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Zusammenfassung

Der Mevalonat (MVA)-unabhangige Methylerythritol-4-phosphat (MEP)-Stoffwechselweg zur
Biosynthese von Isoprenoiden wurde erst vor wenigen Jahren in Bakterien und in den pflanzlichen
Plastiden identifiziert. Da dieser fur viele Organismen essentielle Stoffwechselweg im Menschen
nicht vorkommt, stellen die beteiligten Enzyme geeignete Zielstrukturen fiir 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
Ansatzen konnten verschiedene Gene identifiziert werden, die mdglicherweise fir noch unbekannte
Enzyme des MEP-Stoffwechselweges kodieren. Um die Beteiligung dieser Gene an dem MEP-
Stoffwechselweg zu beweisen, wurde ein genetischer Ansatz gewéhlt. Hierzu wurden zuerst
genetisch  verénderte Escherichia coli-Bakterien generiert, die in der Lage sind,
Isopentenylpyrophosphat aus exogenem Mevalonat zu synthetisieren. Dazu wurde ein kinstliches
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 IytB als neue Gene des MEP-Stoffwechselweges in E. coli
identifiziert. Zellen mit Deletionen dieser Gene konnten nur Uberleben, wenn das Medium mit
Mevalonat supplementiert worden war oder die Zellen eine entsprechende episomale Kopie des
jeweiligen Genes enthielten.

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dafl ein bisher unbekanntes Intermediat des MEP-
Stoffwechselweges zur Aktivierung von polyklonalen Vy9Vd2 T-Zellen des menschlichen
Immunsystems verantwortlich ist. Deshalb wurden die generierten Deletionsmutanten in yd T-
Zellaktivierungs-Experimente  eingesetzt.  Hierbei  stellte  sich  heraus, dall  gcpE-
Gendeletionsmutanten ihr yd T-Zellaktivierungspotential fast vollstdndig verloren hatten, wéhrend
IytB-Gendeletionsmutanten ein tber 100-fach héheres Potential als der Wildtyp besaBRen. Als yd T-
Zellaktivator konnte eine Substanz isoliert werden, deren Struktur als (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-
2-enyl-pyrophosphat (HMBPP) aufgeklart wurde. Diese Ergebnisse legen nahe, da HMBPP ein
neues Intermediat des MEP-Stoffwechselweges ist und das Produkt von GepE und das Substrat von
LytB darstellt.
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1. Einleitung

Isoprenoide stellen eine der umfangreichsten Gruppe natlrlicher Substanzen dar. Mehr als
23.000 verschiedener lIsoprenoide sind bis heute beschrieben (71), groRtenteils Produkte des
sekunddren Pflanzenstoffwechsels. Daneben existieren verschiedene Isoprenoide, die in allen

Organismen in essentiellen zelluldren Vorgéngen involviert sind (11, 68). Die Hauptfunktionen

wichtiger Isoprenoide sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Organismus

Isoprenoide

Funktion

Eubakterien

Archaeen

Eukaryoten

Ubi- und Menaquinon
Hopanoide
Baktoprenol

Phytol und Karotinoide
Antibiotika

Isoprenylglycerolether

Sterole

Ubi- und Plastogquinon
Dolichole

Phytole und Karotinoide
Mono-, Sesqui-, Di- und

Triterpene

Elektronentransport
Membranstabilisation
Zellwandsynthese
Photosynthese

Wachstumsvorteil

Zellmembranbestandteil

Membranstabilisation,
Steroidhormone, Gallensauren
Elektronentransport
Kohlenhydrattransport
Photosynthese

sekundare Pflanzenmetabolite

Tabelle 1. Hauptfunktionen wichtiger Isoprenoide.

Die in der Erndhrung des Menschen wichtigen fettldslichen Vitamine A, D, E und K z&hlen
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 Cs-Kohlenstoffeinheiten, dem Isopren (2-Methyl-2,3-buten, CsHg),
aufgebaut (Abb. 1).

N

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

Die Synthese samtlicher Isoprenoide wird Uber 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) verlangert
werden. Diese Verldngerung kann zu verschiedenen Polyprenylen weitergefiihrt werden (Abb. 2).
Die einzelnen enzymatischen Schritte werden von spezifischen Prenyltransferasen katalysiert (83).

Neben dieser sog. Kopf-Schwanz-Addition (1’-4’-Addition) wvon IPP an allylische
Polyprenylpyrophosphate kénnen FPP und GGPP uber die sog. Schwanz-Schwanz-Addition
dimerisieren. Aus zwei Molekiilen FPP entsteht dabei Squalen, das als Vorstufe fur die Synthese
der Sterole und der cyclischen Triterpene dient. Karotinoide kdnnen aus zwei Molekiilen GGPP
synthetisiert werden.

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

und weitere Oxidationen des Kohlenstoffskeletts erreicht.
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X
)\/\OPP + )\/\OPP
IPP

\ DMAPP

)\/\)\/\OPP ————> Monoterpene

GPP

-

Sesquiterterpene

A X X ——————> Triterpene
OPP Squalen
FPP
rlpp
Diterpene
X X X X OPP == Karotinoide
GGPP

Polyprenole
X X X OPP > Ubiquinone

Polyprenyl-PP

Abbildung 2. Biosynthese von l&angerkettigen Isoprenoiden ausgehend von IPP und DMAPP.

Die Grundbausteine aller Isoprenocide, IPP und DMAPP, kdnnen Uber 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, daf3 Isoprenoide
ausgehend von Acetat gebildet werden. Bei Ratten, die mit radioaktivem Acetat gefiittert wurden,
ergab sich ein entsprechendes Isotopenmuster des isolierten Cholesterins. Weitere Untersuchungen
fuhrten zur Aufklarung des MVA-Stoffwechselweges (5, 10). Dieser Stoffwechselweg konnte bei

Tieren, Hefen, Pflanzen, Archaeen und einigen Bakterien nachgewiesen werden (77, 85, 86).



Einleitung 10

Der MV A-Stoffwechselweg beginnt mit der Bildung des Acetoacetyl-CoA aus zwei Molekiilen
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 fir die
Ketogenese genutzt wird. Im Cytosol stellt MVA (R-Form) das erste Intermediat dar, das
ausschlieBlich zur Isoprenoidbiosynthese genutzt wird. MVVA wird unter Verbrauch von zwei
NADPH-Molekilen 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) flhren
zum MVA-pyrophosphat (MVA-PP). Unter Verbrauch eines weiteren ATP-Molekils werden
schliefflich die 3-Hydroxygruppe und die Carboxylgruppe eliminiert, und es entsteht IPP. Diese
Reaktion wird durch die MV A-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).

0
)]\S-COA

Acetyl-CoA

0O o ,
AACT HMGS HMGR
S-CoA OH
) SCoA HS-CoA COOH /

)O]\ HS-CoA Acetoacetyl-CoA  Acetyl-CoA 2 NADPH+H* 4 Hs.CoA MVA
S-CoA

Ho, p 0 HO,

/,

HMG-CoA

Acetyl-CoA

MVK 2 PMK ¥ MPD IPI
[_\» K</\OP ﬁ' K</\OPP 7? OPP ~—> n oPP
ADP COOH ADP COOH ADP

ATP i
ATP MVA-P MVA-PP ATP +P; + CO,

IPP DMAPP

Abbildung 3. Der MV A-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 MV A-Stoffwechselweg wurde als universeller Biosyntheseweg fur 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, wéhrend die
Sterolbiosynthese fast vollstandig inhibiert werden konnte.

Erst Untersuchungen der Arbeitsgruppe von M. Rohmer und D. Arigoni konnten in den letzten
Jahren einen alternativen und MV A-unabhédngigen Biosyntheseweg von Isoprenoiden beweisen (3,
68, 69). Verschiedene 3C-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, dafl der erste Schritt die
Kondensation von decarboxyliertem Pyruvat mit D-Glyceraldehyd-3-phosphat (D-GAP) zu 1-
Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP) sein mufte (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 Aminosduren (Valin, Leucin und Isoleucin). Hierbei wird das Acetolactat (a-
Acetyl-a-hydroxybutyrat) durch die Ketosaure-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).

MV A-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 (Uber eine
thiaminabhangige 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 fiir 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).

|+ o co, | OH
N TN\ —
o
Yy _ | J
S HO "o \\*klﬁ
OoP
oPP
T .
Nt OH \ . OH
| NGO | 7 o
d op — s+ op
Q) OH OH
opp M oPP

Abbildung 4. Die TPP-abhéngige Reaktion der DXS zur Synthese von DOXP aus Pyruvat und D-
GAP.

-H
H:\ o) OH NADPH - NADP? OH
OH O OH OH OH

Abbildung 5. Mdglicher 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 missen in noch unbekannten Reaktionen drei Dehydratationen, zwei

Reduktionen und eine Phosphorylierung zur Synthese von IPP postuliert werden (Abb. 6).
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Pyruvat + D-Glyceraldehyd-3-phosphat

i 1
(0]

OH OH

1-Deoxy-D-xylul
OH

(0)
Y
OH

DXS

ose-5-phosphat

DXR

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

?

OH
oP
OH OH
Isopentenyl-
pyrophosphat
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™~

Dimethylallyl-

~ pyrophosphat
IPI
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Abbildung 6. Darstellung der Biosynthese von IPP und DMAPP uber den MEP-Stoffwechselweg.

Die enzymatischen Reaktionen ausgehend vom MEP ware

n 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 Ansétzen neue Gene des MEP-
Stoffwechselweges identifiziert und deren Beteiligung an dem MEP-Stoffwechselweg in einem
genetischen Ansatz demonstriert werden. Hierzu sollte ein genetisch veranderter E. coli-Stamm
generiert werden, der IPP (ber exogenes MVA synthetisieren kann. In diesem Stamm sollten
Deletionen der Gene des MEP-Stoffwechselweges zu MVA-abhangigem Wachstum fiihren, die
ansonsten letal sind. Die Aufkldrung der noch unbekannten Reaktionsschritte des MEP-
Stoffwechselweges ist nicht nur von allgemeinem biochemischen Interesse, sondern liefert auch

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

3.1 Geréte

Zentrifugen

Kihlzentrifuge: 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

Schuttler

Diffusions-Entfarbeapparatur, Desaga, Heidelberg

Mixer 54322, Eppendorfgeratebau, Hamburg

Vortex Genie2, Scientific Industries Bohemia, New York, USA
Riihrer Ikamag Ret, Ika-Werk, Staufen i.Br.

