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Abkiirzungen

Aqua bidest. doppelt destiiliertes Wasser

As Aminosiure(n)

ATP Adenosin-5'-triphosphat

bla B-T actamase-Gen

bp Basenpaar{e}

Bg Beguerel

BSA Rinderserumalbumin

cat Chioramphenicol-Acetyliransferase-Gen

CoA Coenzym A

CTP Cytidin-5"-triphosphat

DC Diinnschichichromatographie

DMAPP Dimethylallylpyrophosphat, Dimethylallyldiphosphat
DNA Desoxyribonukleinsiure

dNTF Desoxyribonuklecsidiriphosphat

dUTPE . Desoxyuridin-3’-triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FPP Farmnesylpyrophosphat, Famesyldiphosphat
GGFF Geranylgeranylpyrophosphat, Geranylgeranyldiphosphat
GFPP (Geranylpyrophosphat, Geranyldiphosphat

GTP Guanosin-5'-triphosphat

h Stunde

1AA Iscamylalkohol

1 Isopentenylpyrophosphat, Isopentenyldiphosphat
kb Kilobasen

kDa Kilodalion

i Minuts

NADP, NADPH  Nicotinamid-adenin-dinukiestidphosphat oxidiert, reduziert
ODgno optische Dichte bei 600 am

RNA Ribonukieinsiure

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunde

SHC Squalen-Hopen-Cyclase

she Gen fiir die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis
SCC Squalenoxidcyclase

tet Tetracyclinresisienz-Gen

Tris 2-Amino-Hydrozymethylpropan-1,3-dicl

TTP Thymidin-5'-triphosphat

U Unit, Enzymeinheit

UpM Umdrehungen pro Minute

Vinax Maximalgeschwindigkeit

wiv weight per volume = Gewichi pro Volunen
uv Ultraviolett

Drei- und Ein-Buchstaben-Code der Aminosiuren:

Alanin Ala A Leucin fenu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin  Met M
Asparaginsdure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glotamingdure Glu E Serin Ser 8§
Glutamin Gin @ Threonin Thr T
Glycin Gly G Tryptophan Trp W
‘Hisiidin Hig H Tyrosin Tyr Y
I Valin Val V-

Isoleucin e







I. Einieitung

Seit Mitte der siebziger Jahre findet das Gram-negative, obligat fermentative Bakierium
Zymomonas  mobilis  aufgrund seiner hohen  Ethanolbildungskapazitit zunehmendes
wissenschaftliches und industrielles Interesse (ROGERS et al., 1982; BRINGER et al., 1984;
SAHM et al., 1992; SPRENGER et al., 1993; SPRENGER, 1993; DOELLE et al., 1993).
Z.mobilis baut die Substrate Giucose, Fructose und Saccharose anaerob effizient fiber den Enter-
Doudoroff-Weg ab (ENTNER & DOUDOQOROFF, 1952; GIBBS & DE MOSS, 1951; KERSTERS
& DE LEY, 1968). Der Entner-Doudoroff-Weg lefert netto nur ein Mol ATP pro Mol

umgesetzter Glucose. Dagegen werden in der Hefe Saccharomyces cerevisiae, die traditionell zur
thanolproduktion eingesetzt wird, die Substrate iiber den Embden-Meyerhof-Parnas-Weg

metabolisiert. Hierbei ist die Netto-Energieausbeute doppelt so hoch. Die Energielimitierung des
Stoffwechsels in Z.mobilis fiinri, durch einen geringeren Einbau der Glucose in die Biomasse, zu
einer Ethanolausbeute, die gegeniiber der der Hefe um 5% erhdht ist, und fast den theoretisch
maximalen Wert erreicht (BUCHHOLZ et al., 1987). Auch die Ethanolbildungsrate in Z.mobilis
ist sechs- bis sicbenfach hdher als in der Hefe (BUCHHOLZ et al., 1987), so daB die
Ethanolproduktion mit Z.mobilis auch im Vergleich mit den traditionelien Verfahren unter
Einsatz der Hefe S. cerevisige wirtschaftlich interessant ist.
Wichtig fiir eine effiziente Ethanoiproduktion mit Z.mebilis ist auch die hohe Ethanoltoleranz

dieses Organismus, die durchaus mit der der Hefe S.cerevisiage vergleichbar ist. Z.mobilis
n bis zu 13% im Medium (ROGERS et al., 1982). Wihrend in der
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toleriert Alkoholkonzentrationen
Hefe das tetracyclische Triterpencid Ergosterol als Membrankomponenie einen entscheidenden
Beitrag zur Ethanoltoleranz leistet (THOMAS et al., 1978; BUTTKE et al., 1980), sind an der
Ethanoltoleranz von Z.mobilis pentacyclische Triterpencide, die Hopanoide, wesentlich beteiligt
(HCRBACH et al., 19913},

Die Hopanoide sind als Membrankomponenten bei Eubakierien weit verbreitet. Bis heute wurden
etwa 200 verschiedene Bakierienstimme auf ihr Vorkommen untersucht und nur aus wenigen
Gruppen, wic den Schwefel g;,rpurnaﬁ* rien und den Enterobakierien, sind keine hopanoidhaliigen
Vertreter bekannt (SAHM et al., 1993). Fiir Z.mobilis wurde bisher der hichsie Hopancidgehali
ermitteit. Er betrigt 30 mg/g Trockengewicht, das entspricht 40-50% des Gesamtlipids
(HERMANS et al., 1691). Die entscheidende Bedeutung der Hepanoide fiir die Ethanoltoleranz
von Z.mobilis konnte durch Inhibierung der Hopanoid-Biosynthese gezeigt werden. Durch Einsatz
des. Substratanalogons Azasqualen kann die Sgualen-Hopen-Cyclase, ein Schliisselenzym der
Hopanoid-Biocsynthese, in Z.mobilis gehemmt werden (FLESCH & ROHMER, 1987)}. Dies fithrt
zu ‘einer Verringerung des Hopanoidgehaltes der Membranen in Z.mobilis. Der verringerte
Eopanoidgehalt hat eine drastische Erniedrigung der Wachstumsrate . von Z.mobilis in
Anwesenheit ‘von steigenden Ethanolkonzentrationen im Medium ‘zur Folge (HO%ACH,_

Di;_)_lomarbelt 1980; HORBACH et al., 1991).




DaB der Einbau von Hopanoiden in die prokaryontische Zellmembran generell ein Mechanismus
der Anpassung an extreme Umweltbedingungen oder besondere Anforderungen zu sein scheint,
zeigen andere Beispiele: GroBe Mengen eines Hopanoids (20-50% des Gesamtlipids) wurden in
dem Stickstoff-Fixierer Frankia ssp. gefunden. Die Hopanoide in den Vesikelmembranen dieses
Organismus scheinen wesentlich am Schutz der Nitrogenase vor molekularem Saunerstoff beteiligt
zu sein (BERRY et al., 1991 und 1993). Durch einen hohen Hopanoidgehalt (bis zu 16% des
Gesamtlipidgehaites) zeichnet sich auch das Gram-positive, thermoacidophile Bakierium
Alicyclobcilius acidocaldarius aus. Es konnte gezeigt werden, dafl der Hopanoidgehalt in
A.acidocaldarius stark durch die Wachstumstemperatur beginfluflt wird (PORALLA et al., 1984).
Bei einer Wachstumstemperatur von 65°C war der Hopanoidgehalt der Zellen siebenmal hoher
Sowohl bei den in Prokaryonten weit verbreiteten Hopanoiden als auch bei dem
membransiéndigen Sterolen, deren Vorkommen bis auf wenige Ausnzhmen auf Eukaryonten
beschrinkt ist, handelt es sich um cyclische Triterpenoide. Ihire gemeinsame Ausgangssubsianz ist
die acyclische C3q-Verbindung Squalen. In den hopancidsynthetisierenden Bakterien finden sich
im allgemeinen nur Spuren der priméren C3g-Cyclisierungsprodukie Hopen (Diplopten) und
Diplopterol. Bei den eigentlichen funkiionellen Membrankomponenten handelt es sich in der
Hauptsache um C3s-Bacterichopanderivate, die iber eine zusitzliche polyhydroxylierie Cs-
Alkyleinheit verfiigen, die mit dem Hopengerfist verkniipft ist. Diese Cs-Alkyleinheit kann dann
ihrerseits weiter modifiziert sein. In Z.mobilis konnten bisher sechs verschiedene Hopanoide
nachgewiesen werden. Es handelt sich dabei um die einfachen C3q-Hopane Hopen und

Diplopterol {(Abb.L.1; BARROW et al, 1983), die im Vergleich zu den (35
Bacteriohopanderivaten mengenmaBig aber nur einen geringen Anteil ausmachen. Als Cs3s-

Bacteriohopanderivate treten hauptsichlich auf: Bacteriohopantetrol, Bacteriohopantetrolglycosid
und Bacterichopantetrolether (BRINGER et al., 1985; TAHARA et al,, 1986; SMITH, 1985;
FLESCH, 1987; FLESCH & ROHMER, 1989). In geringen Mengen nachgewiesen wurde das
Glucosaminyl-32-oxobacteriohopan-33,34,35 -triol (FLESCH & ROHMER, 1989).

Die C3s-Hopanoide, wie das Tetrahydroxybacteriohopan, weisen eine Molekiilstruktur und
molekulare Dimensionen auf, die denen der membranstindigen Stercle von Eukaryonten schr
shnlich * sind. ' Beide Substanzklassen bestehen aus einem hydrophoben, planaren, rigiden
Ringsysiem, das eine Schicht der Phospholipid-Doppelschicht {iberspannen kann (Abb.L1.).
Beide Verbindungen verfiigen iiber eine hydrophile Komponente, die 3-Hydroxygruppe am
Ringsystem der Sterole bzw. die polare Seitenkette der Hopanoide. Diese hydrophilen Elemente
geben den Molekillen insgesamt einen amphiphilen Charakier. Aufgrund dieser
Ubereinstimmungen beeinflussen Sterole und Hopanoide die Membraneigenschaften auf dhnliche
Weise. Thre regulative Wirkung auf die Membran beruhi auf einer Verminderung der
Membranfluiditit oberhalb der Phasenilbergangstemperatur, indem sie die Beweglichkeit der
Fetisiiurereste der Phospholipide einschrinken. Unterhald der Phasenlibergangstemperatur
dagegen verhindern sie die dichie Packung der Phospholipide und fiihren dadurch zu einer




Erhdhung der Membranfluiditit (DEMEL & DE KRUYFF, 1976; KANNENBERG, 1983;
KANNENBERG et al., 1983; HERMANS, Dissertation 1991}, DaB es sich bei den Hopanociden
um Funktionsfquivalente zu den Membransterolen handelt, konnte sowohl in einem artifiziellen
System, an Liposomen, gezeigt werden (KRANNENBERG, 1983) als auch durch biologische
Befunde untermauert werden. Der Ciliat Terrghymena pyriformis baut exogen im Medium
angebotene Sterole in seine Membran ein. Fehlen Sterole im Medium, so synthetisiert er das
hopanoidzhnliche Tetrahymanol uad Spuren von Diplopterol (CONNER et al., 1968). Auf das
Angebot von exogenen Sterolen angewiesen ist Mycoplasma mycoides. Ersetzi man Cholesterol

. . - . . N -
im Medium durch Diploptercl, so ist das Wachstum von Momycoides welterhin méglich

(KANNENBERG & PORALLA, 1982).

Abb.I.1: Hopanoide aus Z.mobilis. Dargestelit sind Hopen (1) sowie die Seitenketien von
Piploptero! {2}, Bacterichopantetrol (3), Bacterichopantetrolether (4) und
Glucosaminylbacterichopantetrol (5). Zum Vergleich der Molekiilstrukiuren von
Hopanoiden und Sterolen ist auch die Struktur des Ergosterols (6) wiedergegebenn.

Die Biosynthese. der "Hopanoide kann in drei Abschnitte 'eingeteilt werden. Die erste
Reakiionsfolge umfaflt die Synthese des Isopentenylpyrophosphats, des 'Cs-Bausteins aller
Isoprencide bzw. Terpencide (RUZICKA, 1963). Im zweiten Abschniit findet die sukzessive
Verkniipfung von sechs Cs-Einheiten zum Squalen stait. Diese ersten beiden Reaktionsfolgen
h’eten'_ generell auch bel der Synthese der Sierole und anderer Isoprencide auf, Spezifisch fiir die
'Hopaneid-Biesynthese ist dégegen der dritte Syntheseabschnitt. Er schlieBt die Cyclisierung des
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Squalens zum Hopengeriist, die Verkniipfung des Hopens mit einer nichiprenylischen Cs-
Verbindung und weitere Modifizierungen bis zu den C35-Bacterichopanderivaten, den
funktionellen Membrankomponenten, ein.

In Bukaryonten ist die Biosynthese des zentralen Intermediats der Isoprenoid-Biosynthess, des
Isopentenylpyrophosphats (IPP), gut untersucht. Sie erfolgt auf dem Acetoacstat-Weg (Abb.12;
BEYTA & PORTER, 1976). Dabei findet zunichst die Verkniipfung von drei Molekillen Acetyl-
CoA zum 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) statt. Dieses Zwischenprodukt wird
zum Mevalonat reduziert, welches in zwei Schritten zum Mevalonatpyrophosphat phosphoryliert
wird. Durch Dehydrierung und Decarboxylierung entsteht schlieBlich IFP. Diese Reakiionsfoige
wurde auch in verschiedenen Bakterien nachgewiesen. So konnte gezeigi werden, daf in
zellfreien Extrakten von Myxococcus fulvus, Staphylococcus carnosus, Laciobacillus plantarum
und Halobacterium  cufirubrism 14C-Acety1—CoA und 1é’C-Hydroxymethyiglutaryl-CoA 21}
Mevalonat umgesetzt werden. Dariiber hinaus werden léc—Mcvalonséure, Y.
Mevalonatphosphat und 14C—Mcvﬂonaipymphosphat in diesen Bakterien in 14C-IPP iiberfiihrt
(HORBACH et al., 1993).

0
2 Acetyl—-CoA ’)LSCOA
% 1 0O O

Acetoacetyl-CoA

[—CoA
Acetyl—Co \\%é’ 5
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CH
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l 4
fonat—F M/\
Mevalonat— HO opP
45
N \oH
Mevaionatl—Pr . )\/“\/‘\ODP
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Abb.L2: Biosynthese von Iscpentenylpyrophosphat auf dem Acetoacetat-Weg (Abb.
... modifiziert nach SAHM et al., 1993}. Beieiligte Enzyme: Acetyl-CoA-
*Acetyliransferase (1), 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Synthase (2},
- Hydroxymethylglutaryl-CoA-Reductase (3), Mevalonat-Kinase (4),
_Phosphomevalonat-Kinase (5) und Pyrophosphomevalonat-Anhydrodecarboxylase (6).

- Weitere - Untersuchungen zur Isoprenoid-Biosynthese in Prokaryonten flihrten in den letzten

Jahren aber zu dem Ergebnis, dab der Acetoaceiai-Weg nichi, wie frither angenommen, auf alle




Prokaryonten libertragen werden kann. Insbesondere Versuche zur Inkorporation von e pcetat
in die Polyprenylseitenkette der Ubichinone von Azotobacter vinelandii, Escherichia coli,
Pseudomonas sesami und Rhodopseudomongs capsulata sowie von 14¢. und 13C-markiertem
Acetat und 13C-Glucose in die Hopancide von Methylobacterivimm  organophilum,
Rhodopseudomonas acidophila, Rhodopseudomonas palustris und Z.mobilis fihrten zur
Ermittlung von Markierungsmusiern, die nicht mit einer Biosynthese des IPPs iiber den
Acetoacetat-Weg in Einklang zu bringen sind (PANDIAN et al., 1981; FLESCH & ROHMER,
1988; ZHOU & WHITE, 1991; ROHMER et al., 198%; SAHM et al., 1993; ROHMER et al.,
1993). Offensichilich sind mindestens zwei verschiedene Biosynthesewege zur Bildung des IPPs
in Bakierien verwirklicht, Die Daten, die in den Markicrungsexperimenten gewonnen wurden,
fihrten zur Formulierung eines neuen, noch hypothetischen Biosyntheseweges, in dem IPP nichs
iber HMG-CoA und Mevaionat als Infermediate gebildet wird, sondern aus der Addition eines
durch Thiamin aktivierien Acetaldehyds an ein Dihydroxyaceton-Derivat hervorgeht (ROHMER
et al., 1993).

Im Gegensatz zur Biosynihese des Cs-Bausieins, des IPPs, scheint die Verkniipfung der Cs-
Einheiten zu den hoheren Isoprenociden in Eukaryonten und Prokaryonten auf gleichartige Weise
zu erfoigen {Abb.1.3). Fiir die Verknilipfung von zwei Cs-Einheiten ist in Eukaryonten zunichst
die durch die IPP-Isomerase katalysierte Isomerisierung eines Molekils TPP zur aﬂyljschen Form,

Alkgivitat }edoch bxsher nicht nachgewiesen werden. MOghChufWEISB entsieht das DMAPP in

Z.mobilis und anderen Frokaryonten nicht durch Isomerisierung des IPPs, sondern ist selbst auch
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HORBACH, personliche Mitteilung). Die 1'-4- (Kopf-an-Schwanz-} Verkniipfung von IPP und
DMAPP zur Cjig-Verbindung, dem Geranylpyrophosphat (GPP), und von GPP und IPP zur Cys-

Einheit, dem Famesylpyrophosphat (FPP), wird von einer Prenyltransferase, der FPP-Synthase,

katalysiert. Das Famesylpyrophosphat steilt einen wichtigen Verzweigungspunki in der
Biosynthese der Isoprenoid-Derivate dar. So entstehen durch die Verkniipfung mit weiteren Cs-
=
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Einheiten die Lipidkomponente des Dolichols und die Polyprenylseitenkette der Ubichinone. Vom
FPP geht auch die Synthese der Carotinoide aus. Dariiberhinaus findet in Eukaryomten die
Ubertragung von Prenyiresten auf bestimmie Proteine stait. Famnesyliert werden zum Beispiel
nukledre Lamine, res-Proteine und die “mating-type”-Fakioren in Hefen (GLOMSET et al.,
1690; MALTESE, 1990}, Katalysiert durch die Squalen-Synthase entsteht durch die 1'-1- (Kopi-
an-Kopf-} Verkniipfung von zwei Molekillen FPP die Cyp-Verbindung, das Squalen, das Substrat
fiir ‘die Cyclisierungsreakiion, aus der in Eukaryonten das Stercl- und in Prokaryonten das
Hopanoid-Grundgeriist hervorgeht. In der Hopanoid-Biosynthese wird das Squalen direkt durch
die Squalen-Hopen-Cyclase zum Hopen (Diplopten) cyclisiert. Als Nebenprodukt entsieht zu
einem geringem Anteil Diplopterol (NEUMANN & SIMON, 1986; OCHS et al., 1990). Die
Squalen-Hopen-Cyclase ist das erste fiir die Hopanoid-Biosynthese spezifische Enzym und soimit
ein Schiiisselenzym dieses Biosyntheseweges.

L Einleitung 5
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Abb.L3: Biosynthese von Squalen ausgehend von Isopentenylpyrophosphat {IPF) und
. . Cyclisierung des Squalens zu Hopen und Diploptercl bzw. Lanosterol (Abb.
 modifiziert nach SAHM et al., 1993). DMAPP, Dimethylaliylpyrophosphat; GPP,
Geranylpyrophosphat; FPP, Farnesylpyrophosphat. Beteiligic Enzyme:
~ Isopentenylpyrophosphat-Isomerase (1), Famesylpyrophosphat-Synthase (2), Squalen-
Synthase (3), Squaien-Hopen-Cyclase {4),Squalen-Epoxidase (5) und Squalenoxid-
Lanosterol-Cyclase (6). o SRR
Im Gegensatz zu der anacroben Hopanoid-Synthese ist fiir die Sterolsynthese die Anwesenheit
molekularen Sauverstoffs erforderlich. Squalen wird vor der Cyclisierung zunfichst durch eine
Squalen-Monocoxygenase zu Squalen-2,3-epoxid oxidiert. Das Squalenepoxid ist das Substrat fiir
Squalenoxid-Cyclasen (SOC), die es zu Cycloartenol {in Algen und hheren Pflanzen) oder
Lanosterol (in Pilzen und Tieren) cyclisieren. Die Ubereinstimmungen in der Biosynthese der
Hopanoide und Sterole, die Ahnlichkeit der Cyclisierungsmechanismen sowie ihre strukturelle
und funktionelle ‘Aquivalenz fiihrten zu der “Hypothese, daB es sich bei den anaercb
synthetisierten Hopanoiden um die Vorlaufer der Sterole handeln k6nne, und dall prokaryontische
Squalen- -~ und  eukaryontische Squalenoxid-Cyclasen phylogenetisch verwandt - sind.
Moglicherweise stellen die Squalenoxid-Cyclasen eine Weiterentwickiung der evolutiondr &lteren,
primitiveren Squalencyclasen dar (ROHMER et al., 1979; PCRALLA, 1982; OURISSON 1989).
Die ~enzymatische - Reaktion, die zur C-C-Verknipfung - des - Hopengerisies mit - der
polvhydroxylierten Cs-Alkyleinheit und damit zur Synthese der Cas-Bacteriohopane fiihrt, ist
bisher kaum aufgeklart. Versuche zur Inkorporation radicakiiver Substrate haben ergeben, dafl in




R.palusiris, R.acidophila, M.organophilum und Z.mobilis eine D-Pentose aus dem nicht
oxidativen Pentosephosphat-Weg der Vorldufer der Bacteriohopan-Seitenkette ist (FLESCH &
ROHMER, 1988; ROHMER et al., 1989). Die Pentose wird iiber ihr Cs5-Kohlenstoffatom an das
Hopangertist gebunden.

Die Riosynthese der Isoprencide ist auch in bezug auf ihre Genetik in BEukaryonten gut
untersucht. Insbesondere fiir das Modellsystem der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist es in den
letzten Jahren gelungen, zum Teil temperatursensitive, Mutanten fir die meisten Teilschritt der
Isoprencid-Biosynthese zu isolieren (KARST & LACROUTE, 1977; CHAMBON et al., 1990
und 1991). Ein besonderer Vorieil des Modellsystems Hefe besteht darin, da8 §.cerevisige in der
Lage ist, exogen angebotene Sterole aus dem Medium aufzunehmen, so daf Mutationen der

Isoprenoid-Biosynthese nicht letal sind, wenn die Hefe-Mutanten auf entsprechend
supplementiertern Medium wachsen. In den leizien jahren konnten die Gene folgender Enzyme
des Acetoacetat-Wegs der Isoprencid-Synthese aus S§.cerevisice Kloniert und charakierisiert
werden: HMGCoA-Reductase: BASSON et al,, 1986 und 1988; Mevalonat-Kinase:
QULMOUDEN & KARST, 1991; Phosphomevalonat-Kinase: TSAY & ROBINSON, 1991; 1TPP-
isomerase: ANDERSON et al., 1989; FPP-Synthase: ANDERSON et al., 1989; Squalen-
Synthase: TENNINGS et al., 19%1; FEGUEUR et al., 1521; Squalen-Epoxidase: JANDROSITZ
et al, 1991. Das Gen fiir eine Acetoacetyl-CoA-Thiolase konnte aus Saccheromyces uvarum
Kloniert werden (DEQUIN et al., 1988). Aus Candida albicans wurde das Gen einer
Squaienoxid-Cyclase Klonieri (KELLY et al., 1990), sequenziert und charakterisiert (BUNTEL &
GRIFFIN, 1992; ROESSNER et al., 1993). ' |
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Carotinoiden, gut untersucht. Die Gene der Carotinoid-Biosynthese konnten bereiis aus mehreren
Bakterien kloniert und charakterisiert werden (aus Erwinia herbicola: PERRY et al., 1086;
ARMSTRONG ¢t al., 1990; Rhodobacter capsulamus: ARMSTRONG et al., 198%; Erwinia
uredovora: MISAWA et al,, 1980; Swmaphylococcus aurens: WIELAND et al.,, =zur
Verdffentlichung eingereicht). Die Isolierung der Gene der Carotinoid-Biosynthese wurde durch
zwel Umstinde wesentlich erleichtert: Bei den Produkten der Carotinoid-Biosynihese handelt es
sich um farbige Verbindungen, deren Synthese in Bakierien aufgrund der nervorgerufenen
Koloniefdrbung leicht zu detekiieren ist, und in allen bisher untersuchten Fillen liegen die Gene
der Carotinoid-Biosynthese in Prokaryonten in Form grofier Gencluster vor.

Dariiber hinaus sind bisher aber nur wenige Daten verfiigbar, die die Genetik der eigentlichen
Isoprenoid- und Hopanoid-Biosynthese in Prokaryonten betreffen. Ein Grund hierfiir besteht
darin, daB bisher kaum Mutanten isoliert werden konnten, die eine Klonierung von Genen der
Isoprencid-Biosynthese durch ein einfaches Selekiionssystem, etwa iber Komplementation,
erlauben wiirden. ' o '
Aﬁﬁnagiycos_id-Anﬁbiotika (z.B. Kanamycin} wurden verwendet um Mutanten der Isoprencid-
Biosynthese aus £.coli zu isolieren (SHERMAN et al., 1989). Dic Selektion beruhte darauf, dab

die Aufnahme der Aminoglycosid-Antibiotika energicabhingig ist. Die Resistenz gegeniiber
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diesen Antibiotika geht oft einher mit einem Defekt der respiratorischen Ubichinone, die liber
Prenylseitenketten verfiigen, Mit Hilfe dieses Ansatzes konnten E. coli-Mutanten mit verminderten
Altivititen von IPP-Isomerase, FPP-Synthase und Prenyltransferase isoliert werden. Aufgrund
der relativ hohen verbleibenden Restaktivititen der Enzyme, waren diese Mutanten aber nicht zur
Klonierung der involvierien Gene geeignet.

