlen- ; . .
hydrate Peptide Glutamat Glucose Pimelat Ferulat Glucose  Peptide

R

Acetyl-CoA Acyl-CoA; Succinyl-CoA | Acetyl-CoA Pimeloyl-CoA  Feruloyl-CoA | Acetyl-CoA Acetyl-CoA;
Aryl-CoA Propionyl-CoA
ACDII
k ADP + PR, %ckcACDl ADP + P, % F ADP + P 1 l l ADP + R

ACDI ckcACD3 ACDsuce ACD ACD

ATP + HSCoA ckcACD4 ATP + HSCoA ATP + HSCoA l 1 l ATP + HSCoA
Acetat Acyl-Sauren Succinat Acetat Biotin Acetyl- Vanillin Acetat,
Aryl-Sauren CoA Propionat

Abbildung 43 Schematische Darstellung der postuligen Funktion von ACD-Homologen in Archaea,
Bacteria und Eukarya. Es sind vereinfacht die Stoffwechselwege dargésteldenen ACD-Homologe imple-
mentiert sind. Reaktionen von ACD-Homologen sindbita dargestellt. Rot: Saurebildung (ACD); BlauuSs
aktivierung (PCD; FCD)I) ACDs in Archaea: In P. furiosuskatalysiert die ACDI hauptséachlich die Umset-
zung von Acetyl-CoA zu Acetat im Rahmen der Kohlahatfermentation (Mai und Adams 1996). Ein
homologes Enzym mit &hnlicher Funktion ist auchHimarismortuibeschrieben (Brasen und Schdnheit 2004).
Zusétzlich sind ACD-Isoenzyme an der Bildung voryl&éuren (G-C, Carbonséuren und verzweigte Verbin-
dungen wie Isobutyrat, 2-Methylbutyrat und Isovatgund Arylsduren. (Phenylacetat, Indol-3-acetaida-
zol-4-acetat und 4-Hydroxypropionat) aus den kquoeslierenden Acyl- und Aryl-CoA Estern im Rahmem de
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Peptidfermentation beteiligt Eine derartige Furktist fir die ACDII ausP. furiosusgezeigt und wird auf
Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit férAICDs ausCa. K. cryptophilun{ckcACD1, ckcACD3 und
ckcACD4) angenommen (Mai und Adams 1996; diese i§rtbElr P. furiosusund T. kodakaraensisvurde
zuséatzlich ein ACD-Isoenzym gefunden, dass dortFdiektion der fehlenden SCS lbernimmt und verntutlic
die Umsetzung von Succinyl-CoA zu Succinat beim @blbon Glutamat katalysiert (Shikata et al. 200&sel
Arbeit). II) ACD-Homologe in Bacteria: Fur C. aurantiacuskonnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine
ACD die Bildung von Acetat aus Acetyl-CoA beim Abbeon Glucose katalysiert. Zusétzlich gibt es ircti@a

