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1 Einleitung

1.1 Die symbiontische Stickstoff-Fixierung.

Rhizobien kénnen mit Pflanzen der Leguminosenfamilie eine
symbiontische Wechselbeziehung eingehen. Fir die Ausbildung von neuen
Pflanzenorganen, den Wurzelkndllchen, ist eine molekulare Kommunikation
zwischen der Wirtspflanze und dem mikrosymbiontischen Bakterium notwendig.
Von den Wurzeln der Wirtpflanze werden Flavonoid-Molekile ausgeschieden,
welche die Induktion einer Reihe von Genen im Bakterium induzieren (Long,
1989; Long, 1996). Diese Gene werden Kndllchenbildungs- oder nod-Gene
genannt. Die nod-Genprodukte synthetisieren spezifische Lipochitin-
Oligosaccharid-Signalmolekule (Nod-Faktoren) (zusammengefasst in D'Haeze
& Holsters, 2002). Diese Signalmolekile kénnen bereits ohne direkten Kontakt
zwischen den Symbiosepartnern Zellteilung in der Rindenschicht der
Wirtspflanzenwurzel hervorrufen. Nach der erfolgten Anheftung der Bakterien
wandern diese durch Infektionsschlauche in die Wurzeln ein und werden spater
von Pflanzenzellen durch Endocytose aufgenommen (Kijne, 1992). Im spaten
Stadium der Symbioseentwicklung differenzieren sich die Bakterien zu
Bakteroiden, die dann mit Hilfe einer Nitrogenase im entwickelten Knélichen
Stickstoff fixieren (Fisher & Long, 1992; van Rhijn & Vanderleyden, 1995).
Grundsétzlich unterscheidet man zwei Arten der Wurzelknélichenbildung. Bei
den undeterminierten Wurzelkndllchen findet eine fortschreitende Zellteilung
statt und es finden sich alle Differenzierungsstadien in den einzelnen
Wurzelkndllchen. Im Falle der determinierten Wurzelknélichenbildung sind
dagegen alle Zellen eines Kndllchens in einem ahnlichen
Differenzierungszustand (Vasse et al., 1990). Eine Besonderheit des
Symbioseprozesses ist die so genannte Wirtsspezifitat. Dies bedeutet, dass ein
bestimmtes Bakterium der Rhizobiaceae nur mit einer oder wenigen
Leguminosen eine Symbiose ausbilden kann. Diese Wirtsspezifitat ist vor allem
durch die Nod-Faktoren determiniert, jedoch spielen auch andere Molekule eine
wichtige Rolle (Broughton et al., 2000).



Einleitung 2

1.2 Bedeutung von Polysacchariden fir die symbiontische
Stickstoff-Fixierung

Wahrend der mittleren Entwicklungsphase der Symbiose spielen

verschiedene rhizobielle Polysaccharide eine wichtige Rolle.

1.2.1 Cyclische Glucane

Die aus Sinorhizobium meliloti isolierten cyclischen Glucane bestehen aus
ca. 20 B-(1,2)-verknUpften Glucose-Bausteinen (Breedveld et al., 1995). Die
cyclischen Glucane sind hauptséchlich im Periplasma vorhanden, wo sie den
Bakterien bei der Anpassung an veranderte osmotische Verhéltnisse helfen.
Fir die cyclische Glucane von Bradyrhizobium japonicum, die B3-(1,3)- und B3-
(1,6)- verknipft sind, konnte gezeigt werden, dass sie in groBBen Mengen in
Bakteroiden vorhanden sind. Eine Mutation in der Biosynthese der cyclischen
Glucane fuhrt bei der Symbiose von Bradyrhizobium japonicum mit seiner
Wirtspflanze, der Sojabohne, zu ineffektiven Wurzelknélichen (Dunlap et al.,
1996).

1.2.2 Lipopolysaccharide (LPS)

Lipopolysaccharide (LPS) sind Polysaccharide, die tUber einen Lipidteil in
der dusseren Membran der Gram-negativen Bakterien verankert sind. LPS
haben einen charakteristischen Aufbau, der sich im Wesentlichen in drei
Bestandteile gliedern Iasst: 1. Lipid A, 2. Kernzone (engl. Core) welche in innere
und 4uBBere Kernzone unterteilt werden kann und 3. 0-Antigen-Region. Der
innere Teil der LPS, das Lipid A, besteht aus einer Glycolipidschicht, die auch
die &uBere Schicht der Zellmembran bildet. Diese Glycolipidschicht besteht aus
einem Trisaccharid, das mit Hydroxyfettsduren substituiert ist. In den LPS der
Rhizobien wurden mehrere langkettige Fettsduren entdeckt, die an der (®-1)-

Position eine Hydroxy-funktion tragen (Bhat et al., 1991b; Gil-Serrano et al.,
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1994; Hollingsworth & Carlson, 1989). In Lipid A-Praparaten aller Vertreter der
Familie Rhizobiaceae wurde 27-Hydroxyoctacosansaure nachgewiesen, deren
Nachweis auch als taxonomischer Marker genutzt wird (Bhat et al., 1991a). Ein
Bestandteil der Core-Region ist 2-Keto-3-Deoxyoctulosonsaure (KDO). Das
Vorhandensein von KDO wurde friher als Indikator fur LPS genutzt, jedoch ist
KDO auch in den kapsularen Polysacchariden (KPS) enthalten. Daher ist nicht
eindeutig, ob Funktionen bei der Symbiose die friher den LPS zugeordnet
worden sind, nicht in Wirklichkeit durch die KPS Gbernommen werden (Dazzo et
al., 1991). Jedoch konnte gezeigt werden, dass gereinigte LPS von S. meliloti
die Abwehrreaktion von kultivierten Medicago sativa-Zellen modulieren kbnnen
(Albus et al., 2001). Daher wird vermutet, dass LPS ebenso, wie
Exopolysaccharide (EPS) und KPS, die Abwehrreaktion der Pflanze gegen den

Symbionten unterdriicken.

1.2.3 Exopolysaccharide (EPS).

Die Exopolysaccharide sind hochmolekulare Heterokomplexe aus
Untereinheiten von sieben bis neun Hexosen. Es konnte gezeigt werden, dass
Exopolysaccharide nur bei der Ausbildung von undeterminierten
Wourzelknélichen essenziell sind. Bei der Ausbildung einer Symbiose mit
determinierten Wurzelknélichen sind EPS-Mutanten nicht behindert (Hotter &
Scott, 1991). Am besten unersucht ist die Rolle der EPS in der Wechselwirkung
zwischen Alfalfa und seinem Mikrosymbionten Sinorhizobium meliloti Rm1021
(Reinhold et al., 1994; Reuber & Walker, 1993). In diesem System konnte
gezeigt werden, dass EPS [, welche auch Succinoglycan genannt werden, flr
die erfolgreiche Ausbildung des Infektionsschlauches und die Einwanderung
der Bakterien in diesen bendtigt werden. Die Funktion von exo -Mutanten lie3
sich durch die externe Zugabe von EPS | wieder herstellen (Battisti et al.,
1992). Jedoch waren exo-Mutanten nicht komplett in ihrer Symbioseféahigkeit
inhibiert und es konnte gezeigt werden, dass andere Polysaccharide wie EPS I
oder die kapsularen Polysaccharide fur die Funktion des EPS | substituieren

kénnen.
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1.2.4 Kapsulare Polysaccharide (KPS)

Viele Schritte der Symbiose zwischen den Leguminosen und den
Bakterien der Rhizobiaceae sind mit pathogenen Interaktionen vergleichbar.
Kapsulare Polysaccharide (KPS) spielen bei Infektionen durch Gram-negative
enteropathogene Bakterien eine wichtige Rolle. Sie verhindern, dass die
Bakterien durch das Immunsystem des Wirtsorganismus erkannt werden. Im
Gegensatz zu den Lipopolysacchariden wirken KPS nur schwach
immunisierend. Die EPS-defiziente Mutante AK631 des Stammes S. meliloti 41,
die einen Defekt im exoB-Lokus tragt, war Uberraschenderweise noch immer in
der Lage Stickstoff-fixierende Kndlichen zu bilden (Putnoky et al., 1990). Sie
synthetisiert ein saures Polysaccharid, das der Gruppe Il K-Antigene (kapsuléare
Polysaccharide) aus Escherichia coli éhnelt (Reuhs et al., 1993). Wenn AK631
jedoch zusatzliche Mutationen im rkpZ-Gen (Reuhs et al., 1995) oder in Genen
der fix-23-Region (Putnoky et al., 1988; Putnoky et al., 1990) aufweist, so wird
das rhizobielle kapsuléare Polysaccharid nicht mehr gebildet; die
entsprechenden S. meliloti-Mutanten zeigen einen Fix -Phanotyp. Rhizobielle
kapsulare Polysaccharide kbnnen entweder direkt durch Analyse von Extrakten
in Polyacrylamidgelen und anschlieBender Anfarbung mit Alcian Blau (Reuhs et
al., 1993) oder indirekt, Uber die Vermittlung einer Phagensensitivitat
nachgewiesen werden. Wenn rhizobielle kapsuléare Polysaccharide nicht mehr
gebildet werden, kann auch keine Adsorption des Bakteriophagen 16-3 an den
entsprechenden S. meliloti-Stamm erfolgen (Putnoky et al., 1990). Des
Weiteren scheinen die KPS eine Funktion als Signalsubstanz zu haben, da sie

verschiedene Pflanzengene induzieren (Becquart-de Kozak et al., 1997).
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1.3 Biosynthese kapsuléarer Polysaccharide.

1.3.1 Escherichia coli

In Escherichia coli gehéren die Biosynthese und der Transport von
kapsularen Polysacchariden zu den Pathogenitatsfaktoren. Es wird vermutet,
dass es einen gemeinsamen genetischen Ursprung der KPS-Genloci von
Haemophilus influenzae, E. coli und Neisseria meningitis gibt (Frosch et al.,
1991). Die Suche nach Genen, die an der Biosynthese der Gruppe Il K-
Antigene (kapsulare Polysaccharide) beteiligt sind, hat bei E. coli zur
|dentifizierung, von 3 konservierten Genregionen gefiihrt (Bliss & Silver, 1996;
Boulnois et al., 1987; Whitfield & Paiment, 2003). Eine “Region 2“ ist an der
Biosynthese des eigentlichen Polysaccharides beteiligt. Eine “Region 3“
beinhaltet Gene, die fur ABC-Transporter kodieren und vermutlich am Transport
der synthetisierten kapsularen Polysaccharide Uber die zytoplasmatische
Membran beteiligt sind. Eine “Region 1“ schlief3lich ist am Transport der
kapsularen Polysaccharide zur Zelloberflache beteiligt. Gene, die an der
Biosynthese einer Fettsaure oder eines 3-Ketids beteiligt sein kdbnnten, wurden
bisher bei den Genen, die fiir die Biosynthese kapsularer Polysaccharide in E.
coli notwendig sind, nicht gefunden. Die E. coli Gruppe Il K-Antigene, wie auch
kapsulare Polysaccharide aus Meningococcen und Haemophilus, sind haufig
Uber eine Phosphodiesterbindung an ein Diacylglycerin geknipft (Rick & Silver,
1996). Es wird diskutiert, dass diese Lipidsubstitution als Anker des kapsularen
Polysaccharides an das Bakterium dienen koénnte. Trotz intensiver Suche
konnte jedoch bisher kein Lipidanteil, weder ein Phosphatids&durerest noch ein
Fettsédurerest, als Bestandteil der rhizobiellen kapsularen Polysaccharide
identifiziert werden (Reuhs et al., 1993).

1.3.2 Sinorhizobium meliloti

Die Oberflache der Bakterien hat einen bedeutenden Einfluss sowohl auf
die Ausbildung der Symbiose als auch fur die Anheftung von Bakteriophagen.

Fur den Sinorhizobium meliloti-Stamm 41 konnte gezeigt werden, dass in einem
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exoB-defizienten Hintergrund die Bildung von kapsuléaren Polysacchariden
(KR5-antigen) essenziell fir die erfolgreiche Ausbildung einer funktionellen
Symbiose ist (Petrovics et al., 1993; Putnoky et al., 1990). Bisher wurden drei
Genregionen, die an der Biosynthese und dem Transport der rhizobiellen
Kapsuléaren Polysaccharide beteiligt sind, identifiziert. Die rkp-2-Region enthalt
die beiden Gene IpsL und rkpK. Flr rkpK konnte gezeigt werden, dass es far
eine UDP-Glycose-Dehydrogenase kodiert, die an der Biosynthese von
Glucuronsaure, einem der Bausteine des KR5-Antigenes, beteiligt ist (Kereszt
et al.,, 1998). Die rkp-3-Region enthalt die sechs stammspezifischen Gene rkpL,
rkpM, rkpN, rkpO, rkpP und rkpQ. Es wird vermutet, dass die Produkte dieser
Gene an der Biosynthese spezifischer Zucker beteiligt sind (Kiss et al., 2001).
Fir das Genprodukt von rkpM wurde gezeigt, dass es direkt mit dem Protein-H
des Bakteriophagen 16-3 interagiert (Putnoky et al., 2004). In der
Nachbarschaft dieses Genclusters wurden funf weiter Gene identifiziert, die an
der Biosynthese oder dem Transport der KR5-Antigene beteiligt sein sollen.
Wahrend rkpR, rkpT und rkpS diese Funktion nur aufgrund ihrer Homologien
zugeordnet wird, konnte fur rkpZ und rkpY gezeigt werden, dass sie an der
Biosynthese der KR5-Antigene beteiligt sind (Kiss et al., 2001). Der Stamm
Sinorhizobium meliloti 1021 besitzt kein rkpZ-Gen und im Gegensatz zu
Sinorhizobium meliloti 41, ist eine exoB -Mutante von Sinorhizobium meliloti
1021 nicht in der Lage symbiontisch Stickstoff zu fixieren. Wird jedoch das
rkpZ-Gen aus AK631 in eine exoB -Mutante von Sinorhizobium meliloti 1021
eingeflhrt, so kommt es zu einer Suppression des Fix -Phanotyp (Reuhs et al.,
1995). Die rkp-1-Region enthélt 10 Gene und diese scheinen an der
Biosynthese eines spezifischen Lipid-Ankers des KR5-Antigens beteiligt zu sein
(Epple, 1995; Kiss et al., 1997; Petrovics et al., 1993). Mutationen in der rkp-
1-Region konnten in 4 Komplementationsgruppen (I-1V) eingeteilt werden
(Putnoky et al., 1990). Die DNA-Sequenzanalyse der Komplementationsgruppe-
| der rkp-1-Region erlaubte die Bestimmung von 6 offenen Leserahmen (ORFs
1-6) (Petrovics et al., 1993), die inzwischen als rkpABCDEF-Gene bezeichnet

werden (Reuhs, 1996). Flr die davon abgeleiteten Genprodukte konnte ein
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hoher Grad an Homologie mit der Fettsduresynthetase aus der Ratte und eine
ahnliche Organisation wie fur deren multifunktionalen Enzymdomaéanen
gefunden werden (Petrovics et al., 1993).

Bei verschiedenen Bakterien wurden zwar Phospholipidsubstituenten in
den KPS gefunden, spezielle Ketide oder Fettsduren konnten jedoch bisher
nicht nachgewiesen werden (Forsberg & Reuhs, 1997; Frosch et al., 1992;
Reuhs et al., 1993); (Reuhs et al., 1998). Deshalb wird vermutet, dass der von
den Proteinen RKkpABCDEF synthetisierte Acyl- oder B3-Ketidrest nur fur
bestimmte Biosynthese- oder Exportschritte des rhizobiellen kapsuléaren
Polysaccharides essenziell ist, aber von diesem wieder abgespalten wird
(Reuhs et al., 1998).

1.4 Polyketidsynthasen

Bei Polyketidsynthasen werden verschiedene Typen unterschieden. Beim
Typ-l sind alle enzymatischen Aktivitaten, die fir die Synthese des Polyketids
bendtigt werden, auf einem Polypeptid vereint. Beim Typ-1l werden die
einzelnen Reaktionen der Kettenverlangerung durch monofunktionale Proteine
ausgefuhrt. Die wachsende Kohlenstoffkette wird dabei von einem Acyl-Carrier-
Protein getragen. Obwohl die Proteine RkpABCDEF nach ihren Gensequenzen
einem Typ-lI-Polyketidsynthasesystem entsprechen, haben sie bei
Homologievergleichen eine viel stirkere Ahnlichkeit zu Typ-I-
Polyketidsynthasen. Die gréBte Ahnlichkeit besteht zu den Modulen 3 und 4 des
Erythromycin-produzierenden Systems aus Saccharopolyspora erythraea
(Bevitt et al., 1992). Der modulare Aufbau der Typ-I-Polyketidsynthasen erlaubt
die Kombination verschiedener Module in beliebiger Reihenfolgen und somit die
Biosynthese von neuen Polyketiden (Bisang et al., 1999; Eckermann et al.,
1998; Pieper et al., 1995; Roberts et al., 1993; Silakowski et al., 1999; Xue et
al., 1999).
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Durch genetische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Gene
rkpABCDEF an der Biosynthese der Kapsularen Polysaccharide (KR5-
Antigene) in Sinorhizobium meliloti AK631 beteiligt sind (Petrovics et al., 1993).
Trotz der Homologien dieser flr die KPS-Biosynthese essenziellen Gene zu
Fettsaure- und Polyketidsynthasen konnte bisher kein Acyl-oder 3-Ketiderest in
den KR5-Antigenen nachgewiesen werden (Reuhs et al., 1998). Da die Gene
rkpABCDEF in Sinorhizobium meliloti nur sehr schwach exprimiert werden, soll
zur ldentifizierung des Produktes der Proteine RkpABCDEF eine heterologe
Expression genutzt werden (Petrovics et al., 1993). Fur das Protein RkpF
konnte bereits gezeigt werden, dass es sich um ein Acyl-Carrier-Protein
handelt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass RkpF in E. coli durch
Ubertragung der prosthetischen Gruppe 4 -Phosphopanthein posttranslational
modifiziert wird (Epple, 1995). Diese Modifikation ist notwendig, um eine
Synthese des vermuteten 3-Ketides am Acyl-Carrier-Protein zu erlauben. Auf
Basis dieser Erkenntnisse sollten die Gene der Komplementationsgruppe-|
rkpABCDEF in einen Uberexpressionsvektor kloniert werden und anschlieBend
in E. coli heterolog exprimiert werden. Aus diesem heterologen System sollte
ein spezifisches Produkt der Proteine RkpABCDEF isoliert und analysiert
werden. Zur weiteren Uberpriifung der Funktionalitit der klonierten Gene sollten
diese ebenfalls in ein Plasmid breiter Wirtsspezifitat umkloniert werden. Mit
diesem Plasmid sollten dann in verschiedenen Tn5-Insertionsmutanten von
Sinorhizobium meliloti AK631 eine weitere Analyse der KR-5 Antigen-

Biosynthese in Sinorhizobium meliloti durchgefihrt werden.



2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in
Tabelle 1 aufgelistet. Wenn im Folgenden von Sinorhizobium meliloti die Rede
ist, so handelt es sich dabei immer, falls nicht anders erwahnt, um den Stamm
S. meliloti Stamm 41 AK631.

Tabelle 1: Bakterienstamme
Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

Escherichia coli

DH5a recA1, ¢80 lacZAM15 (Hanahan, 1983)
BL21(DE3) F-, ompT, lacUV5 (Studier et al., 1990)
OG7001 F-, ompT, lacUV5, panD (Epple et al., 1998)
J53 R751-pGM2 (Jacoby et al., 1976)
JM 110 (Yanisch-Perron et al.,
1985)

Sinorhizobium meliloti Stamm 41
AK631 Wildtyp exoB, Fix’ (Putnoky et al., 1988)
Sm AK631-Derivate
649 Tnb-Insertion Upstream von rkpA(Putnoky et al., 1990)
644 Tnb-Insertion in rkpC (Putnoky et al., 1990)
590 Tn5-Insertion in rkpG (Putnoky et al., 1990)
551 Tn5-Insertion in rkpl (Putnoky et al., 1990)
633 Tn5-Insertion in rkpJ (Putnoky et al., 1990)
PP2756 rkpF::kan Peter Putnoky
PP2757 rkpF::kan Peter Putnoky
PP2915 AK631 mit rkpF auf pRK290

Orientierung 1, Peter Putnoky

PP2916 AK631 mit rkpF auf pRK290
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Orientierung 2, Peter Putnoky
PP2919 PP2756 mit rkpF auf pRK290

Orientierung 1, Peter Putnoky
PP2920 PP2756 mit rkpF auf pRK290

Orientierung 2, Peter Putnoky

2.2 Plasmide und Kosmide

Die wéhrend der Doktorarbeit hergestellten und verwendeten Plasmide

und Kosmide sind in den Tabellen 2 und 3 aufgelistet.

Tabelle 2: Plasmide, die zur Klonierung verwendet wurden

Plasmid Relevante Eigenschaften Referenz
pRK2013  Helfer-Plasmid,

Kanamycin-resistent (Figurski et al., 1979)
pUC19 Klonierungsvektor,

Carbenicillin-resistent (Yanisch-Perron et al., 1985)

pBK-CMV  Klonierungsvektor,
Kanamycin-resistent Stratagene, La Jolla, CA

pBSIIKS+  Klonierungsvektor,

Carbenicillin-resistent Stratagene, La Jolla, CA
pET9a Expressionsvektor,
Kanamycin-resistent (Studier et al., 1990)

pMP3510 IncP, Expressionsvektor der

den Promotor von nodABC

enthéalt, Tetracyclin-resistent (Spaink et al., 1995)
pTB3131 neo-Kassette von Tn5in pUC19 (Kretzschmar et al., 2001)
pPP428 pLAFR1 mit einem 30 kb gro3en

sinorhizobiellen Fragment,

enthéalt die rkp-1-Region (Putnoky et al., 1988)
pBBR1MCS Klonierungsvektor,

Chloramphenicol-resistent (Kovach et al., 1994)



Material und Methoden 11

pAT389

pTB1003

pG-KJES

pBBR1MCS mit einem 10 kb
Hindlll-Fragment der rkp-1-Region,
enthalt die Komplemtations-
gruppe-l

pET9a mit rkpF, kloniert

mit Ndel/BamH]l; rkpF unter
der Kontrolle des T7-Promotors (Epple, 1995)

Peter Putnoky

Expression von GroEL, GroEL,

DnaK und DnaJ (Nishihara et al., 1998)

Tabelle 3: Angefertigte Plasmide

Vektor
pTB1005

pTB1007

pTB1008

pTB1011

pTB1014

pTB1017

pTB1019
pTB1025

Relevante Eigenschaften

pUC19 mit dem 1043 bp groBen PCR-Produkt rkpA’,

amplifiziert mit Pfu-Polymerase, kloniert mit Ndel/BamHI

pET9a mit dem 1043 bp groBen rkpA-enthaltenden
Ndel/BamHI|-Fragment aus pTB1005

pTB1007 mit dem 441 bp groBBen Kpnl/BamHI-Fragment des
PCR-Produktes rkpE F’, amplifiziert mit Pfu-Polymerase,

kloniert mit Kpnl/BamHI

der mit Sacl/Xbal aus pMP3510 entnommene nodABC-Promoter
wurde in pBBR1MCS eingesetzt

pTB1008 mit dem 419 bp groBen BamHI-Fragment des
PCR-Produkt rkpE 'F, amplifiziert mit Pfu-Polymerase,

kloniert mit BamH|I

pTB1007 mit dem 840 bp groBen Kpnl/Bglll-Fragment des
PCR-Produkt rkpA (0TBC7/0TBC100) amplifiziert mit
Pfu-Polymerase in die Kpnl/BamHI-Schnittstellen kloniert; rkpA,,,
unter der Kontrolle des T7-Promotors

pUC19 mit einem 915 bp Smal/Kpnl-Fragment von pAT389
pET9a mit dem 279 bp groBen PCR-Produkt rkpF, amplifiziert mit

Pfu-Polymerase, kloniert mit Ndel/BamH|
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pTB1030

pTB1040

pTB1041
pTB1044

pTB1047

pTB1056

pTB1057

pTB1058

pTB1063
pTB1064
pTB1069
pTB1073
pTB1074
pTB1078
pTB1081
pTB1082

pTB1083

pTB1017 mit dem 778 bp groBen Ndel/Kpnl-Fragment des
PCR-Produkt rkpA,.,", amplifiziert mit Pfu-Polymerase ; rkpA

262 7 262

unter der Kontrolle des T7-Promotors

pTB1014 mit dem 778 bp groBen Ndel/Kpnl-Fragment aus
pTB1030

pUC19 mit einem 10178 Kbp Hindlll-Fragment aus pPP428
pTB1014 mit dem 5,66 kb Kpnl/Bcll-Fragment aus pTB1041;
rkpA,,, BCDEF unter der Kontrolle des T7-Promotors
pTB1040 mit dem 5,66 kb Kpnl/Bcll-Fragment aus pTB1041;
rkpA,., BCDEF unter der Kontrolle des T7-Promotors

ein rkpA,,,BCDEF enthaltendes Xbal/BamHI-Fragment
(aufgefillt mit Klenow) aus pTB1044 wurde mit Xbal/Hindlll
(aufgefillt mit Klenow) in pMP3510 kloniert

.- BCDEF enthaltendes Xbal/BamHI (aufgefullt mit
Klenow) aus pTB1047 wurde mit Xbal/Hindlll (aufgefillt mit
Klenow) in pMP3510 kloniert

pMP3510 mit dem 10178 Kbp Hindlll-Fragment aus pTB1041;
rkpUABCDEF unter der Kontrolle des nodABC-Promotors
pUC19 mit einem 462 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pUC19 mit einem 698 bp EcoRI-Fragment ent aus pPP428
pUC19 mit einem 1021 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pUC19 mit einem 1428 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pUC19 mit einem 1338 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pUC19 mit einem 2836 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pUC19 mit einem 7827 bp EcoRI-Fragment aus pPP428
pTB1011 mit einem 7827 bp EcoRI-Fragment aus pTB1078
mit der anderen Orientierung als in pTB1081

pUC19 mit dem 926 bp groBBen Ndel/Kpnl-Fragment des
PCR-Produkt rkpA,,, (0TBC132/0TBC133) amplifiziert mit

Pfu-Polymerase

262

ein rkpA

12
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pTB1084

pTB1085

pTB1090

pTB1094

pTB1095

pTB1098

pTB1100

pTB1103

pTB1111
pTB1112

pTB1115

pTB1116

pTB1120

pTB1121

pTB1123

pTB1082 mit Pstl linearisiert und in pTB1011 eingesetzt; rkpGHIJ
unter der Kontrolle des nodABC-Promotors

pTB1017 mit dem 926 bp groBen Ndel/Kpnl-Fragment

aus pTB1083; rkpA, .,
pTB1044 mit dem 1 kb Xbal/Kpnl-Fragment aus pTB1085; rkpA
BCDEF unter der Kontrolle des T7-Promotors

ein rkpU enthaltendes 1,7 kb Sphl-Fragment aus pTB1041 wurde

unter der Kontrolle des T7-Promotors

114

in pMP3510 eingesetzt, rkpU unter der Kontrolle des
nodABC-Promotors.

wie pTB1094 nur andere Orientierung des Inserts

pUC19 mit einem 2874 bp EcoRI-Fragment aus pPP428

pBS mit 9723 bp Bglll/ Xbal-Fragment aus pPP428

pTB1100 mit Xbal linearisiert und in pTB1011 eingesetzt;
rkpGHIJkpsF unter der Kontrolle des nodABC-Promotors
pUC19 mit einem 3338 bp Hindlll/Xbal-Fragment aus pPP428
,..BCDEF enthaltendes Xbal/BamH| (aufgefullt mit
Klenow) aus pTB1090 wurde mit Xbal/Hindlll (aufgefillt mit
Klenow) in pMP3510 kloniert; rkpABCDEF unter der Kontrolle des
nodABC-Promotors

ein rkpG enthaltendes Fragment BamHI/Ncol (aufgefullt mit
Klenow) aus pTB1078 wurde mit BamHI/EcoRV in pTB1011
Kloniert; rkpG unter der Kontrolle des nodABC-Promotors

ein rkpA

pTB1081 wurde mit Kpnl verdaut und relegiert; rkpGH unter der
Kontrolle des nodABC-Promotors

pTB1111 mit einer Kanamycin-Resistenz-Kassette,

eingefugt in die Agel-Schnittstelle von kpsF,

mit entgegengesetzten Transkriptionsrichtungen

pTB1111 mit einer Kanamycin-Resistenz-Kassette,

eingefugt in die Agel-Schnittstelle von kpsF,

mit gleichen Transkriptionsrichtungen

pTB1121 mit Hindlll linearisiert und in pMP3510 eingesetzt
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2.3

Puffer und Losungen

TE-Puffer:

Resuspendierungspuffer:
(DNA-Extraktion)

Lysispuffer:

(DNA-Extraktion)

Neutralisationspuffer:
(DNA-Extraktion)

TAE-Puffer:

TBE-Puffer:

4 x Laufpuffer:
(PAGE)

4 x Sammelpuffer:
(PAGE)

2 x Auftragspuffer:
(native PAGE)

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA, pH 8

50 mM Tris/HCI
10 mM EDTA, pH 8

400 pg/ml RNAase A

0,2 N NaOH,
1% SDS

3 M K-Acetat, pH 5,2

40 mM Tris/Acetat,

1 mM EDTA

2,5 mM EDTA,

90 mM Borsaure,

90 mM Tris

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

500 mM Tris/HCI, pH 6,8

20% Glycerin (w/v)
in 4 x Laufpuffer
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2 x Auftragspuffer:
(SDS-PAGE)

Tankpuffer:
(PAGE)

Tankpuffer:

(SDS-PAGE)

Gelpuffer:
(Tricin-PAGE)

Anodenpuffer:

(Tricin-PAGE)

Kathodenpuffer:

(Tricin-PAGE)

2 x Auftragspuffer:
(Tricin-PAGE)

2% (v/v) einer gesattigten
Bromphenolblaulésung in EtOH

20% Glycerin (w/v)

8% (w/v) SDS

2% (v/v) Mercaptoethanol

2% (v/v) einer geséattigten
Bromphenolblaulésung in EtOH

in 4 x Laufpuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

3 M Tris
0,3% (w/v) SDS
pH 8,45 mit HCI eingestellt

0,2 M Tris
pH 8,9 mit HCI eingestellt

0,1 M Tris
0,1 M Tricin
0,1% (w/v) SDS

8% (w/v) SDS
24 % (w/v) Glycerin
100 mM Tris/HCI, pH 6,8

15



Material und Methoden

Blottingpuffer:

PBS:

2% (v/v) einer gesattigten
Bromphenolblaulésung in EtOH

2% (v/v) Mercaptoethanol

192 mM Glycin

20 % (v/v) MeOH

25 mM Tris, ergibt pH 8,8 und wurde
nicht eingestellt

137 mM NaCl;

2.7 mM KCI;

1.4 mM KH,PO,;

4.3 mM Na,HPO,* 7 H,0; pH 7.4

2.4 Kulturmedien und Zellziichtung

2.4.1 Medien und Anzucht

Alle Medien wurden direkt nach dem Ansetzen 20 Minuten bei 121°C

autoklaviert. Fur feste Medien wurde vor dem Autoklavieren 1,8 % Agar

hinzugefugt.

E. coli wurde auf LB-Medium als Vollmedium oder M9-Medium als

16

Minimalmedium bei 37°C angezogen (Miller, 1972). Als Regenerationsmedium

nach der Elektroporation von E. coli wurde SOC-Medium benutzt.

S. meliloti wurde bei 29°C kultiviert. Als Vollmedium wurde TY-Medium

(Beringer, 1974) verwendet.

LB-Medium (1 1)

M9-Medium (1 1)

10 g NaCl
10 g Bacto Trypton
5 g Hefeextrakt

7,5 g Na,HPO, *2 H,0O
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SOC-Medium (1 1)

TY-Medium (1 1)

2.4.2 Medienzusatze

3 g KH,PO,

0,5 g NaCl

1 g NH,ClI

werden mit H,0O auf 987 ml aufgefullt
und autoklaviert, anschlie3end werden:
1 ml einer 1 M MgSO,-Lésung

10 ml einer 1 M Glucose-Ldsung

1 ml einer 1%-igen Thiamin-L6sung

1 ml einer 0,1 M CacCl,-Lésung

zugegeben

20 g Bacto Trypton

5 g Hefeextrakt

580 mg NaCl

190 mg KClI

1,2 g MgSO,

20 ml einer 1 M Glucose-Ldsung
(getrennt autoklaviert)

5 g Bacto Trypton
3 g Hefeextrakt
10 ml einer 0,45 M CaCl,-L6sung

(getrennt autoklaviert)

Die Medienzusatze wurden, falls erforderlich, in den folgenden

Konzentrationen zugegeben:

Carbenicillin
Chloramphenicol

Gentamicin

100 pg/ml
20 pg/ml
60 pg/ml

17
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Kanamycin 50 pg/mi

Neomycin 100 pg/ml

Piperazillin 40 pg/ml

Rifampicin 5 pg/ml

Spectinomycin 300 pg/ml

Streptomycin 500 pg/mli

Tetracyclin 2 ug/ml (S. meliloti), 20 pg/ml (E. coli)
X-Gal 40 pg/ml

2.5 Lagerung von Bakterienkulturen

E. coliwurde in LB mit 15% (v/v) Glycerin, S. melilotiin Pepton (6 g/l) mit
15 % Glycerin bei — 80°C gelagert.

2.6 Enzyme und Marker

Restriktionsenzyme Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Pharmacia, Lippsale

MBI Fermentas, Vilnius

Tag-DNA-Polymerase MBI Fermentas, Vilnius
Pfu-DNA-Polymerase Promega, Madison, WI
Phosphatase (CIP) Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
T4 DNA-Ligase Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
A-DNA MBI Fermentas, Vilnius

2.7 Radiochemikalien

Chemikalie Aktivitat spez. Radioaktivitat
B-[3-°H]Alanin 37 MBg/ml 2,22 TBg/mMol
[1-"“C]Acetat 7,4 MBg/ml 2,2 GBg/mMol

[’H]CoA 35,15 MBg/ml 1,48 TBg/mMol
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[*S]Sulfat 37 MBg/ml > 37 TBg/mMol
(carrier-free)
Alle Radiochemikalien wurden von Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Schweden geliefert.

2.8 Reaktionskits

Gene DNA Purification System BioRad, Minchen
QIAGEN Plasmid Kit Qiagen, Hilden
Sequenase 7-deaza dGTP Sequencing Kit Amersham Buchler,

Braunschweig

2.9 Synthetische Oligonukleotide

Alle synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion,

Minchen hergestellt. Die Primer sind jeweils in 5'-3'-Richtung angegeben.

0TBC2 AAA ggA TCC TCA Cgg CTT gCT TAC TTT TTC ATg g

Primer fir die Amplifikation von rkpE F

oTBC3 ggA ATA CAT ATg gAC CAg CAg Cag Cgg GTT CTg
Primer fr die Amplifikation von rkpA,,,”

oTBC4 CgC CTg TgC Cgg ATC Cgg ATC gCTg
Primer fir die Amplifikation von rkpA,,,”

oTBC6 TCA ggC gAT gCg ggC gC
Sequenzierungsprimer far pTB1005

oTBC7 ATC Agg CgA TgC ggg CgC
Primer fur die Amplifikation von rkpA..,

oTBC8 ggA gCA ggT ACC gCT TCg TTC ggA AgC ACC
Primer fir die Amplifikation von rkpE F

oTBC100 ATA AgA TCT TAT AgT CTC TCg AgC Agg
Primer far die Amplifikation von rkpA

oTBC109 AAC TAT gTC gCC gCA AAC gg

Sequenzierungsprimer far pTB1014

s

19
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oTBC111 Cag gAA TAC ATA Tgg gCA CgC CCg
Primer far die Amplifikation von rkpA

’

262

oTBC113 Cag gAA TAC ATA Tgg ATC Tcg Tecg CCA Tg
Primer fir die Amplifikation von rkpF,

oTBC121 gTC gCC CAC ggT gCC gC
Sequenzierungsprimer bindet an 2635-2651 in X64131

oTBC131 TTA gAT CAT ATg Acg gTT gAA ATC ATA ggg
Primer far die Amplifikation von rkpA

oTBC132 gCg CCg CgA ACC gAT GG

Primer far die Amplifikation von rkpA

’

114

114

oTBC149 TCT CAC ACC CAT CAT CGA CC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC150 CAA AAA ACg CCT CgT CAg C
Sequenzierungsprimer fur pPP428
oTBC151 CCCTTTCTCTTT gCATCC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC152 gTg CCA gAA CgA gTg CAT CC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC153 CTT CgC TCATCg AAATCC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC154 CCACTC gCC TTC AAC TgA Cg
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC155 ATA ggA gAT TgC ggCA gC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC156 TTA CgT CAC CgA CCT CAACC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC157 gAC ATT gAC ggC CTT CTC g
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC158 AAC CTC ACC ATg ACC AACC
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC159 gCg ATC AAg ACT CCT CTgC
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Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC160 gAg Agg ATC gAA AgC gCA gC
Sequenzierungsprimer fur pPP428
oTBC161 CCT TAC CAACAC gAT CACC
Sequenzierungsprimer fur pPP428
oTBC162 ATg ATg AAA gCC Agg ATg AAg C
Sequenzierungsprimer far pPP428
oTBC163 gAA ACT TTT Cgg CAA gCT Cg
Sequenzierungsprimer far pPP428

2.10DNA-Arbeiten
2.10.1 DNA-Isolierung

2.10.1.1 Isolierung genomischer DNA

Eine Uber Nacht gewachsene S. meliloti-Kultur (1 ml) wurde durch
Zentrifugation geerntet und mit 1 ml TE-Puffer, pH 8.0 gewaschen. Die
Bakterien wurden in 400 pl TE-Puffer, 50 pl 10%-iger SDS und 50 pl (5 mg/ml)
Proteinase K (Sigma, Deisenhofen) resuspendiert und fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit einer Injektionskanule G 20-
11/2 geschert. Die wassrige Phase wurde nacheinander mit einem Volumen
Phenol, einem Volumen Phenol/Chloroform (1:1 v/v) und einem Volumen
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 v/v) extrahiert und die genomische DNA in der
Wasserphase nachfolgend mit 2 Volumen Ethanol gefallt. Das Pellet wurde in
100 pl TE-Puffer gelést und bei -20°C gelagert.

2.10.1.2 Plasmidpraparation aus E. coli und S. meliloti

Plasmid-DNA wurde nach der Methode von Birnboim & Doly (Birnboim &
Doly, 1979) isoliert. Fir Sequenzierungsreaktionen wurde die Plasmid-DNA mit
dem "QIAGEN Plasmid Kit" der Firma Qiagen (Hilden) gereinigt.
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2.10.2 Reinigung und Fallung von DNA

Die Reinigung der DNA durch Extraktion mit Phenol/Chloroform, sowie die
Fallung der DNA mit Ethanol oder Isopropanol wurde, wie bei Sambrook et al.
(Sambrook et al., 1989) beschrieben, durchgefihrt. Zur Reinigung der DNA fir

die Elektroporation wurde die Silikamatrix-Methode verwendet.

2.10.2.1 Reinigung von DNA mit einer Silikamatrix

Aus Agarosegelen und fur die Elektroporation wurde die DNA mit dem
"Gene DNA Purification System" der Firma BioRad (Minchen) gereinigt.

2.10.3 Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von DNA

Reinheit und Konzentrationen von DNA-LOsungen wurden
spektrofotometrisch, wie in Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
beschrieben, bestimmt. Geringe DNA-Mengen und kleine Volumina wurden
durch Vergleich der Ethidiumbromidfluoreszenz mit einem DNA-Standard

quantifiziert.

2.10.4 Enzymatische Modifizierung von DNA

2.10.4.1 Restriktionshydrolyse

Restriktionshydrolysen wurden nach Angaben des Herstellers (Pharmacia,
Freiburg; Roche Molecular Biochemicals, Mannheim; Fermentas, Vilnius)
durchgefiihrt. Ublicherweise wurde 1 h bei 37°C im Wasserbad in einem

Mindestvolumen von 10 pl inkubiert.
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2.10.4.2 Dephosphorylierung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Selbstligationen der gespaltenen Vektoren bei der
Klonierung wurden die Uberhdngenden Enden dephosphoryliert. Daflir wurde
dem Restriktionsansatz nach der Restriktion 1 U alkalische Phosphatase
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) zugegeben. Zuerst wurde flir 30
min bei 37 °C und fir weitere 30 min bei 52 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1/5
Vol. EGTA (100 mM, pH 8,0) wurde 30 min bei 65°C inkubiert.

2.10.4.3 Auffillen Gberhangender Enden mit Klenow-
Fragment

Die 5°-Uberhdngenden Enden geschnittener DNA wurden mit dem
Klenow-Fragment nach der in Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
beschriebenen Vorschrift aufgefullt. Zum Restriktionsansatz von 20 pl wurden 3
pl ANTPs (10 mM), 3 pl Puffer und 1 U Klenow-Fragment gegeben und auf 50 pl
mit Aqua bidest. aufgefllt. Nach der Inkubation fir 30 min bei 37°C wurde fir
10 min bei 75°C eine Hitzedenaturierung durchgefihrt.

2.10.4.4 Entfernen Uberhangender Enden mit T4 DNA-
Polymerase

Die 3’-Uberhdngenden Enden geschnittener DNA wurden mit T4 DNA-
Polymerase nach der in Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989) beschriebenen
Vorschrift entfernt. Zum Restriktionsansatz von 20 pyl wurden 3 pl dNTPs (10
mM), 3 pl Puffer und 0,1 U T4 DNA-Polymerase gegeben und auf 50 pl mit
Aqua bidest. aufgefullt. Nach der Inkubation fir 5 min bei 16°C wurde fir 10 min

bei 80°C eine Hitzedenaturierung durchgefuhrt.
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2.10.4.5 Ligation

Die Ligation wurde nach Vorschrift des Herstellers (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt. Das Reaktionsvolumen von 10 pl mit 1
U T4 Ligase wurde fiir 16 h bei 16°C inkubiert.

2.10.5 Agarosegel-Elektrophorese von DNA

Die Agarosegel-Elektrophoresen wurden, wie bei Sambrook et al.
(Sambrook et al., 1989) beschrieben, fir 1 h bei RT mit 100 V in TAE-Puffer
durchgefuhrt. Die Agarose-Konzentration betrug je nach GréBe der zu
analysierenden DNA-Stlcke 0,75-2 %. Vor der Elektrophorese wurde der DNA-
Lésung 1/5 Vol. Auftragspuffer (Sambrook et al., 1989) mit Bromphenolblau
zugegeben. Nach Ende der Elektrophorese wurde das Gel 15-30 min in
Ethidiumbromidlésung (0,1 pg/ml) inkubiert. Unter UV-Licht war die DNA durch
die Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar. Als
GréBenstandard wurde A-DNA (Pharmacia, Freiburg), mit Hindlll oder mit

EcoRl und Hindlll gespalten, eingesetzt.

2.10.6 Transformation von E. coli
2.10.6.1 Transformation nach der CaCl,-Methode

2.10.6.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

LB-Medium (50 ml) wurde mit 0,5 ml einer Uber Nacht gewachsenen
Kultur von E. coli beimpft und bei 37°C und 150 rpm bis zur OD_,=0,4
gezuchtet. AnschlieBend wurde die Kultur 10 min auf Eis gestellt und danach 5
min mit 2000 rpm bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
die Zellen vorsichtig in 30 ml eiskalter CaCl,-Lésung (60 mM) resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde Uber Nacht in einem Eisbad im Kihlschrank inkubiert. 27

ml der CaCl,-Lésung wurden vorsichtig abpipettiert, und die sedimentierten



Material und Methoden 25

Zellen wurden in den verbleibenden 3 ml resuspendiert und in Anteilen von je

200 pl bei -80°C eingefroren.

2.10.6.1.2 Transformation kompetenter Zellen

Die kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1-10 pl Plasmid-
DNA-L6sung vorsichtig vermischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die
Zellsuspensionen fur 1 min einem Hitzeschock von 42°C ausgesetzt und
anschlieBend sofort fir 5 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 1 ml LB-
Medium wurden die Zellen 1-1,5 h bei 37°C und 150 rpm geschuttelt, danach
auf LB-Platten mit dem entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und Gber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

2.10.6.2 Transformation durch Elektroporation

2.10.6.2.1 Herstellung kompetenter Zellen

1 Liter LB-Medium ohne NaCl wurde mit 1/100 Vol. einer Ubernachtkultur

angeimpft und bis zu einer OD_,=0,6 gezlchtet. Die Kultur wurde dann 15-30

600
min auf Eis gekuhlt und bei 3000 x g abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 0,5 |
kaltem Reinstwasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Anschlie3end
wurden die Zellen in 20 ml einer kalten 10% Glycerin-Lésung resuspendiert,
erneut zentrifugiert und noch einmal in kalter 10% Glycerin-L6ésung

resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Aliquots bei -80 °C eingefroren.

2.10.6.2.2 Elektroporation

Es wurden entweder 1-2 pl nicht entsalzter Ligationsansatz fur die
Elektroporation von 100 pl einer Zellsuspension verwendet, oder der gesamte
Ligationsansatz wurde mit Silikamilch gereinigt, in H,O bidest. aufgenommen
und komplett zur Elektroporation eingesetzt. Das Gemisch wurde in eine
Elektroporationskivette mit 0,2 cm Elektrodenabstand gefillt. Die Zellen
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wurden dann bei 2,5 kV, 200 ¢ und 40 pF in einer Gen Pulser Il System
Elektroporationsapparatur der Firma BioRad elektroporiert. Zur Regeneration
wurde 1 ml eines 37°C warmen SOC-Mediums zugegeben. Die Zellen wurden 1
h bei 37°C inkubiert. Danach wurden Verdinnungen auf den entsprechenden

Selektivmedien ausplattiert.

2.10.7 Transfer mobilisierbarer Vektoren durch Konjugation

2.10.7.1  Drei-Punkt-Kreuzung

Zur Einschleusung von Plasmiden in S. meliloti-Zellen wurde die
Konjugation verwendet. Bei der Konjugation kommt es zum Austausch von
genetischem Material zwischen einem Donorstamm und einem
Empfangerstamm (Rezipient) Uber eine Brickenbildung zwischen beiden
Stdmmen. Normalerweise enthalt der E. coli-Donorstamm das zu tbertragende
Plasmid, welches eine Mobilisierungsstelle (Mob-site) besitzt. Um den Transfer
auszuldsen, bedarf es zusétzlich eines Helfer-Stammes, der die tra-Gene
enthalt. Die drei verschiedenen Stdmme Donor, Helfer und Rezipient werden in
einem bestimmten Verhaltnis miteinander vermischt und fur einige Stunden
miteinander inkubiert.

