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Zusammenfassung 
 

Der Mevalonat (MVA)-unabhängige Methylerythritol-4-phosphat (MEP)-Stoffwechselweg zur 

Biosynthese von Isoprenoiden wurde erst vor wenigen Jahren in Bakterien und in den pflanzlichen 

Plastiden identifiziert. Da dieser für viele Organismen essentielle Stoffwechselweg im Menschen 

nicht vorkommt, stellen die beteiligten Enzyme geeignete Zielstrukturen für die Entwicklung neuer 

antimikrobieller Wirkstoffe dar.  

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur zwei Enzyme, die 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP)-

Synthase (DXS) und DOXP-Reduktoisomerase (DXR) bekannt, die die ersten beiden 

Reaktionsschritte des MEP-Stoffwechselweges katalysieren. Mit Hilfe von bioinformatischen 

Ansätzen konnten verschiedene Gene identifiziert werden, die möglicherweise für noch unbekannte 

Enzyme des MEP-Stoffwechselweges kodieren. Um die Beteiligung dieser Gene an dem MEP-

Stoffwechselweg zu beweisen, wurde ein genetischer Ansatz gewählt. Hierzu wurden zuerst 

genetisch veränderte Escherichia coli-Bakterien generiert, die in der Lage sind, 

Isopentenylpyrophosphat aus exogenem Mevalonat zu synthetisieren. Dazu wurde ein künstliches 

Operon konstruiert, das den E. coli-Bakterien die Expression der Hefe-Gene der MVA-Kinase 

(MVK), Phospho-MVA-Kinase (PMK) und der MVA-pyrophosphat-Decarboxylase (MPD) 

erlaubt. In diesen Bakterien konnten im MEP-Stoffwechselweg involvierte Gene deletiert werden. 

Dabei wurden die Gene gcpE und lytB als neue Gene des MEP-Stoffwechselweges in E. coli 

identifiziert. Zellen mit Deletionen dieser Gene konnten nur überleben, wenn das Medium mit 

Mevalonat supplementiert worden war oder die Zellen eine entsprechende episomale Kopie des 

jeweiligen Genes enthielten. 

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, daß ein bisher unbekanntes Intermediat des MEP-

Stoffwechselweges zur Aktivierung von polyklonalen Vγ9Vδ2 T-Zellen des menschlichen 

Immunsystems verantwortlich ist. Deshalb wurden die generierten Deletionsmutanten in γδ T-

Zellaktivierungs-Experimente eingesetzt. Hierbei stellte sich heraus, daß gcpE-

Gendeletionsmutanten ihr γδ T-Zellaktivierungspotential fast vollständig verloren hatten, während 

lytB-Gendeletionsmutanten ein über 100-fach höheres Potential als der Wildtyp besaßen. Als γδ T-

Zellaktivator konnte eine Substanz isoliert werden, deren Struktur als (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-

2-enyl-pyrophosphat (HMBPP) aufgeklärt wurde. Diese Ergebnisse legen nahe, daß HMBPP ein 

neues Intermediat des MEP-Stoffwechselweges ist und das Produkt von GcpE und das Substrat von 

LytB darstellt. 
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Abkürzungen 
 

 A Ampère 

 AACT Acetoacetyl-CoA Thiolase (EC 2.3.1.9) 

 Amp Ampicillin 

 AP Auftragspuffer 

 APS Ammoniumperoxodisulfat 

 AS Aminosäure(n) 

 ATP Adenosin-5’-triphosphat 

 bla β-Lactamase; Ampicillinresistenzgen 

 bp Basenpaare 

 Cam Chloramphenicol 

 CTAP N-Cetyl-N,N,N-trimethylammoniumbromid 

 CTP Cytosin-5’-triphosphat 

 Da Dalton 

 D-GAP D-Glyceraldehyd-3-phosphat 

 DMAPP Dimethylallylpyrophosphat 

 DMSO Dimethylsulfoxid 

 DNA Deoxyribonukleinsäure 

 dNTP 2’-Deoxynukleosid-5’-triphosphat (dATP, dGTP, dCTP und dTTP) 

 DOX 1-Deoxy-D-xylulose 

 DOXP 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat 

 DTT Dithiothreitol 

 DXS DOXP-Synthase 

 DXR DOXP-Reduktoisomerase 

 EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

 FNI FMN/NAD(P)H-abhängige IPI 

 FPP Farnesylpyrophosphat 

 GPP Geranylpyrophosphat 

 GGPP Geranylgeranylpyrophosphat 

 HMBPP (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-pyrophosphat 

 HMG-CoA 3-(S)-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA 

 HMGR HMG-CoA-Reduktase (EC 1.1.1.34) 

 HMGS HMG-CoA-Synthase (EC 4.1.3.5) 

 IPI IPP-Isomerase (EC 5.3.3.2) 

 IPP Isopentenylpyrophosphat 

 IPTG Isopropyl-β-D-thiogalaktopyranosid 
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 k kilo 

 LMW niedermolekulare Zellextrakte; low molecular weight 

 µ mikro 

 m milli 

 M molar (mol/l) 

 ME 2-C-Methyl-D-erythritol 

 ME-CDP 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol 

 MEcPP 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat 

 MEP 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat 

 MHC major histocompatibility complex 

 min Minute(n) 

 MPD MVA-pyrophosphat-Decarboxylase (EC 4.1.1.33) 

 MVA (R)-Mevalonat 

 MVK MVA-Kinase (EC 2.7.1.36) 

 n nano 

 OD600 nm Optische Dichte bei 600 nm 

 ori origin; Replikationsursprung 

 P Phosphat 

 PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 

 PBMC peripheral blood mononuclear cell 

 PMK Phospho-MVA-Kinase (EC 2.7.4.2) 

 PP Pyrophosphat 

 SDS Sodiumdodecylsulfat 

 TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

 TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 

 TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor) 

 TE Tris-EDTA-Puffer 

 TELT Tris-EDTA-LiCl-Triton-Puffer 

 TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin 

 TPP Thiaminpyrophosphat 

 Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

 U units; Aktivitätseinheit 

 V Volt 

 (v/v) Volumenverhältnis 

 Vol. Volumen 

 wt Wildtyp 

 (w/v) Masse pro Volumen-Verhältnis 
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 (w/w) Massenverhältnis 

 YchB ME-CDP-Kinase (IspE) 

 YgbB MEcPP-Synthase (IspF) 

 YgbP ME-CDP-Synthetase (IspD) 
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1. Einleitung 
 

Isoprenoide stellen eine der umfangreichsten Gruppe natürlicher Substanzen dar. Mehr als 

23.000 verschiedener Isoprenoide sind bis heute beschrieben (71), größtenteils Produkte des 

sekundären Pflanzenstoffwechsels. Daneben existieren verschiedene Isoprenoide, die in allen 

Organismen in essentiellen zellulären Vorgängen involviert sind (11, 68). Die Hauptfunktionen 

wichtiger Isoprenoide sind in Tabelle 1 aufgelistet. 

 

 

Organismus Isoprenoide Funktion 

 

Eubakterien 

 

Ubi- und Menaquinon 

Hopanoide 

Baktoprenol 

Phytol und Karotinoide 

Antibiotika 

 

Elektronentransport 

Membranstabilisation 

Zellwandsynthese 

Photosynthese 

Wachstumsvorteil 

 

Archaeen Isoprenylglycerolether Zellmembranbestandteil 

 

Eukaryoten Sterole 

 

Ubi- und Plastoquinon 

Dolichole 

Phytole und Karotinoide 

Mono-, Sesqui-, Di- und 

Triterpene 

Membranstabilisation,  

Steroidhormone, Gallensäuren 

Elektronentransport 

Kohlenhydrattransport 

Photosynthese 

sekundäre Pflanzenmetabolite 

 

 

Tabelle 1. Hauptfunktionen wichtiger Isoprenoide. 

 

 

Die in der Ernährung des Menschen wichtigen fettlöslichen Vitamine A, D, E und K zählen 

auch zu den Isoprenoiden. Weiterhin ist die Proteinprenylierung mit Farnesyl- oder 

Geranylgeranylresten an der Wachstumsregulation tierischer Zellen beteiligt. Deshalb gelten 

Inhibitoren der Proteinprenylierung als vielversprechende Wirkstoffe in der Krebstherapie (26). 

Prenylierte Proteine, wie z. B. das Ras-Protein, sind meist in Signaltransduktionssystemen 

involviert.  
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Isoprenoide sind aus C5-Kohlenstoffeinheiten, dem Isopren (2-Methyl-2,3-buten, C5H8), 

aufgebaut (Abb. 1).  

 

 
 

Abbildung 1. Isopren-Grundstruktur (C5-Einheit). 

 

 

Die Synthese sämtlicher Isoprenoide wird über die Reaktion von Isopentenylpyrophosphat (IPP) 

mit seinem allylischen Isomer Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) eingeleitet (Abb. 2). Als 

erstes entsteht durch Abspaltung des Pyrophosphates des DMAPP das allylische Kation. Durch 

Addition an die Doppelbindung des IPP und Eliminierung eines Protons entsteht das 

Geranylpyrophosphat (GPP). In analoger Weise kann das allylische GPP mit IPP zu 

Farnesylpyrophosphat (FPP) und dieses weiter zu Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) verlängert 

werden. Diese Verlängerung kann zu verschiedenen Polyprenylen weitergeführt werden (Abb. 2). 

Die einzelnen enzymatischen Schritte werden von spezifischen Prenyltransferasen katalysiert (83). 

Neben dieser sog. Kopf-Schwanz-Addition (1’-4’-Addition) von IPP an allylische 

Polyprenylpyrophosphate können FPP und GGPP über die sog. Schwanz-Schwanz-Addition 

dimerisieren. Aus zwei Molekülen FPP entsteht dabei Squalen, das als Vorstufe für die Synthese 

der Sterole und der cyclischen Triterpene dient. Karotinoide können aus zwei Molekülen GGPP 

synthetisiert werden. 

Diversität wird durch Repetitionen des Isopren-Motivs, Zyklisierungsreaktionen, Umlagerungen 

und weitere Oxidationen des Kohlenstoffskeletts erreicht. 
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OPP

FPP

OPP

GGPP

OPP

IPP

OPP

DMAPP

IPP

IPP

OPP

GPP

IPP

OPP
n

 

Polyprenyl-PP

+

Polyprenole
Ubiquinone

Diterpene
Karotinoide

Sesquiterterpene
Triterpene
Squalen

Monoterpene

 
 

Abbildung 2. Biosynthese von längerkettigen Isoprenoiden ausgehend von IPP und DMAPP. 

 

 

Die Grundbausteine aller Isoprenoide, IPP und DMAPP, können über zwei verschiedene 

Biosynthesewege, den Mevalonat (MVA)- und den Methylerythritol-4-phosphat (MEP)-

Stoffwechselweg, hergestellt werden. 

Konrad Blochs Untersuchungen an Ratten in den vierziger Jahren ergaben, daß Isoprenoide 

ausgehend von Acetat gebildet werden. Bei Ratten, die mit radioaktivem Acetat gefüttert wurden, 

ergab sich ein entsprechendes Isotopenmuster des isolierten Cholesterins. Weitere Untersuchungen 

führten zur Aufklärung des MVA-Stoffwechselweges (5, 10). Dieser Stoffwechselweg konnte bei 

Tieren, Hefen, Pflanzen, Archaeen und einigen Bakterien nachgewiesen werden (77, 85, 86). 
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Der MVA-Stoffwechselweg beginnt mit der Bildung des Acetoacetyl-CoA aus zwei Molekülen 

Acetyl-CoA. Diese Reaktion wird von der Acetoacetyl-CoA-Thiolase (AACT, EC 2.3.1.9) 

katalysiert. Durch Aldoladdition einer weiteren Einheit Acetyl-CoA, katalysiert durch die 3-(S)-

Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)-Synthase (HMGS, EC 4.1.3.5), entsteht HMG-CoA. 

HMG-CoA kommt im Cytosol, aber auch in Mitochondrien vor, wo es vor allem für die 

Ketogenese genutzt wird. Im Cytosol stellt MVA (R-Form) das erste Intermediat dar, das 

ausschließlich zur Isoprenoidbiosynthese genutzt wird. MVA wird unter Verbrauch von zwei 

NADPH-Molekülen aus HMG-CoA durch die HMG-CoA-Reduktase (HMGR, EC 1.1.1.34) 

gebildet. Dieser Schritt ist irreversibel und dient als wesentlicher Regulationspunkt der IPP-

Biosynthese (26). Phosphorylierungen des MVA durch die MVA-Kinase (MVK, EC 2.7.1.36) zu 

Phospho-MVA (MVA-P) und weiter durch die Phospho-MVA-Kinase (PMK, EC 2.7.4.2) führen 

zum MVA-pyrophosphat (MVA-PP). Unter Verbrauch eines weiteren ATP-Moleküls werden 

schließlich die 3-Hydroxygruppe und die Carboxylgruppe eliminiert, und es entsteht IPP. Diese 

Reaktion wird durch die MVA-pyrophosphat-Decarboxylase (MPD, EC 4.1.1.33) katalysiert. Die 

IPP-Isomerase (IPI, EC 5.3.3.2) isomerisiert reversibel IPP zu DMAPP (Abb. 3). 

 

 

S-CoA

O

Acetyl-CoA

S-CoA

O

Acetyl-CoA

+ S-CoA

OOH

COOH

HMG-CoA

OPP

OH

COOH

MVA-PP

AACT

HS-CoA

HMGS

Acetyl-CoA
HS-CoA

MVK

ATP
ADP

OP

OH

COOH

MVA-P

PMK

ATP
ADP IPP

OPP
IPI

OPP

DMAPP

OH

OH

COOH

MVA

S-CoA

O O

Acetoacetyl-CoA

HMGR

2 NADPH+H+
2 NADP+

+ HS-CoA

MPD

ATP
ADP
+ Pi + CO2

 
Abbildung 3. Der MVA-Stoffwechselweg zur Bildung von IPP und DMAPP. AACT, Acetoacetyl-

CoA-Thiolase; HMGS, HMG-CoA-Synthase; HMGR, HMG-CoA-Reduktase; MVK, MVA-

Kinase; PMK, Phospho-MVA-Kinase; MPD, MVA-pyrophosphat-Decarboxylase; IPI, IPP-

Isomerase; P, Phosphat; PP Pyrophosphat. 

 

 

Der MVA-Stoffwechselweg wurde als universeller Biosyntheseweg für Isoprenoide angesehen, 

obwohl bereits in den 50er Jahren erste kontroverse Beobachtungen gemacht wurden (68). 

Radioaktives Acetat konnte in Pflanzen zwar erfolgreich in Sterole eingebaut werden, aber kaum in 

Karotinoide oder Mono- und Diterpene. Auch wirkte Mevinolin, ein spezifischer HMG-CoA-
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Reduktase-Inhibitor, nur sehr schwach auf die Chloroplastenpigmentierung, während die 

Sterolbiosynthese fast vollständig inhibiert werden konnte.  

Erst Untersuchungen der Arbeitsgruppe von M. Rohmer und D. Arigoni konnten in den letzten 

Jahren einen alternativen und MVA-unabhängigen Biosyntheseweg von Isoprenoiden beweisen (3, 

68, 69). Verschiedene 13C-markierte Substrate, wie Glukose, Acetat, Pyruvat, Erythrose und 

Glycerin wurden unterschiedlichen Eubakterien als Kohlenstoffquelle angeboten und anhand der 

ermittelten Markierungsmuster der untersuchten Isoprenoide (Hopanoide und Ubiquinone) ein 

neuer Stoffwechselweg postuliert. Nach weiteren Markierungsexperimenten mit verschiedenen 

Escherichia coli-Mutanten konnte eindeutig nachgewiesen werden, daß der erste Schritt die 

Kondensation von decarboxyliertem Pyruvat mit D-Glyceraldehyd-3-phosphat (D-GAP) zu 1-

Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP) sein mußte (70). Auch die weitere Umlagerung von DOXP 

zu 2-C-Methyl-D-erythrose-4-phosphat und die Reduktion zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat 

(MEP) wurden postuliert, bevor die beteiligten Enzyme oder diese Intermediate identifiziert 

wurden. Entsprechende Analogien zu dieser Reaktion fand man in der Biosynthese von 

verzweigtkettigen Aminosäuren (Valin, Leucin und Isoleucin). Hierbei wird das Acetolactat (α-

Acetyl-α-hydroxybutyrat) durch die Ketosäure-Reduktoisomerase (EC 1.1.1.86) umgelagert und 

reduziert. 

Der MEP-Stoffwechselweg konnte als alternativer Stoffwechselweg zum MVA-

Stoffwechselweg in vielen Eubakterien und in pflanzlichen Plastiden identifiziert werden (Tabelle 

2) (11, 21, 49, 51, 68).  

 

 

 MVA-Stoffwechselweg MEP-Stoffwechselweg 
 
Archaebakterien 

 
+ 

 
- 
 

Pilze + - 
 

Tiere + - 
 

Pflanzen + + 
 

Eubakterien + + 
 

Tabelle 2. Vorkommen des MVA- und des MEP-Stoffwechselweges in verschiedenen 

Organismen. 

 

 

Der erste Schritt des MEP-Stoffwechselweges stellt die Synthese von DOXP über eine 

thiaminabhängige Kondensation von decarboxyliertem Pyruvat mit D-GAP dar (Abb. 4). Diese 

Reaktion wird durch die DOXP-Synthase (DXS) katalysiert (1, 14, 29, 45, 50, 54, 61, 78). Da 
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DOXP auch als Vorstufe für die Synthese von Thiamin und Pyridoxol dient (7, 15, 20, 33, 47), 

stellt erst die Bildung von MEP die erste eindeutige Reaktion zur Synthese von Isoprenoiden dar. 

MEP wird durch Isomerisierung und Reduktion des DOXP durch das Enzym DOXP-

Reduktoisomerase (DXR) gebildet (Abb. 5) (1, 14, 27, 37, 39, 42, 46, 59, 62, 65, 73, 81, 84). 
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Abbildung 4. Die TPP-abhängige Reaktion der DXS zur Synthese von DOXP aus Pyruvat und D-

GAP. 
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Abbildung 5. Möglicher Mechanismus der Strukturumlagerung und Reduktion des DOXP zu MEP 

durch die DXR. 

 

 

Zu Beginn dieser Arbeit waren lediglich die ersten beiden Reaktionsschritte bekannt. 

Ausgehend vom MEP müssen in noch unbekannten Reaktionen drei Dehydratationen, zwei 

Reduktionen und eine Phosphorylierung zur Synthese von IPP postuliert werden (Abb. 6).  
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Abbildung 6. Darstellung der Biosynthese von IPP und DMAPP über den MEP-Stoffwechselweg. 

Die enzymatischen Reaktionen ausgehend vom MEP waren zu Beginn der Arbeit noch unbekannt. 
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2. Zielsetzung 
 

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung bisher unbekannter Enzyme des MEP-

Stoffwechselweges. Es sollten mit bioinformatischen Ansätzen neue Gene des MEP-

Stoffwechselweges identifiziert und deren Beteiligung an dem MEP-Stoffwechselweg in einem 

genetischen Ansatz demonstriert werden. Hierzu sollte ein genetisch veränderter E. coli-Stamm 

generiert werden, der IPP über exogenes MVA synthetisieren kann. In diesem Stamm sollten 

Deletionen der Gene des MEP-Stoffwechselweges zu MVA-abhängigem Wachstum führen, die 

ansonsten letal sind. Die Aufklärung der noch unbekannten Reaktionsschritte des MEP-

Stoffwechselweges ist nicht nur von allgemeinem biochemischen Interesse, sondern liefert auch 

wichtige Informationen für die Entwicklung neuartiger antimikrobieller Wirkstoffe. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1 Geräte 

 

Zentrifugen 

Kühlzentrifuge: J2-21 mit den Rotoren JA10, 14, 17 und 20, Beckman Instruments, Summerset, 

USA 

Tischzentrifuge: Biofuge A, Heraeus, Hanau und Centrifuge 5415C, Eppendorf, Engelsdorf 

 

Gelelektrophoresesysteme 

Horizontales Minigelsystem, AGS, Heidelberg 

Vertikales Minigelsystem, von Keutz, Reiskirchen 

Spannungsgeber EPS 500/400, Pharmacia LBK, Freiburg 

 

Schüttler 

Diffusions-Entfärbeapparatur, Desaga, Heidelberg 

Mixer 54322, Eppendorfgerätebau, Hamburg 

Vortex Genie2, Scientific Industries Bohemia, New York, USA 

Rührer Ikamag Ret, Ika-Werk, Staufen i.Br. 

