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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Haloferax volcanii ist eine aerobes Haloarchaeon, das auf verscleadeohlenstoffquellen,
wie z.B. Glucose oder Acetat, wachsen kamkh.volcanii baut Glucose Uber einen
semiphosphorylierenden Entner-Doudoroff-Weg (spEBg)\zu Pyruvat ab, wobei im letzten
Schritt eine Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (RGMyruvat durch eine Pyruvat-Kinase
(PK) postuliert, jedoch bisher nicht funktionellahgewiesen wurde. Auch sind die weitere
Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-Coenzym A (AcetgAl] sowie anaplerotische
Enzymreaktionen ifd. volcanii bisher nicht untersucht. Bei einem Wachstum Mool canii
auf Glucose wurde die Bildung von Acetat im Rahmeanes Overflow-Metabolismus
beschrieben. Dabei wird Acetyl-CoA durch eine ADRdNde Acetyl-CoA-Synthetase
(ACD) zu Acetat umgesetzt. Funktionelle Analysesheh noch aus. Der Acetat-Stoffwechsel
ist in H. volcanii noch nicht untersucht. Genomanalysen deuten déwauidassH. volcanii
Uber einen Acetat-Transporter verfugt. Weiterhimdsim Genom mehrere Gene fir putative
AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetasen (ACS) annofieie an der Aktivierung von Acetat
zu Acetyl-CoA beteiligt sein kdnnten. Bisher gilst i H. volcanii weder Untersuchungen
zum Acetat-Transport noch sind ACS-Enzyme charaiéet und eine funktionelle
Beteiligung gezeigt worden. I#. volcanii gibt es Hinweise auf die Beteiligung eines
Glyoxylatzyklus an der anaplerotischen Bildung vdxalacetat. Eine funktionelle
Beteiligung der Schlisselenzyme Isocitrat-Lyase whaat-Synthase am Wachstum auf
Acetat wurde noch nicht nachgewiesen. Auch sind Elieyme der Phosphoenolpyruvat
(PEP)-Synthese im Zuge der Gluconeogenese bistler umtersucht worden. Schliel3lich ist
nicht bekannt, olH. volcanii auf Dicarbonséduren wachsen kann und welche Enzyme

Energiestoffwechsel und in der Gluconeogeneseligtteind.

Daher sollten in der vorliegenden Arbeit bisherhhieintersuchte Schlisselenzyme des
Glucose- und Acetat-Stoffwechsels charakterisiestden. Au3erdem sollte das Wachstum
auf Succinat etabliert werden und die funktion8&teiligung von Enzymen gezeigt werden.
Dazu wurden Transkriptanalysen, biochemische Chanalerungen von beteiligten
Enzymen sowie Wachstumsexperimente mit entspreemeDdletionsmutanten durchgefuhrt.

Glucose-StoffwechselDer Nachweis der Glucose-spezifischen Induktios tlg die PK
kodierenden Gens und ein eingeschranktes WachstuinGlcose derApk-Mutante im
Vergleich zum Wildtyp zeigen eine funktionelle Begring der PK am spED-Weg. Eine
katabole Funktion der PEP-Synthetase (PEPS) imdS&té\bbau wurde ausgeschlossen. In

6



Zusammenfassung

Transkriptanalysen wurde gezeigt, dass die furltieereinheiten der Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase (POR) kodierendgorA- und porB-Gene cotranskribiert und Glucose-
spezifisch induziert werden. Das rekombinante Rroteurde als Heterotetramen;f,)
charakterisiert und katalysierte die Methylviolog@rhangige Umsetzung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA. EineporAB-Depletionsmutante zeigte kein Wachstum auf GlucogkPyruvat,
was fur eine essentielle Funktion der POR im Glaedkbau spricht. Dies ist der erste
Nachweis einer essentiellen Funktion der POR inRi@mane der Archaea. Fur die PEP-
Carboxylase (PEPC) wurde eine Glucose-spezifisatauktion des kodierenden Gens
gezeigt. Das rekombinante Enzym katalysierte didb@glierung von Phosphoenolpyruvat
zu Oxalacetat. Eine PEPC-Deletionsmutante war nickier Lage auf Glucose zu wachsen.
Diese Ergebnisse zeigen eine essentielle Betedigier PEPC am Glucose-Abbau. Eine
Aacd-Mutante zeigte in Wachstumsexperimenten auf GliamsVergleich zum Wildtyp eine
um 64 % reduzierte Acetat-Bildung. Durch eindrans Komplementation mit deracd-Gen
wurde die Bildung von Acetat wiederhergestellt. ist der erste funktionelle Nachweis der
Beteiligung einer ACD an der Bildung von Acetat &isicose im Rahmen eines Overflow-

Metabolismus.

Acetat-Stoffwechsel. Es wurde ein Operon, das fur einen Acetat-Trarispoder
sodiumysolute-symporter Proteinfamilie (SSF-Familie) und eine ACS kodiedgntifiziert und
eine Acetat-spezifische Induktion der Transkriptibestgestellt. Zellsuspensionen von
H. volcanii katalysierten die Aufnahme von Acetat mit einenpapnten k-Wert von
24,6 UM und einer maximalen Rate von 1,9 nmofmmgn™. In einer SSF-Transporter-
Deletionsmutante war nur eine geringe Aufnahme(@i&8 nmol mg min™) in die Zellen
detektierbar. Durch einantrans Komplementation mit dem Wildtypgen wurde die
Aufnahmerate wiederhergestellt. Dies ist der efsigktionelle Nachweis eines Acetat-
Transporters in der Doméne der Archaea. Aus Agetatachsenen Zellen wurde die ACS
gereinigt, charakterisiert und als ACS2 identifizieDie Acetat-spezifische Induktion des
kodierenden Gens wurde nachgewiesen. R@es2-Mutante wuchs unverandert auf Acetat,
was fur eine Ersetzbarkeit durch paraloge ACS-Emzgpricht. Drei weitere ACS wurden
homolog Uberexprimiert und charakterisiert. Die kiimnelle Beteiligung der paralogen
ACS7 und der ACS2 am Acetat-Stoffwechsel wurde mibher Doppelmutante in
Wachstumsexperimenten nachgewiesen. Das eingekthriachstum spricht dafir, dass
die ACS2 und die ACS7 durch weitere paraloge AGtionell ersetzt werden konnen. Eine
Isocitrat-Lyase-Deletionsmutante konnte nicht aufetat wachsen, was zeigt, dass die

Funktion des Glyoxylatzyklus essentiell fur ein Wsitim vonH. volcanii ist. Die anabole
7



Zusammenfassung

Synthese von PEP aus Intermediaten des Glyoxylatzykurde untersucht. Zwei paraloge
Malat-Enzyme wurden homolog tberexprimiert und aktrisiert. Das rekombinante Malat-
Enzym 1 katalysierte die Umsetzung von Malat zwkgt. In Wachstumsexperimenten auf
Acetat wurde mit Deletionsmutanten eine essentiéllenktion beider Malat-Enzyme
nachgewiesen, wobei sich die paralogen Enzyme gegenfunktionell ersetzen kénnen. Die
anschlieBende gluconeogenetische Umsetzung vonvd&yrmu PEP wird durch die
Phosphoenolpyruvat-Synthetase  katalysiert. In  \Waaohsexperimenten mit einer
Deletionsmutante wurde die essentielle Funktion BFIEPS fur ein Wachstum auf Acetat

nachgewiesen.

Succinat-Stoffwechsel.In der Domé&ne der Archaea wurde erstmals ein Wachsauf
Dicarbonsauren untersuclh. volcanii kann Succinat, jedoch nicht Malat, als Energied un
Kohlenstoffquelle nutzen. Die essentielle Beteitiguler Malat-Enzyme und der PEPS an der

Gluconeogenese sowie der POR an der Synthese \aiglAZA wurde nachgewiesen.



Zusammenfassung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisie Enzyme des Glucose-, Acetat- und

Succinat-Stoffwechsels vdth. volcanii sind in Abbildung 1 zusammengefasst.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des GlucoseéAcetat- und Succinat-Stoffwechsels ifd. volcanii. Im
Rahmen dieser Arbeit untersuchte Reaktionen desoSé4 (griin), Acetat- (rot) und Succinat-Stoffwexdts
(blau) sind farbig hervorgehobea-KG, a-Ketoglutarat; ACD, ADP-bildende Acetyl-Coenzym Arhetase;
ACS, AMP-bildende Acetyl-Coenzym A Synthetase; Cd2genzym A; F¢, Ferredoxin (oxidiert); Fegl
Ferredoxin (reduziert); ICL, Isocitrat-Lyase; PERmhosphoenolpyruvat; PEPC, Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase; PEPS, Phosphoenolpyruvat-Synthetasd€; Pyruvat-Kinase; POR, Pyruvat-Ferredoxin-

Oxidoreduktase; spED-Weg, semiphosphorylierenderVisty; SSF, Acetat-Transporter dsodium-solute-
symporter Familie.



Summary

2 Summary

Haloferax volcanii is an aerobic haloarchaeon that can grow on diveasbon sources such
as sugars or acetate. Glucose is degraded to pgranea the semiphosphorylative Entner-
Doudoroff (spED) pathway. It has been postulatedt tipyruvate is formed from
phosphoenolpyruvate (PEP) by a pyruvate kinase {RKhe last step of this pathway, but
experimental evidence is still missing. Further yenegs of H. volcanii catalyzing the
conversion of pyruvate to acetyl-coenzyme A (ac€yh) and of anaplerotic reactions have
not been identified. Furthermore it has been regothat acetate is formed during aerobic
growth on glucose as part of an overflow metabalighm ADP-forming acetyl-CoA
synthetase (ACD) was proposed to catalyze formatibracetate from acetyl-CoA, but
functional analyses are still missing. Moreover thetabolic pathways dfi. volcanii during
growth on acetate are unknown. Genomic analysegestighe presence of an acetate
transporter and of nine genes encoding putative AdiRing acetyl-CoA synthetase (ACS)
likely to be involved in the activation of acetdteacetyl-CoA. Further studies suggest the
function of a glyoxylate cycle iRl. volcanii during growth on acetate, but arvivo evidence

of a functional involvement of the key enzymescisate lyase and malate synthase is still
missing. Enzymes irH. volcanii catalyzing the gluconeogenetic formation of PE&mfr
intermediates of the glyoxylate cycle have not besralyzed yet. Also growth and

metabolism oH. volcanii on dicarboxylates have not been investigated yet.

In the present study the key enzymes of glucoseetate- and succinate metabolism of
H.volcanii were identified and characterized. Transcript ysed, biochemical
characterizations of enzymes and growth studiel thié respective deletion mutants were

performed.

Glucose-metabolism.The glucose-specific induction of thgk-gene and a significantly
reduced growth of thapk-mutant on glucose prove the functional involvemainPK in the
SpED pathway. A glycolytic function of PEP-syntlestezhas been ruled out. Transcriptional
analyses revealed a cotranscription of {h@A- and porB-genes encoding pyruvate-
ferredoxin oxidoreductase (POR) during glycolytrowth. The recombinant POR has been
shown to be heterotetrameric enzym®fpf) catalyzing the methylviologen-dependent
formation of acetyl-CoA from pyruvate. porAB-depletion mutant was unable to grow on
glucose and pyruvate indicating the essential fancbf the POR during growth these

substrates. This is the first proof of an essefwiattion of a POR in the domain of archaea.
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Summary

Transcription of the gene encoding PEP-carboxy{BR&PC) has been shown to be glucose-
specific and the recombinant enzyme catalyzed #nboxylation of PEP to oxaloacetate. A
PEPC-deletion mutant was unable to grow on glucbBsging aerobic growth of aacd-
mutant on glucose the amount of acetate formeddeasased by 64 % as compared to the
wild type. Acetate formation in theAacd-mutant was restored upon aimtrans
complementation with the wild type gene. This is fiist proof of a functional involvement
of an ACD in acetate formation from glucose as p&gn overflow metabolism.

Acetate-metabolism. An operon encoding an acetate transporter of t@ium-solute-
symporter (SSF) family and an ACS has been idedtiitnd shown to be induced during
growth on acetate. Cell suspensionsHofvolcanii catalyzed the uptake of acetate with a
Km-value of 24,6 uM and a maximum uptake rate of nbj®l mg* min™. In transport
experiments with a SSF-transporter deletion mutaetuptake rate was significantly reduced
(0,18 nmol mg min®). The acetate uptake rate was restored upon imtrans
complementation with the wild type gene. This is fiist functional evidence of an acetate-
transporter in the domain of archaea. An ACS-enzwae purified from acetate-grown cells,
biochemically characterized and identified as ACSBwth of theAacs2-mutant on acetate
was unaffected indicating a functional replacemsnparalogues enzymes. Three additional
ACS-enzymes oH. volcanii have been overexpressed and biochemically chazede The
functional involvement of ACS7 and ACS2 in acetatetabolism has been proven with a
double mutant. However reduced growth of this deubutant on acetate implies a functional
replacement by other paralogues ACS. The essdnimition of the glyoxylate cycle in
H. volcanii has been demonstrated with an isocitrate lyasetidel mutant being unable to
grow on acetate. The anabolic synthesis of PEP inbenmediates of the glyoxylate cycle has
been investigated. Two paralogues malic enzymese haeen overexpressed and
biochemically characterized. The recombinant malitzyme 1 catalyzed the NADP
dependent decarboxylation of malate to pyruvatew®r experiments with deletion mutants
revealed an essential function of both malic enzyméich were capable of substituting each
other. The formation of PEP from pyruvate is caaty by PEP-synthetase. Growth

experiments with a deletion mutant on acetate teden essential function of PEPS.

Succinate-metabolism.In the present study growth on dicarboxylates masstigated for
the first time in the domain of the archaéh.volcanii can grow on succinate, but not on
malate. The essential involvement of malic enzymé$EPS and of POR in the succinate-

metabolism has been proven with the respectivdidelenutants.
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Einleitung

3 Einleitung

Der Stammbaum des Lebens basiert auf 16S und 188-Ahalysen und gliedert sich in die
drei Domanen der Archaea, Bacteria und Eukarya i{éinhg 2) (Woese 1987; Woese et al.
1990). Organismen aus der Doméane der Archaea weisemlekularer und biochemischer
Hinsicht sowohl einige Unterschiede als auch Gesasnkeiten zu denen aus Bacteria und
Eukarya auf. Sie sind ebenso wie die Bacteria Pyoken, d. h. sie besitzen keinen echten
Zellkern und keine Organellen. Eukaryoten hingegied ein- oder mehrzellige Lebewesen,
deren Zellen von Membranen umschlossene Zellkerm& Mitochondrien besitzen. In
pflanzlichen Zellen sind auf3erdem Plastiden voreandDie Cytoplasmamembran der
Archaea ist aus Di- oder Tetraetherlipiden aufggba#@hrend jene der Bacteria und Eukarya
aus Glycerin-Fettsaure-Ester-Lipiden besteht (Lartjwy und Pond 1986; De Rosa und
Gambacorta 1988). Neben der Cytoplasmamembransehtgdet sich auch die Zellwand der
Archaea von jener der Bacteria. Sie besteht night\urein, sondern setzt sich hauptséchlich
aus Proteinen, Glykoproteinen und Polysaccharidesammmen (Albers und Meyer 2011).
Wahrend der basale Transkriptionsapparat und diaslation von Archaea jenen Prozessen
in Eukarya ahneln, ist die Transkriptionsregulationit jener der Bacteria vergleichbar
(Londei 2007; Thomm 2007).

Die meisten Archaea besiedeln Lebensraume mit hdkemperaturen, niedrigen pH-Werten
oder sehr hohen Salzkonzentrationen und sind ase dengepasst. Hyperthermophile
Organismen wachsen optimal bei Temperaturen Gb&€8ihd gelten aufgrund der Tatsache,
dass sie die fruhen Verzweigungen im Stammbaum Leééens bilden, als urspringlich
(Abbildung 2). In der Doméane der Bacteria sind wanige hyperthermophile Organismen

bekannt und bilden die Ordnungen der Aquificaled der Thermotogales.
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Eukarya

-
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Bacteria
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Abbildung 2 Phylogenetischer Stammbaum des Leben¥erzweigungsgrad und -langen basieren auf 16S-
bzw. 18S-rRNA-Sequenzvergleichen (schematisch ifédbese et al. 1990; Huber et al. 2002; Stetter 2006
modifiziert). Hyperthermophile Organismen sind durdicke Linien dargestellt. In dieser Arbeit wurden
Untersuchungen mit dem halophilen Archaétahoferax volcanii durchgefihrt.

Die meisten Archaea gehoren zu den seit langemnbéda Phyla der Euryarchaeota und
Crenarchaeota (Woese et al. 1990). Erst in deteletiahren wurden archaeelle Organismen
identifiziert, welche die Phyla der Kor- und Nandaeota bilden (Barns et al. 1996; Huber et
al. 2002). Zu den Crenarchaeota gehdren u. A. dyperthermophilen Ordnungen
Thermoproteales, mit Vertretern wie zum Beispighdmnaerobeiher moproteus tenax oder
dem microaerophilen Pyrobaculum aerophilum, sowie die Desulfurococcales wie
beispielsweisederopyrum pernix oder Desulfurococcus sp. (Zillig et al. 1982; Huber et al.
2006; Huber und Stetter 2006). Ebenfalls zu dem&umhaeota gehdren thermoacidophile,
aerobe Organismen der Ordnung Sulfolobales wie Bespiel Sulfolobus solfataricus,
welche in sauren Lebensrdumen wie heil3en, vulkaais®uellen mit einem pH-Wert von
2 bis 4 leben (Kletzin 2007).

Die Lebensweise von Organismen der Euryarchaeotaséhr divers. Neben den
hyperthermophilen, anaeroben Ordnungen wie z. B @leermococcales mit bekannten

Vertretern wieThermococcus kodakarensis oderPyrococcus furiosus sind auch thermophile
13
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und mesophile Organismen zu finden. Methanogeng sinkt anaerobe Organismen, wie
z. B. Methanothermobacter thermautotrophicus oderMethanosarcina mazei, die H und CQ
oder einige auch Acetat zu Methan umsetzen. Themaoghile Organismen der
Thermoplasmatales hingegen, wie zum Beisplierophilus torridus, wachsen aerob bei
Temperaturen von ca. 60 °C und einem optimalen p#itWon 0,7 (Schleper et al. 1995a;
Schleper et al. 1995b). Zu den Euryarchaeota gehih die grol3e Gruppe der aeroben
Halobacteria mit Vertretern wie z. Bdaloferax volcanii, Haloarcula marismortui und
Halobacterium salinarum. Sie sind an Lebensrdume mit sehr hohen Salzktiatiemen von

1 bis 5 M Natriumchlorid, wie z. B. das Tote Meandere Salzseen oder Salinen, angepasst.
Um zu verhindern, dass der Zelle durch die osmiodidt/irkung des Salzes Wasser entzogen
wird, akkumulieren Haloarchaea intrazellular hohenkentrationen Kaliumchlorid (Oren
2002; Oren 2013). Proteine dieser Organismen sind d&e hohen intrazellularen
Kaliumchlorid-Konzentrationen angepasst, indem siehmehrt saure Aminosauren an der
Oberflache der Proteine befinden, deren negativadggle Seitenketten eine stabile
Hydrathulle ausbilden und ein Ausféllen verhindé@ennis und Shimmin 1997; Danson und
Hough 1998). Viele halophile Archaea kénnen chemaooheterotroph mit Kohlenhydraten,
Acetat oder Aminosauren als Kohlenstoff- und Eremgelle wachsen (Siebers und Schénheit
2005; Sato und Atomi 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zhliSselenzymen des zentralen
Kohlenstoffwechsels mit dem halophilen ModellorgamiisH. volcanii durchgefuhrt und die
Ergebnisse mit bereits charakterisierten Stoffwelshsgen aus Archaea und Bacteria
verglichen.H. volcanii wurde 1975 aus dem Toten Meer isoliert (Mullakiehund Larsen
1975). Die optimale Salzkonzentration fir das Waahs liegt bei 1,7 bis 2,5M
Natriumchlorid und ein Wachstum ist auf organisckalenstoffquellen wie Glucose oder
Acetat sowohl aerob mit Sauerstoff als Elektroneegkor als auch anaerob durch eine
Nitratatmung moglich. Das Genom ist vollstandig wsgiert und es wurden Systeme zur
Konstruktion von Deletionsmutanten etabliert (Adleand Mevarech 2005; Hartman et al.
2010; Gabel et al. 2013). AufRerdem ermdglicht eiableertes System die homologe
Uberexpression von Proteinen (Allers 2010). Di¢drisbesondere deshalb von Bedeutung,
weil halophile Proteine nach heterologer ExpressipnB. in E. coli, aggregieren und

zeitaufwendig entfaltet und rtickgefaltet werden seins

14



Einleitung

3.1 Glucose-Stoffwechsel

Es ist lange bekannt, dass Organismen aus der Dod&mBacteria Glucose entweder Uber
einen klassischen Embden-Meyerhof (EM)- oder eiklassischen Entner-Doudoroff (ED)-
Weg zu Pyruvat abbauen. Auch in Archaea wird derbaib von Kohlenhydraten,
insbesondere Glucose, intensiv untersucht. Esitlatgezeigt, dass Glucose nicht tber die
klassischen EM- oder ED-Wege, sondern Uber modifeiVarianten dieser Wege abgebaut
wird, in denen eine Vielzahl neuartiger Enzyme tdemert und charakterisiert wurden
(Siebers und Schonheit 2005; Brasen et al. 2014). kdnnten insbesondere in
hyperthermophilen Vertretern der Thermococcalese wi B. Pyrococcus furiosus oder
Thermococcus kodakarensis, modifizierte EM-Wege identifiziert werden, an éen
ADP-abhangige Gluco- und Phosphofructo-Kinaseniligitsind. Die Analyse dieser Wege
ergab, dass unter anderem die Kinasen und Isonmezasanderen Proteinfamilien gehoren
als die bis dahin bekannten Enzyme der BacteriachAwird die Umsetzung von
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 3-Phosphogatd@PG), die in klassischen EM- oder
ED-Wegen von einer GAP-Dehydrogenase (GAP-DH) umgrePhosphoglycerat-Kinase
katalysiert wird, in hyperthermophilen Archaea dusine GAP-Ferredoxin-Oxidoreduktase
(GAPOR) katalysiert (Mukund und Adams 1995). Finohe thermoacidophile und halophile
Archaea wurde ein Abbau von Glucose Uuber verschedenodifizierte ED-Wege
nachgewiesen (Ahmed et al. 2005; Reher et al. 2030tter et al. 2016). Das
thermoacidophile EuryarchaeoRicrophilus torridus baut Glucose Uuber einen nicht-
phosphorylierenden ED (npED)-Weg ab, wéhrend fis theermoacidophile Crenarchaeon
Sulfolobus solfataricus ein verzweigter ED-Weg nachgewiesen wurde (Ahmtedl.e2005;
Lamble et al. 2005; Reher et al. 2010). In halaghiArchaea hingegen wird Glucose Uber
einen semiphosphorylierenden ED (SpED)-Weg zu Ryralsgebaut (Abbildung 3) (Sutter et
al. 2016). In diesem Weg katalysiert eine Glucoséndrogenase die Oxidation von Glucose
zu Gluconat, welches anschlieRend durch eine Ghidoehydratase zu 2-Keto-
3-Desoxygluconat (KDG) umgesetzt wird. Im spED-Wégdet im Vergleich zum
klassischen ED-Weg aus Bacteria eine Phosphoryliedes Substrates erst auf der Stufe der
Umsetzung von KDG zu 2-Keto-3-Desoxy-6-PhosphogiatKDPG) statt, welche durch
eine KDG-Kinase katalysiert wird. Die KDPG-Aldolaspaltet anschlieRend KDPG zu
Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP), wedcim Anschluss durch die klassischen

Enzyme eines ED-Weges zu einem weiteren Molekilrygrabgebaut wird.
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Glucose

NADP*
1)
NADPH + H*
Gluconolakton

(2) HZO

Gluconat

€) L
H,0
ATP
4 K
ADP

KDPG

® /\

Pyruvat GAP

(6-9) i

PEP
ADP
ATP
Pyruvat
Abbildung 3 Postulierter Glucose-Abbau tber einen emiphosphorylierenden Entner-Doudoroff-Weg in
Haloferax volcanii. (1) Glucose-Dehydrogenase, (2) putative Laktong®eGluconat-Dehydratase, (4) 2-Keto-
3-Desoxygluconat-Kinase, (5) 2-Keto-3-Desoxy-6-Rimgjluconat-Aldolase, (6) Glycerinaldehyd-3-Phospha

Dehydrogenase, (7) 3-Phosphoglycerat-Kinase, (85tioglycerat-Mutase, (9) Enolase. Die im Rahmesati
Arbeit untersuchte Pyruvat-Kinase (PK) ist hervina®en. Modifiziert nach (Sutter et al. 2016).

Kirzlich wurde die Pyruvat-Kinase (PK), die Hh volcanii im letzten Schritt des spED-
Weges die Umsetzung von Phosphoenolpyruvat (PEP)Pywvat katalysiert, in der
AG Schonheit biochemisch charakterisiert. Eine itlietde Analyse der Transkription des

pk-Gens sowie des Wachstumsphanotyps eifggk-Mutante wurden bisher noch nicht

durchgefuhrt.
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Die weitere Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoenZyrfAcetyl-CoA) ist in H. volcanii
bisher ebenfalls nicht untersucht. In Bacteria Wfukarya wird Pyruvat unter aeroben
Wachstumsbedingungen durch den Pyruvat-Dehydrogefd3H)-Komplex zu Acetyl-CoA
umgesetzt (Abbildung 4). In strikt anaeroben Baaterie z. B.Clostridium acetobutylicum
oder Desulfovibrio piger wird die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat Aaetyl-CoA
durch die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (PO&alysiert (Abbildung 4) (Meinecke et
al. 1989; Kushkevych 2015)

AerobeBacteria Anaerobe Bacteria Aerobeund
anaerobeArchaea

Pyruvat Pyruvat Pyruvat

[ CoA + NAD* [ COA + Fd, [ COA + Fd,
PDH-Komplex POR POR
CO, + NADH + H* CO, + Fdgq CO, + Fdeq
v v v
Acetyl-CoA Acetyl-CoA Acetyl-CoA

Abbildung 4 Schematische Darstellung ausgewahlter izyme in aeroben und anaeroben Bacteria und
Archaea, die eine Umsetzung von Pyruvat zu Acetyld&nzym A katalysieren.Es ist zu beachten, dass ein
oder zwei Molekule Ferredoxin als Elektronenakzeptenen kdnnen (Martinez-Espinosa et al. 2003k Baal.
2006). Acetyl-CoA, Acetyl-Coenzym A; CoA, Coenzym Ad,,, Ferredoxin (oxidiert); Fgy Ferredoxin
(reduziert); PDH-Komplex, Pyruvat-Dehydrogenase-itax; POR, Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase.

In der Doméne der Archaea wird Pyruvat in allerhéisuntersuchten aeroben Organismen,
wie z. B. S solfataricus und P. aerophilum, und auch anaeroben Organismen, wie z. B.
P. furiosus und Thermococcus guaymasensis, mittels einer POR zu Acetyl-CoA umgesetzt,
wobei ein oder zwei Molekile Ferredoxin als Elekttnakzeptor dienen (Abbildung 4)
(Blamey und Adams 1993; Blamey und Adams 1994; MeztEspinosa et al. 2003; Siebers
und Schonheit 2005; Park et al. 2006; Eram etCGill42 Auch in dem aeroben Haloarchaeon
Halobacterium salinarum wurde eine POR identifiziert und charakterisigferscher und
Oesterhelt 1981a; Plaga et al. 1992).Hnvolcanii liegen keine Untersuchungen zu der
Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA vor. Der fuokille Nachweis einer Beteiligung der
POR ist insbesondere deshalb von Bedeutung, daeinoi@ vonH. volcanii auch die Gene
fur einen putativen PDH-Komplex annotiert sind.
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Acetyl-CoA wird unter aeroben Bedingungen in Eulkaracteria und Archaea uUber die
Enzyme des Citratzyklus vollstandig zu £@nd HO oxidiert (Danson et al. 2007). Dabei
werden Reduktionséquivalente gebildet und diestemAtmungskette fur die ATP-Synthese
genutzt. Da Intermediate des Citratzyklus auchSalbstrate fur die Biosynthese von z. B.
Aminosauren dienen, muss durch anaplerotische Reaki Oxalacetat gebildet werden,
damit der Citratzyklus nicht zum Erliegen kommt (@wet al. 2002). In Bacteria erfolgt die
anaplerotische Bildung von Oxalacetat bei einem Mfaon auf Glucose entweder durch eine
Pyruvat-Carboxylase (PC), welche die ATP- und Biocaat-abhangige Carboxylierung von
Pyruvat katalysiert, oder durch eine PEP-Carboeyl@EPC), welche die Bicarbonat-
abhangige Carboxylierung von PEP katalysiert (Saner Eikmanns 2005). Sowohl PCs als
auch PEPCs sind sowohl in aeroben als auch in a@oaerOrganismen aller drei Doméanen
identifiziert und charakterisiert worden (Matsumetal. 2006; Jitrapakdee et al. 2008). Auch
in anaeroben Organismen, die nicht Uber einen ¢essdnen Citratzyklus verfligen,
katalysieren diese Enzyme die Bildung von Oxaldcetgelches flr die Synthese von
Aminosauren der Aspartatfamilie essentiell ist. Ef@ynthese von Oxalacetat durch PCs
wurde zum Beispiel in dem BacteriuGorynebacterium glutamicum und in dem Eukaryoten
Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Jitrapakdee und Wallace 1999; Mareh €002). In
Archaea wurden PCs bisher nur in anaeroben Metlegreogidentifiziert und charakterisiert
(Jitrapakdee et al. 2008). PEPCs wurden in der Dender Bacteria z. B. aus coli, C.
glutamicum und Clostridium perfringens charakterisiert (Teraoka et al. 1972; Dharmarajfan
al. 2009; Dharmarajan et al. 2011; Chen et al. R0R#her wurden PEPCs in der Domane
der Archaea aus wenigen Organismen wie z.8ilfolobus solfataricus und
Methanothermobacter thermautotrophicus identifiziert und charakterisiert (Ettema et al.
2004; Patel et al. 2004). In Haloarchaea, so andH. volcanii, wurden PCs oder PEPCs

bisher nicht identifiziert.

Viele Bacteria, wie z. BE. coli setzen Zucker unter anaeroben Wachstumsbedingungen
unterschiedlichen Garungsprozessen vor allem zueBSawie Acetat oder Laktat als
Fermentationsprodukte um. Fi#. coli wurde jedoch auch gezeigt, dass unter aeroben
Bedingungen bei Wachstum auf Glucose signifikanenden Acetat gebildet werden (Wolfe
2005). Dieser sogenannte Overflow-Metabolismus wadurch erklart, dass die Umsatzrate
der Glykolyse hoher ist als die Rate der anschitid8e Oxidation von Acetyl-CoA Uber den
Citratzyklus. In allen bisher untersuchten Bactdwdalysieren eine Phosphotransacetylase
(PTA) und eine Acetat-Kinase (AK) die Umsetzung véwetyl-CoA zu Acetat als
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Fermentationsprodukt oder auch als Produkt einesrflow-Metabolismus (Abbildung 5)
(Decker et al. 1970; Thauer et al. 1977; Gottscli®I86; Schafer et al. 1993). Dabei wird
ATP Uber den Mechanismus der Substratstufen-Phogmrang gebildet.

Bacteria Archaea
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
PI
PTA a
CoA 4/
v ADP +PR
Acetyl-P ACD C
CoA 4/ ATP
ADP
AK C
ATP
v v
Acetat Acetat

Abbildung 5 Acetat-bildende Enzymreaktionen in Bacéria und Archaea. Bakterieller Mechanismus (links)
Uber eine Phosphotransacetylase (PTA) und eineafB@tase (AK). Archaeller Mechanismus (rechts) ribe
eine ADP-bildende Acetyl-Coenzym A Synthetase (ACADetyl-P, Acetyl-Phosphat; CoA, Coenzym A.

Auch in der Doméane der Archaea fermentieren anae8p®ezies, wie z. B2. furiosus oder
Thermococcus kodakarensis, Zucker zu Acetat. Dabei wurde gezeigt, dass Acetht durch
die beiden aus Bacteria bekannten Enzyme PTA undi@ldet wird, sondern durch nur ein
Enzym, die ADP-bildende Acetyl-CoA-Synthetase (ACDAbbildung 5). Diese
ungewohnliche Synthetase katalysiert die ADP undspPhat-abhangige Umsetzung von
Acetyl-CoA zu Acetat, ATP und Coenzym A. Die ACD nda in allen bisher untersuchten
Acetat-bildenden Archaea nachgewiesen (Schafer l.et1@93). Kirzlich wurden der
Reaktionsmechanismus und die Struktur des Enzyfgeldért (Brasen et al. 2008; Weilie et
al. 2016).

Auch fur aerobe Haloarchaea wurde, wie fur Bacteeakannt, eine Bildung von Acetat bei
einem aeroben Wachstum auf Glucose im Rahmen @wedlow-Metabolismus beschrieben
(Kuprat 2011; Brasen et al. 2014). Aus Glucose-g&s@nen Zellen voilla. marismortui
wurde eine ACD gereinigt und charakterisiert (Brasand Schonheit 2004b). In
Vorversuchen wurde auch fiil. volcanii eine Acetat-Bildung bei einem Wachstum auf
Glucose nachgewiesen und die rekombinante ACD @asemh Organismus charakterisiert
(Kuprat 2011). Der Nachweis einer funktionellen @lgung einer ACD an der Acetat-
Bildung wurde in Haloarchaea bisher nicht erbracht.

