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1 Zusammenfassung

Die Mehrzahl der Eukaryoten nutzt zur oxidativen Decarboxylierung von Pyruvat in
Mitochondrien den Pyruvat Dehydrogenase Multienzymkomplex (PDH). Eukaryoten,
denen die Mitochondrien fehlen, besitzen keine PDH. Stattdessen verwenden sie das
sauerstoffsensitive Enzym Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase (PFO), welches entwe-
der im Cytosol oder in Hydrogenosomen – Organellen der anaeroben ATP-Synthese in
amitochondrialen Eukaryoten – lokalisiert ist. Die fakultativ anaeroben Mitochondrien
des photosynthetischen Protisten Euglena gracilis stellen in dieser Hinsicht eine interes-
sante Ausnahme dar. In diesen Organellen erfolgt die Oxidation von Pyruvat mittels
eines sauerstoffempfindlichen Enzyms, der Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase (PNO).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unabhängige, vollständige cDNA-Klone für die
Euglena mitochondriale PNO kloniert und molekular charakterisiert. Diese cDNAs mit
einer Größe von 5,8 kb kodieren für ein mitochondriales Transitpeptid, gefolgt von ei-
ner N-terminalen PFO-Domäne, welche mit einer C-terminalen NADPH-Cytochrom
P450 Reduktase (CPR) Domäne fusioniert ist. Subdomänen dieser PFO-CPR Genfusion
sind in den Genomen von Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe
konserviert und kodieren dort für Proteine der Schwefelassimilation. Durch Northern
Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass die mitochondriale PNO von Euglena so-
wohl unter aeroben als auch unter anaeroben Anzuchtbedingungen exprimiert wird, die
stärkste mRNA-Expression erfolgte jedoch bei anaerober Kultivierung im Dunkeln. Die
Genorganisation und Phylogenie der PNO sprechen dafür, dass eukaryotische Kerngene
für mitochondriale, hydrogenosomale und cytosolische PFO einen gemeinsamen eu-
bakteriellen Ursprung besitzen.

Das systematische Durchsuchen einer Euglena EST-Datenbank ergab, dass Euglena
jedoch nicht nur Homologe für PFO sondern auch für die Untereinheiten des PDH Mul-
tienzymkomplexes exprimiert. Durch Klonierung und Expressionsanalyse vollständiger
cDNA-Klone für die E1α-, E2- und E3-Untereinheiten der PDH konnte gezeigt werden,
dass die PDH ebenfalls bei aerober und anaerober Kultivierung exprimiert wird, die
stärkste Expression erfolgte jedoch unter anaeroben Kulturbedingungen im Licht. Somit
liegt im Euglena Mitochondrium eine Ko-Expression von der PDH und der PNO vor,
die Enzyme weisen jedoch in Abhängigkeit von der O2-Konzentration reziproke Ex-
pressionsmuster auf. Genphylogenien für die Untereinheiten des mitochondrialen PDH-
Komplexes von Euglena zeigten, dass diese Enzyme die größte Ähnlichkeit zu Homo-
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logen aus α-Proteobakterien besitzen und dass Euglena, wie andere Eukaryoten, ihre
PDH von dem mitochondrialen Endosymbionten akquiriert hat.

Euglena gracilis stellt damit bezüglich des mitochondrialen Energiestoffwechsels eine
physiologische Zwischenform zwischen Mitochondrien und Hydrogenosomen dar und
liefert Evidenz für die Abstammung dieser Organellen aus einem gemeinsamen Vorfah-
ren. Die Koexistenz der PDH und PFO im Euglena Mitochondrium spricht weiterhin
dafür, dass dieser Vorfahr eine fakultativ anaerobe Lebensweise besaß und Spuren der
fakultativ anaeroben Lebensweise in einigen Mitochondrien erhalten geblieben sind.
Ferner sind die PDH und die PFO sehr viel enger mit ihren eubakteriellen als mit ihren
archaebakteriellen Homologen verwandt und gehen aus einer einzigen eubakteriellen
Akquisition hervor. Die Ergebnisse dieser Arbeit stützen damit direkt die wesentlichen
Voraussagen der These, der zufolge Mitochondrien und Hydrogenosomen einen ge-
meinsamen Ursprung besitzen und von demselben, fakultativ anaeroben, α-proteo-
bakteriellen Vorfahren abstammen.

Zur Identifizierung weiterer Enzyme des fakultativ anaeroben Energiestoffwechsels
wurden die Methoden der subtraktiven und differentiellen Hybridisierung angewandt.
Ein differentiell exprimierter Klon konnte identifiziert, welcher für die PNO kodiert.
Dieses Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die Enzyme des anaeroben Energie-
stoffwechsels in Euglena Mitochondrien bereits unter aeroben Bedingungen exprimiert
werden.

Durch Klonierung und molekulare Charakterisierung einer cDNA für die Euglena Ri-
bonukleotid Reduktase (RNR) konnte ferner gezeigt werden, dass Euglena gracilis
nicht nur in Bezug auf seine mitochondriale ATP-Synthese, sondern auch in Hinblick
auf die DNA-Replikation eine Anpassung an unterschiedliche O2-Konzentrationen in
seiner Umwelt aufweist. Anders als alle bisher untersuchte Eukaryoten, welche eine
O2-abhängige RNR besitzen, nutzt Euglena zur DNA-Replikation eine O2-unabhängige,
Cobalamin-abhängige RNR. Die für die RNR kodierende vollständige cDNA besitzt
eine Größe von 2,5 kb und zeigt in Genphylogenien die größte Sequenzidentität zu den
Ribonukleotid Reduktasen aus Cyanobakterien. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
die Euglena RNR im Zuge der Evolution durch endosymbiontischen Gentransfer von
der Euglena Plastide in den Zellkern transferiert wurde und dort die ursprüngliche RNR
der Wirtszelle dieser sekundären Endosymbiose funktionell ersetzt haben könnte.
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2 Einleitung

2.1 Mitochondrien – Organellen des Energiestoffwechsels eukaryo-
tischer Zellen

Mitochondrien sind die Orte der Atmung, des wichtigsten Energie liefernden Vorgangs
aerober Eukaryoten, die keine Photosynthese betreiben. Der Mechanismus der
Sauerstoff-verbrauchenden ATP-Synthese (oxidative Decarboxylierung von Pyruvat,
Tricarbonsäure-Zyklus, Elektronentransportkette und oxidative Phosphorylierung)
typischer Mitochondrien vieler Pilze, höherer Pflanzen und Tiere zeigt eine
weitestgehend einheitliche Biochemie (Saraste 1999). Das in der Glykolyse aus der
Oxidation von Glukose gebildete Pyruvat wird zunächst in die Mitochondrien
importiert. Die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat erfolgt mittels des
mitochondrialen Pyruvat Dehydrogenase Multienzymkomplexes (PDH) unter Bildung
von CO2, Acetyl-CoA und NADH. Acetyl-CoA wird in den Tricarbonsäurezyklus
(TCA-Zyklus) eingeschleust und in einem zyklischen Prozess zu zwei Molekülen CO2

oxidiert, wobei weitere Reduktionsäquivalente in Form von NADH und FADH
entstehen. Die Reduktionsäquivalente werden in die innere Membran der
Elektronentransportkette eingespeist. Über eine Kette von mehreren Proteinkomplexen
und einzelnen Komponenten mit zunehmend positivem Redoxpotential werden die
Elektronen schließlich zumeist auf molekularen Sauerstoff als terminalem Endakzeptor
übertragen. Der Sauerstoff wird dabei zu Wasser reduziert. An diesen exergonen
Elektronentransport gekoppelt ist ein Transport von Protonen in den Intermembran-
raum. Der daraus resultierende Protonengradient ermöglicht unter Rückfluss von
Protonen die Synthese von ATP aus ADP und Pi durch die membranständige ATPase.
In diesen Mitochondrien führt ein Entzug von Sauerstoff zum Stillstand mitochondrialer
ATP-Synthese, oftmals sogar zum Zelltod.

Die Funktion dieser Organellen beschränkt sich jedoch nicht nur auf die Synthese von
ATP. Mitochondrien übernehmen eine Vielzahl weiterer biosynthetischer Vorgänge wie
die ß-Oxidation von Fettsäuren und die Biosynthese von Ubichinon, Häm und
Aminosäuren. Sie sind primärer Ort der Synthese von Fe-S Clustern und spielen damit
eine zentrale Rolle in der Bildung von Fe-S-Proteinen (Lill und Kispal 2000, Seeber
2002). In Hefe-Mitochondrien scheint die Bildung von Fe-S Clustern möglicherweise
sogar die einzige essentielle Funktion dieses Organells zu sein (Lill und Kispal 2000).
Mitochondrien sind fernerhin direkt an regulatorischen Vorgängen der Zelle wie
programmiertem Zelltod (Apoptose) und Alterungsprozessen beteiligt.
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2.2 Der endosymbiontische Ursprung der Mitochondrien

Zur Entstehung der Mitochondrien aus einst frei lebenden Bakterien existiert eine Viel-
zahl endosymbiontischer Modelle, die zumeist den Ursprung dieser Organellen mit
Sauerstoff in Verbindung bringen. Die Erkenntnis, dass die ATP-Synthese in aeroben
Mitochondrien charakteristische Ähnlichkeiten zur ATP-Synthese in Sauerstoff-
atmenden α-Proteobakterien aufweist (John und Whatley 1975), war einer der Gründe
für das Wiederaufleben bereits früher formulierter endosymbiontischer Theorien für die
Entstehung dieser Organellen. Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurde ein Ur-
sprung der Mitochondrien aus frei lebenden Prokaryoten postuliert (Portier 1918, Wal-
lins 1927), diese Symbiosetheorien fanden unter damaligen Biologen jedoch wenig An-
klang (siehe z. Bsp. Wilson 1928, S. 712). In den 70-er Jahren wurden diese Ideen er-
neut aufgegriffen (Sagan 1967, de Duve 1969, Margulis 1970, Raven 1970, Stanier
1970, John und Whatley 1975) und erlangten schließlich aufgrund von Gensequenza-
nalysen weitgehende Anerkennung. Die Abstammung der Mitochondrien aus der Grup-
pe der Proteobakterien (ebenso wie die der Chloroplasten aus Cyanobakterien) ist durch
die eubakterielle Organisation und Sequenzähnlichkeit von Organell-Genomen über-
zeugend belegt (Lang et al. 1997, Unseld et al. 1997, Andersson et al. 1998, Gray et al.
1998, Martin et al. 1998).

Die seit dieser Zeit vorherrschende Vorstellung ist, dass Mitochondrien sich aus einem
aerob lebenden, Sauerstoff-atmenden Bakterium entwickelt haben, welches im Laufe
der Evolution von einer mitochondrienlosen eukaryotischen Wirtszelle aufgenommen
wurde (siehe u. a. Doolittle 1998, Martin et al. 2001). Solche Vorstellungen können
anhand des Modells von John und Whatley (1975) erläutert werden. Dieses explizite
Modell (vgl. Abb. 2-1) beschreibt den mitochondrialen Symbionten als aeroben,
Paracoccus-ähnlichen Symbionten, der von einem mitochondrienlosen Proto-
Eukaryoten aufgenommen wurde. Dieser war dem Modell zufolge möglicherweise ähn-
lich zur anaeroben, fermentierenden Riesen-Amöbe Pelomyxa palustris. Als Substrat
für die Atmung nutzte der mitochondriale Endosymbiont das Endprodukt des fermenta-
tiven Stoffwechsels der Wirtszelle, Laktat. Durch Akquisition eines ADP/ATP Trans-
porters profitierte die Wirtszelle wiederum von der ATP-Synthese durch ihren Sym-
bionten (John und Whatley 1975). Damit bestand der unmittelbare Nutzen der Wirts-
zelle in der gesteigerten ATP-Synthese von 38 Mol ATP im Zuge der Atmung gegen-
über
2 Mol ATP durch anaerobe Fermentationen. Insbesondere dieses Modell beherrschte
nachfolgend die Vorstellungen der Evolutionsbiologen über den Ursprung der Mito-
chondrien.
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Abb. 2-1: Die klassische Version der Endosymbiontenhypothese für den Ursprung der Mitochondrien
nach John und Whatley (1975).

Ein nahe liegender Grund, den Ursprung der Mitochondrien und die damit verbundene
Evolution zu heutigen Eukaryoten direkt mit Sauerstoff in Verbindung zu bringen, ist
die Tatsache, dass das Auftreten der ersten eukaryotischen Zellen vermutlich erst nach
Akkumulation von Sauerstoff in der Atmosphäre erfolgte (Kasting 1993, Knoll 1994).
Die Einlagerung von Eisenoxid in gebänderten Eisenformationen (BIF) in der Zeit vor
3,5 bis 2 Ga (Milliarden Jahre vor Gegenwart) wird weitestgehend als Evidenz für die
biologische Produktion von molekularem Sauerstoff in den Ozeanen angesehen
(Holland und Beukens 1990, Kasting 1993). Die Anreicherung von freiem Sauerstoff in
der Atmosphäre und an der Oberfläche der Meere begann vor etwa 2 Ga. Früheste euka-
ryotische Fossile werden auf kurz nach dieser Zeit datiert. So genannte Architarche,
einzellige und vermutlich eukaryotische Algen, werden auf etwa 1,5 Ga geschätzt
(Javaux et al. 2001, Anbar und Knoll 2002). Der Ursprung der Mitochondrien liegt da-
her mindestens 1,5 Ga zurück, weil die ersten Algen bereits Mitochondrien besessen
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haben müssen. Das Auftreten bangiophytischer Rotalgen erfolgte vermutlich vor etwa
1,2 Ga (Butterfield et al. 1990, Butterfield 2000). Die tiefen Schichten der Ozeane je-
doch, wo die Diversifizierung der Eukaryoten stattgefunden hat, blieben vermutlich sehr
viel länger – zwischen 2,5 und 0,5 Ga – weiterhin anoxisch. Sie waren zudem mit ex-
trem hohen Konzentrationen von H2S belastet. Zu jener Zeit waren so die marinen Ge-
wässer nicht nur anoxisch, sondern auch sulfidisch (Anbar und Knoll 2002). Damit war
ein Großteil der vorhandenen Lebensräume zur Zeit der Entstehung der ersten Euka-
ryoten noch immer frei von Sauerstoff. Eines der wichtigsten Leitmotive der Literatur
zur endosymbiontischen Abstammung der Mitochondrien ist damit die keineswegs be-
wiesene Annahme, dass der Ursprung der Mitochondrien (und die Evolution der Euka-
ryoten) unmittelbar mit Sauerstoff verbunden ist (Doolittle 1998, Martin und Müller
1998, Rotte et al. 2000).

2.3 Die Diversität anaerober ATP-Synthesewege in heutigen Eukaryoten

2.3.1 Anaerobe Formen der Mitochondrien – ATP-Synthese ohne Sauerstoff

Jedoch sind nicht alle Mitochondrien in ihrer Funktion strikt sauerstoffabhängig. Es gibt
eine Reihe von Mitochondrien, bei denen die ATP-Synthese ohne Nutzung von Sauer-
stoff als terminalem Endakzeptor erfolgt (Tielens et al. 2002). Anaerobe Mitochondrien
wurden sowohl für einzellige Protisten (Finlay et al. 1983, Inui et al. 1984a, Kobayashi
et al. 1996, Rotte et al. 2001, Tielens et al. 2002) als auch für mehrzellige Organismen
wie parasitische Würmer (Platyhelminthen) (Tielens 1994, Komuniecki und Harris
1995), Nematoden (Kita 1992) und Muscheln (Doeller et al. 2001) beschrieben. Die
anaeroben Mitochondrien synthetisieren ATP mittels einer Protonen pumpenden Elek-
tronentransportkette. Mit Hilfe alternativer terminaler Oxidasen nutzen sie jedoch ande-
re Elektronenendakzeptoren. Je nach Verwendbarkeit des Elektronenakzeptors können
anaerobe Mitochondrien vereinfacht in zwei Typen eingeteilt werden: solche, die exter-
ne Elektronenakzeptoren wie Nitrit verwenden und solche, die endogen erzeugte orga-
nische Elektronenakzeptoren wie Fumarat nutzen.

Verschiedene Ciliaten wie Fusarium oxysporum und Cylindrocarpon tonkinense besit-
zen Mitochondrien des ersten Typs. Sie verwenden Nitrat oder Nitrit als Elektronenen-
dakzeptor ihrer membran-assoziierten Elektronentransportkette (Kobayashi et al. 1996,
Takaya et al. 1999), als reduzierte Endprodukte entstehen Stickstoffoxide. Diese Mito-
chondrien besitzen eine Nitrit Reduktase, die Nitrit mit Hilfe von Elektronen aus dem
Cytochrom c Pool zu Stickstoffmonoxid reduziert. Einige besitzen zusätzlich eine Nitrat
Reduktase, welche Nitrat unter Bildung von Nitrit reduziert. Die für diese Reaktion be-
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nötigten Elektronen entstammen dem Ubichinon-Pool (Zumft 1997). Mitochondrien des
zweiten Typs kommen bei einigen parasitischen Würmern (Helminthen) wie Fasciola
hepatica oder Ascaris suum vor. In diesen Mitochondrien dient Fumarat als Elektronen-
endakzeptor der anaeroben Elektronentransportkette (Tielens und Van Hellemond 1998,
Tielens et al. 2002). Die adulten Stadien der meisten Helminthen schalten unter anaero-
ben Bedingungen auf einen Stoffwechselweg um, der als Malat-Dismutation bezeichnet
wird. Das in der Glykolyse gebildete Phosphoenolpyruvat wird über Oxalacetat zu Ma-
lat reduziert und in die Mitochondrien importiert. Dort wird unter Erhalt des Redox-
Gleichgewichts ein Teil des Malats unter Substratkettenphosphorylierung zu Acetat
oxidiert. Der andere Teil des Malats wird zu Succinat, und manchmal weiter bis zur
Stufe des Propionats reduziert (Tielens 1994, Tielens et al. 2002). Die Reduktion von
Malat zu Succinat entspricht formal einer Umkehr dieser Schritte im TCA-Zyklus. Die
Reduktion des Fumarats durch das Enzym Fumarat Reduktase ist der eigentliche,
NADH verbrauchende Schritt und direkt mit Elektronentransport und ATP-Synthese
gekoppelt. Anders als die Succinat Dehydrogenase im TCA-Zyklus dient bei der Fuma-
rat Reduktase nicht Ubichinon sondern Rhodochinon als Elektronencarrier. Anaerobe
Mitochondrien des Ciliaten Nyctotherus ovalis können mit Hilfe einer Hydrogenase
direkt Protonen als Elektronenendakzeptor nutzen, wobei molekularer Wasserstoff als
Endprodukt des mitochondrialen Energiestoffwechsels entsteht (Akhmanova et al.
1998; Embley und Martin 1998).

Trotz der biochemischen Diversität anaerober Mitochondrien haben die oben
beschriebenen Typen mit den aeroben Formen gemeinsam, dass die für die ATP-
Synthese herangezogenen Elektronen aus organischen Verbindungen stammen. Es gibt
jedoch in einigen aquatischen Invertebraten wie beispielsweise der Muschel Geukensia
demissa und dem Wattwurm Arenicula marina eine interessante Ausnahme. Hier erfolgt
die mitochondriale ATP-Synthese mittels Chemolithoheterotrophie, d. h. diese
Mitochondrien gewinnen ihr ATP durch Redox-Reaktionen, die mit anorganischen
Elektronendonatoren verbunden sind (Doeller et al. 2001). Diese Invertebraten leben in
sauerstoffarmen, sulfidreichen Sedimenten (Völkel und Grieshaber 1996, Grieshaber
und Völkel 1998). Die Mitochondrien dieser Organismen atmen, wenn Sauerstoff zur
Verfügung steht und wechseln unter hypoxischen Bedingungen oder hohen Sulfid-
Konzentrationen (welche die Cytochrom c Oxidase hemmen) zur Fumarat-Atmung
(Doeller et al. 2001). Bemerkenswerterweise ist die mitochondriale Atmung in diesen
Organismen – unabhängig davon ob sie mit Hilfe von Sauerstoff oder Fumarat erfolgt –
mit der Oxidation von Sulfid verbunden. Sulfid dient als anorganischer
Elektronendonator für den respiratorischen Elektronentransport und die damit
gekoppelte ATP-Synthese, dabei wird Sulfid zu Thiosulfat oxidiert (Doeller et al. 1999,
Doeller et al. 2001).
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Mit wenigen Ausnahmen (Martin und Müller 1998, Vellai et al. 1998) erklären
klassische Versionen der Endosymbiontentheorie nur den Ursprung der ATP-Synthese
in aeroben Mitochondrien (John und Whatley 1975, Whatley et al. 1979, Doolittle 1980,
Gray und Doolittle 1982, Blackstone 1995, Andersson et al. 1998, Gray 1998,
Andersson und Kurland 1999). Der Ursprung der anaeroben Formen ließ sich nicht in
die vorherrschende Vorstellung einpassen, dass Mitochondrien von einem strikt aerob
lebenden Bakterium abstammen. Ebenso können diese Modelle der Endosym-
biontenhypothese nur schwer erklären, woher die große Diversität anaerober
Stoffwechselwege der ATP-Synthese in heutigen Protisten stammt (Müller 1988, 1993).
Anaerobe Mitochondrien stellen jedoch nur eine Möglichkeit dar, ATP mit Hilfe
alternativer Elektronenendakzeptoren zu synthetisieren und den Energiebedarf der Zelle
auch ohne Sauerstoff zu decken. Es gibt eine Vielzahl heute lebender Eukaryoten,
denen die Mitochondrien gänzlich fehlen (Fenchel und Finlay 1995), die aber dennoch
zur anaeroben ATP-Synthese befähigt sind.

2.3.2 Anaerobe ATP-Synthese in Eukaryoten, die keine Mitochondrien besitzen

Einige Gruppen einzelliger Eukaryoten decken ihren ATP-Bedarf vollständig über
anaerobe Fermentationen, sie besitzen entweder gar kein ATP-produzierendes Organell
oder aber Hydrogenosomen – spezielle Organellen der anaeroben ATP-Synthese
(Lindmark und Müller 1973, Müller 1993). Diese amitochondrialen Protisten sind
obligate oder aerotolerante Anaerobier und leben in Habitaten wie anoxischen
Sedimenten, Schlamm oder im Pansen und Intestinaltrakt höherer Organismen. Sie
umfassen sowohl parasitische und als auch nicht-parasitische Formen. Als gemeinsames
Merkmal ihres Stoffwechsels erfolgt die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat nicht
wie in Mitochondrien durch den Pyruvat Dehydrogenase (PDH) Multienzymkomplex,
sondern mittels eines sauerstoffempfindlichen Enzyms: der Pyruvat:Ferredoxin
Oxidoreduktase (PFO) (Hrdy und Müller 1995, Müller 1998). Bezüglich ihres
kompartimentierten Energiestoffwechsels und ihrer weiteren Verstoffwechselung von
Pyruvat können sie in zwei Grundtypen eingeteilt werden. Diese werden in der Literatur
als Typ I und Typ II Eukaryoten bezeichnet (Müller 1988, 1996, 1998, Martin und
Müller 1998) (siehe Abb. 2-2).

Typ I Protisten wie Giardia lamblia besitzen keine Organellen der ATP-Synthese. Die
Enzyme ihrer Fermentationen sind vollständig im Cytosol lokalisiert. Die im Zuge der
PFO-katalysierten Reaktion freiwerdenden Elektronen werden zunächst auf Ferredoxin,
und schließlich unter Bildung von Ethanol, auf Acetyl-CoA übertragen (vgl. Abb. 2-2)
(Müller 1998). Amitochondriale Protisten des Typs II wie Trichomonas vaginalis besit-
zen Hydrogenosomen.
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Abb. 2-2: Energiestoffwechsel in amitochondrialen Protisten (verändert nach Martin et al. 2001). Abkür-
zungen: PPDK, Pyruvat:Pyrophosphat Dikinase; PFO, Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase; ACS, Acetyl-
CoA Synthase; ADHE, bifunktionale Aldehyd Reduktase/Alkohol Dehydrogenase; PYK, Pyruvat Kinase;
STK, Succinat Thiokinase (auch Succinyl-CoA Synthase); ASCT, Acetat:Succinat CoA Transferase;
HDR, Hydrogenase.

Wie Mitochondrien sind Hydrogenosomen von zwei Membranen umgeben (Benchimol
und Souza 1983, Benchimol et al. 1996), importieren Pyruvat und synthetisieren ATP,
das sie ins Cytosol exportieren. Im Gegensatz zu Mitochondrien gewinnen Hydrogeno-
somen das ATP ohne TCA-Zyklus und Atmungskette, sondern mittels Substratketten-
phosphorylierung (vgl. Abb. 2-2). Wie in Typ I Protisten erfolgt der oxidative Abbau
von Pyruvat mittels PFO, allerdings ist die PFO hier kein cytosolisches Enzym, sondern
in den Hydrogenosomen lokalisiert. Die Biochemie der ATP-Synthese in
Hydrogenosomen umfasst nur wenige Schritte (siehe Abb. 2-2). Das aus dem Cytosol
importierte Pyruvat wird mittels PFO oxidativ decarboxyliert. Wie bei der Pyruvat
Dehydrogenase wird bei dieser Reaktion CO2 abgespalten und Acetyl-CoA aus dem als
Cosubstrat benötigten CoA-SH gebildet. Das Elektronen-Paar wird auf Ferredoxin
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übertragen. Die Elektronen werden mittels [Fe]Hydrogenase unter Bildung von
Wasserstoff auf Protonen übertragen. Die Regeneration des CoA-SH erfolgt durch den
nur zwei Enzyme umfassenden Acetat:Succinat CoA Transferase/Succinat Thiokinase
Zyklus. Die Acetat:Succinat CoA-Transferase (ASCT) überträgt die CoA-Moietät auf
Succinat. Dabei entstehen Succinyl-CoA und Acetat, letzteres wird als Endprodukt
ausgeschieden. Das Succinyl-CoA wird durch die Succinat-Thiokinase (STK, auch
Succinyl-CoA-Synthase genannt) gespalten, Succinat und CoA-SH werden dabei
regeneriert. Die freie Enthalpie der energiereichen Thioesterbindung des Succinyl-CoA
ist ausreichend, um bei dieser Spaltung auf Ebene der Substratkettenphosphorylierung
aus ADP und Phosphat ATP zu bilden. Pro Mol Pyruvat wird ein Mol ATP gewonnen
und je ein Mol H2, CO2 und Acetat als Endprodukt gebildet.

Weder Typ I noch Typ II Eukaryoten repräsentieren natürliche taxonomische Gruppen
(Biagini, Finlay und Lloyd 1997, Embley und Hirt 1998, Müller 1998, Roger 1999).
Typ I Eukaryoten finden sich unter Vertretern der Diplomonaden (Roger et al. 1998),
Amöben (Tovar, Fischer und Clark 1999) und Mikrosporidien (Hirt et al. 1999).
Eukaryoten des Typs II sind in so unterschiedlichen eukaryotischen Abstammungs-
gemeinschaften wie Trichomonaden (Pathogene des Urogenitaltraktes) (Müller 1993),
Ciliaten (sowohl Darmbewohner als auch frei lebende Formen) (Embley et al. 1995),
Pilzen (Chytridiomyceten) (Hackstein et al. 1999) und Amöboflagellaten (Müller 1993,
Hackstein et al. 1998) vertreten. Der Ursprung der Diversität anaerober Stoffwechsel-
wege in heutigen Eukaryoten wurde, sofern er überhaupt Berücksichtigung fand, bisher
vereinfachend auf die generelle Formel "horizontaler Gentransfer aus anaeroben
Bakterien" reduziert. Auch wird die anaerobe ATP-Synthese in Hydrogenosomen in
einigen Modellen (siehe z. Bsp. Andersson und Kurland 1999) bis heute als Ergebnis
unabhängiger lateraler Genakquisitionen von verschiedenen prokaryotischen Donatoren
angesehen, eine Vorstellung, die sich jedoch aufgrund neuer Befunde im Wandel
befindet.

2.4 Hydrogenosomen – eine weitere Form anaerober Mitochondrien?

Nach heutiger Ansicht sind Hydrogenosomen, analog zu Mitochondrien, endosymbion-
tischen Ursprungs und es gibt gute Belege dafür, dass beide Organellen aus ein und
demselben Symbionten hervorgegangen sind. Die Evidenz, welche diese Aussicht
stützt, wird in diesem Abschnitt kurz zusammengefasst. Die meisten Hydrogenosomen
enthalten kein Genom, welches Aufschluss über die Abstammung dieses Organells ge-
ben könnte (Clemens und Johnson 2000). Doch mit fortschreitender biochemischer
Analyse der Hydrogenosomen von Vertretern verschiedener Gruppen sowie mit der
Verfügbarkeit molekularer Sequenzen ihrer Proteine zeichnen sich die Ähnlichkeiten
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und Gemeinsamkeiten von Hydrogenosomen und Mitochondrien immer deutlicher ab.
Dazu zählen:

• die grundsätzlich identische Funktion im Energiestoffwechsel (ATP-Synthese aus
Pyruvat),

• das Vorkommen von funktions- und sequenzhomologen Enzymen wie Adenylat-
Kinase, Succinat-Thiokinase, Acetat:Succinat CoA Transferase (Steinbüchel und
Müller 1986, van Hellemond et al. 1998), Malat Enzym (Hrdy und Müller 1995, van
der Giezen et al. 1997) und Ferredoxin (Steinbüchel und Müller 1986, Müller 1993)
in beiden Organellen,

• die alkalische Matrix und das Membranpotential (Humphreys et al. 1994, Biagini
et al. 1997),

• Mitochondrien-homologe Hitzeschockproteine (Bui et al. 1996, Germot et al. 1996,
Horner et al. 1996, Roger et al. 1996) in Hydrogenosomen und

• die Konservierung des Protein-Imports (Johnson et al. 1993, Dyall et al. 2000,
van der Giezen et al. 2002, Voncken et al. 2002)

Obwohl hydrogenosomale Transitpeptide in der Regel kürzer sind als mitochondriale
Importsequenzen, ermöglichen sie den korrekten Import von Proteinen in Mitochondri-
en von Kinetoplastiden und Hefe (Häusler et al. 1997, van der Giezen et al. 1997). Die
Entdeckung eines Relikt-Genoms in den Hydrogenosomen des Ciliaten Nyctotherus
ovalis enthüllte ferner einen gemeinsamen Ursprung dieses Organells mit Mitochondri-
en (Akhmanova et al. 1998, van Hoek et al. 2000). Diese Ergebnisse erhärten die bereits
früher geäußerte Hypothese (Johnson et al. 1993), dass Mitochondrien und Hydrogeno-
somen anaerobe bzw. aerobe Spezialisierungen ein und desselben Organells darstellen
und Hydrogenosomen in der Tat anaerobe Formen von Mitochondrien repräsentieren
(Embley et al. 1995, 1997; Doolittle 1996, Müller 1997, Akhmanova et al. 1998, Em-
bley und Hirt 1998, Embley und Martin 1998, Roger 1999, Rotte et al. 2000, 2001; van
der Giezen et al. 2002, Voncken et al. 2002).

Den Gemeinsamkeiten von Hydrogenosomen und Mitochondrien, aber auch der Bio-
chemie der anaeroben ATP-Synthese Rechnung tragend, ist eine Hypothese zum Ur-
sprung dieser Organellen die Vorstellung, dass ihr gemeinsamer Vorfahr ein fakultativ
anaerobes Proteobakterium war. Dieses konnte seinen ATP-Bedarf sowohl unter aero-
ben als auch unter anaeroben Bedingungen decken. Unter heutigen α-Proteobakterien
sind zahlreiche Vertreter bekannt, die tatsächlich fakultativ anaerob leben (z. B.
Rhodobacter, Paracoccus) und unter anaeroben Bedingungen molekularen Wasserstoff
als Endprodukt des Stoffwechsels bilden. Demnach wären die Enzyme der fakultativ
anaeroben Lebensweise des symbiontischen Bakteriums in den aeroben Stoffwechsel-
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wegen der Mitochondrien, aber auch im anaeroben Stoffwechsel der Hydrogenosomen
manifestiert (Martin und Müller 1998). Dieses als Wasserstoffhypothese (Martin und
Müller 1998) bezeichnete Modell unterscheidet sich in wichtigen Punkten von der klas-
sischen Endosymbiontenhypothese und wird daher als Alternative dazu angesehen
(Doolittle 1998, Gray 1999). Zwei in diesem Zusammenhang wichtige Unterschiede zu
klassischen Formulierungen der Endosymbiontentheorie sind, dass (i) der Symbiont ein
fakultativ anaerobes Eubakterium war und dass (ii) die primäre Triebkraft der Symbiose
nicht im Sauerstoff und gesteigerter ATP-Synthese, sondern im Wasserstoff bestand
(Martin und Müller 1998). Eine der prüfbaren Voraussagen der Wasserstoffhypothese
ist, dass es Zwischenformen von Mitochondrien geben könnte, welche den fakultativ
anaeroben Energiestoffwechsel des gemeinsamen Vorfahrens der Hydrogenosomen und
Mitochondrien beibehalten haben. Die Charakterisierung fakultativ anaerober Mito-
chondrien in rezenten Eukaryoten könnte daher wichtige Aufschlüsse über die Entste-
hung der Mitochondrien (und Hydrogenosomen) gewähren und somit wertvolle Er-
kenntnisse zur Frühgeschichte eukaryotischer Zellen und ihres Stoffwechsels liefern.
Dem heutigen Kenntnisstand zufolge ist einer der erfolgversprechendsten Organismen
bei der Suche nach fakultativ anaeroben Mitochondrien ein photosynthetischer Protist
aus der Gruppe der Eugleniden, Euglena gracilis.

2.5 Das fakultativ anaerobe Mitochondrium von Euglena gracilis

In stammesgeschichtlicher und systematischer Hinsicht bilden die Eugleniden eine hete-
rogene Gruppe von Einzellern, die phototrophe, phagotrophe und osmotrophe Vertreter
umfasst. Mit dem Maß der Sequenzähnlichkeit ihrer ribosomalen RNA (sowie anderer
Gene) aber auch mit dem Maß ihrer morphologischen Eigenschaften sind die Eugleni-
den mit der Gruppe der Trypanosomatiden (zu denen Trypanosoma, Leishmania und
andere Humanpathogene zählen) eng verwandt (Vickermann 1990, Henze et al. 1995,
Yasuhira und Simpson 1997). Die Trypanosomatiden und Eugleniden werden als Ab-
stammungsgemeinschaft angesehen und unter dem Begriff Euglenozoa (auch Eugleno-
phyta) zusammengefasst.

Es ist seit längerem bekannt, dass zumindest einige Arten von Euglena zur Adaptation
an einen weiten Bereich unterschiedlicher Sauerstoffkonzentrationen befähigt sind und
sehr geringe Sauerstoffkonzentrationen tolerieren können (Buetow 1989). Für Euglena
deses wurde ein Überleben unter anaeroben Bedingungen im Dunkeln bis zu 30 Tagen
bei 5°C oder weniger berichtet (Buetow 1989). Euglena gracilis Z kann bei Wachstum
auf Laktat bis zu sechs Monaten unter Anaerobiose im Dunkeln überleben (Carre et al.
1988). Die Mitochondrien von Euglena gracilis Z sind an der ATP-Synthese unter ana-
eroben Bedingungen wesentlich beteiligt (Inui et al. 1982, 1983, 1984a; Buetow 1989).
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Unter aeroben Bedingungen sind Euglena Mitochondrien zur normalen Atmung befä-
higt (Buetow 1989). Unter Anaerobiose erfolgt die Umstellung des Energie-
stoffwechsels auf Fermentation unter Bildung von Wachsen. Diese für Eukaryoten äu-
ßerst ungewöhnliche Wachsesterfermentation wurde in ihren Grundzügen biochemisch
beschrieben (Inui et al. 1982, 1983, 1984a; Schneider und Betz 1985), ist jedoch bisher
nicht im Detail verstanden (vgl. Abb. 2-3).
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Abb. 2-3: Aerober und anaerober Energiestoffwechsel in den Mitochondrien von Euglena gracilis, zu-
sammengefasst aus verschiedenen Quellen (Schneider und Betz 1985, Pönsgen-Schmidt et al. 1988,
Buetow 1989, Kitaoka et al. 1989, Tielens et al. 2002). Transport von Elektronen ist durch gestrichelte
Linien gekennzeichnet, Enzymnamen sind eingekreist. Abkürzungen: C, Cytochrom c; C I, Komplex I
der Atmungskette, C II, Komplex II der Atmungskette; C III, Komplex III der Atmungskette; PNO,
Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase; SDH, Succinat Dehydrogenase; SSDH, Succinat Semialdehyd
Dehydrogenase; KGC, α-Ketoglutarat Decarboxylase; TER, Trans-2-Enoyl-CoA Reduktase; FRD, Fuma-
rat Reduktase; UQ, Ubichinon, RQ, Rhodochinon.
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Bis zur Stufe des Pyruvats stimmen aerober und anaerober Energiestoffwechsel überein.
Kohlenhydrate – im Fall der anaeroben Wachsesterfermentation stammen sie aus dem
Reservekohlenhydrat Paramylum (β-1,3-Glukan) – werden zunächst in die Glykolyse
eingeschleust und bis zur Stufe des Pyruvats abgebaut. Dieses wird in die Mitochondri-
en importiert. Während jedoch in klassischen Mitochondrien die oxidative Decarboxy-
lierung von Pyruvat mit Hilfe des PDH Multienzymkomplexes erfolgt, nutzt Euglena
zur Oxidation von Pyruvat ein ungewöhnliches sauerstoffempfindliches Enzyms, die
Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase (PNO) (Inui et al. 1985, 1987; Buetow 1989).

2.5.1 Aerober Energiestoffwechsel in den Mitochondrien von Euglena gracilis

Unter aeroben Bedingungen erfolgt in den Mitochondrien von Euglena die ATP-
Synthese durch Atmung unter Verwendung von Sauerstoff als terminalem Endakzeptor
(vgl. Abb. 2-3). Das durch oxidative Decarboxylierung von Pyruvat gebildete Acetyl-
CoA tritt in einen modifizierten TCA-Zyklus ein, in dem Succinat Semialdehyd anstelle
von Succinyl-CoA als Intermediärprodukt gebildet wird (Shigeoka et al. 1980, Buetow
1989). Die Oxidation von α-Ketoglutarat zu Succinat erfolgt hier mit Hilfe einer Thia-
minpyrophosphat-abhängigen α-Ketoglutarat-Decarboxylase (α-KGDC) und einer
nachgeschalteten Succinatsemialdehyd-Dehydrogenase (SSDH) (siehe Abb. 2-3). Inter-
essanterweise ist der TCA-Zyklus des α-Proteobakteriums, Bradyrhizobium japonicum
(Green et al. 2000), in gleicher Weise modifiziert. Hier bildet der Weg über Succinat
Semialdehyd eine zusätzliche funktionale Alternative zum regulären TCA-Zyklus
(Green et al. 2000). Die mitochondriale Atmungskette über die Cytochrom c Oxidase in
Euglena scheint ähnlich zur Atmungskette höherer Pflanzen und Tiere zu sein (Buetow
1989).

2.5.2 Anaerober Energiestoffwechsel in den Mitochondrien von Euglena gracilis:
die Wachsesterfermentation

Bei der unter Anaerobiose im Dunkeln ablaufenden Wachsesterfermentation in den
Mitochondrien von Euglena (siehe Abb. 2-3) wird das aus der Oxidation von Pa-
ramylum stammende Pyruvat mittels der PNO – dem Schlüsselenzym dieses Stoffwech-
selweges – oxidativ zu Acetyl-CoA decarboxyliert. Im Gegensatz zu den Hydrogeno-
somen, wo der Acetyl-Rest des Acetyl-CoA als Acetat ausgeschieden wird, wird das
Acetyl-CoA unter anaeroben Bedingungen in den Mitochondrien von Euglena direkt
zur Fettsäuresynthese herangezogen (Inui et al. 1982, Inui et al. 1984, Buetow 1989)
(vgl. Abb. 2-3). Es dient sowohl als Primer und C2-Donator für die Synthese von Fett-
säuren, am häufigsten werden C14-Fettsäuren gebildet. Die dabei entstehenden Fettsäu-
ren dienen somit letztendlich als Elektronenendakzeptoren der Fermentation, da sie die
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Regeneration von NADP+ ermöglichen. Die so gebildeten Fettsäuren werden vermutlich
mit Hilfe einer Carnitin Acyltransferase ins Cytosol transferiert, wo die Hälfte der Fett-
säuren bis zur Stufe des Alkohols reduziert wird. Die reduzierten Fettsäuren werden mit
der anderen Hälfte der Fettsäuren in den Mikrosomen unter Bildung von Wachsestern
verestert (Inui et al. 1984a). Diese Wachsester bestehen vor allem aus Fettsäuren und
Alkoholen mit einer Länge zwischen 10 und 17 Kohlenstoffatomen, am häufigsten sind
Myristylsäure und Myristylalkohol mit einer Kettenlänge von 14 Kohlenstoffatomen
vertreten (Inui et al. 1983). Die Wachsester werden schließlich parakristallin im Cytosol
abgelagert, ohne das osmotische Gleichgewicht der Zelle zu beeinträchtigen (Buetow
1989). Durch die Degradation von Paramylum entstehen so pro Mol Glucose je nach
Beteiligung der Paramylum-degradierenden Enzyme, ß-1,3-Glukanase und ß-1,3-
Glukan Phosphorylase, 2-3 Mol ATP und 4 Mol NADH (Inui et al. 1982). Bei Rück-
kehr zu aeroben Bedingungen erfolgt die ß-Oxidation dieser Wachse unter Sauerstoff-
verbrauchender ATP-Synthese.

Formal entspricht die Wachsesterfermentation einer Umkehr der ß-Oxidation mit der
Ausnahme, dass die Trans-2-Enoyl-CoA Reduktase (EC 1.3.1.44) die Acyl-CoA Dehy-
drogenase ersetzt (s. Abb. 2-3). Unter anaeroben Bedingungen (unter 10-5 M O2) ist die
Synthese von Fettsäuren durch das mitochondriale Fettsäuresystem mit Pyruvat als Sub-
strat etwa 30-mal höher als mit Acetyl-CoA (Inui et al. 1985). Die Aktivität des Fettsäu-
resystems ist ebenfalls um etwa den Faktor sechs erhöht, wenn ein künstliches Acetyl-
CoA generierendes System vorhanden ist (Buetow 1989). Offensichtlich ist ein Kon-
trollfaktor für die Aktivität dieses Fettsäuresystems das Verhältnis von Acetyl-CoA zu
CoA. Unter aeroben Bedingungen werden in den Mitochondrien von Euglena keine
Fettsäuren aus Pyruvat synthetisiert (Inui et al. 1985). Hervorzuheben ist, dass die Syn-
these von Fettsäuren mit einer ungeraden Anzahl an Kohlenstoffatomen in Euglena
gracilis ausschließlich aus Succinat und Propionat über den Methylmalonyl-CoA Weg
(Nagai et al. 1971, Schneider und Betz 1985, Pönsgen-Schmidt et al. 1988) mit Hilfe
einer Fumarat Reduktase und unter Verwendung von Rhodochinon als Elektronen-
carrier (Tielens et al. 2002) erfolgt (siehe Abb. 2-3).

Die Wachsesterfermentation bildet sowohl im Vergleich mit anderen Fettsäure-
Synthesewegen als auch im Vergleich mit typischen anaeroben Fermentationen eine
Ausnahme. Sie ist Malonyl-CoA unabhängig und erfordert keinen Transfer der Acetyl-
Einheit aus den Mitochondrien zu einem anderen Ort der Zelle. Damit wird in der
Wachsesterfermentation kein zusätzliches ATP benötigt, das in der Glykolyse gebildete
Netto-ATP bleibt erhalten (Inui et al. 1984). Fernerhin werden in klassischen Fermenta-
tionen typische Endprodukte wie Ethanol oder Acetat schließlich aus der Zelle expor-
tiert und damit dem Stoffwechsel entzogen. Im Gegensatz dazu werden in Euglena die
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Wachsester als nahezu unlösliche Endprodukte der Fermentation im Cytosol gespeichert
und dienen bei Rückkehr zu aeroben Bedingungen als Kohlenstoff- und Energiequelle.

2.5.3 Das Schlüsselenzym der Wachsesterfermentation: Die mitochondriale
Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase

Als Schlüsselenzym der Wachsesterfermentation katalysiert die Pyruvat:NADP+

Oxidoreduktase (PNO, EC 1.2.1.51) (Inui et al. 1984b) die oxidative Decarboxylierung
von Pyruvat zu Acetyl-CoA gemäß der Reaktionsgleichung:

Pyruvat + NADP+ + CoA → Acetyl-CoA + NADPH + H+ + CO2

Diese Enzymreaktion ist reversibel, in der umgekehrten Reaktion wird durch reduktive
Carboxylierung von Acetyl-CoA unter Verwendung von NADPH als Elektronendonator
Pyruvat gebildet. Ferner katalysiert die PNO, wie die PFO, einen Austausch zwischen
der Carboxylgruppe des Pyruvats und externem 14CO2 unter Bildung von [14C]Pyruvat
(Inui et al. 1990). Die PNO kann darüber hinaus Elektronen von NADPH auf andere
Elektronenakzeptoren übertragen (Diaphorase-Aktivität) (Inui et al. 1991). Die PNO
zeigt hohe Aktivität mit NADP+, nicht jedoch mit NAD+. Dieses Enzym benötigt ferner
die Cofaktoren FAD, FMN und Thiaminpyrophosphat (Inui et al. 1987). Als Elektro-
nen-akzeptoren können daneben Viologenfarbstoffe wie Methylviologen und Benzyl-
viologen fungieren. Ferredoxine aus Spinat oder Clostridium dagegen sind inaktiv (Inui
et al. 1987). PNO zeigt die höchste Aktivität mit Pyruvat als Substrat, mit geringerer
Enzymaktivität werden jedoch auch 2-Oxobutyrat, 3-Hydroxypyruvat und Oxaloacetat
umgesetzt.

Die Euglena PNO ist ein Homodimer mit einem Molekulargewicht von 309 kDa. Pro-
teolyse-Experimente mit Trypsin zeigten, dass dieses Enzym aus zwei funktionalen
Domänen besteht. Eine Domäne enthält Thiaminpyrophosphat und 3 [4Fe-4S] Cluster
und kann nach Proteolyse mit Trypsin als Homodimer von 220 kDa isoliert werden. Die
andere Domäne enthält 1 Mol FAD und wird als Monomer mit einem Molekular-
gewicht von 55 kDa freigesetzt (Inui et al. 1987). Die beiden Domänen sind kovalent
über die trypsinsensitive Region verbunden (Inui et al. 1987). Als besonderes Merkmal
zeichnet sich die PNO durch eine hohe Sauerstoffempfindlichkeit aus, sie wird wie die
hydrogenosomale PFO durch direkten Kontakt mit Sauerstoff inaktiviert (Inui et al.
1990, 1991). Neben der Sauerstoffempfindlichkeit stimmen PNO und PFO auch in
wichtigen anderen Eigenschaften überein. Dazu zählen (i) die Verwendung von FAD
und Viologenfarbstoffen als Elektronenakzeptoren, (ii) der katalysierte Pyruvat-CO2



2 Einleitung                                                                                                                                  17

Austausch und (iii) die Katalyse der reversen Reaktion unter Bildung von Pyruvat (Inui
et al. 1987, 1991).

Die ähnliche Biochemie beider Enzyme deutet auf eine enge Verwandtschaft der PNO
mit der sonst für Hydrogenosomen charakteristischen Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduk-
tase (PFO) hin. Die PNO ist damit das einzige bisher bekannte Beispiel eines möglichen
PFO-homologen Enzyms, welches in Mitochondrien nachgewiesen werden konnte. Von
besonderer Bedeutung im Rahmen dieses Vorhabens ist die Frage, ob die PNO von Eu-
glena gemäß ihrer Sequenzähnlichkeit ebenfalls der Gruppe der hydrogenosomalen
PFO zugeordnet werden kann. Fernerhin ist von großem Interesse, ob die PNO die PDH
in diesen Mitochondrien funktionell ersetzt oder ob diese Organellen sowohl die hydro-
genosomale PFO als auch die mitochondriale PDH besitzen. Die parallele Existenz bei-
der Enzyme ist bisher nur von einigen Eubakterien wie E. coli bekannt (Kerscher und
Oesterhelt 1982). Der Arbeitshypothese zufolge, dass der Vorläufer der Mitochondrien
und Hydrogenosomen ein fakultativ anaerobes Bakterium war, kann erwartet werden,
dass es Organellen der ATP-Synthese gibt, die möglicherweise beide Enzyme besitzen.
Für das Verständnis der Evolution der anaeroben Biochemie der ATP-Synthese ist da-
her die Abstammung, aber auch die differentielle Verteilung der PFO und PDH als
Schlüsselenzyme dieser Stoffwechselwege von besonderer Bedeutung. In diesem Zu-
sammenhang ist von großem Interesse, ob Euglena neben einem PFO-homologen En-
zym auch den Pyruvat Dehydrogenase Komplex besitzt. Bisherige Untersuchungen
deuten darauf hin, dass die PNO in Euglena Mitochondrien die PDH funktionell ersetzt
(Buetow 1989), in einer einzelnen Arbeit wurde jedoch PDH-Aktivität in Euglena Mi-
tochondrien nachgewiesen (Yokota et al. 1982).

