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Summary

Summary

Quinaldine 4-oxidase (Qox) from Arthrobacter ilicis Rii6la belongs to the molybdenum
hydroxylases, which are a subgroup of the mononuclear molybdenum enzymes, and harbours a
molybdopterin cytosine dinucleotide (MCD) cofactor. Compared to other molybdenum
hydroxylases, a unique feature of Qox is its broad substrate specificity. It catalyzes the
regiospecific hydroxylation of a wide range of N-heteroaromatic compounds and the oxidation
of various aldehydes.

A genomic library for the A. ilicis Rii6la genome was generated. The genes coding for Qox
were found in a gene cluster comprising 3783 bp; they are arranged in the transcriptional order
qoxLMS. Comparison of the amino acid sequences of the Qox subunits with amino acid
sequences of structurally known molybdenum hydroxylases showed that QoxL exhibits some
well conserved amino acid residues involved in MCD binding and in catalysis. In QoxM, the
FAD cofactor is presumed to be bound by amino acid residues corresponding to FAD cofactor
binding residues of known molybdenum hydroxylases. Eight strictly conserved cysteine
residues detected in the sequence of QoxS are postulated to be involved in binding the two
[2Fe2S]-clusters Fe/SI and Fe/SII, which are discernible by EPR spectroscopy.

Construction of an expression clone is a prerequisite for genetic manipulation of the gox genes.
The plasmid pKP1 was constructed by inserting the PCR amplified goxLMS gene cluster into
the expression vector pJB653. Qox was synthesized by Pseudomonas putida KT2440 pKP1 in a
catalytically competent form. Qox from the expression clone was purified chromatographically
in a four-step procedure to electrophoretic homogeneity. Its catalytic properties as well as the
UV/Vis- and EPR-spectra corresponded to those of the wild-type enzyme. The release of
cytidine monophosphate upon acidic hydrolysis of the enzyme indicated that the molybdenum
cofactor in the recombinant enzyme is indeed an MCD cofactor. The available expression
system allows the genetic manipulation of the gox genes. In order to investigate the involvement
of distinct amino acids in catalysis, protein variants of Qox can be generated by site-directed
mutagenesis.

Glutamate 736 in QoxL corresponds to a strictly conserved glutamate residue in molybdenum
hydroxylases that has been predicted to be involved in the catalytic mechanism. Replacement of
E736 by glutamine led to nearly complete loss of Qox activity, supporting the hypothesis that
the carboxylate group of the glutamate is essential for catalysis. The activity of the protein
variant QoxE736Q was below the detection limit of the spectrophotometrical enzyme assay, but
it was detected after incubation of the enzyme with the artificial electron acceptor
iodnitrotetrazolium chloride for 12 hours. In the functional enzyme, the carboxylate of the
glutamate is assumed to activate the cosubstrate, a water molecule, by proton abstraction,

followed by a nucleophilic attack of the hydroxide leading to the oxidation of the substrate.
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However, the result of the QoxE736Q replacement suggested that minor activity is also possible
without activation of the water molecule.

A 10.8 kb fragment of the A. ilicis Rii61a genome was cloned in the cosmid vector pVK100,
yielding pVKS55/11. This cosmid conferred to P. putida KT2440 the ability to cometabolically
convert quinaldine to anthranilate. Besides goxLMS the genes encoding the enzymes catalyzing
the three subsequent steps in quinaldine degradation are located on this fragment, namely, 1H-4-
oxoquinaldine 3-monooxygenase, 1H-3-hydroxy-4-oxoquinaldine 2,4-dioxygenase, and N-
acetylanthranilate amidase. The identity of the monooxygenase and the amidase were verified
by gene knock-out. Disruption of the monooxygenase and the amidase gene by insertion of a
kanamycin resistance cassette led to accumulation of the intermediates 1H-4-oxoquinaldine and
N-acetylanthranilate, respectively, when P. putida KT2440 pVKS55/11 was grown for
cometabolic quinaldine conversion. Besides the catabolic genes, genes encoding a hypothetical
transport protein and a potential molybdenum cofactor—inserting chaperone have been found.
On another 12.2 kb fragment of the A. ilicis Rii61a genome, eleven open reading frames were
identified. They are assumed to encode a fragment of a glutamyl tRNA synthetase, an esterase,
two oxidoreductases of the short-chain dehydrogenases/reductases family, a TetR-related
transcriptional regulator, and an ATPase belonging to the AAA" superfamily. Further genes
may code for an enzyme of the fumarylacetoacetate hydrolase family, for an enzyme showing
similarity to the mandelate racemase group of enzymes, for a potential phosphohydrolase, for a
hypothetical transmembrane protein and for a protein of unknown function. These proteins seem

not to be involved in quinaldine degradation.



Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Plasmidkodierter Aromatenabbau

Aromatische Kohlenwasserstoffverbindungen natiirlichen oder anthropogenen Ursprungs sind
in der Natur ubiquitdr vorhanden. Xenobiotische, aromatische Verbindungen finden sich als
Produkte der Olindustrie und der chemischen Industrie, als Bestandteile von Farbstoffen und
Arzneimitteln, als Pestizide, in Veraschungsprozessen oder in der Aufbereitung von Stein- und
Braunkohleteer. Hiaufig fallen die zum Teil toxischen, mutagenen und kanzerogenen
Verbindungen in Abwéssern oder als Nebenprodukte in Produktionsprozessen an.

Arthrobacter ilicis Rii6la ist fahig, mit Chinaldin (2-Methylchinolin), dass aus Stein- oder
Braukohleteer isoliert werden kann, als einziger Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle zu
wachsen (DEMBEK et al., 1989). Anhand der identifizierten Abbau-Intermediate: 1H-4-
Oxochinaldin, 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin, N-Acetylanthranilat, Anthranilat und Catechol,
wurde der so genannte Anthranilatweg als Chinaldin-Abbauweg fiir A. ilicis Rii61a postuliert
(HUND et al., 1990) (Abb. 1). Die Chinaldin-4-Oxidase (Qox) katalysiert in diesem Weg den
ersten Schritt: die oxidative Hydroxylierung des Chinaldins zu 1H-4-Oxochinaldin.

Wie erst vor kurzem festgestellt wurde, sind die Gene zur Chinaldin-Degradation in A. ilicis
Rii61a auf einem ca. 90-100 kb groBen linearen Plasmid (pAIL) kodiert (HOMBURG, 2002).
Dieses Plasmid gehort zu der Klasse linearer Plasmide, die an den 5'-Enden kovalent gebundene
Proteine besitzen, wie durch Versuche mit verschiedenen Nukleasen gezeigt werden konnte
(personliche Mitteilung von S. Sielker). Wihrend eine Plasmid-freie Mutante von A. ilicis
Rii6la die Fiahigkeit zum Wachstum auf Chinaldin und einigen Intermediaten des
Anthranilatweges (Abb. 1) (1H-4-Oxochinaldin, N-Acetylanthranilat) verloren hatte, war das
Wachstum mit Anthranilat als Substrat nicht beeintrichtigt (HOMBURG, 2002), woraus
geschlossen werden kann, dass die Enzyme der ersten vier Schritte zum Chinaldin-Abbau auf
pAIL kodiert sind. In verschiedenen Stimmen der Gattung Arthrobacter, die aus Bodenproben
unterschiedlicher Standorte isoliert wurden und die die Féhigkeit zur Chinaldin-Degradation
haben, konnten Plasmide identifiziert werden, die wahrscheinlich eine vergleichbare Grofe
haben wie pAIL. Vermutlich sind auch auf diesen Plasmiden die katabolen Enzyme zum Abbau

von Chinaldin kodiert (personliche Mitteilungen von S. Sielker und Dr. J. Overhage).
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Abb. 1
Chinaldin-Abbau tiber den Anthranilatweg bei A. ilicis Rii61a.

ergdnzt nach HUND et al., 1990
bekannte Enzyme: Qox: Chinaldin-4-Oxidase, Hod: 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase

Die Fihigkeit, natiirliche aromatische Kohlenwasserstoffe wie Ligninmetabolite zu
mineralisieren, wird als evolutiondrer Ursprung fiir die heute beobachtete mikrobielle Fihigkeit
xenobiotische Aromaten zu degradieren, betrachtet (OHKUMA et al., 2001). Eine
Voraussetzung fiir die schnelle Entwicklung der Diversitit und Flexibilitit mikrobieller
Mineralisationsfihigkeiten sind bewegliche genetische Elemente wie Transposons oder
konjugative Plasmide, auf denen Gene fiir katabole Enzyme lokalisiert sind. Haufig sind die
Gene fiir Enzyme von Abbauwegen oder Teilen von Abbauwegen in Transkriptionsmodulen
organisiert, die durch neue Kombination den Bakterien verschiedenste Abbaufihigkeiten
verleihen (VAN DER MEER et al., 1992; WYNDHAM et al., 1994; TAN 1999; MISHRA et
al., 2001).



Einleitung 3

Zu den am Besten untersuchten katabolen Plasmiden gehort das TOL Plasmid pWWO aus
Pseudomonas putida mt-2. Unter anderem sind auf diesem Plasmid katabole und regulatorische
Gene lokalisiert, die fiir Enzyme der Metabolisierung von Toluol, Xylol und Derivaten dieser
Substanzen kodieren (GREATED et al., 2002, RAMOS et al., 1997). Die Organisation der
Gene dieser degradativen Enzyme ist in zwei Operons gegliedert: das upper-pathway Operon
(xylUWCMABN) codiert fiir Enzyme, die an der oxidativen Umsetzung von Toluol, Xylol und
deren Derivaten zu den entsprechenden aromatischen Carbonsiuren beteiligt sind. Enzyme, die
im so genannten meta-pathway Operon (xyIXYZLTEGFJQKIH) kodiert werden, katalysieren die
Umsetzung dieser Zwischenprodukte zu Intermediaten des Tricarbonséurezyklus. Die
genetische Struktur des TOL Plasmids erscheint als Mosaik verschiedener Transposons, die
ineinander verschachtelt in ein ,Urplasmid“ inseriert sind; auch die Funktionen zum
Aromatenabbau sind auf einem Transposon lokalisiert (GREATED et al., 2002). Zudem
kodieren einige Gene auf pWWO fiir Transfer-Funktionen; in Konjugationsexperimenten
konnten die selbstransmissiblen Eigenschaften des Plasmids verifiziert werden
(CHRISTENSEN et al., 1998).

Enzyme zum Abbau von einkernigen Aromaten sind h#ufig Plasmid-kodiert. Plasmide, die
Gene zur Degradation von Salicylat enthalten, wie z. B. das 165 kb grofie Plasmid pMWD-1 aus
P. putida PMD-1 (ZUNIGA et al., 1981), finden sich auch in weiteren Pseudomonaden (YEN
& SERDAR, 1988). Gene, die fiir Enzyme zur Mineralisierung chlorierter Benzolverbindungen
kodieren, sind in Pseudomonas sp. P51 auf einem 110 kb groBen Plasmid in den zwei Operons
tchbhAB und tcbCDEF organisiert. Sie ermoglichen es dem Stamm auf 1,2- bzw. 1,4-
Dichlorbenzol und 1,2,4-Trichlorbenzol als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen (VAN
DER MEER et al., 1991). Bei Rhodococcus sp. DK17, der zwei Megaplasmide enthilt, ist
zumindest die Oxygenase, die den einleitenden Schritt zur Umsetzung von verschiedenen
Alkylbenzolen in diesem Stamm katalysiert, auf einem der Plasmide lokalisiert (KIM et al.,
2002).

Auf einem konjugativen 184 kb groBen Plasmid aus Sphingomonas aromaticivorans F199 sind
Enzyme kodiert, die dem Stamm die Fihigkeit zur Degradation von Naphthalin, m-Xylol und
Biphenyl verleihen (ROMINE ez al., 1999). Erstaunlicherweise finden sich auf dem Plasmid die
katabolen Gene zur Umsetzung dieser Substrate nicht in Clustern den Abbauwegen
entsprechend. Es existieren z. B. keine bph- oder nah-Operons, in denen die Enzyme zur
Umsetzung polyzyklischer Aromaten zu monozyklischen Aromaten kodiert werden, wie es in
anderen Bakterienstimmen zu beobachten ist (YEN & SERDAR, 1988; WATANABE et al.,
2003). Es wird vermutetet, dass durch Erwerb, Modifikation und Umorganisation der Gene
(Gencluster) neue Operons geschaffen wurden, die dem Stamm die Nutzung einer Vielzahl
aromatischer Verbindungen erlauben. Interessanterweise findet man einen nahezu identischen

DNA-Abschnitt, in dem die Gene zur Aromatendegradation in derselben Reihenfolge und
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Transkriptionsrichtung vorliegen, bei dem Stamm S. yanoikuyae B1 chromosomal lokalisiert
(KIM & ZYLSTRA, 1999).

Katabole Plasmide, die dem Wirt die Nutzung von Naphthalin als Wachstumssubstrat erlauben,
wurden in mehreren Stimmen der Gattung Pseudomonas detektiert (YEN & SERDAR, 1988).
Das 63 kb groe Plasmid pLP6a aus P. fluorescens LP6a befihigt den Stamm dariiber hinaus
zum Wachstum auf Phenanthren und Anthracen. Die katabolen Gene liegen hier auf einem 38
kb Fragment, welches durch spontane Exision aus dem Plasmid entfernt wird, wenn der Stamm
mit Benzoat als Kohlenstoffquelle geziichtet wird (FOGHT & WESTLAKE, 1996).

In verschiedenen Vertretern der Gattung Rhodococcus wurden Plasmide entdeckt, die jeweils
Teile der genetischen Ausstattung zum Abbau von polychlorierten Biphenylen enthalten. In R.
erythropolis TA421 und R. globerulus sind bphC-Gene, die fir 2,3-Dihydroxybiphenyl-
Dioxygenasen kodieren, auf Plasmiden lokalisiert (KOSONO et al., 1997). Auf den 1100 kb
bzw. 450 kb grofien, linearen Plasmiden pRHL1 und pRHL2 des Stammes Rhodococcus sp.
RHAT sind ebenfalls Teile des bph-Operons zur Umsetzung von Biphenyl-Verbindungen zu
finden (SHIMIZU et al., 2001).

Dioxin-artige Verbindungen, wie polychloriertes Dibenzofuran oder Dibenzo-p-Dioxin, die bei
der Miillverbrennung, der Herstellung von Herbiziden oder auch bei Waldbrinden anfallen, sind
besonders wenn sie an Partikel absorbiert vorliegen in der Umwelt persistent und bergen ein
hohes gesundheitliches Gefahrenpotential fiir den Menschen. Einige Bakterien, die
polychlorierte Dibenzo-p-Dioxine umsetzen oder nicht-halogenierte Dioxin-Verbindungen
mineralisieren, konnten bereits isoliert werden (WITTICH, 1998), unter ihnen Terrabacter sp.
YK3. In diesem Stamm liegen die Gene, die fiir Enzyme zur Umsetzung von Dibenzofuran zu
Salicylsédure benétigt werden, auf dem ca. 100 kb grofien Plasmid pYK3 (IIDA et al., 2002).
Stimme der Gattung Arthrobacter gehoren zu den hiufigsten Bodenbakterien. Sie zeichnen sich
durch eine ausgeprigte Vielseitigkeit bei der Nutzung von Wachstumssubstraten aus, was ihnen
einen Vorteil bei der Besiedelung verschiedenster Habitate verleiht. Sie weisen ebenfalls ein
hohes Potential an Umsetzungsfihigkeiten gegeniiber mono- oder polyzyklischen aromatischen
Verbindungen auf, welches hédufig an das Vorhandensein von Plasmiden gekniipft ist. Identische
Plasmide wurden in Arthrobacter sp. M5 und Arthrobacter sp. P6 detektiert, die in beiden
Stammen fiir Enzyme zur Umsetzung von chlorierten Biphenylen zu Chlorbenzoaten kodieren
(FURUKAWA & CHAKRABARTY, 1982). Gene, die fiir die Dehalogenierung von 4-
Chlorbenzoat zu 4-Hydroxybenzoat notwendig sind, sind bei den Stammen Arthrobacter sp. SU
und A. globiformis KZT1 auf den Plasmiden pASU1 bzw. pBS1501 lokalisiert (SCHMITZ et
al., 1992; ZAITSEV et al., 1991). A. protophormiae RKJ100 ist in der Lage, auf ortho-
Nitrobenzoat, para-Nitrophenol und para-Nitrocatechol als einziger Kohlenstoff-, Stickstoff

und Energiequelle zu wachsen. Die fiir den Abbau der Nitroaromaten essentiellen Gene
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befinden sich in diesem Stamm auf einem etwa 65 kb grofien Plasmid (CHAUHAN & JAIN,
2000; CHAUHAN et al., 2000).

Die Degradation des Pestizides Carbaryl wird in Arthrobacter sp. RC100 durch zwei Plasmide
vermittelt. Wihrend Enzyme zur Umsetzung von Carbaryl zu 1-Naphthol durch das Plasmid
pRC1 kodiert werden, sind die Gene des Abbauweges von 1-Naphthol zu Gentisat auf dem
Plasmid pRC2 lokalisiert. Die vollstindige Mineralisation des Gentisat wird durch
chromosomal transkribierte Gene gewdahrleistet (HAYATSU et al., 1999).

Das 165 kb groBle, selbstransmissible Plasmid pAO1 ermdglicht es A. nicotinovorans, mit L-
Nikotin als einziger C- und N-Quelle zu wachsen (BRANDSCH & DECKER, 1984). Innerhalb
eines 27,7 kb langen Abschnitts des Plasmids wurden die Gene detektiert, die an der Umsetzung
des Substrates und an der Assemblierung der benétigten Enzyme beteiligt sind. Dieser so
genannte nic-Gencluster zeichnet sich durch einen auffillig geringen G + C-Gehalt innerhalb
des Plasmids aus, zudem wird er von einer potentiellen Transposase und einem IS-Element
flankiert (BAITSCH et al., 2001, IGLOI & BRANDSCH, 2003). Zwei der an der Nikotin-
Degradation beteiligten Enzyme, die Nikotin-Dehydrogenase und die Keton-Dehydrogenase,
gehdren wie die Qox aus A. ilicis Rii61la zu der Familie der molybdénhaltigen Hydroxylasen.
Gene fiir Enzyme, die zur Biosynthese des Molybdo-Pyranopterin-Cofaktors essentiell sind,
finden sich auf pAOl auf einem weiteren 41 Gene umfassenden hypothetischen Transposon.
Das Vorhandensein von Genen fiir potentielle Transposasen und deutliche Unterschiede im G +
C-Gehalt verschiedener Abschnitte des Plasmids, lassen den Schluss zu, dass der nic-Gencluster
und das DNA-Fragment, welches die Gene zur Biosynthese des Molybdo-Pyranopterin-
Cofaktors enthélt, durch Transpositionsereignsse in ein urspriinglich kleineres Plasmid

eingefiigt wurden.

1.2. Mononukleare Molybdoenzyme

Wihrend das Metall in der molybdinhaltigen Nitrogenase in einem multinuklearen MoFe;So-
Homocitrat-Cluster vorliegt (LAWSON & SMITH, 2002), sind mononukleare Molybdoenzyme
dadurch definiert, dass das Molybddnatom an einen oder zwei identische Pyranopterin-
Cofaktoren gebunden ist (HILLE, 2002). Der Begriff der ,,mononuklearen* Molybdoenzyme
soll in dieser Arbeit die CO-Dehydrogenase aus Oligotropha carboxidovorans mit einschlieBen,
obwohl dieses Enzym aufgrund neuer Daten beziiglich seines aktiven Zentrums einer neuen
Familie, den ,,binuklearen* Molybdoenzymen zugeordnet werden soll (GNIDA et al., 2003).

Mononukleare Molybdoenzyme sind sowohl in Eukaryoten als auch in Prokaryoten weit
verbreitet. In hoheren Pflanzen, Algen und Pilzen katalysiert z. B. die assimilatorische
Nitratreduktase die Reduktion von Nitrat zu Nitrit und ist damit essentiell fiir die Nutzung von
Nitrat als Stickstoffquelle in diesen Organismen. Bei S#ugern sind besonders die

Xanthindehydrogenase, welche die Umsetzung von Xanthin zu Harnsdure katalysiert, die
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Aldehyd-Oxidase, wichtig z. B. im Metabolismus verschiedener Neurotransmitter (TERAO ez
al., 1998), und die Sulfit-Oxidase von Bedeutung. Defekte in diesen Enzymen kénnen zu
schweren neurologischen Schiden fiihren (PAI & NISHINO, 2002). In Prokaryoten katalysieren
mononukleare Molybdoenzyme unter anderem den einleitenden Schritt in der Degradation
aromatischer Verbindungen oder in der Nutzung von CO als Kohlenstoffquelle bzw. als
Elektronendonor. Andere Enzyme sie sind in die finale Elektroneniibertragung in anaeroben
Atmungsprozessen involviert.

Ebenso divers wie die physiologischen Funktionen der Enzyme ist auch die
Untereinheitenarchitektur der mononuklearen Molybdoenzyme. Wiéhrend die Sulfit-Oxidase
und die assimilatorische Nitratreduktase aus einer Untereinheit bestehen, die meistens dupliziert
vorliegt, ist die Dimethylsulfoxid (DMSO)-Reduktase aus Rhodobacter capsulatus ein
monomeres Protein (SCHNEIDER e al., 1996). Viele Xanthin-Oxidasen (HILLE, 1996) und
auch die prokaryotischen Aldehyd-Oxidoreduktasen (ROMAO et al., 1995, REBELO et al.,
2000) zeigen ebenfalls eine o, Untereinheitenstruktur. Bei  prokaryotischen
Xanthindehydrogenasen wurden heterodimere Enzyme gefunden, bei denen die Untereinheiten
dupliziert (0,p,) (XIANG & EDMUNDSON, 1996) oder in vierfacher Ausfiihrung (o4f,)
(HETTRICH & LINGENS, 1991) vorliegen. Eine einfache heterodimere Struktur (aff) wurde
bei der Isochinolin-1-Oxidoreduktase aus Brevundimonas diminuta 7 detektiert (LEHMANN ez
al., 1994). Daneben ist eine ganze Reihe von Enzymen bekannt, die eine heterotrimere
Untereinheitenstruktur aufweisen. Auch hier findet man die Variationen eines einfachen (ofy)
(z. B. Nikotin-Dehydrogenase aus A. nicotinovorans pAO1 (GRETHER-BECK er al., 1994))
oder duplizierten (a,B5y,) (z. B. Chinolin-2-Oxidoreduktase (Qor) aus P. putida 86 (BAUDER
et al., 1990)) Vorkommens der einzelnen Untereinheiten.

Auf der Basis der katalysierten Reaktionen kénnen die Enzyme mit einigen Ausnahmen in zwei
Kategorien unterteilt werden: erstens solche, die eine oxidative Hydroxylierung katalysieren
und zweitens solche Enzyme, die ein Sauerstoffatom auf ein Substrat iibertragen oder davon
abstrahieren (HILLE, 1996; HILLE, 2002). Eine Besonderheit stellen die 4-Hydroxybenzoyl-
CoA-Reduktasen aus Thauera aromatica und Rhodopseudomonas palustris dar. Diese Enzyme
sind an der anaeroben Aromatendegradation beteiligt und katalysieren die reduktive Entfernung
einer Hydroxylgruppe von 4-Hydroxybenzoyl-CoA unter Bildung von Benzoyl-CoA und
Wasser. Der natiirliche Elektronendonor der Reaktion ist ein Ferredoxin (GIBSON et al., 1997;
BOLL et al., 2001).

Eine Klassifikation der mononuklearen Molybdoenzyme in drei Familien (molybdinhaltige
Hydroxylasen, eukaryotische Oxotransferasen und prokaryotische Oxotransferasen) wird jedoch
anhand der Strukturen der Molybdéinzentren vorgenommen. In allen Familien wird das
Molybdédn durch eine Dithiolen-Seitenkette des Pyranopterin-Cofaktors koordiniert (Abb. 2).

Wihrend der organische Cofaktor in eukaryotischen und einigen prokaryotischen Enzymen als
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Molybdo-Pyranopterin (MPT) vorliegt, wurden in vielen anderen prokaryotischen Enzymen
Dinukleotid-Formen des MPT entdeckt. Dabei sind die Nukleosid-Monophosphate AMP, CMP,
GMP, IMP oder Hypoxanthin-Monophosphat an die Phosphatgruppe des MPT gebunden
(FISCHER & NIETER BURGMEYER, 2002) (Abb. 2).

Bei den molybdinhaltigen Hydroxylasen koordiniert das Metall neben dem Pyranopterin-
Cofaktor in einer pyramidalen Anordnung einen Sauerstoff-, einen Sulfido- und einen Hydroxy-
(oder Wasser-) liganden (Abb. 2). Es besteht keine direkte Bindung zwischen dem Molybdin
und dem Protein, wobei die CO-Dehydrogenase mit einer Mo-S-Cu-S(Cys)-Briicke eine
einmalige Ausnahme darstellt (GNIDA et al., 2003; DOBBEK er al., 2002). Neben dem
Molybdédn enthalten molybdinhaltige Hydroxylasen weitere Redoxzentren; verschiedene
[2Fe2S]- und [4Fe4S]-Cluster und hiufig FAD (LOWE, 2002). Der organische Cofaktor liegt

bei Enzymen dieser Familie entweder als MPT oder in einer Dinukleotid-Form vor.
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Abb. 2
Der Molybdo-Pyranopterin-Cytosin-Dinukleotid-Cofaktor mit einem monooxo-monosulfido

Molybdénzentrum.

Das Zentrum der eukaryotischen Oxotransferasen unterscheidet sich von dem molybdéinhaltiger
Hydroxylasen durch die Art der Molybdinliganden. Neben den Dithiolen-Schwefelatomen des
MPT-Cofaktors ist ein Oxoligand und ein Hydroxyligand in der Struktur der Sulfit-Oxidase
detektiert worden (KISKER et al, 1997). Die fiinfte Bindung besteht in diesen Zentren
zwischen dem Metall und dem Schwefel eines Cysteinrestes des Proteins. Als zusitzliche
redoxaktive Zentren treten in dieser Familie 5-Typ Cytochrome und FAD auf (CANNONS et
al., 1993).

Das katalytische Zentrum der prokaryotischen Oxotransferasen enthilt zwei Aquivalente des
Pyranopterin-Cofaktors in einem so genannten Bis-Molybdo-Pyranopterin-Guanin-Dinukleotid
(MGD)-Cofaktor. Vier der Molybdédn-Bindungen werden durch die Dithiolen-Schwefel der

Pyranringe eingenommen, eine fiinfte ist mit einem Oxoliganden besetzt. Uber ein
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Sauerstoffatom der Seitenkette eines Serinrestes besteht bei den DMSO-Reduktasen eine
Verkniipfung mit dem Protein (SCHINDELIN et al., 1996; SCHNEIDER et al., 1996). Als
alternative Proteinliganden des Metalls finden sich ein Schwefelatom eines Cysteinrestes oder
das Selen eines Selenocysteinrestes in der dissimilatorischen Nitrat Reduktase aus Desulfovibrio
desulfuricans bzw. der Formiat-Dehydrogenase aus E. coli (FISCHER & NIETER
BURGMAYER, 2002). Bei der Arsenit-Oxidoreduktase aus Alcaligenes faecalis besteht keine
Bindung zum Protein; im reduzierten Enzym wurden nur fiinf Mo-Liganden detektiert (ELLIS
et al., 2001). Neben dem Molybdidnzentrum sind bei Enzymen dieser Familie unterschiedliche
FeS-Cluster und verschiedene Cytochrome als weitere Redoxzentren bekannt (HILLE, 2002).
Eine neue Familie von Enzymen, die einen Pyranopterin-Cofaktor enthalten, ist nach der
Wolfram-abhéngigen Aldehyd-Oxidoreduktase benannt. Bei Enzymen dieser Familie ist ein
Wolframatom anstelle des Mélybdéins im aktiven Zentrum zu finden. Sie katalysieren einen
Sauerstofftransfer bei gleichzeitiger Oxidation oder Reduktion des Substrats (ROY & ADAMS,
2002). Die Art der Pyranopterin-Cofaktoren ist innerhalb der Familie unterschiedlich. Wihrend
z. B. die Aldehyd-Ferredoxin-Oxidoreduktase aus Pyrococcus furiosus einen Pyranopterin-
Cofaktor enthdlt (CHAN et al., 1995), findet man in der Formiat-Dehydrogenase aus D. gigas
einen Bis-Pyranopterin-Guanin-Dinukleotid-Cofaktor (ALMENDRA et al., 1999).

1.3. Die Chinaldin-4-Oxidase

Die Chinaldin-4-Oxidase katalysiert die Hydroxylierung von Chinaldin zu 1H-4-Oxochinaldin
und leitet damit den Abbau des Chinaldins in A.ilicis Rii61a ein (Abb. 1). Das induzierbare
Enzym hat eine Molekularmasse von 340 kDa; unter denaturierenden Bedingungen konnten drei
Untereinheiten mit molekularen Massen von 82 kDa, 35 kDa und 22 kDa detektiert werden.
Daraus wurde fiir die Qox eine 0,B,y, Untereinheitenstruktur abgeleitet (DE BEYER &
LINGENS, 1993).

Pro mol Enzym wurde 1,6 mol Mo, 1,8 mol FAD, 7,6 mol Fe und 7,6 mol sdurelabiler Schwefel
gefunden. Diese Erkenntnisse, zusammen mit ESR-spektroskopischen Untersuchungen und dem
Vergleich von UV/Vis-Spektren der gereinigten Qox mit denen bekannter Molybdo-
Eisen/Schwefel-Flavoproteinen, fiihrten zu der Annahme, dass die Qox als Redoxzentren zwei
FAD-Cofaktoren, zwei mal zwei unterschiedliche [2Fe2S]-Zentren und zwei Molybdinatome,
welche in Pyranopterin-Cofaktoren inseriert sind, enthilt. Die Freisetzung von CMP aus der
Qox nach einer Sdurebehandlung fiihrte zu dem Schluss, dass der Pyranopterin-Cofaktor als
Molybdo-Pyranopterin-Cytosin-Dinukleotid (MCD)-Cofaktor vorliegt (DE BEYER &
LINGENS, 1993). Die Inhibition des Enzyms durch Cyanid ldsst darauf schlieBen, dass einer
der Mo-Liganden ein Schwefelatom ist. Cyanid ist ein charakteristischer Inhibitor fiir

molybdénhaltige Hydroxylasen, der durch Abstraktion des so genannten cyanolysierbaren
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Sulfidoliganden die Bildung der inaktiven ,desulfo“ Form des Enzyms herbeifiihrt
(GUTTERIDGE et al., 1978).

Der natiirliche Elektronenakzeptor der Qox ist molekularer Sauerstoff, aber auch andere
artifizielle Elektronenakzeptoren mit einem Standard-Redoxpotential von -8 mV oder hdher
kénnen von dem Enzym reduziert werden (STEPHAN er al., 1996). Wihrend andere
molybdidnhaltige Hydroxylasen, die N-Heteroaromaten als Substrate nutzen, die Hydroxylierung
des Kohlenstoffatoms, welches benachbart zum N-Heteroatom liegt, katalysieren (LEHMANN
et al., 1994; BLASE et al., 1996; FREUDENBERG et al., 1988), wird Chinaldin durch die Qox
in para-Stellung zu dem Stickstoffatom hydroxyliert. Neben Chinaldin kann die Qox eine Reihe
weiterer N-Heteroaromaten mit zum Teil hoheren Aktivitdten als Substrate nutzen (Tab.1)
(STEPHAN et al., 1996). Der nukleophile Angriff, der die Reaktion einleitet, kann bei
verschiedenen Substraten regiospezifisch entweder in para-, oder auch in ortho-Position zu dem
Heteroatom stattfinden. Dabei ist es irrelevant, ob die ortho-Position wie beim Chinaldin durch
einen Substituenten besetzt ist oder nicht; so wird z. B. auch Chinolin in para-Position zu 1H-4-

Oxochinolin hydroxyliert (Tab.1).

Tab. 1
N-Heterozyklische Substrate und Produkte der von der Chinaldin-4-Oxidase katalysierten
Reaktionen.

nach STEPHAN et al., 1996

Substrat Produkt relative Aktivitit [ %]
Chinaldin 1H-4-Oxochinaldin 100
Chinolin 1H-4-Oxochinolin 301
Chinazolin 3H-4-Oxochinazolin 208
8-Chlorchinaldin 1H-4-Ox0-8-Chlorchinaldin 746
2-Chlorchinolin 1H-4-Ox0-2-Chlorchinolin 515
8-Chlorchinolin 1H-4-Ox0-8-Chlorchinolin 169
Cinnolin 1H-4-Oxocinnolin 132
Isochinolin 2H-1-Oxoisochinolin 202
Phthalazin 2H-1-Oxophthalazin 58

Neben den heterozyklischen Substraten vermag die Qox auch verschiedene Aldehyde zu den
korrespondierenden Carbonséduren zu oxidieren. Bevorzugt werden aromatische Aldehyde wie
Benzaldehyd, Salicylaldehyd, Vanillin oder Zimtaldehyd als Substrate genutzt. Die Reaktion an
kurzkettigen, aliphatischen Aldehyden wird nicht katalysiert und auch gegeniiber Butyraldehyd
wurde nur geringe Aktivitit registriert (STEPHAN et al., 1996).
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1.4. Aufgabenstellung

Die Chinaldin-4-Oxidase stellt in Bezug auf die Flexibilitidt der Hydroxylierungsposition an
heteroaromatischen Substraten und durch die Féhigkeit, die Oxidation von Aldehyden zu
katalysieren, eine Besonderheit unter den molybdénhaltigen Hydroxylasen dar. Darum ist die
Untersuchung katalytisch relevanter und solcher Aminosdurereste, die sowohl am
Substratzugang zum katalytischen Zentrum als auch an der Substratpositionierung beteiligt sein
konnten, bei diesem Enzym von besonderem Interesse.

Obwohl aufgrund der Rontgenstrukturanalyse der Aldehyd-Oxidoreduktase aus D. gigas
(ROMAO et al., 1995), einer molybdidnhaligen Hydroxylase mit MCD-Cofaktor, die
Beteiligung bestimmter konservierter Aminosaurereste an der Substratbindung und der Katalyse
postuliert wurde, konnte bis heute nur fiir Xanthindehydrogenasen, die einen MPT-Cofaktor
enthalten, durch gerichteten Aminoséureaustausch die Relevanz einiger Aminosaurereste fiir die
Substratpositionierung bzw. den Elektronentransfer verifiziert werden (GLATIGNY et al,,
1998, HUGHES et al., 1992).

Eine Voraussetzung fiir die ortsspezifische Mutagenese ist jedoch die Verfiigbarkeit eines
Systems zur funktionellen, regulierten Expression der Enzym-kodierenden Gene. Wihrend die
Synthese aktiver Molybdoenzyme mit MPT- oder MGD-Cofaktor in Expressionssystemen mit
Escherichia coli als heterologem Wirtsstamm erfolgreich war (GARRETT &
RAJAGOPALAN, 1994, TEMPLE et al., 2000, POLLOCK & BARBER, 1997), erwies sich die
funktionelle Expression von Genen, die fiir molybdénhaltige Hydroxylasen mit MCD-Cofaktor
kodieren, bisher als schwierig. Versuche, die Gene der Chinolin-2-Oxidoreduktase (Qor) aus P.
putida 86 (BLASE et al., 1996) oder der CO-Dehydrogenase aus P. thermocarboxydovorans
(BLACK et al., 1990) funktionell in E. coli zu exprimieren, waren erfolglos. Die regulierte
Expression der gor-Gene und die Synthese vollstindig katalytisch aktiver Qor war erst vor
kurzem erfolgreich. Sie war nur in einem System méglich, bei dem die Gene in einen broad-
host-range Vektor kloniert wurden und dieses Konstrukt in einer P. putida 86-Mutante mit gor-
Deletion etabliert wurde (FRERICHS-DEEKEN et al., 2003).

Zur Herstellung eines Expressionssystems fiir die Qox sollten die gox-Gene auf dem Genom
von A. ilicis Rii61a identifiziert und in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert werden. Das
von einem heterologen Wirtsstamm synthetisierte Enzym sollte gereinigt und durch kinetische,
spektroskopische und biophysikalische Untersuchungen mit dem Wildtyp-Protein verglichen
werden.

Anhand der aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosduresequenz kdnnen eventuell nach
Vergleichen mit Sequenzen bekannter molybdénhaltiger Hydroxylasen potentiell katalytisch
relevante Aminosdurereste in der Qox-Sequenz identifiziert werden. Zur Bestdtigung der
vermuteten Beteiligung an der Katalyse oder an der Substratbindung sollten diese Reste durch

gerichtete Mutagenese ausgetauscht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Definitionen

Enzymaktivitdt (Unit):

Zur Bestimmung der Aktivitit kataboler Enzyme:
Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge, die bei 25 °C die Umsetzung von 1 pmol

Substrat bzw. die Bildung von 1 umol Produkt pro Minute katalysiert.

Fiir Restriktionsendonukleasen:
Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge, die bei den fiir das jeweilige Enzym

optimalen Bedingungen 1 pg A-Phagen-DNA in einer Stunde vollsténdig spaltet.

Fir Ligasen:
Eine Weiss Unit (1 WU) ist die Enzymmenge, die notwendig ist, um in 20 Minuten
1 nmol **P aus Pyrophosphat zu [y, B-*P]JATP bei 37 °C umzusetzen.

Fiir Polymerasen:
Eine Enzymeinheit (1 U) ist die Enzymmenge, die bei den fiir das Enzym optimalen
Bedingungen innerhalb von 30 Minuten 10 nmol dNTP in eine sdureunldsliche

Substanz iiberfiihrt.

