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1. Einleitung

1.1. Die Pyrrol-2-carboxylat-Monooxygenase voArthrobacter spec. Pyl

1.1.1. Pyrrol-2-carboxylat und dessen Abbau

Pyrrol-2-carboxylat (P2C) ist ein Pyrrolderivat aessen zweitem C-Atom sich eine
Carboxylgruppe befindet. Es gehért zu den hetermatischen Verbindungen. Pyrrol ist
Bestandteil vieler organischer Verbindungen wie. Zi& Tetrapyrrolringe des Hamoglobins,
des Chlorophylls sowie der Corrinoide. Im Zuge dbbaus dieser Substanzen kann es zur
Entstehung von P2C kommen. Weiterhin stellt P2Cleiermediat des Collagenabbaus der
Mammalia dar (Heacock & Adams, 1973, 1974, 1975mAd & Frank, 1980). Dabei wird 4-
Hydroxyprolin, ein Hauptbestandteil des Collagemsn einer Aminosaureoxidase -
Pyrrolin-4-hydroxy-2-carboxylat oxidiert, welchestar Wasserabspaltung spontan zu P2C
reagiert. P2C wird anschlie3end Gber den Urin aageden.

Bisher wurden zwei Abbauwege von P2C nachgewiedem. einen wird es durch eine P2C-
Decarboxylase voBacillus megateriunPYR2910 zu Pyrrol und GQumgesetzt (Omurat

al., 1998). Zum anderen wurde die Oxidation von P2Cefii Flavobacteriumspec., einen
Vibrio spec. YC1 undParacoccus denitrificanMK33 beschrieben, ohne dass jedoch weitere
biochemische Untersuchungen vorgenommen wurden [Wetip& Callely, 1969; Evans &
Venables, 1990; Koenig & Andreesen, 1990). Im Gegtn dazu konnten die beiden
Enzyme, welche den oxidativen, einleitenden Scled P2C-Abbaus katalysieren, bei den
StammenArthrobacter spec. Pyl undRhodococcuspec. Sedi2 gereinigt und als Flavin-
abhangige-Monooxygenasen charakterisiert werdemfglion, 1991; Hormann & Andreesen,
1991, 1994; Beckeet al, 1997). Von Hormann & Andreesen (1991) wurde eRCP
Abbauschema postuliert, das in Abb. 1 dargestlltiin einleitenden Schritt katalysiert eine
P2C-MO die Hydroxylierung am C5-Atom des P2C zu ystdxy-pyrrol-2-carboxylat (5-
OHP). Dieses Zwischenprodukt ist instabil. Nach Bgerung durch Keto-Enol-Tautomerie
zu A’—Pyrrolidone-2-carboxylat und anschlieRender hydisther Spaltung durch eine
Amidase entsteht ein En-Amin, das sich adiminoglutarat umlagert. Durch die spontane
hydrolytische Abspaltung der Iminogruppe kommt es Bildung vona-Ketoglutarat, das in

den Tricarbonsaurezyklus eingespeist wird.



Pyrrol-2- 5-Hydroxy-pyrrol-

carboxyla @ z-carboxylat
Z/ \FCOO % HO—@—COO — O@COO
N N N
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NADH; + O, NAD + H,O
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a-Ketoglutarat a-Iminoglutarat
O=Z—>7COO O=Z—>—COO — 04 \B—COO
OH O ; \ OH N OH N
H H>
NH3 H,O

Abb. 1: Von Hormann & Andreesen (1991) postuliertes\bbauschema von P2C

Hier sei kurz angemerkt, dass aufgrund von 16S rRINAI physiologischen Untersuchungen
nunmehr der StamrRhodococcuspec. Sedi2 als Vertreter der Rhodococcukoreensis
(Yoon et al, 2000; Lechner personliche Mitteilung) erkannt euund deshalb im Folgenden
alsR. koreensisSedi2 bezeichnet wird. Im Falle des Stamweahrobacterspec. Pyl konnte
ebenfalls die 16S rRNA-Sequenz sequenziert werdérisch, 2001), jedoch zeigten sich zu
den Stammed. nicotinovoransindA. histidinolovorangzu denen diese Sequenz die hdchste
Identitat aufwies deutliche Unterschiede in der haRnose-, Maloat-, Formiat- und Nikotin-
Nutzung, so dass es sich hier eventuell um eine Aeuhandelt. Aus diesen Griinden wurde

der NameArthrobacterspec. Pyl belassen.

1.1.2. Flavin-abhangige-Monooxygenasen

Monooxygenasen (MO) aktivieren den molekularen 8ao# durch einen Metall- bzw.
organischen Cofaktor und katalysieren so die Ubgung eines Atoms des molekularen
Sauerstoff auf das Substrat, wohingegen das aadelrkO reduziert wird (van Berkadt al,
2006). Sauerstoff kann in Anwesenheit vieler Redumisimittel coexistieren, ohne dass es mit
diesem reagiert (Hoet al, 1995). Diese Eigenschaft ist darauf zurtckzufiihrdass
Sauerstoff hauptsachlich im Triplett-Zustand miterwngepaarten Elektronen mit parallelem
Spin vorliegt. Die meisten organischen Molekilgdie dagegen im Singulett-Zustand vor.
Eine Reaktion solcher Moleklle mit Sauerstoff wigeicht der Hundschen Regel und ist

somit nicht moglich. Um eine Reaktion von molekalar Sauerstoff mit organischen



Molekulen zu erméglichen, ist es notig, diesen laiveeren. Dazu werden im Fall der Flavin-
abhangigen-MO Flavine genutzt. Die Aktivierung deslekularen Sauerstoffs durch eine
Flavin-abhéangigen-MO ist in Abb. 2 vereinfacht desigllt. Dabei wird ein Protein-
gebundenes Flavin mittels NAD(P)H reduziert. Dadumerte Flavin reagiert im Anschluss
daran mit molekularem Sauerstoff. Dabei kommt esbertragung eines Elektrons vom
reduzierten Flavin auf den Sauerstoff, wobei eipegaxid-Semichinonpaar ausgebildet wird.
Nach dem Kollaps dieses Paares entsteht ein C(yideHeroxi-Flavin. Aufgrund der oben
beschriebenen Eigenschaften des Sauerstoffs isediéntermediat nicht stabil. Flavin-
abhangige-MO sind jedoch in der Lage, das C(4a)rbheroxi-Flavin zu stabilisieren und
fur die Hydroxylierung eines organischen Substratesutzen (Entsch & van Berkel, 1995).
Nach erfolgter Hydroxylierung verbleibt an der M@ enstabiles C(4a)-Hydroxi-Flavin,
welches unter Wasserabspaltung zu oxidiertem Flesdgiert. Wenn kein Substrat fur die
Hydroxylierung zur Verfigung steht, reagiert das4&{Hydroperoxi-Flavin unter
Abspaltung von B, zu oxidiertem Flavin. Diese Reaktion wird als Exgkglung bezeichnet.
In beiden Fallen ist der Reaktionszyklus geschiossad es kann sich ein weiterer

anschlielRen.

oxidiertes Flavin reduziertes Flavin
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Abb. 2: Sauerstoffaktivierung mittels reduziertem Havin durch eine Flavin-
abhéangige-MO

S und SOH stehen fur das Substrat und das Hydroxylierumgikt der MO. R steht fi
den Ribityldiphosphoadenosin-Rest.



Flavin-abhéangige-MO werden aufgrund der Herkunft Bektronen in interne und externe
MO und aufgrund ihres Aufbaues in Ein- und Mehr-Kmmenten-MO eingeteilt. Im Falle
der seltenen internen MO wie z.B. der Lactat-MQplgtf eine oxidative Decarboxylierung,
wobei das Substrat ebenfalls als Elektronendoremtdivan Berkel & Mdller, 2000). Interne
MO spielen jedoch eine untergeordnete Rolle, daiglang nur wenige bekannte Vertreter
gibt. Im Gegensatz zu den internen MO sind die regte MO auf die Elektronen des
NAD(P)H angewiesen.

Van Berkelet al. (2006) teilten die externen MO aufgrund ihrer Biodequenz und ihrer
Struktur in sechs verschiedene Gruppen ein. In Taist diese Einteilung wiedergegeben.
Auf die Gruppen B und F soll hier jedoch nicht weieingegangen werden, da sie fur diese

Arbeit nicht relevant sind.

Gruppe A bzw. die klassischen Ein-Komponenten-M@&ithen eine Rossmann-Falte, dessen
N-terminal lokalisiertes Motiv GxGxxG charakterssth fur diese Proteine ist (Rossmaetn
al., 1974; Wierengaet al, 1983, 1985, 1986). Die Polypeptidkette bindet @en
Ribityldiphosphoadeninrest des Flavins bzw. des KiAB. Ein weiteres Flavin-Bindemotiv
wurde von Egginket al. (1990) identifiziert und in der KonsensussequerxxXh®hhGD
formuliert. Diese, C-terminal lokalisierten, Amirdagen binden an die Ribitylkette des
Flavins. Eine Interaktion dieser beiden Motive ndem Flavin konnte fur diep-
Hydroxybenzoat-MO vorPseudomonas fluorescensd die Phenol-MO vofirichosporon
cutaneummittels Strukturanalysen gezeigt werden (Wiereagal, 1979; Schreudeet al,
1989; Enrothet al, 1998). Eppinket al. (1997) beschrieben ein weiteres hoch konserviertes
DG-Sequenzmotiv, dessen Aminoséauren in die Binddesg Pyrophosphatrestes von FAD
und NADPH involviert sind. Weiterhin ist diesen Bioen gemein, dass sie selbst in der
Lage sind, das Flavin mittels NAD(P)H zu reduzieré&peziell bei dem am besten
untersuchten Protein dieser Gruppe, g@ddydroxybenzoat-MO vonP. fluorescensund
Pseudomonas aeruginodannte gezeigt werden (Entsch & van Berkel, 199%séhet al,
2005), dass die Bindung des Substratéb/droxybenzoat als ein ,Passwort” fungiert, wie es
Palfey et al. 1999 ausdrickten. Nach erfolgter Substrat-Binddiannte man eine
Konformationsanderung des Proteins beobachtenhealee Flavin-Reduktion ermoglichte.
Dieser Mechanismus stellt einen Schutz vor der @&ygkung der Flavin-Reduktion dar,
welcher jedoch in Folge der Bindung eines Substedtggons versagt, da es nicht
hydroxyliert werden kann. Typische Substrate der M& Gruppe A sind aromatische

Verbindungen mit einem aktivierenden Substituemtenz.B.p-Hydroxybenzoat (Entsch &
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van Berkel, 1995; Entsclet al, 2005), p-Hydroxyphenylacetat (Wierengat al, 1979;
Schreudeeet al, 1989), Phenol (Enrotit al, 1998) und 2,4-Dichlorophenol (Perkies al,
1990).

Die Flavin-abhangigen Mehr-Komponenten-MO der GrippC bis F bestehen aus
mindestens zwei Protein-Komponenten, einer Flaweddktase-Komponente und einer MO-
Komponente. Die Flavin-Reduktase-Komponenten nutd8D(P)H fir die Reduktion von
Riboflavin, FMN und/oder FAD, welche im Folgendenv der MO-Komponente zur

Substrat-Hydroxylierung genutzt wird.

Der Gruppe C gehdren ausschliel3lich Styren-MO WwedgenerPseudomonaStamme an
(Hartmanset al, 1990; Di Gennaret al, 1999; Santost al, 2000; O'Learyet al, 2002). Ein
gut untersuchtes Protein-System stellt die Styréh-kbn Pseudomonaspec. VLB120 dar
(Otto et al, 2002). Die Reduktase-Komponente StyB ist in dagd, Riboflavin, FMN und
FAD mittels NADH zu reduzieren. Im Falle der Styl® von Pseudomonas putidd12
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die beidetePrKomponenten wahrend der Flavin-
Reduktion interagieren. Die Reduktase-Komponemeldii dabei den Isoalloxazin-Rest und
die MO-Komponente den Ribityldiphosphoadenin-RBistch erfolgter Reduktion bindet die
MO-Komponente den reduzierten Isoalloxazin-Restawiihin es zur Substrathydroxylierung
kommt (Kantzet al, 2005). Aufgrund des Vorhandenseins einer DinuldeBindestelle
(Rossmann-Faltung) konnten diese MO mit denen depii2 A verwandt sein (van Berket
al., 2006).

Die Vertreter der Gruppe D bestehen aus zwei bzaei Komponenten. Die am besten
untersuchten Enzyme dieser Gruppe stellen die eéwasen vorVibrio harveyiund Vibrio
fischeri dar. Beide bestehen aus einer NAD(P)H-abhéngidamin-Reduktase und einer
FMNH,-abhéngigen Luciferase-Komponente. Zusammen katadys sie die NAD(P)H-
abhangige Hydroxylierung eines Aldehyds zu derpmethenden Saure, wobei blaugrines
Licht emittiert wird. Die Flavin-Reduktase der StamV. harveyiundV. fischerisind ca. 26
kDa grof3 und nutzen NADH und/oder NADPH fur die Retdn von FMN (Leiet al, 1994,
Inouye, 1994). Weitere Flavinsubstrate kbnnen nielduziert werden. Im Zuge der Flavin-
Reduktion kommt es innerhalb der Luciferase-SystbeiderVibrio-Stdmme zur Interaktion
der Reduktase- und der korrespondierenden Lucddfasnponente, was sich darin auf3ert,
dass sich di&-Werte der Reduktasen fur die Substrate NAD(P)H leliiN andern (Lei &



Tu, 1998; Jeffers & Tu, 2001). Weiterhin @nderthsin Anwesenheit der Luciferase das
Reaktionsschema der Flavin-Reduktasen von eineng-FRamg-Bisubstrat-Biprodukt- zu
einem sequentiellen Mechanismus (keeial, 1994). Die Luciferase-Komponente besteht aus
einer a- und einerB-Untereinheit, deren Molekulargewicht ca. 40 und KiBa betragt
(Baldwin et al, 1995). Die beiden Untereinheiten sind homologld®a et al, 1979;
Baldwin & Ziegler, 1992). Es wird vermutet, dasge slas Produkt einer Genduplikation
darstellen. Der GréfRenunterschied ist auf die staigete Protease-labile Domane der
Untereinheit zurtckzufihren, welche dgetUntereinheit fehlt (Abb. 3; Holzman & Baldwin,
1980 a,b; Holzmaeet al, 1980). Diese Region des Proteins ist sehr fléxgmedass es bisher
nicht gelang eine Struktur zu gewinnen. Es konnezemt werden, dass sich die
Konformation der entsprechenden Regionaintereinheit nach Bindung von FMNHind
Sauerstoff andert, so dass sie nicht mehr durcte&en gespalten werden kann (Baldetin
al., 1984; Aboukhaiet al, 1985). Scheinbar fungiert diese Region wie eiteppe, um den
Zugang des Losungsmittels zum aktiven Zentrum zrbmden. Wenn kein Aldehyd zur
Hydroxylierung zur Verfiigung steht, kdnnte dies wirksamer Schutz vor der Entkopplung
der Flavin-Reduktion darstellen. Beide Untereirdgreitbesitzen eine TINdarrel-Faltung,
welche fur diese Gruppe von Proteinen typischDstse spezielle Faltung wurde als erstes
bei der Triosephosphat-lsomerase beschrieben (Batrad, 1975) und besteht im Fall der
Luciferasen aus aclifa-Motiven (Abb. 3). Dao- undp-Untereinheit zu 32 % identisch sind,
sollte man annehmen, dass jede Untereinheit eiveskZentrum besitzt. Dem ist jedoch

nicht so. Vielmehr stellt die-Untereinheit den katalytisch aktiven Teil des P dar,

o Subunit

aus Baldwiret al. 199¢

Abb. 3: Sekundarstruktur der a- und p-Untereinheit der Luciferasen
Die gestrichelte Linie deo-Untereinheit stellt die Proteasshile Region dar. Fir s
existieren bisher keine Strukturdaten.



wohingegen digB-Untereinheit fir eine hohe Umsatzrate notwendig Ads Homodimere
besitzen beide Untereinheiten nur eine geringe biydierungs-Aktivitat (Andersoret al,

1980; Waddleet al, 1987; Sinclairet al, 1993). Es wird vermutet, dass @i&ntereinheit fur
die Konformation dea-Untereinheit wichtig ist (Baldwin & Ziegler; Baldwet al, 1995). In

der Aminosauresequenz dieser MO konnten keine f-Bindemotive identifiziert werden.

Zur Gruppe E gehotren unter anderen gielydroxyphenylacetat-MO pfHpa-MO) von
Acinetobacter baumann{Chaiyenet al, 2001) undescherichia col(Prieto & Garcia, 1994).
Wie die Proteine der Gruppe A hydroxylieren Vedreder Gruppe D vor allem aromatische
Verbindungen mit einem bzw. mehreren aktivierendgubstituenten, wie z.B. Phenol
(Duffner et al, 2000 ; Kirchneret al, 2003; van den Heuvadt al, 2004), p-Nitrophenol
(Kadiyala & Spain, 1998) und 2,4,5-Trichlorphen2luf, 1996; Gisi & Xun, 2003). Die
Gruppe E kann wohl gleichgesetzt werden mit der ikander two-component nonheme
flavin-diffusible monooxygenasg9 C-FDM), welche von Galaret al. (2000) offiziell
beschrieben wurde. Demnach zeichnen sich die Vertdieser Familie dadurch aus, dass
Reduktase- und MO-Komponente durch jeweils ein aahert werden. Weiterhin nutzt die
Flavin-Reduktase-Komponente, NAD(P)H zur Reduktian Riboflavin, FMN und/oder
FAD (van Berkel et al, 2006). Das reduzierte Flavin diffundiert ansdbdied zur
korrespondierenden MO-Komponente, wo es zur Suhgtteoxylierung genutzt wird. Das
dritte Merkmal der TC-FDM-Familie ist, dass keiner deiden Komponenten einen Flavin-
Cofaktor besitzt (Galanet al, 2000). Jedoch konnte mit der Phenol-MO v@h
thermoglucosidasiug\7 bereits ein Vertreter der TC-FDM-Familie gefundeerden, bei
dem die Reduktase-Komponente einen fest gebundéagem-Cofaktor besitzt (Kirchneet
al., 2003). Dieser ist jedoch nicht wie im Falle ddaskischen Ein-Komponenten-MO
(Gruppe A) an die Aminosauren des konserviertenu&ezmotivs GxGxxG gebunden,
sondern wird vielmehr durch Wasserstoffbricken gbrAminosaureresten der N-terminalen
Halfte des Proteins fixiert (van den Heueelal, 2004). Nur zwei dieser Aminosauren (gly
Thrsy) sind ebenfalls bei den Proteinen mit den hdchSenquenzidentitdten zu finden.
Aufgrund dieser Ausnahme sollte das letztgenanraekiial der TC-FDM-Familie vielleicht
damit ersetzt werden, dass ein eventuell vorhamdé&it@vin-Cofaktor nicht Uber ein
konserviertes Flavin-Bindemotiv fixiert ist. In dBegel binden die Vertreter der TC-FDM-
Familie jedoch nur schwach oxidiertes Flavin. Igeldessen kann man nach der Reinigung

keinen Flavin-Cofaktor nachweisen.



Die Reduktasen dieser interessanten Gruppe voriReot unterscheiden sich stark in ihrer
GrofRe. So sind die meisten ca. 18 kDa grol3 (Galaad, 2000). Jedoch stellen die Flavin-
Reduktasen demp-Hpa-MO von A. baumannii und die der Nitrilotriacetat-MO von
Aminobacter aminovoransine Ausnahme dar. lhre Gro3e betragt ca. 32 6rida (Uetzet
al.,, 1992; Chaiyeret al, 2001). Einzigartig, innerhalb dieser Familie, &ss diese beiden
Flavin-Reduktasen durch die jeweiligen Substrate klmrespondierenden MO aktiviert
werden (Knobelet al, 1996; Chaiyeret al, 2001). Die MO-Komponenten der TC-FDM-
Familie sind zwischen 40 kDap-{pa-MO von P. putidg und 58 kDa groR3 (2,4,5-
Trichlorophenol-MO von Burkholderia cepacia AC1100) und besitzen in der
Aminosauresequenz ebenfalls keinerlei konservidaein-Bindemotive (Arunachalamt al,
1992; Xun, 1996).

Durch die Diffusion des Flavins, das in der TC-FMdmilie meist die Funktion eines
Cosubstrates innehat, ist jedoch die Gefahr dekdpplung der Flavin-Reduktion von der
Hydroxylierung gegeben. Es konnte jedoch festgéstedrden, dass die Flavin-Reduktase
eine hohere Affinitat zum oxidierten und die MO-Kpomente zum reduzierten Flavin-
Cosubstrat besitzt (Louiet al, 2003; Sucharitakuét al, 2007). Dadurch ist ein effizienter
Austausch des Flavins zwischen Reduktase- und M@gémente moglich. Weiterhin konnte
in vitro festgestellt werden, dass sich die Entkopplung Eewvin-Reduktion ebenfalls
dadurch einschranken lasst, indem die MO-Komponanté&berschuss vorliegt (Becket
al., 1997). Ein weiterer interessanter Aspekt der TH-amilie ist, die Fahigkeit
verschiedener Vertreter, das Flavin-C(4a)-Hydropieran Abwesenheit eines maoglichen
Substrates stabilisieren zu konnen (Alfietrial, 2007). So befindet sich dieses Intermediat im
Falle demp-Hpa-MO vonA. baumanniin einer hydrophoben Tasche, so dass ein Kontékt m
dem Sauerstoff enthaltenen Medium nicht méglichSsH. Kimet al. (2007) konnten mittels
Kristallisierung der p-Hpa-MO von Thermus thermophiludHB8 einen Aminosaurerest
(Argioo) identifizieren, der das Flavin-C(4a)-Hydroperoxstd lange stabilisiert, bis das
Substrat bindet.

Nach bisherigen Erkenntnissen ist die P2C-MO &aihrobacterspec. Pyl in die Gruppe A
der Flavin-abhangigen-MO einzuordnen. So konnte Mormann & Andreesen (1994) ein
Protein bis zur scheinbaren Homogenitat gereiniggiden, das ein Molekulargewicht von 54
kDa besal. Das Protein konnte durch seine NADH+ajga Cytochrom c-Reduktase-
Aktivitat und dem NADH-, FAD- und P2C-abhangigenu8estoffverbrauch als Flavin-
abhangige-MO charakterisiert werden. Es zeichniete weiterhin durch eine Gelbfarbung



aus, welche auf ein nicht kovalent gebundenes irlanriickzufihren war, das wahrend der
Reinigung des nativen Proteins dissoziierte. Diewsche Bindung wurde spater durch
Identifizierung und Sequenzierung der N-terminaliecenden DNA-Sequenz des Gens der
P2C-MO pycA auf das Fehlen des Flavin-Bindemotivs GxGxxG zkmg@éihrt (Wolsch,
2001). Die bis zum Beginn dieser Arbeit bekanntgetditete Aminosauresequenz der P2C-
MO zeigte jedoch die hochsten Identitdten zu Vestre der Mehr-Komponenten-MO,
speziell zur Gruppe E (Tab. 1). Im Gegensatz damnte die P2C-MO vomR. koreensis
Sedi2 durch die biochemische Charakterisierung abgeleitete Aminosauresequenz der
isolierten Gene (Beckeat al, 1997; B. Thiemer und K. Schmitz, unveroffentleiaten) in
die Gruppe der TC-FDM-Familie eingeordnet werden.

Es stellte sich die Ausgangsfrage zu dieser Arbgdrum ist die P2C-MO voArthrobacter
spec. Pyl mit nur einer Komponente in der Lagegtieehe Reaktion wie das entsprechende
Enzym ausR. koreensisSedi2 zu katalysieren? Auch das Fehlen des GxGWeGis der
P2C-MO vonArthrobacterspec. Pyl warf Fragen auf. Stellt dieses Enzym Aunahme
dar, so dass dieses Motiv C-terminal lokalisiet? iKonnte es sich bei der P2C-MO von
Arthrobacterspec. Pyl um ein Fusionsprotein von MO und Redektesdeln? Durch die
vollstandige Isolierung depycAGens, dessen heterologe ExpressiorEincoli und die
weitere Charakterisierung des entstehen8&eptag llI-Fusionsproteins sollte es moglich
sein, mehr Informationen Uber die MO vémthrobacterspec. Pyl zu erhalten. Um diese
Fragen zu klaren war es auch wichtig, die in Nacddfaaft zupycA liegenden Gene zu

identifizieren.



1.2. Stress-induzierte Selenoproteine in anaerobd&akterien

1.2.1. Selenoproteine

Selen wurde 1817 von Jons Jakob Berzelius im Bfaikerschlamm entdeckt und stellt ein
rotes amorphes Pulver dar. Es tritt jedoch ebenfathwarz glasig und grau metallisch in
Erscheinung (Wiberg, 2007). Es wurde lange ZeitaisiiGift angesehen (Franke, 1934). Erst
1954 wurde von Pinsent (1954) die Bedeutung demnSells Spurenelement beim Wachstum
verschiedener Bakterien erkannt. 1973 waren drien®proteine bekannt, zwei bakterielle:
die Formiat-Dehydrogenase und die Glycin-Reduktss@je eine Glutathion-Peroxidase der
Mammalia. In diesen Proteinen ist das Selen UberSelenocystein integriert. Erstaunlich
war, dass das Selenocystein als 21. Aminosaurehdias eigentliche Stop-Codon TGA
codiert wird (Heider & Boéck, 1992). Der Hauptunth®d zwischen Selenocystein und
Cystein ist der niedrigere K-Wert der Selenolgruppe K@a=5,2) im Gegensatz zur
Thiolgruppe des Cysteins Kg=8,3; Huber & Criddle, 1967). So liegt die Selemafgpe in
Selenoproteinen unter physiologischen Bedingundgiselenolat vor, wohingegen Cysteine
in Proteinen nicht dissoziiert vorliegen. Weiterhasultiert eine Differenz im Redoxpotential
von Cystein-Cystein-Paaren (-233 mV gg. eine Nowaakerstoffelektrode) und
Selenocystein-Selenocystein-Paaren (-488 mV g@ Riormalwasserstoffelektrode) von ca.
250 mV im Falle des Thioredoxins Trx-1 vdn coli (Jacobet al, 2003). Durch diese
Eigenschaften resultieren eine Erhohung der fir Reduktion in Frage kommenden
Substraten sowie ein hoherer pH-Bereich in demedid3rotein aktiv ist (Gromest al,
2003).

Seit 1973 konnten weitere Selenoproteine idengiftzind zum Teil charakterisiert werden. In
Tab. 2 sind eine Zusammenstellung bakterieller ridgleteine und deren Funktion
wiedergegeben. Auffallig ist, dass viele Proteime Redox-Vorgangen beteiligt sind. Aus
diesem Grund wurde in Betracht gezogen, dass &alerien Proteine geben kdnnte, die
selektiv unter Stressbedingungen induziert werdierder oxidativen Stressantwort vdh
acidaminophilumist beispielsweise ein Selen-haltiges Peroxireddpateiligt und im Falle
der Mammalia vier verschiedene Selen-haltige Pdeasan.



Tab. 2: Bakterielle Selenoproteine

Bakterium 'Protein ‘GroRRe | Referenz

C. sticklandi GrdA, Selenoprotein der Glycin-, 17 kDa  Turner & Stadtman,

E. acidaminophilum Sarcosin- und Betain-Reduktase 1973; Lubbers &
Andreesen, 1993

Moorella Formiat-Dehydrogenase 96 kDa Yamametal,

thermoaceticum 1983

E. acidaminophilum PrpU, 10 kDa Selenoprotein
unbekannter Funktion

10 kDa  Wagner, 1997

Methanococcus HdrA, Heterodisulfid-Reduktase
thermoautotrophicum

72 kDa  Wiltiegal, 1997

Methanococcus VhuD, VhuU, FRyg-nicht

15 und 4 Wilting et al, 1997

voltae reduzierende Hydrogenase kDa

Methanococcus FruA, Fooreduzierende 44 kDa  Wiltinget al, 1997
voltae Hydrogenase

Methanopyrus FwuB, Formylmethanofuran- 49 kDa  Vorholtet al, 1997
kandleri Dehydrogenase

E. acidaminophilum GrdF, Selenoprotein B der Sarcosid7 kDa  Sonntag, 1998

Reduktase

E. acidaminophilum GrdH, Selenoprotein B der Betain-45 kDa  Sonntag, 1998

Reduktase

E. acidaminophilum PrpU, putatives redoxaktives Protein 11 kDa  Anseeet al,

1999
Desulfovibrio HydV, grol3e UE der NiFeSe- 49 kDa  Garciret al, 1999
baculatum Hydrogenase
C. sticklandii PrdB, Prolin-Reduktase 26 kDa  Kabissthal, 1999

E. acidaminophilum GrdB, Selenoprotein B der Glycin- 47 kDa  Wagneet al, 1999

Reduktase

E. acidaminophilum FdhA, Formiat-Dehydrogenase

96 kDa  Grantzdorff@ee2

E. acidaminophilum SelD, Selenophosphat-Synthetase

40 kDa  Gursietsaly
2000

E. acidaminophilum PrxU, Peroxiredoxin

22 kDa  Sohlirg al, 2001

Methanococcus Formylmethanofuran-Dehydrogens29 kDa  Kryukov &

jannaschii Gladyshev, 2004
Methanococcus HesBlike Protein 11 kDa  Kryukov &
jannaschii Gladyshev, 2004

Methanococcus Heterodisulfid-Reduktase
jannaschii

72 kDa  Kryukov &
Gladyshev, 2004

Treponema denticolalhioredoxin

12 kDa  Kryukov &
Gladyshev, 2004

Treponema denticolaGluthathion-Peroxidase

18 kDa  Kryukov &
Gladyshev, 2004

Geobacter Prxdike Thiol:Disulfid
sulfurreducens Oxidoreduktase

26 kDa  Kryukov &
Gladyshev, 2004

Campylobacter jejuniSelWH-ike Protein

10 kDa  Kryukov &
Gladyshev, 2004




1.2.2. Oxidativer Stress

Die Hauptursache fir oxidativen Stress in Baktesam reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
wie das Superoxidanion, ;B8, und Hydroxylradikal. Die ROS spielen ebenfalls eein
Hauptrolle bei der Immunabwehr, da sie beispielsevan Phagozyten zur Bekampfung
phagozytierter Mikroorganismen sezerniert werdeman(f; 2004). Sie entstehen durch
Elektronentbertragung auf molekularen Sauersto# wwi Abb. 4 dargestellt ist. Dabei ist
festzustellen, dass alle Reaktionen thermodynamimgiinstigt sind, auRer dem initialen
Reaktionsschritt vom Sauerstoff zum Superoxidanidm diesen Schritt zu ermdglichen,
bedarf es eines starkeren Reduktionsmittels, videain reduziertes Flavin oder Hydrochinon
(Ho et al, 1995).

Zur Entgiftung der ROS besitzen Bakterien versadmedProteine, wie z.B. die Superoxid-
Dismutase, Katalase und Peroxidasen, deren ReaktiomAbb. 4 gezeigt sind (Het al,
1995; Aguirreet al, 2005). Einen Teil dieser Proteine konnten inzinest ebenfalls bei
anaerob lebenden Bakterien identifiziert und chiarédiert werden. So konnte schon 1974
eine Superoxid-Dismutase-Aktivitat irClostridium thiosulfatophilumund Clostridium
perfringens nachgewiesen werden (Hewitt & Morris, 1975). Ddolge der Superoxid-
Dismutase und Katalase ebenfalls Sauerstoff enistedrgen diese Enzyme wiederum
Risiken fur die anaerob lebenden Bakterien. Di¢aeblem tritt dagegen bei der Entgiftung
von Superoxid durch die Superoxid-Reduktase nichit @enneyet al, 1999). Das
Reaktionsschema ist in Abb. 5 kurz wiedergegebenwisd von der Superoxid-Reduktase
das Superoxid zu Wasserstoffperoxid reduziert, escim Anschluss daran durch ein

e e+ 2H e+H  HO e+H
O, g,_, O, ¥,_, H,0, g HO g,_, H,0
-0,33V +0,89 V + 0,38 V +2,31V
20, + H O, + H0, Superoxid-Dismutase
2 H,O, O,+2 HO Katalase

NADH; + H,0O, NAD + 2 H,0O Peroxidase

Abb. 4: Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies dutt die schrittweise Reduktionzu
Wasser und deren Entgiftung

Unter den Pfeilen sind die Reduktionspotentialehnblo et al. (1995) der einzelne
Schritte gegen eine Normal-Wasserstoffelektrodgefiihrt.



Rubrerythrin zu Wasser umgesetzt wird. Die Elektro werden von einem Rubredoxin
bereitgestellt, welches wiederum durch die NADH-Ruloxin-Oxidoreduktase reduziert
wird (Weinberget al, 2004). Alternativ zum Rubredoxin kann die@J-Reduktion von
NADH-Peroxidasen katalysiert werden (Jeneéwl, 1999).

H20, + H.O +

NADH, NAD
o yau - O; +2H Ho0,
¢ Ry

—

NAD(P)H NAD(P)  NAD(P)H NAD(P)

€

Abb. 5: Entgiftung des Superoxidanions durch das Speroxidanion-Reduktase-
System in anaeroben Bakterien nach Weinbergt al. (2004)

Das Superoxidanion wird durch die Superoxidaniodtkéase zu kD, reduziert, da
anschlieBend durch ein Rubrerythrin bzw. eine NABP&toxidase zu Wassaemgesetz
wird. SOR, Superoxidanion-Reduktase; Rbr, RubreirythRdeq, Rdy, reduziertes un
oxidiertes Rubredoxin; NROR, NAD(P-Rubredoxin Oxidoredukta

1.2.3. Stressinduktion durch reaktive Stickstoffspaes

Neben den ROS zahlen die reaktiven StickstoffsgeZlBNS) zu den wichtigsten
Abwehrmechanismen der ersten Immunantwort des Ndemsgegen pathogene Invasoren.
Sie werden, wie die ROS, in die Phagosomen derd2ysen sezerniert (Fang, 2004). Aus
diesem Grund sind die Resistenzmechanismen voogeaten Mikroorganismen gegen RNS
ebenfalls wichtige Virulenzfaktoren, deren Erfonsef eine grof3e Bedeutung in der Medizin
zukommt. Die Entstehung der RNS innerhalb der Péagen wird vor allem durch die
Aktivitat der Stickoxid-Synthetase eingeleitet (§a@2004). Die Entstehung von Nitrit,
Stickstoffdioxid und Nitrat erfolgt im Anschluss @agan durch den Stoffwechsel des
Bakteriums. Weiterhin kdnnen in Anwesenheit deseBaidanions hypochlorierte Saure
(HOCI), Peroxynitrit (ONOQ, Distickstofftrioxid (NOs) und Peroxosalpetrige Séaure
(HOONO) entstehen (Pachetral, 2007).

Eine wichtige Gruppe der RNS-induzierten Proteiner dStressantwort sind die
Flavohamoglobine. Diese Enzyme setzen Bi@aerob zu PO und aerob zu NOum (Abb.

6). Die Flavohamoglobine werden in zwei Unterfaerilieingeteilt (R. K. Poole, 2005). Der



anaerob aerob

NAD(P)H |
| 2¢ i
FAD !

e
HmpFe(lll) ¥>—> HmpFe(ll) ; HmpFe(l1)(Gy)
NO'\l NO'\J

Oz

Hmpr(||)(NO) [HmpFe(lll)(ONOO)]
HmpFe(ll)(NO)
/

N O"/

2H +2NO — N,O + O

NOs3

Abb. 6: Entgiftung des NO durch Flavohdmoglobine unter anaeroben und aerobe
Bedingungen nach S. O. Kinet al., 1999

Das HmpFe(lll) wird durch NAD(P)H zu HmpFe(ll) redart. Unter aerobe
Bedingungen kommt es zur Bindung von Sauerstoff W@ zur Ausbildung de:
[HmpFe(ll)(ONOO)]-Intermediates woraus NO abgespalten wird. Unter anaerol
Bedingungen bindet NQdirekt anHmpFe(ll). Durch eine Elektronenibertragung v
Fe(ll) kommt es zur Ausbildung von HmpFe(lll)(NOworaus NO abgespalten wird
Zwei NC und zwei ' reagieren im Anschluss spontan z,0 und k0.

Prototyp der ersten Unterfamilie stellt Vhb ausgreoscilla dar (Dikshit et al, 1990). In
diesem Proteinsystem sind die Reduktase- und dienogibbin-Funktion auf zwei
Peptidketten lokalisiert. Aufgrund der Coelution i bder Reinigung der NADH-
Methamoglobin-Reduktase mit dem homodimeren Hantgsy kann von einer Interaktion
der beiden Untereinheiten ausgegangen werden (&snaReevatt & Webster, 1980; Webster,
1987). Die Proteine der zweiten Unterfamilie bestebus einer N-terminalen Ham-Domane
und einer C-terminalen Domane, welche hohe lddatitau Ferredoxin-NADPH-Reduktasen
aufweist. Ein gut untersuchtes Protein dieser Geugipllt das Flavohdmoglobin Hmp van
coli dar (Hauslademt al, 1998; Hausladest al, 2001). Dessen C-terminale Domane besitzt
eine NAD(P)H und eine FAD-Bindestelle. Die Elekteondes NAD(P)H werden auf das
Flavin tibertragen. Durch die Ubertragung eines tEdels auf den Hamoglobin-Cofaktor wird
das Fe(lll) zu Fe(ll) reduziert. Unter aeroben Begdingen reagiert Sauerstoff mit der
Hamgruppe zum HmpFe(ll)(), welches im Anschluss mit NOzu NG; reagiert
(Hausladenet al. 1998, Hausladeet al, 2001). Unter anaeroben Bedingungen wird NO
unter Ausbildung eines HmpFe(ll)(NeXomplexes gebunden. Anschlielend wird ein
Elektron vom Fe(ll) auf das NQibertragen wodurch HmpFe(lll)(NOentsteht. NOwird



daraufhin abgespaltetm Anschluss reagieren spontan zwei Nt zwei H zu N.O und
H,O (Hausladeret al, 1998; S. O. Kinet al, 1999).

Eine weitere wichtige Gruppe von Enzymen, welchedan Detoxifizierung von RNS und
ROS wie z.B. HO,, organische Hydroperoxide und Peroxynitrit betedond, stellen die
Peroxiredoxine dar (L. B. Poole, 2005). Das gutetmichte Peroxiredoxin-System von
Salmonella typhimuriurbesteht aus der Peroxidase AhpC und der DisuléduRtase AhpF
(Poole et al, 2000). Das eigentliche Peroxiredoxin stellt eirmBx dar. Jede der beiden
Untereinheiten steuert einen Cystein-Rest zum raktosen Zentrum bei, welches mit einem
Peroxid reagiert (Abb. 7). Das peroxidative Cyst€@ys,) wird dabei zur Sulfonséure
oxidiert und kondensiert im Anschluss mit demesolving Cystein (Cyg der anderen
Untereinheit. Das entstehende Disulfid wird angff¢nd von einer NAD(P)H-abh&ngigen,
Flavin-haltigen Disulfid-Reduktase wie der AhpF dee regeneriert (Woodt al, 2003). In
Bakterien, die kein homologes Protein zu AhpF kesit kann die Regeneration der
Peroxiredoxins durch das Thioredoxin-System erfolde B. Poole, 2005).

E Cysy-H R-OH
Cys-H
Cys,-OH

_

Disulfid-
Reduktase

Poole, 200¢

Abb. 7: Reaktionsschema des Peroxiredoxin-Systems
Das Peroxiredoxin ist durch Prx und das katalytesive peroxidative Cystein als Gys
und dagesolvingCystein mit Cysdargestellt.

Es ist schon langer bekannt, dass anaerobe Baktémid¢z ihrer normalen anaeroben
Lebensweise Mechanismen entwickelt haben, die sie der toxischen Wirkung des
Sauerstoffs bewahren (Hewitt & Morris, 1974). Weite konnten gerade in der Gruppe der
Clostridien, zu denenClostridium difficile Clostridium sticklandii und Eubacterium
acidaminophilumgehéren ClostridiumCluster Xl nach Collinset al, 1994), zahlreiche

Selenoproteine gefunden werden (Tab. 2). So bestand/dglichkeit, im Proteom dieser



Organismen weitere Selen-haltige Proteine zu findeelche an der Abwehr gegen
verschiedene Stress-Faktoren beteiligt sind. Zieset Arbeit war es so unter anderem, die
drei ausgewahlten Stamme unter dem Einfluss vorritNiDiamid (einem starken
Oxidationsmittel), Methylviologen und Luftsauerdtofanzuziehen und mittels 2D-
Gelelektrophorese auf das Vorhandensein neuerhdbtress induzierte, Selenoproteine hin
zu Uberpriifen. Durch Markierung der Proteine dudels radioaktive Isotop’Se ist es

maoglich, Selenoproteine relativ einfach von denrpnalen” Proteinen zu unterscheiden.



2. Material und Methoden

2.1. Stamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme und Plasnschd in den Tab. 3 und 4

zusammengefal3t.

Tab. 3: Ubersicht tiber verwendete Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
Arthrobacterspec. Pyl Wildtyp Hormann & Andreesen,
1991
Rhodococcukoreensis Wildtyp Hormann & Andreesen,
Sedi2 1991
Eubacterium Wildtyp Zindelet al, 1988
acidaminophilumAl2
Clostridium sticklandii Wildtyp Stadtman & McClung,
1957
Clostridium difficile Wildtyp Hall & O Toole, 1935
Escherichia colXL1-Blue  A(mcrA)183  A(mrcCBhsdSMR Stratagene
MRF" mrr)173 endAlsupE44thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F'proAB
lacl9ZAM15 Tn10(TeY ]

Escherichia coli
Rosetta(DE3)

F ompT hsdS$ (rg mg’) gal dcm Stratagene
(DE3) pRARE (argU, argW, ileX,
glyT, leuw, prol.CnT)

Tab. 4: Ubersicht tiber die verwendeten Vektoren

Vektor Merkmale Referenz

pUC19 Amp, lacPoz’ Yanisch-Perraet al, 1985

PGEM-T Easy Amp Promega, Mannheim

pASK-IBA3 Amp, tet-Repressorgen, Vektor zUBA, Gottingen
Expression von Proteinen mit C-
terminalemStreptag II-Peptid

pRARE Cn¥, argU, argW, ileX, glyT, leuw, proL Stratagene

pP2C2 pUC19-Derivat diese Arbeit

pP2C7 pUC19-Derivat diese Arbeit

pPycAc pASK-IBA3-Derivat;pycA(1470 bp) diese Arbeit

pPycE: pASK-IBA3-Derivat;pycB(471 bp) diese Arbeit

pPycD: pASK-IBA3-Derivat;pycC(681 bp) diese Arbeit

pPycD: pPASK-IBA3-Derivat;pycD (369 bp) diese Arbeit




2.2. Anzucht von Bakterien

2.2.1. Nahrmedien

2.2.1.1. Medium fir die Anzucht vaxrthrobacterspec. Pyl (Hormann & Andreesen, 1991)

Das Mineralmedium, das zur Anzucht vémthrobacter spec. Pyl diente, war wie folgt

zusammengesetzt:
Salzlésung nach Hormann & Andreesen (1994) 50 mi
Spurenelementlésung SL A 1 mi
Kaliumphosphat (KP)-Puffer (0,5 M, pH 722) 100 mi

(2% Bactoagar bei Minimalmedium-Platten)
Aqua dest. ad 1000 ml

YK P-Puffer wurde dem Medium erst nach dem Autokleanehinzugegeben.

Salzlésung nach Hormann & Andreesen (1991):

Endkonzentration

im Medium in mM

MnSQO; x H,0 02 g 0,06
MgSQ: x 7 HO 10,0 g 2,0
CaCb 02 g 0,09
NH,CI 6,0 g 5,6
NaCl 1,0 g 0,85

Aqua dest. ad 1000 ml



Spurenelementlésung SL A nach Hormann & Andreeserd(fiziert, 1989):

Endkonzentration

im Medium in mM

FeCb x 4 H,OV 20 g 1,0 x 70
MnCI x 4 H,O 01 ¢ 5,0 x T0
CoCh x 6 H,O 0,19 ¢ 8,0 x T0
CuCh x 2 HO 0,003 g 2,0x 0
NiCl, x 6 HO 0,024 g 1,0 x 0
H3BOs 0,006 g 1,0 x fo
ZnCl, 0,07 ¢ 5,0 x T0
NaSeQ 0,173 g 1,0 x 10
NaMoO, 0,036 g 1,5 x 10
NasWO, 0,033 ¢ 1,0 x T0
NaVO3 0,014 g 1,0 x T0
25% (v/v) HCP 10 ml

Aqua dest. ad 1000 ml
Y FeC} x 4 H,O wurde zunachst in HCI geldst und anschlieBendeilichen Losung hinzugegeben.

Die Substrate Succinat und P2C wurden in 0,5 M KiReP gelost und anschlieRend getrennt
vom restlichen Medium durch Autoklavieren sterdisi Die Endkonzentration der beiden

Substrate im Medium betrug 10 mM.

2.2.1.2. Luria-Bertani-Medium (Sambroekal, 1989) fUrE. coli

Das Luria Bertani (LB)-Medium war wie folgt zusammgesetzt:

NacCl 1,0% (wiv)
Trypton 1,0% (wiv)
Hefeextrakt 0,5% (w/v)



Im Fall von LB-Agar-Platten wurde dem Medium 2% ®&eagar hinzugegeben. Die
Stammldsungen der in Tab. 5 aufgefiihrten Medierizas&urden sterilfiltriert, alliquotiert

und anschlieBend bei -20 °C gelagert.

Tab. 5: Medienzuséatze fiir LB-Medium

Zusatz Stammldsung Endkonzentration im Medium
Ampicillin 125 mg/ml in Aqua dest. 125 pg/ml

Tetracyclin 25 mg/mlin 50% (v/v) Ethanol 12,5/pmg

Chloramphenicol 50 mg/ml in Ethanol 35 pg/ml
Anhydrotetracyclin 20 mg/ml in Dimethylformamid,20 pg/ml
5-Brom-4-chlor-3- 20 mg/ml in Dimethylformamid 40 pg/ml

indoxyl-B-D-

galactopyranosid

Isopropyl$-D- 40 mg/ml in Aqua dest. 40 pg/ml

thiogalactopyranosid

2.2.1.3. Medium fir die Anzucht voilE. acidaminophilumnach Zindelet al. (1988,
modifiziert)

Die Medien von Eubacterium acidaminophilumClostridium difficile und Clostridium
sticklandii wurden fir 20 Minuten in der Mikrowelle gekochtngchlieRend wurden 9 ml
unter Stickstoffbegasung in Hungate-Réhrchen aliigefNiach dem Autoklavieren wurden
500 pl 8,4%ige NaHC@LO6sung je Hungate-Rdhrchen hinzugegeben und dewek mit 1
M HCI auf 7,2-7,5 eingestellt.

Das Medium war wie folgt zusammengesetzt:
Endkonzentration

im Medium in mM

KH,PO 02 g 1,15
NaCl 1,0 g 17
KCl 05 g 6,7
MgSQs X 7 H,O 05 g 2
NH,CI 0,25 5
CaCb x 2 HO (1 M) 0,1 ml 0,1

Glycin 3,76 ¢ 50



Spurenelementlésung SL A (2.2.1.1.) 1,0 ml
Resazurin (0,1%ig) 1,0 mi
Biotin (2 mg/ml)’ 2 Tropfen
Aqua dest. ad 1000 ml

Ypie Zugabe erfolgte nach dem Autoklavieren vor d@eimpfen der Hungate-Rohrchen.

2.2.1.4. Medium fir die Anzucht vdp. sticklandiinach Uhde (1990, modifiziert)

Das Medium war wie folgt zusammengesetzt und wwideunter 2.2.1.3. beschrieben

hergestellt:
Endkonzentration
im Medium in mM
Glycin 15 ¢ 20
L-Prolin 5759 50
L-Serin 2,1 g 20
L-Threonin 24 ¢ 20
L-Arginin 35 ¢ 20
L-Lysin 3,659 20
L-Histidin-HCI 0,47 ¢ 3
L-Tyrosin 0,02 g 0,11
MgSOyx 7 H,O 02 g 1
NH,CI 05 g 9,35
CaCb x 2 HO (1%ig) 1 mi 0,07
KP-Puffer (1 M, pH 7,0) 10 ml 10
Spurenelementlésung SL A (2.2.1.1.) 1 ml
Aminosaurestammldsung 20 ml
Resazurin (0,1%ig) 1 ml
Na$ x H,0 (6%)” 2 Tropfen
Vitaminlésung'? 2 Tropfen

Aqua dest. ad 1000 ml

Y Die Zugabe erfolgte nach dem Autoklavieren.
% Die Zugabe erfolgte erst unmittelbar vor dem Bdnmler Hungate-Rohrchen.



Pantothensaure
Riboflavin
Pyridoxamin-HCI
Biotin

Folsaure
Nicotinsaure
Nicotinamid
Cyanocobalamin
o-Liponsaure
p-Aminobenzoesaure
Thiamin-HCL

Aqua dest. ad 1000 ml

Aminosaurestammldsung:

L-Cystein

L-Valin

L-Leucin
L-Isoleucin
L-Prolin
L-Methionin
L-p-Phenylalanin
L-Tryptophan

Vitaminldsung nach Genthnet al.(1981, modifiziert):

50 mg
50 mg
10 mg
20 mg
20 mg
25 mg
25 mg

50 mg
60 mg

50 mg
50 mg

Die Losung wurde sterilfiltriert und bei 4 °C im Bkeln gelagert.

3,03¢g
2,23 ¢
3,28 ¢
3,289
2,88 ¢
3,73 ¢
4,13 g
511¢g

Endkonzentration

im Medium in uM

207
133
39

82
45
203

204
36
290

365

148

Endkonzentration

im Medium in mM

25
19
25
25
25
25
25
25



L-Glutamat 3,68¢g 25
L-Glutamin 3,66 g 25
L-Asparagin 3,759 28
Aqua dest. ad 1000 ml

Die Losung wurde unter Stickstoffbegasung in Selasshen mit Butylstopfen abgefillt und
autoklaviert. Die Aminosaurestammldsung wurde b 4elagert.