2.6 Zwei Hauptenzyme des Pyruvat-Stoffwechsels in Eukaryoten im
Detail: PDH und PFO

2.6.1 Der Pyruvat Dehydrogenase Multienzymkomplex

Die Pyruvat Dehydrogenase (PDH) ist ein Multienzymkomplex aus drei verschiedenen
Enzymen, der Pyruvat Dehydrogenase (E1α- und E1ß-Untereinheit, EC 1.2.4.1), der
Dihydrolipoyl-Transacetylase (E2-Untereinheit, EC 2.3.1.12) und der Dihydrolipoyl-
Dehydrogenase (E3-Untereinheit, EC 1.8.1.4) und katalysiert die oxidative Decarboxy-
lierung von Pyruvat.
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Die Nettoreaktion der PDH wird durch die folgende Reaktionsgleichung beschrieben:

Pyruvat + CoA + NAD+ → Acetyl-CoA + CO2 + NADH + H+

Die von der PDH katalysierte Reaktion ist unter physiologischen Bedingungen nicht
reversibel. Zusätzlich zu den stöchiometrischen Cofaktoren CoA und NAD+ dienen
Thiaminpyrophosphat (TPP), Liponamid und FAD als katalytische Cofaktoren. Der
PDH Multienzymkomplex ist üblicherweise in den Mitochondrien lokalisiert. Pflanzen
besitzen zusätzlich eine plastidäre PDH (Luethy et al. 1996). Die mitochondriale PDH
verbindet die Glykolyse mit dem TCA-Zyklus. Sie kontrolliert damit in entscheidender
Weise die TCA-Zyklus-Aktivität und ATP-Synthese durch oxidative Phosphorylierung
(Mooney et al. 2002). Das plastidäre Enzym liefert Acetyl-CoA und NADH für die
Fettsäuresynthese (Camp und Randall 1985). Pyruvat Dehydrogenase gehört, zusam-
men mit den verwandten Enyzmen α-Ketoglutarat Dehydrogenase und der ver-
zweigtkettigen α-Ketosäure Dehydrogenase zur Familie der α-Ketosäure Dehydrogena-
se Komplexe. Die Pyruvat Dehydrogenase kommt sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten vor, die Struktur und Regulation des prokaryotischen Enzyms unterscheidet
sich jedoch deutlich von der eukaryotischen PDH. In E. coli beträgt das Molekularge-
wicht des Komplexes 4600 kDa. Dieser besteht aus insgesamt 60 Polypeptidketten.
Vierundzwanzig E2-Untereinheiten bilden den Kern, an den 24 E3-Dimere assoziiert
sind. Die 12 E1-Dimere sind ebenfalls nicht-kovalent an die E2-Untereinheiten gebun-
den (Oliver und Reed 1983). Der aus dem Rinderherz isolierte eukaryotische PDH
Komplex besitzt ein Molekulargewicht von 8400 kDa und besteht aus einem Kern von
60 E2-Monomeren, an den 30 E1 α2ß2-Tetramere und 6 E3-Dimere nicht-kovalent ge-
bunden sind (Barrera et al. 1972).

In den meisten Eukaryoten sowie Eubakterien (mit Ausnahme Gram-negativer Bakteri-
en) besteht die Pyruvat Dehydrogenase E1-Untereinheit aus zwei unterschiedlichen
Proteinen E1α und E1ß und besitzt eine Tetramer-Struktur (αß)2. In Gram-negativen
Bakterien dagegen liegt E1 als Homodimer vor. E1α enthält die TPP-Bindestelle, wäh-
rend E1ß vermutlich an der Bindung der E1-Untereinheit an E2 beteiligt ist (Wexler et
al. 1991). Bindeexperimente zeigen, dass die PDH E1 und E3 direkt an die E2-
Untereinheit gebunden sind, E1 und E3 selbst aber in keinem direkten Kontakt mitein-
ander stehen. Die E2-Untereinheit besitzt damit sowohl eine katalytische als auch eine
strukturelle Funktion, welche sich in ihrer Domänenstruktur widerspiegelt. Je nach Or-
ganismus enthalten E2 eine bis drei N-terminale Lipoyl-Domänen, gefolgt von einer
E3- und E1-Bindedomäne und einer C-terminalen katalytischen Domäne (Reed und
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Hackert 1990). Die Dihydroliponamid Dehydrogenase E3 ist ein Flavoprotein aus der
Klasse der Disulfid Oxidoreduktasen und liegt als Homodimer vor. Pro Untereinheit ist
1 Mol FAD nicht-kovalent gebunden.

Bakterielle sowie plastidäre PDH werden über allosterische Mechanismen und Produk-
tinhibition reguliert. Mitochondriale PDH besitzen zusätzlich die regulatorischen Pro-
teine PDH Kinase, PDH Phosphatase und das E3-Bindeprotein (Protein X) (Mooney et
al. 2002). PDH Kinase und PDH Phosphatase regulieren über Phosphory-
lirung/Dephosphorylierung die Aktivität der E1α-Untereinheit (Reed 1974). Die Funk-
tion des Protein X ist die Bindung und Positionierung der E3-Untereinheit an den E2-
Kern, es ist damit essentiell für eine funktionale PDH (Lawson et al 1991). Der Phos-
phorylierungs-/Dephosphorylierungszyklus mittels PDH Kinase und PDH Phosphatase
reagiert auf intramitochondriale Erhöhung der Verhältnisse von NADH/NAD+, Acetyl-
CoA/CoA und ATP/ADP durch Erhöhung der Phosphorylierung (Abnahme der PDH-
Aktivität). Hohe Konzentrationen von Pyruvat und Erhöhung der Mg2+- und Ca2+-
Konzentration führt zur Erhöhung der PDH-Aktivität durch Dephosphorylierung (Patel
und Roche 1990).

Der katalytische Mechanismus der Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA erfolgt in
vier Schritten (Patel und Roche 1990). Zunächst wird das Pyruvat nach Bindung an TPP
unter Bildung von Hydroxyethyl-TPP oxidativ decarboxyliert. Diese Reaktion wird von
der Pyruvat Dehydrogenase-Untereinheit des Multienzymkomplexes katalysiert. Als
zweite von der Pyruvat Dehydrogenase katalysierten Reaktion wird die an TPP gebun-
dene Hydroxylethylgruppe zu einer Acetylgruppe oxidiert und dabei gleichzeitig auf
Liponamid übertragen. Die Disulfidgruppe des Liponamids wird dabei in die Sulfhy-
drylform überführt. Die Dihydrolipoyl Transacetylase überträgt schließlich die Acetyl-
gruppe des in der Pyruvat Dehydrogenase Reaktion gebildeten Acetylliponamids auf
CoA, dabei entsteht Acetyl-CoA. Die E3-Untereinheit des Pyruvat Dehydrogenase
Komplexes, Dihydrolipoyl Dehydrogenase, regeneriert die oxidierte Form des Lipona-
mids. Ein Hydridion wird dabei auf die prosthetische FAD-Gruppe des Enzyms und
schließlich auf NAD+ übertragen.
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2.6.2 Die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase

Die Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase (PFO) (EC 1.2.7.1) katalysiert die oxidative
Decarboxylierung von Pyruvat gemäß der Reaktionsgleichung:

Pyruvat + CoA + Ferredoxinox → Acetyl-CoA + CO2 + Ferredoxinred

Diese Reaktion ist strikt CoA- und TPP-abhängig. Pro Mol Pyruvat werden je 1 Mol
Acetyl-CoA und CO2 sowie 2 Mol Ferredoxin gebildet. Neben Ferredoxin können je-
doch auch Flavodoxin (Yakunin und Hallenbeck 1998), künstliche Elektronen-
akzeptoren wie Viologen-Farbstoffe (Raeburn und Rabinowitz 1971) und, in einem be-
schriebenen Fall, Protonen (Menon und Ragsdale 1996) als Elektronenakzeptor dienen.
Im Gegensatz zur PDH-katalysierten Oxidation von Pyruvat ist die PFO-katalysierte
Reaktion reversibel. In einigen Organismen läuft die Reaktion in die CO2-fixierende
Richtung unter Synthese von Pyruvat ab.

Aufgrund ihrer molekularen Struktur können drei Typen von PFO unterschieden wer-
den. (1) In Eukaryoten und den meisten Eubakterien ist PFO ein Homodimer aus zwei
identischen Untereinheiten, die ein Molekulargewicht von 120 kDa aufweisen (Pieulle
et al. 1997, 1999). Die Enzyme dieses Typs enthalten 1 Mol TPP und entweder 4 oder
8 Mol Fe/S pro Untereinheit. (2) Die PFO vieler anaerober Archaebakterien wie Pyro-
coccus furiosus, Archaeoglobus fulgidus und Methanosarcina barkeri, aber auch die
einiger Eubakterien wie Thermotoga maritima und Helicobacter pylori bestehen aus
vier unterschiedlichen Untereinheiten mit Molekulargewichten von etwa 45, 33, 24 und
13 kDa (Pieulle et al. 1997). Pro Heterotetramer enthalten sie 1 Mol TPP und 8 Mol
Fe/S. (3) Als bisher einziges bekanntes Beispiel ist die PFO des anaeroben Archaebak-
teriums Halobacterium halobium ein α2ß2-Heterodimer bestehend aus einer 68 kDa-
und einer 34 kDa Untereinheit, welches 1 Mol TPP und 4 Mol Fe/S enthält (Kerscher
und Oesterhelt 1981, 1982).

Die PFO ist unter anaeroben und fakultativ anaeroben Prokaryoten und Eukaryoten weit
verbreitet. Die Funktion dieses Enzyms sowie die nachfolgende Verstoffwechselung
von Acetyl-CoA und reduzierten Elektronencarriern unterscheidet sich jedoch in den
einzelnen Organismengruppen. In Prokaryoten ist PFO an einer Vielzahl unterschiedli-
cher Reaktionen beteiligt. In strikt anaeroben Prokaryoten einschließlich der Clostridien
(Wahl und Orme-Johnson 1987), Hyperthermophilen (Kletzin und Adams 1996) und
einigen Methanogenen (Bock et al. 1996) wird Acetyl-CoA zur Substratkettenphospho-
rylierung herangezogen. In vielen stickstofffixierenden Bakterien werden die Elektro-
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nen direkt von reduziertem Flavodoxin (oder Ferredoxin) auf Nitrogenase übertragen
und so zur Stickstofffixierung genutzt (Bauer et al. 1993, Steibl et al. 1995). In
Clostridium ist die PFO am H2-produzierenden fermentativen Stoffwechsel beteiligt
(Menon und Ragsdale 1997). Ferner fungiert das Enzym als hocheffiziente Pyruvat
Synthase in der CO2-Fixierung bei grünen photosynthetischen und acetogenen Bakteri-
en (Yoon et al. 1999, Chabriere et al. 2001). Die PFO ist auch eines der Schlüsselenzy-
me des Energiestoffwechsels Sulfat-reduzierender Bakterien wie Desulvovibrio. Diese
verwenden Malat, Formiat und Fumarat als Elektronendonatoren und reduzieren dabei
Sulfat zu Schwefelwasserstoff. In manchen Archaebakterien fungiert PFO zusätzlich zu
den beschriebenen Funktionen als CoA-abhängige Pyruvat Decarboxylase, wo sie in
einer Ferredoxin-unabhängigen Reaktion die Bildung von Acetaldehyd aus Pyruvat ka-
talysiert (Ma et al. 1997). In Eukaryoten ist die bisher einzig bekannte Funktion von
PFO die Decarboxylierung von Pyruvat unter Bildung von Acetyl-CoA, CO2 und redu-
ziertem Ferredoxin (Müller 1995, 1998). Die nachfolgende Umwandlung von Acetyl-
CoA zu Acetat ermöglicht die Synthese von ATP durch Substratkettenphosphorylie-
rung. Das reduzierte Ferredoxin wird durch Übertragung der Elektronen auf Protonen
unter Bildung von H2 reoxidiert.

Alle bisher bekannten PFO besitzen zwei hochkonservierte [4Fe-4S] Zentren sowie eine
konservierte Thiaminpyrophosphat-Bindestelle. Diese zeigt geringe Sequenzähnlichkeit
zu den Bindestellen anderer TPP-abhängigen Enzyme wie der Pyruvat Dehydrogenase
E1-Untereinheit, Transketolase oder 1-Dexyxylulose-5-Phosphat Synthase (Lange et al.
2000). In der PFO-Reaktion müssen anfänglich zwei Elektronen von TPP auf die [FeS]
Cluster übertragen werden. Da [FeS] Zentren nur jeweils ein Elektron aufnehmen kön-
nen, bleibt ein Elektron zunächst unter Bildung eines freien Radikal-Intermediates an
TPP gebunden (Chabriere et al. 2001, Kerscher und Oesterhelt 1982, Menon und Rags-
dale 1997). Besonders gut untersucht ist der Reaktionsmechanismus für die Desulvovi-
brio PFO (Chabriere et al. 1999, 2001; Charon et al. 1999, Pieulle et al. 1999). In einem
ersten Schritt wird Pyruvat an TPP gebunden. Der grundsätzliche Katalysemechanismus
wird wie folgt postuliert: Durch Abziehen eines Elektrons bildet sich ein freies Acetyl-
Radikal. CoA bindet an das Enzym, reduziert eines der beiden [FeS] Zentren des En-
zyms und bildet so ein Thiyl-Radikal. Acetyl-CoA bildet sich schließlich durch Kon-
densation der beiden Radikale (Chabriere et al. 2001). Die beiden reduzierten [FeS]
Zentren werden schließlich durch Transfer der Elektronen auf Ferredoxin reoxidiert.
Aufgrund der hohen Konservierung katalytischer Domänen in allen drei Typen von
PFO (Adams und Kletzin 1996) ist vermutlich der grundlegende katalytische Mecha-
nismus in allen drei Typen von PFO gleich. An dieser Stelle soll hervorgehoben wer-
den, dass die PNO aus den Mitochondrien von Euglena keiner dieser drei Typen von
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PFO zugeordnet werden kann, sondern aufgrund der Verwendbarkeit von NADP+ als
Elektronenakzeptor einem anderen katalytischen Mechanimus unterliegt.

2.7 Die Ribonukleotid Reduktase aus Euglena gracilis: Ein für
Eukaryoten ungewöhnliches, sauerstoffunabhängiges Enzym

Als Schlüsselenzym der Wachsesterfermentation ist PNO eines der Enzyme, welches in
Euglena eine fakultativ anaerobe Lebensweise ermöglicht. Interessanterweise ist Eu-
glena auch hinsichtlich der DNA-Replikation von der Sauerstoffkonzentration in seiner
Umgebung unabhängig. Euglena besitzt eine für Eukaryoten ungewöhnliche, sauerstof-
funabhängige Form der Ribonukleotid Reduktase (RNR), die bisher nur in Prokaryoten
beschrieben wurde und die sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Sauer-
stoff aktiv ist. Das Enzym Ribonukleotid Reduktase (RNR, EC 1.17.4.2) katalysiert die
Synthese aller vier Desoxyribonukleotide, die für die DNA-Replikation und DNA-
Reparatur benötigt werden. Das Enzym ersetzt die OH-Gruppe des C2-Atoms aller vier
Ribonukleotide durch Wasserstoff. Obwohl dies eine essentielle Reaktion in den mei-
sten Zellen darstellt, ist die Primärstruktur der RNR nicht hochkonserviert. Hinsichtlich
ihrer Aminosäuresequenz, Substrat- und Cofaktorspezifität können drei Klassen von
RNR unterschieden werden (Reichert 1993, Jordan und Reichard 1998, Torrents et al.
2002).

Gemeinsames Merkmal aller drei Typen von RNR ist, dass der Katalysemechanismus
über die Bildung eines freien Radikals erfolgt. Die einzelnen Klassen unterscheiden sich
jedoch bezüglich der Art und Generierung dieses Radikals und ihres Vorkommens in
den einzelnen Organismengruppen (Reichard 1997). Klasse I Enzyme kommen in vie-
len Prokaryoten und, mit Ausnahme von Euglena gracilis, in allen bisher untersuchten
Eukaryoten vor. Sie besitzen eine α2ß2-Struktur: die größere α2-Untereinheit trägt die
katalytischen und allosterischen Zentren, die kleinere ß2-Untereinheit enthält ein [Fe-O-
Fe]-Zentrum und benötigt Sauerstoff zur Bildung eines Tyrosyl-Radikals (Reichert
1997). Klasse I Ribonukleotid Reduktasen werden weiter in die Unterklassen Ia und Ib
unterteilt, die sich funktionell und in ihrer Primärstruktur unterscheiden. Als wichtiges
Unterscheidungsmerkmal werden Klasse Ib Enzyme nicht allosterisch reguliert (Jordan
et al. 1996). Klasse II Enzyme sind einfacher aufgebaut und bestehen zumeist aus einem
Homodimer. Ein separater Cofaktor, Adenosylcobalamin, ist hier an der Radikalbildung
beteiligt und ersetzt die ß2-Untereinheit als Radikal-Generator (Eliasson et al. 1999).
Dieses Enzym ist sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Sauerstoff funk-
tionell. Obwohl dieses Enzym bisher nur in Prokaryoten nachgewiesen wurde, scheint
Euglena gracilis als große Ausnahme unter den Eukaryoten ebenfalls eine Klasse II
Ribonukleotid Reduktase zu besitzen – die RNR aus Euglena ist ebefalls ein Desoxya-
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denosylcobalamin-abhängiges Enzym (Gleason und Hogenkamp 1970). Ribonukleotid
Reduktasen der Klasse III besitzen wie Klasse I Enzyme eine α2ß2-Struktur. Das stabile
sauerstoffempfindliche Glycyl-Radikal (Logan et al. 1999) ist hier jedoch auf der gro-
ßen α2-Untereinheit lokalisiert, die kleinere ß2-Untereinheit besitzt ein [4Fe-4S] Zen-
trum anstelle des [Fe-O-Fe]-Zentrums der Klasse I Ribonukleotid Reduktase. Zusätzlich
benötigt die Glycyl-Radikalbildung ein S-Adenosylmethionin, welches funktional das
Adenosylcobalamin des Klasse II Enzyms ersetzt. Klasse III Ribonukleotid Reduktasen
teilen damit in modifizierter Form Eigenschaften der Radikalbildung sowohl mit Klasse
I als auch mit Klasse II Enzymen (Reichard 1997). Als einzige Klasse der RNR sind sie
aufgrund des Gylcyl-Radikals strikt sauerstoffempfindlich und kommen nur in anaero-
ben oder fakultativ aeroben Prokaryoten vor, die in Abwesenheit von Sauerstoff wach-
sen. Für Klasse I und II lässt sich die Reaktionsgleichung wie folgt beschreiben:

NTP + Thioredoxinred → dNTP + Thioredoxinox + H2O

Ferner wird für diese Reaktion der Klasse II Enzyme Cobalt als Cofaktor benötigt.
Ribonukleotid Reduktasen der Klasse III verwenden anstelle von Thioredoxin Formiat
als Elektronendonator.

Die Substratspezifität des katalytischen Zentrums für ein bestimmtes Ribonukleotid
wird bestimmt durch die Bindung eines bestimmten dNTPs oder ATP an das allosteri-
sche Zentrum. So induziert die Bindung von ATP oder dATP eine Enzymaktivität zu-
gunsten von Pyrimidin Ribonukleotiden, Bindung von dTTP induziert die Aktivität ge-
genüber GTP und Bindung von dGTP induziert die Aktivität für ATP. Diese Effekte
sind, mit Ausnahme der viralen Enzyme, für alle RNR gleich (Eliasson et al. 1999).
Einige Reduktasen besitzen zusätzlich ein zweites allosterisches Zentrum, an welches
durch Bindung von ATP die Gesamtaktivität des Enzyms stimuliert oder aber durch
Bindung von dATP gehemmt wird (Jordan und Reichard 1998).

Die Euglena RNR wurde bisher partiell aufgereinigt (Gleason und Hogenkamp 1970).
Zur Reduktion der Ribonukleotide benötigt dieses Enzym neben 5'-Deoxyadenosyl-
cobalamin ein Dithiol und ein Ribonukleosidtriphosphat (Gleason und Hogenkamp
1970). Im Rahmen dieser Arbeit soll die Euglena RNR kloniert und sequenziert werden
mit dem Ziel, Hinweise auf die Abstammung dieses Enzyms zu finden. Als die einfach-
sten Erklärungsmöglichkeiten könnte dieses Gen entweder (i) von der eukaryotischen
Flagellaten-Wirtszelle stammen, (ii) von der eukaryotischen Alge, die von diesem Fla-
gellaten im Zuge sekundärer Endosymbiose aufgenommen wurde oder (iii) von einem
prokaryotischen Donator im Zuge lateralen Gentransfers akquiriert worden sein.
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2.8 Fazit

Trotz ihrer Komplexität und Diversität können eukaryotische Zellen hinsichtlich der
Kompartimentierung ihres Energiestoffwechsels dem derzeitigen Kenntnisstand nach in
drei Kategorien eingeteilt werden:

• Aerobier und Anaerobier, die Mitochondrien besitzen
• Anaerobier, die weder Mitochondrien noch Peroxisomen, dafür aber Hydro-

genosomen besitzen
• Anaerobier, die keine intrazelluläre Kompartimentierung der ATP-Synthese

aufweisen

Die Diversität anaerober Stoffwechselwege der ATP-Synthese in Eukaryoten lässt sich
im wesentlichen auf zwei mögliche Ursachen zurückführen: als das Erbe vom fakultativ
anaeroben Vorfahren der Mitochondrien und Hydrogenosomen oder aber als Ergebnis
lateraler Genakquisitionen von verschiedenen prokaryotischen Donatoren. Beide
Möglichkeiten erlauben die Modifikation vererbter oder modifizierter Gene im Zuge der
Evolution. Unter der Annahme, dass die Gene für Enzyme der anaeroben ATP-Synthese
das Ergebnis unabhängiger Gentransfer-Ereignisse von verschiedenen prokaryotischen
Donatoren sind, müssten diese in phylogenetischen Analysen ihren multiplen Ursprung
widerspiegeln. Die gleichen Gene aus verschiedenen eukaryotischen Abstammungs-
gemeinschaften wären demnach über den gesamten phylogenetischen Baum verteilt und
besäßen unterschiedliche prokaryotische Vorfahren. Wäre jedoch die Diversität
anaerober ATP-Synthesewege bei Eukaryoten das Erbe eines fakultativ anaeroben
Proteobakteriums (dem gemeinsamen Vorfahren der Mitochondrien und Hydrogeno-
somen), so lassen sich die folgenden Voraussagen ableiten:

(1) eukaryotische Gene der anaeroben ATP-Synthese sollten einen gemeinsamen,
eubakteriellen Ursprung haben,

(2) es sollte rezente Eukaryoten geben, die sowohl Enzyme des anaeroben als auch
des aeroben Energiestoffwechsels besitzen (z. Bsp. PFO und PDH),

(3) einige Organellen der ATP-Synthese sollten Zwischenformen des Energie-
stoffwechsels von Mitochondrien und Hydrogenosomen darstellen, die mögliche
Entwicklungsstufen auf dem Weg der Spezialisierung an aerobe und anaerobe
Lebensweisen repräsentieren.

Die Fähigkeit der Mitochondrien von Euglena, je nach Sauerstoffverfügbarkeit
entweder Bestandteile des aeroben oder anaeroben Energiestoffwechsels zu nutzen, legt
die These nahe, dass diese Organellen solche intermediären Formen zwischen
Hydrogenosomen und Mitochondrien darstellen. Sie bilden damit möglicherweise eine
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biochemische Brücke zum gemeinsamen, fakultativ anaeroben Vorfahren beider
Organellen. Dieser Zwischenstadium-Charakter des Organells verleiht Euglena den
Status eines interessanten Modellorganismus für die Untersuchung phylogenetischer
und funktioneller Zusammenhänge zwischen Hydrogenosomen und Mitochondrien.

2.9 Aufgabenstellung

Vor diesem Hintergrund ist Ziel dieser Arbeit, Enzyme des mitochondrialen Energie-
stoffwechsels von Euglena molekular zu charakterisieren. Besondere Berücksichtigung
sollen dabei die Enzyme finden, (i) die den Mitochondrien von Euglena und Hydroge-
nosomen gemeinsam sind und (ii) durch welche sich die Mitochondrien von Euglena
gracilis in charakteristischer Weise von typischen Mitochondrien unterscheiden, d. h.
Enzyme des anaeroben Energiestoffwechsels. Anhand dieser Daten soll die Frage be-
antwortet werden, ob in den molekularen Grundlagen der anaeroben Biochemie der
Mitochondrien von Euglena gracilis Evidenz für die fakultativ anaerobe Lebensweise
des Symbionten erhalten ist. Folgende Ziele sollten im Rahmen dieses Dissertations-
projekts erreicht werden.

• Es sollen Gensonden für die Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase und die Pyruvat
Dehydrogenase isoliert und vollständige cDNAs für diese Proteine charakteri-
siert werden. Vergleichend soll die Genexpression in aerob und anaerob angezo-
genen Zellen untersucht werden. Aus diesen Versuchen wird ein besseres Ver-
ständnis der molekularen Grundlagen des aeroben und anaeroben Energiestoff-
wechsels von Euglena gracilis erwartet.

• Mittels der Methode der subtraktiven und differentiellen Hybridisierung sollen
weitere Proteine des anaeroben Energiestoffwechsels in den Mitochondrien von
Euglena identifiziert werden, um so ein vollständigeres Bild über den Stoff-
wechselweg der anaeroben ATP-Synthese zu erhalten.

• Durch phylogenetische Analysen der untersuchten Gene soll die Frage beant-
wortet werden, ob die für Proteine der anaeroben ATP-Synthese kodierenden
Gene einen gemeinsamen eubakteriellen Ursprung haben oder aber das Ergebnis
unabhängiger lateraler Genakquisitionen darstellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Geräte:

Autoklav Fedegari
Automatischer Sequenzierer für DNA Licor
Bilddokumentationssystem LTF Labortechnik,

mit Mitsubishi Thermoprinter
Bio-Imager FLA 3000-2R Fuji, mit folgenden Software-Programmen:

Image Reader V1.8E und Image Gauge V3.0
(beide ebenfalls Fuji)

Brutschränke GFL
Computersoftware Microsoft Word Office XP; Canvas 6.0;

CorelDraw 8.0; Photoshop 5.0; GCG Pro-
gramm Paket, Genetics Computer Group, Uni-
versity of Wisconsin, Version 10.0; Phylogeny
Inference Package PHYLIP 3.5c, CLUSTALW
Version 1.82, MOLPHY Version 2.3b3, TREE-
PUZZLE Version 5.0, TreeView Version 1.6.6

Computersysteme Windows, Linux
Destillator für bidest H2O Fisons
Dot Blot Apparatur V und P Scientific, Inc. San Diego
Elektrophorese-Kammern Biorad
Elektrophorese-Netzgeräte für Agarosegele: BioRad,

für Sequenzgele: Amersham Biosciences
ECPS 3000/150

Fluoreszenzphotometer Amersham Biosciences
Geltrockner Biotec Fischer PH-t 40
Heizblock HLC
Kontaminations-Handmonitor Berthold LB 123
Kühlwasserbad MGW
Leuchttisch Messinstrumentebau GmbH Erlangen
Magnetrührer Jahnke und Kunkel IKA-Comimag RET
Mikrowellenherd Daewoo
pH-Meter Schott
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Pipetten Gilson P 2, P 20, P 200, P 1000
RoboAmp® 4200 MWG Biotech
Thermocycler Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400,

Biometra TGradient, MWG Primus 96plus

Schüttelbäder GFL
Schüttelinkubatoren GFL
Sterilbank Heraeus
Transilluminator GFL
Waagen Sartorius
Wasserbäder GFL
Zentifugen

- Kühlzentrifugen Sovall RC5B, Sorvall RC5B plus
- Tischzentrifugen Heraeus Biofuge fresco
- Untertischzentrifugen Heraeus Megafuge 1.0R

mit Rotoren: Sorvall GS-3, GSA, SLA-1500,
SLA-3000, SA600, SS34

3.2 Allgemeine Chemikalien

Alle verwendeten, nicht spezifisch aufgeführten Chemikalien wurden von den Firmen
Acros Organics, Amersham Biosciences, J.T. Baker, Biomol, Bio-Rad, Biozym, Calbio-
chem, Difco, Fluka, Gibco-BRL, ICN, Linde, Merck, Qiagen, Riedel-de Haën, Roche,
Roth, Serva und Sigma bezogen. Bestandteile der Kulturmedien stammen von Gibco-BRL.
Wässrige Lösungen für PCR-Reaktionen wurden mit Aqua bidest angesetzt, für alle ande-
ren Lösungen wurde standardmäßig deionisiertes (vollentsalztes) Wasser der Aufberei-
tungsanlagen der Universität Düsseldorf bzw. der Universität Braunschweig verwendet.

3.3 Radiochemikalien

Folgende Radiochemikalien wurden von der Firma Hartmann Analytik bezogen
─ 35S-dATP, > 1000 Ci / mmol
─ 32P-dCTP, > 3000 Ci / mmol

3.4 Filtermaterialien und Membranen

Hybond-N Nylonmembran Amersham Biosciences
Nitrocelluloserundfilter Biotrace NT 82 mm, 0,45 µm Gelman Sciences
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3.5 Materialien für die Chromatographie

DE-52 Whatman
Sephacryl S-300, S-400 Amersham Biosciences
Sephadex G-50 DNA Grade Amersham Biosciences

3.6 Materialien für die Autoradiographie und Fotographie

Röntgenfilme X-OMAT AR 5 Kodak
Entwickler, Fixierer Kodak
Thermalpapier für Videodokumentation Mitsubishi

3.7 Reagenzsätze

Die verwendeten Reagenzsätze wurden von den folgenden Firmen bezogen:

Clontech PCR-Select cDNA Subtraction Kit Clontech
GigapackII Gold Stratagene
ThermoSequenase DYEnamic direct cycle
sequencing kit with 7-deaza-dGTP Amersham Biosciences
Nucleospin Plasmid Kit Macherey-Nagel
Nucleospin Extraction Kit Macherey-Nagel
Gelextraction Kit Qiagen
Jetstar Plasmidprep Genomed
HotScribeTM First-Strand cDNA Labelling Kit Amersham Biosciences

3.8 Enzyme

Die verwendeten Enzyme einschließlich ihrer Reaktionspuffer wurden von den folgenden
Firmen bezogen:

Alkalische Phosphatase (CIP) Stratagene
DNase I Roche
Exonuclease III MBI Fermentas
Klenow-Fragment Amersham Biosciences
Mung-Bean Nuclease Amersham Biosciences
Proteinase K Merck
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Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, MBI Fermentas, Roche
RNase A Serva
Taq-Polymerase Roche, Gibco_BRL, Perkin-Elmer
T4-DNA-Ligase Clontech, Amersham Biosciences
T4-DNA-Kinase MBI Fermentas
T7-DNA-Polymerase Amersham Biosciences

3.9 Biologisches Material

3.9.1 Euglena gracilis

Der Euglena gracilis Stamm Z (SAG 1224-5/25) wurde von der Sammlung von Algen-
kulturen (SAG) Göttingen bezogen.

3.9.2 Bakterienstämme

Folgende E. coli-Stämme wurden verwendet: NM 522 (Gough und Murray 1983), POP13
(Schwarz-Sommer et al. 1987), XL1-Blue MRF´ (Stratagene), SOLR (Stratagene).

3.10 Plasmid- und Bakteriophagen-Vektoren

Als Plasmid-Vektor wurde der pBluescript SK+ von Stratagene (Alting-Mees und Short
1989) eingesetzt. Für die Klonierung der cDNA-Banken wurde der λ-Vektor ZAP® II von
Stratagene verwendet (Short et al. 1988).

3.11 Kultivierung von Euglena gracilis

Die Anzucht einer Vorkultur erfolgte durch Animpfen von 50 ml Euglena Medium 9 mit
Mineralien, jedoch ohne Bodenextrakt (Schlösser 1997) in einem 250 ml Erlenmeyerkol-
ben mit 1 ml einer Stammkultur von Euglena gracilis. Diese Kultur wurde bei 27°C unter
permanenter Beleuchtung mit 6000 lx angezogen. Nach 5 Tagen erfolgte ein Transfer die-
ser Kultur in einen 10 l Kolben mit 5 l Medium 9 (Schlösser 1997) mit Mineralien, aber
ohne Bodenextrakt. Aerobe Behandlung von Zellen wurde durch ständige Belüftung mit
2 l/min 2 % CO2 in Luft erreicht (Filterkerze). Anaerob behandelte Kulturen wurden bei
gleicher Durchflussrate mit 2 % CO2 in N2 kultiviert. Für eine Dunkelbehandlung wurden
die Zellen zunächst für zwei Tage im Licht mit 2 % CO2 in N2 angezogen, dann abgedun-
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kelt und nach weiteren 48 h geerntet. Die Ernte der Kulturen erfolgte nach Erreichen der
stationären Phase durch Zentrifugation bei 4000 x g für 5 min und sofortigem Einfrieren in
flüssigen N2. Nach etwa 4 Tagen konnten unter aeroben und anaeroben Bedingungen etwa
2 g Zellmasse (Frischgewicht) pro Liter Kultur erhalten werden.

3.12 Arbeiten mit E. coli

Folgende Arbeiten mit E. coli-Stämmen wurden nach Standardprotokollen von Sambrook
et al. (1989) durchgeführt:

─ die Anzucht der Bakterienstämme auf Fest- und Flüssigmedium
─ Die Herstellung und Transformation von CaCl2-kompetenten E. coli Zellen mit

Plasmid-DNA
─ Die Transfektion von E. coli Zellen mit λ-Phagen und die Vermehrung von

λ-Phagen in kleinem Maßstab
─ Glycerin-Dauerkulturen
─ Zur Anzucht von E. coli Kulturen wurden folgende Medien verwendet:

CY-Medium, LB-Medium, M9-Medium und NZ-Medium.
─ E. coli NM522 and XL1-BLue MRF´ wurden nach erfolgter Transformation mit

rekombinanter pBluescript-Plasmid-DNA zur Blau-Weiß-Selektion auf LB-Platten
mit 0, 1 mg/ml Ampicillin, 0,047 mg/ml IPTG und 0,04 mg/ml X-Gal plattiert.

3.13 Arbeiten mit Nukleinsäuren

Die Arbeiten mit Nukleinsäuren erfolgten, sofern nicht anders angegeben, nach den Proto-
kollen von Sambrook et al. (1989). Folgende Methoden wurden dabei eingesetzt:

3.13.1 Präparation, Reinigung und Analyse von Nukleinsäuren

─ Mini- und Maxipräparation von Plasmid-DNA aus E. coli (nach Birnboim und
Doly (1979), modifiziert von Ish-Horrowitz und Burke (1981)) oder nach Herstel-
lerangaben mit dem Jetstar System von Genomed

─ Phenolextraktion und Konzentrierung von DNA aus wässrigen Lösungen durch
Ethanol- und Isopropanol-Präzipitation

─ Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
─ Trennung von Nukleinsäuren bzw. DNA-Fragmenten sowie deren Größenbestim-

mung durch Agarosegelelektrophorese
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─ DE-52 Chromatographie von DNA
─ Sephadex-G50 Chromatographie von DNA
─ Elektroelution von Restriktionsfragmenten

3.13.2 Enzymatische Modifikation von Nukleinsäuren

─ Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen
─ Ligationen von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase
─ Auffüllreaktion mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA Polymerase
─ Phosphorylierung von DNA mit T4-DNA-Kinase
─ Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase
─ Mung-Bean Nuklease Behandlung von DNA

3.13.3 Weitere molekularbiologische Techniken

─ Synthese von cDNA (nach Herstellerprotokoll, Amersham Biosciences)
─ Identifizierung rekombinanter Phagen durch Plaque-Hybridisierung

3.13.4 PCR-Techniken

3.13.4.1 Ansatz und Reaktionsbedingungen zur Durchführung der PCR

Ein typischer PCR-Ansatz wurde in einem Reaktionsvolumen von 25 µl durchgeführt.
Dieser Standardansatz enthielt 10 mM Tris-HCl, pH 8, 3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2,
1,5 mM je dNTP, 1 µM je Primer und 0,5 U Taq-DNA-Polymerase. Die Zugabe der Taq-
DNA-Polymerase erfolgte erst nach anfänglicher 10-minütiger Denaturierung der DNA bei
98°C. Üblicherweise wurden 30 Zyklen von 1 min bei 94°C (Denaturierung), 1 min bei
50°C (Hybridisierung) und 1 min bei 72°C (Synthese) im Thermocycler durchgeführt. Die
eingesetzte DNA-Menge variierte von 10 ng für Plasmid-DNA bis 20 ng für genomische
und cDNA. Abweichungen von den hier aufgeführten Standardbedingungen sind gesondert
angegeben. Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Reaktionsansätze kurz bei
15.000 x g zentrifugiert und 5-15 µl zur Kontrolle auf einem Agarosegel getrennt. Je nach
Größe des zu erwartenden PCR-Fragmentes wurden 1 bis 2 %-ige Gele gewählt.

3.13.4.2 Reamplifikation von PCR-Produkten

Um eine ausreichende Menge eines PCR-Fragmentes herzustellen, wurden 10 –15 µl des
PCR-Ansatzes auf einem 2 %-igen low melting-Agarosegel bei 3.5 V/cm aufgetrennt. Das
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amplifizierte Fragment wurde mit dem spitzen Ende einer sterilen Pasteurpipette unter UV-
Licht aus dem Gel ausgestochen, in 200 µl H2O überführt und bei 65°C aufgeschmolzen.
Für eine erneute PCR-Reaktion wurden 2 µl eingesetzt.

3.13.4.3 Klonierung von PCR-Fragmenten

Für die Klonierung eines PCR-Fragmentes mit glatten Enden (Blunt-End-Klonierung)
wurde die PCR-Reaktion in einem Vierfach-Ansatz (s. 3.13.4.1) durchgeführt. Nach Been-
digung der Reaktion wurde der Ansatz über den Macherey-Nagel Nucleospin Plasmid Prep
Reagenzsatz nach Herstellerangaben aufgereinigt und in einem Volumen von 60 µl mittels
20 U T4-DNA-Kinase und 0,01 M ATP für 30 min bei 37°C phosphoryliert. Nachfolgend
wurde 1 µl eines dNTP-Gemisches (2,5 mM je dNTP) und 2 U Klenow-Fragment hinzu-
gegeben und für 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Abstoppen der Enzymreaktion mit 5 µl
0,5 M EDTA, pH 8,0 wurde das Volumen mit TE auf 100 µl aufgefüllt, phenolisiert, ge-
fällt und das Pellet in 100 µl TE gelöst. Nach Abtrennung der dNTPs über den Macherey-
Nagel Nucleospin Plasmid Prep Reagenzsatz erfolgte die Ligation der Fragmente mit
T4-DNA-Ligase in die HincII-Schnittstelle des HincII-geschnittenen, dephosphorylierten
Vektors pBluescript SK+ (Stratagene) bei 12°C über Nacht. Zur Transformation wurde der
komplette Ligationsansatz eingesetzt.

3.13.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus Euglena gracilis

Für die Isolierung von Gesamt-RNA wurden Zellkulturen wie unter 3.11 beschrieben kul-
tiviert und geerntet. Für die Isolierung von Gesamt-RNA wurden 5 – 7 g tiefgefrorenes
Zellmaterial in 25 ml 80°C warmem Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCl pH 9.0, 100 mM
NaCl, 10 mM EDTA, 2 % (w/v) SDS, 200 µg/ml Proteinase K) mittels French Press auf-
geschlossen. Nach Zugabe weiterer 75 ml des 80°C warmen Extraktionspuffers und Ho-
mogenisierung des Ansatzes durch kräftiges Schütteln wurden sofort 100 ml Phenol und,
zur Verminderung der Schaumbildung, ca. 1 ml Isoamylalkohol zugegeben und der Ansatz
abermals kräftig durchmischt. Nach Zentrifugation des Gemisches bei 10.000 x g (GSA-
Rotor) für 5 min wurde die wässrige obere Phase abermals wie zuvor zentrifugiert, um
eventuelle Reste der Interphase zu entfernen, abdekantiert, mit 1/10 Vol. 3 M NaOAc,
pH 6,5 und 100 ml Isopropanol versetzt und die RNA ü. N. bei –20°C ausgefällt. Am fol-
genden Tag wurde das RNA-Präzipitat durch Zentrifugation bei 16.000 x g (GSA-Rotor)
bei 4°C für 20 min gewonnen, an der Luft getrocknet und in 25 ml Bindepuffer (20 mM
Tris-HCl pH 7,5, 400 mM NaCl, 0,2 % (w/v) SDS, 200 µg/ml Proteinase K) aufgenommen
und resuspendiert.
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3.13.6 Isolierung von Poly(A) + RNA aus Euglena gracilis

Zur Isolierung der Poly(A)+ RNA wurde Oligo-(dT)-Cellulose im Batch-Verfahren vier-
mal mit je 25 ml Bindepuffer gewaschen. Das Gesamt-RNA-Präzipitat (s. Abschnitt
3.13.5) wurde für 60 min im Batch-Verfahren mit 0,5 g Oligo-(dT)-Cellulose (Typ 7,
Pharmacia) in 40 ml Bindepuffer (400 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,2 % (w/v)
SDS, 10 mg/ml Proteinase K) aufgenommen und inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Oligo-(dT)-Cellulose dreimal im Batchverfahren mit je 25 ml Bindepuffer und einmalig
mit 25 ml Waschpuffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,2 % (w/v) SDS,
200 µg/ml Proteinase K) gewaschen und in eine 1 x 10 cm Säule überführt. Das Säulenbett
wurde mit 100 ml Waschpuffer bis zu einer konstanten OD260 des Eluates von 0,005 gewa-
schen. Die mRNA wurde bei 50°C mit 3 x 3 ml Elutionspuffer (10 mM Tris-HCl pH 7,5,
200 µg/ml Proteinase K) eluiert. Diese Fraktionen wurden vereinigt und mit 1 Volumen
2 x Bindepuffer (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 800 mM NaCl, 0,4 % (w/v) SDS, 400 µg/ml
Proteinase K) versetzt. Anschließend wurde das Volumen mit Bindepuffer auf 40 ml er-
höht und die Poly(A)+ RNA erneut wie zuvor über Oligo-(dT)-Cellulose gereinigt. Die
mRNA wurde wiederum bei 50 °C mit 2 x 3 ml Elutionspuffer eluiert und die Fraktionen
wurden einzeln mit Ethanol bei –20°C ü. N. präzipitiert. Am folgenden Tag erfolgte die
Pelletierung der mRNA durch Zentifugation bei 10.500 x g (Ausschwingrotor HB-4) für
45 min bei 4°C. Das Pellet wurde in 500 µl TE + 200 µg/ml Proteinase K gelöst, phenoli-
siert und erneut für 2 h mit Ethanol bei –20°C präzipitiert. Nach Gewinnung des Poly(A)+
RNA Präzipitats durch Zentrifugation bei 15.000 x g für 30 min bei 4°C wurde das Pellet
gewaschen und getrocknet. Nach photometrischer Quantifizierung der RNA-Konzentration
wurde die Poly(A)+ RNA in einer Konzentration von 1 µg/µl in TE aufgenommen und bei
–80°C aufbewahrt. Auf diese Weise wurden zwischen 600 µg und 800 µg zweifach Oligo-
(dT)-gereinigte mRNA gewonnen.

3.13.7 Isolierung von genomischer DNA aus Euglena gracilis

Zellkulturen wurden wie unter Abschnitt 3.11 kultiviert und geerntet. Für die Isolierung
von genomischer DNA aus Euglena gracilis wurden 5 –7 g Zellmaterial in einem vorge-
kühlten Mörser mit flüssigem Stickstoff zu feinem Pulver zermahlen und in 20 ml Auf-
nahmepuffer (50 mM Tris-HCl pH 9,0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 30 mM
2-Mercaptoethanol, 2 % (w/v) SDS, 4 M Guanidiniumthiocyanat, 5 % (w/v) Polyklar AT)
aufgenommen. Nach einmaligem Phenolisieren mit 1 Vol. Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v) und Zentrifugation bei 5000 x g und RT (SS34-
Rotor) wurde die obere wässrige Phase abgenommen und schrittweise unter ständigem
Schwenken mit 0,2 Vol Ethanol versetzt. Diese wurde mit 1 Vol. (w/v) Chloro-
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form/Isoamylalkohol (24:1, v/v) abermals extrahiert und unter Zugabe von 1 Vol. Isopro-
panol 1 h bei –20°C präzipitiert. Die Nukleinsäuren wurden durch Zentrifugation bei
6000 x g und 4°C für 5 min (HB-4-Rotor) abgetrennt, gewaschen und in 5 ml TE mit
10 µg/ml Proteinase K und 30 mM Mercaptoethanol gelöst. Sichtbare Mengen unlöslicher
Substanzen wurden durch abermaliges 10-minütiges Zentrifugieren bei 20.000 x g (SS-34
Rotor) entfernt und der Überstand für die nachfolgende LiCl-Fällung mit 10 M LiCl einge-
setzt. Nach Zugabe von 1,25 ml LiCl erfolgte die Fällung bei –20°C ü. N. Am folgenden
Tag wurde für 30 min bei 10.000 x g und 4°C (HB-4 Rotor) zentrifugiert und die sich im
Überstand befindliche DNA mit 2 Vol. Ethanol präzipitiert. Das Nukleinsäurepräzipitat
wurde durch Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C für 10 min gewonnen, gewaschen und
nach dem Trocknen in 18 ml H2O gelöst. Nach Zugabe von 360 µl 0,5 M EDTA pH 8,0,
2,25 µl 5 M NaCl, 2,7 ml TE und 2,7 ml 2 % CTAB wurde abermals bei 12.000 x g und
4°C für 10 min zentrifugiert, das Präzipitat gewaschen und 5 ml TE aufgenommen. Die
anschließende Dichtegradientenzentrifugation in CsCl-Gradienten erfolgte nach den Anga-
ben von Sambrook et al. (1989)

3.13.8 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1984) wurden zwischen 50 und 200 ng
DNA in 37 µl H2O für 15 min bei 100°C denaturiert und sofort auf Eis abgekühlt. An-
schließend wurden 5 µl 10 x Oligopuffer (50 OD260 Units pd(N)6 Random Hexamers von
Amersham Biosciences, 100 mM MgCl2, 500 mM Tris-HCl pH 7,5, je 500 µM dATP,
dGTP, dTTP, 70 mM 2-Mercaptoethanol), 5 µl BSA (1 µg/µl), 5 µl α-32P-dCTP (>3000
Ci/mMol) und 2,5 U Klenow-Fragment zugesetzt und 2-3 h bei RT inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 2 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt und die Sonde über eine Sephadex-G50
Säule (Pasteurpipette) aufgereinigt.

3.13.9 cDNA-Banken aus Euglena gracilis

Euglena cDNA-Banken aus aerob behandelten und anaerob dunkel behandelten Zellen
wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Ulrich Nowitzki und von Frau Dipl. Biologin
Meike Hoffmeister zur Verfügung gestellt.

3.13.10 Identifizierung rekombinanter Klone

Die Identifizierung rekombinanter Klone folgte Standardprotokollen bei der Herstellung
von Replikafiltern, der Plaquehybridisierung und der Subklonierung von λ-Insertionen in
Plasmid-Vektoren (Sambrook et al. (1989). Vorbereitend wurden E. coli POP13 Zellen
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ü. N. in CY-Medium mit 0,4 % Maltose angezogen, am nächsten Tag bei 4000 rpm abzen-
trifugiert und in 10 mM MgSO4 resuspendiert. Etwa 200.000 Klone der jeweiligen cDNA-
Bank wurden mit den so vorbehandelten E. coli POP13 (20 µl/Platte) auf 40 Platten aus-
plattiert, ü. N. bei 37°C inkubiert, 3 h bei 4°C abgekühlt und nach der Methode von Sam-
brook et al. (1989) auf Nitrocelluloserundfilter (82 mm Durchmesser) transferiert. Für die
Hybridisierung mit zwei unterschiedlichen Sonden wurde ein doppelter Satz an Replika-
filtern hergestellt. Die Filter wurden bei zweimaligem Pufferwechsel 2 h bei 68°C in 6 x
SSPE (900 mM NaCl, 60 mM NaH2PO4, 7,5 mM EDTA, pH 7,5), 0,1% (w/v) SDS,
0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400 und 5 µg/ml Poly A vorhybridisiert. Die
Hybridisierung erfolgte, sofern nicht anders angegeben, für 16 h bei 68°C in 3 x SSPE,
0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml Poly A und
10 ng/ml Hybridisierungssonde (vgl. Abschnitt 3.13.8). Nach Beendigung der Hybridisie-
rung wurden die Filter 2 x 30 min in 2 x SSPE, 0,1 % SDS gewaschen, getrocknet und auf
XAR-Filmen bei –80°C (Kodak) ü. N. mit Verstärkerfolie exponiert.