19



Einleitung

3.2 Acetat-Stoffwechsel

Acetat ist nicht nur ein haufiges Produkt von Fartagonsprozessen oder eines Overflow-
Metabolismus sondern kann als Substrat fir dend¢éitanus und Anabolismus von Bacteria
und Eukarya genutzt werden (Thauer 1988b). Acstatine schwache Saure (K 4,8), die
bei pH-Werten grol3er als 6,8 zu 99 % als dissdeseAnion vorliegt. Unter der Annahme
von geringen Acetat-Konzentrationen in naturlichibitaten ist daher ein Transport Gber die
Cytoplasmamembran notwendig. Dennoch wurde ein spam von Acetat bisher nur in
wenigen Bacteria, wie z. . coli und C. glutamicum untersucht, wobei Acetat-Transporter
der sodium:solute-symporter (SSF}Proteinfamilie (TC 2.A.21) nachgewiesen wurden
(Gimenez et al. 2003; Jolkver et al. 2009). Nebestdthen dieser Familie wurden z. B. in
den Eukaryotermspergillus nidulans und Saccharomyces cerevisiae sowie auch inE. coli
Transporter delacetate uptake transporter (AceTr)-Familie (TC 2.A.96) beschrieben, die
ebenfalls einen Transport von Acetat katalysiei®oafes-Silva et al. 2003; Robellet et al.
2008; Sa-Pessoa et al. 2013). In der Domane ddra@echingegen wurde ein Transport von

Acetat bisher nicht nachgewiesen.

Die Aktivierung von Acetat wird in den meisten Baga wie z. B.Bacillus subtilis oder
E. coli und in Eukaryoten wie Pflanzen, Pilzen oder auem dviensch durch die AMP-
bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS) katalysierblgddung 6) (Connerton et al. 1990;
Roughan und Ohlrogge 1994; Yoshii et al. 2015). A&Ryme katalysieren die ATP- und
Coenzym A-abhangige Umsetzung von Acetat zu Adeosh, AMP und Pyrophosphat. Fur
E. coli wurde gezeigt, dass die ACS nur bei geringen Ad&bazentrationen funktionell ist
(Kumari et al. 1995; Wolfe 2005). Bei einer hohecefat-Konzentration findet dagegen eine
Aktivierung Uber die Enzyme AK und PTA statt (Alhihg 6). In den Bacteria
Corynebacterium glutamicum und Azotobacter vinelandii hingegen wird die Aktivierung von
Acetat ausschlie3lich durch die Enzyme AK und PT&akysiert (Tauchert et al. 1990;
Reinscheid et al. 1999). Nur in wenigen Bacteriadeueine Aktivierung von Acetat durch
Succinyl-CoA:Acetat CoA-Transferasen gezeigt (Thaiel. 1989).
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Acetat Acetat
ATP
AK F
ADP
CoA ATP
Acetyl-P ACS \(
AMP + PP
CoA
PTA ‘f
Pi
v
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
Bacteria: E. coli *1 Eukarya: Homo sapiens
Corynebacterium Bacteria: E. coli *2
Azotobacter Bacillus
Archaea: Methanosarcina Archaea: Methanosaeta

Abbildung 6 Mechanismen der Aktivierung von Acetatzu Acetyl-CoA. Zweistufiger Mechanismus (links)
Uber Acetat-Kinase (AK) und Phosphotransacetyl®3eA]j. Einstufiger Mechanismus (rechts) tber eine AM
bildende Acetyl-CoA Synthetase (ACS)® bei hohen Acetat-Konzentrationen? bei niedrigen Acetat-
Konzentrationen. Acetyl-P, Acetyl-Phosphat; CoAe@nym A.

In der Doméane der Archaea ist ein Wachstum auf &deisher nur fir wenige anaerobe
Methanogene, wie z. BMethanosarcina sp. oder Methanosaeta consilii, und die aeroben,
halophilen ArchaeaHa. marismortui und H. volcanii beschrieben (Brdsen und Schonheit
2001; Ferry und Kastead 2007; Kuprat 2011). Wahweoetat inMethanosarcina sp. durch
die Enzyme AK und PTA aktiviert wird, katalysiert Methanosaeta consilii eine ACS die
Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA (Abbildung @frerry 1997; Smith und Ingram-Smith
2007). Im Genom vorHa. marismortui sind funf Gene annotiert, die fur putative ACS-
Enzyme kodieren. Eine ACS aus diesem Haloarchaaoxdengereinigt und charakterisiert
(Brésen und Schonheit 2005). Eine Analyse der fankten Beteiligung des Enzyms anhand
von Wachstumsexperimenten mit einer Deletionsmatasttnicht erfolgt. Auch im Genom
von H. volcanii sind neun Gene flr putative ACS-Enzyme annotohd, Aktivierung von

Acetat wurde in diesem Organismus bisher aber nictersucht.

Nach der Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA wirdieses Uber den Citratzyklus
vollstandig zu CQ oxidiert, wobei die Reduktionsaquivalente in déméngskette fur eine

ATP-Synthese genutzt werden (Thauer 1988a). Diernmtdiate dieses Zyklus dienen bei
einem Wachstum auf Acetat auch als Substrate giBtbhsynthese von z. B. Aminoséuren
und fur eine Gluconeogenese. In den meisten aerdazateria wird daher bei einem
Wachstum auf Acetat der Glyoxylatzyklus als anagilsche Reaktionssequenz induziert.

Dabei wird Isocitrat durch eine Isocitrat-Lyase l[()an Succinat und Glyoxylat gespalten und
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anschlieBend folgt die Kondensation von Glyoxyldtt Atetyl-CoA zu Malat, welche durch
eine Malat-Synthase (MS) katalysiert wird (Abbildun) (Ensign 2006; Ensign 2011).

» PEP
ADP+ CO,
PEPCK D AMP +PR
ATP PEPS
ATP
» Pyruvat

NAD(P)H

(vamrame) )
Acetyl-COA 4—————— — Acetat

NA(D)P*

- Oxalacetat Citrat
Acetyl-CoA
— Malat Isocitrat
X Glyoxylat
Fumarat
Succinat

Abbildung 7 Schematische Darstellung der Reaktionendes Glyoxylatzyklus und der Enzyme der
Gluconeogenese bei einem Wachstum vdh coli auf Acetat. Es sind ausschlie3lich die charakteristischen
Enzyme des Glyoxylatzyklus und der Gluconeogenesaint. Acetyl-CoA, Acetyl-Coenzym A; ICL, Isocitra
Lyase; MS, Malat-Synthase; PEP, PhosphoenolpyriRBPCK, Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase; PEPS,
Phosphoenolpyruvat-Synthetase.

In der Doméane der Archaea wurde der Glyoxylatzyldisher nur in wenigen Organismen
untersucht. Aus dem thermoacidophil@uifolobus acidocaldarius und auch ausl. volcanii
wurden die Schlisselenzyme ICL und MS gereinigt cimarakterisiert (Serrano et al. 1998;
Uhrigshardt et al. 2002). IH. volcanii wurde aul3erdem die Acetat-spezifische Induktian de
kodierenden Gene gezeigt (Serrano und Bonete 2@je, die fur eine putative ICL und
MS kodieren, wurden auch in weiteren Haloarchaeantifiziert, eine funktionelle
Beteiligung des Glyoxylatzyklus am Wachstum auf tAtevurde inH. volcanii und auch in
anderen Haloarchaea noch nicht gezeigt (Borjiaal. &016).
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Bei einem Wachstum auf Acetat wird die Synthese REF im Zuge der Gluconeogenese in
den meisten Bacteria, wie z. B. coli oderC. glutamicum, durch eine PEP-Carboxykinase
(PEPCK) katalysiert (Abbildung 7) (Sauer und Eikm&2005; Klaffl et al. 2013). I&. coli
wurde auf3erdem eine Synthese von PEP in einemaitezn Weg Uber zwei Malat-Enzyme
und eine Phosphoenolpyruvat-Synthetase (PEPS) rgseh (Oh et al. 2002). Dabei
katalysieren Malat-Enzyme zunachst eine NAD@#)hangige Decarboxylierung von Malat
zu Pyruvat, NAD(P)H und C£O Pyruvat wird anschlielBend unter ATP-Verbrauchcdutie
PEPS zu PEP, AMP und Phosphat umgesetzt.

In der Domane der Archaea gibt es bisher nur wedigiersuchungen der anabolen Synthese
von PEP im Rahmen der Gluconeogenese. Aus dem thgpmiophilen Archaeon
Thermococcus kodakarensis wurde eine PEPCK charakterisiert, die vermutliohdar PEP-
Synthese bei einem Wachstum auf Aminosauren hgitésti (Fukuda et al. 2004). Anhand
einer bioinformatischen Analyse wurden homologe yEmz in den Ordnungen
Thermoplasmatales, Thermococcales und Sulfolobatemtifiziert. Bis auf wenige
Ausnahmen sind in den Genomen der meisten Haloaackaine putativen PEPCKSs kodiert
(Bhaumik und Sonawat 1994; Anderson et al. 2011ahdd wurde fir die meisten
Haloarchaea eine Synthese von PEP durch Malat-Emaymd PEPS postuliert (Falb et al.
2008). Bisher sind jedoch keine Malat-Enzyme undPfnthetasen aus Haloarchaea
charakterisiert worden und es gibt keinen Nachvesrser funktionellen Beteiligung am

Anabolismus.

3.3 Succinat-Stoffwechsel

Viele Bacteria, wie z.BE. coli, kdnnen aerob mit Intermediaten des Citratzyklus w
Succinat und Malat als Energie- und Kohlenstoffiuglachsen. Die Intermediate werden
dabei im Citratzyklus vollstandig zu GQoxidiert (Unden und Kleefeld 2004). Dabei
katalysiert ein Malat-Enzym die DecarboxylierungnviMalat zu Pyruvat. Pyruvat wird
anschlieBend durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Kompig Acetyl-CoA umgesetzt,
wodurch ein zyklischer Ablauf des Citratzyklus mdllist. Eine PEP-Synthetase katalysiert
gleichzeitig die Umsetzung von Pyruvat zu PEP igeZder Gluconeogenese. In der Doméne
der Archaea sind bisher weder das Wachstum aufriiosauren noch die Enzyme des

Dicarbonsaure-Stoffwechsels untersucht worden.
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Ausgehend von den dargestellten SachverhaltemsioiecRahmen dieser Arbeit bisher nicht

untersuchte Enzyme des Glucose-, des Acetat- usdaarbonsaure-Stoffwechsels in dem

aeroben, halophilen Modellorganismdsvolcanii identifiziert und charakterisiert werden.

Glucose-Stoffwechsel:

Die funktionelle Beteiligung der Pyruvat-Kinase aAbbau von Glucose und die

transkriptionelle Regulation des kodierenden Getiers untersucht werden.

Die Beteiligung einer Pyruvat-Ferredoxin-Oxidorethge und einer Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase am Glucose-Stoffwechsel soll untersualdrden. Dazu sollen die
transkriptionelle Regulation analysiert und die ambkinanten Enzyme charakterisiert
werden. Die essentielle Funktion der Enzyme ist Vifachstumsexperimenten mit

Deletionsmutanten zu prifen.

Die funktionelle Beteiligung der ADP-bildenden Agle€CoA-Synthetase an der Acetat-
Bildung bei einem aeroben Wachstum auf Glucose zist zeigen. Dazu sollen
Wachstumsexperimente mit deacd-Mutante auf einem geeigneten Medium durchgefthrt

werden.

Acetat-Stoffwechsel:

Die Aufnahme von Acetat in die Zelle durch einenativen Acetat-Transporter der
SSF-Proteinfamilie soll in Transportexperimentert fiC-markiertem Acetat bestimmt
werden. EineAssf-Mutante soll generiert und die essentielle Beajeilig des Acetat-

Transporters an der Acetat-Aufnahme soll nachgemiegerden.

Es sollen AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetasen (AG®ntifiziert werden, welche die
Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA katalysiereDazu soll die funktionell beteiligte
ACS aus Acetat-gewachsenen Zellen gereinigt undrakherisiert werden. Weitere
paraloge Enzyme sollen ebenfalls charakterisierdare Die an der Acetat-Aktivierung
beteiligten Enzyme sollen mit Hilfe von verschiedenDeletionsmutanten identifiziert

werden.

Das Gen, das fur das Schlisselenzym des GlyoxWdatzydie Isocitrat-Lyase, kodiert,
soll deletiert werden und in Wachstumsexperimemgereigt werden, dass die Isocitrat-
Lyase essentiell an einem Wachstum auf Acetat |lotisit.

Die Beteiligung der Malat-Enzyme und der Phosphigmmavat-Synthetase (PEPS) an der
Gluconeogenese bei einem Wachstum auf Acetat atgrsucht werden. Dazu sollen die
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Malat-Enzyme charakterisiert und das Wachstum vaetibnsmutanten auf Acetat
getestet werden. Die transkriptionelle Regulatioer PEPS soll in Northern Blot-
Experimenten analysiert und das Wachstum einertidbafamutante soll mit dem Wildtyp

verglichen werden.
Succinat-Stoffwechsel:

« Das Wachstum vonH. volcanii auf Succinat soll getestet werden. Anhand von
Wachstumsexperimenten mit Deletionsmutanten sdlenyme identifiziert werden, die

am Katabolismus und an der Gluconeogenese betsitidt
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4 Material und Methoden

4.1 Wachstum vonHaloferax volcanii

Wachstum vonH. volcanii. In dieser Arbeit wurden did. volcanii-Stamme H26 und H1209
sowie deren Varianten verwendet (Tabellen 2 undD8. Anzucht erfolgte unter aeroben
Bedingungen bei 42 °C und 150 rpm in 100 ml Erleysnieolben mit 20 ml Medium
(Tabelle 1). Als Kohlenstoff- und Energiequelle @ein D-Glucose (15 mM), Acetat,
Succinat, Pyruvat (jeweils 40 mM) oder Casaminasauil %) verwendet. Als Vorkultur
diente eine logarithmisch wachsende und an eindestoffquelle adaptierte Kultur. Fir
Wachstumsexperimente wurden definierte VoluminaeWorkultur fir 2 min bei 8000 rpm
zentrifugiert, das Pellet in 500 ul frischem Mediuanfgenommen und als Inokulum
verwendet, sodass ein Wachstumsexperiment mit epieschen Dichte bei 578 nm (@)
von 0,05 gestartet wurde. Die Bestimmung dersf[@rfolgte im Einstrahlphotometer
CARY 60 UV-Vis (Agilent) gegen unbeimpftes Mediumie Proben wurden entsprechend

der Zellzahl/Zellstreuungs-Relation unter eines@®on 0,5 in Medium verdinnt.

Tabelle 1 Synthetik- und DM-YPC-Medium fir H. volcanii.

Zusammensetzung Synthetikmediurh Salzlésung

Salzlosung 900 ml NaCl 1259
Spurenelementlésurig 1ml MgCl, x 6 H,0 459
FeSQ-Losung? Im Mgso,x 7 HO 10g
2 M MOPS/KOH, pH 7,2 50ml ey 109
1 M K,HPQ,2 Im cachx2H,0 1,349
1 M NH,CI 2 10ml 4 M Tris-HCI pH 7,2 50 ml
10 % Hefeextrak® 1ml

Auf 900 ml aufgefillt, pH auf 7,2 eingestellt, autoklaviert

Zusammensetzung Agarplatteh

FeSQ-Stammldsung

Salzlésung 200 ml
Agar-Agar 3g FeSQ x 7 H,0 0,23g
Autoklavieren, vor dem GieRen hinzugeben: ad H0Oye: 100 ml, pH auf 3-4 eingestellt, sterilfiltriert.
Spurenelementlésurig 200 pl Spurenelementlésung
FeSQ-Stammldsung 200 pl ZnSQ, x 7 H,O 0,1g
Zusammensetzung DM-YPC-Medium MnCl, x 4 H,0 0,039
Salzlosung 900 ml H3BO; 0,39
10 % Hefeextrak® 50 ml CoCL x 6 H,O 0,29
10 % BactopeptoA 10 ml CuCLx 2 H,0 0,019
10 % Casaminosaurér 10 ml NiCl, x 6 H,O 0,029
Spurenelementlésurig 1iml Na,MoO, x 2 H,O 0,039
FeSQ-Losung® 1ml pH mit HCI auf 3,5 eingestellt, ad J@y,,, 100 ml, sterilfiltriert.

! Als Kohlenstoffquelle wurden entweder D-GlucosB (dM), Acetat, Succinat, Pyruvat (jeweils 40 mM)eod
Casaminosauren (1 %) steril zugegebergutoklaviert;® sterilfiltriert; * Caseinhydrolysat, Tryptophan-frei,
bezogen von Carl Roth, Bestellnummer A157.
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H. volcanii H26 und Deletionsmutanten. H. volcanii H26 wurde fir die Herstellung von
Deletionsmutanten mit Hilfe der Pop-In/Pop-Out-Meth verwendet (fur detaillierte
Angaben zu dieser Methodik siehe 4.2.7 und 4.2tBdiesem Stamm ist das Gen fur die
Orotat-Phosphoribosyl-Transferageyr€2) deletiert. Daher wurde dem Medium Uracil in
einer finalen Konzentration von 50 pug/ml zugegebeabelle 1). Pop-In-Kulturen wurden
ohne Zugabe von Uracil zehnmal Uberimpft bevor l1Zellsuspension fir 2 min bei
8000 rpm zentrifugiert wurde. Die Zellen wurderl®0 pl Medium, welches 30 pg/ml Uracil
und zusétzlich 50 pg/ml 5-Fluoro-Orotat (FOA) ealthi resuspendiert und 10 ul dieser
Suspension auf einer Agarplatte mit den identisckemzentrationen Uracil und FOA
ausplattiert (Pop-Out). Wachstumsexperimente mitefdsmutanten wurden auf einem
Medium mit geeigneten Kohlenstoffquellen und 50midJracil durchgefihrt. Im Falle eines
im Vergleich zum Wildtyp veranderten Wachstums eihutante wurde einentrans
Komplementation durchgefiihrt. Dazu wurden diese avitgin mit dem entsprechenden
pTA963-Vektor transformiert, auf dem das ZielgeneuarKontrolle eines durch Tryptophan
induzierbaren Promotors stand. Die Expression delgehs wurde durch die Zugabe von
80 uM Tryptophan induziert. Die Selektion auf tfanshierte Deletionsmutanten erfolgte
durch ein Wachstum in einem Medium ohne Uracil.

Konditionale Depletionen von Zielgenen erfolgtenratiu eine Transformation von
H.volcanii H26 mit  geeigneten  Vektoren, die sich Uber ein bloges
Rekombinationsereignis ins Genom integrierten, assdich das Zielgen nicht mehr unter
Kontrolle des nativen, sondern eines durch Trypaoplmduzierbaren Promotors befand
(Tabelle 2, fur detaillierte Angaben zu dieser Metik siehe 4.2.8). Die Selektion auf
Transformanten erfolgte durch ein Wachstum in Mediahne Uracil tUber 10 Passagen.
Konditionale Depletionen wurden mittels SouthernotBAnalysen Uberprift (4.2.9).
Wachstumsexperimente mit geeigneten Kohlenstoffgueturden mit und ohne die Zugabe

von 80 uM Tryptophan als Induktor fur die Expressites Zielgens durchgefihrt.
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Tabelle 2H. volcanii H26 und Varianten des StammesDie Varianten des Stammeésk volcanii H26 weisen

zusatzlich zum genannten Genotyp auch mieE2-Deletion auf. Nicht gesondert gekennzeichnete 8t&m
wurden im Rahmen dieser Arbeit hergestelittnaA, Promotor der TryptophanaseyrE2, Orotat-

Phosphoribosyl-Transferase; eckige Klammern stefiierein episomal eingefiigtes PlasmidAllers et al.

2004);2 AG Schénheit® (Kuprat 2011).

Stamm Genotyp
H26* ApyrE2
AHVO_0806? AHVO_0806

AHVO_0806 + HVO_0808
AHVO_0806 p.tnaAAHVO_0812

AHVO_0806 p.thnaAAHVO 0812 + HVO_0806

AHVO_0812
AHVO_0812 + HVO_0812
AHVO_0894

AHVO_0894AHVO_0896

AHVO_0896

AHVO_1000°

AHVO_1000 + HVO_1006

p.tnaA AHVO_1304

AHVO_1984

AHVO_1984 + HVO_1984
AHVO_2158

AHVO_2158AHVO_2436
AHVO_2158AHVO_2436 + HVO_2158
AHVO_2158AHVO_2436 + HVO_2436
AHVO_2436

AHVO_2436 + HVO_2436
AHVO_2621

AHVO_2621 + HVO_2621
AHVO_A0154

AHVO_A0154 + HVO_A0154
AHVO_A0156
AHVO_A0156AHVO_0894
AHVO_A0156AHVO_0896
AHVO_A0156AHVO_0896 + HVO_A0156
AHVO_A0156AHVO_0896 + HVO_0896
AHVO_A0156AHVO_A0158
AHVO_A0156AHVO_0894AHVO_0896
AHVO_A0158

AHVO_0806 [pTA963_HVO_0806]
AHVO_0806 p.tnaAAHVO_0812

AHVO_0806 p.tnaAAHVO_0812 [pTA963_HVO_0806]
AHVO_0812

AHVO_0812 [pTA963_HVO_0812]
AHVO_0894

AHVO_0894AHVO_0896

AHVO_0896

AHVO_1000

AHVO_1000 [pTA963_HVO_1000]
p.tnaAAHVO_1304

AHVO_1984

AHVO_1984 [pTA963_HVO_1984]
AHVO_2158

AHVO_2158AHVO_2436
AHVO_2158AHVO_2436 [pTA963_HVO_2158]
AHVO_2158AHVO_2436 [pTA963_HVO_2436]
AHVO_2436

AHVO_2436 [pTA963_HVO_2436]
AHVO_2621

AHVO_2621 [pTA963_HVO_2621]
AHVO_A0154

AHVO_A0154 [pTA963_HVO_A0154]
AHVO_A0156

AHVO_A0156AHVO_0894
AHVO_A0156AHVO_0896
AHVO_A0156AHVO_0896 [pTA963_HVO_A0156]
AHVO_A0156AHVO_0896 [pTA963_HVO_0896]
AHVO_A0156AHVO_A0158
AHVO_A0156AHVO_0894AHVO_0896
AHVO_A0158
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H. volcanii H1209 und homologe Uberexpression von ProteinerEir die homologe
Uberexpression von Proteinen wurde der Stamm H1@69auf DM-YPC-Medium wuchs,
verwendet (Tabellen 1 und 3). In dem Stamm sindGbkee fiur die Orotat-Phosphoribosyl-
TransferasepyrE2) sowie fur die an der Thymidin-Synthese beteilipteydrofolatreduktase
(hdrB) deletiert. Dem Medium wurde daher Uracil und Tigimin finalen Konzentrationen
von 50 pg/ml und 40 pg/ml zugegeben. Eine Transdition wurde mit dem pTA963-Vektor
durchgefuhrt, auf dem das Zielgen unter Kontrolleee durch Tryptophan induzierbaren
Promotors stand. Die Selektion auf Transfomantéoigte durch ein Wachstum in Medium
ohne Uracil und Thymidin. Vorkulturen fur eine hdmge Uberexpression eines Proteins
wuchsen aerob bei 42 °C fir ca. 48 — 72 h in 25&r@nmeyerkolben mit 40 ml DM-YPC-
Medium. Mit definierten Volumina dieser Kulturen wden 2 | Erlenmeyerkolben mit 400 mi
DM-YPC-Medium inokuliert, sodass ein Wachstum niitee OD;00 von 0,1 gestartet wurde.
Die Induktion der Expression erfolgte bei einer gpvon ca. 0,6-0,8 mit 2 mM
L-Tryptophan. Nach ca. 16 h Wachstum wurden diéerdbei 8000 rpm und 4 °C fir 20 min
zentrifugiert (Zentrifuge Avanti™ J-25, Rotor JA,1Beckman) und die Pellets bis zur

Proteinreinigung bei -70 °C gelagert.

Tabelle 3H. volcanii H1209-Uberexpressionsstamm und Varianten des Stanas.Nicht gesondert
gekennzeichnete Stamme wurden im Rahmen dieseitAdrgestellt. Eckige Klammern stehen fur ein
episomal eingefiigtes PlasmidAllers 2010);? (Kuprat 2011).

Stamm Genotyp

H1209* ApyrE2 AhdrB ApitAyy, Amrrr
pTA963_HVO 0894 [PTA963_HVO_0894]
pTA963_HVO 0896 [PTA963_HVO_0896]
pTA963_HVO_100CF [PTA963_HVO_1000]
pTA963 HVO_1304-05 [PTA963 HVO_1304-05]
pTA963 HVO 2158 [PTA963_HVO_2158]
pTA963 HVO_ 2436 [PTA963_HVO_2436]
PTA963_HVO 2621 [PTA963 HVO_2621]
pTA963 HVO_A0156 [PTA963 HVO_A0156]
pTA963 HVO_A0158 [pPTA963 HVO_A0158]
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4.2 Molekularbiologische Standardmethoden

4.2.1 Plasmide und Primer

pTAl131-Plasmide fir die Herstellung von Deletionsmianten. Mithilfe des Plasmids
pTA131 wurden Zielgene in dem Uracil-auxotrophefpyfE2) Stamm H. volcanii H26
deletiert. Auf dem Plasmid pTA131 liegt dgsrE2-Gen, welches fur die Orotat-
Phosphoribosyl-Transferase kodiert, unter der Kiletrdes konstitutiverp.fdx-Promotors
vor (Tabelle 4), wodurch nach einer Transformataer Zellen mit diesem Plasmid die
Uracil-Auxotrophie des Stammes komplementiert wiAdlers et al. 2004). Ein Plasmid
enthielt zwei in diemultiple cloning site hintereinander klonierte, je ca. 500 bp grof3e DNA-
Fragmente, welche dem 5‘- bzw. 3‘-Bereich vor undtdr dem zu deletierenden Gen
entsprachen (4.2.8). Ein halophiler Replikationguusg fir eine episomale Vermehrung des
Plasmids irH. volcanii ist nicht vorhanden. Die Selektion auf Transforteanwelche dieses
Plasmid Uber eine homologe Rekombination in daso@®emtegriert hatten, erfolgte durch
Wachstum in Uracil-freiem Medium. Um eine Vermelgudes Plasmids irk. coli zu
ermdglichen, sind ein bakterieller Replikationsuusyy und eine Carbenicillin-Resistenz als
Selektionsmarker kodiert.

Tabelle 4 Ubersicht iber die in dieser Arbeit verwendeten bzw erstellten pTA131-Plasmide fiir die
Herstellung von Deletionsmutanten Alle Varianten des Plasmids pTA131 wurden vor einigation mit der
Restriktionsendonuklease EcoRV verddu@llers et al. 2004)? AG Schonheit.

Bezeichnung Beschreibung, Verwendung
pTA1311 Plasmid fir die Deletion eines ZielgepgrE2 unter Kontrolle des
konstitutivenp.fdx-Promotors
_AHVO_0806° Deletion von HVO_0806
_AHVO 0812 Deletion von HVO_0812
_AHVO_0894 Deletion von HVYO_0894
_AHVO_0896 Deletion von HVYO_0896
_AHVO_1000? Deletion von HVO_1000
_AHVO 1984 Deletion von HVO_1984
_AHVO_2158 Deletion von HVO_2158
_AHVO_2436 Deletion von HVO_2436
_AHVO_ 2621 Deletion von HVO_2621
_AHVO_A0154 Deletion von HVYO_A0154
_AHVO_A0156° Deletion von HVO_A0156
_AHVO_A0158 Deletion von HVO_A0158
_p.tnaA_AHVO_0812 p.thaA::6x CAC tag::HVO_0812+1/+254, kdiatale
Depletionsmutante von HVO_0812
_p.tnaA_ AHVO_1304 p.tnaA::6x CAC tag::HVO_1304+1/+201, kdiathale

Depletionsmutante von HVO_1304
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pTA963-Plasmide fur die homologe Uberexpression voRroteinen in H. volcanii und
in-trans Komplementation von chromosomalen GendeletionenMithilfe des pTA963-
Plasmids wurden Proteine homologHinvolcanii H1209 tberexprimiert. Auf dem Plasmid
pTA963 ist neben einem bakteriellen Replikationgtusg und einer Carbenicillin-Resistenz
als Selektionsmarker fur eine Vermehrung des Plsnm E. coli auch ein halophiler
Replikationsursprung vorhanden, wodurch eine ep&emVermehrung inH. volcanii
maoglich ist (Tabelle 5) (Allers 2010). Des Weitersimd sowohl dapyrE2- als auch das
hdrB-Gen unter Kontrolle des konstitutivemfdx-Promotors kodiert. Die Selektion auf
H. volcanii H1209-Transformanten erfolgte durch ein Wachstanuracil- und Thymidin-
freiem Medium. Zielgene waren hinter den Trypto@saPromotorp.tnaA und eine
6 x CAC-Sequenz (Hisag) kloniert. Die Expression des Gens wurde durchzligabe von
L-Tryptophan zum Medium induziert.

AulRerdem dienten diese pTA963-Plasmide fur eimdrans Komplementation von
chromosomalen GendeletionenHnvolcanii H26. Die Selektion auf Transformanten erfolgte

hierfir durch ein Wachstum in Uracil-freiem Medium.

Tabelle 5 Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten bzw erstellten Plasmide fir diein-trans
Komplementation von Deletionsmutanten und homologeUberexpression von Proteinen. UE =
Uberexpression; Kompl. = Komplementatidr{Allers 2010);? AG Schénheit.

Bezeichnung Beschreibung, Verwendung

pTAgsgl Episomaler Expressionsvektor mit 6 x CA&g}, pyrE2 und hdrB
_HVO_0806 Kompl. in H26AHVO_0806
_HVO_0812 Kompl. in H2&AHVO_ 0812
_HVO_0894 UE von HVO_0894
_HVO_0896 UE von HVO_0896, Kompl.
_HVO_1000? UE von HVO_1000, Kompl.
_HVO_1304 UE von HVO_1304
_HVO_1984 Kompl. in H2&AHVO_1984
_HVO_2158 UE von HVO_2158, Kompl.
_HVO_2436 UE von HVO_ 2436, Kompl.
_HVO_2621 UE von HVO_2621, Kompl.
_HVO_A0154 Kompl. in H26AHVO_A0154
_HVO_A0156° UE von HVO_A0156, Kompl.
_HVO_A0158 UE von HVO_A0158
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Primer. FUr Polymerase-Kettenreaktionen (PCRs, 4.2.2) wufkgonukleotide der Firma

Eurofins MWG Operon verwendet (Tabelle 6).

Tabelle 6 Verwendete Oligonukleotide.Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme sirtdrstrichen,
mutierte Basen fettgedruckt. Kompl. = KomplemewotatiNB-Sonde = Northern Blot-Sonde, SB-Sonde =
Southern Blot-Sonde (...frg1l_s-Primer diente jewaitssense-Primer), UE = Uberexpression.

Bezeichnung Sequenz (5-3Y) Verwendung

M13 uni(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT Kolonie-PCR

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG “

pTA963p.tnaAs TGGCGAGAACGGAACAGC

963-0511p.tnaAs ~ CGGTACCGGGCCCGTTCTC p.tnaA AHVO_0812
bzw. _1304

HVO_3038_RTs CGAAGGTTCATCGGGAAATCCGCC RT-PCR

HVO_3038_RTas CGTCATCACTGTAGTCGGAGCTGG “

pTA963 0812_as GAACAGCTCGTCGTCGATGCC p.thaA AHVO_0812

HVO_0812UEs CGAACATCCCATGGCTGTAGTC Kompl.

HVO 0812UEasl CAGTATATCGGATCCGCTCCA “

HVO_0894frgls GGCGTCAACAAGTACGACACC AHVO_0894
HVO_0894frglas GCTTTCGACCTGCTATGTAGTCCAGTCGTCCGC “
HVO_0894frg2s ACTACATAGCAGGTCGAAAGCGAGTAACCG

HVO_0894frg2as TAAATGTGCGGGCTGCTACCG “

HVO_0894Sonas  CTATGTAGTCCAGTCGTCCGC SB-Sonde
HVO_0894UEs AGCACGTACCATGGCAGACGG UE, Kompl.
HVO_0894UEas CATACGCGGGATCCTTCACTAAC “
HVO_0894RTs CGAGCGGAAAACAGGTCGACGC RT-PCR

HVO_0894RTas GTCGTCTTCGTCCTGACCCTCC “

HVO_0896frgls TCGTCGAGTCGATTCAGCGGC AHVO_0896
HVO_0896frglas CTATCCTTCTCCGTCGAGGAACTCCGTCACCAG “
HVO_0896frg2s TTCCTCGACGGAGAAGGATAGCAACGACCG “
HVO_0896frg2as GAACGGTGACTCGAACTACGC

HVO_0896Sonas = GTCGAGGAACTCCGTCACCAG SB-Sonde
HVO_0896UEs ACCGCTCATGAAGAAACCACTCC UE, Kompl.
HVO_0896UEas CGAAACGGGATCCTAACGCGG “
HVO_0896RTs CTCGACCCCAACACGCACTACC RT-PCR
HVO_0896RTas GAGTGCGGCAGACGCCTTTCG “
pTA963_1304as GTCGCCGCGGGACTTGACG p.tnaA AHVO_1304
HVO_1304SSonas CCCTGCGATACGCCAGATAAG SB-Sonde
HVO_1304UEs TTGCGCATATGCACCACCACCACCACCACATGACTGACCACGAA UE, Kompl.
CTTATC
HVO_1304UEas GGACGTGGEATCCATGCCCGT u
HVO_ 1304NSons  GGTGACTTCGGTGTCCTCAAG NB-Sonde

HVO_1304NSonas GCGGTTCGTGTTGTCGAACTC “

HVO_1305NSOHS TACGGGATGGTCCAAGAGGAG NB-Sonde
HVO_1305NSonas TTCGAGTTCCGCTTCCGTCAG “

HVO_1984frgls GACCCTGCGAAACGGATAGTG AHVO_1984
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Bezeichnung Sequenz (5-3") Verwendung
HVO_1984frglas CTCGATGTCCTGGTTCAGCATCTCCCGCAGTTC

HVO_1984frg2s ATGCTGAACCAGGACATCGAGACGGAGTTC “
HVO_1984frg2as TCGATGATGACCGACATGGCG

HVO_1984SSonas GTTCAGCATCTCCCGCAGTTC SB-Sonde
HVO_1984UEs CGACACCICATGAATCCGACC Kompl.