Spezifische Aktivitit:

U/mg Protein

Der g-Wert charakterisiert die Lage eines Signals im ESR-Spektrum und ist ein MaB fiir
die GroBe der Aufspaltung der Energieniveaus im dufleren Magnetfeld. Er ergibt sich
aus der Resonanzbedingung, bei der die Frequenz des angelegten Magnetfeldes gleich
der Ubergangsfrequenz des Elektronenspins sein muss:

AE=h-v=g-ug-H
mit: AE: Energiedifferenz, die durch die Mikrowellen aufgebracht wird; h: Planck’sches
Wirkungsquantum; v: Frequenz der Mikrowellen; pp: Bohr’sches Magneton, H:

Feldstédrke des dufleren, homogenen Magnetfeldes.
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Dalton:
1 Da=1,66018x 10** g
Kilobasen(paare):

1 kb = 1000 Basen(paare)

2.2. Geriate

Chromatographie: Biologic HR System mit Workstation, AV7-3 Sample Inject Valve, SV5-4

Select Valve, SV3-2 Diverter Valve, UV- und Leifidhigkeitsdetektoren, Fraction Collector
Model 2128: Bio-Rad, Miinchen; UNO Q-1, Bio-Scale MT5 und MT10 Séaulen: Bio-Rad,
Miinchen; Hil.oad 26/60 Superdex 200 prep grade column, Pharmacia, Freiburg
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie: Bruker ESP300 Spektrometer, ESR900 Kryostat:
Bruker Analytik GmbH, Karlruhe; Stickstoff-Dewar

Elektrophorese: Agarosegel-Elektrophorese: Horizontalgelkammern: Bio-Rad, Miinchen;
Polyacrylamidgel-Elektrophorese: ~ Vertikalgelkammern:  Ift-Labortechnik, = Wasserburg;
Netzgerite: PowerPac PP3000: Biometra GmbH, Gottingen; PowerPac 300: Bio-Rad, Miinchen
Elektroporation:  Elektroporator 2510:  Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg;

Elektroporationskiivetten 2 mm: peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Fotodokumentation: Digitalkamera DC 120 Zoom: Kodak, New York/USA; Transilluminator
TFP-M/WL: Ift-Labortechnik, Wasserburg

HPLC: Waters 600, Controller 717, Autosampler 996, Photodioden-Array Detektor, Siule:
Lichrosorb C-RP-18, 5 pm PartikelgroBe, 4 X 250 mm

ICAP-ES: Thermo Jarrell-Ash Enviro 36 Inductively Coupled Argon Plasm (ICAP)

Inkubation: Tischschiittler Typ 3020: GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel,

Inkubationsschiittelmaschine Pilot Shake, B. Braun, Melsungen

PCR: T-Gradient: Biometra GmbH, Géttingen; Mastercycler gradient: Eppendorf AG, Hamburg
pH-Messgerit: pH 535 MultiCal®: WTW, Weilheim

Photometer: UV-160: Shimadzu Corporation, Kyoto/Japan; Pharmacia LKB Autofill III UV/Vis
Spectrophotometer: Pharmacia GmbH, Freiburg

Sterilbank: Holten Safe 2000: Heto-Holten AS, Allergd/Dianemark

Ultrafiltration: VIVASPIN 4 (MW 10000 Da): Vivascience Ltd., Stonehouse/England
Ultraschallbad: Branson Typ 5210: G. Heinemann, Schwiébisch Gmiind

Vakuumblotter: Vacu-Blot, Biometra GmbH, G&ttingen

Vakuumkonzentrator: Speed Vac® Plus SCI110A: Savant Global Medical Instruments,
Minnesota/USA

Vakuumpumpe: Vacuubrand MZ2C/2,4: Jiirgens Laborbedarf, Bremen

Waagen: Analysenwaage Sartorius 2462: Sartorius AG, Gottingen
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Wirmeschrank: Heraeus ET 504: Heraeus Instruments, Hanau

Wasseraufbereitungsanlage: ELGA STAT® UHQ PS: KSN Wassertechnik, Nistertal
Wasserbader: Typ 1002 und Typ 1089: GFL Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Zellaufschluss: Branson Ultraschall Desintegrator Sonifier 250: G. Heinemann, Schwibisch
Gmiind

Zentrifugen: Tischzentrifuge: 5417 C/R: Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg; Beckman
J2-21 M/E mit den Rotoren JA-10 und JA-20: Beckman Instruments, Miinchen; Kontron-
Kiihlzentrifuge Hermle ZK 400 mit dem Rotor A6-14: Hermle KG, Eichingen

2.3. Chemikalien, Enzyme, sonstige Materialien und Dienstleistungen

Aldrich, Steinheim: 4-Hydroxychinaldin, N-Acetylanthranilsidure, N-Laurylsarcosin

Bio-Rad, Miinchen: Acrylamid, Ammoniumperoxodisulfat, Bisacrylamid, TEMED
Biozym, Hessisch Oldendorf: Agarose large DNA Low Melt
Difco, Detroit/USA: Bacto Trypton, Bacto Hefeextrakt

Diagonal, Miinster: Filterpapier Whatman 3MM
Eppendorf, Hamburg: 0,2 ml diinnwandige PCR-Reaktionsgeféle, [PTG, X-Gal

Eurogentech, Seraing/Belgien: DNA-GroBenstandard Smart ladder
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm: Chinaldin, DTT, Diethylpyrocarbonat, EGTA, INT, Lysozym

(aus Hiithnereiweif}), 2-Methylbenzoat, Maleinsdure, Natriumbenzoat, Ribonuclease A

Interactiva, Ulm: 5'-Digoxigenin markierte Oligonukleotidsonde ,,b-DIG*

Macherey-Nagel GmbH, Diiren: NucleoSpin® 2 in 1 Kit, Nylonmembran Porablot NYplus, DC-
Kieselgel Platten Polygram® SIL/UV s,
MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth: Agarase, DNA-Grofenstandard A-DNA/HindIIl, PEG

8000, Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Polymerase, Tag-Polymerase

Merck-AG, Darmstadt: Anthranilsdure, Benzonase, Bromphenolblau, PMSF, Proteinase K,
RSA, SDS, Triton® X-100, Tween®20

MWG-Biotech, Ebersberg: PCR-Primer, Kommerzielle DNA-Sequenzierung

pegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen: E.Z.N.A.® Plasmid Mini Prep Kit I, peqGold Protein
Standard

Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg: DEAE-Sepharose CL-6B, Phenyl-Sepharose CL-
4B, PCR dNTP-Set

Promega Corporation, Madison/USA: Pfu-Polymerase
Qiagen GmbH, Hilden: QIAprep Spin Miniprep Kit (Puffer 1-3), QLAGEN Plasmid Midi Kit,
QIAGEN Genomic-tip system, Genomic DNA Buffer Set
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Roche Diagnostics, Mannheim: Alkalische Phosphatase aus Kilberdarm (CIP), Anti-DIG-AP
Fab Fragment, Blocking-Reagenz, DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Kit, DNA-
Packaging Extract, High Pure PCR Product Purification Kit, T4-DNA Ligase

Roth, Karlsruhe: Agar-Agar, Agarose, Ampicillin, BCIP, EDTA, Ethidiumbromid, Kanamycin,
NBT, Roti®-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Tris

Sartorius AG, Gottingen: Cellulose Acetat Filter (Porengréfe 0,2 pm und 0,45 pm)

Scharlau, Barcelona/Spanien: Glycin, Trichloressigsdure

Schleicher & Schiill, Dassel: OE66 Nitrocellulose-Membranfilter 0,2 pm

Serva Feinbiochemika, Heidelberg: Chloramphenicol, Coomassie Brilliant Blue G-250,

Gentamycin, Tetracyclin

Alle iibrigen Chemikalien wurden ebenfalls in der handelsiiblichen Form mit dem Reinheitsgrad

pro analysi verwendet.

2.4. Puffer und Losungen

Inkubationspuffer fiir Restriktionsendonukleasen, alkalische Phosphatase, Polymerasen und die
Ligase:
Es wurde der fiir das jeweilige Enzym von der Herstellerfirma bereitgestellte Puffer in

der empfohlenen Konzentration verwendet.

Alle Puffer wurden mit HyOgejon, hergestellt.
Puffer fiir die Agarosegel-Elektrophorese:
TBE-Puffer (10-fach): 0,89 M Tris
0,89 M Borsédure
0,02 M EDTA, pH 8,0

Probenpuffer (10-fach): 25 % (w/v) Saccharose
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 M EDTA, pH 8,0

Ethidiumbromidlésung: 0,5 pg/ml Ethidiumbromid in TBE (1-fach)
Puffer fiir die Polyacrylamidgel-Elektrophorese:
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Trenngelpuffer: 3,0 M Tris/HCI, pH 8,8
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nativer Tankpuffer (10-fach): 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
pH 8,3

SDS-Tankpuffer (10-fach): 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

pH 8,3
nativer Probenpuffer: gesittigte Bromphenolblau-Losung in HyOgejon,
SDS-Probenpuffer: 0,3M Tris

5 % (w/v) SDS
50 % (v/v) Glycerin
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
pH 6,8

SDS-DTT-Losung: 10 % (v/v) 1 M DTT (in HyOgejon)

90 % (v/v) SDS-Probenpuffer

Losungen fiir die Polyacrylamidgel-Fiarbung:

Farbelosung: 0,1 % (w/w) Coomassie Brilliant Blue R250

50 % (w/w) Trichloressigsdure
4959 % (W/W) H2OdeionA

Die Farbelosung wurde vor Gebrauch filtriert.
Entfarbel6sung: 30 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Eisessig

60 % (V/V) HZOdeion,

Puffer fiir die Proteinreinigung:

Puffer A: 100 mM Tris/HCI, pH 7,0
Puffer B: 50 mM Tris/HCI, pH 7,0
Puffer C: 50 mM Tris/HCI, pH 7,0

1M NaCl
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Puffer D: 100 mM Tris/HCI, pH 7,0
0,75 M (NH4),SO,4

Puffer E: 50 mM Tris/HCI, pH 7,0

0,25 M NaCl
Alle Puffer fiir die Chromatographie wurden vor Gebrauch durch Cellulose-Acetat
Filter (0,45 pm) filtriert und entgast.

Bradford-Reagenz (BRADFORD, 1976):
100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250
50 ml Ethanol (96 %ig)
100 ml Phosphorsaure (85 % (w/v))
850 ml HOgeion
Die Losung wurde filtriert und vor Licht geschiitzt bei 4°C gelagert.

Puffer fiir DNA-Analysen:
TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

Puffer und Losungen fiir Hybridisierungsexperimente:
SSC-Puffer (20-fach): 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

Maleinséurepuffer: 100 mM Maleinséure
150 mM NaCl
pH 7.5

Blocking-Losung (10-fach): 10 % (w/v) Blocking-Reagenz (Roche Diagnostics,
Mannheim) in Maleinsdurepuffer.

Die Blocking-Lésung wurde autoklaviert und bei -20°C gelagert.
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Priahybridisierungslosung: 5 X SSC-Puffer
1 x Blocking-Losung
0,1 % (w/v) N-Laurylsarcosin
0,02 % (w/v) SDS

Blockingpuffer: 10 % (v/v) Blocking-Losung in Maleinsdurepuffer
Waschpuffer: 0,3 % (v/v) Tween®20 in Maleinsiurepuffer
Detektionspuffer: 100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl

Denaturierungslosung: 0,5 N NaOH

1,5M NaCl
Neutralisierungslosung: 1M Tris/HCI, pH 7,5

1,5M NaCl

Stamml6sungen und Antibiotika:

BCIP: 50 mg/ml in 100 % (v/v) DMF

NBT: 50 mg/ml in 70 % (v/v) DMF in HyOgcion
IPTG: 200 mg/ml in HyOgejon,

X-Gal: 20 mg/ml in 100 % (v/v) DMF

Lysozym: 100 mg/ml in HyOgejon.

Proteinase K I: 2 mg/ml in HyOgejon,

Proteinase K II: 2 mg/ml in 2 X SSC

RNase A: 10 mg/ml in 10 mM Natriumacetat, pH 5,2

Die RNase A Losung wurde fiir 15 min auf 100°C erhitzt. Nach langsamen Abkiihlen
wurde 0,1 Volumen Tris/HCI-Puffer, pH 7,4 zugegeben.

Substratstammldsungen:
4-Hydroxychinaldin 750 mM in 50 % Isopropanol in HyOgeion.
N-Acetylanthranilsdure 750 mM in Ethanol
Anthranilsédure 750 mM in Ethanol

Catechol 750 mM in Hy;0Ogeion.
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Endkonzentration im Medium fiir:
Antibiotikum Stammlosung | Losungsmittel P. putida E. coli

KT2440
Ampicillin 100 mg/ml H3O4eion. 500 pg/ml 60 pg/ml
Chloramphenicol 50 mg/ml Ethanol (96 %ig) | 300 pg/ml 50 pg/ml
Gentamycin 10 mg/ml H>Oueion. 50 pg/ml 50 pg/ml
Kanamycin 50 mg/ml H304eion. 50 pg/ml 50 pg/ml
Tetracyclin 5 mg/ml Ethanol (96 %ig) | 10 pg/ml 10 pg/ml

Alle wissrigen Losungen wurden sterilfiltriert. Die BCIP- und NBT-Stammlosungen wurden
lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert. Alle iibrigen Stammlosungen wurden aliquotiert und bei -20°C

gelagert.

Laufmittel fiir die Diinnschichtchromatographie:
I: Toluol/1,4-Dioxan/Eisessig, 60/16/1,6 (v/v/v)

II: Chloroform/Aceton, 1/1 (v/v)

Weitere Puffer und Losungen sind bei der Beschreibung der einzelnen Methoden aufgefiihrt.
Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Standardmethoden, die nicht néher beschrieben

werden, wurden nach SAMBROOK et al., (1989) hergestellt.

2.5. Kulturmedien

LB-(Luria-Bertani-)Medium (SAMBROOK et al., 1989):

10,0 g Bacto Trypton
5,0 g Bacto Hefeextrakt
10,0 g NaCl
ad11,pH7,3

TB-(Terrific-Broth-) Medium (SAMBROOK et al., 1989):

12,0 g Bacto Trypton
24,0 g Bacto Hefeextrakt
4 ml Glycerin
ad 11
Direkt vor Gebrauch wurden 0,1 Volumen 1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,5) zugeben.
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Minimalmedium I: 1g K,HPO,
0,5g KH,PO,
0,2g MgSO,s x 7H,0
1g NaCl
0,1 g FeSO, x 7H,O
1 ml Spurenelementelosung
1 ml Molybdatlosung
ad11,pH 7,3

Spurenelementelsung: 0,5g H;BO;
0,04 g CuSO4 X 7H,0
0,2g FeCl; x 7H,O
0,4 g ZnSO4 X 7H,0
0,4 g MnSO4 X 7H,0
ad 11

Molybdatlésung: 10 g/l Na,MoO,4 X 7 H,O

Chinaldin-Minimalmedium (STEPHAN et al., 1996):.

Dem Minimalmedium I wurden nach dem Autoklavieren 0,5 ml/l Chinaldin insteril zugesetzt.

Succinat-Chinaldin-Minimalmedium:
Minimalmedium I mit: 8,1 g/l Natriumsuccinat X 6 H,O
1 g/l (NH4)2SO4
1 ml/l Vitaminlosung
Die Vitaminlosung wurde dem autoklavierten Medium steril zugesetzt. Chinaldin wurde

wihrend des Wachstums insteril zugegeben.

Vitaminlésung: 20 mg Biotin
200 mg Niacin
100 mg Thiamin

50 mg p-Aminobenzoesdure
100 mg Panthothenséure
100 mg Pyridoxal-5-Phosphat

20 mg Cyanocobalamin
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100 mg Riboflavin

10 mg Folsdure

ad 11

Die Vitaminl6sung wurde vor Gebrauch sterilfiltriert.

Benzoat-Minimalmedium:

E. coli-Minimalmedium:

433 ¢
2,65¢g
04¢g
lg
0,1g
lg
1,L15g
1 ml

02¢g
4g
525¢g
225¢g
2,7 mg
8¢

15 pg

15 pg
2ml

Na,HPO, x 2 H,0O
KH,PO,

MgSO, x 7 H,O
NaCl

FeSO, x 7H,0O
(NH4)>SO4
Natriumbenzoat
Molybdatlésung
ad 11,pH 7,3

MgSO, x 7 H,O
(NH4)2SO4
K,HPO,
KH,PO,

FeCl; x 6 H,O
Glukose
L-Prolin
L-Leucin
Vitaminlosung

ad 11, pH 7,4

Von L-Prolin und L-Leucin wurden Stammlésungen (5 mg/l) hergestellt und sterilfiltriert. Die

Aminoséduren und die Vitaminlosung wurden dem autoklavierten Medium steril zugegeben.

Alle Nidhrmedien wurden durch 20 miniitiges Autoklavieren bei 121°C sterilisiert. Zur

Herstellung fester Ndhrboden wurden 16 g/l Agar-Agar zugesetzt.
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2.6. Bakterienstimme

Arthrobacter ilicis Rii6la
(DEMBEK et al., 1989)

A. ilicis Ri6la, der aus Teerraffinerieabwissern isoliert wurde, ist fahig, auf Chinaldin als
einziger Kohlenstoff-, Stickstoff- und Energiequelle zu wachsen. Der Stamm wurde von Herrn
Dr. H. Hoke, Riitgerswerke AG, Castrop-Rauxel, isoliert und von der DSMZ (Braunschweig)

identifiziert.

E. coli HB101

(BOYER & ROULLAND-DUSSOIX, 1969)

Genotyp: F, 4(gpt-proA)62, leuB6, ginV44, ara-14, galK2, LacY1, A(mcrC-mrr), rpsL20 (Str"),
xyl-5, mtl-1, recA 13

E. coli HB101 wurde sowohl als Spender fiir das Cosmid pVK100 genutzt, als auch als

Empfénger der rekombinanten Cosmide zur Etablierung der Genbank von A. ilicis Rii61a.

E. coli XL 1-Blue MRF’

(JERPSETH et al., 1992)

Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
[F'proAB lacl"ZAM 15 Tnl0 (Tet")]

In E. coli XL1-Blue MRF’ wurde die angereicherte Genbank fiir die Chinaldin-4-Oxidase aus A.

ilicis Rii61a etabliert. Der Stamm diente aulerdem als Spender des Plasmids pUC18.

E. coli DHSaF’

(WOODCOCK et al., 1989)

Genotyp: F'/ endAl, hsdR17, (rxmg"), ginV44, thi-1, recAl, gyrA (Nal"), relAl, A(laclZYA-
argk), U169, deoR, (¢ 80dlacA(lacZ)M15)

E. coli DH5aF wurde als Wirtsstamm fiir alle rekombinanten pUC18 Plasmide und fiir die
Cosmide pVKS55/11 bzw. pVKS55/12 eingesetzt.

E. coli S17-1

(SIMON et al., 1983)

Genotyp: RP4-2 (Tc::Mu)(Km::Tn7): im Chromosom integriert, Tp', Sm', Pro, res’, mod

E. coli S17-1 wurde als Donorstamm sowohl fiir das unverdnderte Plasmid pSUP202, als auch

fiir rekombinante pSUP202 Plasmide in Konjugationsexperimenten verwandt.
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Pseudomonas putida KT2440
(BAGDASARIAN et al., 1981)

Genotyp: pWWO', r, m" (Spontane restriktionsdefiziente Mutante des Stammes P. putida mt-2).
P. putida KT2440 wurde als Wirtsstamm fiir das Plasmid pKP1 und fiir rekombinante Cosmide

eingesetzt. In diesem Stamm wurden die goxLMS-Gene heterolog expremiert.

2.7. Vektoren

2.7.1. Der Plasmidvektor pUC18
Der von VIEIRA & MESSING (1982) entwickelte 2686 bp grofe high-copy number Vektor

tragt ein ColE1-origin und vermittelt einem Wirtsstamm durch Expression des f-Lactamasegens
eine Ampicillinresistenz. Das Plasmid enthélt ein lacZ-Genfragment des lac-Operons
(lac’OPZ’). Die Expression des lacZ-Genfragmentes fiihrt zur Synthese der N-terminalen
Aminosiduren des a-Peptides der B-Galactosidase. Einige in der Molekularbiologie genutzte E.
coli Stamme enthalten ein mutiertes lac-Operon (A(lacZ)M15-Deletion), dessen Expression zur
Synthese inaktiver B-Galactosidase fiihrt. Dieses inaktive Enzym kann durch Expression des
lacZ-Fragmentes von pUC18 komplementiert werden. Nach Induktion mit Allolactose oder dem
Substratanalogon IPTG kann die Enzymaktivitit der f-Galactosidase mit Hilfe des Subsrates X-
Gal, welches unter Bildung des blauen 5-Brom-4-chlorindigos gespalten wird, colorimetrisch
nachgewiesen werden. Bei dem Plasmid pUCI18 ist eine multiple cloning site (MCS) in das
lacZ-Genfragment eingefiigt (NORRANDER et al., 1983). Insertion von DNA in die MCS fiihrt
dazu, dass von einem entsprechenden Wirtsstamm keine aktive B-Galactosidase synthetisiert

werden kann.

2.7.2. Der broad-host-range Expressionsvektor pJB653

Der 7041 bp groBle Vektor pJB653 (Abb. 3) wurde von BLATNY et al. (1997a, b) aus Teilen
des selbst-transmissiblen Plasmids RK2 und regulativen Elementen des TOL Plasmids pWWO
aus P. putida mt-2 konstruiert. Aus dem 60 kb grolen RK2 Plasmid der Inkompatibilititsgruppe
P1 (THOMAS, 1981) wurden der oriV (origin of replication) und das trfA Gen verwendet. Das
RK2-Replikon liegt in einer Anzahl von vier bis sieben Kopien pro Chromosomeniquivalent
vor, wobei das Genprodukt von f7fA einen Regulationsfaktor darstellt, der durch Bindung an
den oriV die Initiation und die Regulation der Replikation beeinflusst (DURLAND et al.,
1990). Die Transkription des #rfA Gens wird von dem Tn5-Promotor rneo initiiert. Funktionelle
RK2-Replikons wurden in einer groBen Anzahl Gram-negativer und einer Reihe Gram-positiver
Bakterien etabliert. Die Stabilitdt dieser Plasmide iiber ein weites Wirtsspektrum wird auf den

Einfluss der Operons parCBA und parDE zuriickgefiihrt, wobei die Bedeutung der einzelnen
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Operons von Wirt zu Wirt variiert (ROBERTS & HELINSKI, 1992; SIA et al., 1995). Der
Vektor pJB653 enthilt keines der beiden Operons; hier wurden jedoch auBerdem der oriT

(origin of transfer) und das f-Lactamasegen aus dem RK2 Plasmid {ibernommen.

Pstl, % Bl

Hindill_._

pJB653

iT B
_so00 7041 bps 2000 _ ot g

Nael™

trfA

4000 3000 Amp

Abb. 3 Der Expressionsvektor pJB653 (BLATNY et al., 1997a, b).

Elemente, die zur Regulation des inserierten Gens benétigt werden, entstammen dem TOL
Plasmid. Das konstitutiv von dem o'°-abhingigen Ps2 Promotor transkribierte xylS-Gen
(GALLEGOS et al., 1996) und der Pm Promotor, die in pJB653 Anwendung finden,
entstammen dem ,,meta-pathway*“-Operon des Toluatabbaus. Die Transkription eines inserierten
Gens wird durch Bindung eines aktiven XylS von dem ¢°*- bzw. 6**-abhiingigen (MARQUES et
al., 1999) Pm Promotor aus stimuliert. Die Generierung von aktivem XylS, das in vivo im
Gleichgewicht mit einer inaktiven Form vorliegt (bezogen auf die Fihigkeit der
Transkriptionsstimulation), kann durch Zugabe eines positiven Effektors, Benzoat oder
bestimmte substituierte Benzoatderivate (RAMOS et al., 1986; RAMOS et al., 1990), erreicht
werden.

Ein bidirektionaler Terminator stoppt die Transkriptionen, die an dem Pneo Promotor einerseits
und an dem Pm Promotor andererseits initiiert werden. Stromabwérts des Pm Promotors
befindet sich ein 277 bp langes Fragment des xy/X-Gens, welches auf dem Plasmid pWWO fiir
die Toluat-1,2-Dioxygenase codiert. Stromabwirts davon wurde durch gezielte Manipulationen

eine multiple cloning site generiert, in die das zu exprimierende Gen inseriert werden kann.

2.7.3. Der Cosmid-Vektor pvVK100

Die Replikationselemente (oriV und trfA/trfB) des von KNAUF & NESTER (1982)
konstruierten Cosmid-Vektors pVK100 entstammen dem RK2 Replikon (s. 2.7.2.). Das 23 kb

groe Cosmid ist nicht selbst-transmissibel. Es enthdlt zwei Gene, deren Genprodukte
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Resistenzen gegen Tetracyclin und Kanamycin vermitteln (Abb. 4). Restriktionsschnittstellen
innerhalb dieser Gene erlauben es, diese Resistenzauspragungen bei Klonierungen als

selektierbare Marker zu verwenden.

pVK100
23000 bps

15000

Byl Il
Bgl I

:EcoRI

Abb. 4 Der Cosmid-Vektor pVK100 (KNAUF & NESTER, 1982).

Eine aus dem Phagen-A stammende cos-Region erlaubt die Klonierung von DNA-Fragmenten
von bis zu 29 kb Lénge und eine Einbringung des rekombinanten Cosmids in einen Wirtsstamm

mit einem A-packaging System.

2.7.4. Der mobilisierbare Vektor pSUP202
Der Vektor pSUP202 wurde von SIMON ef al. (1983) zusammen mit dem Stamm E. coli S17-1

entwickelt, um tiber Konjugation fremde DNA in das Genom Gram-negativer Bakterien aufer
E. coli zu integrieren. Der Vektor, der als pBR325 Derivat ein ColE1-Replikon trigt, enthilt
auBerdem die mob-Region aus dem IncP1 Plasmid RP4 (BURKARDT et al., 1979). Diese mob-
Region enthilt einen oriT und Erkennungssequenzen fiir rrams-aktive Genprodukte der
Transfergene des RP4 Replikons (SAMUELS et al., 2000). Die benétigten tra-Gene wurden in
das Chromosom von E. coli S17-1 integriert (s. 2.6.), so dass pSUP202 von diesem Stamm aus
auf andere Stimme durch Konjugation iibertragen werden kann, sich dort (auBler in E. coli) aber
nicht repliziert.

Das ca. 8 kb groBe Plasmid enthdlt zudem Resistenzdeterminanten fiir Ampicillin,
Chloramphenicol und Tetracyclin (Abb. 5), die durch singuldre Schnittstellen auch als

selektierbare Marker verwandt werden konnen.
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pSUP202 .BamHI

8000 bps 200 TC

Sall

Abb. 5 Der mobilisierbare Vektor pSUP202 (SIMON et al., 1983).

2.7.5. Der mobilisierbare Vektor pSUPaacC1

Da fiir Konjugationsexperimente zur Disruption der offenen Leserahmen 4 und 7 auf dem
Cosmid pVKS55B/5 der Tetracyclinresistenzmarker des Plasmids pSUP202 (Abb. 5)
unerwiinscht war, wurde das fer-Gen durch Insertion eines aacCI-Gens (Gentamycinresistenz)

in die HindIII-Schnittstelle unterbrochen.

2.7.6. Das Plasmid pBG2b

Das Plasmid pBG2b wurde durch Insertion der Gene der Chinolin-2-Oxidoreduktase plus
flankierender Bereiche in den Vektor pUC18 konstruiert. Die gorMSL-Gene wurden durch die
Kanamycin-Resistenzkassette nptll ersetzt (FRERICHS-DEEKEN et al., 2003). Plasmid-DNA
von pBG2b diente als Matrize zur Amplifikation der nptll-Kassette mittels PCR.

2.7.7. Das Plasmid R202

Das Plasmid R202 (W. Klipp, Universitit Bochum) tragt Gene, die Resistenzen gegen
Chloramphenicol, Kanamycin und Gentamycin vermitteln. DNA von R202 wurde als Matrize

zur PCR-Amplifikation der Gentamycin-Resistenzkassette aacCl genutzt.
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2.8. Kultivierung der Bakterienstimme und Stammhaltung

2.8.1. Ziichtung von A. ilicis Rii61a zur Induktion der Qox-Synthese

A. ilicis Rii61a wurde in Chinaldin-Minimalmedium (2.5.) bei 30°C aerob unter Schiitteln (110
Upm) inkubiert. Der Chinaldin-Verbrauch wurde spektrophotometrisch im Kulturiiberstand
beobachtet; wenn das Substrat vollstindig abgebaut war, wurde erneut Chinaldin (0,5 ml/l)
zugesetzt. Der Stamm wurde wochentlich in frisches Chinaldin-Minimalmedium tiberimpft.

So geziichtete Zellen wurden zum Nachweis der Qox-Aktivitdt im Wildtyp und zur Isolierung

genomischer DNA verwandt.

2.8.2. Ziichtung von P. putida KT2440 mit rekombinanten pVK100-Cosmiden zum

Nachweis der cometabolischen Chinaldin-Degradation

Die P. putida KT2440 pVK-Klone wurden in Succinat-Chinaldin-Minimalmedium (2.5.) mit
den entsprechenden Antibiotika bei 30°C aerob unter Schiitteln (110 Upm) inkubiert. Kulturen
von 500 ml wurden mit 50 ml Ubernacht-Vorkulturen inokuliert. Zur Induktion der Expression
der gox-Gene wurde den Hauptkulturen 0,1 ml/l Chinaldin zugesetzt, nachdem die Zelldichte
(ODgoonm) um 0,6-0,8 angestiegen war. Weiteres Wachstum wurde photometrisch iiber die
Anderung der ODgoonm verfolgt; der Abbau des Chinaldins wurde spektrophotometrisch im
abzentrifugierten Kulturiiberstand beobachtet. Die erhaltenen Spektren wurden mit denen von
originalen Referenzsubstanzen (2.4.) verglichen. Als Referenzen wurden bekannte
Abbauprodukte des Anthranilatwegs von A. ilicis Rii6la (4-Hydroxychinaldin, N-
Acetylanthranilat, Anthranilat, Catechol) eingesetzt (HUND et al., 1990).

Zur Gewinnung von Zellmasse wurden die Klone mehrfach mit jeweils 30 mM Succinat
nachgefiittert und es wurde nach sichtbarem Abbau des Chinaldins erneut Chinaldin zugesetzt.
Die Zellen wurden bei einer ODggonm von ca. 2,5-3 durch Zentrifugation (4°C, 5000 X g)
geerntet.

Zur Untersuchung der konstitutiven Qox-Synthese wurden P. putida KT2440 pVK-Klone in
Succinat-Chinaldin-Minimalmedium ohne Zusatz von Chinaldin bis zu einer ODggp,m vON ca.
2,5-3 geziichtet und geerntet.

Zur Kontrolle, ob P. putida KT2440 pVK100 ohne inserierte, fremde DNA in der Lage ist,
Chinaldin oder eines der Abbaufolgeprodukte (HUND et al., 1990) umzusetzen, wurden den
wachsenden Kulturen die Substrate in einer Konzentration von 7,5 mM (Chinaldin 0,8 mM)
zugesetzt. Mogliche Umsetzung der Substanzen wurde im Spektrum des Kulturiiberstandes

verfolgt.
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2.8.2.1. Diinnschichtchromatographischer Nachweis von Umsetzungsprodukten

Um Produkte der cometabolischen Umsetzung von Chinaldin im Kulturiiberstand von P. putida
KT2440 pVKS5B/5 bzw. Derivaten nachzuweisen, wurden wihrend des Wachstums in
geeigneten Zeitintervallen 1 ml Proben entnommen und abzentrifugiert (2 min, 20000 X g, 4
°C), der Kulturiiberstand wurde mit einem Tropfen konzentrierter Salzsdure angeséuert. Die
protonierten Substanzen gingen durch Ausschiitteln mit 100 pl Essigsdureethylester von der
wissrigen Phase in die Losungsmittelphase iiber. Das Chromatogramm wurde auf
Kieselgelplatten mit UV-Indikator in Laufmittel I oder II (2.4.) entwickelt. Unter UV-Licht (254

nm) konnten die aufgetrennten Substanzen sichtbar gemacht werden.

2.8.3. Ziichtung von E. coli HB101 pVKS55B/5 zur Induktion der Expression der
qoxLMS-Gene

E. coli HB101 pVKS55B/5 wurde in E. coli-Minimalmedium mit Tetracyclin bei 37°C aerob
unter Schiitteln bis zu einer ODgyonm von 1 kultiviert und dann mit 0,1 ml/l Chinaldin induziert.
Das Wachstum wurde tiber die Anderung der ODggonm photometrisch verfolgt, der Abbau des
Chinaldins im UV/Vis-Spektrum des abzentrifugierten Kulturiiberstand sichtbar gemacht. Bei
einer ODggonm von ca. 2 wurden die Zellen durch Zentrifugation (4°C, 5000 X g, 20 min)
geerntet. Zum direkten Vergleich wurde P. putida KT2440 pVKSS5B/S unter denselben
Bedingungen geziichtet.

2.8.4. Ziichtung von P. putida KT2440 pKP1 zum Nachweis cometabolischer Chinaldin-

Umsetzung und zur Synthese aktiver Qox

Zum Nachweis der cometabolischen Chinaldin-Umsetzung wurden P. putida KT2440 pKP1
Klone in Benzoat-Minimalmedium (2.5.) bei 30°C aerob in 500 ml Kulturen geziichtet, die mit
50 ml Vorkulturen angeimpft wurden. Bei einer ODgponm von 0,8 wurde 2 mM 2-Methylbenzoat
als zusitzlicher XylS-Induktor (vergl. 2.7.2. und 4.3.3.) zugesetzt, und bei einer ODgynr,, Von 1,2
wurde 0,1 ml/l Chinaldin in die Kultur gegeben. Die Umsetzung des Chinaldins wurde
spektrophotometrisch im Kulturiiberstand verfolgt. Benzoat (8 mM) wurde mehrmals als
Wachstumssubstrat nachgefiittert.

Die Chinaldinkonzentration im Kulturiiberstand wurde wie bei STEPHAN (1993) beschrieben
errechnet.

Zur XylS-induzierten Synthese aktiver Qox wurden die Zellen wie oben beschrieben in 500 ml
Benzoat-Minimalmedium jedoch ohne Zusatz von Chinaldin bis zu einer ODggo,m von 3
geziichtet und durch Zentrifugieren geerntet (4 °C, 5000 X g, 20 min).

Zur Gewinnung von grofleren Mengen Zellmasse erfolgte die Ziichtung von P. putida KT2440

pKP1/1II in 4 1 Glasfermentoren. Die Zellen wurden in zwei aufeinander folgenden Vorkulturen
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(100 ml und 500 ml) angeziichtet; die zweite Vorkultur diente bei einer ODggo,m von ca. 3 dazu,
3,5 1 Medium in dem Fermentor anzuimpfen. Der Verbrauch des Substrates Benzoat wurde im
Kulturiiberstand spektrophotometrisch verfolgt (FRERICHS-DEEKEN, 2000). Bei Bedarf
wurde mit 8 mM Benzoat nachgefiittert. Wenn die Kulturen eine ODgonm von 1,5 erreicht
hatten, wurde die Expression der gox-Gene zusitzlich durch die Zugabe von 2 mM 2-
Methylbenzoat induziert. Nach ca. 12 h Inkubationsdauer wurden die Kulturen bei einer
ODg¢ponm von 3,5—4 durch Zentrifugation bei 4°C und 5000 X g geerntet und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.8.5. Stammbhaltung

A. ilicis Ri6la wurde in fliissigem Chinaldin-Minimalmedium kultiviert (2.8.1.) sowie auf
festem Chinaldin-Minimalmedium angezogen. Nach einer Bebriitungsdauer von 3-4 Tagen bei
30°C wurden die Platten bei 4°C gelagert.

P. putida KT2440-Klone wurden auf festem LB-Selektionsmedium mit den entsprechenden
Antibiotika ausgestrichen und bei 30°C inkubiert. E. coli-Klone wurden den Resistenzen
verleihenden Plasmiden entsprechend auf LB-Selektionsplatten bei 37°C inkubiert. Alle
Stammbhaltungsplatten wurden vier Wochen bei 4°C gelagert, bevor sie erneut iiberimpft
wurden.

Zur dauerhaften Konservierung aller Wildtyp-Stdmme und Klone wurden Ubernachtkulturen in
den entsprechenden Medien angelegt. Nach dem Abzentrifugieren von jeweils 2 ml der
Kulturen wurden die Zellpellets in 200 pl LB-Medium plus 200 pl einer sterilen Glycerinlésung
(65 % (v/v) Glycerin, 0,1 M MgSO,, 25 mM Tris/HCI, pH 8) resuspendiert und bei -80°C

eingefroren.

2.9. Isolierung genomischer DNA

2.9.1. Isolierung genomischer DNA aus A. ilicis Rii61a mit QIAGEN Genomic-tip 20/G

Zur Erstellung einer Genbank wurde genomische DNA aus A. ilicis Rii61a iiber Sdulen der
Firma QIAGEN gereinigt. Das Prinzip der Reinigung besteht aus der selektiven Bindung der
DNA in einem Puffer niedriger Salzkonzentration an eine Anionen-Austauschmatrix, wihrend
z. B. Proteine oder RNA nicht gebunden werden. In einem Waschschritt mit einem Puffer
mittlerer Salzkonzentration und geringer Ethanolkonzentration werden schwach gebundene
Verunreinigungen von der Sdule entfernt, wihrend die DNA in einem letzten Schritt mit einem
Puffer hoher Salzkonzentration von der Siule eluiert wird (QIAGEN, 1999). Alle hier
verwendeten Puffer und Losungen entstammten dem ,,Genomic DNA Buffer Set” (QIAGEN).

Zur Verbesserung der Ausbeute wurde das vom Hersteller vorgegebene Protokoll variiert.
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Verwendete Losungen:

Bl 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 50 mM EDTA

B2 3 M Guanidin-HCI; 20% Tween®20

QBT 50 mM MOPS, pH 7,0; 750 mM NaCl

QC 50 mM MOPS, pH 7,0; 1 M NaCl

QF 50 mM Tris/HCI, pH 8,5; 1,25 M NaCl

A. ilicis Rii61la wurde zur Gewinnung genomischer DNA nach 2.8.1. geziichtet. Drei Milliliter
einer drei Tage alten Kultur wurden fiir 5 min bei RT zentrifugiert (5000 X g); das Zellpellet
wurde in 1 ml Puffer B1 (mit 200 pg/ml RNase A) resuspendiert. Nach Zugabe von 20 pl
Lysozym-Stammlosung (100 mg/ml) und 45 pl Pronase-Stammlosung (20 mg/ml) folgte eine
zweieinhalbstiindige Zellwandlyse bei 37°C. Anschlieend wurden 350 pl Losung B2 zugesetzt
und es wurde mehrere Male vorsichtig durch Invertieren des Gefdles gemischt. Wihrend einer
einstiindigen Inkubation bei 50°C wurden Proteine vollstindig denaturiert. Das Lysat wurde fiir
10 min bei 5000 X g und 4°C zentrifugiert, der Uberstand mit einer Aquivalenten Menge Puffer
QBT verdiinnt und auf eine mit Puffer QBT &4quilibrierte Anionen-Austauschsédule gegeben. Die
Saule wurde zwei Mal mit 3 ml Puffer QC gewaschen, um im letzten Schritt die genomische
DNA mit zwei Mal 1 ml Puffer QF von der Siule zu eluieren.