Fur diese Drei-Punkt-Kreuzung wurde eine, Uber Nacht gewachsene, S.
meliloti-Kultur (Rezipient) in frisches TY-Medium zu einer OD,,=0,15 Uberimpft
und far 3 h bei 30°C inkubiert. Die Gber Nacht auf LB-Platten mit
entsprechendem Antibiotikum gewachsenen Helfer- und Donor-Stdmme
wurden 1 Stunde vor der Kreuzung in LB-Medium zu einer OD, = 0,15
angeimpft. Die Kulturen wurden, falls Antibiotikareste entfernt werden mussten,
mit TY-Medium gewaschen. Jeweils Suspensionen mit 100 pl Rezipient, 40 pl
Helfer-Stamm und 20 pl Donor wurden in einem EppendorfgefaB miteinander
vermischt und in 10 pl-Portionen auf TY-Platten getropft. Nachdem die Platten
getrocknet waren, wurden sie bei 29°C Uber Nacht inkubiert. Als Kontrollen
dienten Kreuzungen ohne Helfer-Stamm oder ohne Donor-Stamm. Am

nachsten Morgen wurden die Kulturen mit einer Impfése im 3-Strich-Verfahren
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auf TY-Platten ausgestrichen. Als selektierende Antibiotika wurden
Streptomycin (Selektion fir S. meliloti), Piperazillin (Selektion gegen E. coli) und
Tetracyclin (Selektion fur das Plasmid) verwendet.

Nach etwa 5 Tagen waren Einzelkolonien auf den Platten sichtbar. Die
Bakterien wurden in zwei weiteren Durchgéngen vereinzelt. Die erfolgreich

isolierten Transkonjuganten wurden bei —80°C gelagert.

2.10.7.2 "Knock-out-Mutagenese"

Die "Knock-out-Mutagenese" wurde in zwei Schritten vollzogen. Im ersten
Schritt wurden Transkonjuganten, wie unter 2.10.7.1 beschrieben, hergestellt.
Diese Transkonjuganten enthielten auf dem Plasmid eine Resistenz-Kassette
im Gen, welches unterbrochen werden sollte. Im zweiten Schritt wurde ein
zweiter broad-host-range-Vektor der gleichen Inkompatibilitatsgruppe (IncP) in
die Transkonjuganten eingekreuzt. Daflir wurde der E. coli-Stamm J53 R751-
pGM2 (Jacoby et al., 1976) verwendet. Er besitzt die tra-Gene in seinem
Genom, weshalb kein zuséatzlicher Helfer-Stamm notwendig war.

Eine, Uber Nacht in TY-Medium mit Tetracyclin gewachsene, S. meliloti
Transkonjuganten-Kultur (Rezipient) wurde 3 h vor der Kreuzung in frischem
TY-Medium zu einer OD, ,=0,15 uberimpft. Der Donor E. coli-Stamm J53 R751-
pGM2, welcher Uber Nacht auf einer LB-Platte mit 30 pl/ml Gentamicin
gewachsen war, wurde 1 h vor der Kreuzung ebenfalls zu einer OD,,=0,15
angeimpft. Fir die Kreuzung wurde 1 ml der S. meliloti-Kultur in ein
Eppendorfgefal3 gegeben und anschlieBend bei 4000xg flr 2 min zentrifugiert.
Das Medium wurde entfernt und 1 ml der J53 R751-pGM2-Kultur wurde auf die
Zellen pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Bakterien in 100 pl
TY-Medium resuspendiert und in 10 pl-Portionen auf TY-Platten getropft. Nach
dem Trocknen der Platten wurden sie bei 29°C inkubiert. Am néchsten Morgen
wurden die Kulturen mit einer Impfése im 3-Strich-Verfahren auf TY-Platten
ausgestrichen. Als selektierende Antibiotika wurden Piperazillin (Selektion
gegen E. coli), Gentamicin (Selektion fir pGM2) und Neomycin (Selektion far
Resistenz-Kassette) verwendet.
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Nach etwa 5 Tagen waren Einzelkolonien sichtbar, die auf frischen Platten
weiter vereinzelt wurden. Bei einfachen Rekombinationen ware das ganze
Plasmid und damit auch die Tetracyclin-vermittelnde Resistenz des Vektors ins
Genom integriert. Solche Tetracyclin-resistente Transkonjuganten wurden
verworfen. Tetracyclin-sensitive, doppelt rekombinierte Transkonjuganten
wurde in einem weiteren Durchgang vereinzelt und anschlieBend bei —80°C
gelagert.

2.10.8 Amplifikation von DNA mittels der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

Zur Vervielfaltigung von DNA-Stucken und besonders zum Einfligen neuer
Restriktionsschnittstellen fur die Ligation wurde die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) verwendet. Routineméaiig wurden 500 pg DNA und stéchiometrische
Mengen der beiden Primer (5 pM) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte im
Reaktionspuffer des Herstellers und in Gegenwart einer Mischung aus dNTPs,
wobei die Endkonzentration jedes einzelnen dNTP 250 pM betrug. Das
Endvolumen der Ansatze umfasste 100 pl wenn Pfu-Polymerase oder 25 pl
wenn Tag-Polymerase verwendet wurde. In einem programmierbaren Heizblock
("Cycler") durchlief die Probe dann ein Temperaturprogramm mit Gblicherweise
30 Zyklen. Die Temperaturschritte betrugen:

5 min bei 95°C,
dann Zyklen von 45 sec bei 95°C
1 min bei der flr das Primerpaar optimalen
Bindungstemperatur
Inkubation bei 72°C je nach Templategréi3e
(2,5 min/kb bei Pfu-Polymerase oder 1 min/kb
fir Tag-Polymerase)

gefolgt von einem abschlieBenden Elongationsschritt von 10 min bei 72°C.



Material und Methoden 29

2.10.9 DNA-Sequenzierung

DNA wurde nach der Kettenabbruchmethode von Sanger (Sanger et al.,
1977) mit Didesoxynukleotiden und [*S]-dATP (Amersham Buchler,
Braunschweig) sequenziert. Flr die Sequenzierungsreaktion wurde der
"Sequenase 7-deaza dGTP Sequencing Kit" der Firma Amersham Buchler
(Braunschweig) verwendet. Die Elektrophorese wurde mit einem Hoefer SQ3
Sequencer (Pharmacia, Freiburg) durchgefihrt. Ein Teil der DNA-

Sequenzierung wurde von der Firma Meixner, Berlin durchgefuhrt

2.10.9.1 Sequenzierungsreaktion

Fir eine Sequenzierungsreaktion wurden 5 pg denaturierte DNA
eingesetzt. Dazu wurde 5 pg doppelstrangiger DNA in einem Volumen von 30 pl
mit 7,5 pl Denaturierungslésung (2 M NaOH, 2 mM EDTA) vermischt und 30
min bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 6,6 pl 3 M Natriumacetatlésung,
pH 4,6 und 120 pl eiskalter Ethanol zugegeben und 20 min bei -80 °C inkubiert.
Die denaturierte DNA wurde durch 15 min Zentrifugation bei 15000xg
sedimentiert, mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und getrocknet.
Die Sequenzierungsreaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellers
(Amersham Buchler, Braunschweig) mit [°S]-dATP (Amersham Buchler,
Braunschweig) durchgefihrt. Die radioaktiv markierte DNA wurde bis zur

Elektrophorese bei -20 °C aufbewahrt.

2.10.9.2 Elektrophorese

Der Zusammenbau des Hoefer SQ3 Sequencers erfolgte nach Vorschrift
des Herstellers. Damit sich das Gel nach der Elektrophorese leichter von der
Glasplatte 16st, wurde auf die Innenseite einer der Glasplatten Repel-Silane
(Pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Die filtrierte Gellésung wurde nach Zugabe
von 1 ml 10 % APS und 25 yl TEMED zwischen die Glasplatten gegossen und
Uber Nacht bei RT polymerisiert. Nach dem Einsetzen der Glasplatten in die
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Apparatur wurde in einem Vorlauf das Gel bei 60 W auf 55 °C erwarmt. Vor
dem Auftragen wurden die Proben 2 min bei 75 °C inkubiert. Die
Elektrophorese lief 1,5-6 h bei 60 W. Nach der Elektrophorese wurde das Gel
auf Whatman 3MM Papier in einem Hoefer SE1160 Geltrockner (Pharmacia,
Freiburg) bei 80 °C im Vakuum getrocknet. Um die radioaktiv markierte DNA
sichtbar zu machen, wurde das getrocknete Gel mindestens 2 Tage an einen
Kodak BIOMAX MR1 Réntgenfilm (Sigma, Deisenhofen) gepresst und wie in
2.10.9.3 beschrieben entwickelt.

Gellésung: 30 ml Protogel (Biozym, Oldendorf)
7,5 ml 20 x TBE-Puffer
63 g Harnstoff (Roth, Karlsruhe)
ad 150 ml H,O

Tankpuffer: 1x TBE

20xTBE-Puffer 216 g Tris
110 g H,BO,
80 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
ad11H,0

2.10.9.3 Entwicklung des Rontgenfilms

Zur Entwicklung des Rontgenfilms wurde dieser nach der Exposition 3-5
min in Entwickler-Losung (GBX Developer; Sigma, Deisenhofen) gelegt,
anschlieBend kurz in H,O gewaschen und schlieBlich 1-3 min in
Fixierungslésung (GBX Fixer; Sigma, Deisenhofen) geschwenkt. Danach wurde

nochmals kurz mit H,O gewaschen und der entwickelte Film getrocknet.



Material und Methoden 31

2.10.10 DNA-Analyse Software und Internetdienste

DNA- und Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe verschiedener
Versionen des BLAST-Algorithmus (Altschul et al., 1990) mit den Sequenzen
der Datenbanken am "National Center for Biotechnology Information NCBI",
USA verglichen (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Das Suchergebnis lieferte
Hinweise auf mégliche Strukturen und Funktionen &hnlicher Gene und
Genprodukte. Zur Vorhersage von Offenen Leserahmen (ORFs) wurde das
Programm ORF-Finder verwendet (http://bioinformatics.org/sms/orf_find.html).
Proteinalignments wurden mit dem Programm Clustal W (Thompson et al.,
1994) durchgefiihrt. Das Auffinden und Markieren von Ubereinstimmenden
Aminosauren wurde mit dem Programm BoxShade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) vorgenommen. Zur Suche
nach Sequenzmotiven in Proteinsequenzen wurde die PROSITE Datenbank
(Bairoch et al., 1997) verwendet. Fir allgemeine DNA-Analysen wurde das

Programm OMIGA der Firma Oxford Molecular Ltd. verwendet.

2.11 Proteinchemische Arbeiten

2111 Native PAGE von Proteinen

Zur Auftrennung von Proteinen im nativen Zustand wurde ein 20%T;
2,7%C-Trenngel, das mit einem 4%T; 2,7%C- Sammelgel Uberschichtet war,
benutzt (Jackowski & Rock, 1983). Flr das Trenngel wurden auf 10 ml einer
30%T; 2,7%C-Monomerstammlésung 1,2 ml H,O, 3,75 ml 4 x Laufpuffer, 60 pl
10% APS und 17,5 yl TEMED zugegeben. Fir das Sammelgel wurden auf 1 ml
einer 30%T; 2,7%C-Monomerstammldsung 4,55 ml H,0, 1,88 ml 4 x
Sammelpuffer, 30 pl 10% APS und 10 pyl TEMED zugegeben. Die Proben
wurden mit dem 2 x Auftragspuffer gemischt und die Gele bei RT mit einer
Spannung von 100 V fir 2 h entwickelt.

4 x Laufpuffer: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
(PAGE)



Material und Methoden

32

4 x Sammelpuffer:
(PAGE)

2 x Auftragspuffer:
(Native PAGE)

2.11.2 SDS-PAGE

500 mM Tris/HCI, pH 6,8

20% Glycerin (w/v)

in 4 x Laufpuffer

2% (v/v) einer gesattigten
Bromphenolblaulésung in EtOH

Die Auftrennung von Proteingemischen aufgrund ihres relativen

Molekulargewichts unter reduzierenden Bedingungen erfolgte mittels

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Die

Auftrennung wurde mit Acrylamid/Bisacrylamid-Sammelgelen von 4% und

Trenngelen von 5; 7,5; 12 oder 15% durchgefuhrt.

Pipettierschema fir SDS -Polyacrylamid-Gele:

Lésungen Sammelgel | Trenngel 5% | Trenngel 7.5% | Trenngel 12% | Trenngel 15%
4%
AA/BIS 3,2 mi 4,6 mi 6,9 mi 8,9 mi 10,85 ml
1 M TRIS/HCI - 7,5 mi 7,5 mi 7,5 mi 7,5 mi
(PH 8,7)
1 M TRIS/HCI 1,25 mi
(pH 6,8)
SDS (10%) 0,1 mi 0,1 mi 0,1 mi 0,1 mi 0,1 mi
ddH,O 5,5 ml 7,7 ml 5,4 ml 3,4 ml 1,4 ml
TEMED 25yl 70 pl 70 pl 70 pl 70 pl
APS (10%) 50 pl 17 pl 17 pl 17 pl 17 pl

Die Proteinlysate wurden mit 2 x Auftragspuffer versetzt und vor dem

Auftrag auf das Gel 5 min auf 95°C erhitzt. Zur Analyse von Proteinlysaten

unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden diese in Auftragspuffer ohne 3-

Mercaptoethanol aufgenommen und nicht aufgekocht. Die Gele wurden bei RT

mit einer Spannung von 100 V fur 1-2 h entwickelt.
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AA/BIS: 30% (w/v) Acrylamid, 0.8% (w/v) Bisacrylamid
(Roth, Karlsruhe)

2 x Auftragspuffer: 20% Glycerin (w/v)
(SDS-PAGE) 8% (w/v) SDS
2% (v/v) Mercaptoethanol
2% (v/v) einer geséattigten
Bromphenolblaulésung in EtOH

in 4 x Laufpuffer

Tankpuffer: 25 mM Tris
(SDS-PAGE) 192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

2.11.3 Tricin-Gele

Zur Auftrennung von kleinen Proteinen im denaturierten Zustand wurde
eine SDS-PAGE nach Schéagger und von Jagow (Schagger & von Jagow, 1987)
durchgeflihrt. Dabei wurde ein 16,5%T; 6%C-Trenngel benutzt, das mit einem
4%T; 3%C-Sammelgel Uberschichtet war. Fur das Trenngel wurden auf 5 ml
einer 49,5%T; 6%C-Monomerstammlésung 5 ml H,O, 5 ml Gelpuffer, 4 g
Glycerin (100%), 75 pl 10% APS und 7,5 pl TEMED zugegeben. Fir das
Sammelgel wurden auf 500 pl einer 49,5%T; 3%C-Monomerstammldsung 4,2
ml H,0, 1,55 ml Gelpuffer, 32 pl 10% APS und 3,2 yl TEMED zugegeben. Die
Proben wurden mit 2 x Auftragspuffer gemischt und vor dem Lauf fir 30 min bei
40°C inkubiert. Die Gele wurden bei einer Temperatur von 10°C zuerst fir 80
min bei 20 V und dann, bis der Bromphenolblau-Marker die untere Gelkante

erreichte, bei einer Spannung von 35 V entwickelt.

Gelpuffer: 3 M Tris
(Tricin-PAGE) 0,3% (w/v) SDS
pH 8,45 mit HCI eingestellt
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Anodenpuffer: 0,2 M Tris

(Tricin-PAGE) pH 8,9 mit HCI eingestellt
Kathodenpuffer: 0,1 M Tris

(Tricin-PAGE) 0,1 M Tricin

0,1% (w/v) SDS

2 x Auftragspuffer: 8% (w/v) SDS

(Tricin-PAGE) 24 % (w/v) Glycerin
100 mM Tris/HCI, pH 6,8
2% (v/v) einer gesattigten
Bromphenolblaulésung in EttOH

2% (v/v) Mercaptoethanol

2.11.4 Farben von Proteingelen

2.11.4.1 Coomassiefarbung

Die Polyacrylamidgele wurden mit Serva blue G nach der Vorschrift von
Schéagger und von Jagow (Schagger & von Jagow, 1987) gefarbt. Die Gele
wurden zum Fixieren der Proteine fir 30 min in einer Lé6sung aus 50% MeOH
und 10% HAc geschuttelt. Gefarbt wurde dann far 1 h mit einer 10% HAc, die
0,025% (w/v) Serva blue G enthielt. Entfarbt wurden die Gele mit 10% HAc Gber

2 h, wobei alle 30 min die L6sung erneuert wurde.

2.11.4.2 Silberfarbung

Silberfarbung von Proteingelen wurde nach der Vorschrift von Nesterenko

(Nesterenko et al., 1994) nach dem folgenden Schema durchgefiihrt

Fixierung 1,5 mI TCA (50%), 25 pl 37% HCHO in 60 ml 50% Aceton 5 min
Spllen Aqua bidest. 3 x5 sec
Waschen Aqua bidest. 5 min

Spllen Aqua bidest. 3 x5 sec
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Vorbehandlung 60 ml 50% Aceton 5 min
Vorbehandlung 100 pl 10% Na,S,0, * 5 H,O in 60 ml Aqua bidest. 1 min
Spllen Aqua bidest. 3 x5 sec
Impragnieren 800 pl 20% AgNO,, 600 pl 37% HCHO

in 60 ml Aqua bidest. 8 min
Spllen Aqua bidest. 3 x5 sec
Entwickeln 1,2 g Na,CO,, 25 pl 37% HCHO,

25 pl 10% Na,S,0, * 5 H,0 in 60 ml Aqua bidest. 10-20 sec
Stopp 1% HAc in Aqua bidest. 30 sec
Spllen Aqua bidest. 3x 15 sec
2.11.5 Blotten von Proteingelen

Zum Blotten der Proteine wurde die Semi-Dry-Blottingapparatur Multiphor
der Firma Amersham Bioscience benutzt. Als Blottingpapier wurde 3MM der
Firma Whatmann benutzt. Die Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran
BA83, 0,2 um der Firma Schleicher und Schiill geblottet. Nachdem die
Apparatur nach Herstellerangaben vorbereitet worden war, wurde mit dem
Blottingpuffer bei 0,8 mA/cm? Blotflache fiir 2 h geblottet

2.11.6 Blotten von Proteingelen nach radioaktiver Markierung

von Proteinen.

Zum Blotten radioaktiv markierter Proteine wurde die Nafl3blotapparatur
Mighty Small Transfer Electrophoresis Unit der Firma Hoefer benutzt. Als
Blottingpapier wurde 3MM der Firma Whatmann benutzt. Die Proteine wurden
auf eine Nitrocellulosemembran BA83, 0,2 um der Firma Schleicher und Schill
geblottet. Nachdem die Apparatur nach Herstellerangaben vorbereitet worden
war, wurde mit dem Blottingpuffer bei 250 mA flr 1 h geblottet.
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2117 Immundetektion von immobilisierten Proteinen (Western
Blot)

Nach dem Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran werden im

Einzelnen folgende Schritte durchgefihrt:
- Blocken der Membran mit einer 1% BSA-Lésung in PBS bei 4°C Uber Nacht

- 2 mal 1 Stunde waschen der Membran mit PBS-Tween (0,5% Tween 20)

- Inkubation mit prim&rem Antikérper (verdiinnt in PBS-Tween) fir 2 Stunden bei RT

- Die Membran kurz mit H,O waschen

- 2-mal 15 Minuten waschen der Membran mit PBS-Tween (0,5% Tween 20)

- Inkubation mit sekundédrem Antikérper (verdiinnt in PBS-Tween) fir 1 Stunden bei RT
- Die Membran kurz mit H,O waschen

- 2-mal 15 Minuten waschen der Membran mit PBS-Tween (0,5% Tween 20)

Farben der Membran mit BCIP/NBT Férbetabletten der Firma Sigma nach

Angaben des Herstellers.

2.11.8 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden mit der Biuret-Methode nach Itzhaki und Gill
durchgeflhrt (Itzhaki & Gill, 1964.). Fir die Reaktionslésung wurden 315 mg
CuSO,*5 H,0 und 1,5 g Kalium-Natriumtartrat in 125 ml H,O gelést.
AnschlieBend wurden 75 ml 10% NaOH und 250 mg KJ zugegeben und die
Lésung mit H,O auf 250 ml aufgefullt. Fur die Messung wurden 833,3 pl der
Reaktionslésung mit 166,7 pl der Probe gemischt und fir 20-30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Extinktion bei 540 nm gemessen. Die Eichgerade

wurde mit BSA als Standardprotein erstellt.
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2.11.9 Zellaufschluss

2.11.9.1 French-Press-Aufschluss

Die Zellen von E. coli oder S. meliloti wurden in 1/10 Vol. der
ursprunglichen Kulturfliissigkeit mit Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8,
100 mM KCI) aufgenommen. Die Zellsuspensionen wurden dann durch drei
French-Press-Passagen bei 20000 psi aufgeschlossen. AnschlieBend wurden
Zelltratmmer und nicht aufgeschlossene Zellen durch Zentrifugieren bei 6000xg
und 4°C far 30 min abgetrennt. Der so erhaltene Rohextrakt wurde entweder

bei -20 °C eingefroren oder sofort weiterverarbeitet.

211.9.2 Zellaufschluss mit Lysozym

Die im Lysispuffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8; 25% (w/v) Sucrose; 5 mM
EDTA; 10 mM DTT) resuspendierten Zellen wurden mehrmals bei —20°C
eingefroren und auf Eis aufgetaut. Nach dem letzten Auftauen wurde 1/5 Vol.
einer Lysislésung (250 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM DTT; 5 mg/ml Lysozym)
zugegeben und der Ansatz fir 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 2/5 Vol.
einer 100 mM EDTA-L&6sung (pH 8,0), die 10 mM DTT enthielt, zugegeben und
erneut fur 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 7000xg
fir 5 min zentrifugiert und die Uberstande fiir die weiteren Untersuchungen

verwendet.

2.11.10 Aufreinigung des RkpF-Proteins

2.11.10.1 Isopropanolfallung
Zu dem auf 4°C temperierten Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)pTB1003

(Epple, 1995) wurde langsam, unter Ruhren, die entsprechende Menge kalten
Isopropanols (4°C) zugetropft. Nach der Isopropanolzugabe wurde noch kurz
geruhrt und die Lésung dann fir 1 h bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde bei

6000xg fiir 30 min zentrifugiert und der Uberstand in einen Rundkolben



Material und Methoden 38

Uberflihrt. Bei einer Wasserbad-Temperatur von 40°C wurde die LOsung am
Rotationsverdampfer eingeengt, bis der Anteil an Isopropanol kleiner als 5%

war.

2.11.10.2 Chromatografie an DEAE 52-Cellulose

Fur die weitere Isolierung des RkpF-Proteins wurde dem Uberstand der
Isopropanolféllung CHAPS (1 mM) zugegeben. Die L&sung wurde mit einer
Flussrate von 10 ml/h auf eine 30 ml DE 52-S&ule (Durchmesser 1,5 cm)
aufgetragen. Die Saule wurde anschlieBend mit 90 ml Puffer (50 mM Tris/HCI
pH 8.0; 1 mM CHAPS) gewaschen. Die Elution wurde mit einem linearen NaCl-
Gradienten (90 ml) von 0-1 M bei einer Flussrate von 19 ml/h durchgefihrt. Die
Elution der Proteine wurde mit einem Durchflussfotometer bei 254 nm verfolgt.
Der Gradient wurde mit einem Leitfahigkeitsdetektor Uberprift. Es wurden
Fraktionen mit der GréBe von 1,5 ml gesammelt. Die Fraktionen in denen der
Anteil von RkpF Uber 90% lag wurden vereinigt.

2.11.10.3 Aufkonzentrieren von RkpF-Pools

Die RkpF enthaltenden Proben wurden mit Puffer (100 mM Tris/HCI, pH
8,0; 2 mM CHAPS) verdiinnt bis die Konzentration an NaCl in der Probe unter
50 mM lag. Dann wurde die Probe mit einer Flussrate von 25 ml/h auf eine 10
ml DE52-Séaule (Durchmesser 1 cm) aufgetragen. Nach dem Waschen der
Saule mit 20 ml Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM CHAPS) wurden die
Proteine anschlieBend mit 800 mM NaCl (in 100 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM
CHAPS) eluiert. Die gesammelten Fraktionen (0,75 ml) wurden in der nativen
PAGE analysiert.

2.11.10.4 Gelfiltration von RkpF

Zur Gelfiltration von RkpF wurde eine Saule (Durchmesser 2,6 cm; Lange
90 cm) mit 475 ml (60 g) G50-Superfine (Pharmacia) in einem Puffer mit 25 mM
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Tris und 192 mM Glycin (Laufpuffer der nativen PAGE) gefullt. Die Proben
wurden mit Saccharose gemischt und in einem minimalen Volumen auf die
Saule aufgebracht. Die Chromatografie wurde mit einer Flussrate von 36 ml/h

durchgefuhrt und es wurden Fraktionen zu 5,5 ml gesammelt.

2.11.10.5 In vitro-Markierung von RkpF durch radioaktives
CoA

Far die in vitro-Markierung von Holo-RkpF wurde die prosthetische Gruppe
von radioaktivem CoA mit der gereinigten Holo-ACP-Synthase (Lambalot &
Walsh, 1995) auf Apo-RkpF Ubertragen. Verschiedene Proteinmengen von
Apo-RkpF in 10 mM Tris/HCI pH 8,0 wurden mit 40 mM DTT, 25 mM MgCl,, 3
pM CoA, 500 pM [°H]-CoA und 100 pg Holo-ACP-Synthase in einem Volumen
von 100 pl far 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl einer BSA-
Lésung (12,5 mg/ml) zugegeben und die Proteine mit 800 pl kalter 10%-igen
TCA gefallt. Die Proben wurden dann fir 5 min bei 12000xg zentrifugiert und
das Pellet noch zweimal mit jeweils 800 pl kalter TCA-L&sung (10%)
gewaschen. Nachdem das TCA vollstandig entfernt worden ist, wurden die
Pellets in 100 pl 1 M-Tris-L6sung gel6st und die Menge an Radioaktivitat in

einem Szintillationszahler bestimmt.

2.11.10.6 Konversion von Apo- zu Holo-RkpF

Fur die Konversion von der Apo- in die Holo-Form des RkpF-Proteins
wurden 4 nmol Apoform mit 0,6 nmol der nach Lambalot und Walsh (Lambalot
& Walsh, 1995) gereinigten Holo-ACP-Synthase, 10 mM DTT, 5 mM MgCI, und
300 pM CoA bei 37°C flr 2 h inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurde
EGTA (pH 8,0) bis zu einer Endkonzentration von 80 mM zugegeben.
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2.11.10.7 Nachweis von RkpF in Mutanten von Sinorhizobium
meliloti AK631

Die zu untersuchenden Mutanten von S. meliloti AK631 wurden in 20 ml
TY-Medium bis zu einer OD,,
1 ml Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0) resuspendiert. Zur Induktion des
plasmidkodierten RkpF wurde in den entsprechenden Kulturen 5 pg/ml

=1,2 gezlchtet. Die Zellen wurden geerntet und in

Tetracyclin zum Medium zugegeben. Die Zellen wurden durch zwei French-
Press-Passagen bei 20000 psi aufgeschlossen. Zelltraimmer wurden durch
Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand bei —20°C eingefroren. Zu je 150
pl dieser Rohextrakte wurden 225 pl Isopropanol zugegeben. Nach einer
Inkubation von 60 min bei 4°C wurden die Proben 20 min bei 7000xg und 4°C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden anschlieBend in der Speedvac getrocknet
und in 15 pl Puffer resuspendiert. Die Proben wurden auf einer 20% nativen
PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Der Blot
wurde mit Anti-Rkp-F (1:5000) und Anti-Rabbit (1:10000)-Antikdrpern
entwickelt.

2.11.11 In vivo-Markierung von Proteinen

2.11.11.1 Markierung mit B-[’H]Alanin

Fir die Markierung mit B-[°H]Alanin, das in die prosthetischen Gruppe 4 -
Phosphopantethein von ACPs eingebaut wird, werden die Proteine in E. coli
OG7001 exprimiert. OG7001 ist eine B-Alanin-auxothrophe Mutante von E. coli
BL21(DE3) (Epple et al., 1998). Aus einer Ubernachtkultur in M9, die 1 uM B-
=0,15

angeimpft. Nur eine der Kulturen wurde mit 3-Alanin supplementiert und das

Alanin enthielt, wurden zwei neue Kulturen in M9 mit einer OD,,
Wachstum der Kulturen wurde verfolgt, bis in der 3-Alanin-freien Kultur eine
Begrenzung des Wachstums durch den Mangel an 3-Alanin auftrat. Ein Teil der
B3-Alanin-limitierten Kultur wurde geerntet und in frischem M9-Medium zu einer

OD,,,=0,15 resuspendiert. Von dieser Kultur wurde 1 ml abgenommen und 1
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uM B-[°’H]Alanin zugegeben. Der restlichen Kultur wurde 1 pM B-Alanin
=0,3 wurde IPTG (100 pM)

zugegeben und die Zellen wurden nach weiteren 4 Stunden geerntet. Die

zugegeben und die OD,_, verfolgt. Bei einer OD

600 600

Zellpellets der markierten Kultur wurden 3-mal mit 1 ml M9-Medium gewaschen,
in 100 pl Puffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8; 25% (w/v) Sucrose; 5 mM EDTA; 10

mM DTT) resuspendiert und bei —20°C eingefroren.

2.11.11.2 Markierung mit [*S]Sulfat

Die Markierung von Proteinen mit [*°S] wurde analog zu der Markierung
mit [°H] durchgefiihrt. Das MgSO, des M9-Mediums wurde durch ein [*S]-
enthaltendes Sulfat ersetzt.

2.11.12 Autoradiografie

Zellulosenitratmembranen, auf die mit B-[’H]Alanin radioaktiv markierte
Proteine geblottet worden waren, wurden zweimal mit Autofluor (National
Diagnostics) bespriht. Die Membran wurde anschlieBend mit einem
Roéntgenfilm bei —80°C inkubiert.

2.12 Untersuchung von Polysacchariden

2.121 Isolierung von Polysacchariden

Die Isolierung von zellassoziierten Polysacchariden wurde nach der Mini-
Phenol-Wasser-Extraktionsmethode durchgefihrt (Reuhs et al., 1998). Es
wurden die Zellen aus 3 ml S. meliloti TY-Kulturen mit einer OD,,=0,6 geerntet.
Zur Entfernung der Exopolysaccharide wurden die Zellen mit H,O gewaschen.
Die Zellen wurden dann in 500 pl Puffer (50 mM Na,HPO, *7 H,O; 5 mM EDTA;
0,05% NaN,, pH 7) resuspendiert und intensiv gevortext. AnschlieBend wurden
500 pl einer 90%-gen Phenol-Lésung zugegeben und die Proben fur 15 min bei

65°C inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wurden die Proben alle 3 Minuten
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gevortext und anschlie3end 5 min im Eisbad abgekuhlt. Nach einer
Zentrifugation (5 min, 10000xg, 4°C) wurde die wassrige Phase abgenommen,
gegen Aqua bidest. dialysiert (MWCO 12000-14000) und in der Speedvac

getrocknet.

2.12.2 Gelelektrophorese von Polysacchariden

Die getrockneten Polysaccharide wurden in 20 pl Probenpuffer geldst und
auf 18%-DOC-PAGE-Gelen analysiert (Reuhs et al., 1998). Die Gele wurden

wie folgt hergestellt:

Lésung Sammelgel Trenngel
Monomer-Lésung (37,5:1) 750 pl 7,68 ml
Roth
Laufpuffer - 3,2
Sammelpuffer 1,59 ml -
H,O 5,62 ml 5,12 ml
APS (10%) 40 pl 28,5 yl
TEMED 10,5 pl 6,25 pl
Gesamtvolumen 7 ml 16 ml

Laufpuffer

Sammelpuffer

Tankpuffer

Probenpuffer

Nach einem Vorlauf mit 15 mA/Gel fir 10 min werden 1,5 pl der Proben

aufgetragen und die Gele bei konstanter Stromstarke fir 70 min entwickelt.

22,71 g Tris /100 mI H,O pH 8,8 (1,87 M)

7,69 g Tris / 100 ml H,0 pH 6,8 (0,63 M)

2,7 g Glycin (290 mM), 4,5 g Tris (37 mM),
2,5 g Natriumdeoxycholat (6 mM) /1000 ml H,O

800 pl Sammelpuffer mit 80 mg Glycerin und
15 pl einer gesattigten Bromphenolblaulésung in

EtOH
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2123 Farben von Polysacchariden in DOC-PAGE-Gelen

Fir die Alcian Blau-Behandlung (Reuhs et al., 1998) wurden die Gele

sofort nach dem Gellauf wie folgt behandelt:

- 30 min sanftes Schutteln in 0,005% Alcian Blau (in 40% ETOH und 5% HAc)

- erneuern der Alcian Blau-Lésung und Uber Nacht schitteln

- waschen in Aqua bidest fir 1 min

- oxidieren der Polysaccharide mit 0,7% Natriummetapersulfat
- 5-mal fiir 5 min waschen in Aqua bidest

AnschlieBend wurde eine Silberfarbung durchgefiihrt:
Impragnieren 800 pl 20% AgNO,, 600 pl 37% HCHO
in 60 ml Aqua bidest.

Spiilen Aqua bidest.
Entwickeln 1,2 g Na,CO,, 25 pl 37% HCHO,
25 pl 10% Na,S,0, * 5 H,0 in 60 ml Aqua bidest.
Stopp 1% HAc in Aqua bidest.
Splen Aqua bidest.

2.13Isolierung von Metaboliten
2.13.1 Extraktion von Metaboliten

2.13.1.1 Extraktion durch Umesterung

8 min

3 x5 sec

10-20 sec
30 sec
3x 15 sec

Wasserfreier saurer Methanol wurde durch das Einleiten von HCI-Gas in

Methanol erzeugt. Zellpellet aus 1 ml M9-Kultur des zu analysierenden E. coli

43

Stamms wurden mit 100 pl wasserfreiem saurem Methanol (1 N) versetzt und in

einem verschlossenen Glasgefal3 20 min bei 80°C inkubiert. Dann wurden 100
pl 2 M NaCl zugegeben und die Probe 2-mal mit 600 pl CH,CI, extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden am Stickstoffstrom getrocknet, die

Ruckstande in 100 pl CH,CI, geldést und bei —20°C eingefroren.
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2.13.1.2 Extraktion mit Ethylacetat

Fur die Extraktion wurde das Zellpellet aus 2 ml M9-Kultur des zu
analysierenden E. coli-Stamm 2-mal mit 6 ml Ethylacetat (mit 1% HAc)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden am Stickstoffstrom
getrocknet, die Ruckstande in 100 pl CH,CI, geldst und bei —20°C eingefroren.
Fur die Extraktion von gréBeren Kulturen wurde am Ende der Induktionsperiode
der Kultur ein Vol. Ethylacetat (1%HAc) zugesetzt und Uber Nacht geschttelt.
Am néchsten Tag wurde die Kultur nochmal mit 2 Vol. Ethylacetat (1%HACc)

extrahiert und die organischen Phasen vereint.

2.13.2 Dunnschichtchromatografische Auftrennung von

Extrakten

Die Extrakte wurden mit Hilfe von Kristallspitzen auf den unteren Bereich
einer Dunnschichtchromatografie-Platte (HPTLC silica gel 60 F254 von Merck,
Darmstadt; oder Reverse Phase C18-Silica Chromatografie-Platten)
aufgetragen. Als Laufmittel wurden verwendet: CHCI,:MeOH:H,O (14:6:1);
CHCI:MeOH:HAc (13:5:2); Hexan:Diethylether (85:15);
Hexan:Diethylether:HAc (85:15:1); Acetonitril:H,O (55:45); die oberen Phase
des Gemisches aus Ethylacetat:EtOH: 15% Amoniumoacetat (pH 9,6) (9:4:8)
oder Ethylacetat:EtOH:HAc (17:2:1). Die HPTLC-Platten wurden nach
dunnschichtchromatografischen Auftrennung fir 1 h getrocknet und dann

autoradiografiert.

2.13.3 [1-"*C]Acetat-Markierung

Zur Markierung von Metaboliten mit [1-'“C]Acetat wurden die
entsprechenden E. coli-Stdmme in M9-Medium gezichtet. 20 ml M9 wurden mit
200 pl aus einer Uberernachtkultur angeimpft und die OD,,
OD,_,=0,28 wurden die Kulturen mit IPTG (100 uM) induziert. Teilen oder der
gesamten Kulturen wurde dann 2 pl [1-'*C]Acetat (7,4 kBg/ul) pro ml

verfolgt. Bei einer

600
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Kulturvolumen zugegeben. Nach 4 Stunden wurden die Zellen geerntet und das
Pellet zweimal mit M9-Medium gewaschen. Die Pellets wurden dann bei —20°C

eingefroren.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierungen und Sequenzierungen

Wenn keine anderen Angaben gemacht werden, so bezieht sich die
Nummerierung von DNA-Bereichen auf den Genbankeintrag X64131 (Petrovics
et al., 1993)

3.1.1 Klonierungen zur heterologen Expression

3.1.1.1 Klonierung von rkpABCDEF zur heterologen

Expression

3.1.1.1.1  Klonierungsstrategie

Um die Gene rkpABCDEF unter der Kontrolle des T7-Promotors
induzierbar in E. coli zu exprimieren, sollten diese in den Vektor pET9a kloniert
werden. Da eine Klonierung des gesamten DNA-Bereichs aufgrund von
internen Schnittstellen fur BamHI nicht méglich ist, waren drei aufeinander
folgende Klonierungsschritte notwendig (Abb. 1). Flr einen ersten
Klonierungsschritt sollte mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) und
entsprechender Oligonukleotide (0TB3 und 0TB4) der Anfang des rkpA-Gens
(367 - 1387) so amplifiziert werden, dass am Anfang des Segmentes eine NdelF
Schnittstelle und am Ende eine BamHI-Schnittstelle entstand. Das PCR-
Fragment wurde mit Ndel und BamHI verdaut und in die Ndel/BamH|
Schnittstellen des pET9a-Vektors kloniert um ein pET9a-Derivat, (Plasmid I) zu
erhalten, welches den Anfangsteil des rkpA-Gens (rkpA’) enthélt. Die durch
PCR eingefugte rkpA*-Teilsequenz wurde durch DNA-Sequenzierung bis zur
Kpnl-Schnittstelle (1044) auf Fehlerfreiheit Gberprift. In einem zweiten
Klonierungsschritt sollte mit Hilfe der PCR und entsprechender Oligonukleotide
(oTB5 und 0TB2) das Ende des rkpE-Gens und das rkpF-Gen (rkpE'F) so
amplifiziert werden, dass am Anfang des Segmentes eine Kpnl-Schnittstelle
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und am Ende eine BamHI-Schnittstelle entstand. Das PCR-Fragment wurde mit
Kpnl und partiell mit BamH| verdaut und ein 0,82 kb-Fragment wurde in die
Kpnl-BamHI-Schnittstelle des Plasmides | kloniert, um ein rkpA'™-, rkpE'F-
enthaltendes pET9a-Derivat (Plasmid Il) zu erhalten. Die durch PCR eingefligte
rkpE'F-Teilsequenz wurde durch DNA-Sequenzierung bis zur Bell-Schnittstelle
(6714) auf Fehlerfreiheiheit Gberprift. In einem dritten Klonierungsschritt sollte
das 5,7 kb groBe Kpnl/Bcl-Fragment der Komplementationsgruppe-I der rkp-1-
Region in die Kpnl/Bcll-Schnittstellen des Plasmides Il kloniert werden, um ein
Konstrukt (Plasmid Ill) zu erhalten, bei dem die gesamte
Komplementationseinheit-I der rkp-1-Region unter der Kontrolle des T7-

Promotors steht.

3.1.1.1.2  Klonierung von rkpA~

Mit den Oligonukleotiden oTBC3 und oTBC4 und pPP428 (Putnoky et al.,
1988) als Template-DNA wurde ein rkpA-enthaltendes PCR-Fragment erzeugt,
welches mit Ndel/BamHI zuerst in pUC19 (pTB1005) kloniert wurde. Die
Sequenzierung dieses Plasmides zeigte Abweichungen von der publizierten
Sequenz (Abb. 2). Eine Uberpriifung ergab, dass die Sequenz in pTB1005 mit
der des komplementierenden Kosmides pPP428 Ubereinstimmte. Anschlie3end
wurde rkpA“in pET9a umkloniert (pTB1007). Die veranderte Sequenz fihrt zu
einem Frameshift in einem Bereich von 6 Aminos&uren, sowie zu einer

zusétzlichen Aminoséure in RkpA (Abb. 2)

3.1.1.1.3  Klonierung von rkpE F
Das mit den Oligonukleotiden oTBC 2 und oTBC 8 amplifizierte 867 bp

PCR-Fragment wurde in zwei Schritten kloniert. Das PCR-Fragment wurde mit
Kpnl/BamHI geschnitten und das entstandene 441 bp-Fragment mit
Kpnl/BamHI in pTB1007 kloniert. Dieses Plasmid pTB1008 enthélt rkpA 'E “F. In
dieses Plasmid wurde dann das 426 bp BamHI-Fragment des PCR-Fragmentes
kloniert. Die Orientierung des Inserts wurde durch Restriktionsverdaus
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kontrolliert. Das korrekte Plasmid pTB1014 wurde durch Sequenzierung

Uberprift. Auch hier wurde eine Abweichung vom Genbankeintrag gefunden

48

(Abb. 3). Die gefundene Sequenz konnte auch im komplementierenden Kosmid
pPP428 bestatigt werden.

Plasmid 'I

K/Bcl

K/Bcl

Plasmid III

pT7

~

\‘r{cpA" rkpE' r;ch

~
~

rkpA rkpB rkpC rkpD  rkpE  rkpF
T T T 7
K Ba Ba Bcl Ba
oTB3 oTBS oTB2
T o A T
N Ba K Ba
PCR PCR
K
N/Ba N/Ba K/Ba
part. Ba

v

N K Bcl Ba Ba

Pe

Plasmid II
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Abbildung 1: Konstruktion eines rkpABCDEF-enthaltenden
Uberexpressionsvektors. Die einzelnen Klonierungsschritte sind im Text
beschrieben (3.1.1.1.1). Antibiotika-Resistenzen sind als schraffierte
Segmente, rkp-Gensequenzen als geschwérzte Bereiche dargestellt.
Fahnchen deuten Promotorsequenzen an. Abkirzungen: Km,
Kanamycin; pT7, Promotor der von T7-Polymerase erkannt wird.
Restriktionsstellen Kpnl (K), BamHI (Ba), Bcll (Bel) und Ndel (N) sind
angedeutet.

(A D G R R S

X64131 495 C AAT gCT gAA Cgg TCg ACg ATC gg CTg 520
A

\j
pTB1005 495 C AAT CT gAA Cgg TCg ACg ATC Cgg CTg 520
N L T V D D PN

A K R
X64131 1090 gCgCgAA gC ggg 1102

pTB1005 1090 gC gCg AAg CgCCggg 1105
A KR R
Abbildung 2: Sequenzunterschiede zwischen dem Genbankeintrag (X64131)

und dem Plasmid pTB1005. Veranderte Nukleotide sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Die veranderten Aminosauren sind schwarz hinterlegt.

T A L
X64131 7020 ACggCgCTgc 7300

pTB1014 7020 ACg gCg TCgc 7300

T AH

Abbildung 3: Sequenzunterschiede zwischen dem Genbankeintrag (X64131)
und dem Plasmid pTB1014. Veranderte Nukleotide sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Die veranderte Aminosaure ist schwarz hinterlegt.

3.1.1.1.4  Klonierung von rkpA, BCDEF in pET9a

367
Da Bcll ein methylierungssensitives Restriktionsenzym ist, wurde die DNA
fir diese Klonierung aus dem E. coli-Stamm JM110 isoliert. Das 5,66 kb

Kpnl/Bcell Fragment aus pTB1041 wurde in pTB1014 eingesetzt. Das erhaltene
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Plasmid pTB1044 enthalt die Gene rkpA, BCDEF unter der Kontrolle des T7-

Promotors.

367

3.1.1.1.5 Klonierung von rkpA, BCDEF in pET9a

262
Da eine erneute Analyse der ORFs in der Komplementationsgruppe-| der
rkp-1-Region (3.1.2.2) auch einen alternativen Translationsstartpunkt fir RkpA
bei 262 vermuten liel3, wurde auch diese Variante zur heterologen Expression
kloniert. Das 778 bp Ndel/Kpnl-Fragment aus pTB1030 wurde in pTB1014
eingesetzt. Das resultierende Plasmid pTB 1040 enthalt die Gene rkpA,,,"E"F.
In pTB1040 wurde dann das 5,66 kb Kpnl/Bcll Fragment aus pTB1041
eingesetzt. Das erhaltene Plasmid pTB1047 enthélt die Gene rkpA,,,-F unter

der Kontrolle des T7-Promotors.

3.1.1.1.6  Klonierung von rkpA, BCDEF in pET9a

114
Ein weiterer alternativer Translationsstartpunkt fir RkpA bei 114 (siehe
3.1.2.2) wurde ebenfalls zur heterologen Expression kloniert. Das 1 kb
Xbal/Kpnl-Fragment aus pTB1085 wurde in pTB1044 eingesetzt. Das
resultierende Plasmid pTB1090 enthélt die Gene rkpA,,,BCDEF unter der

Kontrolle des T7-Promotors.

3.1.1.2 Klonierung einzelner ORFs fiir die heterologe

Expression

3.1.1.2.1  Klonierung von rkpA

Ein 840 bp groBes Kpnl/Bgll-Fragment des PCR-Produktes der
Oligonukleotide oTBC7 und oTBC100 wurde in die Kpnl/BamHI-Schnittstellen
von pTB1007 kloniert. Das resultierende Plasmid pTB1017 enthalt das rkpA,,.-

Gen unter der Kontrolle des T7-Promotors. In diesem Plasmid wurden dann mit
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Ndel/Kpnl die alternativen Startpunkte von rkpA ausgetauscht. So enthélt
pTB1030 das rkpA,..-Gen und pTB1085 das rkpA,,,-Gen

262

3.1.1.2.2  Klonierung von rkpF,

Die Analyse der ORFs in der Komplementationsgruppe | der rkp-1-Region
(3.1.2.2) zeigte, dass auch eine um 4 Aminosauren gréBere Variante des RkpF-
Proteins mdglich ist. Wenn RkpF in den Konstrukten mit rkpA-F exprimiert wird,
sollte sich RkpF in seiner naturlichen Form bilden. Um zu sehen ob die 4
zusétzlichen Aminosauren das Laufverhalten in der Nativen-PAGE beeinflussen
wurde die rkpF,-Variante ebenfalls kloniert. Dafir wurde das PCR-Produkt der
Oligonukleotide oTBC2 und oTBC113 in den pET9a-Vektor kloniert. Die

Sequenz im Plasmid pTB1025 wurde durch Sequenzierung Uberpruft.