Kulturenschittler 3020, GFL, Burgwedel

Sonstige Gerate

Robocycler, Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Transilluminator, Herolab GmbH Laborgeréate, Wiesloch
Polaroidbelichtungssystem, Kodak, Rochester, USA
Ultraschall Sonoplus HD70, Bandelin, Berlin

3.2 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Alle nicht naher 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, Diiren

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)

D,L-Mevalonsaurelacton

3.3 Oligonukleotide

C. Weidemeyer, Giessen
Sigma Aldrich

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 fir die Expression von Hisg-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 (t, vom Phagen
Lamda und T1 vom rrnB Operon) erreicht. Die Replikation wird Uber ein colE1l-ori gewéhrleistet,

und als Selektorgen dient das bla-Gen, das fur eine 3-Lactamase kodiert.

pRIL

Dieses Plasmid der Firma Stratagene, wurde aus BL21-CodonPlusRIL-Zellen isoliert. Es
kodiert fir die t-RNA-Gene argU (fir R), ileY (fir 1) und leuw (fir L), um Gene mit seltenen
Codons in E. coli expremieren zu koénnen. Das ori ist mit colE1-Vektoren kompatibel. Als

Selektorgen dient ein Cam-Resistenzgen (Chloramphenicolacetyltransferase).

pKO3

Der pKO3-Vektor, zur Verfiigung gestellt von G. M. Church (Boston, USA), wird fur prézise
und Leseraster-erhaltende Deletionsmutationen in E. coli genutzt (53). Dieses Plasmid besitzt ein
temperatursensitives pSC101-ori, ein Cam-Resistenzgen und das SacB-Gen, das fiur die

Levansucrase kodiert und in Gegenwart von Uber 5% Sucrose letal fur E. coli ist.

pCR2.1-TOPO-T/A

Dieses Plasmid der Firma Invitrogen diente vor allem der Zwischenklonierung von PCR-
Produkten, da 3’-Thymidintberhange und eine kovalent gebundene Topoisomerase vom Vaccinia-
Virus die Verbindung des PCR-Produktes und des Plasmides ermdglichen. Dieses Plasmid besitzt
einen schwachen lac-Promotor incl. lacZa-Fragment, das f1 ori und das pMB1 ori (vom pUC-

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

pBAD-TOPO-T/A

Dieses Plasmid der Firma Invitrogen eignet sich fur die direkte Klonierung eines PCR-
Produktes, das als Hiss-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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35 Internetrecherchen und -Programme

Protein- und DNA-Datenbanken

GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov)
SWISSPROT und TrEMBL (www.expasy.ch)

Blast-Programme

www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST

www?2.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 Bakterienstamme und Medien

XL1Blue:

TOP10F":

TOP10:

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac (F' proAB lacl’ZAM15 Tn10
(Tet")

mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str') endAl nupG (F' lacl® Tn10 (Tet"))

mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str') endAl nupG
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DSM 498: ATCC 23716; Wildtyp E. coli K-12 Stamm

Die Bakterien wurden unter Schiitteln bei 37°C in Standard-I Medium (Merck) kultiviert. Zur
Herstellung von Nahrboden wurden 1,5% (w/v) Agar (Difco Bacto Agar) zugegeben.
Selektivmedien wurden je nach Erfordernis mit folgenden Antibiotika supplementiert:

50 bis 150 pg Ampicillin/ml

25 pg Chloramphenicol/ml

25 pg Kanamycin/ml

5 ug 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: MATa ura3-52 leu2 trpl 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-HCI (pH 8,0)
0,1 mM EDTA
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3.7.2  Prdaparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

TELT-Methode

Diese Minipraparationsmethode (35, 87) eignet sich fur die rasche Gewinnung von geringen
Mengen an Plasmid-DNA. Die erhaltenen DNA-Mengen aus verschiedenen Bakterienkolonien
genugen fir anschlielende Analysen mit Hilfe von Restriktionsenzymen. Diese Methode eignet
sich allerdings nur fur Bakterienstimme ohne Endonukleaseaktivitat (endAl-Genotyp), wie
XL1Blue und TOP10.

1,5 ml einer dichten Bakterienkultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfuhrt und
abzentrifugiert (20 s, 14.000 g). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Bakteriensediment in 200
ul TELT-Puffer resuspendiert. Anschlieend wurden 20 pl frische Lysozymldsung (10 mg/ml in
H,0) zugegeben, mdglichst kurz darauf in einem Wasserbad 1 min bei 100°C gekocht,
anschlieffend 5 min auf Eis abgekihlt und wieder zentrifugiert (15 min, 14.000 g).

Nach Entfernen des viskosen Sediments wurde durch Zugabe von 2 Volumen absoluten Ethanol
und einer 10-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur die DNA gefallt. Durch Zentrifugation
wurde die DNA sedimentiert (15 min, 14.000 g), danach einmal mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen
und fur eine halbe Stunde in 30 pl TE-Puffer mit RNaseA (1 pg/ml) geldst. Fir analytische

Restriktionsanalysen wurden 2 bis 3 pl dieser DNA-L&sung eingesetzt.

TELT-Puffer: 50,0 mM Tris-HCI (pH 7,5)
62,5 mM EDTA
2,5 M LiCl
0,4 % (v/v) Triton x-100

GFX™ Micro Plasmid Prep Kit

Diese Komplettausriistung der Firma Amersham Pharmacia basiert auf zentrifugierbaren DNA-
Bindesdulen mit einer Glasfibermatrix. In relativ kurzer Zeit konnten ca. 100 pg Plasmid-DNA
gewonnen werden. Dieser Kit wurde zur analytischen Plasmidpraparation alternativ zur TELT-

Methode genutzt.

Nucleobond Kit
Diese Komplettausriistung der Firma Macherey-Nagel basiert auf lonenaustauschmaterial zur
Bindung der DNA. Es wurde fur die Gewinnung von etwa 1 mg Plasmid-DNA nach Angaben des

Herstellers genutzt.



Material und Methoden 21

3.7.3  Préparation von genomischer DNA aus Bakterien

Qiagen genomic tip 20/G
Diese Komplettausriistung der Firma Qiagen basiert auf lonenaustauschmaterial zur Gewinnung

von genomischer DNA.

Genomische DNA-Praparation fir die PCR
20 pl einer dicht gewachsenen Ubernachtkultur wurden mit 180 pl H,O versetzt und 20 min

gekocht. 1 bis 2 ul dieser Ldsung wurden in einen 20 pl PCR Ansatz eingesetzt.

3.7.4  Praparation von genomischer DNA aus dem Hefe-Stamm BJ1991

Qiagen genomic tip 20/G

Beschreibung siehe oben.

CTAP-Methode

20 ml einer dicht gewachsenen Ubernachtkultur wurden zentrifugiert (6 min, 5.000 g). Das
Zellpellet wurde in 1,5 ml Puffer (10 mM Tris-HCI (pH 8,0) und 100 mM EDTA (pH 8,0))
aufgenommen. Mit Hilfe von Glasperlen wurden die Hefezellen desintegriert (7x je 30 s vortexen
und 30 s in Eiswasser kihlen). Die Glasperlen wurden zuvor in konz. Salpeterséure gewaschen und
mehrfach in 200 mM Tris-HCI (pH 7,5) equilibriert. Nach 10 mindtiger Zentrifugation bei 14.000 g
wurden 700 pl des Uberstandes mit 700 pl einer 2%-igen CTAB- und 1 M NaCl-Losung gemischt,
so dal sich eine Endkonzentration von 1% CTAB und 0,5 M NaCl einstellte, um alle
Nukleinsauren zu féllen (4). Nach einer Inkubation von 10 Minuten wurde das Prézipitat 15 s bei
14.000 g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 500 pl TE-Puffer mit 1
M NacCl fiir 10 Minuten bei RT geldst. Hierbei 16sten sich vor allem Nukleinsauren, nicht aber die
Proteine (4). Nach weiterer 10-miniitiger Zentrifugation wurde der Uberstand mit 0,6 Vol.
Isopropanol gefallt, das Pellet 2x mit 70%-igem Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 50 pl
TE mit 1 pg RNase gel0st. Es ergab sich eine Ausbeute von ca. 5-10 pg genomischer DNA.

3.7.5  Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA

Die enzymatische Spaltung von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen wurde nach den
Protokollen der Hersteller durchgefiihrt. Fiir eine Restriktionsspaltung wurden 1-3U Enzym pro pg
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DNA eingesetzt. Fiir analytische Restriktionsspaltungen wurden ca. 500 ng DNA eingesetzt. Fir

praparative Restriktionsspaltungen wurden etwa 2-5 pg DNA verwendet.

Typischer Ansatz eines analytischen Restriktionsverdaues
2 ul DNA-L6sung (500 ng)

1ul  Puffer
je3U Enzym

Typischer Ansatz eines praparativen Restriktionsverdaues
12l DNA-LOsung (2-5 ug)

4 ul  Puffer
je15U  Enzym

3.7.6  Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte (iber Agarosegele (300 bp bis 10 kbp) und Gber
Polyacrylamidgele (50 bp bis 2 kbp).

Agarosegelelektrophorese

1% (w/v) Agarose wurde im TAE-Puffer in einem Mikrowellenofen durch Erhitzen geldst, in
eine horizontale Gelapparatur tberfihrt und mit einem Kamm fiir die Taschenbildung versehen.
Nach vollstdindigem Abkihlen wurde das Gel mit TAE-Puffer (berschichtet. Der
Restriktionsansatz wurde mit Auftragspuffer (AP) versetzt und in eine Tasche Uberfuhrt. Zwei
Farbstoffe (Bromphenolblau und Xylencyanol) im AP erlaubten die Elektrophorese optisch zu
verfolgen. Als Langenstandard wurde zusétzlich ein DNA-Marker aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte in TAE-Puffer lber eine Spannung von ca. 10 V/cm Elektrodenabstand. Das Gel wurde in
einer Ethidiumbromid-Ldsung fur 30 min gefarbt. 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
40,0
2,0

mM
mM
mM

Der TAE-Puffer ist als 20x Stockldsung ansetzbar.

