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Einleitung

| Einleitung

1 1,5-Anhydro-D-fructose in biologischen Systemen

11 Vorkommen

Die 1,5-Anhydro-D-fructose (1,5-Anhydro-D-arabino-hex-2-ulose, 1,5-AF) wurde
erstmals 1980 chemisch synthetisiert und ist wegen ihrer verschiedenen
funktionellen Eigenschaften ein interessanter Synthesebaustein (Lichtenhaler et al.,
1980). So besitzt die 1,5-AF wegen des Fehlens eines anomeren Kohlenstoffatoms
eine stabile pyranoide Ringstruktur und kann somit auch als zyklischer Ether
betrachtet werden. Die primare Alkoholgruppe sowie die beiden sekundaren
Alkoholgruppen und die prochirale Carbonylgruppe an C-2 machen die 1,5-AF zu
einer sehr geeigneten Ausgangsverbindung fur Modifikationen zu hoherwertigen
Produkten (Andersen et al., 2002).

1,5-AF wird als seltener Zucker bezeichnet, der in der Natur weit verbreitet ist und
sowohl in prokaryontischen als auch in eukaryontischen Organismen nachgewiesen
wurde. Allerdings ist die Konzentration der 1,5-AF in Zellen und Geweben sehr
gering. 1986 wurde 1,5-AF erstmals in einem biologischen System nachgewiesen
und aus Morchella sp. isoliert und charakterisiert (Baute et al., 1986a; Baute et al.,
1988; Deffieux et al., 1986). Spater wurde 1,5-AF in den Myzelien verschiedener
Morchella-Spezies (Deffieux et al., 1986; Baute et al., 1988; Yu et al., 1997) und in
Rotalgen (Broberg et al., 1999; Yu et al., 1993) gefunden. Des Weiteren konnte die
1,5-AF in Pflanzen und Frichten wie z.B. in Samen von Fuchsschwanzgewachsen
(Aceraceae) und Bananen (Musaceae) (Konishi et al., 2000), aber auch in
Rattenleber (Kametani et al., 1996) und in menschlichen Zelllinien (Suzuki et al.,
1996) nachgewiesen werden. Das Vorkommen der 1,5-AF wurde auch in
Mikroorganismen beschrieben, wobei es in Escherichia coli C600 naher untersucht
werden konnte (Shiga et al., 1999). Da dieser Zucker bis jetzt nur in wenigen
taxonomischen Gruppen nachgewiesen werden konnte, wird angenommen, dass die

1,5-AF in biologischen Systemen nicht akkumuliert (Baute et al., 1991; Broberg et al.,
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1996; Kametani et al., 1996) und die geringen Konzentrationen mangels geeigneter
Nachweisverfahren schwierig festzustellen sind (Yu et al., 1999).

1.2 Biosynthese

Die Bildung der 1,5-AF erfolgt in biologischen Systemen durch den Abbau von
Speicherpolysacchariden wie Glycogen oder Starke durch a-1,4-Glucanlyasen
[EC 4.2.2.13], welche die Abspaltung der 1,5-AF vom nicht reduzierenden Ende des
Polysaccharides katalysiert (Yu et al., 2004b; Yu et al., 1993; Yu und Pedersen,
1993). Zum ersten Mal konnte die enzymatische Synthese der 1,5-AF durch ein
neuartiges Enzym aus Morchella vulgaris und Morchella cosata 1988 gezeigt werden
(Baute et al., 1988).

Der Reaktionsmechanismus der a-1,4-Glucanlyasen verlauft ahnlich wie bei a-1,4-
Glycosidasen, die zu der family 31 gehoren. Das Substrat wird sowohl bei a-1,4-
Glycosidasen als auch bei o-1,4-Glucanlyasen zunachst durch eine glycosidische
Verknupfung an das Enzym gebunden. Bei den a-1,4-Glycosidasen wird unter
hydrolytischer Spaltung Glucose freigesetzt (Frandsen und Svensson, 1998),
wahrend die a-1,4-Glucanlyasen im Gegensatz zu allen anderen starkeabbauenden
Enzymen ein ungesattigtes Kohlenhydrat freisetzen (Yu et al.,, 1999; Yu und
Pedersen, 1993). Durch Spaltung der C-O-Bindungen entsteht eine Doppelbindung
zwischen C1 und C2 des Glycosylrestes. Dabei wird 1,2-Enol-1,5-AF gebildet, die in
einem tautomeren Gleichgewicht mit der Keto-Form der 1,5-AF vorliegt (Lee et al.,,
2003). Durch die Bildung von ungesattigten Kohlenhydraten zeigt der katalytische
Reaktionsmechanismus der a-1,4-Glucanlyasen deren Sonderstellung unter anderen
starkeabbauenden Enzymen (Yu et al., 1999). Mittlerweile konnte die Bildung der
1,5-AF durch ein weiteres Enzym, die mikrosomale Glycosidase I, gezeigt werden.
In dieser Reaktion wird Maltose unter Entstehung von Glucose und 1,5-AF als
Nebenprodukt verstoffwechselt (Andersen et al., 2002). Wahrend die physiologische
Bedeutung des Starkeabbaus durch Hydrolasen und Phosphorylasen geklart ist,
bleiben bei dem Metabolismus durch a-1,4-Glucanlyasen Fragen offen (Yu et al.,
1999). Es wurde gezeigt, dass die gebildete 1,5-AF nicht intermediar
verstoffwechselt wird, um zur Energie- und Kohlenstoffversorgung der Organismen
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beizutragen. Des weiteren wird die seltene Verbindung in den taxonomischen
Gruppen zu unterschiedlichen Metaboliten umgesetzt. Diese weisen unterschiedliche
Bedeutungen fur die Organismen auf und ermdglichen deswegen keinen Ruckschlul
auf eine allgemeine Funktion (Yu et al., 1999). Somit stellt die durch a-1,4-

Glucanlyasen katalysierte Reaktion den ersten Schritt eines neuen Abbauweges, des

sogenannten Third Glycogenolytic Pathway dar, der zur Bildung von 1,5-AG fluhrt
(Kametani et al., 1996).

OH
1 Phosphorylasen Q
phory (n+2) OH OPOs™  Glucose-1-P
[EC 2.4.1.1]
HO
OH
OH
2 Hydrolasen Q
Y (n+2) OH OH  Glucose
[EC 3.2.1-]
HO
OH
OH OH
Lineares a-1,4-Glucan a-1,4-Glucanlyasen o} o
(n + 1) OH + OH OH
3 [EC4.2.2.13]
HO HO
0o OH
AF Glucose

Abbildung 1: Abbauwege von Starke und Glycogen
Abbauwege von linearen a-1,4-Glucanen durch (1) Phosphorylasen zu Glucose-1-phosphat,
(2) Hydrolasen zu Glucose und (3) a-1,4-Glucanlyasen zu 1,5-AF und Glucose.

1.3 Metabolismus

Die Bedeutung der 1,5-AF fur die Organismen ist bis jetzt noch nicht geklart. Die
Funktion der verschiedenen biologisch aktiven Metabolite konnte dagegen schon
bestimmt werden. Der Metabolismus von 1,5-AF in Saugern wurde Mitte der
Neunziger Jahre beschrieben. Die 1,5-AF konnte in verschiedenen Organen der
Ratten nachgewiesen werden, wie z.B. in Leber, Adrenaldrise und in der Milz
(Kametani et al., 1996). Die Synthese der 1,5-AF verlauft in diesem Fall, wie bei
Pilzen und Algen, durch die Aktivitat einer a-1,4-Glucanlyase. Die Abbauwege dieses

Zuckers unterscheiden sich jedoch grundlegend. Die 1,5-AF wird in Saugerzellen
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durch eine AF-Reduktase [EC 1.1.1.263] stereoselektiv zu 1,5-Anhydro-D-glucitol
(1,5-AG) reduziert (Sakuma et al., 1998). Diese Reaktion stellt den zweiten Schritt
des sogenannten Third Glycogenolytic Pathway (Kametani et al., 1996) dar. Dieser
neue Stoffwechselweg besteht aus drei enzymatischen aufeinanderfolgenden
Reaktionen, ausgehend von Glycogen bis zur Entstehung des 1,5-AG-6-Phosphates
(Abbildung 2). Bei dem Reaktionsprodukt 1,5-AG handelt es sich, chemisch
betrachtet, um eine 1-Desoxy-D-Glucopyranose (Strukturanalogon der D-Glucose),
die das am haufigsten bei Saugern vorkommende Polyol des Blutplasmas und der
Cerebrospinalflissigkeit darstellt (Knowler 1994; Pitkanen 1973; Servo und
Pitkanten, 1975; Pitkanen und Pitkanen, 1992). Es konnte nachgewiesen werden,
dass der individuelle Blutspiegel von 1,5-AG durch Regulationsmechanismen
konstant (ca. 12-40 pg/ml) gehalten wird (Buse et al., 2003). Dieses Polyol wird
hauptsachlich durch die Nahrung aufgenommen (ca. 5 mg/Tag) und nur in geringen
Mengen durch die Reduktion der 1,5-AF in der Leber gebildet (Yamanouchi und
Akanuma, 1994). Die 1,5-AG-Konzentration im Urin ist viel niedriger als die
Konzentration im Blutplasma, was darauf hindeutet, dass 1,5-AG sehr effektiv in den
Nieren resorbiert wird (Pitkanen und Pitkanen, 1992). Die physiologische Wirkung
von 1,5-AG besteht in einer Stimulierung der Insulin-Sekretion, die in einer erhdhten
Glucosetoleranz resultiert (Yamanouchi et al., 2003).

OH OH OPO,*
O] O] ©]
(@) (b) (c)
Glycogen > (OH O » (OH
HO HO HO
O OH OH
1,5-AF 1,5-AG 1,5-AG-P

Abbildung 2: Der Third Glycogenolytic Pathway
(a) a-1,4-Glucanlyase [EC 4.2.2.13], (b) 1,5-AF-Reduktase [EC 1.1.1.263]; (c) Hexokinase
[EC 2.7.1.1]
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Der Abbau von 1,5-AF bei Pflanzen wurde auch als Third Glycogenolytic Pathway
beschrieben. In Samen von Fuchsschwanzgewachsen und im Fruchtfleisch reifer
Bananen konnte die Reduktion der 1,5-AF mittels strikt NADPH-abhangiger 1,5-AF-
Reduktase [EC 1.1.1.263] unter Bildung von 1,5-AG festgestellt werden (Konishi et
al., 2000). Dieses Enzym wurde anhand der NADPH-Abnahme bzw. durch 1,5-AG-
Bildung identifiziert, konnte jedoch nicht isoliert und charakterisiert werden.

In Rotalgen und Pilzen wurde der sogenannte 1,5-Anhydro-D-fructose-Pathway
beschrieben, der unter Stressbedingungen induziert wird (Baute et al., 1991; Yu et
al., 1995; Yu und Fiskesund, 2006). Die beteiligten Reaktionen werden durch
Spezies-spezifische 1,5-AF-Dehydratasen katalysiert, dabei entstehen sekundare
Metabolite wie Microthecin (Baute et al., 1991; Baute et al., 1986b; Baute et al.,
1988; Broberget al., 1996; Yu, 2005), 5-Epipentomycin (Baute et al., 1991) und die
tautomeren Ascopyrone (Baute et al., 1993; Thomas et al., 2002; Yu, 2005). Das
Ascopyron wird fur die Anwendung als potenzielles antimikrobielles Agenz bereits
vorgesehen (Andersen et al., 2002; Elsser et al., 2003). Das Wirkspektrum der
Ascopyrone erstreckt sich sowohl auf Gram-positive als auch auf Gram-negative
Bakterien, deswegen wird vermutet, dass es sich um einen Abwehrmechanismus der

Pilze gegenuber bakteriellem Befall handelt (Thomas et al., 2002).

Glucose

OH AF- OH OPO;
4 Glucanlyase o Reduktase Hexokinase
Glycogen ———> OH
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AF AG- P
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Abbildung 3: Modell der Regulation des Glycogen-Abbaus in E. coli C600
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Der gleiche glycogenolytische Abbauweg konnte auch in Mikroorganismen gezeigt
werden. In E. coli C600 wurde festgestellt, dass unter Glucose-Mangel 1,5-AF zu
1,5-AG reduziert wird. Das entstandene Polyol stimuliert den Glycogen-Abbau, womit
es zur Versorgung der Zelle mit Glucose beitragt (Abbildung 3). Dieser stimulierende
Effekt wurde nicht in Anwesenheit von Glucose im Nahrmedium oder auch durch die
phosphorylierte Form des 1,5-AG beobachtet (Shiga et al., 1999). Diese
Wachstumsuntersuchungen haben somit zu einer Modellvorstellung eines
Regulationsmechanismus beigetragen (Shiga et al., 1999), der im Zusammenhang
mit der Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus Typ Il eine wichtige Beobachtung
darstellt.

Im Gegensatz zu den bis jetzt beschriebenen 1,5-AF-Reduktasen, die 1,5-AF
stereoselektiv zu 1,5-AG reduzieren, wurde vor kurzem eine neuartige 1,5-AF-
Reduktase [EC 1.1.1.292] aus Sinorhizobium morelense S-30.7.5 identifiziert (Kihn
et al., 2006). Dieses bakterielle Enzym setzt die 1,5-AF stereoselektiv und quantitativ
zu 1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM) um. Die Reduktase hat sich als ein
induzierbares Protein erwiesen, dessen Aktivitat durch Anwesenheit des seltenen
Zuckers 1,5-AF im Medium stimuliert wird. Da die 1,5-AF-Reduktase aus
S. morelense zum Wachstum auf 1,5-AF als einziger Kohlenstoffquelle bendtigt wird,
handelt es sich in diesem Fall um ein metabolisches Enzym. Die in E. coli, Pilzen,
Rotalgen, Pflanzen und Saugern vorkommende 1,5-AF-Reduktase wurde dagegen
als regulatorisches Protein beschrieben, das am Glycogen-Abbau beteiligt ist
(Konishi et al., 2000; Sakuma et al., 1998; Shiga et al., 1999). Bis jetzt sind die in der
Rattenleber und in S. morelense vorkommenden 1,5-AF-Reduktasen die einzigen
isolierten und charakterisierten Dehydrogenasen, die die 1,5-AF stereoselektiv zu
1,5-AG bzw. 1,5-AM reduzieren.

Tabelle 1: Enzymreaktionen mit 1,5-AF

Enzym Reaktionsprodukt Quelle

1,5-AF-Dehydratase Ascopyron Thomas et al., 2002; Yu et al., 2004c

1,5-AF-Reduktase [EC 1.1.1.263] 1,5-AG Konishi et al., 2000; Sakuma et al, 1998;
Shiga et al., 1999

1,5-AF-Reduktase [EC 1.1.1.292] 1,5-AM Kihn et al., 2006; Dambe et al., 2006

Pyranose-2-Oxidase 3-Keto-1,5-AF Freimund et al., 1998

[EC 1.1.3.10]
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1.4 Anwendungsmoglichkeiten der 1,5-AF und ihrer Derivate

Die wachsende Zahl an Patenten und Patentanmeldungen im Zusammenhang mit
der Nutzung von 1,5-AF zeigt, dass es ein erhebliches Anwendungspotenzial fur
diesen Zucker gibt (http://ep.espacenet.com/ und http://www.uspto.gov/index.html).
Zum einen ist 1,5-AF ein preiswerter Rohstoff, der aus Starke biokatalytisch mit o-
1,4-Glucanlyase und Pullulanase [EC 3.2.1.41] einfach hergestellt werden kann (Yu,
2004). Zum anderen besitzt die 1,5-AF chemische Eigenschaften, so dass sie als
Ausgangsverbindung  fur  verschiedene  biokatalytische und chemische
Transformationen genutzt werden kann. Anders als Hexapyranosen ist die
Ringstruktur der 1,5-AF stabil und besitzt mit der Carbonylgruppe an C-2 sowie der
primaren Alkoholgruppe an C-6 interessante Funktionen fur Derivatisierungs-
reaktionen (Andersen et al., 2002). Was den Zucker selbst betrifft, ergeben sich
wegen seiner toxikologischen Unbedenklichkeit (Yu et al., 2004a; Mei et al., 2005)
zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten im Lebensmittel- und medizinischen Bereich,
z.B. als kalorienarmer SufBstoff (Yu und Kragh, 1999), Antioxidans (Junichi und
Hideto, 2003; Kenkou und Mami, 2003), oder Feuchthaltemittel (Masamitsu und
Junichi, 2002). Da 1,5-AF die Glucosetoleranz in Nagern erhoht (Ahren et al., 2000;
Ahren und Yu, 2004) ergabe sich auch die Moglichkeit, mit diesem Zucker den
Diabetes mellitusTyp Il glnstig zu beinflussen.

Die biokatalytische bzw. chemische Modifikation der 1,5-AF fuhrte zu zahlreichen
interessanten Folgeprodukten wie z.B. 1,5-Anhydrohexitole, 6-O-Acylderivate,
Ascopyrone sowie weitere Derivate mit immunstimulierender (Hasegawa, 1991),
antiviraler (Hossain et al., 1997; Van Aerschot, 2004) und antikarzinogener
(Hasegawa, 1991) Wirkung.

2 1,5-Anhydro-D-hexitole in biologischen Systemen

Das Vorkommen von 1,5-Anhydro-D-hexitolen in biologischen Systemen ist schon
seit langerem bekannt. Zu diesen Polyolen gehoren 1,5-Anhydro-D-glucitol (1,5-AG,
Polygalitol) und dessen C-2 Stereoisomer 1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM,
Styracitol) (Abbildung 4).
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1,5-AM ist eine sehr wenig untersuchte Verbindung, und au’er dem Vorkommen in
verschiedenen Styrax-Spezies ist nicht viel uber 1,5-AM in biologischen Systemen
bekannt (Huang et al., 2003), auch nicht Uber seine Biosynthese. Demgegenuber
sind in der Literatur mehrere chemische Synthesen (Bowie und Gray, 1984; Elvebak
et al., 1995) beschrieben worden.

Im Gegensatz zu 1,5-AM ist 1,5-AG in der Natur relativ weit verbreitet. Diese
Verbindung konnte in Pflanzengeweben (Boeyens et al., 1982; Konishi et al., 2000)
und in Korperflussigkeiten von Saugern (Freudenberg und Felton, 1932; Pitkanen,
1973; Yamanouchi et al., 1992b) nachgewiesen werden. Daruberhinaus wurde ihre
Bildung und ihr Vorkommen im Menschen intensiv untersucht. Unklar ist bisher, in
welchem Zusammenhang 1,5-AG mit dem Diabetes mellitus Typ Il steht, obwohl
diese Verbindung als klinischer Nachweis dieser Stoffwechselerkrankung verwendet

wird (Yamanouchi et al., 1992).

OH OH
Q 0
OH O OH
HO HO
OH
(1) (2)

Abbildung 4: Struktur von 1,5-Anhydro-D-mannitol (1) und 1,5-Anhydro-D-
glucitol (2)

In Rattenleber konnte die Bildung von 1,5-AG aus 1,5-AF nachgewiesen werden,
was auf das Vorkommen des glycogenolytischen Starkeabbaus in diesem Organ
hinweist.

Aus Trichoderma longibrachiatum 11-3 wurde eine NAD"-abhéngige Dehydrogenase
isoliert, die ebenfalls 1,5-AG zu 1,5-AF oxidiert (Yoshida et al., 2003). Eine
entsprechende Oxidation wird auch von einer membranstandigen PQQ-abhangigen
Dehydrogenase aus Cytophaga marinoflava katalysiert (Tsugawa et al., 1996). Des
Weiteren ist bekannt, dass Pyranose-2-Oxidase [EC 1.1.3.10] aus Peniophora

gigantea 1,5-AG in einer ersten Teilreaktion zu 1,5-AF oxidiert, das anschlie3end in
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einem zweiten Schritt weiter oxidiert wird zu 3-Keto-1,5-AF (Freimund et al., 1998).
Eine regioselektive C-3 Oxidation von 1,5-AG zu 3-Keto-1,5-AG wird durch die 1,5-
AG-Dehydrogenase katalysiert, die aus verschiedenen Pilzen wie Coriolus versicolor
(Taguchi et al., 1993) oder Trametes multicolor (Leitner et al., 2001b) isoliert wurde.
In Bakterien wurde ebenfalls gezeigt, dass 1,5-AG aus 1,5-AF gebildet wird,
insbesondere legen die Untersuchungen an E. coli C600 (Shiga et al., 1993; Shiga et
al., 1999) nahe, dass 1,5-AG regulatorisch wirkt und den Glycogenabbau beeinflusst
(Yu und Fiskesund, 2006). Bei Pseudomonas sp. NK-85001 (Nakamura et al, 1986)
konnte das Wachstum mit 1,5-AG als Substrat gezeigt und in Zusammenhang mit
verschiedenen Enzymsystemen gebracht werden, die an der Verstoffwechslung
beteiligt sind. Es wurde eine NAD(P)"-unabhéngige Dehydrogenase identifiziert, die
in Gegenwart von Sauerstoff 1,5-AG zu 1,5-AF oxidiert.

Tabelle 2: Enzymreaktionen mit 1,5-AG

Enzym Reaktionsprodukt Quelle

Hexokinase [EC 2.7.1.1] 1,5-AG-P Sakuma et al., 1998; Shiga et al., 1999
1,5-AG-Dehydrogenase aus 1,5-AF Nakamura et al., 1986

Pseudomonas sp. NK-85001

Glucose-3-Dehydrogenase 3-Keto-1,5-AG Sode et al., 2000; Tsugawa et al., 1996
[EC 1.1.99.13]

1,5-AG-Dehydrogenase aus D-Glucose Yoshida et al., 2003

Trichoderma longibrachiatum 11-3

Pyranose-2-Oxidase [EC 1.1.3.10] 1,5-AF Freimund et al., 1998

3 1,5-Anhydro-D-fructose-Weg in Rhizobien

a-Glucane, wie Glycogen und Starke, sind Speicherstoffe, die in den meisten
lebenden Organismen vorkommen. lhre Abbauprodukte Glucose und Glucose-1-
Phosphat treten in die Glycolyse ein und fihren zu Pyruvat. In der letzten Dekade
wurde ein neuer, alternativer katabolischer Abbauweg der a-Glucane in Bakterien,
Algen und Pilzen aufgeklart (Yu und Fiskesund, 2006). Dieser Abbauweg wird als
AF-Weg bezeichnet (Yu et al. 1995). Die erste Reaktion dieses Abbauweges wird
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durch die a-1,4-Glucanlyase katalysiert, die 1,5-AF vom nicht-reduzierenden Ende
der Starke oder des Glycogens freisetzt (Yu et al., 1993; Yu und Pedersen, 1993; Yu
et al., 1995). Zur Aktivierung des AF-Pathways kommt es, wenn der Organismus
einem biotischen oder abiotischen Stressfaktor ausgesetzt wird (Yu und Fiskesund,
2006).

In Rhizobien wird 1,5-AF stereoselektiv zu 1,5-AM reduziert, das an dem Signalweg
beteiligt sein konnte, wie 1,5-AG bei E. coli C600 (Shiga et al., 1999). Diese
Reaktion wird durch eine NADPH-abhangige 1,5-AF-Reduktase [EC 1.1.1.292]
katalisiert. AnschlieBend wird das Polyol durch eine C-1-Hydroxylierung zu D-
Mannose umgesetzt. Dieses Produkt kann in den ED-Pathway eingeschleust werden
und somit als leicht verwertbare Kohlenstoffquelle in den Metabolismus der Bakterien
eintreten. Im Zellextrakt von Sinorhizobium morelense S-30.7.5 wird die
Hydroxylierung von 1,5-AM durch ein P450-Monooxygenase-System katalysiert
(Abbildung 5) (Kuhn et al., 2006).

AF AM Mannose

on NADPH+H*  NADP* 0,

o E
OH x_l, OH O @OOH — > KDPG/ED-Weg
AFR ; :
CYP

CYP Monooxygenase

(@) ,—I
’j f [EC 1.14.14.1]
AFR AF-Reduktase NADP* NADPH+H*

[EC 1.1.1.292] CYPR

H

CYPR Flavoprotein mit
FAD/FMN [EC 1.6.2.4]

HO

Abbildung 5: 1,5-AF-Weg in Rhizobien

Die biologische Funktion dieses Abbauweges blieb bei Rhizobien bis jetzt ungeklart.
Es ist bekannt, dass in S. morelense S-30.7.5 1,5-AF alle Enzyme des 1,5-AF-
Weges induziert (Kuhn et al., 2006). Der Abbauweg wird nur unter Bedingungen
aktiviert, bei denen keine andere Kohlenstoffquelle auler 1,5-AF zur Verfugung
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steht. Wenn die Bakterien in Anwesenheit von Glucose oder Mannose kultiviert
werden, ist die Aktivitat der 1,5-AF-Reduktase nicht detektierbar (Kuhn et al., 2006).
Die Oxidation von 1,5-AM zu D-Mannose durch eine P450-Monooxygenase konnte
als Auflosung der moglichen Signalfunktion des Polyols dienen und die dabei
entstandene D-Mannose wird als bevorzugtes Wachstumssubstrat verwendet (Yu
und Fiskesund, 2006).

4 Sinorhizobium meliloti 1021

S. meliloti 1021 gehort zu der Familie der Rhizobiaceae, zu der Gram-negative
stabchenformige Bodenbakterien eingeordnet werden. Die Zellen bilden keine
Sporen und kénnen polar, subpolar oder peritrich begeil3elt sein. Der fur die DNA
charakteristische G+C Gehalt wurde in der Familie auf 57-65 mol % bestimmt. Die
genetischen und physiologischen Eigenschaften der Familie der Rhizobiaceae haben
sie in die Nahe der Pseudomonaceae und Azotobakteriaceae gebracht (Werner,
1987), bei denen es sich um Bodenbakterien handelt, die entweder frei oder in
Symbiose mit Pflanzen leben konnen (Schloter et al., 1997; Segovia et al., 1991). Die
meisten Mitglieder der Familie der Rhizobiaceae sind in der Lage, eine
symbiontische Verbindung mit Leguminosen zu bilden. Die Symbiose beruht auf
einem beiderseitigen Nutzen der beteiligten Organismen in engem morphologischem
Kontakt und im Fall der Rhizobium-Leguminosen-Symbiose auf der Nutzung des
Makroelementes Stickstoff (Brill, 1975; Brown und Dilworth, 1975; Emerich et al.,
1979). Die Bakterien, die sich bereits in den Pflanzenwurzeln befinden, differenzieren
sich zu sogenannten Bakteroiden und sind fur die Stickstoff-Fixierung zustandig. Die
fur die Symbiose notwendige genetische Information ist auf der Plasmid-DNA
lokalisiert. Die sogenannten Sym-Plasmide tragen unter anderem Gene, die fur die
Bildung von Wurzelkndlichen, die Wirtsspezifitat und die Stickstofffixierung notwendig
sind (Burkardt et al., 1987; Hynes et al., 1986). Die stickstofffixierenden, in Symbiose
mit Leguminosen lebenden Bakterien wurden in 12 Genera eingeteilt, die aus
44 Spezies bestehen (Sawada et al., 2003).

Die Mitglieder der Familie der Rhizobiaceae werden auf Grund ihrer
Wachstumscharakteristik zu den schnell wachsenden Rhizobien, wie z.B.

11
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Sinorhizobium meliloti, S. trifolii und S. legquminosarum (Jordan und Allen, 1974) oder
zu den langsam wachsenden Rhizobien, wie z.B. das Genus Bradyrhizobium (Allen
und Allen, 1950; Stowers, 1985) unterteilt. Die daraus folgenden Unterschiede in der
enzymatischen Ausstattung sowie im Kohlenhydrat-Stoffwechsel beider Gruppen
wurden bereits haufig beschrieben (Brown und Dilworth, 1975; Hadley et al., 1983;
Martinez-de Drets et al., 1974; Martinez-de Drets und Arias, 1972; Parke und
Ornston, 1986; Stanley et al., 1985). Die Gattung Sinorhizobium wurde zusammen
mit 10 anderen Spezies in die Gruppe Ill eingeordnet.

Interessanterweise wurde das Wachstum auf 1,5-AF und die AF-Reduktase nicht nur
in S. morelense S-30.7.5 sondern auch in anderen Rhizobien nachgewiesen. Dazu
gehoren Stamme wie S. meliloti, Rhizobium leguminosarum und Mesorhizobium loti
(Kuhn et al., 2006). Da das Genom von S. meliloti 1021 vollstandig bekannt ist wurde
dieser Organismus als Modell fur die weiteren Untersuchungen an dem 1,5-AF-Weg

in Rhizobien verwendet.

5 Cytochrome P450

Die Cytochrom P450-Systeme kommen praktisch in allen Organismen vor und
stellen eine der grofdten Protein-Superfamilien dar (Degtyarenko und Archakov,
1993). Mit Cytochrom P450-Monooxygenasen (P450-Monooxygenasen oder CYPs)
wird eine Enzymfamilie bezeichnet, die zur Klasse der Monooxygenasen
(EC 1.14.x.y) gehort. Die Bezeichnung der P450-Enzyme beschreibt die spektralen
Eigenschaften der Hamin-Gruppe (Typ-b), die in Verbindung mit Kohlenstoffmonoxid
ein Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweist (Omura und Sato, 1964). Die P450-
Proteine katalysieren eine Reihe von Reaktionen, bei denen molekularer Sauerstoff
in die X-H Bindungen (X: -C, -N, S) des Substrates bei gleichzeitiger Reduktion des
zweiten Sauerstoffatoms zu Wasser eingefuhrt wird (Mansuy, 1998).

Das Spektrum der durch CYP-Systeme katalisierten Reaktionen ist sehr breit und
vielseitig. Zu ihnen gehdren u. a. die Kohlenstoff-Hydroxylierung, Heteroatom-
Oxidation, Dealkylierung, Epoxidierung, aromatische Hydroxylierung, Reduktion und
Dehalogenierung (Sono et al., 1996; Werck-Reichhart und Feyereisen, 2000;

Bernhardt, 2004; Guengerich, 2004). Diese Enzyme sind in der Biotransformation
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von pharmazeutischen Wirkstoffen, Xenobiotika-Biokonversion, Biosynthese von
Steroiden, fettloslichen Vitaminen und Fettsauren, Konversion von Alkanen und
aromatischen Komponenten und Degradation von Herbiziden und Insektiziden
involviert (Bernhardt, 2006). Bisher wurden Uber 5000 verschiedene P450-Gene
kloniert. Die Sequenz-Ubereinstimmung innerhalb einer Familie betragt tber 40 %,
die Proteine mit Homologie Uber 55 % gehoren meist zur selben Unterfamilie
(Bernhardt, 2006).

R-H + O, + NAD(P)H —» R-OH + H,0 + NAD(P)*

Abbildung 6: Eine allgemeine, durch Cytochrome P450 im Gegenwart des
Sauerstoffs katalysierte Hydroxylierungsreaktion

Als Prototyp eines bakteriellen P450-Systems gilt das P450cm-System aus
Pseudomonas putida, das auch als drei-Komponenten Kampher-Hydroxylase-
System bezeichnet wird (Kuznetsov et al., 2005). Cytochrom P450..n katalysiert die
erste Reaktion — die 5-exo Hydroxylierung — im Abbauweg vom D-Kampher. Das
System besteht aus drei verschiedenen Proteinen: einem strikt NADH-abhangigen,
FAD-enthaltenden Flavoprotein, der Putidaredoxin-Reduktase [EC 1.18.1.3] (PdR),
einem Eisen-Schwefel Protein (Putidaredoxin, Pdx) und der Monooxygenase
(P450cam). Putidaredoxin gehort zu der Gruppe von [2Fe-2S]-Ferredoxinen, die an
dem gleichzeitigen Transfer von zwei Elektronen von der Putidaredoxin-Reduktase
auf P450..m beteiligt ist (Gunsalus und Sligar, 1978; Sevrioukova et al., 2003;
McLean et al., 2005). Zwei Moleklle Pdx liefern Elektronen fur ein P450;am-Molekul
(Kuznetsov et al., 2005), das die Oxidation von D-Kampher zu 5-exo-
Hydroxykampher unter Verbrauch von molekularem Sauerstoff katalysiert. Die
Hydroxylierung ermdglicht dem Organismus D-Kampher abzubauen und als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle fur das Wachstum zu nutzen (Trudgill et al., 1966).
Die Kampher-abbauenden P. putida-Stamme tragen die genetische Information zur
Kampher-Degradation auf dem CAM-Plasmid (Shaham et al., 1973).
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NADH + H* RH + O,
NAD ‘ C R-OH + H.,0

PR <

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Reaktion des CAM-Systems.

Die Klonierung und Expression dieser Gene in E. coli wurde in der Literatur bereits
beschrieben (Sevrioukova et al., 2001; Sibbesen et al., 1996; Peterson et al., 1990;
Unger et al., 1986). Es konnten aullerdem selbststandige aktive P450-Systeme
durch Fusionierung des Redoxins, der Redoxin-Reduktase und der Monooxygenase
erzielt und in E. coli exprimiert werden, z.B. die Fusionsproteine mit allen drei
P450.am-Komponenten (Sibbesen et al., 1996) oder mit den Komponenten des
P45044z-Systems (Cao et al., 2000).

In Rhizobien wurde bereits Uber P450-Enzyme berichtet (Keister et al., 1999; Tully et
al., 1998; Appleby A. C., 1967), jedoch konnten bis jetzt keine derartigen Proteine bei
S. meliloti beschrieben werden. Auf dem Hauptchromosom von S. meliloti konnten
zwei Gene identifiziert werden, die fur eine theoretische Cytochrom P450-
Monooxygenase und eine Cytochrom P450-ahnliche Monooxygenase kodieren. Die
Funktion dieser Proteine wurde bis jetzt nicht untersucht. Da fur die Hydroxylierung
von 1,5-AM zu D-Mannose in S. morelense S-30.7.5 eine CYP-Reaktion postuliert
wurde (Kuhn et al., 2006) und bekannt war, dass S. meliloti eine AF-Reduktase
besitzt, war es nahe liegend die Untersuchungen zur 1,5-AM Hydroxylierung mit
einem Modellorganismus weiterzufuhren, dessen Genomsequenz bekannt ist und in
dem die putativen CYP-Gene lokalisiert werden konnten. Auller den
Monooxygenase-Sequenzen konnten bis jetzt keine fur Elektronentransferproteine
kodierenden Gene auf dem Chromosom identifiziert werden. Die einzigen Ferredoxin
und Ferredoxin Reduktase kodierenden Sequenzen gehoren zu dem sogenannten
Ferredoxin-Oxidase-Komplex. Dieser wurde sowohl in S. meliloti, als auch in
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Rhizobium leguminosarum beschrieben. Dieser Komplex ist am Katabolismus von
Rhizopine (3-O-methyl-scyllo-inosamine, 3-O-MSI) beteiligt und besteht aus
mehreren Proteinen, fur die miteinander benachbarte Gene kodieren (Bahar et al.,
1998, Bahar et al., 2000). Es wurde festgestellt, dass die Gene dieses Systems in
beiden Organismen auf einem Plasmid platziert sind, das als Sym-Plasmid
bezeichnet wird und hauptsachlich fur symbiontische Eigenschaften kodierende
Gene tragt. Die Gene dieses Komplexes befinden sich in S. meliloti auf dem
grolleren pSymB-Plasmid, was auf eine eventuelle Rolle in der Symbiose hindeuten
konnte. Aul3erdem wurde in Rhizobien Uber ein P450 Gen-Cluster berichtet, das in
unterschiedlichen Stammen identifiziert werden konnte (Keister et al., 1999). Es wird
vermutet, dass dieses fur einen biosynthetischen Abbauweg kodiert, der in die
Synthese von Terpenoiden involviert ist (Tully et al., 1998). In Bradyrhizobium
Japonicum werden die Cytochrome P450 in den Bakteroiden synthetisiert, was darauf
hindeutet, dass P450-Proteine an dem Sauerstoff-Metabolismus in Bakteroiden
beteiligt sind (Appleby A. C., 1967). Die Deletionsmutante, bei der das P450 in
B. japonicum ausgeschaltet wurde, zeigte, dass das Nichtvorhandensein des
Cytochroms keinen Einfluss auf die symbiontischen Eigenschaften des Bakteriums
aufweist. Es wird die Beteiligung des P450-Proteins an dem Uberlebensprozess
wahrend der Inkubation des Bakteriums im Boden postuliert (Keister et al., 1999).

6 Zielsetzungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den neuartigen AF-Abbauweg in Rhizobien zu
untersuchen und die daran beteiligten Enzyme zu identifizieren und biochemisch zu
charakterisieren. Bis jetzt wurde eine 1,5-AF-Reduktase aus Sinorhizobium
morelense S-30.7.5 beschrieben (Kihn et al., 2006), die eine stereoselektive
Reduktion von 1,5-AF zu 1,5-AM katalysiert und die Beteiligung eines CYP-Systems
an der weiteren Metabolisierung von 1,5-AM wurde postuliert. Um den Abbau der
1,5-AF in Rhizobien verfolgen zu konnen, wurde Sinorhizobium meliloti als
Modellorganismus fur die weiteren Untersuchungen gewahlt. Dieser hat sich
aufgrund der nahen Verwandtschaft zu S. morelense und des durchsequenzierten

Genoms als ideal erwiesen. Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die 1,5-AF-Reduktase
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aus S. meliloti kloniert und heterolog exprimiert werden. Um eine hohe Ausbeute in
der Proteinreinigung zu erreichen sollte die 1,5-AF-Reduktase als Fusionsprotein
erstellt werden, indem ein C-terminaler Hisstag eingefugt werden sollte. Daruber
hinaus sollte untersucht werden, ob die Reduktion der 1,5-AF zu 1,5-AM quantitativ
verlauft. Aullerdem sollten die biochemischen Eigenschaften dieser Reduktase
charakterisiert werden. Der zweite Teil dieser Arbeit sollte klar stellen, ob eine der in
S. meliloti vorkommenden hypothetischen Monooxygenasen an der Hydroxylierung
von 1,5-AM zu D-Mannose beteiligt ist. Dazu sollten die Monooxygenase-Gene
kloniert und heterolog exprimiert werden. Da die Monooxygenasen des P450-
Systems Transferproteine fur den Elektronentransport vom Cosubstrat bendtigen,
sollten die entsprechenden Enzyme (Redoxin und Reduktase) aus Pseudomonas
putida (P450cam-System) kloniert werden - Putidaredoxin-Reduktase und
Putidaredoxin. Mit diesen Proteinen sollten verschiedene Fusionsproteine erstellt
werden und somit zum Erhalt einer aktiven Monooxygenase fuhren. Die Beteiligung
einer den beiden S. meliloti-Monooxygenasen an dem 1,5-AF-Metabolismus in
S. meliloti sollte zusatzlich durch die Deletion der Monooxygenase-Gene bestatigt

werden.
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| Material und Methoden

1 Organismen, Vektoren, Plasmide und Primer

1.1 Organismen

Tabelle 3: In den Experimenten eingesetzte Stamme.