3.1.2 Analyse der ORFs in der Komplementationsgruppe |

3.1.2.1 Sequenzabweichungen zum Genbankeintrag X64131

Neben den in den Abbildungen 2 und 3 bereits gezeigten
Sequenzabweichungen traten weitere auf. Bei der Kontrolle des Plasmides
pTB1041 mit verschiedenen Restriktionsenzymen fiel auf, dass das
Bandenmuster des BamHI-Verdaus nicht den Erwartungen entsprach. Die
Sequenzierung ergab die in Abb. 4 dargestellten Abweichungen vom
Genbankeintrag. Da eine der Veranderungen im mutmaBlichen Stoppcodon von
RkpB auftrat, wurde die gesamte Komplementationsgruppe-I| einer erneuten in
silico-Analyse unterzogen. Bei einer BLAST-Analyse fiel auf, dass in einem
andern Leseraster auch ,Upstream* des publizierten Startpunktes von RkpA
noch eine Homologie zu Polyketidsynthasen bestand (Abb. 5). Eine
Sequenzierung des entsprechenden Bereiches ergab, dass durch eine
zusétzliche Base (G210) im Genbankeintrag eine Verschiebung des

Leserasters vorlag.
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RkpB RkpC

R P A AR M R R | e

X64131 2731 Cgg CCg gCg gC A'AI'gA CCg ATg CgA (qgg ATC CTC TTC 2767

Y
pTB1041 2731 Cgg CCg gCg gCC A CgA CCg ATg CgA Cgg ATC TCTTC 2767

R P A A ILINNEEPESYNSEEE N G

RkpB/C

Abbildung 4: Sequenzunterschiede zwischen dem Genbankeintrag (X64131)
und dem Plasmid pTB1041. Veranderte Nukleotide sind durch Pfeile
gekennzeichnet. Die veranderten Aminosauren sind schwarz hinterlegt.
Die BamHI-Schnittstelle ist eingerahmt.

[]>gi|31044143|gb|AAP42855.1 NanAl [Streptomyces nanchangensis]
Length = 2902

Score = 32.7 bits (73), Expect = 2.6
Identities = 13/27 (48%), Positives = 19/27 (70%)
Frame = +3

Query: 120 VEIIGRACLAPGAKSPQALFEILRQGEK 200
V I+G AC PGAR P+A +++LR G+
Sbjct: 24 VAIVGLACRLPGAPDPEAFWRLLRAGE 50

[>gil49146124|ref|¥P 025562.1 Type I modular polyketide synthase [Mycobacterium ulcerans]

9i|42414758 |emb|CAR46851.1| Type I modular polyketide synthase [Mycobacterium ulcerans]
Length = 16990

Score = 32.0 bits (71), Expect = 4.4
Identities = 12/26 (46%), Positives = 17/26 (65%)
Frame = +3

Query: 120 VEIIGRACLAPGAKSPOALFKILRQG 1397
V ++G +C PGA P AL+ +LR G
Sbjct: 20 VAVVGHMSCRVPGASDPDALWALLRDG 45

Abbildung 5: Ausschnitt eines BLASTx-Ergebnisses (Altschul et al., 1990) mit
dem Bereich1-200 des Genbankeintrag (X64131) als Vergleichssequenz.
Gezeigt sind die Alignments der abgeleiteten Proteinsequenz mit NanAl
(Sun et al., 2003) und einer modularen Typ-I-Polyketidesynthase aus
Mycobacterium ulcerans (Stinear et al., 2004).

3.1.2.2 In silico-Analyse der Komplementationsgruppe-I|

3.1.2.2.1 Analyse der Genbanksequenz X64131

Die Analyse mit verschiedenen Programmen zum Auffinden von ORFs
lieferten Ubereinstimmende Ergebnisse. Diese Ubereinstimmenden Ergebnisse

wichen jedoch von den veréffentlichen Daten ab (Petrovics et al., 1993). Im
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Einzelnen wurde fir RkpA ein Startcodon bei 262, fir RkpD bei 5580 und fir
RkpF bei 7221 vorhergesagt.

3.1.2.2.2 Analyse der korrigierten Sequenz

Die Computeranalyse der korrigierten Sequenz weicht nur an Stellen von
der Analyse der Orginalsequenz ab, wo es zu Verschiebungen im Leseraster
kam. So beginnt der ORF fir RkpA bei 114, und durch die Sequenzanderung
im vorhergesagten Stoppkodon von rkpB entsteht ein neuer groBer ORF flr
RkpB/C. Die Unterschiede zwischen der verdffentlichten und der neu
vorgeschlagenen Organisation der Komplementationsgruppe-| sind in Abb. 6

dargestellt und in Tabelle 4 zusammengefasst.

T 1kb rkpBC rkpD rkpE rkpF
rkpAzg) > I 7>‘ :>[ >C:>
rhpAs67 ) rkpB = ripC v rkpD % ripE >5‘2
I LR 4 ¥ ]
04 K B N B Be

8000

Abbildung 6: Mégliche Offene Leserahmen im rkpABCDEF-Genkluster. Die
unterste der drei abgebildeten M&glichkeiten entspricht dem
Genbankeintrag X64131 (Petrovics et al., 1993). Abklrzungen: K, Kpnl;
B, BamHI; N, Ndel; Bc, Bell
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Tabelle 4: Gegenuberstellung der verdffentlichten und der durch erneute
Sequenzierung und in silico -Analyse bestimmten ORFs in der
Komplementationsgruppe-| der rkp-1-Region

Genbankeintrag X64131 Korrigierte Sequenz
ORF Start Stopp AA MW inDa| Start Stopp AA MW in Da
rkpA 367 1485 372 39061 114 1487 457 48575
rkpB 1558 2745 395 42073 - - - -
rkpB/C - - - - 1560 5648 1363 145620
rkpC 2749 5649 966 103517 - - - -
rkpD 5730 6296 188 20324 - - - -
rkpD, - - - - 5582 6298 238 25152
rkpE 6319 7173 284 29999 6321 7175 284 29973
rkpF 7236 7505 89 9587 - - - -
rkpF, - - - - 7223 7507 94 10116

3.1.3 Analyse des komplementierenden Kosmides pPP428

Die Untersuchungen zur Biosynthese kapsulérer Polysaccharide
verschiedener Mutanten von AK631 (siehe 3.4.1.1) lieferte ungewdhnliche
Ergebnisse. Die beschriebenen Mutanten konnten nicht durch die individuellen
Gene der vorhergesagten Komplementationsgruppen trans-komplementiert
werden (Kiss et al., 1997; Petrovics et al., 1993). Peter Putnoky machte eine
ahnliche Beobachtung. Zum Beispiel konnte er die Phagensensitivitat der
Mutante PP2756 (rkpF::kan) nicht durch rkpF—Komplementierung in trans
wieder herstellen (persénliche Mitteilung). Dass RkpF jedoch in PP2915
exprimiert wird, konnte gezeigt werden (siehe 3.2.1.2). Diese Ergebnisse
zusammen mit der in der Literatur beschriebenen Mutante 649 (Putnoky et al.,
1990) lieBen vermuten, dass sich auf dem Kosmid pPP428 (Putnoky et al.,
1988) noch weitere Gene befinden, die an der Biosynthese der kapsularen

Polysaccharide beteiligt sind.

3.1.3.1 Subklonierung und Sequenzierung von pPP428

Das Kosmid pPP428 wurde durch einen partiellen EcoRI-Verdau
genomischer DNA von AK631 erzeugt (Putnoky et al., 1988). Um die gesamte
Sequenz des Inserts von pPP428 zu erhalten, wurde ein kompletter EcoRI-
Verdau durchgefuhrt und alle Fragmente in pUC19 kloniert. In Tabelle 5 sind
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die zur Sequenzierung genutzten Plasmide, die GréBen der in ihnen
enthaltenen Fragmente und deren Position in der Gesamtsequenz
zusammengefasst. Die Ubergange der Plasmide wurden direkt im Kosmid
sequenziert. Das Kosmid pPP428 hat ein Insert von 29875 bp. Der
Genbankeintrag X64131 umfasst den Bereich 7788-20755 der pPP428-
Sequenz. Die Bereiche 1-4241 und 22080-29875 wurden einzelstrangig
sequenziert. Die doppelstrangig sequenzierten Bereiche 4241-7788
(AF247710) und 20755-22080 (AF247711) wurden in der NCBI-Genbank
eingetragen (siehe 7.2 und 7.3).

Tabelle 5: Subklone von pPP428 und ihre Position in der Gesamtsequenz.

Plasmid | Klonierung | Bereich in pPP428 | InsertgréBe in bp
pTB1074| EcoRI 1-1338 1338
pTB1073| EcoRI 1333-2758 1428
pTB1077| EcoRI 2752-5587 2836
pTB1041| Hindll 5155-15332 10178
pTB1078 | EcoRI 12923-20750 7827
pTB1063| EcoRI 20751-21215 462
pTB1064 | EcoRI 21209-21905 698
pTB1069 | EcoRI 21898-22918 1021
pTB1098 | EcoRI 229822-25857 2874
pTB1065| EcoRI 25852-26407 557
pTB1072| EcoRI 26421-19332 2901

3.1.3.2 Analyse der pPP428-Sequenz

Bei der Computeranalyse der kompletten sinorhizobiellen Sequenz des
Kosmides pPP428 konnten zwei weitere ORFs mit Homologien zu Genen, die
an der Biosynthese von kapsularen Polysacchariden beteiligt sind, identifiziert
werden. Der erste ORF (rkpU) liegt mit divergenter Transkriptionsrichtung
upstream von rkpA. Dieser ORF zeigt Homologien zu einer Familie von
Lipoproteinen (PROSITE: PDOCO00013). Fur zwei Mitglieder der
Lipoproteinfamilie, ctrl aus Neisseria meningitidis (Frosch et al., 1992) und wza
(K30) aus E. coli (Drummelsmith & Whitfield, 2000) konnte gezeigt werden,
dass sie am Transport von KPS Uber die duBere Membran beteiligt sind. Im
Gegensatz zur bisherigen Vorstellung, dass das von den Proteinen
RkpABCDEF gebildete Ketid als Anker fiir das zu synthetisierende KPS
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fungiert, kbnnte alternativ dieses Ketid auch der Anker des sinorhizobiellen

Lipoprotein RkpU sein. Der zweite ORF, der in divergenter

Transkriptionsrichtung downstream von rkpdJ liegt, hat Homologien zum kpsF-

Gen aus E. coli. Die genaue Funktion von kpsF ist bisher unklar. Es konnte

jedoch in E. coli gezeigt werden, dass kpsF essenziell fir den Transport der
KPS ist (Cieslewicz & Vimr, 1996; Cieslewicz & Vimr, 1997; Simpson et al.,

1996). Die Ergebnisse der Sequenzanalyse des komplementierenden

Kosmides pPP428 sind in Abb. 7 und Tabelle 6 zusammengefasst.

ORF4

rkpD  rkpF

ORF16

-

ripU

ORF20

<

ORF18

ORF1
0.0kh

5.0kb

100kt

15.0kb 20.0kh

25.0kh

Abbildung 7: Analyse der Offenen Leserahmen und der bekannten Gene in
pPP428. Alle ORFs sind in Tabelle 6 beschrieben.

Tabelle 6: Offene Leserahmen auf dem Kosmid pPP428

Gen Lange mdgliche Funktion Identitéat der Referenz
[bpl/[AS] Aminosaurensequenz [%] zu:
ORF 1 913/304 Kupfer- 43 % pcoA aus Escherichia | Sequenzver-
unvollstandig Bindeprotein coli; Acc.-Nr.: S52253 (Brown gleich
et al., 1995)
ORF 2 1242/414 Nickel- und Kobalt- | 21 % CnrC aus Alcaligenes | Sequenzver-
Resistenzprotein eutrophus Acc.-Nr.: P37974 gleich
(Liesegang et al., 1993)
ORF 3 1353/451 Nicotinat- 33 % pncB aus Salmonella | Sequenzver-
Phosphoribosyl- | typhimurium, Acc.-Nr.: P22253 gleich
transferase (Vinitsky et al., 1991)
ORF 4 660/220 Pyrazinamidase/ 45 % pncA aus Escherichia | Sequenzver-
Nicotinamidase coli; Acc.-Nr.: P21369 gleich
(Jerlstrom et al., 1989)
rkpU 1416/472 Capsular 32 % ctrl aus Neisseria diese Arbeit
Polysaccharide meningitidis, Acc.-Nr.: P32013
Export Outer (Frosch et al., 1992)
Membrane Protein
rkpA 1374/ 458 Beta-Ketoacyl- 42 % zum Modul 3 der (Petrovics et
Synthase Erythronolid-Synthase aus al., 1993)
Saccharopolyspora erythraea
Acc.-Nr.: Q03132 (Bevitt et al.,
1992)
rkpB/C | 4092/1364 Acyltransferase/ 37 % zum Modul 3 der (Petrovics et
Dehydratase Erythronolid-Synthase aus al., 1993)
Saccharopolyspora erythraea,
Acc.-Nr.: Q03132 (Bevitt et al.,
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1992)
rkpD 564/188 Enoylreductase 50 % Polyketid-Synthase aus | (Petrovics et
Sorangium cellulosum, Acc.- al., 1993)
Nr.: AAF26921 (Molnar et al.,
2000)
rkpE 852/284 Ketoreductase 38 % mtaB aus Stigmatella | (Petrovics et
aurantiaca., Acc.-Nr.: al., 1993)
AAF19810 (Silakowski et al.,
1999)
rkpF 267/89 Acyl-Carrier- 33% zum Modul 3 der (Petrovics et
Protein Erythronolid-Synthase aus al., 1993),
Saccharopolyspora erythraea, | (Epple et al.,
Acc.-Nr.: Q03132 (Bevitt et al., 1998)
1992)
rkpG 1338/446 Glycin- 31 % 2-Amino-3-Ketobutyrate | (Kiss et al.,
Acetyltransferase Coenzyme A Ligase aus 1997)
Bacillus subtilis, Acc.-Nr.:
031777
rkpH 837/279 Ribitol Type- 39% zur 17-beta- (Kiss et al.,
Dehydrogenase | Hydroxysteroid-Dehydrogenase 1997)
aus Gallus gallus, Acc.-Nr.:
BAA19567 (Wajima et al.,
1999)
rkpl 1611/537 ? 23% zu CgmB aus S. meliloti | (Kiss et al.,
welches Phosphoglycerinreste 1997)
von Phosphatidylglycerin auf
Cyclische Beta-1,2-Glucane
Ubertragt, Acc.-Nr.: AAB41532
(Wang et al., 1999)
rkpJ 1236/412 ? 31 % zu kpsD aus Escherichia | (Kiss et al.,
coli, Acc.-Nr.: P42218 (Pazzani 1997)
et al., 1993)
kpsF 1077/359 ? 37 % zu kpsF aus Escherichia | diese Arbeit
coli, Acc.-Nr.: CAA64561
(Simpson et al., 1996)

ORF 16 453/151 ? 67 % zu hypothetischem 25.8 | Sequenzver-
kD Protein Y4IC ausRhizobium gleich
sp. NGR234, Acc.-Nr.: P55486

(Freiberg et al., 1997)
ORF 17 321/107 Protein-Export- 31 % zu secDF aus Sequenzver-
Protein Streptomyces coelicolor A3(2), gleich
Acc.-Nr.: CAA22394
(Redenbach et al., 1996)
ORF 18 879/293 Protein-Export- 35 % zu secD aus Sequenzver-
Protein Sinorhizobium meliloti, Acc.-Nr.: gleich
AAF34182 (Streit & Phillips,
1997)
ORF 19 1443/481 Acetolactate- 37 % zu ilvB aus Escherichia. | Sequenzver-
Synthase coli, Acc.-Nr.: P08142 (Wek et gleich
al., 1985)
ORF 20| 1014/338 Aspartat- 32% zu aatA aus Sequenzver-
Aminotransferase | Sinorhizobium meliloti, Acc.-Nr.: gleich
A Q02635 (Rastogi & Watson,
(TransaminaseA) 1991)
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3.1.4 "Knock-out-Mutagenese"

Um die direkte Beteilligung der neu gefundenen ORFs an der Biosynthese
der kapsularen Polysaccharide nachzuweisen, sollen Mutanten erzeugt werden,
in denen diese durch die Insertion von Antibiotikaresistenzgenen unterbrochen
sind. Die in diesem Absatz benutzten Angaben zu Positionen von
Restriktionsschnittstellen beziehen sich auf die Sequenz des Inserts von
pPP428 (siehe Anhang).

3.1.4.1 Klonierungsstrategie zur Inaktivierung von rkpU

Ein 3427 bp Fspl(5597)/Kpnl(8824)-Fragment aus pTB1041 soll mit
Kpnl/EcoRV in pBS kloniert werden. In diesem Konstrukt soll ein 981 bp (6559-
7540) groBes EcoRV-Fragment aus rkpU (6300-7659) durch die Kanamycin-
Resistenz-Kassette aus pTB3131 ersetzt werden. Die anschlieBende
Umklonierung mit BamHI|/Kpnl in pMP3510 wiirde ein Plasmid ergeben,
welches dann zur Inaktivierung von rkpU in S. meliloti AK631 genutzt werden

konnte.

3.1.4.2 Inaktivierung von kpsF

Das 3338 bp groBe Hindlll(18837)/Xbal(22175)-Fragment von pPP428
wurde in pUC19 kloniert. Das resultierende Plasmid pTB1111 wurde dann mit
Agel (20820) verdaut. Die entstandenen Uberh&nge wurden mit der Klenow-
Polymerase aufgefillt und das ca 1kb grof3e Kanamycin-Resistenz-vermittelnde
Gen, welches mit Smal aus pTB3131 entnommen worden war, eingesetzt. In
dem entstehenden Plasmid ist der ORF kpsF (21657-20578) durch das
Kanamycin-Resistenz-Gen unterbrochen. In pTB1120 ist die Richtung des
Kanamycin-Resistenz-vermittelnden Gens entgegengesetzt der urspringlichen
Richtung des ersetzten kpsF-Genes, wogegen in pTB1121 beide ORFs in die
gleiche Richtung transkribiert werden. pTB1120 wurde anschlieBend mit Hindlll

geschnitten und mit dem ebenfalls mit Hindlll geschnittenen pMP3510



Ergebnisse 59

fusioniert. Das entstandene Fusionsplasmid pTB1123 wurde dann durch eine
Drei-Punkt-Kreuzung in S. meliloti AK631 transkonjugiert. Leider konnten in den
anschlieBBenden Experimenten keine Bakterien isoliert werden, bei denen eine

Rekombination stattgefunden hatte.

3.2 Proteinchemische Arbeiten
3.2.1 Untersuchungen zu RkpF
3.2.1.1 Heterologe Expression von RkpF

3.2.1.1.1  Aufreinigung von RkpF

Die bereits zuvor erarbeitete Aufreinigungsvorschrift (Epple, 1995) fur das
RkpF-Protein wurde verbessert, um eine homogene Praparation von RkpF zu
«,=0,6 wurde einer Kultur von E. coli BL21(DES3)
pTB1003, IPTG (0,1 mM) zugegeben und die Zellen nach 4 Stunden weiterer
Inkubation bei 37°C geerntet. Das Zellpellet wurde bei —20°C eingefroren. 1,1 g
Zellen (Nassgewicht) wurden in 30 ml Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8,
100 mM KCI) resuspendiert und durch drei French-Press-Passagen (20000 psi)

erhalten. Bei einer OD

aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation bei 6800xg wurde der Uberstand
abgenommen. Diesem Rohextrakt wurde dann unter Rihren bei 4°C
tropfenweise Isopropanol, bis zu einer Endkonzentration von 60% zugegeben.
Nach einer 1-stiindigen Inkubation bei 4°C wurden die ausgefallenen
Bestandteile durch Zentrifugation bei 6800xg abgetrennt und der Uberstand in
einen Rundkolben Uberfihrt. AnschlieBend wurde der Gehalt an Isopropanol
am Rotationsverdampfer mit einer Wasserbadtemperatur von 40°C und einem
Druck von 200 mbar auf unter 5% verringert. Der L6sung wurde dann CHAPS
(1 mM) zugegeben und eine DE-52-Saulenchromatographie durchgefiihrt. RkpF
enthaltende Fraktionen wurden gepoolt und aufkonzentriert. Es folgte eine
GréBenausschlusschromatografie mit einer G50-Superfine-Saule. Die RkpF

enthaltenden Fraktionen wurden erneut gepoolt und aufkonzentriert. Die
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Ausbeute einer solchen Aufreinigung waren 5,4 mg homogenes RkpF-Protein

(Tab. 7). Abb. 8 zeigt eine 20%-Native-PAGE der verschiedenen

Aufreinigungsschritte.

Tabelle 7: Ausbeute der Aufreinigung von RkpF

Aufreinigungsstufe | Proteinkonzentration | Volumen | Gesamtprotein in mg
in mg/ml in ml
Rohextrakt 5,6 29 162
Isopropanolfallung 1,2 31 37
DE-52 1,2 6 7,2
G50 1,8 3 5,4
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NodF- s

Abbildung 8: Uberexpression und Reinigung des RkpF-Proteins. 20 % Native
PAGE mit anschlieBender Coomassiefarbung. Analysiert wurden
gereinigtes NodF-Protein (Ghose et al., 1996)(Spur 1), BL21 (DE3)
pTB1003 ohne (Spur 2) und mit (Spur 3) Induktion durch IPTG, sowie
Proteinpools nach der Isopropanolfallung (Spur 4), der DE-52- (Spur 5)
und der G50-Saulenchromatographie (Spur 6).

3.2.1.1.2  In vivo-Markierung von RkpF

Ein haufig auftretendes Problem bei der heterologen Expression von
ACPs in E. coliist, dass die posttranslationale Modifikation von der Apo- in die
Holoform durch Ubertragung der prosthetischen Gruppe 4 ’-Phosphopantetein
nicht stattfindet. Um zu Uberprifen ob RkpF vergleichbar zum NodF-Protein
(Geiger et al., 1991) in E. coli modifiziert wird, wurden die Zellen mit radioaktiv
markiertem B3-Alanin, das spezifisch in 4°-Phosphopantethein eingebaut wird,
gezuchtet. Wie unter 2.11.11.1 beschrieben, wurden OG7001 pMP2301,
OG7001 pET9a und OG7001 pTB1003 gezuchtet und mit Lysozym
aufgeschlossen. Die Proteinextrakte wurden mit einer 20% nativen PAGE
aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Die mit Autofluor
(National Diagnostics) besprihte Membran wurde anschlieBend fur 5 Wochen
mit einem Rdntgenfilm bei —80°C inkubiert. Wie in Abb. 9 zu sehen ist wurde
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RkpF in vivo mit B-[’H]Alanin markiert. RkpF wird also von einer

Phosphopantetheinyltransferase in E. coli posttranslational modifiziert.

1 2 3 4

& ' «<—RkpF

NOAF —p s

ACPP —pswrc mos svn s
E. coli

Abbildung 9: Zellextrakte von in Gegenwart von B-[’H]Alanin kultivierten Zellen
wurden mit einer 20% nativen PAGE aufgetrennt und anschlieBend
autoradiografiert. Analysiert wurden Extrakte von OG7001 pMP2301
(Spur 1), OG7001 pET9a (Spur 2) und OG7001 pTB1003 (Spur 4),
jeweils mit IPTG induziert und OG7001 pTB1003 ohne Induktion (Spur 3)

3.2.1.1.3 In vitro-Konversion von Apo- zu Holo-RkpF

Nachdem gezeigt werden konnte, dass RkpF in E. coli posttranslational
modifiziert wird, sollte Uberprift werden, ob diese Modifikation auch in vitro
durch die gereinigte Holo-ACP-Synthase (AcpS) aus E. coli durchgefihrt wird
(Lambalot & Walsh, 1995). Dazu wurde gereinigtes RkpF wie in 2.11.10.6
beschrieben mit AcpS und CoA inkubiert. In einer zeitabh&ngigen Untersuchung
konnte die quantitative Umsetzung von Apo-RkpF zu Holo-RkpF durch AcpS
gezeigt werden (Abb. 10). Dass es sich bei den gezeigten Banden tatsachlich
um die Apo- und Holo-Formen von RkpF handelt, konnte durch
massenspektrometrische Untersuchungen, die von Jane Thomas-Oates,
(Michael Barber Center for Mass Spectrometry, Department of Chemistry,
UMIST, Manchester, UK) durchgefiihrt worden sind, bestétigt werden (Epple et
al., 1998).
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— — - holo-

RkpF

Abbildung 10: Zeitabh&ngige Umsetzung von Apo- zu Holo-RkpF durch die
gereinigte Holo-ACP-Synthase AcpS aus E. coli. Die Reaktion wurde zu
verschiedenen Zeitpunkten gestoppt und die Proben mit einer 20%
nativen PAGE mit anschlieBender Coomassiefarbung analysiert. Apo-
RkpF mit CoA und AcpS fir 0 min (Spur 4), 8 min (Spur 5), 16 min (Spur
6), 32 min (Spur 7), 64 min (Spur 8) oder 128 min (Spur 9) inkubiert. Die
anderen Proben wurden ebenfalls jeweils 128 min inkubiert, jedoch ohne
CoA (Spur 1) oder ohne AcpS (Spur 2), in Gegenwart von EGTA (Spur 3)
oder ohne Apo-RkpF (Spur 10)

3.2.1.2 Nachweis von RkpF in Sinorhizobium meliloti

In Sinorhizobium meliloti AK631 konnte kein RkpF-Protein nachgewiesen
werden. Das liegt wahrscheinlich am sehr niedrigen Transkriptionsniveau des
rkpABCDEF-Genklusters (Petrovics et al., 1993). Bei Genen mit vergleichbar
niedrigem Transkriptionsniveau in Reporter-Genstudien konnte das
entsprechende Protein erst nach dem Einflhren zusatzlicher Genkopien
nachgewiesen werden (Herman Spaink, personliche Mitteilung). Peter Putnoky
(Institute of Gentics, Biological Research Center, Hungarian Academy of
Sciences, Szeged, Hungary) hat das rkpF-Gen in AK631 inaktiviert. Die
erhaltene Mutante PP2756 war nicht in der Lage KPS zu produzieren, konnte
jedoch nicht durch das rkpF-Gen trans-komplementiert werden (Peter Putnoky,
persdnliche Mitteilung). Die Mutanten mit dem rkpF-Gen in trans (PP2919 und
PP2920) und der Wildtyp mit dem rkpF-Plasmid (PP2915 und PP2916) wurden
auf die Expression von RkpF Uberpruft.




Ergebnisse 64

Abb. 11 zeigt, dass in AK631 und der rkpF-Mutante kein RkpF
nachgewiesen werden kann. Jedoch konnte in allen Stdmmen mit
plasmidkodiertem RkpF das Protein nach Anreicherung durch
Isopropanolféllung (siehe 2.11.10.7) detektiert werden. Die starkste Expression

zeigt PP2919 in dem sogar die Apo- und die Holo-Form nachzuweisen sind.

1 23 456 7 8

Apo-RKpF —> @ : <—Holo-RkpF

Abbildung 11: Western-Blot zum Nachweis von RkpF in verschiedenen
Mutanten von Sinorhizobium meliloti AK631. Als Kontrollen wurden
gereinigtes Apo-RkpF (Spur1) und Holo-RkpF (Spur 8) aufgetragen. Die
sonstigen Proben sind AK631 (Spur 2), PP2915 (Spur 3), PP2916 (Spur
4), PP2919 (Spur 5), PP2920 (Spur 6) und PP2756 (Spur 7).

3.2.2 Heterologe Expression von RkpA

Die Analyse der Offenen Leserahmen des rkpABCDEF-Genklusters (siehe
3.1.2.2.) zeigte drei mdgliche Startpunkte flr RkpA. Alle drei Varianten wurden
in den pET9a-Vektor kloniert und in BL21(DE3) exprimiert. Bei der Expression
von RkpA

konnte keine zuséatzliche Bande in der erwarteten Gro3e von 39061 Da

welches der publizierten Form (Petrovics et al., 1993) entspricht,

3677

gefunden werden (Abb. 12A). Im Gegensatz dazu wurden bei der Expression
von RKkpA.,., (Abb. 12B) und RKkpA,,, (Abb. 12C) zusétzliche Protein-Banden mit

den entsprechenden Massen von 42917 Da und 48575 Da nachgewiesen.

262 114

Dabei féllt auf, dass die langste Form, deutlich starker exprimiert wird als die
mittlere Form. Dieses Verhéltnis findet sich auch bei der heterologen

Expression des gesamten Genklusters wieder. Auch der RkpABCDEF-
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Proteinkomplex wird bei Verwendung der Sequenz ab Codon 114 starker
exprimiert als wenn mit Codon 262 begonnen wird (siehe 3.2.3.1).

A B
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Abbildung 12: SDS-PAGE-Analyse der heterologen RkpA-Expression. A)
BL21(DE3) pTB1017 (RkpA,,,) ohne (Spur 2) und mit Induktion durch
IPTG (Spur 3), aufgetrennt auf einem 15% SDS-PAGE-Gel mit
anschlieBender Coomassiefarbung. B) BL21(DE3) pTB1030 (RkpA,,,)
ohne (Spur 2) und mit Induktion durch IPTG (Spur 3), aufgetrennt auf
einem 15% SDS-PAGE-Gel mit anschlieBender Coomassiefarbung. C)
BL21(DE3) pTB1085 (RkpA,,,) ohne (Spur 2) und mit Induktion durch
IPTG (Spur 3), aufgetrennt auf einem 7,5% SDS-PAGE-Gel mit
anschlieBender Coomassiefarbung. Als Kontrollen wurden jeweils
Extrakte von BL21(DES3), die mit IPTG induziert worden waren,
aufgetragen (Spuren 4). Die GréBen der Molekulargewichtsstandards in
kDa sind angegeben (Spuren 1).

3.2.3 Heterologe Expression von RkpABCDEF

In Sinorhizobium meliloti AK631 konnte gezeigt werden, dass von den
Genen rkpABCDEF nur eine mRNA gebildet wird (Petrovics et al., 1993). Somit
kann die Bildung von RkpF als Indikator fir die Translation des gesamten
Genklusters genommen werden. Jedoch konnte in Rohextrakten von
BL21(DE3) pTB1044 (rkpA,,,BCDEF) und BL21(DE3) pTB1047 (rkpA.,,,BCDEF)
keine RkpF-Bande in 20% nativen PAGE-Gelen oder Tricin-enthaltenden SDS-
PAGE-Gelen detektiert werden.

262
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3.2.3.1 Nachweis eines RkpF-enthaltenden
Proteinkomplexes.

Falls es auf Grund eines frihzeitigen Abbruchs der Translation der
singularen mRNA zu keiner RkpF-Synthese kédme, sollten zumindest die
anderen Rkp-Proteine gebildet werden. Bei der Analyse von Rohextrakten fiel
auf, dass bei der Expression von rkp,,,ABCDEF von Plasmid pTB1047 und
rkp,,,ABCDEF von Plasmid pTB1090 nach Induktion mit IPTG eine zuséatzliche
Proteinbande mit einem scheinbaren Molekulargewicht von ca. 250 kDa
entsteht. Diese Masse kdnnte einem RKkpABCDEF-Proteinkomplex (259,4 kDa)
entsprechen. Diese grol3e Proteinbande reagierte mit dem Antikdrper gegen
RkpF (Abb.13). Vergleichbar zu den Untersuchungen zur heterologen
Expression von RkpA wird auch der Proteinkomplex in der Form mit dem
Startcodon bei 114 viel starker gebildet (3.2.2). Bei der Expression von
rkp,,,ABCDEF werden groBe Mengen des Proteinkomplexes in ,Inclusion-
Bodies“ gebildet.
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Abbildung 13. Western-Blot-Nachweis eines RkpF-enthaltenden
Proteinkomplexes. Rohextrakte von E. coli mit verschiedenen
Expressionplasmiden wurden auf 7,5% SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt.
Die Proteine wurden durch Coomasiefarbung (A) oder durch einen
Western-Blot mit Anti-RkpF (1:10000) detektiert (B, C). Die Proben sind
BL21(DE3) pTB1044 (rkpA,,,BCDEF) ohne (A Spur 2, B Spur 1) und mit
IPTG-Induktion (A Spur 3, B Spur 2), BL21(DE3) pTB1047
(rkpA,,,.BCDEF) ohne (A Spur 4, B Spur 3, C Spur 2) und mit IPTG-
Induktion (A Spur 5, B Spur 4, C Spur 1), BL21(DE3) pTB1090
(rkpA,,,BCDEF) ohne (C Spur 4) und mit IPTG-Induktion (C Spur 3)
sowie als Kontrolle BL21(DE3) mit IPTG-Induktion (A Spur 6, B Spur 5).
Die GréBen der Molekulargewichtsstandards in kDa sind angegeben (A
Spur 1)

3.2.3.2 Biochemische Untersuchung des Proteinkomplexes

Unter den Bedingungen der SDS-PAGE sollten nur Proteinkomplexe mit
kovalenten Bindungen erhalten bleiben. Als erstes wurde der Einfluss von DTT
untersucht.

3.2.3.2.1 Einfluss der DTT-Konzentration auf den RkpF-

enthaltenden Proteinkomplex

RkpF kénnte in seiner Holo-Form Uber die SH-Gruppe der prosthetischen
Gruppe an die Cysteine eines anderen Proteins binden. Deshalb soll die
Stabilitat des Proteinkomplexes und seine Immunreaktivitat mit dem Anti-RkpF-
Antikorper bei verschiedenen DTT-Konzentrationen untersucht werden. Dafur
wurden Rohextrakte von BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) mit
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verschiedenen DTT-Konzentrationen fir 30 min bei RT inkubiert und die Proben
auf 7,5% SDS-PAGE-Gelen analysiert. Abbildung 14A zeigt, dass nach
Coomassiefarbung kein Intensitatsunterschied fur die 250 kDa-Bande bei
unterscheidlichen DTT-Behandlungen zu sehen ist. Abbildung 14B zeigt, dass
die Immunreaktivitat des Komplexes mit steigender DT T-Konzentration geringer
wird. Entweder vermindert DTT die Immunreaktivitdt von RkpF oder RkpF ist
durch einen von DTT beeinflussbaren Mechanismus an den Proteinkomplex
gebunden.

Abbildung 14: DTT-abhangige Stabilitdt und Immunreaktivitat des RkpF-
enthaltenden Proteinkomplexes. Rohextrakte von BL21(DE3) pTB1090
(rkpA,,,BCDEF) wurden mit DTT inkubiert und auf 7,5% SDS-PAGE-
Gelen anlysiert. A) Coomassie-gefarbtes Gel. B) Western-Blot mit Anti-
RkpF-Antikérper (1:10000). Die DTT-Konzentration waren 0 mM (Spur
1), 10 mM (Spur 2), 20 mM (Spur 3), 40 mM (Spur 4), 80 mM (Spur 5)
und 160 mM (Spur 6).

3.2.3.2.2 Einfluss von Harnstoff auf den RkpABCDEF-
Proteinkomplex
Der Proteinkomplex bildet bei der heterologen Expression ,Inclusion
Bodies®. Es besteht also die Mdglichkeit, dass es sich nicht um einen
Proteinkomplex handelt, sondern um miteinander interagierende Proteine, die

zusammen ausgefallen sind. Mdglicherweise reichte die denaturierende
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Wirkung des SDS nicht aus, um diese Proteine voneinander zu trennen. Um
dieser Frage nachzugehen, wurde eine SDS-PAGE mit 5 M Harnstoff im Gel
durchgefuhrt. Proben von BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) wurden auf
einem 7,5% SDS-Urea-PAGE-Gel aufgetrennt. Eine Halfte des Gels wurde mit
Coomassie gefarbt und die andere Halfte geblottet und mit Anit-RkpF-
Antikdrper entwickelt. In Abb. 15 ist zu erkennen, dass auch die Gegenwart von
5 M Harnstoff den Proteinkomplex nicht auflést, und auch RkpF unter diesen
Bedingungen nicht herausgeldst wird.

MW1 2 3 4 5 6 7
200 — e | R —
1163 —
97.4—
e S .

Abbildung 15: Untersuchung des Proteinkomplexes in Gegenwart von 5 M
Harnstoff. Ein 7,5% SDS-Urea-PAGE-Gel wurde zum Teil mit Coomassie
geféarbt und die andere Halfte durch einen Western-Blot mit Anti-RkpF
(1:10000) detektiert. BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) wurde ohne
(Spur 1 und 5) und mit 160 mM DTT untersucht (Spur 2 und 6). Als
Kontrollen dienten BL21 (DE3) (Spur 4) und BL21(DE3) pTB1003 (rkpF)
(Spur 3 und 7). Die GréBen der Molekulargewichtsstandards in kDa sind
angegeben.
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3.2.3.3 Expression von RKpABCDEF bei verschiedenen
Kultivierungsbedingungen

Da es das Ziel war, das Produkt der heterolog exprimierten Proteine
RkpABCDEF zu identifizieren, sollten die Proteine in ihrer natirlichen Faltung
vorliegen, damit die Biosynthese des entsprechenden Produkts moglich ist. Die
Ablagerung von Proteinen in ,Inclusion Bodies ,, ist haufig eine Folge einer
unzureichenden Faltung der Proteine. Deshalb wurden verschiedene Faktoren
untersucht, mit denen die Anreicherung des Proteinkomplexes in der I&slichen
Form erzielt werden sollte. Die Variation der IPTG-Konzentration hatte keinen
Einfluss auf die Verteilung des Proteinkomplexes. Ebenso hatte die
Koexpression der Chaparon-Komplexe GroEL/GroES und DnaK/Dnad von
einem induzierbaren Plasmid (Nishihara et al., 1998) keinen Einfluss. Eine
weitere haufig verwendete Moglichkeit zur Vermeidung von ,inclusion bodies®
ist die Kultivierung der Zellen bei niedrigeren Temperaturen. Um den Einfluss
der Kultivierungstemperatur zu Gberprifen, wurden parallele Kulturen von
BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) bei 37°C angezlchtet. Bei einer
OD,,,=0,5 wurden die Kulturen auf 15°C, 20°C, 25°C, 30°C und 37°C temperiert
und bei einer OD,,,=0,6 mit 100 pM IPTG induziert. Nach 4 Stunden Inkubation
bei den entsprechenden Kultivierungstemperaturen wurden die Zellen geerntet.
Die Zellen wurden mit der French-Press aufgeschlossen und anschlie3end bei
40000xg zentrifugiert. Die Uberstiande und die resuspendierten Pellets wurden
auf 10% SDS-PAGE-Gelen getrennt und anschlieBend entweder durch
Coomassiefarbung oder Western Blot mit Anti-RkpF analysiert (Abb. 16). Es ist
deutlich zu sehen, dass die Proteinmenge des Komplexes von der
Kultivierungstemperatur abhangig ist. Bei 25°C und 30°C
Kultivierungstemperatur ist ein gutes Expressionsniveau vorhanden und der
Anteil des Proteinkomplexes im Uberstand ist deutlich besser als bei 37°C. Bei
15°C wird nur sehr wenig Komplex gebildet, der anscheinend auch kein RkpF

enthalt.
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Abbildung 16: Expression des RkpABCDEF-Komplexes bei verschiedenen
Kultivierungstemperaturen. Rohextrakte von BL21(DE3) pTB1090
(rkpA,,,BCDEF), die bei den angegebenen Temperaturen induziert
worden waren, wurden mit 40000xg zentrifugiert und die Uberstande (U)
und resuspendierten Pellets (P) auf 10% SDS-Gelen aufgetrennt und mit
Coomassiefarbung und Western-Blot mit Anti-RkpF (1:10000) analysiert.
Die GréBen der Molekulargewichtsstandards in kDa sind angegeben

(Spur 1)

3.2.3.4 In vivo-Markierung des Proteinkomplexes

3.2.3.4.1 Markierung mit B-[’H]Alanin

Eine Vorraussetzung fur die Biosynthese des vermuteten 3-Ketides durch
den RkpABCDEF-Proteinkomplex ist die posttranslationale Modifikation von
RkpF durch die Phosphopantetheinyltransferase AcpS. Fir das einzeln
heterolog exprimierte RkpF konnte diese Modifikation bereits nachgewiesen
werden (siehe 3.2.1.1.2) (Epple et al., 1998). Nun sollte untersucht werden, ob
auch der Proteinkomplex in vivo mit B-[’H]Alanin markiert werden kann. Dazu
wurden Kulturen (1 ml) von OG7001 pTB1003 (rkpF) und OG7001 pTB1090
(rkpA,,,BCDEF) mit 23,5 pl B-[’H]Alanin (37 MBg/ml; 2,22 TBg/mMol) wie unter
2.11.11.1 beschrieben markiert. Die Rohextrakte des LysozymaufschluBes
wurden auf einem 10% SDS-Gel aufgetrennt und auf Nitrocellulose geblottet.

Der mit Autofluor behandelte Teil der Membran wurde mit einem Rontgenfilm
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fir 3 Tage (Abb.17A) oder 4 Wochen (Abb.17B) inkubiert. Der Proteinkomplex
wurde auch durch B-[’H]Alanin markiert, woraus man schlieBen kann, dass
RkpF im Komplex in seiner Holo-Form vorliegt. Die starke Uberexposition (Abb.
17B) zeigte weitere markierte Banden bei OG7001 pTB1090 (Spur 6), die in der
Kontrolle OG7001 pTB1003 (Spur 5) nicht entstanden. Hierbei kénnte es sich
um Fragmente oder Vorstufen des Proteinkomplexes handeln. Die
Konzentration dieser Proteine reichte jedoch nicht aus, um RkpF unter den
verwendeten Bedingungen mit dem Anti-RkpF-Antikérper zu detektieren.
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Abbildung 17: Western-Blot und Autoradiogramm von mit B3-[’H]Alanin in vivo
markierten Proteinen. Teile des Blots eines 10% SDS-Gels wurden mit
Amidoschwarz gefarbt (MGM Spur 1), mit Anti-RkpF entwickelt (Spur 3,
unmarkierter Rohextrakt von OG7001 pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) oder
autoradiografiert (OG7001 pTB1003 (rkpF), Spur 5 und OG7001
pTB1090, Spur 6). Die Spuren 2 und 4 waren leer. B) Uberexposition der
Spuren 5 und 6 aus A. Die GréBen der Molekulargewichtsstandards in
kDa sind angegeben (Spur 1)

3.2.3.4.2 Markierung mit [°S]Sulfat

Um abschéatzen zu kénnen in welchem Ausmasse der Proteinkomplex
RkpABCDEF posttranslational modifiziert worden war, wurden Markierungen
mit B-[’H]Alanin und [* S]Sulfat durchgefiihrt. Der Proteinkomplex enthélt 29
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Cysteine und 49 Methionine. Damit ergibt sich ein Verhaltnis von 79 S-Atomen
pro B-Alanin. Bei den Markierungen mit 3-[’H]Alanin wurde auBer dem
heterologen ACP auch das AcpP aus E. coli markiert. Aus dem Verhaltnis der
markierten Banden und den Proteinmengen zwischen AcpP und den
Uberexprimierten ACPs lasst sich abschéatzen, dass nicht mehr als ca. 5-10%
des heterolog exprimierten Proteins durch B-[’H]Alanin markiert werden. Da
jedoch der Einbau des [* S]-Isotops gleichmaBig erfolgt, ergibt sich daraus ein
Verhéltnis von 790 S-Atomen pro B3-Alanin. Um eine vergleichbare Markierung
der Proteine zu erzielen, wurde daher das [*S]Sulfat mit einer um den Faktor
1000 niedrigeren spezifischen Radioaktivitat eingesetzt. Zu parallel geziichteten
Kulturen wurden wie unter 2.11.11.2 beschrieben 60 MBg/mM B-[°H]Alanin und
23 kBg/mM [* S]Sulfat zugegeben. Mit den verwendeten Konzentrationen von 1
pM B-Alanin und 1 mM Sulfat ergaben sich Gesamtaktivitaten von 60 Bg/ml 3-
[’H]Alanin und 23 Bg/ml [* S]Sulfat. Die geernteten Zellen wurden in SDS-
Auftragspuffer resuspendiert und die extrahierten Proteine auf einem 10% SDS-
Gel aufgetrennt. Die Banden des RkpABCDEF-Proteinkomplexes wurden nach
Coomassiefarbung aus dem Gel ausgeschnitten, zerkleinert und die
Radioaktivitaet wurde im Szintillationsz&hler quantifiziert. Es wurden 340 cpm
fur die mit B-[’H]Alanin markierten Proben gemessen. Daraus errechnet sich
eine Stoffmenge von 9,4 * 10" Mol B-[’H]JAlanin in der Gelbande. Fir das [*S]-
Isotop ergaben sich 2,6 * 10° Mol [*S] in der Gelbande. Durch das molare
Verhéltnis von 79:1 ergibt sich daraus, dass ca. 3% des in der Gel-Bande
enthaltenden Proteins mit 3-Alanin und somit mit 4’-Phosphopantethein

modifiziert sind.

3.2.3.5 Expression des RkpABCDEF-Proteinkomplexes in
Sinorhizobium meliloti

Bisher ist noch nicht klar, ob der Proteinkomplex ein Artefakt der
heterologen Expression des rkpABCDEF-Genklusters ist. Trotz vielfacher
Versuche konnte bisher keine RkpF-Bande in Sinorhizobium meliloti AK631
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nachgewiesen werden. Deshalb wurde ein hochkonzentrierter Rohextrakt von
S. meliloti AK631 hergestellt und dieser dann gréBenspezifisch angereichert.
Dazu wurden die Zellen aus 5 Liter einer TY-Kultur bei einer OD,,=1,0 geerntet.
Die Zellen wurden gewaschen und in 50 ml Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10
mM DTT; 1 mM PMSF) resuspendiert und durch 3 French-Press-Passagen bei
20000 psi aufgeschlossen. Nach einer Zentrifugation fir 30 min bei 4°C und
10000xg wurde der Uberstand abgenommen und die Proteinkonzentration des
Uberstandes zu 48 mg/ml bestimmt. Um groBe Proteine anzureichern, wurde
dieser Rohextrakt mit Ultrafree15 Zentrifugationsfiltern (MWCO 100000) um ca.
Faktor 10 aufkonzentriert. Auf Grund des hohen Lipidgehaltes war dieses
Konzentrat hoch viskos und die Proteinkonzentration konnte nicht bestimmt
werden. AnschlieBend wurden der Rohextrakt, das Konzentrat und der
Durchlauf der Aufkonzentrierung in einem Western-Blot analysiert. Abb.18
zeigt, dass sowohl im Rohextrakt als auch in der aufkonzentrierten Probe eine
hochmolekulare Bande mit dem Anti-RkpF-Antikérper reagiert. Damit konnte ein

Proteinkomplex von ca. 200 kDa auch in S. meliloti nachgewiesen werden.

10,24 3ef4. " BEe6 748 19
200— " —
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Abbildung 18: Western-Blot-Analyse hochkonzentrierter Rohextrakte aus S.
meliloti AK631. Ca. 500 pg Gesamtprotein eines Rohextraktes von S.
meliloti AK631 (Spur 2), sowie der Rickstand (Spur 3) und der Durchlauf
(Spur 4) der gréBenselektiven Aufkonzentrierung wurden auf einem 7,5%
SDS-PAGE Gel aufgetrennt. Als Kontrolle wurden 15 pg (Spur 5), 5 ug
(Spur 6), 1,6 pg (Spur 7), 0,5 pg (Spur 8) und 0,18 ug (Spur 9) eines
Rohextraktes von BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) aufgetragen. Die
GroéBen der Molekulargewichtsstandards in kDa sind angegeben (Spur 1)
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3.3 Produkt der Proteine RkpABCDEF

Durch den Nachweis von RkpF konnte gezeigte werden, dass der
gesamte klonierte Genkluster rkpABCDEF in E. coli exprimiert wird. Da sich der
entstandene Proteinkomplex durch B-[° H]Alanin markieren lasst, ist auch die fir
eine Aktivitat notwendige posttranslationale Modifikation von RkpF erfolgt.
Damit sind die Voraussetzungen gegeben, um in E. coli nach einem Produkt zu

suchen, das von den Proteinen RkpABCDEF gebildet wird.

