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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Archaea bauen D-Glucose nicht Uber die klassisdbmbden-Meyerhof (EM)- und Entner-
Doudoroff (ED)-Wege aus Bacteria und Eukarya abhdem verwenden modifizierte Varianten
dieser Wege. Pyruvat Kinasen (PKs) katalysiererledi#te Reaktion sowohl in den klassischen
als auch in den modifizierten glykolytischen Abbagen (PEP + ADP Pyruvat + ATP). Die
PKs aus Bacteria und Eukarya werden in der Regelhddie Zuckerphosphate Fructose-1,6-
Bisphosphat (FBP) oder AMP allosterisch aktiviemdubilden damit einen wichtigen
Kontrollpunkt in der Regulation der klassischen kglytischen Abbauwege. Die bisher
charakterisierten PKs aus Archaea zeigen hingegee lallosterische Regulierbarkeit mit den
klassischen Zuckerphosphaten. Kirzlich wurde dikBir der PK des hyperthermophilen
ArchaeonsPyrobaculum aerophiluraus der Ordnung der Thermoproteales gel6st uneigiez
dass die PK mit dem neuartigen Effektor 3-Phosplueght (3PG) allosterisch aktiviert wird
(Solomonset al, 2013). AulRerdem wurden funf Aminosauren fur diaddng von 3PG im
allosterischen Zentrum der PK identifiziert (Solomeet al, 2013). Um zu priufen, ob die
allosterische Aktivierung mit 3PG eine BesondertieitPK au®. aerophilunoder eine generelle
Eigenschaft archaeeller PKs ist, wurden im ersteihdieser Arbeit die PKs aus verschiedenen
archaeellen Gruppen charakterisiert und insbesendef ihre allosterische Regulierbarkeit
geprdft.

Im Gegensatz zum Abbau von Glucose ist der Abbaurdder Natur weit verbreiteten Desoxy-
Zuckers L-Rhamnose in Archaea bisher kaum untetsbicien meisten Bacteria wird Rhamnose
Uber einen phosphorylierten Abbauweg abgebautzix@ Bacteria ist ein alternativer, nicht-
phosphorylierter Abbauweg fir Rhamnose beschriebehin diesem Diketo-Hydrolase Weg
wird Rhamnose zu Pyruvat und L-Lactat umgesetzt @8al, 2015, Watanabe & Makino, 2009).
Genomanalysen dieser Arbeit deuteten darauf hinss dauch einige halophile und
hyperthermophile Archaea Gene eines Diketo-HydelA®ges aufweisen. Deshalb war es die
Aufgabe im zweiten Teil dieser Arbeit zu untersuchab Archaea einen Diketo-Hydrolase-Weg

fur den Abbau von Rhamnose verwenden.

Untersuchungen zur allosterischen Regulation von @haeellen Pyruvat Kinasen

3PG ist ein allosterischer Aktivator der PKs aus Tlermoproteales. Vergleiche der
Aminosauresequenzen von ausgewahlten PKs ergalass, dle funf an der 3PG-Bindung

beteiligten Aminosauren der PK a®s aerophilumauch in den PKs weiterer Vertreter der
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Ordnung Thermoproteales, ifPyrobaculum islandicum Thermoproteus uzoniensisind
Caldivirga maquilingensikonserviert sind. Die PKs dieser Organismen wuedgnekombinante
Enzyme gereinigt und eine allosterische Aktivierdieg PKs mit 3PG gezeigt. AuRerdem wurde
mittels ortsspezifischer Mutageneseexperimentegesiesen, dass die konservierten Reste der
3PG-Bindung der PK aul3. aerophilumauch in diesen PKs essentiell fur die 3PG-Bindund. s
Damit wurde gezeigt, dass fur eine allosterischévideung von PKs mit 3PG ein vollstandiges
Motiv aus funf Aminoséauren vorhanden sein muss.t&veiUntersuchungen mit den archaeellen
PKs aus/ulcanisaeta moutnovskiain weiterer Organismus der Thermoproteales,saws dem
Aigarchaeon Candidatus Caldiarchaeum subterraneundem KorarchaeonCandidatus
Korarchaeum cryptofilunund aus den hyperthermophilen Euryarcha&tecoccus furiosus
und Thermococcus kodakarensiggaben, dass diese nicht mit 3PG allosterisakiaktwerden,
was in Ubereinstimmung mit dem unvollstandigen 3@demotiv dieser PKs ist. Auch zeigten
diese PKs keine Aktivierung mit Zuckerphosphaten.

AMP ist ein allosterischer Aktivator der PKs aus Me&hanocaldococcalesAul3erdem wurden
die PKs aus verschiedenen Gruppen methanogeneadachuf ihre allosterische Aktivierung
untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass die PKs alen hyperthermophilen
Methanocaldococcaldd. jannaschiiundM. villosusmit AMP allosterisch aktiviert werden, dem
klassischen Effektor der PKs aus Bacteria. Phyleieche Analysen deuten darauf hin, dass
diese archaeellen AMP-aktivierten PKs die Vorlauder AMP-aktivierten PKs aus Bacteria

darstellen.

Untersuchungen zum Rhamnose-Abbau in Archaea

Im Genom des halophilen Euryarchaesétaoferax volcaniiwurde einL-rhamnose-catabolism
Genclusterhc-Gencluster) identifiziert, der fur alle Enzyme d@&eto-Hydrolase Weges, d.h.
fur Rhamnose Mutarotase, Rhamnose Dehydrogenasemrmiimolactonase, Rhamnonat
Dehydratase, 2-Keto-3-Desoxyrhamnonat Dehydrogenase2,4-Diketo-3-Desoxyrhamnonat
Hydrolase, fir den Abbau von L-Rhamnose zu Pyruwat L-Lactat kodiert. AuRerdem enthélt
dieser Gencluster die kodierenden Gene eines ABMsporters fur die Aufnahme von
Rhamnose sowie das kodierende Gen des Transkspéigulators RhcR. Transkriptionsanalysen
ergaben, dass bei Wachstum vidn volcanii auf Rhamnose allehc-Gene der Rhamnose-
Aufnahme und des -Abbaus transkriptionell induziererden. RhcR fungiert dabei als
Transkriptionsaktivator derrhc-Gene, wobei dessen Funktion abhangig ist von dem

Signalmolekil 2-Keto-3-Desoxyrhamnonat, ein Intediae des Rhamnose-Abbaus. Der
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Nachweis der funktionellen Beteiligung abc-Gene am Rhamnose-Transport und -Abbau wurde
mit Hilfe der entsprechenden Deletionsmutantenaetity die nicht mehr in der Lage waren, auf
Rhamnose zu wachsen. Weiterhin wurden die Enzyra®deto-Hydrolase Weges homolog in
H. volcanii Uberexprimiert, gereinigt und die rekombinanterzyne detailliert biochemisch
charakterisiert. AuRerdem wurde erstmals der Nasherbracht, dadactate utilization proteins

an der Oxidation von L-Lactat, welches tUber denekHydrolase Weg gebildet wird, beteiligt
sind. Zusammenfassend zeigen diese ErgebnisseHdasécanii Rhamnose Uber einen ABC-
Transporter aufnimmt und oxidativ Uber den Diketgdrblase Weg abbaut. Die erzielten

Ergebnisse sind in Abbildung 1 schematisch zusargefasst.

Putativerhc-Gene des Rhamnose-Transports und -Abbaus konuéérimden Genomen weiterer
Haloarchaea nachgewiesen werden, was dafurspdess der Rhamnose-Abbau in diesen
Organismen ahnlich wie i. volcanii verlauft. Weiterhin wurden die Gene eines Diketo-
Hydrolase Weges in den hyperthermophilen Crenaotha¥ulcanisaeta distributaund
Sulfolobus  solfataricus identifiziert. ~ Mit  Hilfe von  Wachstumsexperimenten
Transkriptionsanalysen und biochemischen Untersugdnu ausgewéhlter Enzyme wurde
gezeigt, dass vermutlich auch diese OrganismerDdato-Hydrolase Weg flir den Abbau von
Rhamnose verwenden. Somit scheint der Diketo-HggmMWeg ein genereller Abbauweg fur

Rhamnose in der archaeellen Doméne zu sein.
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des L-Rhamnosg¢atabolismus in H. volcanii. L-Rhamnose wird
Uber einen ABC-Transporter in die Zelle transpottieler aus einem Substratbindeprotein (SBP), zwei
Transmembrandomanen (TMDs) und zwei Nukleotidbingedhen (NBDs) besteht. Der oxidative Abbau von
Rhamnose zu Pyruvat und L-Lactat erfolgt Uber dieyine L-Rhamnose Mutarotase (RhM), L-Rhamnose
Dehydrogenase (RDH), L-Rhamnonolactonase (RNL)haiRnonat Dehydratase (RAD), 2-Keto-3-Desoxy-L-
Rhamnonat Dehydrogenase (KDRDH) und 2,4-Diketo-3eBg-L-Rhamnonat Hydrolase (DKDRH). Die
anschlieBende Oxidation von L-Lactat zu Pyruvatwion Lud-Proteinen (Lud) katalysiert.
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2 Summary

Comparative analyses of sugar catabolism revehtdatrchaea degrade D-glucose via modified
variants of classical pathways of bacteria and s@kauch as the Embden-Meyerhof (EM) and
the Entner-Doudoroff (ED) pathway. Pyruvate kina$dss) catalyse the final step of glycolysis,
found in the classical as well as the modified aec glycolytic pathways (PEP + ADP
pyruvate + ATP). PKs from most bacteria and eukargaallosteric enzymes activated by sugar
phosphates e.g. fructose-1,6-bisphosphate (FB®YI& and thus enable regulation of glycolysis.
So far, only few PKs from archaea have been stuatelthese enzymes do not show an allosteric
response towards the classical sugar phosphateatacs. Recently, the crystal structure of PK
from Pyrobaculum aerophiluma member of the hyperthermophilic Thermoprotedias been
solved and 3-phosphoglycerate (3PG) was identdigc novel allosteric activator of this PK
(Solomonset al, 2013). Further, a binding site for 3PG formeditay amino acids was identified.
A key question posed by 3PG activation of PK fienaerophilums whether this is an oddity of
P. aerophilumor whether this type of regulation is more widesgl among archaeal PKs.
Therefore, biochemical analyses of the allostpraperties of several PKs from Archaea have

been performed in the first part of this work.

In contrast to the catabolism of glucose, the d#agian of the deoxy sugar L-rhamnose in the

archaeal domain has not been studied in detaindst bacteria rhamnose is degraded via a
phosphorylated pathway. In two bacteria an oxi@atien-phosphorylated pathway of rhamnose
metabolism — designated “diketo hydrolase pathwags been described in which rhamnose is
converted into pyruvate and L-lactate (Bzteal, 2015, Watanabe & Makino, 2009). Genomic

analyses revealed that putative genes encodinféaliketo-hydrolase pathway are also present
in haloarchaea and few hyperthermophilic crenarataad hus, in the second part of this thesis,

the degradation of rhamnose in selected archaebdeasstudied.

Analyses of allosteric regulation of archaeal pyruate kinases

PKs from Thermoproteales are activated by 3PGA sequence comparison of PKs from several
families of archaea shows that the five amino apa@sulated to form the 3PG-binding pocket of
PK fromP. aerophilumare highly conserved in PKs of other Thermoprotadeg Pyrobaculum

islandicum Thermoproteus uzonienaasdCaldivirga maquilingensissuggesting these enzymes
are also activated by 3PG. To test these hypotHeissfrom these Thermoproteales were purified
as recombinant enzymes and characterized kingtidalaccordance with the prediction, the PKs

were activated by 3PG and the functional involvenwérihe predicted residues in 3PG-binding

11
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could be confirmed by site-directed mutagenesisisThactivation by 3PG is a common feature of
PKs from Thermoproteales and a five amino acidaigre is essential for 3PG-binding. Further,
PKs from Vulcanisaeta moutnovskiaalso a member of ThermoprotealeSandidatus
Caldiarchaeum subterraneym Candidatus Korarchaeum cryptofilumand from the
hyperthermophilic euryarchaeoRyrococcus furiosugnd Thermococcus kodakarensigere
analysed as recombinant enzymes and neither 3R@gar phosphates allosterically activated
these enzymes. The absence of 3PG activationaiscordance with an incomplete 3PG-binding

motif in these enzymes.

PKs from Methanocaldococcus species respond to AMPhe PKs from selected methanogenic
archaea were characterized biochemically with ag@mn their allosteric properties. It was shown,
that PKs from the hyperthermophilic MethanocaldeabesM. jannaschiiand M. villosusare
activated allosterically by AMP, the classical sugshosphate activator from bacteria.
Phylogenetic analyses indicate that these AMP-aietty archaeal PKs later gave rise to sugar

phosphate-activated PKs in bacteria.

Analyses of L-rhamnose catabolism in archaea

In the genome df. volcaniia L-rhamnose-catabolisrfrhc) gene cluster was identified, which
encodes the complete set of enzymes of the dikglmlase pathway including rhamnose
mutarotase, rhamnose dehydrogenase, rhamnonolaetorftemnonate dehydratase, 2-keto-3-
deoxyrhamnonate dehydrogenase and 2,4-diketo-3ydeemmxnonate hydrolase. Tiec cluster
also contains genes of components of an ABC tratespand of the transcriptional regulator
RhcR. Transcriptional analyses revealed, thahaljenes of rhamnose transport and degradation
were specifically upregulated during growthHbf volcaniion rhamnose, suggesting a common
transcriptional regulator. RhcR was characterizetha activator of allhc genes and 2-keto-3-
deoxyrhamnonate, an intermediate of rhamnose datjpad was identified as inducer molecule
of RhcR. The essential functionic genes for uptake and degradation of rhamnose oagsip

by the respective knockout mutants, which lostrtladility to grow on rhamnose. Further,
enzymes of the diketo-hydrolase pathway were hogmlsly expressed, purified and
characterized. Finally, it was shown tlettate utilization proteinsire involved in the oxidation

of L-lactate formed by the diketo-hydrolase pathwkggether, these results demonstrate that in
H. volcaniirhamnose is taken up by an ABC transporter andidatvely degraded to pyruvate

and L-lactate via the diketo-hydrolase pathwayswaamarized in figure 2.

12
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BesideH. volcanii putativerhc genes of rhamnose transport and degradation esermirin most
families of haloarchaea suggesting that these @genalso degrade rhamnose via a diketo-
hydrolase pathway. Genes encoding enzymes of aodilkelrolase pathway could also be
identified in the hyperthermophilic crenarchaedfalcanisaeta distributaand Sulfolobus
solfataricus Rhamnose degradation in these crenarchaeotanabzed by growth experiments,
transcriptional analyses and characterisation lecssd enzymes, indicating the presence of the
diketo-hydrolase pathway in these organisms. Tthes,diketo-hydrolase pathway might be a
general degradation pathway for rhamnose in tHeaaal domain.

( 'L-rhamnose

$ ™D || [ ™MD
in
ATP ATP
ADP+P ADP +P,
RhM a-/p-L-rhamnose

NAD*
RDH NADH

L-rhamnonolactone

H.0
RNL l(

L-rhamnonate

oD }*
H0

2-keto-3-deoxy-L-rhamnonate
NAD*

KDRDH NADH

2,4-diketo-3-deoxy-L-rhamnonate

DKDRH /\

L-lactate pyruvate

Lud l

pyruvate

Figure 2 L-rhamnose catabolism irH. volcanii. L-rhamnose is taken up by an ABC transporter, tvbinsists

of a substrate binding protein (SBP), two transmmamé domains (TMDs) and two nucleotide binding diosa
(NBD). L-rhamnose is converted to pyruvate and dtdée via the diketo-hydrolase pathway involving L-
rhamnose mutarotase (RhM), L-rhamnose dehydrogdid3d), L-rhamnonolactonase (RNL), L-rhamnonate
dehydratase (RAD), 2-keto-3-deoxy-L-rhamnonate debyenase (KDRDH) and 2,4-diketo-3-deoxy-L-
rhamnonate hydrolase (DKDRH)actate utilization proteingLud proteins)re involved in the oxidation of L-
lactate to pyruvate.
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Einleitung

3 Einleitung

Der Stammbaum des Lebens wurde basierend auf 168-18S-rRNA Sequenzen von
prokaryotischen und eukaryotischen Organismenlir@bbildung 3) (Huberet al, 2002, Spang

et al, 2010b, Woeset al, 1990). Archaea bilden im phylogenetischen Stamumbaeben den
Doméanen der Bacteria und Eukarya die dritte Domdeg Lebens. Diese phylogenetische
Klassifizierung spiegelt sich auch in einigen malaken und strukturchemischen Unterschieden
zwischen den Domanen wider. So ist die ZellwandAdehaea im Wesentlichen aus Proteinen,
Glykoproteinen und Polysacchariden aufgebaut udidt@ius dem fiir Bacteria charakteristischen
Peptidoglykan (Albers & Meyer, 2011, Kandler & Kgnil998). Die Cytoplasmamembran der
Archaea weist einen Aufbau aus Di- oder Tetradipddn auf, wohingegen jene der Bacteria und
Eukarya aus Glycerin-Fettsaure-Ester-Lipiden beégied Rosa & Gambacorta, 1988). Archaea
unterscheiden sich auch in physiologischen Merkmeds Bacteria und Eukarya. So verwenden
Archaea modifizierte Varianten der klassischen d@éllen und eukaryotischen
Zuckerabbauwege (Brase al, 2014, Schonheit, 2008). Archaea besitzen jedoch &inige
Gemeinsamkeiten mit Bacteria und Eukarya. Wahremti@ea den Eukarya im Vorkommen von
Histonproteinen und in ihrem basalen Transkripi@parat ahneln, weisen die meisten
archaeellen Transkriptionsregulatoren Homologiendenen aus Bacteria auf (Londei, 2007,
Sandman & Reeve, 2001, Thomm, 2007).

Im phylogenetischen Stammbaum bildet LUCIAs{ universal common ancestaals letzter
gemeinsamer Vorfahre von Organismen aller drei Denalie Wurzel des Lebens (Abbildung
3) (Weisset al, 2016). Basierend auf vergleichenden Analysen warersellen konservierten
Proteinen in Eukarya, Bacteria und Archaea wird HWCA eine anaerobe Lebensweise in
hyperthermophilen Habitaten und ein chemolithoaapiter Stoffwechsel mit Hund CQ
postuliert (Weisset al, 2018b). Die tiefsten Abzweigungen im phylogereften Stammbaum
bilden hyperthermophile Archaea und Bacteria, @tganismen mit einem Wachstumsoptimum
bei Temperaturen tber 80 °C (Abbildung 3). Aus Bemane der Bacteria sind nur wenige
hyperthermophile Spezies bekannt, die deguificales und Thermotogalesangehdren,
wohingegen aus der Domane der Archaea viele hygrenttiphile Organismen beschrieben sind
(Stetter, 2006).

Die Archaea werden phylogenetisch unterteilt in gli¢ untersuchten Phyla der Crenarchaeota
und Euryarchaeota sowie in die Phyla der Korarctsaddanoarchaeota, Thaumarchaeota und
Aigarchaeota, von denen nur einzelne VertreteRalskultur kultiviert und die vorwiegend in

angereicherten Kulturen oder mittediigle cell sequencingnalysiert wurden (Abbildung 3).
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Letztere zweigen im phylogenetischen Baum nahéMlerzel ab und reprasentieren somit eine
Gruppe sehr urspriinglicher Organism@andidatus Korarchaeum cryptofilumst der bisher
einzige untersuchte Vertreter der Korarchaeota fiinddas hyperthermophile und anaerobe
Archaeon wird eine chemoorganoheterotrophe Lebassweit Peptiden als Energie- und
Kohlenstoffquelle postuliert (Elkinst al, 2008). Die Thaumarchaeota sind eine diverse Gupp
von mesophilen und thermophilen Organismen, dietaand in der Regel chemolithoautotroph
wachsen und zur Energiegewinnung Ammonium zu Naxitieren (Schleper & Nicol, 2010,
Spanget al, 2010a). Nahe verwandt mit den Thaumarchaeot&asididatus Caldiarchaeum
subterraneum der bisher einzige Vertreter der AigarchaeotaesBs Archaeon wurde in
Metagenomanalysen identifiziert und mittedggle cell sequencingnalysiert und fir den
Organismus wird eine aerobe und heterotrophe Lelmss mit Peptiden und Zuckern als
Energie- und Kohlenstoffquelle postuliert (Nunoetaal, 2011, Takamet al, 2015).

Glaraia \ Trypanosoma

Microsporidia

Abbildung 3 Schematischer Stammbaum des Lebens niten Doméanen Bacteria, Eukarya und Archaea
(modifiziert nach Allers und Mevarech 2005). Der Stammbaum basiert auf 16S- bzw. 18S-rRNA
Sequenzvergleichen. Verzweigungsgrad und -langehrapdifiziert und spiegeln nicht die exakte Phyloig
wider.
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Die Crenarchaeota umfassen eine Vielzahl anaenabeérhyperthermophiler Organismen wie
zum BeispielPyrolobus fumariiaus der Ordnung der Desulfurococcales, der irLdge ist bei
Temperaturen bis 113°C chemolithoautotroph zu weach#bbildung 3)(Blochlet al, 1997).
Eine weitere Gruppe hyperthermophiler Crenarchaesital die Thermoproteales, zu der
Gattungen wid’yrobaculumThermoproteusindVulcanisaetagehdren (Huber & Stetter, 1992).
Vertreter dieser Ordnung wachsen chemolithoautbtroger chemoorganoheterotroph mittels
Schwefelatmung, wobei sie Zucker oder Peptide asrdie- und Kohlenstoffquelle nutzen.
Ebenfalls zu den Crenarchaeota gehdren thermodtlddprganismen der Ordnung Sulfolobales,
zum BeispielS. solfataricusdie saure Standorte wie terrestrische Solfatarsiedeln (pH-Wert
2-4) (Brocket al, 1972, Segerer & Stetter, 1992b). Sulfolobaled si@robier und kdnnen sowohl
chemolithoautotroph mittels Oxidation von Schwefsdaerstoff oder Schwefel als auch

chemoorganoheterotroph wachsen und Peptide undeZaak Energiegewinnung abbauen.

Die Phyla der Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Creaanta und Korarchaeota werden aufgrund
ihrer phylogenetischen Nahe zueinander zur monegpisghen Gruppe des TACK Superphylums
zusammengefasst (Guy & Ettema, 2011). Phylogefetigmalysen haben ergeben, dass der
Vorlaufer der Eukarya aus dem TACK Superphylum stiéen So weisen viele Organismen des
TACK Superphylums Proteine auf, die charakteristiic Eukarya sind (Guy & Ettema, 2011).
Zu diesen sogenannten eukaryotischen Signaturpestei(ESP) gehdren zum Beispiel
Bestandteile der eukaryotischen RNA-Polymeraseddr Homologe des Aktins. Kirzlich wurde
eine Gruppe ursprunglicher Archaea identifiziegresth Genome fir eine Vielzahl von ESPs
kodieren, weshalb fur diese sogenannten Lokiardhaeme Rolle als Bindeglied zwischen
Eukarya und Archaea diskutiert wird (Spaetaal, 2015).

Die Euryarchaeota stellen eine grof3e und phanatypewie physiologisch sehr heterogene
Organismengruppe dar (Abbildung 3). So gehdren ddmglum neben hyperthermophilen
Vertretern der Thermococcales wigrococcus furiosusind Thermococcus kodakarensiie
ausschlie3lich chemoorganoheterotroph mit Peptideh Zuckern als Energiequelle wachsen,
auch thermoacidophile Organismen Wieermoplasma acidophiluomdPicrophilus torridusaus
der Ordnung der Thermoplasmatales an (Schiefpa 1995, Segerer & Stetter, 1992a). Letztere
sind in der Lage, fakultativ aerob mit Zuckern @ilsziger Energiequelle zu wachsen. Ebenfalls
zu den Euryarchaeota gehdren methanogene Archiaestyidt anaerob und lithoautotroph sind
und CQ und B zu Methan als zentrales Endprodukt ihres Enewfiegtchsels umsetzen
(Thauer et al, 2008). Die Gruppe der methanogenen Archaea igergliund umfasst
hyperthermophile Vertreter wiblethanocaldococcus jannaschind mesophile Vertreter wie

Methanococcus maripaludismdMethanosarcina acetivoranSie besiedeln anoxische Standorte
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wie hydrothermale Quellen und Moore und sind eldenfa Faultirmen von Klaranlagen
nachgewiesen worden. Eine weitere grof3e Gruppehateder Euryarchaeota bilden halophile
Archaea mit Vertretern wie zum Beispiklaloarcula marismortuiund Haloferax volcanii.
Haloarchaea besiedeln Biotope mit hohen Salzkoretgmten von 1 bis 5 M NaCl wie natrliche
Salzlaken, Salinen oder Gewasser wie das Tote {@ren, 2007). Um der osmotischen Wirkung
der hohen Salzkonzentrationen der Umgebung entgegewirken, akkumulieren halophile
Archaea intrazellular hohe Konzentrationen an Kathblorid (bis zu 4 M). Die Proteine dieser
Organismen weisen deshalb Uberdurchschnittlich eviedaure Aminosduren an der
Proteinoberflache auf, um eine stabile Hydrathulleter den hohen intrazellularen
Salzkonzentrationen auszubilden und ein Ausfaliewverhindern (Dennis & Shimmin, 1997).
Halophile Archaea sind in der Regel aerob und wathdhemoorganotroph mit Zuckern und
Peptiden als Energie- und Kohlenstoffquelle (Od€84).

3.1 Zuckerabbauwege in Eukarya, Bacteria und Archaa

Eine Vielzahl von Eukarya, Bacteria und Archaea hgan chemoorganotroph mit
Zuckerpolymeren, Disacchariden und Monosaccharadenergie- und Kohlenstoffquelle. Die
Abbauwege dieser Zuckerpolymere und deren Bausteiskesondere der Hexosen D-Glucose
und D-Fructose, der Pentosen D-Xylose und L-Arasenond der Desoxy-Zucker L-Fucose und
L-Rhamnose, wurden intensiv untersucht. VergleideeAnalysen haben ergeben, dass die fur
Bacteria und Eukarya beschriebenen klassischenefalckauwege in der Domane der Archaea
nicht vorkommen. Stattdessen verwenden Archaeafinedie Varianten dieser Wege an denen
ungewoOhnliche Enzyme mit neuartigen Eigenschafteteiligt sind (Brasenet al, 2014,
Schonheit, 2008). Im Folgenden werden zunachstkidissischen Zuckerabbauwege fur die
Hexose D-Glucose aus Bacteria und Eukarya vordiestel mit den modifizierten Varianten der
Archaea verglichen, wobei insbesondere auf ein Enzife Pyruvat Kinase, eingegangen wird.
AnschlielRend wird der Abbau des Desoxy-Zuckers b#Rhose in Eukarya, Bacteria und

Archaea vorgestellt.

3.1.1 Der Abbau von D-Glucose und die Rolle der Pywat Kinase als allosterischer
Kontrollpunkt

D-Glucose, ein Baustein der Starke und der Cekylésnn von Organismen aus allen drei
Doméanen abgebaut werden. In Eukarya und anaerayeie $akultativen Bacteria erfolgt der
Katabolismus von D-Glucose Uber den klassischendemidleyerhof (EM) Weg (Abbildung 4).
Glucose wird dabei in einem ersten Schritt zu Gdee6-Phosphat (G6P) phosphoryliert. In
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Bacteria erfolgt diese Reaktion Uber das Phosphpgnuwat (PEP) abhangige

Phosphotransferase System oder wird von einer Afawagigen Glucokinase katalysiert,
wohingegen in Eukarya die Umsetzung Uber eine ABI&agige und allosterisch regulierte
Hexokinase erfolgt. G6P wird im Anschluss von eifdrosphoglucose Isomerase (PGI) zu
Fructose-6-Phosphat isomerisiert, welches von éif@&-abhangigen und allosterisch regulierten
Phosphofructokinase (PFK) zu Fructose-1,6-BisphasplirBP) phosphoryliert wird. Die

anschlieBende Spaltung von FBP wird von einer FBP®lAse Kkatalysiert, wobei

Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) und Dihydroxyanptwmsphat (DHAP) entstehen. DHAP
wird von einer Triosephosphatisomerase zu einemtewd/lolekil GAP umgesetzt und GAP
wird in zwei reversiblen Schritten von einer GAPHydrogenase (GAP-DH) und einer
Phosphoglycerat Kinase (PGK) uber 1,3-Bisphosplueght zu 3-Phosphoglycerat (3PG)
oxidiert. Anschlie3end wird 3PG Uber 2-Phosphoglgté€PG) zu Pyruvat umgesetzt. Der letzte
Schritt, die Umsetzung von PEP zu Pyruvat, wird gorer Pyruvat Kinase (PK) katalysiert, die

allosterisch reguliert wird.

Abbildung 4 Die modifizierten Embden-Meyerhoff Wegeaus hyperthermophilen ArchaeaDargestellt sind

die modifizierten EM-Wege aus Archaea (farbige IBjeim Vergleich zum klassischen EM-Weg aus
T. maritimaundE. coli (schwarze Pfeile). Irreversible Reaktionen sindSichema durch rote Pfeile dargestellt.
Abkurzungen: GK, Glucokinase; PGI, Phosphoglucosemkrase; PFK, 6-Phosphofructokinase; oxid.,
oxidierende; PK, Pyruvat Kinase; Glc-6-P, Glucoseh®sphat; F-6-P, Fructose-6-Phosphat; F-1,6-BP,
Fructose-1,6-Bisphosphat; GAP, Glycerinaldehyd-8gphat; DHAP, Dihydroxyacetonphosphat; 1,3-BPG,
1,3-Bisphosphoglycerat; 3-PG, 3-Phosphoglyceral,Fhosphoenolpyruvat.
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Der klassische EM-Weg aus Bacteria und Eukarya kbmnArchaea nicht vor. Stattdessen
existieren modifizierte Varianten des EM-Weges inigen hyperthermophilen, anaeroben
Archaea (Braseet al, 2014, Schonheit, 2008). Dabei werden Enzyme vedek die neuartige
Reaktionen katalysieren und die sich in ihrem Phogggruppendonor und ihrem
Substratspektrum von den klassischen Enzymen ehesden. Auch werden Enzyme verwendet,
die, obwohl sie vergleichbare Reaktionen katalgsiem andere Proteinfamilien gehdren als die
klassischen Enzyme aus Bacteria und Eukarya. Firgesi methanogene Archaea der
Methanococcales und Methanosarcinales ist ebemfaisvorkommen eines modifizierten EM-
Weges beschrieben, obwohl diese Organismen eigerdirikt lithoautotroph sind (Verhees
al., 2001, Yuet al, 1994). Diese Archaea bilden jedoch bei WachstuhC&, und B Glykogen,
welches sie anschlielend Gber den modifiziertenV#&dy abbauen. Im Folgenden werden einige

der Modifikationen der archaeellen Varianten des®igges vorgestellt.

Eine Modifikation betrifft die Glucokinasen (Abbidg 4). So besitzen die EuryarchaeBta
furiosusund Thermococcusp. neuartige Glucokinasen, die ADP als Phosphopggndonor
verwenden (Kengeet al, 1995, Kogaet al, 2000). Die Crenarchaed®grobaculum aerophilum,
Thermoproteus tenaxnd Aeropyrum. pernixphosphorylieren Glucose Uber ATP-abhéngige
Glucokinasen, die, anders als die ATP-abhangigemcdkinasen der Bacteria, ein breites
Substratspektrum fir Hexosen aufweisen (Dgiral, 2003, Hansert al, 2002)(Hansen und
Schoénheit, unveroffentlicht). Fur keine der bisbbarakterisierten Glucokinasen aus Archaea

konnte eine allosterische Regulierbarkeit nachgssviaverden.

Die anschlieRende Isomerisierung von G6P zu F6R wir Archaea von ungewo6hnlichen
Phosphoglucose Isomerasen katalysiert (Abbildunéd)sind firP. aerophilumundA. pernix
neuartige und bifunktionelle Glucose-6-Phosphat/ivee-6-Phosphat Isomerasen (PGI/PMI)
beschrieben (Hansest al, 2004a, Hansent al, 2004b). InP. furiosusund Thermococcusp.
erfolgt die Isomerisierung von G6P zu F6P Uber emetallabhédngige PGI der Cupin-
Superfamilie, die keine Ahnlichkeit zu den archiePGI/PMIs sowie zu den klassischen PGls
aus Bacteria aufweist und die damit eine konvesgEntwicklungslinie darstellen (Hansenal,
2005, Jeongt al, 2003).

Eine weitere Modifikation archaeeller EM-Wege Wétidlie PFK (Abbildung 4). Wahrend die
PFKs der PFK-A Familie aus Bacteria und Eukarya AbRangig sind, sind fir Archaea unter
anderem ADP-abhangige PFKs, zum Beispidlhermococcusp. undP. furiosus als auch eine
Pyrophosphat-abhéngige PFKIlihermoproteus tenabeschrieben (Ronimwet al, 1999, Siebers
et al, 1998, Tuiningaet al, 1999). Die PFKs auB. aerophilumundA. pernixsind ATP-abhéngig,
gehoren jedoch, anders als die ATP-abhéngigen R¥eissBacteria und Eukarya, zur PFK-B
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Familie (Hansen & Schonheit, 2001)(Arbeitsgruppédheit). Fir das hyperthermophile und
methanogene ArchaeorM. jannaschii ist eine ADP-abhangige und bifunktionelle
Glucokinase/Phosphofructokinase beschrieben (Shawtaal, 2002). Bisher konnte fir keine

dieser untersuchten, archaeellen Kinasen eindalisshe Regulation gezeigt werden.

Auch bei der Umsetzung von GAP zu 3PG zeigen siddifikationen zur zweistufigen und
reversiblen Reaktion in Bacteria und Eukarya tb&P@®H und PGK (Abbildung 4). So setzen
P. aerophilum, P. furiosuand M. jannaschiiGAP in einer Reaktion und irreversibel tber eine
GAP:Ferredoxin-Oxidoreduktase (GAPOR) zu 3PG umpevoFerredoxin reduziert wird
(Mukund & Adams, 1995, Rehet al, 2007).T. tenaxundS. solfataricuerwenden eine nicht-
phosphorylierende GAP-DH (GAPN), wobei NAD{RJs Elektronenakzeptor fungiert (Brunner
et al, 1998, Ettemat al, 2008).

Die meisten aeroben Bacteria bauen D-Glucose i#rekldssischen Entner-Doudoroff (ED) Weg
ab. Glucose wird dabei von einer ATP-abh&ngigenc@imase zu Glucose-6-Phosphat
phosphoryliert, welches von einer Glucose-6-Phasplenydrogenase zu 6-Phosphogluconat
oxidiert wird. Eine 6-Phosphogluconat Dehydratasg¢alysiert die Dehydratisierung von 6-
Phosphogluconat zu 2-Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluc@aPG) und KDPG wird von einer
KDPG Aldolase zu Pyruvat und GAP gespalten. Diechlief3ende Umsetzung von GAP zu
einem weiteren Molekll Pyruvat erfolgt Uber die ¥ne des EM-Weges, wobei die letzte
Reaktion von einer PK katalysiert wird.

In aeroben Archaea sind verschiedene Modifikatiodes ED-Weges bekannt (Abbildung 5)
(Brésenet al, 2014, Siebers & Schonheit, 2005). So ist furtdegmoacidophilen Euryarchaeota
Picrophilus torridus und Thermoplasma acidophilunein nicht-phosphorylierter ED-Weg
beschrieben, bei dem Glucose ohne die Bildung gihesphorylierten Intermediates zu 2-Keto-
3-Desoxygluconat (KDG) umgesetzt wird (Abbildung(Reheret al, 2010, Smithet al, 1989).
KDG wird anschlie3end von einer KDG Aldolase zulat und Glycerinaldehyd gespalten und
Letzteres zu einem zweiten Molekul Pyruvat umgesEter Haloarchaea, wid. volcanii wurde
gezeigt, dass diese einen semi-phosphorylierteMED-flir den Abbau von Glucose verwenden
(Abbildung 5) (Picklet al, 2014, Sutteet al, 2016). Dabei wird Glucose zu KDG umgesetzt und
erst auf dieser Stufe erfolgt die Phosphoryliereamgn phosphorylierten Intermediat KDPG durch
eine KDG Kinase. KDPG wird anschlieBend von ein®PG Aldolase in Pyruvat und GAP
gespalten und GAP weiter zu Pyruvat abgebaut. Im deermoacidophilen Crenarchaeon
S. solfataricugrfolgt der Abbau von Glucose Uber einen verzvegidtBranched*) ED-Weg, der
einen semi-phosphorylierten und einen nicht-phospiesten Ast umfasst (Abbildung 5)
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(Ahmedet al, 2005). Das Intermediat KDG wird dabei entwedeGycerinaldehyd und Pyruvat
gespalten, oder zunachst von einer KDG Kinase z@®&Iphosphoryliert und anschlieend zu
GAP und Pyruvat gespalten. Das gebildete Glycatatald bzw. GAP wird im Anschluss zu
Pyruvat umgesetzt. Allen modifizierten Variantem dechaeellen ED-Wege ist gemeinsam, dass

im letzten Schritt eine PK die Umsetzung von PEPywvat katalysiert.

Abbildung 5 Die modifizierten Entner-Doudoroff Wege aus Archaea. Dargestellt sind der nicht-
phosphorylierte ED-Weg aus dem thermoacidophilely&ehaeorP. torridus der verzweigte ,Branched" ED-
Weg aus dem thermoacidophilen Crenarcha&osolfataricusind der semi-phosphorylierte ED-Weg aus dem
halophilen Archaeohl. volcanii Die Enzyme der Umsetzung von Glucose zu KDG salgieUmsetzung von
GA zu 2PG und GAP zu 2PG sind nicht abgebildet.ikbkngen: KDG, 2-Keto-3-Desoxygluconat; KDPG, 2-
Keto-3-Desoxy-6-Phosphogluconat; GA, GlycerinaldghyGAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat; 2PG, 2-
Phosphoglycerat; PEP, Phosphoenolpyruvat; KDGA e®K3-Desoxygluconat Aldolase; KDGK, 2-Keto-3-
Desoxygluconat Kinase; KDPGA, 2-Keto-3-Desoxy-6-§ffuogluconat Aldolase; ENO, Enolase; PK, Pyruvat
Kinase.