Kulturenschüttler 3020, GFL, Burgwedel 

 

Sonstige Geräte 

Robocycler, Stratagene, Amsterdam, Niederlande 

Transilluminator, Herolab GmbH Laborgeräte, Wiesloch 

Polaroidbelichtungssystem, Kodak, Rochester, USA 

Ultraschall Sonoplus HD70, Bandelin, Berlin 

 

 

3.2 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 

 

Alle nicht näher bezeichneten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien wurden von 

folgenden Firmen bezogen: 

Amersham Pharmacia, Freiburg 

Bachem, Heidelberg 

Biomol, Hamburg 

Biozym, Oldendorf 

Clontech, Heidelberg 
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Difco, Augsburg 

Eppendorf, Hamburg 

GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg 

Gibco-BRL, Eggenstein 

ICN, Meckenheim 

Integra, Fernwald 

Invitrogen, Leek, Niederlande 

Kalensee, Giessen 

Macherey-Nagel, Düren 

MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Merck, Darmstadt 

Millipore, Eschborn 

Promega, Mannheim 

Qiagen, Hilden 

Roche Diagnostics, Mannheim 

Roth, Karlsruhe 

Serva, Heidelberg 

Sigma Aldrich, Taufkirchen 

Stratagene, Amsterdam, Niederlande 

 

Spezielle Chemikalien 
Fosmidomycin (3-(N-formyl-N-hydroxyamino)- 

propylphosphonat) C. Weidemeyer, Giessen 

D,L-Mevalonsäurelacton Sigma Aldrich 

 

 

3.3 Oligonukleotide 

 

Alle in dieser Arbeit genutzten Oligonukleotide wurden von der Firma Interactiva (Heidelberg) 

bezogen. Die Sequenzen der genutzten Oligonukleotide sind in den jeweiligen Abschnitten 

beschrieben. 
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3.4 Plasmide 

 

pQE-Vektoren  

pQE-Vektoren der Firma Qiagen eignen sich für die Expression von His6-fusionierten Proteinen 

in E. coli. Dieser Vektor besitzt ein optimiertes und IPTG-induzierbares Promotor/Operator-

Element, bestehend aus dem T5-Promotor, der gut von der E. coli RNA-Polymerase erkannt wird, 

und zwei lac-Operatorsequenzen. Eine starke Transkription wird durch eine synthetische 

Ribosomenbindestelle (RBSII) und zwei starke transkriptionelle Terminatoren (t0 vom Phagen 

Lamda und T1 vom rrnB Operon) erreicht. Die Replikation wird über ein colE1-ori gewährleistet, 

und als Selektorgen dient das bla-Gen, das für eine β-Lactamase kodiert. 

 

pRIL  

Dieses Plasmid der Firma Stratagene, wurde aus BL21-CodonPlusRIL-Zellen isoliert. Es 

kodiert für die t-RNA-Gene argU (für R), ileY (für I) und leuW (für L), um Gene mit seltenen 

Codons in E. coli expremieren zu können. Das ori ist mit colE1-Vektoren kompatibel. Als 

Selektorgen dient ein Cam-Resistenzgen (Chloramphenicolacetyltransferase). 

  

pKO3 

Der pKO3-Vektor, zur Verfügung gestellt von G. M. Church (Boston, USA), wird für präzise 

und Leseraster-erhaltende Deletionsmutationen in E. coli genutzt (53). Dieses Plasmid besitzt ein 

temperatursensitives pSC101-ori, ein Cam-Resistenzgen und das SacB-Gen, das für die 

Levansucrase kodiert und in Gegenwart von über 5% Sucrose letal für E. coli ist. 

 

pCR2.1-TOPO-T/A 

Dieses Plasmid der Firma Invitrogen diente vor allem der Zwischenklonierung von PCR-

Produkten, da 3’-Thymidinüberhänge und eine kovalent gebundene Topoisomerase vom Vaccinia-

Virus die Verbindung des PCR-Produktes und des Plasmides ermöglichen. Dieses Plasmid besitzt 

einen schwachen lac-Promotor incl. lacZα-Fragment, das f1 ori und das pMB1 ori (vom pUC-

Plasmid). Für die Selektion dient entweder das bla-Gen und/oder ein Kanamycinresistenzgen. 

 

pBAD-TOPO-T/A 

Dieses Plasmid der Firma Invitrogen eignet sich für die direkte Klonierung eines PCR-

Produktes, das als His6-Fusion expremiert werden kann. Er besitzt ein pMB1-ori, ein araBAD-

Promotor/Operator-Element mit einem rrnB-Transkriptionsterminator und ein bla-Gen. Ein araC-

Gen dient der Repression des Promotors. 
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3.5 Internetrecherchen und -Programme 

 

Protein- und DNA-Datenbanken 

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) 

SWISSPROT und TrEMBL (www.expasy.ch)   

 

Blast-Programme 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST 

www2.ebi.ac.uk/blast2  

dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/seq-search/protein-search.html  

www.sanger.ac.uk/Projects/P_falciparum/blast_server.shtml 

www.tigr.org/tdb/ebd/pfdb/pfdb.html 

 

Alignment-Programme 

 genome.cs.mtu.edu/map.html 

 dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html 

www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html 

 

Operonstruktur-Analysen 

bmb.med.miami.edu/ecogene/ 

wit.mcs.anl.gov/WIT2/ 

 

Patentrecherchen 

 www.delphion.com 

 de.espacenet.com 

 

 

3.6 Allgemeine mikrobiologische Arbeiten 

 

3.6.1 Bakterienstämme und Medien 

 

XL1Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac (F' proAB lacIqZ∆M15 Tn10 

(Tetr)) 

TOP10F': mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-

leu)7697 galU galK rpsL (Strr) endA1 nupG (F' lacIq Tn10 (Tetr)) 

TOP10: mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-

leu)7697 galU galK rpsL (Strr) endA1 nupG  
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DSM 498: ATCC 23716; Wildtyp E. coli K-12 Stamm 

 

Die Bakterien wurden unter Schütteln bei 37°C in Standard-I Medium (Merck) kultiviert. Zur 

Herstellung von Nährböden wurden 1,5% (w/v) Agar (Difco Bacto Agar) zugegeben. 

Selektivmedien wurden je nach Erfordernis mit folgenden Antibiotika supplementiert: 

 

 50 bis 150 µg Ampicillin/ml 

 25 µg Chloramphenicol/ml 

 25 µg Kanamycin/ml 

 5 µg Tetracyclin/ml 

 

Die Bakterien wurden zur Langzeitlagerung mit einem Glyceringehalt von 10-30% bei -70°C 

eingefroren (4). 

 

3.6.2 Hefestamm und Medien 

 

BJ1991: MATα ura3-52 leu2 trp1 pep4-3 prb1-1122 

 

Dieser Saccharomyces cerevisiae-Stamm (40) wurde bei 30°C in YPD Medium (4) kultiviert. 

Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen mit einem Glyceringehalt von 10-30% bei -70°C 

eingefroren (4). 

 

 

3.7 Allgemeine molekularbiologische Arbeiten 

 

3.7.1 Lagerung der DNA  

 

Die DNA wurde in autoklaviertem TE-Puffer bei -20°C gelagert (4). 

 

TE-Puffer: 10,0 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

 0,1 mM EDTA  
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3.7.2 Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 

 

TELT-Methode 

Diese Minipräparationsmethode (35, 87) eignet sich für die rasche Gewinnung von geringen 

Mengen an Plasmid-DNA. Die erhaltenen DNA-Mengen aus verschiedenen Bakterienkolonien 

genügen für anschließende Analysen mit Hilfe von Restriktionsenzymen. Diese Methode eignet 

sich allerdings nur für Bakterienstämme ohne Endonukleaseaktivität (endA1-Genotyp), wie 

XL1Blue und TOP10. 

1,5 ml einer dichten Bakterienkultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 

abzentrifugiert (20 s, 14.000 g). Der Überstand wurde abgesaugt und das Bakteriensediment in 200 

µl TELT-Puffer resuspendiert. Anschließend wurden 20 µl frische Lysozymlösung (10 mg/ml in 

H2O) zugegeben, möglichst kurz darauf in einem Wasserbad 1 min bei 100°C gekocht, 

anschließend 5 min auf Eis abgekühlt und wieder zentrifugiert (15 min, 14.000 g). 

Nach Entfernen des viskosen Sediments wurde durch Zugabe von 2 Volumen absoluten Ethanol 

und einer 10-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur die DNA gefällt. Durch Zentrifugation 

wurde die DNA sedimentiert (15 min, 14.000 g), danach einmal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen 

und für eine halbe Stunde in 30 µl TE-Puffer mit RNaseA (1 µg/ml) gelöst. Für analytische 

Restriktionsanalysen wurden 2 bis 3 µl dieser DNA-Lösung eingesetzt.  

 

TELT-Puffer: 50,0 mM Tris-HCl (pH 7,5)  

 62,5 mM EDTA 

 2,5 M LiCl 

 0,4   % (v/v) Triton x-100 

 

GFXTM Micro Plasmid Prep Kit 

Diese Komplettausrüstung der Firma Amersham Pharmacia basiert auf zentrifugierbaren DNA-

Bindesäulen mit einer Glasfibermatrix. In relativ kurzer Zeit konnten ca. 100 µg Plasmid-DNA 

gewonnen werden. Dieser Kit wurde zur analytischen Plasmidpräparation alternativ zur TELT-

Methode genutzt. 

 

Nucleobond Kit  

Diese Komplettausrüstung der Firma Macherey-Nagel basiert auf Ionenaustauschmaterial zur 

Bindung der DNA. Es wurde für die Gewinnung von etwa 1 mg Plasmid-DNA nach Angaben des 

Herstellers genutzt. 
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3.7.3 Präparation von genomischer DNA aus Bakterien 

 

Qiagen genomic tip 20/G 

Diese Komplettausrüstung der Firma Qiagen basiert auf Ionenaustauschmaterial zur Gewinnung 

von genomischer DNA. 

 

Genomische DNA-Präparation für die PCR 

20 µl einer dicht gewachsenen Übernachtkultur wurden mit 180 µl H2O versetzt und 20 min 

gekocht. 1 bis 2 µl dieser Lösung wurden in einen 20 µl PCR Ansatz eingesetzt. 

 

 

3.7.4 Präparation von genomischer DNA aus dem Hefe-Stamm BJ1991 

 

Qiagen genomic tip 20/G 

Beschreibung siehe oben. 

 

CTAP-Methode 

20 ml einer dicht gewachsenen Übernachtkultur wurden zentrifugiert (6 min, 5.000 g). Das 

Zellpellet wurde in 1,5 ml Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 8,0) und 100 mM EDTA (pH 8,0)) 

aufgenommen. Mit Hilfe von Glasperlen wurden die Hefezellen desintegriert (7× je 30 s vortexen 

und 30 s in Eiswasser kühlen). Die Glasperlen wurden zuvor in konz. Salpetersäure gewaschen und 

mehrfach in 100 mM Tris-HCl (pH 7,5) equilibriert. Nach 10 minütiger Zentrifugation bei 14.000 g 

wurden 700 µl des Überstandes mit  700 µl einer 2%-igen CTAB- und 1 M NaCl-Lösung gemischt, 

so daß sich eine Endkonzentration von 1% CTAB und 0,5 M NaCl einstellte, um alle 

Nukleinsäuren zu fällen (4). Nach einer Inkubation von 10 Minuten wurde das Präzipitat 15 s bei 

14.000 g abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 500 µl TE-Puffer mit 1 

M NaCl für 10 Minuten bei RT gelöst. Hierbei lösten sich vor allem Nukleinsäuren, nicht aber die 

Proteine (4). Nach weiterer 10-minütiger Zentrifugation wurde der Überstand mit 0,6 Vol. 

Isopropanol gefällt, das Pellet 2× mit 70%-igem Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 50 µl 

TE mit 1 µg RNase gelöst. Es ergab sich eine Ausbeute von ca. 5-10 µg genomischer DNA. 

 

 

3.7.5 Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA 

 

Die enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde nach den 

Protokollen der Hersteller durchgeführt. Für eine Restriktionsspaltung wurden 1-3U Enzym pro µg 
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DNA eingesetzt. Für analytische Restriktionsspaltungen wurden ca. 500 ng DNA eingesetzt. Für 

präparative Restriktionsspaltungen wurden etwa 2-5 µg DNA verwendet. 

 

Typischer Ansatz eines analytischen Restriktionsverdaues 

 2 µl  DNA-Lösung (500 ng) 

 1 µl  Puffer 

 je 3U  Enzym 

 7 µl  H20 

 

Typischer Ansatz eines präparativen Restriktionsverdaues 

 12 µl   DNA-Lösung (2-5 µg) 

 4 µl  Puffer 

 je 15U  Enzym 

 24 µl  H20 

 

 

3.7.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten 

 

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte über Agarosegele (300 bp bis 10 kbp) und über 

Polyacrylamidgele (50 bp bis 2 kbp). 

 

Agarosegelelektrophorese 

1% (w/v) Agarose wurde im TAE-Puffer in einem Mikrowellenofen durch Erhitzen gelöst, in 

eine horizontale Gelapparatur überführt und mit einem Kamm für die Taschenbildung versehen. 

Nach vollständigem Abkühlen wurde das Gel mit TAE-Puffer überschichtet. Der 

Restriktionsansatz wurde mit Auftragspuffer (AP) versetzt und in eine Tasche überführt. Zwei 

Farbstoffe (Bromphenolblau und Xylencyanol) im AP erlaubten die Elektrophorese optisch zu 

verfolgen. Als Längenstandard wurde zusätzlich ein DNA-Marker aufgetragen. Die Elektrophorese 

erfolgte in TAE-Puffer über eine Spannung von ca. 10 V/cm Elektrodenabstand. Das Gel wurde in 

einer Ethidiumbromid-Lösung für 30 min gefärbt. Die DNA-Fragmente wurden durch Fluoreszenz 

mit Hilfe eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht und fotografiert. 

 

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 

Bei der PAGE wird als Matrix vernetztes Polyacrylamid genutzt. Es wurde eine vertikale 

Gelapparatur verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von etwa 150 V in TBE-

Puffer. 
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TAE-Puffer (pH 8,3): 40,0 mM Tris-OH    

 40,0 mM Essigsäure 

 2,0 mM EDTA 

Der TAE-Puffer ist als 20× Stocklösung ansetzbar. 

 

TBE-Puffer (pH 8,3): 90,0 mM Tris-OH  

 90,0 mM Borat 

 2,5 mM EDTA 

Der TBE-Puffer ist als 10× Stocklösung ansetzbar. 

 

Auftragspuffer (10×): 75,0 % (v/v) Glycerin 

 0,1 mM EDTA 

 0,1 % (w/v) Bromphenolblau 

 0,1 % (w/v) Xylencyanol 

 

Färbelösung: 2,0 µg/ml Ethidiumbromid 

Die Färbelösung ist als 10.000× Stocklösung ansetzbar. 

 

DNA-Längenstandard:  

Der in dieser Arbeit genutzte Längenstandard wurde von R. Füllkrug (Giessen) hergestellt. 

Hierzu wurde pSP65-DNA in verschiedenen Reaktionsansätzen mit den Restriktionsenzymen 

HindIII, DraI und HinfI verdaut, danach in einem Verhältnis von 1:2:3 gemischt und mit einem 

geeigneten Volumen Auftragspuffer versetzt. 

 

40% Acrylamidlösung (29:1): 38,66 % (w/v) Monoacrylamid 

 1,33 % (w/v) Bisacrylamid 

 

6%-iges Gel für die PAGE: 1,5 ml 40% Acrylamidlösung 

 1,0 ml 10× TBE-Puffer 

 6,5 ml H2O 

Die Lösung wurde mit 10 mg kristallinem Ammoniumperoxodisulfat (APS) versetzt. Nach 

Lösen des APS wurden 10 µl TEMED zugegeben, kurz gemischt und in die vorbereitete 

Gelapparatur eingegossen. 
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3.7.7 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten 

 

Nach Auftrennung eines präparativen Restriktionsansatzes durch Agarose-Gelelektrophorese 

wurde das relevante Fragment auf dem UV-Transilluminatortisch mit einem Skalpell aus dem Gel 

herausgeschnitten und mit Hilfe des Easy Pure Kits (Biozym) nach Angaben des Herstellers 

isoliert. 

 

 

3.7.8 Ligation 

 

Bei der Ligation wurden DNA-Fragmente mit Hilfe eines Ligations-Kits (Eppendorf) über 

kompatible Restriktionsschnittstellen miteinander verbunden. Es wurde ein molares Verhältnis von 

etwa 1:2 bis 1:4 des Vektors zum Insert bei einer Gesamt-DNA-Menge von etwa 100 bis 200 ng 

eingesetzt. 

Bei kompatiblen Schnittstellen innerhalb eines Vektors, war es notwendig, die 5’-Enden des 

Vektors zu dephosphorylieren, um eine mögliche Selbstligation zu verhindern. Hierzu wurde die 

alkalische Dephosphatase aus Shrimps (Roche) genutzt. 1U Dephosphatase pro µg Vektor wurde 

nach Beendigung des Restriktionsverdaues zugefügt und 30 min bei 37°C inkubiert.  

Die Ligation von PCR-Produkten wurde mit Hilfe des pCR-TOPO-T/A-Vektor-Kits 

(Invitrogen) nach den Angaben des Herstellers vorgenommen. Hierbei wird ausgenutzt, daß PCR-

Produkte der Taq-Polymerase ein Adenosin-Überhang an den 3’-Enden besitzen. Der Vektor ist 

mit Thymidin-Überhängen an den 5’-Enden ausgestattet. Bei diesem Kit wird nicht die Aktivität 

einer Ligase genutzt, sondern einer kovalent gebundene Topoisomerase, die die Enden der DNA-

Stänge verbindet. 

 

 

3.7.9 Transformation von Bakterien 

 

Für Standardtransformationen wurden kompetente E. coli Bakterien mit der CaCl2-Methode 

hergestellt. Hierzu wurde eine Bakterienkultur in der logarithmischen Phase bei einer OD von ca 

0,2 bis 0,6 bei 600 nm abzentrifugiert und in 1/2 des Ausgangsvolumen eiskalter 30 mM CaCl2-

Lösung vorsichtig aufgenommen. Nach einer 1-stündigen Inkubation auf Eiswasser wurden die 

Zellen bei 3.500 g für 5 min abzentrifugiert und in 1/50 des Ausgangsvolumen eiskalter 30 mM 

CaCl2-Lösung resuspendiert. Nach Inkubation auf Eiswasser über Nacht erreichten die Zellen ihre 

höchste Kompetenz. 

Für einige Anwendungen wurden hochkompetente TOP10 und TOP10F’ Zellen bei der Firma 

Invitrogen bezogen. 
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Für einen typischen Transformationsansatz wurden 50 bis 100 µl einer Suspension kompetenter 

Bakterienzellen mit 100 bis 200 ng ligierter DNA oder ca. 1 ng Plasmid-DNA in einem 

eisgekühlten 1,5 ml Reaktionsgefäß gemischt und für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer 

Inkubation im Wasserbad bei 42°C für 60 s wurde der Transformationsansatz mit 1 ml Standard-I 

Medium ohne Antibiotikum versetzt und für 30 min bei 37°C oder 1 h bei 30°C inkubiert. Nach 

kurzer Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in 100 µl Standard-I Medium resuspendiert und 

auf einen Nährboden mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert.  

 

 

3.7.10 PCR 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem Stratagene Robocycler mit beheizbarem 

Deckel in einem Gesamtvolumen von 20 µl ausgeführt. Für Standard-PCRs wurde die Taq-

Polymerase der Firma Promega nach Angaben des Herstellers genutzt. Für Produkte, die kloniert 

werden sollten, wurde das Expand high-fidelity PCR System der Firma Roche genutzt, um 

möglichst wenige Fehler während der Amplifikationen zu erhalten. Für eine Standard-PCR wurden 

nach 1 min bei 94°C Denaturierung, 30 Zyklen Denaturierung bei 94°C für 30 s, Primeranlagerung 

(annealing) bei 45 bis 65°C für 30 s und Polymerisierung (extension) bei 72°C für 30 bis 90 s (je 

nach Länge der zu erwartenden Fragmente) ausgeführt. Eine abschließende 7-minütige Inkubation 

bei 72°C sollte einen vollständigen Abschluß der Polymerisierungsreaktion gewährleisten. 

 

Standard-PCR-Ansatz 

 2  µl  10× Taq-Puffer ohne MgCl2 

 1,6 µl  25 mM MgCl2 (Endkonz. 2 mM) 

 1  µl  10 µM Primer 1 (Endkonz. 500 nM) 

 1  µl  10 µM Primer 2 (Endkonz. 500 nM) 

 1  µl  DNA-Vorlage (1 ng Plasmid, 100 ng genomische DNA oder 104 Zellen) 

 1  µl  2,5 mM dNTPs (Endkonz. je 125 µM) 

 0,2  µl  Taq-Polymerase (1U) 

 12,2  µl  H20 

 

Zugabe von 1-5% DMSO verringert unspezifische DNA-Anlagerungen und Primer-Dimer-

Bildung. 0,5 bis 1 µg/µl BSA erhöht in einigen Fällen die Ausbeute. 
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3.7.11 DNA-Sequenzierung 

 

Alle Sequenzierungen wurden bei der Firma GATC (Konstanz) in Auftrag gegeben. 