3.3.1 Markierung mit [1-'“C]Acetat

Um alle synthetisierten Fettsauren oder 3-Ketide detektieren zu kénnen,
wurden diese mit [1-"“C]-Acetat markiert. Dazu wurden die Zellen wie unter
2.13.3 beschrieben gezichtet. Ein Aliquot der gesamten Kultivierungslésung
sowie ein Aliquot des gewaschenen und des resuspendierten Zellpellet wurden
im Szintillationszahler gemessen. Die Daten ergaben, dass unter diesen

Bedingungen ca. 30% der eingesetzten Radioaktivitat zellgebunden war.

3.3.2 Untersuchung verschiedener Extraktionsmethoden

Das Produkt der Proteine RkpABCDEF kénnte sowohl frei, als auch
gebunden in den Zellen vorliegen. Deshalb wurden verschiedene
Extraktionsmethoden mit den markierten Zellen durchgefihrt. Neben der
Extraktion von Phospholipiden (Bligh & Dyer, 1959), wurde auch eine
Umesterung mit saurer Methanollsung und eine bei der Analyse von
Polyketiden gebrauchliche Ethylacetatextraktion durchgeflihrt. Die so
erhaltenen Extrakte wurden anschlie3end in verschiedenen
dannschichtchromatografischen Systemen untersucht. Als Kontrolle wurde
jeweils der entsprechende Extrakt von BL21(DE) pTB1003 (rkpF) analysiert.
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3.3.3 Dunnschichtchromatografische Auftrennung

Die Lipidextrakte wurden auf wurden auf HPTLC-Dunnschichtplatten mit
verschiedenne Laufmitteln (siehe 2.13.2) aufgetrennt. Alle Dinnschichtplatten
wurden getrocknet und autoradiografiert. Nur nach der Extraktion mit
Ethylacetat und der Auftrennung mit Ethylacetat:EtOH:HAc (17:2:1) als
Laufmitteln, konnte eine fiir die Expression der Gene rkpABCDEF spezifischer
Substanz mit einem Rf-Wert von 0,58 gefunden werden (Abb. 19).

LF >»

&
O)‘ ‘
1 2

Abbildung 19: Autoradiogramm der mit Ethylacetat:EtOH:HAc (17:2:1) als
Laufmittel diinnschichtchromatografisch aufgetrennten [1-"“C]Acetat-
markierten Ethylacetatextrakten aus E. coli BL21(DE3) pTB1003 (rkpF)
(Spur 1) und BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF)(Spur 2). O,
Startpunkt, LF, Laufmittelfront; P, RkpABCDEF-abhangige Substanz.
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3.3.4 Induktionsabhangigkeit der Produktbildung

Um zu untersuchen ob das Auftreten der zusétzliche Substanz in den
Ethylacetatextrakten aus BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF) mit der
heterologen Expression der Gene rkpABCDEF einhergeht, wurde folgender
Versuch durchgefiihrt. Einer M9-Kultur von BL21(DE3) pTB1090 wurde bei
=0,18, [1-"“C]Acetat zugegeben. Bei einer OD, =0,28 wurde die
Kultur geteilt und eine Halfte mit IPTG induziert. Aus diesen Kulturen und

einer OD

600 600

unmarkierten Parallelkulturen wurden zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3 und 4
Stunden Proben entnommen. Um die Proteinexpression zu verfolgen, wurden
die Proben mit SDS-Auftragspuffer versetzt und auf 10% SDS-PAGE-Gelen
aufgetrennt. Die Proteine wurden mit Coomassiefarbung und Western-Blot
detektiert (Abb. 20 B, C). Die Ethylacetatextrakte der markierten Proben wurden
dunnschichtchromatografisch aufgetrennt und autoradiografiert (Abb. 20 A).
Bereits zum Zeitpunkt 0 Stunden ist die zuséatzliche Bande leicht zu sehen. Die
Induktion und die l&ngeren Inkubationszeiten flihren zu einer Verstarkung des
Spots. Jedoch verstérkt sich der Spot nicht im gleichen MaB3e wie die
Proteinmenge. Wie bereits zuvor gezeigt wurde (3.2.3.4.2) ist nur ein kleiner
Prozentsatz des Proteinkomplexes posttranslational modifiziert und deshalb
potenziell metabolisch aktiv. So wird auch in Proben, in denen im Western-Blot
kein Proteinkomplex synthetisiert wird, eine vergleichbare Menge des
Produktes der Proteine RkpABCDEF gebildet.
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Induktion mit IPTG

- + - + - + - +

Spur A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B 2 1 4 3 6 5 8 7 10 9
C 2 1 4 3 6 5 8 7 10 9
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Abbildung 20: Untersuchung der induktionsabhangigen Bildung des
RkpABCDEF-Proteinkomplexes und dessen vermutlichen Produktes. A)
Autoradiogramm der mit Ethylacetat:EtOH:HAc (17:2:1) als Laufmittel
diinnschichtchromatografisch aufgetrennten [1-'“C]Acetat-markierten
Ethylacetatextrakten aus BL21(DE3) pTB1090 (rkpA,,,BCDEF). B)
Coomassie-gefarbtes 10 % SDS-PAGE-Gel von BL21(DES3) pTB1090. C)
Western-Blot mit Anti-RkpF (1:10000) analysiert. O, Startpunkt, LF,
Laufmittelfront; P, spezifische Substanz.

3.3.5 Einfluss des RkpA-Startkodons auf die Produktbildung

Der RkpF-enthaltende Proteinkomplex konnte in Sinorhizobium meliloti
AK631 nachgewiesen werden. Dadurch wird auf einen Translationsstartpunkt
von RkpA hingewiesen, der zu einer Komplexbildung fuhrt. Jedoch konnte noch
kein funktioneller Nachweis flr den korrekten Translationstart von rkpA
gefunden werden. Als weiterer Ansatz sollte die Produktbildung der
verschiedenen Varianten des klonierten Genklusters untersucht werden. Dafir
wurden Kulturen von BL21(DE3) pTB1003 (rkpF), BL21(DE3) pTB1044
(rkpA,,,BCDEF), BL21(DE3) pTB1047 (rkpA,,,BCDEF) und BL21(DE3)
pTB1090 (rkpA,, ,BCDEF) mit 1-[“C]Acetat markiert und die Ethylacetatextrakte

dinnschichtchromatografisch aufgetrennt. Die anschlie3ende Auroradiografie

367

zeigte Uberraschenderweise, dass auch mit dem Urspringlich vorgeschlagenen
Translationsstartpunkt bei 367 eine Produktbildung stattfindet (Abb. 21).
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2 3 4

Abbildung 21: Autoradiogramm der mit Ethylacetat:EtOH:HAc (17:2:1) als
Laufmittel diinnschichtchromatografisch aufgetrennten [1-"“C]Acetat-
markierten Ethylacetatextrakten aus E. coli BL21(DE3) pTB1003 (rkpF)
(Spur 1), BL21(DE3) pTB1044 (rkpA,,,BCDEF) (Spur 2), BL21(DE3)
pTB1047 (rkpA,,,BCDEF) (Spur 3) und BL21(DE3) pTB1090
(rkpA,,,BCDEF) (Spur 4). O, Startpunkt, LF, Laufmittelfront; P,
spezifische Substanz.

3.4 Analyse von Polysacchariden

3.4.1 Analyse der kapsularen Polysaccharide.

Der rkpABCDEF-Genkluster wurde als Komplemetationgruppe-I der rkp-1-

Region beschrieben. Wie unter 3.1.2.2 beschrieben, wurden wéhrend der
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Klonierung zur heterologen Expression dieses Genklusters Fehler in der
publizierten Sequenz gefunden (Petrovics et al., 1993). Um zwischen den drei
mdglichen Startpunkten von RkpA zu differenzieren, wurde das Genkluster in
drei Varianten in ein Plasmid mit breitem Wirtspektrum kloniert. Durch die
Wiederherstellung der Biosynthese der KPS sollte der korrekte Startpunkt
bestimmt werden. Da keines der Plasmide die erwartete Komplementation
herbeifihrte, wurde die Sequenz des Kosmides pPP428 wie unter 3.1.3
beschrieben analysiert. Die Analysen ergaben, dass auch die bisherige
Einteilung der Komplementationsgruppen in der rkp-1-Region nicht vollstandig

war.

3.4.1.1 Komplementation der Insertionsmutanten von S.
meliloti AK631

3.4.1.1.1 Mutante 649 (rkpU::Tn5)

Das neu gefundene Gen rkpU wird in entgegengesetzter
Transkriptionsrichtung zum rkpABCDEF-Genkluster abgelesen. Jedoch kann
diese Mutante nicht durch rkpU trans-komplementiert werden. Die Bildung von
KPS wird durch die Gene rkpUABCDEF wieder hergestellt und durch rkpG
nochmal gesteigert (Abb. 22 und Tab. 8)
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HM-KPS
NM-KPS
Spur Stamm Gene in trans KPS

1 AKB31 Wildtyp +
2 649 - -
3 649 Komplementierendes Kosmid +
4 649 rkpU -
5 649 rkpUABCDEFG +
6 649 rkpUABCDEF (+)

Abbildung 22: Polysaccharide aus exponentiell wachsenden Kulturen von S.
meliloti 649 (rkpU::Tn5), die verschiedene Plasmide enthielten, wurden
extrahiert und auf einem 18% DOC-PAGE-Gel aufgetrennt. KPS wurden
durch Alcian-Blau-Behandlung und Silberféarbung detektiert. Die Symbole
bedeuten: - kein KPS; (+) wenig KPS; + dem Wildtyp entsprechende
KPS-Menge, HM-KPS hochmolekulare KPS, NM-KPS niedermolekulare
KPS.

3.4.1.1.2 Mutante 644 (rkpC::Tn5)

Obwohl das Gen rkpU in dieser Mutante intakt sein sollte, wird die KPS-
Biosynthese nur durch die in trans vorliegenden Gene rkpUABCDEFG
komplementiert (Abb. 23 und Tab. 8).
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HM-KPS

NM-KPS

Spur Stamm Gene in trans KPS

1,9 AK631 Wildtyp +
2 644 - -
3 644 Komplementierendes Kosmid +
4 644 rkpUABCDEF -
5 644 rkpUABCDEFG +
6 644 rkpUABCDEFGH +
7 644 rkpABCDEF -
8 644 rkpABCDEFGHIJ

Abbildung 23: Polysaccharide aus exponentiell wachsenden Kulturen von S.
meliloti 644 (rkpC::Tnb), die verschiedene Plasmide enthielten, wurden
extrahiert und auf einem 18% DOC-PAGE-Gel aufgetrennt. KPS wurden
durch Alcian-Blau-Behandlung und Silberféarbung detektiert. Die Symbole
bedeuten: - kein KPS; (+) wenig KPS; + dem Wildtyp entsprechende
KPS-Menge, HM-KPS hochmolekulare KPS, NM-KPS niedermolekulare
KPS.

3.4.1.1.3 Mutante 590 (rkpG::Tn5)

Die Komplementation der Mutante 590 zeigt ein von den anderen
Mutanten leicht abweichendes Bild. Nach den publizierten Daten sollten die
Gene rkpGH die Komplementationsgruppe-Il bilden. Aufféllig ist bei dieser
Mutante, dass durch die in trans-befindlichen Gene rkpG und rkpGHIJ es zu
einer verstarkten Synthese von niedermolekularem KPS kommt. Eine teilweise
Komplementation der Biosynthese der hochmolekularen KPS findet durch die
Gene rkpABCDEFG statt. Eine vollstandige Wiederherstellung der KPS-
Biosynthese konnte nur durch pPP428 erzielt werden (Abb. 24 und Tab. 8).
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HM-KPS
f 55
- B
Spur Stamm Gene in trans KPS
1,7 590 - -
2 590 Komplementierendes Kosmid +
3 590 rkpGHIJ L
4 590 rkpG L
5 590 rkpABCDEFG L, (+)
6 AK631 Wildtyp +

Abbildung 24: Polysaccharide aus exponentiell wachsenden Kulturen von S.
meliloti 590 (rkpU::Tnb), die verschiedene Plasmide enthielten, wurden
extrahiert und auf einem 18% DOC-PAGE-Gel aufgetrennt. KPS wurden
durch Alcian-Blau-Behandlung und Silberféarbung detektiert. Die Symbole
bedeuten: - kein KPS; (+) wenig KPS; + dem Wildtyp entsprechende
KPS-Menge; L erhdhte Menge an niedermolekularen KPS, HM-KPS
hochmolekulare KPS, NM-KPS niedermolekulare KPS.

3.4.1.1.4 Mutante 551 (rkpl::Tn5)

Das Gen rkpl wurde als die Komplementationseinheit-11l der rkp-1-Region
bestimmt (Kiss et al., 1997). Eine Komplementation der Mutante 551 (rkpl::Tn5)
war jedoch nur mit den Genen rkpGHIJkpsF méglich. Wurden nur die Gene
rkpGHIJ eingebracht, konnte die Biosynthese der KPS nicht wiederhergestellt
werden (Abb. 25). Damit konnte gezeigt werden, dass auch das neu entdeckte
Gen kpsF an der KPS-Biosynthese beteiligt ist. Ob bereits die Gene rkplJkpsF

ausreichend sind, wurde nicht untersucht (Tab. 8).
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5
HM-KPS
NM-KPS
Spur Stamm Gene in trans KPS
1 AKB31 Wildtyp +
2 551 - -
3 551 Komplementierendes Kosmid +
4 551 rkpGHIJ -
5 551 rkpGHIJkpsF +

Abbildung 25: Polysaccharide aus exponentiell wachsenden Kulturen von S.
meliloti 551 (rkpl::Tnb), die verschiedene Plasmide enthielten, wurden
extrahiert und auf einem 18% DOC-PAGE-Gel aufgetrennt. KPS wurden
durch Alcian-Blau-Behandlung und Silberféarbung detektiert. Die Symbole
bedeuten: - kein KPS; (+) wenig KPS; + dem Wildtyp entsprechende
KPS-Menge, ,HM-KPS hochmolekulare KPS, NM-KPS niedermolekulare
KPS.

3.4.1.1.5 Mutante 633 (rkpJ::Tn5)

Das Gen rkpJ wurde als die Komplementationseinheit-1V der rkp-1-Region
bestimmt (Kiss et al., 1997). Jedoch wurde, wie bei der Mutante 551, das neu

entdeckte Gen kpsF fir eine Komplementation benétigt (Tab. 8).
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Tabelle 8: Komplementation der verschiedenen Insertionsmutanten von S.

meliloti AK631
Stamm | Th5-Insertion | In frans-eingebrachte Gene Plasmide KPS
649 rkpU - - -
» » rkpU pTB1094 -
» » rkpUABCDEF pTB1058 (+)
5 » rkpUABCDEFG pTB1058,pTB1115 | +
644 rkpC - -
» » rkpABCDEF pTB1112 -
» » rkpUABCDEF pTB1058 -
5 » rkpUABCDEFGHIJkpsF | pTB1058, pTB1103| +
» ” rkpUABCDEFGHIJ pTB1058, pTB1084| +
» » rkpABCDEFGHIJ pTB1112, pTB1084 | -
5 » rkpUABCDEFG pTB1058,pTB1115 | +
» » rkpUABCDEFGH pTB1058,pTB1116 | +
590 rkpG - -
» » rkpUABCDEF pTB1058 -
N ” rkpG pTB1115 L
» » rkpABCDEFG pTB1112,pTB1115 | L, (+)
» » rkpGHIJ pTB1084 L
551 rkpl - -
» ” rkpGHIJ pTB1084 -
» » rkpGHIJkpsF pTB1103 +
" ” rkplJkpsF n. B.
" . rkpJkpsF n. B.
633 rkpJ - -
» » rkpGHIJkpsF pTB1103 +
» » rkpGHIJ pTB1084 -
" . rkplJkpsF n.B.
rkpJkpsF n. B.

Die Symbole bedeuten: - kein KP

S; (+) wenig KPS; + dem Wildtyp entsprechende
KPS-Menge; L erhdéhte Menge an niedermolekularen KPS; n. B. nicht Bestimmt
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4 Diskussion

4.1 Untersuchungen zu RkpF

4.1.1 RkpF ist ein Acyl-Carrier-Protein.

Der sechste ORF (jetzt rkpF) der Komplementationseinheit-1 der rkp-1-
Region ist zu Acyl-Carrier-Proteinen (ACPs) homolog. Nach Klonierung von
rkpF in einen Uberexpressionvektor wurde das heterolog in E. coli
Uberexprimierte Protein gereinigt. Das Protein RkpF konnte in vivo durch 3-
[’H]Alanin markiert werden. Da B-Alanin ein spezifischer Baustein wahrend der
Biosynthese von 4’ -Phosphopantethein ist, bedeutet der Einbau von 3-
[’H]Alanin in RkpF, dass RkpF posttranslational mit der prosthetischen Gruppe
4 -Phosphopantethein modifiziert wird. Es konnte weiterhin gezeigt werden,
dass die Modifikation durch die gereinigte Phosphopantetheinyltransferase
AcpS in vitro durchgefiihrt werden kann (Epple et al., 1998). Die
posttranslationale Modifikation fuhrt zu einem veranderten Laufverhalten in der
nativen PAGE. Diese Veranderung konnte auch fur das konstitutive AcpP von
E. coli gezeigt werden, und wurde dort als Stabilisierung der Helix 2 durch die
prosthetische Gruppe interpretiert (Jackowski & Rock, 1983). Bei RkpF ist diese
Veranderung noch deutlicher und stabiler als bei dem AcpP aus E. coli (Epple
et al.,, 1998). Neben RkpF konnten bereits drei weitere ACPs aus Rhizobien
identifiziert und Uberexprimiert werden. Dabei handelt es sich um das
konstitutive AcpP (Lopez-Lara & Geiger, 2000; Platt et al., 1990), NodF (Geiger
etal., 1991; Ghose et al., 1996; Ritsema et al., 1994) sowie AcpXL (Brozek et
al., 1996; Lopez-Lara & Geiger, 2000). Neben diesen bereits untersuchten
ACPs lasst eine Analyse des Genoms von S. meliloti noch auf das
Vorhandensein weiterer ACPs schlieBen (Geiger & Lopez-Lara, 2002).

Das ACP NodF ist an der Biosynthese und Ubertragung einer
ungewohnlichen mehrfach ungesattigten Fettsaure beteiligt, die in die Nod-
Faktoren eingebaut wird (Geiger et al., 1991; Geiger et al., 1994; Geiger et al.,
1998; Yang et al., 1999). AcpXL ist an der Ubertragung der ungewdhnlich
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langen Fettsaure 27-Hydroxyoctacosansaure auf das Zuckergerust des Lipid A
beteiligt (Brozek et al., 1996). Trotz ihrer niedrigen Sequenzidentitat von nur 26-
32% (Brozek et al., 1996) zeigen initiale Analysen der Sekundéarstruktur und der
generellen drei-dimensionalen Faltung, dass die Gesamtstruktur der ACPs sehr
stark konserviert ist (Ghose et al., 1996). Trotz ihrer strukturellen Ahnlichkeit
kénnen jedoch die ACPs sich nicht funktionell ersetzen. Fir NodF wurde
gezeigt, dass die Spezifitat seiner Funktion in der C-terminalen Halfte des
Proteins kodiert ist (Ritsema et al., 1998). Flir die spezialisierten ACPs NodF,
AcpXL und RkpF konnte gezeigt werden, dass Sie durch die gereinigte
Phosphopantetheinyltransferase AcpS aus E. coli (Lambalot & Walsh, 1995)
posttranslational modifiziert werden koennen (Epple et al., 1998; Lopez-Lara &
Geiger, 2000). Fur ACPs aus der Biosynthese aromatischer Polyketide in
Streptomyces coelicolor konnte gezeigt werden, dass AcpS ebenfalls
acetyliertes Phosphopantetheine von Acetyl-CoA auf Fren- oder Gra-Apo-ACP
Ubertragen kann (Carreras et al., 1997). Von RkpF konnten auf diese Weise

jedoch keine acetylierten Formen erzeugt werden.

4.1.2 RkpF in Sinorhizobium meliloti AK631

Peter Putnoky vom Institute of Genetics, Biological Research Center,
Hungarian Academy of Science hat eine Insertionsmutante in rkpF hergestellt
und gezeigt, dass eine derartige Mutante keine KPS bildet.
Uberraschenderweise gelang es jedoch nicht, diese Mutante mit einem
funktionellen rkpF-Gen in-trans zu komplementieren. Es konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass mit rkpF in trans komplementierte Stdmme sowohl die
Apo- als auch die Holoform von RkpF exprimierten. Jedoch scheint RkpF in S.
meliloti AK631 so nicht zu existieren, sondern nur als Modul in einem gréBeren

Protein vorzukommen.

4.2 Klonierung der Gene rkpABCDEF

Die durchgefuhrten Arbeiten zu den Klonierungen der Gene rkpABCDEF
in den Uberexpressionsvektor pET9a fiir die heterologe Expression in E. coli
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sind in Abb. 26B zusammengefasst. Die mit PCR amplifizierten Genbereiche
wurden zur Kontrolle nachsequenziert. Bei diesen Sequenzierungen ergaben
sich einige Abweichungen von der in der Genbank vorhandenen Sequenz
(Gene bank accession number: X64131). Die fraglichen Bereiche wurden mit
Hilfe von Subklonen des komplementierenden Kosmides erneut sequenziert.
Dabei ergab sich, dass der Genbankeintrag einige Fehler enthielt. Die meisten
Fehler hatten nur einen Aminosaureaustausch oder Leserasterverschiebungen
Uber kleine Bereiche zur Folge. Drei fehlerhafte Basen jedoch hatten gré3ere
Auswirkungen. So ergab sich aus einem Fehler im vermuteten Stoppkodon des
rkpB-Gens und einem Fehler in der vermuteten Intergenregion zwischen den
Genen rkpB und rkpC, dass es nur einen groBen ORF rkpB/C gibt (Abb. 26A).
Ein weiterer folgenreicher Fehler war eine zusétzliche Base an Position 210 des
Genbankeintrags. Durch diese zuséatzliche Base veranderte sich der
Leserahmen von rkpA, so dass neben dem vermuteten Startpunkt bei Base 367
und einem weniger wahrscheinlichen Startpunkt bei 262 auch noch ein
Startpunkt bei 114 mdglich war. Der mégliche Startpunkt bei 114 ist vor allem
deshalb interessant, da die Homologien zu den modularen Polyketidsynthasen
bei der Base 120 beginnen. Aus diesem Grunde wurden die Gene rkpABCDEF

mit allen drei méglichen Startpunkten in den pET9a-Vektor kloniert.
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Abbildung 26: Klonierung des rkpABCDEF-Genklusters aus Sinorhizobium
meliloti AK631 fur die heterologe Expression in E. coli. A) Mégliche
Offene Leserahmen im Genkluster rkpABCDEF. Die unterste der drei
abgebildeten Méglichkeiten entspricht der publizierten Form (Petrovics et
al., 1993). B) Klonierungsschema fir die Klonierung des rkpABCDEF-
Genklusters in den Uberexpressionsvektor pET9a mit den drei
verschiedenen Startpunkten far RkpA. Abkilrzungen: oTB, PCR-Primer;
K, Kpnl; B, BamHI; N, Ndel; Bc, Bcll; AP, Alkalische Phosphatase; T7p,
Promotor fur die Expression mit der T7 Polymerase; Km, Kanamycin-
Resistenzgen.
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4.3 Heterologe Expression der Gene rkpABCDEF

Die heterologe Expression der Gene rkpABCDEF mit den verschiedenen
Startpunkten flr rkpA lieferte Uberraschende Ergebnisse. Das
Expressionsverhalten und die Proteinanalyse der drei Stdmme E. coli
BL21(DE3) pTB1044 (rkpA,,,BCDEF), E. coliBL21(DE3) pTB1047
(rkpA,.,BCDEF) und E. coliBL21(DE3) pTB1090 (rkpA, ,BCDEF) zeigte gro3e
Unterschiede. In Extrakten aller drei Stdmme konnte eine zusatzliche
Proteinbande in der SDS-PAGE von ca. 20 kDa detektiert werden. Eine Bande

identischer GréBe entsteht bei der heterologen Expression des RkpD-Proteins.

262 114

Eine weitere zusatzliche Proteinbande hat die scheinbare GréBe von 150 kDa
in der SDS-PAGE und kénnte der Gré3e des RkpB/C Proteins entsprechen.
Dieser Befund scheint die Daten der Sequenzierung zu bestétigen, dass es
zwischen den ursprunglich vermuteten Genen rkpB und rkpC kein Stoppkodon
gibt. In keinem der drei Extrakte konnte die monomere Form von RkpF
nachgewiesen werden. In den Rohextrakten der Stdmme mit den friheren
Startpunkten fur rkpA wurde abhéngig von der Induktion der Gene rkpABCDEF
ein Protein von ca. 250 kDa gebildet. Bei Verwendung des Transkriptionsstarts
bei 114 wurde dieses Protein in so gro3en Mengen synthetisiert, dass sich
“Inclusion-Bodies" bildeten. Dieses Expressionsverhalten deckt sich mit den
Ergebnissen, die aus der Klonierung der einzelnen rkpA-Gene erhalten wurden.
Bei Expression mit dem Startcodon bei 367 konnte keine zuséatzliche
Proteinbande entdeckt werden. Bei der Verwendung der anderen beiden
moglichen Startpunkte entstand jeweils ein Protein mit der fir RKpA erwarteten
scheinbaren Masse in der SDS-PAGE. Bei Verwendung des Startpunktes bei
114 wurde dieses Protein in sehr grof3en Mengen und in Form von "Inclusion-
Bodies" gebildet. Ein Protein, das sich unter denaturierenden Bedingungen
entsprechend einem Molekulargewicht von 250 kDa in der SDS-PAGE
bewegte, liel3 vermuten, dass es sich dabei mdglicherweise um einen stabilen
Komplex der RkpABCDEF Proteine handelt. Dieser Befund ist Gberraschend,
da der Komplex aus 5 Einzelproteinen besteht, die eigentlich in SDS-haltigen

Lésungen voneinander dissoziieren mussten. Der Proteinkomplex mit einem
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Molekulargewicht von 250 kDa reagierte auch mit dem gegen RkpF gerichteten
Antikorper. Dieser Befund zeigt, dass RkpF ein Bestandteil des
Proteinkomplexes ist. Weder die Verwendung reduzierender Agentien
(Mercaptoethanol, DTT) noch hohe Konzentrationen an Harnstoff oder
Kombinationen dieser Substanzen flihrten dazu, dass dieser Komplex
dissoziierte. Durch radioaktive Markierung des Proteinkomplexes mit 13-
[’H]Alanin konnte gezeigt werden, dass RkpF zumindest teilweise in seiner
Holoform im Komplex vorliegt. Durch Doppelmarkierung mit B-[°H]Alanin und
[*S]Sulfat konnte ermittelt werden, dass ca. 3% des in "Inclusion-Bodies"
exprimierten Proteinkomplexes die Holoform von RkpF enthalten. Nach ihrer
genetischen Organisation entsprechen die Gene rkpABCDEF einer Typ-II-
Polyketidesynthase. Bei Typ-II-Polyketidesynthasen werden die einzelnen
Reaktionen der Kettenverlangerung durch monofunktionale Proteine
ausgefuhrt. Bei einem Homologievergleich dhneln die Proteine RkpABCDEF
jedoch starker den Typ-I-Polyketidesynthasen, bei denen alle enzymatischen
Aktivitaten, die fir die Synthese des Polyketids benétigt werden, auf einem
Polypeptid vereint sind. Die Typ-I-Polyketidesynthasen haben einen modularen
Aufbau und jedes Modul fuhrt einen Schritt der Kettenverldngerung des
wachsenden Polyketides aus. Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass
Module wiederholt durchlaufen werden (Gaitatzis et al., 2002; He & Hertweck,
2003; Wilkinson et al., 2000). Inzwischen sind viele dieser iterativen Typ-I-
Polyketidesynthasen bekannt (reviewed in Shen, 2003). Der RkpABCDEF-
Proteinkomplex kénnte eine Zwischenstufe der bisher bekannten Typ-I- und
Typ-ll-Polyketidsynthasen sein. Interessanterweise ist im sequenzierten Genom
von S. meliloti 1021 nur ein ORF annotiert, der den gesamten Genen
rkpABCDEF aus S. meliloti Stamm41 AK631 entspricht und der somit
zumindest in S. meliloti 1021 fir ein Protein von 250 kDa kodieren wirde.
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4.4 Nachweis des RkpABCDEF-Proteinkomplex in S. meliloti
Es war unklar, ob der ungewéhnliche 250 kDa-groBe rkpABCDEF-

abhangige Proteinkomplex ein Artefakt der Expression in E. coli war oder ob er
auch in S. meliloti auftritt. Das niedrige Expressionsniveau der rkpABCDEF-
Gene (Petrovics et al., 1993) machte es schwierig diesen Komplex in Wildtyp-
Stdmmen nachzuweisen. In einem hoch aufkonzentrierten Rohextrakt von S.
meliloti konnte der Proteinkomplex jedoch nachgewiesen werden. Eine
monomere Form von RkpF konnte im Wildtypstamm nicht nachgewiesen
werden. Um eine effektive Biosynthese eines Produktes von 5 verschiedenen
Proteinen, die in niedrigen Konzentrationen vorhanden sind, zu gewéahrleisten,
ware die Ausbildung eines stabilen Komplexes der beteiligten Proteine von

groBem Vorteil.

4.5 Vergleich von RkpABCDEF aus Sinorhizobium meliloti
AK631 mit RkpA aus dem sequenzierten Genom von S.
meliloti 1021

Nach Beendigung der praktischen Arbeiten wurde das Genom des eng
verwandten S. meliloti 1021 publiziert (Barnett et al., 2001; Capela et al., 2001;
Finan et al., 2001; Galibert et al., 2001). Im sequenzierten Genom von S.
meliloti 1021 wird anstatt der Gene rkpABCDEF nur noch ein langer ORF als
rkpA annotiert. Da der Genbankeintrag fur rkpABCDEF von S. meliloti Stamm
41 AK631 (X64131) Fehler aufweist, konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass auch in S. meliloti Stamm 41 AK631 nur ein offener Leserahmen fir
rkpABCDEF vorhanden war. Jedoch ergab die Uberpriifung der eigenen
Sequenzierungsdaten, dass die Stoppkodons von rkpAEF vorhanden sind. Im
Nukleotidalignment sind die Sequenzen von S. meliloti 1021 und Stamm 41
AK631 zu 98,75% identisch. Insgesamt sind 62 Positionen verandert. Bei den
Veranderungen sind der Austausch, Insertion oder Deletion von einzelnen
Nukleotiden, jedoch auch Insertionen und Deletionen von Tripletts zu finden

(siehe Anhang). Fur ein ClustalW Alignment der Proteinsequenzen wurde aus
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den einzelnen Proteinen aus AK631 ein Fusionsprotein durch jeweiliges
Einfigen von 3 Alaninen an den Verbindungsstellen hergestellt. Abweichungen
zwischen den Sequenzen sind in den Bereichen aller Stoppkodons (RkpA 458,
RkpB/C 1852, RkpD 2092, RkpE 2392, RkpF 2500) zu finden, aber auch
innerhalb der einzelnen Proteine. Die Verteilung der Abweichungen und die
Tatsache, dass in weiten Teilen dieser Abweichungen die eigenen
Sequenzdaten mit dem entsprechenden Genbankeintrag Ubereinstimmen, lasst
Sequenzierungsfehler als Ursache der Unterschiede ausscheiden. Bei der
Evolution der Polyketidsynthasen haben sich daher vielleicht erst aus Type-II-
Polyketidsynthasen durch posttranslationale Modifikation stabile
Proteinkomplexe gebildet, wie im S. meliloti Stamm 41 AK631. Aus dieser
Vorstufe haben sich dann die iterativen Typ-I-Polyketidesynthasen entwickelt,
wie eine in S. meliloti Stamm 1021 zu finden ist. Im benachbarten Protein RkpU

sind die Proteinsequenzen der beiden Stamme identisch.

4.6 Produkt der Proteine RkpABCDEF

Um das Produkt der Proteine RKpABCDEF zu identifizieren, wurden diese
Gene in E. colinach IPTG-Induktion Uberexprimiert. Zellen von E. coli
BL21(DE3) pTB1090 (rkpA, ,BCDEF) und als Kontrolle BL21(DE3) pTB1003

(rkpF) wurden in Minimalmedium unter Zusatz von "“C-Acetat geziichtet. Diese

114

Kulturen wurden mit verschiedenen L6sungsmitteln extrahiert und die Extrakte
mit Dannschichtchromatografie untersucht. Wenn die Kulturen mit Ethylacetat
(1% Essigséaure) extrahiert wurden und diese Extrakte auf kieselgelhaltigen
Dinnschichtplatten mit dem Laufmittel Ethylacetat:Ethanol:Essigséaure (17:2:1;
v/v) entwickelt wurden, konnte auf den Autoradiogrammen der
Dunnschichtplatten eine zuséatzliche Substanz nachgewiesen werden. Das
Auftreten dieser neuen Substanz geht mit der Induktion der rkpA,,,BCDEF-
Gene und der Bildung des 250 kDa-gro3en Proteinkomplexes einher. In
zeitabhangigen Experimenten konnte die von RkpABCDEF synthetisierte
Substanz, mittels der Dinnschichtchromatografie, bereits nachgewiesen
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werden, bevor der Proteinkomplex in einem Western-Blot detektiert werden
konnte. Die Bildung des Produktes der Proteine RkpABCDEF konnte nicht mit
einem bestimmten Startpunkt von RkpA korreliert werden. Leider konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit die Substanz nicht weiter angereichert
werden. Der urspringliche Ansatz (Spaink et al., 1991) konnte aus
experimentellen Griinden nicht weiterverfolgt werden. Die alternativen Versuche

zur Etablierung eines HPLC-Protokolles waren leider nicht erfolgreich.

4.7 Komplementation von rhizobiellen Mutanten

Es wurde versucht, den KPS-Phenotyp vorhandener rhizobieller Mutanten
in der rkp-1-Region mit den klonierten rkpABCDEF-Genen zu komplementieren.
Mit keiner der drei rkpABCDEF-enthaltenden Varianten konnten rhizobielle
Mutanten in der rkp-1-Region komplementiert werden. Die folgende
Sequenzierung der bisher unbekannten Bereiche des komplementierenden
Kosmides pPP428 flihrte zur Identifizierung zweier neuer ORFs, die an der
Biosynthese der KPS beteiligt sind. Ein ORF (rkpU) liegt mit divergenter
Transkriptionsrichtung vor rkpA. Dieser ORF zeigt Homologien zu einer Familie
von Lipoproteinen (PROSITE: PDOCO00013). Fur zwei Mitglieder dieser
Lipoproteinfamilie, ctrl aus Neisseria meningitidis (Frosch et al., 1992) und wza
(K30) aus E. coli (Drummelsmith & Whitfield, 2000) konnte gezeigt werden,
dass sie am Transport von KPS Uber die du3ere Membran beteiligt sind. Im
Gegensatz zur bisherigen Vorstellung, dass das von den Proteinen
RkpABCDEF gebildete Ketid als Anker fiir das zu synthetisierende KPS
fungiert, kbnnte alternativ dieses Ketid auch der Anker des sinorhizobiellen
Lipoproteins RkpU sein. Die S. meliloti Mutante 644 (rkpC::Tnb), die eine
Insertionsmutation in rkpC hat, lie3 sich jedoch auch durch die Gene
rkpUABCDEF nicht vollstdndig komplementieren. Fir eine vollstandige
Komplementation dieser Mutante wurde auch noch rkpG benétigt. Der andere
relevante offene Leserahmen, der in divergenter Transkriptionsrichtung

Downstream von rkpd liegt, zeigt Homologien zum kpsF-Gen aus E. coli. Die
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genaue Funktion von kpsF ist bisher noch unklar, jedoch konnte in E. coli
gezeigt werden, dass es essenziell fur den Transport der KPS ist (Cieslewicz &
Vimr, 1996; Cieslewicz & Vimr, 1997; Simpson et al., 1996). Fir eine
Komplementation der Mutanten 551 (rkpl::Tn5) und 633 (rkpJ::Tn5) war das

Gen kpsF essenziell.

4.7.1 Neueinteilung der Komplementationsgruppen der rkp-1-
Region

Die bisherige Einteilung der rkp-1-Region in die
Komplementationsgruppen: | mit den Genen rkpABCDEF, 11 mit den Genen
rkpGH, Il mit dem Gen rkp/ und IV mit dem Gen rkpJ (Kiss et al., 1997;
Petrovics et al., 1993) konnte nicht bestatigt werden. Gegen diese Einteilung
sprachen auch die Daten von Peter Putnoky zur Trans-Komplementation der
rkpF-defizienten Mutante PP2756 (siehe 3.2.1.2) sowie die Beschreibung der
Mutante 649 bei der die Tn5-Insertion auBBerhalb der 4 Komplemtationsgruppen
liegt. Die Ergebnisse der Komplementationsexperimente lassen vermuten, dass
die rkp-1-Region nur zwei statt der vier beschriebenen
Komplementationsgruppen umfasst. Die erste Gruppe besteht aus den Genen
rkpUABCDEFGH und die zweite aus den Genen rkplJkpsF. Jedoch ist diese
Einteilung noch nicht eindeutig, da keine Mutanten in rkpU, rkpH und kpsF zu
Verfigung standen. Aus den Komplementationsexperimenten geht jedoch
hervor, dass die neu entdeckten Gene rkpU und kpsF an der Biosynthese bzw.
dem Transport der KPS beteiligt sind. Das neu identifizierte Lipoprotein gehért
zur gleichen Komplementationsgruppe wie die Gene rkpABCDEF und die
vermutliche Acyltransferase RkpG. Das lasst vermuten, dass dieses Lipoprotein
der Akzeptor fir das durch RkpABCDEF gebildete und von RkpG Ubertragene
3-Ketid sein kdnnte. Die Insertionsmutante in rkpU wére damit ein idealer
Stamm, um nach dem Produkt der Proteine RKpABCDEF in S. meliloti zu
suchen. Die wahrscheinliche Organisation der rkp-1-Region ist in Abb. 27

dargestellt.
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Abbildung 27: Organisation der rkp-1-Region. A) Schnittstellen der
Restriktionendonukleasen Hindlll (H) und EcoRl (E). B) Die Pfeile zeigen die
Positionen der Tn5-Insertionen in den Mutanten von S. meliloti AK631 (Kiss et
al., 2001; Petrovics et al., 1993). C) Komplementationsgruppen in der rkp-1-
Region. D) Gene und ihre Orientierung in der rkp-1-Region



98

5 Zusammenfassung

Bei vielen Interaktionen pathogener Bakterien und ihrer Wirte spielen
kapsuléare Polysaccharide (KPS) eine wichtige Rolle. Bei der Ausbildung einer
funktionellen Symbiose des Bakteriums Sinorhizobium meliloti Stamm 41 und
der Wirtspflanze Medicago sativa sind kapsulédre Polysaccharide essentiell.
Mutationen in den Genen rkpABCDEFGHIJ verhindern die Synthese der
Polysaccharide. Solche Mutanten sind nicht mehr in der Lage Stickstoff-
fixierende Wurzelknélichen zu bilden (Kiss et al., 1997; Petrovics et al., 1993;
Reuhs et al., 1993). Die Gene rkpABCDEF zeigen starke Ahnlichkeiten zu
Genen von modularen Polyketidsynthasen und eukaryotischen
Fettsduresynthethasen. Bisher konnte jedoch in den KPS weder ein B-Ketid
noch ein Fettsdurerest entdeckt werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass es sich beim Protein RkpF tatsachlich um ein Acyl-
Carrier-Protein handelt (Epple et al., 1998). Fir die heterologe Uberexpression
der Gene rkpABCDEF in E. coli wurden diese in den pET9a-Vektor kloniert. Um
die korrekte Klonierung der Gene rkpABCDEF zu Uberprufen, sollte die
rhizobielle rkpC-Mutante 644 komplementiert werden. Diese Komplementation
war jedoch mit den Genen rkpABCDEF nicht mdglich. Anschliessende
Untersuchungen ergaben, dass weitere bisher unbekannte Gene, fur die KPS-
Bildung bendétigt werden und auf dem komplementierenden Kosmid pPP428
lokalisiert sein mussten. Die Sequenzierung der verbleibenden 17 kb des
Kosmides fuhrte zur Entdeckung zweier neuer Gene, die an der Biosynthese
bzw. dem Transport der kapsularen Polysaccharide beteiligt sind. Zuséatzlich
wurden die Komplementationsgruppen der rkp-1-Region neu bestimmt. Eines
der neuen Gene zeigt Homologien zu einer Familie von Lipoproteinen, die am
Export von Polysacchariden beteiligt sind (Drummelsmith & Whitfield, 2000;
Frosch et al., 1992). Dieses Lipoprotein kénnte einen mdglichen Akzeptor fir
das B3-Ketid darstellen, welches durch die Proteine RkpABCDEF synthetisiert
wird. Das zweite neue Gen zeigt Homologien zum kpsF-Gen aus E. coli,

dessen genaue Rolle beim Transport der kapsularen Polysaccharide noch nicht
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geklart ist (Cieslewicz & Vimr, 1997). Die heterologe Expression der Gene
rkpABCDEF in E. colifuhrte zur Bildung eines stabilen Proteinkomplexes mit
einer Masse von ca. 250 kDa. Uberraschenderweise ist dieser Proteinkomplex
auch in einem denaturierenden SDS-Gel stabil. Mit Western-Blots konnte
gezeigt werden, dass RkpF ein Bestandteil dieses Komplexes ist. Der Komplex
konnte auch mit [°’H]-B-Alanin markiert werden. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass RkpF zumindest teilweise mit 4’-Phosphopantethein substituiert ist und
entsprechend in seiner Holoform vorliegt. Der ungewdhnliche Proteinkomplex
konnte ausserdem in S. meliloti Stamm 41 nachgewiesen werden. Wenn die
Gene rkpABCDEF in Anwesenheit von “C-markiertem Acetat in E. coli
Uberexprimiert wurden, erfolgte die Bildung einer neuen Substanz. Diese neue
Substanz konnte mittels Dunnschichtchromatografie nachgewiesen werden.
Das Auftreten dieser neuen Substanz ist von der Induktion der Gene
rkpABCDEF abhéangig.
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SVVATLLRDAGANGHDPISASMARAVAHGAAVDRSRVYGKRDAFIELPALPFEPVELR

PAA"
RBS 2724..2727
/gene="rkpB"
gene 2749..5649
/gene="rkpC"
CDS 2749..5649

/gene="rkpC"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="Fix23-3"
/protein_id="CAA45485.1"
/db_xref="GI:46273"
/db_xref="GOA:Q52932"
/db_xref="TrEMBL:Q52932"

/translation="MRRILFGRSAKPYRLNGWRGDPNAGSWKNHVDAHLFPDLAEHVV
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DGKAILPGSGFIEIAVSAAQQYHGSDEVEITNLEIVRPLELSDSRIMELSTILSPETG
DIEIRSRERLSEDDWTVHAVARSRKPLPTTSNDCPSTKGLAKTATVTAAKAYETAKQF
GLDYGPQFQLLSKAVAYGDRLIDVELKHPQASGHPHVTYALHPISVDATFHGLVALFD
RFTGDRGGAYIPVRFGSVRVVNAGRPIARATIETIERVSANSTIKARFHFFDETGVATIAH
FEDCRFRRTYLRKHKTLEGLSFHYEAVLSDVVMPGTKVATAMPATLAEPTIDDNGVDNA
TLLFNAATIYRACQETALKLGRGTATVRGDALPGDFAFQCFLTSCLLTLEDAGLCEHQN
GNWKVAREFSLPTVPEILGELYGDRPDRAVEAVLVNNAYAEALSRLDALLGPVRAGDD
AASFNAGFISEATLDHQAVHSVASRSRMDQVLHTVEHVLAAQPAGACGSSNSAASPAS
AAGWPIWQRAMVQHFPFSSRATMHNGIWKSPSRRMNVRVLKKSEFADIGPFDLAVSAS
DNLYQLIEEESGVRTALRSMPPGSGLVAAVSAPSIFADFALGLSGGWFERSQTAEFPT
GRIAAVPHWQKCLADLDLGDVVVTDRECPHGNTILIEARGTAAAGAGAEPGETGTPYL
LIETATAQKPVAAGGRSAAPVRVTGDLAADMATLRAALEAMGDRPLRAVFMSEAERAV
GDGSALLQTRVLALSAFAEALKQHLAGVEPRATTGAPCARGPGRRSLITSAGSGLNSG
LWAFARVLONEYEFIDVHTLDLAGDADIGRKDMLAAALPLLTVSGONREWLLDRKTGL

LSELRAVPGATNKVDGKTNAFAAATTRORVSSQVASTIAWEEASVPEPGPNEVVVAVAA

TGLNFRDVMWAMGLLPEEALEDGSPGQPSAWNCPATWSRSAKRSTISRSAMR"

RBS 5717..5719

gene 5730..6296
/gene="rkpD"

CDS 5730..6296

/gene="rkpD"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="Fix23-4"
/protein_id="CAA45486.1"
/db_xref="GI:581519"
/db_xref="GOA:Q52933"
/db_xref="TrEMBL:Q052933"

/translation="MAAATLPVAFLTAYYAIVELGRIQAGETILIHGGSGGVGLAALQ
VAKLKGAKVIATAGSAEKRRFLTMLGADHVFDSRSLGFVEDVRSVTGGEGVDLVLNSL

FAEAMEQSLSLVKPFGRFLELGKRDYYADSKIGLRPFRRNVSYFGIDADQLLVNAPDL
TRRIFMQIGALFEEGNVTPLPYRAFDYG"

RBS 6295..6297

gene 6319..7173
/gene="rkpE"

CDS 6319..7173

/gene="rkpE"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="Fix23-5"
/protein_id="CAA45487.1"
/db_xref="GI:46275"
/db_xref="TrEMBL:Q052934"

/translation="MQONAGHIGKIVVLPPVAGRHEVTAKAVRGMKVDPDGVHLVVGGI
GGFGLVAANWLVEKGARRIALCSRRGQPDAETRAMIELRAEWRRCGFGPCLRHHGCRG
RGDASGDASFGSTVRSVVHAAMVLDDALISNLSRERNRPVIETKAKGAAILDRLTRGD

RLDNFILFSSATTLVGNPGQANYVAANGYLEGLARARRQEGLAGLAIGFGAIADAGYL
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TONADVNDLLAKRIGKTALKAQVALDMVENHVAADPGTVDAAVVMI SEIDWTAARNLP

VAATRSSR"
RBS 7223..7225
gene 7236..7505

/gene="rkpF"
CDS 7236..7505

/gene="rkpF"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="Fix23-6"
/protein_id="CAA45488.1"
/db_xref="GI:46276"
/db_xref="TrEMBL:Q52935"

/translation="MIEGKSPQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSKDTVTRGKILKEIGL

DSLMAVELGMSFQONTGFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKVSKP"

gene 7671..9011
/gene="rkpG"
CDS 7671..9011

/gene="rkpG"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="acyl-transferase"

/protein_id="CAA45489.1"

/db_xref="GI:1235586"

/db_xref="GOA:Q52936"