HVO 1984UEas GGCGCTTGSATCCCGCGG i
HVO_2158frgls CGGTGCTCGTTGGACATACGG AHVO_2158
HVO_2158frglas GTGTCGTTCCGCTAGACCCTTCGCTCCGACAGC “
HVO_2158frg2as GTGCAGTAGGTGGAGGGTCGC

HVO_2158frg2s AAGGGTCTAGCGGAACGACACGACCCGATC “
HVO_ 2158SSonas TAGACCCTTCGCTCCGACAGC SB-Sonde
HVO_2158UEs CGGGICATGACACTCGGAGAC UE, Kompl.
HVO_2158UEas GATCGGATCCTGTCGTTCCGC “
HVO_2436frgls GATGCAGGTCGAGACGGAGGC AHVO_2436
HVO_2436frglas GGGTAGGGATTCGACCCACACGTCCTCACGCAG “
HVO_2436frg2sl GTGTGGGTCGAATCCCTACCCGAACTCGGCCCACGC “
HVO_2436frg2asl CTGGTCATCACCGCACTCTTG

HVO_2436P0Os GACCATTCAGGGCGCAAAGAG Pop-Out-PCR
HVO_2436P0as TCGACGACGTTCGCGCTCTAC “
HVO_2436SSonas GACCCACACGTCCTCACGCAG SB-Sonde

HVO_2436UEs TTGCGCATATGCACCACCACCACCACCACATGGGACTGGACGAC UE, Kompl.
GACTCA
HVO_2436UEas TTCGGGTAGGGATCCGAAGAG “
HVO_2621frgls TGGCGAGTTCGACTTCCACAC AHVO_2621
HVO_2621frglas  TCGAACCCGTACAAAAGGCCACGAGTAACGCCG “
HVO_2621frg2s TGGCCTTTTGTACGGGTTCGAACAGACCGG
HVO_2621frg2as = CTCGCGTGGCTCATCGAGAAG “
HVO 2621SSonas AAAAGGCCACGAGTAACGCCG SB-Sonde
HVO_2621UEs TTGCGCATATGCACCACCACCACCACCACATGCGATTGCACACC “
AGAGAC
HVO 2621UEas GTCTGTTGGATCCCGTACGAC
HVO_2621NSons  TACCGCCAGAAGCTCAAGCTG NB-Sonde
HVO_2621NSonas GAACAGCGTGCCCATGATTCG “
HVO_A0153Nsons GTACGAACACATCCTCGTTCCG NB-Sonde
HVO_A0153Nsonas TTACGCGTCCGCTTCCGCTTC “
HVO_A0154frgls =~ GACAACGACGAGCGCTACATC AHVO_A0154
HVO_A0154frglas GTCGCTGAAGTGGATCGGTTGGTCGTCTCGTAG “
HVO_A0154frg2s ~ CAACCGATCCACTTCAGCGACCTCTTCGCC “
HVO_A0154frg2as GAACTTCCTGATGGCTCGCGC
HVO_A0154Ssonas GATCGGTTGGTCGTCTCGTAG SB-Sonde
HVO_A0154UEs AACCGATACATGTCACGCGAATCC Kompl.
HVO_A0154UEas CCGCGTCGSATCCGTCAG i
HVO_A0154Nsons ATCCTCATCATCGCGTTCCTG NB-Sonde
HVO_A0154Nsonas TCGGGGTTGATGATGTTCGTG “
HVO_A0155Nsons GTCACGCGAATCCACCGAGTC NB-Sonde
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Bezeichnung Sequenz (5-3Y) Verwendung

HVO_A0155Nsonas GCCTCGCTCTCACTCTTCGAG

HVO_AO0156RTs GACGATCTCCTCGAAGCCCAGAG RT-PCR
HVO_AO0156RTas GTACTTCTCGACGAGTTCCCACATC “

HVO_A0158UEs GTACCACCTACATGTCGAACCG UE
HVO_A0158UEas GTAACTGCGGATCCCTTAGAGAG

4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde verwendeh Sequenzabschnitte aus
genomischer DNA oder von Plasmiden spezifisch zplifimeren. PCR-Reaktionen wurden
mit Enzymen und Lo6sungen der Firmen PeqlLab oderrmitieFisher Scientific Inc.

durchgefuhrt. Ein Ansatz mit einem Volumen von 2%wb 50 ul wurde in einem

Thermocycler der Firma Biometra inkubiert. Die Dauexd Temperatur einer initialen
Denaturierung sowie die Bedingungen der 25-35 fulge Zyklen richteten sich nach den
Herstellerangaben der jeweiligen Polymerase. Dienpgezatur wahrend des Annealings
wurde an die Schmelztemperatur der verwendeteroligeotide (Tabelle 6) und die Dauer
der Synthese an die Lange des Amplifikats angep&ssé abschlieRende Polymerisation

erfolgte fur 7 min.

Amplifikation von Genen fiir die Uberexpression undkomplementation. Die Reaktionen
wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefihrt enthielten 50 ng genomische DNA, je
300 nM forward und reverse Primer, 200 uM dNTP MxmM MgSQ, 1 x Reaktionspuffer
und 2,5 UPwo-DNA-Polymerase. In mismatch-Primern (Tabelle 6yaen maximal 3 nt pro
Primer mutiert, um die fir die Klonierung in denA8i63-Vektor notwendigen Schnittstellen
fur Restriktionsendonukleasen einzufigen. Daher dewurin  diesen Reaktionen die

Annealingtemperatur der ersten 10 Zyklen um 5 °@irvgert.

Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung von Ddetionsmutanten. In zwei
voneinander getrennten  Fragment-PCR-Ansatzen  wurdeanéchst fur  jedes
Deletionskonstrukt jeweils zwei 500-750 bp-Fragmeehergestellt, von denen eines den
Upstream-Bereich und das andere den DownstreameBedes zu deletierenden Genes
enthielt. Die verwendeten, in Tabelle 6 angegeb@md? wiesen Schmelztemperaturen von
60-65 °C auf. FUr die spatere Fusion der Fragm&atden an den 3‘-Primer des Fragments 1
9-12 nt der Sequenz des 5-Primers des FragmeuatsiZzan den 5'-Primer des Fragments 2
9-12 nt des Gegenstrangs des 3'-Primers des Fragrhemgefigt. Ein 50 pul Fragment-PCR-

Ansatz enthielt 50 ng genomische DNA, je 300 nMghrant 1- bzw. Fragment 2-sense
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und -antisense Primer, 200 uM dNTP Mix, 2 mM MgSO x Reaktionspuffer und 1,25 U
Pwo-DNA-Polymerase.

Uber die Anlagerung der komplementaren Bereiche @gment 1 und 2 konnte in einer
weiteren PCR ein DNA-Fusionsprodukt amplifiziertrden, das keine oder weniger als 10 %
der Nukleotide des Zielgens enthielt. Der zu detetide Bereich umfasste eine durch drei
teilbare Anzahl an Nukleotiden, sodass eindrame Deletion gewahrleistet war. Nach

Reinigung der in den Fragment-PCR-Ansatzen amg@iien Fragmente mittels Agarose-
Gelelektrophorese (4.2.3) wurden fur eine anschhdB Fusions-PCR &quimolare Mengen
der beiden Fragmente als Template (100 ng) eingegaiRerdem enthielt ein Fusions-PCR-
Ansatz je 400 nM Fragment 1 sense und Fragmentigease Primer, 400 uM dNTP Mix,

2 mM MgSQ, 1 x Reaktionspuffer und 1,25 Rivo-DNA-Polymerase. Anschlie3end erfolgte
die Reinigung des Amplifikats wie oben beschrieherd das Produkt konnte fur eine

Ligation in pTA131 eingesetzt werden (4.2.4).

Pop-Out-PCR. Im Rahmen der Pop-In/Pop-Out-Methode zur Hersiglluvon
Deletionsmutanten wurden Klone auf ein erfolgreschierausloopen des Vektors (Pop-Out)
Uberprift. Es wurden je Deletion 5-6 Klone, in Aasmefallen bis zu 100 Klone mittels einer
Pop-Out-PCR analysiert. Die Zellen aus 100 pl Kutwrden fir 3 min bei 8000 rpm und
Raumtemperatur in einer Tischzentrifuge pelletibas Pellet wurde in 100-1000 pl sterilem
H,O lysiert und davon 5 pl als Template in einen RPFCR-Ansatz eingesetzt. Dieser
enthielt aul3erdem je 200 nM des sense Primers vagntent 1 und des antisense Primers
von Fragment 2, 200 uM dNTP Mix, 1 x Reaktionspu¥fe 1 x Enhancer-Losung und 0,5 U
Tag-DNA-Polymerase.

Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung von konditionalen Depletionsmutanten.
Als Template fir eine PCR diente das jeweilige p&2&%®lasmid, in dem das Zielgen
inklusive eines 6 x CAGags bereits 3‘ hinter den Tryptophanase-Promotor tigigurde
(4.2.4). Das Amplifikat dieser PCR umfasste getmaA-Promotor, den 6 x CAGag und
177-201 bp des Zielgens. Ein PCR-Ansatz enthieB rd Vektor, je 300 nM sense und
antisense Primer, 200 uM dNTP Mix, 2 mM MgsQ x Reaktionspuffer und 1,25 Bwo-
DNA-Polymerase. Das PCR-Produkt wurde mittels AgerGelelektrophorese gereinigt
(4.2.3) und fur eine Ligation in pTA131 eingesétzp.4).

Kolonie-PCR. Uber Nacht gewachseite coli XL-1 Blue MRF-Klone wurden mittels einer

Kolonie-PCR auf Insert tragende Plasmide analysiediem sie mittels eines sterilen

Zahnstochers von einer LB-Agarplatte gepickt unceldi als Template in einen 25 pl
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Kolonie-PCR-Ansatz gegeben wurden. Dieser entjee®00 nM Primer, die flankierend der
Multiple Cloning Site (MCS) binden (forward Primgtl3uni (-21) fur das Plasmid pTA131
bzw. pTA963p.tnaA_s fur pTA963 und reverse Prim8r Tabelle 6), 200 uM dNTP Mix,
1 x Reaktionspuffer Y, 1 x Enhancer-L6sung undW,bag-DNA-Polymerase.

Herstellung von DIG-markierten DNA-Sonden fur Northern- und Southern-Blot-
Experimente. Der Sequenz-spezifische Nachweis von DNA- oder RW#ekilen auf einer
Membran im Rahmen eines Southern- bzw. Northern-Bigerimentes (4.2.9 bzw. 4.2.10)
erfolgte Uber eine Digoxigenin (DIG)-markierte DNgonde. Die Synthese dieser Sonde
erfolgte mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis Kit* (Rey. Es wurden PCR-Ansétze mit
einem Volumen von 25 ul fir Southern-Blot- bzw. BXtr Northern-Blot-Experimente mit
0,1-25 ng Plasmid-DNA als Template nach Hersteligadnen gemischt.

4.2.3 Isolation, Reinigung, Konzentrations- und Groél3enbesmmung von DNA
und RNA

Isolation genomischer DNA.Genomische DNA auHl. volcanii-Zellen wurde mit Hilfe des
Wizard® Genomic DNA Purification Kits (Promega) lisot. Sie diente der Amplifikation
einzelner Sequenzabschnitte mittels PCR (4.2.2) fadeSouthern-Blot Experimente (4.2.9).
Die DNA wurde nach Angaben des Herstellers aus logdrithmisch wachsender Kultur

isoliert.

Reinigung von amplifizierten DNA-Fragmenten. Die Reinigung von PCR-Amplifikaten
erfolgte entweder durch die Anwendung des ,PCR fieation Kit* oder mittels einer
praparativen Agarosegelelektrophorese mit ansaié® Anwendung des ,Gel Extraction

Kit“ (jeweils Qiagen). Die Durchfiihrung erfolgte actaHerstellerangaben.

Isolation und Reinigung von Gesamt-RNA.Logarithmisch wachsendd. volcanii-Zellen
wurden mittels Zentrifugation fir 5 min bei 13.2@0n und 4 °C geerntet. Die RNA wurde
nach Herstellerangaben unter Anwendung von 1 ml Rehgent (Sigma-Aldrich) aus
1-5 x 10 Zellen isoliert. Die Zellzahl wurde iber eine ©fZellzahl-Relation von OBs= 1

entspricht 1 x 1bZellen/ml abgeschétzt.

DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung. Die Konzentration von DNA und RNA
wurde mittels Absorptionsmessung am NanoDrop NDO1@pektralphotometer (Thermo
Fisher Scientific Inc.) bei 260 und 280 nm bestimnRer Absorptionskoeffizient
260 nm/280 nm gab Aufschluss lber die Reinheif\dgdeinsauren.
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Agarosegelelektrophorese.PCR-Produkte wurden mittels préaparativer oder disalyer
Agarosegelelektrophorese getrennt. Es wurden je Ragbenvolumen 30 bzw. 50 ml 1%ige
Agarosegele verwendet. Dazu wurden 0,3 bzw. 0,5gprdse durch Aufkochen in
TBE-Puffer (89 mM Tris-HCI, pH 8.0, 89 mM Borsaur@g mM EDTA) geldst. Nach
Abkihlung auf ca. 60 °C wurde 1,5 bzw. 2,5 pl 1%idethidiumbromid zugegeben. Es
wurden Auftragspuffer und GréRRenstandards der Firhiiermo Fisher Scientific Inc.
verwendet. Die Agarosegelelektrophorese erfolgt€éBE-Puffer fir 30-60 min bei 100 V in
einem Agagel Mini-System der Firma Biometra. Die ANurde durch Anregung mit UV-

Licht der Wellenlange 312 nm visualisiert.

4.2.4 Restriktionshydrolyse und Ligation

Restriktionshydrolyse. PCR-Produkte, Plasmide und genomische DNA wurdeih m
Restriktionsendonukleasen der Firma New EnglandaB® Inc. nach Herstellerangaben
behandelt. Die Hydrolyse erfolgte fir 2-16 h.

Ligation. Fur die Ligation eines PCR-Produkts in einen Vektarde jeweils die dreifache
molare Menge des Inserts im Verhaltnis zum Plassimdesetzt. In einem 20 pl Ansatz fur
eine sticky-end-Ligation in pTA963 wurden neben 50 ng des restildverdauten Plasmids
und der entsprechenden Menge des Inserts 1 x T4-Diy#se-Puffer und 1 U T4-DNA-
Ligase (Thermo Fisher Scientific Inc.) zugegebem BO ul Ansatz fur eineblunt-end-
Ligation in pTA131 enthielt neben 200 ng des Plasmind der entsprechenden Menge des
Inserts 1 x CutSmart Puffer, 20 U der Restriktionk®uklease EcoRV (jeweils NEB), 5 %
PEG4000, 0,5 mM ATP und 5 U T4-DNA-Ligase. Die ltigasansatze wurden fur 2-16 h
bei 22 °C inkubiert, gefolgt von einer Hitzeinakésung bei 65 °C flir 20 min und einer

25 mindtigen Mikrodialyse gegen sterilesQgiqest(0,025 pm Porengréf3e, Merck Millipore).

4.2.5 Herstellung elektrokompetenter Zellen und Transformation von E. coli

Herstellung elektrokompetenter Zellen. Zur Herstellung elektrokompetenté&: coli XL1
Blue MRF‘-Zellen wurden 200 ml LB-Medium (5 g/l Hedxtrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l
Natriumchlorid, 0,1 mg/ml Carbenicillin, pH 7.5) imieiner Uber Nacht gewachsenen
Vorkultur 1,5%ig inokuliert und aerob bei 37 °C uikert. Bei einer Oy von 0,7-1,0 wurde
die Kultur 15 min auf Eis inkubiert und anschlieBef0 min bei 5000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 200 ml sterilekaltem HOpigest resuspendiert und erneut

wie oben zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 nefrsém, kaltem HOpigestresuspendiert. Nach
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erneuter Zentrifugation wurden die Zellen schligf®lin 4 ml 10%igem Glycerin geldst, in

Aliquots zu je 40 pl mit flussigem Stickstoff eiffig@en und bei -70 °C gelagert.

Transformation von E. coli. Ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen wurdemalem

Auftauen mit 3 pl des Ligationsansatzes gemiscif2.43. Die Elektroporation erfolgte in
einer eisgekihlten Elektroporationskivette (Biozyb® 2,5 kV, 12,5 kV/cm, 25 pF und
200Q (Bio-Rad Pulse Controller und Bio-Rad Gene PulseBi8-Rad). Die Zellen wurden
anschlieBend in 700 pul vorgewarmtem SOC-Medium ¥0[efeextrakt, 2 % Trypton,
10mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgS{ 10 mM MgCh, 20 mM Glucose, pH 7)
aufgenommen und fiar 1 h bei 37 °C und 750 rpm imtib(Thermomixer comfort,
Eppendorf). 20 bzw. 200 pl dieser Suspension wueddgnB-Agarplatten (5 g/l Hefeextrakt,
10 g/l Trypton, 5 g/l Natriumchlorid, 15 g/l Agar0,1 mg/ml Carbenicillin, pH 7.5)
ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Isolation von Plasmiden.Nach der Analyse einzelner Klone auf Insert trageRthsmide
mittels einer Kolonie-PCR (4.2.2), wurden positietestete Klone in LB-Medium (5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l Trypton, 5 g/l Natriumchlori@,1 mg/ml Carbenicillin, pH 7.5) Gberimpft
und bei 37 °C aerob inkubiert. Die Isolation voadphiden erfolgte mittels des ,Qiaprep Spin
Miniprep Kit“ (Qiagen) nach Herstellerangaben ai618| Giber Nacht gewachsener Zellen.

4.2.6 Sequenzierung

Alle hergestellten Plasmide (Tabelle 4, Tabellevbyden sequenziert, um das Insert und die
flankierenden Bereiche auf Fehler zu Uberpriferquenzierungen wurden von der Firma
Eurofins Genomics durchgefuhrt. Die Chromatogranume Sequenzen wurden anschlie3end
im BioEdit Sequence Alignment Editor V7.1.3.0 méndOriginalsequenzen der jeweiligen

Sequenzabschnitte verglichen.

4.2.7 Transformation von H. volcanii

Zur Transformation vord. volcanii-Stammen (Tabellen 2 und 3) wurden 2-4 ml einear b
Nacht bei 42 °C und 150 rpm gewachsenen Kultu2firin bei 8000 rpm zentrifugiert und
die Zellen nach der Entfernung des Uberstandes iveme Gemisch aus 162 pl
Sphéaroblastenbildungslésung (SBL, 0,8 M NaCl, 27 K®, 15 % Saccharose, 50 mM Tris-
HCI, pH 8,2) und 18 ul 0,5 M EDTA-L6sung (pH 8,2y EBL) resuspendiert. Nach einer
mikroskopischen Kontrolle der Spharoblastenbildwmgrden 20 pl DNA-L6sung (2-5 pg
Plasmid in 0,8 M NaCl) zugegeben, durch 20 maligesrtieren gemischt und fir 5 min bei

20 °C inkubiert. Nach Zugabe von 210 ul 60%iger HESung (in SBL) und vorsichtigem
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Mischen wurden die Zellen 20 min bei Raumtemperatkubiert und die Bildung von
Zellaggregaten mikroskopisch kontrolliert. AnscRiad wurden 1,8 mi
Spharoblastenverdiinnungslésung (3,4 M NaCl, 175Md%0O,, 34 mM KCI, 5 mM CaCGl
15 % Saccharose, 50 mM Tris-HCI, pH 7,2) zugegelneth 100 ul dieser Suspension auf
Agarplatten mit geeigneter Kohlenstoffquelle (Tédel) ausplattiert. Nach ca. 5 tagiger

Inkubation bei 42 °C konnten transformierte Klompigkt und weiter kultiviert werden.

4.2.8 Konstruktion von Deletionsmutanten und deren Komplenentationen

Deletionsmutanten. Die Herstellung von Deletionsmutanten erfolgte nkilfe der
Pop-In/Pop-Out-Methode (Allers et al. 2004; Hamneatm und Soppa 2008). Es wurden die
Uracil-auxotrophem. volcanii-Stamme H26 und H555 verwendet, in welchen daspge?
deletiert ist, das fir die in der Uracil-Biosynteegssentielle Orotat-Phosphoribosyl-
Transferase codiert. Diese Stamme wurden mit dexsnftl pTA131 transformiert, auf dem
das funktionelle GepyrE2 unter Kontrolle eines konstitutiv induzierten Pors steht und
als Selektionsmarker in den Uracil-auxotrophen &t@&m dient. Ein solcher Deletionsvektor
enthielt auRerdem zwei in dieultiple cloning site hintereinander klonierte, je ca. 500 bp
grol3e DNA-Fragmente, welche dem 5'- und 3'-Bereioh und hinter dem zu deletierenden
Gen entsprachen. Da dieser Vektor keinen haloaetleae Replikationsursprung fur die
episomale Replikation iHl. volcanii besitzt, konnte in Uracil-freiem Medium mit geegger
Kohlenstoffquelle auf Transformanten selektiert degr, bei denen das Plasmid durch eine
homologe Rekombination in das Genom vor bzw. hidees zu deletierende Gen integriert
wurde (Pop-In). Die Wachstumsbedingungen sind ipited4.1 beschrieben. Die Selektion
auf ein zweites homologes Rekombinationsereignig{®ut) erfolgte durch die Zugabe von
FOA und Uracil. Zellen, bei denen der Vektor noclidas Genom integriert war, setzten FOA
durch die auf dem Vektor kodierte Orotat-Phosplasylb Transferase zu dem fir die Zellen
toxischen 5-Fluorouracil um. Zellen, welche den téekdurch ein zweites homologes
Rekombinationsereignis aus dem Genom verloren mattennten auf diesem Medium
wachsen. Die homologe Rekombination konnte sowehlthtPop-Out wie auch beim Pop-In
entweder im 5‘- oder im 3‘-Bereich des Gens erfolgeéalls das Herausloopen des Vektors
aus dem Chromosom uber ein homologes Rekombinatieigsis in dem identischen Bereich
wie das Pop-In-Ereignis erfolgte, lag wieder deddtyp vor. Nur bei einem zum Pop-In
reziproken Rekombinationsereignis wurde das Zieldgetiert. Ein Pop-Out-Ereignis wurde
mittels einer Pop-Out-PCR (4.2.2) Uberprift. Eineadil-auxotrophe Deletionsmutante

konnte fur die Deletion weiterer Gene mithilfe égdbben Methode verwendet werden.
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Komplementationen. Deletionsmutanten, die ein verdndertes WachsturWengleich zum

Wildtypstamm aufwiesen, wurden mit dem pTA963-Vektansformiert, der das jeweils
funktionelle Gen unter der Kontrolle eines durclypfophan induzierbaren Promotors trug
(Tabelle 5). Die Expression des entsprechenden @arde mit 80 UM Tryptophan induziert
und das Wachstum analysiert. Mit dieseitrans Komplementation wurde nachgewiesen,
dass der Wachstumsphéanotyp der Mutante ausschhef$ti der Deletion des Zielgens

begrindet war.

Herstellung von konditionalen Depletionsmutanten.Unter Anwendung dieser Methode
wurden Gene chromosomal unter die Kontrolle deschdufryptophan induzierbaren
Promotors gestellt, sodass eine gezielte Expresl@erGens moglich war (Gabel et al. 2013).
Dazu wurde ein DNA-Fragment, das am 5-Ende demBtor und am 3'-Ende nach einem
6 x CAC-tag nur den 5* Bereich des Zielgens um&ggstden pTA131-Vektor ligiert (4.2.4).
H. volcanii H26 wurde mit dem Plasmid transformiert (4.2.7ineEepisomale Vermehrung
des Plasmids ifl. volcanii ist aufgrund des fehlenden haloarchaeellen Ramiksursprungs
nicht maglich. Die homologe Rekombination des Pidsnms Genom (Pop-In) wurde mittels
Southern-Blot-Analysen verifiziert (4.2.9). Die Elion erfolgte durch ein Wachstum in
einem Medium, dem kein Uracil zugegeben wurde. Dlachstumsbedingungen sind in
Kapitel 4.1 beschrieben. Durch die Integration Wektors wurde die Uracil-Auxotrophie
(ApyrE2) des Stammes komplementiert. In diesen Transfaenastand nun das Zielgen
unter der Kontrolle des durch Tryptophan induzieghaPromotors, wohingegen der native
Promotor des Gens vor dem inkompletten und damittionslosen Gen lag. Die Expression
des Wildtyp-Gens in Pop-In-Kulturen konnte durchgdie von 80 uM Tryptophan induziert

werden.

4.2.9 Southern Blot Analysen

Die Kontrolle von Deletionen, welche mittels derpHa/Pop-Out-Methode durchgefuhrt
wurden, oder von konditionalen Depletionen erfolgtétels Southern-Blot-Analysen. Fir
Deletionen nach der Pop-In/Pop-Out Methode wurdedsam Wildtyp, der Pop-In- und Pop-
Out-Kultur genomische DNA isoliert (4.2.3). Fiir ditberpriifung von Depletionsmutanten
wurde die genomische DNA des Wildtyps und der Migasoliert. Die DNA wurde mit

Restriktionsenzymen so hydrolysiert (4.2.4), daseridie DNA-Fragmentgrof3en eine
Deletion verifiziert werden konnte. Die DNA-Fragnenwurden dazu in einem 1%igen
Agarosegel bei 100 V tber 100 min aufgetrennt 83.2Als GréRenstandards wurden ein
DNA-Standard (GeneRuler 1 kb DNA ladder, Thermadh€&isScientific Inc.) und ein DIG-
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markierter GréRRenstandard (DNA Molecular Weight Kéar lll, Roche) verwendet. Im
Anschluss erfolgte der Transfer der DNA-Fragmentef aine positiv geladene
Nylonmembran (Roche) mittels eines Vakuum-Blots. @eem konstanten Unterdruck von -
60 mbar wurde das Agarosegel fur 25 min mit Demiamslosung (250 mM HCI), fir
20 min mit Denaturierungslésung (0,5M NaOH, 1,5NBCI) und far 25 min mit
Neutralisierungslosung (1,5M NaCl, 0,5M Tris-HQIH 7,5) Uberschichtet. Fir einen
Transfer der DNA auf die Membran wurde der Unteclrauf -80 mbar erh6ht und das Gel
fur 40 min mit 20 x SSC-Lésung (3 M NaCl, 300 mM -Ndrat, pH 7) bedeckt. Eine
Fixierung der DNA auf der Membran erfolgte durcheeBestrahlung mit UV-Licht (312 nm)
fur 90 s. Es folgte eine 30 minutige Inkubation Membran in Hybridisierungsgefalien bei
50 °C und 6 rpm in vorgewarmter Prahybridisierudgshg (DIG Easy Hyb™, Roche,
Hybridisierungsofen OV 2, Biometra). DIG-markief@NA-Sonde wurden fur 7 min bei
99 °C denaturiert, anschlieend in 10 ml auf 5/6@ewéarmter DIG Easy Hyb™-L6sung
verdinnt und gegen die Préhybridisierungslosungugeht. Die Inkubation mit dieser
Hybridisierungslosung erfolgte Gber Nacht bei 50u1@ 6 rpm. Hybridisierungsldsungen
wurden nach Gebrauch bei -20 °C gelagert und ved&rholter Verwendung fir 10 min bei
68 °C im Wasserbad denaturiert. Nach Entfernung Higridisierungslésung wurde die
Membran zweimal mit 25 ml Low stringency buffer X2SSC, 0,1 % SDS) bei
Raumtemperatur und 10 rpm und zweimal mit Higlmggncy buffer (0,5 x SSC, 0,1 % SDS)
bei 68 °C und 10 rpm inkubiert. Die Detektion sfiszher Signale erfolgte mit dem
.Luminescent Detection Kit* (Roche) nach Herstedlegaben.

4.2.10Transkriptnachweis mittels Northern Blot und RT-PCR

Northern-Blot- und Reverse Transkriptase-PCR (RRRExperimente wurden fir eine

semiquantitative Analyse von Transkriptmengen ei@ess eingesetzt. Alle verwendeten
Glaswaren wurden vor Benutzung fir ca. 4 h bei Z20nkubiert und alle Plastikwaren

zweifach autoklaviert, um eine Kontamination mit &¢n zu vermeiden. Labortische und
Pipetten wurden vor Beginn der Arbeiten mit 0,1 MOH und 1 mM EDTA behandelt. Alle

verwendeten Losungen wurden mit 0,1 % Diethylpyriocaat (DEPC) versetzt, Gber Nacht
bei 37 °C auf einem Reziprokschittler inkubiert amdchliel3end autoklaviert.

Northern Blot. Die Laufkammer fir die Agarosegelelektrophoresgad@el Mini-System,
Biometra) wurde vor Benutzung Uber Nacht in 0,5 ZSSnkubiert. Die RNA wurde in
50 ml Formaldehydgelen (20 mM MOPS, 5 mM Na-AcetatnM EDTA, pH 7, 2,5 ul
0,01 % EtBr, 1,2 % Formaldehyd) getrennt. Als Lasfigr wurde MOPS-Puffer mit 0,74 %
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Formaldehyd verwendet. Proben wurden mit 2 x RNAtwagspuffer (Thermo Fisher
Scientific Inc.) versetzt und 10 min bei 65 °C denart. Als GrolRenstandard diente ein
RiboRuler™ High Range RNA Ladder (Thermo Fisher e8tfic Inc.) und die
Elektrophorese erfolgte fur 60 min bei 100 V. Nadér Visualisierung der RNA durch
Anregung mit UV-Licht der Wellenlange 312 nm wurdiese mit Hilfe eines VacuBlot
Systems (Vacu-Blot, Biometra) auf eine positiv-gelae Nylonmembran (Roche) tGbertragen.
Der Transfer erfolgte bei -60 mbar fur zweimal 28 mit H,O, zweimal 30 min 20 x SSC
(3M NaCl, 300 mM Na-Citrat, pH 7) und bei -80 mbat 20 x SSC fur 40 min. Die
Membran wurde dann flr 5 min in 2 x SSC gesplilt mad Fixierung der RNA 30 min bei
120 °C inkubiert. Danach wurde die Membran fiur resténs 30 min in einem
Hybridisierungsgefald mit 10 ml Prahybridisierungsiidg (DIG Easy Hyb™, Roche) bei
50 °C und 6 rpm in einem Hybridisierungsofen (O\B&metra) behandelt. Zuvor fir 7 min
bei 99 °C denaturierte, DIG-markierte DNA-Sonde aeur in 10 ml auf 50 °C vorgewarmter
DIG Easy Hyb™-L6sung verdinnt und gegen die Pradigierungslosung getauscht. Die
Inkubation mit dieser Hybridisierungslosung erfelgiiber Nacht bei 50 °C und 6 rpm.
Hybridisierungslésungen wurden nach Gebrauch b@i°€ gelagert und vor wiederholter
Verwendung fur 10 min bei 68 °C im Wasserbad demexrtu Nach Entfernung der
Hybridisierungslésung wurde die Membran bei Raunpematur und 10 rpm zweimal fur
5 min mit 25 ml Low stringency buffer (2 x SSC, 04LSDS) und zweimal fr 5 min mit
High stringency buffer (0,5 x SSC, 0,1 % SDS) inkut Die Detektion spezifischer Signale
erfolgte mit dem ,Luminescent Detection Kit* (Rogheach Herstellerangaben.

RT-PCR. Nach der Isolation von RNA (4.2.3) wurde diese DiNase | (Thermo Fisher
Scientific Inc.) nach dem Protokoll des Herstell&ehandelt, um genomische DNA zu
verdauen. Die RNA wurde mit dem GoSript™ Reversmn$cription System (Promega) nach
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Ein 1Rebktionsansatz enthielt 100 ng
gereinigte RNA als Template, 0,25 pg Random Hexapraner (Thermo Fisher Scientific
Inc.), 500 uM dNTPs, 2 mM Mgglnd 0,5 ul GoSript™ Reverse Transkriptase. Es amurd
Kontrollansatze ohne Reverse Transkriptase durdhgefum auf eine DNA-Kontamination
zu prufen. AnschlieBende PCR-Reaktionen wurden ffég-Polymerase (PeqglLab)
durchgefuhrt. Ein 12,5 pl Reaktionsansatz entigly cDNA als Template, 200 uM dNTPs,
je 500 nM forward und reverse Primer, 1 x Reakiparfier S, 1 x Enhancer, und 0,25Tdg-
Polymerase (PegLab). Das PCR-Programm bestand iaes iritialen Denaturierung bei
95°C fur 2 min, darauf folgten 14-28 Zyklen (Primiaar HVO_3038: 14 Zyklen,

HVO_0896: 28 Zyklen) bestehend aus 30 s Denaturgeroei 95 °C, 30 s Annealing bei
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62 °C und 30 s Synthese bei 72 °C. Das konstieikprimierte 16 S rDNA-Gen HVO_3038
(Tabelle 6) wurde als konstitutiv exprimierte Kaite verwendet (Maniscalco et al. 2014).
Das Ergebnis der PCR wurde mittels einer Agaroségidlophorese in einem 1%igen
Agarosegel analysiert.

4.3 Analytische Methoden

SDS-PAGE. Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAG&Wrde fir die
Reinheitskontrolle wahrend der Proteinreinigung umie GroRenbestimmung von
Proteinuntereinheiten genutzt. Die Elektrophoredelgte dabei in 10%igen oder 12%igen
diskontinuierlichen Gelen nach der Methode von LasinfLaemmli 1970) in einer Mini
Protean 3 Elektrophorese Zelle (Bio-Rad). Alle Riolvurden vor dem Auftrag auf das Gel
mit Trichloressigsaure (TCA) gefallt. Es wurde Aafispuffer (5x) der Firma Thermo Fisher
Scientific Inc. verwendet und als Molekulargewichésker diente Precision Plus Protein™
Standard (Bio-Rad).

Bestimmung des apparenten Molekulargewichts von Pteinen. Fur die Bestimmung des

apparenten  Molekulargewichts der gereinigten Pmetei wurde eine Grol3en-

Ausschlusschromatographie an einer Superdex 200adiL16/60 Gelfiltrationssaule (GE
Healthcare) verwendet. Es wurden 1-2 ml Probe anagen, die Flussgeschwindigkeit betrug
1 ml/min. Als Laufpuffer diente 50 mM Tris-HCI, 1M KCI, pH 7,5. Proteine aus dem
HMW und LMW Gel Filtration Calibration Kit (GE Hethicare) dienten als

Molekulargewichtsstandards. Die Kalibrierung erfelgnach Herstellerangaben in 50 mM
Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5.