Die Isolierung von Klonen der E1α-, E2- und E3- Untereinheit der PDH erfolgte durch
Hybridisierung von cDNA-Banken mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden PDH-
E1a_Hyb, PDHE2_Hyb und PDH-E3_Hyb (s. Abschnitt 3.15). Zur Auswahl geeigneter
Oligonukleotide wurde das Online verfügbare Programm Primerfinder
(http://eatworms.swmed.edu/-~tim/primerfinder/) verwandt. Die Markierung von 20 pmol
eines jeden Oligonukleotids erfolgte durch die T4-DNA-Kinase abhängige Phosphorylie-
rung mit 20 pmol γ-32P-ATP und wurde von der Firma Hartmann Analytik im Rahmen
ihres Oligo-Markierungsservices durchgeführt. Nach 1-stündiger Vorhybridisierung mit
6 x SSPE, 0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml Poly A
bei 60°C wurden die Filter 16 h bei 60°C in 3 x SSPE, 0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v)
PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml PolyA und 0,5 pmol/ml Oligosonde hybridisiert.
Nach Beendigung der Hybridisierung wurden die Filter 2 x 30 min und 1 x 10 min in 2 x
SSPE, 0,1% SDS gewaschen, getrocknet und bei –80°C auf XAR-Filmen (Kodak) mit
Verstärkerfolie für 48 h exponiert. Plaques, die ein positives Signal aufwiesen, wurden mit
dem stumpfen Ende einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen, in 500 µl SM-Puffer
(50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM NaCl, 8 mM MgSO4, 0,01% Gelatine) überführt und
für mindestens 1 h bei RT inkubiert. Zur Vereinzelung wurden 1–5 µl einer 1: 10.000-
Verdünnung dieser Phagensuspensionen ausplattiert. Nach Herstellung von Filtern wurde
mit der gleichen Sonde wie zuvor hybridisiert. Einzelne Plaques, die sich eindeutig einem
Signal auf dem Röntgenfilm zuweisen ließen, wurden nachfolgend für die Subklonierung
in pBluescript SK+ verwendet und die Sequenzen entsprechend des Didesoxy-Verfahrens
(Sanger et al., 1977) ermittelt (vgl. Abschnitt 3.13.15).
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3.13.11 Southern-Hybridisierung

Je 20 µg der Euglena genomischen DNA wurden mit 25 U eines Restriktionsenzyms ü. N.
geschnitten und auf einem 0,7 % Agarosegel bei 2 V/cm ü. N. vollständig aufgetrennt. Das
Gel wurde mit EtBr angefärbt, photographiert und in folgenden Lösungen gewaschen: 2 x
10 min in Southern I (0,5 M NaOH, 1 M NaCl), 2 x 10 min in Southern II (0,5 M Tris-HCl
pH 7,5, 3 M NaCl) und 1 x 10 min in 20 x SSPE (3 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 20 mM
EDTA, pH 7,5). Danach wurde die DNA mit 20 x SSPE durch Kapillartransfer nach Sam-
brook et al. (1989) ü. N. auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham) übertragen. Die
Membran wurde nachfolgend 5 min in 6 x SSPE gewaschen, getrocknet und zur Immobili-
sierung der DNA 3 min mit UV-Licht bestrahlt (312 nm). Die Membran wurde bei 68°C in
6 x SSPE für 1 h vorhybridisiert, die Hybridisierung erfolgte bei 68°C in 3 x SSPE, 0,1%
(w/v) SDS, 0,02 % PVP 90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml Poly A und
10 ng/ml Hybridisierungssonde für 16 h ü. N. Als Hybridisierungssonde wurde die
pEgPNO3 (s. Abschnitt 3.1.3) eingesetzt. Nach Abschluss der Hybridisierung wurde 2 x 10
min bei 60°C mit 2 x SSPE, 0,1 % (w/v) SDS gewaschen, die Membran getrocknet und ü.
N. auf XAR-Filmen (Kodak) bei –80°C mit Verstärkerfolie exponiert.

3.13.12 Northern-Hybridisierung

Die Auftrennung der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch
in einem 1, 2 %igen Agarosegel, welches mit 1 x MOPS-Puffer (20 mM MOPS pH 7,0,
5 mM Natriumacetat pH 6,4, 1 mM EDTA pH 8,0) und 6,6% (v/v) Formaldehyd angesetzt
wurde. Alle Lösungen bzw. Puffer, mit denen das Agarosegel in Kontakt kam, wurden
zum Schutz vor RNasen mit Proteinase K (10 µg/ml) versetzt. Alle Materialien wurden,
soweit möglich, mit Hypochlorit behandelt. Pro Spur wurden 2 µg Poly(A)+ RNA in
20 µl TE gelöst und mit 34 µl Northern Ladepuffer (57% (v/v) Formamid, 17,5 mM
MOPS pH 7,0, 4,4 mM Natriumacetat pH 6,4, 0,8 mM EDTA, 8% (v/v) Formaldehyd,
1,4 % (w/v) Ficoll 400, 0,09 mg/ml Bromphenolblau) versetzt. Je 2 µg RNA-
Größenstandard wurden in 10 µl TE und 17 µl Northern Ladepuffer gelöst. Der Größen-
standard und die RNA-Proben wurden für 15 min bei 60°C erhitzt und dann auf Eis abge-
kühlt. Der Größenstandard wurde mit 0,5 µl EtBr (5 mg/ml (v/v)) versetzt. Die RNA-
Proben wurden nach 5-minütigem Vorlauf des Agarosegels bei 5 V/cm aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 4 V/cm für 4 h unter einmaligem Wechsel des
Laufpuffers (1 x MOPS-Laufpuffer: 0,04 M MOPS pH 7,0, 0,01 M NaOAc, 0,001 M
EDTA). Nach Ende des Gellaufes wurde das Gel mit einmaligem Pufferwechsel 1 h in
H2O gewaschen und 1 h in 20 x SSC-Puffer (3 M NaCl, 0,3 M Trinatriumcitrat) equili-
briert, das während dieser Zeit zweimal ausgetauscht wurde. Der nachfolgende Transfer
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der RNA auf eine Nylonmembran erfolgte nach Standardprotokollen (Sambrook et al.
1989) über Kapillartransfer auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham Biosciences)
mit 20 x SSC ü. N. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran getrocknet und
die RNA für 3 min unter UV-Licht (312 nm) immobilisiert. Die Vorhybridisierung erfolgte
bei 68°C in 6 x SSPE, 0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400 und
5 µg/ml Poly A für 1 h. Die Hybridisierung wurde für 16 h bei 68°C in 3 x SSPE,
0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml Poly A mit
10 ng/ml Hybridisierungssonde durchgeführt. Die Sonden wurden nach der Methode von
Feinberg und Vogelstein (1984) mit α-32P-dCTP radioaktiv markiert. Nach der Hybridisie-
rung wurde die Membran 2 x 30 min mit 2 x SSPE, 0,1% (w/v) SDS gewaschen, getrock-
net und auf einem XAR-Film (Kodak) bei –80°C mit Verstärkerfolie exponiert.

3.13.13 Isolierung von Einzelstrang-DNA

Der Phagemid pBluescript SK+ (Stratagene) erlaubt die Herstellung von Einzelstrang-
DNA mitttels M13-Helferphagen. Der Helferphagenstamm VCS-M13 (Stratagene) wurde
gemäß des Herstellerprotokolls vermehrt. Zur Bestimmung des Phagentiters wurden 50 µl
CaCl2-kompetente E. coli JM101-Zellen in 5 ml Top-Agar (0,7 % Agarose in 10 mM
MgSO4) auf LB-Medium ausplattiert und jeweils 1 µl einer Phagenverdünnungsreihe von
100 bis 1010aufgetropft. Vor der Infektion mit den Helferphagen wurden die Plasmid-
enthaltenen E. coli NM522 Transformanden auf prolinfreiem M9-Medium ausgestrichen.
Die Infektion mit M13-Helferphagen und die Isolierung der Einzelstrang-Phagen-DNA
folgten dem Standardprotokoll nach Sambrook et al. (1989) sowie gemäß den Angaben des
Herstellers (Stratagene). Die Einzelstrang-DNA wurde in 20 µl TE aufgenommen und bei
–20°C gelagert.

3.13.14 Herstellen von Deletionsmutanten mit Hilfe der Exonuklease III

Exonuklease III Deletionsmutanten im pBluescript SK+ Vektor (Stratagene) wurden in
Anlehnung an das Protokoll von Henikoff (1984) hergestellt. Etwa 100 µg DNA (oder
mindestens 2 µg DNA/ Exonuklease III Inkubationszeitpunkt) wurden mit dem ersten aus-
gewählten Restriktionsenzym, das 5'-überstehende Enden erzeugt, in einem Reaktionsvo-
lumen von 1000 µl gespalten. Nach dem Phenolisieren wurde die DNA mit Ethanol präzi-
pitiert und das Pellet in 100 µl H2O aufgenommen. Zum Schutz vor einem Abbau durch
Exonuklease III wurden die 5'-überhängenden Enden mit αS-dNTPs aufgefüllt. Die Auf-
füllreaktion erfolgte bei 37°C für 30 min in einem 500 µl Reaktionsansatz, welcher lineari-
siertes Plasmid, 50 µl 10 x Klenowpuffer (500 mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM MgCl2,
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10 mM DTT), 2,5 µM DTT, 5 µM αS-dATP, 5 µM αS-dCTP, 5 µM αS-dGTP, 5 µM
αS-dTTP und 5 U Klenow-Fragment enthielt. Der Ansatz wurde mit 10 µl 0,5 M EDTA
pH 8,0 gestoppt, phenolisiert und mit Ethanol gefällt. Nach Präzipitation der Nukleinsäu-
ren durch Zentrifugation wurde das DNA-Pellet gewaschen, getrocknet und erneut in
100 µl H2O aufgenommen. Die Abtrennung der Nukleotide erfolgte über eine Sephacryl S
300 Spun column (Amersham Biosciences). Das Eluat der Säule (~ 80 µl) wurde für die
Spaltung des zweiten, ebenfalls 5'-überhängende Enden erzeugenden Restriktionsenzyms
in einem Gesamtvolumen von 1000 µl eingesetzt. Nach Beendigung der Restriktionsspal-
tung wurde der Ansatz phenolisiert, mit Ethanol gefällt und in einer Konzentration von
1 µg/µl in H2O gelöst. Für eine Reaktion von beispielsweise 25 Exonuklease III Inkubati-
onszeitpunkten wurden 50 µg DNA in einem Reaktionsansatz mit 250 µl 2 x Exonuklease
III Puffer (100 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM MgCl2), 10 mM 2-Mercaptoethanol und
600 U Exonuclease III in einem Gesamtvolumen von 500 µl eingesetzt. Ab dem Startpunkt
t0 (Zugabe der Exonuklease III) wurden dem Ansatz im Abstand von 60 s 25 µl entnom-
men und sofort auf Eis mit 175 µl Exonuklease III- Stopp-Lösung (20 µl 10 x Mung-Bean-
Puffer (300 mM Natriumacetat pH 5,2, 500 mM NaCl, 10 mM ZnCl2, 50 % (v/v) Glycerin)
und 155 µl H2O) gemischt. Anschließend wurde für 15 min bei 68°C denaturiert und nach
kurzem Abkühlen auf Eis mit 15 U Mung-Bean-Nuklease bei 30°C für 30 min inkubiert.
Nach Zugabe von 20 µl Mung-Bean-Stopp-Lösung (500 mM Tris-HCl pH 9,5, 0,25 M
EDTA, 10 µg Proteinase K) wurden die Ansätze 15 min bei 37°C inkubiert und phenoli-
siert. Nach Präzipitation der DNA mit Ethanol wurde die DNA in 20 µl TE aufgenommen,
ligiert und zur Transformation von E. coli NM 522 bzw. E. coli XL1-Blue MRF' einge-
setzt. Pro Zeitpunkt der Exonuklease III Kinetik wurden 3 Kolonien entweder auf LB-
Medium oder AIX-Medium angeimpft (5 ml Über-Nacht-Kultur) und DNA-
Minipräparationen durchgeführt. Klone mit abnehmender Insertionslänge wurden ausge-
wählt und zur Sequenzierung eingesetzt (vgl. Abschnitt 3.13.15).

3.13.15 Sequenzierung nach Sanger

Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxymethode von Sanger et al. (1977) nach den
Angaben von Sambrook et al. (1989). Für das Sequenzieren der DNA im pBluescript SK+
Vektor (Stratagene) wurden die Standardprimer ("Universal"- und "Reverse"-Primer,
Stratagene) eingesetzt. Zusätzlich wurden die unter Kapitel 3.15 angegebenen internen
Sequenzierprimer verwendet. Doppelsträngige Plasmid-DNA wurde alkalisch denaturiert
(Chen und Seeburg, 1985), indem 1 – 2 µg Plasmid-DNA in 8 µl TE-Puffer mit 2 µl 2 M
NaOH für 10 min bei RT inkubiert wurden. Anschließend wurde die DNA durch Mischen
mit 3 ml 3 M NaOAc pH 4,7, 7 µl H2O und 60 µl Ethanol 15 min auf Eis gefällt. Nach
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dem Abzentrifugieren wurde das Pellet mit 500 µl 70 %-igem Ethanol gewaschen und in
10 ml H2O aufgenommen. Die Hybridisierung des Primers an denaturierte Doppelstrang-
DNA erfolgte durch Inkubation des Ansatzes mit 2 µl Hybridisierungspuffer (280 mM
Tris-HCl pH 7,5, 100 mM MgCl2, 160 mM DTT) und 2 µl des Sequenzierprimers (1 ng/µl
für Standardprimer, 5 ng/µl für interne Primer) für 20 min bei 37°C und nachfolgend für
10 min bei RT. Für die Sequenzierreaktion wurden dem Ansatz 3 µl Labelling-Mix
(je 1,3 µM dNTP, 33 mM NaCl), 0,5 µl α-35S-dATP (>1000 Ci/mmol) und 2 µl T7-DNA-
Polymerase (1,5 U/µl) zugesetzt und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 4 x
4,5 µl des Reaktionsansatzes auf 2,5 µl der entsprechenden ddNTP-Terminations-
Gemische in einer Mikrotiterplatte verteilt, 5 min bei 37°C weiterinkubiert und mit 5 µl
Stopp-Lösung (95 % (v/v) Formamid, 20 mM EDTA, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau,
0,05 % (w/v) Xylencyanol FF) versetzt. Die Proben wurden für 2 min bei 80°C denaturiert
und auf einem 0,25 mm dicken, 6 %-igen Polyacrylamidgel mit 1 x TBE-Puffer (90 mM
Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8,0) bei 23 mA aufgetrennt. Nach dem Gellauf wurden die
Gele auf Whatman-Papier übertragen, zunächst im Geltrockner und nachfolgend bei 80°C
im Trockenschrank getrocknet. Die Exposition auf XAR-Filmen (Kodak) erfolgte bei RT.

Enthielten DNA-Sequenzen Stellen mit starker Kompression, wurden diese Bereiche der
Sequenz mit 25%-igen Formamid-Gelen nachsequenziert. Dazu wurden zunächst 100 ml
Formamid mit Hilfe des Ionenaustauschers Serdolit MB-1 (Serva) durch einstündiges Rüh-
ren bei RT deionisiert und anschließend filtriert. Für das 6 %-ige Acrylamid-Gelmix wur-
den 21 g Harnstoff, 7,5 ml 38 % Acrylamid/2 % Bisacrylamid, 10 x TBE-Puffer (90 mM
Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8,0) und 12,5 ml deionisiertes Formamid mit H2O auf ein
Gesamtvolumen von 50 ml aufgefüllt, mit 75 µl TEMED und 1 ml 10 % APS versetzt, das
Gel gegossen und auspolymerisieren lassen. Die Elektrophorese erfolgte bei 34 mA. Vor
der Trocknung wurden die Gele in 5 % Essigsäure/20 % Methanol fixiert. Konnten starke
Kompressionen auch über 25 %-ige Formamid-Gele nicht aufgelöst werden, wurde Einzel-
strang-DNA isoliert und diese sequenziert.

Laserfluoreszenz-Sequenzierung erfolgte mit dem DNA Sequencer Long Readir 4200
(Licor). Die Isolierung von Plasmid-DNA für die Sequenzierung erfolgte ausschließlich
über den Macherey-Nagel Plasmid Prep Reagenzsatz. Für die Sequenzierung wurden zwi-
schen 2 und 3 µg Plasmid-DNA in einem Volumen von 20 µl H2O eingesetzt. Die Se-
quenzreaktion wurde mit dem DYEnamic Direct cycle sequencing Kit (Amersham Biosci-
ences) nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Die Sequenzreaktionen wurden in einem
automatisierten Verfahren über den RoboAmp® 4200 (MWG Biotech) pipettiert. Dazu
wurden 16 µl der vorgelegten 20 µl mit je 2 µl eines jeden Fluorescein-markierten
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(IRD™700, IRD™800) Sequenzierprimers M13(24)for (1 µM) und M13(24)rev (1 µM)
versetzt und gut durchmischt. Aus diesem Ansatz wurden je 3 µl auf vier neue Reaktions-
ansätze verteilt. Zu jedem dieser vier Reaktionsansätze wurden 3 µl des mit H2O 1:3 ver-
dünnten, entsprechenden Terminationsmixes zugegeben und abermals gut durchmischt.
Die PCR-Reaktion wurde in einem Volumen von 6 µl im angeschlossenen Thermocycler
des RoboAmp® 4200 durchgeführt. Nach einmaliger Denaturierung bei 98°C für 150 s
wurden 25 Zyklen mit 60 s bei 98°C (Denaturierung), 35 s bei 68,5°C (Annealing) und 120
s bei 71°C (Synthese) gefahren. Nach Beendigung der PCR wurden die Proben mit
6 µl Formamid-Ladepuffer (200 µl 0,5 M EDTA pH 8,0, 100 µl Pararosanilin
(100 mg/ml), 9,5 ml Formamid) versetzt, für 3 min bei 70°C denaturiert, sofort auf Eis
abgekühlt und jeweils 1,5 µl einer jeden Reaktion auf das Sequenzgel aufgetragen. Das
Gießen, der Aufbau des Gels, sowie die elektrophoretische Auftrennung der Sequenzierre-
aktionen erfolgte ebenfalls nach Angaben des Herstellers (Licor).

3.13.16 Herstellung von subtraktiven cDNA-Banken mit Hilfe des "Clontech PCR-
SelectTM cDNA-Subtraction Kits"

Die subtraktive Hybridisierung ermöglicht den Vergleich von zwei doppelsträngigen
cDNA-Populationen und die Isolierung von Genen, die in der einen Population stärker
vertreten sind als in der anderen (Diatchenko et al. 1996). Für die Herstellung von subtra-
hierten cDNA-Banken wurde das „Clontech PCR-SelectTM cDNA-Subtraction Kit" Rea-
genzsystem (Clontech) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die cDNA, welche
die differentiellen Transkripte enthält, wird "Tester", die Referenz-cDNA "Driver" ge-
nannt. Beide werden mit dem Restriktionsenzym RsaI geschnitten. Die kürzeren, glatt ge-
spaltenen cDNA-Fragmente ermöglichen die Ligation von Adaptoren (s. Abb. 3-1) und sind
für die subtraktive Hybridisierung geeignet. An die experimentelle Tester cDNA werden in
zwei getrennten Ansätzen die Adaptoren 1 und 2R (vgl. Abb. 3-1 und Abb. 3-2) ligiert
(Tester T-1 und TesterT-2R). Die Enden der Adaptoren tragen keine Phosphatgruppe, so
dass sie nur an die 5'-Enden der cDNA-Fragmente ligiert werden können. In einem ersten
Hybridisierungsschritt werden Tester T-1 und TesterT-2R jeweils mit einem 25-fachen
Überschuss von Driver cDNA hitzedenaturiert und 8 h zum Annealen bei 68°C inkubiert.
Dabei bilden sich verschiedene Hybrid-Typen  und Einzelstränge (s. Abb. 3-2, a, b, c, d) in
Abhängigkeit von der Häufigkeit und der Verteilung der cDNA-Fragmente. Differentielle
und gering konzentrierte Sequenzen treffen seltener auf ihre komplementäre Sequenz und
reichern sich so unter den verbliebenen einzelsträngigen cDNA-Fragmenten an (vgl. Abb.
3-2, a) (Gurskaya et al. 1996).
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Adaptor 1

Adaptor 2R

5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'

PCR Primer 1 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3' 5'-TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGG-3'

5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'
5'-GCCGGCTCCA-3'

5'-AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'

T7 Promoter Not I
Srf  I/  ISma

Nested PCR Primer 1

Nested PCR Primer 2

T7 Promoter

Eag I/  IEae

5'-GGCCCGTCCA-3'

Abb. 3-1: Sequenzen der Adaptoren und der PCR Primer in der subtraktiven supression-PCR. Die Ligation
der Adaptoren an RsaI gespaltene cDNA stellt die RsaI Schnittstelle wieder her. Modifiziert nach Diatchenko
et al. (1996).

In einem zweiten Hybridisierungsschritt werden die beiden Ansätze der ersten Hybridisie-
rung ohne Denaturierung miteinander inkubiert, so dass die subtrahierten einzelsträngigen
Tester cDNAs reassoziieren und neue Hybridmoleküle mit unterschiedlichen Enden (ent-
sprechen den beiden unterschiedlichen Adaptoren) formen können (s. Abb. 3-2, e). Die
gleichzeitige Zugabe von frisch denaturiertem „Driver“ forciert die weitere Anreicherung
von differentiell exprimierten Sequenzen. Die überstehenden Enden der Hybridmoleküle
werden mittels DNA-Polymerase Reaktion aufgefüllt. Durch die anschließende erste
suppressive PCR (mit PCR-Primer 1, s. Abb. 3-1) werden nur die Hybridmoleküle expo-
nentiell amplifiziert, die zwei unterschiedliche Adaptoren besitzen und differentiell expri-
mierte Sequenzen repräsentieren. Moleküle mit zwei gleichen Adaptoren formen unter den
PCR-Bedingungen nicht amplifizierbare "Lasso-Strukturen" (s. Abb. 3-2, b), indem die
komplentären Anteile ihrer Adaptoren im sogenannten Suppressions-Effekt miteinander
annealen (Siebert et al. 1995). Die cDNA-Moleküle, die nur auf einer Seite einen Adapter
tragen, werden linear amplifiziert (s. Abb. 3-2, c). Ist kein Adapter vorhanden, können die
cDNA-Fragmente nicht amplifiziert werden (s. Abb. 3-2, d). In einem zweiten PCR-Schritt
mit den beiden Adapter-spezifischen Primern Nested Primer 1 und Nested Primer 2
(s. Abb. 3-1) werden diese differentiell exprimierten Sequenzen weiter angereichert und
der Hintergrund reduziert. Die verwendeten Reagentien wurden, soweit nicht anders ver-
merkt, vom Hersteller bereitgestellt. Für die PCR-Amplifikationen wurde das GeneAmp
PCR System 2400 von Perkin Elmer benutzt.
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Tester cDNA
 mit Adaptor 1

Driver cDNA
 im Überschuss

Tester cDNA 
mit Adaptor 2R

2. Hybridisierung: mischen, 
frisch denaturierten 
Driver zufügen und annealen

a

b

c

d

a, b, c, d +                    e

Auffüllen der 3'-Enden

a

b

c

d

1. Amplifizierung mit 
PCR Primer 1

a, d  

b    

c    

e    

Keine Amplifizierung

Keine Amplifizierung

lineare  Amplifizierung

exponentielle  Amplifizierung

2. Amplifizierung 
mit Nested Primer 1
und Nested Primer 2R

- weitere Anreicherung von e2
- Reduzierung unspezifischer Produkte

und

+

3' 5'

5' 3'

Abb. 3-2: Schematische Darstellung der "PCR-Select cDNA Subtraction" (modifiziert nach Diatchenko et al.
1999). Schwarz ausgefüllte Boxen repräsentieren die äußeren Abschnitte der Adaptor 1 und Adaptor 2R
(entsprechen PCR Primer 1). Blaue Boxen stellen den inneren Teil der Adaptersequenz 1 dar und korrespon-
dieren mit der Nested Primer Sequenz 1. Entsprechend stellen rote Boxen den inneren Teil der Adaptorse-
quenz 2R und korrespondieren mit der Nested Primer 2R Sequenz.

Es wurden je 4 µg Poly(A)+ RNA aus aerob behandelten Zellen und aus anaerob dunkel
behandelten Zellen zur subtraktiven Hybridisierung eingesetzt. In einer Vorwärts-
Subtraktion diente die anaerobe cDNA als Tester, hier sollten Transkripte angereichert
werden, die verstärkt unter anaeroben Bedingungen exprimiert werden. In der ebenfalls
durchgeführten Rückwärts-Subtraktion zur Anreicherung von aerob stärker exprimierten
Transkripten diente aerobe cDNA als Tester.
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3.13.16.1 Spaltung der cDNA mit RsaI

Die Tester und Driver cDNA-Fraktionen wurden mit je 15 U RsaI für 2 h bei 37°C ge-
spalten. Die Vollständigkeit der Spaltung wurde gelelektrophoretisch überprüft. Nach er-
folgreicher Spaltung der cDNA-Fragmente wurden diese in Gegenwart von 1,3 M Ammo-
niumacetat und 75 % Ethanol präzipitiert und in je 11 µl H2O resuspendiert.

3.13.16.2 Adapterligation an die experimentelle Tester cDNA

Zur Ligation der Adaptoren wurde die Tester cDNA auf zwei Ansätze verteilt. Ein Teil
wurde mit Adapter 1 (TesterT-1), der andere Teil entsprechend mit Adapter 2R (TesterT-
2R) ligiert. Die Driver cDNA wird nicht ligiert. Für die Ligation wurden 2 µl 1:6 verdünnte
Tester cDNA (TesterT-1 und TesterT-2R), 3 µl H2O, 2 µl 5 x Ligationspuffer, 400 U
T4-DNA-Ligase und 2 µl des jeweiligen Adaptors ü. N. bei 16°C inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 1 µl EDTA/Glykogen (0,2 M EDTA, 1 mg/ml Glykogen) gestoppt und die Li-
gase 5 min bei 72°C hitzeinaktiviert.

3.13.16.3 Erste und zweite Hybridisierung

Die Adapter-ligierten Tester cDNAs (TesterT-1 und TesterT-2R) wurden einzeln mit je ei-
nem 25-fachen Überschuss von Driver cDNA und 4 µl 1 x Hybridisierungspuffer versetzt,
für 1,5 min bei 98°C durch Hitze denaturiert und 8 h bei 68°C im Wasserbad inkubiert. In
der unmittelbar anschließenden zweiten Hybridisierung wurden die beiden Ansätze der
ersten Hybridisierung vermengt (Tester 1H). Die Bildung von Hybriden mit zwei unter-
schiedlichen Adaptoren sollte bevorzugt differentiell exprimierte Sequenzen repräsentie-
ren. Die Driver cDNA wurde 90 s bei 98°C in 4 x Hybridisierungspuffer denaturiert. Die
Zugabe des Drivers in etwa achtfachem molaren Überschuss und die Vermischung der
beiden Tester-Fraktionen wurden so gleichzeitig wie möglich durchgeführt. Die zweite
Hybridisierung erfolgte durch Inkubation im Wasserbad bei 68°C ü. N. Danach wurde der
Ansatz in 200 µl Dilutionbuffer verdünnt, für 7 min auf 68°C erhitzt und bei –20°C gela-
gert.

3.13.16.4 Subtraktive suppression PCR Amplifikation

Von der unter Abschnitt 3.13.16.2 hergestellten subtrahierten Tester cDNAs wurde 1 µl
des 1:200 verdünnten Testers 1H und 1 µl der 1:1000 verdünnten Driver cDNA in einem
25 µl PCR-Reaktionsansatz (0,4 µM PCR Primer 1, 0,2 mM dNTPs, 1 x Advantage cDNA
Polymerase Mix, 1 x PCR-Reaktionspuffer) zunächst für 5 min auf 75°C erhitzt. In diesem
Schritt werden fehlende Stränge komplementär zu den überhängenden Adaptoren aufge-
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füllt. Danach wurden die differentiellen Sequenzen in 27 PCR-Zyklen "primärer PCR"
amplifiziert.

Programm 1. Denaturierung 94°C 25 s
2. 27 Zyklen 94°C 10 s, 66°C 30 s, 72°C 1,5 min
3. Kühlen 4°C halten

In der sekundären PCR wurden die 1:10 verdünnten, primären PCR-Produkte in 25 µl Re-
aktionsansätzen (0,2 mM dNTPs, 1 x Advantage cDNA Polymerase Mix, 1 x PCR-
Reaktionspuffer) mit 0,4 µM Nested PCR Primer 1 und 4 µM Nested PCR Primer 2R in
12 Zyklen amplifiziert. Um genug Material für die Sondenherstellung zur Verfügung zu
haben, wurde die PCR mit einem Vierfach-Reaktionsansatz durchgeführt.

Programm 1. 12 Zyklen 94°C 10 s, 68°C 30 s, 72°C 1,5 min
2. Kühlen 4°C halten

Zur Kontrolle der Subtraktionsbedingungen wurden Aliquots der primären und sekundären
PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt.

3.13.17 Identifizierung von differentiell exprimierten cDNAs

In den subtrahierten cDNAs sind die seltenen differentiellen Sequenzen angereichert, so
dass es bei differentieller Expression zu einem detektierbaren Hybridisierungssignal mit
der vorwärts subtrahierten cDNA-Population (Tester-AA-) kommen kann. Differentielle
Kandidaten hybridisieren mit der vorwärts subtrahierten Sonde (Tester-AA-) stärker als mit
der rückwärts subtrahierten (Tester-A-) Sonde.

3.13.17.1 Herstellung der subtrahierten cDNA-Sonden

Für die cDNA-Sonden wurden jeweils vier identische Ansätze (etwa 100 µl) sekundäres
PCR-Produkt (Tester-AA- und Tester-A-) vereint. Um unspezifische Hintergrundhybridisie-
rung durch die an die cDNAs ligierten Adaptoren zu vermeiden, wurden die Amplifikate
der 2. PCR zur Abtrennung der Adaptoren mit dem Restriktionsenzym RsaI gespalten. Der
Restriktionsansatz wurde phenolisiert und mit Ethanol gefällt. Die Abtrennung der Adapto-
ren erfolgte über das Macherey-Nagel Nucleospin Plasmid Prep Reagenzsystem. Jeweils
200 ng der aerob und anaerob subtrahierten Proben ohne Adaptoren wurden von der Firma
Hartmann im Rahmen ihres Markierungsservices über „Random priming“ mit einer spezi-
fische Aktivität von ~ 6 x 109 cpm/µg radioaktiv markiert (Sonde AA- = radioaktiv mar-
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kierte anaerob subtrahierte Tester-AA- , Sonde A- = radioaktiv markierte aerob subtrahierte
Tester-A-).

3.13.17.2 Hybridisierung mit subtrahierten cDNA-Sonden

Etwa 120.000 Klone einer cDNA-Bank aus anaerob, dunkel angezogenen Euglena Zellen
wurden mit E. coli POP13 auf 40 Platten ausplattiert und auf Nitrocelluloserundfilter
(82 mm Durchmesser) transferiert. Für die Hybridisierung mit unterschiedlichen Sonden
wurde ein doppelter Satz an Replikafiltern hergestellt. Die Filter wurden bei zweimaligem
Pufferwechsel 3 h bei 68°C in 6 x SSPE (900 mM NaCl, 60 mM NaH2PO4, 7,5 mM ED-
TA, pH 7,5), 0,1% (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400 und 5 µg/ml
Poly A vorhybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte für 16 h bei 68°C in 3 x SSPE, 0,1%
(w/v) SDS, 0,02 % (w/v) PVP90, 0,02 % (w/v) Ficoll 400, 5 µg/ml Poly A und 10 ng/ml
Hybridisierungssonde. Ein Filtersatz wurde mit Sonde AA-, der andere mit Sonde A- hy-
bridisiert. Nach Beendigung der Hybridisierung wurden die Filter 2 x 45 min in 2 x SSPE,
0,1% SDS gewaschen, getrocknet und auf XAR-Filmen bei –80°C (Kodak) für eine Wo-
che mit Verstärkerfolie exponiert. Die entsprechenden Plaques, die ein positives Signal
aufwiesen, wurden mit dem stumpfen Ende einer sterilen Pasteurpipette ausgestochen, in
500 µl SM-Puffer (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 100 mM NaCl, 8 mM MgSO4, 0,01% Gelati-
ne) überführt und für mindestens 1 h bei RT inkubiert. Zur Vereinzelung wurden 1 –5 µl
einer 1:10.000-Verdünnung dieser Phagensuspensionen ausplattiert. Nach Herstellung von
Filtern wurde mit der gleichen Sonde erneut wie zuvor hybridisiert. Die Plaques, die sich
eindeutig einem Signal auf dem Röntgenfilm zuweisen liessen, wurden nachfolgend für die
Subklonierung in pBluescript SK+ verwendet (KandidatenPlasmid) und die Sequenzen ent-
sprechend des Didesoxy-Verfahrens (Sanger et al. 1977) ermittelt und über BLAST-
Analysen mit bekannten Sequenzen verglichen.

3.13.18 Differentielle, nicht subtrahierte Hybridisierung

3.13.18.1 Synthese von einzelsträngiger radioaktiv markierter cDNA

Die Synthese von radioaktiv markierter einzelsträngiger cDNA erfolgte aus 2 µg Poly(A)+
RNA mit Hilfe des HotScribeTM First-Strand cDNA Labelling Kits (Amersham Bioscien-
ces) nach Herstellerangaben. Für die differentielle Hybridisierung wurden 2 µg Poly(A)+
RNA (1 µg/µl) mit 2 µl H2O und 2 µl Random nonamer Primer (Kit) versetzt und für
3 min bei 70°C inkubiert. Nach Zugabe von 8 µl 5 x Reverse Transkriptase Puffer, 4 µl
0,1 M DTT, 4 µl dATP/dCTP/dGTP/dTTP- Nukleotid-Mix, 4 µl dCTP-Lösung, 12 µl
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α-32P-dCTP (> 3000 Ci/mMol) und 2 µl CyScriptTM Reverse Transkriptase erfolgte die
Erststrangsynthese in einem Gesamtvolumen von 40 µl bei 42°C für 90 min. Nach Beendi-
gung der Synthesereaktion wurde die einzelsträngige cDNA über eine Sephadex-G50 Son-
de aufgereinigt. 400 µl Eluat wurden mit 100 µl 2,5 M NaOH für 15 min bei 37°C denatu-
riert, mit 250 µl HEPES neutralisiert und zur Hybridisierung (s. Abschnitt 3.13.10) einge-
setzt.

3.13.18.2 Hybridisierung mit einzelsträngigen cDNA-Sonden

Etwa 160.000 Klone einer cDNA-Bank aus anaerob, dunkel angezogenen Zellen wurden
mit E. coli POP13 auf 40 Platten ausplattiert, auf Nitrocelluloserundfilter (82 mm Durch-
messer) transferiert und ein doppelter Satz an Replikafiltern hergestellt. Ein Filtersatz wur-
de mit radioaktiv markierter einzelsträngiger cDNA aus Poly(A)+ RNA aus aerob kulti-
vierten Zellen hybridisiert, der zweite Filtersatz wurde mit radioaktiv markierter einzel-
strängiger cDNA aus Poly(A)+ RNA aus anaerob, dunkel angezogenen Zellen hybridisiert.
Die Hybridisierung erfolgte wie unter Abschnitt 3.13.17.2 angegeben, abweichend wurde
24 h hybridisiert. Die Plaques, die sich eindeutig einem Signal auf dem Röntgenfilm zu-
weisen liessen, wurden nachfolgend für die Subklonierung in pBluescript SK+ verwendet
(KandidatenPlasmid) und die Sequenzen entsprechend des Didesoxy-Verfahrens (Sanger et
al. 1977) ermittelt und über BLAST-Analysen mit bekannten Sequenzen verglichen.

3.13.19 Dot Blot Hybridisierung

3.13.19.1 Herstellung der Dot Blots

Für die Herstellung der Dot Blots wurden die KandidatenPlasmid (siehe Abschnitt 3.13.17.2
und 3.13.18.2) zunächst mit TE auf eine Konzentration von 100 ng/µl verdünnt. Mit Hilfe
einer Dot Blot Apparatur (V und P Scientific, Inc. San Diego) wurden 2,5 µl der verdünn-
ten Plasmid-DNA (250 ng) auf eine Nylonmembran (Hybond N, Amersham Biosciences)
transferiert. Zur Kontrolle wurde jede Plasmid-DNA zweimal aufgetragen. Nachfolgend
wurde die DNA für 10 min in Southern I (0,5 M NaOH, 1 M NaCl) denaturiert, für weitere
10 min in Southern II (0,5 M Tris-HCl pH 7,5, 3 M NaCl) neutraliert und schließlich in
20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Trinatriumcitrat, pH 7,0) äquilibriert. Die Fixierung der DNA
erfolgte durch Hitze bei 80°C für 45 min.
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3.13.19.2 Hybridisierung der Dot Blots

Die Dot Blots wurden mit einzelsträngigen cDNA-Sonden aus aeroben und anaeroben
Kulturen (s. Abschnitt 3.13.18.1) wie unter Abschnitt 3.13.17.2 beschrieben hybridisiert.
Nach Waschen des Dot Blots mit 2 x SSPE, 0,1% (w/v) SDS wurde die Membran gründ-
lich getrocknet und in Frischhaltefolie eingeschweißt.

3.13.19.3 Quantifizierung der Hybridisierungsignale

Zur Quantifizierung der Hybridisierungssignale wurden die in Folie eingeschweißten Dot
Blots für ca. 8 h bei RT mit strahlungssensitiven Imager-Platten (BAS-IP-MS 2340) belegt
und mit einem Bio-Imager (Bio-Imager Fuji FLA 3000/2R) mit dem Image Reader V1.8E
Programm eingelesen. Die Quantifizierung der Signale erfolgte mit dem Programm Image
Gauge V3.0. Anhand der Signalstärke wurden positive Klone ermittelt. Dabei wurde ein
Kandidat dann als positiv eingestuft, wenn sein Signal relativ zur entgegengesetzt subtra-
hierten Sonde um mindestens den Faktor zwei intensiver war.

3.14 Bioinformatische Methoden

3.14.1 Sequenzanalyse

Zur Eingabe, Analyse und weiteren Bearbeitung der Sequenzen wurde das GCG Pro-
gramm-Paket in der Version 10.0 der Genetics Computer Group, University of Wisconsin,
verwendet (Devereux et al. 1984).

3.14.2 Datenbankvergleiche

Für die Suche nach homologen Sequenzen in Sequenz-Datenbanken wurden die BLASTn,
tBLASTn, BLASTp und tBLASTx Programme des BLAST2 (basic local alignment tool)-
Paketes am NCBI (Web-Interface) verwendet (Altschul et al. 1990). Zusätzlich wurden
Optionen zur BLAST-Suche in Sequenz-Datenbanken und Genomprojekten folgender an-
dere Institute über das Webinterface genutzt:

─ TIGR comprehensive microbial resource (CMR): http://www.tigr.org/tdb/,
─ EBI Parasite WU-Blast2: http://www.ebi.ac.uk/blast2/parasites.html,
─ CBI Blast with Microbial genomes: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-

bin/Entrez/genom_table_cgi?organism=euk
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3.14.3 Multiple Alignments

Für die Erstellung multipler Alignments wurde das Programm ClustalW Version 1,5
(Thompson, Higgins und Gibson 1994) verwendet. Für die automatische Entfernung von
Positionen im Alignment, an denen eine oder mehrere Sequenzen keine Aminosäure auf-
wiesen (engl. gaps), wurden die Sequenzen über das Programm clus2mol (MOLPHY Versi-
on 2.3, Adachi und Hasegawa, 1996) in das MOLPHY-Format umgewandelt und in einem
zweiten Schritt mit dem Programm rminsdel des MOLPHY-Programms alle Spalten in dem
Alignment gelöscht, die mindestens eine Lücke (gap) enthalten.

3.14.4 Phylogenetische Analysen

Nach der Erstellung und Kontrolle der multiplen Alignments wurden diese mit dem Pro-
gramm ClustalW für die weiteren phylogenetischen Analysen in das PHYLIP-Format um-
geschrieben (Felsenstein 1980). Maximum-Likelihood Analysen der Protein-Alignments
wurden mit dem Programm PROTML (Adachi und Hasegawa 1996) in MOLPHY unter Ver-
wendung der heuristischen quick-add OTU search und local-rearrangement Methoden auf
Basis der JTT-F Substitutionsmatrize durchgeführt. PROTML führt kein Bootstrapping
durch, sondern schätzt mit der RELL (resampling of estimated log-likelihood) Methode
einen Wert für 1000 Replikationen ab (Hasegawa und Kishino 1994). Bootstrap Analysen
wurden mit dem Programm seqboot des PHYLIP-Paketes auf der Basis von 100 Stichpro-
ben durchgeführt. Ferner wurde das Programm-Paket PUZZLE (Strimmer und von Haeseler
1997) zur Überprüfung eingesetzt, ob die Aminosäurezusammensetzung einzelner Sequen-
zen signifikant von der des gesamten Datensatzes abweicht. Der phylogenetische Baum
wurde anhand der berechneten Daten mit dem Programm TreeView dargestellt und mit
Hilfe von Grafikprogrammen nachbearbeitet.

3.14.5 Voraussagen über mögliche Transitpeptide

Aminotermini einzelner Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des MitoProtII- (Claros und
Vincens 1996) (http://www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/proj/medgen/mitofilter) und des
iPSORT Programms (Bannai et al. 2001, Bannai et al. 2002) (http://psort.nibb.ac.jp/) auf
mögliche mitochondriale Importsequenzen überprüft.
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3.15 Verwendete Oligonukleotide

Nachfolgend sind Oligonukleotide aufgeführt, die für Sequenzier- und Hybridisierungsre-
aktionen eingesetzt wurden. Oligonukleotide, die für PCR-Reaktionen zur Amplifikation
Gen-spezifischer Sonden eingesetzt wurden, sind im entsprechenden Abschnitt gesondert
aufgeführt. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion und
MWG-Biotech synthetisiert.

Tab. 3-1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten internen Sequenzierprimer, fluoreszenz-markierten
Sequenzierprimer und Oligonukleotide

Interne Sequenzierprimer Sequenz

SeqPNOExoklon1r: 5' –GGC TGC AAC GTG GAT GAC AG– 3'

SeqPNOExoklon22r 5' –CCA ACG TCA GCA ACG TCG A– 3'

SeqPNOExoklon33r 5' –CTT GGG GTC ATC TCG GCT G– 3'

SeqPNO_gap2-3 5' –GGA TGG GCT ATG CTG TG– 3'

SeqPNO_gap5-6 5' –GTG GAC CTT CTT GTG AAG– 3'

SeqPNO_gap35 5' –AAC CCT CTA ACC ACC AC– 3'

fluoreszenz-markierte Sequenzierprimer

M13(24)for 5'-IRD700-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC-3'

M13(24)rev 5'-IRD800-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA-3'

Oligonukleotide für Oligohybridisierungen
PDH-E1α_Hyb 5' –AAT CTC CTT GTC CAC CTC CTT GTT AGT CTC CTT CTC

GAC TGC CTT– 3'
PDH-E2_Hyb 5’'–TTT CAA ATC AGC ATT GTA GAC AAC TGG GGT GAT CAG

TCC GTT– 3'
PDH-E3 _Hyb 5' –CCT TGG AAG GGG ACA AGA AGG TGA AGG TCG TTG GAG

AAA CGA– 3'
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung, Sequenzierung und Expressionsanalyse der Pyruvat:
NADP+ Oxidoreduktase (PNO) aus Euglena gracilis

Trotz umfassender biochemischer Charakterisierung der aufgereinigten PNO aus iso-
lierten Mitochondrien von Euglena gracilis konnte die Sequenz dieses Enzyms bisher
nicht ermittelt werden. Um seine mögliche Homologie zur PFO mittels Sequenzverglei-
chen und phylogenetischer Analysen zu überprüfen, war ein Ziel dieser Arbeit die Klo-
nierung und Sequenzierung des Gens für die PNO aus Euglena.

4.1.1 PCR-Amplifikation und Subklonierung einer PFO-spezifischen DNA-Sonde

4.1.1.1 Auswahl der PCR-Primer

In Sequenzdatenbanken verfügbare prokaryotische und eukaryotische Aminosäure-
sequenzen der Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase wurden mit geeigneten Programmen
(GCG, ClustalW) bearbeitet, um eine Einrasterung (Sequenz-Alignment) der homolo-
gen Sequenzregionen zu erhalten. Zur Amplifizierung PFO-spezifischer DNA-Sonden
wurden Kombinationen degenerierter Primer gegen die konservierten Aminosäuremoti-
ve LFEDNAEFG(F/YW)G, GGDGWAYDIG(F/Y) und TE(M/V)YSNTGGQ einge-
setzt. Die Primer für die Amplifizierung der Gensonde mit Angabe der gemittelten
Schmelztemperaturen und Degeneriertheit können Tab. 4-1 entnommen werden.

Tab. 4-1: PCR-Primer für die Amplifizierung der Gensonde für die Euglena PNO

Bezeichnung Sequenz Degeneriertheit Tm

pno1F953 5' TITTYGARGAYAAYGCIGARTTYGGITTYGG 3' 128x 64,4°C

pno2R1095 5' AAICCDATRTCRTAIGCCCAICCRTCICC 3' 24x 66,0°C

pno3R1125 5' GICCICCIGTRTTISWRTACATYTCRTC 3' 64x 64,8°C

Y: C oder T R: A oder G
S: C oder G D: nicht C
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W: A oder T I: Inosin

Inosin (I) wurde an vierfach degenerierten Positionen verwendet. Die Schmelztempe-
raturen Tm(min) und Tm(max) wurden für die Primer nach der folgenden Formel geschätzt
[Tm = 69.3 + GC% • 0.41 - 650/(nA+nC+nG+nT)]. Die Degeneriertheit wurde ohne
Berücksichtigung von Inosin berechnet. Die Redundanz der Primer wurde durch die für
Euglena beobachtete Codon-Präferenz für G+C-reiche Synonyme herabgesetzt.

4.1.1.2 Optimierung der PCR-Parameter

Bei der PCR mit degenerierten Primern bedingt ein hohes Maß an Degeneriertheit eine
Herabsetzung der Konzentration des homologen Primers im Reaktionsansatz. Die Pri-
merkonzentration in den Versuchen zur Isolierung einer homologen PNO-Sonde aus
Euglena wurde daher im Vergleich zu den für nicht-degenerierte PCR-Primer üblichen
Standardkonzentrationen von 0,1 bis 0,5 µM (Standard PCR Protokoll Qiagen, 7/97) auf
1,6 µM erhöht. Aufgrund des erhöhten GC-Gehaltes der Euglena-DNA (Henze et al.
1995) wurden auch die Parameter für die Denaturierung optimiert. Die Denaturierung-
stemperatur wurde auf 95°C erhöht und eine anfängliche Denaturierung von 10 min bei
98°C eingesetzt. Die Taq-Polymerase wurde erst nach dieser anfänglichen Denaturie-
rung zugesetzt. Für das Annealing der Primer musste die optimale Temperatur in Ab-
hängigkeit von der Schmelztemperatur der Primer sowie der jeweiligen erzielten Ergeb-
nisse empirisch ermittelt werden. Aufgrund der Degeneriertheit der Primer konnte ihre
Schmelztemperatur nicht genau ermittelt, sondern nur über Berechnung des Minimal-
und Maximalwertes abgeschätzt werden. Alle weiteren PCR-Bedingungen entsprachen
den Standardbedingungen (vgl. Abschnitt 3.13.4.1).

4.1.1.3 Ergebnisse der PCR-Reaktionen

Mittels der Primerkombination pno1F953 und pno2R1095 wurde ein 695 bp umfassen-
des PCR-Produkt amplifiziert. Die Kombination von Primer pno1F953 mit pno3R1125
ergab ein 850 bp großes PCR-Amplifikat (s. Abb. 4-1). Beide Amplifikate lagen deut-
lich über den gemäß des Sequenz-Alignments zu erwartenden Größen von ~300 bp für
die erste Primerkombination und ~400 bp für die zweite Primerkombination. Für beide
Kombinationen von Primern wurden 30 Zyklen mit 30 s bei 95°C, 30 s bei 67°C und
1 min bei 72°C durchgeführt. Es wurden pro Reaktionsansatz je 10 ng genomische
DNA als Matrize und 40 pmol der jeweiligen Primer eingesetzt (vgl. Abschnitt
3.13.4.1). Bei Einsatz von cDNA als Matrize konnte unter identischen Reaktionsbedin-
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gungen kein Produkt amplifiziert werden. Die Kontrollen ohne DNA sowie mit jeweils
nur einem Primer führten zu keiner Amplifikation von PCR-Produkten.

1 2M

500 - 

kb

900 -
1200 -

Abb. 4-1: Mittels PCR amplifizierte PNO-Fragmente. M: Größenstandard. Spur 1: PCR-Ansatz mit Pri-
merkombination pno1F- pno2R. Substrat: Euglena genomische DNA. Spur 2: PCR-Ansatz mit Primer-
kombination pno1F – pno3R. Substrat: Euglena genomische DNA.