ria ACD-Homologe - PCD und FCD - die vivo die Saureaktivierung unter ATP-Verbrauch katalgsie PCDs
katalysieren die Aktivierung von Pimelat zu Piméi@pA. Pimeloyl-CoA kann dann entweder zur Biotin-
Biosynthese verwendet werden, oder wird - z.B. seuélomonaden - zu Acetyl-CoA abgebaut (Biniedd.et a
1999, Gallus und Schink 1994). D. acidovoranswird Ferulat Gber eine FCD zu Feruloyl-CoA aktitie
Feruloyl-CoA wird anschlie3end iber Vanillin zu froatechuinsdure abgebaut (Plaggenborg et al. 2001)
ACDs in Eukarya: In den Acetat bildenden EukaryotE&n histolyticaund G. lamblia katalysiert eine ACD die
Umsetzung von Acetyl-CoA und Propionyl-CoA zu Adetaw. Propionat im Rahmen des Glucoseabbaus und
der Peptidfermentation. Dabei wird ATP (ber Sultstudenphosphorylierung generiert (Miller et al02p
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10 20 30 40 50 60 70 80
PR S (oo o (oY o) oot Y e [P ooy oot oo oot oy oo
Diese Arbeit ATGGCGATACTAGTCAGGGAAGGGATGAGGGTACTAGTTCAGG GEMMGETAGGGGACTATACATACGAAGCT
MAILVREGMRVL VQGITGRQGTIHTKL
YP_001737822.1 ATGGCGATACTAGTCAGGGAAGGGATGAGGGTACTAGTTCAGG GENNGETAGGGGACTATACATACGAAGCT
MAILVREGMRVL VQGITGRQGTIHTKL
90 100 110 120 130 140 150 160
ol o] O PO ey vt ey oot vy oo
Diese Arbeit GATGCTCGAATATGGGACHRAGGIAGTCGCGGGCGTCACTCCTGGGASETBAGGTATACGAIGTTCCAGTTT
MLEYGTKVVAGYV TPGKSGAKVYDVPYV
YP_001737822.1 GATGCTCGAATATGGGACGRAGATAGTTGCGGGCGTCACTCCT GEEMETTAAGGTATATGATIGTGCCAGTTT
MLEYGTKIVAG VIPGKSGAKVYDVPYV
170 180 190 200 210 220 230 240
R R OO OO OO OO OO OO0 oo O
Diese Arbeit TCGATTCCGTTGAGGAGGCTGTGAGGGAGAAGGGACCTATAGATBGATITAEGTCCCAGCCCCTTATGCGATG
FDSVEEAVREKGP IDASIVFVPAPYAM
YP_001737822.1 TCGATTCCGTTGAGGAGGCTGTGAGGGAGAAGGGACCTATAGATBGATITEGTCCCAGCCCCTTATGCGATG
FDSVEEAVREKGP IDASIVFVPAPYAM
250 260 270 280 290 300 310 320
PR S oo o (oY o) OO P Y PR ey vt vy POt vy oo
Diese Arbeit GATGCTGTTATAGAGBCGGTGGATAACGCTATTCCGTTGGTCGTAGTGABSGGATACCTGTACACGATACCGC
DAVIEAVDNAIP LVVVITEGIPVHDTA
YP_001737822.1 GATGCTGTTATAGAGECAGTGGATAACGCTATTCCGTTGGTCGTAGTGABGGGATACCTGTACACGATACCGC
DAVIEAVDNAIP LVVVITEGIPVHDTA
330 340 350 360 370 380 390 400
PR S oo Y (oY PO oot Y e PO ey ot ey oot vy Joo
Diese Arbeit TAAATTCGTCAGCTATGCGAGGAGCATGGGTACAACAATAATAGETGUOAGGGCATAATAGCTCCAGGTAAGG
KFVSYARSMGT TIIGPNCPGIIAPGEK
YP_001737822.1 TAAATTCGTCAGCTATGCGAGGAGCATGGGTACAACAATAATAGETGUUAGGGCATAATAGCTCCAGGTAAGG
KFVSYARSMGTT IIGPNCPGIIAPGK
410 420 430 440 450 460 470 480
R N O OO OO OO0 FOOOL OO OO0 OO O
Diese Arbeit TGAAGATAGGGATAATGCCAGCTGACTCCTTCGCAGGGACCAGTCGGTATAGTATCGAGGAGCGGGACCCTGACTTAC
VKIGIMPADSFAP GPVGIVSRSGTLTY
YP_001737822.1 TGAAGATAGGGATAATGCCAGCTGACTCCTTCGCACCAGGACCATNERGTEAGGAGCGGGACCCTGACTTAC
VKIGIMPADSFAP GPVGIVSRSGTLTY
490 500 510 520 530 540 550 560
R R O OO OO POV OO OO IOV oo O
Diese Arbeit GAGATCTCCCTATCCCTGAAGAATGETGGATATGGGTCAAGCACGEBRARSGGGGAGATCCCATAACTGGTTT
EISLSLKNAGYG SSTTIGIGGDPITGL
YP_001737822.1  GAGATCTCCCTATCCCTGAAGAATGCTQEGTAGGTCAAGCACGACTATAGGAATAGGGGGAGATCCCATAACTGGTTT
EISLSLKNAGYG SSTTIGIGGDPITGL
570 580 590 600 610 620 630 640
PR S (oo P (oY O O P Y O PO ey oot o) oot vy oo
Diese Arbeit GAACTTCATAGAGGTCTTAGAGTTATTCAAGGAGGATCCAGAGABGNEGATAGTCGGGGAGATAGGGGGAG
NFIEVLELFKED PETKAVVIVGEIGG
Original GAACTTCATAGAGGTCTTAGAGTTATTCAAGGAGGATCCAGAGABGNEGATAGTCGGGGAGATAGGGGGAG
NFIEVLELFKED PETKAVVIVGEIGG
650 660 670 680 690 700 710 720
PR FOUS Poo o (oY FOY Jot Y Y PO ey oot e oot ooy Joo
Diese Arbeit ATGCTGAGGAGAGGGCAGCCAAGTACATAGCTCAGGGCTATCCOASEGGTG TACETGBCTGGGAGGACAGCT
DAEERAAKYIAQG YPKPVVAYVAGRTA
YP_001737822.1 ATGCTGAGGAGAGGGCAGCCAAGTACATAGCTGABATCCCAAGCCTGTAGTGGCTTECAIAGCCGGGAGGACAGCT
DAEERAAKYIAQG YPKPVVAYVAGRTA
730 740 750 760 770 780 790 800
R N OO OO OO0 OO O OO0 oo
Diese Arbeit CCCCCTGGGAAGAGGATGGGTCACGCGGGGGCGATAATANCAGBEGETIBGECGAAAGCAAGGAAAGAGCTTT
PPGKRMGHAGA I ITAGQGTVESKERAF
YP_001737822.1 CCCCCTGGGAAGAGGATGGGTCACGCGGGGGATAMBAGCTARECCAGGGGACAGTCGAAAGCAAGGAAAGAGCTTT
PPGKRMGHAGAI ITAGQGTVESKERAF
810 820 830 840 850 860 870
R R O OO O O T I L
Diese Arbeit CTCAGAGGCGGGGGTTCCTGTAGCTAGGACCCCCTTCGAAGTGGCTBGCTEAAAGATTGAGGCATTAA
SEAGVPVARTPF EVAPLLAERLRH?*
YP_001737822.1 CTCAGAGGCGGGGGTTCCTGTAGCTAGGACCOUBAAGTGGCTCCCCTCCTAGCTGAAAGATTGAGGCATTAA
SEAGVPVARTPF EVAPLLAERLRH?*