TBE-Puffer (pH 8,3): 90,0
90,0
25

mM
mM
mM

Der TBE-Puffer ist als 10x Stocklésung ansetzbar.

Auftragspuffer (10x): 75,0
0,1
0,1
0,1
Farbeldsung: 2,0

Die Férbelosung ist als 10.000x Stocklésung ansetzbar.

DNA-Laingenstandard:

% (vIv)
mM

% (W/v)
% (w/v)

pg/mi

Tris-OH
Essigséure
EDTA

Tris-OH
Borat
EDTA

Glycerin
EDTA
Bromphenolblau

Xylencyanol

Ethidiumbromid

Der in dieser Arbeit genutzte Langenstandard wurde von R. Fullkrug (Giessen) hergestellt.

Hierzu wurde pSP65-DNA in verschiedenen Reaktionsansdtzen mit den Restriktionsenzymen

Hindlll, Dral und Hinfl verdaut, danach in einem Verhéltnis von 1:2:3 gemischt und mit einem

geeigneten VVolumen Auftragspuffer versetzt.

40% Acrylamidldsung (29:1): 38,66
1,33

6%-iges Gel fir die PAGE: 15
1,0
6,5

% (w/v)

% (W/v)

ml
ml

mi

Monoacrylamid

Bisacrylamid

40% Acrylamidlésung
10x TBE-Puffer
H,0

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

Losen des APS wurden 10 pl TEMED zugegeben, kurz gemischt und in die vorbereitete

Gelapparatur eingegossen.
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3.7.7  lsolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Nach Auftrennung eines praparativen 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) Uber
kompatible Restriktionsschnittstellen miteinander verbunden. Es wurde ein molares Verhéltnis 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 mogliche Selbstligation zu verhindern. Hierzu wurde die
alkalische Dephosphatase aus Shrimps (Roche) genutzt. 1U Dephosphatase pro pg Vektor wurde
nach Beendigung des Restriktionsverdaues zugefiigt 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, daR PCR-
Produkte der Tag-Polymerase ein Adenosin-Uberhang an den 3’-Enden besitzen. Der Vektor ist
mit Thymidin-Uberhingen an den 5°-Enden ausgestattet. Bei diesem Kit wird nicht die Aktivitit
einer Ligase genutzt, sondern einer kovalent gebundene Topoisomerase, die die Enden der DNA-

Sténge verbindet.

3.7.9  Transformation von Bakterien

Fur Standardtransformationen wurden kompetente E. coli Bakterien mit der CaCl,-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 CacCl,-
Losung vorsichtig aufgenommen. Nach einer 1-stiindigen Inkubation auf Eiswasser wurden die
Zellen bei 3.500 g fiir 5 min abzentrifugiert und in 1/50 des Ausgangsvolumen eiskalter 30 mM
CaCl,-L6sung resuspendiert. Nach Inkubation auf Eiswasser tiber Nacht erreichten die Zellen ihre
hochste Kompetenz.

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

Invitrogen bezogen.
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Fir einen typischen Transformationsansatz wurden 50 bis 100 pl einer Suspension kompetenter
Bakterienzellen mit 100 bis 200 ng ligierter DNA oder ca. 1 ng Plasmid-DNA in einem
eisgekihlten 1,5 ml ReaktionsgefdR gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
Inkubation im Wasserbad bei 42°C fiir 60 s wurde der Transformationsansatz mit 1 ml Standard-I
Medium ohne Antibiotikum versetzt und fur 30 min bei 37°C oder 1 h bei 30°C inkubiert. Nach
kurzer Zentrifugation wurde das Bakterienpellet in 100 pl Standard-1 Medium resuspendiert und

auf einen Nahrboden mit geeignetem Antibiotikum ausplattiert.

3.710 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem Stratagene Robocycler mit beheizbarem
Deckel in einem Gesamtvolumen von 20 ul ausgefihrt. Fur Standard-PCRs wurde die Tag-
Polymerase der Firma Promega nach Angaben des Herstellers genutzt. Fir Produkte, die kloniert
werden sollten, wurde das Expand high-fidelity PCR System der Firma Roche genutzt, um
moglichst wenige Fehler wahrend der Amplifikationen zu erhalten. Fir eine Standard-PCR wurden
nach 1 min bei 94°C Denaturierung, 30 Zyklen Denaturierung bei 94°C fir 30 s, Primeranlagerung
(annealing) bei 45 bis 65°C fir 30 s und Polymerisierung (extension) bei 72°C fiir 30 bis 90 s (je
nach Léange der zu erwartenden Fragmente) ausgefiihrt. Eine abschlieRende 7-mintige Inkubation

bei 72°C sollte einen vollstandigen AbschluR der Polymerisierungsreaktion gewahrleisten.

Standard-PCR-Ansatz
2 Ml 10x Tag-Puffer ohne MgCl,
1,6 ul 25 mM MgCI, (Endkonz. 2 mM)
1 I 10 uM Primer 1 (Endkonz. 500 nM)
1 I 10 uM Primer 2 (Endkonz. 500 nM)
1 pl DNA-Vorlage (1 ng Plasmid, 100 ng genomische DNA oder 10* Zellen)
1 ul 2,5mM dNTPs (Endkonz. je 125 uM)
0,2 pl Tag-Polymerase (1U)
12,2 ul H0

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

Bildung. 0,5 bis 1 pg/pl BSA erhoht in einigen Féllen 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 ermdglicht die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer
Molekulargewichte (4). Die native Konformation der Proteine wird durch reduktive Spaltung der
Disulfidbriicken mit [B-Mercaptoethanol und Anlagerung des anionischen Detergenzes
Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstdrt. Eine hohe Trennscharfe 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 fir
4 min gekocht. Die Elektrophorese wurde im Laufpuffer bei 150 V durchgefihrt. Nach Beendigung

der Elektrophorese wurden die Gele fir 30 min geférbt und anschlielend entfarbt.

12,5%-iger Trenngelansatz 6%-iger Sammelgelansatz
3,0 ml 40% Acrylamidldsung (29:1) 0,6 ml 40% Acrylamidldsung (29:1)
2,4 ml Trenngelpuffer (4x) 1,0 ml Sammelgelpuffer (4x)
42 ml H,0 2,4 ml H,0

10 mg kristallines APS wurde in den Ansdtzen gelost, und zum Starten der

Polymerisierungsreaktion wurde 1/1.000 Volumen TEMED zugesetzt.

40% Acrylamidlésung (29:1): 38,66 % (w/v) Monoacrylamid
1,33 % (w/v) Bisacrylamid

Sammelgelpuffer (4x): 05 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,4 % (w/v) SDS

Trenngelpuffer (4x): 15 M Tris-HCI (pH 8,8)
04 % (w/v) SDS
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Auftragspuffer fiir Proteine (4x): 1250 mM Tris-HCI (pH 6,8)
200 % Glycerin
10,0 % (v/v)  R-Mercaptoethanol (frisch zusetzen)
40 % (w/v) SDS
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Laufpuffer: 250 mM Tris-OH
1920 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
Der Laufpuffer kann ohne SDS als 10x Laufpuffer hergestellt werden. SDS kann als 10% (w/v)

Ldsung hergestellt werden.

Farbeldsung fir Proteingele: 400 % Ethanol

100 % Essigséure
0,1 9% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R250

Entfarbeldsung fiir Proteingele: 50 % Ethanol

75 % Essigséure

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

3.7.13 Analytische Proteinaufreinigung von rekombinanten Proteinen mit einer Hisg-Fusion

TOP10F’ oder XL1Blue (pREP4) Zellen wurden mit einem Expressionsplasmid fiir das zu
expremierende Gen transformiert und in Standard-1 Medium mit 150 pug Ampicillin/ml und ewvtl.
mit 25 pug Kanamycin/ml inkubiert. Die Induktion mit 1 mM IPTG erfolgte im logarithmischen
Wachstum bei einer ODggonm VON 0,8 entweder bei 37°C fiir 4 Stunden oder bei 28°C Uber Nacht.

Zur Uberpriifung der Expression der rekombinanten Proteine wurde 1 ml Kultur abzentrifugiert,
in 200 pl Talon-Puffer mit 10 mM Imidazol aufgenommen und durch Ultra-Schall desintegriert (2
min mit der Mikrospitze MS73, 30% Puls/Pause-Verhéltnis und 10% Amplitude). Nach einer 10-
miniitigen Zentrifugation bei 14.000 g und 4°C wurde der Uberstand mit 10 ul Talon (Kobalt-
Affinitdtsmatrix) versetzt und 15 min unter Bewegung inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde
das Talon pelletiert und vom Uberstand befreit. Nach einmaligem Waschen des Talons mit 200 pl
Talon-Puffer mit 10 mM Imidazol wurde das Protein mit 20 pl Talon-Puffer mit 500 mM Imidazol
eluiert. Das Eluat wurde mit Proteinauftragspuffer versetzt und fir die SDS-PAGE (3.7.12)

vorbereitet.
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Talonpuffer: 30 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM NaCl
1 mM [3-Mercaptoethanol

3.8 Konstruktion der MV A-Operon-Plasmide aus Borrelia burgdorferi

Genomische DNA von Borrelia burgdorferi (ATCC 35210D) diente als Template fur die PCR-
Amplifikation des MVA-Operons. Das gesamte Operon (6.284 bp), einschlielich der Gene flr die
HMGS, HMGR, MVK, PMK, MPD und eine erst kirzlich beschriebene FAD/NAD(P)H-
abhéangige 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
Xhol wieder freigesetzt. Das Fragment wurde gereinigt und Gber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Sall 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
enthélt nur einen Teil des Operons (2.771 bp), der die Gene fiir die MVK, PMK und MPD enthélt.
Die PCR-Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotiden Bb-MV A-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 MV A-Operon-Plasmides pSC-MVA aus S. cerevisiae

Die Gene der MVK (ERG12), PMK (ERGS8) und der MPD (ERG19) wurden zunachst einzeln
durch PCR aus der genomischen DNA des S. cerevisiae-Stammes BJ1991 amplifiziert. Fur die
PCR-Reaktionen wurden 10:1 molare Verhaltnisse der jeweiligen Primerpaare (500 nM und 50
nM) genutzt. Anschliefend wurden die PCR-Produkte der Gene mit einer PCR-basierenden
Methode zu einem artifiziellen Operon zusammengefiigt. Dazu wurden Oligonukleotide mit
Uberlappenden Sequenzelementen verwendet. Zusatzlich wurden ber die Oligonukleotide
Ribosomenbindestellen (5’-AGGAGG-3’) im Abstand von acht Nukleotiden zum Startcodon der
einzelnen Gene eingefuhrt. Die drei PCR-Produkte wurden gemischt und eine weitere

Amplifikationsreaktion mit den &uReren Oligonukleotiden durchgefiihrt. Das so erhaltene
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vollstandige artifizielle Operon wurde in beiden Orientierungen in den pPBAD-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 V1).