Eine unspezifische Amplifikation mit nur einem Primer konnte daher ausgeschlossen
werden. Die Fragmente wurden reamplifiziert (s. Abschnitt 3.13.4.2) und in den Vektor
pBluescript SK+ subkloniert (vgl. Abschnitt 3.13.4.3). Je drei Subklone mit der zu er-
wartenden Größe von ~700 bp bzw. ~850 bp wurden sequenziert. Die Klone waren je-
weils untereinander identisch, jedoch nur das mit Hilfe der Primerkombination
pno1F953 – pno2R195 erhaltene Amplifikat konnte durch Sequenzdatenbank-Ver-
gleiche mit anderen PFO-Sequenzen als eine PFO-homologe Sequenz identifiziert wer-
den. Das ~700 bp große Fragment zeigte auf Nukleinsäureebene etwa 50 % Sequenzi-
dentität zu anderen bekannten eukaryotischen und eubakteriellen PFO. Von Klon
PCR1F/2R_PFO2 wurde eine Plasmid-Großkultur hergestellt und die Insertion nach
Restriktionsspaltung mit XhoI/ClaI durch Gelelektrophorese und anschließende
Elektroelution isoliert. Die Sequenzierung von Klon PCR1F/2R_PFO2 ergab einen
PFO-kodierenden Bereich von insgesamt 300 bp, der von zwei Introns der Größe von
221 bp und 174 bp unterbrochen wurde. Da für die Fragestellung die Intronsequenzen
weniger interessant sind als die Sequenzen des kodierten Proteins selbst, wurde nach-
folgend der Ansatz der cDNA-Klonierung dem genomischen Ansatz vorgezogen. Das
~700 bp Fragment wurde nachfolgend radioaktiv markiert und als Sonde gegen eine
cDNA-Bank aus aerob angezogenen Kulturen von Euglena gracilis eingesetzt (vgl.
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Abschnitt 3.13.8 und 3.13.10). Die spezifische Aktivität der Sonde betrug
4,5 x 107 cpm/µg.

4.1.2 Isolierung der cDNA für die PNO aus einer cDNA-Bank von aerob
angezogenen Euglena-Kulturen

Durch homologe Hybridisierung von 200.000 rekombinanten cDNA-Klonen der Eu-
glena cDNA-Bank wurden 30 unabhängige Klone identifiziert, die mit der Sonde hy-
bridisierten. Diese Klone wurden nach Protokoll des Herstellers in vivo exzisiert (s. Ab-
schnitt 3.13.10) und nachfolgend terminal von beiden Enden ansequenziert. Von diesen
cDNA-Insertionen zeigten 13 in Sequenzdatenbank-Vergleichen Homologien zur PFO
und waren fernerhin in sich überlappenden Bereichen identisch. Diese Klone repräsen-
tierten somit das gleiche Transkript und unterschieden sich lediglich in ihrer Größe
voneinander. Die Klone pEgPNO12 (5840 bp) und pEgPNO3 (5812 bp) wiesen im
5'-Bereich im Vergleich mit dem N-Terminus des reifen Proteins (Inui et al. 1991) die
vollständige Länge auf (vgl. Abb. 4-3)

4.1.3 Sequenzierung und molekulare Charakterisierung der PNO cDNA

Der Klon pEgPNO3 wurde über Exonuklease III-Deletionen doppelsträngig sequenziert
(vgl. Abschnitt 3.13.14). Zur Erstellung der Deletionsmutanten wurde SalI als erstes
und HindIII als zweites Restriktionsenzym ausgewählt, die beide nicht in der Insertion
schneiden. Die nach Transformation aus E. coli NM522 isolierten Plasmide wurden
durch Restriktionsspaltung mit EcoRI und XhoI auf die Länge ihrer Insertionen über-
prüft. Eine Auswahl von 35 Deletionsmutanten abnehmender Länge wurde für die ra-
dioaktive Sequenzierung ausgewählt. Durch Sequenzierung der überlappenden Deleti-
onsplasmide und das Schließen von Lücken mittels interner Sequenzierprimer (s. Ab-
schnitt 3.15) wurde der Klon pEgPNO3 komplett sequenziert. Die Nukleotidsequenz
und die abgeleitete Aminosäuresequenz sind in Abb. 4-2 dargestellt.

tacaacATGAAGCAGTCTGTCCGCCCAATTATTTCCAATGTACTGCGCAAGGAGGTTGCT 60
      M  K  Q  S  V  R  P  I  I  S  N  V  L  R  K  E  V  A
CTGTACTCAACAATCATTGGACAAGACAAGGGGAAGGAACCAACTGGTCGAACATACACC 120
L  Y  S  T  I  I  G  Q  D  K  G  K  E  P  T  G  R  T  Y  T
AGTGGCCCAAAACCGGCATCTCACATTGAAGTTCCCCATCATGTGACTGTGCCTGCCACT 180
S  G  P  K  P  A  S  H  I  E  V  P  H  H  V  T  V  P  A  T
GACCGCACCCCGAATCCCGATGCTCAATTCTTTCAGTCTGTAGATGGGTCACAAGCCACC 240
D  R  T  P  N  P  D  A  Q  F  F  Q  S  V  D  G  S  Q  A  T
AGTCACGTTGCGTACGCTCTGTCTGACACAGCGTTCATTTACCCAATTACACCCAGTTCT 300
S  H  V  A  Y  A  L  S  D  T  A  F  I  Y  P  I  T  P  S  S
GTGATGGGCGAGCTGGCTGATGTTTGGATGGCTCAAGGGAGGAAGAACGCCTTTGGTCAG 360
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V  M  G  E  L  A  D  V  W  M  A  Q  G  R  K  N  A  F  G  Q
GTTGTGGATGTCCGTGAGATGCAATCTGAGGCTGGAGCCGCAGGCGCCCTGCATGGGGCA 420
V  V  D  V  R  E  M  Q  S  E  A  G  A  A  G  A  L  H  G  A
CTGGCTGCTGGAGCCATTGCTACAACCTTCACTGCCTCTCAAGGGTTGTTGTTGATGATT 480
L  A  A  G  A  I  A  T  T  F  T  A  S  Q  G  L  L  L  M  I
CCCAACATGTATAAGATTGCAGGTGAGCTGATGCCCTCTGTCATCCACGTTGCAGCCCGA 540
P  N  M  Y  K  I  A  G  E  L  M  P  S  V  I  H  V  A  A  R
GAGCTTGCAGGCCACGCTCTGTCCATTTTTGGAGGACACGCTGATGTCATGGCTGTCCGC 600
E  L  A  G  H  A  L  S  I  F  G  G  H  A  D  V  M  A  V  R
CAAACAGGATGGGCTATGCTGTGCTCCCACACAGTGCAGCAGTCTCACGACATGGCTCTC 660
Q  T  G  W  A  M  L  C  S  H  T  V  Q  Q  S  H  D  M  A  L
ATCTCCCACGTGGCCACCCTCAAGTCCAGCATCCCCTTCGTTCACTTCTTTGATGGTTTC 720
I  S  H  V  A  T  L  K  S  S  I  P  F  V  H  F  F  D  G  F
CGCACAAGCCACGAAGTGAACAAAATCAAAATGCTGCCTTATGCAGAACTGAAGAAACTG 780
R  T  S  H  E  V  N  K  I  K  M  L  P  Y  A  E  L  K  K  L
GTGCCTCCTGGCACCATGGAACAGCACTGGGCTCGTTCGCTGAACCCCATGCACCCCACC 840
V  P  P  G  T  M  E  Q  H  W  A  R  S  L  N  P  M  H  P  T
ATCCGAGGAACAAACCAGTCTGCAGACATCTACTTCCAGAATATGGAAAGTGCAAACCAG 900
I  R  G  T  N  Q  S  A  D  I  Y  F  Q  N  M  E  S  A  N  Q
TACTACACTGATCTGGCCGAGGTCGTTCAGGAGACAATGGACGAAGTTGCACCATACATC 960
Y  Y  T  D  L  A  E  V  V  Q  E  T  M  D  E  V  A  P  Y  I
GGTCGCCACTACAAGATCTTTGAGTATGTTGGTGCACCAGATGCAGAAGAAGTGACAGTG 1020
G  R  H  Y  K  I  F  E  Y  V  G  A  P  D  A  E  E  V  T  V
CTCATGGGTTCTGGTGCAACCACAGTCAACGAGGCAGTGGACCTTCTTGTGAAGCGTGGA 1080
L  M  G  S  G  A  T  T  V  N  E  A  V  D  L  L  V  K  R  G
AAGAAGGTTGGTGCAGTCTTGGTGCACCTCTACCGACCATGGTCAACAAAGGCATTTGAA 1140
K  K  V  G  A  V  L  V  H  L  Y  R  P  W  S  T  K  A  F  E
AAGGTCCTGCCCAAGACAGTGAAGCGCATTGCTGCTCTGGATCGCTGCAAGGAGGTGACT 1200
K  V  L  P  K  T  V  K  R  I  A  A  L  D  R  C  K  E  V  T
GCACTGGGTGAGCCTCTGTATCTGGATGTGTCGGCAACTCTGAATTTGTTCCCGGAACGC 1260
A  L  G  E  P  L  Y  L  D  V  S  A  T  L  N  L  F  P  E  R
CAGAATGTGAAAGTCATTGGAGGACGTTACGGATTGGGCTCAAAGGATTTCATCCCGGAG 1320
Q  N  V  K  V  I  G  G  R  Y  G  L  G  S  K  D  F  I  P  E
CATGCCCTGGCAATTTACGCCAACTTGGCCAGCGAGAACCCCATTCAAAGATTCACTGTG 1380
H  A  L  A  I  Y  A  N  L  A  S  E  N  P  I  Q  R  F  T  V
GGTATCACAGATGATGTCACTGGCACATCCGTTCCTTTCGTCAACGAGCGTGTTGACACG 1440
G  I  T  D  D  V  T  G  T  S  V  P  F  V  N  E  R  V  D  T
TTGCCCGAGGGCACCCGCCAGTGTGTCTTCTGGGGAATTGGTTCAGATGGAACAGTGGGA 1500
L  P  E  G  T  R  Q  C  V  F  W  G  I  G  S  D  G  T  V  G
GCCAATCGCTCTGCCGTGAGAATCATTGGAGACAACAGCGATTTGATGGTTCAGGCCTAC 1560
A  N  R  S  A  V  R  I  I  G  D  N  S  D  L  M  V  Q  A  Y
TTCCAATTTGATGCTTTCAAGTCAGGTGGTGTCACTTCCTCGCATCTCCGTTTTGGACCA 1620
F  Q  F  D  A  F  K  S  G  G  V  T  S  S  H  L  R  F  G  P
AAGCCCATCACAGCGCAATACCTTGTTACCAATGCTGACTACATCGCGTGCCACTTCCAG 1680
K  P  I  T  A  Q  Y  L  V  T  N  A  D  Y  I  A  C  H  F  Q
GAGTATGTCAAGCGCTTTGACATGCTTGATGCCATCCGTGAGGGGGGCACCTTTGTTCTC 1740
E  Y  V  K  R  F  D  M  L  D  A  I  R  E  G  G  T  F  V  L
AATTCTCGGTGGACCACGGAGGACATGGAGAAGGAGATTCCGGCTGACTTCCGGCGCAAC 1800
N  S  R  W  T  T  E  D  M  E  K  E  I  P  A  D  F  R  R  N
GTGGCACAGAAGAAGGTCCGCTTCTACAATGTGGATGCTCGAAAGATCTGTGACAGTTTT 1860
V  A  Q  K  K  V  R  F  Y  N  V  D  A  R  K  I  C  D  S  F
GGTCTTGGGAAGCGCATCAATATGCTGATGCAGGCTTGTTTCTTCAAGCTGTCTGGGGTG 1920
G  L  G  K  R  I  N  M  L  M  Q  A  C  F  F  K  L  S  G  V
CTCCCACTGGCCGAAGCTCAGCGGCTGCTGAACGAGTCCATTGTGCATGAGTATGGAAAG 1980
L  P  L  A  E  A  Q  R  L  L  N  E  S  I  V  H  E  Y  G  K
AAGGGTGGCAAGGTGGTGGAGATGAACCAAGCAGTGGTGAATGCTGTCTTTGCTGGTGAC 2040          
K  G  G  K  V  V  E  M  N  Q  A  V  V  N  A  V  F  A  G  D
CTGCCCCAGGAAGTTCAAGTCCCTGCCGCCTGGGCAAACGCAGTTGATACATCCACCCGT 2100
L  P  Q  E  V  Q  V  P  A  A  W  A  N  A  V  D  T  S  T  R



4 Ergebnisse                                                                                                                                           55

ACCCCCACCGGGATTGAGTTTGTTGACAAGATCATGCGCCCGCTGATGGATTTCAAGGGT 2160
T  P  T  G  I  E  F  V  D  K  I  M  R  P  L  M  D  F  K  G
GACCAGCTCCCAGTCAGTGTGATGACTCCTGGTGGAACCTTCCCTGTCGGGACAACACAG 2220
D  Q  L  P  V  S  V  M  T  P  G  G  T  F  P  V  G  T  T  Q
TATGCCAAGCGTGCAATTGCTGCTTTCATTCCCCAGTGGATTCCTGCCAACTGCACACAG 2280
Y  A  K  R  A  I  A  A  F  I  P  Q  W  I  P  A  N  C  T  Q
TGCAACTATTGTTCGTATGTTTGCCCCCACGCCACCATCCGACCTTTCGTGCTGACAGAC 2340
C  N  Y  C  S  Y  V  C  P  H  A  T  I  R  P  F  V  L  T  D
CAGGAGGTGCAGCTGGCCCCGGAGAGCTTTGTGACACGCAAGGCGAAGGGTGATTACCAG 2400
Q  E  V  Q  L  A  P  E  S  F  V  T  R  K  A  K  G  D  Y  Q
GGGATGAATTTCCGCATCCAAGTTGCTCCTGAGGATTGCACTGGCTGCCAGGTGTGCGTG 2460
G  M  N  F  R  I  Q  V  A  P  E  D  C  T  G  C  Q  V  C  V
GAGACGTGCCCCGATGATGCCCTGGAGATGACCGACGCTTTCACCGCCACCCCTGTGCAA 2520
E  T  C  P  D  D  A  L  E  M  T  D  A  F  T  A  T  P  V  Q
CGCACCAACTGGGAGTTCGCCATCAAGGTGCCCAACCGCGGCACCATGACGGACCGCTAC 2580
R  T  N  W  E  F  A  I  K  V  P  N  R  G  T  M  T  D  R  Y
TCCCTGAAGGGCAGCCAGTTCCAGCAGCCCCTCCTGGAGTTCTCCGGGGCCTGCGAGGGC 2640
S  L  K  G  S  Q  F  Q  Q  P  L  L  E  F  S  G  A  C  E  G
TGCGGCGAGACCCCATATGTCAAGCTGCTCACCCAGCTCTTCGGCGAGCGGACGGTCATC 2700
C  G  E  T  P  Y  V  K  L  L  T  Q  L  F  G  E  R  T  V  I
GCCAACGCCACCGGCTGCAGTTCCATCTGGGGTGGCACTGCCGGCCTGGCGCCGTACACC 2760
A  N  A  T  G  C  S  S  I  W  G  G  T  A  G  L  A  P  Y  T
ACCAACGCCAAGGGCCAGGGCCCGGCCTGGGGCAACAGCCTGTTCGAGGACAACGCCGAG 2820
T  N  A  K  G  Q  G  P  A  W  G  N  S  L  F  E  D  N  A  E
TTCGGCTTTGGCATTGCAGTGGCCAACGCCCAGAAGAGGTCCCGCGTGAGGGACTGCATC 2880
F  G  F  G  I  A  V  A  N  A  Q  K  R  S  R  V  R  D  C  I
CTGCAGGCAGTGGAGAAGAAGGTCGCCGATGAGGGTTTGACCACATTGTTGGCGCAATGG 2940
L  Q  A  V  E  K  K  V  A  D  E  G  L  T  T  L  L  A  Q  W
CTGCAGGATTGGAACACAGGAGACAAGACCTTGAAGTACCAAGACCAGATCATTGCAGGG 3000
L  Q  D  W  N  T  G  D  K  T  L  K  Y  Q  D  Q  I  I  A  G
CTGGCACAGCAGCGCAGCAAGGATCCCCTTCTGGAGCAGATCTATGGCATGAAGGACATG 3060
L  A  Q  Q  R  S  K  D  P  L  L  E  Q  I  Y  G  M  K  D  M
CTGCCTAACATCAGCCAGTGGATCATTGGTGGTGATGGCTGGGCCAACGACATTGGTTTC 3120
L  P  N  I  S  Q  W  I  I  G  G  D  G  W  A  N  D  I  G  F
GGTGGGCTGGACCACGTGCTGGCCTCTGGGCAGAACCTCAACGTCCTGGTGCTGGACACC 3180
G  G  L  D  H  V  L  A  S  G  Q  N  L  N  V  L  V  L  D  T
GAGATGTACAGCAACACCGGTGGGCAGGCCTCCAAGTCCACCCACATGGCCTCTGTGGCC 3240
E  M  Y  S  N  T  G  G  Q  A  S  K  S  T  H  M  A  S  V  A
AAGTTTGCCCTGGGAGGGAAGCGCACCAACAAGAAGAACTTGACGGAGATGGCAATGAGC 3300
K  F  A  L  G  G  K  R  T  N  K  K  N  L  T  E  M  A  M  S
TATGGCAACGTCTATGTGGCCACCGTCTCCCATGGCAACATGGCCCAGTGCGTCAAGGCG 3360
Y  G  N  V  Y  V  A  T  V  S  H  G  N  M  A  Q  C  V  K  A
TTTGTGGAGGCTGAGTCTTATGATGGACCTTCGCTCATTGTTGGCTATGCGCCATGCATC 3420
F  V  E  A  E  S  Y  D  G  P  S  L  I  V  G  Y  A  P  C  I
GAGCATGGTCTGCGTGCTGGTATGGCAAGGATGGTTCAAGAGTCTGAGGCTGCCATCGCC 3480
E  H  G  L  R  A  G  M  A  R  M  V  Q  E  S  E  A  A  I  A
ACGGGATACTGGCCCCTGTACCGCTTTGACCCCCGCCTGGCGACCGAGGGCAAGAACCCC 3540
T  G  Y  W  P  L  Y  R  F  D  P  R  L  A  T  E  G  K  N  P
TTCCAGCTGGACTCCAAGCGCATCAAGGGCAACCTGCAGGAGTACCTGGACCGCCAGAAC 3600
F  Q  L  D  S  K  R  I  K  G  N  L  Q  E  Y  L  D  R  Q  N
CGGTATGTCAACCTGAAGAAGAACAACCCGAAGGGTGCGGATCTGCTGAAGTCTCAGATG 3660
R  Y  V  N  L  K  K  N  N  P  K  G  A  D  L  L  K  S  Q  M
GCCGACAACATCACCGCCCGGTTCAACCGCTACCGACGCATGTTGGAGGGCCCCAATACA 3720
A  D  N  I  T  A  R  F  N  R  Y  R  R  M  L  E  G  P  N  T
AAAGCCGCCGCCCCCAGCGGCAACCATGTGACCATCCTGTACGGCTCCGAAACTGGCAAC 3780
K  A  A  A  P  S  G  N  H  V  T  I  L  Y  G  S  E  T  G  N
AGTGAGGGTCTGGCAAAGGAGCTGGCCACCGACTTCGAGCGCCGGGAGTACTCCGTCGCA 3840
S  E  G  L  A  K  E  L  A  T  D  F  E  R  R  E  Y  S  V  A
GTGCAGGCTTTGGATGACATCGACGTTGCTGACTTGGAGAACATGGGCTTCGTGGTCATT 3900
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V  Q  A  L  D  D  I  D  V  A  D  L  E  N  M  G  F  V  V  I
GCGGTGTCCACCTGTGGGCAGGGACAGTTCCCCCGCAACAGCCAGCTGTTCTGGCGGGAG 3960
A  V  S  T  C  G  Q  G  Q  F  P  R  N  S  Q  L  F  W  R  E
CTGCAGCGGGACAAGCCTGAGGGCTGGCTGAAGAACTTGAAGTACACTGTCTTCGGGCTG 4020
L  Q  R  D  K  P  E  G  W  L  K  N  L  K  Y  T  V  F  G  L
GGCGACAGCACATACTACTTCTACTGCCACACCGCCAAGCAGATCGACGCTCGCCTGGCC 4080
G  D  S  T  Y  Y  F  Y  C  H  T  A  K  Q  I  D  A  R  L  A
GCCTTGGGCGCTCAGCGGGTGGTGCCCATTGGCTTCGGCGACGATGGGGATGAGGACATG 4140
A  L  G  A  Q  R  V  V  P  I  G  F  G  D  D  G  D  E  D  M
TTCCACACCGGCTTCAACAACTGGATCCCCAGTGTGTGGAATGAGCTCAAGACCAAGACT 4200
F  H  T  G  F  N  N  W  I  P  S  V  W  N  E  L  K  T  K  T
CCGGAGGAAGCGCTGTTCACCCCGAGCATCGCCGTGCAGCTCACCCCCAACGCCACCCCG 4260
P  E  E  A  L  F  T  P  S  I  A  V  Q  L  T  P  N  A  T  P
CAGGATTTCCATTTCGCCAAGTCCACCCCAGTGCTGTCCATCACCGGTGCCGAACGCATC 4320
Q  D  F  H  F  A  K  S  T  P  V  L  S  I  T  G  A  E  R  I
ACGCCGGCAGACCACACCCGCAACTTCGTCACTATCCGATGGAAGACCGATTTGTCGTAC 4380
T  P  A  D  H  T  R  N  F  V  T  I  R  W  K  T  D  L  S  Y
CAGGTGGGTGACTCTCTTGGTGTCTTCCCTGAGAACACCCGGTCAGTGGTGGAGGAGTTC 4440
Q  V  G  D  S  L  G  V  F  P  E  N  T  R  S  V  V  E  E  F
CTGCAGTATTACGGCTTGAACCCCAAGGACGTCATCACCATCGAAAACAAGGGCAGCCGG 4500
L  Q  Y  Y  G  L  N  P  K  D  V  I  T  I  E  N  K  G  S  R
GAGTTGCCCCACTGCATGGCTGTTGGGGATCTCTTCACGAAGGTGTTGGACATCTTGGGC 4560
E  L  P  H  C  M  A  V  G  D  L  F  T  K  V  L  D  I  L  G
AAACCCAACAACCGGTTCTACAAGACCCTTTCTTACTTTGCAGTGGACAAGGCCGAGAAG 4620
K  P  N  N  R  F  Y  K  T  L  S  Y  F  A  V  D  K  A  E  K
GAGCGCTTGTTGAAGATCGCCGAGATGGGGCCGGAGTACAGCAACATCCTGTCTGAGATG 4680
E  R  L  L  K  I  A  E  M  G  P  E  Y  S  N  I  L  S  E  M
TACCACTACGCGGACATCTTCCACATGTTCCCGTCCGCCCGGCCCACGCTGCAGTACCTC 4740
Y  H  Y  A  D  I  F  H  M  F  P  S  A  R  P  T  L  Q  Y  L
ATCGAGATGATCCCCAACATCAAGCCCCGGTACTACTCCATCTCCTCCGCCCCCATCCAC 4800        
I  E  M  I  P  N  I  K  P  R  Y  Y  S  I  S  S  A  P  I  H
ACCCCTGGCGAGGTCCACAGCCTGGTGCTCATCGACACCTGGATCACGCTGTCCGGCAAG 4860
T  P  G  E  V  H  S  L  V  L  I  D  T  W  I  T  L  S  G  K
CACCGCACGGGGCTGACCTGCACCATGCTGGAGCACCTGCAGGCGGGCCAGGTGGTGGAT 4920
H  R  T  G  L  T  C  T  M  L  E  H  L  Q  A  G  Q  V  V  D
GGCTGCATCCACCCCACGGCGATGGAGTTCCCCGACCACGAGAAGCCGGTGGTGATGTGC 4980
G  C  I  H  P  T  A  M  E  F  P  D  H  E  K  P  V  V  M  C
GCCATGGGCAGTGGCCTGGCACCGTTCGTTGCTTTCCTGCGCGAGCGCTCCACGCTGCGG 5040
A  M  G  S  G  L  A  P  F  V  A  F  L  R  E  R  S  T  L  R
AAGCAGGGCAAGAAGACCGGGAACATGGCATTGTACTTCGGCAACAGGTATGAGAAGACG 5100
K  Q  G  K  K  T  G  N  M  A  L  Y  F  G  N  R  Y  E  K  T
GAGTTCCTGATGAAGGAGGAGCTGAAGGGTCACATCAACGATGGTTTGCTGACACTTCGA 5160
E  F  L  M  K  E  E  L  K  G  H  I  N  D  G  L  L  T  L  R
TGCGCTTTCAGCCGAGATGACCCCAAGAAGAAGGTGTATGTGCAGGACCTTATCAAGATG 5220
C  A  F  S  R  D  D  P  K  K  K  V  Y  V  Q  D  L  I  K  M
GACGAAAAGATGATGTACGATTACCTCGTGGTGCAGAAGGGTTCTATGTATTGCTGTGGA 5280
D  E  K  M  M  Y  D  Y  L  V  V  Q  K  G  S  M  Y  C  C  G
TCCCGCAGTTTCATCAAGCCTGTCCAGGAGTCATTGAAACATTGCTTCATGAAAGCTGGT 5340
S  R  S  F  I  K  P  V  Q  E  S  L  K  H  C  F  M  K  A  G
GGGCTGACTGCAGAGCAAGCTGAGAACGAGGTCATCGATATGTTCACGACCGGGCGGTAC 5400
G  L  T  A  E  Q  A  E  N  E  V  I  D  M  F  T  T  G  R  Y
AATATCGAGGCATGGTAAgctgtgccactggtgtggaccatttttaaccctctaaccacc 5460
N  I  E  A  W  *
actttttttttggaatcgatgcgtcaaagcgagtatatactgtattgtttctttttgcct 5520

gggtgtgatggtcaccattctcattgggcgatccataacacagtgtgtcacccgggaaca 5580

ggagcggactttctgacctggctgacatttcagaactctccctccagccccaccacctct 5640
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gactgaggatgcatgttgactgactgcgctgcccacttccttagcggatcatttgaatgg 5700

tgggatatgcattttgcactctgctgtcatgtgcacttacggctcgaccaaccgtctccg 5760

agctggccccgaagcgacaaccatatgatcggatttgagcggccgcgaattc 5812

Abb. 4-2: (Seite 53 bis 56) Sequenz der cDNA für die PNO aus Euglena gracilis. Nichtkodierende Nu-
kleotide sind durch Kleinbuchstaben dargestellt. Unterhalb der Nukleotidsequenz ist die abgeleitete Ami-
nosäuresequenz der PNO aufgeführt. Die Aminosäuresequenz des Transitpeptids abgeleitet aus dem Ver-
gleich mit der N-terminalen Sequenz des gereinigten Proteins (Inui et al. 1991) ist kursiv gedruckt.

Dem 37 AS langen mitochondrialen Transitpeptid (vgl. Abb. 4-2) folgt der N-Terminus
des reifen Proteins. Die Aminosäuresequenz der PNO enthält zwei wichtige Peptid-
Sequenzen, die durch direkte Sequenzierung der aufgereinigten Euglena PNO (Inui et
al. 1991) bestimmt wurden. Da die Aufreinigung dieses Proteins direkt aus isolierten
Mitochondrien von Euglena gracilis erfolgte, wird das kodierte Genprodukt eindeutig
als mitochondriale PNO identifiziert. Die N-terminalen 12 AS des aktiven mitochon-
drialen Proteins (Inui et al. 1991) sind identisch mit denen der translatierten pEgPNO3
beginnend mit Threonin (T)38 (s. Abb. 4-3). Diese Übereinstimmung bestätigt die funk-
tionelle Identität des Klones und zeigt fernerhin die Prozessierungsstelle des mitochon-
drialen Transitpeptids auf. Von den 15 AS, die vom N-Terminus des kleineren trypti-
schen Fragments bestimmt wurden, stimmten beginnend mit Alanin (A)1242 13 AS mit
dem pEgPNO3 Protein überein (s. Abb. 4-3). Die 5'- und 3'- nichtkodierenden Regionen
sind 6 bp bzw. 397 bp groß. Das errechnete Molekulargewicht des prozessierten Pro-
teins beträgt 194 kDa. Dies entspricht annähernd der Summe der Größen zweier Haupt-
banden mit Molekulargewichten von 120 und 55 kDa, die nach Proteolyse des nativen
Proteins im SDS-Gel zu beobachten sind (Inui et al. 1991). Das mitochondriale Protein
selbst migrierte als einzelne Proteinbande im SDS-Gel mit einem Molekulargewicht
von ca. 166 kDa (Inui et al. 1987).

EgPNOmt T38
MKQSVRPIISNVLRKEVALYSTIIGQDKGKEPTGRTY|TSGPKPASHIEVPHHV>>

|TSGPKPASXIEVSXAK
Transitpeptid N-Terminus des aufgereinig-

ten mitochondrialen Enzyms
(Inui et al. 1991)

EGPNOmt A1242
<<ADNITARFNRYRRMLEGPNTKAAAPSGNHVTILYGSETGNSE>>

AAAPSGNXVTILYGSEEGNS
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N-Terminus des tryptischen Fragmentes mit Dia-
phorase-Aktivität (CPR-Domäne) (Inui et al. 1991)

Abb. 4-3: Vergleich der translatierten pEgPNO3 mit Peptidsequenzen (unterstrichen), die durch  Sequen-
zierung des aus isolierten Mitochondrien von Euglena  aufgereinigten Proteins (Inui et al. 1991) bestimmt
wurden.

Die N-terminalen 1239 AS zeigten eine hohe Sequenzähnlichkeit zur PFO, die
C-terminalen 564 AS dagegen zeigten eine hohe Sequenzhomologie mit der NADPH-
Cytochrom P450 Reduktase (CPR). Sowohl die Länge als auch die Aminosäurezusam-
mensetzung (positiv geladene und hydroxylierte Seitenketten) des Transitpeptids ent-
sprechen dem bekannter mitochondrialer Transitpeptide aus Euglena gracilis
(s. Abb. 4-4).

E. gracilis
CIII SU I MTTPSLSSILRHTRPIFKETLRAARPTLQN|ALPNGFRIASESKDGD>>
CIII SU IIMKSVVRSKGTQALFRRFSSALGDSINPNQVGVGDNVIRVNGR|LFEVDKVQEKGLKTSV>>
CIII SU IX MQTHVRRVALQALRPCLRAGLMAPKFPVRF|ATTAVSGELLTKTPYT>>
EgPNOmt MKQSVRPIISNVLRKEVALYSTIIGQDKGKEPTGRTY|TSGPKPASHIEVPHHV>>

Abb. 4-4: N-terminale Aminosäuresequenzen der Untereinheiten I, II und IX des mitochondrialen Kom-
plexes CIII von Euglena gracilis (Cui et al. 1994) im Vergleich mit der N-terminalen Aminosäuresequenz
der pEgPNO3. Die Prozessierungsstelle ist durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet.

4.1.4 Genomische Southern-Hybridisierung der Euglena PNO

Um zu überprüfen, ob die PNO im Genom von Euglena gracilis als einzelnes Gen oder
als Genfamilie vorliegt, wurde eine Southern-Hybridisierung durchgeführt (s. Abschnitt
3.13.11). Dazu wurden jeweils 20 µg genomische DNA mit den Restriktionsenzymen
HindIII, KpnI, EcoRI und SalI gespalten. Die gespaltene DNA wurde auf einem
0,7 %-igen Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Nach Hy-
bridisierung ü. N. bei 68°C erfolgte das Waschen des Blots bei niedriger Stringenz
(55°C in 2 x SSPE, 0,1 % SDS). Als Sonde fungierte die 5812 bp große pEgPNO3. In
Abb. 4-5 ist das Ergebnis der Southern-Hybridisierung nach vier Tagen Exposition bei
-80°C gezeigt. Es waren jeweils ein bis drei Banden zu beobachten. Damit lässt die
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Southern-Hybridisierung darauf schließen, dass die PNO im Genom von Euglena nicht
als Einzelgen, sondern in bis zu drei Kopien vorliegt.

10

6

4

3

2.5

1 2 3 4
kb

Abb. 4-5: Genomische Southern-Hybridisierung der PNO. Pro Spur wurden 20 µg genomische DNA aus
Euglena gracilis aufgetragen. Als Sonde diente pEgPNO3. Spur 1: EcoRI, Spur 2: HindIII. Spur 3: XhoI,
Spur 4: KpnI. Der Größenstandard ist angegeben.

4.1.5 Northern-Hybridisierung der Euglena PNO

Die Northern-Hybridisierung wurde wie in Abschnitt 3.13.12 beschrieben mit isolierter
Poly(A)+ RNA aus Euglena Kulturen durchgeführt, die mit Luft unter Zusatz von
2 % CO2 im Licht, mit 2 % CO2 in N2 im Licht und mit 2 % CO2 in N2 im Dunkeln an-
gezogen wurden. Die Auftrennung der Poly(A)+ RNA wurde unter denaturierenden
Bedingungen in einem 1,2 %-igen Agarosegel durchgeführt. Nach Transfer der RNA
auf eine Hybond-N Nylonmembran erfolgte die Hybridisierung ü. N. bei 68°C mit
pEgPNO3 als Sonde. Der Blot wurde fünf Tage bei -80°C exponiert.
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1 2 3

Abb. 4-6: Northern-Hybridisierung von Euglena gracilis Poly(A)+ RNA, die mit pEgPNO3 hybridisiert
wurde. Die Poly(A)+ RNA wurde aus Zellen extrahiert, die unter folgenden Kulturbedingungen angezo-
gen wurden: 1: Luft mit 2 % CO2, im Licht; 2: 2 % CO2 in N2, im Licht; 3: 2 % CO2 in N2, im Dunkeln.
Pro Spur wurden 5 µg Poly(A)+ RNA aufgetragen.

Auf dem Autoradiogramm war eine einzelne Bande zu beobachten, die auf eine Tran-
skriptgröße von 5,8 kb weist. Die Northern-Hybridisierung (s. Abb. 4-6) zeigt, dass
PNO sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen exprimiert ist. Die
mRNA-Expression in dunkel angezogenen Zellen unter 2 % CO2 in N2 war etwa zwei-
mal höher als in Zellen, die unter 2 % CO2 in Luft kultiviert wurden. Zellen, die unter
2 % CO2 in N2 im Licht wuchsen, zeigten eine deutlich reduzierte Expression der PNO
mRNA.

4.2 Klonierung, Sequenzierung und Expressionsanalyse der E1α, E2-
und E3-Untereinheit des PDH-Multienzymkomplexes aus Euglena gracilis

PDH Aktivität mit NAD+ wurde in den Mitochondrien von Euglena gracilis gemessen
(Yokota et al. 1982). Versuche, den PDH-Multienzymkomplex aus diesen Organellen
zu isolieren, blieben jedoch erfolglos (Inui et al. 1984b, Buetow 1989). Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit war es daher, das Vorhandensein einzelner Untereinheiten des PDH-
Multienzymkomplexes auf Genebene zu prüfen. Durch Vergleiche der Euglena EST-
Sequenzen mit bekannten Sequenzen in Sequenzdatenbanken mittels BLAST konnten
EST-Sequenzen mit hoher Sequenzhomologie zur α-Untereinheit der Pyruvat Dehydro-
genase (E1α), zur Dihydrolipoyl Transacetylase (E2) und zur Dihydrolipoyl Dehydro-
genase (E3) identifiziert werden.
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4.2.1 Isolierung und Sequenzierung der cDNA für die Pyruvat Dehydrogenase-
Untereinheit (E1α) aus einer cDNA-Bank von anaerob angezogenen Euglena-
Kulturen

4.2.1.1 Isolierung der cDNA für die PDH E1α aus einer cDNA-Bank von Euglena
gracilis

Der Euglena EST-Klon eg0040008028r mit einer Größe von 514 bp zeigte zwischen
50 und 55 % Sequenzähnlichkeit zu PDH E1α-Untereinheiten verschiedener tierischer
Eukaryoten. Zur Hybridisierung wurde aus diesem Sequenzabschnitt eine Oligosonde
(45-mer) entworfen (s. Abschnitt 3.13.8). Nachfolgend wurden 20 pmol dieses Oligos
(PDH-E1α_Hyb) radioaktiv markiert. Es wurden 200.000 rekombinante Phagen aus-
plattiert und von den Platten Nitrocellulose-Replikafilter hergestellt. Diese Filter wur-
den mit der Oligosonde hybridisiert (s. Abschnitt 3.13.10). Durch positive Reaktion mit
der Sonde konnten 12 unabhängige Klone identifiziert werden. Mit diesen Klonen wur-
de eine in vivo Exzision durchgeführt (s. Abschnitt 3.13.10) und alle Klone wurden von
beiden Enden terminal ansequenziert. Acht dieser Klone waren in sich überlappenden
Sequenzbereichen identisch und zeigten in Sequenzdatenbank-Vergleichen Homologien
zur E1α-Untereinheit der PDH. Bezüglich ihrer Größe variierten die Insertionen zwi-
schen 1550 und 1586 bp. Nur einer dieser Klone, pEgPDHE1α_14, repräsentierte ein
vollständiges Transkript mit einer 10 bp spliced leader Sequenz am 5'-terminalen Ende
(vgl. Abb. 4-7).

Die überwiegende Mehrheit cytoplasmatischer mRNAs in Euglena enthalten an ihrem
5'-Ende sehr nahe verwandte kurze Sequenzen, die in den entsprechenden Kerngenen
fehlen (Tessier et al. 1991). Diese spliced leader repräsentieren die 5'-Enden einer Fa-
milie kleiner RNAs und werden posttranskriptional mittels Trans-Spleißens auf die prä-
mRNA übertragen (Tessier et al. 1991). Die spliced leader Sequenz von
pEgPDHE1α_14 stimmt in Länge und Abfolge der Nukleotide mit denen bereits publi-
zierter Euglena spliced leader Sequenzen überein (vg. Abb. 4-7). Gemeinsames Merk-
mal aller bisher bekannten spliced leader Sequenzen ist das Sequenzmotiv T(n)CG.

Untereinheitt I TTTTTTTCG | AAAAACCCAAAATG>>
Untereinheitt II TTTTTTTTTTCG | GGAGAATG>>
Untereinheitt IX TTTTTTTCG | AAGATG>>
Cytochrom c TTTTTTTTTTCG | GAAACATG>>
HMBS TTTTTTTTTCG | GGAAGATG>>
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TUB AAAGTGTCTATTTTTTTTCG | ATCACAAAATG>>
EF TTTCTGAGTGTCTATTTTTTTTCG | CAAATATG>>
pEgPDHE1α TTTTTTTTCG | GAGCCTGCCTGATG>>

Abb. 4-7: 5’-terminale Nukleotidsequenzen der Untereinheiten I, II und IX des mitochondrialen
Komplexes CIII von Euglena gracilis (Cui et al. 1994) im Vergleich mit der 5’-terminalen
Nukleotidsequenz der pEgPDHE1α; Cytochrom c (Mukai et al. 1989); HMBS: Hydroxylmethylbilan
Synthase (Sharif et al. 1989); TUB: ß-Tubulin (Schantz und Schantz 1989); EF: cytoplasmatischer
Translations-Elongations-Faktor EF-1α (Montandon und Stutz 1990). Das Zeichen " | " zeigt das 3'-Ende
vom spliced leader an, mögliche Translations-Initiationscodons sind unterstrichen (Cui et al. 1994).

4.2.1.2 Sequenzierung und molekulare Charakerisierung der PDH E1α cDNA

Der Klon pEgPDHE1α_14 wurde über Exonuklease III-Deletionen doppelsträngig se-
quenziert (vgl. Abschnitt 3.13.14). Deletionsmutanten wurden von beiden Enden der
Insertion (vorwärts und rückwärts) erzeugt. Für die Erstellung der Rückwärts-
Deletionsmutanten wurde XbaI als erstes Restriktionsenzym und BamHI als zweites
Restriktionsenzym gewählt. Vorwärts-Deletionsmutanten wurden mittels XhoI als er-
stem und ClaI als zweitem Restriktionsenzym erzeugt. Keines dieser Restriktionsenzy-
me schnitt in der Insertion. Nach Transformation dieser Deletionsmutanten in E. coli
XL1-Blue MRF' wurde die Plasmid-DNA isoliert und durch Restriktionsspaltung mit
EcoRI und KpnI (Vorwärts-Deletionsmutanten) bzw. EcoRI und NotI (Rückwärts-
Deletionsmutanten) auf die Länge ihrer Insertionen überprüft. Für die nachfolgende
automatische Sequenzierung wurden je sieben Deletionsmutanten abnehmender Größe
ausgewählt. Mit einer durchschnittlichen Leseweite von ~700 bp wurde durch Sequen-
zierung sich überlappender Klone der Klon pEgPDHE1α_14 doppelsträngig sequen-
ziert. Die Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz sind in
Abb. 4-8 gezeigt.

ttttttttcggagcctgcctgATGAATCCATTCCGTCTGTTGCTGCAGCGGGCTGGTGGT 60
M  N  P  F  R  L  L  L  Q  R  A  G  G

GACCTCATGCGCCTTAAACTGCAATCGACCTTCAAGGTTCACACTCCTGAAGGCATGCCA 120
D  L  M  R  L  K  L  Q  S  T  F  K  V  H  T  P  E  G  M  P
GAGTTCACAGGTCCAAATGACTTCACGGAAGTCACGGTGGACCAGATCAAGCGGTTCCAC 180
E  F  T  G  P  N  D  F  T  E  V  T  V  D  Q  I  K  R  F  H
ACTGATATGGTACGCATCCGGCGCATGGAGACGAAAGCGAGCCAGATGTACACTCAGAAG 240
T  D  M  V  R  I  R  R  M  E  T  K  A  S  Q  M  Y  T  Q  K
AAGATCCGTGGATTCTGCCATTTGTACATTGGCCAGGAGGCAGTCTGCGTTGGCATGGAG 300
K  I  R  G  F  C  H  L  Y  I  G  Q  E  A  V  C  V  G  M  E
TCATCTCTGACGTTCAAAGACGCCATCATCACAGCATATCGGGACCATGCCTGGCATTTG 360
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S  S  L  T  F  K  D  A  I  I  T  A  Y  R  D  H  A  W  H  L
ACCCGCGGCGGAACCATCACGGAGGTGATCGCGGAGATGCAGGGCAAGGCGGCGGGCTGC 420
T  R  G  G  T  I  T  E  V  I  A  E  M  Q  G  K  A  A  G  C
TCCAAGGGAAAGGGGGGTTCCATGCACATGTACAAGGCGGCAAACAACTTCTACGGTGGC 480
S  K  G  K  G  G  S  M  H  M  Y  K  A  A  N  N  F  Y  G  G
AACGGGATCGTCGGGGCACAGTGCCCGGTGGGGGCTGGCATTGCGTTTGGGCTGGCCTAT 540
N  G  I  V  G  A  Q  C  P  V  G  A  G  I  A  F  G  L  A  Y
GAAGACCCCAAGGCCCCCAAGGGGGTGTGCCTCTCGCTGTACGGGGACGGGGCAGCCAAC 600
E  D  P  K  A  P  K  G  V  C  L  S  L  Y  G  D  G  A  A  N
CAGGGCCAGCTGTTCGAGGCCATGAACATGGCGTCGCTGTGGAAGCTTCCGGTGATCTTT 660
Q  G  Q  L  F  E  A  M  N  M  A  S  L  W  K  L  P  V  I  F
GTCTGCGAGAACAACCAGTTCGCGATGGGCACCTCCGTGAAGCGTGGCTCCGCGCAACAG 720
V  C  E  N  N  Q  F  A  M  G  T  S  V  K  R  G  S  A  Q  Q
GTGTTTTACAAGCGGAGCGACTACATCCCCGGGCTGTGGGTGGACGGGATGGACGTCCTG 780
V  F  Y  K  R  S  D  Y  I  P  G  L  W  V  D  G  M  D  V  L
GCCTGCCGGGAGGGGATGCGGTACGCCAAAGAGTGGTGCATGGCAGGGAATGGCCCGGTG 840
A  C  R  E  G  M  R  Y  A  K  E  W  C  M  A  G  N  G  P  V
TGCATGGAGATGCAGACGTACCGGTACATGGGCCATTCCATGTCCGACCCGGGGACGAGC 900
C  M  E  M  Q  T  Y  R  Y  M  G  H  S  M  S  D  P  G  T  S
TACCGGACCCGGGACGAGGTGCAGAAGGTGAAGGAGGAGAGGGACTGCATCAGCAAGCTG 960
Y  R  T  R  D  E  V  Q  K  V  K  E  E  R  D  C  I  S  K  L
AGCTCCCGGCTCATCGCGGAGGGGATCAGCACCGAGGCGGAGCTGAAGACAGTCGAGAAG 1020
S  S  R  L  I  A  E  G  I  S  T  E  A  E  L  K  T  V  E  K
GAGACTAACAAGGAGGTGGACAAGGAGATTGCGGCGGTGGAAGCCCTGCCTCCTACCCCC 1080
E  T  N  K  E  V  D  K  E  I  A  A  V  E  A  L  P  P  T  P
TTTGAGGAGATCGGCCGAGATATCTTCGATGTCCCCATCACCGTACGCGCCTGCGACCAC 1140
F  E  E  I  G  R  D  I  F  D  V  P  I  T  V  R  A  C  D  H
ACCATCGTGTATGGACAATGAggacagggccaagccactgcgaggcacgtgcgcatggcc 1200
T  I  V  Y  G  Q  *
ctgagggattcctgcggcgccgtgcgcaccagcccagtccatgaaccaaccacccccgcc 1260

agaggtggactgtcagacgtgatgggcgtccttcccatccggtgggcgtcaaccaactgc 1320

tgcctgatgcggctacccctcctcccctctcgacacctgtttgtcagtgtccctgcgtgt 1380

ggtacactgctatgatgccctgctgttgctgtttcggcaactcactgccccgccccttgt 1440

cgagaatttgaggtcccaccccagcaccccgtggtctgctgcggggtttccgtggcctaa 1500

actgtggtgctcaccctcaggacttgttgaacagaattgctctcagtccaacgccatgtc 1560

caaaccggtgacaagcgtccgtgaca        1586

Abb. 4-8: (Seite 62 bis 63) Sequenz der E1α-Untereinheit der PDH aus Euglena gracilis. Kleinbuch-
staben repräsentieren nichtkodierende Nukleotide. Unterhalb der Nukleotidsequenz ist die abgeleitete
Aminosäuresequenz dargestellt. Die spliced leader Sequenz ist kursiv gedruckt.

Der Klon pEgPDHE1α_14 besitzt eine Größe von 1586 bp und kodiert ein offenes Le-
seraster für  379 AS. Die 5'- und 3'- nichtkodierenden Bereiche sind 21 bp bzw. 426 bp
groß. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz von pEgPDHE1α_14 mit an-
deren publizierten E1α-Sequenzen zeigt die höchsten Sequenzhomologien zu Trypano-
soma (52 %), Ascaris suum (51 %), Homo sapiens (50 %), Solanum tuberosum (50%)



4 Ergebnisse                                                                                                                                           64

und Mus musculus (49 %). Die abgeleitete Aminosäuresequenz der pEgPDHE1α_14
weist sowohl das Motiv der TPP-Bindestelle (vgl. Abb. 4-9, T) (Perham et al. 1991) als
auch die postulierte E1ß-Bindedomäne auf (vgl. Abb. 4-9, E). Die pEgPDHE1α_14
Translation enhält ferner drei Serinreste, welche im Protein vom Mensch phosphoryliert
werden (Patel und Roche 1990, Johnson et al. 1992) (s. Abb. 4-9). Die hohe Konservie-
rung der pEgPDHE1α_14 Translation in den Bereichen funktioneller Domänen liefert
weitere Hinweise darauf, dass das klonierte Gen tatsächlich für die PDHE1α kodiert.
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Abb. 4-9. Alignment der Aminosäuresequenzen verschiedener eukaryotischer E1α-Untereinheiten. Berei-
che hoher Konservierung sind schwarz hervorgehoben. Die TPP-Bindestelle (T) (Hawkins et al. 1989,
Buscaglia et al. 1996) und die postulierte E1ß-Bindestelle (E) (Wexler et al. 1991) sind durch durchgezo-
gene Linien über der Sequenz markiert. Sternchen kennzeichnen phosphorylierbare Serinreste (Patel und
Roche 1990). Abkürzungen der Organismennamen und Zugangsnummern sind wie folgt: e_gr, Euglena
gracilis pEgPDHE1α_14; t_cru, Trypanosoma cruzi (AAD11551); a_suu, Ascaris suum (P26267); s_cer,
Saccharomyces cerevisiae (NP_011105); h_sa, Homo sapiens (AAB59581); a_th, Arabidopsis thaliana
(NP_171617).
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Da bisher noch keine N-terminale Aminosäuresequenz der reifen E1α-Untereinheit aus
Euglena gracilis vorliegt, kann die Prozessierungsstelle nicht genau bestimmt werden.
Mitochondriale Transitpeptide weisen trotz ihrer Längenvariabilität und des Fehlens
von Sequenzhomologien eine Reihe von Gemeinsamkeiten auf, sind außerordentlich
reich an den AS Arginin, Leucin und Serin und enthalten mindestens zwei positiv gela-
dene Aminosäurereste (von Heijne 1986a, 1986b). Bedingt durch den außerordentlich
geringen Gehalt an sauren Aminosäureresten haben mitochondriale Transitpeptide im
allgemeinen eine positive Nettoladung (von Heijne 1986a, 1986b, Claros und Vincens
1996, Schatz 1987). Die Abb. 4-10 zeigt den N-Terminus von pEgPDHE1α_14 im
Vergleich mit den N-Termini weiterer E1α-Untereinheiten, von denen das Transitpeptid
bekannt ist, sowie der Aminosäuresequenz des reifen Proteins aus Crithidia, einem na-
hen Verwandten von Trypanosoma.