Die klassischen glykolytischen Abbauwege der Baztend Eukarya werden in der Regel streng
reguliert, um auf energetische Veranderungen inZedle schnell zu reagieren. Die Regulation
des klassischen EM-Weges erfolgt dabei durch dastakische Regulation von Enzymen, die
irreversible und energiekonservierende Reaktiorsgalysieren. So werden PFK und PK durch

Intermediate des Stoffwechsels oder tUber Adenoklentide, welche die Energieladung der
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Zelle widerspiegeln, allosterisch reguliert. In Baka ermoglicht dartiber hinaus die Hexokinase
eine allosterische Regulation innerhalb des EM-Wedm Folgenden soll nédher auf die PK
eingegangen werden, da dieses Enzym sowohl in tessikchen EM- und ED-Wegen der
Eukarya und Bacteria, als auch in den modifiziegérkolytischen Wegen der Archaea eine
irreversible Reaktion katalysiert und somit eineoteptiellen allosterischen Kontrollpunkt

darstellt.

Pyruvat Kinasen und ihre Rolle als allosterischer Kntrollpunkt

PKs katalysieren die letzte energiekonservierereikion innerhalb glykolytischer Abbauwege,
in der die Phosphorylgruppe von Phosphoenolpyr(@@&f) auf ADP Ubertragen wird, wobei
ATP und Pyruvat entstehen. Die PKs aus Bacteriakuidirya sind gut untersucht. Es handelt
sich vorwiegend um homotetramere Enzyme mit einestekilargewicht von etwa 200 kDa. Die
Kristallstrukturen einer Vielzahl von PKs, zum Ba& ausE. coli und Saccharomyces
cerevisiag sind gelést und Analysen der Kristallstruktureabén ergeben, dass jede PK-
Untereinheit aus einer A-, B- und C-Domane best@inticaet al, 1998, Matteviet al, 1995).
Eukaryotische PKs weisen zusatzlich noch eine hhtaale N-Doméane auf. PKs zeigen in der
Regel mit ihren Substraten PEP und/oder ADP eigmaidale Sattigungskinetik, was auf eine
positive Kooperativitat des Enzyms hindeutet (Juetcal, 1998, Waygooet al, 1976, Waygood

et al, 1975). Kooperativitat bedeutet, dass die Bindwiiges Substratmolekils an einer
Untereinheit des Enzyms die Substrataffinitat aeleaen Untereinheiten des Enzyms erhoht. PEP
und ADP binden dabei als sogenannte homotrope t6fferk in der katalytischen Doméne der PK,

welche von der A- und B-Doméne gebildet wird.

PKs sind allosterische Enzyme, die in der Regattddie Zuckerphosphate FBP, R5P oder AMP
allosterisch aktiviert werden. AMP kann dabei alglerphosphat betrachtet werden, da es einen
phosphorylierten Ribosylrest aufweist. Die allosiien Effektoren, die auch als homotrope
Effektoren bezeichnet werden, binden dazu im a@lsthen Zentrum der PK, das sich in der C-
Doméane befindet. Dabei bewirkt die Bindung des hioopen Effektors eine
Konformationsédnderung des Enzyms, die sich aufadkdise Zentrum auswirkt, wodurch die
Affinitdt des Enzyms zu seinem Substrat veranded.w

Die PKs aus Eukarya und aus einigen Bacteria werdeRBP allosterisch aktiviert. FBP ist das
Produkt der irreversiblen PFK und wird im oberen @es EM- Weges gebildet. Diese sogenannte

feedforwardRegulation, bei der das Intermediat FBP die Enkyivigat der nachfolgenden PK-
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Reaktion erhoht, ermoglicht die Koordination derakR@nsgeschwindigkeiten zwischen dem
oberen und dem unteren Teil des EM-Weges. Die RKPdotozod eishmania mexicanand
Trypanosoma bruceiverden dagegen mit Fructose-2,6-Bisphosphat (FBP)6 allosterisch
reguliert, wobei diese ungewdhnliche Regulation Etdge einer parasitaren Lebensweise
diskutiert wird (Morganret al, 2010, van Schaftingeet al, 1985). Inzwischen existieren eine
Reihe von Kristallstrukturen von FBP- und F-2,6-Biktivierten PKs. So ist fur die FBP-
aktivierte PK auss. cerevisiaglie Kristallstruktur mit gebundenem FBP in der Gnltne gel6st
und es wurden wichtige Aminosauren fur die FBP-Bmgl im allosterischen Zentrum
identifiziert (Juricaet al, 1998). Insbesondere wurde dabei fir einen Cluster Serin- und

Threoninresten eine Beteiligung an der BindungGid¢zhosphates von FBP gezeigt.

Die PKs aus Bacteria werden neben FBP vor allerahdAMP oder R5P allosterisch aktiviert.
So ist zum Beispiel fur die PK ad$iermotoga maritim&ine allosterische Regulierbarkeit mit
AMP und fur die PK au&eobacillus stearothermophilusit AMP und R5P beschrieben (Johnsen
et al, 2003, Sakaet al, 1986). Fur einige Bacteria, zum Beisgel coli, wurde gezeigt, dass
diese Organismen zwei PK Isoenzyme aufweisen, weinel PK spezifisch mit FBP und die
andere PK mit AMP und R5P allosterisch regulierdwWaygoodet al, 1976, Waygooet al,
1975). Die PKs aus Milchsaurebakterien sind hirtBathihrer allosterischen Regulation divers.
So sind sowohl FBP-, als auch G6P- und AMP-aktiei€&Ks beschrieben (Crow & Pritchard,
1976, Veithet al, 2013). Kurzlich wurde fur die PK aus dem Bakteridycobacterium
tuberculosiseine allosterische Aktivierung mit G6P und AMP gigt (Zhonget al, 2017). Die
Kristallstruktur mit gebundenem G6P und AMP in @eDoméne wurde gel6st und zwei distinkte
Bindetaschen, eine fir G6P und eine fir AMP, naaiggen (Zhonget al, 2017).

In der Domane der Archaea sind bisher wenige PKs ayperthermophilen und
thermoacidophilen Organismen auf ihre allosterisRlegulation hin untersucht worden (De la
Vega-Ruizet al, 2015, Johnsert al, 2003, Schramnet al, 2000). Diese homotetrameren
Enzyme mit einem nativen Molekulargewicht von 200ak zeigen alle eine positive
Kooperativitat mit PEP und/oder ADP. Fir die PKs Hgperthermophilen Crenarchaedta
pernix Desulfurococcus kamchatkensis, T. tenax, Thermofihendensund P. aerophilum
konnte jedoch keine allosterische Regulation ddrelklassischen allosterischen Effektoren FBP,
AMP und R5P nachgewiesen werden (Johreteah, 2003, Schramrat al, 2000) (Arbeitsgruppe
Schonheit). Auch die PKs aus den thermoacidopiilehaearl. acidophilumP. torridusundS.
solfataricus werden nicht durch Zuckerphosphate allosterischiviakt (Arbeitsgruppe
Schonheit).
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Kirzlich wurde die Struktur der PK auB. aerophilum einem Vertreter der Ordnung
Thermoprotealegieldst und insbesondere die C-Domane analysiertiiefiehlende allosterische
Regulation durch Kklassische Aktivatoren zu verstehéSolomons et al, 2013).
Uberraschenderweise wurde dabei innerhalb der CéDeraine Phosphatbindestelle identifiziert,
die in Vergleichen mit der Kristallstruktur der RKISS. cerevisiaeler Phosphatbindestelle fir
das 6‘-Phosphat von FBP entsprach. Die Moglichkgier Phosphatbindung deutete auf eine
potentielle allosterische Regulierbarkeit der Pk &u aerophilumdurch einen bisher nicht
bekannten phosphorylierten Effektor hin. Mit Hilder Kristallstruktur konnte eine potentielle
Bindetasche fur eine phosphoryliert C3- oder C4bifetung in der C-Domane der PK aBs
aerophilum vorhergesagt werden (Abbildung 6) und Uber biodkehe Analysen wurde
schlieBlich 3PG als neuartiger allosterischer Adttiv der PK identifiziert (Solomonst al,
2013). 3PG stellt dabei einen vollig neuen Typuegiallosterischen Aktivators von PKs dar. So

ist 3PG eine kleine phosphorylierte Saure und Keickerphosphat wie FBP, R5P oder AMP.

Abbildung 6 Das allosterische Zentrum der PK vorP. aerophilummit gemodeltem 3PGDie Aminosauren
Tyrosin-428 und Serin-381 binden vermutlich die siifmtgruppe von 3PG und die Arginine R359, R389 und
R451 sind voraussichtlich an der Bindung der Caylgpxppe von 3PG beteiligt.

Fir die PK ausP. aerophilumkonnten auf3erdem Uber Strukturmodelle und ortdtpee
Mutageneseexperimente funf Aminosauren fur die 8mgdvon 3PG im allosterischen Zentrum
identifiziert werden (Abbildung 6)(Solomon®t al, 2013). So wird vermutlich die
Phosphatgruppe von 3PG von einem Serin an Pod8anund einem Tyrosin an Position 428
gebunden. Die Bindung der Carboxylgruppe von 3HAGIgtrvermutlich Gber drei Argininreste
an den Positionen 359, 389 und 451. Eine weitegfide Analyse zur Beteiligung der einzelnen

Reste an der Phosphat- bzw. Carboxylgruppenbindong3PG steht jedoch noch aus. Auch
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wurde bisher noch nicht untersucht, ob die allastee Aktivierung mit 3PG eine Besonderheit
der PK aud?. aerophilumoder eine generelle Eigenschaf archaeeller PK®&tum sollten im

ersten Teil dieser Arbeit die PKs aus verschiedemehaeellen Gruppen charakterisiert und auf
ihre allosterische Regulation untersucht werdensbésondere sollten dabei folgende

Fragestellungen behandelt werden:

1. Mit Hilfe von Sequenzvergleichen sollte gepriuft dem, ob homologe Reste der
3PG-Bindung der PK auR. aerophilumauch in den PKs weiterer Archaea der Ordnung

Thermoproteales sowie in den PKs anderer archa€&itthungen vorhanden sind.

2. Die PKs von weiteren Vertretern der Ordnung Themuotgales, vonPyrobaculum
islandicum, Thermoproteus uzoniens3aldivirga maquilingensisund Vulcanisaeta
moutnovskiasollten kloniert, exprimiert und nach Reinigung tekombinanten Enzyme
biochemisch charakterisiert und insbesondere aef a@llosterische Regulierbarkeit mit
3PG getestet werden.

3. Weiterhin sollten die PKs aus ausgewahlten hypartbphilen Organismen der
Aigarchaeota, Korarchaeota und Thermococcales sawg hyperthermophilen und
mesophilen methanogenen Archaea Uberexprimiergirggt und die rekombinanten
Enzyme auf ihre allosterische Regulierbarkeit niG3sowie mit Zuckerphosphaten

untersucht werden.
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3.1.2 Abbau von L-Rhamnose

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte der Abbau deder Natur weit verbreiteten Desoxy-Zuckers
L-Rhamnose (6-Desoxy-Mannose) in der Doméne denaea untersucht werden. Rhamnose ist
zum Beispiel Bestandteil des pflanzlichen Pektineroder Lipopolysaccharidschicht Gram
negativer Bacteria und kann von vielen Mikroorgames als Wachstumssubstrat abgebaut
werden. Der Abbau von Rhamnose ist in Bacteriaugmérsucht. Die meisten Bacteria, zum
BeispielE. coliundBacillus subtilisbauen Rhamnose tber einen phosphorylierten Abbaalveg
(Abbildung 7) (Egan & Schleif, 1993, Hirookat al, 2015, Moralejoet al, 1993). Dabei wird
Rhamnose von einer Isomerase zu L-Rhamnulose utageselches von einer Kinase zu L-
Rhamnulose-1-Phosphat (R1P) phosphoryliert wirdeBildolase spaltet R1P zu L-Lactaldehyd
und DHAP.

Abbildung 7 L-Rhamnose-Abbauwege in Bacteria und Ekarya. Dargestellt sind der klassische
phosphorylierte Rhamnose-Abbauweg der meisten Bacteum BeispielE. coli, der nicht-phosphorylierte
Aldolase Weg von einigen Pilzen und Bacteria, zueispiel Debaryomyces hanseniind Azotobacter
vinelandii und der nicht-phosphorylierte Diketo-Hydrolase giMeon Sphingomonasp. und Sulfobacillus
thermosulfidooxidansAbkiirzungen: RDH, L-Rhamnose Dehydr -Rhamnonol

L-Rhamnonat -Keto-3-Desoxyrhamnonat Aldolase KDRDH, 2-Keto-3-
Desoxyrhamnonat Dehydrogenag®KDRH, 2,4-Diketo-3-Desoxyrhamnonat HydrolaseRhamnulose-1-P,
L-Rhamnulose-1-Phosphat.
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Das BacteriunRhizobium leguminosarubaut Rhamnose ebenfalls Gber einen phosphorylierten
Weg ab, wobei jedoch zuerst die Phosphorylierung Rbamnose zu L-Rhamnose-1-Phosphat
und anschlie3end die Isomerisierung zu R1P er(®gthardsoret al, 2004). Fir die Bacteria.

coli und R. leguminosarunist dariber hinaus gezeigt, dass eine L-Rhamnagarbtase die
initiale Umsetzung von- zu -L-Rhamnose katalysiert (Richardseiral, 2008, RyLet al, 2005).
Neben dem Abbau ist fir Bacteria auch der TranspmtRhamnose gut untersucht und es sind
sowohl Protonen-Symporter, zum BeispieEincoli, als auch ABC-Transporter, zum Beispiel in
R. leguminosarumbeschrieben (Muiryet al, 1993, Richardsoret al, 2004). Auch ist die
transkriptionelle Regulation des Rhamnose-Abbau®iftige Bacteria aufgeklart. So fungieren
in E. colidie Regulatoren RhaR und RhaS der AraC/XylS-Famsilinultan als Aktivatoren (Via
et al 1996). InR. leguminosarurmund B. subtilis wurden Repressoren der DeoR-Familie
identifiziert (Hirookaet al, 2015, Richardsoat al, 2004).

Flr einige Pilze und Bacteria sind zwei alternafbauwege fur L-Rhamnose beschrieben: der
Aldolase Weg und der Diketo-Hydrolase Weg. Der Adde Weg kommt in dem Bakterium
Azotobacter vinelandiund einigen eukaryotischen Pilzen, zum BeispieSaheffersomyces
stipitis, Aspergillus nigerund Pullularia pullulansvor (Abbildung 7) (Khosraveet al, 2017,
Koivistoinenet al, 2012, Koivistoineret al, 2008, Rigecet al, 1976, Watanabet al, 2008). In
diesem Abbauweg wird Rhamnose oxidativ und ohne Rlldung eines phosphorylierten
Intermediates zu Pyruvat und L-Lactaldehyd abgeb@bhamnose wird dabei in einem ersten
Schritt von einer Rhamnose Dehydrogenase (RDH)}Rindmnonolacton oxidiert, das von einer
Rhamnonolactonase (RNL) zu L-Rhamnonat hydrolysiertl. Eine Rhamnonat Dehydratase
(RAD) setzt Rhamnonat zu 2-Keto-3-Desoxy-L-Rhamndi®R) um, welches anschlieRend
von einer 2-Keto-3-Desoxyrhamnonat Aldolase (KDRAPyruvat und L-Lactaldehyd gespalten
wird. Der alternative Diketo-Hydrolase Weg zum Abbhan Rhamnose wurde fur die Bacteria
Sphingomonasp. undSulfobacillus thermosulfidooxidamgentifiziert (Abbildung 7) (Baet al,
2015, Watanabe & Makino, 2009). Rhamnose wird iseim nicht-phosphorylierten Weg zu
Pyruvat und L-Lactat abgebaut. Die ersten Schiligses Weges, die Umsetzung von Rhamnose
zu KDR, sind dabei identisch mit dem Aldolase Wewgl werden von homologen Enzymen
katalysiert, von RDH, RNL und RAD. KDR wird jedodmders als im Aldolase Weg, von einer
KDR Dehydrogenase (KDRDH) zu 2,4-Diketo-3-DesoxyRhamnonat (DKDR) oxidiert,
welches von einer DKDR Hydrolase (DKDRH) zu L-Laatad Pyruvat hydrolysiert wird. Uber
den Transport von Rhamnose und die transkriptierieéigulation dieser alternativen Rhamnose-

Abbauwege ist bisher wenig bekannt.
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Im Gegensatz zu Bacteria und Eukarya ist der RhaeyAdbau in Archaea wenig untersucht. Im
Genom des thermoacidophilen EuryarchaebracidophilumwurdenGene identifiziert, die fur
Enzyme eines Diketo-Hydrolase Weges kodieren (Kial.e2012). Das erste Enzym, die RDH,
wurde aul3erdem charakterisiert. Fir das thermopbitboCrenarchaeo8. solfataricusvurde
kurzlich der Abbau eines anderen Desoxy-Zuckersyvda L-Fucose, aufgeklart (Wo#t al,
2016). Es wurde gezeigt, das solfataricusFucose uber einen oxidativen und nicht-
phosphorylierten Weg abbaut, der promisk ist fiir Abbau der Pentose D-Arabinose (Broehs
al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden Genomanalyserciugefihrt, wobei in dem Genom des
halophilen Euryarchaeors. volcaniiein putativer Gencluster identifiziert wurde, dér &inen

ABC-Transporter und die Enzyme eines Diketo-Hydsel&Veges fur die Aufnahme und den
Abbau von Rhamnose sowie fur den Transkriptiongatdrs RhcR kodiert. Auf3erdem wurden
putative Gene eines Diketo-Hydrolase Weges in demo@en einiger hyperthermophiler
Creanarchaeota nachgewiesen. Daraus ergaben gicldidtivorliegende Arbeit folgende

Aufgaben:

1. FurH. volcaniisollte die Beteiligung der putativen Gene des AB@nsporters und des
Diketo-Hydrolase Weges an der Aufnahme und dem Ablbba Rhamnose mit Hilfe von
Transkriptionsanalysen und WachstumsexperimentérDeletionsmutanten untersucht
werden. Aul3erdem sollte analysiert werden, ob Lratdthe an der Oxidation von L-

Lactat, das uUiber den Diketo-Hydrolase Weg gebilet, beteiligt sind.

2. Weiterhin sollten die kodierenden Gene des Dikeydrblase Weges in einen
Uberexpressionsvektor kloniert, homolog tiberexpeiniind die rekombinanten Enzyme

nach Reinigung detailliert biochemische analysiestden.

3. Die transkriptionelle Regulation des Rhamnose-Kaltaimus in H. volcanii sollte
aufgeklart werden. Dabei sollte insbesondere dienkkon von RhcR als
Transkriptionsregulator der Gene des Rhamnose-Abbatersucht werden. Aul3erdem
sollten Experimente durchgefuhrt werden, um eirepti¢lles Signalmolekil von RhcR

zu identifizieren.

4. Fur die Crenarchaeobdulcanisaeta distributaind S. solfataricussollte die Beteiligung
der putativen Gene des Diketo-Hydrolase Weges aanmiRhse-Abbau mit Hilfe von
Transkriptionsanalysen und biochemischen Untersugdnn ausgewéhlter Enzyme

geprift werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Wachstum von Organismen

Die Zichtung von Mikroorganismen erfolgte, wennhtianders beschrieben, unter aeroben
Bedingungen in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 20 mdulen. Das Wachstum tber die Zeit wurde
mittels Zunahme der Streuung bei 600 nm im Eingttadtometer (Ultrospec 2000, GE
Healthcare) gemessen. Die Messwerte wurden um xtiekion des Mediums korrigiert und

Proben mit einer optischen Dichte tber 0,5 mit Madverdinnt.

4.1.1 Wachstum vorHaloferax volcanii

In dieser Arbeit wurden dikl. volcanii Stimme H26, H555 und H1209 verwendet (Tabelle 1).
Die Anzucht vorH. volcaniiin Flussigkulturen erfolgte in Synthetikmedium H&#le 2) mit 1 %
Casaminoséauren bei 42 °C und einer Schittelgesdigiaeit von 150 rpm. In den verwendeten
Stammen ist das G@yrE2 welches fur das fur die Pyrimidin-Synthese essbatEnzym Orotat-
Phosphoribosyl-Transferase kodiert, deletiert, \asdem Medium 50 pg/ml Uracil zugegeben
wurde. Fiur die Anzucht des Stammes H1209 wurde Medium zusatzlich mit 40 pug/mi
Thymidin versetzt, da in diesem Stamm das Gen deydiofolatreductaseh@rB), ein Enzym
der Thymidin-Synthese, deletiert ist. Die Stadmbhevolcanii H26 und H555 wurden in der
vorliegenden Arbeit fur die Herstellung von Delesonutanten (4.2.7) und far
Wachstumsexperimente verwendet. Der Statdmvolcanii H1209 diente der homologen

Uberexpression halophiler Proteine (4.3).

Wachstumsversuche mitH. volcanii. Das Wachstum voRi. volcanii H26, H555 sowie von
Deletionsmutanten erfolgte in Synthetikmedium min2M L-Rhamnose, 20 mM D-Glucose oder
1 % Casaminosauren als Kohlenstoff- und EnergiéguElir Komplementations-Experimente
wurden die Deletionsmutanten mit auf pTA963 basidem Plasmiden transformiert (Tabelle 5).
Auf diesem Plasmid ispyrE2 kodiert, weshalb in Medium ohne Uracil auf plasmadende
Zellen selektioniert wurde. Die Plasmide enthiellefRierdem die jeweils zu komplementierenden
rhc-Gene unter der Kontrolle eines durch Tryptophatumerbaren Promotors, weshalb dem
Medium 80 uM L-Tryptophan zugesetzt wurde. DieitB lutC Mutante wurde mit pTA963
komplementiert, auf dem dast-Operon unter der Kontrolle des nativen Promotaasdst Die
Ansatze der Wachstumsversuche wurden mit expotieniEhsenden Vorkulturen auf eine

ODesoo Von ca. 0,05 inokuliert. Fir Enzymmessungen indXtdakten wurden Extrakte aus spat
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exponentiell gewachsenen Zellen hergestellt. Dazrden 5-10 ml der Kulturen fur 20 min bei
6000 rpm zentrifugiert (Avanti J-25, Beckmann), Belets in 100 mM Tris-HCI, pH 8,5 mit 1,5
M KCI resuspendiert und die Zellen mittels Ultraaitlaufgeschlossen (Sonifer 250, Bransons).
Nach erneuter Zentrifugation fur 20 min bei 200@dnrwurden die zellfreien Extrakte fur

Aktivitatsmessungen eingesetzt (4.6.2).

Tabelle 1 VerwendeteH. volcanii Stamme dieser Arbeit.Dargestellt sind die Stamme und die jeweiligen
Genotypen. AbkirzungemyrE2 Orotat-Phosphoribosyl-TransferasetnpA Promotor der Tryptophanase;
hdrB, DihydrofolatreductasepitAnpn, Chlorite dismutase family protein addatronomonas pharaonisnrr,
Endonuklease aus der MRR FamibigaH, 3-Galaktosidase ataloferax lucentensdckige Klammern stehen
fur Eigenschaften, die auf einem episomal eingeifiigtlasmid kodiert werdef(Allers et al. 2004);?(Allers et

al. unveroffentlicht) 3(Allers et al. 2010).

Stamm Genotyp

H26! pyrE2

H26 rhcA pyrE2 rhcA

H26 rhcB pyrE2 rhcB

H26 rhcBpTA963rhcB pyrE2 rhcB[p.thaA:6xHis tag:thcBpyrE2hdrB]

H26 rhcC pyrE2 rhcC

H26 rhcCpTA963rhcC pyrE2 rhcClp.tnaA:6xHis tag:thcCpyrE2hdrB]

H26 rhcD pyrE2 rhcD

H26 rhcD pTA963-rhcD pyrE2 rhcD[p.thaA:6xHis tag:thcD pyrE2hdrB]

H26 rhcE pyrE2 rhcE

H26 rhcEpTA963rhcE pyrE2 rhcHp.tnaA:6xHis tag:rthcEpyrE2hdrB]

H26 rhcF pyrE2 rhcF

H26 rhcF pTA963rhcF pyrE2 rhcF[p.tnaA:6xHis tag:rhcF pyrE2hdrB]

H26 rhcG pyrE2 rhcG

H26 rhcG pTA963rhcG pyrE2 rhcGlp.thaA:rhcGpyrE2hdrB]

H26 HVO_B0113 pyrE2 HVO_B0113

H26 IutB IutC pyrE2 IutB IutC

H26 IutB IlutC pTA963plutC::lutClutB pyrE2 IutB lutC [p.lutC::lutClutB pyrE2hdrB]

H55% pyrE2 bgaH

H555 rhcR pyrE2 bgaH rhcR

H555 rhcRpTA963rhcR pyrE2 bgaH rhcRp.tnaA:rhcRpyrE2hdrB]

H1209 pyrE2 hdrB pitAwpn mrr

H1209 pTA963rhcB pyrE2 hdrB pitAvph  mrr[p.tnaA:6xHis tag:rhcBpyrE2 hdrB]
H1209 pTA963rhcC pyrE2 hdrB pitAvph  mrr[p.tnaA:6xHis tag:rthcCpyrE2 hdrB|
H1209 pTA963rhcD pyrE2 hdrB pitAwph mrr[p.tnaA:6xHis tag:rhcD pyrE2 hdrB]
H1209 pTA963rhcE pyrE2 hdrB pitAvph mrr[p.tnaA:6xHis tag:rhcEpyrE2 hdrB]
H1209 pTA963rhcF pyrE2 hdrB pitAwh mrr[p.tnaA:6xHis tag:rthcFpyrE2 hdrB
H1209 pTA963rhcR pyrE2 hdrB pitAvph  mrr[p.tnaA:6xHis tag:rhcRpyrE2 hdrB
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Tabelle 2 Synthetik- und DM-YPC-Medium fir H. volcanii.

Zusammensetzung Synthetikmediurh Salzlésung
Salzlosung 900 ml NacCl 125¢
Spurenelementlésuig 1ml MgCl2 x 6 HO 45¢g
FeSQ-Losung 1ml MgSQs x 7 HO 10g
2 M MOPS/KOH, pH 7,2 50 ml KCI 10g
1 M KzHPQO? 1ml CaCb 1,34 g
1M NH4CI? 10 mi 1 M Tris-HCI, pH 7,2 50 ml
10 % Hefeextrakt 1ml Ad H204est900 ml, pH 7,2 eingestellt, autoklaviert

Zusammensetzung Agarplatten FeSO-Stammlésung

Salzlésung 200 ml FeSQx 7 HO 0,23 g
Agar-Agar 39 Ad H204est 100 ml, pH 3-4 eingestellt, sterilfiltriert
Autoklavieren, vor dem Giel3en hinzugeben: Spurenelementlésung
Spurenelementlésuig 200 pl ZnSQ x 7 HO 0,19
FeSQ-Losung 200 pl MnCl2x 4 H.O 0,03 ¢

Zusammensetzung DM-YPC-Medium H3BO3 03¢
Salzlésung 900 ml CoCk x 6 O 0,29
10 % Hefeextrakt 50 ml CuCk x 2 HO 0,01¢g
10 % Bactopeptcn 10 ml NiCl2x 6 HO 0,02 g
10 % Casaminosaurén 10 ml NaMoO4 x H20 0,03
Spurenelementlésufig 1ml pH mit HCI auf 3,5 eingestellt, ad:Bdest 100 ml,
FeSQ-Losung 1ml sterilfiltriert

1 Als Kohlenstoffquelle wurden entweder L-Rhamnose M), D-Glucose (20 mM) oder Casaminosauren (1 @ijls
zugegeber? autoklaviert? sterilfiltriert.

4.1.2 Wachstum vorSulfolobus solfataricus

S. solfataricusvurde in Basal-Medium nach Brock bei 72 °C und @ gezlchtet (Brockt

al.,, 1972). Das Medium enthielt 0,75 g/l Hefeextragivie 10 mM D-Glucose oder 10 mM
L-Rhamnose als Kohlenstoff- und Energiequelle. V8aginsversuche wurden auf eine égfyon
0,05 inokuliert. Zellextrakte fir Enzymmessungenrden aus spat exponentiell gewachsenen
Zellen hergestellt. Die Zellen wurden dazu durchtd@&igation fiir 20 min bei 6000 rpm pelletiert
(Avanti J-25, Beckmann) und mittels UltraschallB0 mM HEPES-KOH pH 7,5 aufgeschlossen
(Sonifer 250, Bransons). Nach erneuter Zentrifwgafir 10 min bei 20000 rpm standen die
zellfreien Extrakte zur Verfigung (4.6.2).
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Tabelle 3 Basal-Medium firS. solfataricus

Zusammensetzung Basal-Medium Spurenelementlésung

(NH4)2SCu 1,3¢g MnCh x 4 HO 180 mg
KH2P Oy 0,28 g NaB4O7 x 10 HO 450 mg
MgSQu x 7 HO 0,25¢ ZnSQi x 7 KO 22 mg
CaCbkx 2 HO 0,07 g CuCGIx 2 KO 5mg
FeCk x 6 HO 0,02 g NaMoOs x 2 HO 3mg
Spurenelementlésung 10 ml VOSQ x 2 O 3mg
Ad 1000 ml mit HOges; pH auf 2,0 eingestellt und CoSG 1mg
autoklaviert Ad 1000 ml mit HOges; pH auf 2,0 eingestellt

4.1.3 Wachstum vorEscherichia coli

In dem Stamnk. coli XL1 Blue MRF* (Agilent Technologies) wurden Vekém mit bzw. ohne
Insert vermehrt (Tabelle 5). Der Stantincoli Rosetta (DE3)pLysS (Novagen) diente in dieser
Arbeit der Uberexpression von Proteinen, die in tdesn der pET-Serie kloniert vorlagen
(Tabelle 5). Die Kultivierung beider Stamme erfelgt LB-Medium (Luria-Bertani-Medium: 10
g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH Y iei 37 °C und einer Schiittelgeschwindigkeit
von 130 rpm fir 8-14 h. Zur Selektion auf plasnagende Zellen wurde das LB-Medium mit
Antibiotika versetzt, entsprechend der Antibiotdsistenz der transformierten Plasmide.
Transformanten der Vektoren pET19b, pTA963 und pdAtvurden in Medium mit 100 pg/ml
Carbenicillin und Transformanten mit pET28a in Medimit 30 pg/ml Kanamycin kultiviert.
Zur Selektion vonE. coli Rosetta (DE3)pLysS wurde das Medium zuséatzlich 3dijug/ml
Chloramphenicol versetzt, da der Expressionsstammine e plasmidkodierte

Chloramphenicolresistenz tragt.
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4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolation, Reinigung, Konzentrations- und Gr8enbestimmung von DNA und RNA

Isolierung von genomischer DNA Genomische DNA aud. volcaniiundS. solfataricusvurde
mit Hilfe des Wizard Genomic DNA Purification Ki(Bromega) nach Herstellerangaben isoliert.
Die DNA ausM. acetivoransvurde mir freundlicher Weise von der AG Schmitze&tund die
DNA ausV. moutnovskiand T. kodakarensison der AG Schonheit zur Verfiigung gestellt. Die

DNA ausM. maripaludiswurde von der DSMZ (Braunschweig) bezogen.

Isolation und Reinigung von Gesamt-RNADie Isolation von RNA erfolgte aus exponentiell
wachsenden Kulturen voH. volcanii bzw. S. solfataricus Fiir jede Isolation wurden 5 x %0
Zellen eingesetzt (Oda/Zellzahl-Relation von ORo=1 entspricht 1 x T0Zellen/ml). Die

Zellen wurden fur 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiedas Pellet in 1 ml TRI-Reagenz

(Sigma-Aldrich) resuspendiert und die RNA anscldie®nach Herstellerangaben isoliert.

Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren.Die Konzentrationsanalyse von DNA und
RNA erfolgte photometrisch am NanoDrop ND-1000 $mghotometer bei 260 nm
computerunterstitzt mit der Software NanoDrop1@®BQ@LAB Biotechnologie GmbH).

Reinigung von amplifizierten DNA-Fragmenten. Die Reinigung von PCR-Amplifikaten
erfolgte entweder durch die Anwendung des PCR ieatibn Kits oder nach préparativer
Agarosegelelektrophorese mit dem Gel Extraction (f@tveils Qiagen). Die Durchfiihrung
erfolgte nach Herstellerangaben.

Agarosegelelektrophorese Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese wurden PRMRdukte,
Plasmide sowie genomische DNA nach ihrer Gro3eednggnt. Sie ermoéglichte sowohl die
GroRenbestimmung von PCR-Produkten in analytisébelen (40 ml), als auch die Reinigung
restriktionshydrolysierter DNA-Fragmente und Pladenin praparativen Gelen (80 ml). Der
DNA-interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid dierder anschlieRenden Visualisierung der
getrennten DNA-Fragmente auf einem UV-Schirm (3d8.nZur Herstellung der Gele wurde
Agarose 0,8-2 %ig in 40 oder 80 ml TAE-Puffer (4Mnhris-HCI pH 8,3, 20 mM Acetat, 1 mM
EDTA) durch Erhitzen gel6st, mit 2 bzw. 4 ul eirfe®oigen Ethidiumbromid-Losung versetzt
und die Agaroselésung in eine Giel3vorrichtung (bx 10 cm; Biometra) gegossen. Die
DNA-Proben wurden mit einem 6 x Auftragspuffer (Tihe Scientific) versetzt und neben einem
DNA-GroRRenstandard (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder,&3euler 100 bp Plus DNA Ladder oder
GenRuler 50 bp DNA Ladder, Fermentas) auf das Gfgeragen. Anschlie3end erfolgte die
Elektrophorese in einer mit TAE-Puffer gefulltenrimer bei 100-120 V fur 20-80 min.

33



Material und Methoden

4.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) diente der Afikption von DNA-Fragmenten aus
genomischer DNA oder von Plasmiden. Sie wurde irs&zen von 12,5-50 ul in einem
Thermocycler (T3000 Thermocycler, Biometra) mit #men und Losungen der Firmen PeqgLab
oder Thermo Scientific durchgefuihrt. Die verwendet@ligonukleotid-Primer wurden von
Eurofines Genomics bezogen (Tabelle 4). Die PCRpfarame wurden nach Herstellerangaben
der jeweiligen Polymerase erstellt, wobei die Sdateeperatur der verwendeten
Oligonukleotid-Primer und die Lange der zu ampigienden Sequenzabschnitte bertcksichtigt

wurde.

Amplifikation von Genen. Die Amplifikation von offenen Leserahmen aus gersaher DNA
erfolgte mit Hilfe der Pwo-Polymerase (PeqLab) oder der Phusion-Polymeraserifio
Scientific) nach Herstellerangaben. Es wurden 5+i0genomische DNA als Template
eingesetzt. Durch die verwendeten mismatch-Primeurden in die Amplifikate
Restriktionsschnittstellen eingefiigt, die eine ahsBende Klonierung in die Vektoren pTA963
bzw. pET19b oder pET28a ermoglichten (Tabelle 2;33.

Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung von Ddetionskonstrukten. Fir jedes
Deletionskonstrukt wurde zunachst in zwei voneirauggtrennten Fragment-PCRs ein je ca. 500
bp langes DNA-Fragment amplifiziert, welches demiw. dem 3‘-flankierenden Bereich des
zu deletierenden Gens entsprach (Fragment 1 untUrB).diese beiden Fragmente in einer
anschlieBenden PCR miteinander zu fusionieren, evut@h den 3‘-Primer des Fragments 1
8-12 Basen angefugt, die komplementér zu den eB&sen des 5-Bereiches von Fragment 2
sind (Tabelle 4). An den 5'-Primer des Fragmentau2den 9-12 Basen angefligt, die zu der 3'-
Sequenz von Fragment 1 komplementar sind. Die FeagCRs erfolgten mit dePwo-
Polymerase nach Herstellerangaben. Die amplifemeriSequenzabschnitte wurden nach
Reinigung mittels Agarosegelelektrophorese (4.2ith) aquimolaren Verhaltnis als DNA-
Template fur die anschliel3ende Fusions-PCR einge&aése wurde mit détwo-Polymerase in
Ansatzen wie vom Hersteller empfohlen durchgefiihd enthielt jeweils 80-150 ng Fragment 1
und Fragment 2 als DNA-Template sowie je 400 nMPBmer von Fragment 1 und 3'-Primer
von Fragment 2. Fragment 1 und Fragment 2 wieseplamentare Bereiche am 3'- bzw. am 5'-
Ende auf, wodurch beide Fragmente in der PCR sedieBereich hybridisierten. Die eingesetzten
Primer hybridisierten am 5-Ende von Fragment 1 bam 3'-Ende von Fragment 2. Dadurch
entstanden Amplifikate, in denen Fragment 1 undtent 2 fusioniert vorlagen. Die Amplifikate
wurden anschlielend mittels Agarosegelelektropleqee2.1.) gereinigt und standen zur Ligation
in den Vektor pTA131 zur Verfiigung (4.2.3).
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Pop-out PCR. Im Zuge der Generierung von Deletionsmutanten wulie pop-out PCR
verwendet um pop-out Klone auf ein erfolgreichesadsloopen des Vektors pTA131 (pop out)
zu Uberprufen (4.2.7). Dazu wurden 100 pl einer-pap Kultur fir 1 min bei 13200 rpm
pelletiert, das Zellpellet in 100 ul-B lysiert und 1 pl Lysat als Template fir eine P@Rder
TagPolymerase (PegLab) nach Herstellerangaben eitzgjese

Kolonie-PCR zur Auswertung von E. coli Transformanten. Die Kolonie-PCR wurde
verwendetum transformiert&. coli Stamme darauf zu untersuchen, ob nach Ligatiojesasls
aufgenommene Plasmid ein Insert von erwarteter éamgthielt. Dazu wurde jeweils der
Vektorabschnitt der multiple cloning site mit flaekend bindenden Primern amplifiziert (Tabelle
4). Die PCR erfolgte mit deffagPolymerase (PegLab) in Ansétzen wie vom Hersteller
beschrieben. Mit einer sterilen Pipettenspitze @udgnmene Einzelkolonien wurden als Template
in die PCR-Ansatze Uberfuhrt. Die anschlieRendaidisierung und Groél3enbestimmung der
PCR-Produkte erfolgte mittels analytischer Agareselgktrophorese (4.2.1.).