 

 

3.7.12 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

 

Die SDS-PAGE ermöglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer 

Molekulargewichte (4). Die native Konformation der Proteine wird durch reduktive Spaltung der 

Disulfidbrücken mit β-Mercaptoethanol und Anlagerung des anionischen Detergenzes 

Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstört. Eine hohe Trennschärfe wurde durch die Verwendung eines 

diskontinuierlichen Trennsystems erreicht. Es wurde eine Apparatur mit 0,75 mm Abstandshaltern 

verwendet. Die Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer aufgenommen und bei 100°C für 

4 min gekocht. Die Elektrophorese wurde im Laufpuffer bei 150 V durchgeführt. Nach Beendigung 

der Elektrophorese wurden die Gele für 30 min gefärbt und anschließend entfärbt.  

 

12,5%-iger Trenngelansatz 6%-iger Sammelgelansatz 

 3,0 ml  40% Acrylamidlösung (29:1) 0,6 ml  40% Acrylamidlösung (29:1) 

 2,4 ml  Trenngelpuffer (4×) 1,0 ml  Sammelgelpuffer (4×) 

 4,2 ml  H20 2,4 ml  H20  

 

10 mg kristallines APS wurde in den Ansätzen gelöst, und zum Starten der 

Polymerisierungsreaktion wurde 1/1.000 Volumen TEMED zugesetzt. 

 

40% Acrylamidlösung (29:1): 38,66 % (w/v) Monoacrylamid 

 1,33 % (w/v) Bisacrylamid 

 

Sammelgelpuffer (4×): 0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 

 0,4 % (w/v) SDS 

 

Trenngelpuffer (4×): 1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 

 0,4 % (w/v) SDS 
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Auftragspuffer für Proteine (4×): 125,0 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

 20,0 % Glycerin 

 10,0 % (v/v) ß-Mercaptoethanol (frisch zusetzen) 

 4,0 % (w/v) SDS 

 0,02 % (w/v) Bromphenolblau 

 

Laufpuffer: 25,0 mM Tris-OH 

 192,0 mM Glycin 

 0,1 % (w/v) SDS 

Der Laufpuffer kann ohne SDS als 10× Laufpuffer hergestellt werden. SDS kann als 10% (w/v) 

Lösung hergestellt werden. 

 

Färbelösung für Proteingele: 40,0 % Ethanol 

 10,0 % Essigsäure 

 0,1 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R250 

 

Entfärbelösung für Proteingele: 5,0 % Ethanol 

 7,5 % Essigsäure 

 

Protein-Längenstandard: 10 kDa Proteinleiter (10-200 kDa) von GibcoBRL 

 

 

3.7.13 Analytische Proteinaufreinigung von rekombinanten Proteinen mit einer His6-Fusion  

 

TOP10F’ oder XL1Blue (pREP4) Zellen wurden mit einem Expressionsplasmid für das zu 

expremierende Gen transformiert und in Standard-I Medium mit 150 µg Ampicillin/ml und evtl. 

mit 25 µg Kanamycin/ml inkubiert. Die Induktion mit 1 mM IPTG erfolgte im logarithmischen 

Wachstum bei einer OD600nm von 0,8 entweder bei 37°C für 4 Stunden oder bei 28°C über Nacht. 

Zur Überprüfung der Expression der rekombinanten Proteine wurde 1 ml Kultur abzentrifugiert, 

in 200 µl Talon-Puffer mit 10 mM Imidazol aufgenommen und durch Ultra-Schall desintegriert (2 

min mit der Mikrospitze MS73, 30% Puls/Pause-Verhältnis und 10% Amplitude). Nach einer 10-

minütigen Zentrifugation bei 14.000 g und 4°C wurde der Überstand mit 10 µl Talon (Kobalt-

Affinitätsmatrix) versetzt und 15 min unter Bewegung inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde 

das Talon pelletiert und vom Überstand befreit. Nach einmaligem Waschen des Talons mit 200 µl 

Talon-Puffer mit 10 mM Imidazol wurde das Protein mit 20 µl Talon-Puffer mit 500 mM Imidazol 

eluiert. Das Eluat wurde mit Proteinauftragspuffer versetzt und für die SDS-PAGE (3.7.12) 

vorbereitet. 
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Talonpuffer: 30 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

 100 mM NaCl 

 1 mM β-Mercaptoethanol 

 

 

3.8 Konstruktion der MVA-Operon-Plasmide aus Borrelia burgdorferi 

 

Genomische DNA von Borrelia burgdorferi (ATCC 35210D) diente als Template für die PCR-

Amplifikation des MVA-Operons. Das gesamte Operon (6.284 bp), einschließlich der Gene für die 

HMGS, HMGR, MVK, PMK, MPD und eine erst kürzlich beschriebene FAD/NAD(P)H-

abhängige IPI (FNI), wurde mit je 500 nM der Oligonukleotide Bb-MVA-for und Bb-MVA-rev 

amplifiziert, in den pCR-TOPO-T/A-Vektor zwischenkloniert und durch Verdau mit BamHI und 

XhoI wieder freigesetzt. Das Fragment wurde gereinigt und über die Restriktionsschnittstellen 

BamHI und SalI in den pQE31-Vektor kloniert, um das Plasmid pBb-MVA-Gesamt zu erhalten 

(siehe Anhang V). 

Analog wurde das Plasmid pBb-MVA-kurz konstruiert (siehe Anhang V). Dieses Plasmid 

enthält nur einen Teil des Operons (2.771 bp), der die Gene für die MVK, PMK und MPD enthält. 

Die PCR-Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotiden Bb-MVA-kurz-for und Bb-MVA-rev. 

 

Verwendete Oligonukleotide: 

Bb-MVA-for:   5’-GGATCCTGAGGAGTATATGAGAATAGGT-3’ 

Bb-MVA-rev:   5’-CTCGAGCTAAGTCTCAATTACCTTTAGC-3’ 

Bb-MVA-kurz-for:  5’-GGATCCGAAAATAAAGTGTAAAGTTCATGC-3’ 

 

 

3.9 Konstruktion des synthetischen MVA-Operon-Plasmides pSC-MVA aus S. cerevisiae  

 

Die Gene der MVK (ERG12), PMK (ERG8) und der MPD (ERG19) wurden zunächst einzeln 

durch PCR aus der genomischen DNA des S. cerevisiae-Stammes BJ1991 amplifiziert. Für die 

PCR-Reaktionen wurden 10:1 molare Verhältnisse der jeweiligen Primerpaare (500 nM und 50 

nM) genutzt. Anschließend wurden die PCR-Produkte der Gene mit einer PCR-basierenden 

Methode zu einem artifiziellen Operon zusammengefügt. Dazu wurden Oligonukleotide mit 

überlappenden Sequenzelementen verwendet. Zusätzlich wurden über die Oligonukleotide 

Ribosomenbindestellen (5’-AGGAGG-3’) im Abstand von acht Nukleotiden zum Startcodon der 

einzelnen Gene eingeführt. Die drei PCR-Produkte wurden gemischt und eine weitere 

Amplifikationsreaktion mit den äußeren Oligonukleotiden durchgeführt. Das so erhaltene 
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vollständige artifizielle Operon wurde in beiden Orientierungen in den pBAD-TOPO-T/A und den 

pCR-TOPO-T/A Vektor kloniert. Die Konstrukte wurden durch Restriktionsanalyse und 

Sequenzierung verifiziert. Die Plasmidkonstruktion mit dem am besten funktionierenden MVA-

Operon wurde pSC-MVA genannt (siehe Anhang VI). 

 

Verwendete Oligonukleotide: 

Mev-kin-Sc-for: 5’-TAGGAGGAATTAACCATGTCATTACCGTTCTTAACT-3’ 

Mev-kin-Sc-rev: 5’-TTGATCTGCCTCCTATGAAGTCCATGGTAAATT-3’ 

Pmev-kin-Sc-for: 5’-ACTTCATAGGAGGCAGATCAAATGTCAGAGTTGAG 

AGCCTTC-3’ 

Pmev-kin-Sc-rev: 5’- GAGTATTACCTCCTATTTATCAAGATAAGTTTC-3’ 

Decarb-Sc-for:  5’- GATAAATAGGAGGTAATACTCATGACCGTTTACAC 

AGCATCC-3’ 

Decarb-Sc-rev:  5’- TTATTCCTTTGGTAGACCAGT-3’ 

 

Überlappende Sequenzen sind fett gedruckt, Ribosomenbindestellen kursiv. 

 

 

3.10 Überprüfung der Funktionalität der MVA-Operon-Plasmide  

 

Um die Funktionalität der konstruierten MVA-Operon-Plasmide zu kontrollieren, wurden E. 

coli-Bakterien mit den zu testeten Plasmiden transformiert und auf einen Nährboden mit 200 µM 

Mevalonat und eine Nährboden ohne Mevalonat ausgestrichen. In die Mitte der Platten wurde ein 

mit 2 µl 100 mM Fosmidomycin getränktes Stück Filterpapier gelegt. Im Fall eines 

plasmidvermittelten funktionalen MVA-Stoffwechselweges war in Gegenwart von MVA keine 

Hemmhofbildung zu erwarten. Eine 1 M Mevalonat-Stammlösung wurde durch Hydrolyse von 

Mevalonlacton in 1 M KOH bei 37°C für 30 min hergestellt. 

 

3.11 Konstruktion der Genaustauschplasmide 

 

Um präzise Leseraster-erhaltende Deletionsmutanten von E. coli zu generieren, wurde das 

pKO3-Vektorsystem genutzt (53). In einem ersten Schritt wurden in zwei unabhängigen 

asymetrischen PCRs die Sequenzfragmente von etwa 500 bis 600 bp Länge stromaufwärts 

(upstream) und stromabwärts (downstream) der zu deletierenden Sequenz amplifiziert. Das molare 

Verhältnis der Primerpaare war 10:1 (500 nM äußerer Primer und 50 nM innerer Primer). In einem 

zweiten Schritt wurden die Produkte, die durch überlappende Sequenzen hybridisieren konnten, in 

einer weiteren PCR mit 500 nM der äußeren Primer als Fusionsprodukt amplifiziert. Das 
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resultierende Produkt wurde mit Hilfe des pCR-TOPO-T/A-Kits zwischenkloniert und über die 

Restriktionsschnittstellen BamHI und SalI in den pKO3-Vektor kloniert. Wildtyp E. coli-Zellen 

wurden mit dem Ligationsansatz transformiert und auf Chloramphenicol-Resistenz bei 30°C 

selektioniert. Die erhaltenen Kolonien wurden auf Anwesenheit des gewünschten Plasmides durch 

Plasmidpräparation und Restriktionsanalyse überprüft.  

 

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-∆∆∆∆dxr (siehe Anhang VII): 

Dxr-N-out: 5’-TAGGATCCCATTGTCGTGGAATATTACGG-3’ 

Dxr-N-in: 5’-CCCATCCACTAAACTTAAACACTTCATGAAACATCCAGAGTT-3’ 

Dxr-C-in: 5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAGTCGCCAGAAAAGAGGT-3’ 

Dxr-C-out: 5’-TAGTCGACCCCACACAAACAGTTCCATTA-3’ 

 

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-∆∆∆∆ygbP (siehe Anhang VII): 

YgbP-N-out: 5’-TAGGATCCTATGTGGCTACTGGGCTAAT-3’ 

YgbP-N-in:  5’-CCCATCCACTAAACTTAAACAAGTGGTTGCCATGTTAATTC-3’ 

YgbP-C-in:  5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGACATAATGCGAATTGGACAC-3’ 

YgbP-C-out: 5’-TAGTCGACTTCCGGATTGGCTTTCAGC-3’ 

 

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-∆∆∆∆gcpE (siehe Anhang VII): 

GcpE-N-out: 5’-TAGGATCCCCAGCGTCTGTGGATACTAC-3’ 

GcpE-N-in:  5’-CCCATCCACTAAACTTAAACATTGAATTGGAGCCTGGTTATG-3’ 

GcpE-C-in:  5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTAATAACGTGATGGGAAGCGC-3’ 

GcpE-C-out: 5’-TAGTCGACAGTGAGCATAATCAGTTCAGC-3’ 

 

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-∆∆∆∆lytB (siehe Anhang VII): 

LytB-N-out:  5’-TAGGATCCCCGGCCTACAGATTGCTGCG-3’ 

LytB-N-in:  5’-CCCATCCACTAAACTTAAACACAACAGGATCTGCATGTTACG-3’ 

LytB-C-in:  5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCGTGAAGTCGATTAAGTCAT-3’ 

LytB-C-out:  5’-TAGTCGACAGAACCACCCATGATCACC-3’ 

 

Restriktionserkennungssequenzen sind unterstrichen, überlappenden Bereiche, die eine 21 bp 

Insertion definieren fett gedruckt. 
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3.12 Konstruktion der Deletionsmutanten 

 

Genaustauschexperimente wurden ähnlich wie zuvor beschrieben durchgeführt (53), mit dem 

Unterschied, daß die Nährböden mit 100 µM MVA supplementiert wurden. Die 

Genaustauschplasmide (3.11) wurden in wt E. coli-Zellen (pSC-MVA) transformiert und der 

Ansatz 1 h bei 30°C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde direkt in verschiedenen 

Verdünnungen auf Chloramphenicol-Nährböden mit 100 µM MVA ausplattiert, die auf 42°C 

vorgewärmt waren. Nur Bakterienzellen, die das Plasmid durch homologe Rekombination in das 

Genom integriert hatten, konnten bei diesen Bedingungen wachsen, da das pKO3-Plasmid ein 

temperatursensitives ori besitzt. Die Frequenz der Rekombinationen lag bei 10-4 bis 10-6, verglichen 

mit der Kolonienanzahl, die sich bei 30°C ergab. Durch Ausplattierung eines Klones auf eine 

Sucrose-Platte (NaCl-freier LB-Nährboden mit 6% Sucrose und 100 µM MVA; Inkubation bei 

30°C für 24 bis 48 h) wurde auf Bakterienzellen selektioniert, die die Vektorsequenzen durch eine 

zweite Rekombination verloren hatten. Die Sucrose-Sensitivität wird durch das SacB-Gen des 

pKO3-Plasmides vermittelt. Bei dieser zweiten Rekombination kann wieder der Wildtyp-Genotyp 

oder der gewünschte Deletions-Genotyp entstehen. Die Frequenz der zweiten Rekombination lag 

ebenfalls bei 10-4 bis 10-6. Die Sucrose-resistenten und Chloramphenicol-sensitiven (durch Verlust 

der Vektorsequenzen) Kolonien wurden durch PCR auf den gewünschten Genotyp überprüft. Als 

Kontrolle wurden einige Chloramphenicol-resistente Kolonien analysiert.  

 

Primerpaare zur Verifikation der DXR-Gendeletion: 

DXR-con-N: 5’-TTCTCAGGACGATGTACAGAA-3’ 

DXR-con-C: 5’-AGCAGACAACATCACGCGTTT-3’ 

ecolyaemfor: 5’-GCGGATCCATGAAGCAACTCACCATTCTG-3’ 

ecolyaemrev: 5’-CCGGAAGCTTTCAGCTTGCGAGACGCATCA-3’ 

 

Primerpaare zur Verifikation der YgbP-Gendeletion: 

YgbP-con-N: 5’-AGCTACAAACGCGAAACTTA-3’ 

YgbP-con-C: 5’-TATAACCCTTCGCCTGAATA-3’ 

 

Primerpaare zur Verifikation der GcpE-Gendeletion: 

GcpE-con-N: 5’-CTGGAGGTCACTGATGCTAC-3’ 

GcpE-con-C: 5’-ATTTCACTGTAACCGTAGCTG-3’ 

ecolgcpefor:  5’-GGATCCATGCATAACCAGGCTCCAATTCAA-3’ 

ecolgcperev:  5’-AAGCTTTTTTTCAACCTGCTGAACGTCAAT-3’ 
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Primerpaare zur Verifikation der LytB-Gendeletion: 

LytB-con-N: 5’-CGATAAAACCACCTTCTCGT-3’ 

LytB-con-C:  5’-ATTGCGGGTAGTTTTCTCAA-3’ 

 

 

3.13 Komplementations-Experimente 

 

Die Deletionsmutanten wurden durch Transformation mit den entsprechenden Genen in 

geeigneten Expressionsplasmiden komplementiert.  

 

Zur Komplementation verwendete Plasmide: 

wt∆dxr mit dem Plasmid pQE-Ec-DXR   (konstruiert von Silke Sanderbrand, Giessen); 

wt∆ygbP mit dem Plasmid pQE-Ec-YgbP  (konstruiert von Jochen Wiesner, Giessen); 

wt∆gcpE mit dem Plasmid pQE-Bs-GcpE  (konstruiert von Ann-Kristin Kollas, Giessen); 

wt∆lytB mit dem Plasmid pQE-lytB     

 

Zur Konstruktion des pQE-lytB-Plasmides wurde das lytB-Gen durch PCR mit den 

Oligonukleotiden Ec-LytB-nHis-for (5’-GGATCCATGCAGATCCTGTTGGCCAAC-3’) und Ec-

LytB-nHis-rev (5’-AAGCTTTTAATCGACTTCACGAATATCG-3’) aus der genomischen DNA 

von E. coli amplifiziert. Nach Zwischenklonierung des Produktes in den pCR-TOPO-T/A-Vektor 

wurde es über die Restriktionsschnittstellen BamHI und HindIII in den pQE30-Vektor kloniert. 

 

 

3.14 Herstellung niedermolekularer Zellextrakte  

 

100 ml Kulturen der E. coli-Deletionsmutanten wt∆gcpE und wt∆lytB (3.12), kultiviert in 

Standard-I Medium mit 100 µg Ampicillin/ml und 100 µM MVA, wurden im logarithmischen 

Wachstum (OD600nm bei 0,8) durch Zentrifugation geerntet (10 min, 5.000 g bei 4°C). Die 

Bakteriensedimente wurden in 15 ml Ammonium-Formiat-Puffer (20 mM, pH 8,0) aufgenommen 

und auf Eis gekühlt. Nach Aufschluß der Zellen mit Ultra-Schall (5 min mit Titanteller TT20, 30% 

Puls-Pause-Verhältnis und 75% Amplitude) unter Eiswasser-Kühlung wurden die löslichen 

Fraktionen durch Zentrifugation (20 min, 10.000 g bei 4°C) gewonnen. Die niedermolekularen 

Zellextrakte wurden schließlich durch Ultrafiltration der löslichen Fraktion über Centriprep-

Filtrationseinheiten (Millipore, 3 kDa cut-off) gewonnen.  
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3.15 Anionenaustausch-Chromatographie der niedermolekularen Zellextrakte 

 

Eine HR5/10-Säule (Amersham Pharmacia) wurde mit Source Q15-Material (Amersham 

Pharmacia) gepackt und mit einer Flußrate von 1 ml/min auf Ammonium-Formiat-Puffer (20 mM, 

pH 8,0) äquilibriert. Hydrophobe Bestandteile der niedermolekularen Zellextrakte wurden mit einer 

Isolute C18 reversed phase (RP)-Säule (International Sorbent Technology, Mid Glamorgan, U.K.) 

entfernt. Anschließend wurden die niedermolekularen Zellextrakte mit einer Peristaltik-Pumpe mit 

einer 1 ml/min Flußrate auf die Anionenaustauscher-Säule geladen. In einer HPLC-Anlage (Waters 

M626, Waters 996 PDA-Detektor, Millennium32-Software) wurden die niedermolekularen 

Zellextrakte mit folgendem Programm und einer Flußrate von 1 ml/min eluiert: 

 

- 30 min 100% SAX-Puffer A 

- in 30 min in einem linearen Gradienten von 100% SAX-Puffer-A  und 0% SAX-Puffer-B bis 

zu 0% SAX-Puffer-A und 100% SAX-Puffer-B 

- 10 min 100% SAX-Puffer C 

- 10 min 100% SAX-Puffer A 

 

SAX-Puffer A: 20 mM Ammonium-Formiat (pH 8,0) 

SAX-Puffer B: 500 mM Ammonium-Formiat (pH 8,0) 

SAX-Puffer C: 1000 mM Ammonium-Formiat (pH nicht eingestellt) 

 

 

3.16 γδ T-Zellaktivierungs-Experimente 

 

Die γδ T-Zellaktivierungs-Experimente wurden von Matthias Eberl (Giessen) durchgeführt. Pro 

Ansatz wurden 2×105 PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) in RPMI-1640-Medium, das 

mit 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 100 µg Penicillin-Streptomycin/ml, 10 U humanem 

Interleucin-2/ml (alle Supplemente von Life Technologies, Karlsruhe) und 10% menschlichem 

Serum (Bayrisches Rotes Kreuz, Augsburg) supplementiert wurde, mit LMW-Präparationen 

versetzt. Als Positivkontrolle dienten Ansätze mit 10 µM IPP. Die Zellen wurden nach 18-

stündiger Inkubation bei 37°C und 3% CO2 für die durchflußzytometrische Analyse geerntet und 

mit den monoklonalen Antikörpern (Beckman Coulter, Krefeld) anti-CD3 (PC5-konjugiert), anti-

Vδ2 (FITC-konjuguert) und anti-CD69 (PE-konjugiert) markiert. Die Analyse erfolgte mit einem 

Epics XL-Durchlußzytometer und der Software Expo32 (Beckman Coulter). 
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3.17 Massenspektrometrie 

 

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Ute Bahr (Frankfurt) durchgeführt. Es 

wurde ein electrospray ionisation orthogonal-time-of-flight mass-Spektrometer (ESI-o-ToF MS) 

(Mariner; PE Biosystems, Framingham, MA) mit einer Nano-ESI-Quelle (Protana, Odense, 

Dänemark) verwendet. 3 µl der Fraktionen wurden in eine Gold-beschichtete nanospray-Kapillare 

aufgenommen. Die Analyse erfolgte bei einer Flußrate von 10-30 nl/min (Spannung 900 V, 

Temperatur 200°C). 
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4. Ergebnisse 
 

 

4.1 Bioinformatische Ansätze zur Identifizierung neuer Gene des MEP-Stoffwechselweges 

 

Tiere, Pilze und Archaebakterien nutzen zur Isoprenoidbiosynthese ausschließlich den MVA-

Stoffwechselweg, wohingegen Pflanzen den MVA-Stoffwechselweg im Cytosol, aber den MEP-

Stoffwechselweg in den Plastiden für ihre Isoprenoidbiosynthese nutzen (52). Eubakterien nutzen 

entweder nur den MVA- oder den MEP-Stoffwechselweg, wobei letzterer offenbar weiter 

verbreitet ist (60). Nur in einigen Streptomyces-Arten konnten beide Wege nachgewiesen werden 

(74). Mycoplasmen und Rickettsien scheinen als obligat parasitäre Bakterien keinen eigenen 

Stoffwechselweg zur IPP- und DMAPP-Biosynthese zu besitzen. Auch konnte das Vorkommen des 

MEP-Stoffwechselweges im Malariaerreger P. falciparum gezeigt werden (37, 84). Entsprechend 

weisen die beiden ersten Enzyme, DXS und DXR, des MEP-Stoffwechselweges eine auffällige 

Verteilung in verschiedenen Organismen auf. Ihre Gene können im Genom vieler Bakterien, der 

Pflanze Arabidopsis thaliana und dem Malariaerreger P. falciparum nachgewiesen werden. 