Bestimmung von Proteinkonzentrationen.Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer
modifizierten Methode nach Bradford bestimmt (Boadf 1976). Dazu wurden je 100 pl
proteinhaltige Probe mit 900 ul Bradford-Reagen riy Coomassie Brilliant Blue, 50 ml
99 % Ethanol, 100 ml 85 % Ortho-Phosphorsaure &9 bl HOqe; filtriert) gemischt und

fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extiok wurde bei 595 nm bestimmt
(CARY 60 UV-Vis, Agilent) und der Messwert gegemeiProbe ohne Protein korrigiert.
Eine Eichgerade wurde mit einem Standard aus Ridarm Albumin Fraktion V (Merck)

erstellt. Die Messwerte waren bis zu einer Proteinge von 5 pg im Test proportional.

43



Material und Methoden

4.3.1 Glucose-Bestimmung

Die Glucosekonzentration in den Wachstumsiberstanderde mit Hilfe der Enzyme
Glucoseoxidase (GOD) und Peroxidase (POD) in eigekoppelten optischen Test bestimmt
(Kunst et al. 1981). Die Testansatze enthielten1l0Brobe mit maximal 500 uM Glucose,
die jeweils mit 900 pl Glucosereagenz versetzt 1MaHPO,, 7,2 g NaHPQ, ad 11
H204esi 40 mg POD (200 U/mg), 80 mg GOD (130 U/mg), OARJTS) und fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschliel3end wulideExtinktion bei 436 nm bestimmt
und der Messwert gegen eine Probe ohne Glucosdikotr Eine Eichgerade wurde mit
Verdinnungen eines 500 uM Glucose-Standards ¢rsig# Extinktion war bis zu einer
Glucosekonzentration von 50 uM im Test proportioar Extinktionskoeffizients) lag bei

ca. 28 mMtem™.

4.3.2 Acetat-Bestimmung

Die Bestimmung der Acetatkonzentration in Wachsiilesstanden erfolgte in einem
gekoppelten optischen Test. Dazu wurde die Umsgtzier Acetatmenge mithilfe der
Enzyme AMP-abhéngige Acetyl-CoenzymA Synthetase JAGMyokinase (MK), Pyruvat
Kinase (PK) und Lactat Dehydrogenase (LDH) an dxed&ion von NADH gekoppelt und
bei 365 nm detektiert:4ss = 3,4 mM'cmY). Der Umsatz von 1 mol Acetat entsprach dabei
der Oxidation von 2 mol NADH. Ein Testansatz enthl®0 mM Tris-HCI, pH 8.0, 100 mM
KCI, 20 mM MgCh, 2 mM PEP, 2 mM ATP, 0,3 mM NADH, 0,3 mM CoA, 3UDH, 2 U
PK, 4,65 U MK und maximal 0,1 mM Acetat. Die Reaktiwurde nach Messung einer
konstanten Extinktion (ft durch Zugabe von 62,5 mU ACS gestartet. Naclé@amin wurde
erneut die Extinktion (B der Proben bestimmt. Aus der Extinktionsdifferelez Probe AE)
wurde mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten undchakorrektur um die Extinktionsdifferenz
ohne Zugabe von Acetat die AcetatkonzentrationHiife des Lambert-Beer'schen Gesetzes
ermittelt. Mithilfe eines Acetatstandards (0,1 mMurde die vollstdndige Umsetzung der

eingesetzten Acetatmenge innerhalb von 60 min kbiert.

4.3.3 Nachweis des putativen Acetat-Transporters iH. volcanii

Der Transport von Acetat iM.volcanii-Zellen wurde uber einé“C-Acetat-Aufnahme
bestimmt. Dazu wurden Acetat-gewachséheolcanii H26-Zellen in der logarithmischen
Wachstumsphase mittels 20minutiger Zentrifugatiam 8500 rpm und 4 °C (Zentrifuge
Avanti™ J-25, Rotor JA 10, Beckman) geerntet. Dieelleh wurden in 400 ml
Suspensionspuffer (100 mM Tris-HCI, 139 mM KCI, ®J1NaCl, pH 8) gewaschen und
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erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde fur 5 mini b8 °C und 150 rpm in 2 ml
Suspensionspuffer homogenisiert und diese SuspeasischlieRend auf eine @f@von 50
mit Suspensionspuffer verdinnt. Die Zellen wurdén ¢a. 1,5 h auf Eis inkubiert und
anschlielBend die Proteinkonzentration bestimmt)(Z&&he ODB;svon 50 entsprach einer
Proteinkonzentration von 5,4-7,5 mg/ml. RadioaktiarkiertesC-Acetat (57,5 mCi/mmol)
wurde mit nicht-markiertem Acetat zu einer radidaknarkierten**C-Acetat-Lésung mit
einer Konzentration von 109 pM vermischt. Die Aufmee von Acetat in die Zellen sollte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt werden. Dazmden fur jeden Messpunkt 80 pl
Zellsuspension vorbereitet und die Aufnahme vontétcdurch die Zugabe von 20 pl der
Acetat-Losung gestartet (entspricht 0,01 pCi/Ansaile Messungen wurden in Triplikaten
durchgefuhrt. Die Suspensionen wurden fir maximalib bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Reaktion wurde zu definierten Zeitpunkten gpptp indem 1 ml eisgekuhlter
Suspensionspuffer zu dem jeweiligen Ansatz gegehede und der Ansatz sofort auf einen
Membranfilter (GF/C, PorengréRe 1,2 um, Whatman, K&falthcare) einer Vakuumanlage
transferiert wurde. Der Puffer wurde mittels Untek entfernt und die Zellen mit weiteren
7 ml eisgekuhltem Puffer auf dem Filter gewasclizas Stoppen der Reaktion und Waschen
der Zellen sollte maximal 20 s dauern. Die Filterreen Gber Nacht bei Raumtemperatur in
je 3 ml Szintillationsflissigkeit (Quicksafe A, &ser Analytic) inkubiert. Anschliel3end
wurde die Strahlung (counts per minute, GRRM der Proben in einem Packard TriCarb
Liquid Scintillation Counter (PerkinElmer Inc.) gessen. Fir jede Substratkonzentration
wurde ein Maximalwert der Strahlung (CRM in Triplikaten bestimmt, indem die jeweilige
Substratmenge direkt in die Szintillationsfllissigkegeben wurde. Je Ansatz errechnete sich

die Aufnahmemenge wie folgt:
Aufnahme [nmol] = CPMopex Substrat [nmol] / CPMax

Die Bestimmung der Substrataffinitat des Transpsrezfolgte nach dem oben beschrieben
Verfahren, wobei verschiedene Konzentrationen vdnis45 UM Acetat bei einer konstant

gehaltenen Strahlungsaktivitat des Substrats v@h |0Ci je Ansatz eingesetzt wurden.
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4.4 Reinigung und Charakterisierung von Proteinen

4.4.1 Reinigung und Charakterisierung der AMP-bildenden Acetyl-CoA-
Synthetase

Die AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetase 2 (ACS2) deiraus 9,8 g Acetat-gewachsenen
H. volcanii-Zellen gereinigt. Dazu wurden die Zellen in 25/uiffer 1 (0,1 M Tris-HCI, 2 M
Ammoniumsulfat, 50 mM MgG| pH 8,0) resuspendiert und mittels viermaliger
Hochdruckhomogenisation in einer gekuhlten Frencbs$ Zelle (American Instruments
Company) bei 18000 psi aufgeschlossen. Diese Ssigpemwurde fur 1,5 h bei 40000 rpm
und 4 °C zentrifugiert (Optima L Preparative Uleadfuge, 70 Ti Rotor, Beckman). Der
Uberstand wurde mit Puffer 1 auf 100 ml aufgefiilihd auf eine mit Auftragspuffer
equilibrierte Phenyl-Sepharose Saule (HiLoad 2@&”h@nyl Sepharose High Performance,
GE Healthcare) mit einer Flussrate von 3 ml/mingatrigen. Nach einem Waschschritt mit
Puffer 1 Gber 150 ml erfolgte die Elution mit Pufg (0,1 M Tris-HCI, 50 mM MgGl
pH 8,0) mit einem linearen Gradienten von 2 bis @imoniumsulfat Gber 540 ml. Eluiertes
Protein wurde in 6 ml Fraktionen gesammelt. Diekitomen mit den hochsten spezifischen
Aktivitditen wurden vereint und mit Puffer 3 (50 mWris-HCI, 3 M Ammoniumsulfat,
pH 7,5) gemischt, sodass eine finale Ammoniumsitaizentration von 1,5 M erreicht
wurde. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei Q00pm und 4 °C (Zentrifuge Avanti™
J-25, Rotor JA 25.50, Beckman) wurde die Probeené 1 ml HiTrap Phenyl-Sepharose
(GE Healthcare) aufgetragen, die mit Puffer 4 (3@ fhris-HCI, 1,5 M Ammoniumsulfat,
pH 7,5) equilibriert worden war. Bei einer Flussgesindigkeit von 1 ml/min erfolgte nach
einem Waschschritt mit 10 ml Puffer 4 die Elutiont Ruffer 5 (0,1 M Tris-HCI, pH 7,5) und
einem linearen Gradienten von 1,5 bis 0 M Ammonuifas tber 20 ml. Eluiertes Protein
wurde in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Fraktiort der hochsten spezifischen Aktivitat
wurde auf eine mit Puffer6 (50 mM Tris-HCI, 1,5 NKCI, pH 7,5) equilibrierte
Gelfiltrationssaule (HiLoad 16/60 Superdex, GE Ideadre) aufgetragen. Die Proteine
wurden mit einem isokratischen Fluss von 1 ml/mam der S&ule eluiert und in Fraktionen
zu je 1 ml gesammelt. Die Fraktionen mit der héehspezifischen Aktivitat wurden vereint
und mit Puffer 7 (50 mM Tris-HCI, 2 M AmmoniumsuifgpH 8) auf 20 ml aufgeflllt. Die
Probe wurde auf eine mit Puffer 7 equilibrierte Batyl-Sepharose Saule (HiTrap Butyl
Fast Flow, GE Healthcare) mit einer Flussrate voml/inin aufgetragen. Nach einem
Waschschritt mit 10 ml Puffer G wurde die Elutioit Puffer 8 (50 mM Tris-HCI, pH 8) und

einem linearen Gradienten von 2 bis 0 M Ammoniufiagulber 20 ml durchgefiihrt. Eluiertes
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Protein wurde in 1 ml Fraktionen gesammelt. Wéahrdad gesamten Reinigungsprozesses
wurden die Proteinkonzentrationen der Proben bestiomd mittels SDS-PAGE die Reinheit
des Proteins abgeschatzt (4.3). Eine Analyse ®5i8&8S-PAGE ergab, dass das Protein bis
zur apparenten Homogenitat gereinigt vorlag. Dietétnbande wurde aus dem SDS-PAGE-
Gel ausgeschnitten und die Identifizierung des dfmst erfolgte mit Hilfe einer
Massenspektrometrie (MALDI-TOF MS) durch die Arlsgituppe von Prof. Dr. Bott im

Forschungszentrum Jiilich.

4.4.2 Reinigung und Charakterisierung rekombinanter Protane

Reinigung rekombinanter Proteine. Die in H. volcanii H1209 homolog tberexprimierten
Proteine (4.1) wurden saulenchromatographisch bisapparenten Homogenitat gereinigt.
Die Zellpellets wurden dazu in 25 ml Puffer 9 (2Mnaris-HCI, 1,5 M KCI, 5 mM Imidazol,
pH 8,0) resuspendiert und mittels viermaliger Hoabkhomogenisation in einer gekuhlten
French Press Zelle (American Instruments Compamy)1B8000 psi aufgeschlossen. Diese
Suspensionen wurden jeweils fir 1,5h bei 40000 tprd 4 °C zentrifugiert (Optima L
Preparative Ultracenrifuge, 70 Ti Rotor, Beckmabgr Uberstand wurde mit Puffer | auf
50 ml aufgefullt und auf eine mit Puffer 9 equildste 1 ml Nickel-NTA-S&ule (Ni-NTA
Superflow, Qiagen) mit einer Flussrate von 1 ml/raufgetragen. Die Elution erfolgte mit
Puffer 10 (20 mM Tris-HCI, 1,5M KCI, 500 mM Imidaz pH 8,0) Uber einen
Stufengradienten fir jeweils 10 ml mit 20 mM, 10Mnmund 500 mM Imidazol. Protein
wurde spezifisch bei 100 mM eluiert und in 2 mlkE@nen gesammelt. Die Fraktion mit der
hochsten Proteinkonzentration wurde auf eine Gelfibnsséule (HiLoad 16/60 Superdex,
GE Healthcare) aufgetragen, die mit Puffer 6 equért worden war. Die Elution erfolgte mit
einem isokratischen Fluss von 1 ml/min und die €n& wurden in 1 ml Fraktionen

gesammelt.

Fur die Reinigung der rekombinanten PEPC HVO_262ftde allen oben angegebenen
Puffern final 5 mM 1,4-Dithioerythritol (DTE) zugeben. In den Fraktionen mit der PEPC
wurde die DTE Konzentration sofort nach der Elutaari 25 mM erhoht.

Charakterisierung von Proteinen. Die Messung von Aktivitaten gereinigter Enzyme
erfolgte in einem Volumen von 0,3 ml in Kunstst&ifimalktvetten (Halbmikro-Kuvetten,
Brand) mit einer Schichtdicke von 10 mm. Es wurde Bhotometer Cary 60 UV-Vis
verwendet und die Daten mit Hilfe der Cary Win Udft@are (jeweils Agilent Technologies)
ausgewertet. Enzymreaktionen, die an eine Oxidatmm NADH gekoppelt waren (ACS)

bzw. eine Umsetzung von NADPH/NADRatalysierten (Malat-Enzyme), wurden iber eine
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Anderung der Extinktion bei 340 nrasfo = 6,2 mM*cm?) bestimmt. Enzymaktivitaten, die
eine Freisetzung von HS-CoA katalysierten, wurdéieta 5,3-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure
(DTNB) nach Ellman bei 412 nne4. = 13,6 mM'cm™) bestimmt (Ellman 1958). Jede
Klvette wurde vor der Messung inkubiert bis die geschte Temperatur von 42 °C erreicht
war. Der pH-Wert der Puffer war jeweils auf die sgmechende Temperatur eingestellt.
Sowohl die Substratreihenfolge als auch die Enzyngee wurden variiert, um mdogliche
unspezifische Raten und eine Abhangigkeit der Rateder Proteinkonzentration zu zeigen.
Km- und VihaxWerte wurden nach Lineweaver-Burk ermittelt. Diezigmaktivitat 1 Unit (U)
ist definiert als die Umsetzung von 1 pmol Substbatv. die Bildung von 1 pmol Produkt
pro Minute. pH-Abhangigkeiten von Enzymen wurdenBareich von 5-7 in BisTris- und im
Bereich von 7-8,5 in Tris-Puffer bestimmt. Optima KCI, MgCl, und MnC} wurden in
Bereichen von 0-4,5 M KCl, 0-12 mM MgQlnd 0-10 mM MnC nachgewiesen.

4.4.2.1 Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase

Die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (POR) kafalys die Coenzym A-abhangige
oxidative Decarboxylierung von Pyruvat zu AcetylACder natirliche Elektronenakzeptor
dieser Reaktion, Ferredoxin, wurde im Test durchthylgiologen (MV) ersetzt, dessen
Reduktion durch zwei Elektronen bei der Oxidatiom einem Pyruvat tiber die Anderung der
Extinktion bei 578 nmgg7s = 19,6 mM'cmi®/ 2 €) bestimmt werden konnte. Die Messung
der Enzymaktivitat erfolgte unter anaeroben Bednggu. Dazu wurden alle verwendeten
Puffer und Wasser zunédchst unter,-Bégasung aufgekocht und kochend in eine
verschlossene Serumflasche abgefullt. Anschlieffemdien diese wéhrend der Abkuhlung
auf Raumtemperatur ca. finfmal abwechselnd beineibaterdruck von ca. 0,9 bar entgast
und bei einem Uberdruck von ca. 0,5 bar mitlidgast. Die Substrate wurden in luftdichten
GlasgefalRen eingewogen und ca. finfmal bei einetertuck von ca. 0,9 bar entgast und
bei einem Uberdruck von ca. 0,2 bar mit begast. AnschlieRend wurden die Substrate in
anaerobisiertem Wasser gel6st. Die Fraktionen entRDR wurden direkt nach der Elution
ca. funfmal bei Unter- bzw. Uberdruck wie die Sudist anaerobisiert. Aktivititsmessungen
erfolgten unter anaeroben Bedingungen in Glaskénettie mit Gummistopfen verschlossen
und wie die Substrate anaerobisiert wurden. DerfePukurde mit einer Spritze in die
Kivetten geflllt und nochmals be- und entgast. 8atesund Protein wurden anschlie3end
mit einer Spritze in die vorgewarmten Kulvetten dege Um anaerobe Bedingungen

wahrend der Messung zu gewahrleisten, wurden @& rAM Natrium-Dithionit zu jeder
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Messung gegeben. Weiterhin enthielt ein 1000 ptanssitz 950 pl Testpuffer (0,1 M Tris-
HCI, 2 M KCI, pH 7,0), 5 mM MV, 10 mM Pyruvat, OfBM Coenzym A und POR.

4.4.2.2 Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

Die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) katalysidie Bicarbonat-abhangige
Carboxylierung von PEP zu Oxalacetat und anorghaiscPhosphat. Diese Reaktion wurde
durch eine Malat-Dehydrogenase (MDH) an eine Oxdaton NADH gekoppelt. Ein 300 pl
Testansatz enthielt 282 ul Testpuffer (0,1 M TriSiH2 M KCI, pH 7), 5 mM MgCj,

0,3 mM NADH, 10 mM NaHC@ 5 mM PEP, 10 mM Acetyl-CoA, 3,6 U MDH und PEPC.

4.4.2.3 AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetasen

AMP-bildende Acetyl-CoA-Synthetasen (ACS) katalysrein einer reversiblen Reaktion die
ATP- und CoenzymA-abhangige Aktivierung von AcatatAcetyl-CoA, AMP und PP

In Richtung der Acetataktivierung wurde diese Reakturch die Enzyme Myokinase (MK),
Pyruvatkinase (PK) und Lactat-Dehydrogenase (LDIH) eane Oxidation von NADH
gekoppelt. Als Puffer wurden fir die ACS7 (HVO_A®)5und ACS1 (HVO _0894) 0,1 M
Tris-HCI, 1 M KCI, pH 7,0 und fur die ACS2 (HVO_08p0,1 M Tris-HCI, 2 M KCI, pH 7,5
eingesetzt. Ein 300 pl Testansatz enthielt auRe@&mM MgCh, 0,3 mM NADH, 1 mM
PEP, 2 mM ATP, 10 mM Acetat, 3 mM HS-CoA, 9,3 U MKU PK, 6 U LDH und ACS.
Testansatze fur die Bestimmung der Substratspizifier Enzyme ACS1 (HVO_0894),
ACS2 (HVO_0896) und ACS7 (HVO_A0156) enthielten amhend von den oben
genannten Konzentrationen 0,1 M Tris-HCI, 1M K®H 7,0 und je 2,5 bzw. 0,2 mM
Substrat.

Aktivitatsmessungen in Richtung der Acetatbilduniglgten nach Ellman (Ellman 1958). Im
Test wurden als Puffer fur die ACS7 (HVO_A0156) M1Tris-HCI, 1 M KCI, pH 7,0 und
fur die ACS1 (HVO_0894) 0,1 M BisTris, 2 M KCI, pHO eingesetzt. Ein 300 pl Ansatz
enthielt auRerdem 2,5 mM MgCl2 mM Acetyl-CoA, 2 mM AMP, 1 mM RBP 0,1 mM
DTNB und ACS.

Die Aktivitat der ACS-Enzyme mit verschiedenen Qarkduren wurde mit je 2,5 mM der
jeweiligen Saure und mit 0,2 pul Triton X-100 je Abs in Richtung der Aktivierung
gemessen. Eine pH-Abhéangigkeit sowie die optimilenzentrationen von KCl und derK
Wert fir Mg* der ACS2 (HVO_0896) wurden in Richtung der Acettitéerung ermittelt.
Diese Optima wurden fir die ACS1 (HVO_0894) und AGBVO_A0156) in Richtung der

Acetatbildung bestimmt.
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4.4.2.4 Malat-Enzyme

Malat-Enzyme (HVO 2158 und HVO 2436) katalysiererie dNADP'-abhangige
Decarboxylierung von L-Malat zu Pyruvat. 300 pul Atz fur Aktivititsmessungen in
Richtung der Pyruvatbildung enthielten 0,1 M BisJrd M KCI, pH 5,75, 5 mM MnG]
0,5 mM NADF, 1,5 mM L-Malat und Malat-Enzym.

Eine reduktive Carboxylierung von Pyruvat zu Maklairde im gleichen Puffer mit 5 mM
MnCl,, 0,2 mM NADPH, 10 mM NaHC¢ 20 mM Pyruvat und Malat-Enzym in 300 pl
Anséatzen gemessen. Eine pH-Abhangigkeit sowie K@ld MnCp-Optima des Malat-

Enzyms (HVO_2436) wurden mit diesem Testsystemigeze
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit sollten bisher nicht erstichte Schllisselenzyme des zentralen
Kohlenstoffwechsels in dem aeroben, halophilen ModganismusH. volcanii untersucht
werden. Dies betrifft Enzyme des Glucose-, des #eeind des Succinat-Stoffwechsels.

5.1 Enzyme des Glucose-Stoffwechsels
Es sollten folgende Enzyme des Glucose-Stoffweshsél. volcanii untersucht werden:

a) Es wurde postuliert, dads. volcanii Glucose uber einen semiphosphorylierenden
Entner-Doudoroff-Weg (spED-Weg) abbaut, wobei derminale Umsetzung von
Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat durch einevRgkinase (PK) katalysiert wird.
Die transkriptionelle Regulation dgik-Gens sollte nach Wachstumsexperimenten auf
Glucose und Pyruvat analysiert werden. Mit Hilfenezi Apk-Mutante sollte die

funktionelle Beteiligung der PK am Glucose-Abbachgewiesen werden.

b) Es sollte die Rolle der Pyruvat-Ferredoxin-Oxattuktase (POR) im Katabolismus
sowie die anaplerotische Funktion der PhosphoenoWay-Carboxylase (PEPC) im
Glucose-Stoffwechsel untersucht werden. Dazu sollt&ranskriptionsanalysen
durchgefuhrt sowie die rekombinanten Proteine dttarsiert werden. Die funktionelle
Beteiligung der Enzyme sollte in Wachstumsexperteremit Deletionsmutanten gezeigt

werden.

c) Die Bildung von Acetat bei aerobem Wachstum whrvolcanii auf Glucose sollte
analysiert werden. Die funktionelle Beteiligung d&DP-bildenden Acetyl-Coenzym A-
Synthetase (ACD) an der Bildung von Acetat war zutetsuchen. Dazu sollten
Transkriptionsanalysen und Wachstumsexperimenteeimér Aacd-Mutante durchgefuhrt

werden.
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H. volcanii wurde auf Glucose und zum Vergleich auf Pyruvat Aocetat gezichtet, um die
transkriptionelle Regulation von ausgewahlten Germn untersuchen. Auch wurden
Wachstumsexperimente mit  Deletionsmutanten auf edies Wachstumssubstraten
durchgefuhrtH. volcanii wuchs exponentiell in einem Medium mit 15 mM Glseanit einer
Verdopplungszeit von 6,2 h bis zu einer optisch&ht® (AODs7g) von 2,8 (Abbildung 8 A).
Die stationéare Phase wurde nach ca. 48 h erréciit40 mM Pyruvat wuchsi. volcanii mit
einer Verdopplungszeit von 4,1 h bis zu einer cpts Dichte AODs7g) von 2,7 (Abbildung
8 B). Die stationare Phase war nach ca. 25-30dichir Das Wachstum auf Acetat ist in

Kapitel 5.2 detailliert beschrieben.

A 3,0+ B 3,0F
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Abbildung 8 Wachstum von H. volcanii H26 auf 15 mM Glucose (A) und 40 mM Pyruvat (B).Die

Vorkulturen waren jeweils auf 1 % Casaminosauremaghisen. Das Wachstum)(wurde anhand der optischen
Dichte bei 578 nm bestimmit.
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5.1.1 Pyruvat-Kinase

Die Pyruvat-Kinase (PK) katalysiert im letzten Sttholes spED-Weges die ADP-abhangige
Umsetzung von PEP zu Pyruvat und ATP. Das Enzymiiekbdurch HVO_0806pK), wurde
kurzlich in der AG Schénheit charakterisiert. Imlgemden wurden Transkriptionsanalysen

und Wachstumsexperimente mit der bereits vorliegengk-Mutante durchgefihrt.

Transkriptanalyse. In Northern Blot-Analysen wurde untersucht, obeeifranskription des
pk-Gens Glucose-spezifisch induziert wird. Dazu wuRIEA aus Glucose- und Pyruvat-
gewachsenen Zellen isoliert, elektrophoretisch egeir, auf eine Membran geblottet und
mittels einer spezifischen Sonde gegen HVO_080dysieat. In Glucose-gewachsenen
Zellen wurde ein spezifisches Signal nachgewiedas einer Transkriptlange von ca. 1800 nt
entsprach (Abbildung 9). Die Lange des Transkrigtisnmt mit der Grol3e des Gens
HVO_0806 von 1758 bp Uberein. In Pyruvat-gewachsenellen war dieses Signal nicht
detektierbar, was auf eine Glucose-spezifische Ktolu und eine Funktion der PK im
Katabolismus hindeutet.

& <Y
ok —» <—2000n
<+— 1500 n
<+— 1000 n
23S rRNA—>
16S rRNA—>

Abbildung 9 Transkriptionsanalyse despk-Gens ausH. volcanii mittels Northern Blot. Abgebildet ist ein
Northern Blot mit RNA aus Zellen, die auf Glucos&d) oder Pyruvat (Pyr) gewachsen waren. Die Traptk
wurden mit Hilfe einer fir dapk-Gen spezifischen Sonde nachgewiesen. Ausgewahtide® des verwendeten
Grolenstandards sind durch Pfeile dargestellt.2B® und 16S rRNA wurden mittels Ethidiumbromid Hiein
gemacht, um die Gesamt-RNA-Menge der Proben zueiehgn.

Analyse der Apk-Mutante. Die funktionelle Beteiligung der Pyruvat-Kinase #ahucose-
Abbau sollte mittels deApk-Mutante verifiziert werden. Die Mutante zeigte Wergleich
zum Wildtyp eine um ca. 20 h verlangettg-Phase auf einem Medium mit Glucose als
Energie- und Kohlenstoffquelle (Abbildung 10 A). DEbergang des Wachstums in die
stationdre Phase wurde erst nach ca. 60 h erreigittingegen der Wildtyp bereits nach
ca. 40 h die stationare Phase erreichte. Hitieans Komplementation mit derpk-Gen fiihrte
dazu, dass didpk-Mutante wieder ein mit dem Wildtyp vergleichbaM&chstum zeigte
(nicht abgebildet). Das Wachstum der Mutante autit war im Vergleich zum Wildtyp

53



Ergebnisse

nicht verandert (Abbildung 10 B), was in Ubereimstiung mit den Transkriptanalysen fur
eine katabole Funktion der PK im Glucose-Abbauc$priDas eingeschrankte Wachstum der
Apk-Mutante deutet darauf hin, dass die Funktion dedBrch ein anderes Enzym teilweise
ersetzbar ist. Fur das hyperthermophile Euryarain@@ermococcus kodakarensis wurde die
Beteiligung einer Phosphoenolpyruvat-Synthetase®?@Ean der katabolen Umsetzung von
PEP zu Pyruvat bei Wachstum auf Glucose beschrigbemaka et al. 2006). Im Genom von
H. volcanii kodiert das Gen HVO_081p(sA) fur eine putative PEPS.
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Abbildung 10 Wachstum derH. volcanii Apk-Mutante auf 15 mM Glucose (A) und 40 mM Pyruvat (B.
Dargestellt ist das Wachstum depk-Deletionsmutante ) im Vergleich zum Wildtyp ). Die Vorkulturen
waren jeweils auf 1 % Casaminosauren gewachsen.Vieshstum wurde anhand der optischen Dichte bei
578 nm bestimmt.

Depletion der PEPS in derApk-Mutante. Um zu prifen, ob die PEPS die PK in dgik-
Mutante ersetzen kann, wurde eine konditionale &&pl degpsA-Gens in denpk-Mutante
durchgefuhrt.Dazu wurde ein geeigneter Vektor Uber homologe Rdkioation so in das
Genom der\pk-Mutante integriert, dass der natirliche PromoesgbsA-Gens gegen einen
kinstlich induzierbaren Promotor getauscht wuradew8rde eine Expression dpgsA-Gens
durch Zugabe von Tryptophan zum Medium erzielt, @@l dieses Gen ohne die Zugabe von
Tryptophan nicht exprimiert wurde. Es zeigte sidhss die Depletion der PEPS zu keiner
weiteren Einschrdnkung des Wachstums/AggeMutante auf Glucose fuhrte (Abbildung 11).
Auch wurde durch eine gezielte Induktion dggsA-Gens kein verbessertes Wachstum
erreicht. Diese Ergebnisse sprechen gegen eindigatg der PEPS am Glucose-Abbau.
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Abbildung 11 Analyse der konditionalen Depletion ds ppsA-Gens in der H. volcanii Apk-Mutante auf
15 mM Glucose.Dargestellt ist das Wachstum der Doppelmutante dfrgptophan &) und mit Zugabe von
80 uM Tryptophar(e) im Vergleich zum Wildtyp &) und zurApk-Einzelmutante £). Die Vorkulturen waren

jeweils auf 1 % Casaminosauren gewachsen. Das Weachsurde anhand der optischen Dichte bei 578 nm
bestimmt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dask tlia@nBkriptionell auf Glucose induziert
und funktionell am Glucose-Abbau beteiligt ist. &ikatabole Funktion der PEPS kann

ausgeschlossen werden. Die anabole Funktion deSR&Rde im Rahmen dieser Arbeit in
Kapitel 5.2.4.2 untersucht.
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5.1.2 Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase

Die Umsetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA wurdeHnvolcanii bisher nicht untersucht. Die
Gene flr Untereinheiten einer putativen Pyruvardaoxin-Oxidoreduktase (POR) sind im
Genom vonH. volcanii annotiert. HVO_1305 pporA) mit einer Ladnge von 1896 bp und
HVO_1304 porB) mit einer Lange von 939 bp liegen mit einem Abdtaon nur 4 bp in
direkter Nachbarschaft im Genom (Abbildung 12 A).itttds Transkriptanalysen, der
Charakterisierung des rekombinanten Proteins undchdtamsexperimenten mit einer
AporAB-Mutante wurde untersucht, ob die POR essentiedleanUmsetzung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA beteiligt ist.

Transkriptanalyse. In Northern Blot-Analysen wurde die Transkriptider por A- und porB-
Gene in Glucose- und Acetat-gewachsehkmwolcanii-Zellen analysiert. Mit einer Sonde
gegenporA sowie einer Sonde geg@orB, wurde jeweils das Signal eines Transkripts mit
einer Grof3e von ca. 2900 nt in Glucose-gewachs2aken detektiert (Abbildung 12 B). Die
Grol3e des Transkripts zeigt, dass die Gaméd und porB als Operon mit einer kalkulierten
GroRe von 2837 bp cotranskribiert werden. In Aeg@atwachsenen Zellen war dieses

Transkript nicht nachweisbar, was fur eine Glucggezifische Induktion beider Gene

spricht.
A porA porB
1896 bp 939 bp
' 2837 bp '
B porA porB
& ¥ <>\° v
|
<+—3000n
PorAB —» ~ «—2000n

23S rRNA—»>

16S rRNA—>

Abbildung 12 Analyse der GengoorA und porB. A: Anordnung im Genom voHl. volcanii. Die Gene sind als
Pfeile dargestellt. Der Strich unter beiden Generigtz die Grole eines Transkripts beider Gene.
B: Transkriptionsanalyse der Gene mittels Northerrt.BMdgebildet sind Northern Blot-Experimente mit RN

aus Zellen, die auf Glucose (Glc) oder Acetat (§eyvachsen waren. Die Transkripte wurden mit Hiléa v
Sonden nachgewiesen, die entweder spezifischpdil (links) oder firporB waren (rechts). Ausgewahlte
Banden des verwendeten GroRRenstandards sind dfeitd €argestellt. Die 23S und 16S rRNA wurden ahétt

Ethidiumbromid sichtbar gemacht, um die Gesamt-Rilénge der Proben zu vergleichen.
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Charakterisierung der rekombinanten POR. Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitat
der POR wurde daporAB-Operon, das fir die PorA-Untereinheit des Enzynmit emer
Grolie von 68,4 kDa und die PorB-Untereinheit miteeiGrof3e von 34,5 kDa kodiert, in
einen Uberexpressionsvektor kloniert. Das rekomitm&nzym wurde nach der homologen
Uberexpression uber eine Ni-NTA- und eine Gelfilbmssaule bis zur apparenten
Homogenitat gereinigt. Eine SDS-PAGE-Analyse zeigteei Banden mit GréfRen von
82 kDa und 44 kDa (Abbildung 13). Es ist bekanssddas apparente Molekulargewicht
halophiler Proteine in einer SDS-PAGE-Analyse aufigr des erhdhten Anteils saurer
Aminosauren Uberbestimmt wird (Bonete et al. 1996¢. Gro3e des nativen Proteins wurde
mittels einer Groéfl3enausschlusschromatographie aul90 kDa bestimmt, was fur eine
heterotetramere Struktun,3;) der POR spricht. Die Aktivitat des rekombinanteroteins
wurde unter anaeroben Bedingungen mit MethylviologéMV) als artifiziellem
Elektronenakzeptor analysiert. Die rekombinante P@Rilysierte die Coenzym A (CoA)-
und MV-abhéngige Decarboxylierung von Pyruvat zuetfcCoA mit einer apparenten
maximalen Umsatzrate () von 2,07 U/mg (Reaktion 1). Die apparentep\Kerte waren
4,79 mM fir Pyruvat und 0,06 mM fur Coenzym A (Aloloing 14).