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’

Uberlappende Sequenzen sind fett gedruckt, Ribosomenbindestellen kursiv.

3.10  Uberpriifung der Funktionalitat der MVVA-Operon-Plasmide

Um die Funktionalitat der konstruierten MV A-Operon-Plasmide zu kontrollieren, wurden E.
coli-Bakterien mit den zu testeten Plasmiden transformiert und auf einen Nahrboden mit 200 pM
Mevalonat und eine Nahrboden ohne Mevalonat ausgestrichen. In die Mitte der Platten wurde ein
mit 2 pl 100 mM Fosmidomycin getrénktes Stuck Filterpapier gelegt. Im Fall eines
plasmidvermittelten funktionalen MV A-Stoffwechselweges war in Gegenwart von MVA keine
Hemmhofbildung zu erwarten. Eine 1 M Mevalonat-Stammldsung wurde durch Hydrolyse von
Mevalonlacton in 1 M KOH bei 37°C flr 30 min hergestellt.

3.11  Konstruktion der Genaustauschplasmide

Um prézise Leseraster-erhaltende Deletionsmutanten von E. coli zu generieren, wurde das
pKO3-Vektorsystem genutzt (53). In einem ersten Schritt wurden in zwei unabhéangigen
asymetrischen PCRs die Sequenzfragmente von etwa 500 bis 600 bp Lénge stromaufwarts
(upstream) und stromabwarts (downstream) der zu deletierenden Sequenz amplifiziert. Das molare
Verhéltnis der Primerpaare war 10:1 (500 nM &uRerer Primer und 50 nM innerer Primer). In einem
zweiten Schritt wurden die Produkte, die durch tberlappende Sequenzen hybridisieren konnten, in

einer weiteren PCR mit 500 nM der duReren Primer als Fusionsprodukt amplifiziert. Das
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resultierende Produkt wurde mit Hilfe des pCR-TOPO-T/A-Kits zwischenkloniert und tber die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Sall 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 gewiinschten Plasmides durch

Plasmidpréparation und Restriktionsanalyse tberprift.

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-Adxr (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-AygbP (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-AgcpE (siehe Anhang V11):
GepE-N-out:  5’-TAGGATCCCCAGCGTCTGTGGATACTAC-3’
GCpE-N-in:  5’-CCCATCCACTAAACTTAAACATTGAATTGGAGCCTGGTTATG-3’
GepE-C-in: 5’-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTAATAACGTGATGGGAAGCGC-3’
GepE-C-out:  5’-TAGTCGACAGTGAGCATAATCAGTTCAGC-3’

Oligonukleotide zur Generierung des Plasmides pKO3-AlytB (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, tberlappenden Bereiche, die eine 21 bp

Insertion definieren fett gedruckt.
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3.12  Konstruktion der Deletionsmutanten

Genaustauschexperimente wurden &hnlich wie zuvor beschrieben durchgefihrt (53), mit dem
Unterschied, daR die Na&hrbéden mit 100 pM 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
Verdinnungen auf Chloramphenicol-Ndhrbdden mit 100 uM MVA ausplattiert, die auf 42°C
vorgewarmt 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 bis 10°°, verglichen
mit der Kolonienanzahl, die sich bei 30°C ergab. Durch Ausplattierung eines Klones auf eine
Sucrose-Platte (NaCl-freier LB-Nahrboden mit 6% Sucrose und 100 uM MVA; Inkubation bei
30°C fir 24 bis 48 h) wurde auf Bakterienzellen selektioniert, die die Vektorsequenzen durch eine
zweite Rekombination verloren hatten. Die Sucrose-Sensitivitdt wird durch das SacB-Gen des
pKO3-Plasmides vermittelt. Bei dieser zweiten Rekombination kann wieder der Wildtyp-Genotyp
oder der gewiinschte Deletions-Genotyp entstehen. Die Frequenz der zweiten Rekombination lag
ebenfalls bei 10 bis 10°. Die Sucrose-resistenten und Chloramphenicol-sensitiven (durch Verlust
der Vektorsequenzen) Kolonien wurden durch PCR auf den gewiinschten Genotyp uberprift. 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:
GcepE-con-N:  5’-CTGGAGGTCACTGATGCTAC-3’
GepE-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:

wtAdxr mit dem Plasmid pQE-Ec-DXR (konstruiert von Silke Sanderbrand, Giessen);
wtAygbP mit dem Plasmid pQE-Ec-YgbP  (konstruiert von Jochen Wiesner, Giessen);
wtAgcepE mit dem Plasmid pQE-Bs-GepE  (konstruiert von Ann-Kristin Kollas, Giessen);
witAlytB mit dem Plasmid pQE-IytB

Zur Konstruktion des pQE-lytB-Plasmides wurde das IytB-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 Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und Hindlll in den pQE30-Vektor kloniert.

3.14  Herstellung niedermolekularer Zellextrakte

100 ml Kulturen der E. coli-Deletionsmutanten wtAgcpE und wtAlytB (3.12), kultiviert in
Standard-l Medium mit 100 pg Ampicillin/ml und 100 pM MVA, wurden im logarithmischen
Wachstum (ODggonm 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 gekihlt. Nach Aufschluf3 der Zellen mit Ultra-Schall (5 min mit Titanteller TT20, 30%
Puls-Pause-Verhéltnis und 75% Amplitude) unter Eiswasser-Kiihlung wurden die ldslichen
Fraktionen durch Zentrifugation (20 min, 10.000 g bei 4°C) gewonnen. Die niedermolekularen
Zellextrakte wurden schlielich durch Ultrafiltration der l6slichen Fraktion Uber Centriprep-

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

Eine HR5/10-Sdule (Amersham Pharmacia) wurde mit Source Q15-Material (Amersham
Pharmacia) gepackt und mit einer Fluirate von 1 ml/min auf Ammonium-Formiat-Puffer (20 mM,
pH 8,0) aquilibriert. Hydrophobe Bestandteile der niedermolekularen Zellextrakte wurden mit einer
Isolute C18 reversed phase (RP)-Saule (International Sorbent Technology, Mid Glamorgan, U.K.)
entfernt. AnschlieRend wurden die niedermolekularen Zellextrakte mit einer Peristaltik-Pumpe mit
einer 1 ml/min FluBrate auf die Anionenaustauscher-Séule geladen. In einer HPLC-Anlage (Waters
M626, Waters 996 PDA-Detektor, Millennium32-Software) wurden die niedermolekularen

Zellextrakte mit folgendem Programm und einer FluBrate 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  ydT-Zellaktivierungs-Experimente

Die ydT-Zellaktivierungs-Experimente wurden von Matthias Eberl (Giessen) durchgefhrt. Pro
Ansatz wurden 2x10° PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) in RPMI-1640-Medium, das
mit 25 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin, 100 pg 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-Praparationen
versetzt. Als Positivkontrolle dienten Ansdtze mit 10 uM IPP. Die Zellen wurden nach 18-
stindiger Inkubation bei 37°C und 3% CO, fir die durchflulzytometrische Analyse geerntet und
mit den monoklonalen Antikdrpern (Beckman Coulter, Krefeld) anti-CD3 (PC5-konjugiert), anti-
V&2 (FITC-konjuguert) und anti-CD69 (PE-konjugiert) markiert. Die Analyse erfolgte mit einem
Epics XL-DurchluRzytometer und der Software Expo32 (Beckman Coulter).
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3.17  Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Analysen wurden von Ute Bahr (Frankfurt) durchgefuhrt. 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,
Dénemark) verwendet. 3 pl der Fraktionen wurden in eine Gold-beschichtete nanospray-Kapillare
aufgenommen. Die Analyse erfolgte bei einer Flufrate von 10-30 nl/min (Spannung 900 V,
Temperatur 200°C).
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4. Erqgebnisse

4.1 Bioinformatische Ansétze zur Identifizierung neuer Gene des MEP-Stoffwechselweges

Tiere, Pilze und Archaebakterien nutzen zur Isoprenoidbiosynthese ausschlieBlich den MVA-
Stoffwechselweg, wohingegen Pflanzen den MV A-Stoffwechselweg im Cytosol, aber den MEP-
Stoffwechselweg in den Plastiden fir 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 parasitire 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 aufféllige
Verteilung in verschiedenen Organismen auf. lhre Gene kdnnen 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
hochstwahrscheinlich fir die Targetierung der Proteine in die Plastiden der Pflanze und in den
Apikoplasten (ein Plastiden-&hnliches Organell) des Malariaerregers verantwortlich sind (Anhang |
bis 1V) (37, 63, 82). Dies ist auch in Ubereinstimmung mit Ergebnissen, die den MEP-