        1                                                   50
s_tub   ----MALSTS RAINHIMKPL SAAVCATRRL SSDSTATITV ETSLPFTSHN >>
e_gr    ---------- --MNPFRLLL QRAGGDLMRL KLQSTFKVHT PEGMPEFTG- >>
c_fa    ---------- ---------- ---ATKTVPL KPPHPFKLHA A---------
t_cru   ---------- ---MFRSASC ILLAAKTIPI NPQKPFKLHT AGRDDVPPVP >>
h_sa    MRKMLAAVSP VLSGASQKPA SRVLVASRNF ANDATFEIKK CDLHRLEEG- >>

Abb. 4-10: Sequenz-Alignment N-terminaler E1α-Sequenzen und der aufgereinigten E1α- Untereinheit
aus Crithidia fasciculata (Diaz und Komuniecki 1995). Abkürzungen der Organismennamen und Zu-
gangsnummern sind wie folgt: s_tub, Solanum tuberosum (P52903); e_gr, Euglena gracilis
pEgPDHE1α_14; c_fa, Crithidia fasciculata; t_cru, Trypanosoma cruzi (AAD11551); h_sa, Homo
sapiens (AAB59581). Transitpeptide sind fett gedruckt. Das postulierte Transitpeptid für die E1α-
Untereinheit aus Trypanosoma (Diaz und Komuniecki 1995) und Euglena (MitoProtII, Claros und Vin-
cens 1996) ist unterstrichen.

Mehrere Indizien sprechen dafür, dass die Euglena pEgPDHE1α_14 ein Transitpeptid
besitzt. Dazu zählen der nahezu identische Startpunkt der Euglena-Sequenz im Ver-
gleich zur Trypanosoma E1α im Sequenz-Alignment, die Einrasterung der Sequenz in
den Bereich mit anderen Transitpeptiden und die für mitochondriale Transitpeptide
typische Häufigkeit von Arginin und Leucin bei gleichzeitigem Fehlen von Aspartat,
Glutamat, Valin und Isoleucin (von Heijne 1986a, 1986b). Zudem ist der N-Terminus
der aufgereinigten E1α aus dem Trypanosomatiden Crithidia im Alignment im Ver-
gleich zu den E1α-Aminosäuresequenzen aus Trypanosoma und Euglena deutlich kür-
zer (s. Abb. 4-10). Zur weiteren Überprüfung wurde das MitoProtII Programm (Claros
und Vincens 1996) angewendet, welches in Übereinstimmung mit der Länge des Tran-
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sitpeptids aus Trypanosoma die ersten 12 AS als mitochondriale Importsequenz berech-
net. Die Analyse des N-terminalen Bereiches der Euglena pEgPDHE1α_14 mit Hilfe
des iPSORT Programms (Bannai et al. 2001, Bannai et al. 2002) führte gleichermaßen
zur Voraussage eines mitochondrialen Transitpeptids. Die Länge dieses Transitpeptids
läge damit deutlich unter der Länge bekannter mitochondrialer Importsequenzen aus
Euglena, die zwischen 30 und 40 AS variiert (Cui et al. 1994; Rotte et al. 2001) (vgl.
Abb. 4-4). Das errechnete Molekulargewicht des Proteins würde damit 40480 Da betra-
gen.

4.2.2 Isolierung und Sequenzierung der cDNA für die Dihydrolipoyl-
Transacetylase (E2) aus einer cDNA-Bank von aerob angezogenen Euglena
Kulturen

4.2.2.1 Isolierung der cDNA für die PDH E2 aus einer cDNA-Bank von Euglena
gracilis

Der Euglena EST-Klon eg003014043r zeigte bei Sequenzvergleich mit bekannten
E2-Untereinheiten zwischen 50 % und 55 % Sequenzidentität auf Aminosäureebene zur
Dihydrolipoyl Transacetylase aus Pilzen und Tieren. Auf dem 350 bp großen Sequenz-
abschnitt dieses EST-Klones basierend wurde eine 42-mer Oligosonde entworfen
(s. Abschnitt 3.13.8). Zwanzig pmol dieses Oligos (PDH-E2_Hyb) wurden nachfolgend
radioaktiv markiert. Es wurden 200.000 rekombinante Phagen ausplattiert und von den
Platten Nitrocellulose-Replikafilter hergestellt. Diese Filter wurden mit der Oligosonde
hybridisiert (vgl. Abschnitt 3.13.10) Es konnten 12 unabhängige Klone identifiziert
werden. Nach in vivo Exzision dieser Klone (s. Abschnitt 3.13.10) wurden die 1600 bis
1900 bp großen Insertionen von beiden Enden terminal ansequenziert. Alle 12 Klone
zeigten in Datenbank-Suchen Sequenzähnlichkeiten zur E2-Untereinheit der PDH und
waren nach Assemblierung in sich überlappenden Sequenzbereichen identisch. Sieben
dieser Klone wiesen am 5'-Ende eine spliced leader Sequenz mit der Nukleotidabfolge
T(7)CG auf und repräsentierten damit vollständige Transkripte.

4.2.2.2 Sequenzierung und molekulare Charakterisierung der PDH E2 cDNA

Der im 3'-Bereich längste Klon, pEgPDHE2_3, wurde über Exonuklease III-Deletionen
doppelsträngig sequenziert (s. Abschnitt 3.13.14). Deletionsmutanten wurden für beide
Enden der Insertion erstellt. Für die Erzeugung von Rückwärts-Deletionsmutanten wur-
de für den ersten Schnitt XbaI als Restriktionsenzym ausgewählt, der zweite Schnitt
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erfolgte mit BamHI. Vorwärts-Deletionsmutanten wurden mittels SalI als erstem und
ClaI als zweitem Restriktionsenzym generiert. Keines dieser Restriktionsenzyme schnitt
innerhalb der Insertion. Nach Transformation in E. coli Xl1Blue MRF' wurden die Klo-
ne durch Restriktionsspaltung mit EcoRI und XhoI (Vorwärts-Klone) bzw. EcoRI und
NotI (Rückwärts-Klone) auf ihre Insertionslänge überprüft. Für die nachfolgende nicht-
radioaktive Sequenzierung wurden je fünf Deletionsmutanten von beiden Enden der
Insertion ausgewählt und pEgPDHE2_3 auf beiden Strängen sequenziert. Die Nukleo-
tidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz sind in Abb. 4-11 gezeigt.

tttttttcgccATGCTGCCAAGGCGCCTCCTCGTCCCCTTGTTCCAAGCAGCAAGAACAC 60
M  L  P  R  R  L  L  V  P  L  F  Q  A  A  R  T  R

GTGGATATGCTGAAAAAATCCTAATGCCTGCCCTTTCTCCTACCATGGAGGCAGGGACAA 120
  G  Y  A  E  K  I  L  M  P  A  L  S  P  T  M  E  A  G  T  I
TTGCAACTTGGAAAAAGAAAGTAGGGGACAAGCTTCGGCCTGGTGATGTGCTTTGTTCGG 180
  A  T  W  K  K  K  V  G  D  K  L  R  P  G  D  V  L  C  S  V
TGGAGACAGACAAGGCAACATTGGACTTTGAGTGGGCTGGTGATGAAGGAATTGTTGCAC 240
  E  T  D  K  A  T  L  D  F  E  W  A  G  D  E  G  I  V  A  Q
AGCTTGCCCTTGAGCCAGGGCATGAGCCTGTCCCTGTTGGGACACCAATTGCTGTGTTGG 300
  L  A  L  E  P  G  H  E  P  V  P  V  G  T  P  I  A  V  L  A
CAGACGATGAGTCCGATTTACCTGCAGCAAAGGCGATGGACCTGTCACAGGGCACCTCAA 360
  D  D  E  S  D  L  P  A  A  K  A  M  D  L  S  Q  G  T  S  K
AGGCAGCAAAAAGTTCCCCTGCTGCACCAGCAGCTGCAGCTCCCCCATCAGAGGCACCAG 420
  A  A  K  S  S  P  A  A  P  A  A  A  A  P  P  S  E  A  P  A
CTGTGAAAGCCCCATCCTCATCTCCAAAGAGTGAAGGAGTCAAGCCAGAGCCTTACACCT 480
  V  K  A  P  S  S  S  P  K  S  E  G  V  K  P  E  P  Y  T  S
CTGCCAAAGTGCGCGCATCACCTGCTGCGATGGCTGTGTTTGCCAAGCATATCCAGGGAA 540
  A  K  V  R  A  S  P  A  A  M  A  V  F  A  K  H  I  Q  G  T
CAGGGCCTAATGGGCGGATTGTTGAGGCTGACGTGGAAGCTTTCTTGAAGGATGCCGGCA 600
  G  P  N  G  R  I  V  E  A  D  V  E  A  F  L  K  D  A  G  S
GTGGGAAAGTTGCTGGTGCTGCTGCAACGCCGGCGCCATCTGCTGCAGGCACATTGCCTG 660
  G  K  V  A  G  A  A  A  T  P  A  P  S  A  A  G  T  L  P  A
CTCAGTACGAAGACACTCCTGCCAGTTTGATGCGGAAGTCCATCGCAAGCCGCCTCACAG 720
  Q  Y  E  D  T  P  A  S  L  M  R  K  S  I  A  S  R  L  T  A
CAAGCAAAGTGGAAATCCCTCATTTTTATCTGACAGTGGACGTTGCTGTGGAAAAGATGA 780
  S  K  V  E  I  P  H  F  Y  L  T  V  D  V  A  V  E  K  M  K
AGGAGATGGTTGCAGCCCTCAATGCCGGAGCCAAAGATAAGGAGTACAAGATCACAGTCA 840
  E  M  V  A  A  L  N  A  G  A  K  D  K  E  Y  K  I  T  V  N
ATGATTTCCTGGTCAAAGCCTGCGCTTTGGCATGCAAGAAGGTGCCTGCTGCCAACAGTC 900
  D  F  L  V  K  A  C  A  L  A  C  K  K  V  P  A  A  N  S  Q
AGTGGCACGGAGACAAAATCCGTCGTTTCCACAGTGTGGATATCAGTGTCGCCGTTGCCA 960
  W  H  G  D  K  I  R  R  F  H  S  V  D  I  S  V  A  V  A  T
CACCCACCGGACTGATCACCCCAGTTGTCTACAATGCTGATTTGAAAGGTCTGAAGGAAA 1020
  P  T  G  L  I  T  P  V  V  Y  N  A  D  L  K  G  L  K  E  I
TCAGCAACGACATCAGGACGCTTGCAGCACTCGCTCGAGAGGGAAAGTTGACTCCTGAGC 1080
  S  N  D  I  R  T  L  A  A  L  A  R  E  G  K  L  T  P  E  Q
AGTACATCGGAGGAACCTTCACCATCAGCAACCTGGGGTCTTACGGGGTGAAGCATTTCA 1140
  Y  I  G  G  T  F  T  I  S  N  L  G  S  Y  G  V  K  H  F  T
CCGCCATCATCAACCCGCCGCAGGCCTGCATCCTGGCCGTGGGGGCTGCGCAGGAGAATG 1200
  A  I  I  N  P  P  Q  A  C  I  L  A  V  G  A  A  Q  E  N  G
GGCTGATGAGTGTGACACTGTCTTGCGATCACCGCGTGGTCGATGGGGCCGTTGGCGCAA 1260
  L  M  S  V  T  L  S  C  D  H  R  V  V  D  G  A  V  G  A  T
CCTGGTTGCAGGCCTTCAAGGGGTACGTGGAGACCCCTTCTTCCCTCCTGCTGTGAagct 1320
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  W  L  Q  A  F  K  G  Y  V  E  T  P  S  S  L  L  L  *
gctggcagtctcccacgctctgctatttcgcgaagcagcgcagcctggggtctgtatgaa 1380
caaacggcgccgctgtccgggggtcgccacaggcatgacgtggattcagtctcctgtgcc 1440

gtgccctcacccaaccctgaccaccgacatctccagtcatgcctttaggaatgttccctg 1500

catcccttccacagtcttatttcgtggagattggcctcagcacaggatgcagacatttgg 1560

acgacgcccatgtgaagtgtggccaaaactggctaccagtcgctgctatcccaggtagga 1620         

aggtccacccctgcgatgacgcacctcagtatgtgtgccctggcttggtctcgcagattt 1680

ctcttcctgaacagccttcacagccttcctgaacagcacatgtgtgcctccgaccatgaa 1740

aacccaggcgctgaagggccgcccgcagaggggcggaattcgcgcttgtttttttttttt 1800

tttttttttttttttttttttttttttttttttt        1834

Abb. 4-11: (Seite 67 bis 68) Sequenz der E2-Untereinheit der PDH aus Euglena gracilis. Nichtkodierende
Nukleotide sind durch Kleinbuchstaben dargestellt. Unterhalb der Nukleotidsequenz ist die abgeleitete
Aminosäuresequenz aufgeführt. Die spliced leader Sequenz ist kursiv gedruckt.

Der Klon pEgPDHE2_3 besitzt eine Größe von 1834 bp einschließlich einer 9 bp
spliced leader Sequenz am 5'-terminalen Ende und kodiert ein offenes Leseraster für
434 AS. Die 5'- und 3'- nichtkodierenden Bereiche sind 11 bp bzw. 518 bp groß. Ein
Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz von pEgPDHE2_3 mit anderen
E2-Sequenzen zeigt die höchste Sequenzähnlichkeit zu Arabidopsis thaliana (43 %),
Mus musculus (42 %), Homo sapiens und Schizosaccharomyces pombe (41 %) sowie
Rickettsia prowazekii (38 %). Das Alignment der abgeleiteten Aminosäuresequenz des
isolierten Klons mit Transacetylase-Untereinheiten anderer Organismen zeigt drei Be-
reiche mit hoher Sequenzhomologie, die Lipoyl-Domäne (s. Abb. 4-13, L), die Unter-
einheit-bindende (s. Abb. 4-13, B) und die innere katalytische Domäne (s. Abb. 4-13, I).
Der Klon pEg_PDHE2_3 kodiert wie die plastidäre A. thaliana-, Synechocystis sp.-,
S. cerevisiae- und die B. subtilis-Sequenz für nur für eine N-terminale Lipoyl-Domäne.
Die mitochondrialen E2-Untereinheiten aus A. thaliana und H. sapiens enthalten zwei
Lipoyl-Domänen. Die Lipoyl-Domäne enthält mehrere konservierte Motive mit identi-
schen AS in mindestens fünf der sieben Sequenzen: MPALSxTM, KKxGDK, ExDKA
und GYLAxIxVxEG. Das Aminosäuremotiv ExDKA enthält einen über alle sechs Se-
quenzen konservierten Lysin-Rest, der vermutlich die Bindestelle des Liponsäurerestes
darstellt (Reed 1974, Russel und Guest 1991, Dardel et al. 1993). Die katalytische Do-
mäne der translatierten pEgPDHE2_3 enthält ferner ein Aminosäuremotiv, welches
ähnlich zum konservierten Aminosäuremotiv DHRXXDG des aktiven Zentrums von
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Acetyltransferasen ist (Guest 1987). Konservierte Aminosäuresequenzmotive sind in
Abb. 4-13 durch doppelt gezeichnete Linien markiert.
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Abb. 4-12 (vorherige Seite): Aminosäuresequenz-Alignment von pro- und eukaryotischen
E2-Untereinheiten. Bereiche hoher Konservierung sind schwarz hervorgehoben. Funktionelle Domänen
sind durch durchgezogene Linien über der Sequenz markiert: L, Lipoyl-Domäne; B, Untereinheit-
bindende Domäne; I, innere katalytische Domäne (Mooney et al. 1999). Konservierte Sequenzmotive
sind durch doppelt durchgezogene Linien hervorgehoben. Die Position des konservierten Lysin-Restes,
welcher an der Lipoylsäure-Bindung beteiligt ist, ist durch einen Punkt gekennzeichnet. Abkürzungen der
Organismennamen und Zugangsnummern sind wie folgt: a_th_1, Arabidopsis thaliana, mitochondriale
E2 (Z46230); s_sp, Synechocystis sp (D90915); h_sa, Homo sapiens (J03866); s_cer, Saccharomyces
cerevisiae (J04096); e_gr, Euglena gracilis pEgPDHE2_3; a_th_2, Arabidopsis thaliana, plastidäre
E2 (AF066079); b_sub, Bacillus subtilis (M57435).

Da bisher noch keine N-terminale Aminosäuresequenz der reifen E2-Untereinheit aus
Euglena vorliegt, kann die Prozessierungsstelle nicht exakt bestimmt werden.

1                                                   50
c_fa ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
s_po MLSANMLRRM HHGVAVTRML LVSNGKVQVK KSALYPVMAK LARTYATKNY
n_cr ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~M IVPVLSRQAL RHASVARVAL PSLTRWYASY
e_gr ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~MLPRRLL VPLFQAARTR

51                                                 100
c_fa LTITPIPMPA LSPTMEKGKI ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~
s_po PAHTVINMPA LSPTMTTGNI GAFQKKIGDK IEPGDVLCEI ETDKAQIDFE >>
n_cr PPHTVVKMPA LSPTMTSGGI GAWQKKPGDK IEPGEVLVEI ETDKAQMDFE >>
e_gr GYAEKILMPA LSPTMEAGTI ATWKKKVGDK LRPGDVLCSV ETDKATLDFE >>

Abb. 4-13: Sequenz-Alignment N-terminaler E2-Sequenzen und der aufgereinigten E2-Untereinheit aus
Crithidia fasciculata (Diaz und Komuniecki 1995). Abkürzungen der Organismennamen und Zugangs-
nummern sind wie folgt: c_fa, Crithidia fasciculata; s_po, Schizosaccharomyces pombe (O59816); n_cr,
Neurospora crassa (P20285); e_gr, Euglena gracilis pEgPDHE2_3. Transitpeptide sind fett gedruckt.
Das mittels MitoProtII Analyse postulierte Transitpeptid für die E2-Untereinheit aus Euglena ist unter-
strichen.

Mehrere Indizien sprechen dafür, dass die Euglena pEgPDHE2_3 ein Transitpeptid be-
sitzt. Der N-Terminus der translatierten pEgPDHE2_3 beginnt im Alignment 17 AS vor
der Proteinsequenz der aufgereinigten E2 aus dem Trypanosomatiden Crithidia
fasciculata. Ferner erfolgt die Einrasterung des N-Terminus in den Bereich mit anderen
Transitpeptiden und dieser enthält die für mitochondriale Transitpeptide häufigen Ami-
nosäurereste Arginin und Leucin bei gleichzeitigem Fehlen von Aspartat, Glutamat und
Isoleucin (von Heijne 1986a, 1986b) (vgl. Abb. 4-13). Eine Überprüfung mittels des
MitoProtII Programms berechnete die ersten 20 AS als mitochondriale Importsequenz.
Die Analyse des N-terminalen Bereichs der pEgPDHE2_3 durch iPSORT (Bannai et al.
2001, Bannai et al. 2002) sagt jedoch kein mitochondriales Transitpeptid vorher. Unter
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Annahme eines Transitpeptids wie in Abb. 4-13 postuliert, läge das errechnete Mole-
kulargewicht des Proteins bei 45540 Da.

4.2.3 Isolierung und Sequenzierung der cDNA für die Dihydrolipoyl
Dehydrogenase Untereinheit (E3) aus einer cDNA-Bank von aerob angezogenen
Euglena Kulturen

4.2.3.1 Isolierung der cDNA für die PDH E3 aus einer cDNA-Bank von Euglena gra-
cilis

Der EST-Klon eg003036002r zeigte 62 % Sequenzähnlichkeit zur Dihydrolipoyl Dehy-
drogenase aus Trypanosoma und etwa 56 % Sequenzhomologie zu pflanzlichen Dihy-
drolipoyl Dehydrogenasen. Aus dem 517 bp umfassenden Sequenzabschnitt dieses
EST-Klones wurde ein 42-Oligomer entworfen und 20 pmol dieses Oligos
(PDHE3_Hyb) wurden nachfolgend radioaktiv markiert. Es wurden 200.000 rekombi-
nante Phagen ausplattiert und von den Platten Nitrocellulosefilter hergestellt. Durch
Hybridisierung dieser Filter mit der Oligosonde (s. Abschnitt 3.13.10) wurden vier un-
abhängige positive Klone identifiziert. Die Klone wurden in vivo exzisiert (s. Abschnitt
3.13.10) und von beiden Enden terminal ansequenziert. Alle vier Klone wiesen in Se-
quenzdatenbank-Vergleichen Homologie zur Dihydrolipoyl Dehydrogenase-
Untereinheit der PDH auf. Nach Assemblierung stimmten alle vier Klone in sich über-
lappenden Regionen in ihrer Sequenz überein und variierten lediglich hinsichtlich ihrer
Insertionsgröße. Diese lag zwischen ~1720 bp und 1810 bp. Der im 5'-Bereich längste
dieser 4 Klone, pEgPDHE3_13, wurde über Exonuklease III-Deletionen doppelsträngig
sequenziert (s. Abschnitt 3.13.14).

4.2.3.2 Sequenzierung und molekulare Charakterisierung der PDH E3 cDNA

Zur Erstellung der Deletionsmutanten von beiden Seiten der Insertion wurden die Re-
striktionsenzyme XbaI und BamHI (Vorwärts-Deletionen) bzw. XhoI und HindIII
(Rückwärts-Deletionen) ausgewählt. Die Insertion wies für keines dieser Enzyme
Schnittstellen auf. Nach Transformation der Deletionsplasmide in E. coli XL1Blue
MRF' wurde die Plasmid-DNA isoliert und durch Restriktionsspaltung mit EcoRI und
KpnI bzw. EcoRI und NotI auf die Länge ihrer Insertionen kontrolliert. Fünf Klone ab-
nehmender Länge wurden nachfolgend nichtradioaktiv sequenziert. Durch Assemblie-
rung sich überlappender Sequenzen konnte der Klon pEgPDHE3_13 komplett doppel-
strängig sequenziert werden.
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Die Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Aminosäuresequenz sind in Abb. 4-14
dargestellt.

ATGTTTCGGCAGTCCTTCATCCAGCTTGCCAAGCATGATCTTATTGTGATTGGTGGTGGC 60
M  F  R  Q  S  F  I  Q  L  A  K  H  D  L  I  V  I  G  G  G
CCAGGCGGCTACGTGGCTGCCATCAAGGCAGCCCAACTGGGGCTGAATGTCGCGTGCGTG 120
P  G  G  Y  V  A  A  I  K  A  A  Q  L  G  L  N  V  A  C  V
GAGAAGCGGGGGACCCTGGGTGGCACCTGCCTGAACGTCGGGTGCATTCCTTCCAAGGCT 180
E  K  R  G  T  L  G  G  T  C  L  N  V  G  C  I  P  S  K  A
CTTCTGAATGCCTCCCATCATTACCATGATGCCAAGCATAAGTTTGCCGGATACGGAATC 240
L  L  N  A  S  H  H  Y  H  D  A  K  H  K  F  A  G  Y  G  I
GACATCCCCAGCGTCTCCATGGACATTCCGAAAATGCAGGGGACAAAGGCGAAGTCAGTC 300
D  I  P  S  V  S  M  D  I  P  K  M  Q  G  T  K  A  K  S  V
ACCCGCCTCACAGGGGGCATCGAGCTCCTCTTCAAGAAAAACAAGGTGACGTACTACAAG 360
T  R  L  T  G  G  I  E  L  L  F  K  K  N  K  V  T  Y  Y  K
GGGTTCGCTTCTTTGGAAGGGGACAAGAAGGTGAAGGTCGTTGGAGAAACGACCGAGGTC 420
G  F  A  S  L  E  G  D  K  K  V  K  V  V  G  E  T  T  E  V
CACGAAGCGGACAAGATCCTCATCGCCACGGGCAGCGAGCCGATTGAACTCCCATTTTTG 480
H  E  A  D  K  I  L  I  A  T  G  S  E  P  I  E  L  P  F  L
AAGTTCGACGAGAAGGTGGTCTGCTCATCAACAGGGGCACTGGACTTCCAGGAAGTCCCC 540
K  F  D  E  K  V  V  C  S  S  T  G  A  L  D  F  Q  E  V  P
GCTCACCTCGTGGTGATTGGCGCTGGGGTGATTGGTTTGGAGCTGGGCTCCGTGTGGTCC 600
A  H  L  V  V  I  G  A  G  V  I  G  L  E  L  G  S  V  W  S
CGGCTGGGGTCCAAGGTCACGGTGGTGGAGTTCATGGACCGCATCTGCCCGTTCATGGAC 660
R  L  G  S  K  V  T  V  V  E  F  M  D  R  I  C  P  F  M  D
GCCGACGTCGGGAAGGAGTTCCACCGCATCCTGAAGAAGCAAGGGCTGCAGATCAAGACG 720
A  D  V  G  K  E  F  H  R  I  L  K  K  Q  G  L  Q  I  K  T
TCGACGAAGGTGGTGGCCGGCAAAGTGGAGGGCGGCCAGGTCATCCTGGAGCTGGAGAGC 780
S  T  K  V  V  A  G  K  V  E  G  G  Q  V  I  L  E  L  E  S
GTTGATGGGGCGAAGAAGGAGACGCTGCAGGCCAACGCGGTCCTCGTCAGTGTCGGACGA 840         
V  D  G  A  K  K  E  T  L  Q  A  N  A  V  L  V  S  V  G  R
CGGCCATTCACTGATGGGCTTGGGCTGGACAAGGTCGGGGTGGAGCTGAACGCCAAGAAG 900
R  P  F  T  D  G  L  G  L  D  K  V  G  V  E  L  N  A  K  K
TTCATTGTTGTGGACGACCACTTCAAGACGAACAAGGACGGCATTTACGCCGTCGGCGAT 960
F  I  V  V  D  D  H  F  K  T  N  K  D  G  I  Y  A  V  G  D
GTCATCCACCGAGGGCCGATGCTTGCCCACAAGGCTGAGGATGAGGGCATCTGTGTGGCC 1020
V  I  H  R  G  P  M  L  A  H  K  A  E  D  E  G  I  C  V  A
GAGATGTTTGCTGGCAAGGCCGGGCACATCAACTACGACACCATCCCCAACGTGATCTAC 1080
E  M  F  A  G  K  A  G  H  I  N  Y  D  T  I  P  N  V  I  Y
ACCCACCCAGAGGTGGCCTGGGTGGGCAAGACTGAGGAGGACCTGAAGAAGGAGGGCCGA 1140
T  H  P  E  V  A  W  V  G  K  T  E  E  D  L  K  K  E  G  R
AAGCTCAAGACCTCCAAGTTCCCGTTCCAGGCCAACTCCCGGGCAGTCACGAACGTCGAT 1200
K  L  K  T  S  K  F  P  F  Q  A  N  S  R  A  V  T  N  V  D
ACCGAAGGGTTTGTCAAGGTGGTGACCGACGCGGACACCGACAGGCTACTGAGCATGTCC 1260
T  E  G  F  V  K  V  V  T  D  A  D  T  D  R  L  L  S  M  S
ATCATCAACTCAAATGCCGGCGAGGCCATTGCAGAGGCAGTGCTTGCAATGGAGTATTCT 1320
I  I  N  S  N  A  G  E  A  I  A  E  A  V  L  A  M  E  Y  S
GGTAGCGCGGAGGACATCGGGCGGACGTGCCACGCCCACCCGACCCTGTCGGAGGCCATC 1380
G  S  A  E  D  I  G  R  T  C  H  A  H  P  T  L  S  E  A  I
AAGGAGGCGTGCATGGCGGCGTACGACAAGCCCATCCACGTGTGAgggccggcgcggcgc 1440
K  E  A  C  M  A  A  Y  D  K  P  I  H  V  *
cgcccgggctgtaccttgcttcaccggaactgatacctttttttcccacgctgtgacagg 1500

tgaccatccaaatagttttgtgatccctgccattgtgatggtgactctgtcccactgcac 1560
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tgcgatgggcattgatgggcaaggatctagtttacaagcatgcatctgtcattcacagtg 1620

cccggtcctgtttcccattttgttcttcacatgtaccaaactatcactgtgattaacccg 1680

agtccatttgaaaaagcggccgcgaattcgcgcttttttttttttttttttttttttttt 1740

tttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt 1800

ttttttttttt 1811

Abb. 4-14: (Seite 72 bis 73) Sequenz der E3-Untereinheit der PDH aus Euglena gracilis. Nichtkodierende
Nukleotide sind durch Kleinbuchstaben dargestellt. Unterhalb der Nukleotidsequenz ist die abgeleitete
Aminosäuresequenz aufgeführt.

Der Klon pEgPDHE3_13 repräsentierte ein vermutlich vollständiges Transkript mit der
Länge von 1811 bp und kodierte für ein offenes Leseraster von 474 AS. Der 3'- nicht-
kodierende Bereich umfasst 386 bp. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz
von pEgPDHE3_13 mit anderen E3-Sequenzen ergab die höchste Sequenzähnlichkeit
zu Trypanosoma (60 %), sowie Pilzen und Pflanzen (55 %). Ein Sequenzvergleich der
Euglena pEgPDHE3_13 mit eukaryotischen und prokaryotischen E3-Sequenzen sowie
mit den verwandten Proteinen Glutathion-, Trypanothion- und Quecksilber Reduktase
(vgl. Abb. 4-15) zeigt eine Sequenzkonservierung in vier Sequenzregionen, die basie-
rend auf der Kristallstruktur der menschlichen Glutathion Reduktase (Carothers et al.
1989) als FAD-Domäne (s. Abb. 4-15, F), NAD-Bindedomäne (s. Abb. 4-15, N), zen-
trale Domäne (s. Abb. 4-15, Z) und Interface-Domäne (s. Abb. 4-15, I) identifiziert
wurden (Rice et al. 1984, Carothers et al. 1989, Patel und Roche 1990). Die E3-
Untereinheit aus Euglena besitzt sowohl im Bereich der FAD-Domäne als auch im Be-
reich der NAD-Domäne der Glutathion Reduktase das konservierte Dinukleotid Binde-
motiv GxGxxG (Rossmann et al. 1975) (s. Abb. 4-15). Pro- und eukaryotische E3-
Sequenzen sind untereinander über ihre gesamte Länge konserviert, sie zeigen den
höchsten Grad an Konservierung im Sequenzbereich der FAD- und NADH-Bindestelle,
des Disulfid-Reaktionszentrums sowie in der Interface-Domäne am C-terminalen Ende
(s. Abb. 4-15). Im Vergleich mit anderen verwandten Reduktasen ist die Sequenzähn-
lichkeit in der Region der Dinukleotid-Bindemotive sowie des Disulfid-
Reaktionszentrums am höchsten. Da die mitochondriale E3-Untereinheit der PDH bis-
her aus Euglena gracilis noch nicht direkt aufgereinigt wurde, ist die N-terminale Ami-
nosäuresequenz und damit die Prozessierungsstelle unbekannt. Die Einrasterung der
Euglena pEgPDHE3_13 mit Aminosäuresequenzen anderer E3-Untereinheiten zeigt
beginnend mit D43 (s. Abb. 4-16) eine hohe Sequenzkonservierung in der Glycin-
reichen Dinukleotid-Binderegion.
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Abb. 4-15 Ausschnitt aus dem Aminosäuresequenz-Alignment von Euglena pEgPDHE3_13 mit anderen
E3-Untereinheiten, Glutathion Reduktase (gor), Quecksilber Reduktase (mera) und Trypanothion Re-
duktase (tryr). Bereiche hoher Konservierung sind schwarz hervorgehoben. Auf der Kristallstruktur der
menschlichen Glutathion Reduktase (Carothers et al. 1989) basierende funktionelle Domänen sind durch
durchgezogene Linien über der Sequenz wie folgt markiert: F, FAD-Domäne; N, NAD-Domäne; Z, zen-
trale Domäne und I, Interface-Domäne (Rice et al. 1984). Die Glycinreichen Dinukleotid-Bindestellen
sind durch doppelte Linien hervorgehoben. Das Disulfid-Reaktionszentrum ist durch doppelte gepunktete
Linien markiert. Abkürzungen der Organismen- und Enzymnamen und Zugangsnummern sind wie folgt:
e_col_gor, Escherichia coli Glutathion Reduktase (M13141); h_sa_gor Homo sapiens Glutathion Re-
duktase (X15722); t_br_tryr, Trypanosoma brucei Trypathion Reduktase (X63188); e_gr, Euglena graci-
lis pEgPDHE3_13; t_br, Trypanosoma brucei E3 (J03645);a_th, Arabidosis thaliana E3 (NP_175237);
h_sa, Homo sapiens E3 (XP_027212); s_cer, Saccharomyces cerevisiae E3 (J03645); e_col, Escherichia
coli E3 (V01498); s_fle_mer, Shigella flexneri Quecksilber Reduktase (P08332).
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Dies beschränkt die Länge eines möglichen Transitpeptids auf die ersten 12 AS. Wie für
Transitpeptide charakteristisch (von Heijne 1986a, 1986b), enthält dieser Bereich der
pEgPDHE3_13 die AS Leucin, Arginin und Serin, die Aminosäurereste Glutamat, As-
partat und Valin fehlen. Die Euglena-Sequenz zeigt ferner im Alignment einen identi-
schen Startpunkt mit Sequenzen aus Trypanosoma brucei (Else et al. 1993; 1994) und
Trypanosoma cruzi (Lohrer und Krauth-Siegel 1990), für welche die Prozessierungs-
stelle und damit die kurzen, jeweils neun AS umfassenden, mitochondrialen Importse-
quenzen bekannt sind. Diese Indizien lassen vermuten, dass die ersten neun AS der
pEgPDHE3_13-Translation das Transitpeptid repräsentieren. Eine Überprüfung mit
Hilfe des MitoProtII und des iPSORT-Programms sagte keine Importsequenz oder Pro-
zessierungsstelle voraus, diese Programme liefern jedoch auch für die kurzen Transit-
peptide aus T. brucei und T. cruzi widersprüchliche Ergebnisse. Das iPSORT-
Programm berechnet nur für die E3 aus T. cruzi ein Transitpeptid. Das MitoProtII Pro-
gramm sagt nur für die E3 aus T. brucei ein Transitpeptid voraus. Unter Annahme des
für die Euglena E3 Sequenz postulierten kurzen Transitpeptids läge das errechnete Mo-
lekulargewicht des Proteins bei 55150 Da.

1 60
t_br ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ MFRRCFPIFN PYDVVVVGGG PGGGYVAAIK>
t_cr ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ MFRRCAVKLN PYDVVVIGGG PGGGYVAAIK>
c_fa ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~A SYDVTVIGGG PGGGYVAAIK>
e_gr ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ MFRQSFIQLA KHDLIVIGGG PGGGYVAAIK>
p_sa ~~~~MAMANL ARRKGYSLLS SETLRYSFSL RSRAFASGSD ENDVVIIGGG PGGGYVAAIK>
c_ca MQSWSRVYCS LAKRGHFSRI SHGLQAVSAV PLRTYADQPI DADVTVIGSG PGGGYVAAIK>

Abb. 4-16: Ausschnitt aus dem Sequenz-Alignment N-terminaler E3-Sequenzen und der aufgereinigten
PDH E3-Untereinheit aus Crithidia fasciculata (Diaz und Komuniecki 1995). Abkürzungen der Organis-
mennamen und Zugangsnummern sind wie folgt: t_br, Trypanosoma brucei (Q04933); t_cr,
Trypanosoma cruzi (CAA72131); c_fa, Crithidia fasciculata; e_gr, Euglena gracilis pEgPDHE3_13;
p_sa, Pisum sativum (P31023); c_ca, Canis canis (P49819). Transitpeptide sind fett hervorgehoben.

4.2.4 Northern-Hybridisierung der Pyruvat Dehydrogenase, der Dihydrolipoyl
Transacetylase- und der Dihydrolipoyl Dehydrogenase- Untereinheit des PDH-
Multienzymkomplexes aus Euglena gracilis

Die Northern-Hybridisierung wurde wie in Abschnitt 3.13.12 beschrieben durchgeführt.
Poly(A)+ RNA wurde aus Zellen isoliert, die mit Luft unter Zusatz von 2 % CO2 im
Licht, mit 2 % CO2 in N2 im Licht oder mit 2 % CO2 in N2 im Dunkeln angezogen wur-
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den. Die Auftrennung der Poly(A)+ RNA erfolgte in einem 1,2 %-igen Agarosegel un-
ter denaturierenden Bedingungen.

PDH E1α PDH E2 PDH E3

a b c a b c a b c

Abb. 4-17: Northern-Hybridisierung von Poly(A)+ RNA aus Euglena gracilis, die mit pEg-PDHE1α_14,
pEgPDHE2_3 bzw. pEgPDHE3_13 hybridisiert wurden. Für die Poly(A)+ RNA Isolation wurden Zellen
unter folgenden Anzuchtbedingungen kultiviert: a: Luft mit 2 % CO2, im Licht; b: 2 % CO2 in N2, im
Licht; c: 2 % CO2 in N2, im Dunkeln. Pro Spur wurden 5 µg Poly(A)+ RNA aufgetragen.

Nach Transfer der RNA auf eine Hybond-N Nylonmembran wurde die Hybridisierung
ü. N. bei 68°C mit pEgPDHE1α_14, pEgPDHE2_3 bzw. pEgPDHE3_13 als Sonde
durchgeführt. Der Blot wurde fünf Tage bei -80°C exponiert. Auf den Autoradiogram-
men für die einzelnen Untereinheiten der PDH war jeweils nur eine einzelne Bande zu
beobachten (s. Abb. 4-17). Diese weist im Fall der PDH E1α auf eine Transkriptgröße
von ~1,6 kb, im Fall der PDH E2 und E3 auf ~1,8 kb hin. Die Northern-Hybridisierung
zeigt ferner, dass die drei untersuchten PDH-Untereinheiten koordiniert exprimiert wer-
den. Die mRNA-Expression aller drei PDH-Untereinheiten waren in hell angezogenen
Zellen unter 2 % CO2 in N2 etwa zweimal höher als in Zellen, die dunkel unter 2 % CO2

in Luft kultiviert wurden. Zellen, die hell unter 2 % CO2 in Luft wuchsen, zeigten die
stärkste Reduzierung der Expression für die PDH-Untereinheiten auf.
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4.3 Isolierung, Sequenzierung und molekulare Charakterisierung der
Ribonukleotid Reduktase aus einer cDNA-Bank von aerob angezogenen
Euglena Kulturen

4.3.1 Isolierung der cDNA für die RNR aus einer cDNA-Bank von Euglena
gracilis

Durch Vergleiche der Euglena EST-Sequenzen mit bekannten Sequenzen in GenBank
mittels BLAST konnten sieben Klone identifiziert werden, die einen Treffer mit der
Ribonukleotid Reduktase Klasse II aus Prokaryoten und Bakteriophagen zeigten. Vor-
liegende Plasmide für diese EST-Klone wurden zunächst durch EcoRI-Spaltung auf ihre
Insertionsgröße überprüft und von beiden Seiten terminal ansequenziert. Die Größe der
EcoRI-Insertionen lag zwischen ~1700 bp und ~2500 bp, die Klone unterschieden sich
in ihrer Länge sowohl im 5'- als auch im 3'-Bereich. Als einziger Klon wies pEgRNR3
eine acht bp spliced leader Sequenz auf und repräsentierte damit ein vollständiges Tran-
skript.

4.3.2 Sequenzierung und molekulare Charakterisierung der cDNA für die
Euglena Ribonukleotid Reduktase

Der Klon pEgRNR3 wurde mittels Exonuklease III-Deletionen auf beiden Strängen
sequenziert. Dazu wurden Deletionsmutanten von beiden Enden der Insertion generiert.
Für die Erstellung von Vorwärts-Deletionsmutanten wurde das Restriktionsenzym XbaI
für den ersten Schnitt und PstX für den zweiten Schnitt verwendet. Entsprechend wur-
den Rückwärts-Deletionsmutanten durch einen ersten Schnitt mit SalI und einem zwei-
ten Schnitt mit HindIII erzeugt. Die Methoden zur Gewinnung der Deletionsmutanten
sind unter Abschnitt 3.13.14 beschrieben. Diese Deletionsmutanten wurden nachfolgend
in E. coli XL1Blue MRF' transformiert. Nach Isolierung der Plasmide wurden diese
durch Restriktionsspaltung mit EcoRI und XhoI bzw. EcoRI und KpnI auf die Größe
ihrer Insertionen überprüft. Für die nachfolgende nicht-radioaktive Sequenzierung wur-
den von jedem Ende der Insertion acht Klone abnehmender Größe ausgewählt. Durch
Sequenzierung der überlappenden Deletionsplasmide wurde der Klon pEgRNR3 kom-
plett doppelsträngig sequenziert. Die Nukleotidsequenz und die daraus abgeleitete Ami-
nosäuresequenz können Abb. 4-18 entnommen werden. Der Klon pEgRNR3 besitzt
eine Größe von 2458 bp und kodiert ein offenes Leseraster für 729 AS. Das berechnete
Molekulargewicht des Proteins beträgt 80190 Da. Die 5'-und 3'-untranslatierten Berei-
che sind 19 bzw. 249 bp lang.
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ttttttcgtccacagtccaATGGCTGAAAAGGAGAACGTCCACCCCCAAGTCATCAGTTC 60
M  A  E  K  E  N  V  H  P  Q  V  I  S  S

CTTCCCGACTCCGTCGAAGGCTTTGAAATTGTCCGAAAAGTCTTCGTTGAAGGACGTTCA 120
 F  P  T  P  S  K  A  L  K  L  S  E  K  S  S  L  K  D  V  Q
GACAGACAACGCAGCCGTTCCACTGGTGGTGGACGAGACCTCTTATCCCGAACCGACCTG 180
 T  D  N  A  A  V  P  L  V  V  D  E  T  S  Y  P  E  P  T  C
TGAGTTTTATGGCGGCCTTCTTGGCCCACAGCTGCCAGAAGCTGAACGGTTTGTTCTGGA 240
 E  F  Y  G  G  L  L  G  P  Q  L  P  E  A  E  R  F  V  L  D
TCCAGCTCTTGTTGAGGAGTACAGGCACAAAAAGCCTCCATTCGGGTTCAATGGTCTCGG 300
 P  A  L  V  E  E  Y  R  H  K  K  P  P  F  G  F  N  G  L  G
AGAAGTTGTGTACCTCCGCACATATGCCCGAGAGAAGGACAATGGGCAGAGCGAAGTTTG 360
 E  V  V  Y  L  R  T  Y  A  R  E  K  D  N  G  Q  S  E  V  W
GCTTGACACTGTGCAGCGAGTTGTGACAGGCACGTTCGAAGTCCTGCAACACCATGTTGT 420
 L  D  T  V  Q  R  V  V  T  G  T  F  E  V  L  Q  H  H  V  V
GAACAAGCTCCATTGCCATTGGGATGCCCAGAAGGCAAAAGAAAGATCTGAAGATATGTT 480   
 N  K  L  H  C  H  W  D  A  Q  K  A  K  E  R  S  E  D  M  F
CCGCAGAATTTTTGAAATGAAATTCCTGCCTCCAGGTCGAGGACTCTGGGCAATGGGTTC 540
 R  R  I  F  E  M  K  F  L  P  P  G  R  G  L  W  A  M  G  S
ACCCATCTGCCGAAAGAAGGGCTTTGCGGCTGCTCTGAACAATTGTGCCTTCGTCTCCAC 600
 P  I  C  R  K  K  G  F  A  A  A  L  N  N  C  A  F  V  S  T
GGCAACCCTTGAAAAAGACAGGGTTGGCCCCTTCTTGTTCCTCATGGACGCCTCCATGCT 660
 A  T  L  E  K  D  R  V  G  P  F  L  F  L  M  D  A  S  M  L
GGGTGTCGGAGTTGGCTTTGACAACGCTGGTGCTGGTTCATTCACTGTTCCTGGCCCTGA 720
 G  V  G  V  G  F  D  N  A  G  A  G  S  F  T  V  P  G  P  D
TGACACCCAGCCAACCTACAAGTTTATGATTCCTGACAAGCGAGAAGGATGGGTGGAGTC 780
 D  T  Q  P  T  Y  K  F  M  I  P  D  K  R  E  G  W  V  E  S
TCTCAAACGCCTCCTGAAAGCACATTTCTGCCACACAGCGGATGTGGAGTTTGACTACTC 840
 L  K  R  L  L  K  A  H  F  C  H  T  A  D  V  E  F  D  Y  S
AAAAATTCGTGAGATGGGAACAAAGCTGAAGACCTTCGGAGGGACTTCTTCTGGACCTGG 900
 K  I  R  E  M  G  T  K  L  K  T  F  G  G  T  S  S  G  P  G
TCCTCTGATCAACCTGCACAAAAGCATTCGCAAAATTCTTGTTGGAGAGAAGGGGAAGCC 960
 P  L  I  N  L  H  K  S  I  R  K  I  L  V  G  E  K  G  K  P
AATCAGTGTGACGTGCATCACAGACATCATGAACCTGATTGGTGTTTGCACAGTTGCAGG 1020
 I  S  V  T  C  I  T  D  I  M  N  L  I  G  V  C  T  V  A  G
AAACATCAGACGGTCAGCGGAAATTGCATTTGGAGAAGCAGATTGCAAGGAATTCTTGGA 1080
 N  I  R  R  S  A  E  I  A  F  G  E  A  D  C  K  E  F  L  D
TTTGAAGAGCTACGAGACGAACCCACACCGCGTGGAGTACGGCTGGGCTTCGAACAACTC 1140
 L  K  S  Y  E  T  N  P  H  R  V  E  Y  G  W  A  S  N  N  S
CATCTTTGCGAAGGTCGGCATGGACTATTCAGATGCCTGTGAACGGGTTCGCACCAATGG 1200
 I  F  A  K  V  G  M  D  Y  S  D  A  C  E  R  V  R  T  N  G
CGAACCTGGGTTTGCTTGGCTGAGCAACATGCAGGCTTTCTCGCGAATGAACGGCAAGCC 1260
 E  P  G  F  A  W  L  S  N  M  Q  A  F  S  R  M  N  G  K  P
AGATTATCGCGACCAACGTGTGCTTGGCGGCAACCCCTGCCTCGAACAAAGTCTGGAATC 1320
 D  Y  R  D  Q  R  V  L  G  G  N  P  C  L  E  Q  S  L  E  S
CATGGAGTTGTGTTGCTTGGTGGAGACCTTCCCTGACAAGCACGAGACTTTGGAGGACTT 1380
 M  E  L  C  C  L  V  E  T  F  P  D  K  H  E  T  L  E  D  F
CAAACGCACACTGTACTCTGCGTTGCTCTATGCAAAAACTGTGACACTCTTGCCTTTGCA 1440
 K  R  T  L  Y  S  A  L  L  Y  A  K  T  V  T  L  L  P  L  H
CTGGCGGGAGTCAAACGAGATCATGTTGCGCAATCGCCGAATTGGCTGCTCTGTGTCGGG 1500
 W  R  E  S  N  E  I  M  L  R  N  R  R  I  G  C  S  V  S  G
AATTGCCCAGTTCATCACCAACCGTGGCCTCCACGAGTTGAAGACCTGGCTCGAGGAGGG 1560
 I  A  Q  F  I  T  N  R  G  L  H  E  L  K  T  W  L  E  E  G
TTACGACATTCTTCACCAATACGACTGCCAGATCTCTGAATGGCTGTGCATTCGGCAGAG 1620
 Y  D  I  L  H  Q  Y  D  C  Q  I  S  E  W  L  C  I  R  Q  S
CATCAAGCTGACCTCTGTCAAGCCGTCGGGCACCATTTCACTGGTGGCTGGGGCAACCCC 1680
 I  K  L  T  S  V  K  P  S  G  T  I  S  L  V  A  G  A  T  P
CGGCGTCCATTATCCCGAATCGTGCTATTACACCCGTCGCCTGCGGATGGCTCGTGACTC 1740
 G  V  H  Y  P  E  S  C  Y  Y  T  R  R  L  R  M  A  R  D  S
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GCCACTTCTGGAGCGCCTCATCAAGGCGGGCTACCACGTCGAACCGTGCTGCGTGGCCCC 1800
 P  L  L  E  R  L  I  K  A  G  Y  H  V  E  P  C  C  V  A  P
GGACGTCACTGCCATCGTGGAGTTCCCGGTTGCGGCGGGCAACAGCATTCGCACCACCCG 1860
 D  V  T  A  I  V  E  F  P  V  A  A  G  N  S  I  R  T  T  R
CGACATCACCATGTGGGAGCAGCTCTCTCTGGCGGCGTTCATGCAGAGATACTGGGCAGA 1920
 D  I  T  M  W  E  Q  L  S  L  A  A  F  M  Q  R  Y  W  A  D
CAACCAGGTCTCAGCAACGATCACTTTCGACCCCGAGACTGAGGGACTTCACCTCAACCA 1980
 N  Q  V  S  A  T  I  T  F  D  P  E  T  E  G  L  H  L  N  Q
AGCACTTCAGTATTTCCAGTACCAACTGAAGGGCATCTCTTTCCTCCCACGTTACCCGAT 2040
 A  L  Q  Y  F  Q  Y  Q  L  K  G  I  S  F  L  P  R  Y  P  M
GGGTGCATTCAAGCAGATGCCATATGAAGCCATCACCAAGGAACAGTATGAGGAGGCCAT 2100
 G  A  F  K  Q  M  P  Y  E  A  I  T  K  E  Q  Y  E  E  A  I
TCGCAAAGTGAAGGAGGACGTTTCATTGTCCTCTGCGAATGCGATCGCTGAAACGGTGGA 2160
 R  K  V  K  E  D  V  S  L  S  S  A  N  A  I  A  E  T  V  E
GGAGAACCAGCAGACGTTCTGTGACAATGATCGCTGCATTAAGCTCTGAtgatggggcca 2220
 E  N  Q  Q  T  F  C  D  N  D  R  C  I  K  L  *
tctaccacaagtctagtggtgccatttatctcgtccgttcgctttagttttatttcatcc 2280

tctttttgccttttacttcattatgcttgagtgctgtttgtgttccgttaacacacacgg 2340

catttcggttgctcatctgttggcgtgtctcttggcgcgccactgattgctgtttgagtt 2400

gtggtgtcctctgtgcaccagatgacagctcgctttgatcactgtctgcagagttgca 2458

Abb. 4-18: (Seite 78 bis 79) Sequenz der Ribonukleotid Reduktase aus Euglena gracilis. 5'-und 3'- nicht-
kodierende Nukleotide sind in Kleinbuchstaben dargestellt. Unterhalb der Nukleotidsequenz ist die abge-
leitete Aminosäuresequenz aufgeführt. Die spliced leader Sequenz ist kursiv gedruckt.

