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1 Summary

Staphylococcus aureus (S. aureus) is one of the most feared pathogens, responsible for a variety of

nosocomial infections and a range of diseases such as pneumonia and meningitis. S. aureus is able to

respond to changes in environmental conditions with adaptation on gene expression level resulting

in di�erent protein patterns and therefore changes in metabolite composition and metabolic activity.

Furthermore the ability to develop resistances against present antibiotics makes S. aureus dangerous

and di�cult to handle for man. The genome of S. aureus COL encodes all necessary enzymes of the

intermediary metabolism, including glycolysis, glucogenesis, pentose phosphate pathway, pyruvate

metabolism, citric acid cycle, acetate metabolism and fermentative metabolism. For a complete un-

derstanding of proteome, transcriptome and metabolome, the investigation of enzyme activities of

the intermediary and fermentative metabolism is a crucial step.

In the presented study catalytic properties and speci�c enzyme activities of the enzymes acetate

kinase, acetolactate synthase, acetyl-CoA hydrolase, alcohol dehydrogenase, ATP hydrolase, citrate

synthase, enolase, fructose 1,6-diphosphatase, fructose 1,6-diphosphat aldolase, glucokinase, glu-

cose 6-phosphate dehydrogenase, glucose 6-phosphate isomerase, NAD+- and NADP+-dependent

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, α-isopropylmalate synthase,

D-, L-lactate dehydrogenase, malic enzyme, mannitol 1-phosphate 5-dehydrogenase, NADH dehy-

drogenase, phosphate acetyltransferase, phosphofructokinase, 6-phosphogluconate dehydrogenase,

phosphoglycerate mutase, pyruvate carboxylase, pyruvate dehydrogenase complex, pyruvate kinase

and pyruvate oxidase were investigated. In cells growing exponentially, transiently, stationary or

under anaerobic conditions the enzymes pH optima, maximum speed of activity (vmax) and the

substrate concentration to produce 50 % of vmax (Km) were determined. Also, the regulation by

metabolites was analyzed. In general the growth stage dependent speci�c enzyme activities correlate

with the investigated proteome and metabolome data. In S. aureus COL the glucose mainly metabo-

lised via glycolysis under aerobic conditions. As the speci�c enzyme activity of glucose 6-phosphate

isomerase is 37 fold higher than the enzyme activity of glucose 6-phosphate dehydrogenase, the entry

of glucose in the pentose phosphate pathway is limited. Glucose 6-phosphate metabolizes to pyruva-

te, which either will be converted to acetylphosphate by the pyruvate oxidase or to acetyl-CoA by

the pyruvate dehydrogenase complex. Acetyl-CoA is turned into acetylphosphate by the phosphate

acetyltransferase, whereas the transformation of acetyl-CoA in the citric acid cycle is not probable.

By the acetate kinase, acetylphosphate will be used to generate ATP. High activity of the phosphate

acetyltransferase and high extracellular acetate concentration indicates the conversion of pyruvate

or acetyl-AoA to acetate. Low extracellular lactate concentration implicates that the lactate dehy-

drogenases are less important during aerobic growth. To some extend, pyruvate is metabolized to

lactate to recycle NAD+. Another enzyme, which regenerates NAD+ is the mannitol 1-phosphate

5-dehydrogenase. In the transient and stationary growth stage, enzymes of the glucogenesis and the

citric acid cycle are upregulated. Lactate and acetate are reused as carbon and energy source to



1 Summary

generate glucose 6-phosphate for NADPH formation via pentose phosphate pathway. Except for the

citrate synthase, the isocitrate dehydrogenase and the fumarate hydratase activities of the citric acid

cycle enzymes were not detectable, indicating the minor importance of this pathway. Under anaero-

bic conditions the glucose is mainly metabolized to lactate or ethanol via glycolysis and mixed acid

fermentation. High speci�c enzyme activities of the lactate dehydrogenase and the alcohol dehydro-

genase were veri�ed, whereas enzyme activities of the pyruvate formate lyase and the 2,3-butanediol

fermentation were not detectable. If the citric acid cycle is downregulated, energy will be generated

by substrate chain phosphorylation. Most of the analysed enzymes of S. aureus COL are rarely

regulated by metabolites. Only the NADP+-dependent glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,

the malic enzyme and the glucose 6-phosphate dehydrogenase are inhibited. The α-isopropylmalate

synthase and pyruvate carboxylase are activated.

Bacillus subtilis 168 (B. subtilis 168) is a grampositive apathogene bacterium, which is able to grow

under anaerobic conditions upon addition of pyruvate. It expresses enzymes for 2,3-butanediol and

lactate fermention but lacks the genes for ethanol fermentation and pyruvate formate lyase. In the

presented study catalytic properties of the enzymes acetate kinase, acetoin reductase, acetolacta-

te decarboxylase, acetolactate synthase, glucokinase, glucose 6-phosphate dehydrogenase, glucose

6-phosphate isomerase, isocitrate dehydrogenase, L-lactate dehydrogenase, mannitol 1-phosphate 5-

dehydrogenase, NADH dehydrogenase, phosphate acetyltransferase, phosphofructokinase, 6-phospho-

gluconate dehydrogenase and pyruvate oxidase were investigated by enzyme kinetic studies. In B.

subtilis 168, it was not possible to carry out NAD+-dependent enzyme assays, due to high con-

centrations of the NADH dehydrogenase, NADP+- and CoA- dependent enzymes were analyzed.

During exponential growth glucose is metabolized via glycolysis. Similar to S. aureus COL the spe-

ci�c enzyme activity of the glucose 6-phosphate isomerase is higher than the activity of the glucose

6-phosphate dehydrogenase, indicating, that the metabolisation via the pentose phosphate pathway

is limited. Energy is formed by substrate chain phosphorylation. Phosphate acetyltransferase and

acetate kinase activity were measured showing that the energy will be generate by this two enzymes,

similar to S. aureus COL. Therefore it is possible that acetate is excreted as over�ow metabolite.

The importance of the lactate dehydrogenase under this condition is not clear yet. It can be assumed

that a little part of pyruvate will be used for NAD+ recycling. Under anaerobic conditions a high

activity of lactate dehydrogenase was detected. Furthermore glucose can be formed to 2,3-butanediol

for regeneration of NAD+. In contrast to S. aureus COL in B. subtilis 168 the L-Lactate dehydro-

genase, the pyruvate oxidase, the glucose 6-phosphate dehydrogenase and the acetate kinase were

inhibited. The activity of the NADH dehydrogenase increased upon addition of glucose 6-phosphate.

To sum up the investigation of enzyme kinetic parameters and speci�c enzyme activities are good

tools for metabolic studies, to compare them to proteome and metabolome analysis. Enzyme analysis

are not that easy in handling but they are a good choice to look into the physiology of microorganism.

For an overall understanding it is a need to determine enzyme activities.

10



GK 

G6P-DHG 6PG-DHG 

G6P-ISO 

M1P-DHG 

PFK F1,6BPase 

ALD 

TP-ISO 
GA3P-DHG, NAD+ 

PGK 

PGM 

ENO 

PEP-CK 

D-LDH 

L-LDH 
PK 

ALS 

POX AK 

PAT 

AcCoA-S 
ME 

PC 

MDH 

CS 

Aconitase 

PDH 

IC-DHG 

FM 

α-KG-DHG 

Succ-DHG 

Succinyl-
CoA-S 

glucose 

G6P 

F6P M1P 

6pg 

F1,6bP 

dhAP Ga3P 

G1,3bp 

G3P 

G2P 

PEP 

lactate 
pyruvate 

acetyl- 
CoA 

acetyl-P 

acetat 

citrate 

isocitrate 

oxoglutarate 

malate 

oxalacetate 

fumarate 

succinate 
succinyl-CoA 

acetolactate 

acetaldehyde 

acetoin 

2,3-butanediol 

ALDC 

AR 

PFL 

ethanol 

ADH 

metabolite 

branching point 

GA3P-DHG, NADP+ 

Acetald-DHG 

Abb. 1.1: Metabolism of S. aureus COL and B. subtilis 168 (B. subtilis 168 lacks PFL, Acetald-DHG and

ADH): Acetald-DHG, acetaldehyde dehydrogenase; AcCoA-S, acetyl-CoA synthetase; ADH,

alcohol dehydrogenase; AK, acetate kinase; ALD, fructose-bisphosphate aldolase; ALDC,

acetolactate decarboxylase; ALS, acetolactat synthase; AR, acetoin reductase; CS, citrat

synthase; ENO, enolase; F1,6BPase, fructose 1,6-bisphosphatase; FM, fumarat hydratase; GK,

glucokinase; G6P-DHG, glucose-6-phosphate dehydrogenase; G6P-ISO, glucose-6-phosphate

isomerase; GA3P-DHG, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; IC-DHG, isocitrate

dehydrogenase; α-KG-DHG, 2-oxoglutarate dehydrogenase; LDH, lactate dehydrogenase, ME,

malic enzyme; M1P-DHG, mannitol-1-phosphate dehydrogenase; PAT, Phosphate

acetyltransferase; PC, pyruvate carboxylase; PDH, pyruvate dehydrogenase complex; PEP-CK,

phosphoenolpyruvate carboxykinase; PFK, phosphofructokinase; PFL, pyruvate formate lyase;

6PG-DHG, 6-phosphogluconate dehydrogenase; PGK, phosphoglycerate kinase; PGM,

phosphoglycerate mutase, PK, pyruvate kinase, POX, pyruvate oxidase; Succinyl-CoA-S,

succinyl-CoA synthetase; Succ-DHG, succinate dehydrogenase; TP-ISO, triosephosphate

isomerase
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2 Zusammenfassung

Staphylococcus aureus (S. aureus) ist einer der meist gefürchtetsten pathogenen Mikroorganismen,

der verantwortlich ist für eine Vielzahl von nosokomialen Infektionen und Krankheiten, wie beispiels-

weise Lungenentzündungen und Meningitis. S. aureus ist in der Lage, sich an verändernde Umwelt-

bedingungen auf Ebene der Genexpression anzupassen, was zu unterschiedlichen Proteinzusammen-

setzungen und somit zu Veränderungen in der Metabolitenkomposition und metabolischen Aktivität

führt. Auÿerdem stellt die Fähigkeit, Resistenzen gegen gegenwärtig genutzte Antibiotika zu entwi-

ckeln, eine Gefahr dar und macht diesen Keim in seiner Behandlung so schwierig. Das Genom von S.

aureus COL kodiert für alle notwendigen Enzyme des Intermediärsto�wechsels, wie Glycolyse, Glu-

coneogenese, Pentose-Phosphat-Weg, Pyruvatmetabolismus, Citrat-Zyklus, Acetat- und Fermentati-

onsmetabolismus. Für ein vollständiges Verstehen der Proteom-, Transkriptom- und Metabolomda-

ten ist die Untersuchung der Enzymaktivitäten des Intermediär- und Fermentationssto�wechsels ein

entscheidendes Hilfsmittel. In der vorliegenden Arbeit wurden die enzymkatalytischen Eigenschaften

sowie die spezi�schen Enzymaktivitäten der Enzyme Acetat-Kinase, Acetolactat-Synthase, Acetyl-

CoA-Hydrolase, Alkohol-Dehydrogenase, ATP-Hydrolase, Citrat-Synthase, Enolase, Fructose-1,6-

bisphosphatase, Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase, Glucokinase, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,

Glucose-6-phosphat-Isomerase, NAD+- und NADP+-abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-

genase, Isocitrat-Dehydrogenase, α-Isopropylmalat-Synthase, D- und L-Lactat-Dehydrogenase, Ma-

latenzym, Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase, NADH-Dehydrogenase, Phosphatacetyl-Transferase,

Phosphofructokinase, 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, Phosphoglycerat-Mutase, Pyruvat-Carb-

oxylase, Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, Pyruvat-Kinase und Pyruvat-Oxidase untersucht. Aus

Zellen der logarithmischen, transienten und stationären Wachstumsphase unter aeroben wie auch

anaeroben Bedingungen wurden für die Enzyme das pH-Optimum, die maximale Reaktionsgeschwin-

digkeit (vmax) und die Substratkonzentration der halbmaximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Km) be-

stimmt. Ebenfalls wurde die Regulation durch ausgewählte Metabolite des Intermediärsto�wechsels

analysiert. Im Allgemeinen korreliert die wachstumsphasenabhängige spezi�sche Enzymaktivität mit

den Proteom- und Metabolomdaten. In S. aureus COL wird die Glucose unter aeroben Bedingungen

hauptsächlich über die Glycolyse metabolisiert. Im Vergleich hat die Glucose-6-phosphat-Isomerase

eine 37-fach höhere spezi�sche Aktivität als die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, was den Eintritt

des Glucose-6-phosphates in den Pentose-Phosphat-Weg limitiert. Glucose-6-phosphat wird weiter zu

Pyruvat umgesetzt, welches wiederum durch die Pyruvat-Oxidase zu Acetylphosphat oder durch den

Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zu Acetyl-CoA versto�wechselt wird. Durch die Phosphatacetyl-

Transferase wird das Acetyl-CoA im Folgenden ebenfalls zu Acetylphosphat umgesetzt und nicht

dem Citrat-Zyklus zugeführt. Die Acetat-Kinase nutzt das Acetylphosphat zur Generierung von

ATP. Die hohe spezi�sche Enzymaktivität der Phosphatacetyl-Transferase und der Anstieg der

extrazellulären Acetatkonzentration sprechen für die Umsetzung des Pyruvates oder Acetyl-CoA's

zu Acetat. Geringe extrazelluläre Lactat-Konzentrationen weisen auf eine geringere Bedeutung der



Lactat-Dehydrogenase unter aeroben Wachstumsbedingungen hin. Gleichwohl wird ein kleiner Teil

des Pyruvates zur Regeneration von NAD+ durch die Lactat-Dehydrogenase genutzt. Ein anderes

Enzym, welches der Erneuerung von NAD+ dient, ist die Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase. In

der transienten und stationären Wachstumsphase werden die Gene der Enzyme für Gluconeogenese

und Citrat-Zyklus vermehrt exprimiert. Lactat und Acetat werden als Kohlensto�- und Energiequel-

le wieder aufgenommen und dienen der Bildung unterschiedlicher Intermediate, wie beispielsweise

der Bildung von NADPH über Glucose-6-phosphat im Pentose-Phosphat-Weg. Lediglich die Citrat-

Synthase, Isocitrat-Dehydrogenase und Fumarat-Hydratase des Citrat-Zyklus konnten enzymolo-

gisch untersucht werden, was auf eine geringe metabolische Aktivität im Citrat-Zyklus hinweist. Mög-

licherweise dient der erste Teil des Citrat-Zyklus nur der Einführung von Aminosäuren als Kohlen-

und Sticksto�quelle in den Metabolismus. Unter anaeroben Bedingungen wird die Glucose in der Gly-

colyse und der gemischten Säuregärung zu Lactat und Ethanol umgesetzt. Hohe spezi�sche Enzym-

aktivitäten der Lactat- und Alkohol-Dehydrogenase konnten nachgewiesen werden. Die Energie in

Form von ATP wird auch in dieser Phase des Wachstums durch Substratkettenphosphorylierung ge-

neriert. Die meisten der in dieser Arbeit untersuchten Enzymaktivitäten werden durch die getesteten

Metabolite nicht in ihrer Aktivität moduliert. Lediglich die NADP+-abhängige Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase, das Malatenzym und die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase werden in-

hibiert, die α-Isopropylmalat-Synthase sowie die Pyruvat-Carboxylase dagegen aktiviert.

Bacillus subtilis 168 (B. subtilis 168) ist ein grampositives apathogenes Bakterium, das durch die

Zugabe von Pyruvat auch zum Wachstum unter sauersto�freien Bedingungen befähigt ist. Es expri-

miert Enzyme der 2,3-Butandiol- und Lactatfermentation, besitzt jedoch keine Enzyme der Alkohol-

fermentation und Pyruvat-Formiat-Lyase. In der hier vorliegenden Arbeit wurden die enzymkata-

lytischen Eigenschaften der Enzyme Acetat-Kinase, Acetoin-Reductase, Acetolactat-Decarboxylase,

Acetolactat-Synthase, Glucokinase, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, Glucose-6-phosphat-Isome-

rase, Isocitrat-Dehydrogenase, D- und L-Lactat-Dehydrogenase, Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogen-

ase, NADH-Dehydrogenase, Phosphatacetyl-Transferase, Phosphofructokinase, 6-Phosphogluconat-

Dehydrogenase und Pyruvat-Oxidase untersucht. Aufgrund einer hohen NADH-Dehydrogenase-Akti-

vität war es in B. subtilis 168 nicht möglich, mithilfe NAD+-abhängiger Nachweismethoden die Ak-

tivität einiger Enzyme in den Proteinrohextrakten zu bestimmen. NADP+- oder CoA-abhängige

Reaktionen waren nachweisbar. In der logarithmischen Wachstumsphase wird die Glucose über die

Glycolyse versto�wechselt. Wie bei S. aureus COL ist der Eintritt des Glucose-6-phosphates in den

Pentose-Phosphat-Weg aufgrund einer höheren spezi�schen Enzymaktivität der Glucose-6-phosphat-

Isomerase limitiert. Die Energie in Form von ATP wird auch hier hauptsächlich über Substratket-

tenphosphorylierungsreaktionen generiert. Hohe spezi�sche Enzymaktivitäten der Phosphatacetyl-

Transferase und Acetat-Kinase führen möglicherweise zu einem extrazellulären Anstieg an Acetat.

Die Bedeutung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivität unter aeroben Bedingungen ist noch nicht ein-

deutig geklärt, jedoch kann davon ausgegangen werden, dass auch hier ein Teil des Pyruvates zur

Regeneration von NAD+ durch die Lactat-Dehydrogenase umgesetzt wird. Unter anaeroben Bedin-
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2 Zusammenfassung

gungen wurden hohe Lactat-Dehydrogenasen-Aktivitäten gemessen. Auÿerdem wird die Glucose zur

Regeneration von NAD+ zu D-2,3-Butandiol fermentiert. Im Gegensatz zu S. aureus COL werden

bei B. subtilis 168 die Enzyme L-Lactat-Dehydrogenase und Acetat-Kinase in ihrer Aktivität ge-

hemmt. Die Aktivität der NADH-Dehydrogenase wird dagegen gesteigert.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass enzymologische Untersuchungen und die Erforschung der spe-

zi�schen Enzymaktivitäten unter bestimmten Bedingungen ein gutes Hilfsmittel für metabolische

Studien ist und diese gut mit vorhandenen Proteom- und Metabolomdaten verglichen werden kön-

nen. Enzymanalysen sind nicht einfach handhabbar, bieten aber die Möglichkeit, einen Blick in

die Physiologie von Mikroorganismen zu werfen. Für ein allumfassendes Verständnis ist es wichtig,

Enzymaktivitäten zu untersuchen.
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Abb. 2.1: Übersicht des Metabolismus von S. aureus COL und B. subtilis 168 (B. subtilis 168 fehlen die

Enzyme PFL, Acetald-DHG und ADH): Acetald-DHG, Acetaldehyd-Dehydrogenase; AcCoA-S,

Acetyl-CoA-Synthetase; ADH, Alkohol-Dehydrogenase; AK, Acetat-Kinase; ALD, Aldolase;

ALDC, Acetolactat-Decarboxylase; ALS, Acetolactat-Synthase; AR, Acetoin-Reductase; CS,

Citrat-Synthase; ENO, Enolase; F1,6BPase, Fructose-1,6-bisphosphatase; FM,

Fumarat-Hydratase; GK, Glucokinase; G6P-DHG, Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase;

G6P-ISO, Glucose-6-phosphat-Isomerase; GA3P-DHG,

Glycerinaldehyd3-phosphat-Dehydrogenase; IC-DHG, Isocitrat-Dehydrogenase; α-KG-DHG,

α-Ketoglutarat-Dehydrogenase; LDH, Lactat-Dehydrogenase, ME, Malatenzym; M1P-DHG,

Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase; PAT, Phosphatacetyl-Transferase; PC,

Pyruvat-Carboxylase; PDH, Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex; PEP-CK,

Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase; PFK, Phosphofructokinase; PFL, Pyruvat-Formiat-Lyase;

6PG-DHG, 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase; PGK, Phosphoglycerat-Kinase; PGM,

Phosphoglycerat-Mutase, PK, Pyruvat-Kinase, POX, Pyruvat-Oxidase; Succinyl-CoA-S,

Succinyl-CoA-Synthetase; Succ-DHG, Succinat-Dehydrogenase; TP-ISO,

Triosephosphat-Isomerase
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3 Einleitung

3.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ist ein opportunistisches, humanpathogenes, grampositives, fakultativ anae-

robes, Katalase-positives, kugelförmiges, oft in Trauben angeordnetes Bakterium. Staphylokokken

bilden keine Sporen, sind unbeweglich, austrocknungs- und salztolerant. Die Gröÿe liegt üblicherweise

zwischen 0, 8− 1, 2 µm [1, 2].

Die Erstbeschreibung von S. aureus fand im Jahr 1884 statt, der Name leitet sich aus dem Griechi-

schen ab und bedeutet soviel wie �Goldene Traubenkugel�. Diesen Namen verdankt das Bakterium

seiner Eigenschaft, auf Blutagar in gelblich-goldenen Kolonien zu wachsen. Diese Farbe resultiert

aus der Bildung des goldfarbenen Pigmentmoleküls Staphyloxanthin [2, 3, 4].

S. aureus ist ubiquitär verbreitet. Es besiedelt wässrige Habitate, Böden, P�anzen und Tiere. Au-

ÿerdem ist es als typischer Kolonisationskeim in der Lage die Haut und die Schleimhäute der oberen

Atemwege des Menschen zu kolonisieren. S. aureus ist Teil der kommensalen Mikro�ora und wird

durch diese und das lokale Immunsystem in Pathogenität, Wachstum und Ausbreitung gehemmt. In

seiner humanpathogenen Form kann dieser Keim durch günstige Bedingungen oder ein schwaches

Immunsystem die Gelegenheit erhalten, sich auszubreiten. S. aureus ist verantwortlich für 40 %

der nosokomialen Infektionen und stellt somit ein groÿes Problem im Gesundheitssystem dar. Beim

Menschen kommt es dabei oft zu Hautinfektionen und Geschwüren, im Körper zu lebensbedroh-

lichen Erkrankungen wie Lungenentzündung, Meningitis, Endokarditis, Toxisches Schock-Syndrom

und Sepsis [5]. Insbesondere Bakterienstämme von S. aureus, die Resistenzen gegen mehrere wichtige

Antibiotika erworben haben (sogenannte MRSA-Stämme - Methicillin-resistent S. aureus), stellen

durch schlechte Behandelbarkeit eine Gefahr dar [6]. Schon 1942, kurz nach der Einführung von Pe-

nicillin, wurden erste Resistenzen gegen Penicillin-Antibiotika beschrieben [7, 8]. S. aureus ist heute

zum Teil noch gegen Glycopeptidantibiotika (beispielsweise Vancomycin) sensitiv. Aber seit 2002

sind ebenfalls erste Resistenzen gegen Vancomycin (VRSA - Vancomycin-restistent S. aureus) be-

kannt [9, 10, 11, 12]. Die Lethalität liegt trotz Behandlung mit Antibiotika immer noch bei 35 %. Die

Resistenzentwicklung wird hierbei über die Aufnahme mobiler genetischer Elemente wie Plasmide

oder Transposons und durch Bakteriophagen vermittelt, welche so neue Pathogenitätsfaktoren in S.

aureus einschleusen, zu einer veränderten Virulenz führen und damit die Ausbreitung innerhalb des

Wirtes erleichtern [13, 14, 15]. Dabei basiert die Pathogenität von S. aureus auf vielfältigen Virulenz-

faktoren wie die Produktion von Toxinen, extrazellulären Enzymen, zellwandgebundenen Adhäsinen

und der Kompetenz zur Kapselbildung. Diese Virulenzfaktoren ermöglichen es S. aureus Proteine

(Fibronectin, Kollogen, Vitronectin, Osteopontin) der extrazellulären Matrix von epithelialen und

endothelialen Ober�ächen des Wirtes anzugreifen [14, 16, 17, 18, 19]. Das Wirtsimmunsystem rea-

giert unter anderem mit Phagozytose von S. aureus. Dies wird durch Makrophagen, Leukozyten,



3.1 Staphylococcus aureus

dentritische Zellen sowie Epithelzellen vermittelt. Durch Maskierung und andere Mechanismen ist

S. aureus allerdings befähigt in diesen Wirtsabwehrzellen zu überleben.

Im Folgenden sind einige der krankheitsverursachenden Pathogenitätsfaktoren aufgeführt [1, 2, 5, 20]:

� Protein A

Ober�ächenprotein, welches an den Fc-Teil des Antikörpers invers bindet und so die Opsonie-

rung und Phagozytose durch Makrophagen beeinträchtigt

� Koagulase und Clumping Faktor A

Zellwandbestandteile, welche eine lokale Gerinnung von Fibrin bewirken und somit ein Schutz-

mechanismus des Bakteriums darstellt, da die Erkennung durch Antikörper verhindert wird

� Hyaluronidase

Bakterielles Enzym, welches interzelluläres Bindegewebe und Parenchymzellen lysiert, was den

Eintritt in den Wirtsorganismus erleichtert

� Leucocidin

Schädigt zelluläre Bestandteile der Immunantwort, wie beispielsweise Granulocyten und Ma-

krophagen

� Toxine

α-, β-, γ-, δ-Toxin

Cytolytische Toxine, welche verantwortlich sind für Cyto- und Hämolyse

� Enterotoxin

A, B, C, D, E

Superantigene, welche durch eine hohe Hitzebeständigkeit gekennzeichnet sind und zu Lebens-

mittelvergiftungen führen können

S. aureus war und ist Gegenstand intensiver Forschungen. Vor allem die Erforschung antibiotikare-

sistenter Stämme wie beispielsweise die Untersuchung von MRSA-Stämmen, sind von groÿem medi-

zinischen Interesse. Aufgrund seiner vielfältigen Ausstattung an Virulenzfaktoren gehört S. aureus

zu einem der bedeutensten nosokomialen Krankheitserreger. In den vergangenen Jahren wurden die

Regulation und die Funktion von Virulenzfaktoren und dessen Verbindung zum Metabolismus inten-

siv untersucht [21, 22, 23, 24]. Signale wie Zellpopulationsdichte und Nährsto�angebot bewirken die

Expression von Virulenzgenen. Das gut untersuchte Quorum-sensing, das Zweikomponentensystem

agr (accessory gene regulator), CodY (GTP-sensing transcriptional pleiotropic repressor) and CcpA

(carbon catabolite protein A) sind wichtige Signal- und Kontrollmechanismen, welche die wachs-

tumsphasenabhängige Synthese der Virulenzfaktoren von S. aureus vermitteln [25, 26, 27, 28]. Die

physiologische Betrachtung unter verschiedenen Wachstumsbedingungen sowie die Bedeutung intra-

zellulärer Enzyme spielten bei Untersuchungen von S. aureus in der Vergangenheit kaum eine Rolle.

In gegenwärtigen und zukünftigen Forschungen gewinnen Untersuchungen an S. aureus auf metabo-

lischer Ebene und dessen Interaktionen im Virulenzgeschehen mehr an Bedeutung. Die Pathogenität
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3 Einleitung

in Verbindung mit dem Sto�wechsel muss verstanden werden, um in Zukunft bei Infektionen erfolg-

reiche Werkzeuge für Diagnose und Behandlung von Infektionen zu entwickeln.

2001 wurden die ersten vollständig sequenzierten Genome der Stämme N315 und Mu50 von S. au-

reus publiziert [29]. Im darau�olgenden Jahr wurde die vollständige Genomsequenz des S. aureus-

Stammes MW2 [30] und im Jahre 2005 des COL-Stammes verö�entlicht, welcher Gegenstand dieser

Arbeit ist [31]. Seither sind durch Sequenzvergleiche 2618 open-reading-frames identi�ziert worden.

1953 open-reading-frames konnten dabei einer bestimmter Funktion zugeordnet werden [32]. Ein

Drittel der Gene ist bisher noch nicht annotiert, die Funktion dieser Gene demnach unbekannt.

Durch Sequenzhomologievergleiche ist es jedoch möglich Funktionen unbekannter Gene vorauszusa-

gen.

Das Genom stellt dabei lediglich den Informationsgehalt einer Zelle dar, das Proteom hingegen

spiegelt das tatsächliche Expressionsmuster zu einem de�nierten Zeitpunkt wider. Proteomanalysen

erlauben die Erkenntnis darüber, welche Proteine unter welchen Umweltbedingungen induziert wer-

den. Man erlangt hierüber ein umfassendes Wissen über die Basiszellphysiologie, den Metabolismus

und mögliche Stressantworten.

Aufgrund seiner groÿen Anpassungsfähigkeit ist S. aureus COL in der Lage, sich als ein chemoor-

ganotropher Organismus an das Angebot bioorganischer Substanzen seines Wirtes auf Genexpres-

sionsebene zu adaptieren, was in unterschiedlichen Proteinzusammensetzungen und schlieÿlich in

Veränderungen der metabolischen Komposition und Aktivität resultiert. Intensive Forschung auf

den Gebieten der Analyse von Genom (Gene), Proteom (Proteine), Transkriptom (mRNA) und

Metabolom (Metabolite) wurden für S. aureus COL in den vergangenen Jahren betrieben. So sind

Proteomdaten in Abhängigkeit vom aeroben (Wachstum in Anwesenheit von Sauersto� als termi-

naler Elektronenakzeptor) wie anaeroben Wachstum (Wachstum in Abwesenheit von Sauersto� als

terminaler Elektronenakzeptor) und unter oxidativen Stressbedingungen vorhanden [33, 34, 35, 36].

Diese Studien wurden durch Metabolomanalysen vervollständigt, welches ein neues Feld in der Er-

forschung der Zellphysiologie darstellt [37].

Das Genom von S. aureus COL codiert für alle notwendigen Enzyme des Intermediärsto�wechsels,

welcher die groÿen Sto�wechselwege wie Glycolyse, Gluconeogenese, Pentose-Phosphat-Weg, Py-

ruvatmetabolismus, Citrat-Zyklus und Acetatmetabolismus beinhaltet [31, 38]. Neben Glucose als

bevorzugte Kohlensto�- und Energiequelle können unter aeroben Bedingungen auch andere Zucker

wie Lactose, Mannose, Mannitol, Trehalose, Saccharose, Maltose, Galactose, Fructose und Aminozu-

cker wie N-Acetylglucosamin metabolisiert werden [39]. Für die Aufnahme dieser Zucker sind unter-

schiedliche Aufnahmesysteme wie Permeasen oder das Phosphotransferase-System (PTS) bekannt

[31, 40]. Die Glucose kann von S. aureus COL auch über eine Glucose-Permease (glcU ) und damit

PTS-unabhängig aufgenommen werden [39]. Nach Aufnahme wird diese, je nach Zustand, in wel-

chem sich die Zelle be�ndet, unterschiedlich metabolisiert. Der Glucoseabbau in S. aureus COL �ndet

unter aeroben Bedingungen hauptsächlich über die Glycolyse, dem Pentose-Phosphat-Weg und teil-

weise dem Citrat-Zyklus statt. In der Phase des exponentiellen (logarithmisch) Zellwachstums, wenn
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Glucose reichlich vorhanden ist, sind die Gene der Enzyme der Glycolyse, des Pentose-Phosphat-

Weges, des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und over�ow -Metabolismus stark exprimiert. Der

over�ow -Metabolismus bietet dem Mikroorganismus dabei die Möglichkeit bei einem ungleichmäÿi-

gen Nährsto�angebot häu�g Nährsto�reserven anzulegen. Da es im umgebenden Milieu so gut wie

immer an mindestens einem Sto� mangelt, kann trotz eines eventuellen Überangebots an weiteren

Nährsto�en keine erhöhte Biomasse-Produktion oder Energieumsetzung statt�nden. Die über�üssi-

gen Sto�e werden dann meist in Form von over�ow -Metaboliten wie beispielsweise Lactat, Acetat

und Ethanol gebildet, welche meist sekretiert und extrazellulär gespeichert werden. Unter Mangelbe-

dingungen schlieÿlich werden die angelegten Reserven wieder abgebaut und verbraucht. Im Gegensatz

dazu sind die Gene der Enzyme des Citrat-Zyklus und der Gluconeogenese reprimiert [33]. Dies führt

zu einer erhöhten Bildung von Acetyl-CoA durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, welches zur

ATP-Synthese über die Phosphatacetyl-Transferase und Acetat-Kinase genutzt wird. NADH wird

in dieser Phase des Wachstums durch die Lactat-Dehydrogenase regeneriert [33, 37]. Das gebildete

Acetat und Lactat kann dann von der Zelle ausgeschieden werden. So ist es möglich, unter aero-

ben Bedingungen weiteres ATP über Substratkettenphosphorylierung zu synthetisieren und somit

weitgehend auf Atmungskettenphosphorylierung zu verzichten. Die Substratkettenphosphorylierung

beschreibt dabei die sauersto�unabhängige Bildung von ATP aus ADP durch energieübertragende

Reaktionen des Zellsto�wechsels. Bei diesem Vorgang muss der Donor der Phosphatgruppe (phos-

phoryliertes Zwischenprodukt) ein höheres Gruppenübertragungspotential besitzen als ATP. Die

Atmungskettenphosphorylierung bezeichnet einen Sto�wechselweg von nacheinander statt�ndenen

Redoxreaktionen, einer Elektronentransportkette (Komplexe I bis IV), welche an der Zellmembran

zum Aufbau eines Protonengradienten führen. Mit dieser protonenmotorischen Kraft kann in einer

weiteren Reaktion ATP aus ADP durch die ATP-Synthase gebildet werden.

Gleichzeitig bietet der over�ow -Metabolismus die Möglichkeit NAD+ zu regenerieren, um dieses

der Glycolyse wieder zugängig zu machen. Over�ow -Metabolite können dabei vom Organismus in

späteren Mangelsituationen wieder aufgenommen und aerob vollständig zu CO2 oxidiert werden.

Zur gleichen Zeit in der stationären Wachstumsphase sind die Gene der Enzyme des Citrat-Zyklus

und der Gluconeogenese vermehrt exprimiert, um die over�ow -Metabolite wiederaufzunehmen und

Glucose neu zubilden [33, 37]. Die Gene für Enzyme des Glucoseabbaus und der Proteinbiosynthese

werden in der logarithmischen Phase vermehrt exprimiert. Sie sind für das Wachstum der Zellen

von groÿer Bedeutung. In der stationären (Wachstumsphase, in welche sich die Neubildung und das

Absterben der Zellen die Waage halten) Phase werden dagegen Enzyme, die an der Degradation

von alternativen Kohlensto�- und Energie-Quellen beteiligt sind, gebildet. Diese Proteine gehören

zu den groÿen Sto�wechselnetzwerken des Citrat-Zyklus, der Gluconeogenese und des Aminosäure-

Katabolismus [39].

S. aureus COL ist neben dem Wachstum mit Sauersto� auch zur Nutzung anderer terminaler Elek-

tronenakzeptoren befähigt, jedoch geht dies einher mit dem Verlust an Redoxpotentialdi�erenz und

somit einer geringeren Energieausbeute in Form von ATP, was wiederum Auswirkungen auf das

Wachstumsverhalten hat. Die höchste Redoxpotentialdi�erenz besitzt Sauersto�, gefolgt von Eisen,
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Nitrat, Fumarat und Sulfat. Die Anaerobiose führt zu einer umfangreichen Umstrukturierung des

Sto�wechsels auf Proteinebene. Die Anpassung von S. aureus COL an sauersto�freie Bedingungen

ist komplex. Unter strikt anaeroben Bedingungen und der Nichtverfügbarkeit anderer terminaler

Elektronenakzeptoren kann S. aureus COL auch mittels der gemischten Säuregärung überleben.

D- bzw. L-Lactat stellen dabei die Hauptprodukte des Glucoseabbaus dar [33]. Neben diesen kön-

nen auch Acetoin und Ethanol als Produkte des over�ow -Metabolismus gebildet und ausgeschieden

werden. Die Gene der Enzyme des Fermentationssto�wechsels werden induziert. Dies sind haupt-

sächlich Enzyme der Lactat-, Alkohol- und 2,3-Butandiolfermentation. Desweiteren werden die Gene

für Lactat-, Nitrit- und Formiat-Transporter vermehrt transkribiert [33].

3.2 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis ist ein apathogenes, grampositives, fakultativ anaerobes, stäbchenförmiges, peri-

trichbegeiÿeltes Bakterium. Weitere Eigenschaften sind die natürliche Kompetenz sowie die Bildung

stressresistenter Endosporen. Die Kompetenz bezeichnet dabei die Fähigkeit horizontalen Gentrans-

fer durchzuführen. Die Gröÿe liegt überlicherweise bei 2− 3 µm [1, 2].

1835 wurde es zunächst als Vibrio subtilis (gekrümmtes Stäbchen) von EHRENBERG beschrieben, bis

es 1872 von COHN in Bacillus subtilis umbenannt und der gleichnamigen Gattung zugeordnet wurde

[41, 42].

B. subtilis wird umgangssprachlich als Heubazillus bezeichnet, weil es sich gut in einem so genann-

ten Heuaufguss anreichern lässt. Es ist ubiquitär verbreitet und lässt sich aus Boden, Wasser und

Luft isolieren. Aufgrund seiner Apathogenität, leichten Kultivier- und guten genetischen Manipulier-

barkeit hat sich B. subtilis als Modellorganismus grampositiver Mikroorganismen für molekularbio-

logische Untersuchungen bewährt. Wegen seiner phylogenetischen Nähe zu anderen grampositiven

pathogenen Mikroorganismen wie Staphylokokken, Mykoplasmen und Listerien ist es auch für die

medizinische Forschung sehr interessant. Als Lyophilisate oder Suspensionen wurden Sporen von B.

subtilis in Fertigarzneimitteln (Utilin, Utilin N und Bactisubtil) verwendet, welche Einsatz fanden

in der Behandlung von chronischen Dermatosen, Durchfallerkrankungen und intestinaler Störungen

chemo- und strahlentherapierter Krebspatienten. Vor allem in der Lebensmittelindustrie, Pharmazie

und Medizin wird B. subtilis als Sterilisationsindikator eingesetzt. In der Landwirtschaft wird B. sub-

tilis beispielsweise zum Schutz vor Verpilzung von Wurzelsystemen bestimmter Kulturp�anzenarten

(Soja, Erdnuss, Baumwolle) verwendet. Auÿerdem besitzt dieses Bakterium eine hohe Kapazität

zur Proteinsekretion, was interessant ist für die Industrie [1]. Mit B. subtilis werden viele Wasch-

mittelenzyme (Proteasen) produziert [43]. Auch ist die industrielle Synthese von Ribo�avin mit B.

subtilis möglich.

1997 wurde das Genom von B. subtilis vollständig sequenziert [44]. Im Jahr 2009 wurde eine erneu-

te Sequenzierung und Annotierung des Genoms durchgeführt und frühere Fehler aufgrund älterer

Technik in Sequenz und Annotierung berichtigt. 170 Gene konnten dadurch neu annotiert werden

[45]. Der zirkuläre Doppelstrang enthält ca. 4100 proteincodierende Gene, von denen 271 essenti-
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ell sind. Diese codieren in etwa zur Hälfte für Proteine des DNA- und RNA-Metabolismus sowie

für die Proteinbiosynthese, 10 % dienen innerhalb des Energiesto�wechsels und 20 % dem Zell-

wachstum und der Zellteilung [46]. Etwa 50 % des gesamten Genoms ist stumm, das heiÿt unter

den bislang getesteten Bedingungen transkriptionell inaktiv. Dies sind Gene, welche die Anpassung

der Zellen an bestimmte Umweltbedingungen ermöglichen. Die Steuerung der Genexpression kann

dabei auf folgenden regulatorischen Ebenen erfolgen: Operons (lokale transkriptionelle Einheit un-

ter Kontrolle eines Promotors), Regulons (auf dem Chromosom verteilte Gene, deren Expression

von einem gemeinsamen Regulator gesteuert wird) und Stimulons (ein Set von Genen, welche auf

einen bestimmten Reiz = Stimulus hin von mehreren unabhängigen Regulatoren reguliert werden).

Generell erfolgt die Regulation der Genexpression über die Bindung von regulatorischen Proteinen

(Transkriptionsfaktoren, Sigma-Faktoren) an bestimmte Sequenzen in der Promoterregion. Diese re-

gulatorischen Proteine aktivieren oder hemmen die Transkription bestimmter Genregionen, welche

unter anderem für Gene des Abbaus von alternativen Kohlensto�-, Sticksto�- oder Energiequellen

codieren. Auch die Sporulation wird durch Sigma-Faktoren vermittelt, wobei sto�wechselinaktive

Endosporen entstehen, welche einen hervorragenden Schutz vor Austrocknung, hohen Temperaturen

und Bestrahlung bieten. Beispielsweise war es möglich, mithilfe von Proteomanalysen globale phy-

siologische Funktionen aufzuklären. So konnte auch die generelle Stressantwort, welche durch den

Stress-Sigma-Faktor σB vermittelt wird, untersucht werden. Dieser hat Ein�uss auf ein Regulon,

welches ca. 150 Gene umfasst [47, 48, 49].

3.3 Metabolomics

In den meisten Zellen läuft eine groÿe Vielzahl chemischer Reaktionen ab, deren Gesamtheit man

als Sto�wechsel (Metabolismus) bezeichnet. Die daran beteiligten Verbindungen nennt man Meta-

bolite. Innerhalb von biologischen Systemen laufen diese Reaktionen in Gegenwart von Enzymen

(Biokatalysatoren) ab, welche bestimmte Umsetzungen selektiv beschleunigen. Da enzymkatalysier-

te Reaktionen durch Herabsetzen der Aktivierungsenergie weitaus schneller ablaufen, bildet sich

ein gerichteter Sto��uss, welchen man in unterschiedliche Sto�wechselwege einteilen kann. Dieser

besteht aus einer Reihe von Reaktionen, bei denen das Produkt einer Reaktion das Substrat der

darau�olgenden Reaktion sein kann. Dabei kann die Länge eines Sto�wechselweges stark variieren.

Einige bestehen aus nur zwei Reaktionsschritten, andere wiederum aus Dutzenden [50, 51].

Zelluläre Reaktionswege sind untereinander vielfach verbunden, sodass eine eindeutige Trennung

verschiedener Sto�wechselwege bzw. die Bestimmung von Anfangs- und Endpunkten schwierig ist.

Sto�wechselwege kann man anhand der Art ihres Metaboliten�usses unterscheiden. Viele Sto�wech-

selwege biologischer Systeme sind linear (Bsp. Serin-Biosynthese), andere sind zyklisch (Bsp. Citrat-

Zyklus) und wiederum andere können spiralförmig (Bsp. Fettsäure-Biosynthese) sein. Jeder dieser

Sto�wechseltypen kann an einigen Stellen Verzweigungspunkte besitzen, an denen ein Metabolit die-

sen Sto�wechselweg verlässt oder in diesen eintritt [52].

Die Bedingungen, unter denen zelluläre Reaktionen ablaufen, sind meistens stabil. Sie laufen bei mo-
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deraten Temperaturen und Drücken, bei eher niedrigen Reaktant-Konzentrationen und annähernd

neutralem pH ab. Dies erfordert eine Vielzahl e�zienter enzymatischer Katalysatoren, von denen

einige bereits erwähnt wurden. Enzyme sind hoch reaktionsspezi�sch und in Sto�wechselwegen wird

in der Regel nur ein einzelner Schritt durch dieses katalysiert. Dies ist auch der Grund, warum die

Synthese oder der Abbau eines Moleküls einer Sto�wechselroute folgt, welche durch die Verfügbarkeit

geeigneter Enzyme bzw. durch deren räumliche und temporale Lokalisation bestimmt wird [50, 52].

Die Reaktionen in Sto�wechselwegen werden streng reguliert und verlaufen nicht zufällig. Die Ant-

worten von Organismen reichen von Feineinstellungen bis hin zur drastischen Reorganisation von

Sto�wechselprozessen, was die Synthese und den Abbau von Biomolekülen sowie die Freisetzung und

den Verbrauch von Energie betri�t. Durch aktives Reagieren auf genetischer Ebene auf sich verän-

dernde Umweltbedingungen durch den Organismus wird das Enzymspektrum in der Zelle bestimmt.

Die Expression und Aktivität der Enzyme kann wiederum durch die, sich in der Zelle be�ndlichen

Metabolite reguliert werden, was bedeutet, dass diese durch verschiedene Mechanismen in ihrer Ak-

tivität positiv oder negativ modulierbar sind [51, 52].

Sto�wechselreaktionen werden, wie bereits beschrieben, durch Enzyme katalysiert. Zur vollständi-

gen Beschreibung eines Sto�wechselweges gehören demnach die Reaktanden, die Zwischenprodukte,

die Produkte zellulärer Reaktionen sowie die Untersuchungen von Eigenschaften und Verhalten der

relevanten Enzyme [53].

Der Begri� Metabolom leitet sich von Metabolismus (Sto�wechsel) ab und bezeichnet die Gesamt-

heit aller Moleküle des Primär- und Sekundärsto�wechsels von biologischen Systemen. Es umfasst

alle charakteristischen Sto�wechseleigenschaften einer Zelle bzw. eines Gewebes. Dazu gehören die

Umsatzraten, der Metabolitspiegel, die Enzymaktivitäten einzelner Sto�wechselwege, die Interakti-

on zwischen den verschiedenen Sto�wechselwegen und die Kompartimentierung dieser innerhalb der

Zelle [50, 52, 53].

Metabolomics bezeichnet hier die Erforschung des Metaboloms. Dies umfasst die Wechselwirkung

der in biologischen Systemen enthaltenen Metabolite sowie deren Identi�zierung und Quanti�zie-

rung. Als wesentliche Analysemethoden werden in der Metabolomic GC-MS, LC-MS sowie NMR-

Spektroskopie eingesetzt [53].

Um ein Gesamtbild über das Funktionieren eines Organismus zu erhalten, müssen alle Informationen,

welche durch die Genomics (DNA), Transcriptomics (mRNA), Proteomics (Proteine), Metabolomics

(Metabolite) und Secretomics (sekretierte Metabolite und Enzyme) gewonnen werden, in einem sinn-

vollen Zusammenhang vereinigt und interpretiert werden.

3.4 Enzyme

Enzyme, die Biokatalysatoren der Zelle, sind Proteine oder Komplexe aus Proteinen, welche, wie

bereits beschrieben, verantwortlich sind für die Umwandlung von Substraten in ihre Produkte. Sie

beschleunigen das Einstellen des Gleichgewichts von Reaktionen im Sto�wechsel, indem sie die Akti-

vierungsenergie herabsetzen und die Reaktanten in eine nahe räumliche Kon�guration bringen. Die
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Struktur des Enzyms kann sich während einer Reaktion ändern, kehrt aber nach Ablösen des oder

der Produkte wieder in den Ausgangszustand zurück, sodass ein Enzym in der Lage ist, ein- und

dieselbe Reaktion viele Male zu beschleunigen, ohne dass es dabei selbst verbraucht wird (Kataly-

satorfunktion) [50, 51, 52].

Desweiteren zeichnen sich Enzyme durch eine hohe Substratspezi�tät aus, was bedeutet, dass sie

nur einen einzigen oder einige wenige strukturverwandte Reaktanten umsetzen können. Die meisten

Enzyme sind aufgrund ihres aktiven Zentrums sowohl bezüglich der Bindung der Substrate als auch

in Bezug auf den stereochemischen Verlauf der Reaktion hochspezi�sch. Durch diese hohe Spezi�tät

von Enzymen wird nicht nur die unnötige Verschwendung von Energie, sondern auch die Bildung von

möglichen toxischen Sto�wechselnebenprodukten, für welche es keine Abbau- oder Eliminierungs-

mechanismen gibt, verhindert [50, 51, 52].

Im Sto�wechsel fungieren einige enzymatische Reaktionen als Kontroll- und Regelpunkte. Durch

die Variation der Konzentration von Enzymen, Substraten, Enzyminhibitoren und der Modulation

enzymatischer Aktivitäten wird der Sto�wechsel auf vielfältige Art und Weise reguliert.

Anhand des IUBMB-Klassi�kationssystems (International Union of Biochemistry and Molecular

Biology) kann allen heute bekannten Enzymen eine charakteristische E.C.-Nummer (von engl. en-

zyme classi�cation number) zugeordnet werden. Enzyme lassen sich somit nach dem Reaktionstyp,

nach dem die Katalyse abläuft, in eine der sechs Hauptklassen einteilen: (1) Oxidoreduktasen, (2)

Transferasen, (3) Hydrolasen, (4) Lyasen, (5) Isomerasen und (6) Ligasen [52].

3.5 Motivation und Zielsetzung

Für ein ganzeinheitliches Verstehen (System-Biologie) der Proteom-, Transkriptom- und Metabo-

lomdaten ist es nützlich, die Enzymaktivitäten des Intermediär- und Fermentationsmetabolismus zu

untersuchen und diese vergleichend zu identi�zierten Proteinen und bekannten Metabolitkonzentra-

tionen verschiedenener Wachstumsbedingungen, darzustellen. Proteomdaten lassen nur Schlüsse auf

das Vorhandensein von Proteinen zu einem bestimmten Zeitpunkt zu, sagen aber nichts über die

tatsächliche metabolische Aktivität von Enzymen aus.

Das Arbeiten mit antibiotikaresistenten Stämmen von Mikroorganismen wie beispielsweise dem in

dieser Arbeit verwendeten MRSA-Stamm, S. aureus COL, ist risikoreich und selten beliebt. Wenige

enzymologische Untersuchungen wurden hierzu bisher unternommen. Zudem sind die verö�entlichten

Daten zu biochemischen Untersuchungen sehr alt. Neben den neuen Forschungsfeldern wie Genomics,

Proteomics, Transkriptomics und Metabolomics wurden die wichtigen Enzymaktivitätsbestimmun-

gen vernachlässigt. Nicht allein die Ausstattung der Organismen auf Genetik- und Proteinebene

bestimmen das Funktionieren und Verhalten dieser. Zunehmend wird erkannt, dass es sich um ein

komplexes Zusammenspiel aus Anpassungsfähigkeit an bestimmte Bedingungen und anderen wich-

tigen Komponenten wie der Kompartimentierung, des pH's und der Verfügbarkeit von Metaboliten
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handelt. Erst in neuerer Zeit gewinnen diese wieder mehr an Bedeutung. Das Arbeiten mit Enzymak-

tivitäten stellt eine besondere Herausforderung dar. Die zu untersuchenden Proteine müssen sich in

einem nativen Zustand be�nden, zum Teil müssen hohe Enzymkonzentrationen erreicht werden, um

überhaupt Aktivität in vitro zu bestimmen. Sorgfälltiges, vorausschauendes und schnelles Arbeiten

mit Enzymen ist von gröÿter Notwendigkeit.

Durch das Anfertigen dieser Arbeit wurden Enzyme des Intermediär-, over�ow - und Fermentations-

metabolismus genauer charakterisiert. Dabei wurde geprüft, welche Enzymaktivitäten im Stamm

von S. aureus COL und B. subtilis 168 gemäÿ der Annotierung tatsächlich nachweisbar sind. Des-

weiteren wurde die spezi�sche Enzymaktivität in Abhängigkeit von den Wachstumsbedingungen, die

Reaktionskinetik sowie die Regulierbarkeit der Enzyme untersucht. Alle diese Parameter sind von

besonderem Interesse, um ein besseres Verständnis über die (Modell-)Organismen S. aureus COL

und B. subtilis 168 zu erhalten.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verwendete Bakterienstämme und Kulturmedien

Tab. 4.1: Verwendete Bakterienstämme und Kulturmedien

Bakterienstamm Kulturmedium

S. aureus COL [54] CDM-Minimal-Medium

B. subtilis 168 Belitzky-Minimal-Medium

B. subtilis 168 DNDH [55] Belitzky-Minimal-Medium

4.1.2 Chemikalien

Tab. 4.2: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Firma

Acetoin Sigma-Aldrich

Acetyl-Coenzym A Sigma

3-Acetyl-NAD+ Sigma

Acetaldehyd Fluka

Acetylphosphat Boehringer Mannheim GmbH

cis-Aconitat Reanal

Adenosindiphosphat Fluka

Adenosinmonophosphat Fluka

Adenosintriphosphat Fluka

L-Alanin Fluka

Ameisensäure Laborchemie Apolda

p-Aminobenzoat AppliChem

1-Amino-2-naphthol-4-sulfonat Sigma-Aldrich

Ammoniumchlorid Roth

Ammoniummolybdat Laborchemie Apolda

Ammoniumsulfat Roth

L-Arginin Sigma

L-Asparaginsäure Sigma

2,2-Azino-di-3-ethyl-benzthiazolin-6-sulfonat Fluka
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Chemikalie Firma

Biotin Fluka

Borsäure Roth

D-2,3-butandiol Fluka

L-2,3-butandiol Fluka

Calcium-D-Pantothenat Fluka

Calciumchlorid Merck

Cobalt(II)-chlorid Fluka

Coenzym A Fluka

Creatin Chemapol

Cyanocobalamin Sigma-Aldrich

L-Cystein Sigma

Dichlorphenolindophenol Fluka

Dikaliumhydrogenphosphat Serva

Dinatriumhydrogenphosphat Roth

2,4-Dinitrophenylhydrazin Reanal

2,4-Dinitrosalicylsäure Chemapol

5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoat) Serva

1,4-Dithioerythrit Ferak Berlin

D,L-Dithiothreitol Sigma-Aldrich

Eisen(II)-sulfat Chemapol

Eisen(III)-chlorid Sigma-Aldrich

Ethanol (unvergällt) Roth

Flavinadenindinucleotid Serva

D-Fructose-1,6-diphosphat Fluka

D-Fructose-6-phosphat Reanal

Fumarat Reachim

Guanosindiphosphat Sigma-Aldrich

D-Glucose Roth

D-Glucose-6-phosphat Fluka

L-Glutaminsäure Sigma

Glycerin Roth

Glycerinaldehyd-3-phosphat Sigma

Glyoxylat Merck

Guanosintriphosphat Sigma

L-Histidin Sigma-Aldrich

L-Isoleucin Sigma-Aldrich

D,L-Isozitronensäure Serva
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Chemikalie Firma

Kaliumchlorid Laborchemie Apolda

Kaliumcyanid Sigma

Kaliumdihydrogenphosphat Roth

Kaliumhydroxid Fluka

α-Ketobutyrat Sigma

α-Ketoisovalerat Sigma

Kupfer(II)-chlorid Fluka

D-Lactat Fluka

L-Lactat Fluka

L-Leucin Sigma

L-Lysin Aldrich

Magnesiumchlorid Merck

Magnesiumphosphat Roth

L-Malat Merck

Manganchlorid Roth

Mangansulfat So�a

D-Mannitol-1-phosphat Sigma

Mercaptoethanol Roth

Metabisul�t Sigma-Aldrich

α-Naphthol Berlin-Chemie

Natriumacetat Laborchemie Apolda

Natriumarsenat Merck

Natriumchlorid Roth

Natriumcitrat Roth

Natriumformiat Sigma

Natriumhydrogencarbonat Germed

Natriumhydroxid Fluka

Natriummolybdat Sigma-Aldrich

Natriumpyruvat Sigma

Natriumsul�t Sigma-Aldrich

Nickelchlorid Roth

Nicotinsäure Fluka

Nicotinsäureamidadenindinucleotid Fluka

Nicotinsäureamidadenindinucleotid red Fluka

Nicotinsäureamidadeninnucleotidphosphat Sigma

Nicotinsäureamidadeninnucleotidphosphat red Sigma

Oxalacetat Reanal
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Chemikalie Firma

Phenazinmethosulfat Chemapol

L-Phenylalanin Sigma

Phosphoenolpyruvat Fluka

6-Phosphogluconat Boehringer Mannheim GmbH

3-Phosphoglycerat Fluka

L-Prolin Sigma

Pyridoxalphosphat Serva

Pyridoxinhydrochlorid Sigma

Resazurin Sigma

Ribo�avin Fluka

Salzsäure Roth

Schwefelsäure 95-98%ig Roth

L-Serin Sigma

Thiaminiumdichlorid Sigma

Thiaminpyrophosphorsäurechlorid Boehringer Mannheim GmbH

L-Threonin Fluka

Trichloressigsäure Roth

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Serva

L-Tryptophan Sigma-Aldrich

Uridindiphosphat Sigma-Aldrich

Uracil Reanal

L-Valin Fluka

Zinkchlorid Roth
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4.1.3 Nachweisenzyme

Tab. 4.3: Nachweisenzyme

Nachweisenzym Firma

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase Sigma

D-Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase Sigma

Triosephosphat-Isomerase Sigma

α-Glycerinphosphat-Dehydrogenase Sigma

Phosphoglucose-Isomerase Sigma

Pyruvat-Kinase Sigma

Lactat-Dehydrogenase Fluka

Malat-Dehydrogenase Sigma

Hexokinase Fluka

Enolase Sigma

Glucoseoxidase Sigma

Peroxidase Laborchemie Apolda

Citrat-Synthase Sigma

4.1.4 Biochemische Arbeitspu�er

Verwendet wurden zwei Arbeitspu�er bei Zimmertemperatur und mit unterschiedlichen

pH-Abstufungen:

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 6,5 6,8 7,0 7,1 7,4 7,9 8,0

8,1 8,5 8,6 8,7 9,0 9,5

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 6,5 7,0 7,4 8,0 8,5
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4.1.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien

Tab. 4.4: Geräte und Verbrauchsmaterialien

Geräte Firma

Wasserbad GFL

OSL 200 Grant

Orbital Shaker Incubation (Trockeninkubator) TEQ

Ribolyzer FastPrep-24 MP

Ribolyzer Recellys 24 Req Lab

UV-Visible Spectrophotometer Shimadzu

Ultrospec 2100 pro Amersham Biosciences

Biofuge pico (Tischzentrifuge) Heraeus

Laborfuge 400 R (Zentrifuge) Heraeus

Biofuge PrimoR Heraeus

Sorvall RC 26 Plus (Zentrifuge) Kendro Laboratory Products

GSA-Rotor Kendro Laboratory Products

SS-34-Rotor Kendro Laboratory Products

Feinwaage Sartorius

Acculab (Waage) Sartorius

Impfschlinge (steril) Sarstedt

Glasperlen (0,10 - 0,11 mm) Sartorius

pH-Indikatorstäbchen Merck

Injektionsspritzen Braun

Einmal-Injektions-Kanüle (Sterican 100, Gr.1, steril) Braun

Steril�lter FP10/0,2 CA-S Whatman

4.2 Methoden

4.2.1 Glycerinkulturen

Zunächst wurde von einer vorhandenen Glycerinkultur ein Vereinzelungsausstrich von S. aureus

COL, B. subtilis 168 oder B. subtilis 168 DNDH auf LB-Agarplatten angefertigt. Von diesem wurde

dann jeweils eine einzelne Kolonie in 20 ml �üssigem LB in einem 100 ml-Schüttelkolben über Nacht

bei 37°C und 128 rpm inkubiert. Am Tag darauf wurden 600 µl Zellsuspension zu 400 µl sterilem

Glycerin in Kryoröhrchen gegeben, diese gut gemischt und bei -80°C aufbewahrt.
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4.2.2 Kultivierung von S. aureus COL und Herstellung eines Proteinrohextraktes

4.2.2.1 Synthetisches Minimalmedium

Das chemisch-de�nierte Minimalmedium (CDM) wurde vor jedem Kultivierungsversuch mit allen

sterilisierten Einzelkomponenten frisch angesetzt. Die Einzelkomponenten konnten bei 4°C aufbe-

wahrt werden [56].

2 x Grundmedium

punktautoklaviert

3,54 g/ l Na2HPO4 2*H2O

2,73 g/ l KH2PO4

0,4 g/ l MgSO4 7*H2O

1 g/ l NH4Cl

1 g/ l NaCl

Na-Citrat (1 M)

steril�ltriert

294 g/ l Na-citrat 2*H2O

Glucose (20 %ig)

steril�ltriert

200 g/ l Glucose 1*H2O

L-Aminosäuren (50 mM)

steril�ltriert

4,48 g/ l Alanin

5,88 g/ l Valin

6,56 g/ l Leucin

6,56 g/ l Isoleucin

8,56 g/ l Asparaginsäure

7,36 g/ l Glutaminsäure

5,28 g/ l Serin

5,96 g/ l Threonin

7,32 g/ l Cystein

8,75 g/l Arginin

9,12 g/ l Lysin

5,76 g/ l Prolin

8,28 g/ l Phenylalanin

10,2 g/ l Tryptophan

7,76 g/ l Histidin
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100 x Vitaminlösung

steril�ltriert

50 mg/ l Cyanocobalamin

40 mg/ l p-Aminobenzoat

10 mg/ l Biotin

100 mg/ l Nicotinsäure

100 mg/ l Ca-D-Panthothenat

160 mg/ l Pyridoxinhydrochlorid

100 mg/ l Thiaminiumdichlorid

100 mg/ l Ribo�avin

100 x Spurensalzlösung

steril�ltriert

69 mg/ l ZnCl2

99 mg/ l MnCl2 4*H2O

6 mg/ l H3BO3

350 mg/ l CoCl2 6*H2O

2 mg/ l CuCl2

24 mg/ l NiCl2 6*H2O

36 mg/ l Na2MoO4 2*H2O

13,5 mg/ l FeCl3

Für 100 ml CDM wurden folgende Mengen der Stammlösungen zusammengegeben und auf 100 ml

mit A. dest aufgefüllt.

Supplement Menge Endkonzentration im Medium

2 x Grundmedium 50 ml

Glucose 740 µl 7,5 mM

Na-Citrat 14 µl 0,142 mM

L-Aminosäuren 2 ml 1 mM

Vitamine 100 µl

Spurensalze 100 µl

FeCl3 150 µl

2 N NaOH 150 µl
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4.2.2.2 Wachstumskinetik S. aureus COL

Um die Wachstumskinetik von S. aureus COL aufzuzeichnen, wurde dieser in CDM bei 37°C und

128 rpm im Wasserbad kultiviert. 100 ml CDM in einem 500 ml-Schüttelkolben wurden als Vorkul-

tur mit einer Glycerinkultur beimpft und über Nacht bis zu einer optischen Dichte (OD500nm) von

1,5 inkubiert. Diese wurde dann in 1 l frisches CDM in einem 5 l-Schüttelkolben umgesetzt, sodass

die OD500nm der Hauptkulturen 0,05 entsprach und bei 37°C und 128 rpm kultiviert. Anschlieÿend

wurde zum Zeitpunkt 0 und alle zwei Stunden darauf die OD500nm der Hauptkulturen bestimmt

und somit das Wachstum beobachtet, um für die späteren Glucoselimitationsversuche geeignete Pro-

bennahmezeitpunkte zu bestimmen.

Für die Wachstumsversuche unter anaeroben Bedingungen wurde zunächst analog vorgegangen. Bei

einer OD500nm von 0,5 der Hauptkultur wurde diese anaerob gesetzt. Hierzu wurden nach EVANS,

1975 die Zellkulturen zusammen mit 0,25 % Pyruvat, 0,0005 % Uracil, mit beidem oder ohne Sup-

plement in 250 ml-Schott�aschen bis zum Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen

und bei 37°C und 128 rpm inkubiert [57]. Über den Gummistopfen war es weiterhin möglich, Pro-

ben steril zu entnehmen und das Wachstum unter anaeroben Bedingungen zu bestimmen. Parallel

zu den Kulturen wurde von der gleichen Hauptkultur ein Teil zusammen mit 0,001 % Resazurin

und den jeweiligen Supplementen in eine 100 ml-Schott�asche gegeben, bis zum Rand gefüllt und

mit einem Gummistopfen verschlossen. Über das Resazurin war es möglich, den Sauersto�gehalt

in den Kulturen zu verfolgen. Resazurin ist ein Redoxindikator, welcher in seiner oxidierten nicht-

�uoreszierenden Form Resazurin-N-oxid eine tiefblaue Farbe besitzt. Nimmt die Sauersto�sättigung

in den Kulturen ab (microaerophile Bedingungen), reduziert Resazurin-N-oxid in seine pinkfarbene

�uoreszierende Form Resofurin. Unter anaeroben Bedingungen wird das einfachreduzierte Resofu-

rin nochmals reduziert und erscheint als farbloses, nicht�uoreszierendes Dihydroresofurin. Resazurin

wird als Indikator mit vielfältigen Einsatzmöglichkeiten genutzt. Beispielsweise dient es der Über-

prüfung von Kontaminationen in Milch durch Mikroorganismen. Bakterien und Hefen haben einen

Ein�uss auf den Redoxstatus in der Milch und dies führt zur Reduktion des Resazuin-N-oxids [58].

Desweiteren können Spermien- und Zellviabilität sowie Zellproliferation und der Metabolismus von

Mitochondrien mithilfe von Resazurin untersucht werden [59, 60, 61, 62, 63]. Die grundlegenden

Mechanismen, welche zu einer Reduktion des Resazurins führen, sind bis heute nicht vollkommen

aufgeklärt. McNICHOLL et al. konnte aber zeigen, dass der Sauersto�verbrauch in Polytoxkulturen (ge-

friergetrocknetes Gemisch aus 12 immobilisierten aeroben heterotrophen Bakterienstämmen, welche

aus Abwasseranlagen isoliert wurden) proprotional zur Reduktion von Resazurin ist und dass man

somit darauf schlieÿen kann, dass Resazurin mit Sauersto� als terminaler Elektronenakzeptor erfolg-

reich konkurrieren kann, was bedeutet, dass Resazurin solange oxidiert vorliegt, wie freier Sauersto�

vorhanden ist. Erst nach dem vollständigen Verbrauch von Sauersto� setzt dann die Reduktion des

Resazurins ein und der Farbumschlag erfolgt [64].

Mithilfe der Wachstumskinetik wurden die Zeitpunkte bestimmt, zu denen die Zellkulturen geerntet

wurden. Hierzu sollten Proteinrohextrakte aus unterschiedlichen Wachstumsphasen (logarithmische,
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transiente, stationäre) und unter anaeroben Bedingungen gewonnen werden.

4.2.2.3 Glucoselimitation aerob

Zur Herstellung eines Proteinrohextraktes wurde zunächst eine Vorkultur in 100 ml CDM in einem

500 ml-Schüttelkolben über Nacht bei 37°C und 128 rpm bis zu einer OD500nm von 1,5 angezogen.

Diese wurde dann in 1 l CDM in einen 5 l-Schüttelkolben umgesetzt, sodass die OD500nm der Haupt-

kultur 0,07 entsprach. Die Zellen wurden bei einer OD500nm = 0,5 für die logarithmische (8 Stunden),

OD500nm = 2,5 für die transiente (15 Stunden) oder stationäre (24 Stunden) Wachstumphase ge-

erntet. Dazu wurde die Zellkultur 10 min bei 4°C und 8500 rpm zentrifugiert. Anschlieÿend wurde

das Zellpellet 3 x mit Extraktionspu�er (0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0 oder 0,1 M Kaliumphosphat-

Pu�er pH 8,0) resuspendiert und das Zelllysat durch Homogenisierung mittels Glasperlen in einem

RiboLyser (Recellys 24, Req Lab) 3 x 30 sec bei 6800 rpm (Zelllysat wurde zwischen jedem Auf-

schlussschritt 5 min auf Eis bei 0°C aufbewahrt) aufgeschlossen. Daraufhin wurden die Zelltrümmer

für 30 min bei 4°C und 15000 rpm entfernt und der so erhaltene Proteinrohextakt steril�ltriert. Der

so gewonnene Proteinrohextrakt wurde in 500 µl-Portionen aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

4.2.2.4 Glucoselimitation anaerob

Für die anaeroben Proteinrohextrakte wurde wie beim Glucoselimitationsversuch zunächst eine Vor-

kultur in 100 ml CDM über Nacht bei 37°C und 128 rpm bis zu einer OD500nm von 1,5 angezogen.

Diese wurde dann in 1,25 l CDM in einen 5 l-Schüttelkolben übergeführt, so dass die OD500nm der

Hauptkultur 0,07 entsprach und bei 37°C und 128 rpm kultiviert. Beim Erreichen einer OD500nm von

0,5 wurden die Zellen anaerob gesetzt. Hierzu wurde die Kultur mit oder ohne 0,25 % Pyruvat in 500

ml-Schott�aschen bis zum Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen. 50 - 60 Minuten

nach Sauersto�entzug war die Kultur sauersto�frei und wurde unter anaeroben Bedingungen weite-

re 10 Stunden kultiviert und anschlieÿend geerntet. Die Zellernte, Zellaufschluss, Proteinextraktion,

-aufbereitung und Lagerung erfolgte analog zur Glucoselimition unter aeroben Bedingungen.
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4.2.2.5 Verwendete Enzymrohextrakte von S. aureus COL

Tab. 4.5: Verwendete Rohextrakte: Pu�er = Extraktionspu�er (TP = Tris-HCl-Pu�er, KPP =

Kaliumphosphat-Pu�er), C-Quelle = Kohlensto�quelle, W-Phase = Wachstumsphase, OD500nm

= Ernte-OD

Rohextrakt Proteinmenge (mg/ ml) C-Quelle Pu�er W-Phase OD500nm

L5 6,1 Glc KPP pH 8,0 log.

S3 0,9 Glc KPP pH 8,0 stat.

S4 1,1 Glc KPP pH 8,0 stat.

S6 2,5 Glc KPP pH 8,0 stat.

S7 2,5 Glc KPP pH 8,0 stat.

T1 2,5 Glc TP pH 8,0 stat.

T2 2,5 Glc TP pH 8,0 stat.

T4 2,5 Glc TP pH 8,0 stat.

T5 2,5 Glc TP pH 8,0 stat.

T6 2,5 Glc TP pH 8,0 stat.