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

Eubacteria
Aquifex aeolicus sp 067036 sp 066722 sp 067496 sp 067625
Bacillus subtilis sp P54523 sp 031753 sp P54482 sp P54473
Chlamydia pneumoniae tr Q9Z6J9 tr Q928J8 tr Q9Z8H0 sp Q9Z6P2
C. trachomatis sp 084335 sp 084074 sp 084060 sp 084867
Escherichia coli sp P77488 sp P45568 sp P27433 sp P22565
Haemophilus influenzae sp P45205 sp P44055 sp P44667 sp P44976
Helicobacter pylori tr Q9ZM94 tr Q9ZML6 tr Q9ZLLO sp 025160
Mycobacterium tuberculosis  sp 007184 sp Q10798 sp 033350 sp 053458
Synechocystis PCC6803 sp P73067 sp Q55663 pir S77159 sp Q55643
Thermotoga maritima tr Q9X291 tr QOWzz1 tr QOWzz3 sp Q9X1F7
Treponema pallidum sp 083796 sp 083610 sp 083460 sp 083558
Neisseria meningitidis tr Q9JW13 tr Q9JX33 tr Q9JZ40 tr Q9JR39
Campylobacter jejuni tr Q9PIHS8 tr QOPMV3 tr Q9PPM1 sp P94644
Deinococcus radiodurans tr QO9RUBS tr Q9RU84 tr Q9RXC9 tr Q9RSGO
Pseudomonas aeruginosa tr QOKGU7 tr AAG07190 tr AAG07190  tr QQHVM7
Vibrio cholerae tr Q9KTL3 tr QOKPV8 tr QOKTX1 pir G82293

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 sp 096694 sp 096693 gb AF323928  gb AAK12102
Arabidopsis thaliana sp Q38854 sp Q9XFS9 gb BAB09833  pir T04781

Saccharomyces cerevisiae — — — —
Drosophila melanogaster — — — —
Caenorhabditis elegans — — — —
Homo sapiens — — — _

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

mit den Datenbank-Zugriffsnummern fir die entsprechenden Proteine.

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

Isoprenoidbiosynthese nutzen kdnnen

Um die Beteiligung des gcpE- und des lytB-Gens am MEP-Stoffwechselweg experimentell zu
beweisen, wurde ein genetischer Ansatz gewahlt. Hierzu wurden verschiedene MVA-Operons
konstruiert, die E. coli-Bakterien die Eigenschaft vermitteln sollten, Isoprenoide iber den MVA-
Stoffwechselweg zu synthetisieren (Abb. 7). Bei diesen Bakterien sollte es mdglich sein, Gene des

MEP-Stoffwechselweges zu mutieren.
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Abbildung 7. Strategie der artifiziellen Einflihrung eines partiellen MV A-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 umfalt die Gene der HMGS, HMGR, MVK, PMK, MPD und
einer erst kirzlich beschriebenen FAD/NAD(P)H-abhéngigen IP1 (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, dai3 E.
coli-Bakterien, die dieses Plasmid enthalten, Isoprenoide Uber den MVA-Stoffwechselweg
herstellen koénnen und dadurch resistent gegen Fosmidomycin sind. Fosmidomycin ist ein
spezifischer Hemmstoff der DXR (37, 42). Dies konnte jedoch nicht bestétigt 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 fiir MVK, PMK und MPD enthélt. 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 bestétigt werden.

1.000 bp
+—>
A» hmgs hmgr —B> mpd
—;//‘—‘ -BB0683- >( BB0684: >( —BB0685- > BB0686 > BBOGB? > BB0688 >—;//‘—
724.000 bp 731 000 bp
l} pBb-MVA-Gesamt
P\ac
» pBb-MVA-kurz

Ptac

Abbildung 8. Darstellung des MVVA-Operons im Genom von B. burgdorferi. Samtliche Gene des
MV A-Stoffwechselweges sind in einem Operon mit teilweise (berlappenden kodierenden

Sequenzen organisiert.

Als mégliche Erkléarung fir die fehlende Funktionalitét der Operonplasmide pBb-MVA-Gesamt
und pBb-MVA-kurz wurde angenommen, dal die B. burgdorferi-Gene in E. coli unzureichend
expremiert werden. Deshalb sollte Uberpruft werden, ob in den transformierten Bakterien
rekombinantes Protein nachweisbar ist. Durch die Klonierungsstrategie wurde erreicht, daf3 die
jeweils ersten Gene der Operonplasmide ein Protein mit aminoterminaler Hiss-Fusion kodieren.
Deshalb konnte die Anwesenheit dieser Proteine durch analytische Affinitatsreinigung an einer
Cobalt-Matrix Oberpruft 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, daR die Expression von Genen aus B. burgdorferi in E. coli
problematisch ist. Dies beruht moglicherweise 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 fiir t-RNAs, die die Expression A/T-reicher Gene in E. coli erleichtern sollen.
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Abbildung 9. Uberpriifung der Synthese von der HMGS und der MPD nach Transformation von E.
coli mit pBb-MVA-Gesamt und pBb-MVA-kurz. In der I6slichen Fraktion (Spur 1) von E. coli-
Bakterien, die das Plasmid pBb-MVA-Gesamt enthielten, konnte die HMGS detektiert werden
(Spur 2). Die elektrophoretische Mobilitdt des Proteins entspricht dem kalkulierten
Molekulargewicht von 46 kDa. In der léslichen 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 betragt 28 kDa. Ein analoger Versuch nach Co-
Transformation mit dem pRIL-Plasmid fuhrte zu keinem signifikant verschiedenen Ergebnis (Spur
5-8).

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

Da es nicht moglich war, die Gene des MV A-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 zusammengefugt (Abb. 10). Dabei
wurde vor jedes Gen eine geeignete Ribosomenbindestelle tber die verwendeten Oligonukleotide

eingeflhrt.
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Abbildung 10. Konstruktion des artifiziellen MVVA-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. Uber 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) eingefiihrt. Die Produkte der 3 PCR-Ansédtze wurden durch Uberlappende

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 moglichen Orientierungen Kkloniert. Um ihre Funktionalitdt zu Uberprifen,
wurden diese Konstrukte in E. coli transformiert und die Sensitivitat der Bakterien gegen
Fosmidomycin in Gegenwart von MV A getestet (Abb. 11).
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Abbildung 11. Nachweis der MVA-abhéngigen Fosmidomycin-Resistenz von E. coli-Bakterien
nach Transformation mit verschiedenen MVA-Operon-Plasmiden. Die Sensitivitdt gegen
Fosmidomycin wurde in Abwesenheit (-MVA) und Gegenwart (+MVA) von MVA durch
Hemmbhofbildung getestet. Das MVVA-Operon wurde in beiden Orientierungen unter der Kontrolle
des Arabinose- und Lactose-Promotors untersucht. pPBAD -, 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 MV A-abhangige 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. Auf’erdem war besseres Wachstum zu
beobachten, wenn das Operon in entgegengesetzte Richtung zu den Promotoren orientiert war. Die

hochste Wachstumsrate wurde erreicht, wenn das Operon in entgegengesetzter Richtung zum
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Promotor des pBAD-TOPO-Vektors ligiert wurde. Dieses Konstrukt (pSC-MVA, Anhang VI)

wurde fiir Gen-Deletionsexperimente genutzt.

4.3 Validierung des experimentellen Systems

Um die Beteiligung der neu identifizierten Gene gcpE und IytB 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 Uberlebensfahig 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 durchgefiihrt. Das Prinzip beruht auf einen prézisen und Leseraster-
erhaltenden Austausch der targetierten Sequenz durch eine 21 bp lange Sequenz Uber eine

zweifache homologe Rekombination (Abb. 12, A).

A B

5 5

A T uwns >4 w i
% bp A+B C+D A+B C+D

pKO3Adxr

A

— A >—'—| uppS >7//; wtAdxr

<«
B

—4A fir

Abbildung 12. Deletion des dxr-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der dxr-Region des
wt-Stammes und der dxr-Deletionsmutante wtAdxr. Die fir 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 GroRe des PCR-Produktes der
Deletionsmutante betrug mit den Oligonukleotiden A und B 450 bp und war somit, wie erwartet,
1.130 bp kirzer als das PCR-Produkt des wt-Stammes mit der L&nge 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 gewiinschten Gendeletion waren nur tberlebensfahig, wenn dem Medium MVA zugegeben
wurde oder die Zellen mit einer episomalen Kopie des dxr-Gens komplementiert wurden (Abb 14).
Diese Daten demonstrieren, dall diese Methode dazu geeignet ist, neue Enzyme des MEP-

Stoffwechselweges zu identifizieren.

4.4 Verifikation der Beteiligung von GepE am MEP-Stoffwechselweg

Das gcpE-Gen wurde in analoger Weise wie das dxr-Gen deletiert (Abb. 13, A). Die
Verifikation der gewilinschten Deletionsmutation erfolgte durch PCR (Abb. 13, B).

> 2 wit WIAgCpE
A yigh > gcpE [ hss >4 w

bp A+B C+D A+B C+D
2288 —
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Abbildung 13. Deletion des gcpE-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der gcpE-Region
des wt-Stammes und der gcpE-Deletionsmutante wtAgcpE. Die fiir die PCR-Analyse genutzten
Oligonukleotide sind als Pfeile dargestellt. A, GepE-con-N; B, GepE-con-C; C, ecolgcepefor; D,
ecolgcperev. (B) Verifikation der gcpE-Gendeletion durch PCR. Die GréRe des PCR-Produktes der
Deletionsmutante betrug mit den Oligonukleotiden A und B 530 bp und war somit, wie erwartet,
1.070 bp kirzer als das PCR-Produkt des wt-Stammes mit der Lange 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 gewinschten Gendeletion waren nur tberlebensféhig, 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, dal das gcpE-Gen essentiell im
MEP-Stoffwechselweg involviert ist.
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Abbildung 14. Wachstum der verschiedenen E. coli-Stdimme (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 zuséatzlich eine Doppel-Genmutante der Gene dxr und gcpE generiert.
Hierzu wurde bei der Mutante wtAdxr zusétzlich 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).
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Abbildung 15. Verifikation der dxr- und gcpE-Doppel-Gendeletion durch PCR. Die Grolie des
PCR-Produktes der Doppel-Gendeletionsmutante wtAdxrAgcpE betrug mit den Oligonukleotiden
GcpE-con-N und GepE-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 ecolgeperev (Laufspur 2) und des dxr-Gens mit den Oligonukleotiden ecolyaemfor

und ecolyaemrev (Laufspur 4) waren nicht méglich.
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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 gewiinschten Deletionsmutation erfolgte durch PCR (Abb. 16, B).
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Abbildung 16. Deletion des lytB-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der lytB-Region des
wt-Stammes und der IytB-Deletionsmutante wtAlytB. Die fur 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 GréRRe des PCR-Produktes der Deletionsmutante betrug mit den
Oligonukleotiden A und B ist 560 bp und war somit, wie erwartet, 880 bp kiirzer als das PCR-
Produkt des wt-Stammes mit der Lange von 1.440 bp.