Material und Methoden

Stamm Genotyp/Phanotyp Bezugsquelle
Sinorhizobium meliloti 1021 nicht definiert DSMZ
Sinorhizobium meliloti-A1812 SmcY01812° diese Arbeit

Mesorhizobium amorphae

nicht definiert

Stammsammlung*

Mesorhizobium loti

nicht definiert

DSMZ

Pseudomonas putida

nicht definiert

Stammsammlung*

Pseudomonas putida (50198)

nicht definiert

DSMZ

Pseudomonas putida (7162)

nicht definiert

DSMZ

E. coli S17-1

E. coli 294 [RP4-2 (Tc::Mu)
(Km::Tn7)] pro res ArecA Tp'

Prof. Plhler, Bielefeld

FrompT hsdSg(rs'mg’) gal dcm

E. coliBL21(DE3)Gold (DE3) NOVAGEN
F, mcrA, D (mrr-hsdRMS-
mcrBC), F80lacZD M15,
. DlacX74, recA1, deoR,
E. coli TOP10 araD139, D(ara-leu)7697, INVITROGEN
galU, galK, rpsL, (STr¥)endA,
nupG
E. coli TOP10 [pAFRsm] mit 4,9 kb Plasmid pAFRsm diese Arbeit
E. coli TOP10 [pAFRsmHis] mi';“’g kb Plasmid pAFRsM | jiose Arbeit
E. coli TOP10 [pAFRma] mit 4,9 kb Plasmid pAFRma diese Arbeit
E. coli TOP10 [pAFRmaHis] mit 4,9 kb Plasmid pAFRma diese Arbeit
. mit 5,4 kb Plasmid . .
E. coli TOP10 [pMO1812sm] oMO1812sm diese Arbeit
. . mit 5,4 kb Plasmid . .
E. coli TOP10 [pMO1812smHis] oMO 1812smHis diese Arbeit
. . mit 5,4 kb Plasmid . .
E. coli TOP10 [pMO2579smHis] oMO2579smHis diese Arbeit
E. coli TOP10 [pcamA] mit 5,3 kb Plasmid pcamA diese Arbeit
E. coli TOP10 [pcamB] mit 4,2 kb Plasmid pcamB diese Arbeit
. mit 6,3 kb Plasmid . .
BL21(DE3)Gold [pAFRsmHis+] pAFRsmHis+ diese Arbeit
. mit 6,3 kb Plasmid . .
BL21(DE3)Gold [pAFRmaHis+] pAFRmaHis+ diese Arbeit
BL21(DE3)Gold mit 6,8 kb Plasmid . .
[pPMO1812smHis+] pMO1812smHis+ diese Arbeit
BL21(DE3)Gold mit 6,8 kb Plasmid diese Arbeit
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Material und Methoden

[pPMO2579smHis] pMO2579smHis+

BI__21(DE3)GoId [PMO2579-N- mit 6_5,8 kb Plasmid pMO2579- diese Arbeit
His] N-His+

BI__21(DE3)GoId [pPMO2579-C- mit 6_5,8 kb Plasmid pMO2579- diese Arbeit
His] C-His+

E._ coli TOP10 [pPICMO2579-C- | mit 9,5 kb Plasmid pMO2579- diese Arbeit
His] C-His

E. coli TOP10 [pcamA] mit 5,3 kb Plasmid pcamA diese Arbeit
E. coli TOP10 [pcamB] mit 4,2 kb Plasmid pcamB diese Arbeit

BL21(DE3)Gold [pcamA+b]

mit 5,6 kb Plasmid pcamA+b diese Arbeit

BL21(DE3)Gold [pcamB+b]

mit 4,5 kb Plasmid pcamB+b diese Arbeit

BL21(DE3)Gold mit 4,8 kb Plasmid . .
[pcamA/camB+b] pcamA/camB+b diese Arbeit
BL21(DE3)Gold [pcamA/camB- | mit 4,8 kb Plasmid . .
His+b] pcamA/camB-His+b diese Arbeit
BL21(DE3)Gold [pcamA/camB- | mit 5,5 kb Plasmid . .
His+] pcamA/camB-His+ diese Arbeit
BL21(DE3)Gold[pcamA/camB- mit 7,7 kb Plasmid diese Arbeit

MO1812smHis+]

pcamA/camB-MO1812smHis+

*Institut fur Angewandte Mikrobiologie, Universitat des Saarlandes

Tabelle 4: Referenzstamme

DSM-No. Organismus Quelle
1021 Sinorhizobium meliloti DSMz
1981 Sinorhizobium meliloti, SU 47 DSMz
2626 Mesorhizobium loti, NZP 2213 DSMZ
30132 Rhizobium leguminosarum, 3H0Qq18 DSMz
30131 Bradyrhizobium japonicum, 311b6 DSMZ

1.2 Plasmide und Vektoren

Tabelle 5: In den Experimenten eingesetzte Plasmide und Vektoren.

Vektor/ Plasmid |kb |Eigenschaften Eﬁg;lglertes Quelle

pCR II-TOPO 3,9 | E. coli Klonierungsvektor, - Invitrogen
lacZ a,SP6 Promotor, F1
origin, MCS, Amp', Kan'

pET24a(+) 5,3 |Expressionsvektor fur E. coli, |- NOVAGEN

1 Kan'

pAFRsm 4,9 |pCRII-TOPO mit 1 kb afr- - diese Arbeit
Gen aus S. meliloti

pAFRsmHis 4,9 |pCRII-TOPO mit 1 kb afr- - diese Arbeit
Gen aus S. meliloti; BamHl,
Hindlll/
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Xhol, EcoRI; C-terminaler
(His)stag

pAFRsmHis+

6,3

pET24a(+) mit 1 kb afr-Gen
aus S. meliloti; BamHl,
Hindlll/ Xhol, EcoRl; C-
terminaler (His)stag

AFR-(His)e

diese Arbeit

pProtAFRsm

4,9

pCR II-TOPO mit 1 kb afr-
Gen aus S. meliloti; BamHl,
Hindlll, N-terminaler
(His)stag; Faktor Xa
Schnittstelle

diese Arbeit

pProtAFRsm+

6,3

pET24a(+) mit 1 kb afr-Gen
aus S. meliloti; BamHl,
Hindlll, N-terminaler
(His)stag; Faktor Xa
Schnittstelle

(His)s-Prot-AFR

diese Arbeit

pAFRma

4,9

pCR II-TOPO mit 1 kb afr-
Gen aus M. amorphae

diese Arbeit

pAFRmaHis

4,9

pCR II-TOPO mit 1 kb afr-
Gen aus M. amorphae;
BamHI,Ndel/ Hindlll, Sall; C-
terminaler (His)stag

diese Arbeit

pAFRmaHis+

6,3

pET24a(+) mit 1 kb afr-Gen
aus M. amorphae;
BamHlI,Ndel/ Hindlll, Sall; C-
terminaler (His)stag

AFR2-(His)s

diese Arbeit

pMO1812sm

5,1

pCR II-TOPO mit 1,2 kb
MO1812-Gen aus S. meliloti

diese Arbeit

pMO1812smHis

5,1

pCR II-TOPO mit 1,2 kb
MO1812-Gen aus S. meliloti ;
BamHI, Hindlll, C-terminaler
(His)stag

diese Arbeit

pMO1812smHis+

6,5

pET24a(+) mit 1,2 kb
MO1812-Gen aus S. meliloti;
BamHI, Hindlll/ Xhol, EcoRlI;
C-terminaler (His)stag

MO1812-(His)s

diese Arbeit

pMO2579smHis

5,4

pCR II-TOPO mit 1,5 kb
MO2579-Gen aus S. meliloti;
BamHI, Hindlll, C-terminaler
(His)stag

diese Arbeit

pMO2579-N-His

5,4

pCR II-TOPO mit 1,5 kb
MO2579-Gen aus S. meliloti;
EcoRl, Notl, N-terminaler
(His)stag

diese Arbeit

pMO2579-N-His+

6,8

pET24a(+) mit 1,5 kb
MO2579-Gen aus S. meliloti;
EcoRl, Notl, N-terminaler
(His)stag

MO2529-N-
(HiS)e

diese Arbeit

pMO2579-C-His

5,4

pCR II-TOPO mit 1,5 kb
MO2579-Gen aus S. meliloti;
EcoRlI, Notl, C-terminaler
(His)stag

diese Arbeit

pM0O2579-C-His+

6,8

pET24a(+) mit 1,5 kb

MO2529-C-

diese Arbeit
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MO2579-Gen aus S. meliloti;
EcoRl, Notl, C-terminaler
(His)stag

(HiS)e

pPICMO2579-C-
His

9,5

pPIC9 mit 1,5 kb MO2579-
Gen aus S. meliloti; EcoRl,
Notl, C-terminaler (His)stag

MO2529-C-
(HiS)e

diese Arbeit

pMO2579smHis+

6,8

pET24a(+)mit 1,5 kb
MO2579-Gen aus S. meliloti;
BamHI, Hindlll/ Xhol, EcoRl;
C-terminaler (His)stag

MO2529-(His)s

diese Arbeit

pcamA

5,3

pCR II-TOPO mit 1,2 kb
camA-Gen aus P. putida

diese Arbeit

pcamB

4,2

pCR II-TOPO mit 0,3 kb
camB-Gen aus P. putida

diese Arbeit

pcamA+

6,2

pET24a(+)mit 1,2 kb camA-
Gen aus P. putida; Ndel,
BamHI

PdR

diese Arbeit

pcamA+b

4,5

pET17b mit 1,2 kb camA-Gen
aus P. putida; Ndel, BamHI

PdR

diese Arbeit

pcamB+

5,3

pET24a(+)mit 0,3 kb camB-
Gen aus P. putida; BamHIl,
EcoRI

Pdx

diese Arbeit

pcamB+b

3,6

pET24a(+)mit 0,3 kb camB-
Gen aus P. putida; BamHI,
EcoRI

Pdx

diese Arbeit

pcamA/camB+b

4,8

pET17b mit 1,2 kb camA-Gen
und 0,3 kb camB aus P.
putida; BamHI, EcoRlI, Ndel

PdR/Pdx

diese Arbeit

pcamA/camB+

5,5

pET24a(+) mit 1,2 kb camA-
Gen und 0,3 kb camB-Gen
aus P. putida; BamHI, EcoRl,
Ndel

PdR/Pdx

diese Arbeit

pcamA/camB-
His+b

4,8

pET17b mit 1,2 kb camA-Gen
und 0,3 kb camB aus P.
putida; BamHI, EcoRlI, Ndel

PAR/Pdx-(His)s

diese Arbeit

pcamA/camB-His+

5,5

pET24a(+) mit 1,2 kb camA-
Gen und 0,3 kb camB-Gen
aus P. putida; BamHI, EcoRl,
Ndel

PAR/Pdx-(His)s

diese Arbeit

pcamA/camB-
MO1812smHis+

7,7

pET24a(+) mit 1,2 kb camA-
Gen, 0,3 kb camB-Gen aus
P. putida und 1,2 kb
MO1812-Gen aus S. meliloti

PdR/Pdx/MO18
12-(His)e

diese Arbeit

pK18mobsacB

6.4

Deletionsvektor fir S. meliloti;
pUC18 Derivat, sacB lacZ a
Km', mobili-sierbar

Prof. Pihler,
Bielefeld

pK18mobsacB-
AMO1812

6,8

pK18mobsacB mit 0,4 kb
MO1812-Gen aus S. meliloti

diese Arbeit
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1.3 Primer

Tabelle 6: In den Experimenten eingesetzte Primer.

Bezeichnung Lange |Nucleotidsequenz (5’2 3’) Tm °C

mel_forw 22 TCAAAGTCCCGTTTCGATCTCG 69,2

mel_rev 20 ATGATTCGCTGGGGACTGAT 65,6

5’mel_Bam/Hind_for 33 GGATCCAAGCTTATGATTCGCTGGGGAC |78,8
TGATC

3’'mel_His/Xho/Eco_rev 52 GAATTCCTCGAGTCAGTGGTGGTGGTGG | 90,7
TGGTGAAGTCCCGTTTCGATCTC G

M13 universalCS (-43) 23 AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 70,5

M13 reverseCS (-49) 24 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 67,3

pET_forward 30 TCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTC |66,8
AC

pET_reverse 26 AAACCCCTCAAGACCCGTTTAGAGGC 66,4

AFR EG1 forw 26 ATGAACCGCTGGGGACTGATCGGCGC |73

AFR EG1 rev 27 TCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCA [74,2

BamNde AFR EG1 forw 38 GGATCCCATATGATGAACCGCTGGGGAC | 88,3
TGATCGGCGC

HindSal Histag AFR EG1 |55 TTCGAACAGCTGCTAGTGGTGGTGGTGG | 94,7

rev TGGTGGATGCATGCTCGAGCGGCCGCC
A

sm mono forw 36 GAATTCGGATCCATGTCCATCGCCCCCG (78,8
GTATCACC

sm mono/Hind rev His 56 AAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGA 79,4
AGTCCCGTTTCGATCTCGACGGC ACC
GC

Sm 2579 BamHI forw 31 GGATCCATGGATACGCGACCGGAGCCG |70
TTCG

Sm 2579 HindlIl EcoRI His |60 AAGCTTGAATTCCTACACCACCACCACC |69,8

rev ACCACCTTGACCCTTGCCGACACCTTCA
CGG

DiHo-27-f 19 AAGGAGGTG(AT)TCCA(AG)CC 56,3

DiHo-1525-r 20 AGAGTTTGATC(AC)TGGCTCAG 54

DiHo-seq-357-f 19 CTCCTACGGGAGGCAGCAG 63,1

DiHo-seqg-1100-r 15 GGGTTGCGCTCGTTG 49

Mel_BamHI/N-Protease 64 GGATCCATGCACCACCACCACCACCACA | 94,3

His TTGAAGGCCGCATTCGCTGGGA
CTGATCGGCGCGA

Mel_Hindlll rev 37 AAGCTTTCAAAGTCCCGTTTCGATCTCG |78
ACGGCACCG

2579 BamHI forw 31 GGATCCATGGATACGCGACCGGAGCCG |77,4
TTCG

2579 Hindlll EcoRI His rev |60 AAGCTTGAATTCCTACACCACCACCACC |88
ACCACCTTGACCCTTGCCGACACCTTCA
TCGG

camA Koga forw 30 GTGAACGCAAACGACAACGTGGTCATCG |70
TC

camA Koga rev 29 TCAGGCACTACTCAGTTCAGCTTTGGCG |70
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G

PdR Ndel forw 37 CATATGATGAACGCAAACGACAACGTGG |70
TCATCGTCG

PdR BamHI rev 54 GGATCCGCTGCTGCTCGCGCCATCGGT |70
GGCACTACTCAGTTCAGCTTTGGCGGC

camB forw 41 ATGTCTAAAGTAGTGTATGTGTCACATGA |70
TGGAACGCGTCG

camB rev 32 TTACCATTGCCTATCGGGAACATCGACC |70
ACGA

Pdx BamHI forw 47 GGATCCATGTCTAAAGTAGTGTATGTGT |70
CACATGATGGAACGCGTCG

Pdx EcoRI rev 48 GAATTCCAGTTCCAGCGGCCATTGCCTA |70
TCGGGAACATCGACCACGAT

camB EcoRI rev His 50 GAATTCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGC |78
CATTGCCTATCGGGAACATCGACCACGA

1 MO1812 del forw 30 ATGTCCATCGCCCCCGGTATCACCATCG |74
AC

1 MO1812 del rev 28 CGACGGTCGCGCAACAGGCTGTTCACC |74
T

2 MO1812 del forw 28 CGGACCGCAACGAAGGCGCCAATGTTT |74
C

2 MO1812 del rev 32 TCACCAGACCAGATCGAGCCGCTCCAGA |74
CCAT

2 Nahrmedien

Die Bestandteile der Medien wurden in den vorgeschriebenen Volumina gelost (falls
nicht angegeben beziehen sich die Angaben auf 1000 ml) und der pH-Wert mittels
pH-Meter (Typ CG820, Fa. Schott) eingestellt. Zur Herstellung von festen Medien
wurde zu den flussigen Nahrlosungen 1,5 % (w/v) Agar (Fa. Carl Roth, Karlsruhe)
zugegeben. Alle Medien wurden 20 min bei 121 °C autoklaviert. Bei einem Volumen
von 1,5 Liter und groRer wurde die Sterilisierungszeit auf 40 min verlangert. Zusatze,
die nicht autoklavierbar waren, wie z. B. Antibiotika, Vitamin- und SL4-LOsung
wurden sterilfiltriert (0,2 ym PorengrofRe, Minisart, Fa. Sartorius) und den Medien
nach dem Autoklavieren zugeflugt.

Mineral-Vitamin-Medium (pH 6,8)
1,6 g*1,5-AF

1,0 g KH2PO4

0,5 g NH4CI
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0,4 g MgSO4 x 7 H20O

0,4 g NaCl

0,05 g CaCl; x 2 H,O

1,0 ml SL4-Losung (10-fach)
1,0 ml Vitaminlosung (10-fach)

ad 1000 ml HQOdeion

Bei der Herstellung von Agarplatten wurden 3 g 1,5-AF /L dem Medium zugeflgt.

Spurenelementlésung SL4 (Pfennig und Lippert, 1966), 10-fach
5,0 g EDTA

2,0 g FeSO4 x 7 HO

0,19 ZnS0O4 x 7 H,0O

0,03 g MnCl; x 4 H,O

0,3 g H3BO3

0,2 g CoCl; x 6 H,0O

0,01 g CuCl2x 2 H,O

0,02 g NiCl,x 6 H,O

0,03 g NazMoOg4 x 2 H,O

ad 1000 ml HQOdeion

Vitaminldsung (Pfennig, 1965), 10-fach; pH 6,8
2,0 mg Biotin

20,0 mg Nicotinsaure

10,0 mg Thiamin

10,0 mg 4-Aminobenzoesaure
5,0 mg Pantothenat

50,0 mg Pyridoxamin

20,0 mg Cyanocobalamin

ad 1000 ml HQOdeion
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Nutrient Broth (NB)-Medium; pH 7
3,0 g Fleischextrakt

5,0 g Pepton aus Fleisch
ad 1000 ml HQOdeion
R2A-Medium (DIFCO Laboratories, Detroit); pH 7,2

0,5 g Hefeextrakt
0,5 g Protease Pepton

0,5 g Casamino acids
0,5 g Glucose

0,5 g Starke

0,3 g Natriumpyruvat
0,3 g K;HPO4

0,5 g MgSOq4 x 7 HO

ad 1000 ml HQOdeion

TY-Medium

3,0 g Hefeextrakt

5,0 g Trypton

0,7 g CaCl; x 2H,0
0,5 g MgSOq4 x 7 H0O

ad 1000 ml HQOdeion

LB-Medium (pH 7.0)
10 g Pepton aus Casein

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
1 g Glucose (optional)

Material und Methoden
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ad 1000 ml HQOdeion

Pepton/Tryptonmedium (pH 7.0)

2,5 g Glucose

17 g Trypton

3,0 g Soja-Pepton
5,0 g NaCl

2,5 g KoHPO4

ad 1000 ml HQOdeion

SOC-Medium (pH 7,0)
2,0 % Bacto-Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10,0 mM NaCl

2,5 mM KCI

10,0 mM MgClI2

10,0 mM MgSO4

20,0 mM Glucose

3 Puffer und Losungen

3.1 DNA-Isolierung

L1-Loésung (Kieser, 1984)
1,5 g Tris
3,7 g EDTA (pH 8,0)
51,3 g Saccharose
ad 50 ml H2Oqeion

Material und Methoden

SDS-Losung (5 %)

5,0 g SDS
ad 100 ml HQOdeion
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L2-Lésung
2,0 g NaOH
12,5 ml SDS-Losung (20 %)
ad 250 ml H2Ogeion

L1-L6ésung fur Plasmid Praparation (pH 8)
12,5 ml Tris (1 M)
5,0 ml EDTA (0,5 M)
5,0 ml RNase (1 mg/ml)
ad 250 ml H2Ogeion

3.2 Agarose-Gelelektrophorese

10 x TBE (pH 8.,0)
0,9 M Tris
0,9 M Borsaure
25,0 mM EDTA
50,0 ml Glycin

3.3 DNA-Sequenzanalyse

1 X TBE-Puffer (pH 8,0)

Material und Methoden

L3-L6sung (pH 5.5)

73,6 ml Kaliumacetat
ad 250 ml HQOdeion

Probenpuffer (farbiq)

0,5 % Bromphenolblau
in 5x TBE-Puffer

SequaGel XR Herstellerangaben Fa. Roth
SequaGel complete Herstellerangaben Fa. Roth
Formamid Herstellerangaben Fa. Roth

Acrylamidstammlésung  Herstellerangaben Fa. Roth

APS-L8sung
0,1 g Ammoniumpersulfat
ad 1 ml Hzodeion
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3.4 Zellaufschluss

Material und Methoden

E. coli Rhizobiaceae

Ultraschall (Soniprep):
50 mM KHzPOy, (pH 7,0)
0,5 mg DNase |

3.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamidstammlésung  Herstellerangaben

Sammelgelpuffer (pH 6.8)
3,0 g Tris
0,2 g SDS
ad 100 ml H2Ogeion

APS-L8sung
0,1 g Ammoniumpersulfat
ad 1 ml Hzodeion

Solubilisierungspuffer

0,5 ml Glycerin
3 — 4 Kristalle Bromphenolblau
1,0 ml Solubilisierungsstammldsung

20 mM BisTris (pH 7,0)
0,5 mg DNase |

Trenngelpuffer (pH 8,8)
18,5 g Tris
0,4 g SDS
ad 100 ml H2Ogeion

Elektrodenpuffer (pH 8,3)
3,0 g Tris
14,4 g Glycin
1,0 g SDS
ad 1000 ml H2Ogeion

Solubilisierungsstammldsung
2,4 g Tris
0,15 g SDS
0,4 ml p-Mercaptoethanol
ad 40 ml H20qeion
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Farbeldsung
Coomassie Brilliant Blue R-250

(0,1 %) + Fixierer 75 ml

Native-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Acrylamidstammldsung

Trenngelpuffer (pH 8,7)
18,2 g Tris
ad 100 ml HQOdeion

APS-L8sung
0,1 g Ammoniumpersulfat
ad 1 ml Hzodeion

Solubilisierungspuffer

1,0 ml Solubilisierungsstammldsung
0,5 ml Glycerin
3-4 Kristalle Bromphenolblau

Farbeldsung
Coomassie Brilliant Blue R-250

(0,1 %) + Fixierer 75 ml

3.6 Isoelektrische Fokussierung

Petroleumbenzin reinst

Anodenflussigkeit 10

Herstellerangaben

Material und Methoden

Fixierer
300 ml Methanol
100 ml Essigsaure in H2Ogeion
ad 1000 ml H2O4qeion

Sammelgelpuffer (pH 8,7)

3,0 g Tris
ad 100 ml HQOdeion

Solubilisierungsstammldsung

2,4 g Tris
0,4 ml 3-Mercaptoethanol
ad 40 ml Hzodeion

Elektrodenpuffer (pH 8.,3)

3,0 g Tris
14,4 g Glycin
ad 1000 ml HQOdeion

Fixierer

300 ml Methanol
100 ml Essigsaure in H2Ogeion
ad 1000 ml HQOdeion

Herstellerangaben
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Kathodenflussigkeit Herstellerangaben
Trichloressigsaure 20 % in H2Ogeion
Serva Blue W 400 mg/l in H2Ogeion

Entfarbel6sung
50 % H20dgeion
40 % Methanol
10 % Eisessig

3.7 Western Blot

Transferpuffer (pH 8,3) TBS-Puffer (pH 7,5)
3,03 g Tris 0,1 M Tris
14,4 g Glycin 0,9 % NaCl
1,0 g SDS

20 % Methanol

Blocking-/Inkubationspuffer Waschpuffer (pH 7.5)
Waschpuffer TBS-Puffer
5,0 % Magermilchpulver 0,3 % Tween 20
NBT/BCIP-Stammlésung Herstellerangaben (Roche)

Farbelésung (pH 9,5)
0,1 M Tris
0,05 M MgCl;
0,1 M NaCl

Anti-Hisg Antikorper (Roche) Herstellerangaben
Anti-Maus 1gG AP Sekundarantikorper Herstellerangaben (Sigma)
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3.8 Proteinanreicherung

Anionenaustauschchromatographie
Bindepuffer (pH 7)
50 mM BisTris

Elutionspuffer (pH 7)
50 mM BisTris
1 M NaCl

Gelfiltrationschromatographie
Aquilibrierungspuffer (pH 6.5)
50 mM BisTris

Elutionspuffer (pH 6,5)
50 mM BisTris
100 mM NaCl

3.9 Proteinbestimmung nach Pierce

Bicinchoninsaure BCA
Kupfersulfatlésung
BSA-Stammldsung

3.10 Aktivitatstests

Material und Methoden

Umpufferung
20 mM BisTris (pH 7,0)
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)

Affinitatsshromatographie (IMAC)
Bindepuffer (pH 7.4)

0,02 M NaH,PO4

0,5 M NacCl

Elutionspuffer (pH 7,2)
0,02 M NaH;PO4
0,5 M NaCl
0,5 M Imidazol

Herstellerangaben
Herstellerangaben

2,0 mg/ml Rinderserumalbumin in H2Ogeion

AFR-Aktivitatstest (Reduktionsreaktion von Zuckern)

BisTris (200 mM, pH 7,0)
NAD(P)H (14 mM in 1 % NaHCO3)

Enzymlosung
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H2Ogeion 280 Ul
Zuckerlosung (0,3 M) 100 pl

Monooxygenase-Aktivitatstest (Hydroxylierung von 1.5-AM)

Fusionsprotein PAR/Pdx-MO1812-(His)e:

KH2PO4 (20 mM, pH 7,4) + 20 mM KCI 500 pl
NADH (14 mM in 1 % NaHCO3) 72 pl
Enzymlosung (Fusionsprotein) 300 pl
H20O4eion 28
1,5-AM (0,05 M) 100 pl

MO1812-(His)s:

KH,PO4 (20 mM, pH 7,4) + 20 mM KCI 500 pl
NADH (14 mM in 1 % NaHCO3) 72 4l
MO1812-(His)s 100 pl
PdR/Pdx-(His)s 200 pl
H204eion 28
1,5-AM (0,05 M) 100

3.11 MALDI-TOF MS

Probenpuffer 25 mM NH4HCO3

3.12 Losungen fur Bestimmung des pH-Optimums

Citrat Puffer pH 4,0-6,0 200 mM
BisTris Puffer pH 5,5-7,5 200 mM
TrisHCI Puffer pH 6,5-9,0 200 mM
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3.13 Antibiotika und andere Medienzusatze
Antibiotika und Losungen wie IPTG und X-Gal wurden nicht autoklaviert, sondern
sterilfiltriert und den autoklavierten Medien nach dem Abkuhlen steril zugefugt bzw.

auf die Agarplatten ausplattiert.

Tabelle 7: Den Medien zugesetzte Antibiotika und andere Chemikalien.

Substanz Stammlosung Losungsmittel Endkonzentration Bezugsquelle
Kanamycin 25 mg/ml H20Ogeion. 25 pg/mi Serva
Boehringer
Chloramphenicol 30 mg/ml Ethanol 50 pg/mi ]
Mannheim
Boehringer
Ampicillin 25 mg/mi H204eion. 25 pg/ml _
Mannheim
Tetracyclin 25 mg/ml H20Ogeion. 25 pg/mi Fluka
IPTG 100 mM H20Ogeion. 0,1 bzw. 1 mM Roth
X-Gal 2% DMF 80 ul / Agarplatte  Serva

4 Enzyme und Chemikalien

41 Enzyme

Tabelle 8: In den Experimenten eingesetzte Enzyme.

Enzym Bezugsquelle
BamHl MBI Fermentas
EcoRl MBI Fermentas
Ndel MBI Fermentas
Sall MBI Fermentas
Hindlll MBI Fermentas
Xhol MBI Fermentas
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DNase | Roche

RNase A Roth

Taq DNA Polymerase Axon
FideliTaq Polymerase GE Healthcare

Herculase® Il Fusion DNA Polymerase Stratagene

4.2 Kits

Tabelle 9: In den Experimenten eingesetzte Kits.

Kit Bezugsquelle
BCA Protein Assay Kit Pierce
Thermo Sequenase Fluorescent

Labelled Primer Cycle Sequencing Amersham

Kit

Quick Gel Extraction Kit Invitrogen
MiniElute™ Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen
E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit Il peglab
TempliPhi®Kit GE Healthcare

4.3 Langen- und Massenstandards fiir Nukleinsduren und Proteine

Tabelle 10: In den Experimenten eingesetzte Standards.

Langen- / Massenstandard Bezugsquelle
GeneRuler™DNA-Ladder 1 kb MBI Fermentas
GeneRuler™DNA-Ladder 100 bp MBI Fermentas

PageRuler™Protein-Ladder 10-200 kDa MBI Fermentas
|IEF-Proteinstandard P9 3-10 Serva
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5 Kultivierung und Lagerung

5.1  Kultivierung

Zur Kultivierung von S. meliloti und anderen Rhizobien-Stammen in kleinem Malstab
wurden die einzelnen Kolonien in 5 ml Mineral-Vitamin-Medium mit 1,5-AF (10 mM),
bzw. in R2A Medium angeimpft und bei 28 °C, 220 Upm inkubiert (1 bis 3 Tage).

Zur Kultivierung der Stamme in groRerem Malistab wurde eine 25 ml Vorkultur
(Mineral-Vitamin-Medium mit 10 mM 1,5-AF) mit 25yl der entsprechenden
Glycerinkultur beimpft und bei 28 °C, 220 Upm 24 h inkubiert. Anschliel3end wurde
die Hauptkultur (250 ml) mit dem ganzen Volumen der Vorkultur angeimpft.

Die Kultivierung von Fremdgen-tragenden E. coli-Zellen in kleinem Malistab erfolgte
in 5 ml kanamycinhaltigem Pepton/Trypton-Medium. Diese Kultur wurde mit einer
einzelnen Kolonie mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers angeimpft und Gber Nacht bei
37 °C, 220 Upm bebrutet.

Zur Kultivierung von Fremdgen-tragenden E. coli-Zellen in groRerem Malstab wurde
25 ml kanamycinhaltiges Pepton/Trypton-Medium mit 10 pl einer Glycerinkultur
angeimpft. Diese Vorkultur wurde Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die
Hauptkultur (250 ml) mit dem ganzen Volumen der Vorkultur angeimpft und
anschlieBend uber 24 h bei 37 °C, 28 °C bzw. 20 °C unter Schatteln (220 Upm)

inkubiert.

5.2 Lagerung

Die Stammhaltung der Rhizobien-Stamme erfolgte bei 4 °C auf Agarplatten mit R2A-
und NB-Medium. Zur Kontrolle der 1,5-AF-Reduktase-Aktivitat wurden parallel dazu
Agarplatten mit AF-haltigem Mineral-Vitamin-Medium angeimpft. Die Agarplatten
wurden zum Verdunstungsschutz mit Parafilm verschlossen. Zur Stammhaltung
wurden die beiden Stamme im Abstand von zwei bis drei Wochen auf neue
Agarplatten Uberimpft.

Die Stammhaltung der Fremdgen-tragenden E. coli-Zellen erfolgte bei 4 °C auf
L Bkan- bzw. LBamp-Agarplatten.
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Um sowohl Fremdgen-tragende E. coli- als auch Rhizobien-Zellen dauerhaft bei -
70 °C lagern zu konnen, wurde zu den in Medium aufgenommenen Zellen 87 %
Glycerin zugegeben. Glycerin verhindert die Kristallbildung innerhalb der Zelle und

somit das Zerreilden der Zelle und deren Zerstorung.

Stammbhaltung E. coli:
Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher von LBkan-, bzw. LBamp-Agarplatten in

5 ml kanamycin- bzw. ampicillinhaltiges LB-Medium tUberimpfen

U. N. bei 37 °C, 220 Upm auf dem Schiittler (Multitron-Schiittler, Infors)
inkubieren

Zellsuspension (1,5 ml) bei 4.000 Upm 5 min zentrifugieren (Biofuge Pico,
Heraeus)

Zellpellet in 500 pl des entsprechenden Mediums resuspendieren

500 pl 87 % Glycerin zugeben

Mischen und bei -70 °C lagern

Stammhaltung Rhizobien:
Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher von MV-AF- oder R2A-Agarplatten in
5 ml MV-AF-Medium Uberimpfen
U. N. bei 28 °C und 220 Upm auf dem Schiittler (Multitron-Schdittler, Infors)

inkubieren

Zellsuspension (1,5 ml) bei 4.000 Upm 5 min zentrifugieren (Biofuge Pico,
Heraeus)

Zellpellet in 500 pl frischem MV-AF-Medium resuspendieren

500 pl 87 % Glycerin zugeben

Mischen und bei -70 °C lagern
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Gentechnische Standardmethoden

Isolierung der genomischen DNA aus Rhizobien

200 ml NB-Medium mit 20 ml Vorkultur beimpfen; Gber Nacht bei 28 °C und
220 Upm inkubieren

100 ml entnehmen und 15 min bei 5.000 x g abzentrifugieren (Sigma 4K15,
Rotor 12167, Braun)

Pellet in 12,5 ml L1-Losung resuspendieren

2,5 ml L1-Losung mit 10 mg/ml Lysozym (sterilfiltriert) zum resuspendierten
Pellet zugeben

1 h bei 37 °C unter Schutteln (200 Upm) inkubieren

1,5 ml 10 % SDS-LOsung zugeben und vorsichtig durch Invertieren mischen;
anschlieend 30 min bei 65 °C inkubieren

5 ml Kaliumacetat-Losung hinzufigen und mindestens 1 h auf Eis stehen
lassen

10 min bei 10.000 x g zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)
klaren, DNA-haltigen Uberstand mit dem halben Volumen PCl (25:24:1)
versetzen

15 min bei 13.000 x g zentrifugieren (die beiden Schritte einmal wiederholen),
(Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)

klarer Uberstand in 50 ml Falcon Uberfiihren und mit 1,5-fachen Volumen
Isopropanol (-20 °C) versetzen; DNA mindestens 1 h bei -70 °C fallen

gefallte DNA entnehmen und in 70 % Ethanol (-20 °C) aufnehmen; 10 min bei
5.000 x g abzentrifugieren (diesen Schritt zweimal wiederholen), (Sigma 4K15,
Rotor 12167, Braun)

DNA in sterilem Gefal® bei 60 °C 5 min trocknen lassen und anschlief3end in
50 pl TE-Puffer bzw. H2Ogeion Versetzen und Uber Nacht bei 4 °C 16sen
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6.2 Isolierung der genomischen DNA aus Pseudomonas putida

Die genomische DNA aus P.putida wurde mittels Instant Bacteria DNA Kit

(analytikjena bio solutions) isoliert.

6.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. putida

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde eine Kombination aus alkalischer Lyse nach
Birnboim und Doly (Birnboim, 1983) und Phenol/Chloroform-Extraktion angewandt.

1,5 ml der Ubernachtkultur 5 min bei 4.000 Upm (Biofuge Pico, Heraeus)
zentrifugieren

Bakterienpellet in 0,3 ml Destabilisierungspuffer L1 resuspendieren

0,3 ml Denaturierungspuffer L2 zugeben und durch mehrmaliges Invertieren
mischen; 5 min bei RT inkubieren

0,3 ml Prazipitationspuffer L3 zugeben, mehrmals invertieren

Niederschlag 15 min bei 13.000 Upm zentrifugieren (Biofuge Pico, Heraeus)
Uberstand abnehmen und mit 0,45 ml Phenol/Chloroform extrahieren

10 min zur Phasentrennung bei 13.000 Upm zentrifugieren (Biofuge Pico,
Heraeus)

wassrige obere Phase abnehmen und mit 0,45 ml Chloroform extrahieren

10 min bei 13.000 Upm zentrifugieren

wassrige obere Phase abnehmen und mit 0,75 ml Isopropanol (-20 °C )
mischen

30 min bei 13.000 Upm (4 °C) zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 12167,
Braun)

Pellet mit 0,5 ml 70 % Ethanol (-20 °C) versetzen

10 min bei 13.000 Upm (4 °C) zentrifugieren

Pellet 10 min bei 60 °C trocknen

Sediment in 50 pl H2Ominpore @aufnenmen, Lagerung bei -20 °C
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Fur die Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA mittels peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit Il (peqlab) isoliert.

6.4 Restriktionsspaltung der DNA

Die zur hydrolytischen Spaltung von doppelstrangigen DNA-Fragmenten
eingesetzten Restriktionsendonucleasen wurden von der Firma MBI Fermentas
bezogen (vgl. Tabelle 11) und entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die
Pfeile zwischen den Basen geben die Schnittstelle an.

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in einem Gesamtvolumen von 20 pl flir den
Kontrollverdau und in 100 yl fir den praparativen Verdau. Die Menge an
eingesetzten Enzymen und DNA variierte. Die Dauer betrug 1h fur den
Kontrollverdau und 1,5 h fur den praparativen Verdau.

Tabelle 11: Verwendete Restriktionsendonucleasen.

Enzym Schnittstelle (5°>3’) Firma

BamHI G|GATCC MBI Fermentas
Hindlll AJAGCTT MBI Fermentas
EcoRl G|AATTC MBI Fermentas
Sall G|TCGAC MBI Fermentas
Ndel CA|TATG MBI Fermentas
Xhol C|TCGAG MBI Fermentas
Notl GC|GGCCGC MBI Fermentas

6.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden in horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Es wurden
35 ml Gele (7 x 10 cm) verwendet, die sich in BlueMarine 100-2-Elektrophoresekam-
mern (SERVA) befanden. Die Auftrennung von linearen, doppelstrangigen DNA-
Fragmenten basiert auf der Wanderung der negativ geladenen DNA im elektrischen
Feld von der Kathode zur Anode hin. Die elektrophoretische Beweglichkeit der DNA
ist antiproportional zum Logarithmus der Anzahl der Basenpaare (Meyers et al.,
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1976). Die DNA kann durch Zugabe von Ethidiumbromid detektiert werden.
Ethidiumbromid interkaliert in GC-Paare und so kdonnen die DNA-Fragmente unter
UV-Licht nachgewiesen werden. Die gewunschten Inserts und die linearisierten
Vektoren konnten nach einem praparativen Doppelverdau aus dem Gel reisoliert und

dadurch von Restriktionsenzymen und Salzen befreit werden.

1 % TBE-Kontroligele

- DNA-Proben mit '/ Volumen Bromphenolblau-Probenpuffer versetzen

- Spannung von 100 V anlegen

- nach der Elektrophorese Gel in Ethidiumbromid 10 min farben

- gefarbte DNA im UV-Licht bei 312 nm detektieren (Chemi Doc XRS System,
Universal Hood, Biorad) und fotografieren

1 % TBE-Gele zur DNA-Reisolierung

- DNA mit farblosem Probenpuffer versetzen

- Spannung von 60 V anlegen

- Gel in Ethidiumbromid 10 min farben und anschlielend 5 min in
H20g4eion Waschen

- gewunschtes DNA-Fragment auf dem UV-Tisch mit einem sterilem
Skalpel ausschneiden

- DNA aus dem Gel mit entsprechendem Kit extrahieren

6.6 Reisolierung von DNA-Fragmenten aus den Agarosegelen

Die Isolierung wurde mit dem MinElute™ Gel Extraction Kit der Firma Qiagen

durchgefuhrt. Bei der Reisolierung wurden die Angaben vom Hersteller befolgt.
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6.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der isolierten Vektoren und der genomischen DNA wurde in einer
wassrigen Verdinnung (1:60) mittels Gene Quant Photometer (Pharmacia Biotech)
bestimmt. Die Absorption der DNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Dabei entspricht eine Abs.»s=1 der Konzentration doppelstrangiger DNA
von 50 pg/ml (Sambrook et al.,, 1989). Zur Abschatzung der Reinheit und des
Restproteingehaltes wurde die Absorption bei 260 nm mit der Absorption bei 280 nm

verglichen. Das Verhaltnis (Ratio) reiner DNA betragt 1,8.

6.8 DNA-Fallung

Die DNA wurde sowohl nach dem Doppelverdau des Vektors und des Inserts als
auch nach der Ligation gefallt. Dieses Verfahren wurde angewandt, um die DNA von

Salzen zu reinigen und um die Proteine zu inaktivieren.