Pyruvat + CoA + 2 MV = Acetyl-CoA + CO, + 2 MV,¢q (Reaktion 1)

1001 s «— PorA
75 -
50 - v
<«— PorB
37 -+«

Abbildung 13 SDS-PAGE-Analyse der rekombinanten PORaus H. volcanii. 12 %ige SDS-PAGE mit
gereinigtem Protein. Das porAB-Operon wurde so iimer Vektor kloniert, dass die PorA-Untereinheit
N-terminal zusatzlich sechs Histidine aufweist. Naeiner homologen Uberexpression wurden beide
Untereinheiten gemeinsam (ber eine Ni-NTA-Affirsétiromatographie und eine Gréf3enausschluss-
Chromatographie gereinigt. Die GroRen der Protdiege Molekulargewichtsstandards sind auf der linReite

in kDa angegeben.
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Abbildung 14 Abhangigkeit der spezifischen Aktivitd der rekombinanten POR ausH. volcanii von der
Pyruvat- (A) und Coenzym A-Konzentration (B).
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Herstellung und Analyse einer konditionalen porAB-Depletionsmutante. Eine
funktionelle Beteiligung der POR an der Umsetzuong Yyruvat zu Acetyl-CoA wurde in
Wachstumsexperimenten mit einer konditionajmmAB-Depletionsmutante nachgewiesen.
Dabei wurde dagorAB-Operon unter die Kontrolle eines durch Tryptoplaauzierbaren
Promotors gestellt, sodass bei Zugabe von Tryptople Expression des Operons induziert
wurde, wahrend ohne Tryptophan keine Expressidtfatd. Die Ergebnisse zeigen, dass die
porAB-Mutante ohne Zugabe von Tryptophan weder auf Gleiatoch auf Pyruvat wachsen
konnte, wahrend durch Zugabe von Tryptophan unditdden Expression des Operons das
Wachstum wiederhergestellt wurde (Abbildung 15). Begensatz dazu war das Wachstum

auf Acetat von der Expression des AB-Operons unabhéngig (nicht abgebildet).
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Abbildung 15 Wachstum derH. volcanii porAB-Depletionsmutante auf 15 mM Glucose (A) und 40 mM
Pyruvat (B). Dargestellt ist das Wachstum der AB-Depletionsmutante ohne Tryptophak) (und mit Zugabe
von 80 uM Tryptophake) im Vergleich zum Wildtyp &). Die Vorkulturen waren jeweils auf 40 mM Acetat
gewachsen. Das Wachstum wurde anhand der optifibhte bei 578 nm bestimmt.

Die Daten zeigen, dass die Expression pl@#\B-Operons Glucose-spezifisch induziert ist
und die rekombinante POR die Umsetzung von Pyravatcetyl-CoA katalysiert. Eine
essentielle Beteiligung der POR an der katabolerséiming von Pyruvat zu Acetyl-CoA

wurde nachgewiesen.
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5.1.3 Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

H. volcanii verfugt Uber einen geschlossenen Citratzyklus, bermediate fur den
Baustoffwechsel zur Verfigung stellt. Durch anapieche Reaktionen muissen die
Intermediate des Citratzyklus aufgefullt werden. @G@nom vonH. volcanii kodiert das
ppc-Gen (HVO_2621) fur eine putative Phosphoenolpy@aboxylase (PEPC). Im
Folgenden sollte die Transkription dggc-Gens analysiert und die Umsetzung von PEP zu
Oxalacetat durch die rekombinante PEPC geprift everdulRerdem wurde die essentielle

Funktion der PEPC in Wachstumsexperimenten mitréippc-Mutante untersucht.

Transkriptanalyse. Die Transkription desppc-Gens wurde in Glucose- und Acetat-
gewachsenen Zellen anhand von Northern Blot-Analysgersucht. Mit einer spezifischen
Sonde gegen dagpc-Gen wurde in Glucose-gewachsenen Zellen ein Tragiskit einer

GroRRe von ca. 2650 nt nachgewiesen, was der Laagppd-Gens von 2694 bp entspricht
(Abbildung 16). Dieses Signal war in Acetat-gewasten Zellen nicht nachweisbar. Es

wurde eine Glucose-spezifische Induktion der Exqoesdegpc-Gens nachgewiesen.

Q¥
<—3000 ni
ppc —» <— 2000 nf
<— 1500 ni
23S rRNA—»>
16S rRNA—»

Abbildung 16 Transkriptionsanalyse desgppc-Gens ausH. volcanii mittels Northern Blot. Abgebildet ist ein
Northern Blot mit RNA aus Zellen, die auf Glucos&ld) oder Acetat (Ac) gewachsen waren. Der
Transkriptnachweis wurde mit Hilfe einer fur dggc-Gen spezifischen Sonde erbracht. Ausgewéahlte Bande
des verwendeten GréRenstandards sind durch Pfeilgestellt. Die 23S und 16S rRNA wurden mittels
Ethidiumbromid sichtbar gemacht, um die Gesamt-Rilénge der Proben zu vergleichen.
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Charakterisierung der rekombinanten PEPC. Die PEPC wurde homolog Uberexprimiert
und Uber eine Ni-NTA-AffinitAitschromatographie seweine Gelfiltrationsséule bis zur
apparenten Homogenitat gereinigt. Das Protein beséeis 897 Aminosauren und das
kalkulierte Molekulargewicht betragt 102,3 kDa. Dix6Re des rekombinanten Proteins
wurde mittels SDS-PAGE auf 105 kDa und mittels @rigisschlusschromatographie auf

125 kDa bestimmt, was fur eine monomere Struktsrraggiven Proteins spricht.

Die PEPC katalysierte in Anwesenheit von 10 mM Ake€oA, eines positiven allosterischen
Effektors bakterieller PEPCs, die Bicarbonat-ablgengJmsetzung von PEP zu Oxalacetat
und Phosphat mit einem apparenteg.@Vert von 3,1 U/mg (Reaktion 2). Der apparente
Kmn-Wert von PEP betrug 1,1 mM (Abbildung 17). Beiiggen Acetyl-CoA-Konzentrationen
(<3 mM) konnte keine Enzymaktivitdt nachgewiesearden. Acetyl-CoA konnte nicht
durch Fructose-1,6-Bisphosphat oder Glucose-6-Pfaisfle 10 mM) ersetzt werden, die
auch als positive Effektoren bakterieller PEPCsbesben wurden.

PEP + HCO; — Oxalacetat + R (Reaktion 2)
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Abbildung 17 Abhéngigkeit der spezifischen Aktivitd der rekombinanten PEPC ausH. volcanii von der

Phosphoenolpyruvat (PEP)-Konzentration.Die Aktivitdt des Enzyms wurde in Anwesenheit vbd mM
Acetyl-Coenzym A bestimmt.
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Herstellung und Analyse der Appc-Mutante. Fur den Nachweis einer anaplerotischen
Funktion der PEPC ii. volcanii wurde eineAppc-Mutante mit Hilfe der Pop-In/Pop-Out-
Methode erstellt. Die erfolgreiche Deletion dgsc-Gens wurde in einem Southern Blot-
Experiment Uberprift (siehe Anhang, Abbildung &9wohl in Wachstumsexperimenten auf
Glucose als auch auf Pyruvat zeigte die Mutante ¥éachstum (Abbildung 18). Durch eine
intrans Komplementation mit denppc-Gen konnte das Wachstum auf beiden Substraten
wiederhergestellt werden. Im Gegensatz zum WachstuinGlucose und Pyruvat war das
Wachstum deAppc-Mutante auf Acetat nicht veréndert (nicht abgedtild
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Abbildung 18 Wachstum derH. volcanii Appc-Mutante auf 15 mM Glucose (A) und 40 mM Pyruvat (B.
Dargestellt ist das Wachstum dgppc-Mutante @) im Vergleich zum Wildtyp &) und derAppc-Mutante, die
mit dem ppc-Gen komplementiert wurdee). Die Vorkulturen waren jeweils auf 1% Casaminosa
gewachsen. Das Wachstum wurde anhand der optigibbte bei 578 nm bestimmt.

Die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen, der &itarisierung der rekombinanten PEPC
und der Wachstumsexperimente mit dppc-Mutante zeigen, dass die PEPCHnvolcanii

bei einem Wachstum auf Glucose und Pyruvat einenéisfle, anaplerotische Funktion
erfullt.
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5.1.4 ADP-bildende Acetyl-Coenzym A-Synthetase

Bisherige Untersuchungen deuten darauf hin, daswend des aeroben Wachstums von
H. volcanii auf Glucose Acetat durch die Aktivitdt einer ADRdbnden Acetyl-CoA-
Synthetase (ACD) in einem Overflow-Metabolismusilgkdh wird. Die rekombinante ACD
wurde bereits charakterisiert und katalysiert diBPA und Phosphat-abhangige Umsetzung
von Acetyl-CoA zu Acetat, Coenzym A und ATP mit einspezifischen Aktivitat von
350 U/mg (Reaktion 3).

Acetyl-CoA + ADP + R — Acetat + CoA + ATP (Reaktion 3)

Erste Transkriptanalysen wurden bereits durchgefuhd eineAacd-Mutante stand zur
Verfigung (Zitat Masterarbeit). In der vorliegendArbeit wurde zunachst ein Medium
etabliert, auf dem hohe und reproduzierbare Megmtat wahrend des aeroben Wachstums
von H.volcanii auf Glucose gebildet werden. AnschlieBend wurde @inktionale
Beteiligung der ACD an der Bildung von Acetat andhaon Transkriptionsanalysen und in
Wachstumsexperimenten mit daaecd-Mutante untersuchtH. volcanii wuchs auf 15 mM
Glucose und 0,25 % Hefeextrakt mit einer Verdopgézaeit von 3,7 h bis zu einer optischen
Dichte (AODs7g) von 4,4 (siehe Seite 65, Abbildung 20 A). Wahretes Verbrauchs von
Glucose wurden 10,7 mM Acetat ins Medium abgegetdach dem Ubergang in die
stationdre Phase wurde das gebildete Acetat initievba 10 h wieder vollstandig verbraucht.
Ohne die Zugabe von Glucose wudehsvolcanii bis zu einer optischen DichtA@Ds7g) von
etwa 1,8, wobei kein Acetat gebildet wurde (nidigebildet).
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Transkriptanalyse. Die ACD ist durch das Gen HVO_1000 mit einer Lanvga 2094 bp

kodiert. Im 3‘-Bereich von HVO_1000 befindet sicht minem Abstand von 27 bp das Gen
HVO_0999 mit einer GroRe von 1137 bp (Abbildung AP Mit einer spezifischen Sonde
gegen HVO_1000 wurde in Northern Blot-Analysen mRNA aus Zellen, die auf dem

optimierten Medium mit Glucose gewachsen waren, Tganskript mit einer Grof3e von
ca. 3200 nt detektiert, was mit der Lange von 3@b&ines polycistronischen Transkripts
beider Gene ubereinstimmt (Abbildung 19 B). DieSeasnskript wurde ebenfalls mit einer
Sonde gegen HVO_0999 nachgewiesen (nicht abgebildeZellen, die auf dem identischen
Medium, allerdings ohne Glucose gewachsen warenntkosowohl mit der Sonde gegen
HVO_1000 als auch der Sonde gegen HVO _ 0999 keimabidetektiert werden. Diese
Ergebnisse zeigen, dass HVO_1000 und HVO_0999iakitronische Transkripte exprimiert

werden und dass die Transkription Glucose-spehifisguziert ist.

A HVO_1000 HVO_0999
2094 bp 1137 bp
| 3256 bp I
B o &
HVO_1000 + HVO_0999» P . ::;1888 2
F_——

23S rRNA—

16S rRNA—>

Abbildung 19 Analyse der Gene HVO_1000 und HVO_099%: Anordnung im Genom voHl. volcanii. Die
Gene sind als Pfeile dargestellt. Der Strich ubtsiden Genen zeigt die GroBmesTranskripts beider Gene.

B: Transkriptionsanalyse mittels Northern Blot. Abiget ist ein Northern Blot mit RNA aus Zellen,edin
einem Medium (0,25 % Hefe) mit 15 mM Glucose (+)&der ohne Glucose (- Glc) gewachsen waren. Die
Transkripte wurden mit Hilfe einer spezifischen 8&@rgegen HVO_1000 nachgewiesen. Ausgewahlte Banden
des verwendeten GréRenstandards sind durch Pfeilgestellt. Die 23S und 16S rRNA wurden mittels
Ethidiumbromid sichtbar gemacht, um die Gesamt-Rilénge der Proben zu vergleichen.
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Analyse derAacd-Mutante. Um den Nachweis zu erbringen, dass die ACD esdeatialer
Bildung von Acetat aus Glucose beteiligt ist, wurd&achstumsexperimente mit deacd-
Mutante auf dem optimierten Medium durchgefihrt.sD&achstum der Mutante auf
Glucose-haltigem Medium war nicht verandert. Allegs wurden wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase nur noch 36 % derg®ehcetat (3,9 MM £0,5) im
Vergleich zum Wildtyp (10,7 mM = 1,4) im Medium regewiesen (Abbildung 20 B). Das
gebildete Acetat war nach ca. 10 h wieder verbraudtrch einen trans Komplementation
mit dem acd-Gen wurde die Bildung von Acetat in der expondietie Wachstumsphase
wiederhergestellt (Abbildung 20 C). Dies zeigt, sldg&e ACD essentiell an der Bildung von
Acetat bei einem aeroben Wachstum ¥bvolcanii auf Glucose beteiligt ist.
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Abbildung 20 Wachstum vonH. volcanii H26 (A), der Aacd-Mutante (B) und der Aacd-Mutante, die mit
dem HVO_1000-Gen komplementiert wurde (C) auf 15 mMGlucose und 0,25 % HefeextraktEs wurden
das Wachstumm) sowie die Konzentrationen von Glucosg (ind Acetat ¢) bestimmt. Die Vorkulturen waren
jeweils auf 1 % Casaminosauren gewachsen. Das Wechsurde anhand der optischen Dichte bei 578 nm
bestimmt.
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5.2 Enzyme des Acetat-Stoffwechsels

Bisherige Untersuchungen zeigten, dass HaloarckaescH. volcanii, auf Acetat wachsen
kbnnen. Zum Transport von Acetat in die Zellen sowrur Aktivierung von Acetat zu Acetyl-
CoA, die vermutlich tber AMP-bildende Acetyl-CoA{8kietasen (ACS) katalysiert wird,
liegen fur H. volcanii keine Analysen vor. Es wurde die anaplerotisch@kien eines
Glyoxylatzyklus in H. volcanii postuliert, dessen funktionelle Beteiligung bish@cht
nachgewiesen wurde. Auch sind die Enzyme der Sgatiien Phosphoenolpyruvat (PEP) im
Verlauf der Gluconeogenese nicht bekannt. Im Rahdweser Arbeit sollten daher folgende

Fragestellung untersucht werden:

a) Im Genom vorH. volcanii wurde ein putativer Acetat-Transporter identifizieDie

Beteiligung des Transporters am Wachstum tbwolcanii auf Acetat sollte analysiert
werden. Dazu sollte in Transport-Experimenten dignAhme von radioaktiv-markiertem
Acetat in die Zellen bestimmt werden. Die funktibedeteiligung des Transporters sollte

anhand von Transkriptionsanalysen und mit eineefi@lsmutante nachgewiesen werden.

b) Im Genom vorH. volcanii sind insgesamt neun Gene annotiert, die fir maadCS
kodieren. Die Enzyme, die an der Aktivierung vonefat beteiligt sind, sollten
identifiziert und charakterisiert werden. Transkopsanalysen sollten durchgefihrt und

das Wachstum von Deletionsmutanten analysiert werde

c) Die Enzyme des Anabolismus bei Wachstum wbnvolcanii auf Acetat sollten
untersucht werden. Ein Schlisselenzym des Glyayhéis, die Isocitrat-Lyase (ICL),
sollte deletiert werden. In Wachstumsexperimentén aer Mutante sollte die essentielle

Funktion des Glyoxylatzyklus nachgewiesen werden.

d) Im Genom von H.volcanii sind zwei Malat-Enzyme (MEs) und eine
Phosphoenolpyruvat-Synthetase (PEPS) kodiert. Exlaveine Bildung von PEP im
Rahmen der Gluconeogenese durch diese Enzyme ipastidlie rekombinanten MEs
sollten Gberexprimiert und charakterisiert werdes sollte die transkriptionelle Regulation
der PEPS untersucht und die Beteiligung der MEsderdPEPS an der Gluconeogenese

anhand von Wachstumsexperimenten mit Deletionsreriiamtersucht werden.
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H. volcanii wuchs in einem Medium mit 40 mM Acetat mit eineerdopplungszeit von
12,6 h bis zu einer optischen DichtegJDs7g) von 1,7 (Abbildung 21). Bis zum Erreichen der
stationdren Phase nach 72 h wurde das Acetatadisf verbraucht.
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Abbildung 21 Wachstum vonH. volcanii H26 auf 40 mM Acetat. Es wurden das Wachstuna)(und die

Acetatkonzentration{) bestimmt. Die Vorkultur war auf 1 % Casaminosaugewachsen. Das Wachstum
wurde anhand der optischen Dichte bei 578 nm begtim

5.2.1 Acetat-Transport

Im Genom vorH. volcanii wurde HVO_A0154 alssf-Gen annotiert, das flir einen putativen
Acetat-Transporter degolute:sodium symporter (SSF)-Familie kodiert. Dieses Gen liegt in
direkter genomischer Nahe der Geaaws7 (HVO_A0156) undacs8 (HVO_A0158), welche
fur putative ACS-Enzyme kodieren, die an der Aldnung von Acetat beteiligt sein kbnnten
(Abbildung 22). In direkter N&he kodieren aullerdelas Gen HVO_AO0155 fir ein
hypothetisches Protein und das Gen HVO_A0153 fiirpeitatives, regulatorisches uspA-
Protein.
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4625 bp
I I
HVO_A015... 8 7 6 5 4 3
acs8 boad acs’ hyp. ssf uspA28
bp: 1953 1767 1995 438 1650 489

Abbildung 22 Schematische Darstellung der genomiseh Region mit putativen Genen fiir einen Acetat-
Transporter und zwei ACS-Paraloge.Offene Leserahmen sind als Pfeile dargestellt. pdative Acetat-
Transporter ist durch dasf-Gen kodiert (roter Pfeil). Das Gen HVO_A015%., gelber Pfeil) kodiert fur ein
hypothetisches Protein und daspA-Gen (spA28, hellblauer Pfeil) kodiert fir ein putatives, régforisches
Protein. Im 5'-Bereich dessf-Gens liegen die Gene fir die putativen ACS-Enzyaws7, acs3, grine Pfeile)

und ein Gen flr ein putativdsacterio-opsin activator-like Protein poa4, dunkelblauer Pfeil). Die GréRe der
offenen Leserahmen in Basenpaaren (bp) ist unterBdzeichnungen der Gene angegeben. Die Grol3e eines
polycistronischen Transkripts der Gene HVO_A0156HWVO_A0153 ist tber den Pfeilen dargestellt.

Transkriptionsanalyse. Anhand von Northern Blot-Analysen wurde die Transion des
Gens HVO_A0154 in Acetat- und Glucose-gewachsenellerz analysiert. In Acetat-
gewachsenen Zellen wurde das Signal eines Tramnskmg einer GrofRe von ca. 4600 nt
detektiert (Abbildung 23), welches der Summe von2546t eines polycistronischen
Transkripts der vier Gene HVO_A0156 bis HVO_AO0158sericht (Abbildung 22). Auch
mit spezifischen Sonden gegen die Gene HVO_A0158 HVO_A0153 wurde ein
polycistronisches Transkript des Operons mit dieSedl3e detektiert (nicht abgebildet).
Hingegen war eine Expression in Glucose-gewachsefedlen nicht nachweisbar. Die
Acetat-spezifische Induktion des Operons deutetemnd Beteiligung des putativen Acetat-

Transporters am Transport sowie der ACS7 an devigkiing von Acetat hin.

v
<+— 6000 n
4600 nt»
<4+— 4000 n
<4— 3000 n
23S rRNA>
16S rRNA>

Abbildung 23 Transkriptionsanalyse der Gene HVO_A0%56 bis HVO_A0153 mittels Northern Blot.
Abgebildet ist ein Northern Blot-Experiment mit RN#us Zellen, die auf Acetat (Ac) oder Glucose (Glc)
gewachsen waren. Die Transkripte wurden mit HiifeeeSonde nachgewiesen, die spezifisch fur HVO 5401
war. Der Pfeil bildet die mit Hilfe des verwendet@roRenstandards berechnete Grof3e des Signals ab.
Ausgewahlte Banden des verwendeten GroRenstandmdisiurch Pfeile dargestellt. Die 23S und 16S rRNA
wurden mittels Ethidiumbromid sichtbar gemacht, dimGesamt-RNA-Menge der Proben zu vergleichen.
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Hydrophobizitatsanalyse. Transportproteine weisen in der Regel mehrere pjdrbe
Transmembrandoménen auf, die eine LokalisationRieseins in der Cytoplasmamembran
ermdglichen. Um eine Lokalisation des putativen tAt@ransporters aud. volcanii in der
Cytoplasmamembran zu prufen, wurde eine Hydroplit@sanalyse (TMHMM Server
v.2.0) und eine Vorhersage von TransmembrandomafdBMSAT3) angewendet
(Sonnhammer et al. 1998; Jones 2007). Es wurdeStimktur des Acetat-Transporters mit
13 Transmembrandomanen vorhergesagt, wobei demNA&le Sequenzbereich extrazellular
und der C-terminale Sequenzbereich im Cytoplasmigegen (Abbildung 24). Diese Struktur
spricht fir eine Lokalisation des putativen Aceéfednsporters in der Cytoplasmamembran

vonH. volcanii.
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Abbildung 24 Hydrophobizitatsanalyse (A) und Vorhesage von Transmembranhelices (B) fir den
putativen Acetat-Transporter HYO_A0154 vonH. volcanii. A: Hydrophobizitatsanalyse (TMHMM Server v.
2.0) (Sonnhammer et al. 1998). Aufgetragen istWahrscheinlichkeit einer Orientierung der Aminosiuin

der Membran (rot, senkrechte Balken), auf der Ise#a (blaue Linie) und auf der AulRenseite der Mamb
(pinke Linie) gegen die Aminosauresequenz von HVQL34. Darlber ist eine schematische Darstellung der
Aminosauresequenz mit Transmembrandoméanen, Secpreicten auf der Aufen- bzw. Innenseite der
Membran gezeigtB: Schematische Darstellung der 13 Transmembrandom@de-S13) von HVO_A0154
anhand einer MEMSAT3-Vorhersage (Jones 2007). Dositien der Aminosduren sind jeweils N- und
C-terminal in jeder Doméane angegeben.
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Acetat-Transport in H. volcanii. Um einen Acetat-Transport in die Zellen vBinvolcanii
nachzuweisen, wurde die Aufnahme von Acetat insdslbensionen untersucht. Dazu wurde
eine konzentrierte Zellsuspension (7,5 mg Protd)nfmt H. volcanii-Zellen hergestellt, die
exponentiell auf Acetat gewachsen waren, und digis&’C-markiertem Acetat inkubiert. Zu
verschiedenen Zeiten wurden Proben genommen, dikenZauf einen Membranfilter
transferiert und unter Vakuum mit Puffer gewaschiemschlieR3end wurde die in die Zellen
aufgenommene Acetatmenge Uber die radioaktive IBtrghin einem Szintillationszahler
bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass Acetat miberei Geschwindigkeit von
1,1 nmol mg min™ in die Zellen aufgenommen wurde (Abbildung 25 Bjese Rate war
Uber einen Zeitraum von ca. 60 s proportional. Bixangigkeit der Aufnahmerate von der
Acetat-Konzentration wurde getestet. Dabei wurdee dhalbmaximale Aufnahmerate bei
einer Acetatkonzentration von 24,6 uM und die matéen Aufnahmerate mit
1,9 nmol mg min™ berechnet (Abbildung 25 B).
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Abbildung 25 Acetat-Aufnahme in Zellsuspensionen ni H. volcanii-Wildtypzellen. Es wurden

Zellsuspensionen mit einer Proteinkonzentration Ygimg/ml verwendetA: Zeitabhangigkeit der Aufnahme
von Acetat in Zellsuspensionen miit. volcanii-Wildtypzellen. Es wurden 21,8 pM‘C-markiertes Acetat
(0,01 pCi/Ansatz) eingesetzB: Abhangigkeit der Aufnahmerate von der Acetat-Koneion. Es wurde
Y“C-markiertes Acetat mit einer Strahlungsintensitit 0,01 uCi/Ansatz verwendet.
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Um zu prifen, ob die Aufnahme von Acetat auf daB-Bftein zuriickzufihren war, wurde
eine Assf-Mutante generiert und die erfolgreiche Deletiorhard eines Southern Blots
nachgewiesen (siehe Anhang, Abbildung 47). Es wdrdeAcetat-Aufnahme sowohl in der
Mutante als auch in der mit dessf-Gen komplementierten Mutante mit der Acetat-
Aufnahme in Wildtypzellen verglichen. Die Datenge, dass didssf-Mutante Acetat mit
einer etwa sechsfach geringeren Rate (0,18 nmdimig') aufnehmen konnte (Abbildung
26). Durch diein trans Komplementation deassf-Mutante mit denssf-Gen war die Acetat-
Aufnahmeféahigkeit wiederhergestellt, wobei die Gwegadigkeit der Acetataufnahme im
Vergleich zum Wildtyp zweifach hoher war (Abbildur2®). Diese erhdhte Aufnahmerate
lasst sich durch eine Uberexpression dsfsGens erklaren. Die Ergebnisse zeigen eine
funktionelle Beteiligung des Acetat-Transportersdaen Aufnahme von Acetat in die Zellen
von H. volcanii. Dies ist der erste Nachweis eines Acetat-Tratemoin der Domane der

Archaea.
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Abbildung 26 Zeitabhangigkeit der Aufnahme von*‘C-markiertem Acetat. Dargestellt ist die zeitabhangige
Aufnahme von 21,8 uM*C-markiertem Acetat (0,01 pCi/Ansatz) in die ZelléssH. volcanii-Wildtyps (),
derAssf-Mutante @) und der mit denssf-Gen komplementierteissf-Mutante @). Es wurden Zellsuspensionen
mit einer Proteinkonzentration von 7,5 mg/ml verdetn
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5.2.2 AMP-bildende Acetyl-Coenzym A Synthetasen

Nach der Aufnahme des Acetats in die Zellen wir@ diktivierung von Acetat zu
Acetyl-CoA vermutlich durch AMP-bildende Acetyl-Gmeym A Synthetasen (ACS)
katalysiert. Die Acetat-spezifische Induktion eipedycistronischen Transkripts des Operons,
das fur den Acetat-Transporter und die putative AR&diert, spricht dafir, dass die ACS7
an der Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA betgilist. Im Genom vorH. volcanii sind
aber neben deracs7-Gen noch acht weitere paraloge Gene annotiertfidiputative ACS-
Enzyme mit zum Teil hohen Sequenzidentitaten verehi87 % kodieren. Tabelle 7 gibt eine

Ubersicht tiber die ACS-ParalogerHnvolcanii.

Tabelle 7 Ubersicht der putativenacs-Gene ausH. volcanii und Identitat der kodierten Proteine mit der
ACS7. *Die Bezeichnungen der Gene und Proteine wurderHadolex-Datenbank entnommen (Pfeiffer et al.
2008) (Stand Mai, 2016).

Gen (bp) Annotation* Protein*  Aminoséauren Identitat mit ACS7 (%)
HVO_A0156 1995 acs7 ACS7 664 100
HVO_0894 1989 acsl ACS1 662 87
HVO_A0158 1953 acs8 ACS8 650 64
HVO_1585 2007 acsb ACS5 668 35
HVO_1236 1608 acs3 ACS3 535 21
HVO_1374 1662 acs ACS4 553 16
HVO_A0551 1617 acs9 ACS9 538 15
HVO_0896 1623 acs2 ACS2 540 15
HVO_1917 2001 acs6 ACS6 666 12

Reinigung der ACS.Um zu priufen, welche der ACS funktionell an der iirung von
Acetat zu Acetyl-CoA beteiligt ist, wurde eine AGHis Extrakten Acetat-gewachsener
H. volcanii-Zellen saulenchromatographisch gereinigt und dasekende Gen identifiziert. In
Extrakten von Acetat-gewachsenen Zellen war keigeifskante ACS-Aktivitdt messbar.
Daher wurde der Extrakt mit Hilfe einer Phenyl-Saqase-Saule fraktioniert, indem die
Proteine mit abnehmender Ammoniumsulfat-Konzerdratvon der Séaule eluiert wurden.
Alle Fraktionen wurden auf eine ACS-Aktivitat gefiriProtein mit einer spezifischen ACS-
Aktivitat von 0,4 U/mg eluierte in einem Peak benez Konzentration von ca.0,5M
Ammoniumsulfat. Die weitere Reinigung bis zur agpéen Homogenitat erfolgte mit Hilfe
einer weiteren Phenyl-Sepharose-Saule, einer Gabfdsnohlusschromatographie und einer
Butyl-Sepharose-Saule. Eine SDS-PAGE-Analyse eajab Bande bei 69 kDa (Abbildung
27 A). Diese Bande wurde mittels einer Massenspaidtrie (MALDI-TOF MS) als ACS2
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identifiziert, welche durch das Gen HVO_0896 kodigst. Die ACS2 besteht aus
540 Aminosauren und das kalkulierte Molekulargewibbtragt 59,8 kDa. Die GrofRe des
nativen Proteins wurde mittels einer GroRenaussshhromatographie auf 139 kDa

bestimmt, was fur eine homodimere Struktur der AGRZcht.

Das Enzym katalysierte die ATP- und Coenzym A-algigen Aktivierung von Acetat zu
Acetyl-CoA, AMP und PPnit einer spezifischen Aktivitat von 3,5 U/mg (Reak 4).

Acetat + ATP + CoA — Acetyl-CoA + AMP + PR (Reaktion 4)

Die Abhangigkeit der Rate von den Substrat-Konzgioinen folgte einer Michaelis-Menten
Kinetik mit apparenten }jWerten von 2,3 mM fur Acetat, 1,3 mM fir Coenzynuid

0,2 mM fur ATP (nicht abgebildet). Die ACS2 zeidteine messbare Aktivitat in Richtung
der Acetat-Bildung aus Acetyl-CoA, was auf einezsfmche Funktion in der Aktivierung

von Acetat hinweist.
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Abbildung 27 SDS-PAGE-Analyse der ACS2 vonH.volcanii. Die GroéRen der Proteine des
Molekulargewichtsstandards in kDa sind jeweils $irkngegebenA: Analyse der Reinigung der ACSEs
wurde ein 10 %iges Gel verwendet. Spur 1: Molelgdaichtsstandard, Spur 2: Zellfreier Rohextrakt (20,
Spur 3:nach HiLoad-Phenyl-Sepharose (15 pg), Spunath HiTrap-Phenyl-Sepharose (10 ug), Spunaeh
Superdex 16/60 (2 pg), Spur Bach HiTrap-Butyl-Sepharose (0,85 pgl: Gereinigte rekombinante ACS2.
12 %ige SDS-PAGE mit gereinigtem Protein, das Mieal zusatzlich sechs Histidine aufweist. Spur 1:
Molekulargewichtsstandard, Spur 2: nach Superdés0l@ g).
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Transkriptanalyse. In einer semiquantitativen Analyse der Transkriptgen mittels RT-
PCR sollte die Expression dems2-Gens untersucht werden. In Acetat-gewachsenen
H. volcanii-Wildtypzellen war im Vergleich zu Komplex-gewachse Zellen deutlich mehr
Transkript descs2-Gens detektierbar, was auf eine Acetat-speziéidnduktion des Gens in

H. volcanii hindeutet (Abbildung 28).

cDNA Kontrolle
Cas Ac Cas Ac

Abbildung 28 Transkriptionsanalyse desacs2-Gens (HVO_0896).Die RT-PCR wurde mit RNA aus
Komplex-gewachsenen (1 % Casaminosauren, Cas) wethtrgewachsenen (Adj. volcanii-Wildtypzellen
und spezifischen Primern fir dass2-Gen (Fragmentgrof3e: 379 bp) durchgefiihrt. Als Kallgt wurde ein
422 bp Fragment der konstitutiv exprimierten 168IARHVO_3038amplifiziert (Maniscalco et al. 2014). Um
Verunreinigungen mit genomischer DNA auszuschlieRemrde DNase-verdaute RNA ohne RT-Schritt als
Kontrolle verwendet. Die Pfeile stehen fir ausgdtedBanden des DNA-GrdolRenstandards.

Charakterisierung der rekombinanten ACS2. Fur eine weitere Charakterisierung wurde
die ACS2 homolog uberexprimiert und das rekombiadahzym mit Hilfe einer Nickel-
Affinitatschromatographie und einer Gelfiltratioaste bis zur apparenten Homogenitat
gereinigt (Abbildung 27 B). Die kinetischen Eigehaften der rekombinanten ACS2
stimmten weitgehend mit den Parametern des natreirggten Proteins uUberein. Der
apparente MaxWert des Proteins betrug 1,5 U/mg. Die apparerdgAWerte lagen bei
1,5 mM fur Acetat, bei 2,2 mM fir Coenzym A und g4 mM fur ATP (Abbildung 29,
Tabelle 8). Maximale Enzymaktivitdten wurden inegmpH-Bereich von 7,5 bis 8,5 und bei
einer KCl-Konzentration von 2 M gemessen. Die Enaktivitait war von Mg'*-lonen
abhangig. Es wurde ein apparentep-Wert von 0,4 mM fiir M§" bestimmt. Die
rekombinante ACS2 zeigte wie das nativ gereinigteyiin keine messbare Aktivitat in
Richtung der Acetat-Bildung aus Acetyl-CoA.
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Abbildung 29 Abhéangigkeit spezifischen Aktivitat de rekombinanten ACS2 ausH. volcanii von den
Substrat-Konzentrationen. Die Aktivitaten wurden bei 42 °C in Testpuffer (WLTris-HCI, 2 M KCI, pH 7,5)
mit 2 mM ATP und 2,5 mM MgGl bestimmt.A: Abhangigkeit von der Acetat-Konzentration. Es wurde
1,5 mM Coenzym A eingeset®: Abhangigkeit von der Coenzym A-Konzentration. Egdan 10 mM Acetat
eingesetzt.