Die Klone waren ebenfalls nur Uberlebensfahig, 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, daB das lytB-Gen essentiell im MEP-Stoffwechselweg involviert ist.
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Abbildung 17. Wachstum der Deletionsmutante wtAlytB und wtAlytB 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 (Munchen) konnte demonstrieren, dal 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, dal YgbP essentiell im
MEP-Stoffwechselweg involviert ist und nicht nur ein Enzym einer mogliche Abzweigung dieses
Weges ist. Um diese Frage zu beantworten, wurde das ygbP-Gen in analoger Weise wie das dxr-,
gcpE- und IytB-Gen deletiert (Abb. 18, A).
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Abbildung 18. Deletion des ygbP-Gens in E. coli (pSC-MVA). (A) Darstellung der ygbP-Region
des wt-Stammes und der ygbP-Deletionsmutante wtAygbP. Die fir 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 Grolie 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 kiirzer als das PCR-Produkt
des wt-Stammes mit der Lange von 1.190 bp.

Die Bakterien mit der gew(inschten ygbP-Gendeletion wurden durch PCR identifiziert (Abb. 18,
B). Auch diese Klone waren nur tberlebensfahig, 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, dall das ygbP-Gen essentiell im MEP-

Stoffwechselweg involviert ist.

47 Einfluf der MV A-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
MV A-Konzentration von 100 bis 200 uM. Interessanterweise wirkte eine hohere Konzentration
von 500 pM inhibitorisch auf das Wachstum. Dies konnte daran liegen, dal hohere IPP-
Konzentrationen durch die nicht gegebene Regulierbarkeit des MVVA-Operons den Stoffwechsel

von E. coli storen.

100 uM 200 uM 500 uM

Abbildung 19. MVA-abhé&ngiges Wachstum aller konstruierten Deletionsmutanten (A) Dbei
unterschiedlichen MVVA-Konzentrationen (B). Beste Wachstumsraten lagen bei 100 bis 200 puM
MVA.
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4.8 Aktivierung menschlicher yd T-Zellen durch Intermediate des MEP-Stoffwechselweges

Die bisherigen Ergebnisse demonstrieren, dall die Gene gcpE und IytB 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 Aufklarung der enzymatischen Funktion von GcpE und LytB wurde die Tatsache
ausgenutzt, dall menschliche y& T-Zellen durch ein zu dieser Zeit noch unbekanntes Intermediat
des MEP-Stoffwechselweges aktiviert werden (36). Die yd T-Zellpopulation stellt einen Anteil von
0,5-5% aller menschlichen T-Lymphocyten im peripheren Blut dar. Von diesen yd T-Zellen
expremieren etwa 60-95% die Vy9- und V2-Kette (22, 56). Anders als die klassische MHC-
abhéngige Erkennung von Antigenen mit Hilfe der CD4 oder CD8 Co-Rezeptoren durch af3 T-
Zellen, erkennen Vy9V&2 T-Zellen MHC-unabhéngig kleine nichtproteindse Phosphoantigene aus
verschiedensten Organismen, wie z.B. E. coli, M. tuberculosis und P. falciparum (8, 17, 22, 56). Es
war damit zu rechnen, dal} die Biosynthese des yo T-Zellaktivators in E. coli durch Gendeletionen
des MEP-Stoffwechselweges beeinfluf3t wird.

Es wurden niedermolekulare Zellextrakte der generierten Deletionsmutanten in yd T-Zell-
Aktivierungsexperimente eingesetzt. Die niedermolekularen Zellextrakte (Zellbestandteile kleiner
als 3 kDa) wurden durch Ultrafiltration der I6slichen Zellfraktionen der untersuchten Bakterien
gewonnen. In Vorversuchen wurden die niedermolekularen Zellextrakte der Deletionsmutanten
wtAdxr, wtAygbP, wtAgcpE und wtAlytB getestet (Daten nicht gezeigt). Die Mutanten wtAdxr,
wtAygbP und wtAgcpE konnten keine signifikante yd T-Zellaktivierung induzieren, wohingegen
die wtAlytB-Mutante ein Uber 100-fach hdheres yd T-Zell-Aktivierungspotential besal als der
Wildtyp. Diese Beobachtungen bestéatigten die Tatsache, dal der yd T-Zellaktivator aus dem MEP-
Stoffwechselweges stammt. Dartber hinaus war der Schluf® mdglich, dall der Aktivator durch die

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

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

Zur  ldentifizierung dieses Molekiils wurden niedermolekulare  Zellextrakte der
Deletionsmutanten wtAgcpE und wtAlytB in identischer Weise aufgearbeitet und durch
Anionenaustausch-Chromatographie fraktioniert (Abb. 20). Die einzelnen Fraktionen wurden auf

ihre Fahigkeit, yd T-Zellen zu aktivieren, getestet.
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Abbildung 20. Fraktionierung der niedermolekularen Zellextrakte der Deletionsmutanten wtAlytB
und wtAgcpE 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 wtAgcpE-Stammes ist als
gestrichelte und das des wtAlytB-Stammes als durchgehende Linie dargestellt. Die yd T-Zell-
Aktivierung wurde als Expression des CD69-Oberflachenmarkers der yd T-Zellen (V&2" CD3")
gemessen. Die niedermolekularen Zellextrakte (LMW) und die RP-Durchldufe (RP) wurden in
einer 1:50.000 Verdiinnung und die einzelnen Fraktionen in einer 1:400.000 Verdinnung

untersucht. IPP (10 uM) diente als Positivkontrolle. Schwarze Balken, wtAgcpE; graue Balken,
WtAlytB.

Die Fraktion Nr. 20 des wtAlytB-Stammes zeigte das hochste Aktivierungspotential (Abb. 20),
wahrend in der entsprechenden Fraktion des wtAgcpE-Stammes keine Aktivitat nachweisbar war.

Eine massenspektrometrische Analyse dieser Fraktionen zeigte deutliche Unterschiede (Abb. 21).
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Ein Molekil mit dem Molekulargewicht von 278 Da (Massensignale 277,0, 396,9 und 554,9) war
in der Fraktion Nr. 20 des wtAgcpE-Stammes als prominentes Signal detektierbar. Dies entspricht
dem Molekulargewicht von 2-C-Methyl-D-erythritol-2,4-cyclopyrophosphat (MECPP), einem
kirzlich identifizierten Intermediat des MEP-Stoffwechselweges (32, 57, 72). Ein Molekil mit dem
Molekulargewicht von 262 Da konnte in der Fraktion Nr. 20 des wtAlytB-Stammes identifiziert
werden (Massensignale 261,0, 380,9 und 523,0). Das entsprechende Signal fehlte in der Fraktion
des wtAgcpE-Stammes (Abb. 21). Verunreinigungen (Massensignale 97,0, 216,9 und 1192,2)

erschienen in beiden Fraktionen in vergleichbaren Intensitaten.
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Abbildung 21. Massenspektrometrische Analyse der Fraktion Nr. 20 des wtAgcpE-Stammes und
des wtAlytB-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, yo T-Zellen aktivieren zu

konnen.

Die Chemische und die Analytische Abteilung der Jomaa-Pharmaka GmbH konnten in
weiterflihrenden Untersuchungen die Struktur dieses Molekils als (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-
enyl-pyrophosphat (HMBPP) bestimmen (34) (Abb. 22). Hierzu wurde eine 5 Liter-Kultur des

wtAlytB-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 préparativen
Malistab, wie fur den analytischen Ansatz beschrieben (34). Die Strukturaufklarung 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).
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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 *H- und
B3C-Signale und HMBC-Analyse (rechtes Spektrum) zur Identifizierung des quatiren Kohlenstoffs
und der Bindungskopplungen Uber mehrere Bindungen. Als externer Standard wurde
Tetramethylsilan (0,0 ppm) verwendet. Horizontale Achse, *H-Retentionen; vertikale Achse, **C-

Retentionen.
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5. Diskussion

Das gcpE- und das lytB-Gen wurden mit Hilfe von bioinformatischen Ansétzen 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% Identitat der kodierten
Proteine, das stromabwarts 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 flir Rhodobacter capsulatus (29) und S. coelicolor (14)
demonstriert werden. AuBerdem besitzt Mycobacterium tuberculosis zwei LytB-lsoformen
(Anhang IV). Die Existenz von Isozymen deutet auf eine mdgliche Regulation des MEP-
Stoffwechselweges hin, die eine rasche Adaptation an unterschiedliche physiologische
Bedingungen ermdglichen konnte.

In E. coli scheint ein noch nicht untersuchtes offenes Leseraster, yfgA, zusammen mit dem
gcpE-Gen transkribiert zu werden. YfgA (sp P27434) ist moglicherweise ein Transkriptions-
Regulator, da es ein Helix-Turn-Helix-Motiv besitzt.

Das gcpE-Gen wurde erstmals in Providencia stuartii identifiziert und zundchst 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 fiir gcpE spéter eine Funktion als Haushaltsgen diskutiert. Eine Punktmutation im gcpE-
Gen von P. stuartii flhrte zu verlangsamten Wachstum und zu einer verénderten Zell-Morphologie
(Sphéroblasten) (64). Dies ist in Ubereinstimmung mit Ergebnissen, daB die Inhibition des MEP-
Stoffwechselweges zu einer gestérten Zellwand-Biosynthese fiihrt (75), da das fir die
Zellwandsynthese essentielle Undecaprenylpyrophosphat aus dem MEP-Stoffwechselweg stammt.