S.a.1 2,6 Glc TP pH 8,0/ PEP stat. 2,540

S.a.3 1,7 Glc TP pH 8,0 stat. 2,480

S.a.4 3,3 Glc TP pH 8,0 trans. 1,480

S.a.5 5,0 Glc TP pH 8,0 stat. 3,050

S.a.7 2,8 Glc TP pH 8,0 stat. 2,500

S.a.8 2,9 Glc TP pH 8,0 stat. 2,270

S.a.9 TP 2,5 Glc TP pH 8,0 stat. 2,630

S.a.9 KPP 3,2 Glc KPP pH 8,0/ PEP stat. 2,630

S.a.10 TP 2,21 Glc TP pH 8,0 log. 0,503

S.a.10 KPP 2,48 Glc KPP pH 8,0/ PEP log. 0,503

S.a.11 TP 2,34 Glc TP pH 8,0 trans. 2,060

S.a.11 KPP 2,4 Glc KPP pH 8,0/ PEP trans. 2,060

S.a.12 TP 2,2 Glc TP pH 8,0 log. 0,473

S.a.13 TP 1,49 Glc TP pH 8,0 log. 0,427

S.a.15 TP 3,19 Glc TP pH 8,0 trans. 2,330

S.a.15 KPP 3,39 Glc KPP pH 8,0 trans. 2,330

S.a.16 TP 3,7 Glc TP pH 8,0 trans. 2,470

S.a.16 KPP 3,29 Glc KPP pH 8,0 trans. 2,470

S.a.17 TP 4,99 Glc TP pH 8,0 stat. 2,880

S.a.17 KPP 4,39 Glc KPP pH 8,0 stat. 2,880

S.a.18 TP 5,84 Glc TP pH 8,0 stat. 3,000
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Rohextrakt Proteinmenge (mg/ ml) C-Quelle Pu�er W-Phase OD500nm

S.a.18 KPP 4,53 Glc KPP pH 8,0 stat. 3,000

S.a.19 2,84 Glc TP pH 8,0 anaerob 0,970

S.a.20 3,32 Glc/ Pyr TP pH 8,0 anaerob 1,530

S.a.21 2,23 Glc TP pH 8,0 anaerob 1,060

S.a.22 2,28 Glc TP pH 8,0 anaerob 1,030

4.2.3 Kultivierung von B. subtilis 168 und Herstellung eines Proteinrohextraktes

4.2.3.1 Belitzky-Medium

Das Belitzky-Minimalmedium (BMM) [65] wurde vor jedem Kultivierungsversuch mit allen steri-

lisierten Einzelkomponenten frisch angesetzt. Die Einzelkomponenten konnten bei 4°C aufbewahrt

werden.

2 x Grundmedium

punktautoklaviert

6,1 g/ l Tris

2 g/ l (NH4)SO2

2,5 g/ l MgSO4

1,9 g/ l KCl

2,9 g/ l Na-Citrat 2*H2O

Glucose (20 %ig)

steril�ltriert

200 g/ l Glucose 1*H2O

L-Aminosäuren

steril�ltriert

8 g/ l Tryptophan

73,6 g/ l Glutaminsäure

Spurensalzlösungen

steril�ltriert

27 g/ l KH2PO4

147 g/ l CaCl2

0,14 g/ l FeSO4

5,5 g/ l MnSO4
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Für 100 ml Belitzky-Minimal-Medium wurden folgende Mengen der Stammlösungen zusammenge-

geben und auf 100 ml mit A. dest aufgefüllt.

Supplement Menge Endkonzentration im Medium

2 x Grundmedium 50 ml

Glucose 1 ml 10 mM

Tryptophan 200 µl 79 µM

Glutaminsäure 900 µl 4,5 mM

KH2PO4 500 µl 1 mM

CaCl2 200 µl 2 mM

FeSO4 200 µl 1 µM

MnSO4 200 µl 10 µM

4.2.3.2 Wachstumskinetik B. subtilis 168

Um die Wachstumskinetik von B. subtilis 168 und B. subtilis 168 DNDH aufzuzeichnen, wurde beide

Stämme in BMM bei 37°C und 112 rpm im Trockeninkubator kultiviert. 100 ml BMM in einem 500

ml-Schüttelkolben wurden als Vorkultur mit einer Glycerinkultur beimpft und über Nacht bis zu

einer optischen Dichte (OD500nm) von 1,5 inkubiert. Diese wurde dann in 1 l frisches BMM in einen

5 l-Schüttelkolben umgesetzt, sodass die OD500nm der Hauptkulturen 0,07 entsprach und weiter bei

37°C und 112 rpm kultiviert. Anschlieÿend wurde zum Zeitpunkt 0 und alle zwei Stunden darauf die

OD500nm der Hauptkulturen bestimmt und somit das Wachstum beobachtet, um für die späteren

Glucoselimitationsversuche geeignete Probennahmezeitpunkte zu bestimmen.

Für die Wachstumsversuche unter anaeroben Bedingungen wurde zunächst analog vorgegangen. Bei

einer OD500nm von 0,5 der Hauptkultur wurde diese anaerob gesetzt. Hierzu wurden nach YE die

Zellkulturen zusammen mit 0,25 % Pyruvat oder ohne Supplement in 250 ml-Schott�aschen bis zum

Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen und bei 37°C und 112 rpm kultiviert [66].

Über den Gummistopfen war es weiterhin möglich, sterile Proben zu entnehmen und das Wachs-

tum unter anaeroben Bedingungen zu bestimmen. Parallel zu den Kulturen wurde von der gleichen

Hauptkultur ein Teil zusammen mit 0,001 % Resazurin und mit oder ohne Pyruvat in eine 100 ml-

Schott�asche gegeben, bis zum Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen. Über das

Resazurin war es möglich, den Sauersto�gehalt in den Kulturen zu verfolgen.

Mithilfe der Wachstumskinetik wurden nun die Zeitpunkte bestimmt, zu denen die Zellkulturen

geerntet wurden. Hierzu sollten Proteinrohextrakte aus unterschiedlichen Wachstumsphasen (loga-

rithmische, transiente, stationäre) und unter anaeroben Bedingungen gewonnen werden.

4.2.3.3 Trockengewichtsanalyse von B. subtilis 168

Für die Bestimmung des Trockengewichts von B. subtilis 168 unter Glucoselimitationsbedingungen

wurde dieser analog zur Untersuchung zur Wachstumskinetik angezogen. Eine Vorkultur wurde im
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BMM bei 37°C und 112 rpm bis zu einer OD500nm von 1,5 angezogen. Mit dieser wurden elf 100

ml-Schüttelkolben mit Kulturmedium beimpft, sodass die OD500nm einem Wert von 0,05 entsprach.

Anschlieÿend wurde zum Zeitpunkt 0 und alle weitere zwei Stunden ein Schüttelkolben mit 100 ml

Kultur für 15 Minuten bei 4500 rpm geerntet. Das Zellpellet wurde in Glasabdampfschalen gegeben,

8 Stunden bei 100°C vollständig getrocknet und letztlich das Trockengewicht bestimmt.

4.2.3.4 Bestimmung von Glucose- und Pyruvatkonzentration im Medium

Die zur Aufnahme der Wachstumskinetik entnommenen Proben wurden zentrifugiert und der Über-

stand zur Glucose- und Pyruvatkonzentrationsbestimmung verwendet.

Glucosebestimmung Die Konzentrationsmessung der Glucose im Medium erfolgte enzymatisch

durch Kopplung an Glucoseoxidase und Peroxidase sowie dem Zusatz der chromogenen Substanz

2,2-Azino-bis-3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonat (ABTS). Die Peroxidase katalysiert die Reduktion des

Wassersto�peroxids, welches in der Glucoseoxidase katalysierten Reaktion entstanden ist. Als Elek-

tronendonator fungiert hier das ABTS, welches in Folge zu einem grünen Farbsto� oxidiert. Dies

ermöglichte die Messung der Extinktion bei einer Wellenlänge von 420 nm am Spektralphotometer.

Das Reaktionsvolumen betrug 420 µl, bestehend aus 20 µl der 1:10 verdünnten Probe sowie 180

µl 0,1 M Kaliumphosphatpu�er pH 7,5. Desweiteren wurden 10 ml eines Nachweisreagenzes an-

gesetzt. Dies beinhaltete in 0,1 M Kaliumphosphatpu�er pH 7,5 gelöste 0,8 mg Peroxidase, 5 mg

Glucoseoxidase und 11 mg ABTS. Es wurden 220 µl von diesem Nachweisreagenz dem jeweiligen

Reaktionsansatz zugefügt, der schlieÿlich 30 Minuten bei 30°C inkubierte. Zusätzlich wurde eine

Kontrolle angesetzt, die nur das Nachweisreagenz und Arbeitspu�er enthielt, aber keine Glucose.

Nach der Inkubation konnte die Extinktion der Proben bestimmt werden. Die Berechung der Glu-

cosekonzentration in den Proben erfolgte mithilfe einer zuvor erstellten Eichreihe.

Pyruvatbestimmung Der Nachweis der Pyruvatkonzentration erfolgte mithilfe einer 0,5 %igen 2,4-

Dinitrophenylhydrazinlösung (DNP) in 2 M HCl. Das Reaktionsprinzip beruht auf der nucleophilen

Addition der NH2-Gruppe an die Carbonylgruppe des Pyruvats. Anschlieÿend wird ein Molekül

Wasser abgespalten. Durch diese Kondensationsreaktion reagiert das Pyruvat im sauren Milieu zum

entsprechenden gelblichen Dinitrophenylhydrazon. Durch die Zugabe von Natronlauge kommt es zur

Bildung eines rot-braunen Farbkomplexes, der die Messung der Extinktion bei einer Wellenlänge von

540 nm ermöglicht.

Das Reaktionsvolumen betrug insgesamt 880 µl. Zuerst wurden 40 µl der 1:50 verdünnten Pro-

be sowie 40 µl der 20 %igen DNP-Lösung und 360 µl A. dest. für 5 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Anschlieÿend wurde der Ansatz 1:10 verdünnt und mit 440 µl 3 N NaOH versetzt. Es

folgte die Messung der Extinktionszunahme, gegen A. dest. als Leerwert. Als Kontrolle diente ein
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Reaktionsansatz ohne Pyruvat. Mithilfe einer zuvor erstellten Eichreihe konnte die genaue Pyruvat-

konzentration in den Proben ermittelt werden.

4.2.3.5 Glucoselimitation aerob

Für die Anzucht von B. subtilis 168 unter Glucoselimitationsbedingungen wurde dieser im BMM

bei 37°C und 112 rpm kultiviert. Zur Herstellung eines Proteinrohextraktes wurde zunächst eine

Vorkultur in 100 ml BMM in einem 500 ml-Schüttelkolben über Nacht bis zu einer OD500nm von 1,5

angezogen. Diese wurde dann in 1 l BMM in 5 l-Schüttelkolben umgesetzt, so dass die OD500nm der

Hauptkultur 0,05 entsprach. Die Zellen wurden bei einer OD500nm von 0,5 für die logarithmische (7

Stunden), 2,5 für die transiente (12 Stunden) oder stationäre (24 Stunden) Wachstumphase geerntet.

Dazu wurde die Zellkultur 15 min bei 4°C und 11800 g (8500 rpm) in einer Sorvall RC 26 Plus im

GSA-Rotor zentrifugiert. Anschlieÿend wurde das Zellpellet 3 x mit Extraktionspu�er (0,1 M Tris-

HCl-Pu�er pH 8,0 oder 0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0) resuspendiert und das Zelllysat durch

Homogenisation mittels Glasperlen in einem RiboLyser (Fastprep, MP-24) 3 x 30 sec bei 6,5 m/s

(Zelllysat wurde zwischen jedem Aufschlussschritt 5 min auf Eis bei 0°C aufbewahrt) aufgeschlossen.

Daraufhin wurden die Zelltrümmer für 30 min bei 4°C und 28480 g (15500 rpm) in der Sorvall RC

26 Plus im SS-34-Rotor entfernt. Der so gewonnene Proteinrohextrakt wurde in 500 µl-Portionen

aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

4.2.3.6 Glucoselimitation anaerob

Für die anaeroben Proteinrohextrakte wurde wie bei dem Glucoselimitationsversuch zunächst eine

Vorkultur in 100 ml BMM über Nacht bei 37°C und 112 rpm bis zu einer OD500nm von 1,5 an-

gezogen. Diese wurde dann in 1,25 l BMM in 5 l-Schüttelkolben übergeführt, sodass die OD500nm

der Hauptkultur 0,05 entsprach. Beim Erreichen einer OD500nm von 0,5 wurden die Zellen anaerob

gesetzt. Hierzu wurde die Kultur zusammen mit 0,25 % Pyruvat in einer 1 l-Schott�asche bis zum

Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen verschlossen. Über den Gummistopfen war es weiter-

hin möglich, mithilfe einer sterilen Nadel Proben zu entnehmen. Parallel zur Kultur wurde von der

gleichen Hauptkultur ein Teil zusammen mit 0,001 % Resazurin in einer 100 ml-Schott�asche gege-

ben, bis zum Rand gefüllt und mit Gummistopfen verschlossen. Über das Resazurin war es möglich,

den Sauersto�gehalt in der Kultur zu verfolgen. 8 Stunden nach Sauersto�entzug war die Kultur

sauersto�frei und wurde unter anaeroben Bedingungen weitere 10 Stunden kultiviert und anschlie-

ÿend geerntet. Die Zellernte, Zellaufschluss, Proteinextraktion, -aufbereitung und Lagerung erfolgte

analog zur Glucoselimition unter aeroben Bedingungen.
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4.2.3.7 Verwendete Enzymrohextrakte von B. subtilis 168

Tab. 4.6: Verwendete Rohextrakte: Pu�er = Extraktionspu�er (TP = Tris-HCl-Pu�er, KPP =

Kaliumphosphat-Pu�er), C-Quelle = Kohlensto�quelle, W-Phase = Wachstumsphase, OD500nm

= Ernte-OD

Rohextrakt Proteinmenge (mg/ ml) C-Quelle Pu�er W-Phase OD500nm

L1 1,9 Glc TP pH 8,0 log.

S1 2,8 Glc TP pH 8,0 stat.

T1 0,7 Glc TP pH 8,0 stat. 2,700

T3 1,8 Glc TP pH 8,0 stat. 2,260

T8 1,43 Glc TP pH 8,0 log. 1,460

T9 1,35 Glc TP pH 8,0 stat. 2,170

E3 2,5 Glc TP pH 8.0 anaerob

E4 2,8 Glc TP pH 8,0 anaerob

E5 KPP 2,8 Glc KPP pH 8,0 anaerob

E5 TP 2,3 Glc TP pH 8,0 anaerob

E6 KPP 1,54 Glc KPP pH 8,0 anaerob

E6 TP 1,47 Glc TP pH 8,0 anaerob

E7 2,0 Glc TP pH 8,0 anaerob

E8 1,55 Glc TP pH 8,0 anaerob

E9 3,05 Glc TP pH 8,0 anaerob

B.s.1 1,94 Glc TP pH 8,0 log. 0,548

B.s.2 1,46 Glc TP pH 8,0 log. 0,628

B.s.3 KPP 2,13 Glc KPP pH 8,0 stat. 3,960

B.s.3 TP 0,88 Glc TP pH 8,0 stat. 3,960

B.s.4 KPP 2,44 Glc KPP pH 8,0 stat. 3,700

B.s.4 TP 0,19 Glc TP pH 8,0 stat. 3,700

B.s.5 1,96 Glc/ Pyr TP pH 8,0 stat. 3,550

B.s.6 1,68 Glc/ Pyr TP pH 8,0 anaerob

B.s.7 1,58 Glc TP pH 8,0 stat. 4,100

B.s.8 0,99 Glc/ Pyr TP pH 8,0 anaerob

Die Bestimmung der OD500nm der anaeroben Kulturen war nicht möglich, weil sich die Zellsuspension

durch den verfügbaren Sauersto� in der Luft durch die Zugabe des Redoxindikators Resazurin nach

der Probennahme pink bis blauviolett färbte.
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4.3 Enzymassays zur Bestimmung der Enzymaktivität

Die Aktivitäten der untersuchten Enzyme aus logarithmischer, transienter, stationärer Phase und

anaerober Kulturen wurden jeweils mithilfe eines hierfür geeigneten Enzymassays bestimmt.

Dabei wurden für das entsprechende Enzym alle für die Reaktion benötigten Substrate zusammen

mit dem Enzymrohextrakt, notwendige Stabilisatoren, Co-Faktoren und Arbeitspu�er in Reaktions-

gefäÿen mit 1,5 ml Volumen 30 Minuten bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Das Reaktionsvolumen

betrug, wenn nicht anders angegeben 250 µl. Die Enzymreaktion wurde mit Zugabe vom Prote-

inrohextrakt gestartet und nach 30 minütiger Inkubation durch Zentrifugation für 1 min in einer

Tischzentrifuge (Heraeus, Biofuge pico) mit 16060 g (13000 rpm), der Zugabe von denaturierenden

Reagenzien oder der Inkubation der Reaktionsansätze für 5 min bei 100°C abgestoppt. Anschlieÿend

wurde die Extinktion am Spektralphotometer (UV - Visible Spectrophotometer, Shimadzu) bei einer

für den Nachweis passenden Wellenlänge λ gegen einen Leerwert bestimmt.

Die Extinktion wurde entweder direkt nach der Inkubationszeit gemessen oder nach einer für den

Assay geeigneten Nachweis- oder gekoppelten Reaktion. Bei der gekoppelten Reaktion wurde gleich-

falls nach 30 Minuten Inkubation bei 30°C im Wasserbad (identische Bedingungen) die Extinktion

gegen einen Leerwert gemessen. Falls erforderlich wurden die Reaktions- und Kontrollansätze mit

A. dest verdünnt, um einen messbaren Bereich zu gewährleisten.

Die Art des Aktivitätsnachweises wurde für jedes Enzym individuell festgelegt. Beispielsweise war

es möglich, die Abnahme eines Substrates oder die Zunahme eines Produktes spektralphotometrisch

zu bestimmen, so dass mithilfe einer entsprechenden Kontrolle Rückschlüsse auf die Aktivität des

untersuchten Enzyms möglich waren. Als Kontrollwerte wurden die Ansätze verwendet, für die ein

für die Reaktion essenzielles Substrat oder der Enzymrohextrakt fehlte. In diesen Ansätzen (Kon-

trollen) fand die Reaktion nicht statt und konnte als Referenzwert für die Aktivitätsbestimmung

herangezogen werden.

Zur Bestimmung der Proteinrohextraktmenge, des pH-Optimums, der Michaelis-Konstanten und

der Regulation durch ausgewählte Metabolite wurde ein Standardansatz speziell für das jeweilig

untersuchte Enzym festgelegt.

4.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration im Rohextrakt

Die Proteinkonzentration im Rohextrakt wurde durch die Warburg-Christian-Methode, welche von

KALCKAR, 1947 beschrieben wurde, bei einer Extinktion von 260 nm und 280 nm bestimmt und der

Proteingehalt auf 2,5 mg/ ml eingestellt [67]. Die Lagerung des Proteinrohexraktes erfolgte bei -20°C.

4.3.2 Bestimmung der Proteinrohextraktmenge

Zur Bestimmung der passenden Konzentration an Proteinrohextrakt, welche eine Messung der Enzy-

maktivität in einem verwertbaren Bereich zulieÿ, wurden dem jeweiligen Standardansatz unterschied-
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liche Mengen an Proteinrohextrakt aus logarithmischer, transienter, stationärer Phase oder anerobe

Proteinrohextrakte zugesetzt. Als Kontrolle diente pro Enzymkonzentration jeweils ein Ansatz ohne

Substrat oder Proteinrohextrakt.

4.3.3 Bestimmung des pH-Optimums

Um das für die Reaktion passende pH-Optimum festzulegen, wurde der Standardansatz in seinem

pH-Wert variiert. Hierzu wurde dem Ansatz unterschiedliche Mengen 2 N HCl oder 2,5 N NaOH zu-

gesetzt. Als Kontrolle diente jeweils ein Ansatz mit entsprechendem pH ohne Substrat. Der pH-Wert

wurde entweder direkt nach der Inkubationszeit (für Aktivitätsbestimmung über Nachweisenzyme

oder Nachweisreagenzien) oder nach der Messung am Spektralphotometer mithilfe von Indikatorpa-

pier bestimmt.

4.3.4 Bestimmung der kinetischen Konstanten

Zur Bestimmung der Michaelis-Konstanten wurde die Konzentration für jeweils eines der Substra-

te im Standardansatz variiert. Alle anderen Parameter waren während der Aktivitätsbestimmung

konstant. Die Auswertung der Messdaten erfolgte im Anschluss graphisch, zum einen durch die

Auftragung in der v/S-, Lineweaver-Burk- und Hill-Auftragung in Excel, zum anderen durch das

Enzymkinetikauswertungsprogramm EZ-Fit.

4.3.5 Untersuchung zur Regulation der Enzymaktivität

Mithilfe der Enzym-Online-Datenbank �BRENDA� konnten jene Metabolite zur Testung der Re-

gulation ausgewählt werden, welche für das entsprechende Enzym bereits bei anderen Organismen

einen positiv- oder negativ-modulierenden E�ekt hatten [68].

Diese ausgewählten Metabolite wurden auf eine potenziell regulatorische Funktion auf die Enzymak-

tivität hin untersucht. Dem Standardansatz wurde das entsprechende Metabolit in einer Konzentra-

tion von 1 mM hinzugefügt. Alle Ansätze wurden gegen einen Standard als Referenzwert vermessen,

um Veränderungen der Enzymaktivität zu dokumentieren.

4.3.6 Enzymbestimmungsmethoden

Im folgenden werden die verschiedenen Standardenzymassays zur Bestimmung der Enzymaktivität

beschrieben. Hierzu wurden Assays aus der Literatur für den jeweiligen Organismus (S. aureus COL

und B. subtilis 168) spezi�sch modi�ziert und verwendet.
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4.3.6.1 Acetaldehyd-Dehydrogenase, EC 1.2.1.10

NADH (Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid) und NADPH (Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat) können spektralphotometrisch nachgewiesen werden. Die oxidierte Form beider Sto�e

(NAD+ und NADP+) hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 260 nm. Dieses re-

sultiert aus der Absorption des Adenins. Zusätzlich besitzen die jeweils reduzierten Formen (NADH

+ H+ und NADPH + H+) ein weiteres Absorptionsmaximum bei 340 nm, wobei durch die Aufnah-

me von zwei e− und einem H+ ein chinoides System entsteht. Somit ist es möglich, NAD+- oder

NADP+-abhängige Reaktionen über die Zu- oder Abnahme der Extinktion bei 340 nm zu bestim-

men. Diese Methode wurde u. a. bei Dehydrogenasen angewendet. Hierbei konnten Dehydrogenasen

direkt oder Enzyme, welche an Dehydrogenasen-Reaktionen gekoppelt wurden, untersucht werden.

Die spezi�sche Enzymaktivität wurde so mithilfe des Umsatzes von NAD(P)+ oder NAD(P)H +

H+ oder in umgekehrter Weise über den molaren Extinktionskoe�zienten ε = 6,2 * 103 l/mol*cm

errechnet.

Mithilfe der Ellman's Reagenz (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoat), DTNB) können niedermolekulare

Substanzen, wie Glutathion bestimmt oder die Anzahl von Thiolgruppen in Proteinen quanti�-

ziert werden. Dabei reagieren die Thiolgruppen mit DTNB unter Spaltung der Disul�dbindung und

es entsteht 2-nitro-5-thiobenzoat (NTB), welches im neutralen und alkalischen Wasser zu einem

Dianion ionisiert. Dieses besitzt eine gelbe Färbung und ein Absoptionsmaximum bei einer Wel-

lenlänge von 412 nm. Ein Mol Thiol entspricht dabei der Freisetzung von einem Mol NTB [69].

Hierüber ist es beispielsweise möglich, die Freisetzung von Substanzen mit Thiolgruppen wie CoA

aus Acetyl-CoA spektralphotometrisch zu bestimmen. Dieser Nachweis eignet sich für Acetyl-CoA-

oder CoA-abhängige Reaktionen. Mittels des molaren Extinktionskoe�zienten von DTNB (ε = 1,35

* 104 l/mol*cm) wurde die spezi�sche Enzymaktivität bestimmt.

Tab. 4.7: Acetaldehyd-Dehydrogenase, Standardansatz für Acetaldehyd- und Acetyl-CoA-verbrauchende

Reaktion, modi�ziert nach SMITH und KAPLAN [70]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Acetaldehyd

2 mM NAD+, NADP+

5 mM DTE

(0,25 mM CoA)

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1 mM AcCoA

0,3 mM NADH, NADPH

(1 mM DTNB)

Die Aktivität der Acetaldehyd-Dehydrogenase (Tab. 4.7) wurde zum einen über die Oxidation
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(NADH, NADPH), bzw. Reduktion (NAD+, NADP+) und zum anderen über die Bindung des

CoA's an das DTNB bestimmt. Die Aktivitätsbestimmung wurde mit oder ohne CoA durchgeführt.

4.3.6.2 Acetat-Kinase, EC 2.7.2.1

Zur Untersuchung der Acetat-Kinase-Aktivität (Tab. 4.8) wurde diese an entsprechende Nachweis-

reagenzien gekoppelt. Das bei der Acetylphosphat-verbrauchenden Reaktion entstehende ATP wurde

mittels Hexokinase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-Phosphogluconolacton umgesetzt

und NADP+ dabei reduziert. Bei der Acetat-verbrauchenden Reaktion wurde dagegen das entste-

hende ADP durch Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase metabolisiert und NADH oxidiert.

Tab. 4.8: Acetat-Kinase, Standardansatz für Acetylphosphat- und Acetat-verbrauchende Reaktion,

modi�ziert nach NAKAJIMA et al. [71]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Acetylphosphat

5 mM ADP

10 mM MgCl2

12 mM D-Glucose

1,2 mM DTE

1,2 mM NADP+

0,1 U Hexokinase

0,2 U Glucose-6-P-Dehydrogenase

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Acetat

5 mM ATP

5 mM MgCl2

2 mM Phosphoenolpyruvat

0,3 mM NADH

8 U Pyruvat-Kinase

13,8 U Lactat-Dehydrogenase

4.3.6.3 Acetoin-Reductase, EC 1.1.1.4

Der Nachweis von Acetoin erfolgt über die Voges-Proskauer-Reaktion. Diese wird überlicherweise

zur Identi�zierung von Bakterienstämmen genutzt, welche Zucker über Acetoin zu Butandiol ver-

gären. Das Acetoin oxidiert unter alkalischen Bedingungen zu 2,3-Butandion und kann dann mit

Kreatin und unter Zugabe von α-Naphthol in einen roten Farbkomplex (Meisenheimer-Komplex)

übergeführt und bei einer Wellenlänge von 530 nm spektralphotometrisch bestimmt werden [72, 73].

Mithilfe des molaren Extinktionskoe�ezienten von Acetoin (ε = 2 * 104 l/mol*cm) wurde die Menge
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des Umsatzes von Acetoin berechnet.

Die Acetoin- und Butandiol-verbrauchende Reaktion der Acetoin-Reductase (Tab. 4.9) wurden zum

einen direkt über Oxidation von NADH und Reduktion von NAD+ und zum anderen über die

Voges-Proskauer-Reaktion bestimmt.

Tab. 4.9: Acetoin-Reductase, Standardansatz für Acetoin- und Butandiol-verbrauchende Reaktion,

modi�ziert nach HÖHN-BENTZ und RADLER [74]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Acetoin

0,3 mM NADH

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM D-, L-2,3-butandiol

3 mM NAD+

Alternativ wurde die Enzymaktivität über den Acetoinnachweis erfasst. Nach einer Präinkubation

der Standardansätze (Tab. 4.9) von 30 Minuten wurde diesen das Nachweisreagenz (Tab. 4.10)

zugefügt und alle Ansätze weitere 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieÿend wurde die Extinktion

bei 530 nm gemessen.

Tab. 4.10: Acetoin-Reductase, Acetoinnachweis über Voges-Proskauer-Reaktion nach ELISAKOVA et al. [75]

80 µl 3 M NaOH

200 µl 0,5 %iges Kreatin

200 µl 5 %iges α-Naphthol

4.3.6.4 Acetolactat-Decarboxylase, EC 4.1.1.5

Tab. 4.11: Acetolactat-Decarboxylase, Standardansatz modi�ziert nach HOLTZCLAW und CHAPMAN [76]

0,1 M Kaliumphosphatpu�er pH 6,5

50 mM Pyruvat

0,4 mM Thiaminpyrophosphat

1 mM MgSO4

Die direkte Bestimmung des Acetolactatumsatzes zu Acetoin war nicht möglich. Dieser Nachweis

wurde an die sich im Proteinrohextrakt be�ndliche starke Aktivität der Acetolactat-Synthase ge-

koppelt. Der Acetoin-Nachweis wurde wie bereits beschrieben durch die Voges-Proskauer-Reaktion

durchgeführt (Kap. 4.3.6.3). Nach Ablauf der Reaktion der Acetolactat-Decarboxylase wurde zu-

sätzlich die Konzentration des Pyruvats (nach Pyruvatnachweis, Kap. 4.2.3.4) im Ansatz ermittelt.
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Dazu wurden 20 µl Probe für den Pyruvatnachweis aus den Reaktionsansätzen entnommen. Da

die Anfangskonzentration des Pyruvats bekannt war, konnte über das sich nach der Reaktion im

Reaktionsansatz be�ndliche Pyruvat die entstandene Menge Acetolactat berechnet werden.

4.3.6.5 Acetolactat-Synthase, EC 2.2.1.6

Die Acetolactat-Synthase-Aktivität (Tab. 4.12) wurde ebenfalls mithilfe der Voges-Proskauer-Reaktion

bestimmt. Hier wurde das bei der Reaktion entstehende Acetolactat aus Pyruvat zunächst mithilfe

von 50 %iger Schwefelsäure in Acetoin hydrolysiert und repräsentierte somit die Menge des umge-

setzten Acetolactats. Nach Zugabe der Schwefelsäure wurden die Ansätze zunächst für 30 Minuten

bei 37°C inkubiert. Anschlieÿend kam das Nachweisreagenz dazu und alle Reaktionsansätze wurden

weitere 15 Minuten bei 37°C, simultan zur Acetoin-Reductase, behandelt.

Tab. 4.12: Acetolactat-Synthase, Standardansatz, modi�ziert nach ELISAKOVA et al. [75]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

50 mM Pyruvat

0,4 mM Thiaminpyrophosphat

1 mM MgSO4

20 µl 50 %ige Schwefelsäure

80 µl 3 M NaOH

200 µl 0,5 %iges Kreatin

200 µl 5 %iges α-Naphthol

4.3.6.6 Acetyl-CoA-Hydrolase, EC 3.1.2.1

Tab. 4.13: Acetyl-CoA-Hydrolase, Standardansatz, modi�ziert nach BOCK et al. [77]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1,6 mM Acetyl-CoA

1,6 mM DTNB

Die Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität (Tab. 4.13) machte die Bestimmung von CoA- und Acetyl-CoA-

abhängigen Enzymaktivitäten schwierig und wurde deshalb als Hintergrundaktivität mituntersucht.

Bestimmt wurde die Aktivität mittels DTNB, welches das durch die Hydrolase freigesetzte CoA

bindet.

4.3.6.7 Acetyl-CoA-Synthetase, EC 6.2.1.1

Die Aktivität der Acetyl-CoA-Synthetase wurde mithilfe unterschiedlicher Nachweismethoden be-

stimmt. Zum einen wurde die Acetyl-CoA-Synthetase-Aktivität über die Angeli-Rimini-Reaktion
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(Tab. 4.14) gemessen. Das im Assay be�ndliche Hydroxylaminhydrochlorid kann mit Carbonsäuren

(Essigsäure) oder Carbonsäureestern (Acetat) zu einer Hydroxamsäure umgesetzt werden, welche

als Komplexbildner in Verbindung mit Metallsalzen, hier FeCl3, eine intensive Rotfärbung aufweist.

Die Intensität der Rotfärbung lässt sich bei einer Wellenlänge von 540 nm bestimmen.

Tab. 4.14: Acetyl-CoA-Synthetase, Standardansatz, modi�ziert nach O'SULLIVAN und ETTLINGER [78]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Na-Acetat

4 mM ATP

0,15 mM CoA

1 mM MgCl2

10 mM DTT

25 mM Hydroxylaminhydrochlorid

10 % FeCl3, 3,3 % TCA in 0,66 M HCl

Tab. 4.15: Acetyl-CoA-Synthetase, Standardansatz, modi�ziert nach KUANG et al. [79]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Na-Acetat

4 mM ATP

0,15 mM CoA

1 mM MgCl2

10 mM DTT

40 µl 2,5 % Ammoniummolybdat in 5 N H2SO4

40 µl 0,5 2-Mercaptoethanol

20 µl Eikonogen

Ein weiterer Nachweisassay (Tab. 4.15) der Acetyl-CoA-Synthetase-Aktivität ist die Methode nach

KUANG et al. [79]. Bei der Acetyl-CoA-Synthetase-Reaktion entsteht aus einem Molekül ATP ein

Molekül AMP und ein Molekül PPi (Pyrophosphat). Die Menge des entstehenden PPi's kann mit-

hilfe einer Farbreaktion am Photometer direkt nachgewiesen werden. Nach der Inkubationszeit der

Reaktionsansätze wurden diesen 40 µl einer 2,5 %igen Ammoniummolybdatlösung, 40 µl 0,5 M

Mercaptoethanol und 20 µl Eikonogen (0,5 g Sodiumsul�t, 29,3 g Metabisul�t und 0,5 g 1-Amino-2-

naphthol-4-sulfonat in 160 ml heiÿem destillierten Wasser gelöst, auf 25 °C abgekühlt, �ltriert und

auf 200 ml mit A. dest aufgefüllt) zugegeben, alle Ansätze weitere 10 Minuten bei 37°C inkubiert und

anschlieÿend die Extinktion bei 580 nm bestimmt. Hierbei entsteht durch die Reaktion des PPi's mit

dem Ammoniummolybdat ein PPi-Molybdatkomplex. Neben diesem kann auch im Reaktionsansatz

be�ndliches Pi (Orthophosophat) mit dem Ammoniummolybdat zu einem Pi-Molybdatkomplex rea-
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gieren. Zur Unterscheidung beider Molybdat-Farbkomplexe ist die Zugabe reduzierender Reagenzien

erforderlich. Zum einen wird mittels Eikonogen der PPi-Molybdatkomplex und zum anderen der Pi-

Molybdatkomplex mithilfe von 2-Mercaptoethanol reduziert. Nun weisen beide Farbkomplexe bei

einer Wellenlänge von 580 nm den gröÿten Absorptionsunterschied in ihren Absorptionsspektren auf

und können somit direkt voneinander di�erenziert werden [80]. Mithilfe des molaren Extinktionsko-

e�ezienten von PPi (ε = 2,7 * 104 l/mol*cm) wurde die Menge des gebundenen PPi's berechnet.

Tab. 4.16: Acetyl-CoA-Synthetase, Standardansatz, modi�ziert nach BAUMANN et al. [81]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

8 mM Na-Acetat

4 mM ATP

0,2 mM CoA

1 mM MgCl2

10 mM DTT

0,2 mM Oxalacetat

0,2 mM NADH

5 U Malat-Dehydrogenase

Neben den hier genannten Methoden wurde die Acetyl-CoA-Synthetase-Aktivität auch mithilfe ei-

nes dafür geeigneten gekoppelten Enzymnachweises (Tab. 4.16) bestimmt. Das bei der Reaktion

entstehende Acetyl-CoA wurde durch die im Enzymrohextrakt (stationäre Phase-Extrakt) be�nd-

liche Citrat-Synthase mit guter Aktivität und dem zugesetzen Oxalacetat umgesetzt. Anschlieÿend

nach einer 30 minütigen Inkubationszeit wurde das restliche sich im Ansatz be�ndliche Oxalacetat

durch die Malat-Dehydrogenase umgesetzt und dabei NADH oxidiert. Alle Reaktionsansätze wurden

weitere 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Über die Extinktionsabnahme bei 340 nm wurde das bei der

Acetyl-CoA-Synthetase-Reaktion entstandene Acetyl-CoA quanti�ziert.

Tab. 4.17: Acetyl-CoA-Synthetase, Standardansatz, modi�ziert nach MUSFELDT [82]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Na-Acetat

5 mM ATP

0,2 mM CoA

5 mM MgSO4

Desweiteren wurde die Aktivität der Acetyl-CoA-Synthetase nach 30 minütiger Inkubationszeit

durch die Bindung des restlichen noch im Reaktionsansatz be�ndlichen CoA's an DTNB (Tab.

4.17) bestimmt.
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4.3.6.8 Adenylat-Kinase, EC 2.7.4.3

Die Adenylat-Kinase-Aktivität (Tab. 4.18) wurde mithilfe einer geeigneten Nachweisreagenz ge-

koppelt. Bei der Reaktion der Adenylat-Kinase entstehen aus zwei Molekülen ADP ein Molekül

ATP und ein Molekül AMP. Das ATP wurde im Folgenden über die Hexokinase, das entstandene

Glucose-6-phosphat wiederum durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase umgesetzt und gleich-

zeitig NADP+ reduziert. Die Kopplungsenzyme und dessen Substrate wurden dem Reaktionsansatz

unmittelbar zu Beginn zugesetzt.

Tab. 4.18: Adenylat-Kinase, Standardansatz, modi�ziert nach KNORR et al. [83]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1,25 mM ADP

1 mM DTT

10 mM D-glucose

3 mM NADP+

0,1 U Hexokinase

0,19 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

4.3.6.9 Alkohol-Dehydrogenase, EC 1.1.1.1

Die Alkoholdehydrogenase-Aktivität (Tab. 4.19) wurde direkt über die Oxidation von NAD(P)H,

bzw. Reduktion von NAD(P)+ spektralphotometrisch bestimmt.

Tab. 4.19: Alkohol-Dehydrogenase, Standardansatz der Acetaldehyd- und Ethanol-verbrauchenden

Reaktion

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8.0

10 mM Acetaldehyd

0,4 mM NADH/ NADPH

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Ethanol

6 mM NAD+/ NADP+

Die Alkoholdehydrogenase-Aktivität (Tab. 4.19) wurde direkt über die Oxidation von NAD(P)H,

bzw. Reduktion von NAD(P)+ spektralphotometrisch bestimmt.
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4.3.6.10 ATP-Hydrolase, EC 3.6.1.3

Tab. 4.20: ATP-Hydrolase, Standardansatz, modi�ziert nach LINDSLEY [84]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM ATP

5 mM Phosphoenolpyruvat

5 mM MgCl2

0,3 mM NADH

8 U Pyruvat-Kinase

13,8 U Lactat-Dehydrogenase

Zur Bestimmung der ATP-Hydrolase-Aktivität (Tab. 4.20) wurde das durch die Reaktion entstehen-

de ADP mittels Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase umgesetzt und NADH dabei reduziert.

Alle Substrate der Nachweisreaktionen wurden dem Reaktionsansatz unmittelbar zu Versuchsbeginn

zugesetzt.

4.3.6.11 Citrat-Synthase, EC 2.3.3.1

Die Citrat-Synthase-Reaktion wurde über die Bindung des bei der Reaktion freigesetzten CoA's an

das DTNB untersucht und spektralphotometrisch bestimmt.

Tab. 4.21: Citrat-Synthase, Standardansatz, modi�ziert nach ROBINSON et al. [85]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Oxalacetat

1,6 mM Acetyl-CoA

1,6 mM DTNB

4.3.6.12 Enolase, EC 4.2.1.11

Tab. 4.22: Enolase, Standardansatz, modi�ziert nach GUERRA et al. [86]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1,5 mM 3-Phosphoglycerat

1 mM MgCl2

1 mM ADP

0,3 mM NADH

8 U Pyruvat-Kinase

13,8 U Lactat-Dehydrogenase
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Aufgrund der Nichtverfügbarkeit von 2-Phosphoglycerat wurde zur Aktivierungsbestimmung der

Enolase (Tab. 4.22) 2-Phosphoglycerat eingesetzt. Dieses wurde durch die sich im Proteinrohextrakt

be�ndliche 3-Phosphoglycerat-Mutase zu 3-Phosphoglycerat umgesetzt und diente der Enolase als

Substrat.

4.3.6.13 Fructose-Bisphosphatase, EC 3.1.3.11

Die Fructose-Bisphosphatase-Aktivität wurde mithilfe der Phosphoglucose-Isomerase und Glucose-

6-phosphat-Dehydrogenase bestimmt (Tab. 4.23). Das bei der Reaktion entstehende Fructose-6-

phosphat wurde über die Kopplungsenzyme zu 6-phosphogluconolacton umgesetzt, was zur Reduk-

tion des im Ansatz be�ndlichen NADP+s führt und die Messung am Spektralphotometer ermöglicht.

Tab. 4.23: Fructose-Bisphosphatase, Standardansatz, modi�ziert nach BABUL und GUIXÉ [87]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1 mM Fructose-1,6-bisphosphat

1 mM MgSO4

1 mM NADP+

0,5 U Phosphoglucose-Isomerase

0,19 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

4.3.6.14 Fructosebisphosphat-Aldolase, EC 4.1.2.13

Der Aktivitätsnachweis der Fructosebisphosphat-Aldolase (Tab. 4.24) wurde wie bei der Phospho-

fructokinase (Tab. 4.43) untersucht, nur dass hier die D-Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase dem An-

satz nicht extra hinzugesetzt wurde.

Tab. 4.24: Fructosebisphosphat-Aldolase, Standardansatz, modi�ziert nach RAMSAYWAK et al. [88]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

3 mM Fructose-1,6-bisphosphat

0,3 mM NADH

0,36 U Triosephosphat-Isomerase

0,36 U Glycerophosphat-Dehydrogenase
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4.3.6.15 Fumarat-Hydratase, EC 4.2.1.2

Tab. 4.25: Fumarat-Hydratase, Standardansatz, modi�ziert nach SHIBATA et al. [89]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8.0

1,5 mM Fumarat

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Malat

Die Menge der messbaren Doppelbindung im Fumarat kann spektralphotometrisch bei einer Wellen-

länge von 250 nm bestimmt werden. Je nach Reaktionsrichtung konnte eine Zunahme oder Abnahme

der Doppelbindung von Fumarat bestimmt werden. Mithilfe des molaren Extinktionskoe�zienten

von Fumarat (ε = 1,45 * 104 l/mol*cm) wurde die spezi�sche Enzymaktivität für die Fumarat-

Hydratase bestimmt.

4.3.6.16 Fumarat-Reductase, EC 1.3.1.6

Tab. 4.26: Fumarat-Reductase, Standardansatz, modi�ziert nach SHIBATA et al. [89]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8.0

10 mM Fumarat

0,3 mM NADH

2,5 mM DTE

10 mM MgCl2

0,3 mM Methylviologen

Die Aktivität der Fumarat-Reductase (Tab. 4.26 wurde mithilfe von Methylviologen untersucht.

Methylviologen (Paraquat) ist eine quartäre Ammoniumverbindung, welche in wässrigen Lösungen in

einer reversiblen Reaktion Elektronen aufnehmen kann. Das dabei entstehende Radikal färbt sich rot

und kann bei einer Wellenlänge von 600 nm gemessen werden. Auÿerdem wurde die Enzymaktivität

beim enzymatischen Umsatz von Fumarat zu Malat über die Oxidation von NADH bestimmt.

4.3.6.17 Glucokinase, EC 2.7.1.1

Der Nachweis der Glucokinase (Tab. 4.27) erfolgte über einen gekoppelten Enzymnachweis. Das bei

der Glucokinase-Reaktion entstehende Glucose-6-phosphat wurde sofort durch die im Reaktions-

ansatz be�ndliche Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zu 6-phosphogluconolacton umgesetzt und

NADP+ dabei zu NADPH reduziert. Die umgesetzte Menge NADP+ entspricht hierbei der Menge

des entstehenden Glucose-6-phosphats.
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Tab. 4.27: Glucokinase, Standardansatz, modi�ziert nach MULCAHY et al. [90]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

50 mM D-Glucose

5 mM ATP

5 mM MgCl2

2 mM NADP+

0,19 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

4.3.6.18 Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase, EC 1.1.1.49

Tab. 4.28: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase, Standardansatz, modi�ziert nach UJITA und KIMURA [91]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

20 mM Glucose-6-phosphat

3 mM NADP+

1 mM MgSO4

Bei Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase (Tab. 4.28) und 6-phosphogluconat-Dehydrogenase (Tab.

4.44) wurden die Aktivitäten ebenfalls direkt über die Zunahme des NADPH's nach 30 Minuten am

Spektralphotometer bestimmt.

4.3.6.19 Glucose-6-phosphat-Isomerase, EC 5.3.1.9

Tab. 4.29: Glucose-6-phosphat-Isomerase, Standardansatz für Glucose-6-phosphat- und

Fructose-6-phosphat-verbrauchende Reaktion, modi�ziert nach HANSEN et al. [92]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

2 mM Glucose-6-phosphat

3 mM NADP+

1 mM MgSO4

0,19 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

7,5 mM Fructose-6-phosphat

3 mM NADP+

1 mM MgSO4

0,19 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

Zur Bestimmung der Glucose-6-phosphat-Isomerase-Aktivität (Tab. 4.29) wurde diese ebenfalls

an die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion gekoppelt und der Umsatz von NADP+ spek-
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tralphotometrisch bestimmt werden. Nach 30minütiger Inkubation der Reaktionsansätze für die

Glucose-6-phosphat-verbrauchende Reaktion wurden diese 5 Minuten bei 100°C inkubiert und die

im Ansatz be�ndlichen Proteine denaturiert. Anschlieÿend wurde das sich im Reaktionsansatz restli-

che be�ndliche Glucose-6-phosphat über das Kopplungsenzym nachgewiesen. Bei der Untersuchung

der Fructose-6-phosphat-verbrauchenden Reaktion sollte diese direkt an die Glucose-6-phospaht-

Dehydrogenase gekoppelt werden, da bei dieser Reaktion das für die Glucose-6-phosphat-Dehydro-

genase notwendige Substrat Glucose-6-phosphat entsteht.

4.3.6.20 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, EC 1.2.1.2, EC 1.2.1.13

Die Aktivitäten der NAD+- und NADP+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen

(Tab. 4.30) wurden direkt über die Extinktionszunahme, bei einer Wellenlänge von 340 nm, aufgrund

der Reduktion von NAD+ und NADP+ bestimmt. Der Zusatz von Na-Arsenat im Reaktionsansatz

verhinderte hierbei die Reaktion zurück zu Glycerinaldehyd-3-phosphat.

Tab. 4.30: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Standardansatz, modi�ziert nach SUZUKI et al. [93]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Glycerinaldehyd-3-phosphat

1 mM NAD+, 3 mM NADP+

0,1 mM DTT (NAD+), 1 mM DTT (NADP+)

10 mM Na-Arsenat

4.3.6.21 Isocitrat-Dehydrogenase, EC 1.1.1.42

Tab. 4.31: Isocitrat-Dehydrogenase, Standardansatz, modi�ziert nach GLAESER und SCHLELGEL [94]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Isocitrat

2 mM NADP+

Beim NADP+-abhängigen Enzym Isocitrat-Dehydrogenase (Tab. 4.31) wurde die Zunahme von

NADPH direkt photometrisch bestimmt.

4.3.6.22 α-Isopropylmalat-Synthase, EC 2.3.3.13

Tab. 4.32: α-Isopropylmalat-Synthase, Standardansatz, modi�ziert nach KLEBER, SCHLEE und SCHÖPP [95]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1 mM α-Ketoisovalerat

0,1 mM Acetyl-CoA

0,1 mM Dithionitrobenzoat
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Die α-Isopropylmalat-Synthase-Aktivität wurde über die Bindung des freigesetzten CoA's im Ansatz

nach 30minütiger Inkubation an DTNB spektralphotometrisch bestimmt.

4.3.6.23 α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, EC 1.2.4.2, EC 2.3.1.61, EC 1.8.1.4

Die α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex-Aktivität wurde direkt über die Reduktion von NAD+

oder NADP+ bestimmt. Zusätzlich wurde durch Zugabe von 0,5 mM DTNB der Coenzym A-

Verbrauch spektralphotometrisch untersucht.

Tab. 4.33: α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, modi�ziert nach RICHARDSON et al. [96]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

2,5 mM α-Ketoglutarat

1 mM NAD+, NADP+

0,2 mM Coenzym A

0,2 mM Thiaminpyrophosphat

1 mM MgSO4

4.3.6.24 Lactat-Dehydrogenase, EC 1.1.1.27, EC 1.1.1.28

Pyruvat- und Lactat-verbrauchende Reaktion der Lactat-Dehydrogenase (Tab. 4.34) wurden direkt

über Oxidation von NADH bzw. Reduktion von NAD+ spektralphotometrisch untersucht.

Tab. 4.34: Lactat-Dehydrogenase, Standardansatz für Pyruvat- und Lactat-verbrauchende Reaktion,

modi�ziert nach GARRARD et al. [97]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

6 mM Pyruvat

0,3 mM NADH

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

150 mM D- bzw. L-Lactat

1 mM NAD+

4.3.6.25 Malat-Dehydrogenase (Quinon), EC 1.1.5.4

Dichlorphenolindophenol (DCPIP, Tillmans-Reagenz) ist ein Natriumsalz, welches als Indikator bei

Redoxreaktion verwendet werden kann. In seiner oxidierten Chinonimin-Form ist DCPIP in wässri-

gen Lösungen blau, in der reduzierten Aminophenol-Form farblos. Somit kann DCPIP als arti�zi-

eller Elektronenakzeptor dienen, in dem es bei Redoxreaktionen Elektronen aufnehmen kann. Der

Verbrauch des Reagenz kann spektralphotometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt

werden. Mithilfe des molaren Extinktionskoe�zienten von DCPIP (ε = 1,16 * 104 l/mol*cm) kann

die spezi�sche Enzymaktivität berechnet werden. Die Malat-verbrauchende Reaktion (Tab. 4.35)
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des Enzyms wurde über die Extinktionsabnahme, hervorgerufen durch die Reduktion von DCPIP,

spektralphotometrisch bei einer Wellenlänger von 600 nm untersucht.

Tab. 4.35: Malat-Dehydrogenase, Standardansatz modi�ziert nach PHIZACKERLEY und FRANCIS [98]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

5 mM L-Malat

(5 mM KCN)

0,1 mM DCPIP

1 mM PMS

5 mM MgCl2

Tab. 4.36: Malat-Dehydrogenase, Standardansatz modi�ziert nach PHIZACKERLEY [99]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM L-Malat

1 mM Ubichinon,

1 mM Ubichinol,

1 mM Menachinon

0,3 mM NADH

5 U Malat-Dehydrogenase

0,3 mM NADH

13,8 U Lactat-Dehydrogenase

Mithilfe der Verwendung weiterer Reduktionsmittel (1 mM) im Reaktionsansatz (Tab. 4.36) wurde

die Malat-Dehydrogenase-Reaktion untersucht. Nach der Inkubationszeit wurden Spektren von allen

Reaktionsansätzen und Kontrollen zwischen 200 - 700 nm angefertigt, um auftretende Veränderun-

gen im Spektrum vor und nach der Inkubation der Reaktionsansätze festzustellen und ein geeignetes

Reduktionsmittel für den Aktivitätsnachweis auszuwählen. Anschlieÿend wurden die Reaktionsan-

sätze entweder an die Malat-Dehydrogenase oder Lactat-Dehydrogenase enzymatisch gekoppelt und

die NADH-Abnahme spektralphotometrisch bestimmt.

4.3.6.26 Malat-Enzym, EC 1.1.1.40

Tab. 4.37: Malat-Enzym, Standardansatz modi�ziert nach BOLOGNA et al. [100]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

12 mM L-Malat

3 mM NADP+
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Der Aktivitätsnachweis des Malatenzyms (Tab. 4.37) wurde direkt über die Zunahme des NADPH's

bei der Umsetzung von Malat zu Pyruvat untersucht.

4.3.6.27 Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase, EC 1.1.1.17

Die Enzymaktivitäten der Fructose-6-phosphat- und Mannitol-1-phosphat-verbrauchenden Reaktion

der Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase (Tab. 4.38) wurden direkt über Oxidation von NADH bzw.

Reduktion von NAD+ bei 340nm am Spektralphotometer untersucht.

Tab. 4.38: Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase, Standardansatz für Fructose-6-phosphat- und

Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Reaktion, modi�ziert nach NOVOTNY et al. [101]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Fructose-6-phosphat

0,3 mM NADH

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Mannitol-1-phosphat

1 mM NAD+

4.3.6.28 NADH-Dehydrogenase, EC 1.6.5.3

Die Aktivität der NADH-Dehydrogenase (Tab. 4.39) wurde direkt über die Oxidation von NADH

nachgewiesen.

Tab. 4.39: NADH-Dehydrogenase, Standardansatz

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

0,3 mM NADH

4.3.6.29 Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, EC 4.1.1.49

Tab. 4.40: PEP-Carboxykinase, Standardansatz der Oxalacetat-verbrauchenden Reaktion, modi�ziert nach

YÉVENES et al. [102]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

4 mM Oxalacetat

5 mM ATP

10 mM MgCl2

0,3 mM NADH

8 U Pyruvat-Kinase

13,8 U Lactat-Dehydrogenase
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Die Umsetzung des Oxalacetats zu Phosphoenolpyruvat wurde mithilfe der gekoppelten Enzyme

Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase untersuchte, welches sofort zu Lactat umgesetzt wird

und somit das im Reaktionsansatz be�ndliche NADH oxidiert.

Tab. 4.41: PEP-Carboxykinase, Standardansatz der Phosphoenolpyruvat-verbrauchenden Reaktion,

modi�ziert nach YÉVENES et al. [102]

0,1 Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM Phosphoenolpyruvat

5 mM ADP

20 mM NaHCO3

0,3 mM NADH

5 U Malat-Dehydrogenase

Das bei der Phosphoenolpyruvat-verbrauchenden Reaktion entstehende Oxalacetat wurde sofort

mittels NADH und der Malat-Dehydrogenase umgesetzt und eine Extinktionsabnahme beobachtet.

4.3.6.30 Phosphatacetyl-Transferase, EC 2.3.1.8

Die Bestimmung der Phosphatacetyl-Transferase-Aktivität wurde direkt über die Bindung des freige-

setzten (Acetyl-CoA-verbrauchende Reaktion) oder dem sich im Reaktionsansatz be�ndlichen rest-

lichen (Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion) CoA's spektralphotometrisch bestimmt. Bei der

Acetylphosphat-verbrauchenden Reaktion erfolgte die Zugabe des DTNB's erst nach 30minütiger

Inkubation aller Reaktionsansätze, nach anschlieÿender 10minütiger Inkubation konnte die Extink-

tion bestimmt werden.

Tab. 4.42: Phosphatacetyl-Transferase, Standardansatz für Acetyl-CoA- und

Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion, modi�ziert nach BOCK et al. [77]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1,6 mM Acetyl-CoA

40 mM Orthophosphat

0,4 mM DTNB

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Acetylphosphat

0,2 mM CoA

0,3 mM DTNB
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4.3.6.31 Phosphofructokinase, EC 2.7.1.11

Die Nachweisreagenzien der Phosphofructokinase-Aktivität (Tab. 4.43) wurde unmittelbar zu Beginn

der Reaktion dem Reaktionsansatz zugesetzt, um das bei der Reaktion entstehende Fructose-1,6-

bisphosphat direkt zu Glycerin-3-phosphat umzusetzen und die damit verbundene Oxidation von

NADH am Spektralphotometer nachzuweisen.

Tab. 4.43: Phosphofructokinase, Standardansatz, modi�ziert nach SAPICO et al. [103]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM D-Fructose-6-phosphat

1 mM ATP

5 mM MgCl2

0,3 mM NADH

0,36 U D-Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase

0,36 U Triosephosphat-Isomerase

0,36 U Glycerophosphat-Dehydrogenase

4.3.6.32 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase, EC 1.1.1.44

Der Nachweis der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (Tab. 4.44) erfolge direkt über die Reduktion

von NADP+ zu NADPH und der damit verbundenen Extinktionszunahme bei einer Wellenlänge von

340 nm.

Tab. 4.44: 6-phosphogluconat-Dehydrogenase, Standardansatz nach MORITZ et al. [104]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

5 mM 6-Phosphogluconat

3 mM NADP+

1 mM MgSO4

4.3.6.33 Phosphoglycerat-Mutase, EC 5.4.2.1

Der Aktivitätsnachweis von Phosphoglycerat-Mutase (Tab. 4.45) und Enolase (Tab. 4.22) wurde

über die Kopplung mit Pyruvat-Kinase und Lactat-Dehydrogenase untersucht. Die Aktivität der

Enolase wurde dabei nur indirekt bestimmt, weil das Substrat (2-Phosphoglycerat) dieser Reaktion

nicht käu�ich erwerbbar war. Die Bestimmung der Aktivität wurde hier über das durch die Lactat-

Dehydrogenase oxidierte NADH bestimmt.
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Tab. 4.45: Phosphoglycerat-Mutase, Standardansatz, modi�ziert nach GUERRA et al. [86]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

1,5 mM 3-Phosphoglycerat

1 mM MgCl2

1 mM ADP

0,3 mM NADH

0,55 U Enolase

8 U Pyruvat-Kinase

13,8 U Lactat-Dehydrogenase

4.3.6.34 Pyruvat-Carboxylase, EC 6.4.1.1

Die Aktivitätsbestimmung der Pyruvat-Carboxylase (Tab. 4.46) wurde mit und ohne den Zusatz

von Acetyl-CoA (Aktivator der Reaktion) bestimmt. Hierzu wurde nach 30minütiger Inkubation die

Nachweisreagenzien (NADH, Malat-Dehydrogenase) hinzugefügt und die Reaktionsansätze weitere

30 Minuten bei 30°C inkubiert. In diesen 30 Minuten sollte das bei der vorangegangenen Reaktion

entstandene Oxalacetat durch die im Nachweisreagenz be�ndliche Malat-Dehydrogenase umgesetzt

und dabei NADH oxidiert werden.

Tab. 4.46: Pyruvat-Carboxylase, Standardansatz modi�ziert nach ISLAM et al. [105]

0,1 Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

7,5 mM Pyruvat

4 mM ATP

0,4 mM Acetyl-CoA

50 mM NaCO3

5 mM MgSO4

0,3 mM NADH

5 U Malat-Dehydrogenase

4.3.6.35 Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, EC 1.2.4.1, EC 2.3.1.12, EC 1.8.1.4

Die Aktivität des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes konnte aufgrund einer hohen Lactat-Dehydro-

genase-Aktivität nur mithilfe von 3-Acetyl-NAD+ bestimmt werden. Dabei wurde das 3-Acetyl-

NAD+ reduziert und die Extinktionsveränderung bei einer Wellenlänge von 375 nm bestimmt. Dieses

Problem wurde bereits durch RICHARDSON et al. beschrieben [96].
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Tab. 4.47: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, modi�ziert nach RICHARDSON et al. [96]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

25 mM Pyruvat

1 mM 3-Acetyl-NAD+

0,2 mM Coenzym A

0,2 mM Thiaminpyrophosphat

1 mM MgSO4

2,5 mM Cystein

4.3.6.36 Pyruvat-Formiat-Lyase, EC 2.3.1.54

Die Untersuchung der Pyruvat-verbrauchenden Reaktion der Pyruvat-Formiat-Lyase (Tab. 4.48)

wurde über gekoppelte Nachweisreaktionen durchgeführt. Zum einen wurde das bei der Reaktion

entstehende Formiat weiter durch die Formiat-Dehydrogenase und der damit verbundenen Reduk-

tion von NAD+ umgesetzt. Zum anderen sollte der Nachweis des verbleibenden Pyruvats im Reak-

tionsansatz über die Lactat-Dehydrogenase untersucht werden. Dazu wurden alle Reaktionsansätze

nach der 30 minütigen Inkubation 5 Minuten bei 100°C inkubiert, anschlieÿend wurden die Nach-

weisreagenzien (NADH, Lactat-Dehydrogenase) dazugegeben, weitere 30 Minuten bei 30°C inkubiert

und die Extinktionsabnahme über die Oxidation des NADH's spektralphotometrisch bestimmt. Des-

weiteren wurden anschlieÿend allen Reaktionsansätzen 0,2 mM DTNB zugesetzt, um den Coenzym

A-Verbrauch bei einer Wellenlänge von 412 nm am Spektralphotometer zu messen.

Tab. 4.48: Pyruvat-Formiat-Lyase, Standardansatz für Pyruvat-verbrauchende Reaktion

0,1 Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Pyruvat

0,4 mM Coenzym A

5 mM MgCl2

3 mM NAD+

0,2 U Formiat-Dehydrogenase

0,3 mM NADH

13,8 U Lactat-Dehydrogenase
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Tab. 4.49: Pyruvat-Formiat-Lyase, Standardansatz für Formiat-verbrauchende Reaktion

0,1 Tris-HCl-Pu�er pH 8,0

10 mM Ameisensäure

0,1 mM Acetyl-CoA

0,4 mM DTNB

5 mM MgCl2

Die Formiat-verbrauchende Reaktion (Tab. 4.49) wurde über die Bindung des freigesetzen CoA's

aus Acetyl-CoA mittels DTNB spektralphotometrisch bestimmt.

4.3.6.37 Pyruvat-Kinase, EC 2.7.1.40

Tab. 4.50: Pyruvat-Kinase, Standardansatz modi�ziert nach BECKER et al. [106]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

5 mM Phosphoenolpyruvat

5 mM ADP

10 mM MgCl2

0,3 mM NADH

13,8 U Lactat-Dehydrogenase

Um die Pyruvat-Kinase-Aktivität (Tab. 4.50) bestimmen zu können, wurde das bei der Reaktion ent-

stehende Pyruvat durch die dem Reaktionsansatz zugefügte Lactat-Dehydrogenase unter Oxidation

von NADH zu Lactat umgesetzt.

4.3.6.38 Pyruvat-Oxidase, EC 1.2.3.3

Tab. 4.51: Pyruvat-Oxidase, Standardansatz, modi�ziert nach TITTMANN et al. [107]

0,1 M Tris-HCl-Pu�er pH 8.0

10 mM Pyruvat

0,2 mM Thiaminpyrophosphat

0,1 mM Dichlorphenolindophenol

Die Pyruvat-Oxidase-Aktivität (Tab. 4.51) wurde direkt über die Reduktion von DCPIP spek-

tralphotometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm bestimmt.

4.3.6.39 Serin- und Threonin-Dehydratase, EC 4.2.1.13, EC 4.3.1.19

2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) ist eine aromatische Nitroverbindung und dient als spezi�sche

Nachweisreagenz für Carbonylgruppen (Aldehyde und Ketone). Bei der Kondensation des DNPH's
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und einer Carbonylgruppe entsteht 2,4-Dinitrophenylhydrazon, welches im basischen einen dunkel-

roten Farbsto� bildet, der bei einer Wellenlänge von 440 nm detektiert werden kann. Mithilfe des

molaren Extinktionskoe�zienten von DNPH (ε = 6 * 104 l/mol*cm) kann die spezi�sche Enzymak-

tivität berechnet werden.

Pyruvat (das Produkt der Serin-verbrauchenden Reaktion der Serin-Dehydratase) und Ketobuty-

rat (das Produkt der Threonin-verbrauchenden Reaktion der Threonin-Dehydratase) besitzen eine

α-ständige Carbonylgruppe, welche mithilfe des DNPH-Nachweises dokumentiert werden kann. Das

Reaktionsansatzvolumen betrug einschlieÿlich des Enzymrohextraktes 100 µl.

Der Standardansatz (Tab. 4.52), alle Ansätze der nachfolgenden Untersuchungen und die entspre-

chenden Kontrollen, wurden 30 Minuten bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Anschlieÿend wurde den

Ansätzen 10 µl 0,5%iges Dinitrophenylhydrazin in 2N HCl zugegeben und die Ansätze wurden weite-

re 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 110 µl 3N KOH wurden die Ansätze

nochmals 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieÿend wurde die Extinktion bei

einer Wellenlänge von 440 nm am Spektralphotometer gemessen.

Tab. 4.52: Serin- und Threonin-Dehydratase, Standardansatz modi�ziert nach SZAMOSI et al. [108]

0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er pH 8,0

10 mM Serin oder Threonin

0,01 mM Pyridoxalphosphat (PLP)

10 µl 0,5%iges DNPH in 2 N HCl

110 µl KOH

63



5 Ergebnisse

5.1 Staphylococcus aureus COL

5.1.1 Wachstum
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Abb. 5.1: Wachstumskinetik von S. aureus COL unter aeroben und anaeroben Bedingungen, Umsetzung

auf anaerobe Kulturbedingungen nach 9,5 h bei einer optischen Dichte von ca. 0,5, Tab. A.1

In der Abbildung 5.1 ist das Wachstumsverhalten von S. aureus COL unter aeroben, wie auch anae-

roben Bedingungen zu sehen. Die Wachstumsphasen der aeroben Kultur sind deutlich zu erkennen.

Das Umsetzen der Vorkultur in das frische CDM führte zunächst zu einer lag-Phase, der Anpassung

der Zellen an die neuen Kulturbedingungen. In dieser Phase des Wachstum teilen sich die Zellen

nicht oder nur sehr langsam, sodass kaum eine Zunahme der Zelldichte verzeichnet werden konnte.

Nach ungefähr zwei Stunden schlieÿt sich die Phase der gröÿten Teilungsaktivität, die logarithmi-

sche Wachstumsphase, an. In dieser nimmt gleichzeitig die Glucosekonzentration im Nährmedium

exponentiell ab. Dies führt im Zuge des Glucoseverbrauchs und damit dem Mangel an Energie und

Kohlensto� durch die rasche Zunahme der Bakterienzahl zur transienten Wachstumsphase. Die Tei-
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lungsrate der Zellen nimmt. Sobald die Glucose verbraucht ist, erfolgt der Übergang der Kultur

in die stationäre Phase, in welcher sich Teilungs- und Sterberate der Zellen die Waage halten. Die

anschlieÿende Absterbephase, in der die Zelldichte durch die Anreicherung toxischer Sto�wechsel-

produkte abnimmt, wurde hier nicht weiter untersucht.

Tab. 5.1: Untersuchungen zum Sauersto�gehalt der Kulturen von S. aureus COL unter anaeroben

Bedingungen mithilfe von Resazurin: (-) = ohne Supplementzugabe, (+) = mit

Supplementzugabe

Zeit in Minuten - Supplement + Pyruvat + Uracil + Pyruvat, Uracil

0 tiefblau tiefblau tiefblau tiefblau

10 tiefblau violett violett violett

20 tiefblau pink Violett violett

30 violett pink pink pink

40 pink rosa pink pink

50 pink farblos pink pink

60 farblos farblos pink pink

90 farblos farblos pink pink

180 farblos farblos farblos farblos

Nach 9 Stunden und dem Erreichen einer optischen Dichte von ca. 0,5 wurden die Kulturen anaerob

gesetzt. Ab diesem Zeitpunkt ist eine deutliche Verminderung der Teilungsrate zu erkennen. Mit-

hilfe des Resazurins konnte der Redoxzustand und somit indirekt der Sauersto�gehalt (Tab. 5.1) in

den verschieden-supplementierten Kulturen beobachtet werden. Die Schott�aschen wurden bis zum

Rand gefüllt und mit einem Gummistopfen luftdicht verschlossen. Sämtlicher sich in den Kulturen

be�ndlicher Sauersto� wurde nun von den Zellen restlos verbraucht. Das Wachstumsverhalten und

die Fähigkeit des anaeroben Wachstums sollten zum einen ohne und zum anderen mit Zugabe von

Pyruvat und Uracil untersucht werden. EVANS beschrieb 1975 die Fähigkeit des anaeroben Wachs-

tums von Staphylokokken nur durch Zugabe von Pyruvat und Uracil [57]. Hierüber sollte in Bezug

auf S. aureus COL eine Aussage getro�en werden. In der Tabelle 5.1 ist die zeitabhängige Reduk-

tion des Resazurin-N-oxids (tiefblau, oxidierter Zustand) über Resofurin (pink, einfachreduziert) zu

Dihydroresofurin (farblos, zweifachreduziert) zu erkennen. Die Kultur, welche mit Pyruvat supple-

mentiert wurde, war als erstes nach 50 Minuten farblos, gefolgt von der Kultur ohne Supplement,

welche nach 60 Minuten keine Färbung mehr aufzeigte. Betrachtet man die Abbildung 5.1, so ist zu

erkennen, dass die Zugabe von Pyruvat und/ oder Uracil unterschiedliche Ein�üsse auf das Wachs-

tumsverhalten von S. aureus COL unter anaeroben Bedingungen haben. Vergleichend betrachtet zur

Kultur ohne Supplement führte die Zugabe von Pyruvat zu einer leichten Erhöhung der optischen

Dichte. Uracil dagegen hat keinen Ein�uss auf die Zellzahl.
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5.1.2 Enzymcharakterisierung

Die spektralphotometrisch ermittelten Messdaten der Versuche zu den einzelnen Enzymen sind in

diesem Kapitel zusammengefasst und zum Teil graphisch veranschaulicht. Es wurden die spezi�schen

Enzymaktivitäten in Abhängigkeit vom pH-Wert und von den Substratkonzentrationen untersucht.

Die Ergebnisse wurden mithilfe von Excel graphisch dargestellt und die enzymkinetischen Daten

(Km-Wert, maximale Reaktionsgeschwindigkeit vmax, Hillkoe�zient N, Inhibitor- und Aktivator-

Konstante) mithilfe des DOS-Programmes EZ-Fit (Perella Scienti�c) errechnet [109]. Desweiteren

wurde der Ein�uss verschiedener wichtiger Metabolite auf die Enzymaktivität untersucht. Bei EZ-

Fit handelt es sich um ein Analyseprogramm zur Ermittlung von Enzym- und Rezeptorkinetiken.

Es ist geeignet, experimentell ermittelte Daten anhand von Modellen zu vergleichen und auszu-

werten. Es kann beispielsweise zur Ermittlung der Michaelis-Konstante, der maximalen Reaktions-

geschwindigkeit, von der Kooperativität der Untereinheiten, zur Bestimmung von Inhibitionstypen

und -parametern sowie zur Bestimmung von Reaktionstypen verwendet werden. Das Programm ist

allerdings auf eine DOS-Umgebung angewiesen, sodass die mit diesem Programm ermittelten Daten

und erstellten Diagramme nicht in dieses Dokument eingefügt werden können, weil diese von den

neuen Windows-Systemen nicht unterstützt werden. Es muss erwähnt werden, dass zwischen den

mit EZ-Fit errechneten Daten und den Werten, die man aus den zugehörigen Excel-Diagrammen

ableiten kann, zum Teil deutliche Unterschiede auftreten können. Der Grund liegt hier in den von

Excel berechneten Trendlinien. Alle ermittelten Daten werden mit der gleichen Gewichtung betrach-

tet. Im Gegensatz dazu wichtet EZ-Fit je nach Berechnungsmodell unterschiedlich, um diese einem

bestimmten Modell zuordnen zu können. Die hier aufgeführten, mit Excel erstellten Abbildungen

korrelieren daher nicht immer mit den durch EZ-Fit errechneten Enzymkinetikdaten.

Die Messwerte zu den verschiedenen Versuchen der einzelnen Enzyme sind im Anhang angefügt und

die Verweise in den Bildunterschriften und im Text dargelegt.

5.1.2.1 Acetat-Kinase

Die in dieser Arbeit verwendeten Methoden (Kap. 4.3.6.2) konnten für die Messung einer Basisakti-

vität der Acetat-Kinase für beide Reaktionsrichtungen genutzt werden. Jedoch war es nicht möglich,

pH- wie auch Substratkonzentrationsabhängigkeiten zu bestimmen und die Enzymaktivität näher

zu charakterisieren.

