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1. Einleitung

Die Pyruvat-Phosphat Dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1) gehört zur Enzymklasse der

Phosphotransferasen (Kinasen) und katalysiert die frei reversible Reaktion:

Pyruvat + ATP + Pi PEP + AMP + PPi

Erstmals beschrieben wurde die PPDK von Hatch u. Slack (1968); Reeves (1968) in

tropischen Gräsern und der parasitären Amöbe Entamoeba histolytica (Chastain

et al., 2011). Strukturdaten der PPDK sind verfügbar aus Clostridium symbiosum
(Herzberg et al., 1996), Zea mays (Nakanishi et al., 2005) und Trypanosomas brucei
(Cosenza et al., 2002).

1.1. Strukturelle Funktionalität der PPDK

Die PPDK kann in drei Domänen unterteilt werden:

1. PEP/Pyruvat-Bindedomäne

2. Nukleotid-Bindedomäne

3. Zentrale Phosphohistidin-Domäne

10



1. Einleitung

Abbildung 1.1.: Struktur der PPDK aus Zeamays (PDB: 1VBH). Farblich abgesetzt sind die Nukleotid-
Bindedomäne (grün), PEP/Pyruvat-Bindedomäne (blau) mit dem Substra PEP und einem Mg+

2 -Ion,
die Phosphohistidin-Domäne (gelb), sowie die Linker-Peptide(rot). Der katalytische Rest His458
ist durch einen Pfeil hervorgehoben. Die Überlagerung (grau) zeigt die PPDK aus C. symbiosum
(PDB: 1KBL). Das katalytische His455 ist ebenfalls durch einen Pfeil markiert. Es zeigt sich die
Torsionsbewegung der zentralen Phosphohistidindomäne.

Verknüpft sind die genannten Domänen über flexible Linker-Peptide. Der Ab-

stand zwischen der Nukleotid-Bindedomäne und der PEP/Pyruvat-Bindedomäne

beträgt etwa 50Å, so dass eine direkte Interaktion der Substrate mit dem kataly-
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1. Einleitung

tisch aktiven Histidinrest in der zentralen Phosphohistidin-Domäne nicht möglich

ist. Daher wurde ein so genannter Domain-Swiveling-Mechanismus vorgeschlagen,

der eine Torsionsbewegung der Phosphohistidin-Domäne postuliert, wodurch die

Übertragung der Phosphatgruppen ermöglicht wird (Herzberg et al., 1996; Naka-

nishi et al., 2005). Das Ausmaß dieser Domänenbewegung ist bei Überlagerung

der PEP-gebundenen Struktur aus Zea mays und der ungebundenen Struktur aus

C. symbiosum (Abbildung 1.1).

1.2. Funktion in C4-Pflanzen

Am besten untersucht ist die Funktion der PPDK in C4-Pflanzen. In C3-Pflanzen

limitiert die Oxygenase-Aktivität der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxy-

genase (RuBisCO) die Effizienz der Photosynthese bei warmen Umgebungstem-

peraturen oder bei Wasserstress. Bei den genannten Bedingungen werden die

Spaltöffnungen der Blätter geschlossen um den Wasserverlust durch Verduns-

tung zu minimieren. Durch das Schließen der Spaltöffnungen wird aber auch

die Diffusion von CO2 in das Blatt vermindert. Die resultierende Absenkung der

CO2-Konzentration in den photosynthetisch aktiven Zellen führt zu einer Begüns-

tigung der zur CO2-Fixierung konkurrierenden Oxygenaseaktivität der RuBisCO

(Sharkey u. Seemann, 1989; Cornic, 2000; Lawlor, 2002). Durch die Fixierung von

O2 statt CO2 wird entsteht als Zwischenprodukt 2-Phosphoglycolat, welches nicht

im Calvin-Zyklus verstoffwechselt werden kann und unter zusätzlichem Energie-

verbrauch über die Photorespiration in 3-Phosphoglycerat umgesetzt wird.

Die C4-Kohlenstofffixierung umgeht dieses Problem durch eine räumliche Tren-

nung von CO2-Fixierung und Calvin-Zyklus. Hierdurch kann CO2 konzentriert

werden, was der RuBisCO eine CO2 reiche Umgebung zur Verfügung stellt. Hier-

durch wird die Oxygenaseaktivität stark reduziert. Die PPDK ist hierbei im Stroma

der Chloroplasten der Mesophyllzellen lokalisiert und katalysiert dort die Regene-

ration des primären CO2-Akzeptors Phosphoenolpyruvat (PEP) (Hatch, 2002).

12



1. Einleitung

Abbildung 1.2.: C4Kohlenstofffixierung nach dem NADP-ME Mechanismus. Dargestellt sind eine
Mesophyllzelle (links) und eine Bündelscheidezelle (rechts), sowie die Chloroplasten (grün). CO2
wird auf PEP übertragen, welches inMalat umgewandelt und in die Bündelscheidezelle transportiert
wird. Dort wird CO2 abgespalten und das entstandene Pyruvat zurück in die Chloroplasten der
Mesophyllzelle transportiert, wo PEP durch die PPDK aus Pyruvat regeneriert wird. (Raghavendra
u. Sage, 2011)

Es existieren unterschiedliche Varianten der C4-Kohlenstofffixierung, welche

sich in drei Punkten voneinander unterscheiden (Raghavendra u. Sage, 2011):

1. Dem C4-Körper, der aus den Mesophyllzellen exportiert wird (Malat oder

Aspartat)

2. Dem C3-Körper, der aus den Bündelscheidezellen zurück in die Mesophyll-

zellen transportiert wird (Pyruvat oder Alanin)

3. Dem zur Decarboxylierung in den Bündelscheidezellen verwendetem Enzym

(NADP- bzw. NAD-abhängiges Malatenzym oder PEP-Carboxykinase)

Abbildung 1.2 illustriert die C4-Kohlenstofffixierung mit Malat als C4-Körper,

Pyruvat als C3-Körper und einem NADP-abhängigen Malatenzym, wie sie bei-

spielsweise von Mais oder Zuckerrohr bekannt ist. Allen Varianten gemein ist die

zentrale Rolle der PPDK bei der Regeneration des primären CO2-Akzeptors PEP.

13



1. Einleitung

Abbildung 1.3.: Lichtabhängige Aktivierung der PPDK durch reversible Phosphorylierung eines
Threoninrestes (Chastain et al., 2011).

Die Regulation der PPDK erfolgt lichtabhängig durch das PPDK regulierendes

Protein (PDRP) über die Phosphorylierung eines Threonin-Restes (vgl. Abbildung

1.3) im aktiven Zentrum (Burnell u. Hatch, 1985; Burnell u. Chastain, 2006; Chastain

et al., 2011).

1.3. Funktion in C3-Pflanzen

Über die Funktion der PPDK in C3-Pflanzen liegen weitaus weniger gesicherte

Erkenntnisse vor. Die PPDK kann ubiquitär in Geweben aus C3-Pflanzen nachge-

wiesen werden, liegt dort aber meist nur in sehr geringen Konzentrationen vor

(Chastain u. Chollet, 2003). Dies erschwert die biochemische Charakterisierung von

PPDKs aus C3-Pflanzen in vivo, da die Umsetzung der Substrate, sowie die Produkt-

bildung nicht zuverlässig verfolgt werden können. Zudemwird der Substratumsatz

durch konkurrierende Reaktionen der Pyruvat-Kinase und PEP-Carboxykinase

maskiert (Chastain et al., 2011). Knock-out Linien von Arabidopsis thaliana zei-

gen keinen veränderten Phänotyp, so dass auch hierüber eine Aussage über die

Funktion der PPDK in C3-Pflanzen nicht möglich ist (Chastain et al., 2011).

Untersuchungen an Mais-Samen, in denen die PPDK in hohem Maße im Cyto-

plasma des Endosperms exprimiert wird legen allerdings eine Funktion als ergän-

zendes Enzym der Glykolyse nahe (Kang et al., 2005; Hennen-Bierwagen et al.,

2009). Es wurde postuliert, dass die PPDK durch die von ihr katalysierte, frei rever-
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1. Einleitung

sible Reaktion den Kohlenstofffluss zwischen verschiedenen Biosynthesewegen

ausgleicht (Hennen-Bierwagen et al., 2009) und ATP in hypoxischen Bereichen

des Endosperms zur Verfügung stellt (Chastain et al., 2006).

1.4. Funktion in nicht-pflanzlichen Organismen

Die PPDK wurde in einigen Archäen, Protozoen und Baterien gefunden, welche

in sauerstoffarmen Habitaten leben. Die PPDK hat in diesen Organismen die Rolle

eines primären oder sekundären Enzyms der Glykolyse. Die freie Reversibilität der

katalysierten Reaktion erlaubt sowohl die Synthese von ATP, als auch die Bildung

von PEP im Rahmen der Gluconeogenese (Chastain et al., 2011).

PPDK

2 PPi 2 Pi

2 Pyr

2 ATP2 AMP

2 PEP

AK
4 ADP

2 ATP

Konventionelle Glykolyse

- 2 ATP je Glukose

+ 2 ATP je 3PGAK

+ 2 ATP je PPDK

= 2 ATP

Glykolyse mit PPDK& PFK

- 1 ATP je Glukose

+ 2 ATP je 3PGAK

+ 2 ATP je AK

= 5 ATP

+ 2 ATP je PPDK

Abbildung 1.4.: Einfluss der PPDK auf die glykolytische ATP-Ausbeute. Durch das Zusammenspiel
zwischen AK und PPDK können im Vergleich zur konventionellen Glykolyse drei zusätzliche
Moleküle ATP je Glukosemolekül gewonnen werden.

Durch synergetische Effekte zwischen Adenylatkinase und PPDK kann die

ATP-Ausbeute von drei Molekülen ATP je Molekül Glukose auf fünf Molekü-
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1. Einleitung

le ATP erhöht werden (Abbildung 1.4). Hierbei kann die Bindungsenergie von

Pyrophosphat durch die PPDK zum Aufbau von ATP aus AMP genutzt werden

(Huang et al., 2008). Die Reaktion läuft dabei in die Pyruvat-formende Richtung ab.

1.5. Kälteinaktivierung

Eine besondere Eigenschaft der PPDK ist die Kälteinaktivierung. Die funktionelle

Form ist ein Tetramer, welches bei Temperaturen unterhalb von 10℃ in inaktive Di-

und Monomere zerfällt (Hatch u. Slack, 1968; Shirahashi et al., 1978; Burnell, 1990).

Bei der experimentellen Arbeit mit der PPDK ergibt sich hieraus die Problematik,

dass alle Arbeitsschritte bei Raumtemperatur durchgeführt werden müssen, was

aber die Anfälligkeit für die Degradierung durch im Zelllysat enthaltene Proteasen

erhöht. Durch Erwärmen auf 30℃ ist allerdings eine weitgehende Reaktivierung

zu erreichen (Burnell u. Hatch, 1985).

Die Kältesensitivität ist zwischen verschiedenen Spezies unterschiedlich stark

ausgeprägt. Innerhalb der Gattung Flaveria weist die PPDK aus F. trinervia die

höchste Sensitivität auf (vgl. Abbildung 1.5): Nach einer 30min Inkubation bei 0℃

konnte eine Restaktivität von lediglich 10 % beobachtet werden. Die PPDK aus

F. brownii wies nach der Kältebehandlung eine Restaktivität von 80% auf (Burnell,

1990).

16



1. Einleitung

Abbildung 1.5.: Kälteinaktivierung der PPDK. Aufgetragen ist die Restaktivität in Abhängigkeit
von der Inkubationsdauer bei 0℃. Die Restaktivität der PPDK aus F. trinervia beträgt nach 30min
lediglich 10 % (Burnell, 1990).

Durch Sequenzanalysen konnten gezeigt werden, dass nur wenige Aminosäu-

rereste die Kältesensitivität stark beeinflussen (Ohta et al., 1997). Darüberhinaus

kann durch Zusatz von Glycerin und reduzierenden Agenzien wie DTT die Aktivi-

tät zu einem Großteil erhalten bleiben (Shirahashi et al., 1978).

1.6. Zielsetzung

Die PPDK aus Zea mays wurde bereits heterolog in E. coli exprimiert (Chastain

et al., 1996; Nakanishi et al., 2003) und gereinigt. Ebenfalls etabliert ist ein photo-

metrischer Aktivitätsassay über die PEP-Carboxylase und die Malatdehydrogenase

(Jenkins u. Hatch, 1985; Salahas u. Manetas, 1990).

Auf diesen Ergebnissen aufbauend war es Ziel dieser Arbeit, ein Expressions-

und Reinigungsprotokoll für die PPDK aus F. trinervia zu etablieren, sowie nachzu-
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1. Einleitung

weisen, dass das gereinigte Enzym funktionell gefalten ist. Darüber hinaus sollten

Homologiemodelle erstellt werden, um im Vorfeld zukünftiger Experimente die

Identifikation funktionell und strukturell bedeutender Reste zu ermöglichen.