Das IytB-Gen wird in E. coli in einem Operon zusammen mit dem ribF-Gen (Riboflavin-
Kinase, sp P08391), dem ileS-Gen (lsoleucin-tRNA-Synthetase, sp P00956), dem IspA-Gen
(Prolipoprotein-Signal-Peptidase, sp P00804) und dem fkpB-Gen (Peptidyl-Prolyl-cis-trans-
Isomerase, sp P22563) transkribiert (28). In friheren Arbeiten flihrten Temperatur-sensititive
Mutationen des lytB-Gens zu einer Penicillin-Toleranz, die man auf einen EinfluR des LytB-
Proteins auf die stringent response zurlckfihrte (41). Allerdings konnte die Penicillin-Toleranz
direkt auf einer gestorten Zellwandsynthese beruhen, wie sie bei Stérung 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 Ahnlichkeiten zu dem in dieser Arbeit untersuchten LytB-Protein.

Kirzlich wurde ein Hinweis auf die Beteiligung des lytB-Gens im MEP-Stoffwechselweg in
Synechocystis spec verdffentlicht (18), allerdings ohne direkten Beweis. Eine Insertion
stromaufwaérts des lytB-Gens fiihrte zu verlangsamtem Wachstum und einer helleren Farbung 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 (berflihrt werden
kénnen, konnte der wt-Phanotyp partiell rekonstituiert werden. Es konnte aber keine IytB-Mutante
generiert werden.

Als weitere Gene des MEP-Stoffwechselweges wurden das ygbP-, ychB- und ygbB-Gen durch
eine Kombination biochemischer und bioinformatischer Ansatze von der Arbeitsgruppe um A.
Bacher identifiziert. Es wurde gezeigt, dall 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 MV A-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 IytB 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 +

Tabelle 4. Verteilung der Gene des MEP-Stoffwechselweges in verschiedenen Organismen. MVA,
Nachweis eines funktionalen MVA-Stoffwechselweges. (+), unvollstandige Sequenz (MAL1 2,

Datenbank des Sanger Centre).

Ein eindeutiger experimenteller Beweis fiir 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 (berleben, wenn sie exogenes MVA (iber einen genetisch
eingefuhrten partiellen MVA-Stoffwechselweg fir die Isoprenoid-Biosynthese nutzen konnten.
Ahnliche Ansétze wurden unabhdngig 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 MVVA-Operons der verschiedenen Arbeitsgruppen
wurden ebenfalls aus den Genen der MVK, der PMK und der MPD von teils unterschiedlichen

Quellorganismen konstruiert (Abb. 23).

Referenz

mvk pmk A mpd
ﬂ%# (diese Arbeit)

Alle Gene stammen aus S. cerevisiae
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Alle Gene stammen aus S. cerevisiae
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Die mpd und mvk stammen aus S. cerevisiae, die pmk aus dem
Mensch und die ipi aus E. coli selbst

Abbildung 23. Schematische Darstellung der von verschiedenen Arbeitsgruppen verwendeten

MV A-Operons zur Untersuchung des MEP-Stoffwechselweges in E. coli.

Zur Kléarung der metabolischen Funktion von GcpE und LytB wurde die Tatsache ausgenutzt,
dal? menschliche yd 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 yd T-Zellaktivierungsexperimente eingesetzt. Die bisher
bekannten Intermediate DOXP, MEP, ME-CDP, MEP-CDP und MEcCPP des MEP-
Stoffwechselweges konnten keine yd T-Zellaktivierung induzieren (2, 36, 58). In dieser Arbeit
konnte durch eine vergleichende Fraktionierung der niedermolekularen Zellextrakte des gcpE- und
IytB-Gendeletions-Stammes eine pyrophosphorylierte Substanz mit der Molekularmasse von 262
Da identifiziert werden, die fir die yd T-Zellaktivierung verantwortlich ist. Nach préaparativer
Aufreinigung des yd T-Zellaktivators aus dem wtAlytB-Stamm konnte die Struktur eindeutig als
(E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl-pyrophosphat (HMBPP) aufgeklart werden (34).

Die Struktur von HMBPP ist in Ubereinstimmung 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 bestétigt werden
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(31). Bei dem von dieser Arbeitsgruppe gewahlten Ansatz fiihrte die Uberexpression der Gene der
Xylulosekinase, DXS, DXR, IspD, IspE, IspF und GcpE in E. coli in Gegenwart von **C-
markierter 1-Deoxy-D-xylulose zu einer Anreicherung von HMBPP (31).

In einer friheren Arbeit wurde bereits aus Mycobakterien ein yd T-Zellaktivator mit einer
Molekularmasse von 262 Da isoliert und die Mdglichkeit diskutiert, dafl dieses Molekdl aus dem
MEP-Stoffwechselweg stammen kdnnte (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 Ubereinstimmen (A. Reichenberg, Giessen, persénliche Kommunikation).

Die Reaktion von MECPP zu HMBPP kann prinzipiell von GcpE allein katalysiert werden. Da
in friheren Untersuchungen gezeigt wurde, dal3 bestimmte Wasserstoffreste von MECPP bis zum
Endprodukt IPP und DMAPP erhalten bleiben (16, 24, 25), gibt es nur wenige plausible
Reaktionsmechanismen fir GcpE. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, daB GcpE im
carboxyterminalen Teil drei hochkonservierte Cysteine besitzt (AS 270, 273 und 305) (Anlage 111),
wurde eine S&dure/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 miiite das Enzym tber zellulare Redox-Systeme regeneriert werden.

O o
:O\\\P//o\ //O Saure/Base}-(otd(Tr Radikalische- “ ﬁ ICI)
< Pw - atalyse
TN —P—O—p—
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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, daR sich der MEP-
Stoffwechselweg zur Synthese von IPP und DMAPP aufspaltet (16, 25, 30, 66). HMBPP konnte
durch das LytB-Protein sowohl zu IPP als auch zu DMAPP iiber einen isomerer Ubergangszustand

umgewandelt werden (Abb. 25).
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Abbildung 25. Hypothetische von LytB katalysierte Reaktion von HMBPP (iber einen isomeren
Ubergangszustand 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 ergidnzen sich mit weiteren in jlngster Zeit publizierten
Ergebnissen zu einem weitgehend vollstdndigen Bild des MEP-Stoffwechselweges (Abb. 26). Es
ist jedoch nicht auszuschlie3en, dal? noch weitere Enzyme und Intermediate existieren.
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Abbildung 26. Derzeit bekannte Schritte des MEP-Stoffwechselweges in E. coli. Gestrichelte

Linien stehen fir noch nicht vollstandig verstandene Reaktionen.
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6. Ausblick

Nach der lIdentifizierung von GcpE und LytB als essentiell im MVA-unabhdngigen MEP-
Stoffwechselweg involvierte Enzyme mit HMBPP als Produkt von GepE und mogliches Substrat
von LytB, soll in unserer Arbeitsgruppe der katalytische Mechanismus beider Enzyme aufgeklart
werden. Dabei sind essentielle Informationen von der kristallographischen Aufklarung 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-ahnliche 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 Ubrigen Enzyme des MEP-Stoffwechselweges attraktive Zielstrukturen flr die
Entwicklung neuer Antibiotika, Antimalariamittel und Herbizide dar. Des weiteren konnte die
Untersuchung der immunregulatorischen Eigenschaft von HMBPP (ber die Aktivierung von yd T-
Zellen AufschluB (ber die Rolle des MEP-Stoffwechselweges fir das Infektionsgeschehen bei

verschiedenen Krankheiten geben.
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Anhang

DXS-Alignment:
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MruB ) REFDVG AEQHA Pv

(VAI YSTFLORAYDQEIHD
GAERPYAAN YSTFL QRAYDQVIIHD
KPIRVAI YSTFLQ:\’AYDQ/LHD
(VAI YSTFLORAYDQENHD

C€VNYTGGAI [AVRIEEENG [€VPLVEEGNE-

g AV EEERENGL [EVK- MDEQLK-
VAl DB €VAL PPGNK
RFAYLDKE

HESCHRV(EXENG

DRQ
MPPKTHKGI GS- - - - - - -
FKTETESWAPGVS- - - -

Ecol, sp P77488; Paer, gb AAF97240.1; Aaeo, sp 067036; Syne, sp P73067; Atha, sp (B8854; Bsub, sp
P54523; Tmar, sp QX291; Mub, sp 007184; Pfal, gb AAD03740. 2
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Ecol, sp P45568; Paer, gb AAF97241.1; Aaeo, sp 066722; Syne, sp b5663; Atha, sp QQXFS9; Bsub, sp

31753; Trmar, sp Q@WZZ1; Mub, sp QL0798; Pfal, gb AAD03739.1
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I1l.  GcpE-Alignment:
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————————————————— MATGVLPAPVSG KI - - PDSKVGFGKSMNLVRI CDVRSLRSARRRVSVI - RNSNQGSDLAELQ
MSYI KRLI LFMLLFYSHVKI KKLFI KI SNVNI FFAEAKKN- GKKEFFLFLLNI KKNSQQKKTYH! TKRNTI NKSDFLYSL

TEDEYQKELQHI EQVFT
TKEEFDEGKLFI KEKFV

LG GELLMG GOTERESLT[=BP

GTKAAKL QQGVAPFEEKHRHYFD- - - - - - FQRRTGDL PVQKEGEEVDYRNVLHRDGSVLMSI SLDQLKAPELLYRSLATK
LKKRI FYNENFKEDNEL KNNEVDTKNL L NFEENYRNFNNI KKRNVEKNNNVLHEECT! GNVVTI KELEDSLQ FKDLNLE

LWV- GWFKDLATVDSI LLRELPPVDDQVARLALKRLI DVSMGVI APLS- - - - EQLTKPLPN- - - - - - - - - - - AMVLVNL
VDSNGNLKKGAKTTDWI | NDFHNI TN- LGKKTVDKLMQVG NI VWQYEPHNI EFI EKVEPNNDNNNNNNNNNI LFYVDI

KELSGGAYK- - LLPEGTRLVVSLRGDEPYEELEI LKNI DATM LHDVPFTEDKV- SRVHAARRL FEFL SENSVNFPVI HH
KNI' MNSSEKNI KLSNSKGYGL I LNGKEDI QT KKI KELNRRPLF- - | LLKSDNI YEHVLI TRRI NELLQSLNI NI PYI HY

| NFPTGI HRDEL VI HAGTYAGGL LVDGL GDGVM_EAPDQDFDFLRNT- - « - = < - = - =« ==« <=« cw o oeoa e oe e
VDI NSN- NYDDI LVNSTL YAGSCLMDLMGDGLI VNVTN- - - DVLTNKKKI ETKYDEKEEVEEEGNNKDI HRLL SRVALNS

€=GKPIADL [€VAEL RDGAV

2

sp P54482; Tmar, sp QQWZZ3; Mub, sp 083350; Pfal, gb AAK12103.1

sp P27433; Paer, pir F83171; Aaeo, sp 067496; Syne, sp P73672; Atha, ref NP_200868.1; Bsub,
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V.