Die DNA wurde mit einer Isopropanol Fillung prizipitiert (2.11.1.) und in TE-Puffer

resuspendiert.

2.9.2. Isolierung genomischer DNA aus A. ilicis Rii61a nach HOPWOOD et al. (1985)
Nach HOPWOOD et al. (1985) isolierte genomische DNA wurde fiir Hybridisierungs-

experimente und zur Erstellung einer angereicherten Genbank eingesetzt. Diese Methode wurde
zur Isolierung genomischer DNA aus Streptomyceten entwickelt, hat sich jedoch auch bei A.
ilicis Rii61a bewihrt.

50 ml einer drei Tage alten nach 2.8.1. geziichteten A. ilicis Rii61a Kultur wurden bei 4°C fiir
10 min (5000 X g) abzentrifugiert und in 25 ml sterilem HyOg4eion, gewaschen. Die Zellen
wurden in 5 ml TE-Puffer, der 2 mg/ml Lysozym enthielt, resuspendiert und wihrend einer
60miniitigen Inkubation bei 30°C lysiert. Zum Nachweis der Lyse wurde ein Tropfen der
Suspension mit einem Tropfen 10 %igem (w/v) SDS gemischt; die Lyse war vollstindig, wenn
sich die vorher triibe Suspension aufklédrte. Nach Zugabe von 1,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8) und
130 pl Proteinase K-Stammlosung I (2.4.) wurde fiir 10 min bei 37°C inkubiert; nach Zugabe
von 700 pl 10 %igem SDS erfolgte die Inkubation fiir weitere 2 h bei gleicher Temperatur. Es
wurde in regelmifBigen Abstinden vorsichtig durch Invertieren gemischt. Die Abtrennung der
Proteinfraktion erfolgte durch eine Extraktion mit Phenol (2.12.). Die DNA in der wéssrigen
Phase wurde mittels Isopropanolfillung (2.11.1.) entsalzen und aufkonzentriert. Die in 1 ml TE-

Puffer resuspendierte DNA wurden dann 1 h bei 37°C mit RNase A (40 pg/ml) behandelt. Zur
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Inaktivierung und Entfernung des Enzyms wurde eine Phenolextraktion (2.12.) mit
nachfolgender Isopropanolfillung (2.11.1.) durchgefiihrt. Die genomische DNA wurde in 0,5 ml
TE-Puffer resupendiert und bei -20°C gelagert.

2.9.3. Isolierung genomischer DNA aus E. coli

Die in Hybridisierungsexperimenten benotigte genomische DNA aus E. coli-Stimmen wurde
nach DAVIS er al. (1980) isoliert.

1 ml einer LB-Ubernachtkultur (2.5.) des entsprechenden E. coli-Stammes wurde bei 4°C fiir 5
min abzentrifugiert (11000 X g) und in 0,5 ml sterilem H,Ogqeion. geWaschen. Nach Entfernen
des Uberstandes wurde das Zellpellet in 0,5 ml frisch angesetzter Lysozym-Losung (50 mM
Tris/HCI (pH 8,5), 50 mM EDTA, 50 % (w/v) Saccharose, 1 mg/ml Lysozym) resuspendiert
und 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 1 pl Diethylpyrocarbonat (DNase Inhibitor) und
10 pl 10 %igem SDS wurde fiir 5 min bei 70°C inkubiert. Durch Zugabe von 50 pul 5 M
Kaliumacetat, griindlicher Durchmischung und einer Inkubation auf Eis (30 min) wurden die
Protein-SDS-Komplexe ausgefillt und in einer anschlieBenden Zentrifugation (30 min, 11000 X
g, 4°C) sedimentiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde in ein neues GefiB iiberfiihrt und
mittels Isopropanolfidllung (2.11.1.) prazipitiert. Die genomische DNA wurde in 50 pl TE-
Puffer mit 10 pg/ml RNase A resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.10. Isolierung von Plasmid-DNA

2.10.1. QIAGEN Plasmid Midi Kit

Um Plasmide bzw. Cosmide im gréferen Maf3stab zu préparieren, wurde das QIAGEN Plasmid
Midi Kit verwendet. Die Gewinnung reiner Plasmid-DNA beruht dabei auf der Abtrennung der
genomischen DNA aufgrund deren Prizipitation mit gebundenen Zellwandkomplexen und der
selektiven Bindung von Plasmid-DNA an eine Anionen-Austauschmatrix unter niedrigen
Salzkonzentrationen (QIAGEN, 1997). Alle verwendeten Puffer wurden dem Kit entnommen.
10 ml LB-Selektionsmedium (2.4.) wurden mit einer Kolonie des entsprechenden E. coli-
Stammes inokuliert. Nach achtstiindiger Inkubation bei 37°C wurden 0,2 ml der Zellsuspension
in 100 ml frisches LB-Selektionsmedium iiberfiihrt; es wurde iiber Nacht bei 37°C unter
Schiitteln inkubiert.

Die Plasmidpriparation erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Die von den Siulen
eluierte DNA wurde mittels Isopropanolfillung (2.11.1.) entsalzen und aufkonzentriert, um in

0,2-0,5 ml TE-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert zu werden.
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2.10.2. E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I

Diese Methode der Plasmidreinigung beruht auf einer modifizierten alkalischen Lyse
(BIRNBOIM & DOLY, 1979) und einer selektiven Bindung der Plasmid-DNA an eine
Silicamembran. Die Préaparation wurde entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.

Zur Priparation von high-copy number Plasmiden wurden 1,5-3 ml einer 10 ml Ubernachtkultur
des entsprechenden Bakterienstammes eingesetzt, zur Pridparation von low-copy number
Plasmiden 8 ml. Die Plasmid-DNA wurde mit 10 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8) oder sterilem

H,04deion., wenn die DNA fiir Sequenzierungen genutzt werden sollte, von den Siulen eluiert.

2.10.3. Isolierung von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

Zur Analyse von Transformanten wurde deren Plasmid-DNA durch alkalische Lyse isoliert.
Verwandte Losungen:

P1 50 mM Tris/Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA

P2 200 mM NaOH, 1% SDS

P3 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

1,5 ml Zellensuspension einer 10 ml Ubernachtkultur des entsprechenden Bakterienstammes in
LB-Selektionsmedium wurden nach dem Sedimentieren (RT, 10000 X g, 10 min) in 250 pl
Puffer P1 resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 250 ul Lésung P2 und
kurze Inkubation bei RT. Proteine und andere Kontaminationen wurden durch Zugabe von 350
ul Losung P3 prizipitiert. Der DNA-haltige, klare Uberstand der nachfolgenden Zentrifugation
(4°C, 11000 x g, 10-15 min) wurde in ein sauberes Gefil iiberfiihrt und einer
Isopropanolfillung (2.11.1.) unterzogen. Die Plasmid-DNA wurde in 40-50 pl 10 mM Tris/HCI-
Puffer (pH 8) resuspendiert. Sollten DNA-Fragmente nachgewiesen werden, die kleiner als 1,5
kb grol waren, wurden der DNA-L6sung 0,2 pl einer RNase A-Stamml6sung (2.4.) zugesetzt.

2.11. Prizipitation von DNA

Nukleinséduren bilden in Gegenwart von monovalenten Kationen und Alkoholen ein unlésliches
Prazipitat. Durch Zentrifugation kann dieser Niederschlag sedimentiert werden, die

Nukleinsduren werden so aufkonzentriert und von Salzen gereinigt.

2.11.1. Isopropanolfillung

Die Isopropanolfillung mit Natriumacetat wurde bis auf wenige Ausnahmen (s. u.) fiir alle
Anwendungen eingesetzt.
Die DNA-haltige Losung wurde mit 3 M Natriumacetat (pH 5,2) angesalzen (Endkonzentration

0,3 M) und mit 0,8-1 Volumen Isopropanol versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurde der
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Ansatz fiir 30 min bei RT inkubiert, worauf eine Zentrifugation fiir 30 min bei 11°C (20000 X
g) folgte. Der Uberstand wurde vollstindig entfernt und das DNA-Pellet wurde mit eiskaltem,
70 %igem Ethanol gespiilt. Nach erneuter Zentrifugation (15 min, 20000 X g, 4°C) und
Entfernung des Uberstandes wurde die DNA im Vakuum getrocknet. AnschlieBend konnte die
DNA in einem addquaten Volumen 10 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8) oder H;Ogueion.

aufgenommen werden.

2.11.2. Ethanolfillung

Sollten geringe Mengen an DNA konzentriert werden, so wurden der DNA-L&sung 2,5
Volumina eiskaltes, 96 %iges Ethanol zugesetzt. Als prizipitierendes Salz wurde entweder
Natriumacetat (Endkonzentration 0,3 M) oder LiCl (Endkonzentration 0,8 M) verwandt. LiCl
16st sich besser in Ethanol als andere Salze, so dass die aufkonzentrierte DNA weniger Salz
enthdlt (SAMBROOK et al., 1989). AuBerdem wurde dem Ansatz 1 pl Glycogen (20 mg/ml)
zugesetzt, bevor er fiir 30 min bei -80°C inkubiert wurde. AnschlieBend folgte eine
Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C und 20000 X g. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %igem,
eiskaltem Ethanol gewaschen und unter Vakuum getrocknet, um dann in 10 mM Tris/HCI-
Puffer (pH 8) oder HyOygeion, aufgenommen zu werden.

Aus low melt-Agarosegelen extrahierte groe DNA-Fragmente (2.19.2.) wurden in Gegenwart
von Ammoniumsulfat (Endkonzentration 2,5 M) prizipitiert, da Oligosaccharide, die nach einer
Agarasebehandlung noch in dem Ansatz vorhanden waren, in Anwesenheit von
Ammoniumsulfat nicht koprézipitieren. Dem Ansatz wurden neben dem Salz 2,5 Volumina
eiskaltes, 96 %iges Ethanol zugesetzt. Es folgte eine 3Ominiitige Inkubation bei 4°C,
Zentrifugation (30 min, 20000 X g, 4°C), Waschen der DNA in 70 %igem Ethanol und
Trocknen der DNA unter Vakuum.

2.12. Deproteinisierung von DNA-Losungen mittels Phenol-Chloroform

Extraktion

Aufgrund der denaturierenden Wirkung von organischen Losungsmitteln auf Proteine kénnen
DNA-haltige Losungen durch Extraktion mit einer Mischung aus
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  (25/24/1; v/v/v) von Proteinkontaminationen befreit
werden.

Der DNA-haltigen Losung wurde ein dquivalentes Volumen der
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Mischung zugesetzt und es wurde geschiittelt, bis sich eine
Emulsion ausgebildete. Zur Trennung der Phasen erfolgte eine Zentrifugation bei RT und 6000
X g fir 5 min. Die denaturierten Proteine befanden sich in der Interphase zwischen der

organischen Phase und der DNA enthaltenen, wissrigen Phase. Letztere wurde vorsichtig in ein
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neues Gefdf tiberfiihrt und erneut mit dem Losungsmittelgemisch extrahiert. Dieses wurde so
lange wiederholt, bis keine Interphase mehr sichtbar war. Danach wurde die DNA-haltige Phase
zwel Mal mit dquivalenten Volumina Chloroform extrahiert, um Phenolriickstinde aus der
DNA-Priparation zu beseitigen. Um die DNA von allen organischen Losungsmitteln zu
reinigen und um die DNA-Konzentration zu erhéhen, wurde eine Isopropanolfillung (2.11.1.)

angeschlossen.

2.13. Bestimmung der DNA-Reinheit und —-Konzentration

Die Konzentration genomischer DNA wurde nach der Priparation spektrophotometrisch bei
einer Wellenlénge von 260 nm bestimmt. Eine Absorption von 1 entspricht dabei einer DNA-
Konzentration von 50 pg dsDNA/ml (SAMBROOK et al., 1989). Die Reinheit der Praparation
wurde tiber den Quotienten Ajsonm/ Azsonm bestimmt. Bei reinen DNA-Ldsungen liegt dieser Wert
zwischen 1,8 und 2,0, wihrend Verunreinigungen durch Proteine oder Phenol den Quotienten
erniedrigen.

Zur Bestimmung der Konzentration von Plasmid-DNA und kleineren DNA-Fragmenten wurden
diese mittels Agarosegelelektrophorese (2.18.) aufgetrennt, wobei Plasmide zuvor durch
Restriktion (2.14.) in die lineare Form gebracht wurden. Ein Vergleich der durch das
Ethidiumbromid hervorgerufenen Fluoreszenzintensivitit dieser Banden mit einem

quantifizierbaren Grofenstandard (2.3.) ermoglichte das Abschédtzen der DNA-Konzentration.

2.14. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Erfolgt die Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen in doppelstrangiger DNA durch
Restriktionsendonukleasen symmetrisch innerhalb der Sequenz, entstehen ,glatte Enden®,
erfolgt sie asymmetrisch, entstehen entweder 5'-liberhédngende oder 3'-iiberhingende Enden, die
als ,.kohisive Enden‘ bezeichnet werden.

Zur Analyse rekombinanter Plasmide wurden ca. 0,5 pg nach 2.10.3. isolierter DNA eingesetzt.
Diese wurde in einem Ansatz von 10-15 pl mit einem vom Enzymhersteller mitgelieferten
Inkubationspuffer (Endkonzentration wie vom Hersteller empfohlen) gemischt und durch 1 U
Restriktionsenzym pro 1 ug DNA in einer einstiindigen Inkubation gespalten. Die optimale
Inkubationstemperatur variierte abhéngig vom verwendeten Enzym zwischen 30°C und 37°C.
Zur Inaktivierung des Restriktionsenzyms wurden die Ansétze fiir 20 min auf 65°C bzw. 80°C
(je nach Enzym) erhitzt.

Restriktionsansitze zur Priaparation von DNA-Fragmenten fiir nachfolgende Klonierungen oder
zur vollstdndigen Restriktion genomischer DNA enthielten bei einem Volumen von 50-100 pl
2-5 ug DNA. Neben dem Inkubationspuffer wurden 2 U Restriktionsenzym pro 1 pg DNA

zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir mindestens 3 h oder iiber Nacht bei entsprechender
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Temperatur. Vor einer weiteren Verwendung der DNA wurde das Restriktionsenzym
hitzeinaktiviert.

Wurde ein DNA-Fragment mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen behandelt, die nicht
in demselben Inkubationspuffer aktiv sind, wurde erst mit einem Enzym geschnitten, dieses
inaktiviert, und der Reaktionsansatz wurde mittels einer Isopropanolfillung (2.11.1.) von den
Salzen des Inkubationspuffers gereinigt. Nach Resuspension der DNA in HyOygeion, Wurde dann

das zweite Restriktionsenzym in dem entsprechenden Puffer eingesetzt.

2.14.1. Partielle Restriktion genomischer DNA aus A. ilicis Rii61a

Zur Konstruktion einer Genbank von A. ilicis Rii6la wurde genomische DNA, die nach 2.9.1.
isoliert worden war, partiell mit dem Restriktionsenzym HindIIl gespalten, um Fragmente in der
GroBe von 15-25 kb zu erhalten, die in der Summe das gesamte Genom des Stammes
reprasentieren. 4,2 pg genomische DNA wurden dazu mit 0,3 U HindIIl pro 1 ug DNA in
einem Ansatz von 120 pl fiir 13 min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde anschlieBend durch

Erhitzen auf 65°C fiir 20 min inaktiviert.

2.15. Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Wurden Vektoren, die fiir Klonierungen eingesetzt werden sollten, mit nur einem
Restriktionsenzym behandelt, so wurden die Phosphatgruppen an den terminalen 5'-Enden
durch Behandlung der linearen dsDNA mit alkalischer Phosphatase hydrolytisch abgespalten.
Dadurch wurde eine Rezirkularisierung des Plasmids bei der Ligasebehandlung unterbunden,
wodurch in einem spéteren Klonierungsexperiment die Moglichkeit der Insertion eines fremden
DNA-Fragmentes in den Vektor favorisiert wird.

Zur Dephosphorylierung wurde eine alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP) verwendet
(2.3.). Eine Unit CIP dephosphoryliert 1 pmol 5-Enden in 60 min bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C in dem optimierten, vom Hersteller bereitgestellten Puffer. Um
einer unvollstindigen Dephosphorylierung entgegenzuwirken, wurde die CIP immer im
Uberschuss eingesetzt und die Inkubationdauer auf bis zu 12 h verlingert.

Zur Inaktivierung des Enzyms, welches eine spatere Ligation der DNA-Fragmente verhindert
hitte, wurden dem Dephosphorylierungsansatz zusétzlich zu einer Hitzeinaktivierung (20 min,
65°C) 0,1 Vol. 0,2 M EGTA zugesetzt. Zur vollstindigen Entfernung der CIP wurde entweder
eine Phenolextraktion (2.12.) angeschlossen oder die Vektor-DNA wurde aus einem Agarosegel
aufgereinigt (2.19.).

Zur Uberpriifung der vollstindigen Dephosphorylierung wurde 1 pl der nach 2.15. behandelten

Plasmid-DNA einer Ligation (2.17.) unterzogen. 1 pl des Ligationsansatzes wurde genutzt, um
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damit elektrokompetente E. coli DHS5a Zellen zu transformieren (2.21.); bei vollstindiger

Dephosphorylierung wurden keine Transformanten erwartet.

2.16. Entfernung von 5'- oder 3'-iiberhiingenden Enden mit T4-DNA-

Polymerase

War es nicht moglich kompatible Enden an der Vektor-DNA und dem zu klonierenden DNA-
Fragment zu erzeugen, da eine der beiden Nukleinséuren auch intern Erkennungssequenzen der
verwendeten Restriktionsendonukleasen enthielt, mussten die zu ligierenden Enden geglittet
werden. Danach konnten Vektor und Insert, die nun glatte Enden hatten, in einer Ligation
(2.17.) verkniipft werden.

Die T4-DNA-Polymerase besitzt eine 5'-3'-Polymeraseaktivitit, mit der 5'-Uberhinge aufgefiillt
werden konnen. Aulerdem zeichnet sich das Enzym durch hohe 3'-5'-Exonukleaseaktivitit aus,
die es erlaubt, 3'-Uberhiinge abzuspalten.

Der T4-DNA-Polymerase-Reaktionsansatz enthielt:

restringierte DNA x ul (1 ug)
Inkubationspuffer (5 X) 4 ul
dNTP-Mix (2 mM) 1pl
T4-DNA-Polymerase 0,2l (10)
H>O0gdeion. ad 20 pl

Der Reaktionsansatz wurde fiir 20 min bei 11°C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms
erfolgte bei 70°C (10 min). Der mit H,Ogygeion, auf 50 pl aufgefiillte Ansatz wurde einer
Ethanolféllung (2.11.2.) unterzogen.

2.17. Ligation mit T4-DNA-Ligase

Die Ligase aus dem Bakteriophagen T4 katalysiert in Gegenwart von Mg”*-Ionen die
Phosphodiesterbildung von 3'-Hydroxyl- und 5'-Phosphatenden zweier DNA-Molekiile unter
ATP-Verbrauch.

Um die Bildung von rekombinanten Plasmiden zu favorisieren, wurde versucht, ein molares
Vektor:Insert-Verhiltnis von 1:3 einzustellen. Die eingesetzten DNA-Mengen wurden nach

folgender Formel ermittelt:

Masse Vektor [ng1x Linge Insert [kb] . Insert
X [molares Verhdltnis]
Linge Vektor [kb] Vektor

Masse Insert [ng] =
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Um die Volumina der Ligationsansitze moglichst klein zu halten, wurde die dafiir vorgesehene
DNA zuvor mittels einer Fallung (2.11.) aufkonzentriert und in 6-10 pl HyOggeion, resuspendiert.
1 pl dieser DNA-Losungen wurde dazu genutzt, die DNA-Konzentration mittels
Agarosegelelektrophorese zu bestimmen (2.18.).

Die ermittelten Mengen an Vektor- und Insert-DNA sowie eine errechnete Menge an HyOggeion,
wurden gemeinsam fiir 5 min auf 68°C erhitzt (bei Ligationen von DNA-Fragmenten mit
kohdsiven Enden), um Wasserstoffbriickenbindungen, die sich zwischen den Basen der
iiberhdngenden Enden entwickelt haben konnten, zu l6sen. Nachdem der Reaktionsansatz auf
Eis abgekiihlt war, wurden der Ligase-Puffer (Endkonzentration 1-fach) und das Enzym (2-4
WU) zugesetzt. Bei Ligationen von DNA-Fragmenten mit glatten Enden enthielt der
Ligationsansatz auBerdem 15 % (v/v) PEG 8000, welches die Kondensation von DNA zu
Aggregaten bewirkt (PHEIFFER & ZIMMERMAN, 1983) und dadurch die Effizienz der
Ligasereaktion steigert. Die Ligationsansétze hatten Volumina zwischen 10 pl und 20 pl. Die
Ligationsreaktionen wurden iiber Nacht bei 16°C durchgefiihrt. Bevor die ligierte DNA zur
Transformation eingesetzt wurde, wurde der Reaktionsansatz fiir mindestens 1 h bei -80°C

eingefroren.

2.17.1. Ligation des Cosmids pVK100 mit HindIII-Fragmenten genomischer DNA aus
A. ilicis Rii6la

Um DNA in vitro effizient in A-Phagen-Partikel verpacken zu konnen, muss sie zwei cos-
Regionen im Abstand von 38-52 kb haben und als Concatemer von DNA-Fragmenten der
entsprechenden Lénge vorliegen (HOHN, 1979). Um die Bildung dieser Strukturen zu
begiinstigen, sollte der Ligationsansatz, der das HindIIlI restringierte Cosmid pVK100 und die
Hindlll-Fragmente der genomischen DNA aus A. ilicis Rii6la enthielt, eine DNA-
Konzentration von mindestens 200 ng/ul und ein molares Vektor:Insert-Verhiltnis von 1:2
aufweisen. In einem Reaktionsansatz von 14 pl wurden 1200 ng HindIII restringierter (2.14.),
dephosphorylierter (2.15.) Vektor pVK100 und 1350 ng HindIlI-Fragmente (2.14.1.) mit 4 WU
T4-Ligase in 1 X Ligase-Puffer iiber Nacht bei 16°C inkubiert. Vor der in vitro packaging-

Reaktion wurde der Ligationsansatz fiir 1 h bei -80°C eingefroren.

2.18. Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurde zu deren Identifizierung und
Reinigung eingesetzt. Es kamen Agarosegele in der Konzentration von 0,6 % bis 1,6 % (w/v)
und 0,5 x TBE als Elektrophoresepuffer zum Einsatz.

Zur Auftrennung und Extraktion von Fragmenten iiber 10 kb wurde eine low-melt Agarose fiir

groBe DNA-Fragmente in einer Konzentration von 0,6 % (w/v) eingesetzt.
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Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,2 Vol. Probenpuffer (2.4.) versetzt. Neben
den zu analysierenden DNA-Proben wurden verschiedene Léngenstandards (2.3.) aufgetragen.
Nach Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel fiir 30 min in Ethidiumbromid-Lésung (2.4.)
bei RT gefarbt. Ethidiumbromid, welches nicht in der DNA interkalierte, wurde durch Spiilen
des Gels mit HyOgejon. entfernt. Zur Auswertung wurde ein Fotos der mit UV-Licht sichtbar

gemachten DNA-Banden mittels einer Digitalkamera aufgenommen.

2.19. Extraktion von DNA aus Agarosegelen

2.19.1. NucleoSpin® Extract 2 in 1 Kit

Das Prinzip der Reinigung von DNA aus Agarosegelen mit diesem Kit beruht auf der
Verfliissigung der Agarose in einem speziellen Puffer und der selektiven Bindung der DNA an
eine Silicamembran in Puffern, die chaotrope Salze enthalten. Alle verwendeten Puffer wurden
dem Kit entnommen.

Die Priparation der in Agarosegelen aufgetrennten und aus den Gelen ausgeschnittenen DNA
erfolgte entsprechend den Angaben des Kit-Herstellers (MACHEREY-NAGEL, 2001).

Die DNA wurde mit 50-100 ul 5 mM Tris/HCI (pH 8,5) durch Zentrifugieren (1 min, 11000 X
g, RT) von der Siule eluiert. Wurden DNA-Fragmente von 5-10 kb extrahiert, wurde der
Elutionspuffer vorher auf 70°C erwérmt.

Sollte die DNA zur Ligation verwandt werden, wurde sie durch eine Fillung (2.11.)

aufkonzentriert.

2.19.2. Extraktion von DNA aus Agarosegelen mit Hilfe von Agarase

Lineare DNA-Fragmente mit einer Lénge von iiber 10 kb wurden durch schonende Agarase-
katalysierte Spaltung des Agarosepolymers zuriickgewonnen, um eine Scherung der DNA zu
vermeiden.

Die DNA wurde in Gelen aus low-melt Agarose (2.18.) aufgetrennt und unter UV-Licht wurden
die gewiinschten Banden aus dem Gel ausgeschnitten. Die Gelstiicke wurden durch eine ca.
10miniitige Inkubation bei 70°C aufgeschmolzen. Nachdem die Losung eine Temperatur von
42°C hatte, wurden pro 100 mg 0,6 %ige Agarose 0,6 U Agarase zugegeben. (1U Agarase
hydrolysiert 100 mg geschmolzener 1 %iger low-melt Agarose in 30 min bei 42 °C). Der Ansatz
wurde vorsichtig gemischt und 1 h bei 42°C inkubiert. Dem Reaktionsansatz wurde dann
Ammoniumacetat zugesetzt (Endkonzentration 2,5 M); durch 5 min Inkubation auf Eis und
Zentrifugation fiir 10 min bei 20000 X g und 4°C wurden die Oligosaccharide der
hydrolysierten Agarose abgetrennt. Der DNA-haltige Uberstand wurde einer Ethanolfillung
(2.11.2.) unterzogen.
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2.20. Herstellung einer Cosmid-Genbank fiir A. ilicis Rii61a

Die Erstellung einer Genbank, die das komplette Genom von A. ilicis Rii6la reprisentiert,
erforderte die Klonierung von DNA-Fragmente von 15-25 kb Lénge. Als Vektor wurde das
Cosmid pVK100 (2.7.3.) ausgewihlt. Die Nutzung eines Cosmid-Vektors hat den Vorteil, dass
der rekombinante Vektor hochst effizient durch ein in vitro packaging System in die Wirtszellen
eingebracht werden kann.

Das hier genutzte DNA Packaging Kit (2.3.) enthielt fertige Zellextrakte (packaging extracts)
von mit Phage-A infizierten E. coli-Stimmen, die Phagenkopf-Vorstufen und Enzyme, die zum

,,Verpacken“ von A-Phagen-DNA benétigt werden, beinhalten.

2.20.1. In vitro Verpacken von DNA

Vier pl des nach 2.17.1. hergestellten Ligationsansatzes wurden mit einem packaging extract-
Ansatz gemischt und nach kurzem Zentrifugieren fiir 2 h bei RT (20°C-22°C) inkubiert. Dem
Ansatz wurden dann 300 pl steriler SM-Puffer (50 mM Tris/HCl (pH 7,5), 10 mM MgSO,, 100
mM NaCl, 0,01 % (w/v) Gelatine) und 20 pl Chloroform zugesetzt. Nach 30 sec Zentrifugation
bei 20000 X g und RT konnte der Phageniiberstand direkt zur Infektion eingesetzt oder bei 4°C

gelagert werden.

2.20.2. Herstellung einer E. coli HB101 Magnesium-Kultur

A-Phagen adsorbieren effizienter an E. coli Zellen, die in Gegenwart von Maltose geziichtet
wurden, da die Transkription des A-Phagen-Rezeptors-Gens im Maltose-Operon induziert wird.

20 ml LB-Medium mit 0,2 ml 1 M MgSO, und 0,2 ml 20 % (w/v) Maltose wurden mit einer
einzelnen Kolonie E. coli HB101, die von einer frischen tiber Nacht inkubierten LB-Platte
genommen wurde, inokuliert. Die Inkubation erfolgt aerob bei 37°C unter Schiitteln, bis eine
ODgoonm Von 0,8 erreicht war. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation (10 min,
2000 x g, 4°C) geerntet und es wurde mit einer eiskalten 10 mM MgSO,-Lésung eine
Zellsuspension mit einer ODggnm von 1 eingestellt. Diese Zellsuspension wurde sofort fiir die

Infektion mit dem A-Phagentiberstand (2.20.1.) eingesetzt.

2.20.3. Infektion von E. coli HB101 mit A-Phagen, die Cosmid-DNA enthalten

Der Phageniiberstand wurde in SM-Puffer (2.20.1.) 1:10, 1:100 und 1:200 verdiinnt. 50 ul
dieser Verdiinnungen wurden mit jeweils 100 pl der E. coli HB101-Magnesiumkultur (2.20.2.)
gemischt und bei RT fiir 30 min inkubiert. In dieser Zeit adsorbieren die Phagen an die
Bakterien und infizieren diese. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurden die infizierten

Zellen fiir 1 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Sie wurden dann durch Zentrifugation (5 min,
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8000 x g, 4°C) sedimentiert und in 50 pul LB-Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension
wurde auf LB-Platten mit 10 pg/ml Tetracyclin ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.

Zur Selektion der E. coli HB101-Klone, die rekombinante Cosmide enthielten, wurden die auf
LB-Tc-Medium gewachsenen Kolonien auf ein 56-er Raster {ibertragen, um mit Hilfe eines
Stempels von einer LB-Tc-Selektionsplatte auf eine LB-Km-Selektionsplatte tibertragen werden
zu konnen. Solche Kolonien, die auf LB-Tc-Medium aber nicht auf LB-Km-Medium wuchsen,

wurden zur Etablierung der Genbank weiterkultiviert.

2.21. Transformation von Bakterienstimmen mit rekombinanten Plasmiden

Die Transformation der Bakterienstimme E. coli DH5a, E. coli XL1-Blue MRF’, E. coli S17-1
und P. putida KT2440 erfolgte mittels Elektroporation nach DOWER er al. (1988) und
IWASAKI et al. (1994).

2.21.1. Priaparation elektrokompetenter Zellen

Eine 10 ml TB-Ubernacht-Kultur des entsprechenden Stammes wurde genutzt, um damit 500 ml
TB-Medium (2.4.) anzuimpfen; die Kultur wurde unter Schiitteln inkubiert. Nachdem die
Zellsuspension eine ODgyonm Von 1-1,2 erreicht hatte, wurden die Zellen sofort in Eiswasser
abgekiihlt, um dann durch Zentrifugation (10 min, 5000 X g, 4°C) pelletiert zu werden. Die
Zellen wurden in 500 ml eiskalter 0,3 M Saccharoselosung resuspendiert und durch erneutes
Zentrifugieren sedimentiert. Die Zellen wurden wiederholt in 500 ml, 50 ml und 5 ml eiskaltem
HyOgdeion. gewaschen und erneut zentrifugiert. Das in der letzten Zentrifugation erhaltene
Zellpellet wurde in 1 ml 10 %iger (v/v) Glycerinlosung resuspendiert. Die Zellen wurden in 40

ul Portionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.21.2. Elektroporation

Fiir die Elektroporation wurde ein 40 ul Aliquot elektrokompetenter Zellen (2.21.1.) aufgetaut
und mit 1-2 pl DNA-haltiger Losung (Plasmid-DNA oder Ligationsansatz) versetzt. Der Ansatz
wurde in eine Elektroporationskiivette iiberfithrt und die Elektroporation durchgefiihrt
(Parameter: 2,5 kV, 25 pFD, 200 Q). Mit 1 ml sterilem LB-Medium wurden die Zellen aus der
Kiivette gespiilt und fiir 1 h bei 37°C (E. coli) bzw. 30°C (P. putida) unter Schiitteln inkubiert.
Aliquots der Ansidtze wurden auf LB-Selektionsplatten ausplattiert und iiber Nacht bei

geeigneter Temperatur bebriitet.
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2.22. Selektion rekombinanter Plasmide durch Blau/WeiB-Screening

E. coli DH5a und E. coli XL1-Blue MRF’ Klone, die nach einer Transformation rekombinante
pUC18-Plasmide enthielten, konnten nach einer Behandlung mit IPTG und X-Gal anhand des
Ausbleibens einer blauen Firbung von solchen unterschieden werden, die unveridnderte,
religierte pUC-Plasmide enthielten (vergl. 2.7.1.).

40 pl X-Gal-Stammlosung und 4 pl IPTG-Stammlosung (2.4.) wurden gleichméBig auf den
Agarplatten verteilt, bevor Zellen eines Transformationsansatzes darauf ausplattiert wurden.
Nach einer Bebriitung der Bakterienzellen von ca. 20 h konnte eine deutlichere Auspriagung der
Fiarbung von Kolonien durch eine zusitzliche Inkubation der Platten bei 4°C fiir 1-2 h erreicht

werden.

2.23. Polymerase-Kettenreaktion (SAIKI ez al., 1985, 1988)

2.23.1. Primer-Auswahl fiir PCR-Anwendungen

PCR-primer sollten mehrere Kriterien erfiillen, damit eine PCR-Reaktion erfolgreich verlduft.
Die primer sollten nur zu den Enden des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes komplementér
sein und nicht innerhalb dieses Abschnittes mit einem DNA-Strang hybridisieren. Aulerdem
diirfen die primer nicht komplementér zu sich selbst oder zueinander sein, um die Bildung von
Dimeren zu unterbinden. Innerhalb der primer sollten sich keine Polypurin- oder
Polypyrimidinsequenzen befinden, genauso wenig wie solche Sequenzen, die die Bildung von
Sekundérstrukturen beglinstigen. Am 3'-Ende sollten sich ein oder zwei Guanin- oder Cytosin-
Nukleotide befinden, um ein stabiles annealing und eine erfolgreiche Elongation zu
gewihrleisten. Aus demselben Grund sollten mismatches, wie zur Generierung von
Restriktionsschnittstellen, am 5'-Ende eingefiigt werden. Der G + C-Gehalt der Sequenz der
primer sollte 50 % nicht weit libersteigen, damit die Schmelztemperatur, die bei beiden primern
etwa identisch sein sollte, nicht zu hoch ist. Die Schmelztemperatur (T,) wurde nach der

Nearest-Neighbour-Methode in Anlehnung an BRESLAUER et al. (1986) ermittelt.
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Tab. 2

PCR-primer

Erklarungen zur Verwendung der primer findet sich unter 2.23.2. bis 2.23.5.. Nukleotide, die fett
gedruckt sind, entsprechen oder sind komplementir zu der EMBL Sequenz mit der Acc. Nr. AJ537472
(Anhang 1). Unterstrichene Sequenzabschnitte sind Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen,
die fiir spitere Klonierungsexperimente eingefiigt wurden. Der kursiv gesetzte Sequenzabschnitt ist eine
mogliche Ribosomen-Bindestelle vor goxL. Das unterstrichene Nukleotid in den Sequenzen von Gln-for

und Gln-rev kennzeichnet eine Fehlpaarung, durch die eine Punktmutation eingefiihrt wurde.

Name Primer-Sequenz (5'-3") T
gox-for ACGCGAATTCGTGACGAAGTTAAGGAGACC 67,3 °C
qox-rev TTTGGAATGCGCAGTGAGGAGATTTGC 66,5 °C
nptAge-for | TATAACCGGTGCGAACCGGAATTGCCAGCTG 73,5 °C
nptAge-rev | TATATACCGGTTCGAACCCCAGAGTCCCGCT 69,9 °C
nptEco-for | TATAGATATCGCGAACCGGAATTGCCAGCTG 68,8 °C
nptEco-rev | TATATGATATCTCGAACCCCAGAGTCCCGCT 65,9 °C
aacCl-for ACGAACCCAGTTGACATAAGC 50,9 °C
aacCl-rev CGATCTCGGCTTGAACGAATT 55,8 °C
orf2-for TTAGCCAGTCCATGATGATGCC 56,3 °C
orf2-rev TAGATTGACGAGCTAGAGCACC 50,8 °C
orf4-for AAGGATGCTAAGCGAAGTGCTC 54,6 °C
orf4-rev TGATGGCAAACCTCACCAAGAC 56,3 °C
orf5-for AGACATATCACCGACACGACAG 51,5°C
orf5-rev GTCTTCCTCGATCTTGCTAATCC 53,0°C
orf7-for ATAACTTCCCTTACTGCCGAGC 53,6 °C
orf7-rev TTGAAGGCAAGTCCTCCATCAC 55,5°C
Gln-for TTCCAAGGGTGCAGGACAGACGGCAACAGG 74 °C
Gln-rev ACCTGTTGCCGTCTGTCCTGCACCCTTGG 72,7 °C
mutseq GCAAACTGCTCAATGCCAGC 55,7°C

2.23.2. Amplifikation des goxLMS-Genclusters

Zur Klonierung der Gene, die fiir die Chinaldin-4-Oxidase kodieren, wurde der qoxLMS-
Gencluster mittels PCR amplifiziert und in den broad-host-range Vektor pJB653 (2.7.2.)
inseriert.

Die verwendeten primer (2.23.2.) (Tab. 2) sind komplementér zu den Nukleotiden 17492-17511
(gox-for) bzw. 21401-21375 (qox-rev) der bei EMBL hinterlegten Sequenz mit der Acc. Nr.
AJ537472. Der forward-primer enthilt eine mogliche Ribosomen-Bindestelle (SHINE &
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DALGARNO, 1974), die 14 Nukleotide vor dem Startcodon beginnt. Stromabwirts des Pm-
Promotors auf dem Plasmid pJB653 befindet sich ein Fragment des xy/X-Gens (2.7.2.), das nicht
durch ein Stopcodon beendet wird. Um die Synthese eines XylX-QoxL-Fusionsproteins zu
vermeiden, wurde durch Austausch eines Guanins gegen ein Adenin (Position 14 in gox-for) ein
Stopcodon im Leseraster von xylX generiert. Zur Klonierung des Genclusters in die Smal und
EcoRI Schnittstellen innerhalb der MCS von pJB653 wurde am 5'-Ende von gox-for auBlerdem
die Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym EcoRI integriert. Da viele
Restriktionsenzyme ihre Erkennungssequenz nicht erkennen, wenn sie direkt am Ende des
DNA-Molekiils liegt, wurden noch vier weitere Nukleotide an das 5'-Ende angehingt.