5.1.2.2 Acetolactat-Synthase

Die Untersuchung unterschiedlicher Proteinrohextrakte aus verschiedenen Wachstumsphasen ist in

Abbildung 5.2 gezeigt. Geringe spezi�sche Aktivitäten wurden in den Extrakten aerober Kulturen

bestimmt. Dagegen ist die spezi�sche Enzymaktivität aus Extrakten anaerober Kulturen bis zum 5

- 6 fachen deutlich erhöht.
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Abb. 5.2: Acetolactat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinextrakte: S.a.12 (log.), S.a.11 TP

(trans.), S.a.17 TP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.2

In einem pH-Bereich zwischen 2 und 12 wurde Enzymaktivität bestimmt. Das pH-Optimum der

Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 7,0 (Tab. A.3). Die Abhängigkeit der Reaktion von der

Substratkonzentration ist in Abbildung 5.3 veranschaulicht. Der sigmoide Kurvenverlauf der Enzy-

maktivität in Abhängigkeit von der Substratkonzentration ist deutlich zu erkennen. Aufgrund dessen

lässt sich auf eine positive Kooperativität der Untereinheiten des Enzyms schlieÿen und wird mit ei-

nem Hillkoe�zienten von 2,1 angegeben. Untersuchungen der Enzymkinetik durch Zugabe potentiell

regulatorischer Metabolite wie Isoleucin (5 mM), Leucin (5 mM), NADH (5 mM), NADPH (5 mM),

Phosphoenolpyruvat, 3-Phosphoglycerat und Valin (5 mM) zeigten keine signi�kante Veränderung

der Acetolactat-Synthase-Aktivität. Auch die Kombination bekannter regulatorischer Aminosäuren

(Isoleucin, Leucin, Valin) zeigte keinen Unterschied.
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Abb. 5.3: Acetolactat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �L5� im

Reaktionsansatz = 0,305 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.3
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5.1.2.3 Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität

Die Abbildung 5.4 zeigt die Abhängigkeit der spezi�schen Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität von der

Proteinkonzentration. In der Abbildung ist zu erkennen, dass die höchste spezi�sche Enzymaktivität

(60 - 160 pkat/ mg Protein) in den Extrakten, welche aus Zellen der logarithmischen Phase gewonnen

wurden, bestimmt werden konnte.
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Abb. 5.4: Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.12 (log.), S.a.15

TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.4

Proteinrohextrakte aus transienter und stationärer Phase zeigen zur logarithmischen Phase vergleich-

bare spezi�sche Enzymaktivitäten in einem Bereich zwischen 30 und 50 pkat/ mg Protein. Mit 20 -

25 pkat/ mg Protein liegt die spezi�sche Enzymaktivität in den anaeroben Extrakten am niedrigsten.
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Abb. 5.5: Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetyl-CoA: verwendete Proteinmenge �S.a.15 TP�

im Reaktionsansatz = 0,1356 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.5
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In einem pH-Bereich zwischen 5,5 und 9 konnte Aktivität bestimmt werden. Das pH-Optimum liegt

hier bei einem pH-Wert von 7,1 (Tab. A.5). Die Abbildung 5.5 zeigt die Abhängigkeit der

Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität von der Acetyl-CoA-Konzentration. Der Kurvenverlauf, wie auch

der EZ-Fit-Modellvergleich, entsprechen der Michaelis-Menten-Kinetik. Der Km-Wert der Reaktion

für Acetyl-CoA beträgt 0,11 mM und es wurde eine Maximalaktivität im Proteinrohextrakt �S.a.15

TP� von 23 pkat/ mg Protein bestimmt.

5.1.2.4 Adenylat-Kinase

Die Abbildung 5.6 zeigt die wachstumsbedingte Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität von

der Proteinkonzentration. Wie in der Abbildung 5.6 zu erkennen ist, konnte in den aus aerob ange-

zogenen Zellen gewonnenen Proteinrohextrakten die höchste spezi�sche Enzymaktivität bestimmt

werden. Die spezi�sche Enzymaktivität in logarithmischen und transienten Proteinextrakten ist mit

bis zu 15000 - 19000 pkat/ mg Protein am höchsten. Etwas geringere spezi�sche Enzymaktivitäten

waren in den stationären Proteinrohextrakten zu verzeichnen, die geringsten wurden in Proteinroh-

extrakten anaerober Kulturen bestimmt.

0 

5000 

10000 

15000 

20000 

0 0,01 0,02 0,03 

sp
ez

if
is

ch
e 

E
n
zy

m
ak

ti
v
it

ät
 i
n
 p

k
a
t/

 m
g
 P

ro
te

in
 

Protein in mg 

log. 

trans. 

stat. 

anaerob 

Abb. 5.6: Adenylat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der Proteinkonzentration

im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.10 (log.), S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP

(stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.6

Untersuchungen zum pH-Optimum zeigten Aktivität in einem pH-Bereich zwischen pH 6,5 und 10,5.

Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 8,7 (Tab. A.7). Die Abhängigkeit

der Adenylat-Kinase-Aktivität von der ADP-Konzentration ist in Abbildung 5.7 gezeigt. Bei einer

ADP-Konzentration von ungefähr 1 mM tritt eine Inhibition der Enzymaktivität durch das Substrat

ADP auf. Es konnte ein Km-Wert von 0,71 mM, ein vmax-Wert von 2791 pkat/ mg Protein und eine

Inhibitorkonstante (ksi) von 6,1 mM berechnet werden.
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Abb. 5.7: Adenylat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, ADP: verwendete Proteinmenge �T6� im

Reaktionsansatz = 0,0025 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.7

5.1.2.5 Alkohol-Dehydrogenase

Die Abbildung 5.8 dokumentiert die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität der Ethanol- und

Acetaldehyd-verbrauchenden Reaktion der Alkohol-Dehydrogenase von der Wachstumsphase. Es ist

deutlich zu erkennen, dass in den Extrakten, welche von Zellen aus der logarithmischen, transienten

und stationären Phase geerntet wurden, keine Enzymaktivität bestimmt werden konnte. In den Pro-

teinrohextrakten der anaerob angezogenen Zellen konnte dagegen hohe spezi�sche Enzymaktivität

gemessen werden.
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Abb. 5.8: Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.12 (log.), S.a.15

TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.19 (anaerob), Ethanol-verbrauchende Reaktion (links), Tab.

A.8, Acetaldehyd-verbrauchende Reaktion (rechts), Tab. A.9

70



5.1 Staphylococcus aureus COL

Dagegen zeigt der Extrakt aus anaerob angezogenen Zellen eine deutlich erhöhte Aktivität von bis

zu 5000 pkat/ mg Protein für die Ethanol-verbrauchende und bis zu 1400 pkat/ mg Protein für die

Acetaldehyd-verbrauchende Reaktion.
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Abb. 5.9: Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Ethanol: verwendete Proteinmenge �S.a.19� im

Reaktionsansatz = 0,0071 mg, NAD+: vewendete Proteinmenge �S.a.19� im Reaktionsansatz =

0,0071 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.10
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Abb. 5.10: Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetaldehyd: verwendete Proteinmenge �S.a.19� =

0,0142 mg, NADH: verwendete Proteinmenge �S.a.19� = 0,0142 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.11
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Enzymaktivität für die Ethanol- wie auch Acetaldehyd-verbrauchende Reaktion wurde in einem

pH-Bereich von 6,5 - 11,0 bestimmt. Die pH-Optima unterscheiden sich nicht signi�kant mit 8,5

für die Acetaldehyd-verbrauchende und 8,7 für die Ethanol-verbrauchende Reaktion (Tab. A.10,

A.11). In der Abbildung 5.9 ist die Abhängigkeit der Ethanol-verbrauchenden Reaktion von der

Substratkonzentration abgebildet. Die Kurven beider Substrate, Ethanol und NAD+, beschreiben

einen sigmoiden Verlauf. Die dazugehörige Lineweaver-Burk-Darstellung und die Hill-Darstellung

(nicht dargestellt) erlauben die genauere Betrachtung des Ein�usses beider Substrate auf die Unter-

einheiten des Enzyms. Beide Substrate wirken negativ kooperativ. Es kann ein Hillkoe�zient von

0,79 für Ethanol und 0,75 für NAD+ angegeben werden.

Die Abhängigkeit der Acetaldehyd-verbrauchenden Reaktion von den Substraten Acetaldehyd und

NADH ist in Abbildung 5.10 gezeigt. Wie auch bei der Ethanol-verbrauchenden Reaktion ist für

NADH ein sigmoider Kurvenverlauf deutlich zu erkennen. Das NADH wirkt positiv kooperativ auf

die Enzymuntereinheiten und ist mit einem Hillkoe�zienten von 1,83 angegeben. Die Abhängigkeit

von der Acetaldehydkonzentration zeigt einen hyperbolischen Verlauf. Der Km-Wert beträgt 0,33

mM und die Maximalgeschwindigkeit (vmax) 646 pkat/ mg Protein.

5.1.2.6 ATP-Hydrolase

In der Abbildung 5.11 ist die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität der ATP-Hydrolase-

Aktivität vom Wachstum dargestellt. Die spezi�schen Enzymaktivitäten zeigen keine signi�kanten

Veränderungen, in den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen. Lediglich im Niedrigproteinkon-

zentrationsbereich ist die spezi�sche Enzymaktivität in den Proteinrohextrakten aus der logarith-

mischen Phase etwas erhöht.

Enzymaktivität in Abhängigkeit vom pH-Wert konnte in einem Bereich zwischen pH 6,5 - 9,5 be-

stimmt werden. Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 8,5 (Tab. A.13).
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Abb. 5.11: ATP-Hydrolase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der Proteinkonzentration

im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.13 (log.), S.a.15 TP (trans.), S.a.17 TP

(stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.12

Die Abbildung 5.12 zeigt die Abhängigkeit von der ATP-Konzentration. Die Kurve beschreibt einen
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sigmoiden Verlauf, was nach Auswertung mit EZ-Fit und mithilfe der Hill-Auftragung (nicht darge-

stellt) auf einen positivkooperativen E�ekt von ATP auf die Untereinheiten des Enzyms hindeutet.

Es konnte für die ATP-Hydrolase-Aktivität ein Hillkoe�zient von 1,24 ermittelt werden.

Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), AMP, Citrat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fumarat, Glutamat,

Glyoxylat, Isocitrat, Malat, NADP+ und Oxalacetat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regula-

tiven Funktion untersucht. Keines der Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der

ATP-Hydrolase-Aktivität.
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Abb. 5.12: ATP-Hydrolase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, ATP: verwendete Proteinmenge �T1� im

Reaktionsansatz = 0,0375 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.13

5.1.2.7 Citrat-Synthase
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Abb. 5.13: Citrat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.12 TP (log.),

S.a.11 TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.14

In der Abbildung 5.13 ist die Citrat-Synthase-Aktivität in Abhängigkeit von der Wachstumsphase
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gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass erst im späteren Verlauf des Wachstums (transiente und sta-

tionäre Phase) vermehrt Citrat-Synthase synthetisiert wird, was zu einer Erhöhung der spezi�schen

Enzymaktivität führt. Keine Citrat-Synthase-Aktivität wurde in anaeroben Proteinrohextrakten be-

stimmt.

Die Untersuchung der pH-Abhängigkeit der Citrat-Synthase-Aktivität ergab ein Aktivitätsspektrum

von pH 6,5 - 9,5. Das pH-Optimum dieser Reaktion lag bei pH 8,1 (Tab. A.15).

Die Abbildung 5.14 zeigt die Abhängigkeiten von den Substraten Oxalacetat und Acetyl-CoA. Beide

Substrate unterliegen, nach gra�scher Auswertung und dem EZ-Fit-Modellvergleich, der Michaelis-

Menten-Kinetik. Für Oxalacetat wurde ein Km-Wert von 0,077 mM und für Acetyl-CoA ein Wert

von 0,51 mM ermittelt.
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Oxalacetat Km = 0,077 mM vmax = 732 pkat/ mg Pr.

Acetyl-CoA Km = 0,51 mM vmax = 2056 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.14: Citrat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Oxalacetat: verwendete Proteinmenge �S.a.9� im

Reaktionsansatz = 0,0125 mg, Acetyl-CoA: verwendete Proteinmenge �S.a.9� im

Reaktionsansatz = 0,00025 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.15

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-P, ADP, Alanin, AMP, Arginin, Asparagin, Aspartat, ATP,

Citrat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fumarat, Glucose-6-phosphat, Homoserin, Isocitrat, Iso-

leucin, Leucin, Malat, Malonat, NAD+, NADP+, 3-Phosphoglycerat, Phoshoenolyruvat, Pyruvat,

Serin, Threonin und Valin mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine detektierbare

Veränderung der Citrat-Synthase-Aktivität.

5.1.2.8 Enolase

In der Abbildung 5.15 ist die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität von der Proteinkon-

zentration aus verschiedenen Proteinrohextrakten unterschiedlicher Wachstumsphasen gezeigt. Die

spezi�sche Enzymaktivität ist in Proteinrohextrakten, welche aus logarithmischen Zellen gewonnen

wurden, mit 250 - 500 pkat/ mg Protein am geringsten. Transiente und stationäre Proteinrohextrakte
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Abb. 5.15: Enolase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der Proteinkonzentration im

Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte: S.a.13 (log.), S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP

(stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.16

zeigten im Vergleich zu den Extrakten aus der logarithmischen Phase höhere spezi�sche Enzymak-

tivitäten.

In einem pH-Bereich zwischen 6,5 und 9,5 wurde Enolase-Aktivität bestimmt. Das pH-Optimum

dieser Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 8,5 (Tab. A.17).
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Abb. 5.16: Enolase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration

im Reaktionsansatz, 3-Phosphoglycerat: verwendete Proteinmenge �T2� im Reaktionsansatz =

0,125 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.17

Es sei darauf hingewiesen, dass hier die Abhängigkeit von 2-Phosphoglycerat nicht durchgeführt

werden konnte. In der Abbildung 5.16 ist anstelle die Abhängigkeit von 3-Phosphoglycerat gezeigt.

Dies lässt selbstverständlich nicht die Ermittlung der Enzymparameter Km und vmax zu und ist hier

nur als Bild zur Veranschaulichung dokumentiert.
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5.1.2.9 Fructose-1,6-bisphosphatase
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Abb. 5.17: Fructose-1,6-bisphosphatase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 KPP (log.),

S.a.11 KPP (trans.), S.a.17 KPP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.18

In der Abbildung 5.17 ist die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität von der Proteinkon-

zentration aus verschiedenen Proteinrohextrakten unterschiedlicher Wachstumsphasen dargestellt.

Die Fructose-1,6-bisphosphatase-Aktivität unterscheidet sich nicht signi�kant in den verschiedenen

Proteinrohextrakten. Eine minimale Erhöhung war in den Extrakten aus transienter und stationärer

Phase zu verzeichnen.
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Km = 6,8 mM vmax = 1000 pkat/ mg Pr. N = 1,37

Abb. 5.18: Fructose-1,6-bisphosphatase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-1,6-bisphosphat: verwendete Proteinmenge

�S.a.3� im Reaktionsansatz = 0,0425 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.19

Untersuchungen zur pH-Ahängigkeit ergaben Enzymaktivität in einem pH-Bereich zwischen 2,5 und
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11,0, wobei das pH-Optimum dieser Reaktion bei pH 7,4 liegt (Tab. A.19). Die Abhängigkeit der

Fructose-1,6-bisphosphatase-Aktivität von der Substratkonzentration zeigt die Abbildung 5.18. Nach

EZ-Fit-Modellvergleich besteht eine positiv kooperative Wirkung auf die Untereinheiten des Enzyms.

Der Hillkoe�zient beträgt 1,37.

5.1.2.10 Fructosebisphosphat-Aldolase

Die Abbildung 5.19 veranschaulicht die Abhängigkeit der Aldolase-Aktivität von der Proteinkon-

zentration verschiedener Proteinrohextrakte unterschiedlicher Wachstumsphasen. Im geringen Pro-

teinkonzentrationsbereich konnte die höchste spezifsche Enzymaktivität in den Extrakten gemessen

werden, welche aus anaeroben Zellen gewonnen wurden. Mit einer spezi�schen Aktivität von 3000

pkat/ mg Protein war sie um das 3-fache höher als die spezi�sche Enzymaktivität der logarithmischen

und transienten Extrakte. Mit zunehmender Proteinkonzentration verringert sich aber der Abstand

der spezi�schen Enzymaktivitäten zueinander, verbleibt allerdings in einem Bereich zwischen 1800

und 2500 pkat/ mg Protein.
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Abb. 5.19: Fructosebisphosphat-Aldolase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 (log.), S.a.11

KPP (trans.), S.a.9 KPP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.20

Die Abbildung 5.19 veranschaulicht die Abhängigkeit der Aldolase-Aktivität von der Proteinkon-

zentration verschiedener Proteinrohextrakte unterschiedlicher Wachstumsphasen. Im geringen Pro-

teinkonzentrationsbereich konnte die höchste spezifsche Enzymaktivität in den Extrakten gemessen

werden, welche aus anaeroben Zellen gewonnen wurden. Mit einer spezi�schen Aktivität von 3000

pkat/ mg Protein war sie um das 3-fache höher als die spezi�sche Enzymaktivität der logarithmischen

und transienten Extrakte. Mit zunehmender Proteinkonzentration verringert sich aber der Abstand

der spezi�schen Enzymaktivitäten zueinander, verbleibt allerdings in einem Bereich zwischen 1800

und 2500 pkat/ mg Protein.

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben Aldolase-Aktivität in einem pH-Bereich zwischen 4,7

und 12,1. Das pH-Optimum wurde bei pH 7,1 bestimmt (Tab. A.21).
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Km = 0,056 mM vmax = 1020 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.20: Fructosebisphosphat-Aldolase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-1,6-bisphosphat: verwendete Proteinmenge

�S.a.5� im Reaktionsansatz = 0,0125 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.21

Die Abhängigkeit der Aktivität von der Fructose-1,6-bisphosphat-Konzentration zeigt die Abbildung

5.20. Mit Zunahme der Substratkonzentration steigt auch die Enzymaktivität stark an. Im geringen

Konzentrationsbereich von 1-2 mM wird die Maximalgeschwindigkeit erreicht. Es wurde ein Km-Wert

von 0,056 mM ermittelt.

Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, ATP, Citrat, Glucose-6-phosphat, Glyoxylat,

GTP, Isocitrat, α-Ketoglutarat, Malat, NAD+, NADP+, Oxalacetat, 3-Phosphoglycerat, Phosphoe-

nolpyruvat, Pyruvat und Succinat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion unter-

sucht. Keines der Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der Fructosebisphosphat-

Aldolase-Aktivität.

5.1.2.11 Fumarat-Hydratase

Die Untersuchung der Fumarat-Hydratase mit der hier gewählten Methode, welche im Kap. 4.3.6.15

beschrieben wurde, war nur für die Rückreaktion möglich. Aufgrund der hohen Absorption des einge-

setzten Proteins bei der gewählten Wellenlänge von 250 nm und der Absorption der Doppelbindung

des Fumarats waren die Messergebnisse zum Teil sehr konfus und nicht einzuordnen. Es konnte in

einem pH-Bereich zwischen 5,0 und 9,0 Enzymaktivität bestimmt werden. Das pH-Optimum liegt

hierbei bei einem pH von 8,0 (Tab. A.23). Untersuchungen der Metabolite Aconitat, Citrat, Iso-

citrat, α-Ketoglutarat, Malonat, Pyruvat und Succinat mit potentieller regulatorischer Funktion

zeigten keine signi�kante Veränderung der Fumarat-Hydratase-Aktivität.
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Abb. 5.21: Fumarat-Hydratase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.12 TP (log.),

S.a.15 TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.22
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Km = 1,74 mM vmax = 130 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.22: Fumarat-Hydratase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Malat: verwendete Proteinmenge �S.a.13 TP� im

Reaktionsansatz = 0,00745 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.23

5.1.2.12 Glucokinase

Die Abhängigkeit der Glucokinase-Reaktion von der Proteinkonzentration verschiedener Proteinroh-

extrakte ist in Abbildung 5.23 veranschaulicht. Es wird deutlich, dass in den Extrakten der loga-

rithmischen Phase die höchste spezi�sche Enzymaktivität bestimmt werden konnte. Vergleichend

betrachtet liegt die spezi�sche Enzymaktivität bis zu 2-fach höher als in allen anderen untersuchten

Proteinrohextrakten, welche sich in ihrer spezi�schen Enzymaktivität kaum unterscheiden.
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Abb. 5.23: Glucokinase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der Proteinkonzentration im

Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.), S.a.15 TP (trans.), S.a.9 TP

(stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.24

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben Enzymaktivität in einem pH-Bereich zwischen 5,8

und 10,5, wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 9,0 bestimmt werden konnte (Tab. A.25).
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Glucose Km = 1,24 mM vmax = 130 pkat/ mg Pr.

ATP Km = 0,85 mM vmax = 120 pkat/ mg Pr. N = 1,45

Abb. 5.24: Glucokinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Glucose: verwendete Proteinmenge �S.a.8� im

Reaktionsansatz = 0,143 mg, ATP: verwendete Proteinmenge �S.a.8� im Reaktionsansatz =

0,143 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.25

Die Abhängigkeiten des Enzyms von den Substraten Glucose und ATP sind in Abbildung 5.24 dar-

gestellt. Die Abhängigkeit von Glucose unterliegt der Michaelis-Menten-Kinetik und es konnte ein

Km-Wert von 1,59 mM bestimmt werden. ATP dagegen hat einen positiv kooperativen E�ekt auf

die Untereinheiten des Enzyms, was an dem sigmoiden Kurvenverlauf zu erkennen ist. Es wurde

hierfür ein Hillkoe�zient von 1,4 errechnet.
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Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, Fructose-1,6-bisphosphat, Glyoxylat, 3-Phosho-

glycerat, GTP, Oxalacetat und Phosphoenolpyruvat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regula-

tiven Funktion untersucht. Keines der Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der

Glucokinase.

5.1.2.13 Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase

Die Abhängigkeit der spezi�schen Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Aktivität von der Protein-

konzentration unterschiedlicher Wachstumsphasen ist in Abbildung 5.25 gezeigt. Es ist zu erkennen,

dass in allen Proteinrohextrakten hohe spezi�sche Enzymaktivitäten bestimmt werden konnten. Ex-

trakte der logarithmischen und transienten Phase zeigen mit bis zu 5000 - 6000 pkat/ mg Protein

die höchste spezi�sche Aktivität. Um die Hälfte verminderte Aktivitäten wurden in Extrakten der

stationären Wachstumsphase und unter anaeroben Bedingungen gemessen.
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Abb. 5.25: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 TP (log.),

S.a.11 TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.26

Die Untersuchung der pH-Abhängigkeit zeigte Enzymaktivität in einem Bereich zwischen 3 - 8,5.

Das pH-Optimum wurde bei einem pH-Wert von 8,1 bestimmt (Tab. A.27).

Die Abbildung 5.26 zeigt die Abhängigkeiten der Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Aktivität

von ihren Substraten. Beide Substrate unterliegen nach dem EZ-Fit-Modellvergleich der Michaelis-

Menten-Kinetik und können mit einem Km-Wert von 0,33 mM für Glucose-6-phosphat und 0,55

mM für NADP+ angegeben werden. Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, ATP, Ci-

trat, Fructose-1,6-bisphosphat, Isocitrat, 3-Phosphoglycerat, GTP, NADH, NADPH, Oxalacetat,

Phosphoenolpyruvat und Pyruvat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion unter-

sucht. Lediglich bei bereits niedrigen NADPH-Konzentrationen wurde ein E�ekt auf die Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenase-Aktivität bestimmt.
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Glucose-6-phosphat Km = 0,33 mM vmax = 6088 pkat/ mg Pr.

NADP+ Km = 0,48 mM vmax = 6145 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.26: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Glucose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�S.a.1� im Reaktionsansatz = 0,00393 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �S.a.1� im

Reaktionsansatz = 0,00655 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.27
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Glucose-6-phosphat Ki, NADPH = 0,13

Abb. 5.27: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation Glucose-6-phosphat mit NADPH:

verwendete Proteinmenge �T6� im Reaktionsansatz = 0,0125 mg, oben: v/S-Darstellung, Tab.

A.28

Die Testung des Ein�usses von NADPH auf die Enzymaktivität zeigte eine Abnahme dieser schon

im niedrigen Konzentrationsbereich. Die Abbildung 5.27 zeigt die Variation der Glucose-6-phosphat-

und NADPH-Konzentrationen zueinander. Im dargestellten Diagramm ist bereits die Aktivitäts-

abnahme mit Zunahme der NADPH-Konzentration zu sehen. Vermutlich kommt es hier zu einer

82



5.1 Staphylococcus aureus COL

Produkthemmung durch NADPH auf die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität. Nach dem

EZ-Fit-Modellvergleich und der doppeltreziproken Auftragung (nicht dargestellt) unterliegt das En-

zym einer kompetitiven Hemmung, was auf die Konkurrenz des NADPH's um die Bindestelle im

aktiven Zentrum hindeutet.

5.1.2.14 Glucose-6-phosphat-Isomerase

Die Abbildung 5.28 zeigt die Abhängigkeit der Glucose-6-phosphat- und Fructose-6-phosphat-ver-

brauchenden Reaktion der Glucose-6-phosphat-Isomerase-Aktivität von der Proteinkonzentration

unter unterschiedlichen Bedingungen gewonnenen Proteinrohextrakten. Die spezi�schen Enzymakti-

vitäten unterscheiden sich nicht signi�kant in den verschiedenen Proteinrohextrakten, in allen konn-

ten vergleichbare Enzymaktivitäten bestimmt werden.
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Abb. 5.28: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.),

S.a.15 TP (trans.), S.a.17 TP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.29, A.30

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben Enzymaktivitäten in einem pH-Bereich von 6,5 und

9,5, wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 8,7 liegt.

Die Abhängigkeit von der Fructose-6-phosphat-Konzentration (Abb. 5.29) unterliegt nach EZ-Fit-

Modellvergleich dem Hill-Mechanismus. Die Untereinheiten des Enzyms werden mit steigender Sub-

stratkonzentration positiv kooperativ beein�usst und dies wurde durch einen Hillkoe�zient von 1,35

bestätigt. Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, Citrat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fu-

marat, 3-Phoshoglycerat, GTP, Isocitrat, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, Pyruvat und Succinat

wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion untersucht. Keines der Metabolite hatte

einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der Glucose-6-phosphat-Isomerase.
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Abb. 5.29: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Glucose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�S.a.5� im Reaktionsansatz = 0,05 mg, Fructose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge �S.a.3�

im Reaktionsansatz = 0,051 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.31

5.1.2.15 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, NAD+

Die Abbildung 5.30 zeigt die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität von der Proteinkon-

zentration. Unter aeroben Bedingungen wurden die höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten in den

logarithmischen, gefolgt von transienten und stationären Extrakten, gemessen. Die Messung der

spezi�schen Enzymaktivität in den anaeroben Extrakten war nur im höheren Proteinkonzentrati-

onsbereich möglich.
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Abb. 5.30: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität

von der Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 (log.),

S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.32

Die Abhängigkeiten des Enzyms von den Substraten Glycerinaldehyd-3-phosphat und NAD+ zeigt
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die Abbildung 5.31. Glycerinaldehyd-3-phosphat unterliegt dem Hillmechanismus, was zum einen

an dem sigmoiden Kurvenverlauf der Aktivität in Abhängigkeit von der Substratkonzentration zu

erkennen ist und zum anderen durch den EZ-Fit-Modellvergleich festgestellt wurde. Mithilfe des

Enzymkinetikprogramms EZ-Fit und den gezeigten Hill-Diagrammen konnte ein Hillkoe�zient von

1,44 für Glycerinaldehyd-3-phosphat berechnet werden. Die Abhängigkeit von NAD+ dagegen lässt

sich der Michaelis-Menten-Kinetik zuordnen und hat einen Km-Wert von 0,15 mM.
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Glycerinaldehyd-3-phosphat Km = 2,14 mM vmax = 262 pkat/ mg Pr. N = 1,44

NAD+ Km = 0,15 mM vmax = 894 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.31: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der

Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration im Reaktionsansatz,

Glycerinaldehyd-3-phosphat: verwendete Proteinmenge �T4� im Reaktionsansatz = 0,2 mg,

NAD+t: verwendete Proteinmenge �T2� im Reaktionsansatz = 0,0175 mg, v/S-Darstellung,

Tab. A.33

Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, ATP, NADH, NADPH, Phosphoenolpyruvat und

3-Phosphoglycerat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion untersucht. Keines der

Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der NAD+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-

phoshpat-Dehydrogenase-Aktivität.
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5.1.2.16 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, NADP+

Die Abbildung 5.32 zeigt die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymaktivität von der Proteinkon-

zentration unterschiedlicher Proteinrohextrakte. In den aeroben Proteinrohextrakten wurden die

höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten gemessen. Geringe spezi�sche Aktivitäten wurden dagegen

in den anaeroben Proteinrohextrakten bestimmt.
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Abb. 5.32: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität

von der Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 (log.),

S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.34
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NADP+ Km = 0,36 mM vmax = 89 pkat/ mg Pr. N = 1,33

Abb. 5.33: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der

Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration im Reaktionsansatz,

Glycerinaldehyd-3-phosphat: verwendete Proteinmenge �T5� im Reaktionsansatz = 0,15 mg,

NADP+: verwendete Proteinmenge �T5� im Reaktionsansatz = 0,15 mg, v/S-Darstellung, Tab.

A.35

Ein pH-Optimum bei einem pH-Wert von 8,5 konnte für die NADP+-abhängige Glycerinaldehyd-
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3-phosphat-Dehydrogenase bestimmt werden (Tab. A.35). Die Abbildung 5.33 zeigt die Abhängig-

keiten des Enzyms von den Substraten Glycerinaldehyd-3-phosphat und NADP+. Die Abhängigkeit

von Glycerinaldehyd-3-phosphat entspricht nach dem EZ-Fit-Modellvergleich der Michaelis-Menten-

Kinetik und hat einen Km-Wert von 2,99 mM. NADP+ dagegen hat einen positiv kooperativen

E�ekt auf die Untereinheiten des Enzyms. Der Kurvenverlauf in der v/S-Darstellung ist sigmoid

und es wurde ein Hillkoe�zient von 1,33 errechnet. Der Ein�uss der Reduktionsäquivalente auf

die Enzymaktivität wurde untersucht. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen von NADH

und NADPH eingesetzt. Die NADP+- abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase wird

in ihrer Aktivitität nicht von NADPH reguliert. Dagegen zeigte NADH (Abbildung 5.34) einen in-

hibierenden E�ekt auf die Enzymaktivität. Schon eine Konzentration von 0,005 mM vermindert die

Aktivität um die Hälfte.
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Abb. 5.34: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der

Reaktionsgeschwindigkeit von der Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit

Glycerinaldehyd-3-phosphat: verwendete Proteinmenge �T5� im Reaktionsansatz = 0,125 mg,

Variation mit NADP+: verwendete Proteinmenge �L5� im Reaktionsansatz = 0,305 mg,

v/S-Darstellung, Tab. A.36, Tab. A.37

Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte für das Substrat Glycerinaldehyd-3-phosphat eine nicht-

kompetitive (Schnittpunkt der Geraden auf der Absissenachse) und für NADP+ eine unkompetitive

(Parallelen) Inhibition dokumentiert werden.

Darüber hinaus wurden die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, ATP, Phosphoenolpyru-

vat und 3-Phosphoglycerat hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion untersucht. Keines der

Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität der NADP+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-

phoshpat-Dehydrogenase-Aktivität.
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5.1.2.17 Isocitrat-Dehydrogenase
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Abb. 5.35: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.),

S.a.15 KPP (trans.), S.a.17 KPP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.38

In Abbildung 5.35 ist die Abhängigkeit der Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion von der Proteinkon-

zentration verschiedener Proteinrohextrakte dokumentiert. Beim Vergleich der unterschiedlichen spe-

zi�schen Aktivitäten ist zu erkennen, dass in den transienten und stationären Extrakten die höchste

Enzymaktivität bestimmt werden konnte. Kaum Aktivität wurde in logarithmischen und anaeroben

Extrakten gemessen.

Ein pH-Optimum konnte bei einem pH-Wert von 8,0 bestimmt werden (Tab. A.39).
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Isocitrat Km = 0,77 mM vmax = 179 pkat/ mg Pr.

NADP+ Km = 0,06 mM vmax = 164 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.36: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Isocitrat: verwendete Proteinmenge �S.a.9 KPP� im

Reaktionsansatz = 0,08 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �S.a.9 KPP� im

Reaktionsansatz = 0,064 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.39
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Die Abbildung 5.36 zeigt die Abhängigkeiten von den Substraten Isocitrat und NADP+. Beide Sub-

strate lassen sich nach dem EZ-Fit-Modellvergleich der Michaelis-Menten-Kinetik zuordnen und

können mit einem Km-Wert von 0,77 mM für Isocitrat und 0,06 mM für NADP+ angegeben werden.

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA (0,1 mM), Acetyl-P, Aconitat, ADP, AMP, ATP, Citrat,

CoA, Formiat, Fumarat, Glutamat, GTP, Ketobutyrat, α-Ketoglutarat, Malat, Malonat, NAD+,

Oxalacetat, 3-Phosphoglycerat, Phoshoenolyruvat, Pyruvat und Succinat mit potenzieller regulato-

rischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivität.

5.1.2.18 α-Isopropylmalat-Synthase
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Abb. 5.37: α-Isopropylmalat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.),

S.a.16 TP (trans.), S.a.17 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.40

Die Abhängigkeit der α-Isopropylmalat-Synthase-Aktivität von der Proteinkonzentration verschiede-

ner Proteinrohextrakte ist in Abbildung 5.37 gezeigt. Die höchste spezi�sche Enzymaktivität wurde

in den logarithmischen Proteinrohextrakten bestimmt, welche im Niedrigproteinkonzentrationsbe-

reich die spezi�schen Enzymaktivitäten aller anderen getesteten Proteinrohextrakte um das 3 fache

übersteigt. Transiente und stationäre Extrakte zeigten die geringste spezi�sche Enzymaktivität. Im

Vergleich zeigten die anaeroben Extrakte eine mittlere spezi�sche Enzymaktivität.

Aktivität konnte in einem pH-Bereich zwischen 6,5 und 9,7 gemessen werden, wobei sich das pH-

Optimum zwischen pH 8,3 und 9,0 be�ndet (Tab. A.41). Die Substratabhängigkeit für Ketoisovalerat

und Acetyl-CoA zeigt die Abbildung 5.38. Die Reaktion für das Substrat Ketoisovalerat unterliegt

der Michaelis-Menten-Kinetik und es kann ein Km-Wert von 0,08 mM angegeben werden. Acetyl-

CoA wirkt dagegen positiv kooperativ auf die Enzymuntereinheiten. Die Kurve der Acetyl-CoA-

Abhängigkeit beschreibt einen sigmoiden Verlauf und es wurde ein Hillkoe�zient von 1,7 errechnet.
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α-Ketoisovalerat Km = 0,08 mM vmax = 47 pkat/ mg Pr.

Acetyl-CoA Km = 0,03 mM vmax = 73 pkat/ mg Pr. N = 1,7

Abb. 5.38: α-Isopropylmalat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, α-Ketoisovalerat: verwendete Proteinmenge �T1� im

Reaktionsansatz = 0,075 mg, Acetyl-CoA: verwendete Proteinmenge �T1� im Reaktionsansatz

= 0,075 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.41

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-P, ADP, Alanin, AMP, Arginin, Asparagin, Aspartat, ATP,

Citrat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fumarat, Glutamat, Homoserin, Isocitrat, Isoleucin, α-

Ketoglutarat, Leucin, Malat, Malonat, NAD+, NADP+, Oxalacetat, 3-Phosphoglycerat, Phoshoeno-

lyruvat, Pyruvat, Serin, Threonin und Valin mit potentieller regulatorischer Funktion, zeigte ledig-

lich Serin signi�kante Veränderung der α-Isopropylmalat-Synthase-Aktivität. Es wurde ein positiver

E�ekt auf die Enzymaktivität bestimmt und mithilfe der Variation der α-Ketoisovalerat- mit der

Serin-Konzentration eine Aktivatorkonstante (ka) von 0,59 mM bestimmt.

5.1.2.19 L-Lactat-Dehydrogenase

Bei der Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivität konnten zwei Lactat-Dehydrogenasen in

allen Extrakten bestimmt werden. Zum einen eine L-Lactat-Dehydrogenase und zum anderen eine

D-Lactat-Dehydrogenase. Die D-Lactat-Dehydrogenase wurde nur im 0,1 M Kaliumphosphat-Pu�er

bestimmt, weil diese durch das Tris im 0,1 M Tris-HCl-Pu�er inhibiert wurde. Daher konnten bei-

de Lactat-Dehydrogenasen durch die Nutzung unterschiedlicher Arbeitspu�er getrennt voneinander

untersucht werden.

Die Abbildung 5.39 zeigt die Abhängigkeit der L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität von der Protein-

konzentration in den verschiedenen Proteinrohextrakten. In allen Extrakten konnte Enzymaktivität

gemessen werden. Unter aeroben Bedingungen ist die spezi�sche Enzymaktiviät in den logarithmi-

schen Extrakten am höchsten. Übertro�en wird diese von den spezi�schen Enzymaktivitäten aus

den anaeroben Extrakten. Diese sind im niedrigen Proteinkonzentrationsbereich um ein Vielfaches

höher als die der logarithmischen Extrakte.
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Abb. 5.39: Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat-verbrauchende Reaktion (links): verwendete

Proteinrohextrakte S.a.13 TP, S.a.16 TP, S.a.18 TP, S.a.22, L-Lactat-verbrauchende Reaktion

(rechts): verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 TP (log.), S.a.16 TP (trans.), S.a.17 TP (stat.),

S.a.21 (anaerob), Tab. A.44, Tab. A.45

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit der Pyruvat-verbrauchenden Reaktion zeigten hohe Enzymak-

tivitäten in einem pH-Bereich zwischen 7,0 und 9,0 (Tab. A.43).
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Pyruvat Km = 0,98 mM vmax = 38889 pkat/ mg Pr. ksi = 38 mM

NADH Km = 0,15 mM vmax = 43305 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.40: Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �S.a.19� im

Reaktionsansatz = 0,000426 mg, NADH: verwendete Proteinmenge �S.a.19� im Reaktionsansatz

= 0,000284 mg, v/S-Darstellung, rechts: Tab. A.44

Die Abhängigkeit von den Substraten Pyruvat und NADH ist in Abbildung 5.40 dargestellt. Mit

zunehmender Pyruvatkonzentration steigt auch die Enzymaktivität an, bis es ab einer Konzentration

von 7,5 mM zu einem Abfall der Enzymaktivität kommt. Das Enzym unterliegt einer Substratinhi-
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bition und es wurde eine Inhibitorkonstante (ksi) von 38 mM berechnet. Die Abhängigkeit von der

NADH-Konzentration unterliegt der Michaelis-Menten-Kinetik. Bei einer Konzentration von 0,143

mM (Km) ist die halbmaximale Geschwindigkeit erreicht.

Die Untersuchung der pH-Abhängigkeit der L-Lactat-verbrauchenden Reaktion ergab Enzymaktivi-

tät in einem Bereich zwischen pH 7,9 und 12. Das pH-Optimum liegt bei einem pH-Wert von 9,5

(Tab. A.46).
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L-Lactat Km = 109 mM vmax = 66663 pkat/ mg Pr. N = 1,14

NAD+ Km = 1,18 mM vmax = 57740 pkat/ mg Pr. N = 0,75

Abb. 5.41: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, L-Lactat- und NAD+: verwendete Proteinmenge

�S.a.19� = 0,000426 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.46

Die Abhängigkeiten von den Substraten L-Lactat und NAD+ ist in Abbildung 5.41 veranschau-

licht. Beide Substrate unterliegen dem Hill-Mechanismus, wobei L-Lactat einen positiv- und NAD+

dagegen einen negativkooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten haben. Mithilfe der EZ-Fit-

Modellberechnung konnten Hillkoe�zienten für L-Lactat von 1,14 und NAD+ von 0,75 errechnet

werden.

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA (0,1 mM), ADP, AMP, ATP, Citrat, Fructose-1,6-

bisphosphat, Glucose-6-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Oxalacetat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phos-

phogluconat und Phoshoenolyruvat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�-

kante Veränderung der L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität.
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5.1 Staphylococcus aureus COL

5.1.2.20 D-Lactat-Dehydrogenase

Die Abbildung 5.42 zeigt die Abhängigkeit der D-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität von der Protein-

konzentration unterschiedlicher Proteinrohextrakte. In allen Proteinrohextrakten konnte Enzymak-

tivität bestimmt werden. In den logarithmischen Extrakte wurde die höchste spezi�sche Enzymak-

tivität bestimmt. Transiente und stationäre Extrakte unterscheiden sich bezüglich ihrer spezi�schen

Aktivität kaum.
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Abb. 5.42: D-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 KPP (log.),

S.a.16 KPP (trans.), S.a.18 KPP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.47
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Pyruvat Km = 0,15 mM vmax = 282 pkat/ mg Pr.

NADH Km = 1,42 mM vmax = 2195 pkat/ mg Pr. N = 1,12

Abb. 5.43: D-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �S.a.17 KPP�

im Reaktionsansatz = 0,06585 mg, NADH: verwendete Proteinmenge �S.a.17 KPP� im

Reaktionsansatz = 0,0439 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.48
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5 Ergebnisse

Es wurde Enzymaktivität in einem pH-Bereich zwischen pH 6 und 10 bestimmt. Das pH-Optimum

dieser Reaktion liegt bei einem pH von 8,0 (Tab. A.49). Die Abhängigkeit von den Substraten Pyruvat

und NADH, wird in Abbildung 5.43 verdeutlicht. Die Substratabhängigkeit von Pyruvat unterliegt

der Michaelis-Menten-Kinetik. Es wurde ein Km-Wert von 0,15 mM für Pyruvat errechnet. NADH

dagegen hat einen positivkooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten. Es wurde ein sehr hoher

Km-Wert von 1,42 mM für NADH bestimmt, der Hillkoe�zient beträgt 1,12 und unterstützt die

Annahme des Hill-Mechanismus für NADH.
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D-Lactat Km = 44,7 mM vmax = 199 pkat/ mg Pr.

NAD+ Km = 0,2 mM vmax = 119 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.44: D-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, D-Lactat- und NAD+: verwendete Proteinmenge

�S3� im Reaktionsansatz = 0,01125 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.49

Die Abbildung 5.44 zeigt die Abhängigkeiten der Enzymaktivität von den Substraten D-Lactat und

NAD+. Beide Substrate unterliegen nach EZ-Fit-Modellvergleich und Berechnung der Michaelis-

Menten-Kinetik und können mit einem Km-Wert von 44,7 mM für D-Lactat und 0,2 mM für NAD+

angegeben werden.

5.1.2.21 Malat-Enzym

Die Abhängigkeit der Malat-Enzym-Aktivität von der Proteinkonzentration ist in Abbildung 5.45

gezeigt. In den Extrakten aus logarithmischer und transienter Phase ist die spezi�sche Enzymaktivi-

tät nahezu gleich und gegenüber denen aus stationären und anaeroben Extrakten um das 1,5-fache

erhöht.
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Abb. 5.45: Malat-Enzym-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.),

S.a.15 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.50
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L-Malat Km = 4,5 mM vmax = 3141 pkat/ mg Pr. ksi = 5,64 mM

NADP+ Km = 0,11 mM vmax = 77 pkat/ mg Pr. N = 1,24

Abb. 5.46: Malat-Enzym-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Malat: verwendete Proteinmenge �S.a.5� im

Reaktionsansatz = 0,021 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �S.a.8� im Reaktionsansatz =

0,171 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.51

Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei einem pH von 8,7. Darüber hinaus konnte zwischen pH

6,7 und 10,0 Malat-Enzym-Aktivität bestimmt werden (Tab. A.51).

Die Abhängigkeiten von den Substraten Malat und NADP+ zeigt die Abbildung 5.46. Mit zunehmen-

der Malat-Konzentration steigt auch die Enzymaktivität, bis ab einer Konzentration von 12 mM die

Aktivität wieder abnimmt. Diesem liegt eine Substratinhibition zu Grunde mit einem (ksi) von 5,64

mM. NADP+ dagegen besitzt einen positiv kooperativen E�ekt und kann mit einem Hillkoe�zienten

von 1,19 angegeben werden.
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5 Ergebnisse

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA (0,1 mM), ADP (5 mM), Alanin, AMP (5 mM), Aspar-

tat, ATP (5 mM), Citrat, CoA, Fumarat, Isocitrat, Lactat, Malonat, NAD+, NADPH, Oxalacetat,

Phoshoenolyruvat, Pyruvat (5 mM) und Succinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten

lediglich ADP und ATP signi�kante Veränderung der Malat-Enzym-Aktivität. Es ist jedoch davon

auszugehen, dass die im Proteinrohextrakt be�ndliche ATP-Hydrolase-Aktivität das ATP in ADP

und Phosphat spaltet, sodass nur das vorliegende ADP einen regulatorischen Ein�uss auf die Enzy-

maktivität besitzt. Dies konnte auch im Vergleich beider Regulationsversuche mit ADP und ATP

bestätigt werden.
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L-Malat Ki, ADP = 0,7 mM

NADP+ Ki, ADP = 0,83 mM

Abb. 5.47: Malat-Enzym-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit Malat: verwendete Proteinmenge

�S.a.11� im Reaktionsansatz = 0,117 mg, Tab. A.52 Variation mit NADP+: verwendete

Proteinmenge �S.a.11� im Reaktionsansatz = 0,117 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.53

Das Malatenzym wird durch ADP in seiner Aktivität gehemmt. Bei der Zugabe von 1,25 mM ADP

ist die Enzymaktivität bereits auf ein Drittel reduziert, höhere ADP-Konzentrationen vermindern

die Aktivität weiter. Zur Bestimmung des Inhibitionstyps wurde die ADP-Konzentration zum einen

mit der Malat- und zum anderen mit der NADP+-Konzentration variiert. In der Abbildung 5.47 sind

die Ergebnisse der Variationsversuche veranschaulicht. Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte

für Malat eine nicht-kompetitive Inhibition mit einem Ki von 0,7 mM ermittelt werden. ADP würde

somit eine eigene Bindestelle am Enzym besitzen und kann am Enzym selbst und auch am Enzym-

Substrat-Komplex binden. Die Auswertung der Variation von ADP mit NADP+ deutet dagegen auf

eine unkompetitive Inhibition mit einer Inhibitorkonstante von 0,83 mM hin, was für die Bindung

des Inhibitors an den Enzym-Substrat-Komplex spricht.
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5.1 Staphylococcus aureus COL

5.1.2.22 Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase

In der Abbildung 5.48 sind die Abhängigkeiten der Fructose-6-phosphat- und Mannitol-1-phosphat-

verbrauchenden Reaktion der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase von der Proteinkonzentration

verschiedener Proteinrohextrakte veranschaulicht. Deutlich zu erkennen ist, dass logarithimische und

anaerobe Proteinrohextrakte die höchste spezi�sche Enzymaktivität aufweisen. Proteinrohextrakte

aus transienter und stationärer Phase weisen eine nahezu konstante spezi�sche Enzymaktivität über

das gesamte getestete Proteinspektrum auf, sind gegenüber den logarithmischen und anaeroben

Extrakten jedoch um das 1,5 - 3-fache vermindert.
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Abb. 5.48: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von

der Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-6-phosphat-verbrauchende Reaktion

(links): verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 TP (log.), S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.),

S.a.21 (anaerob), Tab. A.54, Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Reaktion (rechts): verwendete

Proteinrohextrakte S.a.10 TP (log.), S.a.11 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.), S.a.21 (anaerob),

Tab. A.56

Vergleichend betrachtet zeigen Fructose-6-phosphat- und Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Re-

aktion unterschiedliche Verhalten in Bezug auf den pH. In einem pH-Bereich zwischen 2,5 und

9,5 konnte für die Fructose-6-phosphat-verbrauchende Reaktion, mit einem pH-Optium bei pH 6,8,

Enzymaktivität bestimmt werden (Tab. A.55). Die Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Reaktion

hingegen zeigte erst in einem pH-Bereich pH 6,5 bis pH 12,3 Aktivität. Hier liegt das pH-Optimum

bei pH 9,0 (Tab. A.57). Die Abhängigkeit der Fructose-6-phosphat-verbrauchenden Reaktion von

den Substraten Fructose-6-phosphat und NADH ist in Abbildung 5.49 dargestellt. Beide Substrate

haben einen positiven kooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten. Für Fructose-6-phosphat

kann ein Hillkoe�zient von 2,61 und für NADH von 3,94 angegeben werden.
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Fructose-6-phosphat Km = 0,3 mM vmax = 21 pkat/ mg Pr. N = 2,61

NADH Km = 0,08 mM vmax = 16 pkat/ mg Pr. N = 3,94

Abb. 5.49: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit:

verwendete Proteinmenge �S.a.5� im Reaktionsansatz = 0,25 mg, NADH-Abhängigkeit:

verwendete Proteinmenge �S.a.5� im Reaktionsansatz = 0,25 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.55
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NAD+ in mM 

Mannitol-1-phosphat Km = 0,38 mM vmax = 22 pkat/ mg Pr.

NAD+ Km = 0,67 mM vmax = 57 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.50: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

von der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Mannitol-1-phosphat: verwendete

Proteinmenge �S.a.5� im Reaktionsansatz = 0,25 mg, NAD+: verwendete Proteinmenge �S.a.5�

= 0,25 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.57

Die Substrate Mannitol-1-phosphat und NAD+ zeigen nach dem EZ-Fit-Modellvergleich das Ver-

halten der Michaelis-Menten-Kinetik. Nach Berechnung kann für Mannitol-1-phosphat ein Km-Wert

von 0,38 mM und für NAD+ ein Km-Wert von 0,67 mM angegeben werden. Die Metabolite ADP,

AMP, 3-Phoshoglycerat, GTP und Phosphoenolpyruvat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regu-

98



5.1 Staphylococcus aureus COL

lativen Funktion auf die Fructose-6-phosphat- und Mannitol-1-phosphat-verbrauchenden Reaktion

untersucht. Keines der Metabolite hatte einen Ein�uss auf die Enzymaktivität beider Reaktionsrich-

tungen der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase.

5.1.2.23 NADH-Dehydrogenase

Die Abbildung 5.51 zeigt die Abhängigkeit der NADH-Dehydrogenase-Aktivität von der Proteinkon-

zentration verschiedener Proteinrohextrakte. Die höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten wurden in

anaeroben Extrakten gemessen, wobei diese die spezi�sche Enzymaktivität der logarithmischen Ex-

trakte zum Teil um das 1,6-fache, der transienten und stationären um das 1,5 - 3-fache übersteigt.
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Abb. 5.51: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 TP (log.),

S.a.16 TP (trans.), S.a.18 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.58
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Km = 0,028 mM vmax = 38 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.52: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, NADH: verwendete Proteinmenge �S.a.8� im

Reaktionsansatz = 0,07125 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.59
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5 Ergebnisse

Ein pH-Optimum konnte bei einem pH-Wert von 8,0 ermittelt werden (Tab. A.59). Die Abhängigkeit

der NADH-Dehydrogenase-Aktivität ist in Abbildung 5.52 gezeigt, sie entspricht der Michaelis-

Menten-Kinetik. Für NADH kann ein Km-Wert von 0,028 mM angegeben werden.

5.1.2.24 Phosphatacetyl-Transferase
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Abb. 5.53: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, Acetyl-CoA-verbrauchende Reaktion (links):

verwendete Proteinrohextrakte S.a.12 TP (log.), S.a.11 TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.21

(anaerob), Tab. A.60, Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion (rechts): verwendete

Proteinrohextrakte S.a.12 TP (log.), S.a.11 TP (trans.), S.a.9 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab.

A.62

Die Abhängigkeit der Phosphatacetyl-Transferase-Aktivität von der Proteinkonzentration verschie-

dener Proteinrohextrakte ist in Abbildung 5.53 für die Acetyl-CoA- und Acetylphosphat-verbrauch-

ende Reaktion gezeigt. Beide Reaktionsrichtungen weisen sehr hohe spezi�sche Enzymaktivitä-

ten auf. Für die Acetyl-CoA-verbrauchende Reaktion wurden die höchsten spezi�schen Enzymak-

tivitäten in den transienten Extrakten bestimmt. Extrakte der logarithmischen und stationären

Phase waren geringfügig vermindert. Vergleichsweise ähnliche spezi�sche Enzymaktivitäten wur-

den in den anaeroben Extrakten gemessen. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der Acetylphosphat-

verbrauchenden Reaktion zeigten ein anderes Aktivitätsverhältnis zueinander. Die höchste spezi-

�sche Enzymaktivität wurde in den anaeroben Proteinrohextrakten gemessen, gefolgt von den lo-

garithmischen und transienten. Die niedrigsten spezi�schen Enzymaktivitäten wurden in den sta-

tionären Proteinrohextrakten bestimmt. In einem pH-Bereich zwischen 3,6 und 9,0 wurde für die

Acetyl-CoA-verbrauchende Reaktion der Phosphatacetyl-Transferase Aktivität bestimmt, das pH-

Optimum lag bei einem pH-Wert von 6,8 (Tab. A.61).

Die Abhängigkeiten von den Substraten Acetyl-CoA und Phosphat ist in Abbildung 5.54 darge-

stellt. Beide haben einen positiv kooperativen E�ekt auf die Untereinheiten des Enzyms. Mithilfe

des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte für Acetyl-CoA ein Hillkoe�zient von 1,23 und für Phosphat

von 1,83 errechnet werden. Die Untersuchung der Abhängigkeit der Acetylphosphat-verbrauchenden
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Phosphat Km = 22,1 mM vmax = 71477 pkat/ mg Pr. N = 1,83

Abb. 5.54: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetyl-CoA und Phosphat: verwendete

Proteinmenge �S.a.9 TP� im Reaktionsansatz = 0,0022 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.61

Reaktion vom pH-Wert zeigte in einem pH-Bereich zwischen 5,8 und 9,0 Aktivität, wobei das pH-

Optimum bei einem pH-Wert von 7,9 liegt (Tab. A.63). In der Abbildung 5.55 ist die Abhängigkeit

der Phosphatacetyl-Transferase-Aktivität von der Acetylphosphatkonzentration gezeigt.
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Km = 8,2 mM vmax = 60719 pkat/ mg Pr.N = 1,1

Abb. 5.55: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetylphosphat: verwendete Proteinmenge �S.a.11

TP� im Reaktionsansatz = 0,000282 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.63

Acetylphosphat hat einen positiv kooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten und kann mit

einem Hillkoe�zient von 1,1 angegeben werden.

Untersuchungen der Metabolite ADP, AMP, Asparagin, Aspartat, ATP, Citrat, Fructose-1,6-bisphos-

101



5 Ergebnisse

phat, Fumarat, Glucose-6-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Malonat, NAD+, Oxalacetat, 3-

Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat, Phoshoenolyruvat und Succinat mit potenzieller regulatori-

scher Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Phosphatacetyl-Transferase-Aktivität.

5.1.2.25 6-Phosphofructokinase
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Abb. 5.56: Phosphofructokinase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 KPP (log.),

S.a.15 KPP (trans.), S.a.9 KPP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.64
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Fructose-6-phosphat Km = 0,5 mM vmax = 21 pkat/ mg Pr. N = 1,99

ATP nicht auswertbar

Abb. 5.57: Phosphofructokinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�S.a.7� im Reaktionsansatz = 0,28 mg, ATP: verwendete Proteinmenge �S.a.7� im

Reaktionsansatz = 0,28 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.65

In der Abbildung 5.56 ist die Abhängigkeit der Phosphofructokinase-Aktivität von der Protein-

konzentration unterschiedlicher Proteinrohextrakte gezeigt. Logarithmische und stationäre Extrakte
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5.1 Staphylococcus aureus COL

zeigen im Vergleich die höchste spezi�sche Enzymaktivität. Die spezi�sche Enzymaktivität der tran-

sienten und anaeroben Extrakte ist gegenüber den anderen Proteinrohextrakten etwas (1,5-fach)

vermindert.

Das pH-Optimum des Enzyms liegt mit einem pH-Wert von 8,0. Darüber hinaus konnte Enzymak-

tivität in einem pH-Bereich zwischen 5,3 und 9,5 bestimmt werden (Tab. A.65). Die Abhängigkeiten

von den Substraten Fructose-6-phoshpat und ATP ist in Abbildung 5.57 gezeigt. Fructose-6-phosphat

hat einen positiv kooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten und kann mit einem Hillkoe�-

zienten von 1,99 angegeben werden. Die Abhängigkeit von der ATP-Konzentration konnte nicht

bestimmt werden. Schwierigkeiten bei der Messmethodik lieÿen ein Errechnen der Enzymparameter

für ATP nicht zu.

5.1.2.26 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
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Abb. 5.58: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 (log.), S.a.11

TP (trans.), S.a.17 TP (stat.), S.a.21 (anaerob), Tab. A.66

In der Abbildung 5.58 ist die Abhängigkeit der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Aktivitität von

der Proteinkonzentration unterschiedlicher Proteinrohextrakte dargestellt. Es konnte in allen Extrak-

ten hohe spezi�sche Enzymaktivität nachgewiesen werden. Proteinrohextrakte aus logarithmischer

und stationärer Phase zeigen im Vergleich die höchste spezi�sche Aktivität. Spezi�sche Enzymak-

tivitäten der transienten und anaeroben Proteinextrakte sind etwas vermindert. Die niedrigsten

spezi�schen Enzymaktivitäten wurden in den anaeroben Extrakten bestimmt. Untersuchungen zur

pH-Abhängigkeit zeigten Enzymaktivitäten in einem Bereich von pH 6,5 - 10,0, wobei das pH-

Optimum dieser Reaktion bei einem pH-Wert von 8,7 liegt (Tab. A.67). Die Abbildung 5.59 zeigt

die Abhängigkeit der Enzymaktivität von der 6-phosphogluconat- und NADP+-Konzentration. Bei-

de Kurven zeigen einen hyperbolischen Verlauf und lassen sich der Michaelis-Menten-Kinetik zu-

ordnen. Für 6-phosphgluconat kann ein Km-Wert von 0,4 mM und für NADP+ ein Km-Wert von

0,29 mM angegeben werden. Die Metabolite Acetyl-CoA (0,2 mM), ADP, AMP, Citrat, Fructose-

1,6-bisphosphat, Glyoxylat, NADPH, 3-Phoshoglycerat, GTP, Isocitrat, Oxalacetat und Phosphoe-
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5 Ergebnisse

nolpyruvat wurden hinsichtlich ihrer potentiellen regulativen Funktion untersucht. Die Metabolite

Citrat, Fructose-1,6-bisphosphat und Oxalacetat hatten scheinbar einen Ein�uss auf die Enzymak-

tivität der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Schwankungen der Extinktionen bei Untersuchungen

mit diesen Metaboliten waren schlussendlich aber auf andere sich im Proteinrohextrakt be�ndliche

Enzyme zurückzuführen.
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6-Phosphogluconat Km = 0,4 mM vmax = 5070 pkat/ mg Pr.

NADP+ Km = 0,29 mM vmax = 6623 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.59: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, 6-Phosphogluconat: verwendete Proteinmenge

�S.a.1� im Reaktionsansatz = 0,0131 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �S.a.1� im

Reaktionsansatz = 0,00655 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.67

5.1.2.27 Phosphoglycerat-Mutase

Die Ergebnisse zu den spezi�schen Enzymaktivitäten der Phosphoglycerat-Mutase waren nicht re-

produzierbar. Auf die Darstellung wird an dieser Stelle verzichtet.

In einem Bereich zwischen pH 3,3 und 9,5 konnte Enzymaktivität bestimmt werden. Das pH-

Optimum liegt bei einem pH von 6,5 (Tab. A.68).

Die Abhängigkeit der Enzymaktivität vom Substrat 3-Phosphoglycerat ist in Abbildung 5.60 dar-

gestellt. Der sigmoide Verlauf des Graphen verdeutlicht einen positiv kooperativen E�ekt auf die

Enzymuntereinheiten. Es konnte ein Hillkoe�zient von 1,3 errechnet werden. Untersuchungen der

Metabolite Acetyl-P, Acetyl-CoA (0,1 mM), Aconitat, Citrat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fu-

marat, Glucose-6-phosphat, Isocitrat, α-Ketoglutarat, Malat, Malonat, NADP+, 6-Phosphogluconat

und Succinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der

Phosphoglycerat-Mutase-Aktivität.
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3-Phosphoglycerat in mM 

Km = 0,6 mM vmax = 757 pkat/ mg Pr. N = 1,3

Abb. 5.60: 3-Phosphoglycerat-Mutase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, 3-Phosphoglycerat: verwendete Proteinmenge �T2�

im Reaktionsansatz = 0,0131 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.68

5.1.2.28 Pyruvat-Carboxylase

Die Ergebnisse zu den spezi�schen Enzymaktivitäten der Pyruvat-Carboxylase waren nicht repro-

duzierbar. Auf die Darstellung wird an dieser Stelle verzichtet.

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben ein pH-Optimum von 8,7 (Tab. A.69).
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Pyruvat Km = 0,5 mM vmax = 1958 pkat/ mg Pr.

ATP Km = 0,34 mM vmax = 1729 pkat/ mg Pr. N = 1,5

Abb. 5.61: Pyruvat-Carboxylase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �S.a.16 KPP�

im Reaktionsansatz = 0,008225 mg, ATP: verwendete Proteinmenge �S.a.16� im

Reaktionsansatz = 0,008225 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.69

Die Abbildung 5.61 zeigt die Abhängigkeiten von der Pyruvat- und ATP-Konzentration. Die Kurve
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der Pyruvatabhängigkeit hat einen hyperbolischen Verlauf, die Enzymsättigung tritt ab einer Kon-

zentration von 7,5 mM ein und kann der Michaelis-Menten-Kinetik zugeordnet werden. Es konn-

te ein entsprechender Km-Wert von 0,5 mM errechnet werden. Die Abhängigkeit von der ATP-

Konzentration zeigt dagegen einen sigmoiden Verlauf, was auf eine positive Kooperativität der En-

zymuntereinheiten hindeutet. Für ATP wurde ein Hillkoe�zient von 1,5 bestimmt.

Untersuchungen der Metabolite ADP, AMP, Asparagin, Aspartat, Citrat, Fructose-1,6-bisphosphat,

Glucose-6-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat und Phos-

hoenolyruvat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der

L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität. Lediglich Acetyl-CoA (0,1 mM), welches ein häu�ges Regulator-

metabolit dieser Reaktion darstellt, wurde mit einer aktivitätssteigernden Wirkung getestet. Die

Variation der Konzentration des Substrates Pyruvat mit Acetyl-CoA ergab eine Aktivatorkonstante

(ka) von 1,11 mM. Nachfolgend wurden alle Untersuchungen mittels Zugabe von 0,1 mM Acetyl-CoA

durchgeführt.

5.1.2.29 Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex
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Abb. 5.62: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.12 (log.), S.a.16

TP (trans.), S.a.17 TP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.70

Bei der Bestimmung der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Aktivität musste auf 3-Acetyl-NAD+ als

Reduktionsäquivalent zurückgegri�en werden, weil aufgrund des sonst im Reaktionsansatz be�nd-

lichen Pyruvats und NADHs dieses durch eine hohe Lactat-Dehydrogenase-Aktivität sofort um-

gesetzt würde und die Bestimmung des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes mit geringer Aktivität

nicht möglich gewesen wäre. Die Abhängigkeit der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Aktivität von

der Proteinkonzentration unterschiedlicher Proteinrohextrakte ist in Abbildung 5.62 gezeigt. Die

höchste spezi�sche Enzymaktivität wurde in den transienten und stationären Enzymrohextrakten

bestimmt, gefolgt von den logarithmischen Extrakten, welche im Vergleich bis zu 1,6-fach niedrigere

spezi�sche Enzymaktivitäten aufwiesen. Keine Enzymaktivität wurde in den anaeroben Proteinro-
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hextrakten bestimmt.

Enzymaktivität konnte in einem pH-Bereich von 4,0 bis 9,5 bestimmt werden, wobei das pH-

Optimum bei einem pH-Wert von 7,1 liegt (Tab. A.71).

Die Abhängigkeiten von den Substraten Pyruvat und 3-Acetyl-NAD+ sind in Abbildung 5.63 gezeigt.

Die Abhängigkeit von der Pyruvat-Konzentration beschreibt einen hyperbolischen Verlauf und lässt

sich der Michaelis-Menten-Kinetik zuordnen und es wurde ein Km-Wert von 3,15 mM bestimmt.

Die Abhängigkeit von der 3-Acetyl-NAD+-Konzentration verhält sich sigmoid und nach dem EZ-

Fit-Modellvergleich liegt diese dem Hill-Mechanismus und somit einer positiven Kooperativität der

Enzymuntereinheiten zu Grunde. Es konnte ein Hillkoe�zient von 1,5 bestimmt werden. Untersu-

chungen der Metabolite Acetyl-CoA (0,1 mM), ADP, AMP, ATP, Citrat, α-Ketoglutarat, Malat

und Oxalacetat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung

der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Aktivität.
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Pyruvat Km = 3,15 mM vmax = 305 pkat/ mg Pr.

3-Acetyl-NAD+ Km = 0,23 mM vmax = 234 pkat/ mg Pr. N = 1,49

Abb. 5.63: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Substratkonzentration im Reaktionsansatz�, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �T2� im

Reaktionsansazt = 0,05 mg, ATP: verwendetet Proteinmenge �T2� im Reaktionsansatz = 0,05

mg, v/S-Darstellung, Tab. A.71

5.1.2.30 Pyruvat-Kinase

Zur Bestimmung der Pyruvat-Kinase-Aktivität waren Kalium- und Magnesiumionen essentiell. Auch

die Zugabe von Phosphoenolpyruvat in den Extraktionspu�er erhöhte die Enzymaktivität.

In der Abbildung 5.64 ist die Abhängigkeit der Pyruvat-Kinase-Aktivität von der Proteinkonzentra-

tion unterschiedlicher Proteinrohextrakte dargestellt. Mit Zunahme der Proteinkonzentration sinkt

auch die spezi�sche Enzymaktivität in den Proteinrohextrakten. Die höchste spezi�sche Enzymakti-

vität wurde in den transienten Extrakten gemessen. Geringere Aktivitäten wurden in allen übrigen

Proteinrohextrakten bestimmt, wobei sich die spezi�schen Enzymaktivitäten der logarithmischen
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Abb. 5.64: Pyruvat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der Proteinkonzentration

im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.13 TP (log.), S.a.16 KPP (trans.),

S.a.17 KPP (stat.), S.a.22 (anaerob), Tab. A.72

und anaeroben Extrakte nicht signi�kant voneinander unterscheiden.
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Phosphoenolpyruvat Km = 3,8 mM vmax = 2470 pkat/ mg Pr. N = 3,24

ADP Km = 1,4 mM vmax = 2077 pkat/ mg Pr. N = 2,16

Abb. 5.65: Pyruvat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Phosphoenolpyruvat: verwendete Proteinmenge

�S.a.17 KPP� im Reaktionsansatz = 0,00878 mg, Tab. A.73, ADP: verwendete Proteinmeng

�S.a.15 KPP� im Reaktionsansatz = 0,01356 mg, Tab. A.74, v/S-Darstellung

Ein pH-Optimum für die Pyruvat-Kinase-Reaktion konnte bei einem pH-Wert von 7,4 bestimmt

werden (Tab. A.73). Die Abhängigkeit vom Substrat Phosphoenolpyruvat beschreibt einen sigmoiden

Verlauf, welcher dem Hill-Mechanismus zugrunde liegt und einen positiv kooperativen E�ekt auf

die Enzymuntereinheiten hat. Es wurde ein Hillkoe�zient von 3,3 berechnet (Abb. 5.65). In der

Abbildung 5.65 ist die Abhängigkeit von ADP und in Abbildung 5.66 zusätzlich die von GDP und

UDP aufgeführt. Genauso wie Phosphoenolpyruvat hat auch ADP einen positiv kooperativen E�ekt
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auf die Enzymuntereinheiten und kann mit einem Hillkoe�zienten von 2,26 angegeben werden. Neben

ADP wurden auch die Nukleotide GDP und UDP untersucht. Beide Substrate können ebenfalls durch

die Pyruvat-Kinase umgesetzt werden. Nach dem EZ-Fit-Modellvergleich sind diese der Michaelis-

Menten-Kinetik zuzuordnen. Für GDP konnte ein Km-Wert von 0,98 mM und für UDP ein Km-

Wert von 2,48 mM errechnet werden. Untersuchungen der Zucker Erythrose-4-phosphat, Fructose-

1,6-bisphosphat, Fructose-6-phosphat, Glucose-1-phosphat und Ribose-5-phosphat mit potenzieller

regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kanten Veränderungen der Pyruvat-Kinase-Aktivität.
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Abb. 5.66: Pyruvat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, GDP und UDP: verwendete Proteinmenge �S.a.17

KPP� im Reaktionsansatz = 0,006585 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.74

5.1.2.31 Pyruvat-Oxidase
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Abb. 5.67: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, Abhängigkeit der spez. Enzymaktivität von der

Proteinkonzentration im Reaktionsansatz, verwendete Proteinrohextrakte S.a.10 KPP (log.),

S.a.16 KPP (trans.), S.a.9 KPP (stat.), Tab. A.75
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In der Abbildung 5.67 ist die Abhängigkeit der Pyruvat-Oxidase-Aktivität von der Proteinkonzen-

tration verschiedener Proteinrohextrakte dargestellt. In den Proteinrohextrakten aus logarithmi-

scher, transienter und stationärer Phase konnte Enzymaktivität bestimmt werden. In den anaeroben

Extrakten wurde dagegen keine Enzymaktivität gemessen. Die höchste spezi�sche Enzymaktivität

konnte in den stationären Extrakten bestimmt werden. Im Vergleich dazu zeigten Extrakte der

logarithmischen und transienten Phase geringere spezi�sche Enzymaktivitäten.

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben Enzymaktivitäten in einem pH-Bereich zwischen pH

5,8 - 8,0, wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 6,5 liegt (Tab. A.76).

In der Abbildung 5.68 ist die Pyruvat-Abhängigkeit der Pyruvat-Oxidase dargestellt. Es ist ein star-

ker Anstieg der Enzymaktivität schon im Niedrigkonzentrationsbereich zu erkennen, was auch in

einem niedrigen Km-Wert von 0,053 mM resuliert.
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Abb. 5.68: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �S.a.9� im

Reaktionsansatz = 0,16 mg, Tab. A.76

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA (0,1 mM), ADP, AMP, ATP und NAD+ mit potenzieller

regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Pyruvat-Oxidase-Aktivität.