Phenol/Chloroform mit Ansatz im Verhaltnis 1:1 mischen und kraftig vortexen
10 min bei 13.000 rpm zentrifugieren (Biofuge Pico, Heraeus)
Ethanol-Fallung der oberen Phase mit LiCl:

Zugabe von /1o x Volumen 4 M LiCl

Zugabe von 2,5 x Volumen 98 % Ethanol (-20 °C)

45 min bei -20 °C fallen

30 min bei 13.000 Upm (4 °C) zentrifugieren (Sigma 4K15, Rotor 12167,
Braun)

DNA-Pellet 2 x 5 min mit 70 % Ethanol waschen (Sigma 4K15, Braun)
DNA-Pellet 10 min bei 60 °C trocknen

DNA in 15 pl H2Ogeion resuspendieren
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6.9 Klonierung von PCR-Amplifikaten

6.9.1 TOPO-TA Cloning®

Um PCR-Amplifikate zur Sequenzierung oder weiteren Klonierung in den Vektoren
anwenden zu kénnen, wurde der TOPO TA cloning® Kit (Fa. Invitrogen, Paisley)

verwendet.

Klonierungsansatz:

PCR-Produkt bzw. Reisolat 4 Ml
Salt Solution 1 Ml
TOPO®II-Vektor 1 ul

Die Transformation in chemisch kompetenten E. coli TOP10 [pCR®II-TOPO®] erfolgte
durch Hitzeschock und abweichend von der Vorschrift wurden die Zellen nicht mit
2 yl, sondern mit dem kompletten Klonierungsansatz von 6 ul transformiert. Die

Inkubationsschritte wurden mit der maximal angegebenen Dauer durchgeflhrt.

6.9.2 Ligation

Ligationen wurden mit der T4-DNA Ligase (Fermentas) durchgefihrt. Die PCR-
Amplifikat- bzw. Insert-tragenden Plasmide und Vektoren wurden mit
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, in einem 1 %-igen Agarosegel
aufgetrennt und mittels Reisolierungs-Kit reisoliert. Anschlielend wurden das
gereinigte Insert und der Vektor zusammen in den Ligationsansatz pipettiert und Uber
Nacht bei 16 °C ligiert.

Ligationsansatz:

Ligationspuffer (10x) 2,6 yl
Insert 15,4 ul
Vektor 6,0 pl
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T4-Ligase 2,0 ul

Nach der Ligation erfolgte die Dialyse, die zur Inaktivierung der Ligase und zum
Entsalzen des Ligationsansatzes fuhrte. Dazu wurde der komplette Ligationsansatz
auf eine sich auf der Oberflache einer 10 %-igen Glycerinlosung befindenden
Membran (Millipore MF-Membrane Filters 0,025 pm) pipettiert und 1 h bei RT
inkubiert. AnschlieRend wurde der dialysierte Ansatz von der Membran abgenommen

und zur Transformation eingesetzt.

6.10 Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Zellen

Die E. coli-Zellen sind bei der Elektroporation hohen Feldstarken ausgesetzt,

deswegen muf die Leitfahigkeit des Mediums sehr gering gehalten werden:

400 ml LB-Medium mit /100 Volumen einer frischen Ubernachtkultur animpfen
Kultur bei 37 °C und 220 Upm bis zum Erreichen einer ODgpo= 0,4 - 0,5
wachsen lassen

15 min zentrifugieren (4 °C, 4.000 x g)

Bakteriensediment in 400 ml eiskaltem, sterilem bidestiliertem H2Ogeion
waschen und danach 15 min zentrifugieren (4 °C, 4.000 x g)

Zellen in 200 ml eiskaltem H2Ogeion resuspendieren

15 min zentrifugieren (4 °C, 4.000 x g)

Zellen in 20 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendieren

15 min zentrifugieren (4 °C, 4.000 x g)

Zellen in 2 ml eiskaltem 10 % Glycerin resuspendieren

Durch den letzten Zentrifugationsschritt wurden die E. coli-Zellen zu einem Titer von
3x 10" Zellen/ml konzentriert. Aliquots zu 50 pl wurden bei -70 °C gelagert
(Hanahan, 1983).

42



Material und Methoden

6.11 Transformation

6.11.1 Transformation durch Elektroporation

Die chemisch kompetenten E. coli-Expressionsstamme (Hanahan et al., 1991)
wurden in einem Gene Pulser™ (Bio Rad) und einem dazugehérenden Pulse

Controller (Bio Rad) mit Plasmiden transformiert.

Elektroporationsprotokoll fur E. coli

Zellen, dialysierter Ligationsansatz, Elektroporationskivetten (peqlab) auf Eis
vorkuhlen

Transformationsmix: 50 ul elektrokompetente Zellen + kompletter
Ligationsansatz (ca. 20 pl)

Transformationsmix in eisgekuhlte, trockene Elektroporationskiuvette
pipettieren

Gerateeinstellungen: 2,5 kV, 25 pF, 400 Q

nach der Elektroporation direkt 0,5 ml SOC-Medium zur Regeneration der
Zellen zugeben

Zellen aus der Elektroporationskuvette in ein Eppendorfgefal® uberfihren und
60 min bei 37 °C, 220 Upm regenerieren lassen

Transformationsansatze auf LBkan- bzw. LBamp-Platten ausplattieren

Die Selektion der Transformanden erfolgte durch die entsprechenden Antibiotika-
resistenzen des jeweiligen Vektors.

6.11.2 Transformation durch Hitzeschock
Die Top10-Zellen (Invitrogen) wurden mit dem TOPO®-II-Plasmid durch Hitzeschock

bei 42 °C transformiert. Die Selektion erfolgte durch Kanamycinresistenz des Vektors
und Blau-Weil3-Screening (Brown, 1999).
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TOPO-Klonierungsansatz 30 min bei RT inkubieren

One Shot®Chemically Competent E. coli-Zellen auf Eis auftauen
Klonierungsansatz zu den kompetenten E. coli-Zellen geben und sanft
invertieren

30 min auf Eis inkubieren

Hitzeschock des Transformationsansatzes fur 30 sec bei 42 °C
Transformationsansatz direkt auf Eis platzieren und 250 yl SOC-Medium
zugeben

Zellen 1 h horizontal bei 37 °C und 220 Upm regenerieren lassen
Transformationsansatz auf drei LBkan-Platten, die zuvor mit 80 ul einer 2 % X-
Gal Losung versetzt wurden, ausplattieren und Uber Nacht bei 37 °C

inkubieren

6.11.3 Colony-PCR

Um die Ergebnisse der Ligation (und Transformation) schnell und effizient Gberprifen
zu konnen, wurde eine Colony-PCR durchgefuhrt. Diese Methode basiert auf einer
PCR, bei der die einzelnen bakteriellen Kolonien als Template verwendet werden.
Sie ersetzt die Ubliche Prozedur von Anzucht, Plasmid-Praparation und
Restriktionsverdau. Nebenbei wird direkt die richtige Orientierung des gewunschten
Inserts Uberprift, da es in seltenen Fallen zu einer Fehlligation kommen kann
(Gussowund Clackson, 1989). Die Colony-PCR beruht auf dem Vorhandensein
genspezifischer Primer, die im Plasmid eine Sequenz bekannter Lange amplifizieren.
Die Kolonien, die im Kontrollgel ein Amplifikat der erwarteten Grof3e aufweisen,
enthalten mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit das gewulnschte Insert. Bei dieser
Methode werden die ganzen Zellen in Form einer gepickten Kolonie eingesetzt. Die
Zellen werden auf Grund der Hitze wahrend der PCR soweit destabilisiert, dass
Plasmid-DNA austreten kann. Sofern das Plasmid das gewunschte Insert enthalt,
wird es mit Hilfe der genspezifischen Primer amplifiziert und anschlieend in einem
Agarosegel detektiert. Parallel zum PCR-Ansatz wird eine Replikaplatte aus LByan-
bzw. LBamp-Medium erstellt, so dass die positiven Klone erhalten bleiben und weiter

verwendet werden konnen.
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PCR-Ansatz:

AxonTagq Buffer (10x) 0,50 pl
Axon MgCl; (25 mM) 0,30 pl
dNTP’s (10 mM) 0,10 pl
DMSO 0,40 pl
forward Primer 0,10 pl
reverse Primer 0,10 pl
AxonTaq Polymerase 0,04 pl
H2Ogeion ad 5 pl

Mastermix in 0,2 ml PCR-Gefal3e vorlegen

Klon mit einer sterilen Pipettenspitze von der LBkan- bzw. LBamp-Platte in den
Mastermix Uberimpfen

Mit der gleichen Spitze auf der Replikaplatte ausstreichen und Uber Nacht bei
37 °C inkubieren

PCR nach Tabelle 12 durchfuhren

PCR-Produkte mit 1 pl Probenpuffer versetzen und in einem 1 %-igen

Agarosegel auftrennen (vgl. Kapitel 11-6.4)

Tabelle 12: Colony-PCR-Programm. Es wurden 25 Zyklen (Schritt 2 — 4) im TGradient-
Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
[*C]

1. Denaturierung 95 5

2. Denaturierung 95

3. Annealing XX 0,5

4. Elongation 72 1

5. Finale Elongation 72 7

7. Abkuhlung 4 -

XX = Annealingtemperatur 5 °C niedriger als Schmelztemperatur des Primers

45



Material und Methoden

6.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzanalyse der Plasmid-DNA erfolgte nach dem Didesoxynukleotid-
Verfahren mit Hilfe des automatischen Sequenzierers LiCor 4200 (MWG-Biotech).
Die Sequenzierreaktion wurde mit dem CyclerReader™ Auto DNA Sequencing Kit
(Fermentas) nach den Herstellerangaben durchgefuhrt. Das Verfahren der Didesoxy-
Sequenzierung (Sanger et al., 1977) basiert auf der partiellen Neusynthese eines
DNA-Stranges anhand einer vorgegebenen Matrize mit gezieltem Kettenabbruch.
Dieser wird durch ein Didesoxynucleotid erreicht. Die Wirkung der 2’,3’-Didesoxy-
nucleotide auf die DNA-Polymerase beruht auf dem Fehlen der 3’-Hydroxylgruppe,
die an der Bildung der Phosphodiesterbindung zwischen Desoxyribose und
Nucleosidmonophosphat beteiligt ist. Fehlt sie, so kann diese Bindung nicht gebildet
werden und die Polymerisationsreaktion bricht ab.

Alternativ wurde der Sequenzierservice der Firma GATC Biotech AG (Konstanz)

genutzt, um die Sequenz der Proben zu bestimmen.

6.12.1 Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungs-PCR wurde mittels CyclerReader™ Auto DNA Sequencing Kit
(Fermentas) durchgefuhrt. Fir jede analisierte Sequenz, bzw. jeden verwendeten
Primer wurden vier PCR-Ansatze hergestellt, die sich jeweils durch ein
Didesoxynukleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP) als Terminator im
Nukleotidgemisch unterschieden haben.

Nach der Sequenzierungs-PCR wurden die Proben mit 3 yl Stop LOosung versetzt.
Die Reaktionsansatze mussten vor der Sequenzierung zusatzlich 3 min bei 70 °C

denaturiert werden.
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Tabelle 13: Sequenzierungs-PCR-Programm. Es wurden 25 Zyklen (Schritt 2-4) im
TGradient-Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur  Dauer [min]
[°Cl

1. Denaturierung 94 3

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing XX 0,5

4. Elongation 72 1

7. Abklhlung 4 -

XX = Annealingtemperatur 5 °C niedriger als Schmelztemperatur des Primers

6.12.2 TempliPhi®-Reaktion

Der TempliPhi® DNA Amplification Kit (Amersham Biosciences) fand dann
Anwendung, wenn eine Verbesserung der Sequenzierung und der Leselange bei
Sequenzierungen von Inserts im pET24a(+)-Vektor erforderlich war. In diesem
Verfahren lagern sich die Hexamer-Primer an die zirkulare Template-DNA an
multiplen Orten an. Die Phi29 DNA-Polymerase verlangert jeden dieser Primer.
Wenn die DNA-Polymerase einen downstream verlangerten Primer erreicht, kommt
es zu einer Strang-Ablosungs-Synthese. Der abgeloste Strang wird zu einem
Einzelstrang und steht fur weitere Hexamer-Primer zur Verfigung. Der Prozess setzt

sich fort und resultiert in einer exponentiellen, isothermalen Amplifikation.

Probenvorbereitung: entweder 0,2 - 0,5 yl Ubernacht-Kultur oder ein Teil einer
Kolonie oder 1 pg-10 ng DNA (Vol. < 0,5 ul) zu 5 pl Probenpuffer geben
Denaturierung der Probe: auf 95 °C fur 3 min erhitzen, Abkuhlen auf 4 °C
TempliPhi-Premix: Fur jede Probe: 5 pyl Reaktionspuffer + 0,2 pl Enzym-Mix

5 ul Premix zu der gekuhlten, denaturierten Probe zugeben

Bei 30 °C fur 4 — 18 h inkubieren

Inaktivierung der Enzyme (nur bei Proben, die langer aufbewahrt werden): bei
65 °C fur 10 min inkubieren und danach auf 4 °C abkuhlen
Sequenzierungs-PCR: entweder 1 -2 pl (150 — 500 ng) der amplifizierten
Probe oder falls Probe viskos ist, mit 10 pl H2Ogeion Verdinnen, gut mischen
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2 - 10 pl der verdunnten Probe zu den 21 ul Sequenzierungs-PCR-Mix geben

Amplifizierte Proben konnten bei -20 °C bis zu einem Monat aufbewahrt werden.

6.12.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der fluoreszenzmarkierten Oligonucleotide erfolgte in einem
6 % Polyacrylamidgel (Dicke 0,5 mm). Formamid und Harnstoff im Gel sorgten fur
denaturierende Bedingungen. Das Gel wurde mit einer Heizplatte auf 50 °C erhitzt,
was eine Renaturierung der DNA verhindert hat. Die Elektrophorese wurde bei einer
Spannung von 1500V und einer Stromstarke von 37 mA durchgefuhrt. Vor der
eigentlichen Elektrophorese fand eine funfzehnminitige Vorelektrophorese statt, um
nicht polymerisiertes Acrylamid zu entfernen.

Sequenziergel-Mix:

Sequagel XR 30 ml
Sequagel Complete 7,5 mi
Formamid 4,0 ml
Rotiphorese Gel 40 1,0 ml
APS (10 %) 1,0 ml

6.12.4 Auswertung der Sequenzdaten

Die Ermittlung der Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe des Softwareprogrammes
,DNASTAR" (Lasergene). Die enthaltenen Daten wurden anhand des NCBI Service
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast) mit den in der Datenbank hinterlegten Sequenzen
verglichen. Dieses Computerprogramm verwendet den BLAST-Algorithmus (Altschul
et al.,, 1997). Schematische Darstellungen von Restriktionsschnittstellen, Primer-
Positionen und paarweise Alignments wurden mit dem Programm Vektor NTI
(Informax) erstellt.
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7 Klonierung und heterologe Expression der 1,5-AF Reduktase-
AFR-(His)s aus S. meliloti 1021

7.1  afr-Gen Amplifikation aus der genomischen DNA

Das afr-Gen wurde aus der genomischen DNA aus S. meliloti mittels FideliTag™

Polymerase amplifiziert:

PCR-Ansatz:

FideliTag™ Buffer (10x) 5,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,5 ul
mel_forw 1,0 pl
mel_rev 1,0 pl
Template 1,0 pl
FideliTag™ Polymerase 0,3 ul
H2Ogeion ad 50 pl

Die PCR-Produkte wurden in E. coli TOP10 [pCR®II-TOPO] kloniert (vgl. 1-6.9.1) und
sequenziert (vgl. 1I-6.12). Die Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI
verdaut (vgl. 1I-6.4) und im 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11-6.5).
AnschlieRend erfolgte eine Reisolation des Fragmentes mittels MinElute™ Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen. Das aufgereinigte Amplifikat wurde in einer
nachsten PCR als Template eingesetzt, allerdings wurden hier die Primer
5'mel_Bam/Hind_for und 3’'mel_His/Xho/Eco_rev verwendet. So wurde das afr-Gen
mit zusatzlichen Klonierungsschnittstellen und einem C-terminalen (His)stag
versehen. Fur diese Amplifikation wurde das gleiche PCR-Programm verwendet
(Tabelle 14). Die Produkte wurden im 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11-6.5),
mittels MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und tber BamHI-Hindlll
Schnittstellen mit dem Expressionsvektor pET24a(+) ligiert (vgl. 1-6.9.2).
Anschliel3end erfolgte die Transformation in die E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen (vgl. II-
6.11.1). Der Erfolg der Ligation wurde mittels Colony-PCR (vgl. 11-6.11.3) Uberpruft.
Das erhaltene Konstrukt wurde sequenziert (vgl. 1-6.12).
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Tabelle 14: PCR-Programm Fideli. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2-4) im TGradient-Cycler
(Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
[°Cl

1. Denaturierung 94 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 64 0,5

4. Elongation 68 1,5

5. Finale Elongation 68 5

6. Abkuhlung 4 -

7.2 Expression von AFR-(His)g in E. coli BL21(DE3)Gold

E. coli BL21(DE3)Gold enthalt im Chromosom integriert eine Kopie des Gens fur die
T7 RNA-Polymerase unter der Kontrolle des lacUV5-Promoters. Der Promotor kann
durch Zugabe von IPTG (Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid) induziert werden. Die
Expression wird induziert, sobald die T7 RNA-Polymerase von der Wirtszelle zur
Verfugung gestellt wird. Diese Polymerase ist so selektiv und aktiv, dass fast alle

Zellreserven zur Expression des rekombinanten Gens herangezogen werden.

7.21 Expression in Schuttelkultur

Die Anzucht von E. coli BL21(DE3)Gold mit afr-tragendem Plasmid pET24a(+)
erfolgte bei 37 °C in 250 ml Pepton/Trypton-Medium mit Zusatz von Kanamycin (25
ug/ml). Die Hauptkultur wurde mit 25 ml Vorkultur beimpft. Die Uberexpression von
AFR-(His)s wurde bei ODgyo von ca. 2,6 durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
im Medium 100 uM) induziert.

7.2.2 Expression in 2 Liter-Bioreaktor

Um groRere Zellmassen zu erhalten, wurden die E. coli-Zellen in einem 2 Liter
Bioreaktor kultiviert. Im Bioreaktor befand sich 1,5L Pepton/Trypton-Medium mit
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Kanamycin. Zur Anzucht im Fermenter wurde eine 50 ml Vorkultur vorbereitet. Diese
wurde mit 10 pl Glycerinkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C, 220 Upm
kultiviert. Der Bioreaktor wurde mit 50 ml Vorkultur beimpft und bei ODgpp=2,6 wurde
die Expression von AFR-(His)s durch Zugabe von IPTG induziert. Die Kultivierung
erfolgte unter definierten Bedingungen: Temperatur 37 °C, Ruhrgeschwindigkeit 500
Upm, Beluftung 4 L Luft/min. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 1 M NaOH und
0,5 M HCI konstant auf pH 6,8 gehalten. Das Wachstum wurde durch die Messung
der optischen Dichte ODegoo stundlich verfolgt. Gleichzeitig erfolgte die Bestimmung
der AFR-(His)s-Aktivitat.

8 Klonierung und heterologe Expression der Monooxygenasen
aus S. meliloti 1021

8.1  Amplifikation des Y018712-Genes aus der genomischen DNA

Das Y018712-Gen wurde aus der genomischen DNA von S. meliloti mittels
FideliTag™ Polymerase amplifiziert:

PCR-Ansatz:

FideliTag™ Buffer (10x) 5,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,5 ul
sm mono forw bzw. 1,0 pl
sm mono/Hind rev His bzw. 1,0 pl
Template 1,0 pl
FideliTag™ Polymerase 0,3 ul
H20O4eion ad 50
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Tabelle 15: PCR-Programm Fideli. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2-4) im TGradient-Cycler
(Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
[°Cl

1. Denaturierung 94 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 64 0,5

4. Elongation 68 2,0

5. Finale Elongation 68 5

6. Abkuhlung 4 -

Das PCR-Produkt wurde in E. coli TOP10 [pCR®II-TOPO] kloniert (vgl. 11-6.9.1) und
sequenziert (vgl. 1I-6.12). Die Plasmid-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI
verdaut (vgl. 1I-6.4) und im 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11-6.5).
AnschlieRend erfolgte eine Reisolation des Fragmentes mittels MinElute™ Gel
Extraction Kit der Firma Qiagen. Das gereinigte Amplifikat wurde in der nachsten
PCR als Template eingesetzt, allerdings wurden hier die Primer 5’mel_Bam/Hind_for
und 3’'mel_His/Xho/Eco_rev verwendet. So wurde das Monooxygenase-Gen mit
zusatzlichen Klonierungsschnittstellen und einem C-terminalen (His)stag versehen.
Fur diese Amplifikation wurde das gleiche PCR-Programm verwendet (Tabelle 15).
Die Produkte wurden im 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 1I-6.5), mittels
MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und (ber BamHI-Hindlll
Schnittstellen in den Expressionsvektor pET24a(+) ligiert (vgl. 11-6.9.2). Anschlie3end
erfolgte die Transformation in die E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen (vgl. 11-6.11.1). Der
Erfolg der Ligation wurde mittels Colony-PCR (vgl. 1I-6.11.3) Uberpruft. Das erhaltene
Konstrukt wurde sequenziert (vgl. 11-6.12).

8.2 Amplifikation des Y02579-Genes aus der genomischen DNA

Das Y02579-Gen wurde aus der genomischen DNA von S. meliloti mittels
FideliTag™ Polymerase amplifiziert:
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PCR-Ansatz:

FideliTag™ Buffer (10x) 5,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,5 ul
sm 2579 BamHlI forw 1,0 pl
sm 2579 Hindlll EcoRI His rev 1,0 pl
Template 1,0 pl
FideliTag™ Polymerase 1,0 pl
H20O4eion ad 50

Fur die Amplifikation des Y02579-Genes wurde das gleiche PCR-Programm wie
unter 8.1 beschrieben (Tabelle 15) durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wurde in E. coli
TOP10 [pCR®II-TOPQ] kloniert (vgl. 1-6.9.1) und sequenziert (vgl. 1-6.12). Das
Monooxygenase-Gen wurde direkt mit zusatzlichen Klonierungsschnittstellen und
C-terminalem (His)stag versehen. Das Y02579-Insert wurde mit BamHI und Hindlll
praparativ verdaut (vgl. 11-6.4) und in den linearisierten pET24a(+) Vektor ligiert
(vgl. 11-6.9.2).  AnschlieBend erfolgte die Transformation in die E. coli
BL21(DE3)Gold-Zellen (vgl. 11-6.11.1). Der Erfolg der Ligation wurde mittels Colony-
PCR (vgl. 11-6.11.3) Uberpruft.

8.3 Expression in E. coli BL21(DE3)Gold

8.3.1 Anzucht von MO1812-(His)e

Die Anzucht von E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen mit Y01872-tragendem Plasmid
pET24a(+) erfolgte in 250 ml Pepton/Trypton-Medium mit Zusatz von Kanamycin
(25 pg/ml). Die Hauptkultur wurde mit 25 ml Vorkultur beimpft. Die Kultivierung bis
zur Induktion wurde bei 37 °C durchgefuhrt Bei einer ODgy von ca. 2 wurde die
Expression der MO1812-(His)s durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration im
Medium 100 pM) induziert. Nach der Induktion wurde die Kultivierung bei 20 °C Uber
24 h weitergefuhrt. Durch die niedrigere Temperatur wurde die Bildung von inclusion
bodies reduziert (Schein und Noteborn, 1988).
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8.3.2 Anzucht von MO2579-(His)e

Die Anzucht der Y02579-enthaltenden E. coli-Zellen wurden bis zur Induktion wie
unter 8.3.1 beschrieben durchgefuhrt. Die Induktion erfolgte bei ODggo=1 mittels
IPTG (Endkonzentration im Medium 100 pyM). Nach der Zugabe von IPTG wurden
die Zellen weiter bei 37 °C Uber 24 h kultiviert.

9 Bestimmung der P450-Konzentration

Die Konzentration des Cytochroms P450 kann photometrisch mit Hilfe des CO-
Differenzspektrums bestimmt werden. Dabei wird die charakteristische Absorption
der Ham-Gruppe in reduziertem, Kohlenmonoxid-gebundenen Zustand genutzt
(Omura und Sato, 1964). Fur diese Messung wird 1 ml Enzymlosung bendtigt, die
zur Reduktion des Ham-Eisens (von Fe** zu Fe2+) mit einer Spatelspitze
Natriumdithionit versetzt und anschlieBend auf zwei Kuvetten aufgeteilt wird. Eine
dieser Kuvetten wird eine Minute lang mit CO begast. Direkt nach der Begasung
erfolgt die Aufnahme des Absorptionsspektrums der mit CO-behandelten Probe im
Bereich von 400 nm bis 500 nm, das Spektrum der unbegasten Probe wird von
dieser Messung abgezogen. Die P450-Konzentration wird aus der
Absorptionsdifferenz zwischen 450 und 490 nm nach der Formel des Lambert-
Beerschen Gesetz unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten E = 91 mM™” cm”

errechnet.

10 Klonierung der Putidaredoxin-Reduktase (PdR) und Putida-

redoxin (Pdx) aus Pseudomonas putida

10.1 Amplifikation des camA-Genes aus der Plasmid-DNA

Das camA-Gen kodiert fur die Putidaredoxin-Reduktase (PdR). Es wurde mittels

@

Herculase Phusion DNA Polymerase aus der Plasmid-DNA von P. putida

amplifiziert:
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PCR-Ansatz:

Herculase® Buffer (5x) 10,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,50 pl
camA Koga forw 1,25 pl
camA Koga rev 1,25 pl
Template 1,00 pl
Herculase®-Polymerase 1,00 pl
H20O4eion ad 50

Tabelle 16: PCR-Programm Herculase®. Es wurden 30 Zyklen (Schritt 2-4) im TGradient-
Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
rcl

1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 0,3

3. Annealing 64 0,3

4. Elongation 72 1,5

5. Finale Elongation 72 3

6. Abkuhlung 4 -

Das PCR-Produkt wurde im 1 %-igen Agarosegel zur Kontrolle aufgetrennt (vgl. Il-
6.5), anschlieRend in E. coli TOP10 [pCR®I-TOPO] kloniert (vgl. 1-6.9.1) und
sequenziert (GATC Biotech AG). Die Plasmid-DNA [pcamA] wurde als Template in
die zweite PCR eingesetzt, mit der zusatzliche Restriktionsschnittstellen und eine
Linker-Sequenz in das Gen eingefugt wurden. Dazu wurden folgende Primer
verwendet: PdR Ndel forw und PdR BamHI rev. Es wurde der gleiche PCR-Ansatz
und das gleiche PCR-Programm wie in der Tabelle 16 verwendet. Die Amplifikation
erfolgte auch mit Hilfe der Herculase® Il Phusion DNA Polymerase. Das Plasmid
[pcamA-Linker] wurde anschlieBend mit BamHI-Ndel praparativ verdaut (vgl. 11-6.4),
das Insert aus dem Gel mittels MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und
in die Ligation mit anderen Komponenten (Pdx, MO1812-(His)s) eingesetzt (vgl. Il-
6.9.2).
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10.2 Amplifikation des camB-Genes aus der Plasmid-DNA

Das camB-Gen kodiert fiir Putidaredoxin (Pdx). Es wurde mittels Herculase® II

Phusion DNA Polymerase aus der Plasmid-DNA den P. putida amplifiziert:

PCR-Ansatz:

Herculase® Buffer (5x) 10,0 pl
dNTP’s (10 mM) 1,50 pl
camB forw 1,25 pl
camB rev 1,25 i
Template 1,00 pl
Herculase®-Polymerase 1,00 pl
H20O4eion ad 50

Tabelle 17: PCR-Programm Herculase®. Es wurden 30 Zyklen (Schritt 2-4) im TGradient-
Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
[*C]

1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 0,3

3. Annealing 64 0,3

4. Elongation 72 0,5

5. Finale Elongation 72 3

6. Abkuhlung 4 -

Das PCR-Produkt wurde im 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. II-6.5) und in E.
coli TOP10 [pCR®II-TOPQ] kloniert (vgl. 11-6.9.1). AnschlieBend wurde die Sequenz
bestimmt (GATC Biotech AG). Die Plasmid-DNA [pcamB] wurde als Template in die
zweite PCR eingesetzt, in der zusatzliche Restriktionsschnittstellen und eine Linker-
Sequenz in das Gen eingefugt wurden. Dazu wurden folgende Primer verwendet:
Pdx BamHI forw und Pdx EcoRI rev. Es wurde der gleiche PCR-Ansatz und das
gleiche PCR-Programm verwendet (Tabelle 17). Die Amplifikation erfolgte auch mit
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Hilfe der Herculase® Il Phusion DNA Polymerase. Das Plasmid [pcamB-Linker]
wurde anschliefend mit BamHI-EcoRI praparativ verdaut (vgl. 11-6.4), das Insert aus
dem Gel mittels MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und in die Ligation
mit anderen Komponenten (PdR, MO1812-(His)s) eingesetzt (vgl. 11-6.9.2). Das
erhaltene Konstrukt wurde sequenziert (GATC Biotech AG).

11  Die Fusionsproteine PdR/Pdx-(His)s und PdR/Pdx

11.1 Herstellung des Konstruktes PdR/Pdx-(His)e

Das Protein PdR/Pdx-(His)s wurde in zwei Ligationsschritten erzeugt. Zuerst wurde
das Insert in dem Plasmid [pcamA-Linker] mit BamHI-Ndel praparativ verdaut (vgl. II-
6.4), aus dem Gel mittels MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und in die
Ligation mit dem mittels BamHI-Ndel verdauten pET24a(+) Vektor eingesetzt (vgl. Il-
6.9.2). Der Ligationsansatz wurde dialysiert und in die Transformation von E. coli
TOP10-Zellen eingesetzt (vgl. 11-6.11.1). Der Erfolg dieser Ligation wurde mittels
Colony-PCR uberpruft (vgl. 11-6.11.3), anschlieBend wurde ein positiver Klon
ausgewahlt, der als Zielvektor fur die zweite Ligation diente. Dieser wurde mit
BamH]I-EcoRI praparativ verdaut (vgl. [I-6.4) und mit dem Insert [pcamB], das mit den
gleichen Restriktionsenzymen verdaut wurde, ligiert (vgl. 11-6.9.2). Nach der
anschlieRenden Dialyse wurde das Konstrukt pcamA/camB+b in die E. coli TOP10-
Zellen transformiert (vgl. 11-6.11.1). Nachtraglich wurde ein C-terminaler (His)stag in
das Konstrukt eingefugt, dabei wurden folgende Primer verwendet: PdR Ndel forw

und camB EcoRI rev His.

PCR-Ansatz:

FideliTaq Buffer (10x) 5,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,5 ul
PdR Ndel forw 1,0
camB EcoRl rev His 1,0 pl
Template 1,0 pl
FideliTaq Polymerase 1,0 pl
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H20O4eion ad 50 pl

Tabelle 18: PCR-Programm Fideli. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2-4) im TGradient-Cycler
(Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
[*C]

1. Denaturierung 94 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 58 0,5

4. Elongation 68 1,15

5. Finale Elongation 68 5

6. Abkuhlung 4 -

Das PCR-Produkt wurde nach der Kontrolle mittels 1 %-igem Agarosegel in E. coli
TOP10 [pCR®II-TOPO] kloniert (vgl. 11-6.9.1) und sequenziert (GATC Biotech AG).
Nach der Sequenzierung wurde das Konstrukt in zwei Expressionsvektoren,
pET24a(+) und pET17b, umkloniert. Hierfur wurde ein praparativer Verdau (vgl. Il-
6.4) des leeren pET24a(+)-, des leeren pET17b- und des pcamA/camb-His-Plasmids
mittels Ndel-EcoRI durchgefuhrt. Anschlieend wurden die Verdauansatze im 1 %-
igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 1-6.5). Nach dem die gewunschten DNA-
Fragmente aus dem Gel reisoliert wurden (MinElute™ Gel Extraction Kit, Qiagen),
erfolgte die Ligation (vgl. 11-6.9.2). Anschliel3end wurden die erhaltenen Konstrukte
pcamA/camB-His+ und pcamA/camB-His+b in die E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen
transformiert (vgl. 11-6.11.1). Die Ligation wurde mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. II-
6.11.3).

11.2 Expression des Fusionproteins PdR/Pdx-(His)es in E. coli BL21(DE3)Gold

Die Anzucht von PdR/Pdx-tragenden E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen erfolgte in 250 ml
Pepton/Trypton-Medium mit Zusatz von Kanamycin (25 pg/ml). Die Hauptkultur
wurde mit 25 ml Vorkultur beimpft. Die Kultivierung wurde bis zur Induktion bei 37 °C
durchgefuhrt. Bei einer ODgop von ca. 2 wurde die Expression der PdR/Pdx-(His)s
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durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration im Medium 100 uM) induziert. Nach der
Induktion wurde die Kultivierung bei 20 °C uber 24 h weitergefuhrt, da die niedrigere
Temperatur die Bildung von inclusion bodies reduziert (Schein und Noteborn, 1988).

11.3 Herstellung des Konstruktes PdR/Pdx

Das Konstrukt PdR/Pdx wurde fur die Herstellung des Fusionsproteins PdR/Pdx-
MO1812-(His)e erzeugt. Zuerst wurden beide cam-Gene mit folgenden Primer erneut
amplifiziert: PdR Ndel forw mit PdR BamHI rev und Pdx BamHI forw mit Pdx EcoRI
rev. Dieser Schritt wurde durchgefuhrt, um die Stopkodons der beiden Gene zu
entfernen, was fur die Expression als einzelnes Protein zusammen mit der
Monooxygenase notwendig war, und um in das camA-Gen eine Linkersequenz
einzufugen. Beide Amplifikate wurden in einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt
(vgl. 11-6.4), aus dem Gel mittels MinElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert und
in die Ligation mit dem linearisierten pET24a(+)-Vektor eingesetzt (vgl. 11-6.9.2).
Beide Ligationsansatze wurde dialysiert und in die Transformation von E. coli
TOP10-Zellen eingesetzt (vgl. 11-6.11.1). Der Erfolg dieser Ligation wurde mittels
Colony-PCR uberpruft (vgl. 11-6.11.3), anschlielend wurde ein positiver Klon von
jedem Ligationsansatz ausgewahlt und nach der Plasmidreinigung sequenziert
(GATC Biotech AG). AnschlieRend wurden beide Plasmide pcamA+ und pcamB+ mit
BamHI| und Ndel Restriktionsenzmen verdaut (vgl. 11-6.4), dabei wurde das camA-
Gen aus dem Vektor ausgeschniten und das Plasmid pcamB wurde linealisiert. Nach
der Auftrennung beider Verdauansatze im 1 %-igen Agarosegel wurden die
gewiinschten DNA-Fragmente reisoliert (MinElute™ Gel Extraction Kit, Qiagen) und
in ein Ligationsansatz zusammenpipettiert (vgl. 11-6.9.2). Nach der anschlieRenden
Dialyse wurde das Konstrukt pcamA/camB+ in die E. coli TOP10-Zellen transformiert
(vgl. 11-6.11.1). Die Ligation wurde unter Anwendung einer Colony-PCR uberprift
(vgl. 11-6.11.3).
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12 Das Fusionsprotein PAR/Pdx-MO1812-(His)s

12.1 Herstellung des Konstruktes PdR/Pdx-MO1812-(His)s

Dieses Konstrukt wurde erstellt, um eine selbststandige Monooxygenase aus
S. meliloti zu kreieren. Als Zielvektor wurde pMO1812smHis+ verwendet. Das
Konstrukt camA/camB wurde mittels Ndel-EcoRI aus dem Plasmid pcamA/camB+
ausgeschnitten (vgl. 11-6.4) und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen
verdauten pMO1812smHis+ ligiert (vgl. 11-6.9.2). Nachdem der Ansatz durch Dialyse
entsalzt wurde, erfolgte die Transformation der E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen mit
dem Konstrukt pcamA/camB-MO1812smHis+ (vgl. 1I-6.11.1). Die Ligation wurde wie
ublich mit einer Colony-PCR (vgl. 1I-6.11.3) Uberpruft. Zusatzlich wurde auch ein
Kontrollverdau durchgefuhrt (vgl. 11-6.4).

12.2 Expression des Fusionproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)¢ in E. coli
BL21(DE3)Gold

Die Expression wurde in Kanamycin-haltigem Pepton/Trypton-Medium durchgefuhrt.
250 ml Medium wurden mit 25 ml Ubernachtkultur beimpft und bis zur ODggg von ca.
1,5 bei 37 °C unter Schatteln inkubiert. Nach dem Erreichen einer ODgyo von ca. 1,5
wurde die Expression des Fusionproteins PAR/Pdx-MO1812-(His)e durch Zugabe von
250 yl IPTG (Endkonzentration im Medium 100 pM) induziert. Das weitere
Wachstum erfolgte bei 28 °C.

13 Spektrumaufnahme des PdR/Pdx-(His)¢ Proteins

Die Putidaredoxin-Reduktase ist ein Flavoprotein. Um die kovalente Bindung des
FADs in dem Fusionprotein PdR/Pdx-(His)s zu bestatigen, wurde ein Spektrum
aufgenommen. Das gereinigte Protein wurde in einer Konzentration von 2 mg/ml fur
die Messung eingesetzt. Die Aufnahme erfolgte im Bereich von 250 nm bis 700 nm
im  Spektralphotometer (Ultrospec 2100 pro, Amersham Biosciences) in
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Quarzkuvetten bei Raumtemperatur gegen 100mM Tris, pH 7,5. Der
Absorptionsverlauf wurde automatisch registriert, der Wellenlangevorschub betrug
16,6 nm/sec.

14 Coexpression der MO1812-(His)s mit dem Fusionprotein
PdR/Pdx-(His)s

Fur die Coexpression der MO1812-(His)s mit dem PdR/Pdx-(His)s-Protein wurden
zwei Expressionsplasmide verwendet: pET17b und pET24a(+). Diese wurden
aufgrund ihrer unterschiedlichen Antibiotikaresistenzen ausgewahlt, was die
gleichzeitige Expression ermdglichte. Das Plasmid pET17b verfugt Uber Resistenz
gegenuber Ampicillin, pET24a(+) gegenuber Kanamycin. In diesem Experiment
wurden elektrokompetente MO1812-(His)s-tragende E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen
hergestellt (vgl. 11-6.10) und mit dem PdR/Pdx-(His)s-tragenden pET17b-Vektor
(pcamA/camB-His+b) transformiert (vgl. 1I-6.11.1). Die Anzucht in kleinem Mafstab
erfolgte auf dem LBkan+amp Medium, um beide Plasmide in den Zellen zu erhalten. Die
Anzucht von E. coli BL21(DE3)Gold mit MO1812-tragendem Plasmid pET24a(+) und
mit PdR/Pdx-tragendem Plasmid pET17b in groRerem Malstab erfolgte auf 250 ml
Pepton/Trypton-Medium mit Zusatz von Kanamycin (25 ug/ml) und Ampicillin
(25 pg/ml). Die Hauptkultur wurde mit 25 ml Vorkultur beimpft. Die Kultivierung wurde
bis zur Induktion bei 37 °C durchgefuhrt Bei einer ODgypo von ca. 2 wurde die
Expression der MO1812-(His)s und des Fusionsproteins PdR/Pdx-(His)s durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration im Medium 200 uM) induziert. Nach der
Induktion wurde die Kultivierung bei 28 °C uber 24 h weitergefuhrt. Durch die
niedrigere Temperatur wurde die Bildung von inclusion bodies reduziert (Schein und
Noteborn, 1988).