18



2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Geräte und Hilfsmittel

Bezeichnung Hersteller

Analysen-/Präzisionswaagen Sartorius, Göttingen
Autoklav Thermo Fisher Scientific, Bonn
Automatische Pipetten Gilson, Bad Camberg
CD-Spektrometer J-715 JASCO Corp., Gross-Umstadt
Chromatographiesystem
ÄKTAprime plus

GE Healthcare, Uppsala, SE

DNA-Gelkammersystem PerfectBlue PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Elektroblotter PerfectBlue ’Semi-Dry’ PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Gelsysteme für große Gele Zentralwerkstatt, Uni Düsseldorf
Inkubationsschüttler INNOVA 44R New Brunswick, Nürtigen
Kühlzentrifuge Avanti J-26 XP Beckman Coulter, Krefeld
Kühlzentrifuge Eppendorf 5810 R Eppendorf, Hamburg
Image Analyzer LAS-4000 mini Fujifilm, Düsseldorf
Magnetrührer MR 3000/3001 Heidolph, Schwabach
Microplate Reader Infinite 200 PRO Tecan, Crailsheim
Mikrozentrifuge Minispin Eppendorf, Hamburg
Milli-Q-gradient Wasserfilteranlage Millipore, Schwalbach
Minishaker MS 2 IKA, Staufen
Rotoren: JA-10, JA-25.50, Type 70.1 Ti Beckman Coulter, Krefeld
Taumelschüttler Polymax 1040 Heidolph, Schwalbach
Thermomixer compact/comfort Eppendorf, Hamburg
Ultrazentrifuge Optima L-80 XP Beckman Coulter, Krefeld
Zellaufschlusssystem ’One-Shot’ Constant Systems, Daventry, UK
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2. Material und Methoden

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller

Chromatographiepapier 3MM Chr Whatman, Maidstone, UK
Entsalzungssäulen PD10/MidiTrap G-25 GE Healthcare, Uppsala, SE
Falconröhrchen 15mL und 50mL Orange Scientific,

Braine-l’Alleud, BE
Filter für Ultrazentrifugation „Amicon Ultra“ Millipore, Schwalbach
IMAC-Säule HisTrap HP 5mL GE Healthcare, Uppsala, SE
Mikrotiterplatten Hartenstein, Würzburg
Petrischalen Hartenstein, Würzburg
Pipettenspitzen Brand, Wertheim
Reaktionsgefäße 1,5mL und 2mL Greiner-Bio One,

Frickenhausen
Spritzenvorsatzfilter (0,2 μm) Merck, Bruchsal

2.1.3. Chemikalien

Bezeichnung CAS-Nummer Hersteller

Agar Becton Dickinson, Heidelberg
Ampicillin-Natriumsalz 69-52-3 AppliChem, Darmstadt
Bromphenolblau 62625-28-9 Sigma-Aldrich, München
Coomassie-Brilliant-Blau
G-250 (CBB-G250)

6104-58-1

Dikaliumhydrogenphosphat 16788-57-1 Grüssing, Filsum
Dithiothreitol (DTT) 3483-12-3 Sigma-Aldrich, München
Ethylendiamintetraessigsäu-
re (EDTA)

60-00-4 AppliChem, Darmstadt

Ethanol 64-17-5 VWR, Darmstadt
Glycerin 56-81-5 Carl Roth, Karlsruhe
Hefeextrakt Becton Dickinson, Heidelberg
Imidazol 288-32-4 AppliChem, Darmstadt
Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid (IPTG)

367-93-1 PEQLAB Biotechnologie, Er-
langen

Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 Grüssing, Filsum
Magnesiumchlorid 7791-18-6 VWR, Darmstadt
Magnesiumsulfat-
Heptahydrat

10034-99-8
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Natriumchlorid 7647-14-5 VWR, Damrstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) 151-21-3 Serva, Heidelberg
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 VWR, Darmstadt
Nickelsulfat 10101-97-0 AppliChem, Darmstadt
Pepton Becton Dickinson, Heidelberg
Phosphorsäure 7664-38-2 Grüssing, Filsum
Phenylmethylsulfonylfluo-
rid (PMSF)

329-98-6 Merck, Bruchsal

Polysorbat 20 (Tween® 20) 9005-64-5 Sigma-Aldrich, München
Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe
Saccharose 57-50-1 Carl Roth, Karlsruhe
Salzsäure 7647-01-0 VWR, Darmstadt
Tris(hydroxyme-
thyl)-aminomethan (Tris)

77-86-1 VWR, Darmstadt

2.1.4. Standards für Proteine und Nukleinsäuren

Bezeichnung Hersteller

BSA-Standard (2mgmL−1) Qiagen, Hilden
DNA 1 kb/100 bp Ladder New England Biolabs, Frankfurt
PageRuler Protein Ladder
(Prestained/Unstained)

Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.5. Antikörper

Bezeichnung Hersteller

Anti-His-HRP Carl Roth, Karlsruhe

2.1.6. Kommerzielle Kits

Bezeichnung Hersteller

illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification kit

GE Healthcare, Uppsala, SE

QIAprep Spin Miniprep Qiagen, Hilden
Roti®-Quant (Bradford) Carl Roth, Karlsruhe
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2.1.7. Restriktionsenzyme

Bezeichnung Hersteller Erkennungssequenz (5’ – 3’)

NdeI New England Biolabs,
Frankfurt

CA/TATG

BamH I New England Biolabs,
Frankfurt

G/GATCC

2.1.8. Bakterienstämme

Bezeichnung Hersteller Genotyp

BL21 (DE3) Agilent Technologies,
Waldbronn

E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB
-)

dcm gal λ(DE3)
BL21 Gold (DE3) Agilent Technologies,

Waldbronn
E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB

-)
dcm Tetr gal λ(DE3) endA Hte

XL1-Blue Agilent Technologies,
Waldbronn

E. coli recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ pro-
AB lacIq ZΔM15 Tn10 (Tetr)]

2.1.9. Synthetische Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5’ – 3’)

pETEV-16b-PPDK-for CATGAAAACCTGTATTTTCAGGGACATATG
ACCGCTAAAAAACGCGTGTT

pETEV-16b-PPDK-rev TCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCGAG
TTAAACAATCACTTGGGCGG

2.1.10. Plasmide

Bezeichnung Hersteller Marker

pET-16b Novagen, Darmstadt Ampicillinresistenz
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2.1.11. Kulturmedien
2YT (pH 7,5)

1,6 % (w/v) Pepton
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) Natriumchlorid

2.1.12. Puffer für die Agarose-Gelelektrophorese
Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50x)

100mL EDTA (0,5 m, pH 8)
57,1mL Essigsäure
242 g Tris
ad 1 L ddH2O

2.1.13. Puffer für die SDS-PAGE
Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BAA) (Rotiphorese® Gel 30)

30 % Acrylamid
0,8 % Bisacrylamid

Laufpuffer (10×)
0,25 m Tris
1,92 m Glycin
0,5 % (w/v) SDS

Sammelgelpuffer, pH 6,7 (5×)
0,25 m Tris/H3PO4
0,5 % (w/v) SDS

Trenngelpuffer, pH 8,9 (2,5×)
1,875 m Tris/H3PO4
0,25 % (w/v) SDS

Probenpuffer (4×)
30mm Borsäure
30mm Tris
0,7mm EDTA
5mm Magnesiumchlorid
50mm DTT
6,7 % (w/v) SDS
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16,7 % (w/v) Saccharose
0,16 % (w/v) Bromphenolblau

Färbelösung
0,1 % (w/v) CBB-G250
2% (w/v) Phosphorsäure
5 % (w/w) Aluminiumsulfat
10 % (v/v) Ethanol

2.1.14. Puffer und Lösungen für den Westernblot
Transferpuffer

25mm Tris
190mm Glycin
10 % (v/v) Ethanol

TBS pH 7,5 - 8,0
10mm Tris/HCl
150mm Natriumchlorid

TBT pH 7,5 - 8,0
20mm Tris
500mm Natriumchlorid
0,05 % (v/v) Polysorbat 20

Caseinlösung pH 7,5 - 8,0
1 % (w/v) Casein in TBS
2mL 2m NaOH je 500mL

2.1.15. Puffer für den Zellaufschluss
Aufschlusspuffer

50mm Tris/HCl, pH 7,5
300mm Natriumchlorid
10mm Imidazol
5mm Magnesiumsulfat
5mm DTT
10% (w/v) Glycerin
0,002 % (w/v) PMSF
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2.1.16. Puffer und Lösungen für die Reinigung
Nickelsulfatlösung

100mm Nickelsulfat

Waschpuffer
50mm Tris/HCl, pH 7,5
300mm Natriumchlorid
5mm Magnesiumsulfat
5mm DTT
10% (w/v) Glycerin
0,002 % (w/v) PMSF

Elutionspuffer
50mm Tris/HCl, pH 7,5
300mm Natriumchlorid
500mm Imidazol
5mm Magnesiumsulfat
5mm DTT
10% (w/v) Glycerin
0,002 % (w/v) PMSF

Lagerungspuffer
50mm Tris/HCl, pH 8
10mm Magnesiumchlorid
0,1mm EDTA
5mm DTT
0,002 % (w/v) PMSF

2.1.17. Puffer für die CD-Spektroskopie
CD-Puffer

50mm Kaliumphosphat pH 7,9
10mm Magnesiumsulfat
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2.1.18. Puffer für den Aktivitätsassay
Reaktionspuffer

100mm Tris/HCl pH 8
10mm Magnesiumchlorid
2,5mm Kaliumdihydrogenphosphat
5mm Natriumhydrogencarbonat
0,1mm EDTA
5mm DTT
frisch dazugegeben:
0,2mm NADH
1,25mm ATP
0,8 U Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPCase)
2 U NAD-abhängige Malatdehydrogenase (NAD-MDH)

2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Nucleinsäuren besitzen aufgrund der aromatischen Basen ein Absorptionsma-

ximum bei einer Wellenlänge von 260 nm. Die DNA-Konzentration kann daher

spektrometrisch durch eine Absorptionsmessung bestimmt werden. Es gilt hierbei:

OD260 ≡ 50 μgmL−1 DNA (2.1)

2 μL der Probe und des verwendeten Puffers werden hierbei auf einer NanoQuant-

Platte im Mikroplatten-Lesegerät vermessen und die Konzentration aus der Diffe-

renz aus Probe und Puffer gemäß Gleichung 2.1 berechnet.

2.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmiden erfolgte aus 5mL Übernachtkulturen mit Hilfe des

„QIAprep® SpinMiniprep“-Kits nachHerstellerangaben. Die isolierte Plasmid-DNA

wurde in 10mm Tris/HCl pH 8,5 bei bei −20℃ gelagert.
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2.2.3. Restriktionsverdau von DNA

Im Zuge der Klonierungwurde der Zielvektor pET-16b über die beiden Restriktions-

enzyme BamH I undNdeI linearisiert. Der Verdau erfolgte in einem Ansatzvolumen

von 25 μL bei 37℃ über einen Zeitraum von 2 h.

Ansatz Restriktionsverdau
4 μg Vektor-DNA

3 μL NEBuffer 4 (New England Biolabs, Frankfurt)

10 U BamH I

10 U NdeI
ad 25 μL ddH2O

2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe wurde die Agarose-

Gelelektrophorese eingesetzt. Hierbei wandern die durch das Phosphatrückrat

negativ geladenen Nukleinsäuren im elektrischen Feld durch ein Agarose-Gel zur

Anode. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist hierbei abhängig von der Größe, es

resultiert eine entsprechende Auftrennung im Gel.

Eine 1 %ige (w/v) Lösung von Agarose in TAE-Puffer wurde etwa 1 cm hoch auf

den Gelträger der Elektrophoresekammer gefüllt, mit Ethidiumbromid in einer

Endkonzentration von 0,5 μgmL−1 versetzt und durch Schwenken homogen ver-

teilt.

Das erstarrte Gel wurde anschließend mit TAE-Puffer überschichtet und mit

5 μL Marker, sowie den zu analysierenden Proben beladen. Die Laufzeit betrug bei

150 V 30min bis 45min.

Die Dokumentation der DNA-Banden erfolgte fotografisch im UV-Transillumi-

nator.
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2.2.5. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit dem „illustra GFX PCR

DNA and Gel Band Purification Kit“ nach Herstellerangaben.

2.2.6. Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnen Nukleinsäurefragmen-

te gezielt vervielfältigt werden. Die Spezifität der Reaktion ist hierbei durch die

Auswahl der eingesetzten Primer gegeben. Eine PCR gliedert sich grundsätzlich

in drei aufeinanderfolgende Phasen: Während der Denaturierung bei 95℃ wird

der Doppelstrang in die beiden Einzelstränge aufgespalten. Das Annealing bei

50℃ bis 60℃ führt zur Anlagerung der Primer an die komplementären Sequenz-

abschnitte der Einzelstränge des Templates. Die exakte Temperatur ist hierbei von

den Schmelztemperaturen der eingesetzten Primer abhängig. Während der Elonga-

tionsphase erfolgt die Synthese neuer Komplementärstränge ausgehend von den

Primern durch eine DNA-Polymerase. Durch eine mehrfache Wiederholung kann

die Ziel-DNA in kurzer Zeit exponentiell vervielfacht werden.
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Herstellung von Inserts für die SLIC

Die Synthese von Inserts für eine SLIC (vgl. 2.2.7) wurde mittels einer PCR nach

untenstehendem Ansatz durchgeführt. Als Primer kamen die in 2.1.9 aufgeführten

Oligonukleotide zum Einsatz. Diese wurden so gewählt, dass jeweils 30 bp zum

Zielvektor und 20 bp zum Zielgen homolog sind.

PCR-Ansatz
1 μL DNA (Templat)

2 μL 3’-Primer (10 μm)

2 μL 5’-Primer (10 μm)

5 μL Pwo-Puffer „complete“

0,5 μL Pwo-Polymerase (1 U μL−1, peqlab, Erlangen)

0,5 μL dNTPs (10mm)

ad 50 μL ddH2O

Das verwendete Cyclerprogramm ist in Tabelle 2.3 aufgeführt. Bei der Berechnung

der Annealing-Temperatur wurde im Fall der ersten zehn Zyklen die Schmelz-

temperatur des zum PPDK-kodierenden Bereich homologen Primerabschnitts zu

Grunde gelegt. In den letzten zwanzig Zyklen die Schmelztemperatur des zum

Zielvektor homologen Primerbereichs.

Kolonie-PCR

Zur Überprüfung des Klonierungserfolges wurden zufällig ausgewählte Kolonien

mittels einer Kolonie-PCR untersucht. Hierzu wurden je Kolonie 5 μL ddH2O in

einem PCR-Gefäß vorgelegt. Mit einem sterilen Zahnstocher wurde eine Kolonie

gepickt, in das vorgelegte Wasser getaucht und anschließend zum Animpfen eines

5mL Kulturröhrchens mit 2YT-Medium verwendet.

Kolonie-PCR-Ansatz
1 μL T7-Pro-Primer (10 μm)

1 μL T7-Ter-Primer (10 μm)

2,5 μL 10x Thermo-Pol-Puffer (New England Biolabs, Frankfurt)
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Tabelle 2.3.: Cyclerprogramm für die Synthese von Inserts zur SLIC

Temperatur [℃] Zeit [min] Zyklen

95 5

10
95 1
46 1
72 5

95 1
2065 1

72 5

95 10 1

0,5 U Taq-Polymerase (5 U μL−1, New England Biolabs, Frankfurt)

0,25 μL dNTPs (10mm)

ad 25 μL ddH2O

Die Kolonie-PCR wurde dann gemäß des in Tabelle 2.4 dargelegten Programms

durchgeführt.

Tabelle 2.4.: Cyclerprogramm für die Kolonie-PCR

Temperatur [℃] Zeit Zyklen

95 5min

30
95 30 s
48 30 s
72 2min 40 s

72 5min 1

2.2.7. Sequenz und Ligase unabhängige Klonierung (SLIC)

Die SLIC (Li u. Elledge, 2007) macht sich die Exonukleaseaktivität der T4-DNA-

Polymerase zu Nutze, um 5’-Überhänge zu generieren, welche anschließend in
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einer enzymunabhängigen Reaktion ligieren.