5.1.2.32 Enzyme, deren Aktivität bei S. aureus COL nicht bestimmt werden konnte

Die Enzyme Acetaldehyd-Dehydrogenase, Acetoin-Reductase, Acetyl-CoA-Synthetase, Fumarat--

Reductase, α-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex, Malat-Dehydrogenase, Phosphoenolpyruvat--

Carboxykinase, Pyruvat-Formiat-Lyase, Serin- und Threonin-Dehydratase von S. aureus COL konn-

ten mit den hier gewählten Methoden (Kap. 4.3.6) nicht nachgewiesen werden.
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5.1 Staphylococcus aureus COL

5.1.2.33 Zusammenfassung der Enzymparameter von S. aureus COL

Tab. 5.2: Übersicht über Enzymparameter von S. aureus COL

Enzym pH Substrat Km (mM) vmax (pkat/ mg Protein) N, ksi, Ki

Glycolyse

GK 9,0 Glc 1,24 130

ATP 0,85 120 N = 1,45

G6P-Iso Glc6P

8,7 Frc6P 0,55 2170 N = 1,35

PFK 8,0 Frc6P 0,5 21 N = 1,99

ATP

ALD 7,1 Frc1,6BP 0,056 1020

GA3P-DHG, NAD+ GA3P 2,14 262 N = 1,44

NAD+ 0,15 894

GA3P-DHG, NADP+ 8,5 GA3P 2,99 231

NADP+ 0,36 89 N = 1,33

NADH (GA3P) 3,71 327 Ki = 0,012

NADH (NADP+) 0,77 104 Ki = 0,009

3PGM 6,5 3PG 0,6 757 N = 1,3

ENO 8,5 2PG

PK 7,4 PEP 3,8 2470 N = 3,24

ADP 1,4 2077 N = 2,16

GDP 0,98 1596

UDP 2,5 1757

F1,6BP 7,4 Frc1,6BP 6,8 1000 N = 1,37

Pyruvatmetabolismus

PDH 7,1 Pyr 3,15 305

AcNAD+ 0,23 234 N = 2,17

L-LDH 8,0 Pyr 0,98 38889 ksi = 38

NADH 0,15 43305

9,5 L-Lactat 109 66663 N = 1,13

NAD+ 1,2 57740 N = 0,75

D-LDH 8,0 Pyr 0,15 282
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Enzym pH Substrat Km (mM) vmax (pkat/ mg Protein) N, ksi, Ki

NADH 1,42 2195 N = 1,12

D-Lactat 44,7 199

NAD+ 0,2 119 N = 1,75

PC 8,7 Pyr 0,5 1957

ATP 0,34 1729 N = 1,5

Pyr (AcCoA) ka = 1,11

POX 6,5 Pyr 0,053 38

ALS 7,0 Pyr 8,4 6 N = 2,1

ME 8,6 Malat 4,5 31414 ksi = 5,64

NADP+ 0,11 77 N = 1,24

ADP (Malat) 11,9 248 Ki = 0,7

ADP (NADP+) 0,1 164 Ki = 0,83

Pentose-Phosphat-Weg

G6P-DHG 8,1 Glc6P 0,33 6088

NADP+ 0,48 6145

NADPH (Glc6P) 3,4 2326 Ki = 0,13

6PG-DHG 8,7 6PG 0,4 5070

NADP+ 0,29 6623

Citrat-Zyklus

CS 8,1 OxAc 0,077 732

AcCoA 0,51 2056

IC-DHG 8,0 IC 0,77 179

NADP+ 0,06 164

FM 8,0 Malat 1,74 130

andere

IPMS 8,5 KIV 0,08 47

AcCoA 0,03 73 N = 1,69

KIV (Ser) ka = 0,59

ATPase 8,5 ATP 0,62 2023 N = 1,24

ADP-K 8,7 ADP 0,71 2791 ksi = 6,1
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Enzym pH Substrat Km (mM) vmax (pkat/ mg Protein) N, ksi, Ki

PAT 6,8 AcCoA 0,78 28497 N = 1,23

P 22,1 71477 N = 1,83

7,9 AcP 8,2 60719 N = 1,1

M1P-DHG 6,8 Frc6P 0,3 21 N = 2,61

NADH 0,08 16 N = 3,94

9,0 Man1P 0,38 22

NAD+ 0,67 57

NADH-DHG 8 NADH 0,028 38 N = 1,7

ADH 8,5 Acetald 0,35 661 ksi = 83

NADH 0,11 819 N = 1,83

8,7 EtOH 1,6 3212 N = 0,79

NAD+ 0,9 3905 N = 0,75

AcCoA-H 7,1 AcCoA 0,11 23
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5.2 Bacillus subtilis 168

5.2.1 Wachstum
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Abb. 5.69: Wachstumskinetik B. subtilis 168 unter aeroben Bedingungen, Bestimmung des zeitabhängigen

Frisch- und Trockengewichtes, Tab. A.77

Die Abbildung 5.69 zeigt das Wachstumsverhalten von B. subtilis 168 unter aeroben Bedingungen.

Neben dem Wachstum wurden auch die Gewichtszunahme, das Frisch- wie auch Trockengewicht

bestimmt. Das Umsetzen der Vorkultur in das frische BMM führte zunächst zu einer lag-Phase,

welche nach ungefähr zwei Stunden durch die logarithmische Wachstumsphase abgelöst wurde. Der

Übergang in die transiente Phase und somit der Zeitpunkt des fast vollständigen Glucoseverbrauchs

war nach 8 Stunden erreicht. Nach der kurzen transienten Phase gingen die Zellen rasch in die sta-

tionäre Phase über. In dieser war die Glucose im Kulturmedium vollständig metabolisiert und stand

als weitere Kohlensto�- und Energiequelle dem Zellwachstum nicht mehr zur Verfügung. Die Ge-

wichtszunahme der Zellen verläuft dabei nahezu identisch zum Zellwachstum. Ebenfalls beschreiben

die Kurven für Frisch- und Trockengewicht einen ähnlichen Verlauf. Mit Zunahme der Zellzahl in

der logarithmischen Wachstumsphase steigt auch stetig das Zellfrisch- und Trockengewicht an, bis
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5.2 Bacillus subtilis 168

es nach Eintritt in die stationäre Wachstumsphase zu keiner Zunahme mehr kommt. Vergleicht man

das Frisch- mit dem Trockengewicht über die Zeit, so wird deutlich, dass das Trockengewicht nahezu

zu allen Zeitpunkten 1/3 des Frischgewichts entspricht. Dies lässt Rückschlüsse auf den Wassergehalt

in den Zellen zu, welcher hiernach bei 2/3 des Zellgewichts liegt.

Das Wachstumsverhalten der Mutante B. subtilis 168 DNDH unterschied sich aerob, wie auch anae-

rob nicht zu dem von B. subtilis 168. Auch die Aktivitätsuntersuchung der NADH-Dehydrogenase-

Aktivität zeigten nicht die erho�ten Unterschiede. Aufgrund dessen wurde die Mutante im weiteren

Verlauf der enzymkinetischen Untersuchungen nicht weiter berücksichtigt.
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Abb. 5.70: Wachstumskinetik B. subtilis 168 unter anaeroben Bedingungen, Umsetzung auf anaerobe

Kulturbedingungen bei einer OD500nm von ca. 0,5 nach 7 Stunden, zeitabhängige Glucose- und

Pyruvatverwertung (Pyruvatzugabe bei Umsetzung auf anaerobe Bedingungen), Tab. A.78

In der Abbildung 5.70 ist das Wachstumsverhalten von B. subtilis 168 unter anaeroben Bedingungen

dargestellt. Neben dem Wachstum wurden weiterhin die Konzentrationen von Glucose und Pyru-

vat im Kulturmedium bestimmt. Nach dem Umsetzen der Vorkultur ins frische BMM ist zunächst

wieder eine lag-Phase zu erkennen, daran schlieÿt sich das logarithmische Zellwachstum an, bis die

Zellen bei einer optischen Dichte von 0,5 (nach 6 Stunden) unter Zugabe von Pyruvat anaerob ge-

setzt wurden. Ab diesem Zeitpunkt ist eine deutliche Verminderung der Teilungsrate zu erkennen.
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Durch Zugabe des Pyruvats in das Kulturmedium war es für die Zellpopulation möglich, weiterhin

ein geringes Wachstums bis zu einer optischen Dichte von 1 aufrechtzuerhalten. Experimente ohne

Zugabe von Pyruvat (hier nicht gezeigt) führten zu einem raschen Absterben der Zellen ab dem Zeit-

punkt der Umstellung auf anaerobe Bedingungen, obwohl die Glucose im Kulturmedium zu diesem

Zeitpunkt noch nicht vollständig verbraucht war. Nach 15 Stunden war die Glucose fast vollständig

metabolisiert und stand den Zellen nicht mehr als Kohlensto�- und Energiequelle zur Verfügung,

was die Stagnation des Zellwachstums bei einer optischen Dichte von 1 erklärt. Demnach muss unter

anaeroben Bedingungen mehr Glucose durch die Zellen versto�wechselt werden, um ein Wachstum

zu ermöglichen. Anders ist die Di�erenz zur optischen Dichte von 3 der aeroben Kulturen nicht zu

erklären. Weiterhin wird deutlich, dass das zugesetzte Pyruvat rasch durch die Zellen aus dem Kul-

turmedium aufgenommen und zur Regeneration von NAD+ herangezogen wird. Das Pyruvat dient

den Zellen hierbei ausschlieÿlich der Regeneration von NAD+ und wird nicht als Kohlensto�- oder

Energiequelle genutzt.

Tab. 5.3: Untersuchungen zum Sauersto�gehalt der Kultur von B. subtilis 168 unter anaeroben

Bedingungen mithilfe von Resazurin: (+) = mit Supplementzugabe

Zeit in Minuten + Pyruvat

0 dunkelblau

6 blauviolett

25 violett

35 violett

45 pink

55 pink

65 pink

95 pink

110 pink

125 pink

245 rosa

305 blass rosa

365 blass rosa

485 farblos

Die Tabelle 5.3 zeigt den Verlauf des Sauersto�gehalts der unter Sauersto�auschluss-kultivierten

Zellen. Direkt nach Umsetzung der Zellkultur auf anaerobe Bedingungen ist diese noch dunkelblau

gefärbt, das Resazurin-N-oxid ist demnach noch in seinem oxidierten Zustand. Nach ungefähr 1

Stunde sind die Kulturen bereits deutlich pink gefärbt und das Resazurin-N-oxid ist in seine ein-

fachreduzierte Form Resofurin übergegangen. Die metabolische Aktivität der Zellen scheint unter

anaeroben Bedingungen sehr eingeschränkt zu sein, da die Kultur erst nach weiteren 7 Stunden

farblos (Dihydroresofurin, zweifachreduziert) und somit sauersto�frei war.
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5.2 Bacillus subtilis 168

5.2.2 Enzymcharakterisierung

5.2.2.1 Acetat-Kinase
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Acetylphosphat Km = 10,04 mM vmax = 1871 pkat/ mg Pr. N = 1,4

ADP Km = 3,2 mM vmax = 1981 pkat/ mg Pr. N = 0,6

Abb. 5.71: Acetat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetylphosphat: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,012192 mg, ADP: verwendete Proteinmenge �E9� im Reaktionsansatz =

0,006096 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.79

Die Untersuchung der Abhängigkeit vom pH-Wert ergab Enzymaktivität in einem pH-Bereich von

5,8 - 9,5, mit einem pH-Optimum bei 7,0.
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Abb. 5.72: Acetat-Kinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit Acetylphosphat, Tab. A.80 und ADP,

Tab. A.81: verwendete Proteinmenge �E7� im Reaktionsansatz = 0,003 mg, v/S-Darstellung

In der Abbildung 5.71 sind die Abhängigkeiten der Enzymaktivität von den Substraten Acetylphos-

phat gezeigt. Beide Substrate haben einen kooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten. Ace-
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tylphosphat wirkt positiv kooperativ (N = 1,4), ADP dagegen negativ kooperativ (N = 0,6).

Untersuchungen der Metabolite Acetat, Fructose-1,6-bisphosphat, Phosphat, Pyruvat und Succinat

mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Acetat-Kinase-

Aktivität. Lediglich ATP in verschiedenen Konzentrationen hat einen leichten inhibierenden E�ekt

auf die Acetat-Kinase-Aktivität. Variationen in Substrat- und Inhibitorkonzentrationen lieÿen je-

doch keine konkrete Inhibtionstyp- und Inhibitorkonstantenbestimmung zu. Es kann aber davon

ausgegangen werden, dass es sich hierbei um eine Produktinhibition und somit der Regulation der

eigenen Enzymaktivität durch ATP handelt.

5.2.2.2 Acetoin-Reductase

In allen untersuchten Proteinrohextrakten wurden spezi�sche Enzymaktivitäten (Tab. A.82) be-

stimmt. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der Acetoin-verbrauchenden Reaktion waren in der lo-

garithmischen (�L1�) Phase erhöht gegenüber der stationären (�S1�) Phase. Die D-2,3-Butandiol-

verbrauchende Reaktion zeigte ein ähnliches Ergebnis. Unter anaeroben (�E5�) Bedingungen nahm

die spezi�sche Enzymaktivität stark zu.
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Acetoin Km = 0,36 mM vmax = 1321 pkat/ mg Pr. N = 1,3

NADH Km = 0,15 mM vmax = 2460 pkat/ mg Pr. N = 1,8

Abb. 5.73: Acetoin-Reductase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetoin: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,01524 mg, NADH: verwendete Proteinmenge �E7� im Reaktionsansatz =

0,01 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.83

Für beide Reaktionsrichtungen (Acetoin- und D-2,3-Butandiol-verbrauchende Reaktion) konnte in

allen Extrakten Enzymaktivität bestimmt werden. Das Reaktionsgleichgewicht lag auf Seiten der Bil-

dung von D-2,3-Butandiol. Mit 13028 pkat/ mg Protein wurde in den anaeroben Proteinrohextrakten

die höchste spezi�sche Enzymaktivität bestimmt, vergleichend waren die spezi�schen Enzymaktivi-

täten der logarithmischen und stationären Phase mit ca 400 pkat/ mg Protein um ein Vielfaches

geringer.
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5.2 Bacillus subtilis 168

Das pH-Optimum der Acetoin-Reductase liegt bei einem pH-Wert von 8,1 (Tab. A.83).

Für beide Substrate, Acetoin und NADH, der Acetoin-verbrauchenden Reaktionsrichtung konnte

mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleiches eine positive Kooperativität der Enzymuntereinheiten ermit-

telt werden, was auch am sigmoiden Kurvenverlauf der Substratabhängigkeiten in der Abbildung

5.73 zu erkennen ist. Für Acetoin wurde ein Km-Wert von 0,36 mM und ein Hillkoe�zient von 1,3

errechnet, NADH hat einen Km-Wert von 0,15 mM und einen Hillkoe�zienten von 1,8.
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D-2,3-Butandiol Km = 1,8 mM vmax = 2494 pkat/ mg Pr. N = 0,75

NAD+ Km = 1,17 mM vmax = 3347 pkat/ mg Pr. N = 1,1

Abb. 5.74: Acetoin-Reductase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, D-2,3-Butandiol: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,03048 mg, NAD+: verwendete Proteinmenge �E6� im Reaktionsansatz =

0,0147 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.84

Die Abhängigkeit von den Substraten der D-2,3-Butandiol-verbrauchenden Reaktion, D-2,3-Butandiol

und NAD+ ist in Abbildung 5.74 dargestellt. Nach dem EZ-Fit-Modellvergleich unterliegen auch die-

se dem Hill-Mechanimus. D-2,3-Butandiol beein�usst die Enzymaktivität negativ kooperativ (N =

0,754), NAD+ dagegen im geringen Maÿe positiv (N = 1,1). Es konnte für D-2,3-Butandiol ein

Km-Wert von 1,8 mM und für NAD+ von 1,17 berechnet werden.

Untersuchungen der Metabolite Acetat, ADP, AMP, ATP, D-2,3-butandiol, Citrat, Fructose-1,6-

bisphosphat, Glucose-6-phosphat, Isocitrat, α-Ketoglutarat, D-Lactat, L-Lactat, NAD+, Oxalacetat,

Phosphoenolpyruvat und Pyruvat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kan-

te Veränderung der Acetoin-Reductase-Aktivität.

119



5 Ergebnisse

5.2.2.3 Acetolactat-Decarboxylase

Die spezi�schen Enzymaktivitäten (Tab. A.85) der logarithmischen (�L1�) waren verglichen zur sta-

tionären (�S1�) Phase etwas geringer. Deutlich höhere spezi�sche Enzymaktivitäten wurden unter

anaeroben (�E9�) Bedingungen bestimmt.
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Km = 5,8 mM vmax = 15844 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.75: Acetolactat-Decarboxylase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetolactat: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,012192 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.86

In allen getesteten Proteinrohextrakten konnte Acetolactat-Decarboxylase-Aktivität bestimmt wer-

den. Die niedrigste spezi�sche Enzymaktivität wurde mit 11 pkat/ mg Protein im logarithmischen

Proteinrohextrakt bestimmt, spezi�sche Enzymaktivität mit 119 pkat/ mg Protein für die stationäre

und 350 pkat/ mg Protein für die anaeroben Proteinextrakte waren um ein Vielfaches höher.

Die Untersuchung der pH-Abhängigkeit zeigte Enzymaktivität in einem pH-Bereich von 3,9 bis 11,8,

wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 7,4 liegt.

Die Abhängigkeit vom Substrat Acetolactat ist in Abbildung 5.75 dargestellt. Die gra�sche Auswer-

tung sowie der EZ-Fit-Modellvergleich lassen auf einen Michaelis-Menten-Mechanismus schlieÿen,

der Km-Wert von Acetolactat betrug dabei 5,8 mM.

Untersuchungen der Metabolite ADP, ATP, D-2,3-butandiol, Fructose-1,6-bisphosphat, Glucose-6-

phosphat, Isoleucin, Leucin, Phosphoenolpyruvat und Valin mit potenzieller regulatorischer Funkti-

on, zeigten keine signi�kante Veränderung der Acetolactat-Decarboxylase-Aktivität.
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5.2 Bacillus subtilis 168

5.2.2.4 Acetolactat-Synthase

Die spezi�schen Enzymaktivitäten (Tab. A.87) waren in den Proteinrohextrakten der anaerob (�E4�)

angezogenen Zellen um ein Vielfaches höher, als in den logarithmischen (�L1�) und stationären (�S1�)

Proteinrohexrakten aerob kultivierter Zellen. In der stationären Phase wurde verglichen zur logarith-

mischen geringe spezi�sche Enzymaktivität im ähnlichen Proteinkonzentrationsbereich bestimmt.
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Km = 16,5 mM vmax = 35088 pkat/ mg Pr. N = 1,28

Abb. 5.76: Acetolactat-Synthase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,01292 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.88

In allen getesteten Proteinrohextrakten konnte Acetolactat-Synthase-Aktivität bestimmt werden.

Die niedrigste spezi�sche Enzymaktivität (65 pkat/ mg Protein) wurde in Extrakten der statio-

nären Phase gemessen. Höhere spezi�sche Enzymaktivitäten wurden in logarithmischen (77 pkat/

mg Protein) Proteinextrakten und die höchste in den anaeroben (8116 pkat/ mg Protein) Proteinroh-

extrakten bestimmt.

In einem pH-Bereich zwischen 4,0 und 11,8 wurde Enzymaktivität dokumentiert, wobei das pH-

Optimum bei einem pH-Wert von 7,0 lag.

Die Abbildung 5.76 zeigt die Abhängigkeit von der Pyruvat-Konzentration. Nach dem EZ-Fit-

Modellvergleich unterliegt die Substratabhängigkeit einem Hill-Mechanimus, die Enzymunterein-

heiten werden positiv kooperativ reguliert (N = 1,28).

Untersuchungen der Metabolite Acetat, ATP, D-2,3-butandiol, Fructose-1,6-bisphosphat, Glucose-6-

phosphat, Isoleucin, Leucin, Phosphat und Valin mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten

keine signi�kante Veränderung der Acetolactat-Synthase-Aktivität.

5.2.2.5 Glucokinase

Die Untersuchungen zum pH-Optimum der Glucokinase-Aktivität ergaben Enzymaktivität in einem

pH-Bereich zwischen 2,5 und 10,0 wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 8,5 liegt.
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In der Abbildung 5.77 ist die Abhängigkeit der Enzymaktivität von den Substraten Glucose und ATP

gezeigt. Nach dem EZ-Fit-Modellvergleich unterliegt die Abhängigkeit der Glucose der Michaelis-

Menten-Kinetik (Km = 0,97 mM) und die des ATP's dem Hill-Mechanismus mit einer positiven

kooperativen Wirkung (Km = 0,46 mM, N = 1,5).

Untersuchungen der Metabolite Acetat, ADP, Citrat, CoA, Erythrose-4-phosphat, Fructose-1,6-

bisphosphat, Fructose-6-phosphat, Glucose-1-phosphat, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, 3-Phospho-

glycerat, 6-Phosphogluconat, Phosphat und Ribose-5-phosphat mit potenzieller regulatorischer Funk-

tion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Glucokinase-Aktivität.
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Glucose Km = 0,97 mM vmax = 935 pkat/ mg Pr.

ATP Km = 0,46 mM vmax = 104 pkat/ mg Pr. N = 1,5

Abb. 5.77: Glucokinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Glucose: verwendete Proteinmenge �T1� im

Reaktionsansatz = 0,035 mg, ATP: verwendete Proteinmenge �T3� im Reaktionsansatz = 0,09

mg, v/S-Darstellung, Tab. A.89

5.2.2.6 Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase

In der Abbildung 5.78 sind die Abhängigkeiten der Enzymaktivität beider Substrate, Glucose-6-

phosphat und NADP+ gezeigt. Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs wurde für Glucose-6-phosphat

ein Michaelis-Menten-Mechanismus (Km = 0,49 mM) und für NADP+ ein Hill-Mechanismus (posi-

tive Kooperativität, N = 1,3) berrechnet.

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA, Acetylphosphat, Aconitat, ADP, AMP, ATP, Citrat,

Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fumarat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Ketobutyrat, α-Ketoglutarat,

Malat, NAD+, NADH, NADPH, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phospho-

gluconat, Pyruvat und Succinat mit potentieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kan-

te Veränderung der Glucokinase-Aktivität. Fructose-6-phosphat dagegen hatte einen inhibierenden

E�ekt auf die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität. Die Lineweaver-Burk-Auftragung der

Daten (hier nicht dargestellt) für beide Variationen lassen eine Parallelenschar erkennen, was auf
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Glucose-6-phosphat Km = 0,49 mM vmax = 9382 pkat/ mg Pr.

NADP+ Km = 0,13 mM vmax = 7868 pkat/ mg Pr. N = 1,3

Abb. 5.78: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Glucose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�T8� im Reaktionsansatz = 0,00286 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �T9� im

Reaktionsansatz = 0,0027 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.90

eine unkompetitive Inhibition hindeutet.
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Variation mit Glucose-6-phosphat Ki, Frc6P = 0,18 mM

Variation mit NADP+ Ki, Frc6P = 0,28 mM

Abb. 5.79: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit Glucose-6-phosphat, Tab. A.92

und NADP+, Tab. A.91: verwendete Proteinmenge �T1� im Reaktionsansatz = 0,0125 mg,

v/S-Darstellung

Mithilfe der Dixon- und der daraus resultierenden Sekundärauftragung sowie der Analyse mit dem

EZ-Fit-Programm lieÿen sich die Inhibitorkonstanten von 0,18 mM für die Variation des Inhibitors
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Fructose-6-phosphats mit Glucose-6-phosphat und 0,28 für NADP+ errechnen.

5.2.2.7 Glucose-6-phosphat-Isomerase
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Fructose-6-phosphat Km = 0,54 mM vmax = 27370 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.80: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�E3� im Reaktionsansatz = 0,00125 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.93

Die Abhängigkeit vom pH-Wert ergab in einem pH-Bereich von 6,0 bis 11,0 Enzymaktivität mit

einem pH-Optimum bei 9,0.

Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Bestimmung der Substratabhängigkeiten konnte nur für Fruc-

tose-6-phosphat ein Km-Wert von 0,54 mM bestimmt werden. Die Abbildung 5.80 zeigt die Auftra-

gung der Substratkonzentration gegen die spezi�sche Enzymaktivität.

Untersuchungen der Metabolite Acetat, Acetyl-CoA, Acetylphosphat, Aconitat, ADP, AMP, ATP,

Citrat, CoA, Erythrose-4-phosphat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fumarat, Glucose-1-phosphat,

Glycerinaldehyd-3-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Ketobutyrat, α-Ketoglutarat, Malat, NAD+,

Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat, Pyruvat, Ribose-5-phosphat

und Succinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der

Glucokinase-Aktivität.

5.2.2.8 Isocitrat-Dehydrogenase

Die Untersuchung der Substratabhängigkeiten, gezeigt in Abbildung 5.81, ergab nach dem EZ-Fit-

Modellvergleich für beide einen Hill-Mechanismus. Die Substrate Isocitrat (N = 1,5) und NADP+

(N = 1,54) wirken positiv kooperativ auf die Enzymuntereinheiten.

Untersuchungen der Metabolite Acetat, Aconitat, ADP, ATP, Citrat, Erythrose-4-phosphat, Formi-

at, Fructose-2,6-bisphosphat, Fructose-6-phosphat, Fumarat, GTP, α-Ketoglutarat, Malat, Oxalace-

tat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat, Pyruvat, Ribose-5-phosphat und Succinat mit potenzi-

eller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Glucokinase-Aktivität.
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Isocitrat Km = 0,15 mM vmax = 14907 pkat/ mg Pr. N = 1,5

NADP+ Km = 0,14 mM vmax = 21892 pkat/ mg Pr. N = 1,54

Abb. 5.81: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Isocitrat: verwendete Proteinmenge �T9� im

Reaktionsansatz = 0,00135 mg, NADP+: verwendete Proteinmenge �T8� im Reaktionsansatz =

0,00143 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.94

5.2.2.9 L-Lactat-Dehydrogenase

Testungen mit D- und L-Lactat ergaben eine L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität.

In allen untersuchten Proteinrohextrakten wurden spezi�sche Enzymaktivitäten (Tab. A.95) be-

stimmt. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der Pyruvatverbrauchenden Reaktion waren in der lo-

garithmischen (�L1�) Phase um das Doppelte erhöht gegenüber der stationären (�S1�) Phase. Die

Lactat-verbrauchende Reaktion zeigte ein gegenteiliges Ergebnis. Die spezi�schen Enzymaktivitäten

waren hier in der stationären Phase verglichen zur logarithmischen Phase deutlich erhöht. Unter

anaeroben (�E9�) Bedingungen nahm die spezi�sche Enzymaktivität stark zu.

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit zeigten Enzymaktivität in einem pH-Bereich von 6,1 bis 8,3,

wobei der pH-Optimum bei einem pH-Wert von 7,1 liegt.

Die Abbildung 5.82 zeigt die Abhängigkeit der Enzymaktivität von den Substraten Pyruvat und

NADH. Für Pyruvat wurde eine Michaelis-Menten-Kinetik mit einem Km-Wert von 0,16 mM be-

stimmt. Ein Km-Wert von 0,1 mM und ein Hillkoe�zient von 1,5 konnte für das Substrat NADH

bestimmt werden, was auf eine positive Kooperativität der Enzymuntereinheiten hindeutet.

Die Substratabhängigkeiten der Enzymaktivität zur L-Lactat-verbrauchenden Reaktion sind in Ab-

bildung 5.83 dargestellt. Nach dem EZ-Fit-Modellvergleich unterliegen beide Substrate der Michaelis-

Menten-Kinetik. L-Lactat kann mit einem Km-Wert von 75 mM und NAD+ mit 1,2 mM angegeben

werden. Untersuchungen der Metabolite Acetat, ADP, AMP, Aspartat, ATP, D-2,3-butandiol, Citrat,

Fructose-1,6-bisphosphat, Glucose-6-phosphat, Glutamat, GTP, Isocitrat, α-Ketoglutarat, D-Lactat,

L-Lactat, Malat, NAD+, Oxalacetat und Phosphoenolpyruvat mit potenzieller regulatorischer Funk-
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Pyruvat Km = 0,16 mM vmax = 12325 pkat/ mg Pr.

NADH Km = 0,1 mM vmax = 23958 pkat/ mg Pr. N = 1,5

Abb. 5.82: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,002286 mg, NADH: verwendete Proteinmenge �E5� im Reaktionsansatz =

0,00014 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.96

tion, zeigten keine signi�kante Veränderung der L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität.
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L-Lactat Km = 75 mM vmax = 3301 pkat/ mg Pr.

NAD+ Km = 1,2 mM vmax = 3301 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.83: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, L-Lactat und NAD+: verwendete Proteinmenge

�E9� = 0,003048 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.97

Lediglich Veränderungen im NAD+/NADH-Quotienten (Zusatz von NADH in verschiedenen Kon-

zentrationen) führten zu einer Verminderung der L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität und somit zu

einer Regulation (Produktinhibition) der eigenen Enzymaktivität durch das Produkt NADH dieser
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Abb. 5.84: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion,Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit NAD+: verwendete Proteinmenge

�E7� = 0,002 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.98

Reaktion. Die Auftragung der Daten in der Lineweaver-Burk-Darstellung (hier nicht gezeigt) zeigen

einen Schnittpunkt beider NADH-Konzentrationsvariationen nahe der Ordinatenachse, was auf eine

kompetitive Inhibition hindeuten würde. Demnach würde NADH mit der Substratbindestelle des

NAD+'s konkurrieren. Mithilfe des EZ-Fit-Analyseprogramms wurde für NADH eine Inhibitorkon-

stante von 0,07 mM berechnet.

5.2.2.10 Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase
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Fructose-6-phosphat Km = 0,28 mM vmax = 230 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.85: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

von der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-6-phosphat: verwendete

Proteinmenge �E3� im Reaktionsansatz = 0,075 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.99
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Die Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit ergaben Enzymaktivität in einem pH-Bereich zwischen

3,0 und 9,0. Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 8,0.

In der Abbildung 5.85 ist die Abhängigkeit von der Fructose-6-phosphat-Konzentration gezeigt. Sie

unterliegt einem Michaelis-Menten-Mechanismus mit einem Km-Wert von 0,28 mM. Die Abhängig-

keit von NADH konnte aufgrund einer hohen Nebenaktivität nicht bestimmt werden.
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Mannitol-1-phosphat Km = 0,39 mM vmax = 146 pkat/ mg Pr.

NAD+ Km = 2 mM vmax = 477 pkat/ mg Pr. N = 1,04

Abb. 5.86: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

von der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Mannitol-1-phosphat: verwendete

Proteinmenge �E3� im Reaktionsansatz = 0,075 mg, NAD+: verwendete Proteinmenge �E3� =

0,075 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.100

Die Abhängigkeiten der Substrate der Mannitol-1-phosphat-verbrauchenden Reaktion sind in Abbil-

dung 5.86 gezeigt. Mannitol-1-phosphat unterliegt nach dem EZ-Fit-Modellvergleich der Michaelis-

Menten-Kinetik (Km = 0,39 mM), NAD+ dagegen einem Hill-Mechanismus mit positiver koopera-

tiver Wirkung auf die Enzymuntereinheiten (N = 1,04).

Untersuchungen der Metabolite Acetat, Acetylphosphat, ADP, AMP, ATP, Citrat, CoA, Erythrose-

4-phosphat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fructose-6-phosphat, Fumarat, Glucose-1-phosphat,

Glucose-6-phosphat, Glycerinaldehyd-3-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Ketobutyrat, α-Keto-

glutarat, Malat, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, 3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat, Pyruvat,

Ribose-5-phosphat und Succinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante

Veränderung der Glucokinase-Aktivität.
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5.2.2.11 NADH-Dehydrogenase

In allen untersuchten Proteinrohextrakten wurden spezi�sche Enzymaktivitäten (Tab. A.101) be-

stimmt. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der logarithmischen (�L1�) waren um das 9-fache geringer

als diese der stationären (�S1�) Phase. Unter anaeroben (�E8�) Bedingungen nahm die spezi�sche

Enzymaktivität verglichen zu denen der stationären Phase um das 1,6-fache zu.
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Abb. 5.87: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, NADH: verwendete Proteinmenge �E9� im

Reaktionsansatz = 0,03048 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.102

Die NADH-Dehydrogenase-Aktivität hat ein pH-Optimum bei 7,7, Enzymaktivität konnte in einem

pH-Bereich von 7,1 bis 9,0 bestimmt werden.

In der Abbildung 5.87 ist die Abhängigkeit der Enzymaktivität von der NADH-Konzentration ge-

zeigt. Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte eine Michaelis-Menten-Kinetik mit einem Km-

Wert von 0,09 mM festgestellt werden.

Untersuchungen der Metabolite ADP, AMP, ATP, Citrat, Fructose-1,6-bisphosphat, GTP, Isoci-

trat, α-Ketoglutarat, L-Lactat, Malat, NAD+, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, Pyruvat und Suc-

cinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der NADH-

Dehydrogenase-Aktivität. Lediglich Glucose-6-phosphat hatte einen leicht positiven E�ekt auf die

Aktivitität der NADH-Dehydrogenase.

Die Lineweaver-Burk-Auftragung (hier nicht gezeigt) der Messdaten lässt eine Parallelenschar er-

kennen, was auf eine Bindestelle des Regulators Glucose-6-phosphat am Enzym-Substrat-Komplex

schlieÿen lässt. Mithilfe der Dixon- und der daraus resultierenden Sekundärauftragung (hier nicht

gezeigt) lieÿ sich schlieÿlich für Glucose-6-phoshpat eine Aktivatorkonstante von 2 mM berechnen.
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Abb. 5.88: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Aktivatorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit NADH: verwendete Proteinmenge

�E9� im Reaktionsansatz = 0,02286 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.103

5.2.2.12 Phosphatacetyl-Transferase

Für die Phosphatacetyl-Transferase wurde in einem pH-Bereich von 4,7 bis 9,0 Enzymaktivität

bestimmt. Das pH-Optimum dieser Reaktion liegt bei einem pH-Wert von 7,1.
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Abb. 5.89: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Acetyl-CoA und Phosphat: verwendete

Proteinmenge �B.s.5� im Reaktionsansatz = 0,00196 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.104

In der Abbildung 5.89 ist die Abhängigkeit der Enzymaktivität von den Substratkonzentrationen

für Acetyl-CoA und Phosphat gezeigt. Beide Substrate haben einen kooperativen E�ekt auf die
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Enzymuntereinheiten. Acetyl-CoA wirkt dabei negativ kooperativ (N = 0,65) und Phosphat dagegen

positiv kooperativ (N = 2,1).

5.2.2.13 6-Phosphofructokinase
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Fructose-6-phosphat Km = 0,13 mM vmax = 112 pkat/ mg Pr. N = 1,3

ATP Km = 0,5 mM vmax = 228 pkat/ mg Pr. N = 2,1

Abb. 5.90: Phosphofructokinase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Fructose-6-phosphat: verwendete Proteinmenge

�T2� im Reaktionsansatz = 0,18 mg, ATP: verwendete Proteinmenge �T2� im Reaktionsansatz

= 0,108 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.105

Untersuchungen zur pH-Abhängigkeit zeigten Enzymaktivität in einem pH-Bereich zwischen 4,4 und

10,0, wobei das pH-Optimum bei einem pH-Wert von 8,1 angegeben werden kann.

Die Abhängigkeit von der Substratkonzentration beider Substrate, Fructose-6-phosphat und ATP

sind in Abbildung 5.90 dargestellt. Beide Substrate haben einen positiven kooperativen E�ekt auf

die Enzymuntereinheiten. Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte für Fructose-6-phosphat ein

Hillkoe�zient von 1,3 und für ATP einer von 2,1 errechnet werden.

5.2.2.14 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase

Für die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase konnte ein pH-Optimum von 8,7 ermittelt werden.

Die Abbildung 5.91 zeigt die Abhängigkeit der Enzymaktivität von den Substratkonzentrationen für

6-Phosphogluconat und NADP+. Nach dem EZ-Fit-Modellvergleich unterliegen beide Abhängigkei-

ten einer Michaelis-Menten-Kinetik. Für 6-Phosphogluconat wurde ein Km-Wert von 0,1 mM und

für NADP+ von 0,08 mM bestimmt.

Untersuchungen der Metabolite Acetyl-CoA, Acetylphosphat, Aconitat, ADP, AMP, ATP, Citrat,

Erythrose-4-phosphat, Formiat, Fructose-1,6-bisphosphat, Fructose-6-phosphat, Fumarat, Glucose,

Glucose-1-phosphat, Glycerinaldehyd-3-phosphat, Glyoxylat, GTP, Isocitrat, Ketobutyrat, α-Keto-
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6-Phosphogluconat Km = 0,1 mM vmax = 7428 pkat/ mg Pr.

NADP+ Km = 0,08 mM vmax = 5786 pkat/ mg Pr.

Abb. 5.91: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von

der Substratkonzentration im Reaktionsansatz, 6-Phosphogluconat und NADP+: verwendete

Proteinmenge �T8� im Reaktionsansatz = 0,00286 mg, v/S-Darstellung, Tab. A.106

glutarat, Malat, NAD+, NADH, NADPH, Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, 3-Phosphoglycerat, Py-

ruvat, Ribose-5-phosphat und Succinat mit potenzieller regulatorischer Funktion, zeigten keine si-

gni�kante Veränderung der Glucokinase-Aktivität.

5.2.2.15 Pyruvat-Oxidase
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Km = 0,17 mM vmax = 2917 pkat/ mg Pr. N = 0,69

Abb. 5.92: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Substratkonzentration im Reaktionsansatz, Pyruvat: verwendete Proteinmenge �E8� im

Reaktionsansatz = 0,0031 mg, Tab. A.107
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Die Untersuchung zur pH-Abhängigkeit ergab Enzymaktivität in einem pH-Bereich von 5,3 bis 11,8,

mit einem pH-Optimum bei 7,9.

Die Abhängigkeit der Enzymaktivität von der Pyruvatkonzentration ist in Abbildung 5.92 gezeigt.

Mithilfe des EZ-Fit-Modellvergleichs konnte für das Substrat ein Hill-Mechanismus festgestellt wer-

den. Pyruvat wirkt negativ kooperativ auf die Enzymuntereinheiten und kann mit einem Hillkoe�-

zienten von 0,69 angegeben werden.

Untersuchungen der Metabolite Acetat, Acetylphosphat, ADP, AMP, ATP, CoA, Fructose-1,6-bis-

phosphat, Glucose-6-phosphat, NAD+, Phoshoenolpyruvat und Phosphat mit potenzieller regula-

torischer Funktion, zeigten keine signi�kante Veränderung der Pyruvat-Oxidase-Aktivität. NADH

dagegen wurde inhibierend wirkend auf die Pyruvat-Oxidase-Aktivität getestet. Die Lineweaver-

Burk-Auftragung der Daten (hier nicht dargestellt) zeigt eine Parallelenschar, was auf eine unkom-

petitive Inhibition hindeutet. Mithilfe der Dixon- und der daraus resultierenden Sekundärauftragung

(hier nicht gezeigt) und dem EZ-Fit-Analyseprogramm konnte eine Inhibitorkonstante von 0,12 mM

errechnet werden.
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Abb. 5.93: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der

Inhibitorkonzentration im Reaktionsansatz, Variation mit Pyruvat: verwendete Proteinmenge

�E8� im Reaktionsansatz = 0,0031 mg, Tab. A.108

5.2.2.16 Enzyme, deren Aktivität bei B. subtilis 168 nicht bestimmt werden konnte

Die Enzyme Acetyl-CoA-Synthetase, Citrat-Synthase, Enolase, Fructosebisphosphat-Aldolase, Fumarat-

Hydratase, Fumarat-Reductase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, α-Ketoglutarat-Dehydro-

genase-Komplex, Malat-Dehydrogenase, Phoshoglycerat-Mutase, Pyruvat-Carboxylase, Pyruvat-Dehy-

drogenase-Komplex und Pyruvat-Kinase von B. subtilis 168 konnten mit den hier gewählten Metho-

den (Kap. 4.3.6) nicht bestimmt werden konnten.
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5 Ergebnisse

5.2.2.17 Zusammenfassung der Enzymparameter von B. subtilis 168

Tab. 5.4: Übersicht über Enzymparameter von B. subtilis 168

Enzym pH Substrat Km (mM) vmax (pkat/ mg Protein) N, Ki, ka

Glycolyse, Gluconeogenese

GK 8,5 Glc 0,97 935

ATP 0,46 104 N = 1,5

G6P-Iso 9 Frc6P 0,54 27370

PFK 8,1 Frc6P 0,13 112 N = 1,3

ATP 0,5 228 N = 2,1

Pyruvat-Metabolismus

L-LDH 7,1 Pyr 0,16 12325 N = 1,3

NADH

L-Lactat 75 3301

NAD+ 1,2 3301

NADH (NAD+) Ki = 0,07

POX 7,9 Pyr 0,17 2917 N = 0,69

NADH (Pyr) Ki = 0,12

Pentose-Phosphat-Weg

G6P-DHG Glc6P 0,49 9382

NADP+ 0,1 7868 N = 1,3

Frc6P (Glc6P) Ki = 0,18

Frc6P (NADP+) Ki = 0,28

6PG-DHG 8,7 6PG 0,1 7428

NADP+ 0,08 5786

Citrat-Zyklus

IC-DHG, NADP+ IC 0,15 14907 N = 1,5

NADP+ 0,14 21892 N = 1,54

Fermentationsmetabolismus

ALS 7 Pyr 16,5 35088 N = 1,28
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Enzym pH Substrat Km (mM) vmax (pkat/ mg Protein) N, Ki, ka

ADC 7,4 Acetolactat 5,8 15844

AR 8,1 Acetoin 0,36 1321 N = 1,28

NADH 0,15 2460 N = 1,77

D-2,3-Butandiol 1,8 2494 N = 0,75

NAD+ 1,17 3347 N = 1,1

andere

PAT 7,1 AcCoA 0,64 5454 N = 0,65

Phosphat 34 4195 N = 2,1

AK 7 AcP

ADP

ATP (AcP) inhibierend

ATP (ADP) inhibierend

M1P-DHG 8 Frc6P 0,28 230

Man1P 0,39 146

NAD+ 2 477

NADH-DHG 7,7 NADH 0,09 220 N = 0,7

Glc6P (NADH) ka = 2
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6 Diskussion

Im Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit zur Enzymaktivitätsbestimmung bei S. aureus

COL und B. subtilis 168 erläutert und diskutiert werden. Durchgeführt wurden die Untersuchungen

mit Proteinrohextrakten des Methicillin-resistenten Stammes S. aureus COL, mit B. subtilis 168

und zum Teil auch mit der Mutante B. subtilis 168 DNDH. Die Kultivierung aller genannten Bak-

terien erfolgte aerob wie anaerob (mit und ohne Zugabe von Pyruvat) in einem chemisch-de�nierten

Medium. Weitherhin muss deutlich gemacht werden, dass es für S. aureus COL kaum Publikationen

zu enzymologischen Forschungen der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Sto�wechselwege gibt.

Viele dieser Publikationen sind zudem häu�g sehr alt. Um die hier gewonnenen Ergebnisse verglei-

chen zu können, wird daher, sofern vorhanden, auf Publikationen zu Sto�wechseluntersuchungen

anderer grampositiver Bakterien, zurückgegri�en. Dabei können sich die publizierten Erkenntnisse

zu pH-Optimum, Km, vmax und zur Regulation der Reaktion zwischen den einzelnen Gattungen

und Arten von grampositiven Mikroorganismen zum Teil deutlich unterscheiden. Zur Sto�wechse-

lanalyse von S. aureus COL sollen im Folgenden die Ergebnisse dieser Arbeit hauptsächlich mit

Publikationen verglichen werden, welche sich in der Vergangenheit mit dem Proteom, Transkriptom

und Metabolom von S. aureus COL befasst haben.

Leider war es nicht möglich, alle in dieser Arbeit untersuchten Enzyme für S. aureus COL und B.

subtilis 168 experimentell mithilfe von ausgesuchten Enzymbestimmungsmethoden nachzuweisen.

Dies bedeutet jedoch nicht, dass diese Enzyme von den jeweiligen Organismen unter bestimmten

Bedingungen nicht exprimiert wurden. Sehr niedrige Enzymaktivitäten lassen sich schlecht nachwei-

sen, genauso kann die Zerstörung der Zellintegrität bei der Proteinextraktion für den Verlust von

bestimmten Enzymaktivitäten verantwortlich sein. Auÿerdem muss beachtet werden, dass die Ar-

beiten mit Proteinrohextrakten ohne Stabilisatoren durchgeführt wurden. Diese Extrakte sind nicht

sehr lange haltbar, einige Enzyme sind unter diesen Bedingungen eher instabil. Auch die Aufbewah-

rung der Proteinrohextrakte bei -20°C und das Auftauen bei Zimmertemperatur kann zur Inaktivie-

rung von Enzymen führen. Ebenfalls wäre der Abbau durch sich im Extrakt be�ndliche Proteasen

denkbar. Solch ein Proteinrohextrakt ist demnach ein emp�ndliches System, welches aber trotzdem

zu einem bestimmten Zeitpunkt die komplexe Situation in einer Zelle am besten widerspiegelt, da

es sich hierbei um ein homogenes Gemisch aus Enzymen, Metaboliten, anderen Substanzen und

auch unbekannten Komponenten handelt. Die Zellaufschlussmethode ist dabei sehr entscheidend.

Alle Schritte sollten zügig, konzentriert und protektiv durchgeführt werden. Kleinste Abweichungen

können zu Unterschieden in der Zusammensetzung des Proteinrohextraktes führen, was sich bei der

Aktivitätsmessung durchaus bemerkbar macht. Membranassoziierte oder -integrierte Enzyme können

mittels eines solchen Proteinrohextraktes nicht nachgewiesen werden, da diese mit Abzentrifugieren

der Zelltrümmer entfernt werden. Dies zeigt, dass auch die Form, in welcher ein Protein normaler-

weise in der Zelle vorliegt, entscheidend ist für seine Aktivität. Auch können membranassoziierte

Proteinaggregate oder Multienzymkomplexe, sogenannte �Metabolone�, welche aufeinanderfolgende

Enzymreaktionen eines Sto�wechselweges katalysieren, durch den Zellaufschluss beschädigt werden.
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Sie können den Metaboliten�uss auch bei niedrigen Konzentrationen gewährleisten und die Reak-

tionen e�zient und schnell umsetzen, indem sie die Substrate in nahe räumliche Kon�guration zu

ihren aktiven Zentren bringen [110]. In den Proteinrohextrakten ist die Bildung solcher Komplexe

unterbunden, was eine andere Sto�wechselrate zur Folge haben kann. Wie bereits erwähnt, enthält

ein solcher Proteinrohextrakt neben den Enzymen auch weitere Komponenten. Die hier für die Un-

tersuchungen am Entscheidensten sind die Metabolite, welche je nach Zeitpunkt des Wachstums, wie

die Enzyme auch, unterschiedliche Konzentrationen aufweisen können. Das während der Aktivitäts-

bestimmung untersuchte Enzym kann möglicherweise durch ein konkurrierendes Enzym, das eines

für die Reaktion essentielles Metabolit mitbeansprucht, beein�usst werden. Genauso ist es möglich,

da hier viele Enzymreaktionen zur Aktivitätsbestimmung an Dehydrogenasen gekoppelt wurden,

das im Reaktionsansatz zum Nachweis eingesetzte NADH auch durch viele andere Dehydrogenasen

in Kombination mit den Metaboliten im Rohextrakt umgesetzt wird. Diese Probleme tauchen häu-

�g bei der Verwendung von Proteinrohextrakten auf, welche hier in dieser Arbeit zum Teil aber

auch gut durch Variationen in der Proteinkonzentration vermindert werden konnten. Neben den in

dieser Arbeit untersuchten Sto�wechselwegen wurden folgende störende Hintergrundaktivitäten be-

stimmt, welche zu Schwierigkeiten in der Aktivitätsbestimmung anderer Enzyme führten, sich jedoch

als wichtige Komponenten im Sto�wechselgeschehen herausstellen könnten: �Acetyl-CoA-Hydrolase�,

Adenylat-Kinase, ATP-Hydrolase und �NADH-Dehydrogenase�.

6.1 Enzymaktivitätsvergleiche

Die Glucokinase (EC 2.7.1.1) katalysiert die erste irreversible Reaktion der Glycolyse und transferiert

dabei eine Phosphatgruppe des ATP's auf Glucose. Bei S. aureus, B. subtilis und anderen Bakterien

wird extrazelluläre Glucose oft durch ein Phosphotransferase-System (PTS) aufgenommen und wäh-

rend des Transportes in die Zelle mittels Phosphoenolpyruvat zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert

[31, 40]. Die Glucokinase phosphoryliert Glucose nur intrazellulär. Möglicherweise gibt es für ex-

trazelluläre Glucose weitere Möglichkeiten eines PTS-unabhängigen Transportes, wie beispielsweise

Permeasen, welche Glucose in die Zelle schleusen und sie der Glucokinase zur Verfügung stellen.

Desweiteren kann intrazellulär entstandene Glucose aus Gluconeogenese, Disaccharid-Spaltung oder

möglicherweise auch durch Dephosphorylierung des Glucose-6-phosphates in die Glycolyse eingeführt

werden [111]. Proteomanalysen von S. aureus COL zeigten ein erhöhtes Expressionslevel während

der logarithmischen Wachstumsphase [33]. Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit anhand des

Vergleiches der wachstumsabhängigen spezi�schen Enzymaktivitäten bestätigt werden. Mit zuneh-

mender Zellzahl und dem stetigen Verbrauch an Glucose nahm die spezi�sche Enzymaktivität der

Glucokinase in den Extrakten ab. Die Untersuchungen zum Metabolom durch LIEBEKE et al. konnten

Glucose intrazellulär nachweisen und zeigten einen raschen Verbrauch dieser, bis nach 15 Stunden

und dem Eintreten in die transiente Phase keine Glucose mehr vorhanden war [37]. Dies bedeu-

tet, dass die Glucose intrazellulär durch die Glucokinase umgesetzt wurde. Eine Glucokinase wurde

auch im Proteom von B. subtilis 168 nachgewiesen [112]. Für bakterielle Glucokinasen sind in der
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Literatur kaum enzymkinetische Daten zu �nden. Möglicherweise hat die Glucokinase durch das

Vorhandensein von Phosphotransferase-Systemen bis zum jetzigen Zeitpunkt wenig Beachtung er-

fahren. Lediglich HAN et al. untersuchten die Glucokinase bei Bacillus sphaericus [113]. Desweiteren

gibt es Untersuchungen zur aufgereinigten Glucokinase von B. subtilis durch SKARLATOS und DAHL,

wobei Km-Werte für Glucose und ATP von 0,24 mM und 0,77 mM publiziert wurden [111]. Diese

Werte unterscheiden sich etwas von denen in dieser Arbeit ermittelten Km-Werten der Glucokinase

aus dem Proteinrohextrakt von B. subtilis 168 für Glucose und ATP von 0,97 mM bzw. 0,46 mM.

Ein positiver kooperativer E�ekt durch ATP, wie in dieser Arbeit bestimmt werden konnte, wurden

durch SKARLATOS und DAHL nicht beschrieben. Für S. aureus COL wurde ein pH-Optimum im ba-

sischen Bereich von pH 9,0 bestimmt, welcher dem pH-Optimum von B. sphaericus mit einem pH

von 8,5 ähnelt und mit dem pH-Optimum von B. subtilis 168, welcher in dieser Arbeit ermittelt

wurde, identisch ist. Für die Glucokinase von S. aureus COL konnten Km-Werte von 1,24 mM für

Glucose und 0,85 mM für ATP berechnet werden. Die publizierten Werte für B. subtilis von 0,24

mM für Glucose, 0,77 mM für ATP und B. sphaericus von 0,31 mM für Glucose, 0,52 mM für ATP,

sind etwas niedriger [111, 113]. Auÿerdem konnte ein positiv modulierender E�ekt von ATP (N =

1,45) festgestellt werden, was dafür spricht, dass die Glucokinase von S. aureus COL, wie auch die

von B. subtilis 168 mit einem Hillkoe�zienten von 1,5 für ATP aus mindestens zwei Untereinheiten

zusammengesetzt ist. Glucokinasen, welche Dimere oder Tetramere darstellen, wurden für Pilze wie

Aspergillus niger und bei dem Bakterium Thermus caldophilus untersucht [114, 115].

Die Glucose-6-phosphat-Isomerase (EC 5.3.1.9) katalysiert die reversible Isomerisierung von Glucose-

6-phoshpat zu Fructose-6-phosphat. Untersuchungen bei S. aureus COL zum Expressionslevel in

Abhängigkeit von der Wachstumsphase zeigten eine konstante Expression während des gesamten

Wachstums [33]. Dies wird auch durch die in dieser Arbeit bestimmten spezi�schen Enzymakti-

vitäten bestätigt. In allen Wachstumsphasen wurden nahezu gleiche spezi�sche Enzymaktivitäten

bestimmt. Die von LIEBEKE et al. publizierte intrazelluläre Glucose-6-phosphat-Konzentration von

S. aureus COL betrug zum Zeitpunkt �0� 7,8 mM, nach 13 Stunden war diese mit dem vollständi-

gen Verbrauch von Glucose auf eine Konzentration von 0,05 mM gesunken (Glycolysefunktion der

Glucose-6-phosphat-Isomerase), erst im Verlauf der stationären Phase stieg diese wieder auf einen

Wert von 0,18 mM an (Gluconeogenesefunktion der Glucose-6-phosphat-Isomerase) [37]. Für B. sub-

tilis 168 konnten durch WOLFF et al. eine Glucose-6-phosphat-Isomerase auf dem Proteomgel sowie

gelfrei identi�ziert werden [112]. Die Glucose-6-phosphat-verbrauchende Reaktion der Glucose-6-

phosphat-Isomerase beider in dieser Arbeit untersuchten Bakterien, konnte jedoch nicht sehr gut

nachgewiesen werden. Die gewählte Nachweismethode der Reduktion von NADP+ (Kap. 4.3.6.19)

erwies sich als nicht sehr geeignet, höhere Konzentrationen des eingesetzten Glucose-6-phosphats

machten die Extinktionsbestimmung schwierig und waren nur durch Verdünnung der Reaktionsan-

sätze zu bestimmen, was wiederum gröÿere Messfehler bedeutete. Auch �el bei der Untersuchung der

pH-Abhängigkeit auf, dass Glucose-6-phosphat bei einem pH-Wert kleiner 6 und höher 9 spontan

zu Fructose-6-phosphat isomerisiert. Daher sollten auÿerhalb des pH-Bereichs von 6-9 Enzymunter-

suchungen vermieden werden. Für S. aureus COL und B. subtilis 168 wurden pH-Optima von 8,7
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und 9,0 bestimmt. Vergleichend hierzu wurde für Mycobacterium tuberculosis ein pH-Optimum im

neutraleren Bereich von 7,6 publiziert. Der für S. aureus COL bestimmte Km-Wert von 0,55 mM

und für B. subtilis 168 bestimmte von 0,54 mM liegen in einem ähnlichen Gröÿenbereich, wie der

für M. tuberculosis verö�entlichte Wert von 0,27 mM [116]. Der Hillkoe�zient von S. aureus COL

(N = 1,35) lässt darauf schlieÿen, dass die Glucose-6-phosphat-Isomerase mindestens zwei Unter-

einheiten besitzt. MATHUR et al. beschrieben 2005 eine dimere Glucose-6-phosphat-Isomerase bei M.

tuberculosis [117].

Die oft als �Schlüsselenzym� bezeichnete Phosphofructokinase (EC 2.7.1.11) katalysiert die irre-

versible Übertragung eines Phosphates von ATP auf Fructose-6-phosphat. Bei den durchgeführten

Proteomuntersuchungen von KOHLER et al. bei S. aureus COL konnte die Phosphofructokinase iden-

ti�ziert werden. Während der logarithmischen Phase wurde mehr Phosphofructokinase exprimiert

als in den späteren Wachstumsphasen [33]. Unter anaeroben Bedingungen ist das Expressionslevel

ähnlich der stationären Phase [35]. Diese Beobachtungen im Verlaufe des Wachstums konnten auch

hier durch die spezi�schen Enzymaktivitäten bestätigt werden. Bei der Betrachtung des Metabo-

loms von S. aureus COL ist zu erkennen, dass die Konzentration von Fructose-6-phosphat von 15,5

mM zum Zeitpunkt �0� bis auf 0,12 mM absinkt, bevor sie nach 24 Stunden mit 0,32 mM wieder

leicht ansteigt [37]. Der Km-Wert der hier bestimmten Phosphofructokinase für Fructose-6-phosphat

beträgt 0,5 mM. Bis Ende der logarithmischen Phase reicht die Fructose-6-phosphat-Konzentration

aus, um das Enzym mit Fructose-6-phosphat zu sättigen, darüber hinaus ist die Konzentration

zu gering, um die halbmaximale spezi�sche Enzymaktivität zu erreichen. Das Vorhandensein einer

Phosphofructokinase konnten für B. subitilis 168 durch WOLFF et al. sowie bereits durch BÜTTNER et

al. auf dem Proteomgel und gelfrei identi�ziert werden [112, 118]. Es war möglich, für B. subtilis 168

eine Phosphofructokinase-Aktivität zu bestimmen. Vergleichend betrachtet war der Km-Wert für

Fructose-6-phosphat mit 0,13 mM etwas niedriger als bei S. aureus COL. Ein Km-Wert für ATP von

0,5 mM konnte für B. subtilis 168 ermittelt werden. Für viele andere Bakterien wurden wesentlich

geringere Km-Werte publiziert. So ist der Km-Wert für Fructose-6-phosphat bei Bacillus licheni-

formis mit 0,05 mM um ein 10-faches geringer als bei S. aureus COL, Clostridium pasteurianum

besitzt dagegen einen Km-Wert (0,62 mM) im gleichen Gröÿenbereich [119, 120]. Für C. pasteuria-

num und auch Escherichia coli wurden tetramere Formen einer Phosphofructokinase beschrieben

[121, 122]. Dies könnte auch die These unterstützen, dass es sich bei der Phosphofructokinase von S.

aureus COL mit einem Hillkoe�zienten von 2 für Fructose-6-phosphat und bei B. subtilis 168 mit

einem Hillkoe�zienten von 2,1 für ATP ebenfalls um Enzyme mit mindestens zwei Untereinheiten,

vermutlich sogar vier Untereinheiten, handelt. Ein Km-Wert für ATP bei S. aureus COL konnte in

dieser Arbeit mit den hier verwendeten Methoden nicht bestimmt werden. Dies lag vermutlich an der

ATP-Hydrolase-Aktivität im Proteinrohextrakt, welche schon bei geringen Proteinkonzentrationen

die Nachweiserbringung der Phosphofructokinase erschwerte. Demnach konnte auch der Inhibitions-

e�ekt bei erhöhten ATP-Konzentrationen, welcher in der Literatur oftmals beschrieben wurde, nicht

untersucht werden.

Im nun folgenden Schritt katalysiert die Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase (EC 4.1.2.13) die re-
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versible Spaltung von Fructose-1,6-bisphosphat in die zwei C3-Zucker Glycerinaldehyd-3-phosphat

und Dihydroxyacetonphosphat. KOHLER et al. konnten für dieses Enzym bei S. aureus COL ein hö-

heres Expressionslevel in der logarithmischen Phase gegenüber der stationären Phase bestimmen

[33]. Trotz Schwierigkeiten bei der Bestimmung der spezi�schen Enzymaktivität konnten die Er-

gebnisse der Proteomanalyse bestätigt werden. Die höchste spezi�sche Enzymaktivität wurde in

den Proteinrohextrakten aus der logarithmischen Phase dokumentiert und nahm im Verlauf des

Wachstums sowie unter anaeroben Bedingungen ab. Ein stetiger Abfall der intrazellulären Fructose-

1,6-bisphosphat-Konzentration, bestimmt durch LIEBEKE et al., lassen zusätzlich auf ein Fructose-1,6-

bisphosphat-verbrauchendes Enzym schlieÿen, vor allem in der logarithmischen Phase, in welcher die

Glucose rasch zur Energiebereitstellung in der Glycolyse versto�wechselt werden muss [37]. Mit ei-

nem Km-Wert von 0,056 mM für Fructose-1,6-bisphosphat liegt dieser stets unter den gemessenen

intrazellulären Konzentrationen und somit ist ein Funktionieren oder Fortlaufen der Glycolyse an

dieser Stelle jederzeit möglich. GÖTZ et al. publizierten bereits 1980 für S. aureus ATCC 12600 einen

Km-Wert von 0,045 mM [123]. CALLENS et al. beschrieben für S. aureus einen Km-Wert von 0,04 mM

[124]. Die der Literatur entnommenen Km-Werte stimmen mit dem in dieser Arbeit ermittelten Wert

nahezu überein. Auch konnten durch GÖTZ et al. mit pH 6,5 ein ähnliches pH-Optimum verglichen

mit dem in dieser Arbeit ermittelten Wert von pH 7,1 für diese Reaktion bestimmt werden [123].

Ein konkurrierendes Enzym der Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase um das Substrat Fructose-1,6-

bisphosphat ist die Fructose-1,6-bisphosphatase (EC 3.1.3.11), welche in der Gluconeogenese die

irreversible hydrolytische Abspaltung eines Phosphates von Fructose-1,6-bisphosphat katalysiert.

Proteomanalysen von S. aureus COL zeigten ein geringes Expressionslevel in der logarithmischen

Phase und dem gegenüber eine bis zu 3-fach höhere Enzymkonzentration in der stationären Phase

[33]. Dies wird auch durch die spezi�schen Enzymaktivitäten bestätigt. In den Proteinrohextrakten

der logarithmischen Phase und denen unter anaeroben Bedingungen angezogenen Zellen sind die

spezi�schen Enzymaktivitäten am geringsten, erhöhte spezi�sche Enzymaktivitäten wurden dagegen

in den Proteinrohextrakten aus transienter und stationärer Phase ermittelt. Über die gesamte Zeit

des Wachstums war eine Abnahme der Fructose-1,6-bisphosphat-Konzentration von 7 mM (log.

Phase) auf 0,05 mM (stat. Phase) zu verzeichnen. In der stationären Phase ist ein geringer Anstieg der

Fructose-6-phosphat-Konzentration zu erkennen [37]. Dieser ist vermutlich auf die gluconeogenetische

Funktion der Fructose-1,6-bisphosphatase zurückzuführen. Für dieses Enzym wurde für S. aureus

COL ein pH-Optimum von 7,4, ein Km-Wert für Fructose-1,6-bisphosphat von 3 mM sowie eine

positive Kooperativitität (N = 2,2) der Untereinheiten durch das Substrat bestimmt. Vergleiche

mit der Literatur zeigten bei B. subtilis mit 8,0 ein etwas basischeres pH-Optimum und einen um

ein 50-fach geringeren Km-Wert von 0,006 mM für Fructose-1,6-bisphosphat [125]. Der ermittelte

Hillkoe�zient lässt auf mindestens 2-4 Untereinheiten schlieÿen. Für die Fructose-1,6-bisphosphatase

wurden überwiegend tetramere Formen publiziert, jedoch gröÿtenteils bei gram-negativen Bakterien,

P�anzen und Tieren [68].

Im nächstfolgenden reversiblen Schritt wird das Glycerinaldehyd-3-phosphat von der Glycerinaldehyd-

3-phosphat-Dehydrogenase (EC 1.2.1.12, 1.2.1.13) mittels NAD+ oder NADP+ zu 1,3-Bisphospho-
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glycerat umgesetzt. In dieser Arbeit war es möglich, zwei verschiedene Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenasen zu bestimmen. Es konnte Aktivität mit NAD+ und NADP+ festgestellt werden.

FILLINGER et al. beschrieben 2000 das erste Mal zwei verschiedene von NAD+- (gapA) bzw. NADP+-

(gapB) abhängige phosphorylierende Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen bei B. subtilis.

Das gapB-Gen wurde während der Gluconeogenese exprimiert und die Expression während der Gly-

colyse reprimiert. Die Synthese des gapA-Gen dagegen hatte eine 5-fach höhere Expressionsrate

in der Glycolyse [127]. Die Untersuchung beider in dieser Arbeit getesteten Enzyme wurde mit

Zugabe von Phosphat (natürliches Substrat) und Arsenat durchgeführt. Durch das Ersetzen des

Phosphates durch Arsenat waren deutlich höhere Enzymaktivitäten nachweisbar. Auch das Hin-

zufügen von Dithiothreitol, was einen reduzierten Enzymzustand bewirkt, erhöhte die Enzymakti-

vität. Alle Enzymparameter der NAD+- und NADP+-abhängigen Enzyme wurden daraufhin mit-

hilfe von Arsenat und Dithiotreitol bestimmt. Bei wachstumsabhängigen Proteomuntersuchungen

konnten zwei Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen mit unterschiedlichem Expressionsver-

halten identi�ziert werden. Eine NAD+-abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase wird

in der logarithmischen Phase vermehrt exprimiert und die Enzymmenge ist in der stationären Pha-

se demgegenüber um das 1,8-fache vermindert. Eine andere, NADP+-abhängige Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase, ist in der logarithmischen Phase kaum vorhanden und wird stationär mas-

siv (5-fach) gebildet [33]. Unter anaeroben Bedingungen nimmt die Synthese der NAD+-abhängigen

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase zu [35]. Die Konzentrationen für die Reduktionsäquiva-

lente NAD+ und NADP+ schwanken über die Zeit des Wachstums, jedoch ist eine generelle Ab-

nahme der Konzentrationen zu erkennen [37]. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse für die NAD+-

abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase konnten durch die wachstumsabhängige Un-

tersuchung der spezi�schen Enzymaktivität bestätigt werden. Eine Abnahme der spezi�schen Enzy-

maktivität unter aeroben Bedingungen im Verlaufe des glucoselimitierenden Wachstums ist deutlich

zu erkennen. Unter anaeroben Bedingungen nimmt die spezi�sche Enzymaktivität wiederum zu. Die

Ergebnisse der NADP+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase konnten in dieser

Arbeit nicht ganz bestätigt werden. Die spezi�schen Enzymaktivitäten sind unter aeroben Bedin-

gungen in allen Wachstumsphasen nahezu gleich, eine deutliche Zunahme der spezi�schen Enzymak-

tivität in der stationären Phase war nicht zu verzeichnen. Ein pH-Optimum für das NAD+-abhängige

Enzym konnte nicht eindeutig bestimmt werden, liegt aber vermutlich in einem pH-Bereich zwischen

pH 6,5 und 7,0. Für dieses Enzym aus B. cereus wurde ein pH-Optimum von 8,6 publiziert [93]. Für

die Substrate Glycerinaldehyd-3-phosphat und NAD+ wurden in dieser Arbeit für S. aureus COL

Km-Werte von 2,14 mM und 0,15 mM ermittelt. Auÿerdem konnte eine positive Kooperativität des

Glycerinaldehyd-3-phosphates (N = 1,44) auf die Enzymuntereinheiten festgestellt werden. Für das

bereits erwähnte Bakterium B. cereus wurde ein Km-Wert für Glycerinaldehyd-3-phosphat von 0,51

mM publiziert, für S. aureus MRSA252 ein Km-Wert von 0,32 mM [93, 126]. Beide Km-Werte liegen

deutlich unter dem in dieser Arbeit ermittelten Wert. Dagegen liegt der für B. subtilis publizierte

Km-Wert für NAD+ mit 0,1 mM im gleichen Gröÿenbereich [127]. Untersuchungen zu einer NADP+-

abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase sind auf Ebene der Bakterien wenig unter-
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sucht. Wie bereits erwähnt, beschrieb FILLINGER et al. als erster zwei verschiedene Glycerinaldehyd-

3-phosphat-Dehydrogenasen bei B. subtilis. Für das NADP+-abhängige Enzym wurde ein Km-Wert

für NADP+ von 0,86 mM verö�entlicht [127]. Der in dieser Arbeit ermittelte Km-Wert liegt mit 0,36

mM um die Hälfte darunter. Die Inhibition der NADP+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase durch NADH wurde bisher noch nicht beschrieben. Neben der durch KOHLER et

al. bestimmten Regulation der NADP+-abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase auf

Transkriptionsebene, wird die Aktivität dieses Enzyms ebenfalls durch ein hohes NADH-Level be-

stimmt. Liegt in der logarithmischen Phase oder unter anaeroben Bedingungen viel NADH vor, so

wird dieses Enzym blockiert.

Die Phosphoglycerat-Mutase (EC 5.4.2.1) katalysiert die reversible Umlagerung eines Phosphates

innerhalb eines Moleküls von 3- auf 2-Position. Bei den von KOHLER et al. durchgeführten Proteomun-

tersuchungen wurden 2,5-fach höhere Enzymkonzentrationen in der logarithmischen gegenüber der

stationären Phase dokumentiert [33]. Unter anaeroben Bedingungen kommt es zu einer vermehrten

Expression des Enzyms [35]. Die spezi�sche Enzymaktivität war in allen getesteten Proteinroh-

extrakten hoch. Die wachstumsabhängigen spezi�schen Enzymaktivitäten konnten nicht eindeutig

bestimmt werden, da es bei den Aktivitätsmessung zum Teil doch zu groÿen Schwankungen kam.

Tendenziell ist jedoch zu sagen, dass keine signi�kanten Unterschiede zwischen den logarithmisch-,

transient- oder stationär-angezogenen Zellen für die Phosphoglycerat-Mutase von S. aureus COL

festgestellt wurden. Eine erhöhte spezi�sche Enzymaktivität unter anaeroben Bedingungen kann be-

stätigt werden. Die Betrachtung des intrazellulären Metaboloms zeigt, dass die Konzentration von

3-Phosphoglycerat während des Wachstums bis zum Ende der transienten Phase zu- und in der sta-

tionären Phase wieder abnimmt [37]. Der Vergleich mit dem hier untersuchten pH-Optimum von 6,5

zeigt, dass dieser unterhalb der für grampositive Bakterien publizierten pH-Optima von pH 7,5 - 7,8

für B. subtilis und pH 7,7 - 8,3 für B. megaterium liegt [128, 129]. WATABE and FREESE publizierten

einen Km-Wert von 1,1 mM für B. subtilis, welcher dem in dieser Arbeit ermittelten Km-Wert von

0,6 mM für S. aureus COL ähnlich ist [128]. Die untersuchte positive Kooperativität bei S. aureus

COL wurde bereits 2002 von BOND et al. bei E. coli publiziert, hierbei handelt es sich um eine di-

mere Form des Enzyms [130]. Bei B. megaterium allerdings wurde eine monomere Form bestimmt

[129]. Von daher kann mit einem geringen Hillkoe�zienten von 1,3 für S. aureus COL nur vermutet

werden, dass es sich hierbei um ein Enzym mit mehreren Untereinheiten handelt.