2.2.1.5. Medium fir die Anzucht vdD. difficile nach Karasawat al.(1995)

Das Medium war wie folgt zusammengesetzt und wwideunter 2.2.1.3. beschrieben

hergestellt:
Endkonzentration
im Medium in mM
Glycin 0,75 ¢ 10
L-Histidin-HCI 01 g 0,48
L-Tryptophan 01 g 0,5
L-Tyrosin 01 g 0,55
L-Arginin 0,20 g 1,15

L-Phenylalanin 0,2
L-Methionin 0,2

g 1,21
g 1,34
L-Threonin 1,19 ¢ 10
L-Alanin 0,2 g 2,24
L-Lysin-HCI 03 g 1,64
L-Serin 03 g 2,85
L-Valin 03 ¢ 2,56
g 2,29
g 2,25
g 3,05
g 4,13

L-Isoleucin 0,3
L-Aspartat 0,3
L-Leucin 0,4
L-Cystein 0,5



L-Prolin 1,15 ¢ 10

L-Glutamat 09 g 6,12
KoHPOy 03 g 1,72
NaHPO, x 2 HO 15 g 8,5
NacCl 09 g 15,4
CaCb x 2 H,O 0,026 g 0,18
MgCl, x 6 HO 0,02 g 0,1
MnCl; x 4 HO 0,01 g 0,05
(NH,)>SO, 0,04 g 0,3
FeSQ x 7 HO 0,004 g 0,015
CoChk x 6 H,O 0,001 g 0,004
Glucose 2 g 11
NaHCGQ; (8,4%)" 50 ml 50
Spurenelementlésung SL A (2.2.1.1.) 1 mi

Resazurin (0,1%ig) 1 mi

NaS x H,0 (6%)” 2 Tropfen

Vitaminlésung (2.2.1.4%2 2 Tropfen

Biotin (2 mg/ml}-? 2 Tropfen

Aqua dest. ad 1000 ml

Y Die Zugabe erfolgte nach dem Autoklavieren.
2 Die Zugabe erfolgte nach dem Autoklavieren vor datmpfen der Hungate-Réhrchen.

2.2.2. Anzucht von Bakterien

Die Anzucht vork. colierfolgte nach dem Animpfen mit einer @g\mvon ca. 0,1-0,2 aerob
bei 37 °C auf einem Rundschuttler bei 140-200 rpie. Anzucht vonArthrobacter Stamm
Pyl erfolgte bei 30 °C. Das Wachstum wurde durctssdeg der Absorption bei 600 nm

gegen unbeimpftes Medium verfolgt.

Die anaeroben Bakteridh. acidaminophilumC. difficile und C. sticklandiiwurden anaerob

in Hungate-Rohrchen bei 30 °C angezogen. Vor demimpfen wurden die Septen der
Hungate-Rohrchen abgeflammt. AnschlieRend wurdeh Kaomplettierung der Medien mit
einer Einwegspritze 1 ml Vorkultur in die Rohrchegiziert. Das Wachstum wurde durch
Messung der ORonman einem Spekol 1200 (Analytik Jena, Jena) vetrfolg



2.2.3. Stammhaltung

Eine kurzfristige Lagerung voB. col-Stammen undirthrobactersp. Pyl erfolgte auf LB-
Platten (2.2.1.2.) bzw. Mineralmedium-Platten (2.2.) bei 4 °C. Zur langfristigen Lagerung
wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden zQ g¥ Bakterienkultur 130 ul Glycerin
(99,5%) gegeben. Anschlie3end wurden die Glycelinken vonE. colibei 37 °C und von
Arthrobacter Stamm Pyl bei 30 °C eine Stunde inkubiert. Danactden die Stamme bei

-80 °C gelagert.

Die Kulturen von Eubacterium acidaminophilumClostridium difficile und Clostridium
sticklandiiwurden bei 4 °C gelagert und jeden Monat Uberimfat langfristigen Lagerung
wurden bewachsenen Hungate-Rohrchen Glycerin (99jBfiziert, bis die Konzentration
etwa 13% (v/v) entsprach. Nach einer weiteren SfWwhchstum wurden die Kulturen bei
-20 °C gelagert werden.

2.2.4. Wachstum von Bakterien mit°Se

Um Seleno-Proteine und Selen-modifizierte t-RNAshzaweisen, wurden die Bakterien in
Hungate-Rhrchen anaerob e im Medium angezogen. Dabei wurfdge dem Medium

SO zugegeben, dass die Radioaktivitat 0,5 puCi/riMubge Da verschiedene Bakterien beim
Wachstum Gase produzieren, mufdte beim ArbeitenHuiigate-R6hrchen darauf geachtet
werden, dass keine radioaktiven Aerosole entsteli@shalb wurde mit Hilfe einer
Einwegspritze erst ein Druckausgleich hergeststit,dass sich entweichendes Gas in der
Spritze sammelte.

Das radioaktive Medium wurde in dafur vorgesehetaf&@&schen entsorgt. Alle Abfalle,
deren Aktivitat unter 100 Schlage pro min lagenyden in den Mull fir Langzeitstrahler
entsorgt. Bei Arbeiten mit radioaktivem Selen wugdendsétzlich eine Bleischiirze getragen.

2.3. Molekularbiologische Standardmethoden

2.3.1. Vorbehandlung von Arbeitsmaterialien

Wenn mdoglich wurden alle Gerdate und Losungen furn@@ bei 121 °C autoklaviert.

Hitzelabile Gerate wurden mit 70%igem Ethanol kuabgeflammt oder gewaschen.



Lésungen, die nicht autoklaviert werden konntentden mit Sterilfiltern (0,22um Rotilabo
Spitzenfilter, Roth, Karlsruhe) filtriert.

Bei Arbeiten mit RNA wurden alle Materialien doppaltoklaviert. Zur Inaktivierung von
RNasen wurden alle Losungen mit Diethylpyrocarb@¢B&PC) behandelt. Dazu wurde 0,1%
(v/v) DEPC den L6sungen zugegeben und tber Nadh8b€C inkubiert. Anschliel3end

wurden die L6sungen autoklaviert.

2.3.2. Isolierung von Gesamt-DNA auérthrobacter spec. Pyl

Die Zellen einer 100 ml Kultur wurden durch Zenigétion (15 min, 5000 g) geerntet und
das Pellet in 5 ml TENS-Puffer resuspendiert. Ineei 2 ml Eppendorfreaktionsgefald
wurden 1,6 g Glaskugeln (0,25-0,5 wum, Roth, Kahsju abgewogen. Je
Eppendorfreaktionsgefal? wurden 800 pl Zellsuspensiogefillt und in der Kugelmuhle
(Retsch, MM2, Haan) bei maximaler Geschwindigkéltrin geschuttelt. Zur Abtrennung
der Glaskugeln und Zelltrimmer schlof3 sich einetifegation an (15 min, 14500 g, 4 °C).
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. DasePealurde in 800ul TENS-Puffer
resuspendiert und erneut zentrifugiert (15 min, (4%, 4 °C). Der Uberstand wurde
wiederum abgenommen und mit dem ersten vereinidtamschlie3end mit einem Volumen
Tris-geséttigtem Phenol (pH 8,0, Roth, Karlsruhejsetzt. Nach einer Zentrifugation (20
min, 14500 g, 4 °C) wurde der Uberstand abgenomuoreh mit 2,5 Volumen 96%igem
Ethanol gemischt. Durch Inkubation Gber Nacht &) <C wurde die DNA geféllt. Nach
einer Zentrifugation (15 min, 14500 g, 4 °C) wurdas Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen und getrocknet. Es wurde in 1,5 ml WaCitrat-NaCl (SSC) resuspendiert und
anschlieend 150l 1 x SSC und 21 RNase A-LAsung (10 mg/ml) zugesetzt. Der Ansatz
wurde 45 min bei 37 °C inkubiert. Nach Abkuhlen &i§ wurden die Proteine mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion (2.3.5.) abgetrenntisAder wassrigen Phase wurde die DNA
durch Ethanolfallung (2.3.5.) sedimentiert und atis@end mit jeweils 50@l 90, 80 und
70%igem Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wulide DNA in Aqua dest.

aufgenommen, alliquotiert und bei -20 °C gelagert.

TENS-Puffer : 100 mM Tris/HCI
40 mM EDTA
200 mM NacCl

2% (w/v) SDS



1 x SSC: 0,015 M Na-Citrat
0,15 M NacCl

2.3.3. Isolierung von Plasmid-DNA

2.3.3.1. Préparation von Plasmid-DNA &tiscoli nach Birnboim & Doly (1979)

Plasmide wurden aus 3 ml Ubernachtkulturen #ncoli-Stammenisoliert. Nach einer

Zentrifugation (5 min, 5000 g, 4 °C) wurde das gelétt vollstandig in 100 pl Lésung 1
resuspendiert. Die Zelllyse wurde anschliel3end ditagabe von 200 pl Lésung 2 und
vorsichtiges Mischen eingeleitet. Nach einer 5 rigain Inkubation bei Raumtemperatur
wurden 150 pl eiskalte Lésung 3 zugegeben und ahiigi gemischt. Nach 5 minttiger
Inkubation auf Eis erfolgte eine Zentrifugation 1500 g fir 20 min bei 4 °C. Der
Uberstand wurde abgenommen. AnschlieRend wurden H®ieteine durch eine

Phenol/Chloroform-Extraktion (2.3.5.) entfernt. Dlreine Ethanolfallung (2.3.5.) wurde die
Plasmid-DNA geféallt und anschlieend in Aqua dagtgenommen.

Lésung 1: 25 mM Tris/HCL
50 mM Glucose
10 mM EDTA
pH 8,0

Losung 2: 0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS

L6sung 3: 3 M K-Acetat
2 M Essigsaure

2.3.3.2. Plasmidisolierung mittels kommerzielletKi

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungerd Klonierungen wurden der

E.N.Z.A. Plasmid Miniprep Kit (Peglab, Erlangen) und d&iaprep Miniprep Kit(Qiagen,



Hilden) verwendet. Die Plasmidisolierung erfolgtach Herstellerangaben. Die Plasmide
wurden mit 50 pul Aqua dest. eluiert.

2.3.4. Isolierung von Gesamt-RNA auérthrobacter spec. Pyl

2.3.4.1. RNA-Isolierung mittelRNeasy Mini Ki{Qiagen, Hilden)

Die RNA-Isolierung erfolgte unter Verwendung deNeasy Mini KitgQiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben aus Zellen einer 10 ml Kultur,Iclhhe in der logarithmischen
Wachstumsphase geerntet wurde. Zum vollstandigdaufschluld wurden jedoch nicht wie
vom Hersteller vorgesehen 3 mg/ml TE-Puffer Lysozaendern 10 mg/ml verwendet. Nach
Inkubation der Zellsuspension fur 30 min bei 37W0arde das Lysat zu Unterstitzung der
Zelllyse mehrere Male mit einer sterilen Einweggarihoch und runter pipettiert. Die RNA
wurde in 50 pl DEPC-behandeltem Aqua dest. (2.3vhh der Saule eluiert. Zur
vollstandigen Entfernung der chromosomalen DNA Igtéo ein Behandlung mit RNAse-
freier DNase | (Fermentas, St. Leon-Rot). Der Vardaolgte 1 Stunde bei 37 °C. Durch
Zugabe von 1 pul 25 mM EDTA und einer 10 minitigekubation bei 65 °C wurde die

DNase inaktiviert.

2.3.4.2. RNA-Isolierung durchri Reagent RNA Solution ReagéBigma-Aldrich, Minchen)

Alternativ zumRNeasy Mini Kit(Qiagen, Hilden) wurde RNA mit Hilfe voiiri Reagent
RNA Solution Reageffsigma-Aldrich, Minchenoliert. Zur Lyse der Zellen wird bei dieser
Methode Guanidinium-Thiocyanat und Phenol verwen@é¢ Isolation erfolgte nach den

Angaben des Herstellers.

2.3.4.3. Qualititskontrolle der RNA

Die RNA wurde vor dem Einsatz zu weiteren Versuctdemch eine denaturierende
Gelelektrophorese (2.3.8.2.) auf Abbau durch RNaskeerpruft. RNA-Proben, die nicht
durch RNasen verdaut wurden, zeichnen sich beieBiakt immer durch zwei scharfe rRNA-
Banden (16S und 23S rRNA) aus. Weiterhin wurdekatamination durch DNA mittels

Polymerase chain reactidCR, 2.3.7.) ausgeschlossen.



2.3.5. Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen und Fallung von Nukleinsauren

Zur Abtrennung von Proteinen aus DNA-Losungen wurde Volumen eines
Phenol/Chloroform-Gemisches hinzugegeben. Nachdjjanem Schiitteln schloss sich eine
Zentrifugation (15 min bei 14500 g, Raumtemperahis) zur vollstandigen Phasentrennung
an. Die Oberphase wurde vorsichtig abgenommen uh@,thVVolumen 3 M Na-Acetat (pH
5,2) und 2,5 Volumen 96%igen Ethanol versetzt. [Edung erfolgte fir eine Stunde bei —20
°C. Nach 20 mindtiger Zentrifugation mit 14500 grder das Pellet mit 70%igem Ethanol
gewaschen, nochmals 5 min zentrifugiert und daletRgdtrocknet.

Phenol/Chloroform-Gemisch:  50% (v/v) TE-Puffesattigtes Phenol (Roth, Karlsruhe)
50% (v/v) Chloroform

2.3.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Konzentrationen von Nukleinsduren wurden mittelsek®mphotometer Uvikon 930

(Kontron, Minchen) durch Messung der Absorption 280 nm bestimmt. Dabei entspricht
eine Absorption von 1 einer Konzentration vongml bei doppelstrangiger DNA und 40
png/ml bei RNA. Die Reinheit von isolierter DNA wwalurch Messung der Absorption bei
280 nm Uberpruft. Dabei gilt eine Probe mit eineoot@nten von ORonm: OD2gonm= 1,8-

1,9 als proteinfrei.

2.3.7. Polymerase chain reaction-Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis et al.,

1987)

Die polymerase chain reactiofPCR) wurde im Mastercycler Personal PCR-Geréat
(Eppendorf, Hamburg) oder Hybaid Omn-E PCR-GeratW@Biotech, Ebersberg)
durchgefuhrt. Die Zusammensetzung eines 50 ul P@saes ist in Tab. 5 ersichtlich. Zur
Amplifizierung von DNA Fragmenten, die in Expressoektoren ligiert werden sollten,
wurde diePfu-Polymerase (Peglab, Erlangen) verwendet, bei alleleren Versuchen wurde
die TagPolymerase (Peqglab, Erlangen) verwendet.



Tab. 5: Zusammensetzung eines 50 pl Standard-PCR-Aatzes

Substanz Herkunft Menge

DNA Zellen, chromosomale DNA, Plasmidvariabe?
DNA

Oligonukleotid Life Technologies, Metabion 10 pmol
(Martinsried)

dNTPs Roche-Diagnostic (Mannheim) 204

10 x Polymerase Puffer Roche-Diagnostic (Mannheim) 5 ul

Tag-DNA- oder Pfu-  Peglab (Erlangen) 1U
DNA-Polymerase
40,2-50 ug

Das Gesamtvolumen der PCR-Ansatze betrugub0Zur PCR wurden die in Tab. 6

aufgefuhrten Bedingungen gewahlt.

Tab. 6: Standard-PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit
Denaturierung 98 °C 3 min
Denaturierung 98 °C 20s
Annealing Ta ist abhangig von der Oligonukleotidsequgn20 s
Extension 72 °C VariabeP

 Ta=((A+T)*2+(G+C)*4)-5))
2 Es wurde davon ausgegangen, dass die Tag-Polymérad¥min amplifiziert. Fir die Pfu-Polymerase
(Peqlab, Erlangen) wurde 0,5 kb/min veranschlagt.

Es wurden jeweils 30 Zyklen durchlaufen. Im FalevJéangeren PCR-Produkten wurde die
Elongationszeit jedes Zykluses um 20 s verlangem, dem Aktivitatsverlust der Tag-

Polymerase (Peqglab, Erlangen) auszugleichen. Dievergleten Oligonukleotide mit der

entsprechenden Anealingtemperatur sind aus Tabentnehmen.



Tab. 7: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Olignukleotide

Name Sequen? Positior? Tain °C
MO1 GTG GCC GCA GGA GCG AAC 4574-4556 57
MO2 CCC CGC ACC CAG GAA GAG 4080-4098 57
MO3 GTT CGC TCC TGC CGC CAC 4556-4574 57
MO4 CTC TTC CTG GGT GCG GGG 4098-4080 57
MO5 GAT ACA GTT CCC CGT CCA CC 3650-3631 59
MO6 GTA TTT GAA GTC CCT GAA CG 3885-3904 53
MO7 CGT GGG ACC GTG TGT TCATC 4652-4672 59
MO8 GAT GAA GAC ACG GTC CCA CG 4672-4652 59
MO10 GTC TAA ACG GTG AGT GTG TCG 3151-3131 59
MO11 CGG ACG CCC TGG TGG TGT TCG 4616-4636 67
MO14 CGT GGA ACT TGG TGG GCA TAG 2971-2991 61
MO15 GAC GGG GAA CTG TAT CAA GAG 3635-3655 59
MO17 CTG GTG GGA GGC GGC GTG CTG 5014-5034 69
MO18 TGA CCA GCC ACT ACG ACG AGC 4595-4615 59
MO19 AGG ACG GCA GAC TCA ACG GAC 4890-4869 59
MO20 TCA ATG CTG CTG TCA ATG CTG 5304-5324 57
MO21 TCAATG CTG CTG TCAATG C 5324-5306 41
MO22 AGC ATT GAC AGC AGC ATT G 5305-5323 41
MO23 CCA AGG TGA AGG TAG ACG CCA AG 2596-2574 67
MO23-2 TTC AAG GCT CGT TCG TGG 5547-5565 51
MO24 GAC GCC AGG TTG TAG GAC 2162-2145 53
MO25 TCC TGC CCG AAC TAT GGA G 2464-2482 55
MO26 GAA GCG GAG GTC GTA GCA 2805-2790 53
MO27 CTA CCA GCA GGG CAG ACA ACC 1618-1598 63
MO28 GGT TGT CTG CCC TGC TGG TAG 1598-1618 63
MO29 CAC CAC GTG CCG GGA CCG 6138-6155 59
MO30 CGG TCC CGG CAC GTG GTG 6155-6138 59
MO31 CGG TTT CCA TCC TCG GCG 5942-5959 55
MO32 GTG CCG TAG AGG AAG AGG 1115-1098 53
MO33 GGC AAA GTG TTC AGG AGG C 7162-7180 55
MO34 CTC GCA GCC TTC GCC GGC C 6896-6878 63
MO36 GCA CCT CAC GAA CCC CCG 645-638 57
MO37 CAC GCA CGG GGG TTC GTG 622-639 57
MO38 TGA GCT GAC CAT CGC GTA GG 6320-6301 61
MO39 TTC GTT GCA CTA CAG ATC CG 6645-6654 55
MO40 ACG GCT TTG ACG CCG ATC 279-296 53
MO41 AGG CAA CAG AAG CAC TCC AGC 1024-1044 63
MOA42 GGC GCC GAA CTG ATC GTC 2448-2465 55
MO43 ACC AGG ACC GGC GAG GGC C 5902-5919 63
C1 ATG CAG GIC TCT A AT GAG AAC CGG TAA GCA G 49
c2 ¢(TBG CAG GIC TCA GCG CTATGC TGC TGT CAATGC 49
Red-C1 éEG CAC GGI CTC AAA TGA TGA GCC TGG CAC CAG 55
Red-C2 g(T; CAC GGI CTC AGC GCTGAA CAT CCA GGG AAT 47
OrfA-C1 ATG GTA GAA GAC AAA ATG GAA ACA ACA AGG CAA 47
GTC CCACT
OrfA-C2 ATG GTA GAA GACAAG CGCTTC GAA GTG AGC CTT 47

TCTTGATIT TG




Fortsetzung Tab. 7

OrfB-C1 ATG GTA GAA GAC AAA ATG GAC AAG CCC GAA TTC 47
GAG TTC AC

OrfB-C2 ATG GTA GAA GACAAG CGCTGT TGC TCC GCC CAG 47
TTT GTACC

Mem97Far  ACC GTA GAG GAA GAA GTC GTA 1113-1093 61

NitFam CCA TAG TTC GGG CAG GAC G 2470-2462 57

MO18Fanm?  GGT TCA GGG ACT TCA AAT AC 3904-3885 55

MO138FanY CGT TGG CGG GGT CGG CTG CG 4024-4005 65

Red76Fam® AGG GAT GGT GAA GGC TGG TGC 5745-5725 . 63

% In den Oligonukleotidsequenzen fiir die heterol&g@ression sind fett die Bsal- bzw. Bpil-Schnitiste
markiert. Unterstrichen sind die Bereiche, die namder Hybridisierung beteiligt sind.

P Diese Oligonukleotide besitzen am 5'-Ende eine F@MWCarboxyfluorescein)-Markierung.

° Die erste Zahl gibt die erste Position des Oligdenfides in der Gesamt-Sequenz des Anhanges Acem
Pfeil die Ausrichtung.

2.3.8. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Kettenabbrutdiwven (Sangeet al, 1977). Die
Reaktion fand im Mastercycler Personal PCR-Gergip@adorf, Hamburg) oder Hybaid
Omn-E (MWG-Biotech, Middlesex, GroRRbritanien) untéerwendung desABl PRISM
dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Rea&lt (PE Applied Biosystems,
Foster City, Kalifornien, USA) statt. Ein Sequemaigsatz hatte ein Volumen von {tDund
enthielt 2ul Big Dye Mix 10 pmol des Oligonukleotids und 0,2-1 pug DNA. Béschnitten,
die schwierig zu sequenzieren waren (z.B. durch uSddrstrukturen), wurde das
Ansatzvolumen auf 20 pl erhéht und dem Ansatz Tad-Polymerase sowie 1 pul DMSO
hinzugefiigt. Das Programm fir die Sequenzierungdest Tab. 6 zu entnehmen. Die
Extensionszeit betrug hier immer 2 min. Nach eilghanolfallung wurde die DNA
getrocknet und bis zur Analyse bei -20 °C aufbewahdie Auswertung der
Sequenzreaktionen erfolgte durch Frau Ute Lindaostmit Hilfe des ABI PRISM 377 DNA
Sequencer (PE Applied Biosystems, Foster City, fialien, USA). Die Daten wurden
mittels der Sequencer-Software (Gene Codes Corporafinn Arbor, Michigan, USA)
analysiert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit RigrammerDnasis, Oligo, Clone,
Phyllip, BLASTXundBLASTNbearbeitet und ausgewertet.



2.3.9. Analyse von Nukleinsauren

2.3.9.1. Agarose-Gelelektrophorese

DNA wurde in 0,7-1,5%igen Agarosegelen (Peglab &ibhologies, Erlangen) mittels
horizontaler Elektrophorese (Peqlab Biotechnoldfyangen) bei 80-100 V aufgetrennt. Zur
Herstellung der Gele wurde die Agarose in 0,5 x JRAEfer durch Kochen in einer
Mikrowelle vollstandig gelést. Um die DNA sichtbau machen, wurde der Agaroselésung
0,5 ug/ml Ethidiumbromid zugesetzt oder das Gel fur 053#n in Ethidiumbromidlésung (1
ng/ml in BO) inkubiert. Als Laufpuffer diente 0,5 x TAE-PuffeDie Proben wurden mit
Stoplésung beschwert. Die Gele wurden mit HilfeesiWideo-Dokumentationsystems (TFX-
20.M, MWG-Biotech, Ebersberg) ausgewertet und piyaifert.

1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCI
1 mMm EDTA
20 mM Acetat
pH 8,0
Stopldsung: 0,2% (w/v) Bromphenolblau
50% (wiv) Glycerin
0,2M EDTA

2.3.9.2. Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Gesamt-RNA (2.3.4.) wurde in 1,5%igen denatariden Agarosegelen aufgetrennt. Die
Gelkammer wurde mit Rotisol gesaubert und anscéd(init DEPC behandeltem Aqua dest.
gespdult. Fur das denaturierende Agarosegel wurdgnd@Agarose, 5 ml 10 x MOPS-Puffer
und 43,5 ml DEPC behandeltes Aqua dest. gemisathitamschlieRend bis zur Losung der
Agarose gekocht. Nach dem Abkuhlen auf ca. 50 °@devuwder Agaroselosung 1,5 mi
Formaldehyd zugesetzt. AnschlieRend wurde die Lgsuminen RNAse-freihen Gelschlitten
gegossen. Zur Probenvorbereitung wurden 6 pl RNA§ ul Formamid, 2,5 pl 10 x MOPS-
Puffer und 4 pl Formaldehyd in einem Eppendorf-Reakgefald gemischt und anschlielRend
fur 15 min bei 65 °C inkubiert. Die Proben wurdersehliel3end auf Eis gestellt und mit 1,5
pl (2 mg/ml) Ethidiumbromid und 3 pl RNA-Probenparfiversetzt, gemischt und auf das Gel



aufgetragen. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS-Puff&ie RNA wurde bei 80-100 V
aufgetrennt und analog zu DNA Gelen dokumentiert.

10 x MOPS-Puffer: 02 M MOPS

0,05M Na-Acetat

0,01 M EDTA

pH 7,0

RNA-Probenpuffer: 100 mM EDTA

50% (v/iv) Glycerin

0,1% (w/v) SDS

0,1% (wi/v) Bromphenolblau

2.3.10. Gewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel

DNA-Fragmente wurden nach dem Auftrennen im Agayek€2.4.10.1.) mit Hilfe des
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit§Peglab, Erlangen) nach den Anweisungen des Hlerste

isoliert.

2.3.11. Verdau von DNA durch Endonukleasen

Die Restriktion der DNA durch verschiedene Endoeaken erfolgte unter den vom

Hersteller angegebenen Bedingungen (Fermentalse&t-Rot).

2.3.12. Dephosphorylierung von Vektoren

Um Selbstligationen von linearisierter Vektor-DNAU zvermeiden, wurden die Enden
dephosphoryliert. Dazu wurde der Plasmidsuspenstorinem Gesamt-Volumen von D
1 U Alkalische Phosphatase (Fermentas, St. Leohdat 5ul 10 x Alkalische Phosphatase-
Puffer hinzugegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiBre DNA wurde anschlie3end mit dem
E.Z.N.A. Cycle-Pure Ki(Peglab, Erlangen) von Salzen und Proteinen hefiee DNA

wurde mit 50 pl Aqua dest. eluiert.



2.3.13. Ligation in pUC19 und pASK-IBA3

Zur Ligation wurden die DNA-Fragmente zum lineaisen und dephosphorylierten Vektor
im Verhaltnis 5:1 eingesetzt. Der Ansatz wurde hhsBend mit Aqua dest. auf 11
aufgefullt. Um die kohasiven Enden freizulegen, deudie Losung fur 5 min bei 45 °C
inkubiert. Danach wurden dem Ansatai210 x Reaktionspuffer und 1pl (1 U) T4-Ligase
(Fermentas, St. Leon-Rot) hinzugefigt und bei 1&5€r Nacht inkubiert.

2.3.14. Ligation in pGEM-T-Easy (Promega, Mannheim)

Der Vektor pGem-T-Easy (Promega, Mannheim) wurde di¢ Ligation von Taq-PCR-

Produkten konstruiert. Er besitzt am 3’-Ende eirrikngendes Thymin, dadurch ist eine
Selbstligation nicht moéglich. Da Taqg-Polymerasen der PCR-Reaktion am 3’-Ende ein
Template-unabhangiges Desoxyadenosin an das aigpté Fragment anhangen, ist dieser

Vektor optimal zur Klonierung von PCR-Produktenigeet.

Der Reaktionsansatz fir Ligationen mit diesem Vektahielt:

1l 10 x T4-Ligase-Puffer
1ul (50 ng) pGEM-T-Easy-Vektor
7 ul PCR-Produkt

1ul(1U) T4-Ligase
Die Ligation erfolgte bei einer Temperatur von Titber Nacht.
2.3.15. Mikrodialyse von Nukleinsauren
Zur Entfernung von Salzen wurden Nukleinsauren reiérodialyse unterzogen. Dazu
wurde Aqua dest. in eine Petrischale gegeben umel Kiikrodialysemembran (0,025m

Milipore, Milipore Corporation, Bedford) auf die iHsigkeitsoberflache gelegt. Nun wurde
die DNA-Probe aufgetropft und nach ca. 20 min wietegenommen.



2.3.16. Transformation vonE. coli-Zellen

2.3.16.1. Herstellung elektrokompetenter Zellen

200 ml LB-Medium wurde mit einer 20 ml LB-Vorkultades jeweiligerE. colrStammes mit
einer OQoonmVon 0,1 angeimpft und unter Schitteln bei 37 °Kuimert. Bei einer OByonm
von ca. 0,8 erfolgte nach einer 15 minitigen Kuglauf Eis die Ernte der Zellen durch
Zentrifugation (5000 g, 15 min, 4C). Alle weiteren Schritte erfolgten bei 4 °C mit
vorgekuhlten Losungen und Geraten. Das Zellpellade zweimal in 200 ml sterilem Aqua
dest. und einmal in 30 ml steriler 10%iger Glyckisnng resuspendiert. AnschlieRend
wurden die Zellen jeweils abzentrifugiert (500014, min, 4°C). Zum Schluss wurden die
Zellen in 0,7 ml 10%iger Glycerinlésung aufgenompmanje 40ul aliquotiert und bei -80 °C

gelagert.

2.3.16.2. Transformation von elektrokompetereroli-Zellen durch Elektroporation
(Doweret al, 1988)

Die Elektroporation erfolgte durch einen Gene Ru(&o0-Rad, Minchen). Dabei wurden
40 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und mit 3d6dialysiertem Ligationsansatz
(2.3.13. und 14.) versetzt. Das Gemisch wurde diargine Elektroporationskivette mit 0,2
cm Elektrodenabstand (ECU-102, Peqglab Biotechnelodgtrlangen) udberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 25, 2,5 kV und 20@2, wobei eine Zeitkonstante zwischen 4,5
und 4,8 erreicht werden sollte. Nach dem Impulsdeardie Zellen in 1 ml LB-Medium
resuspendiert. Der Ansatz wurde anschlielend in lefh ml Eppendorfreaktionsgefald
uberfihrt und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Danactrden die Zellen auf Selektionsmedium
ausgestrichen.

2.34.17 Northern-Hybridisierung

2.3.17.1. Markierung von DNA-Fragmenten mittels deks-High Prime Kits (Roche-
Diagnostics, Mannheim)

DNA-Fragmente, die als Sonden zur Hybridisierunggesetzt werden sollten, wurden mit

Hilfe desDIG-High Prime Kits(Roche-Diagnostics, Mannheim) markiert. Dazu wartiépl



des gereinigten PCR-Produkts 10 min gekocht, asifalBgekihlt und anschlielRend mifl4
DIG-High Prime bei 37 °C uber Nacht inkubiert. Die Reaktion wuiigch 10 minutige
Inkubation bei 65 °C abgebrochen. Die hergesteBenden wurden anhand eines Dot Blots
getestet. Dazu wurden 0,5 pl der markierten Sondl@iae Nylonmembran aufgetropft und
durch 2 minitige Bestrahlung durch UV-Licht fixieBer Chemilumineszenz-Nachweis der
Sonde erfolgte mit Hilfe desDIG-Luminescent Detection Kit§Roche-Diagnostics,
Mannheim) nach den Angaben des Herstellers. Im Weaislverfahren wurde als Substrat fur

die Alkalische Phosphata&DP-Star(Roche-Diagnostics, Mannheim) eingesetzt.

2.3.17.2. Hybridisierung mit DIG markierten DNA-StEm

Die Gesamt-RNA wurde in einem denaturierenden Agggel (2.3.8.2.) aufgetrennt und
anschlie3end fur 30 min in 20 x SSC (2.3.2.) aguért. Die Nylonmembran (Porablot NY
amp, Macherey-Nagel, Diren) wurde gleichzeitig eoetet, indem sie 20 min in Aqua
bidest. und anschlieRend 10 min in 20 x SSC inktivierde. Die Ubertragung der RNA
erfolgte mit Hilfe eines Vakuumblotgerates (ApphgeOncor, Heidelberg) fur 3 h bei 60
mbar. Die Fixierung der RNA auf der Membran erfelglurch 2 minitige Bestrahlung mit
UV-Licht. Zur Hybridisierung wurde High-SDS-Hybrglerungspuffer verwendet. Die
Membran wurde mit 20 ml des High-SDS-Hybridisiersipigffers fir 2 Stunden bei 50 °C
prahybridisiert. Nach 10 minttigem Kochen der Di@rkierten Sonde wurde sie auf Eis
abgeschreckt. AnschlieBend wurde die Sonde zu 2Migh-SDS-Hybridisierungspuffer
gegeben und die Membran tUber Nacht bei 50 °C higiertl Die Membran wurde zweimal 5
min bei Raumtemperatur in Waschlésung 1 und arefedhid zweimal 15 min bei 68 °C in
Waschlosung 2 geschwenkt. Der ChemilumineszenzaMeishder Sonde erfolgte mit Hilfe
desDIG-Luminescent Detection KifRoche-Diagnostics, Mannheim) nach den Angaben des
Herstellers. Als Substrat fur die Alkalische Phagpke wurde im NachweisverfahrédP-
star(Roche-Diagnostics, Mannheim) eingesetzt.

High-SDS-Hybridisierungspuffer: 7%  (w/v) SDS
50% (v/v) Formamid
0,1% (w/v) N-Laurylsarcosin
2% (w/v) Blocking-Reagent (Roche-Diagnostics,

Mannheim)



50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,0
5 X SSC

Waschlosung 1: 2 X SSC
0,1% (w/v) SDS

Waschlosung 2: 0,5 x SSC
0,1% (w/v) SDS

2.3.18. Reverse Transkription (RT)

Fur die Synthese der cDNA von mRNA-Fragmenten wutdeRevertAID H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kitermentas, St. Leon-Rot) nach den Herstellerasrgabrwendet.
Als Template wurden 2 pg Gesamt-RNA eingesetzt. @lgyonukleotide wurden die
mitgelieferten randomHexamer-Oligonukleotide verwendet. AnschlieRendrden die

synthetisierten cDNAs durch PCR mit spezifischelg@iukleotiden nachgewiesen (2.3.7.).

2.3.19. Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes arch primer extension

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes wuleleRevertAID H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit{Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangabemvandet. Als
Oligonukleotid wurden 5’-FAM-markierte Oligonukledé in einer Konzentration von 10
pmol eingesetzt (Tab. 7). Als Template dienten28y Gesamt-RNA. Die erhaltenen FAM
markierten DNA Fragmente wurde mit dem ABI PRISM 3INA Sequencer (Perkin Elmer,
Wellesley, MA, USA) analysiert. Die Ladnge der DNAagmente wurde durch einen internen
Standard (ROX Gene-Scan, Perkin Elmer, Wellesleg, MSA) bestimmt. Die erhaltenen
Daten wurden mit Hilfe deGENESCAN 2-Boftware (PE Applied Biosystems, Foster City,

Kalifornien, USA) ausgewertet.



2.4. Proteinchemische Methoden

2.4.1. Heterologe Expression von Proteinen m@trep-tag |l

1.4.1.1. Zellanzucht und Herstellung von Rohextakt

FUr die heterologe Expression von in pASK-IBA3 kiaten Genen (2.3.13.) durdh coli
Rosetta (DE3) wurden 100 ml LB-Kulturen mit Chlogamenicol und Ampicillin verwendet.
Die beiden Antibiotika waren nétig, um auf die mdPlasmide pRARE und pASK-IBA3 zu
selektivieren. Die 100 ml LB-Kulturen wurden ausezi 20 ml Giber Nacht gewachsenen LB-
Vorkultur angeimpft. Die Anfangs-Odgonm wurde auf 0,1 eingestellt und die Kultur
anschlieBend bei 30 °C auf einem Schittler inkabiei einer ORyonm von 0,5-0,8 wurde
die Expression der Proteine durch Zugabe von 1@nhldrotetracyclin (2 mg/ml) induziert.
Anschliel3end wurde die Kultur fir drei weitere Sten bei 30 °C inkubiert. Die Zellen
wurden durch 10 minttige Zentrifugation bei 5009egrntet. Das erhaltene Zellpellet wurde
bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Zellen wurden nach dem Auftauen in 3 ml 50 mM-Ruffer (pH 7,5) resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte mittels drei Passagen dwicle French-Presse bei 900 psi (Mini-
Zelle, SLM Instruments, Rochester/NY, USA). Dem rakt wurden 25 pg/ml Avidin
(Gerbu, Gaiberg) hinzugegeben, um &ascoli eigene Biotin zu maskieren, welches sonst
irreversibel an dasStrepTactin-Saulenmaterial (IBA, Gottingen) bindet. NKa80 min
Inkubation auf Eis wurde das Zelllysat fur 30 na@antrifugiert (10500 g, 4 °C). Der
Uberstand wurde abgenommen und bis zur Aufreinigdag Proteine mittelStreptag-

Affinitatschromatographie auf Eis gelagert.

2.4.1.2. Reinigung voBtreptaq llI-Fusionsproteinen

Die Reinigung der Fusionsproteine erfolgte bei 4 D@ StrepTactin-Sepharosesaule (IBA,

Gottingen) wurde nach den Angaben des Hersteltprgildriert. Es wurde statt des Puffer W
50 mM KP-Puffer (pH 7,5) zum Waschen der Saule Bethigung der Proteine verwendet.
Die Proteinsuspension einer 100 ml Kultur wurdectuPipettieren auf die Saule gegeben.
Nachdem die Probe vollstandig in die Matrix eingedyen war, wurde die Saule mit 5 x 1 ml
50 mM KP-Puffer (pH 7,5) gewaschen und die Fraddioeinzeln aufgefangen. Die Proteine
wurden mit 6 x 0,5 ml Puffer 1 mit 2,5 mM Desthioton (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) von



der Saule eluiert. Die Fraktionen wurden einzeligefangen und spéater in einer SDS-PAGE
(2.4.4.) analysiert. Zur Regeneration @&eepTactin-Materials (IBA, Gottingen) wurde die
Saule nacheinander mit mit 1 mM 4-Hydroxyazoberz@arboxylat (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) und anschlieBend mit 3 x 5 ml 50 mM-Riffer (pH 7,5) gewaschen. Die

Saule wurde bei 4 °C gelagert.

2.4.2. Reinigung der nativen P2C-MO augrthrobacter spec. Pyl

Die Reinigung der nativen P2C-MO aAsthrobacterspec. Pyl erfolgte nach Hormann &
Andreesen (1994).

2.4.3. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Brdford (1976)

Zu 20 pl Probe wurde in Plastikkivetten 1 ml Bradfeagenz hinzugegeben und gut
durchmischt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemipenaurde die Absorption bei 595 nm
gegen einen Blindwert mit Aqua dest. gemessen. B@einkonzentration wurde anhand

einer mit BSA erstellten Eichkurve ermittelt.

Bradfordreagenz:

Serva blue G250 50 mg
Ethanol 50 ml
HsPOy (85%) 100 ml
Aqua dest. ad 1000 ml

Die Lagerung des Bradfordreagenz erfolgte im Dumkel

2.4.4. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorse (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung von Proteinen wurde die SDS-EA@rwendet. Die Gelkonzentration
richtete sich dabei nach der Proteingrof3e. Die dusansetzung des Trenngels ist der Tab. 8
zu entnehmen. Die Gelplatten wurden gesaubert,ogetet und anschlieRend der
Abstandshalter zwischen die Platten gebracht. Zwerde das Trenngel zwischen die beiden

vorbereiteten Gelplatten gegossen und anschlie®ehdAqua dest. Uberschichtet. Nach



Polymerisation des Trenngels wurde das Aqua de#ferat, das Sammelgel gegossen und
anschlieBend der Kamm zwischen die Gelplatten destdie SDS-Polyacrylamidgele
wurden nach der Polymerisation in feuchtes Zelistagyier gewickelt und bis zur

Verwendung im Kihlschrank gelagert.

Tab. 8: Zusammensetzung des Trenngels

Acrylamidkonzentration in % 10 12,5 15 17,5

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel

30 (37,5:1, Roth, Karlsruhe) in ml 2 2,5 3 3.5
1,88 M Tris/HCI pH 8,8 in ml 1,2 1,2 1,2 1,2
0,5% (w/v) SDS in ml 1,2 1,2 1,2 1,2
Aqua dest. in ml 1,6 1,1 0,6 0,1
TEMED in pl 5 5 5 5
10%ige (w/v) APS-Losurty 30 30 30 30

Y Die Polymerisation wurde mit frisch hergestellt@siger (w/v) APS-Lésung gestartet.

Sammelgel:

Acrylamidlésung Rotiphorese Gel 30 (37,5:1, Rothrl&ruhe) 0,33 ml

0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4 ml
0,5% (w/iv) SDS 0,4 mi
Aqua dest. 0,87 mi
TEMED 2l
10% (w/v) APS-Losung 10 ul

Y Die Polymerisation wurde mit frisch hergesteltt@@siger (w/v) APS-Losung gestartet.

2.4.5. Proteintransfer auf Membranen

Der Proteintransfer auf Membranen erfolgte mit élitles Biometra-Fast-Blot (Biometra,
Gottingen). Dazu wurde nach der elektrophoretischeftrennung der Proteine das Gel 10
min in Transferpuffer inkubiert. Eine auf GelgroBegeschnittene Polyvenylidendiflourid
(PVDF)-Membran (Pierce, Rockford/IL, USA) wurde hamander je eine Minute in
Methanol, Wasser und Transferpuffer geschwenkt. cAls3end wurden drei Lagen
Transferpuffer-getranktes Gel-Blotting-Papier (®attier & Schiill, Dassel), die PVDF-
Membran, das Polyacrylamidgel sowie drei Lagen Jienpuffer-getranktes Gel-Blotting-



Papier luftblasenfrei auf die Anode gestapelt. Peteintransfer erfolgte fir 60 min mit 1,2
mA pro cnf Membranflache. Zur Kontrolle des Transfers und Markierung der
Markerproteine wurde die Membran fur 5 min in Paw&-Farbelésung geschwenkt und

anschlieBend mit Aqua dest. wieder entfarbt.

Transferpuffer: 50 mM Na-Borat
10% (v/v) Methanol
pH 9,0
Ponceau S-Farbelosung: 0,2% (w/v) Pongeau S
3% (w/v) Trichloressigsaure
3% (w/v) Sulfosalicylsaure

2.4.6. Nachweis vorstrep-tag Il-Fusionsproteinen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Pmeteind der Ubertragung auf eine PVDF-
Membran wurde diese zur Abschwéachung unspezifis@wedungen fur 60 min in PBS-
Puffer mit 1% (w/v) BSA und 0,5% (v/v) Tween 20 uikert. Anschlieliend wurde die
Membran drei mal 5 min mit PBS-Puffer mit 0,1% (v/Vween 20 gewaschen. Zur
Maskierung des Biotinyl-Carboxyl-Carrier-Proteir@\E. coliwurde die Membran 10 min in
10 ml PBS-Puffer mit 0,1% Tween 20 und 2 pg/ml Awvishkubiert. Anschlie3end wurde der
Losung 2,5 ulStrepTactinhorseradish-peroxidaskonjugat (IBA, Goéttingen) zugegeben
und fur 60 min inkubiert. Danach wurde die Membdagimal 10 min mit PBS-Tween und
zweimal 10 min mit PBS gewaschen. Der NachweisRteteine erfolgte durch de@ST
Western Blotting Kit(Roche-Diagnostic, Mannheim). Dabei wird ein CHamineszenz-
Substrat durch eine am Konjugat gebundene Peraxidaser Lichtemission umgesetzt.
Durch die Schwarzung eines Rontgenfiimes (Rochepiatic, Mannheim) wurde die

Lichtreaktion dokumentiert. Der Nachweis erfolgeeh den Angaben des Herstellers.

PBS-Puffer: 4 mM K$HPOy
16 mM NgHP O,
115 mM NacCl



2.4.7. Coomassie Farbung

Nach der SDS-PAGE bzw. 2D-Gelelektrophorese wudierGele auf einer Laborwippe fur
30 min bzw. 2 h in einer entsprechenden Menge Cesigdarbelésung inkubiert.
Anschlie3end wurde das Gel kurz in Aqua dest. geschkt und dann in Entfarber inkubiert

bis klare Proteinbanden bzw. -spots zu erkenneerwar

Coomassie-Farbelésung: 0,20% (w/v) SERVA blue@R25
0,05% (w/v) SERVA blue G250
42,5% (viv) Ethanol
5,0% (viv) Methanol
10,0% (v/v) Essigsaure

Aqua dest. ad 500 ml

Entfarber: 7%  (VIV) Essigsaure
40% (vIv) Ethanol

2.4.8. Silber-Farbung nach Blumet al. (1987, modifiziert)

Nach der Auftrennung der Proteine mittels Geletghtiorese wurden die Proteingele

nacheinander in den unten aufgefihrten Losungediéiangegebene Dauer inkubiert.

Fixierung 4:1:5 Ethanol:Essigsaure:Wasser 0. N.
Waschen 30% (v/v) Ethanol 2 x 20 min
Waschen Aqua dest. 20 min
Vorbehandlung 0,2 g/l NaS,0; x 5 H,O 1 min
Spulen Aqua dest. 3x20s
Impragnierefl 2 g/l AgNQ, 20 min
Spulen Aqua dest. 3x20s
Entwickelrf’ 30 g/l NaCO;

500 pl/ 37% (v/v) Formaldehyd

4 mgll NaS,03 x H,0O ca. 30 min



Stopper? 25% (v/v)  Ethanol 10 min
10% (v/v) Essigsaure
Waschen Aqua dest. 3 x5 min

Y Die Lésungen wurden nach 14 Tagen frisch herdestel
2 Diese Losungen wurden immer frisch hergestellt.

2.4.9. Aktivitatsfarbung mit Nitroblautetrazoliumch lorid (NBT)

Zur Visualisierung von enzymatisch aktiven Protaimtben in nativen Gelen wurde eine
NBT-Aktivitatsfarbung durchgefuhrt. Dabei farbelsiProteine violett, die in der Lage sind,
NBT als terminalen Elektronenakzeptor zu verwendeas Proteingel wurde in 10 ml
Reaktionspuffer bei Raumtemperatur im Dunkeln in&dlbis eine Farbung der Banden zu
erkennen war. Die anschlie3ende Fixierung der Pierfolgte durch 7% (v/v) Essigsaure.

Reaktionspuffer:

KP-Puffer, pH 7,5 50 mM 9,4 mi
FAD 10 mM 0,1 mi

NADH 50 mM 0,1 ml

NBT 0,4% (wi/v) 0,4 ml

2.4.10. Trocknung von Polyacrylamid-Gelen

Vor dem Trocknen der Gele wurden diese zunéchsAdoa dest. &quilibriert, um die
Essigsaure vollstandig zu entfernen. AnschlieBencan die Gele fur 30 min in 3% (v/v)
Glycerin inkubiert und in Cellophanfolie (Biometr@gttingen), die ebenfalls mit 3% (v/v)
Glycerin befeuchtet wurde, luftblasenfrei eingeageh. Dann wurden die eingeschlagenen
Gele Uber eine Glasplatte gespannt. Die Gele wuter?2 Tage unter einem Abzug
getrocknet.

2.5. 2D-Gelelektrophorese

2.5.1. Zellernte und Proteinaufarbeitung

Zur Proteinisolation wurden die Kulturen in einerald¥men von 30 bis 50 ml angezogen und
bei einer OQoonm von 0,8 bis 0,9 geerntet. Dazu wurden die Kultureein 50 ml Greiner-



Rohrchen tberfiihrt und bei 4 °C fir 10 min mit 5@P@entrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet zweimal mit Aqua bidegwaschen. Anschliel3end wurde das
Pellet in 300 pl Lysispuffer aufgenommen. Der Zdkahluss erfolgte auf Eis durch
Ultraschallbehandlung bis zum Aufklaren der Zelpgmsion. Es schloss sich eine 30
mindtige Ultrazentrifugation bei 50000 g bei 4 °Q 40 pl des Uberstandes wurden fiir die
Proteinquantifizierung abgenommen und der Rest 2t Volumen eiskaltem Aceton
versetzt. Es schloss sich eine Fallung bei -2@it@nindestens 2 Stunden bzw. G. N. an. Die
gefallten Proteine wurden durch Zentrifugation 8000 g bei 4 °C fur 5 min sedimentiert
und anschlieBend luftgetrocknet bis das Pelletigylasirde. Zur Resuspension wurde den
Zellen eine entsprechende Menge Lysispuffer hingegen. Die Proteinendkonzentration
entsprach bei Gelen, die Silber-gefarbt (2.4.8.yder sollten 100 pg/100 pl und bei
Coomassie (2.4.7.) zu farbenden Gelen 400 ug/100ad Losen des Pellets erfolgte unter
Schutteln bei 20 °C im Thermoblock. Bei schwierig resuspendierenden Pellets erwies es

sich als hilfreich, die Probe einzufrieren und v@edufzutauen.
Lysispuffer:

8 M Harnstoffultra pure Amersham Biosciences, Freiburg)

0,5% (v/v) imobilized pH gradien(lPG)-Puffer (Amersham Biosciences, Freibufg)
1% (W) CHAPS (Amersham Bioscience, Bueg)”
12 pul/ml  DeStreak (Amersham Bioscierkrejburg)
0,005% (w/v) Bromphenolblau

Y Diese Substanzen wurden immer frisch hinzugegeben

% DeStreak Reagent konnte auch durch 10 mg/ml D¥atzt werden.

® Der Puffer muRte den gleichen pH-Bereich wie deschlieBende IPG-Streifen (Amersham Biosciences,
Freiburg) besitzen.

1+2)

Der Puffer wurde nie Uber 30 °C erwdrmt, da estsonsZersetzung des Harnstoffes kommt
und anschlielRend zu Proteinmodifizierung durch Aékyngen. Der Puffer wurde zu je 1 ml

aliquotiert und bei -20 °C gelagert.



2.5.2. Isoelektrische Fokussierung

2.5.2.1. Rehydrierung der IPG-Streifen

Fur die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurdeeiister Linie dacup loadingVerfahren
verwendet. Dazu wurden IPG-Streifen (pH 3-10 bz 4p7, 24 cm, Amersham Biosciences,
Freiburg) verwendet. Es handelt sich hierbei unstistreifen, auf denen ein linearer pH-
Gradient in einem getrochneten Acrylamidgel immiskatt ist. Fir die Auftrennung der
Proteine muss das Gel erst wieder rehydriert werden

Zur Rehydrierung wurden 450 pl Lysispuffer (2.5ifh.iner Rinne des Immobiline DryStrip
Reswelling Tray (Amersham Biosciences, FreiburgiofiméaRig verteilt. Ein IPG-Streifen
wurde anschlieend luftblasenfrei mit der Gelse#teh unten in die Rinne herabgelassen und
dann mit Mineral6l (USB Corporation, Cleveland, USi#berschichtet. Die Rehydrierung
erfolgte fir mindestens 12 Stunden.

Alternativ zumcup loadingVerfahren wurde dam gelRehydrierungsverfahren verwendet.
Hierbei konnen die Proteine nach der Acetonfallusgfort in Rehydrierungslésung
resuspendiert werden. Die Rehydrierung erfolgt hien stripholder indem der
Rehydrierungspuffer instripholder gleichmaRig verteilt wird. Anschliel3end wird d&1G-
Streifen mit der Gelseite nach unten luftblasenfirei den stripholder gelegt. Nach
Rehydrierung sind die Proteine Uber den ganzen3SR&fen gleichmaRig verteilt und das
Programm (2.5.2.2.) der IEF kann durch die IPGPhlo(@mersham Biosciences, Freiburg)
automatisch gestartet werden.