Allerdings fehlen sie im Genom von Tieren, Hefen, Archaebakterien und einigen Eubakterien, wie 

z. B. Borrelien oder Staphylo- und Streptokokken, die den MVA-Stoffwechselweg zur 

Isoprenoidbiosynthese nutzen (11, 19, 77, 85, 86). Mit Hilfe von Genomdatenbank-Recherchen 

konnten zwei Gene, das gcpE- (6) und das lytB-Gen (28), identifiziert werden, die eine identische 

Verteilung in verschiedenen Organismen aufweisen, wie das dxs- und dxr-Gen (Tabelle 3). 

Die homologen Proteine von GcpE und LytB des Protisten P. falciparum und der Pflanze A. 

thaliana besitzen, wie ebenfalls die DXS und DXR, aminoterminale Sequenzen, die 

höchstwahrscheinlich für die Targetierung der Proteine in die Plastiden der Pflanze und in den 

Apikoplasten (ein Plastiden-ähnliches Organell) des Malariaerregers verantwortlich sind (Anhang I 

bis IV) (37, 63, 82). Dies ist auch in Übereinstimmung mit Ergebnissen, die den MEP-

Stoffwechselweg bei Pflanzen in den Plastiden lokalisieren (52). 
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Organismen DXS DXR GcpE LytB 
Eubacteria 

Aquifex aeolicus 
Bacillus subtilis 
Chlamydia pneumoniae 
C. trachomatis 
Escherichia coli 
Haemophilus influenzae 
Helicobacter pylori 
Mycobacterium tuberculosis 
Synechocystis PCC6803 
Thermotoga maritima 
Treponema pallidum 
Neisseria meningitidis 
Campylobacter jejuni 
Deinococcus radiodurans 
Pseudomonas aeruginosa 
Vibrio cholerae 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pyogenes 
S. pneumoniae 
Borrelia burgdorferi 
Mycoplasma genitalium 
M. pneumoniae 
Rickettsia prowazekii 
 

Archaebacteria 
Archaeoglobus fulgidus 
Aeropyrum pernix K1 
Methanococcus jannaschii 
Pyrococcus horikoshii 
Halobacterium sp. NRC-1 
Pyrococcus abyssi 
 

Eucaryota 
Plasmodium falciparum  
Arabidopsis thaliana  
Saccharomyces cerevisiae 
Drosophila melanogaster 
Caenorhabditis elegans 
Homo sapiens  

 
sp O67036 
sp P54523 
tr Q9Z6J9 
sp O84335 
sp P77488 
sp P45205 
tr Q9ZM94 
sp O07184 
sp P73067 
tr Q9X291 
sp O83796 
tr Q9JW13 
tr Q9PIH8 
tr Q9RUB5 
tr Q9KGU7 
tr Q9KTL3 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
sp O96694 
sp Q38854 
        — 
        — 
        — 
        — 

 
sp O66722 
sp O31753 
tr Q9Z8J8 
sp O84074 
sp P45568 
sp P44055 
tr Q9ZML6 
sp Q10798 
sp Q55663 
tr Q9WZZ1 
sp O83610 
tr Q9JX33 
tr Q9PMV3 
tr Q9RU84 
tr AAG07190 
tr Q9KPV8 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
sp O96693 
sp Q9XFS9 
        — 
        — 
        — 
        — 

 
sp O67496 
sp P54482 
tr Q9Z8H0 
sp O84060 
sp P27433 
sp P44667 
tr Q9ZLL0 
sp O33350 
pir S77159 
tr Q9WZZ3 
sp O83460 
tr Q9JZ40 
tr Q9PPM1 
tr Q9RXC9 
tr AAG07190 
tr Q9KTX1 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
gb AF323928 
gb BAB09833 
        — 
        — 
        — 
        — 

 
sp O67625 
sp P54473 
sp Q9Z6P2 
sp O84867 
sp P22565 
sp P44976 
sp O25160 
sp O53458 
sp Q55643 
sp Q9X1F7 
sp O83558 
tr Q9JR39 
sp P94644 
tr Q9RSG0 
tr Q9HVM7 
pir G82293 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
        — 
 
 
gb AAK12102 
pir T04781 
        — 
        — 
        — 
        — 

 

Tabelle 3. Vorkommen der Gene für DXS, DXR, GcpE und LytB in verschiedenen Organismen 

mit den Datenbank-Zugriffsnummern für die entsprechenden Proteine. 

 

 

4.2 Genetische Konstruktion von E. coli-Bakterien, die exogenes MVA zur 

Isoprenoidbiosynthese nutzen können 

 

Um die Beteiligung des gcpE- und des lytB-Gens am MEP-Stoffwechselweg experimentell zu 

beweisen, wurde ein genetischer Ansatz gewählt. Hierzu wurden verschiedene MVA-Operons 

konstruiert, die E. coli-Bakterien die Eigenschaft vermitteln sollten, Isoprenoide über den MVA-

Stoffwechselweg zu synthetisieren (Abb. 7). Bei diesen Bakterien sollte es möglich sein, Gene des 

MEP-Stoffwechselweges zu mutieren. 
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Abbildung 7. Strategie der artifiziellen Einführung eines partiellen MVA-Stoffwechselweges in E. 

coli zur molekulargenetischen Manipulation des MEP-Stoffwechselweges. Unbekannte 

Reaktionsschritte des MEP-Stoffwechselweges sind durch gestrichelte Linien dargestellt. 

 

 

4.2.1 Konstruktion zweier MVA-Operon-Plasmide aus B. burgdorferi 

 

Bei B. burgdorferi sind alle Gene des MVA-Stoffwechselweges in einem einzelnen Operon 

organisiert (Abb. 8). Das Operon umfaßt die Gene der HMGS, HMGR, MVK, PMK, MPD und 

einer erst kürzlich beschriebenen FAD/NAD(P)H-abhängigen IPI (FNI) (38). Das gesamte Operon 

wurde PCR-amplifiziert, in pCR2.1-TOPO zwischenkloniert und in pQE31 subkloniert. Dadurch 

wurde das Plasmid pBb-MVA-Gesamt erhalten (Abb. 8, Anhang V). Es wurde erwartet, daß E. 

coli-Bakterien, die dieses Plasmid enthalten, Isoprenoide über den MVA-Stoffwechselweg 

herstellen können und dadurch resistent gegen Fosmidomycin sind. Fosmidomycin ist ein 

spezifischer Hemmstoff der DXR (37, 42). Dies konnte jedoch nicht bestätigt werden, da E. coli-

Bakterien, die mit pBb-MVA-Gesamt transformiert worden waren, weiterhin sensitiv gegen 

Fosmidomycin waren.  
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Deshalb wurde ein weiteres Plasmid (pBb-MVA-kurz) konstruiert (Abb. 8, Anhang V), das nur 

einen Teil des Operons mit den Genen für MVK, PMK und MPD enthält. Mit Hilfe dieser Enzyme 

sollte E. coli in der Lage sein, Isoprenoide aus exogenem MVA zu synthetisieren und dadurch 

Resistenz gegen Fosmidomycin zu erlangen. Auch diese Annahme konnte nicht bestätigt werden.  

 

 

Abbildung 8. Darstellung des MVA-Operons im Genom von B. burgdorferi. Sämtliche Gene des 

MVA-Stoffwechselweges sind in einem Operon mit teilweise überlappenden kodierenden 

Sequenzen organisiert.  

 

 

Als mögliche Erklärung für die fehlende Funktionalität der Operonplasmide pBb-MVA-Gesamt 

und pBb-MVA-kurz wurde angenommen, daß die B. burgdorferi-Gene in E. coli unzureichend 

expremiert werden. Deshalb sollte überprüft werden, ob in den transformierten Bakterien 

rekombinantes Protein nachweisbar ist. Durch die Klonierungsstrategie wurde erreicht, daß die 

jeweils ersten Gene der Operonplasmide ein Protein mit aminoterminaler His6-Fusion kodieren. 

Deshalb konnte die Anwesenheit dieser Proteine durch analytische Affinitätsreinigung an einer 

Cobalt-Matrix überprüft werden. Dabei konnte in Extrakten aus Bakterien, die mit pBb-MVA-

Gesamt transformiert worden waren, die HMGS nachgewiesen werden (Abb. 9). Dagegen war die 

MPD nach Transformation mit pBb-MVA-kurz nicht nachweisbar.  

Dieses Ergebnis zeigt, daß die Expression von Genen aus B. burgdorferi in E. coli 

problematisch ist. Dies beruht möglicherweise auf dem hohen A/T-Gehalt (68-71%) des Genoms 

von B. burgdorferi. Allerdings konnte auch durch Co-Transformation mit pBb-MVA-kurz und dem 

pRIL-Plasmid keine nachweisbare Produktion von der MPD erreicht werden (Abb. 9). Das pRIL-

Plasmid kodiert für t-RNAs, die die Expression A/T-reicher Gene in E. coli erleichtern sollen.  
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Abbildung 9. Überprüfung der Synthese von der HMGS und der MPD nach Transformation von E. 

coli mit pBb-MVA-Gesamt und pBb-MVA-kurz. In der löslichen Fraktion (Spur 1) von E. coli-

Bakterien, die das Plasmid pBb-MVA-Gesamt enthielten, konnte die HMGS detektiert werden 

(Spur 2). Die elektrophoretische Mobilität des Proteins entspricht dem kalkulierten 

Molekulargewicht von 46 kDa. In der löslichen Fraktion (Spur 3) aus E. coli-Bakterien, die das 

Plasmid pBb-MVA-kurz enthielten, konnte die MPD nicht nachgewiesen werden (Spur 4). Das 

kalkulierte Molekulargewicht der MPD beträgt 28 kDa. Ein analoger Versuch nach Co-

Transformation mit dem pRIL-Plasmid führte zu keinem signifikant verschiedenen Ergebnis (Spur 

5-8).  

 

 

 

4.2.2 Konstruktion eines artifiziellen MVA-Operons unter Verwendung von S. cerevisiae-Genen 

 

Da es nicht möglich war, die Gene des MVA-Stoffwechselweges aus B. burgdorferi funktional 

in E. coli zu expremieren, wurden die Gene der MVK, der PMK und der MPD aus S. cerevisiae mit 

einer PCR-basierten Methode zu einem artifiziellen Operon zusammengefügt (Abb. 10). Dabei 

wurde vor jedes Gen eine geeignete Ribosomenbindestelle über die verwendeten Oligonukleotide 

eingeführt. 
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Abbildung 10. Konstruktion des artifiziellen MVA-Operons unter Verwendung von Genen aus S. 

cerevisiae. Die Gene der MVK, der PMK und der MPD wurden aus genomischer Hefe-DNA durch 

PCR amplifiziert. Über die Oligonukleotide (A, Mev-kin-Sc-for; B, Mev-kin-Sc-rev; C, Pmev-kin-

Sc-for; D, Pmev-kin-Sc-rev; E, Decarb-Sc-for; F, Decarb-Sc-rev) wurden Ribosomenbindestellen 

(gepunktete Linien) eingeführt. Die Produkte der 3 PCR-Ansätze wurden durch überlappende 

Sequenzbereiche hybridisiert und in einem weiteren PCR-Ansatz als Fusionsprodukt amplifiziert. 

 

 

Das artifizielle Operon wurde in zwei verschiedene Vektoren (pCR2.1-TOPO und pBAD-

TOPO) in beiden möglichen Orientierungen kloniert. Um ihre Funktionalität zu überprüfen, 

wurden diese Konstrukte in E. coli transformiert und die Sensitivität der Bakterien gegen 

Fosmidomycin in Gegenwart von MVA getestet (Abb. 11). 
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Abbildung 11. Nachweis der MVA-abhängigen Fosmidomycin-Resistenz von E. coli-Bakterien 

nach Transformation mit verschiedenen MVA-Operon-Plasmiden. Die Sensitivität gegen 

Fosmidomycin wurde in Abwesenheit (-MVA) und Gegenwart (+MVA) von MVA durch 

Hemmhofbildung getestet. Das MVA-Operon wurde in beiden Orientierungen unter der Kontrolle 

des Arabinose- und Lactose-Promotors untersucht. pBAD →, MVA-Operon in Richtung des 

Arabinose-Promotors; pBAD ←, MVA-Operon entgegen der Richtung des Arabinose-Promotors; 

pCR →, MVA-Operon in Richtung des Lactose-Promotors; pCR ←, MVA-Operon entgegen der 

Richtung des Lactose-Promotors. 

 

 

Alle untersuchten Konstrukte konnten in E. coli-Bakterien MVA-abhängige Resistenz gegen 

Fosmidomycin vermitteln. Dabei wuchsen Bakterien, die das Operon unter der Kontrolle des 

Arabinose-Promotors (pBAD-TOPO) enthielten, besser als Bakterien, bei denen das Operon unter 

der Kontrolle des Lactose-Promotors (pCR2.1-TOPO) stand. Außerdem war besseres Wachstum zu 

beobachten, wenn das Operon in entgegengesetzte Richtung zu den Promotoren orientiert war. Die 

höchste Wachstumsrate wurde erreicht, wenn das Operon in entgegengesetzter Richtung zum 

- MVA + MVA 

pBAD ←←←← 

pBAD →→→→ 

pCR ←←←← 

pCR →→→→ 
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Promotor des pBAD-TOPO-Vektors ligiert wurde. Dieses Konstrukt (pSC-MVA, Anhang VI) 

wurde für Gen-Deletionsexperimente genutzt. 

 

 

4.3 Validierung des experimentellen Systems 

 

Um die Beteiligung der neu identifizierten Gene gcpE und lytB am MEP-Stoffwechselweg zu 

beweisen, wurden E. coli-Bakterien, die mit dem Plasmid pSC-MVA transformiert waren, genutzt. 

Im Fall einer direkten Beteiligung am MEP-Stoffwechselweg sollten diese Bakterien nach Deletion 

der untersuchten Gene nur in Anwesenheit von exogenem MVA überlebensfähig sein. Um die 

Anwendbarkeit dieser Strategie zu beweisen, wurde als erstes das dxr-Gen, dessen Beteiligung an 

dem MEP-Stoffwechselweg bekannt ist, deletiert. Die Gendeletionsexperimente wurden mit dem 

pKO3-Vektor-System durchgeführt. Das Prinzip beruht auf einen präzisen und Leseraster-

erhaltenden Austausch der targetierten Sequenz durch eine 21 bp lange Sequenz über eine 

zweifache homologe Rekombination (Abb. 12, A).  

 

 

Abbildung 12. Deletion des dxr-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der dxr-Region des 

wt-Stammes und der dxr-Deletionsmutante wt∆dxr. Die für die PCR-Analyse genutzten 

Oligonukleotide sind als Pfeile dargestellt. A, DXR-con-N; B, DXR-con-C; C, ecolyaemfor; D, 

ecolyaemrev. (B) Verifikation der dxr-Gendeletion durch PCR. Die Größe des PCR-Produktes der 

Deletionsmutante betrug mit den Oligonukleotiden A und B 450 bp und war somit, wie erwartet, 

1.130 bp kürzer als das PCR-Produkt des wt-Stammes mit der Länge von 1.580 bp. Mit den 

Oligonukleotiden C und D konnte das dxr-Gen (1.197 bp) im wt-Stamm amplifiziert werden, 

jedoch nicht in der Deletionsmutante. 
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Bakterien mit der dxr-Gendeletion wurden durch PCR identifiziert (Abb. 12, B). Die Klone mit 

der gewünschten Gendeletion waren nur überlebensfähig, wenn dem Medium MVA zugegeben 

wurde oder die Zellen mit einer episomalen Kopie des dxr-Gens komplementiert wurden (Abb 14). 

Diese Daten demonstrieren, daß diese Methode dazu geeignet ist, neue Enzyme des MEP-

Stoffwechselweges zu identifizieren.  

 

 

4.4 Verifikation der Beteiligung von GcpE am MEP-Stoffwechselweg 

 

Das gcpE-Gen wurde in analoger Weise wie das dxr-Gen deletiert (Abb. 13, A). Die 

Verifikation der gewünschten Deletionsmutation erfolgte durch PCR (Abb. 13, B). 

 

 

Abbildung 13. Deletion des gcpE-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der gcpE-Region 

des wt-Stammes und der gcpE-Deletionsmutante wt∆gcpE. Die für die PCR-Analyse genutzten 

Oligonukleotide sind als Pfeile dargestellt. A, GcpE-con-N; B, GcpE-con-C; C, ecolgcpefor; D, 

ecolgcperev. (B) Verifikation der gcpE-Gendeletion durch PCR. Die Größe des PCR-Produktes der 

Deletionsmutante betrug mit den Oligonukleotiden A und B 530 bp und war somit, wie erwartet, 

1.070 bp kürzer als das PCR-Produkt des wt-Stammes mit der Länge von 1.600 bp. Mit den 

Oligonukleotiden C und D konnte das gcpE-Gen (1.116 bp) im wt-Stamm amplifiziert werden, 

jedoch nicht in der Deletionsmutante. 

 

 

Die Klone mit der gewünschten Gendeletion waren nur überlebensfähig, wenn dem Medium 

MVA zugegeben wurde oder die Zellen mit einer episomalen Kopie des gcpE-Gens 

komplementiert wurden (Abb 14). Dies ist ein direkter Beweis, daß das gcpE-Gen essentiell im 

MEP-Stoffwechselweg involviert ist. 
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Abbildung 14. Wachstum der verschiedenen E. coli-Stämme (A) auf Agar-Platten ohne MVA (B), 

mit MVA (C) und nach Komplementation der Deletionsmutanten mit einer entsprechenden 

episomalen Kopie des deletierten Gens ohne MVA (D). 

 

 

Im Zusammenhang mit Arbeiten zur Identifizierung neuer Metabolite des MEP-

Stoffwechselweges wurde zusätzlich eine Doppel-Genmutante der Gene dxr und gcpE generiert. 