Der Zielvektor pET-16b wurde zunächst über die Restriktionsenzyme NdeI und
BamH I linearisiert (vgl. 2.2.3). Der linearisierte Vektor wurde anschließend über

ein Agarosegel gereinigt und die DNA aus dem Gel gelöst (vgl. 2.2.5). Die für

die PPDK kodierende Sequenz wurde wie in 2.2.6 beschrieben amplifiziert und

ebenfalls über ein Agarosegel gereinigt. Zur Generierung der 5’-Überhänge wurden

1000 ng Vektor- bzw. Insert-DNA in folgendem Ansatz gedaut:

Ansatz für SLIC-Dau (35 μL)
x μL DNA ≡ 1000 ng DNA

2 μL BSA (1mgmL−1)

4 μL NEBuffer 2 (New England Biolabs, Frankfurt)

1 U T4-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt)

ad 35 μL ddH2O

Ziel war ein Dau von etwa 30 bp Länge. Aus der Exonukleaseaktivität der T4-

DNA-Polymerase von 10 bpmin−1 bei 22℃ ergab sich eine Inkubationsdauer von

40min. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1

10
des Ansatzvolumens 10mm

Desoxycytidintriphosphat (dCTP) gestoppt.

In das nachfolgende Annealing wurden 150 ng Vektor-DNA, sowie Insert-DNA

(2691 bp) im zweifachen molaren Verhältnis eingesetzt:

SLIC-Annealing (10 μL)
x μL Vektor-DNA ≡ 150 ng

y μL Insert-DNA ≡ 141 ng

1 μL T4-Ligase Puffer (New England Biolabs, Frankfurt)

ad 10 μL ddH2O

Der Ansatz wurde anschließend für 1 h bei 37℃ inkubiert. 5 μL der Ansätze wurden

für die Transformation von E. coli XL1-Blue eingesetzt.
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2.3. Mikrobiologische Methoden

2.3.1. Transformation in E. coli

Die Transformation erfolgte mittels einer Hitzeschocktransformation. 50 μL che-

misch kompetenter Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 μL Plasmid-DNA

versetzt. Anschließend wurden die Zellen für 15min auf Eis inkubiert. Es folgte

ein Hitzeschock bei 42℃ von 90 s Dauer. Nach einer erneuten Inkubation auf Eis

für 2min und der Zugabe von 400 μL 2YT-Medium wurden die Zellen für 1 h unter

leichtem Schütteln bei 37℃ im Thermoblock inkubiert.

Der 150 μL des Ansatzeswurde anschließend auf 2YT-Agarplattenmit 100 μgmL−1

Ampicillin ausgestrichen und über Nacht bei 37℃ im Brutschrank inkubiert.

2.3.2. Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgte in 20 %igen Glycerinkulturen bei −80℃. Hierfür wur-

den 800 μL einer Übernachtkultur (vgl. 2.3.3) mit 200 μL sterilem Glycerin versetzt

und eingefroren.

2.3.3. Heterologe Expression in E. coli

Die Transformation kompetenter Zellen erfolgte wie in 2.3.1 beschrieben. Die

Anzucht erfolgte in 2YT-Medium mit 100 μgmL−1 Ampicillin.

Expressionsstudien

Die optimalen Bedingungen zur heterologen Expression der PPDK in E. coli wur-

den durch Expressionsstudien evaluiert, bei denen unterschiedliche Konzentra-

tionen von IPTG zur Induktion verwendet wurden. Es kamen hierbei die E. coli-
Stämme BL21 (DE3) und BL21 Gold (DE3) zum Einsatz.

Von den Agarplatten (vgl. 2.3.1) wurden Vorkulturen in 5mL Volumen im Kul-

turröhrchen angesetzt. Die Vorkulturen wurden über Nacht bei 37℃ und 180 rpm
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im Schütler inkubiert und am folgenden Tag zur Inokulation der Hauptkulturen

eingesetzt.

Hierfür wurden 250mL-Kolben mit Schikane und 100mL Kulturmedium mit

1mL der Vorkultur inokuliert und bis zur Induktion bei 37℃ und 180 rpm im

Schüttler inkubiert. Die Induktion erfolgte beim Erreichen einer OD600 von 0,6 bis

0,8 mit 0,1mm, 0,5mm und 1mm IPTG.

Das weitere Wachstum nach der Induktion erfolgte bei einer Temperatur von

30℃. Vier Stunden nach der Induktion bzw. am nächsten Tag wurden die Zellen

durch Zentrifugation bei 7000 × g für 10min und 4℃ geerntet.

Präparative Expression

Die heterologe Expression der PPDK in E. coli erfolgte mit den in den Expressions-

studien als besonders geeignet explorierten Bedingungen. Als Expressionsstamm

kam E. coli BL21 (DE3) zum Einsatz.

Von den Agarplatten wurden Vorkulturen in 100mL Volumen in unschikanier-

ten 250mL-Kolben angesetzt. Die Vorkulturen wurden über Nacht bei 37℃ und

180 rpm im Schütler inkubiert und am folgenden Tag zur Inokulation der Haupt-

kulturen eingesetzt.

Hierfür wurden 2 L-Kolben mit Schikane und 500mL Kulturmedium mit 5mL

der Vorkultur inokuliert und bis zur Induktion bei 37℃ und 180 rpm im Schüttler

inkubiert. Die Induktion erfolgte beim Erreichen einer OD600 von 0,6 bis 0,8 mit

0,1mm IPTG.

Das weitere Wachstum nach der Induktion erfolgte bei einer Temperatur von

30℃. Am nächsten Tag wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 7000 × g für

10min und 4℃ geerntet. Die Zellpellets wurden in 4 g-Aliquots in flüssigem Stick-

stoff schockgefroren und für weitere Versuche bei −80℃ gelagert.

2.4. Präparative Methoden

Aufgrund der Kältelabilität der PPDK, welche bei der PPDK aus F. trinervia be-

sonder ausgeprägt ist (Burnell, 1990), wurden alle Schritte des Zellaufschlusses
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und der Reinigung – wenn nicht abweichend angegeben – bei Raumtemperatur

durchgeführt.

2.4.1. Zellaufschluss

Ein Aliquot eingefrorener Zellen (siehe 2.3.3) wurde bei Raumtemperatur mit

20mL Aufschlusspuffer, sowie einer Spatelspitze DNAse I (Roche Diagnostics,

Mannheim) versetzt und durch Vortexen resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte

durch Hochdruckdispersion bei einem Druck von 1,35 kbar und einer Temperatur

von 15℃.

2.4.2. Proteinaufreinigung durch Affinitätschromatographie

Proteine, die mit einem Poly-Histidin-Tag markiert sind, lassen sich über eine

Immobilisierte Metallionen Affinitätschromatographie (IMAC) aus einem Prote-

ingemisch isolieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden HisTrap® HP-Säulen mit

einem Volumen von 5mL eingesetzt. Als Säulenmaterial dient quervernetzte Aga-

rose an welche Iminodiessigsäure (IDA) immobilisiert ist. Ni+2 -Ionen werden von

IDA dreifach koordinativ komplexiert, so dass drei Koordinationsstellen für die

Interaktion Poly-Histidin-markierter Proteine mit den immobilisierten Ni+2 -Ionen

zur Verfügung stehen. Die Elution der spezifisch an das Säulenmaterial gebunde-

nen Proteine erfolgt über die Zugabe von Imidazol, welches als Strukturanalogon

zu Histidin in der Lage ist, dieses kompetitiv aus der Bindung mit Ni+2 zu verdrän-

gen. Das nachfolgend beschriebene Reinigungsprotokoll wurde nach Nakanishi

et al. (2003); Chastain et al. (1996) adaptiert.

Die wie in 2.4.1 beschrieben aufgeschlossenen Zellen wurden zunächst bei

10 000 × g und 15℃ für 30min zentrifugiert um Zelltrümmer und Inclusion-Bodies
zu entfernen. Der Überstand wurde anschließend für 1 h bei 100 000 × g und 15℃

ulrazentrifugiert um lediglich lösliche Proteine im Überstand zu halten und Mem-

branfragmente zu präzipitieren.

Die mit Ni+2 beladene Säule wurde zunächst mit 5 CV ddH2O und 20CV Wasch-

puffer ohne DTT gewaschen, um schwach bindende Ni+2 von der Säule zu eluieren
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und die Bildung von amorphemNickel bei der nachfolgenden Benutzung der Puffer

mit reduzierend wirksamen DTT zu minimieren.

Die Säule wurde mit Waschpuffer äquilibriert und das Zelllysat mit einer Fluss-

rate von 1,5mLmin−1 auf die Säule geladen. Im Anschluss Unspezifisch bindende

Proteine wurde mit 20 CV Waschpuffer + 50mm Imidazol von der Säule gelöst. Die

Elution der PPDK erfolgte dann mit je 10 CV Waschpuffer + 150mm, 200mm und

250mm Imidazol. Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 5mL gesammelt

und ggf. vereinigt. Zur Detektion der Proteinfraktionen wurde die Absorption bei

280 nm verfolgt.

Nach Abschluss der Reinigung wurde die Säule nach Herstellerangaben gereinigt

und neu mit Ni+2 beladen.

2.4.3. Konzentrierung von Proteinlösungen

Proteinlösungen wurden durch zentrifugale Ultrafiltration bei 20℃ und 5000 × g

aufkonzentriert. Hierbei kamen Konzentratoren mit einer Ausschlussgröße von

30 kDa zu Einsatz.

2.4.4. Entsalzung von Proteinlösungen

Nach der Reinigung wurden Fraktionen, welche die PPDK enthielten mittels Ultra-

filtration (vgl. 2.4.3) auf ein Volumen von etwa 2,5mL eingeengt. Zur Umpufferung

des Konzentrats in Lagerungspuffer kam eine PD-10-Säule zum Einsatz. Es han-

delt sich hierbei um eine Größenauschlusschromatographie-Säule, bei welcher die

Proteinanteile der Lösung eine wesentlich geringere Retentionszeit aufweisen, als

die gelösten Salzionen und somit mit einem geringeren Volumen von der Säule

eluieren.

Die Säule wurde mit 25mL Lagerungspuffer äquilibriert und anschließend mit

der konzentrierten Probe beladen. Anschließend wurde die Differenz des Proben-

volumens zu 2,5mL durch Lagerungspuffer ausgeglichen. Die Elution erfolgte mit

3,5mL Lagerungspuffer. Die entsalzten Proben wurden erneut aufkonzentriert

(vgl. 2.4.3).
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2.4.5. Lagerung von PPDK-Konzentraten

Die kurzfristige Lagerung (max. 24 h) entsalzter PPDK-Konzentrate (vgl. 2.4.4)

erfolgte nach Zugabe von 1%iger Natriumazid (NaN3)-Lösung im Verhältnis 1:1000

bei Raumtemperatur.

Langfristig wurden PPDK-Lösungen nach Zugabe von 20% (w/v) Glycerin bei

−20℃ gelagert.

2.5. Analytische Methoden

2.5.1. Differentielle Zentrifugation

Nach dem Zellaufschluss (vgl. 2.4.1) wurde eine Probe von 10 μL aus dem Homoge-

nisat als Kontrolle entnommen. Anschließend wurde das Homogenisat bei 2000 × g

für 15min bei 15℃ zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde im gleichen Volu-

men Aufschlusspuffer unter Zusatz von 0,1 % (w/v) SDS bei Raumtemperatur und

unter Rühren rückgelöst.

Es wurden jeweils vom Überstand, als auch vom resuspendierten Pellet weitere

Proben von 10 μL Volumen entnommen. Diese wurden mit 25 μL SDS-Probenpuffer

und 65 μL ddH2O versetzt. Alle weiteren Zentrifugationsschritte erfolgten hierzu

analog und sind in Tabelle 2.5 aufgeführt.

Tabelle 2.5.: Zentrifugationsschritte der differentiellen Zentrifugation

rcf [× g] Dauer [min] Sediment

2000 15 Nicht aufgeschlossene Zellen und Zell-
trümmer

10000 30 Aggregierte Proteine (Inclusion Bodies)
30000 30 GroßeMembransysteme und assoziierte

Proteine
100000 60 Kleine Membransysteme und assoziier-

te Proteine
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2.5.2. Größenauschlusschromatographie

Um die Dispersität der gereinigten PPDK zu bestimmen, wurde ein entsalztes Kon-

zentrat (vgl. 2.4.4) nach der Reinigung mittels IMAC (vgl. 2.4.2) einer analytischen

Größenausschlusschromatographie unterzogen. Hierbei dient die Säulenmatrix

als Molekularsieb. Höhermolekulare Anteile eluieren hierbei schneller von der

Säule, als niedermolekulare Anteile, da letztere in die Poren des Säulenmaterials

eindringen können.

In dieser Arbeit wurde eine Superdex 200 5/150 GL-Säule der Firma GE Health-

care (Uppsala, SE) mit einem Säulenvolumen von 3mL eingesetzt.

Die Säule wurde mit 5 CV Lagerungspuffer äquilibriert und anschließend mit

50 μL Probe in Lagerungspuffer beladen. Die Detektion erfolgte durch Absorptions-

messung bei 280 nm. Eluiert wurde mit 2 CV Lagerungspuffer bei einer Flussrate

von 0,2mLmin−1.

2.5.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Proteinprobenwurden auf Polyacrylamid-Gele aufgetragen und dort nach ihrer

Masse aufgetrennt (Laemmli, 1970). Durch die Zugabe von Natriumdodecylsulfat

(SDS) werden die Proteine denaturiert und mit einr negativen Ladung maskiert,

wodurch sie ein einheitliches Ladungs-Masse-Verhältnis aufweisen. Somit ist die

Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld allein von der Proteinmasse

abhängig. Vor demAuftragen auf das Geld wurden alle Probenmit 4×-Probenpuffer

versetzt. Expressionsproben wurden darüber hinaus für 10min auf 95℃ erhitzt. Im

Falle der Expressionsproben errechnete sich das Auftragungsvolumen für große

bzw. kleine Gele nach Gleichung (2.2) und (2.3).

Vgroß [μL] =
15

OD600
(2.2)

Vklein [μL] =
15

OD600
⋅ 0, 75 (2.3)
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Für die Elektrophorese wurden 10%ige Gele eingesetzt. Tabelle 2.6 zeigt exem-

plarisch eine Pipettierschema für drei kleine Gele (9 cm × 10 cm). Um die Größen-

Tabelle 2.6.: Pipettierschema für SDS-Gele

Trenngel Sammelgel

AA/BAA 30 10,9 mL 2 mL
Trenn-/Sammelgelpuffer 13,2 mL 2,5 mL
ddH2O 8,6 mL 7,4 mL
TEMED 16,5 μL 12,3 μL
APS 10% (w/v) 112,2 μL 129 μL

zuordnung der Proteinbanden zu gewährleisten, wurden die in 2.1.4 genannten

Standards eingesetzt. Bei kleinen Gelen wurde nach dem Beladen für 1 h eine

Stromstärke von 35mA je Gel angelegt. Größe Gele liefen über Nacht bei 50mA.