Um zu testen ob die ACS2 neben Acetat noch weBelestrate umsetzen konnte, wurde eine
Aktivitat des rekombinanten Enzyms mit verschiedeharzkettigen Carbonséauren getestet
(je 2,5 mM). Die ACS2 setzte Valerat (160 %) undyBat (122 %) mit hoherer Aktivitat um
als Acetat (100 %; 90 mU/mg). Die Umsetzung vonpineat (20 %) und von Oktansaure
(11 %) erfolgte nur in geringem Mal3e. Aktivitatssiesgen mit langkettigen Fettsauren

waren aufgrund der hohen Salzkonzentration im st nicht mdglich.

Die Abhangigkeit der Rate von der Valerat- bzw. yBat-Konzentration folgte einer
Michaelis-Menten Kinetik. Der K-Wert fur Valerat lag bei 0,17 mM und der apparénigc
Wert bei 0,17 U/mg. Der apparentgKVert fur Butyrat lag bei 0,03 mM und der apparente
VmaxWert wurde auf 0,15 U/mg bestimmt.

Herstellung und Analyse derAacs2-Mutante. Um eine funktionelle Beteiligung der ACS2
am Wachstum vorH. volcanii auf Acetat zu testen, wurde ei@es2-Deletionsmutante

hergestellt. In Wachstumsexperimenten auf AcetgteelieAacs2-Mutante kein verandertes
Wachstum, was darauf hindeutet, dass in sls2-Mutante die Funktion der ACS2 von

paralogen ACS-Enzymen tbernommen wird (nicht aliget)i
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Charakterisierung rekombinanter ACS. Da kein Wachstumsphéanotyp d&acs2-Mutante
auf Acetat festgestellt werden konnte, sollte deteserden, ob das Geaws/, das in einem
Operon mit dem Acetat-Transporter cotranskribiegrdwsowie die paralogen Gene mit der
hdchsten Sequenzidentitédt zu dews/-Gen, dasacsl- und dasacs8-Gen, fur katalytisch
aktive ACS-Enzyme kodieren. Dazu wurden die Pretéiomolog Uberexprimiert, Gber eine
Nickel-Affinititschromatographie und eine Gelfilinssaule bis zur apparenten
Homogenitat gereinigt. Die ACS-Aktivitat der rekoménten Enzyme wurde analysiert. Die
ACS7 und die ACS1 waren katalytisch aktiv, wahreftid die ACSS8, kodiert durch
HVO_AO0158, keine ACS-Aktivitat nachgewiesen werdennte.

Charakterisierung der rekombinanten ACS7. Das acs7-Gen kodiert fur ein Protein mit
einem kalkulierten Molekulargewicht von 74 kDa. Dir0Re des rekombinanten Proteins
wurde anhand einer SDS-PAGE auf ca.76,5kDa undharah einer
GroRRenausschlusschromatographie auf ca. 79 kDarpeistwas flr eine monomere Struktur
der ACS7 spricht (Tabelle 8). Die Aktivitat des Ems wurde sowohl in Richtung der
Aktivierung als auch in Richtung der Bildung vonedat getestet. Der apparentg.¥Wert

in Richtung der Acetat-Aktivierung lag bei 26,1 WnDie apparenten kWerte wurden mit
0,84 mM fur Acetat, 0,59 mM fur ATP und 0,23 mM f@penzym A bestimmt. In Richtung
der Acetat-Bildung betrug der apparentg¥Wert 6,2 U/mg. Die apparenten,KNerte
wurden mit 0,15 mM fir Acetyl-CoA, 0,09 mM fur AMBnd 0,37 mM fur PPgemessen.
Des Weiteren wurde die Aktivitat der ACS7 mit vénigdenen Carbonséauren mit einer Grol3e
von bis zu acht C-Atomen getestet (je 2,5 mM). é@feber Aktivierung von Acetat (100 %;
17 U/mg) konnte nur Propionat (34 %) von der AC&Wasetzt werden. Dies deutet auf eine
hohe Spezifitat der ACS7 fur kurzkettige Carbonsadrin.

Charakterisierung der rekombinanten ACS1.Dasacsl-Gen kodiert fur eine ACS mit der
kalkulierten, molekularen Masse einer Untereinhedn 74,3 kDa. Die Grol3e einer
Untereinheit wurde mittels SDS-PAGE auf ca. 82 kidal die Grof3e der rekombinanten
ACS1 anhand einer GroRenausschlusschromatographieaa 150 kDa bestimmt, was auf
eine homodimere Struktur des Enzyms hindeutet (leaBg Die Aktivitat des Enzyms wurde
in Richtung der Aktivierung und in Richtung der dihg von Acetat getestet. Das Enzym
katalysierte die Acetataktivierung mit einem app&ga VhacWert von 0,4 U/mg. Die
apparenten K-Werte lagen bei 0,09 mM fir Acetat, 0,48 mM fur ATund 0,73 mM fir
Coenzym A. In Richtung der Acetatbildung betrug dpparente ¥acWert 0,25 U/mg und
die apparenten kWerte wurden mit 0,57 mM fur Acetyl-CoA, 0,15 mMirf AMP und
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0,41 mM fiur PP bestimmt. Neben Acetat (100 %; 0,4 U/mg) wurdeohadie kurzkettigen
Carbonsauren Propionat (79 %), Formiat (42 %), Nalg40 %), und Butyrat (36 %)

umgesetzt.

Zusammenfassend zeigt die Charakterisierung dembkanten Proteine ACS2, ACS7 und
ACS1, dass jedes dieser Enzyme vitro eine Aktivierung von Acetat katalysiert.
Interessanterweise katalysierte die rekombinantéSACwelche zuvor auch aus Acetat-
gewachsenen Zellen voH. volcanii gereinigt wurde, ausschliel3lich die Aktivierungnvo
Acetat, wahrend die ACS7 und die ACS1 auch die Wkelgee Reaktionsrichtung
katalysierten. Ein Vergleich der Substratspektreigtz dass die ACS2 und die ACS1 eine
Aktivierung von verschiedenen kurzkettigen Fetteaukatalysieren, wéhrend die ACS7
relativ spezifisch fur Acetat ist. In Northern BlBxperimenten wurde bereits die Induktion
des Operons, das fir den Acetat-Transporter und@i®7 kodiert, gezeigt (siehe 5.2.1). In
einer semiquantitativen Analyse der Transkriptmengegttels RT-PCR wurde eine Acetat-
spezifische Induktion deacs2-Gens nachgewiesen (siehe oben). Auch die Ergebeiser
vorlaufigen Analyse der Transkription dassl-Gens mittels RT-PCR deuten auf eine Acetat-

spezifische Induktion hin (nicht abgebildet).

Tabelle 8 Molekulare und kinetische Eigenschaften et rekombinanten ACS-Enzyme ausH. volcanii. -,
nicht nachweisbar.

Eigenschaft Substrat ACS2 ACS7 ACs1
Apparente molekulare Masse einer Untereinheit (kDa) 68,7 76,5 82,4
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 139 79150
Oligomere Struktur Oy o oo
Apparenter k,-Wert (mM) Acetat 15 0,84 0,09
ATP 0,43 0,59 0,48
CoA-SH 2,21 0,23 0,73
Apparenter Vy,cWert (in Richtung der Acetataktivierung, U/mg) 51, 26,1 0,4
Apparenter kK;-Wert (mM) Acetyl-CoA - 0,15 0,57
AMP - 0,09 0,15
PR - 0,37 0,41
Apparenter Y, Wert (in Richtung der Acetatbildung, U/mg) - 6,2 0,25
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Herstellung und Analyse vonAacs-Mutanten. Es wurde bereits gezeigt, dass eine Deletion
der ACS2 keinen Einfluss auf das Wachstum Morolcanii auf Acetat hat (siehe oben). Im
Folgenden wurden daher Mutanten generiert, in dehenACS7 und ACS1, fur die eine
ACS-Aktivitat gezeigt wurde, deletiert waren. Esgte sich, dass weder die Deletion der
ACS7 noch der ACS1 einen Einfluss auf das WachstomH. volcanii auf Acetat hatte
(nicht abgebildet). Um zu priifen, ob die ACS2, AGBid ACS1 sich gegenseitig funktionell
ersetzen kbnnen, wurden gezielt verschiedene Doppdl Triple-Mutanten generiert und das
Wachstum auf Acetat analysiert. Von allen getest&tarianten fiihrte nur die gleichzeitige
Deletion deracs2- und acs7-Gene inH. volcanii zu einem verlangsamten Wachstum auf
Acetat (Tabelle 9Abbildung 30 A). Die Wachstumsrate dieg@acs2Aacs/-Doppelmutante
war um 32 % (u =0,038% 0,007) im Vergleich zum Wildtyp (u = 0,0560,008)
reduziert und die stationdre Phase wurde erstami2@ h Verzégerung erreicht. Wahrend des
Wachstums wurde das Acetat mit einer Verzégerung gbenfalls ca. 20 h vollstandig
verbraucht. Der Wachstumsphanotyp des Wildtyps tenmdurch eine intrans
Komplementation mit demacs2- oder mit demacs7-Gen vollstandig wiederhergestellt
werden (Abbildung 30 B). Allerdings konnte auch aureine zusétzliche Deletion der
katalytisch aktiven ACS1 in diesem Stamm das Wachstier Aacs2Aacs7-Doppelmutante
nicht weiter eingeschrankt werden (Tabellenight abgebildet), was gegen eine funktionelle
Beteiligung der ACS1 an der Aktivierung von Acetpticht.

Zusammenfassend haben die Analysen der Acetataking inH. volcanii ergeben, dass die
ACS2 und die ACS7 an der Aktivierung von Acetatdmetyl-CoA beteiligt sind, wobei diese
Enzyme jedoch wahrscheinlich durch weitere ACS-Bgem funktionell ersetzt werden

koénnen.
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Abbildung 30 Wachstum derH. volcanii Aacs2 Aacs7-Doppelmutante auf 40 mM Acetat.Die Vorkulturen
waren jeweils auf 1 % Casaminosauren gewachsen.Vieshstum wurde anhand der optischen Dichte bei
578 nm bestimmtA: Wachstum derAacs? Aacs7-Doppelmutante £) im Vergleich zum Wildtyp ). Es
wurden die Acetat-Konzentrationen im Medium der pelmutante 4) und des Wildtyps o) bestimmt.

B: Dargestellt sind die identischen Wachstumsexperienemit derAacs? Aacs7-Doppelmutante £) und dem
Wildtyp (m) im Vergleich zu der Doppelmutante, die mit dews2-Gen @) bzw. mit demacs7-Gen ()
komplementiert wurde.

Tabelle 9 Ubersicht iiber die Phanotypen der verschilenen Deletionsmutanten vord. volcanii bei einem
Wachstum auf 40 mM Acetat. ++ entspricht einer Wachstumsrate von p = 0,056 entspricht einer
Wachstumsrate von p = 0,038.WT, Wildtyp.

Stamm Wachstum auf Acetat
H. volcanii H26 (WT) ++

Aacsl ++

Aacs2 ++

Aacs/ ++

Aacs2 Aacs7 +

Aacs2 Aacsl ++

Aacsl Aacs/ ++

Aacs2 Aacs/ Aacsl +
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5.2.3 lIsocitrat-Lyase

Bei aerobem Wachstum von Bacteria auf Acetat wiogtjl-CoA im Energiestoffwechsel
Uber die Enzyme des Citratzyklus vollstandig oxididn vielen Bacteria erfillt der
Glyoxylatzyklus dabei eine anaplerotische Funktimalem zwei Molekile Acetyl-CoA zu
Malat umgesetzt werden. Auch im Genom \nvolcanii sind die beiden Schliisselenzyme
des Glyoxylatzyklus, die Isocitrat-Lyase, kodiedrch dasicl-Gen (HVO_1984) und die
Malat-Synthase, kodiert duraceBl (HVO_1983), annotiert. Beide Enzyme wurden bereits
charakterisiert und eine Acetat-spezifische Induktder Transkription beider Gene wurde
gezeigt (Serrano et al. 1998; Serrano und Bone@d)2Mie funktionelle Beteiligung der
beiden Schlusselenzyme des Glyoxylatzyklus am Waghsvon H. volcanii auf Acetat
wurde bisher nicht nachgewiesen.

Analyse einerAicl-Mutante. Es wurde ein&icl-Mutante hergestellt und das Wachstum mit
Acetat als Energie- und Kohlenstoffquelle getedtstzeigte sich, dass die Mutante nicht in
der Lage war auf Acetat zu wachsen (Abbildung Bljich einein trans Komplementation
mit demicl-Gen konnte das Wachstum wiederhergestellt weldenAicl-Mutante zeigte ein

unverandertes Wachstum auf Glucose und Pyruvdit(atmgebildet).

Die Daten zeigen, dass die Isocitrat-Lyase und tdari Glyoxylatzyklus fur ein Wachstum
von H. volcanii auf Acetat essentiell ist.
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Abbildung 31 Wachstum derH. volcanii Aicl-Mutante auf 40 mM Acetat. Dargestellt ist das Wachstum der
Aicl-Mutante @) im Vergleich zum Wildtyp &) und derAicl-Mutante, die mit denicl-Gen komplementiert
wurde @). Die Vorkulturen waren auf 15 mM Glucose gewachd2as Wachstum wurde anhand der optischen
Dichte bei 578 nm bestimmt.
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5.2.4 Enzyme der Gluconeogenese

In den meisten aeroben Bacteria, die bei einem Waoh auf Acetat Uber einen
Glyoxylatzyklus verfugen, wird die Synthese von PiEP die Gluconeogenese durch eine
PEP-Carboxykinase (PEPCK) katalysiert. Da im Gemrnam H. volcanii kein Gen flr eine
PEPCK annotiert ist, wurde ein alternativer Wegridhe Decarboxylierung von Malat zu
Pyruvat durch Malat-Enzyme (ME) und eine Umsetzumig Pyruvat zu PEP durch eine PEP-
Synthetase (PEPS) postuliert (Falb et al. 2008).

5.2.4.1 Malat-Enzyme

Im Genom vonH. volcanii kodieren die Geneme (HVO_2436) flr das putative Malat-
Enzym 1 undndh (HVO_2158) fir das putative Malat-Enzym 2. Im Ferigen werden diese
Gene daher mitmael bzw. mae2 bezeichnet. Die Aminosduresequenzen der kodierten
Proteine sind zu 83 % identisch und weisen je eatkutiertes Molekulargewicht von

81,4 kDa einer Untereinheit auf.

Charakterisierung rekombinanter Malat-Enzyme. Die putativen Malat-Enzyme wurden
homolog Uberexprimiert und anschliel3end Uber eilc&elt Affinitatschromatographie sowie
eine Gelfiltrationssaule bis zur apparenten Homagewereinigt. Fur das Malat Enzym 1
wurde anhand einer Groél3enausschlusschromatographégparentes Molekulargewicht von

612 kDa festgestellt. Dies spricht fur eine homaaigre Struktur.

Das rekombinante Enzym katalysierte die reversheDP*-abhangige Decarboxylierung
von Malat zu Pyruvat mit einem apparentem¥Wert von 4,8 U/mg (Tabelle 10;
Reaktion 5).

Malat + NADP" = Pyruvat + NADPH + CO, (Reaktion 5)

In Richtung der Pyruvatbildung wurden,®Verte von 1,2 mM fir Malat und 0,06 mM flr
NADP" bestimmt (Abbildung 32). Die Aktivitat wurde durdhalat-Konzentrationen gréRer
als 1,5 mM inhibiert. NADP konnte nicht durch NAD als Elektronenakzeptor ersetzt
werden. In Richtung der Malat-Bildung lag der agode \hacWert bei 17,6 U/mg. Die

Kmn-Werte wurden mit 0,2 mM fir NADPH, 4 mM fur Pyrdavand 5,5 mM fir NaHC®

bestimmt. Das Enzym zeigte keine Aktivitat mit NADBlie héchste Aktivitat wurde bei 4 M
KCI und pH 5,75 detektiert. Die Aktivitdit des Enzymwvar von zweiwertigen Kationen

abhangig, wobei MnGI(5 mM im Test, kK, < 0,5 mM) durch MgGlersetzt werden konnte.
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Abbildung 32 Abhangigkeit der spezifischen Aktivitd des rekombinanten Malat-Enzyms 1 au$i. volcanii
von den Substrat-Konzentrationen.Die Aktivitdten wurden bei 42 °C in Testpuffer (MLBisTris, 4 M KClI,
pH 5,75) mit 5 mM MnG bestimmt.A: Abhangigkeit von der Malat-Konzentration. Es wurdeh5 mM
NADP" eingesetztB: Abhangigkeit von der NADRKonzentration. Es wurden 1,5 mM Malat eingesetzt.

Tabelle 10 Molekulare und kinetische Eigenschaftedes rekombinanten Malat-Enzyms 1 aus$i. volcanii.

Eigenschaft Substrat Malat-Enzym 1
Apparente molekulare Masse einer Untereinheit (kDa) 91,5
Apparente molekulare Masse des Enzyms (kDa) 612
Oligomere Struktur g
Apparenter kK;-Wert (mM) Malat 1,17
NADP* 0,06
Apparenter Yy, Wert (in Richtung der Pyruvat-Bildung, U/mg) 4,75
Apparenter kK;-Wert (mM) Pyruvat 3,95
NADPH 0,19
NaHCGO, 5,54
Apparenter Yy, Wert (in Richtung der Malat-Bildung, U/mg) 17,63
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Die Aminosauresequenz des Malat-Enzyms 2 stimm8%&o mit der Sequenz des Malat-
Enzyms 1 Uberein. Das Malat-Enzym 2 wurde untentidehen Bedingungen ebenfalls
Uberexprimiert und anschlielend tber eine Ni-NTA @elfiltrationssaule gereinigt. Anhand
einer GréRenausschlusschromatographie wurde f&esliBrotein ein Molekulargewicht von

ca. 600 kDa berechnet, wodurch eine homooktameu&t8t nachgewiesen wurde.

Es konnte jedoch unter den fir das Malat-Enzym fin@gden Bedingungen weder eine
NADP’- oder NAD-abhangige Umsetzung von Malat zu Pyruvat noch BiABPH- oder

NADH-abhéngige Katalyse der Riickreaktion nachgesviegerden.

Herstellung und Analyse von DeletionsmutantenUm eine funktionelle Beteiligung des
Malat-Enzyms 1 am Wachstum auf Acetat nachzuweisemde eine Amael-Mutante
hergestellt und Wachstumsexperimente durchgefiihig. Wachstumsrate der Mutante auf
Acetat war um 11 % (u = 0,048him Vergleich zum Wildtypwachstum (p = 0,054)h
reduziert (nicht abgebildet). Eine trans Komplementation mit dermael-Gen hatte keinen
Effekt (u = 0,049). Das Wachstum der Mutante wdrdmmn Substraten Glucose und Pyruvat
nicht eingeschrankt (nicht abgebildet). Einemae2-Mutante zeigte kein verandertes

Wachstum.

Der wenig verédnderte Phanotyp demael-Mutante und das unveranderte Wachstum der
Amae2-Mutante auf Acetat lassen vermuten, dass sichebEizyme funktionell ersetzen
konnen. Deshalb wurde eine Mutante generiert, msdgohl das Malat-Enzym 1 als auch

das Malat-Enzym 2 deletiert waren.

Es zeigte sich, dass diese Doppelmutante nicheirLdge war, Acetat als Kohlenstoff- und
Energiequelle zu nutzen (Abbildung 33). Das Waahstuer Mutante konnte durch eine
intrans Komplementation entweder mit demmael- oder mit dem mae2-Gen
wiederhergestellt werden. Die Doppelmutante wuamgeténdert auf Glucose oder Pyruvat
(nicht abgebildet). Die Ergebnisse sprechen daféss die Malat-Enzyme 1 und 2 essentiell
am Wachstum vorH. volcanii auf Acetat beteiligt sind und sich gegenseitigkfionell

ersetzen kdénnen.
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Abbildung 33 Wachstum derH. volcanii Amael Amae2-Doppelmutante auf 40 mM Acetat.Dargestellt ist
das Wachstum detmael Amae2-Doppelmutante ) im Vergleich zum Wildtyp &) sowie der Doppelmutante,
die mit demmael-Gen @) bzw. mit demmae2-Gen @) komplementiert wurde. Die Vorkulturen waren auf
15 mM Glucose gewachsen. Das Wachstum wurde ardemaptischen Dichte bei 578 nm bestimmt.
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5.2.4.2 Phosphoenolpyruvat-Synthetase

Im Genom von H.volcanii kodiert das GenppsA (HVO_0812) fur eine putative

Phosphoenolpyruvat-Synthetase (PEPS), die eine diangige Umsetzung von Pyruvat zu
PEP, AMP und Phosphat katalysiert (Reaktion 6). &ine Beteiligung des Enzyms an der
Gluconeogenese zu priufen, wurden Transkriptionssunteungen durchgefuhrt und das

Wachstum eineAppsA-Mutante auf Acetat, Pyruvat und Glucose analysiert
Pyruvat + ATP + H,O = PEP + AMP + R (Reaktion 6)

Transkriptanalyse. Der Nachweis eines Transkripts vgpsA (HVO_0812) erfolgte mit
Hilfe von Northern Blot-Analysen. Mittels einer gpieischen Sonde geggppsA wurde ein
Transkript mit einer Grél3e von ca. 2100 nt sowahnl Glucose- als auch in Pyruvat-
gewachsenerH. volcanii-Zellen detektiert (Abbildung 34). Die GrofR3e diesBsnskripts
entsprach in etwa der Lange dgssA-Gens (2286 bp). Dies deutet auf eine konstitutive

Expression deppsA-Gens bei Wachstum vath. volcanii auf Glucose und auf Pyruvat hin.

& <
PPSA —> <— 2000 nf
<1500
23S rRNA—>
16S rRNA—>

Abbildung 34 Transkriptionsanalyse desppsA-Gens ausH. volcanii mittels Northern Blot. Abgebildet ist

ein Northern Blot mit RNA ausl. volcanii-Zellen, die auf Glucose (Glc) oder Pyruvat (Pygyvachsen waren.
Die Transkripte wurden mit Hilfe einer fir dgpsA-Gen spezifischen Sonde nachgewiesen. Ausgewdhlte
Banden des verwendeten GroRRenstandards sind dfeitd €argestellt. Die 23S und 16S rRNA wurden ahétt
Ethidiumbromid sichtbar gemacht, um die Gesamt-Rilénge der Proben zu vergleichen.
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Herstellung und Analyse derAppsA-Mutante. Um eine funktionelle Beteiligung der PEPS
an der Umsetzung von Pyruvat zu PEPHinvolcanii zu untersuchen, wurde eimgpsA-
Mutante generiert und das Wachstum der Mutante waischiedenen Kohlenstoff- und
Energiequellen analysiert. Die Mutante zeigte k@#achstum auf Acetat oder Pyruvat
(Abbildung 35). Mit Hilfe einerintrans Komplementation mit denppsA-Gen konnte das
Wachstum wiederhergestellt werden. Das WachstumMigante auf Glucose war nicht
verandert (nicht abgebildet). Die Daten deuten warhin, dass die PEPS an der
gluconeogenetischen Umsetzung von Pyruvat zu PERMaehstum vonH. volcanii auf

Acetat oder Pyruvat beteiligt ist. Eine katabolalkion der PEPS im Glucose-Abbau konnte
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 35 Wachstum derH. volcanii AppsA-Mutante auf 40 mM Acetat (A) und 40 mM Pyruvat (B)
Dargestellt ist das Wachstum dgppsA-Mutante @) im Vergleich zum Wildtyp &) und derAppsA-Mutante,
die mit demppsA-Gen komplementiert wurde). Die Vorkulturen waren auf 15 mM Glucose gewachdgas
Wachstum wurde anhand der optischen Dichte bens78estimmt.
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5.3 Enzyme des Succinat-Stoffwechsels

Viele aerobe Bacteria kénnen die DicarbonsaurenciBac und Malat als Energie- und
Kohlenstoffquelle fir ein aerobes Wachstum nutzed durch die Enzyme des Citratzyklus
vollstandig zu CQ oxidieren (Unden und Kleefeld 2004). Es wurde ggzedass viele
Bacteria, wie z. BE. coli, bei einem Wachstum auf Dicarbonsduren eine Umsgtvon
Malat zu Pyruvat durch Malat-Enzyme katalysierens Ayruvat wird durch einen Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH)-Komplex Acetyl-CoA gebildetmitaein zyklischer Ablauf des
Citratzyklus mdglich ist. Gleichzeitig wird Pyruvah Rahmen der Gluconeogenese durch
eine PEPS zu PEP umgesetzt.

Fur Organismen aus der Doméane der Archaea wurdberbikein Wachstum auf
Dicarbonsauren gezeigt. Im Rahmen dieser Arbeitdevuerstmals ein Wachstum von
H. volcanii auf Succinat und Malat untersucht. Es wurde gézdapssH. volcanii Succinat,

als Energie- und Kohlenstoffquelle nutzen kannp@kdnicht in der Lage war, auf Malat zu
wachsen.

Auf Succinat (40 mM) wuchsl. volcanii mit einer Verdopplungszeit von 7,3 h + 0,6 bis zu

einer optischen DichteAQDs7g) von 2,6 + 0,2 (Abbildung 36). Die stationare Rhagurde
nach ca. 60 h erreicht.
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Abbildung 36 Wachstum vonH. volcanii H26 auf 40 mM Succinat.Die Vorkultur war auf 15 mM Glucose
gewachsen. Das Wachstum) (vurde anhand der optischen Dichte bei 578 nmirhast
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Im Folgenden wurden mit Hilfe von Wachstumsexperitee mit verschiedenen
Deletionsmutanten die Funktionen der Malat-EnzymMadgl und Mae2), der
Phosphoenolpyruvat-Synthetase (PEPS) und der RyFeveedoxin-Oxidoreduktase (POR)
bei einem Wachstum auf Succinat untersucht. DieNstaesexperimente lieferten folgende

Ergebnisse:

1. Die Amael-Mutante zeigte ein sehr eingeschranktes Wachsébhildung 37 A). Ein mit
dem Wildtypstamm vergleichbares Wachstum konnte rHilfe einer intrans
Komplementation mit demmael-Gen wiederhergestellt werden. Dagegen war das
Wachstum eineAmae2-Mutante nicht verandert (nicht abgebildet). Qimael Amae2-
Doppelmutante war nicht in der Lage auf Succinamachsen (Abbildung 37 A). Das
Wachstum konnte durch die Komplementation mit deael- und auch mit denmae2-

Gen wiederhergestellt werden (nicht abgebildet).

2. Die AppsA-Mutante war nicht in der Lage auf Succinat zu veach wahrend eine

Komplementation mit dempsA-Gen ein Wachstum ermdglichte (Abbildung 37 B).

3. In Wachstumsexperimenten mit einger AB-Depletionsmutante, in welcher die fur die
Untereinheiten der POR kodierenden GpoeA undporB unter der Kontrolle eines durch
Tryptophan induzierbaren Promotors standen, wuedeigt, dass diese Mutante ohne eine
Induktion der Expression mittels Tryptophan nichtaclwsen konnte, wahrend die
Expression der Gene durch eine Tryptophanzugabe Xedium ein Wachstum
ermdglichte (Abbildung 37 C).

Die Malat-Enzyme und die POR wurden fur die Untehsuing des Acetat-Stoffwechsels
bereits homolog tUberexprimiert und charakteriggeghe 5.2).

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, das®immn aeroben Wachstum von
H. volcanii auf Succinat die Malat-Enzyme 1 und 2 essentietier Umsetzung von Malat zu
Pyruvat beteiligt sind. Im Rahmen der Gluconeogendstalysiert die PEPS die
anschlielende Phosphorylierung von Pyruvat zu P&ERerdem ist die Synthese von
Acetyl-CoA aus Pyruvat durch die POR essentielldi@ Oxidation von Succinat tber den
Citratzyklus. Erstmals in der Doméne der Archaeadem Enzyme des Dicarbonsaure-

Stoffwechsels identifiziert und die funktionelletBdéigung nachgewiesen.
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Abbildung 37 Wachstum der Amael-, Amael Amae2- (A), AppsA-Deletionsmutanten (B) und derporAB-
Depletionsmutante (C) vonH. volcanii auf 40 mM Succinat. Das Wachstum wurde anhand der optischen
Dichte bei 578 nm bestimmA: Dargestellt ist das Wachstum denael- (o) und der Amael Amae2-Mutante
(a) im Vergleich zum Wildtyps). Die Vorkulturen der Stamme waren je auf 15 mMigekse gewachsen.
B: Dargestellt ist das Wachstum dgpsA-Mutante @) im Vergleich zum Wildtyp &) und derAppsA-Mutante,
die mit demppsA-Gen komplementiert wurdes). Die Vorkulturen der Stamme waren je auf 15 mMigdke
gewachsenC: Dargestellt ist das Wachstum deorAB-Mutante ohne Tryptophana( und mit Zugabe von
80 uM Tryptopharfe) im Vergleich zum Wildtyp &). Die Vorkulturen waren je auf 40 mM Acetat gewseih.
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden bisher nicht usiiehte Enzyme des zentralen
Kohlenstoffwechsels in H. volcanii identifiziert und charakterisiert. Dazu wurden
Transkriptionsanalysen durchgefiihrt und Enzyme, dativ gereinigt oder homolog
Uberexprimiert wurden, charakterisiert. In Wachstarperimenten mit Deletionsmutanten
wurde die Funktion der Enzyme im Glucose-, Acetetd Succinat-Stoffwechsel analysiert.

Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse diskut

6.1 Enzyme des Glucose-Stoffwechsels
6.1.1 Pyruvat-Kinase

Es wurde bereits gezeigt, dass die Pyruvat-KinaB&) (im letzten Schritt des
semiphosphorylierenden Entner-Doudoroff-Weges (sp¥#Eyes) die Umsetzung von
Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat katalysiert (A8honheit). Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit haben Northern Blot-Analysemyedren, dass die Transkription des
pk-Gens in Glucose-gewachsenen Zellen, nicht jedathPyruvat-gewachsenen Zellen
induziert ist. Wachstumsexperimente mit eingmk-Mutante haben gezeigt, dass diese
Mutante im Vergleich zum Wildtyp verzégert wuchsmlauszuschliel3en, dass eine PEP-
Synthetase (PEPS), ein Enzym welches in der Regeajldconeogenetische Umsetzung von
Pyruvat zu PEP katalysiert, die Funktion der Pkdar Apk-Mutante ersetzen kann, wurde
eine konditionale Depletion der PEPS in dek-Mutante durchgefuhrt. Das Wachstum
dieser Doppelmutante unterschied sich nicht vom W&aen der Apk-Mutante. Diese
Ergebnisse sprechen eindeutig fur eine katabolé&tfumder PK und gegen eine katabole
Funktion der PEPS im Glucose-Abbau.

In der Doméne der Archaea gibt es bisher nur weklggersuchungen zur funktionalen
Beteiligung einer PK am Glucose-Abbau. Fir das Higeemophile Crenarchaeon
Thermoproteus tenax wurde gezeigt, dass die PK, ebenso wiélinolcanii, transkriptionell
bei einem Wachstum auf Glucose induziert wird (&cohm et al. 2000). Die
Transkriptanalysen zeigten auch, dass eine PEP®dhnend eines autotrophen Wachstums
exprimiert wird, was fur eine anabole Funktion dEPS ausrh. tenax spricht. Es wird
aulBerdem diskutiert, dass eine konstitutiv exptitaid’yruvat-Phosphat-Dikinase (PPDK)

neben der PK an der katabolen Umsetzung von PER/yat beteiligt sein konnte (Tjaden
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et al. 2006). Bioinformatische Untersuchungen in darliegenden Arbeit haben ergeben,

dass im Genom voH. volcanii kein zur PPDK homologes Gen kodiert ist.

Neben Th. tenax sind auch fir das hyperthermophile Euryarchaelmer mococcus
kodakarensis funktionelle Analysen zur Beteiligung einer PK &tucose-Abbau beschrieben
(Imanaka et al. 2006). lfh. kodakarensis ist neben der PK auch die PEPS bei Wachstum auf
Maltooligosacchariden transkriptionell induziertu¢h die Analyse von PK- und PEPS-
Deletionsmutanten ergab, dass beide Enzyme edberie der Umsetzung von
Maltooligosacchariden beteiligt sind, was fur eka¢abole Funktion der PK und insbesondere
der PEPS spricht. Das Wachstum eifgaeps-Mutante von Th. kodakarensis war sogar
vollstandig inhibiert. Es wurde diskutiert, dass &iMP- und Phosphat-abhéngige Umsetzung
von PEP zu Pyruvat und ATP durch eine PEPS im ¥alglzu der ADP-abhangigen
Reaktion der PK zu einem héheren ATP-Gewinn fulmafaka et al. 2006). Es wird
vermutet, dass die katabole Funktion der AMP-abigiamgPEPS von Bedeutung ist, da hohe
intrazellulare Konzentrationen an AMP durch die ixk#it ADP-abhangiger Gluco- und
Phosphofructokinasen im modifizierten Embden-Megéilveg (EM-Weg) verflgbar sind.
Da in H.volcanii Glucose Uber einen spED-Weg abgebaut wird, an Heme ADP-
abhangigen Kinasen beteiligt sind, liegt AMP nurgigringen Konzentrationen in der Zelle

Vvor.