2.5.2.2. Isoelektrische Fokussierung

Nach der Rehydrierung wurde der Streifen mit elPieizette aus dem Immobiline DryStrip
Reswelling Tray genommen, kurz mit Aqua bidest. espgilt und mit einem
Papiertaschentuch vorsichtig abgetupft. Der IP@if&in wurde mit der Gelseite nach oben in
einen $ripholder gelegt. Danach wurden in Aqua bidest. getrankegn& Wattepads auf die
Gelenden gelegt und anschlieBend die Kontakte hrdght. Dascup wurde an der dafur
vorgesehenen Stelle auf das Gel gebracht. Ansenicefdvurde der Streifen vollstandig mit
Mineraldl Uberschichtet. So kann auch Uberpriftdear ob dasup so auf dem IPG-Streifen
sitzt, dass die Probe nicht auslaufen kann. Diewtédnnende Probe wurde nun in dap

gegeben und anschlielRend mit Mineraldl UberschicAteschlieRend wurde an der IPGphor



Isoelectric Focusing Unit (Amersham Bioscienceseilftirg) das folgende Programm

gestartet.

Programm flr die IEF:

(50 V 12 h step n’ holg”
500 V 1 h step n’ hold
1000 V 5 h Gradient
8000 V 3 h Gradient
8000 V 6 h step n’ hold

Y Dieser Schritt ist nur béi geFRehydrierung notwendig.

Mit diesem Programm wurde die Fokussierung derdiretauf dem IPG-Streifen mit ca.
60000 Vh (1V fur eine Stunde entspricht 1 Vh) exinei Falls die Proteine nicht vollstandig
fokussiert waren, fiihrte eine Verlangerung der Bslarungszeit, etwa durch Erh6hung der
erreichten Vh, nicht zu einem besseren Ergebnisiesonzur ,Uberfokussierung® von

Proteinen und somit zur Bildung von horizontalerei®n im Gel.

2.5.2.3. Aquilibrierung der IPG-Streifen

Nach der IEF wurden die IPG-Streifen mit einer Bite aus derstripholdergenommen und
das Ol vorsichtig abgetupft. Nach anschlieRendemekuSpiilen mit Aqua bidest. wurde der
Streifen in ein Hybridisierungsrohrchen gegeben uedveils 15 min in 10 ml
Aquilibrierungspuffer | und Il inkubiert. Aquiliberungspuffer | enthielt 10 mg/ml DTT und
Aquilibrierungspuffer Il 25 mg/ml Jodacetamid. 10 woher Aquilibrierungspuffer waren

ausreichend fur 2 IPG-Streifen.

Aquilibrierungspuffe?:

Harnstoff) 8 M

SDS 4 % (wiv)
Glycerin 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0,005% (w/v)
Tris/HCI 05 MpHBG,8

Y Die Substanzen wurden unter Riihren geldst (niohdrnen) zu 10 ml aliquotiert und anschlieRend
bei -20 °C gelagert.

2 Bei Variation der Harnstoffkonzentration im Rehwdtingspuffer muR auch hier die entsprechende
Konzentration eingesetzt werden, da es sonst zikalen Proteinstreifen im Gel kommen kann.



2.5.3. Zweite Dimension mittels SDS-PAGE

Fur die zweite Dimension wurde die Ettan DALTsixe&lrophoresis Unit 230V/50 Hz,
(Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. Didosegn Glasplatten (21,5 cm x 27,5 cm)
wurden mit Paketklebeband sorgféltig abgeklebt uaschlieBend mit Klammern
zusammengedrickt. Fur ein Gel wurden 66 ml 12% 8bDIg$acrylamid Gelmix bendétigt.
Nach dem GielRen des Gels wurde es mit Aqua biglestichtig Gberschichtet. Alternativ
dazu wurde der Ettan DALTsix gel caster zum Gieden Gele verwendet. Nach der
Aquilibrierung des Streifens wurde er mit einer Zitte aus dem Hybridisierungsréhrchen
entnommen, kurz in Laufpuffer getaucht und ansBeinel luftblasenfrei auf ein vorbereitetes
12%iges SDS-Polyacrylamidgel gelegt. Der Streifemdg mit 0,5%iger Agaroselésung (in
Laufpuffer mit 0,005% [w/v] Bromphenolblau) Gberggditet. Dabei wurde eine Kavitat fur
den Proteinmarker ausgespart. Der Proteinmarkedevauf ein kleines Stick Zellstoff
aufgetragen und in die Kavitdt geschoben. In diektgbphoresekammer wurden ca. 4,5 |
Laufpuffer gefullt. Anschlie3end wurde die Gelkassen die Kammer gehoben und bis zur
Markierung mit Laufpuffer gefiillt. Die Fullhéhe desufpuffers muss in der oberen und
unteren Kammer Ubereinstimmen. Der Laufpuffer wurdieHilfe eines Thermostaten auf 15
°C gekuhlt. AnschlieBend wurde das folgende Programm Stromversorgungsgerat

gestartet.

Programm fur die SDS-PAGE:

Spannung Stromstérke Leistung/Gel Dauer
600 V 175 mA 4 W 45 min
600 V 350 mA 15W ca.6h

Der Gellauf wurde gestopt als die Bromphenolblauffrant die untere Gelkante erreichte. In
der Regel dauerte eine Elektrophorese unter dem géeannten Bedingungen ca. 7 Stunden.
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gelsichtig von den Glasplatten
abgel6st und anschlieRend gefarbt (2.4.7. und.2.4.8



Zusammensetzung eines 12%igen SDS-Polyacrylamist Gel

30% Polyacrylamidlésung

(Rotiphorese Gel 30 [37,5:1], Roth, Karlsruhe) 52
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 16,5 ml
10% (w/v) SDS-Ldsung 660 pl
10% (w/v) APS-Losund 660 ul
Aqua bidest. 21,5 ml
TEMED 24 l

Y Die Polymerisation wurde durch die Zugabe vorcfrisergestellter 10%iger APS eingeleitet.

Laufpuffer: 3 g Tris/HCI
144 ¢ Glycin
0,1% (w/v) SDS

ad 1000 ml Aqua bidest.

2.6. Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.6.1. Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitat an deSauerstoffelektrode

Der Sauerstoffverbrauch der P2C-MO wurde an einkerkéElektrode (Rank Brothers,
Bottisham, England) bestimmt. Dabei wurde auf dieode und Kathode 1 ml 3 M KCI-
Losung aufgetragen. Auf die Oberflache der Flussigkvurde luftblasenfrei ein Stick
Elektrodenpapier gelegt, in dessen Mitte zuvoraainl mm grof3es Loch geschnitten wurde.
Darlber wurde eine semipermeable Teflonmembraneaufight. Anschlie3end konnte die
Messkammer auf den Sockel geschraubt werden. ZohukRg des Schreibers wurde
luftgesattigter 50 mM KP-Puffer (pH 7,5) und mit tNamdithionit reduzierter Puffer
verwendet die die selbe Temperatur besalRen dieféduche Messungen verwendet wurden.
Die entsprechende Differenz des Schreiberausschlagjente zur Berechnung der
spezifischen Aktivitdt des Proteins (Gleichung Wegen der Temperaturabhéngigkeit der
Loslichkeit von Gasen in Flussigkeiten wurde dealRensraum und der Reaktionspuffer
durch ein Wasserbad bei 35 °C temperiert. UntesesieBedingungen enthalt 1 L® bei
Normaldruck 6,95 mg & was einem Sauerstoffgehalt von 220 uM entspridhie

Bestimmung der Respirationsrate R erfolgte nachc@leag 1. Um die spezifische Aktivitat



(U/mg) zu berechnen, wurde der Proteingehalt dexbdr(mg/ml) beriicksichtigt. Die
einzelnen Komponenten des unten aufgefihrten Meataes wurden mit einer Hamilton-
Spritze in die Messkammer injiziert. Die Messungaeudurch Zugabe von NADH bzw. P2C

gestartet.

AP - Q
S

=R (umol Q/min) 1)

AP = Anderung des Schreiberausschlages in crit/min
O, = O,-Konzentration im luftgesattigten Ansatz in pmol
S = Schreiberausschlag zwischen 0% und 10Q% &n

Testansatz:
ul Zugabe Endkonzentration in mM
FAD 30 0,1
P2C 6 0,2
NADH 12 0,2
Probe variabel
KP-Puffer (pH 7,5) ad 3 ml 50

2.6.2. P2C-Bestimmung durchreverse phase-high performance liquid chromatography
(RP-HPLC)

Der P2C-Abbau wurde durch RP-HPLC bestimmt. Die Korenten des Messansatzes
welche im einzelnen weiter unten aufgefuhrt siralyie die zu messenden Proteine wurden
auf Eis in ein Eppendorfreaktiongefald pipettierd amschlielend mit 1 ml 50 mM KP-Puffer
(pH 7,5) gemischt. Anschlie3end wurden die Anséizezum Abstopen der Reaktion bei 35
°C inkubiert. Die Reaktion wurde gestopt, indem Breben durch 10 kDa Microcon-Séaulen
(Millipore, Bedford, USA) filtriert wurden. Aufgrush der hohen NADH-Oxygenase Reaktion
von PycB musste den Ansatzen ein NADH regeneri@en8ystem beigesetzt werden
(Beckeret al, 1997). Dazu wurde Glucose-Dehydrogenase (GlubbéfeausThermoplasma
acidophilum (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) verwendet. Weiterhivurde dem Messansatz

Katalase hinzugesetzt, um entstehendes Wassesstff wieder zu @zu oxidieren.



Der P2C-Abbau wurde durch RP-HPLC an einer HPLC\a3fblgt, welche aus Pumpe 325,
Detektor 325, DAD 440, Autosampler 460 und Saulendf4 (Techlab, Erkerode) bestand.
Als Saule wurde eine Lichrospher 100 RP 18 (Mernistadt) verwendet. Die Saule wurde
mit 10 mM KP-Puffer (pH 6,0, 5% Methanol) mit einélussrate von 1 ml/min bei 30 °C
aquilibriert. Von den gewonnenen Proben wurden l2@jjziert und anschlie3end mit 10 mM
KP-Puffer (pH 6,0, 5% Methanol) mit einer Flussrat; 1 ml/min bei 30 °C eluiert. Das
Elutionsprofil wurde bei einer Wellenlange von 288, dem Absorptionsmaximum von P2C,
detektiert.

Messansatz zum Nachweis des enzymatischen P2C-&bau

FAD 50 UM
NADH 1 mM
Glucose 50 mM
P2C 0,25 bzw. 0,5 mM
Katalase 130 U
Glucose-DH 0,5 U
Probe variabel

ad 1 ml 50 mM KP-Puffer (pH 7,5)

2.6.3. Bestimmung der Reduktaseaktivitat

Zur photometrischen Bestimmung der Reduktaseadtiviturden Plastikklivetten mit 1 c¢cm
Lichtweg und das Uvikon 810 (Kontron, Eching) vendget. Die einzelnen Komponenten des
Messansatzes wurden einzeln in die Messklvettebgagend anschlieRend durch Zugabe
von 1 ml 50 mM KP-Puffer (pH 7,5, 35 °C) gemiscbie Enzymaktivitditen wurden im
linearen Abh&ngigkeitsbereich von Reaktionsgesctigkeit zur Proteinmenge gemessen.
Um die spezifische Aktivitat (U/mg) zu berechnenurde die Gleichung 2 unter
Berucksichtigung des Proteingehalts der Probe (ihg@mvendet.



AE/min - V

o d.v = U/ml (umol Substrat/min) (2)
AE/min Extinktionsanderung pro min (min
Vv Gesamtvolumen (ml)
€ spezifischer Extinktionskoeffizient des Elekroakreptors (mN - cnit)
d Kivetten-Lichtweg (cm)
% Probevolumen (ml)

Testansatz fur die Messung der Reduktaseaktivitat:

ul Zugabe Endkonzentration in uM
FAD 10 100
NADH 4 200
Elektronenakzeptot variabel variabel
Probe variabel variabel
KP-Puffer (pH 7,5) ad 1 ml 50

) Die Menge und die Endkonzentrationen sind der Yatu entnehmen.

Tab. 9: Eigenschaften der verwendeten Elektronenalkeptoren

Elektronenakzeptor Konzentration in uM A in nm ginmM™. cm'
Cytochrome ¢ 40 550 21,1

DCPIP 20 522 8,6
NBT/Triton X-100 20 535 18,3
Ferricyanid 20 420 1

2.6.4. Bestimmung von HO,

Die Entstehung von ¥, wurde an der Sauerstoffelektrode (2.6.1.) bestinidaizu wurde
dem zu vermessenden Messansatz Katalase zuged@befreiwerdende Sauerstoffmenge

entspricht dabei der Hélfte an vorher vorhandene@®,H



Eine weitere Methode 1, nachzuweisen ist die Oxidation von Dianisidin zessen. Dabei
werden 250 uM Dianisidin und 25 kbrseradish-peroxidasan die zu vermessende Probe
gegeben. Die Farbreaktion kann man anschlie3enmietrisch bei 436 nm verfolgen.

Eine weitere Methode, die,B,-Menge zu bestimmen ist der ,Boehringer-MannheirstTe
Bei ihm entsteht durch die Umsetzung vosOgidurch diehorseradish-peroxidasaus 7 mM
4-Aminoantipyrin und 2 mM 2,4-Dichlorphenolsulfousé der Farbstoff 4p¢Benzochinon-

monoimino)-phenazon, welcher bei der Wellenlange 6 nm verfolgt werden kann.

2.6.5. Bestimmung der Flavin-Reduktion

Die Reduktion des Flavins wurde durch Messung dbsofptionsmaximums bei 450 nm
durchgefuhrt. Dazu wurden 50 puM Flavin, 1 mM NADHitnden zu vermessenden
Enzymkomponenten in 50 mM KP-Puffer (pH 7,5) beP@5nkubiert.

2.6.6 Fluoreszenzmessung

Die Messungen der Proteinfluoreszenz wurde an ekentron SFM 25 Spectralfluorometer

(Kontron, Miunchen) bei 25 °C durchgefuhrt. Die Agwagswellenl&ange betrug 280 nm. Die

Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlange von 33@ataktiert.



3. Experimente und Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zur P2C-MO vorArthrobacter spec. Pyl

3.1.1. Ausgangssituation

In vorangegangenen Arbeiten konnten die KomponemeeriP2C-MO vorArthrobacterspec.
Pyl und Rhodococcus koreensiSedi2 aufgereinigt, charakterisiert und Peptiddtatsi
Edmann-Abbau sequenziert werden (Hormann & Andreek894; Beckeet al, 1997). Es
konnte gezeigt werden, dass die P2C-MO wvamhrobacter spec. Pyl nur eine MO-
Komponente fir ihre Aktivitat bendtigte. Demnach rder das Enzym den bis dahin
bekannten Ein-Komponenten-MO zugeordnet dessen nbhedster Vertreter p-
Hydroxybenzoat Hydroxylase vdh putidadarstellt (Hosokawa & Stanier, 1966; Hedtpal,
1969). Die MO-Aktivitat des Stamméthodococcus koreensBedi2 erforderte zuséatzlich zu
einer MO-Komponente eine Reduktase-Komponente, sias als Vertreter der Zwei-
Komponenten-MO auszeichnet. Zur ldentifizierung j@ereils kodierenden Gene wurden aus
den bekannten Peptiden degenerierte Oligonukleatimgeleitet, die zum Durchsuchen der
zuvor erstellten vollstdndigen Sau3A-Genbanke IBIfCR eingesetzt wurden.

Die Klonierung der Gene fur die P2C-MO vdé&thodococcus koreensBedi2 wurden in
vorangegangenen Arbeiten von K. Schmitz und B. Mktedurchgefihrt (unveroffentlichte
Daten). Das vollstandige Gen der MO-Komponenteedi®2C-MO wurde in einer Sau3A-
Genbank identifiziert und das klonierte DNA-Fragmerts Plasmid pOx1 benannt. Die
Identifizierung des vollstandigen Gens der ReduktésmponentepyrB erfolgte in einer
partiellen EcoRI-Genbank. Das Plasmid wurde alsddR#ezeichnet. Sequenzvergleiche der
abgeleiteten Aminosauresequenzen perA und pyrB ergaben, dass beide Komponenten von
Rhodococcus koreenssedi2 die héchsten Identitdten zu Vertretern de#DM aufweisen.

Im Falle vonArthrobacterspec. Pyl konnte zunachst ein DNA-Fragment klomantden,
welches jedoch nur eine Teilsequenz des P2C-MO-@goA tragt, die den N-terminalen
Bereich des Proteins kodiert. Das klonierte DNAgfanant wurde als Plasmid pP2C2
bezeichnet (Abb. 8; Wolsch, 2001). Interessantesgveiies die partielle Aminoséauresequenz
von PycA ebenfalls die hdchsten Identitaten zu néeetn von Zwei-Komponenten Systemen
auf, obwonhl sie eigentlich als Ein-Komponenten-M@uakterisiert worden war (Hormann &
Andreesen, 1994; Wolsch, 2001). Somit stellte sleh Frage, warum die P2C-MO von
Arthrobacter spec. Pyl fir die Katalyse der P2C-Hydroxylierumy, Gegensatz zum



entsprechenden Protein vd®hodococcus koreensiSedi2, nur eine Protein-Komponente
bendétigt, jedoch beide MO-Komponenten hohe I|deetitézu Vertretern der TC-FDM-

Familie besitzen.

3.1.2. Identifizierung und Sequenzierung des fehlelen Genbereichs vorpycA

Zur ldentifizierung der vollstdandigen Gen-Sequenzem pycA wurde mittels PCR die
bestehende Sau3A-Genbank varthrobacterspec. Pyl (Wolsch, 2001) nach einem Klon,
dessen Plasmid den gesuchten Genbereich traghsiistt. Dazu wurden aus der bekannten
DNA-Sequenz die Oligonukleotide MO3 und MO8 abgeleund in einer PCR eingesetzt
(Abb. 8, Tab. 7, Anhang A). Aus dem Plasmidpool. d@ér Sau3A-Genbank konnte ein
DNA-Fragment amplifiziert werden, dessen GrofRe (bpP mit der Gbereinstimmt, die sich
aus der Lage der Oligonukleotide im Gen ergibt (ABp Auf diese Weise wurden 480
Transformanden mittels PCR gepruft, ob sich das NMQB-Fragment amplifizieren liel3. Es
konnte ein Klon isoliert werden, dessen Plasmidinden fehlenden Genbereich vpgcA
trug. Das Plasmid des identifizierten Klons wurd2@7 genannt und mittegsimer walking

vollstandig sequenziert (Abb. 8; AnhangA).

pP2C2 —] T —
pP2C7 — i i ; —
.............. byeA
pycA(1473 bp) >
MO3 MO8
L |
1 kb

Abb. 8: Ubersicht lber die Lage der OligonukleotideMO3, MO8 und despycA-Gens
und die aus der Sau3A-Genbank vorrthrobacter spec. Pyl isolierten Plasmide pP2C
und pP2C7

In der Abbildung stellen gC2 und pP2C7 die isolierten Plasmide dar. MO3 M8
stellen die Oligonukleotide dar, deren Lage beznigtiespycAGens schematisch dargest
ist.



3.1.3. Analyse der erhaltenen Gesamt-Sequenz vAnthrobacter spec. Pyl

Nach der vollstandigen, doppelstrangigen Sequeamzieder Plasmidinserts von pP2C2 und
pP2C7 und der anschlieBenden Verknipfung der DNfu&®zen konnte eine 7225 bp
Sequenz vorArthrobacter spec. Pyl erhalten werden (Anhang A). Der GC-Gethalser
DNA-Sequenz betragt 61,8 mol % und entspricht saein fir Arthrobacter spec. Pyl
bestimmten Wert von 61 mol% (Hormann & Andrees&94). Durch den Einsatz des Tools
,Open reading frame finder{www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf) und den Vezigh der
ableitbaren Aminosduresequenzen mit verschiedersganbanken konnten acht Gerreg,
mem, nit, pycC, pycA, pycPpycB und abmin der angegebenen Reihenfolge identifiziert
werden (Abb. 9). Die Gene kodieren fUr ein Regufaiatein, ein Membranprotein, eine
Amidase bzw. Nitrilase, ein unbekanntes Proteia,RRC-MO, ein unbekanntes Protein, eine
Flavin-Reduktase und eine Antibiotika-Biosynthes®NABMO). Die hdchsten Identitaten

zu anderen Proteinen sind in Tab. 10 aufgefuhrt.

(e - e ) I ) 5B

1 kb

Abb. 9: Anordnung der identifizierten Gene in Arthrobacter spec. Pylin der
erhaltenen Gesamtsequenz

Die Lage der identifizierten Gene sind durch PfgékennzeichneDie Pfeilrichtung gib
die Transkriptionsrichtung an.

Als Erstes werden hier die Gene analysiert, derangkriptionsrichtung mit der der P2C-MO
identisch ist. Mem besteht aus 1359 Nukleotiden und besitzt funf Baser dem
Transkriptionsstartpunkt eine mogliche Ribosomedéstelle (AGGATCC). Die abgeleitete
Aminosauresequenz vonmem zeigt die hochsten Identitditen zu verschiedenen
Transportproteinen, wie z.B. zur Phthalat-speikstc Permease MobB vdaurkholderia
cepacia und dem Prolin/Betain Transporter ProP v@& col. Mem besitzt einen
isoelektrischen Punkt von 9,3 und ein theoretisthekekulargewicht von 48,5 kDa. Mit dem
Programm JMpred - prediction of transmembrane regions andcmatiort’ (http://www.
ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html, Hofmann Stoffel, 1993) konnten zehn
Transmembranhelices in der abgeleiteten Aminoséaquesz identifiziert werden (Anhang
C). Das sich anschlieBende Geit mit 795 Nukleotiden besitzt vier Basen vor dem

Sartcodon eine putative Ribosomenbindestelle (AGGARA Die abgeleitete



Tab. 10: Eigenschaften der aus den identifizierte@enen abgeleiteten Proteine

Homologes Protein

e doE =R (Identitat, Ahnlichkeit) SEENISE
reg 25,5 6,23 - verschiedene putative Regulatorproteine.B. Arthrobacter
der GntR-Familie aurescensKineococcus
(93%, 98%7 radiotoleransSRS30216
mem 485 9,3 - Phthalat-spezifische Permease, MopB Burkholderia cepacia
(33%, 59%) Pc701
- Prolin/Betain Transporter, ProP - E. coli
(28%, 54%)
nit 28,5 4,86 - verschiedene putative Amidasen, - z.B. Arthrobacter
Nitrilasen und C-N Hydrolasen aurescengArthrobacter
(94%, 96%) nicotinovorans
pycA 54,1 5,12 - PyrA (71%, 84%) - R. koreensiSedi2
- Phenol-MO-KomponenteA - G .thermoglucosidasius
(31%, 53%; AAF66546) A7
- p-Hpa-MO, Hpa& - E. coli
(30%, 53%, CAA12320)
- Pyoverdin Biosyntheseprotein, PVC
(28%, 49%; AAC21673) - Pseudomonas aeruginosa
pycB 18,8 4,97 - PyrB (57%, 74%) - R. koreensiSedi2
- 4-Nitrophenol-MO - Rhodococcuspec. PN1
Komponente B
(30%, 54%, BAB86379)
- Phenol-MO-Komponente®B (28%, - Geobacillus thermo-
51%; AAF66547) glucosidasius\7
pycC 25,1 4,65 - PyrC (25%, 41%) - R. koreensisSedi2
- Orfs unbekannter Funktion - Rhodococcuspec. RHAL
(94%, 96%) Nocardia farcinica,
Burkholderia cenocepacia
HI12424
pycD 13,8 4,63 - PyrD (35%, 52%) - R. koreensiSedi2
- Orfs unbekannter Funktion - Arthrobacteraurescens
(94%, 95%) Nocardia farcinica
IFM10152,Rhodococcus
specRHAL
abm 12,2 4,51 - putative ABMO (95 %, 99 %) - Arthrobacteraurescens

Arthrobacterspec. FB24
Brevibacterium linen8

Ybei mehreren putativen Proteinen ist nur die Id&ntind Ahnlichkeit des &hnlichsten Vertreters ajedpen
JSaint & Romas, 1996” Culhamet al, 1993;* Duffner et al, 2000;® Prieto & Garcia, 1994% Stintzi et al,
1996;" Takeoet al, 2003;? Duffneret al, 2000



Aminosauresequenz weist die hochsten Identitaten verschiedenen Nitrilasen und
aliphatischen Amidasen auf. Fur Nit wurde ein isk&ischer Punkt von 4,86 und ein
theoretisches Molekulargewicht von 28,5 kDa bestinidas Startcodon vomit Gberlappt mit
dem Stopcodon vomem was auf eine gemeinsame Transkription hinde@gbmabwarts
von nit befindet sich, getrennt durch 35 NukleoteC Direkt im Anschluss befindet sich
pycA wobei das Startcodon vgoycC mit dem Startcodon vopycA Uberlappt. Getrennt
durch zwei Nukleotide folgpycD. Die DNA-Sequenzen vopycC und pycD bestehen aus
687 bzw. 372 Nukleotiden. Der Quf/cC besitzt drei Basen vor dem Anfang des Gens, eine
putative Ribosomenbindestelle (AAGGGAC). BscD liegt die Ribosomenbindestelle zwolf
Basen vor dem Startcodon (AATCGGA). Fur die abgeteiAminoséduresequenz der beiden
Gene konnten keine Identitaten zu bekannten Pegiggefunden werden. Jedoch besitzen sie
signifikante Ahnlichkeit zu Orfs, die ebenfalls diene von putativen Flavin-abhangigen-MO
flankieren, wie z.B. inArthrobacter aurescen$C1, R. koreensisSedi2,Nocardia farcinica
IFM10152, Rhodococcusspec. RHA1 undB. cenocepaciaHI2424. Die isoelektrischen
Punkte von PycC und PycD betragen 4,65 und 4,63ientheoretischen Molekulargewichte
25,1 und 12,1 kDa. Flankiert vgaycD und pycC befindet sichpycA.Es besteht aus 1473
Nukleotiden. PycA besitzt acht Basen vor dem Startcodon eine pelénti
Ribosomenbindestelle (GAAAGGC). Das GaycA codiert fur die von Hormann &
Andreesen (1994) beschriebene P2C-MO, da die atejel®l-terminale Aminosauresequenz
mit der mittels Edman-Abbau bestimmten, MRTGKQYLKEDGRTVILDGEVVGN
(V)LxH-Aminosauren umfassenden N-terminalen Sequd@0%ig identisch ist. Die
Aminosauresequenz von PycA weist die hochsten itdéen zu verschiedenen MO-
Komponenten der TC-FDM-Familie und PyrA vdd koreensisSedi2 auf und enthalt
keinerlei Flavin- bzw. NAD(P)H-Bindemotiv. Der ide&trische Punkt liegt bei 5,12 und das
theoretische Molekulargewicht betragt 54,1 kDao®@bwarts vorpycD liegt pycB dessen
abgeleitete Aminosauresequenz die hochsten Idemtitau Reduktase-Komponenten von
verschiedenen Vertretern der TC-FDM-Familie und Reduktase PyrB voR. koreensis
Sedi2 besitzt. Der isoelektrische Punkt liegt h8i74und das theoretische Molekulargewicht
betragt 18,8 kDa. Dieses Ergebnis legte die Verngtuahe, dass es sich bei der P2C-MO
von Arthrobacterspec. Py1, trotz der damaligen Charakterisieruadcal-Komponenten-MO
von Hormann & Andreesen (1994), um eine Zwei-Konmgraan-MO der TC-FDM-Familie
handelt.

Stromauf- und stromabwaérts der bisher beschrieb&@eare befinden sich die Gereg und

abm. Diese sind, bezlglich der schon besprochenen Genentgegengesetzter Richtung



orientiert (Abb. 9). Das Gereg besteht aus 681 Nukleotiden und besitzt fiinf Baserdem
Startcodon eine putative Ribosomenbindestelle (G&&AT). Die abgeleitete
Aminosauresequenz besitzt die hdchsten Identit&everschiedenen Regulatoren der GntR-
Transkriptionsregulator-Familie. Aus der Aminosdeguenz ergibt sich ein isoelektrischer
Punkt von 6,23 und ein theoretisches Molekulargbtivion 25,5 kDa. Fur dieses Protein
konnten stromaufwarts vomem funf putative DNA-Bindestellen mit dem Programm
~Memé (http://meme.sdsc.edu/meme/meme.html) identifiziewerden, welche die
Konsensussequenz von A besitzen (Abb. 10). Eine Bindestelle ist auf deeg-
codogenen Strang in 3"-5"- Richtung orientiert drelanderen vier auf dem nichtcodogenen
Strang in 5-3"-Richtung. Das Gaim besteht aus 321 Nukleotiden. Es besitzt finf Basen
vor dem Startcodon eine mdgliche RibosomenbindesidGGCAGC). Die abgeleitete
Aminosauresequenz weist die hoéchsten IdentitateMetall- und Cofaktor-freien ABMO
auf. Der isoelektrische Punkt liegt bei 4,51 und tleeoretische Molekulargewicht betragt
12,4 kDa.

Mit dem Programm Neural network promoter prediction®(http://www.fruitfly.org/
seq_tools/promoter.html)  konnten innerhalb der @w#sequenz drei putative
Promotorstrukturen gefunden werden (Abb. 10, Anh&)g Das Programm identifiziert

jedoch nicht die Shine-dalgarno-Sequenz und diewd® -10 Region. Stromaufwarts von

A)898 RGTGACTTGTQN885
905 2GTGCGTAGCYD18
949 ACTGAGTTGTQF962
998 2CTGGCTAAAQI1011
1021 RCTCCGTTGTQy1034

B)851 CAAATATAGACAGGTTGTATACAACCCGTCTACAGTGTTCAGT@YT

Pl ===
P2 <======————-—-—-—o———-—--o—o——oo-—o—o——o-———————————
901 CCGC TCACGCATCGGAARACCCCAAATTTTCCTGGGAGCCAGCGGTT

mem-
951 ACTCAACAGABCTCCGCGGTCTCCCACTCGTAAAGGATCCCIACAA
1001 CCGATTTGABAAAGCAGAAGAGGCAACAGBEACTCCAGCCTGCCC

Abb. 10: Sequenzvergleich der putativen DNA-Bindestlen von Reg (A) undderen
Lokalisierung stromaufwérts von mem (B)

Die konservierten Basen, die fiur eine Bindung voeg Ran die DNA essentieBein
kénnten, sind weil3 auf schwarzem Grund hervorgaihob&e DNA-Bindestellen in de
Gesamtsequenz sind rot und das Startcodonnvemm unterstrichenrhervorgehoben. Di
beiden putativen PromotoreP1 und P2 sind durch Pfeile unter der Sequengedtsilt.
Die Pfeilrichtung gibt dabei die Transkriptionsrichg an und die Pfeilspitze markiert ¢
maoglichen Transkriptionsstartpunkt.
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pycB- URAGCAGUGCUUAAAGAGGC CUUUCGUGABUU

Abb. 11: Putative Terminatorstruktur des pycB-Transkriptes

Die mit dem Programmmfold‘ vorhergesagte Terminatorstruktur besitzt bei 80€ine
freie EnthalpieAG von -36.9 kcal/mol. Das Stopcodon vpycBiist fett und die Uracil-
reiche Sequenz unterstrichen hervorgehoben.

membefinden sich die Promotoren P1 und P2. P1 konmtel'chnskription der Genmem,
nit, pycC, pycA, pychnd pycBinitiieren und P2 die voreg. Ein weiterer putativer Promotor
P3 konnte stromaufwarts vopycA gefunden werden. Er ist wahrscheinlich fir die
Transkriptionsinitiation vopycA, pycDundpycBverantwortlich (Anhang A).

Stromabwarts vonpycB konnte durch das ProgrammMfold® (http://bioweb.pasteur
fr/seqanal/interfaces/mfold-simple.html, Zuledral, 1999) eine DNA-Sequenz identifiziert
werden, welche beim Ablesen durch die RNA-Polynerasne Rho-unabhéangige
Terminatorstruktur bilden konnte (Abb. 11). Didssr pin-Struktur ist 13 bp lang und wirde
bei 30 °C, der optimalen Wachstumstemperatur dami@esArthrobacterspec. Pyl, eine
freie Enthalphie von -36,9 kcal/mol besitzen. Déaré&oigt eine, fur Rho-unabhangige

Terminatorstrukturen charakteristische Uracil-rei@equenz.

3.1.4. Nachweis der Transkripte depyc-Genclusters

Mittels Transkriptionsanalysen sollte untersuchtrde@, ob die identifizierten Gene
(ausgenommenabm am P2C-Abbau beteiligt sind. Dazu sollte die Exgpi@s der
Transkripte in Succinat- und P2C-gewachsenen Zeihgersucht werden. Es wurde zunachst
die Methode demorthern blotAnalyse eingesetzt. Diese erwies sich jedoch atsigv
geeignet, da sich der Zellaufschluss b&ithrobacter spec. Pyl als Gram-positiver

Organismus sehr schwierig erwies. So war die Isaiig einer fimorthernHybridisierungen



ausreichenden Menge von Gesamt-RNA (20-30 pg) tMézwendung verschiedener
Methoden nicht moglich. Aufgrund dieser Tatsacherdeudie Methode der RT-PCR
eingesetzt. Der Vorteil der RT-PCR gegeniuber emathern blot-Analyse liegt in der
Sensitivitat, da theoretisch ein synthetisierteNéRStrang ausreicht, um diesen mittels PCR
nachzuweisen. Durch den Einsatz der RT-PCR kanocledkeine Aussage Uber die
Gesamtlange der Transkripte getroffen werden, drelthorthernHybridisierungen méglich
gewesen ware. Aus der Gesamt-RNA von Succinat- RB@-gewachsenen Zellen des
StammesArthrobacter spec. Pyl wurde mittelsandomHexamer-Oligonukleotide cDNA
amplifiziert. Anschliel3end wurden unter Einsatzzsfiecher Oligonukleotide die einzelnen
Gene mittels PCR nachgewiesen. Die erhaltenen Biggbsind in Abb. 12 gezeigt. Eine
Transkription vonmemund nit konnte nur in P2C-gewachsenen Zelken Arthrobacter
spec. Pyl nachgewiesen werden, nicht aber in Satcggwachsenen Zellen (Abb. 12, PCR1,
PCR2, PCR5). Aufgrund der Sequenzidentitditen vomMe verschiedenen Transportern
und der P2C-abhangigen Induktion sesmTranskripts konnte es sich bei dem Genprodukt
um einen P2C-Transporter handeln. Weiterhin wumitienit pycC und pycA polycistronisch,
P2C-induziert transkribiert (Abb. 12, PCR6), wasadéd hinweist, dass auch die Genprodukte
von nit und pycC am P2C-Abbau beteiligt sein konnten. Die G@yeA und pycB wurden

[ || || || Je] | |
mem nit pycC pycA pycD pycB
r—d r—d r—d r—d
PCR1 PCR2 PCR3 PCR4
b4 » < > <
PCR5 PCR6 PCR7
-+ - + - + | - + - +| - + | - +
PCRI1 PCR2 LM PCR3 PCR4 LM PCR5 PCR6 PCR7
Rk ]
o

Abb. 12: PCR-Nachweis der RT-PCR-Produkte

Als Template fur die cDNA-Synthese wurden gleichengen von GesanRNA aus
Succinat (-) und P2C-gewachsenen (+) Zellen desni@&s Arthrobacter spec. Py:
eingesetzt. Die PCRyodukte und Gene sind im oberen Teil schemastiacgestellt. In
unteren Teil der Abbildung ist die elektrophoretiscAuftrennung der PCR-8utukte
sichtbar. LM (Market



dagegen konstitutiv transkribiert (Abb. 12, PCR8 ®CR4). Es ist jedoch festzustellen, dass
beide Gene nach Wachstum mit P2C als alleinige éfwbff-, Stickstoff- und Energie-
Quelle starker induziert wurden als bei WachstufSaiccinat. Ein gemeinsames Transkript
von pycA pycDundpycBkonnte im Fall von Succinat- und P2C- gewachsekrémrobacter
spec. Pyl Zellen nachgewiesen werden (Abb. 12, P,GRbei nur ein schwaches Signal in
Succinat-gewachsenen Zellen detektierbar war. Zmsafassend kann festgestellt werden,
dass es zwei Transkripte gab, ein Transkript, bain dalle sechs Gene P2C-induziert
transkribiert wurden und ein konstitutives, bei denr die GenepycA pycB und pycD
transkribiert wurden. Da diese sechs Gene offetigibhalle am P2C-Abbau beteiligt waren,
werden sie im Folgenden alsycGenkluster bezeichnet. Finreg konnte weder nach
Wachstum mit Succinat noch mit P2C ein Transkrguthgewiesen werden.

Durch primer extensiorReaktionen sollte der Transkriptionsstartpunkt dkntifizierten
Gene durch Verwendung FAM-markierter Oligonukleetetmittelt werden. Die Auswertung
der durchgefuhrteprimer extensiofReaktionen zeigten zahlreiche Strangabbriichease d
mit dieser Methode keine Aussagen Uber den TrastskniStartpunkt getroffen werden

konnten.

3.1.5. Heterologe Expression vopycA, pycB, pycC und pycD in E. coli

Nachdem mittels RT-PCR nachgewiesen werden kodatspycAmit pycB, pycQundpycD
bei Anwesenheit von P2C im Medium polycistronis@nskribiert werden (3.1.4.), sollten in
enzymatischen Tes8treptag Il-Fusionsproteine eingesetzt werden, um Zuneki, ob PycB,
PycC und PycD einen Einfluss auf die MO-Aktivitabrv PycA besitzen. Um dies zu
untersuchen, wurdepycA pycB pycC und pycD heterolog inE. coli exprimiert. Daflr
wurden die Gene in den Expressionsvektor pASK-IBAiert. Mit Hilfe dieses Vektors ist
es maoglich, die Proteine als C-termin&&eptag ll-Fusionsproteine zu exprimieren und
anschliel3end Uber eilgtrepTactin-Sepharosesaule zu reinigen.

Mit dem Programm Clon€e wurden zunachst die Restriktionsschnittstellen @ene gepruft
und mit den Enzymen denultiple cloning sitedes Vektors pASK-IBA3 verglichen. So
erwiesen sich fur die GergycA und pycB das Restriktionsenzym Bsal und fiycC und
pycD das Restriktionsenzym Bpil fur die Klonierung ajeeignet. Zum Ableiten der
entsprechenden Oligonukleotide (Tab. 7) wurde desgrBmm |BA primer d'signer
verwendet. Nach Amplifizierung der Gene wurden Biagmente einem Bsal- bzw. Bpil-

Restriktionsverdau unterzogen und anschlie3endeirentsprechend vorbereiteten Vektoren



ligiert. Die Konstrukte wurden inE. coli XL1-Blue MRF transformiert und die
Plasmidinserts durch Sequenzierung auf Korrektgepruft. Die erhaltenen Konstrukte
wurden pPycA, pPycB, pPycC und pPycD benannt. lasrRide wurden anschlie3endEn
coli Rosetta(DE3) transformiert. Dieser Stamm besitztzusatzliches Plasmid pRARE, auf
dem t-RNAs argU, argW, ileX, glyT, leuW, prglkodiert sind deren Codone im Genom von
E. coliselten zu finden sind. Anschliel3end wurden diedtnetPycA, PycB, PycC und PycD
als C-terminalesStreptag II-Fusionsproteine exprimiert. Zur Reinigurgy @roteine lber eine
StrepTactin-Sepharosesaule wurde jeweils Zellmateliaérel00 ml LB-Kultur verwendet,
die wie unter 2.4.1.1. beschrieben angezogen uathtgg wurde. Die Zellen wurden durch
eine French-Presse bzw. Ultraschallbehandlung adifif@ssen. Im Falle von PycA wurde
den Reinigungspuffern 20 uM FAD, 2 mM DTT und 1086\ Saccharose zugegeben, da
diese Substanzen im Falle der Reinigung der nafA&2+MO audrthrobacterspec. Pyl zur
Stabilisierung der Aktivitat fihrte (Hormann & Arelrsen, 1994). Alle vier Proteine konnten
in E. coli 16slich exprimiert und bis zur Homogenitat gereinigerden (Abb. 13). Die
heterolog exprimierten C-terminalétreptag ll-Fusionsproteine werden im Folgenden als
PycAc, PycB:, PycG und Pycl} bezeichnet. So konnten aus einer 100 ml LB-Kutturje
250 pug PycA und PycG und ca. je 90 ug PyeBund Pycl3 gewonnen werden. Interessant
war, dass heterolog exprimiertes PycAach Reinigung lber einBtrepTactin-Saule ein
typisches Spektrum eines Flavoproteins mit Absor@imaxima bei 358 und 445 nm aufwies
(Spektrum nicht gezeigt). Das Flavinspektrum waerghlls detektierbar, wenn in den

Reinigungspuffern kein zusatzliches FAD hinzugegebarde.

PycA PycE PycG Pyclr M

— 66 kDa
— 45

— 35

— 25

— 18,4
— 14,4

Abb. 13: Coomassie gefarbtes SDS-Polyacrylamidgeler heterolog exprimierten
Proteine PycAc, PycBc:, PycCc und PycDe

Die Proteine wurden Uber eisrepTactin-Sepharosesaule gereinigt und anschliel3er
pl der dritten Elutionsfraktion von PygAund PycG sowie 20 pl von PycBund Pycl2
aufgetragen. (M, Marker)



3.1.6. Nachweis des P2C-induzierten Sauerstoffveranches durch PycA, PycBe, PycCc
und PycD¢

Nach der heterologen Expression von PydRycE:, PycG und Pycld in E. colisollte durch
Messung des substratabhéngigen SauerstoffverbmmaudibeAktivitat von PycA und der
eventuelle Einfluss der drei putativen Komponen®mB:, PycG und Pyc} bestimmt
werden. Bei der nativ gereinigten P2C-MO varhrobacterspec. Pyl konnten Hormann &
Andreesen (1994) einen P2C-abhangigen Sauerstoffueth mittels Sauerstoffelektrode
nachweisen. Die von ihnen etablierte Messmethodelevauch in dieser Arbeit verwendet
(2.6.1.). Fur PycA konnte jedoch weder ein P2C-, FAD- noch ein NADMEngiger
Sauerstoffverbrauch an der Clark-Elektrode gemessemien. Im Gegensatz dazu zeigte
PycB: einen Verbrauch von molekularem Sauerstoff. Diesar sowohl NADH- als auch
FAD- abhéngig. Es wurde somit vermutet, dass RyeBr die Reduktion des FAD
katalysiert, welches anschlieRend nicht-enzymatisah molekularem Sauerstoff zu,6,
reagiert. Die Entstehung von,®, konnte durch Zugabe von Katalase nachgewiesenewerd
Der Nachweis der FAD-Reduktion konnte spektroskdpisrbracht werden. FAD besitzt bei
450 nm ein Absorptionsmaximum, welches nach vaoldiger Reduktion nicht mehr
nachweisbar ist (Massey & Palmer, 1966). Nach Zagatm 1 mM NADH wurden bei
Anwesenheit von 50 uM FAD Spektren von 400 nm 168 Bm nach 0, 3, 6, 9, 12 und 15
min aufgenommen (Abb. 14). Es konnte beobachtetieverdass das Absorptionsmaximum
bei 450 nm kontinuierlich abnahm. Nach ca. 9 mimkas zur Reoxidation des FAD, da
wahrscheinlich das eingesetzte NADH vollstandigovaucht war, worauf die Zunahme der
Absorption bei 450 nm beruht. Eine zeitliche Megsdes NADH-Verbrauches bei 340 nm
war bei diesem Experiment nicht mdglich, da sick 8pektrum des Flavins auch bei dieser
Wellenlange andert und so die Messung bei 340 neinfhbesst wird. Die Abnahme des
Sauerstoffs in der Messkammer der Sauerstoffel@é&tist somit auf die Flavin-Reduktion
durch PycB und die folgende Reaktion des reduzierten FADmutekularem Sauerstoff zu
H.O, und oxidiertem FAD zurtckzufihren. Die Zugabe vorycA& zu diesem
Reaktionsansatz hatte keine Steigerung des Saiieesboauchs zur Folge. Auch die Zugabe
von unterschiedlichen Mengen Pyc(@nd/oder Pycb hatte keinen nachweisbaren Effekt auf
den Sauerstoffverbrauch von PycHEiese Ergebnisse zeigen, dgsEBin E. coli mittels
pASK-IBA3 heterolog exprimiert werden konnte undsddas Genprodukt PygBeine
NADH-abhéangige Flavin-Reduktase darstellt.
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Abb. 14: Absorptionsspektren des FAD bei Reduktiorurch PycBc

Im Ansatz waren 1 mM NADH, 50 uM FAD sowie 14,7 nRycB: enthalten. Dit
Messungen wurden in 50 mM KP-Puffer (pH 7,5) bei°€5unter aeroben Bedingung
vorgenommen.

3.1.7. Nachweis einer Cytochrom c-Reduktase-Aktit fliir PycAc und PycB:

Um die Cytochrom c-Reduktase-Aktivitat von PyclBzw. PycB zu bestimmen, wurden die
durch Hormann etablierten Messbedingungen angewéHdemann, 1991; 2.6.3.). Er zeigte,
dass die P2C-MO vonArthrobacter spec. Pyl eine NADH- und FAD-abhangige
Elektronentibertragung auf verschiedene Elektrormamkren katalysiert. In dieser Arbeit
konnte fur PycA jedoch keine Reduktion von verschiedenen Elektrakeeptoren
beobachtet werden. Dagegen reduzierte RydBs eingesetzte Cytochrom ¢ mit einer
spezifischen Aktivitat von 27,8 U/mg. Diese Reaktiwwar sowohl NADH- als auch FAD-
abhangig. PycA PycG und Pycl hatten auf die Cytochrom c-Reduktion durch RycB

keinen messbaren Einfluss.

3.1.8.Nachweis des P2C-Abbaus durch PycAmittels RP-HPLC

Da mit Hilfe der Sauerstoffelektrode kein PyeAbhangiger Sauerstoffverbrauch gemessen
werden konnte, wurde versucht den P2C-Abbau mitRsHPLC nachzuweisen. Zur
Messung der P2C-Konzentration im Reaktionsansatevdie von Beckeet al. (1997)

etablierte Methode verwendet. Durch die Vermessumg reinen Substanzen wurden die



1900

2 150
3 mV -
mV —
100 -
1500
1350 i 1
1200 50 4
1050 i
] 0 T T T T T
200 2.00 2.55 min 3.00
750
600 —
——— 500 uM P2C, 250 uM NADH, 50 uM FAD
450 4
——— 20min
3007 —— 40 min
150 - —— 60min
0 I ; | ———
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 min 19.5

Abb. 15: HPLC-Chromatogramme der Produkte einer P2CAbbaureaktion an einer
LiChrospher RP-18 Saule nach 20, 40 und 60 min

In den Ansatzen waren 250 uM P2C, 1 mM NADH, 50 BEAD, 50 mM Glucose,5 U
Glucose-DH, 100 U Katalase, 80 nM PycBowie 320 nM PycA enthalten.Zum
Vergleich ist das Chromatogramm von 5001 P2C, 250 uM NADH sowie 50 uM FA
dargestellt. Die gekennzeichneten Peaks stehe®-@HP (1), P2C (2), NAD (3) un
NADH (4). Im Insetist der Peak von 5-OHP vergro3ert dargestellt.

Elutionszeiten von P2C, NADH und NAD bestimmt. P2{iierte unter den gewahlten
Bedingungen bei ca. 3 min, NADH nach ca. 5 min NAd nach ca. 6 min (Abb. 15).

Der Reaktionsansatz wurde, wie unter 2.6.2. aufgéfinit 250 uM P2C angesetzt. Es zeigte
sich, dass kein P2C-Abbau durch Pycéder PycB allein erfolgte (Tab. 11, Messungen 5
und 6). Waren jedoch beide Komponenten im Ansataadten, konnte ein P2C-Abbau von
204 pmol bestimmt werden. In Abb. 15 sind vier #gme Chromatogramme
gegenubergestellt, die nach 20, 40 und 60 min lakab des Reaktionsansatzes bei 35 °C
aufgenommen wurden. Zum Vergleich wird ein Chromgetonm gezeigt, welches nur P2C
und NADH enthalt (Abb. 15). Es ist ersichtlich, sasne deutliche Abnahme des P2C-Peaks

zu verzeichnen war. Dies zeigte erstens, dassdiP2IC-MO-Aktivitat PycA und PycB



Tab. 11: Messung des P2C-Abbaues durch PycA PycBc, PycC: und PycDc mittels
HPLC

NADH | FAD | PycAc | PycBc | PycCc | PycDc P2C-Abbau in umol
(mM) | (M) (M) | (nM) | (nM) | (M) © 100 200 300
1 1 - | 80 | 80 | 80 @ 80 — 148
2 - | 50 8 | 80 | 80 80 | =4
3 1 50 - - 80 - 16
4 1 50 - - - 80 133
5 1 50 | 80 - - - 120
6 1 50 - 80 - - 132
7 - - - - - - 0
8 1 - - - - - 13
9 | - 50 - - - - 37
10 1 50 - - - - 116
11 1 50 - - 80 80 139
12| 1 50 @ 80 | 80 - - 204
13 1 50 80 - - 80 129
14| 1 50 - 80 | 80 - 1
15 1 50 - 80 - 80 0o
16| 1 50 | 80 - 80 - 46
17 1 50 80 - 80 80 21
18| 1 50 @ 80 | 80 - 80 240
19 1 50 80 80 80 - ‘ ‘ ] 306
20 1 50 - 80 80 | 80 | [
21 1 50 | 80 | 80 | 80 | 80 317

Y Die Messansatze 1-21 enthielten 500 pM P2C, 50 @INtose und 0,5 U Glucose-DH zur NADH-
Regeneration, 100 U Katalase sowie die in der Talzifgefiihrten Bestandteile. Alle Bestandteile deun
auf Eis in Eppendorfreaktionsgefalie pipettiertcdufugabe von 1 ml 50 mM KPuffer (pH 7,5) gemisct
und anschlieRend fur eine Stunde bei 35 °C inkubiar rechten Teil ist der resultierende PABbau in

pmol im Messansatz nach einer Stunde graphisclestzit

essentiell sind und zweitens, dass heterolog exgries PycA ebenfalls enzymatisch aktiv
war. Das erhaltene HPLC-Chromatogramm der P2C-Adgla&ktion ist dem von Becker
(1997) ahnlich. Die Substanzen P2C, NADH und NADierten in derselben Reihenfolge,
jedoch unterscheiden sich die Elutionszeiten ddythvas auf die verschiedenen Methanol-
konzentrationen im Elutionspuffer der beiden Ansatmrickzufihren ist. Ein Unterschied
gibt es weiterhin beztiglich der Peakzuordnung aestutierten Reaktionsproduktes 5-OHP.
Von Becker wurde dem postulierten Reaktionspro@ukiPeak zugeordnet der nach ca. 14,75
min eluierte (Beckeet al, 1997). Ein solcher Peak konnte in dieser Arbahtndetektiert
werden. Jedoch wurde ein kleiner Peak detektiert,kdrz vor dem des P2C eluierte (Abb.
15, Peak 1). Da dieser mit wachsender Reaktionge&Ber wurde, lag die Vermutung nahe,



dass er dem postulierten Reaktionsprodukt zuzuordver. Desweiteren spricht fur diese
Peakzuordnung, dass P2C nach der Hydroxylierungopider wird und deshalb eher von
der Saulenmatrix eluieren musste (U. Lechner, pdicdie Mitteilung). Die Tatsache, dass
der Peak des Produktes nicht in einem stéchionoheis Verhéltnis zu dem des P2C vorliegt,
ist mdglicherweise auf die Instabilitdt von 5-OHRelches sich rasch za-Iminoglutarat
umlagern konnte oder auf eine Verschiebung des disasmaximums der entstehenden
Substanz, zurlckzufihren (Hormann & Andreesen, 1994

In weiteren Versuchen sollte nun ein moglicher g der bislang nicht bekannten Proteine
PycCG und PyclR auf den P2C-Abbau durch PygAind PycB untersucht werden. Die
Ergebnisse dieser RP-HPLC-Messungen sind in Talzusdmmengefasst. In Anwesenheit
von PycAs;, PycB, NADH und FAD konnte ein P2C-Abbau von 204 pmobliechtet
werden (Tab. 11, Messung 12), wohingegen Rya@l Pyc? allein nicht in der Lage waren
P2C umzusetzen (Tab.11, Messung 3 und 4). Nachhéugan Pycg bzw. Pycld konnte
jedoch eine Steigerung des P2C-Abbaus auf 306 pmaval 240 pmol gemessen werden (Tab.
11, Messungen 18 und 19). Wurden dem Reaktionsassatohl Pycg als auch Pycb
zugegeben, stieg der Abbau auf 317 uM (Tab. 11sies 21). Dies zeigt, dass Pycnd
PycD: zwar nicht essentiell fir den P2C-Abbau sind, rthijedoch eine Helferfunktion
zukommt. Aus dem Vergleich der Messungen 2 unavizd deutlich, dass der P2C-Abbau
NADH-abhangig ist, da ohne Zugabe von NADH nur egexinge Anderung der P2C-
Konzentration detektierbar war. Der P2C-Abbau imsMeng 1 ist auf PycAgebundenes
FAD und das im Reinigungspuffer enthaltene FAD ekringefiihren, welches fir die
Stabilisierung der P2C-MO-Aktivitdt von PygAnotwendig ist (Hormann & Andreesen,
1994).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassiatl&omponenten PycA, PycB, PycC
und PycDam P2C-Abbau beteiligt sind, wobei PycA und Pyc8 esentiellen Komponenten
darstellen, dagegen PycC und PycD eine unbekaneiferflinktion besitzen. Die P2C-MO
aus Arthrobacter spec. Pyl ist somit eine Flavin-abh&ngige Multi-Kmmenten-MO. Bei
ganz genauer Betrachtung der Abb. der gereinigd&+F@O vonArthrobacterspec. Pyl von
Hormann & Andreesen (1994) erkennt man tatsécldiok schwache Proteinbande auf der
Hohe von ca. 19 kDa, so dass frihere Praparatisicétlich auch eine Zwei-Komponenten-
MO darstellten.