Als Kontrolle fur die anschlieBenden Aktivitatsmessungen im Rohextrakt der E. coli-
Zellen wurde eine Kultur von E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen mit PdR/Pdx-(His)s-
tragendem Plasmid pET17b angezogen. Die Bedingungen fur die Kultivierung waren
identisch wie die oben beschriebenen.
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15 Bestimmung des Wachstums

15.1 Optische Dichte

Das Wachstum der Mikroorganismen wurde durch Messung der optischen Dichte in
der Zellsuspension bei der Wellenlange von 600 nm gegen sterile Nahrlosung
verfolgt. Diese Messungen wurden in 1 ml-KunststoffkUvetten der Schichtdicke 1 cm

und in einem Spektralphotometer (UV-120-02, Schimadzu, Kyoto) durchgefuhrt.

15.2 Wachstumsrate und Verdopplungszeit

Die optische Dichte wurde halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen. Aus der
exponentiellen Wachstumsphase wurde die Verdopplungszeit und die
Wachstumsrate p berechnet, die ein Mal} fur die Geschwindigkeit des Zellwachstums

in der exponentiellen Wachstumsphase ist.

16 Herstellung zellfreier Extrakte

16.1 Zellaufschluss von Rhizobien

Nach dem Erreichen der stationaren Phase wurden die Zellen pelletiert (10 min,
2700 x g, 4 °C; Evolution RC, Sorvall) und in 3 ml BisTris Puffer (pH 6,5, 20 mM) pro
1 g Feuchtgewicht aufgenommen. Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall
(Soniprep). Die Beschallung wurde in 4 Intervallen durchgefuhrt, jeweils 30 sec bei
20 microns. Zwischen jeder Beschallungsphase wurden die Zellen im Eisbad
abgekuhlt. AnschlieBend wurden die Zelltrtmmer vom Rohextrakt in einem
Zentrifugationsschritt abgetrennt (10 min, 23000 x g, 4 °C; Evolution RC, Sorvall).
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16.2 Zellaufschluss von E. coli

24 h nach der Induktion wurden die E. coli-Zellen geerntet. In einem
Zentrifugationsschritt von 15 min bei 2700 x g, 4 °C wurden die Zellen pelletiert und
von Medium abgetrennt (Evolution RC, Sorvall). Das Zellpellet wurde in 3 ml KH2PO4
Puffer (pH 7,0, 50 mM), bzw. BisTris Puffer (pH 7,0, 20 mM) pro 1 g Feuchtgewicht
resuspendiert und mittels Ultraschall (Soniprep) aufgeschlossen. Die Beschallung
erfolgte in 5 Intervallen von 15sec bei 20 microns. Zwischen jeder
Beschallungsphase fand eine Abkuhlpause statt, bei der die Zellsuspension fur
30 sec auf Eis gekuhlt wurde. AnschlieBend wurde die Zellsuspension 10 min bei
23000 x g, 4 °C abzentrifugiert (Evolution RC, Sorvall). Der Uberstand stellte den

zellfreien Extrakt dar und wurde zur weiteren Proteinanreicherung verwendet.

17 Anreicherung der rekombinanten Proteine

Alle Anreicherungsmethoden wurden mit Hilfe des FPLC-Systems Akta Purifier
(Amersham Pharmacia) durchgefuhrt. Die Detektion der Proteine erfolgte bei
280 nm, fur die Monooxygenase und fur PdR/Pdx-(His)s wurde die Absorption
zusatzlich bei 450 nm verfolgt (UV900, Amersham Pharmacia). Die Fraktionen

wurden im Fraktionssammler Frac950 (Amersham Pharmacia) aufgenommen.

17.1 Affinitatschromatographie

Dieser Anreicherungsschritt erfolgte unter Anwendung einer 1 ml Ni-Sepharose
Crude Fast Flow-Saule (Amersham Biosciences). Dieses Material besteht aus stark
verknupften Agarose-Perlen, an die eine Chelatgruppe immobilisiert ist. Das
Metallion Nickel (Ni**) ist an die Chelatmatrix gebunden.

Einige Aminosauren, z.B. Histidinreste, bilden Komplexe mit vielen Metallionen. Ni-
Sepharose Crude Fast Flow halt selektiv Proteine zuruck, sofern geeignete
komplexbildende Aminosaurereste an der Oberflache des Proteins exponiert
vorliegen. Durch eine Modifikation des Proteins mit einem zusatzlichen (His)stag wird
die Affinitat fir Ni**erhdht. Im Allgemeinen binden diese Fusionsproteine am
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starksten im Vergleich zu anderen Proteinen, beispielsweise aus einem E. coli -
Extrakt.

Die 1 ml Ni-Sepharose Crude Fast Flow-Saule wurde mit Bindingbuffer equilibriert.
Nach dem Auftragen der Probe wurde die Saule mit Bindingbuffer gespdult. (His)s-
Fusionsproteine wurden mit Elutionspuffer, der 0,5 M Imidazol enthielt, eluiert. Die
FluRrate betrug 1 ml/min bei einer Fraktionsgrof3e von 2 ml.

17.2 Umpufferung

Um die Proben, die nach der Affinitatschromatographie erhalten wurden, weiter
anreichern zu konnen, mussten diese zuerst umgepuffert werden. Dieser Schritt
hatte zwei Aufgaben zu erfullen: er ermoglichte das Entfernen des Imidazols aus der
Probe und erlaubte eine schnelle und effiziente Umpufferung der Proteine in einen
gewunschten Puffer (zum Beispiel in 50 mM BisTris, pH 7,0 fur die Anionen-
austauschchromatographie). Die Umpufferung wurde mittels XK26/20 Phenyl
Sepharose G25 Saule bei einer Flussrate von 9 ml/min und Fraktionsgrofe von 8 ml

durchgefuhrt.

17.3 Anionenaustauschchromatographie

Die AFR-(His)s bzw. die (His)s-Prot-AFR wurde nach der Umpufferung zusatzlich
mittels 5 ml Q-Sepharose HP-Saule angereichert. Die Saule wurde mit 50 mM
BisTris, pH 7,0 equilibriert. Nach dem Probeauftrag (8 ml AFR-(His)s- bzw. die (His)e-
Prot-AFR-Fraktion aus der Umpufferung) wurde die Saule noch einmal mit dem
Equilibrierungspuffer gespult, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die Elution
der AFR-(His)s bzw. (His)s-Prot-AFR erfolgte mit einem linearen Gradient, mit dem
Elutionspuffer 50 mM BisTris, pH 7,0 und 1 M NaCl. Die Flussrate betrug 5 ml/min,

die Fraktionsgrofie 1 ml.
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18 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

18.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-PAGE werden die Proteine entsprechend ihrer Molmasse aufgetrennt.
Durch Inkubation mit SDS (Sodium Dodecyl Sulfat) und Substanzen, die die Disulfid-
Bricken reduzieren ([3-2-Mercaptoethanol), werden diese vollstandig reduziert und
dissoziiert. SDS bindet an hydrophobe Regionen der Proteine. Die Ladungen der
Proteine werden durch das stark negativ geladene SDS verdeckt, so dass sich in der
Regel alle Proteine im gleichen Ladungszustand befinden.

Die Reinheit der angereicherten Proteine wurde durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese Uberpruft. Es wurde die Gelektrophoreseapparatur der Firma

Biorad (Mini Proteon IIl) verwendet.

Die Gele wurden folgendermalien zusammengestellt:

Trenngel 9 %
Acrylamidstammlosung (40 %) 2,25 ml

Trenngelpuffer 2,50 ml
H2Ogeion 5,25 ml
APS-L6sung 50,0 pl
TEMED 5,00 ul

Sammelgel 4 %

Acrylamidstammlésung (40 %) 1,00 mi

Sammelgelpuffer 2,50 ml
H2Ogeion 6,50 ml
APS-L6sung 50,0 pl
TEMED 10,0 pl
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Die APS-Losung wurde frisch angesetzt, alle anderen LOsungen wurden im
Kuhlschrank bei 4 °C bewahrt. Die Trenngelldsung wurde bis zur Polymerisation mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurde das
Isopropanol durch die Sammelgellosung ersetzt.

Die Proteinproben wurden mit '/s ihres Volumens an Solubilisierungspuffer versetzt
und 10 min im Heizblock bei 100 °C erhitzt. In die Probentaschen wurden 20 pl
Probe und 7 pl Protein Marker (Protein Ladder, 11-170 kDa, Fermentas)
aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung wurde bei 150 Volt durchgefuhrt.

18.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese wird unter Bedingungen durchgefihrt,
bei welchen das Protein seine natiurliche Konformation behalt. Bei pH-Werten von
8 bis 9 sind die meisten Proteine leicht negativ geladen und bewegen sich zur Anode
hin, wahrend stark negative Proteine unter diesen Bedingungen in den
Kathodenpuffer migrieren und nicht im Gel aufgetrennt werden. Im Gegensatz zur
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, bei der Proteine nur anhand ihrer GrofRe
aufgetrennt werden, erfolgt bei der nativen Gelelektrophorese eine Trennung nach
Ladung und Grol3e des Proteins.

18.3 Coomassie-Farbung

Die nativen bzw. SDS-PAGE Gele wurden 3 x 30 sec bei 360 Watt in der Mikrowelle
(FM411, Moulinex) inkubiert und anschlieRend mit dem Fixierer solange entfarbt, bis
das Gel im Hintergrund farblos war. Die Fixiererlosung wurde dabei mehrfach
gewechselt (Zehr et al., 1989; Weber und Osborn, 1969).

19 Protease-Verdau der 1,5-AF-Reduktase

Das rekombinante Protein wurde uber den (His)stag angereichert. Fir die
Kristallisation musste der (His)stag abgespalten werden, da die sechs C-terminalen
Histidine bei dem Kristallisationsverfahren storen wiarden. Die Spaltung erfolgte
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mittels einer Protease. Fur die 1,5-AF-Reduktase hat sich Factor Xa als geeignet
erwiesen. Faxtor Xa ist eine Serin-Endopeptidase. Sie besteht aus zwei
Untereinheiten, die durch eine Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Diese
Protease ist an der Blut-Koagulationskaskade beteiligt und wandelt Prothrombin zu
Thrombin um. Factor Xa spaltet nach dem Arginin-Rest in der bevorzugten
Spaltungsseite lle-(Glu oder Asp)-Gly-Arg.

Die entsprechende Sequenz wurde mit Hilfe der Primer Mel _BamHI/N-Protease His
und Mel_Hindlll in das afr-Gen eingefugt. Der (His)stag wurde hier N-terminal direkt
nach dem Startkodon generiert, um das native Enzym zu erhalten. Die Factor Xa-
Schnittstelle wurde anschlielend nach dem (His)etag erstellt. PCR und Klonierung,
sowohl in E.coli TOP10 [pCR®II-TOPO] als auch in den Expressionsvektor
pET24a(+), wurden gemal Kapitel 1I-7.1, durchgefuhrt.

Das modifizierte Protein wurde mittels Affinitatschromatographie (vgl. Kapitel 11-17.1)
angereichert und in 50 mM BisTris, pH 7 umgepuffert (vgl. Kapitel 1-17.2).
AnschlielRend erfolgte eine 24 h lange Inkubation bei 25 °C (Wasserbad) mit 100 ug
Factor Xa pro 1mg Fusionsprotein. Nach dem Verdau wurde eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefuhrt (vgl. Kapitel 11-17.3), um den
abgespaltenen (His)stag und die Protease aus der Proteinlosung zu entfernen.
AnschlieRend wurde das angereicherte Protein bis zu einer Konzentration von 1,5 ml
eingeengt (Amicon 8050, 10 kDa Millipore Membran), um das Volumen der Probe zu

verringern. Die eingeengte Probe wurde zur Kristallisation verwendet.

20 Western Blot

Der Western Blot dient der Identifizierung und Quantifizierung spezifischer Proteine
in komplexen Proteingemischen. Dabei konnen einzelne Proteine aus Virus-
Praparationen, Gesamt-Zell-Protein oder Gewebe-Lysaten nachgewiesen werden.
Nach der Auftrennung der Proteine im elektrischen Feld (SDS-PAGE) werden sie auf
eine Membran transferiert und dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der
Nachweis des Proteins mittels eines spezifischen Antikorpers. Der gebundene

primare Antikorper wird durch einen sekundaren Antikorper, der entweder radioaktiv
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markiert oder mit einem Enzym (Peroxidase, Phosphatase etc.) gekoppelt ist,
detektiert.

21

die Proteinproben zusammen mit dem Protein Marker (Prestained Protein
Ruler, Fermentas) in SDS-PAGE auftrennen

das zurechtgeschnittene Blotting Papier 10 min im Transferpuffer aquilibrieren
die PVDV Membran mit reinem Methanol benetzen und anschliefend im
Transferpuffer aquilibrieren

SDS-Gel im Transferpuffer aquilibrieren

1 h bei einer Stromstarke von 60 mA (auf 15 Volt begrenzt) im Perfect Blue™
Semi-Dry Elektroblotter (peqLab) blotten

Membran uUber Nacht, bzw. Uber 1 h bei Raumtemperatur im Blockingpuffer
inkubieren

Membran 1 h im Inkubationspuffer (Antikorper 1:3000 mit Blockingpuffer
verdunnt) bei Raumtemperatur inkubieren

1 mal kurz und anschlieRend 2 x 5 min mit Waschpuffer waschen

1h mit Sekundarantikorper (1:3000 mit Blockingpuffer verdinnt) bei
Raumtemperatur inkubieren

1 mal kurz und anschlieRend 2 x 5 min mit Waschpuffer waschen

mit 10 ml Farbelosung farben

sobald farbige Signale sichtbar werden, Reaktion mit H2Ogeion Stoppen

Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA Protein Assay Kit (Pierce)

eingesetzt. Es handelt sich um eine Modifikation der Lowry-Methode (Hartree, 1972),

die auf dem kolorimetrischen Nachweis eines violetten Bicinchoninsiure/Cu’-

Farbkomplexes beruht. Der Komplex entsteht durch die reduzierende Wirkung von

Proteinen auf Cu®*-lonen und anschlieRender Inkubation mit Bicinchoninséure
(Redinbaugh und Turley, 1986; Smith et al., 1985; Wiechelman et al., 1988). Diese
Reaktion ist zehnfach empfindlicher als die herkdbmmliche Lowry-Methode und
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gleichzeitig unempfindlich gegen hohere Salzkonzentrationen (Kessler und Fanestil,
1986).

Als Referenz wurde eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin im
Konzentrationsbereich von 25 pg/ml bis 2000 ug/ml verwendet. Die Proben wurden

in drei unterschiedlichen Verdlinnungen eingesetzt und behandelt wie die Standards.

25 pul Eichgerade und 25 pl Probe pro Well in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
vorlegen

200 pl Arbeitslosung (BCA und Kupfersulfat im Verhaltnis 50:1) pro Well
zugeben

Mikrotiterplatte fur 30 min bei 37 °C im Reader ,iIEMS Reader MF*
(Labsystems) inkubieren und die Reduktionsreaktion bei 562 nm im Reader
verfolgen

Die Ergebnisse wurden mittels Microsoft Excel Programm ausgewertet.

22 Bestimmung der AFR-(His)s-Aktivitat

Die AFR-(His)s katalysiert die Reduktion von 1,5-Anhydro-D-fructose zu 1,5-Anhydro-
D-mannitol unter der Verwendung von NADPH als Cofaktor. Diese Reaktion kann
photometrisch verfolgt werden. Die photometrischen Messungen wurden in 1 ml
Kunststoffkivetten der Schichtdicke 1 cm im Spektralphotometer (Ultrospec 2100
pro, Amersham Biosciences) durchgefuhrt. Sowohl der Kuvettenblock als auch die
verwendeten Losungen wurden auf 30 °C temperiert. Fur die Berechnungen wurden

die Extinktionskoeffizienten € von NADPH zugrunde gelegt.

A Extinktionskoeffizient ¢

340 nm 6,3 ml x pmol™ x cm

365nm 3,5 mlx pmol” x cm
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Die Kuvettenansatze wurden zusammenpipettiert (vgl. Kapitel 11-3.10) und gemischt.
Die Ansatze wurden 1 min bei 30 °C im Photometer vorinkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe des Substrates induziert und mit dem Spektralphotometer verfolgt.
Die Bildung von NADP bzw. die Abnahme von NADPH wurde als Extinktions-
zunahme bzw. — Abnahme (365 nm) erfasst. Aus der Extinktionsanderung wurde
automatisch AE/min bestimmt. Die enzymatische Volumenaktivitat wurde wie folgt

berechnet (Bergmeyer und Gawehn, 1977):

V= AE «V |: umol :|

min «v+«d &€ ml * min

AE/min Extinktionsanderung pro min [min™]

\% Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes [ml]

v Volumen der Enzymlésung im Reaktionsansatz [ml]
€ Extinktionskoeffizient bei 365 nm [ml x pmol™ x cm]
d Schichtdicke der Kivette [cm]

23 Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitat

Die Monooxygenase katalysiert die Hydroxylierung von 1,5-AM zu D-Mannose. Da
dieses Protein die Anwesenheit von Elektronentransferproteinen fur die Aktivitat
benotigt, wurden verschiedene Ansatze Uberprift. Es wurden zwei Systeme getestet:
AdR/Adx  (Adrenodoxin-Reduktase/Adrenodoxin) vom Rind und PdR/Pdx
(Putidaredoxin-Reduktase/Putidaredoxin) aus Pseudomonas putida. Die Cofaktoren
wurden abhangig von der Reduktase eigesetzt — die AdR verwendet NADPH, die
PdR ist strikt NADH-abhangig. Die photometrischen Messungen wurden in 1 ml
Kunststoffkivetten der Schichtdicke 1 cm im Spektralphotometer (Ultrospec 2100
pro, Amersham Biosciences) durchgefuhrt. Sowohl der Kuvettenblock als auch die
verwendeten Losungen wurden auf 30 °C temperiert. Die Klvettenansatze wurden

zusammenpipettiert (vgl. Kapitel 11-3.10) und gemischt. Die Ansatze wurden 1 min bei
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30 °C im Photometer vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1,5-AM
induziert und mit dem Spektralphotometer verfolgt. Die Abnahme von NAD(P)H
wurde als Extinktionsabnahme (340 nm) erfasst. Aus der Extinktionsanderung wurde
automatisch AE/min bestimmt. Die enzymatische Volumenaktivitat wurde wie oben

beschrieben berechnet.

24  Analytik

Die Bestimmung der Kohlenhydrate wurde an einer Protonen-beladenen
Ligandenaustauschmatrix aus Polystyrolharz (Aminex HPX-87H, 300 x 7,8 mm,
Biorad, Munchen) mit 5 mM HySO4 in Millipore-H,O (Milli-Q-Anlage, Millipore,
Eschborn) durchgefuhrt. Die Saule wurde auf 60 °C (HPLC oven, Knauer, Berlin)
temperiert. Die Elution erfolgte mit einer Flussrate von 0,5 ml/min (HPLC Pump,
Bischoff, Leonberg). Nachdem die HPLC mit Probenstandards kalibriert wurde,
konnte durch den Vergleich der Retentionszeiten (Beckman 156, Refractive Index
Detector, Fullerton, California), sowie durch die Integration der Peakflachen
(Chromatopac C-R6, Shimadzu, Kyoto, Japan) eine qualitative und quantitative
Bestimmung erfolgen. Quantitative Messungen wurden in einer Konzentration bis

50 mM durchgefuhrt. Jede Probe wurde zweifach bestimmt.

25 Biokonversionen

25.1 Rohextrakt

Zur Untersuchung des Metabolismus von 1,5-AF bzw. 1,5-AM in S. meliloti wurden
die Zellen bis zum Erreichen der stationaren Phase in 250 ml MV-AF Medium
kultiviert. AnschlieRend wurden sie abzentrifugiert (10 min, 2700 x g, 4 °C; Evolution
RC, Sorvall) und mit 20 mM BisTris-, pH 6,5 (1,5-AF Metabolismusuntersuchungen)
bzw. 20 mM Tris Puffer, pH 7,5 (1,5-AM Metabolismusuntersuchungen) gewaschen
(10 min, 2700 x g, 4 °C; Evolution RC, Sorvall). SchlieBlich wurden die Zellen in
20 mM BisTris- bzw. Tris-Puffer bis zu einer Konzentration von 100 mg/ml bzw.
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300 mg/ml aufgenommen und aufgeschlossen. Bei den Untersuchungen mit 1,5-AM
wurden die Zelltrimmer nach dem Zellaufschluss nicht abzentrifugiert, sondern direkt

in den Inkubationsansatz eingesetzt.

Inkubationsansatz fur 1,5-AF Umsatz (Gerhardt et al., 1994):

BisTris (100 mM, pH 7,5) 500 pl
Zellaufschluss (100 mg/ml) 300 pl
1,5-AF (200 mM) 100 pl
NADPH (14 mM) 300 pl
H2Ogeion 200 pl

Inkubationsansatz fur 1,5-AM Umsatz (Gerhardt et al., 1994):

Tris (100 mM, pH 7,5) 500 pl
Zellaufschluss (300 mg/ml) 300 pl
1,5-AM (200 mM) 100 pl
NADPH (14 mM) 300 pl
FMN (5 mM) 200 pl

Die Inkubation erfolgte bei 28 °C unter Schutteln (142 Upm). Die Proben wurden

zwischen 5 und 90 min entnommen und mittels HPLC analysiert (vgl. II-24).

252 AFR-(His)s

Die Biokonversionen einer 50 mM 1,5-AF- bzw. D-Glucoson- und 35 mM D-Xyloson-
L6sung wurden in 1 ml mit verschiedenen Konzentrationen von AFR-(His)s, 50 mM
NADPH und 50 mM BisTris-Puffer durchgefuhrt. Die Inkubation erfolgte bei 28 °C
unter Schuitteln bei 142 Upm. Die Proben wurden zwischen 5 und 230 min
entnommen und mittels HPLC analysiert (vgl. Kapitel 11-24).
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26 Biochemische Charakterisierung der AFR-(His)s

26.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung werden Proteine aufgrund ihres relativen
Gehalts an sauren und basischen Resten elektrophoretisch aufgetrennt. Der
isoelektrische Punkt (pl) eines Proteins entspricht dem pH-Wert, bei dem die
Nettoladung und die elektrophoretische Beweglichkeit des Proteins gleich null ist. In
einem pH-Gradienten in einem Gel ohne SDS-Zusatz wandert jedes aufgetragene
Protein so weit, bis es eine Position im Gel erreicht hat, die seinem pl entspricht. Es
wurden Gele von Servalyt Precotes pH 3 - 10 (150 ym, 125 mm x 125 mm, Serva)
verwendet und als Marker diente der Proteinstandard P9 (IEF-Marker 3 -
10, Serva). Die Fokussierung wurde bei einer Temperatur von ca. 8 °C durchgefuhrt.

Proben mit Nanosep® Centrifugal Devices in H2Ogeion umpuffern
Vorfokussierungsbedingungen: low range, Ugrenze=2000 V, Pgrenze= 6 W (IEF
Multiphor II, LKB Bromma)

Sobald U = 500 V erreicht ist, ist die Vorfokussierung beendet

Proben auftragen (10 pl pro Tasche)

Gel nach Erreichen der Spannungskonstanz 20 min in 200 ml TCA inkubieren
Gel 1 min mit 200 ml Entfarbel6sung waschen

Gel 5-7 min in Farbeldsung inkubieren

Gel 10 min in Entfarbeldsung entfarben, dann 10 min mit frischer Entfarbe-

I6sung waschen

26.2 Bestimmung der molekularen Masse

26.2.1 MALDI-TOF MS

Die molekulare Masse (MW) der AFR-(His)s wurde durch MALDI-TOF Massen-
spektrometrie bestimmt. MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation) beruht
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auf der Bestimmung der Molekilmasse von lonen im Hochvakuum. Die lonen
konnen mit Hilfe eines Flugzeitanalysators (time of flight, TOF) erfasst und analysiert
werden. Die Probe wird in ein Kristallgitter eingebettet, das den grofdten Teil der
Laserenergie absorbiert und einen geringeren Teil davon auf den Analyt Ubertragt.
So werden lonen erzeugt und in einem elektrischen Feld beschleunigt, wobei alle
gleich geladenen lonen dieselbe Energie erhalten. Nach Verlassen der
Beschleunigungsstrecke  (Flugrohre)  besitzen die lonen  verschiedene
Geschwindigkeiten in Abhangigkeit von ihrer Masse. Im Vergleich mit Referenz-
substanzen bekannter Masse lasst sich die Masse der Probe anhand ihrer Flugzeit
bestimmen. Die Analysen wurden mit einem 4800 MALDI-TOF Massenspektrometer
(Applied Bioscience) durchgefuhrt. Zur Datenerfassung wurde ein Lecroy 9384C
4Ghz digital storage oscilloscope (Lecroy Corp.) verwendet. Die in zwei Stufen
verstarkten Detektorsignale wurden digitalisiert und zum XACQ Programm der SUN
Workstation (Sun Microsystems Inc.) bzw. zur Windows NT Workstation uberfuhrt.
Fur die Messungen wurden die Proben in 25 mM NH4HCO3; umgepuffert. Danach
wurden sie in einer SA-Matrix eingebettet, auf eine Messplatte eingetragen und
getrocknet. Anschliellend wurde die Messplatte in der Vorvakuum-Kammer des
MALDI-TOF Gerates platziert und das Programm zur Messung wurde gestartet.

Die Daten wurden mit den Programmen XMASS 5.1 und FlexAnalysis 2.0 (Bruker
Daltoniks) bearbeitet.

26.2.2 Gelfiltration

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes bzw. der Proteinuntereinheiten wurde eine
Superdex 200 HR10 30-Saule eingesetzt. Der Trennbereich dieses Materials liegt
zwischen einer molekularen Masse von 10 — 600 kDa. Als Eichproteine wurden
Gamma-Globulin (Monomer - 150 kDa; Dimer - 300 kDa), BSA (Monomer - 67 kDa;
Dimer - 134) und Ovalbumin (45 kDa) verwendet. Die Saule wurde mit 50 mM
BisTris, pH 7,0 equilibriert und von jedem Protein wurden einzeln 0,5 ml einer
2,5 mg/ml Losung mit einer Flurate von 0,5 ml/min aufgetragen. Die Elution erfolgte
mit 50 mM BisTris, pH 7,0 und Zugabe von 100 mM NaCl. Die Flussrate betrug
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0,5 ml, die FraktionsgrofRe 0,5 ml. Es wurde eine Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe
das Molekulargewicht von AFR-(His)s berechnet wurde.

26.3 Kn-Wert-Bestimmung

Far die Kn-Wert-Bestimmung wurden zwei verschiedene Enzymkonzentrationen auf
ihre Aktivitat gegenuber dem Hauptsubstrat (1,5-AF), 5-KF und dem Cosubstrat
(NADPH) getestet. Dafur wurden Dreifachbestimmungen jeder Substrat- bzw.
Cosubstratkonzentration mit dem AFR-(His)s-Enzymtest gemessen. Der Mittelwert
wurde bestimmt und nach der Reaktionsgeschwindigkeit aufgelost. Die graphische
Darstellung erfolgte im Lineweaver-Burk-Diagramm. Anhand der Geradengleichung
konnte der K,-Wert berechnet werden.

26.4 Temperaturstabilitat

Zur Untersuchung der Temperaturstabilitdt der AFR-(His)s wurde die Enzymldsung
bei drei verschiedenen Temperaturen (30 °C, 40 °C und 50 °C) fur 70 min inkubiert.
Im Abstand von 10 min wurden Aktivitatstests durchgefuhrt und die Geschwindigkeit

der Reaktion berechnet. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmungen verifiziert.

26.5 pH-Optimum

Fir die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-(His)s wurde der Aktivitatstest in
verschiedenen Puffer-Systemen (Citrat, Acetat, BisTris, TrisHCI) und bei
verschiedenen pH-Werten (pH 3,5-pH 9,0) durchgefuhrt. Daraus wurden die
Reaktionsgeschwindigkeiten ermittelt. Alle Werte wurden durch Doppel-

bestimmungen verifiziert.
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27 Deletion des CYP-Systems SmcY01812in S. meliloti 1021

271 Eigenschaften des verwendeten Vektors pK18mobsacB

Das Plasmid pK18mobsacB ist ein Derivat des Plasmids pUC18 (Schafer et al. 1994)
und wird auf Grund des sacB-Genes als ,suicide vector® bezeichnet. Das sacB-Gen
kodiert fur die Levansucrase [EC 2.4.1.10] aus Bacillus subtilis und ist ein effizienter
Genselektionsmarker, der sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-negativen
Bakterien Anwendung findet (Jager et al. 1995; Gay et al. 1983). Die Levansucrase
ist an der Saccharose-Hydrolyse und der Levan-Synthese beteiligt. Die Expression
des sacB-Gens auf einem Saccharose-enthaltenden Medium ist fur die S. meliloti-
Zellen letal. Auf diese Weise kann detektiert werden, ob die enthaltenen Klone das

Plasmid pK18mobsacB ins Genom integriert haben.

27.2 Konstrukterstellung mittels SOE-PCR

Um die Integration des Vektors in die genomische DNA zu ermdglichen, muss der
Vektor zum Genom homologe Sequenzen tragen. Die fur die Deletion bendtigten
Inserts wurden mittels SOE-PCR (Splicing by Overlap Extention) erstellt. Dadurch
werden zwei Sequenzen miteinander verknupft und in den Vektor ligiert. Dabei
werden zuerst zwei die Deletionsregion flankierende DNA-Fragmente jeweils von ca.
200 bp amplifiziert und in der Assembly-PCR miteinander verknlpft. Das erhaltene
PCR-Produkt wird anschlieend in den Zielvektor pK18mobsacB ligiert.

Als Template fur die erste SOE-PCR wurde das Plasmid pMO1812smHis+
verwendet. Folgende Primer-Paare wurden eingesetz: 1 MO1812 del forw-1 MO1812
del rev und 2 MO1218 del forw-2 MO1812 del rev. Damit wurden 200 bp lange,
Deletionsregion flankierende DNA-Fragmente amplifiziert.

PCR-Ansatz:

FideliTag™ Buffer (10x) 5,0 ul
dNTP’s (10 mM) 1,5 ul
Primer | 1,0 pl
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Primer Il 1,0 pl
DMSO 1,5 ul
Template 1,0 pl
FideliTag™ Polymerase 1,0 pl
H20O4eion ad 50 pl

Die in der ersten SOE-PCR erhaltenen Amplifikate wurden in einem 1,5 %-igen
Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11-6.5) und anschliefend mittels MinElute™ Gel
Extraction Kit reisoliert. Die beiden Reisolate wurden zusammen in die sogenannte
Assembly-PCR als Template eingesetzt. Dabei wurden folgende Primer verwendet,
die gleichzeitig das PCR-Produkt mit zusatzlichen Restriktionsschnittstellen versehen
haben: sm mono forw und sm mono/Hind rev His. In diesem Fall wurde die

Elongationszeit auf 1 min festgelegt (Tabelle 20).

Tabelle 19: SOE-PCR-Programm Fideli. Es wurden 30 Zyklen (Schritt 2-4) imTGradient-
Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
Lcl

1. Denaturierung 94 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 60 0,5

4. Elongation 68 0,5

5. Finale Elongation 68 5

6. Abkuhlung 4 -

Das erhaltene Amplifikat (400 bp) wurde in E. coli TOP10 [PCR®II-TOPO] kloniert
(vgl. 11-6.9.1). Die Klonierung wurde mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. 11-6.11.3).
Nach der Plasmidreinigung (vgl. 1I-6.3) wurde das Insert mittels BamHI-Hindlll
Restriktionsenzymen aus dem TOPO-Vektor ausgeschnitten (vgl. 11-6.4), im 1,5 %-
igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. 11-6.5) und mittels MinElute™ Gel Extraction Kit
reisoliert. Das pK18mobsacB-Plasmid wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen
linearisiert und mit dem Insert ligiert (vgl. 11-6.9.2). Der Ligationsansatz wurde nach
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der Inkubation durch Dialyse entsalzt und komplett in die Transformation der E. coli
S17-1-Zellen eingesetzt (vgl. 11-6.11.1). Die transformierten Zellen wurden auf LBkan
Platten ausplattiert. Die Ligation wurde mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. 11-6.11.3).

Tabelle 20: Assembly-PCR-Programm Fideli. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2-4) im
TGradient-Cycler (Whatman Biometra®) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur Dauer [min]
rcl

1. Denaturierung 94 2

2. Denaturierung 94 0,5

3. Annealing 60 0,5

4. Elongation 68 1

5. Finale Elongation 68 5

6. Abkuhlung 4 -

27.3 DNA-Ubertragung durch Konjugation

Da fur Rhizobien keine effizienten Transformationsysteme zu Verfugung stehen,
basiert die Mutantenerstellung auf Konjugation. In diesem Verfahren wurde der
Stamm E. coli S17-1 verwendet. Dieser verfugt Uber eine chromosomale Integration
des RP4-Plasmides, was die Ubertragung der zu mobilisierenden Plasmide in die

Akzeptor-Zellen ermdglicht. Es wurde hier das Prinzip der Filterkreuzung angewandt.

- der mit dem zu mobilisierenden Plasmid versehene Donor E. coli S17-1
(PMO1812del) in LBkan bis zu einer ODsgp von 0,6 - 0,8 anziehen

- den Rezipienten (Sinorhizobium meliloti 1021) uber Nacht in TY-Medium
kultivieren

- 0,5 ml der logarithmisch wachsenden Donorkultur mit 0,8 ml stationarer
Rezipientenkultur im Eppendorfgefal® mischen und abzentrifugieren (10 min,
4000 Upm), (Biofuge Pico, Hereaus)

- Zellen vorsichtig in 100 pl TY-Medium resuspendieren
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- die Suspension auf einen vorgewarmten Nitrocellulosefilter pipettieren und
mindestens 4 h bei 30 °C auf TY-Platten inkubieren

- die Filter in 1 ml H2Ogeion aufnehmen und eine Verdunnungsreihe auf TYkan-
Platten ausplattieren

- Platten UN bei 30 °C inkubieren

Die Kontrolle der positiven Konjuganten erfolgte auf LB-Platten mit 10 %
Saccharose.

27.4 Anzucht von Deletionsmutanten

Die positiven Klone wurden zuerst in 10 ml MV-Glucose-Medium (Endkonzentration
10 mM) kultiviert. Nachdem die Anzuchtzeit auf Glucose beendet war, wurden die
Zellen auf MV-AF-Medium (Endkonzentration 10 mM) Uberimpft. Um ein Wachstum
auf der restlichen Glucose des MV-Glucose-Mediums auszuschlie3en, wurden die
Zellen zuvor mit C-Quelle-freiem MV-Medium gewaschen (Biofuge Pico, Heraeus).
Parallel zu diesem Versuch wurde auch die Fahigkeit der Mutanten zum Wachstum
auf D-Mannose getestet, die als gutes Substrat fur die Rhizobien gilt. Es wurde MV-
Medium mit Zusatz von 10 mM D-Mannose verwendet. Alle Anzucht-Versuche
wurden bei 28 °C uber 40 h durchgeflhrt.

27.5 Genetische Kontrolle der Deletion

Der Erfolg von Konjugation und Deletion wurde ebenfalls unter Anwendung von
genetischen Methoden Uberprift. Die erhaltenen Mutanten wurden auf MV-Glucose-
Medium (Endkonzentration 10 mM) kultiviert und nach 24 h geerntet (Biofuge Pico,
Heraeus). Um die Integration des Vektors in das Genom von S. meliloti und somit die
Disruption des Y071812-Gens zu bestatigen, wurde die genomische DNA aus den
pelletierten Zellen isoliert (vgl. 6.1). Diese wurde als Template in eine Kontroll-PCR
eingesetzt, in der Y01812-Gen-spezifische Primer verwendet wurden (sm mono forw
und sm mono/Hind rev His). Die Zusammensetzung des PCR Ansatzes und das
verwendete = PCR-Programm  gestalteten sich gemall  Kapitel [I-8.1.
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Il Ergebnisse

1 AF-Reduktase aus Sinorhizobium meliloti 1021

11 Wachstumsuntersuchungen von S. meliloti 1021

Bereits Kuhn et al. (2006) haben gezeigt, dass S. morelense S-30.7.5 sehr gut mit
1,5-AF als einziger Kohlenstoffquelle wachst und es konnte in den Zellextrakten eine
hohe AF-Reduktase-Aktivitat nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse konnten mit
den durchgefuhrten Wachstumsversuchen bestatigt werden. S. meliloti ist in einem
Mineral-Vitamin-Medium mit 10 mM 1,5-AF mit einer Wachstumsrate von u=0,14 h!
und einer Verdopplungszeit von t4=4,9 gewachsen (Abbildung 8). In den Extrakten
aus Zellen der spaten log-Phase konnte die AF-Reduktase mit einer spezifischen

Aktivitat Asp=0,4 U/mg Protein nachgewiesen werden.

10 +12
410
+8
=3 s
3 | lg E —¢ OD600
=] L | —@— AF[mM]
o <
14
12
0,1 6o . . . . . 0
0 5 10 15 20 25 30
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Abbildung 8: Wachstumskurve von S. meliloti 1021

Es wurden 250 ml MV-AF-Medium mit 25 ml Vorkultur desselben Mediums angeimpft. Der
Wachstumsverlauf wurde bei 28 °C durchgefiirt und durch Messung der ODggo (vgl. Kapitel
[I- 15.1) und der Abnahme von 1,5-AF (Ausgangskonzentration im Medium 10 mM) mittels
HPLC-Messung (vgl. Kapitel 1l- 24) verfolgt.
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Auf 1,5-AG-Medium wies S. meliloti ein vergleichbar gutes Wachstum auf, bildete
aber weniger AF-Reduktase, deren spezifische Aktivitat mit As;=0,1 U/mg bestimmt
wurde. Andere Substrate wie Mannitol, Sorbitol und Inositol konnten zwar als
Kohlenstoffquelle verwendet werden, eine 1,5-AF-Reduktase-Expression konnte

dabei jedoch nicht festgestellt werden.

1.2 Klonierung des afr-Genes aus S. meliloti 1021 und Expression in E. coli
BL21(DE3)Gold

Das Genom von S. meliloti 1021 wurde im Rahmen eines Genom-Projektes
vollstandig sequenziert (Finan et al., 2001; Capela et al., 2001; Barnett et al., 2001).
Dadurch konnte der ORF der AF-Reduktase identifiziert werden. Ein
Sequenzvergleich zwischen der 1,5-AF-Reduktase aus S. morelense (A. Kuhn et al.
2006) und der Sequenz des 3,7 Mb grof3en Hauptchromosoms von S. meliloti 1021
wies auf den ORF smc04400 hin, der fur eine theoretische Oxidoreduktase kodiert.
Da viele Gene hinsichtlich ihrer Funktion noch nicht untersucht wurden, werden sie
als theoretisch bezeichnet. Es wurde angenommen, dass dieser ORF die erwartete
Sequenz des afr-Gens aus S. meliloti ist. Fur die Genisolierung aus der genomischen
DNA wurden folgende Primer von dieser 1002 bp langen Sequenz abgeleitet:
mel_forw und mel_rev und in die PCR eingesetzt (vgl. Kapitel 11-7.1). Die Ergebnisse
der PCR wurden anschlieend in einem 1 %-igen Agarosegel uberpruft
(Abbildung 9).

Das 1002 bp groRe Amplifikat wurde mittels TOPO TA cloning Kit in den pCR®II-
TOPQO®-Vektor kloniert und in die E. coli TOP10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel II-
6.9.1). Die erhaltenen Klone wurden mittels Colony-PCR (vgl. Kapitel 11-6.11.3) auf
die Anwesenheit des Inserts kontrolliert. Ein positiver Klon wurde anschliefend
ausgewahlt und dessen Plasmid (pAFRsm) nach der Plasmid-Reinigung (vgl. Kapitel
11-6.3) sequenziert (vgl. Kapitel 11-6.12). Die Sequenzanalyse bestatigte, dass das
Gen smc04400 vollstandig und fehlerfrei amplifiziert worden ist.
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123 M

<€4—— 1000 bp

Abbildung 9: afr-Gen-Amplifikation aus der genomischen DNA von S. meliloti
1021.