Abbildung A 1 Sequenzvergleich zwischen der annotien Sequenz und dem klonierten Gen der
ckcSCS . Dargestellt sind die Basensequenz und die Aminesé&guenz des in dieser Arbeit erstellten Genpro-
dukts (Diese Arbeit) und der annotierten SequenP_(01737822.1). Das Alignment wurde mit ClustalX
erstellt. Identische Basen sind grau unterlegt; eablwende Basen rot. Abweichende Aminosauren sind ro
hinterlegt und umrahmt.
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Diese Arbeit
CAC83622.1
Clustal Cons

Diese Arbeit
CAC83622.1
Clustal Cons

Diese Arbeit
CAC83622.1
Clustal Cons

Diese Arbeit
CAC83622.1
Clustal Cons

Diese Arbeit
CAC83622.1
Clustal Cons
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Clustal Cons
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Clustal Cons
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CACB83622.1
Clustal Cons

CAC83622.1
Clustal Cons

80
MTTTEMAAAPRPDIGRLLRPRSIAIVGASATPGALGASVLGNLERNGRABIPKRSEIAGRACLASVDQLPEGVDY
MTTTEMAAAPRPDIGRLLRPRSIAIVGASATPGALGASVLGNLERNGRABIPKRSEIAGAACLASVDQLPEGVDV