Bestimmte kationische Detergenzien wie Octodecyltrimethylammoniumchlorid (OTAC) inhibieren
in geringen Konzentrationen spezifisch das Wachstum hopanoidhaltiger Bakterien (FLESCH &
ROHMER, 1987). Es konnten Z.mobilis-Mutanten isoliert werden, die diesem Detergenz
gegeniiber resistent waren. Weitere Untersuchungen ergaben aber, dal Hopanoid-Gehalt und
Zusammensetzung dieser Mutanten im Vergleich zum Wildtyp nicht verndert waren {(MICHEL
et al., 1892},

Zu Beginn dieser Arbeit wurden zwei Gene der prokaryontischen Isoprenoid- bzw Hopanoid-
Biosynthese kloniert und charakierisiert. Es handelte sich dabei um das Gen der FPP-Synthase
aus Escherichia coli und das der Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidocaldarius. Die Kionierung
des Gens fitr die FPP-Synthase aus E.coli (isp4) gelang durch die Komplementation einer E.coli-
Mutante mit temperatursensitiver FPP-Synthaseaktivitit (FUJISAKI et al., 198% und 1990).
Kiirzlich gelang die Klonierung einer weiteren thermosiabilen bakteriellen FPP-Synthase aus
Bacillus stearothermophilus (KOYAMA et al., 1993). In beiden Féllen erfolgte die Klonierung
der Gene der FPP-Synthasen fiher ein aufwendiges Screening der. Enzymakiivitéten in einer
Vielzahl von E.coli-Transformanten. '

Bei dem Gen fiir die Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidocalderius handelte es sich um das erste

b T [ P RS TP, JPIIN, Yo SV DINRY g PR H : : . ¥ -
Klonierte und charakterisierte Gen eines Enzyms, das spezifisch ist fiir die bakterielle Hopanoid-

Biosynthese (OCHS, Dissertation 1930; OCHS et al., 1992). Der Klonierung dieses Gens ging
dic Reinigung des Bnzyms aus A.acidocaldarius voraus (NEUMANN & SIMON, 1986;
SECKLER & PORALLA, 1986 OCHS et al, 1990). Durch die Bestimmung der
Aminosiuresequenz des Aminoterminus des gereinigien Proteins wurden Sequenzdaten
gewonnen, die zur Herstellung von Oligonukleotidsonden verwendet werden konnien. Der

Finsatz dieser radioaktiv markierten, degenerierten Oligonukleotide als DNA-Sonde in
Hybridisierungsexperimenten mit chromosomaler DNA aus A.acidocaldarius - fiihrte zur
Kionierung des Gens der Squalen-Hopen-Cyclase.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen Beitrag zu der weiteren Aufkldrung der
nrokaryontischen Hopanoid-Biosynthese zu leisten. Dazu sollte zunichst, durch Einsatz des Gens
der - Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidocaldarius als heterologer Gensonde, das Gen fiir die
Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis kloniert und charakierisiert werden. Durch die
Sequenzanalyse von DNA-Bereichen in der Nachbarschaft des Gens der Squalen-Hopen-Cyclase
sollte tberpriift werden, ob weitere Gene der Hopanoid-Biosynthese, &hnlich wie die
prokaryontischen Gene der Carotinoid-Biosynthese, gemeinsam mit dem Gen der Squalen-Hopen-
‘Cyclase in Form eines Genclusters vorliegen. Wenn mdglich, sollten 'so weitere Gene ‘der
-_}iopano_id—Biosynthese Yioniert und charakterisiert werden.
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I, Material und Methoden

i. Chemikaiien und Enzyme

In der vorliegenden Atbeit wurden analysenreine Chemikalien der Firma MERCK AG,
Darmstadt verwendet. Resiriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden von den Firmen
BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim und NEW ENGLAND BIOLABS, Schwalbach
bezogen. Produkte anderer Hersteller sind der nachfolgenden Liste zu entnehmen.

(1 (n}-BH) Farnesylpyrophosphat,
Triammoniumsalz
Farnesylpyrophosphat,
Triammoniumsalz
(1,5,9,14,20,24-14C) Squalen
IPTG (kristallin}

NADPH (Tetranatriumsalz)
X-Gal (kristallin)

Acrylamid

Bisacrylamid

Ampicillin, Natriumsalz
Chloramphenicol, kristallisiert
Desoxynuklectide

DIG DNA Labeling and Detection Kit

Nylonmembran, positiv geladen
Rinderserumalbumin, Fraktion V
Tetracyclin, Hydrochlorid
Harnstoff

Qiagen-Siunlen

Geneclean Xit

Bacto-Trypion

Hefe-Extralt

MacConkey Agar Base

Gas Generating Kit

(4-+4C) Isopentenylpyrophosphat,
Triammoniumsalz
(4,8,12,13,17,21,-3H) Squalen
Biodyne A Transfermembran
AutoRead ™™ Sequencing Kit
Deoxy-CED Phosphoramidite
NAPTM.10 Stulen i
1-H Tefrazol -

FErase a base Xit
“Tag-Polymerase

NL17 Membranfilter 9,45 pm

. RMaterial vnd Methoden

AMERSHAM LIFE SCIENCE, Braunschweig

ARC-BIOTREND, Kdin
BIOMOL, Hamburg

BIORAD, Miinchen

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim

BRI, Eggenstein

DIAGEN, Diisseldorf

DIANCVA, Hamburg

DIFCC LABORATORIES, Detrcit, USA

OXOID Deutschland, Wesel
NEN-DUPCONT, Dreieich -

PALL BIOSUPPORT DIVISION, Dreieich
PHARMACIA LXB, Freiburg

PROMEGA’ SERVA, Heidelberg )

SCHLEICHER & SCHULL, Dassel




NY 13N Nytran Transfermembran 0,435 pm
Nalidixinsiure SERVA FEINBIOCHEMICA GmbH, Heidelberg

Natriumdodecylsulfat
N,N,N',N'-Tetramethylendiamin (TEMED)
Borsdure SIGMA CHEMIE, Miinchen

Ethidivmbromid
Laurylsarcosinat
Trizma Base

2. Bakterienstimme und Plasmide

Herkunft und Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme und Plasmide sind
in den folgenden Tabellen zusammengefaft. Die Bezeichnung der genetischen Marker erfolgie
dabei nach BACHMANN & LOW (1980). B '

Tah.IL.1: Verwendete E.coli- und Z.mobilis-StAmme

Stamm Genoty Refarens

DHS supB4id hsdR17 recAl endAl gyraicé LOW, 1968
thi-1 reldl :

DHS« supE44 I1acUis9 (980 A(lacZ)ﬁib) HANAHAN, 1883
hsdR17 recAl endAl gyrASé thil
relil

NM522 hsds A(lac-proABj supE thi GOUGH & MURRAY,
F' proaAB laci9 A(lacZ)H1i5 1983

JH10% recAl supE44 endAl hsdR17 gyraASe6 VANISH-PERRON, 1985
relal thi A(lac-proAB) F*' traD3é6 :
proaB” lacI¥ i(lacZ)Hib

s17-1 thi ¥~ endaR hsdR (r"m+) supE IMON et al,, 1983
lambda™ pro ::RP4-2

Zymomeonas mobilis

CP4 {ATCC 31821) Wildtyp GONCALVES DE LIMA

et al., 1972

Das Gen fiir die Squalen-Hopen-Cyclase, das als DNA-Sonde eingeseizt wurde, stamint aus dem
Gram-positiven thermoacidophilen Bakierium Alicyclobaciilus {friher: Bacillus) aczdeca,dwrﬂm
DSM 406 (ATCC 27009) (CCHS et al., 1992).
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Tab.JI.2: Verwendete und in dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasgmid | Gréfe Relsgvante Marker Referans

pUC18, 19 2,7 kb bla lacZo VIEIRA & MESSING,
ig82

pUCBHMZ 0 2,7 kb bla lacze BOEHRINGER MANNHEIHM

PGEM7ZE™ 3,9 kb bla lacza PROMEGA, Heidelberg

PSUP104 9,5 kb tet cat SIMON et al., 1983

DEY507 16,1 kb cat laci¥9 SCHILZ, 1993

DZY601 5,6 kb bla shc DIESE ARBEIT

pPIY602 5,6 kb bla shc’ DIESE ARBEIT

pPZYSE03 14,5 kb cat laci¥ DIESE ARBEIT

pZY61l 7,0 kb bla orf3 shc DIESE ARBEIT

pZy¥ei2 7,0 kb bla orr3' shct DIESE ARBEIT

PIZY614 7,0 kb bla orfl' orf2' orf3’' DIESE ARBEIT

Kurze Charakierisierung der wichiigsien in dieser Arbeit Konstruierten Plasmide:

pZY60L: 2,9 kb Dral-Fragment chromosomaler DNA aus Z.mobilis, inseriert in die Smal-
Schnittstelle des Vekiors pUC19, das auf dem Dral-Fragment codierie shc-Gen befindet sich in
Leserichiung zum lacZ-Promotor (Abb.IIL4).

pZV602: wie pZV601, das sho-Gen legt aber in entgegengesetzter Orientierung zum JacZ-
Promotor {Abb.1IL.4). '

pZY6435: 4,3 kb HindiII-Fragment chromosomaler DNA aus Z.mobilis, inseriert in die HindIil-
Schnittstelle des Vektors pZYS507, die auf dem HindIII-Fragment codierten Leseraster she und
o773 befinden sich in Leserichtung zuin lacZ-Promotor (Abb.II1.8).

pZYE11: 4.3 kb Hind[Il-Fragment chromosomaler DNA aus Z.mobilis, inseriert in die HindII-
Schnittstelle des Vekiors pUC19, die auf dem HindITI-Fragment codicrten oifenen Leseraster skc
und o7/3 liegen in Leserichtung zum lacZ-Promotor (Abb.II1.4}.

nZY612: wie pZY611, she und o1f3 befinden sich aber in entgegengesefzier Leserichtung zum
lacZ-Promotor (Abb.IIL4),

pLY614: 4,5 kb Sspl-Fragment chromosomaler DNA aus Z.mobilis, inseriert in Smal-
Schnit_tstsﬂe des Vekors pUCBM20, die auf dem Sspl-Fragment codierten offenen Leseraster
orfl, orf2 und 0if3 liegen in entgegengesetzter Orientierung zum JacZ-Promotor.
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3, Nzhrmedien nnd Kultivierungsbedingungen

Die Anzucht der E.coli Stdmme erfolgte in:

LB-Vollmedium (LENNQOX, 1955)

10g Bacto-Trypton, 5g Hefeextraki, 5g NaCl, Aqua dest. ad 11, pH 7,0.

Zur Unterscheidung von E.coli- und Z.mobilis-Zellen nach der Filterkreuzung fand folgendes

Medium Verwendung:

McConkey Agar (McCONKEY, 1905)
40g McConkey Agar Base der Fa.DIFCO, Aqua dest. ac 1L
Die Kohlenstoffguelle wurde getrennt autoklaviert und dem autokiavierten Medium mit einer

Endkonzentration von 10g/! zugegeben.

Fiir die Kuitivierung von Z.mobilis wurde als Komplettmedium eingesetzi:

Vollmedium (VM) (BRINGER et al., 1984)

10g Hefeextrakt, 1g KHoPQy, 1g (NH4)SO4, 0,5g B _gS_4, Agna dest. ad 1l
Als Kohlenstoffquelle wurden 2-5% Glukose nach dem Autoklavieren zugesetzt.

Zur Herstellung fester Nihrboden wurden den Medien 18g/1 Agar zugesetzt.

Zur Selektion zuf Antibiotikaresistenz wurden Antibiotika in folgenden Konzenirationen den

Medien zugesetzt:

E.coli Z. ms&s’i’;’;
Ampicillin 100 pg/ml = --
Chiloramphenicol 25 pg/mi 100 pg/ml

Nalidixinsiure 40 pg/ml 40 pg/ml
Tetracyclin .. - 15 pg/mi 100 pg/mi

Die Anzucht der E.coli-Kulturen erfci gte aﬂrc%}, in Fluss:gkdmren unt,r Schutt@lp bet 37°C
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Die Kultivierung von Z.mobilis wurde in Anaerobgefifien der Firma BELLCO-GLASS-INC.,
New Jersey, USA oder in 100ml- bzw. 200ml- Glaskolben (Glasbldserei KFA Jiilich GmbH) bei
30°C durchgefiihrt. Alle GefdBle wurden mit Butylgummi-Stopfen und Aluminiumbdrdelkappen
verschiossen. Xulturen in 100mi- bzw. 200mi- Glaskolben wurden mit sterilen Einwegfiltern
(SCHLEICHEER & SCHULL, Dassel) versehen, um ein Entweichen des gebildeten COy zu
ermdglichen. Die Anzucht von Z.mobilis auf Agarplatien erfolgte bei 30°C in einem
Anaercbentopf (OXOID Anaerobic), der mit Hilfe eines Edelmetalikatalysators (OXOID, Wesel)
durch ein Hy/COy-Gasgemisch (Oxoid Gas-Generating-Kit} anaerobisiert wurde.

Das Zellwachstum in  Flissigkuliuren wurde photometrisch durch Triibungsmessung
(SHIMADZU UV-160 Spektralphotometer, SHIMADZU, Diisseldorf) bei einer Wellenldnge von
60G nmn verfolgt. Bei einer ODggg =0,3 wurde die Bakierienkultur vor einer weiteren Messung
mit Medium verdlinnt. Fir £.coli entspricht einer Absorptionseinheit bei 600 nm eine Zellzahl

von ca. 1x10%/ml Kuiltur, fiir Z.mobilis liegt sie bei ca. 2x10%/mi.

Zur Stammhbaltung von E.coli- bzw., Z.mebilis- Stimmen wur&an glycerinhaltige (70%)
Dauerkuituren angelegt, dic bei -20 C aufbewahrt wurden.

4. Genetische Methoden

Zur Transformation von E.coli mit Plasmid-DNA wurden kompetente Zellen nach der
Rubidivmchlorid-Methode hergestellt (HANAHAN, 1985). Die Zellen wurden portioniert, in
fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelageri. Zur Transformation von 200 gl

TR

kompetenten Zellen wurden 100 bis 1000 ng Plasmid-DNA in einem Volumen von maximal 20

i1 mrmranates FITARTAITART TGO4SY
FL BHIESSLLL (ERSINAARLAN, 27004,

4.2 Filterkreuzung von E.coli und Z.mobilis

Da bisher keine effiziente Methode zur Transformation von Z.mobilis eiabliert werden konnte,
wurden geeignete Plasmide in Filterkreuzungen durch Konjugation von E.coli nach Z.mobilis
iberfithrt. Als Donor diente dabel der E.coli Stamm S17-1. Dieser Stamm enthdlt ein
chromosoinal infegrieries Derivat des Plasmids RP4, das die fiir die Mobilisation eines Plasmids
mit ﬂsr_ RP4-spezifischen mob-Region notwendigen Transfer- (re-) Gene trigt (SIMON et al,

'1983). Der 'Z.ﬁwbiiis-ﬁezipisnt wurde {iber Nachi in Vollmedium angezogen und in der
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Filterkreuzung eingesetzt. Eine Ubernachtkultur des rekombinanten E.coli $17-1 Donorstammes
wurde in frisches antibiotikahaltiges LB-Medium dberimpft (1:50) und nach Erreichen einer
ODggg von 0,6-0,8 zur Konjugation eingesetzt. Donor- und Rezipientenzellen wurden in
Vollmedium gewaschen und, auf eine Zellzahl von 2x10%/mi konzentriert, in Vollmedium
aufgenommen. Zur Konjugation wurden 22108 Donorzellen mit 1x108 Rezipientenzellen
gemischt und auf sterile Membranfilier (NL17, 0,45 um, ¢ 2,5 cm SCHLEICHER & SCHOLL,
Dassel), die zuvor auf Vollmediumplatien gelegt worden waren, in einem Volumen von 150 pl
aufgetropft. Nach 4 h Inkubation bei 30°C wurden die Zellen mit 1 mi Vollmedium von den
Filtern in sterile 1,5 ml Eppendorf-Reakiionsgefifle abgeschwemmt. Die Zellen wurden durch
Fentrifugation (13000 UpM, 1 min) sedimentiert, in 200 pul Vollmedium resuspendiert und auf

it Nalidixinsinre und dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Da sich

BitL L ung L2222 £lie

3

VM-Agarplatten
Z.mobilis gegentiber Nalidixinsfiure resistent verhlt, konnte diese hier zur Gegenselektion von
E.coli eingesetzt werden. Nach anaercber Inkubation bei 30°C iber einen Zeiiraum von 3-6
Tagen wurden die Bakierienkolonien auf Vollmedium-Platien mit Antibiotilum wnd, zur
Unterscheidung von Z.mobilis und E.coli Kolonien, parallei dazu auf McConkey Agarplatien
ausgestrichen. Aufgrund der darin enthaltenen Gallensalze wuchs Z.mobilis auf dem McConkey-

Nahrboden nicht.

b

™y

5. Priparation und Reinigung von Nukleinsiuren

5.3 Priparation chromosomaler DNA aus Z.mobilis

Die Priparation chromosomaler DNA aus Z.mobilis wurde nach einer Methode von EDDY et al.
(1988) durchgefiihrt. Der Zellaufschiul erfolgte dabei durch Lysozymeinwirkung und
mehrmaliges aufeinanderfoigendes Einfrieren und Aufiauen der Zellen. Zur Entfernung der

Proteine folgten mehrere Phenol/Chloroform-Exiraktionen. SchlieBlich konnte die chromosomale

BTA mmemle Fiionls e oA 1rén Tihn i fvenk Antuncial any sinew § ' & i
=1 4 7= T Oa agofs
tem Efhang! gurch ARTwickeln an emen Glassiaocndn mn

DNA nach Zugabe von eiskallem absoiu

hochmolekularer Form gewonnen werden,

5.2 Pripsration von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli im kleinen MaBstab erfolgte durch alkalischen
Aufschiuf von 2-4 ml Ubernachikulturen (modifiziert nach BIRNBOIM & DOLY, 1979). Die
selektiven Uvernachtkulturen (LB-Medium mit Antibiotikum) rekombinanter Einzelkolomien
wurden in Eppendorf-Reaktionsgefifle iiberfiihrt und durch Zentrifugation sedimentiert (Sigma-
Kihizentrifuge 202 MK, 13000 UpM, 4°C, 2 min). Die Zellen wurden in 100 pul Lisung I {50
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mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/HCl pH 8) resuspendiert und durch Zugabe von 200
pl Losung I (1% SDS, 0,3 N NaOH) lysiert. Nach Sminiitiger Inkubation auf Eis wurden durch
Zugabe von 150 pl Losung I (3 M Kaliumacetat, 1,8 M Essigsiure) die chromosomale DNA
und Proteine weitgehend gefillt und durch die folgende Zentrifugation (13000 UpM, 4°C, 10
min) vom plasmidhaltigen Uberstand getrennt, Zur Entfernung verbliebener Proteine wurde der
Uberstand einmal mit Phenol/Chloroform/IAA (25:24:1, viv:v) und einmal mit Chloroform/IAA
(24:1, v:v) extrahiert. Durch Zugabe des 2,5fachen Volumens reinen Ethanols und Zentrifugation

wurde einmal in 70%igem Ethanol gewaschen und anschlieBend in einer Vakuum-Zentrifuge
(Speed Vac Concentrator der Fa. Bachhofer) geirocknet, in 20 pl sterilem Aqua dest.
aufgenommen, mit 0,5 zl RNase (10 mg/ml) versehen und 30 min bei 37°C inkubiert.
Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung eingesetzt werden sollte, wurde nach einer Methode von
SAMBROOCK et al., (1989) durch eine LiCl- Fillung der RNA und eine Isopropancifillung
weiler aufgereinigt.

Zur Priparation von Plasmid-DNA aus E.coli im grofieren MaBstab wurden 50 ml Kulturen wie
oben beschrieben in entsprechend gréferen Volumen aufgearbeitet oder die Priparation der
Plasmid-DNA erfolgte, gemil der Vorschrifi des Herstellers, mit Hilfe von GIAGEN-packl1(0

Saulen (DIAGEN, Diisseldort).

5.3 Priparation von Flasmid-DNA aus Z.mobilis

Zur Priparation von Plasmid-DNA aus Z.mmobilis wurden 10 mi Ubernachtkulturen in VM mit
Antibiotikazusatz angezogen. Auch hier erfoigie wie im Fall der E.coli-Kulturen ein alkalischer
Aufschluf {medifiziert nach BIRNBOIM & DOLY, 1979), wobei Lasung I aber zusétzlich frisch
geldstes Lysozym enthielt (10 mg/ml). Die in Ldsung I resuspendierten Zellen wurden 30 min auf
Eis inkubiert. Die weitere Priparation entsprach der unter 5.2 beschriebenen Methode, wobel die
Phenol/Chloroform/IAA- und - Chloroform/IAA-Exirakiionen jeweils mindestens zweimal

SUICAZETUNnrt wurden. -
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6. ~Techniken zur Rekombination und Analyse von DNA

6.1 Aligemeine rekembinante DNA-Techniken

Allgemeine rekombinante DNA-Techniken, wie Spaltung mit Restriktionsendonukleasen,
gelelektrophoretische Analyse von Restriktionsfragmenten, Auffiillung Gberstehender DNA-
Enden durch Klenow-Polymerase, Behandlung mit alkalischer Phosphatase und Ligation von
DNA-Fragmenten wurden entsprechend der Vorschriften von SAMBROOK et al. (1989) bzw.
gemiab der Herstellerhinweise zu den verwendeten Enzymen durchgefiihrt,

€.2 TIsolierung von DNA-Fragmenien aus Agarose-Gelen

Zur Isolierung definierter DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen wurde die enzymaﬁsch gespaliene
DNA bei 50 V Spannung in einem Tris/Acetat-Puffersystem (40 mM Tris/HCl, 20 mM Na-
Acetat, 2 mb EDTA, pH 8) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA-Banden im Gel wurden
durch Anfirbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht, und die gesuchte DNA-Bande wurde
unter UV-Beleuchtung ausgeschnitten. Die DNA wurde dann mit Hilfe von Glasmilch

A B Tk R AR

(GENECLEAN-Kit, DIANOVA, Hamburg) direki aus der geschmolzenen Agarose isoliert. Die
Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

6.3 Oligonukleotidsynthese und Amplifikation ven DNA-Fragmenten durch die

. Polvmnerase-Kettenreakiion

Die Synthese von Oligonukleotiden, die in Polymerase-Kettenreaktionen {(Polymerase Chain
Reacticn, PCR, MULLIS & FALOONA, 1987) zur Amplifikation von definierien DNA-
Fragmenten als Primermolekille eingesetzt werden sollten, wurde an einem DNA-Synthese-Gerét
(GENE ASSEMBLER) der Firma PHARMACIA-LKB, Freiburg im 0,2 pmol Malsiab unter
Abspaltung der letzten Tritylgruppe durchgefithrt. Verwendet wurden dabei die Desoxynukieotid-
Phosphoramidite sowie die Reagenzien der Firma PHARMACIA sowie Chemikalien der Firma
RATHBURN Chemicals Ltd.

Nach der Synthese erfolgte die Abspaltung der Oligonukleotide vom Saulenmaterial durch eine
Ubernachtinkubation der Siule in konzentriertem Ammoniak (35%) bei 55°C. Zur Aufrelmgung
und Umpufferung der Oligonukieotide wurde die Ammoniak-Losung anf eine NAPTM10-Saule
(PHARMACIA, Freiburg) gegeben. Die Oligonukleotide wurden mit Aqua dest. oder TE-Puffer

(10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8) eluiert und waren n nach photometrischer Bestimmung der
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DNA-Konzentration durch Messung der optischen Dichte bei 260 nm (Spekiralphotometer UV-

160 der Firma SHIMADZU) einsatzbereit.
Die PCR-Reaktionen wurden in 50 pul Ansitzen durchgefiibrt (SAWROOK et ai 1989), die

Standardbedingungen im Ansatz waren dabei:
Menge der eingesetzten Matrizen-DNA = 100 ng

Menge der eingesetzten Primer jeweils = 50-100 ng
dATP, dCTP, dGTP, dTTP  jeweils 100 uM
Tag-Polymerase Ju.

Als Puffer wurde der vom Hersteller der Tag-Polymerase (BOEHRINGER MANNHEIM,

DDRDNRALM A J'QED‘T A e e 1y | S, | e Q'anha 1N Efnniy Trrvea rpemen foms moden Tealmihantimnea oo £fas
4 BNSIVEL ISR WIS ¥V [hy £ thuhtlu\u}. 5] IEILL u.uw Bl Bhar ENFACERSEL DAL Rt E L Bk Bhs umuua.uuuai) LLEE%wk
verwendet.

Die PCR-Reaktionsansitze wurden mit 50 yl Paraffin-Ol versehen, und die Inkubation der
Reakiionsansfiize erfoigie im DNA-Incubator I der Firma BIOEXELLENCE/BICZYM
DIAGNOSTIK, Hameln, Bs wurden 30 Reaktions-Zyklen mit folgenden Temperaturen und
Inkubationszeiten durchgefiihri:

Denaturierung der Matrizen-DNA 1,8 min 94°C

Anlagerung der Primermolekiile 1,5 min 45°C

Tag-Polymerase-Reaktion 3 min 70°C.

Zur Kontrolle der Reaktionsprodukte wurde jeweils 1/10 des Reaktionsansatzes auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen.

6.4 DNaA-Markierung mif Digoxigenin-di/TPl
Zur Herstellung von DNA-Sonden fiir DNA-DNA-Hvbﬁdis*emngs-?xg}erimente nach

& VGGbLS”EIN 1953) durch den Einbau von Dlgomgenm-gekopgeltem dU’”“P maﬂqa}:’t Dabei
wurden dis "Dig-DNA Labeling and Detection-XKits® der Firma BOEHRINGER MANNHEIM
verwendet. Die Markierung der gereinigien, frisch denaturierten DNA-Fragmenie (=1 ug pro
Markjerungsansatz)  erfolgte gemil der Vorschrift der Firma BOEHRINGER. Die
Markierungsansitze wurden ber Nacht bei 37°C inkubiert. .

Alternativ-zu dieser Methode wurden PCR-Amplifikationsprodukie direkt wihrend der PCR-
Reaktion durch den Einbau von Dig-dUTP markiert. Dazu wurde die dTTP-Konzentration des
unter 6.3 beschricbenem PCR-Reaktionsansatzes von 10{) pm auf 50 pM- gesenkt und D1g—dUTP

in eme; Konzentraﬁcn von 100 ,;.LM hmzugefugt
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6.5 DNA-DNA-Hybridisierung nach SOUTHERN (1975}

Zum Nachweis spezifischer DNA-Banden auf Agarose-Gelen, wurde die mit
Restriktionsendonucleasen gespaltene DNA (1-5 ug) auf 0,8%igen Agarosegelen in TBE-Puffer
(89 mM Tris/HCl, 89 mM Borsiure, 2 mM EDTA, pH 8) elektrophoretisch aufgetrennt. Das
DNA-Bandenmuster wurde entweder mit der von SOUTHERN (1975) entwickelten
Kapillariransfer-Methede tiber Nacht oder durch Vakuum-Transfer (Vakuum-Blot Apparatur LXB
2016 VacuGene der Firma PHARMACIA/LKB, Freiburg) innerhald von 3 h auf eine
Nylonmembran (Biodyne A PALL, Dreieich oder positiv geladene Mylonmembran der Firma
BOEHRINGER MANNHEIM) iibertragen und durch eine 3miniitige UV-Belichtung fixiert.

Dig-dUTP markierten DNA-Sonden in

smid
RLEE S MW AL aaz

Die Hybridisierung der Membran den
formamidhaitigem Hybridisierungspuffer, die nachfoigenden Waschséhriﬁe, sowie die Detektion
der Hybride wurden wie von BOEHRINGER MANNHEIM beschrieben durchgefiihrt.