Auch in Bacteria sind Untersuchungen zur Funktien K im letzten Schritt des Glucose-
Abbaus durchgefihrt worden. Anhand vanetabolic flux-Analysen in einer E. coli
Apk-Mutante konnte gezeigt werden, dass die katabalektton der PK durch eine
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC), eine MaddityDrogenase (Malat-DH) und zwei
Malat-Enzyme ersetzt werden kann (Emmerling et2802). In derE. coli Apk-Mutante
katalysiert die PEPC eine Carboxylierung von PEP (xalacetat, welches nach einer
Umsetzung zu Malat durch die Malat-DH wiederum dufdalat-Enzyme zu Pyruvat
decarboxyliert wird. Auch irCorynebacterium glutamicum wurde gezeigt, dass die Deletion
der PK neben einer Verringerung der Wachstumsrath au einer erhohten PEPC-Aktivitat
fuhrte (Sawada et al. 2010). In zuklUnftigen Anatysellte in Wachstumsexperimenten mit
H. volcanii Deletionsmutanten auf Glucose geprift werden,ind BEPC und Malat-Enzyme

die Funktion der PK in dexpk-Mutante teilweise ersetzen kénnen.
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6.1.2 Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase

Die Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase (POR) aud.volcanii wurde homolog
Uberexprimiert und das rekombinante Enzym charislter. Die heterotetramere POR[2)
katalysiert die Decarboxylierung von Pyruvat zu #%E€0A mit einem apparenten
VmaxWert von 2,1 U/mg. Die Glucose-spezifische Indoktides fir die POR kodierenden
Operons und die Wachstumsexperimente mit einer ikondlen por AB-Depletionsmutante

zeigen eine essentielle Funktion des Enzyms im dskexStoffwechsel.

In allen aeroben Bacteria wird im Gegensatz zu aeehdie Umsetzung von Pyruvat zu
Acetyl-CoA durch einen Pyruvat-Dehydrogenase (PBHpnplex katalysiert. Warum sowohl
in anaeroben als auch in allen aeroben Archaealémgetzung von Pyruvat zu Acetyl-CoA
durch eine POR und nicht durch einen PDH-Kompletalgaiert wird, ist bisher nicht
verstanden. Obwohl im Genom vieler aerober Archasbstandige Gen-Cluster fur einen
PDH-Komplex annotiert sind, konnte eimevivo Beteiligung an der Umsetzung von Pyruvat
zu Acetyl-CoA bisher nicht gezeigt werden. Kurzligonnte jedoch fur den heterolog
exprimierten PDH-Komplex aus dem thermoacidophilé&rchaeon Thermoplasma
acidophilum eine invitro Umsetzung von verzweigtkettigen 2-Oxosauren undhawon
Pyruvat zu den korrespondierenden Acyl-CoA-Derinatachgewiesen werden (Heath et al.
2007). Auch inH. volcanii wurde die Funktion eines putativen PDH-Komplexatersucht.

In friheren Studien konnte ausschlie3lich eine iBgiemg des putativen PDH-Komplexes am
Abbau der verzweigtkettigen Aminosaure Isoleuagdloch nicht von Pyruvat belegt werden
(Jolley et al. 1996; Sisignano et al. 2010). Im Rah dieser Arbeit wurde erstmals in
aeroben Archaea die essentielle Funktion der PORSImecose-Stoffwechsel nachgewiesen.
Die Ergebnisse zeigen, dass die POR nicht funkitierstzt werden kann.

PORs gehéren zu der Enzymfamilie der 2-Oxosaures;ORer z.B. auch die
a-Ketoglutarat-ORs und die verzweigtkettigen 2-Oxweé-ORs zugeordnet werden (Schut
et al. 2001; Gibson et al. 2016). Inzwischen gibieme Vielzahl an charakterisierten PORs
aus anaeroben Bacteria und sowohl anaeroben aisaaucben Archaea. Auch fur die POR
aus dem Haloarchaedthal obacterium salinarum konnte, wie fiir die POR aus. volcanii,
eine heterotetramere Struktur bestehend aus je @wand B-Untereinheiten o;f,) gezeigt
werden (Kerscher und Oesterhelt 1981b; Plaga €t98)2). Diese Zusammensetzung ats
und B-Untereinheiten trifft vermutlich auch auf die pide o-Ketoglutarat-OR von
H.volcanii zu, welche durch die zwei GenleorA und korB kodiert ist. Auch die

charakterisierten PORs aus den aeroben Arclaatfalobus solfataricus und Aeropyrum
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pernix sind heterodimereafl) Enzyme (Nishizawa et al. 2005; Park et al. 2006).
Gegensatz dazu weisen bisher charakterisierte R@ORsnaeroben Archaea, wie z. B. aus
Pyrococcus furiosus, Thermococcus guaymasensis oder Methanosarcina barkeri, eine
Zusammensetzung aus vier Untereinheitefyd oder ayf2y26,) sowie PORs aus strikt
anaeroben oder fakultativen Bacteria eine homodin&truktur ¢,) auf (Wahl und Orme-
Johnson 1987; Meinecke et al. 1989; Brostedt undilNod 1991; Blamey und Adams 1993;
Blamey und Adams 1994; Bock et al. 1996; Yoon etl@B7; Eram et al. 2014). Tabelle 11
zeigt eine Ubersicht charakterisierter PORs aush#ea und Bacteria. Die einzigartige
Zusammensetzung der PORs aerober Archaea-ausd B-Untereinheiten spricht fur eine

konvergente Entwicklung dieser Enzyme.

Tabelle 11 Molekulare Eigenschaften archaeeller untakterieller Pyruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktasen.
Fur alle aufgefiihrten Enzyme wurde die UmsetzurmgRygruvat zu Acetyl-Coenzym A nachgewiesen. MW,
Molekulargewicht.

Organismus MW (kDa) Oligomer Referenz
nativ.  « By &

Aerobe Archaea

Hal oferax volcanii 208 68 35 - - a3, Diese Arbeit
Hal obacterium salinarum 204 68 34 - - a3, (Kerscher und Oesterhelt 1981a;
Plaga et al. 1992)
Sulfolobus solfataricus 103 69 34 - - of (Park et al. 2006)
Aeropyrum pernix Enzymil 110 72 35 - - of (Nishizawa et al. 2005)
Aeropyrum pernix Enzym2 100 67 34 - - off (Nishizawa et al. 2005)

Anaerobe Archaea

Pyrococcus furiosus 115 47 31 24 13 apyd (Blamey und Adams 1993;
Blamey und Adams 1994)

Thermococcus guaymasensis 258 46 35 26 12 ayB.y.0 (Eram et al. 2014)

Methanosarcina barkeri 130 48 30 25 15 apyd (Bock et al. 1996)

Bacteria

Thermotoga maritima 113 43 34 23 13 apyd (Blamey und Adams 1994)

Hydrogenobacter 135 46 32 29 25 apyd (Yoon et al. 1997)

thermophilus

Klebsiella pneumoniae 240 120 - - - 0y (Wahl und Orme-Johnson 1987)

Clostridium acetobutylicum 246 123 - - - 0y (Meinecke et al. 1989)

Rhodospirillum rubrum 252 114 - - - 0y (Brostedt und Nordlund 1991)
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6.1.3 Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

Die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC)Hwslcanii wurde homolog tberexprimiert
und charakterisiert. Das monomere Enzym zeigte allosterische Regulation durch den
positiven Effektor Acetyl-CoA. In Anwesenheit vorD inM Acetyl-CoA katalysierte die

rekombinante PEPC die Bicarbonat-abhéngige Umsgtaton PEP zu Oxalacetat und
Phosphat mit einem apparentep.yvon 3,1 U/mg. Die Transkription des kodierendem$e
war Glucose-spezifisch induziert. Eine PEPC-Defetioutante konnte nicht auf Glucose

wachsen, was flr die essentielle anaplerotisch&tleumdes Enzyms spricht.

PEPCs sind in allen drei Domanen des Lebens welbreet und bilden eine eigene
Proteinfamilie. Ein Vergleich mit bereits charakd@rten PEPCs zeigt, dass sich die
monomereH. volcanii PEPC mit einem Molekulargewicht von ca. 100 kDaitlilgh von
anderen archaeellen PEPCs unterscheidet, deremethmgiten mit ca. 55-60 kDa deutlich
kleiner sind (Ettema et al. 2004; Patel et al. 200dtsumura et al. 2006). Stattdessen stimmt
die GrofRe deH. volcanii PEPC mit jener der Untereinheiten pflanzlicher unadkterieller
PEPCs Uberein (Teraoka et al. 1972; Ting und OsmM®&i@; Ettema et al. 2004; Matsumura
et al. 2006). Interessanterweise ist das EnzymHovolcanii die erste PEPC, fur die eine

monomere Struktur nachgewiesen wurde.

Kinetische Analysen haben ergeben, dass die meistamohl pflanzlichen als auch
bakteriellen PEPCs einer positiven allosterischeagufation durch Intermediate des
Stoffwechsels unterliegen (Wohl und Markus 1972;tddmura et al. 2006). So werden
bakterielle Enzyme meist durch Acetyl-CoA und piliche Enzyme meist durch Glucose-
6-Phosphat aktiviert. Die Anstauung dieser Metdbdateigt eine Limitierung der Oxidation
von Acetyl-CoA Uuber den Citratzyklus an und sigsialit somit die Notwendigkeit
anaplerotischer Reaktionen. In der vorliegenden eArbwurde ausschlie3lich eine
allosterische Regulation der PEPC durch Acetyl-Cte&tgestellt, jedoch nicht durch
Glucose-6-Phosphat, welches kein Intermediat de/kdBlse Uber einen spED-Weg in
H. volcanii ist. Fir PEPCs aus anaeroben Archaea, die Ubererkegeschlossenen
Citratzyklus verfuigen, ist eine positive allostene Regulation nicht bekannt. Die Funktion
von PEPCs in diesen Organismen besteht allein irBgiethese von Oxalacetat als Substrat
fur die Biosynthese von Aminosauren wie zum Beisp\spartat. Die einzige bisher
untersuchte PEPC aus anaeroben Bacteria, welchglAu@A nicht Gber einen Citratzyklus
oxidieren, stammt auSlostridium perfringens (Dharmarajan et al. 2009; Dharmarajan et al.
2011). Dieses Enzym ist die einzige bekannte bhiePEPC, die mit Untereinheiten mit
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einer Grol3e von 62 kDa und einer fehlenden positRegulation wesentliche Eigenschaften
einer archaeellen PEPC aufweist. Tabelle 12 zeéigg &bersicht charakterisierter PEPCs

aller drei Domanen des Lebens.

Tabelle 12 Molekulare Eigenschaften archaeeller, taerieller und eukaryotischer Phosphoenolpyruvat-
Carboxylasen. Ein x“ zeigt an, dass eine Aktivierung durch AdeGoenzym A getestet wurde, aber nicht
messbar war. Ein ,-“ zeigt an, dass eine Aktivigridurch Acetyl-Coenzym A nicht getestet wurde. A&Co
Acetyl-Coenzym A; at, archaea-type Phosphoenol@tr@arboxylase; bt, bacteria-type Phosphoenolpyruva
Carboxylase; MW, Molekulargewicht; pos. Eff., pagtEffektoren; UE, Untereinheit.

Organismus Typ MW Oligomer pos. Referenz
(kDa) Eff.
UE nativ
Archaea
Hal oferax vol canii bt 102 125 a AcCoA Diese Arbeit
Sulfolobus acidocaldarius at 60 260 0y X (Sako et al. 1997)
Methanother mobacter at 55 277 oy X (Patel et al. 2004)
thermautotrophicus
Methanothermus sociabilis at 60 240 oy X (Sako et al. 1996)
Bacteria
Escherichia coli bt 90 360 0y AcCoA (Teraoka et al. 1972)
Clostridium perfringens at 62 130 0y - (Dharmarajan et al. 2009;
Dharmarajan et al. 2011)
Rhodopseudomonas palustris bt 102 400 oy AcCoA  (Inui et al. 1997; Sadaie et al.
1997)
Eukarya
Zea mays bt 100 400 oy G6P (Ting und Osmond 1973)
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Die Analyse der Aminosauresequenzen verschieddeRCR hat gezeigt, dass in archaeellen
PEPCs grol3e Sequenzabschnitte, welche fir eingteaikche Regulation durch Acetyl-CoA
essentiell sind, nicht vorhanden sind (Ettema e@04; O'Leary et al. 2011; Peng et al.
2012). Das Fehlen dieser Sequenzabschnitte erldéth das deutlich geringere
Molekulargewicht dieser Enzyme. Phylogenetischelys®n haben ergeben, dass pflanzliche
und bakterielle PEPCs zusammen ein distinktes €lubtlden und sich deutlich von
archaeellen Enzyme unterscheiden (Ettema et all;ZD0eary et al. 2011; Peng et al. 2012).
Aufgrund dieser phylogenetischen Zuordnung wirdsohenarchaea-type (at) undbacteria-
type (bt) PEPCs unterschieden. Eine Abstammung pflemeti PEPCs von bakteriellen
Enzymen wird vermutet, die vermutlich auf einerefaten Gentransfer aus der Gruppe der
y-Proteobacteria zurtickzufihren ist (Peng et al220&ine phylogenetische Einordnung der
H. volcanii PEPC ist in Abbildung 38 dargestellt. Dabei bilddie H. volcanii PEPC und
weitere putative PEPCs aus Haloarchaea eine distiBkuppe innerhalb der btPEPCs. Diese
Zuordnung lasst vermuten, dass auch die halopRERCs aus einem lateralen Gentransfer
von Bacteria stammen. Eine Ausnahme bildet dietpetePEPC aus dem Haloarchaeon
Halobacterium salinarum, die sich, wie bereits in vorangegangenen phyletiethen Studien
beobachtet, im Cluster der atPEPCs befindet (Etietnad 2004; O'Leary et al. 2011; Peng et
al. 2012).
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Abbildung 38 Phylogenetische Einordnung von Phosplamolpyruvat-Carboxylasen (PEPC) aus Archaea,
Bacteria und Eukarya. Der Stammbaum wurde mit dem Neighbor-Joining Althonus aus ClustalX erstellt,
wobei das Bootstrapping-Verfahren 1000 Wiederhatungmfasste (Larkin et al. 2007). Die BootstrapA&/er
befinden sich an den Knotenpunkten. Der Baum hiaaigreinem multiplen Aminosaure-Sequenzalignméas,
mit ClustalX unter Verwendung der Gonnet Matrixtelts wurde. Charakterisierte Enzyme sind mit einfem
gekennzeichnet. Der Balken stellt 0,1 Substitutiopeo Aminosaure dar. Folgende Sequenzen, mit Aames
Nummern in Klammern (PDB, UniProt bzw. NCBI Referejy wurden verwendetacteria-type PEPC
(btPEPC): Sreptococcus pneumoniae (Q97QX6.1), Corynebacterium glutamicum (P12880.4), Ralstonia
solanacearum (Q8XWW?2.1), Azospirillum thiophilum (AOAOF2KMCB6), Rhodopseudomonas palustris
(032483), Synechococcus sp. (P06516.1),Deinococcus radiodurans (Q9RUUS8), Halorubrum lacusprofundi
(B9LS13), Haloferax volcanii (D4GUGO), Haloterrigena turkmenica (D2RVUZ2), Haloarcula marismortui
(Q5V4H5), Halorhabdus utahensis (C7NNW9), Thermobaculum terrenum (D1CE74),Chloroflexus aggregans
(B8G3G1), Bacillus okhensis (AOAOBOIGX7), Halobacillus halophilus (10JJ14), Plasmodium falciparum
(Q8ILJ7), Escherichia coli (1QB4), Pseudomonas aeruginosa (Q9HXV3.1), Arabidopsis thaliana (Q8GVES),
Zea mays (1JQO);archaea-type PEPC (atPEPC)Clostridium perfringens (Q8XLES8), Methanopyrus kandleri
(WP_011018562.1),Methanosarcina barkeri (ZP_00077334.1),Methanosarcina acetivorans (Q8TMG9),
Pyrobaculum aerophilum (NP_560717.1),0enococcus oeni (ZP_00070236.1)Leuconostoc mesenteroides
(ZP_00063059.1),2ulfolobus acidocaldarius (Q4JCJ1), Sulfolobus solfataricus (Q97WG4), Ferroplasma
acidarmanus (ZP_00000247.1)Pyrococcus furiosus (Q8TZL5), Pyrococcus horikoshii (WP_010884136.1),
Methanothermobacter ~ thermautotrophicus (WP_010876576.1), Archaeoglobus fulgidus (028786),
Halobacterium salinarum (Q9HN43).
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6.1.4 ADP-bildende Acetyl-CoA-Synthetase

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der ngegangenen Masterarbeit zeigen, dass
H. volcanii bei einem aeroben Wachstum auf Glucose signifikdengen Acetat bildet. Die
ACD, welche die ADP- und Phosphat-abhéangige Umsetzeon Acetyl-CoA zu Acetat,
Coenzym A und ATP katalysiert, wurde zuvor beréibgrexprimiert und charakterisiert. In
der vorliegenden Arbeit wurde eine Glucose-spedifis Induktion des kodierenden Gens
nachgewiesen. Analysen eimggicd-Mutante haben ergeben, dass im Vergleich zum Wyldt
nur 36 % der Menge Acetat gebildet wird, was firediunktionelle Beteiligung der ACD an

der Acetat-Bildung spricht.

Eine Bildung von Acetat bei einem aeroben Wachsauh Glucose wurde auch fir das
Haloarchaeon Haloarcula marismortui gezeigt (Brasen und Schonheit 2004a). Die
Beteiligung der ACD an der Acetat-Bildung wurde mb&ur aufgrund von
Aktivitatsmessungen in Extrakten Glucose-gewachs&edien vermutet. Ein funktioneller

Nachweis ist nicht erfolgt.

Die Acetat-Bildung wahrend eines aeroben Wachstamiks Glucose im Rahmen eines
sogenannten Overflow-Metabolismus ist in der Domdee Bacteria bereits gut untersucht
und wurde z. B. furEscherichiacoli, Bacillussubtilis und Corynebacterium glutamicum
beschrieben (Brown et al. 1977; Grundy et al. 19R8nscheid et al. 1999; Tobisch et al.
1999). Im Gegensatz zu den Archaea erfolgt in Becjedoch eine Acetat-Bildung tUber die
zwei Enzyme Phosphotransacetylase und Acetat-Ki@asendy et al. 1993; Presecan-Siedel
et al. 1999; Oh et al. 2002). Es wird vermutet,sdAsetat unter aeroben Bedingungen
gebildet wird, da die Umsatzrate der Glykolyse hoise als die Rate der anschlie3enden
Oxidation von Acetyl-CoA uUber den Citratzyklus (Hhstein 1978; Andersen und von
Meyenburg 1980; el-Mansi und Holms 1989; Wolfe 20@4ir E. coli und B. subtilis wurde
ebenso wie firH. volcanii nachgewiesen, dass eine hohe Glucose-Konzentratien
Expression der Enzyme des Citratzyklus reprimigédb{sch et al. 1999; Oh et al. 2002;
Zaigler et al. 2003). Daher wird Acetyl-CoA zu Aattumgesetzt und in das Medium
abgegeben.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die funktionelle Hejeng von Enzymen des

Zentralstoffwechsels am Abbau von GlucoseHinvolcanii nachgewiesen. Die Ergebnisse
sind schematisch in Abbildung 39 zusammengefasg. fDnktionelle Beteiligung der

Pyruvat-Kinase an der Umsetzung von Phosphoenolpyr(PEP) zu Pyruvat im letzten

Schritt des semiphosphorylierenden Entner-DoudéiMdgfies wurde gezeigt. Erstmals in der
Domane der Archaea wurde die essentielle FunktesrPgruvat-Ferredoxin-Oxidoreduktase
in der anschlieBenden Umsetzung von Pyruvat zuyR€atenzym A nachgewiesen. Ebenso
wurde die essentielle anaplerotische Funktion ditersphoenolpyruvat-Carboxylase, welche
PEP zu Oxalacetat carboxyliert, bei Wachstum auficGde nachgewiesen. Es wurde
aul3erdem gezeigt, dass die ADP-bildende Acetyl-@parA Synthetase funktionell an der
Acetat-Bildung aus Glucose beteiligt ist. Damit dem zentrale, bisher nicht analysierte

Reaktionen des Glucose-Stoffwechselblitvolcanii aufgeklart.

Glucose
aufen
innen [
v
l SpED-Weg
PEP
ADP
)
ATP
v
Pyruvat
D il
P, v
Acetyl-CoA 7?’ Aceta
ADP +R  CoA+ATP
ACD
—» Oxalacetat Citrat
lﬂ Citratzyklus \\
/ |

Abbildung 39 Schematische Darstellung des Glucosaeifwechsels inH. volcanii. Es sind ausschliel3lich die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Ewzygenannt. ACD, ADP-bildende Acetyl-Coenzym A
Synthetase; CoA, CoenzymA; §Kd Ferredoxin (oxidiert); Ry, Ferredoxin (reduziert); PEP,
Phosphoenolpyruvat; PEPC, Phosphoenolpyruvat-Cstése; PK, Pyruvat-Kinase; POR, Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase; spED-Weg, semiphosphorylierendémeérDoudoroff-Weg.

99



Diskussion

6.2 Enzyme des Acetat-Stoffwechsels
6.2.1 Acetat-Transport in H. volcanii

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Transport vontéicen die Zellen vorH. volcanii
untersucht. Es wurde ein Operon identifiziert, daa. Gene fir einen Acetat-Transporter der
sodium-solute-symporter (SSF}Proteinfamilie (IPR001734, TC 2.A.21) und eine piv&a
ACS7 enthélt. Die Acetat-spezifische Induktion dyserons weist auf eine Beteiligung der
Proteine am Transport und an der Aktivierung vonetAt hin. In Zellsuspensions-
Experimenten mit“C-markiertem Acetat wurde gezeigt, dass Acetat eitier apparenten
maximalen Aufnahmerate von 1,9 nmolfmin® und einem apparenten KNert von
24,6 UM inH. volcanii-Zellen aufgenommen wird. Einessf-Mutante zeigte nur eine geringe
Aufnahmerate (0,18 nmol rifgnin™). Durch eineintrans Komplementation mit dem
Wildtypgen wurde die maximale Aufnahmerate wiedeghstellt. Die Ergebnisse zeigen,
dass der in dem Operon kodierte Acetat-Transpdiierdie Aufnahme von Acetat in

H. volcanii essentiell ist.

Bioinformatische Analysen im Rahmen der vorliegendebeit haben ergeben, dass eine
homologe Operonstruktur auch in den Genomen weitéa¢doarchaea, wie z. Blaloarcula
marismortui und Halorubrum lacusprofundi, vorliegt (Abbildung 40). Die putativen SSF-
Transporter dieser Organismen weisen eine hoheeBemlentitdt von ca. 61-70 % auf, was
darauf hindeutet, dass auch in diesen Haloarchae@ransport von Acetat durch ein SSF-
Protein katalysiert wird. Die Analysen zeigen audhss eine vergleichbare Operonstruktur
nicht in den Genomen anderer Archaea zu findemistnologe Sequenzen zu dem einzelnen
ssf-Gen aus H.volcanii wurden auch in einigen anderen Archaea, wie z.B.

Sulfolobus solfataricus, Methanosar cina mazei oderMethanosar cina acetivorans identifiziert.
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Archaea
acs/ hyp ssf uspA28 hyp.
Hal oferax vol canii * — D -
HVO_AQ15... 6 5 4 3 2
Hal oarcula marismortui D D
rac32... 28 27 26 25 242
Hal or ubrum lacusprofundi DD
Hlac_13... 06 07 08 09 10
Sulfolobus solfataricus —( O —
SS0247... 5 6A 6 8
Methanosar cina mazei — Oy —
MM131... 5n 6
Methanosar cina acetivorans — Iy —
MAOOO... 3
Bacteria
Escherichia coli * D —
EcDH1_392... 3 4 5 6
Rhodobacter capsulatus* D T
RCAP_rcc0212... 6 5 4 3
Corynebacterium glutamicum * T —
Cgl083... 2 3 4
Rhi zobium leguminosarum* — OO
PRL10040... 8 7 6 5 4
Hal obacillus hal ophilus — OO —
HBHAL_451... 6 54 3

Abbildung 40 Ubersicht iiber die Genomumgebung der €ne fur putative und charakterisierte
Transporter der SSF-Familie in Organismen der Archaa und Bacteria.Organismen, in denen ein Transport
von Acetat durch den jeweiligen Acetat-Transpoder SSF-Familie nachgewiesen wurde, sind untehnsmic
Jedes Gen ist als farbiger Pfeil dargestellt: AC&és7, HVO_A0156) in grin, ein hypothetisches
Transmembranproteirhyp., HVO_A0155) in gelb, der Acetat-Transportasf( HVO_A0154) in rot und ein
putatives, regulatorischemiversal-stress-Protein 28 @spA28, HVO_A0153) in hellblau.

In der Doméne der Bacteria wurden SSF-Proteine, aiifeen Transport von Acetat
katalysieren, anhand von Transportexperimentertbendescherichia coli, Corynebacterium
glutamicum, Rhizobium leguminosarum und Rhodobacter capsulatus identifiziert und
charakterisiert (Hosie et al. 2002; Gimenez et2803; Jolkver et al. 2009; Borghese und
Zannoni 2010). Die jeweilige Genomumgebung des émdiden Gens ist in diesen
Organismen unterschiedlich. Die fur die SSF-TrangpoausE. coli und Rh. capsulatus
kodierenden Gene liegen in einer vergleichbarenr@ys&ruktur wie inH. volcanii vor
(Abbildung 40). InE. coli wird die Transkription dieses Operons ebenfalletAtspezifisch
induziert (Gimenez et al. 2003). In einer weitei®tudie wurde auflerdem ein Succinat-
Transporter aug. coli charakterisiert, der neben Succinat auch einenspat von Acetat
katalysierte (Sa-Pessoa et al. 2013). Dieser Toatespwurde der Proteinfamilie der AcTr-
Transporter zugeordnet. Es zeigte sich, dass eestDéletion beider Transporter das
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Wachstum auf Acetat vollstandig inhibierte. Ein Aisporter der AcTr-Familie konnte anhand

von Proteinsequenz-VergleichenHnvolcanii nicht identifiziert werden.

In der Doméne der Archaea gibt es bisher keinetevesi direkten Nachweis eines Acetat-
Transports. Es gibt Hinweise auf einen Transpom Yaetat durch ein Protein aus der
Familie deracetate uptake transporter (AcTr, TC 2.A.96) in der Gruppe der acetoklastesth
Methanoarchaea. Eine Acetat-spezifische Induktiogse$ putativen Acetat-Transporters
wurde in Methanosarcina acetivorans gezeigt (Rohlin und Gunsalus 2010). Dieser
Transporter wurde inrMethanosarcinamazel deletiert und eine um 50-75 % verringerte
Methanbildung dieser Mutante beobachtet (Weltd.e2014). Es wurde diskutiert, dass diese
reduzierte Methanbildung indirekt auf eine verriigeAufnahme von Acetat zuriickzuftihren
sei. Der direkte Nachweis eines Acetat-Transpartiie Zellen wurde nicht erbracht.

Die SSF-Proteinfamilie, zu der auch der in der iegenden Arbeit charakterisierte
Transporter aubl. volcanii gehért, umfasst neben Acetat-Transportern auckuleFamilien
der Natrium/Pantothenat Symporter, Natrium/Proliymforter und Natrium/Glucose
Symporter (Reizer et al. 1994; Jung 2002). Proteileser Sub-Familien sind in allen drei
Domanen identifiziert worden und transportierereusithiedliche Substrate wie z. B. Zucker,
Aminosauren, Vitamine, lodid und lonen (Reizer letl894; Hosie et al. 2002; Jung 2002;
Gimenez et al. 2003; Jolkver et al. 2009). Bisha&alygsierte SSF-Proteine weisen
11-15 hydrophobe Transmembrandomanen auf, wobah@rakterisierte Acetat-Transporter
dieser Familie 13 Transmembrandomanen beschriebehew (Hosie et al. 2002; Gimenez et
al. 2003; Jolkver et al. 2009; Borghese und Zan20ii0). Auch fir den Acetat-Transporter
ausH. volcanii wurden 13 Transmembrandomé&nen vorhergesagt (Siélie Abbildung 24).
Fuar ein Protein der SSF-Familie, den Natrium/Galset Symporter aus
Vibrio parahaemolyticus, wurde bereits die Kristallstruktur aufgekléart lgan et al. 2008).
Ein Vergleich der Aminosauresequenz #esolcanii Acetat-Transporters mit beschriebenen
Transportern der SSF-Familie in einem multiplen Ansiduresequenz-Alignment zeigt eine
hohe Ubereinstimmung der Sequenzen (Abbildung 4#i)der Aminoséduresequenz des
H. volcanii Acetat-Transporters wurden die Konsensus-Sequehzerd 2 der SSF-Familie
mit wenigen Abweichungen identifiziert. Die Sekurstéuktur des Acetat-Transporters aus
H. volcanii wurde mit PSIPRED berechnet und stimmt mit derabeken Sekundarstruktur
des bereits kristallisierten Symporters augarahaemolyticus nahezu Uberein (Abbildung
41) (Jones 1999; Faham et al. 2008).
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Der fur die SSF-Familie namensgebende Symport wapstgat und Natriumionen wurde
insbesondere fiur den humanen Natrium-Glucose-SyempdBLC5A1 der SSF-Familie
nachgewiesen (Quick et al. 2001). Es konnte gexregtien, dass der Natrium-Gradient tber
die Membran, der z. B. in humanen Zellen durchFdiektion der Natrium-Kalium-ATPase
erzeugt wird, die treibende Kraft fir den Sympat (Quick et al. 2001; Jung 2002).
Mutagenese-Experimente mit dem SLC5A1-Transporggten, dass durch den Austausch
der Aminosaure AsB* gegen eine ungeladene Aminosaure Glucose nichNatiiumionen
sondern mit Protonen in die Zellen transportientdwiQuick et al. 2001). Ein Symport von
Substrat und Natriumionen konnte jedoch fir Acé&tainsporter der SSF-Familie, die bisher
ausschlief3lich in Prokaryoten identifiziert wurdemcht nachgewiesen werden. Stattdessen
wurde fur einen Acetat-Transporter dieser Famden MctC-Symporter auS. glutamicum,

ein Symport von Acetat und Protonen gezeigt (Jolkee al. 2009). Ein Vergleich der
Aminosauresequenzen dds. volcanii Acetat-Transporters und bereits charakterisierter
Acetat-Transporter mit dem humanen Natrium/GlucBgeporter zeigt, dass in den
Sequenzen aller Acetat-Transporter der SSF-Fardlistelle des ASB* eine ungeladene
Aminosaure an der entsprechenden Position vorzetiinst (Abbildung 41). Dies deutet auf
einen Symport von Acetat und ProtonerHinvolcanii und einen einheitlichen Mechanismus
des Acetat-Transports innerhalb der SSF-Familie kelcher statt an einen Natrium-
Gradienten an den Protonen-Gradienten prokaryais€ytoplasmamembranen angepasst

ist.
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Abbildung 41 Multiples Aminoséaure Sequenz-Alignmentvon Acetat-, Zucker- und Prolin-Transportern

der SSF-Proteinfamilie. Das Alignment wurde mit ClustalX erstellt und mitlfel von ESPRIPT dargestellt
(Larkin et al. 2007; Robert und Gouet 2014). Dete@ninale Sequenzbereich ist nicht dargestellt died
jeweilige Sequenzlange daher am Ende der Sequemgmyeben. Die Konsensus-Sequenz 1 ([GS]-x(2)-FL1Y]
X(3)-[LIVMFYWSTAG](7)-x(3)-[LIY]-[STAV]-X(2)-G-G-[L MF]-x-[SAP]) und die Konsensus-Sequenz 2
([GASTI]-[LIVM]-X(3)-[KR]-x(4)-G-A-X(2)-[GAS]-[LIVMG S]-[LIVMWI-[LIVMGAT]-G-x-[LIVMGA]) sind
durch schwarze Boxen markiert. Das bei dem humaBleicose-Transporter (HsSLC5A1; P13866) fur den
Symport mit Natriumionen essentielle A3pist durch einA -Symbol gekennzeichnet (Quick et al. 2001). Die
Sekundarstruktur des. volcanii Acetat-Transporters (HvoSsf, D4GQI3) wurde mit PSED berechnet und ist
schematisch Uber den Sequenzen dargestellt (J&%.1Die Sekundarstruktur d&§brio parahaemolyticus
Natrium-Galactose-Symporters (VpSGLT; 3DH4) istesolatisch unter den Sequenzen gezeigt (Faham et al.
2008). Neben der Sequenz des Natrium-Prolin-Syrapoeugscherichia coli (PutP; P07117) wurden folgende
Sequenzen bereits charakterisierter Acetat-Tratspeerwendet (Accession-Nummern in Klammern; PDB,
UniProtKB bzw. NCBI Reference)E. coli ActP (WP_000832573.1)Corynebacterium glutamicum MctC
(CCH24019.1).
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Phylogenetische Analysen zeigen, dass Transporwr SISF-Familie drei distinkte
funktionelle Cluster bilden (Abbildung 42Jung 2002; Jolkver et al. 2009). Das Cluster der
Natrium/Zucker-Symporter umfasst neben dem  krisgaiphisch  analysierten
Natrium/Galactose-Symporter ausparahaemolyticus sowohl die charakterisierten humanen
Natrium/Glucose- und Natrium/Multivitamin-Symporigis auch einen putativen Transporter
aus dem Euryarchaedthalalkalicoccus jeotgali (Quick et al. 2001; Faham et al. 2008). Im
Cluster der Natrium/Prolin-Symporter sind sowohh@kterisierte Proteine aus Bacteria, wie
z. B. Bacillus subtilis und C.glutamicum, als auch putative archaeelle Transporter
zusammengefasst (Peter et al. 1997; von Blohn. €lt98l7). Bisher charakterisierte Acetat-
Transporter bilden eine Gruppe, die sich von Zuckerd Prolin-Transportern abgrenzt.
Innerhalb des Clusters der Acetat-Transporter biltkr charakterisierte Transporter aus
Rh. leguminosarum eine Gruppe mit putativen SSF-Sequenzen weiteferoteobacteria und
thermoacidophiler Crenarchaea wie z.®lifolobus solfataricus (Hosie et al. 2002). Im
Gegensatz dazu weisen die charakterisierten Tramespusk. coli und C. glutamicum eine
hohe Sequenzidentitat auf (Gimenez et al. 200vdolet al. 2009). DeH. volcanii SSF-
Transporter bildet zusammen mit putativen Trangportaus Haloarchaea ein Sub-Cluster
innerhalb der Acetat-Transporter, welches in phgtagischer Nahe zu putativen Acetat-
Transportern aus gram-positiven Bacteria und &tRroteobacteria liegt. Eine hohe
Sequenzidentitat von 37 % weist der Acetat-TrartepausH. volcanii zu putativen SSF-
Proteinen aus gram-positiven Bacteria, wie zHBl.obacillus halophilus auf. Weiter besteht
eine hohe Identitat von 43 % zu einem putativen -B&fein aus dend-Proteobacterium
Desulfuromonas acetoxidans, fiur welches eine Oxidation von Acetat unter aoben
Bedingungen beschrieben ist (Pfennig und Biebl 19T8e Sequenz-ldentitat der SSF-
Transporter aus Haloarchaea und Bacteria lassh éateralen Gentransfer aus der Doméane

der Bacteria vermuten.
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Abbildung 42 Phylogenetische Einordnung von Transpaern der SSF-Familie aus Archaea, Bacteria und
Eukarya. Die drei distinkten Cluster der Natrium/Prolin (Wrolin)-, Natrium/Zucker (NdZucker)- und der
Protonen/Acetat- (HAcetat)-Symporter sind hervorgehoben. Der Stammbaurde mit dem Neighbor-Joining
Algorithmus aus ClustalX erstellt, wobei das Bowigping-Verfahren 1000 Wiederholungen umfasstekjbar
et al. 2007). Die Bootstrap-Werte befinden sichdan Knotenpunkten. Der Baum basiert auf einem piahi
Aminosaure-Sequenzalignment, das mit ClustalX unferwendung der Gonnet Matrix erstellt wurde.
Charakterisierte Transporter sind mit einem * gelzaichnet und charakterisierte Acetat-Transpouséizlich
dickgedruckt. Modifiziert nach (Jung 2002). Der IBai stellt 0,1 Substitutionen pro Aminosaure daigénde
Sequenzen, mit Accession-Nummern in Klammern (PDBProt bzw. NCBI Reference), wurden verwendet:
H*/Acetat-Symporter: Halorubrum lacusprofundi (BOLNG2), Haloferax volcanii (D4GQI3), Haloarcula
marismortui  (WP_049939090.1), Denitrovibrio acetiphilus (D4H7M3), Desulfuromonas acetoxidans
(WP_050770049.1),Geobacter sulfurreducens (Q74FT7), Halobacillus halophilus (D9ZZC8), Bacillus
aquimaris (WP_044339976.1) Escherichia coli (ALQ61142), Rhodobacter capsulatus (AOAOQOUUG?2),
Sreptomyces  coelicolor  (O70003), Corynebacterium glutamicum (CCH24019.1), Nocardia farcinica
(Q5YYV2), Rhizobium leguminosarum (Q1M7A2), Mesorhizobium loti (AOA101KLS1), Sulfolobus solfataricus
(Q97VX6), Acidianus hospitalis (4B8W9), Metallosphaera sedula (AOAOK1SS06); N&Prolin-Symporter:
Thermococcus kodakaraensis 2 (YP_183981), Halobacterium salinarum (BOR4E9), Methanococcus
maripaludis (Q6MOP8), Corynebacterium glutamicum (H7C679), Bacillus subtilis (006493), Saphylococcus
aureus (Q2FWY7),Helicobacter pylori (024896) Pasteurella multocida (Q9CNS55),Escherichia coli (P07117),
Pseudomonas aeruginosa (Q9I5F5), Pyrococcus furiosus (Q8U3M8), Pyrococcus abyss (Q9V2P3),
Thermococcus kodakaraensis 1(YP_182528), Pyrococcus horikoshii  (059086); N&Zucker-Symporter:
Halalkalicoccus jeotgali (D8J8N1),Vibrio parahaemolyticus (3DH4), Homo sapiens SLC5A2 (P31639)Homo
sapiens SLC5A4 (Q9NY91), Oryctolagus cuniculus (P11170),Homo sapiens SLC5A1 (P13866),Rattus
norvegicus SLC5A1 (P53790)Homo sapiens SLC5A6 (Q9Y289; N& Multivitamin-Symporter).
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6.2.2 AMP-bildende Acetyl-Coenzym A Synthetasen