160

AVLAIPQPFVLDTVRALAARRVGAAVIFSAGFAEAGERGMAEQREIARMEMVVEGPNCLGCINYLQRVPLTFVEVN

AVLAIPQPFVLDTV-AHWRRRVGAAVIFSAGFAEAGERGMAEQREIARGMVVEGPNCLGCINYLQRVPLTFVEVN
*

240
IDAQQADATRPAIGVVSQSGAMMTVLCTTLASRALPLSHAISTGNEARSHMDFLLEQPSTRVVAMIVEQFRQPARI
IDAQQADATRPAIGVVSQSGAMMTVLCTTLASRALPLSHAISTGNEARS¥DFLLEQPSTRVVAMIVEQIRQPARI

320

LPAVARARSLGKSVVLLHPGKSSAARASAATHTGAMAGDYALMRTRMEREGLEEL GDIAEIAIRCPVLPSAGAA

LAAVARARSLGKSVVLLHPGKSTGAR-SAATHTGAMAGDYALMRTKAFRNET LEEL GDIAEIAIRCPVLPSLVRP
*

* *:

400
AAAGAAAAAGVAVL GESGAFKALTLDWAEELGLALPAIGDDDSPALRAKGR SNPLDLTAQGLVEPDLYFRTLDAL
LQPVQPLQRELAVLGESGAFKAVTLDWAEELGLALPAIGDDDSPALER¥GY SNPLDLTAQGLVEPDLYFRTLDAL

430 450 460 470

480

FGDARFSTVLVGLIQGDPVTCGIKMPPVLRAVRELRPAKPVIVAGLDERARFIAEMRALGVPYFPSTERALRAVQR
FGDARFSTVLVGLIQGDPVTCGIKMPPVLRAVRELRPAKPVIVAGLDERARFIAEMRALGVPYFPSTERALRAVQR

560
LTAFSQRSFERTDAQPVALTLPAGRTVVPEYESKAVLAQAGIPFARGREAJAVAIASEIGWPVALKAQSADLSHKS
LTAFSQRSFERTDAQPVALTLPAGRTVVPEYESKAVLAQAGIPFARGREAIAVAIASEIGWPVALKAQSADLSHKS

640
DAGGVILNIADAQAMGEAWGRLHANVAAYDSAIALDGVLIEAMGQRGRMNDPQWGPVILAGLGGVTAEIMRDAR
DAGGVILNIADAQAMGEAWGRLHANVAAYDSAIALDGVLIEAMGQRGLRNDPQWGPVILAGLGGVTAEIAMRA

720
LLDADLSTGEVLRELDRLQGAPLLHGYRGAPALDROALAELIVRLGQWVAREIDLNPVIVLPEGLGVVALDALML
CWTPTCPPARCCANWTACR-PPLLHGYRGAPALDRQALAELIVRLGIPAIREIDLNPVIVLPEGLVVVALDALML

VEHSAG
VEHSAG

*kkkkk

Abbildung A 2 Vergleich der Aminosauresequenz zwiden der klonierten FCS-Sequenz (Diese Arbeit)
und der annotierten Sequenz (CAC83622.1) der FCS alD. acidovorans Die Aminosauresequenz der
klonierten FCS-Sequenz wurde aus der Nucleotidsegder Sequenzierung mit Hilfe von Bioedit transkit
Das Alignment wurde mit ClustalX erstelldentische Aminosauren sind grau unterlegt und en @lustal-
Consensus-Sequenz (Clustal Cons) mit * gekennzefchn
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Abklrzungen

9 Abkirzungen

Acetyl-CoA
ACD

ACS

ADP

AF

AK

AMP
AMP-FCS
AMP-PCS
AS

ATP

bar
BLAST
Bp

BSA

bzw.

ca.