Herstellung von DIG-dUTP markierten DNA-Sonden. Die Herstellung von Digoxigenin
(DIG)-markierten Sonden fur Southern-Blot und NertiBlot Analysen erfolgte mit dem PCR
DIG Probe Synthesis Kit (Roche) in 25 pl Ansatzeatn Herstellerangaben. Als Template
wurden 5 ng genomische DNA oder 10 pg Plasmid-DiAesetzt. AnschlieRend wurden die
PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese ggteiin 50 ul RNase freiem Wasser
aufgenommen, fur 7 min bei 99°C denaturiert und 19itml DIG Easy Hyb (Roche) versetzt.
Diese Sonden wurden entweder direkt fir Transkaighmweise eingesetzt oder bei -20°C gelagert

und vor Verwendung fir 10 min bei 68°C erhitzt.
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Tabelle 4 Oligonukleotide die in dieser Arbeit vervendet wurden. Erkennungssequenzen fir
Restriktionsenzyme sind unterstrichen und muti&asen fettgedruckt. Sonden fir Southern-Blot Aretys
wurden mit den Primern HVO_...frgtls und HVO _...fraglgeneriert. Kompl. = Komplementation, NB-Sonde

= Northern-Blot-Sonde, UE = Uberexpression, OSMis§pezifische Mutagenese.

Bezeichnung

Sequenz (5 3

Verwendung

T7 TAATACGACTCACTATAG GG Kolonie-PCR pET-Vektoren
T7 term CTAGTTATTGCTCAGCGG T “

M13 uni(-21) TGTAAAACGACGGCCAGT Kolonie-PCR pTA-Vekten
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG

pTA963ptnals TGGCGAGAACGGAACAGC Kolonie-PCR pTA963
RibLs ACAGCACAATATGGGCGACCTGC RT-PCR

RibLas GTCCTCGACGTCGCAGTAGATGG “
HVO_B0104frgls CAGAACGCGGTCTCCTCGACG HVO_B0104

HVO_B0104frglas
HVO_B0104frg2s
HVO_BO0104frg2as
HVO_BO0104Nth_s
HVO_B0104Nth_as

CTCCTTCGAGCGACGGCCTCCGATTCGGCGG
GAGGCCGTCGCTCGAAGGAGACAGTTGTCCG
CGGACAATCATCCGGCATGGCC
CGCGTTCCACCTGGAGATTAAAG
TCATCCGGTAGACTTCGTCCATC

“

RT-PCR/ NB-Sonde

HVO_B0105frgls
HVO_BO0105frglas
HVO_B0105frg2s
HVO_B0105frg2as
HVO_BO0105Nth_s
HVO_BO0105Nth_as
HVO_BO0105UEs
HVO_BO0105UEas

CTCCGGGGTAAATTCGATTTTGGG
CGGTCAGCCACGCGTGGGTGTGGGTATCTATC
ACCCACGCGTGGCTGACCGAGAAGTCGTTC
CACGTCCGGGAGGTTGTTGTTC
GGACAGCTTCGACGTACACA
CGAGTCGGACATGTGGACAA
CGTCGATTGCATGATAGATACCC
GACGACCGSTCCGCTCAG

HVO_B0105

“

RT-PCR/ NB-Sonde

“

UE, Kompl.

“

HVO_B0106frgls
HVO_BO0106frglas
HVO_B0106frg2s
HVO_B0106frg2as
HVO_B0106Nth_s
HVO_B0106Nth_as
HVO_B0106UEs
HVO_B0106UEas

CTCCGGGGTAAATTCGATTTTGGG
TCGATGACTTCC CCTACTGAGCCGGTTCTGTG
CTCAGTAGGGGAAGTCATCGACGAGGAGC
ATGAACTGCCAGATGGACGC
GGCTACTTCATCGGCTTCGT
GAACAGGTCGTCGTTCTCGT
GTAATAGCACATATGACTGATAG
CGAGTCGATCCTCAGGCC

HVO_B0106

“

NB-Sonde

Kompl.

HVO_BO0109Nth_s
HVO_BO0109Nth_as

ACTCGACGGCGTGAGCTTCGAAC
GTCTCGGCCTCGAACAGGTAGAC

RT-PCR/ NB-Sonde

HVO_B0110frgls
HVO_BO0110frglas
HVO_B0110frg2s
HVO_B0110frg2as
HVO_BO110Nth_s
HVO_BO0110Nth_as
HVO_B0110UEs
HVO_B0110UEas

TTCCGGCCGCAGGACTTCTAC
GAACTGGAAGACGCGGCCCGGTCTGAATGATG
CGGGCCGCGTCTTCCAGTTCGACGGCTGAAC
TTCCCGGCGATGTCCCACAG
TGCTCATCAAGGTCCACACC
CCGCCTTCTTCTTCGAGGTT
ATTCGCAACATGAAAGCCATC
CACATGGATCCGCACGGGTA

HVO_B0110

“

NB-Sonde

UE, Kompl.

“
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Bezeichnung Sequenz (5 3 Verwendung
HVO_B0111frgls CTCGGCATCGACACGGTGAAC HVO_B0111
HVO_BO0111frglas GCGTTTCTCCTGGATGAACTCGCCCCACGACTC HVO_B0111
HVO_B0111frg2s GAGTTCATCCAGGAGAAACGCGAGTCGACCTAC “
HVO_B0111frg2as CGGCCCACATGCGCTTCATGAG “
HVO_BO0O111Nth_s GCGACGAAAATCAGCAACGA NB-Sonde
HVO_BO0111Nth_as GAGTTTCATCGCGTCGAAGC “
HVO_B0111UEs CCAAACAAACCATGGAGATTACAGAC UE, Kompl.
HVO_B0111UEas CTGATGTCCGGATCCTTACTCGATGG “
HVO_B0113frgls GCGGCGAACACGAGTTCACC HVO_B0113
HVO_B0113frglas TTCGTCCGCGAAAGCCGAGTTCCTCCGCCTTC “
HVO_B0113frg2s AACTCGGCTTTCGCGGACGAAGTCATCCC “
HVO_B0113frg2as TCACCTGCGCGAGTTCGTTTATC “
HVO_B0114frgls TGACGCCCATCCAGTTCGAAG HVO_B0114
HVO_BO0114frglas ATGACGTTCGCGTCGACGAGTTCGAGCGAGAT “
HVO_B0114frg2s CTCGTCGACGCGAACGTCATCGAGGTGAAC “
HVO_B0114frg2as GAGTTCGACCTCGTAGTCTACC “
HVO_B0114UEs ATAACCAACATGGCGAAGGACG UE, Kompl.
HVO_BO0114UEas CTCTACGCAGST CCCGACGAC “
HVO_BO0114RTs GGCGACACCTACTACGTCAG RT-PCR
HVO_BO0114RTas TCCGTGGCGGTCCAAGATGC

HVO_B0115frgls CACGGTATCGGCGTCTTTCTG HVO_B0115

HVO_BO0115frglas
HVO_B0115frg2s
HVO_BO0115frg2as

GCGCTCGGAGCGAGTTGCATCGTTACACTCTG
TGCAACTCGCTCCGAGCGCGACGAGTAAC
CGACGAGATGTTGACGATGCTG

HVO_BO0115Nth_s GAGGACGTAAAGCTCCTCGC RT-PCR/ NB-Sonde
HVO_BO0115Nth_as GATGCCGCTGATGTACTCGA “
HVO_BO0115UEs TTGCGCCATATGCACCACCACCACCACCACATGCAA UE, Kompl.
CTCGTTCGATACAC
HVO_B0115UEas GTGCGTGCTGAATTCGGTAG “
HVO_BO0116frgls ACGGCCAAGAACGTCGACGCC HVO_B0116
HVO_BO0116frglas CGTACAGTATGACTGACGTACTG “
HVO_B0116frg2s TCGCGACGAACAAGTCGGTAGTACCGGGATATCC “
HVO_BO0116frg2as CTACCGACTTGTTCGTCGCGACGACTTCGAAAG “
HVO_BO0116Nth_s GGTGTACGAGGTCGACGTG NB-Sonde
HVO_BO0116Nth_as GATTCGGTCGAGGATGTGCA “
HVO_B0116UEs GTACTACCGACATGAGCACGCAC UE, Kompl.

HVO_B0116UEas

GGCGSTCCCGAAGTCGTCGCG

“

HVO_1692/93fgtls
HVO_1692/93fgtlas
HVO_1692/93fgt2s
HVO_1692/93fgt2as
HVO_1692/93UEs
HVO_1692/93UEas
HVO_1692Nth_s

TTTAGCTCGCCGTTCGAGGG
GACCAGTTGAATCAACCGTGCCGGTTGACATAC
GGCACGGTTGATTCAACTGGTCGCACCGCG
GCGGAAACGGGAGTTAGAACG
GTCGGGGCCCGGACGAGG
GTCCGATCCGGGGTCGAG
CCATCAAGGAAGACGCCATCG

HVO_1692 HVO_1693

Kompl.

NB-Sonde
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Bezeichnung Sequenz (5 3 Verwendung
HVO_1692Nth_as CCCGTTGTCGATGAGAACGAG “
Vdis_1457UEs CATTTTTAATTTGCTAGCATGAAGGCGCTG UE
Vdis_1457UEas CAGCCTCBGATCCATATTACTCAC “
Vdis_1458UEs GAATAATGAGGCTGTAGCATGAAGATCA UE
Vdis_1458UEas GAAACACCTAATASGATCCATGGATTATTTTA “
Vdis_1460UEs CATTAAGTCATATGAAGGTGAAAGC UE
Vdis_1460UEas CCCATAEGATCCCCTACGG “
SS01300UEs CCTTTTATTCAGCATATGGAAAATGTAAA UE
SS01300UEas GCCTCGIGATCCCCATCAAG “
SSO1300Nths CCGGGCAAACAACAAATGGTG NB-Sonde
SS01300Nthas TCCACACCGCAGTATCAAAGG “
SS01303Nths CGCCATTTCAATCAGCGTTC NB-Sonde
SS01303Nthas GCCACAGCAGAACCTCATC “
Pisl_1106s GAGGATAAGCTAGCGTGAGTTTAAC UE
Pisl_1106as GAGAGGAGTCGAGGGATATGCAAG “
Vmut_1565s AGTAATATCATATGGTTGTGGG UE
Vmut_1565as ATCACGCGTAGATCCATTGCC “
TK_0511s TAGGTGGTATATGCGGCTCCCAG UE
TK_0511as CTCCTCGAAGGATCCCGAGACTG “
J422_06229s GTTAAGTTGBCTAGCATGAGAAAGACA UE
J422_06229as GATATTATTGTTGEGATCCAAAAGATT “
MMP1605s GGAGGGGTATATGGTTGAAAAATC UE
MMP1605as GGGTGCATTTASGATCCTTTTTTCAAG “
MA3890s GTTCTAAAAACCCATATGAATATAAACGT UE
MA3890as CGATTTGAATCTCGAGTCAGTCCAGA “
Tuzn_1601Y412As GGCCCAGAGEBCCGAGGAGGGG OSM
Tuzn_1601Y412Aas GGCAACAACAACGGCTCG “
Tuzn_1601S365As AGCGGTCTARCCATGACCGG OSM
Tuzn_1601S365Aas ATGTCTGCGCCGAGATCG “
Tuzn_1601R373As GCTTGCAAABCCGTGGCTAAGTTCAGAC OSM
Tuzn_1601R373Aas GTGCCGGTCATGGAGTAG “
Cmaq0580R372As AACAGCGGTICGCTTTCCAGATATAG OSM
Cmaq0580R372Aas AAGCCGCTTTTAGTGAAG “
Cmaq0580R342As TTTTGATGAGCAATGAGGTTTGCC OSM
Cmaq0580R342Aas ACAGATGAATCAGCCCTAAAG “

4.2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten in einen Vektor

Fur die gezielte Deletion von Genen im Genom ¥brvolcaniiwurden die PCR-Produkte der
Fusions-PCR (4.2.2) in den Vektor pTA131 kloniEiir die homologe Uberexpression halophiler

Proteine inH. volcanii wurde eine Klonierung der kodierenden Gene in dekt® pTA963

38



Material und Methoden

durchgefiihrt. Eine heterologe Uberexpression vehasellen Enzymen i. coli wurde durch
eine Klonierung der jeweiligen Gene in die Vektoq@aT19b oder pET28a ermdbglicht. Die
kodierenden Gene wurden dabei aus genomischer DiNAifeziert (4.2.2) oder im Fall der PKs
aus Caldivirga maquilingensisind Candidatus Caldiarchaeum subterraneats synthetisierte
DNA-Fragmente von der Firma Eurofines MWG Operondgen. Die synthetisierten Gene lagen
dabei in den Vektoren pUC57 oder pEX-A2 vor undssie am 5‘- und 3'- Ende flankierende
Restriktionsschnittstellen auf, die eine KlonierungUberexpressionsvektoren der pET-Serie
ermdglichten.

Restriktionshydrolyse von Nukleinsauren. Die Restriktionshydrolyse der gereinigten
PCR-Produkte (4.2.2) sowie der Vektoren erfolggeEahzel- oder Doppelverdau fir 15 min bis
2 h. Es wurden Enzyme und Puffer von NEB (New Emg)lBiolabs GmbH) in 50 pl Anséatzen
nach Herstellerangaben verwendet. Die DNA-Fragmentaden im weiteren Verlauf mittels

Agarosegelelektrophorese gereinigt und die DNA-Kamimtion am NanoDrop bestimmt (4.2.1).

Ligation. Die Ligation der restriktionshydrolysierten Ampkéte in die geschnittenen Vektoren
erfolgte in 10 | Reaktionsansatzen. Das jeweilige Amplifikat wunate3- bis 5-fachen molaren
Uberschuss zum gereinigten Vektor (50-200 ng) eiegt. Ein Ansatz fiir eine sticky-end-
Ligation in den Vektor pTA963, pET19b bzw. pET28dheelt neben Vektor und PCR-Produkt
1 x T4-DNA-Ligase-Puffer und 1 U T4-Ligase (Fernmes)t Ein Ansatz fur eine blunt-end-
Ligation in pTA131 enthielt neben Vektor und PCRdRikt 1 x CutSmart Puffer, 5 % PEG4000,
0,5 mM ATP und 5 U T4-DNA-Ligase. Um eine Religatider blunt-end geschnittenen Vektoren
zu verhindert, wurden die Ansatze zusétzlich mitRiestriktionsendonuklease versetzt, die in der
vorangegangenen Restriktionshydrolyse des Vektensandet wurde (20 Smal EcoRVoder
Pmel jeweils NEB). Die Ligationsansatze wurden fur@klbei 22 °C inkubiert und anschlie3end
bei 65 °C fur 10 min hitzeinaktiviert. Danach wurée coli XL1-Blue MRF mit diesen
Ligationsprodukten transformiert (4.2.5).

4.2.4 Ortsspezifische Mutagenese

Die ortsspezifische Mutagenese diente in dieseeifitiem Austausch einzelner Basen in den
kodierenden Genen der PKs ausuzoniensisind C. maquilingensisind erfolgte mit dem Q5

Site Directed Mutagenesis Kit (New England BioldbsibH). Die verwendeten Primerpaare
wurden mit Hilfe der Online-Software NEBaseChangk®.5 (htttp://nebasechanger.neb.com/)

konstruiert und die Mutagenesen mit den kalkulrerfennealing-Temperaturen durchgefihrt
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(Tabelle 4). Es wurden 12,5 pl Anséatze nach Hdesteigaben verwendet. Als Template dienten

die entsprechenden Uberexpressionsvektoren (Tahjelle

4.2.5 Transformation vonE. coli

Die Vermehrung von Plasmiden nach erfolgter Mutagernoder aus Ligationsanséatzen erfolgte
in dem StamnE. coli XL-1Blue MRF'. Fur die Uberexpression von nichtdghilen Proteinen
wurde der Stamnk. coli Rosetta (DE3)pLysS mit den entsprechenden Plasn{itiabelle 5)

transformiert.

Transformation mittels Elektroporation. Fur die Transformation mittels Elektroporation
wurden 1-4 ul Ligationsansatz bzw. 1 pl Plasmid D{88- 150 ng) mit 50 pul kompetenter Zellen
gemischt, in eisgekihlte Elektroporationskivet®io£ym) tberfuhrt und bei 2,5 kV, 200und

25 F elektroporiert (Pulse Controller und Gene PuB&r;Rad). Nach Zugabe von 700SOC-
Medium (0,5 % Hefeextrakt, 2 % Tryptophan, 10 mMQNal0 mM MgCh, 10 mM MgSQ,

20 mM Glucose und 2,5 mM KCI, pH 7,0) wurden diafsformationsansatze fir 1 h bei 37 °C
und 750 rpm inkubiert. AnschlieBend wurden Aliqeotauf LB-Agarplatten mit Antibiotika
(4.1.3) ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C in&ttb

Transformation mittels Hitzeschock. Fur die Hitzeschock-Transformation wurden 2-5 pl
Ligations- oder Mutagenese-Ansatz bzw. 1 ul Plasfd@ 150 ng) mit 20 bis 40 pl chemisch-
kompetenter Zellen gemischt und die Ansatze fum8® auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock bei 42 °C fur 30 s und eine Inkubafiom5 min auf Eis. Anschlie3end wurden die
Zellen in 700 pl SOC-Medium aufgenommen und fureeBtunde bei 37 °C und 750 rpm
inkubiert. Aliquotes der Ansatze wurden auf LB-Riatmit Antibiotika (4.1.3) ausplattiert und
bei 37 °C uber Nacht inkubiert.

Isolierung von Plasmiden au€. coliund Sequenzierungln E. coliXL-1Blue MRF’ vermehrte
Plasmide wurden aus 4 ml Flussigkultur mit dem @ipSpin Miniprep Kit (Qiagen) oder dem
NucleoSpin Plasmid EasyPure-Kit (Macherey-NagethnAngaben der Hersteller isoliert und
die Konzentration der Plasmide am NanoDrop (4 Bektimmt. Um auszuschlieBen, dass die im
Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide Mutatioinnerhalb des Inserts oder in den
flankierenden Vektorbereichen aufweisen, wurdesalieon der Firma MWG sequenziert. Die
Sequenzierergebnisse wurden computerunterstitzt deit Software BioEdit analysiert
(www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit). Durch einenghdich der Sequenzierergebnisse mit den
Sequenzen der NCBI-Datenbank erfolgte eine Pridwfd-ehlerfreiheit. In Tabelle 5 sind die in

dieser Arbeit konstruierten Plasmide dargestellt.
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Tabelle 5 Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwadeten bzw. erstellten PlasmideAngegeben ist die
Bezeichnung sowie die Verwendung und die fiir digdeeit relevanten Eigenschaften. Abkiirzungen: UE,

Uberexpression;  Kompl.,

Komplementation; pyrE2,  Orotat-Phosphoribosy6-Transferase;hdrB,

Dihydrofolatreductasé(Allers et al. 2004),%(Allers et al. 2010),3(Novagen) }(AG Schonheit).

Bezeichnung

Verwendung und relevante Eigenschaften

pTA131! Plasmid fiir die Deletion eines ZielgensHnvolcanii, Suicide Vektomit pyrE2 unter
Kontrolle des konstitutivep.fdxPromotors
-DrhcA Deletion vonrhcA
-DrhcB Deletion vonrhcB
-DrhcC Deletion vonrhcC
-DrheD Deletion vonrhcD
-DrhcE Deletion vonrhcE
-DrhcF Deletion vonrhcF
-DrhcG Deletion vonrhcG
-DrhecR Deletion vonrhcR
-DHVO_B0113 Deletion von HYO_B0113
-DlutBDlutC Deletion von lutBlutC
pTA963? Episomaler Vektor fir die Expression halophileoteine inH. volcaniiH1209 und die
Komplementation vorH. volcanii Deletionsmutanten; 6 x His-tagyrE2und hdrB
-rhcB UE der RDH ausl. volcanii Kompl. von H26 rhcB
-rhcC UE der RNL augd. volcanii Kompl. von H26 rhcC
-rhcD UE der RAD aug. volcanii Kompl. von H26 rhcD
-rhcE UE der KDRDH aug. volcanii Kompl. von H26 rhcE
-rhcF UE der DKDRH aug. volcanii Kompl. von H26 rhcF
-rhcG Kompl. von H26 rhcG
-rhcR UE von RhcR auBl. volcanii Kompl. von H555 rhcR
-plutC::lutClutB Kompl von H26 IutB IutC
pPET19b3 Episomaler Vektor fiir die Expression rekombinafigsionsproteine mit einem 10 x
His-tag inE. coli Rosetta (DE3)pLysS
-SS01300 UE der RDH a@s solfataricus
-Vdis_1460 UE der RDH aus distributa
-Tuzn_1601 UE der PK aud. uzoniensis

-Tuzn_1601Y412A
-Tuzn_1601S365A
-Tuzn_1601Y412A-S365A
-Tuzn_1601R373A
-Cmag_0580
-Cmag_0580R372A
-Cmag_0580R342A-R372A
-Vmut_1565

UE der PK-Y412A ailis uzoniensis

UE der PK-S365A ausuzoniensis

UE der PK-Y412A-S365A dusizoniensis

UE der PK-R373A alisuzoniensis

UE der PK a@s maquilingensis

UE der PK-R372A dlismaquilingensis

UE der PK-R342A-R372A @usnaquilingensis
UE der PK ais moutnovskia

-CSUB_C0804 UE der PK a@and. C. subterraneum
-TK0511 UE der PK aug. kodakarensis
-MMP1605 UE der PK audl. maripaludis
-MA3890 UE der PK aubl. acetivorans
pET282 Episomaler Vektor fiir die Expression rekombinafesionsproteine mit einem 6 x
His-tag inE. coli Rosetta (DE3)pLysS
-Vdis_1457 UE der KDRDH au¥. distributa
-Vdis_1458 UE der RAD aué. distributa
-Pisl_1108 UE der PK au®. islandicum
-Kcro15d UE der PK au€and. K. cryptofilum
-J422_06229 UE der PK al villosus
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4.2.6 Transformation vonH. volcanii

Zur Transformation vorH. volcanitStammen (Tabelle 1) wurden 2-4 ml einer exponéntie
wachsenden Kultur fir 2 min mit 8000 rpm zentrikrgiund die Zellpellets in einem Gemisch
aus 162 ul Sphéaroblastenbildungslosung (SBL; 0,81&CI, 27 mM KCI, 15 % Saccharose,
50 mM Tris-HCI, pH 8,2) und 18 ul 0,5 M EDTA-LOsumH 8,2 resuspendiert. Nach einer
mikroskopischen Prufung der Spharoblastenbildunglemzu jedem Ansatz 20 pul DNA-L6sung
(1-3 pg Plasmid in 0,8 M NaCl) zugegeben und dumkichtiges, zwanzigfaches Invertieren der
Reaktionsgefalle gemischt. Die Ansatze wurden 5 Ipein Raumtemperatur inkubiert und
anschlie3end 210 ul 60 %ige PEG-LOsung (in SBLEegetyen und durch rasches Schwenken mit
den Ansatzen vermischt. Nach einer Inkubation vOrmih bei Raumtemperatur wurde die
Bildung von Zellaggregaten mikroskopisch kontratlie Im Anschluss wurden die
Zellsuspensionen mit je 1,8 ml Spharoblastenverdiigsiosung (SVL; 3,4 M NaCl, 175 mM
MgSQs, 34 mM KCI, 3 mM CaGl 15 % Saccharose, 50 mM Tris-HCI, pH 7,2) versetu
Aliquotes dieser Ansatze (80 bis 300 ul) auf Agattein mit Casaminosduren als
Kohlenstoffquelle ausplattiert (Tabelle 2). Die Agiatten wurden bei 42 °C inkubiert und

gewachsene Klone fir die Kultivierung in Flissigmed verwendet (4.1.1).

4.2.7 Konstruktion von Deletionsmutanten vorH. volcanii

Deletionsmutanten.Die Herstellung der Deletionsmutanten vbo- undlut-Genen erfolgte tber
die sogenannte pop-in/pop-out Strategie mit Hiles dSuicide-Vektors pTA131 (Allers &
Mevarech, 2005, Bitan-Bangt al, 2003). Der Vektor verfugt Uber ein funktionelsE2-Gen,
welches fir eine Orotat-Phosphoribosyl-Transferksdiert und unter der Kontrolle eines
konstitutiven Promotors steht. In den Vektor wurdesei fusionierte DNA-Fragmente eingefigt,
welche zu dem 3‘- und dem 5‘-Bereich des zu delketiden Genes komplementar waren (4.2.2.).
Die Uracil-auxotrophen Stdmmel. volcanii H26 und H555 (pyrE2 wurden mit den
konstruierten Deletionsvektoren transformiert umdJracil-freiem Medium auf Transformanten
selektiert. Da pTA131 keinen haloarchaeellen Raglksursprung aufweist, konnten nur die
Transformanten in Medium ohne Uracil wachsen, die\dektor durch homologe Rekombination
in das Genom integriert hatten (pop-in). Die horgel®ekombination fand dabei an einem der
beiden Gen-flankierenden Bereiche des Zielgens stadurch Stamme entstanden, die neben
dem Wildtyp-Gen auch die Deletionsvariante des Genshielten. Nach zehnmaligem
Passagieren in Uracil-freiem Medium, wurden didedeauf Agarplatten mit 30 pg/ml Uracil und
50 pg/ml  5-Fluoro-Orotat  (5-FOA) ausplattiert, umufa ein zweites homologes

Rekombinationsereignis zu selektieren. Zellendeaen der Vektor noch in das Genom integriert
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war, setzten 5-FOA durch die auf dem Vektor kodi@totat-Phosphoribosyl Transferase zu dem
fur die Zellen toxischen 5-Fluorouracil um. Demgeigjeer konnten Zellen, die den Vektor durch
ein zweites homologes Rekombinationsereignis wieddoren hatten (pop-out), wachsen, wobei
Klone entstanden, die entweder das Wildtyp-Gen dgebDeletion aufwiesen. Pop-out-Klone mit
erfolgreicher Deletion des Zielgens wurden mitelp-out PCR (4.2.2) identifiziert und zehnmal
in Medium mit 30 pg/ml Uracil und 50 pg/ml 5-FOAgsagiert. Die erfolgreiche Deletion wurde

anschliel3end mittels Southern-Blot Analysen vasfiz

Southern-Blot Analysen. Fir Southern-Blot Analysen wurde genomische DNA ales
Deletionsmutante und dem Wildtyp isoliert (4.2.1)dumit Restriktionsenzymen hydrolysiert.
Dazu wurden Restriktionshydrolasen der Firma NERWNEngland Biolabs GmbH) nach
Herstellerangaben verwendet. AnschlieRend wurd@hi@,1 g der hydrolysierten DNA neben
einem DIG-markierten Grol3enstandard (DNA Molecéight Marker Ill, Roche) in einem
0,8 %igen Agarosegel bei 120 V fur 60 bis 90 miekebphoretisch aufgetrennt (4.2.1). Im
Anschluss wurden die DNA-Fragmente mit Hilfe einéakuum-Blot-Systems (Vacu-Blot,
Biometra) auf eine Nylonmembran (Roche) transferi®azu wurde zunachst bei einem
konstanten Unterdruck von -60 mbar das Gel fur #mit Depurinationslosung (250 mM HCI),
fir 20 min mit Denaturierungslosung (0,5M NaOH5 M NaCl), und fur 25 min mit
Neutralisierungslésung (0,5 M Tris-HCI, 1,5 M Na@H 7,5) tberschichtet. Der anschlie3ende
Transfer erfolgte bei -80 mbar fiir 40 min mit 262C (3 M NaCl, 300 mM Na-Citrat, pH 7,0).
Die Fixierung der transferierten DNA auf der Nylosmmbran erfolgte durch Bestrahlung mit
UV-Licht (312 nm) fir 90 s. Die Nylonmembran wuilideAnschluss in ein Hybridisierungsgefar
mit 5 ml vorgewarmter DIG Easy Hyb Lésung (Rochefjganommen und fur 30 min bei 50 °C
und 6 rpm inkubiert (Hybridisierungsofen OV 2, Bietra), bevor die Losung entfernt und die
DIG markierte Sonde (4.2.2) zur Membran gegebemaiDie Hybridisierung erfolgte bei 50 °C
und 6 rpm Uber Nacht. Nach Entfernen der Hybridisigslosung wurde die Membran zweimal
mit 25 ml Low stringency buffer (2 x SSC, 0,1 % S0fi Raumtemperatur und 10 rpm und
zweimal mit High stringency buffer (0,5 x SSC, @61SDS) bei 68 °C und 10 rpm inkubiert.
Anschliel3end erfolgte die Detektion mit dem DIG linascent Detection Kit (Roche) nach
Herstellerangaben. Uber einen Vergleich der Fraggnélen der detektierten Banden von

Wildtyp und Deletionsmutante konnte die erfolgreidbeletion des Zielgens verifiziert werden.
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4.2.8 Transkriptanalysen mittels Northern-Blot undRT-PCR

Der Nachweis von Transkripten und die Bestimmung Voanskriptlangen erfolgte mittels
Northern-Blot Analysen. Fir die semiquantitativesB®mung von Transkriptmengen wurden
Reverse Transkriptase (RT-PCR)-Experimente duréigefUm einen Verdau der RNA durch
Ribonukleasen zu vermeiden, wurden Glas- und Mega#in vor Gebrauch fir mindestens 4 h
bei 240 °C gebacken und Plastikware zweimal auwidia Alle verwendeten Losungen wurden
mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetzt, UNeacht bei 37 °C schuttelnd inkubiert und

anschlieffend autoklaviert.

Northern-Blot. Es wurden 4 bis 14 pg isolierte RNA mit 2 x RNA&dding Dye (Fermentas)
versetzt und die RNA durch Erhitzen der Ansatzelfiimin auf 65 °C denaturiert. Anschliel3end
wurden die Proben neben dem MolekulargewichtsmeaRkeoRuler High Range RNA Ladder
(Fermentas) in einem 1,2 %igen Formaldehyd-Agams€gpml; 1 x MOPS, 0,6 g Agarose,
25pul 0,01% Ethidiumbromidlésung, 900 pl Formalg®) bei 100V fir 60 min
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Auftrennung kgt in 20 mM MOPS-Puffer pH 7,0 mit
0,74 % Formaldehyd. Der anschlieiende TransferRidk auf eine Nylonmembran (Roche)
wurde mit einem Vakuum-Blot System (Vacu-Blot, Bietna) durchgefihrt. Um stdrendes
Formaldehyd zu entfernen, wurde das Gel zunachsinzal mit RNase freiem Wasser bei -60
mbar Unterdruck fur 25 min gespult und Membran Gadl anschliel3end zweimal mit 20 x SSC
bei -60 mbar fur je 30 min equilibriert. Der Tramstler RNA auf die Membran erfolgte bei -60
mbar Unterdruck fir 40 min mit 20 x SSC. Nach delottBn wurde die Membran mit 2 x SSC
gespult und die RNA durch Backen der NylonmembirilB0O °C fur 30 min fixiert (Ofen WTB
Binder). Im Anschluss wurde der Blot in ein Inkubasgefald tberfuhrt und 60 min mit 5 ml
vorgewarmter DIG Easy Hyb Losung (Roche) bei 5@ 6 rpm inkubiert. Darauf folgte die
Hybridisierung mit der hitzedenaturierten Sonde&.@). bei 50 °C und 6 rpm uber Nacht. Im
Anschluss wurde der Blot zweimal mit Low stringermyffer (2 x SSC, 0,1 % SDS) fir 5 min
und 6 rpm bei Raumtemperatur und zweimal mit Higimgency buffer (0,5 x SSC, 0,1 % SDS)
fur 5 min und 6 rpm bei 50 °C gewaschen. Die ansBkehde Detektion der spezifisch markierten
Transkripte erfolgte mit dem Luminescent Detectan(Roche) nach Herstellerangaben.

Nach der Detektion konnte die Sonde von der Memiemaschen werden (stripping), um die
Membran fur die Hybridisierung mit einer weiteremnfle einzusetzen. Dazu wurde die Membran
mit HO gespilt und anschlielend zweimal fir 60 min irl@eml Stripping-L6sung (50 %
Formamid, 5% SDS in 50 mM Tris, pH 7,5) bei 80d@d 6 rpm inkubiert. Nach einem
Waschschritt von 10 min in 2x SSC konnte die Membféar eine erneute Hybridisierung

eingesetzt werden.
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RT-PCR. RT-PCR-Experimente wurden mit DNasel verdauter RNMAermo Scientific; nach

Herstellerangaben) und dem GoSript Reverse Traotgmri System (Promega) durchgefihrt.
Dabei wurde die RNA in einem ersten Schritt mandom Hexamer-Primern in cDNA

umgeschrieben. Ein 10 pl Reaktionsansatz enthielt(® ng DNA-freie Gesamt-RNA, 0,25 pg
randomHexamer-Primer (Promega), 500 uM dNTPs, 2 mM Mg@id 0,5 pl GoScript Reverse

Transkriptase. In Kontrollansatzen ohne Reversenskmgptase wurden die Proben auf
DNA-Kontaminationen gepruft. Die anschlielenden H&Fktionen mit Gen-spezifischen
Primern wurden mit der GoTaqg G2 Flexi DNA Polymeré8romega) durchgefiihrt. Der einfache
Ansatz (25 pl) bestand aus 4-6 pg cDNA, 500 puM da{Teweils 200 nM forward und reverse
Primer, 1 x GoTaq Green Flexi Reaktionspuffer, 2 mM@gCl, und 1,25 U GoTaq Flexi

Polymerase. Das PCR-Programm bestand aus einataniDenaturierung bei 95 °C fur 2 min,
22-28 Zyklen bestehend aus 30 s Denaturierung®&C930 s Annealing bei 58-62 °C und 45 s
bis 1 min Synthese bei 72 °C. Das kodierende Genrid@somalen Proteins L10 wurde als
konstitutiv exprimierte Kontrolle verwendet (Bremset al, 2007). Das Ergebnis der PCR wurde

mittels einer Agarosegelelektrophorese in einemde®oAgarosegel analysiert (4.2.1).

4.3 Homologe und heterologe Expression von Proteine

Fur die homologe Uberexpression von halophilen éfmen ausH. volcanii wurde der
Expressionsstammd. volcaniiH1209 und das Plasmid pTA963 verwendet (Aletral., 2010).
Gene, die in Vektoren der pET-Serie Kkloniert voelag wurden mit dem
Chloramphenicol-resistenten Expressionsstaineoli Rosetta (DE3)pLysS nach Angabe des

pPET System Manua(dlovagen) heterolog tUberexprimiert.

Uberexpression inH. volcanii. Zur Uberexpression rekombinanter, halophiler Rnetevurde

H. volcanii H1209 mit den entsprechenden pTA963 Vektoren foamsert (Tabelle 5) und in
Medium ohne Uracil und Thymidin kultiviert (4.1.T)ie Uberexpression der halophilen Proteine
erfolgte in 2 | Erlenmeyerkolben mit je 400 ml DMPE-Medium (Tabelle 2) (Allerst al, 2010).
Dazu wurden die Kulturen auf eine @pvon ca. 0,1-0,3 angeimpft und schittelnd bei 42 °C
inkubiert. Beim Erreichen einer QB von etwa 0,6 wurde die Uberexpression durch Zugahe

2 mM L-Tryptophan induziert. Nach 10 bis 15 h westeWachstums bei 42 °C wurden die Zellen
bei 8000 rpm fur 20 min zentrifugiert (Zentrifug@aktiJ-25, Rotor JLA 10,500, Beckmann) und
die Pellets bis zur Reinigung bei -20 °C gelagert.
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Proteinexpression inE. coli. E. coliRosetta (DE3)pLysS wurde mit pET-Vektoren transiiert
(Tabelle 5) und Transformanten in LB-Medium mit damtsprechenden Antibiotika kultiviert
(4.1.3). Die Uberexpression erfolgte in 2 | Erleyar&olben mit 400 ml Medium schuttelnd bei
37 °C, oder im Fall der PKs a@and. K. cryptofilum, T. kodakarensiadM. villosusbei 15 °C.
Dazu wurden die Expressionsansatze auf eineoO@n ca. 0,1-0,3 angeimpft und nach
Wachstum bis zu einer QB von 0,55 bis 0,98 die Uberexpression induzier. Dberexpression
bei 37 °C wurde durch Zugabe von 1 mM Isopropyd-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.
Die Induktion der Uberexpression bei 15 °C erfoldtech Zugabe von 100 uM IPTG. Nach 4-
16 h Expression wurden die Kulturen mit 6000 rpmliti min zentrifugiert (Zentrifuge Avanti J-
25 Beckman, Rotor JLA 10.500 Beckmann), die Ubedgzdekantiert und die Pellets fiir die

Proteinreinigung verwendet.
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4.4 Analytische Methoden
4.4.1 Bestimmung von Rhamnose in Wachstumsuiberstaaa

Die Rhamnose-Konzentration in Wachstumsuberstanadende colorimetrisch mit Hilfe des
Orcintests bestimmt (Brtickner, 1955). Der Testangastand aus 100 pl Probe, 200 pOHINd
900 pl Testreagenz (41,5 ml konz. HCI, 2,5 ml Staeagenz ad 50 mld®d; Stammreagenz: 1,35
g Ammonium-(lll)-Sulfat, 2 g Orcin ad 50 ml.B). Der Testansatz wurde gemischt und fur 20
min bei 100 °C im Thermoblock (TB2, Biometra) erhitNach Abkuhlen der Ansatze auf Eis fur
5 min wurde die Extinktion der Proben bei 546 nratinemt. Ein molarer Extinktionskoeffizient
fur L-Rhamnose von = 4,03 mM! cnit wurde mit Hilfe einer Eichgeraden ermittelt, wodurc
die Bestimmung der Rhamnose-Konzentration in deb&hr ermdglicht wurde.