Im 1 %-igen Agarosegel wurde in den Spuren 1, 2 und 3 ca. 0,5 ug PCR-Produkt nach der
Amplifikation mit den Primer mel_forw und mel_rev aufgetragen. In der Spur 4 wurde 2,5 ug
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder dargestellt.

Um zu uberprufen, ob es sich im Fall der erhaltenen Sequenz tatsachlich um das afr-
Gen handelt, wurde das Insert des Plasmids pAFRsm in den Expressionsvektor
pET24a(+) ligiert (vgl. Kapitel 1-6.9.2). Zuvor wurde das Insert mit zusatzlichen
Restriktionsschnittstellen und einem C-terminalen (His)stag versehen. Dies erfolgte
mittels PCR, dabei wurden folgende Primer verwendet: 5’mel_Bam/Hind_for und
3'mel_His/Xho/Eco_rev (vgl. Kapitel 1I-7.1). Auf diese Weise wurden eine BamHI-
und eine Hindlll-Schnittstelle direkt vor dem Startcodon, sowie eine Xhol- und eine
EcoRI-Schnittstelle direkt nach dem Stopcodon eingefugt. Vor dem Stopcodon wurde
ein C-terminaler (His)stag eingefugt, was die Anreicherung des Enzyms effizienter
und einfacher gestalten sollte. Nach der Amplifikation wurde das Ergebnis in einem
1 %-igen Agarosegel Uberpruft. Um die modifizierte AFR-Sequenz nach dem
EinfUgen des (His)stags und der Schnittstellen mit Hilfe der PCR zu bestatigen,
wurde das PCR-Produkt ebenfalls in den pCR®lI-TOPO®-Vektor zwischenkloniert
und sequenziert. Fiir die heterologe Expression wurde das Insert aus dem pCR®II-
TOPOQO®-Vektor (pAFRsmHis) mit BamHI und EcoRI ausgeschnitten (vgl. Kapitel II-
6.4). Der Expressionsvektor pET24a(+) wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen
linearisiert und beide Verdauansatze wurden in einem 1 %-igen Agarosegel
aufgetrennt. Die Insert- und Vektor-spezifischen Banden wurden mittels MiniElute™
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Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert und in die Ligation (vgl. Kapitel Il-
6.9.2) eingesetzt. Nach der Ligation wurde die Plasmid-DNA pAFRsmHis+ durch
Dialyse entsalzt und anschlie3end in die elektrokompetenten E. coli BL21(DE3)Gold-
Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1). Durch die heterologe Expression in E. coli
BL21(DE3)Gold [pAFRsmHis+] konnte die Bildung der aktiven AFR-(His)s gezeigt
werden, daher wurde das Insert als afr-Gen bezeichnet. Die Nukleotidsequenz des
afr-Gens sowie die abgeleitete Proteinsequenz des Enzyms sind in Abbildung 10
dargestellt. Das Gen weist eine Grofle von 1002 bp auf und wird charakterisiert
durch einen G+C-Gehalt von 67 %. Der Sequenzvergleich der 1,5-AF-Reduktase aus
S. meliloti und der 1,5-AF-Reduktase aus S. morelense [EC 1.1.1.292] zeigt eine
Homologie auf Nukleotidebene von 80,9 %. Die Proteinsequenzen weisen 85,9 %
Identitat auf.
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2 Charakterisierung der AFR-(His)s aus S. meliloti 1021

2.1 Fermenteranzucht

Die pAFRsmHis+-tragenden E. coliBL21(DE3)Gold-Zellen wurden in 1,5L
Pepton/Trypton-Medium im 2 L-Bioreaktor angezogen (vgl. Kapitel 1I-7.2.2). Dabei
wurden stundlich 5 ml Aliquots enthommen und sowohl die optische Dichte (vgl.
Kapitel 11-15.1) als auch die AFR-(His)s-Aktivitat (vgl. Kapitel 11-3.10) Uberpruft. Um
die Enzymaktivitat verfolgen zu konnen wurden 4 ml des Aliquots geerntet (10 min
bei 4 °C, 2700 x g, Evolution RC, Sorvall), das Zellpellet in 1 ml 20 mM BisTris-Puffer
(pH 6,5) aufgenommen und anschliefend mittels Ultraschall aufgeschlossen (vgl.
Kapitel 11-16.2). Nach 4 h wurde eine ODggo von 2,6 erreicht und die Produktion der
AF-Reduktase durch Zugabe von 0,1 M IPTG induziert (Endkonzentration im Medium
100 uM). Wahrend der Fermentation konnte nach 8 h eine maximale optische Dichte
von 13 und eine maximale AFR-(His)e-Aktivitat von 107 kU/L erreicht werden.

Wachstumskurve von E. coli BL21(DE3)Gold
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Abbildung 11: Wachstumskurve von E. coli BL21(DE3)Gold [pAFRsmHis+].

Es wurden 1,5L kanamycinhaltiges Pepton/Trypton-Medium im 2 L-Fermenter mit 50 ml
Vorkultur desselben Mediums angeimpft. Der Wachstumsverlauf wurde durch die
Bestimmung der optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600 nm verfolgt und die AFR-
(His)s-Aktivitat mittels entsprechendem Enzymassays gemessen. Die Kultivierung erfolgte
bei 37 °C.
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Die hochste AFR-(His)s-Aktivitat konnte nach ca. 7 h bei einer Zelldichte von ca. 10
gemessen werden. Die Verdopplungszeit ty wurde mit 0,99 h bei einer
Wachstumskonstanten p von 0,7 h™" errechnet.

Der Verlauf der Wachstumskurve mit der Entwicklung der AF-Reduktase-Aktivitat ist
in Abbildung 11 dargestellt. Zur Reinigung der AF-Reduktase wurden die Zellen
geerntet und in Aliquots von 6 g bei -70 °C gelagert. 6 g feuchte Zellen wurden in 50
mM KH,PO4-Puffer, pH 7,0 im Verhaltnis 3 ml Puffer pro 1 g Zellen aufgenommen
und mittels Ultraschall aufgeschlossen (vgl. Kapitel 11-16.2). So wurde der Rohextrakt
hergestellt, dessen Gesamtaktivitat 2336 U AFR betrug (Tabelle 22).

2.2 Reinigung der AFR-(His)s

Die Reinigung der rekombinanten AF-Reduktase gelang durch eine Kombination von
Affinitats- (IMAC — Immobilized Metal lon Affinity Chromatography) (vgl. Kapitel II-
17.1) und Anionenaustauschchromatographie (vgl. Kapitel 11-17.3). Zwischen den
beiden Chromatographien wurden die AFR-(His)s-Fraktionen mittels Phenyl-
Sepharose-Saule umgepuffert (vgl. Kapitel 11-17.2), um das Imidazol aus der Probe
zu entfernen und den Elutionspuffer durch 50 mM BisTris Puffer, pH 7,0 zu ersetzen.
Zu jeder Enzymanreicherung wurden jeweils Aliquots von 6g Feuchtgewicht
verwendet. Die Zellen wurden in 20 ml 50 mM KH2PO4-Puffer (pH 7,0) aufgenommen
und mittels Ultraschall aufgeschlossen (vgl. Kapitel 1-16.2), anschliel3end

abzentrifugiert und auf die Chelating Crude 1 ml FF-Saule aufgetragen.

Tabelle 22: Anreicherungstabelle der rekombinanten 1,5-AF-Reduktase-AFR-(His)s

Anreicherungs- Volumen Gesamt- Gesamt-  Spezifische Faktor Ausbeute

schritt [mi] units [U] protein Aktivitat [%]
[mg] [U/mg]

Rohextrakt 16 2336 184 13 1 100
IMAC 4 1986 3,5 567 43 85
Phenyl

8 1962 2,2 892 68 84
Sepharose
Q Sepharose 23 1705 1,8 947 72 73
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Abbildung 12: Elutionsdiagramm der Affinitiats- (A) und Anionenaustausch-
chromatographie (B) der rekombinanten 1,5-AF-Reduktase-Anreicherung aus
S. meliloti 1021

blau — Absorption bei 280 nm; braun — Konduktivitat; grin — Konzentration des Gradienten (A
— bis 0,5 M; B — bis 1 M)

Die Elutionsdiagramme sind in Abbildung 12 dargestellt. Die Elution der AFR-(His)s
erfolgte mit 0,5 M Imidazol. Das aktive Protein wurde in einer Fraktion von 4 ml
aufgefangen und auf die Umpufferungssaule aufgetragen. Nachdem sich das Protein
in 50 mM BisTris-Puffer (pH 7,0) befand, erfolgte die Anionenaustausch-
chromatographie. Bei diesem Anreicherungsschritt wurde eine 5 ml Q-Sepharose
HP-Saule verwendet, fur die als Puffersubstanz 50 mM BisTris (pH 7,0) eingesetzt
wurde. Die Elution erfolgte hier mit 1 M NaCl, wobei das Protein bei einer
Konzentration von 22 % NaCl in einem Volumen von 23 ml von der Saule eluiert
werden konnte. Die aktiven Fraktionen wurden, wie zuvor, mittels Phenyl-Sepharose-
Saule in 50 mM BisTris (pH 7,0) umgepuffert, um NaCl aus der Proteinldsung zu
entfernen. Durch eine 72-fache Anreicherung konnte die rekombinante 1,5-AF-
Reduktase zu einer spezifischen Aktivitat von 947 U/mg angereichert werden
(Tabelle 22).

2.3 Bestimmung des Molekulargewichtes

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit Hilfe zweier Methoden durchgefihrt,
einerseits chromatographisch unter Anwendung einer Gelfiltration (vgl. Kapitel II-
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26.2.2), andererseits massenspektrometrisch mittels MALDI-TOF-Messungen (vgl.
Kapitel 11-26.2.1).

Molekulargewichtsbestimmung der AF-Reduktase

1000000 y = e (16,661-0,461x)

Gamma-Globulin-Dimer

Gamma-Globulin-Monomer

100000 BSA-Dimer ¢

AF-Reduktase

BSA-Monomer
Ovalbumin

log Molekulargewicht [Da]

10000 ' ! : :
8 9 10 11 12 13 14
Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 13: Ermittlung des Molekulargewichtes durch Gelfiltration

Von jedem Eichprotein sowie der angereicherten AF-Reduktase wurden 0,5 ml einer
2,5 mg/ml-Lésung auf die Superdex 200 HR10 30 Saule (vgl. Kapitel 11-26.2.2) aufgetragen.
Die Elutionsvolumina wurden durch die UV-Absorption bei einer Flussrate von 0,5 ml/min
ermittelt.

Fur die Gelfiltration wurde eine Superdex 200 HR10 30 Saule verwendet, die gegen
50 mM BisTris-Puffer mit Zusatz von 100 mM NaCl aquilibriert worden war. Die
Eichung wurde mit Gamma-Globulin, BSA und Ovalbumin durchgefuhrt. Nachdem
die Elutionsvolumina dieser Proteine bestimmt wurden, konnte eine Eichgerade
erstellt werden, indem der Logarithmus der Molekulargewichte gegen die
Elutionsvolumina graphisch aufgetragen wurde (Abbildung 13). Aus der Lage der
AFR-(His)s konnte ein relatives Molekulargewicht Mr = 74,1 extrapoliert werden. Um
die mit der Gelfiltration erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren, wurde eine Messung
mittels MALDI-TOF durchgefuhrt. Zu dieser Analyse wurde die angereicherte AFR-
(His)s in 26 mM NH4HCO3-Losung umgepuffert und in einer Konzentration von
1 mg/ml zur Messung bereitgestellt. Das MALDI-Spektrum hat deutlich zwei Peaks
ergeben: einen bei 37 kDa und einen bei 74,1 kDa (vgl. Kapitel VIII-3). Das erste
Signal bei 37 kDa stellt eine Untereinheit der 1,5-AF-Reduktase dar. Die erhaltenen
Daten deuten darauf hin, dass dieses Enzym, im Gegensatz zu der 1,5-AF-

Reduktase aus S. morelense (Kihn et al., 2006), als Dimer vorliegt.
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24 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Reinheit der Proben nach der Anreicherung zu Uberprifen, wurde eine SDS-
PAGE durchgefuhrt (vgl. Kapitel 11-18.1). Dazu wurde ein 9 %-iges Trenn- und ein
4 %-iges Sammelgel verwendet. In Abbildung 14 ist das Ergebnis der Elektrophorese
dargestellt. Es ist eine einzelne Bande bei ca. 40 kDa zu erkennen, die die Reinheit
der angereicherten Probe beweist. Da mittels Gelfiltration und MALDI-TOF-Analyse
festgestellt werden konnte, dass es sich im Fall dieses Enzyms um ein dimeres
Protein von 74,1 kDa handelt, stellt die Bande in der SDS-PAGE eine Untereinheit
der rekombinanten 1,5-AF-Reduktase dar.

A SDS-PAGE von AFR-(His) S B
100 - 72kDa—>p -
_ v 43 kDa—>» -
a
5 -
£
—— ‘-
g” 10 ¢
-~
2 AFR-(His)s
=
o))
)
1 ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200
Laufstrecke (mm)

Abbildung 14: SDS-PAGE nach Anreicherung der rekombinanten 1,5-AF-
Reduktase aus S. meliloti 1021.
(A) Auswertung der elektrophoretischen Trennung. (B) Links 10 pg Protein Ladder 11-170
kDa  (Fermentas). Rechts 20 pug  aufgereinigte  AF-Reduktase  nach  der
Anionenaustauschchromatographie.
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2.5 Isoelektrischer Punkt

Die isoelektrische Fokussierung der AFR-(His)s (vgl. Kapitel 11-26.1) wurde in einem
Polyacrylamidgel mit einem pH-Gradient von 3 bis 10 durchgefuhrt (Abbildung 15).
Der isoelektrische Punkt wurde mittels der Eichproteine des Standards P9 auf pH 5,6

bestimmt.

+—6,0

+«—53

Abbildung 15: Isoelektrische Fokussierung der AFR-(His)s im pH-Bereich von 3
bis 10.

Im Polyacrylamidgel (pH 3-10) wurden 10 ul Proteinstandard P9 (M) und 10 pug ange-
reicherte 1,5-AF-Reduktase (P) bis zur Spannungskonstanz von 2000 V, 3,7 mA und 6,0 W
fokussiert.

2.6 Substratspektrum

Um die AFR-(His)s hinsichtlich ihrer Substratspezifitat zu charakterisieren, wurden
verschiedene Verbindungen sowohl in der Reduktions- als auch in der
Oxidationsreaktion als Substrate eingesetzt. Zum einen wurde die Reduktion
verschiedener Hexosen, Pentosen, Aldehyde und Ketone durch die AFR-(His)s
untersucht. Zum anderen wurde getestet, ob auch Dicarbonylzucker reduziert
werden, die als Substrate der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 beschrieben
wurden (Kuhn et al., 2006). Es wurden auch die Verbindungen untersucht, die von

der eukaryontischen 1,5-AF-Reduktase [EC 1.1.1.263] verwendet werden kdnnen
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(Sakuma et al., 1998). Die Ergebnisse der Substratbestimmung der Reduktions-
reaktion der AFR-(His)s sind in der Tabelle 23 zusammengefasst.

Die Ergebnisse zeigten, dass die 1,5-AF das Hauptsubstrat der AFR-(His)s aus
S. meliloti ist und nur die Dicarbonylzucker 5-KF, D-Xyloson und D-Glucoson
reduziert wurden, allerdings mit geringerer Rate. Die getesteten Kohlenhydrate,
Aldehyde und Ketone sowie die Substrate der eukaryontischen AFR wurden von
AFR-(His)e nicht reduziert.

Somit hat die AF-Reduktase aus S. meliloti ein Substratspektrum gleich der AF-
Reduktase aus S. morelense und unterscheidet sich damit ebenso von der

eukaryontischen AF-Reduktase.

Tabelle 23: Substratspektrum der Reduktionsreaktion. Die untersuchten Substrate
wurden in einer Konzentration von 300 mM in 100 mM BisTris (pH 6,5) mit 0,28 mM NADPH
und 70 mU 1,5-AF-Reduktase zugegeben und die Reaktion wurde bei 30 °C durch
Extinktionsabnahme bei 365 nm verfolgt.

Substrat spezifische Relative Aktivitat
Aktivitdt [U/mg] [%]

1,5-AF 947 100

5-KF 340 36

D-Xyloson 322 34

D-Glucoson 236 25

Die Oxidationsreaktion wurde ebenfalls an mehreren Verbindungen untersucht.
Dabei wurden 1,5-AM, 1,5-AG, Mannitol, Glucitol, Inositol und Xylitol in einer
Konzentration von 300 mM als Substrate getestet. Diese wurden dem Ansatz aus
100 mM Tris-Puffer (pH 7,5), 1,8 mM NADP* und 1 U AF-Reduktase zugegeben. Die
Extinktionsanderung wurde bei 30 °C verfolgt. Die Ergebnisse zeigten, dass keine

Oxidationsreaktion durch die AFR-(His)s katalysiert werden kann.

2.7 Biokonversionen

Die Identifizierung der Reaktionsprodukte, sowie die Quantifizierung samtlicher
Biokonversionen wurde mittels HPLC (vgl. Kapitel 11-24) durchgefuhrt. Um
ausreichende Mengen an Produkt zu erhalten, wurden die untersuchten Substrate
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dem Umsatz in einer Konzentration von 50 mM bzw. 35 mM Konzentration zugefugt
(vgl. Kapitel 1I-25.2). Aufgrund der unterschiedlichen relativen Aktivitaten (Tabelle 23)
variierten die Inkubationszeiten zwischen 75 min bis Uber 3 h. Bevor die Proben auf
die HPLC-Saule aufgetragen wurden, sind sie von dem Reaktionsgemisch gereinigt
worden. Um die Produkte eindeutig identifizieren zu konnen, wurden zuvor die
authentischen Standards getestet und so die entsprechenden Retentionszeiten
festgestellt (Tabelle 24).
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Abbildung 16: Biokonversionen von Dicarbonylzuckern mit AFR-(His)s

Die Umsatze wurden bei 28 °C durchgefuhrt. Die Inkubationsldsung enthielt 50 mM BisTris-
Puffer (pH 6,5), 50 mM NADPH und 50 mM 1,5-AF (A) bzw. D-Glucoson (B). Bei der
Umsetzung des D-Xylosons (C) wurden alle Bestandteile in der Konzentration von 35 mM
eingesetzt. Folgende Enzymmengen wurden verwendet: (A) - 370 mU, (B)-1 U, (C)-2,8 U.
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Die Reduktion von 1,5-AF, D-Glucoson und D-Xyloson verlief vollstandig, wobei 1,5-
AF und D-Glucoson von der AFR-(His)s stereoselektiv. umgesetzt wurden
(Abbildung 16). Die Reduktion von D-Xyloson ergab ein Gemisch der isomeren
Verbindungen D-Xylose und D-Lyxose.

Tabelle 24: Retentionszeiten der Referenzsubstanzen bei HPLC-Messungen. Von den
Standards wurden je 50 uyl einer 50 mM Ldsung mittels Aminex HPX-87H bei 60 °C,
0,5 ml/min und 5 mM H,SO, als FlieBmittel analysiert.

Referenzsubstanz R¢[min] Referenzsubstanz = R;[min]

1,5-AF 11,7 D-Xylose 11,8
1,5-AM 14 D-Lyxose 12,3
1,5-AG 12,4 D-Galaktoson 11

D-Glucoson 10,7 D-Glucose 10,6
D-Mannose 11,79 D-Xyloson 11,2

2.8 Kqy-Wert Bestimmung

Fur die 1,5-AF, das Hauptsubstrat der AFR-(His)s, und deren Cosubstrat sowie fur 5-
Keto-D-fructose wurden die Michaeliskonstanten der Reduktionsreaktion bestimmt
(vgl. Kapitel 1I-20.3). Dazu wurden Kinetiken bei zwei Enzymkonzentrationen mit
verschiedenen Substratkonzentrationen aufgenommen und in der Form eines
Lineweaver-Burk-Diagramms dargestellt (Kapitel VIlI-4). Die daraus resultierenden
Km-Werte wurden in der Tabelle 25 zusammengefasst.

Tabelle 25: K,-Werte der AFR-(His)s

Substrat Km [MM]
1,5-AF 1,0 (£ 0,08)
5-KF 6,1 (x0,3)
NADPH 0,06 (+ 0,001)
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Die Standardabweichung wurde aus der vierfachen Bestimmung der
Extinktionsanderung abgeleitet, die flr jede Substratkonzentration bei zwei

Enzymkonzentrationen ermittelt wurde.

2.9 pH-Optimum und Stabilitat

Das pH-Optimum wurde durch die Reaktionsgeschwindigkeit im Bereich von pH 3,5
bis pH 9,0 ermittelt. Die hochste Reaktionsgeschwindigkeit und somit das pH-
Optimum des Enzyms wurde im BisTris-Puffer bei pH 6,0 festgestellt. Die
Reaktionsgeschwindigkeit bei pH 6,0 in dem optimalen BisTris-Puffer lag um Uber
das 3-fache hoher als im Acetat-Puffer und um ein Drittel Uber der Aktivitat im Citrat-
Puffer (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Ermittlung des pH-Optimums der AFR-(His)s

Es wurden folgende Puffersysteme fir die Messungen verwendet: Citrat von pH 3,5 bis 6,0;
Acetat von pH 4,0 bis 6,0; BisTris von pH 5,0 bis 7,5; Tris von pH 7,0 bis 9,0.

In 1 ml 100 mM Puffer wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28 mM NADPH mit 340 mU AFR bei
30 °C umgesetzt. Die Extinktionsdnderung wurde bei 365 nm verfolgt.

Zur Untersuchung der Thermostabilitat wurde das Enzym bei verschiedenen
Temperaturen in 20 mM BisTris (pH 6,0) inkubiert. Die Reaktionsgeschwindigkeit der
AFR-(His)s wurde in regelmafligen Abstanden photometrisch erfasst (Abbildung 18).
Es konnte gezeigt werden, dass das Enzym bei 50 °C einen direkten Aktivitatsverlust

um fast 50 % aufwies, wobei die Halbwertszeit erst nach 40 min erreicht wurde. Nach
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140 min bei 50 °C war keine Aktivitat der AFR-(His)s messbar, das Enzym wurde
inaktiviert. Bei 40 °C betrug die Halbwertszeit 120 min, bei 30 °C war das Protein
nach 140 min noch zu 50 % aktiv (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Thermostabilitat der AFR-(His)s
0,4 U AFR in 20 mM BisTris (pH 6,0) wurden in Stufen zu 10 °C bei 30-50 °C inkubiert. Die
Aktivitédt des Enzyms wurde in regelmafRligen Zeitabstanden im Standardtest ermittelt.

3 Kristallisation der 1,5-AF-Reduktase

Die Kristallstruktur der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 wurde bereits
aufgeklart (Dambe et al., 2006), lies jedoch einige Fragen offen. Zum einen wurde
aufgrund der erhaltenen Struktur fur diese AF-Reduktase ein Dimer postuliert, konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden. Zum anderen konnte die Kristallisation dieses
Enzyms zusammen mit dem Cosubstrat NADPH durchgefuhrt werden, nicht aber mit
dem Substrat 1,5-AF. Die Untersuchungen der Struktur der AF-Reduktase aus S.
meliloti sollten der Klarung der noch offenen Fragen dienen. Da die rekombinante
AFR-(His)s aus S. meliloti mit einem C-terminalen (His)stag versehen wurde, der aber
bei der Kristallbildung stort, musste eine neue Variante hergestellt werden, bei der
die zusatzlichen Histidine abgespalten werden konnen. Hierzu wurde ein N-
terminaler (His)stag mit einer danach folgenden Proteaseschnittstelle vor der
Sequenz der AF-Reduktase generiert.
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3.1 Herstellung der (His)s-Prot-AFR

Da die Enzymanreicherung ohne (His)stag sehr aufwendig und dabei ineffizient ist,
musste eine Variante der rekombinanten 1,5-AF-Reduktase hergestellt werden, bei
der der (His)stag nach der Anreicherung einfach abgespalten werden kann (vgl.
Kapitel 11-19). Hierfur hat sich die Protease Factor Xa als geeignet erwiesen, weil die
fur dieses Enzym spezifische Schnittstelle in Form von mehreren Aminosauren nicht
in der Sequenz des afr-Gens vorkommt. Die entsprechende Aminosauresequenz
wurde am N-Terminus der AF-Reduktase mittels einer PCR eingeflgt (vgl. Kapitel Il-
19). Als Template fur diese Amplifikation wurde das pAFRsm-Plasmid eingesetzt und
es wurden folgende Primer verwendet: Mel BamHI/N-Protease His und
Mel_Hindlll_rev. Der (His)stag wurde N-terminal vor das Startkodon eingefugt, um
die native Sequenz des Enzyms zu erhalten. Die Factor Xa-Schnittstelle wurde direkt
nach dem (His)stag generiert.

Das modifizierte Gen wurde zuerst in den pCR®II-TOPO®-Vektor kloniert (vgl. Kapitel
11-6.9.1) und sequenziert (GATC Biotech AG). Nachdem die erhaltene Sequenz als
korrekt und vollstandig identifiziert werden konnte, folgte die Umklonierung des Gens
in den Expressionsvektor pET24a(+). Dazu wurde das Insert mit BamHI| und Hindlll
aus dem Plasmid pProtAFRsm geschnitten (vgl. Kapitel 11-6.4). Nachdem pET24a(+)
mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert wurde, erfolgte die Auftrennung der
Verdauansatze im 1 %-igen Agarosegel. AnschlieRend wurden die entsprechenden
DNA-Fragmente aus dem Gel mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen)
reisoliert (vgl. Kapitel 11-6.6). Die erhaltenen Reisolate wurden zum Ligationsansatz
gegeben und Uber Nacht bei 16 °C inkubiert (vgl. Kapitel 11-6.9.2). Nach der Ligation
wurde die Plasmid-DNA p+ProtAFRsm durch Dialyse entsalzt und in
elektrokompetente E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1).
Um den Erfolg der Ligation bestatigen zu kdnnen, wurde sowohl eine Colony-PCR
(vgl. Kapitel 11-6.11.3) als auch eine Plasmid-Praparation (vgl. Kapitel 11-6.3) mit
anschlieBendem Kontrollverdau (vgl. Kapitel 11-6.4) durchgefuhrt. Ein positiver Klon

wurde ausgewahlt und diente als Ausgangsmaterial fur die weiteren Experimente.
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3.2  Kultivierung und Anreicherung der (His)¢-Prot-AFR

Das modifizierte Enzym konnte erfolgreich in den E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen
exprimiert werden. Fur die Anreicherung wurden 2x250 ml Kultur aus
Pepton/Trypton-Medium bei 37 °C inkubiert (vgl. Kapitel II-7.2.1). Bei einer ODgyo von
1 wurde die Produktion des Enzyms durch Zugabe von 0,1 M IPTG induziert
(Endkonzentration im Medium 100 pM). Nach 24 h Kultivierung wurden die Zellen
abzentrifugiert, in 50 mM KHyPO4-Puffer (pH 7,0) aufgenommen und mittels
Ultraschall aufgeschlossen (vgl. Kapitel 11-16.2). Als erster Anreicherungsschritt
wurde eine Affinitdts-chromatographie durchgefuhrt (vgl. Kapitel 1-17.1). Die
erhaltenen AF-Reduktase-Fraktionen wurden in 50 mM BisTris-Puffer (pH7)
umgepuffert (vgl. Kapitel 11-17.2), um das Imidazol aus der Proteinldsung zu
entfernen, das sowohl bei der Bestimmung der Proteinkonzentration als auch bei
dem Proteaseverdau storen wurde. Das umgepufferte Enzym wurde dem
Verdaugemisch zugefugt und bei 25 °C inkubiert. AnschlieRend wurde eine
Anionenaustauschchromatographie durchgefuhrt (vgl. Kapitel 11-17.3), die den letzten
Anreicherungsschritt darstellte (Tabelle 27). Hiermit konnte die AF-Reduktase von
der sich in der Losung befindenden Protease und den restlichen Proteinen befreit
werden. Da die (His)s-Prot-AFR wahrend der Anionenaustauschchromatographie in
32 ml Puffer eluiert wurde, erfolgte anschlieRend das Aufkonzentrieren der
erhaltenen Fraktionen unter Anwendung einer Membran mit einer Porengrof3e von
10 kDa auf 1,5 ml.

Tabelle 27: Anreicherungstabelle der rekombinanten(His)s-Prot-AFR .

Anreicherungs- Volumen Gesamt- Gesamt-  Spezifische Faktor Ausbeute

schritt [mi] units [U] protein Aktivitat [-fach] [%]
[mg] [U/mg]

Rohextrakt 16 1140 124,6 9.1 1 100
IMAC 4 935 15 62,3 6,8 82
Phenyl-

8 914,3 12 76,2 8,3 80
Sepharose
Q-Sepharose 32 850 4,3 197,7 22 74
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3.3 Protease-Verdau

Die mittels Affinitatschromatographie angereicherte (vgl. Kapitel 11-17.1) und in
50 mM BisTris (pH 7,0) umgepufferte (vgl. Kapitel [1-17.2) (His)s-Prot-AFR wurde
nach der Bestimmung der Proteinkonzentration (vgl. Kapitel II-21) mit der Protease
Factor Xa uber 24 Stunden bei 25 °C im Wasserbad inkubiert. Die Menge der
Protease wurde nach Optimierung des Verdaus auf 5 pg pro 50 yg Fusionsprotein
bestimmt. Nach der Inkubation wurde die Probe direkt auf Eis gestellt, um die
Aktivitat des Faktor Xa-Enzyms zu beenden. Das Proteingemisch wurde in dem
letzten Anreicherungsschritt, der Anionenaustauschchromatographie (vgl. Kapitel Il-
17.3) in die einzelnen Proteine aufgetrennt.

44 Western Blot

Das Ergebnis der Abspaltung des (His)s-tags von der AF-Reduktase wurde mittels
Western-Blot (vgl. Kapitel 11-20) Uberpruift. In diesem Experiment wurden (His)e-tag-
spezifische Antikorper verwendet, die die Anwesenheit des tags mit hoher
Sensibilitat detektieren.

P PK M
<+——72kDa
o ... <«——43 kDa
B

Abbildung 19: Western Blot nach dem Factor Xa-Verdau der (His)s-Prot-AFR.
Der Verdau wurde bei 25 °C durchgeflihrt und optimiert, anschlieRend wurde er mittels
Western Blot Uberprift. P-Probe nach dem Verdau; PK-Positivkontrolle mit (His)stag; M-
Fermentas PageRuIerTNI Prestained Protein Ladder (10 ug).

98



Ergebnisse

Durch die Blot-Entwicklung konnte gezeigt werden, dass die (His)e-Prot-AFR nach
der 24 h Inkubation mit der Protease (His)s-tag-frei war, und somit fur das
Kristallisationsverfahren zur Verfugung stand (Abbildung 19). Das angereicherte
Enzym wurde anschlie®end dem Kooperationspartner (AG Scheidig, Universitat des

Saarlandes) Ubergeben.

4 Metabolismus der 1,5-AF in S. meliloti 1021

41 Umsetzung der 1,5-AF

Die rekombinante 1,5-AF-Reduktase aus S. meliloti 1021 verwendet 1,5-AF als
Hauptsubstrat. In den Konversionen mit der in E. coli exprimierten AFR-(His)s wird
aus der 1,5-AF das Polyol 1,5-AM gebildet (vgl. Kapitel 111-3.7). Es sollte Uberpruft
werden, ob die gleiche Umsetzung von 1,5-AF in Zellextrakten stattfindet. Zur
Enzyminduktion wurde S. meliloti auf Mineral-Vitamin-Medium mit 1,5-AF als einziger
Kohlenstoffquelle kultiviert (vgl. Kapitel 1I-5.1). Dabei wurde die optische Dichte bei
600 nm sowie der Verbrauch des Substrates im Medium mittels HPLC verfolgt
(Abbildung 8). Nachdem das Wachstum nahezu abgeschlossen war, wurden die
Zellen durch Zentrifugation pelletiert, in 20 mM BisTris (pH 6,5) resuspendiert und
mittels Ultraschall aufgeschlossen (vgl. Kapitel 11-16.1). Die Zelltrummer wurden in
einem zweiten Zentrifugationsschritt vom Zellextrakt getrennt. AnschlieRend wurde
der Rohextrakt mit der 1,5-AF inkubiert (vgl. Kapitel 11-25.1). Der Inkubationspuffer
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mittels HPLC-Messung analysiert (vgl. Kapitel
11-24).

' 2)

Abbildung 20: Metabolismus der 1,5-AF in vivo

Im Reaktionsansatz wurden ca. 100 mg nasse Zellen in 100 mM BisTris, pH 7 mit 50 mM
1,5-AF bei 28 °C inkubiert. HPLC-Chromatogramme der Probenahme nach 5 min (1) und
nach 35 min (2). Retentionszeiten - siehe Tabelle 24.
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Die Untersuchungen mittels HPLC haben gezeigt, dass die Zellextrakte 1,5-AF zu
1,5-AM reduzieren (Abbildung 20), wobei offenbar endogene Reduktionsaquivalente
genutzt werden. Durch diese Messungen konnte nachgewiesen werden, dass die
Reduktion an C2 den ersten Schritt des 1,5-AF-Metabolismus bei S. meliloti darstellt,

dabei wird stereoselektiv der Zuckeralkohol 1,5-AM gebildet.

4.2 Umsetzung des 1,5-AM

Um die weitere Metabolisierung von 1,5-AM zu D-Mannose in S. meliloti zu
untersuchen, wurde eine Inkubation des Polyols mit den Zellextrakten durchgefuhrt.
Da an dieser Reaktion moglicherweise ein membranstandiges Enzym beteiligt ist,
wurden die Zellen nach dem Ultraschallaufschluss nicht abzentrifugiert, sondern die
Zelltrammer wurden in dem Reaktionsansatz mitinkubiert. Die Reaktion wurde Uber
drei Stunden analytisch verfolgt, dabei konnte die 1,5-AM-Abnahme und die
Entstehung eines neuen Peaks bei 11,78 min beobachtet werden (Abbildung 21), der
mit der Retentionszeit des Standards D-Mannose Ubereinstimmte (Tabelle 24). Die
Entstehung von D-Mannose kann somit nur durch das Einfugen der Lactolgruppe in

1,5-AM aufgrund einer Oxygenierungsreaktion erklart werden.

Abbildung 21: Metabolisierung des 1,5-AM im Rohextrakt von S. meliloti 1021
Im Reaktionsanstaz wurden 300 mg nasse Zellen mit 100 mM Tris (pH 7), 200 mM 1,5-AM,
14 mM NADPH und 5 mM FAD bei 28 °C inkubiert. Die Probenahme fand im Abstand von
15 min Uber einen Zeitraum von 3 h statt. Dargestellte Proben: 5 min (1), 90 min (2) und 3 h
(3). Pfeil: gebildete D-Mannose
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Die mogliche Bildung von 1,5-AF, die eine ahnliche Retentionszeit wie D-Mannose
aufweist, konnte aufgrund der reduzierenden Bedingungen des Reaktionsansatzes
(NADPH) und wegen des Reaktionsgleichgewichtes (s.0.) ausgeschlossen werden.

5 Monooxygenasen aus S. meliloti 1021

Im Rahmen des Genom Projektes (Finan et al., 2001; Capela et al., 2001; Barnett et
al., 2001) wurden auf dem Hauptchromosom von Sinorhizobium meliloti zwei Gene
identifiziert, die fur Cytochrom P450-Monooxygenasen kodieren. Diese ORFs wurden
als Y02579 und Y01812 bezeichnet. Die Umgebung der beiden Gene gibt keine
Hinweise auf eine mogliche Funktion dieser ORFs. Es befinden sich auch keine
Gene in der Nahe beiden Sequenzen, die fur Elektronentransferproteine kodieren
(eine Reduktase und ein Schwefel-Eisen Protein).

Die lIsolierung und die heterologe Expression der CYP-Gene im E. coli-System
stellten das zweite Ziel dieser Arbeit dar.

5.1 Klonierung des Y018712-Genes aus S. meliloti 1021 und Expression in
E. coli BL21(DE3)Gold

Von der in der Datenbank hinterlegten Sequenz des ORF Y01872 wurden die Primer
sm mono forw und sm mono/Hind rev His abgeleitet und direkt mit zusatzlichen
Restriktionsschnittstellen und einem C-terminalen (His)stag versehen. Auf diese
Weise wurden eine BamHI- und eine EcoRI-Schnittstelle direkt vor dem Startcodon,
sowie eine Hindlll-Schnittstelle direkt nach dem Stopcodon eingefugt. Vor dem
Stopcodon wurde ein C-terminaler (His)stag generiert. Diese Primer wurden in einer
PCR eingesetzt, in der die genomische DNA aus S. meliloti als Template verwendet
wurde (vgl. Kapitel 11-8.1). Damit konnte ein 1248 bp gro3es Amplifikat erzeugt
werden, das mittels TOPO TA cloning Kit in den pCR®II-TOPO®-Vektor kloniert und
in E. coli TOP10-Zellen transformiert wurde (vgl. Kapitel 11-6.9.1). Die erhaltenen
Klone wurden mittels Colony-PCR (vgl. Kapitel 1I-6.11.3) auf die Anwesenheit des
Inserts Uberpruft (Abbildung 22). Ein positiver Klon wurde ausgewahlt und dessen
Plasmid (pMO1812smHis) wurde nach der Plasmid-Reinigung (vgl. Kapitel 11-6.3)
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sequenziert (GATC Biotech AG). Die Sequenzanalyse bestatigte, dass das Y01812-
Gen vollstandig und fehlerfrei aus der genomischen DNA amplifiziert worden war.
Die Nukleotidsequenz der Monooxygenase MO1812-(His)s sowie die abgeleitete
Proteinsequenz des Enzyms sind in Abbildung 23 dargestellt. Das Y018712-Gen weist
eine Grolle von 1248 bp auf und wird durch einen G+C-Gehalt von 63,2 %
charakterisiert. Um zu Uberprufen, ob es sich im Fall der erhaltenen Sequenz um
eine CYP-Monooxygenase handelt, wurde das Insert des Plasmids pMO1812smHis
in den Expressionsvektor pET24a(+) umkloniert. Dazu wurde das Gen aus dem
pCR®II-TOPO®-Vektor mit BamHI und Hindlll ausgeschnitten (vgl. Kapitel I1-6.4), und
nachdem der pET24a(+) mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert worden
war, erfolgte die Auftrennung der beiden Ansatze im 1 %-igen Agarosegel (vgl.
Kapitel 1I-6.5). Die Insert- und Vektor-spezifischen Banden wurden mittels
MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert und in die Ligation
(vgl. Kapitel 11-6.9.2) eingesetzt. Nach der Ligation wurde die Plasmid-DNA
pMO1812smHis+ durch Dialyse entsalzt und anschlielend in elektrokompetente
E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel |lI- 6.11.1). Das Ergebnis der
Ligation wurde mittels Colony-PCR Uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3).

Abbildung 22: Colony-PCR nach der Klonierung des Y07872-Gens in den
pCR®II-TOPO®-Vektor

Im 1 %-igen Agarosegel wurden 5 pl PCR-Produkt nach der Amplifikation mit dem Primer sm
mono forw und sm mono/Hind rev His aufgetragen. In der Spur 11 wurden 2,5 g
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder dargestellit.
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Abbildung 23

Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti 1021.
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Durch die heterologe Expression des Y071872-Gens in E. coli BL21(DE3)Gold
[PMO1812smHis] konnte die Bildung der aktiven Monooxygenase gezeigt und somit
das Insert als Monooxygenase-Y01812-Gen bezeichnet werden.