/db_xref="TrEMBL:052936"
/translation="MRNTHQSSERNRMARSERELPPAPRRQQARFEDLPEYKQVLTQK
IASEQLGIANPFYRPHQTAAGATTMIDGRKLINFASYDYLGLNRHAHVLERARETIAG
FGISASASRLVAGERPQHVELEEKIAQFYGVDAAVCFVSGYLTNVAAISCLMGPKDLV
IHDEFIHNSALAGIKLSGATRRFFKHNDTADLEHVLRTVAGDYRRILVIVEGIYSMDG
DVANLPALLKLRAEYGFWLMVDEAHSLGVLGRHGRGLAEHFGADPHEVDIWMGTLSKT
TSSCGGYIAGSAALAAVLKASAGGFVYSVGLAPVLAASAVASLDILASEPERTAAVRR

NGSLFLKLAKEAGLDTGLSGGFSVVPVIVGDSLRAVQLSNDLLAAGNVLPITHPAVPE

GQARLRVLHHLRPHRGTDPPHRHIGAERLKDLTDRNFGLGRVDIEKMLSALSAC"

gene 9048..9887
/gene="rkpH"
CDS 9048..9887

/gene="rkpH"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="ribitol type dehydrogenase"
/protein_id="CAA45490.1"
/db_xref="GI:1235587"
/db_xref="GOA:Q52937"
/db_xref="TrEMBL:Q52937"

/translation="MTHVIITGGSSGIGLAVASIYAARSRVSLVARSADLLEKAAQKL
VAEHGLEAGAVRIEAADVSKGEEIEAAVFRCVDAFGPCDVLVTSAGVVEPAPFEAMOG
SAFHROQMETNF SGTVHAVRAVYPDMKNRPRHILMVSSGAGLIGIYGYTAYCASKFALN
GFARRCAANARPQCRHFDLLSPDTETPQFKRELAARPVEASVIMGTVRPWTAEAVARK

IVKGIDRRRFEIYFGAALYLLPLRAGGQAFPQLVVRPGDRAQOWTVTAAPAAMLVPAN

IRL"
gene 9922..11535
/gene="rkpI"
CDS 9922..11535

/gene="rkpI"
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/codon_start=1

/transl_table=11
/protein_id="CAA45491.1"
/db_xref="GI:1235588"
/db_xref="GOA:Q52938"
/db_xref="Swiss-Prot:052938"

/translation="MKWLKGIGLALIPFNLHDYPIALTLGCYLLSCAVIFYTDRFALP

ARERRKNAPKYGRNRDRIDHLARLPVIALVFAGFFAISWRPLYAAAGTMSFFIIFTGI

SRAKFKFIREPLVFSDIALVADVFKYKTIFYASSLNIVFWIVAFLYVFGVSALYMYFE

PTILPERSRLFWVLVMVGIAAGPWGLLFYGPVNRPTAALVQRLVKAINVKMNTVREFGT

FASVVFHFIIWLGVKRDKIVAELSEILRAAVHDLIGHEEAPLIIVWQSESFIDMRHFG

VDSIKLPTVDRLRKQAVOWGRLSNVFEGGYTLRTEFAVLSGLVPDDIHVDASYPYLRA

AHYADIVWPGKLKRGWRTHFIHPYDRTFFLRHKAMPLLGFEKLTMLDAFDHKPERDGL

YVSDATLAARVLAEVEKLPEEESGFFFVASMANHGPWEPGRVGTLTNPVDIYLAILEQ

SDAALKQLIDGLNKLDRPVWFVEFYGDHAPLLKSFADPFPDPRTDYFIVPLAKARAAAH
SPKRRKDEDPWNLLGSMLKHANLHKDALQ"
11560..12798
/gene="rkpJ"
11560..12798
/gene="rkpJ"
/codon_start=1
/transl_table=11
/protein_id="CAA45492.1"
/db_xref="GI:1235589"
/db_xref="TrEMBL:Q052939"

gene

CDs

/translation="MTAVTTIVPAPPRTFLFLQGPASRVFAKVAGHLEVLGHCCLRIN

LNPGDQIFWRRRAAITTVDSLARWPAYVEAFIRRHAVTDLVLLGEERPYHRIATAAAR

KAGVRVFVVEMGYLRPDWLTLERGGMS SNSHFPVDPAQILRAAMGLPEPDWQRLYRQS

FLAEAAYDLLYNLPNVFFCFLFRYPRHGIFHPLAEYAGWIRIRRLAAGKREQRRADAL

IRSLSAKNAPYFVYPLQLETDYQLRAHSPFGSQREAIDGILASFAHRAPAGTRLAVKV

HPLDNSLISWRRIVADKAASLGVGDRVLYLDGGNLDSLTEHSCGMVTVNSTAGLHALK

QGKPVKVLGKAVFDIAGLTDQQPLDAFWTAPEAPDPVLSGAMFRLMAASIQVRGNFYS
VRVRMPAARPSPQAAPQORRQ"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081

ggggataaaa
ccttgcaatg
ttgaaatcat
aaatcctteg
gcgegtttet
gtcctecgacc
atgtatatgg
gccaatattt
agcctcgacc
acgggcaata
ccgagcatga
cgggcgctga
cacccgcttc
cgcgectatg
ctgcgccgea
tccggegtca
gccaatctgce
gtagaaggcc
acggtgatcg

ccggggatac
ggctaagaca
agggcgtgca
tcagggcaag
ggcacccggt
atatctacga
acccgcagca
ccgtggegte
acgccaatgc
cgctgtcgat
ccgtcgacac
acgccggaga
ccttegtegg
acaatgacgg
cggaccgggc
attcggccgg
tgaggatgat
atggtaccgg
gcgcgaagceg

ccgcagagca
attttaacgg
tgccttgecce
tgcaccgtgg
catgggcacg
tttcgatccc
gcgggttctg
gctgcacggt
tgacggtcga
cgtctccaac
ggcctgttcc
gatcgacacg
cttcgcccag
cgccggctat
gcaacgcgag
gcgcaccaac
ctacgaaggc
cacgaaggtc
ggctccggtyg

ggaatgtcgc
cagttcagag
cgggagcgaa
acccgegtec
cccggcaaga
gcecgtttteg
ttgcagctcg
gaaaatgtcg
cgatcggcetg
cgtattteccc
tcttegeteg
gccatcgtceg
gcgcgeatgce
gttcgegecg
cgcgaccgga
ggcatctcgce
aacggcatcg
ggcgacccgg
ccgatcggcet

cgattgcaat
cgttcgatct
atctccgcag
cttcggaccg
cctattcgtt
ggatgtcgca
cctggecgage
gcgtctatgt
ccgececgggcec
acgtcttcgg
tggccctcga
gcggcgtcaa
tctcgececga
agggcggcegt
gctatgcceg
tgccctegeg
acgccaacca
cggaggtctg
cgataaagtc

ttacgttaga
tacatgacgg
gcgctgttca
ctgggacctt
tgccgecgge
gcgcgaggec
gctcgaggac
cggcgectec
ctacttcatg
cctgageggce
tcaggcgatg
tatcctegec
agggctctgc
cgtecttegte
gatcgtcgec
cgaggcgcag
ggttgccttc
gtccatcggc
caatatcggc



Anhang

1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

cataccgagc
aattatctgc
ctcaatgtcc
gccggcatta
gatccggcac
gcccataccg
gcgacgaagg
cgccatcggt
cacctggaaa
aaggtcgcct
ttccgegaga
cattcggata
gatacgaagg
gtggccatgg
gcttatgcag
ctgcaccagg
gcagccaagg
gctcacaatt
gcgcgcaagg
atcatcgacc
acggagctgg
cccgactact
gcgctegatc
tacgtcaagg
cgcgacgccg
cacggtgccg
ccegegetge
ctctteggac
ggaagctgga
gacggcaagg
caatatcacg
ctgagcgaca
gagatccgat
agccgcaagc
acggcgaccg
ggcccgcaat
gagttgaagc
tcggtcgacg
ggcggcgcecet
atcgceccgeg
catttcttcg
acctatctgc
tccgacgtgg
ccgatcgatg
gcctgccagg
ctgccecgggg
gccggecttt
accgttccgg
gtgctcgtca
gtgcgtgcag
gaccatcagg
gtcgaacacg
tctceggett
ttttcgagcec
gtgcgegttc
gcttcggaca
tccatgeccc
ttcgcectgg
ggcaggatcg
gtggtcgtga
acagcggcgg
gagactgcca
gtgacaggcg
gacagaccgt
gcecctgetge
ctcgceggeg
cgctcectta
gtccttcaga
gacatcggcc

cggcctecegg
cggccteget
gtgtgactgc
attccttecgg
aggcggaaaa
cgtcgagect
aagagacgcg
tcgecggcgeg
agcccggetce
tcgtcecttecte
atctgcactt
tcgtectcac
tggcccagcec
gcatcaagcc
cgggggcgcet
accttctgge
ccttegegge
cggtgacgat
cgaaaatccc
gggcgaaaga
cctatctgte
ggtggaagaa
tcggctgecat
agacgatcaa
gcgcgaacgg
ccgtcgacceg
ccttcgagec
gttccgcaaa
aaaaccatgt
cgatcctecce
gcagcgacga
gccgcatcat
cgcgcgaacg
ccttgecgac
tgacggcggc
tccagcttcet
acccccaggce
cgaccttcca
atattcctgt
cgacgatcga
acgagaccgg
gcaagcacaa
tcatgcccgg
acaatggcgt
aaattgccct
acttcgegtt
gcgagcacca
agatccttgg
acaacgccta
gcgacgacgc
ccgtgeattce
ttctegetge
cagccgccgg
gcgcgacaat
tgaagaagag
atctctacca
ccggaagcgg
gtctctcggg
cggccgtacc
cggatcgcga
caggcgcggg
ctgcccagaa
accttgcege
tgcgegeggt
agacgcgtgt
tcgagccgag
tcacctcgge
acgagtatga
gcaaggatat

cctgttcggg
gcatttcgag
caatccgatc
cttecggecggce
ggctgcgacc
cgaaaacctg
cgcgatcgtce
cagcgatcat
cgatatcggg
cggcaacggc
ccgtcagteg
cgatctcctg
gctgcttttc
gaccgccgtce
gtcgctegtce
cggccagggc
ggagcgcggt
ctcecggeceg
ggttcagatc
ggcgttcctc
gaccgtcacg
cgttcgcgag
gctgttcatc
gcaggcggca
ccacgatccg
gtcgcgtgtce
ggtggaactg
gccctatcgg
cgacgcgcat
gggcagcggt
ggtcgagatc
ggaactctcg
tctcteggaa
gacgagcaac
caaggcctat
ctccaaagcc
gtcggggcac
cggcctggtce
cecgttteggce
gatcgagcgg
cgtcgegatc
gacgcttgaa
cacgaaagtt
cgacaacgcg
gaagctcggc
ccagtgcttc
gaacggcaac
cgagctctat
tgcggaagca
ggcttegttc
cgtggcgagce
gcagccggca
ctggccgatc
gcacaacgga
cgaattcgcc
gctgatcgaa
gctecgtcgeg
cggatggttc
ccattggcag
atgcccgcat
cgccgagceeg
accggtcgeg
agatatggcg
tttcatgtcc
attggcgctc
ggcgacgacc
aggctccggg
gtttatcgac
gcttgccgea

atgatgaagg
acgccgaacg
gagcttctga
gccaacgccc
tcgecggcgg
ctcgagagac
gccgectecg
cccgaagata
gagacgggcg
tcgcaatggg
ttcacttcgg
accgaccccg
gcgatacagg
ttcggtcatt
gacgccgtgt
acgatggcgg
ctcgacgatg
gcgaacgaga
ctcgacatca
tccgatatcce
ggtgcecgegce
ccegtgegtt
gagatctcgc
gtgccggett
atctcecgegt
tatggcaagc
cggccggcgg
ctcaacggct
ctctteccegg
ttcatcgaaa
accaatctgg
accatcctgt
gacgattgga
gactgtcegt
gaaacggcga
gtggcctatg
ccccacgtca
gcactcttcg
tccgtgegeg
gtcagcgcca
gcacacttcg
ggcctttect
gcgacggcca
accctgcetcet
agggggaccg
ctgacgagct
tggaaggtcg
ggcgaccgcc
ctcagcegtce
aatgccggtt
cggtcgegeca
ggcgcctgceg
tggcagcgcyg
atctggaaat
gatatcgggc
gaggagagcg
gccgtcageg
gagcgcagcc
aagtgtctcg
gggaacacca
ggcgaaaccg
gccggtggaa
acgctccgeg
gaggcggagc
agcgcctttg
ggcgcgectt
ctgaattccg
gttcacacgc
gcgcttecece

cggttectgge
agcagatcga
agggcaagcg
atgtcgtcat
gccacgtgtt
tataaggccg
gcgccaatcg
tcgtccggge
aagcggccgce
ccggcatggg
tcagcgcecct
gactcgacag
ccgegetete
cggtcggega
cgatcgtege
ccgttatget
tctgegtege
tttcggcgtt
attatccgtt
ctgatatcgc
tcgacgggac
tccaggccge
cgcgtecgat
cggtggtggce
cgatggcgeg
gggacgcatt
catgaccgat
ggcgcggcga
atctcgccga
tcgcegttte
agatcgtcceg
cgccggagac
cggtgcatgce
ccaccaaagg
agcagttcgg
gcgaccggct
cctacgceect
accgcttcac
tcgtcaatge
actcgatcaa
aggattgccg
tccactatga
tgcctgecgac
tcaacgccge
ccacagtgceg
gcctgetgac
cacgggagtt
ccgategtge
tcgacgcgcet
tcatcagcga
tggaccaggt
gctcatcgaa
caatggtgca
cgccttcgag
cgttcgacct
gcgtcegeac
cgccgtegat
agacggcaga
cagatctcga
tcctgatcga
gaacaccata
ggagtgccgce
cagccctecga
gcgcegtegg
ccgaggcatt
gtgctcgtgg
gattgtgggc
tcgatcttge
tgctgacggt

tctggagaac
cttcgacggce
ggcgcggctce
cagcgatccg
tctggcaagce
cctttgegge
gacgcatatg
gattgccaac
gaaagaagca
tgtcgaagcc
tttcaggttc
gaagctcgeg
cgactcgctce
aatcgctgeg
caaacgatcg
gggcgaggag
agcaatcaac
ccgcgacgcet
ccaccatccg
ccececegeegg
tgctctcgat
tgccgaggcec
ccttggetcece
gacattgctg
cgcagtecgcec
catcgaactc
gcgacggatc
ccccaatgeg
acacgtggtc
cgccgeccag
ccecgctcgaa
cggcgacatc
cgtcgegega
cttggcgaag
gctggactac
tatcgacgtc
tcatccgatc
cggcgacagg
cggccggcecg
ggcacggttc
cttcecgeegt
ggcagttctg
cctggeccgag
catctaccgc
aggcgacgcg
gctcgaggat
ctcgettecg
ggtggaagcyg
gcttgggccg
agcgacgctc
gcttcatacg
ctcggcageg
gcactttcca
gaggatgaat
cgccgtecagt
ggcccttege
cttcgecgat
attcccgatc
cctcggegac
ggcccggggc
tctgctgatc
tccegteegt
agccatgggc
cgacggttcg
gaaacagcat
ccccgggcgg
cttcgecege
cggtgatgcc
ttcgggacag
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5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361

aaccgggaat
ggcgcaacga
cgcgtcaget
cccaacgagg
gccatgggcc
tggaactgtc
atgcggtgat
catcgccaag
ttaccgccta
tccacggtgg
ccaaggtcat
ccgaccatgt
gcggggaagg
tctcgetggt
acagcaagat
atcagttgct
tcttcgagga
gggcaacttg
ccegttgeeg
gacggcgtcc
ctcgtcgaga
gaaacgcgcg
ttgcgacatc
accgttcget
agccgcgaac
cgccttaccc
gtcggcaatc
cgtgcacggc
gccggctacc
acggcgctga
ggcacggtcyg
ctgccggteg
caggcgccga
aggccgagga
cgaaggatac
ccgttgaact
tcgcggacaa
cgtgaccagg
cgtcatgtecg
agaccttccc
cgcatcaatc
cgcgtegceca
agatcgccag
ccggtgecgac
tcgggctcaa
ggatttccgce
aagaaaagat
tgacgaatgt
agttcatcca
tcaagcacaa
ggcgcatcct
cggecgcettet
cgctecggggt
acgaagtcga
tagcaggaag
gcgtcggect
gcgaaccgga
aggaggccgg
gggattcgct
cgatcatcca
gaccacaccg
tcaccgaccg
cggcatgctg
tcatcaccgg
gccgegtetce
tagccgaaca
gagaggagat
tcgtgacctc
tccaccggca

ggctgctcga
acaaggttga
cgcaggttge
tcgtegttge
tgttgccgga
cggccacgtg
ggccatcgece
tgccgcgagce
ctacgccatt
ctccggegge
cgccacggceg
cttcgatteg
cgtcgaccte
gaaacccttt
cgggctcagg
ggtgaatgcg
aggcaacgtc
tccggctgat
gcaggcacga
atctcgtegt
aaggcgcacg
cgatgatcga
acggatgccg
ccgtegtteca
gcaaccggcc
gtggtgacag
ccggccaggce
gccaggagygg
tgacgcagaa
aggcccaggt
acgcggcegt
ccgcaacgceg
gggcacgacg
catcctctte
ggtcactcge
cggcatgagt
taccacggtc
gcaacgagaa
gagcggacaa
gaaaatgaac
gtccgagege
gcaggcgcegt
cgagcagctc
gacgatgatc
ccggcatgcet
gtcggcgage
cgcgcaattce
cgccgegatce
caacagcgcg
cgacaccgcg
ggtgatcgtc
gaagctcagg
cctcggeecgg
catctggatg
cgccgecctg
cgcgeeccgtg
acgcacggcg
cctcgatacc
gcgcgecgte
ccecggeggtyg
aggaacagat
caatttcgge
accaccagcc
cggctecgage
tcttgtcgcea
cggtctcgag
cgaggccgcg
ggcaggcgtce
gatggaaacg

ccggaagacg
cgggaaaacc
aagcatcgcc
cgtcgeggea
agaggcgttg
gtcgcggteg
tccgeegect
gttgagcccg
gtcgagctceg
gtcggecttg
ggaagcgccg
cgttcgcteg
gtgctcaatt
ggccggttec
ccgttecgec
ccggatctga
acgccgctte
gcagaatgcc
ggtgacggcyg
cggcggcatc
ccgtattgeg
gctgcgggca
cggccgtgga
cgcggcgatg
ggtcatcgaa
gctcgacaac
gaactatgtc
cctggcaggg
cgccgatgtce
ggcgctcgac
cgtgatgatt
ctcttcgagg
atggatctcg
gatctggtgg
ggaaagatat
ttccagcaga
ggcgacatcg
cgaggccggt
ggaaaaagca
agcagtctca
aaccggatgg
ttcgaggatc
ggcatcgcca
gatggccgca
cacgtccteg
cgcctegttg
tacggcgttg
agctgcctga
ctcgceggga
gatctcgagc
gagggcatct
gccgaatacg
cacggcaggg
ggaacattgt
gcggccgtgce
cttgccgcat
gcggtgagac
gggctgagcg
cagctttcga
ccggaaggac
ccgecgcacc
ctcgggcgeyg
gccgcacggce
ggaattggcc
cgctcggeeg
gccggagcgg
gtctteccget
gtcgaaccgg
aacttttcgg

ggcctgetgt
aacgccttceg
tgggaagagg
accggcttga
gaagacggtt
gcgaagagat
tctcgaccca
tggccgcggce
gccgcattca
ccgegeteca
aaaagcggcg
gcttecgtega
cgcttttege
tggaactcgg
gcaatgtcag
ccaggcgceat
cctatcgege
gggcatatcg
aaggctgtga
ggcggcttcg
ctttgcteccce
gaatggcggc
gacgcttctg
gtgctcgacg
acgaaagcca
ttcatcctgt
gccgcaaacg
ctcgeccatceg
aacgacctgc
atggtggaaa
tcggagatcg
tgatcctgeg
tcgccatgat
ccggcgagat
tgaaggagat
acaccggctt
cgcgcaagcet
gacgacaagc
ctgagtcaat
aggagagcct
cgcgctecgga
tgcccgagta
acccgttcta
agctgatcaa
agcgggcgcg
ccggcgaacg
atgccgeegt
tggggccgaa
tcaagcttte
atgtcctgeg
actcgatgga
gcttectggcet
gcctegecga
cgaagacgac
taaaggcatc
ccgeggtege
gcaacggcag
gcggetttte
acgacctgct
aggcgcgect
gtcacattgg
tcgatatcga
cgccaacggg
tcgecggtcege
atcttctgga
tccgcataga
gtgtggatgce
cgccattcga
gcacggtgca

cggagctteg
cggccgcgac
cgagcgtacc
atttccgecga
cgccggggca
cgacgatctc
tgcggtegte
cacattgccg
ggctggagag
ggtcgcaaag
cttcctgacg
ggatgtccgt
cgaagcgatg
caagcgcgac
ctatttcgge
cttcatgcag
cttcgattac
gcaagatcgt
ggggcatgaa
gcctegtege
gccgaggceca
gttgcggett
gcgacgctte
atgcgctgat
agggcgcggce
tctcctegge
gctatctcga
gcttcggege
tcgccaageg
accacgtcgce
actggacggc
cagcgccgat
cgaaggcaaa
cgctgecatce
cggcctcegac
cgacatgcct
ccatgaaaaa
ttgtaacaga
gagcaacgat
gttggacagg
gcgggagttyg
taagcaggtc
ccggcegeat
cttcgectec
cgagacgatc
gccgcagceat
ctgtttcgta
ggacctcgtce
aggtgcgaca
caccgtcgec
cggcgacgtce
gatggtcgac
acatttcggg
gtcgagctge
tgccggcggce
cagcctcgac
cctgttectg
ggtcgtgect
cgccgecgge
tcgcgttett
agctgaacgc
gaagatgctg
ttcgtccatg
ctcgatctac
gaaggcagca
ggccgcecgat
gttcggaccc
ggcgatgcag
tgccgtgege

ggccgtaccc
cattcgccag
ggagccgggc
cgtgatgtgg
accatcggca
gcggtcggeg
gcgcgcgcecg
gtcgccettec
acgattttga
ctcaagggcg
atgctcggeg
tcggtcaccg
gagcagagcc
tattacgccg
atcgacgccg
atcggagcgc
ggatgaaatc
ggtgctgcecg
ggtcgacccg
cgccaactgg
gccggatgeg
cggtccatgce
gttcggaagc
cagcaatctg
aattctcgat
gacgacgctg
aggccttgec
gattgccgat
catcggcaaa
cgcggatccg
tgcgcggaac
cagcatgccg
tcgcecgecagg
cttcgtgtct
agcctcatgg
ttgagcggcg
gtaagcaagc
actcacgcag
ggaaacggcc
atgcggaaca
ccgeeggcetce
cttacgcaga
cagacggcag
tatgactatc
gccggcetteg
gtggagctcg
agcggctacc
atccacgacg
cgccgettet
ggtgactacc
gccaatctgce
gaggcgcatt
gccgatcecgce
ggcggctaca
ttcgtctata
atcctggcaa
aagcttgcca
gtcatcgtcg
aacgtcctgce
catcacctgc
ctgaaggatc
agtgcgctct
acacatgtga
gcggcccgea
cagaagctgg
gtttccaaag
tgcgacgttce
ggatcggcct
gcagtttatc
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9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741
10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361
12421
12481
12541
12601
12661
12721
12781
12841
12901
12961

//

7.2 Genbankeintrag rkpU

LOCUS
2000

cggacatgaa
gcatctacgg
gctgcgcagce
agacgccgca
gaaccgtccg
ggcggcgcett
gtcaggcctt
cggcggcgec
ccttctgeeg
ttcaacctgc
gtgatcttct
aaatacgggc
gtctttgceg
agtttcttca
ctggtctttt
gcgagttecge
gcactttaca
ctggtgatgg
cgcccgacgg
gtgcgttteg
cgcgacaaga
ggccacgagg
catttcggtg
caatgggggc
gtcctgageg
gccgegeact
ttcattcatc
ttcgagaagc
gtctccgacg
gagagcggct
gtcggtacgc
gcgttgaagce
tacggcgacc
gattatttca
aaggacgagg
gacgcgctgc
gtacccgcgce
aaggtcgceg
ggcgaccaga
tggccggect
ggcgaagagc
gtctttgtgg
atgtcgtcca
ctgccecgage
gacctcctct
ggcatctttc
ggcaaacgcg
ccgtactteg
ttcggcagcec
gcaggaacca
aggatcgtcg
ggcggcaatc
gccggactgce
gacattgccg
ccggatccgg
gggaacttct
ccgcaacgac
tgaaactcag
cgaccggggc
aattc

AF247710

gaacaggccg
atataccgcc
gaacgcacgc
attcaagagg
cccatggacg
cgagatttat
tcctcaattg
cgcggecatg
aggcggcgac
atgactaccc
atacggaccg
gcaatcggga
gcttcttege
tcattttcac
ccgatatcge
tgaacatcgt
tgtatttcga
tggggatcgc
ccgctetegt
gtaccttecge
tcgtcgecga
aggccccgcet
tcgattcgat
gcttgagcaa
gccttgtgec
atgccgatat
cctatgaccg
ttaccatgct
ccacgctgge
ttttcttegt
tcaccaatcc
agctgatcga
acgcgccect
tecgtgceget
atccttggaa
aatagcgctg
cgccaagaac
ggcatctcga
tattctggcg
atgtggaggc
gcccctatca
tcgaaatggg
actcgcactt
ccgactggca
acaacctgcc
atccgetege
agcagcggcg
tctatcecget
agcgggaagc
ggctcgeegt
cggacaaggc
tcgattecgcet
atgctctgaa
gtctcaccga
tgctgagcgg
attccgtgeg
gtcaatgaac
cgaagatcag
gccggecteg

cggcatattc
tactgcgect
ccacaatgtc
gagcttgceg
gccgaggcgg
tttggcgcgg
gtggttcgac
cttgtgccag
ggtgaaatgg
gatagccttg
gttecgeccctt
caggatcgac
gatctcgtgg
cggcatttcc
cctggtcgeg
cttctggatc
gccgacgatc
cgccggaccc
gcagaggctg
ttccgtegte
attgtcggaa
gatcatcgta
caagcttccg
tgtcttcgag
cgacgacatc
cgtectggecc
gacgttcttc
cgatgccttc
agcccgegtyg
cgcctegatg
cgtcgatatc
cggcctcaac
tctgaaatct
cgccaaggcg
cctgctegge
acttccggaa
cttcctgttc
agtgctgggc
gcgccgggcg
ctttatccgce
ccggatcgec
ctatctcagg
tccggtegat
acggctctac
gaacgtgttt
cgaatatgcc
cgcggatgeg
tcaacttgaa
gatcgacggc
caaggtgcac
cgcctcactc
cacggagcac
gcagggcaag
ccagcagccg
ggcaatgttc
ggtacggatg
cggggccctt
gcgacgccgg
tcgacgagga

3547 bp

tgatggtttc
cgaagttcgc
ggcatttcga
ccecggecagt
tcgcgcgaaa
ccttgtatct
cgggcgatcg
ccaatattag
ctcaaaggta
accctegggt
ccggcgcgceg
catctecgecc
cggccectet
cgcgcgaagt
gatgtcttca
gtcgecttcec
ctgcccgaaa
tggggactgt
gtgaaggcga
ttccatttca
atactgcgcg
tggcagtcgg
acggtcgacc
ggcggctaca
cacgtcgatg
ggaaagctca
ctgcggcaca
gaccataaac
ctcgccgaag
gcaaatcacg
tacctggcca
aagctcgacc
ttcgcggatce
cgcgeccgegg
tccatgctga
atccgecccga
ttgcagggac
cattgctgtc
gccataacta
cgccacgcecg
acagcggccg
ccggactggt
cccgcgcaaa
cggcagagct
ttctgcttcc
gggtggatcc
ttgatccget
acggactatc
atccttgect
ccgctecgaca
ggtgtcggcg
agttgcggaa
cccgtgaagg
ctcgacgegt
aggctgatgg
ccggccgcaa
cgtcgacccg
cgcgcagcag
acagcacggt

DNA

ttcgggtgcece
gcttaacggce
tctgctttca
ggaggcaagc
gatcgtcaag
tctgeccgett
cgcgcaacag
gctttaagtg
tcggcettgge
gctacctgcet
aacgcaggaa
ggctgccggt
atgccgecege
tcaagttcat
agtacaagac
tttacgtgtt
gaagcaggct
tgttttacgg
tcaacgtcaa
tcatctggcet
ccgcggtgea
agtccttcat
ggttgcgcaa
cgctgegeac
ccagctatcc
agcgcggctg
aggcgatgcc
cggagcggga
tcgagaagct
gcccctggga
tcctcegagcea
ggccggtctg
ccttcecgga
cccacagcecc
agcacgccaa
tgacagcagt
cggcgtcgeg
tgcgcatcaa
ccgtggactce
tcaccgacct
cgcgaaaagc
tgacgctcga
tcctgcgage
ttcttgcgga
tctttcgcta
ggatccggcg
cgctttegge
aattgcgtgce
ctttcgcgea
acagcctgat
acagggtcct
tggtaacggt
tcctgggaaa
tctggacggce
ccgcttegat
ggccatcgec
ccgeccecgge
atcgtgaatg
ggaccttgtg

linear

ggcctgatcg
ttcgccaggce
cccgatacgg
gtaatcatgg
ggcatcgacc
cgggccggcg
tggactgtga
tcgggagaag
gctcattccc
gtcctgegeg
gaacgcaccg
catcgegcetce
cggcacgatg
ccgtgagecg
gatcttctat
cggcgtatcg
cttctgggtt
gccecgtgaac
gatgaacacg
cggcgtcaag
cgacctcatc
cgacatgcgg
gcaggcggtyg
cgaatttgcc
ttatctccgt
gcgcacgcat
cctgetegge
cgggctttat
gccggaagag
accggggcgce
gtctgacgct
gttcgtcttt
tccecegeacg
gaagcggcgg
tctgcacaag
aacgaccata
cgtcttegece
cctcaatccce
gttggcgcgg
cgtcctgetce
cggcgtecege
gcgcggcggce
ggcaatggga
ggcggcatac
ccecgeggeac
gctggcggec
gaaaaatgcg
gcattcaccc
ccgtgegecg
ctcctggege
ctatctcgac
caactcgacc
ggccgtcttc
gcccgaggec
ccaggtgegce
gcaggctgca
caaaagccgg
tgcaggatgc
gtcctgcatg

BCT 08-AUG-

DEFINITION Sinorhizobium meliloti capsule polysaccharide exporter protein

RkpU
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(rkpU), putative pyrazinamidase/nicotinamidase PncA (pncAd), and

putative nicotinate phosphoribosyltransferase PncB (pncB) genes,
complete cds.

ACCESSION AF247710

VERSION AF247710.1 GI:8571419

KEYWORDS

SOURCE Sinorhizobium meliloti (Rhizobium meliloti)

ORGANISM Sinorhizobium meliloti

Bacteria;

Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales;

Rhizobiaceae; Sinorhizobium/Ensifer group; Sinorhizobium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 3547)

AUTHORS Epple,G.

and Geiger,O.

TITLE New genes in the chromosomal rkpI-region involved in the
biosynthesis of capsular polysaccharide
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 3547)

AUTHORS Epple,G.

and Geiger,O.

TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (22-MAR-2000) Biotechnology, TU Berlin, Seestrasse 13,
Berlin 13353, Germany

FEATURES
source

gene

CDs

Location/Qualifiers

1..3547

/organism="Sinorhizobium meliloti"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="41"

/db_xref="taxon:382"

136..1488
/gene="rkpU"
136..1488

/gene="rkpU"

/note="putative pore forming lipoprotein; belongs to the
BexD/CtrA/VexA family (PROSITE PS00013)"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="capsule polysaccharide exporter protein RkpU"
/protein_id="AAF76876.1"

/db_xref="GI:8571420"

/translation="MAGRAQSRLFCRLSRGGGLLWDGLCAFQRPADSLPGKCGADICM

ESLLCRTRSVVVKRVTALLLCTALAGCQAVPGEGPLTTDIVSDAGQSGSEIGRRNATV

FDIVDVDGQSARLVSEYVSTTLSRRFGIGGVVGQVVIGIGDQLKVTIFEAGSDGLFST

TESKQTSIDLVVQPDGKAATIPYVGSVRFAGLTLEQARQATILDALKQKAVEPDVIVTST

STASRIVTVSGAVGRPSVVPLNLVSETINEVIAKAGGPSAQPYETYVTLVRGKKTGTV

LLKSITIESPSENIHVKPGDQIFVTRDPRTFTVLGQVRANQRVEFGANDLNLLEAVALA

GGGSDRTVDAKGYFVFRYEEPDIVMSLLGQERFHKLLSKGMKADRVGRYPVVYRFDMT

KPDSLIVGQTFPVKNRDVIYASRHPSVDITKFLDFVARPIGIVNSGVNVADNLNDEFNN

misc_feature

gene

CDs

1673..1771

/note="similar to Sinorhizobium meliloti sequences
downstream of the cycL gene, between the chvI and chvG
genes (partial repeat element RIME2), downstream of the
phoT gene, and between the f1iG and f1iN genes"
1798..2433

/gene="pncA"

1798..2433

/gene="pncA"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="putative pyrazinamidase/nicotinamidase PncA"
/protein_id="AAF76877.1"

/db_xref="GI:8571421"
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/translation="MADAARPDLREAMADEALIVIDMQONDFCPGGALAVEGGDEIVPA

VNRLIDASPHVVLTQDWHPAGHS SFASTHPGKAPFQTVAMPYGEQTLWPEHCVQGSAG

ADFHPSLRWTSAELVIRKGFRREIDSYSAFFENDHRTPTGLAGYLRERGIRSVTLCGL
ATDFCVAFSALDAVAKGF STSVVLGACRGIDLNGSLAAMTLRMRDAGVRLI"

gene

CDs

2549..3178

/gene="pncB"

2549..3178

/gene="pncB"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="putative nicotinate phosphoribosyltransferase

PncB"

/protein_id="AAF76878.1"
/db_xref="GI:8571422"

/translation="MPKTDIARRVYNHTWKLDPIVRSLLDTDFYKLLMLOMIWQLYPD

VDATFSLINRTKTVRLADEIDEQELRDQLDHARGLRFTKKEMIWLAGNSFYGRTQIFS

PEFLAWLARFRLPEYELSRRDGQFELTFRGRWAETTXWEIPALAIINELRSRAAIKGL
GPFTLDVLYARAKAKMWSKVEQLREHPNLRISHFGTRRRHSFLWQRLCV"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

ttttatcccce
aagggctaga
caatatcgag
ggaggtggct
ggaaaatgcg
gtgaaacgag
ggcgagggcc
ggcagaagga
gtttccgaat
caggtggtca
gggctgtttt
ggcaaggcgg
gcgcgccagg
acgtcgacgt
gtcgtgectc
ccatcggcgce
gtcctgctga
cagatattcg
cagcgcgteg
ggcggctcgg
gatatcgtca
aaggccgacc
agcctcatcg
catccctctg
aattccggceg
ccgacaccag
cattaacgtc
gcgagcgteg
atgaggaaaa
acgttcatga
gccgatgcgg
gatatgcaga
gtacccgceg
cacccggcceg
gtggcgatgc
ggtgccgatt
ttccgtegeg
gggcttgcecg
accgatttct
gtggtgctcg
cgcatgcgeg
tcggcegeat
tcatgacggt
taaccatacc

tgcgctgtat
tatacgtctc
gcggtatggce
tgttgtggga
gcgcagatat
tgactgccct
ctctgacaac
acgcgacggt
atgtttccac
tcggcattgg
ccacaactga
caattcctta
cgatcctecga
cgacggcgtce
tcaatctcgt
agccctacga
agtcgatcat
tgacgcgcga
agttcggege
atcggacggt
tgagcctgcet
gcgtcecgggeyg
tcggtcagac
tcgacatcac
tgaacgtcgce
gcgtgggcgg
ctatagtcaa
aacatgcttg
gtgtatgcgg
cttaggtcga
ctcggeccgga
acgacttctg
tcaatcgcct
gccattccag
cttacggaga
ttcatcecgtce
agatcgacag
gttacctgeg
gcgttgecett
gcgcctgeeg
atgccggegt
cgccgetegg
ccaagaggag
tggaagctcg

tagtgagctt
ctgcgatcca
cggaagagcg
cggectttgt
ctgtatggaa
tctgctttgt
cgatatcgtt
atttgatatt
aaccctcagc
cgaccagctg
atcgaagcag
tgtcggatcg
tgcgttgaaa
gcgcatcgtc
cagcgagacg
gacctatgtg
cgagagcccc
tcecgegeacc
caacgatctc
ggatgccaaa
cgggcaggag
ctaccecggtc
cttecceggte
gaaattcctc
cgacaatctc
tgtcgacgcg
tcacctttat
ccgeccgegeg
ttttcegecce
tccgacctga
tttgcgagag
cceceggeggce
catcgacgcg
tttcgecteg
gcagacgctc
cctgcgatgg
ttattcecgcece
cgagcgcggc
ctcggcactc
tggcatcgat
ccggctgatc
acttaggata
cgtattgcat
atccgatcgt

ttaactcata
tccaatacaa
cagtctcgat
gcttttcaga
tcattgctgt
accgcgcettg
tcggatgceg
gtagatgtcg
cgccgetteg
aaggtcacga
acgagcatcg
gtccgttttg
cagaaggccg
acggtgtccg
atcaacgagg
acgctggtgce
tcggaaaaca
ttcacggtgce
aacctgctcg
ggttacttcg
cgttttcaca
gtctaccggt
aagaatcgcg
gatttcgtcg
aacgatttca
gttgccggcyg
aaggttcgca
cgttctatgg
gcatccegcet
atcatcgtga
gcaatggctg
gctctegegg
tcgcecgeatg
acgcatccgg
tggcccgage
acctcggegg
tttttcgaaa
ataagaagcg
gatgcggtcg
ctgaacggct
tagtcgcccce
tcgaccacga
gccaaagacc
ccgcagtcetg

gtgcctagcet
ttacggcgac
tattttgccg
gaccggcgga
gccgaacacg
cgggatgcca
gccagtccgg
atggccagtc
gcatcggcgg
tcttcgaggce
atctcgtegt
ccggcectgac
tcgagccgga
gtgccgtegg
tcatcgcgaa
gcggcaagaa
ttcacgtaaa
ttggccaggt
aggccgtggce
tgttccgcta
agctgctgag
tcgacatgac
acgtcatcta
cacggccgat
acaactgacg
gaatgctttc
ggttcgccgg
ttgatctggt
ctaacttatt
tcgggatcga
acgaagccct
tcgagggcgg
tcgtectgac
gcaaggctcc
attgcgtcca
agctcgtcat
acgaccaccg
tgacgctttg
ccaagggttt
cgcttgegge
cgggacgggag
tecgcctegeg
gatatcgcge
ctcgatacgg

ttcaaccccg
ggttcgtaac
gctgtcgegg
ttccetgeeg
gagtgtcgta
ggccgtgeeg
ctcggagatc
ggcgcggctce
cgtcgteggt
gggcagcgac
ccagcccgat
gctcgagcag
cgtgatcgtg
ccgtecttet
ggcgggcggc
gaccggcacg
gccgggcgac
gcgggcaaat
gctecgecggce
cgaggagccg
caagggcatg
gaaaccggac
cgcctegege
cggtatcgtg
ttggagtggg
ggccggcatg
gattcgcgtc
ttagagcggg
agaatcgatc
tttgttgatg
gatcgttatc
cgatgaaatc
gcaggactgg
gtttcagacc
ggggagcgcc
acgcaagggc
gaccccgacc
cggcctgget
ttcgacgtcg
catgaccctg
aagcgcggcg
tcagagcggg
gacgggtcta
atttctacaa
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2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
//

gcttttgatg
gatcaaccgc
ccagctcgac
taacagcttc
attccgectt
tggccgctgg
gcgctegege
cgccaaggcc
ttcccacttce
gcttaaggaa
caatgatctg
tgccecgcaac
gctctatggce
cagggatgca
catcgaggga
gaagctt

ctgcagatga
acgaagacgg
cacgcgcgag
tatggccgca
ccggaatacg
gccgagacga
gcggcgataa
aagatgtggt
ggtacgcgcec
ggcatcggct
gaggcggtcg
gaccgcgagce
ggcaacctcc
cccgactggg
ggcgagaaga

tctggcagcet
tgcgecettge
gcctgegett
cgcagatctt
agctgtcgeg
ccatntggga
aagggctcgg
cgaaggtcga
ggcggcacag
cgtectttac
gcaccaatgc
ttgcggcege
tgatcgtgct
tggcggactg
tcatcgectg

7.3 Genbankeintrag kpsF

LOCUS
2000
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

AF247711

1325 bp

ctatccggac
cgacgagatc
caccaagaaa
ttcgccggaa
tcgtgacggce
aatccctgca
cccattcacg
gcagttgcgg
cttcctatgg
aggctcgagc
gcacgagctg
gccctacaag
cccggacgceg
gaccggcttce
gtggaagaag

DNA

gtggacgcga
gacgaacagg
gaaatgatat
tttctcgecect
caattcgaac
ctcgcgatca
ctggacgtcc
gagcatccga
cagcgcttgt
aacgtgctge
ccgatggtgg
gttctgcagg
ttcgggacgg
cggccggaca
atgggccgag

linear

cctttteget
aactgcgcga
ggcttgcggg
ggctcgcaag
tgacctttcg
tcaacgagtt
tctatgceccg
acctgcgcat
gcgtctaggce
tggcaatgga
ctgcggegcet
actggaacca
ccgegttect
gtgcceccgec
acccgcggga

BCT 18-JUN-

Sinorhizobium meliloti capsule expression protein (kpsF) gene,

complete
AF247711

AF247711.