Zur Binsteliung von Hybridisierungsbedingungen unterschiedlicher Stringenz wurden sowohl die
Formamidkonzentration in der Hybridisterungsidsung (25-50%) als auch die Hybridisierungs-

temperatur variiert (35° - 42°C).

Hybridisierungsidsung: 5 x 88C, 25-50% Formamid, 0,02% SDS,
0,1% N-Laurvisarkosin, 2% Blocking-Reagenz

Die Detektion der Hybride erfolgte durch einen Phosphatase-gekoppelten anti-Dig-Antikdrper

fihar Fhomilamin 1 . L 1 . - - L -
e mminiovans it ARGDDTY {3 {2 Spgvadaﬁ!anm) 4 mpfhnzy-é. (3 phgsphcﬁﬂnxy}
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phenyi-1,2-dioxetan) als Substrat.

6.6  Kolonichybridisierung

Die Koloniehybridisierung ist eine Methode zur Uberpriifung einer groBeren Anzahl von

ol A Y ) A . . 2 < TRET A T comm s Srn o
auf das Vorhandensein eines bestimmien DNA-Fragmentes

rekombinanten Bakierienkolonien
(GRUNSTEIN & HOGNESS, 1975). Zunichst wurden jeweils 100 rekombinante E.coli-Klone
sowie eine Positiv- und eine Negativkontroile auf eine antibiotikahaltige ILB-Plafte in
reproduzierbarem Muster ausgestrichen. Nach Anwachsen der Klone Giber Nacht wurde vorsichtig
eine Nylonmembran (Biodyne A, PALL, Dreieich) auf die Agaroberfidche aufgebracht und leicht
angedriickt, so dal sick nach Abziehen der Membran Zellmaterial aller angewachsenen Kolonien
auf der Membran befanden. Es folgte ein alkalischer AufschluB der Zellen, indem die Membran
mit dem Zellmaterial nach cben fiir 5 min auf ein mit 0,5 M NaQOH, 1,5 M Na(l getrinktes
Whatrnan 3MM®B-Papier gelegt wurde. Danach wurde die Membran kurz auf frisches Whatman-
Papier gelegt, um fiberschiissige Denaturierungsldsung zu entfernen. Anschliefend folgte eine

Neutralisierung des Filters auf einem mit 1 M Tris/HCI (pH 7,5), 1,0 M NaCL getrinktem
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Whatman-Papier. Nach 5 min wurde die Membran auf frischem Whatman-Papier lufigetrocknet
und 3 min bei UV-Belichtung fixiert. Nach der Fixierung wurde nicht gebundenes Zellmaterial
durch Waschen filr 3 h in 3 x S8C, 0,1% SDS bei 50°C entfernt. Der Filier wurde in dieser
Form, wie unter 6.5 beschrieben, zur Hybridisierung mit Dig-dUTP-markierten DNA-Sonden

eingesetzt.

6.7 Eﬁéehﬁug von pariielien Plasmid-Genbanken von Z.mobilis in E.coli

Zur Klonicrung von chiromosomalen DNA-Fragmenten au
Southern-Biot Hybridisierungen Signale hervorgerufen hatien, wurden partieile Genbanken von
Z.mobilis in E.coli angelegt. Dazn wurde die mit Restriktionsenzymen gespaltene chromosomale
DNA aus Z.mobilis auf einem priparativen Agarosegel (siehe 6.2} elekirophoretisch auigetrennt.
Die DNA-Fragmente im gesuchten GrdBenbereich wurden ausgeschnitten und pripariert (siche
6.2). Die so isolierten chromosomalen DNA-Fragmente wurden in Ligationsreaktionen mit dem
linearisierien und mit alkalischer Phosphatase behandelten Vekiorplasmid pUC1S (pUCIS,
pUCBMZ0) eingesetzt. Die Ligationsansitze wurden zur Transformation kompetenier E.coli-
Zellen verwendet. Dabel wurden E.coli-Wirtsstimme gewdhlt, die eine Selekiion rekombinanter
Klone mit und ohne Insertion im Vektorplasmid aufgrund des auf dem Vekior vorhandenen Gens

lacZe: (B-Galactosidase) ermoglichten (NMS22, DHS0).

Die Zellen wurden auf ampicillinhaltigen LB-Platten, die zusitzlich X-Gal (5-Bromo-4-chlore-3-

indolyl-8-galactopyrancsid, 2%ig in Dimethylformamid, jeweils 50 gl pro LB-Platie) enthiclten,
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag konnten weifie und blave
Kolonien unterschieden werden. Die weilen Kolonien exprimierten keine funktionsfihige 8-
Galactosidase sO daﬁ €3 nicht zur Saaltung des Substrates X-Gal und da,mit Zur Blaufﬁbung der

| T g L FALR L0 LS

Priparation der Plasmid-DNA und Southemn Hybridisierung bzw. durch Koloniehybridisierung

-Fragmentes Gberprift.

*‘I‘j

auf das Vorhandensein des gesuchfen I

6.8 Erstellung von Deletionskispen zur Seguenzierung

Die zur Sequenzierung verwendeten Deletionsklone wurden mit der von HENIKOFF {1584)
entwickelten Methode durch Verkiirzung linearisierter Plasmide mit Hilfe des Enzyms
Exonuklease ITI hergesiellt. Dabei wurde das "Erase a base“—System der Flfma PROMEGA,

ﬁu&luﬁig s;m,sple;,ueud der Herstellervorschrift verwendst, o
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6.9 DNA-Seguenzierung nach SANGER mit dem A.L.F. DNA-Sequencer

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxynukleotid-’i‘erminatioﬁsmethade von
SANGER et al., (1977) unter Einsatz von T7-Polymerase (TABOR & RICHARDSON, 1987).
Sie wurde mit dem “Automated Laser Fluorescent (A.L.F) DNA-Sequencer” der Firma
PHARMACIA/LXRB, Freiburg durchgefihrt (ANSORGE, et al., 1986). Dabei erfoigte die
Markierung der synthetisierten DNA-Molekiile durch die Verwendung von Primermolekiilen, an
die ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Die Produkte der T7-Polymerase-Reaktion wurden
wie beim konventionellen Verfahren im Polyacrylamid-Gel elekirophoretisch aufgetrennt. Dabel
erfolgte beim Durchtritt der Molekiile an einer bestimmten Stelle des Gels eine Anregung des
Fluoreszensfarbsioffs durch einen Laserstrahl, wobel die Molekille
wurden. Die Auswertung der Signale erfolgte mii Hilfe eines spezielien Computerprogrammes
der Firma PHARMACIA (A.L.F.-Manager V2.21).

iiber Dioden deteldiert

Die Sequenzreaktionen wurden mit dem "AutoReadeequencing Kit" der Firma
PHARMACIA/LKR mit den darin enthaltenen Fluoreszenzprimern (M13 sequencing- und M13
reverse sequencing primer) durchgefithet. In jedem Reakiionsansatz wurde etwa 5 pg gereinigte

Plasmid-DNA eingesetzt.

Reakiionsschema:

At BT AT VEY ot 1 R TTOY o = " TM i i i
{bis auf 1 N NaOH und 1 N HCI alle Losungen aus "AutoRead - Sequencing -Kit)

s
- 5 g Plasmid-DNA in 8 pl HpO, Zugabe von 2 pl Primer und 1 pi 1 N NaGH, 5 min 70°C
- ‘Zugabe von 2 pul Annealing-Puffer, 3 ul DMSQ, 1 pl I N HC], 15 min 37°C
- Zugabe von 2 pl Extension-Puffer, 2 pl T7 DNA-Polymerase (verdinnt auf 1,5 w/pl)
- Zugabe von jeweils 4,5 u! des Reaktionsansatzes zu 2,5 ul der vier auf 37°C vorgewarmien

i MNukleotid-Mixe, 5 min 37°C

- nach exakt 5 min Inkubation Abstoppen der Reakiionen durch Zugabe von 5 pl Stopp-Puffer

Nos -y

- Reakiionansitze konnien bei -20°C aufbewahrt werden, unmittelbar vor dem Auftragen auf
siral

das Sequenzgel erfoigte eine Denaturierung der Proben fiir 5 min bei 80°C

Sequenzgel: 33,6 g Harnstoff (BRL, Eggenstein)
24 ml Acrylamididsung (18 g Acrylamid, ! g Bis-acfylamid,
ad 100 ml Aqua bidest.)
25 mi Agua bidest.
4,8 mi 10xTBE
280 ‘pl Ammoniumpersulfat (10%ig) (PHARMACIA) - -
70 pl TEMED (PHARMACIA, Freiburg) .

10 x TBE: 121,14 g Trizma Base (SIGMA, Miinchen)
51,32 g Borsdure (SIGMA, Miinchen)
3,72 ¢ EDTA (SIGMA, Miinchen)
ad 1000 ml Aqua bidest.
Laufpuffer: 0,6 x TBE

20




Zur Analyse von Nukleotid- und Aminosiuresequenzen fanden folgende Computerprograimme
Verwendung: "MicroGenie 7.0" der Firma Beckman, Palo Alto, USA, und "PC-Gene, release
6.60" der Firma IntelliGenetics Inc. Genf, Schweiz. Zum Zeichnen von Plasmid- und
Restriktionskarten wurden die Programme "Clone 3" und "Enhance” der Firma Scientific &
Educational Sofiware, State Line, USA verwendet. Bei den Datenbank-Recherchen in der EMBL-

Datenbank/Heidelberg wurde das Programm HUSAR verwendet.
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/. Nachwess von Enzymakiivititen

7.1 Herstellung von lyophilisierten Zeilen

Zum Nachweis von Enzymaktivititen der Isoprenoid-Biosynthese in E.coli und Z.mobilis wurden
lyophilisierie Zellen und zellfreie Rohextrakte eingesetzt. Zur Herstellung lyophilisierter Zellen
wurden E.coli und Z.mobilis Kulturen in LB- bzw. Vollmedium (bei rekombinanten Stimmen mit
Antibiotikazusatz) bis zu einer ODggg = 1-2 angezogen. Die Zellen wurden geerntet
(BECKMANN GPKR-Zentrifuge, 3700 UpM, 4°C, 15 min), einmal in X-Phosphatpuffer (5C
mM, pH 8) gewaschen und nach emeuter Zentrifugation auf eine ODgpo = 200 konzentriert.
Die Zeﬂsuspensian wurde in Eppendori-Reakiionsgefilen aliquotiert (jeweils 70 gl) und
mindestens 30 min bei -70°C aufbewahrt. Die gefrorenen Zellen wurden in einer
Gefriertrocknungsanlage (LYOVAC GT2 LEYBOLD, HERAEUS, Koéln) getrocknet und bis zum
Einsatz im Enzymtest bei -70°C aufbewahit.

7.2 Herstellung von zellfreien Rohextrakten

Zur Herstellung zellfreier Rohextrakte wurde ein X-Press-Aufschiuf der Z.mobilis- und E.coli-

Zellen durchgefiihri. Die Z.mobilis- bzw. E.coli-Kulturen (200 m! Vollmedium bzw. 100 ml LB-
Medium, bel rekombinanten Klonen mit Antibiotikazusatz) wurden dazu bis zu einer ODgpp =
1,5-2 angezogen. Bei rekombinanfen Stimmen erfolgien die letzien 3 h des Wachstums nach
Zugabe von 1 mM IPTG im Medium. Die Zellen wurden geerniet {Beck‘mann—Zenﬁifuge, 3700
UpM, 4°C, 15 min}, in X-Phosphatpuffer (30 mM, pH 7,5, 14 mM Mercaptoethanol, Puffer vor
Zugabe des Mercapioethanols 5 min mit Argon begast) gewaschen und nach erneuier
Zentrifugation in 1 ml des Phosphatpuffers aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in einen auf
-20°C vorgekilhlten X-Press-Zylinder {iberfilhrt und Uber Nacht bei -20°C aufvewahri, Die
gefrorene Zellsuspension wurde viermal durch die Offnung des X-Press-Zylinders gepreft (X-
Presse ENERPAC RD2510 BACHOFER, Reutlingen), wobei die Bakterienzellen durch die
aufiretenden Scherkvifte aufgebrochen wurden. Nach dem Aufschluff wurde der Rohextrakt in

kleine Bechergléser iiberfilhrt, aufgetaut und zur Herabsetzung der Viskositdt mit 4 pl DNasel
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versehen. Der Rohextrakt wurde in dieser Form nach der Bestimmung der Proteinkonzentration
im Enzymtest eingesetzt. Aliquotierter Rohextrakt wurde bei -70°C aufbewahrt.

Der Proteingehalt der Rohextrakie wurde nach der Methode von BRADFORD (1976) bestimmt,
wobel Rinderserumalbumin als Eichsubstanz diente.

7.3 Nachweis der Farnesylpyrophosphat-Synthaseaktivitit

Der Nachweis der Farnesylpyrophosphat-Synthaseakiivitit erfolgte durch die Bestimmug des
Umsatzes von +4C-Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) zn

L rnlio nﬁA
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7.mobilis- Zellen bzw. in zelifreien Rohextrakien (modifiziert nach CHAMBON et al., 1990). Zu
den lyophilisierten Zellen (siehe 7.1) wurden 5 pul 14CyPP (50 nCi/pl, Konzentration im
Testansatz 50 pb) und 3 pl DMAPP (100 pM im Testansatz) zugegeben. Der Reakiionsaisatz
wurde mit 92 ul K-Phosphatpuffer (50 mM, pH 8) auf 100 pl aufgefullt und mindestens 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Durchfithrung des Enzymtesies mit Rohextrakien erfolgte unter gleichen
Bedingungen mit einer Proteinkonzentration von 3 mg/ml im Reakiionsansatz, Zur Uberfithruag
der Prenylphosphate in die entsprechenden Prenylialkohole wurden die Reaktionsansétze mit 20-30
Einheiten alkalischer Phosphatase weitere 3 h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
Reaktionsansitze mit dem doppelten Volumen Hexan exirahiert. Die Substrate und Produkte in
der drganischen Phase wurden diinnschichtchromatographisch aufgetrennt und identifiziert (siche

T &N
7.0j.

7.4 Nachwsis der Squalen-Hopen-Cyclaseakiivitic

i\u g% AR A LIREA NS,

PORALLA (1986)

Die Aktivititshestimmung der Sgqualen-Hopen-Cyclase beruhte auf dem Test von SECKLER &

Squalen—issung 500 ,uM Squalen
__O 1 % 'Trton X-100
160 mM Na-Citrat pH6
| (Losung im Ultra.schallbad cmulgxert)
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Reaktionsansatz: 25 pl Squalen-Lisung
200 nCi 3H-Squalen (spez. Aktivitit 16,2 Ci/mmol)
25 pl K-Phosphatpuffer ( 1 M, pH 5,64, 5% CHAPS)
0-50 pl Rohextrakt (3 mg/ml Protein im Testansatz)
ad 250 zi Aqua bidest.

Die Inkubation erfolgte fiir 1-4 h bei 30°C.
Die Reskiionsansfiize wurden mit 500 pul Hexan/Isopropanol (3:2, v/v) extrahiert. Die
Isoprenoide in der organischen Phase wurden diinnschichtchromatographisch aufgetrennt und

identifiziert (7. 6)
Nach der Auswertung der DC-Platien mit Hilfe eines DC-Radioscanners (7.6) erfolgte die

Berechnung der Sgualen-Heopen-Cyclaseaktivititen durch die Integration der durch den
Radioscanner ermitielten Peakflichen des Substrates (Squalen) und des Produktes (Hopen). Der
Berechnung der Umsiize wurde eine Ausgangskonzentration des Squalens veon 50 pgM im
Testansaiz zugrundegelegt. Die Angabe der Enzymakiivititen erfolgi in U (units). Durch ein U
werden 1 ;,Lmol Substrat pro Minute umgesetzt. - :

7.5 Nachweis der Squalen-Synthaseakiivitit
Der Machweis der Squalen-Synthaseaktivitit beruht auf der Methode von AGNEW (1986). .. ..

Reaktionsansatz (200 ul}: 50 mM K-Phosphatpuffer (pH 7,5)
10 mM MgCly
5 mM NADPH
25 uM FPP
1 #Ci *H-FPP (spez Aktivitit 18 mCi/mmol)
Rohextrakt (3 mg/mi Protein im Testansatz)

e Inkubation erfoigte fiiv 2 h bei 30°C.
Nach Zugabe von 20 Einheiten alkalischer Phosphatase wurden die Reak‘usnsansatze fiir weitere
2h bei 37°C inkubiert. Nach Extraktion mit 400 ul Hexan/Isopropanol (3:2, v/v) wurde die

organische Phase auf Kieselgel-DC-Platten aufgetragen (7.6). .
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7.6 Diinnschichtchrematographische Auftrensung und Identifizierung von Produlien und
Substraten

Die diinnschichtchromatographische Auftrennung der Predukie und Substrate erfolgte wie von
OCHS (Dissertation, 1990) beschrieben. Die organischen Phasen aus den Enzymtestansitzen
wurden auf DC-Fertigplatten Kieselgel 60 (Schichtdicke 0,25 mm, MERCK, Darmsiadt)
aufgetragen. Zur Identifizierung der Substanzen wurden zusitzlich Referenzsubstanzen
aufgetragen. Die DC-Platten wurden etwa 7 cm in Chioroform und nach Trocknen eiwa 16 cm in
Hexan entwickelt. Die Platten wurden mit Hilfe eines DC-Radioscanners (Modell Berthold LB
2821 der Firma Berthold, Wildbad) ausgewertet, Um markierte Referenz-Substanzen sichtbar zu

machen, wurden die Platten nach der Messung auf dem Radioscanner in J od-Dampf angefirbt.

79 Produkinachweis durch zweidimensionale Diinnschichtchromatographnie

Zur eindeutigen Identifizierung des Substrats- und Produktpeaks in den Tests zum Nachweis der
Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitdt wurden zweidimensionale diinnschichtchromatographische
Auftrennungen durchgefiihrt. Wegen der besseren und schnelieren autoradiographischen
Detektierharkeit von 140 im Vergleich zu 3H wurde in diesen Versuchen 14C-Squaen als
Substrat eingesetzi. Der Extraki eines Reaktionsansatzes wurde punktfrmig auf eine DC-Platie
aufgetragen. Die DC-Plaite wurde dann zunichst in Chioroform und Hexan enfwickelt. Nach

M b o rruearia ot
dem Trocknen wurde die Platte um 090° gedreht und in Ethylessigester/Hexzan (1:1, v/v)

entwickeit. In belden Dimensionen wurden als Standards Squalen, Hﬁpcn uid der Extraki des

KGDAK} aufgeiega und 6 ’f‘age bet -70°C wxpomeﬁ
g, Immunologische Methoden

8.1 'SDS-Pelyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Die Proteine der Rohextrakie der verschiedenen Z.mobilis und E.coli- Stimme wurden
elektrophoretisch auf 10%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt (LAMMLI, 1970). Vor dem
Aufiragen wurden die Proteine (50 pg/Spur) 5 min bei 160°C in Probenpuffer aufgekocht. Als
Puffersystem fiir die Elekirophorese diente Tris-Glycin (50 mM Tris, 192 mM Glycin, ¢,1%
SDS). Nach der Elektrophorese wurden die Gele entweder in 0,1% Coomassie Brilliant Blue,
7,5% Eisessig, 30% Methanol unter leichtem Schiitieln angefarbt, oder die Proteinbanden wurden
auf eine Nitrocellulosemembran transferiert ("Immuno-Blot®, 8.2). Als
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Molekulargewichtsstandards  wurden “COMBITHEK  Eichproteine  (BOEHRINGER
MANNHEIM) oder “"prestained Molecular Weight Standard Mixture” (SIGMA, Minchen)
eingesatzt,

8.2 "immunc-Blot® der elekirophoretisch aufzetrennten Proteine

Zur Uberprifung der Frage, ob die Squaicn-ﬁopsn-(}yciasc'aus Z.mobilis mit Aniikdrpern gegen
das Enzym aus Alicyclobacillus acidocaldarius Yreuzreagiert, wurden die elekirophoretisch
aufgetrennien Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (NY 13N Nytran Transfermembran,
SCHLEICEER & Q(‘F—TTTTT Dassel} iiberiragen. Der Transfer auf die Nitrocellnlose und der
AntikSrpernachweis wurden I'ia,\,h der Methode von TOWBIN et al., (1979) durchgeflhrt.

Der Transfer der Proteine auf die Nitroceftulose erfolgie in Tris-Glycin Puffer (25 mM Tris/HCI
pH 8, 190 mM Glycin) bei 30 V fiir 3h {"‘RANS-BL\JTTM CELL, BIORAD). Zur Satiigung der
unspezifischen Antikérper-Bindungsstellen auf der Nitrocelluloss wurde diese unter leichtem
Schiltteln 1 h bei 37°C in Ldsung I (3% BSA Fraktion V, 10 mM Tris/HC] pH 7,5; 0,9% NaCl
inkubiert. Die Antikdrper gegen die Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidoceldorius  (aus
Kaninchen), die von der Arbeitsgruppe von Prof. Poralla (Universitit Tiibingen) zur Verfiigung
gestellt worden waren, wurden 1:1000 in Losung II (0,3% BSA Fraktion V, 10 mM Tris/HCI pH
7,7, 0,8% NaCl, 0,1% TWEEN 20) verdiinnt. Die Membran wurde 1h bei 37°C oder iiber
Nacht bei Raumtemperatur unter Schiiieln in dieser Antikérperlésung inkubieri. Nach
zweimaligem Waschen (je 30 min) mit Lisung II wurde die Membran 1h bei 37°C mit
Peroxidase-gekoppeltem Anti-Kaninchen IgG (1:1000 in Ldsung ) inkubiert. Uberschiissige
Antikdrper wurden durch zweimaliges Waschen (je 30 min) in Losung II entfernt, Gebundene
Antikérper wurden durch Zugabe von 100 ml Lasung TH - (3 Vi a-Chleronaphwol 20%

Ethznol; C,15% Perhydrol} nachgewiesen.
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IIf. Ergebnisse

1, Kionierung und molekularbiclogische Charakierisierung des Gens fiir die Squalen-
Hopen-Cyclase aus Z.mobilis

1.1  DNA-DNA Hybridisierungsexperimente mii dem Gen fiir die Squalen-Hopen-CUyclase
aus Alicyclobacillus acidocaldarius als heterologer Gensonde

Tia ha Censonde. die fiir dis DNA- A-FHvyhridicierunesexnerimente zur Klonie: ung o d

BN L) llgtcluluég B AL,y BLL LU ANZ 2T L AN 2T J W dnalasinrl numn g Ak s 222020 EATIANA S

Gens fiir die Squalen-Hopen-Cyclase (SHC) aus Z.mnobilis verwendet wurde, wurde von der

Arbeitsgruppe von Prof. Poralla (Universitit Tobingen) zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich
dabel um ein 640 bp groBes PCR-Fragment aus dem Gen fiir die Squalen—He?en—Cyclase des
Gram-positiven, thermoacidophilen Bakteriums Aficyclobacillus acidocaldarius (OCHS et al.,
1992). Das Fragment stammte aus dem mittleren Bereich des Gens. Es umfafte die codierende
Region fir die Aminosiuren 242-454 des 627 Aminosfuren codierenden Gens. Dieses Fragment
wurde durch den Einbau von Digoxigenin-dUTP markieri und in Hybridisierungsexperimenten
mit chromosomaler DNA aus Z.mobilis, die zuvor mit verschiedenen Restriktionsendonukieasen
gespalten worden war, ais DNA-Sonde eingesetzt. Unter Hybridisierungsbedingungen relativ
hoher Stringenz (50% Formamid im Hybridisierungspuifer, 40”‘ Hybridisierungstemperatur)
ittleren Stringenzbedingungen

m it B

banntan m\sﬂa!\i‘le Ireins DINA..Hdvhride deteltiert WPTdPﬁ B@i
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(30-40% Formamid, 40°C) traten jedoch deutliche und repfadumervare Hybridisierungssignale
mit der chromosomalen DNA aus Z.mobilis auf (Abb.IE.1). Aufgrund der guiten Qualitit der

erzielten Signale wurden im Anschluf an diese Hybridisierungsexperimente Versuche zur
Kionierung von signalerzeugenden DINA-Fragmenten aus Z.mobilis unternommen,

R .
& TR ST TR AT O
EPNA-HFAgECnie alls

In den Hybridisierungsexperimenten trat auf der Hind[II-gespaltenen DNA aus Z.mobilis ein
Signal in der GroBenordnung von etwa 4,3 kb auf. Im Fall der Dral-gespaltenen DNA
entstanden zwei kieinere Signale in der GroBe von etwa 3 und 3,5 kb. Zur Klonierung dieser
Fragmente wurden zwei particlle Genbanken im Vekior pUCI9 angelegt. Eine der Genbanken
enthielt HindII-Fragmente in dem mit HindITI Linearisierten Vektor im GroBenbereich von 3,5-
4,5 kb. In der zweiten partiellen Genbank wurden Dral-Fragmente in der GroBe von 2,5-4 kb in
den mit Smal linearisierten Vektor inseriert, Da die DNA-Hybride mit der heterologen Gensonde
aus  A.acidocaldarius in  den Southern Hybridisierungen erst bei relativ  milden
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Hybridisierungsbedingungen auftraten, schien die Methode der Kolon1eﬁlter—ﬁybr1dlslerung fiir
die Detektion der gesuchten Fragmente nicht erfoigversprechend. '

A e B)

Abb. TIL.1:Southern Hybridisierung mit der SHC-Gensonde aus A. acidocaldarius und
chromosomaler DNA von Z.mobilis CP4.
A: (1) EcoRl, (2) HindIIl, (3) Pstl, (4) Pvull, (5) Molekulargewichissiandard
MHmdﬁI-i-EcoM mif Dlgemgemn markdert.
B: (1) Kpnl, (2) Urai, (3) i;f&i-%—i’vuh, (4 Jt /EcoRI-+HindIII,
- Mit Pfﬂllm markiert sind die Fragmente, die kloniert wurden.

Bei dieser Methode iritt stets eine unspezifische Hintergrundfirbung der Kolonien auf, so daB
ausschlieflich starke Signale, die meist nur durch homologe Gensonden erzielt werden, detektiert
werden kdnnen. Daher wurde eine etwas aufwendigere Methodik angewandt. Jeweils zehn
verschiedene Klone der Dral-Genbank wurden gemeinsam itber Nacht fir eine Praparation der
Plasmid-DNA angezogen. Diese Plasmid-DNA-Priparationen wurden mit BcoRY + Hindill
gespalten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. Der tiberpriifte
Anteil der Dral-Genbank umfafte 640 Klone. Die Southern Blots wurden anschlieBend, wie unter
“Material und Methoden® beschrieben, in Hybridisierungsexperimenten mit der SHC-Gensonde
aus “A. aczdocaidanus unter den geeigneten milden Bedingungen (40% Formam1d 40°C})
eingesetzt. In diesen Hy Iybridisierungen wurden mehrere Piasmﬂ—(}rupgen Eeki'ieri: in denen ein
Signal auftrat Anschheﬁend wurden Plasmid-DNA- Praparatmnen von den einzelnen Klonen von
Vlei' der in Frage kommenden Piasmldgrupﬂen der Dm—Genbank ddrchgefuhrt. Die
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Wiederholung des Hybridisierungsexperimentes mit den Plasmidpréparationen der einzelnen
Kione fiihrte schlieflich zur Identifizierung wvon vier Dral-Klonen, die ein deutliches
Hybridisierungssignal erzeugten (Abb.II1.2). Die vier Klone der Dral-Bank enthielten ein 2,9 kb

grofes Dral-Fragment.