5.2 Klonierung des Y02579-Genes aus S. meliloti 1021 und Expression in
E. coli BL21(DE3)Gold

Die Sequenz des ORF Y02579 war ebenfalls in der Datenbank hinterlegt, was eine
direkte Primer-Ableitung ermoglichte. Diese wurden mit einer BamHI|-Schnittstelle am
5-Ende und einer EcoRI- zusammen mit einer Hindlll-Schnittstelle am 3’-Ende
versehen. In die Sequenz des 3’-Primers wurde ein C-terminaler (His)stag eingeflugt.
Diese Primer (2579 BamHI forw und 2579 Hindlll EcoRI| His rev) wurden in einer
PCR eingesetzt, in der die genomische DNA aus S. meliloti als Template verwendet
wurde (vgl. Kapitel 1I-8.2). Das erhaltene Amplifikat wurde mittels TOPO TA cloning
Kit in den pCR®lII-TOPO®-Vektor kloniert und in die E. coli TOP10-Zellen
transformiert (vgl. Kapitel 11-6.9.1). Die erhaltenen Klone wurden mittels Colony-PCR
(vgl. Kapitel 11-6.11.3) auf die Anwesenheit des Inserts Uberpruft. Ein positiver Klon
(PMO2579smHis) wurde nach der Plasmid-Reinigung (vgl. Kapitel 11-6.3) sequenziert
(GATC Biotech AG). Die Sequenzanalyse bestatige, dass es sich im Fall dieses
Inserts um das Y02579-Gen handelt. Die Nukleotidsequenz der Monooxygenase
MO2579-(His)s sowie die abgeleitete Proteinsequenz des Enzyms sind in Abbildung
25 dargestellt. Das Y02579-Gen ist 1401 bp lang und zeichnet sich durch einen
G+C-Gehalt von 64,7 % aus.

Das Gen Y02579 wurde in den Expressionsvektor pET24a(+) ligiert (vgl. Kapitel II-
6.9.2). Dazu wurde das Insert pMO2579smHis aus dem pCR®II-TOPO®-Vektor mit
BamHI und Hindlll ausgeschnitten (vgl. Kapitel 11-6.4), und nach dem Verdau des
pET24a(+) mit den gleichen Restriktionsenzymen wurden beide Ansatze im 1 %-igen
Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5). Die Insert- und Vektor-spezifischen
Banden wurden mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert
und in die Ligation (vgl. Kapitel 11-6.9.2) eingesetzt. Nach der Ligation wurde die
Plasmid-DNA pMO2579smHis+ durch Dialyse entsalzt und anschlieBend in die
elektrokompetenten E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel II-
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6.11.1). Das Ergebnis der Ligation wurde mittels Colony-PCR (vgl. Kapitel 11-6.11.3)
und Kontrollverdau (vgl. Kapitel 1-6.4) Gberpraft (Abbildung 24).

Abbildung 24: Kontrollverdau des Plasmids pMO2579smHis+ mit BamHI und
Hindlll

Im 1 %-igen Agarosegel wurden 5 pl von jedem Verdauansatz aufgetragen. In der letzten
Spur wurden 2,5 uyg GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder dargestellt.
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Abbildung 25

Monooxygenase MO2579 aus S. meliloti 1021.
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6 Isolierung und Charakterisierung der rekombinanten
Monooxygenase MO1812-(His)s aus E. coli BL21(DE3)Gold

6.1 Anzucht

Die Anzucht der MO1812-(His)s-bildenden E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen wurde in
250 ml  kanamycinhaltigem Pepton/Trypton-Medium im 1 L-Erlenmeyerkolben
durchgefuhrt (vgl. Kapitel 11-8.3). Es wurde eine Vorkultur (25 ml) mit 10 pl
Glycerinkultur beimpft und tuber Nacht bei 37 °C angezogen. Diese wurde komplett in
die Hauptkultur (250 ml) Uberimpft und bis zur Induktion bei 37 °C kultiviert. Die
MO1812-(His)e-enthaltenden E. coli-Zellen wurden bei ODgyo=2 durch Zugabe von
100 uM IPTG induziert, anschlielend wurde die Kultivierung Uber weitere 24 h bei
28 °C durchgefuhrt. Diese Temperatur hat sich als optimal fur die Produktion der
Monooxygenase MO1812-(His)s erwiesen, da hier keine inclusion body-Bildung
beobachtet werden konnte. AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und das Pellet
im Verhaltnis 3 ml Puffer pro 1 g Feuchtgewicht in 50 mM KH2PO4-Puffer (pH 7,0)
aufgenommen. Nach erfolgtem Zellaufschluss mittels Ultraschall (vgl. Kapitel 11-16.2)
wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation von den |0slichen Proteinen getrennt

und der Rohextrakt konnte fur die Enzymanreicherung weiter verwendet werden.

6.2 Reinigung

Die Reinigung der rekombinanten Monooxygenase MO1812-(His)s aus dem
Rohextrakt erfolgte durch eine Affinitatschromatographie (vgl. Kapitel 1I-17.1) an
einer Chelating Crude 1 ml FF Saule. Das Protein wurde mit Imidazol eluiert und in
drei Fraktionen von je 2 ml aufgefangen. Aufgrund des kovalent gebundenen Hams
konnte bei der Elution der Monooxygenase zusatzlich zu der Protein-typischen
Absorption bei 280nm ein Peak bei 450 nm beobachtet werden. Die
Monooxygenase-Fraktion wurde anschliefend mittels Phenyl Sepharose-Saule
umgepuffert (vgl. Kapitel 11-17.2), um das Imidazol aus der Probe zu entfernen und
um den Elutionspuffer durch 50 mM Tris-Puffer (pH 7,5) zu ersetzen. Zu jeder
Enzymanreicherung wurden jeweils 3g Feuchtgewicht verwendet. Das
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Elutionsdiagramm ist in Abbildung 26 dargestellt. Die Zusammenfassung des
Anreicherungsverlaufs zeigt Tabelle 27. Die Tabelle zeigt, dass eine Ermittlung der
Monooxygenase-Aktivitat erst nach der Reinigung des Proteins moglich war. Der
Aktivitats-Assay wurde gemalf Kapitel 11-3.10 durchgefuhrt.

Tabelle 27: Anreicherungstabelle der rekombinanten Monooxygenase MO1812-(His)s

Anreicherungs- Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Faktor Ausbeute

schritt [mi] units [U] protein Aktivitat [%]
[mg] [U/mg]

Rohextrakt 16 - 143 - - -

HisTrap 6 0,5 3,7 0,14 - -

mAU
3000
2500 -1
2000

1500 r
1000

500 k

0% 10 20 30 40 50 ml

Abbildung 26: Elutionsdiagramm einer Affinitatschromatographie der
rekombinanten MO1812-(His)s aus S. meliloti 1021

blau — Absorption bei 280 nm; rot — Absorption bei 450 nm; grin — Konzentration des
Gradients (bis 0,5 M Imidazol)

6.3 Bestimmung des Molekulargewichtes
Das Molekulargewicht der Monooxygenase MO1812-(His)s konnte aus der
abgeleiteten Aminosauresequenz ermittelt werden und betrug 43 kDa. Die

experimentelle Molekulargewichtsbestimmung des Proteins erfolgte durch eine
Gelffiltration (vgl. Kapitel 11-26.2.2).
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Hierzu wurde eine Superdex 200 HR10 30 Saule verwendet. Als Puffersystem fur die
Trennung der MO1812-(His)s wurde 50 mM BisTris (pH 7,0) mit 100 mM NaCl
verwendet. Die Eichung dieser Saule wurde wie zuvor (vgl. Kapitel 111-3.3) mit
folgenden Proteinen durchgefuhrt: Gamma-Globulin, BSA und Ovalbumin. Nach der
Bestimmung der Elutionsvolumina dieser Proteine wurde eine Eichgerade erstellt,
indem der Logarithmus der Molekulargewichte gegen die Elutionsvolumina graphisch
aufgetragen wurde. Anschlielend folgte die Elution des Fusionsproteins
(Abbildung 27). Aus der Geradengleichung konnte das relative Molekulargewicht der
Monooxygenase MO1812-(His)s von Mr = 43 errechnet werden. Dieses Protein liegt

als Monomer vor.

Molekulargewichtsbestimmung der MO1812-(His); Monooxygenase
y = e (16,661-0,461x)
= 1000000 -
8,
& Gamma-Globulin-Dimer
§ Gamma-Globulin-Monomer
o ¢
= 100000 - BSA-Dimer .
5 ¢ Ovalbumin
= BSA-Monomer
)
= MO1812
o
e 10000 ‘ ‘ ‘ ‘
7,8 8,8 9,8 10,8 11,8 12,8 13,8
Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 27: Ermittlung des Molekulargewichtes der MO1812-(His)s mittels
Gelfiltration

Von jedem Eichprotein sowie der angereicherten Monooxygenase MO1812-(His)s wurden
0,5 ml einer 2,5 mg/ml-Lésung auf die Superdex 200 HR10 30 Saule (vgl. Kapitel 11-26.2.2)
aufgetragen. Die Elutionsvolumina wurden bei einer Flussrate von 0,5 ml/min ermittelt.

6.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Um die Reinheit der Probe nach der Anreicherung zu Uberprifen und um das
Molekulargewicht verifizieren zu konnen, wurde eine SDS-PAGE durchgefuhrt (vgl.

Kapitel 11-18.1). Dazu wurden ein 9 %-iges Trenn- und ein 4 %-iges Sammelgel
verwendet (Abbildung 28).
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SDS-PAGE von MO1812-(His), B

72kDa—p S

100

2 43 kDa—»

MO1812-(His)e

log Molekulargewicht (kDa)
o>

0 50 100 150 200
Laufstrecke (mm)

Abbildung 28: SDS-PAGE nach der Anreicherung der

rekombinanten MO1812-(His)e

(A) Graphische Auswertung der elektrophoretischen Trennung. (B) Links 10 pg Protein
Ladder 11-170 kDa (Fermentas). Rechts 10 ug angereichertes Protein nach der
Affinitatchromatographie.

Das in der SDS-PAGE durch den Vergleich mit den Referenzproteinen ermittelte
Molekulargewicht der MO1812-(His)s stimmt mit dem aus der abgeleiteten
Aminosauresequenz berechneten Molekulargewicht von 43 kDa uberein.

6.5 Isoelektrischer Punkt

Die isoelektrische Fokussierung der MO1812-(His)s (vgl. Kapitel 11-26.1) wurde in
einem Polyacrylamidgel mit einem pH-Gradient von 3 bis 10 durchgefuhrt
(Abbildung 29). Der isoelektrische Punkt konnte mittels der Eichproteine des
Standards P9 auf pH 5,6 bestimmt werden.
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P M

+«—6,0

+«— 53

Abbildung 29: Isoelektrische Fokussierung der MO1812-(His)s im pH-Bereich
von 3 bis 10.

Im Polyacrylamidgel (pH 3-10) wurden 10 pl Proteinstandard P9 (M) und 7,5 g
angereicherte MO1812-(His)s (P) bis zur Spannung 2000 V, 3,7 mA und 6,0 W fokussiert.

6.6 UV/VIS-Spektrum der rekombinanten Monooxygenase MO1812-(His)e

Die Aufnahme des Spektrums wurde durchgefuhrt, um feststellen zu konnen, ob es
sich im Fall dieser Monooxygenase um ein Ham-enthaltendes und somit um ein
aktives Protein handelt. Das Absorptionspektrum der sich in einem oxidierten
Zustand befindenden Monooxygenase zeigte einen Ham-spezifischen Peak bei
420 nm (Abbildung 30). Es konnten keine weiteren Peaks im Bereich zwischen 450
und 510 nm festgestellt werden, was auf eine Flavin-Anwesenheit hindeuten wirde.
Das bedeutet, dass dieses Enzym keine Reduktase- und keine Redoxin-Domane
enthalt und somit fur seine Aktivitat auf die Prasenz der Reduktase und des
Redoxins im Reaktionsgemisch angewiesen ist. Die Detektion eines Peaks bei 420
nm ist ein erster Hinweis darauf, dass das Enzym in einer aktiven Form vorliegt und
lasst vermuten, dass auch die Konformation des Enzyms richtig ist. Eine Aussage
uber die Faltung einer Monooxygenase ist nach der Aufnahme eines CO-Differenz-
Spektrums moglich (Omura und Sato, 1964). Dabei kann beobachtet werden, wie
sich das Absorptionsmaximum des Hams unter dem Einfluss von Natriumdithionit
von 420 nm auf 450 nm verschiebt (vgl. Kapitel VIII-6). Diese Reaktion beruht auf der
Reduktion von Fe** zu Fe®, welches in der Lage ist, einen Komplex mit CO zu
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bilden. Die maximale Absorption dieses Komplexes liegt bei 450 nm. Das CO-
Differenz-Spektrum der Monooxygenase MO1812-(His)s zeigte die erwartete
Verschiebung des Peaks von 420 nm auf 450 nm, was die Vermutung bestatigte,
dass es sich im Fall dieses Proteins um ein aktives und korrekt gefaltetes Enzym
handelt.

Spektrum der Monooxygenase MO1812-(His),

1,800 -
1,600 -
1,400 -
g 1,200 -
‘é 1,000 -

9 0,800

< 0,600

0,400 -

0,200 -

0,000 - S
150,0 250,0 350,0 450,0 550,0

Wellenldnge (nm)

Abbildung 30: UV/VIS-Spektrum der Monooxygenase MO1812-(His)s im
Wellenlangenbereich von 150 nm bis 600 nm.

7 Isolierung und Charakterisierung der rekombinanten
Monooxygenase MO2579-(His)s aus E. coli BL21(DE3)Gold

71 Anzucht

Die MO2579-(His)s-enthaltenden E. coli-Zellen wurden in 250 ml kanamycinhaltigem
Pepton/Trypton-Medium kultiviert. Es wurde eine Vorkultur (25 ml) mit 10 pl
Glycerinkultur beimpft und tuber Nacht bei 37 °C angezogen. Diese wurde komplett in
die Hauptkultur (250 ml) Gberimpft und bis zur Induktion bei 37 °C kultiviert. Die
Induktion erfolgte bei einer ODggo=1 durch Zugabe von 100 uM IPTG. Es wurden drei
verschiedene Kulturen Uber weitere 24 h bei jeweils 37 °C, 28 °C und 20 °C
inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen pelletiert und im Verhaltnis 3 ml Puffer pro
1 g Feuchtgewicht in 50 mM KH2POs-Puffer (pH 7,0) aufgenommen. Danach erfolgte
der Zellaufschluss mittels Ultraschall (vgl. Kapitel 11-16.2). Der nach dem letzten
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Zentrifugationsschritt erhaltene Rohextrakt wurde fur die weitere Enzymanreicherung
verwendet.

7.2 Reinigung

Die Reinigung der rekombinanten Monooxygenase MO2579-(His)s erfolgte mittels
einer Affinitatschromatographie (vgl. Kapitel 11-17.1). Die jeweiligen Rohextrakte aus
den bei verschiedenen Temperaturen kultivierten Zellen wurden auf die Chelating
Crude 1 ml FF Saule aufgetragen. Die Elution des Fusionsproteins wurde mittels
Imidazol durchgefuhrt. In allen drei Ansatzen konnte jedoch keine bzw. nur eine sehr
geringe Menge des Proteins eluiert werden. Der im Elutionsdiagramm erhaltene
Proteinpeak war sehr klein und farblos, was die Annahme erlaubte, dass dieses

Protein in E. coli sehr schwach exprimiert wird und in einer inaktiven Form vorliegt.

7.3  Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Reinigung des Proteins wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
uberpruft (vgl. Kapitel 11-18.1). Es wurden ein 9 %-iges Trenn- und ein 4 %-iges

Sammelgel verwendet.

M PK P M RE

—

72kDa—p -

43kDa—>» - -

-

Abbildung 31: SDS-PAGE nach der Anreicherung der rekombinanten MO2579-
(His)s

Links wurden 10 ug Protein Ladder 11-170 kDa (Fermentas) (M), 50 pyg Positivkontrolle —
gereinigte MO1812-(His)s (PK) und 30 pl der auf 0,5 ml eingeengten Fraktion nach der
Affinitdtschromatographie (P) aufgetrennt. Rechts wurden 20 pg Rohextrakt (RE)
aufgetragen.
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Die erhaltene Proteinmenge war jedoch so gering, dass die Detektion des Proteins
mittels Coomassie-Farbung nicht moglich war. Es konnte ebenfalls keine Bildung
eines Uberexprimierten Proteins im Rohextrakt festgestellt werden (Abbildung 31).

7.4 UV/VIS-Spektrum der rekombinanten Monooxygenase M0O2579-(His)s

Das UV/VIS-Spektrum wurde aufgenommen, um bestatigen zu kdnnen, dass es sich
im Fall dieser Monooxygenase tatsachlich um ein inaktives Protein handelt. Wie
erwartet konnte bei der Aufnahme des Spektrums kein Peak bei 420 nm
nachgewiesen werden (Abbildung 32), was die Vermutung, dass dieses Enzym keine
aktive Ham-Form besitzt und somit inaktiv ist, verifiziert hat. Aufgrund dieser

Feststellung wurden keine weiteren Experimente mit diesem Protein durchgefuhrt.

Spektrum der Monooxygenase MO2579-(His),
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Abbildung 32: UV/VIS-Spektrum der Monooxygenase MO2579-(His)s im
Wellenlangenbereich von 200 nm bis 650 nm.

8 Putidaredoxin-Reduktase (PdR) und Putidaredoxin (Pdx) aus

Pseudomonas putida

Da die Elektronentransferproteine fur die Monooxygenase MO1812-(His)s im Genom
von S. meliloti nicht identifiziert werden konnten, und somit nicht zuganglich waren,
wurde untersucht, ob die Elektronentransferproteine aus einem anderen Organismus

von der Monooxygenase aus S. meliloti genutzt werden konnen. Kampher
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abbauende Pseudomonas putida-Stamme verfugen Uber ein sogenanntes Kampher-
Plasmid, das die Gene der Putidaredoxin-Reduktase, des Putidaredoxins und der
Monooxygenase-P450.., tragt (camA-PdR, camB-Pdx, camC-CYP450). Die
Sequenzen aller drei Gene sind bereits bekannt und somit auch in der Datenbank zu

finden. Deswegen konnten die Primer auf dieser Basis direkt abgeleitet werden.

8.1  Klonierung des camA-Genes aus Pseudomonas putida

Von der in der Datenbank hinterlegten Sequenz wurden Primer abgeleitet und in
einer PCR eingesetzt (vgl. Kapitel 11-10.1), in der als Template die Plasmid-DNA (vgl.
Kapitel 11-6.3) aus P. putida verwendet wurde. Das Ergebnis der Amplifikation des
camA-Genes wurde in einem 1 %-igen Agarosegel Uberpruft (Abbildung 33).

Abbildung 33: camA-Gen Amplifikation aus der Plasmid-DNA von P. putida.

Im 1 %-igen Agarosegel wurde in der Spur 1 ca. 1 yg PCR-Produkt nach Amplifikation mit
Primer: camA Koga forw und camA Koga rev aufgetragen. In der Spur M wurde 2,5 pg
GeneRuler™ 1 kb Ladder dargestellt.

Das Amplifikat wurde mittels TOPO TA cloning Kit in den pCR®II-TOPO®-Vektor
kloniert und in E. coli TOP10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.9.1). Die
Anwesenheit des Inserts in den erhaltenen Klonen wurde mittels Colony-PCR

uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3). Es wurde ein positiver Klon ausgewahlt und dessen
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Plasmid (pcamA) wurde nach der Plasmidreinigung (vgl. Kapitel 11-6.3) sequenziert
(GATC Biotech AG). Die mittels Sequenzierung erhaltenen Ergebnisse bestatigten,
dass es sich im Fall dieses 1286 bp grof3en Inserts um das camA-Gen handelt, das
fehlerfrei aus der Plasmid-DNA amplifiziert werden konnte. Die Nukleotidsequenz
des camA-Genes, sowie die abgeleitete Proteinsequenz des Enzyms wurden in
Abbildung 34 dargestellt.

Das Plasmid pcamA wurde in einer zusatzlichen PCR als Template eingesetzt, bei
der die Primer PdR Ndel forw und PdR BamHI rev verwendet wurden. Diese PCR
wurde durchgefuhrt, um das Insert fur die weitere Klonierung mit zusatzlichen
Restriktionsschnittstellen zu versehen. AuRerdem wurde das Startcodon GTG durch
ATG ersetzt, was in der Substitution der Aminosaure Valin gegen Methionin
resultierte. Der Austausch des Startcodons erhoht die Expression der Reduktase um
das 18-fache (Peterson et al, 1989). Zusatzlich wurde mittels dieser PCR eine C-
terminale Linkersequenz (TDGTASS) in das camA-Gen eingefigt und das
Stopcodon entfernt, was fur die spatere Fusionsproteinerstellung notwendig war. Das
PCR-Produkt wurde in einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5),
mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert, anschlieBend in den pCR®II-
TOPOQO®-Vektor kloniert und in E. coli TOP10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel II-
6.9.1). Die Klonierung wurde wie zuvor mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. Kapitel II-
6.11.3). Das Plasmid wurde gereinigt (vgl. Kapitel 1I-6.3) und das Insert wurde
sequenziert (GATC Biotech AG). Somit konnte bestatigt werden, dass die erneute
camA-Gen-Amplifikation mutationsfrei verlaufen ist.

Um das camA-Gen als Putidaredoxin-Reduktase heterolog zu exprimieren, wurde
das Insert aus dem pcamA Plasmid mittels der Restriktionsenzyme Ndel und BamH|
ausgeschnitten (vgl. Kapitel 11-6.4). Der pET24a(+)-Vektor wurde parallel dazu mit
den gleichen Enzymen linearisiert. Beide Verdauansatze wurden in einem 1 %-igen
Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5) und mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit
(Qiagen) aus dem Gel reisoliert. Anschliefend wurden beide Reisolate in einen
Ligationsansatz (vgl. Kapitel 11-6.9.2) eingesetzt. Nach der Ligation wurde die
Plasmid-DNA pcamA+ durch Dialyse entsalzt und in elektrokompetente E. coli
BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1). Der Erfolg der Ligation
wurde wiederum mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3).
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8.2 Klonierung des camB-Genes aus Pseudomonas putida

Das camB-Gen wurde ebenfalls aus der Plasmid-DNA von P. putida amplifiziert (vgl.
Kapitel 11-10.2). Die Primer wurden aus der in der Datenbank hinterlegten Sequenz
abgeleitet und in einer PCR eingesetzt, in der die Plasmid-DNA aus P. putida als
Template verwendet wurde. Das Amplifikat wurde im 1 %-igen Agarosegel Uberpruft
(Abbildung 36), in den pCR®II-TOPO®-Vektor kloniert und in E. coli TOP10-Zellen
transformiert (vgl. Kapitel 1-6.9.1). Die Klonierung wurde mittels Colony-PCR
uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3). Das Plasmid pcamB wurde gereinigt (vgl. Kapitel Il-
6.3) und sequenziert (GATC Biotech AG). Die Sequenzierung bestatigte, dass die
Amplifikation des camB-Gens fehlerfrei verlaufen ist. Die 324 bp groRe
Nukleotidsequenz des camB-Gens, sowie die davon abgeleitete Proteinsequenz des
Enzyms sind in Abbildung 36 dargestellt.

Das pcamB-Plasmid wurde erneut in einer PCR als Template eingesetzt, um das
Insert mit Restriktionsschnittstellen und einem C-terminalen (His)stag zu versehen.
Dabei wurden die Primer Pdx BamHI forw und camB EcoRI rev His verwendet.
Zusatzlich wurde mittels dieser PCR eine C-terminale Linkersequenz (PLEL) in das
camB-Gen eingefugt, die fur die spatere Fusionsproteinerstellung notwendig war.
Das erhaltene Amplifikat wurde in einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl.
Kapitel 11-6.5), mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert
und in den pCR®II-TOPO®-Vektor kloniert (vgl. Kapitel 11-6.9.1). Nach der
Transformation in E. coli TOP10-Zellen wurde das Plasmid gereinigt (vgl. Kapitel II-
6.3) und sequenziert (GATC Biotech AG).
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Abbildung 35: camB-Gen-Amplifikation aus der Plasmid-DNA von P. putida.

Im 1 %-igen Agarosegel wurde in der Spur 1 und 2 ca. 1 uyg PCR-Produkt nach der
Amplifikation mit Primer: camB forw und camB rev aufgetragen. In der linken M-Spur wurde
2,5 ug GeneRuler™ 1 kb Ladder, in der rechten M-Spur wurden 2,5 ug GeneRuler™ 100 bp
Ladder dargestellt.

+1 Met Ser Lys Val Val Tyr Val Ser His Asp Gly Thr Arg Arg Glu Leu Asp Val Ala Asp Gly Val Ser Leu Met GIn Ala Ala Val Ser Asn Gly lle Tyr
1 ATGTCTAAAG TAGTGTATGT GTCACATGAT GGAACGCGTC GCGAACTGGA TGTGGCGGAT GGCGTCAGCC TGATGCAGGC TGCAGTCTCC AATGGTATCT

+1 ‘TyrAsp lle  Val Gly Asp Cys Gly Gly Ser Ala Ser Cys Ala Thr Cys His Val Tyr Val Asn Glu Ala Phe Thr Asp Lys Val Pro Ala Ala Asn Glu Arg:
101 ACGATATTGT CGGTGATTGT GGCGGCAGCG CCAGCTGTGC CACCTGCCAT GTCTATGTGA ACGAAGCGTT CACGGACAAG GTGCCCGCCG CCAACGAGCG

+1 "ArgGlu lle Gly Met Leu Glu Cys Val Thr Ala Glu Leu Lys Pro Asn Ser Arg Leu Cys Cys GIn lle lle Met Thr Pro Glu Leu Asp Gly lle Val Val
201 GGAAATCGGC ATGCTGGAGT GCGTCACGGC CGAACTGAAG CCGAACAGCA GGCTCTGCTG CCAGATCATC ATGACGCCCG AGCTGGATGG CATCGTGGTIC

+1 Asp Val Pro Asp Arg GIn Trp **
301 GATGTTCCCG ATAGGCAATG GTAA

Abbildung 36: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des Putida-
redoxins aus P. putida.

Um das camB-Gen als Putidaredoxin heterolog exprimieren zu kdnnen, wurde das
Insert aus dem pcamB Plasmid mit folgenden Restriktionsenzymen ausgeschnitten
(vgl. Kapitel 11-6.4): BamH| und EcoRI. Der pET24a(+) Vektor wurde mit den gleichen
Enzymen linearisiert. Beide Verdauansatze wurden in einem 1 %-igen Agarosegel
aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5) und die Zielfragmente mittels MiniElute™ Gel
Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert. Beide Reisolate wurden anschlie3end
in einen Ligationsansatz (vgl. Kapitel 11-6.9.2) eingesetzt. Nach der Ligation wurde

die Plasmid-DNA pcamB+ durch Dialyse entsalzt und in elektrokompetente E. coli
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BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1). Der Erfolg der Ligation
wurde mittels Colony-PCR Uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3).

9 Das Fusionsprotein PAR/Pdx-(His)e

Nachdem durch die Klonierung des camA- und des camB-Gens, sowie deren
genetische Modifizierung, die Voraussetzungen dazu geschaffen waren, sollten im
weiteren Verlauf dieser Arbeit die Gene fusioniert und zur Expression in eines

Fusionsproteins E. coli eingesetzt werden.

9.1 Herstellung des Fusionsproteins PdR/Pdx und PdR/Pdx-(His)s

Um die Fusionsproteine PdR/Pdx und PdR/Pdx-(His)s zu erhalten, wurden beide
Plasmide pcamA+ und pcamB+ bendtigt. Als Zielplasmid wurde pcamA+ verwendet.
Das camB-Gen wurde mit BamH| und EcoRI aus dem pET24a(+) ausgeschnitten,
der Zielvektor (pcamA+) wurde entsprechend mit den gleichen Restriktionsenzymen
linearisiert. Die Verdauansatze wurden in einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt
(vgl. Kapitel 11-6.5) und die DNA-Fragmente mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit
(Qiagen) aus dem Gel reisoliert. AnschlieRend wurden das linearisierte Zielplasmid
und das camB-Gen in einen Ligationsansatz eingesetzt (vgl. Kapitel 11-6.9.2)
(Abbildung 37). Nach der Ligation wurde das erhaltene pcamA/camB+ Plasmid durch
Dialyse entsalzt und in E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel II-
6.11.1). Der Erfolg der Ligation wurde mittels Colony-PCR Uberprift (vgl. Kapitel II-
6.11.3). Das Plasmid camA/camB+ wurde anschliel3end in eine zusatzliche PCR als
Template eingesetzt, in der dem Fusionsprotein ein C-terminaler (His)stag zugefugt
wurde. Das Amplifikat wurde in den pCR®II-TOPO®-Vektor zwischenkloniert und in
E. coli TOP10-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.9.1). Die Klonierung wurde mittels
Colony-PCR Uuberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3). Das Plasmid pcamA/camB-His wurde
gereinigt (vgl. Kapitel 11-6.3) und sequenziert (GATC Biotech AG). Die Sequenzierung
bestatigte das erfolgreiche Einfiugen des (His)stags. Das Insert camA/camB-His
wurde aus dem pCR®II-TOPO®-Vektor mit Ndel und EcoRI ausgeschnitten. Der
Zielvektor pET24a(+) wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen linearisiert.
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GTG-ATG BamHI (His)e¢tag
PdR | Pdx
Ndel BamHI EcoRI
| Pdr-Linker TDGTASS

Abbildung 37: Herstellung des Konstruktes PdR/Pdx-(His)s

AnschlieBend wurden beide Verdauansatze in einem 1 %-igen Agarosegel
aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.9.2), ligiert (vgl. Kapitel 11-6.5) und die DNA-Fragmente
mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert. Die Reisolate
wurden in einen Ligationsansatz eingesetzt (vgl. Kapitel 11-6.9.2). Nach der Ligation
wurde das erhaltene pcamA/camB-His+ Plasmid durch Dialyse entsalzt und in E. coli
BL21(DE3)Gold-Zellen transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1). Die Ligation wurde
mittels Colony-PCR uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.11.3).

9.2 Expression des Fusionsproteins PdR/Pdx-(His)s in E. coli BL21(DE3)
Gold-Zellen

Die pcamA/camB-His+-tragenden E. coli-Zellen wurden in kanamycinhaltigem
Pepton/Trypton-Medium kultiviert. Es wurde eine Vorkultur (25 ml) mit 10 pl
Glycerinkultur beimpft und Uber Nacht bei 37 °C angezogen. Diese wurde komplett in
die Hauptkultur (250 ml) dberimpft und bis zur Induktion bei 37 °C kultiviert. Die
Induktion der Produktion des Fusionsproteins erfolgte durch Zugabe von 100 uyM
IPTG, nachdem eine ODgyo von ca. 1,5 erreicht wurde. Uber die nachsten 24 h wurde
die Kultivierung bei 20 °C weitergefuhrt, um die inclusion body-Bildung zu vermeiden.
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9.3 Anreicherung des Poteins PdR/Pdx-(His)e

Die Anreicherung des Fusionproteins PdR/Pdx-(His)s wurde mittels Affinitats-
chromatographie (IMAC) (vgl. Kapitel 11-17.1) durchgefuhrt. Die PdR/Pdx-(His)s
enthaltenden Fraktionen konnten aufgrund der Absorption bei 280 nm und 450 nm
identifiziert werden. Nach der IMAC wurden die proteinhaltigen Fraktionen (3 x 2 ml)
mittels Phenyl-Sepharose-Saule in 100 mM Tris-Puffer (pH 7,5) umgepuffert (vgl.
Kapitel 11-17.2). Die Durchfuhrung beider Chromatographien erfolgte gemafy Kapitel
11-3.2.

9.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Reinheit der Probe nach Anreicherung und Umpufferung wurde mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese Uberpruft (vgl. Kapitel 11-18.1). Es wurden ein 9 %-
iges Trenn- und ein 4 %-iges Sammelgel verwendet. In Abbildung 38 ist das
Ergebnis der Trennung dargestelit.

55 kDa —»p
43 kDa—»

Abbildung 38: SDS-PAGE nach Anreicherung des Fusionsproteins PdR/Pdx-
(His)s aus E. coli BL21(DE3)Gold

Links 10 pg Protein Ladder 11-170 kDa (Fermentas). Rechts 10 ug gereinigtes Protein nach
der Affinitatschromatographie.

In der Fraktion nach der Affinitatschromatographie (1,5 mg/ml) ist nur eine einzelne
Bande auf dem Gel zu erkennen, die dem Eichprotein von 55 kDa entspricht. Die
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miteinander verknupften Gene fuhrten zur Expression eines Fusionsproteins von
57,1 kDa, was auf dem SDS-Gel (Abbildung 38) deutlich zu erkennen ist. Damit
konnte der Erfolg der Fusionierung der beiden Gene bestatigt werden.

10 Coexpression der MO1812-(His)¢ mit dem Fusionprotein
PdR/Pdx-(His)s

Die Coexpression der Monooxygenase MO1812-(His)s mit dem Fusionsprotein
PdR/Pdx-(His)s im E. coli-System wurde als Alternative angewandt, um die Aktivitat

des P450-Proteins aus S. meliloti 1021mit 1,5-AM als Substrat bestatigen zu konnen.

10.1 Herstellung des E. coli-Stammes

Als Alternative fur die Synthese und Expression des Fusionsproteins PdR-Pdx-
MO1812-(His)s, wurde eine Coexpression der Monooxygenase MO1812-(His)s mit
dem Fusionsprotein PdR/Pdx-(His)s durchgefuhrt. Fur dieses Verfahren wurden
elektrokompetente MO1812-(His)s-tragende E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen hergestellt
(vgl. Kapitel 11-6.10). Diese wurden anschlieRend mit dem pcamA/camB+b Plasmid
transformiert. Die erhaltenen Transformanden wurden auf LBkan+amp Platten
ausplattiert, um einen Selektionsdruck zum Erhalt der beiden Plasmide zu
gewahrleisten. Die Transformation wurde nach der Plasmid-Praparation (vgl. Kapitel
11-6.3) mit einem Kontrollverdau Uberpruft (vgl. Kapitel 11-6.4).

10.2 Anzucht der MO1812-(His)e- und PdR/Pdx-(His)e-tragenden E. coli
BL21(DE3)Gold-Zellen

Die MO1812-(His)s- und PdR/Pdx-(His)e-tragenden E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen
wurden in 25 ml mit Ampicillin und Kanamycin versetztem Pepton/Trypton-Medium
als Vorkultur Uber Nacht bei 37 °C angezogen. Die Hauptkultur wurde mit dem
ganzen Volumen der Vorkultur angeimpft und bis zur Induktion bei 37 °C weiter-
kultiviert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte bei einer ODgyo von ca. 1,5
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durch Zugabe von 100 pM IPTG, danach wurden die Zellen bei 20 °C Uber weitere
24 h angezogen.

10.3 Coexpression

Die Coexpression der beiden Proteine war erfolgreich. Da die Reinigung der
coexprimierten Enzyme nicht moglich war, wurde der nach dem Zellaufschluss (vgl.
Kapitel 11-16.2) erhaltene Rohextrakt fur die Messungen eingesetzt. Als Kontrolle
wurde Zellextrakt verwendet, der nur das PdR/Pdx-Protein enthielt. Dies sollte einen
eventuellen unspezifischen Cosubstrat-Verbrauch ausschlieBen. Aufgrund der
NADH-Abhangigkeit der PdR wurde dieses als Elektronen-Donor in den Assay
eingesetzt. Die durchgefuhrten Messungen zeigten zwar eine deutliche NADH-
Abnahme, jedoch war die gleiche Aktivitat im Assay ohne Monooxygenase zu
beobachten, was eindeutig auf eine unspezifische Reaktion des Rohextraktes mit
dem Cosubstrat hingewiesen hat. Aufgrund dessen konnte keine Aussage getroffen
werden, ob die Coexpression dieser Proteine zur 1,5-AM-Umsetzung fuhren kann.

11 Das Fusionsprotein PdR/Pdx-MO1812-(His)

11.1 Herstellung des Konstruktes PAR/Pdx-MO1812-(His)s

Fir die Erstellung des Konstruktes PdR/Pdx-MO1812-(His)s wurden zwei Plasmide
bendtigt: pMO1812smHis+ und pcamA/camB+. Als Zielvektor wurde pcamA/camB+
verwendet (vgl. Kapitel 111-9.1). Dieser wurde gleichzeitig mit dem pMO1812smHis+
Plasmid mit EcoRI und Hindlll verdaut (vgl. Kapitel 11-6.4). Auf diese Weise wurde
das Y018712-Gen aus dem pMO1812smHis+ Plasmid ausgeschnitten und das
pcamA/camB+ Plasmid wurde linearisiert. Beide Verdauansatze wurden in einem
1 %-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel II-6.5) und die DNA-Fragmente wurden
anschlieBend mittels MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert.
Beide Reisolate wurden zusammen in einen Ligationsansatz (vgl. Kapitel 11-6.9.2)
eingesetzt (Abbildung 40).
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Abbildung 39: Kontrollverdau des Plasmids camA/camB/MO1812smHis+
mittels Ndel und BamHI sowie BamHI und EcoRI

Im 1 %-igen Agarosegel wurde in der Spur 1 der Verdau der fusionierten camA/camB-Gene
mit Ndel-BamHI| aufgetragen. Spur 2 stellt den linearisierten Vektor dar. In der Spur 3 wurde
das mit EcoRl und BamHI ausgeschnittene MO1812-Gen aufgetragen. In der M-Spur
wurden 2,5 ug GeneRuler™ 1 kb Ladder dargestellt.

GTG-ATG BamHI EcoRI HindlIll
PR | Pdx  MO1812-(His)s
Ndel BamHI EcoRI
I PdR-Linker TDGTASS
I Pdx-Linker PLEL

Abbildung 40: Herstellung des Konstruktes PdR/Pdx-MO1812-(His)e

Nach der Ligation wurde die Plasmid-DNA pcamA/camB/MO1812smHis+ durch
Dialyse entsalzt und in elektrokompetente E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen
transformiert (vgl. Kapitel 11-6.11.1). Der Erfolg der Ligation wurde mittels Colony-
PCR (vgl. Kapitel 11-6.11.3) und Kontrollverdau (Ndel-Hindlll) Gberpraft (vgl. Kapitel
[I-6.4), das Ergebnis ist in Abbildung 39 dargestellt.
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11.2 Expression des Fusionsproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)e¢ in E. coli BL21
(DE3)Gold

Die pcamA/camB/MO1812smHis+-tragenden E. coli-Zellen wurden in kanamycin-
haltigem Pepton/Trypton-Medium kultiviert. Es wurde eine Vorkultur (25 ml) mit 10 pl
Glycerinkultur beimpft und tuber Nacht bei 37 °C angezogen. Diese wurde komplett in
die Hauptkultur (250 ml) Gberimpft und bis zur Induktion bei 37 °C kultiviert. Die
Induktion der Enzymproduktion erfolgte durch Zugabe von 100 uM IPTG, nachdem
eine ODggo von ca. 2,0 erreicht worden war. Danach wurde die Kultivierung Uber
weitere 24 h bei 37 °C durchgefuhrt.