Sinorhizobium meliloti
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1 GI:8571423
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1 (bases 1 to 1325)
and Geiger,
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Sinorhizobium.
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Unpublished
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Direct Submission

Submitted
Berlin 13353,

(22-MAR-2000) Biotechnology,
Germany
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TU
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13,
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Location/Qualifiers

1..1325

/organism="Sinorhizobium meliloti"
/mol_type="genomic DNA"
/strain="41"

/db_xref="taxon:382"

242..1321

/gene="kpsF"

242..1321

/gene="kpsF"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="capsule expression protein"
/protein_id="AAF76879.1"
/db_xref="GI:8571424"

gene

CDs

/translation="MMGVRHATADAHAGGTVLESIGRTLTTATNGIKALADHLTSDQD
FAGALVDAVELMGDGDGRVVVSGVGKSGHIGRKIAATLASTGTSAYFVHPTEASHGDL
GMITAQDALVLLSWSGETAELANMLTYAKRFKVPIVSICSNRESTLARNSEIALVLPK
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LAQPVQEVMSRNPRVIKGDVLASAAMEFMQDHKVHRAVPRRRGRRPGRHPAHSRSAAR
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ORIGIN

/7

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

aattcgccgce
catgacggtt
catgaaaaga
ctacgcactt
gatgatgggt
gatcggcagg
cagtgaccag
cggccgegte
caccctcgeca
cgacctcggce
ggcggaactc
ctgctcgaac
ggtgccggag
cgtcggcgat
caagaccttc
gcatggcacc
cgaaatgtcg
cggcgtcatc
ggtccaggag
cgccatggaa
gcgeccecggt
cgctgagttt
acgtc

RRRLIFAEFHRLLAGAAGRRRAPVH"

cggcgggatce
cgaaacgtcg
gcctatctgg
ccggcggaaa
gtgagacacg
acgctgacga
gacttcgcgg
gtcgttteceg
tcgaccggca
atgatcaccg
gccaacatgc
cgcgagagca
gcctgtceege
gctctggecga
catccgggeg
ggacagatgc
gccaagggct
accgacggcg
gtgatgtcge
ttcatgcagg
cggcatcctg
caccggcttt

ctteccteccgg
ccggtttggt
cgtctatctt
accgtgacgc
cgacggcgga
cggcgacgaa
gcgccctggt
gggtcggcaa
ccteggecta
ctcaggatgc
tgacctacgc
cgctcgcacg
acggcctggce
tcgcgetect
gcaagctggg
cgttactctc
tcggegtegt
acctgcgceg
gcaacccgceg
accacaaggt
cacattcacg
tggccggggc

agacctcggt
ataaatggcc
gctgecggecc
agttttcccg
tgcgcatgece
cggcatcaag
cgatgcggtce
gagcgggcat
tttcgtccat
gctggtgctg
caagcgtttce
gaattccgag
gccgacaacc
ggagcggcgc
cgcgcagcetg
cgtcggeegt
cggcataaca
tcacatggcg
ggtgatcaag
ccaccgtgcet
atctgctgeg
ggcgggtcga

cgaaaagcgc
gtcgaaaggc
gctgacgagg
gaggtgccct
ggtggcaccg
gcccttgecag
gaactgatgg
atcggccgca
ccgaccgagg
ctctcetggt
aaggtgccga
atcgcgcteg
tcggccatge
ggcttctcgg
cggctggtte
ccgatgageg
gatgaaagcg
ggcgacctgt
ggtgacgtcc
gttcctegte
cgccggegte
cgaagggccc

gtcggctgag
ttggtttgtc
cgttttttgg
aaagggggtc
tgctggagtc
accatctgac
gcgacggcga
agattgcagc
caagccacgg
cgggcgaaac
tcgtctecgat
tgctgccgaa
tgcagcttgce
ccgaggattt
aggagctggc
aggcggtcat
gcaagctgat
tggcacaacc
ttgccagegce
gacgaggccg
gcctgatctt
cggttcattg
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7.4  Sequenzen und Restriktionschnittstellen von pPP428

Lédnge von pPP428 : 29875 bp

GAATTCGTAG GCCCCGATGG CGCCGACCGG AATGTCGATG CTGACCTCCG GCCACCGCGC CTCCGGCCGG
10 20 30 40 50 60 70
ACCCAGCCGC CGTCGGTGCA TGTGACCTCG AAGTCGTAGC CGTGCATGTG GATCGGGTGG TTGGTCATGG
80 90 100 110 120 130 140
TGAGGTTGCC GACCCGTACG CGCACGCGGT CGTTCTTGGA AACGACGAGC GGGCTGATGT CCGGGAATAT
150 160 170 180 190 200 210
GCGGCTGTTC CAGCACCACA TATTGAAGTT GGTCATTTCC ATGACGCGCG GCACGTAGGA GCCCGGCTCG
220 230 240 250 260 270 280
ATGTCTGTAG GCGTTGAGCA GGAACACGAA ATCCCGGTCG ACCGGCATGA ACTTCGGGTC CTTGGGATGG
290 300 310 320 330 340 350
ATCACGAAGA AGCCCATCAT CCCCATCGCC ATCTGCACCA TTTCGTCGGA ATGCGGGTGG TACATGAAGG
360 370 380 390 400 410 420
TGCCGGATTT CACGAGATCG AACTCGTAGA CGAAGGTCTT TCCGGGCGGG ATGTGCGGCT GCGACAGCCC
430 440 450 460 470 480 490
GCCGACCCCA TCCATGCCGG ACGGCAGGAT CATGCCGTGC CAGTGGATCG TCGTCGGCTC CGGCAGCTTG
500 510 520 530 540 550 560
TTGGTGACGA AGATGCGGAC CCGATCGCCC TCGACCGCTT CGATCGTCGG ACCCGGCGAC TGGCCGTTAT
570 580 590 600 610 620 630
AGCCCCAGAG ATAGGCGGTC ATGCCCTCGG CCATCTCGCG CTCGACCGGC TCGGCGACGA GATGGAACTC
640 650 660 670 680 690 700
CTTGACACCG CTGTTCATCC GGTGAGGCGC GGTCCAGCCG TTGACGGTCA CCACCGGGTT GTAGTCGGGG
710 720 730 740 750 760 770
CCGGAGGCCG GACGGACGGG AGCTTGCGTT TCCGCCGTCT CCATGATTGC CGCTTCCGGC AGGCCCATAT
780 790 800 810 820 830 840
TCGACGTTTT CGCCCAGGCG GCGGTGGATA CCAGTGCGGC GCTCGCGCCG AGTAACTGTC GTCTGTTGAA
850 860 870 880 890 900 910
CATGTTCGGT TCCTTTCTCA GTTGCCGCTT TCGGCGGCCG CCGCGACCTC GGTTTCGCCG GAGGCTCCCC
920 930 940 950 960 970 980
CGCCGTAAAT CGCCGGAGCC AGATCCGCCT CGGCCAGCCA GAAGTCGCGC TTGGCGTTGA TCGCGAGCAG
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
GATCGAATTG ACCTTTTCGC GGCTGTCGGC GAGCAGTTCG AAGGTGCTGG TGATCATCCC GTTATAGGTG
1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
AGGAGGGACT GCTCCTCGAT CTTGGTGCGC AGCGGCACGA CGCTGTTGCG GTAGTGCCGG GCGATGTCGT
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190
AGTTGGCGCG GTAGGCCTGA TAGGCCGAGC GTGCTTCCGA GCGGACATTG ACGGCCTTCT CGGCGAGAAG
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
GTTCGCCGCC CGCATATAGG CGAGCTCGGC CTTGCGCATG CGCGCCTTGC CGCTGTCGAA GATGGGAATG
1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330
GCGAATTCGA GATCGACCCG GCCGGTCGTC TCCGACGAAA TGTCGCCGTC CTCCTTTGCC CGCTCGGTCT
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
CGAAGCCGGC GAGGAGGTTG AGGTCGGTGA CGTAACGGGT GGCCTCGGTC AGATTGTAGG ATCTGGCCGT
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
CGCCTCCAGG TCGAGCTTCG CCATCTGGAG ATCGACACGG CGCCGCAGGG CTTCCGCCTC GATCTGGTCG
1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
CGCTTCATCA GGCCCTTCGG CAGGGACGCC AGCCGGTTCG GCACCTGGAA TTTGACGTCC GAACCCCAGA
1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610
GGCCCATCAG CCGCGTAGCT CCTCCTTGGC CAGACGCGCC TCGAGCCGCG CCTTGGCCCC TTCTCCCGCC
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
AGTTCGGCGT AGAATACATG CTCGCGGGCC TGCGACCCCT TCGTCATGGC CCCGCTCTCG CCGAGCTTTT
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
CGGCAAGCTC GGACGCCGCG TCGGCCGCCG CCTGCGCCTG GTTGAGCTGG CCCACCGTTT CCCAAGCCGC
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
TACGGCATTG ATCCAGGCAC GCCGCGTCTC GGAAGCAAGC TGCAACGTGC GCGAAGCGGC ATCCAGCTGC
1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890
GCCTTCCGGA ACTCGGTGTC GGCGAGCGCG ATATTCCTGT CGCGGGTGAC GAGCGCGAGA ATGTTGGAGA
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960
CGATCGCGCC CTCGACCGTC CGGAACGCCG TAAGTCCAGG CGTGCCGATT CCCGTAAGCC CGACACCGAC
1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
GGTCGGGTTG ACGAGCATTG TCGCCTGCCA GGCGTCGGCC GCCGACTCGC CGAGATCGGC ATAGGCCGCC
2040 2050 2060 2070 2080 2090 2100
TGCAGCCCCT TGTTGTTGAG CAGCGCGACC TGGACCGCCG TCTCGACGTC GATGGCTTTC TTCGCCATCA
2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170
GCGCCTTCAC CCGCTCGGAG ACGGAGCGGG CCTGTTCCTG GTTCTGCACC CATACGGTCT GCTTGCCGGC
2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240
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GGCTTCGGCC GTTGTCGCCG CGACCAGGGA AAACCCGGCA TTCTTAACCG CGTACTTCGC CAGCGGTAAC
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310
GCAGCCGCCG AGTACCAGCG GCAGTGCGAG CGTCGCCGCC AGCTTCATCC TGGCTTTCAT CATGATGCGC
2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380
CTCCTTTCGG AGCCTGCGCA TCATTCTGGT CGCGCCATGG TTTGGGATCG ACGGCCCTGC GGTCCGTATA
2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450
GCCCGCGACA GGACTCGTAT AGGCAACGGG GCGCACGTCG GCATCGTTGG CCGGGAGCTC CCCCGAAGCG
2460 2470 2480 2490 2500 2510 2520
ATCACATCGG GAGGCAGAGT GGCGGCGCAA CCGCTCGCAA GAAGCGGCAG GACGGCCACG AAAAACAGAT
2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590
GTTTCATGGA TTTATCCGAA TAGGAGATTG CGGCAGCGCT CGAGAGCAAG GCTTGCTCGC GAACACGCGT
2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
TCGACCCGTC AATCGGACGG GTGCATCCTA TTCAGGCGCT TGGGGGCCGG TGCAGCAGCG GCATTTCGCC
2670 2680 2690 2700 2710 2720 2730
CGTCGTCCGG GCGTCGTCGA CGAATTCCCG GACGGGGGAT ACGCGGGGTC CGCCAATAGC GTCGGTCGCC
2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800
GCGAGAATCG CCATGCCGGC ACAGAAGTCT TTGCAGCATT GCTGCTTCGC GGGCTTTTGG TCGCCTTCGG
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870
CAGAGGAGTC TTGATCGCCG TGCGAATGCA CGCCGCTCGC CATATCGTGA TGGTCGCTCG ACTGCGCGAT
2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940
TTCAGATTTG GACCAGCCGC TGTGCATGGC TGCGGAGGAA CTCGGCAATG CGTATACCGC CAGTGACACG
2950 2960 2970 2980 2990 3000 3010
AAAATCACCA AGCGGAACAG AATCAACAGC TTTTGCGTCG TGATTCGCAG CATGCCCATG CTCAATGCCT
3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080
ATCATCGGGC TCAAAATTGT CAATCTTCAG CTCACATCGA CACGCAAGGC GCATCGACGT GTGGCGCGAC
3090 3100 3110 3120 3130 3140 3150
TACAACGGGC GAACTTCGCC GCTGCAGCCC GATTTCGAGT TCTAGGGCTT ACAACGATGG CAACGTCAAT
3160 3170 3180 3190 3200 3210 3220
CGGAAAAAAT CGGGGACGAA GAAAAAAGTC GAAAGTCTCA GGTGCCGTGG CATGCCCGCC ACGGTCAGGA
3230 3240 3250 3260 3270 3280 3290
AATTGTTAAC CATATTCTCC GTTCCTCGGG GAACAGCCCG GCCGGCGCCA CAGGAATAAC TCTATTCCGC
3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
GCTCTTTCGA ACGCGGAAGC AAAACAACAG GTCGGAGAAG ATGGACATGA TCAAATCGGG TCTCGGCGTC
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430
ACCGTCGCGG TTCTCGCCCT GTCCATCACA GTCAGCGGCA TCCTGCATTT TGCGCTGTCC AGCTACCGCC
3440 3450 3460 3470 3480 3490 3500
CGGCGGCGAA TGCCGCCTGT CGCACGAAAT CACCTCATCG ATACCACGAT GAAAGAGGCC GCCTTGTCAG
3510 3520 3530 3540 3550 3560 3570
GCGCACAAAG ATCGCGCGAG GATATGCGTC AGGAAACGCG GCGACACTTT TCCGGGCCGA AATCTCCCAG
3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
CTGAGCCAGA AGTTCGTCGC AGGAGCACTT CTTCGTGTCC ATCAAGTCGA GAATGCGCTT GGCGGCCCTG
3650 3660 3670 3680 3690 3700 3710
TTGGCCTTCA CACCATCCCT GCCGACATTG TGCAGAGCGC ACCAAATATC GAGCGCTCCG CGCATGACGT
3720 3730 3740 3750 3760 3770 3780
CCACGTCATC CGGAGAATAG GCCTGACGCA CGAACCCCTC CAAAGGTGTA CCTCAACGAC CTCATCATGG
3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850
GGCAATCGGG GGGAAATTCA AGGAAATAGT GAGGTACCGC AATAAGTCAT ATGATTGAGG GATTCGAAGC
3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920
CGCAGCCGCC GGTTTCTTTT CTCTCGTCAC ACCCGTACGG ATTGCTCCAC GAAATCCTCG CTGCTCGAAA
3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990
AATTTCAGAT AGCGCTCGAC CTCGGCTGGA TCCCCCGTCG CCTTGCGCGG GTTGTCCGAG AGCTTGACGG
4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060
CCGGACGGCC ATTTGCCTCG CTGACCTTGC ATACTATGGA GATCGGGTTG AGGCCGTTGA TTTCTGTCGG
4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130
GGCGCAGCCG GCGAAATCAT TCGTCAGGTT CGTTCCCCAG CCCAAGCTTA TGCGCACGCG CCCTTAGAAA
4140 4150 4160 4170 4180 4190 4200
TGGCAGTAGG TCCTGATGAT CGTGTCGACG TCGAGCCGTC GGAGAAGATC AGAAGCTTCT CCCGCGGGTC
4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270
TCGGCCCATC TTCTTCCACC AGGCGATGAT CTTCTCGCCT CCCTCGATGG GCGGGGCACT GTCCGGCCGG
4280 4290 4300 4310 4320 4330 4340
AAGCCGGTCC AGTCCGCCAC CCAGTCGGGT GCATCCCTGA GGAACGCGGC CGTCCCGAAC GCGTCCGGGA
4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410
GCACGATCAG GAGGTTGCCG CCATAGAGCT GGTTCCAGTC CTGCAGAACC TTGTAGGGCG CGGCCGCAAG
4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
CTCGCGGTCG TTGCGGGCAA GCGCCGCAGC CACCATCGGC AGCTCGTGCG CATTGGTGCC GACCGCCTCC
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550
AGATCATTGT CCATTGCCAG CAGCACGTTG CTCGAGCCTG TAAAGGACGA GCCGATGCCT TCCTTAAGCG
4560 4570 4580 4590 4600 4610 4620
CCTAGACGCA CAAGCGCTGC CATAGGAAGC TGTGCCGCCG GCGCGTACCG AAGTGGGAAA TGCGCAGGTT )
4630 4640 4650 4660 4670 4680 4690
CGGATGCTCC CGCAACTGCT CGACCTTCGA CCACATCTTG GCCTTGGCGC GGGCATAGAG GACGTCCAGC
4700 4710 4720 4730 4740 4750 4760
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GTGAATGGGC CGAGCCCTTT TATCGCCGCG CGCGAGCGCA ACTCGTTGAT GATCGCGAGT GCAGGGATTT
4770 4780 4790 4800 4810 4820 4830
CCCAATGGTC GTCTCGGCCC AGCGGCCACG AAAGGTCAGT TCGAATTGGC CGTCACGACG CGACAGCTCG
4840 4850 4860 4870 4880 4890 4900
TATTCCGGAA GGCGGAATCT TGCGAGCCAG GCGAGAAATT CCGGCGAAAA GATCTGCGTG CGGCCATAGA
4910 4920 4930 4940 4950 4960 4970
AGCTGTTACC CGCAAGCCAT ATCATTTCTT TCTTGGTGAA GCGCAGGCCT CGCGCGTGGT CGAGCTGGTC
4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
GCGCAGTTCC TGTTCGTCGA TCTCGTCGGC AAGGCGCACC GTCTTCGTGC GGTTGATCAG CGAAAAGGTC
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110
GCGTCCACGT CCGGATAGAG CTGCCAGATC ATCTGCAGCA TCAAAAGCTT GTAGAAATCC GTATCGAGCA
5120 5130 5140 5150 5160 5170 5180
GACTGCGGAC GATCGGATCG AGCTTCCAGG TATGGTTATA GACCCGTCGC GCGATATCGG TCTTTGGCAT
5190 5200 5210 5220 5230 5240 5250
GCAATACGCT CCTCTTGGAC CGTCATGACC CGCTCTGACG CGAGGCGATC GTGGTCGATA TCCTAAGTCC
5260 5270 5280 5290 5300 5310 5320
GAGCGGCGAT GCGGCCGACG CCGCGCTTCC CCGTCCCGGG GGCGACTAGA TCAGCCGGAC GCCGGCATCG
5330 5340 5350 5360 5370 5380 5390
CGCATGCGCA GGGTCATGGC CGCAAGCGAG CCGTTCAGAT CGATGCCACG GCAGGCGCCG AGCACCACCG
5400 5410 5420 5430 5440 5450 5460
ACGTCGAAAA ACCCTTGGCG ACCGCATCGA GTGCCGAGAA GGCAACGCAG AAATCGGTAG CCAGGCCGCA
5470 5480 5490 5500 5510 5520 5530
AAGCGTCACG CTTCTTATGC CGCGCTCGCG CAGGTAACCG GCAAGCCCGG TCGGGGTCCG GTGGTCGTTT
5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600
TCGAAAAAGG CGGAATAACT GTCGATCTCG CGACGGAAGC CCTTGCGTAT GACGAGCTCC GCCGAGGTCC
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670
ATCGCAGGGA CGGATGAAAA TCGGCACCGG CGCTCCCCTG GACGCAATGC TCGGGCCAGA GCGTCTGCTC
5680 5690 5700 5710 5720 5730 5740
TCCGTAAGGC ATCGCCACGG TCTGAAACGG AGCCTTGCCC GGATGCGTCG AGGCGAAACT GGAATGGCCG
5750 5760 5770 5780 5790 5800 5810
GCCGGGTGCC AGTCCTGCGT CAGGACGACA TGCGGCGACG CGTCGATGAG GCGATTGACG GCGGGTACGA
5820 5830 5840 5850 5860 5870 5880
TTTCATCGCC GCCCTCGACC GCGAGAGCGC CGCCGGGGCA GAAGTCGTTC TGCATATCGA TAACGATCAG
5890 5900 5910 5920 5930 5940 5950
GGCTTCGTCA GCCATTGCCT CTCGCAAATC CGGCCGAGCC GCATCGGCCA TCAACAAATC GATCCCGATC
5960 5970 5980 5990 6000 6010 6020
ACGATGATTC AGGTCGGATC GACCTAAGTC ATGAACGTGA TCGATTCTAA TAAGTTAGAG CGGGATGCGG
6030 6040 6050 6060 6070 6080 6090
GCGGAAAACC GCATACACTT TTCCTCATCC CGCTCTAAAC CAGATCAACC ATAGAACGCG CGCGGCGGCA
6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160
AGCATGTTCG ACGCTCGCGA CGCGAATCCC GGCGAACCTG CGAACCTTAT AAAGGTGATT GACTATAGGA
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230
CGTTAATGCA TGCCGGCCGA AAGCATTCCG CCGGCAACCG CGTCGACACC GCCCACGCCT GGTGTCGGCC
6240 6250 6260 6270 6280 6290 6300
CACTCCAACG TCAGTTGTTG AAATCGTTGA GATTGTCGGC GACGTTCACG CCGGAATTCA CGATACCGAT
6310 6320 6330 6340 6350 6360 6370
CGGCCGTGCG ACGAAATCGA GGAATTTCGT GATGTCGACA GAGGGATGGC GCGAGGCGTA GATGACGTCG
6380 6390 6400 6410 6420 6430 6440
CGATTCTTGA CCGGGAAGGT CTGACCGACG ATGAGGCTGT CCGGTTTCGT CATGTCGAAC CGGTAGACGA
6450 6460 6470 6480 6490 6500 6510
CCGGGTAGCG CCCGACGCGG TCGGCCTTCA TGCCCTTGCT CAGCAGCTTG TGAAAACGCT CCTGCCCGAG
6520 6530 6540 6550 6560 6570 6580
CAGGCTCATG ACGATATCCG GCTCCTCGTA GCGGAACACG AAGTAACCTT TGGCATCCAC CGTCCGATCC
6590 6600 6610 6620 6630 6640 6650
GAGCCGCCGC CGGCGAGCGC CACGGCCTCG AGCAGGTTGA GATCGTTGGC GCCGAACTCG ACGCGCTGAT
6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720
TTGCCCGCAC CTGGCCAAGC ACCGTGAAGG TGCGCGGATC GCGCGTCACG AATATCTGGT CGCCCGGCTT
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790
TACGTGAATG TTTTCCGAGG GGCTCTCGAT GATCGACTTC AGCAGGACCG TGCCGGTCTT CTTGCCGCGC
6800 6810 6820 6830 6840 6850 6860
ACCAGCGTCA CATAGGTCTC GTAGGGCTGC GCCGATGGGC CGCCCGCCTT CGCGATGACC TCGTTGATCG
6870 6880 6890 6900 6910 6920 6930
TCTCGCTGAC GAGATTGAGA GGCACGACAG AAGGACGGCC GACGGCACCG GACACCGTGA CGATGCGCGA
6940 6950 6960 6970 6980 6990 7000
CGCCGTCGAC GTCGACGTCA CGATCACGTC CGGCTCGACG GCCTTCTGTT TCAACGCATC GAGGATCGCC
7010 7020 7030 7040 7050 7060 7070
TGGCGCGCCT GCTCGAGCGT CAGGCCGGCA AAACGGACCG ATCCGACATA AGGAATTGCC GCCTTGCCAT
7080 7090 7100 7110 7120 7130 7140
CGGGCTGGAC GACGAGATCG ATGCTCGTCT GCTTCGATTC AGTTGTGGAA AACAGCCCGT CGCTGCCCGC
7150 7160 7170 7180 7190 7200 7210
CTCGAAGATC GTGACCTTCA GCTGGTCGCC AATGCCGATG ACCACCTGAC CGACGACGCC GCCGATGCCG
7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280