2.5.4. Kolloidale Coomassie-Färbung

Mit der kolloidalen Coomassie-Färbung nach Kang u. Gho (2002) lassen sich

Proteine in Polyacrylamid-Gelen bis zu einer Nachweisgrenze von etwa 1 ng

detektieren. Sie ist damit ähnlich sensitiv wie eine Silberfärbung.

Die Gele wurden drei Mal für jeweils 10min in ddH2O gewaschen und anschlie-

ßend für mindestens 2 h in der Färbelösung inkubiert. Nach dieser Zeit sind etwa

90% der maximalen Farbintensität erreicht (Kang u. Gho, 2002). Eine Entfärbung

des Hintergrunds kann durch mehrfaches Waschen mit ddH2O erreicht werden.

2.5.5. Westernblot und immunologischer Nachweis von
Proteinen

Über einen Westernblot können Proteine aus einem SDS-Gel elektrophoretisch

auf einen Membran übertragen und dort fixiert werden. Über eine Immunfärbung
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kann anschließend eine Visualisierung der Proteine auf der Membran erfolgen. Im

Rahmen dieser Arbeit kam das Semi-Dry-Blotverfahren, sowie eine Nitrozellulose-

membran mit einer Porengröße von 0,2 μm zum Einsatz.

Bei Gelen, welche für einen Westernblot vorgesehen waren, kam ein gefärbter

Proteingrößenstandard zum Einsatz. Das Gel wurde für etwa 10min in Transfer-

puffer inkubiert. Die benötigten Filterpapiere, sowie die Nitrozellulosemembran

wurden ebenfalls kurz in Transferpuffer getränkt.

Auf die Anode der Blotapparatur wurden zunächst drei Lagen Filterpapier, gefolgt

von der Blotmembran, dem Gel sowie drei weiteren Lagen Filterpapier gegeben.

Anschließend wurde die Apparatur geschlossen und für 2 h eine Stromstärke von

1mA cm−2 angelegt.

Nach Abschluss des Blotvorgangs wurde die Membran entnommen und 1 h in

einer 1 %igen Caseinlösung in TBS auf einem Rotationsschüttler inkubiert. Es

schlossen sich zwei Waschschritte mit TBT und einer mit TBS zu jeweils 10min

an.

Die Membran wurde dann zusammen mit einer 1 %igen Caseinlösung in TBS,

welche den Anti-His-HRP-Antikörper im Verhältnis 1:10000 enthielt, in Folie ein-

geschweißt und über Nacht bei 4℃ auf einem Taumelschüttler inkubiert. Am

nächsten Tag erfolgten zwei Waschschritte mit TBT und einer mit TBS zu je-

weils 10min. Der gebundene Antikörper ließ sich über die gekoppelte Meerrettich-

Peroxidase (HRP) mit Hilfe eines Chemilumineszenzreagenzes nachweisen. die

HRP oxidiert in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid das Substrat Luminol, wobei

es zu einer Lichtemission kommt.

Hierfür wurde die Membran in Folie eingeschlagen und mit dem Reagenz über-

schichtet. Für die Visualisierung wurde ein Lumineszenzdetektor (LAS 4000 mini,

Fujifilm) eingesetzt.

2.5.6. Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Hierzu

wurde in einer Mikrotiterplatte 50 μL einer Verdünnung der zu vermessenden
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Proteinlösung mit 200 μL Bradford-Reagenz aus dem Roti®-Quant-Kit versetzt.

Die Probe wurde für 5min bei Raumtemperatur inkubiert und die Absorption bei

595 nm gemessen.

Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer mit bovinem

Serumalbumin BSA erstellten Kalibriergeraden. Alle Messungen erfolgten in Drei-

fachbestimmung.

2.5.7. Circulardichroismus-Spektroskopie

Bei der CD-Spektroskopie wird die Wechselwirkung von optisch aktiven Substan-

zen mit zirkular polarisiertem Licht zu analytischen Zwecken ausgenutzt. Eine

links- und eine rechtszirkulare Lichwelle überlagern sich hierbei zu linear polari-

siertem Licht. Optisch aktive Substanzen weisen für die links- bzw. rechtszirkulare

Komponente unterschiedliche Absorptionskoeffizienten ɛL und ɛR auf, wobei letzt-

lich ihre Differenz Δɛ gemessen und als Elliptizität θ angegeben wird – d sei die

Schichtdicke und c die Konzentration (Greenfield, 2007):

θ(λ) = Δε ⋅ c ⋅ d (2.4)

Die CD-Spektroskopie kann für die Analyse von Proteinsekundärstrukturen ein-

gesetzt werden. Hierbei werden Spektren im Bereich von 160 nm bis 250 nm auf-

genommen. Man macht sich dabei zu Nutze, dass in diesem Bereich die n → π∗

bzw. π → π∗-Übergänge der Peptidbindung liegen. Durch ihre Chiralität reagiert

das CD-Spektrum eines Peptids sehr empfindlich auf Änderungen der Sekundär-

struktur (Greenfield, 2007). Die Messungen erfolgten in CD-Puffer bei einer Prote-

inkonzentration von 0,1mgmL−1. Von den Rohdaten wurde das Pufferspektrum

abgezogen und unter Berücksichtigung von Konzentration und Molekulargewicht

in molaren CD (Δɛ) umgerechnet.
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2.5.8. Aktivitätsassay

Um die Aktivität der gereinigten PPDK zu bestimmten, wurde ein Aktivitätsassay

(Salahas u. Manetas, 1990) durchgeführt. Hierbei wurde PEP-Bildung in einem ge-

koppelten Enzymassay über den NADH-Verbrauch verfolgt. Der geschwindigkeits-

bestimmende Schritt ist in diesem Fall die Umsetzung von Pyruvat, anorganischem

Phosphat und ATP zu Phosphoenolpyruvat, AMP und Pyrophosphat (2.5). Nach-

folgend wird Phosphoenolpyruvat durch die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

über eine β-Carboxylierung mit Hydrogencarbonat zu Oxalacetat umgesetzt (2.6).

Letzteres wird durch eine NAD-abhängige Malatdehydrogenase zu Malat reduziert

(2.7).

Pyruvat + ATP + Pi
PPDK

PEP + AMP + PPi (2.5)

PEP + HCO−
3

PEPCase
Oxalacetat + Pi (2.6)

Oxalacetat + NADH
NAD−MDH

Malat + NAD (2.7)

Der NADH-Verbrauch kann photometrisch über die Abnahme der NADH-spezifi-

schen Extinktion bei 340 nmverfolgt werden. Da der Verbrauch eines NADH-Moleküls

gleichbedeutend ist mit der Bildung eines Phosphoenolpyruvat-Moleküls durch

die PPDK, kann aus dem Verbrauch an NADH direkt auf die Bildungsrate von

Phosphoenolpyruvat und somit auf die Aktivität der PPDK geschlossen werden.

Der Reaktionsansatz nach Salahas u. Manetas (1990) (vgl. 2.1.18) wurde mit 0,5 μL

gereinigtem und entsalztem PPDK-Konzentrat versetzt. Die PPDK-Lösung wurde

zuvor für 30min bei 30℃ inkubiert, um eine möglichst vollständige Aktivierung zu

erreichen (Ashton et al., 1990). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5mL einer

100mm ATP-Lösung (Endkonzentration: 1,25mm) gestartet und die Extinktion bei

340 nm über einen Zeitraum von 3min bei 30℃ aufgezeichnet.
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Der Verbrauch an NADH kann über das Lambert-Beer’sche Gesetz in Gleichung

(2.8) aus der gemessenen Extinktionmit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten

für NADH ϵ340 = 6,3 ⋅ 103 m−1 cm−1 (McComb et al., 1976) und der Schichtdicke

berechnet werden.

E = ϵ ⋅ c ⋅ d (2.8)

ϵ: molarer Extinktionskoeffizient

c: Konzentration
d : Schichtdicke

2.6. Bioinformatische Methoden

2.6.1. Analyse von CD-Spektren

Aufgenommene CD-Spektrem (siehe 2.5.7) wurden mit dem Programmpaket CD-
Pro (Sreerama u. Woody, 2000), sowie dem Programm K2D3 (Louis-Jeune et al.,

2011) untersucht. Die Analyse erfolgte jeweils in einem Wellenlängenbereich von

190 nm bis 240 nm. Für das Programmpaket CDPro wurde die Datenbank SMP56

mit 43 löslichen und 13 Membranproteinen als Grundlage der Vorhersage verwen-

det. Die berechneten Sekundärstrukturanteile wurden dann mit mit einer ab initio
Vorhersage, welche mit SOPMA (Geourjon u. Deléage, 1995) berechnet wurde ver-

glichen. Zusätzlich wurden die Sekundärstrukturanteile aus der bereits bekannten

PPDK-Struktur aus Zea mays herangezogen.
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2.6.2. Alignment von Nuklein- und Aminosäuresequenzen

Alignments von Nuklein- und Aminosäuren wurden mit dem Programm T-Coffee
(Notredame et al., 2000; Wallace et al., 2006; Moretti et al., 2007; Di Tommaso et al.,

2011) erstellt. Das Programm Bowtie 2 (Langmead u. Salzberg, 2012) kam zum

Einsatz, um Reads aus der Sequenzierung an die Referenzsequenz zu alignieren.

2.6.3. Erstellung von Homologiemodellen

Zur Visualisierung der wahrscheinlichen dreidimensionalen Struktur der PPDK

aus F. trinervia und zur Vorbereitung zukünftiger Analysen wurden Homologie-

modelle erstellt. Diese basieren auf den aus Zea mays (PDB: 1VBG/1VBH) und

Chlostridium symbiosum (PDB: 1KBL) bekannten Extremkonformationen des pu-

tativen Domain-swiveling-Mechanismus.

Jeweils fünf Homologiemodelle wurden mit dem Programm Modeller (Sali u.

Blundell, 1993) aus den jeweiligen Templaten und der Primärstruktur der PPDK

aus F. trinervia (Rosche u. Westhoff, 1990) generiert. Im Falle des von Zea mays
abgeleiteten Modells wurde als Vorlage die Pyruvat gebundene Struktur verwen-

det (PDB: 1VBH). Lücken in der dreidimensionalen Struktur wurden anhand der

ungebundenen Struktur (PDB: 1VBG) ergänzt. Um die Substratbindetasche mög-

lichst exakt zu nachzubilden, wurde das in der Kristallstruktur 1VBH vorhandene

PEP-Molekül, sowie das Mg+2 -Ion beim Modellieren berücksichtigt.

Die Evaluation der erstellten Modelle erfolgte mit dem Programmpaket PROCH-
ECK (Laskowski et al., 1993, 1996).
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3.1. Klonierung

Sie SLIC-Klonierung erfolgte wie in 2.2.7 beschrieben. Die mittels PCR syntheti-

sierten Inserts (vgl. 2.2.6), sowie der linearisierte Vektor (vgl. 2.2.3) wurden zur

Reinigung auf ein Agarosegel aufgetragen (vgl. 2.2.4). Es ergab sich das in Abbil-

dung 3.1 gezeigte Auftrennungsmuster.

(a) (b)

Abbildung 3.1.: Exemplarischer Ausschnitt aus dem Agarosegel zur Reinigung von linearisiertem
Vektor (a) und dem Insert (b) zur SLIC-Klonierung. Aufgetragen wurden 5 μL 1 kb-Größenstandard
und je 20 μL Probe. Die erwarteten Größen sind 5720 bp (Vektor) und 2691 bp (Insert).

Sowohl Vektor als auch Insert lagen innerhalb der erwarteten Größenordnung

(5720 bp bzw. 2691 bp), so dass beide wie in 2.2.7 beschrieben in den Ligationsan-

satz gegeben wurden. Zur Amplifikation des Vektors wurden dann E. coli Zellen
des Stamms XL1-Blue mit diesem transformiert (vgl. 2.3.1) und auf Agarplatten
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angezogen. Mit einer Kolonie-PCR (vgl. 2.2.6) wurde überprüft, ob der untersuchte

Klon das korrekte Insert trägt. Das enstsprechende Gelbild ist in Abbildung 3.2

dargestellt.

Abbildung 3.2.: Agarosegel nach Kolonie-PCR. Es wurden 5 μL 1 kb-Größenstandard und je 20 μL
Probe aufgetragen. Untersucht wurden 24 Klone, von denen fünf (10, 13, 22, 23 und 24) ein Plasmid
mit der korrekten Größe tragen.

Von untersuchten 24 Klonen wiesen fünf ein Plasmid auf, welches ein Insert der

erwarteten Größe von 2691 bp trägt. Die fünf positiven Klone wurden in 5mL Kul-

turrörchen über Nacht angezogen und die Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Mi-
niprep Kit nach Herstellerangaben extrahiert. Proben der isolierten Plasmid-DNA

wurden zur Sequenzierung eingeschickt (StarSEQ GmbH, Mainz). Es konnte ge-

zeigt werden, dass das aus Klon #22 isolierte Plasmid im für die PPDK kodierenden
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Bereich keine Mutation trägt. Eine Plasmidkarte von pETEV-16b-ppdk ist in Abbil-

dung 3.3 aufgeführt.

Abbildung 3.3.: Plasmidkarte von pETEV-16b-ppdk. Der für die PPDK kodierende Bereich liegt
zwischen Position 5392 und 8022. Upstream befinden sich die kodierenden Sequenzen für die
TEV-Schnittstelle und den Hexa-Histidin-Tag. Die Plasmidkarte wurde mit PlasMapper (Dong
et al., 2004) erstellt.

3.2. Expressionsstudien

Die Expressionsstudien (vgl. 2.3.3) zeigten eine deutliche Überexpression der PPDK

in E. coli BL21 (DE3) bei einer Temperatur von 30℃ und einer IPTG-Konzentration

von 0,1mm (vgl. Abbildung 3.4). Der direkte Vergleich zwischen den beiden verwen-

deten Expressionsstämmen BL21 (DE3) und BL21 Gold (DE3) (Abbildung 3.5) zeigt

eine deutlich stärkere Überexpression in BL21 (DE3) bei gleichzeitig geringerer
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IPTG-Konzentration. Eine Expression über Nacht führte zu einer deutlich höheren

Proteinausbeute im Vergleich zu einer Zellernte nach 4 h. Die Identifizierung der

PPDK erfolgte durch einen Westernblot (vgl. 2.5.5).

Abbildung 3.4.: SDS-PAGE der Expressionsstudien. Aufgetragen wurden Proben der beiden
Expressionsstämme BL21 (DE3) und BL21 Gold (DE3) bei Induktion mit unterschiedlicher
IPTG-Konzentration und einer Temperatur von jeweils 30℃. Angegeben sind die Zeitpunkte
der Probenentnahme vom Zeitpunkt der Induktion an. Der Größenbereich der PPDK ist rot her-
vorgehoben.