Zur Amplifikation der gox-Gene wurde die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus eingesetzt.
Diese Polymerase besitzt neben der 5'-3'-Polymerase-Aktivitit eine 3'-5'-Exonuclease
(Korrekturlese)-Aktivitdt (CLINE et al., 1996). Die Rate der falsch eingebauten Nukleotide liegt
dadurch bei der Pfu-Polymerase ca. 10 Mal niedriger als bei einer Tag-Polymerase, die keine
Korrekturlese-Aktivitit besitzt. AuBerdem erzeugt die Pfu-Polymerase glatte Enden an den
PCR-Amplifikaten.

Als Matrizen-DNA wurde nach 2.10.1. isolierte Plasmid-DNA des Cosmids pVKS55B/5 (3.4.3.)
verwendet.

Die Reaktionsansitze von 20 pul Volumen wurden zu gleichen Teilen aus zwei Master Mix-

Ansitzen zusammenpipettiert.

Master Mix 1 Volumen Endkonzentration
dNTP-Mix 1 ul 500 pM jedes dNTP’s
qgox-for 0,4 pl 2 uM

qox-rev 0,4 ul 2 uM

Matrizen-DNA 2ul 2-4 ng/ul

H;O04deion. 6,2 ul

Master Mix 2 Volumen Endkonzentration
Pfu-Polymerase Puffer 2 ul 1-fach
Pfu-Polymerase 0,2 ul 0,6 U

H3Oudeion. 7,8 pl

Nach Mischen der zwei Master Mix-Ansitze in 0,2 ml PCR-Gefd3en wurden diese in einen auf
95°C vorgeheizten Thermocycler mit beheizbarem Deckel (105°C) gestellt und die PCR-

Reaktion wurde sofort gestartet.
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Die Amplifikation erfolgte in 30 Zyklen mit folgendem Temperatur- und Zeitprofil:

Reaktion Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min
annealing 10 64,5°C 1 min
Elongation 72°C 7 min 10 sec
Denaturierung 95°C 1 min
annealing 20 66,5°C 30 sec
Elongation 72°C 7 min 10 sec +
10 sec pro Zyklus

Elongation 1 72°C 5 min

2.23.3. Amplifikation der nptlI- und der aacCI-Resistenzkassetten

Antibiotika-Resistenzkassetten, die in Insertionsmutagenese-Experimenten verwendet wurden,
wurden durch PCR-Amplifikation erzeugt. Zur Anwendung kamen die dem Tn5-Transposon
entstammende Kanamycin-Resistenzkassette (nptll) und die Gentamycin-Resistenzkassette
(aacC1l) aus dem Transposon 7n1696.

Als Matrize wurde DNA der Plasmide pBG2b (2.7.6.) (nptll) bzw. R102 (2.7.7.) (aacCl)
eingesetzt. Die verwendeten primer finden sich unter 2.23.1. (nptAge-for, -rev; nptEco-for, -rev;
aacCl-for, -rev) (Tab. 2). Die Amplifikation erfolgte mit der Pfu-Polymerase.

Die Reaktionsansitze wurden zu gleichen Teilen aus Master Mix 1 und Master Mix 2 gemischt.
Die Konzentrationen der einzelnen Bestandteile entsprachen exakt den unter 2.23.2.
beschriebenen.

Die Amplifikation der 978 bp (nptIl) bzw. 783 bp (aacCI) groBen DNA-Segmente erfolgte

nach folgenden Zeit- und Temperaturprofilen:

1) nptll

Die PCR wurde wie unter 2.23.2. beschrieben durchgefiihrt; folgende Parameter wurden
verdndert: Annealingtemperatur in den ersten 10 Zyklen: 68°C, in den weiteren 20 Zyklen:
70°C. Die Elongationsdauer betrug 2 min und wurde wiederum in den letzten 19 Zyklen um je

10 sec pro Zyklus verldngert.
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2) aacCl

Reaktion Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
Denaturierung 1 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min
annealing 30 57°C 1 min
Elongation 72°C 2 min
Elongation 1 72°C 4 min

2.23.4. PCR zur Kontrolle der Insertionsmutagenese

Zur Disruption der ORFs 2, 4, 5 und 7 in dem Cosmid pVKS55B/5 (3.8.) wurden Kanamycin-
Resistenzkassetten in die ORFs inseriert (3.16.). Um zu kontrollieren, ob die Insertion der
Kanamycin-Resistenzkassetten durch homologe Rekombination erfolgreich war, wurde jeweils
ein DNA-Fragment, welches die Resistenzkassette und flankierende Bereiche zu beiden Seiten
der Kassette umfasste, mittels PCR amplifiziert. Zum Vergleich wurde jeweils auch DNA mit
dem nicht-mutierten Ausgangsgen als Matrize eingesetzt. Matrizen-DNA war DNA folgender
Plasmide: = pVKS55B/Sorf2nptll(+)  bzw. (-), pVKS5B/Sorfdnptll(+) bzw. (-,
pVKSS5B/Sorf5Snptll(+) bzw. (), pVKS5B/Sorf7nptll(+) bzw. (-) und pVK55B/5.

Die eingesetzten primer waren vollstindig komplementdr zu folgenden Nukleotiden der bei
EMBL hinterlegten Sequenz AJ537472 (Anhang 1): orf2-for/orf2-rev: 15175-15196/16855-
16876; orf4-for/orf4-rev: 13788-13809/14925-14946; orfS-for/orfS-rev: 12589-12610/13895-
13917; orf7-for/orf7-rev: 9890-9911/10691-10712.

Zur Amplifikation wurde eine Tag-Polymerase eingesetzt.

Die Reaktionsansétze umfassten 10 pl und wurden aus zwei Master Mix-Ansétzen zu gleichen

Teilen zusammengesetzt.

Master Mix 1 Volumen Endkonzentration
dNTP-Mix 1 ul 250 uM jedes dNTP’s
Primer-for 0,2 ul 2 uM

Primer-rev 0,2 pl 2 uM

Matrizen-DNA 1l 2-4 ng/ul

HO04deion. 2,6 ul

Master Mix 2 Volumen Endkonzentration
Tag-Polymerase Puffer 1 ul 1-fach

MgCl, 0,8 pl 2 mM
Tag-Polymerase 0,1 pl 0,50

H>O04deion. 3,1 lll
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Die Amplifikation der DNA-Segmente erfolgte in 25 Zyklen.

Reaktion Anzahl der Temperatur Dauer
Zyklen
Denaturierung 1 95°C 3 min
Denaturierung 95°C 1 min
annealing ORF2 und 7: 62°C 1 min
25 ORF4 und 5: 59,8°C
Elongation 72°C OREF (2 bis 7) nptll: 2 min

ORF (2 bis 7): 1 min

Elongation 1 72°C 4 min

2.23.5. Ortsspezifische Mutagenese mittels PCR

Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese ist es mdglich, die Beteiligung einzelner
Aminosdurereste an der Katalysefunktion von Enzymen nachzuweisen. Durch Einfiihrung einer
Punktmutation wird ein bestimmtes Codon so verédndert, dass es zu einer von der urspriinglichen
Aminoséure verschiedenen Aminosiure translatiert wird.

Bei der hier angewendeten Methode zur ortsspezifischen Mutagenese wird doppelstringige
Plasmid-DNA als Matrize eingesetzt (BRAMAN et al., 1996). Die Mutation wird durch ein
komplementires Paar primer eingefiigt, welches den Basenaustausch in zentraler Position tragt.
Bei der hier vorgenommenen Mutagenese soll der Glutamatrest 736 (Codon: GAG) in QoxL
gegen einen Glutaminrest (Codon: CAG) ausgetauscht werden.

Um die parentale, nichtmutierte DNA nach der Reaktion zu entfernen, wurden die PCR-
Produkte mit der Restriktionsendonuklease Dpnl behandelt. Bei einer 5'-GA™TC-3'
Erkennungssequenz verdaut dieses Enzym nur DNA, die mit einer dam-Methylase methyliert
worden war, so dass die in der PCR synthetisierte Nukleinsdure unangetastet bleibt.

Als Matrize diente Plasmid-DNA des Konstruktes pUC2,5 (3.15.1.), die primer (Gln-for/Gin-
rev) sind unter 2.23.1. aufgefiihrt. Die Amplifikation wurde mit der Pfu-Polymerase
durchgefiihrt.

Die Reaktionsansitze enthielten jeweils 10 pl und wurden aus je 5 ul Master Mix 1 und Master

Mix 2 zusamengesetzt.
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Master Mix 1 Volumen Endkonzentration
dNTP-Mix 1pl 250 pM jedes dNTP’s
qox-fore 0,2 pl 2uM

gox-rev 0,2 ul 2 uM

Matrizen-DNA 1 ul 1-2 ng/pl

H5O04deion. 2,6 ul

Master Mix 2 Volumen Endkonzentration
Pfu-Polymerase Puffer 1l 1-fach
Pfu-Polymerase 0,2 pl 0,6 U

H,0qdeion. 3,8 ul

Das Temperatur- und Zeitprofil der PCR entsprach dem unter 2.23.3. (2) beschriebenen. Die
Annealingtemperatur betrug 65°C und die Elongationszeit 11 min. Um die Fehlerrate wihrend

der Amplifikation gering zu halten, wurde die Zyklenanzahl auf 20 reduziert.

2.24. Reinigung von PCR-Produkten

Um primer, Nukleotide, Polymerase und Puffersalze aus den PCR-Ansétzen zu beseitigen,
erfolgte eine Aufreinigung mittels des ,,High Pure PCR Product Purification Kit*“ der Firma
Roche Diagnostics GmbH. Dabei wird die amplifizierte DNA in Gegenwart des chaotropen
Salzes Guanidinthiocyanat an eine Glasfiber Zentrifugationssdule gebunden. Die Bindung
erfolgt spezifisch aufgrund der Linge der DNA-Molekiile.

Nachdem 100 pl PCR-Produkte mit 500 pl Guanidinthiocyanat-haltigem Bindepuffer gemischt
und auf die Sdule aufgetragen wurden, erfolgte die Bindung der DNA an die Siule durch
Zentrifugation (RT, 20000 X g, 1 min). Nach zweimaligem Waschen mit Ethanol-haltigem
Waschpuffer wurde die saubere DNA mit 50-100 pl 10 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,5) von der
Séaule eluiert. Die Zentrifugation zwischen den Schritten wurde jeweils bei RT und 13000 X g
fiir 1 min betrieben (Anleitung zu dem Kit unter [http://www.roche-applied-science.com/pack-

insert/1732668a.pdf]).

2.25. DNA-Sonden

Die in dieser Arbeit verwendeten Sonden waren nicht-radioaktiv mit dem Steroid-Hapten
Digoxigenin markiert. Sondenmolekiile, die mit der Ziel-DNA hybridisierten, wurden mit
spezifischen anti-DIG-Antikérpern, an die eine Alkalische Phosphatase gebunden sind,
detektiert. Die hier verwendete colorimetrische Detektion beruht auf der von der Alkalischen

Phosphatase katalysierten Dephosphorylierung des Substrates BCIP, welches anschlieend von
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dem zweiten Substrat NBT zu einem blauen Indigo-Farbstoff oxidiert wird. Das NBT wechselt

durch die Reduktion ebenfalls die Farbe von gelb zu blau.

2.25.1. Die Oligonukleotidsonde b-DIG

Von den bekannten N-terminalen Aminoséduren der mittelgroBen Untereinheit der Chinaldin-4-
Oxidase (DE BEYER & LINGENS, 1993) wurde die Sequenz fiir ein 29 bp langes
Oligonukleotid abgeleitet. Aufgrund des genetischen Codes war das Oligonukleotid 2'"*-fach

degeneriert.
N-terminale AS-Sequenz: F M H P F Q F | T P
Oligonukleotidsequenz: 5'TTC ATG CAC CCATTC CAATTC ATAACACC 3
T T G T G T C G
T T T
C C

Das Oligonukleotid, welches am 5'-Ende mit einem Digoxigeninmolekiil markiert war, wurde

von der Firme Interactiva (Ulm) bezogen.

2.25.2. Die Sonde 1,1 Dpnl

2.25.2.1. Vermehrung des 1,1 kb Fragmentes

Nachdem das Insert des Plasmids pUC4,5 sequenziert und analysiert worden war (3.2.2.), wurde
ein 1052 bp langes Dpnl Fragment am 5'-Ende von goxL zur Konstruktion einer fiir die Gene
der Chinaldin-4-Oxidase spezifischen Sonde ausgewihlt, welche zur Identifizierung von gox-
Genen in Klonen einer Genbank von A. ilicis Rii61a eingesetzt wurde. Nach einer Restriktion
der Plasmid-DNA von pUC4,5 mit Dpnl (2.14.) wurde das gewiinschte Fragment durch
Extraktion aus einem Agarosegel (2.19.1.) gewonnen. Das Dpnl-Fragment wurde in den mit
Smal gedffneten, dephosphorylierten Vektor pUC18 (2.7.1.) ligiert; das neue Konstrukt wurde
mit pUC1,1 bezeichnet. E. coli DH5a wurde mit pUCI1,1 transformiert.

Nach Isolierung der Plasmid-DNA (2.10.1.) konnte das Insert durch eine Doppelrestriktion mit
EcoRI und BamHI und Extraktion der DNA aus einem Agarosegel zuriickgewonnen werden.
Ein Herausschneiden des Inserts mit Smal war nicht méglich, da Smal und Dpnl zwar beide
glatte Enden erzeugen und so eine Ligation solcher Enden moglich ist, aber die

Erkennungssequenzen fiir beide Enzyme dabei verloren gehen.

2.25.2.2. Markierung des 1,1 kb Dpnl Fragmentes mit Digoxigenin
Das nach 2.25.2. erhaltene Fragment wurde nach einer Extraktion mit Phenol/Chloroform

(2.12.) durch eine Ethanolfidllung mit LiCl als fallendem Salz (2.11.2.) aufkonzentriert.
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Die Markierung mit Digoxigenin erfolgte tiber ein ramdom primed labeling mit Hilfe des ,,DIG-
High Prime Labeling and Detection Kit* (Roche Diagnostics). Diese Markierungsmethode
bedient sich der Hybridisierung von Zufallsprimern an eine denaturierte Matrizen-DNA. Bei der
Elongation der primer, die durch ein Klenow-Enzym katalysiert wird, werden neben nicht-
markierten Nukleotiden auch DIG-dUTPs eingebaut. Da die Anlagerung der Zufallsprimer
statistisch an jeder Matrizensequenz erfolgen kann, entstechen unterschiedlich lange
Sondenmolekiile, die alle komplementédr zu der Matrize sind und ca. alle 20-25 Nukleotide ein
DIG-dUTP tragen.

Ein pg der zu markierenden DNA wurde nach der Féllung in 16 pl HyOggeion, resuspendiert. Die
dsDNA wurde bei 100°C fiir 10 min denaturiert und dann in einer Kéltemischung (Eis/NaCl:
3/1) schnell abgekiihlt. AnschlieBend wurden 4 pl ,,DIG-High Prime®, welches Puffer, die
Zufallsprimer, Nukleotide, DIG-dUTP und das Klenow-Enzym enthilt, zugesetzt. Der
Reaktionsansatz wurde fiir 20 h bei 37°C inkubiert. Zur Denaturierung des Enzyms wurden 2 pl

0,2 M EDTA (pH 8) zugesetzt und der Ansatz wurde fiir 10 min auf 65°C erhitzt.

2.26. DNA-DNA Hybridisierung

DNA-DNA Hybridisierung wurden eingesetzt, um DNA-Fragmente, die gox-Gene enthielten,
zur Erstellung einer angereicherten Genbank zu identifizieren und um die angereicherte sowie
eine vollstindige Genbank von A. ilicis Rii6la nach Klonen, die gox-Gene trugen, zu

durchsuchen.

2.26.1. Kolonieblotting

Zum Durchmustern der Genbanken nach Klonen, welche gox-Gene enthielten, wurden
Bakterienkolonien auf eine positiv geladene Nylonmembran iibertragen. Bei der Durchfiihrung
wurde mit kleinen Variationen den Anleitungen des ,,DIG System User’s Guide for Filter
Hybridization* (1995) der Firma Roche Diagnostics gefolgt.

Auf die Grofle von Petrischalen zugeschnittene Membranstiicke wurden fiir 5 min in 1 mM
EDTA gekocht, mit HyOggeion. gespiilt und zwischen Whatman-Filterpapier liegend autoklaviert.
Diese sterilen Membranen wurden auf Agarplatten mit entsprechenden Selektionsmedien gelegt,
bevor die Kolonien auf die Membranen aufgebracht wurden. Nach ein- bis zweitdgiger
Inkubation bei 37°C wurden die bewachsenen Membranen von den Platten entfernt und die
Bakterien wurden durch eine Alkalibehandlung lysiert. Dazu wurden die Membranen in einem
ersten Schritt mit der Kolonieseite nach oben fiir 20 min auf mit Denaturierungslosung (2.4.)
getriankte Filterpapiere gelegt; freigelegte dsSDNA wird in diesem Schritt zu esDNA denaturiert.
Zur Neutralisation des pH-Wertes wurden die Filter anschlieBend fiir 20 min auf mit

Neutralisationslosung (2.4.) getriankte Filterpapiere gelegt. Im dritten Schritt wurden die
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Membranen auf SSC-Puffer (2.4.) dquilibriert, indem man sie fiir 10 min auf mit 2 X SSC
getrinkte Filterpapiere legte. Durch Backen fiir 30 min bei 80°C wurde die DNA in der
Membran fixiert. Zur Hydrolyse der bakteriellen Proteine wurden die Membranen mit
Proteinase K Losung II (2.4.) benetzt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Zellriickstinde wurden
entfernt, indem die Membranen zwischen zwei mit H,Og0, befeuchtete Filterpapiere gelegt
wurden und mit einem Reagenzglas dartiber gerollt wurde.

Die Membranen wurden entweder sofort zur Hybridisierung eingesetzt, oder bei 4°C

aufbewahrt.

2.26.2. Southern-Transfer
Die von SOUTHERN (1975) entwickelte und von REED & MANN (1985) modifizierte

Methode ermdglicht den Transfer und die Detektion spezifischer DNA-Fragmente, welche in
einer Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran iibertragen wurden. Hier kam die
Methode zur Anwendung, um gox-Gene enthaltene DNA-Fragmente in genomischer DNA von
A. ilicis Rii6la zu identifizieren und um Ergebnisse des Kolonieblots nach Isolierung von
rekombinanten Plasmiden zu verifizieren.

Genomische, vollstindig restringierte DNA bzw. restringierte Plasmid-DNA wurde in einem
Agarosegel geeigneter Konzentration aufgetrennt (2.18.), mit Ethidiumbromid gefarbt und
dokumentiert. Die Taschen des Gels wurden mit 1 %iger Agarose verschlossen, um hier ein
Brechen des Gels und einen ungleichméfigen Transfer zu verhindern.

Sollten DNA-Fragmente von tiber 10 kb Linge tibertragen werden, wurde das Gel zuvor fiir ca.
10 min in 0,25 M HCI geschwenkt. Dies fiihrt zu einer partiellen Depurinierung der DNA. In
einer spdteren alkalischen Behandlung brechen die DNA-Stringe an den depurinierten Stellen,
so dass kiirzere Fragmente entstehen, die effizienter transferiert werden. Nach der Inkubation in
der Sdure wurde das Gel mit HyOgeion. gespiilt. Der Transfer der DNA aus dem Gel auf die
positiv geladene Nylonmembran erfolgte mittels Vakuum-Blot fiir 2 h bei -50 bis -60 mbar
Unterdruck. Als Transferlosung wurde 0,4 N NaOH verwendet, wodurch einerseits die
Strangbriiche depurinierter DNA-Stridnge generiert wurden und andererseits eine kovalente
Bindung der denaturierten DNA an die Nylonmembran induziert wurde.

Nach Abschluss des Transfers wurde unter UV-Licht iiberpriift, ob die DNA restlos aus dem
Gel iibertragen worden war. Die Membran wurde fiir 5 min auf mit 2 X SSC getrinkte
Filterpapiere gelegt, um sie auf SSC-Puffer zu &quilibrieren, und sofort zur Hybridisierung

eingesetzt.
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2.26.3. Hybridisierungen
Neben einigen weiteren Faktoren (ANDERSON & BRYAN, 1985) nehmen die Temperatur und

die Ionenstédrke deutlichen Einfluss auf die Geschwindigkeit und die Stringenz, mit der DNA-
Molekiile miteinander hybridisieren. Die Hybridisierungstemperatur sollte so gewihlt werden,
dass die Ausbildung von DNA-Doppelstringen einer optimalen Kinetik unterliegt, Hybride mit
Fehlpaarungen jedoch schnell redissoziieren. Fiir die Hybridisierung mit der
Oligonukleotidsonde ,,b-DIG* wurde die optimale Hybridisierungstemperatur von 54,5°C
empirisch ermittelt; Hybridisierungen mit der spezifischen Sonde ,,1,1 Dpnl* wurden bei 68°C
durchgefiihrt.

Mit steigender Ionenstirke steigt auch die Rate der Hybridbildung, jedoch favorisiert eine hohe
Ionenstdrke auch die Bildung von mismatch-Hybriden. Durch stringente Waschschritte mit
Puffern absteigender Salzkonzentration konnen solche fehlgepaarten Hybride redissoziiert
werden.

Die Membranen wurden nach dem Blotting zusammen mit ca. 20 ml Préhybridisierungslosung
(24.) pro 100 cm®> Membran in eine Hybridisierungsréhre gegeben und fiir 2 h bei der
entsprechenden Temperatur (s. o.) inkubiert. Zur Herstellung der Hybridisierungslosungen
wurden die Sonden frischer Prahybridisierungslosung zugesetzt; die Losung der Sonde ,,b-DIG*
enthielt 3,7 pg (400 pmol) Sonde/ml, die der Sonde ,,1,1 Dpnl*“ enthielt ca. 25 ng Sonde/ml.
Nach der Prahybridisierung wurde die Préhybridisierungslésung entfernt und die
Hybridisierungslosung wurde auf die Membran gegeben. Die doppelstringige Sonde ,,1,1 Dpnl*
wurde zuvor durch 10miniitiges Erhitzen auf 95°C denaturiert, die Hybridisierungslosung der
Sonde ,,b-DIG* wurde auf 54,5°C vorgewdrmt. Die Hybridisierungen wurden iiber Nacht
durchgefiihrt, die Sondenldsungen anschlieend bei -20°C gelagert.

Um nicht gebundene Sondenmolekiile zu entfernen, wurden die Membranen nach der ca.
16stiindigen Hybridisierung zweimal fiir 15 min mit 2 X SSC-Puffer mit 0,1 % SDS bei RT
gewaschen.

Die stringenten Waschschritte nach Hybridisierungen mit ,,b-DIG* waren: (1) 2 X 15 min mit
0,5 x SSC, 0,1 % SDS bei 54,5°C, und (2) 2 X 15 min mit 0,2 X SSC, 0,1 % SDS bei 54,5°C.
Nach der Hybridisierung mit ,,1,1 Dpnl*“ und dem Waschschritt bei RT wurden die Membranen
zweimal fiir 15 min mit 0,5 X SSC, 0,1 % SDS bei 68°C gewaschen.

2.26.4. Detektion

Die Detektion der hybridisierten Sonden erfolgte colorimetrisch, durch Bindung eines anti-DIG-
Antikorper-Alkalische Phosphatase-Konjugates (anti-DIG-AP) und Umsetzung der Substrate
NBT und BCIP durch das Enzym.

Alle Schritte der Detektion wurden bei RT durchgefiihrt. Zuerst wurden die Membranen fiir 1

min in Waschpuffer (2.4.) dquilibriert, um dann fiir 60 min in dem Blockingpuffer (2.4.)
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belassen zu werden, wodurch Hintergrundsignale verringert werden sollten. Das anti-DIG-AP-
Konjugat wurde 1:5000 in Blockingpuffer verdiinnt; in dieser anti-DIG-AP-L&sung wurden die
Membranen nach Abgieen des Blockingpuffers fiir 30 min inkubiert. Zum Entfernen von
ungebundenen Antikorpern wurden die Membranen nun zweimal fiir 15 min mit Waschpuffer
gewaschen und dann kurz in Detektionspuffer (2.4.) dquilibriert. Die Detektionslosung wurde
durch Mischen von 66 pl NBT-Stammlosung, 33 pl BCIP-Stammldsung (2.4.) und 10 ml
Detektionspuffer hergestellt. Unter Lichtabschluss wurden die Membranen in einer
ausreichenden Menge Detektionslosung (die Membranen sollten bedeckt sein) belassen, bis

deutliche Signale sichtbar wurden. Die Farbentwicklung wurde durch Spiilen mit TE-Puffer

gestoppt.

2.27. Konjugation

Wihrend alle genetischen Elemente (tra-Gene, oriT) auf selbst-transmissiblen Plasmiden auf
dem Plasmid selbst kodiert sind, fehlen auf mobilisierbaren Plasmiden die tra-Gene, die u. a. fiir
die Ausbildung des Pilus notwendig sind. Letztere enthalten jedoch auch einen oriT und so
genannte mob-Gene. Diese kodieren fiir eine spezifische Endonuklease, die die DNA-Stringe
am oriT spaltet und fiir eine Helikase, die die Replikation eines DNA-Stranges ermdglicht.
Mobilisierbare Plasmide konnen mittels trans-aktiver Genprodukte von anderweitig in der Zelle
lokalisierten tra-Genen von einem Bakterium auf ein anderes iibertragen werden.

Hier wurden rekombinante Formen des mobilisierbaren Plasmids pSUP202 (2.7.4.) bzw. des
Plasmids pSUP202aacC1 (2.7.5.) verwendet, welche von dem Donorstamm E. coli S17-1 (2.6.),
der die tra-Gene des RP4-Replikons im Chromosom trégt, auf den Rezipientenstamm P. putida
KT2440 pVKS5B/S tibertragen wurden.

Konjugation wurde eingesetzt, um Suizid-Plasmide zur Insertionsinaktivierung der
hypothetischen Gene ORF2, 4, 5 und 7 auf dem Plasmid pVKS55B/5 (3.8.) in P. putida KT2440
pVKS5B/S einzufiihren.

Die durch Insertion einer Kanamycin-Resistenzkassette verdnderten Gene ORF2npt/l und
ORF5nptll wurden in die Tc-Resistenz des Plasmids pSUP202 kloniert, die disruptierten Gene
ORF4nptll und ORF7nptll in die Cm-Resistenz des Plasmids pSUP202aacC1 (3.16.4.). Nach
Ubertragung der mobilisierbaren Suizid-Plasmide in den Rezipienten-Stamm P. putida KT2440
pVKS55B/S sollten die intakten Gene auf dem Cosmid durch homologe Rekombination durch

die unterbrochenen Gene ausgetauscht werden.
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2.27.1. Filter-Mating

Der Donor-Stamm E. coli S17-1 mit dem rekombinanten, mobilisierbaren Plasmid wurde vor
der Konjugation auf Platten mit entsprechendem LB-Selektionsmedium iiberimpft und tiber
Nacht inkubiert. Der Rezipient P. putida pVKS55B/5 wurde iiber Nacht in fliissigem LB-Tc-
Medium bei 30°C kultiviert. Fiir das mating wurden einige Kolonien des Donors vorsichtig in 1
ml LB-Medium resuspendiert; 0,5 ml dieser Losung wurden mit 1 ml der Rezipientenkultur
gemischt. Nach einer Zentrifugation (RT, 6000 X g, 2 min) wurde das Pellet in ca. 200 ul des
Uberstandes gelost. Die Zellsuspension wurde auf einen Nitrocellulose-Filter, der auf einer LB-

Platte lag, gebracht. Die Platten wurden fiir 6 h bei 30°C inkubiert.

2.27.2. Selektion der Transkonjuganten

Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 1 ml LB-Medium von dem Filter gespiilt und auf
LB-Tc-Km-Selektionsplatten ausplattiert. Zur Kontrolle, ob bei der Rekombination ein doppel-
crossover oder ein einzel-crossover stattgefunden hat, wurden die Transkonjuganten, bei denen
ORF2 bzw. ORF5 ausgeschaltet werden sollte, auf Verlust der Wachstumsfihigkeit auf
Chloramphenicol getestet; die Transkonjuganten, bei denen ORF4 bzw. ORF7 ausgeschaltet

werden sollte, wurden auf Verlust der Wachstumsféhigkeit auf Gentamycin getestet.

2.28. Analysen von DNA- und Aminosiuresequenzen

Sequenzanalysen wurden hauptsidchlich mit Programmen durchgefiihrt, die in dem HUSAR
Programmpaket 4.0 des DKFZ, Heidelberg zur Verfiigung stehen. Die Suche in Protein- und
Nukleotiddatenbanken nach dhnlichen Sequenzen wurde mit verschiedenen BLAST-
Programmen (ALTSCHUL et al., 1997) durchgefiihrt. Prozentuale Ahnlichkeiten und
Identititen zweier Sequenzen wurden mit dem Programm GAP (NEEDLEMAN & WUNSCH,
1970) kalkuliert, multiple Alignments wurden mit dem Programm CLUSTAL (HIGGINS et al.,
1996) erstellt. Codierende Sequenzbereiche wurden mit dem Programm FRAMES identifiziert
und Sekundérstrukturen von Proteinen wurden mit dem Programm PredictProtein

(BURKHARD, 1996) bzw. SOSUI (HIROKAWA et al., 1998) vorhergesagt.

2.29. Reinigung der Chinaldin-4-Oxidase aus P. putida KT2440 pKP1/111

2.29.1. Zellaufschluss mit Ultraschall

X Gramm Zellen (Feuchtgewicht) wurden in 1,5 X X ml Puffer A (2.4.) resuspendiert. Der
Proteaseinhibitor PMSF wurde in einer Konzentration von 10 uM zugesetzt, Benzonase in einer

Konzentration von 1,25 U/ml, bevor die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen wurden. Die
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Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (40 min, 48000 X g, 4°C) sedimentiert, mit dem

Uberstand (Rohextrakt) wurde weitergearbeitet.

2.29.2. Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose CL-6B
Der Rohextrakt wurde auf eine mit Puffer B (2.4.) dquilibrierte DEAE-Sepharose CL-B6 Siule

(20 ml) aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden mit dem Aquilibrierungspuffer von der
Séule gespiilt, bevor die Elution der gebundenen Proteine in einem linearen Gradient von O bis 1
M NaCl (Puffer B/Puffer C) erfolgte. Das Volumen des Gradienten betrug 100 ml, die Flussrate

wihrend der gesamten Chromatographie 1 ml/min.

2.29.3. Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharose CL-4B

Fraktionen, die im Eluat der ersten Chromatographie Qox-Aktivitit aufwiesen, wurden vereinigt
und mit Ammoniumsulfat zu einer Endkonzentration von 0,75 M versetzt. Die prizipitierten
Proteine wurden bei 20000 X g (30 min, 4°C) abzentrifugiert und der Uberstand wurde auf eine
mit Puffer D (2.4.) dquilibrierte Siule geladen, die 10 ml Phenyl-Sepharose CL-4B enthielt.
Schwach gebundene Proteine wurden durch Spiilen mit 85 mM Tris/HCI-Puffer (pH 7), 0,55 M
(NH,4),SO, von der Sdulenmatrix entfernt, bevor die Qox in einem linearen Gradienten von 85
mM Tris/HCI (pH 7), 0,55 M (NH4),SO, bis zu 50 mM Tris/HCI (pH 7) (Puffer B) eluiert
wurde. Der Gradient umfasste 50 ml, die Flussrate war 1 ml/min.

2.29.4. Anionenaustauschchromatographie an UNO™.-Q 1

Fraktionen der hydrophoben Interaktionschromatographie mit Qox-Aktivitit wurden vereinigt
und auf eine mit Puffer B &quilibrierte Sdule mit einer starken Anionenaustauschmatrix
appliziert. Nach Spiilen mit Puffer B, um ungebundene Proteine zu entfernen, wurden
gebundene Proteine mit einem linearen Gradienten von 0,15 M bis 1 M NaCl in demselben
Puffer in einem Volumen von 40 ml eluiert. Die Flussrate wihrend der Chromatographie betrug
1 ml/min.

2.29.5. Gelfiltration an einer HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade Siule

Das vereinigte, Qox-aktive Eluat aus der vorhergehenden Chromatographie wurde in einem
Volumen von maximal 3 ml auf die Gelfiltrationssdule aufgetragen. Die Saule wurde sowohl
zum Aquilibrieren als auch zur Elution der Proteine mit Puffer E (2.4.) in einer Flussrate von 1

ml/min gespiilt.
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2.29.6. Lagerung der gereinigten Chinaldin-4-Oxidase

Die von der Gelfiltrationssiule eluierte Qox wurde durch Ultrafiltration an VIVASPIN

Konzentratoren (Ausschlussgréfie 10000 Da) eingeengt und bei -80 °C gelagert.

2.30. Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach einer von ZOR & SELINGER (1996)
modifizierten Methode von BRADFORD (1976). Dabei wird neben der Entstehung des Protein-
Farbstoff-Komplexes (Asoonm) auch die Abnahme des freien Farbstoffes (A4sonm) gemessen und
der Quotient Asgonn/Assonm gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. Gegeniiber der
Originalmethode, bei der nur bei 590 nm gemessen wird, fiihrt die Bestimmung des Quotienten
zu einer linearen Beziehung zwischen Proteinkonzentration und Absorption iiber einen grofieren
Protein-Konzentrationsbereich. Zudem wird die Sensitivitét des Testes gesteigert.

0,2 ml der proteinhaltigen Losung wurde mit 0,8 ml Bradford-Reagenz (2.4.) gemischt und nach
10 min Inkubationszeit bei RT bei beiden Wellenlingen photometrisch gemessen. Als

Standardprotein wurde RSA verwendet.

2.31. Nachweis von Enzymaktivititen

2.31.1. Chinaldin-4-Oxidase Test

Die Qox-Aktivitit wurde in einem photometrischen Test quantitativ bestimmt (DE BEYER &
LINGENS, 1993). Das Testverfahren beruht auf der von der Qox katalysierten
Hydroxylierungsreaktion des Substrates Chinaldin bei gleichzeitiger Reduktion des artifiziellen
Elektronenakzeptors INT zu rotem Formazan. Dieses kann bei 503 nm detektiert werden; sein
Spektrum tiberlagert nicht mit dem des Umsetzungsproduktes 1H-4-Oxochinaldin.
Der Testansatz enthielt:
500 ul 100 mM Tris/HCI (pH 8,5), 0,3 % Triton X-100
500 pl 2,5 mM INT in HyOgeion,
50 ul 100 mM Chinaldin in Isopropanol
10 pl Enzymldsung
Alle Bestandteile des Ansatzes bis auf das Substrat wurden vorgelegt und es wurde die Bildung
des Formazans, welches durch unspezifische INT-Reduktion entstand, fiir 1 min beobachtet.
Die Qox-katalysierte Reaktion wurde durch Zugabe des Substrates gestartet. Zur Berechnung
der Enzymaktivitit wurde der molare Extinktionskoeffizient des INT-Formazans
€503 nm: 19,3 X 10° M'em (BABSON & BABSON, 1973) verwendet. Der Test wurde bei RT
durchgefiihrt.
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2.31.2. Nachweis der 1H-4-Oxochinaldin-3-Monooxygenase

Die Aktivitdt der 1H-4-Oxochinaldin-3-Monooxygenase wurde mit NADPH als Cosubstrat
bestimmt. Da bei 340 nm sowohl das Substrat 4-Hydroxychinaldin (1H-4-Oxochinaldin), als
auch das NADPH absorbieren, wurde die Anderung der Extinktion bei 365 nm beobachtet. Der
molare Extinktionskoeffizient fiir NADPH €365 nm: 3,5 X 10° M''em” (BERGMEYER, 1975)
wurde der Berechnung der Enzymaktivitdt zugrunde gelegt.
Der Testansatz enthielt:
875 ul 20 mM Tris/HCI (pH 8)

50 pl 4 mM NADPH in HyOgeion.

50 ul 1,5 mM 4-Hydroxychinaldin in Isopropanol (50 % (v/v) in HyOgeion.)

50 ul Enzyml6sung
Die Reaktion wurde durch Substratzugabe gestartet. Der Test wurde bei RT durchgefiihrt. Zur
Dokumentation der Absorptionsidnderung wurden UV/Vis-Spektren iiber einen Zeitraum von

einer Stunde aufgezeichnet.

2.31.3. Nachweis der N-Acetylanthranilat-Amidase

2.31.3.1. Spektrophotometrischer Test
Zum  Nachweis der N-Acetylanthranilat-Amidase = wurde  folgender  Testansatz
zusammengegeben:

850 pl 20 mM Tris/HCI (pH 8)

100 pl 1,5 mM N-Acetylanthranilsdure in Ethanol

50 ul Enzymlosung

Die Reaktion wurde durch Substratzugabe gestartet und bei RT durchgefiihrt.
Es wurde die Produktbildung anhand der Extinktionsédnderung bei 325 nm beobachtet. Bei 309
nm, wo das Anthranilat ein Maximum aufweist, absorbiert auch das Substrat. Der molare
Extinktionskoeffizient fiir Anthranilat bei 325 nm wurde in 20 mM Tris/HCl Puffer pH 8
bestimmt. Zur Dokumentation der Absorptionsédnderung wurden UV/Vis-Spektren iiber einen

Zeitraum von einer Stunde aufgezeichnet.