Hierzu wurde bei der Mutante wt∆dxr zusätzlich das gcpE-Gen deletiert. Dazu wurde dasselbe 

Verfahren wie zur Deletion von Genen im wt-Stamm genutzt. Die Verifikation des Genotyps der 

Sucrose-resistenten und Chloramphenicol-sensitiven Klone erfolgte durch PCR (Abb. 15). 

 

 

 

Abbildung 15. Verifikation der dxr- und gcpE-Doppel-Gendeletion durch PCR. Die Größe des 

PCR-Produktes der Doppel-Gendeletionsmutante wt∆dxr∆gcpE betrug mit den Oligonukleotiden 

GcpE-con-N und GcpE-con-C 530 bp (Laufspur 1) und mit den Oligonukleotiden DXR-con-N und 

DXR-con-C 450 bp (Laufspur 3). Die Amplifikation des gcpE-Gens mit den Oligonukleotiden 

ecolgcpefor und ecolgcperev (Laufspur 2) und des dxr-Gens mit den Oligonukleotiden ecolyaemfor 

und ecolyaemrev (Laufspur 4) waren nicht möglich. 
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4.5 Verifikation der Beteiligung von LytB am MEP-Stoffwechselweg 

 

Das lytB-Gen wurde in analoger Weise wie das dxr- und das gcpE-Gen deletiert (Abb. 16, A). 

Die Verifikation der gewünschten Deletionsmutation erfolgte durch PCR (Abb. 16, B). 

 

 

 

Abbildung 16. Deletion des lytB-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der lytB-Region des 

wt-Stammes und der lytB-Deletionsmutante wt∆lytB. Die für die PCR-Analyse genutzten 

Oligonukleotide sind als Pfeile dargestellt. A, LytB-con-N; B, LytB-con-C. (B) Verifikation der 

lytB-Gendeletion durch PCR. Die Größe des PCR-Produktes der Deletionsmutante betrug mit den 

Oligonukleotiden A und B ist 560 bp und war somit, wie erwartet, 880 bp kürzer als das PCR-

Produkt des wt-Stammes mit der Länge von 1.440 bp.  

 

 

Die Klone waren ebenfalls nur überlebensfähig, wenn dem Medium MVA zugegeben wurde 

oder die Zellen mit einer episomalen Kopie des lytB-Gens komplementiert wurden (Abb 17). Dies 

ist ein direkter Beweis, daß das lytB-Gen essentiell im MEP-Stoffwechselweg involviert ist. 
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Abbildung 17. Wachstum der Deletionsmutante wt∆lytB und wt∆lytB nach Komplementation mit 

einer entsprechenden episomalen Kopie (A) auf Agar-Platten ohne MVA (B) und mit MVA (C). 

 

 

4.6 Verifikation der Beteiligung von YgbP (IspD) am MEP-Stoffwechselweg 

 

Die Arbeitsgruppe um A. Bacher (München) konnte demonstrieren, daß das YgbP-Protein in 

der Lage ist, MEP und CTP zu 4-Diphosphocytidyl-2-C-methyl-D-erythritol (ME-CDP) 

umzuwandeln (67). Allerdings fehlte in dieser Arbeit ein direkte Beweis, daß YgbP essentiell im 

MEP-Stoffwechselweg involviert ist und nicht nur ein Enzym einer mögliche Abzweigung dieses 

Weges ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde das ygbP-Gen in analoger Weise wie das dxr-, 

gcpE- und lytB-Gen deletiert (Abb. 18, A). 

 

 

Abbildung 18. Deletion des ygbP-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der ygbP-Region 

des wt-Stammes und der ygbP-Deletionsmutante wt∆ygbP. Die für die PCR-Analyse genutzten 

Oligonukleotide sind als Pfeile dargestellt. A, YgbP-con-N; B, YgbP-con-C. (B) Verifikation der 

ygbP-Gendeletion durch PCR. Die Größe des PCR-Produktes der Deletionsmutante betrug mit den 
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Oligonukleotiden A und B 510 bp und war somit, wie erwartet, 680 bp kürzer als das PCR-Produkt 

des wt-Stammes mit der Länge von 1.190 bp. 

 

 

Die Bakterien mit der gewünschten ygbP-Gendeletion wurden durch PCR identifiziert (Abb. 18, 

B). Auch diese Klone waren nur überlebensfähig, wenn dem Medium MVA zugegeben wurden 

oder die Zellen mit einer episomalen Kopie des ygbP-Gens (pQE-Ec-YgbP) komplementiert 

wurden (Daten nicht gezeigt). Hiermit wurde bewiesen, daß das ygbP-Gen essentiell im MEP-

Stoffwechselweg involviert ist. 

 

 

4.7 Einfluß der MVA-Konzentration auf das Wachstum verschiedener Deletionsmutanten 

 

Das Wachstum aller generierten Deletionsmutanten wurde bei verschiedenen MVA-

Konzentrationen untersucht (Abb. 19). Das beste Wachstum lag bei allen Mutanten bei einer 

MVA-Konzentration von 100 bis 200 µM. Interessanterweise wirkte eine höhere Konzentration 

von 500 µM inhibitorisch auf das Wachstum. Dies könnte daran liegen, daß höhere IPP-

Konzentrationen durch die nicht gegebene Regulierbarkeit des MVA-Operons den Stoffwechsel 

von E. coli stören. 

 

 

Abbildung 19. MVA-abhängiges Wachstum aller konstruierten Deletionsmutanten (A) bei 

unterschiedlichen MVA-Konzentrationen (B). Beste Wachstumsraten lagen bei 100 bis 200 µM 

MVA. 
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4.8 Aktivierung menschlicher γδ T-Zellen durch Intermediate des MEP-Stoffwechselweges  

 

Die bisherigen Ergebnisse demonstrieren, daß die Gene gcpE und lytB essentiell am MEP-

Stoffwechselweg in E. coli beteiligt sind. Hinweise auf die metabolische Funktion der 

entsprechenden Genprodukte gehen aus diesen Daten hingegen nicht hervor. 

Zur Aufklärung der enzymatischen Funktion von GcpE und LytB wurde die Tatsache 

ausgenutzt, daß menschliche γδ T-Zellen durch ein zu dieser Zeit noch unbekanntes Intermediat 

des MEP-Stoffwechselweges aktiviert werden (36). Die γδ T-Zellpopulation stellt einen Anteil von 

0,5-5% aller menschlichen T-Lymphocyten im peripheren Blut dar. Von diesen γδ T-Zellen 

expremieren etwa 60-95% die Vγ9- und Vδ2-Kette (22, 56). Anders als die klassische MHC-

abhängige Erkennung von Antigenen mit Hilfe der CD4 oder CD8 Co-Rezeptoren durch αβ T-

Zellen, erkennen Vγ9Vδ2 T-Zellen MHC-unabhängig kleine nichtproteinöse Phosphoantigene aus 

verschiedensten Organismen, wie z.B. E. coli, M. tuberculosis und P. falciparum (8, 17, 22, 56). Es 

war damit zu rechnen, daß die Biosynthese des γδ T-Zellaktivators in E. coli durch Gendeletionen 

des MEP-Stoffwechselweges beeinflußt wird. 

Es wurden niedermolekulare Zellextrakte der generierten Deletionsmutanten in γδ T-Zell-

Aktivierungsexperimente eingesetzt. Die niedermolekularen Zellextrakte (Zellbestandteile kleiner 

als 3 kDa) wurden durch Ultrafiltration der löslichen Zellfraktionen der untersuchten Bakterien 

gewonnen. In Vorversuchen wurden die niedermolekularen Zellextrakte der Deletionsmutanten 

wt∆dxr, wt∆ygbP, wt∆gcpE und wt∆lytB getestet (Daten nicht gezeigt). Die Mutanten wt∆dxr, 

wt∆ygbP und wt∆gcpE konnten keine signifikante γδ T-Zellaktivierung induzieren, wohingegen 

die wt∆lytB-Mutante ein über 100-fach höheres γδ T-Zell-Aktivierungspotential besaß als der 

Wildtyp. Diese Beobachtungen bestätigten die Tatsache, daß der γδ T-Zellaktivator aus dem MEP-

Stoffwechselweges stammt. Darüber hinaus war der Schluß möglich, daß der Aktivator durch die 

enzymatische Reaktion von GcpE entsteht und ein mögliches Substrat von LytB darstellt.  

 

  

4.9 Identifizierung von HMBPP als Produkt von GcpE und putatives Substrat von LytB 

 

Zur Identifizierung dieses Moleküls wurden niedermolekulare Zellextrakte der 

Deletionsmutanten wt∆gcpE und wt∆lytB in identischer Weise aufgearbeitet und durch 

Anionenaustausch-Chromatographie fraktioniert (Abb. 20). Die einzelnen Fraktionen wurden auf 

ihre Fähigkeit, γδ T-Zellen zu aktivieren, getestet. 
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Abbildung 20. Fraktionierung der niedermolekularen Zellextrakte der Deletionsmutanten wt∆lytB 

und wt∆gcpE durch Anionenaustausch-Chromatographie. Nach Beseitigung hydrophober 

Verunreinigungen durch eine RP-Chromatographie wurden die niedermolekularen Zellextrakte 

durch Anionenaustausch-Chromatographie fraktioniert. Als Eluent wurde ein Ammonium-Formiat-

Gradient (20-500 mM) verwendet. Das UV-Absorptionsprofil des wt∆gcpE-Stammes ist als 

gestrichelte und das des wt∆lytB-Stammes als durchgehende Linie dargestellt. Die γδ T-Zell-

Aktivierung wurde als Expression des CD69-Oberflächenmarkers der γδ T-Zellen (Vδ2+ CD3+) 

gemessen. Die niedermolekularen Zellextrakte (LMW) und die RP-Durchläufe (RP) wurden in 

einer 1:50.000 Verdünnung und die einzelnen Fraktionen in einer 1:400.000 Verdünnung 

untersucht. IPP (10 µM) diente als Positivkontrolle. Schwarze Balken, wt∆gcpE; graue Balken, 

wt∆lytB. 

 

 

Die Fraktion Nr. 20 des wt∆lytB-Stammes zeigte das höchste Aktivierungspotential (Abb. 20), 

während in der entsprechenden Fraktion des wt∆gcpE-Stammes keine Aktivität nachweisbar war. 

Eine massenspektrometrische Analyse dieser Fraktionen zeigte deutliche Unterschiede (Abb. 21). 
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Ein Molekül mit dem Molekulargewicht von 278 Da (Massensignale 277,0, 396,9 und 554,9) war 

in der Fraktion Nr. 20 des wt∆gcpE-Stammes als prominentes Signal detektierbar. Dies entspricht 

dem Molekulargewicht von 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat (MEcPP), einem 

kürzlich identifizierten Intermediat des MEP-Stoffwechselweges (32, 57, 72). Ein Molekül mit dem 

Molekulargewicht von 262 Da konnte in der Fraktion Nr. 20 des wt∆lytB-Stammes identifiziert 

werden (Massensignale 261,0, 380,9 und 523,0). Das entsprechende Signal fehlte in der Fraktion 

des wt∆gcpE-Stammes (Abb. 21). Verunreinigungen (Massensignale 97,0, 216,9 und 1192,2) 

erschienen in beiden Fraktionen in vergleichbaren Intensitäten. 

 

 

 

Abbildung 21. Massenspektrometrische Analyse der Fraktion Nr. 20 des wt∆gcpE-Stammes und 

des wt∆lytB-Stammes im Negativ-Modus. Das Massensignal 277,0 entspricht dem 

Molekulargewicht von MEcPP (278 Da) und das Massensignal 261,0 einem unbekannten 

Intermediat (262 Da) des MEP-Stoffwechselweges mit der Eigenschaft, γδ T-Zellen aktivieren zu 

können. 

 

 

Die Chemische und die Analytische Abteilung der Jomaa-Pharmaka GmbH konnten in 

weiterführenden Untersuchungen die Struktur dieses Moleküls als (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-

enyl-pyrophosphat (HMBPP) bestimmen (34) (Abb. 22). Hierzu wurde eine 5 Liter-Kultur des 

wt∆lytB-Stammes, die in einem Bioreaktor (Typ BiostatB; Braun, Melsungen) angezogen wurde, 
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aufgearbeitet. Die Isolierung der aktiven Verbindung erfolgte in analoger Weise im präparativen 

Maßstab, wie für den analytischen Ansatz beschrieben (34). Die Strukturaufklärung erfolgte durch 

Massenspektrometrie und NMR-Spektrometrie (heteronuclear multiquantum coherence (HMQC)-, 

heteronuclear multiple bond connectivity (HMBC)- und nuclear Overhauser effect spectroscopy 

(NOESY)-Analyse) mit Hilfe synthetischer Referenz-Verbindungen (34). 

 

 

 

Abbildung 22. NMR-Spektren des (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-pyrophosphats (HMBPP). 

HMQC-Analyse (linkes Spektrum) zur Identifizierung der chemischen Retentionen der 1H- und 
13C-Signale und HMBC-Analyse (rechtes Spektrum) zur Identifizierung des quatären Kohlenstoffs 

und der Bindungskopplungen über mehrere Bindungen. Als externer Standard wurde 

Tetramethylsilan (0,0 ppm) verwendet. Horizontale Achse, 1H-Retentionen; vertikale Achse, 13C-

Retentionen. 
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5. Diskussion 
 

Das gcpE- und das lytB-Gen wurden mit Hilfe von bioinformatischen Ansätzen als neue Gene 

des MEP-Stoffwechselweges identifiziert. Sie weisen ein identisches Verteilungsmuster wie das 

dxs- und das dxr-Gen in verschiedenen Organismen auf. Das Verteilungsmuster der GcpE- und 

LytB-homologen Proteine ist ein deutlicher Hinweis auf ihre Beteiligung am MEP-

Stoffwechselweg.  

Das gcpE-Gen befindet sich in Streptomyces coelicolor in direkter Nachbarschaft zum dxs-Gen 

und scheint mit diesem in einem Cistron transkribiert zu werden (EMBL AL049485). 

Interessanterweise besitzt S. coelicolor ein weiteres gcpE-Gen mit 94,8% Identität der kodierten 

Proteine, das stromabwärts des dxr-Gens liegt und nur von einem nicht untersuchten Gen getrennt 

wird (EMBL AL355913). Die Existenz von Isoformen der Enzyme des MEP-Stoffwechselweges 

konnte bereits im Fall der DXS für Rhodobacter capsulatus (29) und S. coelicolor (14) 

demonstriert werden. Außerdem besitzt Mycobacterium tuberculosis zwei LytB-Isoformen 

(Anhang IV). Die Existenz von Isozymen deutet auf eine mögliche Regulation des MEP-

Stoffwechselweges hin, die eine rasche Adaptation an unterschiedliche physiologische 

Bedingungen ermöglichen könnte.  

In E. coli scheint ein noch nicht untersuchtes offenes Leseraster, yfgA, zusammen mit dem 

gcpE-Gen transkribiert zu werden. YfgA (sp P27434) ist möglicherweise ein Transkriptions-

Regulator, da es ein Helix-Turn-Helix-Motiv besitzt. 

Das gcpE-Gen wurde erstmals in Providencia stuartii identifiziert und zunächst als negativer 

Regulator der 2’-N-Acetyltransferase (sp Q52424) beschrieben (64). Da das GcpE-Protein auch in 

Bakterien wie E. coli und H. influenzae, die keine 2’-N-Acetyltransferase besitzen, hochkonserviert 

ist, wurde für gcpE später eine Funktion als Haushaltsgen diskutiert. Eine Punktmutation im gcpE-

Gen von P. stuartii führte zu verlangsamten Wachstum und zu einer veränderten Zell-Morphologie 

(Sphäroblasten) (64). Dies ist in Übereinstimmung mit Ergebnissen, daß die Inhibition des MEP-

Stoffwechselweges zu einer gestörten Zellwand-Biosynthese führt (75), da das für die 

Zellwandsynthese essentielle Undecaprenylpyrophosphat aus dem MEP-Stoffwechselweg stammt.  

Das lytB-Gen wird in E. coli in einem Operon zusammen mit dem ribF-Gen (Riboflavin-

Kinase, sp P08391), dem ileS-Gen (Isoleucin-tRNA-Synthetase, sp P00956), dem lspA-Gen 

(Prolipoprotein-Signal-Peptidase, sp P00804) und dem fkpB-Gen (Peptidyl-Prolyl-cis-trans-

Isomerase, sp P22563) transkribiert (28). In früheren Arbeiten führten Temperatur-sensititive 

Mutationen des lytB-Gens zu einer Penicillin-Toleranz, die man auf einen Einfluß des LytB-

Proteins auf die stringent response zurückführte (41). Allerdings könnte die Penicillin-Toleranz 

direkt auf einer gestörten Zellwandsynthese beruhen, wie sie bei Störung des MEP-

Stoffwechselweges auftritt (75).  
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Die Murein-Hydrolase (sp Q9Z4P7) aus Streptococcus pneumoniae wurde auch LytB genannt 

(23), besitzt aber keinerlei Ähnlichkeiten zu dem in dieser Arbeit untersuchten LytB-Protein. 

Kürzlich wurde ein Hinweis auf die Beteiligung des lytB-Gens im MEP-Stoffwechselweg in 

Synechocystis spec veröffentlicht (18), allerdings ohne direkten Beweis. Eine Insertion 

stromaufwärts des lytB-Gens führte zu verlangsamtem Wachstum und einer helleren Färbung der 

Zellen. Durch Supplementation mit den Alkoholen 3-Methyl-2-buten-1-ol und 3-Methyl-3-buten-1-

ol, die potentiell durch Pyrophosphorylierung in der Zelle in IPP und DMAPP überführt werden 

können, konnte der wt-Phänotyp partiell rekonstituiert werden. Es konnte aber keine lytB-Mutante 

generiert werden. 

Als weitere Gene des MEP-Stoffwechselweges wurden das ygbP-, ychB- und ygbB-Gen durch 

eine Kombination biochemischer und bioinformatischer Ansätze von der Arbeitsgruppe um A. 

Bacher identifiziert. Es wurde gezeigt, daß die Enzyme YgbP, YchB und YgbB die Bildung des 

MEcPP aus MEP mit ME-CDP und MEP-CDP als Intermediate katalysieren (32, 55, 67, 88). Da 

homologe Gene auch im Genom verschiedener Bakterien, wie z.B. Staphylococcus aureus und 

Enterococcus faecalis, die nur den MVA-Stoffwechselweg nutzen, existieren, erschien ihre direkte 

Beteiligung am MEP-Stoffwechselweg anfangs nicht eindeutig (Tabelle 4). 
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Organismen dxs dxr ygbP ychB ygbB gcpE lytB MVA 
Eubacteria 

Aquifex aeolicus 
Bacillus subtilis 
Chlamydia pneumoniae 
C. trachomatis 
Escherichia coli 
Haemophilus influenzae 
Helicobacter pylori 
Mycobacterium tuberculosis 
Synechocystis PCC6803 
Thermotoga maritima 
Treponema pallidum 
Neisseria meningitidis 
Campylobacter jejuni 
Deinococcus radiodurans 
Pseudomonas aeruginosa 
Vibrio cholerae 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pneumoniae 
Enterococcus faecalis 
Borrelia burgdorferi 
Mycoplasma genitalium 
M. pneumoniae 
Rickettsia prowazekii 
 

Archaebacteria 
Archaeoglobus fulgidus 
M. thermoautotrophicum 
Aeropyrum pernix K1 
Methanococcus jannaschii 
Pyrococcus horikoshii 
Halobacterium sp. NRC-1 
Pyrococcus abyssi 
 

Eucaryota 
Plasmodium falciparum  
Arabidopsis thaliana  
Saccharomyces cerevisiae 
Drosophila melanogaster 
Caenorhabditis elegans 
Homo sapiens  
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Tabelle 4. Verteilung der Gene des MEP-Stoffwechselweges in verschiedenen Organismen. MVA, 

Nachweis eines funktionalen MVA-Stoffwechselweges. (+), unvollständige Sequenz (MAL1_2, 

Datenbank des Sanger Centre). 

 

 

Ein eindeutiger experimenteller Beweis für eine essentielle Beteiligung des gcpE-, lytB- und 

ygbP-Gens am MEP-Stoffwechselweg in E. coli konnte in dieser Arbeit erbracht werden. Bakterien 

mit Deletionen dieser Gene konnten nur überleben, wenn sie exogenes MVA über einen genetisch 

eingeführten partiellen MVA-Stoffwechselweg für die Isoprenoid-Biosynthese nutzen konnten. 

Ähnliche Ansätze wurden unabhängig von verschiedenen Arbeitsgruppen verfolgt und konnten 

ebenfalls eine essentielle Beteiligung des ygbP-, ychB-, ygbB- und gcpE-Gens am MEP-
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Stoffwechselweg (12, 13, 43, 44, 79) zeigen. Die MVA-Operons der verschiedenen Arbeitsgruppen 

wurden ebenfalls aus den Genen der MVK, der PMK und der MPD von teils unterschiedlichen 

Quellorganismen konstruiert (Abb. 23). 
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Abbildung 23. Schematische Darstellung der von verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten 

MVA-Operons zur Untersuchung des MEP-Stoffwechselweges in E. coli. 