Anhang

126

AAGCGGCGGC TGAGGGTTGT GGAAACATAT TCGGAAACGA GCCGCGCCGA CTGGCCATCG ACATCTACAA
7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350
TATCAAATAC CGTCGCGTTC CTTCTGCCGA TCTCCGAGCC GGACTGGCCG GCATCCGAAA CGATATCGGT
7360 7370 7380 7390 7400 7410 7420
TGTCAGAGGG CCCTCGCCCG GCACGGCCTG GCATCCCGCA AGCGCGGTAC AAAGCAGAAG GGCAGTCACT
7430 7440 7450 7460 7470 7480 7490
CGTTTCACTA CGACACTCCG TGTTCGGCAC AGCAATGATT CCATACAGAT ATCTGCGCCG CATTTTCCCG
7500 7510 7520 7530 7540 7550 7560
GCAGGGAATC CGCCGGTCTC TGAAAAGCAC AAAGGCCGTC CCACAACAAG CCACCTCCCC GCGACAGCCG
7570 7580 7590 7600 7610 7620 7630
GCAAAATAAT CGAGACTGCG CTCTTCCGGC CATACCGCCT CGATATTGGT TACGAACCGT CGCCGTAATT
7640 7650 7660 7670 7680 7690 7700
GTATTGGATG GATCGCAGGA GACGTATATC TAGCCCTTCG GGGTTGAAAG CTAGGCACTA TGAGTTAAAA
7710 7720 7730 7740 7750 7760 7770
GCTCACTAAT ACAGCGCAGG GGATAAAACC GGGGATACCC GCAGAGCAGG AATGTCGCCG ATTGCAATTT
7780 7790 7800 7810 7820 7830 7840
ACGTTAGACC TTGCAATGGG CTAAGACAAT TTTAACGGCA GTTCAGAGCG TTCGATCTTA CATGACGGTT
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910
GAAATCATAG GGCGTGCATG CCTTGCCCCG GGAGCGAAAT CTCCGCAGGC GCTGTTCAAA ATCCTTCGTC
7920 7930 7940 7950 7960 7970 7980
AGGGCAAGTG CACCGTGACC CGCGTCCCTT CGGACCGCTG GGACCTTGCG CGTTTCTGGC ACCCGGTCAT
7990 8000 8010 8020 8030 8040 8050
GGGCACGCCC GGCAAGACCT ATTCGTTTGC CGCCGGCGTC CTCGACCATA TCTACGATTT CGATCCCGCC
8060 8070 8080 8090 8100 8110 8120
GTTTTCGGGA TGTCGCAGCG CGAGGCCATG TATATGGACC CGCAGCAGCG GGTTCTGTTG CAGCTCGCCT
8130 8140 8150 8160 8170 8180 8190
GGCGAGCGCT CGAGGACGCC AATATTTCCG TGGCGTCGCT GCACGGTGAA AATGTCGGCG TCTATGTCGG
8200 8210 8220 8230 8240 8250 8260
CGCCTCCAGC CTCGACCACG CCAATCTGAC GGTCGACGAT CCGGCTGCCG CCGGGCCCTA CTTCATGACG
8270 8280 8290 8300 8310 8320 8330
GGCAATACGC TGTCGATCGT CTCCAACCGT ATTTCCCACG TCTTCGGCCT GAGCGGCCCG AGCATGACCG
8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
TCGACACGGC CTGTTCCTCT TCGCTCGTGG CCCTCGATCA GGCGATGCGG GCGCTGAACG CCGGAGAGAT
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470
CGACACGGCC ATCGTCGGCG GCGTCAATAT CCTCGCCCAC CCGCTTCCCT TCGTCGGCTT CGCCCAGGCG
8480 8490 8500 8510 8520 8530 8540
CGCATGCTCT CGCCCGAAGG GCTCTGCCGC GCCTATGACA ATGACGGCGC CGGCTATGTT CGCGCCGAGG
8550 8560 8570 8580 8590 8600 8610
GCGGCGTCGT CTTCGTCCTG CGCCGCACGG ACCGGGCGCA ACGCGAGCGC GACCGGAGCT ATGCCCGGAT
8620 8630 8640 8650 8660 8670 8680
CGTCGCCTCC GGCGTCAATT CGGCCGGGCG CACCAACGGC ATCTCGCTGC CCTCGCGCGA GGCGCAGGCC
8690 8700 8710 8720 8730 8740 8750
AATCTGCTGA GGATGATCTA CGAAGGCAAC GGCATCGACG CCAACCAGGT TGCCTTCGTA GAAGGCCATG
8760 8770 8780 8790 8800 8810 8820
GTACCGGCAC GAAGGTCGGC GACCCGGCGG AGGTCTGGTC CATCGGCACG GTGATCGGCG CGAAGCGCCG
8830 8840 8850 8860 8870 8880 8890
GGCTCCGGTG CCGATCGGCT CGATAAAGTC CAATATCGGC CATACCGAGC CGGCCTCCGG CCTGTTCGGG
8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960
ATGATGAAGG CGGTTCTGGC TCTGGAGAAC AATTATCTGC CGGCCTCGCT GCATTTCGAG ACGCCGAACG
8970 8980 8990 9000 9010 9020 9030
AGCAGATCGA CTTCGACGGC CTCAATGTCC GTGTGACTGC CAATCCGATC GAGCTTCTGA AGGGCAAGCG
9040 9050 9060 9070 9080 9090 9100
GGCGCGGCTC GCCGGCATTA ATTCCTTCGG CTTCGGCGGC GCCAACGCCC ATGTCGTCAT CAGCGATCCG
9110 9120 9130 9140 9150 9160 9170
GATCCGGCAC AGGCGGAAAA GGCTGCGACC TCGCCGGCGG GCCACGTGTT TCTGGCAAGC GCCCATACCG
9180 9190 9200 9210 9220 9230 9240
CGTCGAGCCT CGAAAACCTG CTCGAGAGAC TATAAGGCCG CCTTTGCGGC GCGACGAAGG AAGAGACGCG
9250 9260 9270 9280 9290 9300 9310
CGCGATCGTC GCCGCCTCCG GCGCCAATCG GACGCATATG CGCCATCGGT TCGCGGCGCG CAGCGATCAT
9320 9330 9340 9350 9360 9370 9380
CCCGAAGATA TCGTCCGGGC GATTGCCAAC CACCTGGAAA AGCCCGGCTC CGATATCGGG GAGACGGGCG
9390 9400 9410 9420 9430 9440 9450
AAGCGGCCGC GAAAGAAGCA AAGGTCGCCT TCGTCTTCTC CGGCAACGGC TCGCAATGGG CCGGCATGGG
9460 9470 9480 9490 9500 9510 9520
TGTCGAAGCC TTCCGCGAGA ATCTGCACTT CCGTCAGTCG TTCACTTCGG TCAGCGCCCT TTTCAGGTTC
9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590
CATTCGGATA TCGTCCTCAC CGATCTCCTG ACCGACCCCG GACTCGACAG GAAGCTCGCG GATACGAAGG
9600 9610 9620 9630 9640 9650 9660
TGGCCCAGCC GCTGCTTTTC GCGATACAGG CCGCGCTCTC CGACTCGCTC GTGGCCATGG GCATCAAGCC
9670 9680 9690 9700 9710 9720 9730
GACCGCCGTC TTCGGTCATT CGGTCGGCGA AATCGCTGCG GCTTATGCAG CGGGGGCGCT GTCGCTCGTC
9740 9750 9760 9770 9780 9790 9800
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GACGCCGTGT CGATCGTCGC CAAACGATCG CTGCACCAGG ACCTTCTGGC CGGCCAGGGC ACGATGGCGG
9810 9820 9830 9840 9850 9860 9870
CCGTTATGCT GGGCGAGGAG GCAGCCAAGG CCTTCGCGGC GGAGCGCGGT CTCGACGATG TCTGCGTCGC
9880 9890 9900 9910 9920 9930 9940
AGCAATCAAC GCTCACAATT CGGTGACGAT CTCCGGCCCG GCGAACGAGA TTTCGGCGTT CCGCGACGCT
9950 9960 9970 9980 9990 10000 10010
GCGCGCAAGG CGAAAATCCC GGTTCAGATC CTCGACATCA ATTATCCGTT CCACCATCCG ATCATCGACC
10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080
GGGCGAAAGA GGCGTTCCTC TCCGATATCC CTGATATCGC CCCCCGCCGG ACGGAGCTGG CCTATCTGTC
10090 10100 10110 10120 10130 10140 10150
GACCGTCACG GGTGCCGCGC TCGACGGGAC TGCTCTCGAT CCCGACTACT GGTGGAAGAA CGTTCGCGAG
10160 10170 10180 10190 10200 10210 10220
CCCGTGCGTT TCCAGGCCGC TGCCGAGGCC GCGCTCGATC TCGGCTGCAT GCTGTTCATC GAGATCTCGC
10230 10240 10250 10260 10270 10280 10290
CGCGTCCGAT CCTTGGCTCC TACGTCAAGG AGACGATCAA GCAGGCGGCA GTGCCGGCTT CGGTGGTGGC
10300 10310 10320 10330 10340 10350 10360
GACATTGCTG CGCGACGCCG GCGCGAACGG CCACGATCCG ATCTCCGCGT CGATGGCGCG CGCAGTCGCC
10370 10380 10390 10400 10410 10420 10430
CACGGTGCCG CCGTCGACCG GTCGCGTGTC TATGGCAAGC GGGACGCATT CATCGAACTC CCCGCGCTGC
10440 10450 10460 10470 10480 10490 10500
CCTTCGAGCC GGTGGAACTG CGGCCGGCGG CCACGACCGA TGCGACGGAT CTCTTCGGAC GTTCCGCAAA
10510 10520 10530 10540 10550 10560 10570
GCCCTATCGG CTCAACGGCT GGCGCGGCGA CCCCAATGCG GGAAGCTGGA AAAACCATGT CGACGCGCAT
10580 10590 10600 10610 10620 10630 10640
CTCTTCCCGG ATCTCGCCGA ACACGTGGTC GACGGCAAGG CGATCCTCCC GGGCAGCGGT TTCATCGAAA
10650 10660 10670 10680 10690 10700 10710
TCGCCGTTTC CGCCGCCCAG CAATATCACG GCAGCGACGA GGTCGAGATC ACCAATCTGG AGATCGTCCG
10720 10730 10740 10750 10760 10770 10780
CCCGCTCGAA CTGAGCGACA GCCGCATCAT GGAACTCTCG ACCATCCTGT CGCCGGAGAC CGGCGACATC
10790 10800 10810 10820 10830 10840 10850
GAGATCCGAT CGCGCGAACG TCTCTCGGAA GACGATTGGA CGGTGCATGC CGTCGCGCGA AGCCGCAAGC
10860 10870 10880 10890 10900 10910 10920
CCTTGCCGAC GACGAGCAAC GACTGTCCGT CCACCAAAGG CTTGGCGAAG ACGGCGACCG TGACGGCGGC )
10930 10940 10950 10960 10970 10980 10990
CAAGGCCTAT GAAACGGCGA AGCAGTTCGG GCTGGACTAC GGCCCGCAAT TCCAGCTTCT CTCCAAAGCC
11000 11010 11020 11030 11040 11050 11060
GTGGCCTATG GCGACCGGCT TATCGACGTC GAGTTGAAGC ACCCCCAGGC GTCGGGGCAC CCCCACGTCA
11070 11080 11090 11100 11110 11120 11130
CCTACGCCCT TCATCCGATC TCGGTCGACG CGACCTTCCA CGGCCTGGTC GCACTCTTCG ACCGCTTCAC
11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
CGGCGACAGG GGCGGCGCCT ATATTCCTGT CCGTTTCGGC TCCGTGCGCG TCGTCAATGC CGGCCGGCCG
11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270
ATCGCCCGCG CGACGATCGA GATCGAGCGG GTCAGCGCCA ACTCGATCAA GGCACGGTTC CATTTCTTCG )
11280 11290 11300 11310 11320 11330 11340
ACGAGACCGG CGTCGCGATC GCACACTTCG AGGATTGCCG CTTCCGCCGT ACCTATCTGC GCAAGCACAA
11350 11360 11370 11380 11390 11400 11410
GACGCTTGAA GGCCTTTCCT TCCACTATGA GGCAGTTCTG TCCGACGTGG TCATGCCCGG CACGAAAGTT
11420 11430 11440 11450 11460 11470 11480
GCGACGGCCA TGCCTGCGAC CCTGGCCGAG CCGATCGATG ACAATGGCGT CGACAACGCG ACCCTGCTCT
11490 11500 11510 11520 11530 11540 11550
TCAACGCCGC CATCTACCGC GCCTGCCAGG AAATTGCCCT GAAGCTCGGC AGGGGGACCG CCACAGTGCG
11560 11570 11580 11590 11600 11610 11620
AGGCGACGCG CTGCCCGGGG ACTTCGCGTT CCAGTGCTTC CTGACGAGCT GCCTGCTGAC GCTCGAGGAT
11630 11640 11650 11660 11670 11680 11690
GCCGGCCTTT GCGAGCACCA GAACGGCAAC TGGAAGGTCG CACGGGAGTT CTCGCTTCCG ACCGTTCCGG
11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760
AGATCCTTGG CGAGCTCTAT GGCGACCGCC CCGATCGTGC GGTGGAAGCG GTGCTCGTCA ACAACGCCTA
11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830
TGCGGAAGCA CTCAGCCGTC TCGACGCGCT GCTTGGGCCG GTGCGTGCAG GCGACGACGC GGCTTCGTTC
11840 11850 11860 11870 11880 11890 11900
AATGCCGGTT TCATCAGCGA AGCGACGCTC GACCATCAGG CCGTGCATTC CGTGGCGAGC CGGTCGCGCA
11910 11920 11930 11940 11950 11960 11970
TGGACCAGGT GCTTCATACG GTCGAACACG TTCTCGCTGC GCAGCCGGCA GGCGCCTGCG GCTCATCGAA
11980 11990 12000 12010 12020 12030 12040
CTCGGCAGCG TCTCCGGCTT CAGCCGCCGG CTGGCCGATC TGGCAGCGCG CAATGGTGCA GCACTTTCCA
12050 12060 12070 12080 12090 12100 12110
TTTTCGAGCC GCGCGACAAT GCACAACGGA ATCTGGAAAT CGCCTTCGAG GAGGATGAAT GTGCGCGTTC
12120 12130 12140 12150 12160 12170 12180
TGAAGAAGAG CGAATTCGCC GATATCGGGC CGTTCGACCT CGCCGTCAGT GCTTCGGACA ATCTCTACCA
12190 12200 12210 12220 12230 12240 12250
GCTGATCGAA GAGGAGAGCG GCGTCCGCAC GGCCCTTCGC TCCATGCCCC CCGGAAGCGG GCTCGTCGCG
12260 12270 12280 12290 12300 12310 12320
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GCCGTCAGCG CGCCGTCGAT CTTCGCCGAT TTCGCCCTGG GTCTCTCGGG CGGATGGTTC GAGCGCAGCC
12330 12340 12350 12360 12370 12380 12390
AGACGGCAGA ATTCCCGATC GGCAGGATCG CGGCCGTACC CCATTGGCAG AAGTGTCTCG CAGATCTCGA
12400 12410 12420 12430 12440 12450 12460
CCTCGGCGAC GTGGTCGTGA CGGATCGCGA ATGCCCGCAT GGGAACACCA TCCTGATCGA GGCCCGGGGC
12470 12480 12490 12500 12510 12520 12530
ACAGCGGCGG CAGGCGCGGG CGCCGAGCCG GGCGAAACCG GAACACCATA TCTGCTGATC GAGACTGCCA
12540 12550 12560 12570 12580 12590 12600
CTGCCCAGAA ACCGGTCGCG GCCGGTGGAA GGAGTGCCGC TCCCGTCCGT GTGACAGGCG ACCTTGCCGC
12610 12620 12630 12640 12650 12660 12670
AGATATGGCG ACGCTCCGCG CAGCCCTCGA AGCCATGGGC GACAGACCGT TGCGCGCGGT TTTCATGTCC
12680 12690 12700 12710 12720 12730 12740
GAGGCGGAGC GCGCCGTCGG CGACGGTTCG GCCCTGCTGC AGACGCGTGT ATTGGCGCTC AGCGCCTTTG
12750 12760 12770 12780 12790 12800 12810
CCGAGGCATT GAAACAGCAT CTCGCCGGCG TCGAGCCGAG GGCGACGACC GGCGCGCCTT GTGCTCGTGG
12820 12830 12840 12850 12860 12870 12880
CCCCGGGCGG CGCTCCCTTA TCACCTCGGC AGGCTCCGGG CTGAATTCCG GATTGTGGGC CTTCGCCCGC
12890 12900 12910 12920 12930 12940 12950
GTCCTTCAGA ACGAGTATGA GTTTATCGAC GTTCACACGC TCGATCTTGC CGGTGATGCC GACATCGGCC
12960 12970 12980 12990 13000 13010 13020
GCAAGGATAT GCTTGCCGCA GCGCTTCCCC TGCTGACGGT TTCGGGACAG AACCGGGAAT GGCTGCTCGA
13030 13040 13050 13060 13070 13080 13090
CCGGAAGACG GGCCTGCTGT CGGAGCTTCG GGCCGTACCC GGCGCAACGA ACAAGGTTGA CGGGAAAACC
13100 13110 13120 13130 13140 13150 13160
AACGCCTTCG CGGCCGCGAC CATTCGCCAG CGCGTCAGCT CGCAGGTTGC AAGCATCGCC TGGGAAGAGG
13170 13180 13190 13200 13210 13220 13230
CGAGCGTACC GGAGCCGGGC CCCAACGAGG TCGTCGTTGC CGTCGCGGCA ACCGGCTTGA ATTTCCGCGA
13240 13250 13260 13270 13280 13290 13300
CGTGATGTGG GCCATGGGCC TGTTGCCGGA AGAGGCGTTG GAAGACGGTT CGCCGGGGCA ACCATCGGCA
13310 13320 13330 13340 13350 13360 13370
TGGAACTGTC CGGCCACGTG GTCGCGGTCG GCGAAGAGAT CGACGATCTC GCGGTCGGCG ATGCGGTGAT
13380 13390 13400 13410 13420 13430 13440
GGCCATCGCC TCCGCCGCCT TCTCGACCCA TGCGGTCGTC GCGCGCGCCG CATCGCCAAG TGCCGCGAGC
13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510
GTTGAGCCCG TGGCCGCGGC CACATTGCCG GTCGCCTTCC TTACCGCCTA CTACGCCATT GTCGAGCTCG
13520 13530 13540 13550 13560 13570 13580
GCCGCATTCA GGCTGGAGAG ACGATTTTGA TCCACGGTGG CTCCGGCGGC GTCGGCCTTG CCGCGCTCCA
13590 13600 13610 13620 13630 13640 13650
GGTCGCAAAG CTCAAGGGCG CCAAGGTCAT CGCCACGGCG GGAAGCGCCG AAAAGCGGCG CTTCCTGACG
13660 13670 13680 13690 13700 13710 13720
ATGCTCGGCG CCGACCATGT CTTCGATTCG CGTTCGCTCG GCTTCGTCGA GGATGTCCGT TCGGTCACCG
13730 13740 13750 13760 13770 13780 13790
GCGGGGAAGG CGTCGACCTC GTGCTCAATT CGCTTTTCGC CGAAGCGATG GAGCAGAGCC TCTCGCTGGT
13800 13810 13820 13830 13840 13850 13860
GAAACCCTTT GGCCGGTTCC TGGAACTCGG CAAGCGCGAC TATTACGCCG ACAGCAAGAT CGGGCTCAGG
13870 13880 13890 13900 13910 13920 13930
CCGTTCCGCC GCAATGTCAG CTATTTCGGC ATCGACGCCG ATCAGTTGCT GGTGAATGCG CCGGATCTGA
13940 13950 13960 13970 13980 13990 14000
CCAGGCGCAT CTTCATGCAG ATCGGAGCGC TCTTCGAGGA AGGCAACGTC ACGCCGCTTC CCTATCGCGC
14010 14020 14030 14040 14050 14060 14070
CTTCGATTAC GGATGAAATC GGGCAACTTG TCCGGCTGAT GCAGAATGCC GGGCATATCG GCAAGATCGT
14080 14090 14100 14110 14120 14130 14140
GGTGCTGCCG CCCGTTGCCG GCAGGCACGA GGTGACGGCG AAGGCTGTGA GGGGCATGAA GGTCGACCCG
14150 14160 14170 14180 14190 14200 14210
GACGGCGTCC ATCTCGTCGT CGGCGGCATC GGCGGCTTCG GCCTCGTCGC CGCCAACTGG CTCGTCGAGA
14220 14230 14240 14250 14260 14270 14280
AAGGCGCACG CCGTATTGCG CTTTGCTCCC GCCGAGGCCA GCCGGATGCG GAAACGCGCG CGATGATCGA
14290 14300 14310 14320 14330 14340 14350
GCTGCGGGCA GAATGGCGGC GTTGCGGCTT CGGTCCATGC TTGCGACATC ACGGATGCCG CGGCCGTGGA
14360 14370 14380 14390 14400 14410 14420
GACGCTTCTG GCGACGCTTC GTTCGGAAGC ACCGTTCGCT CCGTCGTTCA CGCGGCGATG GTGCTCGACG
14430 14440 14450 14460 14470 14480 14490
ATGCGCTGAT CAGCAATCTG AGCCGCGAAC GCAACCGGCC GGTCATCGAA ACGAAAGCCA AGGGCGCGGC
14500 14510 14520 14530 14540 14550 14560
AATTCTCGAT CGCCTTACCC GTGGTGACAG GCTCGACAAC TTCATCCTGT TCTCCTCGGC GACGACGCTG
14570 14580 14590 14600 14610 14620 14630
GTCGGCAATC CCGGCCAGGC GAACTATGTC GCCGCAAACG GCTATCTCGA AGGCCTTGCC CGTGCACGGC
14640 14650 14660 14670 14680 14690 14700
GCCAGGAGGG CCTGGCAGGG CTCGCCATCG GCTTCGGCGC GATTGCCGAT GCCGGCTACC TGACGCAGAA
14710 14720 14730 14740 14750 14760 14770
CGCCGATGTC AACGACCTGC TCGCCAAGCG CATCGGCAAA ACGGCGTCGA AGGCCCAGGT GGCGCTCGAC
14780 14790 14800 14810 14820 14830 14840
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ATGGTGGAAA ACCACGTCGC CGCGGATCCG GGCACGGTCG ACGCGGCCGT CGTGATGATT TCGGAGATCG
14850 14860 14870 14880 14890 14900 14910
ACTGGACGGC TGCGCGGAAC CTGCCGGTCG CCGCAACGCG CTCTTCGAGG TGATCCTGCG CAGCGCCGAT
14920 14930 14940 14950 14960 14970 14980
CAGCATGCCG CAGGCGCCGA GGGCACGACG ATGGATCTCG TCGCCATGAT CGAAGGCAAA TCGCCGCAGG
14990 15000 15010 15020 15030 15040 15050
AGGCCGAGGA CATCCTCTTC GATCTGGTGG CCGGCGAGAT CGCTGCCATC CTTCGTGTCT CGAAGGATAC
15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120
GGTCACTCGC GGAAAGATAT TGAAGGAGAT CGGCCTCGAC AGCCTCATGG CCGTTGAACT CGGCATGAGT
15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190
TTCCAGCAGA ACACCGGCTT CGACATGCCT TTGAGCGGCG TCGCGGACAA TACCACGGTC GGCGACATCG
15200 15210 15220 15230 15240 15250 15260
CGCGCAAGCT CCATGAAAAA GTAAGCAAGC CGTGACCAGG GCAACGAGAA CGAGGCCGGT GACGACAAGC
15270 15280 15290 15300 15310 15320 15330
TTGTAACAGA ACTCACGCAG CGTCATGTCG GAGCGGACAA GGAAAAAGCA CTGAGTCAAT GAGCAACGAT
15340 15350 15360 15370 15380 15390 15400
GGAAACGGCC AGACCTTCCC GAAAATGAAC AGCAGTCTCA AGGAGAGCCT GTTGGACAGG ATGCGGAACA
15410 15420 15430 15440 15450 15460 15470
CGCATCAATC GTCCGAGCGC AACCGGATGG CGCGCTCGGA GCGGGAGTTG CCGCCGGCTC CGCGTCGCCA
15480 15490 15500 15510 15520 15530 15540
GCAGGCGCGT TTCGAGGATC TGCCCGAGTA TAAGCAGGTC CTTACGCAGA AGATCGCCAG CGAGCAGCTC
15550 15560 15570 15580 15590 15600 15610
GGCATCGCCA ACCCGTTCTA CCGGCCGCAT CAGACGGCAG CCGGTGCGAC GACGATGATC GATGGCCGCA
15620 15630 15640 15650 15660 15670 15680
AGCTGATCAA CTTCGCCTCC TATGACTATC TCGGGCTCAA CCGGCATGCT CACGTCCTCG AGCGGGCGCG
15690 15700 15710 15720 15730 15740 15750
CGAGACGATC GCCGGCTTCG GGATTTCCGC GTCGGCGAGC CGCCTCGTTG CCGGCGAACG GCCGCAGCAT
15760 15770 15780 15790 15800 15810 15820
GTGGAGCTCG AAGAAAAGAT CGCGCAATTC TACGGCGTTG ATGCCGCCGT CTGTTTCGTA AGCGGCTACC
15830 15840 15850 15860 15870 15880 15890
TGACGAATGT CGCCGCGATC AGCTGCCTGA TGGGGCCGAA GGACCTCGTC ATCCACGACG AGTTCATCCA
15900 15910 15920 15930 15940 15950 15960
CAACAGCGCG CTCGCCGGGA TCAAGCTTTC AGGTGCGACA CGCCGCTTCT TCAAGCACAA CGACACCGCG
15970 15980 15990 16000 16010 16020 16030
GATCTCGAGC ATGTCCTGCG CACCGTCGCC GGTGACTACC GGCGCATCCT GGTGATCGTC GAGGGCATCT
16040 16050 16060 16070 16080 16090 16100
ACTCGATGGA CGGCGACGTC GCCAATCTGC CGGCGCTTCT GAAGCTCAGG GCCGAATACG GCTTCTGGCT
16110 16120 16130 16140 16150 16160 16170
GATGGTCGAC GAGGCGCATT CGCTCGGGGT CCTCGGCCGG CACGGCAGGG GCCTCGCCGA ACATTTCGGG
16180 16190 16200 16210 16220 16230 16240
GCCGATCCGC ACGAAGTCGA CATCTGGATG GGAACATTGT CGAAGACGAC GTCGAGCTGC GGCGGCTACA
16250 16260 16270 16280 16290 16300 16310
TAGCAGGAAG CGCCGCCCTG GCGGCCGTGC TAAAGGCATC TGCCGGCGGC TTCGTCTATA GCGTCGGCCT
16320 16330 16340 16350 16360 16370 16380
CGCGCCCGTG CTTGCCGCAT CCGCGGTCGC CAGCCTCGAC ATCCTGGCAA GCGAACCGGA ACGCACGGCG
16390 16400 16410 16420 16430 16440 16450
GCGGTGAGAC GCAACGGCAG CCTGTTCCTG AAGCTTGCCA AGGAGGCCGG CCTCGATACC GGGCTGAGCG
16460 16470 16480 16490 16500 16510 16520
GCGGCTTTTC GGTCGTGCCT GTCATCGTCG GGGATTCGCT GCGCGCCGTC CAGCTTTCGA ACGACCTGCT
16530 16540 16550 16560 16570 16580 16590
CGCCGCCGGC AACGTCCTGC CGATCATCCA CCCGGCGGTG CCGGAAGGAC AGGCGCGCCT TCGCGTTCTT
16600 16610 16620 16630 16640 16650 16660
CATCACCTGC GACCACACCG AGGAACAGAT CCGCCGCACC GTCACATTGG AGCTGAACGC CTGAAGGATC
16670 16680 16690 16700 16710 16720 16730
TCACCGACCG CAATTTCGGC CTCGGGCGCG TCGATATCGA GAAGATGCTG AGTGCGCTCT CGGCATGCTG
16740 16750 16760 16770 16780 16790 16800
ACCACCAGCC GCCGCACGGC CGCCAACGGG TTCGTCCATG ACACATGTGA TCATCACCGG CGGCTCGAGC
16810 16820 16830 16840 16850 16860 16870
GGAATTGGCC TCGCGGTCGC CTCGATCTAC GCGGCCCGCA GCCGCGTCTC TCTTGTCGCA CGCTCGGCCG
16880 16890 16900 16910 16920 16930 16940
ATCTTCTGGA GAAGGCAGCA CAGAAGCTGG TAGCCGAACA CGGTCTCGAG GCCGGAGCGG TCCGCATAGA
16950 16960 16970 16980 16990 17000 17010
GGCCGCCGAT GTTTCCAAAG GAGAGGAGAT CGAGGCCGCG GTCTTCCGCT GTGTGGATGC GTTCGGACCC
17020 17030 17040 17050 17060 17070 17080
TGCGACGTTC TCGTGACCTC GGCAGGCGTC GTCGAACCGG CGCCATTCGA GGCGATGCAG GGATCGGCCT
17090 17100 17110 17120 17130 17140 17150
TCCACCGGCA GATGGAAACG AACTTTTCGG GCACGGTGCA TGCCGTGCGC GCAGTTTATC CGGACATGAA
17160 17170 17180 17190 17200 17210 17220
GAACAGGCCG CGGCATATTC TGATGGTTTC TTCGGGTGCC GGCCTGATCG GCATCTACGG ATATACCGCC
17230 17240 17250 17260 17270 17280 17290
TACTGCGCCT CGAAGTTCGC GCTTAACGGC TTCGCCAGGC GCTGCGCAGC GAACGCACGC CCACAATGTC
17300 17310 17320 17330 17340 17350 17360
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GGCATTTCGA TCTGCTTTCA CCCGATACGG AGACGCCGCA ATTCAAGAGG GAGCTTGCCG CCCGGCCAGT
17370 17380 17390 17400 17410 17420 17430
GGAGGCAAGC GTAATCATGG GAACCGTCCG CCCATGGACG GCCGAGGCGG TCGCGCGAAA GATCGTCAAG
17440 17450 17460 17470 17480 17490 17500
GGCATCGACC GGCGGCGCTT CGAGATTTAT TTTGGCGCGG CCTTGTATCT TCTGCCGCTT CGGGCCGGCG
17510 17520 17530 17540 17550 17560 17570
GTCAGGCCTT TCCTCAATTG GTGGTTCGAC CGGGCGATCG CGCGCAACAG TGGACTGTGA CGGCGGCGCC
17580 17590 17600 17610 17620 17630 17640
CGCGGCCATG CTTGTGCCAG CCAATATTAG GCTTTAAGTG TCGGGAGAAG CCTTCTGCCG AGGCGGCGAC
17650 17660 17670 17680 17690 17700 17710
GGTGAAATGG CTCAAAGGTA TCGGCTTGGC GCTCATTCCC TTCAACCTGC ATGACTACCC GATAGCCTTG
17720 17730 17740 17750 17760 17770 17780
ACCCTCGGGT GCTACCTGCT GTCCTGCGCG GTGATCTTCT ATACGGACCG GTTCGCCCTT CCGGCGCGCG
17790 17800 17810 17820 17830 17840 17850
AACGCAGGAA GAACGCACCG AAATACGGGC GCAATCGGGA CAGGATCGAC CATCTCGCCC GGCTGCCGGT
17860 17870 17880 17890 17900 17910 17920
CATCGCGCTC GTCTTTGCCG GCTTCTTCGC GATCTCGTGG CGGCCCCTCT ATGCCGCCGC CGGCACGATG
17930 17940 17950 17960 17970 17980 17990
AGTTTCTTCA TCATTTTCAC CGGCATTTCC CGCGCGAAGT TCAAGTTCAT CCGTGAGCCG CTGGTCTTTT
18000 18010 18020 18030 18040 18050 18060
CCGATATCGC CCTGGTCGCG GATGTCTTCA AGTACAAGAC GATCTTCTAT GCGAGTTCGC TGAACATCGT
18070 18080 18090 18100 18110 18120 18130
CTTCTGGATC GTCGCCTTCC TTTACGTGTT CGGCGTATCG GCACTTTACA TGTATTTCGA GCCGACGATC
18140 18150 18160 18170 18180 18190 18200
CTGCCCGAAA GAAGCAGGCT CTTCTGGGTT CTGGTGATGG TGGGGATCGC CGCCGGACCC TGGGGACTGT
18210 18220 18230 18240 18250 18260 18270
TGTTTTACGG GCCCGTGAAC CGCCCGACGG CCGCTCTCGT GCAGAGGCTG GTGAAGGCGA TCAACGTCAA
18280 18290 18300 18310 18320 18330 18340
GATGAACACG GTGCGTTTCG GTACCTTCGC TTCCGTCGTC TTCCATTTCA TCATCTGGCT CGGCGTCAAG
18350 18360 18370 18380 18390 18400 18410
CGCGACAAGA TCGTCGCCGA ATTGTCGGAA ATACTGCGCG CCGCGGTGCA CGACCTCATC GGCCACGAGG
18420 18430 18440 18450 18460 18470 18480
AGGCCCCGCT GATCATCGTA TGGCAGTCGG AGTCCTTCAT CGACATGCGG CATTTCGGTG TCGATTCGAT
18490 18500 18510 18520 18530 18540 18550
CAAGCTTCCG ACGGTCGACC GGTTGCGCAA GCAGGCGGTG CAATGGGGGC GCTTGAGCAA TGTCTTCGAG
18560 18570 18580 18590 18600 18610 18620
GGCGGCTACA CGCTGCGCAC CGAATTTGCC GTCCTGAGCG GCCTTGTGCC CGACGACATC CACGTCGATG
18630 18640 18650 18660 18670 18680 18690
CCAGCTATCC TTATCTCCGT GCCGCGCACT ATGCCGATAT CGTCTGGCCC GGAAAGCTCA AGCGCGGCTG
18700 18710 18720 18730 18740 18750 18760
GCGCACGCAT TTCATTCATC CCTATGACCG GACGTTCTTC CTGCGGCACA AGGCGATGCC CCTGCTCGGC
18770 18780 18790 18800 18810 18820 18830
TTCGAGAAGC TTACCATGCT CGATGCCTTC GACCATAAAC CGGAGCGGGA CGGGCTTTAT GTCTCCGACG
18840 18850 18860 18870 18880 18890 18900
CCACGCTGGC AGCCCGCGTG CTCGCCGAAG TCGAGAAGCT GCCGGAAGAG GAGAGCGGCT TTTTCTTCGT
18910 18920 18930 18940 18950 18960 18970
CGCCTCGATG GCAAATCACG GCCCCTGGGA ACCGGGGCGC GTCGGTACGC TCACCAATCC CGTCGATATC
18980 18990 19000 19010 19020 19030 19040
TACCTGGCCA TCCTCGAGCA GTCTGACGCT GCGTTGAAGC AGCTGATCGA CGGCCTCAAC AAGCTCGACC
19050 19060 19070 19080 19090 19100 19110
GGCCGGTCTG GTTCGTCTTT TACGGCGACC ACGCGCCCCT TCTGAAATCT TTCGCGGATC CCTTCCCGGA
19120 19130 19140 19150 19160 19170 19180
TCCCCGCACG GATTATTTCA TCGTGCCGCT CGCCAAGGCG CGCGCCGCGG CCCACAGCCC GAAGCGGCGG
19190 19200 19210 19220 19230 19240 19250
AAGGACGAGG ATCCTTGGAA CCTGCTCGGC TCCATGCTGA AGCACGCCAA TCTGCACAAG GACGCGCTGC
19260 19270 19280 19290 19300 19310 19320
AATAGCGCTG ACTTCCGGAA ATCCGCCCGA TGACAGCAGT AACGACCATA GTACCCGCGC CGCCAAGAAC
19330 19340 19350 19360 19370 19380 19390
CTTCCTGTTC TTGCAGGGAC CGGCGTCGCG CGTCTTCGCC AAGGTCGCCG GGCATCTCGA AGTGCTGGGC
19400 19410 19420 19430 19440 19450 19460
CATTGCTGTC TGCGCATCAA CCTCAATCCC GGCGACCAGA TATTCTGGCG GCGCCGGGCG GCCATAACTA
19470 19480 19490 19500 19510 19520 19530
CCGTGGACTC GTTGGCGCGG TGGCCGGCCT ATGTGGAGGC CTTTATCCGC CGCCACGCCG TCACCGACCT
19540 19550 19560 19570 19580 19590 19600
CGTCCTGCTC GGCGAAGAGC GCCCCTATCA CCGGATCGCC ACAGCGGCCG CGCGAAAAGC CGGCGTCCGC
19610 19620 19630 19640 19650 19660 19670
GTCTTTGTGG TCGAAATGGG CTATCTCAGG CCGGACTGGT TGACGCTCGA GCGCGGCGGC ATGTCGTCCA
19680 19690 19700 19710 19720 19730 19740
ACTCGCACTT TCCGGTCGAT CCCGCGCAAA TCCTGCGAGC GGCAATGGGA CTGCCCGAGC CCGACTGGCA
19750 19760 19770 19780 19790 19800 19810
ACGGCTCTAC CGGCAGAGCT TTCTTGCGGA GGCGGCATAC GACCTCCTCT ACAACCTGCC GAACGTGTTT
19820 19830 19840 19850 19860 19870 19880
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TTCTGCTTCC TCTTTCGCTA CCCGCGGCAC GGCATCTTTC ATCCGCTCGC CGAATATGCC GGGTGGATCC
19890 19900 19910 19920 19930 19940 19950
GGATCCGGCG GCTGGCGGCC GGCAAACGCG AGCAGCGGCG CGCGGATGCG TTGATCCGCT CGCTTTCGGC
19960 19970 19980 19990 20000 20010 20020
GAAAAATGCG CCGTACTTCG TCTATCCGCT TCAACTTGAA ACGGACTATC AATTGCGTGC GCATTCACCC
20030 20040 20050 20060 20070 20080 20090
TTCGGCAGCC AGCGGGAAGC GATCGACGGC ATCCTTGCCT CTTTCGCGCA CCGTGCGCCG GCAGGAACCA
20100 20110 20120 20130 20140 20150 20160
GGCTCGCCGT CAAGGTGCAC CCGCTCGACA ACAGCCTGAT CTCCTGGCGC AGGATCGTCG CGGACAAGGC
20170 20180 20190 20200 20210 20220 20230
CGCCTCACTC GGTGTCGGCG ACAGGGTCCT CTATCTCGAC GGCGGCAATC TCGATTCGCT CACGGAGCAC
20240 20250 20260 20270 20280 20290 20300
AGTTGCGGAA TGGTAACGGT CAACTCGACC GCCGGACTGC ATGCTCTGAA GCAGGGCAAG CCCGTGAAGG
20310 20320 20330 20340 20350 20360 20370
TCCTGGGAAA GGCCGTCTTC GACATTGCCG GTCTCACCGA CCAGCAGCCG CTCGACGCGT TCTGGACGGC
20380 20390 20400 20410 20420 20430 20440
GCCCGAGGCC CCGGATCCGG TGCTGAGCGG GGCAATGTTC AGGCTGATGG CCGCTTCGAT CCAGGTGCGC
20450 20460 20470 20480 20490 20500 20510
GGGAACTTCT ATTCCGTGCG GGTACGGATG CCGGCCGCAA GGCCATCGCC GCAGGCTGCA CCGCAACGAC
20520 20530 20540 20550 20560 20570 20580
GTCAATGAAC CGGGGCCCTT CGTCGACCCG CCGCCCCGGC CAAAAGCCGG TGAAACTCAG CGAAGATCAG
20590 20600 20610 20620 20630 20640 20650
GCGACGCCGG CGCGCAGCAG ATCGTGAATG TGCAGGATGC CGACCGGGGC GCCGGCCTCG TCGACGAGGA
20660 20670 20680 20690 20700 20710 20720
ACAGCACGGT GGACCTTGTG GTCCTGCATG AATTCCATGG CGGCGCTGGC AAGGACGTCA CCCTTGATCA
20730 20740 20750 20760 20770 20780 20790
CCCGCGGGTT GCGCGACATC ACCTCCTGGA CCGGTTGTGC CAACAGGTCG CCCGCCATGT GACGGCGCAG
20800 20810 20820 20830 20840 20850 20860
GTCGCCGTCG GTGATGACGC CGATCAGCTT GCCGCTTTCA TCTGTTATGC CGACGACGCC GAAGCCCTTG
20870 20880 20890 20900 20910 20920 20930
GCCGACATTT CGATGACCGC CTCGCTCATC GGACGGCCGA CGGAGAGTAA CGGCATCTGT CCGGTGCCAT
20940 20950 20960 20970 20980 20990 21000
GCGCCAGCTC CTGAACCAGC CGCAGCTGCG CGCCCAGCTT GCCGCCCGGA TGGAAGGTCT TGAAATCCTC
21010 21020 21030 21040 21050 21060 21070
GGCCGAGAAG CCGCGCCGCT CCAGGAGCGC GATCGCCAGA GCATCGCCGA CGGCAAGCTG CAGCATGGCC
21080 21090 21100 21110 21120 21130 21140
GAGGTTGTCG GCGCCAGGCC GTGCGGACAG GCCTCCGGCA CCTTCGGCAG CACGAGCGCG ATCTCGGAAT
21150 21160 21170 21180 21190 21200 21210
TCCGTGCGAG CGTGCTCTCG CGGTTCGAGC AGATCGAGAC GATCGGCACC TTGAAACGCT TGGCGTAGGT
21220 21230 21240 21250 21260 21270 21280
CAGCATGTTG GCGAGTTCCG CCGTTTCGCC CGACCAGGAG AGCAGCACCA GCGCATCCTG AGCGGTGATC
21290 21300 21310 21320 21330 21340 21350
ATGCCGAGGT CGCCGTGGCT TGCCTCGGTC GGATGGACGA AATAGGCCGA GGTGCCGGTC GATGCGAGGG
21360 21370 21380 21390 21400 21410 21420
TGGCTGCAAT CTTGCGGCCG ATATGCCCGC TCTTGCCGAC CCCGGAAACG ACGACGCGGC CGTCGCCGTC
21430 21440 21450 21460 21470 21480 21490
GCCCATCAGT TCGACCGCAT CGACCAGGGC GCCCGCGAAG TCCTGGTCAC TGGTCAGATG GTCTGCAAGG
21500 21510 21520 21530 21540 21550 21560
GCCTTGATGC CGTTCGTCGC CGTCGTCAGC GTCCTGCCGA TCGACTCCAG CACGGTGCCA CCGGCATGCG
21570 21580 21590 21600 21610 21620 21630
CATCCGCCGT CGCGTGTCTC ACACCCATCA TCGACCCCCT TTAGGGCACC TCCGGGAAAA CTGCGTCACG
21640 21650 21660 21670 21680 21690 21700
GTTTTCCGCC GGAAGTGCGT AGCCAAAAAA CGCCTCGTCA GCGGGCCGCA GCAAGATAGA CGCCAGATAG
21710 21720 21730 21740 21750 21760 21770
GCTCTTTTCA TGGACAAACC AAGCCTTTCG ACGGCCATTT ATACCAAACC GGCGACGTTT CGAACCGTCA
21780 21790 21800 21810 21820 21830 21840
TGCTCAGCCG ACGCGCTTTT CGACCGAGGT CTCCGGAGGA AGGATCCCGC CGGCGGCGAA TTCGGCGAGC
21850 21860 21870 21880 21890 21900 21910
GTCATCGAAT CGAGGATGGA GGACATCGCG TCACGCACCG ATGTCATCGA GATGCGCACC CGGCAGGTCT
21920 21930 21940 21950 21960 21970 21980
CCGGATCGGT GCAGTCGTCG CACATTTCAT AAGCCGTGCG GCTGGCGCAG CGTATCGGCG CCAGCGGGCC
21990 22000 22010 22020 22030 22040 22050
GTCGAGCGTC CTTATGACAT GGCCGATGCG AATCTCGGAG GCCGGTCGCG ACAGGGAATA ACCACCGCCC
22060 22070 22080 22090 22100 22110 22120
GGTCCTTTCT TCGAGCGCAA CACGCCGGCG TTGCGCAGTT CCAGGAGTAT AGTGTCTAGA AACTTTTTCG
22130 22140 22150 22160 22170 22180 22190
GAATGTTGTT GCGCTGTGCG ATTTCGGTGA TGAAGGCAGT CTGCCCGGGT GGAAGCCGTG CCAGGTCGAC
22200 22210 22220 22230 22240 22250 22260
CAATGCTTTC AGTCCGTATT TTCCCTTCTT CGTCAGCATT CGAGTCAATT CTCCCCGATC CCGCAGAAAC )
22270 22280 22290 22300 22310 22320 22330
GCCGGATCCG ACCTCGGAAA CAGTCTTGTC CCGGCATAGC ACAAGAATGC GCTGCCAATA CACTGATATA
22340 22350 22360 22370 22380 22390 22400
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GTCGACAACG GAGAAGGATC GGTAACCGAG GATGGAAGAG TGCAGGAGCG CGTCAGGGTT TCAATGTATC
22410 22420 22430 22440 22450 22460 22470
ACTGACGCGC CCCAGAGAAT TTCTTGTCCT GGAAGAGAAT TTCTTGTCCT GGAACGGTTC GCACGTCACG
22480 22490 22500 22510 22520 22530 22540
CGGCGGCAAT GCCGGGCGTC CGATTGGTGA GGTTCCGCCC GCCCTGGGCG GAAAGGAGCC GGCCAATGGC
22550 22560 22570 22580 22590 22600 22610
CGCGCGTGCT TCATCGACCG AACGGAAGCG TTGCGCGTCC AGGTCCCAGA CGTGATACTT GACAGCCAGG
22620 22630 22640 22650 22660 22670 22680
AACTTCAGAC GGTCTTGGTC GGGAACGACG ACTCCGACGG CTTCACCACC ATATTCGATA ACTTGCTTGC
22690 22700 22710 22720 22730 22740 22750
TCATGTAAAT AACGCTCCTC CGCACCCACG GGCGCGGATA ATTCAATTCT CGGCAAAGGA TGAACTCGGT
22760 22770 22780 22790 22800 22810 22820
AAGTTTGAAC GGTCACATTC GGCGAAGTTG ACGAATGACA CCTTTAACCG TTGCACGACA ATGGGAACGT
22830 22840 22850 22860 22870 22880 22890
AGCCGCAGAA AGCGGCGGTC GAGAATTCGA ACATGTCACT CTCCTTTGGC TGGCCCGGCA TAGGACGCCA
22900 22910 22920 22930 22940 22950 22960
GGCGCTCATG AACAAATCGA AGCGGACTCC TTCCGCTTCC CACAGTGGCA AACTAAAATA ATCTACCAAT
22970 22980 22990 23000 23010 23020 23030
TTCGTCAACT GCAGAAACGC AAACGCGAAA AATAATTCTC ACTACTCGTT TCCGCAGCTG GCGCGTCGGC
23040 23050 23060 23070 23080 23090 23100
AAATCCGTTC GCCTGTCCGG GCTATCTCGC TATCTAGGTA GCGCCGAATC GCCGTGCAAG GGACGGGTCG
23110 23120 23130 23140 23150 23160 23170
AATATACGAG CAGGATTTTC CGACGAAAAA GGGGCAGTAC CTCGTAGAGG CTGCCCCTTT GCCGCGATCG
23180 23190 23200 23210 23220 23230 23240
ACACGGTGGG ATCAGGAAAG GCGCGGACGG TTTTCCGCCC GCATCCGTCA ACGGCGCGAG GCCGTCAGGC
23250 23260 23270 23280 23290 23300 23310
CGTCGGCGTT TCCGCCTGCT GCCCGGCGGA ACGAGCGGCT TCCCGCTCCT TCCACCATGC GGCTCAGGAA
23320 23330 23340 23350 23360 23370 23380
CAGGAGGATC GGACCGCCGA TATAGATGGA CGAGGTCGTC GCGACGATGA CGCCGAAGAT CATCGGCCAG
23390 23400 23410 23420 23430 23440 23450
GCGAAGCTCT GCACCGCCTC GCCGCCCCAG ATCGCCATCG GCACAAGGGA AAGCGCCGTT GCAGCCGAGG
23460 23470 23480 23490 23500 23510 23520
TGAAGATGCA TTGCGCGATC ACCTGGTTGA TGCTCATGTC GATGAGATCG GAGAACGGCA TCGACTTGTA
23530 23540 23550 23560 23570 23580 23590
CTTGCGCAGG TTTTCGCGCA TGCGGTCTTA AACCACCACC TTGTCGTTCA CCGAATAGCC GATCATCGTC
23600 23610 23620 23630 23640 23650 23660
AGCAGCGCTG CGATCGCGGT CAGGTTGAAG TCGATGCCCG TGAGTGCAAA GAACCCGACG GTCTTGGTGA
23670 23680 23690 23700 23710 23720 23730
TGTCGAGCAA GAGCACGGCG ATCGCGCCGA CGGCGAAGTG CCATTCGAAG CGGAACCAGA TGTAGAGCAG
23740 23750 23760 23770 23780 23790 23800
GATCGCCAAC ATGGCGAGGG CGACGGCGAG GAAGCCGGAT CGCGCCAGTT CGCCACTGAC CGTCGGACCG
23810 23820 23830 23840 23850 23860 23870
ACGACCTCGG TCCGCTCCAT GCTGGCACCG GGGATGGCGG TCGTCACCGC ATCCTTGACC TTGTTCAGTG
23880 23890 23900 23910 23920 23930 23940
CCACCGTCTG CGCCTGCTCG CCGCCCGGCT GCCGCTGCAC GCGGATCAGC ACCGATTGGC CGCCGCCGAA
23950 23960 23970 23980 23990 24000 24010
GTCCTGGAGC GCCACCTCGC CGAGATTGAG CTCCTCGAGG CTTTGACGCA GTGTCGGCAG ATTGATCTTC
24020 24030 24040 24050 24060 24070 24080
TCCTTCGAAA CCGCCTCGAC CTGAATGCCA CCGATGAAAT CGATGCCGTA GTTGAGACCC GGCGTGAAGA
24090 24100 24110 24120 24130 24140 24150
ACAGGATGAC GGAGCTGATC GACAGGAATG CCGAAAAGCC GATCGCGAGG AAGCGGCCCT TCATGAAGGA
24160 24170 24180 24190 24200 24210 24220
GAAGGTGGGC AGCTGCGGCA CCTTGCCAAA AAGCGACGGG ATTTCCAGCT TCTTCATCTT GCGGCGCACG
24230 24240 24250 24260 24270 24280 24290
ACGACTTCGC GCATCAGCAG GCGCACGACC GTAACCGATG TGAACATCGA AATGCCGATG CCCAGCATCA
24300 24310 24320 24330 24340 24350 24360
TGGTGACGGC AAAGCCCTTC ACCGGCCCGC TGCCGAACCA GAAGAGAAGC ACCGTGCCCG CCAAGGTCGT
24370 24380 24390 24400 24410 24420 24430
GACGTTGAAG TCGATGATCG TCGCATAAGC CTTGTTGAAG CCGATATCCA ACGCTTTCAT CGCGCCGGCG
24440 24450 24460 24470 24480 24490 24500
CCCGCCTCGG TCTCTTCGCG AATACGCGCA TTGATCAGGA TGTTCGCGTC CACGGCCATG CCGATGCCGA
24510 24520 24530 24540 24550 24560 24570
GAATGATACC GGCGATACCG GGCAAGGTCA GCGTCGAACC TATGAGGCCG AGTACGCCGA TCGTCATGAT
24580 24590 24600 24610 24620 24630 24640
CGTGTGCAAC ACCAGGCCGA CATTGGCGAT CATACCCCAG GCCCCGTAGA GGACGACCAT GAGGACCACG
24650 24660 24670 24680 24690 24700 24710
ACGAGGCCGA AACCGGCGAG ACCGGTAAAG AGGCCCATGC GAATCGAGTC GCTGCCGAGA TTCGGGCCGA
24720 24730 24740 24750 24760 24770 24780
CCGAGCGCTC TTCGATGATC GTCAGCGGTG CCGGCAGCGC ACCGGAGCGC AGGAGTGCGG AAAGAACCGT
24790 24800 24810 24820 24830 24840 24850
CGCCTCCTCG ACCGTGAAGC TGCCGCTGAT CTGGCCGCGG CCACCGAGAA TGGGCTCGTT GATGACCGGC
24860 24870 24880 24890 24900 24910 24920
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GCCGTCAGCA CCTTGCCGTC AAGCACGATC GCAAACGGCC GGCCGACGTT TTAGCGTGTG ATGTCGGCGA
24930 24940 24950 24960 24970 24980 24990
ACTGGCGGGC ACCGAGCGAG TCGAAGCTGA AATCGACGAC CGGCTGGTTG GTGCGCTGAT CGAAGCCGAC
25000 25010 25020 25030 25040 25050 25060
CTTGGCGTCG TCCAGCCGCT CGCCGGAAAT GGCGACGCGG CTTTCGACCG GATAGCGGTT GCCGTCATTG
25070 25080 25090 25100 25110 25120 25130
GCGCCCGGCA GAATGTCGAC CCCACGCGGC GCCGGCTGTG TGACGTCGAC GCTCTGATCG AGCATGTGGA
25140 25150 25160 25170 25180 25190 25200
AGCTCATCTG TGCCGTCGAA CCCAGAAGCT TGGGCAAGGG GTTCGGATTC CTTAAAGGCC GGGCAAGCTG
25210 25220 25230 25240 25250 25260 25270
AACCAGAATG CGGGTTGGAA CCGATGCGTT GAATCAGCGG TTCGGGGACG CCGACCTGGT CAACGCGGTT
25280 25290 25300 25310 25320 25330 25340
GCGGGATAAT TTCCAGGCTC TGCTCGACCG CCTTGGTCAT GCGGTCGGCA AAGACCCGCC TCGGTCATCG
25350 25360 25370 25380 25390 25400 25410
CCAGGGTGAT GACATCGCCC GCCCGTCGTT ACCTCGACCT CAGGAGCCGG GGCGGCGAAA CCCACCGTGC
25420 25430 25440 25450 25460 25470 25480
TCACGGGCGT CGCCAGTTCC TGCAGCTTCG GCAGAACCTT GTCCCGGTCC TGAGCATCGG GGATGCTTAC
25490 25500 25510 25520 25530 25540 25550
GGTCACGCTG TTGCCGCTGA TGCGCGCCGA GGAAGCGGAA ACGCGCTCGC CGCGCAGGAC GCGACGGGTA
25560 25570 25580 25590 25600 25610 25620
TCGTCGAGAA GCGAGTTGAG GCGAGCCTTC TGCAGCCCCG CCCCGTCCAC CTCGAGAACG AGGTGCGAAC
25630 25640 25650 25660 25670 25680 25690
CGCCCCTCAG ATCGAGGCCG AGCGTGACCG GCTCGAACGG GAGAACGGAA GCGACCTGCT CCCTCATGGC
25700 25710 25720 25730 25740 25750 25760
CGGCGTCAGA ACGCTCGGCA GCGCCGCAAG GCATCCGAAG ATGATGATCG CGACATAGGC GAGGACCGCC
25770 25780 25790 25800 25810 25820 25830
CATCTGGATG TACGCATGTG GGAATTCCAT AAACGCCTGA ACGCGCCTTG GGCAGCGTCC GGGCTGGGTT
25840 25850 25860 25870 25880 25890 25900
TTCATCAATG GCTGAGGCGG GATCGAAAGC CCTGCCGAAC TCAAACGATG CTGCCGCCGG TGCGGCGCGC
25910 25920 25930 25940 25950 25960 25970
GGATGCACTC GTTCTGGCAC GGCGCGCCAC GTGCGATTTC GGCTCGCGGC AGAGATGGAG AAGGAGAAGC
25980 25990 26000 26010 26020 26030 26040
CACGGGCGCA GCGAGCGCCA CGCGTTGAAA TTGGATGCAT GGCGCCGGAT CGCCGCCGGG CATCGACTTG
26050 26060 26070 26080 26090 26100 26110
CCGTCAGCGC GCTCGCCGCT GAAACGGAGG TCGGGCAGTG CAACCGCCCT GCAAATCTGG CGGGCGACCG
26120 26130 26140 26150 26160 26170 26180
GCCGGTCGGA GGAACCTGTA TCGGGTTGAG CGACATTGCC GGCCGGCGCT CCGGCCGCGC GGCCTGCTGC
26190 26200 26210 26220 26230 26240 26250
ACCCTGGCCG ACCGCGATGA CCTGCATGGA AAGAGAGGCG CAGAACAGCC ACAGCACGGC GAGAAGCCGG
26260 26270 26280 26290 26300 26310 26320
CTGGCGTGCA TGCTCCTGCT GCCACCACCC ATGAGGTCCA TCGAGGACGC GGTCCCTTTC TCTTTGCATC
26330 26340 26350 26360 26370 26380 26390
CGGTCAATCC GCGATCGAAC GCAAGCGAGA CGAATTCAGC CCGAGCACCA AACTAAACGA AGAACGTGGC
26400 26410 26420 26430 26440 26450 26460
CGGATTCGAG CATGTGCGCT CTTAACATCA CTCCGGGCCG GAAAAGTCAA ATCCGGGCCG TCATGCAGTG
26470 26480 26490 26500 26510 26520 26530
GCGCCGGCGG TTCTTTCCTG ATGGATTTCG ATGAGCGAAG GCCCCGGGCG CGACGCCGCA ACGGCGAGCG
26540 26550 26560 26570 26580 26590 26600
CGCGCGGCAG ATCCTTCACG GTCGCCAGCC GCTCAGCGGG CAGGCCGTAG GCTTCGGCGG TCAGCAGGAA
26610 26620 26630 26640 26650 26660 26670
ATCGGGTGCG GAAGGTTTGA CGCCCTCCGG CGTGATCCCG GATTCGACCA TGTAGGATTC GATTTCCCGG
26680 26690 26700 26710 26720 26730 26740
TATCCGTCAT TGTTCCAGAC GAGGAAGACG ACCCTGGCAT TCGCGTCCAC CGCCGAGCCG ATCTCGGCCA
26750 26760 26770 26780 26790 26800 26810
GTGAAAACTG GAACCCGCCA TCGCCGACGA GGCATATGAC CGGCCGCCCC CGATCGGCGA CCGCAGCGCC
26820 26830 26840 26850 26860 26870 26880
CACTGCAAGC CGGAGGCGCA TAGCCCAGCG AGCCGTAGCC CGTCGCCGAA TTGAACCAGG CCCTTTGCCG
26890 26900 26910 26920 26930 26940 26950
CGGCGCGTCG CAATAAAGGT TGCCGGCATA GACGGCCTGG GTCGAGTCCC CGACGATGGT GCAGTCGGGG
26960 26970 26980 26990 27000 27010 27020
AGCGTCCGGT AGATCGCCTC GACGACGCCC ATTTCCGCAA GCATTTTGTT GTCAGCTCCT TAAGCGCCCC
27030 27040 27050 27060 27070 27080 27090
TTGCGCGCGG CCTTCGCCCG TAAGCTTCCA TCCTTGGCCG TCGCATGGTT CGGCAGGAAG CCGAGAATGC
27100 27110 27120 27130 27140 27150 27160
CCGCAGTCTC AGCCTTGCGC CGGAGAGGAT CGAAAGCGCA GCTTGCGGGC CACGCGCGAG CTGCGCCGCA
27170 27180 27190 27200 27210 27220 27230
TCGATGTCGG TGCGAATAAG GTTCTTCAGC AGCGGAAAGC CGCCGTCCGC ATAGAGATCG TAATCGGTCT
27240 27250 27260 27270 27280 27290 27300
GGCCCATCTC GGTGCCGAGC GCCAGCACGA GATCCGCCTC CCGCAGCAGC GCGCGGACCG CCTTGAGGCT
27310 27320 27330 27340 27350 27360 27370
CGGGCTTGCC GGCACCCGGA GCGGATGGCC GGCAAGCATG CCGCGGGCGT TGACCGTCGT GACCACCGGC
27380 27390 27400 27410 27420 27430 27440
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GCGCCGATCC GCTCGGCGAG TTCGCGCACT TCCGCTTCCG CGGTCAGGGC GCCGCCGCCG CACAGGATGA
27450 27460 27470 27480 27490 27500 27510
CCGGCCGCGC GGCTTCCGCG CAGAGGATCG CCGCCTTCTG CAGCGTTTCG CTGTCGGAGC GCGGACGTGT
27520 27530 27540 27550 27560 27570 27580
CGGCGCCGCC GGCTTTGCCG GCCGGCCCTC GATCTTCAGG GCCATCACGT CGGTCGGAAT TTCGATATGG
27590 27600 27610 27620 27630 27640 27650
ACCGGGCCTG GCCGGCCGGA AAGCAGAACG GCAAAGGCGC GGTCGACGAC GAGCGGCAGA TCGGCGGGGT
27660 27670 27680 27690 27700 27710 27720
TGAGAAGCGT GTGCGAATAG AGCGCCAGCG TCTTCATCAT TCCATTCTGA TCGGGCAGCT CGTGCAGCAG
27730 27740 27750 27760 27770 27780 27790
CCCCCGGCCA TGCCCGAGGG AATCCCGGCG GTTGACGCCG GAGATCACCA GCATCGGGAT CGAGTCCTGC
27800 27810 27820 27830 27840 27850 27860
CGGGCTTGCG CCATGGCGGT GATCGTGTTG GTAAGGCCCG GACCGGTGAT CACGAGCACC ACGCCGGGCT
27870 27880 27890 27900 27910 27920 27930
TGCCGCTGAC GCGCGCATAA CCGTCGGCCA TGAAGCCGGC ACCCTGTTCG TGGCGCGGAG TGACGTGGCG
27940 27950 27960 27970 27980 27990 28000
AATTTTCGAT GTGGCAAGGC CGCGGTAAAG TTCGACCGTG TGCACGCCCG GAATGCCGAA TACGACCTCC
28010 28020 28030 28040 28050 28060 28070
ACGCCGTTGG CTTCCAGGAG ATCGACGAGG GTCTCGCCGA CGGTTTTCGA TTCGACGGTC ATGCGCGGCG
28080 28090 28100 28110 28120 28130 28140
CTCCTTGCGG ATGGTGCAGC GTTCGGCGAG CGCGGCGATG CGGCGGCATG CCTCCTCGAT GGCGGCATCC
28150 28160 28170 28180 28190 28200 28210
GGAACGGTCA GGCTCACGCG CAGGAAGTTG CGTGCCTTGT CGCCGAAGGA GGACCCCGGC ATCACCGCAA
28220 28230 28240 28250 28260 28270 28280
CGCCCTCCTC TTCCAGGAGT GCCCAGGCGA AGGCTTCGCC GGAGAGGCCC GTGCCGGAGA CGTCGATCAG
28290 28300 28310 28320 28330 28340 28350
CGCAAACATA CCGGCCTCCG GCGGCAGCAC CGAAACCCCG GACGCCCCCG CAAGACCGTC GATGATCCGC
28360 28370 28380 28390 28400 28410 28420
CGGGCGCGCC GGCTGTAGGA TTCCCGCATC TGCCTCGCCG TATCGATGTC ATGCGTCAGC GCGTAAGCGG
28430 28440 28450 28460 28470 28480 28490
TCATATCGGC GATGAACGGC TGCTGGCCGA AAAGCATGGT CTCGGAAATC GGCAGCAGGC GCTCGGTGAA
28500 28510 28520 28530 28540 28550 28560
CTCGGCCGGG CCGACGGCCC AGCCGCTGCG AAAGCCGGGT GCTGCATGCG ACTTCGAGAT GGACGAGACG
28570 28580 28590 28600 28610 28620 28630
ACGACCGTGC GTTCGGCAAG ATCGGGATTG TCGAATGGCG AGGCGAAGAG CGCATCGAAG ACGAGCTCCT
28640 28650 28660 28670 28680 28690 28700
CATATACCTC GTCGCAGACG ATCCAGAGAT CGTGCCGCCG CGCGACTTCA CCGATCGCCG CAATTTCTTC
28710 28720 28730 28740 28750 28760 28770
CGCCGTCAAA ACAGCGCCGT GGGGTTGTCG GCGTATTAAG AACAGCACGC GGCATTCGGG CGTGACCGCC
28780 28790 28800 28810 28820 28830 28840
TTTTCCAGAT CCTCCGCCCG CATGTGAAAG CCGTTTTCCG GGTTCAGCGG TACGAATACC GGATGGGCCC
28850 28860 28870 28880 28890 28900 28910
CCGTGGACCG GATGACGCCT TCATAGGTCG CGTAGAGGGG GTCTCCGACG AGCACGCCGT CTCCCGCCTC
28920 28930 28940 28950 28960 28970 28980
GGCAAGCGCG AACATGACGG CGAAGAGCGC CGTCTGCGTT CCCGGGAAGC AAAGAATGTT CTCCGCGGTC
28990 29000 29010 29020 29030 29040 29050
ACGGCGGCAC GGCGGCGACG GTACTTTTCG GTAAGCGCCG CGACGACCGC CGGCTCCCCG CGGCCGTTTG
29060 29070 29080 29090 29100 29110 29120
AATAGCGGTA GCGTCCCGCA TTCATGGCCC GCTGGCACTC TTCCAGAAGC GCGCGGTCCG GCGGCAGATC
29130 29140 29150 29160 29170 29180 29190
CGGTTCGCCG ATGGTCAGCT CGATGAGCTC GGCGCCACTC GCCTTCAACT GACGTGCGCG GGTGTGCAGC
29200 29210 29220 29230 29240 29250 29260
GTCCATTTGC CGGAACCGAG CTCGGCAAGA CGTGATGTGA TCGACGCGTA GCGCAAGAAT TCACTCCCTC
29270 29280 29290 29300 29310 29320 29330
ATTCGATTTC TATTTTTCGA TCCGAAGGCC GAGCAGGGCT TCGACCGAGG CCATGGCGAT GCCGACCAGT
29340 29350 29360 29370 29380 29390 29400
TCGCCCTCGC GAAAAAGATC GCCGGCGAGG CAGCCTTCGA CCCAGAGCCC GTCCACGAGG CCGTTGATCG
29410 29420 29430 29440 29450 29460 29470
CGATTGCGTA GCGGCGGCAC TCCTCGGGAC CGGCAGGCCG GCCCTTGGCC GAAAGAAAAT CGCTGAGCAA
29480 29490 29500 29510 29520 29530 29540
CTCCTGCAAC GCGTTGCGGA AGGCGAGGTA GCCGTCGCGA TGGATTTCCG CGAGCACCGG ATCGACCCGG
29550 29560 29570 29580 29590 29600 29610
ACCTGACTGA TGAAGGCGGC CCAGAGAGAG ATGCTGCGGC TGTCGGCGAC CGGTTCGGTC AGATTGATGG
29620 29630 29640 29650 29660 29670 29680
CGATGAAGTC CTTGAGACGC GTCGCCGGAT CGCCCTCGAC GTTCTTCGCC TTCTCCGTGA GAGAGGCAAT
29690 29700 29710 29720 29730 29740 29750
GACGGCGCGG TAAGCCTCCG CAACCATCTG GTCTTTGGAT TCGAAATAAT GGCGGACGAG CCCTTGCGGT
29760 29770 29780 29790 29800 29810 29820
AACGCCCGGC GCGAACGGCG ATCTGGCGGA CGGTCGCTCC CTTGAGGCCG AATTC
29830 29840 29850 29860 29870
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Restriction Enzyme Report for pPP428

Length of pPP4ZB: 29875 bp, +1 at: 1l; Simple Restriction from: 1 to: 29B75;

Mon, 2. Aug 2004 7:20 Uhr

ENZYME SITE (fragment length) position

Agel A" CCGET [ 6499) E45%% [ 3%4B) 10447
[ 2164y 12611 | G5Zle) L17BZ7
t 741y 1BSEE ([ Z25Z) 20BZO
[ 3911y 24731 ( 3171y 27902
[ 1757y Z9ES% | 216}

BamHI G EATCC [ 4018) 4018 [ 5152) 5170
[ 5694y 1l4BE4 | 4302) 19166
[ 12) 19178 | Bly 19259
t GEG)  L%%45 | E) 19551
t 50Zy 20453 [ 142%) 21BBZ
( 452y 22334 [ TH4L)

Bcll T EATCA [ 1101y 1101 [ 2307) 3408
[ lG6EG) E0%4 [ 9403) 14457
( 1187y 156B4 | 1164} LEB4E
[ 1642y 1B4%0D (| 22%5) 207BS
t G6ly 21346 ([ 3LEE) 24532
[ 3375y 7907 [ 19EE)

BglII ATGATCT [ 4950) 4550 [ 5332y 102EZ
[ 2170y 12452 [ 17423)

Clal AT CGAT [ 3538) 3538 [ lE%Z) 5430
t 507) 5937 TZ) EODG
t 52) EOEL [ 10%7) 7158
[ 4357y 11515 | 4154) L5669
[ 8451y 24120 | 3111y 27231
[ 123Z) ZB463 [ 1412)

EcoRI G AATTC t 1) 1 [ 1332) 1333
[ 1419) 2752 [ 360Z) B354
[ G838y 12192 | 207y 123599
( 524y 12%23 ( TBZT) 20750
t 457y ZlOT | E%Ly Z1EB9EB
(1015 Z2Z%13 | 2Z%3%) 2GBG2
t 570y Ze422 [ ZBH5) 29317
i 553) Z¥BTOD | 5)

EcoRV GAT ATC [ 5235) 5235 Td) 5309
[ 1286) E555 | EL%) T414
t 126) 7540 [ LE49) 5389
t 45) 5434 165) 5559
t 507y 1OLOE | %) 10118
[ 2088y 12203 | 4562) 16765
( 1300y 1BODES | E6E3) L1BTZEB
t 309y 19037 [ G43B) 24475
[ 5400)

Fspl TEC " GCA [ 1148) 1148 | 147) 1255
[ 110Z) 2357 [ 17BE) 4183
t 346) 452% | 154) 4683
t T14) 53%7 ( 6003) 11400
t 610y 12010 [ Z%5%) L4969
( 1080y 1604% | L1ZBE) 173358
[ 1241y 1BRTE | 60y 1BE3E
t B37) 19473 | E0T)y ZOOED
[ 1545) Z1e2% | 336y Z19E5
t 189) 22154 ([ 1441) 235%5
[ BZEB0)

HindIII ATAGCTT [ 4174 4174 T9) 4253
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Restriction Enzyme Report for pPP428

KpnI

Ncol

NdeI

NotI

Pstl

SacI

Smal

SphT

Xbal

GGTAC'C

C'CATGG

CA'TATG

GC'GGCCGC

CTGCA'G

GAGCT'C

CCC'GGG

GCATG'C

T'CTAGA

—_—— —— e~

—~ -~

P S ey

— e~ —~

902)
656)
2071)
6389)
2763)

3887)
9540)

2415)
899)
609)

3293)

1510)

3899)
17498)

945)
4983)
6474)

2104)
1279)
7634)
1911)

150)
2323)

1286)
3149)
1802)
8214)
522)
593)

5357)
2751)

889)
9352)
2448)

1300)
210)
145)

1688)

1725)

4088)

1069)

3151)

1984)

1078)
418)

22175)

5155
15983
18552
25226

3887
18364

2415
9715
13312
20755
29381

3899
26844

945
9454
19645

2104
4455
12781
23043
25654

1286
5658
13578
24042
29219

5357
10690
12525
22236
29023

1300
3274
5396
7930
10271
14987
16797
20343
23612
27410
28608

22175

(
(

(

o~~~ o~ o~~~

o~~~

P

10172)
498)
285)

1886)

4937)
11511)

6401)
2988)
4150)
7116)

494)

5447)
3031)

3526)
3717)
10230)

1072)

692)
8351)
2461)
1898)

1223)
6118)
2250)
4655)

63)

2582}
946)
359)

4339)
852)

1764)
1977)
846)
616)
628)
741)
395)
1285)
2720)
780)
1267)

7700)

15327
16481
18837
27112

8824

8816
12703
17462
27871

9346

4471
13171

3176
5147
21132
25504
27552

2509
11776
15828
28697
29282

7939
11636
12884
26575

3064
5251
6242
8546
10899
15728
17192
21628
26332
28190
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7.5 Vergleich von RkpABCDEF von Sinorhizobium meliloti

AK631 mit RkpA aus dem sequenzierten Genom von S.
meliloti 1021

7.5.1 Proteinalignment

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

RkpA1021
RkpAK631

MTVEIIGRACLAPGAKSPQALFKILRQGKCTVTRVPSDRWDLARFWHPVMGTPGKTYSFA
MTVEIIGRACLAPGAKSPQALFKILRQGKCTVTRVPSDRWDLARFWHPVMGTPGKTYSFA
iI........10........20........30........40........50.........
AGVLDHIYDFDPAVFGMSQREAMYMDPQORVLLOQLAWRALEDANISVASLHGENVGVYVG
AGVLDHIYDFDPAVFGMSQREAMYMDPQORVLLOQLAWRALEDANISVASLHGENVGVYVG
61.......70........80........90........100.......21210........
ASSLDHANLTVDDPAAAGPYFMTGNTLSIVSNRISHVFGLSGPSMTVDTACSSSLVALDQ
ASSLDHANLTVDDPAAAGPYFMTGNTLSIVSNRISHVFGLSGPSMTVDTACSSSLVALDOQ
i21......130.......140.......150.......160.......170........
AMRALNAGEIDTAIVGGVNILAHPLPFVGFAQARMLSPEGLCRAYDNDGAGYVRAEGGVYV
AMRALNAGEIDTAIVGGVNILAHPLPFVGFAQARMLSPEGLCRAYDNDGAGYVRAEGGVV
i81......190.......200.......210.......220.......230....0....
FVLRRTDRAQRERDRSYARIVASGVNSAGRTNGISLPSREAQANLLRMIYEGNGIDANQV
FVLRRTDRAQRERDRSYARIVASGVNSAGRTNGISLPSREAQANLLRMIYEGNGIDANQV
241......250.......260.......270.......280.......290........
AFVEGHGTGTKVGDPAEVWSIGTVIGAKRRAPVPIGSIKSNIGHTEPASGLFGMMKAVLA
AFVEGHGTGTKVGDPAEVWSIGTVIGARKRRAPVPIGSIKSNIGHTEPASGLFGMMKAVLA
3o1......310.......320.......330.......340.......350........
LENNYLPASLHFETPNEQIDFDGLNVRVTANPIELLKGKRARLAGINSFGFGGANAHVYVI
LENNYLPASLHFETPNEQIDFDGLNVRVTANPIELLKGKRARLAGINSFGFGGANAHVVI
361......370.......380.......390.......400.......410........
SDPDPAQAEKAATSPAGHVFLASAHTASSLENLLKORSYAAFAGATKEETRAIVAASGANR

SDPDPAQAEKRKAATSPAGHVFLASAHTASSLENLLJEPNA A BRI
421......430.......440.......450.......460.......470........

THMRHRFAARSDHPEDIVRAIANHLEKPGSDIGETGEAAAKEAKVAFVFSGNGSQWAGMG
BEIMR HRFAARSDHPEDIVRAIANHLEKRKPGSDIGETGEAAAKEAKVAFVFSGNGSQWAGMG

481......490.......500.......510.......520.......530........

VEAFRENLHFRQSFTSVSALFRFHSDIVLTDLLTDPIHLDRKLADTKVAQPLLFAIQAALS
VEAFRENLHFRQSFTSVSALFRFHSDIVLTDLLTDP[ELDRKLADTKVAQPLLFATIQAALS

541......550.......560.......570.......580.......590........

DSLVAMGIKPTAVFGHSVGEIAAAYAAGALSLVDAVSIVAKRSLHQDLLAGQGTMAAVML
DSLVAMGIKPTAVFGHSVGEIAAAYAAGALSLVDAVSIVAKRSLHQDLLAGQGTMAAVML

601......610.......620.......630.......640.......650........

GEEAAKAFAAERGLDDVCVAAINAHNSVTISGPANEISAFRDAARKAKIPVQILDINYPF
GEEAAKRKAFAAERGLDDVCVAAINAHNSVTISGPANEISAFRDAARKAKIPVQILDINYPF

661......670.......680.......690.......700.......710........