3.1.9. Bestimmung des optimalen Verhaltnisses vory&Ac zu PycB:

Da mittels RP-HPLC gezeigt werden konnte, dass RyeAd PycB nur gemeinsam den
P2C-Abbau katalysieren, sollte in weiteren Versuctias optimale Verhaltnis dieser beiden
Komponenten ermittelt werden. Dazu wurden 250 uNZ,F80 nM PycB sowie jeweils 80,
160, 240, 320 und 400 nM Pygleingesetzt. Nach jeweils 20 und 40 Minuten wurden
Ansatzen 300 pl entnommen. Die Proteine wurdenhd¥id-50 Microcon-Séaulen abgetrennt
und der Durchfluss mittels einer RP-HPLC analysiereé graphische Darstellung zeigt, dass
mit steigender molarer Menge an Pyg¢Aeziglich der festgesetzten Konzentration von 80
nM PycB: die Menge an P2C ab- und die des Produktes zuni@bit. 16). Die Erh6hung
von 320 auf 400 nM PycA hatte nur noch eine geriatpegerung des P2C-Abbaus zur Folge.
Somit kann fur die P2C-Hydroxylierung ein molaresrNaltnis von 1:5 von PyeRzu PycA

als optimal angesehen werden.

300 7 A) 60 7 B)

250

P2C in umol

Peaks.oHp in mv"”

50 4

0 10 20 he o 0 £o 2Xo éo z;o

tin min tin min
Abb. 16: Abhangigkeit des P2C-Abbaues vom molaren &fhaltnis von PycA: zu
PycBc. A) P2C-Abbau in pmol, B) 5-OHP in mV
Die Messansatze enthielten 250 uM P2C, 1 mM NADHL M FAD, 50 mM Glucose, 0
U Glucose-DH, 100 U Katalase, 80 nM Pyc®wie 80 nM ¢), 160 nM ¢), 240 nM ¥ )
320 nM (), 400 nM &) von PycA. Alle Bestandteile wurden auf Eis
Eppendorfreaktionsgefalle pipettiert und durch ZadggbmM KPPuffer (pH 7,5) auf 1 nr
gemischt. Nach 20 bzw. 40 minutiger Inkubation3fePCwurden Proben entnommen L
mittels HPLC analysiert.*{ da 50HP aufgrund seiner Instabilitat nicht kommerz
erhdltlich ist, kann an dieser Stelle nur die Hdbs Peaks in mV angegeben werden)



3.1.10. Charakterisierung von PycB

Die abgeleitete Aminosauresequenz vaoyctB zeigte die héchsten Identitdten zu Flavin-
Reduktase-Komponenten von Vertretern der TC-FDMik@amnd vor allem zu PyrB voR.
koreensisSedi2. Nach erfolgreicher heterologer Expressies @ens irE. coli sollte PycB

naher charakterisiert werden.

3.1.10.1. Bestimmung des Temperatur- und pH-Optismum

Das Temperaturoptimum von PygBvurde wie unter 2.6.3. beschrieben bei Temperature
zwischen 20 und 50 °C ermittelt. Als terminaler Kilenenakzeptor wurde Cytochrom c
verwendet. PycB wurde zuvor 5 min bei der entsprechenden Temperakubiert und
anschlielend dessen Aktivitat photometrisch bestindo konnte gezeigt werden, dass die
spezifische Aktivitdt von PycBbei einer Temperatur von 35 °C am hochsten isb(AlY).
Dieses Temperaturoptimum stimmt mit dem fir die QG von Arthrobacter sp. Pyl
bestimmten Uberein (Hormann & Andreesen, 1994).

Die Bestimmung des pH-Optimums von PyoBfolgte in verschiedenen Puffersystemen bei
35 °C (Abb. 17). Die hochsten spezifischen Aktitgtikonnten zum einen bei Verwendung

von Acetat-Puffer, pH 4, sowie von Tricin-NaOH-Rarff pH 7,6, gemessen werden. Die
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Abb. 17: Bestimmung der NADH-abhéngigen Cytochrom &€Reduktion durch PycBc
in Abhangigkeit von der Temperatur und dem pH-Wert
Zur Bestimmung der Aktivitaten wurden 200 uM NAD®Q uM FAD,40 uM Cytochron
c sowie 26 nM PycBeingesetzt und mit dem auf 35 °C temperiertend?Pufémischt. Dir
Reduktion von Cytochrom ¢ wurde bei einer Welleg&n/on 550 nm verfolgt. Zu
Bestimmung des Temperaturoptimums von RyeBirde das Protein erst 5 min bei
entsprechenden Temperatur in 50 mM KP-Puffer (pHb) 7,jnkubiert. Die
Pufferkonzentrationen betrugen 50 mM



ungewohnlich hohe Aktivitat bei pH 4 konnte duraftsprechende Kontrollmessungen auf
die Aktivitat von PycB zurtickgefuihrt werden. Es zeigte sich, dass dievAdt von PycB

bei pH 4 von der Zugabe von FAD, NADH und Cytochrorabhangig war. Bei dem Fehlen
einer der Zusatze konnte keine Aktivitat detektiedgrden. Weiterhin halbierte sich die
Cytochrom c-Reduktase-Aktivitat bei Halbierung dergesetzten Enzymmenge. Fur weitere
Untersuchungen wurde trotz der niedrigeren Akttwtdn Pyck der 50 mM KP-Puffer (pH
7,5) verwendet, da unter Verwendung dieses Puliesys die P2C-MO voArthrobacter
spec. Pyl die héchste spezifische Aktivitat aufwigsrmann & Andreesen, 1994).

3.1.10.2. Nutzung verschiedener ElektronendonateneihFlavin-Substrate durch PyeB

In der Nutzung von Elektronendonatoren und Flawibs$raten gibt es bei Flavin-Reduktasen
signifikante Unterschiede. So liefern NADH und/oddADPH die Elektronen fur die
Reduktion der Substrate FAD, FMN und Riboflavine@@hiet al, 1995; Louieet al, 2003).

Um die Verwendung der einzelnen Elektronendonatorah Flavin-Substrate durch PyeB
zu testen, wurde Cytochrom c als terminaler Eleidnakzeptor bei 35 °C in 50 mM KP-
Puffer (pH 7,5) verwendet. In den einzelnen Testtrem wurden nur die zu testenden
Elektronendonatoren bzw. Cofaktoren variiert. Draadtenen Ergebnisse sind in Tab. 12
zusammengefaldt. So konnte fir PycBADH als Elektronendonor ermittelt werden. Mit
NADPH konnte keine Cytochrom c-Reduktase-Aktivitggimessen werden und somit auch
keine Elektronenubertragung auf FAD. Im GegensatPyrB vonR. koreensisSedi2 kann
PycB: neben FAD auch FMN und Riboflavin als Substrazenf wenn auch mit geringerer

Effizienz.

Tab. 12: Cytochrom c -Reduktion bei Nutzung verscladener Elektronendonatoren und
Flavin-Substrate durch PycB:

Elektronendonator  Flavin Elektronenakzeptor ~Aktivitat in U/mg ¥
0,2 mM NADH 0,1 mM FAD 40 uM Cytochrom c 27,8

0,2 mM NADH 0,1 mM FMN 40 uM Cytochrom ¢ 15,3
0,2 mM NADH 0,1 mM Riboflavin 40 uM Cytochrom ¢ 1,4

0,2 mM NADPH 0,1 mM FAD 40 pM Cytochrom c 0

Y Die Messungen wurden in 50 mM KP-Puffer (pH 7,8)36 °C durchgefiihrt.
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Abb. 18: NADH-, FAD-, FMN- und Riboflavin Substratsattigungskurven von Pyck

Die Messungen wurden in 50 mM KRiffer (pH 7,5) bei 35 °C vorgenommen. .
Elektronenakzeptor diente 40 uM Cytochrom c. RywBrde mit 6,6 nM eingesetzt.

Tab. 13: kea- und apparente K-Werte von NADH, FAD, FMN, und Riboflavin fur
PycBc

Vmaxl) Kml) Keat KealKm
(uM-s?) (M) (sh) (st -pM?
NADH 310 129 47 0,365
FAD 1220 74 185 2,49
FMN 985 163 150 0,918
Riboflavin 102 115 16 0,135

Y Die Messungen wurden in 50 mM KP-Puffer (pH 7,8)36 °C mit 6,6 nM PycBvorgenommen.

Zur weiteren Charakterisierung von Pyct®urden von dem Elektronendonator NADH und
den Substraten FAD, FMN und Riboflavin Sattigungska bei 35 °C in 50 mM KP-Puffer
(pH 7,5) aufgenommen. Die ermittelten Aktivitdtearden als Funktion gegen die Substrat-
Konzentration aufgetragen und nach Michaelis-Merdealysiert (Abb. 18). Max und die
apparenterK,-Werte wurden anschlieend nach Lineweaver-Burkuigrt. Die Werte flr
Kear Km und KeofKry sind in der Tab. 13 gegenibergestellt. So konfiiefPycB: beziiglich
NADH, FAD, FMN und RiboflavinK,-Werte von 129, 74, 163 und 115 puM ermittelt
werden. PycB weist somit die hochste Affinitat zu FAD auf.



3.1.10.3. Elektroneniubertragung auf verschiedameinale Elektronenakzeptoren

Reduktasen von Flavin-abhéngigen Zwei-Komponenténh-lertragen die Elektronen von
NAD(P)H auf ein Flavin. Die Elektronen des redutaar Flavins werden von der MO-
Komponente anschliel3end fir die Substrathydroxyhigrverwendet. Im enzymatischen Test
kann der proteinunabhdngige Transfer vom redumertd=AD auf artifizielle
Elektronenakzeptoren verfolgt werden.

Im Test wurden Ferricyanid (FeCN), 2,6-Dichloropbleimdophenol (DCPIP),
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) sowie 2,3,5-Triphyl-2H-tetrazoliumchlorid (TTC)
eingesetzt. Die Elektroneniuibertragung wurde photioseé bei den in Tab. 13 angegebenen
Wellenlangen verfolgt. Die spezifischen Aktivitatemurden mit Hilfe der spezifischen
Extinktionskoeffizienten nach der Gleichung 2 (3.p.unter Einbeziehung der eingesetzten
Enzymmenge berechnet und in Tab. 14 zusammengelasshochste spezifische Aktivitat
von 51,4 U/mg wurde bei Verwendung von FeCN gemmesakeiterhin konnten bei Einsatz
von DCPIP und NBT spezifische Aktivitdten von 22v43 U/mg gemessen werden. Im Fall
von TTC konnte keine Elekroneniibertragung detektigerden. Die Ubertragung der
Elektronen von NADH auf FAD durch PyeBkonnte somit durch den nachfolgenden
Transfer auf die artifiziellen Elektronenakzeptofé@aCN, DCPIP und NBT nachgewiesen

werden.

Tab. 14: Vergleich der Aktivitaiten bei der Reduktion von alternativen
Elektronenakzeptoren durch PycE:

Konzentration = Wellenlange spgzi|§cher Spezifische
Elektronenakzepto _ Extinktions- Aktivitat in
im Testansatz in nm koefizient in Uimg”
mM™. cm?
Cytochrom ¢ 40 uM 550 21,1 27,8
FeCN 300 pM 420 1 51,4
DCPIP 250 uM 522 8,6 22
NBT/Triton X-100 15 uM/5% 535 18,3 13

Y'Im Ansatz waren 50 pM FAD, 200 pM NADH enthalt&ie Messungen wurden in 50 mM KP-Puffer (pH
7,5) bei 35 °C vorgenommen.



3.1.10.4. Einfluss verschiedener Metallionen agflavin-Reduktase-Aktivitat von PyeB

Zur weiteren Charakterisierung von PycBurde der Einfluss verschiedener Metallionen auf
die Flavin-Reduktase-Aktivitat getestet. Als teralar Elektronenakzeptor wurde Cytochrom

c verwendet. Die Ergebnisse fur Pycéind in Tab. 15 zusammengefasst und den Werten der
P2C-MO von Arthrobacter spec. Pyl (Hormann & Andreesen, 1994) und denen der
Reduktase-Komponente der P2C-MO voR. koreensis Sedi2 (Becker, 1997)
gegeniibergestellt. Nach Zugabe vorf'danen sank die Cytochrom c-Reduktion auf 10%
und bei Mi*-lonen auf 35% der Ausgangsaktivitit. Im Fall desiterhin getesteten lonen,
sank die Aktivitat auf ca. 75% des Ausgangswertes.

Tab. 15: Ubersicht tiber den Einfluss verschiedeneMetallionen auf die Aktivitat von
PycBc, der P2C-MO (Hormann & Andreesen, 1994) und der Reéuktase-Komponente

der P2C-MO von Rhodococcus koreensis Sedi2

Salz*?  Aktivitat von  Aktivitat der P2C-MO von Aktivitat der FAD-Reduktase vc
PycB in 9% Arthrobacterspec. Pylin%  R. koreensiSedi2 in %

kein Zusatz 100 100 100

MnCl; 35 100 38

ZnCl, 74 100 56

CaCl 75 100 93
MgCl, 59 98 92
NH,4CI 64 92 nicht getestet
NiCl, 76 78 0

CuClh, 10 18 0

Y Die Salzkonzentrationen im Test von PycBnd der P2C-MO vorArthrobacter spec. Pyl betrugen
mitAusnahme von Cugll. mM. CuC} wurde mit 0,2 mM eingesetzt.

2 Die Konzentration der Salze im Testansatz der FAdbhiktase vorR. koreensisSedi2 betrug 2 mM
(Beckeret al.,1997).

® Die Aktivitaten wurden bei 35 °C in 50 mM KP-PuffgrH 7,5) ermittelt. 100% entsprechen 28 U/mg.

Y Die Aktivitaten wurden bei 35 °C in 50 mM KP-fef (pH 7,5) ermittelt. 100% entsprechen dem P2C-
abhangigen Sauerstoffverbrauch von 0,48 U/mg

® Die Aktivitaten wurden bei 35 °C in 50 mM KP-PuffgH 7,5) ermittelt. 100% der Aktivitat entspreche
23,2 U/mg Protein.

3.1.10.5. Untersuchungen zur Interaktion von RyoAd Pyck

Da PycA- und PycB gemeinsam den P2C-Abbau katalysieren, salfitevitro getestet
werden, ob die beiden Komponenten miteinander agieren. Dazu wurden PygAund
PycB: in gleichen molaren Mengen ohne weitere Zusatze bav50 uM FAD und 25 uM
P2C 10 min bei 4 °C inkubiert. Die beiden Ansataeis PycA: und PycR als reines Protein
wurden anschlielend durch eine native PAGE aufgetiend das Gel einer NBT-abhangigen
Aktivitatsfarbung unterworfen. Mit dieser Methodilite sich nur PycBan (nicht gezeigt).
Da sich unter diesen Bedingungen das LaufverhaibenPycA: und PycB nach Inkubation



sowohl mit als auch ohne FAD und P2C nicht geankatte, konnte man davon ausgehen,
dass unter den gewahlten Bedingungen keine Interaéler Proteine stattfand.

Alternativ dazu sollte eine AffinitatschromatogramhAufschluss (ber eine eventuelle
Interaktion von nativem PycA aus Rohextrakt von Rfg@Wachsenen Zellen des Stammes
Arthrobacterspec. Pyl mit PycBgeben. Dazu wurde PyeBvie unter 2.10.7.2. beschrieben
an eine StrepTactin Sepharoseséule gebunden. Alle verwendet@surigen sowie der
Rohextrakt, wurden mit 20 uM FAD und 200 uM P2Csetrt. Der Rohextrakt wurde auf
eine StrepTactin-Sepharosesaule gegeben und anschlie3erisl mit0 mM KP-Puffer (pH
7,5) gewaschen. AnschlieBend wurde das ProteinereluiNach Auftrennung der
Elutionsfraktionen durch SDS-PAGE und anschlieRer8idberfarbung des Gels wurde
festgestellt, dass kein Protein mit Pyofeluierte. Dies deutet an, dass Pycfad PycB in

vitro nicht miteinander interagieren.

3.1.11. P2C-MO-Aktivitat von nativ gereinigtem Py&

Da die P2C-MO vorArthrobacterspec. Pyl von Hormann & Andreesen (1994) nach der
Reinigung als Ein- und nicht als Mehr-Komponente®-Mharakterisiert wurde, stellte sich
die Frage, wieso diese P2C-MO ihrerzeit als ,Eimfoneten-MO* enzymatisch aktiv war,
jedoch nicht die heterolog exprimierte KomponenyeA der P2C-MO vonrArthrobacter
spec. Pyl. Ein P2C-Abbau war damals ebenfalls loddbiaworden. Eine Erklarung fur
diesen Widerspruch konnte sein, dass nach denemegeinigungsschritt der P2C-MO von
Arthrobacterspec. Pyl noch Spuren der Reduktase-Komponentarvden waren und so
vivo eine Interaktion der zwei nativen Komponenten bekta

Betrachtet man nun die von Hormann & Andreesen {19@ro6ffentlichte Abbildung des
Gels nach SDS-PAGE des gereinigten Proteins, kasm im der Fraktion der Q-Sepharose
auf einer Hohe von ca. 18 kDa eine schwache Phmante ausmachen, die der Reduktase-
Komponente entsprechen konnte. Um die Vermutungeatdtigen, dass es sich bei diesem
Protein um PycB handeln kénnte, wurde PycA Audfirobacterspec. Pyl erneut nach der
Methode von Hormann & Andreesen (1994) gereinigictNdem dritten Reinigungsschritt
Uber eine Blue-Sepharosesaule wurde von der Frakidt der hochsten spezifischen
Aktivitat 10 pl bzw. 20 pl mittels SDS-PAGE aufgaint und das Gel anschlieRend einer
Silberfarbung unterzogen. Das erhaltene SDS-Paoliauidgel ist in Abb. 19 gezeigt. Auf
der HOhe von 54 kDa, 18 kDa und 12 kDa sind denglieroteinbanden zu erkennen, welche
der Grof3e von PycA, PycB und PycD entsprechen.deiden kleineren Banden wurden

ausgeschnitten, einem Trypsinverdau unterworfendi@erhaltenen internen Peptide mittels



Abb. 19: Siber gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel der raktion 33 der Blue-
Sepharosesaule
Die Pfeile markieren die potenziellen Banden destéine PycA,PycB und PycD. E
wurden 10 und 20 ul der Fraktion 33 auf die PAGEjetmagen und anschliel3emait
Silber angefarbt.

Massenspektroskopie analysiert (Dr. A. Schierhokfax-Planck Forschungsstelle fur
Enzymologie der Proteinfaltung). Von der 18 kDa-8arkonnten die Sequenzen dreier
Peptide bestimmt und eindeutig der Aminosauresexjuen PycB zugeordnet werden (Abb.
20). Die sequenzierten Peptide des 12 kDa grol3ateiRs konnten keinem Protein deg:
Genclusters zugeordnet werden.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dadggesem Reinigungsverfahren natives
PycA von Arthrobacterspec. Pyl nach einer Reinigung durch eine Q-Sepésanle noch
mit nativem PycB eluiert. Die nach der Reinigung vativem PycA messbare Cytochrom c-
Reduktase-Aktivitat und der Sauerstoffverbrauchdan Sauerstoff-Elektrode sollten somit
auf der Anwesenheit von PycB beruhen.

MSLAPAFTIPDAMGMRRAMGRFLTGVAVVTTQHEDEQYGMTISSL FREINE
ISLNFGTRTGEALMESGK\VSILGAKQESVARRFAVRGGBRDGDFDVTDNGLP
VIKGALAQADCSVVQQYDVGDHQVFFGQVDROGEVLAFKAGIRESFSDFGHA
EIPWMF

Abb. 20: Proteinsequenz von PycB.
Die massenspektroskopisch identifizierten interiaptide der 18 kDa Bande simdt
hervoraehobe



3.1.12. Untersuchungen zur Funktion von PycC und R beim P2C-Abbau

Da sich in Anwesenheit von Pyg@nd Pycld die von PycA und PycR katalysierte P2C-
Abbaurate erhéhte, die beiden Proteine jedoch igiHydroxylierung nicht essentiell waren
(Tab. 11, Messung 12), wurde postuliert, dass ditreteine eine Helferfunktion besitzen
konnten, um der Entkopplung der Flavinreduktiongegenzuwirken. Mit den folgenden
Versuchen sollte die Rolle von Pye@nd/oder Pycb beim P2C-Abbau aufgeklart werden.
Eine Funktion dieser beiden Proteine konnte es si@nReduktion des Flavins durch PycB
in Anwesenheit von P2C und die damit verbundeg@,HBildung zu verhindern. Dazu wurde
FAD-Reduktion durch PycBund NADH in Anwesenheit von Pyeder Pycl3 allein und
anschlieBend als Doppel getestet. Die FAD-Redukivamde durch die photometrische
Messung des terminalen Elektronenakzeptors Cytothcoverfolgt. Eine Hemmung der
PycBc-Reduktase-Aktivitat durch PyeCund/oder PycP konnte jedoch nicht beobachtet
werden. Auch die Tatsache, dass die NADH-UmsetzunAD in Anwesenheit von PyeC
und/oder Pyck wie in Abwesenheit dieser beiden Komponenten uérlgTab. 11,
Chromatogramme nicht gezeigt), spricht ebenfaltgegesine Bindung von PyeQind Pyc2

an PycB.

Eine andere Moglichkeit, die Entkopplung der FlaRieduktion zu verhindern bzw. zu
reduzieren, ware es, das reduzierte Flavin duramdiig an PycC und/oder PycD zu
maskieren und so der Reoxidation des reduziertaviridentgegenzuwirken. In diesem Fall
sollte man eine Verringerung der entstehendgd,Hlenge messen kdnnen. Dazu wurde die
H.O.-Konzentration durch eine Endpunktbestimmung nstteKatalase an der
Sauerstoffelektrode ermittelt. Diese Versuche &ihjedoch zu keinen Ergebnissen, da die
Platin-Elektrode HO, autokatalytisch in @ und HO spaltet. Auch die unter 2.6.4.
beschriebene photometrische Verfolgung durch Didinirwies sich als nicht geeignet, da
das Reaktionsprodukt bei derselben Wellenlange rhieste wie das verwendete Flavin.
Weiterhin wurde zur Bestimmung dee®-Konzentration der ,Boehringer-Mannheim Test"
angewendet. Das dabei entstehende ProduptBefizochinon-monoimino)-phenazon erwies
sich als nicht stabil, da es zu keiner Akkumulattam. Wahrscheinlich reagierte es mit dem
reduzierten FAD, so das auch hier keine direkteMieg der HO,-Konzentration mdglich
war.

Wie schon erwahnt, besitzt das Spektrum von FADAdBorptionsmaximum bei 450 nm,
welches nach Reduktion nicht mehr detektierbarNsichdem eine direkte Bestimmung der

H.O»-Konzentration nicht moglich war, sollte die pho&tnsche Messung des reduzierten
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Abb. 21: Stabilisierung des reduziertn FAD durch PycCc

A) Die Reduktion des FAD in Gegenwart von PyoBurde in aeroben Kivettaiber 1£
min bei seinem Absorptionsmaximum bei 450 nm vegifdh den Messanséatzen waren
uM FAD, 1 mM NADH, 38 nM PycB sowie 0-450 nM Pycg€enthaltenB) In diesen
Diagramm wurde die maximale Absorptionsdnderung 4% nm von A)gegen die
eingesetzte PygEKonzentration aufgetragen.

FAD einen Hinweis auf die Funktion von Pyc@nd Pyc} geben. Im Reaktionsansatz
wurden 38 nM PycBund verschiedene Konzentrationen an Ry@&; 75, 150, 225, 300 und
450 nM) eingesetzt und anschlieBend die Reduktoon50 uM FAD photometrisch bei 450
nm verfolgt (Abb. 21). Es wurde deutlich, dass Alesorption bei 450 nm mit steigender
Konzentration an PycECstetig abnahm, was darauf hinweist, dass mehr FADeduzierten

als im oxidiertem Zustand vorlag. Abb. 21 (B) zeidass die Zunahme der maximalen
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—e— 50uMFAD + 38 nM PycBC

—0— 50 UM FAD + 38nM PycBC+ 165 nM PchC
—y— 50 UM FMN + 38 nM PycBCC

—A— 50 UM FMN + 38 nM PycBC+ 165 nM PchC
—m— 50 uM Riboflavin + 38 nM PycBCC

—@m— 50 uM Riboflavin + 38 nM PycBC+ 165 nM Py(:CC

Absorption bei 450 nm

-0,07

tin min
Abb. 22: Einfluss von PycG auf reduziertes FAD, FMN und Riboflavin
In den Messansatzen waren 38 nM Ryald 1 mM NADH enthalten. Die Reaktic
wurde in 50 mM KP-Puffer (pH 7,5) bei 35 °C durcfiget. Die in den Anséatze
enthaltenen FAD-, FMN-, Riboflavin- und Pyg®onzentrationen sind der Legende



Absorptionsanderung bei 450 nm in einer Beziehungemgesetzten Pye&konzentration
stand. Als Kontrolle wurde zum Messansatz, statCRy400 nM Lysozym hinzugegeben,
das keinen Einfluss auf die Stabilisierung des zesiten Flavins hatte. Gab man dagegen 400
nM BSA zum Enzymtest, konnte man einen ahnlicheieKEfwie nach Zugabe von PygC
beobachten. Dies kann jedoch mit der Fahigkeit B&A erklart werden, FAD, FMN und
Riboflavin binden zu kénnen und es somit ebenfalls der Reoxidierung zu bewahren
(Sawadeet al, 2001).

Da PycE: auch in der Lage ist, neben FAD, auch FMN und favon zu reduzieren, wurde
ebenfalls getestet, ob PygCliese Flavine in reduzierter Form vor der Oxidatidurch
molekularen Sauerstoff schitzt. 50 uM der versamned Flavine wurden mit 38 nM PygB
und 165 nM Pycg, wie unter 2.6.5. beschrieben, vermessen. In A2bsind jeweils die
erhaltenen Kurven mit und ohne Zugabe von 165 nMCPRygegenibergestellt. Es wird
deutlich, dass bei allen drei getestefi¢gavinen von PycB die Absorptionsanderung bei 450
nm mit dem Zusatz von PyegGtarker ausfallt als bei dem Ansatz ohne Rydlie verstarkte
Abnahme der Absorption nach der Zugabe von Ryd€ltet darauf hin, dass PygQieben
reduziertem FAD, auch reduziertes FMN und Riboflawor der Oxidation durch
molekularen Sauerstoff schitzt. Durch die unteestiiche Effizienz, mit der FAD, FMN und
Riboflavin von PycB reduziert werden, stehen PygcGnterschiedliche Konzentrationen des
zu stabilisierenden Flavins zur Verfliigung. Aus éimsGrund lasst sich aus dem Versuch
nicht ableiten, ob Pycg effizienter reduziertes FAD, FMN oder Riboflavitasilisiert,
sondern nur, dass Pye@ der Lage ist, die Oxidation aller drei Flavine verzégern. Der
verstarkte P2C-Abbau, welcher nach Zugabe von PycPycA: und PycB zu beobachten
war (Tab. 11, Messung 19), lasst sich nach diesgaldaissen mit der langeren Verflugbarkeit
von reduziertem FAD erklaren, welches von Pydix die Substrathydroxylierung verwendet
werden kann.

Durch Fluoreszenzléschungsexperimente wurde aefdid untersucht, ob PysCGAD
bindet und es dadurch zu einer Konformationsandedaes Proteins kommt. Die Zugabe von
FAD zu PycG bewirkte zwar eine Fluoreszenzloschung. Diese Ambgnahm jedoch linear
zu und fuhrte nicht zu einer Sattigung. Daher wurdegenommen, dass diese
Fluoreszenzlbschung unspezifisch war. Reduzierfd3 konnte nicht eingesetzt werden, da
es nicht in einer klar definierten Konzentratiomamngestellt werden konnte.
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Abb. 23: Stabilisierung des reduzierten FADdurch PycDc

A) Die Reduktion des FAD durch PygBwvurde Uber 15 min bei seinem Absorptions-

maximum bei 450 nm verfolgt. In den Messansatzerew&80 uM FAD, 1 mM NADH, 7

nM PycB: sowie verschiedene Konzentrationen Pyc®-175 nM) enthalten.Die

Messungen wurden bei 35 °C durchgefihrt. B) Hiedis maximale Absorptiodsmderung

bei 450 nm gegen die eingesetzte Py¢@nzentration aufgetragen.
Analog zu den Versuchen zu Pyc@urden Experimente zur Klarung der Funktion von
PycD: durchgefuhrt. Fur Pyc®wurde ebenfalls eine Helferfunktion postuliert, dach
Zugabe von PycP zu PycA: und PycB die P2C-Abbaurate ebenfalls anstieg (Tab. 11,
Messung 18). Wie unter 2.6.5. beschrieben, wurdeRdiduktion und die sich anschlieRende
Reoxidation von FAD durch 70 nM PygBach Zugabe von 0, 35, 70, 140 und 175 nM
PycD- photometrisch verfolgt (Abb. 23). Es zeichnetehsain ahnliches Bild ab, wie flr
PycC (Abb. 22). So fiuihrte die Zugabe von steigenderDRRyi€onzentrationen ebenfalls zu
einer zunehmenden Stabilisierung des reduzierteD. R&eiterhin war auch PycDin der
Lage, reduziertes FMN und Riboflavin vor der Oxidatdurch molekularen Sauerstoff zu
schitzen (Abb. 24). Auch bei PygRonnte keine spezifische Léschung der Fluoresnech
Zugabe von verschiedenen FAD-Konzentrationen bddbteverden, was entweder auf eine
nicht erfolgende Bindung des Flavins oder ein aibbh einer Konformationsanderung nach
der Bindung von FAD schliel3en laf3t.
Nach diesen Ergebnissen ist festzustellen, dassPeeine PycC und PycD die beiden
essentiellen MO-Komponenten PycA und PycB bei d&z-Plydroxylierung unterstitzen, in
dem sie die Reaktion des reduzierten Flavins milekudarem Sauerstoff verhindern bzw.

verzogern. Demnach besteht die P2C-MO &adirobacterspec. Pyl aus vier Komponenten.
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Abb. 24: Einfluss von Pycl auf die Reduktion von FAD, FMN und Riboflavin durch
PycBc
In den Messansatzen waren 100 nM RycBmM NADH enthalten. Die Reaktion wur
in 50 mM KPPuffer (pH 7,5) bei 35 °C durchgefuhrt. Die in dénséatzen enthaltent
Mengen von FAD, FMN, Riboflavin und Pye¥ind der Legende zu entnehmen.

3.1.12. Einfluss von P2C auf die FAD-Reduktion dutt PycBc

Da aus Literaturangaben bekannt ist, dass dasraudst MO-Komponente die Reduktase-
Komponente aktivieren kann (Chaiyeh al, 2001; Sacharitakuét al, 2005), sollte im
Folgenden der Einfluss von P2C auf die Flavin-Ré&dukdurch PycB untersucht werden. In
voran- gegangenen Untersuchungen konnte nach ZwgebB2C an der Sauerstoffelektrode
keine Erh6hung des Sauerstoffverbrauchs beobagbteen.

Um zu uberprifen, ob P2C ebenfalls einen stimutidéea Effekt auf die FAD-Reduktase-
Aktivitat von PycRE: besitzt, wurde die Reduktion von FAD in An- und Adsenheit von 500
UM P2C bei 450 nm und 35 °C in 50 mM KP-Puffer (pH) verfolgt. Die Reaktionsansatze
enthielten 50 uM FAD, 1 mM NADH und 100 nM PyeBn Abb. 25 (A) sind die erhaltenen
Kurven gezeigt. Es ist ersichtlich, dass P2C eisBmulierenden Effekt auf die FAD-
Reduktase-Aktivitdt von PyeB austibt, da sich die Absorption des FAD bei 450 nm
annahernd doppelt so stark verringert wie ohne BEegen 500 uM P2C. So kénnte es sein,
dass P2C an PyeBbindet und durch eine Konformationsdnderung destelrs dessen
Aktivitat erhoht wird. Weiterhin wurde getestet, ab Anwesenheit von P2C die
Stabilisierung des reduzierten Flavins durch Rya@d Pycl beeinflusst wird und welchen
Effekt die Zugabe von PyGAhat. So wurden die oben beschriebenen Messungen in
Anwesenheit der Proteine PygAAbb. 25, B), Pycg (Abb. 25, C), Pycb (Abb. 25, D),
PycC: und Pycl} (Abb. 25, E) sowie PycA PycG und PycR (Abb. 25, F) durchgefihrt.
Es zeigte sich, dass nach der Kombination von Pyec#t PycG bzw. Pycd auch in



Anwesenheit von P2C eine Stabilisierung des rediezrieFlavins erfolgte (Abb. 25, C und
D). Auch die Anwesenheit von PygAihrte zu einer Erhdhung des Anteiles an redumert
Flavin im Messansatz, welcher sich nach ZugabeR®G noch steigern lie3 (Abb. 25, B).
Die Vermessung der FAD-Reduktion in Anwesenheit idlemponenten Pyc8 PycG und
PycDx: zeigte eine weitere Verringerung des Absorptionamams von FAD (Abb. 25, E).
Waren alle vier Komponenten im Messansatz enthaltan die Absorptionsédnderung bei 450
nm am grof3ten und die Oxidationsgeschwindigkeiganmgsten, so dass nach 25 min immer
noch reduziertes FAD fur Pye/ur Verfligung stand.

Diese Ergebnisse zeigen erstens, dass sich die F&ddktase-Aktivitat von PyeBnach
Zugabe von P2C erhoht und zweitens, dass in Anviesealler vier Komponenten der P2C-

MO vonArthrobacterspec. Pyl die Stabilisierung des reduzierten Fsaam effektivsten ist.
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Abb. 25: Einfluss von P2C auf die FADReduktion in Anwesenheit der einzelnel
Proteinkomponenten PycAs, PycBc, PycCc und PycDc

Die Reduktion von FAD wurde bei 450 nm bei 35 °C50 mM KPPuffer (pH 7,5
verfolgt. Die Reaktionsansétze enthielten 50 uM FADnNM NADH und 100 nM Pycg
Die Komponenten PycA PycG und PyclR wurden mit einer Endkonzentration von ¢
nM hinzugegeben.



3.2. Nachweis von induzierten Selenoproteinen €. difficile, C. sticklandii und E.

acidaminophilum unter oxidativen- und Nitrit-Stressbedingungen

Viele Organismen besitzen gegen verschiedene AmdarStress effiziente Abwehrstrategien.
Es sollte an dieser Stelle untersucht werden, abhdoxidativen- und Nitrit-Stress im Falle
von C. difficile, C. sticklandiiund E. acidaminophiluminfolge der Stressantwort bisher
unbekannte Selenoproteine gebildet werden. Zur sSitréuktion wurden Diamid
(Azodicarboxylsaure-bis[dimethylamid]), KNQ Methylviologen (1,1-Dimethyl-4,4'-
bipyridyliumsalz, Paraquat) und Sauerstoff verwénde

Diamid oxidiert im Cytoplasma Thiole von Proteinenyodurch nicht native
Disulfidbindungen entstehen kdnnen (Dosagihal, 2005). Dieser Stress wird als Disulfid-
Stress bezeichnet und kann ebenfalls infolge vatgatixem Stress auftreten.

Methylviologen kann im Cytoplasma durch die Ubegtnag eines Elektrons Radikale bilden.
Durch die Reaktion mit molekularem Sauerstoff kdnnéadurch Superoxidmolekile
entstehen.

Durch die Elektronentbertragung auf molekularen e8taff konnen sich, wie in der
Einleitung bereits dargestellt wurde ROS entsteli®DS sind starke Oxidationsmittel und
konnen mit Lipiden, Proteinen und DNA reagieren si@dadurch zerstéren bzw. schadigen
(Lesser, 2006).

Nitrit kann durch Oxidation von Eezu Fé*, welches fiir biologische Systeme nicht
zuganglich ist, Eisenmangel hervorrufen (@tel, 2006). Weiterhin kdnnen aus Nitamdere
RNS hervorgehen wie z.B.,83; NO und NO. RNS kénnen die Sulfhydrilgruppe des
Cysteins, Ham-Gruppen und Eisen-Schwefel-Clustestoren (St Johet al, 2001).

Es wurden zuerst die Toleranzschwellen vah difficile, C. sticklandii und E.

acidaminophilumgegniber Diamid, Methylviologen, Sauerstoff undriNibestimmt. Es

wurde eine Konzentration der jeweiligen Substang gkeignet angesehen, die zu
Einschrankung bzw. Verlangsamung des Wachstum®akterienzellen, jedoch nicht zum
Absterben fihrte. Zur Erstellung von Wachstumsknrweirden die Bakterien im jeweiligen
Mineralmedium mit einem Aminosduregemisch angezoyem jeder Konzentration der zu
testenden Stress-induzierenden Substanzen wur@erHdngate-Rohrchen mitgefuhrt. Der
Stress wurde beim Erreichen einer ddan von ca. 0,5 induziert. Es wurde davon

ausgegangen, dass eine Stressantwort des Organischnell nach der Induktion zu



beobachten ist, da es sonst zur Schadigung bzw. Asterben des Bakteriums kommen
wirde. Deshalb wurde das Wachstum nur einige Stundeh der Induktion verfolgt.

Um Stress-induzierte Selenoproteine nachzuweisendevden Medien bei der Anzucht der
Bakterien zusatzlich radioaktives Selen hinzugegels® dass Selenoproteine radioaktiv
markiert waren. Nach der elektrophoretischen Aafiteng der Proteine konnten die
markierten Proteine mittels Autoradiographie deeekiverden.

Zur Gewinnung der Proteinextrakte wurden funf dleaitig angesetzte Hungate-Réhrchen
angeimpft und 0,5 pCi/mi°Se dem entsprechendem Mineralmedium zugegeben.diiach

eine OQonmVvon ca. 0,6-0,8 erreicht war, wurde den Kulturea dntsprechende Menge
Diamid, Nitrit, Methylviologen bzw. Luftsauerstoffiinzugegeben. Als Negativkontrolle

dienten jeweils ungestresste Kulturen. Nach einemde Inkubation wurden die funf

gleichartigen Kulturen vereinigt und durch Zentgétion geerntet.

3.2.1. Stressinduktion beE. acidaminophilum

Diamid-Stress

Zur Induktion von Stress durch Diamid wurden demmé&falmedium mit Glycin als Substrat
die Konzentrationen 0, 1, 2, 5 und 10 mM zugegebtuptproblem bei der Messung der
ODsoonm War eine zunehmende Gelbfarbung einhergehendingt @riibung des Mediums,
welche die Aufnahme einer Wachstumskurve unmoginhchte. Da keine optimale
Konzentration zur Stressinduktion bestimmt werdenrike, musste hier auf Literaturangaben
zuruckgegriffen werden. Bei Experimenten rBit subtilis und Saccharomyces cerevisiae
verwendeten Leichert al. (2003) und Babiychulet al. (1995) eine Konzentration von 1

mM Diamid zur Induktion von Stress.

Nitrit-Stress

Fur die Induktion von Stress durch Zugabe von Nitmarden die Konzentrationen 0, 10, 20,
30, und 40 mM getestet. Aus den in Abb. 26 gezeig¥@chstumskurven geht hervor, dass
acidaminophilumin den darauf folgenden Stunden nach der Induktles Stresses das
Wachstum einstellte. Jedoch erreichten die Kultumaoh 76 Stunden, in Gegenwart der
Nitrit-Konzentrationen von 0, 10, 20, 30 und 40 reMe ODRonmVvon 0,23, 0,46, 0,61, 0,68
bzw. 0,89. Diese Ergebnisse zeigen, d&ss acidaminophilumbei den verwendeten



1,0 pu

ODg00

—&— 0 mM Nitrit
—O— 10 mM Nitrit
—v— 20 mM Nitrit
—4A— 30 mM Nitrit
—&— 40 mM Nitrit

0,0 T T T T T T T A

tinh
Abb. 26: Wachstum des StammesE. acidaminophilum in Mineralmedium. Als

Substrat diente Glycin
Die Zugabe von 0, 10, 20, 30 bzw. 40 mM Nitrit &gfe nach funf Stunden. Sist durch

einen Pfeil markier

Konzentrationen nicht vollstdndig abstarb. Die wggen ODRoonm bei den Nitrit-
Konzentrationen von 0O, 10 und 20 mM sind daraufuekzufiihren, dass dieE.
acidaminophilurKulturen die stationdre Phase hinter sich geladsatten und bereits
lysierten. Somit wurde als Stressinduktor eine Kartation von 10 mM Nitrit im Medium
gewahlt, da hier das Wachstum zeitweise eingesjetitoch im Anschluss daran eine hohe

ODsoonmerreicht wurde.
Methylviologen-Stress

Beim Einsatz von 0, 0,5, 1, 1,75 und 2,5 mM Metholbgen und 0,5 ml Luft (105 uM £On
der Gasphase) kam es zu einer starken Blaufarbesdviediums, durch die Reduktion des
Methylviologens. Bei Versuchen in Anwesenheit vau&stoff wurde grundsatzlich auf die
Zugabe von Resazurin verzichtet, so dass die \terféy nicht auf den Redoxindikator
zurtckzufiihren ist. Die Verfarbung des Mediums naakine photometrische Verfolgung
des Wachstums unmdglich. Fir die Stressinduktioehdiethylviologen musste somit auf
Literaturangaben zurlickgegriffen werden. Babiychek al. (1995) verwendeten bei
Versuchen mitSa. cerevisia&0 pM. Diese Konzentration wurde auch fir die Vehguim

Rahmen dieser Arbeit verwendet.



Sauerstoff-Stress

Der Schwellenwert fiir ©wurde schon in einer vorangegangenen Arbeit (Rard@000) mit
1 ml Luft (entspricht 210 uM Sauerstoff in der Glaasge) bestimmit.

So wurden fir die Stress-Induktion im Fall vBnacidaminophiluml mM Diamid, 10 mM
Nitrit, 50 uM Methylviologen (+ 0,5 ml Luft) und iInl Luft (210 uM Sauerstoff in der
Gasphase) verwendet.

E. acidaminophilunwurde in Mineralmedium mit Glycin als Substrat aragen, die Zellen
wurden geerntet und anschlielRend der Rohextradingr SDS-PAGE analysiert. In Abb. 27
ist einem Silber-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel da§ entsprechende Autoradiogramm (B)
gegenubergestellt. Das diffuse Bandenmuster desr&dibgramms ist auf zahlreiche Risse
zurtckzufiihren, die beim Trocknen der Gele entgandedoch konnten trotz der Risse zehn
*Se-markierte Banden detektiert werden. Bei den kdeteen Banden kénnte es sich
aufgrund der GroRe um GrdB (47 kDa), das Peroxxied(22 kDa), GrdA (17 kDa) sowie
PrpU (11 kDa) handeln. Es sei jedoch angemerkss das Gré3enzuordnung aufgrund des

Fehlens eines radioaktiven Markers schwierig waeitévhin konnten mehrere schwache,
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Abb. 27: Silber-gefarbtes SDS-Polyacrylamidge(A) und erhaltenes Autoradiogramm
(B) von Rohextrakten des StammeEg. acidaminophilum

Es wurden 20 pl Rohextrakt nach Stressinduktiorld@ (1), KNO, (2), Methylviologer
(3), Diamid (4) und ohne Stressinduktion (5) aufageén. Marker (M)



nicht naher zuzuordnende Proteinbanden detektieetdem, bei denen es sich um
Abbauprodukte der Hauptbanden handeln kénnte. Hsétzlich durch Stress induziertes
Selenoprotein konnte unter den verwendeten Bedgegumm Fall vonE. acidaminophilum

nicht detektiert werden.

3.2.2. Stressinduktion be(C. difficile

Diamid-Stress

Bei C. difficile fuhrten Diamid-Konzentrationen ab 2,5 mM zur safmh Lyse der Zellen,
was am Aufklaren des Mediums zu erkennen war. SolevDiamid in den Konzentrationen
0, 0,1, 0,25, 0,5 und 1 mM zur Stressinduktion esegzt. Wie bei den Versuchen rait
acidaminophilumkam es in Folge des Wachstums zu einer Gelbfarlimgergehend mit
einer Tribung des Mediums, welche die Messung d2g&} unmdglich machte. Bei der
Verwendung des aus der Literatur entnommenen Wemes1l mM Diamid konnte im
Anschluss daran eine fir weitere Untersuchungememhende Menge an Zellmaterial
geerntet werden (Babiychw al. 1995, Leichertet al, 2003).

Nitrit-Stress

In Wachstumsversuchen n@it difficile kamen Nitrit-Konzentrationen von 0, 10, 20, 30, und
40 mM zum Einsatz. Die erhaltenen Wachstumskuruath is Abb. 28 widergegeben. Nach
der Zugabe kam es bei den getesteten Nitrit-Komagohen nach zwei stiindiger Inkubation
zur vollstandigen Lyse der Zellen. Auch der Versuli@d Nitrit-Konzentration auf 5 mM
abzusenken fuhrte zur vollstandigen Lyse@edifficile-Zellen (Werte nicht gezeigt).

Die Verfolgung des Wachstums durch die Messund@d®jonmgestaltete sich problematisch,
da es nach der Zugabe von Nitrit zu einer zunehererRRbsafarbung des Mediums kam,
worauf der hohe O§onrrWert beiC. difficile nach sieben stiindiger Inkubation mit 40 mM
Nitrit zurtckzufihren ist. Aufgrund der Lyse derll2a des StammeS. difficile wurde davon
ausgegangen, dass er keine effizienten Abwehrmeshan gegen Nitrit besitzt und somit
wohl auch keine zuséatzlichen Selenoproteine indtuwierden. Aus diesem Grund wurde hier

auf eine Stressinduktion durch Nitrit verzichtet.
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Abb. 28: Wachstum des Stammeg€. difficile in Mineralmedium. Als Substrat wurde
ein Aminosauregemisch eingesetzt

Die Zugabe von 0, 10, 20, 30 bzw. 40 mM Nitrit égfe nach finf Stunden. Sist durch
einen Pfeil markier

Methylviologen-Stress

Beim Einsatz von 0, 0,5, 1, 1,75 und 2,5 mM Metholbgen und 0,5 ml Luft (105 uM £On
der Gasphase) kam es wie Hei acidaminophilumebenfalls zu einer Blaufarbung des
Mediums, welche die OfgonrrBestimmung unmaglich machte. Auch hier wurde dafvibn
Babiychuk et al. (1995) verwendete Konzentration von 50 pM Methylvgen

zurtckgegriffen.

Sauerstoff-Stress

Der Wert fur die Stressinduktion durch Sauerstaifde von Rudolph (2000) mit 2,5 ml Luft
(entspricht 525 uM Sauerstoff in der Gasphase)rtmemen.

C. difficile wurde in Anwesenheit von’°Se auf Mineralmedium mit einem
Aminosauregemisch als Substrat angezogen, wob@&tressinduktion 1 mM Diamid, 50 uM
Methylviologen mit 0,5 ml Luft (105 uM Sauerstaifder Gasphase) sowie 2,5 ml Luft (525
UM Sauerstoff in der Gasphase) verwendet wurdenul2@er jeweilgen Rohextrakte der
geernteten Zellen wurden durch eine SDS-PAGE awgiget, das resultierende SDS-
Polyacrylamidgel wurde getrocknet und einer Autaygchphie unterzogen (Abb. 29). Durch
den Vergleich des erhaltenen Bandenmusters korgteallen Wachstumsbedingungen acht

Banden radioaktiv markierter Proteine detektiertdea. Im Autoradiogramm ist ersichtlich



das unter den verwendeten Stressbedingungen kaiéitziohes Selenoprotein detektiert
werden konnte. Kryukov & Gladyshev (2004) konntemctt Genomanalysen i@. difficile
funf offene Leserahmen identifizieren, deren ahtgke Aminosduresequenzen ein
Selenocystein enthalten. Kryukov & Gladyshev (200dpnnten so die Formiat-
Dehydrogenase, GrdA und GrdB der Glycin-Redukt&enophosphat-Synthetase (SelD)
und die Prolin Reduktase (PrdB) im Genom feststellie Sequenzen der Proteine gaben die
Autoren jedoch nicht an. Um die Grol3en dieser Rretbestimmen und anschlielend den
detektierten Proteinbanden zuordnen zu kénnen, emumh Rahmen dieser Arbeit homologe
Sequenzen der Proteine Formiat-Dehydrogenase, @mliAGrdB, SelD und PrdB anderer
Bakterien mit denshotgurSequenzen vorC. difficile verglichen. Bis auf das Gen der
Formiat-Dehydrogenase konnten so Gene dieser Reoten Genom vonC. difficile
identifiziert werden. Durch die nun bekannte Amiwa®sequenz konnten ebenfalls die
theoretischen molekularen Massen der Proteine nbedti und den Banden des
Autoradiogramms zugeordnet werden (Abb. 29). Farkbmponenten der Glycin-Reduktase
GrdA und GrdB konnte ein theoretisches Molekulaigbtwon 16,7 und 46,6 kDa und fur
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Abb. 29: Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamidg€lA) und das entsprechend
Autoradiogramm (B) von Rohextrakten des Stamme€. difficile
Es wurden 20 pl Rohextrakt nach Stress-Induktiorcid®, (1), Methylviologen + 0,
ml Luft (2), Diamid (3) und ohne Stressinduktion éifgetragen. Marker (M)



die SelD und PrdB 37,1 und 25,7 kDa ermittelt warden Fall vonC. difficile konnten nach
Induktion verschiedener Arten von Stress keine tzlisB induzierten Selenoproteine

identifiziert werden.