 

 

Zur Klärung der metabolischen Funktion von GcpE und LytB wurde die Tatsache ausgenutzt, 

daß menschliche γδ T-Zellen durch ein noch unbekanntes Intermediat des MEP-Stoffwechselweges 

aktiviert werden (22, 36, 76). Aus diesem Grund wurden niedermolekulare Zellextrakte der gcpE- 

und lytB-Gendeletionsmutanten in γδ T-Zellaktivierungsexperimente eingesetzt. Die bisher 

bekannten Intermediate DOXP, MEP, ME-CDP, MEP-CDP und MEcPP des MEP-

Stoffwechselweges konnten keine γδ T-Zellaktivierung induzieren (2, 36, 58). In dieser Arbeit 

konnte durch eine vergleichende Fraktionierung der niedermolekularen Zellextrakte des gcpE- und 

lytB-Gendeletions-Stammes eine pyrophosphorylierte Substanz mit der Molekularmasse von 262 

Da identifiziert werden, die für die γδ T-Zellaktivierung verantwortlich ist. Nach präparativer 

Aufreinigung des γδ T-Zellaktivators aus dem wt∆lytB-Stamm konnte die Struktur eindeutig als 

(E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-pyrophosphat (HMBPP) aufgeklärt werden (34).  

Die Struktur von HMBPP ist in Übereinstimmung mit Einbaustudien mit deuteriummarkierten 

ME-Isotopomeren, bei denen das Isotopenmuster verschiedener Isoprene analysiert wurde (16, 24, 

25). Die Struktur von HMBPP konnte auch von der Arbeitsgruppe um A. Bacher bestätigt werden 
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(31). Bei dem von dieser Arbeitsgruppe gewählten Ansatz führte die Überexpression der Gene der 

Xylulosekinase, DXS, DXR, IspD, IspE, IspF und GcpE in E. coli in Gegenwart von 13C-

markierter 1-Deoxy-D-xylulose zu einer Anreicherung von HMBPP (31). 

In einer früheren Arbeit wurde bereits aus Mycobakterien ein γδ T-Zellaktivator mit einer 

Molekularmasse von 262 Da isoliert und die Möglichkeit diskutiert, daß dieses Molekül aus dem 

MEP-Stoffwechselweg stammen könnte (9). Als Struktur wurde 3-Formyl-1-butyl-pyrophosphat 

vorgeschlagen. Es ist unklar, ob es sich bei der als 3-Formyl-1-butyl-pyrophosphat beschriebenen 

Substanz auch um HMBPP handelt, da die publizierten NMR-spektroskopischen Daten nicht mit 

dem Strukturvorschlag übereinstimmen (A. Reichenberg, Giessen, persönliche Kommunikation). 

Die Reaktion von MEcPP zu HMBPP kann prinzipiell von GcpE allein katalysiert werden. Da 

in früheren Untersuchungen gezeigt wurde, daß bestimmte Wasserstoffreste von MEcPP bis zum 

Endprodukt IPP und DMAPP erhalten bleiben (16, 24, 25), gibt es nur wenige plausible 

Reaktionsmechanismen für GcpE. Unter Berücksichtigung der Tatsache, daß GcpE im 

carboxyterminalen Teil drei hochkonservierte Cysteine besitzt (AS 270, 273 und 305) (Anlage III), 

wurde eine Säure/Base-katalysierte Reaktion nach dem Model der Vitamin K-Epoxyquinon-

Reduktase oder eine radikalische Katalyse nach dem Model der Ribonukleotid-Reduktase postuliert 

(Abb. 24) (31). Hierbei müßte das Enzym über zelluläre Redox-Systeme regeneriert werden.  
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Abbildung 24. Hypothetische von GcpE katalysierte Reaktion, bei der MEcPP direkt zu HMBPP 

umgewandelt werden kann. 

 

 

In verschiedenen Untersuchungen konnte demonstriert werden, daß sich der MEP-

Stoffwechselweg zur Synthese von IPP und DMAPP aufspaltet (16, 25, 30, 66). HMBPP könnte 

durch das LytB-Protein sowohl zu IPP als auch zu DMAPP über einen isomerer Übergangszustand 

umgewandelt werden (Abb. 25).  
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Abbildung 25. Hypothetische von LytB katalysierte Reaktion von HMBPP über einen isomeren 

Übergangszustand zu IPP und DMAPP. Die Reaktion bedarf eines Dehydratations- und 

Reduktionsschrittes. Der unbekannte Ladungszustand der delokalisierten Doppelbindung 

(negativer, positiver oder radikalischer Zustand) ist durch ein Stern symbolisiert. 

 

 

Die Erkenntnisse dieser Arbeit ergänzen sich mit weiteren in jüngster Zeit publizierten 

Ergebnissen zu einem weitgehend vollständigen Bild des MEP-Stoffwechselweges (Abb. 26). Es 

ist jedoch nicht auszuschließen, daß noch weitere Enzyme und Intermediate existieren. 
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Abbildung 26. Derzeit bekannte Schritte des MEP-Stoffwechselweges in E. coli. Gestrichelte 

Linien stehen für noch nicht vollständig verstandene Reaktionen. 
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6. Ausblick 
 

Nach der Identifizierung von GcpE und LytB als essentiell im MVA-unabhängigen MEP-

Stoffwechselweg involvierte Enzyme mit HMBPP als Produkt von GcpE und mögliches Substrat 

von LytB, soll in unserer Arbeitsgruppe der katalytische Mechanismus beider Enzyme aufgeklärt 

werden. Dabei sind essentielle Informationen von der kristallographischen Aufklärung der Struktur 

der entsprechenden Enzyme zu erwarten.  

Weiterhin soll die Regulation des MEP-Stoffwechselweges untersucht werden. Dies ist 

besonders deshalb interessant, weil DXS, GcpE und LytB in einigen Organismen in zwei 

Isoformen vorliegen. 

Die noch wenig verstandene Proteintargetierung in das Plastiden-ähnliche Organell (Apikoplast) 

des Malariaerregers P. falciparum soll am Beispiel der Enzyme des MEP-Stoffwechselweges 

untersucht werden.  

Zwischenzeitlich konnte die Wirksamkeit des DXR-Inhibitors Fosmidomycin zur Behandlung 

von akuter unkomplizierter Malaria in ersten klinischen Studien belegt werden. Konsequenterweise 

stellen auch die übrigen Enzyme des MEP-Stoffwechselweges attraktive Zielstrukturen für die 

Entwicklung neuer Antibiotika, Antimalariamittel und Herbizide dar. Des weiteren könnte die 

Untersuchung der immunregulatorischen Eigenschaft von HMBPP über die Aktivierung von γδ T-

Zellen Aufschluß über die Rolle des MEP-Stoffwechselweges für das Infektionsgeschehen bei 

verschiedenen Krankheiten geben. 
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Anhang 
 

I. DXS-Alignment: 

 
PFAL 1 MIFNYVFFKNFVPVVLYILLIIYINLNGMNNKNQIKTEKIYIKKLNRLSRKNSLCSSKNKIACLFDIGNDDNRNTTYGYN

PFAL 81 VNVKNDDINSLLKNNYSNKLYMDKRKNINNVISTNKISGSISNICSRNQKENEQKRNKQRCLTQCHTYNMSHEQDKLAND

PFAL 161 NNRNNKKNFNLLFINYFNLKRMKNSLLNKDNFFYCKEKKLSFLHKAYKKKNCTFQNYSLKRKSNRDSHKLFSGEFDDYTN

PFAL 241 NNALYESEKKEYITLNNNNKNNNNKNNDNKNNDNNDYNNNNSCNNLGERSNHYDNYGGDNNNPCNNNNDKYDIGKYFKQI

ATHA 1 ----------------------MASSAFAFPSYIITKGGLSTDSCKSTSLSSSRSLVTDLPSPCLKP--NNNSHSNRRAK
PFAL 321 NTFINIDEYKTIYGDEIYKEIYELYVERNIPEYYERKY-FSEDIKKSVLFDIDKYNDVEFEKAIKEEFINNGVYINNIDN

MTUB 1 -------------------MLQQIRGPADLQHLSQAQLRELAAEIREFLIHKVAATGGHLGPNLGVVELTLALHRVFDSP
TMAR 1 ------------------------MLLDEIKRMSYDELKRLAEDIRKRITEVVLKNGGHLASNLGTIELTLALYRVFDPR
AAEO 1 -------------MLEKYEILKDYKGPFDIKNYDYETLQKLAQEVRDYIINVTSKNGGHVGPSLGVVELTIALLRVFNPP
ECOL 1 ----------MSFDIAKYPTLALVDSTQELRLLPKESLPKLCDELRRYLLDSVSRSSGHFASGLGTVELTVALHYVYNTP
PAER 1 ---MPKTLHEIPRERPATPLLDRASSPAELRRLGEADLETLADELRQYLLYTVGQTGGHFGAGLGVVELTIALHYVFDTP
BSUB 1 ------------------MDLLSIQDPSFLKNMSIDELEKLSDEIRQFLITSLSASGGHIGPNLGVVELTVALHKEFNSP
SYNE 1 ------------------MHISELTHPNELKGLSIRELEEVSRQIREKHLQTVATSGGHLGPGLGVVELTVALYSTLDLD
ATHA 57 VCASLAEKGEYYSNRPPTPLLDTINYPIHMKNLSVKELKQLSDELRSDVIFNVSKTGGHLGSSLGVVELTVALHYIFNTP
PFAL 400 TYYKKENILIMKKILHYFPLLKLINNPSDLKKLKKQYLPLLAHELKIFLFFIVNITGGHFSSVLSSLEIQLLLLYIFNQP

MTUB 62 HDPIIFDTGHQAYVHKMLTGRSQDFATLRKKGGLSGYPSRAESEHDWVESSHASAALSYADGLAKAFELTGHRNRHV---
TMAR 57 EDAIIWDTGHQAYTHKILTGRDDLFHTIRTFGGLSGFVTRRESPLDWFGTGHAGTSIAAGLGFEKAFELLGEKRH-V---
AAEO 68 EDVIVWDIGHQGYPWKILTDRKEQFPTLRQYKGISGFLRREESIYDAFGAGHSSTSISAALGFRIGKDLKGEKEDYV---
ECOL 71 FDQLIWDVGHQAYPHKILTGRRDKIGTIRQKGGLHPFPWRGESEYDVLSVGHSSTSISAGIGIAVAAEKEG-KNRRT---
PAER 78 DDRLVWDVGHQAYPHKILTERRELMGTLRQKNGLAAFPRRAESEYDTFGVGHSSTSISAALGMAIAARLQG-KERKS---
BSUB 63 KDKFLWDVGHQSYVHKLLTGRGKEFATLRQYKGLCGFPKRSESEHDVWETGHSSTSLSGAMGMAAARDIKGT-DEYI---
SYNE 63 KDRVIWDVGHQAYPHKMLTGRYHDFHTLRQKDGVAGYLKRSESRFDHFGAGHASTSISAGLGMALARDAKGE-DFKV---
ATHA 137 QDKILWDVGHQSYPHKILTGRRGKMPTMRQTNGLSGFTKRGESEHDCFGTGHSSTTISAGLGMAVGRDLKG-KNNNV---
PFAL 480 YDNVIYDIGHQAYVHKILTGRKLLFLSLRNKKGISGFLNIFESIYDKFGAGHSSTSLSAIQGYYEAEWQVKNKEKYGNGD

MTUB 139 ---------------------------------------------------------------VAVVGDGALTGGMCWEA
TMAR 133 ---------------------------------------------------------------VVVIGDGALTSGMALEA
AAEO 145 ---------------------------------------------------------------IAVIGDGALTAGMAYEA
ECOL 147 ---------------------------------------------------------------VCVIGDGAITAGMAFEA
PAER 154 ---------------------------------------------------------------VAVIGDGALTAGMAFEA
BSUB 139 ---------------------------------------------------------------IPIIGDGALTGGMALEA
SYNE 139 ---------------------------------------------------------------VSIIGDGALTGGMALEA
ATHA 213 ---------------------------------------------------------------VAVIGDGAMTAGQAYEA
PFAL 560 IEISDNANVTNNERIFQKGIHNDNNINNNINNNNYINPSDVVGRENTNVPNVRNDNHNVDKVHIAIIGDGGLTGGMALEA

MTUB 156 LNNIAA-SRRPVIIVVNDNGRSY---------APT-IGGVADHLATLRLQPAYEQALETGRDLVRAVPLVGGLWFRFLHS
TMAR 150 LNQLKNLNSK-MKIILNDN-GMSI--------SPN-VGGLAYHLSKLRTSPIYLKGKKVLKKVLEKT-EIGFEVEEEMKY
AAEO 162 LNNAGHIRPDRFIVILNDN-EMSI--------SPN-VGAISTYLNRIISGHFVQETRQKIKNFLQHFGETPLRI---MKL
ECOL 164 MNHAGDIRPD-MLVILNDN-EMSI--------SEN-VGALNNHLAQLLSGKLYSSLREGGKKVFSGVPPIK-EL---LKR
PAER 171 LNHASEVDAD-MLVILNDN-DMSI--------SHN-VGGLSNYLAKILSSRTYSSMREGSKKVLSRLPGAW-EI---ARR
BSUB 156 LNHIGD-EKKDMIVILNDN-EMSI--------APN-VGAIHSMLGRLRTAGKYQWVKDELEYLFKKIPAVGGKLAATAER
SYNE 156 INHAGHLPHTRLMVILNDN-EMSI--------SPN-VGAISRYLNKVRLSSPMQFLTDNLEEQIKHLPFVGDSLTPEMER
ATHA 230 MNNAGYLDSD-MIVILNDNKQVSLPTATLDGPSPP-VGALSSALSRLQSNPALRELREVAKGMTKQIGGPMHQLAA---K
PFAL 640 LNYISFLNSK-ILIIYNDNGQVSLPTNAVSISGNRPIGSISDHLHYFVSNIEANAGDNKLSKNAKE--------------

MTUB 225 VKAGIKDSLSPQ--LLFTDLGLKYVGPVDGHDERAVEVALRSARRFG--APVIVHVVTRKGMGYPPAEADQAEQMHSTVP
TMAR 218 LRDSLKGMIQGTN--FFESLGLKYFGPFDGHNIELLEKVFKRIRDYDYSS--VVHVVTKKGKGFTAAEENPTK-YHSASP
AAEO 229 TEEFLKGLISP--GVIFEELGFNYIGPIDGHDIKALEDTLNNVKDIK--GPVLLHVYTKKGKGYKPAEENPVK-WHGVAP
ECOL 229 TEEHIKGMVVP--GTLFEELGFNYIGPVDGHDVLGLITTLKNMRDLK--GPQFLHIMTKKGRGYEPAEKDPIT-FHAVPK
PAER 236 TEEYAKGMLVP--GTLFEELGWNYIGPIDGHDLPTLVATLRNMRDMK--GPQFLHVVTKKGKGFAPAELDPIG-YHAITK
BSUB 225 VKDSLKYMLVS--GMFFEELGFTYLGPVDGHSYHELIENLQYAKKTK--GPVLLHVITKKGKGYKPAETDTIGTWHGTGP
SYNE 226 VKEGMKRLVVPKVGAVIEELGFKYFGPIDGHSLQELIDTFKQAEKVP--GPVFVHVSTTKGKGYDLAEKDQVG-YHAQSP
ATHA 305 VDEYARGMISGTGSSLFEELGLYYIGPVDGHNIDDLVAILKEVKSTRTTGPVLIHVVTEKGRGYPYAERAD-DKYHGVVK
PFAL 705 -------------NNIFENLNYDYIGVVNGNNTEELFKVLNNIKENKLKRATVLHVRTKKSNDFINSKS-PISILHSIKK

MTUB 301 IDPATGQA---TKV-----------------------------------------AGPGWTATFSDALIGYAQKRRDIVA
TMAR 293 ----------SGKP-----------------------------------------KMLSYSELLGHTLSRVAREDKKIVA
AAEO 304 YKVESGEI-IKKSS-----------------------------------------P-PTWTSVFGKALVELAERDEKIVA
ECOL 304 FDPSSGCL-PKSSG-----------------------------------------GLPSYSKIFGDWLCETAAKDNKLMA
PAER 311 LE-APGSA-PKKTG-----------------------------------------G-PKYSSVFGQWLCDMAAQDARLLG
BSUB 301 YKINTGD-FVKPKA-----------------------------------------AAPSWSGLVSGTVQRMAREDGRIVA
SYNE 303 FNLSTGKAYPSSKP-----------------------------------------KPPSYSKVFAHTLTTLAKENPNIVG
ATHA 384 FDPATGRQF-KTTN-----------------------------------------KTQSYTTYFAEALVAEAEVDKDVVA
PFAL 771 NEIFPFDTTILNGNIHKENKIEEEKNVSSSTKYDVNNKNNKNNDNSEIIKYEDMFSKETFTDIYTNEMLKYLKKDRNIIF
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MTUB 337 ITAAMPGPTGLTAFGQRFPDRLFDVGIAEQHAMTSAAGLAMGG-LHPVVAIYSTFLNRAFDQIMMDVALHKLPVTMVLDR
TMAR 322 ITAAMADGTGLSIFQKEHPDRFFDLGITEQTCVTFGAALGLHG-MKPVVAIYSTFLQRAYDQIIHDVALQNAPVLFAIDR
AAEO 341 ITPAMREGSGLVEFAKRFPDRFFDVGIAEQHACTFAAGLAAEG-LRPVAAYYSTFLQRAYDQVIHDVALQNLPVTFAIDR
ECOL 342 ITPAMREGSGMVEFSRKFPDRYFDVAIAEQHAVTFAAGLAIGG-YKPIVAIYSTFLQRAYDQVLHDVAIQKLPVLFAIDR
PAER 347 ITPAMKEGSDLVAFSERYPERYFDVAIAEQHAVTLAAGMACEG-MKPVVAIYSTFLQRAYDQLIHDVAVQHLDVLFAIDR
BSUB 339 ITPAMPVGSKLEGFAKEFPDRMFDVGIAEQHAATMAAAMAMQG-MKPFLAIYSTFLQRAYDQVVHDICRQNANVFIGIDR
SYNE 342 ITAAMATGTGLDKLQAKLPKQYVDVGIAEQHAVTLAAGMACEG-IRPVVAIYSTFLQRGYDQIIHDVCIQKLPVFFCLDR
ATHA 422 IHAAMGGGTGLNLFQRRFPTRCFDVGIAEQHAVTFAAGLACEG-LKPFCAIYSSFMQRAYDQVVHDVDLQKLPVRFAMDR
PFAL 851 LSPAMLGGSGLVKISERYPNNVYDVGIAEQHSVTFAAAMAMNKKLKIQLCIYSTFLQRAYDQIIHDLNLQNIPLKVIIGR

MTUB 416 AGITGSDGASHNGMWDLSMLGIVPGIRVAAPRDATRLREELGEALDVDDGPTALRFPKGD-VGEDISALERRGGVD----
TMAR 401 SGVVGEDGPTHHGLFDINYLLPVPNMKIISPSSPEEFVNSLYTVLKHLDGPVAIRYPKESFYGEVESLLENMKEID----
AAEO 420 AGLVGDDGPTHHGVFDLSYLRCVPNMVVCAPKDEQELRDLLYTG-IYSGKPFALRYPRGAAYGVP--TEGFK-KIE----
ECOL 421 AGIVGADGQTHQGAFDLSYLRCIPEMVIMTPSDENECRQMLYTGYHYNDGPSAVRYPRGNAVGVEL-TP-LE-KLP----
PAER 426 AGLVGEDGPTHAGSFDISYLRCIPGMLVMTPSDEDELRKLLTTGYLF-DGPAAVRYPRGSGPNHPI-DPDLQ-PVE----
BSUB 418 AGLVGADGETHQGVFDIAFMRHIPNMVLMMPKDENEGQHMVHTALSYDEGPIAMRFPRGNGLGVK-MDEQLK-TIP----
SYNE 421 AGIVGADGPTHQGMYDIAYLRCIPNLVLMAPKDEAELQQMLVTGVNYTGGAIAMRYPRGNGIGVPLMEEGWE-PLE----
ATHA 501 AGLVGADGPTHCGAFDVTFMACLPNMIVMAPSDEADLFNMVATAVAIDDRPSCFRYPRGNGIGVALPPGNKGVPIE----
PFAL 931 SGLVGEDGATHQGIYDLSYLGTLNNAYIISPSNQVDLKRALRFAYLDKDHSVYIRIPRMNILSDKYMKGYLNIHMKNESK