Alle internen Peptide sind identisch mit denen der translatierten pEgRNR3. Die
Übereinstimmung dieser Peptide mit der abgeleiteten Proteinsequenz von pEgRNR3
bestätigt damit die funktionelle Identität des Klones. Bei Vergleich der abgeleiteten
Aminosäuresequenz der pEgRNR3 mit anderen Ribonukleotid Reduktase Sequenzen ist
die Sequenzähnlichkeit zur RNR aus Lactobacillus leishmanii mit 32 % am höchsten.
Die Euglena Ribonukleotid Reduktase zeigt ferner 29 % Sequenzähnlichkeit zur RNR
aus Mycobacteriophage und etwa 25 % zu cyanobakteriellen Homologen aus
Synechocystis, Nostoc und Thermosynechococcus. Ein Aminosäuresequenz-Alignment
der translatierten Euglena pEgRNR3 zu der RNR aus Lactobacillus zeigt, dass die fünf
Cysteinreste, die im Lactobacillus Enzym an der Katalyse beteiligt sind (Booker et al.
1994), in der abgeleiteten Aminosäuresequenz der pEgRNR3 konserviert vorliegen (vgl.
Abb. 4-19).
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      51 EPTCEFYGGLLGPQLPEAERFVLDPALVEEYRHK.KPPFGFNGLGEVVYL 99 Euglena
                          .|   |    ::  :   || .|   || | |
       1 ................MSEEISLSAEFIDRVKASVKPHWG..KLGWVTYK 32 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     100 RTYAR.EKDNGQSEVWLDTVQRVVTGTFEVLQHHVVNKLHCHWDAQKAKE 148 Euglena
         |||||   : |.|| | :||.||| |    |   . .        |   |
      33 RTYARWLPEKGRSENWDETVKRVVEGNIN.LDPRLQDSPSLEL.KQSLTE 80 Lactobacillus
                .         .         .         .  ▼       .
     149 RSEDMFRRIFEMKFLPPGRGLWAMGSPICRKKGFAAALNNCAFVS..... 193 Euglena
          .| ::: |: :   | || ||  |.   |: |   .|||| ||.
      81 EAERLYKLIYGLGATPSGRNLWISGTDYQRRTG..DSLNNCWFVAIRPQK 128 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     194 ..........TATLEKDRVGPFLFLMDASMLGVGVGFDNAGAGSFTVPG. 232 Euglena
                       ||    ||  | |  | | ||||  | .    :|
     129 YGDSKIVPSYLGKQEKAVSMPFSCLFDELMKGGGVGFSVARSNISQIPRV 178 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     233 .........PDDTQPTYK.....................FMIPDKREGWV 252 Euglena
                   |:|  .|                      : :|| |||||
     179 DFAIDLQLVVDETSESYDASVKVGAVGKNELVQDADSIYYRLPDTREGWV 228 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     253 ESLKRLLKAHFCHT.....ADVEFDYSKIREMGTKLKTFGGTSSGPGPLI 297 Euglena
          .   |:  ||  |       .  | | ||  | .:  ||||.||| |||
     229 LANALLIDLHFAQTNPDRKQKLILDLSDIRPYGAEIHGFGGTASGPMPLI 278 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     298 NLHKSIRKILVGEKGKPISVTCITDIMNLIGVCTVAGNIRRSAEIAFGEA 347 Euglena
         .:   : .:|  . |  :.     || ||||   ||||:|||||:| |
     279 SMLLDVNEVLNNKAGGRLTAVDAADICNLIGKAVVAGNVRRSAELALGSN 328 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     348 DCKEFLDLKSYETNPHRVEYGWASNNSIFAKVGMD.YSDACERVRTNGEP 396 Euglena
         | .:|: :|  :     . : ||||||:        |      :| ||||
     329 DDQDFISMK..QDQEKLMHHRWASNNSVAVDSAFSGYQPIAAGIRENGEP 376 Lactobacillus
                  .         .         . ▼        . ▼        .
     397 GFAWLSNMQAFSR.MNGKPDYRDQRVLGGNPCLEQSLESMELCCLVETFP 445 Euglena
         |   |   . : | ..|     |  | | ||| | || . | | | | ||
     377 GIVNLDLSKNYGRIVDGYQAGIDGDVEGTNPCGEISLANGEPCNLFEVFP 426 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     446 .DKHETLEDFKRTLYSALLYAKTVTLLPLHWRESNEIMLRNRRIGCSVSG 494 Euglena
             |   | .     |  ||| ||  |  |  | ||. :||||| |.||
     427 LIAEEQGWDLQEVFALAARYAKRVTFSPYDWEISREIIQKNRRIGISMSG 476 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     495 IAQFITNR.......GL........HE.LKT.........WLEEGYDILH 519 Euglena
         |  .:  |       |         || :|           .:: |  .
     477 IQDWLLTRLGNRVVTGFKDDFDPETHEAIKVPVYDKRAIKMVDQLYKAVV 526 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     520 QYDCQISEWLCIRQSIKLTSVKPSGTISLVAGATPGVHYPESCYYTRRLR 569 Euglena
         . |   |. |   :||| |.||||||:. .|||. |.|:    |  .|:|
     527 KADQDYSKTLGCNESIKHTTVKPSGTVAKLAGASEGMHFHYGAYLIQRIR 576 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     570 MARDSPLLERLIKAGYHVEPCCVAPDVTAIVEFP...VAAGN.SIRTTRD 615 Euglena
              |||  |   ||  |   :  : |  ||||   | | | .  .
     577 FQDSDPLLPALKACGYRTE.ADIYTENTTCVEFPIKAVGADNPNFASAGT 625 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     616 ITMWEQLSLAAFMQRYWADNQVSATITFDPETEGLHLNQALQYFQYQLKG 665 Euglena
         :.. || .  ||:| ||.|| || ||||  :.||  .   |. :.:  |
     626 VSIAEQFATQAFLQTYWSDNAVSCTITFQ.DSEGDQVESLLRQYRFITKS 674 Lactobacillus
                  .         .         .         .         .
     666 ISFLPRYPMGAFKQMPYEAITKEQYEEAIRKVKEDVS..LSSANAIAETV 713 Euglena
          | || |  |. .| | | | || ||.  ..:  .|    |  |.  . .
     675 TSLLP.YFGGSLQQAPKEPIDKETYEKRSQEITGNVEEVFSQLNSDVKDL 723 Lactobacillus
                ▼  .  ▼
     714 EENQQTFCDNDRC.IKL 729 Euglena
         |   || |:   | ||
     724 ELVDQTDCEGGACPIK. 739 Lactobacillus

Abb. 4-19: Aminosäuresequenz-Alignment der Euglena pEgRNR3-Translation mit der Ribonukleotid
Reduktase aus Lactobacillus leichmannii (L20047). Die fünf Cystein-Reste, welche den Cystein-Resten
im aktiven Zentrum der Lactobacillus RNR (Booker et al. 1994) entsprechen, sind durch ein schwarzes
Dreieck gekennzeichnet. Das Alignment wurde mit Hilfe des GAP Programms (GCG) erstellt.
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4.4 Identifizierung weiterer Protein-kodierender Gene, die differentiell
unter anaeroben Bedingungen exprimiert werden

4.4.1 Erstellung von subtrahierten cDNA-Banken mit Hilfe des "Clontech PCR-
SelectTM cDNA Subtraction Kits"

In einer subtrahierten cDNA-Bank sind die cDNA-Fragmente angereichert, die mit
mRNAs korrespondieren, welche in höherer Konzentration in dem "Tester" als in dem
"Driver" cDNA-Gemisch vorliegen. Mit der Poly(A)+ RNA aus aerob (2% CO2 in Luft)
im Licht und anaerob (2% CO2 in N2) im Dunkeln angezogenen Euglena-Zellen wurden
nach cDNA-Synthese zwei Subtraktionen durchgeführt. In der Vorwärts-Subtraktion
diente die anaerobe cDNA als Tester, die aerobe cDNA als Driver. Mit Hilfe dieser
Subtraktion sollte eine Anreicherung anaerob exprimierter Gene bei Euglena erzielt
werden. Parallel dazu wurde eine Rückwärts-Subtraktion durchgeführt, in der Driver
und Tester vertauscht wurden. Das experimentelle Vorgehen für die Herstellung der
subtrahierten cDNA-Banken ist unter Abschnitt 3.13.16 ausführlich beschrieben.

4.4.1.1 Spaltung der cDNA in kleinere Fragmente und Ligation der Adaptoren

Die Spaltung der aeroben und anaeroben cDNA mit dem Restriktionsenzym RsaI er-
zeugte kleinere, für die Subtraktion vorteilhafte cDNA-Fragmente. Die Adapterligation
an cDNA generierte die Testerpopulation, entsprechend repräsentierte nicht-ligierte
cDNA die Driverpopulation. Zur Kontrolle der RsaI-Spaltung wurden Aliquots der ge-
reinigten cDNA-Populationen vor und nach der RsaI-Inkubation über ein 1,5 %-iges
Agarosegel aufgetrennt. Nach der Spaltung lag der Molekulargewichtsbereich der ge-
spaltenen DNA zwischen 0,2 und 1 kb. Damit war die RsaI-gespaltene cDNA deutlich
kleiner als ungespaltene cDNA (Daten nicht gezeigt), so dass von einer erfolgreichen
Reaktion ausgegangen werden konnte. Nach Reinigung der cDNA-Spaltprodukte wurde
eine Hälfte der Tester-cDNA mit Adapter 1, die andere Hälfte der Tester-cDNA mit
Adapter 2R ligiert (vgl. Abschnitt 3.13.16.2).

4.4.1.2 Subtraktive Hybridisierung und suppression PCR

In der ersten Hybridisierungsrunde wurden die zwei Tester-cDNA-Populationen ge-
trennt mit den zugehörigen Driver-cDNAs denaturiert und hybridisiert. Für die zweite
Hybridisierungsrunde wurden die beiden Ansätze aus der ersten Hybridisierung mitein-
ander vermischt und gleichzeitig mit frisch denaturiertem Driver versetzt (vgl. Ab-
schnitt 3.13.16.3). Aliquots der resultierenden Subtraktionen wurden zur Bildung der
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anaerob und aerob subtrahierten cDNA-Banken amplifiziert. Die nicht subtrahierten
anaeroben und aeroben Kontroll-Banken wurden von den entsprechenden Ligationsan-
sätzen ausgehend exponentiell vermehrt (vgl. Abschnitt 3.13.16.4). In Abb. 4-20 ist das
Ergebnis der ersten und zweiten PCR für die Anreicherung aerob bzw. anaerob expri-
mierter cDNA-Fragmente gezeigt.

1 2 3 4

1650 -

1000 -
850 -

650 -
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400 -
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M

Abb. 4-20 Negativ-Darstellung der PCR-Amplifikate der vorwärts- und rückwärts subtrahierten experi-
mentellen cDNAs und der unsubtrahierten Kontrollen nach dem 2. PCR-Zyklus. M: Marker. Spur 1:
2. PCR der vorwärts subtrahierten experimentellen cDNA. Spur 2. 2. PCR der unsubtrahierten Kontrolle
für die Vorwärts-Subtraktion. Spur 3: 2. PCR der rückwärts subtrahierten experimentellen cDNA. Spur 4:
2. PCR der unsubtrahierten Kontrolle für die Rückwärts-Subtraktion.

In beiden Fällen konnten im subtrahierten Ansatz cDNA-Fragmente amplifiziert werden
(s. Abb. 4-20, Spur 1 und 3). Im Vergleich der vorwärts subtrahierten Bank zu ihrer
nicht subtrahierten Kontrolle zeigten die subtrahierte Proben keine klaren Banden auf
und ihre Produkte waren kleiner (s. Abb. 4-20, Spur 1 und 2). Bei Vergleich der rück-
wärts subtrahierten Bank mit ihrer nicht subtrahierten Kontrolle waren deutliche Unter-
schiede im Bandenmuster erkennbar, insbesondere im Bereich zwischen 350 bp und
500 bp (s. Abb. 4-20, Spur 3 und 4). Wie erwartet, zeigte sich sich auch eine Verschie-
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bung der Fragmentgröße bei Vergleich der Amplifikate der ersten PCR mit denen der
zweiten PCR (Daten nicht gezeigt). Der Größenunterschied zwischen erster und zweiter
PCR erklärt sich durch die Position der verwendeten Primer in den Adaptoren (vgl.
Abb. 3-1). Banden, die differentiell exprimierte cDNAs repräsentieren, werden in der
zweiten PCR kleiner.

4.4.1.3 Southern-Hybridisierung zur Ermittlung der Subtraktionseffizienz

Southern Blot Analysen der subtrahierten und unsubtrahierten sekundären PCR-
Produkte können durch Hybridisierung dieser Proben gegen verschiedene Gene Auf-
schluss über die Subtraktionseffizienz geben. Die Häufigkeit sogenannter "housekee-
ping" Gene, d. h. Gene, die konstitutiv exprimiert werden, sollte nach der Subtraktion
abnehmen. Erwartungsgemäß sind diese Gene nach der Subtraktion unterrepräsentiert.
Entsprechend sollte die Häufigkeit der cDNAs zunehmen, von denen bekannt ist, dass
sie unter den entsprechenden Kulturbedingungen hochreguliert werden. Um zu untersu-
chen, ob in beiden subtrahierten PCR-Ansätzen im Vergleich zu den nicht subtrahierten
Kontrollen Gene angereichert wurden, die anaerob stärker exprimiert werden, wurde
zunächst die PNO als homologe Sonde gewählt. Die PNO ist bei Anzucht der Euglena-
Zellen unter Anaerobiose im Dunkeln deutlich stärker exprimiert als unter Aerobiose
(Rotte et al. 2001, s. auch Abb. 4-6). Zusätzlich wurde die konstitutiv exprimierte cyto-
solische Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GapC) aus Euglena gracilis als
homologe Sonde eingesetzt. Die Ergebnisse der Hybridisierung mit der PNO sind in
Abb. 4-21 (A) gezeigt. In den PCR-Proben beider unsubtrahierter Kontrollen für die
Vorwärts- und Rückwärts-Subtraktion (s. Abb. 4-21 A, Spur 1 und 2) lässt sich das
cDNA-Fragment für die PNO nachweisen, die Häufigkeit dieses Fragmentes ist jedoch
in der unsubtrahierten Kontrolle für die Rückwärts-Subtraktion geringer (vgl. Abb.
4-21 A, Spur 2). Wie erwartet, ist die Häufigkeit des cDNA-Fragmentes für die PNO
nach der Vorwärts-Subtraktion (s. Abb. 4-21 A, Spur 3) deutlich höher, während es sich
in den rückwärts-subtrahierten Proben nicht mehr nachweisen lässt (vgl. Abb. 4-21 A,
Spur 4). In Abb. 4-21 B ist die Hybridisierung der homologen GapC-Sonde gegen die
sekundären PCR-Produkte gezeigt. In den PCR-Proben beider unsubtrahierter Kontrol-
len für die Vorwärts- und Rückwärts-Subtraktion lässt sich das GapC-Gen nachweisen
(s. Abb. 4-21 B, Spur 1 und 3), die Häufigkeit dieses cDNA-Fragmentes ist jedoch in
der unsubtrahierten Kontrolle für die Vorwärts-Subtraktion deutlich geringer (vgl. Abb.
4-21 B, Spur 1). Wie erwartet, ist die Häufigkeit des GapC-Fragmentes nach der Vor-
wärts-Subtraktion deutlich geringer (s. Abb. 4-21 B, Spur 2), nach der Rückwärts-
Subtraktion deutlich höher (s. Abb. 4-21 B, Spur 4). In den Tester cDNA-Populationen
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waren demnach die subtraktiven Hybridisierungen und die supression subtraktive PCR
erfolgreich
verlaufen, d. h. cDNA-Fragmente, die mit differentiell exprimierten Transkripten korre-
spondierten, wurden angereichert. Die effizient subtrahierten cDNA-Populationen wur-
den im Folgenden verwendet, um differentiell exprimierte Transkripte zu isolieren.

kb 1 2 3 4
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200 -

kb 1 2 3 4
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- 450
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Abb. 4-21: (A) Hybridisierung der homologen PNO-Sonde gegen die sekundären PCR-Produkte der
vorwärts- und rückwärts subtrahierten Banken sowie der Kontrollen nicht-subtrahierter Banken. Spur 1:
unsubtrahierte Kontrolle für die Vorwärts-Subtraktion. Spur 2: unsubtrahierte Kontrolle für die Rück-
wärts-Subtraktion. Spur 3: vorwärts subtrahierte experimentelle cDNA. Spur 4: rückwärts subtrahierte
experimentelle cDNA. (B) Hybridisierung der homologen GapC-Sonde gegen die sekundären PCR-
Produkte der vorwärts- und rückwärts subtrahierten Banken sowie der Kontrollen nicht-subtrahierter
Banken. Spur 1: unsubtrahierte Kontrolle für die Vorwärts-Subtraktion. Spur 2: vorwärts subtrahierte
experimentelle cDNA. Spur 3: unsubtrahierten Kontrolle für die Rückwärts-Subtraktion. Spur 4: rück-
wärts subtrahierte experimentelle cDNA.

4.4.2 Differentielle Hybridisierung mit den subtrahierten cDNA-Sonden

Wie jede subtrahierte cDNA-Bank enthalten auch die hier hergestellten vorwärts und
rückwärts subtrahierten cDNA-Sonden cDNA-Fragmente, die nicht mit differentiell
exprimierten Transkripten korrespondieren und den sogenannten Hintergrund bilden.
Mit Hilfe der differentiellen Hybridisierung wird versucht, tatsächlich differentiell ex-
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primierte Transkripte zu isolieren. Ein Ansatz zur differentiellen Hybridisierung einer
cDNA-Bank verwendet sowohl die vorwärts als auch die rückwärts subtrahierten
cDNA-Populationen als Sonden und vergleicht die mit den unterschiedlichen Sonden
erhaltenen Hybridisierungssignale. Klone, die entweder mit den vorwärts oder aber mit
den rückwärts subtrahierten Sonden ein stärkeres Signal zeigten, wurden als Kandidaten
bezeichnet. Differentielle, unter anaeroben Bedingungen exprimierte Kandidaten hybri-
disieren mit der vorwärts subtrahierten Sonde (Sonde AA-) stärker als mit der rückwärts
subtrahierten Sonde (Sonde A-), unter aeroben Bedingungen differentiell exprimierte
Kandidaten hybridisieren stärker mit der rückwärts subtrahierten Sonde.

4.4.2.1 Auswahl von Kandidaten durch differentielle Hybridisierung mit den subtra-
hierten cDNA-Sonden

Die Auswahl der Kandidaten durch differentielle Hybridisierung erfolgte wie in Abb.
4-22 gezeigt.

Kandidaten

Dot Blot Analyse

differentielle Hybridisierung

Auswertung

In-vivo Exzision

differentielle Hybridisierung

Auswertung

cDNA-Bank aus anaeroben Kulturen

Filtersatz 1 Filtersatz 2

Dot Blot  1 Dot Blot 2

"Vorwärts"-Sonde
= AA-

"Rückwärts"-Sonde
= A-

einzelsträngige  cDNA-Sonde
anaerob

KandidatenPositiv_anaerob

KandidatenPositiv_aerob

KandidatenPlasmid

einzelsträngige  cDNA-Sonde
aerob
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Abb. 4-22: Schematische Darstellung der Auswahl von Kandidaten bei der subtraktiven Hybridisierung.
Identische Replikafiltersätze einer anaeroben cDNA-Bank wurden mit der subtrahierten cDNA-Sonde
AA- bzw. der subtrahierten cDNA-Sonde A- hybridisiert. Differentiell exprimierte Kandidaten wurden
gepickt und in vivo exzisiert. Die so erhaltenen Plasmide (KandidatenPlasmid) wurden einer Dot Blot Ana-
lyse unterzogen. Replika-Dot Blots wurden mit aerober und bzw. anaerober einzelsträngiger cDNA-
Sonde erneut hybridisiert, um tatsächlich differentiell exprimierte Kandidaten zu identifizieren (Kandi-
datenPositiv).

Die entsprechenden Plaques, die in der ersten Hybridisierung ein positives Signal auf-
wiesen, wurden vereinzelt, verdünnt und erneut ausplattiert (s. Abschnitt 3.13.10). Nach
Herstellung von Filtern wurde mit den gleichen Sonden erneut wie zuvor hybridisiert.
Nach der 2. Hybridisierung stärker hybridisierende Plaques wurden nachfolgend in vivo
exzisiert (KandidatenPlasmid). Diese KandidatenPlasmid wurden einer Dot Blot Analyse
unterzogen. Dazu wurden identische Dot Blots mit aerober einzelsträngiger cDNA bzw.
anaerober einzelsträngiger cDNA hybridisiert. Über Dot Blot Hybridisierung (vgl. Ab-
schnitt 3.13.19) erfolgreich verifizierte Kandidaten wurden als tatsächlich differentiell
exprimierte Transkripte gewertet (KandidatenPositiv).

4.4.2.2 Ergebnisse der Hybridisierung einer cDNA-Bank aus anaerob angezogenen
Kulturen mit den subtrahierten cDNA-Sonden

In der ersten Hybridisierung konnten 35 positive Signale (Kandidaten) für aerob ange-
reicherte cDNAs mit Sonde A- und 46 positive Signale (Kandidaten) für anaerob ange-
reicherte cDNAs mit Sonde AA- erhalten werden. Nach der 2. Hybridisierung ließen
sich 24 aerob stärker exprimierte Kandidaten mit Sonde A- und 31 anaerob stärker an-
gereicherte Kandidaten mit Sonde AA- identifizieren. Diese Kandidaten wurden anse-
quenziert und mit Hilfe von Datenbank-Vergleichen soweit möglich bekannten Sequen-
zen zugeordnet. Von den mit der vorwärts subtrahierten Sonde identifizierten 31 Kandi-
daten konnten 16 erfolgreich in vivo exzisiert und sequenziert werden. Sechs dieser
16 Kandiaten konnten bereits bekannten Sequenzen zugeordnet werden (s. Tab. 4-2 ).

Tab. 4-2: Annotierung der KandidatenPlasmid, die durch Hybridisierung mit der vorwärts subtrahierten
Sonde AA- identifiziert wurden.

Funktion Anzahl der
cDNA-Fragmente

Inosin-Monophosphat Dehydrogenase 1

Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase 1
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Ribosomales Protein 3

Transketolase 1

Fünf weitere Kandidaten enthielten Sequenzen mit sogenannten Dinukleotid-
Sequenzwiederholungen (dinucleotide repeats). Für weitere fünf cDNA-Fragmente
konnte unter den öffentlich zugänglichen Sequenzen in Datenbanken keine Homologie
gefunden werden. Von den unter Einsatz der rückwärts subtrahierten Sonde identifi-
zierten 24 Kandidaten konnten 18 erfolgreich in vivo exzisiert und ansequenziert wer-
den. Von diesen 18 Klonen konnten 16 bekannten Sequenzen zugeordnet werden.

Tab. 4-3: Annotierung der KandidatenPlasmid, die durch Hybridisierung mit der rückwärts subtrahierten
Sonde A- identifiziert wurden.

Funktion Anzahl der
cDNA-Fragmente

Carbon Anhydrase 3

Ankyrin-repeat containing Protein 2

Asparaginyl-tRNA Synthase 2

Ribosomales Protein 2

Calmodulin 1

ADP/ATP Carrier Protein 1

ABC-Transporter 1

Polyubiquitin 1

O2-freisetzendes enhancer Protein (PsbP) 1

Kälteschockprotein 1

Phytochrom 1

Drei Klone korrespondierten mit Carbon Anhydrase, sie besaßen den größten Anteil an
der Redundanz in dieser cDNA-Bank (s. Tab. 4-3). Zwei weitere Sequenzen konnten
dem Ankyrin-repeat containing Protein zugeordnet werden. Asparaginyl-tRNA Syn-
thase wurde ebenfalls durch mehrere Kandidaten repräsentiert. Weitere cDNA-
Sequenzen zeigten Sequenzähnlichkeit zu Calmodulin, zum ADP/ATP Carrier Protein,
zu ribosomalen Proteinen, zum ABC-Transporter, zu Polyubiquinon und zum O2-
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freisetzenden Protein (PsbP) (vgl. Tab. 4-3). Für zwei cDNA-Fragmente konnte unter
den öffentlich zugänglichen Gensequenzen keine Sequenzähnlichkeit detektiert werden.

4.4.2.3 Ergebnisse der Dot Blot Hybridisierung

Die Dot Blot Analyse wurde wie unter Abschnitt 3.13.19 beschrieben durchgeführt. Zur
Überprüfung der Reproduzierbarkeit dieser Methode wurden die Dot Blots in doppelter
Ausführung hergestellt. Als zusätzliche interne Kontrolle wurde auf jedem Dot Blot die
Plasmid-DNA leicht versetzt doppelt aufgetragen. Exemplarisch wurde je ein Kandidat-
Plasmid einer jeden Kategorie gewählt, die mittels BLAST-Suche ermittelt wurden (vgl.
Tab. 4-2 und Tab. 4-3). Die Abb. 4-23 zeigt am Beispiel eines Dot Blots die Hybridisie-
rung mit den Sonden AA- und A-. Der zweite Kontroll-Dot Blot (nicht gezeigt) repli-
zierte exakt die Ergebnisse des ersten Dot Blot Experiments. Zum Auffinden tatsächlich
differentiell exprimierter Kandidaten wurden die Signale digitalisiert und ihre Stärke
unter Subtraktion des Hintergrundsignals quantifiziert (s. Abschnitt 3.13.19.3). Ein
Kandidat wurde dann als positiv gewertet, wenn sein Signal relativ zur Signalstärke mit
der entgegengesetzt subtrahierten Sonde um mindestens den Faktor zwei intensiver war.
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Abb. 4-23: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen durch Dot Blot Hybridisierung mit
(A) anaerober einzelsträngiger cDNA und (B) aerober einzelsträngiger cDNA. A1 bis B5 repräsentieren
KandidatenPositiv_Aerob. B6-C8 repräsentieren KandidatenPositiv_Anaerob. Als KandidatenPositiv-Anaerob eingestufte
Signale sind rot, als KandidatenPositiv-Aerob eingestufte Signale sind schwarz eingekreist. Der zweite Kon-
troll-Dot Blot (nicht gezeigt) reproduzierte exakt die Ergebnisse der ersten Dot Blot Analyse.
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Von den 24 aufgetragenen experimentellen Plasmiden konnten 11 tatsächlich differenti-
ellen KandidatenPositiv zugerechnet werden. Nur ein Klon der KandidatenPositiv-anaerob, die
Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase, war tatsächlich unter anaeroben Bedingungen stärker
exprimiert. Dagegen zeigten zehn der KandidatenPositiv-aerob unter aeroben Bedingungen
eine stärkere Expression. Diese umfassen Proteine der Translation wie ribosomale Pro-
teine und Asparaginyl-tRNA Synthase, Importer wie den
ABC-Transporter oder den ADP/ATP Carrier, Proteine der Photosynthese wie das
O2-freisetzende enhancer Protein (die 23 kDa Untereinheit des O2-freisetzenden Kom-
plexes von Photosystem II) sowie Calmodulin und Ubiquitin.

Tab. 4-4: Über Dot Blot Hybridisierung verifizierte KandidatenPositiv der subtraktiven Hybridisierung, die
differentiell exprimiert werden.

aerob stärker exprimierte Kandidaten

Plasmid-Nr. Blot-
Position

Sequen-
zähnlich-

keit
%

Zugangs-
Nummer BLAST Nukleotid Suchergebnis Organismus

1_Aerob A1 100 P11118 Calmodulin Euglena

4_Aerob A3 31 AF034387 Ankyrin-repeat containing Protein Arabidopsis

5_Aerob A4 31 NP_356511.1 Hypothetical Protein Agrobacterium

6_Aerob A5 49 P31692 ADP/ATP Carrier Chlorella

8_Aerob A6 50 AF370277 40S ribosomales Protein Arabidopsis

9_Aerob A7 52 NP_503105.1 ABC-Transporter Caenorhabditis

10_Aerob A8 42 NP_125939.1 Asparaginyl-tRNA Synthase Pyrococcus

13_Aerob B1 42 NC_001263 Carbon Anhydrase Deinococcus

15_Aerob B2 98 X98063 Polyubiquitin Pinus

20_Aerob B4 42 P93566 O2-freisetzendes enhancer Protein Solanum

anaerob stärker exprimierte Kandidaten

Plasmid-Nr. Blot-
Position

Sequen-
zähnlich-

keit
%

Zugangs-
Nummer BLAST Nukleotid Suchergebnis Organismus

8_Anaerob B8 100 AJ278425 Pyruvat:NADP+Oxidoreduktase Euglena
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4.4.3 Differentielle Hybridisierung mit nicht subtrahierten cDNA-Sonden

Ebenso wie die Methode der subtraktiven Hybridisierung ermöglicht auch die Methode
der differentiellen Hybridisierung mit nicht subtrahierten Sonden den Vergleich von
unterschiedlichen cDNA-Populationen und die Isolierung von Genen, die in einer
cDNA-Population stärker vertreten sind als in der anderen (Kandidaten). Sie unter-
scheidet sich vom subtraktiven Ansatz jedoch in einigen wichtigen Punkten:
i) Transkripte, die beiden cDNA-Populationen gemeinsam sind, werden nicht subtra-
hiert und damit nicht aus der cDNA-Population entfernt, d. h. die Gesamtheit der
cDNA-Population bleibt erhalten, ii) mögliche differentielle Transkripte werden nicht
exponentiell mittels PCR-Amplifikation vermehrt, iii) seltene Transkripte werden nicht
bevorzugt angereichert, iv) cDNAs werden nicht mit Hilfe eines Restriktionsenzyms
fragmentiert.

4.4.3.1 Auswahl der Kandidaten durch differentiellen Hybridisierung einer cDNA-
Bank von anaerob angezogenen Kulturen mit einzelsträngigen cDNA-Sonden

Das experimentelle Vorgehen bei der differentiellen Hybridisierung ist schematisch in
Abb. 4-1 gezeigt.
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Abb. 4-24: Schematische Darstellung der Auswahl von Kandidaten bei der differentiellen, nicht subtrak-
tiven Hybridisierung. Identische Replikafiltersätze einer anaeroben cDNA-Bank wurden mit den aeroben
bzw. anaeroben einzelsträngigen cDNA-Sonden hybridisiert. Differentiell exprimierte Kandidaten wur-
den gepickt und in vivo exzisiert. Die so erhaltenen Plasmide (KandidatenPlasmid) wurden einer Dot Blot
Analyse unterzogen. Replika-Dot Blots wurden mit aerober und bzw. anaerober einzelsträngiger cDNA-
Sonde erneut hybridisiert, um tatsächlich differentiell exprimierte Kandidaten zu identifizieren (Kandi-
datenPositiv).

Für die differentielle Hybridisierung mit nicht subtrahierten Sonden wurde radioaktiv
markierte einzelsträngige cDNA von aerob, im Licht angezogenen Zellen sowie radio-
aktiv markierte einzelsträngige cDNA von anaerob, dunkel kultivierten Zellen (vgl. Ab-
schnitt 1.13.18.1) als Sonden gegen eine Euglena cDNA-Bank aus anaerob angezoge-
nen Kulturen eingesetzt. Entsprechenden Plaques, die der 1. Hybridisierung ein positi-
ves Signal aufwiesen, wurden vereinzelt, verdünnt und erneut ausplattiert (s. Abschnitt
3.13.10). Nach Herstellung von Filtern wurde mit den gleichen Sonden wie zuvor hy-
bridisiert. Nach der 2. Hybridisierung stärker hybridisierende Plaques wurden nachfol-
gend in vivo exzisiert (KandidatenPlasmid). Die KandidatenPlasmid wurden anschließend
einer Dot Blot Analyse unterzogen. Dazu wurden die Dot Blots abermals mit einzel-
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strängiger aerober bzw. einzelsträngiger anaerober cDNA hybridisiert. Über Dot Blot
Hybridisierung (vgl. Abschnitt 3.13.19) erfolgreich verifizierte KandidatenPositiv wurden
als tatsächlich differentiell exprimierte Transkripte gewertet (KandidatenPositiv).

4.4.3.2 Ergebnisse der differentiellen Hybridisierung der anaeroben Euglena cDNA-
Bank mit den einzelsträngigen aeroben und anaeroben cDNA-Sonden

Nach der 2. Hybridisierung ließen sich 17 Plaques identifizieren, die ein deutlich stärke-
res Signal mit der einzelsträngigen anaeroben cDNA-Sonde zeigten. Von diesen wiesen
14 Plaques ein deutlich stärkeres Signal mit der einzelsträngigen aeroben cDNA-Sonde
auf. Diese Kandidaten wurden sequenziert und soweit möglich mit Hilfe von Sequenz-
datenbank-Vergleichen bekannten Sequenzen zugeordnet.

Tab. 4-5: Annotierung der KandidatenPlasmid, die durch Hybridisierung mit anaerober einzelsträngiger
cDNA als Sonde identifiziert wurden.

Funktion Anzahl der
cDNA-Fragmente

Endonuklease 1

Chlorophyll-Bindeprotein 1

Glutamin Synthase 1

Hsp 70 1

Phosphodiesterase 1

40S ribosomales Protein 1

Cyclin 1

Hypothetisches Protein 3

Von den über Hybridsierung mit anaerober einzelsträngigen cDNA identifizierten 17
Kandidaten konnten 13 erfolgreich in vivo exzisiert und sequenziert werden. Von diesen
konnten wiederum zehn bekannten Sequenzen zugeordnet werden, drei davon zeigten
Sequenzähnlichkeit zu hypothetischen Proteinen unbekannter Funktion (s. Tab. 4-5).
Ein weiterer Kandidat wies eine Sequenz mit sogenannten Dinukleotid-
Sequenzwiederholungen (dinucleotide repeats) auf. Für weitere zwei cDNA-Fragmente
wurde unter den öffentlich zugänglichen Sequenzen keine Homologie gefunden. Von
den mit Hilfe der aeroben einzelsträngigen cDNA-Sonde identifizierten 14 Kandidaten
konnten 13 bekannten Sequenzen zugeordnet werden (vgl. Tab. 4-6).
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Tab. 4-6: Annotierung der KandidatenPlasmid, die durch Hybridisierung mit der aeroben einzelsträngigen
cDNA-Sonde identifiziert wurden.

Funktion Anzahl der
cDNA-Fragmente

Guanidinnukleotid-Bindeprotein 1

ADP/ATP Carrier 4

ribosomales Protein 2

Elongationsfaktor 1 alpha 1

Ubiquitin 1

Ankyrin-repeat containing Protein 1

Cytosolische GAPDH 1

O2-freisetzendes enhancer-Protein 1

Hypothetisches Protein 1

Vier der Kandidaten korrespondierten mit dem ADP/ATP Carrier. Dieser Transporter
besaß den größten Anteil an der Redundanz in dieser cDNA-Bank. Ein cDNA-Fragment
enthielt ebenfalls Dinukleotid-Sequenzwiederholungen.

4.4.3.3 Ergebnisse der Dot Blot Hybridisierung

Die Dot Blot Analyse wurde wie unter Abschnitt 3.13.19 beschrieben durchgeführt. Zur
Überprüfung der Reproduzierbarkeit wurden die Dot Blots in doppelter Ausführung
hergestellt und auf jedem Dot Blot die Plasmid-DNA leicht versetzt doppelt aufgetra-
gen. Aufgetragen wurde exemplarisch je ein KandidatPlasmid aus jeder Kategorie, die
mittels BLAST-Suche ermittelt wurden (s. Tab. 4-5 und Tab. 4-6). Zum Auffinden tat-
sächlich differentiell exprimierter Kandidaten wurden die Signale digitalisiert und ihre
Signalstärke quantifiziert (s. Abschnitt 3.13.19.4). Ein Kandidat wurde dann als positiv
gewertet, wenn sein Signal relativ zur Signalstärke mit der entgegengesetzt subtrahier-
ten Sonde um mindestens den Faktor zwei intensiver war. Von den 21 aufgetragenen
experimentellen Plasmiden konnten zehn differentiellen KandidatenPositiv zugerechnet
werden.
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Abb. 4-25: Auffinden von differentiell hybridisierenden Klonen durch Dot Blot Hybridisierung mit (A)
anaerober einzelsträngiger cDNA als Sonde und (B) mit aerober einzelsträngiger cDNA als Sonde. D1-E2
repräsentieren KandidatenPositiv_aerob, E3-F5 repäsentieren KandidatenPositiv_anaerob. Als KandidatenPositiv-

Anaerob eingestufte Signale sind rot, als KandidatenPositiv-Aerob eingestufte Signale sind schwarz eingekreist.
Der zweite Kontroll-Dot Blot (nicht gezeigt) reproduzierte exakt die Ergebnisse der ersten Dot Blot
Analyse.

Drei davon entfielen auf KandidatenPositiv-anaerob, die unter anaeroben Bedingungen stär-
ker exprimiert waren (vgl. Tab. 4-7). Die Endonuklease und das Chlorophyll-
Bindeprotein wurden als differentiell unter anaroben Bedingungen exprimierte Gene
identifiziert. Sieben der KandidatenPositiv_aerob zeigten unter aeroben Bedingungen eine
stärkere Expresssion (s. Tab. 4-7). Dazu zählen Proteine der Translation und Transkrip-
tion wie ribosomale Proteine, das Guanidinnukleotid-Bindeprotein und der Elongations-
faktor 1α, an der Photosynthese beteiligte Proteine wie das O2-freisetzende enhancer
Protein, aber auch die cytosolische GAPDH.

Tab. 4-7: Über Dot Blot Hybridisierung verifizierte KandidatenPositiv-anaerob, die differentiell exprimiert
werden. Abkürzungen: Chlamydom., Chlamydomonas.

aerob stärker exprimierte Kandidaten

Plasmid-Nr. Blot-
Position

Sequen-
zähnlich-

keit
%

Zugangs-
Nummer BLAST Nukleotid Suchergebnis Organismus

1b_Aerob D1 67 P25387 Guaninnukleotid-Bindeprotein Chlorella

2b_Aerob D2 51 D83069 ADP/ATP Carrier Halocynthia
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4a_Aerob D3 51 D83069 ADP/ATP Carrier Halocynthia

8a_Aerob D6 65 Y17004 Ubiquitin Sulberites

9a_Aerob D7 31 AF3252797 Ankyrin-Repeat Protein Nicotiana

11_Aerob D8 100 L21903 Cytosolische GAPDH Euglena

13_Aerob E2 46 X13832 O2-freisetzendes enhancer Protein Chlamydom.

anaerob stärker exprimierte Kandidaten

Plasmid-Nr. Blot-
Position

Sequen-
zähnlich-

keit
%

Zugangs.-
Nummer BLAST Nukleotid Suchergebnis Organismus

1b_Anaerob E3 61 AF139998 Endonuklease Oryza

3_Anaerob E4 100 S53597 Chlorophyll-Bindeprotein Euglena

8a_Anaerob E8 77 AF421549 CDH1-D Gallus
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5 Diskussion

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, Enzyme des Energiestoffwechsels der
fakultativ anaeroben Mitochondrien des photosynthetischen Protisten Euglena gracilis
molekular und phylogenetisch zu analysieren. Anhand der molekularen Grundlagen der
anaeroben Biochemie in diesem Organell sollte die Frage beantwortet werden, ob das
Mitochondrium von Euglena ein echtes Missing Link des Energiestoffwechsels zwi-
schen Mitochondrien und Hydrogenosomen darstellt. Die Ergebnisse dieser Arbeit sol-
len in Hinblick auf die phylogenetischen und funktionellen Zusammenhänge zwischen
Hydrogenosomen und Mitochondrien diskutiert werden. Anhand der gewonnenen Daten
im Vergleich zu prokaryotischen Homologen sollen ferner die daraus resultierenden
Erkenntnisse über den möglichen Ursprung und den Verlauf der funktionellen Speziali-
sierung der Mitochondrien und Hydrogenosomen erörtert werden.

5.1 Die mitochondriale Pyruvat:NADP+ Oxidoreduktase aus Euglena gra-
cilis

5.1.1 Die Euglena PNO: eine Genfusion von Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase
und NADPH-Cytochrom P450 Reduktase

Die fakultativ anaeroben Mitochondrien von Euglena gracilis verwenden für die oxida-
tive Decarboxylierung von Pyruvat die sauerstoffempfindliche Pyruvat:NADP+ Oxido-
reduktase (PNO) (Inui et al. 1985, 1987, 1991, Buetow 1989, Kitaoka et al. 1989). Die-
ses Enzym ist in Hinsicht auf seine biochemischen Eigenschaften und die Struktur und
Größe seiner Untereinheiten zur Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase (PFO) aus amito-
chondrialen Protisten ähnlicher als zum mitochondrialen Pyruvat Dehydrogenase (PDH)
Multienzymkomplex (Inui et al. 1987, 1990, 1992). Die PNO wurde als vollständiger
cDNA-Klon isoliert, komplett sequenziert und einer Expressions- sowie einer phyloge-
netischen Analyse unterzogen. Mit Hilfe von degenerierten PCR-Primern gegen kon-
servierte Regionen der PFO konnten zwei unabhängige, vollständige cDNA-Κlone iso-
liert werden. Die Klone pEgPNO3 (5812 bp) und pEgPNO12 (5840 bp) kodieren für ein
Protein von 1803 AS mit einem berechneten Molekulargewicht von 170 kDa. Die
Struktur der PNO cDNA zeigt, dass es sich dabei um eine Genfusion zwischen der
Pyruvat:Ferredoxin Oxidoreduktase und der NADPH-Cytochrom P450 Reduktase
(CPR, EC 1.6.2.4) handelt. Die N-terminale, 1239 bp umfassende PFO-Domäne ist
C-terminal mit der 564 bp großen CPR fusioniert. Zusätzlich enthält pEgPNO3 am
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N-Terminus ein Transitpeptid von 37 AS, welches dem Import in die Mitochondrien
dient. pEgPNO3 und pEgPNO12 repräsentieren zwei unabhängige Klone derselben
mRNA mit der gleichen Genfusion. Kürzlich wurde die cDNA-Sequenz einer Euglena
PNO von einer anderen Arbeitsgruppe isoliert (Nakazawa et al. 2000), welche sich von
der pEgPNO3 cDNA in sechs Nukleotiden und fünf Aminosäure-Abweichungen auf
Ebene der abgeleiteten Aminosäuresequenzen unterscheidet. Ferner existieren zwei
Peptidsequenzen (s. Abschnitt 3.1.3) für die aus isolierten Mitochondrien von Euglena
aufgereinigte aktive PNO (Inui et al. 1991). Die Übereinstimmung dieser beiden Peptide
mit der pEgPNO3 Translation belegt, dass dieser Klon für die mitochondriale PNO ko-
diert. Das Ergebnis der Southern-Hybridisierung lässt auf eine bis drei Kopien des
PNO-Gens im Genom schließen (Rotte et al. 2001). Die PFO-CPR-Fusion in der Eu-
glena PNO zeigt, dass die Mitochondrien von Euglena gracilis tatsächlich bezüglich
des Pyruvat-Stoffwechsels eine physiologische Zwischenform zwischen Mitochondrien
und Hydrogenosomen darstellen, in der die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat
mittels PFO – als Domäne der PNO – mit dem TCA-Zyklus gekoppelt ist.

5.1.2 Die Euglena PNO – in Mitochondrien mehr als eine funktionale PFO?

Die Genfusion von PFO und CPR in der mitochondrialen PNO von Euglena verbindet
zwei unterschiedliche Proteine zu einem Enzym mit neuer Funktionalität. In Eukaryoten
ist die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat die bisher einzige bekannte Funktion
der PFO. In der Regel werden die Elektronen von der PFO direkt auf Ferredoxin über-
tragen, im Fall der Stickstofffixierung dient vor allem Flavodoxin als Elektronen-
akzeptor. Die CPR dient v. a. als Elektronendonator für Cytochrom P450, Squalen Mo-
nooxygenase und Häm Oxygenase und ist ferner Bestandteil von Stickstoffoxid Syntha-
sen und Methionin Synthase Reduktasen (Elmore und Porter 2002). Die CPR ist darüber
hinaus direkt an der Cholesterin- und Steroid Synthese beteiligt. Reduziertes NADPH
überträgt zwei Elektronen auf FAD, welches wiederum die Elektronen einzeln auf FMN
transferiert. FMN agiert schließlich als Bindeglied zwischen der CPR und seinem Pro-
tein-Akzeptor (Elmore und Porter 2002). Die mitochondriale Euglena PNO katalysiert
zwar die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat, im Unterschied zur PFO überträgt
die PNO ihre Elektronen jedoch nicht auf Ferredoxin oder Flavodoxin, sondern über
einen intramolekularen Elektronentransport auf die NADP-Domäne der C-terminal fu-
sionierten CPR (Inui et al. 1991). Das dabei gebildete Acetyl-CoA wird unter Aerobiose
in den modifizierten TCA-Zyklus eingeschleust (Buetow 1989, Kitaoka et al. 1989).
Unter anaeroben Bedingungen ist die PNO das Schlüsselenzym der Wachsesterfermen-
tation. In diesem Fall dient das durch die PNO-Reaktion gebildete Acetyl-CoA sowohl
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als Primer und C2-Donator für die mitochondriale Fettsäuresynthese (s. Abschnitt 1.5)
(Inui et al. 1985, Kitaoka et al. 1989).

Die oxidative Decarboxylierung von Pyruvat ist möglicherweise nicht die einzige
Funktion der PNO. Ein als Aquacobalamin Reduktase isoliertes und aufgereinigtes En-
zym stellte sich nach Ansequenzierung als NADPH-Cytochrom P450 Reduktase Domä-
ne der PNO heraus (Watanabe et al. 1993). Es ist in 16 Aminosäuren des N-Terminus
der
Aquacobalamin Reduktase (Watanabe et al. 1993) identisch mit dem dem N-Terminus
des kleineren tryptischen CPR-Fragments der PNO (Inui et al. 1991) und wurde ver-
mutlich im Zuge der Behandlung des mitochondrialen Homogenats mit Trypsin von der
PNO abgespalten (Watanabe et al. 1993). In Übereinstimmung mit diesem Ergebnis
besitzt die aufgereinigte Euglena PNO Aquacobalamin Reduktase Aktivität und redu-
ziert unter Verwendung von NADPH Aquacobalamin zu Cob(II)alamin (Watanabe et
al. 1987, 1993). Die Aktivitäten der Aquacobalamin Reduktase und die vollständige
Umwandlung von Aquacobalamin zu 5'-Desoxy-adenosylcobalamin wurden in Euglena
bisher ausschließlich in den Mitochondrien nachgewiesen (Watanabe et al. 1987). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass PNO zusätzlich eine Rolle in der Reduktion von
Aquacobalamin und damit in der Synthese von Cobalamin-abhängigen Cofaktoren
spielen könnte (Watanabe et al. 1993).

5.1.3 Die Euglena PNO – ein sauerstoffsensitives Enzym in einem sauerstoff-
verbrauchenden Organell

Die Northern Hybridisierung zeigt, dass die mitochondriale PNO von Euglena sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen exprimiert wird. Die mRNΑ-
Expression ist in dunkel, anaerob (2 % CO2 in N2) angezogenen Zellen gegenüber aerob
(2 % CO2 in Luft) kultivierten Zellen etwa zweimal höher. Euglena Kulturen, die ana-
erob, jedoch im Licht wuchsen, zeigten eine deutliche Reduktion der mRNA-
Expression (Rotte et al. 2001). Es stellt sich somit die Frage, wie ein sauerstoffsensiti-
ves Enzym wie die PNO seine Funktion in Anwesenheit von Sauerstoff aufrechterhalten
kann.