3.2.3. Stressinduktion be(C. sticklandii

Diamid-Stress

Bei Wachstumsversuchen mit den Diamid-Konzentratof, 0,1, 0,25, 0,5 und 1 mM kam
es auch belC. sticklandij wie bei den beiden anderen verwendeten Stamnmnginer
Gelbfarbung einhergehend mit einer Tribung des Wwedj die die Verfolgung des
Wachstums unmdglich machte. Zur Stressinduktiondeugbenfalls der aus der Literatur
entnommene Wert 1 mM verwendet (Babiyclatlal, 1995; Leicheret al, 2003).

Nitrit-Stress

Zur Induktion von Nitrit-Stress wurden 0, 10, 2@, 3nd 40 mM eingesetzt. Die erhaltenen
Wachstumskurven sind in Abb. 30 dargestellt. Egteeisich, das<C. sticklandii mit

steigender Nitrit-Konzentration im Wachstum gehenamtde. Bei der Konzentration von 40
mM kam das Wachstum nahezu zum Erliegen. Auch tesied Versuchen zeigte mit dem

Wachstum der Zellen eine Rosafarbung des Mediums.
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Abb. 30: Wachstum des Stamme<. sticklandii in Mineralmedium. Als Substrat
diente ein Aminosauregemisch

Nach einer Stunde wurde dem Medium 0, 10, 20, 3@ B9 mM Nitrit zugegeben. Di
Zugabe ist durch einen Pfeil marki



Methylviologen-Stress

Auch bei den Wachstumsversuchen @itsticklandiikam es nach Stressinduktion mit 0, 0,5,
1, 1,75 und 2,5 mM Methylviologen und 0,5 ml Lufi06 uM Q in der Gasphase) zu einer
starken Blaufarbung des Mediums, welche diegfalxMessung unmoglich machte. Zur
Stress-Induktion wurde die von Babiychek al. (1995) verwendete Konzentration von 50

UM Methylviologen zuziglich 0,5 ml Luft verwendet.

Sauerstoff-Stress

Zur Induktion von Sauerstoffstress wurde der duRetalolf (2000) bestimmte Wert von 2,5
ml Luft (525 pM Sauerstoff in der Gasphase) vervegnd

Somit kamen im Fall vorC. sticklandiizur Induktion von Stress 1 mM Diamid, 10 mM
KNO2, 50 uM Methylviologen mit 0,5 ml Luft (105 uM Senstoff in der Gasphase) sowie
2,5 ml Luft (525 uM Sauerstoff in der Gasphase) aawendung. In Abb. 31 sind das
Coomassie-gefarbte SDS-Polyacrylamidgel (A) und efgsprechende Autoradiogramm (B)
von Proteinextrakten in Mineralmedium gewachsénesticklanditZellen (Abb. 31; Spur 5)
sowie durch @ Nitrit, Methylviologen, Diamid (Abb. 31; Spur 1} 4gestressten Zellen
gegeniibergestellt. Es konnten zahlreiéP@e-markierte Proteinbanden detektiert werden,
wobei die meisten wohl auf Abbauprodukte der deteien Hauptbanden zuriickzufuhren
sind. Bei der Bande etwas Uber 47 kDa konnte ésuwsit ein GrdB-Homolog und bei der 25
kDa Bande um ein PrdB-Homolog handeln. Die starked® bei ca. 10 kDa kdnnte ein
PrpU-Homolog darstellen, jedoch konnte ein Gen sigelchen Proteins mittels DNA-
Hybridisierung nach Southern (1975) @ sticklandiinicht gefunden werden (A. Pdhlein,
persbhnliche Mitteilung). Auffallig ist die zusatdie Bande eines radioaktiv markierten
Proteins, das nur nach Stress mit 1 mM Diamid detddar war. Es besitzt eine molekulare
Masse von ca. 10 kDa. Um dieses Protein n&her axakterisieren, sollte der Rohextrakt der
Diamid gestressten Zellen vo@. sticklandii mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt
werden, der Protein-Spot identifiziert, ausges¢énit und anschlielBend N-terminal
sequenziert werden. Dazu wur@e sticklandiiin zehn Hungaterdhrchen mit 0,5 pCi/fie

im Medium angezogen. Bei einer @ghm von ca. 0,6 wurde dem Medium von funf der
beimpften Hungate-R6hrchen 1 mM im Medium Diamidyegeben. Nach einer Stunde

Inkubation bei 30 °C wurden die Kulturen vereinigtd die Zellen durch Zentrifugation
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Abb. 31: Coomassie-gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel(A) und erhaltenes

Autoradiogramm (B) von Rohextrakten des Stamme€. sticklandii

Es wurden 20 pl RE nach Stressinduktion durglfl) Nitrit (2), Methylviologen + 0,5 m

Luft (3), Diamid (4) und ohne Stressinduktion (bfgetragen. Marker (M)
geerntet. Die beiden Zellpellets wurden wie in 2.®heschrieben aufgearbeitet. Jeweils 100
pg der erhaltenen Proteinextrakte wurden einerdkteschen Fokussierung unterzogen bei
der IPG-Streifens mit einem pH-Bereich von 3-10 Zuimatz kamen. Die sich anschliel3ende
zweite Dimension wurde mit einem 12 %igen Polyarnitgel durchgefuhrt. Die Gele
wurden mit Silberlésung gefarbt und dann getrockieé radioaktiv markierten Proteine
wurden anschlieBend durch Autoradiographie detektidergleicht man die radioaktiv
markierten Spots, die in den Proteinextrakten vogestressten (Abb. 32, C) und Diamid-
gestressten Zellen (Abb. 32, D) detektiert werdemniken miteinander, so ist auf dem
Autoradiogrammen zu erkennen, dass ein zusatzliehmeinspot bei ca. 10 kDa und einem
isoelektrischen Punkt von ca. 4,3 detektierbar iaeses Protein sollte im Anschluss aus
dem 2D-Polyacrylamidgel ausgeschnitten und die rNvtgale Sequenz bestimmt werden.
Dazu musste das Protein auf einem Coomassie geX@rRolyacrylamidgel identifiziert
werden, da zu diesem Zeitpunkt nur unfixierte RneteN-terminal sequenziert werden
konnten (Schierhorn, personliche Mitteilung). NaElArbung des Gels musste jedoch
festgestellt werden, dass dieses Protein in eineanfassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel
trotz mehrmaligen Versuchen nicht visualisiert vegrékonnte.



Abb. 32: Identifizierung des durch Diamidstress indizierten Proteins durch 2D-
Polyacrylamidgel (pH 3-10, IPG-Streifen cuploading-Verfahren)

Es wurden 100 pg Proteinextrakt je Gel v@nsticklanditiZellen ohne (A, C) und nac
Stressinduktion durch Diamid (B, D) elektrophoretisaufgetrennt. Die Silbegefarbter
Gele sind mit A und B markiert und die dazugehdrigaitoradiogramme mit C und |

Der Bereich in dem sich das gesuchte Protein beffindurde vergréf3ert und das Prot
mit Pfeilen markiert.



4. Diskussion

4.1. Charakterisierung der P2C-MO von Arthrobacter spec. Pyl als eine Flavin

abhangige Vier-Kkomponenten-MO

4.1.1. Dagpyc-Gencluster vonArthrobacter spec. Pyl

Durch die Isolierung der beiden Plasmide pP2C2 pfPAC7 aus einer Sau3A-Genbank und
der Sequenzierung deren Inserts konnte eine DNAKServon 7225 bp erhalten werden.
Der GC-Gehalt der erhaltenen Gesamtsequenz ertsgigen von Hormann & Andreesen
(1994) bestimmten Wert von 61% fArthrobacterspec. Pyl. Ein horizontaler Gentransfer
dieser Gene ist somit unwahrscheinlich. Die Modleih dass der Donor der Gene ebenfalls
ein Bakterium mit hohem GC-Gehalt war, besteht ¢gbddn der erhaltenen Sequenz von
Arthrobacterspec. Pyl konnten acht Gene identifiziert werdea.Fdoteine mit den héchsten
Identitdten zu den abgeleiteten Aminosauren sindiab. 10 aufgefihrt. So konnten durch
den Vergleich mit verschiedenen Datenbanken Honeoldgr identifizierten Gene in der
Genomsequenz volwrthrobacter aurescensC1 (Mongodinet al, 2006),Nocardia farcinica
IFM1015 (Ishikawaet al, 2004)R. koreensisSedi2,RhodococcuiRHA1 (McLeodet al.,
2006), Sphingomonaspec. SKA58Burkholderia cenocepacitll2424, Ralstonia eutropha
JMP134, Arthrobacter spec. FB24 undineococcus radiotolerangPhillips et al, 2002)
identifiziert werden (Abb. 33). Eine Ubersicht tloke phyllogenetische Verwandtschaft wird
in Abb. 34 gegeberR. eutrophalMP 134,B. cenocepaciail2424 undSphingomonaspec.
SKA58 sind den Ordnungen Burkholderiales bzw. Sgtrnonadales zuzuordnen, die beide
zu den Proteobakterien z&hlen. Alle anderen geean8tadmme zéhlen zur Ordnung der
Actinomycetales, eine Gruppe der Gram-positiven t&n mit hohem GC-Wert
(Stackebrandt & Schumann, 2006; Abb. 34). Es istravarten, dass innerhalb dieser Gruppe

von Bakterien weitere Vertreter ahnliche Genclubtasitzen.

Aufgrund ihrer Sequenz-ldentitdten lassen sich @encluster in zwei Gruppen einteilen
(Abb. 33). Zur Gruppe | gehoren die GenclusterBhgtterienA. aurescen3 C1, N. farcinica
IFM10152, R. koreensis Sedi2 und Rhodococcusspec. RHAL. Die abgeleitete
Aminosauresequenz dpycAHomologen der Gruppe | besitzen eine Identitét ifoer 70 %
zu der Aminosauresequenz von PycA. Die abgeleReteosauresequenz der Gbrigen Gene
weisen zu deren Homologen noch eine Identitat vamdestens 47 % auf. Das Gencluster

von R. koreensisSedi2 ist mit dem voArthrobacterspec. Pyl nur bedingt vergleichbar. Im
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Abb. 33: Vergleich der Gencluster vonArthrobacter spec. PylA. aurescens TC1, N.
farcinica IFM1015, R. koreensis Sedi2,Rhodococcus spec. RHA1,Sphingomonas spec.
Skab58, B. cenocepacia HI2424, R. eutropha JMP134, Arthrobacter spec. FB24 undK.
radiotolerans SRS30216

Die Reihenfolge der dargestellten Gencluster ergibh aus der Hohe dédentitat del
abgeleiteten Aminosauresequenz des Monooxygenaselbgen Gens zyycA Die
Identitaten sind jeweils in Prozent angegeben. d¥ienen Leserahmen, dessen abgele
Aminosauresequenz die hochsten Identitaten zueamdnesitzen, sind in dgelben Farb
dargestellt. Falls Orfs nicht in unmittelbarer Niaatschaft liegen, sind sie abger(
dargestellt. Die romischen Ziffern symbolisierere dsruppen in die die Genclus
eingeordnet wurden. (gelb, Regulatorprotein baviE [reg]; blau, Memlvanprotein bzw
orfF [menj; rot, Nitrilase bzw.orfG [nit]; verschiedene Griintbne, Komponenten der P2C-
MO [pycABCD bzw. die HomologewrfABCDder verschiedenen Stamme)



Genom dieses Stammes kam es offensichtlich zu eRekombinationsereignis. Aus diesem
Grund sind Reduktase- und MO-Komponente nichtmem® Operon organisiert, sondern sind
durch einen nicht naher charakterisierbaren Abstemeinander getrennt. Weiterhin konnte
ein reg-, mem, und nit-Homolog weder in der Nachbarschaft vpgrA noch vonpyrB
identifiziert werden. Im Zuge des Rekombinationgprsses kam es zur Zerstérung der
pycC-und pycD-homologen Gene. Es wurden in diesem Fall nur deer@inal kodierende
Teil despycC homologen Gens sowie der N-terminal kodierendé¢ des pycD homologen
Gens gefunden. Da i\. aurescensTC1l die Struktur des Genclusters mit dem von
Arthrobacterspec. Pyl Ubereinstimmt und die Anordnung der GleseStammeN. farcinica
IFM1015 sich nur durch die vertauschte Lage degHomologen hinsichtlichmem
unterscheidet, ist anzunehmen, dass diese GeriesendOrganismen fur Proteine kodieren,
die ahnliche Funktionen besitzen. Weiterhin weiden Gene und resultierend daraus auch
deren Genprodukte &ahnliche Grof3en auf. Im Falle &oraurescensIC1, N. farcinica
IFM1015 undRhodococcuspec. RHAL ist aufgrund der hohen Protein-ldemitaind der
phyllogenetischen Verwandtschaft 2uthrobacterspec. Pyl anzunehmen (Abb. 34), dass

diese Stamme ebenfalls P2C als alleinige Kohlefstsfickstoff- und Energiequelle nutzen

Actinobacteria

Arthrobacterspec. Py
A. aurescen3C1

Arthrobacterspec. FB2
R. korensis Sedi:

N. farcinicalFM10152
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Abb. 34: Phylogenetisches Dendrogramm der 16S rRNAler Bakterien in denen
homologe Gene degyc-Genclusters gefunden wurden und ausgewahlteBakterien
die Zwei-Komponenter-MO besitzer



kénnen. Es ist wahrscheinlich, dass es sich im d&llPycA-homologen Proteine (Abb. 33,
OrfA) dieser Stamme um P2C-MO Komponenten handéinnte. Die PycB-homologen
Proteine (Abb. 33, OrfB) wirden dann die korresperamhden Reduktase-Komponenten
darstellen.

Gencluster deren abgeleitete Aminosauresequenl@eGene unter 42 % betrugen, wurden
in der Gruppe Il zusammengefasst. Die Identitat Alminosduresequenz der ubrigen Orfs
(falls vorhanden) zu den Sequenzen des Stamitritbsobacterspec. Pyl betrugen in diesen
Fallen weniger als 43 %. Die Gencluster der Gruplpesind in ihrem Aufbau sehr
unterschiedlich, so ist anzunehmen, dasspgi@Homologen ebenfalls Flavin-abhangige-
MO darstellen, jedoch nicht P2C als Substrat uresetkonnen. Denkbar wéren
beispielsweise Substratanaloga wie z.B. ThiophearBoxylat und Furan-3-carboxylat,
deren Abbau ebenfalls auf eine MO zuriickgefihrtdeuiKoenig & Andreesen, 1989; Alam
& Clark, 1991).

Durch den Vergleich der abgeleiteten Aminosaureseren der identifizierten Gene mit
verschiedenen Datenbanken und der bisher pubénidiiteratur konnte ihnen eine mégliche
Funktion zugeordnet werden. Die Aminosauresequeaw @ensreg besitzt die hdchsten
Identitaten zu Regulatoren der GntR-Familie (Hay@oGuest, 1991), welche aufgrund der
Proteinsequenz und der Sekundéarstrukturen ihretrater in vier Unterfamilien eingeteilt
wurde (Rigaliet al, 2002). Aufgrund der Sekundarstruktur von Regsppa,.10) kann es der
FadR-Unterfamilie zugeordnet werden. FadR ist emedes Acyl-CoA bindendes Protein,
das die Gene der Fettsaure-Biosynthese und dieAldsaus reguliert (van Aaltest al,
2000, 2001). Durch die Kristallstruktur von FadR isekannt, dass Vertreter dieser
Unterfamilie mit einer N-terminalenelix-turn-helixStruktur die DNA binden. Die zweiie-
Helix des Proteins stellt den Kontakt zum DNA-RU@kgher, die drittex-Helix ist fur die
Interaktion mit der grof3en Rinne der DNA verantWwoit Der C-terminale Bereich von FadR
ist in die Dimerisierung des Proteins und die Bimglueines proteinspezifischen
Effektormolekils involviert (Rigalet al, 2002; Tropel & van der Meer, 2004). Ein weiterer
charakterisierter Vertreter der GntR-Familie ishBpvonAlcaligenes eutrophu@htsuboet
al., 2001). BphS reguliert die Expression dgdrOperons, dessen Genprodukte am Abbau
von polychloriertem Biphenyl beteiligt sind. Nachade&-Hydroxy-6-oxo-6-phenylhexa-2,4-
diensaure, einem Intermediat des polychlorierteph&nyl-Abbauweges, an BphS bindet,
lasst die Bindungsaffinitat zum Promotor nach umsdkemmt zur Expression ddsph

Operons. Erstaunlich ist hier, dass das oben etw&kischenprodukt und nicht Biphenyl die



Expression des Operons durch Bindung an den Repriggiiziert. Weiterhin konnte fur die
am Abbau involvierten Gene der beiden aromatischerbiidungen Vanillat und
Phenylessigsaure von Morawsdd al. (2000) und Ferrandeet al. (1998) gezeigt werden,
dass die Expression durch Vertreter der GntR-Famdguliert wird. Normalerweise weisen
die Vertreter der GntR-Proteinfamilie im C-termieal Teil, ventuell bedingt durch die
Bindung unterschiedlicher Substrate, keine hoheentlthiten auf. Die abgeleitete
Aminosauresequenz der Regulatorproteine der StaArtheobacterspec. PylA. aurescens
TC1, N. farcinicaStamm IFM10152und Rhodococcuspec. Stamm RHAL weisen jedoch
signifikante Ahnlichkeiten tUber die gesamte Pratequenz auf. Das konnte darauf beruhen,
dass an diese Vertreter P2C bzw. &hnliche Substanzelie substratspezifische C-terminale
Doméane binden. So koénnte Reg den Regulator derP@@-Abbau beteiligten Gene
darstellen und die homologen Proteine aus der @stectGruppe | kdnnte diese ebenfalls
regulieren. Von Ohtsub@t al. wurden fur BphS durcHootprintAnalysen vier DNA-
Bindestellen identifiziert, welche eine Consensasgtfnz von A-%-T besitzen. Durch das
Programm Memé (Timothy et al, 1999 konnten in der Nukleotidsequenz vArthrobacter
spec. Pyl stromabwarts varemeine putative Reg-Bindestelle auf dem 5°-3"-Strang) vier
auf dem 3°-5°-Strang identifiziert werden (Abb. 10Q)iese finf Motive besitzen mit der
Consensus-Sequenz ApXI' eine ahnliche Consensus-Sequenz wie BphS 1§Ax Die
maoglichen Bindestellen liegen in der Region von izptativen Promotoren P1 und P2,
welche die Expression der Gene degcGenclusters initiieren konnten. Es ist noch
anzumerken, dass sich die Bindemotive dieser Regtdanilie stark unterscheiden und sich
aus den bisher bekannten Sequenzen keine Gemeiisamibleiten lassen. Reg konnte
demnach an der Regulation daegcOperons beteiligt sein. Ein Modell der Regulatabes

pyc-Operons wird an spaterer Stelle diskutiert.

Die abgeleitete Aminosauresequenz des sichegnanschlieRenden Gemsembesitzt die
hdchsten Identitaten zu Transportern d&jor facilitator superfamil(MFS), die ebenfalls
alsuniporter-symporter-antiporter familgezeichnet wird. Diese Superfamilie wurde von Pao
et al. (1998) aufgrund von Ahnlichkeiten in der Protemusenz in 17 Unterfamilien eingeteilt.
Die MFS transportieren kleine Molekile gegen eirmtiemiosmotischen lonengradienten.
Mem konnte aufgrund des Vorhandenseins der SequaivaP-(LIV)-G-(GAS)-x-(LIVF)-
(LIVFM)-G-x3-D-(RK)-x-G-R und G-%-(DE)-(RK)-x-G-(RK)-(RK) in die Metabolite:H
Symporter-(MHS)-Unterfamilie eingeordnet werden lang C). Im Alignment mit
Proteinen, die die hochsten Identitaten zu Mem tbesj sind diese Motive ebenfalls



konserviert. Diese konservierten Reste sind im ekeilten Alignment grau unterlegt. Es
wird deutlich, dass das erste Motiv, welches siomer zwischen der zweiten und dritten
Transmembran-Domane befindet, zu 100% mit der Kussequenz des Motivs
Ubereinstimmt. Im zweiten Motiv ersetzt nur ein Wilaest den ersten Glycinrest. Das
letztgenannte Motiv ist jedoch auch bei anderentrg@r der Unterfamilie nicht zu 100%
konserviert (Paet al, 1998). Eine Funktion wurde diesen Motiven bishieht zugeordnet.
Es wird aber vermutet, dass die Aminosauren disksive an der Konformationsanderung
des Proteins wahrend des Transports involviert. dine transportierten Substrate der bisher
charakterisierten Vertreter der MHS-Unterfamilie siteen, wie P2C, alle eine
Carboxylgruppe z.B. Prolin, Betain, Citrat;Ketoglutarat und 4-Methylphthalat. Fir die 4-
Methylphthalat spezifische Permease \RBurkholderia cepaciaPc701 wurde beschrieben,
dass zwei Carboxylgruppen ortho-Stellung fur den Transport essentiell sind (Saint
Romas, 1996). Die-Ketoglutarat Permease PhoA vén coli besitzt laut Seol & Shatkin
(1991, 1992a,b) 12 Transmembranhelices, Mem hingage 10. Da die Voraussage nur auf
der Berechnung des ProgrammesTMpred beruht (http://www.ch.embnet.org/
software/TMPRED _form. html), ist es mdglich, dasserM ebenfalls wie alle anderen
Vertreter der MHS-Familie 12 Transmembrandomé&nesitdie Bei mem konnte es sich
demnach um das Gen einer P2C-Permease handelhhewatcden Transport von P2C in die

Bakterienzelle verantwortlich ist.

Die abgeleitete Aminosauresequenz des stromabwa@mntsiemliegenden Gengit zeigte die
hdchsten Identitaten zu verschiedenen putativerdAsan, Nitrilasen und Cyanid-Hydratasen
welche miteinander eng verwandt sind (Tab. 10, AghB). Die Katalyse von R-CN zur
korrespondierenden Saure und f\ddnn in einem Reaktionsschritt im Falle der Nasgn (R-
CN — R-COOH) oder in zwei Schritten tber ein Amid-Imbexdiat erfolgen, katalysiert von
Amidasen und Cyanid-Hydratasen (R-CN R-CONH, — R-COOH; O'Reilly & Turner,
2003). Von Bork & Koonin (1994) und Nowt al. (1995) sind verschiedene Sequenzmotive
beschrieben worden, die in Nitrilasen und Cyaniditdyasen konserviert sind. Angaben tber
deren Funktion wurden jedoch nicht gemacht. Durehcbtete Mutagenese konnte jedoch
gezeigt werden, dass das Gysler Nitrilase vonRhodococcus rhodochroud§22 und das
Cysigs der Nitrilase des Stammd&hodococcus rhodochrouHl fir die Katalyse essentiell
sind (Kobayashet al, 1991a,b). Es ist weiterhin bekannt, dass in veesienen Amidasen
eine Dreiergruppe aus Glu-Lys-Cys die katalytis&tivan Aminoséurereste des Proteins
darstellen, wobei der Cysteinrest dem von Kobayashal entsprechen kdnnte (1992a,b;



Novo et al, 2002). Die genaue Position dieser drei Reste isindrhalb der Nitrilasen und
Cyanid-Hydratasen variabel, jedoch im selben Béardar Proteine zu finden. Im Fall von Nit
kann postuliert werden, dass die Restesgplitlys11-Cysisaz die katalytische Triade bilden
konnten (Anhang D), da sie ebenfalls in den Seqgrerder Proteine mit den héchsten
Identitdten zu finden sind und in den entsprecheridemanen des Proteins zu finden sind,
die von Kobayashet al. (1992a,b) und Novet al. (2002) angegeben wurden. Weiterhin
konnten die konservierten Motive hxhhhhPEhhxxGh unthhtPDG in der
Aminosauresequenz der Proteine mit den hdchstenitéien gefunden werden (Anhang D).
Diese Motive wurden von Bork & Koonin (1994) durdas Programmmultiple alignment
construction and analysis workberic{Bchuler et al, 1991) identifiziert, ohne ihnen eine
Funktion zuzuordnen. Es wurde jedoch vermutet, dabess Glutaminsdurerest des ersten
Motivs an der Spaltungsreaktion beteiligt ist. DagssAbbau von P2C ebenfalls eine Nitrilase
bzw. eine Amidohydratase beteiligt sein kdnnte, deuschon von Hormann & Andreesen
(1994) postuliert. So war es nicht tUberraschends da der Nahe vopycAein solches Gen
gefunden wurde. Von Jandhyalat al. (2005) wurde ein Reaktionsschema fir
Cyanidhydratasen postuliert welches ebenfalls farwbn Nit katalysierte Reaktion gelten
kdnnte (Abb. 36). So kdnnte der Glutamatgst der katalytischen Triade als Base fungieren
und den Cysteinregl aktivieren, der daraufhin das Amin nukleophil anfgr(Abb. 36, 1.).
Daraufhin aktiviert der Lysienregt ein Wassermolekul, woraufhin es zur Hydrolyse des
entstandenen Imins kommt (Abb. 36, Il.). Im Ansasludaran kommt es zur
Ammoniakabspaltung (Abb. 36, IIl.). Der Glutamatsgsleitet daraufhin eine zweite
Hydrolyse ein, wodurchi-Ketoglutarat entsteht (Abb. 36, 1V.). Das abgegra NH steht
dem StammArthrobacter spec. Pyl anschlieend als Stickstoffquelle zufieng. Das
Strukturanaloga von P2C 5-Oxoprolin wird durch Ardagerung von zwei Wassermolekilen
in L-Glutamat gespalten. In dieser Kgabhangigen Reaktion hydrolysiert die 5-Oxo-L-
prolinase jedoch ein ATP und spaltet 5-Oxoprolinsolven G-N1 (Seddoret al, 1984; Liet
al., 1989). Die 5-Oxo-L-prolinase besteht aus zwei lgonenten, A und B, deren molekulare
Massen 112 und 82 kDa betragen. Wie 5-Oxoprolind wi-Methylhydantoin, in einer
ahnlichen Reaktion, von einer N-Methylhydantoin-Aotiydrolase zu N-Carbamylsarcosine
hydrolysiert (Hermanrt al, 1992). Die sich anschlie3ende Hydrolyse zu Samkd&H; und
CO, wird von einer N-Carbamylsarcosine-Amidohydroldssalysiert, deren molekulare
Masse 34 kDa betragt. Von N-Methylhydantoin-Amiddiofasen gibt es ATP abhangige (J.
M. Kim et al, 1987) und ATP unabhangige Enzyme (Hermanal, 1992). Nit wies jedoch
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keine Ahnlichkeiten zu Proteinen auf, die am Abbsan 5-Oxoprolin oder N-
Methylhydantoin beteiligt sind. Weiterhin untersen sie sich hinsichtlich ihrer

Molekllmasse.

An nit schlie3en sich die Gemg/cC, pycA, pyclund pycBin der angegebenen Reihenfolge
an. Das GermpycA stellt das gesuchte Gen der P2C-MO vamthrobacter spec. Pyl dar.
Schon in einer vergangenen Arbeit konnte der NAtathkodierende Teil vopycAkloniert
und sequenziert werden (Wolsch, 2001). Damals wiedggestellt, dass die abgeleitete
Aminosauresequenz des N-terminal kodierenden vioeilpycA die hdchsten Identitdten zu
Zwei-Komponenten-MO zeigt. Die P2C-MO vduathrobacterspec. Pyl wurde jedoch von
Hormann & Andreesen (1994) als Ein-Komponenten-M@rakterisiert, da fur die Katalyse
der Reduktion des Flavins und der Hydroxylierung &C nur eine Protein-Komponente
bendtigt wurde. Bis zum damaligen Zeitpunkt waressahliel3lich Sequenzdaten von Ein-
Komponenten-Flavin-abhangigen-MO bekannt. Somitegatie von Hormann & Andreesen
(1994) ermittelten N-terminalen Aminosauren der M2C von Arthrobacter spec. Pyl
keinen Anlass zu glauben, es kénnte sich nicht uma Ein-Komponenten-MO handeln. So
wurde in der Annahme es misse sich um eine Ein-Ko@mpen-MO handeln postuliert
(Wolsch, 2001), dass der damals noch unbekanntrmirtale Teil der P2C-MO aufgrund
einer Genfusion signifikante Ahnlichkeiten mit FlaReduktasen bzw. Ein-Komponenten-
MO haben kdnnte. Auch Notomisgd al. (2003) postulierten, dass MO in der Vergangenheit
durch genetische Rearrangements neue Domanen tenabgn konnten. Nachdem nun die
vollstandige Sequenz der P2C-MO bekannt ist, kaesedAnnahme nicht mehr gehalten
werden. Der C-terminale Teil des Proteins besitdaev Ahnlichkeiten zu Flavin-Reduktasen
noch zu Ein-Komponenten-MO. Vielmehr wird aus dem Anhang E dargestellten
Alignment deutlich, dass die gesamte Aminosaureserjyon PycA die héchsten ldentitaten
zu putativen Vertretern der TC-FDM-Familie und Vetérn, die als solche schon
charakterisiert wurden, aufweist (Abb. 33, Tab.. B konnten, wie es fur Proteine der TC-
FDM typisch ist, weder Flavin noch NAD(P)H-bindend8equenzmotive in der

Aminosauresequenz von PycA gefunden werden.

Stromabwarts, getrennt durplgcD, konnte das GepycBidentifiziert werden (Abb. 33). Die
abgeleitete Aminosduresequenz va@ycB zeigt die hochsten Identitditen zu den
korrespondierenden Flavin-Reduktasen verschied€rdreter der TC-FDM-Familie (Tab.
10, Anhang F), wie der P2C-MO voR. koreensisSedi2, der 4-Nitrophenol-MO von



Abb. 36: Vergleich der katalytischen Zentren von p-Hpa-MO von Thermus
thermophilus HB8 und C, von Acinetobacter baumannii nach Kim et al., 2007

Die Aminosaurereste, FAD un@EHpa degp-Hpa-MO vonThermus thermophiludB8 sind

in rot, gelb und grtin dargestellt. Die Aminosduséze FMNH und p-Hpa des g&Modells
sind in blau, weil3 und grau dargestellt.

Rhodococcuspec. PN1 (Takeet al, 2003) und der Phenol-MO vd@a. thermoglucosidasius
A7 (Duffner et al, 2000) sowie zu den abgeleiteten Aminosdureseguemner pycB
Homologen, welche in den Genclustern gefunden wekibanten, die groRe Ahnlichkeiten
mit dempycGencluster zeigen (Abb. 33; Anhang F). Wie im kalh PycA konnten auch bei
PycB weder Flavin- noch NAD(P)H-bindenden Motiveentifiziert werden. Galaret al.
(2000) postulierte, dass die Vertreter der TC-FDaMmritie im Gegensatz zu den Ein-
Komponenten-MO  keine konservierte  Flavinbindemotiveesitzen. Durch die
Kristallstrukturen dep-Hpa-MO G von Acinetobacter baumann(Alfieri et al, 2007) und
derp-Hpa-MO vonThermus thermophiludB8 (S. H. Kimet al, 2007) wurde deutlich, dass
die Flavinbindung im Falle dieser Proteine in eihgdrophoben Furche erfolgt. Obwohl
beide Proteine das gleiche Substrat abbauen sied Atininosauren, welche fur die
Koordination des Flavins und dgsHpa innerhalb der Proteine verantwortlich sind;hbi
konserviert (Abb. 36). Auch der Vergleich der Stuukn der Flavin-Reduktasen deHpa
von T. thermophilusHB8 (HpaG:, Kim et al, 2007 und der Phenol-MO vore.
thermoglucosidasiua7 (PheA2; van den Heuvel al, 2004) in Abb. 36 zeigte eine &hnliche
Bindung des Flavins. Die Fixierung des Flavinsje&toch auch hier, abgesehen von den
Resten Alags, Metyp und Pheg; (HpaC-Nummerierung), nicht durch konservierte Ansi@uren
realisiert, sondern durch unterschiedliche Aminoséste. Ebenfalls findet sich der Grund,
warum G von A. baumanniineben FMN auch FAD und Riboflavin nutzen kann, er d
Flavinkoordination. Im Gegensatz zu HpaBron T. thermophilusHB8 bei dem der

Ribityldiphosphoadenine-Rest des FAD durch die Amaduren Gliys, Argis; und Tygss
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Abb. 37: Vergleich der katalytischen Zentren von H@Cy von Thermus thermophilus
HB8 und PheA2 vonG. thermoglucosidasius A7 nach Kim et al, 2007

Die Aminosaurereste und das FAD des Hpd@odells sind rot und gelb dargestellt. Die
Aminosaurereste und das FAD des PheA2-Modellstslisna und grau dargestellt.

fixiert wird, bindet in G nur Higge an die Ribitylphosphat-Kette (Abb. 37). Die regikn, an
der Flavinbindung beteiligten Aminosaurereste, bmdn das Isoalloxazinringsystem. Wie in
der Einleitung schon angesprochen, stellt PheA2 @nthermoglucosidasiusA7 eine
Ausnahme beziglich des Flavins dar (van den Heevedl, 2004). PheA2 besitzt im
Gegensatz zu allen anderen Vertretern der TC-FDMiiaeinen FAD-Cofaktor. Daflr ist
der Loop 7 verantwortlich, der es PheA2 ermdglidas FAD so fest zu binden, dass ein
Verlust schwer moglich ist. Die Lange und die Ansaoresequenz dieses Loops ist in allen
verwandten Reduktasen, so auch in PycB sehr uhtedlich, so dass darauf die
unterschiedlichen Bindungsaffinitaten zu den Flesubstraten zurlickzufiihren sind (van den
Heuvel et al, 2004). Wenn dieses Prinzip auch auf andere Pwotder TC-FDM-Familie
ubertragen werden kann, dann wird das Flavin, andky bei den Ein-Komponenten-MO,
nicht durch streng konservierte Motive, sonderrcdukminosaurereste, die Uber das gesamte
Protein verteilt sind, koordiniert. Dies konnte d&rund sein, warum bisher keine
Sequenzmotive innerhalb dieser Protein-Familie mgdén wurden. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit von PycB (Anhang F), kaamgenommen werden, dass die Flavin-
Bindung durch ahnliche Proteinbereiche wie im Falh PheA2 und und Hpagterfolgt, die
Aminosauren jedoch nicht konserviert sind.

Eine weitere Eigenschaft der TC-FDM-Familie ist@sss die MO- und die Flavin-Reduktase
Komponente durch ein eigenes Gen kodiert werdee, i Regelfall in unmittelbarer
Nachbarschaft liegen. Aus Abb. 33 geht hervor, diss ebenfalls auf die meisten der MO-
und deren korrespondierenden Reduktase-Gene deklusem der Gruppe | zutrifft. Es

befindet sich nupycD bzw. dessen Homologe zwischen dem Reduktase undsEIO-Im



Falle vonR. koreensisSedi2 kam es wohl, wie oben schon postuliert,imarne genetischen
Rekombinationsereignis, wodurch Reduktase- und MD-§&pariert wurden.

Durch diese Eigenschaften kénnen die Proteine RywAPycB als Komponenten einer MO
der TC-FDM-Familie angesehen werden. Aufgrund aer Beckeret al. (1997) festgestellten
Eigenschaften und der SequenzibereinstimmungerP@eine (Anhang E und F) ist das
P2C-abbauende Enzymsystem \RrkoreensisSedi2, welches aus PyrA und PyrB besteht,
ebenfalls in die TC-FDM-Familie einzuordnen, obwali¢ Gene der Reduktase und MO,
vermutlich aufgrund eines Rekombinationsereignissehirch einen nicht naher

charakterisierten Bereich voneinander getrennt sind

Beim Vergleich der abgeleiteten AminosauresequenezpycC und pycD mit Datenbanken
konnten keine Identitaten zu bereits charaktetmsmeiProteinen gefunden werden. Jedoch
zeigten die abgeleiteten Aminosauresequenzen vénder BakterierA. auresceng C1, N.
farcinica IFM1015, R. koreensisSedi2, Rhodococcusspec. RHAL,Sphingomonasspec.
Ska58,B. cenocepaciaR. eutrophalMP134,Arthrobacterspec. FB24 und. radiotolerans
SRS30216 hohe Identitaten zu PycC und PycD (Abb.ABBang G und H). Auffallig ist,
dass die beiden Gene und ihre Homologen in der INasbhaft von Genen lokalisiert sind,
deren abgeleitete Aminosauresequenz die hochstanititen zu Vertretern der TC-FDM-
Familie besitzen (Abb. 33). Es ist bekannt, dasaeGelie fir Proteine kodieren, die am
Abbau aromatischer Verbindungen beteiligt sind, inftOperonstrukturen organisiert sind
(Diaz et al, 2001; Kitagawaet al, 2004; Louieet al, 2002; Beltramettet al, 1997). So
bestand zum einen die Mdglichkeit, dass diese Genméeine codieren, die Schritte des
Abbauweges katalysieren, in den auch die TC-FDM datsprechenden Genclusters
involviert ist. Andererseits kbnnte es sein, dassaeitere Komponenten der MO darstellen
bzw. sie in irgendeiner Weise beeinflussen. Einwgis auf die Funktion von PycC und

PycD konnte aus der Proteinsequenz nicht abgelegeten.

Abm ist zu den zuvor besprochenen Genen entgegengesétritiert. Die abgeleitete
Aminosauresequenz voabm besitzt die hdchsten ldentitaten zu Proteinen, keelden
ABMO zuzuordnen sind (Anhang ). Die Vertreter @iesMO-Familie sind an der
Biosynthese von aromatischen und makroliden Paly&et die vor allem alsAntibiotika
fungieren, beteiligt und besitzen weder einen asgdnen Cofaktor noch ein Metallion, um
den Sauerstoff zu aktivieren (Fetzner, 2002). Tetz katalysieren die ABMO die
Ubertragung von einem Molekiil des molekularen Ssaffs auf das Substrat, wohingegen



das andere Sauerstoffmolekul, wie bei anderen MOWasser reduziert wird. Es wird
vermutet, dass es sich hier um einen Radikalmeshus handelt (Fetzner, 2007). Die bisher
identifizierten und charakterisierten ABMO zeigentareinander kaum Sequenzidentitaten,
jedoch weisen sie eine @hnliche SekundarstruktufBab-Dinitz et al, 2006). Die in Anhang

| dargestellte Sekundarstrukt@o@paap) von Abm unterscheidet sich von der ActVA-Orf6-
MO (Baappaap), welche die Hydroxylierung von 6-DeoxydihydroKalagin zu Dihydro-
kalafungin katalysiert, nur durch das FehlenageHelix (Sciaraet al, 2003). Jedoch besteht
die Moglichkeit, dass die;-Helix von Abm unterbrochen ist und sich so zwiscldemf;-
und B,-Faltblatt doch zwei Helices befinden. Die Tetramagcin F1-MO (TcmH) von
Streptomyces glaucescenssitzt zu Abm eine Identitat von 15 % und einenlfdinkeit von

35 %. In ihrem Fall wurde ebenfalls postuliert,glas sich bei dem Reaktionsintermediat um
ein Radikal handeln konnte (Shen & Hutchinson, 198Rirch Einsatz von DEPC, einem
Reagenz welches Histidin blockiert, kam es zurstétidigen Hemmung von TcmH. So
wurde angenommen, dass ein Histidin-Rest mafgehlickler Katalyse beteiligt ist, ohne
jedoch weitere Studien dazu durchzufuhren. Im Ealt ActVA-Orf6-MO, die zur hier
beschriebenen Abm eine 19 %ige Identitat und 37e%4gnlichkeit aufweist, wurde der
Hiss-Rest mutiert. Dieser ist sowohl im Fall von Tcmid auch bei ActVA-Orf6-MO von
Streptomyces coelicoldonserviert. Die HigGIn-Mutante von ActVA-Orf6-MO zeigte nur
noch eine Aktivitat von weniger als 5 % (Kendretval, 1997; Kendrewet al, 2000). Im
Alignment von Abm konnten ebenfalls zwei konsenaeristidinreste identifiziert werden
(Hisg4 und Hisg; Anhang I). Durch die Struktur der ActVA-Orf6-MOunde jedoch Klar, dass
Hiss; und Tygs fur die Dimerisierung verantwortlich sind, welcira Fall der Hig,Glu-
Mutante von ActVA-Orf6-MO wahrscheinlich nicht mednfolgte, was zur Deaktivierung des
Proteins fuhrte (Sciaret al, 2003). Weiterhin fanden die Autoren, dass die Aoséurereste
Tyrsy, Asnsy, Trpss und Tyr, flr die Bindung des Substrates (6-Deoxydihydrdkiaigin)
und/oder die Katalyse verantwortlich sind. In deniAoséduresequenz von Abm ist jedoch
keiner dieser Aminosaurereste konserviert. Diesnt@rgedoch daran liegen, dass sich die
Struktur des Substrates von Abm deutlich von 6-Ddowdrokalafungin unterscheidet.
Durch Sequenzvergleiche wurde ein konserviertesWREBF(V/R)(R/W)H in den Proteinen
ActVA-Orf6-MO, TcmH und dem TcmH homologen Proteanis Streptomyces olivaceus
identifiziert (Fetzner, 2002), welches sich ebdafah Abm finden lasst (Anh. I). Eine
Funktion wurde jedoch nicht postuliert. Interess@if dass sich stromaufwarts in den
Genclustern voricmH und dem homologen Gen v@&ireptomyces olivaceuas Gen einer
Flavin-abhéangigen Ein-Komponenten-MO befindet (Rafeet al, 2001). In den in Abb. 33



dargestellten Genclustern konnte nur im Falle Rotlirobacterspec. Pyl und\. aurescens
TC1 ein ABMO-Gen in direkter Nachbarschaft gefundearden. Jedoch besitzen die
StammeArthrobacterspec. FB24, Rhodococcuspec. RHALR. eutrophalMP134 undB.
cenocepacidil2424 ebenfalls Gene, dessen abgeleitete Amineséquenz hohe Identitaten
zu ABMO aufweisen. Diese Gene liegen jedoch niglder unmittelbaren Nachbarschaft der
in Abb. 33 verglichenen Gencluster. Es kann postuliverden, dass Abm an der Synthese
eines Antibiotikums oder Farbstoffes beteiligt ISter sei angemerkt, dasthrobacterspec.
Pyl bei Wachstum unter Lichteinwirkung ein gelb@mtent bildet (Hormann, 1991; eigene
Beobachtungen).

4.1.2. Transkription und Regulation despyc-Genclusters

Um zu klaren, ob die identifizierten Gene am P2@#&b beteiligt sind, wurde deren
Transkription im Fall vorArthrobacterspec. Pyl mittelsiorthern blot, primer extension-
und RT-PCR-Analysen bei Anwesenheit von Succinat.22C als Wachstumssustrat im
Medium untersucht. Durch digorthern blot-und primer extensionfersuche konnten keine
Erkenntnisse Uber die Expression der untersuchtame @ewonnen werden. Dies kann vor
allem auf die geringen Mengen an RNA zurtckgefimerden, die sich in Folge des
schwierigen Zellaufschlusses des Stammethrobacter spec. Pyl isolieren lieRen. So
reichten die eingesetzten RNA-Mengen nicht ausmittels northern blotHybridisierungen
Transkripte zu detektieren. In deprimer extensiofExperimenten traten sehr viele,
unspezifische Strangabbriche auf, so dass diede aicswertbar waren. Die Abbriche
konnten auf Sekundarstrukturen zurtickgefuhrt werden

Mittels RT-PCR konnte gezeigt werden, dass die Gued, pycDund pycBkonstitutiv und
polycistronisch exprimiert werden. Es konnte jedatlider cDNA P2C-gewachsener Zellen
des StammeArthrobacterspec. Pyl eine grél3ere Menge an cDNA der o4, pychbund
pycB nachgewiesen werden. Dies lasst die Vermutung ass dliese Gene durch P2C
zusatzlich induziert werden. Das die P2C-MO desn8tasArthrobacterspec. Pyl offenbar
nicht P2C induziert, sondern vielmehr konstitutipemiert wird, stellte schon Hormann
durch western blotAnalysen mit spezifischen Antikdrpern gegen die M@mponente fest
(Hormann, 1991). Er konnte die P2C-MO vArnthrobacterspec. Pyl im Rohextrakt von
Glukose-, 5-Oxoprolin-, Prolin- und P2C-gewachseatien nachweisen. Aus welchem
Grund die oben angesprochenen Gene konstitutivireigt werden, kann nur spekuliert

werden. Es ist denkbar, dass die P2C-MO »atihrobacterspec. Pyl eine zweite Funktion



im Sekundarstoffwechsel besitzt, beispielsweisedeeiSynthese eines Antibiotikums, eines
Farbstoffes oder eines Siderophors. Die Synthess gjelben Farbstoffes unter Lichteinfluss
wurde schon angemerkt. Die Beteiligung an der S3geheines Siderophors macht die
28%ige Identitat mit PvcC voR. aeruginosalenkbar (Tab. 10). PvcC stellt eine MO dar, die
an der Synthese des Eisen-Chromophors Pyoverdaligeist (Stintzi et al, 1999). Die
Tatsache, dass in den beiden Stamieaurescen3 C1 undArthrobacterspec. Pyl das Gen
einer ABMO in der direkten Nachbarschaft zymgc bzw. pycthomologen Gencluster
lokalisiert ist, macht eine Beteiligung an einertidiotikumsynthese von PycA und PycB
ebenfalls wahrscheinlich. Die vollstandige Genomseg des Stammes. aurescensst in
diesem Zusammenhang wenig hilfreich, denn stromebvd&sabmhomologen Gens liegen
drei Gene, die fir eine ABC-Permease kodieren, undAnschluss daran Orfs mit
unbekannter Funktion. Da es mittefwimer extensiondntersuchungen nicht gelang,
maogliche Trankriptionsstartpunkte zu identifizier&ann tber die tatsachliche Expression der
Gene nur spekuliert werden. Der mogliche Transkmsistartpunkt eines putativen
Promotors P3 (Anhang A), der fir die Initiation demnstitutiv exprimierten Transkriptes
verantwortlich sein kdnnte, befindet sich vermitli@4 bp vor dem Startcodon vqycA
Dieser Promotor kénnte fur die Expression der GeyeC pycA und pycB verantwortlich
sein. In der Nukleotidsequenz vén aurescensICl konnte mit dem Programmmeural
network promoter prediction“an dieser Stelle kein Promotor identifiziert werde
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)Die Autoren des Programmes merken

jedoch an, dass nicht alle méglichen Promotorearerkwerden.

Weiterhin kann ein Transkript postuliert werdent aiem die Genenem, nit, pycCpycA,
pycD und pycB polycistronisch, P2C-induziert abgelesen werdeurch dieses Transkript
wirden die GengycA, pycDund pycB verstarkt abgelesen, was die hdéhere Menge an
synthetisierter cDNA dieser Gene erklaren wirde. Régulationseinheit dieses Transkriptes
kobnnte der putative Promotor P1 (Abb. 10) angesehesrden. Der mdgliche
Transkriptionsstartpunkt dieses Promotors befinsieh 108 bp vormem Ca. 200 bp
stromaufwarts von diesem Gdrefindet sich das Gen des putativen Regulators Eeg.
putativer Promotor P2, der mit dem moglichen PramoPl uberlappt, konnte die
Transkriptionsinitiation vorreg regulieren. Durch die putative Reg-Bindestelles glich in
diesem Promotorbereich befindet, kdnnte Reg dierdSgion des eigenen Transkriptes
reprimieren (Abb. 10). Eine vollstandige Reprimieguder Genexpression dpgcOperons

sollte durch die vier putativen Reg-Bindestellenstabwarts der beiden Promotoren mdglich



sein. Solche Arrangements in Regulatorregionen temebenfalls bei anderen Genclustern
gefunden werden, deren Genprodukte am Abbau vamaiiechen Verbindungen beteiligt
sind (Tropel & van der Meer, 2004). So nannten dan Meeret al. (1992) in diesem
Zusammenhang unter anderen die Gene QBtithmelet al, 1990), TcbhR(Leveauet al,
1994) und CatM(Neidle et al, 1989) als Regulatoren der GntR-Familie. CatR QadM
stellen die Regulatoren der Operons, welche am é&blen Catechol inP. putida und
Acinetobacter calcoaceticubeteiligt sind, dar. TcbR wurde im Zusammenhang mi
Chlorcatechol beiPseudomonaspec. P51 genannt. Bis auf Cadellen diese Proteine
Aktivatoren dar, welche nach Bindung des Effektdekils die Transkription aktivieren. Die
Lage der Gene dieser Regulatoren ist derregrjeweils &hnlich. Die Transkriptionsrichtung
ist entgegengesetzt zu der der zu regulierender @ebei der Abstand der Gene ca. 200 bp
betragt. ImpycGencluster befinden sich zwischen dem Startcodorreg und dem vormem
221 Nukleotide (Anhang A). Beziglich der Lokalisatides Gens solcher Regulatorproteine
gibt es jedoch auch Ausnahmen. So konnten Kasal. (1993) zeigen, dass sidatR auf
dem Chromosom voR. putidaPaW85 befindet, wohingegen das zu reguliergploeBA
Operon, welches fir die Gene einer Catechol-1,2¢@enase (PheB) und Phenol-MO
(PheA) kodiert, auf einem Plasmid lokalisiert istit dem Programm Mfold“ konnte nur
stromabwaérts vomycB eine hair pin-Struktur identifiziert werden, welche die Termiioat
der Transkription der beiden putativen TranskrigepycGenclusters einleiten konnte (Abb.
11). Hoonet al.(2005) analysierten 425 Rho-unabhangige Terminateo@Bacillus subtilis
dabei lag der Durchschnitt der freien Enthalpi® bei 25 °C bei -16 kcal/mol. Fi. coli
ermittelten sie im Durchschnitt einen Wert von Koél/mol. Der Wert des 13 bp langkair

pin des Terminators dgs/cGenclusters wurde vorMfold” bei einer Temperatur von 30 °C
mit -36,9 kcal/mol bestimmt. Im Vergleich &1 subtilisund E. coli, derenhair pin-Lange
durchschnittlich bei 9 und 7 bp liegt, ist deair pin der Terminatorstruktur depyc
Genklusters ungewdhnlich lang. Ein weiteres Merkeiaés Rho-unabhangigen Terminators
ist eine Thymin-reiche Sequenz nach dear pin. Diese ist zwar im Fall voArthrobacter
spec. Pyl durch ein Cytosin- und zwei Guanosinresteerbrochen, jedoch eindeutig
vorhanden. IrB. subtilisund E. coli besitzen die meisten Terminatoren 9-10 Thymin-Base
(Hoon et al, 2005). Es kann also postuliert werden, dass dienihation der Transkription
despycGenclusters durch die identifiziettia@ir pin-Struktur Rho-unabhangig erfolgt.