4.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe einer nfiatérten Methode nach Bradford bestimmt
(Bradford, 1976). Ein Ansatz bestand aus 1Droteinhaltiger Probe (maximal 5 im Test)
und 900 | Bradford-Reagenz (70 mg Brilliant Blue G 250 , 8D 99 %iger Ethanol, 100 ml
85 %ige Ortho-Phosphorsaure ad LOHfiltriert). Die Ansatze wurden gemischt und i min
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurde Bxktinktion der Proben bei 595 nm
bestimmt, wobei die Messwerte gegen die Extink&imer Probe ohne Protein korrigiert wurden.
Das Erstellen einer Eichgeraden mit einem Protaivtgtrd aus Rinderserum-Albumin Fraktion V

(Merck, Darmstadt) erméglichte die Ermittlung deslanen Extinktionskoeffizienten.

4.4.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE

Die SDS-PAGE diente der Kontrolle der Uberexprassiound der Reinheit von Proteinen sowie
der GrofRenbestimmung von Proteinuntereinheiten. B)ektrophorese erfolgte in 12 %igen,
diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen (7 cr8 gm x 0,075 cm) nach der Methode von
Laemmli (Laemmli, 1970). Abhangig vom Reinheitsgaest Proben wurden zwischen 1 pg und
15 pg Protein pro Spur eingesetzt. Probenvolumen Uherpriifung der Uberexpressionen
wurden dabei mit Hilfe einer Qfy-Proteinrelation abgeschatzt (OD600 = 10,25 mg
Protein/ml). Bei zu grof3en Probenvolumina sowie Pxeiben mit halophilen Proteinen wurde
zusatzlich eine Fallung der Proteine mit 10 % Taokssigsdure (TCA) durchgefuhrt. Alle
Anséatze wurden mit 2,5 pl 1 M Tris-HCI pH 9,0, @5400 mM Dithiothreitol (DDT) und 2,5 pl
Auftragspuffer (250 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,5 % SD&) % Glycerin, 0,5 % Bromphenolblau)
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versetzt, mit Wasser auf ein Volumen von 20 pl afiftit und fur funf Minuten bei 99 °C erhitzt.
Anschlie3end wurden die Proben neben einem Pradiias Protein Unstained Standard (Bio-
Rad) auf das Gel aufgetragen und die Proteine relgkbretisch in einer Mini Protean 3
Elektrophorese Zelle (Bio-Rad, Minchen) getrenaciNElektrophorese erfolgte die Farbung des

Polyacrylamidgels mit dem Farber InstanBlue (Expgdo

4.4.4 Bestimmung des apparenten Molekulargewichtson Proteinen

Das apparente Molekulargewicht der gereinigten,omdknanten Proteine wurde mittels
GroRRen-Ausschlusschromatographie mit einer HiLo&tbA Superdex 200 Gelfiltrationssaule
(GE Healthcare) bestimmt. Dazu wurde ein Probemaeluvon 0,5 bis 2 ml mit einer Flussrate
von 1 ml/min auf die Saule aufgetragen. Proteing dem HMW und LMW Gel Filtration
Calibration Kit (GE Healthcare) dienten als Molekglewichtsstandards. Die Kalibrierung
erfolgte nach Herstellerangaben in 50 mM Tris-HGO mM NacCl, pH 7,5.

4.4.5 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration diente dem Ankonzentrieren vBroteinlésungen wahrend der Reinigung und
erfolgte mit einer 10 ml Ultrafiltrationszelle (Ano) sowie Filtern mit einer Ausschlussgrofie von
10 kDa bzw. 30 kDa (Sartorius). Die gewahlte Auksssgro3e lag dabei unter den apparenten

GroRRen der Untereinheiten der Proteine.

4.4.6 Colorimetrische Bestimmung von 2-Keto-3-DesgxZuckersauren

Die Konzentration von KDR wurde colorimetrisch nhiilfe des Thiobarbitursdure-Tests
ermittelt (Buchanaet al, 1999). Dazu wurden 50 pl Probe mit je 125 pl ddatiosung (25 mM
HJOy) versetzt und fir 20 min bei Raumtemperatur in&cbiAnschlielend wurden 250 pl
Arsenit-Losung (2 % NaAsOin 0,5 M HCI) zugegeben, nach 2 min Inkubation die
ReaktionsgefalRe mit 1 ml 30 %iger Thiobarbitursdauégefullt und fur 10 min bei 100 °C
inkubiert. Die Proben wurden auf Eis abgekuhlt, ¥armin bei 13200 rpm zentrifugiert und im
Anschluss die Extinktion der Proben bei 548 nm gevee. Mit Hilfe eines molaren
Extinktionskoeffizienten von 9,35 mi¢m? konnte dabei die KDR-Konzentration bestimmt
werden.
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4.4.7 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPC)

Die Identifizierung und Quantifizierung von L-Latiand KDR (4.6.1) erfolgte mittels HPLC an
einer Merck Hitachi LaChrom Anlage mit einem Breobsindex-Detektor L-7492 (Merck). Die
Proben wurden 10 min bei 13200 rpm zentrifugieat, dberstand mit einem Spartan 13/30 Filter
(Porengrof3e 0,2 um; Schleicher und Schuell) fitttimd anschlieRend mittels HPLC analysiert.
Dazu wurden jeweils 20 pl Probe Uber eine EC 2530Mleodur C18 Pyramid Séaule (5 um
Partikel, Macherey-Nagel) mit 0,05 %P0, als Laufmittel und einer Flussgeschwindigkeit von
0,25 ml/min bei 30 °C getrennt. Die Identifizierumgn L-Lactat und KDR erfolgte durch einen
Vergleich mit den Retentionszeiten von StandardsazuD wurden unterschiedliche
Konzentrationen an L-Lactat und KDR in Messpuffeldgt und mittels HPLC aufgetrennt. Die
Berechnung der Flachen unter den Peaks des L-L&tdatlards ermoglichte aul3erdem das

Erstellen einer Eichgeraden und die Bestimmund_deactat-Konzentration in den Proben.

4.4.8 Thermal Shift Assays

Die Analysen der Schmelzkurven des Transkriptiandestors RhcR erfolgte mittels Thermal
Shift Assays nach Martiet al.(Martin et al, 2018). Ein Testansatz von 40 pl bestand aus 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0 mit 1,5M KCI, 1 uM rekombinanteRrotein und 5x SYPRO Orange
(Sigma-Aldrich). Um den Effekt von potentiellen higden von RhcR auf die Schmelztemperatur
zu testen, wurden einzelne Ansatze mit 1 mM L-Rhasen L-Rhamnono-Lacton,
L-Rhamnonat, KDR, 2-Keto-3-Desoxgluconat, D-Glucosder D-Fructose versetzt. Die
Aufnahme der Schmelzkurven erfolgte in einem ABO’Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) uUber einen Temperaturgradienten vdn225 °C. Die Temperatur wurde dabei um
1 °C pro Minute erhoht. Die Schmelztemperatur wuadschlieRend mit der Software Origin
2018 unter Verwendung der Boltzmann Gleichung besti Die Messungen erfolgten in drei

unabhangigen Experimenten.
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4.5 Reinigung von rekombinanten Proteinen

Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine wurdéremem Akta FPLC-System (GE Healthcare)
und entsprechenden Chromatographie-Saulen bis pparenten Homogenitat gereinigt. Alle
Proteine wurden als rekombinante Fusionsproteiteemem His-Tag exprimiert, wodurch eine
erste séulenchromatographische Reinigung mittelskeldiNTA-Affinitatschromatographie
ermdglicht wurde. Die zellfreien Extrakte nach Zaflschluss wurden dazu mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf eine 1 ml NWFIA Superflow S&aule (Quiagen)
aufgetragen und gebundene Proteine in einem Stafdiegten mit 20 mM, 150 mM und
500 mM Imidazol eluiert. Fur die anschlieRende @réBusschlusschromatographie wurde eine
geeichte HiLoad 16/60 Superdex 200 Gelfiltrationgs§GE Healthcare) verwendet, welche auch
die Bestimmung des nativen Molekulargewichts detdtne ermdglichte (4.4.4). Die Elution der
Proteine erfolgte dabei mit einem isokratischens&ldei einer Flussgeschwindigkeit von

1 ml/min.

Reinigung halophiler Proteine. Die Zellpellets der homologen Uberexpressiorinvolcanii
H1209 (4.3) wurden in Puffer A (50 mM Tris-HCI, Iy6 KCI, 5 mM Imidazol, pH 8,2)
resuspendiert und mittels Hochdruckhomogenisati@irier French Press Zelle (French Pressure
Cell Press) bei 16000 psi Innendruck aufgeschlofdenSuspensionen wurden bei 4 °C fur 1,5 h
bei 40000 rpm zentrifugiert (Optima L Preparativirdrentrifuge, Rotor Typ 70 Ti, Beckman)
und die Uberstande auf eine mit Puffer A equilitieNickel-NTA-Saule aufgetragen. Die
Elution der Proteine erfolgte mit Puffer B (50 mMsFHCI, 1,5 M KCI, 500 mM Imidazol, pH
8,2), wobei die rekombinanten Proteine spezifiseh1b0 mM Imidazol eluiert wurden. Proben
dieser Protein-Losungen wurden anschlie@end auk exquilibrierte Gelfiltrationssaule
aufgetragen und mit 50 mM Tris-HCI, 1,5 M KCI, ptb&luiert.

Reinigung der RDH, RAD und KDRDH ausV. distributaund der RDH ausS. solfataricus
Die Zellpellets der UberexpressionerEincoli Rosetta (DE3)pLysS (4.3.) wurden in Puffer C (50
mM  Tris-HCI, 300 mM NaCl, 5mM Imidazol, pH 8,2) Igst und mittels
Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Nach Zegation bei 20000 rpm fir 30 min
(Avanti J-25; Rotor JA 25,50, Beckman) wurden diebetstande fur einen ersten
Reinigungsschritt mittels Hitzefallung fur 30 mieib75 °C eingesetzt. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt wurden die Uberstande ankenit Puffer C equilibrierte Nickel-NTA-
Saule aufgetragen und die Zielproteine mit 150 nmividhzol eluiert. Die Proteine aug.
distributa standen im Anschluss fiir biochemische Untersuokmizgr Verfiigung. Die RDH aus
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S. solfatarcicusvurde zusatzlich mittels Groéf3en-Ausschlusschromafdge gereinigt, wobei
Puffer D (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5) dlaufpuffer verwendet wurde.

Reinigung von PKs. Die Zellpellets vonE. coli Rosetta (DE3)pLysSvurden in Puffer C
resuspendiert, die Zellen mittels Hochdruckhomoggion aufgeschlossen und die Extrakte fir
30 min bei 20000 rpm zentrifugiert (Avanti J-25; tBo JA 25,50, Beckmann). Die
hyperthermophilen PKs wurden anschlielend in eieesten Schritt Uber eine Hitzefallung
gereinigt. Die 30 minultige Hitzefallung fur die PKais P. islandicum T. uzoniensisC.
maquilingensis V. moutnovskiaund M. villosus erfolgte bei 75 °C und fur die PK aus
kodakarensidei 80 °C. Nach Zentrifugation wurden die Protésningen der hyperthmophilen
PKs, wie auch der mesophilen PKs édismaripaludisund M. acetivorans fur eine Nickel-
Affinitaitschromatographie mit Puffer C als Laufparffverwendet. Die Elution der PKs erfolgte
dabei mit einer Imidazol-Konzentration von 150 mt Ausnahme der PK auk kodakarensis

wurden die PKs anschlie3end fur eine GréRenaussstitomatographie mit Puffer D verwendet.
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4.6 Charakterisierung von gereinigten Enzymen

Die Enzymaktivititsmessungen erfolgten entwedeeimem kontinuierlichen und optischen
Testsystem an einem beheizbaren Einstrahlphotorfigtieospec 4000, GE Healthcare) oder in
einem Stopptest, wobei die Enzymreaktion im Therdowb (TB2, Biometra) von der
anschlieBenden Detektion entkoppelt wurde. Jedestamsatz wurde vor Substrat und
Enzymzugabe auf die gewlinschte Messtemperatur mtywa&obei der pH-Wert der verwendeten
Puffer auf die jeweilige Messtemperatur eingestedit. Sowohl die Substratreihenfolge als auch
die Enzymmengen wurden variiert, um die Startbarikad Proteinabhangigkeit der Tests zu
Uberprufen. Die k- und VmacWerte wurden mit der Software Origin 2018 (Origafl
Corporation) bestimmt. Hyperbole Kinetiken wurdeabei nach Michaelis-Menten und
sigmoidale Kinetiken nach der Funktion von Boltzmausgewertet. Die Enzymaktivitat 1 Unit
(V) wurde als die Bildung von 1 pmol Produkt pronMie definiert.

4.6.1 Charakterisierung von Pyruvat Kinasen

Die Enzymaktivitditsmessungen zur CharakterisiedsrgPKs erfolgten photometrisch in einem
optisch gekoppelten Test. PKs katalysieren die AbRangige Umsetzung von PEP zu Pyruvat
und ATP. Diese Reaktion wurde mittels einer Lakatiydrogenase (L-LDH 107069 from pig
heart oder L-LDH 10127884001 from rabbit musclecly), die Pyruvat zu L-Lactat reduziert,
an die Oxidation von NADH gekoppelt und die NADH+#dhme bei 340 nm gemessen. Mit Hilfe
des molaren Extinktionskoeffizienten fir NADHs4 = 6,2 mM'cm™) konnte im Anschluss die
spezifische Aktivitat berechnet werden. Dabei wugde/éhrleistet, dass die verwendete LDH in

den Messansétzen nicht limitierend vorlag.

Die Messungen erfolgten bei 65 °C, oder im FallRlés ausvl. maripaludisundM. acetivorans
bei 37°C, in einem kontinuierlichen Testsystem. digkch zur Bestimmung des
Temperaturoptimums wurde fir Messungen Uber 60iiQ@liskontinuierlicher Test verwendet.
Ein Standard-Messansatz bestand aus 0,3 mM NADRHILBH sowie PEP, ADP und Mgg&in
einzelnen Ansatzen wurde die ADP- und PEP-Konzeatra zur Aufnahme von
substratabhangigen Sattigungskinetiken variier&dem wurde der Einfluss der allosterischen
Effektoren 3PG, AMP, FBP und R5P auf die Enzymatéivder PKs in Testansatzen mit
limitierenden PEP und/oder ADP-Konzentrationen rsueht. Dazu wurden die PK-Reaktion
gestartet und nachdem eine ausreichend lange RadeefBestimmung der Enzymaktivitat ohne
Effektor abgelaufen war, die Ansétze mit den emeelpotentiellen Effektoren versetzt. Die

Konzentration der Effektoren wurde in einzelnen &iiien variiert, um die Abh&ngigkeit der
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Stimulierung von der Effektor-Konzentration zu ustehen. Im Folgenden sind die

Konzentrationen an ADP, PEP und Mg@¢r Testansatze fur die einzelnen PKs beschrieben.

PK aus P. islandicum Die Aufnahme der kinetischen Parameter erfolgteT@stansatzen
bestehend aus 50 mM Bis-Tris pH 6,2, 5 mM MgQImM ADP und 1 mM PEP. Der Einfluss
von Phosphat auf die Enzymaktivitat wurde mit 1 iNBHPO4 getestet.

PK ausT. uzoniensisDie Ansatze zur Untersuchung der kinetischen Paeamsetzten sich aus
100 mM Bis-Tris pH 6,2, 15 mM Mggl10 mM ADP und 10 mM PEP zusammen. Die Ansétze
zur Untersuchung der allosterischen Regulierbameibhielt 15 mM MgG, 10 mM ADP und

1 mM PEP, wobei die potentiellen allosterischerelfiren mit einer Konzentration von 2 mM

getestet wurden.

PK aus C. maquilingensis Die Charakterisierung der PK erfolgte in Ansatzeit 50 mM
Triethanolamin pH 7,0, 10 mM Mgg&Il5 mM ADP und 6 mM PEP. Um die Abhangigkeit der PK
von monovalenten Kationen zu priufen, wurden eireeMmsatze zusatzlich mit 10-50 mM
Kalium versetzt. Der Effekt der potentiellen alkrsschen Effektoren (je 2 mM) wurde in
Ansatzen mit 10 mM MgGJ 6 mM ADP und 0,5 mM PEP analysiert.

PK aus V. moutnovskia Die PK wurde in Testansatzen mit 50 mM TriethanahapH 7,0, 15
mM MgCl;, 5 mM ADP und 10 mM PEP auf ihre kinetischen Eggmaften untersucht.
Allosterische Effektoren wurden mit einer Konzetioa von 2 mM bei 25 mM MgGJ 3,75 mM
ADP und 0,25 mM PEP gepriift.

PK aus Cand. C. subterraneumDie kinetischen Parameter der PK wurden in Testaesa
bestehend aus 50 mM Triethanolamin pH 8,0 mit 10 M§Cl>, 2,5 mM ADP und 7 mM PEP
bestimmt. Die allosterische Regulierbarkeit der wltde in Ansatzen mit 10 mM Mg¢;10,4
mM ADP und 0,4 mM PEP untersucht, wobei die Effe&toin einer Konzentration von 2 mM
eingesetzt wurden. Au3erdem wurde die Thermostéibder PK tber 2 h bei 70, 75 und 80 °C
untersucht. Die 50 pl Messansatze enthielten 0Brptgin in 50 mM Bis-Tris pH 6,2 und wurden
im Thermocycler (T3000 Thermocycler, Biometra) préshend der zu untersuchenden
Temperaturen inkubiert. Zu unterschiedlichen Zailgtan wurden Proben entnommen, 2 min auf
Eis inkubiert, anzentrifugiert und die Enzymaktiiim kontinuierlichen Testsystem bei 65 °C

wie beschrieben bestimmt.

PK aus P. aerophilum Die rekombinante PK au®. aerophilunmsowie die entsprechenden PK-

Mutanten wurden mir freundlicherweise von der Atbgriuppe Schdnheit zur Verfigung gestellt.
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Die Charakterisierung der PK erfolgte in Ansatzeéh58 mM Bis-Tris pH 6,0, 5 mM MgG] 2
mM ADP und 3 mM PEP. Der Effekt

PK aus Cand. K. cryptofilum Die Ansatze zur Untersuchung der kinetischen Pamme
bestanden aus 50 mM Bis-Tris pH 6,2, 10 mM MgC0 mM KCI, 3 mM ADP und 3 mM PEP.
Die Ansétze zur Untersuchung der allosterischeruReEtyarkeit enthielt 10 mM MgGJ| 3 mM
ADP und 0,4 mM PEP, wobei die potentiellen allastdren Effektoren mit einer Konzentration
von 2 mM getestet wurden.

PK ausP. furiosus Die rekombinante und gereinigte PK a&ugfuriosuswurde mir freundlicher
Weise von der AG Schonheit zur Verfliigung gesteli. Ansatze zur Bestimmung der kinetischen
Konstanten setzten sich aus 50 mM Bis-Tris pH5,®M ADP, 10 mM PEP und 4 mM Mg£l
zusammen. Die allosterischen Effektoren (2 mM) weuardiit 0,5 mM ADP, 1 mM PEP und 4
mM MgCl. gepruft.

PK ausT. kodakarensisDie PK wurde in Testansatzen mit 50 mM Bis-Tris §/d und 5 mM
ADP, 2,5 mM PEP sowie 5 mM Mgg&untersucht. Der Einfluss der potentiellen allastdren
Effektoren (je 2 mM) auf die Enzymaktivitat wurdeAnsatzen mit 5 mM MgGJ| 2,5 mM ADP
und 0,2 mM PEP analysiert.

PK ausM. jannaschii. Das rekombinante Enzym wurde mir von der AG Schifizie Verfligung
gestellt. Die Bestimmung der kinetischen Parametéolgte in Testansatzen bestehend aus
20 mM Bis-Tris pH 6,0, 2 mM ADP, 2 mM PEP und 6 mMgCl.. Die allosterische
Regulierbarkeit der PK wurde mit 1 mM der jeweiligaotentiellen Effektoren in Ansétzen mit
2mM ADP, 0,25 mM PEP und 6 mM MgCliberprift. Darlber hinaus wurde das
Temperaturoptimum der PK zwischen 25 °C und 95nit@énsucht. Die Messungen von 25 °C bis
60 °C erfolgten im kontinuierlichen Testsystem wirgehend beschrieben. Die Messungen von
65 °C bis 95 °C wurden in einem diskontinuierlichegstsystem durchgefiihrt. Dazu wurden fur
die PK-Reaktion 1,25 ml Ansatze bestehend aus 2RER, 6 mM MgCGl und 2 mM ADP in

20 mM Bis-Tris pH 6,2 bei der jeweiligen Messtengter im Thermoblock (Thermomixer
comfort, Eppendorf) inkubiert und beim Erreicherr ddesstemperatur die Reaktion durch
Zugabe von Protein gestartet. Zu definierten Ze{@h — 180 s) wurden je 250 pl aus jedem
Testansatz entnommen und die Reaktion durch Zugab@50 pl eisgekihlter Detektionslésung,
bestehend aus 50 mM Triethanolamin pH 7,5 (25 0),mM NADH und 5 U LDH, gestoppt.
Nach einer Inkubation der Ansatze fur 5 min beiRemperatur konnte die PK-Aktivitat durch
Messung der Pyruvat-abhangigen Oxidation von NADG# 310 nm im Photometer bestimmt
werden. Aul3erdem wurde die Thermostabilitat de(BK5 pg je 50 pl Ansatz) fur 2 h bei 70 °C,
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80 °C und 95 °C bestimmt. Die Messansatze wurdeflermocycler (T3000 Thermocycler,
Biometra) bei den zu untersuchenden Temperatufarbiert und zu definierten Zeiten Proben
entnommen und 2 min auf Eis inkubiert. Nach Anzérgation wurde die Enzymaktivitat im

kontinuierlichen Testsystem wie beschrieben bestimm

PK ausM. villosus Die PK wurde bei pH 7,0 in 50 mM Triethanolaminensucht. Die Ansatze
zur Aufnahme der kinetischen Parameter enthielterVbADP, 5 mM PEP und 10 mM Mggl
Die Ansatze zur Analyse der allosterischen Regutagnthielten 5 mM ADP, 0,25 mM PEP und

10 mM MgCb. Die allosterischen Effektoren wurden in einer Eemtration von 1 mM geprift.

PK aus M. maripaludis. Die Charakterisierung der PK erfolgte in Ansata@h50 mM Bis-Tris
pH 6,0, 5 mM MgC, 2 mM ADP und 3 mM PEP. Der Effekt der potentieli@losterischen
Effektoren (je 2 mM) wurde in Ansatzen mit 5 mM MgC2 mM ADP und 0,1 mM PEP

analysiert.

PK aus M. acetivorans Die PK wurde in Testansatzen mit Triethanolaminfblund 5 mM
ADP, 3mM PEP und 5 mM Mgegluntersucht. Der Einfluss der potentiellen alldst#ren
Effektoren (je 2 mM) auf die Enzymaktivitat wurde Ansatzen mit 5 mM MgG| 5 mM ADP
und 0,25 mM PEP analysiert.

4.6.2 Charakterisierung von Enzymen des Rhamnose-Abus

Die Enzyme ausH. volcanii wurden bei 42 °C und die Enzyme a8ssolfataricusund
V. distributabei 72 °C charakterisiert.

Rhamnose-Dehydrogenasen. Die  Aktivitaiten der RDHs, welche die NAD bzw.
NADP*-abhangige Oxidation von Rhamnose katalysiertend@min einem kontinuierlichen Test
uber die Zunahme der Extinktion bei 340 nmed = 6,2 mM'cm?) gemessen. Die
Charakterisierung der RDH atis volcanii erfolgte in Ansétzen mit 100 mM Tris-HCI, pH 8,4,
1,5 M KClI, 15 mM L-Rhamnose und 1,5 mM NADJm die Aktivitat der RDH mit NADPzu
testen, wurde NADdurch 0,5-20 mM NADPersetzt. Die Substratspezifitat der RDH wurde mit
5 und 15 mM der Zucker L-Mannose, D-Glucose, D-tose, D-Galactose, L-Fucose, D-Ribose,
D-Xylose sowie L- und D-Arabinose getestet.

Die RDH ausV. distributawurde in Anséatzen bestehend aus 100 mM Bis-Trig gHnit 5 mM
L-Rhamnose und 8 mM NADuntersucht. Um die Aktivitat der RDH mit weiternckern zu
prifen, wurde den Ansatzen anstelle von L-RhamrmtieeZucker D-Glucose, D-Fructose,

D-Galactose, L-Fucose, D-Xylose, D-Ribose sowieiBd L-Arabinose zugesetzt.
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Die Aktivitdtsmessungen mit der RDH a8s solfataricuserfolgten in Ansatzen mit 100 mM
HEPES-KOH, pH 7,5 sowie 2 mM L-Rhamnose und 0,4 NWWDP".

Rhamnonolactonase. Die Aktivitat der RNL ausH. volcanii wurde mit Hilfe des
p-Nitrophenol-Tests (Hucho & Wallenfels, 1972) etwit. Dabei wurden die bei der Hydrolyse
von Lactonen freiwerdenden Protonen als pH-Werstigiebung der Reaktionsansatze uber den
pH-Indikator p-Nitrophenol nachgewiesen. Der Naciswerfolgte photometrisch in einem
kontinuierlichen Test bei 405 nm. Die Charakterisng erfolgte in 1 ml Ansatzen bestehend aus
50 mM Tris-HCI, pH 7,5 mit 1,5 M KCI, 0,125 mM p-tophenol und 15 mM L-Rhamnono-
-Lacton. AuRerdem wurden L-Rhamnohdacton, D-Glucono-Lacton, L-Arabinot-Lacton,
D-Xylono-! -Lacton, D-Galactond-Lacton und D-Ribond-Lacton als alternative Substrate der
RNL mit Konzentrationen von 5-15 mM gepruft. In Atsen ohne Enzym wurde die spontane
Hydrolyse der Lactone bestimmt und die RNL-Aktivitim diese Rate korrigiert. Uber eine
Eichgerade mit definierten HCI-Konzentrationen waufdr p-Nitrophenol unter den gewahlten

Bedingungen einssvon 0,806 mMcm?® bestimmt.

Rhamnonat Dehydratase Die RAD-Aktivitat wurde als L-Rhamnonat abhangigédung von
2-Keto-3-Desoxy-Rhamnonat (KDR) in einem diskonignlichen Test bestimmt. Dazu wurden
Reaktionsansatze mit einem Volumen von 0,25-1 mDOfiis 180 min in einem Thermoblock
(TB2, Biometra) bei 42 °CH. volcani) bzw. 72 °CV. distributg inkubiert, zu definierten Zeiten
Proben von 100 pl enthommen und die Proteine ddugabe von final 6 % Trichloressigsaure
(TCA) gefallt, um die Reaktion zu stoppen. Dies@@bdtes wurden anschliel3end bei 13200 rpm
zentrifugiert und die Uberstande fir die Bestimmudgr KDR-Konzentration mittels
Thiobarbiturséduretest eingesetzt (4.4.6).

Die Aktivitdt der RAD audH. volcaniiwurde in 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 mit 1,5 M KCI, 1AM
MgCl>und 15 mM L-Rhamnonat bestimmt. Zur Charakterisigrdes Substratspektrums wurde
L-Rhamnonat durch D-Xylonat, D-Ribonat, L-Arabingnd@-Gluconat, D-Galactonat und
D-Galacturonsaure ersetzt. Die Bestimmung der isce¢n Parameter von Mg@&rfolgte mit O-
20 mM MgCb und 15 mM L-Rhamnonat im Test.

Die RAD ausV. distributawurde in Versuchsansatzen bestehend aus 0,1 Mr&ispH 7,0 mit
10 mM MgChk und 10 mM L-Rhamnonat untersucht. Neben L-Rhamihomarden die
Zuckersauren D-Xylonat D-Ribonat, L-Arabinonat, D4@nat und D-Galactonat als Substrat
der RAD getestet.
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2-Keto-3-Desoxyrhamnonat Dehydrogenase. Die KDRDH-Aktivtaten wurden im
kontinuierlichen Testsystem als NABbhangige Oxidation von KDR am Photometer bei 340 n
gemessen §40 = 6,2 mM'cm?). Es wurden Testansitze mit einem Volumen vonn®,5

verwendet.

Der Testansatz fur die KDRDH atis volcaniienthielt 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 mit 1,5 M KCl,
2,5 mM KDR und 2 mM NAD. Die Aktivitat der KDRDH mit NADP wurden in Ansatzen mit
bis zu 5 mM NADP analysiert.

Fir die Untersuchung der Aktivitat der KDRDH avisdistributawurden Ansatze bestehend aus
0,1 M Bis-Tris, pH 7,0 mit 0,5 mM KDR und 5 mM NADRerwendet.

Da KDR nicht kauflich zu erwerben ist, wurde esyenatisch aus L-Rhamnonat mit Hilfe der
RAD ausH. volcaniihergestellt. Dazu wurden Ansatze bestehend aud 0yds-HCI, pH 8,0 mit
150 mM L-Rhamnonat, 5 mM Mgg&11,5 M KCl und 80 mU RAD bei 42 °C fur 12 h inkeht.
Anschlie3end wurden die Ansatze flr eine Ultradtion (4.4.5) eingesetzt, um die Proteine aus
den Losungen zu entfernen. Die Bestimmung der KRIRZ€ntration in den Ansétzen erfolgte
enzymatisch mit Hilfe der KDRDH aull. volcanii Dabei wurde die vollstandige NAD
abhangige Umsetzung von KDR zu DKDR im Photome#eB40 nm bestimmt. Die Messungen
wurden bei 42 °C in 1 ml Anséatzen bestehend auMOrtis-HCI, pH 8,0 mit 1,5 M KCI, 5 mM
NAD™ und verschiedenen Konzentrationen an KDR durcligef&s wurde dabei gewahrleistet,
dass NAD im Uberschuss vorlag. Die Extinktion der Probemrdeubei 340 nm bestimmt {E
und die Reaktion durch Zugabe von 120 mU KDRDH ay#st. Nach 10 min Inkubation war
KDR vollstandig oxidiert und die Extinktion wurderneut bestimmt (B. Mit Hilfe des
Extinktionskoeffizienten von NADH §40 nm= 6,2 mM* cm?) konnte die KDR-Konzentration

ermittelt werden.

2,4-Diketo-3-Desoxyrhamnonat Hydrolase Die DKDRH ausH. volcanii wurde in einem
Stopptest untersucht. Dabei erfolgte die Messund=deymaktivitéat in einem gekoppelten Test,
indem DKDR lber die NADabhangige Oxidation von KDR durch die KDRDH #lisvolcanii
gebildet und anschlielend von der DKDRH in Pyruwatl L-Lactat gespalten wurde. Der
Messansatz von 250 pl bestand aus 0,1 M Tris-HEB,0 mit 1,5 M KCI, 10 mM KDR, 10 mM
NAD* und 10 mM MgCl. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 144 mU RBIRaus

H. volcanii und 30 pg DKDRH gestartet und die Ansatze fur G:32ei 42 °C inkubiert. Zu
ausgewahlten Zeiten wurden 60 ul Proben der Resditsatze entnommen, die Proteine durch
Zugabe von final 6 % TCA gefallt und die Reakti@udrch gestoppt. Die Bestimmung von KDR
und L-Lactat erfolgte anschlieRend mittels HPLG (4.).
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4.7 Bioinformatische Sequenzanalysen von Proteinen

Die Sequenzalignments wurden mit ClustlX 2.1 unerwendung der Standardeinstellungen
erstellt (Larkinet al, 2007) und mit Hilfe von ESPRIPT dargestellt (Radl& Gouet, 2014). Die
Vorhersage von Sekundarstrukturelementen von iResteerfolgte Uber die Online-Software
PSIPRED (Bucharet al, 2013). Der phylogenetische Stammbaum der RAD Husgolcanii
wurde nach der Maximum Likelihood Methode mit deft¥are Mega V.7 konstruiert, wobei
ein mit ClustlX erstelltes Alignment als Basigidie (Kumatet al, 2016). Die Einordnung von
Proteinen in Protein-Familien erfolgte mit Hilfes online-Toolsconserved domain search
(Marchler-Baueet al, 2015).
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5 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei aktuelle destellungen zum Zuckerstoffwechsel in
Archaea behandelt. Zum einen wurden die Pyruvat$@n aus verschiedenen Gruppen von
Archaea charakterisiert und insbesondere auf ifwstarische Regulierbarkeit untersucht. Zum
anderen wurde der Abbau des Desoxy-Zuckers L-Rhaenmodem Haloarchaedth. volcanii
sowie in den Crenarchaeota distributaund S. solfataricusanalysiert. Die dabei erzielten

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellit.

5.1 Pyruvat Kinasen aus Archaea

Pyruvat Kinasen (PKs) aus Eukarya und Bacteria gutduntersuchte Enzyme, die in der Regel
die Substrate PEP und/oder ADP kooperativ bindehdurch die Zuckerphosphate FBP oder
AMP positiv allosterisch reguliert werden (Juriedal, 1998, Waygoocet al, 1975). In der
Doméane der Archaea sind nur wenige PKs aus hypertdphilen und thermoacidophilen
Crenarchaeota charakterisiert und diese werdert diotth klassische Effektoren aus Eukarya
und Bacteria allosterisch aktiviert (De la Vega-Ret al, 2015, Johnseat al, 2003, Schramm
et al, 2000, Solomonset al, 2013). Kuirzlich wurde die Struktur der PK aus dem
hyperthermophilen Archaedh aerophilumeinem Vertreter der Thermoproteales, aufgekiéait u
gezeigt, dass das Enzym mit 3-Phosphoglycerat (3&)neuartigem Typus von Effektor
allosterisch reguliert wird (Solomoms al, 2013). Mit Hilfe vonunbiased dockindnalysen von
Christopher Davies wurde auf3erdem ein Modell fia Bindung von 3PG im allosterischen
Zentrum der PK auB. aerophilumerstellt, wonach ein Serin-381 und ein Tyrosin-428der
Phosphatgruppenbindung von 3PG und drei ArginindeamPositionen 359, 389 und 451 an der
Bindung der Carboxylgruppe von 3PG beteiligt sedmriken (Abbildung 8) (Solomoret al,
2013). Die generelle Beteiligung dieser Reste arB&&-Bindung konnte bereits mit Hilfe von

ersten ortsspezifischen Mutageneseexperimentedtiggsterden (Solomonst al, 2013).
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Abbildung 8 Strukturmodell der 3PG-Bindetasche derPK aus P. aerophilummit gebundenem 3PGDas
Modell der Bindung von 3PG im allosterischen Zemtrder PK aud$. aerophilumwurde basierend auf der
Kristallstruktur der PK mit Hilfe vominbiased dockingnalysen von Christopher Davies erstellt.

5.1.1 3-Phosphoglycerat-Bindung im allosterischen ehtrum der PK aus Pyrobaculum

aerophilum

Um das Modell der 3PG-Bindung im allosterischen tden der PK audsP. aerophilumzu
unterstitzen, wurde in der vorliegenden Arbeit tsueht, ob die Reste der 3PG-Bindung an der
Bindung der Phosphat- oder der Carboxylgruppe \R@ Beteiligt sind. Dazu wurde der Effekt
von freiem Phosphat auf die Aktivitat der PK &usaerophilungetestet und mit dem Effekt auf
PK-Mutanten verglichen, in denen einzelne Reste 3RG-Bindung mittels ortsspezifischer
Mutagenese ausgetauscht wurden (Tabelle 6). Zusammie vorangegangenen Analysen
konnten dabei folgende Ergebnisse erbracht weiienAktivitat der Wildtyp PK wurde durch

1 mM Phosphat um 70 % inhibiert. Hingegen betrug hosphat-Inhibierung einer Y428A-
S381A-Doppelmutante nur 19 % und einer Y428A- b3881A-Einzelmutante nur 55 % bzw.
33 %, was darauf hindeutet, dass diese Aminoséamater Phosphatbindung und damit an der
Phosphat-Inhibierung beteiligt sind. In den ArgiMintanten R359A, R389A und R451A
entsprach die Phosphat-Inhibierung der des Wildtyas bedeutet, dass diese Reste vermutlich
nicht an der Phosphatbindung und damit vermutlicider Carboxylgruppenbindung von 3PG
beteiligt sind. Diese Ergebnisse sind in Uberemstiing mit dem aufgestellten Modell der 3PG-

Bindung im allosterischen Zentrum der PK &userophilum(Abbildung 8).
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Tabelle 6 Inhibierung der Aktivitdt der PK aus P. aerophilum durch Phosphat im Vergleich zu PK-
Mutanten. Die Messungen erfolgten mit 5 mM MgCP mM ADP und 1 mM PEP. Der Effekt von freiem
Phosphat wurde mit 1 mM MdPQ, getestet'AG Schénheit.