Mit Ausnahme der Desulvovibrio PFO (Pieulle et al. 1997) werden alle bisher bekann-
ten PFO reversibel durch Sauerstoff gehemmt. Die Unempfindlichkeit der Desulvovi-
brio PFO scheint mit einer zusätzlichen Domäne von 60 AS am C-Terminus des Pro-
teins zusammenzuhängen, die anderen bekannten PFO-Enzymen fehlt (Pieulle et al.
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1997). Dennoch ist PFO das funktionelle Enzym der oxidativen Decarboxylierung in
einigen aerotoleranten oder sogar sauerstoffverbrauchenden Organismen. Diese umfas-
sen Prokaryoten wie Cyanobakterien und stickstofffixierende Rhizobien, aber auch eu-
karyotische Protisten wie Euglena. In Cyanobakterien findet die Stickstofffixierung in
spezialisierten Zellen, den Heterozysten, statt, die keine oxygene Photosynthese durch-
führen und folglich keinen Sauerstoff in ihren Zellen produzieren. Bradyrhizobium be-
sitzt eine alternative cbb3-Typ Oxidase mit einer sehr viel höheren Affinität zu Sauer-
stoff (Km = 7 nm) als die terminale aa3 Cytochrom c Oxidase (Zufferey et al. 1998).
Diese hält die Sauerstoffkonzentration im Cytosol gering und gewährleistet so die
Funktion sowohl der sauerstoffempfindlichen PFO als auch der sauerstoffempfindlichen
Nitrogenase. Azotobacter ist zur Stickstofffixierung unter einer Bandbreite unterschied-
licher O2-Konzentrationen befähigt, obwohl sich ihr Nitrogenase-Komplex bezüglich
seiner Sauerstoffsensitivität nicht von anderen Nitrogenasen unterscheidet (Bertsova
und Bogachev 2002). Diese stickstofffixierenden Bakterien besitzen sogar drei ver-
schiedene Typen von terminalen Oxidasen, welche die Sauerstoffkonzentration im
Cytoplasma dieses Prokaryoten senken (Bertsova und Bogachev 2002). In Eukaryoten
ist bisher keine alternative cbb3-Typ terminale Oxidase mit einer erhöhten Affinität zu
Sauerstoff beschrieben worden. Euglena gracilis besitzt zusätzlich zur aa3-Typ
Cytochrom Oxidase eine alternative terminale Oxidase (Buetow 1989). Zwar besitzt
diese im Vergleich zur aa3 Typ Cytochrom Oxidase eine deutlich geringere Affinität zu
Sauerstoff (Km = 0,02 – 0,05 µM gegenüber Km = 3,7 µM) (Buetow 1989), doch könnte
dieses zusätzliche respiratorische System, ähnlich wie für Azotobacter postuliert, dazu
beitragen, die Atmungsaktivität zu erhöhen und dadurch die Sauerstoffkonzentration in
den Mitochondrien niedrig zu halten.

5.1.4 Die Euglena PNO ist vermutlich durch Genfusion und Rekom-
binationsereignisse unterschiedlicher Domänen entstanden

Euglena gracilis ist der bislang einzige Organismus, für den eine funktionale, mito-
chondrial lokalisierte PNO beschrieben wurde. Bemerkenswerterweise besitzt jedoch
ein Organismus aus der Gruppe der Apikomplexen die gleiche Genfusion von PFO und
CPR (Rotte et al. 2001). Aus Cryptosporidium parvum wurde kürzlich eine PNO iso-
liert, welche kollinear zur Euglena PNO ist (s. Abb. 5-1, E). Jedoch sind in Cryptospo-
ridium weder die physiologische Funktion noch die Lokalisation der PNO bekannt
(Rotte et al. 2001).
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Abb. 5-1 Sequenzähnlichkeit und Domänen-Organisation unter PFO, CPR und verwandten Proteinen.
Sternchen kennzeichen Sequenzbereiche, die keinen BLAST Treffer zu anderen Proteinen zeigen.
(A) Desulvovibrio PFO (Charon et al. 1999) und NADPH-Cytochrom P450 Reduktase von Rattenleber-
Mikrosomen (Wang et al. 1997); Domänen sind der Kristallstruktur entnommen. Schwarze Punkte: Kon-
servierte Cystein-Reste von Eisen-Schwefel-Clustern; schwarzer Balken: konservierte TPP-Bindestelle.
(B) homodimerische eukaryotische PFO, eubakterielle PFO, NifJ und Chlorobium Pyruvat Synthase.
(C) Heterotetramerische PFO/Pyruvat Synthase von Archaebakterien, Thermotoga und Helicobacter.
(D) und (E) Euglena und Cryptosporidium PNO. t: mitochondriales Transitpeptid; Li: Linker-Region.
Sternchen kennzeichnen die Lage der Peptide, welche durch Sequenzierung des aufgereinigten Enzyms
erhalten wurden (Inui et al. 1991). (F) Konservierung zwischen PNO und der putativen Sulfitreduktase
aus Saccharomyces cerevisiae (PuSR; P47169) und Schizosaccharomyces pombe (O14167). (G) Sulfitre-
duktase α-Untereinheit(MET10) von S. cerevisiae (L26504) und S. pombe (T41439). (H) NADPH Sulfit-
reduktase (α-Untereinheit aus Salmonella und Thiocapsa. (I) CPR aus Eubakterien, Pilzen, Pflanzen und
Tieren. (J) Fettsäure Hydroxylase (P450BM-3) von Bacillus megaterium (Govindaraj und Poulos 1997)
und Fusarium oxysporum (AB030037). (K) Stickstoffoxid Synthase aus Metazoen. (L) Eubakterielles
und pflanzliches Flavodoxin. (M) Cyanobakterielle und pflanzliche Ferredoxin:NADP+ Oxidoreduktase.
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Die Proteinsequenz aus Cryptosporidium unterscheidet sich von der Euglena PNO Se-
quenz in einigen wichtigen Punkten: i) mit einer Gesamtlänge von 1934 AS ist sie um
131 AS länger, ii) sie enthält kein Transitpeptid und iii) die N-terminale PFO-Domäne
ist von der C-terminalen CPR-Domäne durch eine 42 AS lange Linkerregion getrennt,
welche in BLAST Suchen keine signifikanten Homologien zu bekannten Sequenzen
aufweist (Rotte et al. 2001). Die Sequenzidentität der Euglena und Cryptosporidium
PNO auf Aminosäureebene beträgt 40 %.

Datenbank-Vergleiche mit der mitochondrialen pEgPNO sowie den einzelnen Domänen
der PFO und CPR zeigen Sequenzähnlichkeiten zu einer Vielzahl von Proteinen. Die in
Abb. 5-1 D gezeigten funktionellen Domänen der PNO entsprechen den strukturellen
Domänen I – VI (s. Abb. 5-1 A), die von der Kristallstruktur der Desulvovibrio PFO
abgeleitet wurden (Charon et al. 1999). Die in Abb. 5-1 A dargestellten FMN-, FAD-,
und NADP-Bindedomänen der mikrosomalen NADPH-Cytochrom P450 Reduktase
wurden ebenfalls über die Kristallstruktur des Enzyms bestimmt (Wang et al. 1997).
Wie in derselben Abbildung gezeigt, teilt die PNO Domänen mit einer Vielzahl weiterer
Proteine. In diesen Proteinen sind einzelne Subdomänen der PNO mit anderen Domä-
nen oder Proteinen fusioniert und rekombiniert. Bedeutenderweise sind die Euglena-
und Cryptosporidium-PNO-Fusionen einzigartig unter den bisher bekannten PFO-
Enzymen. Typische prokaryotische und eukaryotische PFO bestehen aus einem einzi-
gen Polypeptid. Sie sind miteinander kollinear und sind wie die Desulvovibrio PFO or-
ganisiert (Horner, Hirt und Embley 1999), allerdings fehlt ihnen die für die Desulvovi-
brio PFO spezifische Domäne VII (s. Abb. 5-1 B). Im Gegensatz dazu bestehen die ar-
chaebakteriellen PFO und die PFO aus Thermotoga und Helicobacter aus mehreren
unabhängigen Proteinen, die als α-, ß-, γ-, und δ-Untereinheit bezeichnet werden
(s. Abb. 5-1 C) (Horner, Hirt und Embley 1999). Die Euglena PNO ist kollinear mit den
eubakteriellen und eukaryotischen PFO, ist aber mit einer C-terminalen CPR fusioniert
(s. Abb. 5-1 E). Die PNO teilt 30 – 35 % Sequenzidentität zu den eubakteriellen und
eukaryotischen Enzymen, jedoch nur etwa 20 – 25 % Sequenzhomologie zu den ar-
chaebakteriellen PFO. Obwohl die Fusion eines kompletten PFO-Proteins mit der
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase in der Euglena- und Cryptosporidium PNO unter
bisher bekannten Sequenzen einzigartig ist, sind in vielen Eukaryoten Subdomänen die-
ser beiden Proteine zu einem Protein neuer Funktion fusioniert. So sind die PNO-
Domänen in Hefe auf zwei verschiedene Proteine verteilt. Die vom MET10-Gen ko-
dierte α-Untereinheit der assimilatorischen Sulfitreduktase (SRα) (Hansen, Cherest und
Kielland-Brandt 1994) in Saccharomyces cerevisiae besitzt – wie sein Homolog in
Schizosaccharomyces pombe (T41439) – Regionen, die homolog zur PFO-Domäne III,
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eines Teil der PFO-Domäne II sowie der FAD- und NADP-Domäne der CPR sind
(s. Abb. 5-1 G). DOTPLOT Analysen ergaben ferner Sequenzähnlichkeiten zwischen der
PNO und einem weiteren Protein aus Pilzen, welches als putative Sulfitreduktase (in der
Abb. 5-1 bezeichnet als PuSR) aus S. cerevisiae (P47169) und S. pombe (O14167) an-
notiert ist (s. Abb. 5-1 F). Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit veröffentlichten
Daten von Horner, Hirt und Embley (1999). PuSR kodiert für eine translationale Fusion
der PFO-Domänen I, eines Teils der Domäne II und VI. Diese sind mit der FMN-
Domäne der CPR verbunden, die wiederum mit einer Hämoprotein-Domäne fusioniert
ist. Die PFO-Domänen von PuSR zeigen mit der eubakteriellen PFO 30 % Sequenzi-
dentität in konservierten Regionen. Die Sequenzidentität der FMN-Domäne von PuSR
zu den FMN-Domänen eubakterieller und eukaryotischer CPR beträgt ebenfalls etwa
30 %. Mit der FMN-Domäne der Euglena und Cryptosporidium PNO ist sie dagegen
nur zu etwa 20 – 25 % identisch. Die C-terminale Hämoprotein-Domäne von PuSR
zeigt 40 % Identität mit den Hämoprotein-Komponenten der eubakteriellen Sulfitre-
duktase und 25 % Identität mit eubakteriellen Nitritreduktasen. Bemerkenswerterweise
wurde in den Analysen der Hefe SRα von Hansen, Cherest und Kielland-Brandt (1994)
das Vorhandensein einer Flavodoxin-Domäne in der Hefe Sulfitreduktase ß-Unter-
einheit vorausgesagt. Die Gesamtheit der Daten über PuSR bestätigen diese Voraussa-
ge.

Die CPR-Domäne der Euglena und Cryptosporidium CPR teilt Sequenzähnlichkeit mit
der α-Untereinheit der NADPH Sulfitreduktase (CysJ) von Salmonella (s. Abb. 5-1 H)
und mit der eigentlichen CPR (s. Abb. 5-1 I). Die CPR ist ein aus mehreren Domänen
bestehendes Protein. Subdomänen der CPR liegen als einzelne Proteine vor. Die FAD-
und NADP(H)-Domänen sind homolog mit der Ferredoxin:NADP+ Oxidoreduktase
(s. Abb. 5-1 L), welche die Elektronen genau wie PNO auf NADP+ überträgt. Die FMN-
Domäne ist homolog zu Flavodoxin (s. Abb. 5-1 M), welches im Zuge der Stickstoff-
fixierung als Elektronenakzeptor für PFO fungiert. Damit könnte die CPR selbst durch
eine anzestrale Genfusion entstanden sein (Porter und Kasper 1986). Das typische Sub-
strat der CPR, Cytochrom P450 (Wang et al. 1997), ist in der Fettsäure-Hydroxylase
P450BM-3 von Bacillus megaterium direkt an die CPR-Domäne fusioniert (s. Abb. 5-1
J, Govindaraj und Poulos 1997). Identisch organisiert ist das Homolog aus dem Pilz
Fusarium oxysporum (AB030037). Darüber hinaus ist die CPR-Domäne Bestandteil der
Stickstoffoxid Synthasen von Metazoen (s. Abb. 5-1 K). Die Genfusionen einzelner
Subdomänen der PNO verbinden so zahlreiche Proteine ganz unterschiedlicher Reduk-
tionspotentiale miteinander.
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Die Konservierung der PFO-CPR Fusion sowohl im Apikomplexen Cryptosporidium
parvum als auch im photosynthetischen Flagellaten Euglena gracilis lässt vermuten,
dass die PNO entweder i) bereits im gemeinsamen Vorfahren der eukaryotischen Wirts-
zelle vorhanden war oder aber ii) von der eukaryotischen Alge akquiriert wurde, von
welcher die komplexen Plastiden der Apikomplexen und Eugleniden abstammen. Die
fragmentierten, jedoch konservierten PFO-CPR-Fusionen in S. cerevisiae und S. pombe
PuSR und SRα deuten ferner darauf hin, dass diese Proteine von demselben anzestralen
Gen abstammen wie die Euglena und Cryptosporidium PNO.

5.2 Phylogenetische Analysen der PFO- und CPR-Domänen der
Euglena PNO

5.2.1 Eukaryotische PFO-Sequenzen sind monophyletisch

Eukaryotische PFO und PNO teilen nur etwa 20 – 25 % Identität auf Aminosäureebene
mit heteromerischen PFO von Archaebakterien und Eubakterien und mit PFO-Domänen
in SRα und PuSR von Pilzen. Aufgrund dieser geringen Sequenzidentität wurden he-
teromerische PFO und Sulfitreduktasen von den phylogenetischen Analysen ausge-
schlossen. Maximum Likelihood Analysen mit local rearrangement und der
JTT-F Substitutionsmatrize ausgehend von einem Neighbor-Joining Baum von Maxi-
mum Likelihood Distanzen zeigen einen gemeinsamen Ursprung eukaryotischer PFO –
wenngleich mit schwacher Unterstützung. Unter Verwendung der Quicksearch Option
von PROTML wurden 1000 Bäume generiert und über das approximierte Likelihood
Kriterium (Adachi und Hasegawa 1996) evaluiert. Der beste dieser 1000 Bäume posi-
tionierte den Ast mit der Trichomonas-, Giardia-, und Spironucleus-PFO-Sequenz basal
zum Ast mit den eubakteriellen Homologen von Treponema bis Chlorobium. Wurde auf
diese 1000 Bäume der Kishino-Hasegawa Test (Adachi und Hasegawa 1996) ange-
wandt, so war keiner dieser Bäume signifikant besser (P = 0,95) und 465 nicht signifi-
kant schlechter (P = 0,95) als die Starttopologie. Von den 465 Bäumen, die nicht
schlechter waren als der in Abb. 5-2 gezeigte, ergaben 162 der Bäume eine Monophylie
eukaryotischer PFO-Sequenzen. Voraussetzung für das korrekte Funktionieren von
PROTML-Analysen mit Aminosäure-sequenzen ist, dass die Aminosäurezusammenset-
zung der einzelnen Sequenzen nicht signifikant von der des gesamten Datensatzes ab-
weicht (Adachi und Hasegawa 1996). Mögliche derartige Abweichungen in der Ami-
nosäurezusammensetzung wurden mit Hilfe des PUZZLE-Programms überprüft
(Strimmer und von Haeseler 1997).
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ben. Desulvovibrio PFO (Charon et al. 1999); Pantoea (Steibl, Siddarattam und Klingmüller 1995),
Klebsiella (Arnold et al. 1988) und Anabaena (Bauer, Scappino und Haselkorn 1993) NifJ;
Rhodospirillium (Lindblad et al. 1996); Chlorobium PFO/Pyruvat Synthase (das aufgereinigte Enzym
(Yoon et al. 1999) ist durch die PFO-Sequenz kodiert, welche dem Chlorobium Genomprojekt entnom-
men ist (F.R. Tabita, persönliche Mitteilung)). Abkürzungen der Clostridium-Artnamen entsprechen: pa.,
pasteurianum; ac., acetobutylicum; di., difficile. (B), CPR-Phylogenie. C. al., Candida albicans; C. tr.,
Candida tropicalis. Weitere Symbole entsprechen denen aus (A). Sequenzen stammen aus GenBank und
von den fertiggestellten und laufenden Genomprojekten durch TIGR (http://www.tigr.org/tdb) und NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_table_cgi).

Die Aminosäurezusammensetzung der PFO-Sequenzen von E. coli, Salmonella, Yersi-
nia, Rhodobacter, Rhodospirillum, Klebsiella und Clostridium zeigten dem PUZZLE-
Programm zufolge signifikante Abweichungen (P = 0,95) vom Gesamt-Datensatz. Der
Ausschluss dieser Sequenzen und eine erneute Analyse der Daten wie oben beschrieben
(Datensatz_25), ergab als besten der 1000 Bäume eine Topologie, in der alle eukaryoti-
schen PFO-Sequenzen monophyletisch sind. Von diesen Bäumen waren 95 nicht signi-
fikant schlechter (P = 0,95) als der mit dem reduzierten Datensatz gefundene Baum,
43 der 95 Bäume wiederum ergaben eine Monophylie eukaryotischer PFO. Wurde
PUZZLE mit der JTT-F Matrix und einer Gamma-Distribution für die Variabilität der
Substitutionsraten über die Positionen und 16 Kategorien von Variabilität verwendet, so
waren die eukaryotischen PFO monophyletisch. Das gilt sowohl für den gesamten
(α = 0,81) als auch für den reduzierten Datensatz_25 (α = 0,86). Damit deuten die Ma-
ximum Likelihood Analysen auf eine Monophylie eukaryotischer PFO hin, allerdings
mit geringer Bootstrap-Unterstützung. Auch die Analysen von Horner et al. (1999)
deuten darauf hin, dass eukaryotische PFO einmalig akquiriert wurden. Rosenthal et al.
(1997) postulierten im Gegensatz dazu, dass die PFO Gene von Entamoeba und Giardia
vermutlich durch lateralen Gentransfer von unterschiedlichen Eubakterien entstanden
sind.

Bemerkenswerterweise werden im PFO-Baum proteobakterielle PFO mit starker
Bootstrap-Unterstützung in zwei Gruppen geteilt, die kürzlich als Cluster I und Cluster
II bezeichnet wurden (Horner et al. 1999). Da γ-Proteobakterien eine monophyletische
Gruppe bilden (Van de Peer et al. 1994, Eisen 1995) könnte das Auftreten von γ-proteo-
bakteriellen PFO-Sequenzen sowohl in Cluster I als auch in Cluster II darauf hindeuten,
dass zwischen den Prokaryoten ein gewisser Grad an lateralem Gentransfer von PFO
erfolgt ist. Alternativ wäre auch denkbar, dass im gemeinsamen Vorfahren der
Eubakterien zwei Kopien des PFO-Gens vorhanden waren (Horner et al. 1999). So
existieren verschiedene Kopien der PFO in den Genomen von Giardia, Trichomonas,
Clostridium acetobutylicum und Clostridium pasteurianum. Cluster I und II könnten
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damit eine unvollständige Erfassung aller PFO-Sequenzen widerspiegeln, sei es durch
nicht entdeckte PFO-Gene oder sei es durch individuellen Verlust einer Kopie aus
manchen Genomen. Die Position der PFO des δ-Proteobakteriums Desulvovibrio ist
ebenfalls ungewöhnlich. Desulvovibrio fällt weder in Cluster I noch in Cluster II,
obwohl 16S rRNA Analysen (Olsen, Woese und Overbeek 1994), Analysen des
Elongationsfaktors EF-Tu (Ludwig et al. 1993) und GroEL (Viale et al. 1994) auf eine
Verwandtschaft von Desulvovibrio zu δ-Proteobakterien und anderen Proteobakterien
hindeuten. Möglicherweise ist auch hier die unvollständige Erfassung der PFO-
Gendiversität und/oder aber ein einzelnes horizontales Gentransfer-Ereignis die Ursache
für die ungewöhnliche Position der Desulvovibrio PFO im PFO-Baum. Die Analysen
der eukaryotischen PFO deuten ferner daraufhin, dass die eukaryotischen PFO ähnlicher
zu ihren eubakteriellen Homologen sind und damit eine Akquisition von Eubakterien,
nicht von Archaebakterien, darstellt (Hrdy und Müller 1995, Horner, Hirt und Embley
1999, Rotte et al. 2001). Charakterisierte eukaryotische PFO sind, wie viele
eubakterielle PFO, Homodimere (Hrdy und Müller 1995, Rosenthal et al. 1997). Alle
bisher charakterisierten archaebakteriellen PFO dagegen bestehen aus vier
unabhängigen Polypeptiden. Diese sind homolog zu homodimerischen PFO (vgl.
Abb. 5-1), in phylogenetischen Bäumen sind sie mit diesen jedoch nur entfernt
verwandt (Kletzin und Adams 1996, Müller 1998). Es wurde in Übereinstimmung mit
den Analysen von Horner et al. (1999) weder Unterstützung für eine direkte
Verwandtschaft der eukaryotischen PFO-Sequenzen mit den α-Proteobakterien
Rhodospirillum oder Rhodobacter (Cluster I) noch mit γ-proteobakteriellen PFO-
Sequenzen aus Cluster II erhalten.

5.2.2 FMN-, FAD-, und NADP-Bindedomänen der Hefe Sulfitreduktase stammen
vom gleichen Fusionsereignis ab, welches zur Bildung der Euglena PNO führte

Für die phylogenetische Analyse der CPR-Domäne der PFO wurden aus einem Daten-
satz von über 200 identifizierten CPR-verwandten Proteinen von Eubakterien und Euka-
ryoten eine repräsentative Teilmenge mit Proteinen ausgewählt, welche die größte Ähn-
lichkeit zur CPR in Euglena und Cryptosporidium aufwies. Die Maximum Likelihood
Analysen der CPR zeigen mit großer Bootstrap-Unterstützung ein gemeinsames Ab-
zweigen mit fusionierten FAD- und NADP-Bindedomänen vom C-Terminus der
Saccharomyces Sulfitreduktase (SRα) und dem Schizosaccharomyces Homolog. Die
Monophylie der eukaryotischen CPR Homologe wird durch einen Ast unterbrochen, an
dem die Fusarium Cytochrom P450-CPR-Fusion mit der homologen Fettsäure-
Hydroxylase-Fusion (FAH) aus Bacillus megaterium und Bacillus subtilis gemeinsam
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abzweigt. Diese Unterbrechung der Monophylie eukaryotischer CPR deutet darauf hin,
dass auch an diesem Ast ein horizontaler Gentransfer in die eine oder andere Richtung
erfolgt sein kann (Rotte et al. 2001). In Archaebakterien konnten keine CPR Homologe
identifiziert werden. Die FMN-Domänen von S. cerevisiae und S. pombe PuSR weisen
die größte Sequenzähnlichkeit zur Euglena und Cryptosporidium PNO auf. Die CPR-
Phylogenie weist darauf hin, dass die FMN-, FAD-, und NADP-Bindedomänen der
PuSR und SRα vom gleichen Fusionsereignis abstammen, welches zur Bildung der Eu-
glena und Cryptosporidium PNO führte.

5.2.3 Die monophyletische Abstammung eukaryotischer PFO ist nicht mit allen
Modellen zum endosymbiontischen Ursprung der Mitochondrien (und Hydrogeno-
somen) kompatibel

Aus dem Blickwinkel "klassischer" Versionen der Endosymbiontenhypothese betrach-
tet, ist der Ursprung der Mitochondrien eng mit Sauerstoff verbunden (John und
Whatley 1975, Whatley et al. 1979, Doolittle 1980, Gray und Doolittle 1982,
Blackstone 1995, Andersson et al. 1998, Gray 1998, Andersson und Kurland 1999).
Doch die Vielzahl anaerober Formen von Mitochondrien (vgl. Abschnitt 1.3.1) und die
enge Verwandtschaft der Mitochondrien zu den Hydrogenosomen (vgl. Abschnitt 1.4)
können unter dieser Annahme nur schwer erklärt werden (Martin et al. 2001, Rotte et al.
2001, Tielens et al. 2002). Die kernkodierten Gene für Enzyme des anaeroben Energie-
stoffwechsels (einschließlich der PFO) in Mitochondrien und Hydrogenosomen werden
unter diesen Modellen als das Ergebnis vieler unabhängiger Gentransfer-Ereignisse aus
anaeroben Prokaryoten angesehen (s. Abb. 5-3 A) (Andersson und Kurland 1999,
Rosenthal et al. 1997). Alternative Erklärungsmodelle, welche den Ursprung der Mito-
chondrien nicht direkt mit Sauerstoff in Verbindung bringen, haben zur Annahme, dass
die kernkodierten Gene für die Enzyme des anaeroben Energiestoffwechsels in Mito-
chondrien und Hydrogenosomen entweder von einer eubakteriellen Wirtszelle (z. Bsp.
die Syntrophie-Hypothese, Moreira und Lopez-Garcia 1998) oder aber vom gemeinsa-
men eubakteriellen Vorfahren dieser Organellen (Wasserstoff-Hypothese, Martin und
Müller 1998) vererbt wurden (s. Abb. 5-3 B). Unter dem Prinzip Vererbung müssten die
kernkodierten Gene für Enzyme des anaeroben Energiestoffwechsels das Ergebnis einer
einmaligen Akquisition sein. Die Frage nach dem Ursprung der anaeroben Biochemie in
heutigen Eukaryoten ist demnach eng mit der Frage verknüpft, ob die für Proteine der
anaeroben ATP-Synthese kodierenden Gene wie PFO in Eukaryoten einen einzigen,
gemeinsamen Ursprung besitzen oder nicht.
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Abb. 5-3 (vorherige Seite): Alternative Erklärungsmöglichkeiten für den Ursprung eubakterieller Gene
der anaeroben ATP-Synthese in Eukaryoten. (A), lateraler Gentransfer von unterschiedlichen prokaryoti-
schen Donatoren (Rosenthal et al. 1997, Andersson und Kurland 1999). (B), Endosymbiontischer Gen-
transfer aus einem fakultativ anaeroben Vorfahren der Mitochondrien (nach Martin und Müller 1998,
Martin 1999a und Tielens et al. 2002). (C), Sauerstoffverfügbarkeit in der Atmosphäre und in den oberen
Wasserschichten der Ozeane, in der Tiefsee und in marinen Sedimenten während der Erdgeschichte (nach
Holland und Beukens 1990, Kasting 1993, Knoll 1994, Anbar und Knoll 2002). PFO, Pyruvat:Ferredoxin
Oxidoreduktase; PDH, Pyruvat Dehydrogenase; x, beliebiges Gen, welches für ein Protein der anaeroben
ATP-Synthese kodiert.

5.2.3.1 Klassische Modelle können die Monophylie eukaryotischer PFO (und weiterer
Enzyme der anaeroben ATP-Synthese) mit ihren Annahmen nicht direkt erklären

Unterschiedlichen Formulierungen der klassischen Endosymbiontenhypothese
gemeinsam ist die Annahme, dass die kernkodierten Gene für die Enzyme des
anaeroben Energiestoffwechsels in Mitochondrien und Hydrogenosomen das Ergebnis
vieler unabhängiger Gentransfer-Ereignisse aus anaeroben Prokaryoten sind. Das
gemeinsame Abzweigen der eukaryotischen Sequenzen im PFO-Stammbaum lässt
jedoch darauf schließen, dass die PFO der Diplomonaden, der Trichomonaden, der
Amöben, der Eugleniden, der Apikomplexen und die der Pilze (durch die fragmentierte
PFO-CPR-Fusion in SRα und PuSR) von ein und demselben anzestralen eubakteriellen
Gen des gemeinsamen Vorfahrens dieser Organismengruppen stammt. Zwar weist eine
frühere phylogenetische Analyse zum evolutiven Ursprung der eukaryotischen PFO
unter Berücksichtigung dreier eukaryotischer PFO-Gensequenzen (Rosenthal et al.
1997) auf einen multiplen Ursprung der PFO von verschiedenen prokaryotischen
Donatoren hin. Eine erneute Analyse mit vier eukaryotischen PFO-Sequenzen dagegen
deutet, in Übereinstimmung mit Abb. 5-2, auf eine einmalige Akquisition dieser Gene
hin (Horner, Hirt und Embley 1999). Damit scheint die eukaryotische PFO im Zuge der
Evolution einmalig akquiriert worden zu sein. Gleichermaßen sprechen auch die Daten
für ein weiteres Enzym der anaeroben ATP-Synthese, die [Fe]Hydrogenase der
Hydrogenosomen (Horner et al. 2000), der Mitochondrien (Akhmanova et al. 1998) und
des Cytosols (Horner et al. 2000), eindeutig dafür, dass die [Fe]Hydrogenase ebenso
wie die PFO einmalig im gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten akquiriert wurde
und nicht mehrmals in unabhängigen Abstammungsgemeinschaften.
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5.2.3.2 Fusionsmodelle können die Monophylie eukaryotischer PFO unter der Prämis-
se eines primär amitochondrialen Eukaryoten erklären

Eine denkbare Erklärungsmöglichkeit, welche die Monophylie der eukaryotischen PFO
erklären könnte, sind Fusionsmodelle wie die Syntrophie-Hypothese (Moreira und
Lopez-Garcia 1998, diskutiert in Horner et al. 1999). Dieser Hypothese zufolge führte
die Verschmelzung eines Archaebakteriums mit einem Eubakterium zur Bildung eines
Archaezoon, welcher nachfolgend den mitochondrialen Symbionten aufnahm (Varia-
tionen der Fusionshypothese finden sich bei Zillig et al. 1989, Lake und Rivera 1994,
Gupta und Golding 1996 und Horiike et al. 2001). Diesen Modellen zufolge hätten
Eukaryoten das PFO-Gen von einer eubakteriellen Wirtszelle erworben. Das Genpro-
dukt wäre zunächst ein cytosolisches Protein, welches letztendlich in das etablierte
Organell transferiert wird (z. Bsp. in die Hydrogenosomen der Trichomonaden, Ciliaten
oder Chytridiomyceten oder in die Mitochondrien von Euglena). Diese Vorstellungen
sind jedoch in zwei wesentlichen Punkten problematisch.

Erstens setzt dieses Modell voraus, dass der erste primitive Eukaryot zwar einen Zell-
kern, jedoch kein Mitochondrium besass, d. h. dieser war ein sogenannter Archezoon
(Cavalier-Smith 1987a, 1987b). Mit der Entdeckung von Eukaryoten, die zwar einen
Zellkern, jedoch keine Mitochondrien besitzen, schien man zunächst direkte Abkömm-
linge einer solchen hypothetischen Wirtszelle gefunden zu haben. Die Archeza-
Hypothese (Cavalier-Smith 1987a, 1987b) scheint jedoch mit der Gesamtheit der ver-
fügbaren Daten nicht mehr kompatibel zu sein (Doolittle 1998, 1999; Gray et al. 1999).
So besitzen Typ I Protisten wie Giardia oder Entamoeba zwar keine Organellen der
ATP-Synthese, doch besitzen sie Kerngene wie GAPDH (Henze et al. 1995), Hsp10
(Bui et al. 1996), Hsp 60 (Bui et al. 1996, Roger et al. 1996), Hsp70 (Germot et al.
1996, 1997; Hirt et al. 1997), Triosephosphat-Isomerase (Keeling und Doolittle 1997),
die überzeugend dafür sprechen, dass diese Organismen einst Mitochondrien besaßen.
Ferner zeigen verschiedene Arbeiten (Keeling und McFadden 1998, Hirt et al. 1999),
dass Mikrosporidien (die weder funktionelle Mitochondrien noch Hydrogenosomen
besitzen) keinesfalls sehr ursprüngliche Vertreter der Eukaryoten darstellen (Vossbrink
et al. 1987). Vielmehr haben sie sich als Verwandte der Pilze aus mitochondrialen Vor-
läufern entwickelt. Mikrosporidien besitzen Proteine, die üblicherweise mit Mitochon-
drien assoziiert werden (Hirt et al. 1997, Peyretaillade et al. 1998, Katinka et al. 2001),
einige von ihnen enthalten sogar ein Relikt-Mitochondrium (Williams et al. 2002). Ein
Relikt-Organell wurde auch im Cytosol der Amöbe Entamoeba histolytica (Tovar et al.
1999, Mai et al. 1999) nachgewiesen. Damit scheinen alle bisher untersuchten Euka-
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ryoten primär einen Symbionten besessen, diesen aber im Zuge reduktiver Evolution
sekundär verloren zu haben (Embley et al. 1995, Embley und Hirt 1998, Martin und
Müller 1998, Roger et al. 1998, Gray, Burger und Lang 1999, Hirt et al. 1999, Roger
1999, Tovar, Fischer und Clark 1999, Lloyd et al. 2002, Williams et al. 2002). Damit
gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keinen Beweis für die Annahme, dass die Wirtszelle,
welche den mitochondrialen Symbionten aufnahm, ein Eukaryot war. Vielmehr rückt
der Ursprung der Eukaryoten in der neueren Literatur eng mit dem Ursprung der Mito-
chondrien zusammen (Martin und Müller 1998, Doolittle 1998, 1999; Gray et al. 1999,
Roger 1999).

Ein zweites Problem mit der Vorstellung, dass der Zellkern aus einem einst freilebenden
Prokaryoten (in diesem Modell ein Archaebakterium) abstammt, ist, dass es keine aus-
reichende Erklärung für typische Eigenschaften des Zellkerns bietet (Martin 1999a,
Rotte und Martin 2001). Auf Ebene der Ultrastruktur zeigt der Aufbau der Kernhülle
keinerlei Parallelen zu bakteriellen Membranen. Die Kernhülle besteht aus einer Reihe
einzelner membranumschlossener Vesikel, die direkt mit dem Endoplasmatischen Reti-
kulum verbunden sind. Ferner wird die Kernhülle in Eukaryoten mit offener Mitose
während der Zellteilung aufgelöst und entsteht de novo in den Tochterzellen. Von kei-
ner Bakterienmembran ist eine vergleichbare Auflösung der Plasmamembran bekannt.
Der Kernporenkomplex besitzt zudem keine Ähnlichkeit zu prokaryotischen Trans-
membran-Poren. Auch sind aus Archaebakterien keine linearen Chromosomen mit Te-
lomeren bekannt. Aber auch andere Faktoren sprechen gegen einen endosym-
biontischen Ursprung des Zellkerns. So zeigt dieser, anders als Chloroplasten und Mito-
chondrien, weder biochemisch noch physiologisch Ähnlichkeit zu einer freilebenden
Zelle. Der Zellkern besitzt weder Spuren von ATP-generierenden Stoffwechselwegen
noch eine andere Form des Grundstoffwechsels. Vielmehr ist der Zellkern ein Kompar-
timent der reinen Infomationsspeicherung und -verarbeitung.

5.2.3.3 Die Wasserstoffhypothese kann die Monophylie eukaryotischer PFO direkt mit
der Annahme eines gemeinsamen fakultativ anaeroben Vorfahrens für die Mitochondri-
en und Hydrogenosomen erklären

Ein explizites Modell, welches direkt für die Monophylie der PFO-Sequenzen aufkom-
men kann, ist die Wasserstoffhypothese (Martin und Müller 1998). Dieser Vorstellung
zufolge stammte das PFO Gen vom gemeinsamen, fakultativ anaeroben Vorfahren der
Mitochondrien und Hydrogenosomen. Dieser Vorfahr war ein fakultativ anaerobes
α-Proteobakterium, welches seinen ATP-Bedarf sowohl aerob über Atmung als auch
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anaerob über Fermentation decken konnte. Unter den heutigen α-Proteobakterien sind
viele Vertreter bekannt, die fakultativ anaerob leben (z.B. Rhodobacter, Paracoccus
u.v.a.) und unter anaeroben Bedingungen molekularen Wasserstoff als Endprodukt des
Stoffwechsels bilden. Durch spätere Spezialisierung der komplexen, Organellen ent-
haltenen Zellen an eine aerobe oder anaerobe Lebensweise führte ein differentieller
Verlust von Stoffwechselwegen zum aeroben bzw. anaeroben Energiestoffwechsel in
Mitochondrien und Hydrogenosomen (Typ II Protisten). Die Reduktion des Organells
führte zur beschriebenen Kompartimentierung von Typ I Protisten. Dieses Modell bietet
daher eine Erklärungsmöglichkeit dafür, dass die in der phylogenetischen Analyse be-
rücksichtigten Typ I amitochondrialen Abstammungsgemeinschaften einen mitochon-
drialen (oder hydrogenosomalen) Endosymbionten in ihrer Vergangenheit besassen,
diesen jedoch nachfolgend verloren (Roger et al. 1998, Gray, Burger und Lang 1999,
Roger 1999). Unter diesem Modell war (i) die Wirtszelle ein strikt anaerobes methano-
genes Archaebakterium und kein Eukaryot, (ii) der Symbiont war ein fakultativ anaero-
bes Eubakterium iii) die Wirtszelle war nicht heterotroph, sondern autotroph und (iv)
die primäre Triebkraft der Symbiose bestand nicht im Sauerstoff und gesteigerter ATP-
Synthese, sondern im Wasserstoff (Martin und Müller 1998). Aus diesem Modell folgen
direkt drei prüfbare Voraussagen, die nachfolgend anhand der in dieser Arbeit erhalte-
nen Daten diskutiert werden sollen.

(1) Eukaryotische PFO-Sequenzen (ebenso wie Sequenzen für andere Gene, die für
Proteine des anaeroben Energiestoffwechsels in Eukaryoten kodieren) sollten ei-
nen einzigen, eubakteriellen (genauer α-proteobakteriellen) Ursprung besitzen.
Der hier durchgeführten phylogenetischen Analyse der PFO zufolge besitzen die PFO-
Sequenzen einen gemeinsamen Ursprung. Wie in Abb. 5-2 gezeigt, zweigen die euka-
ryotischen PFO jedoch nicht spezifisch mit dem α-proteobakteriellen Homolog ab
(Horner et al. 1999, Rotte et al. 2001). Ein spezifisches Abzweigen mit einem
α-proteobakteriellen Homolog konnte auch im Fall eines weiteren Enyzms der anaero-
ben ATP-Synthese, [Fe]-Hydrogenase, nicht gezeigt werden (Horner et al. 2000). Für
das Ausbleiben eines gemeinsamen Astes für die eukaryotischen und α-proteo-
bakteriellen Homologe sind mehrere Erklärungen denkbar. Zum einen gilt zu berück-
sichtigen, dass erst wenige aus der Vielzahl α-proteobakterieller Genome vollständig
sequenziert sind. Auch schließt die Abwesenheit von PFO-Homologen im Genom des
α-Proteobakteriums Rickettsia prowazekii (Andersson et al. 1998) oder in den Genomen
heutiger Mitochondrien (Gray et al. 1998) nicht aus, dass der Vorläufer von Rickettsia
und Mitochondrien in seinem Genom ursprünglich PFO-Gene besessen hat. Sowohl das
Rickettsia-Genom als auch mitochondriale Genome wurden im Laufe der Evolution in
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Anpassung an eine intrazelluläre Lebensweise signifikant reduziert (Andersson et al.
1998, Gray et al. 1999, Rotte et al. 2001). Zum anderen ist gut bekannt, dass horizonta-
ler Gentransfer zwischen heutigen freilebenden Prokaryoten ein häufiges Phänomen ist
(Doolittle 1999, Ochman, Lawrence und Groisman 2000). Es ist anzunehmen, dass ho-
rizontaler Gentransfer auch in der entfernten Vergangenheit zwischen freilebenden Pro-
karyoten erfolgte. Das Abzweigen gleicher Gruppen von Bakterien an unterschiedlichen
Ästen (insbesondere in der Gruppe der γ-Proteo-bakterien) ist ein Hinweis darauf, dass
zu einem gewissen Ausmass ein lateraler PFO-Gentransfer zwischen Prokaryoten er-
folgt ist. So ist anzunehmen, dass der freilebende, α-proteobakterielle Vorfahr der Mi-
tochondrien und Hydrogenosomen Gene mit anderen Eubakterien ausgetauscht hat,
nachdem sich das Organell etablierte. Daher ist gut möglich, wenn nicht wahrschein-
lich, dass keines der heute lebenden Bakterien den identischen Satz an Genen enthält
wie jenes, aus dem die Organellen direkt hervorgegangen sind (Martin 1999b). Neben
lateralem Gentransfer könnten auch Paralogie und nachfolgender differentieller Verlust
von Genen die unerwarteten eubakteriellen PFO-Verwandschaftsbeziehungen erklären.
Wenn jedoch differentieller Verlust von Genen alle Unterschiede erklären sollte, die in
allen Stammbäumen für alle bakteriellen Gene beobachtet wird, so müsste die Größe
des "Vorfahrens aller Genome" bei weitem die Größe der Genome aller heute bekannten
Prokaryoten übertreffen. Im Gegensatz dazu ist lateraler Gentransfer ein beobachtbares
Phänomen (Ochman, Lawrence und Groisman 2000).

(2) Es sollte ATP-synthetisierende Organellen geben, die Zwischenformen zwi-
schen Mitochondrien und Hydrogenosomen darstellen. Die Koexistenz der hydroge-
nosomalen PNO und der PDH im Euglena Mitochondrium verbindet direkt den Ener-
giestoffwechsel von Hydrogenosomen mit dem der Mitochondrien in einem Organell.
Damit stellen die fakultativ anaeroben Euglena Mitochondrien bezüglich des Pyru-
vatstoffwechsels eine echte Zwischenform zwischen diesen beiden Organellen dar. In-
teressanterweise gibt es ein weiteres Beispiel für ein Mitochondrium mit Zwischen-
formcharakter aus der Gruppe der Trypanosomatiden, der Schwestergruppe der Eugle-
niden. Die Mitochondrien der Insektenstadien von Trypanosoma brucei sind zwar obli-
gat aerobe Organellen, trotzdem oxidieren sie ihre Substrate nicht vollständig zu CO2

und produzieren stattdessen Fermenationsprodukte (Clayton und Michels 1996). Als
Hauptendprodukt des Kohlenhydratabbaus wird – analog zum hydrogenosomalen Ener-
giestoffwechsel – mit Hilfe der Acetat:Succinat CoA Transferase und Succinat Thioki-
nase Acetat gebildet und aus der Zelle ausgeschieden (Van Hellemond et al. 1998).
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(3) Einige Eukaryoten sollten Gene sowohl für die PDH als auch für die PFO besit-
zen. Wenn die eukaryotische PFO tatsächlich vom fakultativ anaeroben mitochondria-
len Symbionten (Martin und Müller 1998) akquiriert wurde, sollte es einige Eukaryoten
geben, die funktionelle Gene sowohl für die PFO als auch für die PDH behalten haben.
In der Tat wurde für den Euglenozoon Trypanosoma brucei eine Koexistenz von der
PFO und des klassischen PDH-Multienzymkomplexes postuliert (Rotte et al. 2001).
Trypanosoma brucei besitzt Homologe für die PDH-Untereinheiten E1α, E1ß, E2 und
E3 (Rotte et al. 2001). Ein genomisches Fragment (EMBL B13566) kodiert fernerhin
für ein Protein mit deutlicher Homologie zur PFO (Horner et al. 1999). Die Translation
besitzt über 61 AS 57 % Identität mit der PFO-Domäne VI der Euglena PNO (Rotte et
al. 2001). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Versuche, die PFO unter Verwendung der
Sequenzinformation in diesem genomischen PFO-Fragment aus einer genomischen
Bank von T. brucei zu isolieren, blieben jedoch erfolglos. Weder konnte mit Hilfe von
homologen Primern aus genomischer DNA von T. brucei ein PCR-Produkt amplifiziert
werden, noch konnte mittels Oligonukleotid-Hybridisierung ein für die PFO kodieren-
der Klon aus einer genomischen Trypanosoma-Bank isoliert werden. Computeranalysen
zeigen, dass das PFO-Fragment die höchste Sequenzähnlichkeit zu prokaryotischen, und
nicht zu eukaryotischen Homologen besitzt. So betrug die Sequenzhomologie zur PFO
aus Clostridium auf Proteinebene 85 %, zur PFO aus Euglena nur 59 %. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass das genomische PFO-Fragment aus den T. brucei Genom-
sequenzierungsdaten eine bakterielle Kontamination darstellt und nicht aus dem Genom
von T. brucei stammt. Tatsächlich jedoch besitzt Euglena gracilis als zusätzlich zu einer
funktionellen PFO auch eine funktionelle PDH.

5.3 Der mitochondriale Pyruvat Dehydrogenase Multienzymkomplex aus
Euglena gracilis

5.3.1 Molekulare Charakterisierung und Expressionsanalyse der Pyruvat Dehy-
drogenase- (E1), der Dihydrolipoyl Transacetylase- (E2) und der Dihydrolipoyl
Dehydrogenase-Untereinheit (E3) des Euglena PDH-Multienzymkomplexes

Die isolierte PDH E1α-kodierende cDNA aus Euglena gracilis repräsentierte ein voll-
ständiges Transkript mit einer Länge von 1586 bp einschließlich einer 10 bp spliced
leader Sequenz am 5'-terminalen Ende und kodiert ein offenes Leseraster für 379 AS.
Die abgeleitete Aminosäuresequenz zeigt eine Sequenzhomologie von 50 bis 55 % zu
anderen eukaryotischen mitochondrialen E1α-Sequenzen. Sie enthält sowohl das Motiv
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der TPP-Bindestelle (Hawkins et al. 1989) als auch die postulierte E1ß-Bindestelle so-
wie drei Serinreste, welche, wie für das Protein aus Mensch, Rind und Schwein gezeigt,
phosphoryliert werden können (Yeaman et al. 1978, Sugden et al. 1979, Patel und
Roche 1990). Die Euglena PDH E1 könnte somit wie andere mitochondriale E1 über
einen Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungszyklus reguliert werden, der die beiden
Enzyme PDH Kinase und PDH Phosphatase einschließt. Letztere beiden Enzyme wur-
den aus Euglena bisher nicht identifiziert. Das errechnete Molekulargewicht des Pro-
teins von 41690 Da stimmt mit dem über SDS-Gelelektrophorese ermittelten Moleku-
largewicht pflanzlicher E1α-Untereinheiten von 43000 Da überein (Patel und Roche
1990). Versuche, die cDNA für die E1ß-Unter-einheit aus Euglena gracilis zu klonie-
ren, blieben erfolglos. Unter Einsatz von PCR-Primern, die gegen konservierte Ami-
nosäuremotive verschiedener eukaryotischer E1ß-Untereinheiten konstruiert wurden,
ließen sich ausschließlich unspezifische Produkte amplifizieren. Proteomanalysen mit
Hilfe von 2D-Gelen (unveröffentlichte Ergebnisse der Promotionsarbeit von Dipl.- Biol.
Meike Hoffmeister) identifizierten jedoch die fehlende ß-Untereinheit. Wie alle bisher
charakterisierten eukaryotischen und viele der eubakteriellen PDH E1α (mit Ausnahme
der PDH E1α aus Gram-negativen Bakterien) besitzt damit auch die Euglena E1 sowohl
eine α- als auch eine ß-Untereinheit.

Die aus Euglena isolierte, PDH E2-kodierende cDNA repräsentierte ein vollständiges
Transkript mit einer Größe von 1834 bp einschließlich einer 9 bp spliced leader Se-
quenz am 5'-terminalen Ende und kodiert ein offenes Leseraster für 434 AS. Auch die
Aminosäuresequenz der E2 weist mit 40 bis 43 % Homologie die größte Sequenz-
ähnlichkeit zu anderen eukaryotischen mitochondrialen E2-Sequenzen auf. Die abge-
leitete Aminosäuresequenz der Euglena E2 zeigt charakteristische Eigenschaften einer
Acetyltransferase. Sie besitzt drei heterologe Domänen, die als Lipoyl-Domäne, Unter-
einheit-bindende und katalytische Domäne bezeichnet werden (vgl. Abb. 4-12). Die
Lipoyl-Domäne entspricht dem N-terminalen Bereich des Proteins. Dieser ist reich an
den unpolaren AS Alanin und Prolin und enthält wie die E3-Sequenzen von Synechocy-
stis sp., S. cerevisiae und B. subtilis sowie die plastidäre A. thaliana Ε3 nur eine etwa
100 AS umfassende Lipoyl-Domäne. Die mitochondriale A. thaliana- sowie die
menschliche E2-Sequenz besitzen zwei Lipoyl-Domänen. Die E. coli und Azotobacter
vinelandii Sequenzen weisen sogar drei Lipoyl-Domänen auf, jedoch führt die Deletion
von einer oder gar zwei dieser Domänen nicht zu einer signifikanten Beeinträchtigung
der Aktivität (Guest et al. 1985). Nachweislich ist die Anwesenheit einer einzelnen Li-
poyl-Domäne ausreichend für eine katalytische Funktion des α-Ketoglutarat Dehydro-
genase Komplexes (Reed und Hackert 1990, Mooney et al. 1999). Die Untereinheit-
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bindende und katalytische Domäne entspricht dem verbleibenden C-terminalen Ende
des Proteins. Das errechnete Molekulargewicht des Proteins beträgt 47740 kDa. Über
SDS-Gelelektrophorese bestimmte Molekular-gewichte liegen über diesem errechneten
Wert. So wurden für die E2-Untereinheit der PDH aus Crithidia fasciculata (Diaz und
Komuniecki 1995) und Säugetieren (Patel und Roche 1990) Molekulargewichte von
60000 Da bestimmt.