2.31.3.2. Bestimmung des Umsetzungsproduktes durch Diinnschichtchromatographie

Zur Bestimmung des Produktes der enzymkatalysierten Reaktion wurde ein Testansatz, wie er
unter 2.31.3.1. beschrieben ist, 5 h bei Raumtemperatur inkubiert. Durch Zusatz von einem
Tropfen konzentrierter Salzsdure wurden die Proteine denaturiert und die Carbonsduren
protoniert. Nach Abzentrifugieren der Proteine wurde der Uberstand mit 100 pl
Essigsdureethylester ausgeschiittelt. Die Substanzen, die in die organische Phase iibergegangen

waren, wurden mittels Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten, welche einen UV-
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Indikator (254 nm) enthielten, in Laufmittel I (2.4.) aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte unter
UV-Licht (254 nm).

2.32. Bestimmung von K, und k., fiir Chinaldin und INT fiir die aus
P. putida KT2440 pKP1/I1I gereinigte Qox

Die Michaelis-Konstante (K;,) gibt die Substratkonzentration [S] an, bei der die halbmaximale

Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. Dabei gilt die Michaelis-Menten-Gleichung:

_ VmaxX[S]
Kn+[S]
mit: V, = Anfangsreaktionsgeschwindigkeit und V.., = maximale Reaktions-
geschwindigkeit.

Die kinetischen Parameter fiir das Substrat Chinaldin und den artifiziellen Elektronenakzeptor
INT wurden im Chinaldin-4-Oxidase Test (2.31.1.) bestimmt. Dabei wurde Chinaldin in
Konzentrationen von 4,7 mM bis 94,3 mM, INT in Konzentrationen von 4,7 mM bis 117,9 mM
eingesetzt. Enzympéparationen mit einer spezifischen Aktivitit von 5 U/mg
(Proteinkonzentration 1,4 mg/ml) wurden in einer 1:5 Verdiinnung eingesetzt. Die Messungen
wurden bei RT durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte wurden in einem Hanes-Diagramm
(HANES, 1932) aufgetragen; die Schnittpunkte der Geraden mit den Achsen wurden durch
lineare Regression bestimmt. Vp,, ergibt sich dabei aus dem reziproken Wert der
Geradensteigung, K,, entspricht dem Betrag des Schnittpunktes mit der X-Achse. Die
Wechselzahl k., gibt die Anzahl der Reaktionszyklen eines Enzyms pro Zeiteinheit an, sie kann
direkt aus der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit und der eingesetzten Enzymmenge
ermittelt werden. Zur Berechnung von k., wurde die aus der Aminosiuresequenz ermittelte

molare Masse von 266,4 kDa herangezogen.

2.33. Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

In einem elektrischen Feld bewegen Proteine sich im Verhiltnis zu ihrer Ladungsdichte
(Ladung/Masse), verschiedene Proteine werden so in einem Polyacrylamidgel bei konstanter
Spannung voneinander getrennt. Die Auftrennung von Proteinen unterschiedlicher Grofe ist
dabei abhingig von der PorengroBe des Gels, welche sich durch die prozentuale
Gesamtkonzentration (% T) der Monomere (Acrylamid und Bisacrylamid) und durch den
prozentualen Anteil des Bisacrylamides (% C) bezogen auf die Gesamtkonzentration T

definiert.
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2.33.1. SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970)

Zur Uberpriifung der Homogenitiit von Proteinpriparationen wurden 0,75 mm dicke SDS-PA
Gele mit 13,4 % T und 2,6 % C im Trenngel eingesetzt. Zur Vorbereitung der Proben wurden
20 pl Proteinlésung mit 5 pul SDS-DTT-Losung (2.4.) gemischt und fiir 5 min auf 95°C erhitzt.
Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine in einer Féarbelosung (2.4.) tiber Nacht geférbt
und gleichzeitig im Gel fixiert. Uberschiissiges Coomassie Blue wurde anschlieBend durch eine

Entfarbeldsung (2.4.) aus dem Gel gespiilt.

2.33.2. Native PAGE

Zum Nachweis der Synthese von rekombinanten Proteinen und zum Vergleich ihres
Laufverhaltens mit dem des Wildtyp-Proteins wurden PAGEs unter nativen Bedingungen
durchgefiihrt. Dabei wurde das ,,High-pH discontinuous* Puffersystem nach HAMES (1990)
und 0,75 mm dicke Gele (8 % T, 2,6 % C im Trenngel) eingesetzt. Nach der Elektrophorese
wurden die Proteine entweder einer allgemeinen Proteinfirbung mit Coomassie Blue (2.4.)
unterzogen oder aktive Qox wurde in einer Aktivitdtsfirbung sichtbar gemacht. Bei der
Aktivitdtsfarbung wurde das Gel in eine Losung, die die Bestandteile des Enzymtestes (Puffer,
INT, Chinaldin) (2.31.1.) enthielt, getaucht; die Qox-katalysierte Umsetzung des INT zu
Formazan wurde durch Spiilen mit 10 %iger (v/v) Essigsdure beendet. Coomassie gefirbte Gele

wurden mit einer Entférbelosung (2.4.) von uberschiissiger Farbe befreit.

2.34. Lichtabsorptionsspektrum der nativen Qox aus P. putida KT2440 pKP1/111

Zur Aufnahme eines UV/Vis-Spektrums der gereinigten Qox wurde eine Enzympriparation mit
einer spezifischen Aktivitdt von 5,2 U/mg (Proteingehalt 1,4 mg/ml) herangezogen. Durch
Bestimmung der Quotienten Ajgonm/Adsonm UNd Ayson/ Assonm KONnen einerseits die Reinheit der
Pridparation und andererseits die stochiometrischen Verhiltnisse von FAD:Fe:S in

molybdinhaltigen Hydroxylasen bestimmt werden (COUGHLAN, 1980).

2.35. Nachweis von CMP in Qox aus P. putida KT2440 pKP1/111

Zum Nachweis des Nukleotides, welches an den Molybdin-Pyranopterin-Cofaktor gebunden
ist, wurden 1,26 mg Qox (3 U/mg) in 3 %iger (v/v) H,SO, fiir 10 min auf 95°C erhitzt. Das
denaturierte Protein wurde durch Zentrifugation (10 min, 20000 X g, RT) von den geldsten
Nukleotiden abgetrennt. Der Uberstand wurde mittels HPLC an einer Lichrosorb C-RP-18
Saule (PartikelgroBe 5 pm, 4 X 250 mm) analysiert. Als Laufmittel wurde 0,2 %ige (v/v)

Essigsdure mit 0,5 % (v/v) Methanol verwendet, die Flussrate betrug 1 ml/min. Peaks wurden
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anhand der Retentionszeiten und der UV/Vis-Absorptionsspektren und durch

Cochromatographie mit Referenzsubstanzen (CMP, GMP, AMP, Cytidin) identifiziert.

2.36. Untersuchung des Metallgehaltes der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/111
und A. ilicis Rii61a |

Die Bestimmung des Metallgehaltes der Enzyme aus P. putida KT2440 pKP1/IIl und dem
Wildtyp wurde im Chemical Analysis Laboratory der University of Georgia durchgefiihrt. Die
dabei verwendete Methode der inductivly coupled argon plasma  (ICAP)-
Emissionsspektrometrie beruht auf der Veraschung des Proteins in einem Argonplasma, wobei
verschiedene in der Probe vorhandene Elemente Licht von charakteristischer Wellenldnge
emittieren. Die Intensitét des Lichtstrahls ist dabei direkt proportional zu der Konzentration des
Elementes in der Probe.

Zur Analyse wurden 1,2 mg Wildtyp-Enzym und 1 mg Enzym aus P. putida KT2440 pKP1/1II

verwendet. Die spezifischen Aktivitidten beider Priparationen lagen bei ca. 5 U/mg.

2.37. Elektronenspinresonanzspektroskopie

Zur Detektion paramagnetischer Zustinde der redoxaktiven Zentren der Qox aus P. putida
KT2440 pKP1/11L (Mo", Fe", FADH") wurden 2,3 mg (8,6 nmol) einer homogenen Priparation
ESR-spektroskopisch untersucht. Die Messungen wurden an der Universitit des Saarlandes von
R. Kraft, Dr. R. Kappl und Prof. Dr. J. Hiittermann durchgefiihrt.

Das native Enzym wurde in einem ersten Reduktionsschritt mit einem 10-fachen, spdter mit
einem 60-fachen molaren Uberschuss an Chinaldin versetzt und sofort in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren. Es wurde unter anoxischen Bedingungen gearbeitet, um einen vollstdndigen
Katalysezyklus zu verhindern. Zur kompletten Reduktion der redoxaktiven Zentren wurde ein
20-facher molarer Uberschuss an Natriumdithionit zugesetzt. Die Aufnahme der Spektren
erfolgte bei 77 K in fliissigem Stickstoff und zwischen 10 K und 65 K unter Helium. Bei
Temperaturen von 65 und 77 K wurde die Mikrowellenleistung von 0,2 mW bis 10 mW variiert.
Bei 25 K wurden die Spektren bei 10 mW Mikrowellenleistung aufgenommen. Um ein
Hintergrundrauschen zu kompensieren, wurden die Spektren bis zu 50 Mal aufaddiert.

Spektren der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III wurden mit solchen des Wildtyp-Enzyms

verglichen.
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3.  Experimente und Ergebnisse

3.1. Konstruktion einer angereicherten Genbank von A. ilicis Rii61a

Da zu Beginn der Arbeit nur die hoch degenerierte Oligonukleotidsonde ,,b-DIG* zur
Verfligung stand, welche mit nur einem DIG-Molekiil pro Sondenmolekiil markiert war, sollte
zuerst eine angereicherte Genbank fiir 4. ilicis Rii6la in einem high-copy number Vektor
(pUC18) erstellt werden. Aufgrund der hohen Kopienzahl des Vektors wurde erwartet, dass die
Detektion der Ziel-DNA nach einem Kolonieblotting mit anschlieBender Hybridisierung in

diesem System erfolgreicher sein wiirde, als in einem Vektor mit niedriger Kopienzahl.

3.1.1. Hybridisierung vollstindig restringierter genomischer DNA und Plasmid-DNA mit
der Oligonukleotidsonde ,,b-DIG*

Genomische DNA von 4. ilicis Ri6la wurde mit den Enzymen Smal, Sall und HindIIl
vollstandig restringiert (2.14.). Die DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (2.18.) und mittels Southern-Transfer (2.26.2.) an eine positiv
geladene Nylonmembran gebunden. Die Hybridisierung mit der Oligonukleotidsonde ,,b-DIG*
(2.25.1.) zur Identifizierung des goxM-Gens erfolgte wie unter 2.26.3. beschrieben.

Mit der Sonde ,,b-DIG“ hybridisierten folgende Restriktionsfragment (Abb. 6): Ein Smal-
Fragment von ca. 4,5 kb, ein Sall-Fragment von ca. 5,1 kb und ein HindIII-Fragment von ca. 11
kb.

(A) (B)
1234567 123 4 567

e e =

Abb. 6
Untersuchung der spezifischen Bindung der Oligonukleotidsonde ,,b-DIG*.
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(A) Agarosegel (0,7 %), in dem Restriktionsfragmente genomischer DNA von A. ilicis Rii6la und E. coli
XL1-Blue MRF’, bzw. Plasmid-DNA von pUC18 aufgetrennt sind.

(B) Blot des Agarosegels (A) nach Hybridisierung mit der Sonde ,,b-DiG“ und colorimetrischer
Detektion.

Bahn 1: DNA GroB8enstandard Smart Ladder, Bahn 2: Genomische DNA aus A. ilicis Ri6la, Smal
restringiert, Bahn 3: Genomische DNA aus A. ilicis Rii61a, Sall restringiert, Bahn 4: Genomische DNA
aus A. ilicis Rii61a, HindIlI restringiert, Bahn 5: pUC18, Smal restringiert, Bahn 6: Genomische DNA aus
E. coli XLL1-Blue MRF’, Smal restringiert, Bahn 7: Genomische DNA aus E. coli XL.1-Blue MRF’, nicht

restringiert.

3.1.2. Konstruktion einer angereicherten Genbank

Das 4,5 kb groBe Smal-Restriktionsfragment, welches mit der Sonde ,,b-DIG* hybridisierte,
wurde zur Erstellung einer angereicherten Genbank zur Identifizierung der Qox kodierenden
Gene ausgewihlt. Ausgehend von dem Wissen um die genetische Organisation der Chinolin-2-
Oxidoreduktase von P. putida 86 (BLASE et al., 1996), der CO-Dehydrogenase von O.
carboxidovorans (SCHUBEL et al., 1995) und der Nikotin-Dehydrogenase von A.
nicotinovorans (BAITSCH et al., 2001), konnte erwartet werden, dass auch die drei
Untereinheiten der Qox von drei Genen kodiert werden, welche in einem Cluster organisiert
sind. Die Gencluster der oben genannten Enzyme erstrecken sich jeweils iiber
Sequenzabschnitte von weniger als 4 kb und da die drei Proteinuntereinheiten der Qox in der
GroBe denen der drei anderen Enzyme &dhnlich sind, wurde eine #hnliche GroBe eines
potentiellen Genclusters, der die Strukturgene der Qox umfasst, erwartet.

Nach 2.9.2. isolierte genomische DNA von A. ilicis Rii6la wurde vollstindig mit Smal
restringiert. Fragmente in der GroBe zwischen 4-5 kb wurden nach einer Gelelektrophorese
mittels Gelextraktion (2.19.1.) zuriickgewonnen. 100 ng dieser DNA-Fragmente wurden zur
Kontrolle auf einem Southern-Blot mit der Sonde ,,b-DIG* hybridisiert; es konnte das erwartete
Signal bei ca. 4,5 kb detektiert werden. Daraufhin wurden 450 ng der DNA-Fragmente mit dem
mit Smal linearisierten und dephosphorylierten (2.15.) Vektor pUCI18 ligiert (2.17.). Der
Ligationsansatz wurde genutzt, um damit elektrokompetente E. coli XL1-Blue MRF’ Zellen zu
transformieren (2.21.2.).

Die angereicherte Genbank enthielt 348 Transformanten.

3.1.3. Screening der angereicherten Genbank

Zur Identifizierung der Transformanten, die gox-Gene im Insert des Plasmids enthalten, wurde
die DNA der Transformanten der angereicherten Genbank (3.1.2.) mittels Kolonieblotting auf

eine Nylonmembran tibertragen (2.26.1.) und mit der Sonde ,,b-DIG* hybridisiert (2.26.3.).
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Als Negativkontrolle wurden Kolonien von E. coli XL.1-Blue MRF’, der das Plasmid pUC18
enthielt, mitgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde nach 2.9.2. isolierte genomische DNA von 4.
ilicis Rii61a eingesetzt.

Die Signale auf den Kolonieblots waren sehr schwach und aufgrund storender
Hintergrundsignale konnten keine eindeutigen Ergebnisse ermittelt werden. Darum wurde die
Plasmid-DNA von Transformanten, die ein schwaches Signal zeigten, nach 2.10.1. isoliert, mit
Smal restringiert und im Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran geblottet (2.26.2.) und mit
der Sonde ,b-DIG*“ hybridisiert (2.26.3.). Drei der getesteten Plasmide enthielten Inserts,
welche deutlich mit der Sonde hybridisierten. Abbildung 7 zeigt exemplarisch zwei dieser
»positiven“ Plasmide (Bahnen 3 und 4) neben einem, welches kein Hybridisierungssignal zeigte
(Bahn 5). Als Positivkontrolle wurde bei diesen Hybridisierungsexperimenten Smal restringierte

genomische DNA von 4. ilicis Rii61a mitgefiihrt.

e

Abb. 7

Hybridisierung von DNA rekombinanter Plasmide mit der Sonde ,,b-DIG*.

Agarosegel (A) nach Auftrennung von Smal restringierter Plasmid-DNA und genomischer DNA;
korrespondierender Blot (B) nach Southern-Transfer, Hybridisierung mit der Sonde ,,b-DIG* und

colorimetrischer Detektion.

Bahn 1: DNA Groflenstandard Smart Ladder, Bahn 2: Genomische DNA aus A. ilicis Rii6la, Smal
restringiert (Positivkontrolle), Bahn 3-5: Plasmid-DNA von Transformanten nach Smal Restriktion

Das Plasmid pUC4,5 (Abb. 7, Bahn 3), dessen Insert ein deutliches Hybridisierungssignal mit
der Sonde ,,b-DIG* zeigte, wurde fiir weitere Untersuchungen ausgewdihlt; das Insert wurde

durch Herrn Dr. B. Hauer (BASF AG) sequenziert.



Experimente und Ergebnisse 62

3.2. Analyse des Inserts von pUC4,5

3.2.1. Restriktionsanalyse des 4,5 kb Inserts

Zur Analyse des Plasmidinserts wurde nach 2.10.1. isolierte Plasmid-DNA von pUC4,5 Smal
restringiert. Das 4,5 kb lange Fragment wurde durch Gelextraktion (2.19.1.) erhalten und mit
den Restriktionsendonukleasen BamHI, Dpnl, EcIXI, Kpnl, Sacl, Xbal und Xhol in separaten
Ansitzen behandelt. Zusétzlich wurden Doppelrestriktionen mit BamHI/Sacl, EclXl/Sacl und
EcIX1/Xhol durchgefiihrt. Die gleichen Restriktionen wurden zur Lokalisation der Schnittstellen
(Abb. 8) auf das vollstidndige Plasmid pUC4,5 angewandt. Die Spaltprodukte wurden sowohl in

0,6 %igen, als auch in 1,5 %igen Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt.

EclX1 Sacl

Smal Smal
Xbal Sacl BamHl Dpnl  Xhol Dpnl  BamHI Kpnl

| | | I I | ]

hod ORF 2
[ [
kb O 1

Abb. 8

Funktionelle Sequenzabschnitte des 4,5 kb grofien Inserts von pUC4,5.

Die Pfeile geben Lage und Leserichtung der gefundenen ORFs an. Unter 3.2.1. experimentell ermittelte
Restriktionsschnittstellen sind nach erfolgtem Sequenzabgleich dargestellt (es sind nicht alle Dpnl
Schnittstellen aufgefiihrt). Die grau unterlegten Rechtecke bezeichnen die Sequenzabschnitte, die zur

Erstellung der Sonden ,,b-DIG* und ,,1,1 DpnI* genutzt wurden.

3.2.2. Sequenzanalyse des 4,5 kb Inserts

Das 4,5 kb lange DNA-Fragment wurde sequenziert; die dazu eingesetzten primer finden sich in
Anhang 2. Die Nukleotidsequenz des 4580 bp langen Sequenzabschnittes findet sich in der
23015 bp langen Sequenz (Anhang 1) von Nukleotid 15458 bis Nukleotid 20037.

Auf dem Fragment konnten zwei vollstindige und zwei beginnende gencodierende Bereiche
(open reading frames, ORFs) festgelegt werden (Abb. 8). Anhand der bekannten N-terminalen
Aminosaduresequenzen der drei Qox-Untereinheiten (DE BEYER & LINGENS, 1993) konnte
eines der kompletten Gene und das stromabwirts davon beginnende Gen als goxL und goxM
identifiziert werden. Stromaufwérts von goxL in reverser Orientierung beginnt ein weiteres
potentielles Gen, welches mit ORF 2 bezeichnet wurde. 90 Nukleotide stromabwirts von dessen

Stopcodon wurde das 5'-Ende des Gens, welches fiir die 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-
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Dioxygenase (Hod) (BETZ et al., 2000; FETZNER, 2002) kodiert, anhand von
Sequenzvergleichen identifiziert. Eine detaillierter Beschreibung der (potentiellen) Gene und

der Genprodukte folgt unter 3.9. und 3.10..

3.3. Etablierung einer Genbank, die das Genom von A. ilicis Rii61a

reprisentiert

Da mit Hilfe der angereicherten Genbank nicht der komplette die Gene qoxL, goxM und qoxS
umfassende Cluster identifiziert werden konnte, wurde eine Genbank, die das vollstdndige
Genom von A. ilicis Ri6la reprasentiert, in dem Cosmid-Vektor pVK100 erstellt. Zum

Durchsuchen der Genbank wurde die goxL-spezifische Sonde ,,1,1 Dpnl* (2.25.2.) eingesetzt.

3.3.1. Hybridisierung genomischer DNA mit der Sonde ,,1,1 DpnI*

Zur Untersuchung der Bindungsspezifitit der Sonde ,,1,1 Dpnl“, die einen 1052 bp langen
Sequenzabschnitt am 5'-Ende von goxL umfasst (Abb. 8), wurde genomische DNA aus A. ilicis
Rii6la und E. coli HB101, sowie Plasmid-DNA des Cosmid-Vektors pVK100 vollstindig
restringiert (2.14.), nach einer Gelelektrophorese auf eine Nylonmembran iibertragen (2.26.2.)
und mit der Sonde ,,1,1 Dpnl* hybridisiert (2.26.3.).

Die goxL-spezifische Sonde hybridisierte mit einem 9 kb groen Kpnl-Fragment, einem 10,5 kb
groBBen EcoRI-Fragment, einem 11 kb groBen HindIll-Fragment und wie erwartet mit dem 4,5
kb groBen Smal-Fragment der A. ilicis Rii61a DNA (Abb. 9). Weder DNA des Plasmids, noch
DNA von E. coli HB101 zeigte mit dieser Sonde ein Hybridisierungssignal.
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(A) (B)
1 23456 7 8 1 23 4 5 6 78

Abb. 9

Hybridisierung zur Uberpriifung der Spezifitit der Sonde ,,1,1 Dpnl*“.

Agarosegel (A), in dem genomische DNA aus 4. ilicis Rii6la und E. coli HB101, sowie Plasmid-DNA
des Cosmids pVK100 nach Restriktionen aufgetrennt wurden. (B) stellt den korrespondierenden Blot
nach Hybridisierung mit der Sonde ,,1,1 Dpnl* und colorimetrischer Detektion dar.

Bahn 1: DNA GréBenstandard Smart Ladder, Bahn 2: Genomische DNA aus 4. ilicis Rii6la, Kpnl
restringiert, Bahn 3: Genomische DNA aus 4. ilicis Rii61a, EcoRI restringiert, Bahn 4: Genomische DNA
von A. ilicis Rii6la, HindIIl restringiert, Bahn 5: Genomische DNA aus 4. ilicis Rii6la, Smal
restringiert, Bahn 6: pVK100, HindllI restringiert (Negativkontrolle), Bahn 7: Genomische DNA aus E.
coli HB101, Smal restringiert (Negativkontrolle), Bahn 8: DNA GriéBenstandard: A-DNA, HindIII

restringiert

3.3.2. Konstruktion der Genbank

Genomische DNA von A. ilicis Rii61a wurde partiell mit HindIIIl restringiert (2.14.1.). Die
geschnittene DNA wurde in einem Gel aus low-melt Agarose aufgetrennt (2.18.) und Fragmente
in der GréBe von 15 kb bis 25 kb wurden mittels Hydrolyse der Agarose durch Agarase
(2.19.2.) zuriickgewonnen. Der Cosmid-Vektor pVK100 wurde mit HindIII linearisiert und
durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (2.15.). Die Ligation wurde
wie unter 2.17.1 beschrieben durchgefiihrt.

In einer in vitro packaging Reaktion wurden die Concatemere aus A-Phagenarmen und
inserierten DNA-Fragmenten in Phagenkdpfe ,,verpackt” (2.20.1.). Diese wurden genutzt, um E.
coli HB101 Zellen, die in einer Magnesium-Kultur geziichtet worden waren (2.20.2.), zu
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infizieren. Die Transfektanten wurden auf Tetracyclin-Resistenz (Tc’) und Kanamycin-
Sensitivitit (Km®) getestet (2.20.3.).
Die Genbank enthielt 3584 E. coli HB101 pVK (T¢', Km®) Klone, die nach unten stehender
Formel mit iber 99 %iger Wahrscheinlichkeit das vollstindige A. ilicis Rii6la Genom
reprasentieren.

N=In(-P)/Inl-(F/G)]

N = Anzahl der Klone

P = Wahrscheinlichkeit, dass das Genom komplett représentiert ist (hier: 99 %)

F = Fragmentlénge (hier: durchschnittlich 20000 bp)

G = GenomgroBe (hier: angenommen 6 Mio. bp)

3.3.3. Screening der Genbank

Zur Untersuchung der Klone der Genbank wurde DNA der Kolonien auf eine Nylonmembran
iibertragen (2.26.1.) und mit der goxL-spezifischen Sonde ,,1,1 DpnI*“ hybridisiert (2.26.3.).
Zwanzig E. coli HB101 pVK (Tc', Km®) Klone zeigten neben der Positivkontrolle (E. coli XL1-
Blue MRF’ pUC4,5) ein deutliches Signal, wihrend die DNA von E. coli HB101 pVK100, der

als Negativkontrolle mitgefiihrt wurde, nicht mit der Sonde hybridisierte.

3.4. Untersuchung rekombinanter Cosmide und Synthese aktiver Chinaldin-4-
Oxidase durch Pseudomonas putida KT2440 pVK (Tc", Km®)

Bevor einer der zwanzig Klone, welche ein positives Hybridisierungssignal mit der Sonde ,,1,1
Dpnl* zeigten, zur Sequenzierung des Cosmidinserts ausgewéhlt wurde, sollten diese Klone auf
die Fahigkeit der Synthese aktiver Qox untersucht werden. Versuche zur heterologen
Expression und zur Synthese aktiver molybdénhaltiger Hydroxylasen mit MCD-Cofaktor in E.
coli Wirtsstimmen waren jedoch bisher erfolglos (BLASE et al., 1996; BLACK et al., 1990).
Aus diesem Grund wurde der Stamm P. putida KT2440, der auch schon zur funktionellen
Expression der Chinolin-2-Oxidoreduktase Gene eingesetzt worden war (BLASE et al., 1996,
FRERICHS-DEEKEN, 2000, FRERICHS-DEEKEN et al., 2003) als Rezipient der

rekombinanten Cosmide ausgewéhlt.

3.4.1. Umklonierung der rekombinanten Cosmide in P. putida KT2440

Die Cosmid-DNA der zwanzig ,,positiven” E. coli HB101 pVK (Tc', Km®) Klone wurde nach
2.10.1. isoliert; 1-2 pl der DNA wurden zur Transformation elektrokompetenter P. putida
KT2440 Zellen eingesetzt (2.21.). Dreizehn rekombinante Cosmide konnten stabil in P. putida
KT2440 etabliert werden.
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3.4.2. Hybridisierung von Cosmid-DNA aus P. putida KT2440 pVK (Tc', Km®) Klonen
mit der Sonde ,,1,1 Dpnl*

Zur Identifizierung der mit der goxL-spezifischen Sonde hybridisierenden Fragmente wurde
Cosmid-DNA der P. putida KT2440 Klone mit HindIII restringiert, auf eine Nylonmembran
iibertragen (2.26.2.) und zur Hybridisierung eingesetzt (2.26.3.).

Abbildung 10 zeigt, dass die Inserts der Cosmide, die auch im Kolonieblot mit der Sonde
hybridisierten, ein HindIII-Fragment von etwa 11 kb aufweisen, welches z. T. komplementér zu
der Sondensequenz ist. Daneben besitzen die klonierten DNA-Abschnitte dieser Klone jeweils
ein zweites HindIII-Fragment unterschiedlicher Grofe. Rekombinante Cosmide, die im
Kolonieblot kein Hybridisierungssignal zeigten, besitzen die hybridisierenden 11 kb Fragmente
nicht (Abb. 10, Bahnen 15 und 16).

A) (B)
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Abb. 10

Hybridisierung von HindIII restringierten rekombinanten Cosmiden mit der goxL-spezifischen
Sonde.

(A) Agarosegel nach gelelektrophoretischer Auftrennung Hindlll-restringierter Cosmide, (B)
korrespondierender Blot nach Hybridisierung mit der Sonde ,,1,1 Dpnl“ und Detektion

Bahn 1: GréBenstandard: A-DNA, HindIIl restringiert, Bahnen 2-14: DNA rekombinanter Cosmide,
HindIll restringiert (Cosmidbezeichnungen: 2: 1E/4, 3: 1G/5, 4: 3D/6, 5: 14D/1, 6: 14F/7, 7. 18D/3, 8:
18F/4, 9: 49G/2, 10: 50A/1, 11: 53B/6, 12: 55B/5, 13; 56B/4, 14: 64C/2), Bahnen 15 und 16: DNA
rekombinanter Cosmide, die im Kolonieblot kein Signal gezeigt hatten, 17: DNA Grofenstandard Smart
Ladder
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3.4.3. Synthese aktiver Chinaldin-4-Oxidase und cometabolische Chinaldin-Umsetzung
durch P. putida KT2440 pVK (Tc", Km®) Klone

Die dreizehn P. putida KT2440 Cosmidklone wurden zur Untersuchung ihrer Fihigkeit,
Chinaldin cometabolisch umzusetzen und aktive Qox zu synthetisieren, in Chinaldin-Succinat-
Minimalmdium geziichtet; durch Zugabe von Chinaldin in die wachsende Kultur wurde erhofft,
die Expression der Gene der am Abbau beteiligten Enzyme zu induzieren.

Um die spezifische Aktivitit der Qox im Rohextrakt der Cosmidklone zu bestimmen, wurden
sie nach 2.8.2. geziichtet. Zur Feststellung, ob die Expression der gox-Gene einer Regulation
durch das Substrat unterliegt, wurden die Klone sowohl in Anwesenheit als auch in
Abwesenheit von Chinaldin kultiviert. Die Zellen wurden durch Behandlung mit Ultraschall
(2.29.1.) aufgeschlossen und die Enzymaktivitit der Qox wurde im Standardtest (2.31.1.)
bestimmt.

Wie durch Aufnahme von UV/Vis-Spektren der Kulturiiberstinde (2.8.2.) erkennbar, setzten
vier der Cosmidklone Chinaldin iiberhaupt nicht um; sie zeigten auch keine Qox-Aktivitit (Tab.
3). In vieren der Cosmidklone katalysierte die Qox den ersten Schritt im Chinaldin-Abbau, die
Umsetzung zu 1H-4-Oxochinaldin, welches nicht weiter degradiert wurde. Die verbleibenden
fiinf P. putida KT2440 pVK Klone bauten Chinaldin im Succinatmedium cometabolisch bis
zum Anthranilat ab, welches akkumulierte. Aus diesen fiinf Klonen wurde der mit P. putida
KT2440 pVKS5B/S bezeichnete fiir weitere Untersuchungen ausgewihlt, da er im induzierten
Zustand die hochste Qox-Aktivitit aufwies (Tab. 3).

Es konnte festgestellt werden, dass die Synthese aktiver Qox einer substratabhingigen
Regulation unterliegt. Die spezifische Aktivitdt konstitutiv synthetisierter Qox ist in den
Rohextrakten der untersuchten Klone um einen Faktor von 2 bis 8 geringer als die spezifische
Qox-Aktivitit nach Induktion.

Ein P. putida KT2440 Klon, der das unverdnderte Cosmid pVK100 enthielt, war nicht in der
Lage, Chinaldin oder eines der folgenden Abbauprodukte aus dem Anthranilatweg (1H-4-
Oxochinaldin, N-Acetylanthranilat, Anthranilat) cometabolisch umzusetzen. Catechol wurde
hingegen vollstindig abgebaut. Im Rohextrakt von P. putida KT2440 pVK100 Zellen konnte
keine Qox-Aktivitdt nachgewiesen werden.

Rohextrakte der Klone, die Chinaldin umsetzten, wurden in einer nativen PAGE aufgetrennt
und einer Féarbung auf Qox-Aktivitit unterzogen (2.33.2.). In jedem Rohextrakt konnte eine rote
Bande (durch Formazanbildung) nachgewiesen werden, die von einem Protein herriihrte,
welches die gleiche elektrophoretische Mobilitdt aufwies wie die Qox aus A. ilicis Rii61a. In
Coomassie gefdrbten nativen PA-Gelen derselben Proben konnten den Banden, die in einem
einer Aktivitdtsfarbung unterzogenen Gel lokalisiert werden konnten, keine korrespondierenden
Banden zugeordnet werden. Abbildung 11(A) zeigt diese Ergebnisse am Beispiel des Klons P.
putida KT2440 pVKS5B/S.
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Tab. 3

Spezifische Qox-Aktivitit in Rohextrakten von P. putida KT2440 pVK (Tc', Km®) Klonen und

Umsetzungsprodukte cometabolischer Chinaldin-Konversion.

Stamm/ spezifische Qox-Aktivitit Umsetzungsprodukt
P. putida KT2440 pVK Klon (U/mg)
induziert nicht
induziert
P. putida KT2440 pVK100 0,0 0,0 keine Umsetzung
1E/4 0,0 0,0 keine Umsetzung
1G/5 0,0 0,0 keine Umsetzung
3D/6 0,037 0,01 1H-4-Oxochinaldin
14D/1 0,0 0,0 keine Umsetzung
14F/7 0,027 0,009 Anthranilat
18D/3 0,0 0,0 keine Umsetzung
18F/4 0,075 0,009 1H-4-Oxochinaldin
49G/2 0,022 0,01 Anthranilat
S0A/1 n. b. n. b. 1H-4-Oxochinaldin
53B/6 0,012 0,003 1H-4-Oxochinaldin
55B/5 0,041 0,015 Anthranilat
56B/4 n. b. n. b. Anthranilat
64C/2 0,016 n. b. Anthranilat

n. b.: nicht bestimmbar, da unter der Nachweisgrenze (AE/min = 0,05) des Enzymtests

3.5. Degradative Fihigkeiten von P. putida KT2440 pVK55/11 und Synthese

aktiver Qox

Das 11 kb Fragment des Cosmids pVKS5B/S, welches mit der goxL-spezifischen Sonde ,,1,1

Dpnl* hybridisierte, wurde nach HindIII-Restriktion von pVKS55B/5 und Gelextraktion (2.19.2.)

in den HindlIlI restringierten, dephosphorylierten Vektor pVK100 inseriert. Das neue Konstrukt

pVKS55/11 wurde durch Elektroporation in den Stamm P. putida KT2440 eingebracht (2.21.).

P. putida KT2440 pVKS55/11 war in der Lage, genauso wie der Stamm P. putida KT2440

pVKS5B/5 Chinaldin bis zum Anthranilat abzubauen. Im Rohextrakt dieser Zellen wurde eine

spezifische Qox-Aktivitiat von 0,04 U/mg gemessen. Wurde P. putida KT2440 pVKS5/11 in

Mineralsalzmedium mit Succinat als einziger C-Quelle geziichtet, lag die spezifische Qox-

Aktivitdt im Rohextrakt bei 0,01 U/mg.
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Von P. putida KT2440 pVKS5/11 synthetisierte Qox zeigt in der nativen PAGE dieselbe
elektrophoretische Mobilitdt wie das vom Wildtyp und das von P. putida KT2440 pVK55B/5
synthetisierte Enzym (Abb. 11B).

(A) (B)

1 2 3 4 5 6 1 2 3

-

Abb. 11

Native PA-Gele von Rohextrakten der Stimme P. putida KT2440 pVKS55B/5 und pVKS55/11
und von 4. ilicis Rii61a.

(A) Bahnen 1-3 und (B): Aktivitétsfirbung auf Qox-Aktivitit, (A) Bahnen 4-6: Coomassie Farbung;

(A) Bahn 1 und 4: P. putida KT2440 pVK55B/5, Bahn 2 und 5: P. putida KT2440 pVK100, Bahn 3 und
6: A. ilicis Ri6la.

(B) Bahn 1: 4. ilicis Rii6la, Bahn 2: P. putida KT2440 pVKS55/11, Bahn 3: P. putida KT2440
pVKS55B/5.

3.6. Versuche zur funktionellen Expression der gox-Gene in E. coli HB101

pVKSSB/S

Nachdem nachgewiesen war, dass das Insert des rekombinanten Cosmids pVK55B/5 einem
Pseudomonas Wirtsstamm die Féhigkeit zur Chinaldin-Umsetzung verleiht, sollte untersucht
werden, ob die Synthese funktioneller Qox auch in einem entsprechenden E. coli-Klon moglich
ist.

Es konnte keine Chinaldin-Umsetzung durch E. coli HB101 pVKS55B/5 beobachtet werden,
wenn dieser zur Induktion der Qox-Synthese wie unter 2.8.3. beschrieben geziichtet wurde.
Auch im Rohextrakt dieser Zellen konnte keine Qox-Aktivitdt nachgewiesen werden. P. putida
KT2440 pVK55B/5 hingegen synthetisierte unter denselben Bedingungen aktive Qox und setzte
Chinaldin zu Anthranilat um.



Experimente und Ergebnisse 70

3.7. Subklonierung von Fragmenten des 23 kb Inserts und Sequenzierung des
Cosmidinserts von pVKS5B/5

Restriktion mit Hindlll fiihrte zur Aufspaltung des Inserts von pVKS55B/5 in ein 10,8 kb grofles
Fragment und eines von 12,2 kb (s. Abb. 10). Diese beiden Fragmente wurden separat mit dem
mit HindIIl gedffneten, dephosphorylierten Vektor pUCI18 ligiert. Mit diesen Konstrukten
pUCS55/12 und pUCS55/11 wurden elektrokompetente E. coli DHSo. Zellen transformiert (2.21.).
Smal Restriktion des 11 kb Fragmentes generierte drei Fragmente. Neben dem 4,5 kb Fragment,
welches u. a. die Gene goxL und qgoxM (teilweise) beinhaltet (3.2.), konnten durch Smal bzw.
durch Smal/HindIll Restriktion von pUC55/11 ein etwa 3,2 kb grofles und ein etwa 3 kb grofles
Fragment erhalten werden. Diese wurden einzeln in die MCS von pUCI18 kloniert. Zur
Vermehrung der rekombinanten Plasmide wurden pUCS55/3 und pUCS55/3,2 in E. coli DH5o
etabliert. Die Inserts von pUCS55/3,2, pUC4,5 (3.2.2.) und pUC55/12 wurden von Herrn Dr. B.
Hauer (BASF AG, Ludwigshafen) sequenziert, das Insert von pUCS55/3 von einem
kommerziellen Anbieter (MWG Biotech, Ebersberg).

Die zur Sequenzierung durch Herrn Dr. B. Hauer eingesetzten Primer finden sich in Anhang 2.

3.8. Sequenz des 23 kb Inserts aus pVKS55B/5

Die Nukleotidsequenz des 23015 bp langen Inserts des Cosmids pVKS5B/S findet sich in
Anhang 1. Die Nukleotidsequenz und die daraus abgeleiteten Aminosduresequenzen wurden in
der EMBL-Datenbank unter der Acc. Nr. AJ537472 hinterlegt.