3.3. Differentielle Zentrifugation

Im Rahmen der Expressionsstudien wurden Zellen von E. coli BL21 (DE3) nach

4 h bzw. nach einer Übernachtexpression geerntet, aufgeschlossen und einer diffe-

rentiellen Zentrifugation unterzogen (vgl. 2.5.1). Die Proben wurden mittels eines

Westernblots ausgewertet (Abbildung 3.6). Hierbei zeigte sich, dass der überwie-

gende Anteil der PPDK in den Überstandsfraktionen lokalisiert und somit löslich

ist. Nur ein geringer Anteil befindet sich in den Pellets nach der Zentrifugation.
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(a) (b)

Abbildung 3.5.: Vergleich der Expression in BL21 (DE3) und BL21 Gold (DE3). SDS-PAGE (a) und
Westernblot (b). Aufgetragen wurden Expressionsproben nach 0 h und 4 h nach Induktion, sowie
über Nacht. Verglichen wurden die Expressionsreihen mit dem jeweils besten Expressionsergebnis
in BL21 (DE3) bzw. BL21 Gold (DE3). Die Induktion erfolgte mit 0,1mm bzw. 1mm IPTG.

3.4. Native Reinigung der PPDK

Die Reinigung der PPDK erfolgte wie in 2.4.2 beschrieben. ImVerlauf der Reinigung

konnten vier Proteinfraktionen bei Elutionmit 50mm, 150mm, 200mm und 250mm

Imidazol identifiziert werden (vgl. Abbildung 3.7). In einer nachfolgend durch-

geführten SDS-PAGE mit Westernblot zeigte sich, dass drei Fraktionen (150mm,

200mm und 250mm) PPDK in hoher Reinheit enthielten. Die gesammelte PPDK-

Fraktionen bei Elution mit 250mm Imidazol ließ sich bis auf 37,54(134)mgmL−1

konzentrieren. In der Expression konnten aus 2 L Kultur 20 g Zellen geerntet wer-

den. Da im Zuge der Reinigung 4 g Zellen aufgeschlossen wurden, ergibt sich eine

Ausbeute von etwa 47mg L−1 Kultur (vgl. Tabelle 3.1). Zur Bestimmung der Di-

spersität der gereinigten PPDK wurden Proben aller drei Fraktionen mittels einer

Größenausschlusschromatographie (vgl. 2.5.2) analysiert. Hierbei zeigte sich, dass

lediglich die mit 250mm Imidazol eluierte Fraktion monodispers ist, während die
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(a) (b)

Abbildung 3.6.: Westernblots der differentiellen Zentrifugation. Die Zellen wurden nach 4 h (a)
bzw. nach einer Übernachtexpression (b) geerntet. Aufgetragen wurden 3 μL Marker (M), Probe
nach Zellaufschluss (A), sowie Pellets (P) und Überstände (Ü) der Zentrifugationsschritte (jeweils
10 μL).

Tabelle 3.1.: PPDK-Konzentration und Ausbeute nach Reinigung. Die Konzentrationen beziehen
sich auf den erreichten Wert nach Einengen der fraglichen Fraktionen auf ein Volumen von 500 μL.

Fraktion c(PPDK) [mgmL−1] m(PPDK) [mg] m(PPDK)
V(Kultur)

[mgL−1]

1 (150mm) 8,078 ± 1,812 4,039 ± 0,906 10,098 ± 2,265
2 (200mm) 48,935 ± 2,556 24,466 ± 1,278 61,165 ± 3,195
3 (250mm) 37,536 ± 1,334 18,768 ± 0,667 46,920 ± 1,693

mit 150mm und 200mm eluierten PPDK-Fraktionen einen diversen Oligomerisie-

rungsgrad aufwiesen (vgl. Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.7.: Chromatogramm der PPDK-Reinigung mittels IMAC. Dargestellt sind die Absorp-
tion bei 280 nm (blau) und die Imidazolkonzentration (rot). Die gesammelten PPDK-Fraktionen
sind durch Pfeile markiert.
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(a) (b)

Abbildung 3.8.: SDS-PAGE (a) und Westernblot (b) der nativen Reinigung. Aufgetragen wurden
3 μL Marker (M), 1 μL der Proben des Zelllysates (A), sowie der Zentrifugationen bei 10 000 × g
(10kÜ) bzw 100 000 × g und 10 μL des Durchflusses (D) und nachfolgenden Elutionsfraktionen. Die
PPDK-Banden sind rot hervorgehoben (MW: 98 kDa)
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Abbildung 3.9.: Chromatogramm der Größenausschlusschromatographie. Die Kurvenverläufe
wurden auf die jeweilige Konzentration normalisiert. Fraktion 3 zeigt ein monodisperses Profil,
während die PPDK in den Fraktionen 1 und 2 in verschiedenen Oligomerisierungszuständen
vorliegt. Vertikale Linien markieren die Position der Peaks.
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3.5. CD-Spektroskopie

Das CD-Spektrum wurde wie in 2.5.7 beschrieben aufgenommen. Abbildung 3.10

zeigt das Spektrum nach Abzug des Pufferspektrums. Deutlich zu erkennen ist ein

negativer Cotton-Effekt im Bereich um 210 nm, welcher auf α-helikale Strukturen

hindeutet. Anhand des experimentellen Spektrums wurde eine Sekundärstruktur-

analyse mit den Programmen SELCON3 (Sreerama u. Woody, 1993), CONTINLL

(Provencher u. Gloeckner, 1981), CDSSTR (Johnson, 1999) und K2D3 (Louis-Jeune

et al., 2011) durchgeführt. Die daraus resultierenden, vorhergesagten Spektren

sind ebenfalls in Abbildung 3.10 dargestellt. Alle verwendeten Algorithmen sagen

das Spektrum qualitativ korrekt vorher, die geringsten Abweichungen vom expe-

rimentellen Spektrum ergeben sich für CONTINLL und CDSSTR. Für die PPDK

werden in allen Fällen hohe α-helikale Strukturanteile vorhergesagt, im Fall von

CONTINLL jedoch nur ein sehr geringer Anteil an β-Strands (vgl. Tabelle 3.2). Die

ab initio Vorhersage mit SOPMA, sowie die Ergebnisse von K2D3 und CDSSTR

sind weitestgehend deckungsgleich mit den Strukturanteilen der PPDK aus Zea
mays (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2.: Vorhersage der Sekundärstrukturanteile. Aufgeführt sind die vorhergesagten Struktur-
elemente anhand des CD-Spektrums. Zum Vergleich dienen die Ergebnisse der sequenzbasierten
ab initio Vorhersage (SOPMA), sowie die Sekundärstrukturanteile aus der Kristallstruktur der
PPDK aus Zea mays (PDB: 1VBG).

Algorithmus α-Helix [%] β-Strand [%] β-Turn [%] Coil [%]

K2D3 56 18
SELCON3 56 5 17 22
CONTINLL 68 1 14 17
CDSSTR 51 20 15 15

SOPMA 47 17 9 27

PPDK (Zea mays) 47 16
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Abbildung 3.10.: CD-Spektrum von gereinigter PPDK. Die PPDK lag in einer Konzentration von
0,1mgmL−1 in 50mm Kaliumphosphat-Puffer mit 10mm Magnesiumsulfat vor. Es wurden 15
Spektren mit einer Auflösung von 1 nm akkumuliert. Im Bereich um 210 nm zeigt sich ein negativer
Cotton-Effekt, welcher charakteristisch für α-helikale Strukturanteile ist. Farbig dargestellt sind
die mit unterschiedlichen Programmen vorhergesagten Spektren.

3.6. Aktivitätsassay

Um die Aktivität der gereinigten PPDK zu quantifizieren, wurden zunächst die

beiden Fraktionen mit der höchsten PPDK-Konzentration – Fraktion 2 und Frak-

tion 3 (200mm und 250mm Imidazol) – untersucht (vgl. 2.5.8). Hierbei zeigte

sich im Vergleich zur Negativkontrolle, dass in beiden Fraktionen eine Aktivi-

tät zu verzeichnen ist (siehe Abbildung 3.11). Da hinsichtlich zukünftiger Kris-

tallisationsexperimente in erster Linie die monodispers vorliegende Fraktion 3

von Interesse ist, wurde von dieser Fraktion eine vollständige Reaktionskine-

tik aufgenommen. Hierbei ergaben sich durch Anpassen einer Sättigungsfunk-

tion durch nichtlineare Regression an die Michaelis-Menten-Gleichung (3.1) für

ATP und Pyruvat ein KM von (50 ± 9) μm bzw. (270 ± 44) μm, sowie ein Vmax von
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(0,095 ± 0,005)mmmin−1 (ATP) (0,093 ± 0,005)mmmin−1 (Pyruvat). Auffällig ist

die bei höheren ATP-Konzentrationen wieder abfallende Reaktionsgeschwindig-

keit (vgl. Abbildung 3.12).

v =
Vmax ⋅ [S]
Km + [S]

(3.1)

Die Wechselzahl kcat wurde anhand von Gleichung (3.2) aus Vmax und der PPDK-

Konzentration von (0,38 ± 0,02)mm mit (1,63 ± 0,09) s−1 bestimmt. Die spezifische

Aktivität der PPDK beträgt (0,99 ± 0,09) Umg−1 und konnte ebenfalls unter Be-

rücksichtigung der Proteinkonzentration mittels Gleichung 3.3 berechnet werden.

kcat =
Vmax

[E0]
(3.2)

Die katalytische Effizient kcat/KM beträgt (32,60 ± 9,36)mm s (ATP) bzw. (6,04 ± 1,54)mm s

(Pyruvat). Eine Auflistung der kinetischen Parameter ist in Tabelle 3.3 zu finden.

spez. Aktivität Umg−1 =
Vmax [μmmin−1] ⋅ V (Ansatz) [L]

m(Protein) [mg]
(3.3)

Tabelle 3.3.: Kinetische Parameter der PPDK.

Parameter Wert Einheit

Vmax 0,093 ± 0,005 mmmin−1

kcat 1,63 ± 0,09 s−1

Km (ATP) 50 ± 9 μm
Km (Pyruvat) 270 ± 44 μm

kcat/KM (ATP) 32,60 ± 9,36 mm s
kcat/KM (Pyruvat) 6,04 ± 1,54 mm s

spez. Aktivität 0,99 ± 0,09 Umg−1
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Die Ordinatenachse ist der besseren Übersichtlichkeit wegen logarithmisch skaliert.
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3.7. Homologiemodelle

Die erzeugten Homologiemodelle (vgl. 2.6.3) der PPDK aus F. trinervia zeigen eine

gute Übereinstimmung mit den zu Grunde liegenden Templat-Strukturen: 0,708Å

für das auf der Struktur aus C. symbiosum und 0,705Å für das auf der Struktur

aus Zea mays basierende Modell. Die Sequenzidentität zur zwischen F. trinervia
und Zea mays beträgt 79 %, zwischen F. trinervia und C. symbiosum 55 %. Das

jeweils beste Modell wurde anhand des zDOPE Wertes, sowie der Ergebnisse der

PROCHECK-Analyse ausgewählt. Im Ramachandran-Plot zeigt keines der beiden

ausgewählten Modelle eine Kombination von ψ- und φ-Winkel, die nicht in einem

der erlaubten Bereiche liegt (vgl. Abbildungen A.3 und A.4).

Anhand der Modelle wurde eine Visualisierung des Domain-Swiveling Mecha-

nismus für die PPDK aus F. trinervia (Abbildung 3.13), sowie der PEP-Bindestelle

(Abbildung 3.14) erstellt. Es zeigt sich eine deutliche Torsion der zentralen Phospo-

Histidindomäne und des katalytischen His458.

Abbildung 3.13.: Homologiemodelle der PPDK aus F. trinervia. (A) zeigt die PEP gebundene Kon-
formation basierend auf der Struktur aus Zea mays, (B) das auf C. symbiosum basierende Modell.
Beide Modelle stellen die jeweiligen Extremkonformationen des Swiveling-domain Mechanismus
dar. Das an der Übertragung der Phosphatgruppe beteiligte His458 ist als Stabmodell rot einge-
färbt und durch einen schwarzen Pfeil markiert. Die einzelnen Domänen der PPDK sind eben-
falls farblich hervorgehoben: Nukleotidbindedomäne (grün), Pyruvat/PEP-Bindedomäne (blau),
Phosphohistidin-Domäne (gelb), Linker-Peptide (magenta und rot).
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In der Darstellung der modellierten Substratbindestelle sind die für die Koordina-

tion von PEP wichtigen Reste Arg562, Arg619, Arg669, Glu748, Asp772 und Asn771

sichtbar. Ebenfalls erkennbar ist das als Protonen-Donor fungierende Cys834. Die

genannten Reste befinden sich in hoch konservierten Bereichen (siehe Abbildung

A.1).

Abbildung 3.14.: Substratbindetasche für PEP. Die Ansicht zeigt die Bindestelle für PEP im Ho-
mologiemodell der PPDK aus F. trinervia. Seitenketten in räumlicher Nähe zum Substrat sind als
Linienmodell dargestellt und benannt. Die gestrichelten Linien zeigen mögliche polare Wechsel-
wirkungen mit einer Länge von maximal 3,5 Å an.
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4.1. Expression und Reinigung der PPDK

Die PPDK aus F. trinervia konnte erfolgreich in E. coli BL21 (DE3) exprimiert

werden. Sowohl in einer vierstündigen Expression, als auch in einer Expression

über Nacht zeigten sich in der differentiellen Zentrifugation nur geringe unlösliche

Anteile, gemessen an der Gesamtmenge Protein (vgl. 3.3). Dies spricht dafür, dass

nur in geringem Maße Inclusion Bodies gebildet wurden und legt die Vermutung

nahe, das der lösliche Proteinanteil nativ gefaltet ist.

Dies konnte durch die CD-Spektroskopie gestützt werden. Es konnten Sekun-

därstrukturanteile nachgewiesen werden, welche sich mit Sequenz basierten ab
initio Vorhersagen, sowie bekannten Strukturdaten decken (vgl. Tabelle 3.2). In ei-

nem letzten Schritt konnte die tatsächlich funktionelle Faltung der rekombinanten

PPDK in einem Aktivitätsassay gezeigt werden.

Im Rahmen der Reinigung konnten mit steigender Imidazolkonzentration ins-

gesamt drei Fraktionen PPDK gewonnen werden, die eine jeweils hohe Reinheit

aufweisen (vgl. 3.8 und sich durch ihre Dispersität unterscheiden (siehe Abbil-

dung 3.9). Der Oligomerisierungsgrad beeinflusst offenbar die Bindungsaffinität

der PPDK an die Säule, was zu einem unterschiedlichen Elutionsverhalten führt.