Abb.IL.2: Southern Hybridisierungen mit chromogsomaler DNA von Z.mobilis CP4.
A: Hybridisierung der SHC-Gensonde aus 4. acidocaldarius euf Xlone der partielien
Dral-Genbank (mit EcoRI-+HindIIl gespalten); (5) und (14)

Molekularsewichisstandards A /EcoRI--HindIIl, {18) PCR-Fragment, das als
Gensonde eingesetzt wurde, die pUC19-Vekiorbanden erzeugten unier den wenig
ctrincenten Hubridisierunsshedinouncen stets ein Signal, Zusitzliche Signale, die

Siringenicn myoTiqisiCTungsoCaingungoll 5ieis Sl Sighas
durch chromosomale CP4/Dral-Fragmente erzeugt wurden (1 und 1
_ Pfeile markiert.
' B: Hybridisierung mit dem 2,9 kb Dral-Fragment aus Z.mobilis als DNA-Sonde mit
- Klionen der partieilen HindIII-Genbank (mit HindIIl gespalten); jede Spur enthdlt
bis zu zehn Klone, (8) und (18) Molekulargewichtsstandards A/EcoRI-+HindIll
(nicht mit Digoxigenin markiert), mit Pfeilen markiert sind zwei 4,3 kb grofle
Hind-Fragmente {3 und 14), die Signale erzeugien. SRS

1}, sing durch

Ein signalerzeugendes Dral-Fragment in der Grofe von 3,5 kb konnte nicht isoliert werden.
Wahrscheinlich berulite das Aufireten eines Signals dieser Gréfie auf unvollstindig gespaltenen
Dral-Fragmenten. Da das 4,3 kb umfassende HindIIi-Fragment in einem ersten Versuch nicht mit
der Gensonde aus A.acidocaldarius Koniert werden konnte, wurde das kionierte Dral-Fragment
isoliert, mit Digoxigenin. markiert und als homologe DNA-Sonde in Southern Hybridisierungen
mit- den Kionen der Ei’indﬁi—Gen‘aank eingeseizt. Es i#qurdsﬁ 840 Klone der HindiII-Genbank
untersucht. Zwei Klone wurden identifiziert, die ein starkes Signal mit dem Dral-Fragment
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erzeugten (Abb.IIL.2). Die beiden HindIlI-Klone enthielten ein etwa 4,3 kb groSes HindIII-
Fragment. Die Restriktionskartierung der kionierten Fragmente (Abb.IIL.3) zeigte, daB das
signalerzeugende 4,3 kb HindII-Fragment offensichtlich das 2,9 kb grofie Dral-Fragment
vollsténdig enthielt. Dieses Ergebnis wurde durch die Nukieotid-Sequenzdaten bestitigt.

Nrul
EcoRV
i Dral
it HindIi

Abb.IIL3: Restrikiionskarie des chromosomalen HindIH-Fragmentes aus Z.mobilis, das in
Hybridisierungsexperimenten mit der DNA-Sonde aus dem Gen fiir die Squalen-—
Hopen-Cyclase aus A.acidocaldarius ein Signal erzeugte. Angegeben sind nur die

- Schaittstellen der wichtigsten Restriktionsenzyme. Das HindHI-Fragment umfat 4,3
kb. Durch den Rahmen ist die Lage des zunéchst klonierten, ebenfalls
s;:gnalerzsugencien 2,9 kb greﬁen Dral- fragmentes g\,k@nnzeichnet Die Pfeile stellen
die Sequenzien ungss;rafegm dar. Angegeben ist auch dis Lage der durch die

el

sexiuunzwmng identifizierten offenen Leseraster OFj. 73 und shc.

1.3 Analyse der Nukieotidseguenz des kionierien HindIll-Fragmenies aus Z.mobilis

Grundlage der Sequenzierung des klonierten Dral- und HindIII-Fragmentes waren die Plasmide
pZY¥ 601, pZY602 sowie pZY611 und ?ZYﬁiZ {Abb.HL4). Bs handelt sich in ailen Fiilen um
Derivate ‘des Vektors j)UC19 Das ‘gesamte 4347 bp umfassende klonierte HindII-Fragment
wurde doppelstrangig sequenziert. Dabel wurden durch ExonukleasellI-Behandlung verkiirzie
Plasmide ‘und 'Plasmide, die “subklonierte i%estﬁkt.eﬁsfrag‘nentc enthielten, verwendet. Die
S@qaenn@rungsstrategxe ist der Abb.ITL.3 zu entnehmen, Die Restimmung der DNA-Sequenz des
HindIII-Fragmentes ergab, dad es zwei grofie, offene Leseraster umfaBte (Abb.IL.5). Das erste
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HindIIl§

“Abb.IILS:

. den Hybridisierungsexpe

EcoR1

Sspl FcoRI Sspl
") N - /Kpnl

/Kpnl

pZ Y602
5620 bps

pZ Y601 Sspl

5520 bps

“Smal

Draiil

EcoRI

Smal

Sspl ; HindIII
1 ;i Dral

pZY612

02T bps

Plasmidkarten der Plasmide pZ Y601, pZY602 sowie pZY611 und pZY612. Die

Plasmide enthaiten die chromosomalen Restriktionsfragmente aus Z.mobilis, die in
rimenten mit der DNA-Sonde aus dem Gen fiir die Squalen-

- ‘Hopen-Cyclase aus A.acidocaldarius Signale erzeugten. pZY601 und pZY602

enthalten das 2,9 kb Dral-Fragment, pZY611 und pZY612 das 4,3 kb HindIIl-

""-Fragment, jeweils in beiden moglichen Orientierungen zum lacZ-Promoior.

 Wiedergegeben sind nur die Schnittstellen der wichtigsten Restriktionsenzyme. Die
‘Lage der durch die Sequenzierung lokalisierten offenen Leseraster orf3 und shc auf

e

den Fragmenten ist durch Pleile markiert; bia, Gen {iir 3-Lactamase; lacZ, Gen fiir
f5-Galactosidase. ' '
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Leseraster, es erhielt die Bezeichnung o7f3, beginnt mit einem ATG/Met-Staricodon in Position
45 des Hind[II-Fragmentes und erstreckt sich iber einen Bereich von 1245 bp bis zur Position
1289, es endet mit einem TAA-Stoppcodon. In einem Abstand von nur 14 bp beginnt an Position
1304 das zweite offene Leseraster, welches 1977 bp umfabt und an Posifion 3280 mit einem
TAA-Stoppeodon endet. Sequenzvergleiche ergaben, daB die abgeleitete Aminosiuresequenz
dieses Leserasters deutliche Ubereinstimmungen mit der Aminosiuresequenz der SHC aus
A.acidocaldarius aufwies. Es erhielt daher die Bezeichnung shc.

AAGCTTCGCCCTGTTATGCGACTTTGCTCAGATTGAAGGTCACTTCATGAGTGTAACGCATA~ 60
MetServValThrHisI

FATNTI
WERE D

TTATCEGGGCGECACTGECTECATTATCTGCCGCEETAGCGATTACCCATEGCTCGAGGALC=- 120
leIleGlyAlaGlyLeulAlaGlyLeuSerAlaAlaValalalleThrHisAlaGlyGlyA

GCGTCAARATTTATGAAGCCTCCGECCATGEGCTGGEGGACGGGCGCETTCCTATCATGATA= 180
rgValLysIleTyrGluAlaSerAlaMetAlaGlyGlyArgAlaArgSerTyvrHisAspL

AAAAGCTGGGGATTGAAATTGACAATGGCAATCATATGCTGCTGTCAGECAATCATTCTG~ 240
yslysLeuGlyIleGlullsAspAsnGlyasnHisMetieuleuSerGlyvasnEisSerA

CCAAGACCTATTTGAAAAGAATAGGGGCAGAGCATCETTTITAAAAGTCCAAAAGAGGCCG= 300
laLysThrTyrleulysArglleGlvAlaGluHisArgPhelysSerProlysGluilad

CCTTTICT T T TIGTGATCTAAGCCACAAAGRACGUTTTACCATTAAGTTAAGTAATGECE~ 360
laPheSerPheCysAspLeuSerAsplysCGluArgPheThrIlelLysLeuSerasnGlyP

cCTTACCTTGGTGGGTTTTATGCGCCAAAAGCCGCGTCCCTCATAGCAAAGCCAAGGATTe 420
roLeuProTrpTrpValleuCysilalysSerArgValProHisSerLysiAlalysAspT

ATTTAGCGTTATTGTCGCTGTTATTGGCAGATCATAATACGARAATAGGTGACCTTCTTC- 480
yrLeuAlaleuleuSerLeulLeuleuAlaAspHisAsnThriysIleGlyAspLeuvalP

TTTTGTATCGGTTCTCAATA~ 540
PhaValSerValleuldsnT

ViR A e

CGGATAATACGGCTTTATGGCGTARATTGCTTIGATCCT
roAspAsnThrailaleuTrpAraglysleuleuAspPr

CACCGGCRAAGACAAGGGECTCCCTETCTGECEECAGCEETTATTCCCGGARACTTTGATGA- 600
hrProAlaArgGluGlyAlaAlalysleuAlaAladlaVallleArgGluThrLeutetl
AARGCGGETAAGGCCTCTATCCCCCCTATCEGCTTATCCCARTTTGGCAAGCAGTTTTATTG- 660
ysGlyGlyLysAlaCysIleProArglleAlaTyrProAsnLeultlaSerSerPhelled

ACCCTGCCGCTTGACTATTTAAMAGCCAGAGECGTCCAAGTTGATTTCCGTAACCGLECTCT - 720
spProAlaleuaAsplyrLeulysalaArgGlyValGluValAspPheArgAsnArgLeua

GTCAAATCCATTTTTCAGGTCAGGATGTCGCCTCTCTGEAATTTCGCTCATCAGGATGTAA- 780
rgGlnI leHisPheSerGlyGlnAspValAlaSerLeuGluPheAlaHisGlnAspVall

AGCTGGGAAAMGCCGATARACGTGATTATCGCTTTGCCTGCTTGECTCETTCAATCCTTGA- 840
ysLeuGlyLysGlyAspLysValIlleIleAlalLeuProAlaTrpValValGlnsSerLeul '

TACCAGATATCGAAACGCCCCATAAATATCAGCCCATTATCAACCGCTCATTTCCTGATGA=- 900
leProAspIleGluThrProAspLysTyrGinAlalleIleAsnAlaHisPheLeulietl
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AGCCTACTGCGGCTATGCCTCATATTATGGGTGTTGTCGGAGGAACCGCTGATTGGATTT— 60
ysProThrAlaAlaHetProHisIleﬁetGlyValValGlyGlyThrAlaAspTrpIleP

TCACTTTTGAAAATCGGATATCGGTTACGATCAGCGCCECTAATCATTTATTGGCGCTITG-1020
heThrPheGluAsnArgIleSerValThrI1eSerﬁlaAlaAanisLeuLeuAlaLauG

AAAAAGAAGAACTGGTTAAGCGTATCTGGGATGATATTCAGACCGTTTATGCTTTCAAACm1080
1uLysGluGluLeuValLysArgI1eTrpAspAspI1eG1nThrValTyrAlaPheLyse

ACCATATCCCTAAATCCCAGCTCETCACTGAGAARACAGCCACTTTTGARGCGACTGTCG-1140
lnAspﬁetPVoLysTrpGana1ValThrGluLysArgAlaThrPheGluAlaThrValG

AGCAGAATAATCGTCGCCCACCGGCGGTTACAGCGTGGAATAACCTGTTTTTAGCCGGAAm1200
luG1nAsnAsnArgArgFrePrcAlaVa1ThrélaTrpAsnAsnLeuPheLeuAlaGlyA

ATTGGGTGAGAACAGGCCTGCCTGCGACTATTGAAAGCGCTATACGATCTGGCCAGACTGm1260
snTrpValArgThrG1yLeuPrcAlaThrIleGluSerAlaIleArgSerGlyGlnThrA

CGGCTGATCTCGCTTTATCCCATTCATAATTAGAAAGCCCATAATGACTGTATCGACTTCw132G

laAlaAspleuhlaLeuSerHisSerEnd HetThrValSerThrSe
SHC _

CTCGCCTTTTCATCATACCCCGTTGTCTGATGATGTTGAGCCCATTATCCARAAGGCCAC=-1380
rSerhlaPheHisHisSerProLeuSerAspAspValGluProllelleGlnlysalaTh

COCTCCCTTGCTTGACARGCAGCAGCAGGATGGCCATTGGGTTTTTGAATTGCGARGCCGA-1440
rArgAlaLeuLeuG1uLysGlnGlnGlnAspGlyHisTrpValPheGluLeuGluAlaAs

TGCAACCATTCCCGCTGAATACATCCTGTTAAAGCATTATTTGGGTGAACCCGAAGATTTu1500
pAlaThrIleProAlaGluTyrI1eLeuLeuLysHisTereuG1yGluPreGluAspLe

AGAAATAGEGGCCAAGATAGGTCGCTATTTGCGTCGT“TTCAGGGCGAGCATGGCGGATG=1569
uGiuIleuluAIaLysIle@lyérgTyELeuArg.rgileGlnGlyGluﬁlsGlyGlyTr

GTCTTTGTTTTATGGTGGTGATCTTGATTTGAGCGCCACGGTCAAAGCCTATTTTGCCTTW162O
pSerLeuPheTyrGlyGlyAspLeuAspLeuSerAlaThrValLysAlaTerheAlaLe

CARRATGATCCEACATTCTCCTGATGCCCCTCATATGCTTCGAGCCAGRAATCGAAATTTT-1680
uLysMetI1eGlyAspSerProAsgA1aProHisHetLeuArgAlaArqunG1uzleLe

- et

CCCAATCTCTTTACACCTATTCAATTAGCTCTGTTCGG-1740
uhlaArgGlyGlyAlaM ,ﬁg:1&35ﬁ¥alfﬁe¢nzﬁfgz1%G1nLeuAlaLeuPheGl

GGCAATGTCATGGGAGCATGTCCCTCAAATGCCCGTAGAGTTGATGTTGATGGCG@AATGm18GG

yAlaEetSerTrpGluHisValPrcGlnHetPrcVa1GluLeuHetLeuMetPrcGluTr

GTTTCCGGTTCACATCA&TAAAATGGCCTATTGGGCAAGAACCGTTTTAGTCCCGTTATTﬂ1860
pPheProValHisIleAsnLysHetAlaTerrpAlaArgThrValLeuValProLeuLe

GGTTTTACAGGCGTTAAAGCCTGTCGCCCGTAATCGGCGCGGTATCTTGGTTGATGAATTé1920

uVa1LeuGlnAlaLeuLysProValAlaArgAsnArgArgGlyIleLeuValAspGluLe

ATTTGTGCCGGATGTTTTACCGACCGTTCAGGAAAGCGGTGACCCTATATGGCGTCGTTT“19S0

uPheValPreAspValLeuPreThrLeuGlnGluSerGiyAspPr@IleTrpAngrgPh

Pttt

TP CGGCACTIGATAAGGTATTGCATAAAGTAGAACCTT GGC
ePheSerAlaLeuAspLysValLeuHisLysValGluProTerfp?rcLysAsnHetAr '
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CECCAAGGCTATTCATAGCTGTETCCATTTTGTGACCGAGCGTTTCGAATGGTGAAGACGG-2100
gAlaLysAlalleHisSerCysValHisPheValThrGluadrgLeuAsnGlyGluAspGl

GTTGGETGCTATTTATCCEGLGATTGCCAATAGCCTCATGATGTATGATGCCTTGGGATA-2160
vLeuGlyAlaIleTyrProalalleAlaAsnSerValietietTyrAspAlaleuGlyTy

TCCCGARBAACCATCCAGRAAGAGCCATTGCCCGTCGEGCTEGTCGAAARATTGATGGETGTT-2220
rProGludAsnHisProGluArgAlalleAlaArgArghlaValCGluLysLeuletValle

AGATGGCACGGAAGATCAGCGETCATAAAGAAGTCTACTGTCAGCCTTGTTTATCCCCGAT-2280
VASPpGlyThrGluAspGinClyAsplysGluValTyrCysGlnProCysLeuSerProll

TTECCATACCGCTTTCETTCCCCATECCATETTCGGAAGTCCGCGACGGCGATGAGGCTGAARA-2340
eTrpAspThrAlalLeuValAlaHisAlaMetLeuGluValGlyGlyAspGluAlaGluly

ATCGGCTATTTICTGCCTTCGAGCTGGTTARAAGCCGCAACAAATTTTGGATCTAAAGGGCGA-2400
sSeralaIleSerAlaleuSerTrpleulysProGinGlnlleleuAspVallysGlyAas

TTGGGCATGCECCECEECCTGATCTCAGACCCGGGGGATGEGCCTTTCAATATAGAAATGA~2460
pPTrpAlaTrpArgArgProAspLeuArgProGlyGlyTrpAlaPheGlnTyrArgAsSnAs

CTATTATCCCCATGTCGATGATACGGCTEGTTGTCGACTATCGCCATCGATCGAGCCCCAAR-252C
pTyrTyrProAspValAspAspThralaValvValThrMetAlaMetAspArgAlaklaly

ATTGETCGGATCT TCACGATCGATTITGAGGAATCTAAAGCGCEGTCGCCATCGAATGGACCAT-2580
slLeuSerAspLeuHisAspAspPheGluGluSerlysAlaArgAlatetGluTrpThrIl

TGGGATGCCAAAGCGATAATGECECEETTGEEGCGCTTTCGATCCCAATAACAGCTATACTTA-2640
eGlvMetGinSerAspAsnGlyGlyTrpGlyAlaPheAspAl sAsnAsnSerTyrThrTy
TCTGAATAATATTCCCTTTCCTGATCATGGLGCGTTACTTGATCCGCCAACGETCGATGT-2700
rLeuAsnAzsnIleProPheAlaAspHisGlyAlaLeuLeuAspProProThrValaspVa

CTCGEGCACGCTGCEGTTTCAATGATGECCGCAASCCGETATCTCGATTACAGATCCCARAAAT-2760
1SerAlaArgCysValSerMetMetalaGlnAlaGlyIleSerIleThrAspProlysie

GAAAGCGGCAGTTGATTATCTTCYCAAAGAGCAAGRAGAGGATGGTAGCTGGTTCGEGCE-2820
tLyshAladlaValAspTyrLeuLeulysGluGilnGluGluAspGlySerTrpPheGlyAT

TTGEECTGTCAATTACATATATGGCACATGETCGGCCTTATCTECATTGAATGTGGUCGC-2880
gTrpClyValasnTyrIleTyrGlyThrTrpSeralaleulCysilaleuisnValalasl
TTTACCCCATGATCATTTAGCTGTTCAGARAGCTGTGGCTTGGCTGAAAACTATTCAARA-2840

aLleuProHisAspHisLeuAlaValGlnLysAlaValAlaTrpLeulysThrIleGlnAs

TGAAGATGGTGETTGGEETGARAATTGCGATAGCTATGCCCTTGATTATAGCGGATACGA=-3000
nGluAspGlyGlyTrpGlyGluasnCysAspSarTyrAlaleuAspTyrSerClyTyrGl

GCCGATCGATTCGACCECTTCCCAAACAGCATCGEGCTTTATTGGECTTGATGGCTGTTGG=3060
uProMetAspSerThrAlaSerGlnThralaTrpalaleuleuGlyLeuMetilaValGl

GGAAGCTAATTCCGAGGCCGTGACAAAGGGTATAAACTGCTTGGCACAAAATCAGGATGA=3120
yGluAlaAsnSerGluAlaValThrLysGlylleAsnTrpLeualaGlnAsnGlnAspGl

AGAAGGATTGTGGAAAGAAGATTATTATAGTGGCGGTGGITITCCCCGTEGTTTTIITATCT-3180
uG;qGiyLegrrpLysG;uAspTeryrSerGlyGlyGlyPheProArgValPheTere '

TGGGTRTCACGGTTATTCCRAATATTTTCCTCTTTGGGCTTTAGCGCGCTATCGCRATTT=3240"
VATrgTYyrHisGlyTyrSerLysTyrPheProleuTrpilaleuAlairgTyrArgAsnle
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GAAAAAAGCCAATCAGCCGATTGTTCATTATGGGATGTAACAGGCTGATTTTATAACCTGW3300
ulysLysAlaAsnGlnProlleVa 1HisTyrGlyMetEnd

TTAGTAATGAAATACGTCTAAATCAAAATACGGCTGATTTTTPGECCCTATTTLITTTGTA-3380

TTATCATATTGTTTTTATAAAATATTGTGATGATTGGCGGGGT&TTATGAAGGAAAAAAT=3420

ATGCTGAACCATATCCTTGCTGTGACCGGAATAGATCGTGAAGCACGGGCGGCGGCGCAA=3480
CGCCGAATTRTGCAAGAAAACACGATTGCCGGTTTAGTGAGTTTTGGTTTGGCTGGCGCT—3600
TTGGATTCTGATTTAAAAGTAGGCGATTGGGTTGTCGGAAGCCATTTAACAGGGAATGTCm3660
GATGCCGATTGCGATGAAGCATGGCAAGACTCGCTTGAGAAAATTTTCCCTAAATTAAAA@3720
AAGGGAATAATTTATTCAGATGGCAGTCTTGTTTCCGATATCGCCCAGAAACAAGACATT=3780
CAGAAAAAACAAAAGCTATCGCCGTTGATATGGAATCCCATATCGTTGCCCGAATAGCCC@3840
AAGAATATAATTGTCCATTTATTATTTTAAGAGTGATTTCAGATCAGGCCGATCACGCTC”3900
TGCCTCCCGCTTTTTCGGTGGCGATGCAGCCTGATGGCAGCGTCGCGATACCAGCCCTAC*3960
TGAAATCATTGTTATTGAAACCGAGCCAAATACCGGCTTTCGTCACGACAGCAAAGGCCG=4020
CAACGCAARGCCTTGAAAGAGTTAGGCCGCETCEETTITCCTTTTTEECAGC CAGCCTCGGLT-40
TCCCGGATTTCGGCTAAACGCTGCTGAACGTGATCGGAGAACACGTC@TTGGCGCGRCGC=4140
TGATTGCCAAGCGCTGATATCGGGTGCCATAGCACCTTIC COTTTTARAGCA-4200
ACCATAGCAGCTTTCAACGGﬁTGGCGAACCGTGTCGRTAACCGCCGTGGCTTCAAAACCA*&260
GAGTGAACCATACAGTCTTGGCATTTTTCATAATTGCCAACGCCGTAATCATCCCEAGCCB432O-
GmaTTTTCC@TAAFCTCmeCA§CCTT“ﬁ14? |

Abb, ﬁi =B N ectidsequenz des chromosomalen HindII-Fragmentcs aus Z.mobili

fl r die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis (she) k‘ukﬁ.ﬂSi" rt wurde. Die

ge feiteten umowwﬁe.,qneﬁ.zen des shc-Gens und des benachbarten offenen
Leseraster orf3 sind im B—ﬁuf‘ﬁsmmnﬁeﬁ. wiedergegeben. Mogliche
‘Ribosomenbindestellen sind unterstrichen. Eine mogliche ’i‘ermmat.er‘ssimkmr im

- AnschluB an das shc-Leseraster ist doppelt unterstrichen. o B

t&: C')

1.4 Chamkieﬁsiewng des sfsc—{:wems a@fgmaﬁ seiﬂer Segueazﬁaien

Das she-Leseraster erstieckt sich fiber 1977 bp. Im Absmmi von 7 bp vor dem Star“csdm ATG
befindet sich eine mogliche Ribosomenbindestelle (AGAAA). Nach dem Stoppcodon folgt eine
~mégliche Terminationssiruktur mit einer freien Bildungsenergie von -24,8 Kcal/mol {(Abb.IIL5).
Dle Codons des Leserasters codieren ein “Protein, das 658 Aminosiuren umfaBt Lmd am
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abgeleitetes Molekulargewicht von 74.1 kDa aufweist. Der berechnete isoelektrischen Punkt liegt
bei 5.02. Die Anzahl der Aminosiuren und das Molekulargewicht des codierten Proteins liegen
damit in der gleichen Grdfienordnung wie die der Squalen-Hopen-Cyclase aus 4.acidocaldarius
(627 Aminosiuren, 69,5 kDa). Die Aminosiurezusammensetzung des she-Genproduktes ist der
Tabelle IT1.1 zu entmehmen. Auffillig ist der hohe Antzil an hydrophoben Aminosiuren (34,7%).
Besonders hdufig ireten die aromatischen Aminosiuren Tryptophan und Tyrosin auf (4,6% und
3,5%), eine weitere Ubercinstimmung mit der SHC aus A.acidocaldarius (Anteil der
aromatischen Aminosiuren 9,6%). Die Durchfihrung eines Hydrophobizititsplots (KYTE &
DOOCLITTLE, 1982) mit einer Fenstergrffie von neun AminosBuren fiir die Aminosiuresequenz
des she-Leserasters fithrte nicht zur Identifizierung méglicher Transmembranhelices. Der G4+C-

iafals dag slia Dama hatoloat AT 3 OF i Isamt damett caro srracie rimfacshaib das e das 7 wenkhiiis
WRALGIL U IUTNINALD Ubllait /74 /U Uile G ED WaAllillh HUL Wellly ULIRLIQIU WD LUl Gl L RU0iiio™

Chromosoms ermitieiten Wertes von 48,5 % (SWINGS & DELEY, 1977).

Tabh ML1: Abgeleitete Aminosiurezusammensetzung des Gens der Squalen-Hopen-Cyclase
(shc) aus Z.mobilis. Das Gen codiert 658 Aminosiuren. Angegeben ist jeweils
die Anzahl jedes Aminosiurerestes im codierien Protein sowie der prozentuale
Antell {in Klammern}.