LytB-Alignment:

PFAL 1
ATHA 1
PFAL 81
SYNE 1
ATHA 39
TMAR 1
AAEO 1
BSUB 1
MruB2 1
PAER 1
ECOL 1
MruBl 1
PFAL 154

ATHA 119
TVAR 9
AAEO 10
BSUB 9

PFAL 228
SYNE 115
ATHA 198

BSUB 88
MruB2 102
PAER 81
ECOL 81
MruBl 106
PFAL 300
SYNE 191
ATHA 278
TVAR 132
AAEO 137
BSUB 144
Mrue2 158

PAER 137
ECOL 137
MruBl 162
PFAL 356
SYNE 269
ATHA 358
TMAR 189
AAEO 201
BSUB 206
Mrue2 223
PAER 206
ECOL 205
Mruelr 227
PFAL 421
SYNE 349
ATHA 438
TMAR 248
AAEO 262
BSUB 268
MruB2 284
PAER 267
ECOL 266
MruBl 289
PFAL 482

Ecol, sp P22565; Paer, sp QQHVM/; Aaeo, sp 067625; Syne, sp B5643; Atha, trnew AAK68817; Bsub,

sp P54473;

MSVTTFCSLKKTDKCNI YI SKRAFSVFLFYLFFFLFFHFYFLCSSSFAVI | HESEKRKNI MRRKRSI LQ FENSI KSKEG

------------------------------------------ MAVAL QF SRLCVRPDTFVRENHL SGSGSLRRRKAL SVR
KCNFTKRY! THYYNI PLKI KKHDLPSVI KYFSHKPNGKHNYVTNM TQKNRKSFLFFFFLYNKYFFG: - - - - - - KQEQ R

————————————————————————————————————————————— MGVMNTEYQSHLI CQEI RQ\INYRLERGINV'I“L aEA
CSSGDENAPSPSVVMDSDFDAKVFRKNL TRSDNYNRKGFGHKEETLKLMNREYTSDI LETL KTNGYTYSWBI} ANGY
________________________________________________________________________ KN

| [ReH
I Kl SP
HEASS
________________________________________________________________________ NP
------------------------------------------------------------------------ L[BNP
----------------------------------------------- MVPTVDMS PGASVSSRSVADRPNRKRYLAEP
KMNYHEEMNKI NI KNDGNRKI YMYPKN- - - - DI HEEDG- DHKND- VEI NOKRNEQNCKSFNDEKNENARDPNKI | NP

REVEVNF| § DVVNGEKDF SGVAK(
PVEDSKKQFDVVEKI

AVFVEDL DE! PD- PPPP-
€Al FYEELDQVPN- - - - - -
€Al Fqu SEVPD- - - - - -
€AV EETEQVPE- - - - - -

=T| LYJASFAGKY! | VKNVKEANYVCDYI L

=;\I'/INESSFAGI'YLI VLNVAEAQKVCDY! LHE- - - -
|
AT =S

------------------------ €VAPR
e €QYDA
Vh = - mm e €QYSN

------------------------ €EAPD
Yo e o NEAPH

ETLEDI GEAL- - KHE- - -
- -~ | VHL\ETEEDVKNLDI Q5- E- - -
S - - - TLLYQTPADVAALNL PEGT- - -
SNGGAI YLﬁDEADVAALEVRKPE— --
PEGG- MYL|\/=SPDDVWKL TVKNEE- - -
H- - - - VQL\/EGVDAVDQVTVRDED- - -
- - - - CTHI |/ENVNDVDKLNFPLNK- - -

RARFPTLGQPPS- - - - - - - -
RAKFPQl QGPRK- - - - - - - - N
RKREPKI VGPRK- - - - - - - -
RRRFPKLQDPPS- - - - - - - -
KNKFPHI ETI PS- - - - - - - -

DR\ FDEVEEDLSE
DR YESVEEKI B8

AVEHG PSVHI DSGDRI GPGNRVEHKPL GKDL
SEARG PSYW DSEKRI GPGNKI AYKLHYGEL

REVEENSKI - OBl ASKHSKTI W= - =< <<= x oz c e m e JESPDEIPADVVK- Y
5V KKEAPE- SKELN- PNTYH- - = - <« - =< oo o oo oo IETAEEIQPEWFRGVK
AV SEQAKK- SEEI AGTKAYR: - = - =« ==« == =x == DL sEIKLEW K
VGE- AQRSGTPA: Y- <=« == -=cmzmnn- locPoBI|EPEVY SSVST]
dAVkelADg AERMGTPA: Y- -« = - =< == c oz m - | DGAEBQROWFDGVRR L€'
AEQ AQRMEKRA: FlL- = < = - == == c oz o= (DDA QEEVWKEVKQ
APE- ALGAGARAAHL - - < - = - =< === == =< - DWADRDSAW. DGVT
BENKIICTK- AKGVYSSQ RNVPAV- L= - -« - o oo c e ENTVHEHDQQ! LKNVNKAR

EEMVKKIILAI KEAQPVLEI AG - = - < =< = <= === cm e e e o
EDAEVKYFDI KR- EELLOLA- - - = = === s m e e e e e e = -

ENYYRKEKEVEGKRDGT] - = === =« cmmmmmmmme e e e e -

EQYKSRIQEI CEGQLVSS- - - - -« == <<= m e e mme e e

e TP TKEWIRFEQFDHE- DPSTWITEHNI PLKKI LPKVKAKN- - - - - -
ASEAZP RGYASI - TWERSI ATETV- RFGLPKQVRAQ: - - - - -
REWGAS- EEQEL EGREEN! - TFSMPKELRVKAL- - - -

9 DI QQLGGG EAl PLEGREEN! - VFEVPKEL RVDI REVD-

ERSAECGYD- | VQPVTTANETL- VFALPRELRSPR- - - - -
SAES TIREQETQKRYNL ETNPPFNYTL QNFDGAHENVPKVKL PKNFLHM KEREK

Tmar, sp QX1F7; Mubl, sp 063458; Mub2, sp 060409; Pfal, gb AAK12102.1



Anhang 65

V.  pQE31-Konstrukte des MVVA-Operons aus B. burgdorferi:

pBb-MVA-Gesamt:

BarHl
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT CCT-{ BB0683 bis BB0688 | TAG cTC Gac
M R G S H H H H H H T D P

entspricht der Sequenz gb AEO00783
von 724.224 bp - 730.506 bp

pBb-MVA-kurz:

BarHl
ATG AGA GGA TCT CAT CAC CAT CAC CAT CAC ACG GAT OOG| BB0686 bis BB0688 | TAG cTC Gac
M R G S H H H H H H T D P

entspricht der Sequenz gb AEO00783
von 727.737 bp - 730.506 bp

Ptac Term.

pQE31
3463 bp

bla
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VI. pBAD-Konstrukt des artifiziellen MVVA-Operons aus S. cerevisiae:

pSC-MVA:

T%éGGAATTAACC— ERG12 T%éGGCAGATCAA— ERGS T%éGGTAATACTC— ERG19 T1AA

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

pBAD-TOPO
4126 bp

pBR322 ori
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VIl. pKO3-Konstrukte:

pKO3-Adxr:
GGATO(‘,I:I ATGAAGTGTTrAAGﬂTAGTGSAT(XH;AAGTcmeAAAAGAGGTGATGCGTCTOGCAAGCTGA—I:I GTCGAC
BanHl MK CLSLVDGEVARIKTEVMRLAS* Sal |
gb U00096 von gb U00096 von
192.989 bp - 193.521 bp 194.719 bp - 195.178 bp
pKO3-AgcpE:
GGAT00|:| ATG(‘ATAAOCAGGZTC(‘AAHCAATGTTTAAGFTTAGT%ATGXBTAA—:I GracAC
BanHl MHNOQAPI QCL SLVDG:* Sal |
gb U00096 von gb U00096 von
2.639.824 bp — 2.640.324 bp 2.638.152 bp — 2.638.705 bp
(komplementar) (komplementér)
pKO3-AlytB:
GGATCC-|:| ATG(‘AGATOCTGlTGTGrTTAAGrTTAGTGGATGGGCGTGAAGrCGAﬁAA-:I GTCGAC
BanHI M QI LLCLSLVDGREVD* Sal |
gb U00096 von gb U00096 von
25.763 bp - 26.277 bp 27.228 bp - 27.749 bp
pKO3-AygbP:
GGATO(‘,I:I ATGIJAAOCACWGHTAAGHTAGTGGATGBSAOATAA-IZI GTCGAC
BanHl MATTOCLSLVDGT* Sal |
gb UO0096 von gb U00096 von
2.870.513 bp — 2.871.055 bp 2.869.252 bp — 2.869.802 bp
(komplementar) (komplementér)

M13 ori

pKO3
5681 bp

pSC101-ts
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