Die Euglena PDH E3 cDNA repräsentierte ein vollständiges Transkript mit einer Größe
von 1811 bp und kodiert ein offenes Leseraster für 474 AS. Die abgeleitete Aminosäu-
resequenz zeigt erwartungsgemäß die höchste Sequenzhomologie zu anderen eukaryoti-
schen mitochondrialen E3-Sequenzen, diese beträgt zwischen 55 und 60 %. Als Flavo-
protein gehört E3 zu einer Familie von Pyridindinukleotid-Disulfid Oxidoreduktasen,
die entweder NADH oder NAD(P)H nutzen (Williams 1976). Die Sequenzähnlichkeit
der abgeleiteten Aminosäuresequenz der Euglena PDH E3 zu weiteren Mitgliedern die-
ser Enzymfamilie wie den eubakteriellen Quecksilber (II) Reduktasen und den euka-
ryotischen Glutathion- und Trypanothion Reduktasen liegt bei 30 - 35 % bzw. 25 - 30
%, wobei die Sequenzähnlichkeit im Bereich der Dinukleotid-Bindemotive der Nukleo-
tid-Binderegionen und in der Sequenzregion des Disulfid-Reaktionszentrums am höch-
sten ist. Ein Vergleich der strukturell gut charakterisierten menschlichen Glutathion
Reduktase (Pons et al. 1988) mit der molekularen Struktur der E3 aus Hefe (Takenaka
et al. 1988) zeigt ferner mit Ausnahme der N- und C-terminalen Enden eine bemer-
kenswerte Übereinstimmung bezüglich der Tertiärstruktur beider Enzyme (Carothers et
al. 1989) und spiegelt so die Homologie in ihrer Primärstruktur wider. Das errechnete
Molekulargewicht des Proteins entspricht 52140 Da und stimmt mit der im SDS-Gel
beobachteten Größe der gereinigten PDH E3 aus Trypanosoma brucei überein.

Da bisher keine der Untereinheiten des mitochondrialen PDH-Multienzymkomplexes
aus Euglena direkt aufgereinigt wurde, ist die N-terminale Aminosäuresequenz und
damit die Prozessierungsstelle für keines dieser Proteine bekannt. Erschwert werden
Voraussagen über mögliche mitochondriale Importsequenzen in der Euglena PDH E1α,
E2 und E3 dadurch, dass erst wenige mitochondriale Importsequenzen aus Euglena be-
kannt sind. Die wenigen aus diesem Organismus publizierten mitochondrialen Transit-
peptide (Cui et al. 1994, Rotte et al. 2001) ähneln bezüglich ihrer Länge und
AS-Zusammensetzung typischen mitochondrialen Signalpeptiden. Sie enthalten zwi-
schen 30 und 40 AS, wobei Arginin, Leucin, Serin und Alanin häufig vertretenen sind
(Claros et al. 1997), und sie sind zur Bildung amphipathischer α-Helices befähigt (Cui
et al. 1994). Sehr viel mehr ist über den mitochondrialen Import in der Schwestergruppe
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der Eugleniden, den Trypanosomatiden, bekannt. In Trypanosomen können zwei Klas-
sen mitochondrialer Importsequenzen unterschieden werden. Die erste Klasse umfasst
Transitpeptide mit einer Länge von 15 bis 20 AS. Zur zweiten Gruppe zählen unge-
wöhnlich kurze Transitpeptide mit einer Länge von 7 bis 9 AS, diese ähneln in ihrer
Aminosäurezusammensetzung den mitochondrialen Signalpeptiden aus anderen Orga-
nismen (Häusler et al. 1997, Clayton et al. 1995). Mehr als die Hälfte der bekannten
Transitpeptide in Kinetoplastiden ist der zweiten Klasse zuzurechnen (Häusler et al.
1997). Die N-Termini der Euglena PDH E1α und E3 Sequenzen sind im Vergleich mit
Transitpeptiden aus Trypanosomatiden nicht nur in Bezug auf die Länge, sondern auch
auf die AS-Zusammensetzung sehr ähnlich (s. Tab. 4-1) und ihre Einrasterung im Se-
quenzalignment erfolgt im gleichen Bereich. Zusammen mit der Vorhersage sehr kurzer
mitochondrialer Importsequenzen für die Euglena E1α und E3 mittels MitoProtII deu-
ten diese Ergebnisse darauf hin, dass auch in Euglena gracilis, analog zu Kinetoplasti-
den, eine weitere Klasse sehr kurzer, 7-12 AS umfassender, mitochondrialer Importse-
quenzen existiert.

Tab. 5-1: N-Termini kernkodierter mitochondrialer Proteine aus Kinetoplastiden im Vergleich mit den
N-Termini der Euglena PDH E1α, Ε2 und E3. Positiv geladene AS sind fett hervorgehoben. Bekannte
Prozessierungsstellen sind mit | markiert. Art- und Proteinnamen sind wie folgt abgekürzt: Trypanosoma
cr., T. cruzi; Trypanosoma br., T. brucei; Leishmania ta., L. tarentolae, Crithidia fc., C. fasciculata;
Euglena gr., E. gracilis; DNA Polymerase ß, DNA Pol. ß.

Organismus Sequenz Referenzen

Trypanosoma cr. PDH E3 MFRRCAVKL|>> Schöneck et al. 1997

Trypanosoma br. PDH E3 MFRRCFPIF|>> Else et al. 1994

Trypanosoma br. PDH E1α MFRSASCILL>> Diaz und Komuniecki 1995

Trypanosoma br. Hsp60 MFRSA ARF|>> Giambiagi de Marval et al. 1993

Leishmania ta. p51 MLRATLARL|>> Bringaud et al. 1995

Crithidia fc. DNA Pol. β MFRRTFLTR|>> Torri und Englund 1995

Crithidia fc. p16 MLFRVPRRL|>> Xu und Ray 1993

Crithidia fc. p17 MLRRSPTLL|>> Xu und Ray 1993

Crithidia fc. p18 MLRRTVSNF|>> Xu und Ray 1993

Euglena gr. PDH E1α MNPFRLLLQRA> >

Euglena gr. PDH E2 MLPRRLLVPLFQAARTRGYAE>>
Euglena gr. PDH E3 MFRQSFIQL>>
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Die Northern-Hybridisierung zeigt für alle drei untersuchten PDH-Untereinheiten das
gleiche mRNA-Expressionsmuster auf. Die mRNA-Expression ist unter anaerober An-
zucht (2 % CO2 in N2) im Licht am höchsten. Die geringste mRNA-Expression erfolgt
bei allen drei Untereinheiten der PDH in aerob (2 % CO2 in Luft), mit Licht angezoge-
nen Euglena Kulturen. Das Expressionsmuster der PDH im Vergleich mit dem der PNO
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zeigt, dass bei Heraufregulierung der mRNA für die PDH die PNO-mRNA herunterre-
guliert wird und umgekehrt, beide mRNAs werden jedoch sowohl unter aeroben als
auch unter anaeroben Bedingungen ko-exprimiert

5.3.2 Die Untereinheiten des mitochondrialen PDH-Komplexes aus Euglena gra-
cilis sind Akquisitionen des α-proteobakteriellen Vorfahrens der Mitochondrien

Maximum Likelihood Analysen der E1α- und E1ß-Untereinheit der Pyruvat Dehydro-
genase zeigen für beide Gene eine ähnliche Baumtopologie. Die Sequenzen fallen grob
in drei Gruppen, in der eukaryotische und eubakterielle PDH miteinander überlappen
(vgl. Abb. 5-4 A und B). Die Euglena PDH E1α-Untereinheit ist am nächsten verwandt
mit ihrem Homolog aus Trypanosoma, der Schwestergruppe der Eugleniden, mit denen
sie 52 % Sequenzähnlichkeit auf Aminosäureebene teilen. Gemeinsam mit den anderen
eukaryotischen mitochondrialen PDH-Sequenzen bilden sie eine monophyletische
Gruppe, die mit ihren α-proteobakteriellen Homologen abzweigen (s. Abb. 5-4 A). Ein
weiterer Ast verknüpft die plastidäre PDH E1α mit ihren cyanobakteriellen Homologen.
Dieser Ast wird geteilt mit der E1α aus Thiobacillus und Chlamydomonas pneumoniae.
Die Sequenzähnlichkeit zwischen der plastidären und der mitochondrialen PDH aus
Arabidopsis beträgt auf Aminosäureebene 40 %. Der dritte Ast verbindet ausschließlich
bakterielle E1α.

Mitochondriale E1ß zweigen ebenfalls mit ihren Homologen aus α-Proteobakterien ab,
durch einen weiteren Ast sind plastidäre E1ß direkt mit ihren cyanobakteriellen Homo-
logen verbunden (s. Abb. 5-4 B). Plastidäre und cyanobakterielle E1ß zweigen auch hier
gemeinsam mit der E1ß aus Thiobacillus ab. Der dritte Ast enthält ausschließlich eu-
bakterielle Sequenzen. Hierbei sei erwähnt, dass in einigen Gram-negativen Eubakterien
wie Neisseria (Hein und Steinbüchel 1996), Azotobacter (Hengeveld et al. 1997) oder
E. coli (Arjunan et al. 2002) die Pyruvat Dehydrogenase E1 Untereinheit kein Hetero-
dimer, sondern ein homodimeres Protein aus zwei identischen Untereinheiten darstellt,
welches im Sequenzalignment geringe Sequenzähnlichkeit sowohl zur PDH E1α als
auch zur PDH E1ß Untereinheit zeigt (Hawkins et al. 1989). Diese homodimeren E1α2
wurden in den Maximum Likelihood Analysen der E1α und E1ß nicht berücksichtigt.
Sowohl die E1ß als auch die E1a2 aus Gram-negativen Bakterien zeigen auf Aminosäu-
reebene 20 – 30 % Sequenzähnlichkeit zu anderen Thiamin-abhängigen Enzymen wie
Transketolase, 1-Deoxyxylulose_5-Phosphat Synthase und PFO, die biochemisch ähnli-
che Reaktionen katalysieren. Bemerkenswerterweise werden die E1α und E1ß-Unter-
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einheit der plastidären PDH in der Rotalge Porphyra noch immer vom Chloroplasten-
genom kodiert (Reith und Munholland 1995), während die Gene in höheren Pflanzen
bereits erfolgreich in den Kern transferiert wurden.

Auch die Baumtopologie für die E2-Untereinheit der PDH lässt sich grob in drei Grup-
pen unterteilen, in denen wiederum eukaryotische und eubakterielle Sequenzen über-
lappen (vgl Abb. 5-4 C). Die Euglena PDH E2 zeigt die nächste Verwandtschaft zur E2
aus Ratte und Mensch, mit denen sie 42 bzw. 41 % Sequenzhomologie auf Aminosäu-
reebene teilt. Auch hier zweigen die eukaryotischen E2 gemeinsam mit ihren
α-proteobakteriellen Homologen ab. Geteilt wird dieser Ast von zwei weiteren Eubakte-
rien, Chlamydomonas und Klebsiella. Die plastidäre E2 teilt einen gemeinsamen Ast
mit ihrem cyanobakteriellen Homolog, von dem ferner auch die Pelobacter E2 ab-
zweigt. Auch hier zweigen am dritten Ast ausschließlich bakterielle E2 ab. Die E3 Un-
tereinheit der Euglena PDH zeigt die nächste Verwandtschaft zur E3 aus Plasmodium
und Trypanosoma, zu denen die Sequenzähnlichkeit auf Aminosäureebene 54 bzw.
60 % beträgt. Anders als für die E1 und E2 Untereinheit sind die α-proteobakteriellen
Homologe in diesem Baum über mehrere Äste verteilt (s. Abb. 5-4 D). Die mitochon-
drialen E3 bilden einen gemeinsamen Ast sowohl mit α-Proteobakterien als auch mit
Proteobakterien anderer Gruppen. Die plastidäre E3 aus Arabidopsis teilt auch hier eine
gemeinsame Abstammung mit der cyanobakteriellen E3.

Wie für den mitochondrialen PDH-Komplex anderer Eukaryoten (Schnarrenberger und
Martin 2002) gilt auch für die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Untereinheiten der
mitochondrialen PDH aus Euglena, E1α, E2 und E3, dass sie die größte Ähnlichkeit zu
Homologen aus Eubakterien, genauer α-proteobakteriellen Genomen besitzen. Wie an-
dere Eukaryoten hat auch Euglena ihre PDH von dem mitochondrialen Endosymbionten
akquiriert. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit allgemein akzeptierten Daten, wel-
che die Abstammung der Mitochondrien aus der Gruppe der α-Proteobakterien belegen
(Gray, Burger und Lang 1999).
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Abb. 5-4: (Seite 119-120) Mit ProtML (Adachi und Hasegawa 1986) konstruierte Protein-Phylogenien
für die einzelnen PDH-Untereinheiten. Die einzelnen Bootstrap-Werte wurden mit Hilfe der RELL-
Methode (Adachi und Hasegawa 1986) bestimmt und sind an den Ästen angegeben. Bootstrap-Werte von
100 sind durch einen Punkt gekennzeichnet. Der Maßstab unten rechts steht für 0,1 Substitutionen pro
Position. (A) Protein-Phylogenie für die PDH Untereinheit E1α. (B) Protein-Phylogenie für die PDH
Untereinheit E1ß. (C) Protein-Phylogenie für die PDH Untereinheit E2. (D) Protein-Phylogenie für die
PDH Untereinheit E3. Taxa sind hinter den Organismennamen in Klammern angegeben: α, β, γ, δ, ε,
Proteobakterien; Ig+, Gram-positive Bakterien; cy, Cyanobakterien. Archaebakterien sind mit Ar gekenn-
zeichnet. Sequenzen stammen aus GenBank und von den fertiggestellten und laufenden Genomprojekten
durch TIGR (http://www.tigr.org/tdb) und NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Entrez/genom_
table_cgi).

5.3.3 Die meisten eukaryotischen Enzyme des Energiestoffwechsels sind - wie die
PDH und die PFO - eubakteriellen Ursprungs

Die eubakterielle Abstammung der PDH und der PNO aus Euglena fügt sich in ein ge-
nerelles Muster ein, demgemäß Enzyme des eukaryotischen Energiestoffwechsels die
größte Ähnlichkeit zu ihren eubakteriellen Homologen zeigen (Martin und Cerff 1986,
Henze et al. 1995, Martin und Schnarrenberger 1997, Schnarrenberger und Martin 2002,
Keeling und Doolittle 1997). Im Gegensatz dazu ist der genetische Apparat der euka-
ryotischen Zelle einschließlich der RNA-Polymerase (Langer et al. 1995), der Proteine
der Transkription (Langer et al. 1995), der DNA-Replikation (Tye 2000) und der ribo-
somalen Proteine (Hansmann und Martin 2000) ähnlicher zu dem der Archaebakterien.
Dieses Muster wird auch auf Ebene Genom-weiter Phylogenien für Hefe im Vergleich
zu eubakteriellen und archaebakteriellen Referenzgenomen bestätigt (Rivera et al. 1998,
Horiike et al. 2001).

Wie lässt sich der Mosaikcharakter eukaryotischer Genome erklären? Eine auf Gen-
transfer basierende Erklärungsmöglichkeit wäre, dass Eukaryoten ursprünglich phago-
zytierend waren und ihnen Prokaryoten direkt als Nahrung dienten. Viele der dabei auf-
genommenen bakteriellen Gene wurden schließlich in ihre chromosomalen Gene inkor-
poriert, ebenso die Gene des später dazugekommenen mitochondrialen Symbionten
("You are what you eat" - Modell, Doolittle 1998). Verschiedenen Formulierungen des
Fusionsmodells (Zillig et al. 1989, Lake und Rivera 1994, Gupta 1998, Moreira und
Lopez-Garcia 1998) zufolge dagegen entstand durch Verschmelzung eines archaebakte-
riellen Symbionten mit einer eubakteriellen Wirtszelle ein Eukaryot mit chimären
Chromosomen. Sowohl gemäß der "You are what you eat" - Hypothese als auch gemäß
der Fusionshypothese sollte jedoch erwartet werden, dass die Gene des eukaryotischen
Energiestoffwechsels ein Gemisch aus eubakteriellen und archaebakteriellen Homolo-
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gen darstellen. Der Wasserstoffhypothese nach erhielt die archaebakterielle Wirtszelle
die eubakteriellen Gene für die heterotrophe Lebensweise vom einst freilebenden Vor-
fahren der Mitochondrien. Diesem Modell zufolge sollten die Gene des eukaryotischen
Energiestoffwechsels eubakteriellen Ursprungs sein.

Die Voraussage der Wasserstoffhypothese kommt damit dem Bild am nächsten, wel-
ches sich aufgrund der bisherigen Daten bezüglich der Abstammung der Enzyme des
eukaryotischen Energiestoffwechsels abzeichnet. Von den rund 40 bisher untersuchten
Enzymen des eukaryotischen Energiestoffwechsels einschließlich der Enzyme der Gly-
kolyse (Martin und Cerff 1986, Henze et al. 1995, 2001; Keeling und Doolittle 1997,
Martin und Schnarrenberger 1997, Nowitzki et al. 1998), des Glyoxylatzyklus
(Schnarrenberger und Martin 2002) und des TCA-Zyklus (Schnarrenberger und Martin
2002) sind, mit wenigen Ausnahmen, alle diese Enzyme ähnlicher zu ihren eubakteriel-
len als zu ihren archaebakteriellen Homologen. Zu den erwähnten Ausnahmen zählen
die Enolase (jedoch nicht die Enolase aus Euglena (Hannaert et al. 2000)), die
Transketolase aus Tieren (Mittenhuber 2001, Martin 1998) und die Acetyl-CoA Syn-
thetase aus amitochondrialen Protisten (Sánchez et al. 1999, 2000), welche die höchste
Homologie zu den archaebakteriellen Enzymen zeigen. Die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchen beiden Enzyme des Energiestoffwechsels von Euglena, PNO und PDH,
erfüllen damit auch die vierte Voraussage, welche aus der Wasserstoffhypothese abge-
leitet werden kann: Die Enzyme des eukaryotischen Kohlenhydratstoffwechsels sollten
ähnlicher zu ihren eubakteriellen als zu ihren archaebakteriellen Homologen sein (Mar-
tin und Müller 1998).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stützen somit die wesentlichen Voraussagen der Wasser-
stoffhypothese. Euglena gracilis stellt bezüglich des mitochondrialen Energiestoff-
wechsels eine echte Zwischenform zwischen Mitochondrien und Hydrogenosomen dar.
Die PNO als ein biochemisches Missing link des Pyruvat-Stoffwechsels zwischen Mito-
chondrien und Hydrogenosomen liefert weitere Evidenz für die Abstammung dieser
Organellen von einem gemeinsamen Vorfahren. Die Koexistenz der PDH und der PFO
im fakultativ anaeroben Organell dieses Protisten spricht ferner dafür, dass dieser Vor-
fahr tatsächlich eine fakultativ anaerobe Lebensweise besass. Die PDH und die PFO
sind wie andere eukaryotische mitochondriale Enyzme sehr viel enger mit ihren eubak-
teriellen als mit ihren archaebakteriellen Homologen verwandt und gehen aus einer ein-
zigen Akquisition an der Basis der Eukaryotenevolution hervor. Damit erscheinen die
Zusatzannahmen der Wasserstoffhypothese zurzeit weniger gravierend sowohl im Ver-
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gleich zur Fusions-Hypothese als auch im Vergleich zu klassischen Versionen der En-
dosymbionten-hypothese.
Es kann erwartet werden, dass das Studium von weiteren fakultativ anaeroben Euka-
ryoten oder solchen Eukaryoten, in denen die ATP-Synthese ohne Hilfe von Sauerstoff
erfolgt, entscheidende Aufschlüsse über den Ursprung und die Evolution des anaeroben
Energiestoffwechsels in Eukaryoten geben wird.

5.4 Identifizierung differentiell exprimierter Gene mittels subtraktiver und
differentieller Hybridisierung

Um ein vollständigeres Bild über die anaeroben Stoffwechselwege in Euglena gracilis
zu erhalten, wurden zur Identifizierung weiterer Enzyme des fakultativ anaeroben Ener-
giestoffwechsels die Methoden der subtraktiven und differentiellen Hybridisierung an-
gewandt. Bei der Methode der subtraktiven Hybridisierung werden im erfolgreichen
Fall nur solche Gene identifiziert, die ausschließlich in einem von zwei zu vergleichen-
den Zell- oder Gewebetypen exprimiert werden. Vorteil – gleichzeitig aber auch Nach-
teil dieser Methode – ist die Anreicherung von Zell-, Gewebe-, oder wachstumsspezifi-
schen seltenen mRNAs, da der Hintergrund abundanter mRNAs (Haushalts- und repe-
tetive Gene) in der subtrahierten Probe reduziert ist. Mit dieser Methode werden daher
selten exprimierte mRNAs gegenüber häufig exprimierten mRNAs deutlich bevorzugt.
Zur Isolierung differentiell exprimierter Gene wurden Euglena Kulturen aerob (2 %
CO2 in Luft) im Licht und anaerob (2 % CO2 in N2) im Dunkeln angezogen. In einer
Vorwärts-Subtraktion (forward subtraction) wurde die aerobe cDNA von der anaeroben
cDNA subtrahiert, um eine Anreicherung anaerob exprimierter Gene zu erzielen. Paral-
lel dazu wurde eine Rückwärts-Subtraktion (reverse subtraction) durchgeführt. Obwohl
die Effizienz der Vorwärts- und Rückwärts-Subtraktion in den cDNA-Banken im Ver-
gleich zu den nicht subtrahierten Kontrollen überprüft und als zufriedenstellend einge-
stuft wurde (vgl. Abb. 3.20), erwiesen sich die Anteile differentiell exprimierter cDNA-
Fragmente insgesamt als unerwartet gering (vgl. Tab. 3.4)

In der Vorwärts-Subtraktion wurden 16 Klone identifiziert, die unter anaeroben Bedin-
gungen verstärkt exprimiert sein sollten. Sechs dieser Klone ließen sich durch Sequenz-
datenbank-Vergleiche einem Protein mit bekannter Funktion zuordnen. Insgesamt 30 %
der identifizierten Klone zeigten in ihrer Sequenz jedoch einfache Dinukleotid Sequen-
zwiederholungen (simple sequence repeats, SSR). Diese auch als Mikrosatelliten be-
zeichneten Regionen der DNA enthalten ein kurzes (2-6 bp) Sequenzmotiv, welches
mehrere Male wiederholt wird (z. Bsp. ...ATATATAT...). Sie kommen in den Genomen
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aller lebenden Organismen vor, die Anzahl der Wiederholungen der Sequenzmotive
variiert von Spezies zu Spezies (Renwick et al. 2001). Der überdurchschnittlich hohe
prozentuale Anteil dieser Klone unter den KandidatenPositiv im Vergleich zu ihrer Prä-
senz in einer nicht subtrahierten cDNA-Bank lässt vermuten, dass durch den Schritt der
PCR-Amplifikation in der subtraktiven Hybridisierung bevorzugt solche Regionen mit
Dinukleotid-Sequenzwiederholungen amplifiziert wurden. Die nachfolgende differenti-
elle Hybrisidierung zur Eliminierung des Hintergrunds reduzierte die Anzahl der echten,
experimentell exprimierten Klone auf einen einzigen Kandidaten, dieser kodiert für die
PNO. Eine verstärkte Expression der PNO bei Anzucht der Euglena-Zellen unter Anae-
robiose im Dunkeln konnte bereits experimentell nachgewiesen werden, damit handelt
es sich bei dem identifizierten Klon um ein tatsächlich differentiell exprimiertes Gen.

In der Rückwärts-Subtraktion wurden 18 Klone identifiziert, die unter aeroben Bedin-
gungen verstärkt exprimiert sein sollten. Von diesen Klonen ließen sich 16 durch Ver-
gleiche mit Sequenzdatenbanken einem Protein bekannter Funktion zuordnen. Den
größten Anteil an der Redundanz unter diesen identifizierten Klonen besaß die Carbon
Anhydrase, ein Enzym, welches am CO2-Transport in der Zelle beteiligt ist. Die nach-
folgende differentielle Hybridisierung reduzierte die Anzahl der echten, experimentell
exprimierten Klone auf 10 für unterschiedliche Gene kodierende Klone. Zwei dieser
Gene kodieren für Proteine, die direkt an der Photosynthese beteiligt sind, das
O2-freisetzende Enzym und die Carbon Anhydrase (Majeau und Coleman 1994). Die
anderen acht Gene kodieren für essentielle Proteine, welche an Proteinimport und
-export (ADP/ATP Carrier und ABC Transporter) und der Transkription beteiligt sind.
Es konnten somit in der Rückwärts-Subtraktion zwei Gene identifiziert werden, für die
eine differentielle Expression dieser Gene unter Aerobiose im Licht, nicht aber unter
Anaerobiose im Dunkeln den Erwartungen entspräche.

Eine geringe Effizienz beim Auffinden von differentiell exprimierten Transkripten kann
bei der Methode der subtraktiven Hybridisierung durch verschiedene Faktoren verur-
sacht sein. (i) Die höchste Anreicherung (etwa 1000 x) wird für cDNA-Fragmente von
geringer Häufigkeit und/oder mit großen Differenzen in den Expressionsniveaus in Te-
ster und Driver cDNA erreicht. Die Detektion von Transkripten mit mittleren Unter-
schieden (zwei- bis vierfach) gilt als möglich, aber die optimalen Anreicherungs-
effizienzen werden für sie nicht erreicht (Diatchenko et al. 1996). (ii) Selten exprimierte
mRNAs werden gegenüber häufig exprimierten mRNAs deutlich bevorzugt angerei-
chert (Diatchenko et al. 1996). (iii) Die Unterschiede in den mRNA-
Expressionsmustern zwischen den beiden mRNA-Populationen kann für eine effiziente
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Anreicherung zu gering sein. In der resultierenden subtrahierten cDNA-Bank wäre in
diesem Fall der Hintergrund hoch und die differentiell exprimierten Transkripte nur
gering angereichert. Tatsächlich jedoch wurde bei der differentiellen Hybridisierung mit
nicht subtrahierten Sonden ein sehr ähnliches Ergebnis erhalten.

Durch parallele Hybridisierung mit aerober und anaerober einzelsträngiger cDNA gegen
eine anaerobe Euglena cDNA-Bank konnten 17 Klone identifiziert werden, die ein stär-
keres Signal mit der anaeroben einzelsträngigen cDNA-Sonde zeigten. Von diesen Klo-
nen kodierten 10 für Proteine mit bekannter Funktion. Die nachfolgende Dotblot Analy-
se reduzierte die Anzahl der echten, experimentell exprimierten Klone auf drei für un-
terschiedliche Gene kodierende Klone, die Sequenzähnlichkeiten zu einer Endonuklea-
se, einem Chlorophyll-Bindeprotein und einem Protein namens CDH1-D mit bisher
unbekannter Funktion zeigten. Insgesamt 14 Klone hybridisierten stärker mit der aero-
ben einzelsträngigen cDNA-Sonde, von diesen Klonen ließen sich 13 in Gendatenbank-
Vergleichen einem Protein mit bekannter Funktion zuordnen. Durch die nachfolgende
Dotblot Analyse wurde die Anzahl der echten, experimentell exprimierten Klone auf
sieben für unterschiedliche Gene kodierende Klone reduziert. Auch hier kodiert einer
dieser Klone für ein Protein, welches an der Photosynthese beteiligt ist, das
O2-freisetzende enhancer Protein. Die anderen sechs Gene kodieren auch hier für Pro-
teine, die essentielle Funktionen innerhalb der Zelle übernehmen. Dazu zählen Proteine,
die an Transportvorgängen in der Zelle (ADP/ATP Carrier), an der Transkription und
Translation oder am Kohlenhydratstoffwechsel beteiligt sind (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat Dehydrogenase). Mit der Methode der differentiellen Hybridisierung konnten
somit keine Gene identifiziert werden, für die eine differentielle Expression dieser Gene
unter Anaerobiose den Erwartungen entspräche.

Die erfolgreiche Identifizierung eines tatsächlich differentiell exprimierten Gens mit
Hilfe der subtraktiven Hybridisierung spricht dafür, dass die Ursachen für die geringe
Effizienz bei der Identifizierung positiver Kandidaten weniger in der methodischen
Durchführung begründet sind. Wahrscheinlicher ist, dass die Differenzen in den Ex-
pressionsniveaus in aerober und anaerober cDNA zu gering für eine erfolgreiche Anrei-
cherung ausfallen. So haben Proteom-Untersuchungen von isolierten Euglena-
Mitochondrien gezeigt, dass es keine nennenswerte Neuakkumulation von mitochon-
drialen Proteinen beim Übergang von Aerobiose zu Anaerobiose gibt (M. Hoffmeister;
unveröffentlichte Ergebnisse ihrer Doktorarbeit). Vielmehr zeigt Euglena bei fortge-
setzter Kultur ohne Zufuhr von Sauerstoff eine deutliche Reduktion von Komponenten
der Atmungskette, insbesondere der Cytochrome Cytochrom c558, Cytochrom aa3 so-
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wie der Cytochrom c Oxidase (Carre et al. 1988). Bei Rückkehr zu aeroben Bedingun-
gen scheint Euglena zunächst von einer Cyanid-resistenten Atmungskette abzuhängen
(Carre et al. 1988) wie sie von Pflanzen, einigen Pilzen und Protisten bekannt ist
(Vanlerberghe und McIntosh 1997).

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass die Enzyme der anaeroben ATP-
Synthese in Euglena Mitochondrien bereits unter aeroben Bedingungen exprimiert wer-
den, und dass sie beim Wegfall von Sauerstoff als Elektronenendakzeptor durch das
Abfangen überschüssiger Reduktionsäquivalente physiologisch relevant werden. Eine
derartige Prä-Adaptation des mitochondrialen Energiestoffwechsels an anaerobe Bedin-
gungen ist beispielsweise von einigen parasitischen Würmern wie dem großen Lebere-
gel Fasciola hepatica bekannt (Boyunaga et al. 2001). Die Mitochondrien dieser Wür-
mer nutzen bei Abwesenheit von Sauerstoff Fumarat als Elektronenendakzeptor ihrer
anaeroben Elektronentransportkette. Hierbei dient Rhodochinon als Elektronendonator
(Tielens und Van Hellemond 1998, Tielens et al. 2002) (vgl. Abschnitt 1.3.1). Eine
schnelle Anpassung an die innerhalb seines Wirtes zeitweilig auftretenden anaeroben
Bedingungen wird Fasciola u. a. durch seinen bereits unter Aerobiose hohen Gehalt von
Rhodochinon ermöglicht (Boyunaga et al. 2001). In ähnlicher Weise würde in Euglena
gracilis die Expression von Genen der anaeroben ATP-Synthese sowohl unter aeroben
als auch unter anaeroben Bedingungen eine unmittelbare Adaptation an wechselnde O2-
Konzentrationen in seiner Umgebung erlauben.

5.5 Die Ribonukleotid Reduktase (RNR) aus Euglena gracilis

Euglena gracilis weist jedoch nicht nur in Bezug auf seine mitochondriale ATP-
Synthese eine Anpassung an unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen in der
Umgebung auf, sondern auch in Hinsicht auf die DNA-Replikation. Hierzu nutzt
Euglena im Gegensatz zu anderen bisher untersuchten Eukaryoten eine ungewöhnliche,
sauerstoffunabhängige, cobalaminabhängige Form der Ribonukleotid Reduktase (RNR)
Klasse II. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Ribonukleotid Reduktase Sequenz
aus Euglena ist die erste bekannte Sequenz einer eukaryotischen RNR der Klasse II, alle
anderen bisher bekannten RNR-Sequenzen aus Eukaryoten gehören zu der sauerstoff-
abhängigen Klasse Ia.
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5.5.1 Molekulare Charakterisierung der Ribonukleotid Reduktase Klasse II aus
Euglena gracilis

Durch BLAST-Analysen der Euglena EST-Daten konnten sieben Klone identifiziert
werden, die zwischen 25 und 30 % Sequenzähnlichkeit zur Ribonukleotid Reduktase
Klasse II aus Prokaryoten und Bakteriophagen zeigten. Nur der identifizierte Klon
pEgRNR_3 repräsentierte ein vollständiges Transkript mit einer Größe von 1458 bp
einschließlich einer 8 bp spliced leader Sequenz am 5'-terminalen Ende und kodiert ein
offenes Leseraster für 729 AS. Das berechnete Molekulargewicht des Proteins liegt bei
80190 Da. Es ist damit deutlich geringer als das über Sucrose-Dichtegradienten
bestimmte Molekulargewicht der aufgereinigten Ribonukleotid Reduktase aus Euglena
von etwa 145000 Da (Gleason und Hogenkamp 1970). Eine Einrasterung der Euglena
pEgRNR_3 mit der RNR aus Lactobacillus leichmannii zeigt, dass die fünf
Cysteinreste, welche im Lactobacillus Enzym an der Katalyse beteiligt sind (Booker et
al. 1994), in der abgeleiteten Aminosäuresequenz der pEgRNR_3 konserviert sind. Der
Cysteinrest 408 in der Lactobacillus RNR ist Ort der Thiyl-Radikalbildung und
entspricht dem Cysteinrest 427 in der Euglena RNR. Die Cysteinreste 119 und 419 in
der Lactobacillus Sequenz bilden das aktive Redox-Paar von Cysteinen, welches an der
Substratreduzierung beteiligt ist. Diese Cysteinreste entsprechen Cystein 189 bzw. 438
in der Euglena pEgRNR_3. Die Cysteinereste 731 und 736 in der Lactobacillus RNR
fungieren als weiteres Redoxpaar, welches Elektronen vom Wasserstoff-Donator,
Thioredoxin oder Glutaredoxin, akzeptiert. Elektronen von diesem Redox-Paar werden
während der Reduktion auf das aktive Redox-Paar der Cysteinreste 119 und 419
übertragen. Die Homologie in den C-Termini der Euglena RNR und Lactobacillus
Sequenz deutet darauf hin, dass die entsprechenden beiden Cysteinreste 721 und 726 in
der Euglena Sequenz möglicherweise ebenfalls der Interaktion mit Wasserstoff-
donatoren dient.

Die Euglena RNR zeigt die höchste Sequenzhomologie zu Lactobacillus (32 %),
Bakeriophagen (26 %) sowie zu ihren cyanobakteriellen Homologen (25 %). Die
Übereinstimmung der pEgRNR_3 Translation mit internen Peptidsequenzen für die aus
Euglena aufgereinigte RNR (P. Reichard, pers Mitteilung) belegt, dass dieser Klon für
die mitochondriale RNR kodiert und bestätigt die funktionelle Identität des Klones.

Die Abhängigkeit der Euglena RNR von Cobalamin als Cofaktor schafft
möglicherweise direkt eine direkte Verbindung zur mitochondrialen PNO, für die neben
der oxidativen Decarboxylierung von Pyruvat als weitere Funktion die Reduktion von
Aquacobalamin zu Cob(II)alamin diskutiert wird (s. auch Abschnitt 5.1.2). Somit
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könnte die Euglena PNO eine wichtige Rolle in der Synthese von Cobalamin-
abhängigen Coenzymen spielen (Watanabe et al. 1993).

5.5.2 RNR Genphylogenie der Klasse II Enzyme: Die Euglena RNR könnte eine
Genakquisition aus der Plastide repräsentieren

Obwohl die Reduktion der Ribonukleotide durch die Ribonukleotid Reduktase eine es-
sentielle Reaktion in den meisten eukaryotischen Zellen darstellt, ist die primäre Struk-
tur dieses Enzyms wenig konserviert. So beträgt die Sequenzähnlichkeit zwischen den
einzelnen Klassen von RNR nur zwischen 10 und 25 % (Torrrents et al. 2002). Aber
auch innerhalb einer Klasse von RNR ist die Sequenzkonservierung über weit entfernt
verwandte Prokaryoten überraschend gering. Aminosäuresequenz-Alignments mit der
RNR Klasse II zeigen auffallend große Lücken, welche direkte phylogenetische Analy-
sen erschweren. Eine sehr einfache phylogenetische Analyse von 14 Ribo-nukleotid
Reduktasen der Klasse II wurde mit Hilfe des Programmpakets ClustalW (Thompson,
Higgins und Gibson 1994) durchgeführt. Von den mit ClustalW unter Verwendung der
Blosum Distanzmatrix erstellten Aminosäure-Alignments wurden automatisch alle Lük-
ken entfernt und mit Hilfe des Neighbor Joining Algorithmus (Saitou und Nei 1987)
ohne Korrektur für multiple Substitutionen eine einfache ungewurzelte Baum-
Topologie berechnet. In der so erhaltenen Baum-Topologie fallen die Sequenzen in
zwei Gruppen (Abb. 5-5 A). In der ersten Gruppe zweigen archaebakterielle RNR ge-
meinsam mit eubakteriellen Homologen ab. Im Gegensatz zu den archaebakteriellen
RNR bilden die RNR der Gram-positiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt keine
monophyletische Gruppe. In der zweiten Gruppe teilen die cyanobakteriellen RNR,
wenn auch mit geringer Bootstrap-Unterstützung, eine gemeinsame Abstammung mit
der RNR aus den Bakteriophagen Roseophage und Mycobacteriophage sowie mit der
RNR aus Euglena und Lactobacillus, letztere beiden Sequenzen teilen direkt einen ge-
meinsamen Ast.

Eine weit verbreitete Methode im Fall wenig konservierter Alignments ist der Aus-
schluss von hoch variablen (und damit wenig konservierten und schwierig zu alignen-
den Positionen) aus dem Alignment. Der Ausschluss solch schlecht konservierter Posi-
tionen lässt sich damit rechtfertigen, dass diese Positionen aufgrund von stochastischer
Ähnlichkeit oder systematischer Fehler, welche einer beliebigen Anzahl an Faktoren
zuschreibbar ist, irreführende Informationen enthalten könnten (Hansmann und Martin
2000, Lockhart et al. 1999, Philippe und Laurent 1998).
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Abb. 5-5 A: Mit ClustalW (Thompson, Higgins und Gibson 1994) konstruierte Neighbor Joining Phylo-
genie ohne Korrektur für multiple Substitutionen für die RNR Klasse II. Bootstrap-Werte von 100 sind
durch einen Punkt gekennzeichnet und basieren auf 100 resamplings. B: Schematische Darstellung der
konkatinierten Alignments. Alignments wurden zuvor mit SORTAL bearbeitet und die variabelsten Posi-
tionen aus dem Datensatz entfernt (Hansmann und Martin 2000). Zahlen innerhalb der Balken bezeichnen
die Anzahl an Positionen des entsprechenden Teil-Datensatzes. C: Mit ProtML (Adachi und Hasegawa
1996) konstruierte Protein-Phylogenien der Teil-Datensätze. Die einzelnen Bootstrap-Werte wurden mit
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Hilfe der RELL-Methode (Adachi und Hasegawa 1996) bestimmt, Bootstrap-Werte von 100 sind durch
einen Punkt gekennzeichnet. Der Maßstab unterhalb der Bäume steht für 0,1 Substitutionen pro Position.
Sequenzen stammen aus GenBank und von den fertiggestellten und laufenden Genomprojekten (UG)
durch TIGR und NCBI. Abkürzungen der Organismennamen und Datenbank-Zugangsnummern sind wie
folgt: Tel, Thermosynechococcus elongatus (AP005373); Syn, Synechocystis sp. (P74240); Pma, Pro-
chlorococcus marinus (NZ_AAAW01000001); Lle, Lactobacillus leichmannii (L20047); Ros, Roseo-
phage S101(NC002519); Myc, Mycobacteriophage L5 (S30995); Pfu, Pyrococcus furiosus (TIGR UG);
Mth, Methanobacterium thermoautotrophicum (AE000666); Afu, Archaeglobus fulgides (AE000782);
Tac, Thermoplasma acidophilus (AL445067); Tma, Thermotoga maritima (Y12877); Scl, Streptomyces
clavuligerus (AJ224870); Cac, Clostridium acetobutylicum (NC 003030).

Unter der Annahme, dass die variabelsten Positionen im Alignment die höchste Wahr-
scheinlichkeit besitzen, irreführende Information zu enthalten, würde das systematische
Ausschließen der variabelsten Positionen vom Alignment bis auf einen "Kern konser-
vierter Positionen" potentiell irreführende Information entfernen. Doch gibt es bisher
weder objektive Kriterien, um einen solchen Kern konservierter Positionen im
Alignment zu definieren (Hansmann und Martin 2000) noch um eine Hierarchie der
Variabilität aufzustellen, gemäß der Positionen sukzessive aus dem Alignment ausge-
schlossen werden könnten. Eine Lösung ist die Gewichtung der Variabilität einer Posi-
tion im Alignment durch Bestimmung der Anzahl unterschiedlicher AS an dieser Posi-
tion (Hansmann und Martin 2000). Je höher die Anzahl verschiedener AS pro Position,
umso variabler ist diese Position. Auf diese Weise können durch systematischen Aus-
schluss der variabelsten Positionen aus dem Alignment Teil-Datensätze mit zunehmen-
der Sequenzkonservierung generiert und diese einer phylogenetischen Analyse unterzo-
gen werden. Das Programm SORTAL (Hansmann und Martin 2000) ermöglicht die au-
tomatische Generierung solcher Datensätze unter Einordnung der Positionen gemäß
ihrer Häufigkeit unterschiedlicher AS in Klassen. Positionen mit zwei, drei, vier oder
entsprechend mehr unter-schiedlichen AS werden in jeweils eine eigene Klasse grup-
piert und das Alignment schließlich nach Klassen zunehmender Variabilitat sortiert.

Teildatensätze von 200, 250 und 400 Positionen aus dem ursprünglich 1246 Aminosäu-
repositionen umfassenden Datensatz (s. Abb. 5-5 B) wurden in PROTML-Analysen
(Adachi und Hasegawa 1996) mit local rearrangement und der JTT-F Substitutionsma-
trize ausgehend von einem Neighbor-Joining Baum von Maximum Likelihood Distan-
zen untersucht. In den Baumtopologien für alle drei Teildatensätze fallen die Sequenzen
in zwei Gruppen (vgl. Abb. 5-5 C). In der ersten Gruppe zweigen archaebakterielle und
eubakterielle Sequenzen gemeinsam ab. Auch hier bilden Gram-positive Bakterien kei-
ne monophyletische Gruppe. In der zweiten Gruppe teilen die cyanobakteriellen RNR
eine gemeinsame Abstammung mit der RNR aus den Bakteriophagen Roseophage und
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Mycobacteriophage sowie den Homologen aus Euglena und Lactobacillus. Während
die auf Datensätzen mit 250 und 400 Positionen beruhenden Baumtopologien nahezu
identisch sind und die nächste Verwandtschaft der Euglena RNR mit ihren Homologen
aus Lactobacillus und Roseophage zeigen, findet sich in der Baumtopologie des Daten-
satzes mit 200 Positionen ein direktes Abzweigen der Lactobacillus- und Euglena Se-
quenzen mit den cyanobakteriellen Homologen. Die RNR aus dem Bakteriophagen Ro-
seophage ist in diesem Baum näher zu den cyanobakteriellen RNR und der RNR aus
Euglena und Lactobacillus positioniert, die Position des Astes für die Bakteriophagen
Mycobacteriophage ist in größerer Nähe zu den eubakteriellen und archaebakteriellen
RNR positioniert.

PROTML-Analysen erfolgen bekanntermassen effizienter, wenn die Aminosäure-
zusammensetzung der einzelnen Sequenzen nicht signifikant von der des gesamten Da-
tensatzes abweicht (Adachi und Hasegawa 1996). Mögliche derartige Abweichungen in
der Aminosäurezusammensetzung in den Teil-Datensätzen wurden mittels PUZZLE
überprüft (Strimmer und von Haeseler 1997). Im Teil-Datensatz mit 400 Positionen
zeigten die RNR-Sequenzen von Mycobacterium und Clostridium dem PUZZLE Pro-
gramm zufolge signifikante Abweichungen (P = 0,95) vom Gesamtdatensatz. Der Aus-
schluss dieser Sequenzen und eine erneute Analyse der Daten wie oben beschrieben
(Datensatz_12), ergab als besten der 1000 Bäume eine Topologie, in der die archae-
bakteriellen und alle eubakteriellen Sequenzen (mit Ausnahme der Lactobacillus Se-
quenz) eine Gruppe bilden. Die Euglena- und Lactobacillus Sequenzen bilden gemein-
sam mit der RNR aus Roseophage eine weitere Gruppe (Daten nicht gezeigt). Die Ami-
nosäurezusammensetzung der 14 RNR-Sequenzen in den Teil-Datensätzen mit 200 und
250 Positionen jedoch zeigten der PUZZLE-Analyse zufolge keine signifikanten Ab-
weichungen (P = 0,95) vom Gesamt-Datensatz.

Ribonukleotid Reduktasen der Klasse II sind sowohl unter Eubakterien als auch unter
Archaebakterien verbreitet. Auch alle bisher bekannten Cyanobakterien besitzen eine
RNR Klasse II, Synechocystis besitzt zusätzlich zur RNR Klasse II eine RNR Klasse Ia.
Denkbar wäre eine Abstammung der für Eukaryoten untypischen Form der Ribonu-
kleotid Reduktase Klasse II in Euglena gracilis sowohl i) von der eukaryotischen Fla-
gellaten-Wirtszelle, ii) von einem prokaryotischen Donator im Zuge eines lateralen
Gentransfer-Ereignisses, oder aber iii) von der eukaryotischen Alge, die von diesem
Flagellaten im Zuge sekundärer Endosymbiose aufgenommen wurde. Da alle bisher
bekannten eukaryotischen RNR der Klasse Ia angehören, gibt es keine Evidenz dafür,
dass die eukaryotische Flagellaten-Wirtszelle eine andere RNR besessen haben sollte
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als andere Eukaryoten. Im Fall einer Abstammung der RNR Klasse II von der eukaryo-
tischen Wirtszelle sollte ferner die Schwestergruppe der Eugleniden, die Kinetoplasti-
den, die gleiche RNR Klasse II besitzen. Trypanosoma besitzt jedoch wie andere Euka-
ryoten eine RNR Klasse Ia. Nicht auszuschliessen ist, dass Euglena seine RNR im Zuge
einer zufälligen Genakquisition aus einem prokaryotischen Donator erworben hat, der
nicht unbedingt in dieser phylogenetischen Analyse erfasst sein muss. Durch das ge-
meinsame Abzweigen der Euglena-Sequenz mit Lactobacillus läge eine laterale Genak-
quisition aus diesem Bakterium zwar nahe. Doch interessanterweise ergab eine komple-
xe Analyse des Arabidopsis-Genoms sowie cyanobakterieller und Chloroplasten-
Genome
(Martin et al. 2002), dass mehr Proteine aus Arabidopsis mit ihren Homologen aus dem
Gram-positiven Bakterium Mycobacterium als mit ihren Homologen aus Prochlorococ-
cus oder Synechocystis abzweigen. Prinzipiell könnte Arabidopsis spezifisch ihre Gene
von Gram-positiven Bakterien akquiriert haben, wahrscheinlicher erscheint jedoch, dass
das Gram-positive Signal in den Arabidopsis Daten am einfachsten Genen zugeordnet
werden kann, welche von den Pflanzen mit dem Vorfahren der Plastide aufgenommen
wurden (Martin et al. 2002). Die Abzweigung dieser Gene mit ihren Gram-positiven
Homologen könnte einen extensiven lateralen Gentransfer zwischen Cyanobakterien
und Gram-positiven Bakterien (Rujan und Martin 2000, Martin et al. 2002) widerspie-
geln.

Analog könnte die Position der Lactobacillus RNR in größerer Nähe zu cyanobakteri-
ellen Homologen als zu anderen Gram-positiven RNR auf ein laterales Gentransfer-
Ereignis (aus Cyanobakterien) hindeuten. Durch das gemeinsame Abzweigen der Eu-
glena RNR mit cyanobakteriellen Homologen ist denkbar, dass Euglena ihre RNR aus
der eukaryotischen Alge, bzw. letzendlich aus deren Plastide, akquiriert hat, die von den
Eugleniden im Zuge der Evolution aufgenommen wurde. Die Akquisition eines Gens
aus der Wirtszelle des sekundären Symbionten in Euglena ist beispielsweise für die
cytosolische Euglena Phosphoglycerat Kinase bekannt (Nowitzki 2001). Eugleniden
und Trypanosomatiden erbten möglicherweise von ihrer gemeinsamen eukaryotischen
Flagellaten-Zelle eine RNR Klasse Ia. Die RNR Ia könnte in Euglena im späteren Ver-
lauf der Evolution nach Aufnahme des photosynthetischen Symbionten durch die pla-
stidäre RNR II ersetzt worden sein, weil diese durch die damit verbundene sauerstof-
funabhängige DNA-Replikation einen klar erkennbaren Vorteil für die fakultativ ana-
erobe Lebensweise von Euglena lieferte.
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