Der nächste reversible Schritt der Glycolyse, die Umwandlung von 2-Phosphoglycerat zu Phos-

phonenolpyruvat, wird durch die Enolase realisiert. Aufgrund der mangelnden Verfügbarkeit von

2-Phosphoglycerat war es nicht möglich, die Enzymkinetikparameter zu bestimmen. Es war lediglich

möglich, das pH-Optimum zu untersuchen, welches bei einem pH von 8,5 liegt. Für das Bakterium B.

megaterium wurde ein pH-Optimum in einem ähnlichen Bereich von pH 8,0 beschrieben [131]. Auf

dem Proteomgel konnten durch KOHLER et al. für S. aureus COL eine Enolase identi�ziert werden.

Die Expression ist in logarithmischer und stationärer Phase nahezu gleich, es wurde eine sehr ge-

ringe Abnahme unter glucoselimitierenden Bedingungen bestimmt [33]. Bei der Kultivierung von S.

aureus COL ohne Sauersto� war eine leichte Zunahme der Enolase-Konzentration auf Transkriptom-
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und Proteomebene zu verzeichnen [35]. Untersuchungen zur spezi�schen Enzymaktivität führten lei-

der zu keinen eindeutigen Ergebnissen, weil es auch hier ohne das Substrat 2-Phosphoglycerat zu

Schwierigkeiten in der Aktivitätsbestimmung kam. Die Aktivität war immer abhängig von der vor-

herigen 3-Phosphoglycerat-Mutase-Aktivität und konnte daher nicht zur Bestimmung der Enolase

unter verschiedenen Wachstumsbedingungen herangezogen werden.

Das letzte Enzym der Glycolyse, die Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40) katalysiert die irreversible Über-

tragung des Phosphates von Phosphoenolpyruvat auf ADP, dabei entsteht Pyruvat als Endprodukt

und Energie wird in Form von ATP bereitgestellt. Die Aktivitätsbestimmung der Pyruvatkinase war

anfangs schwierig, weil vermutlich bei der Proteinextraktion keine native Pyruvatkinase gewonnen

werden konnte. Die Aktivität ist abhängig von Magnesium- und Kaliumionen. Zudem beschrieben

DIESTERHAFT und FREESE bereits 1971 die Aktivitätssteigerung über die Stabilisierung der Pyruvat-

kinase von B. subtilis durch die Zugabe von Phosphoenolpyruvat in den Extraktionspu�er [132].

Schlieÿlich war es möglich, durch die Zugabe von Phosphoenolpyruvat in den 0,1 M Kaliumphos-

phatpu�er und dem Zufügen von Mg2+ in den Aktivitätsassay Enzymaktivität auch bei S. aureus

COL zu detektieren. Proteomanalysen zeigten, dass die Pyruvatkinase von S. aureus COL in der

logarithmischen verglichen mit der stationären Phase um das 1,2-fache mehr exprimiert wird [33].

Unter anaeroben Bedingungen ist die Expression des Pyruvatkinase-Gens schwankend, je länger die

anaeroben Bedingungen aber anhalten, desto weniger Enzym wird gebildet [35]. Die Untersuchungen

zur spezi�schen Enzymaktivität des glucoselimitierenden Wachstums in dieser Arbeit bestätigen die

vorangegangen Untersuchungen auf Proteom- und Transkriptomebene nicht ganz. In allen Extrak-

ten wurde Pyruvatkinase-Aktivität bestimmt, jedoch wurden höhere spezi�sche Enzymaktivitäten

in den Proteinrohextrakten transienter und stationärer gegenüber jener aus logarithmischer Wachs-

tumsphase detektiert. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der Proteinrohextrakte, welche aus anae-

rob angezogenen Zellen gewonnen wurden, befanden sich auf dem Niveau der logarithmischen. Nach

LIEBEKE et al. nahm die Konzentration von Phosphoenolpyruvat im Verlaufe der logarithmischen

Phase ab, beim Übergang von der transienten in die stationäre Phase kommt es zu einer deutlichen

Zunahme und im weiteren Verlauf der stationären Phase nimmt die Konzentration abermals ab.

Bis zum Eintritt der Zellen in die transiente Wachstumsphase sinkt die ADP-Konzentration, da-

nach kommt es zu einer leichten Zunahme in der stationären Phase, daraufhin ist die Konzentration

schwankend [37]. Die Km-Werte für Phosphoenolpyruvat von 3,8 mM und ATP von 1,4 mM werden

während des gesamten Wachstums nicht durch die intrazellulären Konzentrationen erreicht. Darüber

hinaus wurden für beide Substrate positive Kooperativitätsmechanismen (NPEP = 3,2, NADP = 2,2)

auf die Enzymuntereinheiten festgestellt, was dafür spricht, dass die Pyruvatkinase von S. aureus

COL mindestens vier Untereinheiten besitzt. Bei vielen Organismen aus allen Reichen wurden te-

tramere Formen von Pyruvatkinasen beschrieben [68]. TUOMINEN und BERNLOHR beschrieben bei B.

licheniformis viel geringere Km-Werte für Phosphoenolpyruvat (0,2 mM) und ADP (0,7 mM), ledig-

lich das pH-Optimum mit pH 7 - 7,4 entspricht dem in dieser Arbeit ermittelten pH von 7,4 [133].

Darüber hinaus wurden für S. aureus COL auch Aktivitäten mit anderen Nukleotiden untersucht.

Aktivitäten mit ähnlicher spezi�scher Enzymaktivität wurden für GDP (Km = 1 mM) und UDP
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(Km = 2,5 mM) bestimmt.

Im Anschluss an die Glycolyse kann das Pyruvat auf verschiedenen Wegen weitermetabolisiert wer-

den. Über den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (EC 1.2.4.1, 2.3.1.12, 1.8.1.4), welcher aus mehre-

ren Untereinheiten besteht, wird das Pyruvat zu Acetyl-CoA umgesetzt und dabei NAD+ reduziert.

Anschlieÿend kann Acetyl-CoA im Tricarbonsäure-Zyklus vollständig zu CO2 oxidiert werden oder

steht dem Organismus zur Bildung von Acetylphosphat durch die Phosphatacetyl-Transferase zur

Verfügung. Das durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex gebildete NADH kann durch Atmungs-

kettenphosphorylierung zur Bildung von ATP verwendet werden. Die Untersuchung des Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplexes gelang zunächst nicht. Die Ursache hierfür lag in der Verwendung des

Proteinrohextraktes, der neben dem Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex auch viele andere NADH-

abhängige Enzyme, wie beispielsweise verschiedene Lactat-Dehydrogenasen, enthält. Das während

der Reaktion gebildete NADH wird zusammen mit dem im Ansatz be�ndlichen Pyruvat durch die

Lactat-Dehydrogenasen umgehend zu Lactat umgesetzt. Demzufolge wurde das gesamte NADH oxi-

diert und stand der Aktivitätsbestimmung nicht mehr zur Verfügung. RICHARDSON et al. beschrieben

2008 eine Methode für S. aureus zur Bestimmung des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes. Durch die

Verwendung von 3-Acetyl-NAD+, welche der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex als Substrat nutzen

konnte, wurde die Weiterreaktion der Lactat-Dehydrogenasen verhindert [96]. KOHLER et al. identi�-

zierten bei Proteomanalysen die Untereinheiten PdhB (β-Untereinheit der Pyruvat-Dehydrogenase,

E1-Komponente), PdhC (Dihydroliponamid-Acetyltransferase, E2-Komponente) und PdhD (Lipon-

amid-Dehydrogenase, E3-Komponente). Das Expressionslevel dieser drei enzymatischen Komponen-

ten war in logarithmischer und stationärer Phase nahezu gleich. Lediglich bei PdhB und PdhC

wurden geringere Proteinkonzentrationen in der stationären Phase bestimmt [33]. Unter anaeroben

Bedingungen, so untersuchten FUCHS et al., nimmt die Proteinmenge aller drei Komponenten ab

[35, 134]. Diese Ergebnisse konnten durch die in dieser Arbeit für S. aureus COL bestimmten spezi-

�schen Enzymaktivitäten nur zum Teil bestätigt werden. Die spezi�schen Enzymaktivitäten waren in

den Proteinrohextrakten der transienten und stationären Phase um das 2-fache erhöht im Vergleich

zu den spezi�schen Enyzmaktivitäten der Extrakte aus logarithmischer Phase. In den Proteinroh-

extrakten, welche aus anaerob angezogenen Zellen gewonnen wurden, konnte keine Enzymaktivität

beobachtet werden. Die Pyruvatkonzentration von 1,24 mM bei t0 blieb während des logarithmi-

schen Wachstums nahezu konstant, erst zum Ende hin und im Verlauf der transienten Phase nahm

die Konzentration auf 0,36 mM ab und in der stationären Phase leicht wieder zu [37]. Zu keinem

Zeitpunkt wurde der Km-Wert von 3,15 mM erreicht. Bei B. subtilis beschrieben VISSER et al. einen

Km-Wert für Pyruvat von 0,1 mM, SCHREINER et al. einen Km-Wert von 1,7 mM bei C. glutamicum,

beide Werte liegen deutlich unter dem in dieser Arbeit ermittelten Km-Wert für Pyruvat [135, 136].

Das für B. subtilis publizierte pH-Optimum von 7,6 ist dem in dieser Arbeit ermittelten pH-Optimum

für S. aureus COL von 7,1 ähnlich [135]. Eine C-kataboliten-Repression, wie sie VILHELMSSON und

MILLER andeutend publizierten, wurde durch die Proteom- und Transkriptomanalysen nicht bestätigt

[33, 35, 134, 137].

Die L-Lactat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.27) und D-Lactat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.28) sind wichtige
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Enzyme im Fermentationssto�wechsel von Bakterien. Lactat, das Produkt der Pyruvat-verbrauchenden

Reaktion, zählt zu den wichtigen Endprodukten des Fermentationssto�wechsels von S. aureus COL.

Selbst unter aeroben Bedingungen wurden zwei Lactat-Dehydrogenasen nachgewiesen. FUCHS et al.

identi�zierten bei Proteom- und Transkriptomuntersuchungen drei Lactat-Dehydrogenasen, Ldh1

und Ldh2, beide in ihrer Aktivität von L-Lactat abhängig und eine abhängig von D-Lactat, LdhD.

Alle Lactat-Dehydrogenasen wurden unter anaeroben Bedingungen verstärkt exprimiert [35, 134].

Wie bereits beschrieben, konnten hohe spezi�sche Enzymaktivitäten für L- und D-Lactat in den

aerob angezogenen Zellen untersucht werden, dabei waren die spezi�schen Aktivitäten der Protein-

rohextrakte aus logarithmischer Phase am höchsten. In den Proteinrohextrakten, die aus anaerob

angezogenen Zellen hergestellt wurden, übersteigt die spezi�sche Enzymaktivität diese der Protein-

rohextrakte, welche aus aerob angezogenen Zellen gewonnen wurden, um ein Vielfaches. Die extrazel-

luläre Lactat-Konzentration steigt während des logarithmischen und transienten Zellwachstums an

und wird in der stationären Phase von den Zellen wieder aufgenommen, was das Vorhandensein einer

Lactat-Dehydrogenase-Aktivität auch unter aeroben Bedingungen bestätigt [37]. Dies erlaubt S. au-

reus COL im over�ow -Metabolismus über�üssige Energie in Form von NADH zu eliminieren. In der

stationären Wachstumsphase hat S. aureus COL die Möglichkeit Lactat als Kohlensto�- und Ener-

giequelle wiederzuverwerten, wenn Glucose vollständig verbraucht ist. Eine andere wichtige Funktion

ist die Aufrechterhaltung des Glycolyse-Flusses über die Eliminierung von NADH, welches ebenfalls

das Potential besitzt, andere NAD+-abhängige Enzyme wie beispielsweise die NAD+- und NADP+-

abhängigen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenasen, durch erhöhte NADH-Konzentrationen

zu inhibieren. Beide nachgewiesenen Enzyme gehören zur Gruppe der zytoplasmatischen Lactat-

Dehydrogenasen. Neben diesen beiden NAD+-abhängigen Lactat-Dehydrogenasen sind in anderen

Staphylococci auch noch weitere Lactat-Dehydrogenasen nachgewiesen worden. Zu ihnen gehören

die sogenannten iLDH, NAD+-unabhängige, bei welchen ein natürlicher Hydrogenakzeptor oftmals

nicht bekannt ist [138, 139, 140]. Im Gegensatz zu S. aureus COL ist bei B. subtilis 168 nur ei-

ne Lactat-Dehydrogenase beschrieben, welche spezi�sch ist für L-Lactat. Auch bei dieser konnte

Enzymaktivität unter aeroben Bedingungen bestimmt werden, ebenfalls steigt die Aktivität unter

anaeroben Zuständen massiv an. Rex, ein Redoxregulator, der in B. subtilis (ydiH ) und Streptomy-

ces coelicolor (rex ) verantwortlich ist für die Reprimierung von Genen des anaeroben Sto�wechsels,

konnte auch in S. aureus nach Sequenzvergleichen zu 37% homolog zum Repressorprotein von S.

coelicolor identi�ziert werden. Diese Sequenz liegt vor vielen Genen des anaeroben Sto�wechsels

(Lactat-Dehydrogenase lctE, Pyruvat-Formiat-Lyase p�B, Alkohol-Dehydrogenasen adhE und adh1

und weiteren) hochkonserviert vor und könnte eine ähnliche Funktion wie in S. coelicolor und B.

subtilis haben [39]. Dieser E�ekt kann aber auch auf SrrAB (Staphylococcal respiratory respon-

se AB) zurückzuführen sein. SrrAB ist ein Zwei-Komponenten-System, welches in S. aureus unter

anaeroben Bedingungen verantwortlich ist für die Induzierung von Fermentationsenzymen [39].

GARVIE publizierte 1980 eine Zusammenfassung über die gewonnenen Erkenntnisse über die LDH's

verschiedener grampositiver Mikroorganismen [138]. In dieser Verö�entlichung wurde auch ein pH-

Optimum für die Lactat-Dehydrogenase-Reaktion bei S. aureus von 8,2 angegeben [140]. Das im
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Rahmen dieser Arbeit ermittelte pH-Optimum liegt für die L-Lactat-Dehydrogenase bei 8,0 für die

Pyruvat-verbrauchende Reaktion, für die L-Lactat-verbrauchende Reaktion bei 9,5 und für die D-

Lactat-Dehydrogenase wurde ein pH-Optimum von 8,0 ermittelt. Das Enzym B. subtilis 168 hat

ein pH-Optimum im neutraleren Bereich bei pH 7,1. YOSHIDA publizierte 1965 für B. subtilis ein

pH-Optimum der Lactat-Dehydrogenase von pH 6,0 [141]. Für weitere grampositive Bakterien, wie

beispielsweise Lactobacillus curvatus und Lactobacillus casei, wurden pH-Optima von pH 4,5 publi-

ziert, welche deutlich unter denen in dieser Arbeit untersuchten pH-Optima liegen [142].

Für Pyruvat wurde für die L-Lactat-Dehydrogenase von S. aureus COL in dieser Arbeit ein Km-

Wert von 1 mM bestimmt, es wirkt ab einer Konzentration von 7,5 mM (Ksi = 38 mM) inhibierend.

Für die D-Lactat-Dehydrogenase wurde ein Km-Wert für Pyruvat von 0,15 mM ermittelt, hohe

Pyruvat-Konzentrationen hatten keinen Ein�uss auf die Enzymaktivität. Eine hohe Toleranz der

Lactat-Dehydrogenasen gegenüber hohen Pyruvatkonzentrationen scheint nötig, da das Enzym bei

Glucoseüberschuss, der vielleicht zu einem hohen Pyruvatspiegel führen würde, zur Regeneration

von NAD+ unbedingt notwendig ist. Unter aeroben Bedingungen konnte dies durch LIEBEKE et al.

nicht bestätigt werden [37]. Aber möglicherweise kommt es unter anaeroben Bedingungen zu einer

vermehrten Akkumulation von Pyruvat. Der in dieser Arbeit ermittelte Km-Wert für Pyruvat der

L-Lactat-Dehydrogenase von B. subtilis 168 ist mit 0,16 mM dem der D-Lactat-Dehydrogenase von

S. aureus COL nahezu identisch. Bei Lactobacillus helveticus beispielsweise liegt der Km-Wert für

Pyruvat mit 0,25 mM deutlich unter dem für S. aureus COL bestimmten Wert [143]. Mit 77 mM hat

Streptococcus cremoris einen deutlich höheren Km-Wert [144]. Bei Lactococcus lactis wurde ebenfalls

eine Substratinhibition des Enzyms durch Pyruvat festgestellt [146].

Die Untersuchung der Abhängigkeit der Reaktion von der NADH-Konzentration ergab für die L-

Lactat-Dehydrogenase von S. aureus COL einen Km-Wert von 0,15 mM, für die D-Lactat-Dehydro-

genase einen höheren Km-Wert von 1,42 mM, mit einem Hinweis auf positive Kooperativität (N

= 1,12). Positive Kooperativität wäre vorteilhaft, da mit steigendem NADH-Spiegel die NAD+-

Konzentration abnimmt und somit die Regeneration über die Kooperativität mit reguliert wird.

Würde eine Inhibition des Enzyms durch NAD+ auftreten, könnte NAD+ nicht regeneriert werden.

GORDON et al. publizierten für das Substrat NADH bei L. casei einen Km-Wert von 0,01 mM, welcher

deutlich unter den hier ermittelten Km-Werten liegt [145]. CROW verö�entlichte dagegen einen Km-

Wert von 8 mM bei L. lactis, welcher wesentlich höher ist [146].

Eine Regulation der Lactat-Dehydrogenase durch die in dieser Arbeit getesteten Sto�wechselme-

tabolite konnte nicht beobachtet werden. Eine Inhibition wäre unter den beschriebenen Umstän-

den der Funktion diesen Enzyms im Sto�wechsel von S. aureus COL auszuschlieÿen. Sollten die-

se beiden Enzyme durch ein Metabolit, welches ein hohes Energielevel (ATP, GTP) anzeigt oder

durch glycolytische Metabolite (Glc-6-P, Fru-1,6-bisphosphat, 3-P-glycerat, Phosphoenolpyruvat)

inhibiert werden, so würde dies der These widersprechen, dass Lactat als over�ow -Metabolit gebil-

det wird. Bei anderen Organismen wie beispielsweise S. epidermidis, wurde eine kompetitive Inhi-

bition zum Substrat NADH durch ADP festgestellt [147]. Die Aktivität der Lactat-Dehydrogenase

ist in Clostridium thermocellum von der ATP-Konzentration abhängig. Hier ist die Aktivität bei
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einer ATP-Konzentration von 10 mM fast um die Hälfte vermindert [148]. Eine Aktivierung der

Lactat-Dehydrogenase-Aktivität durch Fructose-1,6-bisphosphat wurden für Streptococcus lactis von

HARDMAN publiziert [149].

Wie bereits erwähnt, wurden für S. aureus COL zwei Spezi�täten für die Lactat-verbrauchende

Reaktion bestimmt, für L- bzw. D-Lactat, sodass für S. aureus COL zwei aerob aktive Lactat-

Dehydrogenasen beschrieben werden können. Sie unterscheiden sich durch ihr Substrat und die

Substrata�nität. So ist die A�nität des D-Lactats (Km = 45 mM) zur D-Lactat-Dehydrogenase

um das 2-fache höher, als die des L-Lactats (Km = 109 mM) zur L-Lactat-Dehydrogenase. Für das

Enzym von B. subtilis 168 wurde ein Km-Wert von 75 mM bestimmt. Mit einem Km-Wert von 400

mM für Lactat übertri�t Lactobacillus casei ssp. casei diese in dieser Arbeit ermittelten deutlich

[142]. YOSHIDA beschrieb 1965 für B. subtilis einen Km-Wert von 30 mM, der unter allen in dieser

Arbeit ermittelten liegt und im Vergleich zum in dieser Arbeit untersuchten Stamm von B. subtilis

168 um die Hälfte vermindert ist [141].

Die Lactat-Dehydrogenasen von S. aureus COL haben einen Km-Wert für NAD+ von 1,2 mM (L-

LDH) und 0,2 mM (D-LDH), der Km-Wert für die Lactat-Dehydrogenase von B. subtilis 168 ist

identisch mit der L-Lactat-Dehydrogenase von S. aureus (Km = 1,2 mM). Für B. subtilis wurde von

YOSHIDA ein Km-Wert von 0,9 mM für NAD+ beschrieben [141]. Mit einem Km-Wert von 5 mM hat

Pediococcus pentosaceus einen au�allend höheren Km-Wert als in dieser Arbeit für S. aureus COL

und B. subtilis 168 ermittelt wurde [150].

Mit NADP+ als Reduktionsäquivalent wurden für die hier untersuchten Lactat-Dehydrogenasen

keine Aktivitäten detektiert. Sie sind demnach in ihrer Aktivität nur von NAD+ abhängig.

Die Pyruvat-Carboxylase (EC 6.4.1.1) katalysiert die biotinabhängige irreversible Addition von CO2

an Pyruvat. Die Pyruvat-Carboxylase-Aktivität stellt den ersten Schritt der Gluconeogenese dar,

dient zudem als anaplerotische Reaktion für den Citrat-Zyklus und besitzt weiterhin eine wichti-

ge Rolle in der Liponeogenese und weiteren zellulären Prozessen. Bei Proteomuntersuchungen von

S. aureus COL wurde eine 2-fach höhere Enzymkonzentration in der stationären im Vergleich zur

logarithmischen Wachstumsphase beschrieben [33]. FUCHS et al. konnte eine Erhöhung der Prote-

inkonzentation unter anaeroben Bedingungen dokumentieren [35, 134]. Die Pyruvatkonzentration

nimmt im Verlauf der logarithmischen und transienten Wachstumsphase von 1,24 mM (t0) auf 0,36

mM (t9) ab, in der stationären Phase kommt es zu einer leichten Zunahme auf 0,43 mM (t24). Im

Verlauf des gesamten Wachstums nimmt die ATP-Konzentration von 4,78 mM (t0) auf 1,48 mM

(t24) stetig ab [37]. Geringe Mengen der Proteinrohextrakte, welche aus aerob angezogenen Zellen

gewonnen wurden, waren notwendig, um Enzymaktivität zu bestimmen, in den Proteinrohextrakten

der anaerob angezogenen Zellen konnte bisher keine Enzymaktivität dokumentiert werden.

Die Pyruvat-Carboxylase bildet unter ATP-Verbrauch Oxalacetat, welches das Startmetabolit für

die Gluconeogenese darstellt. So kann S. aureus COL in der stationären Phase unter Glucosemangel

die Synthese von Glucose über die Pyruvat-Carboxylase einleiten. Auÿerdem ist Oxalacetat auch

Ausgangssto� für viele Aminosäuren und hat somit einen starken Ein�uss auf den Aminosäure-
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Metabolismus. Aus Oxalacetat werden die Aminosäuren Aspartat, Asparagin, Methionin, Threonin,

Lysin und Isoleucin synthetisiert. Da eine Aktivität für die Pyruvat-Carboxylase detektiert wer-

den konnte, kann angenommen werden, dass in der stationären Phase unter Glucosehunger über

diese Reaktion die Glucosebildung induziert wird. Die Verwendung des Oxalacetats für die Ami-

nosäuresynthese oder als anaplerotisches Substrat ist eher unwahrscheinlich, da viele Enzyme des

Citrat-Zyklus in der logarithmischen Phase des Zellwachstums reprimiert sind [33].

Das ermittelte pH-Optimum für die Pyruvat-Carboxylase bei S. aureus COL lag bei pH 8,7, für

Bacillus licheniformis wurde ein pH-Optimum von 7,0 publiziert [151]. Ein Km-Wert für Pyruvat

von 0,5 mM konnte für S. aureus COL bestimmt werden und damit entspricht dieser nahezu über

das gesamte Wachstum hinweg der intrazellulären Konzentration, die von LIEBEKE et al. für S. aureus

COL bestimmt wurde [37]. YU publizierte 2009 einen wesentlich höheren Km-Wert von 4,4 mM für

den von ihm untersuchten Stamm von S. aureus [152]. Für Bacillus thermodenitri�cans wurde im

Vergleich zu dem in dieser Arbeit ermittelten ein wesentlich geringerer Km-Wert von 0,039 mM

für die Pyruvat-Carboxylase-Reaktion publiziert [105]. Der von S. aureus COL ermittelte Km-Wert

von 0,34 mM ist dem zu B. thermodenitri�cans (0,46 mM) sehr ähnlich [105]. Auÿerdem hat das

Substrat ATP einen positiv-kooperativen E�ekt (N = 1,5) auf das Enzym, was auf mindestens zwei

Enzymuntereinheiten oder mehr hinweist. XIANG und TONG publizierten die Kristallstruktur einer S.

aureus Pyruvat-Carboxylase, die eine tetramere Form besitzt. Monomere oder dimere Formen der

Pyruvat-Carboxylase waren inaktiv [153].

Acetyl-CoA, welches im Sto�wechsel von S. aureus COL aerob hauptsächlich über den Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplex und anaerob über die Pyruvat-Formiat-Lyase gebildet wird, hat einen po-

sitiv modulierenden E�ekt auf die Pyruvat-Carboxylase-Aktivität. Möglicherweise steht dies im Zu-

sammenhang mit einem hohen Energielevel. Ist das Energielevel in der Zelle in Form von ATP hoch,

inhibiert dies die oxidative Phosphorylierung, was wiederum zu einer Akkumulation von NADH

und zur Inhibition des Citrat-Zyklus führt. Dies hat zur Folge, dass sich Acetyl-CoA anreichert,

welches den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex inhibiert und die Pyruvat-Carboxylase aktiviert, so-

dass Oxalacetat für die Synthese von Glucose zur Verfügung steht. Der Metaboliten�ux kann so

in Richtung Gluconeogenese durch Acetyl-CoA positiv beein�usst werden. Die notwendige Energie

für die Synthese des Oxalacetats wird wahrscheinlich durch die Acetat-Kinase generiert, welche bei

Glucoseüberschuss eine wichtige Reaktion des over�ow -Metabolismus unter aeroben Bedingungen

darstellt. Ein solcher Regulationsmechanismus bezogen auf Acetyl-CoA wurde für einige grampo-

sitive Mikroorganismen wie zum Beispiel Corynebacterium glutamicum und Bacillus sp., publiziert

[154, 155].

Das Malatenzym (EC 1.1.1.38) von S. aureus COL katalysiert die oxidative Decarboxylierung von

Malat zu Pyruvat. KOHLER et al. beschrieben 1,5-fach höhere Malatenzym-Konzentrationen in der

logarithmischen verglichen zur stationären Wachstumsphase [33]. Unter anaeroben Bedingungen ist

die Konzentration nahezu unverändert [134]. Diese Ergebnisse konnten in dieser Arbeit anhand der

wachstumsabhängigen spezi�schen Enzymaktivität bestätigt werden. Die spezi�sche Enzymaktivi-

tät ist in den Proteinrohextrakten der logarithmischen Zellen um das 2-3-fache erhöht gegenüber
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den spezi�schen Enzymaktivitäten der Proteinrohextrakte aus den aerob angezogenen Zellen der

transienten und stationären Phase sowie jener Proteinrohextrakte, welche aus anaerob angezoge-

nen Zellen hergestellt wurden. LIEBEKE et al. untersuchte in seiner Arbeit die intrazelluläre Malat-

und NADP+-Konzentration. In den Zellen waren nur geringe Malatkonzentrationen messbar, in der

logarithmischen Wachstumsphase kam es zu einer Abnahme der Malatkonzentration von 0,12 mM

(t0) auf 0,04 mM (t5) und zu einer leichten Zunahme in der stationären Phase (t24 = 0,2 mM). Die

NADP+-Konzentration ist schwankend über das Wachstum aber tendenziell abnehmend in logarith-

mischer und transienter Phase, t0 = 0,94 mM - t13 = 0,28 mM. In der stationären Phase steigt die

Konzentration wieder leicht bis auf einen Wert von 0,36 mM (t24) an [37].

Bei S. aureus COL ist dieses Enzym möglicherweise für die Bildung von Pyruvat zuständig, welches

dann durch die Lactat-Dehydrogenase im over�ow -Metabolismus zur NAD+-Regeneration genutzt

werden kann. Andererseits könnte das bei dieser Reaktion entstehende Pyruvat in der stationären

Phase über die Pyruvat-Carboxylase in die Gluconeogenese geleitet werden. Desweiteren kann ver-

mutet werden, dass das Malatenzym zur Bildung von NADPH aus NADP+ durch den Organismus

verwendet wird. Dies würde bedeuten, dass NADPH nicht nur im Pentose-Phosphat-Weg über die

Isocitrat-Dehydrogenase und die Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase, sondern auch auf diesem Weg

synthetisiert werden kann. NADPH fungiert im Anabolismus als Reduktionsmittel und ist somit Lie-

ferant von Elektronen und Wassersto� zur Biosynthese vieler Verbindungen. Das Reduktionspotenti-

al von NADPH kann beispielsweise auch auf Glutathion oder andere Akzeptoren übertragen werden,

welche wichtige Antioxidanzien im Metabolismus darstellen. Glutathion ist zum Schutz von zellu-

lären Makromolekülen vor reaktiven Sauersto�spezies, die während des Zellsto�wechsels entstehen,

essentiell. Das Immunsystem des Wirtes ist in der Lage, mit ROS (reactive oxygyn species = reaktive

Sauersto�spezies) auf eine Infektion zu reagieren, weshalb der pathogene Mikroorganismus auf eine

e�ektive Abwehr durch Antioxidantien wie Glutathion angewiesen ist. Bei vielen Organismen fehlt

der Biosynthese-Weg für Glutathion, so auch in S. aureus COL und B. subtilis 168. Hier werden zum

Schutz vor oxidativen Angri�en während der Infektion des Wirtes andere oft von Cystein abgeleitete

reduktive Thiole genutzt [156]. Zu diesen gehören auch die Thioredoxine (kleine Proteine, mit einer

Disul�dbrücke im aktiven Zentrum, welche elektronenübertragende Kofaktoren darstellen), die unter

Tieren, P�anzen und Bakterien weit verbreitet sind. Im oxidierten Zustand liegt die Disul�dbrücke,

im reduzierten dagegen liegen zwei SH-Gruppen vor. Sie wirken in ihrer reduzierten Form enzyma-

tisch als Oxidoreductasen. Bei S. aureus und B. subtilis sind niedermolekulare Thiole wie Coenzym

A und Bacillithiol bekannt. Sie dienen als Redox-Pu�er und somit der Aufrechterhaltung des redu-

zierten Milieus in der Zelle [157, 158]. Andere Abwehrmechanismen stellen sekundäre Antioxidantien

oder antioxidative Enzyme dar wie beispielsweise die Superoxidismutase und die Katalase, auf die

ein pathogener Organismus angewiesen ist. In Pseudomonas �uorescens wurde ein solches Netzwerk

zur Transformation von NADH in NADPH unter oxidativen Stressbedingungen beschrieben [159].

Eine Malatenzym-Aktivität konnte mit dem hier verwendeten Nachweis detektiert werden. Die Zu-

gabe von MgSO4 ist für die Reaktion essentiell. Auÿerdem ist das Malatenzym in seiner Aktivität

nur von NADP+ abhängig.
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Kommt es im Metabolismus zur Akkumulation von Malat, so tritt bei höheren Malatkonzentrationen,

Ksi = 5,64 mM, eine Substratinhibition auf. Um eine Malatenzym-Aktivität detektieren zu können,

wurden relativ groÿe Mengen an Malat eingesetzt (Km = 4,5 mM).

NADPH ist für den Anabolismus in Mikroorganismen essentiell. Die Regulation des Malatenzyms

durch ADP könnte so erklärt werden, dass die Bildung von NADPH unterbunden wird und dieses

somit nicht anabolen Prozessen zum Aufbau komplexer Moleküle dienen kann. Hierüber könnten

katabole Prozesse zum Abbau komplexer Moleküle und die Energiegewinnung in Form von ATP

geregelt werden. Eine Bildung von Malat aus Pyruvat ist energetisch gesehen sehr unwahrscheinlich,

weil die Energie aus der Oxidation von NADPH für die CO2-Fixierung nicht ausreichen würde.

Die Pyruvat-Oxidase (EC 1.2.3.3) katalysiert die oxidative Decarboxylierung des Pyruvats zu Ace-

tylphosphat. Das Enzym synthetisiert einen groÿen Teil des intrazellulären Acetylphosphats, des im

weiteren Verlauf des Sto�wechsels durch die Acetat-Kinase zu Acetat und ATP umgesetzt wird.

Die Enzymaktivität konnte mithilfe des DCPIP-Nachweises bei S. aureus COL und B. subtilis 168

detektiert werden. Für die Untersuchungen ist die Zugabe von Thiaminpyrophosphat notwendig.

Bei S. aureus COL konnten weder KOHLER et al., noch FUCHS et al. bei ihren Proteom- und Tran-

skriptomuntersuchungen eine Pyruvat-Oxidase identi�zieren [33, 35, 134]. Bei den in dieser Arbeit

durchgeführten Untersuchungen zur spezi�schen Enzymaktivität unterschiedlicher Proteinrohextrak-

te aus verschiedenen Wachstumsphasen konnte gezeigt werden, dass es bezüglich der Aktivität dieses

Enzyms kaum Unterschiede gab. Lediglich in den Proteinrohextraken, welche aus anaerob angezo-

genen Zellen gewonnen wurden, konnte keine Enzymaktivität nachgewiesen werden, was logisch

erscheint, da der natürliche terminale Elektronenakzeptor der Pyruvat-Oxidase der Sauersto� ist.

Bei B. subtilis 168 dagegen wurden in den Proteinrohextrakten, welche aus den aerob angezogenen

Zellen verschiedener Wachstumsphasen gewonnen wurden, nur geringe spezi�sche Enzymaktivitäten

bestimmt, in den Proteinrohextrakten der anaerob angezogenen Zellen wurden dazu im Vergleich

mehr als 3-fach so hohe spezi�sche Enzymaktivitäten ermittelt. Aufgrund dieser Erhöhung der spezi-

�schen Enzymaktivität unter anaeroben Bedingungen wurde untersucht, ob das zugesetzte Pyruvat,

welches für das anaerobe Wachstum notwendig ist, einen induktiven Ein�uss auf die Expression des

Pyruvat-Oxidase-Gens hat. Dies wurde jedoch nicht bestätigt. Pyruvat im Medium führt weder un-

ter aeroben noch anaeroben Bedingungen zu einer Erhöhung der Pyruvat-Oxidase-Aktivität. Das für

S. aureus COL bestimmte pH-Optimum bei pH 6,5 ist den pH-Optima von anderen grampositiven

Organismen ähnlich. Die Variationen in diesem Bereich sind nicht sehr stark. Beispielsweise liegt

das pH-Optimum von Aerococcus viridans für die Pyruvat-Oxidase-Reaktion bei pH 7,0 [160]. Das

in dieser Arbeit für B. subtilis 168 bestimmte pH-Optimum liegt mit pH 7,9 jedoch deutlich höher.

Der Km-Wert für Pyruvat von S. aureus COL ist mit 0,05 mM um ein Vielfaches geringer, als der Km-

Wert aller anderen für S. aureus COL bestimmten Pyruvat-abhängigen Enzyme. Ein inhibitorischer

E�ekt durch höhere Pyruvat-Konzentrationen wurde hier nicht beobachtet. Der Km-Wert für B.

subtilis 168 ist mit 0,17 mM 3-fach höher im Vergleich zum Km-Wert von S. aureus COL. Desweiteren

wird die Pyruvat-Oxidase von B. subtilis 168 negativ durch ihr Substrat Pyruvat reguliert. Die

A�nität der Untereinheiten nimmt mit steigender Pyruvatkonzentration ab. Dieser E�ekt war bei
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S. aureus COL nicht zu erkennen. Für Lactobacillus plantarum wurde eine tetramere Form der

Pyruvat-Oxidase mit einem Km-Wert für Pyruvat von 1,4 mM publiziert [107]. Geringere Km-Werte

als die hier bestimmten, wurden für grampositive Mikroorganismen nicht publiziert [68].

Das bei der Reaktion entstehende Acetylphosphat wird, wie bereits beschrieben, durch die Acetat-

Kinase mit ADP weiter zu Acetat und ATP umgesetzt. Dies bietet S. aureus COL und auch B. sub-

tilis 168 die Möglichkeit, über diesen Weg ATP aus ADP zu synthetisieren, wenn der Citrat-Zyklus

in der logarithmischen Phase reprimiert ist. Demzufolge erscheint es auch sinnvoll, dass die Pyurvat-

Oxidase von S. aureus COL nicht durch eines der hier untersuchten Metabolite inhibiert wird. Dies

hätte möglicherweise zur Folge, dass weniger Acetylphosphat für den over�ow -Metabolismus bereit-

gestellt würde und somit weniger ATP synthetisiert werden könnte. Die Pyruvat-Oxidase von B.

subtilis 168 wird dagegen durch NADH in seiner Aktivität negativ beein�usst. Nimmt die NADH-

Konzentration intrazellulär zu, so wird auch die Pyruvat-Oxidase-Aktivität gehemmt. Viel NADH ist

ein Indiz für ein hohes Energielevel und verhindert darüber die weitere Umsetzung des Pyruvats zu

Acetylphosphat, was die Inhibition der ATP-Synthese durch die Acetat-Kinase zur Folge hat. Auch

die negative Kooperativität ist so zu bewerten, ein hoher Durchsatz der Glycolyse führt zu einem

hohen intrazellulären Pyruvatspiegel, was ein hohes Energielevel durch die energieliefernden Enzyme

der Glycolyse (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Phosphoglycerat-Kinase und Pyruvat-

Kinase) zur Folge hat. Demnach kann auch hierüber die Synthese unnötiger Energie kontrolliert und

reguliert werden.

Neben der Glycolyse kann das Glucose-6-phosphat auch über den Pentose-Phosphat-Weg metabo-

lisiert werden. Der Pentose-Phosphat-Weg ist ein wichtiger Teil des Intermediärsto�wechsels und

kommt bei den meisten Organismen vor. Dieser ist zyklisch und lässt sich in einen oxidativen,

irreversiblen und einen nicht-oxidativen, reduktiven Abschnitt teilen. Im ersten, dem oxidativen

Teil, wird Glucose-6-phosphat zu Ribulose-5-phosphat umgesetzt und NADP+ in zwei NADP+-

abhängigen Schritten zu NADPH reduziert. Der nicht-oxidative Teil dient der Bildung von verschie-

denen Zuckern unterschiedlicher Kettenlänge (C3- bis C7-Zucker). Im Nachfolgenden soll auf die

zwei NADP+-abhängigen Reaktionen und dessen Bedeutung im Sto�wechsel der hier untersuchten

Bakterein eingegangen werden.

Die Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) ist das einleitende Enzym des Pentose-

Phosphat-Weges und katalysiert dabei den ersten irreversiblen Schritt von Glucose-6-phosphat zu

6-Phosphogluconolacton. Bei Proteom- und Transkriptomuntersuchungen von S. aureus COL konnte

bisher keine Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase identi�ziert werden [33, 35, 134]. Allerdings wird

ein Vorhandensein aufgrund von Homologievergleichen zu anderen artverwandten Spezies angenom-

men. In dieser Arbeit konnte das Enzym eindeutig nachgewiesen und hohe spezi�sche Enzymakti-

vitäten in den verschiedenen Proteinrohextrakten bestimmt werden. Dabei waren die spezi�schen

Enzymaktivitäten der transienten und logarithmischen Wachstumsphase um das Doppelte höher,

als die der stationären und anaeroben Zellen. WOLFF et al. konnten für B. subtilis 168 bei gelfreien

und gelbasierenden Proteomanalysen eine Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogense identi�zieren [112].

Auch hier konnten bei den in dieser Arbeit durchgeführten Aktivitätsuntersuchungen hohe spezi-
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�sche Enzymaktivitäten dokumentiert werden. Für S. aureus COL wurden von LIEBEKE et al. die

intrazellulären Konzentrationen von Glucose-6-phosphat und NADP+ untersucht. Mit Beginn des

Wachstums in der logarithmischen Phase wurde eine Glucose-6-phosphat-Konzentration von 7,8 mM

(t0) beschrieben, welche im Verlauf der transienten Wachstumsphase auf 1,8 mM (t5) abnimmt, mit

0,08 mM (t9) am Anfang der stationären Phase den niedrigsten Wert erreicht und in der weiteren sta-

tionären Phase wieder leicht auf 0,18 mM (t24) zunimmt. Die intrazelluläre NADP+-Konzentration

nimmt im Verlauf des Wachstums immer mehr ab, von 0,94 mM (t0) in der logarithmischen, über

0,45 mM (t9) in der transienten bis zu 0,36 mM (t24) in der stationären Phase [37]. Die intrazelluäre

Konzentration von Glucose-6-phosphat reicht bis zum Erreichen der stationären Wachstumsphase

aus, um das Enzym mit einem Km-Wert von 0,33 mM halbmaximal zu sättigen. Auch der Km-

Wert von NADP+ mit 0,48 mM liegt im Bereich der physiologischen Substratkonzentration. Die

Km-Werte von B. subtilis 168 sind mit 0,49 mM für Glucose-6-phosphat und 0,1 mM für NADP+

denen von S. aureus COL ähnlich. Bisher wurden nur sehr wenige kinetische Daten zur Glucose-6-

phosphat-1-Dehydrogenase publiziert, was den Vergleich zu anderen grampositiven Bakterien nicht

möglich macht. Auch Referenzwerte bezüglich des pH-Optimums waren in der Literatur nicht zu

�nden. Bei S. aureus COL konnte in dieser Arbeit ein inhibierender E�ekt von NADPH auf die En-

zymaktivität bestimmt werden. Die Inhibtion durch NADPH, ein Produkt der Glucose-6-phosphat-

1-Dehydrogenase-Reaktion, erfolgt kompetitiv, was auf die Konkurrenz von NADPH zum Substrat

um die Bindestelle im aktiven Zentrum hindeutet. Hierüber wäre es für den Organismus möglich den

Eintritt von Glucose-6-phosphat in den Pentose-Phosphat-Weg zu regulieren und gegebenenfalls bei

einem hohen NADPH-Spiegel das Glucose-6-phosphat eher über die Glycolyse zu versto�wechseln,

da unter diesen Umständen kaum mehr NADP+ für wichtige NADP+-abhängige Sto�wechselwege

zur Verfügung stünden. Eine solche Art der Inhibition durch NADPH wurde auch für C. glutamicum

und Brevibacterium �avum publiziert [104, 161]. Die Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase von B.

subtilis 168 wird dagegen nicht durch erhöhte NADPH-Konzentration, sondern durch das Metabolit

Fructose-6-phosphat reguliert. Hierbei handelt es sich um eine unkompetitive Inhibition, was be-

deutet, dass das Fructose-6-phosphat erst mit dem Enzym-Substrat-Komplex eine Bindung eingeht

und darüber die Freisetzung der Produkte verhindert. Vermutlich reguliert B. subtilis 168 somit

den Metaboliten�uss in Richtung Glycolyse. Viel Fructose-6-phosphat bedeutet auch einen höheren

Energiegewinn, sofern die aufgenommene Glucose in der Glycolyse versto�wechselt werden würde.

Möglicherweise reicht in dieser Phase des Wachstums das NADPH aus, welches durch die Enzyme

Isocitrat-Dehydrogenase und Malat-Enzym aus NADP+ generiert wird. Desweiteren schlieÿt sich

dieser Zyklus mit Fructose-6-phosphat. Eine ausreichende Menge an Fructose-6-phosphat könnte

dem Organismus signalisieren, dass eine weitere Versto�wechselung von Glucose-6-phosphat über

den Pentose-Phosphat-Weg und damit der Bildung von verschiedenen Zuckern und NADPH nicht

mehr notwendig ist.

Die zweite irreversible, NADP+-abhängige Reaktion im Pentose-Phosphat-Weg ist die 6-Phospho-

gluconat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.44). Sie katalysiert die oxidative Decarboxylierung von 6-Phospho-

gluconat zu Ribulose-5-phosphat und CO2 mit der gleichzeitigen Reduktion von NADP+ zu NADPH.
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Für S. aureus COL wurde bei Proteom- und Transkriptomuntersuchungen keine 6-Phosphogluconat-

Dehydrogenase identifziert [33, 35, 134]. Dagegen konnten WOLFF et al. eine für B. subtilis 168

mithilfe gelfreier Methoden nachweisen [112]. In dieser Arbeit war es möglich, für beide Organis-

men hohe spezi�sche Enzymaktivitäten in allen getesteten Proteinrohextrakten zu bestimmen. Die

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase von S. aureus COL hat in den aus logarithmischen und sta-

tionären Zellen hergestellten Proteinrohextrakten die höchste spezi�sche Enzymaktivität, die der

transient und anaerob angezogener Zellen ist denen gegenüber geringfügig vermindert. Die Enzyme

beider hier untersuchten Organismen sind in ihrer Aktivität nur von NADP+ abhängig. Ähnlich,

wie bei der Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase sind bisher kaum kinetische Daten für grampo-

sitive Bakterien publiziert worden. Die pH-Optima von S. aureus COL und B. subtilis 168 sind

beide mit pH 8,7 identisch. Bei B. �avum wurde ein pH-Optimum im neutraleren Bereich mit pH

7,5 bestimmt [162]. Beim Vergleich der Km-Werte der hier untersuchten Bakterien ist zu erkennen,

dass diese von B. subtilis 168 mit 0,1 mM für 6-Phosphogluconat und 0,08 mM für NADP+ etwas

niedriger sind als diese von S. aureus COL (Km,6PG = 0,4 mM, Km,NADP = 0,29 mM). Im Gegen-

satz zur Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase wird die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase beider

hier untersuchten Bakterien nicht durch eines der getesteten Metabolite reguliert. Demnach sind

diese Enzyme einzig von der Verfügbarkeit ihrer Substrate und indirekt durch die Regulierbarkeit

der Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase und somit dem Eintritt des Glucose-6-phosphats in den

Pentose-Phosphat-Weg abhängig.

Der Citrat-Zyklus ist von groÿer Bedeutung. Er dient unter aeroben Bedingungen amphibolen (ka-

tabol: oxidativer Abbau von organischen Sto�en, anabol: Bildung von Zwischenprodukten für die

Biosynthese) Zwecken. Hierüber kann das aus der Glycolyse, aus Aminosäure- und Lipidabbau stam-

mende Acetyl-CoA metabolisiert werden. Desweiteren kann der Citrat-Zyklus zur Bildung der Ami-

nosäuren Glutamat und Glutamin über α-Ketoglutarat, ein Zwischenprodukt durch die Organismen

genutzt werden. Acetyl-CoA wird vollständig zu CO2 oxidiert, dabei werden Reduktionsäquivalen-

te reduziert, deren Redoxpotenzial genutzt wird, um in der Atmungskette ATP zu synthetisieren.

Neben diesem energiegewinnenden katabolen Aspekt wird der Citrat-Zyklus auÿerdem zur Synthese

von Carbon- und Aminosäuren genutzt, indem er die Ausgangssto�e dafür bereitstellt. Bei Prokaryo-

ten läuft der Citrat-Zyklus im Cytoplasma ab. Bei S. aureus COL sind unter aeroben Bedingungen

in der logarithmischen Phase die Enzyme des Citrat-Zyklus auf einem niedrigen Level exprimiert, in

der stationären Phase dagegen steigt die Expression der Citrat-Zyklus-Gene massiv an [33]. Dem-

nach wird S. aureus COL in der logarithmischen Phase das aus der Glycolyse stammende Pyruvat

nicht über den Citrat-Zyklus metabolisiert, sondern bei der Bildung von over�ow -Metaboliten umge-

setzt und die Energie somit über Substratkettenphosphorylierung erzeugt. In der stationären Phase

dagegen könnte der Citrat-Zyklus dann zur Energiesynthese genutzt werden. Unter anaeroben Be-

dingungen sind Teile des Citrat-Zyklus reprimiert (Citrat-Synthase, Aconitase), einige unverändert

(Isocitrat-Dehydrogenase, Fumarase) und andere induziert (α-Ketoglutarat-Dehydrogenase, Malat-

Dehydrogenase) [134]. Die Untersuchung des Citrat-Zyklus war schwierig, da unter den gegebenen

Bedingungen nur geringe Konzentrationen der jeweiligen Enzyme gewonnen werden konnten. Dies
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erschwerte die Nachweiserbringung. Aufgrund dessen war es leider nicht möglich, alle Enzyme des

Citrat-Zyklus zu untersuchen.

Die Citrat-Synthase (EC 2.3.3.1) katalysiert den irreversiblen Eingangsschritt in den Citrat-Zyklus.

Das Acetyl-CoA, welches durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex gebildet wird oder aus dem

Aminosäure- oder Lipidabbau stammt, wird in einem Kondensationsschritt an Oxalacetat angefügt.

Proteomuntersuchungen zeigten, dass die Citrat-Synthase in der logarithmischen Wachstumsphase

kaum vorliegt, in der stationären Phase dagegen massiv (5-fach) exprimiert wird [33]. Unter anaero-

ben Bedingungen ist die Citrat-Synthase eines der reprimierten Enzyme [134]. Dies kann auch durch

die in dieser Arbeit bestimmten spezi�schen Enzymaktivitäten unterstützt werden. In den Prote-

inrohextrakten der logarithmischen Phase war im Vergleich zur transienten und stationären Phase

eine 2-fach niedrigere spezi�sche Enzymaktivität zu verzeichnen gewesen. Die Untersuchung der an-

eroben Proteinrohextrakte führte zu keiner Aktivitätsbestimmung. Für die Substrate der Reaktion,

Oxalacetat und Acetyl-CoA liegen bisher keine intrazellulären Konzentrationen vor, allerdings steigt

die Citrat-Konzentration in der stationären Phase leicht an, was für die Bildung aus Oxalacetat und

Acetyl-CoA durch die Citrat-Synthase spricht [37]. Das in dieser Arbeit bestimmte pH-Optimum

liegt mit pH 8,1 im basischen Bereich. Für Bacillus megaterium, ebenfalls ein grampositives Bak-

terium wurde ein nahezu identisches pH-Optimum von 8,0 publiziert [85]. Schon eine sehr geringe

Oxalacetat-Konzentration reicht aus, um das Aktivitätsmaximum zu erreichen. Unter aeroben Be-

dingungen würde dies bedeuten, dass in der stationären Phase die Energie hauptsächlich über den

Citrat-Zyklus gewonnen wird. Für den grampositiven Mikroorganismus Arthrobacter sp. wurde ein

Km-Wert von 0,007 mM für Oxalacetat publiziert [163]. Dieser liegt um ein Vielfaches unter dem

hier ermittelten Km-Wert von 0,077 mM.

Da ein over�ow -Metabolismus zur Acetat-Bildung unter Glucosehunger nicht statt�ndet, sollte das

Acetyl-CoA auch hier über den Citrat-Zyklus metabolisiert werden.

ROBINSON publizierte für B. megaterium einen Km-Wert für Acetyl-CoA von 0,076 mM, der deutlich

unter dem Km-Wert (0,51 mM) aus dieser Arbeit liegt [85]. B. subtilis dagegen liegt mit einem Km

von 0,6 mM im gleichen Bereich [164].

Eine Untersuchung der Enzymaktivität zur Regulation durch Metabolite zeigte keine signi�kanten

Veränderungen dieser. Dies ist logisch, da in der stationären Phase der Citrat-Zyklus zur Ener-

giegewinnung unbedingt notwendig ist, da hier das aus dem Kulturmedium aufgenommene Acetat

zusammen mit Aminosäuren aus diesem metabolisiert werden können und so als Kohlensto�- und

Energiequelle dienen. Bei verschiedenen untersuchten Bacillus-Arten konnte eine Verminderung der

Enzymaktivität nachgewiesen werden. Es wurden bei B. subtilis Substratinhibitionen durch Acetyl-

CoA und Oxalacetat sowie Produktinhibitionen durch Citrat und CoA beschrieben [164]. Die Meta-

bolite AMP, ADP und ATP haben einen negativ modulierenden E�ekt auf die Enzymaktivität bei

B. megaterium [85].

Eine weitere Reaktion im Citrat-Zyklus wird durch die Isocitrat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.42) ka-

talysiert und ist ebenfalls irreversibel. Sie katalysiert den ersten Decarboxylierungsschritt, wan-

delt somit das Isocitrat unter Reduktion von NADP+ in α-Ketoglutarat um. Neben den katabo-
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len Eigenschaften des Citrat-Zyklus, gibt es wie bereits geschildert die Möglichkeit, aus Citrat-

Zyklus-Zwischenprodukten Aminosäuren zu synthetisieren. Das bei dieser Reaktion entstehende

α-Ketoglutarat kann zur Synthese für die Aminosäuren Glutamin, Glutamat, Prolin und Arginin

genutzt werden.

DAS beschrieb eine Isocitrat-Dehydrogenase bei S. aureus, welche in seiner Aktivität nur von NADP+

abhängig ist [165]. Dies konnte auch für die in dieser Arbeit untersuchten grampositiven Bakterien,

S. aureus COL und B. subtilis 168, dokumentiert werden. Aktivitätsbestimmungen mit dem Re-

duktionsäquivalent NAD+ führten zu keinen positiven Ergebnissen. Das Expressionsverhalten für

S. aureus COL ist unter aeroben Bedingungen ähnlich dem der Citrat-Synthase. In der logarithmi-

schen Wachstumsphase liegt die Isocitrat-Dehydrogenase nur in geringer Konzentration vor und ist

in der stationären Phase 5-fach höher exprimiert [33]. Unter anaeroben Bedingungen ist die Expres-

sion des Isocitrat-Dehydrogenase-Gens gleichbleibend [134]. Diese Ergebnisse konnten für S. aureus

COL in dieser Arbeit auch bestätigt werden. In Proteinrohextrakten der logarithmisch und anaerob

angezogenen Zellen sind die spezi�schen Enzymaktivitäten nahezu gleich und verglichen zu jenen

Proteinrohextrakten aus der transienten und stationären Phase um das 4-fache vermindert. Für B.

subtilis 168 konnten durch WOLFF et al. eine Isocitrat-Dehydrogenase auf dem 2D-Gel und auch gelfrei

identi�ziert werden [112]. In der Literatur sind für grampositive Bakterien bisher wenige enzymkine-

tische Daten beschrieben worden. Die in dieser Arbeit für S. aureus COL ermittelten Km-Werte für

Isocitrat und NADP+ sind mit 0,77 mM und 0,06 mM zu denen von B. subtilis 168 bestimmten Km-

Werten von 0,15 mM (Isocitrat) und 0,14 mM (NADP+) verschieden. SHIKATA et al. publizierten für

den untersuchten Bacillus-Stamm viel geringere Km-Werte mit 0,0099 mM für Isocitrat und 0,0073

mM für NADP+, ähnlich verhält es sich mit den Enzymdaten, welche von RAMALEY und HUDOCK für

B. subtilis publiziert wurden, 0,0091 mM (Isocitat) und 0,0274 mM (NADP+) [166, 167]. Ein Funk-

tionieren des Metaboliten�usses ist in erster Linie von der Substratverfügbarkeit abhängig. Liegen

die Metabolite Isocitrat und NADP+ nur in geringen Konzentrationen in der Zelle vor, so sollten

auch die zugehörigen Km-Werte niedrig sein. Für den in dieser Arbeit untersuchten Stamm von

B. subtilis 168 wurden desweiteren für beide Substrate positive Kooperativitätsmechanismen ermit-

telt, was darauf schlieÿen lässt, dass die Isocitrat-Dehydrogenase von B. subtilis 168 aus mindestens

zwei Untereinheiten zusammengesetzt ist. Normalerweise sind die Isocitrat-Dehydrogenasen dimere

Proteine, welche aus zwei identischen Untereinheiten bestehen [168]. Neben der dimeren Form gibt

es weiterhin eine monomere Isocitrat-Dehydrogenase, diese Proteine haben sich vermutlich evolutiv

unabhängig entwickelt, da sie keine Homologien bezüglich ihrer Aminosäuresequenz zu den dimeren

Formen aufweisen, ein solches Enzym konnte für C. glutamicum durch Kristallanlysen von AUDETTE

et al. bestimmt werden [169]. Eine homodimere Form wurde unter anderem bei dem gramnegativen

Bakterium E. coli beschrieben [170].

Ein weiteres Enzym des Citrat-Zyklus, welches in dieser Arbeit für S. aureus COL untersucht wur-

de, ist die Fumarat-Hydratase (EC 4.2.1.2). Dieses Enzym katalyisiert die Addition von Wasser

an Fumarat, wobei es zur Bildung von Malat kommt. Bei den von KOHLER et al. durchgeführten

Proteomuntersuchungen wurde eine 3-fach höhere Enzymkonzentration in der stationären im Ver-
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gleich zur logarithmischen Wachstumsphase ermittelt [33]. Unter anaeroben Bedingungen ist die

Expression des Fumarat-Hydratase-Gens unverändert zur logarithmischen Phase [134]. Anhand der

in dieser Arbeit untersuchten spezi�schen Enzymaktivitäten in Abhängigkeit von der Wachstums-

phase, können die Ergebnisse der Proteom- und Transkriptomanalysen zum Teil bestätigt werden.

Die spezi�sche Enzymaktivität war in den Proteinrohextrakten, welche aus logarithmischen Zellen

hergestellt wurden, am geringsten, in den transienten und stationären Phase-Extrakten war eine

massive Zunahme der spezi�schen Enzymaktivität zu verzeichnen. Die spezi�sche Enzymaktivität

unter anaeroben Bedingungen übersteigt allerdings das Niveau verglichen zu den logarithmischen

Proteinrohextrakten, sodass es möglicherweise auch unter Bedingungen ohne Sauersto� zu einer

Induktion der Expression des Fumarat-Hydratase-Gens kommt. Die intratzellulären Fumarat- und

Malatkonzentrationen wurden von LIEBEKE et al. bestimmt. Die Konzentration von Fumarat ist um

den Wert 0,77 mM schwankend, bis es in der stationären Wachstumsphase zu einer stetigen Zunahme

bis auf einen Wert von 1,36 mM kommt. Die Malatkonzentration nimmt von 0,12 mM (t0) bis zur

Mitte der transienten Phase stetig ab (t4 = 0,04 mM) und danach wieder verstärkt zu (t24 = 0,2

mM) [37]. Der in dieser Arbeit ermittelte Km-Wert von 1,36 mM für Malat wird zu keinem Zeit-

punkt des Wachstums auch nur annähernd erreicht, was auf eine sehr geringe Enzymaktivität unter

physiologischen Bedingungen hinweist. Der verwendete Nachweis für die Aktivitätsbestimmung des

Enzyms erwies sich allerdings als eher ungeeignet. Die Fumarat-verbrauchende Reaktion, sowie die

Abhängigkeiten von einigen Metaboliten konnten über diesen Nachweis nicht bestimmt werden.

Im Metabolismus ist die Phosphatacetyl-Transferase (EC 2.3.1.8) für die Umsetzung von Acetyl-

CoA zu Acetylphosphat zuständig, welches durch die Acetat-Kinase weiter umgesetzt werden kann

zu Acetat und ATP. Auf diesem Weg kann der Organismus Energie im over�ow -Metabolismus

synthetisieren. Bei Proteomanalysen von S. aureus COL, die von KOHLER et al. durchgeführt wur-

den, war eine geringfügig höhere Enzymkonzentration in der stationären verglichen zur logarithmi-

schen Phase zu verzeichnen [33]. FUCHS et al. publizierten ein unverändertes Expressionsverhalten

des Phosphatacetyl-Transferase-Gens unter anaeroben Bedingungen [134]. Auch für B. subtilis 168

konnte eine Phosphatacetyl-Transferase auf dem 2D-Gel bzw. gelfrei identi�ziert werden [112]. Die

Phosphatacetyl-Transferase war bei beiden in dieser Arbeit untersuchten Bakterien eines der En-

zyme mit der höchsten spezi�schen Enzymaktivität. Aufgrund einer Acetyl-CoA-hydrolysierenden

Hintergrundaktivität war es zunächst schwierig eine geeignete Enzymkonzentration zur Untersu-

chung der spezi�schen Enzymaktivität zu bestimmen. Die in dieser Arbeit bestimmten spezi�schen

Enzymaktivitäten für S. aureus COL waren in den Proteinrohextrakten, welche aus aerob ange-

zogenen Zellen gewonnen wurden, für die Acetyl-CoA-verbrauchende Reaktion verglichen zu jenen

Proteinrohextrakten anaerober Zellen ähnlich. Auch für die Acetylphosphat-verbrauchende Reakti-

on wurden hohe spezi�sche Enzymaktivitäten in einem Bereich zwischen 25000 pkat/ mg Protein

(Proteinrohextrakte der stationären Phase-Zellen) und 40000 pkat/ mg Protein (Proteinrohextrakte

der transienten und stationäre Phase-Zellen) bestimmt. Au�ällig bei dieser Reaktionsrichtung wa-

ren die spezi�schen Enzymaktivitäten der Proteinrohextrakte anaerob angezogener Zellen, die mit

65000 pkat/ mg Protein sogar noch höher waren. LIEBEKE et al. untersuchten in ihren Forschungs-

156



6.1 Enzymaktivitätsvergleiche

arbeiten auch die extrazelluläre Metabolitenkonzentration. Dabei �el auf, dass die Acetatkonzen-

tration im Medium in der logarithmischen und transienten Wachstumsphase massiv ansteigt (t0

= 0,49 mM - t7 = 6,28 mM), bis diese in der stationären Phase langsam wieder abnimmt (t24 =

4,43 mM) [37]. Dies würde bedeuten, dass vermutlich der meiste Teil des in der logarithmischen

und transienten Phase gebildeten Acetyl-CoA's durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex über

die Phosphatacetyl-Transferase und anschlieÿend durch die Acetat-Kinase zur Energiesynthese in

Form von ATP herangezogen und das dabei entstandene Acetat aus den Zellen ins Kulturmedium

transportiert wird. Auch die sehr hohen spezi�schen Enzymaktivitäten sprechen dafür, dass das

Acetyl-CoA über diese beiden Enzyme metabolisiert wird. Ist die Glucose mit Eingang der Zell-

population in die stationäre Phase verbraucht, kann der Organismus das Acetat aus dem Medium

wiederaufnehmen und dieses als alternative Kohlensto�- und Energiequelle nutzen. In dieser Arbeit

wurde für S. aureus COL ein pH-Optimum mit pH 6,8 für die Acetyl-CoA-verbrauchende und 7,9

für die Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion ermittelt. Das pH-Optimum dieses Enzyms für B.

subtilis 168 für die Acetyl-verbrauchende Reaktion ist mit einem pH 7,1 verglichen zum pH-Optimum

von S. aureus COL ähnlich. Die in der Literatur beschriebenen pH-Optima liegen für grampositive

Mikroorganismen eher im basischen Bereich. Beispielsweise ist hier Lactobacillus sanfranciscensis zu

nennen, dessen Phosphatacetyl-Transferase ein pH-Optimum von pH 8,1 hat [83]. Schon bei sehr

geringen Enzymkonzentrationen wurde das gesamte Acetyl-CoA im Ansatz umgesetzt, was auf ei-

ne sehr hohe Aktivität des Enzyms hinweist. Dies ist für die beiden in dieser Arbeit untersuchten

Mikroorganismen gleichermaÿend geltend. Eine Enzymsättigung wurde erst bei höheren Acetyl-CoA-

Konzentrationen zwischen 1,2 - 1,6 mM für beide Enzyme erreicht. Für S. aureus COL wurden in

dieser Arbeit folgende Km-Werte und Hillkoe�zienten für die Phosphatacetyl-Transerase-Reaktion

ermittelt: Acetyl-CoA (Km = 0,78 mM, N = 1,23), Phosphat (Km = 22,1 mM, N 1,83) und Ace-

tylphosphat (Km = 8,2 mM, N = 1,1). Die Km-Werte für B. subtilis 168 liegen in einem ähnlichen

Bereich mit 0,64 mM für Acetyl-CoA (N = 0,65) und 34 mM für Phosphat (N = 2,1). Verglei-

chende Betrachtungen mit der Literatur zeigten, dass die Km-Werte für Acetyl-CoA bei anderen

Mikroorganismen stark varriieren. Für die grampositiven Mikroorganismen B. subtilis wurde ein

Km-Wert von 0,06 mM und für L. sanfranciscensis ein Km-Wert von 0,6 mM publiziert [83, 171].

Bei Clostridium kluyveri wurde eine Substratinhibition für Acetyl-CoA beschrieben, die hier bei

den in dieser Arbeit untersuchten Bakterien auch durch erhöhte Acetyl-CoA-Konzentrationen nicht

beobachtet werden konnte [172]. Desweiteren wird die Phosphatacetyl-Transferase über Koopera-

titivität der Enzymuntereinheiten reguliert. Mit steigender Phosphatkonzentration, was auch ein

Anzeiger für ein niedriges Energielevel ist, nimmt die Enzymaktivität zu. Dies ist vor allem durch

einen Hillkoe�zieten um den Wert 2 zu erkennen. Bei L. sanfranciscensis konnte ein Km-Wert von

6,7 mM für Phosphat bestimmt werden. Dieser ist im Vergleich zu den Km-Werten von S. aureus

COL und B. subtilis 168, die im Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurde, deutlich geringer. Für die

Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion der Phosphatacetyl-Transferase sind in der Literatur für

Acetylphosphat deutlich niedrigere Km-Werte angegeben. Für das Substrat Acetylphosphat wurde

bei C. kluyveri ein Km-Wert von 0,66 mM und bei L. sanfranciscensis ein Km-Wert von 1,3 mM
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publiziert, welche um das 6-10-fache niedriger sind [83, 173]. Eine Regulation der Phosphatacetyl-

Tranferase durch die in dieser Arbeit getesteten Metabolite konnte weder für S. aureus COL noch B.

subtilis 168 bestimmt werden. Bei anderen grampositiven Mikroorganismen wurden positiv modulie-

rende E�ekte durch Metabolite beschrieben. So wird die Phosphatacetyl-Transferase-Aktivität von

B. subtilis durch ADP und von C. kluyveri durch Cystein gesteigert [171, 174]. Die Regulation er-

folgt demnach nur über die Substratverfügbarkeit und dessen positiven oder negativen kooperativen

Ein�uss auf die Enzymuntereinheiten.

Während der Aktivitätsbestimmung Acetyl-CoA-abhängiger Enzyme von S. aureus COL wie bei-

spielsweise der Citrat-Synthase oder Phosphatacetyl-Transferase, wurde eine Hintergrundaktivität

bestimmt, welche zu Schwierigkeiten in der Aktivitätsmessung führte. Das den Reaktionsansätzen

zugesetzte Acetyl-CoA wurde sofort nach Zugabe des Proteinrohextraktes umgesetzt, wobei der

Acetyl-Rest möglicherweise einfach hydrolytisch abgespalten oder transferiert wurde. Das dabei frei-

werdende CoA wurde durch DTNB gebunden und stand demnach der Aktivitätsbestimmung anderer

Enzyme nicht mehr zur Verfügung. Leider konnte in dieser Arbeit noch nicht genauer untersucht wer-

den, um welches Enzym es sich dabei handelt. Neben den hier getesteten Enzymen Citrat-Synthase

und Phosphatacetyl-Transferase gibt es noch weitere Enzyme, welche Acetyl-CoA umsetzen können.

Da wäre zum einen die Pyruvat-Formiat-Lyase (EC 2.3.1.54), welche jedoch ausgeschlossen werden

kann, da dieses Enzym bei der Verfügbarkeit von Sauersto� durch S. aureus COL nicht exprimiert

wird und desweiteren in dieser Arbeit keine Aktivität in den Proteinrohextrakten der aerob angezo-

genen Zellen untersucht werden konnte [134]. Ein anderes Enzym, das Acetyl-CoA umsetzen kann,

ist die Serin-Acetyl-Transferase (EC 2.3.1.30), diese spaltet den Acetyl-Rest vom Acetyl-CoA ab und

bindet diesen an L-Serin, wobei O-Acetyl-L-Serin entsteht. O-Acetyl-L-Serin ist ein Metabolit des

Cystein- und Methionin-Sto�wechsels. Möglicherweise kann S. aureus COL hierüber die Aminosäure

Cystein selbst synthetisieren (alle hierfür notwendigen Enzyme wurden bereits annotiert) [38]. Bei

Untersuchungen des extrazellulären Metaboloms wurde deutlich, dass das Serin im Medium rasch

durch S. aureus COL in die Zellen aufgenommen wurde. Dies würde bedeuten, dass ausreichend Se-

rin in der Zelle zur Verfügung stünde und die Reaktion ablaufen könnte [175]. Neben diesen beiden

Möglichkeiten gibt es in S. aureus COL noch ein weiteres Enzym, die Acetyl-CoA-Acyltransferase

(EC 2.3.1.9), eine β-Ketothiolase, welche die Kondensation zweier Acetyl-CoA-Moleküle unter Ab-

spaltung eines CoA's katalysiert. Dieses Enzym ist Teil des Acetat-Mevalonatweges, des Fettsäure-

Metabolismus und der Bildung von Ketonkörpern und wurde für S. aureus COL bereits annotiert

[38]. In B. subtilis 168 �ndet die Synthese von Isprenoiden allerdings über den DOX-Phosphat-Weg

statt. Vielleicht ist diese Aktivität aber auch auf eine Hydrolase zurückzuführen, welche den Acetyl-

Rest bei CoA-Mangel vom Acetyl-CoA abspalten und somit den Metaboliten�uss aufrechterhalten

kann. Neben der Regeneration von CoA liefert dieses Enzym weiterhin Acetat, das anschlieÿend

aus den Zellen herausgeschleust werden und in einer späteren Mangelsituation als Kohlensto�- oder

Energiequelle dem Sto�wechsel wieder zugeführt werden kann. Für S. aureus COL wurde bisher

keine Acetyl-CoA-Hydrolase (EC 3.1.2.1) beschrieben [176]. In dieser Arbeit konnte die höchste spe-

zi�sche Acetyl-CoA-�Hydrolase�-Aktivität in den Proteinrohextrakten, logarithmisch angezogener
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Zellen bestimmt werden. Um ein 3-4-faches geringere Aktivität wurden in den übrigen Proteinroh-

extrakten bestimmt. Möglicherweise lässt sich so auch die höchste spezi�sche Enzymaktivität in der

logarithmischen Phase erklären. Für das Wachstum der Zellen ist ein rascher Durchsatz der Glucose

in der Glycolyse notwendig. Würde es zu einem CoA-Mangel kommen, könnte sich das Endprodukt

der Glycolyse, das Pyruvat, anstauen und nicht weiter über den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex

umgesetzt werden. Die Energie wird in dieser Phase des Wachstums hauptsächlich über die Substrat-

kettenphosphorylierungsreaktionen gewonnen. CoA muss demnach schnell regeneriert werden, um

es dem Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zur Verfügung zu stellen. Es konnte ein Km-Wert von 0,11

mM bestimmt werden, welcher verglichen zu den anderen in dieser Arbeit bestimmten Km-Werten

für Acetyl-CoA (Citrat-Synthase, Phosphatacetyl-Transferase) um ein 10-faches geringer ist. Acetyl-

CoA-Hydrolasen wurden bisher hauptsächlich nur bei Ratten und Erbsen untersucht [68].