Caur
ckcACD
CoA

Da

Daci

DNA
DSMZ
DTE
DTNB

Acetyl-Coenzym A

ADP-bildende Acetyl-CoA-Synthetase
AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetase
Adenosindiphosphat

Archaeoglobus fulgidus

Acetat-Kinase

Adenosinmonophosphat

AMP-bildende Feruloyl-CoA Synthetase
AMP-bildende Pimeloyl-CoA Synthetase
Aminosaure

Adenosintriphosphat

Bar (Druckeinheit)

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaare

Rinderserum-Albumin

beziehungsweise

circa

Chloroflexus aurantiacus

ACD augCandidatus Korarchaeum cryptophilum
Coenzym A

Dalton

Delftia acidovorans
Desoxyribonukleinsaure

Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen untikaéuren GmbH
Dithiotreitol

5,5°- Dithiobis(2-nitrobenzoeséaure)
Extinktion bei x nm

molarer Extinktionskoeffizient
Ethylendiamintetraacetat

ACD ausEntamoeba histolytica

et alii

Feruloyl-CoA Synthetase

Fast Protein Liquid Chromatography
Gramm

Stunde

Proton
deionisiertes Wasser

Reinstwasser Typ |

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethan-suffaare
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Abklrzungen

HiLoad
HSCoA
SCoA
IPTG
kDa

IOR
LB
LDH

MES
min

mol
NAD"
NADH
NAM
n.b.
n.m.
ORF
oD
PCS
Pf-ACD
PAGE
PCR
PEP

Pi

POR
PR
PTA
Ra
RaEu
RaPCS1
RaPCS2
RNA
rem

S

S

SCS
SDS
TCA

high load capacity
protoniertes Coenzym A
deprotoniertes Coenzym A
Isopropylthiogalactosid
Kilodalton
Michaelis-Menten-Konstante
Liter
Indolpyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase
Luria-Bertani
Lactat-Dehydrogenase
molar
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Minute
Mol (Stoffmenge), Mol/l
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
reduziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
Nicotinamid
nicht bestimmt
nicht messbar
offener Leserahmen
optische Dichte
Pimeloyl-CoA Synthetase
ACD augPyrococcus furiosus
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Phosphoenolpyruvat
anorganisches Phosphat
Pyruvat:Ferredoxin-Oxidoreduktase
Pyrophosphat
Phosphotransacetylase
Ralstonia
Ralstonia eutropha
PCS1 aialstonia eutropha
PCS2 aisltonia eutropha
Ribonucleinsaure
Umdrehungen pro Minute
Sekunden
Substratkonzentration
Succinyl-CoA Synthetase
Natriumdodecylsulfat

Trichloressigsaure
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Abklrzungen

TEMED

Tris

UE
U/mg

N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Unit

Untereinheit

Spezifische Aktivitat

Ultraviolett

Geschwindigkeit des Substratumsatzes
Maximalgeschwindigkeit des Substratumsatzes
Volumen pro Volumen

Masse pro Volumen

Grad Celsius

Symbole fur den Nukleinsdurecode

A
C

Desoxycytidin

Symbole flr Aminosauren

I @ T m oo

x -

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle

Lys

Desoxyadenosin G Desoxyguanosin
T Desoxythymidin
Alanin M Met Methionin
Cystein N Asn Asparagin
Asparaginsaure P Pro Prolin
Glutaminsaure Q GIn Glutamin
Phenylalanin R Arg Arginin
Glycin S Ser Serin
Histidin T Thr Threonin
Isoleucin \Y, Val Valin
Lysin W Trp Tryptophan
Leucin Y Tyr Tyrosin

Leu

138



Danksagung

Danksagung

Ich danke Herrn Prof. Dr. Peter Schonheit fur dieetlassung des Themas, fur die gute
Betreuung und andauernde Forderung sowie die vielzaichen Diskussionen.

Frau Dr. Ulrike Johnsen danke ich fur die umfassammt geduldige Hilfe und Unterstitzung
in allen Belangen meiner Promotionszeit und diewfahrende Gesprachsbereitschaft beim
Verfassen dieser Arbeit.