Aus diesen Ergebnissen kann man ein Modell fulRdigulation depycGenclusters ableiten

(Abb. 38). Die GenegycA, pycDund pycB werden konstitutiv transkribiert. Da sich im
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Abb. 23: Modell der Regulation degpyc-Genclusters.

Dargestellt ist dapycGenkluster bei Abwesenheit (A) und Anwesenheit P&C in de
Zelle (B). Das Finfeck symbolisiert P2C und diekZackstruktur das Abbauproduét
Ketoglutarat. Die Transkripte der Gene sind alswsche Pfeile dargestellt, dess
Richtung die der Transkription angibt. Die Gene igoderen Genprodukte sind in (
selben Farbe dargestelltie{y, Regulator; blau, Nitrilase; rot, Transport@nferschiedlich
Gruntone, Komponenten der P2C-MO; grau, unbekarmarsporter). Die putativen Reg-
Bindestellen sind als gelbe Striche markiert. Digapiven Promotoren sind mit P1, P2t
P3 markiert und der Rho-unabhangige Terminatorhals pin-Struktur dargestellt. Dit
Darstellung der Gen- und Proteingrof3en ist nichdstebsgetreu.

Bereich degeg-Promotors P2 nur eine putative Bindestelle flir Refindet, kénnte es zu
einer geringen Transkription vaeg kommen. Durch Bindung von Reg an die vier, sich
Promotor P1 anschlieRenden, mdoglichen Bindestdiliamte es zur Repression dpgc
Genclusters kommen. P2C gelangt durch einen unbékaTransporter in das Cytoplasma
von Arthrobacterspec. Pyl (Abb. 38, A), da das Gen des putativeélr Ransporters Mem
noch nicht transkribiert wird. Der Transport von@PRo6nnte beispielsweise durch einen
Prolin-Transporter tbernommen werden. So konntspbEsweise fur eine Prolin-Permease
von E. coli gezeigt werden, dass sie nicht durch P2C gehemndt (Riowland & Tristram,
1975), wie durch andere Strukturanaloga von Pl L-Proline, L-Prolinmethylester und
L-Prolinamid. Stattdessen kdonnte P2C wenn auchgeiingerer Effizienz ins Zellinnere
transportiert werden. Wurde P2C in die Zelle autgemen, bindet P2C an den C-terminalen
Teil von Reg, wodurch im N-terminalen, DNA-bindendeTeil des Proteins eine

Konformationsanderung induziert wird. Daraufhin mirdie Affinitdt zu den Bindestellen ab



und Reg dissoziiert von der DNA (Tropel & van deedd, 2004). Nun sind die beiden
Promotoren P1 und P2 nicht mehr blockiert und esrkbzur Expression des gesamgsic
Genclusters undeg (Abb. 38, B) Durch die Genprodukte wird der Abbau von P2Cozu
Ketoglutarat katalysiert. Durch die Abnahme der H&zentration in der Zelle kommt es
vermehrt zu P2C freien Reg-Molekllen, denen es madwieder mdglich wird, an den
madglichen Bindestellen im P1-P2-Promotorbereiclbinden und dadurch die Expression des

pycGenklusters zu reprimieren.

4.1.3. PycB, eine Flavin-Reduktase

PycBwurde im Rahmen dieser Arbeit heterologEncoli mittels des Vektors pASK-IBA3
exprimiert und als C-terminaléStreptag Il-Fusionsprotein anschliel3end charakterisiest.
besitzt eine molekulare Masse von 18,8 kDa. DuiehFdhigkeit die Elektronenibertragung
von NADH auf Flavine katalysieren zu kénnen, wurlgcB: die Funktion einer Flavin-
Reduktase zugeordnet. Dies konnte direkt, UbeNdiginderung des Flavinspektrums und
indirekt Uber die Reduktion von terminalen Elek&onakzeptoren wie Cytochrom ¢ und
Sauerstoff nachgewiesen werden. Flavin-Reduktag$emdn aufgrund des Vorhandenseins
oder des Fehlens eines gebundenen Flavincofakiokdasse |- und Klasse Il-Reduktasen
eingeteilt werden (Tannet al, 1996, Niviereet al, 1998). Klasse I-Enzyme besitzen durch
einen fest gebundenen Flavincofaktor ein typisélaginspektrum. Klasse [I-Enzyme weisen
kein solches Spektrum auf. Dieser Klassifikatiolgédnd, muss PycB der Klasse II-Reduktase
zugeordnet werden, da nach der Reinigung des Rsotain Flavin-Spektrum detektiert
werden konnte. Weiterhin wurde PycB aufgrund vogugez-ldentitaten im Rahmen dieser
Arbeit in die Familie der TC-FDM eingeordnet.

Die hochste NADH-abhangige Cytochrome c-Reduktiamckd PycB erfolgte bei einer
Temperatur von 35 °C und den pH-Werten von 4 utd Die optimale Temperatur ist mit
der der gemessenen P2C-MO-Reaktion Yothrobacter sp. Pyl identisch (Hormann &
Andreesen, 1994). Auch das pH-Optimum bei 7,6 deotth mit dem fur die P2C-MO
ermittelten Wert. Ungewdhnlich ist der zweite PbakpH 4. Ein solches pH-Profil mit Peaks
bei 5,2 und 8,5 wurde ebenfalls bei der Flavin-Reéake der Nitrilotriacetat-MO NmoB von
A. aminovorans(syn. Chelatobacter heint?ii gefunden, ohne dass die Autoren nahere
Angaben dazu machten (Russellal, 2004). Im Fall von PycBkann der Peak bei pH 4

eventuell auf die Eigenschaften des als terminatdektronenakzeptors verwendeten



Cytochrom c zurlckgefuhrt werden. Die Elektronerrdee, von PycB katalysiert, vom
NADH auf das eingesetzte Flavin Ubertragen. Ane@a@nd reagiert das reduzierte Flavin in
einer PycB unabhéngigen Reaktion mit Cytochrom c. Da Cytochooebenfalls ein Protein
darstellt, unterliegt es ebenfalls den Auswirkungen pH-Wert-Anderung. So kénnte sich
auch die Fahigkeit von Cytochrom c andern, Eleldroraufzunehmen, was die hohe
detektierte Aktivitat bei dessen Verwendung erkiasgirde.

Interessant war, dass es in Anwesenheit von P26neun starkeren Flavin-Reduktion kam als
ohne Zugabe. Eine solche Beobachtung machten auaiyehet al. (2001) im Falle von €
der korrespondierenden Reduktase @erpa-MO G von A. baumannii Ihre Groélie
entspricht 32 kDa (Tab.18). Diese GrolR3e ist selyewdhnlich fur eine Flavin-Reduktase
deren molekulare Masse sich meist zwischen 18 und&2a bewegen. Im N-terminalen
Bereich betragt die Identitdt von; CGu den ,normalen“ Reduktasen PheA2 vGh
thermoglucosidasiug7 (Duffner et al, 2000, van den Heuveit al, 2004) und PycB 39 %
und 28 %, die Ahnlichkeit 62 % und 47 %. Fur dete@ninalen Teil von ¢ welcher den
.,nhormalen” Flavin-Reduktasen fehlt, wurde postulietass ermp-Hpa bindet, wodurch £
aktiviert wird. Die Flavin-Reduktion erhdhte sich am den Faktor 30 (Sucharitaked al,
2005). Fir eine Interaktion vgmHpa mit dem C-terminalen Teil vorny Gegen jedoch noch
keine Daten vor. Durch die Kiristallisation vory @it gebundenenp-Hpa kénnte man
Naheres Uber die Substrat-Protein-Interaktion eefahNmoB, die Flavin-Reduktase der
Nitrilotriacetate-MO (Tab. 18) voA. aminovorandesitzt eine mit €vergleichbare Groélie
von 35 kDa (Uetzet al, 1992). Fiur dieses Protein wurde ebenfalls ein@vikung der
Reduktase-Komponente durch das Substrat der Mhbbeken (Knobekt al, 1996; Russell
et al, 2004). Diese Eigenschaft scheint auf alle Fla&¥atuktasen dieser Grol3e zuzutreffen.
Da PycB eine solche C-terminale Doméane nicht besitmiss die Bindung von P2C von

anderen Teilen des Proteins erfolgen.

Hinsichtlich ihres Substratspektrums gibt es im | Fder Flavin-Reduktasen groR3e
Unterschiede. So besitzen viele Vertreter die Héiigneben FAD ebenfalls FMN und
Riboflavin als Substrat zu nutzen (Tab. 16 undwi®) z.B. G von A. baumannii(Klasse I-
Reduktase) und PheA2 (Klasse Il-Reduktas&),thermoglucosidasiua7 (Duffner et al,
2000; Chaiyenet al, 2001) und PycB Andere sind in ihrem Substratspektrum
eingeschrankter. So kann Ssuk (Klasse II-Reduktase. coli ausschlie3lich FMN und das
Flavoprotein dep-Hpa-MO vonP. putidaFAD reduzieren. Man konnte hier vermuten, dass



die Reduktasen nur Flavine reduzieren kdnnen, éi&kalrespondierenden MO auch nutzen
kénnen. Das bewahrheitet sich jedoch nur teilwelse kann man aus Tab. 18 entnehmen,
dass G und PheAl nur reduziertes FAD fur die Substratbygierung nutzen kénnen.
Jedoch ist die Affinitdt der Reduktase zu dem venMO verwendeten Flavin héher, so dass
dieses bevorzugt reduziert wird. Im Fall von Pyd&nnten fur die Substrate FAD, FMN,
Riboflavin und NADH apparenti,-Werte von 74, 163, 115 und 129 uM ermittelt werden
Im Vergleich zu anderen Flavin-Reduktasen sind ediégerte sehr hoch (Tab. 16), was
eventuell auf den am C-Terminus befindlict&reptag Il zuriickzufihren ist. Jedoch wurden
die Aktivitaten der dort verglichenen Werte, im @egatz zu denen von PycB und PyrB,
durch die direkte Messung der NAD(P)H-Abnahme dgthit Aufgrund der hohen
eingesetzten Flavin-Konzentration war eine MessueigNADH-Konzentration im Fall von
PycB: jedoch nicht méglich. So absorbieren Flavine edénbei der Wellenlange 340 nm,
dem Absorptionsmaximum von NADH. So wurde stattsdasdie Reduktion des terminalen
Elektronenakzeptors Cytochrom ¢ photometrisch Vgrfdie ermitteltenK,-Werte sind so
ebenfalls abhéangig von der Reaktion des reduziéitavins mit Cytochrom c, woran PygB
nicht mehr beteiligt ist. Weiterhin ist zu beachtdiass das reduzierte Flavin nicht nur mit
dem Cytochrom c reagiert, sondern ebenfalls meraimveiteren, im Messansatz enthaltenen,
terminalen Elektronenakzeptor, dem Sauerstoff. ®Rsaktion findet jedoch sehr langsam
statt, so das sie vernachlassigt werden konnteteviie sind dieK,-Werte ebenfalls von der
Temperatur, dem pH-Wert und, wie man am Beispiei&vin-Reduktasen FRRund FRG
sehen kann, in einem hohen Mall von der Anwesenkeiterer Proteinkomponenten
abhangig. Es ist also festzustellen, dass die &len apparentei,-Werte nur bedingt

direkt mit anderen Werten vergleichbar sind, wasdéeioben geschilderten Probleme bei der

Tab. 16: K-Werte verschiedener Flavin-Reduktasen in uM
Protein Organismus FAD FMN Riboflavin  NADH NAD(P)H

y  Arthrobactersp.

PycB' Pyl 74 163 115 1290
PyrB?  R. koreensiSedi2 140
ActvB® S. coelicolor 1 6,6
Fre¥ E. coli 1,6 301
HpaG> E. coli 3 76

5) B. cepacia
TftC AC1100 4.4 51
C]_G) A. baumannii 28\ADH 12vapH
NmoB® A. aminovorans 40 185
FRG" V. fischeri 220/0,05, 120/3,8,
FRR® V. harveyi 8/0,3, 20/0,02,

U diese Arbeit? Beckeret al 1997, Filisetti et al, 2005, Niviere et al, 1997, Hubneret al, 1998%
Chaiyenet al, 2001,” Tu et al, 1979; Jeffers & Tu, 200¥) Lei & Tu, 1998; Jeffers & Tu, 2001
FAD. NADH, Lus Messungen wurden in Anwesenheit von FAD, NADH bizuciferase durchgefihrt



Ermittlung zuriickzufuhren ist.

Weiterhin wurde getestet ob die Aktivitat von PyafBirch das Vorhandensein verschiedener
lonen im Messansatz beeinflusst wird. Es ist von Brevin-abhangigen-MO bekannt, dass
monovalenter Anionen die Bindung des Flavins béessen und sich somit auch die
Proteinaktivitat verringert (Neujahr, 1983; Detni8eMassey, 1984). So war es denkbar, dass
sich die Anwesenheit solcher lonen ebenfalls aefAltivitdt von PycB auswirkt. Es gibt
jedoch auch Hinweise, dass verschiedene MO durehAgiwesenheit bestimmter lonen
aktiviert werden. So steigt z.B. die Aktivitdit dep-Hydroxybenzoate-MO von
Corynebacterium cyclohexanicumach der Zugabe von Ng(Fujii & Kaneda, 1985). NmoB
die Reduktase der NTA-MO voA. aminovorandst nur aktiv, wenn im Messansatz #n
Co?* oder M@* vorhanden sind, wobei die Enzymaktivitaten in denannten Reihenfolge
zunehmen. Auf welchen Effekt diese Aktivierung Wberuwvurde noch nicht geklart. Eine
Aktivierung von PycB konnte in dieser Arbeit fur keins der eingesetztemen gezeigt
werden, jedoch wurde eine Deaktivierung des Enzyorsallem durch MnGlund CuC}
festgestellt. Kupfer-lonen wirkten sich ebenfallegativ auf die Aktivitat der nativ
gereinigten P2C-MO aus (Hormann & Andreesen, 19%4)k MnCL ist ebenfalls ein
negativer Einfluss auf die P2C-MO véh koreensisSedi2 festgestellt worden (Becketral,
1997). Vermutlich beeinflusst vor allem €wurch unspezifische Bindung an Pycnd die
daraufhin erfolgende Konformationsénderung deselrstdie Proteinaktivitat. Weiterhin
konnen durch Kupfer-lonen infolge einer Fenton-RieakHydroxylradikale entstehen, die
im Anschluss daran beispielsweise mit den Cysteifieyptophan und Tyrosin von PygB
reagieren konnten, wodurch es zu Veranderungemrirsdkundarstruktur kommt (Davies &
Delsignore, 1987). Da es infolge der Flavin-Redwktund deren Entkopplung zur,®b-

Bildung kommt, ist dieses Szenario sehr wahrsclofini

4.1.4. P2C-MO vonArthrobacter spec. Pyl, der Prototyp einer neuen Unterfamilie de

Flavin-abhangigen Mehrkomponenten-MO

Nachdem durch Expressionsanalysen klar wurde,dlasEanskription der GergycA, pycB,
pycC und pycD u.a. auch P2C-induziert polycistronisch erfolgt uRgicB: als Flavin-
Reduktase charakterisiert werden konnte, stelife die Frage: warum es in Anwesenheit der
Proteine Pycgund PyclR zu einer Erhéhnung der von PycAnd PycB katalysierten P2C-
Hydroxylierungrate kommt? So wurden neljgycB auch pycA pycCund pycD heterolog



mittels pASK-IBA3 inE. coli exprimiert und anschlieRend éidreptag Il-Fusionsproteine
durch eine Ein-SchritStreptag-Affinitatschromatographie gereinigt. Anschliaekonnten
sie gemeinsam mit PyeBn enzymatischen Testansatzen eingesetzt werderlisdgensatz
zur P2C-MO vonR. koreensisSedi2, welche nach der Reinigung kein typischesk&pm
eines Flavoproteins aufweist (Becket al, 1997), konnte im Falle von PygAnach
Reinigung Uber ein&trepTactin-Sepharosesaule in An- und Abwesenheit vopi20FAD

in den Reinigungspuffern ein solches Flavin-Spektdetektiert werden. Nach Hormann &
Andreesen (1994) geht jedoch das an die MO gebenlewin bei der Reinigung der nativen
P2C-MO verloren. Eine Dissoziation des Flavins kerebenfalls bei anderen MO beobachtet
werden, beispielsweise bei deHpa-MO vonFlavobacteriunspec. (van Berkel & van Den
Tweel, 1991) und der Phenol-MO vdktinetobacterspec. (Beadle & Smith, 1982). Der
Verlust des Flavins kénnte auf die hohen Salzkomaganen in den Elutionspuffern
zuruckzufihren sein, da Neujahr (1983) im Falle BerKomponenten Phenol-MO voh
cutaneumnach Zugabe von 1 M KCI einen Ubergang von Enzytmigdenem zu freiem
Flavin beobachten konnte, was zur Inaktivierung lesgteins fihrte. Von Detmer & Massey
(1984) wird diese Tatsache zwar nicht bestrittedlogch wiesen sie ebenfalls nach, dass
monovalente Anionen die Dehydrierung des Flavina{#ydroxide der Phenol-MO
erschweren. So kann die oxidierte Form des Enzyiolg wieder hergestellt werden und ein
erneuter Katalysezyklus ist nicht moglich. Um dBCPMO vonArthrobacterspec. Pyl nativ
bis zur Homogenitat zu reinigen sind drei Reinigasuipritte nétig, wobei zur Elution des
Proteins bis zu 1 M KCI eingesetzt werden. Im Falher Ein-Schritt Streptag-
Affinitatschromatographie sind solche hohen Salzlemtrationen nicht noétig, dadurch bleibt
das Flavin an der MO gebunden, auch wenn Kkein Zid#s Flavin in den
Chromatographiepuffern enthalten ist. Dies bedejg@bch auch, dass PygAnit einem
gebundenen Flavin i&. coliund so wahrscheinlich auch Arthrobacterspec. Pyl vorliegt.
Fest gebundene Flavin-Cofaktoren sind bisher nur Em-Komponenten-MO bekannt wie
z.B. derp-Hydroxybenzoat-MO vorP. fluorescensozw. der Flavin-Reduktase des Zwei-
Komponenten-Systems der Phenol-MO v@n thermoglucosidasiug\7 (Wierengaet al,
1979; Schreudeet al, 1989; Kirchneret al, 2003). Das fest an PycA gebundene Flavin
wirde somit einen echten Flavin-Cofaktor darstellad nicht wie bei den TC-FDM-Familie
ublich ein diffundierendes Coenzym. In Anlehnungd@a Ergebnisse von Sucharitalatlal
(2006) kann man ein Reaktionsschema fur die Reoluktles PycA-gebundenen FADs

postulieren (Abb. 39). Im Fall dep-Hydroxybenzoat-MO vonP. fluorescenskonnte
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festgestellt werden, dass erst das zu hydroxyleereSubstrap-Hpa an der MO binden muss,
um die Reduktion des Enzym-gebundenen Flavins duzieren (Palfeyet al, 1999). Dies
wirde dem Reaktionsschema A bzw. @&tsprechen. Im Fall von;Boindet jedoch erst
FADH, und erst nach erfolgter Substratbindung findet Eliektronentbertragung auf das
Enzym-gebundene FAD statt. Aufgrund der Zuordnumig RycA zu den TC-FDM ist jedoch
auch das Schema Bndglich, in dem es erst zur Elektronentbertragumg FADH, auf das
PycA-gebundene FAD kommt und anschlieRend, analag & von A. baumannii
(Sucharitakulet al, 2006), zur Reaktion mit molekularem Sauerstofmz®ycA-C(4a)-
Flavinhydroperoxi-Komplex der bis zur Substratbingstabilisiert wird.

Im Gegensatz zu PygAkonnte in den Spektren von PygBPycG und PycR weder ein

Flavin noch ein FeS-Zentrum nachgewiesen werden.

Durch Hormann & Andreesen (1994) und Beckerl. (1997) konnte fur die P2C-MO von
Arthrobacter spec. Pyl undR. koreensisSedi2 ein NADH-, FAD- und P2C-abhangiger
Sauerstoffverbrauch mittels Sauerstoffelektrode wide NADH- und FAD-abhéngige
Cytochrom c-Reduktion nachgewiesen werden. Die WNEL-von R. koreensis Sedi2
benétigte fur die P2C-Hydroxylierung neben der MOmnkponente PyrA noch eine
zusatzliche Reduktase-Komponente PyrB. PyrB wurde Becker (1997) als Flavin-
Reduktase charakterisiert, welche die Ubertraguog Elektronen von NADH auf FAD
katalysiert. FUr PycA konnte in Anwesenheit von NADH und FAD weder ei@CP
induzierter Sauerstoffverbrauch noch die Redukties eingesetzten Cytochrom c festgestellt
werden. Dies legte die Vermutung nah, dass Rya#ar 16slich aber inaktiv ii. coli vorlag.
Da die P2C-MO vorR. koreensisSedi2 als Zwei-Komponenten-MO charakterisiert veurd
und die abgeleitete Aminosauresequenz der Genkddiesten Identitdten zu Vertretern der
TC-FDM-Familie besitzen, bestand aufgrund der hoBequenzahnlichkeiten der Proteine
die Mdglichkeit, dass es sich bei der P2C-MO Yathrobacterspec. Pyl ebenfalls um eine
Zwei-Komponenten-MO handelt. Unterstitzt wurde éidhese von den Tatsachen, dass
pycB in dieser Arbeit als Gen einer Flavin-Reduktasenidiziert werden konnte und vor
allem dadurch, dagsycAundpycBgemeinsam transkribiert wurden. Um nachzuweisess da
PycAc doch enzymatisch aktiv i&. coli vorlag, wurde der P2C-Abbau mittels RP-HPLC
verfolgt. Durch diese Methode konnten schon Horm@®®1) und Beckeet al. (1997) den
P2C-Abbau nachweisen. Jedoch unterschieden sich Etlidionsprofile untereinander
aufgrund der verwendeten Laufmittel. Hormann (19@ityte in seinen Versuchen KP-Puffer
(pH 6) und ab 15 min einen Gradienten von 0-10%tdweil als Laufmittel, um den P2C-



Abbau und deren Reaktionsprodukt nachzuweisen. ltsdemwurde bei 200 nm detektiert.
Beckeret al. (1997) verwendeten in den ersten 9 min ebenfdidXiffer (pH 6), dann jedoch
20% Methanol und detektierten bei 255 nm. In diégeeit wurden 5% Methanol verwendet,
da ein Gradientenbildung aus technischen Grindent mndglich war. Nach ca. 2,6 min
eluierte kurz vor P2C eine Substanz, die dem pesteih Zwischenprodukt 5-OHP des P2C-
Abbaus zugeordnet wurde. Beckatr al. (1997) ordnete dem Hydroxylierungsprodukt von
P2C einen Peak zu, welcher nach 14,75 min elyieeieHormann (1991) nach ca. 20 min.
Die Substanz erwies sich in allen drei Fallen afdabil, so das eine genaue Identifizierung
nicht moglich war. 5-OHP sollte gegentber dem Pafgrand der zuséatzlichen OH-Gruppe
hydrophiler sein und somit bei Verwendung einesfal Losungsmittels eher eluieren (U.
Lechner, personliche Mitteilung). Auch das Realdodukt 3,4-Dihydroxyphenylacetat der
p-Hpa MO vonA. baumannii(Chaiyen et al, 2001) eluierte vor dem SubstrptHPA.
Ebenfalls konnten Prietet al. (1993) im Fall ihrer Untersuchungen beziglich eidbenol-
MO von E. coli mit breitem Substratspektrum zeigen, dass die Rteduder
Phenolhydroxylierung: Hydrochinon, Resorcinol undatéthol in der angegebenen
Reihenfolge vor Phenol eluieren. Weiterhin war zeoltachten, dass der Peak des
Reaktionsproduktes im Zuge des P2C-Abbaus stetiglru. Das Verhaltnis war zwar nicht
stochiometrisch, jedoch ist es moglich, dass dastelrende Zwischenprodukt ein anderes
Absorptionsspektrum aufweist (eine simultane Megsbei zwei Wellenlangen war aus
technischen Grinden nicht méglich). Becker (199)ittelte flr die instabile Substanz ein
Absorptionsmaximum von 280 nm.

Mittels HPLC konnte nachgewiesen werden, dass keilee Proteine PyGA PycE:, PycG
und Pycl} in der Lage ist, die Hydroxylierung von P2C allenu katalysieren. In
Anwesenheit von PycAund PycB konnte jedoch ein P2C-Abbau gemessen werden. Das
optimale Verhéltnis von PycAund PycB lag, wie im Fall der P2C-MO voR. koreensis
Sedi2, bei 5:1 (Beckest al, 1997). Bezuglich der Verhaltnisse von MO zu Redsk gibt es

in der TC-FDM-Familie gro3e Unterschiede: so liegt Fall der Phenol-MO vorG.
thermoglucosidasiua? und demp-Hpa-MO vonA. baumanniein Verhaltnis der Oxygenase-
Komponente zur korrespondierenden Reduktasen vd@hl2@or (Kirchneret al, 2003;
Chaiyenet al, 2001). Bei der Styren-MO betrug es 1:1 @seudomonaspec. VLB120
(Otto et al, 2004). Diese Unterschiede sind wahrscheinlich digf unterschiedlichen
Aktivitaten der Reduktase- und MO-Komponenten zkriiéiihren. Ist das Verhaltnis nicht
optimal, kommt es zu einer Erh6hung der Menge dnziertem Flavin im Ansatz, was zu

einer Begunstigung der,B,-Bildung fuhrt. Die Entkopplung der Flavinreduktidiahrt im



Anschluss zu einer geringeren Substrathydroxyligiom Vergleich zur eingesetzten NADH-
Menge. Uetzt al.(1992) konnten im Falle der Nta-MO vén aminovoransderen optimales
Verhéltnis von MO zu Reduktase bei 5:1 liegt, zejgiass sich die beobachtete Entkopplung
ebenfalls durch eine Erh6hung der Proteinkonzeatrdm Reaktionsansatz zuriickdrangen
lie. Im Zuge der Konzentrationserhéhung kommt inereVerkirzung der Strecke, die das
reduzierte Flavin von der Reduktase zur MO zurigihe muss. Dadurch verringert sich
ebenfalls die Zeit, in der es oxidiert werden kabieser Effekt ist jedoch nur zu beobachten,
wenn es tatsachlich zur Diffusion des reduziertéawviRs von der Reduktase- zur MO-

Komponente kommt.

Die gemeinsam von PygAund PycB katalysierte P2C-Abbaurate lie3 sich jedoch nialrt
durch die Optimierung des Verhaltnises von RyadB PycAs steigern, sondern ebenfalls
durch die Zugabe von PygQind/oder Pyck. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnen
die Komponenten PycA und PycB gemeinsam als Vertiddr TC-FDM-Familie angesehen
werden. DgpycCund pycD jedoch ebenfalls P2C-induziert exprimiert wurdeml @wich mit
pycAundpycBauf einem Transkript befinden, kénnte es sich lyeildPund Pyclum weitere
MO-Komponenten handeln. So besteht die Moglichlkdggs die P2C-MO voArthrobacter
spec. Pyl ein Vier-Komponenten System darstellstElte sich die Frage: welche Funktion
besitzen PycC (25 kDa) und PycD (14 kDa)? AnhamdAdeinosauresequenz konnten weder
Cofaktoren, Fe-S-Zentren noch andere Hinweise aaif Fdinktion von PycC und PycD
gefunden werden. Cofaktor-freie Proteine, die M@ der Hydroxylierung von Substraten

unterstiitzen, findet man bei:

1) bakteriellen Multi-Komponenten-MO (BMM) wie z.B. d@etrahydrofuran-MO von
Pseudonocardia tetrahydrofuranoxidaKd (Thiemeret al, 2003), der Phenol-MO
von Pseudomonaspec. CF600 (Nordlundt al, 1990; Powlowski & Shingler, 1990)
und der Methan-MO voMethylococcus capsulaty€oufal et al, 2000)

2) derp-Hpa-MO vonP. putida(Arunachalamet al, 1992; Arunachalaret al, 1994).

Aus diesem Grund wurde zuerst eine funktionelle wéerdtschaft zu diesen Proteinen
vermutet. Dass es Verbindungen von Flavin-abhang® zu BMM gibt, konnte durch
Nukleotidsequenzvergleiche von Notomigthal. (2003) gezeigt werden. Demnach kam es
zwischen einem Vorfahren einer Flavin-abhangigen-W&@ Pseudomonas picketti?tKO1

und einem Vorfahr einer BMM voR. putidaJS150 zu einem Rekombinationsereignis. Die



Autoren vermuten, dass durch die Neuordnung faacheshiftMutationen diese BMM neue
Untereinheiten (UE) erhielt und so die Funf-Kompaea-BMM Toluol-Benzol-2-MO von
P. putida JS150 und die Flavin-abhéngige Ein-Komponenten-M@enBI-Cresol-
Hydroxylase vonP. pickettii PKO1 (Kukor & Olsen, 1992; Johnson & Olsen, 1995)
entstanden sind. Es wird vermutet, dass die Flabimingige-MO dadurch erst befahigt war,
Phenol und/oder Cresol abzubauen. Solche Rearramensind vermutlich an der
Entstehung der Vielfalt der Abbauwege von aromh@sc und anderen Verbindungen
malfgeblich beteiligt gewesen, was ebenfalls dureh zhhlreichen, auf Plasmiden
mobilisierten Gencluster zum Ausdruck kommt (Priet@l, 1996; Leahyet al.2003, Diazet
al., 2001, Thiemeet al, 2003). Aus diesen Griinden war es nicht abweggdbn BMM
nach ahnlichen Proteinen zu suchen. Direkte Segeegieiche der Aminosauresequenzen
von PycC und PycD lieferten zwar keinen Hinweis @ine Ahnlichkeit zu einer Komponente
der BMM, jedoch wurden Ahnlichkeiten in der ausgeiitFunktion vermutet. BMM sind seit

langerer Zeit bekannt und charakterisiert. Sie sirad am Abbau von Phenol, Toluol, Benzol,

Tab. 17: Cofaktorfreie Proteine bei BMM

Protein Enzym Organismus Eigenschaften/Funktion
MmoB Methan-MO M. capsulatuBath - essentiell fuir die Hydroxylierung, aberhtiam
(16 kDay Elektronentransport beteiligt

- Induktion einer Konformationsanderung des
aktiven Zentrums dex-Untereinheit
Phi Phenol-MO  A. radioresistens - essentiell fir die Hydroxylierung, aber nicht am
(10 kDay S13 Elektronentransport beteiligt
- Ausrichtung voroBy zur Reduktase*
- Hemmung deoBy bei mehr als 1:1
DmpM Phenol-MO  Pseudomonasp. - bindet Phenol, woraufhin es mit dem Hydroxylase-
(10 kDay CF600 Komplex interagiert
- ist nur als Monomer aktiv und bildet bei héheren
Konzentration inaktive Dimere

AamD Alken-MO XanthobactePyl - essentiell fiir die Hydroxylierung, aber niaht

(11 kDay’ Elektronentransport beteiligt

TouD Xylene-MO  Pseudomonas - essentiell fir die Hydroxylierung, aber nicht am

(12 kDay’ stutzeri Elektronentransport beteiligt

kleine Toluol-2-MO Burkholderia - unterstitzt die Hydroxylierung, aber nicht am

Komponente cepacia Elektronentransport beteiligt

(11 kDaf’

T4MOD Toluol-2-MO Pseudomonas - unterstitzt die Hydroxylierung, aber nicht am

(12 kDa}’ mendocina&KR1 Elektronentransport beteiligt

DmpK Phenol-MO  Pseudomonaspec. - Eiseneinbau in diap-UE

(10 kDaf CF600 - bei htheren Konzentrationen Hemmung des
Hydroxylase-Komplexes

MmoD Methan-MO M. capsulatuBath - Eiseneinbau in digf-UE*, ist nur als Monomer

(OrfY, 12 kDaf) aktiv und bildet bei hdheren Konz. Dimere

- nicht essentiell fir den Hydroxylase-Komplex

*postulierte Funktion

Y Green & Dalton, (1985); Pulver et al, (1997)Griva et al, 2003 Qian et al, (1997); Cadieux and Justin
Powlowski (1999)# Powlowski, J., Sealy, J., Shingler, V., and Caxiiéti (1997)> Bertoniet al, 1998;°
Kazlauskaite et al. (1996% Pikus, 1996; Hemmét al, 2001;® Powlowski et al. (1995) Coufal et al,
2000; Merkx & Lippard (2002)



Methan und Tetrahydrofuran beteiligt und bestehendabis 6 Proteinen, deren Gene meist in
einem Operon organisiert sind (Merkx al, 2001; Notomisteet al, 2003, Thiemeet al,
2003). Bezuglich ihrer Operon-Zusammensetzung wurdie in 6 Gruppen eingeteilt
(Notomista et al, 2003). Allen gemein sind eine Reduktase- und eiegulatorische
Untereinheit (UE). Der N-terminale Teil der RedwddJE besteht aus einer Ferredoxin-
Doméane und der C-terminale aus einer NAD(P)H-abiggmg Reduktase-Doméane. Sie
katalysiert die Elektronentbertragung vom NAD(P)Heii ein Flavin zum N-terminalen
binuklearen FeS-Zentrum. In seltenen Fallen ist BEwin kovalent an die Reduktase
gebunden, wie z.B. bei im Fall der Tetrahydrofukd@- von P. tetrahydrofuranoxidan&1
(Thiemer et al, 2001; Kampferet al, 2006). Die regulatorische UE beeinflul3t den
Elektronentibergang vom FeS-Zentrum der Reduktase sogenannten Hydroxylase-
Komplex der die eigentliche Hydroxylierungsreaktiatalysiert. Er besteht aus jeweils zwei
UE, a undp. Es wird vermutet, dass diese beiden UE durch @eeduplikation entstanden
sind, jedoch betragen die Identitaten hinsichtladdr Aminosauren nur ca. 20 %. Der
Hydroxylase-Komplex wird im Fall von einigen BMM i zweiy-UE stabilisiert. Neben
diesen UE gibt es bei verschiedenen BMM weiteretditrte, deren Funktion noch
ungenigend bekannt ist (Tab. 17). Es handelt sictkleine Proteine von ca. 12 kDa, also
einer Grol3e die etwa PycD entspricht. DmpK ist eleeinsgesamt sechs Komponenten der
Phenol-Hydroxylase vofPseudomonaspec. CF600 und besitzt keinerlei Cofaktoren und
Redoxzentren. DmpK spielt eine Rolle beim Eisenainlin den Hydroxylase-Komplex,
wobei es zur Interaktion von DmpK und dem Hydroggl&omplex kommt (Powlowslet

al., 1996). Bei hoheren Konzentrationen von DmpK komest durch die Bindung von
weiteren DmpK-UE an den Hydroxylase-Komplex zurilindrung desselben. Eine solche
Funktion kann jedoch fiir PycC und PycD ausgeschiosgerden, da die P2C-MO keinerlei
Eisen-Schwefel-Zentren besitzt und nie eine Hemnderg=nzymaktivitdten von Pygfozw
PycB: in Anwesenheit von PygQund Pycl} beobachtet werden konnte, sondern genau das

Gegenteil.

Ein weiteres Protein ist MmoD, dessen Gen und dedsemolog 0rfY) z.B. in den
Genclustern der Methan-MO (MMO) van. capsulatuBath undM. trichosporiumgefunden
wurde (Tab. 17, Cardet al, 1991, Coufalet al, 2000). Die Aminosauresequenzen zeigte
keine signifikanten Ahnlichkeiten zu bekannten Birén. Die Funktion der beiden Proteine
ist noch unbekannt, auch konnte es noch nicht rng¢reinigt werden. Nach heterologer

Expression irE. coli konnte jedoch fir MmoD vonM. capsulatugBath) gezeigt werden,



dass es durch Bindung an den Hydroxylase-Kompleseti hemmt (Westt al, 1992).
Durch Antikoérper wurde nachgewiesen, dass das ed¥ kodierte Protein auch im.
capsulatusBath exprimiert wird (Merkxet al, 2001), also eine funktionale Rolle spielt.
Merkx et al. (2001) vermuten eine ahnliche Funktion wie DmpkadDrch wirde auch die

Funktion dieses Proteins fur PycC oder PycD austdnh.

Eine weitere Komponente der BMM wird von den Autorals Effektor- bzw.
Kopplungsprotein bezeichnet (Frolaatlal, 1992; Zhouwet al, 1999; Cadieux & Powlowski,
1999). So resultiert aus der Zugabe des Koppluogsps MmoB zum Reaktionsansatz zu
den restlichen Komponenten der MMO vdW. capsulatusBath eine Anderung der
Reaktionsrate und der Regioselektivitat der Hydliexyngsreaktion (Frolanét al, 1992).
Die Regioselektivitat kommt erst bei langerkettigeraliphatischen  Kohlen-
wasserstoffverbindungen zum Tragen, die ebenfallehddie MMO hydroxyliert werden
konnen. Fur solche Effektorproteine wurde mehrfaghliziert, dass sie direkt mit dem Fe-S-
Zentrum des  Hydrogenase-Komplexes interagieren, ocfed nicht an  der
Elektronentbertragung von der Reduktase beteiligti §Tab. 17). Meist spielen diese
Proteine nur eine unterstitzende Rolle wie im Hal Toluol-MO vonB. cepaciaund P.
mendocinaKR1 (Kazlauskaiteet al, 1996; Pikuset al, 1996). Das Effektorprotein der
Phenol-MO vonAcinetobacter radioresistenst jedoch fiur die MO-Aktivitat essentiell
(Griva et al, 2003). Diese Effektorproteine interagieren direkt dem Fe-S-Zentrum des
Hydroxylase-Komplexes, deshalb kdnnen PycC und/dtigD nicht die Funktion eines
solchen Effektorproteins tUbernehmen, da die P2C-M@@ bereits angesprochen, kein
solches Zentrum besitzt. Auch konnte bisher nie émeraktion von PycC und PycD mit
PycA und PycB beobachtet werden. Ein Zeichen fie eventuelle Interaktion verschiedener
Proteinkomponenten der P2C-MO, ist die gemeinsalumoR von PycA und PycB nach drei
Reinigungsschritten. Dies konnte jedoch ebenfalldalt sein, da PyrA und PyrB nach
mehreren Reinigungsschritten seperiert vorliegexckBr et al, 1997).

Im Falle der Flavin-abhédngigen-MO im engeren Sinmgzu die Ein- und Zwei-

Komponenten-MO gehdren, wurden bisher keine akzissben Proteine beschrieben (Tab.
1, Tab. 18). Die Ein-Komponenten-MO bestehen augereiKomponente, welche die
Reduktion des protein-gebundenen Flavins und digrékylierung des Substrates katalysiert.

Die am besten untersuchten Beispiele stellen diyqroxybenzoat-MO vorP. fluorescens
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und P. aeruginosadar (Entsch & van Berkel, 1995; Entseh al, 2005). Beide Proteine
unterscheiden sich nur in wenigen Aminosauren. Elein-Reduktion wird im Fall der
Zwei-Komponenten-MO, wie der P2C-MO vdR. koreensisSedi2, durch eine separate
Flavin-Reduktase Ubernommen (Becketr al, 1997). Das reduzierte Flavin diffundiert
entweder zur MO-Komponente, wie es fiir die TC-FDB¥iHie angenommen wird (Galaat
al., 2000), oder bleibt an die Reduktase gebundenmwikall der Alkansulfonat-MO voOI&.
coli, bis diese direkt mit der MO-Komponente interag{@&bdurachim & Ellis, 2006). Eine
Ausnahme stellte hier ein Protein dar, welches &amachalamet al. (1992, Tab. 18) im
Zuge der Charakterisierung deiHpa-MO vonP. putidabeschrieben wurde. In Anlehnung
an verschiedene Komponenten der BMM wurde es wel{applungsprotein bezeichnet und
besitzt eine molekulare Masse von 39 kDa. Die deladggep-Hpa-MO stellt ein 30 kDa
grof3es Flavoprotein dar, das ein typisches Flaekispm aufweist. Das Flavoprotein ist in
der Lage, die Elektronen von NADH auf das gebundé&tavin zu Ubertragen. In
Anwesenheit vomp-Hpa wird diese Reaktion um den Faktor 12 gesteigdath der Flavin-
Reduktion kam es in Anwesenheit des Kopplungspisteur Hydroxylierung vop-Hpa zu
3,4-Dihydroxyphenylacetat. War das Kopplungsproteiitht anwesend, kam es zur
Entkopplung der Flavin-Reduktion. Leider existieréar beide Komponenten keine
Aminosauresequenzen. Einp-Hpa-MO konnte ebenfalls vorA. baumannii bis zur
Homogenitat gereinigt und charakterisiert werdehai@enet al, 2001; Thotsaporret al,
2004, Tab. 18). Dip-Hpa-MO vonA. baumannibesteht aus einer 32 kDa grof3en Reduktase
C,;, welche die durchp-Hpa stimulierte Elektronenibertragung von NADH &&i¥IN
katalysiert. Es weist nach der Reinigung ein typeéscFlavin-Spektrum auf.,Gst eine 50
kDa grol3e Flavin-abhangige-MO, die als einzige hat@a Flavin-abhangige-MO reduziertes
FMN, FAD und Riboflavin fur die Substrathydroxylierg nutzen kann. Zwischen beiden
Hpa-MO gibt es Parallelen bezlglich des Reaktidrmsas. So reduziert; ¢, Flavoprotein®
von P. putidg von A. baumannii das Flavin, welches anschlieBend an, C
(,Kopplungsprotein® von P. putidg bindet, woraufhin ein Flavin-C(4a)-hydroxyflavin
ausgebildet und stabilisiert wird. Erst dann komest zur Bindung und anschlieRenden
Hydroxylierung vonp-Hpa durch G (,Kopplungsprotein“ vorP. putidg (Sucharitakuket al,
2006; Arunachalanet al, 1992; Arunachalam & Massey, 1994; Arunachaktnal, 1994).
Nach der Charakterisierung von Gnd G stellten Sucharitakugt al. (2006) die Vermutung
an, dass es sich bei dem Flavoprotein Yorputidaum eine Reduktase handelt, und das
.Kopplungsprotein* die korrespondierende MO daitté&ie Genomsequenz vdn. putida

ist inzwischen vollstandig bekannt, so dass, im R dieser Arbeit, mit Hilfe der



Proteinsequenzen von, @nd G zwei benachbarte Orfs identifiziert werden konnessen
Genprodukte das ,Flavo-, und das ,Kopplungsprotemt den abgeleiteten Gréf3en von 34
und 42 kDa darstellen konnten (Anhang J). Sie weldentitaten von 78 und 71 % zy @nd

C, auf. So kann mit hoher Wahrscheinlichkeit festgiéisiverden, dass es bisher keine
bekannten akzessorischen Proteine bei Flavin-aldpgmd/1O neben den Flavin-Reduktase
gibt.

Nachdem ausgeschlossen werden konnte, dass esbaicRycC und PycD um bereits
bekannte Proteine handelt, wurde vermutet, dasschshier um ein neues System handeln
kbnnte, das die Entkopplung der Flavin-Reduktionv.bzinerwiinschte Nebenreaktionen
verhindert. So ware es denkbar gewesen, dass PycBbwesenheit von P2C an die
Reduktase bindet und sie dadurch deaktiviert. Yed@ce diese Moglichkeit nur im Fall von
PycD mdglich, da PycC aufgrund der RT-PCR-Ergeleniasr P2C-induziert vorliegt. Eine
solche Deaktivierung von PygBonnte nicht beobachtet werden. Eine weitere Mbgkit,
einer Flavin-Oxidation entgegenzuwirken, ware di@sklerung des reduzierten Flavins durch
Bindung an PycC und/oder PycD. Um diese Mdglichkeittesten, wurde der Einfluss von
PycC: und/oder Pycb auf die Flavin-Reduktion durch PygRind die sich anschliel3ende
Bildung von HO, mittels Sauerstoffelektrode gemessen. Dazu  wurden
Endpunktbestimmungen vorgenommen, indem nach #olisger NADH-Oxidation dem
Messansatz Katalase zugefligt wurde. Wenn Pyo@/oder PycP in der Lage sein sollten
reduziertes Flavin zu binden und zu stabilisiesmn miusste in Anwesenheit von PycC
und/oder PycD weniger 4@, messbar sein als bei Abwesenheit. Es stellte satich heraus,
dass die Platinelektrode .8, autokatalytisch nach dem Reaktionsschema (1) umset
(Beechey & Ribbons, 1972) und somit eine Endpursdtiimenung durch diese Methode nicht

maoglich war.

H202+2e'+2I-F—>2H20 (l)

H,O, kann aber kolorimetrisch durch Dianisidin und Metich-Peroxidase bei der
Wellenlange 436 nm nachgewiesen werden. Leider d&sranwesende FAD die Messung, da
sich dessen Absorptionsmaximum bei 450 nm befinBete weitere Methode die ;8-
Menge zu bestimmen, ist der ,Boehringer-MannheinstTebei dem der Farbstoff 4
Benzochinon-monoimino)-phenazon entsteht, welclnetgnetrisch verfolgt werden kann.

Eine Akkumulation des Farbstoffes blieb bei diestest jedoch aus, vielmehr wurde der



Farbstoff, vermutlich durch Reaktion mit reduziertd-lavin, wieder abgebaut. Bei einer
Kontrolle in der nur HO, Meerrettich-Peroxidase, 4-Aminoantipyrin und 2,4-
Dichlorphenolsulfonsaure eingesetzt wurden bliegbFhrbung erhalten. Aus diesen Griinden
konnte ein Einfluss von PyeCund/oder Pycb auf die Flavin-Reduktion nicht durch die
H,O,-Entstehung verfolgt werden. Eine weitere Mdglidhkdie Reduktion des Flavins zu
untersuchen, ist die Messung des Absorptionsmaxsnipen 450 nm. Durch die Reduktion
des Flavins kommt es zur vollstandigen LéschungedieMaximums. So wurde die Reduktion
von 50 uM FAD durch PycBin Anwesenheit von 1 mM NADH und verschiedener
Konzentrationen von PyeQund/oder Pycb untersucht (Abb. 22 und 24). Weiterhin war im
50 mM KP-Puffer (pH 7,5) bei 35 °C ca. 250 uM, @nthalten. Es war nach einem
anfanglichen Plateau eine rapide Absorptionsabnabeie4d50 nm, je nach Qualitat der
Protein Praparation und eingesetzter Menge von gyoBch 3 bis 6 min zu beobachten,
welche sich dann wieder dem Ausgangspunkt annahereReaktionsverlauf l&sst sich in 3
Phasen einteilen, die sehr vereinfacht durch dakt®@sschema 2 dargestellten Reaktionen
R:1 und R gepragt sind.

R 2R
NADH + FAD — NAD + FADH; + O, —NAD + FAD + H,O, (2)
Ein Modell dieser Reaktion und der Verlauf der Kemtzationen von NADH, FAD und
Sauerstoff sind in Abb. 40 skizziert. Phase | istdatich gekennzeichnet, dass die
Geschwindigkeit von R langsamer als Rist, was dadurch deutlich wird, dass zwar

Sauerstoff verbraucht wird (Ergebnisse nicht gexeiedoch scheinbar kein reduziertes FAD
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Abb. 40: Modell der Konzentrationsanderungen von NAH und O, in % sowie die
Absorptionsdnderung von FAD durch die PycB katalysierte Reduktion bei 450
nm ohne (obere Kurve) und mit Zugabe von Pycgund PycDx (untere Kurve)

Im unteren Teil sind die Reaktionen NADH + FABD NAD + FADH; (R;) und FADH
+ O, —» FAD + H,0, (R) der beiden ablaufenden Reaktionen zueinander insaiteis
gesetzt. I, Il und Il markieren die verschiededrasen des Reaktionsablaufs.




gebildet wird. In Phase 1l ist die Geschwindigké®, aufgrund der geringen 0
Konzentration, geringer als die von,Rvas sich vor allem an der Zunahme der Menge des
reduziertem FAD zeigZum Ende von Phase Il schwéacht sichakfgrund der abnehmenden
NADH-Konzentration ab bis sie, nachdem NADH volistdy oxidiert ist, zum Erliegen
kommt. In Phase Il nimmt die Menge an Qurch Diffusion in die Messkuvette wieder zu,
und es kommt zur vollstandigen Oxidierung des rexften Flavin. Diese Phase wirde unter
Luftabschluss ausbleiben. Die Ergebnisse der Mggsyrin denen NADH, FAD und PyeB
in Ab- und Anwesenheit von unterschiedlichen Mengen PycG bzw. Pycld inkubiert
wurden, zeigten eine deutliche Zunahme an redemefAD, FMN bzw. Riboflavin bei
Anwesenheit der beiden letztgenannten ProteinkaBo postuliert werden, dass Pycahd
PycDx in der Lage sind, reduzierte Flavine eventuelbimden und damit vor der Reoxidation
zu bewahren. Interessant war, dass sich nach Zugabeeiner vergleichbaren Menge
Serumalbumin BSA zum Messansatz, ein ahnlicherkEffeobachten liel3 wie im Falle von
PycC und PycR. Nach Zugabe von Lysozym blieb dieser Effekt atsn Sawadeet al.
(2001) wurde festgestellt, dass BSA Flavine binklem, was die Ergebnisse erklaren wirde.
Durch die Bindung von BSA an FAD und FMN kdnntene8glich sein, dass die Oxidation
des reduzierten Flavins verhindert, indem der rieitezlsoalloxazin-Rest des Flavins nicht in
den Kontakt mit dem umgebenen aeroben Medium gelimgelcher Weise PycC und PycD
das reduzierte Flavin bindet oder schitzt, bleibgaklart. Zu vermuten ist, dass der
Isoalloxazinring von beiden Proteinen sandwichaggtpunden wird, ein Protein auf der
und das andere auf derSeite des Flavins. Dies wirde ebenfalls die eéhdifizienz
erklaren, mit der beide Proteine zusammen das rede£lavin vor der Oxidation bewahren
(Abb. 25).