Ala 72 (10,9) Len 64 (07

Arg 32 (4,9 Lys 29 (4,4

Asn 23 (3,5} Met 24 (3,6

Asp 46 (7,0 Phe 19 (2,9

Cys 6 (0,9 Pro 35 (5,3)

Gln 23 (3,5) Ser 33 (5,0

Glu 41 (6,2) Thr 22 (3,3)

Gly 48 (7,3) Trp 23 (3,5)

His 19 (2,9 Tyr 30 (4,6

e 28 (4,2} Val 41 (6,2}
sauer (Asp + Glu) &7 (13,2}
basiach (Arg + Lys) 61 (59,3
aromatisch (Phe + Trp + Tyr) 72 (10,9
hydrophob (Phe + Trp + Tyr + He + Leu + Met + Val) 222 (34,7

Ein Vergleich des Codongebrauchs im shc-Leseraster mit dem in stark exprimierten
glykolytischen bzw. schwach exprimierten Genen ist in Tab.III.2 angestelit. Zum Vergleich ist
auch der Codongebrauch im shc-Gen aus A.acidocalderius aufgefiihri. Die Analyse des
Codongebrauchs spricht dafiir, daf es sich bei dem she-Leseraster in Z.mobilis um ein niedrig
exprimiertes Gen handelt, In drei Fillen wird ein bestimmtes Codon in allen betrachieten
Z.nobilis-Genen bevorzugt (Gebrauch zu mehr als 66%). Es handelt sich dabei um: Glu-GAA,

His-CAT, Tyr-TAT. In den stark exprimierten glykolytischen Genen werden dariiber hinaus
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folgende Codons bevorzugt: Cys-TGC, Gln-CAG, Gly-GGT, Phe-TTC. Diese Auswahl ist in den
schwach exprimierten Genen und im she-Gen nicht zu beobachien. Rei diesen Genen tritt dagegen
cine Bevorzugung folgender Codons auf: Asp-GAT, Lys-AAA. Zusitzlich werden im shc-Gen
die Codons Asn-AAT, Cys-TGT und Phe-TTT bevorzugt. In den Fallen von Cys-TGT und Phe-
TTT steht die Auswahl der Codons im she-Gen im direkten Gegensatz zum Codongebrauch in
den stark exprimierten Genen. Der Gebrauch einer Reihe von Cedons wird in den glykolytischen
Genen weitgehend vermieden: Arg-AGA,-CGG,-CGA, Gly-GGG, Mle-ATA, Leu-CTA, Pro-
CCC, Thr-ACA. Eine Diskriminierung dieser Codons tritt weder im Fall der schwach
exprimierten Gene noch im Fall des shc-Gens auf. Dieser Codongebrauch war auch ein Hinweis
darauf, daf das she-Gen ein Enzym des anabolen Stoffwechsels codierte. Versuche zur
Identifizierung des RNA-Transkriptes des shc-Gens in Northern-Hybridisierungen mit einer fiir
das shc-Leseraster spezifischen RNA-Sonde blieben erfoigios. Auch durch CONWAY und
Mitarbeiter konnten bisher nur stark exprimierte Gene des katabolen Stoffwechsels aus Z.mobilis
auf der Ebene des mRNA-Transkriptes charakierisiert werden (EDDY et al., 1691; HESMAN et
al., 1991; BARNELL et al., 1992; MEDA et al., 1992, LIU et al, 1992; SHARK &
CONWAY, 1992; CONWAY, personliche Mitteilung). Im Vergleich des bevorzugten
Codongebrauchs im Gen fiir die SHC von A. acidocalderivs und dem der Gene aus Z.mobilis

treten kaum Ubereinstimmungen auf. Im Falle des A.acidocaidarius Genes ist eine deutliche
Codons zu bsobachten, die in ihrer dritten Position ein G oder C enthalten.

Bevorzugung der Codons i

Diese Codonauswahl triigt wesentlich zu dem hohen G-C-Gehalt des Genes bei, der 66 %
betrigt. Das Genom von A.acidocaldarius zeichnet sich insgesami durch einen hohen G+C-
Gehalt aus, der bei 61,1% liegt (DEINHARD, 1587). Der hohe chromosomale G+ C-Gehalt soll
in A.acidocaldarius wie in anderen thermophilen Organismen vermutlich eine Stabilisierung der
DNA- und RNA-Str en bei hohen Umgebungstemperaturen bewirken (KAGAWA et al.,
1984). Der deutliche Unterschied im G+C-Gehalt der Gene fir die Squalen-Hopen-Cyclase aus
A.acidocaldarius und Z.mobilis war sicher einer der Griinde, weshalb Hybridisierungssignale in
den durchgefihrten Southern Hybridisierungen nur unter milden Hybridisierungsbedingungen

L

erzielt werden konntgn..
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Tab.IIL2: Gegeniiberstellung des Codongebrauchs im Gen der Squalen-Hopen-
Cyclase aus Z.mobilis (shc Z.r.), in Genen der hoch exprimierten glykolytischen
Enzyme und in schwach exprimierten Genen aus Z.mobilis. Zum Vergleich ist
auch der Codongebrauch im Gen fir die SHC aus A.acidocaldarius dargestellt
(shc A.a.).
As Codon glykolyt. schwach she Z.im. gho A.a.
Gene%* exprimierte Gene#®®
Ala GC& 12 is i7 57
Ala @CA 21 17 ig 3
Als GCT &9 28 32 i3
Ala GCC 26 29 42 37
Arg AGG 0 3 0 11
Arg AGA 1 g 8 6
Arg CGG 2 3 9 1
Arg CGA 1 & 3 i1
Arg CGT 26 16 20 14
Arg CGC 15 is 2] 43
Asn AAT 16 27 30 2
Asn AAC 20 12 5 i3
Asp GAT 33 49 85 28
Asp GAC 23 15 5 45
Cys TGT 3 4 8 10
Cys TGC z 4 3 i1
Gln CAG 20 17 i7 24
Gin CAA 4 1é ig 10
Glu GAG 3 10 20 41
Glu €Gaa 50 51 42 11
Gly GGG 1 10 12 18
Giy GGA 5 8 ii 13
Gly .GGT - 59 33 32 18
Cly GGC 24 29 18 59
His ~CAT is is 24 iG
His Cac 7 4 5 10
Ile "ATA 1 6 8 3
Ile ATT 21 35 26 8
Ils ATC 33 33 2 i8
Leu TTG 22 23 44 13
Leu TTA 2 17 27 0
Leu CTG 33 21 3 is
Leu CTA 1 6 & 3
Leu C(CTIT 25 23 17 3
Leu CTC i1 ig 2 42
Lys AAG 20 13 15 24
Lyvse AAR 35 36 28 O
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Tab.IEL2: Fortsetzung

As Codon glykolyt. schwach shec Z.m. shc A.a.
Gens®* exprimierte Gene¥#
Met ATG 27 i8 36 14
Phe TTT i2 20 24 S
Phe TTC 27 i4 5 is
Pro CCG 28 i4 23 &3
Pro CCA & 5 3 <]
Bro CCT i2 16 14 5
Pro CCC i 7 is 5
Ser AGT 4 & 2 3
Ser AGC 11 15 17 id
Ser TCG & 5 i4 21
SBexr TCA 5] 8 3 <]
Ser TCT 15 12 8 2
Ser TCC iz E; 8 i3
Thr ACG i3 il 8 29
Thr ACA 2 9 8 2
Thr ALY g 8 8 G
Thr ACC 30 16 11 is
Trp TGG i0 12 35 33
Tyr TAT i3 20 392 3
Tvr TAC 5 5 6 37
Val GTG 6 12 i1 37
Val GTA 3 5 8 2
Val GTT 52 31 23 &
Val GTC ie 23 21 ig

Die Haufigkeit jedes einzelnen Codons wurde auf ein 1060 Aminosiuren umfassendes Protein
normiert. AS, Aminosiure; untersirichen sind die Codons, die zu melr als 66% =zur Codicrung
einer Aminosiure verwendet werden, welche durch mehr als ein Codon représentiert wird.

* Zu;.a_mmensteﬂugig giycolytischer Enzyme aus Z.mobilis: adhB, eda, edd, gap, glf, gik, pde,
i, pgk, zwf (SHARK und CONWAY, 1992). i )
s Zusammensieliung schwach exprimierter Gene aus Z.mobilis: phoC, sacd, adhA, levU, lig,
groES, groEL, grp, pisz, gluP, gluE, glubd (BRINGER-MEYER, unverdffentlicht), gip, pisz,

P, gluB, gluid (PEEKHAUS, unverdffenilicht).
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1.5 Seguenzvergieiche zwischen she-Leseraster aus Z.mobilis, SHC aus A.acidocaldarius
und der Squalenoxid-Lanosterol-Cyclase aus Candida albicans

Betrachtet man die abgeleiteten Aminosiuresequenzen des she-Leserasters aus Z.mobilis und des
Gens fiir die SHC aus A.acidocaldarius, so sind die Ubereinstimmungen relativ gering
(Abb.OIL.6). Der Anteil an identischen Aminosiuren betrdgt 33%, der der konservierten
Aminosfuren mit dhnlichen Eigenschaften liegt bei 14 %. Beriicksichtigt man nun noch den stark
unterschiedlichen G+-C-Gehalt und Codongebrauch in den beiden Genen, ist es erstaunlich, daf
mit Hilfe der heterologen Gensonde aus A.acidocaldarius das she-Gen aus Z.mobilis kioniert
werden konnte. Der Vergleich der DNA-Sequenzen der Gensonde und des she-Gens in dem

nﬁi’ﬁiul, der amgxuuu der uumc;umuuuuuugcu auf Aminosiurecbene der Gensonde cuu:yuum,
ergibt eine Ubereinstimmung auf Nukleotid-Ebene von 56% (Abb.III.7). Das als Gensonde
verwendete DNA-Fragment codiert die Aminosiuren 242-454 der SHC aus A.acidocaldarius. Es
reicht damit in die carboxyterminale Halfte des Proteins hinein. Vergleicht man nur die
carboxyterminalen Hilften der beiden Proteine, beginnend mit der Aminosiure 303 fiir die SHC
aus A.acidocaldarius und 320 fiir das she-Gen aus Z.mobilis, so sind hier die Ubereinstimmungen
wesentlich stirker ausgepriigt als bei der Betrachtung der Proteine iiber thre gesamte Linge, Der
Anteii identischer Aminosiuren betffa?gt in diesem Bereich 44% Bssonders die carboxyteminalen

der einzigen b;shcr klomaften und sequenzxerten eukaryontlschen a.,yciasv (Abb.ﬁl.ﬁ). Es handelt

sich um die Aminosiuresequenz des Gens fiir die Squalenoxid-Lanosterol-Cyclase aus Candida

nlhisanmao TRTT YV a¢ ai - 100N RITARITTEY P. MADRTDETAR 100%. DAALNCORITER At al TO0IY Thias
GepICGHS A llidyd Wi Gl.y LFFV, ULV EELLY RISALLAIN, 4774y BAEAOINLEN Ol dl.y EFTFJjf. LRI

Anteil an identischen Aminosiuren in den carboxyteriminalen Proteinhilfien der prokaryonﬁschen
Cyclasen und der el.kﬂwonnschm Cyclase Hegt zwischen 28 und 29 %. Allen drei

Aminosiuresequenzen ist das mehrmalige Aufireten eines konservierten Aminosfuremotivs

gemeinsam: Arg/Lys Gly/Ala X3 Tyr/Phe/Trp X4 Gin X35 Gly X Trp wobei X fiir eine
beliebige Aminosiure steht (PORALLA et al., Verdffentlichung eingereicht). Dieses Motiv
erhielt aufgrund der besonders guten Konservierung des Glutamin- Lmd des Tryptophanrestes die
Bezeichnung QW-Motiv. Bs titt viermal in konservierien Abstinden 1u den carboxyterminalen
Bereichen der drei Proteine auf. Darliber hinaus ist es in den beiden prokaryontischen Cyclasen
noch }eweiis."izweimal in den aminoterminalen Proteinhilften vorhanden. Eine Region (she:
Aminosiure 377-400), die vermutlich Substratbindungsfunktion hat (ABE & PRESTWICH, zur
Veréffentlichung eingereicht, MARRERQ et al., 1992), ist in allen drei Proteinen gut konserviert
(Abb.IIL.6). Eine Datenbankrecherche (FASTA-Programm, EMBL-SWISSPIR Protein-
Datenbank, September 1993) mit der Aminosiuresequenz des shc-Leserasiers ergab keine

signifikante Ubereinstimmung mit weiteren Proteinen,
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JFL6: Vergleich der Aminosduresequenzen der bisher klonierten Squalencyclasen; shcZ, .
. . abgeleitete Aminosiuresequenz des shc-Gens aus Z.mobills; shed, SHC aus
A.acidocaldarius; lcy, Squalen-Lanosterol-Cyclase aus Candida aibicans, Mit ®
“markiert sind identische Aminosiuren in allen drei Proteinen. Bdit Linien ober- uid -

- unterhalb der Sequenzen sind die mehrfach auftretenden QW-Motive sowie eine
mogliche Substratbindungsstelle gekennzeichnet. Beginn und Ende des Bereichs, ber

“'den sich die Gensonds aus 4.acidocaldarius ersireck, sind durch Pfeile markiert. Die

Numerierung bezicht sich auf die abgeleitete Aminosauresequenz des she-Gens aus
7 mobilis, © © abgeatl : 2.
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':'Abbam 7: Vergleich der Nukleotidsequenzen der Gensonde aus A.acidocaldarius (Az) und dem

~entsprechenden Fragment aus dem she-Gen von Z.mobilis (Zm). Die Anzahl
~identischer Nukieotide hegt bei 56%..

. Ergebnisse 41




2. Expression des Gens fiir die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis in Z.mobilis und

E.coli

2.1 Expression des she-Gens in Z.mobilis

Um den Nachweis zu erbringen, daB auf dem klonierten chromosomalen HindIII-Fragment aus
7. mobilis des Gen fir die Sgualen-Hopen-Cyclase lokalisiert ist, wurde untersucht, ob
plasmidcedierte Kopien des DNA-Fragmentes in Z.mobilis zu einer mefbaren Erhdhung de
Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitht fithrien. Zunichst wurde das 4,3 kb Hind[I-Fragment in den fiir
Z.mobilis geeigneten Vekior pZY507 tberfihrt (Abb.LI.8). Dieser Vekior (SCHILZ, 1693) ist
ein Derivat des Vekiors pSUP104 (SIMON et al., 1983), der iiber ein breites Wirtsspekirum
verfiigt, durch Konjugation nach Z.mobilis iberfihrbar ist und in Z.mobilis repliziert wird. Die
Selektion rekombinanter Z.mobilis-Stimme kann durch die plasmidvermittelte Resistenz
gegeniiber Chloramphenicol erfolgen. Zusitzlich verfigt das Plasmid pZY507 tber den tac-
Promotor und das lacid Gen. Der fac-Promotor ist auch in Z.mobilis aktiv und vermittelt die
Expression eines in Leserichtung hinter den foc-Promotor inserierten Gens {(ARFMAN et al.,
1992). Das laci9-Gen codiert den lac-Repressor, welcher die Expression, ausgehend vom fac-
Promotor, fast vollstindig reprimiert. Durch Zusatz von IPTG ing Medium kann die Repression
aufgehoben werden. Der Vektor pZY507 stelit also ein auch in Z.mobilis regulierbares
Expressionssystem dar (SCHILZ, 1993).

Das HindIfI-Fragment konnte in eine singulire HindIII-Schnitistelle hinter den fgc-Promotor
inseriert werden. Das Konstrukt pZY603, das den shc-Leserasier in Leserichtung hinter dem fagc-
Promotor enthielt, wurde in einer Filterkreuzung durch Konjugation nach Z.mobilis liberfihrt.
Die Anwesenheit des Plasmids in Z.mobilis wurde durch eine Plasmidpriparation aus dem
ckombinanten Zmobilis-Stamm und anschliefende Retransformation von E.coll nachgewiesen.

TN, T 32 = £, minm anthi 3 i
Die E.coli Retransformanten enthielten das intakte pZY603-Plasmid.

Die Enzymtests wurden mit zellfrelen Rohextrakten der Z.mobilis-Stammen CP4 und
CP4/pZY603 durchgefilrt. Erwariungsgema fand in beiden Rohextrakten ein Umsaiz von
Squalen zu Hopen statt. Die Identifizierung des Substrat- und Produki-Signals auf den
Diinnschichichromatogrammen erfoigte mit Hilfe von Referenzsubstanzen (Squalen, 3§-Squalen,
Hopen). Durch die Entwicklung der DC-Plaite in den Laufmitieln Chloroform und Hexan wurde
eine deutliche Trennung von Squalen und Hopen erzielt (Abb.111.9), wobei sich Hopen schneller
von der Startfront entfernte als Sgualen (Rf-Werte: Squalen, 0,55; Hopen, .0,67). Auch das
sweite Produkt der SHC-Reaktion Diplopterol war erkennbar. Aufgrund der durch die OH-
Gruppe erhdhten Polaritit wanderie Diplopterol in den unpolaren Laufmitieln weniger schnell als
Squalen und Hopen Rf-Wert: 0,19). Das Diplopterol-Signal wurde aber aufgrund des Fehlens

von gereinigtem Diplopterol als Referenzsubsianz nicht eindeutig identifiziert.
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Abb.IIED:

Nachweis ciner erhéhten Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitdt im Rohextrakt des rekombinanien

7. mobilis-Stammes, der das shc-Gen auf zusitzlichen plasmidcodierten Kopien enthalt.
Dargestellt sind dig Auswertungen von Diinnschichichromatogrammen durch den Radioscanner,;
Substrat: Squalen/”H-Squalen; A, CP4-Wildtyp; B, CP4/pZY603; C, Kontroliversuch chne
‘Rohextrakt; S = Squalen; H = Hopen. Bei dem mit einem Pfeil markierien Peak handelt es sich
wahrscheinlich um Diplopterol. Die Peaks ohne Bezeichnung trefen auch im Kontrollversuch
“ohne Rohextrakt auf. Es handelt sich um Verunreinigungen des H-Squalens. Inkubationszeit 3h,
X-Achse: Laufstrecke in cm, Y-Achse: wihrend der Messzeit detektierte Impulse. Untersciiede

in der Anzahl der detektierten Impulse wie zwischen A und B sind methodisch bedingt, die

oy

‘Exiraktion der Reaktjonsansitze schwankt in ihrer Effizienz. .




Beim Vergleich der Chromatogramme war festzustellen, daB der Squalen-Umsatz im Stamm
CP4/pZY603 gegeniiber dem Umsatz in CP4 chne Plasmid auf das Finffache erhoht war
(Tab.IIL.3). Die erhdhte SHC-Akiivitit im Stamm CP4/pZY603 war ein deutlicher Hinweis
darauf, dal das shc-Leseraster auf dem kilonierten HindII-Fragment die Squalen-Hopen-Cyclase
in Z.mobilis codierie.

Tab.MIi.3: Squalen-Hopen-Cyclase Aktivititen in den Rohextrakten verschiedener Z.mobilis-
und E, coli-Stimme. Die Angabe der Enzymaktivititen erfolgt in U (units).
Z.mobilis CpP4 0,06 mU/mg
CP4/pZY603 0,3 mU/mg
E.coli DHS/pZY507 nicht nachweisbar
DHS/pZY603 0,2 mU/mg
DHS/pZY611 0,4 mU/mg

2.2 Expression des she-Gens in E.colf

Da E.coli tber keine eigene meBbare Squalen-Hopen Cyclaseaktivitit verfiigt (OCHS et al.,
1992), war eine durch die Expression des she-Leserasters in rekombinanten E.coli-Stimmen
hervorgerufene SHC-Aktivitdt ein {iberzeugender Beweis, daB es sich bei dem shc-Leseraster
tatsdchlich um das Gen filr die Squalen-Hopen Cyclase in Z./obilis handelte.

Es wurden zellfreie Rohexirakie folgender E.coli-Stimme in SHC-Tests eingesetzi:
DHS/pZY507, DHS/pZY603 (Abb.II1.8) und DHS/pZY611 (Abb.IIL4). Alle Kulturen wurden
wihrend der letzten 3h ihres Wachstums in Gegenwart von IPTG angezogen.

Die Auswertung der DC-Chromatogramme mit dem Radioscanner (Abb.IYL.10) zeigte, daB im

1 £ P e T pnn Ter PRL Iy, T

Rohextrakt des Stammes DHS/pZY307, der nur das Vekiorplasmid ohne Insert enthielt, kein

71 s o rmdrren Anes Ta 2 Tm Adosm QtMiommasme s s B racchribts ralf dees
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Hindl-Fragment enthielten (DHS/pZY603, DHS/pZY611), wobsl sich das she-Leseraster in

Leserichtung hinter dem tac bzw lacZ-Promotor befand, war dagegen eine deuiliche Hopen-

Bildung festzustellen.
Der Umsatz war im Stamm DHS/pZY611 gegeniiber dem im Stamm DHS/pZY603 auf das

Zweifache erh8ht (Tab.IIL3). Der Unterschied der Enzymakiivititen beruhie mit grofler
Wahrscheinlichkeit auf dem Kopienzahleffekt. Bei dem Vekior pUCI9 im Konstrukt pZY611
handelte ‘es sich wm einen “high copy nmumber”-Vektor (VIEIRA & MESSING, 1977;
SAMBROOCK et al., 1989}, wihrend der Vekior pZ‘VﬁG’? des Konstruktcs pLYéGB ein. “low copy
number”-Vektor war (SIMON et al., 1983) ' ey X
Weitere Versuche mit den B.coli-Stimme DHS/PZYE0! und DIS/oZY60 (Ab‘r;.m.é} zeigien,
dall in E.coli die Expression des shc-Gens abhingig war von der Orientierung des Gens zum
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= Nachweis einer Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitit in Rohextrakien rekombinanter E. coli-St_‘Q‘.mme,
‘die das shc-Gen aus Z.mobiiis auf plasmidcodierten Kopien enthalten. Substrat: Squalen/”H-

" Squalen; A, DHS5/pZY507; B, DH5/pZY603; C, DHS/pZY611; Bezeichnungen und
FErlduterungen wie Abb.IL.9; A und B, Inkubationszeit 3h; C, Inkubationszeit 1h. Der Extrakt

. des Reakiionsansatzes von € wurde nicht auf der gieichen DC-Platie aufgetrenat wie A und B,

" daher befinden sich die Substanzpeaks. nicht genau in der gleichen Position wie die von Aund B
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lacZ-Promotor. Nur im Stamm DHS/pZY601, in dem das shc-Gen im Vektor pUCI19 in
Leserichtung zum lgcZ-Promotor orientiert vorlag, trat eine Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitit auf.
Um abzusichern, daB es sich bei den in den SHC-Enzymtests mit dem Radioscanner detektierten
radioaktiven Substanzen fatsichlich um Squalen und Hopen handelte, wurde der
Hexan/Isopropanol-Extrakt eines SHC-Tests mit dem Rohextrakt des E.coli-Stammes
DHS/pZY611 in einer zweidimensicnalen Diinnschichtchromatographie aufgetrennt (Abb.IIL.11).
Die Autoradiographie der zweidimensionalen DC zur Detektion der radioaktiven Substanzen
sowie die Anfdrbung der "kalten" Referenzsubstanzen auf der DC-Platte im Joddampf ergab, daf
eines der beiden starken Signale in beiden Dimensionen das gleiche Laufverhalten wie dic
Hopenreferenz zeigte. Das zweite Signal stimmie in seinem Laufverhalten in beiden Dimensionen
mit dem des Squalens iiberein. Bei einem dritten Signal, welches sich in beiden Laufmitteln nur
wenig vom Startpunkt entfernte, handelte es sich wahrscheinlich um Diplopterol.