Neben den Genen, die fiir die Qox kodieren, wurden sechzehn weitere ORFs identifiziert.
Tabelle 4 gibt Auskunft iiber die Lidnge der (potentiellen) Gene, die Anzahl der daraus
abgeleiteten Aminosiuren und die errechnete Masse der hypothetischen Proteine. AuBlerdem ist

die Lage der ORFs auf dem 23 kb Fragment beschrieben.
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Tab. 4 Beschreibung der hypothetischen ORFs auf dem 23 kb Fragment aus pVKS55B/5.
Da ORF1 nicht vollstandig ist, sind die Werte in Klammern gesetzt.
Gen/ Anzahl der Anzahl der errechnete Lokalisation auf | Leseraster
ORF Nukleotide | Aminoséduren Proteinmasse dem 23 kb
[Dalton] Fragment
[nt. Nr.-nt. Nr.]
10,8 kb HindIII-Fragment
ORF 1 (1143) (380) 21873-23015 +1
qoxS 525 174 18539 20776-21300 +1
qoxM 873 290 30608 19901-20773 +2
qoxL 2388 795 84115 17517-19904 +3
ORF 2 1167 388 42216 16816-15650 -2
hod 831 276 31857 15559-14729 2
ORF 4 882 293 32002 14721-13840 -3
ORF 5 1272 423 43695 13772-12501 -1
12,2 kb HindIII-Fragment
ORF 6 888 295 32349 11902-11015 -2
ORF 7 1119 372 39588 10989-9871 -3
ORF 8 612 203 21472 9198-9809 +3
ORF 9 840 279 29409 9094-8255 2
ORF 10 537 178 20331 8202-7666 -3
ORF 11 1245 414 43306 6395-7639 +2
ORF 12 1011 336 37043 5261-6271 +2
ORF 13 1131 376 40153 4741-3611 2
ORF 14 762 253 25581 2798-3559 +2
ORF 15 909 302 31820 1885-2793 +1
ORF 16 1305 434 47172 1744-440 2

3.9. Analyse der Sequenzen der Chinaldin-4-Oxidase Untereinheiten

3.9.1.

Der Gencluster der Chinaldin-4-Oxidase

Die Gene, die fiir die Chinaldin-4-Oxidase kodieren, liegen in einem Cluster in der Reihenfolge

goxL (kodiert fiir die groBe Qox-Untereinheit), goxM (kodiert fiir die mittelgroBe Qox-

Untereinheit) und goxS (kodiert fiir die kleine Qox-Untereinheit) vor. Der gesamte Cluster

umfasst eine Liange von 3783 Nukleotiden. Die Lokalisation der einzelnen Gene ist Tabelle 4 zu

entnehmen.
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Vierzehn Nukleotide stromaufwirts von dem Startcodon von goxL (ATG) konnte eine
potentielle Shine-Dalgarno Sequenz (SHINE & DALGARNO, 1974) mit sieben Nukleotiden
(AAGGAGA) identifiziert werden. 146 Nukleotide stromaufwirts des goxL Startcodons liégt
ein Sequenzabschnitt (TTGACG), der eventuell einer -35 Promotoregion zur Bindung der
RNA-Polymerase entsprechen kdnnte (DE HASETH et al., 1998). Eine mégliche -10 Region im
iiblichen Abstand von 16-19 Nukleotiden konnte von dem Sequenzabschnitt GACATA gebildet
werden. Die Annahme, dass es sich hier um potentielle Promotorregionen handeln konnte,
beruht auf Vergleichen mit bekannten Promotorregionen. Zum Vergleich herangezogen wurden
hypothetische Promotoren unterschiedlicher Arthrobacter Spezies (DE HASETH er al., 1998,
SCHENK et al., 1998, ROBERTS et al., 1985, ZHANG et al., 1993, SCHMITZ et al., 1992),
bzw. putative Promotoren, die in Transkriptionseinheiten zur Aromaten-Degradation gefunden
wurden (CARL et al., 2004, EATON, 1997) (Tab. 5). In dem Bereich stromaufwirts dieses
potentiellen Promotors finden sich einige direkte Wiederholungssequenzen und ein inverted
repeat (siche Anhang 1).

Das Gen goxL endet mit dem Stopcodon TGA, welches um zwei Nukleotide mit dem
Startcodon ATG des Gens goxM iiberlappt. Dreizehn Nukleotide vor dem Startcodon findet sich
eine potentielle Ribosomen-Bindestelle (AAGGAGA). QoxM endet mit einem Stopcodon TGA,
auf das in einem Abstand von zwei Nukleotiden das Startcodon von goxS (ATG) folgt. Die
potentielle Ribosomen-Bindestelle, die vierzehn Nukleotide vor dem goxS Startcodon beginnt
(AAGGGAG), ist etwas unterschiedlich zu denen, die vor den Genen goxL und goxM gefunden
wurden. Das Gen wird am 3'-Ende durch ein TGA Stopcodon begrenzt. Sechs Nukleotide
stromabwirts von dem goxS Stopcodon befindet sich ein 23 bp langer Sequenzabschnitt, der
einen nicht vollstindig komplementdren inverted repeat aufweist (CCtGGAG attagaaac
CTCCgGG). Es konnte sich hierbei um eine Struktur zur Transkriptionstermination handeln,
die in der mRNA zur Bildung einer Haarnadelstruktur fiihrt.

Der G + C-Gehalt der Gene goxL, goxM und goxS betrigt 60,1 mol %, 62,2 mol % bzw. 58,8

mol %.
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Tab. 5

Vergleich hypothetischer Promotorregionen.

Potentielle -13, -14 Positionen in den -10 Regionen vor goxL bzw. ORF2, wie sie fiir o> -abhiingige
Promotoren bekannt sind, sind in Klammern gesetzt.

Genbezeichnungen: 6-hlno: 6-Hydroxy-L-Nikotinoxidase, 6-hdno: 6-Hydroxy-D-Nikotinoxidase, kdh:
Keton-Dehydrogenase, ermA: Erythromycin Resistenz Protein, maoxII: Methylamin-Oxidase, fcbA: 4-
Chlorbenzoat-Coenzym A Ligase, gorM: Chinolin-2-Oxidoreduktase (M-Untereinheit), cymB: p-Cumol
Alkohol-Dehydrogenase, cmtAa: p-Cuminséure 2,3-Dioxygenase

" DE HASETH et al. (1998), ” SCHENK et al. (1998), ¥ ROBERTS et al. (1985),

Y ZHANG et al. (1993), > SCHMITZ et al. (1992), ® CARL et al. (2004), ” EATON (1997)

Stamm Gen -35 Region Anzahl -10 Region
zwischenliegender
Nukleotide

A. nicotinovorans 6-hlno” TTGATG 19 TAGAAA
A. nicotinovorans 6-hdno’ TTGACA 16 TATCAAT
A. nicotinovorans kdh* ATGAAA 18 TAAGAT
Arthrobacter sp. ermA’ TCGGAC 16 TATCCT
NRRLB3381
Arthrobacter maoxIl’ TCGCAT 17 TAGTTT
Stamm P1
Arthrobacter sp. fcbA® TTGCGA 15 TATGTT
Stamm SU
P. putida 86 qorM® TTGTTC 13 TAGTAT
P. putida F1 cymB’ TTGACT 17 GATGAT
P. putida F1 cmtAa’ TTGACA 18 GATTTT
A. ilicis Ri61a qoxL TTGACG 16 [GC] GACATA
A. ilicis Rii61a ORF2 TTGACG 16 [GG] TATATA

3.9.2. Die Aminosiduresequenz der Chinaldin-4-Oxidase

Aus den Nukleotidsequenzen der Gene goxL, goxM und goxS wurden die Aminoséduresequenzen
der Genprodukte abgeleitet. Die Sequenzen finden sich in der EMBL-Datenbank unter
folgenden Zugangsnummern: QoxL: CAD61045, QoxM: CAD61046, QoxS: CAD61047.

Die codon usage, die bei der Transkription der drei gox-Gene gebraucht wird, stimmt
tendenziell mit der berein, die fiir alle kodierenden Bereiche der hier untersuchten Sequenz

gefunden wurde und ging mit in Tab. 7 ein.
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3.9.2.1. QoxL: Die grofie Untereinheit der Chinaldin-4-Oxidase

Die errechnete molare Masse einschlieBlich der redoxaktiven Zentren und der organischen
Cofaktoren fiir QoxL von 85,6 kDa ist in Ubereinstimmung mit dem Wert (82 kDa), der durch
DE BEYER & LINGENS (1993) mittels SDS-PAGE ermittelt wurde. Der errechnete
isoelektrische Punkt des Proteins liegt bei 5,26. Eine Bestimmung der Hydrophobizitit nach
KYTE & DOOLITTLE (1982) ergab keine ausgeprigte Tendenz zu einem hydrophoben oder
hydrophilen Charakter des Proteins.

Tab. 6
Verteilung von Aminosduregruppen in der Chinaldin-4-Oxidase.
Eigenschaft Aminoséure- QoxL QoxM QoxS

der reste
Aminoséure

Anzahl | mol [%] | Anzahl | mol [%] | Anzahl | mol [%]

sauer D,E 93 11,7 33 11,4 22 12,6
basisch H,K,R 88 11,1 34 11,7 19 10,9
aromatisch | F, W,Y 48 6,0 16 5,5 4 2,3
hydrophob | LL,M,V,F, W | 238 29,9 81 27,9 45 25,9

Vergleiche mit Sequenzen in Proteindatenbanken ergaben hochste Identititen zu der grofien
Untereinheit der Keton-Dehydrogenase (Acc. Nr. CAD47940) aus A. nicotinovorans pAOl
(32,8 % Identitit, 41,3 % Ahnlichkeit) und zu QorL, der groBen Untereinheit der Chinolin-2-
Oxidoreduktase (Acc. Nr. CAA66828) aus P. putida 86 (32,2 % Identitit, 43,1 % Ahnlichkeit).

Im direkten Vergleich mit Aminosduresequenzen anderer molybdinhaltiger Hydroxylasen
konnten auch in der QoxL Sequenzbereiche festgelegt werden, die in diesen Enzymen
konserviert sind und die an der Bindung des Molybdo-Pyranopterin-Cofaktors beteiligt sind
(ROMADO et al., 1995, ROMAO & HUBER, 1998, KAPPL et al., 2003) (Abb. 12) Das erste
Motiv MoCol findet sich in den Positionen QoxL 246-252 (GGSFGSK), MoColl findet sich in
QoxL von Position 358 bis 370 (GPVRGFGVPQVL), MoColll ist in den Positionen 485 bis
487 (HGQG) zu finden, das nicht sehr stark konservierte Motiv MoColV befindet sich in QoxL
in den Positionen 524 bis 529 (TFGSRS) und das letzte Motiv MoCoV, welches den strikt
konservierten und vermutlich katalytisch relevanten Glutamatrest umschlieft (ROMAO er al.,
1997, REBELO et al., 2000), konnte in QoxL in den Aminosiureresten 734 bis 739
(GAGETAT) identifiziert werden. Weitere Aminosdurereste, denen aufgrund von
Rontgenstrukturanalysen der Aldehyd-Oxidoreduktasen aus D. gigas und D. desufuricans
(ROMAO et al., 1995, ROMAO et al., 1997, REBELO et al., 2000, REBELO et al., 2001), den
Xanthin-Dehydrogenasen/Oxidasen aus Rhodobacter capsulatus (TRUGLIO et al., 2002) und
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Bos taurus (ENROTH et al., 2000) und der Chinolin-2-Oxidoreduktase aus P. putida 86
(BONIN, unveroffentlichte Ergebnisse) in diesen Enzymen Funktionen in der Substratbindung
oder —positinierung bzw. in der Katalyse zugewiesen werden konnten, konnten zum Teil
ebenfalls in der QoxL Sequenz identifiziert werden (QoxL: V88, G253, F323, 1326, 1330, L459,
T461, G523, G526, E736) (Abb. 12).

Die mit dem Programm PredictProtein vorhergesagte Sekundérstruktur von QoxL stimmt in
weiten Teilen mit der Sekundirstruktur der entsprechenden Doméne der Aldehyd-
Oxidoreductase (MOP) aus D. gigas (ROMAO & HUBER, 1998) iiberein (Abb. 12). Fiir QoxL

wurden 28 B-Striange und 19 a-Helices vorhergesagt.
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Abb. 13

Multiples Alignment von Aminosiduresequenzen mittelgroBer Untereinheiten verschiedener
molybdénhaltiger Hydroxylasen.

Abkiirzungen: Qox, Cox, Qor, XDHARc und XOb: siehe Legende zu Abb. 12 (Acc. Nr.: QoxM:
CAD61046, CoxM: P19920, QorM: CAA66828, XDHARc: CAA04469, XOb: P80457) NdhMAn:
mittelgroBe Untereinheit der Nikotin-Dehydrogenase aus A. nicotinovorans pAO1 (Acc. Nr. AAK64243).
Die mit dem Programm PredictProtein vorhergesagte Sekundérstruktur von QoxM ist in den weilen
Pfeilen und Blocken oberhalb der Sequenzen angezeigt, die Sekundéarstruktur von CoxM (DOBBEK et
al., 1999) in den grauen Pfeilen und Blocken. Pfeile symbolisieren B-Striange, Blocke symbolisieren o-
Helices. In allen Sequenzen identische Aminoséduren sind durch Sternchen (¥) unterhalb der Sequenzen
angezeigt, Reste, die in die Bindung des FAD involviert sind, durch Rauten (#). Die zwei konservierten
Motive, die an der Bindung des FAD beteiligt sind, sind eingerahmt. Die Nummerierung der

Aminosduren entspricht der der Sequenzen in den Datenbanken.

3.9.2.2. QoxM: Die mittelgrofle Untereinheit der Chinaldin-4-Oxidase

Der errechnete isoelektrische Punkt fiir das QoxM Protein liegt bei 6,07. Der Anteil
aromatischer Aminoséduren ist dem in QoxL &hnlich, ebenso wie der Anteil der hydrophoben
Reste (Tab. 6).

Die Aminosduresequenz von QoxM zeigt hochste Homologien zu CoxM, der mittelgrofen
Untereinheit der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans (Acc. Nr. P19920) (31,6 %
Identitit, 41,1 % Ahnlichkeit) und zu CutB, der mittelgroBen Untereinheit der CO-
Dehydrogenase aus P. thermocarboxydovorans (Acc. Nr. CAA54900) (30,1 % Identitit, 40,1 %
Ahnlichkeit).

In der Aminoséduresequenz von QoxM konnten zwei konservierte Motive identifiziert werden
(Abb. 13), deren Beteiligung an der Bindung des FAD-Cofaktors nach der Strukturaufkldrung
einiger molybdinhaltiger Hydroxylasen (DOBBEK et al. 1999, TRUGLIO et al., 2002)
postuliert werden kann. Beide Motive, *’AGGQT’* und '®TIGG'”? in QoxM, enthalten zwei
Glycinreste; die Bereiche in den analogen Motiven in den Proteinen CoxM (DOBBEK et al.,
1999) und QorM (BONIN, unverdffentlichte Ergebnisse) formen loops. Die
Sekundirstrukturvorhersage fiir QoxM mit dem Programm PredictProtein zeigt gute
Ubereinstimmungen mit der bei DOBBEK et al. (1999) beschriebenen Sekundirstruktur fiir
CoxM (Abb. 13). In beiden Proteinen ist das N-terminale Motiv, welches an der Bindung des
Pyrophosphates und der Ribose des FAD beteiligt ist (DOBBEK et al., 1999, TRUGLIO et al.,
2002) in einem loop zwischen einer a-Helix und einem B-Strang lokalisiert. In CoxM liegt das
zweite Motiv zwischen zwei a-Helices, wobei die zweite a-Helix fiir QoxM nicht vorhergesagt
wurde. Eine Strukturvorhersage fiir CoxM mit demselben Programm zeigte jedoch an dieser
Stelle auch keine a-Helix (Daten hier nicht gezeigt). Weitere Aminoséurereste, die in CoxM,

XDHARCc und QorM in engem Kontakt mit dem FAD-Cofaktor stehen und nicht zu den oben
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beschriebenen Motiven gehoren, konnten auch in QoxM identifiziert werden (L99, A100, A104,
A113, D122, K182, P190).

3.9.2.3. QoxS: Die kleine Untereinheit der Chinaldin-4-Oxidase

Die Aminosduresequenz von QoxS zeigt hochste Identitidten zu CutC, der kleinen Untereinheit
der CO-Dehydrogenase aus P. thermocarboxydovorans (Acc. Nr. S49123) (49 % Identitit, 54,7
% Ahnlichkeit) und zu der kleinen Untereinheit der Nikotin-Dehydrogenase aus A.
nicotinovorans pAll (46,8 % Identitit, 54,5 % Ahnlichkeit).

Der errechnete isoelektrische Punkt fiir QoxS betragt 4,94 und liegt damit weiter im sauren
Bereich als der von QoxL und QoxM. Wihrend der Anteil der hydrophoben Aminosduren bei
QoxS in derselben GréBenordnung liegt wie bei QoxL und QoxM, betrigt der prozentuale
Anteil der aromatischen Aminosduren nur etwa s dessen, der beiden anderen Untereinheiten
(Tab. 6).

Auffillig ist die hohe Anzahl von 11 Cysteinresten in der QoxS Sequenz (174 AS insgesamt)
(QoxL: 5 Cys bei 765 AS insgesamt, QoxM: 0 Cys bei 290 AS insgesamt). Acht der
Cysteinreste finden sich in zwei hoch konservierten Motiven wieder (Abb. 14); bei
molybdinhaltigen Hydroxylasen binden die Cysteinreste dieser Motive die zwei [2Fe-2S]-
Cluster, die an der intramolekularen Elektroneniibertragung beteiligt sind. In QoxS finden sich
diese Motive in den Positionen “CX,CGXCX;,C% bzw. '"CGXCX;,CXC'*.

Eine Sekundirstrukturvorhersage mit dem Programm PredictProtein ergab fiir QoxS sechs f-
Striange und fiinf a-Helices. Die Lage der Strukturelemente entspricht nahezu der, wie sie fiir

den N-terminalen Teil der MOP beschrieben wird (ROMAO & HUBER, 1998).
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QoxS i MR VTAEIDERTL LVDFVRRTAQ LTGTKAGCLE
MOP 1 oL MI QKVITVNGIE QNLFVDAEAL LSDVLRQQLG LTGVKVGCEQ
MOD 1 ... ME TKTLIVNGMA RRLLVSPNDL LVDVLRSQLQ LTSVKVGCGK
CoxS 1 ... MAKA HIELTINGHP VEALVEPRTL LIHFIREQQON LTGAHIGCDT
Qors 1 MQAHEESQLM RISATINGKP RVFYVEPRMH LADALREVVG LTGTKIGCEQ
NdhSAn 1 MTTPSPSDRV EIDVEVNGRR RTVAVDARET LADHLRNDQK LTGIKLGCEH
XDHARc 1 ......... M EIAFLLNGET RRVRIEDPTQ SLLELLRAEG LTGTKEGCNE

kK k% ksk

= mmww:igéw §§§§?§§§§§
QoxS 43 ARCGSCSVHV DG....RLIK ACNVLALQCD G.TSVTTVEG LTGNSAETTE
MOP 43 GQCGACSVIL DG....KVVR ACVTKMKRVA DGAQITTIEG VGQPE.....
MOD 43 GQCGACTVIL DG....KVVR ACIIKMSRVA ENASVTTLEG IGAPD.....
Cox$S 45 SHCGACTVDL DG....MSVK SCTMFAVQAN G.ASITTIEG MAAPDG
Qors 51 GVCGSCTILI DG....APMR SCLTLAVQAE G.CSIETVEG LSQGE.....
NdhSAn 51 DG....AAVR SCLTLAAQGD G.RSIRTVED LSDG......
XDHARc 42 RDAAGSRAVN ACLMMLPQIA G.KALRTIEG IAAPDG
* k* %

m;%%% 1
QoxS 88 EEPELTPLQK SFHKHGALQC GYCTPGMLMC LTDLLARCEG
MOP 84 ......... . .NLHPLQK AWVLHGGAQC GFCSPGFIVS AKGLLDTNAD
MOD 84 .......... . .CLHPLQH AWIQHGAAQC GFCTPGFIVS AKALLDENVA
CoxS 86 .......... . .TLSALQE GFRMMHGLQC GYCTPGMIMR SHRLLQENPS
Qors 91 ... . .KLNALQD SFRRHHALQC GFCTAGMLAT ARSILAENPA
NdhSAn 90 .......... . .ALSPLQE AFKRHHALQC GFCTAGFLMS ATELLEANPS
XDHARC 87 .......... .RLHPVQQ AMIDHHGSQC GFCTPGFIVS MAAAHDRDRK

* k% ok ok *
—————— [ ]

QoxS 138 P..SEEDVRR GLTGNLCRCT GYQTIVDATL AVAQADAQE. ..........
MOP 121 PSREDVRDWF QKHRNACRCT GYKPLVDAVM DAAAVINGKK PETDLEFKMP
MOD 121 PSREDVRDWF QKHHNICRCT GYKPLVDAVM DAAAILRGEK TVEEISFKMP
CoxS 123 P..TEAEIRF GIGGNLCRCT GYQNIVKAIQ YAAAKINGVP FEEAAE. ...
QorS 128 P..SRDEVRE VMSGNLCRCT GYETIIDAIT DPAVAEAARR GEV.......
NdhSAn 127 P..TKEEVIE ALSGNLCRCT GYQTIVEAVL DAPGQIGNKN G.........
XDHARc 124 D...... YDD LLAGNLCRCT GYAPILRAAE AAAGEPPADW LQADAAFTLA

REEK skek
Abb. 14
Multiples Alignment von Aminosiuresequenzen kleiner Untereinheiten verschiedener

EVTISVNGRP

molybdinhaltiger Hydroxylasen.

Abkiirzungen: Qox, MOP, MOD, Cox, Qor, XDHARc und NdhAn: siehe Legenden zu Abb. 12 und 13
(Acc. Nr.: QoxS: CAD61047, MOP: Q46509, MOD: CAB64929, CoxS: P19921, QorS: CAA66829,
XDHARc: CAA04469, NdhSAn: AAK64244).

Cysteinreste, die wahrscheinlich an der Bindung der [2Fe2S]-Cluster beteiligt sind, sind grau unterlegt;

weitere in allen Sequenzen identische Aminosédurereste sind mit einem Sternchen (*) unter der Sequenz

gekennzeichnet. Die Nummerierung der Aminoséduren erfolgte entsprechend der Sequenzen in den

Datenbanken. Die mit dem Programm PredictProtein vorhergesagte Sekundérstruktur von QoxS ist in den

weillen Pfeilen und Blocken oberhalb der Sequenzen angezeigt, die Sekundérstruktur der MOP in diesem

Bereich (ROMAO & HUBER, 1998) in den grauen Pfeilen und Blocken. Pfeile symbolisicren p-

Stringe, Blocke symbolisieren a-Helices.
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3.10. Identifizierung potentieller Gene auf dem 23 kb Fragment und

Sequenzanalyse der daraus abgeleiteten Genprodukte

Neben den Genen, die fiir die Chinaldin-4-Oxidase kodieren, wurden auf dem 23 kb Insert des
Cosmids pVKS5B/5 mit Hilfe des Programms FRAMES 16 weitere kodierende Bereiche
identifiziert (Tab. 4). Das Gen der 1H-3-Hydroxy-4-oxochinaldin-2,4-Dioxygenase (Hod)
(FISCHER et al., 1999, FISCHER & FETZNER, 2000, BETZ et al., 2000) ist 1958 bp
stromaufwérts von dem goxL Gen lokalisiert. Auf dem 10,8 kb HindIIl-Fragment findet sich
neben drei vollstindigen ORFs einer, dessen 3'-Ende nicht komplett ist. Auf dem 12 kb HindIII-
Fragment konnten 11 vollstidndige, potentiell genkodierende Sequenzabschnitte identifiziert
werden (Tab. 4).

Fiir den gesamten 23015 bp langen Sequenzabschnitt wurde ein G + C-Gehalt von 61,8 mol %
errechnet.

In der codon usage aller (potentiellen) Gene (Tab. 7) findet sich der hohe G + C-Gehalt wieder.
Bevorzugt werden Codons genutzt, die in der dritten Position ein Guanin oder ein Cytosin

besitzen.

Tab. 7

Codon usage aller (potentiellen) Gene, die auf dem bekannten 23 kb Fragment lokalisiert sind.

Aminosidure | Anzahl Anzahl der Triplett-Codons
Ala A 809 GCA: 144 | GCC: 333 GCG: 218 GCT: 114
Arg R 407 AGA:7 AGG: 47 CGA: 35 CGC 153 | CGG: 102 | CGT: 63
Asn N 152 AAC: 109 | AAT: 43
Asp D 363 GAC: 275 | GAT: 88
Cys C 54 TGC: 41 TGT: 13
Gln Q 184 CAA: 53 CAG: 131
Glu E 371 GAA: 165 | GAG: 206
Gly G 621 GGA: 98 GGC: 286 GGG: 117 GGT: 120
His H 172 CAC: 131 | CAT: 41
Ile 1 327 ATA: 17 ATC: 234 ATT: 76
Leu L 636 CTA: 24 CTC: 179 CTG: 253 CTT: 83 TTA: 11 TTG: 86
Lys K 153 AAA: 49 AAG: 104
Met M 119 ATG: 119
Phe F 221 TTC: 175 | TTT: 46
Pro p 340 CCA: 38 CCC: 134 CCG: 141 CCT: 27
Ser S 363 AGC: 91 AGT: 28 TCA: 47 TCC: 107 | TCG: 68 TCT: 22
Thr T 374 ACA: 52 ACC: 117 ACG: 107 ACT: 38
Trp \\ 12 TGG: 12
Try Y 133 TAC: 105 | TAT: 28
Val \ 543 GTA: 73 GTC: 180 GTG: 194 GTT: 96
Stop 18 TAA: S TAG: 7 TGA: 6
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3.10.1. ORF1

573 Nukleotide stromabwirts von goxS in derselben Orientierung ist ORF1 lokalisiert. Zwolf
Nukleotide stromaufwirts des ORF1 Startcodons befindet sich eine potentielle Shine-Dalgarno
Sequenz (GGAGAA). Innerhalb des sequenzierten Bereichs konnte jedoch kein Stopcodon fiir
das potentielle Gen gefunden werden.

Die Aminoséduresequenz des ORF1 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61048.

Die Vorhersage fiir das ORF1 Genprodukt zeigt im C-terminalen Teil ausgeprigt hydrophile
Proteinbereiche, wihrend im N-terminalen Bereich hydrophile und hydrophobe Regionen
ausgeglichen sind. Der errechnete isoelektrische Punkt des ORF1 Proteins liegt bei 5,1.

Das ORF1 Protein zeigt 55,6 % Identitit und 67,9 % Ahnlichkeit zu ORF377 aus A.
nicotinovorans pAO1 (Acc. Nr. AAK64260). Des Weiteren wurden markante Homologien auf
Aminosdureebene gefunden zu: ORF3 aus P. putida 86 (Acc. Nr. CAE47359.1) (45 %
Ahnlichkeit, 36,7 % Identitit), PucA aus B. subtilis (Acc. Nr. CAB15241) (41,2 % Ahnlichkeit,
31,9 % Identitdt), XdhC aus R. capsulatus (Acc. Nr. CAB41849) (37 % Ahnlichkeit, 29,3 %
Identitit) und zu den Sequenzen von CoxF (Acc. Nr. X82447) (47,4 % Ahnlichkeit, 34,1 %
Identitit) und CoxI (Acc. Nr. X82447) (36,7 % Ahnlichkeit, 26,9 % Identitit) aus O.
carboxidovorans.

Die Gene, die fiir diese Proteine kodieren sind alle, wie auch der ORF1, in der Nihe von
Strukturgenen molybdénhaltiger Hydroxylasen lokalisiert. Obwohl es bisher nur fiir XdhC aus
R. capsulatus funktionell bewiesen ist (LEIMKUHLER & KLIPP, 1999), wird fiir alle diese

Proteine aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu XdhC eine Chaperonfunktion postuliert. Aus XdhC -

Mutanten von R. capsulatus wurde eine Xanthin-Dehydrogenase mit Molybdo-Pyranopterin-
Cofaktor Defizienz gereinigt, so dass fiir XdhC eine Beteiligung an der Insertion des MPT-
Cofaktors in das reifende Enzym und/oder an der Faltung des Enzyms angenommen wird.

Da die abgeleitete Aminoséauresequenz des ORF1 Proteins mit 380 AS ldnger ist als die anderer
XdhC-homologer Proteine (ORF377: 377 AS, PucA: 337, XdhC: 312 AS), ist anzunehmen,
dass am 3'-Ende des ORF1 nur eine geringe Anzahl von Nukleotiden zur Vervollstindigung des

Gens fehlt.

3.10.2. ORF2

Zwolf Nukleotide vor ORF2, der in reverser Orientierung zu goxL transkribiert wird (Tab. 4),
findet sich eine putative Ribosomen-Bindestelle (GGAGA). 133 Nukleotide stromaufwirts des
Startcodons ATG konnte ein -10 Hexamer einer potentiellen RNA-Polymerase-Bindestelle
identifiziert werden, welches in einem Abstand von 16 Nukleotiden von einer moglichen -35

Region begleitet wird (Tab. 5). In einem Bereich von 55 Nukleotiden stromaufwirts dieses
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hypothetischen Promotors sind ein nicht ganz vollstindiger inverted repeat und direkte
Wiederholungssequenzen lokalisiert (siche Anhang 1).

Die Aminoséduresequenz des ORF2 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61044.

Der errechnete isoelektrische Punkt des 388 Aminosduren langen Genproduktes von ORF2 liegt
bei 10,1. Die Berechnung der Hydrophobizitidt nach KYTE & DOOLITTLE (1982) ergab mehr
hydrophile als hydrophobe Bereiche fiir das ORF2 Protein.

Im Abgleich mit Proteindatenbanken zeigte sich die grofte Identitdt des ORF2 Genproduktes
mit der 2-Methyl-3-hydroxypyridin-5-carbonsidure Oxygenase (36,1 %) aus Pseudomonas sp.
MA-1 (Acc. Nr. AAB60878). Des Weiteren zeigten (hypothetische) Flavin-haltige
Monooxygenasen markante Sequenzéhnlichkeiten.

Im N-terminalen Bereich des ORF2 Proteins findet sich in den Positionen 7-35 ein Motiv (Abb.
15), welches von WIERENGA et al., (1986) als fingerprint-Motiv zur ADP-Bindung postuliert
wurde. Die konservierten Reste dieses Motivs sind an der Ausbildung einer Paf-
Sekundérstruktureinheit beteiligt, die den ADP-Anteil eines Dinukleotid-Cofaktors (FAD bzw.
NAD) binden. Von besonderer Bedeutung sind in dem Motiv die Glycinreste 6, 8 und 11, die
einen loop zwischen dem ersten -Strang und der a-Helix formen, und so den Kontakt zwischen
dem Pyrophosphat des Cofaktors und der a-Helix herstellen (MOLLER & AMONS, 1985). Ein
saurer Rest am Ende des Motivs stellt eine H-Briicke zu dem 2'-OH der ADP-Ribose her. Die
Sekundirstrukturvorhersage des ORF2 Proteins mit dem Programm PredictProtein zeigt, dass
die konservierten Reste im N-terminalen Bereich eine faf-Sekundérstruktur ausbilden konnten
(Abb. 15).

—> | | >
7 HAEVIGAGISGLSAATALARRGWSVRVHE 35 N-Terminus ORF2 Protein

1 bsXsXGXGXXGXXXsXXsXXXXXXsXsXa 29 Konsensus-Sequenz'
loop loop

Abb. 15

Vergleich der potentiellen FAD-Bindestelle des ORF2 Proteins mit der konservierten ADP-
Bindestellen nach WIERENGA et al. (1986) .

Uber der Aminosiuresequenz des ORF2 Proteins sind die vorhergesagten Sekundirstrukturelemente fiir
diesen Abschnitt gezeigt: Pfeile: B-Strange, Block: a-Helix.

Abkiirzungen fiir Eigenschaften der Aminosduren in der Konsensus-Sequenz: b: basisch oder hydrophil,

s: klein und hydrophob, a: sauer, X: beliebig
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Die Aminosidurereste 146-339 des ORF2 Proteins zeigen groBe Sequenzhomologien zu einer
konservierten Region (Pfam Acc. Nr. PF01360), die hidufig bei Flavin-haltigen

Monooxygenasen, welche aromatische Substrate umsetzen, zu finden ist.

3.10.3. ORF4

ORF4 beginnt sieben Nukleotide stromabwirts des hod-Gens mit dem Startcodon ATG.
Achtzehn Nukleotide stromaufwirts davon befindet sich eine mégliche Ribosomen-Bindestelle
(AAGGCCAG). Mogliche -10/-35 Regionen konnten in 5'-Richtung vor dem Startcodon nicht
identifiziert werden.

Die Aminoséduresequenz des ORF4 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61042.

Der errechnete isoelektrische Punkt des ORF4 Proteins liegt bei 4,63. Die Bestimmung der
Hydrophobizitit des Proteins ergab fiir den N-terminalen (AS 1-70) und fiir den C-terminalen
(AS 230-293) Bereich ausgeprigt hydrophile Regionen, wihrend in der mittleren Proteinregion
das Verhiltnis hydrophiler und hydrophober Bereiche eher ausgeglichen ist.

Das ORF4 Protein zeigt 49 % Ahnlichkeit (40 % Identitit) zu einem hypothetischen Protein aus
Pseudomonas sp. CA10 (Acc. Nr. Q9AQQO), welches wahrscheinlich zur Familie der B-Typ
Carboxylesterasen gehort. Ein Konsensusmotiv fiir B-Typ Carboxylesterase (PROSITE
Signatur PS00122), welches einen katalytisch aktiven Serinrest in Enzymen dieser Familie
umschliet, wurde fast vollstindig konserviert auch in dem ORF4 Protein gefunden:
"SIYVIGSSAG' (S: katalytisch aktives Serin, fett: konservierte Reste).

Die Aminosiurereste 75 bis 202 des ORF4 Proteins zeigen markante Ahnlichkeiten mit einer
Konsensus-Sequenz, die fiir Proteine eines Cluster of Orthologous Groups (COG) (TATUSOV
et al., 2003) (COGO0657) definiert wurde. Mitglieder dieses COG0657 gehoren zu der Familie
der Esterasen/Lipasen/Thioesterasen, welche wie die B-Typ Carboxylesterasen in die
Superfamilie der Protein mit o/pf-Hydrolase-Faltung gehoren. Proteine mit o/f-Hydrolase-
Faltung zeichnen sich neben ihrer einheitlichen Struktur besonders durch eine konservierte
katalytische Triade aus, die aus einem nukleophilen und einem sauren Aminosédurerest und aus
einem hoch konservierten Histidinrest besteht (NARDINI & DIJKSTA, 1999).

Des Weiteren zeigt das ORF4 Protein 39 % Ahnlichkeit und 28 % Identitit zu der Kynurenin-
Formamidase aus der Maus (Mus musculus) (Acc. Nr. AAM62284). Fiir dieses Enzym wurde
anhand von Sequenzvergleichen und Modulation der rdumlichen Struktur postuliert, dass es
ebenfalls zur Familie der Esterasen/Lipasen/Thioesterasen gehort und eine den o/B-Hydrolasen
entsprechende Faltung aufweist (PABARCUS & CASIDA, 2002). Die drei Aminosdurereste,
die in der Kynurenin-Formamidase als Bestandteil der katalytischen Triade postuliert werden

(S162, D247, H279), finden in der Sequenz des ORF4 Proteins korrespondierende Reste (S155,
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E235, H266) (Abb. 16). Die Sekundérstrukturvorhersage mit dem Programm PredictProtein
ergab fiir das ORF4 Protein 8 B-Striange und 10 a-Helices.

ORF4
KFase

ORF4
KFase

ORF4
KFase

ORF4
KFase

ORF4
KFase

ORF4
KFase

ORF4
KFase

Abb. 16
Alignment des ORF4 Proteins mit der Kynurenin-Formamidase (KFase) aus Mus musculus.
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Identische Aminoséurereste in beiden Sequenzen sind grau hinterlegt. Sternchen (*) unter den Sequenzen

bezeichnen die Lage der Reste, die vermutlich an der katalytischen Triade beteiligt sind. Uber den

Sequenzen sind in weilen Symbolen die vorhergesagten Sekundérstrukturelemente des ORF4 Proteins

gezeigt, in grauen Symbolen die modellierten Sekundirstrukturelemente der KFase (PABARCUS &

CASIDA, 2002). Balken: o-Helices, Pfeile: B-Strange. Die Nummerierung am Beginn der Zeilen ist

entsprechend den Datenbankeintrédgen.

3.10.4. ORF5

ORFS5 beginnt 67 Nukleotide stromabwiérts des ORF4 Stopcodons in derselben Leserichtung.

Zwolf Nukleotide vor dem Startcodon befindet sich ein mogliche Ribosomen-Bindestelle

(AGGAG). Eine mogliche Promotorregion konnte vor dem Gen nicht identifiziert werden.

Die Aminosduresequenz des ORFS Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61041.
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Der isoelektrische Punkt fiir das ORF5 Protein wurde zu 10,42 errechnet. Der sehr hohe
Prozentsatz hydrophober Aminoséurereste von 30,7 mol % ist auffillig, auch die Kalkulation
des Proteincharakters nach KYTE & DOOLITTLE (1982) ergab einen hohen Anteil
hydrophober Proteinbereiche. \

Vergleiche mit Proteindatenbanken ergaben hochste Ubereinstimmungen (39 % Ahnlichkeit, 27
% Identitdt) mit einer potentiellen Permease aus Pyrococcus abyssi (Acc. NR. CAB50057) und
einem hypothetischen Transmembran-Transport-Protein (36 % Ahnlichkeit, 28 % Identitit) aus
Ralstonia solanacearum (Acc. Nr. CADI18765). Des Weiteren wurden Ahnlichkeiten zu
potentiellen Transportproteinen gefunden, die der Superfamilie der Major Facilitator (MFS-
Transporter) angehoren.