MTUB 491 -------------------------------------------------VLAAPADGLNHDVLLVAIGAFAPMALAVAKR
TMAR 477 -------------------------------------------------LG-WKILKRGREAAIIATGTILNEVLKIP--
AAEO 492 -------------------------------------------------IGTWEELLEGEDCVILAVGYPVYQALRAAEK
ECOL 494 -------------------------------------------------IGKGIVKRRGEKLAILNFGTLMPEAAKVAES
PAER 499 -------------------------------------------------IGKGVVRRRGGRVALLVFGVQLAEAMKVAES
BSUB 492 -------------------------------------------------IGTWEVLRPGNDAVILTFGTTIEMAIEAAEE
SYNE 496 -------------------------------------------------IGKAEILRSGDDVLLLGYGSMVYPALQTAEL
ATHA 577 -------------------------------------------------IGKGRILKEGERVALLGYGSAVQSCLGAAVM
PFAL 1011 NIDVNVDINDDVDKYSEEYMDDDNFIKSFIGKSRIIKMDNENNNTNEHYSSRGDTQTKKKKVCIFNMGSMLFNVINAIKE

MTUB 522 LHNQ-----GIGVTVIDPRWVLPVSDG-VRELAVQ--HKLLVTLEDNGVNGGAGSAVSAALRRAEID----VPCRDVGLP
TMAR 505 ----------LDVTVVNALTVKPLDTAVLKEIARD--HDLIITVEEAMKIGGFGSFVAQRLQEMGWQGKI-V---NLGVE
AAEO 523 LYKE-----GIRVGVVNARFVKPMDEKMLRDLANR--YDTFITVEDNTVVGGFGSGVLEFFAREGIM-KR-VI--NLGVP
ECOL 525 L----------NATLVDMRFVKPLDEALILEMAAS--HEALVTVEENAIMGGAGSGVNEVLMAHRKP-VP-VL--NIGLP
PAER 530 L----------DATVVDMRFVKPLDEALVRELAGS--HELLVTIEENAVMGGAGSAVGEFLASEGLE-VP-LL--QLGLP
BSUB 523 LQKE-----GLSVRVVNARFIKPIDEKMMKSILKE--GLPILTIEEAVLEGGFGSSILEFAHDQGEYHTP-ID--RMGIP
SYNE 527 LHEH-----GIEATVVNARFVKPLDTELILPLAER--IGKVVTMEEGCLMGGFGSAVAEALMDNNVL-VP-LK--RLGVP
ATHA 608 LEER-----GLNVTVADARFCKPLDRALIRSLAKS--HEVLITVEEGSI-GGFGSHVVQFLALDGLLDGK-LKWRPMVLP
PFAL 1091 IEKEQYISHNYSFSIVDMIFLNPLDKNMIDHVIKQNKHQYLITYEDNTI-GGFSTHFNNYLIENNYITKHNLYVHNIYLS

MTUB 590 QEFYEHASRSEVLADLGLTDQDVARRITGWVAALGTGVCASDAIPEHLD
TMAR 569 DLFVPHGGRKELLSMLGLDSEGLTKTVLTYIKARSREGKV---------
AAEO 592 DRFIEHGKQDILRNLVGIDAEGIEKAVRDALKGGRLI------------
ECOL 589 DFFIPQGTQEEMRAELGLDAAGMEAKIKAWLA-----------------
PAER 594 DYYVEHAKPSEMLAECGLDAAGIEKAVRQRLDRQ---------------
BSUB 593 DRFIEHGSVTALLEEIGLTKQQVANRIRL-LMPPKTHKGIGS-------
SYNE 596 DILVDHATPEQSTVDLGLTPAQMAQNIMASLFKTETESVVAPGVS----
ATHA 679 DRYIDHGAPADQLAEAGLMPSHIAATALNLIGAPREALF----------
PFAL 1170 NEPIEHASFKDQQEVVKMDKCSLVNRIKNYLKNNPT-------------

Ecol, sp P77488; Paer, gb AAF97240.1; Aaeo, sp O67036; Syne, sp P73067; Atha, sp Q38854; Bsub, sp
P54523; Tmar, sp Q9X291; Mtub, sp O07184; Pfal, gb AAD03740.2
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II. DXR-Alignment: 

 
PFAL 1 MKKYIYIYFFFITITINDLVINNTSKCVSIERRKNNAYINYGIGYN----GPDNKITKSRRCKRIKLCKKDLIDIG----
ATHA 1 ------------MMTLNSLSPAESKAISFLDTSRFNPIPKLSGGFSLRRRNQGRGFGKGVKCS-VKVQQQQQPPPAWPGR

TMAR 1 ----------MEERTLVILGATGSIGTQTLDVLKKV----KGIRLIGISFHS-NLELAFKIVKEFNVKNVAITGDVEFE-
AAEO 1 -------------MKLGVLGSTGSVGSQTLQVYEN---FRDEIELVGILANRAS-EKLLQQAKKYKPKYVVSYQEPAKEW
MTUB 1 -MTNSTDGRADGRLRVVVLGSTGSIGTQALQVIAD---NPDRFEVVGLAAGGAHLDTLLRQRAQTGVTNIAVADEHAAQR
PFAL 73 --------AIKKPINVAIFGSTGSIGTNALNIIRECNKIENVFNVKALYVNK-SVNELYEQAREFLPEYLCIHDKSVYEE
PAER 1 ---------MSRPQRISVLGATGSIGLSTLDVVQR---HPDRYEAFALTGFS-RLAELEALCLRHRPVYAVVPEQAAAIA
ECOL 1 ------------MKQLTILGSTGSIGCSTLDVVRH---NPEHFRVVALVAGK-NVTRMVEQCLEFSPRYAVMDDEASAKL
BSUB 1 ------------MKNICLLGATGSIGEQTLDVLRA---HQDQFQLVSMSFGR-NIDKAVPMIEVFQPKFVSVGDLDTYHK
SYNE 1 -----------MVKRISILGSTGSIGTQTLDIVTH---HPDAFQVVGLAAGG-NVALLAQQVAEFRPEIVAIRQAEKLED
ATHA 68 AVPEAPRQSWDGPKPISIVGSTGSIGTQTLDIVAE---NPDKFRVVALAAGS-NVTLLADQVRRFKPALVAVRNESLINE

TMAR 65 ---------DSSINVWKGSHSIEEMLEALKPDITMVAVSGFSGLRAVLASLEHSKRVCLANKESLVCGGFLVKKKLKEK-
AAEO 64 LESLPEGVKYLK-----GDEGLKAIIE--ESERLMNAISGIYGIKPAYEVIKAGKTLLASNKESILCLGEIIR-----KN
MTUB 77 VGDIPYH----------GSDAATRLVEQTEADVVLNALVGALGLRPTLAALKTGARLALANKESLVAGGSLVLRAAR---
PFAL 144 LKELVKNIKDYKPIILCGDEGMKEICSSNSIDKIVIGIDSFQGLYSTMYAIMNNKIVALANKESIVSAGFFLKKLLNIHK
PAER 68 LQGSLAAA-GIRTRVLFGEQALCEVASAPEVDMVMAAIVGAAGLPSTLAAVEAGKRVLLANKEALVMSGALFMQAVK-RS
ECOL 65 LKTMLQQQ-GSRTEVLSGQQAACDMAALEDVDQVMAAIVGAAGLLPTLAAIRAGKTILLANKESLVTCGRLFMDAVK-QS
BSUB 65 LKQMSFS---FECQIGLGEEGLIEAAVMEEVDIVVNALLGSVGLIPTLKAIEQKKTIALANKETLVTAGHIVKEHAK-KY
SYNE 66 LKAAVAELTDYQPMYVVGEEGVVEVARYGDAESVVTGIVGCAGLLPTMAAIAAGKDIALANKETLIAGAPVVLPLVE-KM
ATHA 144 LKEALADL-DYKLEIIPGEQGVIEVARHPEAVTVVTGIVGCAGLKPTVAAIEAGKDIALANKETLIAGGPFVLPLAN-KH

TMAR 135 GTELIPVDSEHSAIFQVMEP-----------------EVEKVVLTASGGALRDWKISKIDRARPEDVLKHPVWNMGARIT
AAEO 132 RERVIPVDSEHNALFQLLSS-------------VKREEVKHVYLTASGGPFKDKSLEELKTASVEEALRHPRWNMGAKIT
MTUB 144 PGQIVPVDSEHSALAQCLRGGTP-------------DEVAKLVLTASGGPFRGWSAADLEHVTPEQAGAHPTWSMGPMNT
PFAL 224 NAKIIPVDSEHSAIFQCLDNNKVLKTKCLQDNFSKINNINKIFLCSSGGPFQNLTMDELKNVTSENALKHPKWKMGKKIT
PAER 146 GAVLLPIDSEHNAIFQSLPR------NYADG--LERVGVRRILLTASGGPFRETPLEQLASVTPEQACAHPNWSMGRKIS
ECOL 143 KAQLLPVDSEHNAIFQSLPQPIQHNLGYAD---LEQNGVVSILLTGSGGPFRETPLRDLATMTPDQACRHPNWSMGRKIS
BSUB 141 DVPLLPVDSEHSAIFQAL-----------QG--EQAKNIERLIITASGGSFRDKTREELESVTVEDALKHPNWSMGAKIT
SYNE 145 GVKLLPADSEHSAIFQCL-----------QG--VPEGGLRRIILTASGGAFRDLPVERLPFVTVQDALKHPNWSMGQKIT
ATHA 222 NVKILPADSEHSAIFQCI-----------QG--LPEGALRKIILTASGGAFRDWPVEKLKEVKVADALKHPNWNMGKKIT

TMAR 198 VDSATMVNKAFEVLEAMELFELPFEKIEVKIHREGLVHGAVVLPDGNVKMVVSPPDMRIPISYALFYPRRVALEPFFLRT
AAEO 199 IDSATLMNKGFEMLEAHFLFDFPIENIKVVIHPQSFVHGILELIDNSFLMHTSQTDMKIPIMHALFYPKR---KEYPFKK
MTUB 211 LNSASLVNKGLEVIETHLLFGIPYDRIDVVVHPQSIIHSMVTFIDGSTIAQASPPDMKLPISLALGWPRRV---SGAAAA
PFAL 304 IDSATMMNKGLEVIETHFLFDVDYNDIEVIVHKECIIHSCVEFIDKSVISQMYYPDMQIPILYSLTWPDRI---KTNLKP
PAER 218 VDSASMMNKGLELIEACWLFDAQPSQVEVVIHPQSVIHSMVDYVDGSVIAQLGNPDMRTPISYAMAWPERI---DSGVSP
ECOL 220 VDSATMMNKGLEYIEARWLFNASASQMEVLIHPQSVIHSMVRYQDGSVLAQLGEPDMRTPIAHTMAWPNRV---NSGVKP
BSUB 208 IDSATMMNKGLEVIEAHWLFDIPYEQIDVVLHKESIIHSMVEFHDKSVIAQLGTPDMRVPIQYALTYPDRLPLPDA--KR
SYNE 212 IDSATLMNKGLEVIEAHYLFGLDYDHIDIVIHPQSIIHSLIEVQDTSVLAQLGWPDMRLPLLYALSWPERI---YTDWEP
ATHA 289 VDSATLFNKGLEVIEAHYLFGAEYDDIEIVIHPQSIIHSMIETQDSSVLAQLGWPDMRLPILYTMSWPDRVPCSEVTWPR

TMAR 278 I------SLSFEDPDPEKYPAFFLLKEI-KDSYALRTAFNAADEVAVEAFLKGRIRFGGIHRVIEKTLEEFQGYPQPRTL
AAEO 276 VSLLELSPITFEKVDTTKFKAIDLAKWAGFMGGVYIPVLVGADEEAVNLFLNKKIGFLDIVDLIEQALSE-----VNIKD
MTUB 288 CDFHTASSWEFEPLDTDVFPAVELARQAGVAGGCMTAVYNAANEEAAAAFLAGRIGFPAIVGIIADVLHAADQWAVEPAT
PFAL 381 LDLAQVSTLTFHKPSLEHFPCIKLAYQAGIKGNFYPTVLNASNEIANNLFLNNKIKYFDISSIISQVLESFNSQKVSENS
PAER 295 LDMFAVGRLDFQRPDEQRFPCLRLASQAAETGGSAPAMLNAANEVAVAAFLERHIRFSDIAVIIEDVLNRE--AVTAVES
ECOL 297 LDFCKLSALTFAAPDYDRYPCLKLAMEAFEQGQAATTALNAANEITVAAFLAQQIRFTDIAALNLSVLEKM--DMREPQC
BSUB 286 LELWEIGSLHFEKADFDRFRCLQFAFESGKIGGTMPTVLNAANEVAVAAFLAGKIPFLAIEDCIEKALTRH--QLLKKPS
SYNE 289 LDLVKAGSLSFREPDHDKYPCMQLAYGAGRAGGAMPAVLNAANEQAVALFLQEKISFLDIPRLIEKTCDLYVGQNTASPD
ATHA 369 LDLCKLGSLTFKKPDNVKYPSMDLAYAAGRAGGTMTGVLSAANEKAVEMFIDEKISYLDIFKVVELTCDKHRNELVTSPS

TMAR 351 DDVERIHFEAIKKAERVTEWLSSTSY-----------------------
AAEO 351 PQSVEEILEAVEWGRQKVREIYERKYAGKG-------------------
MTUB 368 ---VDDVLDAQRWARERAQRAVSGMASVAIASTAKPGAAGRHASTLERS
PFAL 461 EDLMKQILQIHSWAKDKATDIYNKHNSS---------------------
PAER 373 ---LDQVLAADRRARSVAGQWLTRHAG----------------------
ECOL 375 ---VDDVLSVDANAREVARKEVMRLAS----------------------
BSUB 364 ---WRTFKKWTKIPGDTSIQYSHKVVCS---------------------
SYNE 369 ---LETILAADQWARRTVLENSACVATRP--------------------
ATHA 449 ---LEEIVHYDLWAREYAANVQLSSGARPVHA-----------------

Ecol, sp P45568; Paer, gb AAF97241.1; Aaeo, sp O66722; Syne, sp Q55663; Atha, sp Q9XFS9; Bsub, sp
O31753; Tmar, sp Q9WZZ1; Mtub, sp Q10798; Pfal, gb AAD03739.1
 

 



Anhang   63

III. GcpE-Alignment: 

 
ATHA 1 -----------------MATGVLPAPVSGIKI--PDSKVGFGKSMNLVRICDVRSLRSARRRVSVI-RNSNQGSDLAELQ
PFAL 1 MSYIKRLILFMLLFYSHVKIKKLFIKISNVNIFFAEAKKN-GKKEFFLFLLNIKKNSQQKKTYHITKRNTINKSDFLYSL

TMAR 1 ----------------------------------------MRKSVKVGKVVIGGEAPVSVQSMTTTKTADVEKTVSQIKS
AAEO 1 -----------------------------------MIQKRKTRQIRVGNVKIGGDAPIVVQSMTSTKTHDVEATLNQIKR
PAER 1 ----------------------------MSIHSASPIIRRKSRKIWVGNVPVGGDAPIAVQSMTNTETCDVAATVAQIRR
ECOL 1 ------------------------------MHNQAPIQRRKSTRIYVGNVPIGDGAPIAVQSMTNTRTTDVEATVNQIKA
BSUB 1 ------------------------------MQVSEITHRTKTRPVKVGPLTIGGNNEVVIQSMTTTKTHDVEATVAEINR
MTUB 1 ---------------------MTVGLGMPQPPAPTLAPRRATRQLMVGNVGVGSDHPVSVQSMCTTKTHDVNSTLQQIAE
SYNE 1 -------------------MVTASLPTPVQPEFDTTIHRRKTRPVPVGAVTVGGGHPVVVQSMINEDTLDVDGSVAGIRR
ATHA 61 PASEGSP---------------LLVPRQKYCESLHKTVRRKTRTVMVGNVALGSEHPIRIQTMTTSDTKDITGTVDEVMR
PFAL 80 LNEEGNSSKKEYKNLKDEEKYNIIQNIKKYCECTKKYKRLPTREVVIGNVKIGGNNKIAIQTMASCDTRNVEECVYQIRK

TMAR 41 LERAGCEIVRVAVQDEEDAKAIRRIKEQI-----EIPLVADIQFDYRLAILSIENGADKIRINPGNMSRD--R-------
AAEO 46 LYEAGCEIVRVAVPHKEDVEALEEIVKKS-----PMPVIADIHFAPSYAFLSMEKGVHGIRINPGNIGKEE-I-------
PAER 53 LEDAGADIVRVSVPDMDAAEAFGKIKQQV-----NVPLVADIHFDYRIALRVAELGVDCLRINPGNIGRED-R-------
ECOL 51 LERVGADIVRVSVPTMDAAEAFKLIKQQV-----NVPLVADIHFDYRIALKVAEYGVDCLRINPGNIGNEE-R-------
BSUB 51 LAEAGCQIVRVACPDERAANAIADIKKRI-----SIPLVVDIHFDYKLALKAIEGGADKIRINPGNIGRRE-K-------
MTUB 60 LTAAGCDIVRVACPRQEDADALAEIARHS-----QIPVVADIHFQPRYIFAAIDAGCAAVRVNPGNIKEFDGR-------
SYNE 62 LHEIGCEIVRVTVPSMAHAKALADIKQKLQATYQAVPLVADVHHNGMKIALEVAKHVDKVRINPGLYVFEKPD-AQREGY
ATHA 126 IADKGADIVRITVQGKKEADACFEIKDKLVQLNYNIPLVADIHFAP-TVALRVAECFDKIRVNPGNFADRRAQF-ETIDY
PFAL 160 CKDLGADIVRLTVQGVQEAQASYHIKEKLLSENVNIPLVADIHFNP-KIALMAADVFEKIRVNPGNYVDGRKKWIDKVYK

TMAR 107 ---------------LKDVVAAAKGKGIPIRVGANVGSIKRRTSERW-----KDLAESALEEVRLLEKEGFYDIIVSVKS
AAEO 113 ---------------VREIVEEAKRRGVAVRIGVNSGSLEKDLLEKYGYPSAEALAESALRWSEKFEKWGFTNYKVSIKG
PAER 120 ---------------VKAVVDAARERNIPIRIGVNAGSLEKDLQKKYGEPTPEALLESAMRHVDHLDKLDFQNFKVSVKA
ECOL 118 ---------------IRMVVDCARDKNIPIRIGVNAGSLEKDLQEKYGEPTPQALLESAMRHVDHLDRLNFDQFKVSVKA
BSUB 118 ---------------VEAVVKAAKDKGIPIRIGVNAGSLEKRILEKYGYPTADGMVESALHHIKILEDLDFHDIIVSMKA
MTUB 128 ---------------VGEVAKAAGAAGIPIRIGVNAGSLDKRFMEKYGKATPEALVESALWEASLFEEHGFGDIKISVKH
SYNE 141 SDQEFAEIGEKIRETLEPLVISLRDQGKSMRIGVNHGSLSERMLFTYGD-TPEGMVQSALEFIKICESLDFRNLVVSMKA
ATHA 204 TEDEYQKELQHIEQVFTPLVEKCKKYGRAMRIGTNHGSLSDRIMSYYGD-SPRGMVESAFEFARICRKLDYHNFVFSMKA
PFAL 239 TKEEFDEGKLFIKEKFVPLIEKCKRLNRAIRIGTNHGSLSSRVLSYYGD-TPLGMVESAFEFSDLCIENNFYNLVFSMKA

TMAR 167 SDVLETIKANEYIAEKV-----EYPIHLGVTEAGVSETAIVKSSIAIGHLLLKNIGDTIRVSISGDPVREVIV-------
AAEO 178 SDVLQNVRANLIFAERT-----DVPLHIGITEAGMGTKGIIKSSVGIGILLYMGIGDTVRVSLTDDPVVEVET-------
PAER 185 SDVFMAVAAYRLLARQI-----EQPLHLGITEAGGLRSGTVKSAVGLGMLLAEGIGDTIRISLAADPVEEIKV-------
ECOL 183 SDVFLAVESYRLLAKQI-----DQPLHLGITEAGGARSGAVKSAIGLGLLLSEGIGDTLRVSLAADPVEEIKV-------
BSUB 183 SDVNLAIEAYEKAAKAF-----DYPLHLGITESGTLFAGTVKSAAGLGAILSKGIGNTMRISLSADPVEEVKV-------
MTUB 193 NDPVVMVAAYELLAARC-----DYPLHLGVTEAGPAFQGTIKSAVAFGALLSRGIGDTIRVSLSAPPVEEVKV-------
SYNE 220 SRVPVMLAAYRLMVKRMDELGMDYPLHLGVTEAGDGEYGRIKSTAGIATLLADGIGDTIRVSLTEAPEKEIPVC------
ATHA 283 SNPVIMVQAYRLLVAEMYVHGWDYPLHLGVTEAGEGEDGRMKSAIGIGTLLQDGLGDTIRVSLTEPPEEEIDPCRRLANL
PFAL 318 SNAYVMIQSYRLLVSKQYERNMMFPIHLGVTEAGFGDNGRIKSYLGIGSLLYDGIGDTIRISLTEDPWEELTPCKKLVEN