11.3 Anreicherung des Proteins PAR/Pdx-MO1812-(His)s

Die Anreicherung des Fusionsproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)s erfolgte mittels
Affinitatschromatographie (IMAC) (vgl. Kapitel 11-17.1). Fur die Isolierung des
Fusionsproteins wurden 3 g nasse Zellen in 17 ml 50 mM KH,PO4-Puffer (pH 7,0)
aufgenommen und mittels Ultraschal aufgeschlossen (vgl. Kapitel Il- 16.2). Nach
dem anschlielienden Zentrifugationsschritt wurde der Rohextrakt auf die Chelating
Crude 1 ml FF Saule aufgetragen. Das Fusionsprotein wurde in einer 2 ml Fraktion
mit 0,5M Imidazol eluiert und konnte aufgrund der Absorption bei 280 nm und
450 nm identifiziert werden. Danach wurde das Protein mittels Phenyl-Sepharose-
Saule in 100 mM Tris-Puffer (pH 7,5) umgepuffert (Tabelle 28), (vgl. Kapitel 11-17.2).
Die erhaltene Proteinkonzentration wurde auf 1,25 mg/ml bestimmt.

Tabelle 28: Anreicherungstabelle des Fusionproteins PAR/Pdx-MO1812-(His)s

Anreicherungs- Volumen Gesamt- Gesamt- Spezifische Faktor Ausbeute

schritt [mi] units [U] protein Aktivitat [%]
[mg] [U/mg]

Rohextrakt 17 - 116 - - -

HisTrap 2 0,05 2,5 0,02 - -
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Die Tabelle 28 zeigt, dass eine Aktivitat erst nach der Reinigung nachgewiesen

werden konnte. Die Messungen wurden gemal} Kapitel [1-3.10 durchgefuhrt.

11.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Reinheit der Probe nach der Anreicherung sowie der Erfolg der Fusionierung
wurde durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Uberpruft (vgl. Kapitel II-
18.1). Dafur wurden ein 9 %-iges Trenn- und ein 4 %-iges Sammelgel verwendet. In

Abbildung 41 ist das Ergebnis dieser Trennung dargestellt.

<4— 130 kDa

bt <4+— 72kDa

Abbildung 41: SDS-PAGE nach Anreicherung des rekombinanten

Fusionsproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)e
Rechts 10 pg Protein Ladder 11-170 kDa (Fermentas). Links 10 pug aufgereinigtes Protein
nach der Affinitatschromatographie.

In der Fraktion nach der Affinitatschromatographie ist nur eine Bande auf dem Gel zu
erkennen, die hoher als das Eichprotein von 95 kDa liegt. Die miteinander
verknupften Gene flhrten zur Expression eines Fusionsproteins von 100 kDa, was
auf dem SDS-Gel (Abbildung 41) zu erkennen ist. Damit konnte die erfolgreiche
Expression der drei verschiedenen Proteine als Fusionsprotein im E. coli-System

gezeigt werden.
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11.5 UV/VIS-Spektrum des Fusionsproteins PdR/Pdx-M0O2579-(His)s

Analog zur Monooxygenase wurde auch fur das Fusionsprotein ein Spektrum
aufgenommen. Es sollte damit gezeigt werden, dass das 100 kDa grolde
Fusionsprotein PdR/Pdx-MO1812-(His)s aktiv ist und die typischen Absorptions-
eigenschaften des Proteins MO1812-(His)s hat.

Spektrumaufnahme PdR/Pdx-MO1812

== Absorption PdR Pdx
MO1812

c 12 === Absorption MO1812

rptio

200 300 400 500 600 700 800
Wellenldnge (nm)

Abbildung 42: UV/VIS-Spektrum der Monooxygenase MO1812-(His)¢ und des
Fusionsproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)s im Wellenlangenbereich von 150 nm
bis 600 nm.

Beim Spektrum des Fusionsproteins war zwar der Peak im kurzwelligen UV in den
langerwelligen Bereich verschoben, jedoch entsprach der Peak bei 420 nm dem der
Kontrolle und wies auf das Vorliegen einen aktiven Hams in Protein hin (Abbildung
42).

12  Aktivitatsbestimmung der Monooxygenase MO1812

Die Beteiligung der Monooxygenase MO1812 an dem Abbau der 1,5-AF in S. meliloti
sollte unter anderem durch die Aktivitatsmessungen gezeigt werden. Da in dem
Modell des AF-Abbauweges, das fur die Rhizobien angenommen wurde
(Abbildung 5), eine Monooxygenase die Hydroxylierung des 1,5-AM katalysieren soll,
wurde fur die kinetische Untersuchungen 1,5-AM als Substrat verwendet.
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12.1 MO1812-(His)s

Aufgrund einer sehr geringen Aktivitat konnten im Rahmen dieser Doktorarbeit keine
ausfuhrlichen kinetischen Untersuchungen der Monooxygenase durchgefuhrt
werden, jedoch konnte eine deutliche Extinktionsanderung wahrend der Inkubation
des Enzyms mit 1,5-AM beobachtet werden. Da diese Monooxygenase fur ihre
Aktivitat Elektronentransferproteine benotigt, wurden die Messungen mit Zugabe des
Fusionsproteins PdR/Pdx-(His)s durchgefuhrt (vgl. Kapitel 11-3.10). Als Cosubstrat
wurde NADH verwendet, da die PdR strikte NADH-Abhangigkeit aufwies.

Tabelle 29: Bestimmung der Monooxygenase-Aktivitat mit 1,5-AM als Substrat
Verschiedene Mengen der MO1812-(His)s wurden mit 100 pl einer 0,05 M 1,5-AM-Lésung
und 0,9 mg des Elektronentransferproteins PdR/Pdx-(His)s bei 30 °C inkubiert. Dabei wurde
die Abnahme des Cosubstrates NADH (0,72 mM) bei 340 nm verfolgt.

Proteinmenge Spezifische Aktivitat
[ug] [U/mg]
40 0,01
80 0,02
160 0,04
240 0,06

Aus der Reaktionsgeschwindigkeit wurde die Volumenaktivitat (U/ml) bestimmt,
daraus wurde anschlieend die spezifische Aktivitat (U/mg) des Enzyms errechnet.
Die hier prasentierten Werte wurden durch die dreifache Bestimmung der
Monooxygenase-Aktivitat (vgl. Kapitel 11-3.10) ermittelt und stellen den daraus
errechneten Mittelwert dar. Trotz sehr niedriger Werte konnte gezeigt werden, dass

die Monooxygenase aus S. meliloti 1,5-AM als Substrat nutzen kann (Tabelle 29).

12.2 PdR/Pdx-MO1812-(His)e
Das Protein PdR/Pdx-MO1812-(His)s wurde ebenfalls hinsichtlich der Aktivitat mit

1,5-AM als Substrat untersucht. Dazu wurde das angereicherte Protein in
verschiedenen Konzentrationen mit dem Cosubstrat der Reduktase, NADH, und 1,5-
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AM inkubiert (Tabelle 30). Aus der Reaktionsgeschwindigkeit konnte die
Volumenaktivitat (U/ml) bestimmt werden, daraus wurde anschlieRend die
spezifische Aktivitat (U/mg) des Fusionsproteins errechnet. Die erhaltenen Werte
waren hier ebenfalls sehr niedrig, es konnten jedoch zwischen verschiedenen
Enzymkonzentrationen deutliche Unterschiede in der spezifischen Aktivitat
festgestellt werden. Die Ermittlung der Aktivitat wurde gemal Kapitel 11-3.10
durchgefuhrt.

Tabelle 30: Bestimmung der Aktivitit des Fusionsproteins PdR/Pdx-MO1812-(His)¢ mit
1,5-AM als Substrat

Verschiedene Mengen der PdR/Pdx-MO1812-(His)s wurden mit 100 ul einer 0,05 M 1,5-AM-
Lésung bei 30 °C inkubiert. Dabei wurde die Abnahme des Cosubstrates NADH (0,72 mM)
bei 340 nm verfolgt.

Proteinmenge Spezifische Aktivitat
[ug] [U/mg]
120 0,006
240 0,013
360 0,02
480 0,025
600 0,05

Die hier prasentierten Werte wurden durch die dreifache Bestimmung der
Fusionsprotein-Aktivitat (vgl. Kapitel 11-3.10) ermittelt und stellen den daraus
errechneten Mittelwert dar. Diese Untersuchung hat gezeigt, dass die
Monooxygenase aus S. meliloti auch in Form einer selbststandigen Monooxygenase,
die durch Fusion mit dem Protein PdR/Pdx generiert wurde, in der Lage ist, 1,5-AM

als Substrat zu verwenden.

13 Deletion des Monooxygenase-Gens Y0718712 in S. meliloti 1021

Die Deletion des Monooxygenase-Gens Y01812 Uber Konjugation und homologe
Rekombination sollte die Beteiligung dieses Enzyms an dem AF-Pathway in
S. meliloti verifizieren. Es wurde erwartet, dass nach der Deletion des Gens die
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Expression der Monooxygenase nicht mehr stattfindet und es somit zu keinem AF-
Abbau in den Zellen kommt.

13.1 Herstellung des Deletionskonstrukts

Das Konstrukt wurde unter Anwendung einer SOE-PCR erstellt (Abbildung 43).
Dabei wurden die Primerpaare 1 MO1812 del forw mit 1 MO1812 del rev und 2
MO1812 del forw mit 2 MO1812 del rev eingesetzt. Mit Hilfe dieser Primerpaare und
mit pMO1812smHis als Template wurden 2 Gen-Fragmente amplifiziert - die ersten
und die letzten 200 bp des Y01812-Genes. Die PCR-Produkte wurden in einem 1 %-
igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5) und mittels MiniElute™ Gel
Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel reisoliert. Die Reisolate wurden zusammen in
der zweiten, sogenannten Assembly-PCR, als Template eingesetzt. Dabei wurden
die Primer sm mono forw und sm mono/Hind rev verwendet. Somit wurden die in der
ersten PCR erhaltenen Fragmente miteinander verknupft und es wurde ein 400 bp
grol3es Amplifikat erstellt. Das Amplifikat wurde in den pCR®II-TOPO®-Vektor kloniert
(vgl. Kapitel 1I-6.9.1). Nach der Transformation in E. coli TOP10-Zellen wurde das
Plasmid pAY01812 gereinigt (vgl. Kapitel 1I-6.3) und sequenziert (GATC Biotech AG).
FUr die Konjugation wurde ein spezieller Vektor pK18mobsacB benotigt. Das Plasmid
pK18mobsacB ist ein Derivat des Plasmids pUC18 (Schafer et al. 1994) und wird auf
Grund des sacB-Genes als ,suicide vector bezeichnet. Das sacB-Gen kodiert fur die
Levansucrase [EC 2.4.1.10] aus Bacillus subtilis und ist ein effizienter
Genselektionsmarker, der sowohl bei Gram-positiven als auch bei Gram-negativen
Bakterien Anwendung findet (Jager et al. 1995; Gay et al. 1983). Die Levansucrase
ist an der Saccharose-Hydrolyse und der Levan-Synthese beteiligt. Die Expression
des sacB-Gens auf einem Saccharose-enthaltenden Medium ist fur die S. meliloti-
Zellen letal. Auf diese Weise konnte Uberpruft werden, ob die enthaltenen Klone das
Plasmid pK18mobsacB ins Genom integriert haben.

Das Umklonieren des 400 bp groflen Inserts wurde uber BamHI- und Hindlll-
Schnittstellen durchgefuhrt (vgl. Kapitel 1I-6.4). Nach der Restriktion des
pK18mobsacB und des pAY01812 Plasmides wurden beide Verdauansatze im 1 %-
igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 11-6.5). AnschlieBend wurden die beiden
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Vektor- und Insert-spezifischen Fragmente aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem
MiniElute™ Gel Extraction Kit (Qiagen) reisoliert. Die Reisolate wurden in den

Ligationsansatz eingesetzt (vgl. Kapitel 11-6.9.2).

Ty e (0

> >

an Assembly-PCR el
_>
l <+
]

Ligation
pK18mobsacB-
pK18mobsacB - T

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Herstellung des Deletions-
konstrukts

Es wurden je 200 bp vom 5’- (A) und vom 3’-Ende (B) des Y01812-Gens aus S. meliloti
amplifiziert und anschliefliend mittells einer Assembly-PCR miteinander fusioniert. Das somit
erhaltene Konstrukt (C) wurde mit dem pK18mobsacB-Vektor ligiert und in die E. coli S17-1-
Zellen transformiert.

Nach der Ligation wurde die DNA des erhaltenen pK18mobsacB-AMO1812
Plasmides durch Dialyse entsalzt und in E. coli S17-1-Zellen transformiert (vgl.
Kapitel 11-6.11.1). Der Stamm E. coli S17-1 wurde von Prof. Puhler (Bielefeld) zur
Verfugung gestellt. Neben Kanamycin-Resistenz verfugt er Uber eine chromosomale
Integration des RP4-Plasmides, was die Ubertragung der zu mobilisierenden
Plasmide wahrend der Konjugation in die Akzeptor-Zellen ermdglicht. Der Erfolg der
Ligation wurde mittels Colony-PCR (vgl. Kapitel 11-6.11.3) unter Anwendung von

genspezifischen Primern Uberpruft.
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13.2 Konjugation und homologe Rekombination

Die Konjugation fand zwischen den Donor-Zellen (E. coli S17-1) und Rezipienten-
Zellen (S. meliloti) statt (vgl. Kapitel 11-27.3). Die Integration des RP4-Plasmides in
die chromosomale DNA des E. coli S17-1-Stamms ermadglicht den Transfer des
pK18mobsacB-Plasmides in die S. meliloti-Zellen (Abbildung 44). Nach der
Aufnahme durch die Rezipientenzellen wurde das Plasmid Uber seine homologen
Stellen in die genomische DNA des Y01812 ORF von S. meliloti integriert und fuhrte
somit zu Deletion des Y018712-Gens. Nach der Konjugation wurden die Zellen auf
TY-Platten ausplattiert und Gber Nacht bei 28 °C kultiviert.

E. coli S17/1

Plasmid
pK18mobsacB-
AMO1812

chromosomale
DNA

chromosomale
DNA

Rezipient

Donor

Abbildung 44: Prinzip der Gendeletion durch Konjugation

Aufgrund der Konjugation zwischen den Donor-Zellen (E. coli S17-1) und Rezipienten-Zellen
(S. meliloti) wird das Plasmid pK18mobsacB-AMO1812 in die S. meliloti Zellen Ubertragen.
Die Integration des RP4-Plasmides in die chromosomale DNA des E. coli S17-1-Stamms
ermdglicht den Transfer des pK18mobsacB-Plasmides in die S. meliloti-Zellen. Das Plasmid
pK18mobsacB-AMO1812 wird anschlieRend Uber seine homologen Stellen in die
genomische DNA des Y01812 ORF von S. meliloti integriert und fuhrt somit zu Deletion des
Y01812-Gens.
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Der Erfolg der Deletion wurde sowohl genetisch als auch physiologisch Uberpruft.
Der genetische Nachweis wurde mittels PCR durchgefuhrt. In diesem Verfahren
wurde die genomische DNA aus den erhaltenen Klonen isoliert und als Template in
die PCR mit den Y018712-Gen-spezifischen Primern eingesetzt. Die Amplifikate von
deletionspositiven Mutanten sollten eine Grole von 400bp aufweisen
(Abbildung 45), weil nach der homologen Rekombination des Y071872-Gens mit dem
Plasmid [pK18mobsacB-AMO1812] und der darauffolgenden Deletion des Gens
Y01812 nur ein Fragment dieser GroRe in der genomischen DNA von S. meliloti

erhalten blieb.

Abbildung 45: Kontrolle der Deletion des Y078712-Gens aus S. meliloti 1021.
Im 1 %-igen Agarosegel wurden jeweils 5 yl der Kontroll-PCR aufgetragen. In der M-Spur
wurden 2,5 ug GeneRuler™ 1 kb Ladder dargestellt.

Die modifizierten S. meliloti-Zellen wurden selektiv auf Kanamycin-enthaltendem
Medium kultiviert, um eine Anzucht von Wildtyp-Zellen auszuschliefen und
gleichzeitig die chromosomale Integration des pK18mobsacB-AMO1812-Plasmides
zu erhalten.

Um die Beteiligung der Monooxygenase an dem AF-Abbau in S. meliloti zu
verifizieren, wurden alle positiven Deletionsmutanten SmcY01812 auf 1,5-AF als

einziger Kohlenstoffquelle kultiviert.
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‘— WT - 1,5-AF Mutante - 1,5-AF ‘— Mutante - 1,5-AF === Mutante - D-Mannose Mutante-Glucose
10 - 10 -
o o
o =]
© .
a ! a !
[e] o
01 : : : : . . o1 b= ' /._.

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 3.0
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 46: Wachstum der Deletionsmutante SmcY01812"

(A) auf 1,5-AF in direktem Vergleich mit dem Wildtyp-Stamm S. meliloti 1021. (B) auf D-
Mannose als einziger Kohlenstoffquelle im Vergleich zu dem Wachstum auf 1,5-AF und
Glucose; Kontrolle — Wachstum auf 1,5-AF.

Fir diese Anzucht wurde MV-Medium verwendet und die Zelldichte uber 25 Stunden
verfolgt. Als Kontrolle wurde der Wildtyp-Stamm von S. meliloti 1021 kultiviert. Der
Verlauf der Wachstumskurve ist in Abbildung 46 - A dargestellt. Es wurde kein
Wachstum der Deletionsmutante SmcY01812" auf 1,5-AF festgestellt, im Gegensatz
zum Wildtyp, der 1,5-AF verstoffwechseln kann. Die Wachstumsrate des Wildtyp-
Stamms wurde auf 0,14 errechnet. Die Verdopplungszeit betrug 4,9 h.

Um zu verifizieren, dass die in die S. meliloti-Zellen eingebrachte Mutation keinen
Einfluss auf die Lebensfahigkeit der modifizierten Organismen hervorgerufen hat,
wurde eine Anzucht auf Glucose und D-Mannose jeweils als einziger Kohlen-
stoffquelle durchgefuhrt. Beide Verbindungen sind als sehr gut verwertbare Substrate
fur die Rhizobien bekannt. Die Zellen wurden auf MV-Medium mit Zugabe von
10 mM D-Mannose bzw. 10 mM Glucose kultiviert, dabei wurde die Anderung der
optischen Dichte verfolgt. Die Mutante SmcY01812" hat ein deutliches Wachstum in
beiden Versuchen gezeigt (Abbildung 46 — B), was bewiesen hat, dass es sich trotz
der Deletion des Y01872-Genes um lebensfahige Zellen handelt, wobei Glucose sich
als besseres Substrat herausgestellt hat. Die Wachstumsrate auf D-Mannose wurde
auf 0,04 errechnet, die auf Glucose auf 0,15. Die Verdopplungszeit betrug
entsprechend 17,3 h auf D-Mannose und 4,6 h auf Glucose.
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Die Deletion des Monooxygenase-Gens hat eindeutig gezeigt, dass dieses Protein
unmittelbar an dem Abbauweg der 1,5-AF in S. meliloti beteiligt ist. Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Zellen, in denen keine Monooxygenase-Expression
stattfinden kann, nicht in der Lage sind, den seltenen Zucker 1,5-AF zu

verstoffwechseln, was die Wachstumsmoglichkeit auf dieser Verbindung ausschlief3t.
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IV  Diskussion

1 Metabolismus der 1,5-AF

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, konnte 1,5-AF in zahlreichen Organismen
nachgewiesen werden, wie z.B.in Bakterien, Pilzen, Algen, Pflanzen- und
Saugergeweben. Deshalb scheint 1,5-AF ubiquitar vorzukommen, allerdings in sehr
geringen Mengen. Bei der chemischen Grundstruktur der 1,5-AF handelt es sich um
einen Desoxy-Zucker (1-Desoxy-D-Glucoson), der als zyklischer Ether vorliegt. Somit
setzt die Metabolisierung der 1,5-AF eine Spaltung des zyklischen Ethers voraus. Die
Literatur berichtet Uber verschiedenen Mechanismen der biochemischen
Etherspaltung (White et al., 1996). Darunter ist die EinfUgung eines Sauerstoffatoms
an einem mit dem Ethersauerstoff verbundenen Kohlenstoffatoms der plausibelste
Mechanismus, da es die Etherbindung destabilisiert. Somit ist die nach der
Reduktion von 1,5-AF zu 1,5-AM erfolgende Oxygenierung zum Halbacetal der
D-Mannose die metabolisch einfachste Losung, zumal D-Mannose ein gutes Substrat
fur die Rhizobien ist (Arias et al., 1982). Im Falle der unmittelbaren Spaltung von 1,5-
AF wirde ein Dicarbonylzucker entstehen, dessen Metabolisierung nicht weniger
problematisch ist, da auch dieser zunachst zum entsprechenden Zucker reduziert
werden musste.

Die ersten Untersuchungen zum Metabolismus von 1,5-AF in Rhizobien wurden mit
Sinorhizobium morelense S-30.7.5 durchgefuhrt und die AF-Reduktase wurde als
Schlusselenzym des Abbaus von 1,5-AF erkannt (Kuhn et al.,, 2006). Die
Metabolisierung des Polyols wurde mit S. morelense-Zellen verfolgt. Dabei konnte
die Bildung der D-Mannose beobachtet werden, die bei Rhizobien uber den Entner-
Doudoroff-Weg (Entner und Doudoroff, 1952) in den zentralen Kohlenstoffswechsel
uberfuhrt wird (Arias et al., 1982; Stowers, 1985). Der fur S. morelense S-30.7.5
postulierte 1,5-AF Abbauweg ist in Abbildung 5 dargestellt.

Die Fahigkeit zum Wachstum auf 1,5-AF als einziger Kohlenstoffquelle konnte
bereits in mehreren, hauptsachlich schnellwachsenden Rhizobien-Stammen
festgestellt werden (Kuhn et al., 2006). Neben Sinorhizobium morelense S-30.7.5
und Sinorhizobium meliloti 1021 wurde die Reduktion der 1,5-AF in Rhizobium

leguminosarum, Mesorhizobium loti und Mesorhizobium amorphae nachgewiesen
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(Kihn et al.,, 2006). Neben der Familie Rhizobiaceae konnte eine AF-Reduktase
homologe Sequenz im Genom den physiologisch nah verwandten intrazellularen
pathogenen Organismen Brucella suis und B. melitensis identifiziert werden. Die
auffallige Ahnlichkeit des Metabolismus in patogenen Brucellaceae und in
symbiontischen Rhizobiaceae konnte auf eine wichtige metabolische Rolle der AF-
Reduktase hinweisen (Kuhn et al., 2006).

Sinorhizobium meliloti 1021 gehort zur Familie der Rhizobiaceae im Phylium
Proteobacteria. Bei den Rhizobiaceae handelt es sich in der Regel um Gram-
negative, durch Geildeln bewegliche, stabchenformige Bakterien, die frei im Boden
vorkommen oder in symbiontischen Gemeinschaften mit Pflanzen wie Medicago,
Melilotus und Trigonella sp. leben. Unter diesen Organismen befinden sich
Rhizobien, die nicht nur als ein Modell fur die Untersuchungen an Pflanzen —
Bakterien Interaktionen gelten, sondern auch von grol3er Bedeutung fur die globale
Nahrstoff — Zirkulation sind. Sie assimilieren 50 % der Gesamtmenge des durch
lebende Organismen fixierten Stickstoffs (80 Millionen Tonnen) (Capela et al., 2001).
Die Untersuchungen des Genoms von S. meliloti 1021 haben drei Replikons
ergeben, die aus einem 3,7 Mb gro3en Chromosom sowie zwei Megaplasmiden, die
als pSymA und pSymB bezeichnet werden, bestehen (Galibert et al., 2001). Alle drei
Genomeinheiten lassen sich voneinander funktionell unterscheiden. Die
chromosomal kodierten Eigenschaften dienen prinzipiell der Aufrechthaltung von
grundlegenden Stoffwechselfunktionen (Capela et al., 2001). Das Plasmid pSymA
tragt die fur die symbiotischen Eigenschaften notwendigen Gene, z.B. zur Ausbildung
von Wurzelknollchen mit Leguminosen oder die Fahigkeit zur Stickstofffixierung
(Capela et al., 2001). Auf dem pSymB Plasmid befinden sich im Wesentlichen die
Gene, die dem Organismus Anpassungsfahigkeit an  verschiedene
Wachstumsbedingungen verleihen und Gene, die fur zusatzliche wichtige
Eigenschaften der Bakterienzelle kodieren, wie die Ausbildung von
Exopolysacchariden, antibiotische Resistenzen sowie verschiedene katabole
Enzymsysteme (Finan et al., 2001). Da die Gene der AF-Reduktase und der beiden
CYP-Proteinen von S. meliloti auf dem Chromosom identifiziert wurden, konnte eine
bedeutende Rolle dieser Proteine im Metabolismus von S. meliloti 1021

angenommen werden.
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Die Untersuchungen der Monooxygenase aus S. meliloti 1021 haben gezeigt, dass
dieses Enzym an der Hydroxylierung des 1,5-AM beteiligt ist. Die P450-Systeme
bestehen neben der Monooxygenase aus zwei Hilfsproteinen, die die Elektronen
vom Cosubstrat an die Monooxygenase weiterleiten. Es handelt sich hier um ein
Flavoprotein (Reduktase) und ein Eisen-Schwefel Protein (Redoxin). Durch die
Fusion des Monooxygenase-Gens Y01812 aus S. meliloti mit den Putidaredoxin
Reduktase- und Putidaredoxin-Genen aus Pseudomonas putida konnte ein
Fusionsprotein erhalten werden, das im Test Aktivitat mit 1,5-AM zeigte. Da die
Aktivitat sehr gering war, konnte bisher das Produkt der Umsetzung von 1,5-AM mit
dem Fusionsprotein PdR/Pdx-MO1812-(His)s nicht identifiziert werden. Dennoch ist
die Beteiligung der Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti 1021 am 1,5-AF-
Abbauweg unzweifelhaft, da die Inaktivierung des Gens Y071872 durch Deletion
zeigte, dass S. meliloti 1021 nicht mehr mit 1,5-AF als Kohlenstoffquelle wachsen
kann. Da aber das Wachstum mit anderen Kohlenhydraten als Substrat dabei nicht
beeinflusst war, scheint die Monooxygenase zumindest im Zentralstoffwechsel keine
entscheidende Rolle zu spielen.

2 1,5-AF-Reduktase aus S. meliloti 1021

Das Enzym AF-Reduktase [EC 1.1.1.292] wurde erstmals aus S. morelense S-30.7.5
isoliert und charakterisiert (Kuhn et al., 2006). Aufgrund der hohen Identitat der AF-
Reduktase mit der aus dem ORF Smc04400 von S. meliloti 1021 abgeleiteten
Sequenz (86 %), sowie identischen Peptidmassen und einer nachweisbaren
Induktion der AF-Reduktase in S. meliloti 1021, wurde als sicher angenommen, dass
dieser ORF eine AF-Reduktase kodiert (Kuhn, 2004; Kuhn et al., 2006).

Die Nukleotidsequenz des ORF Smc04400 enthalt konservierte Dehydrogenase-
Motive, weshalb das abgeleitete Protein als mogliche Oxidoreduktase annotiert
wurde (Kuhn et al., 2006). Die Lage des Gens sowie die direkte Umgebung sind in
Abbildung 47 dargestellt. Die Analyse der Umgebung erlaubt keinen genauen
Ruckschlufy auf die biologische Funktion des Gens. Da es sich um eine Mischung
aus theoretischen, nicht untersuchten Proteinfunktionen handelt, die sowohl an der
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Fettsauresynthese als auch am Kohlenstoffmetabolismus beteiligt sind, wird die
Aussage Uber eine eventuelle Funktion des Gens erschwert.

Abbildung 47: Lage von Smc04400 in Genom von S. meliloti 1021

Mégliche Proteinfunktionen der angegebenen ORF: Transkriptionsregulator (Y004401), AF-
Reduktase (Y04400), Acyl-CoA-Transferase (Y04399), [EC2.8.3.-], Enoyl-CoA-Dehydratase
(Y04398), [EC 4.2.1.7], L-Sorboson-Dehydrogenase (Y04397), [EC 1.2.1.-], Periplasma-
tisches Bindungsprotein (Y04396), Transportsystem Permeasen (Y04395/Y04394), ATP-
Bindungsprotein (Y04393).

Das Smc04400-Gen wurde aus der genomischen DNA von S. meliloti 1021 kloniert.
Die Expression wurde in E. coli durchgefuhrt, da sich die codon usage fur ein
prokaryontisches Gen optimal eignet (Kozak, 1983). Die heterologe Expression des
Smc04400-Gens ergab, dass es sich eindeutig um das afr-Gen handelt, das fur ein
dimeres Protein mit der Grolle von 74,1 kDa kodiert. Die Dimerisierung dieses
Enzyms und die daraus resultierende GroRe ergeben den bedeutendsten
Unterschied zwischen den beiden rhizobiellen AF-Reduktasen. Die Dimerisierung
wurde auch fur die AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 postuliert, da die
C-terminale Domane des Enzyms in Form eines grof3en, antiparallelen R-Faltblattes
vorliegt, das eine Zusammensetzung zweier Monomere ermoglichen wirde (Dambe
et al., 2006). Der Vergleich beider bakterieller AF-Reduktasen mit einer
eukaryontischen Reduktase (Sakuma et al., 1998) ist in der Tabelle
31 zusammengefasst.

Die bakteriellen AF-Reduktasen zeigen mehrere Unterschiede im Vergleich zur
eukaryontischen Reduktase. Die rhizobiellen Enzyme sind strikt NADPH-abhangig,
wahrend die Sauger-Reduktase beide Cosubstrate verwenden kann. Allerdings ist
die Aktivitat dieser Reduktase unter Verbrauch von NADH viel geringer und erreicht
nur 4 % der mit NADPH bestimmten Aktivitat (Sakuma et al., 1998). Das hepatische
Protein reduziert neben dem Hauptsubstrat 1,5-AF auch weitere Aldehyde und
Ketone, wie z.B. 2,3-Butandion, Formaldehyd, Acetaldehyd und Pyridin-3-aldehyd.
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Diese Verbindungen gehoren nicht zum Substratspektrum der beiden bakteriellen
Reduktasen. Alle drei Enzyme setzen D-Glucoson um, die relativen Aktivitaten der
rhizobiellen Reduktasen im Vergleich mit dem Hauptsubstrat liegen allerdings
deutlich hoher als bei dem Saugerenzym. Das Substratspektrum der Reduktasen

aus S. meliloti und S. morelense ist gleich.

Tabelle 31: Vergleich den Rhizobiellen AF-Reduktasen mit der eukaryontischen AF-
Reduktase

Quelle MG Struktur A (U/mg) Cofactor Substrate der Relative Aktivitat
(kDa) Reduktionsreaktion (%)
S. meliloti 74,1 Dimer 947 NADPH 1,5-AF 100
1021 Glucoson 25
Xyloson 34
5-KF 36
S. morelense 35,1 Monomer 488 NADPH 1,5-AF 100
S-30.7.5 3-Keto-1,5-AF 36
Xyloson 17
Glucoson 22
Alloson 10
Sus suis 38 Monomer 1,16 NADPH 1,5-AF 100
NADH Glucoson 2
2,3-Butandion 53

Formaldehyd

Acetaldehyd 3
Pyridin-3-aldehyd 81
Glucuronsaure 15

Bei den Untersuchungen mit der neu isolierten AF-Reduktase aus S. meliloti 1021
wurden die Substrate der bereits beschriebenen AF-Reduktase getestet (Kuhn et al.,
2006). Beide Enzyme weisen keine Aktivitat mit den haufig vorkommenden
Kohlenhydraten auf, deswegen wurden in beiden Fallen Osone untersucht, die
anschlieend in das Substratspektrum miteinbezogen werden konnten (Tabelle 29).
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Die Osone (2-Ketoaldosen) stellen seltene Verbindungen dar und werden durch die
enzymatische Oxidation von verschiedenen Hexosen mit Pyranose-2-Oxidase
[EC 1.1.3.10] gewonnen (Giffhorn et al., 2000; Huwig et al., 1994). 2-Ketoaldosen
konnen durch intramolekulare Reaktion der Aldehydgruppe am C-1 und der
Hydroxylgruppe am C-5 in eine zyklische Halbacetalform uberfuhrt werden und
liegen somit in der Pyranoseform als Strukturanaloga der 1,5-AF vor (Freimund und
Kopper, 2004). Aufgrund des Substratspektrums konnte angenommen werden, dass
die Grundstruktur der Substrate der bakteriellen AF-Reduktasen folgendermalen
zusammengefasst werden kann: die zyklischen Ether in Pyranoseform mit einer
Carbonylfunktion an C-2-Position werden reduziert. Die Reduktion der linearen
Aldehyde und Ketone durch die Saugerreduktase beweist dagegen, dass eine
Ringstruktur der Substrate keine Bedingung fur die Reduktionsreaktion ist (Sakuma
et al., 1998).

Die Produkte der AF-Reduktase aus S. meliloti 1021 wurden bestimmt. Alle
Reduktionsreaktionen fuhrten zu identischen Produkten, wie sie mit AF-Reduktase
aus S. morelense S-30.7.5 erhalten wurden. Die durchgeflhrten Konversionen mit
verschiedenen Substraten haben gezeigt, dass die 1,5-AF im bakteriellen System
stereoselektiv und quantitativ zum Polyol 1,5-AM reduziert wird. Die Katalyse mit der
eukaryontischen Reduktase ergab dagegen 1,5-AG als Produkt (Sakuma et
al., 1998), das als strukturanaloge Verbindung zur D-Glucose physiologische
Bedeutung fur die Organismen besitzt (Yamanouchi et al., 2003). Die bakteriellen
Reduktasen katalysieren eine weitere stereoselektive Reduktion, in der D-Glucoson
zu D-Mannose umgesetzt wird. Andere Osone werden zu isomeren Gemischen von
Hexosen bzw. Pentosen reduziert, bei denen sich die Hydroxylgruppen am C-2 in
aquatorialer oder axialer Position befinden. Die Oxidationsreaktion wird von keiner
der drei AF-Reduktasen katalysiert. Bei der eukaryontischen Reduktase konnte die
Oxidation von 1,5-AG auch nicht durch Zugabe von hohen Substrat- und Cosubstrat-
Konzentrationen gemessen werden (Sakuma et al., 1998). Die Affinitat des Enzyms
aus S. meliloti wurde fur das Hauptsubstrat, das Cosubstrat und 5-KF durch die
Bestimmung von Kn-Werten untersucht (Tabelle 25). Fur die Osone wurden die
Michaelis-Menten-Kinetiken nicht aufgenommen. Die durchgefihrten Messungen
ergaben Kn-Werte fur 1,5-AF, NADPH und 5-KF von 1,0 mM, 0,06 mM und 6,1 mM.
Der Vergleich mit der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 zeigt fur das Enzym
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aus S. meliloti 1021 eine viel hohere Affinitat zum Hauptsubstrat. Der fur das
S. morelense-Protein bestimmte Ky,-Wert liegt bei 8,4 mM fur 1,5-AF. Die
eukaryontische Reduktase dagegen weist eine noch bessere Bindung des
Substrates auf, da der Kn-Wert fur 1,5-AF bei 0,44 mM bestimmt wurde (Sakuma et
al., 1998). Die Affinitat der beiden bakteriellen Reduktasen gegenuber dem
Hauptsubstrat unterscheidet sich deutlich, wobei beide Enzyme die gleiche
metabolische Rolle besitzen, da sie die 1,5-AF als indirekte Kohlenstoffquelle zum
Wachstum der Zellen benutzen, im Gegensatz zur Sauger-AF-Reduktase, die als
Regulator bendtigt wird. Dabei stehen hier sehr geringe 1,5-AF-Konzentrationen zur
Verfugung, was die extrem hohe Affinitat des eukaryontischen Enzyms gegenuber
der 1,5-AF erklaren warde.

Der Sequenzvergleich der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 und der aus
S. meliloti 1021 mit der NCBI Datenbank weist auf keine Oxidoreduktase mit einer
bekannten Funktion hin. Dennoch konnte eine hohe Homologie (73 bis 86 %) zu den
putativen Oxidoreduktasen aus Mesorhizobium loti, Brucella suis und B. melitensis
festgestellt werden (Kuhn et al., 2006). AuRerdem zeigt der Sequenzvergleich eine
Ubereinstimmung von ca. 30 % mit der Glucose-Fructose-Oxidoreduktase aus
Zymomonas mobilis, die zu der Familie GFO/IDH/MocA gehdrt (Zachariou und
Scopes, 1986). Das Alignment (Abbildung 48) zeigt, dass die AF-Reduktasen in den
Bereichen den hochkonservierten Sequenz-Motiven mit der GFOR Ubereinstimmen.
Zu diesen gehort das charakteristische NADP-Bindemotiv (-GsXXGXSXXA13-), das
konservierte Substrat-Bindemotiv (-AgsGKHVLCEKgs-) und die katalytische Triade,
die aus zwei unveranderlichen Aminosaureresten (Lys94 und Asp176) und His180
bei der AF-Reduktase (Kuhn et al., 2006), sowie Tyr217 bei der GFOR besteht
(Kingston et al., 1996; Wiegert et al., 1997). Aufgrund der markanten Eigenschaften,
die die AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 (Kuhn et al., 2006) und die aus
S. meliloti 1012 gemeinsam mit der Familie GFO/IDH/MocA aufweist, insbesondere
mit der GFOR, wurden die beiden bakteriellen AF-Reduktasen dieser Familie

zugeordnet.
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Abbildung 48: Aminosaurealignment der AF-Reduktase aus S. meliloti 1021,
der AF-Reduktase aus S. morelense und der GFOR aus Z. mobilis

Grun sind die identischen Aminosauren dargestellt, orange die konservierten.

AFR S. meliloti — AF-Reduktase aus Sinorhizobium meliloti 1021 [EC 1.1.1.292]; AFR
S. morelense — AF-Reduktase aus Sinorhizobium morelense S-30.7.5 [EC 1.1.1.292]; GFOR
— Glucose-Fructose-Oxidoreduktase aus Zymomonas mobilis [EC 1.1.98.28]

Die Auflésung der Kristallstruktur der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5
bestatigt die Zugehorigkeit des Enzyms zu der Familie GFO/IDH/MocA. Die AF-
Reduktase besteht aus zwei Domanen. In der N-terminalen Domane wurde die
Rossmann-Falte identifiziert. Dies ist ein, fuir NAD(H)/NADP(H)-bindende Proteine,
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typisches Motiv. Die Aminosaurensequenz der Rossmann-Falte ist in verschiedenen
Proteinen sehr unterschiedlich, dennoch konnte eine Fingerprint-Region identifiziert
werden. Diese besteht meist aus 30-35 Aminosaureresten. Das zentrale Motiv der
Fingerprint-Regions ist sehr Glycin-reich und besitzt die Konsensussequenz
GXGXXG fur die NAD(H)-bindende Proteine (Bellamacina, 1996). Aufgrund der
geringen Sequenzidentitat zwischen den Dinukleotidbindenden Proteinen wurde die
Konsensussequenz fur die verschiedenen Proteinfamilien erweitert, wie z.B.
GXXXGXG fur die Mitglieder der Familie den short-chain Dehydrogenasen (Jornvall
et al., 1995). Die Funktion der Rossmann-Falte ist mit der Bindung und Spezifitat des
Cosubstrats verbunden. In der Aminosauresequenz der bakteriellen AF-Reduktasen
wurde folgende Sequenz in dieser Region identifiziert: GASTIA (Dambe et al., 2006).
Nur das erste Glycin ist bei der AF-Reduktase konserviert. Statt des zweiten Glycins
kommt ein Serin auf Position 10 vor, wobei das Ala13 fur NADP(H)-bindende
Enzyme konserviert ist (Dambe et al., 2006). Die C-terminale Domane besteht aus
acht R-Faltblattern, die meist antiparallel orientiert sind und funf a-Helices (Dambe et
al., 2006). Diese Domane enthalt die Aminosaurenreste, die einerseits an der
Substratbindung beteiligt sind und andererseits die Konversion des Substrates
mitbeeinflussen (Dambe et al., 2006).