Ursächlich könnte eine zunehmende Maskierung des Hexa-Histidin-Tags in den

Oligomeren sein. Eine zuverlässige Größenzuordnung konnte in der Größenaus-

schluschromatographie aufgrund der sehr eng zusammen liegenden Elutionsvo-

lumina nicht vorgenommen werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass die bei

250mm gewonnene Fraktion monodispers vorliegt und sich somit gut für zukünfti-

ge Kristallisationsexperimente eignet.
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Die Proteinausbeute liegt – betrachtet man nur die monodispers gereinigte

Fraktion – bei etwa 47mg L−1 Kulturmedium und ist somit als hoch einzuschätzen.

Der in der Literatur beschriebene Effekt der ausgeprägten Kältelabilität der PPDK

aus F. trinervia (Burnell, 1990), welcher zum Zerfall der funktionellen Tetramere in

Monomere führt, ließe sich unter Umständen zur Erhöhung der effektiv nutzbaren

Ausbeute einsetzen. Durch eine Vereinigung aller gereinigter PPDK-Fraktionen

und anschließender Kältebehandlung sollte zu einer einheitlichen Population der

PPDK-Monomere führen. Die Ausbeute beträgt dann etwa 118mg L−1 Kultur.

4.2. Aktivität der gereinigten PPDK

Die spezifische Aktivität der PPDK aus F. trinervia liegt mit (0,99 ± 0,09) Umg−1

in der PEP-bildenden Richtung in der Größenordnung von Literaturwerten für

Zea mays (Hatch u. Slack, 1975). In ähnlicher Weise stimmen auch die bestimmten

Km-Werte für ATP (50 ± 9) μm und Pyruvat (270 ± 44) μm mit bekannten Literatur-

werten von Zea mays und F. brownii überein (Hatch u. Slack, 1975; Ohta et al.,

1997), die ebenfalls im zwei- bis dreistelligen mikromolaren Bereich liegen. Ein Ver-

gleich der experimentellen Daten mit Literaturwerten ist in Tabelle 4.1 aufgeführt.

Tabelle 4.1.: Vergleich der kinetischen Parameter mit Literaturwerten der
PPDK aus F. bidentis, F. brownii und Zea mays. Die Literaturwerte beziehen
sich jeweils auf die PEP-bildende Reaktion.

Spezies Km [μm] spez. Aktivität [Umg−1]ATP Pyruvat

F. trinervia 50 ± 9 270 ± 44 0,99 ± 0,09

F. bidentis 252 732

F. brownii 882 672

Zea mays 952 1582 1,21

1 Hatch u. Slack (1975)
2 Ohta et al. (1997)

59



4. Diskussion

Vmax wurde im Rahmen der nichtlinearen Regression für ATP und Pyruvat be-

stimmt. Unter Berücksichtigung der Standardabweichung sind die beiden Wer-

te – (0,095 ± 0,005)mmmin−1 (ATP) und (0,093 ± 0,005)mmmin−1 (Pyruvat) – als

identisch anzusehen. Dies entspricht der Erwartung, da die maximale Reaktions-

geschwindigkeit bei Substratsättigung in beiden Fällen identisch sein sollte.

Der beobachtete Abfalls der gemessenen Reaktionsgeschwindigkeit bei einer

ATP-Konzentration von 2,5mm (Abbildung 3.12a) ist auf die inhibitorische Wir-

kung von ATP, ADP und AMP auf die als letzte Stufe des gekoppelten Enzymassays

eingesetzteMDH zurückzuführen (Harris et al., 2002). Bei einer ATP-Konzentration

von 2,5mm ist nicht mehr die Pyruvat-Bildung durch die PPDK, sondern die Um-

setzung des Oxalacetats durch die MDH der geschwindigkeitsbestimmende Schritt.

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Aktivität der PPDK aus F. trinervia
in etwa vergleichbar mit anderen bekannten PPDKs ist.

4.3. Homologiemodelle

Die erstellten Homologiemodelle weisen nach einer Analyse mit PROCHECK

keine auffälligen Anomalien auf, so dass die Modelle als hinreichend korrekt

angesehen werden können. Da die PPDK aus Zea mays zudem eine hohe Sequenzi-

dentität von 79% zur PPDK aus F. trinervia aufweist, bietet das hierauf basierende

Modell eine gute Annäherung an die tatsächliche dreidimensionale Struktur der

PPDK aus F. trinervia, insbesondere in Hinblick auf die räumliche Ausrichtung

der Seitenketten in der PEP-Bindetasche. In Kombination mit der Identifikation

hoch konservierter Sequenzabschnitte können einige für die PEP-Bindung und

Umsetzung wichtige Reste identifiziert werden (Nakanishi et al., 2005): Arg562,

Arg619, Arg669, Glu748, Asp772 und Asn771, sowie Cys834, welches als Protonen-

Donor fungiert (Abbildung 3.14). Durch gezielte Mutation dieser Reste kann in

zukünftigen Experimenten ihr Einfluss auf die Aktivität und Stabilität der PPDK

untersucht werden.
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4.4. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit gereinigte PPDK liegt in hoher Konzentration, mo-

nodispers und hoher Reinheit vor, so dass sie in Kristallisationsexperimente ein-

gesetzt werden kann. Eine erfolgreiche Kristallisation ist dann notwendig für

die Strukturaufklärung mittels Röntgenkristallographie. Zusätzlich können an-

hand der erstellten Homologiemodelle in silico Analysen durchgeführt werden.

Beispielsweise kann nach Bindetaschen für Effektoren gesucht werden, welche

das Domain-Swiveling in distinkten Zwischenstadien halten. Sobald Kristallisati-

onsbedingungen für die wildtypische Form etabliert sind, können diese für die

Co-Kristallisation mit den gefundenen Effektoren adaptiert werden. Letztere kön-

nen darüber hinaus direkt mit Hilfe des etablierten Aktivitätsassays auf ihren

Einfluss auf die PPDK-Aktivität hin untersucht werden. Aus den resultierenden

Strukturdaten ließen sich dann intermediäre Konformationen ableiten, die zu ei-

nem genaueren Verständnis der Funktionalität der PPDK führen können. Mittels

einer Netzwerkanalyse ließen sich zusätzlich Regionen innerhalb der PPDK iden-

tifizieren, welche für die Flexibilität der zentralen Phospho-Histidin-Domäne ver-

antwortlich sind. Hier bietet sich ein weiterer Ansatzpunkt um beispielsweise über

Cross-Linking Zwischenkonformationen zu stabilieren.
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A. Anhang

A.1. Nuklein- und Aminosäuresequenzen

𝟣𝟢. 𝟤𝟢. 𝟥𝟢. 𝟦𝟢. 𝟧𝟢. 𝟨𝟢.
pETEV-16b-ppdk ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATGAAAACCTGTATTTTCA
FtPPDK-ref ATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATGAAAACCTGTATTTTCA

𝟩𝟢. 𝟪𝟢. 𝟫𝟢. 𝟣𝟢𝟢. 𝟣𝟣𝟢. 𝟣𝟤𝟢. 𝟣𝟥𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGGACATATGACCGCTAAAAAACGCGTGTTTACGTTCGGCAAAGGTCGCTCGGAAGGCAACCGTG
FtPPDK-ref GGGACATATGACCGCTAAAAAACGCGTGTTTACGTTCGGCAAAGGTCGCTCGGAAGGCAACCGTG

▲
Nde I

𝟣𝟦𝟢. 𝟣𝟧𝟢. 𝟣𝟨𝟢. 𝟣𝟩𝟢. 𝟣𝟪𝟢. 𝟣𝟫𝟢.
pETEV-16b-ppdk ACATGAAATCGCTGCTGGGTGGCAAAGGTGCGAACCTGGCGGAAATGAGCTCTATTGGTCTGTCC
FtPPDK-ref ACATGAAATCGCTGCTGGGTGGCAAAGGTGCGAACCTGGCGGAAATGAGCTCTATTGGTCTGTCC

𝟤𝟢𝟢. 𝟤𝟣𝟢. 𝟤𝟤𝟢. 𝟤𝟥𝟢. 𝟤𝟦𝟢. 𝟤𝟧𝟢. 𝟤𝟨𝟢.
pETEV-16b-ppdk GTGCCGCCGGGTCTGACCATCTCAACGGAAGCCTGCGAAGAATATCAGCAAAATGGTAAATCGCT
FtPPDK-ref GTGCCGCCGGGTCTGACCATCTCAACGGAAGCCTGCGAAGAATATCAGCAAAATGGTAAATCGCT

𝟤𝟩𝟢. 𝟤𝟪𝟢. 𝟤𝟫𝟢. 𝟥𝟢𝟢. 𝟥𝟣𝟢. 𝟥𝟤𝟢.
pETEV-16b-ppdk GCCGCCGGGCCTGTGGGATGAAATCAGCGAAGGTCTGGACTACGTTCAGAAAGAAATGTCAGCCT
FtPPDK-ref GCCGCCGGGCCTGTGGGATGAAATCAGCGAAGGTCTGGACTACGTTCAGAAAGAAATGTCAGCCT

𝟥𝟥𝟢. 𝟥𝟦𝟢. 𝟥𝟧𝟢. 𝟥𝟨𝟢. 𝟥𝟩𝟢. 𝟥𝟪𝟢. 𝟥𝟫𝟢.
pETEV-16b-ppdk CGCTGGGCGATCCGTCGAAACCGCTGCTGCTGAGCGTCCGTTCTGGTGCGGCCATTAGCATGCCG
FtPPDK-ref CGCTGGGCGATCCGTCGAAACCGCTGCTGCTGAGCGTCCGTTCTGGTGCGGCCATTAGCATGCCG

𝟦𝟢𝟢. 𝟦𝟣𝟢. 𝟦𝟤𝟢. 𝟦𝟥𝟢. 𝟦𝟦𝟢. 𝟦𝟧𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGCATGATGGATACCGTTCTGAACCTGGGTCTGAATGACGAAGTGGTTGCAGGTCTGGCCGGTAA
FtPPDK-ref GGCATGATGGATACCGTTCTGAACCTGGGTCTGAATGACGAAGTGGTTGCAGGTCTGGCCGGTAA

𝟦𝟨𝟢. 𝟦𝟩𝟢. 𝟦𝟪𝟢. 𝟦𝟫𝟢. 𝟧𝟢𝟢. 𝟧𝟣𝟢. 𝟧𝟤𝟢.
pETEV-16b-ppdk ATCGGGTGCTCGTTTCGCGTATGATAGCTACCGTCGCTTTCTGGACATGTTCGGTAACGTCGTGA
FtPPDK-ref ATCGGGTGCTCGTTTCGCGTATGATAGCTACCGTCGCTTTCTGGACATGTTCGGTAACGTCGTGA

𝟧𝟥𝟢. 𝟧𝟦𝟢. 𝟧𝟧𝟢. 𝟧𝟨𝟢. 𝟧𝟩𝟢. 𝟧𝟪𝟢.
pETEV-16b-ppdk TGGGCATCCCGCATAGCCTGTTTGATGAAAAACTGGAACAGATGAAAGCCGAAAAAGGTATTCAC
FtPPDK-ref TGGGCATCCCGCATAGCCTGTTTGATGAAAAACTGGAACAGATGAAAGCCGAAAAAGGTATTCAC
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𝟧𝟫𝟢. 𝟨𝟢𝟢. 𝟨𝟣𝟢. 𝟨𝟤𝟢. 𝟨𝟥𝟢. 𝟨𝟦𝟢. 𝟨𝟧𝟢.
pETEV-16b-ppdk CTGGATACCGACCTGACGGCAGCTGATCTGAAAGACCTGGTGGAAAAATATAAAAACGTTTACGT
FtPPDK-ref CTGGATACCGACCTGACGGCAGCTGATCTGAAAGACCTGGTGGAAAAATATAAAAACGTTTACGT

𝟨𝟨𝟢. 𝟨𝟩𝟢. 𝟨𝟪𝟢. 𝟨𝟫𝟢. 𝟩𝟢𝟢. 𝟩𝟣𝟢.
pETEV-16b-ppdk CGAAGCGAAAGGCGAAAAATTCCCGACCGATCCGAAAAAACAGCTGGAACTGGCCGTCAATGCAG
FtPPDK-ref CGAAGCGAAAGGCGAAAAATTCCCGACCGATCCGAAAAAACAGCTGGAACTGGCCGTCAATGCAG

𝟩𝟤𝟢. 𝟩𝟥𝟢. 𝟩𝟦𝟢. 𝟩𝟧𝟢. 𝟩𝟨𝟢. 𝟩𝟩𝟢. 𝟩𝟪𝟢.
pETEV-16b-ppdk TGTTTGATAGTTGGGACTCCCCGCGTGCCAACAAATATCGCTCCATTAATCAGATCACCGGTCTG
FtPPDK-ref TGTTTGATAGTTGGGACTCCCCGCGTGCCAACAAATATCGCTCCATTAATCAGATCACCGGTCTG

𝟩𝟫𝟢. 𝟪𝟢𝟢. 𝟪𝟣𝟢. 𝟪𝟤𝟢. 𝟪𝟥𝟢. 𝟪𝟦𝟢.
pETEV-16b-ppdk AAAGGCACGGCAGTGAATATTCAATCTATGGTTTTCGGTAACATGGGCAATACCAGTGGCACGGG
FtPPDK-ref AAAGGCACGGCAGTGAATATTCAATCTATGGTTTTCGGTAACATGGGCAATACCAGTGGCACGGG

𝟪𝟧𝟢. 𝟪𝟨𝟢. 𝟪𝟩𝟢. 𝟪𝟪𝟢. 𝟪𝟫𝟢. 𝟫𝟢𝟢. 𝟫𝟣𝟢.
pETEV-16b-ppdk TGTGCTGTTTACCCGTAACCCGAGCACGGGCGAGAAAAAACTGTACGGCGAATTCCTGATTAATG
FtPPDK-ref TGTGCTGTTTACCCGTAACCCGAGCACGGGCGAGAAAAAACTGTACGGCGAATTCCTGATTAATG

𝟫𝟤𝟢. 𝟫𝟥𝟢. 𝟫𝟦𝟢. 𝟫𝟧𝟢. 𝟫𝟨𝟢. 𝟫𝟩𝟢.
pETEV-16b-ppdk CCCAGGGTGAAGATGTTGTCGCAGGCATCCGCACCCCGGAAGATCTGGGTACCATGGAAACGTGC
FtPPDK-ref CCCAGGGTGAAGATGTTGTCGCAGGCATCCGCACCCCGGAAGATCTGGGTACCATGGAAACGTGC

𝟫𝟪𝟢. 𝟫𝟫𝟢. 𝟣𝟢𝟢𝟢. 𝟣𝟢𝟣𝟢. 𝟣𝟢𝟤𝟢. 𝟣𝟢𝟥𝟢. 𝟣𝟢𝟦𝟢.
pETEV-16b-ppdk ATGCCGGAAGCGTATAAAGAACTGGTGGAAAACTGTGAAATTCTGGAACGTCATTACAAAGATAT
FtPPDK-ref ATGCCGGAAGCGTATAAAGAACTGGTGGAAAACTGTGAAATTCTGGAACGTCATTACAAAGATAT