A
oty

Abb.IIE11:

Nachweis der Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitit im Rohextrakt des rekombinanten E, coli-Stammes
DHS5/pZY611 durch zweidimensionale Dannschichichromatographie. Abgebildet ist die
Autoradiographie der DC-Platte. Der Pfeil 1 markiert die Laufrichtung des 1. Laufmittelsystems
(Chloroform, Hexan), Pfeil 2 markiert die Laufrichtung des 2. Laufmittels
(Bthylessigester/Hexan); a, Hopenreferenz; b, Extrakt des Reaktionsansatzes; ¢, Squalen-
Referenz. Die "kalten" Referenzsubstanzen (auf der Autoradiographie nicht sichtbar) wurden auf
der DC-Platte imn Joddampf angeférbt. Der kleine Pfeil markiert den Punkt des Probenauftrags,
bei den kieinen Punkten handelt es sich ym Orientierungshilfen (radioaktive Tinte), H = Hopen,
S = Squalen.
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2.3 Enzymtests mi¢t Farnesylpyrophospat (FPP) bzw. Isopentenyipyrophosphat (IPF} und
Dimethylallylpyrophosphat (BDMAPP) als Substrat

Dz zunichst die Vermutung bestand, daB es sich bei dem Leseraster orf3, das sich in 5'-Richtung
vor dem sheo-Gen befand, um das Gen fiir die Squalen-Synthase handelte, wurden Enzymiests
durchgefiihrt, um festzustellen, ob plasmidcodieric Kopien des orf3-Leserasters eine Squalen-
Synthaseaktivitit vermittelten. Dazu wurden die Rohextrakte der verschiedenen Z.mobilis und
E.coli-Stamme mit 3H-FPP bzw. 4C-iPP und DMAPP als Substrate inkubiert. Bei der
Inkubation der Rohextrakte der Z.miobilis-Stimme CP4 und CP4/pZY603 mit 3H-FPP als
Substrat unter Zusatz von NADPH trat ein deutlicher Umsatz des FPP zum Squalen auf
(Abb.TI1.12). Diese Resktion wurde durch die Squalen-Synthase katalysiert. Das gebildete
Squalen wurde durch die Squalen-Hopen-Cyclase zu einem grofen Teil zum Hopen cyclisiert. Tm
Falle des rekombinanten Stammes CP4/pZ Y603 war der Umsatz von FPP zu Squalen und Hopen
deutlich gegeniiber dem Umsatz im Wildtyp erhdht. Dieses Ergebnis sprach zundchst dafiir, dafBl
es sich bei dem offenen Leseraster o7f3 um das Gen fir die Squalen-Synthase in Z.mobilis
handelte. Der E.coli-Wildtyp zeigte im Enzymiest keine nachweisbare Squalen-Synthaseaktivitat
(ENNINGS et al., 1991). Auch im rekombinanten Stamm DHS/pZY603 trat keine durch die
plasmidcodierten Kopien des o7/3 vermitielte Squalen-Synthaseaktivitét auf, Es fand kein Umsaiz
des FPP zum Squalen statt, und es war kein Hopen nachweisbar. Dieses Ergebnis und die
Analyse der Sequenzdaten des orf3 (siehe 3.1) zeigten, daB es sich bei orf3 nicht um das Gen fiir
die Squalen-Synthase handeite. Die Inkubation der Rohexirakie mit 140 1PP und DMAPP als
Substraten fithrte zu enisprechenden Ergebnissen. In den Rohextrakien der Z.mobilis-Stimme
erfolgte der Umsatz der Substrate bis zum Squalen und Hopen (Abb.IIL.13). Aufler der Squalen-
Synthase und der Squalen-Hopen-Cyclase war demnach auch die Famesyzpyrophosphat-Synihase
aktiv. Neben dem Squalen- und Hopenpeak trafen stirker polare Produkipeaks auf, bei denen

sich um die dephosphorylierien Produkie der FPP-Synthase Geraniol und Farnesol handelte.
Auch in dicsem Fall war der Umsatz der Substrate im rekombinanten Z.mobilis-Starnm hoher als
im Wildtyp. In den getesteten E.coli-Exirakien irat nur ein geringer Umsatz der Substrate zu
Geraniol und Farnesol auf. Detekiierbare Mengen von Squalen oder Hopen wurden nicht

gebildet.
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AbB.IILIZ:  Versuche zum Umsatz von FPP/SH-FPP in Rohextrakten verschiedener Z. mobilis-
und £, coli-Stimme zum Nachweis einer Squalen-Synthaseaktivitit. Dargestellt sind die
Auswertungen vot Dunnschschtchmmatsgrammen durch den Radioscanner. A, Z.mobilis CP4-
Wildiyp; B, CP4/pZY603; C, E.coli DH5/pZY507; D, DHS/pZY603; Inkubationsdauer 2 h.
Proteinkonzentrationen in den Reaktionsansatzen: A, 4 mg/ml; B, 2 mg/ml; C und D, 3 mg/ml;
F = Famesol, sonst Bezeichnungen und Erlduterungen wiec in Abb.IILY, Bei dem peak auf derz
Startlinien handel{ es sich um FPP, das aufgrund seiner Polaritdt im verwendeten =~ -
Laufmittelsystem auf der Startlinie licgen bleibt. Im Fall von C und D wurden die
Reaktionsansitze nach der Inkubationszeit mit alkalischer Phosphatase behandelt, so dal nicht
umgesetzies FPP zum gréSten Teil in den Alkehcl Famesa% uberfuhrt wm’de _?em{s ohne

-Mark;erung wurden mcht néher sdmtgf;za\.rt
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Abb.IEL13: ‘Versuche zum Umsatz von 14C-IPP und DMAPP in Rohextrakten verschiedener

"Z.mobilis- und eines E. coli-Stammes. A, Z.mobilis CP4-Wildtyp; B, -~

. CP4/pZY603; C, E.coli DH5/pZY603; Inkubationszeit 4 h; Bezeichnungen und
* Erléuterungen wie Abb.If1.9. Bei den mit G bezeichneten Peaks handelt es sich
» wahrscheinlich um Geraniol. Peaks ofine Bezeichnung wurden nicht ndher -
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2.4 Immunclogiscner Test auf Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis in Rohextrakien
verschiedener Z.mobilis- und E.coli-StEmme

Zur Uberpriffung der Frage, ob ein Nachweis der Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis in
Z.mobilis und rekombinanten E.coli-Stimmen mit den Antikdrpem gegen das Enzym aus
A.acidocaldarius mobglich war, d.h., ob eine Kreuzreaktion des Antikérpers mit dem Protein aus
Z.mobilis auftrat, wurden Rohextrakie der verschiedenen Z.mobilis und E.coli-Stimme in einem
10%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Zusdtzlich wurde der Rohextrakt eines
rekombinanten E.coli-Stammes aufgetragen, der das Plasmid pP2 enthielt. Auf diesem Plasmid
befand sich das Gen fir die Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidocaldarius. Die Expression dieses
Gens in dem E.coli-Stamm war zuvor im SHC-Test nachgewiesen worden (Abb.IIL.i4). Die
Proteinbanden wurden auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Diese Membran wurde mit
polykionalen Antikdrpern gegen die Squalen-Hopen-Cyclase aus A. acidocaldarius (zur Verfiigung
gestellt von der Arbeifsgruppe von Prof. Poralla an der Universitit Titbingen) behandelt. Die
Ergebnisse dieses Immunoblottings ergaben, daB offensichtlich keine Kreuzreakiion der
Antikdrper gegen die SHC aus A.acidocaldarivs mit der SHC aus Z.mobilis statifand. In allen
Extrakten traten schwache Banden auf, die wahrscheinlich auf unspezifische RBindung des
Antikbrpers zurlickzuflihren waren. In den Spuren des Rohexirakies der E.coli-Stimme, die das
Plasmid pP2 enthielten, wurde eine Bande im Grifenbereich unterhalb des 88 XDa-
Molekulargewichtsmarkers stirker angefirbt. Hierbei handelie es sich um die Squalen-Hopen

Cyclase aus A.acidocaldgrius. Im Stamm NMS522/pP2 trat ein zusdtzliches Signal im Bereich von
38 kDa auf. Mdglicherweise stellte diese Bande ein Abbauprodukt der Squalen-Hopen-Cyclase
aus A.acidocaldarius in E.coli dar. Im PFalle der Rohextrakie aus CP4 und CP4/pZY603 ftrat
keine deutlich gefdrbte Bande im erwarteten Grofenbereich auf. Das prominenteste Signal lieferte

eine Bande im Griflenbereich oberhalb des 33,5 kDa-Markers, Dieses Ergebnis stimmte mit einer
Beobachtung von GCHS (OCHS, Dissertation, 1990) iiberein, der die SHC-Antikdrper ebenfalls
gegen Proteine aus Z.mobilis (Iyophilisierte Zellen) hybridisierte. Hierbei trat ebenfalls ein Signal
bei etwa 30 kDa auf. Der Vermutung, dafl es sich hierbei um ein Abbauproduki der Cyclase in
Z.mobilis handelte, stand entgegen, dall diese Bande im rekombinanten Stamm nicht deutlich
stirker hervortrat als im Wildtyp, und dal eine gefirbte Bande dieser Grifie bei den

rekombinanten E. coli-Stdmmen, die das shc-Gen aus Z.mobilis exprimierten, nicht aufirat.
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Abb.JIL14:

A) Nachweis der Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitit im Rohexirakt eines rekombinanten E, coli-
Starmmes, der das Gen fiir die Squalen-Hopen-Cyclase aus 4.gcidocaldarius plasmidcodiert
enthilt (IM109/pP2). Bezeichnungen wie Abb.IIL9. Die Inkubationszeit betrug 1 h.

B) Immunoblot von Rohexirakien verschiedener E.coli- und Z.mobilis-Stimme nach Behandlung
mit Antikdrpern gegen die SHC aus A.acidocaldarius. Spurl) und 10), Molekulargewichts-
standards; 2) B.cofi NM522/pP2, enthilt das Gen fir die SHC aus A.acidocaldarius,
3y CP4-Wildtyp; 4) CP4/pZY603; 5) E.coli IM109/pUC1S; 6) IMIOS/pZYE04, enthdlt das
she-Gen auvs Z.miobilis als PCR-Fragment in pUC19; 7) IM189/pZU601; 8) IM10S/pZY611;
9) IM108/pP2.
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3.  Charakterisierung der zum she-Gen benachbarten Gene

3.1 Charakterisierung des offenen Leserasters orf3 aufgrund der Sequenzdaten _

Auf dem Klonierten 4,3 kb HindIII-Fragment wurde in 5'-Richtung vor dem she-Gen ein weiterer
offener Leseraster lokalisiert. Vor dem ATG-Startcodon dieses Leserasters in Position 45 des
Hindlli-Fragmentes befindet sich im Abstand von 12 bp eine mégliche Ribosomenbindestelle
(GAAGG). Der Leseraster endet in Position 1280 mit einem TAA-Stoppcodon und codiert 414
Aminosiuren mit einem berechneten Molekulargewicht von 45,5 kDA, Der G+C-Gehalt des
Gens  betrigt 46,6%. Mit cinem Anteil hydrophober Aminosiuren an  der
Aminosiurczusammenseizung von 32% hai das ORF3 insgesamt einen hydrophoben Charaker.
Die Durchfiihrung eines Hydrophobizitits-Plots, wobei der Mittelwert der Hydrophobizitit Giber
neun Aminosiuren berechnet wurde (KYTE & DOOLITTLE, 1982), fihrie zur Identifizierung
von zwei hydrophoben Regionen (As 3-22 VTHIOGAGLAGLSAAVAITH, As: 253-269
VIIALPAWVVQSLIPDI, Abb.IIL15). |

Wahrend es sich bei der hydrophoben Region im Bereich der Aminosiurereste 253 - 269 um eine
Transmembranhelix handein konnte, ergaben Datenbank-Recherchen, da8 die aminoterminale
hydrophobe Region (As 3 - 22) zu einer mdglichen FAD/NADP-Bindungsstelle gehdst, Die
Datenbank-Recherche  (FASTA-Programm, EMBL/SWISSPIR-Proieindatenbank, August-
September 1993) erbrachie folgende Befunde: Die abgeleitete Aminosiuresequenz des orf3 zeigt
Ubereinstimmungen mit Phytosndehydrogenasen verschiedener Organismen (Abb.HL16). Auch

TERIDEARAAINAAG TR meadl A ALYl i s

zu einer mbglichen Squaiendehydrogenase aus Staphylococcus aureys (WIELAND et al.,
Veroffentlichung eingereicht) bestehen Ahnlichkeiten,
Besonders auffdllig ist das Vorhandensein der FAD/NADP-Bindungsstelle am Aminoterminus
alier Dehydrogenasen (Doméne T). Diese FAD/NADP-Bindungsstelle tritt vollstindig konssrviert
auch am Aminoterminus der abgeleitsten Aminosiuresequenz des orf3 auf. Der Vergleich der
verschiedenen Dehydrogenasen demonsirieri das Aufireten weiterer konservierter -Aminoségren,
i eil auch im ORY¥3 erhalten sind. Eine weitere Domine D), die in allen
anderen Dehydrogenasen gut konserviert ist, fehlt jedoch im ORF3 vollstindig (zur 1nbglichen

Funktion dieser Doméne siehe IV.3).
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I
gORF3 HSVTH TGAGLAGLSAAVA T THAGGRVK Y EASAHAGGRARS YADKKLG EIDNGNAHLLSGHESAKTY LK RIGAEHRFKSPREAA

Sau-D KR T AVIGAGVTGLAAAART ASOGAEVTT FERNHNVGGREHNOL - ~KKDGRTTDHGPTI VHHPDV YK DVE-TACGKHYE-DYTELRQ
CrtbRe HRSETDVVVIGARMGGELAAATCAAAAGLRVTVVRAGDAPCGRARAV-~PIPCGPADTGPTVL.THRAVLDALF - AACGTRAE-ERLTLIP
Crilbu MKPTTVIGAGPGCLALATRLOAAGI PYLLLEQRDKPGGRAYVY ~~EDQGFTFDAGPTVI TDPSAT EELF-ALAGKQLR ~EYVELLP
CrtIEh KKRTVVIGACPGELALATRLOARGI PTVLLEQRDEPGGRAY V- ~EDOGFTFDAGPTVI TDPTALEALF -TLAGRRRE-DYVRLLP

CrtIRC  HSKHTEGHGRAVVICACLCCLAAMMRLGARGYRVTUVDRLDRPGCRESST -~ TRCGRRFDLGPTIVIVPDRERELH-ADCGRDFD-KDVSLVP
Ncall HAETQRPRSAIIVGEGAGGIAVAARLAKAGVDVTVLEKRDFTGGRCSLI-HTKAGYRFDQGPSLLLLPGLFRETF-EDLGTTLEQEDVELLQ
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Abb.IIL16: - (vorhergehende Seite) Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz des orf3 mit
Aminosuresequenzen verschiedener Phytoen-Dehydrogenasen sowie einer
mdéglichen Squalen-Dehydrogenase.,

Identische Aminosdurereste in mindestens fiinf der sieben verglichenen Sequenzen
sind durch * gekennzeichnet. Die aminoterminale FAD/NADP-Bindungsstelle ist
durch eine Linie ober- und unterhalb der Aminosiuresequenzen markiert und als
Domdéne I bezeichnet. Ebenfails durch eine Linie ober- und unterhalb der
Aminosduresequenzen ist ein zweiter gut konservierter Bereich gekennzeichnst
{11}, der aber 1m ORF3 vollstdndig fehit, Durch eine Linie oberhalb der Sequenzen
ist eine weitere hydrophobe Region markiert, bei der es sich um eine
Transmembranhelix handeln kdnnte. ZmORF3: abgeleitete Aminosiuresequenz
des o1/3 aus Z.mobilis, Sau-D: Squalen-Dehydrogenase aus Staphylococcus aureus
(WIELAND et al., Verdffentlichung eingereicht), CrtIRc und CrtDRe:

Phytoen- und Methoxyneurosporen-Dehydrogenasen aus Rhodobacter capsulatus
{(ARMSTRONG et al., 1989), CrilEn: Phytoen-Dehydrogenase aus Erwinia
uredovora (MISAWA et al., 1590), CrilEh: Phytoen-Dehydrogenase aus

Erwinia herbicola (ARMSTRONG et al., 1990}, NcAll: Phytoen-
Dehydrogenase aus Neurospora crassa (SCHMIDHAUSER et al., 1990).

3.2 Kionierung und Sequenzierung eines weiteren mit dem bereits kionierten Hindlii-
Fragment iiberlappenden chromosemaien DNA-Fragmentes aus Z.mobilis

Der geringe Abstand (14 bp) zwischen dem Ende des 077 und dem Beginn des she-Leserasters
legte die Vermutung nahe, daB beide Leseraster als Operon organisiert vorlagen. Da in bisher

allen untersuchten prokaryontischen Organismen die Gene der Carotinoid-Biosynthese in Form
grofiler Gencluster vorliegen {ARMSTRONG et al., 1989, MISAWA et al., 1990, HUNDLE et
al., 1991}, erschien es mdglich, daf in Z.mobilis auch die Gene der Isoprencid-Biosynthese als
(Gencluster oder Operon organisiert sind. Daher wurde sin weiteres chromosomales DNA-
Fragment aus Z.mobilis isoliert, das mit dem bereits klonierten HindIII-Fragment Uiberlappte. Da
die DNA-Sequenz in 3'-Richtung hinter dem shc-Gen die Ausbildung einer Transkriptions-
Terminationsstruktur ermdglichte und kein weiterer gréfierer offener Leseraster im Anschiuf auf
das shc-Gen folgte, konnten weitere Gene des Operons nur in S'-Richtung vor orf3 und she
Iokalisiert sein, Zur Klonierung eines berlappenden DNA-Fragmentes wurde daher das in 5'-
Richtung vor dem shc-Gen gelegene, terminale HindIII/BcoRV-Fragment als DNA-Sonde
eingesetzt. ‘Dieses Fragment umfaBte 851 bp. Mit Hilfe dieser DNA-Sonde wurde ein 4,5 kb
grofies SspI-Fragment kloniert, das in Southern-Hybridisierungen ein DNA-Hybrid mit der Sonde
bildete (Abb.IIL.17).

Die Klonierung dieses Fragmentes er‘?olgte nach der Anlage giner partiellen Sspi—Genbank aus

Das Xlonierte SspI-Fragment uberlappf'c in einem Bsrmch von 2647 bp mit dem bereits klonierten
HindII-Fragment und reichte mit 1841 bp dariiber hinaus. Dieser zusitzliche DNA-Bereich
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wurde bis auf 150 bp am 5'-Terminus, die nur einzelstringig seguenziert wurden, doppelstringig
sequenziert, Die Restriktionskarte des Fragmentes und die Sequenzierungsstrategie sind der
Abb.III.18 =zu eninehmen. Auch in diesem Fall wurden Plasmide mit subklonierien
Restriktionsfragmenten und durch Exonuklease I verkiirzte Fragmente zur Sequenzierung

verwendet.

Abb.IL17: Southern Hybridisierung zur Identifizierung eines chromosomalen
' " Restriktionsfragmentes aus Z.mobilis, das mit dem bereits klonierten HindIil-

- Fragment iiberlappt. Als DNA-Sonde wurde das terminale HindIII/EcoRV-
Fragment des HindIII-Fragmentes eingesetzt, das in 5'-Richtung vor 07/3 und sAc
liegt. (1) CP4/EcoRV, (2) CP4/Smal, (3) Molekulargewichtsstandard

- A/BEcoRI/HindIiI mit Digoxigenin markiert, (4) CP4/Sspl, (5) CP4/Stul,
(6) pZY612 ungeschnitten als positive Kontrolle, mit einem Pfeil markiert ist das
4,5 kb grofe SspIl-Fragment, das im folgenden kloniert wurde. ' '
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e 4489 bp

Abb.IILi8: Restriktionskarte des klonierten chromosomalen Sspi-Fragmentes aus Z.mnobilis,
das mit dem bereits klonierten HindITI-Fragment iberlappt. Das Sspl-Fragment
umfaBt 4,5 kb. Die Pfeile stellen die Sequenzierungsstrategie fiir den zusitzlichen,
neuen Bereich dar. Angegeben ist auch die Lage der durch die Sequenzierung
identifizierien offenen Leseraster or/7 und orf2.

Die Ermittlung der Nukleotidsequenz ergab, da8 sich auf dem klonierten Fragment zwei weitere
offene Leseraster befanden (Abb.IIL19). R S

CATTACATTTTTATCACCGCTCTCCTCTTTGGEETTITAGCECTTCCCTTAATTGCGECCT - a0
LeuHisPheTyrHisArgSerProleuTrpGlyLleuAlaleuProleulleilahlaP

TTTATAGCTETGCCACAT TITITTTCTGCCETGCATGTCTGGCAAGGEUGAGGUGETATET- 120

heTyrSerCysAlaThrPhePheserélaValHisValTrpGlnGlyArgGlyGlyHetT' Lo

s e 2
L9 4.0

GGAAGGGGCGTGCGCAAGCACGTAATAGGTCTGTGAGTATTARAACAAARAAACAAGCTAA~ 180
rplysGlyArgAlaGlnAlaArgAsndrgServValSerIlelLysThriysAsniysLeud .

ATGCAGCCGCTTTGGTTTCTGCAARAGGACATCAGCGATGAARAATTTTCCEGTEECTTCTT- 240
snAlallaAlaleuValSerGlyLysGlyHisGilnAspGluAsnPheProValAlaSerr

TTCTGATCAATCCCGAATATCGGCCTATTATTATGGCATTCTATCAGTTTGC‘CCGCCEAG-=-_ '3G0 3
heLeulleAsnProGluTyrArgProllelleMetAlaPheTyrGlnPheAlaArgGlnd .

CIGATGATGTCCCTGATRAATCTGATCCCAAGCARARAAAGACCECTTGGCTATCOTTGAGG= 2360
laAspaspValAlaispAsnValIleAlaSerLysLysAspArgLeuAlalleleuGlua

ATATGCCCAGCAGTTTCGACAGGCGARAGCCAGAGCGAGCCTAATGCCGTTGTCTTECEC ~ 420
spletArgSerSerLeuThrGlyGluSer&inSerGluProAsniAlavalValLeulrgG
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AGACTTTGATAAACCATGGTCTCGATCATACGATTGTTCATGGTCTTGATCTGTTGGAAG= 480
1nThrLeuI1eAanisGlyLeuAspHisThrIleValHisGlyLeuAspLeuLeuGluA

COTTCCCECETCATG T ATCCGTCAATCCTTACGARAATTGGGACCGCTTTGATGGATTATT~ 540
laPheArgArgAspValSerVa1AsnArgTyrGluAsnTrpAspAlaLeuMetAspTer

GC:CC—!*'.?T.E‘:.’J?TC(’:}GC?C.'E’ZEI‘(‘:TC:Ci’.il‘GT'I'GGG(’;‘G€I§’JZ“’.E"I‘(.‘;'I“.’E‘'Z!L"’I‘Cé(?:li\;.TGTCEC."ATAAGGAA’I'C'CJICJG’I‘A'== 600
ysArgTyrSerAlaSerProValGlyArgPheValLeuAspValHisLysGluSerArqA

ACCTTTGGCCAATCAATGATGCTTTATGCACCECTTTACAGGTCATCAATCATCTTCAGG 660
snLeuTr§ProﬁetAsnAspAlaLeuCysThrAlaLeuGanalileAanisLeuslnA

ATTGCGGTAAAGATTATCGCATGATGAACCGTATTTATATCCCAAGCGATATTATGGAAG= 720
spCysGlyLysAspTyrArgﬁetHetAsnArgIleTyrIleProSerAsleeMatGluA

CGCTECETGCTACCCCTGEAGATTTAGECTEGTTTCCATGCCTCATTGCCTITACGTCAGG= 780
laVa1GlyAlaThrAlaG1yAspLeuGlyCysPheHisAlaSexLeuProLeuArgGlnA

CTATTGAGACCGCTGCCTTGAARACARRATCTCTTTTGAAACGGTCTTCTAGTTTTTCTG- 840
laI1eG1uThrAlaAlaLeuLysThrLysSerLeuLeuLysArqSerSerSerPheSerV

TPCGCTATTCACCACARGCEETTCGEGEETTEAAGTCGCGETTATCCAACGCTTGGCGGARA~ 900
alAlaIleHisAspLysArgLeuGlyValGluValAlaValIleGlnArgLeuAlaGluS

GCCTGACCGAATGTTTAACTAAGCATGATCCGTTATCCGAACGGGTTCACCATAATAAAG“ 250
erLeuThrélucysLeuThrLysHisAspProLeuSerGluArgValHisHisAsnLysA

CTGAAACTTTGGGACTGGCCTTTGTCGCCGCCGCAGGGAGETTRTTTTCTTAATGACTTCﬂlﬁ2O
1aGluThrLeuGlyLeualaPheValAlaAlaAdlaGlyArgLeuPheSerEndEnd

HMetThirSe

ORF2
GGCCATGAAAAAGRTT&AGCCAGRGGCTTTTTCCGAAAAATCATCGGATAGCCAAGCTTCm1080
rAlaﬁetLysLysIleGln?ro@luhlaPheSerGluLysSerSerAspSerGlnAlaSe

CETCAGCCCTCCARAAAGCAGCAGCTTCTATATCCETATGCECETTTTGCCGCCAGCTGA=1140

rVa15erGlyAlaLysSerSerSerPheTyrIleG1yﬁetArgValLeuProProAlaGl

COCCCAACCCATGTATECTATTTACAACTTCTCTCGCCAAGTGGATCGACATTGCCGATGA-1200

uArgGlnAlaﬁetTyrAlaIleTyrAsnPheCysArgGanalAspAspI1eAlaAspAs

CTGGAAGGCAGCCAAGA G2

Lrgd
T iy
pleuGiuGivSerGint LAY

GAAAGCAAGCGCTTGACGCATEGCGGCATGATATCAA=1260

. - — - Moo oW o B Y o Mlasee T owmorTT 4 e T
LMQL_ﬁ_QLYSbLﬁAiah%EﬁﬁpﬁiaizyﬁLga;aéﬂ?¢l$ﬁs

TGCCCTTTACGCTGGTGAGCECTGCGGACAGGCCGCTTTTCTGAAAGAACCGGTTGCCQGw132%.
nAlaLeuTyrAlaGlyGiuProCysélyG1nAlaAlaPheLeuLysGluPrcValAlaAz R

TTTCCATTTGAGACAEGAAGATTTTATTGCCGTTATTGACGGTATGGCCATGGATTTGAA—1380.
gPheHisLeuArgGlnGluAspPheIleAlaValIleAspGlyHetAlaHetAspLeuLy' s

GGGGCCTATCGTTTTTCCTGATGAAGCAACCCTTGATCTTTATTGCGATCGCGTTGCTTC—1440:
SGlyProIleValPhe?roAspGluAlaThrLeuAspLeuTerysAspArgValAlaSe T

COCTeTCEGECEECTETCTETCTATCTTTITCCCATGGATCCCAATATAGEGGAATCTTT-13500.
rAlaValGlyAr§LeuSerValTera1?heGlyﬁetAspProAsnIleGlyGluSerLe ' :
GCECTTACCATCTTGGCCGAGCGET
ualaTyrHisLeuGlyArghlial

TACAATTAACCAATATCTIGCGTGATATTGACGAAGA=1560 |
euCGlnbeuThrAsnIleleulrgAsplleAspGlulis
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TGCCGARATCGGGCGTTGTTATCTGCCTCEGGARCCGCTTGARARAGCCGGTATTCCATT=1620
pAlaGlulleGlyArgCysTyrLeuProArgGluProLeuGluLysilaGlyIlleProLe

GGATATTGAAAAAGCCTTGCCTGATCCACGTCTCGACRAGETTTGCCGTGATCTCGCTTGE-1680
uaspIleGluLysAlaleuAlaAspProArgleulsplLysValCysArgAspLeuAlaTy

GCAGGCCGAAGGGCATTATGCGGCCTCTGATCATATTRTCCATAATCGCCCCAAAGGCTA@1740'"
pGlnAlaGluGlyHisTyrAlaAlaSerAspHisIlelleHisAsnArgProLysGlyTy

TrTGATTGCGOUTCET T ECATGCCAGCAGCCTATTCTGCTTTATTGCGTAARAATGTTGEC~1800
rLeulleAlaProArgLeudetAlaAlaAlaTyrSerAlalLeuleuArglysMetLeuAl

GCAAGGGTGGAARARATCCTCGCAAGAAAGTCAAACATAACRAGCTTGCCCTGTTATGEAC-1860
aGlnGlyTrpLysAsnProArgLysLysValLysHLsAsnLysLeuAlaLeuLeuTrpTh
HindIXIT -

TTTGCTCAGATTGAAGGTGACTTCATGAGTGTERACGCATATTATCCGGGCGGGACTGGCT-1920
rleulLeudrgleulysValThrSerEnd
HetSerValThrHisIlelleGlyAlaGivleuala
OR¥F3

GGATTATCTGCCGCGETAGCGATTACCCATGCTGGAGGACGCGTCARAATTTATGAAGCC-1880
GlyLeuSerAlaAlaValAlaIleThrHisAlaGlyGlyArgValLysIleTyrGludla

TCGGCCATCGGCTGGEGGEGACG=-2000
SerAlaMetalaGlyGlyar

AbBHEL1S: Nukleotid-Sequenz des chromosomalen Sspi-Fragmentes aus Z.mobilis, das mit
dem bereits klonierten HindIlI-Fragment, auf dem sich das she-Gen

befindet, fberlappt. Die abgeleitaten Aminosduresequenzen, der auf dem Sspl

lokalisierten offenen Leseraster orfl und orf2 sind im 3-Buchstabencode
wiedergegeben, Dargestellt sind die ersten 2000 Basen des Sspi-Fragmentes, der
Ubergang des SspI-Fragmentes in das HindlII-Fragment ist durch die HindIil-
“Schnittstelle markiert. Mdgliche Ribosomenbindesiellen sind unterstrichen. Das
- mogliche ATG/Met-Staricodon des ORF1 ist durch Fetidruck hervorgehoben,

Der Startpunkt des ersten Leserasters o7f7 war nicht genau festzulegen. Moglicherweise beginnt
er mit einem ATG-Staricodon an Position 117 des SspI-Fragmentes. Im Abstand von 8 bp
befindet sich eine fﬂeghchn Ribosomenbindestelle (CAGG) vor dem Startcodon. Es 146t sich aber
nicht ausschliefen, ciaﬁ das 5 -Ende des Leserasters diber das klonierte Sspl-Fragment
hinausreicht. Das o777 endet an Position 1013 mit einem TAA-Stoppcodon, dem ein TGA-
Stoppecdon folgt.. Beide Stoppeodons iiberlappen mit dem Starfcodon des sich anschiiefenden
Leserasters orf2. ‘Vor dem Startcodon des orfZ befindet sich im relativ groflen Absiand von 16 bp
eine mogliche Ribosomenbindestelle (GGAGA). Das o7/2 endet in Position 1888 des Sspl-
Fragmentes (Position 46 des HindI-Fragmenies) mit einem TGA-Stoppcodon. In diesem Fall
iiberlappt das Stoppcodon iiber vier Basen mit dem ATG-Staricodon des nachfolgenden
Leserasters orf3. Auf dem Gegenstrang der klonierten DNA-Region konnten keine griferen

Leseraster (= 150 Aminosiuren) lokalisiert werden,
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3.3 Charakterisierung der offenen Leseraster o7f7 und 07/2 aufgrund der Seqguenzdaten

Fiir die Sequenzvergleiche wurde der Startpunkt des o7/7 an Posifion 117 des SspI-Fragmenies
angenommen. Unter dieser Voraussetzung codiert das orfl 298 Aminosdurereste mit einem
Molekulargewicht von 33,3 kDa. Der Leseraster orf2 codiert 291 Aminosdurereste mitf einem
berechneten Moleknlargewicht von 32,6 kDa. Beide abgeleiteten Aminosiuresequenzen enthalten
keine méglichen Transmembranhelices, Mit den Aminosauresequenzen beider Leseraster wurden
Datenbank-Recherchen  durchgefiihrt (FASTA-Programm, EMBL/SWISSPIR-Proteinbank,
Septernber 1993), die in beiden Fallen zu shnlichen FErgebnissen fithrien. Beide

Aminosiuresequenzen verfiigen fiber Regionen, die starke Ahnlichkeit zu drei konservierten
Doménen in Phytoen- und Squalen-Synthasen (Abb.IIL20) aufweisen. Im Leseraster orfZ sind
fast alle der konservierten Aminosiuren der Domanen I, IT und III (CHAMOWITZ et al., 1992)
erhalten. Auch im orf sind die Doméinen noch gut erkennbar. Im Bereich der Doméne @I sind
jedoch einige der gut konservierien Aminosiuren nicht mehr erhalten.