PK Vmax (U/mg) Phosphat- Inhibierung (%)
- POZ + PQZ
Wildtyp 20,1 4,8 76
Y421A 36,5 16,4 55
S381A 18,4 15,0 33
Y421A-S381A 38,2 30,9 19
R389A 15,9 4.8 68
R359A 16,6 5,2 70
R451A 16,6 4,1 75

5.1.2 Die PKs aus Thermoproteales enthalten ein kearviertes 3PG-Bindemotiv

Ausgehend von der PK ats aerophilumwurden in dieser Arbeit Sequenzvergleiche mit den
PKs von weiteren Vertretern der Thermoprotealesesomit PKs aus verschiedenen archaeellen
Gruppen durchgefuhrt (Abbildung 9). Es konnte ggizeierden, dass die funf an der Bindung
von 3PG beteiligten Aminosauren der PK &usaerophilumin den PKs der Thermoproteales
P. islandicum Thermoproteus tenaxT. uzoniensisund C. maquilingensiskonserviert sind
(Abbildung 9). Die PK au3. uzoniensisveist dabei einen konservierten Austausch an iBosit
435 von Arginin zu Lysin auf. Das Vorhandenseiemflinf Reste in diesen PKs deutet auf eine
allosterische Aktivierung der Enzyme mit 3PG hininé&e Ausnahme innerhalb der
Thermoproteales bildet die PK aué. moutnovskia der alle drei Argininreste fir eine
3PG-Bindung fehlen, weshalb das Enzym vermutlidhihBPG-aktiviert ist (Abbildung 9). In
den PKs weiterer hyperthermophiler Archaea der wigaeota, Korarchaeota und
Thermococcales sowie in den PKs aus hyperthermamphind mesophilen methanogenen
Archaea konnte das komplette Bindemotiv der 3PG3&mg nicht identifiziert werden, was gegen
eine allosterische Aktivierung dieser Enzyme mitG3Bpricht (Abbildung 9). Um diese
Vorhersagen zu prifen, wurden im Rahmen der vartidgn Arbeit ausgewdahlte PKs aus den
verschiedenen archaeellen Gruppen charakterisiait insbesondere auf ihre allosterische
Regulation mit 3PG untersucht. Auf3erdem wurderPéie auf ihre allosterische Regulierbarkeit
durch die Zuckerphosphate FBP, AMP und R5P geprdift.
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Thermoproteales

Pae ---------- QSPLLONSRDRFAKGLVELAQDLGANILVF-SMS €T ARRIAKFRERGVVYVGTPNVRV. VWALEPLYIPAE------- NYEBGLEKLISLKGT------- LY RGG----VHSVKVKL-----------m-o--- 461
Pis ----------KLPSPGDVRDRFARGLVEMAHDIGAVILVY-SMS eT| AKRIAKFRELNVVHVGTPDVKTAIMSLIWALQPAYIPAN-------SYEBGLEKLIASRGS------- LY RGG----VHLVKVMF-- --- 448
Tte --- -KAASPADARDRFAKAVVDMAEDMGGEIAVY-SM €T AKRIAKFREMTTVYVGVNERRLARELIWGLEPVVVPAH-------TYBEGLERLLSRFSD UYELRGG----THTIKLRLPE-- ---- 446
Tuz --- --GRPSPANARDKFAEAVADMAADLGADIAVY-SM €TLAKRVAKFIEPVKIFAGVKEASVA LIWGVEPLLLPAQ------- TYBEGLEKLMARFPD UYELEGG----VHTIKINIKD--- -- 447
Cma ------PGFRADSSVFDERMRFALGVAELADSIGAKIVVF-TEKS [ELTIAVRLSRYIFRVQILAGTPSEAVF LLWGVESRVINDQ------- DYBKGMVDTLNEYIKEGLIKHGDLVVIY[ELRPNVSEYEHVIKLIRA--------------=--- 456
Vmo --------- VERDVMANITDRLALGIVQLAEDIGAKIVIY-SRG ERFVEAISRYHgRVPTYVGVSDERIM LYWGVEPILIGNIR------ EYDEGERETLNQLIRGGLIAKGDLVLL YJHeVIDTYNDYS--IRILRV------------------ 455
Aigarchaeota

Csu ------- PRRALPPSAEVVDRFALAVVNLAESLAAKIAIF-TIN | ENNARRIARFHEVSGIIAATPNHDVVPAMLLWGVTPLLLEAQ------- SYBEGLEKLEKKLEEERLAEPGDTYVIYELVEEP---IHIVKMKKFM----------------- 453
Thermococcales

Pfu SFGLSRIREFMEIKKGTIKHEAITRSIIDAICTIDIKFILTPTRT ERTARLISRFKIgKQWILAFSTNERVC FSYGVYPFCLEEG------- FDENDIVRLIKGLGLVE---SDDMVLM JEEKPIEKTVGTNSIKIFQIA----------------- 477
Tko EWKMSELRG-TRPTKGTIEDAITRSIIEALNSIDIKYILTPT €CQTARLIARFKIgKQWVLAFVTDEWV SYGVYPFLVEDT------- SEE-EILRVITGLGLVD---EGDTVLL |KETPIGKTAGTNTIRIFNV------------mmo-- 478

Korarchaeota
Ker ------ LESRLDFPVDNIPSFIGKAAVEASEILKCPVIFCFTYS |  [€YTARHVARHEKARIIALSSNKRTSQIETLTWGVETIDVTGD-------- LDEALSYALSYCMDRGILSEEDRIVV JY€HPHGEAK-TNTLRILSVRELQRAGTPKPSEITGPS 491

Methanococcales/ Methanosarcinales

Mja = ------ee- RVCLEVESIDEGLVYAVYELYKKLNTKLVITPTY ERTAKLISKLRINSKIIAPTPNIRTLKR MRLVWGVESCLMEEFD------ DMEKIINTCREMAKKEIGKG---IYLI PLEHPIGQKK-TNTIKVES]|----------------- 447
Mvi ------- IRKTDLDVFNVEEGLAYAVSSLYKKLPIKLTITPTYS ERTRKIISKLRK--RIIAPTPNINTLRK [BKLVYGVESCLMEEFN------ NIDNIISACREIAKKEIGSG---LYLLVF  [€HPIGERK-SNTIKVESI-- 434
Mmp - EIEFEEHSIYSGIAYAVEALSKKLNPKIVITPTTS GKTP*ISKFRFNSPIIALAPENIVFR RLVWGVIPIKIDEIG------| DVDEVLEISKKIAKNIIDSG---IYVV LeHPKGEKK—TNVIKVESI———— - 487
Mac  ----DTMLKGITAQKMSVDEVIALQVHEALQKLPVAVVLTPTREATPRRLSRFEEPWILAFTRFPKTC LSYGVYPIIVKEVS------ ENWETETTEKAKELGFAKSGE--LVVF I€PASGKPGGTNMLKILTLD--------=------- 489

Abbildung 9 Aminosauresequenzalignment der C-Domame von ausgewdhlten PKs der Thermoproteales, Aigareeota, Thermococcales, Korarchaeota,
Methanococcales und Methanosarcinale®ie an der Bindung von 3PG beteiligten Aminosauter PK au$. aerophilum(S381, Y428, R359, R389 und R451) sowie deren
homologe Reste in anderen PKs sind im Alignmentratkiert. Das vollstandige Motiv fur die 3PG-Bimduist nur in Organismen der Ordnung Thermoprogeatehanden.
NCBI Accession-NummerrRyrobaculum aerophilurfPae) AAL63053Pyrobaculum islandicur(Pis) ABL88277 Caldivirga maquilingensi§Cma) ABW01421Thermoproteus
tenax(Tte) AAF06820;Thermoproteus uzoniengifuz) AEA13068;Vulcanisaeta moutnovsk{mo) ADY01769;Candidatus Caldiarchaeum subterrane@@su) BAJ50662;
Candidatus Korarchaeum cryptofilufidcr) B1L381;Pyrococcus furiosu@fu) AAL81312;Thermococcus kodakarengisko) BAD02412 Methanocaldococcus jannasckiija)
AAB98090; Methanocaldococcus villosMvi) ENN95729;Methanococcus maripalud{®#mp) CAF31161Methanosarcina acetivoran®lac) AAM07241.
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5.1.3 Reinigung der archaeellen PKs

Die pykGene aus den zu analysierenden archaeellen PKemalie eine Gengrof3e von ca. 1500
Nukleotiden auf und kodieren fiir Proteine mit €20 Biminosauren, was einer kalkulierten Masse
von etwa 50 kDa entspricht. Dpyk Gene wurden in Vektoren der pET-Serie kloniert drel
PKs inE. coli Rosetta (DE3)pLysS bei 15 °C oder 37 °C uberexprimHyperthermophile PKs
wurden in einem ersten Schritt Gber eine Hitzefdlbei 75-85 C gereinigt, um Wirtsproteine
ausE. coli zu denaturieren und anschliel3end wurden die Hypernophilen PKs, wie auch die
mesophilen PKs, saulenchromatographisch tber NisKelitatschromatographie und
Superdex-Grolenausschlusschromatographie bis pareagen Homogenitat gereinigt. Mittels
SDS-PAGE wurde fur die PKs ein Molekulargewicht démtereinheiten von etwa 50 kDa
bestimmt (Tabelle 7 und 8). Mit Hilfe der geeich&uperdex-GroéfRenausschlusschromatographie
konnte das Molekulargewicht der PKs unter nativediBgungen mit etwa 200 kDa ermittelt
werden (Tabelle 7 und 8). Daraus ergibt sich farididieser Arbeit untersuchten PKs eine homo-
tetramere Struktur. Der homotetramere Aufbau isie éVoraussetzung fur die kooperative
Substratbindung und die allosterische Regulierbavia PKs.

5.1.4 Die PKs aus Thermoproteales werden mit 3PGlasterisch aktiviert

Kinetische Eigenschaften.Die Aktivitaten der PKs aus den ThermoprotedPesslandicum

T. uzoniensis C. maquilingensisund V. moutnovksiawurden bei 65 °C gemessen und die
kinetischen Parameter bestimmt (Tabelle 7). DieyRwz katalysierten die ADP-abhangige
Umsetzung von PEP zu Pyruvat mit spezifischen Attien zwischen 170 und 260 U/mg. Die
Abhéngigkeit der Enzymaktivitat der PKs von der AR®&nzentration folgte einer Michaelis-
Menten-Kinetik. Mit PEP zeigten die Enzyme ads islandicum T. uzoniensisund

C. maquilingensissigmoidale Sattigungskinetiken, was auf eine koajpex Bindung des
Substrates PEP hindeutet (Abbildung 10). Demgegamiiies die PK au¥. moutnovskianit
PEP eine hyperbole Sattigungskinetik auf, was geges kooperative Bindung von PEP spricht
(Abbildung 10).

Allosterische EigenschaftenDie allosterische Regulierbarkeit der PKs durckaoate positive
Effektoren, durch 3PG, FBP und AMP, wurde bei liexénden PEP-Konzentrationen (0,25 bis
1 mM) getestet. Dazu wurde zunéchst die Aktivitat ®Ks ohne Effektor gemessen und
anschlieBend die Regulierbarkeit durch Zugabe ffektirs geprift. Die PKs al’. islandicum
T. uzoniensiaund C. maquilingensisviesen eine Steigerung der PK-Aktivitat um das & b
8-fache mit2 mM 3PG auf. Die sigmoidalen Sattiggkngetiken mit PEP &nderten sich in
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Gegenwart von 3PG hin zu einem hyperbolen Verlaofjurch sich der §Wert fiur PEP um
das 2- bis 4-fache verringerte (Tabelle 7, Abbilglu®). Demgegeniber wurde die PK aus
V. moutnovskiamit 3PG nicht allosterisch aktiviert. Keine der tensuchten PKs aus
Thermoproteales konnte durch die klassischen Kifektaus Bacteria und Eukarya, FBP, AMP
und R5P in ihrer Aktivitat gesteigert werden. Nig BK ausC. maquilingensigeigte eine leichte
Aktivierung mit FBP, die jedoch nur 25 % der 3PGtiderung betrug, weshalb dieser Effekt

vermutlich nicht physiologisch ist.

Abbildung 10 Abhéangigkeit der Enzymaktivitat von der PEP-Konzentration ohne Effektor ( ) sowie in
Gegenwart von 2 mM 3PG () der PKs aus (A)P. islandicum (B) T. uzoniensis(C) C. maquilingensisund
(D) V. moutnovskia
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Tabelle 7 Molekulare und kinetische Eigenschaftena PKs aus Thermoproteales im Vergleich zu den
PK-Mutanten. Die Messungen erfolgten bei 65 °C und pH &g, Substrat- bzw. Effektorkonzentration bei
halbmaximaler Enzymgeschwindigkeit. N.b., nichttimesit. Standardabweichungen wurden aus Triplikaten
kalkuliert.

PK Vmax (U/Mg) SsPEP (mM) $,53PG So,5ADP Untereinheit/
(mM) (mM) Holoenzym
(kDa)
- 3PG +3PG - 3PG +3PG
P. islandicum 1034+46 1785%x41 2,1+06 0,57 +0,06 n.b. 2,53+0,37 48,8 /225
T. uzoniensis 142,7+149 207,7+4,1 33+064 16+031 0,2 39%14 48,3 /220
Y412A 1471 179,4 2,2 1,3 0,41 n. b. 50,8/201,8
S365A 205,8 256,4 2,8 2,59 2,29 n. b. 52,7 /205,6
Y412A-S365A 31,5 31,2 3,9 47 Nicht n. b. 47,6 /208,4
aktiviert
R373A 178,8 167,4 4,75 4,93 Nicht n. b. 48,5/ 202
aktiviert
C. magquilingensis 230 £ 17 230 £ 18 2,1+0,17 0,63+0,27 0,3 4014+ 50,5/187
R372A 263,5+ 14,9 296,9 321+04 1,8 1,3 n. b. 125191
R372A-R342A 236,7+7,3 250 3,0+0,18 3,0 Nicht n. b. 49,6 / 205
aktiviert
V. moutnovskia 255+ 11 263 2,3%+0,22 1,9 Nicht 0,25 +0,01 50,8/229
aktiviert

Fir die PKs aud. uzoniensisind C. maquilingensisvurde auf3erdem analysiert, bei welcher
3PG-Konzentration die PK-Aktivitdt maximal stimuligvird. Dazu wurde in Ansétzen mit 1 mM
PEP die Konzentration an 3PG variiert. Fur die RIK B uzoniensizeigte sich mit 3PG eine
maximale Stimulierung um das 4-fache bei einer Komation tber 1,0 mM und die
halbmaximale Stimulierung wurde mit 0,2 mM 3PG etre(Abbildung 11A, Tabelle 7). Fur die
PK ausC. maquilingensisvurde nachgewiesen, dass das Enzym bei 3PG-Koazengn tber

2 mM maximal stimuliert wird (Faktor 3,3) und eim@lbmaximale Stimulierung der Aktivitat mit
0,3 mM 3PG erfolgt (Abbildung 11B, Tabelle 7).

Funf konservierte Aminosauren sind an der Bindung wn 3PG beteiligt

Ein von Christopher Davies angefertigtes Struktudetio fir die Bindung von 3PG im
allosterischen Zentrum der PKs alusuzoniensisind C. maquilingensisleutet darauf hin, dass
die 3PG-Bindung in diesen PKs wie in der PK Rugserophiluniiber finf Aminoséuren erfolgt
(Abbildung 11C und D). Um dies zu Uberprifen, wurdgnzelne dieser Aminosauren mittels
ortsspezifischer Mutagenese ausgetauscht und dieerten PKs nach Uberexpression und

Reinigung charakterisiert und auf ihre 3PG-Aktiuieg untersucht. Die PK-Mutanten zeigten mit
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PEP sigmoidale Sattigungskinetiken wie die unmtgireEnzyme, was darauf hindeutet, dass die
Aminosaure-Austausche keinen Effekt auf die kogperdindung der PKs hatten (Tabelle 7).

Abbildung 11 Stimulierung der Aktivitat der PKs aus (A) T. uzoniensisund (B) C. maquilingensisdurch
3PG im Vergleich zu PK-Mutanten und Strukturmodell der 3PG-Bindetaschen der PKs aus (C)
T. uzoniensisund (D) C. magquilingensis(A, B) Die Abhéngigkeit der Stimulierung der PK-Aktat von der
3PG-Konzentration wurde fir die PK alisuzoniensisnit 1 mM PEP, 10 mM ADP, 15 mM Mggind fir die
PK ausC. maquilingensisnit 0,5 mM PEP, 6 mM ADP, 10 mM Mgghestimmt. (C, D) Die Strukturmodelle
wurden auf Basis der Kristallstruktur der PK &usaerophilumvon Christopher Davies erstellt.

Bindung von 3PG in der PK ausT. uzoniensisAusgehend von dem Strukturmodell ergibt sich
fur die PK aud'. uzoniensisglie Beteiligung zweier Arginine (R373 und R343)soeines Lysins
an Position 435 an der Bindung der Carboxylgruppe PG (Abbildung 11C). Analysen mit
einer R373A-Mutante ergaben, dass diese mit 3Pi& mehr allosterisch aktiviert wird (Tabelle
7, Abbildung 11A). Das Arginin-373 der PK atlisuzoniensisst somit, wie auch der homologe
Rest der PK auB. aerophilumessentiell fur die Effektorbindung (Solomatsal, 2013). An der
Bindung der Phosphatgruppe von 3PG sind in derd® auzoniensisermutlich ein Tyrosin an
Position 412 und ein Serin an Position 365 bete(dpbildung 11C). Untersuchungen mit einer
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Y412A- sowie einer S365A-Mutante der PK ergabessdiiese im Vergleich zum unmutierten
Enzym deutlich h6here 3PG-Konzentrationen fur éaémaximale Stimulierung benétigten. So
erfolgte eine halbmaximale Stimulierung in der YAdutante erst mit zweimal und in der
S365A-Mutante mit zehnmal héheren 3PG-KonzentratiofAbbildung 11A, Tabelle 7). Eine
Y412A-S365A-Doppelmutante zeigte im Vergleich zummutierten Enzym eine deutlich
geringere spezifische Aktivitat, was fur einen Rie§ der Mutation auf die katalytischen
Eigenschaften spricht, und wurde durch 3PG nidostrisch aktiviert (Tabelle 7, Abbildung
11A). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass dasihy412 und insbesondere das Serin-365 an

der Phosphatgruppenbindung von 3PG beteilgt sind.

Bindung von 3PG in der PK ausC. maquilingensisin der PK au€. maquilingensigrfolgt die
Bindung der Carboxylgruppe von 3PG vermutlich Udres Arginine an den Positionen 372, 342
und 441 (Abbildung 11D). Fur eine R372A-Mutante deigezeigt, dass diese im Vergleich zum
unmutierten Enzym erst bei einer ca. 4-fach héh8R@-Konzentration halbmaximal stimuliert
wird, was auf eine Beteiligung des Arginins-372dmm Effektorbindung hindeutet (Tabelle 7,
Abbildung 11B). Anders als in den PKs d&isaerophilumundT. uzoniensi$iihrt der Austausch
des Arginins in der PK auS. maquilingensigedoch nicht zu einem vollstandigen Verlust der
allosterischen Aktivierbarkeit mit 3PG. Um zu ustghen, ob sich das Arginin-372 und das
Arginin-342 in ihrer Funktion fur die Carboxylgrugpbindung des 3PGs ersetzen kdnnen, wurde
eine R372A-R342A-Doppelmutante generiert. Das Engymde mit 3PG nicht mehr allosterisch
aktiviert (Tabelle 7, Abbildung 11B). Beide Resimdssomit an der 3PG-Bindung beteiligt.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass dieeaBobe Aktivierung mit 3PG eine generelle
Eigenschaft der PKs aus Thermoproteales ist. Wil auder PK au®. aerophilum sind funf
Aminosauren an der 3PG-Bindung im allosterischentizien der PKs au3. uzoniensisund

C. maquilingensis beteiligt (Solomonset al, 2013). Eine AufRnahme innerhalb der
Thermoproteales ist die PK adsmoutnovskiader alle drei Arginine fur die 3PG-Bindung fehlen
und die in Ubereinstimmung keine allosterische ¥iktung mit 3PG zeigt. Diese Ergebnisse
sprechen dafur, dass ein vollstandiges Motiv aug Aminosauren, drei Argininen, einem
Tyrosin und einem Serin bzw. Threonin, die Vorratwsng fur eine 3PG-Bindung im
allosterischen Zentrum von PKs ist. In Zukunft wesimdglich sein, mit Hilfe dieses Motivs tber
Sequenzvergleiche eine Aussage Uber die allogterigdtivierbarkeit von PKs mit 3PG zu

treffen.
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5.1.5 Die PKs aus Aigarchaeota, Korarchaeota und HEmmococcales werden nicht
allosterisch aktiviert
Untersuchungen zur allosterischen Regulation der PlausCandidatusCaldiarchaeum

subterraneum

Cand. C. subterraneumurde aus heifl3en, geothermalen Quellen isoliertraitiéls single cell
sequencinguntersucht. Dabei wurden die kodierenden Gene Eomymen glykolytischer
Abbauwege identifiziert, unter anderem das Gerr &g Takamiet al, 2015). Die rekombinante
PK ausCand. C. subterraneumvurde zunachst auf ihre thermophilen Eigenschaitgersucht
und zeigte, in Ubereinstimmung mit der postuliettegrmophilen Lebensweise des Organismus,
eine signifikante Thermostabilitdt (Abbildung 180 wies das Enzym bei 70 °C tber 2 h nur
einen geringen Aktivitatsverlust auf. Fir 75 °C deieine Halbwertszeit der Aktivitat von 36 min

und fir 80 °C von 10 min ermittelt.

Abbildung 12 Thermostabilitat der rekombinanten PK aus Cand. C. subterraneumEs ist die spezifische
Aktivitat der PK (%) gegen die Inkubationszeit B@& °C ('), 75 °C ¢) und 80 °C $ ) aufgetragen. 100 %
entspricht einer spezifischen Aktivitat von 141 \g/trei 65 °C.

Der Sequenzvergleich in Abbildung 9 zeigt, dasden PK ausCand. C. subterraneuuntas aus
funf Aminoséuren bestehende 3PG-Bindemotiv fadsiandig konserviert ist. Allerdings ersetzt
in der PK die hydrophobe Aminosaure Valin an PosiB41 das an der Carboxylgruppenbindung
von 3PG beteiligte Arginin-359 der PK aBs aerophilum Die PK ausCand. C. subterraneum
wurde bei 65 °C charakterisiert und zeigte furSlidstrate ADP und PEP jewelils eine hyperbole
Sattigungskinetik, was gegen eine kooperative $atténdung spricht (Tabelle 8). Mit dem
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allosterischen Effektor 3PG sowie mit FBP, AMP uR8P konnte keine Stimulierung der
Enzymaktivitat nachgewiesen werden. Diese Ergebnisserstiitzen den Befund, dass alle funf

Aminosauren des 3PG-Bindemotivs fur eine 3PG-Biigdeorhanden sein missen.

Tabelle 8 Molekulare und kinetische Eigenschaften @ PKs aus Aigarchaeota, Thermococcales,
Methanococcales und Methanosarcinale®ie VmaxWerte entsprechen der maximalen spezifischen Aétiv
der ADP- und PEP-Titrationen. N.b., nicht bestim&tandardabweichungen wurden von Triplikaten kaikul

PK V max SosPEP SosADP Untereinheit/ Holoenzym
(U/mg) (mM) (mM) (kDa)

Aigarchaeota

Cand. C. subterraneum 122 £ 18 2,52 +0,16 0,18 £ 0,02 49,6 / 230
Korarchaeota

Cand. K. cryptofilum 157 £ 25 0,95+ 0,07 1,3 54,3/229
Thermococcales

T. kodakarensis 58 0,63 0,28 53,0/218

P. furiosus 210 0,98 1,0 53,2 /n.b.

Methanococcales/Methanosarcinales

M. jannaschii 173,2+ 15,3 0,71 + 0,05 0,17 + 0,04 50,5/ 233
M. villosus 17,5 3,4 n.b. 49,1/200

M. maripaludis 246+1,8 0,34 £ 0,08 0,05+0,01 50,1/214
M. acetivorans 31,9 £3,0 0,41+0,13 0,05 53,9/214

Untersuchungen zur allosterischen Regulation der PkausCandidatus Korarchaeum

cryptofilum

Cand. K. cryptofilumst der bisher einzige Vertreter der Korarchaeeissen Genom sequenziert
wurde, wobei das kodierende Gen einer PK nachgewieairde (Elkinset al, 2008). Die
rekombinante PK auSand. K. cryptofilunwurde bei 65 °C untersucht und zeigte eine hygerbo
Sattigungskinetik mit ADP (Tabelle 8). Dagegen wdés Abhangigkeit der Enzymaktivitat von
der PEP-Konzentration eine sigmoidale Sattigungghirauf, was auf eine kooperative Bindung
des Substrates PEP hindeutet (Tabelle 8). Dietatiesshe Regulierbarkeit der PK wurde bei einer
PEP-Konzentration von 0,4 mM mit AMP, FBP, R5P BRIG getestet. Mit allen getesteten
Effektoren zeigte die PK eine leichte Stimulierudey Aktivitat um das ca. 2-3-fache, weshalb
diese Effekte vermutlich nicht physiologisch sinBas Ausbleiben einer allosterischen
Aktivierung der PK mit 3PG ist dabei in Ubereinstimng mit einem unvollstandigen 3PG-
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Bindemotiv (Abbildung 9). So fehlen der PK alle idfeginine und das Tyrosin fur die 3PG-
Bindung.

Untersuchungen zur allosterischen Regulation der P&aus Thermococcales

Eine gut untersuchte Gruppe hyperthermophiler Azahaind die Thermococcales, die zum
Phylum der Euryarchaeota gehéren. Im Rahmen didseeit wurden die PKs aus zwei
Organismen dieser Gruppe, aukhermococcus kodakarensiand Pyrococcus furiosys
biochemisch analysiert. Die gereinigten Enzymeteeidnyperbole Sattigungskinetiken mit den
Substraten PEP und ADP (Tabelle 8). Das deutetutidren, dass weder ADP noch PEP
kooperativ gebunden werden. Der Einfluss von 3R@esder klassischen Effektoren FBP, AMP
und R5P auf die spezifische Aktivitat wurde in Bestdtzen mit limitierenden PEP- und ADP-
Konzentrationen geprift. Mit keinem der Effektodeonnte ein stimulierender Effekt auf die
Aktivitat der Enzyme gezeigt werden. Das Ausbleibarer allosterischen Aktivierung mit 3PG
ist in Ubereinstimmung mit dem Fehlen von essdatielResten des 3PG-Bindemotivs
(Abbildung 9). So fehlen beiden PKs das TyrosinRleosphatgruppenbindung von 3PG und der
homologe Rest des flur die Carboxylgruppenbindung 3G essentielle Arginins-389 der PK

ausP. aerophilum.

5.1.6 Die PKs aus hyperthermophilen Methanococcalewerden mit AMP allosterisch
aktiviert

Methanogene Archaea sind in der Regel chemolitlodeythe Organismen, die mit GOnd H

als Energie- und Kohlenstoffquelle wachsen undidieherweise keine PK besitzen. Fir einige
methanogene Archaea der Ordnung MethanococcalesMatbanosarcinales wurde jedoch
gezeigt, dass diese wahrend des Wachstums aufi@OH intrazellularen Glykogen bilden und
dieses Uber einen modifizierten EM-Weg abbauerdean eine PK beteiligt ist (Pelleret al,
1987, Yuet al, 1994). In dieser Arbeit sollte untersucht werdaim die PKs aus methanogenen

Archaea eine allosterische Regulation aufweisen.

PKs ausM. jannaschii und M. villosus sind AMP-aktiviert

Erste Untersuchungen der Arbeitsgruppe Schonheiieten darauf hin, dass die PK aus dem
hyperthermophilen methanogenen Archaebh jannaschij ein Vertreter der Gattung
Methanocaldococcusnit AMP allosterisch stimuliert wird, weshalb diesdieser Arbeit naher
untersucht werden sollte. Das Enzym wurde zun&abstseine thermophilen Eigenschaften

untersucht und zeigte ein Temperaturoptimum vom 80€C mit einer Aktivierungsenergie nach
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Arrhenius von 60,7 kJ/mol (Abbildung 13A). AuRerdewarde fur die PK eine ausgepragte
Thermostabilitét nachgewiesen (Abbildung 13B). Bed °C wurde kein signifikanter
Aktivitatsverlust der PK beobachtet. Fir 80 °C waugine Halbwertszeit der Aktivitat von 261
min und fir 95 °C von 27 min bestimmt. Die Ergebgrigeigen, dass die PK dds jannaschii
an hohe Temperaturen adaptiert ist, was in Ubdmginging mit der optimalen

Wachstumstemperatur des Organismus von etwa 88 {danes et al. 1983).

Abbildung 13 Abhéangigkeit der Aktivitat von der Temperatur und Thermostabilitdt der rekombinanten
PK aus M. jannaschii. (A) Einfluss der Temperatur auf die spezifische i¥ikit der PK. (B) Auftrag der
spezifischen Aktivitat (%) gegen die Inkubationstei 70 °C (), 80 °C () und 95 °C $ ). 100 % entspricht
einer spezifischen Aktivitat von 89,5 U/mg bei & °

Die kinetischen Parameter der PK wurden bei 65€€liimmt (Tabelle 8). Die Abhéngigkeit der
Enzymaktivitat von der ADP-Konzentration folgte @inMichaelis-Menten-Kinetik. Dagegen
wies die Abhéngigkeit der Enzymaktivitdt von der FPEonzentration eine sigmoidale
Sattigungskinetik auf, was auf eine kooperativedBimy von PEP hindeutet (Abbildung 14A).
Der Effekt der potentiellen allosterischen EffektorAMP, FBP, R5P und 3PG wurde bei einer
PEP-Konzentration von 0,25 mM getestet. Mit FBPPRld 3PG konnte keine allosterische
Aktivierung gezeigt werden. Demgegenuber zeigté siit AMP eine Stimulierung der PK-
Aktivitat um das 19-fache. Die sigmoidale KinetiktREP &nderte sich in Anwesenheit von
1 mM AMP zu einer hyperbolen Kinetik, was zu eilerminderung desqss-Wertes fur PEP um
das 4,5-fache fihrte ¢50,15 mM) (Abbildung 14A, Tabelle 8). Damit ist diK ausM.
jannaschii die erste archaeelle PK, die mit dem klassischeiekier AMP aus Bacteria

allosterisch aktiviert wird.
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Abbildung 14 Abhangigkeit der Enzymaktivitat von der PEP-Konzentration ohne Effektor ( ) sowie in
Gegenwart von 1 mM AMP () der PKs ausM. jannaschii (A) und M. villosus(B).

Um zu prifen, ob die PK eines weiteren Vertretens@attung Methanocaldococcus mit AMP
allosterisch aktiviert wird, wurde die PK aMs villosuscharakterisiert. Das Enzym wies mit dem
Substrat PEP eine Sattigungskinetik mit eineyg\8ert von 3,4 mM auf und wurde mit AMP
spezifisch allosterisch aktiviert (Abbildung 14Baldelle 8). Die Zugabe von 1 mM AMP fiihrte
zu einer Steigerung der Aktivitat, wodurch sich 8g#Wert der PK fiir das Substrat PEP um das
%4-fache verringerte ¢30,91 mM) (Abbildung 14B). Mit den ZuckerphosphakBP und R5P

sowie mit 3PG wurde die PK nicht allosterisch aktiv Damit konnte fir die PK eines weiteren
Vertreters der Gattung Methanocaldococcus eineifsgd®e allosterische Regulierbarkeit mit

AMP gezeigt werden.

Die PKs aus mesophilen methanogenen Archaea werdeicht mit AMP allosterisch

aktiviert

Weiterhin wurde die PK aus dem mesophilen methamayérchaeorM. maripaludisaus der
Ordnung Methanococcus und die PK Busacetivoransein Vertreter der Methanosarcinales, bei
37 °C charakterisiert. Die Abh&ngigkeit der Enzythatat der PKs von der ADP-Konzentration
folgte einer Michaelis-Menten-Kinetik (Tabelle 8)lit PEP zeigte die PK augl. maripaludis
eine hyperbole Sattigungskinetik, wohingegen die &k M. acetivoranseine sigmoidale
Sattigungskinetik aufwies (Tabelle 8). Die allostelne Regulierbarkeit der PKs wurde mit den
Effektoren AMP, FBP, R5P und 3PG in Ansatzen mimitierenden PEP- und
ADP-Konzentrationen getestet. Keiner der getestéferktoren hatte einen allosterischen Effekt
auf die PK-Aktivitat. Somit scheinen die PKs aussophilen methanogenen Archaea der
Methanococcales und Methanosarcinales, anderseaPid aus den hyperthermophilen Archaea

der Methanococcales, nicht mit AMP allosterischvaditt zu werden.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dassdetigid au®. aerophilundie PKs weiterer
Organismen der Ordnung Thermoproteales mit 3PGstalliech aktiviert werden. Ein
vollstandiges 3PG-Bindemotiv aus funf Aminosaureh dabei die Vorraussetzung fur die
allosterische Aktivierung mit 3PG. Die PKs aus Amwmeota, Korarchaeota, Thermococcales
sowie aus hyperthermophilen und mesophilen metrerey Archaea werden mit 3PG nicht
allosterisch aktiviert, was in Ubereinstimmung aiitem unvollstandigen 3PG-Bindemotiv dieser
Enzyme ist. Fur die PKs aus hyperthermophilen nmethanen Archaea der Ordnung
Methanococcus konnte eine allosterische Aktivieramg AMP, dem klassischen Effektor der

PKs aus Bacteria, gezeigt werden.
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5.2 Untersuchungen zum Abbau von L-Rhamnose in Arcea

Der Abbau des Desoxy-Zuckers L-Rhamnose ist in Aeehbisher kaum untersucht. Aus diesem
Grund wurden in der vorliegenden Arbeit detailketdntersuchungen zur Aufnahme und zum
Abbau von Rhamnose in dem halophilen Euryarchadorvolcanii durchgefiihrt und die
transkriptionelle Regulation der beteiligten Gemalgsiert. Auf3erdem wurden ausgewéahlte
Enzyme des Rhamnose-Abbaus aus den Crenarch&dalfataricusund V. distributa

charakterisiert.

5.2.1 Abbau von L-Rhamnose iH. volcanii

H. volcanii H26 wurde bei 42 °C in Medium mit 15 mM L-Rhamnageziichtet. Die Zellen
wuchsen mit einer Verdopplungszeit von 8,7 h biginer optischen Dichte bei 600 nm von ca.

2,4 (Abbildung 15). Wahrend des Wachstums wurddréi@mnose vollstandig verbraucht.

Abbildung 15 Wachstum vonH. volcanii auf 15 mM RhamnoseDie Zellen wuchsen in Synthetik-Medium
mit Rhamnose als einziger Kohlenstoff- und Enengédlg. Das Wachstum" | und der Verbrauch von
Rhamnose&) tber die Zeit wurde bestimmt. Die Vorkulturen earan Rhamnose adaptiert.

Das Genom vor. volcanii wurde auf kodierende Gene von Enzymen des RhanAlusaus
untersucht. Gene, die fur eine Rhamnose Isomef@bamnulokinase und Rhamnulose-1-
Phosphat Aldolase, die Enzyme des klassischen Rbsevibbauweges aus Bacteria, kodieren,
konnten nicht identifiziert werden. Hingegen wurei®@ Gencluster identifiziert, der fur alle
Enzyme eines Diketo-Hydrolase Weges sowie einemtipah ABC-Transporter und einen
putativen Transkriptionsregulator kodiert. Die Adoung dieses Genclusters, welcher im
Folgenden alsrhamnose _catabolismGencluster rhc-Gencluster) bezeichnet wird, ist in
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Abbildung 16 dargestellt. Der Diketo-Hydrolase Wagfasst die GendncABCDEF die fur eine
Rhamnose Mutarotase (RhM), Rhamnose Dehydrogeii3E)( Rhamnonolactonase (RNL),
Rhamnonat Dehydratase (RAD), 2-Keto-3-DesoxyrharahbDehydrogenase (KDRDH) und 2,4-
Diketo-3-Desoxyrhamnonat Hydrolase (DKDRH) kodiertndirekter Nachbarschaft befinden
sich die GenehcGHIJ, die fur ein Substratbindeprotein (SBP), zwei Braambrandomanen
(TMD) und eine Nukleotidbindedoméane (NBD) einesgbwven ABC-Transporters kodieren.
Innerhalb desrhc-Clusters ist mitrhcR aul3erdem das kodierende Gen eines putativen

Transkriptionsregulators der IcIR-Proteinfamilienatiert.

Um einen ersten Hinweis zu erhalten, ldbvolcanii Rhamnose oxidativ Uber einen Diketo-
Hydrolase Weg abbaut, wurden Extrakte von Zellemadf Rhamnose oder Glucose gewachsen
waren, hergestellt und die Aktivitat einer Rhamn@shydrogenase (RDH) als erstes Enzym
eines oxidativen Abbauweges bestimmt. In Rhamnamsgaghsenen Zellen war die RDH-
Aktivitat 9-fach induziert (71 mU/mg), im Vergleictu der in Glucose gewachsenen Zellen (8
mU/mg). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, ¢asslcaniifur den Abbau von Rhamnose einen

oxidativen Weg verwendet.

Abbildung 16 Der rhc-Gencluster ausH. volcanii umfasst die Gene des Rhamnose-Transports und des -
Abbaus. Die offenen Leserahmen sind als Pfeile dargestdi# Gene des L-Rhamnose-Transports in
dunkelgrau, die Gene des Rhamnose-Abbaus in schwarzlas kodierende Gen des Transkriptionsregslator
RhcR in hellgrau. Der ABC-Transporter besteht aasKomponenten: einem Substratbindeprotein (SBRgj
Transmembrandomanen (TMD) und einer Nukleotidbindedhe (NBD). Der Diketo-Hydrolase Weg umfasst
die Enzyme Rhamnose Mutarotase (RhM), Rhamnose dbepgnase (RDH), Rhamnonolactonase (RNL),
Rhamnonat Dehydratase (RAD), 2-Keto-3-Desoxyrharahd@ehydrogenase (KDRDH), und 2,4-Diketo-3-
Desoxyrhamnonat Hydrolase (DKDRH). Der Mal3stabmaittkt einer Lange von 1000 bp.