Eine weitere Enzymaktivität, welche zu Einschränkungen in der Aktivitätsbestimmung ADP-abhäng-

iger Enzyme oder an ADP gekoppelte Nachweisreaktionen führte, war die Adenylat-Kinase (EC

2.7.4.3). Es ist ein Enzym, das essentiell ist für das Wachstum bei Lebewesen und ist ein wichtiger

Teil des Energiemetabolismus und der Nukleotid-Synthese. Die Adenylat-Kinase katalysiert den re-

versiblen Transfer der terminalen Phosphatgruppe von ATP auf AMP, wobei zwei Moleküle ADP

entstehen. Nach Sequenzvergleichen konnten für S. aureus COL Homologien zu anderen verwandten

Spezies untersucht und hierüber ein Vorhandensein dieses Enzyms als wahrscheinlich angenommen

werden [176]. In dieser Arbeit konnte für S. aureus COL eine Adenylat-Kinase-Aktivität bestimmt

werden. Sehr hohe spezi�sche Enzymaktivitäten waren in den Proteinrohextrakten, welche aus aerob

gewonnenen Zellen hergestellt wurden, in allen Wachstumsphasen nahezu gleich vorzu�nden. Unter

anaeroben Bedingungen waren kaum spezi�sche Enzymaktivitäten zu bestimmen. Vergleiche mit

der Literatur ergaben, dass es für die Adenylat-Kinase kaum Untersuchungen bei Bakterien gibt,

welche sich auf die ADP-verbrauchende Reaktionsrichtung beziehen [68]. Daher können die in dieser

Arbeit ermittelten Werte leider nicht anhand anderer enzymkinetischer Daten verglichen werden.

Möglicherweise ist die Adenylat-Kinase für S. aureus COL ein wichtiges Enzym zur Kontrolle und

Regulation des Energiemetabolismus und zur Aufrechterhaltung der Balance zwischen ADP und

ATP notwendig. ADP kann in Zellen bei ATP-Überschuss gebildet werden und als Energiespei-

cherform fungieren. Herrscht in den Zellen zum Beispiel ein Mangel an Energie, also ATP, so kann

mithilfe der Adenylat-Kinase dieses aus zwei Molekülen ADP synthetisiert werden.

Neben der Adenylat-Kinase gibt es im Energiemetabolismus vermutlich ein weiteres Enzym, eine

ATP-Hydrolase (EC 3.6.1.3), das für die Regulation des AMP/ATP-Verhältnisses verantwortlich

ist. Die ATP-Hydrolase katalysiert die Abspaltung eines Phosphatrestes von ATP und die dabei

freiwerdende Energie wird meistens energieverbrauchenden Reaktionen zur Verfügung gestellt. Für

verschiedene Bakterien wurden ATPasen beschrieben, welche an Membransystemen assoziiert vorlie-

gen und dort ATP-abhängige Reaktionen unterstützen, beispielsweise sind diese an Transportprotei-

ne gebunden, welche für die Sekretion von Metaboliten und Proteinen (bei gramnegativen Bakterien

untersucht) sowie der Aufnahme von DNA (untersucht bei grampositiven Bakterien) verantwortlich

sind [177, 178, 179]. Andere ATP-Hydrolase liegen in Komplexen mit Proteasen vor, in welchen
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sie die Energie für protease-vermittelte Reaktionen zur Verfügung stellen [180, 181, 182]. CHIANG

et al. beschrieben, dass ATPasen an Motorproteinen assoziiert sind, welche für das Herauspressen

und Einziehen des Pilus sowie dessen Beweglichkeit bei Pseudomonas aeruginosa verantwortlich

sind [183]. In dieser Arbeit wurde für S. aureus COL in allen Proteinrohextrakten, welche aus ae-

rob oder anaerob angezogenen Zellen gewonnen wurden, sehr hohe spezi�sche Enzymaktivitäten,

die sich kaum unterschieden, ermittelt. Bisher konnte für S. aureus COL kein solches Enzym iden-

ti�ziert werden [176]. Bei B. megaterium wurde eine membranständige ATP-Hydrolase-Aktivität

untersucht. Diese besitzt ein pH-Optimum im neutralen Bereich bei pH 7,2 und einen Km-Wert für

ATP von 0,98 mM [177]. Im Vergleich dazu ist die ATP-Hydrolase-Aktivität von S. aureus COL

nicht membranassoziiert, besitzt ein etwas basischeres pH-Optimum von pH 8,5 und einen Km-Wert

für ATP, welcher mit 0,62 mM etwas geringer ist. Es konnte auch ein positiv kooperativer E�ekt (N

= 1,24) auf das Enzym beobachtet werden, was auf mindestens zwei Untereinheiten hindeutet. Somit

wird auch die Bindung des ATP's an das Enzym bei höheren Substratkonzentrationen erleichtert,

was die Regulationsfunktion des Enzyms bei einem hohen ATP-Spiegel unterstreicht.

Die α-Isopropylmalat-Synthase (EC 2.3.3.13) katalysiert die Kondensation der Acetylgruppe des

Acetyl-CoA's mit α-Ketoisovalerat, wobei α-Isopropylmalat entsteht. Hierüber initiiert sie den ers-

ten Schritt der Leucinbiosynthese. Für S. aureus COL konnte in den Proteinrohextrakten, welche

aus logarithmischen Zellen hergestellt wurden, die höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten bestimmt

werden. In den Proteinrohextrakten der stationären Phase waren die geringsten spezi�schen Enzy-

maktivitäten zu verzeichnen. Das pH-Optimum der α-Isopropylmalat-Synthase von S. aureus COL

liegt zwischen den Werten pH 8,3 und 9,0. Ein Vergleich mit Clostridium formicoaceticum (pH

8,8) zeigt, dass die pH-Optima in einem ähnlichen Bereich liegen [184]. Gröÿere Abweichungen von

diesem Wert wurden bei anderen grampositiven Mikroorganismen nicht beschrieben [68]. Geringe

α-Ketoisovalerat-Konzentrationen (Km = 0,082 mM) waren zur Bestimmung von Enzymaktivitäten

ausreichend. Das Substrat Acetyl-CoA hat einen kooperativen E�ekt (N = 1,7) auf die Enzymaktivi-

tät, woraus sich schlussfolgern lässt, dass das Enzym aus mindestens zwei Untereinheiten zusammen-

gesetzt ist. Für Mycobacterium tuberculosis wurde eine dimere Form des Enzyms beschrieben [185].

Der für S. aureus COL ermittelte Km-Wert für Acetyl-CoA (0,03 mM) ist um ein Vielfaches geringer,

als der Km-Wert von 0,37 mM, welcher für M. tuberculosis publiziert wurde [186]. Die Untersuchung

der Metabolite zur regulatorischen Funktion brachten unerwartete Erkenntnisse. Zum einen ist es

ungewöhnlich, dass die α-IPMS nicht durch das Endprodukt dieses Syntheseweges, der Aminosäure

Leucin, inhibiert wird, denn bei vielen Organismengruppen wurde eine derartige Feedback-Inhibition

beschrieben, beispielsweise bei P�anzen, Hefen wie Saccharomyces cerevisiae und Bakterien wie Co-

rynebacterium glutamicum und Mycobacterium tuberculosis [187, 188, 189, 190]. Zum anderen wird

die α-Isopropylmalat-Synthase durch die Aminosäure Serin aktiviert, was bisher noch nicht publiziert

wurde. Eine Aussage hierzu kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht getro�en werden, da die Aktivierung

durch die Aminosäure Serin für den Grundsto�wechsel wenig sinnvoll erscheint. Möglicherweise ist

der Zugewinn aber auch auf die zuvor erwähnte Serin-Acetyl-Transferase zurückzuführen. Diese ist

dann in der Lage in Anwesenheit von Serin, den Acetyl-Rest auf dieses zu übertragen und könnte
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somit für die Freisetzung des CoA's und damit dessen direkten Nachweis durch Dithionitrobenzoat

verantworlich sein.

Ein weiteres NAD+-abhängiges Enzym ist die Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase (EC 1.1.1.17).

Es katalysiert die reversible Umwandlung von Fructose-6-phosphat zu Mannitol-1-phosphat und die

damit zusammenhängende Oxidation von NADH zu NAD+. Für die in dieser Arbeit untersuchten

Bakterien S. aureus COL und B. subtilis 168 konnte diese Enzymaktivität mithilfe eines geeigneten

Assays untersucht werden. Beide Dehydrogenasen sind in ihrer Aktivität ausschlieÿlich von NAD+

abhängig. Bei der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase von S. aureus COL konnte für die Fructose-

6-phosphat-verbrauchende wie auch für die Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Reaktion das glei-

che spezi�sche Enzymaktivitätsmuster festgestellt werden. Bei beiden Reaktionsrichtungen waren die

spezi�schen Enzymaktivitäten der Proteinrohextrakte, die aus logarithmischen und anaerob angezo-

genen Zellen gewonnen wurden, am höchsten. Geringere spezi�sche Enzymaktivitäten waren in den

Proteinrohextrakten der transienten und stationären Wachstumsphase zu verzeichnen. Das Reakti-

onsgleichgewicht lag dabei eher auf Seiten der Bildung von Fructose-6-phosphat und NADH. Dieses

Enzym könnte bei beiden in dieser Arbeit untersuchten Mikroorganismen verschiedene Aufgaben

erfüllen. Zum einen wäre es möglich, bei einer hohen Glycolyserate hierüber Fructose-6-phosphat in

Mannitol-1-phosphat umzusetzen und damit NAD+ zu regenerieren. Das Mannitol-1-phosphat kann

in einem weiteren Schritt zu Mannitol umgesetzt, aus den Zellen ausgeschleust werden und zu einem

späteren Zeitpunkt von diesen wieder aufgenommen und dem Metabolismus zugeführt werden. Eine

weitere Funktion wäre möglicherweise die Einschleusung von Mannitol als alternative Kohlensto�-

und Energiequelle. Die Aufnahme des Mannitols könnte über ein Phosphotransferase-System erfol-

gen, wobei Mannitol-1-phosphat entsteht, was dann durch die Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase

zu Fructose-6-phosphat umgesetzt werden kann [40, 191]. Für B. subtilis 168 wurde durch WATANABE

et al. ein Mannitol-spezi�sches Phosphotransferase-System beschrieben [192]. Die ermittelten pH-

Optima für die Fructose-6-verbrauchende Reaktion unterscheidet sich bei S. aureus COL mit pH 6,8

und B. subtilis 168 mit pH 8,0 etwas. Für Streptococcus mutans konnte ein ähnliches pH-Optimum

von pH 6,5 bestimmt werden [193]. Ein pH-Optimum für die Mannitol-1-phosphat-verbrauchende

Reaktion von pH 9,0 konnte für S. aureus COL in dieser Arbeit bestimmt werden. Hier wurde für

S. mutans ebenfalls ein pH-Optimum mit pH 8,5 im alkalischen Bereich publiziert [193]. Die Un-

terschiede der pH-Optima der beiden Reaktionsrichtungen lassen sich vielleicht so erklären, dass im

leicht sauren Bereich eher Fructose-6-phosphat der Regeneration von NAD+ aus NADH zugeführt

und unter alkalischen Bedingungen NADH gebildet wird. Diese Reaktion wäre neben der Substrat-

verfügbarkeit demnach auch vom pH-Wert der Umgebung abhängig. Unter anaeroben Bedingungen

kommt es zu einer pH-Wert-Erniedrigung aufgrund des mangelnden Regenerationsvermögens von

NADH, was die Eliminierung von NADH mithilfe der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase ver-

stärkt. Für die in dieser Arbeit untersuchten S. aureus COL und B. subtilis 168 wurden ähnliche

Km-Werte bestimmt. So ist der Km-Wert für Fructose-6-phosphat mit 0,3 mM von S. aureus COL

verglichen mit 0,28 mM bei B. subtilis 168 fast identisch. Ein höherer Km-Wert von 1,7 mM wurde

für S. mutans publiziert [193]. Ein Km-Wert von 0,08 mM konnte in dieser Arbeit für S. aureus COL
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bestimmt werden, welcher im Vergleich zum Km-Wert von S. mutans (0,016 mM) um das Vierfache

höher ist [193]. Für die Mannitol-1-phosphat-verbrauchende Reaktion wurden in dieser Arbeit fol-

gende Km-Werte für S. aureus COL: Km,Man1P = 0,38 mM, Km,NAD+ = 0,67 mM und B. subtilis

168: Km,Man1P = 0,39 mM, Km,NAD+ = 2 mM bestimmt. Für S. mutans wurde in beiden Fällen

niedrigere Km-Werte mit 0,15 mM für Mannitol-1-phosphat und 0,06 mM für NAD+ publiziert [193].

Abschlieÿend sollen nun die Enzyme des Fermentationsmetabolismus von S. aureus COL und B.

subtilis 168 diskutiert werden. Beide Organismen sind in der Lage, unter Sauersto�ausschluss zu

wachsen. Bei B. subtilis 168 ist jedoch die Zugabe von Pyruvat notwendig, ansonsten würde die

Sauersto�imitation zu einem Absterben der Zellen führen. S. aureus COL dagegen kann auch ohne

zusätzliches Pyruvat wachsen, selbst wenn das Wachstumsvermögen ohne Pyruvat verglichen mit

Pyruvat geringfügig vermindert ist. Die Adaptation des zentralen Sto�wechsels auf Proteinebene

von S. aureus COL an die Anaerobiose wurden von FUCHS et al. untersucht [35, 134]. S. aureus COL

ist demnach zur gemischten Säuregärung befähigt, welcher einen Abbauweg für Zucker und einen

Energiesyntheseweg unter sauersto�imitierten Bedingungen darstellt. Hierbei kann der Abbau der

Zucker auf verschiedenen Wegen verlaufen, wobei unterschiedliche Endprodukte, wie CO2, Ethanol,

Acetat, Lactat und Succinat entstehen. Für S. aureus COL konnten alle Enzyme für die gemischte

Säuregärung bei Proteomanalysen bis auf die Acetolactat-Decarboxylase und Fumarat-Reductase

identi�ziert werden [134]. B. subtilis galt lange als strikt aerob. PRIEST beschrieb 1993 in seinem Re-

view als erster, dass B. subtilis anaerob wachsen kann [194]. Der Gärungssto�wechsel von B. subtilis

unterscheidet sich allerdings dahingehend, dass im Gegensatz zu E. coli und S. aureus COL kein

Pyruvat-Formiat-Lyase-Gen nach Sequenzvergleichen im Genom gefunden werden konnte und des-

weiteren NMR-Untersuchungen zum Vorhandensein von Formiat ergebnislos blieben [195]. NAKANO et

al. beschrieben die Befähigung zum anaeroben Wachstum, wenn Glucose und Pyruvat oder Glucose

und ein Aminosäure-Mix dem Kulturmedium zugesetzt werden. Mithilfe von NMR-Scans konnten

typische Fermentationsprodukte wie Ethanol, Acetat, Lactat und geringe Mengen von Acetoin und

2,3-Butandiol identi�ziert werden [195].

Als erstes soll der Syntheseweg des 2,3-Butandiols über Acetoin ausgehend von Pyruvat betrach-

tet werden. Zu diesem gehören die Enzyme Acetolactat-Synthase, Acetolactat-Decarboxylase und

Acetoin-Reductase. Für S. aureus COL konnten die Acetolactat-Synthase sowie die Acetoin-Reductase

und für B. subtilis 168 alle drei Enzyme identi�ziert werden [134, 196, 198]. Für S. aureus COL war es

in dieser Arbeit leider nur möglich die Acetolactat-Synthase enzymologisch zu untersuchen. Versuche

mit der Acetolactat-Decarboxylase und Acetoin-Reductase führten zu keinen positiven Ergebnissen.

Bei B. subtilis 168 konnten dagegen bei allen drei Enzymen Aktivität bestimmt werden.

Die Acetolactat-Synthase (EC 2.2.1.6) katalysiert die Addition zweier Pyruvat-Moleküle unter Ab-

spaltung von CO2 zu α-Acetolactat. Die Bedeutung dieses Enzyms wird deutlich, wenn man betrach-

tet, wie vielfältig dieses im Metabolismus von S. aureus COL und B. subtilis 168 wirkt. Das Enzym

ist am Butandiol-Metabolismus sowie an der Biosynthese von Coenzym A beteiligt. Auÿerdem stellt

die Acetolactat-Synthase den Startschritt für die Biosynthese der Aminosäuren Valin, Leucin und

Isoleucin dar. Die Addition zweier Pyruvat-Moleküle initiiert die Synthese von Valin und Leucin,

162



6.1 Enzymaktivitätsvergleiche

wogegen die Addition von Pyruvat und Ketobutyrat die Isoleucin-Synthese einleitet.

Für S. aureus COL konnte eine Acetolactat-Synthase (IlvB) unter aeroben wie auch anaeroben

Bedingungen mithilfe von Transkriptionsanalysen identi�ziert werden, dabei wird das Enzym ver-

stärkt unter sauersto�imitierenden Bedingungen exprimiert [35, 134]. Die Erkenntnisse über eine

erhöhte Expression der Acetolactat-Synthase bei S. aureus COL konnten in dieser Arbeit bestätigt

werden. Die spezi�schen Enzymaktivitäten der Proteinrohextrakte aus aerob angezogenen Zellen ist

nahezu gleich und verglichen zu den spezi�schen Enzymaktivitäten der anaerob angezogenen Zellen

um das 2-fache vermindert. Im Niedrigproteinkonzentrationsbereich fallen die Unterschiede zwischen

den spezi�schen Enzymaktivitäten deutlicher aus. Auch bei B. subtilis 168 ist die Expression der

Acetolactat-Synthase unter aeroben und anaeroben Bedingungen beschrieben worden [118, 196, 197].

Dies wird auch durch die in dieser Arbeit untersuchten spezi�schen Enzymaktivitäten deutlich, wel-

che sich um 30- bis 50-fach höhere Werte in den Proteinrohextrakten der anaerob angezogenen Zellen

unterscheiden können. RAMOS et al. beschrieben für B. subtilis eine verstärkte Expression des alsSD-

Operons, welches auch für die Acetolactat-Synthase codiert [198]. Die pH-Optima dieser Reaktion

von S. aureus COL und B. subtilis 168 liegen bei pH 7,0. Es wurden für weitere grampositive Mikro-

organismen pH-Optima von pH 7,3 bei C. glutamicum und pH 7,5 für Bacillus anthracis beschrieben

[75, 199]. Die Untersuchung der Abhängigkeit von der Substratkonzentration für Pyruvat bei S. au-

reus COL zeigte, dass Pyruvat einen positiv-kooperativen E�ekt (N = 2,1) auf die Aktivität des

Enzyms hat. Der Km-Wert von 8,4 mM ist gegenüber anderen pyruvatabhängigen in dieser Arbeit

für S. aureus COL untersuchten Enzymen jedoch relativ hoch. Der Km-Wert für Pyruvat bei B.

subtilis 168 ist mit 16,5 mM doppelt so hoch. Auch hier konnte eine positive Kooperativität (N =

1,3) beobachtet werden. Desweiteren ist zu erwähnen, dass Pyruvat für die Reaktion ein essentielles

Element darstellt. Untersuchungen des Enzyms nur mit Ketobutyrat als Substrat führten zu keiner

detektierbaren Aktivität. Daraus kann geschlossen werden, dass die Acetolactat-Synthase zunächst

Pyruvat im aktiven Zentrum binden muss, bevor sich Ketobutyrat anlagern kann. Der in dieser

Arbeit ermittelte Km-Wert für Pyruvat ist im Vergleich zum Km-Wert (50 mM) von Lactococcus

aureus deutlich niedriger [200].

Betrachtet man die Regulation in der Literatur publizierter Acetolactat-Synthasen anderer gram-

positiver Mikroorganismen, so wird deutlich, dass keine Regulation der Acetolactat-Synthase, wie

es für S. aureus COL und B. subtilis 168 untersucht wurde, eher ungewöhnlich ist. Acetolactat-

Synthasen vieler Mikroorganismen werden durch die Aminosäuren Valin, Leucin und Isoleucin über

einen Feedback-Mechanismus reguliert. Dies wurde beispielsweise für die grampositiven Mikroorga-

nismen Bacillus sp. (Valin, Isoleucin), C. glutamicum (Leucin) und M. tuberculosis (Valin) beschrie-

ben [75, 201, 202]. Neben diesen hat auch das Phosphoenolpyruvat bei Leuconostoc mesenteroides

einen negativ modulierenden E�ekt auf die Acetolactat-Synthase-Aktivität [203].

Der auf die Acetolactat-Synthase folgende Schritt wird von der Acetolactat-Decarboxylase (E.C.

4.1.1.5) vermittelt. Dieses Enzym katalysiert die Decarboxylierung von Acetolactat zu Acetoin, wel-

ches im Sto�wechsel anschlieÿend weiter zu 2,3-Butandiol vergärt werden kann. Desweiteren wurde

beschrieben, dass die Sekretion von Acetoin möglicherweise ein Kontrollmechanimus für den intra-
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zellulären pH darstellt. Wird Pyruvat in bestimmten Phasen des Zellwachstums akkumuliert, so

wird der pH in der Zelle abgesenkt, durch die Exkretion von Acetoin kann diesem entgegen gewirkt

werden, sodass der pH in der Zelle stabil bleibt [204]. Das in dieser Arbeit für B. subtilis 168 ermit-

telte pH-Optimum liegt bei pH 7,4. Vergleichend mit der Literatur betrachtet, wurde kein anderes

pH-Optimum in diesem Bereich identi�ziert. Beispielsweise hat die Acetolactat-Decarboxylase von

Brevibacillus brevis ein pH-Optimum von pH 4, Lactobacillus casei eines von pH 5,0 und Lacto-

coccus lactis eines von pH 6,0 [205, 206, 207]. Wird die spezi�sche Enzymaktivität bezogen auf

das aerobe und anaerobe Wachstum verglichen, wird deutlich, dass die Expression der Acetolactat-

Decarboxylase unter anaeroben Bedingungen verstärkt induziert wird, die spezi�sche Enzymakti-

vität ist hier um das 30-fache höher im Vergleich zum aeroben Wachstum [195]. Unter anaeroben

Bedingungen wird verstärkt Acetat akkumuliert, weil hier die ATP-Synthese über Substratketten-

phosphorylierung durch Phosphatacetyl-Transferase und Acetat-Kinase realisiert wird. Unter aero-

ben Bedingungen wird das ATP dagegen auch über die Atmungskettenphosphorylierung gewonnen.

Acetat stellt einen Aktivator des Transkriptionsfaktors AlsR dar, welcher vor allem unter anaeroben

Bedingungen die Synthese des alsD-Gens initiiert, das zusammen mit alsS auf einem Operon liegt

[198]. Die Bestimmung der Substratabhängigkeit wurde für die Acetolactat-Decarboxylase indirekt

durchgeführt. Über die umgesetzte Pyruvatmenge konnte das im Reaktionsansatz be�ndliche Aceto-

lactat bestimmt werden und so war es möglich, einen Km-Wert von 5,8 mM für Acetolactat in dieser

Arbeit für B. subtilis 168 zu ermitteln. Verglichen mit anderen grampositiven Mikroorganismen ist

dieser Wert jedoch sehr hoch. Für Leuconostoc lactis und das bereits erwähnte Bakterium B. brevis

wurden Km-Werte von 1,3 mM und 0,06 mM publiziert [208, 209].

Die Acetoin-Reductase (E.C. 1.1.1.4) katalysiert die abschlieÿende reversible Reaktion von Acetoin

zu 2,3-Butandiol unter Oxidation von NADH. Die in dieser Arbeit untersuchte Acetoin-Reductase

von B. subtilis 168 ist in ihrer Aktivität nur von D-2,3-Butandiol abhängig. Im Metabolismus von

B. subtilis dient dieses Enzym hauptsächlich der Regeneration von NAD+ [204]. In dieser Arbeit

zeigte sich eine 5-fach höhere spezi�sche Enzymaktivität in den Proteinrohextrakten, welche aus

den anaerob angezogenen Zellen gewonnen wurden. NICHOLSON publizierte das Vorhandensein eines

Acetoin-Reductase-Gens (ydjL, bdhA) und untersuchte die Regulation dessen unter fermentativen

Bedingungen [210]. So zeigten Transkriptom- und Proteomuntersuchungen eine erhöhte Konzentra-

tion des Transkriptes ydjL-mRNA sowie des Proteins YdjL [66, 211]. Das mengenmäÿig am meisten

gebildete Fermentationsprodukt in der stationären Phase war das Acetat aber auch geringe Men-

gen von Lactat, Acetoin und 2,3-Butandiol konnten mittels HPLC identi�ziert werden [210]. Für

die Acetoin-Reductase des in dieser Arbeit untersuchten Bakteriums B. subtilis 168 konnte ein pH-

Optimum für beide Reaktionsrichtungen von pH 8,1 bestimmt werden. Für L. lactis ist dagegen für

die Reduktion von Acetoin ein pH-Optimum von pH 5,8 angegeben, für die entgegengesetzte Reak-

tion der Oxidation von 2,3-Butandiol ein pH-Optimum bei pH 8,5 [212]. Bei B. subtilis 168 konnten

für die Acetoin-verbrauchende Reaktion Km-Werte für Acetoin von 0,38 mM und für NADH von 0,15

mM ermittelt werden. Für Paenibacillus polymyxa wurden vergleichbare Km-Werte für Acetoin (0,53

mM) und NADH (0,1 mM) verö�entlicht [74]. Desweiteren wird das Enzym von B. subtilis 168 durch
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beide Substrate der Acetoin-verbrauchenden Reaktion positiv kooperativ (NAcetoin = 1,3, NNAD+

0 1,8) beein�usst. Steigen nun unter fermentativen Bedingungen die Konzentrationen von Acetoin

und NADH an, kann hierüber zusätzlich zu den anderen Fermentationsreaktionen die Regeneration

von NAD+ erhöht werden. Für grampositive Bakterien wurden bisher keine dimeren Formen der

Acetoin-Reductase publiziert, lediglich bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae sind dimere und te-

tramere Formen bekannt [68, 213, 214]. Für die D-2,3-Butandiol-verbrauchende Reaktion konnten

Km-Werte von 1,8 mM für D-2,3-Butandiol und 1,17 mM für NAD+ in dieser Arbeit für B. subtilis

168 bestimmt werden. P. polymyxa hat einen Km-Wert von 0,2 mM für NAD+ und liegt damit

deutlich unter dem in dieser Arbeit ermittelten Wert [74]. Vergleichbare Km-Werte für das Substrat

D-2,3-Butandiol sind bisher nicht verö�entlicht [68]. Auch für die D-2,3-Butandiol-verbrauchende

Reaktion konnte ein negativer Kooperativitätsmechanismus gegenüber D-2,3-Butandiol (N = 0,75)

ermittelt werden. Sollte die Konzentration infolge der Umsetzung von Acetoin zu D-2,3-Butandiol

ansteigen, so könnte die umgekehrte Reaktion damit zusätzlich blockiert und das Gleichgewicht

zugunsten der Regeneration von NAD+ verschoben werden.

Ein weiteres Enzym des fermentativen Sto�wechsels ist die Alkohol-Dehydrogenase (E.C. 1.1.1.1).

Dieses katalysiert die reversible Reaktion von Alkoholen zu Aldehyden. Während der alkoholischen

Gärung wird die Alkohol-Dehydrogenase auÿerdem zur Regeneration von NAD+ genutzt. Das in der

Glycolyse entstandene Pyruvat wird über Acetyl-CoA zu Acetaldehyd und schlieÿlich zu Ethanol

umgesetzt. Für das in dieser Arbeit untersuchte Bakterium S. aureus COL konnten mehrere Alkohol-

Dehydrogenasen (SACOL0135, SACOL0660, SACOL0241) nachgewiesen werden. Unter anaeroben

Bedingungen sind die Enzymkonzentrationen auf dem Proteomgel um ein Vielfaches erhöht [35, 134].

Diese Beobachtungen konnten durch die in dieser Arbeit ermittelten spezi�schen Enzymaktivitäten

bestätigt werden. In den Proteinrohextrakten der aerob angezogenen Zellen wurde keine Enzymakti-

vität bestimmt. Unter anaeroben Bedingungen wurde erwartungsgemäÿ eine hohe spezi�sche Enzy-

maktivität nachgewiesen. Extrazellulär wurden geringste Mengen Ethanol (0,02 - 0,05 mM) im Medi-

um nachgewiesen, was möglicherweise für eine sehr niedrige Alkohol-Dehydrogenase-Aktivität unter

aeroben Bedingungen spricht [37]. Bei B. subtilis 168 hingegen wurde keine Alkohol-Dehydrogenase

der alkoholischen Gärung identi�ziert [196]. Das für S. aureus COL bestimmte pH-Optimum liegt

bei pH 8,5 - 8,7. Ein pH-Optimum von pH 8,6 wurde für C. glutamicum verö�entlicht [215]. Alkohl-

Dehydrogenasen besitzen meistens mehrere Spezi�täten für verschiedene Substrate. In dieser Arbeit

wurde die Alkohol-Dehydrogenase von S. aureus COL lediglich in ihrer Abhängigkeit zu den Sub-

straten Acetaldehyd und Ethanol hin untersucht. Desweiteren ist dieses Enzym in seiner Aktivität

nur von NAD+ abhängig. Untersuchungen mit NADP+ führten zu keinen messbaren Enzymaktivi-

täten. Für die Acetaldehyd-verbrauchende Reaktionsrichtung wurden Km-Werte von 0,33 mM für

Acetaldehyd und 0,11 mM für NADH bestimmt. NADH wirkt dabei zusätzlich positiv kooperativ

(NNADH = 1,83) auf die Untereinheiten des Enzyms. Für das hier bereits erwähnte Bakterium C.

glutamicum wurde ein Km-Wert für Acetaldehyd von 0,92 mM bestimmt, welcher verglichen mit dem

von S. aureus COL dreimal so hoch ist. Auÿerdem wurde für dieses Bakterium eine dimere Form der

Alkohol-Dehydrogenase beschrieben, was die These von mehreren Enzymuntereinheiten auch bei S.
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aureus COL unterstützen würde [215]. Die Untersuchung der Ethanol-verbrauchenden Reaktion der

Alkohol-Dehydrogenase von S. aureus COL erbrachte Km-Werte von 1,6 mM für Ethanol und 0,9

mM für NAD+. Beide Substrate wirken negativ kooperativ (NEtOH = 0,79, NNAD = 0,75) auf die

Enzymuntereinheiten. Vergleichend wurde für C. glutamicum ein Km-Wert für Ethanol von 6,8 mM

angegeben [215]. Die Regulation der Enzymaktivität �ndet demnach über die Substratverfügbar-

keit und dessen kooperative Ein�üsse auf die Enzymuntereinheiten statt. Die Alkhol-Dehydrogenase

von S. aureus COL wird im fermentativen Metabolismus genutzt, um NAD+ zu regenerieren und

das dabei enstandene Ethanol auszuscheiden. Daher erscheint ein positiv kooperativer Ein�uss des

NADH's auf die Untereinheiten des Enzyms sinnvoll. Je mehr NADH in der Zelle vorliegt, desto

weniger NAD+ steht für wichtige Reaktionen wie beispielsweise die Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase und dem Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, zur Verfügung. NADH wird bei S. aureus

COL auf verschiedenen Wegen regeniert, wie hier auch über die Alkohol-Dehydrogenase. Je höher die

NADH-Konzentration, desto leichter wird NAD+ regeneriert. Entgegengesetzt wirken Ethanol und

NAD+ negativ kooperativ, was die Rückreaktion blockiert und so das regenerierte NAD+ schützen

würde.

Die NADH-Dehydrogenase ist eine Schlüsselkomponente in der Atmungskette. Diese katalysiert die

Oxidation von NADH durch die Übertragung von Elektronen auf Ubichinon und etabliert dabei

die protonenmotorische Kraft an der Zellmembran, was im Folgenden die ATP-Synthese durch

die ATP-Synthase ermöglicht [55]. Aufgrund groÿer Schwierigkeiten in der Aktivitätsbestimmung

NAD+-abhängiger Enzyme oder Nachweissysteme wurde in dieser Arbeit zunächst für B. subtilis

168 und später auch für S. aureus COL eine alternative NADH-Dehydrogenase untersucht. GYAN

et al. beschrieben für B. subtilis 168 drei NADH-Dehydrogenasen (YjlD (Ndh), YumB und YutJ).

Sie erbrachten den Beweis einer alternativen cytoplasmatischen NADH-Dehydrogenase. yjlD codiert

für ein Single-Polypetide Ndh. Ndh ist dabei die bedeutendste NADH-Dehydrogenase, welche direkt

durch Rex, ein globales Redox-Sensor-Protein, reguliert wird. Die Aktivität von Rex wird wiederum

durch den NADH/NAD+-Quotienten bestimmt. Rex kann bei einer hohen NAD+-Konzentration im

Zytoplasma mit diesem einen Komplex bilden, welcher an die upstream-Region des yjlD-Gens bin-

det, somit dessen Transkription verhindert und hierüber eine Abnahme der Oxidation von NADH

im Zytoplasma bewirkt. Liegt Rex im Komplex mit NADH vor, so sinkt die A�nität des Regulators

zur DNA und die Transkription des yjlD-Gens wird initiiert, was eine Abnahme der zytoplasma-

tischen NADH-Konzentration zur Folge hat [55]. In der logarithmischen Wachstumsphase liegt die

NADH-Dehydrogenase Ndh in viel höheren Konzentrationen vor verglichen zur stationären Phase.

Dabei ist die Repression der Genexpression in der stationären Wachstumsphase bisher unbekannt, es

wird aber angenommen, dass diese Rex-unabhängig verläuft. Unter anaeroben Bedingungen ist die

Expression der Ndh reprimiert [216]. Bisher sind die beiden anderen NADH-Dehydrogenasen YumB

und YutJ noch nicht genauer untersucht, möglicherweise übernehmen diese die Funktion der Ndh in

der stationären Phase und/ oder unter anaeroben Bedingungen [55]. Aufgrund dieser Beobachtungen

wurden für B. subtilis 168 und S. aureus COL Aktivitätsbestimmungen einer möglichen zytoplas-

matischen NADH-Dehydrogenase vorgenommen. Dabei wurde dem Reaktionsansatz lediglich NADH
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zugefügt und die Oxidation am Spektralphotometer bestimmt. Bei beiden Mikroorganismen zeigte

sich eine hohe Oxidationsrate des NADH's. Bei B. subtilis 168 und S. aureus COL wurden höhere

spezi�sche Aktivitäten in der logarithmischen als in der stationären Wachstumsphase bestimmt, was

die Reprimierung einer möglichen NADH-Dehydrogenase-Aktivität, nach GYAN et al. in der statio-

nären Phase bestätigt [55]. Allerdings ergaben die Untersuchungen der Proteinrohextrakte aus der

anaeroben Wachstumsphase beider in dieser Arbeit untersuchten Bakterien höhere spezi�sche En-

zymaktivitäten als in den Proteinrohextrakten aerob-logarithmisch angezogener Zellen. Möglicher-

weise handelt es sich bei der angenommenen Aktivität doch nicht um eine NADH-Dehydrogenase,

wie sie durch GYAN et al. bereits beschrieben wurde oder die beiden anderen NADH-Dehydrogenasen

(YumB und YutJ) werden unter anaeroben Bedingungen verstärkt exprimiert, welche die Funktion

der Ndh übernehmen und somit den NADH/NAD+-Quotienten stabilisieren. Desweiteren muss er-

wähnt werden, dass bisher keine Hydrogenakzeptoren für zytoplasmatische NADH-Dehydrogenasen

bekannt sind. Im Folgenden kann daher nur angenommen werden, dass es sich bei den in dieser

Arbeit gemessenen Aktivitäten um zytoplasmatische NADH-Dehydrogenasen oder Hintergrundak-

tivitäten aufgrund anderer im Proteinrohextrakt be�ndlicher NAD+-abhängiger Enzyme handelt,

welche zusammen mit dem Metabolitenmix im Proteinrohextrakt das NADH umsetzen können.

In der Annahme, dass es sich um NADH-Dehydrogenasen handelt, wurden für S. aureus COL und

B. subtilis 168 pH-Optima von pH 8,0 und pH 7,7 ermittelt. Für B. subtilis 168 konnte ein Km-

Wert von 0,06 mM ermittelt werden, S. aureus COL hat einen geringeren Km-Wert von 0,028 mM,

was die Wichtigkeit der Aufrecherhaltung eines konstanten NAD+-Spiegels für das physiologische

Funktionieren des Metabolimus unterstreicht. Bei den Regulationsuntersuchungen wurde bei B. sub-

tilis 168 ein aktivierender E�ekt des Glucose-6-phosphates auf die Enzymaktivität festgestellt. Hohe

Konzentrationen von Glucose-6-phosphat in der Zelle deuten auf einen Mangel an NAD+ hin, was

das Fortlaufen der Glycolyse behindert. Wirkt dieses Metabolit nun auf die NADH-Dehydrogenase

und aktiviert die Oxidation von über�üssigen NADH, kann auch die Glycolyserate wieder gesteigert

werden.

Die Acetat-Kinase (E.C. 2.7.2.1) ist ein Enzym des Acetat-Metabolismus. Es katalysiert die rever-

sible Reaktion von Acetylphosphat zu Acetat, wobei ein Molekül ATP generiert wird. Anschlieÿend

kann das Acetat aus den Zellen herausgeschleust und zu einem späteren Zeitpunkt als Kohlensto�-

und Energiequelle wieder aufgenommen werden [37, 217]. Zum einen kann das Acetat wieder über

die Acetat-Kinase metabolisiert werden, zum anderen ist auch ein weiteres Enzym, die Acetyl-CoA-

Synthetase, bekannt, die das Acetat sofort zu Acetyl-CoA umsetzt. Die Bestimmung der Acetat-

Kinase-Reaktion für S. aureus COL war schwierig. Es kann eine Enzymaktivität angenommen aber

nicht vollends enzymologisch aufgeklärt werden. Mithilfe von Proteom- und Transkriptomanalysen

war es möglich, eine Acetat-Kinase zu identi�zieren [33, 35, 134]. Unter aeroben Bedingungen ist die

Konzentration des Enzyms etwas höher als in der stationären Wachstumsphase [33]. Untersuchungen

des anaeroben Proteoms zeigten eine verstärkte Expression nach Sauersto�entzug [35, 134]. Neben

diesen kann auch der Anstieg der extrazellulären Acetat-Konzentration als Beweis des Vorhanden-

seins einer Acetat-Kinase in S. aureus COL geltend gemacht werden [37]. Auch konnte für S. aureus
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COL keine Acetyl-CoA-Synthetase-Aktivität bestimmt werden. Anaerob konnte dieses Enzym bei

S. aureus COL nicht identi�fziert werden, jedoch war es möglich, unter aeroben Bedingungen eine

Acetyl-CoA-Synthetase auf dem Proteomgel nachzuweisen, wobei die Enzymkonzentration in der

logarithmischen Wachstumsphase um ein 10-faches niedriger war als in der stationären Phase [33].

Die Untersuchungen der Acetat-Kinase-Aktivität bei B. subtilis verliefen erfolgreicher. WOLFF et al.

identi�zierten für B. subtilis 168 eine Acetat-Kinase auf dem Proteomgel und auch gelfrei [112].

Das Reaktionsgleichgewicht lag auf Seiten der Bildung von Acetat. Die spezi�sche Enzymaktivität

der Acetat-Kinase war in der logarithmischen Wachstumsphase höher als in der stationären, wur-

de jedoch von der spezi�schen Enyzmaktivität anaerober Zellen noch um das 2-fache übertro�en.

Die Transkriptionskontrolle beider für den Acetat-Metabolismus essentiellen Gene, Phosphatacetyl-

Transferase und die Acetat-Kinase, unterliegt einem gemeinsamen Regulator (CcpA). Dieser kann

an der cre-Region vor den Genen ack (Acetat-Kinase) und pta (Phosphatacetyl-Transferase) binden.

CcpA ist ein glucoseinduziertes Protein, was die Transkription bei hohen Glucosekonzentrationen

induziert. Liegt in der logarithmischen Wachstumsphase viel Glucose in der Zelle vor, so werden

auch die Gene für die Enzyme der Substratkettenphosphorylierung vermehrt transkribiert. In der

stationären Wachstumsphase ist die Glucose vollständig verbraucht und die Transkription dieser

Gene durch das CcpA-Protein vermindert. Demzufolge sinkt die Konzentration der Phosphatacetyl-

Transferase und Acetat-Kinase in der Zelle, was wiederum die verminderte spezi�sche Enzymakti-

vität in der stationären verglichen zur logarithmischen Wachstumsphase erklärt. Unter anaeroben

Bedingungen allerdings ist die Substratkettenphosphorylierungsreaktion der Acetat-Kinase neben

der Glycolyse die einzige Reaktion, in der Energie in Form von ATP gebildet werden kann. Dies

passt auch zu den hohen spezi�schen Enzymaktivitäten der Acetat-Kinase in den Proteinrohex-

trakten der anaeroben Zellen. Für B. subtilis 168 konnten in dieser Arbeit lediglich die Km-Werte

für die Acetylphosphat-verbrauchende Reaktion bestimmt werden. Ein Km-Wert von 10 mM konn-

te für Acetylphosphat und ein Km-Wert von 3,2 mM für ADP bestimmt werden. Beide Substrate

haben einen kooperativen E�ekt auf die Enzymuntereinheiten, Acetylphosphat wirkt dabei positiv

kooperativ (N = 1,4) und ADP dagegen negativ kooperativ (N = 0,6). Bei anderen grampositiven

Bakterien wurden für Acetylphosphat und ADP wesentlich geringere Km-Werte publiziert, so hat L.

sanfranciscensis Km-Werte für Acetylphosphat und ADP von 1 mM und 0,3 mM [83]. Für Clostri-

dium acetobutylicum wurden Km-Werte von 0,5 mM und 0,71 mM für Acetylphosphat und ADP

verö�entlicht [218]. Ebenfalls wurde für C. acetobutylicum eine dimere Acetat-Kinase beschrieben

[218]. Wie bereits erwähnt sind die Kooperativitätsmechanismen für B. subtilis 168 gegensätzlich.

Mit steigender Acetylphosphatkonzentration nimmt die Enzymaktivität zu, mit steigender ADP-

Konzentrat dagegen ab. Liegt ein hohes Energielevel in der Zelle vor, so ist auch viel Acetylphosphat

vorhanden, welches zügig zu Acetat umgesetzt und dieses aus der Zelle herausgeschleust werden

muss, um den Metaboliten�uss und die Glycolyserate zu gewährleisten. Das viel ADP, die Reakti-

on wieder bremst, ist widersprüchlich. Jedoch ist der Km-Wert von ADP sehr hoch. Physiologisch

werden solche Konzentrationen während des Wachstums gar nicht erreicht, hier liegt die maximale

Konzentration intrazellulär bei 1,5 mM (t0) [37].
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6.2 Schnittstellenanalyse für den Metabolismus von S. aureus COL

Im Folgenden wird eine Schnittstellenanalyse des Intermediär- und Fermentationsmetabolismus an-

hand der wachstumsabhängigen spezi�schen Enzymaktivitäten durchgeführt. Auf eine Analyse der

Messergebnisse von B. subtilis wird an dieser Stelle verzichtet, weil die Datenmenge dafür nicht

ausreichend ist.

An einigen Stellen im Metabolismus kann ein Metabolit durch zwei oder mehr Enzyme umgesetzt

werden. Schnittstellen im Metabolismus von S. aureus COL der hier untersuchten Enzyme sind

Glucose-6-phosphat, Fructose-6-phosphat, Pyruvat, Acetyl-CoA, ADP und ATP sowie die Reduk-

tionsäquivalente NAD+, NADH und NADP+. Die Verfügbarkeit von Metaboliten, stellt neben der

räumlichen Kon�guration, der Enzymmenge, dem pH-Wert und dem Reaktionsgleichgewicht einen

wichtigen Faktor dar, welcher den Metaboliten�uss beein�usst. Dabei wird der Metaboliten�uss

tendenziell mittels der spezi�schen Enzymaktivitäten und in Abhängigkeit der bestimmten intrazel-

lulären Metabolitkonzentrationen der verschiedenen Wachstumsphasen betrachtet und analysiert.

Ergebnisse aus Untersuchungen des Proteoms durch KOHLER et al. und FUCHS et al. werden in die

Betrachtung mit einbezogen [33, 35, 134]. Die Zeitpunkte der Zellernte und die Herstellung der Pro-

teinrohextrakte in Abhängigkeit vom Wachstum wurden den Probennahmezeitpunkten von LIEBEKE

et al. angepasst, so dass eine di�erenzierte Aussage über den Metaboliten�uss getro�en werden

kann. Die Zellen für die logarithmischen Proteinrohextrakte wurden dem Probenzeitpunkt �t0� ent-

sprechend geerntet, die Zellen für die transienten Proteinrohextrakte zum Zeitpunkt �t7� und die

Zellen für die stationären Proteinrohextrakte zum Zeitpunkt �t24�. Mit der Annahme, dass die Zel-

len von S. aureus COL zu zwei Drittel aus Wasser bestehen, wurden die Metabolitkonzentrationen

von LIEBEKE et al. von �µmol/ g Zelltrockengewicht� in �mM� umgerechnet [37]. Die dazugehöri-

gen Metabolitkonzentrationen in �mM� der hier untersuchten Enzyme sind in den entsprechenden

Gra�ken dargestellt. Neben diesen ist in Tabelle 6.1 die Abhängigkeit der spezi�schen Enzymak-

tivität von Zweisubstratreaktionen aufgeführt, welche eine dreidimensionale Betrachtung zulassen.

Metabolitdaten zur Untersuchung des Fermentationssto�wechsels von S. aureus COL sind bis zum

jetzigen Zeitpunkt noch nicht verö�entlicht, so dass an dieser Stelle die Umsetzung der Metaboliten

nur abgeschätzt wird.

Der Versto�wechselung von Glucose als primäre Kohlensto�- und Energiequelle folgend, ist der ers-

te mögliche Verzweigungspunkt das Glucose-6-phosphat. Dieses Metabolit kann zum einen durch

die Glucose-6-phosphat-Isomerase in die Glycolyse und zum anderen durch die Glucose-6-phosphat-

Dehydrogenase in den Pentose-Phosphat-Weg eingeschleust werden. Die Abbildung 6.1 zeigt die spe-

zi�schen Enzymaktivitäten der verschiedenen Wachstumsphasen in Abhängigkeit von der Glucose-

6-phosphat-Konzentration. Die Tabelle 6.1 gibt dabei die spezi�sche Enzymaktivität der Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenase in Abhängigkeit von der Glucose-6-phosphat- und NADP+-Konzentration

an. Für die Berechnung der spezi�schen Enzymaktivität dieses Enzyms müsste eigentlich die in-

trazelluläre Konzentration eines weiteren Metabolits, die des NADPH's berücksichtigt werden, da

dieses die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase inhibiert. Allerdings sind bis zum jetzigen Zeitpunkt
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lediglich die relativen intrazellulären Konzentrationen in Abhängigkeit vom Wachstum bekannt.

Mit diesen können Aussagen über Zu- oder Abnahme der Konzentration eines Metabolits relativ

zu einer Vergleichsstandardkonzentration getro�en werden, jedoch keine zur absoluten intrazellu-

lären Konzentration bezogen auf das Zelltrockengewicht. Aus diesem Grund wurden die NADPH-

Konzentrationen für die Berechnung der spezi�schen Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität

nicht berücksichtigt. Glucose-6-phosphat-Isomerase und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase zeigten

über das gesamte Wachstum hohe spezi�sche Enzymaktivitäten, wobei die spezi�sche Enzymaktivi-

tät der Isomerase verglichen zur Dehydrogenase deutlich erhöht ist. Aufgrund der Emp�ndlichkeit

des Glucose-6-phosphat-Isomerase-Assays war es leider nicht möglich die spezi�sche Enzymaktivität

im physiologischen Konzentrationsbereich des Glucose-6-phosphates in der logarithmischen Phase zu

bestimmen, diese betrug zum Zeitpunkt �t0� = 7,78 mM. Es kann jedoch angenommen werden, dass

das Glucose-6-phosphat in dieser Phase des Wachstums überwiegend durch die Glucose-6-phosphat-

Isomerase umgesetzt und so der Glycolyse zugeführt wird. Auch in den Phasen des transienten (�t7�

= 0,65 mM) und stationären (�t24� = 0,18 mM) Wachstums ist die Wahrscheinlichkeit der Umset-

zung des Glucose-6-phosphates über die Glucose-6-phosphat-Isomerase höher. Betrachtet man das

Verhältnis der substratabhängigen spezi�schen Enzymaktivitäten, so ist zu erkennen, dass dieses

im Verlauf des Wachstums zunimmt. Je mehr Glucose verbraucht wird, desto höher sind auch die

Unterschiede der spezi�schen Enzymaktivitäten der Glucose-6-phosphat-Isomerase und Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenase zueinander, 2:1 (log. Phase), 2,2:1 (trans. Phase) und 6:1 (stat. Phase). Dies

erscheint sinnvoll, da in der logarithmischen Phase, der Phase des gröÿten Wachstums, neben Ener-

gie (durch Substratkettenphosphorylierung in der Glycolyse synthetisiert) auch weitere Metabolite

wie NADPH und Ribulose-5-phosphat notwendig sind, welche im Pentose-Phosphat-Weg synthe-

tisiert werden. Die Pentose Ribulose-5-phosphat kann dabei entweder in Metabolite der Glycolyse

(Fructose-6-phosphat, Glycerinaldehyd-3-phosphat) oder als Grundbaustein für die Biosynthese von

Nukleinsäuren verwendet werden. Im Verlauf des Wachstums nimmt die Glucosekonzentration deut-

lich ab und das Verhältnis der beiden Enzymaktivitäten zueinander, wie schon beschrieben wurde,

zu. Während der transienten, wie auch stationären Phase ist die Metabolisierung von Glucose-6-

phosphat über den Pentose-Phosphat-Weg von geringerer Bedeutung, sodass die Wahrscheinlichkeit

der Umsetzung des Glucose-6-phosphates durch die Glucose-6-phosphat-Isomerase steigt. Bezieht

man neben der Glucose-6-phosphat-Konzentration ebenfalls die Konzentration des Zweitsubstrates,

NADP+, mit ein, so fallen die Unterschiede zwischen den spezi�schen Enzymaktivitäten sogar noch

gröÿer aus (Tab. 6.1). Das Verhältnis in der logarithmischen Wachstumsphase (�t0�) bleibt gleich, da

beide Substrate der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase im sättigenden Bereich vorliegen. Dagegen

nimmt das Verhältnis in der transienten (�t7�) auf 4,7:1 und in der stationären (�t24�) Phase auf

12:1 zu. Anhand dieser Daten wird deutlich, dass ein Enzym, welches mehrere Substrate umsetzt in

seiner Aktivität auch von diesen beiden abhängig ist und eine zweidimensionale Betrachtung aus der

Konzentration des Erstsubstrates zur Aktivität nicht ausreicht. Da die Konzentrationen von Glucose-

6-phosphat und NADP+ unter anaeroben Bedingungen noch nicht bekannt ist, kann an dieser Stelle

nur vermutet werden, dass das Glucose-6-phosphat hauptsächlich der Glycolyse zugeführt wird.
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Der nächste Verzweigunspunkt im Metabolismus ist Fructose-6-phosphat, welches an dieser Stelle

durch die drei Enzyme Glucose-6-phosphat-Isomerase, Phosphofructokinase und Mannitol-1-phosphat-

5-Dehydrogenase umgesetzt werden kann (Abbildung 6.2). Die spezi�schen Enzymaktivitäten der

drei Enzyme unterscheiden sich zum Teil deutlich. Dabei sind sich die spezi�schen Enzymaktivitä-

ten von Phosphofructokinase und Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase in Abhängigkeit von der

Substratkonzentration und der Wachstumsphase vergleichsweise ähnlich. Die spezi�sche Aktivität

der Glucose-6-phosphat-Isomerase übersteigt beide mehr als deutlich um das 500- bis 10000-fache,

je nach Wachstumsphase. Die ermittelte Fructose-6-phosphat-Konzentration zum Zeitpunkt �t0�

beträgt 15,49 mM. Bei allen Enzymen liegt dies im Bereich der Substratsättigung. Die Metaboli-

sierung des Fructose-6-phophates über die Phosphofructokinase würde die weitere Umsetzung über

die Glycolyse bedeuten. Wird Fructose-6-phosphat mit der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase

umgesetzt, könnte dies der Regeneration von NAD+ oder zur Bildung von Mannitol über Mannitol-1-

phosphat dienen, welches anschlieÿend als over�ow -Metabolit ausgeschieden werden kann. Mannitol

wurde bei der Untersuchung des extrazellulären Metabolitspiegels bisher nicht identi�ziert [37]. Der

Umsatz mit der Glucose-6-phosphat-Isomerase bedeutet dagegen den rückwertigen Weg zu Glucose-

6-phosphat, was die Bildung von Glucose in der Gluconeogenese oder den Eintritt in den Pentose-

Phosphat-Weg ermöglichen könnte. Vor allem irreversible Enzymreaktionen beein�ussen den Meta-

boliten�uss. An dieser Stelle bestimmt die Substratverfügbarkeit die Metabolisierung eines Sto�es

in eine bestimmte Richtung. Reversible Enzymreaktionen werden dagegen vom Reaktionsgleich-

gewicht bestimmt. Im Verlauf des Wachstums nimmt die Konzentration von Fructose-6-phosphat

immer weiter ab, sodass zum Zeitpunkt �t7� eine Konzentration von 1,31 mM und zum Zeitpunkt

�t24 eine Konzentration von 0,32 mM ermittelt wurden. Weiterhin zu erkennen ist, dass die Unter-

schiede der spezi�schen Enzymaktivitäten der drei Enzyme weniger deutlich ausfallen, je weniger

Fructose-6-phosphat vorhanden ist. Die Wahrscheinlichkeit der Umsetzung durch die Glucose-6-

phosphat-Isomerase bleibt jedoch in allen Phasen des Wachstums am höchsten, die Wahrscheinlich-

keit der Metabolisierung durch die Phosphofructokinase oder Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase

bleibt nahezu gleich.

Bekannt sind auch die physiologischen Konzentrationen von Pyruvat, welches eine weitere Schnitt-

stelle darstellt. In Abbildung 6.3 sind die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme aufgezeigt, wel-

che Pyruvat umsetzen können, dazu gehören die D-, bzw. L-Lactat-Dehydrogenase, die Pyruvat-

Oxidase, der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex und die Acetolactat-Synthase. An dieser Stelle kann

das Pyruvat in verschiedene Sto�wechselwege eingeschleust werden. Zum einen können über die

D- und L-Lactat-Dehydrogenase NAD+ regeneriert und Lactat als over�ow -Metabolit ausgeschie-

den werden, zum anderen kann Pyruvat der Energiesynthese über die Pyruvat-Oxidase und dem

Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zugeführt werden. Weiterhin ist auch die Einschleusung des Py-

ruvats in den Aminosäureanabolismus sowie der Regeneration von NAD+ über den 2,3-Butandiol-

Metabolimus möglich. In allen unter aeroben Bedingungen untersuchten Wachstumsphasen sind die

Regeneration von NAD+ und die Bildung von Energie über die Acetat-Kinase am bedeutensten.

D-, bzw. L-Lactat-Dehydrogenase und Pyruvat-Oxidase weisen in diesen Phasen des Wachstums
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die höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten auf. Demnach ist die Metabolisierung über eines die-

ser drei Enzyme am wahrscheinlichsten. Dies ist auch sinnvoll, da bei einer hohen Glycolyserate

der NAD+/ NADH-Quotient abnimmt und so weniger NAD+ für NAD+-abhängige Reaktionen zur

Verfügung steht. Die Gene des Citrat-Zyklus sind in der logarithmischen Phase reprimiert, sodass

die Energie in Form von ATP über Substratkettenphosphorylierungsreaktionen gewonnen wird. Die

Pyruvat-Oxidase bildet aus Pyruvat die energiereiche Verbindung Acetylphosphat, welche die Ener-

gie liefert um die Phosphatgruppe auf ein Molekül ADP zu übertragen, die Übertragung wird dabei

durch die Acetat-Kinase vermittelt. Die Umsetzung des Pyruvats über den Pyruvat-Dehydrogenase-

Komplex oder über die Acetolactat-Synthase ist unter aeroben Bedingungen weniger bedeutsam, vor

allem, weil genügend Energie für das Wachstum in der Glycolyse und über den Acetat-Metabolismus

gewonnen werden kann. Unter anaeroben Bedingungen konnten für die Pyruvat-Oxidase und für

den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex keine spezi�schen Enzymaktivitäten ermittelt werden. Bei-

de Enzyme werden unter sauersto�freien Bedingungen nicht gebildet. Dieses Ergebnis konnte auch

durch Proteomanalysen bestätigt und unterstützt werden [35, 134]. Im Gegensatz dazu gewinnt die

Acetolactat-Synthase unter diesen Bedingungen mehr an Bedeutung, was darauf schlieÿen lässt, dass

ein Teil des Pyruvats der 2,3-Butandiol-Fermentation zugeführt wird. An dieser Stelle kann NAD+

regeneriert sowie zum einen Acetoin zur Regulation des intrazellulären pH's und zum anderen 2,3-

Butandiol als over�ow -Metabolit ausgeschleust werden. Weiterhin stellt jedoch die Metabolisierung

über die D- und L-Lactat-Dehydrogenase den gröÿen Anteil da. An dieser Stelle ist es nützlich zu

wissen, ob unter anaeroben Bedingungen auch Acetoin, 2,3-Butandiol und Lactat, korrelierend zu

den bestimmten spezi�schen Enzymaktivitäten, ans Medium abgegeben werden. Daten hierzu sind

bisher leider nicht verö�entlicht.

Acetyl-CoA, ein wichtiges Zwischenprodukt, stellt ebenfalls einen Verzweigungspunkt im Metabo-

lismus von S. aureus COL dar. An dieser Stelle kann das Acetyl-CoA durch die vier hier unter-

suchten Enzyme Citrat-Synthase, Phosphatacetyl-Transferase, Isopropylmalat-Synthase und Acetyl-

CoA-Hydrolase umgesetzt werden. Abhängigkeiten der spezi�schen Enzymaktivitäten von der Sub-

stratkonzentration sind in Abbildung 6.4 dargestellt. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist lediglich die

relative intrazelluläre Acetyl-CoA-Konzentration bestimmt worden. Deshalb ist es an dieser Stelle

nur möglich die Metabolisierung von Acetyl-CoA abzuschätzen. Die intrazelluläre Konzentration des

Acetyl-CoA's nimmt im Verlauf des Wachstums immer weiter ab und erreicht in der stationären Pha-

se den niedrigsten Wert [37]. Unter allen hier untersuchten Bedingungen besitzt die Phosphatacetyl-

Transferase mit Abstand die höchste spezi�sche Enzymaktivität. Es kann davon ausgegangen werden,

dass der meiste Teil von Acetyl-CoA durch dieses Enzym umgesetzt wird, um die Bildung von Energie

in Form von ATP zu ermöglichen. Das Acetyl-CoA wird dabei von der Phosphatacetyl-Transferase

zu Acetylphosphat umgesetzt, welches weiterhin durch die Acetat-Kinase zur ATP-Synthese genutzt

werden kann. Wie bereits bei der Pyruvat-Oxidase beschrieben, ist auch die Bildung von Acetylphos-

phat mittels der Phosphatacetyl-Transferase am bedeutendsten. Neben dieser wurden ebenfalls hohe

spezi�sche Enzymaktivitäten für die Citrat-Synthase bestimmt, welche im Verlauf des Wachstums

ein ähnliches Level aufweisen. Demnach wird schon in der logarithmischen Wachstumsphase ein
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Teil des Acetyl-CoA dazu verwendet die Acetyl-Gruppe an Oxalacetat zu binden und dieses somit

dem Citrat-Zyklus zugängig zu machen. Der Citrat-Zyklus spielt zur Energiesynthese von S. aureus

COL wohl eher eine untergeordnete Rolle. Vielmehr kann angenommen werden, dass der Umsatz im

Citrat-Zyklus bis zum α-Ketoglutarat abläuft, welches dem Sticksto�metabolismus dient. Auch eine

Isocitrat-Dehydrogenase-Aktivität wurde in allen Wachstumsphasen, aerob, wie auch anaerob be-

stimmt. Diese setzt im Citrat-Zyklus das Isocitrat zu α-Ketoglutarat um. Hierüber können die Ami-

nosäuren Glutamat und Glutamin synthetisiert werden. Desweiteren nutzen viele Aminotransferasen

α-Ketoglutarat als korrespondierendes Substrat. Auch können über den Citrat-Zyklus Aminosäuren

als Kohlensto�quelle in den Metabolismus eingeführt werden. Unter anaeroben Bedingungen war

keine Aktivität der Citrat-Synthase nachweisbar, was auch durch Proteomuntersuchungen bestätigt

wurde [35, 134]. An dieser Stelle kann vermutet werden, dass der Citrat-Zyklus für S. aureus COL

bei der Energiesynthese kaum eine Rolle spielt. Enzymaktivitäten des Citrat-Zyklus waren kaum zu

bestimmen. Lediglich der Teil, der zu α-Ketoglutarat führt, war nachweisbar. S. aureus COL hat

nach Proteombetrachtungen alle Enzyme des Citrat-Zyklus zur Verfügung, braucht diese unter den

hier untersuchten Bedingungen aber vermutlich nicht. Citrat-Synthase und Isocitrat-Dehydrogenase

dienen an dieser Stelle im Metabolismus von S. aureus COL lediglich dem Sticksto�metabolismus.

Ein geringerer Teil des Acetyl-CoA's kann auch durch die Isopropylmalat-Synthase und durch ei-

ne Hydrolase-Aktivität umgesetzt werden. Die Acetyl-CoA-Hydrolase hat in der logarithmischen

Wachstumsphase die höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten verglichen zu den anderen Wachtums-

phasen. Vermutlich wird in dieser Phase des Wachstums ein Teil des CoA's regeneriert. Ansonsten

würde sich das Pyruvat am Ende der Glycolyse anstauen, da kein freies CoA zur Verfügung stünde,

welches im Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex verwendet wird, um einen Acetyl-Rest an dieses zu

binden.

Neben den hier genannten Schnittstellen gibt es weitere Metabolite, welche durch mehrere Enzyme

umgesetzt werden können. Dabei handelt es sich um Sto�e von Zweisubstratreaktionen wie ADP,

ATP, NAD+, NADP+ und NADH. Auf ADP kann eine Phosphatgruppe übertragen werden, wo-

bei das energiereiche ATP entsteht. Entgegengesetzt wird durch Abspaltung einer Phosphatgruppe

von ATP die notwendige Energie für die Bildung anderer Metabolite realisiert. Bei den von S.

aureus COL untersuchten Enzymaktivitäten kann ADP (Abbildung 6.6) durch die Pyruvatkinase

und Adenylat-Kinase umgesetzt werden. Die Glucokinase, die Phosphofructokinase und die ATP-

Hydrolase setzen ATP (Abbildung 6.5) um. Das Energielevel von S. aureus COL wird durch zwei

Enzyme reguliert. Zum einen die ATP-Hydrolase und zum anderen die Adenylat-Kinase. In allen

untersuchten Proteinrohextrakten wurde für die ATP-Hydrolase die höchste spezi�sche Enzymak-

tivität bestimmt. Das Metabolit ATP hat zum Zeitpunkt �t0� eine Konzentration von 4,78 mM. In

der logarithmischen Wachstumsphase, wenn das ATP-Level durch eine hohe Glycolyse-Durchsatzrate

hoch ist, spaltet die ATP-Hydrolase ein Phosphatrest ab, um eine ausreichende Menge ADP ener-

gieliefernden Reaktionen zur Verfügung zu stellen. Hier ist die spezi�sche Enzymaktivität in allen

Wachstumsphasen gleichermaÿen hoch, so dass eine übermäÿige Bildung von ATP verhindert wird

und das Energielevel in der Zelle hierüber reguliert werden kann. Dem entgegengesetzt entsteht bei
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der Adenylat-Kinase-Reaktion ein Molekül ATP aus einem Molekül ADP und einem Molekül AMP.

Somit besteht die Möglichkeit bei ATP-Mangel dieses über die Adenylat-Kinase herzustellen. Die

spezi�schen Enzymaktivitäten beider Enzyme, ATP-Hydrolase und Adenylat-Kinase, liegen im glei-

chen Aktivitätsbereich, was die Wichtigkeit beider Enzyme unterstreicht. Neben diesen gibt es, wie

schon erwähnt weitere Enzyme, welche ATP oder ADP umsetzen. Die Adenylat-Kinase konkurriert

bei denen für ADP in dieser Arbeit untersuchten Enzyme nur mit der Pyruvat-Kinase. Es konnten

auch für die Pyruvat-Kinase in allen Wachstumsphasen hohe spezi�sche Enzymaktivitäten bestimmt

werden, welche unter aeroben Bedingungen jedoch um ein 10-Faches geringer waren als die spezi�-

schen Enzymaktivitäten der Adenylat-Kinase. Vergleicht man die verschiedenen Wachstumsphasen

und die entsprechende Aktivität der Enzyme anhand der intrazellulären ADP-Konzentration, so

wird deutlich, dass das ADP hauptsächlich durch die Adenylat-Kinase metabolisiert wird. Unter

anaeroben Bedingungen nimmt die spezi�sche Enzymaktivität der Adenylat-Kinase stark ab und

wird nun von der spezi�schen Enzymaktivität von Pyruvat-Kinase übertro�en. Möglicherweise ist

eine Adenylat-Kinase während des anaeroben Wachstums für die Regulation des Energielevel nicht

so bedeutend wie unter aeroben Bedingungen.

Das Metabolit ATP wird neben der ATP-Hydrolase auch durch die Glucokinase und Phosphofructo-

kinase umgesetzt. Im physiologischen Konzentrationsbereich von ATP ist die Umsetzung des ATP's

in den verschiedenen Wachstumsphasen durch die ATP-Hydrolase am wahrscheinlichsten, gefolgt

von der Phosphofructokinase und der Glucokinase. Die Phosphorylierung von Glucose durch die

Glucokinase und Fructose-6-phosphat durch die Phosphofructokinase sind im Metabolismus von S.

aureus COL gleichermaÿen wichtig. Die physiologische ATP-Konzentration liegt bei allen Enzymen

im Sättigungsbereich, so dass es an dieser Stelle in Bezug auf das Substrat ATP zu keinem Stau in der

Glycolyse kommen kann. Ähnlich ist dies bei Fructose-6-phosphat, dem Substrat der Phosphofruc-

tokinase, zu erkennen in der Abbildung 6.2. Auch hier liegt die physiologische Fructose-6-phosphat-

Konzentration im Sättigungsbereich der Phosphofructokinase-Aktivität, ein Stau an dieser Stelle im

Metabolismus ist denmach sehr unwahrscheinlich. Die Betrachtung der spezi�schen Enzymaktivität

der Glucokinase in Abhängigkeit beider Substrate (Glucose und ATP) und der Wachstumsphase

zeigt hier deutlich eine Abnahme der Enzymaktivität im Verlauf des Wachstums, da die Glucose in

der transienten (�t7� = 0,11 mM) und stationären (�t24� = 0,01 mM) Phase kaum mehr vorhanden

oder vollständig verbraucht ist.

Als letztes werden die Reduktionsäquivalente NAD+, NADH und NADP+ betrachet. In der Abbil-

dung 6.7 sind die NADH-abhängigen Reaktionsrichtungen der in dieser Arbeit untersuchten Dehydro-

genasen gezeigt. Die Regulation des NADH-Spiegels ist für S. aureus COL von groÿer Bedeutung.

Ein NAD+-Mangel könnte zu einer Akkumulation von Glycerinaldehyd-3-phosphat oder Pyruvat

führen, da beide Metabolite durch die sich anschlieÿenden Dehydrogenase-Reaktionen nicht mehr

umgesetzt werden könnten, was den weiteren Durchsatz der Glucose in der Glycolyse verhindert. Um

einen hohen NADH-Spiegel abzubauen und somit NAD+ zu regenieren gibt es im Metabolismus von

S. aureus COL verschiedene Möglichkeiten. In Form eines over�ow -Metabolismus kann NAD+ rege-

neriert und beispielsweise Mannitol oder Lactat als Kohlensto�- und Energiequelle für den späteren
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Gebrauch in der stationären Phase zunächst ausgeschieden und später wieder aufgenommen werden.

Selbst unter aeroben Bedingungen sind, wie schon beschrieben, zwei Lactat-Dehydrogenasen aktiv,

welche Pyruvat zu Lactat umsetzen. Ein anderes Enzym, die Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase

kann schon im früheren Verlauf der Glycolyse an Stelle des Fructose-6-phosphates eingreifen, die-

ses zu Mannitol-1-phosphat umsetzen und NAD+ dabei regenerieren. Ein weiteres wichtiges Enzym,

welches auch schon bei B. subtilis als Regulatorenzym des NAD+/ NADH-Spiegels beschrieben wur-

de, ist die NADH-Dehydrogenase. Dieses überträgt die Elektronen von NADH auf noch unbekannte

Akzeptoren. Leider sind bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine wachstumsabhängigen intrazellulären

Konzentrationen von NADH für S. aureus COL verö�entlicht. Lediglich die relativen intrazellullären

NADH-Konzentrationen sind bekannt. Zu Beginn der intrazellulären Konzentrationsmessung zum

Zeitpunkt �t0� in der logarithmischen Phase ist die NADH-Konzentration am höchsten und nimmt

im Verlauf des Wachstums immer weiter ab [37]. Anhand der spezi�schen Enzymaktivitäten kann

die Wahrscheinlichkeit des Umsatzes von NADH deshalb nur abgeschätzt werden. Desweiteren ist

die Abhängigkeit der Konzentration des Erstsubstrates wichtig. Anhand der alleinigen Betrachtung

der Abhängigkeit von der NADH-Konzentration (Abbildung 6.7) wird deutlich, dass NAD+ in der

logarithmischen Phase des aeroben Wachstums hauptsächlich durch die L-Lactat-Dehydrogenase re-

generiert wird. Die Enzyme D-Lactat-, Mannitol-1-phosphat-5- und NADH-Dehydrogenase zeigten

ebenfalls ein hohes Potential zur Regenerierung von NAD+. In der transienten und stationären Phase

liegen die spezi�schen Enzymaktivitäten der hier untersuchten D- und L-Lactat- bzw. Mannitol-1-

phosphat-Dehydrogenase dicht beeinander. Au�ällig sind die Unterschiede der spezi�schen Akti-

vitäten unter anaeroben Bedingungen. Ein Enzym des Fermentationsmetabolismus, die Alkohol-

Dehydrogenase, welches unter aeroben Bedingungen keine Aktivität zeigte, wird während des an-

aeroben Wachstums vermehrt gebildet und liegt mit der spezi�schen Enzymaktivität an zweiter

Stelle hinter der L-Lactat-Dehydrogenase. Es ist eine erhöhte Enzymaktivität aller Enzyme unter

anaeroben Bedingungen erkennbar, was die Bedeutung der Regeneration von NAD+ hervorhebt.