AT B EEE A6 Lrnlmmnomd~
Abb.IIL.20: . - (folgende Seite) Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenzen von orfl und

o012 aus Z.mmobilis mit Aﬁunﬂsaurequuep ze0 VoI Phyteen— bzw. Squalensvnthasen
- verschiedener Organismen.

. Die Lage von drei gut konservierten Domanen (I, I, I} ist durch Linien ober-
und unterhalb der Aminosiuresequenzen markiert. Durch * sind identische oder
fhnliche Aminesauren in mindestens sechs der elf verglichenen Sequenzen
gekennzeichnet. {Iber den Doménen I und I der Synthasen sind die

R Tu e A2

LOﬁS@ﬁbuSS@QUEﬁZ@’i der konservierien Doménen I I und II der ?1&“},&;}. nsferasen
————— adarmasalhan  FmODRTED 1nd vpnnﬁ‘ﬁi ahgmeimfp ﬁm_;:anqsalw@qeﬁueﬁ?en VG
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orf2 und orf aus Z.mobilis; CriBEh, CriBEu, CriBRe, CriBTU Phytosn-
- Synthasen aus Erwinia herbicola { ARMSTRONG et al., 1990}, Erwinia
. uredovora (MISAWA et al., 1990), Rhodobacter capsulaz:us {ARMSTRONG
_etal., 1988), Thermus thermophﬂus (HOSHINGQ et al.; 1993); Sccpys:
-Phyteensynthase aus Synechococcus PCCT942 (CWOWETZ et al., 1992),
- Synpys: Phytoensynthase aus Synechocystis (MARTINEZ-FEREZ et al.,
~unverdffentlicht);Sausgs: Squalen-Synthase aus Staphylococcus aureus
. (WIELAND et al., Verdffentlichung eingereicht); Tompys: Phyicensynthase -
_aus Tomate (RAY et al., 1987); ERGOSc: Squalen-Synthase aus Sacchamﬁ“yces _
cerevisige (JENNINGS et al., 1951). = '
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IV, Diskussion

i.  Charskierisicrung des @ens fitr die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis

Das im Verlauf dieser Arbeit klonierte Gen fiir die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis {(shc)
codiert 658 Aminosiuren mit einem abgeleiteten Molekulargewicht von 74,1 kDa. Der Vergleich
der Aminosiuresequenzen des shc-Genprodukies aus Z.mobilis und der Squalen-Hopen-Cyclase
aus Alicyclobacilius acidocaldariys ergab einen Anieil von identischen Aminosiuren in beiden
Proteinen von 33%. Dieser Prozentsatz sprach dafiir, daf eine phylogenetische Verwandtschaft
der beiden Proteine angenommen werden konnte. Fir zwei Proteine gleicher Funktion is
Wert aber vergleichsweise “gering. So - ‘liegt Dbeispielsweise der ~Anteil von -identischen
Aminosiuren beim Vergleich der Aminosiuresequenzen der Phosphoglycerat-Kinase oder der
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase aus Z.mobilis und anderen Organismen wie Aspergillus
nidulans, Saccharomyces cerevisiae und dem Menschen bzw. Eacz'_lfus stearothermophilus,
S.cerevisiae , Thermus aguasicus, E.coli und dem Menschen zwischen 44 und 55% (CONWAY
& INGRAM, 1988; CONWAY et ‘al., 1987). Andererseits zeigen Vergleiche der
Aminosiuresequenzen bereits klonierter Gene von Enzymen der Isoprenoid-Biosynthese, dab die
Konservierung von Aminosiuren in Enzymen gleicher Funkiion aus unterschiedlichen
Organismen msgesa.mt nicht sehr hoch ist, und sich auf bestlmmte Doménen konzentrieri, Die
Phytoensynthasen aus Erwinia herbicola und Rhodobacter capsulatus enthalten nur 33%

identische Aminosiuren (ARMSTRONG et al, 1992). Bei den Squalen-Synthasen - aus

Saccharowmyces - cerevisiae, = Schizosacharontyces . pombe - und dem Menschen - betrigt - die
Ubereinstimmung nur- 36% - (ROBINSON et al., | 1993). Auffa_lcnd bei der Betfachtung der
Aminosiurezusammenseizung des. she-Genprodukies - war. de; ‘hohe Anteil an . aromatischen
Aminosiuren. Er beirfist 10,9%. Insbesondere Tryptophan und T Tyrosin treten sehr hiufig auf

(3,5 und 4,6%). Der hohe Anteil an aromatischen Aminosinren ist ebenfalls charalderistisch fiir
die SHC aus A aadocaldanus -(OCHS, Dissertation 1980). Dartiber . mnaus stimmen beide

PR e

prokaryontischen- Enzym - dieser ‘Eigenschaft mit der eLmlgcu 'bisher. klonierten “und
sequenzierten eukaryonﬁscnen Squ&enemd—(ﬁyciase, ‘der - aus Candida albicans, Uberein
(BUNTEL & GRIFFIN, 1992; BUNTEL. & GRIFFIN, Verdffentlichung -eingereicht). Da die
Cyclisierung von Squalen und Squalenoxid dber kationische Intermediate erfolgt (JOHNSON et
al., 1987; JOHNSON et al 1993) wurde von BUNTEL- und GRIFFIN- die- “Aromaten-
Hypothese” (ammatlc hypothesis) aufgestellt, - Demnach ‘wiren “die &romatzschen Reste *der
Aminosiuren Tryptophan und Tyrosin mit ihrer thohen Elektronendichte essentiell fiir die
Cyclase-Akiivitdt, da sie an der Faltung des Substrates und an der Stabilisierung der positiv
‘geladenen Ubergangszustinde und Intermediate wihrend der Cyclisierungsreaktionen beteiligt

sind.
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Die Aminosiuresequenzen der drei bisher kionierten Squalen- bzw, Squalenoxid-Cyclasen weisen
neben dem hohen Gehalt an aromatischen Aminosiuren weitere Gemeinsamkeiten auf.
Insbesondere die carboxyterminalen Hilften der Proteine zeigen auffillige Ubereinstimmungen.
In allen Fallen tritt mehrfach ein konservieries Aminosiuremotiv auf. Dieses Motiv enthilt stets
die Aminosiuren Gin und Trp und erhielt daher die Bezeichnung QW-Motiv (PORALLA et al.,
Verdffentlichung eingereicht). Die konservierie Aminosiureabfolge dieses Motivs lautet: Arg/Lys
Gly/Ala X953 Tyr/Phe/Trp X4 Gin X5.5 Gly X Trp (X = beliebige Aminosiure). Die QW-
Motive sind jeweils umgeben von einer 8-Faltblattstrukiur am N-Terminus und einem 8-Tumn am
C-Terminus. Das QW-Motiv wiederholt sich in den drei Cyclasen im C-terminalen Bereich
viermal, wobei die einzelnen QW-Motive jeweils durch etwa 60 Aminosiuren getrennt sind.

den beiden prokaryontischen Seguenzen finden sich zwel weitere Wiederholungen dieses Motivs
im’ aminoterminalen Bereich der Proteine. Das beschriebene Aminosiuremotiv tritt dariiber
hinaus ebenfalls in einem sequenzierten Peptid der gereinigten Squalenoxid-Cyclase aus
Rattenleber auf (ABE & PRESTWICH, Verdffentlichung eingereicht). Von PORALLA et al.
(VerGffentlichung eingereicht) wurde die Hypothese aufgestellt, da8 diese QW-Motive wesentlich
ant der Katalyse der Polycyclisierungsreaktion beteiligt seien. Die Forderung nach mindestens drei
sich wiederholenden kaialytischen Flementen mit Stellen hoher Flekironendichte zur
Stabiiisierung der carbokationischen Intermediate wihrend der Cyclisierungsreaktion wurde
bereits von JOHNSON et al. (1987) gestellt. Maglicherweise stellen die QW-Motive mit thren
aromatischen Aminosiuren diese Elemenie dar, Ob und welche Funktion die QW-Motive in der
Katalyse der Squalen(oxid)-Cyclasereaktion haben, lieBe sich jetzt, nach der Klonierung und

Charakterisierung der Gene von =zwei prokaryontischen Squalen-Cyclasen und einer
eukaryontischen Squalenoxid-Cyclase, mégﬂcnerwezse durch in virro-Mutagenese-Experimente
kliren. Ziel dieser Experimente wire die gezielte Verinderung eines oder mehrerer der QW-

Metive, chne eine Stéfu‘ng der Se"undéﬂim"tm der Cyciase ﬁ@rbez;zumhz’efi Eine ﬂbefﬁrﬁfmg

dann weitere Eu.wlvht in den M@ch@.zsmas der ?ﬂl‘mvcl_rszgmf‘ gsreaktion ezgeban.

Abgesehen von der funkiionellen Bedeutung, die die QW-Motive fiir den Mechanismus der
Squalen{oxid}-Cyclascreaktion haben kGnnten, untersiliizt das konservierie Aufiveien dieser
Motive in den ‘Squalen{oxid)-Cyciasen von drei phylogenetisch relativ weit entfernten
Organismen die Hypothese des gemeinsamen evolutiondren Ursprungs der Cyclasen, wie sie
bereits seit 1974 postuliert wird (NES, 1974; ROHMER et al., 1979; QURISSON et al., 1987;
QURISSON, 1987). OQURISSON geht davon aus, daB es sich bei den eukaryontischen
Squalenoxid-Cyclasen um eine Weiterentwicklung der primitiveren prokaryontischen Squalen-
Cyclasen “handelt. Folgende Figenschaften deuten darauf hin, daB es sich bei den
prokaryontischen Cyclasen um die entwicklungsgeschichtiich dlteren und primitiveren Enzyme
handelt: Die direkie Cyclisierung von Squaien zu Hopen ist ein anaerober Proze8, dagegen wird
in Eukafyoﬁaen Squalen in Anwesenheit von molekularem Sauersioff durch eine Sgualen-
Epoxidase in das Oxid Uberfiinrt, das anschiieflend von Squalenoxid-Cyclasen cyclisiert werden
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kann. Die Entwicklung der Squalenoxid-Cyclasen konnte also erst erfolgen, nachdem die
Evolution bereits Photosynthese betreibende Organismen hervorgebracht hatte. Dariiber hinaus
verfiigen die bakieriellen Squalen-Cyclasen im Gegensatz zu den eukaryontischen Squalenoxid-
Cyclasen nur fiber eine gering ausgeprigte Substratspezifizitat. Wiahrend Squalenoxid-Cyclasen
nur (38)-Oxidosqualen als Substrat akzeptieren, cyclisieren Squalen-Cyclasen neben ihrem
natiirlichem Subsirat Squalen beide Enantiomere des Oxidosqualens und verschiedene Polyprenole
(NEUMANN & SIMON, 1986; OURISSON et al., 1987; ABE et al, Verdffentlichung
eingereicht).

Ein weiterer Hinweis auf die enge entwicklungsgeschichtliche Beziehung zwischen den
prokaryontischen und eukaryontischen Cyclasen ergibt sich durch die kirzlich gelungene
Lokalisierung der vermuilichen Substratbindungsielie in der gereinigten Squalenoxid-Cyclase aus
Ratienleber (ABE & PRESTWICH, Verdffentlichung eingereicht). Durch die Bindung eines
radioaktiv markierten irreversiblen Inhibitors ((3H) 29-Methyliden-2,3-Oxidosqualen) an das
gereinigte Ratienleber-Enzym und anschlieBende CNBr-Spaltung konnte ein Peptid isoliert
werden, das vermutlich die Subsiratbindungstelle umfaft. Die Aminosiuresequenz des Peptids
{Abb.IV.1) zeigt starke Ahnlichkeit mit einem Bereich aus der Squalenoxid-Cyclase aus
C.albicans (50% Identitdt mit Afg413 Vaﬁ@) und Regionen aus den bakteriellen Squalen-
Cyclasen (37% Identitdt mit Lys3§6 Leus53 aus A.acidocaldarius, 30% Identitit mit Arg375
212404 aus Zmohilis). Die nihers Analyse ergab, daR zwei benachbarte Asp-Reste in der
konservierten Region (Asp-Asp-Thr-Ala-Glu-Ala) gleich stark durch das Subsiratanalogon
markiert wurden. Diess hochkonservierte Substrat-Bindungssielle zeigt Ahnlichkeit mit der
bekannten Consensus-Sequenz Asp-Asp-X-X-Asp/Glu (DDXj_4D/E-Motiv), die in allen bisher

sequenzierien Prenyltransferasen und Sesquiterpen-Cyclasen auftritt (CARATTOLI et al., 1591;
ASHEY et al., 1992; MARRERO e t al., 1992; FACCHINI & CHAPPELL, 1992; KOYAMA et

al., 1993; PROCTER & HOHN, 1993). Diesen Enzymen Iist gemeinsam, dall sie
Prenyldiphosphate als Subsirat erkennen. ASHBV et al. (1990) schiugen vor, daB die

ERid

s et bam st e pgn?e

konservierten Aspartatreste an der Bindung der Prenyld phate durch die Bil n M
Salzbriicken zwischen Substrat u talyaschem Zentmm beteﬂzgt sind.

Kiirzlich wurde durch gerichiete Mutagenese-Experimente an der rameaymwcshu phat-Synthase
der Ratte gezeigt, daB der erste Aspartatrest der konservierien Doméne in der FPP-Synthase an
der Katalyse der Reakiion beteiligt ist (MARRERO -et al., 1992). Die Substitution des ersten
Aspartatrestes durch Glutamat verringerte die Vigay der FPP-Synthasereaktion um das 90-fache.
Das konservierte Aufireten dieses DDXy_gD/E-Motivs in Squalen(oxid)-Cyclasen, deren Substrat
nicht Giber einen Diphosphatrest verfigt, fiihrte zu der Formulierung einer erweiterien Funlkiion
dieses aspartatreichen Aminosiuremotivs, die auch in einer Stabilisierung der als Intermediate in
der Terpen- und Sterol-Synthese aufiretenden tertifren oder allylischen Kationen bestehen kdnnte

' (AB‘Q & PRESTWICH, Veroffenﬂichung emgerelcm)
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Abb.XV.1: Gegeniberstellung der mglichen Substrat-Bindungssiellen der Squalen- und

Squalenoxid-Cyclasen und den Prenyldiphosphat-Bindungsstellen einer Sevquiterpsﬂ-
+Cyclase und verschiedener Prenyltransferasen.
Durch Fettdruck hervorgehoben sind die Aspartat- und Glutamatreste des
konservierten DDX9 4D/E Motivs, SOC, Squalenoxid-Cyclase aus der Ratie (ABE &

-~ PRESTWICH, zur Verdifentlichung eingereicht) und aus Candida albicans {Ca);

.. SHC, Squalen-Hopen-Cyclase aus 4. acidocaldarius (Aa) und Z.mobilis {Zm); TDS
Fs, Trichodien-Synthase aus Fusariwm sporoirichioides (HOHN & BEREMAND,
1988); FPPS Ec, FPP-Synthase aus E. coli (FUJISAKI et al.,1950); HPPS Sc,

.. Hexaprenylpyrophosphat-Synthase aus S.cerevisioe (ASHBY & EDWARDS, 1990);

 GGPPS Eh, Geranylgeranylpyrophosphat-Synthase aus Erwinia herbicola (MATH et
©al,, 1992), -

ihaiaieed” At
Allen bisher unfersuchten Squalen(oxid)-Cyclasen ist gemeinsam, daf es sich um
mermbranassoziierte Proteine handelt, deren Solubilisierung den Einsatz von Detergenzien
erfordert. Die Membranassoziation scheint aber auf unterschiedlichen Mechanismen zu beruhen.
Die SOC aus C.albicans verfiigt {iber zwei erkennbare hydrophobe Regionen (As 329-345 und As
645-664), die an der Verankerung des Enzyms an der Membran beteiligt sein kfnnten (BUNTEL
& GRIFFIN, 1992}, Hydrophobizititsplots der Aminosiuresequenzen der Squalen-Cyclasen aus
A.acidocaldarivs wnd Z.mobilis fihrien nicht zur Identifizierung moglicher Transmembranhelices.
Fiir die Membranassoziation der SHC aus A.acidocaldarius ist mpglicherweise der Arginin-
Reichtum '(10,5 %) dieses Proteins mitverantwortlich (OCHS, 1560). Der hohe Gehalt an der
kationischen Aminosiure konnte eine verstirkte Bindung des Proteins an die Membran durch
ionische Wechselwirkungen mit den Phospholipiden zur Folge haben. Welche Eigenschafien der
Cyclase ‘aus ' Z.mobilis, “abgeschen wvon ihrem insgesamt hydrophoben Charakier (Anteil
hydrophober Amincsiiuren an der Aminosuresequenz = 34,7%), ihre M@mbranassazzamn

newxrgeﬂ 1st ’t"ﬂsner ungezdaﬁ
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2. Expression des she-Gens in Z.mobilis und E.colf

Obwohl es sich bei der Squalen-Hopen-Cyclase um ein membranassoziertes Protein handelt,
wurden zum Nachweis der Squalen-Hopen-Cyclaseakiivitdt nicht durch Ultrazentrifugation
abgetrennte Membranfrakiionen, sondern der Gesamirohextrakt der Zellen eingesetzt. Fir den
Z.mobilis-Wildtyp (CP4) wurde so im Rohextrakt eine SHC-Aktivitat von 0,06 mU/mg Protein
ermittelt. Geht man davon aus, daB die Membranproteine etwa 20% des Gesamtproteingehaltes
ausmachen, korreliert dieser Wert gut mit der SHC-Aktivitat von 0,3 mU/mg Protein, die von
HORBACH (Diplomarbeit, 1990) in der Membraniraktion von Z. mobilis ZWMi6 (ATCC 291°91)

gemessen wurde, Ebenfzalls in solubilisierten Membranfrakiionen wurden von MICHEL et 2l

(1992) Squalen-Hopen-Cyclaseakiiviiten von 0,08 mU/mg (Z.mobilis ZM6) und von TAP PE

(Dissertation, 1993) von 0,06 mU/mg ermittelt. Die in vitro mefibare Squalen-Hopen-
Cyclaseakiivitit von Z.mobills liegt i der gleichen GréBenordnung wie die von
Rhodopseudomonas palusiris. Fir dieses schwefeliteie Purpurbakierium wurden spezifische
Aktivititen der Squalen-Hopen-Cyclase von 0,07 mU/mg im Rohextrakt und 0,16 mU/mg in der
Membranfrakiion ermitielt (XKLEEMANN, 1992). Hoher waren dagegen die Enzymaktivititen,
die fiir -A.acidocaldarius bestimmt wurden. Die Squalen-Hopen-Cyclaseakiiviiat iag in diesem
Organismus “bei 0,4 mU/mg im Rohextrakt und bei 25 mU/mg im Solubilisat der

Membranfraktion - {GCP’U, 1990), Eine Ursache fiir diese, im Vergleich, hohen gemessenen

Enzymakiivititen ist die ausgeprigte Thermostabilitat der Squalen-Hopen-Cyclase aus dem, an
extreme Umweltbedingungen angepaften, thermoacidophilen Bakterium A.acidocaldarius
(OCHS, 1990). Im Gegensaiz dazu erwies sich die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis in
Versuchen zu ihrer Aufreinigung als sehr labiles Enzym (TAPPE, Dissertation 1993). Die
plasmidcodierten Kopien des shc-Gens filhrten in dem rekombinanten Z.mobilis-Stamm
CP4/pZY603 zu ciner ErhiShung der Sg alen-Hopen-Cyclaseaktivitit auf das Finffache der
Enzymaktivitit im Wildiyp (0,3 mU/mg). Auch in den rekombinanten E.coli-StAmmen
vermittelten die plasmideodierten Kopien des she-Gens das Aufireten einer Squalen-Hopen-
Cyclaseagtlvnai in den Rohextrakten. Die SHC-Akiivitit ~war nur in E.cofi-Stimmen
nachweisbar, die ein Plasmidkonstruki enthielten, in dem das sAc-Gen in richtiger Leserichtung
zum JacZ-Promotor inseriert vorlag. Dies Hef den Schiuf zu, daB die Bxpression des she-Geis in
E.coli nichi von einem gencigenen Promotor initilert wurde, sondern vom lecZ-Promotor
ausging. Vergleicht man die Enzymaktivitdt in dem rekombinanten E. coli-Stamm (BDHS/pZY603)
mit der ‘des rekombinaten Z.mobilis-Stamm (CP4/pZY603), so liegen die ermiticiten SHC-
Aktivititen in der gleichen Gréfenordnung (0,2 mU/mg und 0,3 mU/mg). Es scheint keine
deutlichen Unterschiede in der Effizienz der Expression des plasmidcodierten Gens bzw. der
Stabilitit des Genproduktes in E.coli und Z.mobilis zu geben. Im rekombinanien F,coli-Stamm
DHS/QZY&I der das shc-Gen auf einem Vektor mit hoher Kopie"izahl (pUCig) enthieit wurde

Ammlai Anmvy wn

Homogenat des rekombinanten E. coZz-Stammes, der {iber das Gen fu,. die Squalen-Hopen-Cyclase
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aus A.acidocaldarius auf dem Vekior pUC19 verfigte, eine SHC-Akiivitdt von 1,8 mU/mg
gemessen (OCHS et al., 1992). '

3. Charakterisierung des offenen Leserasters 673

Carotinoide sind als Pigmente in der Natur weit verbreitet. Sie werden von allen
photosynthesebetreibenden Organismen und dariiber hinaus von einer Reihe photosynthetisch
nicht aktiver Pilze und Bakierien synthetisiert. Die meisten der fiber 500 bisher identifizierten
Carotinoide besitzen ein Cgn-Gerlist, bestehend aus acht Isopren-Einheiten (Tetraterpencide}. In
allen bisher untersuchten Fallen sind die Gene der Bazyme der Carotincid-Biosynthese in
Prokaryonten in Form grofer Gencluster organisiert, das heift, sie befinden sich in enger
Nachbarschaft zueinander (ARMSTRONG et al., 1989; MISAWA et al., 1990; ARMSTRONG
et al, 1990). Es erschien daher moglich, daf auch die Gene der Hopanoid-Biosynthese in
Z.mobilis als Gencluster vorlagen. Tatsiichlich ergab die Sequenzierung des 4,3 kb umfassenden
chromosomalen HindIII-Fragmentes aus Z.mobilis, dab sich in relativ enger Nachbarschaft vor
dem shec-Leseraster ein weiterer grofler offener Leseraster befand.

Eine Datenbank-Recherche (FASTA-Programm, EMBL/SWISSPIR-Proteindaienbank, August-
September 1993) mit der abgeleiteien Aminosiuresequenz des orf3 ergab, dab der Aminoterminus
des ORF3 eine deuiliche Abnlichkeit mit den Aminotermini von Phyicen-, Squalen- und
Methoxyneurosporen-Dehydrogenasen aufwies (Abb.[L 17). Bei diesen Dehydrogenasen handelt
es sich um Enzyme der Carctinoid-Biosynthese. Sie |katalysieren seguentielle
Desaturierungsreaktionen (Abb.1V.2), die Phytoen, das C4q-Grundgerist der Carotinoide, lber

die Intermediate Phytofluen, ¢-Caroten und Neurosporen in das voilstindig konjugierte Cag-

Gerist, das Lycopen, Giberfiihren (COOLBEAR & THRELFALL, 1989, GQGDWEN, 1983}.