HHPIIDRAKEAFLSDIPDIAPRRTELAYLSTVTGAALDGTALDPDYWWKNVREPVRFQAA
HHPIIDRAKEAFLSDIPDIAPRRTELAYLSTVTGAALDGTALDPDYWWKNVREPVRFQAA

721......730.......740.......750.......760.......770........

AEAALDLGCMLFIEISPRPILGSYVKETIKQAAVPASVVATLLRDAGANGHDPISASMAR
AEAALDLGCMLFIEISPRPILGSYVKETIKQAAVPASVVATLLRDAGANGHDPISASMAR

781......790.......800.......810.......820.......830........

AVAHGAAVDRSRVYGKRDAFIELPALPFEPVELRPAATTDATDLFGRSAKPYRLNGWRGD
AVAHGAAVDRSRVYGKRDAFIELPALPFEPVELRPAATTDATDLFGRSAKPYRLNGWRGD

g841......850.......860.......870.......880.......890........

PNAGSWKNHVDAHLFPDLAEHVVDGKAILPGSGFIEIAVSAAQQYHGSDEVEITNLEIVR
PNAGSWKNHVDAHLFPDLAEHVVDGKAILPGSGFIEIAVSAAQQYHGSDEVEITNLEIVR

%901......910.......920.......930.......940.......950........

PLELSDSRIMELSTILSPETGDIEIRSRERLSEDDWTVHAVARSRKPLPTTSNDCPSTKG
PLELSDSRIMELSTILSPETGDIEIRSRERLSEDDWTVHAVARSREKPLPTTSNDCPSTKG

961......970.......980.......990.......1000......1010.......

LAKTATVTAAKAYETAKRKQFGLDYGPQFQLLSKAVAYGDRLIDVELKHPHASGHPHVTYAL
LAKTATVTAAKAYETAKRKQFGLDYGPQFQLLSKAVAYGDRLIDVELKHP[WASGHPHVTYAL
i021.....1030......1040......1050......1060......1070.......

HPISVDATFHGLVALFDRFTGDRGGAPYIPVRFGSVRVVNAGRPIARATIEIERVSANSI
HPISVDATFHGLVALFDRFTGDRGGARYIPVRFGSVRVVNAGRPIARATIEIERVSANSTI

io81.....1090......1100......1210......21120......1130.......

37
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RkpA1021 KARFHFFDETGVAIAHFEDCRFRRTYLRKHKTLEGLSFHYEAVLSDVVMPGTRKVATAMPA
RkpAK631 KARFHFFDETGVAIAHFEDCRFRRTYLRKHKTLEGLSFHYEAVLSDVVMPGTRKVATAMPA
i141.....1150......1160......121270......1180......1190.......
RkpA1021 TLAEPIDDNGVDNATLLFNAAIYRACQEIALKLGRGTATVRGDALPGDFAFQCFLTSCLL
RkpAK631 TLAEPIDDNGVDNATLLFNAAIYRACQEIALKLGRGTATVRGDALPGDFAFQCFLTSCLL
i201.....212210......1220......1230......1240......1250.......
RkpA1021 TLEDAGLCEHQNGNWKVAREFSLPTVPEILGELYGDRPDRAVEAVLVNNAYAEALSRLDA
RkpAK631 TLEDAGLCEHQNGNWKVAREFSLPTVPEILGELYGDRPDRAVEAVLVNNAYAEALSRLDA
i261.....1270......1280......1290......1300......1310.......
RkpA1021 LLGPVRAGDDASFNAGFISEATLDHQAVHSVASRSRMDQVLHTVEHVLAAQPAGA
RkpAK631 LLGPVRAGDDAJNSFNAGFISEATLDHQAVHSVASRSRMDQVLHTVEHVLAAQ PA GA [efelgy
i321.....1330......1340......1350......1360......1370.......
RkpA1021 EELG VSAGFEJRRLADLAAINGAALSIIJEPIIDNAQRNLETAFEE DA HYA QAR 430 W lnge]
RkpAK631 -SSNEJAASPAEIAAGWPIWQIMIAMVQHF PIRISSPIIATMHNGIWKSP SRRMNUENSN 9 P39 Grjge]
i381.....1390......1400......1410......1420......1430.......
RkpA1021 PFDLAVSASDNLYQWUIEEESGVRTALRSMPPGSGLVAAVSAPSIFADFALGLSGGWFERS

RkpAK631 PFDLAVSASDNLYQIAIIEEESGVRTALRSMPPGSGLVAAVSAPSIFADFALGLSGGWFERS
1441.....1450......1460......1470......1480......1490.......

RkpA1021 QTAEFPIGRIAAVPHWQKCLADLDLGDVVVTDRECPHGNTILIEARGTAAAGAGAEPGET
RkpAK631 QTAEFPIGRIAAVPHWQKCLADLDLGDVVVTDRECPHGNTILIEARGTAAAGAGAEPGET

i501.....1510......1520......1530......1540......1550.......
RkpA1021 BT PYLLIETATAQKPVAAGGRSAAPVRVTGDLAADMATLRAALEAMGDRPIURAVFMSEAE

RkpAK631 T PYLLIETATAQKPVAAGGRSAAPVRVTGDLAADMATLRAALEAMGDRP|ARAVFMSEAE
is61.....1570......1580......1590......1600......1610.......

RkpA1021 RAVGDGSALLQTRVLALSAFAEALKQHLAGVE Placiolrgi VLVA GA PjAS AP Yey-Neah
RkpAK631 RAVGDGSALLQTRVLALSAFAEALKQHLAGVEP --CARG RR ST T EF:NelKegn

i621.....1630......1640......1650......1660......1670.......
RkpA1021 NSGLWAFARVLOQNEYEFIDVHTLDLAGDADIGRKDMLAAALPLLTVSGQNRMHWLLDRKTG
RkpAK631 NSGLWAFARVLONEYEFIDVHTLDLAGDADIGRKDMLAAALPLLTVSGQNRIHWLLDRKTG

i681.....1690......1700......1710......12720......1730.......
RkpA1021 LLSELRAVPGATNKINDGKTNAFAAATIRQRVSSQVASIAWEEASVPEPGPNEVVVAVAAT

RkpAK631 LLSELRAVPGATNRK\WDGKTNAFAAATIRQRVSSQVASIAWEEASVPEPGPNEVVVAVAAT
i741.....1750......1760......1770......1780......1790.......

RkpA1021 GLNFRDVMWAMGLL PE EA LE DG NG il A (il E L. S GH
RkpAK631 GLNFRDVMWAMGLLPEEALEDGERJGQPSAWNCPATWSRSAKRE] MRS AMRAAAMELSGH
iso01.....1810......1820......1830......1840......1850.......
RkpA1021 VAVGEEIDDLAVGDAVMAIASAAFSTHAVVARAGIEGSRBIGRIPVAAATLPVAFLTAYY
RkpAK631 VVAVGEEIDDLAVGDAVMAIASAAFSTHAVVARARNWIEFWERASIAIPVAAATLPVAFLTAYY
is61.....1870......1880......1890......1900......1910.......
RkpA1021 AIVELGRIQAGETILIHGEVNGGVGLAALQVAKLKGAKVIATAGIEKRRFLTMLGADHVF
RkpAK631 AIVELGRIQAGETILIHG[EEIGGVGLAALQVAKLKGARKVIATAGENNEKRRFLTMLGADHVF
i921.....1930......1940......1950......1960......1970.......
RkpA1021 DSRSLGFVEDVRSVTGGEGVDLVLNSLFAEAMEQSLSLVKPFGRFLELGKRDYYADSKIG
RkpAK631 DSRSLGFVEDVRSVTGGEGVDLVLNSLFAEAMEQSLSLVKPFGRFLELGKRDYYADSKIG
i981.....19%90......2000......2010......2020......2030.......
RkpA1021 LRPFRRNVSYFGIDADQLLVNAPDLTRRIFMIHIGALFEEGESATPLPYRAF DY |shus
RkpAK631 LRPFRRNVSYFGIDADQLLVNAPDLTRRIFMMIGALFEEGUNAATPLPYRAF DY [ed WY A L
2041.....2050......2060......2070......2080......2090.......
RkpA1021 LMOQNAGHIGKIVVLPPVAGRHEVTAKAVRGMKVDPDGVHLVVGGIGGFGLVAANWLVEKG
RkpAK631 M ONAGHIGKIVVLPPVAGRHEVTAKAVRGMKVDPDGVHLVVGGIGGFGLVAANWLVEKG
2101.....2110......2120......2130......2140......2150.......
RkpA1021 90 . e B 0 Y Lol 3o R SR WV SR - - - |JONG[JVAA SV - -RIAMD ITDAJNAVE TL LAUQRERAA
RkpAK631 ARRIALCSRRGQPDAETRAMIE|}A RRC[HFGPCL G[HRGRGDE\SGDASFG---- - S
2161.....2170......2180......2190......2200......2210.......
RkpA1021 IFARS VVHAAMVLDDALIMGNLSRERNRPVIETKAKGAAILDRLTRGDRLDNFILFSSATTL

RkpAK631 ARS VVHAAMVLDDAL IBGJNLSRERNRPVIETKAKGAAILDRLTRGDRLDNFILFSSATTL
2221.....2230......2240......2250......2260......2270.......
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RkpA1021 VGNPGQANYVAANGYLEGLARARRQEGLAGLAGFGAIADAGYLTQNADVNDLLAKRIGK
RKpAK631 VGNPGQANYVAANGYLEGLARARRQEGLAGLAMGFGAIADAGYLTQNADVNDLLAKRIGK
2281 .....2290......2300......2320......2320......2330.0.02....
RkpA1021 K AQVALDMVENHVAADPGTVDAAVVMISEIDWTAARNLPVARINALFE VIR sIAD o}
RkpAK631 K AQVALDMVENHVAADPGTVDAAVVMISEIDWTAARNLP VA/NCESEEEENY . ; -y
2341.....2350......2360.2....2370...2..2380......2390.......
RkpA1021 WMDLVAMIEGKS PQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSKDTVTRGKILKEIGLDSLM
RKpAK631 PR NM DL VAMI EGKS PQEAEDILFDLVAGEIAAILRVSKDTVTRGKILKEIGLDSLM
2401.....2410......2420......2430......2440......2450.......
RkpA1021 AVELGMSFQQNTGFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKVSK|IDQGNENENEAGDDKLVTEL
RKpAK631 AVELGMSFQQNTGFDMPLSGVADNTTVGDIARKLHEKV SKJJ ---
2461 .....2470......2480......2490......2500......2510.......
RkpA1021 TQRHVGADKEKALSQ

RKPAK631 @ -—=- = == ===~
2521.....2530..
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7.5.2 Nucleotidalignment

Multiple Alignment

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rhpalozl
rkpa-F

rkpalozl
rkpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F
rkpalozl
rhpa-F

rkpalozl
rhpa-F

61
61

121
121

181
181

241
241

301
301

361
361

421
421

481
481

541
541

601
601

661
GA1

721
721

781
781

841
841

anl
a0l

961
961

10zl
1nz1

108l
1081

1141
1141

1z01
1201

1zel
1261

AT TTEAR AT AT AT AT TTECC OO GEGAGCGARA TO TOCGLAGGOG
ATGACCETTEARNTCATACCECCTECATCCCTICCCCCOEGAGCGARATC TCCGLAGGLG

CTETTCARR AT T IO E T AR AR TR ACCETEAC OGO TCCO TTOGEACC GO TGS
CIETTCARAATCCTTOETCACCECARCTECACCETGACCCGCGTCCCTTCGGACCGETGE

R T T T T T T A OO T AT A OO GEC ARGAC O TATTO ST T TEOD
CACCTTCOECETT T TEEC ACCCCETCATGEECACGCCCGECARGACCTATTCGTTTGCC

T T IO ACC A TA T TAC A TT T AT O GO OO T T T TC CEEATO TO GO AGCGE
OO E O TOGACCATATC TACGATTTCGATCCCGCCGTTTTCGGGATGTCGCAGCGE

RO ATE T AT AT AT A AT TC T T TEC AR TOGC O TEEC GAGC GO T
CACGEOCATETATATEEACOOECACCACCCEETTCTCTTECAGC TCGCC TEGCGAGEGETC

AR AR T A T T T TS T T ACEEAGAR R A TETC RO O TC TATE TOGED
CACEACCOC AR TATTTC O O TGO TECACCETGARAA TETCGGCGTC TATGTCGGE

OO A TOEACC AT AR T TEAC T AN GATC OB TEO OGO CGEEO OO TAD
COCTOCACCCTOEACCACCOCARTC TEACGETCEACGATCCGEC TECCGECGGECCCTAL

T ATEACEEEC AR A T T EATC T TCCARC OO TATTTCCCACGTO TTOGECC TG
TICATEACCEECANTACCC TETCEATCETC TCCAACCGTATTTCCCACGTC TTCGGECTG

ARG AT AT AT AR TETTCC TO TTO GO TOGTREC CO TCGATCAG
ACCEECOCEACCATEACCETOCACACCECCTETTCCTC TTCGC TCGTGGECCTCGATCAG

A T T A A OO A A A T AT ACEEC CATC O TCCEC RO G TC AR TATE
COGATEOCEECECTEARCCOCCEAGAGATCGACACGECCATCGTCGGCGECGTCAATATC

CTOEOCC A T IO T IO T O TTO RO O CAGGO GO GCA TGO TO TC GO CCGARGES
TGO A T IO T IOE T CEC TTC GO CAGGCGCGCATGC TC TCGCCCGAAGGG

T IO O e TATEAC A TEAC GO CEEC TATGT TCGC GO CGAGGECGGLGTCGTE
T OO TATEAC AR TEAC OO TATO TTO GO GO CEAGCEC GO TOO T

TICETCC TGO CECACCEACCEEECECARCECEAGCGOGACCGEAGC TATGCCCGGATT
T T T OO A AT O AR AR GO GAC CEEAGC TATEO COGEATT

TGO T EEOE T AR TIOEEOC GO CCACCARCGECATC TCGC TGO CCTCGOGUGAG
T MO T AR T IO ACCARCGECATO TOGO TEOCO TO GO GO GAG

O ARG AR T T TEAGEATEATC TACGARCECARCGECATCGACGOC AR CCAGGTT
O A A A T T T A ATEATC TAC A RCEC AR OGO ATCGAC GO CARCCAGETT

GO T TACARCECCATEETACC G ACCARCETCGECGACCCGGUGEAGGTATEGTCD
T T AR RO AT T A A AR CE T RO AN O OGO CEAGETO TRATOD

ATAGECACEETEATOEEOECEARGEEOCEEECCCCGETECCGATCGGC TCGATARRGTCC
AT A T A T O A A O OGO TEC CEATC RO TOCATARASTOD

AR TATCEECCATAC RGO T OGO CTETTCGEEATGATGARGGOGETTCTGGCT
ARTATCEEOC AT AT A TR TET T GEGA TEA TEAR GG GO TTO TREOT

I EACARC AR T AT IO C T CC TECATT I GAGACGCCCAR CGAGCAGATCGAL
TR R A AT T AT T T T ATTTC CAGAC GO CEARCCAGC AGA TOGAD

TR T AN T T OO TE TEACCEC CAATCCGATCGAGC TTC TGARGGGCARGCGE
T AT AR T T TETEAC TR AR TCCGATCGAGC TTO TEARGEECARGIGE

GO T CEEC AT AN TTCC TTCEEC TTCEEC GEOGCCARCGCCCATGTCGTCATTE
R OO O AT T AR T IO T T O T IO RO GO C AR GO CCATE TO S TCATT

AGCEATOCGEATOOEECACAGEOEEARRACGECTECGACC TCGCCGECGEECCACGTETTT
AECEATOOEEATOOEEC AT AR AR R RO TECGAC O TOGO OGO GGG CACGTETTT
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Multiple Alignment

rkpa1021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpalo2l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpal021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAalO21
rkpA-F

1321
1321

1380
1381

1440
1440

1500
1500

1560
1560

1620
1620

1680
1680

1740
1740

1800
1800

1860
1860

1920
1920

1980
1980

2040
2040

2100
2100

2160
2160

2220
2220

2280
2280

2340
2340

2400
2400

2460
2460

2520
2520

2580
2580

CTGGCAAGCGCCCATACCGCGTCGAGCCTCGAAAACCTGCTC AGAGACTATAAGGCCGC
CTGGCAAGCGCCCATACCGCGTCGAGCCTCGARARACCTGCTCGAGAGACTATAAGGCCGC

CTTTGCGGGCGCGACGARGGAAGAGACGCGCGCGATCGTCGCCGCCTCCGGCGCCAATCG
CTTTGCGG_CGCGACGARGGAAGAGACGCGCGCGATCGTCGCCGCCTCCGGCGCCAATCG

GACGCATATGCGCCATCGGTTCGCGGCACGCAGCGATCATCCCGAAGATATCGTCCGGGC
GACGCATATGCGCCATCGGTTCGCGGCGCGCAGCGATCATCCCGAAGATATCGTCCGGGC

GATTGCCAACCACCTGGAARAGCCCGGCTCCGATATCGGGEGAGACGGGCGAAGCGGCCGC
GATTGCCAACCACCTGGAAAAGCCCGGCTCCGATATCGGGGAGACGGGCGAAGCGGLCGL

GAAAGAAGCAAAGGTCGCCTTCGTCTTCTCCGGCARCGGCTCGCAATGGGCCGGCATGGGE
GAAAGAAGCAAAGGTCGCCTTCGTCTTCTCCGGCAACGGCTCGCAATGGGCCGGCATGGG

TGTCGAGGCCTTCCGCGAGAATCTGCACTTCCGTCAGTCGTTCACTTCGGTCAGCGCCCT
TGTCGAAGCCTTCCGCGAGAATCTGCACTTCCGTCAGTCGTTCACTTCGGTCAGCGCCCT

TTTCAGGTTCCATTCGGATATCGTCCTCACCGATCTCCTGACCGACCCCGAACTCGACAG
TTTCAGGTTCCATTCGGATATCGTCCTCACCGATCTCCTGACCGACCCCGGACTCGACAG

GAAGCTCGCGGATACGARGGTGGCCCAGCCGCTGCTTTTCGCGATACAGGCCGCGCTCTC
GAAGCTCGCGGATACGAAGGTGGCCCAGCCGCTGCTTTTCGCGATACAGGCCGCGCTCTC

CGACTCGCTCGTGGCCATGGGCATCARGCCGACCGCCGTCTTCGGTCATTCGGTCGGCGA
CGACTCGCTCGTGGCCATGGGCATCAAGCCGACCGCCGTCTTCGGTCATTCGGTCGGCGA

AATCGCTGCGGCTTATGCAGCGGGGECCCTGTCGCTCGTCGACGCCGTGTCGATCGTCGL
AATCGCTGCGGCTTATGCAGCGGGGGCGCTGTCGCTCGTCGACGCCGTGTCGATCGTCGC

CAAACGATCGCTGCACCAGGACCTTCTGGCCGGCCAGGGCACGATGGCGGCCGTTATGCT
CAAMACGATCGCTGCACCAGGACCTTCTGGCCGGCCAGGGCACGATGGCGGCCGTTATGCT

GGGCGAGGAGGCAGCCARGGCCTTCGCGGCGGAGCGCGGTCTCGACGATGTCTGCGTCGC
GGGCGAGGAGGCAGCCARGGCCTTCGCGGCGGAGCGCGGTCTCGACGATGTCTGCGTCGC

AGCAATCAACGCTCACAATTCGGTGACGATCTCCGGCCCGGCGAACGAGATTTCGGCGTT
AGCAATCAACGCTCACAATTCGGTGACGATCTCCGGCCCGGCGAACGAGATTTCGGCGTT

CCGCGACGCTGCGCGCARGGCGAAAATCCCGGTTCAGATCCTCGACATCAATTATCCGTT
CCGCGACGCTGCGCGCARGGCGAAAATCCCGGTTCAGATCCTCGACATCAATTATCCGTT

CCACCATCCGATCATCGACCGGGCGARAGAGGCGTTCCTCTCCGATATCCCTGATATCGC
CCACCATCCGATCATCGACCGGGCGARAGAGGCGTTCCTCTCCGATATCCCTGATATCGC

CCCCCGCCGGACGGAGCTGGCCTATCTGTCGACCGTCACGGGTGCCGCGCTCGACGGGAC
CCCCCGCCGGACGGAGCTGGCCTATCTGTCGACCGTCACGGGTGCCGCGCTCGACGGGAC

TGCTCTCGATCCCGACTACTGGTGGARGAACGTTCGCGAGCCCGTGCGTTTCCAGGCCGC
TGCTCTCGATCCCGACTACTGGTGGAAGAACGTTCGCGAGCCCGTGCGTTTCCAGGCCGC

TGCCGAGGCCGCGCTCGATCTCGGCTGCATGCTGTTCATCGAGATCTCGCCGCGTCCGAT
TGCCGAGGCCGCGCTCGATCTCGGCTGCATGCTGTTCATCGAGATCTCGCCGCGTCCGAT

CCTTGGCTCCTACGTCARGGAGACGATCAAGCAGGCGGCAGTCCCGGCTTCGGTGGTGGC
CCTTGGCTCCTACGTCARGGAGACGATCAAGCAGGCGGCAGTGCCGGCTTCGGTGGTGGC

GACATTGCTGCGCGACGCCGGCGCGAACGGCCACGATCCGATCTCCGCGTCGATGGCGCG
GACATTGCTGCGCGACGCCGGCGCGAACGGCCACGATCCGATCTCCGCGTCGATGGCGLG

CGCAGTCGCCCACGGTGCCGCCGTCGACCGGTCGCGTGTCTATGGCAAGCGGGACGCATT
CGCAGTCGCCCACGGTGCCGCCGTCGACCGGTCGCGTGTCTATGGCAAGCGGGACGCATT

CATCGAACTCCCCGCGCTGCCCTTCGAGCCGGTGGAACTGCGGCCGGCGGCCACGACCGA
CATCGAACTCCCCGCGCTGCCCTTCGAGCCGGTGGAACTGCGGCCGGCGGCCACGACCGA
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rkpa1021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpalo2l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpal021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAalO21
rkpA-F

2640
2640

2700
2700

2760
2760

2820
2820

2880
2880

2940
2940

3000
3000

3060
3060

3120
3120

3180
3180

3240
3240

3300
3300

3360
3357

3420
3417

3480
3477

3540
3537

3600
3597

3660
3657

3720
3717

3780
3777

3840
3837

3900
3897

TGCGACGGATCTCTTCGGACGTTCCGCAAAGCCCTATCGGCTCAACGGCTGGCGCGGCGA
TGCGACGGATCTCTTCGGACGTTCCGCAAAGCCCTATCGGCTCAACGGCTGGCGCGGCGA

CCCCAATGCGGGAAGCTGGAAAAACCACGTCGACGCGCATCTCTTCCCTGATCTCGCCGA
CCCCAATGCGGGAAGCTGGAAAAACCATGTCGACGCGCATCTCTTCCCGGATCTCGCCGA

ACACGTGGTCGACGGCARGGCGATCCTCCCGGGCAGCGGTTTCATCGAAATCGCCGTTTC
ACACGTGGTCGACGGCAAGGCGATCCTCCCGGGCAGCGGTTTCATCGAAATCGCCGTTTC

CGCCGCCCAGCARTATCACGGCAGCGACGAGGTCGAGATCACCAATCTGGAGATCGTCCG
CGCCGCCCAGCAATATCACGGCAGCGACGAGGTCGAGATCACCAATCTGGAGATCGTCCG

CCCGCTCGAACTGAGCGACAGCCGCATCATGGAACTCTCGACCATCCTGTCGCCGGAGAC
CCCGCTCGAACTGAGCGACAGCCGCATCATGGAACTCTCGACCATCCTGTCGCCGGAGAC

CGGCGACATCGAGATCCGGTCGCGCGAACGTCTCTCGGARGACGATTGGACGGTGCATGC
CGGCGACATCGAGATCCGATCGCGCGAACGTCTCTCGGAAGACGATTCGACGGTGCATGC

CGTCGCGCGAAGCCGCARGCCCTTACCGACGACGAGCAACGACTGTCCGTCCACCARAGG
CGTCGCGCGAAGCCGCARGCCCTTGCCGACGACGAGCAACGACTGTCCGTCCACCAAAGG

CTTGGCGAAGACGGCGACCGTGACGGCGGCCAAGGCCTATGARACGGCGAAGCAGTTCGG
CTTGGCGAAGACGGCGACCGTGACGGCGGCCARGGCCTATGARACGGCGAAGCAGTTCGG

GCTGGACTACGGCCCGCAATTCCAGCTTCTCTCCARAGCCGTGGCCTATGGCGACCGGCT
GCTGGACTACGGCCCGCAATTCCAGCTTCTCTCCARAGCCGTGGCCTATGGCGACCGGCT

CATCGACGTCGAGTTGARGCACCCCCGGGCATCGGGGCACCCCCACGTCACCTACGCCCT
TATCGACGTCGAGTTGARGCACCCCCAGGCGTCGGGGCACCCCCACGTCACCTACGCCCT

TCATCCGATCTCGGTCGACGCGACCTTCCACGGCCTGGTCGCACTCTTCGACCGCTTCAC
TCATCCGATCTCGGTCGACGCGACCTTCCACGGCCTGGTCGCACTCTTCGACCGCTTCAC

GGGCGACAGGGGCGGCGCTCCCTATATTCCTGTCCGTTTCGGCTCCGTGCGCGTCGTCAA
CGGCGACAGGGGCGGCG CCTATATTCCTGTCCGTTTCGGCTCCGTGCGCGTCGTCAA
TGCCGGCCEGCCGATCGCCCGCGCGACGATCGAGATCGAGCGGGTCAGCGCCAACTCGAT
TGCCGGCCGGLCCEGATCGCCCGCGCGACGATCGAGATCGAGCGGGTCAGCGCCAACTCGAT

CAAGGCACGGTTCCATTTCTTCGACGAGACCGGCGTCGCGATCGCACACTTCGAGGATTG
CAAGGCACGGTTCCATTTCTTCGACGAGACCGGCGTCGCGATCGCACACTTCGAGGATTG

CCGCTTCCGCCGTACCTATCTGCGCARGCACAAGACGCTTGAAGGCCTTTCCTTCCACTA
CCGCTTCCGCCGTACCTATCTGCGCARGCACAAGACGCTTGAAGGCCTTTCCTTCCACTA

TGAGGCAGTTCTGTCCGACGTGGTCATGCCCGGCACGARAGTTGCGACGGCCATGCCTGC
TGAGGCAGTTCTGCTCCGACGTGGTCATGCCCGGCACGARRGTTGCGACGGCCATGCCTGC

GACGCTGGCCGAGCCGATCGATGACAATGGCGTCGACAACGCGACCCTGCTCTTCAACGC
GACCCTGGCCGAGCCGATCGATGACARTGGCGTCGACAACGCGACCCTGCTCTTCAACGT

CGCCATCTACCGCGCCTGCCAGGARATTGCCCTGAAGCTCGGCAGGGGGACCGCCACAGT
CGCCATCTACCGCGCCTGCCAGGAAATTGCCCTGARGCTCGGCAGGGGGACCGCCACAGT

GCGAGGCGACGCGCTGCCCGGGEACTTCGCGTTCCAGTGCTTCCTGACGAGCTGCCTGCT
GCGAGGCGACGCGCTGCCCGGGGACTTCGCGTTCCAGTGCTTCCTGACGAGCTGCCTGCT

GACGCTCGAGGATGCCGGCCTTTGCGAGCACCAGAACGGCARCTGGARGGTCGCACGGGA
GACGCTCGAGGATGCCGGCCTTTGCGAGCACCAGAACGGCAACTGGAAGGTCGCACGGGA

GTTCTCGCTTCCGACCGTTCCGGAGATCCTTGGCGAGCTCTATGGCGACCGCCCCGATCG
GTTCTCGCTTCCGACCGTTCCGGAGATCCTTGGCGAGCTCTATGGCGACCGCCCCGATCG

TGCGCTCGARGCGGTGCTCGTCAACARCGCCTATGCGGAAGCACTCAGCCGTCTCGACGC
TGCGCTGGAAGCCGTGCTCGTCAACAACGCCTATGCGGAAGCACTCAGCCGTCTCGACGC

page 3



Anhang

143

Multiple Alignment

rkpa1021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpalo2l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpal021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAalO21
rkpA-F

3960
3957

4020
4017

4080
4077

4140
4133

4200
4190

4260
4250

4320
4308

4380
4368

4440
4428

4500
4488

4560
4548

4620
4608

4680
4668

4740
4728

4800
4788

4860
4848

4920
4908

4980
4966

5040
5025

5100
5085

5160
5145

5220
5205

GCTGCTTGGGCCGGTGCGTGCAGGCGACGACGCGGTTTCGTTCAATGCCGGTTTCATCAG
GCTGCTTGGGCCCGTGCGTGCAGGCGACGACGCGGCTTCGTTCAATGCCGGTTTCATCAG

CGAAGCGACGCTCGACCATCAGGCCGTGCATTCCGTGGCGAGCCGGTCGCGCATGGACCA
CGAAGCGACGCTCGACCATCAGGCCGTGCATTCCGTGGCCGAGCCGETCGCGCATGGACCA

GGTGCTTCATACGGTCGAACACGTTCTCGCTGCGCAGCCGGCAGGCGCCCGCCTGCGGLT
GGTGCTTCATACGGTCGAACACGTTCTCGCTGCGCAGCCGGCAGGC GCCTGCGGCT

CATCGAACTCGGCAGCGTCTCCGCCGGCTTCAGCCGCCGGCTGGCCGATCTGGCAGCGCG
CATCGRACTCGGCAGCGTCTC  CGGCTTCAGCCGCCGGCTGGCCGATCTGGCAGCGCG

CAATGGTGCAGCACTTTCCATTTTCGAGCCGCGCGACARATGCACAACGGAATCTGGAAAT
CAATGGTGCAGCACTTTCCATTTTCGAGCCGCGCGACAATGCACAACGGAATCTGGAAAT

CGCCTTCGAGGAGGATGCGCATGTGCGCGTTCTGAAGARGAGCGAATTCGCCGATATCGG
CGCCTTCGAGGAGGATG _ AATGTGCGCGTTCTGAAGAAGAGCGAATTCGCCGATATCGG

CCCGTTTGACCTCGCCGTCAGTGCTTCGGACAATCTCTACCAGGTGATCGAAGAGGAGAG
GCCGTTCGACCTCGCCGTCAGTGCTTCGGACAATCTCTACCAGCTGATCGAAGAGGAGAG

CGGCGTCCGCACGGCCCTTCGCTCCATGCCCCCCGGARGCGGGCTCGTCGCGGCCGTCAG
CGGCGTCCGCACGGCCCTTCGCTCCATGCCCCCCGGRAGCGGGCTCGTCGCGGCCGTCAG

CGCGCCGTCGATCTTCGCCGATTTCGCCCTGGGTCTCTCGGGCGGATGGTTCGAGCGCAG
CGCGCCGTCGATCTTCGCCGATTTCGCCCTGGGTCTCTCGGGCGGATGGTTCGAGCGCAG

CCAGACGGCAGAATTCCCGATCGGCAGGATCGCGGCCGTACCCCATTGGCAGAAGTGTCT
CCAGACGGCAGAATTCCCGATCGGCAGGATCGCGGCCGTACCCCATTGGCAGAAGTGTCT

CGCAGATCTCGACCTCGGCGACGTGGTCGTGACGGATCGCGAATGCCCGCATGGGAACAC
CGCAGATCTCGACCTCGGCGACGTGETCGTGACGGATCGCGAATGCCCGCATGGGAACAC

CATCCTGATCGAGGCCCGTGGCACAGCGGCGGCGGGCGCAGGCGCCGAGCCGGGCGAAAC
CATCCTGATCGAGGCCCGGGGCACAGCGGCGGCAGGCGCGGGCGCCGAGCCGGGCGAARL

CACGACACCATATCTGCTGATCGAGACTGCCACTGCCCAGRAACCGGTCGCAGCCGGTGG
CGGAACACCATATCTGCTGATCGAGACTGCCACTGCCCAGAAACCGGTCGCGGCCGGETGE

AAGGAGTGCCGCTCCCGTCCGTGTGACAGGCGACCTTGCCGCAGACATGGCGACGCTCCG
AAGGAGTGCCGCTCCCGTCCGTGTGACAGGCGACCTTGCCGCAGATATGGCGACGCTCCG

CGCAGCCCTCGAAGCCATGGGCGACAGACCGETGCGCGCGGTTTTCATGTCCGAGGCGGA
CGCAGCCCTCGAAGCCATGGGCGACAGACCGTTGCGCGCGGTTTTCATGTCCGAGGCGGA

GCGCGCCGTCGGCGACGGETTCGGCCCTGCTGCAGACGCGTGTATTGGCGCTCAGCGCCTT
GCGCGCCGTCGGCGACGGTTCGGCCCTGCTGCAGACGCGTGTATTGGCGCTCAGCGCCTT

TGCCGAGGCATTGAAACAGCATCTCGCCGGCGTCGAGCCGGAGGGCGACGACCGGCCGCG
TGCCGAGGCATTGARACAGCATCTCGCCGGCGTCGAGCCG AGGGCGACGACCGGC GCG

CCTTGTGCTCETGGECCCCGEGCEECECTCCCTTATCAGCCTCGGCAGGCTCCGGGCTGAA
CCTTGTGCTCGTGGCCCCGGGCGGCGCTCCCTTATCA CCTCGGCAGGCTCCGGGCTGAA

TTCCGGATTGTGGGCCTTCGCCCGCGTCCTTCAGARCGAATATGAGTTTATCGACGTTCA
TTCCGGATTGTGGGCCTTCGCCCGCGTCCTTCAGAACGAGTATGAGTTTATCGACGTTCA

CACGCTCGATCTTGCCGGCGATGCCGACATCGGCCGCARGGATATGCTTGCCGCAGCGET
CACGCTCGATCTTGCCGGTGATGCCGACATCGGCCGCAAGGATATGCTTGCCGCAGCGLT

TCCCCTGCTGACGGTTTCGGGACAGARCCGGGGATGGCTGCTCGACCGGARGACGGGCCT
TCCCCTGCTGACGGTTTCGGGACAGAACCGGGAATGGCTGCTCGACCGGARGACGGGCCT

GCTGTCCGAGCTTCGGGCCGTACCCGGCGCAACGARCARGGCTGACGGGAAARCCAACGC
GCTGTCGGAGCTTCGGGCCGTACCCGGCGCAACGAACAAGGTTGACGGGAAARCCAACGC
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rkpa1021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpalo2l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpal021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpAl021
rkpA-F

rkpAalO21
rkpA-F

5280
5265

5340
5325

5400
5385

5460
5445

5520
5504

5580
5564

5640
5621

5700
5681

5760
5741

5819
5800

5879
5860

5939
5920

5999
5980

6059
6040

6119
6100

6179
6160

6236
6218

6296
6278

6356
6338

6416
6398

6475
6458

6535
6518

CTTCGCGGCCGCGACCATTCGCCAGCGCGTCAGCTCGCAGGTTGCAAGCATCGCCTGGGA
CTTCGCGGCCGCGACCATTCGCCAGCGCGTCAGCTCGCAGGTTGCARGCATCGCCTGGGA

AGAGGCGAGCGTACCGGAGCCGGGCCCCAACGAGGTCGTCGTCGCCGTCGCGGCAACCGG
AGAGGCGAGCCTACCGGAGCCGGGCCCCAACGAGGTCGTCGTTGCCGTCGCGGCAACCGG

CTTGAATTTCCGCGACGTGATGTGGGCCATGGGCCTEGTTGCCGGAAGAGGCGTTGGAAGA
CTTGAATTTCCGCGACGTGATGTGGGCCATGGGCCTGTTGCCGGAAGAGGCGTTGGAAGA

CGGCTTCGCCGGGGCAACCATCGGCATGGAACTGTCCGGCCACGTGGTCGCGGTCGGCGA
CGG_TTCGCCGGGGCAACCATCGGCATGGAACTGTCCGGCCACGTGGTCGCGGTCGGCGA

AGAGATCGACGATCTCGCGGTCGGCGATGCGGTGATGGCCGATCGCCTCCGCCGCCTTCTC
AGAGATCGACGATCTCGCGGTCGGCGATGCGGTGATGGCCATCGCCTCCGCCGCCTTCTC

GACCCATGCGGTCGTCGCGCGCGCCGGCATCGCCARGCTGCCGCGAGCGTTGAGCCCGGT
GACCCATGCGGTCGTCGCGCGCGCCG CATCGCCARG TGCCGCGAGCGTTGAGCCCG T

GGCCGCGGCCACATTGCCGGTCGCCTTCCTTACCGCCTACTACGCCATTGTCGAGCTCGG
GGCCGCGGCCACATTGCCGGTCGCCTTCCTTACCGCCTACTACGCCATTGTCGAGCTCGG

CCGCATTCAGGCTGGAGAGACGATTTTGATCCACGGTGCTGCCGGCGGCGTCGGCCTTGC
CCGCATTCAGGCTGGAGAGACGATTTTGATCCACGGTGGCTCCGGCGGCGTCGGCCTTGC

CGCGCTCCAGGTCGCARARGCTCAAGGGCGCCAAGGTCATCGCCACGGCGGGARCGCGC_G
CGCGCTCCAGGTCGCARAGCTCARGGGCGCCARGGTCATCGCCACGGCGGGAR GCGCCG

AAAAGCGGCGCTTCCTGACGATGCTCGGCGCCGACCATGTCTTCGATTCGCGTTCGCTCG
ARARGCGGCGCTTCCTGACGATGCTCGGCGCCGACCATGTCTTCGATTCGCGTTCGCTCG

GCTTCGTCGAGGATGTCCGTTCGGTCACCGGCGGGGAAGGCGTCGACCTCGTGCTCAATT
GCTTCGTCGAGGATGTCCGTTCGGTCACCGGCGEGGAAGGCGTCGACCTCGTGCTCAATT

CGCTTTTCGCCGAAGCGATGGAGCAGAGCCTCTCGCTGGTGARACCCTTTGGCCGGTTCC
CGCTTTTCGCCGARGCGATGGAGCAGAGCCTCTCGCTGGTGAAACCCTTTGGCCGGTTCC

TGGAACTCGGCAAGCGCGACTATTACGCCGACAGCAAGATCGGGCTCAGGCCGTTCCGCC
TGGAACTCGGCAAGCGCGACTATTACGCCGACAGCAAGATCGGGCTCAGGCCGTTCCGCC

GCAATGTCAGCTATTTCGGCATCGACGCTGATCAGT TGCTGGTGAATGCGCCGGATCTGA
GCAATGTCAGCTATTTCGGCATCGACGCCGATCAGTTGCTGGTGAATGCGCCGGATCTGA

CCAGGCGCATCTTCATGGAGATCGGAGCGCTCTTCGAGGAAGGCARGCTCACGCCGCTTC
CCAGGCGCATCTTCATGCAGATCGGAGCGCTCTTCGAGGAAGGCAACGTCACGCCGCTTC

CCTATCGCGCCTTCGATTACG ATGRAATCGG CAATGCCT TCCGGCTGATGCAGAATG
CCTATCGCGCCTTCGATTACGGATGARATCGGGCAA  CTTGTCCGGCTGATGCAGAATG

CCGGGCATATCGGCAAGATCGTGGTGCTGCCGCCCGTTGCCGGCAGGCACGAGGTGACGG
CCGGGCATATCGGCAAGATCGTGGTGCTGCCGCCCGTTGCCGGCAGGCACGAGGTGACGG

CGAAGGCTGTGAGGGGCATGAAGGTCGACCCGGACGGCGTCCATCTCGTCGTCGGCGGCA
CGAAGGCTGTGAGGGGCATGAAGGTCGACCCGGACGGCGTCCATCTCGTCGTCGGCGGCA

TCGGTGECTTCGGCCTCGTCGCCGCCAACTGGCTCGTCGAGAARAGGCGCACGCCGTATTG
TCGGCGGCTTCGGCCTCGTCGCCGCCAACTGGCTCGTCGAGAAAGGCGCACGCCGTATTG

CGCTTTGCTCCCGCCGAGGCCAGCCGGATGCGGAGACGCGCGCGATGATCGAGE GCTGG
CGCTTTGCTCCCGCCGAGGCCAGCCGGATGCGGARACGCGCGCGATGATCGAGCTGCGEE

CAGAATGGCGGCGTTGCGGCTTCGETCCATGCTTGCGACATCACGGATGCCGCGGCCGTG
CAGAATGGCGGCCTTGCGGCTTCGGTCCATGCTTGCGACATCACGGATGCCGCGGCCGTG

GAGACGCTTCTGGCGACGCTTCGTTCGGAAGCACCGCTTCGCTCCGTCGTTCACGCGGLG
GAGACGCTTCTGGCGACGCTTCGTTCGGAAGCACCGﬁTTCGCTCCGTCGTTCACGCGGCG
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rkpa1021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal02l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpalo2l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021l
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F
rkpal021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpal021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpaA-F

rkpAl021
rkpA-F

rkpAl021
rkpA-F

6595
6577

6655
6637

6715
6697

6775
6757

6835
6817

6895
6877

6955
6937

7015
6997

7075
7056

7135
7116

7195
7176

7255
7236

7315
7296

7375
7356

7434

7494

ATGGTGCTCGACGATGCGCTGATCGGCAATCTGAGCCGCGAACGCAACCGGCCGGTCATC
ATGGTGCTCGACGATGCGCTGATCAGCAATCTGAGCCGCGAACGCARCCGGCCGGTCATC

GAAACGAAAGCCAAGGGCGCGGCAATTCTCGATCGCCTTACCCGTGGTGACAGGCTCGAC
GAAACGAAAGCCAAGGGCGCGGCAATTCTCGATCGCCTTACCCGTGGTGACAGGCTCGAC

AACTTCATCCTGTTCTCCTCGGCCACGACGCTGGTCGGCAACCCCGGCCAGGCGAACTAT
AACTTCATCCTGTTCTCCTCGGCGACGACGCTGGTCGGCARTCCCGGCCAGGCGAACTAT

GTCGCCGCCAACGGCTATCTCGAAGGCCTTGCCCGTGCACGGCGCCAGGAGGGCCTGGCA
GTCGCCGCAAACGGCTATCTCGAAGGCCTTGCCCGTGCACGGCGCCAGGAGGGCCTGGCA

GGGCTCGCCGTCEGGCTTCGGCGCGATTGCCGATGCCGGCTACCTGACGCAGARCGCCGAT
GGGCTCGCCATCGGCTTCGGCGCGATTGCCGATGCCGGCTACCTGACGCAGARCGCCGAT

GTCAACGACCTGCTCGCCAAGCGCATCGGCARAACGGCGCTGAAGGCCCAGGTGGCGCTC
GTCAACGACCTGCTCGCCAAGCGCATCGGCARAACGGCGTCGAAGGCCCAGGTGGCGCTC

GACATGGTGGAAAACCACGTCGCCGCGGATCCGGGCACGGTCGACGCGGCCGTCGTGATG
GACATGGTGGAAAACCACGTCGCCGCGGATCCGGGCACGEGTCGACGCGGCCGTCGTGATG

ATTTCGGAGATCGACTGGACGGCTGCGCGGAACCTGCCGGTCGCCCGCAACGCGCTCTTC
ATTTCGGAGATCGACTGGACGGCTGCGCGGAACCTGCCGGTCGCC GCAACGCGCTCTTC

GAGGTGATCCTGCGCAGCGCCGATCAGCATGCCGCAGGCGCCGAGGGCACGACGATGGAT
GAGGTGATCCTGCGCAGCGCCGATCAGCATGCCGCAGGCGCCGAGGGCACGACGATGGAT

CTCGTCGCCATGATCGARGGCAAATCGCCGCAGGAGGCCCAGGACATCCTCTTCGATCTG
CTCGTCGCCATGATCGARGGCAAATCGCCGCAGGAGGCCGAGGACATCCTCTTCGATCTG

GTGGCCGGCGAGATCGCTGCCATCCTTCGCGTCTCGAAGGATACGGTCACTCGCGGARARAG
GTGGCCGGCGAGATCGCTGCCATCCTTCGTGTCTCGARGGATACGGTCACTCGCGGAARG

ATATTGAAGGAGATCGGCCTCGACAGCCTCATGGCCGTTGAACTCGGCATGAGTTTCCAG
ATATTGAAGGAGATCGGCCTCGACAGCCTCATGGCCGTTGAACTCGGCATGAGTTTCCAG

CAGAACACCGGCTTCGACATGCCTTTGAGCGGCGTCGCGGACAATACCACGGTCGGCGAC
CAGAACACCGGCTTCGACATGCCTTTGAGCGGCGTCGCGGACAATACCACGGTCGGCGAC

ATCGCGCGCAAGCTCCATGAAAAAGTAAGCAAGC GTGACCAGGGCAACGAGARCGRAGRA
ATCGCGCGCAAGCTCCATGAAAAAGTAAGCAAGCCGTGA

CGAGGCCGGTGACGACARGCTTGTAACAGAACTCACGCAGCGTCATGTCGGAGCGGACAA

GGAAARAGCACTGAGTCAATGA
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7.6 Danksagung

An erster Stelle méchte ich meiner Familie danken, die mich in all den
Jahren immer untersttitzt hat. Sie haben meinen Ankindigungen, dass ich die
Promotion schon noch beenden werde, immer geglaubt, selbst zu Zeiten zu
denen ich kaum noch daran geglaubt habe. Besonders méchte ich meine Frau
Julie und unseren Sohn Douglas hervorheben, die mir in den besonders
schweren Zeiten immer weiter geholfen haben.

Mein besonderer Dank gilt der ausgezeichneten Arbeitsgruppe Geiger in
Berlin. Die Truppe war, sowohl was fachliche als auch menschliche Qualitaten
betrifft, die absolute Spitze. Neben Prof. Dr. Otto Geiger, Prof. Dr. Isabel Maria
Lopez-Lara, Viola Khodaverdi, Karel deRudder, Dr. Christian ,useless”
Sohlenkamp und Frau Dr. Barbara Weissenmayer soll auch das externe
Mitglied Dr. Max Schobert genannt werden. In dieser Arbeitsgruppe hab ich
sehr viel gelernt und sehr gute Freunde gefunden. Durch die Querelen nach
dem Abwandern der Arbeitsgruppe Geiger nach Mexiko geriet meine Person
und damit auch die Zukunft dieser Arbeit zwischen die Fronten eines
personlichen Streites. An diesem Punkt wére die Fertigstellung der Promotion
nicht mehr méglich gewesen, wenn nicht Dr. Hans von Ddhren eingegriffen
héatte. Er hat der DFG gegenuber die Verantwortung flr das Projekt
ubernommen und mir einen neuen Arbeitsplatz zu Verfugung gestellt. Dafar gilt
ihm mein besonderer Dank. Mein Dank gilt ebenfalls den Mitarbeitern von Prof.
Dr. Ulrich Szewzyk, die mir, wenn immer es méglich war, mit Geraten und
Ratschlagen ausgeholfen haben.

AbschlieBend mdchte ich mich noch bei meinen neuen Kollegen der AG
GeBner in der Charité bedanken, die mir den nétigen Freiraum gegeben haben

diese Arbeit nach langer Zeit doch noch fertigzustellen.
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