Die Charaktersierung der AF-Reduktase aus S. meliloti 1021 hat eindeutig gezeigt,
dass dieses Enzym eine hohe Homologie zur AF-Reduktase aus S. morelense
S-30.7.5 aufweist. Beide Enzyme stellen die ersten bakteriellen AF-Reduktasen dar,
die nicht nur durch Aktivitatsmessungen in Zellextrakten nachgewiesen werden
konnten, sondern isoliert und vollstandig charakterisiert wurden. Die geringe
Ubereinstimmung zu der eukaryontischen Reduktase schliet die Maglichkeit aus,
dass es sich im Fall der bakteriellen und eukaryontischen AF-Reduktasen um nah

verwandte Proteine handelt.

3 Biologische Funktion der AF-Reduktase

Die AF-Reduktase aus S. meliloti 1021 wird, wie die AF-Reduktase aus S. morelense
S-30.7.5 (Kuhn et al., 2006), durch die Anwesenheit von 1,5-AF induziert und zeigt
eine sehr hohe Spezifitat fur die Reduktion der 1,5-AF und verschiedener
2-Ketoaldosen. Da die AF-Reduktase zum Wachstum des Organismus auf 1,5-AF

145



Diskussion

als einziger Kohlenstoffquelle bendtigt wird, wird ihre Funktion in Rhizobien als
metabolisch betrachtet. Die Lokalisierung des afr-Gens auf dem Chromosom in
S. meliloti deutet auf eine metabolisch bedeutende Funktion der AF-Reduktase in
Rhizobien hin. Die in E. coli, Pflanzen und Sauger-Zellen vorkommenden AF-
Reduktasen wurden als regulatorische Proteine beschrieben, die den Abbau des
Speicherpolysaccharids Glycogen durch die Bildung des Signalmolekuls 1,5-AG
beeinflussen (Konishi et al., 2000; Sakuma et al., 1998; Shiga et al., 1999). Es wurde
vermutet, dass es sich im Fall der rhizobiellen Reduktasen ebenfalls um
regulatorische Proteine handeln konnte. Die Untersuchungen haben jedoch gezeigt,
dass das Produkt der 1,5-AF Reduktion, 1,5-AM, weiter verstoffwechselt wird und als
leichtverwertbare Kohlenstoffquelle in Form von D-Mannose in den ED-Weg eintreten
kann (Kuhn et al., 2006). Somit wurde die Signalrolle des 1,5-AM ausgeschlossen.
Sowohl 1,5-AM als auch D-Mannose sind dafur bekannt, dass sie durch Lektine
spezifisch gebunden werden konnen (Mo et al., 2001; Schaeffer et al., 1980).
Derartige Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen wurden fur Rhizobien bereits im
Zusammenhang mit der Wirtsspezifitat beschrieben. Bei diesem Mechanismus
handelt es sich um die gegenseitige Erkennung von Wirt und Symbiont aufgrund der
spezifischen Bindungen der bakteriellen Exo- oder Kapselpolysaccharide mit den
Lektinen der Leguminosen (Werner, 1987). Die extrazellularen Polysaccharide sind
speziesspezifisch und bei einigen Organismen wurde ein besonders hoher Anteil von
manno-konfigurierten Zuckern festgestellt. Daraus konnte man auf eine eventuelle
Rolle der AF-Reduktase in Rhizobien schlielen, die bei der Ausbildung solcher
Oberflachenstrukturen durch Bereitstellung der manno-konfigurierten Zucker beteiligt
sein konnte.

Die Untersuchungen der AF-Reduktase aus S. morelense S-30.7.5 und aus
S. meliloti 1021 haben auf eine Verwandtschaft der beiden Enzyme mit der Glucose-
Fructose-Oxidoreduktase (GFOR) aus Zymomonas mobilis hingewiesen. Dieses
Enzym hat, durch die Bildung von Sorbitol, eine osmoprotektive Funktion (Loos et al.,
1994), die moglicherweise auch auf die rhizobiellen AF-Reduktasen bezogen werden
konnte. Derartige Polyol-Verbindungen kommen in biologischen Systemen vor und
werden als sogenannte kompatible Solute bezeichnet (Le Rudulier et al., 1984;
Measures, 1975). Es konnte bereits ein Glycin-Betain-Salz mit solcher Funktion bei
Rhizobium meliloti nachgewiesen werden (Smith et al., 1988), ebenso bei E. coli,
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Salmonella typhimurium und Klebsiella pneumoniae (Landfald und Strom, 1986; Le
Rudulier und Bouillard, 1983). Aufgrund der gebildeten Proteinmengen sowie der
Substrataffinitat weisen die rhizobiellen Reduktasen Eigenschaften der bakteriellen
Polyol-Dehydrogenasen auf, die haufig bei der Assimilation von Kohlenhydraten in
Bakterien identifiziert werden (Doten und Mortlock, 1985a; Schneider und Giffhorn,
1989). Ungewohnlich ist jedoch die hohe Substratspezifitat der AF-Reduktasen in
Rhizobien fur die Verbindungen, die in der Natur sehr selten und in geringen Mengen
vorkommen. Das Auftreten der 1,5-AF wurde bis jetzt im Zusammenhang mit dem
durch a-1,4-Glucanlyasen [EC 4.2.2.13] katalysierten Abbau von Starke und
Glycogen (Yu et al.,, 1995) beschrieben. In E. coli wurde dieser Prozess als Third
Glycogenolytic Pathway (vgl. Abbildung 3) bezeichnet (Shiga et al., 1998). In
Sinorhizobium-Spezies wurde festgestellt, dass Speicherpolysaccharide intrazellular
akkumulieren konnen (Povolo und Casella, 2000; Zevenhuizen, 1981), es bleibt
jedoch unklar, ob bakterielle a-1,4-Glucanlyasen an deren Abbau teilnehmen. Da
aber die zu den Rhizobiaceae gehorenden Bakterien in Form von Bakteroiden am
Metabolismus der Wirtspflanze beteiligt sind (Werner, 1987), konnte das Auftreten
der 1,5-AF durch die o-1,4-Glucanlyasen der Fabales erklart werden. Der Third
Glycogenolytic Pathway wurde bis jetzt bei Rhizobien und deren Wirtspflanzen noch
nicht untersucht. Doch die bisher erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
AF-Reduktase an der Umwandlung des seltenen Zuckers 1,5-AF zu einer
leichtverwertbare Kohlenstoffquelle beteiligt ist, was auch die eventuelle
regulatorische Funktion des Abbauweges in Rhizobien, wie bei anderen
taxonomischen Gruppen angenommen (Werner, 1987), in Frage stellt. Als naturliche
Substrate der AF-Reduktase konnten auch die Strukturanaloga der 1,5-AF,
2-Ketoaldosen, in Betracht gezogen werden, die ebenfalls selten in den biologischen
Systemen vorkommen (Gabriel et al., 1993; Smirnoff und Wheeler, 2000). lhre
biologische Aktivitat fur die Konversion von Glucoson wurde bei Weilfaulepilzen
beschrieben (Baute und Baute, 1983; Baute et al., 1986a). Ebenso konnen die
Osone als Zwischenmetabolite im Kohlenstoffwechsel auftreten. Eine NAD(P)H-
abhangige L-Sorboson-Dehydrogenase, die an der Assimilation der L-Sorbose Uber
L-Sorbosone beteiligt ist, wurde in Gluconobacter suboxydans beschrieben, (Saito et
al., 1997; Shinjoh et al., 2002). Die induzierbare AF-Reduktase wuirde hier an der
Assimilation von Osonen durch C-2-Reduktion teilnehmen.
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4 Die Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti 1021

Es wurden bereits mehrere CYP-Systeme in No-fixierenden Bakterien der Familie der
Rhizobiaceae charakterisiert, unter anderen in Rhizobium leguminosarum,
Bradyrhizobium japonicum oder Agrobacterium tumefaciens, das zwei P450-ahnliche
ORFs Dbesitzt (Kanemoto et al., 1989). Betrachtet man die Ny-fixierenden
Organismen allgemein, findet man weitere P450-ahnliche Sequenzen z.B. in
Anabaena sp. (Lammers et al., 1990). In B. japonicum wurde ein Cytochrom P450-
Locus beschrieben, dessen Gene unter symbiontischen Bedingungen exprimiert
werden, wobei fest steht, dass dieses P450-System nicht notwendig fur die
Kndllchenbildung oder N.-Fixierung ist. Die Rolle dieses Cytochroms ist deswegen
noch nicht vollkommen klar (Tully und Keister, 1993). In R. leguminosarum und in
S. meliloti wurde ein Ferredoxin-Oxygenase-Komplex beschrieben, der durch
sogenannte mocCABRDE(F)-Gene kodiert wird. Alle Gene sind auf dem Sym-
Plasmid lokalisiert. Die Proteine des Komplexes sind an der Synthese von Rhizopine
(3-O-methyl-scyllo-inosamine, 3-O-MSI) beteiligt (Bahar et al., 2000; Bahar et al.,
1998). Diese Verbindung wird von Bakteroiden in den Wurzelkndllchen synthetisiert,
was die Lokalisierung der Gene auf dem Sym-Plasmid erklart.

In S. morelense S-30.7.5 und in S. meliloti 1021 ist eine CYP-Monooxygenase an der
Umsetzung von 1,5-AM zu D-Mannose beteiligt. Zwei theoretische CYP-kodierende
Gene konnten auf dem Chromosom von S. meliloti 1021 identifiziert werden, die bis
jetzt nicht untersucht worden waren und somit eine unbekannte Funktion besal3en.
Auf der Aminosaure-Ebene sind beide Gene nur zu 16 % homolog (Abbildung 50).
AulRerdem liegen sie im Chromosom weit voneinander entfernt (Abbildung 49), was
auch eine eventuelle gemeinsame Funktion ausschlief3t. Die unmittelbare genetische
Umgebung gibt leider keine Hinweise auf eine mogliche Rolle der beiden Proteine,
es konnten auch keine Elektronentransferproteine, wie eine FAD-enthaltende
Reduktase und ein Eisen-Schwefel-Protein (Redoxin) gefunden werden. Die Gene
Y02579 und Y01812 wurden aus der genomischen DNA von S. meliloti 1021 kloniert.

Die heterologe Expression war nur im Fall der Monooxygenase MO1812 erfolgreich.
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Abbildung 49: Lage der beiden CYP-Genen (Y02579 und Y01812) auf dem
Chromosom von S. meliloti 1021.

Méogliche Proteinfunktionen der angegebenen ORF: Cytochrom P450-Monooxygenase
(Y02579), Malat Synthase (Y025871), konservatives hypothetisches Protein (Y01808),
O-acetylhomoserin  Sulfhydrylase (Y01809), partiale Transposase (Y01810/Y01811),
Cytochrom P450-like Monooxygenase (Y01812).

Die Monooxygenase MO1812 liegt als ein niedermolekulares Protein vor, das keine
posttranslationale Modifikation erfordert, was vorteilhaft fur eine Expression im
E. coli-System ist. Bei der Enzymanreicherung der in E. coli heterolog exprimierten
Monooxygenase stellte sich heraus, dass ein Teil des Proteins in Form von inclusion
bodies vorliegt (nicht dargestellt). Die Erniedrigung der Kultivierungstemperatur nach
der Induktion von 37 °C auf 20 °C ermoglichte die Herstellung des Proteins in
I0slicher Form. Die spezifische Aktivitat gegenuber 1,5-AM betrug 0,14 U/mg
(Tabelle 27). Trotz der niedrigen Aktivitat konnte gezeigt werden, dass die
Monooxygenase MO1812 mit 1,5-AM als Substrat aktiv war. Die niedrige Aktivitat der
Monooxygenasen ist in der Literatur bekannt. Diese wird durch andere Nachteile wie
limitierte Stabilitat, Verbrauch des teurem Cofactors NAD(P)H zur Reduktion des
Ham-Eisens und die Abhangigkeit von Elektrontransferproteinen begleitet (Urlacher
et al., 2004). Die Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti bendtigt wie praktisch alle
CYP-Monooxygenasen, zusatzlich Elektronentransferproteine fur ihre Aktivitat. Da
keine derartigen Proteine im Genom von S. meliloti identifiziert werden konnten,
wurden nicht die fur die Monooxygenase MO1812-spezifischen Hilfssysteme
verwendet, sondern diejenigen aus dem CAM-System von P. putida. Es wurde eine
Fusion von Putidaredoxin-Reduktase (PdR, camA) und Putidaredoxin (Pdx, camB)
hergestellt. Die Herstellung dieses Konstruktes ermoglichte die Dosierung der
verwendeten Enzyme bei der Assay-Entwicklung fur die 1,5-AM-Messungen.
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Abbildung 50: Aminosaurealignment der Monooxygenasen 1812 und 2579 aus
S. meliloti 1021 mit der Monooxygenase aus S. medicae und P450cam

Blau sind die identischen Aminosauren dargestellt, rosa die konservierten.

camC — Monooxygenase P450cau aus P. putida; MO2579 — Monooxygenase 2579 aus
Sinorhizobium meliloti 1021; MO1812 — Monooxygenase 1812 aus Sinorhizobium meliloti
1021; P450 S. medicae — CYP-Monooxygenase aus Sinorhizobium medicae
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Die Anwendung eines Elektronentransfersystems aus einem anderen Organismus
konnte auch eine Erklarung fur die niedrige Aktivitdt der Monooxygenase sein. Vor
allem wenn man die niedrige Homologie der Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti
mit der Monooxygenase des CAM-Systems (20 %) (Abbildung 50) betrachtet, konnte
man sich eine genauso geringe Sequenzubereinstimmung des Hilfssystems
vorstellen. Zusatzlich kdnnte die niedrige Aktivitat der Monooxygenase auch dadurch
erklart werden, dass das Substratspektrum dieses Proteins unbekannt ist und das
hier als Substrat verwendete 1,5-AM keines der Hauptsubstrate der Monooxygenase
darstellt.

Die Literatur berichtet Uber Monooxygenasen, bei denen das P450-System ein
einziges Polypeptid ist, wie z.B. in P450bm3 aus Bacillus megaterium oder
CYP102A7 aus Bacillus licheniformis (Dietrich et al., 2008). Um aus der
Monooxygenase MO1812 ein P450-System zu erzielen, wurde diese
Monooxygenase mit dem Eisen-Schwefel Protein (Pdx) und dem Flavoprotein (PdR)
aus P. putida fusioniert. Mit den beiden Elektronentransferproteinen aus dem CAM-
System wurden bereits aktive Fusionsproteine mit der Monooxygenase aus P450cam
erstellt (Sibbesen et al., 1996). Die Reihenfolge der Proteine wurde nach Sibbesen et
al. (1996) konstruiert. Die Expression des Konstruktes ergab ein 100,1 kDa grol3es
Protein, das allerdings nur eine geringe spezifische Aktivitat gegenuber 1,5-AM
(0,02 U/mg) hatte (Tabelle 28). Durch die spektrale Charakterisierung und die
Aktivitatsbestimmung mit 1,5-AM als Substrat konnte die Herstellung des fusionierten
aktiven P450-Systems mit der Monooxygenase 1812 aus S. meliloti bestatigt
werden. Die Beteiligung der Monooxygenase MO1812 an dem neuartigen Abbauweg
von 1,5-AF in S. meliloti wurde damit verifiziert.

5 Die Proteinfamilie der Monooxygenase 1812 aus S. meliloti
1021

Die Superfamilie der CYP-P450 Proteine ist sehr heterogen (Kelly et al., 2003). Die
Konservierung der Sequenzen innerhalb der Superfamilie ist gering und kann

zwischen verschiedenen Familien sogar unter 20 % liegen.
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Uber die in dieser Arbeit untersuchte Monooxygenase 1812 aus Sinorhizobium
meliloti 1021 wurde in der Literatur bis jetzt nicht berichtet. Der Sequenz des
Y01812-Gens wurde aufgrund der Homologie zu anderen CYP-Systemen die
theoretische Funktion einer P450-Monooxygenase zugewiesen. Die hochste
Ubereinstimmung zeigt sie zu einem Cytochrom P450 aus Sinorhizobium medicae
(Abbildung 50). Weitere homologe Sequenzen gehdren zu unterschiedlichen P450-
Systemen aus Rhizobien. Diese sind in der Tabelle 32 zusammengefasst. Da
manche dieser Proteine bis jetzt nicht untersucht wurden, wird die ihnen

zugewiesene Funktion als theoretisch bezeichnet.

Tabelle 32: Homologie-Untersuchungen der Monooxygenase 1812 aus S. meliloti 1021

Quelle Protein Homologie

(%)

Sinorhizobium meliloti 1021 P450-ahnliche Monooxygenase 100

Sinorhizobium medicae Cytochrom P450 92

WSM419

Rhizobium etli CIAT652 theoretisches Cytochrom P450 63

Rhizobium etli CFN42 theoretische Cytochrom P450 63

Hydroxylase

Agrobacterium tumefaciens  Cytochrom P450 Hydroxylase 63

C58

Rhizobium legquminosarum theoretisches Cytochrom P450 62

3841

Mesorhizobium loti Cytochrom P450 Hydroxylase 56

MAFF303099

Aufgrund der Topologie der Proteine, die an dem Elektronentransfer vom Cosubstrat
zur Monooxygenase beteiligt sind, konnen die Cytochrome P450 in zehn Klassen
unterteilt werden (Hannemann et al., 2007). Die Ubersicht ist in der Tabelle 33

zusammengefasst.
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Tabelle 33: Klassifizierung der P450-Systeme aufgrund der Topologie der
Elektronentransferproteine
Klasse/Quelle Elektronentransportkette Lokalisierung Literatur

Klasse |
Bakterien

Mitochondrien

Klasse Il
Bakterien

Mikrosomen A
Mikrosomen B
Mikrosomen C

Klasse Il
Bakterien

Klasse IV
Bakterien

Klasse V
Bakterien

Klasse VI
Bakterien

Klasse VII
Bakterien

Klasse VIII
Bakterien, Pilze

Klasse IX

nur NADH-
abhangig, Pilze
Klasse X
unabhangig,
Pflanzen/Sauger

NAD(P)H>FdR>Fdx>P450

NADPH>FdR>Fdx>P450

NADH>CPR>P450

NADPH>CPR>P450
NADPH>CPR>cytb5>P450

NADH>
cytb5Red>cytb5>P450
NAD(P)H>FdR>FIdx>P450
Pyruvat,

CoA>OFOR>Fdx>P450

NADH>FdR>Fdx-P450

NAD(P)H>FdR>Fldx-P450

NADH>PFOR-P450

NADPH>CPR-P450

NADH>P450

P450

Zytosol; 16slich

P450: innere
mitochondralle
Membran

FdR:
membranassoziiert
Fdx: mitochondralle
Matrix; 16slich

Zytosol; l6slich,
Streptomyces
carbophilus
membranverankert, ER

membranverankert, ER

membranverankert, ER

Zytosol; l6slich,
Citrobacter braakii

Zytosol; 16slich,
Sulfolobus tokadaii
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Diskussion

Innerhalb dieser zehn Klassen befinden sich Monooxygenasen, die sowohl ein
Flavoprotein als auch ein Schwefel-Eisen-Protein zum Elektronentransfer fur ihre
Aktivitat benotigen (Klasse |, Il, Ill, IV). Die zweite Gruppe in diesen zehn Klassen
stellen Monooxygenasen dar, die entweder eine Reduktase- oder eine Redoxin-
Domane in ihrer Sequenz enthalten und somit nur ein externes Protein zum
Elektronentransfer brauchen (V, VI). Eine dritte Gruppe bilden selbststandige P450-
Systeme (Klasse VII, VIII, IX, X), deren Aktivitat von keinen zusatzlichen Proteinen
abhangig ist.

In die Klasse | werden die meisten bakteriellen und mitochondrialen P450-Proteine
eingeordnet. Obwohl die prokaryontischen und eukaryontischen Systeme
phylogenetisch nicht miteinander verwandt sind, bestehen beide aus drei separaten
und unabhangigen Polypeptiden: einer FAD-enthaltenden Reduktase, die die
Elektronen vom Cosubstrat (NADH/NADPH) auf das zweite Protein (Ferredoxin)
ubertragt, welches die Elektronen direkt auf die Monooxygenase Uberfuhrt, die den
dritten Bestandteil des Systems darstellt. In Bakterien kommen alle drei Elemente in
der I6slichen Form vor, in den eukaryontischen Systemen liegt dagegen nur das
Ferredoxin als I6sliches Protein in der mitochondralen Matrix vor, wahrend die
Reduktase membranassoziiert und die Monooxygenase membrangebunden ist
(Bernhardt, R., 1996; Estabrook, 1999; Gunsalus, I. C. und Sligar, S. G., 1978; Kelly
et al., 2003; Lambeth, J. D.; 1991; Sawada et al., 2004; Trower et al., 1990). Was die
Monooxygenase MO1812 aus S. meliloti 1021 betrifft, zeigen alle Befunde, dass es
sich um ein bakterielles System der Klasse | handelt, bei dem alle drei Komponente
getrennt vorkommen und in geloster Form im Cytoplasma der Zelle vorliegen.
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Zusammenfassung

V  Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Abbauweg des neuartigen Zuckers 1,5-Anhydro-
D-fructose (1,5-AF) in Sinorhizobium meliloti 1021, einem Modellbakterium dessen
Genomsequenz bekannt ist, aufgeklart. Die beteiligten Enzyme Anhydrofructose-
Reduktase (AFR) und eine P450-Monooxygenase (CYP) wurden in Zellextrakten
nachgewiesen und charakterisiert. Die postulierten Reaktionen wurden mit den
rekombinanten Enzymen in vitro verifiziert. Der erste Reaktionsschritt wird durch
AFR katalysiert, die 1,5-AF stereoselektiv zu 1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM)
reduziert. Die AFR aus S. meliloti 1021 ist ein dimeres, strikt NADPH-abhangiges
Enzym 74,1 kDa und hat 80 % Sequenzidentitat zu AFR aus S. morelense S-30.7.5.
Die fur S. morelense S-30.7.5 postulierte Hydroxylierung von 1,5-AM an C-1 zu D-
Mannose durch ein CYP-System konnte experimentell bestatigt werden. Zwei putativ
fur CYP kodierende ORFs wurden aus S. meliloti kloniert und charakterisiert. Nur die
aus dem ORF Y01812 erhaltene Monooxygenase konnte in aktiver Form exprimiert
werden. Fur den Elektronentransfer von NADH auf die MO1812 wurden aus
P. putida die Gene der Putidaredoxin-Reduktase (camA) und des Putidaredoxins
(camB) kloniert und mit der MO1812-(His)s fusioniert. Im Test mit 1,5-AM war das
Fusionsprotein aktiv. Die Beteiligung der Monooxygenase an dem Abbauweg von
1,5-AF in S. meliloti 1021 wurde zusatzlich durch Deletion des Gens Y0718712
verifiziert, wobei die Fahigkeit des Bakteriums zum Wachstum auf 1,5-AF verloren

ging.
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Summary

VI Summary

A catabolic pathway of the new sugar 1,5-anhydro-D-fructose (AF) in Rhizobia was
clarified in the frame of this work. S. meliloti 1021 strain was chosen as a model due
to the complete genetic data available. The enzymes of this pathway were identified
in cellextracts and characterized. Their participation in these reactions was verified.
The first reaction is catalysed througt AF reductase which reduces stereoselective AF
to 1,5-anhydro-D-mannitol (AM). The afr-gene from S. meliloti has 1002 bp and the
derived polypeptide showed 80 % identity with the AFR from S. morelense. The AF
reductase from S. meliloti is a strictly NADPH dependent dimeric protein of 74 kDa
and it has 80 % homology to the AFR from S. morelense S-30.7.5. The for
S. morlense S-30.7.5 C-1 postulated oxygenation of 1,5-AM to the D-mannose
through a CYP system could be verified. Two putative CYP coding ORF’s from
S. meliloti were cloned and characterized. Only the monooxygenase from the ORF
Y01812 could be expressen in an active form. For the electron transport from NADH
the MO1812 two genes: putidaredoxin reduktase (camA) and putidaredoxin (camB)
from P. putida were cloned and fused with the monooxygenase MO1812-(His)s. The
fusion protein was in the test with 1,5-AM activ. To confirm the involvement of this
monooxygenase in the 1,5-anhydro-D-fructose pathway the monooxygenase-gene
was accessorily knocked out in S. meliloti 1021, what resulted in no-growth of the
organism on 1,5-AF.
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Anhang

Vil Anhang

1 Verwendete Vektoren

1.1 pCR®II-TOPO®-Vektor

M3 Reeanszs P e Spl Prosmohar +
LA 5RA ATT ARCE CCA AGD TAT TTA GLT GALC AUT ATA GRA
GTC CIT Thd TCC CGOT TOC ATAR AAT CCA CTC TCA TAT CTT

P | Hindl Kpr Sac| Bart | S |

TRC TCAR AGC TAT GCR TCR ADC TTIC CTA COG ARC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TUG ATA CGT ALGT TG ARDC CAT GLE TOG AGE OTA OLT GAT CAT TGO GG

Bst| EcoR EgoR | EocA W

OO AGT OTG OTG GAAR T U0 OTT ey HD GRA TTE TS ALGR TAT

OGS TCA CAC GAC CTT ARG DOCC AR PCR Product TTC O0G CTIT RAE ROG TCT ATA
Bt i Rl Hi T Ryl Ahwl A

CCA TOA CAC TGE CGH COG CTC GRG CAT GCA TOT AGR GGG CCC RAT TOG DUC TAT
GCT ACT OIC ACC COC GRC CAC COTC OTA CGT ACA TCT COCC QGG TTA ADC O0C ATA

A

TT Promates W13 {-Z20] Forvard Primr
AET GAG TCG TAT TAC AAT TCA OTC GCC OTC GTT TTh ChA CCOT CET GAC TGG Gh AAC
\\ TCR CTO AGE ATA ATH TTH FT ARC CGEG CAG CAR ART OTT GOA GEA CTG ACD OTT TTE

pCRII-TOPO=
4.0 kb

Comments for pCR¥I-TOPO®
3973 nucleotides

Lacdoe gene: bases 1-580

W13 Beverse priming site: bases 205-221

SpE promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 263-383

1T promoter: bases 406-425

W13 [-20) Forward priming site: bases 433-448
1 arigin: bases 580-1027

kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampiciliin resistance ORF: bases 2173-3033
plUG ongin: bases 3178-3851

Abbildung 51: Vektorkarte von pCR®II-TOPO (Invitrogen)
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1.2

PET-24ai+] seguenca landrarks

T promater ian
transcription siar 3
Tag coding sequence 207239
Multiple cloning sites
(Hamil [ - Xhal} 158203
His=Tag coding seguence 1&{k 157
I'T terminatar 26-72
lacl coding seqguence 1141793
pBR322 onigin Ja
Ean coding sequence 3056-4748
f1 arigin ARsa 5150

The maps for pET-2db{+}, pET-2c{+} and
PET-22d1+} are the same as pET-2da+}
(shown} wiih the fallowing exceptions:

PET-22b+} ks a 5308bp plasmid; subiract
Ibgp fram each site heyond SemH [ at 198
pET-22ci+) is a S308hp plasmid; subiract
2bp fram each site beyond SemH Lat 198,
PET-284i+) is a $307hp plasmid; the SamH 1
site is im the same reading frame as in pET
2ap(+#). An Neo | siie i substituted for the
Nele [ site with & net 1hp deletion at position
238 of pET-24c(#). As o resalt, Mool cuis
pETXAi+) ar 234, and Mhe | owts 5t 229 Far
the rest of the i

s, suncract 3op from each
site beyomd position 2¥ in pET-2da+). Nde
[ does rot cut piET 24 (). Mote also thar
Sty |is not unique in pET28di+ ).

Expressionsvektor pET-24a(+)

Cra s

Pwid kd367) ) "‘ _\'FE:T.

Sgl lpsan K
Sma luasn) o f
e
£
Gl Josay | |
Mg laosa)

EeaS? Kamim &

A e )

Beed e
BaplU11 li365

Sap ko)

Bs11107 lpzes)
TH111 k2ena)

Sty ksn

108 hna
By le:_____f

pET-24a(+)

(E21 Dap)

e

Abbildung 52: Vektorkarte von pET-24a(+) (Novagen)
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Anhang

1.3 Deletionsvektor pK18mobsacB

pK | 8mobsacB

Replicon pMB1
Size (Kb} 5.66
Purpose Mobilization and Counter Selection

Selectable Markers kan
Other Genes oriT (RP4), sacE, lacZ o
Promoter Plac
Cloning Sites BamHI EcoRI HindllIl Pst]l Sall Smal Sphl Xbal

Reference Gene 145, 69-73 (1994)

Source A. Schafer

/ EcoRl
/"" Smal
BamHI
Xbal
"\_‘ Hall

X, Psil
™ Nhel®,  Sphl

“. HindIII

oriT(RP4) e

pEKl&mobsacB
5.66 kb

Sacll -2
Epnl-—
Diral -

Clal -

Dral

Clal

Abbildung 53: Vektorkarte von pK18mobsacB (A. Schafer)
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Anhang

2 Protein- und DNA-Standards

2.1 Prestained Protein Ladder 10-170 kDa

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, #M0671

Lot specific MW, kDa
—170—
—130—

P —95_ E —r—
. | 72 — | e
B | — 55 — | ...
_—— — 34—
s  — 20—
e "1?_ —
_—— 10 —

Gel
Blot

4-20% Tris-glycine SD5-PAGE

Abbildung 54: Protein-Marker Protein Ladder 10-170 kDa (Fermentas)
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Anhang

2.2 Protein-Marker fiir die isoelektrische Fokussierung

Schematic representation of marker bands in various pH fractions

separated on precast SERVALYT® PRECOTES® gel (flat bed) separated on precast vertical gel (slab)
pH3-10 3-5 3-6 4-6 5-7 5-9 6- 3-10 4-6 5-7 3-7 | Cathode -

9
P 53 |

Carb.anhydrase [
B-Lactoglobin
B-Lactoglobin
Trypsin inhibitor £
Glucose oxidase ]
Amyloglucosid.

9
- — R 8.3 5.0 |
m z
m/ 2] 6.0 | Protein and pl

— I | 8.0 Cytochrome C

B m m Ribonuclease A
2 - o Lectin
© | 6a 7.8 Lectin (m, 8.0]
3 2ol 6.0 | T
£ Myoglobin
8 — Myoglobin
=)
©
7
a

[

) ¥

Anode +

Abbildung 55: Protein-Marker Servaly™ Precotes® 3-10 fiir die isolelektrische
Fokussierung (Serva)
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Anhang

2.3 GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

GeneRuler” 1kb DNA Ladder

. IMPROVEMENTS

1. Theee reference bands: 6000, 3000 and 1000 bp.
2. Amounts of DNA per band equalized for easier quantification.

bp ng/0.5pg %
onoo 30 (5]
8000 30 6
a 70 14
5000 30 6
4000 30 51
3800 30 5]
3000 70 14
2500 25 5
1500 25 5
1000 &0 12
7m0 95 5
—500 25 &
250 20 a

1% Topvision™” LE GO Agarose #R0491)

0.5p/ane, Scm length gel,
X TAE,

Abbildung 56: GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter

24 GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

GeneRuler” 100bp DNA Ladder

IMPROVEMENTS

1. Amounts of DNA per band equalized for easier quantification.
2. 80 bp band is removed.

3. 1031 bp fragment replaced by 1000 bp.

bp ng/0.5pg % bp

o g ~
; i ~— S|
= i i ~— i
:—" 0 a5 c — ]
Ed — 500 115 23 Lol — 010
g T P 500
5 50 A0 H
= 40 a — S
a
— 1 a8
5 s —
= — S

Abbildung 57: GeneRuler™ 100 bp DNA Leiter
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3 MALDI-TOF Spektrum der AF-Reduktase

100

90

80

70

60

% Intensity

50

40

30

20

10

0 5038

100

% Intensity
A a © N ©® ©
© & ©6 o o o

w
o

20

10

10940.6221

33.0137
022583647558

4700 Linear Spec #1 MC[BP = 36997.6, 9592]
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14818
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bl il

f 0937 .48122H]2+
|
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e
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Abbildung 58: MALDI-TOF MS-Spektrum der rekombinanten AF-Reduktase aus
Sinorhizobium meliloti 1021
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4 Lineweaver-Burk-Diagramme von der

S. meliloti 1021

1/v (min/umol)

155 -
135 -
115 4

Anhang

AF-Reduktase aus

Lineweaver-Burk-Diagramm

y = 1,0526x + 17,233
R? = 0,9904

y =0,4313x + 8,4697

75 | R*=0,9976

55 ©100 mu
35 1 @50 muU
p~

20 70 120 170
1/NADPH (1/mM)

Lineweaver-Burk-Diagramm
200 y = 33,415x + 37,171

5 R? = 0,9981
= 150
=5
£
E 100 4 =10,551x + 9,9453
> R? = 0,983 €380 muU
- @40 muU
-4 -7 2 4 6
-50 4
1/1,5-AF (1/mM)
Lineweaver-Burk-Diagramm

15,5 y = 11,146x + 1,7395

13,5 - R? = 0,9997

11,5
2 9,5 -
=5
2 75 - ¢ 170 mU
= ®385muU
> 5,5 A
= y = 6,8786x + 1,1774

R? = 0,9959
; A5 . . .
0,5 0 0,5 1 1,5

1/5-KF (1/mM)

Abbildung 59: Lineweaver-Burk-Diagramme von der AF-Reduktase aus
S. meliloti 1021 fur die NADPH, 1,5-AF und 5-KF
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Anhang

5 HPLC Daten zu

{ 13 no = i)
6L f57 Ti.742 «<——Substrat - 1,5-AF
< < l_gi L, Tt

——rz: < Produkt - 1,5-AM

T, T

Abbildung 60: Produktidentifizierung des 1,5-Umsatzes mittels HPLC
A —ty; B—t=75 min

AJ

=]

e e e T __Substrat — D-Glucoson

«—

e <«—— Produkt — b-Mannose

— s

Abbildung 61: Produktidentifizierung des D-Glucoson-Umsatzes mittels HPLC
A —to; B —1t=216 min
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Anhang

Produkte — D-Xylose
. =% <«<—— D-Lyxose

P

Abbildung 62: Produktidentifizierung des D-Xyloson-Umsatzes mittels HPLC

A —ty; B—1=45 min
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6 COD-Spektrum der Monooxygenase MO1812-(His)e

0.03 -
0.02 4
0.01 4

0.00

Absorption

-0.01

-0.02 4

-0.03

400 420 440 460 480 500

Wavelength (hm)

Abbildung 63: Aufnahme des CO-Differenz-Spektrums der Monooxygenase
MO1812-(His)s
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Abkurzungsverzeichnis

IX Abklrzungsverzeichnis

A

AE
Abb.
1,5-AF

Differenz, Deletion
Extinktionsdifferenz
Abbildung
1,5-Anhydro-D-fructose

AF-Reduktase1,5-Anhydro-D-fructose- Reduktase

1,5-AG
1,5-AM
Amp
AMP
APS
AS
Asp
AU (a.u.)
BCA
bp
BCIP
BisTris

BSA
Bzgl.

CIA
C-Terminus
cv
CYP(R)
Da

dATP
dNTP
deion.
HZOdeion
Hzomiuipore
DH
DMSO
DNA

Dnase

1,5-Anhydro-D-glucitol
1,5-Anhydro-D-mannitol
Ampicillin
Adenosinmonophosphat
Ammoniumpersulfat
Aminosaurerest
Spezifische Aktivitat [U/mg]
Absorptionseinheiten
Bicinchoninsaure
Basenpaare
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat
2,2-Bis-(hydroxymethyl)-2,
2’,2”-nitrilotriethanol
Rinderserumalbumin
Bezlglich
Chloroform-Isoamylalkohol
Carboxylterminus
Column volume

Cytochrom P450 (Reduktase)
Dalton
Desoxyadensintriphosphat
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Deionisiert
deionisiertes Wasser
Millipore-Wasser
Dehydrogenase
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease
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EC

E. coli
EDTA
EtOH

Fa.
FAD
FMN
GFOR
Hise
HPLC

Ibs
IEF

IMAC
IP, pl
IPTG
Kan
kb
kbp
kDa

KOH
mAU

MS

MW
NADH
NAD(P)H
NBT

n. b.
N-Terminus
oD

ORF
PAGE

Abkurzungsverzeichnis

Enzyme Comission

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Extinktionskoeffizient

forward

Firma

Flavin-Adenin-Dinukleotid
Flavin-Mononukleotid
Glucose-Fructose-Oxidoreduktase
Poly(6)-Histidin-Rest

High Performance Liquid Chromatography
(Hochleistungsfliissigchromatographie)
Inclusion bodies

isoelektrische Fokussierung
Immunglobulin G

Immobilized Metal Affinity Chromatography
isoelektrischer Punkt
Isopropylthiogalactosid

Kanamycin

Kilobasen

Kilobasenpaare

Kilodalton
Michaelis-Menten-Konstante
Kaliumhydroxid

Milliabsorption Unit
Massenspektrometrie

molecular weight
Nictinamid-adenin-dinucleotid
Nictinamid-adenin-dinucleotid (phosphat)(oxidiert)
4-Nitro-Blau-Tetrazoliumchlorid

nicht bestimmt

Aminoterminus

Optische Dichte

open reading frame

Polyacrylamidgel-elektrophorese
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v
PBS
PCIA
PCR
PdR
Pdx
r oder rev
rDNA
RNase
RT
SDS
TBE
TBS
TCA
TE
TEMED
T
TOF
Tris
u
Upm
uv
viv
w/v
X-Gal

val.
Vis
z.B.

Volumen

Phosphate buffered saline
Phenol-Chloroform-Isoamyl- alkohol
Polymerase chain reaction
Putidaredoxin-Reduktase
Putidaredoxin

reversed (Primer am 3’-5’-Strang)
ribosomale DNA

Ribonuklease

Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat
Tris-Borat-EDTA
Tris-bufferd-saline
Trichloressigsaure

Tris-EDTA
N'N’N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur

time of flight
Tris(hydroxymethyl)-Amino-Methan
Unit [umol/min]

Umdrehung pro Minute

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Abkurzungsverzeichnis

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid

Volumen
Vergleiche
visible (UV/Vis-Spektren)

zum Beispiel
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Lebenslauf

Geburtsdatum und Ort

09.1987-06.1994

09.1994-1995

09.1995-06.1999

05.1999

10.1999-05.2004

10.2004-09.2008

ab 10. 2004

03.11.1980 in Skwierzyna, Polen

Grundschule Nr. 2, Krosno Odrzanskie, Polen
Grundschule Nr. 7, Zielona Gora, Polen

Lyceum Nr. 4 in Zielona Gora, Polen (gleich
gymnasiale Oberstufe)

Allgemeine Hochschulreife

Studium an der Universitat Stettin (Uniwersytet
Szczecinski, Szczecin, Polen)

Akademischer Grad - Diplom-Biologin
wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Universitat
des Saarlandes, ZHMB, Institut fur Angewandte
Mikrobiologie

Promotion am Institut fir Angewandte Mikrobiologie
an der Universitat des Saarlandes
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Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die
aus anderen Quellen oder indirekt Ubernommenen Daten und Konzepte sind unter
Angabe der Quelle gekennzeichnet. Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im
Ausland in gleicher oder ahnlicher Form in einem Verfahren zur Erlangung eines

akademischen Grades vorgelegt.
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