AbbIV.2:

B.Lb?::yxlu.lyky der Carotinoide G.\.:Sgwsrwhd von

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP Cog).
~Die Verkniipiung der beiden GGFPP-

(1) katatysiert, Die Uberfiibrung von
(b).-Phytcen (a) in Lycopen (e) erfolgt durch -
" sequentielie Desaturierungsreaktionen
_'kataiysiert durch Carotinoid-Diesaturasen
(e) (2); (&), Phytoftuen; (c), {-Caroten; (d), -
' “Neurosporen (Abb. modifiziert nach -

. PFANDER, 1992). & - -

(e) 67
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Allen Desaturasen und dem ORF3 ist gemeinsam, daB sie am Aminoterininus {iber eine mdgliche
ADP-Bindungsfalte mit BeB-Struktur fiir FAD oder NADP-Cofakioren verfigen (Abb.IV.3;
WIERENGA et al., 1986; BORK & GRUNWALD, 1990; BAKER et al., 1592).
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Abb.IV.3: Vergleich der ADP-BaB-Bindungsfalte am Aminoterminus verschiedener Phytoen-
Dehydrogenasen und des ORF3 aus Z.mobilis. In den ersten beiden Zeilen ist der fiir
ADP-Bindungstellen charakteristische "fingerprint” dargestellt (nach WIERENGA et
al., 1986 und ARMSTRONG et al., 1993) dabei entspricht b einem basischen oder

_hydrophilen, k einem kieinen oder hydrophoben und s einem sauren Aminosiurerest.
Tn der letzten Zeile wurde eine Consensussequenz fiir die ADP-Bindungsfaite der
Phytoen-Dehydrogenasen abgeleitet (nach ARMSTRONG et al., 1993).
Proteinbezeichnungen und Referenzen wie Abb.IIL 16,

Vergleiche der Primdrstruktur verschiedener Carotinoid-Desaturasen (NcAll, CriDRe, CrilRc})

Asntnharter vinelondii und der Glutathion-
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mit denen der Dihydrolipcamid-Dehydrogenase aus

Reductase des Menschen ergaben, dab die Carotinoid-Desaturasen konservierte Aminosaurereste
enthalten, die bei den Disulfid-Oxidoreductasen die FAD-Bindung und die Dimerisierung der
Polypeptide vermitteln (BARTLEY et al., 1950). Bisher wurde weder der Cofakior-Bedarf der
Carotincid-Diesaturasen niher untersuchi, noch ist bekannt, ob die Desaturasen in Pilzen und
Bakierien als Dimer vorliegen. In Pflanzen irelen diese Enzyme als Komponenten von

LFABLEwSL

Multienzym-Komplexen der Carotinoid-Biosynthese anf (BRAMLEY, 1985; COOI SEAR
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THRELFALL, 1989). Sicht man von der charakteristise
ab (Abb.IV.3), ist die Ubereinstimmug des ORF3 mit den anderen Desaturasen nicht sehir hoch.
Weitere in den Desaturasen konservierte Aminosiuren sind nur zum Teil auch im ORFE3 erhaiten
(Abb.II1.16). Auffillig ist auch das vollstindige Fehlen einer in allen anderen Dehydrogenasen
gut konservierten Doméne im carboxyterminalen Bereich. Diese Domane entspricht einer Region,
die in den Disulfid-Oxidoreduciasen fiir die Wechselwirkung der Untereinheiten der
Enzymdimere veraniwortlich ist (BARTLEY et al., 1990).

Biir die Essigsiurcbakterien Acefobacter aceri ssp. xylinum und Acefobacter pasteurianus ssp
pasteurianus wurde das Auftreten von Hopanoiden mit ungesittigten Hopangeristen beschriebe
(ROHMER & OQURISSON 1986). In diesen Spezies treten Hopanoide auf, die in Position §, 11

oder 6 und 11 des Hopangeriistes iiber eine Doppelbindung verfiigen. Da in Z.modilis Hopanoide
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mit ungesittigtem Hopangeriist nicht nachgewiesen wurden (FLESCH & ROHMER, 1989;
SCHULENBERG-SCHELL et al., 1989; BARROW & CHUCK, 1990; HERMANS et al., 1991,
SAHM et al., 1993), ist die mogliche Funktion einer Desaturase in Z.mobilis unkiar, Denkbar
ist, dal Z.mokilis iiber ein Gen fir eine Desaturase verfiigt, dieses aber nicht mehr aktiv ist. Zur
Aufklirung der Funktion des orf3 bzw. des Genprodukies sind daher weitere Untersuchungen

notwendig.

~ Ungesittigtes Hopangeriist, wie es in den
Hopanoiden von Acetobacter aeeti und

E Abb.IV .4:

Aceiobacter pasreurignus aufintt.

Das ORF3 hat mit einem Anteil hydrophober Aminosiuren an der Aminosfurenzusammensetzung
von 32,2% ecinen insgesamt hydrophoben Charakier. Es verfligf neben der hydrophoben
FAD/NADP-Bindungsstelle iiber eine weitere hydrophobe Region (Aminosiure 253-269), die als
Transmembpranhelix zur Verankerung des Froteins in der Membran dienen k&nnie. Hydrophobe
Helices, die als Membrananker dienen konnten, treten auch in anderen Carotinoid-Desaturasen
auf (CHAMOWITZ et al., 1991).

Charaltterisierung der offenen Leseraster osf1 und o572

Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen, der im 5°-Bereich vor dem o1/3 identifizierien offenen
Leseraster orf7 und o2 weisen beide signifikante Ubereinstimmungen mit drei konservierten
Doménen von Phytoen- und Squalen-Synthasen auf. Bei Phytoen-Synthasen handelt es sich um
Schldsselenzyme der Carotinoid-Biosynthese. Sie katalysieren die Verkmiipfung von zwei Cog-
Einheiten (Geranylgeranylpyrophosphat, GGPP) zum C4p-Grundgeriist der Carotinoide, dem
Phytoen. Eine Erkifrung fiir die Ubereinstimmungen zwischen Squalen- und Phytoen-Synthasen
ergibt sich aus der Ahnlichkeit der Substrate und des Mechanismus der katalysierten Reakiionen
beider Enzyme (Abb.IV.5; ROBINSON et al., 1993}, Sowohl Squalen- als auch Phytoen-
Synthasen katalysieren die-1'-1- ("Kopf-an-Kopf-") Kondensation von zwel Molekiilen eines
Prenyl-Substrates (zwei Molekille FPP (Cis) bzw. zwei Molekile GGPP (Cyp)). Damit
unterscheiden sie sich hinsichilich der Substraie und der Kondensationsreaktion von den
Prenyltransferasen, die die 1'-4- (“Kopf-an-Schwanz-") Kondensation ‘eines allylischen

Prenylsubstrates (DMAPP, GPP, FPP) mit einem homosllylischen Prenylsubsirat (IPP)
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katalysieren (COCLBEAR & THRELFALL, 1989). In den Synthasereaktionen triti ein stabiles
Intermediat mit einem Cyclopropylringgeriist (Prisqualenpyrophosphat bzw. Praphytoenpyro-
phosphat) auf. Beide Enzyme sind in den bisher untersuchten Fillen bifunktionell (DOGRO et
al,, 1988; TENNINGS et al., 1991; HOSHINO et al., 1993; ZHANG et al., 1993). Nach der
Verkniipfung der beiden Substratmolekiile zum Cyclopropyl-Intermediat katalysieren sie auch die
Uberfihrung dieses Intermediates in die nichfcyclischen Produkie Squalen bzw. Phytoen. Im
Unterschied zu den Phytoen-Synthasen ist der zweite Reaktionsschritt der Squalen-Synthasen mit
einer Reduktion verbunden und abhingig von NADPH als Cofaktor.

A Squdten=Synthase Paytoen—Synthase

Z M /I\/\/k/\/‘\/\/l\/
2 Mol WW B SN o b -OPP
o ~ = , GGPP €20
FPP Ci5
oFp
oRP
[ooind
: cee
S = =
= Xy e xu 2 =
2 s ~—

psPR pePP
| e |
[~
NADPS OFP
i

s = = ~ e ~ = s s i N = - =

Phytoen C40

AbB.IV.5: A)Reakiionen der Squalen- und Phytoensynthasen. FPP, Farnesylpyrophosphat;
“we oo . GGPP, Geranylgeranylpyrophosphat; PSPP, Prisqualenpyrophosphat; PPPP, -
- Priphytoenpyrophosphat (Abb. modifiziert nach ROBINSON et al., 1953).

'B) Reaktion der Prenyltransferasen. Im Gegensatz zur 1'-1-Dimerisienung der -

" Squalen- und Phytoensynthasen wird durch Prenyltransferasen eine 1'-4-
 Verkniipfung kaialysiert.
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Keine der Squalen- oder Phytoen-Synthasen weist eine signifikante Sequenzitbereinstimmung mit
den Aminosiuresequenzen von Prenyltransferasen wie FPP- oder GGPP-Synthasen auf
(ARMSTRONG et al.,, 1993). Dennoch zeigen zwei Doménen der Synthasen (I und I
Abb.IIL.20) eine gewisse Ubereinstimmung mit den konservierten Doménen I und T, den
postulierten Prenyidiphosphat-Bindungsstellen der Prenyliransferasen {(ASHBY & EDWARDS,
1990; ASHRBY et al., 1992). So tritt in Domane I der Synthasen ebenso wie in den Squalen- und
Squalenoxid-Cyclasen die Consensus-Sequenz DDXo 4D/E auf. In der Doméne III der Synthasen
ist dieses Motiv nicht volistindig erhalien, doch es besieht eine schwache Ubereinstimmung mit
der Consensus-Sequenz der Domine II der Prenyltransferasen. Im ORF2 sind fast alle der
konservierten Aminosiuren der Synthasen erhalten. Im ORFI ist die Ubereinstimmung weniger
hoch. Vergleicht man ORFl und ORF2 miteinander, so betrfigt der Anteil identischer
Aminosiuren in beiden Polypeptiden nur 24%. Die Ubereinstimmungen konzentrieren sich stark
auf die drei konservierten Doméinen. Eine Genduplikation liegt daher im Falle von orf7 und or/2
wanrscheinlich nicht vor. Die Analyse der Aminosiuresequenzen von ORF1 und ORF2 legt nahe,
dab zumindest eines der beiden Leseraster die Squalen-Synthase in Z.mobilis codiert. Welche
Funktion in diesem Fall die zweite Synthase haben kénnte, ist unklar. Es 148t sich aber nicht
ausschlieBen, daf8 es sich bei ORFl und ORF2 um zwei Untereinheiten eines Enzyms handelt.
Ein derartiger Fall wurde bisher aber nicht beschrieben. Zur Auﬂgarmg ihrer Funktion bieten
sich die Klonierung der einzelnen Leseraster in geeignete Vekioren und anschlieflende Versuche
zy ihrer Expression in E.coli und Z.mobilis an. Gelingt die endgiiltige Identifizierung des Gens
fir die Squalen-Synthase aus Z./obilis, so wiirde es sich dabei um die zweite klonierte und
sequenzierte prokaryontische Sgualen-Synthase nach der méglichen Sqgualen- oder
Dehydrosqualen-Synthase aus Siaphylococcus aureus (WIELAND et al., Verdifenilichung
eingereicht) handeln. Kiirzlich wurden die Sequenzen der Gene weiterer eukaryontischer Squalen-
Synthasen verdffentlicht (aus dem Menschen und aus Schizosaccharomyces pombe, ROBINSON
et al., 1993; aus der Ratte, Mc KENZIE ¢t al,, 1992}, so daB mit der Sequenz der Sgualen-
Synthase aus Seccharomyces cerevisice (JENNINGS et al., 1991, FEGUEUR et al., 1991}
insgesamt vier eukaryoniische amqusnzen verfigbar sind. Eine ausfithrliche vergleichende

konservierter Aminosfuren sowie die Konstrukiion und Expression von Sqaaisn» Phytcen-
Synthase-Hybridproteinen kOnnten wesentlich zur Aufklirung von Fragestellungen in bezug auf
Substrat- und Cofakior-Bindung und Reakiionsmechanismus dieser Enzymklasse beitragen.
Die gleichzeitige Expression der Gene der Squalen-Synthase und der Squalen-Hopen-Cyclase aus
Z.mobilis in E.coli knnten zur Etablierung eines neuen anabolen Stoffwechselweges, der Hopen-
Synthese in E.coli fihren. Dieses System wiirde eine Mbglichkeit erdffien, neue Erkenntnisse
liber die Biosynthese und physiologische Wirkung der Hopancide zu gewinnen.
‘Die - hohe ~ Ube ereinstimmung  in mehreren Dominen der Aminosfuresequenzen von
'_'pfo‘.arventi.echen und eukaryontischen Squalen- und Phytoen-Synthasen gibt, dhnlich wie im Fall
':de_r--Squaieﬁ- und Squalenoxid-Cyclasen, Anlaj fir die Hypothess, daf es sich bei diesen
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Enzymen um divergente Entwicklungen aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein handelt
(ROBINSON et al., 1593).

Die Ergebnisse der Analyse der Aminosiuresequenzen zeigt, daf es sich bei keinem der beiden
Leseraster orf] uvnd orf2 um das Gen fir eine Prenyliransferase aus Z.mobilis handelt. Zur
voﬁstﬁndigen genetischen Aufklirung der Isoprenoid-/Hopanoid-Biosynthese in Z.mobilis,
ausgehend von der Cs-Einheit, dem IPP, bis zum Hopen fehlt zumindest noch das Gen fiir eine
FPP-Synihase sowie moglicherweise das einer IPP-Isomerase. Darliber hinaus sollte Z.mobilis
aber auch noch iiber eine weitere Prenyltransferase verfiigen, die fir die Synihese der Isopren-
Seitenketie des in Z.mobilis nachgewiesenen Ubichinons 10 zustindig ist (STROHDEICHER et
al., 1990) sowie fiber eine Hydroxybenzoat-Polyprenyltransferase, die die Verkniipfung der
Polyprenylseitenkette mit dem Hydroxybenzoat katalysiert. Die Gene fiir b beide Enzyme wurden
bereits aus Saccharomyces cerevisige kloniert und sequenziert, Beide Proteine besitzen eine
postulierte ' Prenyldiphosphat-Bindungstelle, Zhnlich der Domine II der Prenyliransferasen

(ASHBY & EDWARDS 1990, ASHEBY et al., 1592).

5, Operon-Organisation der charakterisierien offencn Leseraster

Die Sequenzierung ein

Identiﬁzmrung yon vier offenan Lcserastem. Bei einem der offenen Leseraster (shc) handelt es
sich um das Gen fir die Squalen-Hopen-Cyclase aus Z.mobilis. Fiir eine Beteiligung der drei

P ol Aan
weiteren offenen Leseraster (017!, orf2, orf3) an der Hopanoid-Biosynthese in Z.mobilis spricht

neben den bereits dargesieliten Sequenzvergleichen auch ihre enge gemeinsame Organisation. Die
Leseraster legen alle in gleicher 5'-3'-Orientierung und in enger Nachbarschaft zueinander vor
(Abb. IV.6). Die Leseraster orf7 und o072 sowie orf2 und o7/3 iiberlappen jeweils im Stopp-
Staricodon-Bereich miteinander. Die intergenische Region zwischen o7/3 und she umialt nur 14
Nukleotide. Diese Organisation der Leseraster 188t es sehr wahrscheiniich erscheinen, daf es sich

T W S laSUel 40N wa i1

hier um eine Transkriptionseinheit, also ein Operon handeit. Die Organisation von zwei oder
mehreren Genen m Form eines Operons wurde schon mehrfach fiir Z.mobilis beschrieben. Dabei
handelie es sich sowolil um hochexprimierte Gene des glykolytischen Stoffwechsels (CONWAY
et al., 1987; CONWAY & INGRAM, 1988; BARNELL et al., 1990) als auch um schwach
exprimierte Gene des anabolen Stoffwechsels (SHARK & CONWAY, 1992). :

Das Uberlappen von Leserastern wie im Fall von orf7 und orj2 sowie orf2 und o:f3 ist €in
Hinweis darauf, daB zusitzlich zur Transkriptionskopplung eine Transiationskopplung vortegt.
Translationskopplung bedeutet, daB die Translation eines Genes wesentlich von der Translation
des auf der gemeinsamen mRNA in 5'-Richtung vorausgehenden Leserasters abhéingt (ZALKIN
a_& EBBOLE, 1988). Eine effiziente Translationskopplung wird in vielen ‘Fillen durch das
“Ubertappen von Terminations- und Initiationscodon erreicht. Bersits fir eine Vielzahl von

‘Biosynthese-Genen, die benachbart in einem Operon organisiert vorliegen, konnte eine derartige
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Translationskopplung nachgewiesen werden: E.coli; trpE-trpD (OPPENHEIM & YANOEFSKY,
1980); galT-galX (SCHRUMPERLI et al., 1982); ipIK-pl4 (BAUGHMAN & NOMURA, 1983);
irpB-tipA (AKSQOY et al., 1984); ilvD-ilvA (HARMS et al., 1988); Salmonella typhimurium,
Gene der Cobalamin-Biosynthese (ROTH et al., 1993). Durch Genfusionen wurden auch schon
kiinstliche Translationskopplungsgruppen hergestellt (ZAGHLOUL et al., 1985; PELINENBURG
et al., 1990; VAN DE GUCHTE et al., 1991).
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Abb.AV.6: Orgamsation der vier auf dem 6,2 kb umfassenden sequenzierien DNA-Fragment aus

. Z.mobilis CP4 lokalisierten offenen Leseraster. Angegeben ist die Lage der
Leseraster, der méglichen Ribosomenbindesiellen (SD} sowie einer méglichen

' ';ferirdnaﬁcnssﬁﬁktur im Anschlub an das shc-Gen. Dariiber hinaus sind die
.Uberiappungen im Stopp-/Startcodonbereich zwischen den Leserastern orﬂ und 073?
sowie 0172 und o7f3 dargestellt. Uber- bzw. unterstrichen sind jeweils das Stoppcodon
des vorhergehenden und das Startcodon (Pfeil) des nachfolgenden, offenen
Ieserasters.

Eine Translationskoppiung hat eine stchiometrische Synthese der beteiligten Genprodukie zur
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sinnvoll filr Polypeptide, die als Untereinheiten in einem bestimmten Zahlenverhiltnis zueinander
in Protein- bzw. Enzymkomplexen vorliegen. Eine Koordination der Synthese verschiedener
Untereinheiten durch Translationskopplung konnte zum Beispiel fiir die HT-ATPase in E.coli
gezeigt werden (HELLMUTH et al., 1991). Fiir Enzyme der Carotinoid-Biosynthese in Pflanzen
wurde beschrieben, dalfl sie in Form von Enzymkomplexen vorlisgen (COOLBEAR &
THRELFALL, 198%). Moglicherweise liegen auch die Enzyme der Hopanoid-Biosynthese' in
Z.mobilis in Form eines Enzymkomplexes vor. Dies erscheint insbesondere aufgrund des
hydrophoben Charakters von Substraten und Produkien (Squalen, Hopen) der Hopanoid-
‘Biosynthese sinnvoll. Der bisher einzige beschriebene Fall von iberlappenden Genen in Z.mobilis
cht nicht mit einer Transiationskopplung einher, Es handelf sich dabei um die Gene 4T/
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(Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase) und edd (6-Phosphogluconat-Dehydratase) (BARNELL et
al., 1990), die im Terminations- Initiationscodonbereich mit acht Nukleotiden {berlappen. Dieser
Uberlappungsbereich ist grofer als in den Fillen, fiir die eine Translationskopplung beschrieben
wurde. Die Regulation der Expression des zwf~ und edd-Gens, die mit zwei weiteren Genen in
einem Operon organisiert vorliegen, erfolgt durch eine komplexe Prozessierung  des
polycisironischen mRNA-Transkriptes (LIU ET Al., 1992).

Mit dem 14 Nukleotide unfassenden Abstand zwischen dem 3'-Ende des Leserasters oi/3 und
dem Initiationscodon des she-Leserasters kénnie auch das she-Gen noch Mitglied der
Translationskopplungsgruppe sein. Falls aber noch eine Translationskopplung vorliegt, so wird
sie im Falle des she-Gens wahrscheinlich weniger effizient sein als fiir die drei vorausgehenden
ieserasier.

Wihrend die Leserasier of I, 2 und 3 Uber Ribosomenbindungsstellen verfiigen (AGGA,
GGAGA, GAAGQG), die in dieser oder #hnlicher Form auch vor hoch exprimierten Genen
aufireten (SPRENGER et al., 1993), befindet sich vor dem she-Gen nur eine mogliche
Ribosomenbindungsstelle, die bisher noch nicht fiir Z.mobilis beschrieben wurde (AGAAA).
Hierbei konnte es sich um eine weniger effektive Ribosomenbindungsstelle handeln, die
gemeinsam mit dem Codongebrauch fiir eine niedrige Expression des she-Gens verantwortlich ist.
Die Limitierung der Hopen-Synthese durch die Squalen-Hopen-Cyclasereaktion, wie sie in den
durchgefiihrten Enzymtests mit IPP und DMAPP bzw. FPP als Substrat auftrat, knnte auf dem
vermutlich insgesamt niedrigen Expressionsniveau des shc-Gens beruhen.

Mit einem Abstand von 26 bp folgen im AnschluB an das shc-Gen Nukleotidsequenzen, die auf
mRNA-Fhene die Aushilduno einer rho-unabhingigen Tmmkﬁpﬁ;iggs-‘l‘eminaﬁonsstmkmr
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erméglichen (PLATT, 1981 und 1986). Da auf dem sequenzierten, 1067 Nukleotide umfassenden
Bereich in 3'-Richtung hinter dem she-Gen kein weiteres groferes offenes Leseraster lokalisiert
werden konnte, ist es wahrscheinlich, daB es sich bei dem shc-Gen um das lefzie Gen innerhalb
der postulierten Transkriptionseinheit handelt. Eine Promotorstrukiur, die der Promoctor-

Riu3 EdRD

konnte vor dem o7f7 nicht identifizierf werden. Promotorsequenzen fiir schwach exprimierte Gene
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in Z.mobilis wurden bisher nicht beschrieben.
noch weitere Gene befinden, die Elemente der Transkriptionseinheit sind. Es wire daher sinnvoll,
eifi weiteres chromosomales DNA-Fragment, das mit dem 5'-Bereich des oif7 iberlappt, aus
Z.mobilis zu Kionieren und zu sequenzieren. Moglicherweise konnten so weitere Gene
identifiziert werden, die die aufgrund des Fehlens von Genen einer FPP-Synihase und einer IPP-
Isomerase noch bestehenden Liicken in der genetischen Aufkidrung der Hopanoid-Bicsynthese
von der C5-Einheit, dem IPP, bis zum Hopen in Z.mobilis schlieBen.

Weitgehend offen bleiben weiterhin sowohl die biochemische als auch die genetische Aufkidrung
der Biosynthese der Cs-Einheit, des Isopentenylpyrophosphats, sowie der Derivatisierung und
‘Modifizierung des Hopens zu  den lkomplexen Hopanoiden, die die eigentlichen

Membrankomponenten darstellen.
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V. xmenfassung

Das Gram-negative, obligat fermentative Bakierium Zymomonas mobilis weist mit 30 mg/g
Trockengewicht den h&chsten bisher ermittelten Hopanoidgehalt auf. Die Hopanoide,
pentacyclische Triterpencide (Isoprenoide), sind als Membrankomponenien wesentlich an der
hohen Ethanoltoleranz von Z.mobilis beisiligt. Uber die Genetik der Isoprenoid- und Hopanoid-
Biosynihese in Prokaryonien sind bisher nur wenige Daien verfiigbar. Ziel dieser Atbeit war es,
durch die Klonierung und Charakterisierung von Genen der Hopanoid-Biosynthese aus Z.mobilis
zur Aufklirung dieses Biosyntheseweges beizutragen.

Mit Hilfe einer hpfm’nincs-‘-n Gensonde ans 4 r’urlnhnm_lv acidocaldariue konnte das Gen dey

Squalen-Hopen-Cyclase, ecines Schlisselenzyms der Hopanoid-Biosynthese, aus Zymomonas
mobilis kloniert werden. Das Gen (shc¢) codiert ein Polypeptid mit 658 Aminosfuren und einem
abgeleiteten Molekulargewicht von 74,1 kDa. Die Aminosfiuressquenz weist signifikante
Ubereinstimmungen mit der Squalen-Hopen-Cyclase aus A.acidocaidarius auf. Die C-terminalen
Bereiche der beiden bakieriellen Squalen-Cyclasen zeigen eine deutliche Ahnlichkeit mit der
carboxyterminalen Region der bisher einzigen Kklonierfen und sequenzierten, eukaryontischen
Squalenoxid-Cyclase aus Candida albicans. Allen drei Enzymen ist das mehrfache Aufireten des
konservierten Aminosfuremotiv Arg/Lys Gly/Ala X912 Tyr/Phe/Tip X4 Gin X9_5 Gly X Tip (X
steht fiir eine beliebige Aminosiure) gemeinsam. Dicses Motiv erhielt aufgrund der besonders
guten Konservierung des Glutamin- und des Tryptophanvestes die Bezeichnung QW-Motiv. Das

mehrfache Aufireten dieses QW-Motive in konservierten Abstinden ist ein charakteristisches

Merkmal der Squalen(oxid)-Cyclasen. Die Ubereinstimmungen in der Primirstruktur der
prokaryontischen Squalen-Cyclasen und der evkaryontischen Squalenoxid-Cyclase unterstiltzen
die Theorie, dal es sich um divergente Entwicklungen mit einem gemeinsamen evolutionfiren

Ursprung handelt,
Dias shc-Gen aus Z.mobilis konnte sowohl in Z.mobilis als auch in Escherichia coli erfolgreich

expmmert werden. Im rekombinanten Z. mobilis-Stamm fihrien die plabi"ilﬁCG{hEﬁcﬁ m‘:pien des
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Fiinffache des fiir den Wildiyp ermitielten Wertes (Wildtyp 0,06 mU/mg Protein, rekombinanter
Z.mobilis-Stamm 0,3 mU/mg Protein). Im rekombinanien Z.coli-Stamm vermitielien die
plasmidcodierten Kopien des she-Gens eine Squalen-Hopen-Cyclaseaktivitdt (0,2 mU/mg
Protein), tiber die der E.coli-Wildtyp nicht verfiigt.

Durch die Sequenzierung der zum shc-Gen benachbarten DNA-Regionen konnten drei weitere
offene Leserasier identifiziert werden (orfl, orf2, o0if3). Die Analyse der abgeleiteten
Aminosiuresequenzen ergab, dall es sich bei diesen Leserastern um weitere Gene der Hopanoid-
eln konnte. Das 5'-Ende von orfl konnte anhand der vorliegenden

Biosynthese aus Z.mobilis hand
eutig festgelegt werden, W&hssc winlich codiert orf] ein Polypentid, das

. .
Sequenzdaten nicht eind

o o

298 Aminosiuren mit einem Molekulargewicht von 33,2 kDa umfafit. o072 codiert 251

V. Zusasmmenfassung




Aminosiuren mit einem abgeleiteten Molekulargewicht von 32,6 kDa. In den
Aminosiuresequenzen beider Leseraster sind Bereiche mit signifikanten Ubereinstimmungen zu
drei konservierten Doménen von Phytoen- und Squalen-Synthasen vorhanden. Bei einem der
beiden Leseraster kdnnte es sich um das Gen fiir die Squalen-Synthase aus Z.mobilis handeln. Die
Funktion des zweiten Leserasters ist bisher unklar. o1f3 codiert 414 Aminosiuren, die ein
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 45,5 kDa ergeben. Die abgeleitete
Aminosiuresequenz verfiigt wie die Phytoen-Dehydrogenasen {iber eine charakteristische ADP-
BoB-Bindungsfalte am Aminoterminus und weist dariiber hinaus weitere Ubereinstimmungen mit
den Phytoen-Dehydrogenasen auf.

Die enge Nachbarschaft der vier identifizierten Gene weist darauf hin, dafl sie in Form gines
Operons organisiert vorliegen. Zumindest im Falle der Leseraster oifl, orfe und o3 liegt

anscheinend zusitzlich zur Transkriptionskopplung auch eine Translationskopplung vor. -
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