Die Beteiligung des ABC-Transporters sowie der putad Enzyme des Diketo-Hydrolase Weges
am Rhamnose-Transport und -Abbau wurde mit Hilfen vd@ranskriptionsanalysen,
Wachstumsversuchen mit Deletionsmutanten sowiehbimischen Analysen der beteiligten
Enzyme uberpruft. AuRerdem wurde die Funktion viweRals Transkriptionsregulator déic-
Gene des Rhamnosekatabolismuses untersucht. DédtemzErgebnisse werden im Folgenden

beschrieben.
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5.2.1.1 Rhamnose wird tber einen ABC-Transporter aigenommen

Die Transkription der kodierenden GembcGHIJ des putativen ABC-Transporters der
Rhamnose-Aufnahme wurde mittels Northern-Blot Aealy untersucht. Dafir wurde RNA aus
Zellen verwendet, die auf Glucose oder Rhamnoseagesen waren. Mit einer spezifischen
Sonde gegenhcG, dem kodierenden Gen des SubstratbindeproteinB)(SBurde ein starkes
Signal von ca. 3400 Nukleotiden in Rhamnose gewadds Zellen nachgewiesen (Abbildung
17). Die Transkriptlange von 3400 nt entsprichtSe@emme der Nukleotide (3416 Nukleotide) der
GenerhcG, rhcH undrhcl, was darauf hindeutet, dass diese drei Gene satiarert werden. Ein
Cotranskript aller Gene des ABC-Transporters, dilesBlich rhcJ, konnte nicht nachgewiesen
werden. Transkriptionsanalysen mit einer speziésc8onde gegeicd ergaben ein Signal von
1200 nt, welches der Genlange vbiJ (1182 Nukleotide) entspricht (Abbildung 1RhcJliegt
somit als monocistronisches Transkript vor. Zwisclden GenerrhcJ und rhel liegt ein
intergenischer Bereich von 95 Nukleotiden, wasefiien eigenen Promotor vamcJ spricht und
das Ergebnis unterstiitzt, daksJ monocistronisch transkribiert wird. In Glucose getsenen
Zellen konnten keine Transkripte vomcGHIJ nachgewiesen werden, was auf eine Rhamnose-

spezifische transkriptionelle Induktion des ABC-isporters hindeutet.

Abbildung 17 Transkription des Rhamnose-spezifische ABC-Transporters ausH. volcanii. Northern-Blot
Analysen mit RNA aus Glucose (G)- und Rhamnose-{yyachsenen Zellen. Die verwendeten Sonden waren
spezifisch fiirhcG (links) oderrhcJ (rechts). Die Markierungen an der linken Seiteldnl den ausgewahlten
Grolenstandard ab. Als Kontrolle der gleichmaRigeladung mit RNA diente die 16S rRNA.

Um die funktionelle Beteiligung des ABC-Transposteam Rhamnose-Transport zu prifen,
wurde mit Hilfe der sogenannten pop-in/pop-outt8tyee (Allerset al, 2004, Bitan-Baniret al,
2003)rhcG, das kodierende Gen des Substratbindeproteinsedel®ie erfolgreiche Deletion
konnte mittels Southern-Blot Analysen bestatigt deer (Abbildung 18A). Das Wachstum der

Deletionsmutante wurde auf 20 mM Rhamnose im Vergleu dem des Wildtyps untersucht
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(Abbildung 18B). Dabei wuchs der Wildtyp mit einéerdopplungszeit von 8,7 h bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm (@9 von 2,8. Im Gegensatz dazu wuchs die Mutanteemér
deutlich verlangsamten Verdopplungszeit von 23t8shzu einer Okyo von 2,0. Durch einén
trans Komplementation mirhcG konnte das Wachstum derhcG Mutante auf Rhamnose
vollstandig wiederhergestellt werden (Abbildung 18Buf Glucose wuchs diBrhcG Mutante
vergleichbar dem Wildtyp. Diese Ergebnisse spredineaine funktionelle Beteiligung des ABC-
Transporters am Transport von Rhamnodé.inolcanii Da das Wachstum der Deletionsmutante
jedoch nur teilweise eingeschrankt war, kann etaradtives System fur die Aufnahme von
Rhamnose i. volcaniinicht ausgeschlossen werden. InteressanterwersgievahcG Mutante

in Wachstumsversuchen mit niedrigen Rhamnose-Kdrat@men (1,5 mM) nicht mehr in der
Lage zu wachsen, weshalb die Aufnahme von Rhamitmseeinen alternativen Transporter unter

diesen Bedingungen ausgeschlossen werden kann.

Abbildung 18 Southern-Blot zur Uberprufung der Genceletion vonrhcG und Wachstum einer DrhcG
Mutante auf 20 mM Rhamnose(A) Southern-Blot mit restriktionshydrolysierteiNA aus dem Wildtyp (wt)
und aus der DeletionsmutanteriicG). (B) Wachstum debrhcG Mutante §) im Vergleich zum Wildtyp ()
und des mitrhcG komplementierterDrhcG-Stammes § ). Die Vorkulturen wuchsen in Medium mit 1 %
Casaminoséauren.
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5.2.1.2 Rhamnose wird tber die Enzyme eines Diketdydrolase Weges abgebaut

Innerhalb deshc-Genclusters liegen die kodierenden Gene von Enayes Diketo-Hydrolase
Weges. Zunachst wurde die Transkription dieser Gentersucht und ihre funktionelle
Beteiligung in Wachstumsexperimenten mit Deletioatanten gepruft. Anschlie3end wurden die

Enzyme dieses Weges biochemisch charakterisiert.

Die Gene des Rhamnose-Abbaus werden Rhamnose-spieeti transkribiert

Es wurden Northern-Blot Analysen mit RNA aus Rhas@gewachsenen Zellen im Vergleich
zu Glucose-gewachsenen Zellen durchgefihrt. Fukadikerenderrhc-Gene von RhM, RDH,
RNL, KDRDH und DKDRH wurde jeweils ein spezifischBgnal in Rhamnose-gewachsenen
Zellen nachgewiesen, dessen kalkulierte Gré3e eniedtsprechenden Genlange tbereinstimmt
(Abbildung 19). Das deutet auf eine Rhamnose-sigehié und monocistronische Transkription
dieser Gene hin. FirhcD, das kodierende Gen der RAD, wurden zwei RhamspseHische
Signale von 2300 und 1200 Nukleotiden detektietbifdung 19). Das Transkript von 1200
Nukleotiden stimmt mit der Genldnge voncD Uberein. Das Signal von 2300 Nukleotiden
entspricht der Lange eines Cotranskriptsraa® und HVO_B0113 (2237 Nukleotide). Zwischen
beiden Genen liegt ein intergenischer Bereich voNuRleotiden, was gegen einen eigenen
Promtor von HVO_B0113 spricht und somit in Uberémsung mit einem Cotranscript von
rhcD und HVO_B0113 ist. Zusammenfassend zeigen diegebiaisse, dass die Transkription alle
rhc-Gene des Diketo-Hydrolase Weges Rhamnose-spérifisiziert wird.

Abbildung 19 Transkription von rhc-Genen des Diketo-Hydrolase Weges atis volcanii. Abgebildet sind
Northern-Blots mit RNA aus Glucose (G)- und Rhanen(Rh)-gewachsenen Zellen. Die Markierungen an der
linken Seite entsprechen dem GréRenstandard. GeeignihcA (303 nt),rheB (798 nt),rhcC (870 nt),rhcD
(1206 nt), rhcD + HVO_B0113 (2237 nt),rhcE (1035 nt) undrhcF (852 nt). Zur Kontrolle der
gleichméaRigenBeladung mit RNA wurde die 16S rRNAwendet.
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Die rhc-Gene des Diketo-Hydrolase Weges sind essentielf fias Wachstum auf Rhamnose

Um die funktionelle Beteiligung dethc-Gene des Diketo-Hydrolase Weges am Abbau von
Rhamnose zu tUberpriufen, wurden Deletionsmutanteardsprechenden Gene generiert und die
erfolgreichen Deletionen mittels Southern-Blot Ars&in bestatigt (Abbildung 20A).
Anschlie3end wurde das Wachstum der Deletionsmenaanif Rhamnose und Glucose mit dem
des Wildtyps verglichen. Die Deletionsmutante vboA, dem kodierenden Gen der Rhamnose
Mutarotase (RhM), wuchs auf Rhamnose vergleichbar Wildtyp, was darauf hindeutet, dass
dieses Enzym unter den gewahlten Wachstumsbediegunight essentiell fir den Rhamnose-
Abbau ist (Abbildung 20B).

Abbildung 20 Southern-Blot Analysen zur Uberpriifung der Gendeletionen von rhc Mutanten und

Wachstum der Drhc Mutanten des Diketo-Hydrolase Weges vohl. volcanii auf 20 mM Rhamnose (A)

Southern-Blots mit restriktionshydrolysierter DNAisadem Wildtyp (wt) und aus derrhc Mutanten. (B)
Wachstum debrhc Mutanten #), des Wildtyps'() sowie deiin transkomplementierteibrhc Mutanten § ).

Die Vorkulturen wuchsen in Medium mit 1 % Casaméaen.
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Hingegen waren die Deletionsmutanten vieB, rhcC, rheD, rhcE und rhecF nicht mehr in der
Lage, auf Rhamnose zu wachsen (Abbildung 20A). Emerans Komplementation der
Deletionsmutanten mit den entsprechenden Genenteflidu einer Wiederherstellung des
Wachstums auf Rhamnose (Abbildung 20B). Auf Glucesehsen alle untersuchtddrhc
Mutanten wie der Wildtyp. Die Daten zeigen, dasskdidierenden Gene von RDH, RNL, RAD,

KDRDH und DKDRH essentiell fir das Wachstum \‘rnvolcaniiauf Rhamnose sind.

In den Transkriptionsanalysen wurde gezeigt, das®, das kodierende Gen der RAD, als
Cotranskript mit HYO_B0113 transkribiert wird. HV80113 ist als kodierendes Gen eingiofF
abhangigen Monooxygenase annotiert, deren FunktioRhamnose-Abbau nicht bekannt ist.
Um zu prifen, ob HVO_B0113 wichtig fur das Wachstwom H. volcanii auf Rhamnose ist,
wurde eine HVO_B0113 Mutante generiert und in Wachstumsanalygezeigt, dass diese
Deletionsmutante auf Rhamnose wie der Wildtyp wudbas spricht gegen eine essentielle
Beteiligung von HYO_B0113 am Rhamnose-Abbau.

Charakterisierung von Enzymen des Diketo-Hydrolas&Veges

Mit AuBnahme der RhM wurden die Enzyme des Dikeyolidlase Weges au$. volcanii d.h.
RDH, RNL, RAD, KDRDH und DKDRH, als rekombinante &me biochemisch charakterisiert.
Dazu wurden die kodierenden Gene in den Vektor @BARIoniert und die rekombinanten
Proteine inH. volcaniiH1209 homolog tberexprimiert. Die Proteine wurdeschlie3end tber
Nickel-Affinitatschromatographie und GrofRenausssbiinromatographie bis zur apparenten
Homogenitat gereinigt. Der Reinheitsgrad wurde dabmettels SDS-PAGE Uberpruft.
Anschlie3end standen die rekombinanten Enzyme haraRterisierung der molekularen und

kinetischen Eigenschaften zur Verfiigung (Tabelle 9)
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Rhamnose DehydrogenaseDie RDH wurde als homotetrameres Enzym mit eineltive
Molekulargewicht von 113 kDa gereinigt. Das Enzyratatysierte die NAD-abhangige
Oxidation von L-Rhamnose mit einer spezifischenitdt von 71,0 U/mg und apparentemK
Werten von 2,7 mM fir Rhamnose und 0,4 mM fir NA@bbildung 21). Mit NADP als
Elektronenakzeptor konnte keine Aktivitat nachgessie werden. Das Enzym katalysierte auch
die NAD"-abhangige Oxidation von L-Lyxose und L-Mannose YhitxWerten von 35,2 U/mg
bzw. 31,2 U/mg und K-Werten von 34,8 mM bzw. 94,4 mM. Daraus ergibhsidass die
katalytische Effizienz der RDH fur L-Rhamnose 28wb80-fach hoher ist als fiir L-Lyxose bzw.
L-Mannose. Andere Zucker wie die Hexosen D-Glucd3dsructose und D-Galactose, der
Desoxy-Zucker L-Fucose und die Pentosen D-RibosXylbse sowie L- und D- Arabinose

wurden von der RDH nicht oxidiert

Abbildung 21 Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der rekombinanten Rhamnose Dehydrogenase
ausH. volcanii von der Konzentration an Rhamnose (A) und NAD (B).

Rhamnonolactonase. Das native Molekulargewicht der RNL wurde dber die
Ausschlusschromatographie mit 134 kDa bestimmt diedSDS-PAGE ergab eine Grof3e der
Untereinheiten von 35,1 kDa, woraus sich ein hotnateerer Aufbau des Enzyms ergibt. Die
Aktivitat der Lactonase wurde mit Hilfe des p-Njreenol Tests analysiert, wobei die bei der
Hydrolyse der Lactone freiwerdenden Protonen als&ferung der Ansétze nachgewiesen
werden. Die RNL auBl. volcaniiwar hochspezifisch fur L-Rhamnonetacton mit einem Wax
Wert von 1543 U/mg und einemnKWert von 4,2 mM (Abbildung 22). Mit dem Substrat L

Rhamnonad--Lacton konnte keine Aktivitat nachgewiesen werd&mch andere Zucker-Lactone
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wie L-Arabinod -Lacton, D-Xylono-! -Lacton, D-Glucono-Lacton, D-Ribond-Lacton und D-

Galactonot-Lacton wurden von der RNL nicht umgesetzt.

Abbildung 22 Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der rekombinanten L-Rhamnonolactonase aus
H. volcanii von der Konzentration an L-Rhamnono- -Lacton.

Rhamnonat Dehydratase.Fur die RAD wurde ein natives Molekulargewicht v849 kDa
bestimmt und die GroRRe einer Untereinheit betrdgk@a, woraus sich ein homooctamerer
Aufbau des Enzyms ableiten Iasst. Die RAD katalysidie Dehydratisierung von L-Rhamnonat
zu KDR mit apparenten M und Ky-Werten von 5,2 U/mg und 7,1 mM (Abbildung 23A)eDi
Aktivitat des Enzyms war abh&ngig von divalentetiéteen und fir MgGlwurde ein apparenter
Km-Wert von 0,24 mM bestimmt (Abbildung 23B). Das gmzzeigte keine Aktivitat mit anderen
Zuckersauren wie D-Xylonat, D-Ribonat, L-Arabinon&-Gluconat, D-Galactonat und D-

Galacturonsaure.
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Abbildung 23 Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der rekombinanten L-Rhamnonat
Dehydratase audH. volcanii von den Konzentrationen an L-Rhamnonat (A) und MgQ: (B).

2-Keto-3-Desoxyrhamnonat DehydrogenaseDie KDRDH wurde als Protein mit einer
homooligomeren Struktur aus vier Untereinheiten emem nativen Molekulargewicht von
139 kDa gereinigt. Das Enzym katalysierte die Oaavon KDR mit einem MaxWert von
5,4 U/mg und einem kWert von 0,66 mM (Abbildung 24A). Das Enzym waeszlisch flr den
Elektronenakzeptor NADund zeigte keine Aktivitat mit NADP Fir NAD" wurde ein K-Wert
von 0,55 mM bestimmt (Abbildung 24B).

Abbildung 24 Abhangigkeit der spezifischen Aktivitd der rekombinanten KDR Dehydrogenase aus
H. volcanii von den Substratkonzentrationen an KDR (A) und NAD (B).
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2,4-Diketo-3-Desoxyrhamnonat HydrolaseDie DKDRH wurde als homohexameres Enzym
mit einem nativen Molekulargewicht von 173 kDa chaerisiert. Die Enzymaktivitdt der
DKDRH wurde in einem diskontinuierlichen, gekoppeltTest untersucht, indem DKDR uber
die NAD'-abhangige Oxidation von KDR durch die KDRDH adsvolcanii gebildet und
anschlie3end von der DKDRH in Pyruvat und L-Lagedpalten wurde. Zu ausgewahlten Zeiten
wurden Proben der Reaktionsansatze genommen, didi®egestoppt und fur HPLC-Analysen
eingesetzt. Es zeigte sich, dass die KonzentratiddDR Uber die Zeit abnahm und das Produkt
L-Lactat gebildet wurde (Abbildung 25). Die gebildeMenge an L-Lactat konnte mittels einer
Eichung der HPLC-S&aule mit unterschiedlichen L-bB&ttonzentrationen bestimmt und daraus
die spezifische Aktivitdt der DKDRH mit 0,5 U/mgneittelt werden.

Abbildung 25 Umsetzung von KDR zu L-Lactat durch de KDRDH und DKDRH aus H. volcanii. (A)
Zeitabhangige Bildung von L-Lactat aus KDR durcke dDRDH und DKDRH. Dargestellt sind die
Chromatogramme zu Beginn der Reaktion und nach.1(B) Chromatogramme der Standards (je 10 mM) von
L-Lactat und KDR. Retentionszeiten der Standardd:attat ¢ 11,3 min), KDR ¢ 12,0 min). In
Kontrollansatzen ohne DKDRH konnte keine BildungelLactat nachgewiesen werden.
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Tabelle 9 Molekulare und kinetische Eigenschaften @& rekombinanten Enzyme des Diketo-Hydrolase
Weges audH. volcanii. Die kinetischen Eigenschaften wurden bei 42 °Cyaiait. Die Uberbestimmung des
Molekulargewichtsder Untereinheiten der RDH, RAD, KDRDH und DKDRH igrmutlich die Folge des
hohen Anteils an sauren Aminosauren in diesen Ebny(i5-21 %), so wie es bereits flr andere halephil
Proteine gezeigt wurde (Johnsen al, 2009). N.b., nicht bestimmtStandardabweichungen wurden aus
Triplikaten kalkuliert.

RDH RNL RAD KDRDH DKDRH
Holoenzym (kDa) 111,3+1,8 134 349+ 27,4 139C 8, 173 £ 17
Apparente molekulare 40,1+6,0 351+2,0 548+1,4 46,6 £ 0,3 45155+
Masse der Untereinheit
(kDa)
Kalkulierte molekulare 28 33 46 37 30
Masse der Untereinheit
(kDa)
Oligomerisierung 4 4 8 4 6
Spezifische Aktivitat 71,0+28 1543 5,2+0,6 54+0,7 0,5
(U/mg)
Apparenter k-Wert 2,7+0,3 4,2 71+18 0,66 n.b.
(mM) (Rhamnose)  (Rhamnono-- (Rhamnonat) (KDR)

Lacton)
0,4+0,04 - 0,24 + 0,03 0,55 -
(NADY) (MgCly) (NADY)

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dasshdi&ene vonH. volcanii fur die

funktionellen Enzyme RDH, RNL, RAD, KDRDH und DKDReélnes Diketo-Hydrolase Weges
kodieren und bei Wachstum auf Rhamnose transknipliinduziert werden. Wachstumsanalysen
mit Deletionsmutanten ergaben eine essentielle ilRgtleg der Enzyme am Rhamnose-

Katabolismus iH. volcanii
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5.2.1.3 RhcR ist ein Transkriptionsaktivator der Gee des Rhamnose-Katabolismus

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, diesSane deshc-Genclusters bei Wachstum
auf Rhamnose transkriptionell induziert werden, vaas$ eine gemeinsame transkriptionelle
Regulation hindeutet. Innerhalb dex-Genclusters liegt das GehcR, das fiir den putativen
Transkriptionsregulator RhcR kodiert (Abbildung 16)

Expression und Reinigung von RhcRRhcR wurde irH. volcaniihomolog tberexprimiert und
mittels Nickel-Affinitatschromatographie und Gro@esschlusschromatographie als 47 kDa
Protein gereinigt. Mittels SDS-PAGE wurde ein Mallargewicht der Untereinheit von 28 kDa

bestimmt. Das spricht fir eine homodimere Strukamr RhcR.

Deletion vonrhcR. Um eine Beteiligung von RhcR am Rhamnose-Abbawrgersuchen, wurde
eine rhcR Mutante generiert, die Deletion mittels SouthetatB\nalysen Uberprift und das
Wachstum der Mutante auf Glucose und Rhamnose siedlyAbbildung 26). Die Deletion von
rhcR fuhrte zu einem vollstandigen Verlust des Wachstwon H. volcanii auf Rhamnose,
welches durch einen trans Komplementation mithcR wiederhergestellt werden konnte. Das
Wachstum der Deletionsmutante auf Glucose war geigaicht beeinflusst. Diese Daten zeigen,
dassrhcR essentiell fur den Rhamnose-Abbau ist und deutéreiae Funktion von RhcR als

Transkriptionsaktivator dehc-Gene hin.

Abbildung 26 Southern-Blot zur Uberpriifung der Genceletion von rhcR und Wachstum der rhcR
Mutante von H. volcanii auf 20 mM Rhamnose(A) Southern-Blot mit restriktionshydrolysierteNA aus
dem Wildtyp (wt) und aus der DeletionsmutantécR. (B) Dargestellt ist das Wachstum vomnhcR (#) im
Vergleich zum Wildtyp () und zur rhcR Mutante die mitrhcR in transkomplementiert wurdg$ ). Die
Vorkulturen wurden mit 1 % Casaminosauren als Kistieffquelle geziichtet.
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RhcR aktiviert die Transkription der rhc-Genen. Um eine Funktion von RhcR als
Transkriptionsaktivator dethc-Gene zu priufen, wurde die Transkription wbie-Genen in der

rhcR Mutante im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Zuednnung von Zellmasse fur die
Transkriptionsanalysen wurde der Wildtyp und dércR Stamm in Medium mit 5 mM Glucose
als Energie- und Kohlenstoffquelle bis zur statremdPhase angezogen (& 1). Beim
Erreichen der stationaren Phase wurde die Trargkriplerrhc-Gene durch die Zugabe von 5
mM Rhamnose zu den Kulturen induziert. Vor Zugaba Rhamnose sowie 2 Stunden nach
Zugabe wurde die Bildung von Transkripten de-Gene mittels RT-PCR oder Northern-Blots
analysiert. In Glucose-gewachsenen Zellen des yg#dund der rhcR Mutante wurden keine
Transkripte vorrthc-Genen nachgewiesen. Nach Induktion mit Rhamnaggezsich im Wildtyp
die Bildung von Transkripten denc-Gene (Abbildung 27).

Abbildung 27 Transkriptionsanalysen derrhc-Gene inH. volcanii (wt), der Deletionsmutante vonrhcR

( rhcR) und der in trans komplementierten Deletionsmutante.Die Zellen wurden auf 5 mM Glucose
gezlchtet und beim Erreichen der stationaren Phas® Rhamnose zu den Kulturen gegeben. Die Bildung
von Transkripten dehc-Gene wurde 2 Stunden nach Rhamnose-Zugabe imeWildtyps (wt), derrhcR
Mutante ( rhcR) und der komplementierten Deletionsmutanteh¢R + rhcR) analysiert. Die Transkripte von
rhcB, rheD, rhcEundrhcGwurden mittels Northern-Blot nachgewiesen, wobeiTBS rRNA zur Kontrolle der
gleichméaRigen Beladung des Gels mit RNA diente. Danskriptionsanalysen vahcA (287 nt),rhcC (574

nt), rhcF (389 nt) undhcJ (303 nt)erfolgte mittels RT-PCR und spezifischen Primerie. Grofl3e der jeweiligen
PCR-Produkte sind in den Klammern angegeben. Alstidtle wurde das konstitutiv exprimierte ribosomal
Protein ribL (Fragmentgré3e 337 nt) verwendet (Betpet al, 2007).
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Im Gegensatz dazu wurde in dahcR Mutante keine Transkription ddic-Gene nachgewiesen
(Abbildung 27). Um zu prifen, ob die fehlende tfansionelle Induktion derhc-Gene nur auf
die Deletion vomhcRzurtickzufihren ist, wurderhcRmit rhcR in transkomplementiert und der
Nachweis erbracht, dass in dem komplementiertemi@talie rhc-Gene nach Zugabe von
Rhamnose transkribiert werden (Abbildung 27). Didsgebnisse zeigen, dass RhcR als
Transkriptionsaktivator allerhc-Gene des Rhamnose-Transports sowie des Diketookdyadr

Weges fungiert.

RhcR wird nicht Rhamnose-spezifisch transkribiert.Die Transkription vomhcRwurde mittels

RT-PCR Experimenten analysiert, wobei vergleichbdranskriptmengen in Rhamnose-,
Glucose- und Casaminosaure-gewachsenen Zellen enassen wurden (Abbildung 28). Damit
scheintrhcR konstitutiv exprimiert zu werden, im Gegensatzdemrhc-Genen der Rhamnose-
Aufnahme und des Rhamnose-Abbaus, fir die eine Rbs@aspezifische Transkription gezeigt

wurde.

Abbildung 28 Transkriptionsanalysen vonrhcR aus H. volcanii. Die RT-PCR Experimente wurden mit
DNase verdauter RNA aus Glucose (G)-, Rhamnose - (Rhil Casaminoséduren-gewachsenen Zellen
durchgefihrt. Die Amplifikation vorhcR (Fragmentgréf3e 306 nt) aus cDNA erfolgt mit 24 B6dPCR-Zyklen.

Als Kontrolle wurde das konstitutiv exprimierte edomale Protein ribL (Fragmentgréf3e 337 nt) veneénd

5.2.1.3.2 KDR ist ein Signalmolekul von RhcR

Die bisherigen Ergebnisse sprechen dafir, dasSigmalmolekil die Funktion von RhcR als
Transkriptionsaktivator induziert. Deshalb wurdes dinteraktion von RhcR mit mdglichen
Ligandenin vitro mittels Temperatur Shift Assays untersucht. Daawe RhcR in Ansatzen mit
Rhamnose oder Intermediaten des Diketo-Hydrolasged/gersetzt und die Schmelzkurven von
RhcR zwischen 25 °C und 95 °C aufgezeichnet (TakEl). Die Zugabe von KDR flhrte zu
einem Anstieg der Schmelztemperatur von RhcR url 8&8. Hingegen konnte mit L-Rhamnose,
L-Rhamnono--Lacton und L-Rhamnonat kein Anstieg der Schmelpenatur nachgewiesen

werden. 2-Keto-3-Desoxy-D-Gluconat, welches einali@he Struktur wie KDR aufweist,

88



Ergebnisse

erhohte ebenfalls nicht die Schmelztemperatur vboRR Diese Daten deuten darauf hin, dass
KDR spezifisch mit RhcR interagiert.

Tabelle 10 Schmelztemperatur von RhcR in Abhangigkevon potentiellen Liganden.Die Temperatur Shift
Assays wurden mit 1 pM RhcR und 1 mM der poterziellLiganden von RhcR durchgefiihrt. Die
Schmelztemperatur (Tm) von RhcR ohne Ligand wurd@wm5 + 0,1 °C bestimmt. Tm gibt die Verschiebung
der Schmelztemperatur von RhcR in Anwesenheit dgariden an.

Ligand Tm (°C)
L-Rhamnose +0,7+0,15
L-Rhamnonod-Lacton +0,1+0,06
L-Rhamnonat 0,0 £ 0,02
2-Keto-3-Desoxy-L-Rhamnonat +3,2+0,12
2-Keto-3-Desoxy-D-Gluconat -1,1+£0,31

AulRerdem wurde i vivo Analysen geprift, ob die Transkription déc-Gene abhangig von
KDR ist. Dazu wurde die Transkriptbildung in der BAeletionsmutante (thcD) untersucht,

in der kein KDR gebildet wird und mit dem Wildtygnglichen. Der Wildtyp und derrhcD
Stamm wurden zundchst mit 5 mM Glucose gezichéat) Erreichen der stationdren Phase die
Transkription derhc-Gene durch Zugabe von 5 mM Rhamnose induziernact zwei Stunden
die Transkription vorrhc-Genen mittels Northern-Blot Analysen untersuchhdérs als im
Wildtyp, konnte dabei in derrhcD Mutante keine Transkriptbildung vahcA, rhcB, rhcQund
rhcF, den kodierenden Genen der Rhamnose Mutarotasammise Dehydrogenase,
Rhamnonolactonase und 2,4-Diketo-3-Desoxyrhamndihadrolase, sowie vorrhcJ, dem
kodierenden Gen der Nukleotidbindedomane des AB&h§porters, nachgewiesen werden
(Abbildung 29). In der KDRDH-DeletionsmutanterficE), in der KDR akkumuliert und die
Bildung von DKDR verhindert wird, wurden diec-Gene hingegen transkribiert (Abbildung 29).
Das lasst darauf schliel3en, dass KDR das Signahiolen RhcR ist.
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Abbildung 29 Transkriptionsanalysen derrhc-Gene inH. volcanii (wt) sowie in den Deletionsmutanten
von rheD und rhcE. Die Zellen des Wildtyps (wt) sowie derhcD und rhcE Mutante wurden auf Glucose
angezogen und beim Erreichen der stationdren PhasevM Rhamnose zu den Kulturen gegeben. Die
Transkription vonrhcA, rheB, rheC, rhcF und rhed wurde zwei Stunden nach Rhamnose-Zugabe mittels
Northern-Blot Analysen untersucht. Die 16S rRNArdézur Kontrolle der gleichméafigen Beladung mitARN

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dassd@hdRanskriptionsaktivator denc-Gene
des Rhamnose-spezifischen ABC-Transporters unBmaigyme des Diketo-Hydrolase Weges ist.

Die Funktion von RhcR als Transkriptionsaktivatest idabei abhangig von KDR als
Signalmolekdl.
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5.2.1.4Lactate utilization proteinsind am Rhamnose-Abbau beteiligt

Rhamnose wird vohl. volcaniitiber den Diketo-Hydrolase Weg zu den Produkten\Ryrein
zentrales Intermediat des Stoffwechsels, und Ldtaaibtgebaut. Die Umsetzung von L-Lactat als
Produkt des Diketo-Hydrolase Weges ist bisher naifgeklart. Im Genom vohl. volcanii
wurden zwei Gene identifizieriutB (HVO_1692) undutC (HVO_1693), die fur Proteine mit
einer hohen Sequenzéahnlichkeit zu Untereinheitemadéate utilization proteinglL.ud-Proteine)
kodieren. Lud-Proteine sind fir wenige Bacteria vBacillus subtilis beschrieben und
katalysieren vermutlich die Oxidation von L-LactatPyruvat (Chagt al, 2009). Um zu prufen,
ob die lut-Gene audH. volcanii am Rhamnose-Abbau beteiligt sind, wurdatB und lutC
chromosomal deletiert, die erfolgreiche Deletionttelé Southern-Blot verifiziert und das
Wachstum der Doppelmutante auf Rhamnose mit defdildsyps verglichen (Abbildung 30A).
Im Vergleich zum Wildtyp zeigte die Deletionsmuergin vermindertes Wachstum mit einer
deutlich reduzierten Verdopplungszeit und erreieime geringere Dichte (Abbildung 30A). Eine
in trans Komplementation der Doppelmutante rutBC konnte das Wachstum auf Rhamnose
wieder vollstandig herstellen.

Abbildung 30 Wachstum einer DlutBC Mutante auf 20 mM Rhamnose und Transkription derlut-Gene

aus H. volcanii. (A) Wachstum deblutBC Mutante ) im Vergleich zum Wildtyp () und des mifutBC
komplementiertenDIutBC-Stammes § ). Die Vorkulturen wurden in Medium mit 1 % Casaoséuren
angezogen. Das Wachstum déntBC-Mutante auf Glucose war im Vergleich zum Wildtyiphit verandert. (B)
Northern-Blot Analysen mit RNA aus Glucose (G)- lRidamnose (Rh)-gewachsenen Zellen. Die verwendete
Sonde war spezifisch flutC. Als Kontrolle der gleichmafigen Beladung mit Ridi&nte die 16S rRNA.
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Diese Daten deuten darauf hin, dass die Lud-PmtaimsH. volcanii am Rhamnose-Abbau
beteiligt sind, wobei sie vermutlich die Oxidatieon L-Lactat zu Pyruvat katalysieren. Weiterhin
wurde die Transkription ddut-Gene audi. volcanii mittels Northern-Blot Analysen und einer
spezifischen Sonde gegdntC untersucht. Es wurden vergleichbare Transkriptraanm
Rhamnose- und Glucose gewachsenen Zellen nachgewigsbei die Transkriptgrof3e von 2704
Nukleotiden der Lange eines Cotranskripts &uB und lutC entspricht (2706 Nukleotide,
Abbildung 30B). Das spricht gegen eine Rhamnoseispehe Transkription delut-Gene aus
H. volcanii
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5.2.2 Abbau von Rhamnose in hyperthermophilen Crenahaeota

NebenH. volcaniisind Gene eines Diketo-Hydrolase Weges in der Dentier Archaea bisher
nur fir das thermoacidophile Euryarchaddrermoplasma acidophilumostuliert (Kimet al,
2012). In der vorliegenden Arbeit wurden Genomasetydurchgefihrt, um zu prifen, ob weitere
Archaea Gene eines Diketo-Hydrolase Weges fur damad von Rhamnose aufweisen. Dabei
wurden die putativen Gene eines Diketo-Hydrolaseg&8ein den Genomen zweier
hyperthermophiler Crenarchaeota der Ordnung Theroteg@les identifiziert, inVulcanisaeta
distributa und in Caldivirga magquilingensis(Abbildung 31). Neben Organismen der
Thermoproteales wurden auch in den Genomen eiNigdreter der Ordnung Sulfolobales, zum
Beispiel in Sulfolobus solfataricusind Sulfolobus islandicyshomologe Gene eines Diketo-
Hydrolase Weges nachgewiesen (Abbildung 31). Dastglafiir, dass diese Archaea ebenfalls
den Diketo-Hydrolase Weg fiir den Abbau von Rhammneseenden. Aulerdem konnten in den
Genomen der genannten Archaea Gene identifiziedewe die fir Homologe zu Lud-Proteinen

kodieren und die an der Oxidation von L-Lactat yruuRat beteiligt sein kbnnten.

Thermoproteales
LudA KDRDH RAD RNL RDH DKDRH LudB

Vleanisaetsdsviuts G ->— D<@l P+~

Vdis_xxxx 0969 1457 1458 1459 1460 1722 2149

Caldivirga maquilingensis < |-/ 1> {1D> [ > <
Cmag_xox 0101 0173 0174 0334 0350 1175 1176

Sulfolobales

Sulfolobus solfataricus
SSOxXxxXX 1300 1303 1345 2717 2773 3130 3131

Sulfolobus islandicus

SIRE_RSxxxxx 02765 02880 02875 10775 10770 12140 12555

Abbildung 31 Putative Gene des Rhamnose-Abbaus (berinen Diketo-Hydrolase Weg in
hyperthermophilen Crenarchaeoat. Homologe Gene sind in derselben Farbe dargestBlftamnose
Dehydrogenase (orange), Rhamnonolactonase (lilahamRonat Dehydratase (grun), 2-Keto-3-
Desoxyrhamnonat Dehydrogenase (blau), 2,4-Dikelie8exyrhamnonat Hydrolase (rot) und Lud-Proteine

(gelb).

Im Folgenden werden Untersuchungen in den Crenaot&8. solfataricusund V. moutnovskia
beschriebergeren Ergebnisse auf eine Beteiligung des Diketdrblgse Weges am Rhamnose-
Abbau in diesen Organismen hindeuten. Dabei wuklleshstumsversuche nfit. solfataricus
auf Rhamnose durchgefiihrt und einzelne Gene trigaiskrell untersucht. Aul3erdem wurden
einzelne Enzyme des Rhamnose-Abbaus Susolfataricusund V. moutnovskidiochemisch

analysiert.
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5.2.2.1 Der Diketo-Hydrolase Weg irSulfolobus solfataricusund Vulcanisaeta distributa

Abbau von L-Rhamnose inSulfolobus solfataricus

S. solfataricusvurde bei 72 °C in Medium mit 0,75 g/l Hefeextrakid 10 mM Rhamnose als
C-Quelle geziichtet. Die Zellen wuchsen mit einerddpplungszeit von 18,5 h bis zu einer
maximalen optischen Dichte bei 600 nm von etwaAbbildung 32). Wahrend des Wachstums
wurde die Rhamnose vollstdndig verbraucht. In Aleméeit von Rhamnose wuchs der
Organismus auf dem Hefehintergrund des Mediumdisuzu einer optischen Dichte voni],
(Abbildung 32).

Abbildung 32 Wachstum vonS. solfataricusin Medium mit 0,75 g/l Hefeextrakt und 10 mM Rhamrose.
Dargestellt ist das Wachstum v8n solfataricusauf 10 mM Rhamnosé ) und die Rhamnose-Abnahme tber
die Zeit &). Als Kontrolle wurden Zellen in Medium ohne Rhawse kultiviert ( ). Die Vorkulturen wurden in
Medium mit 0,75 g/l Hefeextrakt gezogen. Das Passag vorsS. solfataricusauf Rhamnose war nicht méglich.

Es wurde untersucht, ob wahrend des WachstumstearhRose eine Rhamnose Dehydrogenase
als erstes Enzym eines oxidativen Rhamnose-Abbasvegluziert ist. Dazu wurde die RDH-
Aktivitat in Rhamnose-gewachsenen Zellen bestimmdtmit der in Glucose-gewachsenen Zellen
verglichen. Die RDH-Aktivitat war in Rhamnose-geWwaenen Zellen 15-fach induzierte (87
muU/mg), was dafurspricht, dasS. solfataricuseinen oxidativen Weg fir den Abbau von

Rhamnose verwendet.

Um einen ersten Hinweis zu erhalten, ob das kodderésen der putativen RDH, SSO1300, am
Rhamnose-Abbau beteiligt ist, wurde dessen Trapiséin in Rhamnose und Glucose
gewachsenen Zellen mittels Northern-Blot Analysetetsucht. Es wurde ein spezifisches Signal

in Rhamnose gewachsenen Zellen nachgewiesen, desmeskriptgrofie von 1128 Nukleotiden
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mit der Lange des Genes SS01300 (1050 Nukleotitheyeinstimmt (Abbildung 33). In
genomischer Nahe zu SS0O1300 ist der ORF SSO13®da@isrendes Gen einer RAD annotiert
(Abbildung 31). Northern-Blot Analysen ergaben,1&501303 bei Wachstum auf Rhamnose
ebenfalls transkribiert wird, wobei die Transkrigi§e von 1189 Nukleotiden der Gengrof3e von
SS01303 (1152 Nukleotide) entspricht (Abbildung. 38)Glucose gewachsenen Zellen konnten
hingegen keine Transkripte von SSO1300 und SSOf©86Bgewiesen werden. Die Rhamnose-
spezifische Transkription deutet auf eine Beteiliggyon SSO1300 und SSO1303 am Rhamnose-

Abbau inS. solfataricusin.