Die Abbildung 6.8 zeigt die Abhängigkeit der in dieser Arbeit untersuchten NAD+-abhängigen Re-

aktionsrichtungen der Enzyme Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase, D- und L-Lactat-Dehydro-

genase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Alkohol-Dehydrogenase und dem Pyruvat-De-

hydrogenase-Komplex. Die physiologischen NAD+-Konzentrationen wurden untersucht und sind in

der Gra�k aufgeführt. Diese ist zum Zeitpunkt �t0� (log. Phase) mit 0,35 mM am höchsten, nimmt

zum Zeitpunkt �t7� (trans. Phase) deutlich auf 0,11 mM ab und während der stationären Phase (�t24�)

wieder leicht auf 0,28 mM zu. Die Umsetzung von NAD+ durch die untersuchten Enzyme in Abhän-

gigkeit von der Wachstumsphase ist unterschiedlich. Neben der intrazellulären NAD+-Konzentration

ist auch die Konzentration von Lactat bekannt. Deshalb können an dieser Stelle auch die spezi�schen

Enzymaktivitäten beider Lactat-Dehydrogenasen abgeschätzt werden. Bei der alleinigen Betrachtung

der Abhängigkeit von der NAD+-Konzentration konnten bei der D- und L-Lactat-Dehydrogenase die

höchsten spezi�schen Enzymaktivitäten bestimmt werden. Bezieht man jedoch die Konzentration

des Erstsubstrates Lactat mit ein, so bestätigt sich dieser Zustand nicht. Das Lactat war während

des gesamten Wachstums nur in sehr geringen Konzentrationen nachweisbar, sodass beide Lactat-
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Dehydrogenasen über die ganze Zeit kaum bedeutsam sind. Dies wird auch durch die extrazellulären

Konzentrationen der over�ow -Metabolite bestätigt. Unter aeroben Bedingungen wird kaum Lactat

sekretiert, die spezi�schen Enzymaktivitäten bleiben auf einem sehr niedrigen Niveau und nehmen

im Verlauf des Wachstums stetig ab. Neben diesen beiden Enzymaktivitäten sind noch weitere En-

zyme von NAD+ abhängig. Die Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase kann Mannitol-1-phosphat

mittels NAD+ zu Fructose-6-phosphat umsetzen. Bisher konnten weder die intrazelluläre Mannitol-1-

phosphat-Konzentration, noch die extrazelluläre Mannitol-Konzentration nachgewiesen werden. Die

spezi�sche Enzymaktivität des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes nimmt im Verlauf des Wachs-

tums zu, was bedeuten würde, dass in der transienten, wie auch stationären Wachstumsphase mehr

Pyruvat zu Acetyl-CoA umgesetzt würde. Die Enzymaktivitäten der Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase und Alkohol-Dehydrogenase waren unter aeroben Bedingungen kaum vorhanden,

erst unter sauersto�imitierenden Bedingungen nimmt deren spezi�sche Enzymaktivität zu. Fuchs

et al. beschrieben ebenfalls eine Zunahme der Alkohol-Dehydrogenase-Konzentration und somit die

Expression dieses Enzyms erst unter anaeroben Bedingungen [35].

Das letzte in dieser Arbeit gemeinsame Substrat mehrerer Enzyme ist NADP+. Die Abhängigkeit

von diesem ist in Abbildung 6.9 dargestellt. Das NADP+ hat zum Zeitpunkt �t0� eine Konzen-

tration von 0,94 mM, nimmt im Laufe des Wachstums auf 0,41 mM (�t7�) und 0,36 mM (�t24�)

ab. Bei allen NADP+-abhängigen Enzymen liegen die Konzentrationen im Sättigungsbereich. So-

mit bestimmt die Konzentration des Erstsubstrates die Umsetzungswahrscheinlichkeit. Bekannt ist

diese nur für Malat, das Erstsubstrat des Malatenzyms und Glucose-6-phosphat, das Erstsubstrat

der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase. Auÿerdem muss bei der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

die Konzentration des Inhibitormoleküls NADPH sowie bei dem Malatenzym die Konzentration von

ADP bei der Berechnung der spezi�schen Enzymaktivität einbezogen werden. Die spezi�schen Enzy-

maktivitäten konnten aufgrund der Konzentrationen neu berechnet werden, diese sind in Tabelle 6.1

dargestellt. Die spezi�schen Enzymaktivitäten des Malatenzyms waren sehr niedrig. Höher waren die

spezi�schen Enzymaktivitäten der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, welche während des Wachs-

tums von 3600 pkat/ mg Protein in der logarithmischen auf 1600 pkat/ mg Protein in der transienten

und 500 pkat/ mg Protein in der stationären Wachstumsphase abnimmt. Diese beschreibt neben der

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase die höchste spezi�sche Enzymaktivität. Die Konzentration der

Isocitrat-Dehydrogenase in der transienten und stationären Wachstumsphase nahm gegenüber der

logarithmischen Phase zu, was ebenfalls durch die hier untersuchten spezi�schen Enzymaktivitä-

ten bestätigt werden konnte. Wie bereits erwähnt ist diese Enzymaktivität ein wichtiger Schritt im

Aminosäuremetabolismus. Mit den hier bekannten Sachverhalten ist die Umsetzung des NADP+'s

durch die Glucose-6-phosphat- und 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase am wahrscheinlichsten, ge-

folgt von der Isocitat-Dehydrogenase, der Glyerinaldehyd-3-Dehydrenase und dem Malatenzym. Das

bei den Reaktionen entstehende NADPH hat ein hohes reduktives Potential und wird wahrschein-

lich zur Wirtsabwehr eingesetzt, um reaktive Sauersto�spezies über Thioredoxine zu neutralisieren.

Desweiteren wird NADPH für anabole Metabolitsynthesen verwendet.

Um eine gesamteinheitliche Betrachtung des Metabolismus von S. aureus COL vorzunehmen, wäre
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es nützlich alle noch fehlenden Metabolitkonzentrationen zu bestimmen. Dann wäre es auch möglich

die spezi�schen Enzymaktivitäten von Zweisubstratkonzentrationen zu bestimmen und konkretere

Vergleiche anzustellen.
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Abb. 6.1: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat Glucose-6-phosphat und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase,

gelb = transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab.

A.109)
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Abb. 6.2: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat Fructose-6-phosphat und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase,

gelb = transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab.

A.110)
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Abb. 6.3: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat Pyruvat und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =

transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.111,

A.112)
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Abb. 6.4: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat Acetyl-CoA und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =

transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.113,

A.114)
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Abb. 6.5: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat ATP und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb = transiente

Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.115)
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Abb. 6.6: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat ADP und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =

transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.116)

184



6.2 Schnittstellenanalyse für den Metabolismus von S. aureus COL

0
 

1
 

1
0
 

1
0
0
 

1
0
0
0
 

1
0
0
0
0
 0

 
0
,2

5
 

0
,5

 
0
,7

5
 

1
 

spezifische Enzymaktivität in pkat/ mg Protein 

N
A

D
H

 i
n
 m

M
 

0
 

1
 

1
0
 

1
0
0
 

1
0
0
0
 0

 
0
,2

5
 

0
,5

 
0
,7

5
 

1
 

spezifische Enzymaktivität in pkat/ mg Protein 

N
A

D
H

 i
n
 m

M
 

0
 

1
 

1
0
 

1
0
0
 

1
0
0
0
 0

 
0
,2

5
 

0
,5

 
0
,7

5
 

1
 

spezifische Enzymaktivität in pkat/ mg Protein 

N
A

D
H

 i
n
 m

M
 

0
 

1
 

1
0
 

1
0
0
 

1
0
0
0
 

1
0
0
0
0
 0

 
0
,2

5
 

0
,5

 
0
,7

5
 

1
 

spezifische Enzymaktivität in pkat/ mg Protein 

N
A

D
H

 i
n
 m

M
 

M
a
n
n
it
o
l-
1-

p
h
o
sp

h
a
t-

5
-D

eh
y
d
ro

g
en

a
se

 
L
-L

a
ct

a
t-

D
eh

y
d
ro

ge
n
a
se

 
D

-L
a
ct

a
t-

D
eh

y
d
ro

g
en

a
se

 
N

A
D

H
-D

eh
y
d
ro

ge
n
a
se

 
A

lk
o
h
o
l-
D

eh
y
d
ro

ge
n
a
se

 

Abb. 6.7: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat NADH und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =

transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.117,

A.118)
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Abb. 6.8: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat NAD+ und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =

transiente Phase, rot = stationäre Phase, blau = anaerobes Wachstum), (Tab. A.119
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Abb. 6.9: Vergleich der spezi�schen Enzymaktivitäten verschiedener Enzyme in Abhängigkeit vom

Substrat NADP+ und der Wachstumsphase (grün = logarithmische Phase, gelb =
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Anhang

Im Anhang sind die zugehörigen Messdaten in Tabellenform für die jeweiligen Enzymaktivitätsmes-

sungen aufgeführt. Kursiv -geschriebene Konzentrationsparameter sowie Messdaten wurden in die

Berechnung der Enzymkinetikparameter nicht einbezogen, werden jedoch der Vollständigkeit wegen

mitaufgeführt.

Exnm = Extinktion der Reaktionsansätze

*Exnm = Extinktion der Kontrollansätze

4Exnm = tatsächliche Extinktion aus der Di�erenz der Reaktions- und Kontrollansätze



Anhang

A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.1: Wachstumkinetik S. aureus COL unter aeroben und anaeroben Bedingungen: (-) = ohne

Supplementzugabe, (+) = mit Supplementzugabe, Abb. 5.1

aerob anaerob anaerob anaerob anaerob

Zeit in Stunden aerob - Supplement + Pyruvat + Uracil + Pyruvat, Uracil

0 0,062 0,062 0,062 0,062 0,062

2,25 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085

4 0,119 0,119 0,119 0,119 0,119

6 0,196 0,196 0,196 0,196 0,196

8 0,320 0,320 0,320 0,320 0,320

9 0,412 0,412 0,412 0,412 0,412

9,5 0,455 0,455 0,455 0,455 0,455

10,5 0,599 0,511 0,551 0,442 0,446

13 1,290 0,700 0,780 0,570 0,530

15 2,230 0,750 0,890 0,580 0,660

17 2,760 0,700 0,930 0,620 0,860

19 2,710 0,800 1,140 0,610 0,840

21 2,810 0,820 1,150 0,590 0,950

24 2,810 0,840 1,140 0,650 1,040

II



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.2: Acetolactat-Synthase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.0, 50 mM Pyr, 0,4 mM

TPP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Pyr (Abb. 5.2), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E530nm *E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,022 0,281 0,206 0,075 69

0,066 0,32 0,233 0,087 27

0,22 0,436 0,313 0,123 11

S.a.11 TP 0,0234 0,277 0,211 0,066 57

0,0702 0,306 0,227 0,079 23

0,234 0,369 0,299 0,07 6

S.a.17 TP 0,02495 0,248 0,205 0,043 35

0,07485 0,282 0,212 0,07 19

0,2495 0,348 0,24 0,108 9

S.a.22 0,0228 1,33 1,15 0,18 444

0,0684 1,37 1,27 0,1 82

0,228 1,45 1,23 0,22 54

III



Anhang

Tab. A.3: Acetolactat-Synthase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 8.0, 10 mM Pyr, 0,4 mM

TPP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Pyr und Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 8.0, 50 mM

Pyr, 0,4 mM TPP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Pyr (Abb. 5.3), S. aureus COL

spez. EA

pH E530nm *E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

2,0 0,287 0,277 0,01 0,5

2,5 0,289 0,276 0,013 0,7

6,1 0,399 0,286 0,113 6,2

7,0 0,47 0,283 0,187 10,2

6,5 0,37 0,278 0,092 5,0

7,4 0,468 0,29 0,178 9,7

8,0 0,37 0,296 0,074 4,0

10,0 0,276 0,299 -0,023 -1,3

11,5 0,288 0,295 -0,007 -0,4

11,8 0,312 0,278 0,034 1,9

Pyr spez. EA

[mM] E530nm *E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

50 0,381 0,263 0,107 5,8

25 0,369 0,256 0,102 5,6

12,5 0,346 0,248 0,087 4,8

6,25 0,274 0,238 0,025 1,4

3,125 0,250 0,231 0,008 0,4

0 0,222 0,211 0 0

IV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.4: Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.4, 0,8 mM AcCoA,

0,8 mM DTNB, K* = ohne Enzym (Abb. 5.4), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,022 0,423 0,137 64

0,044 0,678 0,392 92

0,22 3,670 3,384 158

0 0,286 0

S.a.15 TP 0,0339 0,393 0,102 31

0,0678 0,586 0,295 45

0,339 1,665 1,374 42

0 0,291 0

S.a.9 TP 0,025 0,371 0,093 38

0,05 0,499 0,221 45

0,25 1,492 1,214 50

0 0,278 0

S.a.21 0,0223 0,364 0,057 26

0,0446 0,410 0,103 24

0,223 0,707 0,400 18

0 0,307 0

V



Anhang

Tab. A.5: Acetyl-CoA-Hydrolase-Aktivität, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1,6 mM AcCoA, 1,6

mM DTNB, K* = ohne AcCoA, Ko = ohne Enzym und Acetyl-CoA-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 7.4, 0,8 mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, K0 = ohne AcCoA, K* = ohne Enzym (Abb. 5.5),

S. aureus COL

spez. EA

[pH] E412nm *E412nm oE412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

5,5 0,920 0,220 0,344 0,232 71

6,1 1,19 0,222 0,36 0,470 144

6,8 1,29 0,24 0,396 0,498 153

7,1 1,32 0,236 0,388 0,544 167

7,4 1,26 0,236 0,399 0,462 142

7,9 1,36 0,222 0,581 0,198 61

8,1 1,42 0,251 0,522 0,376 115

8,5 1,54 0,253 0,838 -0,136 -42

8,7 1,59 0,32 0,833 -0,076 -23

9,0 1,64 0,428 0,798 0,044 13

AcCoA spez. EA

[mM] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

0,8 0,667 0,290 0,284 22

0,4 0,501 0,183 0,225 17

0,2 0,412 0,129 0,190 14

0,1 0,342 0,107 0,142 11

0,05 0,272 0,079 0,100 8

0,025 0,238 0,074 0,071 5

0,0125 0,214 0,081 0,040 3

0 0,168 0,075 0 0

VI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.6: Adenylat-Kinase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM ADP, K* = ohne

AcCoA (Abb. 5.6), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] *E340nm **E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 TP 0,00221 1,389 0,167 1,222 14837

0,00663 3,46 0,172 3,288 13307

0,0221 6,48 0,193 6,287 7634

S.a.16 TP 0,00259 1,99 0,201 1,789 18535

0,00777 4,27 0,225 4,045 13969

0,0259 8,37 0,25 8,12 8413

S.a.18 TP 0,00292 1,53 0,219 1,311 12047

0,00876 3,83 0,224 3,606 11046

0,0292 7,49 0,25 7,24 6653

S.a.21 0,00223 0,189 0,182 0,007 70

0,00669 0,227 0,191 0,036 120

0,0223 0,638 0,177 0,461 462

VII



Anhang

Tab. A.7: Adenylat-Kinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1,25 mM ADP, K* = ohne

ATP und ADP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM ADP, K0 = ohne ADP (Abb. 5.7), S.

aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,455 0,118 0,337 4581

7,1 0,804 0,146 0,658 8944

7,4 0,899 0,153 0,746 10141

7,7 1,058 0,165 0,893 12139

8,5 1,167 0,217 0,950 12914

8,7 1,220 0,227 0,993 13498

9,0 1,210 0,301 0,909 12356

10,5 0,270 0,183 0,087 1183

ADP spez. EA.

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

10 0,163 0,102 1095

5 0,192 0,131 1406

2,5 0,213 0,152 1631

1,25 0,217 0,156 1674

0,625 0,177 0,116 1245

0,3125 0,137 0,076 816

0,15625 0,109 0,048 515

0 0,061 0 0

VIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.8: Alkohol-Dehydrogenase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM EtOH, 6

mM NAD+, K* = ohne EtOH (Abb. 5.8), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,002 2,740 2,570 -0,170 -1901

0,006 2,730 2,610 -0,120 -447

0,02 2,580 2,520 -0,060 -67

S.a.15 TP 0,0025 0,342 0,327 0,015 99

0,0075 0,350 0,338 0,012 26

0,025 0,367 0,380 -0,013 -9

S.a.9 TP 0,0025 0,255 0,242 0,013 116

0,0075 0,255 0,257 -0,002 -6

0,025 0,270 0,268 0,002 2

S.a.19 0,00284 0,630 0,094 0,536 4220

0,00852 1,233 0,110 1,123 2947

0,0284 1,800 0,111 1,689 1330

Tab. A.9: Alkohol-Dehydrogenase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 2,5 mM Acetald,

0,6 mM NADH, K* = ohne Acetald (Abb. 5.8), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,002 0,252 0,225 0,027 302

0,006 0,259 0,253 0,006 22

0,02 0,285 0,272 0,013 15

S.a.15 TP 0,00339 1,870 1,790 -0,080 -528

0,01017 1,780 1,770 -0,010 -22

0,0339 1,730 1,760 0,030 20

S.a.9 TP 0,0025 2,640 2,640 0,000 0

0,0075 2,620 2,490 -0,130 -388

0,025 2,300 2,610 0,310 277

S.a.19 0,00284 1,227 1,378 0,151 1189

0,00852 0,875 1,389 0,514 1349

0,0284 0,383 1,251 0,868 683

IX



Anhang

Tab. A.10: Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM EtOH, 5 mM

NAD+, K* = ohne EtOH, Ethanol-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM EtOH, 3 mM

NAD+, K0 = ohne EtOH und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM EtOH, 6 mM

NAD+, K* = ohne EtOH, K0 = ohne NAD+ (Abb. 5.9), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,226 0,116 0,110 416

7,4 0,554 0,116 0,438 1655

7,7 0,768 0,123 0,645 2438

7,9 0,938 0,119 0,819 3095

8,1 1,014 0,120 0,894 3379

8,5 1,153 0,119 1,034 3908

8,7 1,189 0,134 1,055 3987

9,0 1,108 0,122 0,986 3726

10 1,098 0,123 0,975 3685

11 0,638 0,126 0,512 1935

EtOH spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

10 0,945 0,832 2620

5 0,813 0,700 2205

2,5 0,729 0,616 1940

1,25 0,559 0,446 1405

0,625 0,444 0,331 1042

0,3125 0,340 0,227 715

0,15625 0,240 0,127 400

0,078125 0,199 0,086 271

0 0,113 0,000 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6 1,244 0,236 1,008 3175

3 0,978 0,115 0,863 2718

1,5 0,784 0,057 0,727 2290

0,75 0,628 0,031 0,597 1880

0,375 0,458 0,017 0,441 1389

0,1875 0,336 0,068 0,268 844

0,09375 0,185 0,005 0,180 567

0,046875 0,134 0,003 0,131 413

0,0234375 0,09 0,001 0,089 280

0 0 0,01 0,000 0

X



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.11: Alkohol-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM Acetald, 0,3

mM NADH, K* = ohne Acetald, Acetaldehyd-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 20 mM

Acetald, 0,3 mM NADH, K* = ohne Acetald und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0,

2,5 mM Acetald, 0,6 mM NADH, K* = ohne Acetald, K0 = ohne NADH (Abb. 5.10), S. aureus

COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,613 0,882 0,269 508

7,4 0,682 1,006 0,324 612

7,7 0,715 1,054 0,339 641

7,9 0,706 1,079 0,373 705

8,1 0,702 1,100 0,398 752

8,5 0,635 1,102 0,467 882

8,7 0,723 1,092 0,369 697

9,0 0,690 1,100 0,410 775

10,0 0,741 1,060 0,319 603

11,0 0,766 1,106 0,340 642

Acetald spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

20 0,711 0,323 509

10 0,639 0,395 622

5 0,591 0,443 698

2,5 0,685 0,349 550

1,25 0,712 0,322 507

0,625 0,77 0,264 416

0,3125 0,825 0,209 329

0,15625 0,903 0,131 206

0,078125 0,958 0,076 120

0 1,034 0 0

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,6 1,557 2,06 0,503 792

0,3 0,537 0,974 0,437 688

0,15 0,148 0,49 0,342 539

0,075 0,054 0,221 0,167 263

0,0375 0,033 0,098 0,065 102

0,01875 0,022 0,044 0,022 35

0,009375 0,017 0,023 0,006 9

0 0,011 0,011 0 0

XI



Anhang

Tab. A.12: ATP-Hydrolase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM ATP, K* = ohne

ATP (Abb. 5.11), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,000149 0,872 1,182 0,310 46523

0,000447 0,693 1,182 0,489 24462

0,00149 0,496 1,181 0,685 10280

S.a.15 TP 0,000319 0,837 1,181 0,344 24114

0,000957 0,673 1,177 0,504 11776

0,00319 0,551 1,156 0,605 4241

S.a.17 TP 0,0002495 0,666 1,012 0,346 31010

0,0007485 0,484 0,993 0,509 15206

0,002495 0,307 0,919 0,612 5485

S.a.22 0,000228 0,844 1,156 0,312 30599

0,000684 0,713 1,147 0,434 14188

0,00228 0,527 1,134 0,607 5953

XII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.13: ATP-Hydrolase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM ATP, K* = ohne ATP

und ATP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 2 mM ATP, K0 = ohne ATP (Abb. 5.12), S.

aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,3 0,709 1,349 0,640 8168

6,5 0,785 1,339 0,554 7071

6,8 0,815 1,391 0,576 7352

7,1 0,792 1,389 0,597 7620

7,7 0,826 1,430 0,604 7709

8,5 0,758 1,484 0,726 9266

8,7 0,810 1,453 0,643 8207

9,0 0,800 1,391 0,591 7543

9,5 0,826 1,377 0,551 7033

10,0 0,777 1,476 0,699 8921

ATP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2 0,300 1,520 1088

1 0,534 1,286 920

0,5 1,054 0,766 548

0,25 1,361 0,459 328

0,125 1,542 0,278 199

0,0625 1,732 0,088 63

0,03125 1,803 0,017 12

0 1,820 0 0

XIII



Anhang

Tab. A.14: Citrat-Synthase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM OxAc, 1,6 mM

AcCoA, 0,8 mM DTNB, K* = ohne OxAc (Abb. 5.13), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 TP 0,00044 0,467 0,384 0,083 1939

0,00132 0,592 0,408 0,184 1433

0,0044 1,005 0,429 0,576 1345

S.a.11 TP 0,000442 0,537 0,395 0,142 3302

0,001326 0,802 0,405 0,397 3077

0,00442 1,782 0,429 1,353 3146

S.a.9 TP 0,0005 0,633 0,402 0,231 4748

0,0015 0,863 0,411 0,452 3097

0,005 1,803 0,415 1,388 2853

S.a.21 0,00223 0,576 0,679 -0,103 -475

0,00669 0,603 0,714 -0,111 -171

0,0223 0,689 0,681 0,008 4

XIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.15: Citrat-Synthase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 TP pH 8.0, 5 mM OxAc, 0,2 mM AcCoA,

0,4 mM DTNB, K* = ohne OxAc, Oxalacetat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM

OxAc, 0,2 mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, K0 = ohne OxAc und Acetyl-CoA-Abhängigkeit:

0,1 M TP pH 8.0, 5 mM OxAc, 1,6 mM AcCoA, 0,8 mM DTNB, K* = ohne OxAc, K0 = ohne

AcCoA (Abb. 5.14), S. aureus COL

spez. EA

pH E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,389 0,056 0,333 274

7,0 0,644 0,061 0,583 479

7,4 0,925 0,066 0,859 706

7,7 1,030 0,080 0,950 781

7,9 1,134 0,089 1,045 859

8,1 1,184 0,105 1,079 887

8,5 1,259 0,386 0,873 718

8,7 1,399 0,592 0,807 664

9,5 1,022 0,356 0,666 548

OxAc spez. EA

[mM] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

10 1,101 1,006 827

5 1,015 0,920 756

2,5 0,951 0,856 704

1,25 0,860 0,765 629

0,625 0,828 0,733 603

0,3125 0,769 0,674 554

0,15625 0,696 0,601 494

0,078125 0,581 0,486 400

0,0390625 0,436 0,341 280

0,01953125 0,272 0,177 146

0,009765625 0,195 0,100 82

0,004882813 0,136 0,041 34

0 0,095 0 0

AcCoA spez. EA

[mM] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

1,6 0,712 0,350 0,347 1427

0,8 0,531 0,210 0,306 1258

0,4 0,358 0,153 0,190 781

0,2 0,256 0,113 0,128 526

0,1 0,188 0,087 0,086 354

0,05 0,140 0,085 0,040 164

0,025 0,117 0,083 0,019 78

0 0,087 0,072 0 0

XV



Anhang

Tab. A.16: Enolase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 mM TP pH 7.0, 1,5 mM 3PG, 1 mM MgCl2,

K* = ohne 3PG (Abb. 5.15), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 TP 0,00234 0,962 0,994 0,032 306

0,00702 0,771 0,895 0,124 395

0,0234 0,16 0,71 0,55 526

S.a.16 TP 0,0074 0,811 1,242 0,431 1302

0,0222 0,22 1,171 0,951 958

0,074 0,273 0,953 0,68 205

S.a.18 TP 0,001168 1,112 1,146 0,034 651

0,003504 0,999 1,12 0,121 772

0,01168 0,603 1,053 0,45 862

S.a.22 0,00456 0,898 0,96 0,062 304

0,01368 0,438 0,878 0,44 719

0,0456 0,162 0,538 0,376 184

XVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.17: Enolase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1,5 mM 3PG, K* = ohne 3PG und

3-phosphoglycerat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 1,5 mM 3PG, K0 = ohne 3PG (Abb.

5.16), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,260 0,309 0,049 17

7,7 0,221 0,411 0,190 66

7,9 0,221 0,553 0,332 116

8,1 0,230 0,609 0,379 132

8,5 0,248 0,700 0,452 158

9 0,444 0,680 0,236 82

9,5 0,826 0,906 0,080 28

3PG spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

1,5 0,440 0,557 100

0,75 0,539 0,458 82

0,375 0,684 0,313 56

0,1875 0,877 0,120 21

0,09375 0,896 0,101 18

0 0,997 0 0

XVII



Anhang

Tab. A.18: Fructose-1,6-bisphophatase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 1 mM

Frc1,6BP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Frc1,6BP (Abb. 5.17), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 KPP 0,0248 0,257 0,091 0,166 150

0,0744 0,311 0,14 0,171 51

0,248 0,424 0,339 0,085 8

S.a.11 KPP 0,0234 0,303 0,118 0,185 177

0,0702 0,392 0,185 0,207 66

0,234 0,698 0,454 0,244 23

S.a.17 KPP 0,02195 0,337 0,112 0,225 229

0,06585 0,388 0,167 0,221 75

0,2195 0,949 0,386 0,563 57

S.a.21 0,0223 0,269 0,112 0,157 157

0,0669 0,32 0,141 0,179 60

0,223 0,375 0,236 0,139 14

XVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.19: Fructose-1,6-bisphosphat-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 4 mM Frc1,6BP, 1

mM MgSO4, K* = ohne Frc1,6BP und Fructose-1,6-bisphosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP

pH 7.0, 16 mM Frc1,6BP, 1 mM MgSO4, 1 mM DTT, K0 = ohne Frc1,6BP (Abb. 5.18), S.

aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2,5 0,082 0,057 0,025 13

5,0 0,272 0,113 0,159 84

7,0 0,757 0,125 0,632 333

7,4 0,787 0,135 0,652 343

7,7 0,724 0,130 0,594 313

7,9 0,712 0,132 0,580 305

8,3 0,663 0,128 0,535 281

8,7 0,730 0,132 0,598 315

9,0 0,585 0,134 0,451 237

11,0 0,506 0,128 0,378 199

F1,6BP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

16 1,119 0,942 496

8 1,234 1,057 556

4 0,803 0,626 329

2 0,461 0,284 149

1 0,318 0,141 74

0,5 0,249 0,072 38

0,25 0,237 0,060 32

0,125 0,229 0,052 27

0,0625 0,213 0,036 19

0,03125 0,200 0,023 12

0,015625 0,197 0,020 11

0 0,177 0 0

XIX



Anhang

Tab. A.20: Fructosebisphosphatase-Aldolase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.0, 3 mM

Frc1,6BP, K* = ohne Frc1,6BP (Abb. 5.19), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm 4E340nm/2 [pkat/mg Pr.]

S.a.13 TP 0,000298 1,134 1,157 0,023 0,012 863

0,000894 0,995 1,232 0,237 0,119 2964

0,00298 0,325 1,218 0,893 0,447 3350

S.a.11 KPP 0,00047 1,53 1,56 0,03 0,015 714

0,00141 1,363 1,61 0,247 0,124 1959

0,0047 0,661 1,37 0,709 0,355 1687

S.a.9 KPP 0,00064 1,17 1,328 0,158 0,079 2760

0,00192 0,956 1,355 0,399 0,200 2323

0,0064 0,489 1,395 0,906 0,453 1583

S.a.22 0,000456 1,05 1,173 0,123 0,062 3016

0,001368 0,76 1,065 0,305 0,153 2493

0,00456 0,257 1,167 0,91 0,455 2231

XX



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.21: Fructosebisphosphat-Aldolase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 4 mM

Frc1,6BP, K* ohne Frc1,6BP und Fructose-1,6-bisphosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

7.0, 3 mM Frc1,6BP, K0 = ohne Frc1,6BP (Abb. 5.20), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm 4E340nm/2 [pkat/mg Pr.]

4,7 0,867 1,246 0,379 0,146 436

5,5 0,666 1,314 0,648 0,190 568

6,5 0,502 1,300 0,798 0,324 970

7,1 0,659 1,189 0,530 0,399 1195

8,0 0,783 1,311 0,528 0,265 794

9,5 1,033 1,345 0,312 0,156 467

12,1 1,251 1,266 0,015 0,008 22

Fru1,6BP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm 4E340nm/2 [pkat/mg Pr.]

3 0,278 1,073 0,537 960

1,5 0,167 1,184 0,592 1059

0,75 0,273 1,078 0,539 964

0,1875 0,341 1,010 0,505 903

0,09375 0,596 0,755 0,378 675

0,046875 0,854 0,497 0,249 445

0,0234375 1,060 0,291 0,146 260

0 1,351 0 0 0

XXI



Anhang

Tab. A.22: Fumarat-Hydratase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM L-Malat, K*

= Enzym nach Inkubation dazu (Abb. 5.21), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E250nm *E250nm 4E250nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,022 1,295 1,258 0,037 16

0,066 3,64 3,61 0,03 4

0,22 11,66 11,58 0,08 4

S.a.15 TP 0,00339 0,228 0,176 0,052 149

0,01017 0,409 0,373 0,036 34

0,0339 1,166 1,076 0,09 26

S.a.9 TP 0,025 0,961 0,71 0,251 98

0,075 2,61 1,95 0,66 86

0,25 8,1 7,43 0,67 26

S.a.22 0,00228 0,183 0,15 0,033 141

0,00684 0,305 0,257 0,048 68

0,0228 0,758 0,693 0,065 28

XXII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.23: Fumarat-Hydratase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 6 mM L-Malat, K* =

Enzym nach Inkubation dazu und L-Malat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 6 mM L-Malat,

K* = Enzym nach Inkubation dazu (Abb. 5.22), S. aureus COL

spez. EA

pH E250nm *E250nm 4E250nm [pkat/mg Pr.]

3,9 0,245 0,185 0,060 52

5,0 0,556 0,516 0,040 35

7,0 0,604 0,559 0,045 39

7,4 0,653 0,571 0,082 71

7,7 0,672 0,562 0,110 96

8,0 0,712 0,586 0,126 110

8,5 0,664 0,569 0,095 83

9,0 0,629 0,551 0,078 68

Malat spez. EA

[mM] E250nm *E250nm 4E250nm [pkat/mg Pr.]

6 0,488 0,403 0,075 98

3 0,461 0,379 0,072 94

1,5 0,411 0,353 0,048 63

0,75 0,375 0,337 0,028 37

0,375 0,352 0,327 0,015 20

0 0,343 0,333 0 0

XXIII



Anhang

Tab. A.24: Glucokinase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 9.0, 25 mM Glc, 5 mM ATP, 5

mM MgCl2, K* = ohne Glc (Abb. 5.23), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,0149 2,300 0,119 2,181 3273

0,0447 5,380 0,151 5,229 2616

0,149 10,080 0,258 9,822 1474

S.a.15 TP 0,0319 1,540 0,136 1,404 984

0,0957 2,030 0,183 1,847 432

0,319 3,790 0,383 3,407 239

S.a.9 TP 0,025 0,926 0,286 0,640 572

0,075 2,010 0,326 1,684 502

0,25 4,470 0,422 4,048 362

S.a.22 0,0228 1,750 0,118 1,632 1601

0,0684 1,910 0,148 1,762 576

0,228 2,090 0,254 1,836 180

XXIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.25: Glucokinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc, 5 mM ATP, 5 mM

MgCl2, K* = ohne Glc, Glucose-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 9.0, 50 mM Glc, 5 mM ATP, 5

mM MgCl2, K0 = ohne Glc und ATP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 9.0, 50 mM Glc, 5 mM

ATP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne ATP (Abb. 5.24), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,363 0,262 0,101 16

6,5 0,537 0,246 0,291 46

7,1 0,856 0,245 0,611 96

8,0 1,027 0,243 0,784 123

8,3 1,041 0,246 0,795 124

8,6 1,078 0,251 0,827 129

9,0 1,151 0,247 0,904 141

9,5 1,108 0,246 0,862 135

10,5 0,337 0,254 0,083 13

spez. EA.

Glc [mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

50 1,044 0,874 137

25 0,949 0,779 122

12,5 0,882 0,712 111

6,25 0,827 0,657 103

3,125 0,743 0,573 90

1,563 0,641 0,471 74

0,781 0,521 0,351 55

0,391 0,378 0,208 33

0,195 0,276 0,106 17

0,098 0,221 0,051 8

0,049 0,193 0,023 4

0 0,170 0 0

spez. EA

ATP [mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 1,152 0,712 111

2,5 1,088 0,648 101

1,25 0,928 0,488 76

0,625 0,740 0,300 47

0,313 0,586 0,146 23

0,156 0,507 0,067 10

0,078 0,463 0,023 4

0 0,440 0 0

XXV



Anhang

Tab. A.26: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 20

mM Glc6P, 3 mM NADP+, K* = ohne Glc6P (Abb. 5.25), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 TP 0,00221 0,711 0,192 0,519 5251

0,00663 1,72 0,215 1,505 5076

0,0221 4,41 0,232 4,178 4227

S.a.11 TP 0,00234 0,745 0,134 0,611 5839

0,00702 1,84 0,151 1,689 5380

0,01755 4,1 0,187 3,913 4986

S.a.9 TP 0,0025 0,482 0,179 0,303 2710

0,0075 1,171 0,214 0,957 2853

0,025 2,98 0,226 2,754 2463

S.a.21 0,00223 0,318 0,125 0,193 1935

0,00669 0,811 0,133 0,678 2266

0,0223 2,67 0,144 2,526 2533

XXVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.27: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM

Glc6P, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K* = ohne Glc6P,

Glucose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 20 mM Glc6P, 1 mM NADP+, 3 mM

MgSO4, K0 = ohne Glc6P und NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 15 mM Glc6P, 3

mM NADP+, 1 mM MgSO4, K* = ohne Glc6P, K0 = ohne NAD+ (Abb. 5.26), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2,5 0,011 0,002 0,009 31

3,0 0,011 0,003 0,008 27

5,8 0,695 0,056 0,639 2181

7,0 1,057 0,070 0,987 3370

7,4 1,291 0,062 1,229 4196

8,1 1,610 0,066 1,544 5271

8,5 0,666 0,059 0,607 2072

8,7 1,880 0,063 1,817 6203

9,0 2,030 0,060 1,970 6725

10,5 1,640 0,071 1,569 5356

Glc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

20 1,219 1,070 6088

10 1,209 1,060 6031

5 1,018 0,869 4944

2,5 1,018 0,926 5269

1,25 1,075 0,830 4723

0,625 0,979 0,658 3744

0,3125 0,807 0,547 3112

0,15625 0,696 0,350 1991

0,078125 0,499 0,232 1320

0 0,381 0 0

0,149

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

3 1,780 0,161 1,612 5503

2 1,810 0,099 1,704 5817

1 1,216 0,067 1,142 3899

0,5 0,965 0,048 0,910 3107

0,25 0,678 0,021 0,650 2219

0,125 0,429 0,017 0,405 1383

0,0625 0,265 0,009 0,249 850

0,03125 0,159 0,008 0,144 492

0 0,013 0,006 0 0

XXVII



Anhang

Tab. A.28: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation Glucose-6-phosphat

und NADPH: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc6P, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, 0,05 mM

NADPH, Referenz = ohne NADPH, K0 = ohne Glc6P (Abb. 5.27), S. aureus COL

E340nm NADPH

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0125 0,025 0,05

5 0,853 0,863 0,921 1,026

2,5 0,605 0,655 0,685 0,806

1,25 0,426 0,487 0,525 0,658

0 0,058 0,182 0,257 0,426

4E340nm NADPH

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0125 0,025 0,05

5 0,795 0,681 0,664 0,6

2,5 0,547 0,473 0,428 0,38

1,25 0,368 0,305 0,268 0,232

1,3

spez. EA [pkat/ mg Pr.] NADPH

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0125 0,025 0,05

5 1422 1218 1188 1073

2,5 979 846 766 680

1,25 658 546 479 415

XXVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.29: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Glc6P, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 2

mM Glc6P, K* = Enzym nach Inkubation dazu (Abb. 5.28), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,00149 8,88 10,01 1,13 20350

0,00447 9,2 10,68 1,48 8884

0,0149 11,62 11,82 0,2 360

S.a.15 TP 0,00319 9,07 10,05 0,98 8243

0,00957 9,56 10,62 1,06 2972

0,0319 10,75 12,02 1,27 1068

S.a.17 TP 0,002495 8,59 9,62 1,03 11077

0,007485 8,1 9,35 1,25 4481

0,02495 7,78 8,67 0,89 957

S.a.22 0,00228 8,48 10 1,52 17889

0,00684 9,49 10,45 0,96 3766

0,0228 10,84 11,65 0,81 953

Tab. A.30: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Frc6P, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 9.0, 7,5

mM Frc6P, K* = ohne Frc6P (Abb. 5.28), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,000149 2,450 0,145 2,305 345922

0,000447 3,000 0,120 2,880 144072

0,00149 5,740 0,128 5,612 84222

S.a.15 TP 0,000319 2,470 0,138 2,332 163467

0,000957 3,230 0,140 3,090 72200

0,00319 6,470 0,137 6,333 44393

S.a.17 TP 0,0002495 3,000 0,133 2,867 256951

0,0007485 4,640 0,134 4,506 134615

0,002495 9,950 0,137 9,813 87948

S.a.22 0,000228 2,650 0,135 2,515 246659

0,000684 3,250 0,140 3,110 101671

0,00228 6,560 0,138 6,422 62984

XXIX



Anhang

Tab. A.31: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 7,5 mM Frc6P,

K* = ohne Frc6P, Glucose-6-phosphat: 0,1 M TP pH 8.0, 2 mM Glc6P, K* = Enzym nach

Inkubation dazu, K0 = ohne Glc6P und Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 15 mM Frc6P, K0 = ohne Frc6P (Abb. 5.29), S. aureus COL

Spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,270 0,193 0,077 34

7,0 1,083 0,191 0,892 399

7,3 1,960 0,207 1,753 784

7,7 2,470 0,209 2,261 1011

8,0 2,460 0,210 2,250 1006

8,5 2,970 0,220 2,750 1230

8,7 3,070 0,215 2,855 1277

9,0 2,340 0,222 2,118 947

9,5 1,860 0,239 1,621 725

G6P Spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2 4,890 4,420 -0,495 -266

1 3,440 3,730 0,265 142

0,5 2,400 2,610 0,185 99

0,25 1,366 1,616 0,225 121

0,125 0,797 0,919 0,097 52

0 0,194 0,219 0 0

Frc6P Spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

15 5,120 4,995 2190

7,5 4,980 4,855 2129

3,75 4,660 4,535 1988

1,875 4,190 4,065 1782

0,9375 3,350 3,225 1414

0,46875 2,720 2,595 1138

0,234375 1,069 0,944 414

0,1171875 0,616 0,491 215

0,05859375 0,350 0,225 99

0 0,125 0 0

XXX



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.32: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, NAD+, spez. Enzymaktivität: 0,1 M

TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM NAD+, 0,1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K* = ohne GA3P

(Abb. 5.30), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 0,00221 0,084 0,067 0,017 172

0,00663 0,097 0,074 0,023 78

0,0221 0,126 0,089 0,037 37

S.a.16 TP 0,00259 0,051 0,039 0,012 104

0,00777 0,059 0,049 0,010 29

0,0259 0,085 0,081 0,004 3

S.a.18 TP 0,00292 0,047 0,043 0,004 31

0,00876 0,060 0,050 0,010 26

0,0292 0,085 0,074 0,011 8

S.a.21 0,0223 0,162 0,038 0,124 124

0,0669 0,248 0,046 0,202 68

0,223 0,260 0,049 0,211 21

XXXI



Anhang

Tab. A.33: NAD+-abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion,

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM

NAD+, 0,1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K0 = ohne GA3P und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM NAD+, 0,1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K* = ohne GA3P, K0

= ohne NAD+ (Abb. 5.31), S. aureus COL

GA3P spez. EA.

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.] log (GA3P) log(v/(vmax-v))

5 1,913 1,803 202 0,7 0,52602

2,5 1,410 1,300 145 0,4 0,09691

1,25 0,847 0,737 82 0,1 -0,33747

0,625 0,451 0,341 38 -0,2 -0,76806

0,3125 0,249 0,139 16 -0,5 -1,19961

0,15625 0,167 0,057 6 -0,8 -1,60263

0,078125 0,126 0,016 2 -1,1 -2,16212

0 0,11 0 0

NAD+ spez. EA.

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.] log (NAD+) log(log(v/(vmax-v))

1 0,590 0,520 58 0,0 0,5

0,5 0,466 0,396 44 -0,301 0,2

0,25 0,336 0,266 30 -0,602 -0,2

0,125 0,222 0,152 17 -0,903 -0,5

0,0625 0,142 0,072 8 -1,204 -0,9

0,03125 0,101 0,031 3 -1,505 -1,3

0 0,07 0 0

XXXII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.34: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, NADP+, spez. Enzymaktivität: 0,1

M TP pH 8.6, 5 mM GA3P, 1 mM NADP+, 1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K* = ohne GA3P

(Abb. 5.32), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 0,00221 0,216 0,143 0,073 739

0,00663 0,286 0,136 0,150 506

0,0221 0,521 0,177 0,344 348

S.a.16 TP 0,00259 0,225 0,135 0,090 777

0,00777 0,292 0,152 0,140 403

0,0259 0,530 0,169 0,361 312

S.a.18 TP 0,00292 0,217 0,130 0,087 666

0,00876 0,266 0,153 0,113 288

0,0292 0,483 0,177 0,306 234

S.a.21 0,0223 0,214 0,148 0,066 66

0,0669 0,297 0,159 0,138 46

0,223 0,575 0,163 0,412 41

XXXIII



Anhang

Tab. A.35: NADP+-abhängige Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit:

0,1 M TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM NADP+, 1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K* = ohne

GA3P, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM

NADP+, 1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K0 = ohne GA3P und NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 8.0, 5 mM GA3P, 1 mM NADP+, 1 mM DTT, 10 mM Arsenat, K* = ohne GA3P, K0

= ohne NADP+ (Abb. 5.33), S. aureus COL

spez. EA.

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,419 0,214 0,205 52

6,1 0,601 0,217 0,384 98

6,5 0,660 0,220 0,440 112

6,8 0,598 0,222 0,376 96

7,1 0,591 0,219 0,372 95

8,0 0,641 0,221 0,420 107

8,5 0,745 0,222 0,523 134

9,0 0,688 0,215 0,473 121

9,5 0,503 0,220 0,283 72

10,0 0,478 0,226 0,252 64

GA3P spez. EA. 1/GA3P 1/spez. EA.

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.] [mM] [mM]

5 1,115 0,933 139 0,2 0,00719

3,75 1,077 0,895 133 0,3 0,00750

2,5 0,924 0,742 111 0,4 0,00904

1,25 0,605 0,423 63 0,8 0,01586

0,625 0,432 0,250 37 1,6 0,02683

0,3125 0,320 0,138 21 3,2 0,04861

0,15625 0,289 0,107 16 6,4 0,06269

0,078125 0,230 0,048 7 12,8 0,13975

0 0,182 0 0

NADP+ spez. EA.

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.] log (NADP+) log(v/(vmax-v))

2 1,023 0,906 135 0,3 0,6

1,5 0,990 0,873 130 0,2 0,5

1 0,875 0,758 113 0,0 0,3

0,5 0,639 0,522 78 -0,3 -0,1

0,25 0,449 0,332 49 -0,6 -0,4

0,125 0,306 0,189 28 -0,9 -0,7

0,0625 0,198 0,081 12 -1,2 -1,1

0,03125 0,140 0,023 3 -1,5 -1,7

0 0,117 0 0

XXXIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.36: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation

Glycerinaldehyd-3-phosphat und NADH: 0,1 M TP pH 8.0, 2 mM GA3P, 1 mM NADP+,

1 mM DTT, 0,01 mM NADH, Referenz = ohne NADH, K0 = ohne GA3P (Abb. 5.34), S.

aureus COL

E340nm NADH

GA3P [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

2 0,837 0,731 0,658 0,586

1 0,567 0,525 0,472 0,459

0,5 0,402 0,389 0,370 0,374

0 0,178 0,22 0,219 0,225

4E340nm NADH

GA3P [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

2 0,659 0,511 0,439 0,361

1 0,389 0,305 0,253 0,234

0,5 0,224 0,169 0,151 0,149

spez. EA [pkat/ mg Pr.] NADH

GA3P [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

2 118 91 79 65

1 70 55 45 42

0,5 40 30 27 27

XXXV



Anhang

Tab. A.37: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation NADP+ und

NADH: 0,1 M TP pH 8.0, 2 mM GA3P, 1 mM NADP+, 1 mM DTT, 0,01 mM NADH,

Referenz = ohne NADH, K* = ohne GA3P (Abb. 5.34), S. aureus COL

E340nm NADH

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

1 0,516 0,46 0,42 0,421

0,5 0,388 0,342 0,307 0,31

0,25 0,287 0,259 0,252 0,25

*E340nm NADH

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

1 0,184 0,188 0,19 0,193

0,5 0,149 0,15 0,151 0,157

0,25 0,126 0,133 0,135 0,135

4E340nm NADH

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

1 0,332 0,272 0,23 0,228

0,5 0,239 0,192 0,156 0,153

0,25 0,161 0,126 0,117 0,115

spez. EA [pkat/ mg Pr.] NADH

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0025 0,005 0,01

1 59 49 41 41

0,5 43 34 28 27

0,25 29 23 21 21

XXXVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.38: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM IC, 2 mM

NADP+, K* = ohne Isocitrat (Abb. 5.35), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,00149 0,144 0,139 0,005 75

0,00447 0,144 0,143 0,001 5

0,0149 0,152 0,156 -0,004 -6

S.a.15 KPP 0,002373 0,124 0,095 0,029 273

0,007119 0,118 0,098 0,02 63

0,02373 0,363 0,117 0,246 232

S.a.17 KPP 0,002195 0,124 0,09 0,034 346

0,006585 0,132 0,099 0,033 112

0,02195 0,66 0,109 0,551 561

S.a.21 0,00223 0,134 0,127 0,007 70

0,00669 0,142 0,135 0,007 23

0,0223 0,152 0,146 0,006 6

XXXVII



Anhang

Tab. A.39: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 mM TP pH 8.0, 5 mM IC, 2 mM

NADP+, K* = ohne IC, Isocitrat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM IC, 2 mM

NADP+, K0 = ohne IC und NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM IC, 2 mM

NADP∗, K* = ohne IC, K0 = ohne NADP+ (Abb. 5.36), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,5 0,225 0,161 0,064 22

6,1 0,329 0,160 0,169 59

6,8 1,760 0,157 1,603 560

7,4 2,170 0,157 2,013 703

8,0 2,400 0,158 2,242 783

8,7 1,870 0,154 1,716 600

9,0 1,770 0,157 1,613 564

9,5 1,590 0,158 1,432 500

10,0 1,360 0,144 1,216 425

IC spez. EA

[mM] EE340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,731 0,597 167

2,5 0,584 0,450 126

1,25 0,504 0,370 103

0,625 0,429 0,295 82

0,3125 0,342 0,208 58

0,15625 0,261 0,127 35

0,078125 0,196 0,062 17

0 0,134 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2 0,621 0,124 0,491 172

1 0,539 0,083 0,450 157

0,5 0,539 0,061 0,472 165

0,25 0,514 0,053 0,455 159

0,125 0,661 0,047 0,608 212

0,0625 0,371 0,048 0,317 111

0,03125 0,152 0,043 0,103 36

0 0,042 0,036 0 0

XXXVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.40: Isopropylmalat-Synthase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 1 mM αKIV,

0,1 mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, K* = ohne αKIV (Abb. 5.37), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,0149 0,596 0,129 0,467 322

0,0447 1,002 0,365 0,637 146

0,149 1,178 1,125 0,053 4

S.a.16 TP 0,0259 0,415 0,165 0,250 99

0,0777 0,958 0,454 0,504 67

0,259 1,800 1,750 0,050 2

S.a.17 TP 0,02495 0,283 0,168 0,115 47

0,07485 0,678 0,483 0,195 27

0,2495 1,350 1,280 0,070 3

S.a.21 0,0223 0,361 0,077 0,284 131

0,0669 0,877 0,166 0,711 109

0,223 0,811 0,551 0,260 12

XXXIX



Anhang

Tab. A.41: α-Isopropylmalat-Synthase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1 mM αKIV, 0,1

mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, K* = ohne αKIV, α-Ketoisovalerat-Abhängigkeit: 0,1 M TP

pH 8.0, 1 mM αKIV, 0,1 mM AcCoA, 0,2 mM DTNB, K0 = ohne αKIV und

Acetyl-CoA-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1 mM αKIV, 0,1 mM AcCoA, 0,2 mM

DTNB, K0 = ohne AcCoA (Abb. 5.38), S. aureus COL

spez. EA

pH E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,282 0,172 0,110 15

7,1 0,493 0,204 0,289 40

7,2 0,531 0,193 0,338 46

7,5 0,571 0,222 0,349 48

7,8 0,639 0,223 0,416 57

8,1 0,685 0,206 0,479 66

8,3 0,745 0,236 0,509 70

8,9 0,754 0,249 0,505 69

9,2 0,741 0,266 0,475 65

9,7 0,751 0,847 0 0

KIV spez. EA

[mM] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

1 0,537 0,323 44

0,5 0,486 0,272 37

0,25 0,464 0,250 34

0,125 0,425 0,211 29

0,0625 0,358 0,144 20

0 0,214 0 0

AcCoA spez. EA

[mM] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

0,1 0,550 0,473 65

0,05 0,453 0,376 52

0,025 0,311 0,234 32

0,0125 0,178 0,101 14

0,00625 0,113 0,036 5

0 0,077 0 0

XL



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.42: L-Lacat-Dehydrogenase-Reaktion, Pyruvat, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 6 mM

Pyr, 0,3 mM NADH, K* = Enzym nach Inkubation dazu, K0 = ohne Enzym (Abb. 5.39), S.

aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,00149 0,758 7,774 7774

0,00447 0,361 4,577 4577

0,0149 0,253 1,535 1535

0 1,276

S.a.16 TP 0,00259 1,207 1,215 0,008 69

0,00777 1,164 1,226 0,062 178

0,0259 1,004 1,176 0,172 148

S.a.18 TP 0,00292 1,202 1,224 0,022 168

0,00876 1,178 1,226 0,048 123

0,0292 1,098 1,220 0,122 93

S.a.22 0,000456 0,991 0,482 23636

0,001368 0,508 0,965 15774

0,00456 0,292 1,181 5791

0 1,473

XLI



Anhang

Tab. A.43: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 6 mM Pyr, 0,3 mM

NADH, K* = Enzym nach Inkubation dazu, S. aureus COL

Spez. Enzymakt.

pH I E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

7,1 0,710 0,165 -0,545 -1103

7,4 0,604 0,165 -0,439 -888

7,4 0,559 1,219 0,660 1336

7,7 0,443 1,300 0,857 1734

7,9 0,387 1,274 0,887 1795

8,0 0,344 1,211 0,867 1754

8,5 0,330 1,168 0,838 1696

8,7 0,329 1,159 0,830 1680

9,0 0,380 1,154 0,774 1566

9,5 0,428 1,202 0,774 1566

Spez. Enzymakt.

pH II E340nm E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,548 0,159 -0,389 -787

6,5 0,515 0,198 -0,317 -641

7,4 0,401 1,166 0,765 1548

8,0 0,323 1,122 0,799 1617

8,5 0,276 1,122 0,846 1712

9,0 0,391 1,166 0,775 1568

9,5 1,044 1,253 0,209 423

10,5 1,373 1,441 0,068 138

12,1 1,405 1,446 0,041 83

XLII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.44: Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 50 mM Pyr, 0,4

mM NADH, K* = ohne Enzym und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Pyr, 0,6

mM NADH, K* = ohne Enzym, K0 = ohne NADH (Abb. 5.40), S. aureus COL

Pyr Spez. EA

[mM] E340nm E340nm-Pyr 4E340nm [pkat/mg Pr.]

50 1,619 0,914 0,307 16115

25 1,066 0,709 0,512 26875

12,5 0,837 0,653 0,568 29815

6,25 0,729 0,636 0,585 30707

3,125 0,690 0,642 0,579 30392

1,5625 0,784 0,760 0,461 24198

0,78125 0,876 0,864 0,357 18739

0,390625 0,988 0,982 0,239 12545

0,1953125 1,108 1,105 0,116 6089

0,09765625 1,139 1,138 0,084 4383

0 1,221 1,221 0 0

NADH Spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,6 1,79 2,25 0,46 36219

0,3 0,738 1,082 0,344 27085

0,15 0,31 0,597 0,287 22597

0,075 0,174 0,383 0,209 16456

0,0375 0,123 0,354 0,231 18188

0,01875 0,104 0,156 0,052 4094

0,009375 0,101 0,126 0,025 1968

0,0046875 0,104 0,109 0,005 394

0 0,095 0,088 0,000 0

XLIII



Anhang

Tab. A.45: L-Lacat-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 150 mM

L-Lactat, 4 mM NAD+, K* = ohne L-Lactat (Abb. 5.42), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 TP 0,00221 0,434 0,185 0,249 2519

0,00663 1,034 0,206 0,828 2793

0,0221 2,780 0,219 2,561 2591

S.a.16 TP 0,00259 0,141 0,102 0,039 337

0,00777 0,178 0,119 0,059 170

0,0259 0,335 0,137 0,198 171

S.a.18 TP 0,00292 0,127 0,112 0,015 115

0,00876 0,163 0,117 0,046 117

0,0292 0,262 0,147 0,115 88

S.a.22 0,0000456 0,262 0,163 0,099 48547

0,0001368 0,410 0,159 0,251 41028

0,000456 0,852 0,161 0,691 33885

XLIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.46: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 150 mM L-Lactat, 2

mM NAD+, K* = ohne L-Lactat, L-Lactat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 9.0, 225 mM

L-Lactat, 4 m NAD+, K0 = ohne L-Lactat und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 9.0, 225

mM L-Lactat, 4 m NAD+, K* = ohne L-Lactat, K0 = ohne NAD+ (Abb. 5.41), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

7,9 1,317 0,110 1,207 1636

8,1 1,474 0,110 1,364 1849

8,1 1,470 0,114 1,356 1838

8,3 1,550 0,115 1,435 1945

8,5 1,680 0,116 1,564 2120

8,7 1,990 0,116 1,874 2540

9,5 2,390 0,111 2,279 3089

10 1,880 0,117 1,763 2389

11,5 0,450 0,339 0,111 150

12,3 0,930 0,885 0,045 61

L-Lactat spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

225 1,048 0,891 46769

150 0,883 0,726 38108

75 0,675 0,518 27190

37,5 0,449 0,292 15327

18,75 0,307 0,15 7874

9,375 0,228 0,071 3727

4,6875 0,188 0,031 1627

0 0,157 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

4 0,948 0,151 0,797 41835

2 0,727 0,088 0,639 33542

1 0,562 0,032 0,530 27820

0,5 0,394 0,012 0,382 20052

0,25 0,275 0,001 0,274 14382

0,125 0,167 0,000 0,167 8766

0,0625 0,106 0,000 0,106 5564

0 0 0,047 0 0

XLV



Anhang

Tab. A.47: D-Lacat-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M KPP pH 8.0, 150 mM

D-Lactat, 3 mM NAD+, K* = ohne D-Lactat (Abb. 5.42), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 KPP 0,00496 0,568 0,086 0,482 2173

0,01488 0,947 0,092 0,855 1285

0,0496 0,990 0,119 0,871 393

S.a.15 KPP 0,00678 0,279 0,088 0,191 630

0,02034 0,510 0,106 0,404 444

0,0678 0,906 0,164 0,742 245

S.a.17 KPP 0,00439 0,198 0,043 0,155 790

0,01317 0,431 0,049 0,382 649

0,0439 0,598 0,087 0,511 260

S.a.22 0,0114 0,306 0,173 0,133 261

0,0342 0,293 0,229 0,064 42

0,114 0,317 0,224 0,093 18

XLVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.48: D-Lacat-Dehydrogenase-Reaktion, Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Pyr, 0,4

mM NADH, K* = ohne Enzym, K0 = ohne Pyr und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 1 mM Pyr, 0,8 mM NADH, K* = ohne Enzym, K0 = ohne NADH (Abb. 5.43) S. aureus

COL

Pyr spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,434 1,407 0,973 264

2,5 0,369 1,323 0,954 258

1,25 0,304 1,302 0,998 273

0,625 0,422 1,300 0,878 232

0,3125 0,557 1,313 0,756 191

0,15625 0,675 1,296 0,621 145

0,078125 0,836 1,293 0,457 89

0 1,034 1,229 0,195 0

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,8 1,167 2,670 1,486 757

0,4 0,404 1,244 0,823 419

0,2 0,214 0,688 0,457 233

0,1 0,164 0,394 0,213 108

0,05 0,147 0,249 0,085 43

0,025 0,132 0,177 0,028 14

0 0,120 0,137 0 0

XLVII



Anhang

Tab. A.49: D-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 150 mM D-Lactat,

1,8 mM NAD+, K* = ohne D-Lactat, D-Lactat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 150 mM

D-Lactat, 1 mM NAD+, K0 = ohne D-Lactat und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0,

150 mM D-Lactat, 1 mM NAD+, K* = ohne D-Lactat, K0 = ohne NAD+ (Abb. 5.44), S.

aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,1 0,159 0,154 0,005 3

6,5 0,236 0,117 0,119 61

7,0 0,352 0,123 0,229 117

7,4 0,508 0,124 0,384 196

7,8 0,721 0,129 0,592 302

8,0 0,874 0,124 0,75 382

9,5 0,579 0,127 0,452 230

10,0 0,566 0,161 0,405 206

D-Lactat spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

150 0,134 0,076 151

75 0,126 0,068 135

37,5 0,103 0,045 89

18,75 0,087 0,029 58

9,375 0,075 0,017 34

0 0,058 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

1 0,108 0,064 0,052 103

0,5 0,080 0,058 0,046 91

0,25 0,056 0,045 0,033 66

0,125 0,034 0,029 0,017 34

0,0625 0,025 0,022 0,010 20

0 0,012 0,012 0 0

XLVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.50: Malat-Enzym-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.6, 12 mM L-Malat, 3 mM

NADP+, K* = ohne L-Malat (Abb. 5.45), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,0149 0,217 0,159 0,058 87

0,0447 0,451 0,190 0,261 131

0,149 2,710 0,284 2,426 364

S.a.15 TP 0,0319 0,236 0,168 0,068 48

0,0957 0,711 0,216 0,495 116

0,319 3,360 0,383 2,977 209

S.a.18 TP 0,0292 0,200 0,149 0,051 39

0,0876 0,715 0,208 0,507 129

0,292 3,940 0,409 3,531 270

S.a.22 0,0228 0,227 0,154 0,073 72

0,0684 0,597 0,184 0,413 135

0,228 2,230 0,281 1,949 191

XLIX



Anhang

Tab. A.51: Malat-Enzym-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 6 mM L-Malat,

1,5 mM NADP+, K* = ohne L-Malat, L-Malat-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 8.0, 50 mM

L-Malat, 1 mM NADP+, K0 = ohne L-Malat und NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.6,

12,5 mM L-Malat, 1,5 mM NADP+, K* = ohne L-Malat, K0 = ohne NADP+ (Abb. 5.46), S.

aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,7 6,700 0,255 0,230 3

7,3 7,300 0,501 0,227 36

8,0 8,000 0,991 0,230 100

8,2 8,200 1,144 0,228 120

8,4 8,400 1,196 0,226 127

8,6 8,600 1,243 0,224 133

8,9 8,900 1,188 0,217 127

9,3 9,300 1,011 0,214 104

9,7 9,700 0,633 0,210 55

10,0 10,000 0,294 0,275 2

L-Malat spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

50 0,110 0,037 39

25 0,624 0,551 587

12,5 1,052 0,979 1042

6,25 1,105 1,032 1099

3,125 0,974 0,901 959

1,5625 0,767 0,694 739

0,78125 0,549 0,476 507

0,390625 0,365 0,292 311

0,1953125 0,244 0,171 182

0,09765625 0,164 0,091 97

0,048828125 0,121 0,048 51

0 0,073 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

1,5 0,788 0,219 0,562 73

0,75 0,739 0,181 0,551 72

0,375 0,657 0,168 0,482 63

0,1875 0,556 0,158 0,391 51

0,09375 0,435 0,153 0,275 36

0,046875 0,315 0,153 0,155 20

0,0234375 0,236 0,151 0,078 10

0 0,150 0,143 0 0

L



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.52: Malat-Enzym-Reaktion, Regulation, Variation L-Malat und ADP: 0,1 M TP pH 8.0, 12

mM L-Malat, 3 NADP+, 5 mM ADP, Referenz = ohne ADP, K0 = ohne L-Malat (Abb. 5.47),

S. aureus COL

E340nm ADP

L-Malat [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

12 0,882 0,784 0,654 0,497

6 0,698 0,615 0,508 0,399

3 0,536 0,466 0,408 0,329

0 0,249 0,281 0,279 0,28

4E340nm ADP

L-Malat [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

12 0,633 0,503 0,375 0,217

6 0,449 0,334 0,229 0,119

3 0,287 0,185 0,129 0,049

0 0 0 0 0

spez. EA [pkat/ mg Pr.] ADP

L-Malat [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

12 121 96 72 41

6 86 64 44 23

3 55 35 25 9

0 0 0 0 0

LI



Anhang

Tab. A.53: Malat-Enzym-Reaktion, Regulation, Variation NADP+ und ADP: 0,1 M TP pH 8.0, 12

mM L-Malat, 1,5 NADP+, 5 mM ADP, Referenz = ohne ADP, K* = ohne L-Malat (Abb.

5.47), S. aureus COL

E340nm ADP

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

1,5 0,959 0,83 0,636 0,483

0,75 0,878 0,779 0,632 0,437

0,375 0,797 0,692 0,583 0,366

*E340nm ADP

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

1,5 0,182 0,183 0,186 0,18

0,75 0,151 0,153 0,152 0,15

0,375 0,137 0,145 0,139 0,135

4E340nm ADP

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

1,5 0,777 0,647 0,450 0,303

0,75 0,727 0,626 0,480 0,287

0,375 0,660 0,547 0,444 0,231

spez. EA [pkat/ mg Pr.] ADP

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,3125 0,625 1,25

1,5 149 124 86 58

0,75 139 120 92 55

0,375 126 105 85 44

LII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.54: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Fructose-6-phosphat, spez.

Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.0, 5 mM Frc6P, 0,3 mM NADH, K* = ohne Frc6P (Abb.

5.48), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 0,007 1,180 1,380 0,200 607

0,022 0,912 1,320 0,408 413

0,074 0,344 1,104 0,760 231

S.a.16 0,00863 0,874 0,853 -0,021 -54

0,02589 0,638 0,771 0,133 115

0,08630 0,307 0,493 0,186 48

S.a.18 0,00973 0,865 0,882 0,017 39

0,02919 0,648 0,834 0,186 142

0,09730 0,294 0,503 0,209 48

S.a.21 0,00743 1,189 1,312 0,123 370

0,02230 0,717 1,177 0,460 461

0,07433 0,340 0,790 0,450 135

LIII



Anhang

Tab. A.55: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1 mM

Frc6P, 0,3 mM NADH, K* = ohne Frc6P, Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP

pH 7.0, 5 mM Frc6P, 0,3 mM NADH, K0 = ohne Frc6P und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 7.0, 0,6 mM Frc6P, 0,3 mM NADH, K* = ohne Frc6P, K0 = ohne NADH (Abb. 5.49),

S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2,5 0,121 0,189 0,068 36

4,2 0,451 0,923 0,472 251

6,8 0,541 1,212 0,671 357

7,1 0,618 1,229 0,611 325

7,7 0,623 1,213 0,590 314

8,0 0,636 1,185 0,549 292

8,7 0,747 1,213 0,466 248

9,0 0,856 1,217 0,361 192

9,5 1,117 1,318 0,201 107

Frc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 1,209 0,050 2

2,5 1,088 0,171 8

1,25 1,032 0,227 10

0,625 1,04 0,219 10

0,3125 1,139 0,120 5

0,15625 1,215 0,044 2

0 1,259 0 0

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,3 1,083 1,265 0,182 11

0,15 0,441 0,610 0,169 10

0,075 0,219 0,303 0,084 5

0,0375 0,169 0,178 0,009 1

0 0,154 0,149 0 0

LIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.56: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, Mannitol-1-phosphat, spez.

Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 9.0, 5 mM M1P, 1 mM NAD+, K* = ohne M1P (Abb. 5.48),

S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 0,00221 0,28 0,05 0,23 2327

0,00663 0,634 0,053 0,581 1960

0,0221 1,587 0,069 1,518 1536

S.a.11 0,00234 0,134 0,094 0,04 382

0,00702 0,199 0,097 0,102 325

0,0234 0,472 0,123 0,349 334

S.a.16 0,00259 0,217 0,1 0,117 1010

0,00777 0,428 0,109 0,319 918

0,0259 1,139 0,128 1,011 873

S.a.18 0,00292 0,213 0,105 0,108 827

0,00876 0,424 0,111 0,313 799

0,0292 1,158 0,142 1,016 778

S.a.21 0,00223 0,455 0,109 0,346 3469

0,00669 0,966 0,11 0,856 2861

0,0223 2,38 0,121 2,259 2265

LV



Anhang

Tab. A.57: Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM

M1P, 2 mM NAD+, K* = ohne M1P, Mannitol-1-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 10 mM M1P, 1 mM NAD+, K0 = ohne M1P und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

9.0, 5 mM M1P, 2 mM NAD+, K* = ohne M1P, K0 = ohne NAD+ (Abb. 5.50), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,148 0,083 0,065 35

6,8 0,222 0,082 0,140 75

7,4 0,42 0,081 0,339 180

7,7 0,563 0,082 0,481 256

8,0 0,769 0,084 0,685 365

9,0 1,003 0,083 0,920 490

9,5 0,994 0,087 0,907 483

10,0 0,405 0,092 0,313 167

11,8 0,394 0,307 0,087 46

12,3 0,556 0,525 0,031 17

Man1P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

10 0,865 0,508 23

5 0,767 0,410 18

2,5 0,722 0,365 16

1,25 0,674 0,317 14

0,625 0,626 0,269 12

0,3125 0,560 0,203 9

0,15625 0,479 0,122 5

0 0,357 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2 0,794 0,279 0,485 43

1 0,628 0,223 0,375 34

0,5 0,494 0,188 0,276 25

0,25 0,382 0,173 0,179 16

0,125 0,294 0,162 0,102 9

0,0625 0,237 0,174 0,033 3

0 0,173 0,143 0 0

LVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.58: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 0,4 mM NADH,

K0 = ohne Enzym (Abb. 5.51), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 0,0221 1,074 0,133 135

0,0663 0,761 0,446 150

0,221 0,345 0,862 87

0 1,207 0

S.a.16 0,0259 1,202 -0,025 -22

0,074 0,955 0,222 67

0,259 0,498 0,679 59

0 1,177 0

S.a.18 0,0292 1,068 0,109 83

0,0876 1,017 0,160 41

0,292 0,502 0,675 52

0 1,177 0

S.a.21 0,0223 1,157 0,227 228

0,074 0,776 0,608 184

0,223 0,353 1,031 103

0 1,384 0

LVII



Anhang

Tab. A.59: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 0,4 mM NADH, K* =

ohne Enzym und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 0,4 mM NADH, K* = ohne

Enzym, K0 = ohne NADH (Abb. 5.52), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,0 0,791 1,203 0,412 74

7,4 0,956 1,292 0,336 60

7,7 0,953 1,310 0,357 64

8,0 0,879 1,394 0,515 92

9,0 0,981 1,352 0,371 66

9,5 0,965 1,338 0,373 67

10,0 1,284 1,352 0,068 12

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,4 1,343 1,339 -0,004 -1

0,2 0,643 0,760 0,117 37

0,1 0,282 0,395 0,113 35

0,05 0,122 0,209 0,087 27

0,025 0,069 0,125 0,056 18

0 0 0 0 0

LVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

H]

Tab. A.60: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Acetyl-CoA, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.0,

1,6 mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, 20 mM P, K* = ohne P (Abb. 5.53), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,00005 0,943 0,199 0,744 117641

0,00015 1,744 0,198 1,546 81484

0,000375 2,856 0,201 2,655 55974

S.a.11 0,0000468 1,009 0,193 0,816 137848

0,0001404 2,260 0,198 2,062 116112

0,000351 3,372 0,200 3,172 71447

S.a.9 0,000044 0,817 0,185 0,632 113559

0,000132 1,668 0,202 1,466 87804

0,00033 3,252 0,198 3,054 73166

S.a.21 0,0000223 0,438 0,403 0,035 12408

0,0000669 0,510 0,438 0,072 8509

0,000223 0,738 0,440 0,298 10565

Tab. A.61: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 0,1 mM AcCoA,

0,2 mM DTNB, 10 mM P, K* = ohne P, Acetyl-CoA-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 1,6

mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, 10 mM P, K* = ohne P, K0 = ohne AcCoA und

Phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 1,6 mM AcCoA, 0,4 mM DTNB, 40 mM P, K0

= ohne P (Abb. 5.54), S. aureus COL

spez. EA

pH E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

3,6 0,034 0,034 0,000 0

5,3 0,196 0,034 0,162 757

6,8 0,673 0,050 0,623 2910

7,1 0,468 0,055 0,413 1929

7,7 0,429 0,064 0,365 1705

8,1 0,350 0,076 0,274 1280

8,1 0,378 0,072 0,306 1430

AcCoA spez. EA

[mM] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

1,6 4,535 0,240 4,290 20042

1,2 4,195 0,183 4,007 18720

0,8 3,165 0,130 3,030 14155

0,4 1,941 0,090 1,846 8624

0,2 0,970 0,069 0,896 4186

0,1 0,500 0,057 0,438 2046

0,05 0,272 0,055 0,212 990

0,025 0,167 0,056 0,106 495

0,0125 0,127 0,049 0,073 341

0 0,051 0,046 0 0

P spez. EA

[mM] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

40 11,870 11,469 53580

20 7,380 6,979 32604

10 3,330 2,929 13683

5 1,341 0,940 4391

2,5 0,688 0,287 1341

1,25 0,484 0,083 388

0,625 0,437 0,036 168

0,3125 0,415 0,014 65

0,15625 0,411 0,010 47

0 0,401 0 0

LIX



Anhang

Tab. A.62: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, Acetylphosphat, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH

7.0, 10 mM AcP, 0,2 mM CoA, K* = ohne AcP (Abb. 5.53), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,000044 1,062 0,996 -0,066 -21583

0,000132 0,765 1,129 0,364 39678

0,00044 0,204 1,138 0,934 30544

S.a.11 0,000047 1,026 1,090 0,064 19593

0,000141 0,726 1,122 0,396 40411

0,00047 0,179 1,141 0,962 29451

S.a.9 0,00005 1,076 1,100 0,024 6907

0,00015 0,871 1,131 0,260 24941

0,0005 0,286 1,126 0,840 24173

S.a.21 0,0000446 1,441 1,651 0,210 67750

0,0001338 1,043 1,644 0,601 64632

0,000446 0,158 1,678 1,520 49038

LX



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.63: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 10 mM AcP, 0,2

mM CoA, K* = ohne AcP und Acetylphosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 10 mM

AcP, 0,2 mM CoA, K0 = ohne AcP (Abb. 5.55), S. aureus COL

spez. EA

pH E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,894 1,276 0,382 20820

7,0 0,618 1,332 0,714 38915

7,9 0,330 1,150 0,820 44693

8,1 0,349 1,084 0,735 40060

8,5 0,463 1,066 0,603 32866

8,7 0,493 1,090 0,597 32539

9,0 0,548 1,108 0,560 30522

9,5 0,535 1,134 0,599 32648

spez. EA

Acetyl-P E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

10 0,370 0,659 33625

5 0,593 0,436 22247

2,5 0,784 0,245 12501

1,25 0,891 0,138 7041

0,625 0,970 0,059 3010

0,3125 1,023 0,006 306

0,15625 1,038 -0,009 -459

0 1,029 0 0

LXI



Anhang

Tab. A.64: 6-Phosphofructokinase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Frc6P, 1

mM ATP, 5 mM MgCl2, K* = ohne Frc6P (Abb. 5.56), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,00149 1,232 1,265 0,033 495

0,00447 1,032 1,271 0,239 1196

0,0149 0,702 1,160 0,458 687

S.a.15 KPP 0,002373 0,837 1,042 0,205 1932

0,007119 0,610 0,983 0,373 1172

0,02373 0,231 0,874 0,643 606

S.a.9 KPP 0,0032 1,019 1,393 0,374 2613

0,0096 0,804 1,417 0,613 1428

0,032 0,352 1,113 0,761 532

S.a.21 0,00223 1,031 1,204 0,173 1735

0,00669 0,891 1,227 0,336 1123

0,0223 0,387 0,992 0,605 607

LXII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.65: 6-Phosphofructokinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Frc6P, 1 mM

ATP, 5 mM MgCl2, K* = ohne Frc6P, Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 5 mM Frc6P, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne Frc6P und ATP-Abhängigkeit: 0,1

M TP pH 8.0, 5 mM Frc6P, 3 mM ATP, 5 mM MgCl2, K* = ohne Frc6P, K0 = ohne ATP

(Abb. 5.57), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,3 0,637 0,743 0,106 247

6,5 0,689 0,943 0,254 592

7,1 0,728 1,160 0,432 1006

7,9 0,616 1,165 0,549 1279

8,0 0,626 1,181 0,555 1293

9,0 0,764 1,161 0,397 925

9,5 0,895 1,091 0,196 457

Frc6P Spez. Enzymakt.

[mM] E340nm 4E340nm [nkat/mg Pr.]

5 0,507 0,256 20

2,5 0,504 0,259 21

1,25 0,530 0,233 19

0,625 0,609 0,154 12

0,3125 0,682 0,081 6

0,15625 0,742 0,021 2

0 0,763 0 0

ATP Spez. Enzymakt.

[mM] E340nm 4E340nm [nkat/mg Pr.]

3 0,783 0,402 32

2 0,681 0,504 40

1 0,723 0,462 37

0,5 0,69 0,495 40

0,25 0,752 0,433 35

0,125 0,754 0,431 34

0,0625 0,691 0,494 39

0 1,185 0 0

LXIII



Anhang

Tab. A.66: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5

mM 6PG, 3 mM NADP+, K* = ohne 6PG (Abb. 5.58), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 0,00149 0,551 0,14 0,411 6168

0,00447 1,323 0,138 1,185 5928

0,0149 3,74 0,147 3,593 5392

S.a.11 TP 0,00234 0,65 0,133 0,517 4940

0,00702 1,49 0,136 1,354 4313

0,0234 4,08 0,156 3,924 3750

S.a.17 TP 0,002495 0,865 0,141 0,724 6489

0,007485 2,08 0,147 1,933 5775

0,02495 5,63 0,172 5,458 4892

S.a.21 0,00223 0,568 0,128 0,44 4412

0,00669 1,3 0,151 1,149 3840

0,0223 3,65 0,147 3,503 3513

LXIV



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.67: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM

6PG, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K* = ohne 6PG, 6-Phosphogluconat-Abhängigkeit:

0,1 M TP pH 8.0, 10 mM 6PG, 2 mM NADP+, 2 mM MgSO4, K* = ohne 6PG und

NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM 6PG, 3 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K* =

ohne 6PG, K0 = ohne NADP+ (Abb. 5.59), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,5 0,222 0,016 0,206 921

7,0 0,557 0,149 0,408 1825

7,4 0,733 0,156 0,577 2580

7,7 0,86 0,168 0,692 3095

8,0 0,95 0,185 0,765 3421

8,7 0,985 0,161 0,824 3685

9,0 0,703 0,157 0,546 2442

10,0 0,196 0,162 0,034 152

6PG spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

10 2,950 2,834 4838

5 2,820 2,704 4616

2,5 2,650 2,534 4325

1,25 2,420 2,304 3933

0,625 2,060 1,944 3318

0,3125 1,444 1,328 2267

0,15625 0,872 0,756 1290

0,078125 0,491 0,375 640

0,0390625 0,293 0,177 302

0,01953125 0,198 0,082 140

0,009765625 0,169 0,053 90

0 0,116 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

3 1,920 0,161 1,754 5988

2 1,810 0,110 1,695 5787

1 1,600 0,077 1,518 5182

0,5 1,266 0,038 1,223 4175

0,25 0,938 0,028 0,905 3090

0,125 0,614 0,017 0,592 2021

0,0625 0,324 0,016 0,303 1034

0,03125 0,182 0,013 0,164 560

0 0,01 0,005 0 0

LXV



Anhang

Tab. A.68: 3-Phosphoglycerat-Mutase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1,5 mM 3PG, 1

mM MgCl2, K* = ohne 3PG und 3-Phosphoglycerat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 1,5

mM 3PG, 1 mM MgCl2, K0 = ohne 3PG (Abb. 5.60), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

3,3 0,167 0,194 0,027 38

4,4 0,809 0,883 0,074 103

5,8 0,315 0,860 0,545 762

6,5 0,281 0,953 0,672 939

7,4 0,471 1,002 0,531 742

7,7 0,596 1,092 0,496 693

8,3 0,780 1,127 0,347 485

8,7 0,984 1,154 0,170 238

9,0 1,063 1,155 0,092 129

9,5 1,080 1,125 0,045 63

3PG spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

1,5 0,352 0,640 572

0,75 0,516 0,476 426

0,375 0,691 0,301 269

0,1875 0,822 0,170 152

0,09375 0,929 0,063 56

0 0,992 0 0

LXVI



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.69: Pyruvat-Carboxylase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 2,5 mM Pyr, 2 mM

ATP, 50 mM NaCO3, 0,4 mM AcCoA, K* = ohne ATP, Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP

pH 8.0, 7,5 mM Pyr, 2 mM ATP, 50 mM NaCO3, 0,4 mM AcCoA, K* = ohne ATP, K0 = ohne

Pyr und ATP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 2,5 mM Pyr, 2 mM ATP, 50 mM NaCO3, 0,4

mM AcCoA, K0 = ohne ATP (Abb. 5.61), S. aureus COL

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

6,6 0,538 0,666 0,128 835

7,1 0,572 0,642 0,070 457

7,4 0,563 0,630 0,067 437

7,9 0,516 0,716 0,200 1305

8,1 0,653 0,781 0,128 835

8,3 0,668 0,896 0,228 1488

8,7 0,596 0,979 0,383 2499

9,0 0,696 0,978 0,282 1840

9,5 0,674 1,001 0,327 2134

10,0 0,679 0,983 0,304 1984

Pyr spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

7,5 0,493 1,068 0,567 1850

3,75 0,532 1,077 0,537 1752

1,875 0,594 1,070 0,468 1527

0,9375 0,699 1,092 0,385 1256

0,46875 0,848 1,137 0,281 917

0,234375 0,960 1,166 0,198 646

0,1171875 1,065 1,194 0,121 395

0,05859375 1,156 1,259 0,095 310

0,029296875 1,215 1,246 0,023 75

0 1,247 1,255 0 0

ATP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

4 0,338 0,496 1618

2 0,309 0,525 1713

1 0,413 0,421 1373

0,5 0,510 0,324 1057

0,25 0,611 0,223 728

0,125 0,749 0,085 277

0,0625 0,800 0,034 111

0 0,834 0 0

LXVII



Anhang

Tab. A.70: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 7.0, 25 mM

Pyr, 1 mM 3-AcNAD+, 0,2 mM TPP, 0,2 mM CoA, 1 mM MgSO4, 2,5 mM Cys, K* = ohne

Pyr (Abb. 5.62), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E375nm *E375nm 4E375nm [pkat/mg Pr.]

S.a.12 0,022 0,170 0,024 0,146 148

0,066 0,494 0,070 0,424 144

0,22 1,100 0,193 0,907 92

S.a.16 TP 0,0259 0,360 0,046 0,314 271

0,074 1,074 0,091 0,983 297

0,259 2,860 0,276 2,584 223

S.a.17 TP 0,02495 0,323 0,045 0,278 249

0,07485 1,034 0,079 0,955 285

0,2495 2,730 0,258 2,472 222

S.a.22 0,0228 0,054 0,057 -0,003 -3

0,0684 0,073 0,079 -0,006 -2

0,228 0,141 0,147 -0,006 -1

LXVIII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.71: Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 50 mM Pyr,

1 mM 3-AcNAD+, 0,2 mM TPP, 0,2 mM CoA, 1 mM MgSO4, 2,5 mM Cys, K* = ohne Pyr,

Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.0, 50 mM Pyr, 1 mM 3-AcNAD+, 0,2 mM TPP, 0,2

mM CoA, 1 mM MgSO4, 2,5 mM Cys, K0 = ohne Pyr und 3-Acetyl-NAD+-Abhängigkeit:

0,1 M TP pH 7.0, 50 mM Pyr, 1 mM 3-AcNAD+, 0,2 mM TPP, 0,2 mM CoA, 1 mM MgSO4,

2,5 mM Cys, K* = ohne Pyr, K0 = ohne 3AcNAD+ (Abb. 5.63), S. aureus COL

spez. EA

pH E375nm *E375nm E375nm-Pyr 4E375nm [pkat/mg Pr.]

4,0 0,214 0,143 0,153 0,071 39

5,3 0,258 0,1 0,197 0,158 86

7,1 0,622 0,119 0,561 0,503 274

7,7 0,618 0,126 0,557 0,492 268

8,0 0,578 0,132 0,517 0,446 243

8,5 0,504 0,165 0,443 0,339 185

9,0 0,43 0,155 0,369 0,275 150

9,5 0,441 0,189 0,38 0,252 137

Pyr spez. EA

[mM] E375nm E375nm-Pyr 4E375nm [pkat/mg Pr.]

50 0,699 0,638 0,525 286

25 0,648 0,617 0,504 274

12,5 0,57 0,554 0,441 240

6,25 0,501 0,493 0,38 207

3,125 0,399 0,395 0,282 154

1,5625 0,3 0,298 0,185 101

0,78125 0,219 0,218 0,105 57

0 0,113 0,113 0 0

3AcNAD+ spez. EA

[mM] E375nm *E375nm E375nm-Pyr 4E375nm [pkat/mg Pr.]

1 0,614 0,11 0,553 0,388 211

0,5 0,533 0,101 0,472 0,316 172

0,25 0,439 0,093 0,378 0,23 125

0,125 0,332 0,086 0,271 0,13 71

0,0625 0,244 0,084 0,183 0,044 24

0,03125 0,186 0,082 0,125 -0,012 -7

0,015625 0,148 0,076 0,087 -0,044 -24

0 0,12 0,065 0,12 0 0

LXIX



Anhang

Tab. A.72: Pyruvatkinase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM PEP, 5 mM ADP,

10 mM MgCl2, K* = ohne PEP (Abb. 5.64), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

S.a.13 TP 0,00149 0,903 1,278 0,375 5628

0,00447 0,880 1,263 0,383 1916

0,0149 0,761 1,136 0,375 563

S.a.16 KPP 0,002303 0,819 1,297 0,478 4641

0,006909 0,189 1,220 1,031 3337

0,02303 0,184 1,090 0,906 880

S.a.17 KPP 0,002195 1,016 1,311 0,295 3005

0,006585 0,595 1,250 0,655 2224

0,02195 0,195 1,157 0,962 980

S.a.22 0,00228 0,981 1,311 0,330 3236

0,00684 0,818 1,273 0,455 1487

0,0228 0,702 1,008 0,306 300

LXX



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.73: Pyruvat-Kinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM PEP, 5 mM ADP, 10

mM MgCl2, K* = ohne PEP und Phosphoenolpyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5

mM PEP, 5 mM ADP, 10 mM MgCl2, K0 = ohne PEP (Abb. 5.65), S. aureus COL

spez. EA

[pH] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,603 1,107 0,504 1027

6,5 0,518 1,074 0,556 1133

7,0 0,177 1,134 0,957 1950

7,4 0,185 1,340 1,155 2353

8,0 0,189 1,139 0,950 1936

8,5 0,205 1,144 0,939 1913

8,7 0,209 1,097 0,888 1809

9,0 0,230 1,183 0,953 1942

PEP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

10 0,185 0,928 2363

5 0,451 0,662 1686

2,5 0,933 0,180 458

1,25 1,096 0,017 43

0,625 1,101 0,012 31

0,3125 1,142 -0,029 -74

0,15625 1,076 0,037 94

0 1,113 0

LXXI



Anhang

Tab. A.74: Pyruvat-Kinase-Reaktion, ADP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.4, 5 mM PEP, 5 mM ADP,

10 mM MgCl2, K0 = ohne ADP, GDP- und UDP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM

PEP, 5 mM GDP/ UDP, 10 mM MgCl2, K0 = ohne GDP/ UDP (Abb. 5.65, Abb. 5.66), S.

aureus COL

ADP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,327 1,101 1816

2,5 0,320 1,108 1827

1,25 0,849 0,579 955

0,625 1,214 0,214 353

0,3125 1,384 0,044 73

0,15625 1,344 0,084 139

0,078125 1,384 0,044 73

0 1,428 0 0

GDP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,746 0,386 1311

2,5 0,796 0,336 1141

1,25 0,867 0,265 900

0,625 0,943 0,189 642

0,3125 1,034 0,098 333

0 1,132 0 0

UDP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,847 0,464 1182

2,5 0,986 0,325 828

1,25 1,054 0,257 655

0,625 1,178 0,133 339

0,3125 1,248 0,063 160

0 1,311 0 0

LXXII



A.1 Staphylococcus aureus COL

Tab. A.75: Pyruvatoxidase-Reaktion, spez. Enzymaktivität: 0,1 M KPP pH 6.5, 10 mM Pyr, 0,2 mM

TPP, 0,1 mM DCPIP, K* = ohne Pyr (Abb. 5.67), S. aureus COL

Protein spez. EA

[mg] E600nm *E600nm 4E600nm [pkat/mg Pr.]

S.a.10 KPP 0,00248 0,702 0,765 0,063 241

0,00744 0,577 0,666 0,089 113

0,0248 0,736 0,856 0,120 46

S.a.16 KPP 0,002303 1,364 1,406 0,042 173

0,006909 1,271 1,346 0,075 103

0,02303 1,018 1,346 0,328 135

S.a.9 KPP 0,0032 1,029 1,111 0,082 221

0,0096 0,921 1,063 0,142 127

0,032 0,556 0,910 0,354 95

S.a.21 TP 0,00223 2,120 2,090 -0,030 -127

0,00669 2,070 2,130 0,060 85

0,0223 1,880 2,070 0,190 81

S.a.22 TP 0,00228 1,430 1,330 -0,100 -415

0,00684 1,270 1,250 -0,020 -28

0,0228 1,380 1,520 0,140 58

LXXIII



Anhang

Tab. A.76: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 8.0, 10 mM Pyr, 0,1 mM TPP,

0,1 mM DCPIP, K* = ohne Pyr und Pyruvatabhängigkeit: 0,1 M KPP pH 6.5, 10 mM Pyr,

0,2 mM TPP, 0,1 mM DCPIP, K0 = ohne Pyr (Abb. 5.68), S. aureus COL

spez. EA

pH E600nm *E600nm 4E600nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,443 0,522 0,079 24

6,1 0,488 0,636 0,148 44

6,5 0,476 0,715 0,239 71

7,1 0,592 0,810 0,218 65

7,4 0,703 0,886 0,183 55

7,7 0,784 0,936 0,152 45

8,0 0,931 0,983 0,052 16

Pyr spez. EA

[mM] E600nm 4E600nm [pkat/mg Pr.]

10 0,228 0,745 40

5 0,274 0,699 38

2,5 0,313 0,660 36

1,25 0,381 0,592 32

0,625 0,374 0,599 32

0,3125 0,381 0,592 32

0,15625 0,442 0,531 29

0,078125 0,514 0,459 25

0,0390625 0,737 0,236 13

0 0,973 0 0

LXXIV



A.2 Bacillus subtilis 168

A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.77: Wachstumkinetik B. subtilis 168 unter aeroben Bedingungen (OD500nm), Frisch- und

Trockengewicht in mg (Abb. 5.69)

Wachstum Gewichts- Frisch- Trocken-

Zeit in Stunden aerob zunahme gewicht gewicht

0 0,085

2 0,119 0,116 162,4 3,1

4 0,236 0,227 107,0 4,3

6 0,840 0,680 192,6 13,4

8 2,270 2,150 446,1 47,4

9 2,350 2,410 525,8 55,1

10 2,490 2,320 447,0 56,0

11 2,570 2,490 465,9 65,3

13 2,730 2,620 468,1 64,9

15 3,170 2,990 471,3 63,0

18 3,900 3,820 402,9 64,9

24 4,180 4,230 269,4 42,7

Tab. A.78: Wachstumkinetik B. subtilis 168 unter anaeroben Bedingungen (OD500nm), Glucose- und

Pyruvatkonzentration (Abb. 5.70)

Wachstum Glucose Pyruvat

Zeit in Stunden anaerob [mM] [mM]

0 0,120 9,57 1,62

1 0,114 9,81 2,30

3 0,154 9,12 3,65

5 0,238 8,61 2,97

6 0,391 7,46 1,62

7 0,548 5,48 50,90

9 0,574 4,26 52,20

10 0,640 3,81 49,50

11 0,670 2,25 32,70

12 0,750 1,67 27,30

13 0,820 1,12 23,20

14 0,950 0,65 19,20

15 1,000 0,24 15,10

15,5 1,030 0,03 11,70

16 1,038 0,00 7,70

LXXV



Anhang

Tab. A.79: Acetat-Kinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM AcP, 5 mM ADP, 5

mM MgCl2, K* = ohne AcP, Acetylphosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.2, 40 mM

AcP, 5 mM ADP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne AcP und ADP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.2,

40 mM AcP, 35 mM ADP, 5 mM MgCl2, K* = ohne AcP (Abb. 5.71), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,8 2,870 1,189 1,681 6537

7,0 3,880 1,260 2,620 10189

7,1 3,700 1,220 2,480 9644

8,1 2,850 1,350 1,500 5833

8,5 1,830 1,380 0,450 1750

8,7 1,600 1,350 0,250 972

9,0 1,620 1,320 0,300 1167

9,5 1,620 1,450 0,170 661

11,5 0,408 0,238 0,170 661

AcP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

40 1,299 0,751 1653

30 1,168 0,620 1365

20 1,157 0,609 1340

10 0,976 0,428 942

5 0,788 0,240 528

2,5 0,645 0,097 213

1,25 0,585 0,037 81

0,625 0,580 0,032 70

0,3125 0,570 0,022 48

0,15625 0,535 -0,013 -29

0 0,548 0 0

ADP spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

35 0,907 0,469 0,419 1844

30 0,882 0,447 0,416 1831

20 0,835 0,447 0,369 1624

10 0,748 0,388 0,341 1501

5 0,657 0,386 0,252 1109

2,5 0,604 0,347 0,238 1048

1,25 0,480 0,333 0,128 563

0,625 0,395 0,256 0,120 528

0,3125 0,226 0,134 0,073 321

0,15625 0,282 0,199 0,064 282

0 0,054 0,035 0 0

LXXVI



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.80: Acetat-Kinase-Reaktion, Regulation, Variation Acetylphosphat und ATP: 0,1 M TP pH

7.2, 10 mM AcP, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2, Referenz = ohne ATP , K0 = ohne AcP (Abb.

5.72), B. subtilis 168

E340nm ATP

AcP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

10 2,060 2,710 3,040 3,390

5 1,270 2,040 2,720 3,550

2,5 0,690 1,410 2,410 3,290

0 0,42 1,33 2,03 3,030

4E340nm ATP

AcP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

10 1,640 1,380 1,010 0,360

5 0,850 0,710 0,690 0,520

2,5 0,270 0,080 0,380 0,260

spez. EA [pkat/ mg Pr.] ATP

AcP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

10 14669 12343 9034 3220

5 7603 6351 6172 4651

2,5 2415 716 3399 2326

LXXVII



Anhang

Tab. A.81: Acetat-Kinase-Reaktion, Regulation, Variation ADP und ATP: 0,1 M TP pH 7.2, 2,5 mM

ADP, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2 , Referenz = ohne ATP, K0 = ohne ADP (Abb. 5.72), B.

subtilis 168

E340nm ATP

ADP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

2,5 0,785 0,711 0,886 0,980

0,625 0,547 0,765 0,866 1,057

0,15625 0,299 0,757 0,873 0,965

0 0,115 0,649 0,946 0,947

4E340nm ATP

ADP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

2,5 0,670 0,065 -0,060 0,033

0,625 0,432 0,119 -0,080 0,110

0,15625 0,184 0,111 -0,073 0,018

spez. EA [pkat/ mg Pr.] ATP

ADP [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

2,5 5993 581 -537 295

0,625 3864 1064 -716 984

0,15625 1646 993 -653 161

LXXVIII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.82: Acetoin-Reductase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: Acetoin-verbrauchende Reaktion:

0,1 M TP pH 8.0, 10 mM Acetoin, 0,3 mM NADH, K = ohne Acetoin,

D-2,3-Butandiol-verbrauchende Reaktion: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM D-2,3-Butandiol, 1

mM NAD+, K = ohne D-2,3-Butandiol, B. subtilis 168

Acetoin Protein spez. EA Butandiol Protein spez. EA

[mg] 4E340nm [pkat/mg Pr.] [mg] 4E340nm [pkat/mg Pr.]

L1 0,0019 0,130 1530 L1 0,0019 0,000 0

0,0057 0,240 942 0,0057 0,118 463

0,019 0,290 341 0,019 0,197 232

S1 0,0028 0,050 399 S1 0,0028 0,043 343

0,0084 0,240 639 0,0084 0,035 93

0,028 0,490 391 0,028 0,102 81

E5 0,00023 0,000 0 E5 0,003048 0,181 1328

0,00069 0,081 2625 0,009144 0,574 1404

0,0023 1,340 13028 0,03048 1,361 998

LXXIX



Anhang

Tab. A.83: Acetoin-Reductase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 10 mM Acetoin, 0,3 mM

NADH, K* = ohne Acetoin, Acetoin-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 30 mM Acetoin, 0,3

mM NADH, K0 = ohne Acetoin und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 30 mM AcP,

1,2 mM NADH, K* = ohne Acetoin (Abb. 5.73), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

7,0 0,184 0,123 0,061 93

7,1 0,345 0,056 0,289 440

7,4 0,636 0,052 0,584 888

7,9 0,850 0,041 0,809 1231

8,1 1,143 0,058 1,085 1650

8,7 1,033 0,048 0,985 1498

9,0 0,916 0,052 0,864 1314

9,5 0,754 0,105 0,649 987

10,0 0,553 0,085 0,468 712

11,0 0,184 0,174 0,010 15

12,1 0,381 0,413 -0,032 -49

Acetoin spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

30 0,290 1,193 0,882 1294

20 0,271 1,125 0,833 1222

10 0,238 1,110 0,851 1249

5 0,214 1,112 0,877 1287

2,5 0,268 1,117 0,828 1215

1,25 0,340 1,116 0,755 1108

0,625 0,493 1,106 0,592 869

0,3125 0,688 1,119 0,410 602

0,15625 0,888 1,147 0,238 349

0 1,112 1,133 0,000 0

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

1,2 2,770 3,890 1,120 2504

0,9 1,780 2,810 1,030 2303

0,6 1,393 2,000 0,607 1357

0,3 0,496 1,352 0,856 1914

0,15 0,139 0,700 0,561 1254

0,075 0,039 0,286 0,247 552

0,0375 0,023 0,103 0,080 179

0,01875 0,037 0,025 -0,012 -27

0,00975 0,025 0,034 0,009 20

0 0,047 0,016 -0,031 0

LXXX



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.84: Acetoin-Reductase-Reaktion, D-2,3-Butandiol-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 40 mM

D-2,3-Butandiol, 1 mM NAD+, K0 = ohne D-2,3-Butandiol und NAD+-Abhängigkeit: 0,1

M TP pH 8.0, 40 mM D-2,3-Butandiol, 2 mM NAD+, K* = ohne D-2,3-Butandiol (Abb. 5.74),

B. subtilis 168

D-2,3-Butandiol spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

40 2,510 2,448 1796

30 2,130 2,068 1517

20 2,080 2,018 1480

10 1,500 1,438 1055

5 1,244 1,182 867

2,5 0,880 0,818 600

1,25 0,573 0,511 375

0,625 0,416 0,354 260

0,3125 0,245 0,183 134

0,15625 0,139 0,077 56

0 0,062 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

2 1,519 0,092 1,427 2171

1 1,041 0,052 0,989 1504

0,5 0,681 0,031 0,650 989

0,25 0,399 0,025 0,374 569

0,125 0,194 0,018 0,176 268

0,0625 0,091 0,016 0,075 114

0,03125 0,041 0,015 0,026 40

0,015625 0,023 0,014 0,009 14

0 0,019 0,026 -0,007 0

LXXXI



Anhang

Tab. A.85: Acetolactat-Decarboxylase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M KPP pH 6.5, 50 mM Pyr,

0,4 mM TPP, 1 mM MgSO4, K = ohne Pyr, B. subtilis 168

Protein spez. EA

[mg] 4E530nm [pkat/mg Pr.]

L1 0,019 0,025 44

0,057 0,035 20

0,19 0,060 11

S1 0,0028 0,020 238

0,0084 0,025 99

0,028 0,100 119

E9 0,003048 0,032 350

0,009144 0,149 543

0,03048 1,133 1239

Tab. A.87: Acetolactat-Synthase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M KPP pH 6.5, 50 mM Pyr, 0,4

mM TPP, 1 mM MgSO4, K = ohne Pyr, B. subtilis 168

Protein spez. EA

[mg] 4E530nm [pkat/mg Pr.]

L1 0,019 0,105 184

0,057 0,205 120

0,19 0,440 77

S1 0,028 0,020 24

0,084 0,070 28

0,28 0,550 65

E4 0,0023 0,560 8116

0,0069 2,105 10169

0,023 5,285 7659

LXXXII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.86: Acetolactat-Decarboxylase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 6.5, 50 mM Pyr, 0,4

mM TPP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Pyr und Acetolactat-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH

7.5, 27 mM Acetolactat, 0,4 mM TPP, 1 mM MgSO4, K0 = ohne Acetolactat (Abb. 5.75), B.

subtilis 168

spez. EA

pH E530nm *E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

3,9 0,173 0,160 0,013 294

5,8 0,230 0,162 0,068 1538

6,5 0,281 0,162 0,119 2692

6,9 0,386 0,167 0,219 4954

7,0 0,385 0,163 0,222 5021

7,4 0,400 0,168 0,232 5248

7,7 0,365 0,168 0,197 4456

9,0 0,187 0,163 0,024 543

11,5 0,177 0,161 0,016 362

11,8 0,174 0,160 0,014 317

Acetolactat spez. EA

[mM] E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

26,32 6,115 4,780 12415

15,98 5,960 4,625 12013

10,05 5,310 3,975 10324

5,63 4,320 2,985 7753

2,97 3,290 1,955 5078

1,5 2,510 1,175 3052

0,76 2,020 0,685 1779

0 1,335 0 0

LXXXIII



Anhang

Tab. A.88: Acetolactat-Decarboxylase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 6.5, 50 mM Pyr, 0,4

mM TPP, 1 mM MgSO4, K* = ohne Pyr und Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 7.0,

100 mM Pyruvat, 0,4 mM TPP, 1 mM MgSO4, K0 = ohne Pyruvat (Abb. 5.76), B. subtilis 168

spez. EA

pH E530nm *E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

3,9 0,680 0,650 0,030 109

5,8 0,915 0,650 0,265 960

6,5 1,110 0,635 0,475 1721

6,7 1,140 0,665 0,475 1721

7,0 1,175 0,660 0,515 1866

7,4 1,085 0,675 0,410 1486

7,7 1,015 0,670 0,345 1250

7,9 0,915 0,655 0,260 942

11,5 0,700 0,650 0,050 181

11,8 0,705 0,650 0,055 199

Pyruvat spez. EA

[mM] E530nm 4E530nm [pkat/mg Pr.]

100 13,000 12,530 32327

50 12,100 11,630 30005

25 10,300 9,830 25361

12,5 6,900 6,430 16589

6,25 4,260 3,790 9778

3,125 2,535 2,065 5328

1,5625 1,525 1,055 2722

0 0,470 0,000 0

LXXXIV



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.89: Glucokinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc, 5 mM ATP, 5 mM

MgCl2, K* = ohne Glc, Glucose-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc, 5 mM ATP, 5

mM MgCl2, K0 = ohne Glc und ATP-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc, 5 mM

ATP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne ATP (Abb. 5.77), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

2,5 0,146 0,112 0,034 52

7,0 0,257 0,097 0,16 245

7,7 0,321 0,086 0,235 360

8,0 0,374 0,106 0,268 411

8,5 0,389 0,104 0,285 437

9,0 0,342 0,097 0,245 376

9,5 0,418 0,14 0,278 426

10,0 0,386 0,107 0,279 428

Glc spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 1,14 1,025 786

2,5 0,968 0,853 654

1,25 0,835 0,72 552

0,625 0,616 0,501 384

0,3125 0,363 0,248 190

0 0,115 0 0

ATP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 0,468 0,336 100

2,5 0,515 0,383 114

1,25 0,418 0,286 85

0,625 0,339 0,207 62

0,3125 0,26 0,128 38

0 0,132 0 0

LXXXV



Anhang

Tab. A.90: Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Glucose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 8.0, 5 mM Glc6P, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K0 = ohne Glc6P und

NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc6P, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K0

= ohne NADP+, K* = ohne Glc6P (Abb. 5.78), B. subtilis 168

Glc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 1,091 1,045 8170

2,5 1,054 1,008 7881

1,25 0,884 0,838 6552

0,625 0,674 0,628 4910

0,3125 0,495 0,449 3511

0,15625 0,354 0,308 2408

0,078125 0,217 0,171 1337

0 0,046 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

1 0,977 0,049 0,927 7677

0,5 0,861 0,031 0,829 6866

0,25 0,757 0,019 0,737 6104

0,125 0,575 0,010 0,564 4671

0,0625 0,333 0,009 0,323 2675

0,03125 0,177 0,005 0,171 1416

0 0,003 0,002 0 0

LXXXVI



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.91: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation Glucose-6-phosphat

und Fructose-6-phosphat: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc6P, 1mM NADP+, 1 mM Frc6P, 1

mM MgSO4, Referenz = ohne Frc6P, K0 = ohne Glc6P (Abb. 5.79), B. subtilis 168

E340nm Frc6P

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

5 0,610 0,580 0,582 0,584

2,5 0,575 0,594 0,577 0,583

1,25 0,551 0,538 0,558 0,549

0 0,087 0,181 0,339 0,437

4E340nm Frc6P

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

5 0,523 0,399 0,243 0,147

2,5 0,488 0,413 0,238 0,146

1,25 0,464 0,357 0,219 0,112

spez. EA [pkat/ mg Pr.] Frc6P

Glc6P [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

5 1123 857 522 316

2,5 1048 887 511 313

1,25 996 766 470 240

LXXXVII



Anhang

Tab. A.92: Glucose-6-phosphat-1-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation NADP+ und

Fructose-6-phosphat: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Glc6P, 1 mM NADP+, 1 mM Frc6P, 1 mM

MgSO4, Referenz = ohne Frc6P, K* = ohne Glc6P (Abb. 5.79), B. subtilis 168

E340nm Frc6P

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

1 0,578 0,586 0,600 0,603

0,5 0,523 0,527 0,542 0,544

0,25 0,470 0,466 0,476 0,472

*E340nm Frc6P

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

1 0,066 0,161 0,329 0,400

0,5 0,036 0,118 0,278 0,340

0,25 0,033 0,088 0,229 0,301

4E340nm Frc6P

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

1 0,512 0,425 0,271 0,203

0,5 0,487 0,409 0,264 0,204

0,25 0,437 0,378 0,247 0,171

spez. EA [pkat/ mg Pr.] Frc6P

NADP+ [mM]

[mM] 0 0,0625 0,025 0,5

1 916 760 485 363

0,5 871 732 472 365

0,25 782 676 442 306

LXXXVIII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.93: Glucose-6-phosphat-Isomerase-Reaktion, Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 5 mM Frc6P, K0 = ohne Frc6P (Abb. 5.80), B. subtilis 168

Frc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 1,599 1,485 26565

2,5 1,318 1,204 21538

1,25 1,105 0,991 17728

0,625 0,908 0,794 14204

0,3125 0,697 0,583 10429

0,15625 0,528 0,414 7406

0,078125 0,384 0,27 4830

0 0,114 0 0

LXXXIX



Anhang

Tab. A.94: Isocitrat-Dehydrogenase-Reaktion, Isocitrat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM IC, 1

mM NADP+, 5 mM MgSO4, K0 = ohne IC und NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5

mM IC, 1 mM NADP+, 5 mM MgSO4, K0 = ohne NADP+, K* = ohne IC (Abb. 5.81), B.

subtilis 168

IC spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 0,972 0,924 15305

2,5 0,925 0,877 14526

1,25 0,878 0,83 13748

0,625 0,849 0,801 13268

0,3125 0,766 0,718 11893

0,15625 0,501 0,453 7503

0,078125 0,279 0,231 3826

0,0390625 0,164 0,116 1921

0,01953125 0,110 0,062 1027

0,009765625 0,080 0,032 530

0 0,048 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

1 1,424 0,051 1,366 21360

0,5 1,297 0,026 1,264 19765

0,25 1,095 0,021 1,067 16685

0,125 0,655 0,008 0,640 10008

0,0625 0,330 0,003 0,320 5004

0,03125 0,170 0,004 0,159 2486

0,015625 0,093 0,003 0,083 1298

0 0,007 0 0 0

XC



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.95: L-Lactat-Dehydrogenase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: Pyruvat-verbrauchende

Reaktion: 0,1 M KPP pH 7.0, 2 mM Pyr, 0,3 mM NADH, K = ohne Pyr,

L-Lactat-verbrauchende Reaktion: 0,1 M KPP pH 7.0, 100 mM L-Lactat, 1 mM NAD+, K

= ohne L-Lactat, B. subtilis 168

Pyr Lactat

Protein spez. EA Protein spez. EA

[mg] 4E340nm [pkat/mg Pr.] [mg] 4E340nm [pkat/mg Pr.]

L1 0,0019 0,980 11534 L1 0,0019 0,004 47

0,0057 0,970 3805 0,0057 0,000 0

0,019 1,320 1554 0,019 0,030 35

S1 0,0028 0,800 6389 S1 0,0028 0,179 1430

0,0084 0,720 1917 0,0084 0,274 729

0,028 0,360 288 0,028 0,153 122

E9 0,0003048 0,424 31106 E7 0,0002 0,066 7379

0,0009144 0,878 21471 0,0006 0,172 6410

0,003048 1,074 7879 0,002 0,342 3824

XCI



Anhang

Tab. A.96: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Pyr, 1 mM

NADH, K* = ohne Pyr, Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Pyr, 1 mM

NADH, K0 = ohne Pyr und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Pyr, 1 mM

NADH, K0 = ohne NADH, K* = ohne Pyr (Abb. 5.82), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5,8 0,066 0,053 -0,013 -1038

6,1 0,100 0,379 0,279 22281

6,5 0,212 0,895 0,683 54545

6,8 0,166 0,975 0,809 64608

7,1 0,162 1,022 0,860 68681

7,4 0,219 1,068 0,849 67802

7,7 0,323 1,058 0,735 58698

8,1 0,731 1,139 0,408 32583

8,3 0,758 1,057 0,299 23878

9 1,040 1,034 -0,006 -479

Pyruvat spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

4 0,095 1,222 11953

3 0,100 1,217 11904

2 0,087 1,230 12032

1 0,146 1,171 11454

0,5 0,263 1,054 10310

0,25 0,537 0,780 7630

0,125 0,793 0,524 5126

0,0625 1,046 0,271 2651

0,03125 1,161 0,156 1526

0,015625 1,265 0,052 509

0 1,317 0 0

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,9 3,270 4,260 0,990 158125

0,6 3,030 3,180 0,150 23958

0,3 0,902 1,344 0,442 70597

0,15 0,383 0,644 0,261 41688

0,075 0,147 0,338 0,191 30507

0,0375 0,069 0,174 0,105 16771

0,01875 0,045 0,090 0,045 7188

0 0,027 0,006 0 0

XCII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.97: L-Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, L-Lactat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 400 mM

L-Lactat, 1 mM NAD+, K0 = ohne L-Lactat und NAD+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0,

400 mM L-Lactat, 1 mM NAD+, K0 = ohne NAD+, K* = ohne L-Lactat (Abb. 5.83), B.

subtilis 168

L-Lactat spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

400 0,411 0,378 2773

300 0,396 0,363 2663

200 0,354 0,321 2355

100 0,293 0,260 1907

50 0,211 0,178 1306

25 0,143 0,110 807

12,5 0,099 0,066 484

6,25 0,071 0,038 279

3,125 0,053 0,020 147

1,5625 0,043 0,010 73

0 0,033 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

3 0,485 0,151 0,334 2450

2 0,364 0,099 0,265 1944

1 0,239 0,054 0,185 1357

0,5 0,158 0,026 0,132 968

0,25 0,110 0,015 0,095 697

0,125 0,058 0,005 0,053 389

0,0625 0,028 0,003 0,025 183

0,03125 0,016 0,000 0,016 117

0,015625 0,099 0,001 0,098 59

0 0,001 0,005 -0,004 0

XCIII



Anhang

Tab. A.98: Lactat-verbrauchende Lactat-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation NAD+ und

NADH: 0,1 M TP pH 8.0, 400 mM L-Lactat, 3 mM NAD+, 0,1 mM NADH , Referenz = ohne

NADH, K* = ohne L-Lactat (Abb. 5.84), B. subtilis 168

E340nm NADH

NAD+ [mM]

[mM] 0 0,01 0,1

3 0,523 0,436 0,732

1 0,272 0,229 0,519

0,5 0,135 0,138 0,435

*E340nm NADH

NAD+ [mM]

[mM] 0 0,01 0,1

3 0,105 0,157 0,494

1 0,042 0,065 0,391

0,5 0,014 0,047 0,371

4E340nm NADH

NAD+ [mM]

[mM] 0 0,01 0,1

3 0,418 0,279 0,238

1 0,230 0,164 0,128

0,5 0,121 0,091 0,064

spez. EA [pkat/ mg Pr.] NADH

NAD+ [mM]

[mM] 0 0,01 0,1

3 4673 3119 2661

1 2572 1834 1431

0,5 1353 1017 716

XCIV



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.99: Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, mM

Frc6P, mM NADH, K* = ohne Frc6P und Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP

pH 8.0, mM Frc6P, mM NADH, K0 = ohne Frc6P (Abb. 5.85), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

3,0 0,132 0,199 0,067 20

5,5 0,172 0,64 0,468 140

7,4 0,186 0,894 0,708 211

8,0 0,212 0,959 0,747 223

8,3 0,221 0,955 0,734 219

8,5 0,77 0,991 0,221 66

8,7 0,287 0,954 0,667 199

9,0 0,308 0,944 0,636 190

Frc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 0,359 0,675 201

2,5 0,328 0,706 210

1,25 0,347 0,687 205

0,625 0,492 0,542 162

0,3125 0,672 0,362 108

0 1,034 0 0

XCV



Anhang

Tab. A.100: Mannitol-1-phosphat-Dehydrogenase-Reaktion, Mannitol-1-phosphat-Abhängigkeit: 0,1

M TP pH 8.0, mM Man1P, mM NAD+, K0 = ohne Man1P und NAD+-Abhängigkeit: 0,1

M TP pH 8.0, mM Man1P, mM NAD+, K0 = ohne NAD+, K* = ohne Man1P (Abb. 5.86),

B. subtilis 168

Man1P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 0,552 0,480 143

2,5 0,468 0,396 118

1,25 0,442 0,370 110

0,625 0,389 0,317 95

0,3125 0,290 0,218 65

0 0,072 0 0

NAD+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

4 1,315 0,225 1,079 322

2 0,935 0,126 0,798 238

1 0,625 0,074 0,540 161

0,5 0,391 0,050 0,330 98

0,25 0,242 0,035 0,196 58

0,125 0,122 0,032 0,079 24

0,0625 0,072 0,025 0,036 11

0 0,031 0,020 0 0

Tab. A.101: NADH-Dehydrogenase-Aktivität, spez. Enzymaktivität: 0,1 M TP pH 8.0, 0,75 mM

NADH, K = ohne Enzym, B. subtilis 168

Protein spez. EA

[mg] 4E340nm [pkat/mg Pr.]

L1 0,019 0,230 271

0,057 0,510 200

0,19 0,810 95

S1 0,028 0,711 568

0,084 1,159 309

0,28 0,926 74

E8 0,00155 0,169 2438

0,00465 0,200 962

0,0155 0,812 1171

XCVI



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.102: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 0,2 mM NADH, K*

= ohne Enzym und NADH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 7.1, 0,9 mM NADH, K* = ohne

Enzym, K0 = ohne NADH (Abb. 5.87), B. subtilis 168

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

7,0 0,207 0,087 -0,120 -231

7,1 0,351 0,769 0,418 804

7,7 0,457 1,164 0,707 1360

8,1 0,556 1,214 0,658 1266

8,5 0,661 1,230 0,569 1094

9,0 0,759 1,233 0,474 912

11,8 1,211 1,200 -0,011 -21

NADH spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

0,9 3,390 3,640 0,250 183

0,6 2,260 2,500 0,240 176

0,3 0,427 0,635 0,208 153

0,15 1,055 1,230 0,175 128

0,075 0,175 0,319 0,144 106

0,0375 0,063 0,165 0,102 75

0 0,083 0,069 -0,014 0

XCVII



Anhang

Tab. A.103: NADH-Dehydrogenase-Reaktion, Regulation, Variation NADH und

Glucose-6-phosphat: 0,1 M TP pH 7.7, 0,6 mM NADH, 1 mM Glc6P, Referenz = ohne

Glc6P, K* = ohne Enzym (Abb. 5.88), B. subtilis 168

E340nm Glc6P

NADH [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

0,6 2,470 2,390 2,280 2,470

0,3 1,211 1,192 1,109 0,924

0,075 0,189 0,186 0,150 0,080

*E340nm Glc6P

NADH [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

0,6 2,740 2,760 2,800 3,070

0,3 1,355 1,361 1,364 1,305

0,075 0,334 0,321 0,327 0,300

4E340nm Glc6P

NADH [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

0,6 0,270 0,370 0,520 0,600

0,3 0,144 0,169 0,255 0,381

0,075 0,145 0,135 0,177 0,220

spez. EA [pkat/ mg Pr.] Glc6P

NADH [mM]

[mM] 0 0,25 0,5 1

0,6 264 362 509 587

0,3 141 165 249 373

0,075 142 132 173 215

XCVIII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.104: Phosphatacetyl-Transferase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 0,8 mM AcCoA,

20 mM Phosphat, 0,4 mM DTNB, K* = ohne Phosphat, Acetyl-CoA-Abhängigkeit: 0,1 M

TP pH 7.4, 1,6 mM AcCoA, 40 mM Phosphat, 1,2 mM DTNB, K* = ohne Phosphat, K0 =

ohne AcCoA und Phosphat-Abhängigkeit: 0,1 mM TP pH 7.4, 1,6 mM AcCoA, 60 mM

Phosphat, 1,2 mM DTNB, K0 = ohne Phosphat (Abb. 5.89), B. subtilis

spez. EA

pH E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

4,7 0,164 0,018 0,146 5889

6,5 1,892 0,040 1,852 74703

7,1 3,130 0,214 2,916 117622

7,4 3,070 0,232 2,838 114475

7,9 3,130 0,283 2,847 114838

8,1 3,090 0,331 2,759 111289

8,7 2,730 0,279 2,451 98865

9,0 3,020 1,387 1,633 65870

AcCoA spez. EA

[mM] E412nm *E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

1,6 1,067 0,406 0,655 3435

0,8 0,820 0,240 0,574 3010

0,4 0,579 0,150 0,423 2218

0,2 0,442 0,103 0,333 1746

0,1 0,336 0,082 0,248 1300

0,05 0,250 0,074 0,170 891

0,025 0,177 0,052 0,119 624

0,0125 0,124 0,055 0,063 330

0,00625 0,091 0,059 0,026 136

0 0,063 0,057 0 0

P spez. EA

[mM] E412nm 4E412nm [pkat/mg Pr.]

60 1,171 0,641 3361

50 1,113 0,583 3057

40 1,005 0,475 2491

20 0,748 0,218 1143

10 0,576 0,046 241

5 0,500 -0,030 -157

2,5 0,464 -0,066 -346

0 0,530 0 0

XCIX



Anhang

Tab. A.105: Phosphofructokinase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM Frc6P, 1 mM

ATP, 5 mM MgCl2, K* = ohne Frc6P, Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH

8.0, 5 mM Frc6P, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne Frc6P und ATP-Abhängigkeit: 0,1

M TP pH 8.0, 5 mM Frc6P, 1 mM ATP, 5 mM MgCl2, K0 = ohne ATP (Abb. 5.90), B. subtilis

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

4,4 1,354 1,813 0,459 95

7,4 0,641 1,36 0,719 149

7,7 0,596 1,49 0,894 185

7,9 0,484 1,41 0,926 192

8,0 0,326 1,273 0,947 196

8,1 0,368 1,341 0,973 201

8,5 0,54 1,461 0,921 191

8,7 0,56 1,44 0,88 182

9,0 0,797 1,288 0,491 102

10,0 1,108 1,298 0,19 39

11,8 1,528 1,356 -0,172 -36

Frc6P spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

5 0,125 0,901 112

2,5 0,167 0,859 107

1,25 0,157 0,869 108

0,625 0,235 0,791 98

0,3125 0,361 0,665 83

0,15625 0,352 0,674 84

0,078125 0,688 0,338 42

0,0390625 0,921 0,105 13

0 1,026 0 0

ATP spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/mg Pr.]

4 0,213 1,113 230

2 0,297 1,029 213

1 0,441 0,885 183

0,5 0,790 0,536 111

0,25 1,122 0,204 42

0,125 1,291 0,035 7

0,0625 1,331 -0,005 -1

0 1,326 0 0

C



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.106: 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM

6PG, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K* = ohne 6PG, 6-Phosphogluconat-Abhängigkeit:

0,1 M TP pH 8.0, 5 mM 6PG, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K0 = ohne 6PG und

NADP+-Abhängigkeit: 0,1 M TP pH 8.0, 5 mM 6PG, 1 mM NADP+, 1 mM MgSO4, K*

= ohne 6PG, K0 = ohne NADP+ (Abb. 5.91), B. subtilis

spez. EA

pH E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

8 0,613 0,072 0,541 2469

8,3 0,634 0,076 0,558 2546

8,3 0,658 0,071 0,587 2679

8,5 0,672 0,072 0,600 2738

8,7 0,678 0,074 0,604 2756

8,7 0,712 0,079 0,633 2889

9 0,705 0,074 0,631 2880

6PG spez. EA

[mM] E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

5 0,981 0,930 7271

2,5 0,969 0,918 7177

1,25 0,912 0,861 6732

0,625 0,861 0,810 6333

0,3125 0,765 0,714 5582

0,15625 0,624 0,573 4480

0,078125 0,450 0,399 3120

0 0,051 0 0

NADP+ spez. EA

[mM] E340nm *E340nm 4E340nm [pkat/ mg Pr.]

1 0,746 0,05 0,694 5426

0,5 0,629 0,023 0,604 4722

0,25 0,567 0,012 0,553 4324

0,125 0,486 0,005 0,479 3745

0,0625 0,320 0,003 0,315 2463

0,03125 0,175 0,002 0,171 1337

0 0,002 0 0 0

CI



Anhang

Tab. A.107: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, pH-Abhängigkeit: 0,1 mM KPP pH 8.0, 19 mM Pyr, 0,1 mM

TPP, 0,1 mM DCPIP, K* = ohne Pyr und Pyruvat-Abhängigkeit: 0,1 M KPP pH 8.0, 20

mM Pyr, 0,1 mM TPP, 0,1 mM DCPIP, K0 = ohne Pyr (Abb. 5.92), B. subtilis

spez. EA

pH E600nm *E600nm 4E600nm [pkat/mg Pr.]

5,3 0,422 0,635 0,213 118

5,8 0,11 0,605 0,495 275

6,5 0,146 0,814 0,668 371

6,8 0,182 0,963 0,781 434

7,1 0,193 0,992 0,799 444

7,9 0,321 1,152 0,831 462

8,5 0,704 1,136 0,432 240

9,0 0,915 1,118 0,203 113

9,5 1,011 1,107 0,096 53

10,0 1,057 1,078 0,021 12

11,0 1,084 1,107 0,023 13

11,8 1,095 1,098 0,003 2

Pyruvat spez. EA

[mM] E600nm 4E600nm [pkat/mg Pr.]

20 0,351 1,044 2900

10 0,419 0,976 2711

5 0,507 0,888 2467

2,5 0,522 0,873 2425

1,25 0,587 0,808 2244

0,625 0,778 0,617 1714

0,3125 0,751 0,644 1789

0,15625 0,853 0,542 1506

0,078125 1,012 0,383 1064

0,0390625 1,119 0,276 767

0,01953125 1,237 0,158 439

0 1,395 0 0

CII



A.2 Bacillus subtilis 168

Tab. A.108: Pyruvat-Oxidase-Reaktion, Regulation, Variation Pyruvat und NADH: 0,1 M KPP pH

8.0, 10 mM Pyr, 0,25 mM NADH, 0,1 mM TPP, 0,1 mM DCPIP, Referenz = ohne NADH, K0

= ohne Pyr (Abb. 5.93), B. subtilis 168

E600nm NADH

Pyr [mM]

[mM] 0 0,0625 0,125 0,25

10 0,465 0,442 0,454 0,507

1,25 0,563 0,572 0,484 0,498

0,15625 0,812 0,735 0,721 0,650

0 1,133 0,977 0,771 0,594

4E600nm NADH

Pyr [mM]

[mM] 0 0,0625 0,125 0,25

10 0,668 0,535 0,317 0,087

1,25 0,570 0,405 0,287 0,096

0,15625 0,321 0,242 0,050 -0,056

spez. EA [pkat/ mg Pr.] NADH

Pyr [mM]

[mM] 0 0,0625 0,125 0,25

10 1856 1486 881 242

1,25 1583 1125 797 267

0,15625 892 672 139 -156

CIII



Anhang

A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.109: Glucose-6-phosphat-Abhängigkeit der Glucose-6-phosphat-Isomerase und

Glucose6-phosphat-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der

untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.1)

G6P-Iso spez. EA spez. EA

G6P [pkat/mg Pr.] [pkat/ mg Pr.]

[mM] S4 S.a.13 S.a.15 S.a.17 S.a.22

2 -266

1 142 11000 8000 9000 12000

0,5 99 7691 5593 6293 8390

0,25 121 9354 6803 7653 10204

0,125 52 4033 2933 3299 4399

0 0 0 0 0 0

G6P-DHG spez. EA spez. EA

G6P [pkat/ mg Pr.] [pkat/ mg Pr.]

[mM] S.a.1 S.a.10 S.a.11 S.a.9 S.a.21

20 6088 5250 5700 2750 2125

10 6031 5201 5647 2724 2105

5 4944 4264 4629 2233 1726

2,5 5269 4544 4933 2380 1839

1,25 4723 4073 4422 2133 1648

0,625 3744 3229 3505 1691 1307

0,3125 3112 2684 2914 1406 1086

0,15625 1991 1717 1865 900 695

0,078125 1320 1138 1236 596 461

0 0 0 0 0 0

CIV



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.110: Fructose-6-phosphat-Abhängigkeit der Glucose-6-phosphat-Isomerase, Phosphofructokinase

und Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der

untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.2)

G6P-Iso spez. EA spez. EA

Frc6P [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.3 S.a.13 S.a.15 S.a.17 S.a.22

15 2190 135000 125000 170000 125000

7,5 2129 131221 121501 165241 121501

3,75 1988 122572 113492 154350 113492

1,875 1782 109869 101730 138353 101730

0,9375 1414 87165 80708 109763 80708

0,46875 1138 70137 64942 88321 64942

0,234375 414 25514 23624 32129 23624

0,1171875 215 13271 12288 16711 12288

0,0585938 99 6081 5631 7658 5631

0 0 0 0 0 0

PFK spez. EA spez. EA

Frc6P [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.7 S.a.10 S.a.15 S.a.9 S.a.21

5 20 1200 650 950 700

2,5 21 1241 672 936 724

1,25 19 1116 605 842 651

0,625 12 738 400 556 430

0,3125 6 388 210 293 226

0,15625 2 101 55 76 59

0 0 0 0 0 0

M1P-DHG spez. EA spez. EA

Frc6P [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.5 S.a.10 S.a.16 S.a.18 S.a.21

1,25 10 2030 660 812 2284

0,625 10 1959 637 784 2204

0,3125 5 1073 349 429 1208

0,15625 2 394 128 157 443

0 0 0 0 0 0

CV



Anhang

Tab. A.111: Pyruvat-Abhängigkeit der Pyruvat-Dehydrogenase und Acetolactat-Synthase bezogen auf die

spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und

anaerob), (Abb. 6.3)

PDH spez. EA spez. EA

Pyr [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T2 S.a.12 TP S.a.16 TP S.a.17 TP S.a.22 TP

50 286 150 290 280 0

25 274 144 278 269 0

12,5 240 126 243 235 0

6,25 207 109 210 203 0

3,125 154 81 156 150 0

1,5625 101 53 102 99 0

0,78125 57 30 58 56 0

0 0 0 0 0 0

ALS spez. EA spez. EA

Pyr [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] L5 S.a.12 TP S.a.11 TP S.a.17 TP S.a.22 TP

50 6 35 30 25 140

25 6 34 29 24 135

12,5 5 29 25 20 115

6,25 1 8 7 6 33

3,125 0 3 2 2 11

0 0 0 0 0 0

CVI



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.112: Pyruvat-Abhängigkeit der D-Lactat-Dehydrogenase, L-Lactat-Dehydrogenase und

Pyruvat-Oxidase bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten

Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.3)

D-LDH spez. EA spez. EA

Pyr [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.17 KPP S.a.10 KPP S.a.15 KPP S.a.17 KPP S.a.22 TP

5 264 1000 400 500 100

2,5 258 976 391 488 98

1,25 273 1033 413 516 103

0,625 232 879 351 439 88

0,3125 191 722 289 361 72

0,15625 145 548 219 274 55

0,078125 89 337 135 169 34

0 0 0 0 0 0

L-LDH spez. EA spez. EA

Pyr [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.19 S.a.13 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.22 TP

50 16115 4600 120 110 6000

25 26875 7672 200 183 10006

12,5 29815 8511 222 204 11101

6,25 30707 8765 229 210 11433

3,125 30392 8675 226 207 11316

1,5625 24198 6907 180 165 9010

0,78125 18739 5349 140 128 6977

0,390625 12545 3581 93 86 4671

0,1953125 6089 1738 45 42 2267

0,09765625 4383 1251 33 30 1632

0 0 0 0 0 0

POX spez. EA spez. EA

Pyr [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.9 KPP S.a.10 KPP S.a.16 KPP S.a.9 KPP S.a.22 TP

10 40 150 110 180 0

5 38 141 103 169 0

2,5 36 133 98 160 0

1,25 32 119 88 143 0

0,625 32 121 89 145 0

0,3125 32 119 88 143 0

0,15625 29 107 79 129 0

0,078125 25 93 68 111 0

0,0390625 13 48 35 57 0

0 0 0 0 0 0

CVII



Anhang

Tab. A.113: Acetyl-CoA-Abhängigkeit der Citrat-Synthase und Phosphatacetyl-Transferase bezogen auf

die spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und

anaerob), (Abb. 6.4)

CS spez. EA spez. EA

AcCoA [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.9 TP S.a.12 TP S.a.11 TP S.a.9 TP S.a.21 TP

1,6 1427 1400 3100 2900 0

0,8 1258 1234 2733 2557 0

0,4 781 766 1697 1587 0

0,2 526 516 1143 1069 0

0,1 354 347 768 719 0

0,05 164 161 357 334 0

0,025 78 77 170 159 0

0 0 0 0 0 0

PAT spez. EA spez. EA

AcCoA [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.9 TP S.a.12 TP S.a.11 TP S.a.9 TP S.a.21 TP

1,6 20042 75000 80000 105000 10000

1,2 18720 70051 74721 98072 9340

0,8 14155 52971 56503 74160 7063

0,4 8624 32272 34424 45181 4303

0,2 4186 15664 16708 21930 2089

0,1 2046 7657 8168 10720 1021

0,05 990 3706 3953 5189 494

0,025 495 1853 1977 2594 247

0,0125 341 1276 1361 1787 170

0 0 0 0 0 0

CVIII



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.114: Acetyl-CoA-Abhängigkeit der α-Isopropylmalat-Synthase und Acetyl-CoA-Hydrolase bezogen

auf die spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und

anaerob), (Abb. 6.4)

IPMS spez. EA spez. EA

AcCoA [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T1 S.a.13 TP S.a.16 TP S.a.17 TP S.a.21 TP

0,1 65 100 70 25 105

0,05 52 79 55 20 83

0,025 32 49 35 12 52

0,0125 14 21 15 5 22

0,00625 5 8 5 2 8

0 0 0 0 0 0

AcCoA-H spez. EA spez. EA

AcCoA [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.15 TP S.a.12 TP S.a.15 TP S.a.9 TP S.a.21 TP

0,8 22 123 45 48 20

0,4 17 95 35 37 16

0,2 14 81 29 31 13

0,1 11 60 22 23 10

0,05 8 42 16 17 7

0,025 5 30 11 12 5

0,0125 3 17 6 7 3

0 0 0 0 0 0

CIX



Anhang

Tab. A.115: ATP-Abhängigkeit der Glucokinase, Phosphofructokinase und ATP-Hydrolase bezogen auf die

spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und

anaerob), (Abb. 6.5)

GK spez. EA spez. EA

ATP [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.8 S.a.13 TP S.a.15 TP S.a.9 TP S.a.22 TP

5 111 2550 800 500 800

2,5 101 2328 730 456 730

1,25 76 1753 550 344 550

0,625 47 1078 338 211 338

0,313 23 524 165 103 165

0,156 10 241 76 47 76

0,078 4 83 26 16 26

0 0 0 0 0 0

PFK spez. EA spez. EA

ATP [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.7 TP S.a.10 TP S.a.15 TP S.a.9 TP S.a.21 TP

3 32 1200 650 950 700

2 40 1509 818 1195 880

1 37 1384 749 1095 807

0,5 40 1482 803 1174 865

0,25 35 1297 702 1027 756

0,125 34 1291 699 1022 753

0,0625 39 1479 801 1171 863

0 0 0 0 0

ATPase spez. EA spez. EA

ATP [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T1 S.a.13 TP S.a.15 TP S.a.17 TP S.a.22 TP

2 1088 16000 11500 13000 11500

1 920 13532 9726 10995 9726

0,5 548 8061 5794 6549 5794

0,25 328 4830 3472 3924 3472

0,125 199 2925 2103 2377 2103

0,0625 63 926 666 752 666

0,03125 12 179 129 145 129

0 0 0 0 0 0

CX



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.116: ADP-Abhängigkeit der Pyruvat-Kinase und Adenylat-Kinase bezogen auf die spezi�sche

Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb.

6.6)

PK spez. EA spez. EA

ADP [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.15 KPP S.a.13 TP S.a.16 KPP S.a.17 KPP S.a.22 TP

5 1816 1000 2800 1900 1150

2,5 1827 1006 2817 1912 1157

1,25 955 526 1472 999 605

0,625 353 194 544 369 223

0,3125 73 40 112 76 46

0,15625 139 76 214 145 88

0,078125 73 40 112 76 46

0 0 0 0 0 0

ADP-K spez. EA spez. EA

ADP [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T6 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

10 1095 12000 13000 11000 200

5 1406 15409 16693 14125 257

2,5 1631 17879 19369 16389 298

1,25 1674 18350 19879 16820 306

0,625 1245 13645 14782 12508 227

0,3125 816 8940 9685 8195 149

0,15625 515 5646 6117 5176 94

0 0 0 0 0 0

CXI



Anhang

Tab. A.117: NADH-Abhängigkeit der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase und L-Lactat-Dehydrogenase

bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans.,

stat. und anaerob), (Abb. 6.7)

M1P-DHG spez. EA spez. EA

NADH [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.5 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

0,3 11 395 120 160 450

0,15 10 362 110 147 412

0,075 5 180 55 73 205

0,0375 1 19 6 8 22

0 0 0 0 0 0

L-LDH spez. EA spez. EA

NADH [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.19 TP S.a.13 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.22 TP

0,6 36219 5000 120 160 7500

0,3 27085 3739 90 120 5609

0,15 22597 3120 75 100 4679

0,075 16456 2272 55 73 3408

0,0375 18188 2511 60 80 3766

0,01875 4094 565 14 18 848

0,009375 1968 272 7 9 408

0,0046875 394 54 1 2 82

0 0 0 0 0 0

CXII



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.118: NADH-Abhängigkeit der D-Lactat-Dehydrogenase, NADH-Dehydrogenase und

Alkohol-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der untersuchten

Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.7)

D-LDH spez. EA spez. EA

NADH [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.17 KPP S.a.10 KPP S.a.15 KPP S.a.17 KPP S.a.22 TP

0,8 757 600 350 300 50

0,4 419 332 194 166 28

0,2 233 185 108 92 15

0,1 108 86 50 43 7

0,05 43 34 20 17 3

0,025 14 11 7 6 1

0 0 0 0 0 0

NADH-DHG spez. EA spez. EA

NADH [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.8 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

0,4 -1

0,2 37 145 78 40 180

0,1 35 139 75 38 173

0,05 27 107 58 30 133

0,025 18 69 37 19 86

0 0 0 0 0 0

ADH spez. EA spez. EA

NADH [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.19 S.a.12 TP S.a.15 TP S.a.9 TP S.a.19 TP

0,6 792 0 0 0 1200

0,3 688 0 0 0 1043

0,15 539 0 0 0 816

0,075 263 0 0 0 398

0,0375 102 0 0 0 155

0,01875 35 0 0 0 52

0,009375 9 0 0 0 14

0 0 0 0 0 0

CXIII



Anhang

Tab. A.119: NAD+-Abhängigkeit der Mannitol-1-phosphat-5-Dehydrogenase, L-Lactat-Dehydrogenase und

D-Lactat-Dehydrogenase und Alkohol-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche

Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb.

6.8)

M1P-DHG spez. EA spez. EA

NAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.5 S.a.10 TP S.a.11 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

2 43 1700 300 800 2500

1 34 1326 234 624 1950

0,5 25 976 172 459 1435

0,25 16 633 112 298 931

0,125 9 361 64 170 530

0,0625 3 117 21 55 172

0 0 0 0 0 0

L-LDH spez. EA spez. EA

NAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.19 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.22 TP

4 41835 2750 200 100 30000

2 33542 2205 160 80 24053

1 27820 1829 133 66 19950

0,5 20052 1318 96 48 14379

0,25 14382 945 69 34 10314

0,125 8766 576 42 21 6286

0,0625 5564 366 27 13 3990

0 0 0 0 0 0

D-LDH spez. EA spez. EA

NAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S3 S.a.10 KPP S.a.15 KPP S.a.17 KPP S.a.12 TP

1 103 1000 400 500 100

0,5 91 888 355 444 89

0,25 66 637 255 318 64

0,125 34 328 131 164 33

0,0625 20 193 77 96 19

0 0 0 0 0 0

CXIV



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.120: NAD+-Abhängigkeit der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, Alkohol-Dehydrogenase

und Pyruvat-Dehydrogenase und Alkohol-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche

Enzymaktivität der untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb.

6.8)

GA3P-DHG spez. EA spez. EA

NAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T2 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

1 797 30 5 10 120

0,5 685 26 4 9 103

0,25 552 21 3 7 83

0,125 420 16 3 5 63

0,0625 282 11 2 4 43

0 0 0 0 0 0

ADH spez. EA spez. EA

NAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.19 S.a.12 TP S.a.15 TP S.a.9 TP S.a.19 TP

6 3175 0 0 0 3600

3 2718 0 0 0 3082

1,5 2290 0 0 0 2596

0,75 1880 0 0 0 2132

0,375 1389 0 0 0 1575

0,1875 844 0 0 0 957

0,09375 567 0 0 0 643

0,046875 413 0 0 0 468

0,0234375 280 0 0 0 318

0 0 0 0 0 0

PDH spez. EA spez. EA

3AcNAD+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T2 S.a.12 TP S.a.16 TP) S.a.17 TP S.a.22 TP

1 211 150 290 280 0

0,5 172 122 236 228 0

0,25 125 89 172 166 0

0,125 71 50 97 94 0

0,0625 24 17 33 32 0

0,03125 -7 -5 -9 -9 0

0,015625 -24 -17 -33 -32 0

0 0 0 0 0 0

CXV



Anhang

Tab. A.121: NADP+-Abhängigkeit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und

6-Phosphogluconat-Dehydrogenase bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der

untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.9)

G6P-DHG spez. EA spez. EA

NADP+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.1 S.a.10 TP S.a.11 TP S.a.9 TP S.a.21 TP

3 5503 5400 5100 2850 2250

2 5817 5708 5391 3013 2379

1 3899 3826 3613 2019 1594

0,5 3107 3049 2879 1609 1270

0,25 2219 2178 2057 1149 907

0,125 1383 1357 1281 716 565

0,0625 850 834 788 440 348

0,03125 492 482 456 255 201

0 0 0 0 0 0

6PG-DHG spez. EA spez. EA

NADP+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.1 S.a.13 TP S.a.11 TP S.a.17 TP S.a.21 TP

3 5988 6800 4400 6900 3900

2 5787 6571 4252 6668 3769

1 5182 5885 3808 5972 3375

0,5 4175 4741 3068 4811 2719

0,25 3090 3509 2270 3560 2012

0,125 2021 2295 1485 2329 1316

0,0625 1034 1175 760 1192 674

0,03125 560 636 411 645 365

0 0 0 0 0 0

CXVI



A.3 Schnittstellenanalyse S. aureus COL

Tab. A.122: NADP+-Abhängigkeit der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase,

Isocitrat-Dehydrogenase und des Malatenzyms bezogen auf die spezi�sche Enzymaktivität der

untersuchten Wachstumsphasen (log., trans., stat. und anaerob), (Abb. 6.9)

GA3P-DHG spez. EA spez. EA

NADP+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] T6 S.a.10 TP S.a.16 TP S.a.18 TP S.a.21 TP

1 71 320 315 230 70

0,5 54 244 240 176 53

0,25 34 153 151 110 34

0,125 18 80 79 57 17

0,0625 8 35 34 25 8

0 0 0 0 0 0

IC-DHG spez. EA spez. EA

NADP+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.9 KPP S.a.13 TP S.a.15 TP S.a.17 TP S.a.21 TP

2 172 20 210 260 55

1 157 18 192 238 50

0,5 165 19 201 249 53

0,25 159 18 194 240 51

0,125 212 25 259 321 68

0,0625 111 13 135 167 35

0,03125 36 4 44 54 12

0 0 0 0 0 0

ME spez. EA spez. EA

NADP+ [pkat/mg Pr.] [pkat/mg Pr.]

[mM] S.a.8 S.a.13 TP S.a.15 TP S.a.18 TP S.a.22 TP

1,5 73 140 70 80 120

0,75 72 138 69 79 118

0,375 63 121 60 69 104

0,1875 51 98 49 56 84

0,09375 36 69 34 39 59

0,046875 20 39 19 22 33

0,0234375 10 20 10 11 17

0 0 0 0 0 0

CXVII
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