𝟣𝟢𝟧𝟢. 𝟣𝟢𝟨𝟢. 𝟣𝟢𝟩𝟢. 𝟣𝟢𝟪𝟢. 𝟣𝟢𝟫𝟢. 𝟣𝟣𝟢𝟢.
pETEV-16b-ppdk GATGGACATCGAATTCACCGTTCAGGAAAATCGCCTGTGGATGCTGCAATGTCGTACCGGTAAAC
FtPPDK-ref GATGGACATCGAATTCACCGTTCAGGAAAATCGCCTGTGGATGCTGCAATGTCGTACCGGTAAAC

𝟣𝟣𝟣𝟢. 𝟣𝟣𝟤𝟢. 𝟣𝟣𝟥𝟢. 𝟣𝟣𝟦𝟢. 𝟣𝟣𝟧𝟢. 𝟣𝟣𝟨𝟢. 𝟣𝟣𝟩𝟢.
pETEV-16b-ppdk GCACGGGCAAAGGTGCTGTGCGTATTGCGGTTGATATGGTCAACGAAGGCCTGATTGACACCCGT
FtPPDK-ref GCACGGGCAAAGGTGCTGTGCGTATTGCGGTTGATATGGTCAACGAAGGCCTGATTGACACCCGT

𝟣𝟣𝟪𝟢. 𝟣𝟣𝟫𝟢. 𝟣𝟤𝟢𝟢. 𝟣𝟤𝟣𝟢. 𝟣𝟤𝟤𝟢. 𝟣𝟤𝟥𝟢.
pETEV-16b-ppdk ACGGCAATCAAACGCGTTGAAACCCAGCATCTGGATCAACTGCTGCACCCGCAGTTCGAAGACCC
FtPPDK-ref ACGGCAATCAAACGCGTTGAAACCCAGCATCTGGATCAACTGCTGCACCCGCAGTTCGAAGACCC

𝟣𝟤𝟦𝟢. 𝟣𝟤𝟧𝟢. 𝟣𝟤𝟨𝟢. 𝟣𝟤𝟩𝟢. 𝟣𝟤𝟪𝟢. 𝟣𝟤𝟫𝟢. 𝟣𝟥𝟢𝟢.
pETEV-16b-ppdk GTCAGCGTATAAATCGCATGTGGTTGCCACCGGTCTGCCGGCATCCCCGGGTGCAGCAGTGGGCC
FtPPDK-ref GTCAGCGTATAAATCGCATGTGGTTGCCACCGGTCTGCCGGCATCCCCGGGTGCAGCAGTGGGCC

𝟣𝟥𝟣𝟢. 𝟣𝟥𝟤𝟢. 𝟣𝟥𝟥𝟢. 𝟣𝟥𝟦𝟢. 𝟣𝟥𝟧𝟢. 𝟣𝟥𝟨𝟢.
pETEV-16b-ppdk AGGTTTGCTTTTCAGCTGAAGATGCGGAAACGTGGCACGCTCAGGGTAAATCCGCGATCCTGGTG
FtPPDK-ref AGGTTTGCTTTTCAGCTGAAGATGCGGAAACGTGGCACGCTCAGGGTAAATCCGCGATCCTGGTG

𝟣𝟥𝟩𝟢. 𝟣𝟥𝟪𝟢. 𝟣𝟥𝟫𝟢. 𝟣𝟦𝟢𝟢. 𝟣𝟦𝟣𝟢. 𝟣𝟦𝟤𝟢. 𝟣𝟦𝟥𝟢.
pETEV-16b-ppdk CGCACCGAAACGTCACCGGAAGATGTTGGCGGTATGCATGCAGCTGCGGGCATTCTGACCGCACG
FtPPDK-ref CGCACCGAAACGTCACCGGAAGATGTTGGCGGTATGCATGCAGCTGCGGGCATTCTGACCGCACG

𝟣𝟦𝟦𝟢. 𝟣𝟦𝟧𝟢. 𝟣𝟦𝟨𝟢. 𝟣𝟦𝟩𝟢. 𝟣𝟦𝟪𝟢. 𝟣𝟦𝟫𝟢.
pETEV-16b-ppdk TGGCGGTATGACGTCCCACGCAGCAGTCGTGGCTCGCGGCTGGGGTAAATGCTGTGTCTCAGGTT
FtPPDK-ref TGGCGGTATGACGTCCCACGCAGCAGTCGTGGCTCGCGGCTGGGGTAAATGCTGTGTCTCAGGTT
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𝟣𝟧𝟢𝟢. 𝟣𝟧𝟣𝟢. 𝟣𝟧𝟤𝟢. 𝟣𝟧𝟥𝟢. 𝟣𝟧𝟦𝟢. 𝟣𝟧𝟧𝟢. 𝟣𝟧𝟨𝟢.
pETEV-16b-ppdk GTGCGGATATCCGTGTGAACGATGACATGAAAATCTTCACCATCGGTGATCGCGTGATCAAAGAA
FtPPDK-ref GTGCGGATATCCGTGTGAACGATGACATGAAAATCTTCACCATCGGTGATCGCGTGATCAAAGAA

𝟣𝟧𝟩𝟢. 𝟣𝟧𝟪𝟢. 𝟣𝟧𝟫𝟢. 𝟣𝟨𝟢𝟢. 𝟣𝟨𝟣𝟢. 𝟣𝟨𝟤𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGCGACTGGCTGAGCCTGAACGGTACCACGGGCGAAGTTATTCTGGGTAAACAGCTGCTGGCACC
FtPPDK-ref GGCGACTGGCTGAGCCTGAACGGTACCACGGGCGAAGTTATTCTGGGTAAACAGCTGCTGGCACC

𝟣𝟨𝟥𝟢. 𝟣𝟨𝟦𝟢. 𝟣𝟨𝟧𝟢. 𝟣𝟨𝟨𝟢. 𝟣𝟨𝟩𝟢. 𝟣𝟨𝟪𝟢. 𝟣𝟨𝟫𝟢.
pETEV-16b-ppdk GCCGGCAATGTCTAATGATCTGGAAATCTTTATGAGTTGGGCTGACCAGGCGCGTCGCCTGAAAG
FtPPDK-ref GCCGGCAATGTCTAATGATCTGGAAATCTTTATGAGTTGGGCTGACCAGGCGCGTCGCCTGAAAG

𝟣𝟩𝟢𝟢. 𝟣𝟩𝟣𝟢. 𝟣𝟩𝟤𝟢. 𝟣𝟩𝟥𝟢. 𝟣𝟩𝟦𝟢. 𝟣𝟩𝟧𝟢.
pETEV-16b-ppdk TGATGGCTAACGCGGATACCCCGAATGACGCCCTGACGGCACGTAACAATGGTGCACAGGGTATT
FtPPDK-ref TGATGGCTAACGCGGATACCCCGAATGACGCCCTGACGGCACGTAACAATGGTGCACAGGGTATT

𝟣𝟩𝟨𝟢. 𝟣𝟩𝟩𝟢. 𝟣𝟩𝟪𝟢. 𝟣𝟩𝟫𝟢. 𝟣𝟪𝟢𝟢. 𝟣𝟪𝟣𝟢. 𝟣𝟪𝟤𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGTCTGTGCCGTACCGAACACATGTTTTTCGCTTCTGATGAACGTATTAAAGCGGTCCGCAAAAT
FtPPDK-ref GGTCTGTGCCGTACCGAACACATGTTTTTCGCTTCTGATGAACGTATTAAAGCGGTCCGCAAAAT

𝟣𝟪𝟥𝟢. 𝟣𝟪𝟦𝟢. 𝟣𝟪𝟧𝟢. 𝟣𝟪𝟨𝟢. 𝟣𝟪𝟩𝟢. 𝟣𝟪𝟪𝟢.
pETEV-16b-ppdk GATCATGGCCGTGACGCCGGAACAGCGTAAAGTTGCTCTGGATCTGCTGCTGCCGTATCAACGTA
FtPPDK-ref GATCATGGCCGTGACGCCGGAACAGCGTAAAGTTGCTCTGGATCTGCTGCTGCCGTATCAACGTA

𝟣𝟪𝟫𝟢. 𝟣𝟫𝟢𝟢. 𝟣𝟫𝟣𝟢. 𝟣𝟫𝟤𝟢. 𝟣𝟫𝟥𝟢. 𝟣𝟫𝟦𝟢. 𝟣𝟫𝟧𝟢.
pETEV-16b-ppdk GTGACTTTGAAGGTATTTTCCGCGCAATGGATGGCCTGCCGGTGACCATCCGTCTGCTGGATCCG
FtPPDK-ref GTGACTTTGAAGGTATTTTCCGCGCAATGGATGGCCTGCCGGTGACCATCCGTCTGCTGGATCCG

𝟣𝟫𝟨𝟢. 𝟣𝟫𝟩𝟢. 𝟣𝟫𝟪𝟢. 𝟣𝟫𝟫𝟢. 𝟤𝟢𝟢𝟢. 𝟤𝟢𝟣𝟢.
pETEV-16b-ppdk CCGCTGCATGAATTTCTGCCGGAAGGTGATCTGGAACACATTGTTAACGAACTGGCAGTCGATAC
FtPPDK-ref CCGCTGCATGAATTTCTGCCGGAAGGTGATCTGGAACACATTGTTAACGAACTGGCAGTCGATAC

𝟤𝟢𝟤𝟢. 𝟤𝟢𝟥𝟢. 𝟤𝟢𝟦𝟢. 𝟤𝟢𝟧𝟢. 𝟤𝟢𝟨𝟢. 𝟤𝟢𝟩𝟢. 𝟤𝟢𝟪𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGGCATGAGCGCTGACGAAATCTACTCTAAAATCGAAAACCTGAGTGAAGTTAATCCGATGCTGG
FtPPDK-ref GGGCATGAGCGCTGACGAAATCTACTCTAAAATCGAAAACCTGAGTGAAGTTAATCCGATGCTGG

𝟤𝟢𝟫𝟢. 𝟤𝟣𝟢𝟢. 𝟤𝟣𝟣𝟢. 𝟤𝟣𝟤𝟢. 𝟤𝟣𝟥𝟢. 𝟤𝟣𝟦𝟢.
pETEV-16b-ppdk GTTTCCGTGGCTGTCGCCTGGGTATTTCGTACCCGGAACTGACCGAAATGCAGGTTCGTGCCATC
FtPPDK-ref GTTTCCGTGGCTGTCGCCTGGGTATTTCGTACCCGGAACTGACCGAAATGCAGGTTCGTGCCATC

𝟤𝟣𝟧𝟢. 𝟤𝟣𝟨𝟢. 𝟤𝟣𝟩𝟢. 𝟤𝟣𝟪𝟢. 𝟤𝟣𝟫𝟢. 𝟤𝟤𝟢𝟢. 𝟤𝟤𝟣𝟢.
pETEV-16b-ppdk TTTCAAGCTGCGGTCAGCATGACCAACCAGGGTGTGACGGTTATTCCGGAAATCATGGTCCCGCT
FtPPDK-ref TTTCAAGCTGCGGTCAGCATGACCAACCAGGGTGTGACGGTTATTCCGGAAATCATGGTCCCGCT

𝟤𝟤𝟤𝟢. 𝟤𝟤𝟥𝟢. 𝟤𝟤𝟦𝟢. 𝟤𝟤𝟧𝟢. 𝟤𝟤𝟨𝟢. 𝟤𝟤𝟩𝟢.
pETEV-16b-ppdk GGTTGGCACCCCGCAGGAACTGCGTCACCAAATTTCTGTTATCCGCGGCGTCGCCGCAAATGTGT
FtPPDK-ref GGTTGGCACCCCGCAGGAACTGCGTCACCAAATTTCTGTTATCCGCGGCGTCGCCGCAAATGTGT

𝟤𝟤𝟪𝟢. 𝟤𝟤𝟫𝟢. 𝟤𝟥𝟢𝟢. 𝟤𝟥𝟣𝟢. 𝟤𝟥𝟤𝟢. 𝟤𝟥𝟥𝟢. 𝟤𝟥𝟦𝟢.
pETEV-16b-ppdk TTGCGGAAATGGGTGTCACCCTGGAATATAAAGTGGGCACGATGATTGAAATCCCGCGTGCTGCG
FtPPDK-ref TTGCGGAAATGGGTGTCACCCTGGAATATAAAGTGGGCACGATGATTGAAATCCCGCGTGCTGCG

𝟤𝟥𝟧𝟢. 𝟤𝟥𝟨𝟢. 𝟤𝟥𝟩𝟢. 𝟤𝟥𝟪𝟢. 𝟤𝟥𝟫𝟢. 𝟤𝟦𝟢𝟢.
pETEV-16b-ppdk CTGATTGCGGAAGAAATCGGTAAAGAAGCCGATTTCTTTAGCTTTGGCACCAACGACCTGACCCA
FtPPDK-ref CTGATTGCGGAAGAAATCGGTAAAGAAGCCGATTTCTTTAGCTTTGGCACCAACGACCTGACCCA
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𝟤𝟦𝟣𝟢. 𝟤𝟦𝟤𝟢. 𝟤𝟦𝟥𝟢. 𝟤𝟦𝟦𝟢. 𝟤𝟦𝟧𝟢. 𝟤𝟦𝟨𝟢. 𝟤𝟦𝟩𝟢.
pETEV-16b-ppdk GATGACGTTCGGTTATAGTCGCGATGACGTGGGCAAATTTCTGCAAATTTACCTGGCCCAGGGTA
FtPPDK-ref GATGACGTTCGGTTATAGTCGCGATGACGTGGGCAAATTTCTGCAAATTTACCTGGCCCAGGGTA

𝟤𝟦𝟪𝟢. 𝟤𝟦𝟫𝟢. 𝟤𝟧𝟢𝟢. 𝟤𝟧𝟣𝟢. 𝟤𝟧𝟤𝟢. 𝟤𝟧𝟥𝟢.
pETEV-16b-ppdk TCCTGCAACATGATCCGTTTGAAGTTATTGACCAGAAAGGCGTCGGTCAACTGATCAAAATGGCA
FtPPDK-ref TCCTGCAACATGATCCGTTTGAAGTTATTGACCAGAAAGGCGTCGGTCAACTGATCAAAATGGCA