Abbildung 33 Transkription der Gene SSO1300 und SSTB03, die fir RDH und RAD ausS. solfataricus
kodieren. Abgebildet ist ein Northern-Blot mit RNA aus Zellesie auf Glucose (G)- oder Rhamnose (Rh)-
gewachsen waren. Die verwendeten Sonden warerfispbZiir SSO1300 (links) und SSO1303 (rechts). Die
Markierungen an der linken Seite entsprechen dgifi&@rstandard. Die gleichméRige Beladung mit RNAdeur
mit Hilfe der 16S rRNA abgeschatzt.

Die putative RDH aus$. solfataricusvurde auf3erdem als rekombinantes Enzym biochemisch
analysiert (Tabelle 10). Dazu wurde das Gen SSO#8@@n Vektor pET19b kloniert und das
rekombinante Protein i&. coli Rosetta (DE3)pLysS Uberexprimiert. AnschlieRenddeudie
RDH mittels Hitzefallung, Nickel-Affinitdtschromagoaphie und GroRRenausschluss-
chromatographie als homotetrameres Enzym mit emgparenten Molekulargewicht von 144,7
kDa gereinigt. Die RDH katalysierte die NADBbhangige Oxidation von L-Rhamnose mit einer
spezifischen Aktivitat von 21,1 U/mg und einem-Wert von 0,2 mM fur Rhamnose (Abbildung
35). Das Enzym katalysierte auch die NAE#bhangige Oxidation von L-Fucose und D-
Arabinose. Mit den Substraten D-Glucose und D-Gatackonnte keine Aktivitat nachgewiesen

werden.
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Abbildung 34 Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkit der RDH aus S. solfataricus von der
Konzentration an Rhamnose.

Tabelle 10 Molekulare und kinetische Eigenschafteder rekombinanten Enzyme des Rhamnose-Abbaus
aus Sulfolobus solfataricusund Vulcanisaetadistributa. Die kinetischen Eigenschaften wurden bei 72 °C
bestimmt. N.b.,) ( ) agemessen mit 0,5 mM KDR und 5 mM NAD

S. solfataricus V. distributa
Eigenschaften RDH RDH RAD KDRDH
Holoenzym (kDa) 144,7 128,9 N.b. 131,4
Apparente molekulare Masse 40,3 36,1 45,6 37,6
der Untereinheit (kDa)
Kalkulierte molekulare Masse 37,9 37,9 43,9 37,2
der Untereinheit (kDa)
Oligomerisierung 4 4 N.b. 4
Spezifische Aktivitat (U/mg) 21,1 104 0,98 *r22
Apparenter k& (mM) 0.2 1,1 1,2 n.b.
(Rhamnose) (Rhamnose) ~ (Rhamnonat)
/ 3,2 / /
(NAD)
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Abbau von L-Rhamnose inVulcanisaeta distributa

Die kodierenden Gene der hypothetischen RDH, RA® KIDRDH ausV. distributawurden in
Vektoren der pET-Serie kloniert, ik. coli Rosetta (DE3)pLysS uberexprimiert und die
rekombinanten Enzyme nach saulenchromatographisBeenigung im Hinblick auf ihre
kinetischen Eigenschaften untersucht (Tabelle 10).

Rhamnose Dehydrogenase-ir die RDH wurde ein natives Molekulargewicht vi#28,9 kDa
bestimmt und die Grol3e einer Untereinheit betr&dg® XDa, was auf einen homotetrameren
Aufbau des Enzyms hindeutet. Das Enzym katalysidigeNAD -abhéngige Oxidation von L-
Rhamnose mit einem\-Wert von 104 U/mg. Fir Rhamnose wurde ein appardtt-Wert
von 1,1 mM und fiir NAD von 3,2 mM ermittelt (Abbildung 35). Mit dem DeseXucker L-
Fucose, den Hexosen D-Glucose, D-Fructose und ReBre und den Pentosen D-Arabinose,
D-Xylose und D-Ribose zeigte das Enzym keine Akiivi

Abbildung 35 Abhéngigkeit der Enzymaktivitat der RDH aus V. distributa von der Konzentration an
L-Rhamnose (A) und NAD' (B).
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Rhamnonat Dehydratase.Die RAD katalysierte die Dehydratisierung von L-Rireonat zu
KDR mit apparenten Max und Kn-Werten fir Rhamnonat von 0,98 U/mg und 1,2 mM
(Abbildung 36). Das Enzym zeigte keine Aktivitattnden Zuckersauren D-Gluconat, D-
Galactonat, D-Xylonat, D-Arabinonat und D-Ribonat.

Abbildung 36 Spezifische Aktivitat der RAD ausV. distributain Abhangigkeit von der Konzentration an
L-Rhamnonat.

KDR Dehydrogenase.Die KDRDH ausV. distributawurde als homotetrameres Enzym mit
einem denaturierten Molekulargewicht von 131,4 geeeinigt. Die Aktivitdt des Enzyms wurde
in Ansatzen mit 0,5 mM KDR untersucht. Die KDRDHt&gsierte die NAD-abhangige
Oxidation von KDR mit einer spezifischen Aktivit&in 0,22 U/mg.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ygherthermophilen Crenarchaeota
S. solfataricusund V. moutnovski®Rhamnose vermutlich Gber einen Diketo-Hydrolase \&leg
Pyruvat und Lactat abbauen. So verfligen beide Gungem Uber katalytisch aktive Enzyme eines
Diketo-Hydrolase Weges. AuRerdem wurde Sirsolfataricusgezeigt, dass der Organismus
mitRhamnose als Energie- und Kohlenstoffquelle wéaind dass dabei einzelne Gene des

Rhamnose-Abbaus Rhamnose-spezifisch transkribendemn.
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6 Diskussion

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse zastatischen Regulation von archaeellen
Pyruvat Kinasen und im Anschluss die erzielten Daiber den Abbau von Rhamnose in
halophilen sowie hyperthermophilen Archaea diskttie

6.1 Pyruvat Kinasen aus Archaea

6.1.1 Allosterische Regulation

Ausgangspunkt dieser Arbeit war, dass fur die PK Ruaerophilum einem Vertreter der
Thermoproteales, eine allosterische Aktivierungaein neuartigen Effektor 3-Phosphoglycerat
(3PG) nachgewiesen wurde (Solomenal, 2013). Au3erdem wurde ein Modell fur die Bindung
von 3PG im allosterischen Zentrum aufgestellt uindiinf Aminosauren eine Beteiligung an der
3PG-Bindung gezeigt (Solomomesal, 2013).

Sequenzanalysen dieser Arbeit ergaben, dass aei¢bKdi aus weiteren Vertretern der Ordnung
Thermoproteales, als islandicumT. uzoniensisindC. maquilingensisalle finf Reste flur eine
3PG-Bindung aufweisen und mit Hilfe biochemischenaysen wurde die allosterische
Aktivierung dieser PKs mit 3PG nachgewiesen. AuBerdvurde fir diese Enzyme mittels
ortsspezifischer Mutageneseexperimente die Beateijgder konservierten Reste an der 3PG-
Bindung bestatigt. Hingegen wurden die PKs ®usnoutnovksiaein weiterer Organismus der
Thermoproteales, und aus dem Aigarcha€and. C. subterraneunein naher Verwandter der
Thermoproteales, nicht mit 3PG allosterisch akityieas in Ubereinstimmung mit dem Fehlen
einzelner Reste fir die 3PG-Bindung ist. Damit brgiah, dass ein vollstandiges Bindemotiv aus

funf konservierten Aminosauren eine Voraussetziinglie 3PG-Aktivierung von PKs ist.

Weiterhin wurden in dieser Arbeit die PKs aus deandfchaeorCand. K. cryptofilunund den
hyperthermophilen Euryarchaeof furiosus und T. kodakarensisauf ihre allosterische
Regulierbarkeit untersucht und gezeigt, dass diEseyme weder mit 3PG noch mit
Zuckerphosphaten allosterisch aktiviert werden. Big PKs aus zwei hyperthermophilen,
methanogenen Archaea der Methanococcales, Mwgannaschii und M. villosus, konnte
Uberraschenderweise eine allosterische Regulieziarkt AMP, dem klassischen Effektor der
PKs aus Bacteria, nachgewiesen werden. Dagegenerzeitje PKs aus den mesophilen
methanogenen Archa&& maripaludisundM. acetivorankeinen allosterischen Effekt mit AMP.

In Untersuchungen der Arbeitsgruppe Schonheit logeizeigt werden, dass die PKs aus den
mesophilen methanogenen Archakkethanosarcina mazeund Methanospirillum hungatei

ebenfalls nicht mit AMP allosterisch aktiviert werd Somit scheint sich das Vorkommen einer
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allosterischen Regulierbarkeit mit AMP innerhalb r denethanogenen Archaea auf
hyperthermophile Organismen der Ordnung Methanaczu beschranken. Neuere
Untersuchungen ergaben, dass neben den PKs aughieypephilen methanogenen Archaea
auch die PKs aus den beiden halophilen Euryarch&totolcaniiundHaloarcula marismortui
eine allosterische Aktivierung mit AMP aufweisenrlgaitsgruppe Schénheit). Neben den
genannten archaeellen PKs wurden bisher auch dseaBK den hyperthermophilen Archaea
pernix und D. kamchatkensiaus der Ordnung der Desulfurococcales sowie dis &k den
thermoacidophilen Archada torridus S. solfataricusindT. acidophilununtersucht und gezeigt,
dass diese weder mit 3PG noch mit FBP oder AMPs@isch aktiviert werden (Johnsenal,
2003)(AG Schénheit).

6.1.2 Sequenzanalysen von 3PG-, FBP- und AMP-akterten PKs
Phylogenetische Verwandtschaft von allosterisch aktierten PKs

In Zusammenarbeit mit Giddy Landan und Fernanda {Arbeitsgruppe Dagan) wurden die in
dieser Arbeit untersuchten PKs mit weiteren PKsiltd phylogenetische Verwandtschaft hin
untersucht, um die Evolution der allosterischenufiegoarkeit von PKs naher zu verstehen. Dazu
wurde ein phylogenetischer Baum mit den Sequenaar8?G-, FBP- und AMP-aktivierten PKs
aus Eukarya, Bacteria und Archaea erstellt (Ablbigda7). Der Stammbaum wurde mit Hilfe der
Maximum-LikelihoodViethode konstruiert und zeigt hohe Bootstrap-Westas flr eine hohe
Qualitat spricht. Au3erdem konnte mit Hilfe derXiah entwickelterminimal ancestor deviation
(MAD) Methode die Wurzel des Baumes bestimmt wer(léra et al, 2017). Die Auswertung
des phylogenetischen Baumes lasst dabei folgendesStolgerungen zu:

1. In direkter Nahe zur Wurzel des Baumes befinderh satsschlie3lich PKs aus
hyperthermophilen Archaea und keine PKs aus Bagteveshalb PKs vermutlich in
hyperthermophilen Archaea entstanden sind (Abbgdwsv). LUCA, als letzter
gemeinsamer Vorfahre von Archaea und Bacteriag liélglich keine PK besessen, was
in Ubereinstimmung mit der postulierten chemolitbphen Lebensweise von LUCA ist
(Weisset al, 2016). Die PKs aus Bacteria stammen demnach gorPis aus Archaea

ab und wurden Uber einen lateralen Gentransfeeibdméne der Bacteria Ubertragen.

2. Der phylogenetische Baum bildet von der Wurzel abhegd zwei distinkte Gruppen
(Abbildung 37). In der Ausbildung dieser beiden gren spiegeln sich zwei unabhangige
Entwicklungslinien der allosterischen Regulatiom\RKs wider. Eine Gruppe stellt die
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Entwicklungslinie von 3PG-aktivierten PKs dar umdfasst die 3PG-aktivierten PKs aus
Thermoproteales sowie die nicht-regulierten PKs Rasulfurococcales un@and. C.
subterraneum Die allosterische Regulation mit 3PG ist demnatchden PKs aus
hyperthermophilen Crenarchaeota entstanden. Dieitew&ruppe spiegelt die
Entwicklungslinie der allosterischen Regulation Yis mit Zuckerphosphaten (FBP und
AMP) wider. Zu dieser Gruppe gehoren neben dent+@iltbsterisch regulierten PKs aus
thermoacidophilen sowie aus mesophilen methanogehehaea auch die AMP-
aktivierten PKs aus hyperthermophilen methanogendrchaea sowie die

Zuckerphosphat-aktivierten PKs aus Bacteria undaBak

. Die in dieser Arbeit charakterisierten AMP-aktitear PKs aus Methanococcales bilden

in der Entwicklungslinie der Zuckerphosphat-aktitee PKs die tiefste Abzweigung
allosterisch regulierter PKs (Abbildung 37). Dasuté¢ auf eine Entstehung der
allosterischen Regulation mit AMP in den PKs hypentmophiler methanogener Archaea
hin. Dabei stellen diese archaeellen AMP-aktivief®Ks vermutlich den Vorlaufer der
AMP-aktivierten PKs aus Bacteria dar und wurdenr i@yeen lateralen Gentransfer von
Archaea in die Doméne der Bacteria Ubertragenrdasanterweise befindet sich im
phylogenetischen Baum die AMP-aktivierte PK aus demerthermophilen Bakterium
T. maritima in enger phylogenetischer Nahe zu den AMP-aktierer PKs aus
Methanococcales, was ein Hinweis fur einen latera@entransfer der PK von
Methanococcales zu den Thermotogales ist. EindigeGentransfer voNl. jannaschii

zuT. maritimaist bereits fur eine Vielzahl an Genen beschrigb&isonet al, 1999).

. Die AMP-regulierten PKs aus den HaloarchikeaolcaniiundH. marismortuibefinden
sich im Stammbaum in phylogenetischer Nahe zu ddRAktivierten PKs aus Bacteria,
was ein Hinweis fur einen lateralen Gentransfeselid’Ks aus Bacteria zu Haloarchaea
ist (Abbildung 37). Diese Vermutung ist in Uberdimsnung mit bioinformatischen
Analysen, die einen massiven horizontalen Genteansfakterieller Gene in die

Haloarchaea postulieren (Nelson-Sahal, 2012).

. Die FBP-aktivierten PKs sowohl von Bacteria alstawon Eukarya entspringen aus
einem gemeinsamen Ast innerhalb der AMP-aktivieRKs aus Bacteria (Abbildung 37).
Demnach haben sich die FBP-aktivierten PKs beiden@nen aus den AMP-aktivierten
PKs der Bacteria entwickelt. Die Abstammung deraeysitischen PKs von Bacteria ist in
Ubereinstimmung mit der Endosymbiontentheorie, wbnader Ursprung der

eukaryotischen PKs auf einen endosymbiontischenr@wsfer aus dem Mitochondrium

in den Kern zuriickzufiihren ist (Martat al, 2015).
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Abbildung 37 Phylogenetische Verwandtschaft von PKsaus Archaea, Bacteria und Eukarya.Der
phylogenetische Baum wurde in Zusammenarbeit ndtisLandan und Fernando Tria (Arbeitsgruppe Dagan)
mit derMaximum LikelihoodMethode konstruiert und mit derinimal ancestor deviatioMethode die Wurzel
des Baumes bestimmt (Trdal, 2017). Die Zahlen an den Asten geben die Bogavarte an. Farbige Kasten
illustrieren die allosterischen Effektoren der gserten PKs: FBP in cyan, AMP in grin und 3PG range.
Die Doménen-Zuordnung der Organismen ist durchidarBrtnamen dargestellt: Eukarya in griin, Bactéria
blau und Archaea in rot. LGT: Lateraler GentranstmiProt-NummernTrypanosoma brucgiP30615),L.
mexicana(Q27686),S. cerevisiadP00549),HumanM2 (P14618),Vibrio choleraelsoenzym 1 (Q9KUNO),
Vibrio choleraelsoenzym 2 (Q9KQJO) ersinia enterocoliticdsoenzym 1 (A1JPBO)ersinia enterocolitica
Isoenzym 2 (A1JRG5)Salmonella typhimuriunisoenzym 1 (P77983%almonella typhimuriunlsoenzym 2
(Q8ZNWD0), E. coliIsoenzym 1 (POAD61):. colilsoenzym 2 (P21599),actobacillus bulgaricugP34038),
Streptococcus sanguinigF2CEQ5), Streptococcus mutangQ8DTX7), Lactococcus lactis (Q07637),
Staphylococcus aure®6GG09) Geobacillus stearothermophil (©02499) Bacillus licheniformigP51181),
SynechococcuBCC 6301 (AOAOH3K2WO)M. tuberculosifPOWKES),Paracoccus denitrifican§A1B4C4),
Corynebacterium glutamicurfQ46078),T. maritima (Q9WY51), H. volcanii (D4GUBG6), H. marismortui
(Q5V418), T. kodakarensigQ76193),P. furiosus(Q8U1L8), M. acetivorangQ8TJ98),M. mazei(Q8PYY4),
Methanococcus vannielA6UQP9), M. maripaludis (Q6LWU9), M. jannaschii(Q57572),T. acidophilum
(P32044),P. torridus (Q6L281),S. solfataricugQ97ZD7),K. cryptofilum (B1L381), A. pernix (Q9YEU?2),
Desulfurococcus kamchatken$i®8D638),T. uzoniensigAG Schénheit, nicht veréffentlicht],hermoproteus
tenax (AG Schonheit, nicht veréffentlicht)P. aerophilum (Q8ZYEOQ), P. islandicum (A1RTJ5), C.
maquilingensigA8BMCBS5), V. moutnovskigdF0QTY3),C. subterraneuniE6N6B7).
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Aminosauresequenzvergleich von PKs

FUr einen weiteren Vergleich von unterschiedlictostérisch aktivierten PKs, wurde ein
Aminosauresequenzvergleich mit der 3PG-aktivierld aus P. aerophilum, der AMP-
aktivierten PK au$/. jannaschiisowie mit ausgewéhlten FBP- und AMP- aktiviertensRis
Bacteria und Eukarya durchgeftihrt (Abbildung 38).

Abbildung 38 Aminosauresequenzalignment von PKs au&ukarya, Bacteria und Archaea. Die PK-
Konsensussequenz [LIVAC]-x-[LIVM](2)-[SPACV]-K-[LIV-E-[NKRST]-x-[DEQHS]-[GSTA]-[LIVM] ist in
allen PKs konserviert und durch einen Kasten gekeichnet. Die an der Katalyse beteiligten Aminoséuder

PK ausS. cerevisiasind durch Kreise markiert (Juriea al, 1998). Die an der Bindung des 6‘-Phosphates von
FBP beteiligten Reste in der C-Doméane der PKSauwerevisiasind mit Sternen markiert (Juriedal., 1998).

Die Einteilung der Proteindomanen erfolgte auf @eundlage der Kristallstruktur der PK a8s cerevisiae
(Juricaet al.,1998). Die NCBI Accession-Nummern kénnen Abbild@Tgentnommen werden.
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Kristallstrukturen von PKs aus BacterM.(tuberculosiy Eukarya, §. cerevisiaeund Archaea
(P. aerophilumhaben ergeben, dass jede PK-Untereinheit aus/A&ipB- und C-Domane besteht
und dass die PKs aus Eukarya zusatzlich eine NitatenN-Doméane aufweisen (Juriet al,
1998, Solomonst al, 2013, Zhonget al, 2017). Die C-Domane enthélt dabei das allosteeisc
Zentrum, wohingegen die A-Domane das katalytischeti@im tragt und die B-Doméne an der
Katalyse beteiligt ist. Das Alignment verdeutliaiie hohe Sequenzahnlichkeit der A- und B-
Domanen (48-65 % Sequenzéhnlichkeit; Abbildung 38hand der Kristallstruktur der PK aus
S. cerevisia&onnten innerhalb der A-Domaéane eine Reihe von Axséuren identifiziert werden,
die essentiell fur die Katalyse sind (Juretaal, 1998). Das Alignment zeigt, dass diese Reste in
allen PKs konserviert sind, so auch in den PKAdehaea (Abbildung 38). Im Gegensatz zu den
A- und B-Doménen weisen die C-Doméanen eine ger8gmguenzahnlichkeit auf (32-45 %). Das
ist in Ubereinstimmung mit der allosterischen Aldiung der PKs durch unterschiedliche
Effektoren. Interessanterweise ist jedoch in déddbaéne aller PKs ein Cluster von Serin- und
Threonin-Resten mit leichten Abweichungen konsetyfér den in den FBP-, AMP- bzw. 3PG-
aktivierten PKs au$. cerevisiae, M. tuberculodigw. P. aerophilumeine Beteiligung an der
Bindung des 6'-Phosphates von FBP, des 5-Phospivate AMP bzw. des 3'-Phosphates von
3PG gezeigt wurde (Juried al, 1998, Solomonst al, 2013, Zhonget al, 2017)(Abbildung 38).
Ein Vergleich der Kristallstrukturen der PKs @&iscerevisiae, M. tuberculosiadP. aerophilum
ergab, dass sich dieser Serin/Threonin-Clustegimes Position in den allosterischen Zentren der
drei PKs Uberlagert (Abbildung 39). Somit scheiR&s Giber eine homologe Phosphatbindestelle
zu verfugen, die an der Bindung der Phosphatgrugieenunterschiedlichen Effektoren FBP,
AMP bzw. 3PG beteiligt ist. Es kann spekuliert wasrddass diese Phosphatbindestelle der
gemeinsame Ausgangspunkt fur die Entwicklung destdrischen Regulation von PKs durch die
unterschiedlichen Effektoren war. Der Vergleich diosterischen Zentren zeigt au3erdem, dass
in der PK ausP. aerophilumdie Bindetasche fur den Glyceratrest von 3PG eegeglaufige
Orientierung zur Bindetasche des FuranoseringZudekerphosphate AMP und FBP in den PKs
ausS. cerevisiaeind M. tuberculosisaufweist (Abbildung 39). Ein Grund fir diese gegeriige
Orientierung kénnte sein, dass in der PK Ruaerophilumdas fur die 3PG-Bindung essentielle
Tyrosin-428 den Bereich des allosterischen Zentroloskiert, der in den PKs a$ cerevisiae
und M. tuberculosisden Furanosering von FBP bzw. AMP aufnimmt. Sonidnrke der
Tyrosinrest die Voraussetzung fur die Entwicklureg 8PG-Bindetasche gewesen sein, indem

dieser die Bindung von Zuckerphosphaten im allestben Zentrum verhinderte.
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Abbildung 39 Schematische Darstellung der Effektortmdetaschen in den allosterischen Zentren der PKs
aus P. aerophilum M. tuberculosisund S. cerevisiaDie Abbildung basiert auf einer Uberlagerung der C-
Domanen der Kristallstrukturen der PKs @&isaerophilum(gelb), M. tuberculosis(griin) undS. cerevisiae
(cyan) und wurde von Christopher Davies angeferiidis Schema zeigt, dass sich in den drei PKs die
Bindestelle fir die Phosphatgruppe von 3PG, AMP.IZBP in ihrer Position Uberlagert. Dagegen weidien
Bindetasche fiir den Glyceratrest von 3PG und del@&gasche fur den Furanosering von FBP bzw. AME ein

gegenlaufige Orientierung auf. Die gebundenen t@ieshen Effektoren sind farbig dargestellt: FBRyan,
AMP in griin und 3PG in orange.
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6.1.3 Regulation der archaeellen Glykolyse

In den klassischen EM-Wegen aus Bacteria und Eakgtgllen Enzyme die eine irreversible und
energiekonservierende Reaktion Kkatalysieren wiehtigllosterische Kontrollpunkte zur
Regulation der Geschwindigkeit dar (Abbildung 44 diesen Enzymen gehdren neben den
Hexokinasen der Eukarya, insbesondere die ATP-atpim Phosphofructokinasen (PFKs) und
PKs. Die PFKs der meisten Bacteria gehéren zur RAKamilie und werden in der Regel mit
ADP inhibiert und mit PEP aktiviert. Fir PFKs auskgrya sind neben ADP und PEP weitere
allosterische Effektoren, unter anderem der pasitiffektor Fructose-2,6-Bisphosphat,
beschrieben. Die allosterische Aktivierung von RKselgt in der Regel Giber die Zuckerphosphate
AMP oder FBP. FBP wird im oberen Teil der Glykolygen der PFK irreversibel gebildet,
wodurch eine Akkumulation und dadurch eine Funktion FBP als allosterischer Aktivator der
PKs uber eine sogenannteedforward Regulation ermdglicht wird. Im Gegensatz zu den
klassischen glykolytischen Abbauwegen aus BacteribEukarya, weisen die modifizierten EM-
Wege aus Archaea eine eingeschrankte allosterRelgelierbarkeit auf. So sind fur Archaea
ATP- und ADP-abhéangige PFKs der PFK-B Familie soeiree Pyrophosphat-abhangige PFK
beschrieben, die, anders als die PFKs aus BaatedaEukarya, nicht mit ADP oder PEP
allosterisch aktiviert werden (Siebatal, 1998, Tuiningaet al, 1999). Auch ergaben bisherige
Untersuchungen mit archaeellen PKs, dass dieseriRégel nicht allosterisch aktiviert werden.
Eine Ausnahme bilden die PKs aus Organismen denudgl Thermoproteales, die mit 3PG
allosterisch aktiviert werden. Dadurch ergibt sicden modifizierten EM-Wegen dieser Archaea

ein allosterischer Kontrollpunkt.

Der Grund, weshalb 3PG als allosterischer Aktivater PKs aus Thermoproteales fungiert,
konnte mit dessen irreversibler Bildung in den rfiegirten EM-Wegen der Thermoproteales
zusammenhangen (Abbildung 40). Wéahrend Eukarya Bexcteria GAP in zwei reversiblen
Reaktionen Uber eine GAP-DH und eine Phosphoglytérase zu 3PG umsetzen, erfolgt in den
modifizierten EM-Wegen der Thermoproteales die Umsgg von GAP zu 3PG in einer
Reaktion. So bildeP. aerophilum3PG (lber eine GAP-Ferredoxin-Oxidoreduktase (GAPOR
durch einstufige, irreversible Oxidation von GAPe(iRr et al, 2007).T. tenaxsetzt GAP
ebenfalls einstufig und irreversibel tUber eine tjghosphorylierende GAP-Dehydrogenase
(GAPN) zu 3PG um (Brunneet al, 1998). Die irreversible Bildung ermdglicht datene
intrazellulare Akkumulation von 3PG und damit efunktion als allosterischer Regulator. Diese
koordinierte Regulation mit 3PG, als irreversibebideter Effektor, ist vergleichbar mit der
allosterischen Aktivierung von PKs aus Bacteria utfukarya mit FBP, dem Produkt der

irreversiblen PFK. FBP ermdéglicht dabei die koorelite Regulation zwischen dem oberen und
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dem unteren Teil des klassischen EM-Weges (Abbddif). Im Gegensatz dazu ermdglicht 3PG
in den modifizierten EM-Wegen der Thermoprotealeg é&oordinierte Regulation des unteren
Teiles der Stoffwechselwege auf Hohe von C3-Vernbingen (Abbildung 40). Die Bildung von
3PG in einer irreversiblen Reaktion scheint jedestht zwingend in einer allosterischen
Regulation von PKs mit 3PG zu resultieren. So bildech die Vertreter der Thermococcales
P. furiosusund T. kodakarensi8PG irreversibel Giber eine GAPOR, die Analyseseatiéirbeit
haben jedoch ergeben, dass diese Enzyme nichtRfdt @losterisch aktiviert werden. Somit
scheint sowohl eine irreversible Bildung von 3P&aalch das Vorhandensein eines vollstédndigen
3PG-Bindemotives die Voraussetzung fir die allestée Regulierbarkeit von PKs mit 3PG zu

sein.

Abbildung 40 Die modifizierten EM-Wege ausThermoproteusund Pyrobaculumim Vergleich zum
klassischen EM-Weg ausSaccharomycesind E. coli. Die 3PG-bildenden Reaktionen sind durch Kéasten
hervorgehoben. Abkirzungen: Glc-6-P, Glucose-6-phats F-6-P, Fructose-6-Phosphat; F-1,6-BP, Freetos
1,6-Bisphosphat; GAP, Glycerinaldehyd-3-Phosphat,3 1BPG, 1,3-Bisphosphoglycerat; 3PG, 3-
Phosphoglycerat; 2PG, 2-Phosphoglycerat; PEP, Rbesplpyruvat; PFK, Phosphofructokinase; GAPN,
nicht-phosphorylierende GAP-Dehydrogenase; GAPORP-Gerredoxin-Oxidoreduktase; GAP-DH, GAP-
Dehydrogenase; PGK, Phosphoglycerat Kinase; PKjRyKinase.
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6.2 L-Rhamnose-Katabolismus in Archaea

6.2.1 Transport und Abbau von Rhamnose ifd. volcanii

In der vorliegenden Arbeit wurde im Genom \rnvolcaniieinrhamnose catabolisi@encluster
(rhc-Gencluster) identifiziert und gezeigt, dass didsereinen Rhamnose-spezifischen ABC-
Transporter, fur alle Enzyme des Abbaus von Rhamiiber einen Diketo-Hydrolase Weg sowie
den Transkriptionsregulator RhcR kodiert, der dileGene transkriptionell aktiviert. Zunachst
sollen die Ergebnisse zum Rhamnose-Transport urabaé in H. volcanii sowie deren
transkriptionelle Regulation diskutiert werden. Ankel3end wird die Beteiligung von Lud-

Proteinen am Rhamnose-Abbau erortern.

6.2.1.1 Der ABC-Transporter der Rhamnose-Aufnahme

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Aufravon Rhamnose K. volcaniiliber einen
ATP-Binding-Cassett&ransporter (ABC-Transporter) erfolgt. Die Kompaoten des
Transporters werden von vier Genen kodiert, dighmGencluster liegen und die Rhamnose-
spezifisch transkribiert werden. Mit Hilfe einer IBgonsmutante des Substratbindeproteins
wurde die funktionelle Beteiligung des ABC-Trandpos an der Rhamnose-Aufnahme

nachgewiesen.

ABC-Transporter aus Archaea und Bacteria besteheder Regel aus funf Doméanen: einem
extrazellularen Substratbindeprotein, zwei Transbramdomanen (TMD) und zwei
cytoplasmatischen Nukleotidbindedomanen (NBD). thatb der Proteinfamilie der ABC-
Transporter katalysieren vorwiegend zwei Subfamilidie Aufnahme von Zuckern: die
Carbohydrate Uptake Transporté€UT)-1 und die CUT-2 Subfamilie (Schneider, 20@igese
Subfamilien werden uber ihre Domé&nenorganisatiod imme NBD Kklassifiziert (Schneider,
2001). Der Rhamnose-spezifische ABC-TransporterHhugolcanii weist die CUT1 typische
Domanenorganisation aus einem extrazellularen g&ibstdeprotein, einer heterodimeren TMD
und einer homodimeren NBD auf. Um zu priufen, obhadee NBD des Rhamnose-ABC-
Transporters aus$i. volcanii (RhcJ) die CUT1 typischen Aminosauresequenzeigexfissh
aufweist, wurde RhcJ mit charakterisierten NBD déUT1 Subfamilie verglichen
(Abbildung 41). Dabei wurde in der N-terminalen Dome von RhcJ ein konserviertes Walker A
und Walker B Motiv identifiziert. Diese Motive sincharakteristisch fur verschiedene ATP-
hydrolysierende Enzyme wie F1-ATPasen, Tyrosin Kgmund NBD und enthalten Reste, die
an der Nukleotidbindung beteiligt sind (Walletral, 1982). In der C-terminalen Domé&ne konnte
neben der ABC-Signatursequenz die fur CUT1-Trarieptypische Konsensussequenz (G-[IV]-
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R-P-E-[DH]) nachgewiesen werden. Damit kann derRi@se ABC-Transporter ats volcanii
der CUT1 Subfamilie zugeordnet werden (Schneid@Q1® Fur eine Vielzahl archaeeller
Zuckertransporter ist ebenfalls eine Zugehorigkeit CUT1 Subfamilie gezeigt. So gehoren die
Disaccharid-Transporter au¥hermococcus litoralisund Pyrococcus furiosusder CUT1
Subfamilie an (Koninget al, 2002, Xavieret al, 1996). Zur CUT1 Subfamilie gehéren auch
archaeelle Monosaccharid-Transporter wie der Glidesw. Arabinose Transporter a®s
solfataricus und der Xylose bzw. Arabinose Transporter &usvolcanii (AG Schdnheit)
(Lubelskaet al, 2006). In Bacteria erfolgt der Transport von Msacchariden hingegen meist
Uber ABC-Transporter der CUT2 Subfamilie (Schnei@&01). So ist fur die Aufnahme von
Rhamnose iR. leguminosarurain ABC-Transporter beschrieben, der, andersal®tiamnose-
Transporter auBl. volcanii zur CUT2 Subfamilie gehort (Richardsenal, 2004). Fir einigé-
Proteobacteria, zum BeispieE. coli, ist eine Aufnahme von Rhamnose Uber einen

Protonensymporter der Drug/Metabolite Transportgre®familie gezeigt (Muirgt al, 1993).

Abbildung 41 Alignment der Nukleotidbindedoméane (NBD) des ABC-Transporters der Rhamnose-
Aufnahme ausH. volcanii (RhcJ) mit ausgewahlten NBD der CUT1 Subfamilie voirchaea und Bacteria.
Das Walker A Motiv (PDOC00017), das Walker B MdthhhhD, h: hydrophobe Aminoséure) sowie die ABC-
Signatursequenz (LSGGQ[QRK]QR) und das fiur CUT1nr$pmrter spezifische Sequenzmotiv G-[IV]-R-P-E-
[DH] sind durch einen Rahmen markiert (Schneidéf1).Haloferax volcaniiRhcJ, D4AGPB1Thermococcus
litoralis Trehalose/Maltose Transporter (TL_MalK), Q9YGA#jlfolobus solfataricu®-Glucose Transporter
(SS_GlcV), Q97UY8Escherichia coln-Glycerol-3-Phosphat Transporter (EC_UgpC), PZ090
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6.2.1.2 Phylogenetische Einordnung der Enzyme deskBto-Hydrolase Weges

Alle Enzyme des Diketo-Hydrolase Weges \nvolcanii RhM, RDH, RNL, RAD, KDRDH
und DKDRH, werden von deminc-Gencluster kodiert. Analysen dieser Arbeit ergalgass die
Transkription dieser Gene bei Wachstum auf Rhamimokeziert ist, was auf eine Beteiligung am
Rhamnose Abbau hindeutete. Bis auf die Rhamnosanghaise (RhM), konnte fir alle Enzyme
der Nachweis der funktionellen Beteiligung am RhassAbbau mit Hilfe der entsprechenden
Deletionsmutanten in Wachstumsversuchen auf Rhaenedsacht werden. Aul3erdem wurden
die Enzyme des Diketo-Hydrolase Weges homolold.irolcanii Uberexprimiert, gereinigt und
charakterisiert. Im Folgenden sollen die EnzymeDRiksto-Hydrolase Weges atis volcaniimit

beschriebenen Enzymen des Rhamnose-Abbaus ausy&ukat Bacteria verglichen werden.

Rhamnose MutarotaseDie Rhamnose-spezifische Transkription der RhMHwuslcaniideutet
auf eine Beteiligung des Enzyms am Abbau von Rhaendin. Dagegen ergaben
Wachstumsexperimente mit einer RhM Deletionsmuteanié Rhamnose, dass diese kein
verandertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp =zeigtEine Erklarung fir das
uneingeschrankte Wachstum der RhM DeletionsmutanteRhamnose konnte sein, dass die
spontane Konfigurationsanderung derin die -Konfiguration von Rhamnose schnell genug
verlauft, um ein ungehindertes Wachstum der Mutdrge den gewahlten Bedingungen zu
ermoglichen. Basierend affequenzanalysen wurde die RhM &lsvolcanii der Rhamnose-
Mutarotase Familie zugeordnet, zu der auch dieebisharakterisierten RhMs aks coliundR.
leguminosarungehdren (Richardsoet al, 2008, Ryuet al, 2005). In Abbildung 42 ist ein
Aminosaure-Sequenzalignment der RhM Busolcanii mit den charakterisierten RhMs als
coli und R. leguminosarundargestellt. Die vorhergesagte SekundarstrukturRieV ausH.
volcanii ist in Ubereinstimmung mit der Sekundarstruktur BéaM ausE. coli, die auf der
Kristallstruktur basiert. Aul3erdem sind die fur &M auskE coli identifizierten katalytischen
Reste auch in der RhM atk volcaniikonserviert. Das unterstitzt die Annahme, dasfkdid

ausH. volcanii wie auch die RhM aus. coli, die Umsetzung von- in  -Rhamnose katalysiert.
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Abbildung 42 Aminosaure-Sequenzalignment der RhM asiH. volcanii mit charakterisierten RhMs aus
E. coliund R. leguminosarumDie an der Katalyse beteiligten Histidin- und TymReste der RhM aus. coli
sind durch rote Sterne markiert. Die vorherges&gkundarstruktur der RhM at volcanii ist Uber der
Sequenz und die Sekundarstruktur der RhM Eusoli unter dem Alignment abgebildet (Rya al, 2005).
Rhamnose Mutarotasen: *t- . D4GPAB) */0- . 1234

*- . 567 824%

Rhamnose DehydrogenaseDie RDH ausH. volcanii setzte neben L-Rhamnose mit deutlich
geringerer katalytischer Effizienz auch L-LyxoselunrMannose um und war spezifisch fur den
Cofaktor NAD'. Bisher wurden die RDHs aus den Bactériainelandij S. thermosulfidooxidans
undSphingomonasp, den Pilzer8. stipitisundD. hansenisowie dem Archaeon. acidophilum
charakterisiert (Baet al, 2015, Kimet al, 2012, Watanabe & Makino, 2009, Watanabel,
2008). Diese RDHs katalysieren ebenfalls die Oidtatron L-Rhamnose, L-Lyxose und L-
Mannose. Anders als die RDH ddsvolcanii weisen die genannten RDHs aus Archaea, Bacteria
und Eukarya eine ahnliche katalytische EffizienzLlftRhamnose und L-Lyxose auf (Baeal,
2015, Kimet al, 2012, Watanabe & Makino, 2009, Watan&bel, 2008). Eine Erklarung fur
die Aktivitat von RDHs mit L-Lyxose und L-Mannosérinte sein, dass L-Rhamnose, L-Lyxose
und L-Mannose die gleiche Konfiguration am C-2, @2l C-4 Atom aufweisen, was auf eine
vergleichbare stereospezifische Substratbindundehitet. Die bisher charakterisierten RDHs
unterscheiden sich in ihrer Spezifitat fur Pyridikleotide. Wahrend die RDHs albs hansenii
undS. stipitisspezifisch fiir NAD sind, bevorzugt die RDH ads acidophilumNADP" und die
RDHs ausSphingomonasp., A. vinelandii und S. thermosulfidooxidangeisen eine duale
Cofaktor Spezifitat auf (Baet al, 2015, Kimet al, 2012, Watanabe & Makino, 2009, Watanabe
et al, 2008).