Die Vorhersage von potentiellen Transmembran-Helices mit dem Programm SOSUI
(HIROKAWA et al., 1998) ergab 12 Membran-durchspannende a-Helices fiir das ORFS5 Protein
(Abb. 17). Charakteristisch fiir MFS-Transporter sind 12 (bis 14) Transmembran-Helices, wobei
der loop zwischen der zweiten und der dritten Helix durch Aminoséuren, die in dem Motiv
[R/K]X,3[R/K] konserviert sind, gebildet werden sollte (MARGER & SAIER, 1993). Reste
dieses Motivs sind wahrscheinlich sowohl strukturell als auch funktionell von Bedeutung, da sie
an Konformationsinderungen des Proteins wihrend des Transportprozesses beteiligt sein
konnten (JESSEN-MARSHALL et al, 1997). In dem ORF5 Protein formen nach der
Sekundirstruktursage die Reste "RWGLK®® den loop an entsprechender Position. Da MFS-
Transporter wahrscheinlich aus einer Duplikation von Genen, die fiir Transportproteine mit
sechs Transmembran-Helices kodierten, hervorgegangen sind, sollte sich zwischen den Helices
acht und neun dasselbe Motiv noch einmal befinden. In dem ORFS5 Protein findet man das
Motiv an dieser Stelle (Positionen 278-283) nicht konserviert. MARGER & SAIER (1993)
bemerkten jedoch, dass die Konserviertheit der Sequenz in diesem loop weitaus geringer ist, als
im N-terminalen Abschnitt.

PAO et al. (1998) nahmen eine Klassifikation der Mitglieder MFS-Transporter anhand von
Sequenzhomologien vor und konnten 17 Familien innerhalb der Superfamilie identifizieren. Fiir
jede der 17 Familien wurde von PAO et al. (1998) sowohl ein Familien-spezifisches
konserviertes Motiv festgelegt, als auch eine 11 Aminosduren lange Konsensus-Sequenz,
welche die Reste des loops zwischen der zweiten und der dritten Transmembran-Helix (s. 0.)
umschlieBt. Die korrespondierenden, loop-formenden Aminosdurereste des ORF5 Proteins
zeigen mit keiner der Konsensussequenzen 100 %ige Ubereinstimmung. Sie sind jedoch in acht
von elf Resten iibereinstimmend mit dem wenig konservierten Motiv der Cyanat-Permeasen und
in sechs von elf Resten identisch mit dem Motiv der Familie der Symporter fiir aromatische
Séuren und H* bzw. mit dem Motiv der Zucker Transporter.

Markante Ubereinstimmungen zu einem der Familien-spezifischen Motive, die von PAO et al.

(1998) definiert wurden, konnten in dem ORFS5 ebenfalls nicht detektiert werden.
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Abb. 17
Vorhersage transmembraner Helices des ORF5 Proteins mit dem Programm SOSUI
(HIROKAWA et al., 1998).

Primare o-Helices sind dunkelgrau dargestellt, die sekundére a-Helix 7 ist hellgrau.

3.10.5. ORFe6

Wihrend die Gene qoxLMS, hod und die ORFs 1, 2, 4, 5 auf dem 10,8 kb langen HindIII-
Insertfragment des Cosmides pVKS55B/5 lokalisiert sind, befinden sich die ORFs 6-16 auf dem
12,2 kb HindIII-Fragment (Tab. 4). Das Startcodon von ORF6 findet sich 301 Nukleotide in 5'-
Richtung zu der HindIlI-Schnittstelle. Eine Purin-reiche Sequenz, die eine mogliche
Ribosomen-Bindestelle darstellen konnte, konnte erst in einer Distanz von 27 Nukleotiden vor
dem Startcodon identifiziert werden (GAGGGG).

Die Aminoséduresequenz des ORF6 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61040.

Die Anzahl saurer und basischer Aminosdurereste ist in dem ORF6 Protein nahezu
ausgeglichen. Der isoelektrische Punkt wurde zu 6,4 errechnet. BLASTP-Vergleiche mit
Proteindatenbanken ergaben ausschlieBlich Ahnlichkeiten zu Aminoacyl-tRNA Synthetasen
(AARS) und unter diesen hauptsichlich zu (hypothetischen) Glutamyl-tRNA Synthetasen.
GroBte Ubereinstimmungen wurden gefunden zu der Glutamyl-, Glutaminyl-tRNA Synthetase
aus Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (Acc. Nr. BAB97629) (56,2 % Identitit, 64,8 %
Ahnlichkeit) und zu einer putativen Glutamyl-tRNA Synthase aus C. efficiens YS-314 (Acc. Nr.
BAC17013) (54,9 % Identitit, 61,8 % Ahnlichkeit).

Glutamyl-tRNA Synthetasen gehoren zu der Klasse I der AARS und zeichnen sich durch zwei

konservierte Sequenzmotive aus. Die Aminosdurereste dieser Motive sind in den ersten
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Reaktionsschritt, der Umformung der Aminosdure zu Aminoacyl-adenylat, durch Bindung des
ATP, involviert (PERONA et al., 1993). Diese Motive, die den Konsensus-Sequenzen HIGH
(oder HVGG) und KMSKS (oder KISKR (SEKINE et al., 2003)) folgen, konnten in der
Sequenz des ORF6 Proteins in den Positionen 'HGVN'" bzw. **RLAKR*’ identifiziert
werden. Die mit dem Programm PredictProtein durchgefiihrte Sekundéarstrukturvorhersage fiir
das ORF6 Protein zeigt gute Ubereinstimmungen mit den bekannten Sekundirstrukturelementen
der bereits kristallisierten Glutamyl-tRNA Synthetase aus Thermus thermophilus (Acc. Nr.
IN77). Wahrend das ORF6 Protein jedoch aus nur 295 Aminoséureresten besteht und eine
errechnete Molekularmasse von 32,3 kDa aufweist, haben alle charakterisierten bakteriellen
Glutamyl-tRNA Synthetasen eine Primérstruktur von ca. 500 Aminosiuren und eine Masse von
ca. 50 kDa (FREIST et al., 1997). Viele der potentiellen Glutamyl-tRNA Synthetasen, die im
BLAST Vergleich starke Ahnlichkeit mit dem ORF6 Protein zeigten, bestehen jedoch auch aus

etwa 300 Aminosdureresten.

3.10.6. ORF7

ORF7 beginnt 25 Nukleotide stromabwirts des ORF6 Stopcodons und hat eine Lange von 1119
bp. Eine potentielle Ribosomen-Bindestelle befindet sich 11 Nukleotide vor dem 5'-Ende des
Gens (AGGCTG).

Die Aminosduresequenz des ORF7 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61039.

Der isoelektrische Pun\kt des hypothetischen Proteins wurde zu 4,85 errechnet. Vergleiche mit
Proteindatenbanken zeigten héchste Ubereinstimmung (81,7 % Identitit, 86,6 % Ahnlichkeit)
mit einer stereospezifischen Chrysanthemat-Esterase aus A. globiformis SC-6-98-28 (Acc. Nr.
AAA99492). Weitere potentielle Proteine, die bis zu 35 % Identitit zu dem ORF7 Protein
aufweisen, gehoren ebenfalls zu den Esterasen. 32,3 % Identitit wurde auBerdem zu einer
potentiellen f-Lactamase der Klasse C aus P. fluorescens (Acc. Nr. ZP_00085701) gefunden.
Eine Suche innerhalb der Proteinfamilien-Datenbank (Pfam, Sanger Institut,
[http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml]) bestitigte, dass das ORF7 Protein in die
Familie der f-Lactamasen und Penicillin-bindenden Proteine eingeordnet werden kann. Bei f-
Lactamasen der Klassen A, C und D handelt es sich um Hydrolasen, die einen katalytisch
aktiven Serinrest beinhalten; verwandte Serinhydrolasen sind auferdem D-Alanyl-D-Alanin-
Carboxypeptidasen und Penicillin-bindende Proteine, welche an der Zellwandsynthese beteiligt
sind.

Das in Enzymen der f-Lactamase-Familie und verwandter Familien konservierte N-terminal
lokalisierte Motiv S-X-X-K, welches den katalytisch aktiven Serinrest beinhaltet, ist bei dem
ORF7 Protein in den Positionen 59 bis 62 zu finden (Abb. 18). Aminosiurereste einer Triade,

welche im C-terminalen Teil der f-Lactamasen konserviert ist, sind an der Koordination des
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Substrates beteiligt (OEFNER ez al., 1990). Die Konsensus-Sequenz dieser Triade ist K(S/T)G
bei den f-Lactamasen. In den f-Lactamase verwandten Enzymen, die sensitiv sind gegentiber /-

Lactamverbindungen, findet man jedoch auch Variationen des Motivs (Abb. 18).

57 VFSCSKGM 64 307 KSH 309 ORF7 Protein

57 VFSCSKGV 64 310 KSH 312 Chrysanthemat-Esterase A. globiformis’

62 LGSVSKTF 69 315 KTG 317 B-Lactamase Citrobacter freundii®

71 MCSTSKVM 78 237 KTG 239 [-Lactamase E. coli®

91 VGSVTKSF 98 339 HTG 341 DD-Carboxyesterase Streptomyces R61*

60 ICSVSKQF 67 168 HTG 170 D-Aminopeptidase Ochrobactrum anthropi’

Abb. 18
Alignment konservierter Motive des ORF7 Proteins mit f-Lactamase verwandten Enzymen.

Die Nummerierung der Aminosdure entspricht den Eintrdgen in der EMBL-Datenbank: Acc. Nr.:
D AAA99492, ? 1FR6B, * Q47066, ¥ P15555, ¥ A42209. Vollstindig konservierte Reste sind grau
hinterlegt.

3.10.7. ORF8

ORF8 liegt in reverser Orientierung zu den ORFs 6 und 7. Eine mogliche, wenn auch wenig
konservierte Ribosomen-Bindestelle findet man 11 Nukleotide in 5'-Richtung vor dem
Startcodon (AGACTGA).

Die Aminoséduresequenz des ORF8 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61038.

Der isoelekrische Punkt wurde fiir das ORFS8 Protein zu 6,51 berechnet. BLASTP-Vergleiche
mit Proteindatenbanken deuteten darauf hin, dass es sich bei dem ORF8 Protein um einen
Transkriptionsregulator der Familie der TetR-Regulatoren handeln koénnte. Hochste
Ubereinstimmungen wurden zu zwei potentiellen TetR-Transkriptionsregulatoren aus
Streptomyces avermitilis MA-4680 (Acc. Nr. BAC72796) (38,8 % Identitit, 46,8 %
Ahnlichkeit) bzw. Caulobacter crescentus CB15 (Acc. Nr. AAK24175) (34,5 % Identitit, 42,3
% Ahnlichkeit) gefunden. Ein potentielles Helix-Turn-Helix-Motiv, mit dem transkriptions-
regulatorische Proteine an die DNA binden, wurde in dem ORF8 Protein fiir den
Sequenzbereich AS 33 bis AS 52 vorhergesagt. In der PROSITE Datenbank des Swiss Institute
of Bioinformatics ist fiir TetR-Transkriptionsregulatoren eine konservierte Signatur (PS01081)
hinterlegt, die den Bereich der Helix-Turn-Helix Struktur iiberspannt. Die Aminoséurereste 27
bis 57 des ORF8 Proteins entsprechen dieser Signatur bis auf zwei Ausnahmen (P47 und A48):
’GVDGLSLRQLARDVNVSHGAPAKHFRDKQAL®’ (fett: strikt konservierte Reste der
Signatur PS01081, kursiv: nicht konservierte Reste der Signatur in dem ORFS8 Protein).

Alle Proteine, die in der Proteinfamilie der TetR-Regulatoren zusammengefasst werden (Pfam

Acc. Nr. PF00440), haben molekulare Massen von 21 kDa bis 25 kDa. Die errechnete
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molekulare Masse des ORFS8 Proteins liegt bei 21,4 kDa (Tab. 4). Die Vorhersage fiir das ORF8
Protein ergab eine Sekundirstruktur von 10 o-Helices, was in Ubereinstimmung ist mit der

Anzahl von a-Helices in strukturell untersuchten Repressor-Proteinen der TetR-Familie (ORTH

et al., 2000).

3.10.8. ORF9 und ORF14

ORF9 wird in umgekehrter Richtung zu ORF8 transkribiert. Zwischen den beiden ORFs liegt
ein 103 bp langer intergenischer Abschnitt. 14 Nukleotide stromaufwirts des ORF9 Startcodon
konnte eine mogliche Shine-Dalgarno Sequenz beginnen (GATGGGA).

ORF14 ist stromabwirts von ORF9 lokalisiert; in 5'-Richtung vor dem Startcodon konnte keine
mogliche Ribosomen Bindestelle identifiziert werden.

Die Aminosduresequenzen der Genprodukte von ORF9 und ORF14 finden sich in der EMBL-
Proteindatenbank unter den Acc. Nr. CAD61037 und CAD61032.

Der isoelektrische Punkt des ORF9 Genproduktes wurde zu 10,5 berechnet. Demgegeniiber
liegt der berechnete isoelektrische Punkt des ORF14 Proteins eher im sauren Bereich bei 5,7.
Die beiden Proteine zeigen ausgesprochene Ahnlichkeiten in der Linge der Aminosiuresequenz
(ORF9: 279 AS, ORF14: 253 AS) und den daraus ermittelten molekularen Massen (ORF9: 29,4
kDa, ORF14: 25,6 kDa) (Tab. 4).

Sequenzvergleiche beider Proteine mit Proteindatenbanken deuten auf eine Verwandtschaft mit
Enzymen hin, die in die Superfamilie der short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR)
eingeordnet werden. Grofte Identitidten zu dem Genprodukt von ORF9 wurden gefunden zu
potentiellen SDR aus Nostoc punctiforme (Acc. Nr. ZP_0107009) (36,8 % Identitit, 47,2 %
Ahnlichkeit) und aus Agrobacterium tumefaciens (Acc. Nr. AAL45014) (39 % Identitit, 48 %
Ahnlichkeit). Das ORF14 Protein weist markante Sequenziibereinstimmungen mit zwei
potentiellen Oxidoreduktasen aus Streptomyces avermitilis MA-4680 (Acc. Nr. BAC74994)
(75,8 % Identitit, 78,2 % Ahnlichkeit) bzw. S. coelicolor A3(2) (Acc. Nr. CAB55718) (68,3 %
Identitit, 73,6 % Ahnlichkeit) auf, die ebenfalls zu den SDR gehoren. Untereinander zeigen die
Proteine von ORF9 und ORF14 33 % Identitit und 39 % Ahnlichkeit und besonders im N-
terminalen Teil fallen ausgeprégte Homologien auf.

Enzyme der SDR-Superfamilie katalysieren NAD(P)H-abhingige Oxidations- oder Reduktions-
Reaktionen an unterschiedlichsten Substraten. Die Sekundirstrukturelemente dieser Enzyme
folgen im N-terminalen Teil meistens einem einheitlichen o/f-Arrangement. In der
Primirstruktur der SDR zeigen sich einige konservierte Aminosdurereste. In einem ersten
konservierten Motiv finden sich die Reste zur Bindung des Cosubstrates (GXXXGXG), in
einem Zweiten (YXXXK) sind zwei katalytisch relevante Reste konserviert. AuBBerdem sind in
den Sequenzen der Enzyme drei weitere Reste (G-X¢-S; P) konserviert JORNVALL et al.,
1995). Nahezu alle diese Reste sind auch in den Aminosiuresequenzen der ORF9 und ORF14
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Proteine aufzufinden (Abb. 19). Anhand von Sekundirstrukturvorhersagen kann fiir beide
Proteine ein N-terminales Paf-Muster postuliert werden, in dem die Reste zur Cosubstrat-
Bindung lokalisiert sind (vergl. 3.10.2.). Auch das weitere Arrangement der
Sekundirstrukturelemente dieser beiden Proteine ist mit dem bekannter SDRs (JORNVALL et
al., 1995) vergleichbar.

ORF9 Protein 11 TGASSGLGA 137 GALVNVAS 157 YGATK 187 P
ORF14 Protein 15 TGGASGIGA 128 AAIVNTCS 148 ¥YSASK 178 P

Abb. 19
Konservierte Aminoséurereste der SDR-Superfamilie in den Proteinen der ORFs 9 und 14.

Konservierte Reste sind grau hinterlegt. Die Nummerierung der AS entspricht den Datenbank Eintréigen:

ORF9: CAD61037, ORF14: CAD61032.

3.10.9. ORF10

Der nur 537 bp lange ORF10 beginnt 53 Nukleotide stromabwiérts des Stopcodons von ORF9.
Eine potentielle Ribosomen-Bindestelle befindet sich 10 Nukleotide vor dem Startcodon
(GGAGG).

Die Aminosduresequenz des ORF10 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61036.

Der Anteil saurer Aminoséurereste (D + E) ist in dem nur 178 Aminosduren langen Protein mit
36 (20 mol %) auffillig hoch. Der isoelektrische Punkt des Proteins wurde zu 4,8 berechnet.
Das ORF10 Protein hat deutliche Sequenzéhnlichkeiten zu den N-terminalen Regionen von
Enzymen der Familie der RelA/SpoT-Proteine. 30,4 % Identitit wurden sowohl zum N-
terminalen Teil einer putativen Guanosin-3,5-Bis(diphosphat) 3-Pyrophosphohydrolase aus
Coxiella burnetii RSA 493 (Acc. Nr. NP_819346) gefunden, als auch zum N-terminalen Teil
einer hypothetischen GTP Pyrophosphokinase aus Clostridium tetani E88 (Acc. Nr.
NP_782750). Proteine der RelA/SpoT-Familie katalysieren die Phosphorylierung von GTP zu
(p)rpGpp (RelA und SpoT) bzw. die hydrolytische Spaltung von (p)ppGpp zu GTP (SpoT).
(p)rpGpp wirkt u. a. als Induktor zur Expression von Genen in der stationdren Phase oder in
Stresssituationen (WEHMEIER et al., 1998). RelA/SpoT-Proteine enthalten in der N-terminalen
Region eine so genannte HD-Domine. Ein Abgleich der ORF10 Aminoséduresequenz mit der
Proteinfamilien-Datenbank (Pfam) zeigte, dass der grofite Teil des ORF10 Proteins (AS 30-120)
aus einer solchen HD-Doméne besteht. Proteine, die eine HD-Doméne beinhalten, katalysieren
an verschiedenen Substraten, die eine Phosphatesterbindung enthalten, die Hydrolyse dieser
Bindung in Gegenwart von divalenten Kationen (Beispiele sind Nukleotidyltransferasen oder
Helikasen). Dabei geht die Phosphohydrolaseaktivitit direkt von der HD-Doméne aus
(ARAVIND & KOONIN, 1998). Neben Enzymen, bei denen die HD-Doméine mit anderen
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Dominen kombiniert ist, wie bei den RelA/SpoT-Proteinen, gibt es jedoch auch Enzyme, die
nur aus einer HD-Doméne bestehen, wie es auch bei dem ORF10 Protein der Fall zu sein
scheint. Typisch fiir diese Metalloenzyme ist eine Signatur aus Histidin- und Aspartatresten,
welche wahrscheinlich an der Koordination der Metall-Ionen beteiligt sind (ARAVIND &
KOONIN, 1998). In der Aminoséduresequenz des ORF10 Proteins konnten die meisten Reste
dieser Signatur identifiziert werden (Abb. 20).

ORF10 Protein 31 REHVLAVGDALADFDEDIQIAGYLHDIAE Xs; VKIADNAHNS 120

Konsensus XXHXbXXXXsXXXhXXXhXXsshhiDhse X, hXxXhDxh
Sequenz

Abb. 20

Vergleich der Aminosduresequenz des ORF10 Proteins mit der HD-Dominen Konsensus-
Sequenz (ARAVIND & KOONIN, 1998).

b: groBe AS, h: hydrophobe AS, s: kleine AS, c: geladene AS, X: beliebige AS

3.10.10. ORF11

ORF11 ist 1245 bp lang und liegt in reverser Orientierung zu ORF10. Zwischen den Stopcodons
der ORFs 10 und 11 befindet sich ein 26 bp langer intergenischer Bereich. Fiinfzehn Nukleotide
stromaufwirts vor dem Starcodon von ORF11 befindet sich eine mogliche Ribosomen-
Bindestelle (GGCGGTAA).

Die Aminosduresequenz des ORF11 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61035.

Der errechnete isoelektrische Punkt des Proteins liegt im neutralen Bereich bei 7,5. Auffillig ist
die hohe Anzahl hydrophober Aminosduren (129 von 414). In der Vorhersage nach KYTE &
DOOLITTLE (1982) wird die Verteilung hydrophiler und hydrophober Bereiche in dem Protein
deutlich (Abb. 21).
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Abb. 21

Graphische Darstellung der Verteilung hydrophiler und hydrophober Aminosiurereste in dem
ORF11 Protein.

Werte oberhalb der Linie mitterer Hydrophobizitit représentieren hydrophobe Aminosduren, Werte

unterhalb der Linie hydrophile Aminoséuren.

GroBte Ubereinstimmungen in der Aminosiduresequenz wurden zu einem hypothetischen
integralen Membranprotein aus S. coelicolor gefunden (Acc Nr. CAB90976) (43 % Identitiit,
51,5 % Ahnlichkeit). Der N-terminale Teil der Aminosiuresequenz des ORF11 Proteins enthilt
auflerdem Bereiche, die konserviert bei potentiellen Membranproteinen gefunden wurden,
welche in dem Cluster of Orthologous Groups COG4292 zusammengefasst werden. Zehn
potentielle Transmembran-Helices konnten mit dem Programm SOSUI (HIROKAWA er al.,
1998) fiir das ORF11 Protein vorhergesagt werden. In Tabelle 8 sind die Positionen der
Aminoséuren, welche die Membran durchspannenden Helices formen, aufgefiihrt.

Bei dem durch ORF11 kodierten Protein scheint es sich um ein transmembranes Protein zu

handeln, dessen Funktion nicht bekannt ist.
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Tab. 8
Vorhersage transmembraner Helices in dem ORF11 Protein nach HIROKAWA et al. (1998).

Nr. | N-terminal transmembrane Region C-terminal | Linge
1 25 ATPLELFFDLTFVIAFGVAGSQF 47 23
2 55 HFGAGLLGFGFAMFAVIWAWINF 77 23
3 89 WVFRVVTMIQMVGVLILAMGIEP 111 23
4 123 NNVAILIGYIIMRVALIFQWLRA 145 23
5 167 QVGWVIALVIETDVLTTFLLAAP 189 23
6 217 RYGLLAITALGECLIGAIETLRA 239 23
7 250 AALVGLSGTGLAFAMWWIYFILP 272 23
8 291 HMPVFAAIAATGAGLHVAAYFID 313 23
9 322 AAVASIAVPVILFKASLTTLYCI 344 23
10 362 GLAATIALAAAGASVPICMLVMM 384 23

3.10.11. ORF12

Neun Nukleotide stromaufwérts des Startcodons von ORF12, welcher stromabwirts des ORFs
11 in derselben Orientierung lokalisiert ist, wurde eine mogliche Shine-Dalgarno Sequenz
detektiert (GAGAA).

Die Aminosduresequenz des ORF12 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61034.

Der aus der Verteilung der Aminoséureeigenschaften kalkulierte isoelektrische Punkt des
potentiellen Proteins liegt bei 4,99. Das Protein, welches durch ORF12 kodiert wird, scheint
verwandt zu sein mit Enzymen, die der Familie der AAA™ ATPasen (AT Pases associated with
diverse cellular activities) angehoren. Im Abgleich mit Proteindatenbanken wurden 30,5 %
Identitit und 43 % Ahnlichkeit zu der C-terminalen Region eines cell division control protein
48 aus P. abyssi (Acc. Nr. CAB49317) gefunden, welches der Familie der AAA" ATPasen
zugeordnet wird. Des Weiteren zeigt das ORF12 Protein 27 % Identitit und 41 % Ahnlichkeit
zu dem C-terminalen Teil einer putativen AAA ATPase aus Sulfolobus solfataricus (Acc. Nr.
AAK42941).

AAA™ ATPasen katalysieren die ATP-Hydrolyse in Enzymen verschiedenster Funktionen.
Allen AAA™ ATPasen gemeinsam ist ein ca. 220 Aminoséuren langes Modul, in dem die ATP-
Bindestelle lokalisiert ist. Der Bereich von AS 101 bis AS 283 des ORF12 Proteins zeigt
ausgeprigte Homologien zu konservierten Doménen, die in der Proteinfamilien Datenbank
(Pfam) unter der Acc. Nr. PFO0004 (AAA ATPasen) abgelegt sind. Innerhalb des AAA-Moduls

sind zwei Sequenzmotive konserviert, das Walker-Motiv A (oder P-loop) und das Walker-
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Motiv B. Aminoséurereste beider Motive sind an der Bindung des ATP und an der Katalyse
beteiligt. Beide Motive sind ebenfalls in dem ORF12 Protein konserviert (Abb. 22).

Neben den in der N-terminalen Region des AAA-Moduls liegenden Walker-Motiven existiert
noch ein weiteres konserviertes Motiv im zentralen Bereich des Moduls. Eine Konsensus-
Sequenz  dieses Motivs ist als PROSITE Signatur PS00674  dokumentiert
[http://us.expasy.org/cgi-bin/nicesite.pl?PS00674]. Auch dieses Motiv ist in der Sequenz des
ORF12 Protein fast vollstandig konserviert.

ORF12 Protein 106 GPPGTGKT 113
Walker A GXXXXGKT

ORF12 Protein 160 WFIDEV 167
Walker B hhhhDEh

PS00674 im 201 RLLVCATNFIRAIDTAFLR 219
ORF12 Protein

Abb. 22

Konservierte Motive in der Sequenz des ORF12 Proteins.

Konsensus-Sequenzen der Walker-Motive nach OGURA & WILKINSON (2001), h: hydrophobe AS, X:
beliebige AS. Grau hinterlegte Aminosaurereste sind in Ubereinstimmung mit exakt definierten Resten
der bekannten Motive. An der Position von R201 des ORF12 Proteins ist durch die PROSITE Signatur
ein hydrophober Rest gefordert.

Das AAA-Modul bekannter AAA* ATPasen ist aus zwei Dominen aufgebaut, die groBere, N-
terminale Doméne besteht aus einem fiinf-strdngigen, parallelen B-Faltblatt, welches von a-
Helices umgeben ist, die C-terminale Domine wird bevorzugt aus a-Helices geformt (OGURA
& WILKINSON, 2001). Die Lage der Sekundérstrukturelemente fiir das ORF12 Protein wurden
mit dem Programm PredictProtein kalkuliert. Innerhalb des potentiellen AAA-Moduls (AS 101-
283) des Proteins wurden fiinf B-Strange und acht a-Helices vorhergesagt. In strukturell
untersuchten AAA" ATPasen formen die Aminosiurereste des Walker-Motivs A einen loop
zwischen dem B-Strang 1 und der a-Helix 2, wihrend die Reste des Motivs B den B-Strang 3
formen (OGURA & WILKINSON, 2001). Ubereinstimmend mit den bekannten AAA*
ATPasen wird der B-Strang 3 auch in dem ORF12 Protein von den Resten des postulierten
Walker-Motivs B geformt. Nach der Strukturvorhersage fiir das ORF12 Protein miissten die
Reste des Motivs A hier jedoch zwischen B-Strang 1 und a-Helix 1 des AAA-Moduls lokalisiert

sein.
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3.10.12. ORF13

Zwischen dem Startcodon von ORF13 und dem von ORF12 liegt ein intergenischer Bereich von
iiber 500 bp. Vor dem ORFI13 Startcodon in 5'-Richtung ist eine potentielle Ribosomen-
Bindestelle (GGGAAG) lokalisiert.

Die Aminosduresequenz des ORF13 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61033.

Der isoelektrische Punkt des potentiellen Proteins wurde zu 4,47 berechnet. Das ORF13 Protein
(376 AS) zeigt groBte Ahnlichkeit zu der C-terminalen Region eines 666 Aminosiuren langen,
putativen ATP/GTP-bindenden Proteins aus A. nicotinovorans pAO1 (Acc. Nr. CAD47885) (32
% Identitit, 43 % Ahnlichkeit). Weiterhin wurden Ahnlichkeiten zu den C-Termini potentieller
Proteine aus S. coelicolor A3 (2), denen jedoch keine Funktion zugeordnet ist, gefunden (Acc.
Nr. CAB51964: 30 % Identitit, 36,6 % Ahnlichkeit; Acc. Nr. CAB75372: 30 % Identitit, 38 %
Ahnlichkeit).

Anhand von Sequenzvergleichen kann keine Aussage iiber die Funktion des ORF13 Proteins

gemacht werden.

3.10.13. ORF15

Zehn Nukleotide stromaufwirts des ORF15 Startcodons konnte eine mdogliche Ribosomen-
Bindestelle lokalisiert werden (GGAGGAA). Die Aminosduresequenz des ORFI15
Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank unter der Acc. Nr. CAD61031.

Der isoelektrische Punkt wurde fiir das Protein zu 4,38 berechnet. Das ORF15 Protein zeigt
markante Ahnlichkeiten zu HHDD (2-hydroxy-hept-2,4-diene-1,7-dioic acid; 1-Hydroxy-penta-
1,3-dien-1,5-dicarbonsiure)-Isomerasen/OPET (5-Oxo-penta-3-en-1,2,5-tricarbonsiure)-
Decarboxylasen. Diese bifunktionalen Enzyme des Homoprotocatechuat-Katabolismus in E.
coli bilden eine Familie mit den Fumarylacetoacetat-Hydrolasen (FAA-Hydrolasen) (Pfam
Familie: FAA-Hydrolasen PF01517), welche den letzten Schritt im Abbau der Aminosduren
Phenylalanin und Tyrosin katalysieren. Vergleiche des ORF15 Proteins mit Proteindatenbanken
ergaben hohe Ubereinstimmungen mit zwei verschiedenen hypothetischen HHDD-Isomerasen
aus S. coelicolor A3 (2) (Acc. Nr. NP_624669: 59 % Identitit, 66 % Ahnlichkeit; Acc. Nr.
NP_627079: 51 % Identitiit, 61 % Ahnlichkeit).

Eine einzelne Untereinheit der HHDD-Isomerase/OPET-Decarboxlylase HpcE aus E. coli C
besteht aus zwei nahezu identischen Doménen, die aus den Aminoséureresten 1-210 bzw. 221-
429 geformt werden. In den FAA-Hydrolasen findet man ein Aquivalent dieser Doménen in
Kombination mit einer dazu verschiedenen N-terminalen Domine (TAME et al., 2002). Die
Aminosiuren 79 bis 292 des ORF15 Proteins zeigen 44 % Identitit und 53,6 % Ahnlichkeit zu
der C-terminalen Doméne von HpcE (Acc. Nr. CAAS52936) und 31 % Identitit (38 %
Ahnlichkeit) zu der C-terminalen Domine der FAA-Hydrolase des Menschen (Acc. Nr.
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AAAS52422). Wie die Doméne von HpcE scheint der korrespondierende Sequenzabschnitt des
ORF15 Proteins hauptsédchlich aus B-Striangen zu bestehen. Es wurden 13 B-Strange und zwei a-
Helices fiir diesen 213 Aminosduren langen Abschnitt mit dem Programm PredictProtein
vorhergesagt.

Die katalytische Aktivitit sowohl der HpcE aus E. coli C als auch der FAA-Hydrolase des
Menschen ist abhéngig von einem divalenten Kation. Wiahrend das Metall-Ion in der C-
terminalen Doméne der HpcE durch drei Aminosdurereste koordiniert wird (E276, E278,
D307), sind in der FAA-Hydrolase vier Reste dafiir erforderlich (D126, E199, E201, D233)
(TAME et al., 2002, BERGERON et al., 2001). In dem ORF15 Protein finden sich Aquivalente
(E132, E134, D164) zu dreien der konservierten Reste (Abb. 23). Die Strukturanalyse der HpcE
ergab, dass an der rdumlich identischen Position zu D126 der FAA-Hydrolase ein Alanin zu
finden ist (A227), dieser Alaninrest ist auch in dem ORF15 Protein konserviert (A83).
Konservierte Reste, die erwiesenermafien zur Erhaltung der Struktur der FAA-Hydrolase des
Menschen notwendig sind (C193, W234) (BERGERON et al., 2001), sind in dem ORF15
Protein nicht konserviert. Zu Aminosduren, die in der HpcE an der Stabilisierung der
rdumlichen Struktur um das Metall-Ion beteiligt sind (K252, K325, T393, G394), konnten
jedoch in dem ORF15 Protein korrespondierende Reste detektiert werden (K108, K183, T300,
G301) (Abb. 23).

k% * %ok
ORF15 Protein 127 EKYDWEVELA 157 AGYAVANDLSERDYQ 294 PGDVIITGTPEG
HpaG 271 EYMHYEAELV 300 AGYTVCNDYAIRDYL 387 PGDMIATGTPKG
HpcE 271 EYMHYEAELV 300 AGYTVCNDYAIRDYL 387 PGDMIATGTPKG
FAA En 204 KKLDIELELA 236 FGVVLMNDWSARDIQ 354 TGDLLGSGTISG
FAA Hs 194 KLLDMELEMA 226 FGMVLMNDWSARDIQ 342 PGDLLASGTISG
* *
ORF15 Protein 107 LKPSNTIAGP 181 GKSLP
HpaG 251 LKAPNTLTGD 324 VKSRD
HpcE 251 LKAPNTLTGD 324 VKSRD

Abb. 23

Alignment von Sequenzbereichen des ORF15 Proteins mit entsprechenden Bereichen von
Mitgliedern der FAA-Hydrolase-Familie.

Dargestellt sind konservierte Sequenzbereiche, die u. a. Aminosdurereste umfassen, welche das divalente
Kation koordinieren. In allen Sequenzen konservierte Reste sind grau hinterlegt. Im Text angesprochene
Reste sind mit einem Sternchen (*) iiber den Sequenzen markiert. Die Nummerierung der AS entspricht
den Datenbankeintrigen: HpaG: HHDD-Isomerase/OPET-Decarboxylase aus E. coli W (Acc. Nr.
CAAB86040), HpcE: HHDD-Isomerase/OPET-Decarboxylase aus E. coli C (Acc. Nr. CAA52936), FAA
En: FAA-Hydrolase aus Emericella nidulans (Acc. Nr. AAA85778), FAA Hs: FAA-Hydrolase aus Homo
sapiens (Acc. Nr. AAA52422).
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3.10.14. ORF16
ORF16 befindet sich am 5'-Ende des 12,2 kb langen HindIIl Fragmentes in dem Cosmid

pVKS5B/5. Neun Nukleotide stromaufwérts des Startcodons beginnt ein kurzer Purin-reicher
Sequenzabschnitt (AGGAG), der eventuell als Ribosomen-Bindestelle dienen kann.

Die Aminosduresequenz des ORF16 Genproduktes findet sich in der EMBL-Proteindatenbank
unter der Acc. Nr. CAD61030.

Die Kalkulation des isoelektrischen Punktes ergab fiir das ORF16 Protein einen Wert von 5,15.
Im Vergleich mit Eintriigen in Proteindatenbanken wurde eine signifikante Ahnlichkeit des
ORF16 Proteins mit Mitgliedern der Enolase-Superfamilie deutlich. Auf Aminosédureebene hat
das ORF16 Protein 68,5 % Identitit (76,5 % Ahnlichkeit) zu einer hypothetischen Mandelat-
Racemase aus S. avermitilis MA-4080 (Acc. Nr. BAC 74993) und 57 % Identitiat (64,3 %
Ahnlichkeit) zu einer putativen Enolase aus Burkholderia fungorum (Acc. NR. ZP_00028757).
Enzyme, die in der Enolase-Superfamilie zusammengefasst werden, sind strukturell verwandt.
Allen Enzymen dieser Superfamilie gemeinsam ist eine Struktur bestehend aus zwei Doménen,
wobei die C-terminale Domine das katalytische Zentrum enthélt und einer (B/c)s TIM barrel
Struktur entspricht (BABBITT et al., 1996, GERLT & BABBITT, 2001). Die Suche nach
konservierten Dominen in dem ORF16 Protein ergab Ubereinstimmungen der Aminosauren 4-
137 mit der, den Enzymen der Enolase-Superfamilie gemeinsamen, N-terminalen Doméine
(Pfam Acc. Nr. PF02746). Der Proteinbereich der Aminosduren 174-424 scheint der C-
terminalen TIM barrel-Domine (Pfam Acc. Nr. PF01188) zu entsprechen. Die Lage der
Sekundérstrukturelemente in der C-terminalen Doméne, die fiir das ORF16 Protein mit dem
Programm PredictProtein kalkuliert wurden (Abb. 24), weist hohe Ubereinstimmungen mit der
Verteilung von o-Helices und B-Striangen auf, wie sie fiir die Mandelat-Racemase aus P. putida
bekannt ist (Acc. Nr. P11444).

Enzyme der Enolase-Superfamilie katalysieren verschiedene Reaktionen, die jedoch immer
durch die Abstraktion eines Protons vom 0-C-Atom einer Carboxylgruppe und die Generierung
eines Enolat-Intermediates eingeleitet werden. BABBITT et al. (1996) klassifizierten die
Mitglieder der Superfamilie anhand der katalytisch aktiven Aminoséurereste in drei Gruppen:
(1) die Mandelat-Racemase (MR), die die Interkonversion der enantiomeren Formen von (R)-
und (S)-Mandelat katalysiert, (2) das Muconat-lactonisierende Enzym (MLE), welches im
ortho-pathway der Catechol-Degradation die Zykloisomerisierung von cis, cis-Muconat zu
Muconolacton katalysiert, und (3) die Enolasen, die die f-Elimination eines Hydroxid-Ions vom
Substrat katalysieren. Alle diese Reaktionen bediirfen der Anwesenheit eines (MR, MLE) bzw.
zweier (Enolase) divalenter Kationen und Aminosaureresten, die die Funktion einer Base bzw.

einer Saure iibernehmen.
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Abb. 24

Alignment des C-terminalen Bereichs des ORF16 Proteins mit den TIM barrel-Doménen der
MR und dem MLE aus P. putida.