𝟤𝟧𝟦𝟢. 𝟤𝟧𝟧𝟢. 𝟤𝟧𝟨𝟢. 𝟤𝟧𝟩𝟢. 𝟤𝟧𝟪𝟢. 𝟤𝟧𝟫𝟢. 𝟤𝟨𝟢𝟢.
pETEV-16b-ppdk ACCGAAAAAGGCCGCGCCGCAAATCCGAGTCTGAAAGTGGGTATTTGCGGCGAACACGGCGGTGA
FtPPDK-ref ACCGAAAAAGGCCGCGCCGCAAATCCGAGTCTGAAAGTGGGTATTTGCGGCGAACACGGCGGTGA

𝟤𝟨𝟣𝟢. 𝟤𝟨𝟤𝟢. 𝟤𝟨𝟥𝟢. 𝟤𝟨𝟦𝟢. 𝟤𝟨𝟧𝟢. 𝟤𝟨𝟨𝟢.
pETEV-16b-ppdk ACCGAGTTCCGTGGCGTTTTTCGATGGCGTTGGTCTGGACTACGTTAGTTGTTCCCCGTTTCGTG
FtPPDK-ref ACCGAGTTCCGTGGCGTTTTTCGATGGCGTTGGTCTGGACTACGTTAGTTGTTCCCCGTTTCGTG

𝟤𝟨𝟩𝟢. 𝟤𝟨𝟪𝟢. 𝟤𝟨𝟫𝟢. 𝟤𝟩𝟢𝟢. 𝟤𝟩𝟣𝟢.
pETEV-16b-ppdk TCCCGATTGCCCGTCTGGCTGCCGCCCAAGTGATTGTTTAACTCGAGGATCC
FtPPDK-ref TCCCGATTGCCCGTCTGGCTGCCGCCCAAGTGATTGTTTAACTCGAGGATCC

▲
BamH I

Abbildung A.1.: Sequenzalignment der PPDK-kodierenden Sequenz im Vektor pETEV-16b-ppdk
und der Referenzsequenz
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𝟣𝟢. 𝟤𝟢. 𝟥𝟢. 𝟦𝟢. 𝟧𝟢. 𝟨𝟢.
F. trinervia KKRVFTFGKGRSEGNRDMKSLLGGKGANLAEMSSIGLSVPPGLTISTEACEEYQQNGKSL
F. brownii KKRVFTFGKGNSEGNKDMKSLLGGKGANLAEMASIGLSVPPGLTISTEACEEYQQNGKKL
Zea mays KKRVFHFGKGKSEGNKTMKELLGGKGANLAEMASIGLSVPPGFTVSTEACQQYQDAGCAL
C. symbiosum .KWVYKF....EEGNASMRNLLGGKGCNLAEMTILGMPIPQGFTVTTEACTEYYNSGKQI
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟩𝟢. 𝟪𝟢. 𝟫𝟢. 𝟣𝟢𝟢. 𝟣𝟣𝟢. 𝟣𝟤𝟢.
F. trinervia PPGLWDEISEGLDYVQKEMSASLGDPSKPLLLSVRSGAAISMPGMMDTVLNLGLNDEVVA
F. brownii PPGLWDEILEGLQYVQKEMSASLGDPSKALLLSVRSGAAISMPGMMDTVLNLGLNDEVVD
Zea mays PAGLWAEIVDGLQWVEEYMGATLGDPQRPLLLSVRSGAAVSMPGMMDTVLNLGLNDEVAA
C. symbiosum TQEIQDQIFEAITWLEELNGKKFGDTEDPLLVSVRSGARASMPGMMDTILNLGLNDVAVE
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟣𝟥𝟢. 𝟣𝟦𝟢. 𝟣𝟧𝟢. 𝟣𝟨𝟢. 𝟣𝟩𝟢.
F. trinervia GLAGKSG.ARFAYDSYRRFLDMFGNVVMGIPHSLFDEKLEQMKAEKGIHLDTDLTAADLK
F. brownii GLAAKSG.ARFAYDSYRRFLDMFGNVVMGIPHSLFDEKLEQMKAEKGIHLDTDLTAADLK
Zea mays GLAAKSG.ERFAYDSFRRFLDMFGNVVMDIPRSLFEEKLEHMKESKGLKNDTDLTASDLK
C. symbiosum GFAKKTGNPRFAYDSYRRFIQMYSDVVMEVPKSHFEKIIDAMKEEKGVHFDTDLTADDLK
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟣𝟪𝟢. 𝟣𝟫𝟢. 𝟤𝟢𝟢. 𝟤𝟣𝟢. 𝟤𝟤𝟢. 𝟤𝟥𝟢.
F. trinervia DLVEKYKNVYVEA.KGEKFPTDPKKQLELAVNAVFDSWDSPRANKYRSINQITGLKGTAV
F. brownii DLAEQYKNVYVEA.KGEKFPTDPKKQLELAVNAVFDSWDSPRANKYRSINQITGLKGTAV
Zea mays ELVGQYKEVYLSA.KGEPFPSDPKKQLELAVLAVFNSWESPRAKKYRSINQITGLRGTAV
C. symbiosum ELAEKFKAVYKEAMNGEEFPQEPKDQLMGAVKAVFRSWDNPRAIVYRRMNDIPGDWGTAV
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟤𝟦𝟢. 𝟤𝟧𝟢. 𝟤𝟨𝟢. 𝟤𝟩𝟢. 𝟤𝟪𝟢. 𝟤𝟫𝟢.
F. trinervia NIQSMVFGNMGNTSGTGVLFTRNPSTGEKKLYGEFLINAQGEDVVAGIRTPEDLGTMETC
F. brownii NIQCMVFGNMGNTSGTGVLFTRNPSTGEKKLYGEFLVNAQGEDVVAGIRTPEDLVTMETC
Zea mays NVQCMVFGNMGNTSGTGVLFTRNPNTGEKKLYGEFLVNAQGEDVVAGIRTPEDLDAMKNL
C. symbiosum NVQTMVFGNKGETSGTGVAFTRNPSTGEKGIYGEYLINAQGEDVVAGVRTPQPITQLEND
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟥𝟢𝟢. 𝟥𝟣𝟢. 𝟥𝟤𝟢. 𝟥𝟥𝟢. 𝟥𝟦𝟢. 𝟥𝟧𝟢.
F. trinervia MPEAYKELVENCEILERHYKDMMDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGKGAVRIAVDMVNEG
F. brownii MPEAYRELVENCVILERHYKDMMDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGKGAVRIAVDMVNEG
Zea mays MPQAYDELVENCNILESHYKEMQDIEFTVQENRLWMLQCRTGKRTGKSAVKIAVDMVNEG
C. symbiosum MPDCYKQFMDLAMKLEKHFRDMQDMEFTIEEGKLYFLQTRNGKRTAPAALQIACDLVDEG
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟥𝟨𝟢. 𝟥𝟩𝟢. 𝟥𝟪𝟢. 𝟥𝟫𝟢. 𝟦𝟢𝟢. 𝟦𝟣𝟢.
F. trinervia LIDTRTAIKRVETQHLDQLLHPQFEDPSAYK.SHVVATGLPASPGAAVGQVCFSAEDAET
F. brownii LIDTRTAIKRVETQHLDQLLHPQFENPSAYK.SHVVATGLPASPGAAVGQVVFSAEDAET
Zea mays LVEPRSAIKMVEPGHLDQLLHPQFENPSAYK.DQVIATGLPASPGAAVGQVVFTAEDAEA
C. symbiosum MITEEEAVVRIEAKSLDQLLHPTF.NPAALKAGEVIGSALPASPGAAAGKVYFTADEAKA
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟦𝟤𝟢. 𝟦𝟥𝟢. 𝟦𝟦𝟢. 𝟦𝟧𝟢. 𝟦𝟨𝟢. 𝟦𝟩𝟢.
F. trinervia WHAQGKSAILVRTETSPEDVGGMHAAAGILTARGGMTSHAAVVARGWGKCCVSGCADIRV
F. brownii WHAQGKSAILVRTETSPEDVGGMHAAAGILTARGGMTSHAAVVARGWGKCCVSGCADIRV
Zea mays WHSQGKAAILVRAETSPEDVGGMHAAVGILTERGGMTSHAAVVARWWGKCCVSGCSGIRV
C. symbiosum AHEKGERVILVRLETSPEDIEGMHAAEGILTVRGGMTSHAAVVARGMGTCCVSGCGEIKI
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••
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𝟦𝟪𝟢. 𝟦𝟫𝟢. 𝟧𝟢𝟢. 𝟧𝟣𝟢. 𝟧𝟤𝟢. 𝟧𝟥𝟢.
F. trinervia NDDMKIFTIGDRVIKEGDWLSLNGTTGEVILGKQLLAPPAMSNDLEIFMSWADQARRLKV
F. brownii NDDMKVFTIGDRVIKEGDWLSLNGSTGEVILGKQLLAPPAMSNDLETFMSWADQARRLKV
Zea mays NDAEKLVTIGSHVLREGEWLSLNGSTGEVILGKQPLSPPALSGDLGTFMAWVDDVRKLKV
C. symbiosum NEEAKTFELGGHTFAEGDYISLDGSTGKIYKGDIETQEASVSGSFERIMVWADKFRTLKV
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟧𝟦𝟢. 𝟧𝟧𝟢. 𝟧𝟨𝟢. 𝟧𝟩𝟢. 𝟧𝟪𝟢. 𝟧𝟫𝟢.
F. trinervia MANADTPNDALTARNNGAQGIGLCRTEHMFFASDERIKAVRKMIMAVTPEQRKVALDLLL
F. brownii MANADTPNDALTARNNGAQGIGLCRTEHMFFASDERIKAVRKMIMAVTPEQRKAALDLLL
Zea mays LANADTPDDALTARNNGAQGIGLCRTEHMFFASDERIKAVRQMIMAPTLELRQQALDRLL
C. symbiosum RTNADTPEDTLNAVKLGAEGIGLCRTEHMFFEAD.RIMKIRKMILSDSVEAREEALNELI
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟨𝟢𝟢. 𝟨𝟣𝟢. 𝟨𝟤𝟢. 𝟨𝟥𝟢. 𝟨𝟦𝟢. 𝟨𝟧𝟢.
F. trinervia PYQRSDFEGIFRAMDGLPVTIRLLDPPLHEFLPEGDLEHIVNELAVDTGMSADEIYSKIE
F. brownii PYQRSDFEGIFRAMDGLPVTIRLLDPPLHEFLPEGDLEHIVNELTADTGMSKDEIYSRIE
Zea mays TYQRSDFEGIFRAMDGLPVTIRLLDHPSYEFLPEGNIEDIVSELCAETGANQEDALARIE
C. symbiosum PFQKGDFKAMYKALEGRPMTVRYLDPPLHEFVPHTEEE..QAELAKNMGLTLAEVKAKVD
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟨𝟨𝟢. 𝟨𝟩𝟢. 𝟨𝟪𝟢. 𝟨𝟫𝟢. 𝟩𝟢𝟢. 𝟩𝟣𝟢.
F. trinervia NLSEVNPMLGFRGCRLGISYPELTEMQVRAIFQAAVSMTN.QGVTVIPEIMVPLVGTPQE
F. brownii KLSEVNPMLGFRGCRLGISYPELTEMQVRAIFQAAVSMNN.QGVTVIPEIMVPLVGTPQE
Zea mays KLSEVNPMLGFRGCRLGISYPELTEMQARAIFEAAIAMTN.QGVQVFPEIMVPLVGTPQE
C. symbiosum ELHEFNPMMGHRGCRLAVTYPEIAKMQTRAVMEAAIEVKEETGIDIVPEIMIPLVGEKKE
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟩𝟤𝟢. 𝟩𝟥𝟢. 𝟩𝟦𝟢. 𝟩𝟧𝟢. 𝟩𝟨𝟢. 𝟩𝟩𝟢.
F. trinervia LRHQISVIRGVAANVFAEMGVTLEYKVGTMIEIPRAALIAEEIGKEADFFSFGTNDLTQM
F. brownii LRHQIGVIRGVAANVFAEMGLTLEYKVGTMIEIPRAALIADEIAKEAEFFSFGTNDLTQM
Zea mays LGHQVTLIRQVAEKVFANVGKTIGYKVGTMIEIPRAALVADEIAEQAEFFSFGTNDLTQM
C. symbiosum LKFVKDVVVEVAEQVKKEKGSDMQYHIGTMIEIPRAALTADAIAEEAEFFSFGTNDLTQM
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟩𝟪𝟢. 𝟩𝟫𝟢. 𝟪𝟢𝟢. 𝟪𝟣𝟢. 𝟪𝟤𝟢. 𝟪𝟥𝟢.
F. trinervia TFGYSRDDVGKFLQIYLAQGILQHDPFEVIDQKGVGQLIKMATEKGRAANPSLKVGICGE
F. brownii TFGYSRDDVGKFLPIYLSQGILQHDPFEVLDQKGVGQLIKMATEKGRAANPNLKVGICGE
Zea mays TFGYSRDDVGKFIPVHLAQGILQHDPFEVLDQRGVGELVKFATERGRKARPNLKVGICGE
C. symbiosum TFGFSRDDAGKFLDSYYKAKIYESDPFARLDQTGVGQLVEMAVKKGRQTRPGLKCGICGE
conservation ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

𝟪𝟦𝟢. 𝟪𝟧𝟢. 𝟪𝟨𝟢. 𝟪𝟩𝟢.
F. trinervia HGGEPSSVAFFDGVGLDYVSCSPFRVPIARLAAAQVI...V
F. brownii HGGEPSSVAFFDGVGLDYVSCSPFRVPIARLAAAQVV...V
Zea mays HGGEPSSVAFFAKAGLDFVSCSPFRVPIARLAAAQVL...V
C. symbiosum HGGDPSSVEFCHKVGLNYVSCSPFRVPIARLAAAQAALNNK
conservation •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••

Abbildung A.2.: Multiples Alignment der Aminosäuresequenzen der PPDKs aus F. trinervia,
F. brownii, Zea mays und C. symbiosum. Sequenzidentitäten sind farbkodiert dargestellt: 100 %
Identität (violett), 75 % (blau) und 50 % (rosa).
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A. Anhang

A.2. Evalutation der Homologiemodelle
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THR 171 

ALA 277 

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 709  94.5%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 39  5.2%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p]  2  0.3%
Residues in disallowed regions 0  0.0%
 ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues 750 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 5  

Number of glycine residues (shown as triangles) 83  
Number of proline residues 39  

----  
Total number of residues 877  

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.

Abbildung A.3.: Ramachandran-Plot des von Zea mays abgeleiteten Homologiemodells
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 712  94.7%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 36  4.8%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p]  4  0.5%
Residues in disallowed regions 0  0.0%
 ---- ------
Number of non-glycine and non-proline residues 752 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2  

Number of glycine residues (shown as triangles) 83  
Number of proline residues 39  

----  
Total number of residues 876  

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected 

to have over 90% in the most favoured regions.

Abbildung A.4.: Ramachandran-Plot des von C. symbiosum abgeleiteten Homologiemodells
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