Die RDH aus H. volcanii konnte aufgrund von Sequenzanalysen der shomchai
dehydrogenase/reductase (SDR) Superfamilie zugebrderden. In die SDR Superfamilie

gehoren NAD(P)(H)-abhéngige Oxidoreduktasen, die grof3e funktionale Diversitat aufweisen
und die in funf distinkte Subfamilien eingeteiltnden (Kavanaglet al, 2008). Die RDH ausl.
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volcanii gehort der klassischen SDRc Familie an und waist fir die Subfamilie indikative
Cofaktor-bindende Sequenzmotiv (T-G-x-x-X-[AG]-x-&)f (Kavanagtet al, 2008)(Abbildung
43). Auch alle bisher charakterisierten RDHs aust®#a, Archaea und Eukarya gehdren zur
SDRc Subfamilie (Abbildung 49) (Kirat al, 2012, Watanabe & Makino, 2009, Watanabal,
2008).

Abbildung 43 Aminosaure-Sequenzalignment der RDH asiH. volcanii mit charakterisierten RDHs der
SDRc-Familie aus Archaea, Bacteria und EukaryaDas fir SDRc-Enzyme indikative Cofaktor Bindemotiv
(T-G-x-x-Xx-[AG]-x-G) ist durch einen Rahmen markieDie fir alle SDR-Enzyme charakteristische SDR-
Konsensussequenz (Prosite: PDOCO00060) ist dur@meinhwarzen Rahmen hervorgehoben und die fir die
Katalyse essentiellen Aminosauren Serin, Tyrosid ugsin durch Sterne markiert (Perssenal, 2003).
Rhamnose DehydrogenaseHaloferax volcanii (ADE01345), Thermoplasma acidophiluntAEN94562),
Sphingomonasp. (EAT09360),Sulfobacillus thermosulfidooxidaitd0A1W1WNUG), Azotobacter vinelandii
(EAMO07804),Schefferomyces stipiti$\BN68405),Debaryomyces hanserfip6BQZ7).

RhamnonolactonaseDie RNL ausH. volcanii zeigte eine hohe Spezifitat fur L-Rhamnono-
Lacton. L-Rhamnonad-Lacton sowie weitere Zuckerlactone wurden nichgesetzt. Mit Hilfe
von Sequenzanalysen wurde das Enzym der AmidohagioBuperfamilie (AHS) zugeordnet
(Seibert & Raushel, 2005). Proteine der AHS zeinhsieh durch eine einheitliche Proteinfaltung
und eine metallabhéngige Katalyse aus. Die Amines@guenzahnlichkeit innerhalb der
Proteinfamilie ist jedoch gering. Enzyme der AH$akgsieren eine Vielzahl an Reaktionen, wie
die Hydrolyse von Amid- und Esterbindungen, die magerung von Nukleinsduren sowie
Isomerisierungen und Hydratisierungen. Die RNL Husolcaniigehort innerhalb der AHS zu
einer Gruppe von Enzymen (cog3618), deren Mitgliedewiegend die Hydrolyse von Lactonen

katalysieren und zu der auch Zucker-Lactonasendmid_-Fuconolactonase aiirkholderia
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multivorans und die L-Rhamnonolactonase au3. hanseniigehéren (Hobbset al, 2013,
Watanabeet al, 2008). Letztere bildet mit der RNL aws$. volcanii die einzigen bisher
charakterisierten RNLs. Die putativen RNLs aus deilm S. stipitissowie aus den Bacteria
Sphingomonasp. undA. vinelandiigehdren ebenfalls in diese Familie (Watanabe & Maki
2009, Watanabet al, 2008).Fur das Bakteriun®. thermosulfidooxidanand das Archaeon
T. acidophilumsind hingegen Rhamnonolactonasen postuliert, Wiger metallo-hydrolase-like
MBL-fold Superfamilie gehdren (Abbildung 49)(Batal, 2015, Kimet al, 2012).

Neben der RNL aud. volcaniigibt es bisher nur eine weitere charakterisiettek&r Lactonase
aus der Doméne der Archaea. So ist fHr volcanii eine Lactonase der SMP-
30/gluconolactonase/LRE like Protein Familie beten, die am Abbau der Pentosen D-Xylose
und L-Arabinose beteiligt ist (Suttet al, 2017).

Rhamnonat Dehydratase.Die RAD ausH. volcanii katalysierte die Dehydratisierung von L-
Rhamnonat zu KDR, wobei die Aktivitat abhéngig divalenten Kationen war. Die RAD ahis
volcanii zeigt eine hohe Sequenzidentitat zu den charaldeen RADs des Aldolase bzw. des
Diketo-Hydrolase = Weges der BacteriaA. vinelandij Sphingomonas sp. und

S. thermosulfidooxidansowie der PilzeD. hanseniiund S. stipitis und dem Archaeon
T. acidophilum(Kim et al, 2012, Watanabe & Makino, 2009, Watanabal, 2008). Die RAD
ausH. volcanii zeigt auch eine hohe Sequenzidentitat zu der kteaisierten RAD au&. coli,
deren physiologische Bedeutung bisher nicht bekah(Rakuset al, 2008, Watanabe & Makino,
2009). So bauE. coliRhamnose ausschliel3lich Uber einen klassischemppbndierten Weg ab,
an dem keine RAD beteiligt ist, verfuigt jedoch Uter Enzyme RAD und KDR Aldolase eines
Aldolase Weges (Reat al, 2008). Mit Hilfe bioinformatischer Analysen koendie RAD aud.
volcanii der Enolase Superfamilie zugeordnet werden, ziadeh alle bisher charakterisierten
RADs gehoren. In diese Familie gehdren auch einelz&hl an weiteren Zuckersaure
Dehydratasen, wie zum Beispiel die Gluconat Dehgden, Xylonat Dehydratasen oder Fuconat
Dehydratasen (FAD) sowie Mandelat Racemasen (M&)dimnamensgebenden Enolasen. Eine
phylogenetische Einordnung von Enzymen der Enolagperfamilie ist in Abbildung 44
dargestellt. Der phylogenetische Baum zeigt, das£dzyme der Enolase Superfamilie nach
ihrer katalytischen Funktion clustern. So bildet th dieser Arbeit identifizierte RAD aus.
volcaniizusammen mit charakterisierten RADs aus ArchaaeteBia und Eukarya einen eigenen
Cluster, der von den Clustern der Fuconat Dehyseatader Gluconat/Xylonat Dehydratasen

sowie der Mandelate Racemasen und Enolasen klagedgyt ist. Diese Clusterung wird es
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zuklnftig ermdglichen mittels bioinformatischer 8egzanalysen eine Vorhersage Uber die

katalytische Funktion von nicht-charakterisierterz¥imen der Enolase-Superfamilie zu treffen.

Abbildung 44 Phylogenetische Verwandtschaft der RADaus H. volcanii zu weiteren Zuckersaure
Dehydratasen, MRs und Enolasen der Enolase Superfdiie (verandert nach Sutter et al., 2016).
Rhamnonat Dehydratasddaloferax volcaniiD4GPB3),Thermoplasma acidophiluf®@9HK53), Picrophilus
oshimae(AOA1W2G4V4), Sulfolobus solfataricu§Q97YL9), Vulcanisaeta distributdE1QSX7),Caldivirga
maquilingensigA8BMA91), Escherichia coli(P77215),Debaryomyces hanseniQ6BQZ6), Scheffersomyces
stipitis (A3LZUG6), Sphingomonasp. (Q1NEI8),Azotobacter vinelandi{C1DMY1); Fuconat Dehydratasen:
Xanthomonas campesti@8P3K2) Xenopus laevi€Q6INX4),Homo sapienfQ7L5Y1); Mandelat Racemasen
(MR): Pseudomonas putid#®11444)Bradyrhizobium diazoefficiel®89D20),Paraburkholderia xenovorans
(Q13JD6). Die Accession-Nummern der Gluconat/Xytobehydratasen und Enolasen kénnen aus Seiter
al., (2016) enthommen werden.

Eine weitere typische Eigenschaft von RADs ist ¥ashandensein einer erweitertéoop-
Struktur von ca. 50 Aminosauren in der N-terminall®mane, welche in MRs, FADs sowie
weiteren Enzymen der Enolase Superfamilie nichthaoden ist (Raku®t al, 2008). Ein
Aminosaure-Sequenzalignment von ausgewéhlten R&ABS)s und MRs ist in Abbildung 45
dargestellt und zeigt, dass diese erweitéotgp-Struktur auch in der RAD aul. volcanii

konserviert ist.
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Abbildung 45 Ausschnitt des Alignments der RAD audH. volcanii mit ausgewdahlten RADs, Fuconat
Dehydratasen (FADs) und Mandelat Racemasen (MRs) d&nolase Superfamilie aus Archaea, Bacteria
und Eukarya. Der RAD spezifische erweiterttbop von ca. 50 Aminosauren ist im Alignment grau
hervorgehoben und ist in den AminosauresequenzenMi®s und FADs nicht vorhanden. Rhamnonat
Dehydratasen:Haloferax volcanii (HV_RAD, D4GPB3), Sulfolobus solfataricus(SSo_RAD, Q97YL9),
Vulcanisaeta distributdVD_RAD, E1QSX7),Escherichia coli(EC_RAD, P77215)Scheffersomyces stipitis
(SSt_RAD, A3LZUG6), Azotobacter vinelandii(AV_RAD, C1DMY1); Mandelat Racemasen (MR):
Pseudomonas putiddPP_MT, P11444),Bradyrhizobium diazoefficiengBD_MR, Q89D20); Fuconat
DehydratasenXanthomonas campest(ixC_FAD, Q8P3K2)Homo sapiengHS FAD, Q7L5Y1).

KDR Dehydrogenase.Die KDRDH ausH. volcanii katalysierte die Oxidation von KDR zu
DKDR mit NAD" als Cofaktor. Analysen der Aminosauresequengaben, dass die KDRDH der
medium-chain dehydrogenase/reductase (MDR) Supéiaangehort (Perssoet al, 2008). So
weist die KDRDH das fiir Enzyme der MDR Superfamitidikative Motiv (G-H-E-x-(EL)-G-
(AP)-Xay[GA]-X2-[IVSAC]) mit dem konservierten Histidinrest fur ediBindung eines
katalytischen Zinks auf. Neben der KDRDH #&usvolcaniisind bisher nur die KDRDHSs aus den
Bacteria Sphingomonasp. undS. thermosulfidooxidansharakterisiert und beide Enzyme
gehdren unterschiedlichen Proteinfamilien an (Baal, 2015, Watanabe & Makino, 2009). So
ist die KDRDH ausS. thermosulfidooxidarein Mitglied der MDR Superfamilie, wohingegen die
KDRDH ausSphingomonasp. der SDR Superfamilie angehort (Abbildung 49).

DKDR Hydrolase. Die DKDRH audH. volcaniiwurde als homohexameres Enzym gereinigt und
katalysierte die Spaltung von DKDR in Pyruvat und.dctat. Das Enzym zeigt eine hohe
Aminosauresequenzidentitat zur charakterisierteiDRK ausSphingomonasp. sowie zu den
putativen DKDRHs au$. thermosulfidooxidansnd T. acidophilum(37 %) (Baeet al, 2015,
Kim et al, 2012, Watanabe & Makino, 200%)ie DKDRH audH. volcaniizeigt auch eine hohe
Aminosaure-Sequenzidentitat zur 2,4-Diketo-3-Desyuconat Hydrolase (DKDFH) aus
Xanthomonas campestr{86 %) Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse von 2,4-Dok&-
Desoxy-L-Fuconat zu Pyruvat und L-Lactat in einexridativen Fucose-Abbauweg, der dem
Diketo-Hydrolase Weg &hnelt (Yeat al, 2006). Mittels Aminosaure-Sequenzanalysen konnte
die DKDRH ausH. volcaniider Fumarylacetoacetat Hydrolase (FAH) Superfanziligeordnet
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werden (Weisset al, 2018a). Die FAH-Superfamilie umfasst Enzyme Veiedener
Enzymklassen. So gehoren zur FAH Superfamilie uateterem viele Hydrolasen, wie zum
Beispiel die genannten DKDRHs und DKDFHs des Destxgker-Abbaus oder die
namensgebenden Fumarylacetoacetat Hydrolasen (FAdt#s)in Eukarya am Abbau von
aromatischen Aminosauren beteiligt sind (Batemizad, 2001, Watanabe & Makino, 2009, Yew
et al, 2006). In die FAH Superfamilie gehdren auch diée2o-3-Desoxy-Pentanoat
Dehydratasen des Pentose-Abbaus der ArcBaesalfataricusund H. volcanii (Brouns et al.,
2008, Johnsen et al.,, 2013). Die meisten Enzyme K Superfamilie weisen eine
Oligomerisierung als Dimer oder Tetramer auf. Mit DKDRH ausH. volcaniiwurde erstmals
fur ein Enzym der FAH-Superfamilie ein homooligoereAufbau aus sechs Untereinheiten

bestimmt.
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6.2.1.3 Die transkriptionelle Regulation des Rhamrse-Abbaus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dassRRils Transkriptionsaktivator des
Rhamnose-Abbaus voH. volcanii fungiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Rlogein
spezifische Induktion dahc-Gene nicht in einer Deletionsmutante von RhcR watbar ist,

was fur eine Funktion von RhcR als Transkriptiotisaitor spricht.

Bioinformatische Analysen haben ergeben, dass RheiRe Homologie zu den
Transkriptionsregulatoren der IcIR Proteinfamilieigt (Abbildung 46). So weist RhcR N-
terminal ein Helix-turn-Helix Motiv auf, welchesgisch fiir eine DNA-Bindung von Regulatoren
der IclR Proteinfamilie ist. C-terminal wurde eirelR spezifische Effektorbindedoméane
nachgewiesen, die fur die Bindung eines Signalnidéekerantwortlich sein kdonnte (Molina-
Henareset al, 2006). RhcR kann daher in die IcIR Proteinfamgliegeordnet werden. In diese
Proteinfamilie gehdren Transkriptions-aktivatorendu-repressoren aus Bacteria, wie zum
Beispiel der putative Transkriptionsregulator deglu¥ose-Metabolismus au3hermotoga
maritima oder der namensgebende Isocitrat-Lyase ReguldttiR) (aus E. coli, der als
Transkriptionsrepressor der Gene des Glyoxylatayklingiert (Guiet al, 1996, Zhanget al,
2002). Regulatoren der IcIR Proteinfamilie kommeiven Bacteria auch in halophilen Archaea
wie H. wvolcanii vor. Im Genom von H. volcanii sind neben RhcR weitere
Transkriptionsregulatoren der IcIR Proteinfamilienatiert und fir zwei dieser Regulatoren
wurde ebenfalls eine Beteiligung am Zuckerstoffvgath gezeigt. So ist XacR der
Transkriptionsaktivator der Gene des D-Xylose- Lssrabinose-Abbaus und DdcR aktiviert die
Transkription der Gene des Galactose-Abbaus (Johesal, 2015)(AG Schonheit). Damit
scheinen Transkriptionsregulatoren der IclR Présmmlie wichtige Aktivatoren des
Zuckerstoffwechsels iH. volcaniizu sein. Interessanterweise kommen Transkriptgusatoren
der IcIR Proteinfamilie in der Domé&ne der Archaeasghliel3lich in Haloarchaea vor. Deshalb
wird diskutiert, dass diese Gene uber einen hotéen Gentransfer aus der Doméane der Bacteria
aufgenommen wurden (Johnsetral, 2015).

Fiur viele Transkriptionsregulatoren der IcIR Profamilie wurde gezeigt, dass diese als
Repressor ihrer eigenen Synthese fungieren, wieBeispiel fir das IcIR aus. coli (Gui et al,
1996). Die Transkriptionsanalysen dieser Arbeitteiewarauf hin, dass RhcR ads volcanii
konstitutiv transkribiert wird, was gegen eine Awetgulation des Transkriptionsregulators spricht.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf3erdem mitiielgitro undin vivo Analysen gezeigt, dass
KDR, ein Intermediat des Rhamnose-Abbaus, als 8igrlakil von RhcR fungiert. KDR bindet

dabei vermutlich in der Effektorbindedomane von Rhand moduliert die Bindung des
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Transkriptionsregulators an die Promotoren dehc-Gene. Auch fir andere
Transkriptionsregulatoren der IcIR Proteinfamilieurde gezeigt, dass die Bindung von
Signalmolekilen die Affinitat des Regulators zume@por moduliert. So ist fur das IcIR alds

coli gezeigt, dass Pyruvat bzw. Glyoxylat als Signalikidlein der Effektorbindedoméane binden

und die Affinitat des Regulators zum Operator edmbzw. vermindern (Lorcet al, 2007).

Abbildung 46 Aminosaure-Sequenzalignment von RhcR ws H. volcanii mit charakterisierten
Transkriptionsregulatoren der IcIR Proteinfamilie aus H. volcanii (XacR), E. coli (EC-IcIR) und

T. maritima (TM-IcIR). Die vorhergesagte Sekundarstruktur von RhcR istr ider Sequenz und die
Sekundarstruktur von TM-IcIR unter dem Alignmentgabildet. Die zwei -Helices des HTH DNA-
Bindemotivs sind blau markiert (IcIR-type HTH, AmisAuren 27-47, PS51077). Die IclR spezifische
Effektorbindedoméne umfasst die Aminosduren 81-g8851078).Haloferax volcaniiRhcR (HV-RhcR,
D4GPB5),Haloferax volcaniiXacR (HV-XacR, D4GP42)Escherichia coli(EC-IcIR, P16528)Thermotoga
maritimalclR (TM-IcIR, QO9WXSO0).
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Bisher gibt es nur wenige Informationen zur traiplonellen Regulation der Gene des
Rhamnose-Abbaus. In den Bacte3phingomonsp. undS. thermosulfidooxidandie Rhamnose
wie H. volcanii uUber einen Diketo-Hydrolase Weg abbauen, wurdeshebi keine
Transkriptionsregulatoren des Rhamnose-Katabolisohestifiziert. Fir den Pil2. pullulans,
der Rhamnose oxidativ Giber einen Aldolase Weg abbauwde in Wachstumsversuchen gezeigt,
dass in Anwesenheit von D-Glucose der Abbau von hhffhose als Folge einer
Katabolitrepression reprimiert wird (Twerdochliet al, 1994, Vieiraet al, 1979). Die
zugrundeliegende Regulation wurde dabei jedochtrnéehgeklart. Der PilzA. niger baut
Rhamnose ebenfalls tiber einen Aldolase Weg ab (idkiost al, 2017). RhaR wurde dabei als
Transkriptionsaktivator der beteiligten Gene idiéngrt und eine mogliche Funktion von KDR
als Signalmolekil von RhaR postuliert (Khosrawval, 2017). Anders als RhcR aHis volcanii
dessen Funktion auch KDR-abhéangig ist, gehort RinzgA. nigernicht der ICIR Proteinfamilie
an. Fur den klassisch phosphorylierten Weg sindnski@ptionsregulatoren verschiedener
Proteinfamilien beschrieben. So fungierenkn coli die Regulatoren RhaR und RhaS der
AraC/XylS Proteinfamilie simultan als Aktivatoreviié et al 1996). I'R. leguminosarumndB.
subtiliswurden Repressoren der DeoR-Familie identifizielitqoka et al, 2015, Richardsoet
al., 2004). FurB. subtiliswurde daruber hinaus gezeigt, dass L-Rhamnuld3bekphat als
Effektormolekil die Bindung des Transkriptionsregats an den Operator reprimiert (Hirooka
et al, 2015).
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6.2.1.4Lactate utilization proteins

Der Abbau von Rhamnose lih volcaniitiber den Diketo-Hydrolase Weg fiihrt zu den Produkte
Pyruvat und L-Lactat. Die Umsetzung von L-LactatRtodukt des Diketo-Hydrolase Weges war
bisher nicht aufgeklart. Die Ergebnisse dieser Anbeuten darauf hin, dass das gebildete Lactat
in H. volcaniivon den Llactate _utilization proteinkudB und LudC zu Pyruvat oxidiert wird. Die
kodierenderut-Gene sind jedoch, anders als die Gbrigen GendRdasnose-Abbaus va.
volcanii, nicht Teil desrhc-Genclusters und werden vermutlich konstitutiv staibiert. Das
spricht gegen eine transkriptionelle Regulation det-Gene durch RhcR, dem
Transkriptionsaktivator dehc-Gene. Auch konnte in dieser Arbeit erstmals gezeggden, dass

in den BactericSphingomonasp. unsS. thermosulfidooxidansliie Rhamnose wikl. volcanii
Uber einen Diketo-Hydrolase Weg abbauetiGene in direkter genomischer Nahe zu den Genen
des Rhamnose-Abbaus vorliegen. Das deutet darayf dass Lud-Proteine ebenfalls am
Rhamnose-Abbau in diesen Organismen beteiligt Ehaenit scheinen Lud-Proteine in Bacteria
und Archaea generell an der Umsetzung von L-Lawatelches tUber den Diketo-Hydrolase Weg
gebildet wird, beteiligt zu sein.

Bisher sind Lud-Proteine nur fir wenige BacteriamzBeispiel furBacillus subtilis und
Deinococcus radiodurangjntersucht (Chaet al, 2009, Hwanget al, 2013). Im Genom von
B. subtilis kodiert daslutABGOperon fur die Proteine LutA, LutB und LutC firedin
Wachstumsversuchen mit Deletionsmutanten eine tsberBeteiligung am L-Lactat-Abbau
gezeigt wurde (Chaet al, 2009). Es ist postuliert, dass diese drei Pretansammen die
Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat katalysieren (Cétal, 2009). Somit sollte in zukinftigen
Untersuchungen geprift werden, ob Lud-Proteine ameh_actat-Stoffwechsel vad. volcanii
beteiligt sind.
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Zusammenfassung des Rhamnose-Abbaus kh volcanii

Die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit zum Rham#dszau inH. volcaniisind in Abbildung 47
zusammengefasst. Es wurde gezeigt, Has®lcaniiRhamnose uber einen ABC-Transporter der
CUT1 Subfamilie in die Zelle aufnimmt und anschéefl durch die Enzyme des Diketo-
Hydrolase Weges zu Pyruvat und L-Lactat abbaut.efdddn wurde der Transkriptionsaktivator
RhcR identifiziert, der dierhc-Gene der Rhamnose-Aufnahme und des Rhamnose-Abbaus
transkriptionell induziert. KDR, ein Intermediat sdldRkhamnose-Abbaus, fungiert dabei als
Signalmolekil von RhcR. Weiterhin wurde nachgewnesiass didactate utilization proteins
LudB und LudC an der Umsetzung von L-Lactat, wedckiber den Diketo-Hydrolase Weg
gebildet wird, beteiligt sind.

Abbildung 47 Schematische Darstellung des L-RhamnesKatabolismus inH. volcanii. L-Rhamnose wird
Uber einen ABC-Transporter in die Zelle transpottieler aus einem Substratbindeprotein (SBP), zwei
Transmembrandoméanen (TMDs) und zwei Nukleotidbinaeihen (NBDs) besteht. Der oxidative Abbau von
Rhamnose zu Pyruvat und L-Lactat erfolgt Uber dieyifne L-Rhamnose Mutarotase (RhM), L-Rhamnose
Dehydrogenase (RDH), L-Rhamnonolactonase (RNL)haeiRnonat Dehydratase (RAD), 2-Keto-3-Desoxy-L-
Rhamnonat Dehydrogenase (KDRDH) und 2,4-Diketo-3eéBg-L-Rhamnonat Hydrolase (DKDRH). Die
anschlieBende Oxidation von L-Lactat zu Pyruvatiwion Lud-Proteinen (Lud) katalysiert.
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6.2.2 Der Diketo-Hydrolase Weg in Haloarchaea undyperthermophilen Crenarchaeota

Die Gene des Rhamnose-Abbausiinvolcaniiliegen in einem Gencluster vor, welcher sich aus
den Genen der Rhamnose-Aufnahme und des Rhamndsei®\bund dem Gen des
Transkriptionsregulators RhcR zusammensetzt (Abbgd 48). Mittels bioinformatischer
Sequenzanalysen konnten homologe Gene des Dikatmldge Weges auch in den Genomen
weiterer Haloarchaea identifiziert werden, zum Bieisin Halorubrum lipolyticum Haloarcula

japonica Haloterrigena turkmenicand Natronoarchaeum philippineng@bbildung 48).

RhM RNL ABC Transporter KDRDH AR RhcR DKDRH RDH LudB  LudC
r 1
rhcA rhcC rhcG rhcH  rhel  rhed rhcE rhcD rhcR  rhcF  rhcB lutB lutC
Halorubrum lipolyticum
C469_RSxxxxx 10055 10065 10070 10080 10085 10090 10095 08945 08950

C444_RSxxxxx 17555 17560 17565 17570 17575 17580 178880 17595 17600 17610 17615 19085

HTUR_RSxxxx 19085 19095 19100 19110 19115 19120 169125 19130 02580

CROO01_RS11xxx 605 610 620 625630 635 640 645 650 655 660 665 670

Abbildung 48 Genomische Anordnung von Genen der Rhmanose-Aufnahme und des -Abbaus in
H. volcanii im Vergleich zu homologen Genen aus Haloarchaeglomologe Gene sind in derselben Farbe
dargestelltRhamnose Mutarotase (RhM, olive), Rhamnose Dehydrage (RDH, orange), Rhamnonolactonase
(RNL, lila), Rhamnonat Dehydratase (RAD, grin), et#-3-Desoxyrhamnonat Dehydrogenase (KDRDH,
hellblau), 2,4-Diketo-3-Desoxyrhamnonat Hydrold3&DRH, rot),lutBC Gene (gelb), Transkriptionsregulator
RhcR (braun) und ABC-Transporter (blau). Gene, demne Beteiligung am Rhamnose-Abbau zugeordnet
werden konnte, sind in grau dargestellt.

Die putativerrhc-Gene weisen dabei eine hohe Sequenzidentitatrendeud. volcaniiauf (42-

88 %), was darauf schlieRen lasst, dass diese tdhbx@a Rhamnose ebenfalls Giber den Diketo-
Hydrolase Weg abbauen. Auch sind homologe Genehz&® dem kodierenden Gen des
Rhamnose-spezifischen Transkriptionsaktivators &lus volcanii, in den putativenrhc-
Genclustern der genannten Haloarchaea vorhanddrnildéhg 48). Das spricht dafur, dass der
Rhamnose-Katabolismus in diesen Organismen &ahnlieh in H. volcanii transkriptionell
reguliert wird. Bis auH. lipolyticumundH. turkmenicavurden in den Genomen der Haloarchaea
auBerdem homologe Gene zum Rhamnose-spezifisched-TA&nsporter audd. volcanii
identifiziert, was dafurspricht, dass auch diesehaea Rhamnose Uber einen ABC-Transporter

aufnehmen (Abbildung 48). Interessanterweise kaonmteden Genomen voH. japonicg H.
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turkmenicaund N. philippinenselut-Gene als Teil derhc-Gencluster identifiziert werden
(Abbildung 48). Das unterstutzt die Annahme, dasd-Broteine ein genereller Bestandteil des
Diketo-Hydrolase Weges sind. Im Genom Warlipolyticumwerden, wie irH. volcanii lut-Gene
mit groRem genetischen Abstand zu deriGenen kodiert.

Die Sequenzanalysen dieser Arbeit haben auRerdgeber, dass Gene des Diketo-Hydrolase
Weges innerhalb der Euryarchaeota auch in Vertreter Thermoplasmatales, zum Beispiel in
T. acidophilumund Picrophilus oshimae vorkommen (Kimet al, 2012)(Abbildung 49).
Innerhalb der Crenarchaeota konnten Gene des DBikgdoolase Weges in den Thermoproteales
V. distributaund C. maquilingensisind in den SulfolobaleS. solfataricusund S. islandicus
identifiziert werden (Abbildung 49).

‘ RhM | RDH | RNL ‘ RAD KDRDH DKDRH KDRA

Archaea

H. volcanii

T. acidophilum Ta0751

P. oshimae B8780_RS06930

V. distributa Vdis_1459

S. solfataricus SS01345

C. maquilingensis Cmaq_1176

Bacteria

Sphingomonasp.

S. thermosulfidooxidans Sulth_3556

A. vinelandii

E. coli

Eukarya
S. stipitis - - - ABN68603
D. hansenii - - - CAG87574

Abbildung 49 Zuordnung von Enzymen der oxidativen FRamnose-Abbauwege zu den jeweiligen
Proteinfamilien. RhM, RDH, RNL und RAD sind sowohl Enzyme des Dikétgdrolase Weges als auch des
Aldolase Weges. KDRDH und DKDRH sind exklusive Emeydes Diketo-Hydrolase Weges und die KDRA
ist spezifisch fiir den Aldolase Weg. Die bisherrakterisierten Enzyme sind mit einem Stern versemehder
jeweilige Locustag des kodierenden Genes ist in den Spalten angegébeyme die der selben Proteinfamilie
angehéren sind in der gleichen Farbe dargesteliinihose Mutarotase Superfamilie (olive), short rchai
dehydrogenase/reductase Superfamilie (orange), umedchain dehydrogenase/reductase Superfamilie
(hellblau), Amidohydrolase Superfamilie (lila), raBb-hydrolase-like MBL-fold Superfamilie (gelb)nBlase
Superfamilie (grin), Fumarylacetoacetat Hydrolaggpe®familie (rot), HpcH Familie (dunkelblau) und
DHDPS/NAL Familie (grau).

Einzelne Enzyme aué. distributaundS. solfataricusvurden im Rahmen dieser Arbeit heterolog

in E. coli Uberexprimiert, auf ihre Aktivitat geprift und éniFunktion innerhalb des Diketo-
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Hydrolase Weges bestéatigt. AuRerdem wurdeSfisolfataricusler Nachweis erbracht, dass der
Organismus mit L-Rhamnose als Energie- und Kohtéfigtelle wachst. Fur einzelne Gene des
Rhamnose-Abbaus wurde dabei eine Rhamnose-spaeiftsanskriptionelle Induktion gezeigt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass helbmrhilen und thermoacidophilen

Euryarchaeota vermutlich auch einige hyperthermepGrenarchaeota den Diketo-Hydrolase
Weg fur den Abbau von Rhamnose verwenden. Die kexd=n Gene von Enzymen eines
klassischen phosphorylierten Rhamnose-Abbauwegestéo in den Genomen von keinem
Vertreter der archaeellen Doméne identifiziert veerdSomit scheint der Diketo-Hydrolase Weg

der generelle Abbauweg fir Rhamnose in Archaeairu s

Abbildung 50 Aminosaure-Sequenzalignment der charaterisierten RDHs aus S. solfataricus und

V. distributa mit Homologen aus Archaea und charakterisierten Emymen der MDR Superfamilie. Die
RDHSs aus Crenarchaeota zeigen eine Homologie zakteaisierten Dehydrogenasen der MDR Superfamilie
und weisen die fur Enzyme der MDR Superfamilie lative Konsensussequenz G-H-E-x-(EL)-G-(ARy)-x
[GA]-Xx2-[IVSAC] (Prosite: PDOCO00058) auf. Innerhalb der REXonsensussequenz ist ein Histidin fur die
Bindung eines Kkatalytischen Zinks konserviert (Stemveshalb die RDHs den Zink-abhangigen MDRs
zugeordnet werden kdnnen. Das konservierte Cofdiitudtemotiv G-x-G-x-xG einer klassischen Rossmann
fold ist umrahmt. Rhamnose Dehydrogenasércanisaeta distributdE1QSX9) Caldivirga maquilingensis
(ABMDZ6), Sulfolobus solfataricu¢Q97YM2) 9: 9 7 Homo sapiengP07327); (' 9
Dehydrogenasedvis arieg(P07846) (Jeffergt al, 1984, Niederhuet al, 2001).
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Die Enzyme des Diketo-Hydrolase Weges ¥uslistributaund S. solfataricusvurden dartber
hinaus phylogenetisch untersucht und mit den Enmnyangs Eukarya, Bacteria und Archaea

verglichen (Abbildung 49). Dabei wurden folgendgé&bnisse erzielt:

1. Die RADs ausV. distributaund S. solfataricusgehdren, wie auch alle anderen bisher
charakterisierten RADs, zur Enolase Superfamilibbifdlung 49) (Raku®t al, 2008,
Watanabe & Makino, 2009, Watanaké al, 2008). Im phylogenetischen Baum der
Enolase Superfamilie (Abbildung 44) bilden die RAB8s den hyperthermophilen
Crenarchaeota mit den RADs aus Euryarchaeota, Bacted Eukarya einen distinkten
RAD-Cluster. Auch ist der fir RADs charakteristis@rweiterte N-terminall®opin den
RADs ausV. distributaund S. solfataricuskonserviert (Abbildung 45) (Rakust al,
2008). Damit konnte gezeigt werden, dass die RABsAxrchaea einen hohen Grad der

Konservierung zu den RADs aus Bacteria und Eukanyaeisen.

2. Die RDHs aus den Crenarchaeofa distributa und S. solfataricuskonnten Uber
Aminosauresequenzvergleiche der MDR Superfamilgeaudnet werden, zu der eine
Vielzahl an NAD(P)H-abhangigen Dehydrogenasen mierschiedlichen katalytischen
Funktionen gehdren (Abbildung 50) (Persstral, 2008). Im Gegensatz dazu gehdren
alle charakterisierten RDHs aus Bacteria und Ewukagwie aus den Euryarchaeota
T. acidophilumundH. volcaniizur SDR Superfamilie (Baet al, 2015, Kimet al, 2012,
Watanabe & Makino, 2009, Watanabtal, 2008)(Abbildung 49). Die Zuordnung von
archaeellen RDHs zu verschiedenen Proteinfamiliénnte auf eine konvergente
Entwicklung der RDH innerhalb der archaeellen DoenAimdeuten. Alternativ kdnnten
die RDHs der Euryarchaeota auch von den RDHs aciteia abstammen und Uber einen

lateralen Gentransfer aufgenommen worden sein.

3. Die charakterisierte KDRDH au¥. distributa und die postulierte KDRDH aus
S. solfataricusgehéren der MDR Superfamilie an, zu der auch di2HR dieser
Organismen gehotren (siehe oben; Abbildung 49). DOiatsache, dass zwei
unterschiedliche Dehydrogenasen eines Weges zelblens Proteinfamilie gehdren,
konnte darauf schlieen lassen, dass diese Enzymeiaer gemeinsamen Vorlaufer-
Dehydrogenase entstanden sind, welche durch Gekduph und anschlielender
Mutation zu zwei spezifischen Dehydrogenasen eedlvst. Eine Entstehung aus einer
gemeinsamen Vorlaufer-Dehydrogenase ist auch fér RDH und KDRDH aus
Sphingomonasp. postuliert, die beide der SDR Superfamilieeduigen (Watanabe &
Makino, 2009).
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4. In der vorliegenden Arbeit wurde fir die RDH &sissolfataricusder Nachweis einer
Aktivitat mit Rhamnose erbracht und eine transkoipglle Induktion durch Rhamnose
gezeigt. Interessanterweise ist die in dieser Aroeintifizierte RDH identisch mit der
bifunktionellen L-Fucose/D-Arabinose Dehydrogenafi#, die in vorangegangenen
Arbeiten eine Beteiligung an einem promisken Ablan D-Arabinose und L-Fucose
gezeigt wurde (Brounst al, 2006, Wolfet al, 2016). Damit handelt es sich bei der RDH
um eine Dehydrogenase, dieSnsolfataricuslen ersten Schritt in den drei Abbauwegen
von Rhamnose, Fucose und Arabinose katalysierGégensatz zur RDH, ist die RAD
aus S. solfataricusnicht am Abbau von Arabinose und Fucose beteiligt. verfugt
S. solfatarciudiber eine bifunktionelle L-Fuconat/D-Arabinoat Ddhatase, die von der
RAD abgegrenzt werden kann (Sequenzidentitat 28BYgunset al, 2006, Wolfet al,
2016). Die Transkriptionsanalysen dieser Arbeigerizusammen mit vorangegangenen
Transkriptionsanalysen, dass die kodierenden GeneRDH und RAD bei Wachstum
von S. solfataricusauf allen drei Substraten, Rhamnose, Arabinose Euadose,
transkriptionell induziert werden (Brouesal, 2006, Wolfet al, 2016). Das deutet darauf
hin, dass die Gene des Rhamnose-, Fucose- und nAsmbAbbaus durch einen
gemeinsamen Transkriptionsregulator aktiviert werdeobei ein solcher Regulator

bisher nicht identifiziert werden konnte.

Zusammenfassend zeigt der phylogenetische VergtclEnzyme der oxidativen Rhamnose-
Abbauwege aus Archaea, Bacteria und Eukarya, dassReihe von funktionell gleichartigen
Enzymen unterschiedlichen Proteinfamilien zugeadrdverden kénnen (Abbildung 49). Diese
mosaikartige Phylogenie deutet darauf hin, das&tiomell gleichartige Enzyme konvergent
entstanden sind und dass sich der Diketo-Hydrolésy in der Evolution mehrfach

unterschiedlich entwickelt hat.
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