Im Genom vonH. volcanii sind neun Gene annotiert, die fir putative AMRiide
Acetyl-CoA Synthetasen (ACS) kodieren. Um die AQ®me zu identifizieren, die an der
Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA funktional le#igt sind, wurde zunachst die ACS aus
Acetat-gewachsenen Zellen gereinigt und charakterisowie das kodierende Geac$?)
identifiziert. Die gereinigte ACS2 wies eine hommoére Struktur auf und katalysierte neben
der Aktivierung von Acetat auch die Aktivierung v@&utyrat und Valerat mit sehr hoher
katalytischer Effizienz. Die ACS2 zeigte nur einerigge Aktivitdt mit Propionat (20 %).
Aktivitatsmessungen mit  langkettigen  Fettsduren ewar aufgrund der hohen
Salzkonzentration im Testsystem nicht mdglich. lichRing der Acetat-Bildung war das
Enzym nicht aktiv. Da ein®\acs2-Mutante unverandert auf Acetat wuchs, wurden drei
weitere paraloge ACS-Enzyme homolog Uberexprimied charakterisiert. Die ACS8 war
nicht aktiv. Die ACS1 und die ACS7 setzten Acetat Vergleich zu weiteren getesteten
Carbonsauren mit der hochsten Aktivitat um. Umfadse Wachstumsexperimente mit
Doppel- und Dreifach-Mutanten haben ergeben, dassdie Aacs2 Aacs/-Mutante ein
eingeschréanktes Wachstum auf Acetat zeigte, was dpficht, dass die ACS2 und die ACS7
an der Aktivierung von Acetat beteiligt sind, ab@rmutlich durch weitere paraloge ACS

funktionell ersetzt werden kdnnen.

Bei einem Vergleich der kinetischen Parameter @ivrgereinigten ACS2 mit der bereits
charakterisierten ACS aus dem Haloarchaétahoarcula marismortui fallt auf, dass die
ACS2 aus H.volcanii ein relativ breites Substratspektrum aufweist, neétl die
Ha. marismortui ACS hochspezifisch fir Acetat ist und nur geriddeivitat mit Propionat
zeigt (Brasen und Schonheit 2005). Das relativtér®ubstratspektrum der ACS2 ahnelt eher
der ACS augyrobaculum aerophilum, die neben Acetat auch Propionat, Formiat und ity
umsetzt (Bréasen et al. 2005). Eine mit der ACS1 dexdACS7 vergleichbar hohe Spezifitat
fur Acetat ist auch fur die ACS-Enzyme aus den MetgenerMethanosaeta thermophila
und Methanothermobacter thermautotrophicus bekannt (Ingram-Smith und Smith 2007;
Berger et al. 2012).

Diese charakterisierten ACS-Enzyme gehéren alle der Superfamilie der
Acyladenylat/Thioester-bildenden Enzyme (Babbitt adt 1992). In diese Proteinfamilie
werden u. a. auch Fettsdure-CoA Synthetasen, die Aktivierung von mittelkettigen
(MACS) oder langkettigen Fettsduren (FACS) kataiyen, eingeordnet sowie Acyl- und

Aryl-CoA Synthetasen und Luciferasen. In der erstem zwei Teilreaktionen wird durch all
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diese Enzyme ein Acyladenylat-Intermediat gebildebpei Pyrophosphat freigesetzt wird
(Gulick et al. 2003). AnschlieRend wird in der zteai Coenzym A-abhangigen Teilreaktion
Acyladenylat zu Acetyl-CoA umgesetzt und AMP fregeet. Fir die Bildung des
Acyladenylat-Intermediats in der ersten Teilreaktist ein konserviertes Lysin in der
C-terminalen Doméane essentiell (Gulick et al. 200®)3erdem ist dieses Lysin fur eine
posttranslationale Regulation in Form einer Acetylng entscheidend. So wurde fir die
ACS-Enzyme ausSalmonella enterica und Saccharomyces cerivisiae gezeigt, dass eine
Acetylierung des Lysins zu einer Inaktivierung @syms fihrt (Starai et al. 2002; Starai et
al. 2003). Ein Aminosaure-Sequenzalignment derlpgea ACS-Enzyme ausd. volcanii mit
ACS-Enzymen aus Archaea, Bacteria und Eukarya ,zdags dieses Lysin auch in den
ACS-Enzymen aubl. volcanii hoch konserviert ist (Abbildung 43). Einzig in d&quenz der
H. volcanii ACS6 ist an der entsprechenden Position ein Leuwuistelle des Lysins

vorhanden, was darauf hindeutet, dass dieses Riatlytisch nicht aktiv ist.

740
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HvACS2 CKY
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HvACS8
HvACS5
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HvACS4
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HvACS6 [BPDDPKAVCRDDRVYERI ETEDAA
Tt FACS  [INEHELK- - - AGFAKWGLEDAYVFA
SeACS  [BYAEVRNWYRK
Hmcss  [BRSAI | DQYED
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PaACs  [ARKE[REHIRRTREY AEFACI F
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... 664
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... 553
... 538
... 666

.. 541
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Abbildung 43 Multiples Aminosdure Sequenz-Alignmentcharakterisierter Acetat-aktivierender (ACS)
und Fettsure-aktivierender (FACS) AMP-bildender Acetyl-Coenzym A Synthetasen aus der den
Domanen der Archaea, Bacteria und EukaryaDas fir die Bildung des Acyladenylat-Intermediagsentielle
Lysin ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Dag@hent wurde mit ClustalX unter Verwendung der Gainn
Matrix erstellt (Larkin et al. 2007). Folgende Segmen, mit Accession-Nummern in Klammern (PDB bzw.
UniProt), wurden verwendetdaloferax volcanii ACS2 (D4GUWS5), ACS7 (D4GQI5), ACS1 (D4GUW1),
ACS8 (D4GQI7), ACS5 (D4GZ14), ACS3 (D4GX28), ACIAGXST7), ACS9 (DAGRL3), ACS6 (DAGTES),
Thermus thermophilus FACS (1ULT), Salmonella enterica ACS (1PG4),Haloarcula marismortui ACS5
(Q5UXS3),Homo sapiens ACS1 (P33121)Pyrobaculum aerophilum ACS (093730)Archaeoglobus fulgidus
FACS (028762).
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Ein Sequenzvergleich von ACS-Enzymen mit MACS- WARICS-Enzymen aus allen drei
Doméanen des Lebens zeigt, dass die Sequenzen mdrohell unterschiedlichen Enzyme
untereinander eine geringe Identitat aufweisen®20innerhalb eines funktionellen Clusters
aber konserviert sind (nicht abgebildet). Es skerdings angemerkt, dass es in der Gruppe
der FACS-Enzyme signifikante Unterschiede gibt.w&isen prokaryotische FACS-Enzyme
eine um ca. 150 Aminosauren kurzere Sequenz auéularyotische FACS-Enzyme. Alle
diese Enzyme enthalten die konservierten Sequemzmnotl und 2 der
Acyladenylat/Thioester-bildenden Superfamilie (mietbgebildet) (Toh 1991; Chang et al.
1997; Lee et al. 2001; Hulo et al. 2006). Dieseusegen stellen Bindestellen fir ATP bzw.
AMP dar (Weimar et al. 2002).

ACS-Enzyme aus Archaea und Bacteria sind, wie aliehACS2, ACS1 und ACS7 aus
H. volcanii, meist monomere oder homodimere Proteine (Jetteal.e1989; Brasen und
Schonheit 2005). Eine Ausnahme bildet das homoaktam Enzym aus dem
hyperthermophilen ArchaeorP. aerophilum (Brasen et al. 2005). Bei einem Vergleich der
paralogen ACS-Enzyme vdt. volcanii untereinander fallt auf, dass die ACS7 und die ACS
eine GrolRe einer Untereinheit von ca. 75 kDa umd d¢iohe Sequenz-ldentitdt von 87 %
aufweisen. Daher entsprechen die ACS1 und ACSY7 [doimoBezug auf die Grol3e einer
Untereinheit als auch in Bezug auf die Sequenztid@rden ACS-Enzymen aus Archaea,
Bacteria und Eukarya. Dagegen ist die Aminosaureserjder ACS2 nur zu 15 % mit jener
der ACS7 identisch. Eine hdhere Sequenzidentitétwiee ACS2 zu den FACS-Enzyme aus
den Bacterid’hermus thermophilus und Mycobacterium tuberculosis auf (33 bzw. 34 %), die
bereits charakterisiert und die Kristallstruktuksr Proteine aufgeklart wurden (Hisanaga et
al. 2004; Andersson et al. 2012). Diese setzenkkttige Fettsauren mit mindestens
14 Kohlenstoffatomen zu den korrespondierenden Es#rn um. Eine Aktivierung von

kleinen Fettsauren, insbesondere Acetat, wurdd gitestet.
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Der phylogenetische Vergleich von Proteinen der ladgnylat/Thioester-bildenden
Superfamilie in einem Stammbaum zeigt die distink@uster und Sub-Cluster der ACS-,
MACS- und der eukaryotischen bzw. prokaryotischA&&&-Enzyme (Abbildung 44) (Oba et
al. 2005). ACS-Enzyme aus Archaea, Bacteria uncaBakbilden ein funktionelles Cluster.
In diese Gruppe gehoren auch die ACS1 und die AGLSH. volcanii, die im Rahmen dieser
Arbeit als Acetat-spezifische Enzyme charakterisieturden sowie die bisher nicht
untersuchte ACS5. Dies lasst vermuten, dass di€3®5Aspezifisch Acetat zu Acetyl-CoA
aktiviert. Das Cluster der MACS bilden Enzyme augddismen aller drei Domanen des
Lebens, wie z. B. den bereits charakterisierten I Athzymen aus dem Menschen oder aus
Methanosarcina acetivorans (Fujino et al. 2001; Meng et al. 2010). Diesem MRCluster
ist auch die putative ACS3 atis volcanii zugeordnet, was darauf hindeutet, dass die ACS3
nicht an der Aktivierung von Acetat beteiligt iEtie funktionelle Gruppe der FACS gliedert
sich in die drei Sub-Cluster der eukaryotischen BA©wie der prokaryotischen FACS | und
der FACS Il. Innerhalb des Clusters der eukaryb8scFACS liegt auch die putative ACS6
ausH. volcanii, was gegen eine Beteiligung dieses Enzyms an #gviédrung von Acetat
spricht. Zudem fehlt der ACS6 das katalytisch etssia Lysin (s. 0.). Zu dem Sub-Cluster
der prokaryotischen FACS | gehort auch die behtrakterisierte FACS aus coli (Black

et al. 1992). Die in dieser Arbeit nativ gereinigq€S2 bildet zusammen mit den bereits
kristallisierten FACS-Enzymen audhermus thermophilus und aus Mycobacterium
tuberculosis das Cluster der prokaryotischen FACS Il innerhab Acyladenylat/Thioester-
bildenden Superfamilie. In dieses Cluster und melder Nahe zu der ACS2 féllt auch die
putative ACS9 audH. volcanii. Zukinftige Untersuchungen mussen zeigen, ob d@&R
sowie die bisher ebenfalls nicht untersuchte ACG% dem Cluster der Acetat-spezifischen
ACS-Enzyme eine Aktivierung von Acetat katalysieted ob sie die ACS2 und die ACS7

funktionell ersetzen kdnnen.

110



Diskussion

Prokarya
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Abbildung 44 Phylogenetische Einordnung von archadlen, bakteriellen und eukaryotischen
AMP-bildenden Acetyl-Coenzym A Synthetasen der Acgdenylat/Thioester-bildenden Superfamilie.
Innerhalb der AMP-bildenden Acetyl-Coenzym A Synésen wird zwischen den funktionalen Gruppen der
Acetat-aktivierenden (ACS), kurzkettige Fettsakdvéerenden (MACS), prokaryotischen Fettsdure-
aktivierenden (prok. FACS | und prok. FACS Il) uedkaryotischen Fettsdure-aktivierenden (euk. FACS)
Enzyme unterschieden. Der Stammbaum wurde mit derghior-Joining Algorithmus aus ClustalX erstellt,
wobei das Bootstrapping-Verfahren 1000 Wiederhaungmfasste (Larkin et al. 2007). Die Bootstrap-i&/er
befinden sich an den Knotenpunkten. Der Baum biagigreinem multiplen Aminosaure-Sequenzalignméas,
mit ClustalX unter Verwendung der Gonnet Matrixtellts wurde. Charakterisierte Enzyme sind mit eirfem
gekennzeichnet. Der Balken stellt 0,1 Substitutiopeo Aminoséure dar. Folgende Sequenzen, mit Atmes
Nummern in Klammern (PDB, UniProt bzw. NCBI Refere)y wurden verwendet: Prokarya FACS Il
Mycobacterium tuberculosis (3R44), Pyrobaculum aerophilum1 (Q8ZVDS8), Haloferax volcanii ACS4
(D4GXS7), Thermus thermophilus (LULT), Sulfolobus solfataricus2 (Q97VU7), Archaeoglobus fulgidus 3
(029977),Sreptomyces thermoautotrophicus (AOA132MT87), Bacillus firmus (W7LBI7), Haloferax volcanii
ACS9 (D4GRL3), Haloferax volcanii ACS2 (D4GUWS5), Pseudomonas aeruginosa (WP_034035131.1),
Desulfococcus multivorans (S7TP35). Eukarya FAC$omo sapiens 1(P33121)Rattus norvegicus 1 (088813),
Brassica napus (Q9FNT6), Saccharomyces cerevisiae 1 (P47912);Trypanosoma brucei (Q38FCO0),Leishmania
major (E9AC38), Haloferax volcanii ACS6 (D4GTES6), Mus muculus1l (Q99PUS5). Prokarya FACS I:
Sreptomyces coelicolor (Q9Z5A6), Bradyrhizobium diazoefficiens (Q89Q01), Archaeoglobus fulgidus 1
(028762),aulfolobus solfataricus 1 (Q7VT6), Geobacillus kaustophilus (Q5KZU6), Pseudomonas fluorescens
(Q4KGN4), Ralstonia eutropha (Q8Y1B0), Escherichia coli 1 (P69451),Haemophilus influenzae (P46450).
MACS: Frankia sp. (Q2J5R6), Haloferax volcanii ACS3 (D4GX28), Methanosarcina acetivorans
(WP_011022861.1)Homo sapiens 2 (Q08AH1), Mus muculus 2 (Q3UNX5), Rattus norvegicus2 (Q7TN78).
ACS: Bacillus subtilis (G4ESD6),Haloferax volcanii ACS5 (D4GZ14),Haloarcula marismortui (Q5UXS3),
Haloferax volcanii ACS7 (D4GQI5), Haloferax volcanii ACS1 (D4GUW1), Archaeoglobus fulgidus 2
(029881),Pyrobaculum aerophilum 2 (093730) Methanosaeta thermophila (AOB8F1), Methanother mobacter
thermautotrophicus (Q2XNL6), Saccharomyces cerevisiae2 (P52910),Bos taurus (Q9BEA3), Escherichia
coli 2 (P27550)Homo sapiens 3 (QINR19) Arabidopsisthaliana (BODGDS6).
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6.2.3 Isocitrat-Lyase

Im Genom vorH. volcanii ist ein Gen fur eine Isocitrat-Lyase (ICL), dashifBsselenzym des
Glyoxylatzyklus, annotiert. In Wachstumsexperimentmit einer Aicl-Mutante wurde
nachgewiesen, dass diese nicht in der Lage waAeetat zu wachsen. Durch einetrans
Komplementation mit dencl-Gen wurde das Wachstum wiederhergestellt. Diegt,zdass
der Glyoxylatzyklus fir das Wachstum vHnvolcanii auf Acetat essentiell ist.

In den meisten aeroben Bacteria erfillt der Glyatayklus eine anaplerotische Funktion bei
einem Wachstum auf Acetat (Sauer und Eikmanns 2B0Sign 2006). In diesem Zyklus
katalysiert die ICL die Spaltung von Isocitrat ityGylat und Succinat. Anschliel3end erfolgt
die Kondensation von Glyoxylat und Acetyl-CoA zu Itawelche durch das zweite Enzym
des Glyoxylatzyklus, die Malat-Synthase, katalyisveird. Die ICL und die Malat-Synthase
wurden bereits ausulfolobus acidocaldarius und auch ausH. volcanii gereinigt und
charakterisiert (Serrano et al. 1998; Uhrigshara@t.e2002). FUH. volcanii wurde aul3erdem
gezeigt, dass die Transkription der ICL in einemef@p zusammen mit der Malat-Synthase
Acetat-spezifisch induziert wird (Serrano und Ben2001). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
nun erstmals anhand der Wachstumsexperimente mitAideMutante gezeigt, dass der
Glyoxylatzyklus inH. volcanii als anaplerotische Reaktionssequenz fur ein Wachstuf
Acetat essentiell ist. Die vollstandige Inhibitides Wachstums devicl-Mutante zeigt, dass

der Glyoxylatzyklus funktionell nicht ersetzt werdeann.

Nicht in allen Archaeen wird die anaplerotische I&iom bei Wachstum auf Acetat durch den
Glyoxylatzyklus erfullt. Kurzlich wurde irHaloarcula marismortui, in dessen Genom kein
Gen fUr eine ICL annotiert ist, der Methylaspanylatas als anaplerotische Reaktionssequenz
beschrieben (Borjian et al. 2016). Die Enzyme deghylaspartatzyklus setzen in mehreren
aufeinanderfolgenden Reaktionen, ohne die Bet@itigder ICL, a-Ketoglutarat tber das
charakteristische Methylaspartat zu Succinyl-CoAd uGlyoxylat um. Das gebildete
Glyoxylat wird durch die Malat-Synthase mit einemait@ren Molekul Acetyl-CoA zu Malat

umgesetzt.
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6.2.4 Enzyme der Gluconeogenese

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Enzydee PEP-Synthese aus Malat im
Zuge der Gluconeogenese if. volcanii untersucht. In Wachstumsexperimenten mit
Deletionsmutanten auf Acetat konnte erstmals inRiemane der Archaea gezeigt werden,
dass zwei Malat-Enzyme und eine PhosphoenolpyrByathetase (PEPS) essentiell fur die
Gluconeogenese sind. Die Malat-Enzyme wurden zwgtdbbmolog Uberexprimiert und
charakterisiert. Fur das Malat-Enzym 1 (Mael) wuydeeigt, dass das rekombinante Protein
die reversible, NADRabhingige Decarboxylierung von Malat zu Pyruvatlyaiert. Das
Malat-Enzym 2 (Mae2) warinvitro nicht aktiv. Dennoch haben die Analysen der
Deletionsmutanten ergeben, dass nur aimeel Amae2-Mutante nicht mehr in der Lage war
auf Acetat zu wachsen, was fir die gegenseitipgvo Ersetzbarkeit der beiden Malat-
Enzyme spricht. Analysen zur PEPS haben gezeigis das kodierende Gen sowohl in
Glucose- als auch in Pyruvat-gewachseHRerolcanii-Zellen transkribiert wird. Die PEPS-
Deletionsmutante wuchs auf Glucose, aber nicht Ryruvat, was auf eine essentielle,

ausschlief3lich anabole Funktion des Enzyms hintleute

In den meisten Bacteria, wie z. E. coli oder C. glutamicum, wird im Gegensatz zu
H. volcanii die Synthese von Phosphoenolpyruvat (PEP) durok &EP-Carboxykinase
(PEPCK) katalysiert (Sauer und Eikmanns 2005). &e&nzym Kkatalysiert die ATP-
abhangige Decarboxylierung von Oxalacetat zu PEPP Aund CQ. Im Genom von

H. volcanii wurde kein Gen fir eine PEPCK identifizieH. coli verfigt aber neben der
PEPCK auchiber zwei Malat-Enzyme und eine PEPS, die ebensodw PEPCK Acetat-
spezifisch induziert werden, wodurch eine PEP-S3sehauch Uber diese Enzyme moglich ist
(Oh et al. 2002). Die Analyse voB. coli-Deletionsmutanten hat ergeben, dass sich die
alternativen Wege der PEP-Synthese, d. h. Uber RERCK oder Uber die zwei Malat-
Enzyme und eine PEPS, funktionell ersetzen kén@dngt al. 2002). AuRerdem wurde, wie
im Rahmen dieser Arbeit fUH. volcanii gezeigt, eine gegenseitige Ersetzbarkeit beider
Malat-Enzyme bei Wachstum auf Acetat beschriebeh @ al. 2002). Auch in dem
hyperthermophilen ArchaeonThermococcus kodakarensis wurden, wie in E. coli,
Untersuchungen der PEP-Synthese Uber eine PEP@KMalat-Enzym und eine PEPS
durchgefuhrt (Fukuda et al. 2004; Fukuda et al.520Manaka et al. 2006). Diese Analysen
deuten auf eine anabole Funktion der PEPCK hine Biateiligung des Malat-Enzyms und
der PEPS an der Gluconeogenese konnte aber nispesthlossen werden (Fukuda et al.

2004). Insbesondere gibt es keine Untersuchungeh Malat-Enzym- oder PEPS-
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Deletionsmutanten. Es sei angemerkt, dassTdi&kodakarensis PEPS die bisher einzige
beschriebene PEPS ist, fur die eine katabole Fomkitin Zucker-Abbau vermutet wird
(Imanaka et al. 2006). Dieses aul3ergewohnliche ranzyrde daher bereits im Rahmen des

Glucose-Stoffwechsels vdth. volcanii in Kapitel 6.1.1 diskutiert.

Ein Malat-Enzym ist in der Doméane der Archaea awdiesTh. kodakarensis ansonsten nur
aus Sulfolobus solfataricus charakterisiert worden (Bartolucci et al. 1987EPS-Enzyme
sind in Archaea neben dem Enzym aitb. kodakarensis bisher nur in wenigen
hyperthermophilen und methanogenen Organismeniiidest worden. InP. furiosus ist die
anabole Funktion einer PEPS diskutiert worden, alierdings aus Maltose-gewachsenen
Zellen gereinigt wurde (Hutchins et al. 2001).Timermoproteus tenax wurde die Induktion
einer PEPS auf gluconeogenetischen Substraten rigdsmin und das rekombinante Enzym
charakterisiert (Tjaden et al. 2006). Weitere PERE&len ausstaphylothermus marinus und
ausMethanothermobacter thermautotrophicus gereinigt und charakterisiert (Eyzaguirre et al.
1982; Cicicopol et al. 1994). Umfassende funktitmélnalysen zur PEP-Synthese wurden in
keinem dieser Organismen durchgefuhrt. Damit wurdedieser Arbeit erstmals in der
Domane der Archaea der direkte Nachweis der es#lentiFunktion der Malat-Enzyme und
der PEPS erbracht.
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Zusammenfassend wurde im Rahmen der vorliegendeeitAdie funktionale Beteiligung
von Enzymen am Acetat-Stoffwechsel in dem halophiodellorganismusH. volcanii
nachgewiesen. Abbildung 4®igt eine schematische Darstellung des Acetatvtcohsels in
H. volcanii. Acetat wird durch den Acetat-Transporter der $F8Rilie in die Zelle
aufgenommen und unter Beteiligung der AMP-bildendeatyl-CoA-Synthetasen ACS2 und
ACS7 zu Acetyl-CoA aktiviert. Die essentielle araptische Funktion des Glyoxylatzyklus
wurde in Wachstumsexperimenten mit einer Isocitsagse-Deletionsmutante nachgewiesen.
Die Analyse der anabolen Synthese von Phosphoenwigly (PEP) aus Malat, dem
Intermediat des Glyoxylatzyklus, hat ergeben, dassle Malat-Enzyme essentiell flr das
Wachstum vorH. volcanii auf Acetat sind. Die anschlieRende Umsetzung wmivRat zu
PEP im Zuge der Gluconeogenese wird durch die aberfiir ein Wachstum auf Acetat

essentielle Phosphoenolpyruvat-Synthetase katdlysie

Gluconeogenese

T
T

PEP

AMP + PR,
PEPS
ATP

» Pyruvat

NAD(P)H innen aullen

+H+ Cozj
Malat-
NAD(PY Acetyl-CoA 47? Acetat <7HT Acetat

AMP + PP CoA + ATP H* H*
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— Malat i Glyoxylat Isocitrat
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Abbildung 45 Schematische Darstellung des Acetat-&fwechsels inH. volcanii. Es sind ausschlielich die

im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Emzgenannt. ACS, AMP-bildende Acetyl-Coenzym A
Synthetasep-KG, a-Ketoglutarat; CoA, Coenzym A; ICL, Isocitrat-LyaseEP, Phosphoenolpyruvat; PEPS,
Phosphoenolpyruvat-Synthetase; SSF, Acetat-Tratespaer SSF-Familie (membranstandig).
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6.3 Enzyme des Succinat-Stoffwechsels

Im Rahmen dieser Arbeit wurden funktionelle Anatyseim Dicarbonsaure-Stoffwechsel in
dem HaloarchaeoHl. volcanii durchgefiihrtH. volcanii kann auf Succinat, jedoch nicht auf
Malat wachsen. In Wachstumsexperimenten mit ausigiésva Deletionsmutanten, die in
dieser Arbeit im Rahmen der Untersuchungen zum dskeic und Acetat-Stoffwechsel
generiert wurden, wurde die essentielle Funktionr d&alat-Enzyme, der
Phosphoenolpyruvat-Synthetase (PEPS) sowie derv&yFRerredoxin-Oxidoreduktase (POR)
fur das Wachstum vord. volcanii auf Succinat nachgewiesen. Abbildung 46 zeigt die
schematische Darstellung des Succinat-StoffwechselsH. volcanii. Es wird davon
ausgegangen, dass Succinat in die Zelle transpomiied direkt in den Citratzyklus
eingeschleust wird. Nach der Umsetzung von Sucdibat Fumarat zu Malat katalysieren
Malat-Enzyme, deren essentielle Beteiligung in Vgagomsexperimenten mit
Deletionsmutanten gezeigt wurde, die NAD(Bphangige Decarboxylierung von Malat zu
Pyruvat und C@ Die weitere Coenzym A-abhéangige Umsetzung voutrzu Acetyl-CoA
und CQ im Katabolismus wird durch die POR katalysierte dunktionell nicht ersetzt
werden kann. Die anschlieBende Oxidation von AeébA zu CQ Uber die Enzyme des
Citratzyklus wurde im Rahmen der vorliegenden Arbecht untersucht. Es wurde aber
gezeigt, dass die anabole Umsetzung von PyruvBhpsphoenolpyruvat (PEP) im Zuge der
Gluconeogenese, welche durch die PEPS katalysiedt wssentiell fur ein Wachstum auf
Succinat ist. Damit wurde ein entscheidender Bgitrm Verstidndnis des Succinat-

Stoffwechsels iH. volcanii erbracht.
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Gluconeogenese
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Abbildung 46 Schematische Darstellung des Succin&toffwechsels inH. volcanii. Es sind ausschlieRlich
die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchtemzyme genannta-KG, a-Ketoglutarat; CoA,
Coenzym A; PEP, Phosphoenolpyruvat; PEPS, Phosplmeavat-Synthetase.

In den meisten Bacteria, wie z. B coli, sind alternative Wege der PEP-Synthese bei
aerobem Wachstum auf Dicarbonsauren wie Succirethbeben (Hansen und Juni 1974;
Unden und Kleefeld 2004; Sauer und Eikmanns 2008®).ersten Weg katalysiert eine
PEP-Carboxykinase (PEPCK), die im Genom Ybrvolcanii nicht annotiert ist, die direkte
Umsetzung von Oxalacetat zu PEP. Im zweiten Wed wie in H. volcanii Malat zuné&chst
durch zwei Malat-Enzyme zu Pyruvat umgesetzt, besime PEPS die anschliel3ende
Phosphorylierung von Pyruvat zu PEP katalysiers Bebildete PEP dient im Anabolismus
als Substrat fur die Gluconeogenese. Im Katabolkswan Bacteria, wie z. BE. coli, wird
PEP durch eine Pyruvat-Kinase (PK) und einen PyrDednydrogenase (PDH)-Komplex
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Uber Pyruvat zu Acetyl-CoA umgesetzt, welches urgeroben Bedingungen Uber die
Enzyme des Citratzyklus zu GOxidiert wird. Die funktionelle Ersetzbarkeit dagternativen
Wege der PEP-Synthese wurdeErcoli in Wachstumsexperimenten mit Deletionsmutanten
nachgewiesen (Hansen und Juni 1974; Hansen und1®7&). Nur eine Deletion beider
alternativen Wege fihrte zu einer vollstandigen ildition des Wachstums auf
Dicarbonsauren. Im Gegensatz dazu haben die Egpsbdier vorliegenden Arbeit gezeigt,
dass sich irH. volcanii zwar die zwei Malat-Enzyme wie iB. coli gegenseitig funktionell
ersetzen kénnen, die Synthese von PEP durch Malatree und die PEPS aber essentiell fur
ein Wachstum auf Succinat ist. Auch der Mechanisdersoxidativen Decarboxylierung von
Pyruvat zu Acetyl-CoA durch die POR unter aerobeediBgungen inH. volcanii
unterscheidet sich von jenem der Bacteria. Wie itsere Kapitel 6.1.2 beschrieben, wird
diese Umsetzung in allen Bacteria unter aerobeninBadgen durch einen Pyruvat-

Dehydrogenase (PDH)-Komplex katalysiert.
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Abbildung 47 Southern Blot-Experimente zur Uberpriifung der Deletionsmutanten und der konditionalen
Depletionsmutanten vonH. volcanii. Depletionsmutanten sind mit einem * gekennzeichstwurde die DNA
aus dem Wildtyp (WT) bzw. der Mutante, in der eigiteres Gen deletiert oder depletiert werden salibel der
jeweiligen Mutante mit passenden Restriktionsenzymerdaut. Die verwendeten Restriktionsenzyme sirtdr
dem jeweiligen Experiment angegeben. Fir den Nashei@er Deletion wurde eine Sonde verwendet, die
spezifisch fur den unmittelbaren Gpstream-Bereich des jeweiligen Gens war. Fir den Nachvesiger
Depletionsmutante wurde eine Sonde verwendet,pdizifssch fur den 5'-Bereich des jeweiligen Geng.vikie
Zahlen neben den Pfeilen geben die Grofl3en dertoatek Banden an.
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