Herrn Dr. Christopher Brasen danke ich fir die Wsttézung in den ersten zwei Jahren.

Frau Kerstin Lutter-Mohr danke ich fur die techhiscAssistenz bei der Klonierung und
Expression der ACRc ausP. furiosusund der Mutagenese der RaPCS1 sowie flr die gute
Zusammenarbeit in E28.

Frau Dr. Melanie Brocker vom Forschungszentrumchidianke ich fur die MALDI-TOF MS
Analyse delChloroflexusACD.

Herrn Dr. Oliver Lenz vom Institut fur Biologie/Mikbiologie der Humboldt-Universitat zu
Berlin danke ich fiir die Uberlassung der DNA \Ralstonia eutropha

Ich danke meinen Eltern herzlich fur die permanamtd liebevolle Unterstiitzung meines
Studiums und der Promotion.

Besonders danke ich meiner Frau Ann-Kathrin Schuhédiiir, dass sie einfach alles leichter
gemacht hat und immer da ist.

Nina Rottgardt und Thomas Fedderke danke ich ®ivaile Unterstiitzung bei der Fehlersu-
che.

Mein besonderer Dank gilt auch Julia, Andreas, Mpififom, Angelika, Holger und Dagmar
sowie allen anderen Mitarbeitern des IfaM fur dirglange angenehme und kollegiale Zu-

sammenarbeit.

139



Lebenslauf

Lebenslauf

Name: Marcel Clemens Schmidt
Geb. am: 01. Oktober 1979
Geburtsort: Rheinfelden/Baden
Nationalitét: deutsch

Wohnort: Kiel

Schule:

1986 — 1990 Grundschule

1990 - 1999 Gymnasium
06/1999 Abitur

Studium:

10.2000 — 07.2007 Studium der Biologie an der @iarisAlbrechts-Universitat zu Kiel

04.2006 Diplomprufung in den Fachern Mikrobiologtethropologie und Rechtsmedizin

06.2006 — 05.2007 Experimentelle Diplomarbeit astitat fur allgemeine Mikrobiologie der CAU zu Kiel
in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Peter Sttt mit dem Thema ,ADP-
bildende Acyl-CoA Synthetasen in Archaea und Ba&tdsntersuchungen zum Reakti-
onsmechanismus der ACD aus dem Archagrococcus furiosusind Charakterisie-
rung der ACD aus dem BakteriuGhloroflexus aurantiacus

08.2007 Beginn der experimentellen Arbeiten zu \dwtiegenden Dissertation am Institut fur
allgemeine Mikrobiologie der CAU zu Kiel in der Astbsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Peter Schonheit

Berufsausbildung und Zivildienst:

07.1999 — 01.2000 Zivildienst: Mobile Soziale Dienbei der JUH Trier

02.2000 — 07.2000 Zivildienst: Behindertenfahrdiemsd Hausnotrufdienst bei der Johanniter-Unféthil
(JUH) Preetz

03.2001 - 07.2001 Ausbildung zum Rettungssanitater

11.2002 — 07.2005 Ausbildung zum Rettungsassistente

07.2005 Berufsanerkennung und Erlaubnis zum Fithee®Berufsbezeichnung Rettungsassistent

Berufliche und ehrenamtliche Tatigkeit:

12.2001 — 07.2005 Nebennamtlicher Dienst als Reg#semnitater beim Deutschen Roten Kreuz im Ret-
tungsdienst der Stadt Kiel

Seit 07.2005 Ehrenamtlicher Dienst als Rettungstesdi beim Deutschen Roten Kreuz im Rettungs-
dienst der Stadt Kiel

Seit 08.2007 Wissenschaftlicher Mitarbeiter amitasfir allgemeine Mikrobiologie der CAU zu
Kiel

Seit 11.2010 Projektleiter nach 83 GenTG der gémischen Anlage der Arbeitsgruppe von Herrn

Prof. Schénheit am Institut fur allgemeine Mikrabigie der CAU Kiel

140