Mit jeder der Komponenten der P2C-MO vémthrobactersp. Pyl nimmt die Menge an
reduziertem Flavin weiter zu (Abb. 41), so dasseangimen werden kann, dass die Enzyme
einen Komplex ausbildern vitro konnten fur die gereinigten PygAund PycB-Proteine
keine Interaktion mit den verwendeten Methodengkestellt werden, jedoch eluieren die
nativ gereinigten Proteine PycA und PycB aAsthrobacter spec. Pyl nach zwel
Reinigungsschritten noch in den selben Fraktioveas auf eine Interaktion der nativen
Proteine hindeuten kdnnte. Es kann vermutet werdiess deBtreptag Il die Interaktion von
PycAc und PycB stort. Denkbar ist weiterhin, dass erst der FlaylPycC-PycD-Komplex
mit PycA interagiert. Nach diesen Ergebnissen, karer ein neuer Mechanismus zur
Minimierung der Entkopplung der Flavin-Reduktionspdiert werden. In der Literatur sind

diesbeztiglich schon einige Moglichkeiten publiziedrden. Im Fall von €derp-Hpa-MO



von A. baumanniikonnte gezeigt werden, dass reduziertes Flavifrarm eines C(4a)-
Hydroperoxi-FMN-Enzymkomplexes stabilisiert wird.ied wird das C(4a)-Hydroperoxi-
FMN in einer hydrophoben Tasche des Proteins van #@ntakt mit dem Losungsmittel
bewahrt bisp-Hpa an das Protein bindet, woraufhin es zur Hygiesung des Substrates
kommt (Alfieri et al, 2007). Auch fur den FlavigrPycC-PycD-Komplex ist eine
hydrophobe Tasche denkbar. Die Anderung der Absariit Anwesenheit von PygA(Abb.
41) konnte man ebenfalls auf die Ausbildung einggAR-C(4a)-Hydroperoxi-FAD-
Komplexes zurtckfuhren. Im Fall der Ein- und ZwewKponenten-MO konnte einem
solchen Komplex ein Absorptionsmaximum bei 380 nigeordnet werden (Chaiyest al,
1997a; Chaiyert al, 1997b; Entsclet al, 2005; Sucharitakudt al, 2006). Im Fall der Ein-
Komponenten-MO wie z.B. dep-Hydroxybenzoat-MO vonP. fluorescenswird die
Entkopplung der Flavin-Reduktion dadurch verhinddess das Flavin erst reduziert wird,
wenn sich ein Enzym-FlavigSubstrat-Komplex ausgebildet hat (Entsch & vankBler
1995; Ballouet al. 2005). Dieser von Palfest al. (1999) als ,,Passwort“-Schutz bezeichneter
Mechanismus versagt jedoch bei Bindung eines Satbsiloga. Obwohl das Analoga nicht
hydroxyliert werden kann, kommt es zu Flavin-Redukt woraufhin es anschlieRend mit
molekularem Sauerstoff zu .8, reagiert (White-Stevens & Kamin, 1970). Im Fallr de
Vertreter der TC-FDM-Familie, wie z.B. derHpa-MO vonA. baumannikonnte weiterhin
gezeigt werden, dass die Gefahr der Flavin-Oxidatior allem bei dem Transfer des

reduzierten Flavins von der Reduktase zur MO beéskeh diep-Hpa-MO vonA. baumannii
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Abb. 41: Stabilisierung des reduzierten FAD durch ¢¢ Komponenten der P2CMO
von Arthrobacter spec. Pyl

Die Reduktion von FAD wurde bei 450 nm bei 35 °C5@ mM KPPuffer (pH 7,5
verfolgt. Die Reaktionsansatze enthielten 50 uM FAD, 1 mM NAB6uM P2C und 10
nM PycB.. Die Komponenten PycA PycG und Pycldz wurden mit eine
Endkonzentration von 400 nM hinzugegeben.



konnten keine Hinweise auf eine Interaktion von lRe¢ase- und MO-Komponente gefunden
werden (Sucharitakuket al, 2007), vielmehr besitzt die Reduktase €ne viel hdhere
Affinitat zu FMNoyx (Kgrmnox= 1,2 UM, Kaemnred= 250 pM) als die MO €und umgekehrt £
eine hohere zu reduziertem FMN. Durch die versdrnied Affinitdten kommt es zu einem
aul3erst effizienten Transfer des reduzierten Fadurch Diffusion, wobei nur sehr geringe
Mengen mit molekularem Sauerstoff reagierten. EBokhe Regulation der Bindung von
oxidiertem und reduziertem Flavin wurde ebenfallsi lWem ActVA/ActVB-System
(Kaemnox= 26 UM, Kgemnre= 0,4 UM flir die MO ActVA) vorS. coelicolorund derp-Hpa-
MO (Kgemnox= 70 nM, Kgevnre= 6 UM flr die Reduktase HpaB) vda coli beobachtet
(Louie et al, 2003; Valtoret al, 2005, Tab. 17). Im Fall dgrHpa-MO vonE. coli konnten
Galanet al. (2000) weiterhin zeigen, dass es trotz einer Twuagnder Reduktase- von der
MO-Komponente durch eine Protein-undurchlassige btam zur Hydroxylierungsreaktion
kam. Dies schliel3t eine direkte Interaktion beid@mponenten aus. Payret al. (2000)
merkten dazu an, dass die Reduktasen vieler Zweigbmenten-MO austauschbar sind, und
aus diesem Grund eine direkte Interaktion unwalistibh ist. Jedoch konnte duradnoss
linking-Experimente gezeigt werden, dass die AlkansulhD (SsuD) vorkt. coli mit der
korrespondierenden Reduktase (SsuE) interagierdyrdzchim & Ellis, 2006). Bei der
Styren-MO vonP. putidg welche nach van Berkeit al. (2006) zur Gruppe C der Flavin-
abhanigen-MO zahlwvird postuliert, dass der AMP-Rest des FAD durch-K@nponente
SmoA gebunden wird und gleichzeitig der IsoalloraRest durch die Reduktase-
Komponente SmoB reduziert wird. Daraufhin erfolger dTransfer des reduzierten
Isoalloxazin-Restes in die Nahe des aktiven Zergrumber MO woraufhin die
Substrathydroxylierung erfolgt (Kantzt al, 2005). Fur die sehr gut untersuchten
Luciferasesysteme voyl. harveyiund V. fischerj welche bisher nicht als TC-FDM-Familie
klassifiziert wurden, jedoch im Reaktionsmechanisrinlichkeiten zu dep-Hpa vonA.
baumannii aufweisen, konnte festgestellt werden, dass dieuRade-Komponenten in
Anwesenheit der Luciferase ihr Reaktionsschemaran@ieei & Tu, 1998; Jeffers & Tu,
2001). Die Reduktase-Komponenten beidéibrio-Arten gehen in Anwesenheit der
Luciferase von einem Ping-Pong- zu einem sequéatiidReaktionsmechanismus tber. Das
bedeutet, dass bei Abwesenheit der LuciferasenReduktase-gebundene Flavin-Cofaktor
mittels NADH reduziert wird. Anschliel3end binden eveiteres Flavin an die Reduktase, auf
das die Reduktionsaquivalente dann tbertragen weBkgs reduzierte Flavin dissoziiert von
der Reduktase und wird in der so genannten Durdddion oxidiert (Entkopplung). In

Anwesenheit der Luciferase hingegen, wird der remte Flavincofaktor der Reduktase



direkt auf die Luciferase Ubertragen. Dabei intengmn beide Komponenten miteinander,
worauf ebenfalls di&-Wert-Anerungen der Reduktase-Komponente fiir FMN NADH
zurtckzufiihren sind (Tab. 16). Die Interaktion &gfdoei V. harveyizwischen der Luciferase
und der monomeren Reduktase (Jeffetsal, 2003). Dies ist verwunderlich, wurde die
Reduktase doch als Dimer kristallisiert (Taneerl, 1996). Jedoch lag das Verhaltnis von
Reduktase zur Luciferase vivobei 3 uM : 172 uM. Bei eing{y fir das Monomer-Dimer
Gleichgewicht der Reduktase von 1,8 uM und dem Kermpus monomerer Reduktase und
Luciferase von 11 uM ist es so moglich, dass diftyr Menge der Reduktase als Monomer

vorliegt.

Nach den vorhandenen Daten kdnnen die bisher desisikrten Vertreter der TC-FDM-
Familie bezlglich ihrer Eigenschaften und MolekgtéRen in drei Gruppen eingeteilt
werden (Tab. 18, Abb. 42). lhnen allen ist gemelass sie eine Reduktase- und MO-
Komponente besitzen. Beide besitzen keine kongé&mieSequenzmotive zur Bindung des
Flavins bzw. NAD(P)H. Wie von Beckest al. (1997) und dann formal von Galaat al.
(2000) beschrieben, reduziert die Reduktase-Kommuengas Flavin, welches im Anschluss
zur MO-Komponente diffundiert, die es fur die Suatydroxylierung nutzt. Gruppe | mit
dem einzigen bisher biochemisch untersuchten Merirder P2C-MO vo@rthrobacterspec.
Pyl, wird dadurch charakterisiert, dass sie augs Kiemponenten besteht. Neben der
Reduktase- und MO-Komponente besitzt dieses SystesnHelferproteine-PycC und PycD,
die der Oxidation des reduzierten Flavins und satait Entkopplung des Elektronenflusses
entgegenwirken. Wie dieser Mechanismus genau fomietit muss durch weitere
Untersuchungen geklart werden. Es kann jedoch wetmwerden, dass die beiden
Helferproteine PycC und PycD eine hydrophobe Tasa&bilden, in der das reduzierte
Flavin vor dem Einfluss des molekularen Sauerstb&wahrt wird. Fehlt eines der beiden
Proteine, kommt es trotzdem zu einer gewissen dkten. Da die Tasche jedoch nicht
vollstandig ausgebildet werden kann, kommt es didmeur Oxidation des reduzierten
Flavins, aber langsamer als ohne PycC oder PycBs Ba weitere MO der Gruppe | geben
konnte, zeigen Sequenzvergleiche mit Genclustederan Bakterien (Abb. 33). Aufgrund der
hohen Identitdten der abgeleiteten Aminosaureseguekann angenommen werden, dass die
Genprodukte depycC-und pycD-homologen Gene dieser Gencluster die gleiche Famkti
besitzen. Weiterhin wird die Reduktase-KomponenyeBPdurch das Substrat der MO-
Komponente aktiviert. Es gilt abzuwarten, ob diefSesalle Vertreter dieser Gruppe zutrifft.

Gruppe Il besteht nur aus einer Flavin-Reduktasé-ainer MO-Komponente und stellt die



Vertreter der TC-FDM im Sinne von Becket al. (1997) und Galart al. (2000) dar. Die
Komponenten der Gruppe |l zeigen Ahnlichkeiterdem Luciferasen. Die Reduktase ist hier
viel gréRer (>30 kDa) im Vergleich zu denen der gpen | und Il (ca. 18 kDa). Weiterhin
besitzen die Reduktase-Komponenten ein gebunddaeis Rach der Reinigung und werden
durch das Substrat der MO aktiviert. Die MO-Kompaeeist im Vergleich zu den anderen
beiden Gruppen etwas kleiner (Tab. 18). Abschlidi3ksnn festgestellt werden, dass die
P2C-MO eine Flavin-abhangige-MO, bestehend auskaenponenten, darstellt. Sie kann als

Prototyp einer neuen Unterfamilie der Flavin-abhgeig Mehr-Komponenten-MO angesehen

werden.

Gruppe |: z.B. P2C-MO voArthrobactersp. Pyl

FAD + NADH,+ S

SOH
Gruppe |I: z.Bp-Hydroxyphenylacetat-MO voR. coli

S
SOH

Gruppe lll: z.B.p-Hydroxyphenylacetat-MO voA. baumannii

FAD + NADH, + S°—>FADH

Abb. 42: Modell der verschiedenen Flavin-abhangigeMehr-Komponenten-MO
(S, Substrat)

S

SOk



4.2. Stress-induzierte Selenoproteine in anaerobd&akterien

4.2.1. Wachstum von C. difficile, C. sticklandii und E. acidaminophilum unter

Stressbedingungen

Um Stress-induzierte Selenoproteine Geidifficile, C. sticklandiiund E. acidaminophilum
nachweisen zu konnen, wurden zuerst Wachstumsversuurchgeftihrt, die dariber
Aufschluss geben sollten, welche KonzentrationStezss-induzierenden Substanzen die drei
ausgewahlten Stamme tolerieren. Weiterhin war ehtw, nach der Stress-Induktion noch
genugend Zellmaterial zur Verfugung zu haben, uatdire isolieren und diese anschlie3end
mittels 2D-Gelelektrophorese auftrennen zu konnlherdings war die Messung der
optischen Dichte teilweise sehr problematisch. 8m kes im Fall von Methylviologen in
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff zu einamisitven Blaufarbung. Nach Zugabe von
Diamid erfolgte eine Gelbfarbung und eine Tribumg dediums. Versuche, unbeimpfte
Kulturréhrchen mitzufihren, um sie d$ank zu verwenden, scheiterten daran, dass im Fall
von Diamid eine Gelbfarbung bei deblankRéhrchen ausblieb und die durch
Elektronentbertragung auf Methylviologen induzieBé&ufarbung zu intensiv war, um
anschlieend eine Messung der optischen Dichtehfitmen zu kénnen. Wahrscheinlich
reagierte Diamid nur mit Stoffwechselprodukten detersuchten Stdmme und nicht mit dem
eingesetzten Medium, so dass aus diesem Grundaedi#a@ung beinblank ausblieb. Eine
weitere Moglichkeit, die optische Dichte nach Stneduktion durch Diamid festzustellen,
bestand in der Zentrifugation der Kulturréhrchem wier Messung der optischen Dichte vor
und nach der Zentrifugation. Dies scheiterte jedaclder Beschaffenheit der R6hrchen, sie
hielten den Zentrifugalkraften nicht stand. Eine béedzellzahlbestimmung mittels
Zahlkammer wurde ausgeschlossen, da man nach iSthésson und der Zahlung der
lebenden Zellen unter Sauerstoffeinfluss nicht nscteeiden kdnnte, ob die Bakterien
aufgrund des Stressinduktors abgestorben sind daleh den Einfluss des eingebrachten
Luftsauerstoffs. Somit konnte man keine Aussadéetiewie viele Zellen die Stressinduktion
Uberlebt haben. Weiterhin ist davon auszugehens dabon durch Stress geschwachte
Bakterienzellen durch plétzlichen Sauerstoffeirdleshneller lysieren als vollig vitale Zellen,
was das Zahlergebnis ebenfalls verfalschen wirde.

Im Fall von Nitrit konnten von allen drei Stammerattistumskurven aufgenommen werden.
Es kam jedoch zu einer Rosafarbung, wahrscheialidygeldst durch Stoffe, die durch die

Lyse der Zellen ins Medium gelangten. So lysierianh einer Stunde fast alle Zellen v@n



difficile nach Stress-Induktion durch 0, 5, 10, 20, 30, 40 Niit, woraufhin sich, abhéngig
von der Nitrit-Konzentration, spater das Medium arofiirbte, worauf die beobachtete
Erh6hung der optischen Dichte bei den KonzentratioB0 und 40 mM zurtckzufiihren ist.
Aufgrund der Empfindlichkeit vog. difficile wurde davon ausgegangen, dass diese Art keine
Abwehrstrategien gegen Nitrit besitzt. Im Gegenskszu wurden im Fall vog&. sticklandii
und E. acidaminophilum10 mM Nitrit zur Stessinduktion verwendet, da beesdr
Konzentration beide Stdmme eine deutliche Abschu@ghm Wachstum zeigten, jedoch
nicht abstarben. Eine ahnliche Konzentration (5 miltit) verwendeten da Costat al.
(2002) im Fall von Untersuchungen bezlglich dew&ilabredoxin-Induktion irk. coli. Aus
den oben geschilderten Grinden wurde fur die Streksktionsexperimente mittels Diamid
und Methylviologen auf Konzentrationsangaben in ldegratur zurtickgegriffenSo nutzten
Leichert et al. (2003) bei der Stress-Induktion durch DiamidBnsubtilis1 mM Diamid.
Diese Konzentration eignete sich ebenfalls f0r difficile, C. sticklandii und E.
acidaminophilum so dass genugend Zellmaterial fur folgende Uotdrsngen gewonnen
werden konnte. Methylviologen wurde mit 0,5 ml L(05 puM Sauerstoff in der Gasphase)
kombiniert. Babiychuket al. (1995) setzten diese Konzentration ebenfalls ingeZwon
Versuchen beba. cerevisiaein. Choet al.(2003) setzten bei Untersuchungen im Fall 8on
coelicolor0,1 und 0,2 mM Methylvioogen in N&hragarplatten ein

Da die Resistenz von Mikroorganismen gegenubercherdener Stressfaktoren wie z.B.
ROS und RNO wichtige Pathogenitatsfaktoren daestelist deren Erforschung aul3erst
wichtig. So fiihrten beispielsweise Untersuchungerall vonB. subtiliszu dem Ergebnis,
dass infolge der Stressantwort auf Diamid die Tkapgon von ca. 20 % der Gene positiv
oder negativ reguliert wird. Die abgeleitete Amiaosesequenzen der induzierten Gene
zeigten die hoéchsten Identitdten zu Proteinen, dwe die HO,-, Superoxid-,
Schwermetallresistenz und Hitzeschock-Resistenolwrert sind (Leichertet al, 2003).
Andererseits wird die Transkription der Gene vemeta Proteine wie z.B. ribosomaler
Proteine und allgemeine Stoffwechselproteine rejprimDas obligat anaerobe Bakterium
Bacteroides fragiliskann unter Sauerstoffeinfluss (21% Sauerstoff) thiwhchsen, jedoch
besitzt es eine grofie Toleranz gegenuber SauerstofZuge des Sauerstoff-Stress (5%
Sauerstoff) werden 28 Gene aktiviert (Sueidal, 2008). Darunter waren die Gene der
Katalase, Superoxiddismutase, Alkyl-Hydroperoxid dil¢ase, Thioredoxin-Reduktase,
Cytochrom c-Peroxidase, Thiol-Peroxidase, DNA-Bmprdéein und Ferritin (Gregory, 1985;
Rocha & Smith, 1995; Rochet al, 2000; Herreret al, 2003; Suncet al, 2006). Zusatzlich



zu diesen, der Detoxifizierung dienenden Enzymendem Gene des Metall-Metabolismus,
Nukleinsédurereparatursysteme, Chaparone und Peotelie die Redoxbalance aufrecht
erhalten induziert (Suneét al, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Fall v@n
difficile, C. sticklandii und E. acidaminophilumnach Wachstum unter Einfluss der
Stressfaktoren Nitrit, Diamid, Methylviologen undiftsauerstoff nur beC. sticklandiiein
zusatzlich durch Diamid-Stress induziertes Selevtepr identifiziert werden. Diamid [6st
Disulfid-Stress aus indem es Thiole oxidiert, waraicht native Disulfidbriicken resultieren.
Da dies ebenfalls durch ROS induziert wird, werdendurch Disulfid induzierten Proteine
als Teil der Stressantwort des oxidativen Stressegesehen (Leichesdt al, 2003). Das
induzierte Protein war ca. 10 kDa grol3 und besa@neisoelektrischen Punkt von 4,3. Leider
war es nicht moglich, das betreffende Protein asdmeiden und zu sequenzieren, da es nur
sehr schwach induziert vorlag bzw. sich aufgrundgggingen Grof3e schlecht anfarben liel3.
Weiterhin kommen vor allem redoxaktive Proteine bRwoteine mit katalytisch aktiven
Cystein-Cystein-Paaren, in denen ein oder mehrgmge®e durch Selenocysteine ersetzt

sind, als Selenoproteine in Betracht.

4.2.2. Die mdgliche Funktion des Diamid-induzierterselenoproteins vorC. sticklandii

SigR, RsrA, OxyR und PerR

Wie anaerobe Bakterien Disulfid-Stress wahrnehnséislang unerforscht, im Fall vda
coelicolor ist daftr der Sigmafaktor SigR und der Anti-signader RsrA verantwortlich
(Kang et al, 1999; Pageet al, 2001). RsrA bindet an®, wodurch dieser deaktiviert wird.
Disulfid-Stress induziert in RsrA eine oder mehrBisulfidbindungen, wodurch dieser seine
Affinitat zu SigRverliert und dissoziiert (Abb. 42). Daraufhin kaBigRan bestimmte SigR-
spezifische Promotorsequenzen binden und die sisthéieRenden Gene induzieren, z.B. das
Thioredoxin-System. RsrA wird Thioredoxin-abhéangggluziert, woraufhin es wiederum an
SigRbindet (Kanget al, 1999). Ein ahnlich funktionierendes Induktiongeys ist OxyR z.B.
von E. coliund Salmonella typhimuriuniZhenget al, 1998; Paget & Buttner, 2003). OxyR
ist selbst leicht oxidierbar. Unter physiologischHgedingungen liegt OxyR reduziert in der
Zelle vor. Infolge von oxidativem Stress wird Oxybkidiert und es bildet sich eine
intramolekulare Disulfidbriicke, woraufhin sich verttich die Konformation des Proteins
andert und es an die Promotoren verschiedener Giedet, dessen Transkription daraufhin

eingeleitet wird. Unter diesen Genen befinden aieth die des Glutathion-Systems, welches
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Abb. 42: Regulationsmodell von SigR und RsrA

RsrA (weil3) bindet an SigR wodurch dieser deaktiwird. Durch oxidativen Stress wi
in RsrA eine Disulfidbindungen induziert wodurcleskr seine Affinitat zu SigRerliert
und dissoziiert. Daraufhin kann SigRgrau) an bestimmte Sig&ezifische
Promotorsequenzen (schwarz schraffiert) binden el Transkription der dara
folgenden Gene induzieren. Durch das ebenfalthizierte Thioredoxinsystem (Trx.
TrxB) wird die Disulfidbindung in RsrA reduziert,sSRA kann wieder an SigR binden L
der SigF-RsrA-Komplex dissoziert von der Promotorreg

daraufhin OxyR durch Reduktion der Disulfidbriickeeaer deaktiviert (Zhengt al, 1998).
Jedoch scheint die Regulation dieses Systems doctplexer zu sein, so dass Kiet al.
(2002) herausfanden, dass in Folge verschiedendifikitionen am Cygo, wie z.B. Cysogs
S-NO oder CyggS-S-Glutathion, unterschiedliche Konformationem vOxyR vorliegen.
Daraus konnten sich, abhangig von der Konformatiml deren Bindungsaffinitat zu
verschiedenen Promotoren, unterschiedliche OxyRzistte Expressionsmuster ableiten. Es
ist zu vermuten, dass in den Clostridien ahnlicheddX-aktive Systeme in die
Stresserkennung involviert sind. Mdglich ist audass ein Cystein innerhalb dieser Proteine
durch ein Selenocystein ersetzt ist. Jedoch beSkyR ein molekulares Gewicht von ca. 36
kDa und kommt so fur das durch Diamiid-Stress imeltie Protein im Fall voi©. sticklandi
nicht in Frage.

Ein weiteres regulatorisch aktives Protein stefitFPdar. Durch Bindung an die Promotoren
der Gene reprimiert PerR im Fall v@h acetobutylicuntdie Expression der NADH-Oxidase,
NADH-H,0,-Oxidoreduktase und der SOD (Hillmaret al, 2008). PerP besitzt zwei
Metallbindungszentren. Ein regulatorisches in deim B€*- oder Mrf*-lon durch vier
Histidinreste koordiniert und ein strukturellesdem Zrf*-lon durch vier Cysteine gebunden
wird (Lee & Helmann, 2006). Man nahm an das die Ukdgn der Gene wie im Fall von
OxyR erfolgt, indem durch Hydroperoxid-Einwirkunghe Disulfidbriicke zwischen Cys
und Cyssg gebildet wird (Mongkolsuk & Helmann, 2002). Anseffdlend dissoziiert PerR von



den Promotorbereichen und die Gene kdnnen transkriberden. Dem ist jedoch nicht so, es
konnte stattdessen festgestellt werden, dass eierS&affmolekil mit dem His- oder Hig,-
Rest reagiert und es so zu einer Strukturverdandekommt (Lee & Helmann, 2006).
Erstaunlich war das einAaperRMutante in der Lage war aerob zu wachsen. Dureh di
konstitutive Expression der NADH-Oxidase, NADH®3-Oxidoreduktase und der SOD war
esC. acetobutylicunmoéglich den Sauerstoff unschadlich zu machen (Hiimet al, 2008).
Diese Form von Sauerstoffresistenz ist jedoch selergieaufwendig, da unter NAD(P)H-
Verbrauch der Sauerstoff vollstandig zyQHreduziert werden muss. Da die Cysteinreste
keine katalytische Funktion besitzen wirde es &ir @rganismus keine Vorteile bringen statt
des Cystreins ein Selenocystein einzubauen. Es t&oaber schon in der Formiat-
Dehydrogenase voB. coli (Axley et al, 1991)Selenocysteine gefunden werden, die an der
Koordination von Metall-Liganden beteiligt sind.

Das induzierte Protein kdonnte so ein Homolog zuARsnd PerR vonE. coli und C.
acetobutylicum darstellen, dessen Molekulargewichte ca. 12 und9 14Da. Die

isoelektrischen Punkte betragen 4,7 und 5,5.

Thioredoxine

Wie oben erwéahnt, wird das Thioredoxin-SystenSincoelicolordurch Diamid zusatzlich
induziert. Dies trifft auch fUB. subtiliszu (Leichertet al, 2003). Das Thioredoxin-System ist
von den Archaea bis zu den Mammalia ubiquitar vadea (Arner & Holmgren, 2000). Die
Hauptfunktion von Thioredoxin bei der Stressantwauf Diamid ist die Reduktion von
Disulfidbindungen. Im Fall des Thioredoxins vBn coli erfolgt ein nukleophiler Angriff des
deprotonierten Cys auf die zu oxidierende Disulfidbindung, wobei g@mischtes Disulfid
beider Proteine entsteht (Holmgren, 1995). Ans8eliel erfolgt ein nukleophiler Angriff des
danach deprotonierten Gysauf das Cys, wodurch eine Disulfidbindung zwischen Gys
und Cyss des Thioredoxins hervorgeht. Die Disulfidbindureg d hioredoxins wird durch die
Thioredoxin-Reduktase unter NADPH Verbrauch wiegeluziert. Aufgrund der Eigenschaft
des Selenocysteins unter physiologischen Bedingurigreits deprotoniert als Selenolat
vorzuliegen, ist es vorstellbar, dass ein Thior@danit einem Selenocystein an der Position
35 reaktiver ist. Tatsachlich konnte von Kryukov@adyshev (2004) z.B. im Genom des
obligat anaeroben Bakteriumi¥eponema denticol@in Thioredoxin-dhnliches Protein mit
einem Selenocystein und einer molekularen GréR3e MikDa und einem isoelektrischen

Punkt von ca. 5,6 identifiziert werden. So konmgesieh bei dem Diamid-induzierten Protein



um ein Thioredoxin handeln. Da jedoch ThioredoxXierdalls eine Funktion bei der DNA
Synthese, speziell als Elektronendonor fur die Rilkeotid-Reduktase (Holmgren, 1989),
sowie als Schlusselprotein in der Disulfidreduktieon Proteinen besitzt (Stewaet al,
1998), ist es eher wahrscheinlich, dass es kotistéxprimiert wird. Jedoch konnte fi8.
coelicolor gezeigt werden, dass die Transkription des Thiodgadgstems in Folge von
oxidativen Stress bis zu 50-fach induziert wurdar{éet al, 1999). Denkbar ist jedoch auch
das Vorhandensein von mehreren Thioredoxinen wigeespielsweise fUE. coli festgestellt

werden konnte (Arner & Holmgren, 2000), welche wthiedlich reguliert werden.

Rubredoxine

Eine weitere Gruppe von redoxaktiven Proteinenestalie Rubredoxine dar. Sie besitzen ein
mononukleares Eisenzentrum mit dem sie ElektrongnRaibrerythin oder die Superoxid-
Reduktase Ubertragen konnen (Coulter & Kurtz, 200Das Molekulargewicht des
Rubredoxins voIC. perfringendetragt ca. 5-6 kDa und der isoelektrische Pbektagt 4,82.
Diese Werte entsprechen in etwa der Lage des fagertien Proteinspots. Es wurde bei
verschiedenen Bakterien z.BC. perfringens festgestellt, dass Rubredoxine in die
Detoxifizierung von ROS involviert sind (Lehmamt al, 1996). So konnte die SOR- und
Rubredoxin-abhangige Detoxifizierung des Superoxmias Uber einen enzymatischen
Aktivitatstest nachgewiesen werden (Doberenz, 2088)nit ist nicht auszuschlieRen, dass
Rubredoxine nicht auch durch Diamid induziert tkaiisert werden, da Disulfid-Stress einen
Teil des oxidativen Stresses darstellt. In der athven Stressantwort liefern Rubredoxine
nicht nur die Elektronen fir die Superoxidredukiasendern sind eventuell auch an der
Reduktion des bD, beteiligt (Weinberget al, 2004), indem sie fur die Reduktion eines
Rubrerythrins verantwortlich sein konnten. So kénmtotz der geringeren Groél3e, fir den das

durch Diamid-induzierte Protein auch ein RubredomiRrage kommen.

Rubrerythrine

Eine weitere Gruppe von kleinen Proteinen, dieienakidative Stressantwort integriert ist,
stellen die Rubrerythrine dar. Sie besitzen einekuares Gewicht von ca. 20 kDa und einen
isoelektrischen Punkt im Fall des Rubrerythrins @nvulgarisvon 6,25 (Lumppiocet al,

2001). Das Rubrerythrin-Gen va@. perfringenswird unabhangig von oxidativen Stress

transkribiert (Geissmanet al, 1999), wohingegen die Transkription der Rubretgtiene



von PRorphyromonas gingivalisund E. acidaminophilumdurch die Zugabe von #,
zusatzlich induziert werden (Sztukowsled al, 2002; Scholze, 2007). Eine heterologe
Expression des Rubrerythrins véh acidaminophilumgelang aufgrund der Bildung von
inclusion bodysicht (Scholze, 2007)m Gegensatz zum Thioredoxin dienen die Cysteine im
Rubrerythrin und Rubredoxin der Ausbildung eines(§Cys)]-Zentrums (deMareet al,
1996), sind also im Gegensatz zum gebundenen Embst nicht redoxaktiv, wodurch die
Vorteile des Selens im Selenocystein gegeniber Semvefel im Cystein wie im Fall von
PerR verloren gehen wirde. Wie oben schon angdsgmosind Selenocysteinreste in
seltenen Fallen auch an der Bindung von Metallidneteiligt, so dass auch ein Rubrerythrin
fur das Diamid-induzierte Protein in Frage komménrke. Da jedoch die Grél3e deutlich von

der des Proteinspots abweicht, ist das eher unaladirdich.

Peroxiredoxine

Von E. acidaminophilumkonnte ein GenprxU isoliert werden, dessen abgeleitete
Aminosauresequenz hohe Identitat zu Peroxiredoxaéwies (Sohlinget al, 2001). Das
Protein besitzt an der Position 47 statt eines édystein Selenocystein . Nach heterologer
Expression inE. coli mit Hilfe eines besonderen Expressionsvektors lergihe DTT-
abhangige Peroxidaseaktivitat fur Linolsdurehydropiel festgestellt werden (Parther, 2003).
Ob die Expression voprxU durch oxidativen Stress induziert wird, ist niddgkannt. Im
Rahmen von Untersuchungen beMycobacterium bovis konnten mittels 2D-
Gelelektrophorese nach dem Einfluss von 5 mM Diamigi Protein-Spots identifiziert
werden (Dosanjlet al, 2005), die eine &hnliche GroR3e und isoelekteacRunkt wie das in
dieser Arbeit identifizierte Protein ai& sticklandiibesal3en. Sie konnten als Genprodukte
von ahpC und tpx identifiziert werden. Beide stellen Peroxiredoxidar, die, wie in der
Einleitung erwahnt, in die Detoxifizierung von Peiden involviert sind. So wurde im Fall
von Neisseria gonorrhoeaeein Operon gefunden, das OxyR abhéngigO+nduziert
exprimiert wird (Seibet al, 2006). Die Molekulargewichte von PrxU, AhpC unpixTliegen
jedoch mit 22, 21 und 17 kDa tUber dem des Diamirarerten Proteins vo@. sticklandij

so dass beide Proteine als Homologe wohl nichtag&kommen.



PrpU

Von E. acidaminophilumist ein Selenoprotein PrpU bekannt, dessen Mosegelvicht 11
kDa und der isolelektrische Punkt bei 4,85 betrdigtdoch wird dieses Protein iB.
acidaminophilumkonstitutiv exprimiert (A. POhlein, unverdffentite Daten). Weiterhin
konnte im Genom vorC. sticklandii bisher kein PrpU-Homolog gefunden werden (A.
Kreimeyer, unvertffentlichte Daten), so dass auddiefden ist, es kdnne sich bei dem

Diamid-induzierten Protein um ein PrpU-Homolog heind

Abschlie3end ist festzustellen, dass aufgrund défR&und des isoelektrischen Punktes des
durch Diamid induzierten Proteins am ehesten eirédoxin-ahnliches Protein in Frage
kommt. Da Thioredoxine aktiv an der Beseitigung wischt nativen Disulfidbricken beteiligt
sind. Schon im Fall vors. coelicolorkonnte gezeigt werden, dass deren Gene Diamid-
induziert exprimiert werden. So kann postuliert e, dass es im Fall vad. sticklandi
infolge von Disulfid-Stress durch Diamid zur Indwkt eines Thioredoxins-ahnlichen
Proteins kommt, das ein Selenocystein besitz. Qffeibt jedoch die Frage: wenn Disulfid-
Stress Teil des oxidativen Stresses ist, warum wasl identifizierte Selenoprotein véh
sticklandiinicht auch unter Sauerstoffeinfluss induziert? xemkvare es, dass. sticklandii

wie andere Organismen z.BE. acidaminophilumund E. coli auch, mehrere Thioredoxine
besitzt, die unterschiedlich reguliert werden. Rufin sich die postulierte Regulation von
OxyR ins Gedéchtnis, bei der bedingt durch versdmne Liganden am Cys sich
verschiedene DNA-Bindungsaffinitaten ergeben (Katral, 2002), ist es durchaus denkbar,

dass einzelne Thioredoxine unter unterschiedli@eaingungen induziert werden.



5. Zusammenfassung

- In dieser Arbeit wurden 7225 bp des Genoms Rothrobacter spec. Pyl sequenziert.
Innerhalb dieser Sequenz konnten die Gege mem, nitpycC, pycA, pycD, pycBhndabm

identifiziert werden.

- Durch Analyse der Aminosauresequenzen wurdenRég, Mem, Nit und Abm die
Funktion eines GntR-Regulators, eines P2C-Tramermr einer Amidase und einer
Antibiotika- Biosynthese-MO postuliert.

- PycA und pycB wurden als Strukturgene der Flavin-abhangigen PZT-Mentifiziert,
pycA als MO- undpycB als Reduktase-KomponentycA und pycB werden mitpycC
pycD, memund nit polycistronisch P2C-induziert transkribiert. Somiirde vermutet, dass

deren Genprodukte am P2C-Metabolismus beteiligt. si

- Die GenepycA, pycB, pyc@ind pycD konnten heterolog . coli exprimiert und die
Genprodukte alStreptag Il-Fusionsproteine gereinigt werden.

- Mittels HPLC-Analyse konnte gezeigt werden, d&RysA und PycB gemeinsam in der
Lage sind, den P2C-Abbau zu katalysieren. Die RBBaurate konnte durch Zugabe von
PycC und/oder PycD zum Reaktionsansatz weiteeggst werden, was darauf hinwies,
dass sie weitere Komponenten der P2C-MO sind.oatk weiterhin gezeigt werden, dass
in Anwesenheit von PycC und/oder PycD eine Vermdyg der Flavinoxidation erfolgte.
Somit wurde postuliert, dass diese beiden Proteidezierte Flavine binden und sie so
vor der Oxidation durch molekularen Sauerstoff &lenen.

- In dieser Arbeit konnte mit PycA, PycB, PycC updgcD erstmals eine Flavin-abhangige-
MO beschrieben werden, welche aus vier Komponeb&sieht. Sie stellt den ersten
bekannten Vertreter einer neuen Unterklasse dmrirFebhéngigen Mehr-Komponenten-
MO dar.
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Anhang

Anhang A

1 GCCCCGGATC ACGCCCACCT TCAGCAGGTG CTCGACGETG TTGAACGGTT
51 TGTCGCTGCC CGGCCTGAGT TTGAGCTGCT CAGC GCACGG CAACGGGAGC
101 TGCACAGCGA GGACTAGTAC TCGATAGCGA AGBAGTAT CCGATAACTG
-y G IV
151 CCAGGCGGGT GGAATCCAGG TGCGCGTCGA TGGCTTTGIGCTGCATCG
ALRT SDL HAD IAKH AAD
201 AGGCGCCGGC TGCGGAGTGC GTCAACGATT AATTGGTGTTCGGAGGAC
LRR SRLADVILQH ERLYV
251 GTCGCCGGCG CGATCCGTAC CCTGCGTGAC GGCTTTGACGGATCCTGA
DGARDTGQTV AKV G IR
301 GTTGTTTTTG CCGGAGTGAC GCGTAGAAAT CAGCAAGGABGGATTGCCG
LQKQRLSAYFDALV PN G
351 CCCGCACGGA CCATGAGGGT GTGGAATTCC GTATCCAGCGATGAACCT
GARVMLTHFETDL EIFR
401 GGCGGGATCG TCCCGGGCTT CCTGCTGCTG GTCAATCACGCTGGAAGG
APDDRAEQQQDIV RQF
451 CATCTATCTG GGCATCAAGC ATGGTTTCCA CTGCCGAGAGGCCCATTTC
ADIQ ADL MTE VASV AW K
501 TCCACGACGG ACCTGGCCTG CAGGATGGCC CGGACCTOGAT CGGAGAT
EVV SRAQLIARVEPDS |
551 GGGTGGCACG TAGGCACCTT TGTGCGGGAT CCGTTTGABBCCCTTCAG

PPV YAG KHPI RKYV FGE

601 CTTCAAGGCG GAGCAATGCC TCACGCACGG GGGTTCGTGETGCCCGTG
AELR LLAERVPTRS TGT

651 GTCT TGGCCA GGACTCCCTC GTTAAGGAAA GTCTCTTCCT CACGGGGCAG
TKALVGENLFTEE ERPL

701 GGCTGCGATG TAGCTTTTCA TCCACTGGTA GGCCACTTCEGCTGCGACT
AAI YSK MWQY AVE PQS

~Reg

751 GTGCAGCGGG GGTCATCTGG ATCAGCAGA GCCTTTCTCG CGTAGCCCAG
QAAP TMQ IM

801 TATACGAGTT GCATTCAGGA CTGTTGGGAC GTCCTTGAAACTTCTTCTT

851 CAAATATAGA CAGGTTGTAT ACAACCCGTC TACAGTTGG TTCAGTGACT

901 CCGCTCACGC ATCGGAAATA CCCCAAATTT TCCTGGGAGCAGCCGTTTG

Mem -
951 ACTCAACAGA AGCTCCGCGG TCTCCCACTC GTAAAGGATTCCACAATS
M T
1001 CCGATTTGAA GAAAGCAGAA CTGAGGCAAC AGAAGCACTC CAGCCTG
DLK KAE LRQQ KHS SLP
1051 GTGGTTGCTG CTTCGAGCCT GGCCGGCACG GCCGTCGAAT GETACGA
VVAASSLAGT AVEWYD F
1101 CTTCCTCTAC GGTACCGCCG CAGCGCTGGT ATTCAACAAG CTA@TCACT
FLY GTAA ALV FNK LYFP
1151 CCACGGACGA TCCTCTTGTA GGCACCATGC TGGCACTCGG AAGGETT
TDD PLV GTML ALGTEF A
1201 GCCGGCTTCC TGGCACGCCC CATCGGCGCC ATAGTCCTGG GTBEXECT
AGFLARPIGAIVLGHL G
1251 CGATAAGCAT GGCCGGCGCG CCACCCTGGT TGCCAGCCTG AT&GICA
DKHGRRATLY ASL MLMG
1301 GTGTCGCCAC CACGCTGATC GCTTTCATCC CCTCATACGC AGGRZadC
VATTLIAFIP SYAAI G
1351 CTGGCAGCGC CTCTGCTCCT CCTGCTGCTC CGCTTGATTC AGGGETT
LAAPLLLLLLRLIQGF A
1401 CCTCGGCGGC GAATGGGGCG GCGCCGTCCT CCTCGTCTCC GBGEACA

LGG EWGG AVL LVS EHSN



1451 ATGAAAGCGC CCGGCGCGCG TTCTGGGCTT CATGGCCCAA CAB&EGC

ESARRAFWAS WPN MGP
1501 CCCTTGGGCA ACCTCATGGC TGCCGGTGTC CTGGCCATCC TCGACGC
PLGNLMAAGV LAIL AAT
1551 CATGCCGGAA AGCGAGTTCC TGGCCTGGGG CTGGCGCATC GGGITCG
MPE SEFL AWG WRI AFGL
1601 TGTCTGCCCT GCTGGTAGTC ATCGGCCTGG TCCTGCGGCT CTEBBGTG
SALLVVIGLV LRL YVQ
1651 GAAACCCCGC TGTTCAAGGA AGCACAGCGG AAGCGCGAAG CTBAAGG
ETPLFKEAQRKREATEG N
1701 CAAGGAACGG AAGATGCCGC TGACCATCCT GTTCCGCCGC AAGTGGC
KERKMPLTIL FRR NWRE
1751 AAATCCTCAT CGCCACCGGA AGCCGGATGG GCGAGAACGC AGBCTTC
ILI ATG SRMG ENA GFY

1801 ATCTACTCAC TGTTCATCAT CACCTACGTC ACCCAAATCA TGC&EAT
IYSLFITTYV TQIMGL Q
1851 AAGGCAGACC GGCCTCACCG CCGTCATGAT CGGCCAGGGC GTGGCCG

RQTGLTAVMI GQG VAVYV
1901 TCGCCATTCC CATCCTGGCG CTCTACGCGG ACAAGGTGGG CQBIEAAG
AIPILALYADKVG RKP
1951 ATTCTGATCG GCGCTTCGAT TGCCACCATG GTCTGGGCTT TCGIGTT
ILIGASIATMVWAFAF F
2001 CTTCCTGCTG AACACCGGGC AGGTATGGGG CATCATCGCT GCTIECAG
FLLNTGQ VWG IIA AAVG
2051 GCGGGCTCCT GATCTTCGCC GCCTACAGCT CGGTGATCGG AGOTTTC
GLLIFAAYSSVIG AFF
2101 TCCGAGCTCT TCCCCACGGA TGTCCGGTAC AGCGGCACGT CGEIGTC
SELFPTDVRY SGTS VS Y
2151 CAACCTGGCG TCCCTGATCG CCGGCTCGTT GTCACCGATC ATTGGCT
NLASLIAGSLSPI IALA
2201 CCCTCTACAG CGCCTTCGGC ACCGGCTATG CCATTGGCAT CTATCTC
LYSAFGTGYAIGI YL A
2251 GTCATGGGCT TGATCTCCAT GGTCTCGGTG ATGTTTGCCA AGEXBAC
VMGLISMVSV MFAKET K
2301 GGGTCTGAAG CTCAGCGACC TGGATGAGCC CACCCCTGAGTAAGGAAC
GLKLSDLDEPTPE SKEQ
NIT .
2351 AAGCAGAAA ATCGCACTCG TCCAGGTGGC AAGCCCGGAC TCTGAAACCC
A -
MKIALV QVA SPD SETR
2401 GCGAAAACCG GATTGACCGC GTCGAAGCGA TCCTGCGGGG CATIAAC
ENRIDRVEAILRG IN G
2451 GCCGAACTGA TCGTCCTGCC CGAACTATGG AGCGCCGGCT ACITTICCA
AELIVLPELW SAGY FH F
2501 CGACGAGTAT GAGGCGTTGG CAGAAACACT CACCGGCCCC AGTIANCT
DEY EALAETLTGP TVSM
2551 TGTGCTCACG CGTAGCCGCA GATCTTGGCG TCTACCTTCA CCRGEC
CSRVAADLGV YLH LGS
2601 ATCATCGAGG CCGGCGAGGA TGGCCGGCTC AGCAACACCT CGAICCT
I'EA GED GRL SNTS IL L
2651 GGGACCGGAC GGCAGCGTGG TCCACACGTA CCGGAAGATC CACGTGT
GPD GSVV HTY RK I HVFG
2701 GCTACAAATC CAAGGAGGCA AGCCTGCTGA CGGCAGGATC TTCCCTT
YKS KEASLLTAGS SLP
2751 GTGGTCCCCT TGCCTTTCGG ATCTGTCGCC GGCATCACGT GCTAIGA
VVPLPFGSVAGITC YD L
2801 CCGCTTCCCG GGGCTGTGGA TGGAGCTCAG CGACCGGGGC GDGESAGA
RFPGLWMELSDRG AEIV
2851 TGATCGTTCC CGCCGCCTGG CCCGCGGCCC GCCGGGAACA TOGGCGC
IVP AAW PAAR REH W R L
2901 CTCACCACGG CCAGGGCTGT GGAGCACCAG ATCTTCGTGA TOGECTG

LTTARAVEHQIFVI AC N



2951

3001

3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

CGCTGCCGGC ACTCAGGAAG GCGTGGAACT TGGTGGGCAT AGTTGCG

AAGTQEGVEL GGH SRVYV

TGGATCCCAC CGGCAACGTC CTCGCCGAAG CGTCCTCCGA CGAACC

DPT GNVLAEA SSD ETV

CTGATGGTGG ACATCGATCC GCAGCAAGTG AGCACCGTCC GGALGCGA
LMVDIDP QQV STVR SE F

CCCTGTCATC GGGGACCGCC TCGCGGCCTA CGACACATACCGTITAGA
PVI GDRL AAY DTL TV -

PycC -
CCCACAACCG CTTAAAGCCA TCCAAGGAGA CGGBARBRCAACAAGGC
M E TTRQ
AAGTCCCACT CACCTTCCGG GTGGTGGGCA CAGACAAGAC CATGTGTG

VPLTFRVVGT DKT IV V

ACGGAATTCC ACGCAGTGGT GGCCGGCTAC ACGGGCCGGG AARGCGAA
TEFH AVYV AGY TGRD PK A
AGTCCAGCAC CACATCGATG AACTGGCAGC CATCGGAGTA GCTGCGC

VQHHIDELAAIGYV APPP

CGGAGGTTCC CATGTTCTAC CGGATGGACT CGGACCTGTT CGAGACC

EVP MFY RMDS DLF ETS

GGTGAGCACG ACACCACCGA GAACCTGACC TCCGGCGAGA TWEAACC
GEHD TTE NLT SGEI EP L
CTACATCCGC CACGACGGCC AGTTCTACCT GGGCATCGGC TCAGACC

YIRHDGQ FYL GIG SDHT

CGGACCGGGA CATCGAGGCC CGGGATATCG GAGACTCCAA GTGGGCC

DRDIEARDIGDSK RAC

CCCAAGCCCG TCGCCGCTGA GGTCATCGCC GTCGAATCCC TGEEAGGA
PKPV AAEVIAVESL ED L
CGACCTTGAC CAGTGCACGG CACGCTCCTG GGTGGACGGG GAACTGT

DLD QCTARSW VDG ELYQ

AAGAGGGTTC GCTGAGCGGC CTGCGCAAGC CGGCCGACGT CGGBTGAA

EGS LSG LRKP A ADYV V ER

CTCCTGGCAC GCACTGACAT CGGTGACGCC GATTTCATGT GCCBEGG
LLARTDIGDADFMCLG G
CACCCTGCCG CTGCTCAACG GCAAGTTCGT GGATGGAAAT TCBGEGA

TLPLLNGKFV DGN SWKL

3801 TGGAGCTCTC CTTCCCGAAT GGGACCACAA TCGAACATAA CTACAAAATC

3851

3901

3951

4001

4051

4101

4151

4201

4251

4301

4351

4401

ELSFPNGTTI EHN Y K|

PycA

AAGAAAGGCT CACTTCGATG AGAACCGGTA AGCAGTATTT GAAGTCCCTG
LLGS LR-

M RTGK QYL KSL
AACGACGGCC GGACAGTGAT CCTCGATGGC GAGGTAGTCG GCRACGT
NDGR TVILDGEVVG NV L
GGAACACCCG GCCTTCGCGA AGGTTGCCCG GACCATGTCC GAGGTGT

EHP AFAK VARTMS ELFD

ACATCGCAGC CGACCCCGCC AACGGCATGC AGTTCCATTC CGABGAA
IAADPANGMOQFHS EE I
GACGGACCCG CCAACCGCAC GTTCGCCGCT CCCCGCACCC AGGAAGA
DGPANRTFAAPRTQEE L
GGTGCTGCGG CGCCAGGCAA TCGAGAAGTG GGCCAAGCAC AGCTACG
VLR RQAI EKW AKH THG W
GGGTGGGCCG GAGCCCCGAC CACGTCGGGA CGTTCTTCGC CGGGTTC

VGR SPD HVGT FFA AFG

TCCCACCCGG ACGTCTTCAA GAATGATGAG CGGGACTTCG CTGGTAA
SHPD VFK NDE RDFA GN \Y
TGAGCGGTAT TACAAGAAGA TCCTGTCCGA GAACCTCTAC CTTACGT

ERY YKKILSENLY LSYA

CCATCATTCC CCCGCAGGTT TCCCGCGCAA CCACAGCGTC CGCGRTGG
TP PQV SRATTAS GW E

GGCGAATACC TGCAGGTCCG GCGTCGTACG TGAAACCGHESGCATCAT

GEYLQVG VVRETEE G I
TGTCCGCGGT TCCCAGATGC TCGCTACCGG CGCCGCGATC GAREBACG



VRG SQML ATG AAI ADE \%
4451 TGTTTGTCAC CTGCATCAAG CCGCTGGGCC CGGACGACGT TGBACTTC

FVTCIKPLGP DDV DFA
4501 GTCAGCTTCG CCATCCCCGT GGCCACCGAC GGACTGAATITACTGCCG
VSFAIPVATD GLKL YC R
4551 CCGCCCGTTC GCTCCTGCCG CCACCAGCGA CTTCGACTAC COBCAGA
RPFAPAATSDF FDY PL TS
4601 GCCACTACGA CGAGCCGGAC GCCCTGGTGG TGTTCGAGEACCTCATC
HYD EPD ALV VFDD VLI
4651 CCGTGGGACC GTGTGTTCAT CAACCGGAAC ATCGACACTGCGCCGCCA
PWDRVFINRNIDTL RRQ
4701 GTTCTTCGAC ACCGGCGCCC ACGCGTTGGG CAACTGGARBECAGATCC
FFDTGAHALG NWQ AQ | R
4751 GGTTCTCCAC CAAGCTGAAG TTCATCGCCT CCGTGGCCCBAGGTCACC
FSTKLKFIAS VAR KV T
4801 CAGGTGAACG GCACGGACAA GATCCCCGGC GTCCAGGAGAETCGGCGA
QVNG TDKIPG VQEK LGE
4851 GCTCGCCGCT ATTGTCCAGT CCGTTGAGTC TGCCGTCCBECGCCGAGT
LAAIVQS VES AVL AAE Y
4901 ACACGGCAAC AACGGACGAC GCCGGCATGC GGGTTCCGBBGAGCGCG
TATTDD AGMR VPG KS A
4951 CTGTACGGGG CCATGGGCCT GCAGTCCGAG ACGTATCABIIBTGATCTC
LYGAMGL QSETYPR VIS