ATHA 363 GTKAAKLQQGVAPFEEKHRHYFD------FQRRTGDLPVQKEGEEVDYRNVLHRDGSVLMSISLDQLKAPELLYRSLATK
PFAL 398 LKKRIFYNENFKEDNELKNNEMDTKNLLNFEENYRNFNNIKKRNVEKNNNVLHEECTIGNVVTIKELEDSLQIFKDLNLE

ATHA 437 LVV-GMPFKDLATVDSILLRELPPVDDQVARLALKRLIDVSMGVIAPLS----EQLTKPLPN-----------AMVLVNL
PFAL 478 VDSNGNLKKGAKTTDMVIINDFHNITN-LGKKTVDKLMQVGINIVVQYEPHNIEFIEKMEPNNDNNNNNNNNNILFYVDI

ATHA 501 KELSGGAYK--LLPEGTRLVVSLRGDEPYEELEILKNIDATMILHDVPFTEDKV-SRVHAARRLFEFLSENSVNFPVIHH
PFAL 557 KNIMNSSEKNIKLSNSKGYGLILNGKEDIQTIKKIKELNRRPLF--ILLKSDNIYEHVLITRRINELLQSLNINIPYIHY

ATHA 578 INFPTGIHRDELVIHAGTYAGGLLVDGLGDGVMLEAPDQDFDFLRNT---------------------------------
PFAL 635 VDINSN-NYDDILVNSTLYAGSCLMDLMGDGLIVNVTN---DVLTNKKKIETKYDEKEEVEEEGNNKDIHRLLSRVALNS

TMAR 235 --GKKILIALGLRE-GVEVIACPTCGRAEIDVENMAKMIEENFFHVQKRLKIAVMGCVVNGIGEGKDADLGVAGLRDGAV
AAEO 246 --AYEILKSLGLRRRGVEIVACPTCGRIEVDLPKVVKEVQEKLSGVKTPLKVAVMGCVVNAIGEAREADIGLACGRGFAW
PAER 253 --GFDILKSLHLRSRGINFIACPSCSRQNFDVVKTMNELEGRLEDLLVPMDVAVIGCVVNGPGEAKEAHVGLTGGTPNL-
ECOL 251 --GFDILKSLRIRSRGINFIACPTCSRQEFDVIGTVNALEQRLEDIITPMDVSIIGCVVNGPGEALVSTLGVTGGNKKSG
BSUB 251 --ARELLKSFGLASNAATLISCPTCGRIEIDLISIANEVEEYISKIKAPIKVAVLGCAVNGPGEAREADIGIAGARGEGL
MTUB 261 --GNQVLESLNLRPRSLEIVSCPSCGRAQVDVYTLANEVTAGLDGLDVPLRVAVMGCVVNGPGEAREADLGVASGNGKGQ
SYNE 294 ---YSILQALGLRKTMVEYVACPSCGRTLFNLEDVLHEVREATKHLTG-LDIAVMGCIVNGPGEMADADYGYVGKQAGYI
ATHA 625 --SFNLLQGCRMRNTKTEYVSCPSCGRTLFDLQEISAEIREKTSHLPG-VSIAIMGCIVNGPGEMADADFGYVGGSPGKI
PFAL 711 FLTLNILQDTRIRLFKTDYIACPSCGRTLFNIQETTKKIMKLTGHLKG-VKIAVMGCIVNGIGEMADAHFGYVGSAPKKI

TMAR 312 IFVKGE--IKERVSKEFVLERLKYYLNELLEEVER-------------------
AAEO 324 LFKHGK--PIKKVDESEMVDELLKEIQNMEKDGGTN------------------
PAER 330 VYIDGK--PSQKLTNDNLVDELERLIRQKAAEKAEA---DASLIARG-------
ECOL 329 LYEDGV--RKDRLDNNDMIDQLEARIRAKASQLDEARRIDVQQVEK--------
BSUB 329 LFRKGK--IVRKVPEETMVEELKKEIDILAEEHYAKLEAEKAKLKEETQKA---
MTUB 339 IFVRGE--VIKTVPEAQIVETLIEEAMRLAAEMGEQ---DPGATPSGSPIVTVS
SYNE 370 ALYRGREEIKR-VPETDGVQELINLIKADGRWVDP-------------------
ATHA 702 DLYVGKTVVKRGIAMTEATDALIGLIKEHGRWVDPPVADE--------------
PFAL 790 DLYYGKELVERNIPEEEACDKLIELIKKHNKWKDP-------------------

Ecol, sp P27433; Paer, pir F83171; Aaeo, sp O67496; Syne, sp P73672; Atha, ref NP_200868.1; Bsub,
sp P54482; Tmar, sp Q9WZZ3; Mtub, sp O33350; Pfal, gb AAK12103.1
 

 



Anhang   64

IV. LytB-Alignment: 

 
PFAL 1 MSVTTFCSLKKTDKCNIYISKRAFSVFLFYLFFFLFFHFYFLCSSSFAVIIHESEKRKNIMRRKRSILQIFENSIKSKEG

ATHA 1 ------------------------------------------MAVALQFSRLCVRPDTFVRENHLSGSGSLRRRKALSVR
PFAL 81 KCNFTKRYITHYYNIPLKIKKHDLPSVIKYFSHKPNGKHNYVTNMITQKNRKSFLFFFFLYNKYFFG-------KQEQIR

SYNE 1 ---------------------------------------------MGVMNTEYQSHLIQEIRQNNYRLERGDVTILLAEA
ATHA 39 CSSGDENAPSPSVVMDSDFDAKVFRKNLTRSDNYNRKGFGHKEETLKLMNREYTSDILETLKTNGYTYSWGDVTVKLAKA
TMAR 1 ------------------------------------------------------------------------MKIVVAKN
AAEO 1 -----------------------------------------------------------------------MVDIIIAEH
BSUB 1 ------------------------------------------------------------------------MDVIKISP
MTUB2 1 -------------------------------------------------------MAEVFVGPVAQGYASGEVTVLLASP
PAER 1 ------------------------------------------------------------------------MQIKLANP
ECOL 1 ------------------------------------------------------------------------MQILLANP
MTUB1 1 -----------------------------------------------MVPTVDMGIPGASVSSRSVADRPNRKRVLLAEP
PFAL 154 KMNYHEEMNKINIKNDGNRKIYMYPKN----DIHEEDG-DHKND-VEINQKRNEQNCKSFNDEKNENARDPNKILYLINP

SYNE 36 FGFCWGVERAVAMAYETR-QHFPGDRLWITNEIIHNPSVNQRLREMEVNFIDVVNGEKDFSGVAKGDVVILPAFGASVEE
ATHA 119 YGFCWGVERAVQIAYEAR-KQFPEERLWITNEIIHNPTVNKRLEDMDVKIIPVEDSKKQFDVVEKDDVVILPAFGAGVDE
TMAR 9 IGFCFGVERAIRTVEELL---DEGKKVVTDGEIVHNKQVMEQLTKKGLKVSSEMTD---------GEVFVVRAHGIPKDR
AAEO 10 AGFCFGVKRAVKLAEESL--KESQGKVYTLGPIIHNPQEVNRLKNLG-VFPSQGEEFKE------GDTVIIRSHGIPPEK
BSUB 9 RGYCYGVVDAMVIAKNASLDKSLPRPIYILGMIVHNKHVTDAFEEEGILTLDGSNRLDILKQVD-KGTVIFTAHGVSPEV
MTUB2 26 RSFCAGVERAIETVKRVL--DVAEGPVYVRKQIVHNTVVVAELRDRGAVFVEDLDEIPD-PPPP-GAVVVFSAHGVSPAV
PAER 9 RGFCAGVDRAIEIVNRAL--DVFGPPIYVRHEVVHNKFVVDNLRQRGAIFVEELDQVPN------NVIVIFSAHGVSQAV
ECOL 9 RGFCAGVDRAISIVENAL--AIYGAPIYVRHEVVHNRYVVDSLRERGAIFIEQISEVPD------GAILIFSAHGVSQAV
MTUB1 34 RGYCAGVDRAVETVERAL--QKHGPPVYVRHEIVHNRHVVDTLAKAGAVFVEETEQVPE------GAIVVFSAHGVAPTV
PFAL 228 RGFCKGVSRAIETVEECL--KLFKPPIYVKHKIVHNDIVCKKLEKEGAIFIEDLNDVPD------GHILIYSAHGISPQI

SYNE 115 MQLLNDRECTIVDTTCPWVSKVWNSVEKHKKKEHTSIIHGKYNHEETIATSSFAGTYLIVLNMAEAQKVCDYILHG----
ATHA 198 MYVLNDKKVQIVDTTCPWVTKVWNTVEKHKKGEYTSVIHGKYNHEETIATASFAGKYIIVKNMKEANYVCDYILGGQYDG
TMAR 77 LEELKKIFPEVVDLTCPIVSQLFKTAQRYAKER-KVIVFGKEDHPEMVALR------------------------GYAPA
AAEO 81 EEALRKKGLKVIDATCPYVKAVHEAVCQLTREGYFVVLVGEKNHPEVIGTL------------------------GYLRA
BSUB 88 RRIAEEKGLVAIDATCPDVTKTHNLILEMKEKGYHVIYIGKKGHPEPEGAV------------------------GVAPE
MTUB2 102 RAGADERGLQVVDATCPLVAKVHAEAARFAARGDTVVFIGHAGHEETEGTL------------------------GVAPR
PAER 81 RKEAEGRGLKVFDATCPLVTKVHMEVVRYSRDGHECVLIGHEGHPEVEGTM------------------------GQYDA
ECOL 81 RNEAKSRDLTVFDATCPLVTKVHMEVARASRRGEESILIGHAGHPEVEGTM------------------------GQYSN
MTUB1 106 HVSASERNLQVIDATCPLVTKVHNEARRFARDDYDILLIGHEGHEEVVGTA------------------------GEAPD
PFAL 300 REIAKKKKLIEIDATCPLVNKVHVYVQMKAKENYDIILIGYKNHVEVIGTY------------------------NEAPH

SYNE 191 --GDRQEFLDYFANAHSAGFDPDQDLVRLGVANQTTMLKSETEMIGKLFEKTLLQKYGPIELNNHFMSFNTICDATQERQ
ATHA 278 SSSTKEEFMEKFKYAISKGFDPDNDLVKVGIANQTTMLKGETEEIGRLLETTMMRKYGVENVSGHFISFNTICDATQERQ
TMAR 132 IVTKVPFKLEE------------K---KVVFLSQTTSSLEEYKEFVAAMIRMNEFEEAVFL--------NTICPVTVNRE
AAEO 137 CNGKGI-VVETLEDIGEAL--KHE---RVGIVAQTTQNEEFFKEVVGEIALWVKEVKVI----------NTICNATSLRQ
BSUB 144 ----IVHLVETEEDVKNLDIQS-E---KLIVTNQTTMSQWDVHDIMELVKEKYPHVEY--H--------QEICLATQVRQ
MTUB2 158 S----TLLVQTPADVAALNLPEGT---QLSYLTQTTLALDETADVIDALRARFPTLGQPPS--------EDICYATTNRQ
PAER 137 SNGGAIYLVEDEADVAALEVRKPE---ALHYVTQTTLSMDDTSKVIDALRAKFPQIQGPRK--------NDICYATQNRQ
ECOL 137 PEGG-MYLVESPDDVWKLTVKNEE---KLSFMTQTTLSVDDTSDVIDALRKRFPKIVGPRK--------DDICYATTNRQ
MTUB1 162 H----VQLVDGVDAVDQVTVRDED---KVVWLSQTTLSVDETMEIVGRLRRRFPKLQDPPS--------DDICYATQNRQ
PFAL 356 ----CTHIVENVNDVDKLNFPLNK---KLFYVTQTTLSMDDCALIVQKLKNKFPHIETIPS--------GSICYATTNRQ

SYNE 269 DAMFDLVEEDLSLMVVIGGFNSSNTTHLQEIAVEHGIPSVHIDSGDRIGPGNRVEHKPLGKDLEVLEPWLPAGKITVGVT
ATHA 358 DAIYELVEEKIDLMLVVGGWNSSNTSHLQEISEARGIPSYWIDSEKRIGPGNKIAYKLHYGELVEKENFLPKGPITIGVT
TMAR 189 REVEELSKI-CDLSIVVGGKHSSNTGKLFRIASKHSKTIW-------------------IESPDELPADVVK-YGTVCVF
AAEO 201 ESVKKLAPE-VDVMIIIGGKNSGNTRRLYYISKELN-PNTYH-----------------IETAEELQPEWFRGVKRVGIS
BSUB 206 EAVSEQAKK-ADLTIVVGDPKSNNSNRLAQVSEEIAGTKAYR-----------------IGDLSELKLEWLKGVNTVAVT
MTUB2 223 RALQSMVGE-CDVVLVIGSCNSSNSRRLVELAQRSGTPA-YL-----------------IDGPDDIEPEWLSSVSTIGVT
PAER 206 DAVKELADQ-CDMVLVVGSPNSSNSNRLRELAERMGTPA-YL-----------------IDGAEDMQRGWFDGVRRIGIT
ECOL 205 EAVRALAEQ-AEVVLVVGSKNSSNSNRLAELAQRMGKRA-FL-----------------IDDAKDIQEEWVKEVKCVGVT
MTUB1 227 VAVKAMAPE-CELVIVVGSRNSSNSVRLVEVALGAGARAAHL-----------------VDWADDIDSAWLDGVTTVGVT
PFAL 421 TALNKICTK-CDLTIVVGSSSSSNAKKLVYSSQIRNVPAV-L-----------------LNTVHDLDQQILKNVNKIALT

SYNE 349 SGASTPDKVVEEVMKKILAIKEAQPVLEIAG-----------------------
ATHA 438 SGASTPDKVVEDALVKVFDIKR-EELLQLA------------------------
TMAR 248 SGTSTPNSLIENVVRKLKEMEGKRDGTI--------------------------
AAEO 262 AGASTPDWIIEQVKSRIQEICEGQLVSS--------------------------
BSUB 268 AGASTPTPITKEVIRFLEQFDHE-DPSTWTTEHNIPLKKILPKVKAKN------
MTUB2 284 AGASAPPRLVGQVIDALRGYASI-TVVERSIATETV-RFGLPKQVRAQ------
PAER 267 AGASAPEVLVRGVIAQLREWGAS-EEQELEGREENI-TFSMPKELRVKAL----
ECOL 266 AGASAPDILVQNVVARLQQLGGG-EAIPLEGREENI-VFEVPKELRVDIREVD-
MTUB1 289 SGASVPEVLVRGVLERLAECGYD-IVQPVTTANETL-VFALPRELRSPR-----
PFAL 482 SAASTPEQETQKFVNLLTNPPFNYTLQNFDGAHENVPKWKLPKNFLHMIKEREK

Ecol, sp P22565; Paer, sp Q9HVM7; Aaeo, sp O67625; Syne, sp Q55643; Atha, trnew AAK68817; Bsub,
sp P54473; Tmar, sp Q9X1F7; Mtub1, sp O53458; Mtub2, sp O50409; Pfal, gb AAK12102.1
 

 

 



Anhang   65

V.  pQE31-Konstrukte des MVA-Operons aus B. burgdorferi: 

 

 

 

 

pQE31
3463 bp

Term.

ColE1

bla

Ptac

pBb-MVA-Gesamt:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCT-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 724.224 bp - 730.506 bp

BB0683 bis BB0688

pBb-MVA-kurz:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCG-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 727.737 bp - 730.506 bp

BB0686 bis BB0688

pQE31
3463 bp

Term.

ColE1

bla

Ptac

pBb-MVA-Gesamt:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCT-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 724.224 bp - 730.506 bp

BB0683 bis BB0688

pBb-MVA-Gesamt:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCT-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 724.224 bp - 730.506 bp

BB0683 bis BB0688
BamHI

ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCT-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 724.224 bp - 730.506 bp

BB0683 bis BB0688

pBb-MVA-kurz:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCG-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 727.737 bp - 730.506 bp

BB0686 bis BB0688

pBb-MVA-kurz:

BamHI
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCG-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 727.737 bp - 730.506 bp

BB0686 bis BB0688
BamHI

ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCG-
M R G S H H H H H H T D P

-TAG CTC GAC

entspricht der Sequenz gb AE000783
von 727.737 bp - 730.506 bp

BB0686 bis BB0688



Anhang   66

VI. pBAD-Konstrukt des artifiziellen MVA-Operons aus S. cerevisiae: 

 

 

 

 

 

pSC-MVA:

TAGGAGGAATTAACC-
RBS

ERG12 entspricht der Sequenz gb NC_001145 von 684.466 bp - 685.797 bp, ERG8 der Sequenz gb NC_001145 
von 712.315 bp - 713.670 bp und ERG19 der Sequenz gb NC_001146 von 701.892 bp - 703.082 bp

ERG12ERG12

pBAD-TOPO
4126 bp

P-BAD

araC

pBR322 ori

bla

Term.

pBAD-TOPO
4126 bp

P-BAD

araC

pBR322 ori

bla

Term.

-TAGGAGGCAGATCAA-
RBS

ERG8 -TAGGAGGTAATACTC-
RBS

ERG19ERG19 -TAA
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VII. pKO3-Konstrukte: 

 

 

 

pKO3
5681 bp

M13 ori

sacBpSC101-ts

Cam

pKO3-∆∆∆∆dxr:
GGATCC-
BamHI

-ATGAAGTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAGTCGCCAGAAAAGAGGTGATGCGTCTCGCAAGCTGA-
M K C L S L V D G E V A R K E V M R L A S *

gb U00096 von 
192.989 bp - 193.521 bp

gb U00096 von 
194.719 bp - 195.178 bp

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆gcpE:
GGATCC-
BamHI

-ATGCATAACCAGGCTCCAATTCAATGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTAA-
M H N Q A P I Q C L S L V D G *

gb U00096 von 
2.639.824 bp – 2.640.324 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.638.152 bp – 2.638.705 bp

(komplementär)

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆lytB:
GGATCC-
BamHI

-ATGCAGATCCTGTTGTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCGTGAAGTCGATTAA-
M Q I L L C L S L V D G R E V D *

gb U00096 von 
25.763 bp - 26.277 bp

gb U00096 von 
27.228 bp - 27.749 bp

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆ygbP:
GGATCC-
BamHI

-ATGGCAACCACTTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGACATAA-
M A T T C L S L V D G T *

gb U00096 von 
2.870.513 bp – 2.871.055 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.869.252 bp – 2.869.802 bp

(komplementär)

-GTCGAC
SalI

pKO3
5681 bp

M13 ori

sacBpSC101-ts

Cam

pKO3
5681 bp

M13 ori

sacBpSC101-ts

Cam

pKO3-∆∆∆∆dxr:
GGATCC-
BamHI

-ATGAAGTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAGTCGCCAGAAAAGAGGTGATGCGTCTCGCAAGCTGA-
M K C L S L V D G E V A R K E V M R L A S *

gb U00096 von 
192.989 bp - 193.521 bp

gb U00096 von 
192.989 bp - 193.521 bp

gb U00096 von 
194.719 bp - 195.178 bp

gb U00096 von 
194.719 bp - 195.178 bp

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆gcpE:
GGATCC-
BamHI

-ATGCATAACCAGGCTCCAATTCAATGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTAA-
M H N Q A P I Q C L S L V D G *

gb U00096 von 
2.639.824 bp – 2.640.324 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.639.824 bp – 2.640.324 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.638.152 bp – 2.638.705 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.638.152 bp – 2.638.705 bp

(komplementär)

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆lytB:
GGATCC-
BamHI

-ATGCAGATCCTGTTGTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCGTGAAGTCGATTAA-
M Q I L L C L S L V D G R E V D *

gb U00096 von 
25.763 bp - 26.277 bp

gb U00096 von 
25.763 bp - 26.277 bp

gb U00096 von 
27.228 bp - 27.749 bp

gb U00096 von 
27.228 bp - 27.749 bp

-GTCGAC
SalI

pKO3-∆∆∆∆ygbP:
GGATCC-
BamHI

-ATGGCAACCACTTGTTTAAGTTTAGTGGATGGGACATAA-
M A T T C L S L V D G T *

gb U00096 von 
2.870.513 bp – 2.871.055 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.870.513 bp – 2.871.055 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.869.252 bp – 2.869.802 bp

(komplementär)

gb U00096 von 
2.869.252 bp – 2.869.802 bp

(komplementär)

-GTCGAC
SalI
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