5001 GATTCTCCGC GACCTGGTGG GAGGCGGCGT GCTGCAGTRETCCAGCA
ILR DLVG GGV LQL PSS I
5051 TCGCCGACAT GACCAGCAGC GTGACCCGGC CGGACAT@GASCTACGTC

ADMTSS VTRPDMERY \
5101 CAGTCCCCCG GCGTTACCAG TGAAGAACGA GTGAAGCTOIJAAACTCGC
QSPG VTS EER VKLF KLA
5151 CTGGGACATC ATCGGATCCG AGTTCGCCGG CCGCCACOMEGTACGAAA
WDIIGS  EFAGRHQQYE M
5201 TGTTCTATGC CGGTGCTCCC TTCGTGGTCC GCGGCGCCTACCTACAGG
FYA GAPFVVR GAY TYR
5251 AATTACGGTT ACGACGCCCT GGTGGCGGAG CTGGACACEITBGGTTC
NYGY DAL VAELDTF LGS
PycD -
5301 CTACAGCATT GACAGCAGCA TTGAATCGGA GGGGAITGA CCATGGCAAA
YSI DSSIESEGI- MA K
5351 GCCCGAATTC GAGTTCACCC CCGTGTCCTC GGTGGATTBLCGCCCTGCA
PEFEFTPVSS VDF APCN
5401 ACCCGCACAT AGAGGGTCTG TCCGAGGCCA TCCTTGCCGGACTCGGAC
PHI EGL SEAI LAR DSD
5451 AACGACAGCG TCACCCGGAT CCTCAAGTTC GAACCCGGCREGACACGTC
NDSV TRILKFEPGTUDT S
5501 CCCCAATGGC GTCCTGACCC ACGATTTCTG GGAAGAGGTT®CATCTTCG
PNGVLTHUDFW EEV FIFE
5551 AAGGCTCGTT CGTGGACCAG CGCCTCGGCC AGACCTTOABCCGGCGAC
GSFVDQRLGQTFKAG D
5601 TGGGCCACCC GTCCCCCGGG CATGGAACAC GGCCCCTGBGTBCCGAGAA
WATRPPG MEH GPW VSE N
5651 TGGAGCCAGG ATGTTCGAGG TCCGGTATTA CACAAATCGIACAAACTG
GARMFEVRYY TNP VOQTG
PycB -
5701 GGCGGAGCAA CTGACATRG CCTGGCACCA GCCTTCACCA TCCCTGATGC
RSN-MSLAPAFTI PDA
5751 CATGGGGATG CGCCGCGCCA TGGGCCGCTT CCTCACCE&ICGCCGTGG
MGMRRAMGRFLTG VAVYV
5801 TGACCACCCA GCATGAGGAC GAGCAGTACG GGATGACOMGCTCGCTG
TTQHED EQYG MTI SSL

5851 ACCTCCATCA GCCTGGAACC GCCCATCCTG ATGATCTCAGGAACTTCGG
TSISLEPPILMISL NF G



5901 CACCAGGACC GGCGAGGCCC TGATGGAGAG CGGCAAGBETGGTTTCCA
TRTGEAL MES GKF AVS I
5951 TCCTCGGCGC CAAGCAGGAG TCAGTGGCCC GGCGGTTCGTCCGCGGL

LGAKQE SVAR RFA VR G
6001 GGCGACCGCT TCGGCGACGG CGACTTCGAT GTCACCGACEGCCTTCC
GDRF GDGDFDVTDN GL P
6051 GGTTATCAAG GGAGCCCTCG CCCAGGCGGA CTGCAGCGNGCAGCAGT
VIKGALAQADC CSV VQQ Y
6101 ACGACGTCGG CGATCACCAG GTCTTCTTCG GACAGGTCACGTGCCGG
DVGDHQVFFGQVT TCR
6151 GACCGGGACG GCGAGGTGCT GGCTTTCAAG GCGGGACBUIGGCTCGTT
DRDG EVLAFK AGRF GSF

6201 CTCCGACTTC GGCCATGCAG AGATTCCCTG GATGTGB GCAGTGCTTA
SDF GHAE IPW MF -
SSSS>SSSSSSSS>>> <<KLKLKLKLILKLKLKLLLKLKLLLL
6251 AAGAGGCGGT GCCGGGCTCA ACGAGCCCGG CACCGCTBTGTTTTCGC
6301 C CTACGCGAT GGTCAGCTCA CCCATCCGGT CCCAGCCGCT GCCTTCGAAC

-AIl TLEG MRD WGS GE FQ
6351 TGCCGGCTGA TGATGTGGGG AGTCTCCACG AGTGCCTGETATGTCCGC
RSITHP TEVL AQP MD A
6401 CATGGCCTTC TTGAAGTGCT CGCTGTTGAC GTGGGCCTGEGGCATCGT
MAKKFHE SNV HAEA AD D
6451 CCTGGAAAGC CTCCACCAGG ACGAACTCAT TCGGGTTGTCEATGCGG
QFA EVLV FENPND VS R S
6501 GACCAGTCGA ACCACAGGTT GCCGGGCTCA GCGCGGGTTGE®ETGAA
WDF WLNGPEARTAET F
6551 GTCGGCCACC AGGTCCAGCC AACGCTCGGA CCAGTCGGEBGACGTTGA
DAVLDLWRES WDPK VN F
6601 ACTTGACCAC AATAAAGATCACTGGCTGCT GCCTTTCGTT GCACTACAGA
KVVIFIV ~ABM

6651 TCCGTTCCAT TCTGTCACTG CCGTTTAACG CCCGACGGCGGEBCACCG
6701 TAAGGTGGGG ACCGTCCGTC GAACGCTGTT TTTAGCTTGIGTACTACT

- K
6751 TTGACGTTCC TTGCGAAACG GAACCCTGCA GCTGGCGCEBAGATCACG
STGQSV SGQL QRQ FI VY
6801  TACACGATCA GCACCGGAAT GACGGTGACG CTGACCGCTRCBGCGC
VILVPI VTV SVAA FL A
6851  GCCATAGTCC ACTGCGTAAC CCATCTGGCC GGCGAAGGAIAGTTCCT
GYDVAYG MQG AFA AL EQ
6901  GTGAAAGGAC GCGCGGGCCG GCGGCGTTGA TGGAGACOEBBBAAC
SLVRPGAANISVPIL F
6951  TGGTTCCACA GGCCCAGGAA GTTGAAGATG GCAACCGAGEGGECCGG
QNWL GLFNFIAVSALG P
7001  CTTGGCCATC GGCAGCATCA CCTGGAAGAA CGTCCGCCATCBIGCGC
KAMPLMY QFF TRW EG A G
7051  CATCAAGGGC TGCTGCTTCT GTGATTTCGT GAGGCAGCGRGINAGAAG
DLAAAETIEHPLSKF F
7101  GAGAACAGGA AGAACACCGT GAACGGAAGC GCGAAGCCTAGKECAG
SFLFFVTFPLAFGYV Y VL
7151  GATGAGTCCC GGCAAAGTGT TCAGGAGGCC CATGTTCTTGAGGAAGA

ILG PLT NLLG M NKLVF
7201 ACAACGGCAC CATGGCCAGG AAGAT
FLPV MAL FI

~Permease
Erhaltene Gesamtsequenz voArthrobacter spec. Pyl
Unter der DNA-Sequenz ist die abgeleitet Aminossemeienz der identifizierten Gene
dargestellt. Die Transkriptionsrichtung der Genedisgch Pfeile angegeben. Die Startcodone
sind unterstrichen und die Stopcodone fett marki2zig Sequenz die in der RNA die putative
Terminatorstruktur bilden konnte ist mit Pfeilen>gx<) gekennzeichnet. Der durch das
Programm"Neural network promotor predictionidentifizierte putative Promotor P3 ist
doppelt unterstrichen.



Anhang B, Alignment von Reg

Reg_Apyl MIQMTPAAQSQPEVAYQWMKSYIAALPREEET
OrfE_Aaur MIQMTPAAQSQPEVAYQWMKSFISALPREEET
OrfD-Nfar MTTSKTSAASAPELAYEWLKNTILTLPRDEEM
OrfD-Rrha MTTSKTSGATAPELAYEWLKNTIITLPRDEEM
* **:**:*:*. * :***:**
---------- HHHHHHHHHHHHHHH-------HHHHHHHHH-----HHH
Reg-Apyl GFVKRIPHKGAYVPPISDPEVRAILQARSVVE
OrfE_Aaur GFVKRIPHKGAFVPPISDPDVRAILQARSVVE
OrfE-Nfar GFIRRVPHKGAYIPALTDKDVDDVMQARRVVE
OrfD-Rrha GFIRRVPHKGAFIPALSDSDVEAIMQARRVVE

dkekekkdkkke ek sk ok sakkok kkk

--EEEE----EEEEE---HHHHHHHHHHHHHH

Reg-Apyl RDDPARFIELDTEFHTLMVRAGGNPVLADFYA
OrfE_Aaur KDDPARFIELDTEFHTLMVRAGGNPVLADFYA
OrfD-Nfar DTDPVEFIAHDLEFHTTVIRAAGNQVMHEFYR
OrfD-Rrha DTDPVDFIAHDLEFHTAIIRAAGNPLMNNFYS

Kk kk ok kkkk okk kk .. ok

HH---HHHHHHHHHHHHHHHHH---HHHHHHH

Reg-Apyl QLIVDALRSRRLDAAHKAIDAHLDSTRLAVIG
OrfE_Aaur QLIVDALRSRSLDAAHQAIDAHLNSTRLAVIG
OrfD-Nfar GAIVDALAAGDTEAAIHAVREHLDTTLCSLKQ
OrfD-Rrha RAIADAIAAGDPQAAVQAVREHLDTTLRSMKR

* Kk .

HHHHHHHHHHH--HHHHHHHHHHHHHHHHHHH

ckk ake kkeek e

FLNEGVLAKTTGTSRTPVREALLRLEAE 60
FLNEAVLAKTTGTSRTPVREALLRLEAE 60
FLSEAQVAAASGTSRTPVREALLRLEAE 60
FLSEAQVAASSGISRTPVREALLRLEAE 60

*k k ok ok kkkkkkkkkkkkkkk

HHHHHHHH-

KWAVSAVETMLDAQIDAFQRVIDQQQEA 120
KWAVSALESMLDAQIDAFQRVIDQQQEA 120
EWSIAQVAPNPGQVPDRLRELLAAQ-DA 119
EWSVTEVAPQPGLVPDRLRILLDLQ-EN 119
kene s K oen e Kk -

HHHHHHHHHH-HHHH HHHHHHHHHHHH

SLRQKQLRIGVKAVTQGTDRAGDVLREH 180
SLRQKQLRIGVKAVSQQTDRAGDVLREH 180
SLRDRQMRMGVRIMLSDERRKKQVLVEH 179
SLRDRQMRMGIRIVMADETRKKQVLVEH 179
***::*:*:*:: . * :** *%

HHHHHHHHHHHHHHHH--—-HHHHHHH

Y-- 213
Y-- 213
PRF 214
PNI 214

H—

Alignment der Aminosauresequenz von Reg des StammeArthrobacter spec. Pyl
(Reg_Py1) mit OrfE_Aaur vonA. aurescens TC1 (94%, 99%), OrfE_Nfar von N. farcinica
IFM10152 (56%, 74%) und OrfE_Rrha Rhodococcus spec. RHAL (57%, 74%).

Die durch das Programm ,Jpred” vorhergesagte Sekundarstruktur ategn®i1ist unter del
Alignment angegeben (Hi-Helix; E, B-Faltblatt).



Anhang C, Alignment von Mem

Mem_Apyl MTDLKKAELRQQKHSSLP---VVAASSLAGTAVE
OrfF_Aaur  MTELKKAELRQQKHSSLP---VVAASSLAGTAVE
OrfF_Nfar ~ MATAKDKSINRRAHTSLP---VIAGSSLAGTAVE
OrfF_Rrha  MATANNKSINRRPHTSLP---VIAGSSLAGTAVE
ShiA_Ecol ~ MDSTLISTRPDEGTLSLSRARRAALGSFAGAVVD

* ** *  kekke ke

WYDFFLYGTAAALVFNKLYFPTDDPL 57
WYDFFLYGTAAALVFNKLYFPTDDPL 57
WYDFFLYGTAAALVFNKLFFPSEDPL 57
WYDFFLYGTAAALVFNKLFFPTEDPL 57
WYDFLLYGITAALVFNREFFPQVSPA 60

kkkkokkk kkkkkke k% X

----------------- E EEEEHHHH-HHHH HHHHHHHHHHHHHHH--———-H

i a >
Mem_Apyl VGTMLALGTFAAGFLAR €HLGRLIHEIRATLVASLMLMGVATTLIAFIPSYAAI 117
OrfF_Aaur VGTMLALGTFAAGFLAR €HLGRLIHEIRATLVASLMLMGVATTLIAFIPSYAAI 117

OrfF_Nfar VGTMLAFATYAVGFVAR

eHFCBVKEIRATLIASLLLMGVSTFLIALLPTYAAI 117

OrfF_Rrha VGTMLAFATYAVGFVAR eHYVKEHRATLIASLMLMGVSTFLIAFLPTYASI 117
ShiA_Ecol MGTLAAFATFGVGFLFR PLG( HFCaJ;LE{KRMLMLTVWMMGIATALIGILPSFSTI 120

:**: *:.*:“**: **:*- ::** *% **:

HHHHHHHHHHHHHHHH-HHHHHHHHH--------

a i >
Mem_Apyl GLAAPLLLLLLRLIQGFALGGEWGGAVLLVSEHS
OrfF_Aaur GLAAPLLLLLLRLIQGFALGGEWGGAVLLVSEHS
OrfF_Nfar GVTAPLLLVLLRLVQGFALGGEWGGAVLLVSEHG
OrfF_Rrha GVAAPLILVLLRLVQGFALGGEWGGAVLLVSEHG
ShiA_Ecaol GWWAPILLVTLRAIQGFAVGGEWGGAALLSVESA

* **::*: *% :****:*******.** * .

HHHHHHHHHHHHHHHHH------- HHHHHHHH--

a —
Mem_Apyl VLAILAATMPESEFLAWGWRIAFGLSALLVVIGL
OrfF_Aaur VLAILAATMPESEFLAWGWRIAFGLSALLVVIGL
OrfF_Nfar ALALLGAVLPEEAFLSWGWRVAFGMSALLVVIGL
OrfF_Rrha VLAVLGSTLSEDAFLSWGWRIAFGLSALLVVIGL
ShiA_Ecaol LVSLISMMTTDEQFLSWGWRIPFLFSIVLVLGAL

o okkekkkke k ook okke K

HHHHHHH----HHHHHH--HHHHHHHHHHHHHHH
i :

Koo owr vkkerk kk o cakereok

HHHHHHHHHHH---EEEE-----HHH
|
NESARRAFWASWPNMGPPLGNLMAAG 177
NESTRRAFWASWPNMGPPLGNLMAAG 177
-DSKRRAFWSAWPNLGPPLGNLMAAG 176
-DSKRRAFWSAWPNLGPPLGNLLAAG 176
PKNKK-AFYSSGVQVGYGVGLLLSTG 179

VLRLYVQETPLFKEAQRKREAEGNKE 237
ILRLYVQETPLFKEAQRKREAEGNKE 237
VLRLYVAETPLFEQT---RAATSPAV 233
VLRLYVAETPLFEQS---RDTATAEK 233
WVRNGMEESAEFEQQ---QHYQAAAK 236
ko ke ke .
HHHH-----HHHHHHHHH--------

a»

Mem_Apy1l RKMPLTILFRRNWREILIATGSRMGENAGFYIYS
OrfF_Aaur RKMPLTILFRRNWREILIATGSRMGENAGFYIYS
OrfF_Nfar LRMPLTAAVRGYWRQILLAAFTRFGENAGFYIFS
OrfF_Rrha KGMPLAAAVRGHWRQILLAAFTRFGENAGFYIFS
ShiA_Ecol KRIPVIEALLRHPGAFLKIALRLCELLTMYIVT
ke ok ke ok akk -
---HHHHHHHH---HHHHHHHHHHHH--EEEEEE
a

LFITYVTQIMGLQRQTGLTAVMIGQ 297
LFIITYVTQIMGLQRQTGLTAVMIGQ 297
LFVITYLTQILDLPRSTGLNAVMIGM 293
LFVITYITQILELERSTGLNAVMIGM 293
AFALNYSTQNMGLPRELFLNIGLLVG 296

Kk sk kk -k k% .

EHHHHHHHHH------ HHHHHHHHHH

] 'Y

Mem_Apyl GVAVVAIPILALYA

BIVERIPILIGASIATMVWAFAFFFLLNTGQV-WGIAAAVGGLLI 356

OrfF_Aaur GVAVVAIPILAIYA
OrfF_Nfar VVALVAIPLFAVLA

BIVERIPILIGASIATMVWAFAFFFLLNTGQV-WGIIAAAVGGLLI 356
il €IRPIYIGASIATIVWAFAFFALLDTEAT-GAIFLAVAVGLVI 352
il EIRUPIYIGASAATIVWAFVFFALLDTKNP-AAITLAVAVGLLI 352

Alignment der Aminosduresequenz des putativen Membranpiteins von
Arthrobacter spec. Stamm Pyl (Mem_Apyl) mit OrfF_Aaur vonA. aurescens TC1
(98%, 99%), OrfF_Nfar von N. farcinica IFM10152 (66, 85%), OrfF_Rrha von
Rhodococcus spec. RHAL (66%, 856) und ShiA_Ecol dem Shikimat Transporter von
E. cali. (36%, 59%).

Die Identitaten und Ahnlichkeiten bezuglich Mem sind in Klammern armpegBie vom
Tool ,Jpred” vorausgesagte Sekundarstruktur ist unter dem Alignnmgeffidnrt (H,a-
Helix; E, p-Faltblatt). Die putativen Transmembrandomé&nen sind mit Pfeilen undn
Ausrichtung mit innen (i) und auf3en (a) markiert. Die SequenzmotivdVP-G-(GAS)-
X-(LIVF)-(LIVFM)-G-x 3-D-(RK)-x-G-R und G-x3-(DE)-(RK)-x-G-(RKRK) wurden
eingerahmt und die konservierten Reste grau unterlegt.

OrfF_Rrha VVALVTIPMFAVLA

ShiA_Ecol GLSCLTIPCFAWLA
kR ok Rk Rk kX

HHHHHHHHHHHHHHHH----- HHHHHHHHHHHHH

a a—  »

iFEIRiRVYITGTLIGTLSAFPFFMALEAQSIFWIVFFSIMLANIA 356

* kk ke .

HHHHHHH----HHHHHHHHHHHHHHH

] g

Mem_Apyl FAAYSSVIGAFFSELFPTDVRYSGTSVSYNLASL
OrfF_Aaur FAAYSSVIGAFFSELFPTDVRYSGTSVSYNLASL
OrfF_Nfar FAAYSAVIGAFFSELFPTEVRYSGVSLAYNLASV
OrfF_Rrha FAAYSAVIGAFFSELFPTEVRYSGVSLAYNLASV

IAGSLSPIIALALYSAFG-TGYAIGI 415
IAGSLSPIIALALYSAFG-TGYAIGI 415
LAGSLAPIIAIALYDRFG-SGQAIGA 411
LAGSLAPIIAIALYTRFG-TGYAIGA 411

ShiA_Ecol HDMVVCVQQPMFTEMFGASYRYSGAGVGYQVASWGGGFTPFIAAALITYFAGNWHSVAI 416

Kk kekek o kkkk - keekke

HHH---HHHHHH------EEE---EEEHHHHHHH
a P

Mem_Apyl YLAVMGLISMVSVMFAKETKGLKLSDLDEPTPES

OrfF_Aaur YLAAMGLISMVSVMFAKETKGLKLSDLDEPTSKE
OrfF_Nfar YLALMGVISLVAALVAKETRTVDLADVQEEAPAT
OrfF_Rrha YLVAMGVISLIASLLARETQSVDLAAVGDEAISR
ShiA_Ecol YLLAGCLISAMTALLMKDSQRA------------

ekk eeow wees

*%

T —

LELERE R ko

----HHHHHHHHHHH----HHHHHHH
a _

KEQ-------- 452

KEQA------- 453

GTATDAAVVIP 456

TLETPASVHH- 455



Anhang D, Alignment von Nit

h hhhhPEhh Gh
Nit_Apyl MKIALVQVASPDSETRENRIDRVEAILR €ING-AELIVLPELWSAGYFHFDEYEALATL 59
OrfE_Aaur MKIALVQVASPDSETREDRIDRVEAILR EING-AELIVLPELWSAGYFHFDEYEAL:'-VL 59
OrfE_Nfar MKVALAQLASPDAETAAHRLERVRQSLA JAFRADADLIVLPELWRVGYNHFADY Q,5AA 60
OrfE_Rrhal  MKIALAQLASPDSETPAHRLERVRNLLT [€LAERVDLIVLPELWRVGYNHFDDYST=AA 60

Kkkekk kekkkkekk  kokk k. . kkkkkkkk kk kk ok - kkkk

—-HHHH------ HHHHHHHHHHHHHHH-- - EEEE--------- HHHHHH-----

hhhtPDG

Nit_Apyl TGPTVSMCSRVAADLGVYLHLGSIIEAGEDGRLSN  TSILLGPDGSVVHTY RHVFGYKS 119
OrfE_Aaur TGPTVSMCSRVAADLGVYLHLGSIIEAGQDGQLSN TSILLGPDGSVVHTY RIHVFGYKS 119
OrfE_Nfar DGPTVQVLAAVARERRCYLHIGSIVERADGDRLRN TAVLLDPDGRIAHRYJHVFGYRS 120
OrfE_Rrhal  GGGTVQVLAAVAVERQCYIHAGSIVEQGEEGRLRNTAVLIGPDGQIHHHY 8VHVFGYDS 120

* *‘k.: *% ‘k:‘k ***:* . -:* * *::*:.*** * % *:***** *

--HHHHHHHHHHHH---EEEE----------- EEE EEEEE-----EEEEE----------
Nit_Apyl KEASLLTAGSSLPVVPLPFGSVAGIT YDLRFPGLWMELSDRGAEIVIVPAAWPAARREH 179
OrfE_Aaur KEASLLTAGSSLPVVPLPFGSVAGIT YDLRFPGLWMELSTRGAEIVIVPAAWPAARREH 179
OrfE_Nfar EEARLLQPGRQIRVADTAFGRTAAIT YDLRFPGLWSELVDAGAEIVVVPAAWPAARLAH 180
OrfE_Rrhal LEAQLLQPGTQIHTTDTPFGPIAATT YDLRFPGLWTELVAAGAQLVIVPAAWPKARKEH 180

*% k% .‘k O .*‘k *. Kkkkkkkkkhkk * k% **::*:***‘k** *% *

------------ EEEE-----EEEEE-------HH HHHHHH---EEEEE--------HHH
Nit_Apy1l WRLLTTARAVEHQIFVIACNAAGTQEGVELGGHSR VVDPTGNVLAEASSDETVLMVDIDP 239
OrfE_Aaur WRLLTTARALEHQIFVIACNAAGTQEGVALGGHSR VVDPSGTVLAEADSDEAVLMVDIDP 239
OrfE_Nfar WRLLTGARAVDNQVIVIACNAVGTHNGVELGGHSR VVDPWGEVLGEAGAEEGFTVVDIDP 240
OrfE_Rrhal ~ WRLLTSARAVDNQVFVIACNATGTHNSVELGGHSRIVDPWGTVIAEADSSEGITIAEIDP 240

Khkkkk kkkerokeokkkkkk kkeo ok kkkkkk skkk ok ke kk - % . vkkk

HHHHHHHHHHH---EEEEE--------- EE---EE EE-----EEE----—-EEEEEE—HH
Nit Apyl  QQVSTVRSEFPVIGDRLAAYDTLTV----- 264

OrfE_Aaur  LQVDAVRSEFPVIGDRLPAYNTLTV----- 264

OrfE_Nfar ~ AVVARTRAEFPVLADRLDDYRGLNRCEVPA 270

OrfE_Rrhal  AVVDRTRAEFPVLRDRLDDYSFLNRRRVLS 270

*  kekkkke kkk k%

HHHHHHHH----==-==-—-—- E-

Alignment der Aminosaurefrequenz von Nit des StammedArthrobacter spec. Pyl
(Nit_Apyl) mit OrfE_Aaur von A. aurescens TC1 (94%, 97%), OrfE_Nfar von N.
farcinica IFM10152 (60%, 72%) und OrfE_Rrhal von Rhodococcus spec. RHA1
(60%, 72%).

Die putativen Aminosauren Gls7yLys11-Cysis; die das katalytische Zentrum ¢
Enzyms darstellen kdonnten sind grau unterlegt (Neval, 2002). Die konservierte
Aminosaurereste der von Bork & Koonin (1994) und Ne@toal. (1995) beschriebent
Sequenzmotive sind mit Pfeilen markiert thydrophobe AS; t, polar). Die durch c
Programm ,Jpred” berechnete Sekundarstruldes Proteins ist unter dem Alignm
angegeben (Fa-Helix; E, B-Faltblatt)



Alignment der Aminoséuresequenz von PycA des Stammesthrobacter spec. Pyl
(PycA_Pyl) mit OrfF_IFM10152 von N. farcinica Stamm IFM10152 (74 %, 87 %,
und OrfF_RHA1 Rhodococcus spec. Stamm RHAL (71 %, 84 %) und PyrA_SediR.
koreensis Sedi2 (71 %, 83 %).

Die Identitaten und Ahnlichkeiten bezuglich PycA sind in Klammemgegeben. Die m
dem Programm Jpred berechnete &kundarstruktur von PycA ist unter «
Consensussequenz angegeberodHelix; E, -Faltblatt).

Anhang E, Alignment von PycA

PycA_Pyl MRTGKQYLKSLNDGRTVILDGEVVGNVLEHPAFAK VARTMSELFDIAADPANGMQFHSEE 60
ORFF_IFM10152 MRTGAEYLSSLNDGRVVLVDGEKVDDVTTHPARXQTIAELFDLAADPANGMQYTAPE 60
ORFF_RHA1 MRTGADYLASLNDGRVVLVDGEKIDDVTTHPAFAFTRTIAEMFDLAADEANGMQYVAPE 60
PyrA_Sedi2 MRTGADYLASLNDGRVVLVDGEKIDDVTTHPAFAP VTRTMAEMFDLAADEANGMQYVAPE 60

kkkk okhk kkkkkk keokkk - ok kkkkk Kkerkeakeokkokkk kkkkke - ok

---HHHHHHHH----EEEEE--EEE-------- HH HHHHHHHHHHHH------- EEEE--

PycA_Pyl IDGPANRTFAAPRTQEELVLRRQAIEKWAKHTHGW VGRSPDHVGTFFAAFGSHPDVFK-N 119
ORFF_IFM10152 TGGPANRVFGIPRSQEELRARREAIQTWAQHTHGEGRSPDHVGTFLASFAAHPEVFA-E 119
ORFF_RHA1 TGNAANRVFSIPRSREELAQRREAIERWAKHTHGMBRSPDHVGTFLAAFAAHPEVFAAE 120
PyrA_Sedi2 TGNQANRVFSIPRSREELAQRREAIERWARHTHGWGRSPDHVGTFLAAFAAHPEVFAAE 120

Kkkk Kk kkeokkk kkekke kkokkkkk rhkkkkkkkkkkokek kkekk -

----E-EEE-----HHHHHHHHHHHHHHHHH---E EEE-~—-HHHHHHHHH--HHHHH--

PycA_Pyl DERDFAGNVERYYKKILSENLYLSYAIIPPQVSRA TTASGWEGEYLQVGVVRETEEGIIV 179
ORFF_IFM10152 GTRDFSANVTAFHRRLLADNLYVSYAIIPPQVSRATASGWEGEFLQVGVVRETEEGLIV 179
ORFF_RHA1 GGHDFGANVSELYRRLLDENLYVSYAIIPPQVSRATTASGWEGEYLQAGVVEETTEGLVI 180
PyrA_Sedi2 = GDHDFGANVSALYRRLLDENLYVSYAIIPPQVSRA TTASGWEGEYLQAGVVEETTEGLVI 180

ki kk ek akkkekkkkkkkkkkkk Kkkkkkkkkkokk kkk kk kkoor

—-HHHHHHHHHHHHHH---EE--reeeeee s EEEEEEE----EEEE

PycA_Pyl RGSQMLATGAAIADEVFVTCIKPLGPDDVDFAVSF AIPVATDGLKLYCRRPFAPAATSDF 239
ORFF_IFM10152 RGSQMLATGAAIADEILVSCIKPLGPDDQDFAVS#VPANAEGLKLYCRRPYAPAATSSF 239
ORFF_RHA1 RGSQMLATGGAIADEIFVSCIKPLGPDDKDFAVGR/VPTNAPGLKQYVRRPYIPAATSSF 240
PyrA_Sedi2 RGSQMLATGGAIADEIFVSCIKPLGPDDKDFAVGF VVPANAPGLKQYVRRPYIPAATSSF 240

Khkkkke ke K*kkk * ks kkk ok okkke kkkkk ok

E-HHHHH----HHHHHHEE----------- EEEEE EE-----EEEEE-------m--

PycA_Pyl DYPLTSHYDEPDALVVFDDVLIPWDRVFINRNIDT LRRQFFDTGAHALGNWQAQIRFSTK 299
ORFF_IFM10152 DYPLTSRYDEPDALVVFDDVLIPWDRVFVDRDIAGRRQFFDTGAHALGNWQAQIRFATK 299
ORFF_RHA1 DYPLTCRYDEPDSLLVFDDVLVPWDRVFVDRDTTVRRQFFETGAHVLGNWQAQIRFATK 300
PyrA_Sedi2 DYPLTCRYDEPDSLLVFDDVLVPWDRVFVDRDTTGVRRQFFETGAHVLGNWQAQIRFATK 300

kkkkk kkkkkokokkkkkkokkkkkke ke skkkkkokkkk kkkkkkkkkk kk

............ EEEEE--EE-----EEE---HHH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

PycA_Pyl LKFIASVARKVTQVNGTDKIPGVQEKLGELAAIVQ SVESAVLAAEYTATTDDAGMRVPGK 359
ORFF_IFM10152 LRFIAGVARRVTQVNGVDKIPSVQEKLGELAALMBVESAVLAAEYTATPDEAGQWVPGK 359
ORFF_RHA1 LEFIAGVARRVTQVNGVDKIPSVQEKLGELAALVSGVRSAVLAAEYTAEPDSAGMWLPGR 360
PyrA_Sedi2 LEFIAGVARRVTQVNGVDKIPSVQEKLGELAALVS GVRSAVLAAEYTAEPDSAGMWLPGR 360

* kkk kkke *kkk “k * kkkkkkkkkk Kk kk oKk

HHHHHHHHHHHHHH-----HHHHHHHHHHHHHH HHHHHHHHHHH---—— E—H

PycA_Pyl SALYGAMGLQSETYPRVISILRDLVGGGVLQLPSS IADMTSSVTRPDMERYVQSPGVTSE 419
ORFF_IFM10152 RALYGSMGLQSEIYPRVLSILRDLVGGGVLQLPSBADLTSPLTSGDVTHYVQSPGVPSE 419
ORFF_RHA1 QALYGSMGLQSEIYPRVIAILRDLVGGGVLQLPSSVKDLTSPLTSRDIEHYVQSPGVPSE 420
PyrA_Sedi2 QALYGSMGLQSEIYPRVIAILRDLVGGGVLQLPSS VKDLTSPLTSRDIEHYVQSPGVPSE 420

K*kkke. Kkkke * s kekk ook ke skkkkkkk k%

HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-—-EEE-—— e HHHHHHHHH------HH

PycA_Pyl ERVKLFKLAWDIIGSEFAGRHQQYEMFYAGAPFVV RGAYTYRNYGYDALVAELDTFLGSY 479

ORFF_IFM10152 DRIKLFKLAWDIIGSEFAGRHQQYELFYAGAPFVKGAYTYRNYGYEEPLRDVEQFLAAY 479

ORFF_RHA1 ERVKLFKLAWDIIGSEFAGRHQQYEMFYAGAPFVKGAYTYRNYDYDSAVAAVQQFTDGY 480

PyrA_Sedi2  ERIKLFKLAWDIIGSEFAGRHQQYEMFYAGAPFVV KGAYTYRNYDYDSAVAAVQQFTDGY 480
ke . *

skkkkkkkk ke o o0k

HHHHHHHHHHHHH-----HHHHHHH-----HHHH HHHHHHH-~-HHHHHHHHHHHH--

PycA Pyl  SIDSSIESEGI 490
ORFF_IFM10152 KSETA------ 484
ORFF_RHA1  KAESE----- 485
PyrA Sedi2 ~ KAESE----- 485



Anhang F, Alignment von PycB

PycB_Apyl MSLAPAFTIPDAMGMRRAM GRFLTGVAVVTTQHED-EQYGMTISSLTSISLEPPILMISL 59
OrfG_Aau MSLAPAFTIPDAMGMRRAMGRFLTGVAVVTTQHED-EQYGMTISSLTSISLEPPILMISL 59
PyrB_Rsedi  MTL-PAFHAPTPTDMRRSMGRFTTGVAVVSADDGDGDPSAMTISSLTSISLDPAILLVSL 59
OrfG-RHA1 MTL-PAFHAPTPTDMRRSMGRFTTGVAVVSADDGOGSPSAMTISSLTSISLDPAILLVSL 59
OrfG-IFM10152 MTL-PAFHCPTPSDMRRSMGRFTTGVAIVSADDGBENPCAMTISSLTSVSLEPPILLVSL 59

*ok kkk K Kkkkokkkk kkkkokon Kkkkkkkkkokkok kkookk

---------- HHHHHHHHH------EEEEEE---- --EEEEEEEEEEE-----EEEEEE-

PycB_Apyl NFGTRTGEALMESGKFAVSILGAKQESVARRFAVRGGDRFGDGDFDVTDNGLAVIKGALA 119
OrfG_Aau NFGTRTGEALMESGKFAVSILGAKQESVARRHAVR GGDRFGDGDFDITDNGLPYIKGALA 119
PyrB_Rsedi THGSRTTEAVEAAGSFAVSILGSRQEALARRHATR GGARFDDLPCDRSRSGLPLIKDALA 119
OrfG-RHA1 THGSRTTEAVEAAGSFAVSVLGSRQEALARRFATRGGARFDDLPCDRSRSGLPLIKDALA 119
OrfG-IFM10152 THGSRTTDAVEAGGRFAVSILGSRQEAIARRFATRGGARFEGLPVDLSRSGLPUIPDALA 119
“*:** * .* ****:**::**::*****.* *% k% . * -**"k:* .***

~-HHHHHHH-—-EEEEE--HHHHHHHHHH-—- | e HHHH

PycB_Apyl QADCSVVQQYDVGDHQVFFGQVTTCRDRDGEVLAfAGRFGSFSDFGHAEIPWMF 174
OrfG_Aau QADCTVVQQYDVGDHQVFFGQVTTCRDRDGEVLAKAGRFGSFSDFGHAEIPWMF 174
PyrB_Rsedi QLECRIHSAHDIGDHRVFYGEVTDMRCREGTGLVFYSGRFGDFHDFGHDEVPWLF 174
OrfG-RHAL QLECRVHSAHDIGDHRVFYGEVTDMRCREGTGLVF SGRFGDFHDFGHDEVPWLF 174
OrfG-IFM10152 QLECRVHSAHDVGDHRVFYGEVVDMRWRDGTGYSERFGDFHDFGHDELPWLY 174

Kook - rkekkkekkekek Kk kek ok ok kkkk ok kkkk kekke.

HEEEEEEEE-----EEEEEEEEEE-------- =1 =3 —

Multiples Alignment der Aminosauresequenz von PycB des &tnmes Arthrobacter
spec. Pyl (PycB_Apyl) mit OrfG_Aau vonA. aurescens TCl (99%, 100%)
PyrB_Rsedi von R. koreensis Sedi2 (57%, 74%), OrfG_Rrhal Rhodococcus spec.
Stamm RHA1 (57%, 74%) und OrfG_Nfar von N. farcinica IFM10152 (56%, 74%).
Die Identitaten und Ahnlichkeiten beziglich PycB sind in Klammernegeigen. Di
durch das Programm ,Jpred“ berechnete Sekundarstruktur des Prsteimster de
Consensussequenz angegebenoHHelix; E, p-Faltblatt). Der variable Loop7 (PheA2-
Nummerierung) der Sekundarstruktur ist durch ein Rechteck markiert.



Anhang G, Alignment von PycC

PycC-Pyl METTRQVPLTFRVVGTDKTIVVTEFHAVVAGYT  GRDPKAVQHHIDELAAIGVAPPPEVPM 60
OrfA-RHA1 MTGATTEVLTFETLDSSEILQFGDGRTLVAGYT GRDEAAVQHHIDELAAIGVAPPAQVPM 60
OrfA-IFM10152 MTETITAALSCTVLDSGETLSFDGARAIVAGYT GRDEAAVRHHIDELAAIGVAPPESVPM 60
OrfA-Sedi2

* - *- R srekkkkk kkk  hkeokkkkkkkkkkkkkk kkk

---EEE-——EEEHHEEEEEE-——-HHH HHHHHHHHHHH - EEHHH-

PycC-Py1 FYRMDSDLFETSGEHDTTENLTSGEIEPLYIRH DGQFYLGIGSDHTDRDIEARDIGDSKR 120
OrfA-RHA1 FYPVEIATITTASQAPVTGAHTSGEVEPVILRH RGRYYLGVGSDHTDRQLETVDIGDSKR 120
OrfA-IFM10152 LYPVSTATVTTAATTPVPSADTSGEVEPVLLRH RGRYFLGVGSDHTDRALETIDIGESKR 120
OrfA-Sedi2

* *e kkkkokke kk Kerekkokkkkkkk ke kkkokkk

........ EEEE------EEEEEEEE---EEE EE------EEEEEEEEEE-—----

PycC-Py1 ACPKPVAAEVIAVESLEDLDLDQCTARSWVDGE LYQEGSLSGLRKPADVVERLLARTDIG 180
OrfA-RHAL ACPKPVGPAVVEIADWSSFDWDACRARSWVDGVLYQDGTLANLRTPQTLLQIFADRIGDT 180
OrfA-IFM10152 ACAKPIGPHVVEVADWSRFDWDACRARSWVDGKYQDGTLAALRTPTDLLGVVADRLGDD 180

OrfA-Sedi2 ~ -------m--mmmmee- DWDACRARSWVDGV LYQDGTLANLRTPHNLLQIFADRIGDT 41
**.**:" *: t. :* * Kk kkkkkkk ***:*:*: **.* o * .
---HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-----EEEE E----meee- HHHHHHHH---------

PycC-Pyl DADFMCLGGTLPLLNGKFVDGNSWKLELSFPNG TTIEHNYKILLGSLR---- 228

OrfA-RHA1 GEDLLCFAGTLPLLDGKFTPGHRWDLELTLPDG RTLTHSYTT-EGH------ 225
OrfA-IFM10152 GGDFVCFAGTLPLLDGEFTPGTRWDLELLLPDG RALTHTYTTLEGARDAHRS 232
OrfA-Sedi2 GEDLLCFAGTLPLLDGKFTAGHRWDLELTLPDG RTLTHTYTT-EGH------ 86

Kkerke kkkkkkokok ok ok kkk k% ok Kk *

EEEE---E------- HHHHHHHH-------- [/ —

Multiples Alignment der Aminosauresequenz von PycC dest&mmes Arthrobacter
spec. Pyl (PycC) mit OrfA-RHA1 vonRhodococcus spec. Stamm RHAL (48%, 68%)
OrfA-IFM10152 von N. farcinica IFM10152 (47%, 66%) und OrfA-Sedi2R. koreensis
Sedi2 (25%, 41%).

Die Identitaten und Ahnlichkeiten beziglich PycC sind in Klammerregelgen. Dil
durch das Programm ,Jpred“ berechnete Sekundarstruktur des Prsteinster de
Consensussequenz angegeberofHelix; E, p-Faltblatt).



Anhang H, Alignment von PycD

OrfB-Py1 MAKPEFEFTPVSSVDFAPCNPHIEGLSEAILARDS  DNDSVTRILKFEPGTDTSPNGVLTH 60
OrfB-IFM10152 MAKPEFEFFPVTDVEYTVCPGGDPAITERILARDPDGNVATRILRYEPGADSTPMGVQKH 60
OrfB-RHA1 MAKPEFEFFPVTDVEWTVCPGDDPKITERILAKDP EGNVATRILRYEPGADSTPLGVQKH 60
OrfB-Sedi2 ~ MAKPEFEFFPVTDVEWTVCPGDDPKITERILAKDP EGNVATRILRYEPGADSTPMGVQKH 60

Khkkkkkkk kke koo K ek kkkek o kkkkeskkkekeok kk ok

- EEEEEE--- ;--EEEEEEEE ______________

OrfB-Py1 DFWEEVFIFEGSFVDQRLGQTFKAGDWATRPPGME HGPWVSENGARMFEVRYYTNPVQTG 120
OrfB-IFM10152 DFWEEVYILEGSFTDLTLGQTFTAGMYACRPPGMRAGPWRTDEGVVTFEVRYHSR----- 115
OrfB-RHA1 DFWEEVYILEGSFTDLPLGETFTAGMYACRPPGMPHGPWSTDEGVVTFEVRYHSK----- 115

OrfB-Sedi2  DFWEEVYILEGS-------nmrrmememenes 72
******:*:****.* **:**.** :* *kkkk *kkk *- ****‘k::-
---EEEEEEEEEEEE---------- = — EEEEEEE--------

OrfB-Py1 RSN 123
OrfB-IFM10152 ---
OrfB-RHA1 ---
OrfB-Sedi2  ---

Alignment der Aminosauresequenz von PycC des Stammdsthrobacter spec. Pyl
(PycC) mit OrfA-RHA1 von Rhodococcus spec. RHAL (48%, 68%), OrfA{IFM10152
von Nocardia farcinica Stamm IFM10152 (47%, 66%) und OrfA-Sedi2 von
R. koreensis Sedi2 (25%, 41%).

Die Identitaten und Ahnlichkeiten beziglich PycC sind in Klammerregelgen. D#
durch das Programm ,Jpred“ berechnete Sekundarstruktur des Prsteimster de

Consensussequenz angegeberodHelix; E, -Faltblatt).



Anhang |, Alignment von Abm

Abm_Apyl VIFIVVKFNVKPDWSERWLDLVADFTEATRAE [eNLWUFDWSRSVDNPNEFVLVEAFQD-D 59
Abm_Aaur MIFIVVKFNVKPEWSERWMDLVADFTEATRAE [ZENLIIFDWSRSVDNTNEFVLVEAFQD-D 59
Abm_Blin MIFIVVKFQVKPEKAEEWPQIIKEFTEATRAE IKENKUFDWSRSLDDPNEYVLVEAFDD-D 59
Abm_Mavi MIFIVVKFETKPEWADRWPDLVAAFTAATRAEE €ENLWWFEWSRSLDDPAEYVLVEAFRDGD 60
Abm_Afb24 MIFIVVKFKVKPDWSDKWLGLVEDFTQATRQE [eNLWGFDWSRSVEDPNEFVLVEAFKD-D 59
Abm_Rrhal MIFIVVNFTVKPDHADGWLDLVQPFTDATRNE |geNLIUFYWSRAVEDPDLYVLVEAFRDDD 60

hkkkkek kke o ok e kk kkk ok k% *k kkkeeen skkkkkk Kk Kk

-EEEEEEEE----HHHHHHHHHHHHHHHHH----- EEEEEEE------ EEEEEEE-HH H

Abm_Apyl AAEA HVNSEHFKKAMAD---MPQALVETPHIISRQFEGSGWDRMGELTIA 106
Abm_Aaur AAEA HVNSIHFKKAMAD---MPQALVETPHIISRQFEGSGWDRMGELTIA 106
Abm_Blin AAEA HVKSHFQKATADGGPMNSALASTPKIISRQIDGDGWDEMGELQVG 109
Abm_Mavi AGSA HVNSIHFKRAMQE---LPQALKSTPKIISQTVEATGWSRMGEMTVD 107
Abm_Afb24 AAGD HVNSAIFQKAMAD---MPQALAETPRIISRQLDGDGWDRMGELTIA 106
Abm_Rrhal AAVA HVQSHFRNAMRE---LKPALAQTPRIINTTIDGTEWSLMGELEVD 107

*  kkek kke k. = okk kkekk . *  kkke .

HHHHH--HHHHHHHHHH HHHHH-——EEEEE oo

Alignment von Abm von Arthrobacter spec. Pyl (Abm_Apyl) mit Abm_Aaur vonA.
aurescens TC1 (95%, 100%), Abm_Blin von Brevibacterium linens BL2 (67%, 84%),
Abm_Mavi von Mycobacterium avium 104 (66%, 83%), Abm_Afb24 vonArthrobacter
spec. FB24 (64%, 75%) und Abm_Rrhal voiRhodococcus spec. RHAL (59%, 79%.
Die Identitaten und Ahnlichkeiten bezuglich PycA sind in Klammergegeben. Die m
dem Programm Jpred berechnete Sekundarstruktur von PycA ist unter
Consensussequenz angegebernofHelix; E, p-Faltblatt). Die Higs- und Higg-Reste sin
fett hervorgehoben. Das partiell konservierte Sequenzmotiv PGF(V/R)ER/WeIl3 au
schwarzen Grund markiert.



Anhang, J

A)
Pput_ Fla  ------- MSNETFDARAFRRALGNFATGVTVVTA AGPSGRKVGVTANSFNSVSLDPALI 52
Abau_C1 MNQLNTAIVEKEVIDPMAFRRALGNFATGVTIMTA QTSSGERVGVTANSFNSVSLDPALY 60
o * * ************** * '**':*****************:

Pput_Fla LWSIDKRSTSHEVFEEASHFAVNVLAADQIDLSNN  FARPKEDRFAGIDYETGVGGVPLFV 112

Abau_C1 LWSIDKKSSSYRIFEEATHFGVNILSAAQIELSNR FARRSEDKFANIEFDLGVGNIPLFK 120
******:*:*:':****:**.**:*:* **:***' *kk .**:**'*::: ***.:***

Pput_Fla DCAARFECEKYQQLDGGDHWILIGRVVAFDDFGRS PLLYHQGAYSMVLPHTRMTQRAEGQ 172

Abau_C1 NCSAAFECERYNIVEGGDHWIIGRVVKFHDHGRS PLLYHQGAYSAVLPHPSLNMKSE-- 178
:*:* ****:*: ::******:***** *'*'*** *kkkhkhkkk **** . :.

Pput_Fla APSSHFQGRLQHNLYYLMTQALRAYQADYQPRQLC TGLRTSEARMLMVLENDAGLSLNDL 232

Abau_C1 TAEGVFPGRLYDNMYYLLTQAVRAYQNDYQPKQLASGFRTSEARLLLVLESKTASSKCDL 238
T * kkk .*:***:***:**** ****:**. :*:******:*:***":. * k%

Pput_Fla QREVAMPAREIEEAVANLKRKGLIADDDGRVRLSYV KGVDETEALWTIAREQQDKVFGQFS 292

Abau_C1 QREVAMPIREIEEATKILSEKGLLIDNGQHYELTE QGNACAHMLYKIAESHQEEVFAKYT 298
*kkkkkk ****** * *** * o .*_ : . *:.**“:*::**“”

Pput_Fla EEQLETFKTVLKALINI 309

Abau_C1 VDERKLFKNMLKDLIGI 315

: **.:** **.*
B)

Pput_Kop MKKPNP ----LLEDLRSILPTIAANAMRAEQ 27
Abau_C2 MENTVLNLDSDVIHACEAIFQPIRLVYTHAQTPDV  SGVSMLEKIQQILPQIAKNAESAEQ 60
-

skk oee kkk kK Kk kkk

Pput_Kop DRSVPAENITLLKSIGMHRAFLPKHYGGMEITLPQ FAECIAQLAGACASTAWAMSLLCTH 87
Abau_C2 LRRVPDENIKLLKEIGLHRAFQPKVYGGLEMSLPD FANCIVTLAGACAGTAWAFSLLCTH 120

* kK kkk kkk kkokkkk kk kkkokeokke K*kekk  hkkkkk kkkkokkkkkk

Pput_Kop SHOMAMFSPKLQQEVWGSDPDATASSSIAPFGRTEEVEGGVSFSGEMGWSSGCDHAEWAI 147
Abau_C2 SHQIAMFSKQLQDEIWLKDPDATASSSIAPFGKVE EVEGGIILNGDYGWSSGCDHAEYAI 180

*hkkekkkk okkekek  hkkkkkkkkhkhkke k kkkkke o ke kkkkkkkhkkokk

Pput_Kop VGFRRNNAEGTQDYCFAILPRSDYEIRDDWYAVGM RGSGSKTLIVRDAFVPEHRIQKAKD 207
Abau_C2 VGFNRFDADGNKIYSFGVIPRSDYEIVDNWYAQAI KSSGSKMLKLVNVFIPEYRISKAKD 240

*kk Kk ckek ok Kk cokkkkkkk kekkk o s kkkk koo 0 kekkekk kkkk

Pput_Kop MMEGKSAGFGLYPDSKIFFAPYRPYFASGFSTVSL GVAERMLEVFREKTRNRVRAYTGAA 267
Abau_C2 MMEGKSAGFGLYPDSKIFYTPYRPYFASGFSAVSL GIAERMIEAFKEKQRNRVRAYTGAN 300

*** * **** * * *k kkkkkkkkkk

Pput_Kop VGAATPALMRLAESTHQVAAARALLEKSWDEIAEH SARHEYPSRGTLAFWRTNQGYAVKL 327
Abau_C2 VGLATPALMRIAESTHQVAAARALLEKTWEDHRIH GLNHQYPNKETLAFWRTNQAYAVKM 360

*% * ** . ********* ****

Pput_Kop CIQAVDRLMEAAGGGAWFESNELQRLFRDSHMTGAHAYTDYDVCAQILGRELMGLEPDPT 387
Abau_C2 CIEAVDRLMAAAGATSFMDNSELQRLFRDAHMTGA HAYTDYDVCAQILGRELMGMEPDPT 420

kkekkkkkk kkk  oeee kkkkkhkkekkhkk *hkhkhkhkhkhkhkhkkhk kkkkx

Pput_Kop MV 389
Abau_C2 MV 422

*%

Alignment des putativen Orfs des Flavoproteins (PpitGB1DRAFT_2404) mit C; von
A. baumannnii  (A) und des putativen Orfs des Kopplungproteins
(PputGB1DRAFT_2405) mit G, von A. baumannii (B).
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