In der jeweils ersten Zeile ist die Sequenz des ORF16 Proteins wiedergegeben, in der zweiten Zeile die
Sequenz der MR aus P. putida (Acc. Nr. P11444) und in der dritten Zeile die Sequenz der MLE aus P.
putida (Acc. NR. AAA66202). Vollstandig konservierte Aminoséurereste sind grau hinterlegt. Jeweils
liber den Sequenzen sind die Sekundérstrukturelemente des ORF16 Proteins (wei8) (vorhergesagt mit
PredictProtein) und der MR (grau) dargestellt. Pfeile: B-Striange, Balken: o-Helices. Sternchen (*) unter

den Sequenzen markieren die Positionen der Metall-Liganden und katalytisch essentieller Reste (s. Text).

Das katalytisch essentielle Metall-Ion wird in den Enzymen aller drei Gruppen durch drei
Ligandenbindungen koordiniert. In den strukturell analysierten Enzymen MR und MLE aus P.
putida und der Enolase aus Saccharomyces cerevisiae wird diese Funktion von folgenden
Aminosiureresten iibernommen: MR: D195, E221, E247; MLE: D198, E224, D249; Enolase:
D246, E295, D320 (BABBIT et al., 1996). In dem ORFI16 Protein wurden die sauren
Aminoséurereste D248, E274 und E301 als Aquivalente zu diesen Liganden identifiziert (Abb.
24). In einem konservierten KXK Motiv sind bei der MR und der MLE zwei katalytisch aktive
Lysinreste lokalisiert, die die Funktion eines Elektrophils bzw. einer Base haben. Dieses kurze
Motiv findet man in der Sequenz des ORF16 Proteins in den Positionen 218-220 (Abb. 24). Ein
weiterer saurer Aminosdurerest hat die Funktion einer katalytische Séure in der Reaktion aller
drei Enzyme (MR: E317, MLE: E327, Enolase: E211) (BABBITT et al., 1996). Er gibt ein

Proton an die Carboxylgruppe des Substrates ab, nachdem das o-Proton abstrahiert worden ist.



Experimente und Ergebnisse 103

Ein Aquivalent dazu findet sich in dem ORF16 Protein in Position E382. Drei weitere, in der
MR Kkatalytisch aktive Aminosdurereste (H297, D270, N197) (BABBITT et al., 1996, St.
MAURICE & BEARNE, 2000), sind ebenfalls in dem ORF16 konserviert (H351, D324, N250).

3.11. Heterologe, funktionelle Expression der Gene der Chinaldin-4-Oxidase

Nachdem die Sequenz der gox-Gene bekannt war, sollten die Strukturgene goxLMS in einen
Expressionsvektor kloniert werden, um eine regulierte, heterologe Expression zu ermdglichen.
Damit sollte ein System geschaffen werden, welches eine gerichtete Mutagenese der Qox
erlaubte. Der schon bei der Expressionsklonierung der Gene der Qor aus P. putida 86
(FRERICHS-DEEKEN et al., 2003) und der Isochinolin-1-Oxidoreduktase aus B. diminuta 7
(ISRAEL et al., 2002) eingesetzte broad-host-range Plasmidvektor pJB653 (2.7.2.) wurde zu
diesem Zweck ausgewdhlt. Als Wirtsstamm wurde P. putida KT2440 eingesetzt, welcher sich
durch die Fahigkeit zur Synthese aktiver Qox in den Systemen pVKS55B/S und pVKS5/11

ausgezeichnet hatte.

3.11.1. PCR-Amplifikation des goxLMS-Clusters

Die Amplifikation des Genclusters goxLMS erfolgte in einer Pfu-Polymerase katalysierten
Reaktion mit Hilfe der primer gox-for und gox-rev (2.23.1.). Als Matrizen-DNA wurde nach
2.10.1. isolierte DNA des Cosmids pVK55B/5 verwendet.

Die DNA der PCR-Ansitze wurde mit Hilfe des ,,High Pure PCR Product Purification Kit* der
Firma Roche Diagnostics GmbH (2.24.) von Puffersalzen, dNTPs und der Polymerase gereinigt.
Zur Kontrolle, ob tatséchlich die gox-Gene amplifiziert worden waren, wurde das PCR-Produkt
verschiedenen Restriktionen unterzogen. Die Groflen der erhaltenen Restriktionsfragmente
wurden nach Auftrennung in verschieden konzentrierten Agarosegelen abgeschitzt und mit den
aus der bekannten Sequenz errechneten FragmentgroBen verglichen. Die Ergebnisse der

Restriktionsanalyse (Tab. 9) bestitigten die Amplifikation der gox-Gene.
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Tab. 9

Restriktionsanalyse des goxLMS PCR-Produktes.

Restriktionsenzym experimentell ermittelte errechnete
Fragmentgrofien Fragmentgrofien
Pst1 1500, 1100, 1000, 450 1447, 1085, 959, 429
BamHI 2000, 1700 2245, 1675
Xhol 2500, 950, 450 2471, 1008, 441
Pvull 3000, 600 3311, 609
Kpnl 2200, 900, 550 2262, 906, 752

3.11.2. Konstruktion des Expressionsklons P. putida KT2440 pKP1

Der Expressionsvektor pJB653 wurde mit Smal und EcoRI restringiert. Das gereinigte goxLMS
PCR-Amplifikat wurde mit EcoRI restringiert, um auf einer Seite mit koh4siven Enden und auf
der anderen Seite mit glatten Enden ih den Vektor inseriert zu werden, wodurch das Plasmid
pKP1 entstand. Das neue Konstrukt wurde in P. putida KT2440 etabliert.

Zur Kontrolle der goxLMS-Insertion in pJB653 wurde Plasmid-DNA ampicillinresistenter P.
putida KT2440 Transformanten mit Pstl restringiert. Rekombinante Plasmide, die das richtige
Insert enthielten, zeigten das Restriktionsmuster mit den charakteristischen Spaltprodukten von
etwa: 7000 bp, 1450 bp, 1100 bp und 950 bp, zusitzlich war noch ein 400 bp PstI Fragment aus
dem Vektor pJB653 (2.7.2.) zu detektieren.

3.11.3. Cometabolische Chinaldin-Umsetzung und Synthese aktiver Qox durch
P. putida KT2440 pKP1 Klone

Drei P. putida KT2440 pKP1 Klone (I, II, II) wurden zur Synthese funktioneller Qox in
Benzoat-Minimalmedium (2.8.4.) geziichtet. Die Transkription der goxLMS-Gene wurde durch
Zugabe der XylS-Effektoren Benzoat und 2-Methylbenzoat induziert.

Alle drei Klone waren in der Lage, Chinaldin cometabolisch zu 1H-4-Oxochinaldin
umzusetzen, welches im Kulturiiberstand nachgewiesen werden konnte. In den Rohextrakten
der drei Klone konnten spezifische Aktivititen der Qox von 0,048 U/mg (P. putida KT2440
pKP1/I), 0,022 U/mg (P. putida KT2440 pKP1/II) und 0,066 U/mg (P. putida KT2440
pKP1/III) gemessen werden. Nach Auftrennung der Rohextrakte in einer nativen PAGE und
Anfirbung auf Qox-Aktivitit (2.33.2.) zeigte sich bei allen drei Klonen eine rote Bande, die auf
derselben Hohe wie die Bande der Qox aus A. ilicis Rii6la lag. Abbildung 25 zeigt dies
beispielhaft fiir Klon P. putida KT2440 pKP1/III, welcher aufgrund der hohen spezifischen

Aktivitdt im Rohextrakt fiir weitere Versuche ausgewihlt wurde.
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In der allgemeinen Proteinfirbung mit Coomassie Blue konnte im Rohextrakt von P. putida
KT2440 pKP1/Il im Vergleich mit dem Rohextrakt von P. putida KT2440 pJB653 keine
korrespondierende, deutliche Proteinbande, die auf gleicher Hohe wie die Qox-Bande im
Aktivititsgel lokalisiert ist, detektiert werden.

P. putida KT2440 pJB653, welcher zur Kontrolle unter denselben Bedingungen geziichtet
wurde, war nicht in der Lage Chinaldin cometabolisch im Benzoat-Minimalmedium umzusetzen

und auch im Rohextrakt konnte keine Qox-Aktivitit nachgewiesen werden.

Abb. 25
Native PAGE mit Rohextrakten von P. putida KT2440 pKP1/11l, A. ilicis Ri61a und P. putida

KT2440 pJB653.

Bahn 1 und 2: Coomassie Farbung, Bahnen 3-5: Fiarbung auf Qox-Aktivitit.

Bahn 1: P. putida KT2440 pKP1/IlI, Bahn 2: P. putida KT2440 pJB653, Bahn 3: P. putida KT2440
pKP1/III, Bahn 4: A. ilicis Rii61a, Bahn 5: P. putida KT2440 pJB653.

3.12. Reinigung der Chinaldin-4-Oxidase aus P. putida KT2440 pKP1/111

Zur Produktion von Zellmasse bei gleichzeitiger Induktion der Expression der gox-Gene wurde
P. putida KT2440 pKP1/1Il in zwei 4 |1 Fermentoren fiir ca. 12 h bis zum Erreichen einer
ODsoonm vOn etwa 2,5 bis 3 kultiviert (2.8.4.). Daraus konnten 25 g bis 30 g feuchte Zellmasse
gewonnen werden. Pro Reinigungszyklus wurden 15 g bis 20 g Zellen durch
Ultraschallbehandlung aufgeschlossen.

Im Rohextrakt konnte eine spezifische Qox-Aktivitit von 0,059 U/mg nachgewiesen werden.
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3.12.1. Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sepharose CL-6B
Durch Waschen der mit dem Rohextrakt beladenen Siule mit 50 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7)

konnten ungebundene Proteine abgetrennt werden. Die Qox eluierte ab einer NaCl-
Konzentration von 0,27 M von der Sédulenmatrix (Fraktionen 14-17) (Abb. 26). Der Enzympool

wies eine spezifische Aktivitét von 0,79 U/mg auf.

Fraktionen

+-100.0% Buffer B

A280nm mS/cm
h:min:sec
—— Absorption 280 nm —— Salzgradient [% Puffer B] —— Leitfahigkeit [mS/cm]
[_] vereinigte Fraktionen mit Qox-Aktivitit
Abb. 26

Elutionsdiagramm der Chromatographie an DEAE-Sepharose CL-6B.

3.12.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl-Sepharose CL-4B

Ansalzen der aus der Anionenaustauschchromatographie resultierenden Proteinlosung mit Qox-
Aktivitit und nachfolgende Zentrifugation fiihrte zur Fallung einiger Proteinverunreinigungen,
wihrend die Qox bei einer (NH4),SO,-Konzentration von 0,75 M in Losung blieb. Die
angereicherte Qox adsorbierte bei dieser Salzkonzentration an die Phenyl-Sepharose-Matrix und
wurde auch beim Waschen mit 85 mM Tris/HCI-Puffer (pH 7) mit 0,55 M (NH,;),SO4 nicht von
der Saule gespiilt. Fraktionen aktiver Qox, deren Elution in einem 50 mM Tris/HCI-Puffer ohne
(NH4),SO;, erfolgte (Abb. 27) (Fraktionen 19-21), wurden gesammelt. Die spezifische Aktivitit
der Qox in diesem Proteinpool betrug 1,37 U/mg.
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Fraktionen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
L L L L L L 1 L 1 A L L L L

£100.0% Buffer B

Argonm , oo mS/cm

~0.254

T
00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00

h:min:sec

—— Absorption 280 nm —— Salzgradient [% Puffer B] —— Leitfahigkeit [mS/cm]
[] vereinigte Fraktionen mit Qox-Aktivitit

Abb. 27
Elutionsdiagramm der Chromatographie an Phenyl-Sepharose CL-4B.

3.12.3. Anionenaustauschchromatographie an UNO™.Q1

In einer zweiten lonenaustauschchromatogaphie wurde die Qox an einer Matrix aus Q-
Sepharose weiter von Fremdproteinen gereinigt. Das Enzym konnte in einem linear
ansteigenden NaCl-Gradienten bei einer Salzkonzentration von 30 mM bis 34 mM von der
Saule eluiert werden (Abb. 28). Die angereicherte Qox, die sich in den Fraktionen 14 und 15
fand, wies eine spezifische Aktivitit von 4,54 U/mg auf.
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Fraktionen

12 3 4 5 ¥ Y 1w 1 12 13 14 15 16 17 18 19
L A L L L s L L L L L L L 1 i

+-100.0% Buffer B

A2g0mm mS/cm
h:min:sec
—— Absorption 280 nm —— Salzgradient [% Puffer B] Leitfahigkeit [mS/cm]

[] vereinigte Fraktionen mit Qox-Aktivitit
Abb. 28 Elutionsdiagramm der Chromatographie an UNO™-Q.

3.12.4. Gelfiltration an einer HiLoad 26/60 Superdex 200 Siule

In einem letzten Reinigungsschritt wurde die Qox aufgrund ihrer GroBe von bisher nicht
abgetrennten Proteinen gereinigt. Wenn auch im Elutionsdiagramm keine Absorption durch
Fremdproteine zu erkennen ist (Abb. 29), so konnte die spezifische Aktivitit der Qox, die aus
den Fraktionen 22-27 vereinigt wurde, doch noch auf 5 U/mg gesteigert werden.

Fraktionen

23456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
[T e N Sl T S Tt v T S S T S T T S S W T S T N Ot T Y S S T S Y S M 25.0

0.3504
0.3004
0.2504

0.200+
5!

A280m'n 0-0 mS/cm
0.1504 0.0
0.1004 55 ¢
5.0

0.050
0.0000.0 0.0

—0.050+

00:00:00 00:3‘0:00 01:0'0:00 01:3‘0:00
h:min:sec
—— Absorption 280 nm —— Leitfahigkeit [mS/cm] |:| vereinigte Fraktionen mit Qox-Aktivitat

Abb. 29 Elutionsdiagramm der Chromatographie an Hil.oad 26/60 Superdex 200.
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3.12.5. Zusammenfassung der Reinigung und Homogenitit der gereinigten Qox

Mit den oben beschriebenen Schritten war es moglich, die Qox bis zur Homogenitit zu reinigen.
Tab.10 stellt die Ergebnisse eines exemplarischen Reinigungszykluses dar. Es konnten aus 22 g
Zellmasse (Feuchtgewicht) 1,12 mg reine Qox mit einer spezifischen Aktivitit von 5 U/mg
gewonnen werden. Es wurde mit einer Ausbeute von 7 % eine Anreicherung um das 85-fache

gegeniiber dem Rohextrakt erlangt.

Tab. 10
Reinigung der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III ausgehend von 22 g feuchter Zellmasse.

Reinigungsschritt | Aktivitit Protein  Spez. Aktivitiit Anreicherung Ausbeute
[U] [mg] [U/mg] [x-fach] [%]

Rohextrakt 82 1390 0.059 1 100

DEAE-Sepharose | 60 75 0.79 13.5 72

CL-6B

Phenyl Sepharose | 23 17 1.37 23.2 28

CL-4B

UNO™-Q1 15.5 3.5 4.54 77 19

HiLoad 26/60 5.6 1.12 5 85 7

Superdex 200

Die Fortschritte der Reinigung wurden routinemafBig mittels SDS-PAGE {iiberpriift. Bahn 1 in

Abbildung 30 zeigt eine homogene Praparation; sichtbar sind die drei Untereinheiten der Qox.

Abb. 30
SDS-PAGE (13,4 %ig) der gereinigten Qox aus P. putida KT2440 pKP1/111.

Bahn 1: Gereinigte Qox

Bahn 2: Standard-Proteine, von oben:
B-Galactosidase (116 kDa)
RSA (66,2 kDa)
Ovalbumin (45 kDa)
Lactat-Dehydrogenase (35 kDa)
Restriktionsendonuklease Bsp981 (25 kDa)
B-Lactoglobulin (18,4 kDa)
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3.13. Cofaktor-Analyse der Chinaldin-4-Oxidase aus P. putida KT2440 pKP1/111

3.13.1. Lichtabsorptionsspektrum
Das UV/Vis-Absorptionsspektrum der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III im oxidierten

Zustand zeigt einen Verlauf, der typisch ist fiir molybdénhaltige Hydroxylasen, die Flavin- und
Fe-S-Cofaktoren beinhalten (LEHMANN et al., 1994, TSHISUAKA et al, 1993;
HANZELMANN & MEYER, 1998; HETTRICH & LINGENS, 1991) (Abb. 31). Das Enzym
zeigt Absorptionsmaxima bei 280 nm und 342 nm. Um 450 nm ist eine breite Absorptionsbande
zu erkennen ebenso wie eine schwache Absorption um 550 nm. Damit ist das Spektrum des
heterolog synthetisierten Enzyms identisch mit dem des Wildtyp-Enzyms (Abb. 31 Inset). Die
Verhiltnisse Ajgonm/Adsonm UNd Aggonm/Assonm Sind 5,6, bzw. 3,3 im Spektrum der Qox aus P.
putida KT2440 pKP1/III.

1.5

3
I

Absorption

250 350 450 550 650
Wellenlange [nm]

Abb. 31
UV/Vis-Absorptionsspektrum der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/I11.
Inset: UV/Vis-Absorptionsspektrum der Qox aus A. ilicis Rii61a (Daten von S. Sielker).

3.13.2. Nukleotidgehalt

Zum Nachweis der im Enzym gebundenen Nukleotide wurden 1,26 mg gereinigte Qox nach
2.35. aufgeschlossen und die I0slichen Bestandteile in der HPLC aufgetrennt. Die
Elutionsdiagramme und UV-Spektren originaler Referenzsubstanzen wurden zur Identifizierung

der in der Probe enthaltenen Substanzen herangezogen.
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Referenzsubstanz Retentionszeit [min] Absorptionsmaximum [nm]
CMP 4,6 279,3
AMP 8,0 256,9
GMP 6,9 253,4
Cytidin 8,8 279,3

Im HPLC-Elutionsdiagramm der Probe konnten zwei Peaks mit Retentionszeiten von 4,58 min
und 7,98 min detektiert werden. Die aufgetrennten Substanzen konnten anhand der
Retentionszeiten und identischer Absorptionsmaxima der UV-Spektren als CMP und AMP
identifiziert werden. In der Cochromatographie der Probe mit den Referenzsubstanzen CMP
und AMP konnte dieses Ergebnis bestitigt werden; die Peaks tiberlagerten vollstdndig.

Da reine Qox eingesetzt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass das CMP aus dem
MCD-Cofaktor freigesetzt wurde, wihrend das AMP dem FAD-Cofaktor entstammt. Damit
konnte bewiesen werden, dass der Molybdo-Pyranopterin-Cofaktor in der Qox nicht als MPT

sondern in der Dinukleotidform mit Cytidin-Monophosphat vorliegt.

3.13.3. Metallgehalt

Zur Bestimmung des Metallgehaltes der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/1II wurde 1 mg reines
Enzym in einer ICAP-ES Analyse (2.36.) eingesetzt. Es konnten 9,15 nmol Eisen und 1,27 nmol
Molybddn nachgewiesen werden, was einem Verhiltnis Fe:Mo von 7:1 entspricht. Erwartet
wurde bei einem Finsatz von 1 mg (3,8 nmol) Enzym jedoch eine Ausbeute von 30,4 nmol Fe
und 7,6 nmol Mo.

Die Analyse des Wildtyp-Enzyms, von dem 1,2 mg (4,56 nmol) eingesetzt wurden, ergab einen
Fe-Gehalt von 18,79 nmol (erwartet 36,48 nmol) und einen Mo-Gehalt von 10,12 nmol
(erwartet 9,12 nmol).

In der vollstdndig aktiven Qox miissen Eisen und Molybdén in einem Verhiltnis von 4:1 mit 8
mol Fe und 2 mol Mo pro mol Enzym vorliegen. Da bei der ICAP-ES Analyse jedoch weder bei
der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III noch bei dem Wildtyp-Enzym die erwarteten
Metallgehalte detektiert werden konnten, scheint diese Methode in der hier durchgefiihrten
Weise nicht zum quantitativen Nachweis der Metalle geeignet zu sein. Wire das Enzym vor der
Analyse durch Siurebehandlung aufgeschlossen worden, hitte der Nachweis der Metalle

eventuell quantitativ erfolgen kdnnen.

3.13.4. Elektronenspinresonanz-spektroskopische Untersuchungen an der Qox aus

P. putida KT2440 pKP1/I1I und Vergleiche mit dem Wildtyp-Enzym

Mit Hilfe der Elektronenspinresonanz-Spektroskopie kdnnen die paramagnetischen Zustédnde

der redoxaktiven Zentren des Enzyms erfasst werden. Da die Qox molekularen Sauerstoff als
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Elektronenakzeptor nutzt, musste, um eine Oxidation des reduzierten Enzyms zu unterbinden,
unter anoxischen Bedingungen gearbeitet werden.

Reduktion der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III mit 10-fachem Substratiiberschuss fiihrte
zur Ausbildung des FAD-Semichinonradikals (Abb. 32B), welches bei 65 K detektiert werden
konnte. Dieses Signal weist eine Peak zu Peak Linienbreite von 1,6 mT auf, welche typisch ist
fir das anionische (rote) FAD-Radikal. Weitere Reduktion der aktiven Zentren durch erhdhte
Substratzugabe fithrte zur Ausbildung von Signalen des Mo", die ebenfalls bei 65 K
aufgezeichnet werden konnten (Abb. 32C) und zum Verschwinden des FAD-Radikal-Signals,
da das FAD nun zum diamagnetischen Dihydrochinon reduziert wird. Die so genannten ,,very
rapid* Mo"-Signale der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/IIl und aus A. ilicis Rii6la, die
kurzzeitig detektierbar sind, wenn ein transienter Enzym-Produkt-Komplex vorliegt, wobei das
Enzym mit zwei Elektronen reduziert ist (KAPPL et al., 2002) (vergl. Abb. 44), haben Werte
von g,=2,024, g,=1,945, g5=1,935 (Abb. 32A, C). Neben den ,,very rapid* MoV—Signalen sind in
diesem Stadium der Reduktion und unter diesen Temperaturbedingungen bei beiden Enzymen
auch so genannte ,,rapid* Mo"-Signale zu beobachten (Abb. 32A, C). Diese Mo'-Signale
werden durch einen Enzymzustand hervorgerufen, in dem das Enzym mit zwei Elektronen

reduziert ist und das Produkt im katalytischen Zentrum vorliegt, jedoch nicht Enzym-gebunden

ist.
FAD
vr
vr
A r
vr
B
C
T T T v T T T T T v T
310 320 330 340 350 360

Abb. 32 [mT]

ESR-Spektren der Substrat-reduzierten Qox aus A. ilicis Rii6la und aus P. putida KT2440
pKP1/111, aufgenommen bei 65 K.

(A) Qox aus A. ilicis Rii6la bei ca. 60-fachen Substratiiberschuss, (B) Qox aus P. putida KT2440
pKP1/II bei ca. 10-fachem Substratiiberschuss, (C) Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III bei ca. 60-

fachem Substratiiberschuss, vr= very rapid, r= rapid.
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Messungen der substratreduzierten Probe bei niedrigeren Temperaturen (15K) fiihrte zur
Ausbildung der Signale der FeS-Zentren, wihrend die FADH'- und Mo"-Signale nicht mehr zu
detektieren waren (Abb. 33A). Reduktion der Zentren durch Dithionit-Zugabe und Erh6hung
der Temperatur auf 25 K fiihrt zur Verstdrkung der FeS-Signale, unter diesen Bedingungen liegt
das Eisen vollstindig als Fe** vor. Abbildung 33 zeigt einen Vergleich der Spektren der Qox aus
P. putida KT2440 pKP1/III (B) und A. ilicis Ri6la (C) aufgenommen unter den vorher
beschriebenen Bedingungen. Das axiale FeSI,, Signal, welches typisch ist fiir die Qox (CANNE
et al., 1997, KAPPL et al., 2002), konnte auch in dem heterolog synthetisierten Enzym
nachgewiesen werden, allerdings erscheint die Form des Signals durch minimale Erh6hung der
Rhombizitdt von g, und g; etwas verdndert. Die Signale und ESR-Parameter der FeS-Cluster
sind in beiden Enzyme jedoch nahezu identisch. Die ESR-Parameter fiir die FeS-Zentren im
Wildtyp-Enzym wurden bestimmt zu: FeSL: gy = 2,021, g, = 1,937; FeSIL: g, = 2,075, g, =
1,983, g3 = 1,874 (CANNE et al., 1997, KAPPL et al., 2002). Die FeSII g;-Komponente ist in
dem Enzym aus P. putida KT2440 pKP1/III etwas verschoben gegeniiber dem A. ilicis Rii61a
Enzym (Pfeil) und zeigt genauso wie die g;-Komponente eine Asymmetrie in der Signallinie

(durch * angedeutet).

1 v 1 v 1
320 340 360
[mT]

Abb. 33

ESR-Spektren der [2Fe2S]-Zentren der Qox aus P. putida KT2440 pKP1/III und A. ilicis
Rii61a, aufgenommen bei 15 K und 25 K.

(A) P. putida KT2440 pKP1/III Qox nach Reduktion mit Chinaldin (15 K), (B) Qox aus P. putida
KT2440 pKPI/11I, (C) Qox aus A. ilicis Rii61a; (B und C) nach Reduktion mit Dithionit, aufgenommen
bei 25 K.
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3.14. Kinetische Parameter der Chinaldin-4-Oxidase aus
P. putida KT2440 pKP1/111

Die kinetischen Parameter Ky, Vimax und ko der heterolog synthetisierten Qox (Qoxpkp1) und des
Wildtyp-Enzyms (Qoxwr) (Daten von S. Sielker) fiir das Substrat Chinaldin und fiir den
kiinstlichen Elektronenakzeptor INT wurden im Standard-Enzymtest bestimmt (2.31.1.).

Fiir das Substrat Chinaldin ergaben sich Michaelis-Menten-Konstanten K, chinalgin VO 3,5 X 10°
M (Qoxpkp1) und 3,4 X 107 (Qoxwr). Die Wechselzahlen kca chinagin Wurden berechnet zu 29,4 s™
(Qoxpkp1) und 16,7 s (Qoxwr). Die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten V.. chinaldin
beliefen sich auf 17,46 uM/min (QoxXpkp;) und 17,76 pM/min (Qoxwr). Fiir den kiinstlichen
Elektronenakzeptor INT betrugen die Parameter: Ky, wr: 1,7 X 10°M (Qoxpkp1) und 1,9 X 10°
M (Qoxwr), kca 1: 24,88 s! (Qoxpkp1) und 15,6 s! (Qoxwr), und Viux vt 14,78 uM/min
(Qoxpkpr) und 16,64 pM/min (Qoxwr).

Die vergleichende Betrachtung der kinetischen Parameter des heterolog synthetisierten Enzyms
und des Wildtyp-Enzyms lédsst darauf schlieBen, dass alle an der Redoxreaktion beteiligten
Zentren in dem Enzym aus P. putida KT2440 pKP1/III in funktioneller Weise vorliegen und

dass die Substratbindung hier in identischer Weise geschieht, wie im Wildtyp-Enzym.

3.15. Gerichtete Mutagenese an der Chinaldin-4-Oxidase

Anhand von Rontgenstrukturanalysen verschiedener molybdénhaltiger Hydroxylasen konnte
gezeigt werden, dass sich ein in dieser Enzym-Familie strikt konservierter Glutamatrest in
unmittelbarer Ndhe zu dem Molybdidn im aktiven Zentrum befindet (REBELO et al., 2000,
ROMADO et al., 1995, TRUGLIO et al., 2002). Um eine vermutliche katalytische Relevanz des
korrespondierenden Glutamatrestes E736 in QoxL wiahrend der Hydroxylierungsreaktion der
Chinaldin-4-Oxidase nachzuweisen, wurde dieser durch gerichtete Mutagenese gegen einen
Glutaminrest ausgetauscht.

Da das Plasmid pKP1 mit fast 11 kb jedoch zu grof ist, um es vollstindig mittels PCR zu
amplifizieren (2.23.5.), wurde ein 2,55 kb grofles Fragment, welches die Sequenz in dem
Bereich des E736 Codons umfasst, in den kleineren Vektor pUC18 (2.7.1.) subkloniert. Dieses
Konstrukt (pUC2,5) wurde fiir die Mutagenese eingesetzt. Das Plasmid pKP1E736Q wurde
dann aus dem 2,55 kb Fragment und dem 8,4 kb Rest von pKP1 rekonstruiert und in P. putida
KT2440 etabliert.

3.15.1. Konstruktion von pUC2,5

Das Plasmid pKP1 wurde aus P. putida KT2440 pKP1/1II isoliert (2.10.1.) und mittels einer
Doppelrestriktion mit den Enzymen Smal und EcoRI (2.14.) in zwei Produkte von 2551 bp und
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8391 bp gespalten. Beide Fragmente wurden aus einem Agarosegel aufgereinigt (2.19.1.), das
Groflere wurde zur Aufbewahrung bei -20 °C gelagert. Das 2,55 kb Fragment wurde mit dem
ebenfalls Smal/EcoRI restringierten Vektor pUC18 ligiert (2.17.) und in E. coli DH5a etabliert.
Zur Verifizierung der Konstrukte wurde eine Smal/EcoRI Restriktion an den Plasmiden
ausgesuchter Transformanten durchgefiihrt, die richtigen Konstrukte wurden in zwei Fragmente
von 2,55 kb und 2,68 kb gespalten.

Das neue Plasmid pUC2,5 wurde als Matrize in der PCR (2.23.5.) eingesetzt.

3.15.2. Mutagenese

Der Basenaustausch (E: GAG gegen Q: CAG) wurde durch die primer Gln-for und Gln-rev
(2.23.1.) wihrend einer PCR-Amplifikation des Plasmids pUC2,5 herbeigefiihrt.

Nach der Amplifikation und Aufreinigung der DNA (2.24.) wurde, nachdem die parentale DNA
durch das Restriktionsenzym Dpnl verdaut wurde, die neu synthetisierte DNA zur
Transformation von E. coli DH5a Zellen eingesetzt.

Die Mutation wurde durch Sequenzierung mit dem primer ,,mutseq” (2.23.1.) verifiziert.

3.15.3. Rekonstruktion von pKP1

DNA des Plasmids pUC2,5(E736Q) aus einem nach 3.15.2. erhaltenen Transformanten wurde
mit den Restriktionsenzymen Smal und EcoRI restringiert (2.14.). Das 2551 bp grofle Fragment
wurde aus einem Agarosegel aufgereinigt (2.19.1.) und mit dem 8,4 kb pKP1(Smal/EcoRI)-
Fragment (3.15.1.) zur Rekonstruktion von pKP1E736Q ligiert. P. putida KT2440 wurde
wiederum als Empfingerstamm des Plasmids eingesetzt. Zur Uberpriifung der Plasmidintegritit
wurde Plasmid-DNA von pKP1 und pKP1E736Q parallel mit PstI restringiert. Beide Plasmide
zeigten die Spaltprodukte von 7000 bp, 1450 bp, 1100 bp, 950 bp und 400 bp.

Die DNA-Bereiche um die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Smal wurden zur Kontrolle der

Plasmidintegritét sequenziert.

3.15.4. Versuche zur cometabolischen Umsetzung von Chinaldin durch

P. putida KT2440 pKP1E736Q

Drei P. putida KT2440 Transformanten, die das mutierte Plasmid pKP1E736Q trugen, wurden
nach 2.8.4. in Benzoat-Minimalmedium geziichtet. Chinaldin, das der Kultur bei einer ODgoonm
von 1 in einer Konzentration von 0,8 mM zugesetzt wurde, wurde von den pKP1E736Q-
Mutanten nicht umgesetzt. Bei P. putida KT2440 pKP1/III, der parallel unter denselben
Bedingungen geziichtet wurde, nahm die Chinaldinkonzentration kontinuierlich ab, bis das

Substrat nach etwa sieben Stunden nahezu vollstindig zu 1H-4-Oxochinaldin umgesetzt war.
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Die Stimme, die das Plasmid pKP1E736Q trugen, wurden durch das Chinaldin nicht im

Wachstum beeintréchtigt.

3.15.5. Versuche zum Nachweis von Chinaldin-4-Oxidase Aktivitit in
P. putida KT2440 pKP1E736QII

“Klon P. putida KT2440 pKP1E736QIl wurde wie unter 2.8.4. beschrieben in Benzoat-
Minimalmedium geziichtet. Im Rohextrakt der durch Ultraschall aufgeschlossenen Zellen
konnte im Enzymstandardtest (2.31.1.) keine Qox-Aktivitédt nachgewiesen werden.

Nach Auftrennung der Proteine des Rohextraktes in einer nativen PAGE (2.33.2.) und
Anfirbung auf Qox-Aktivitit konnte jedoch nach 12stiindiger Inkubation neben einer
Rotfiarbung, die durch Chinaldin-unabhingige INT-Reduktion entsteht, eine sehr schwache
Bande detektiert werden (Pfeil), die dieselbe elektophoretische Mobilitit zeigte wie die Qox aus
P. putida KT2440 pKP1/III (Abb. 34) und die nur nach Zugabe des Substrates Chinaldin auftrat.
Damit konnte gezeigt werden, dass die von P. putida KT2440 pKP1E736QII synthetisierte Qox

noch eine sehr geringe Restaktivitit aufweist.

1 2 3

i

Abb. 34

Native PAGE mit Rohextrakten von P. putida KT2440 pKP1/IIl und P. putida KT2440
pKP1E736QIl, angeférbt auf Qox-Aktivitit.

Bahn 1: Rohextrakt von P. putida KT2440 pKPI1/III (1 pg Protein) nach 3 min Inkubation im
Enzymtestansatz. Bahn 2: Rohextrakt von P. putida KT2440 pKP1E736QII (1 pg Protein) nach 12 h
Inkubation im Enzymtestansatz (der Pfeil deutet auf die sehr schwache Qox-Bande). Bahn 3: Rohextrakt
von P. putida KT2440 pKP1E736QII (1 pg Protein) nach 12 h Inkubation im Enzymtestansatz ohne
Chinaldin.
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3.16. Insertionsinaktivierung der potentiellen Gene ORF2, ORF4, ORFS und
ORF7

Die Sequenzanalyse der ORFs 2 und 4 (3.10.2, 3.10.3.) legte nahe, dass diese potentiellen Gene
fiir die 1H-4-Oxochinaldin-3-Monooxygenase bzw. die N-Acetylanthranilat-Amidase kodieren,
die den zweiten bzw. vierten Schritt in der Chinaldin-Degradation durch A. ilicis Rii6la
katalysieren. Der Nachweis, dass alle Enzyme, die einem fremden Wirtsstamm die Fihigkeit zur
Umsetzung von Chinaldin bis zur Anthranilat verleihen, auf dem 10,8 kb Fragment kodiert sind
(3.5.), bekriftigte diese Annahme.

Die Nihe des Genes fiir den potentiellen Transporter (ORF5) (3.10.4) zu den Genen fiir
potentielle Abbauenzyme lisst die Moglichkeit zu, dass auch dieses Protein in die Chinaldin-
Verwertung involviert sein kénnte.

ORF7 liegt zwar auBerhalb des 10,8 kb Fragmentes, kodiert jedoch eventuell auch fiir ein
hydrolytisches Enzym, das verwandt ist mit Esterasen und f-Lactam spaltenden Enzymen
(3.10.6). Es sollte auch hier untersucht werden, ob eine eventuelle Beteiligung an der Chinaldin-
Umsetzung gegeben ist.

Auf dem Weg der Insertionsinaktivierung entsprechender Gene auf dem 23 kb Insert des
Cosmids pVKS55B/5 (3.8.) sollte die funktionelle Bedeutung der durch diese Gene kodierten
Proteine erschlossen werden. Da es sich als nicht moglich erwies, eine Kanamycin-
Resistenzkassette (nptll) direkt in das Cosmid pVKS5B/5 zu klonieren, wurde der ,,Umweg*
iiber homologe Rekombination gewihlt. Plasmide, die entsprechende Gene mit npt/l-Insertion
trugen, sollten durch Konjugation auf P. putida KT2440 pVKS55B/S5 iibertragen werden, um eine
Disruption der intakten Gene auf pVK55B/5 durch homologe Rekombination zu erméglichen.
Zu diesem Zweck wurden die betreffenden Sequenzabschnitte in den Vektor pUCIS
subkloniert. Aufgrund der geringen Grofie des Vektors waren weitere Modifikationen in diesem
System ohne Probleme durchzufiihren. Die ORFs wurden jeweils durch Insertion einer
Kanamycin-Resistenzkassette  unterbrochen. Die um die npti/l-Kassette erginzten
Sequenzabschnitte wurden in mobilisierbare Vektoren umkloniert und mittels Konjugation auf
P. putida KT2440 pVKS5B/5 iibertragen. Durch homologe Rekombination wurden die

funktionellen Gene auf pVKS55B/S durch solche mit nptll-Insertion ausgetauscht.

3.16.1. Subklonierung der ORFs 2, 4, 5 und 7 in den Vektor pUC18

Sequenzabschnitte der betreffenden ORFs wurden nach Restriktion der Plasmid-DNA von
pVKS5/11 bzw. pVKS55/12 durch Extraktion aus Agarosegelen gewonnen.

Restriktion des Plasmids pUCS55/11 (3.7.) mit BamHI erzeugte ein 2617 bp langes Fragment
[Nukleotide 14685-17301 Anhang 1], welches ORF2 umfasst. Dieser Abschnitt wurde in den
ebenfalls BamHI restringierten, dephosphorylierten Vektor pUC18 inseriert.
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Restriktion von pUCS55/11 mit EcoRI fiihrte unter anderem zu einem Sequenzabschnitt von 577
bp [Nukleotide 13627-14203 Anhang 1], der das 3'-Ende von ORF4 enthielt. Dieser wurde mit
dem EcoRI gedffneten, dephosphorylierten Vektor pUC18 ligiert.

Zur Subklonierung des ORFS5 enthaltenen DNA-Fragmentes wurde das Plasmid pUCS55/11
zuerst mit HindIIl restringiert und anschlieBend mit Sall. Dadurch konnte ein Fragment von
1928 bp gewonnen werden [Nukleotide 12204-14131 Anhang 1], das mit dem ebenfalls
HindIIl/Sall restringierten Plasmid pUC18 ligiert wurde.

Um ORF7 in das Plasmid pUCI18 zu inserieren, wurde ein 2635 bp grofes Fragment
[Nukleotide 8515-11149 Anhang 1] mittels EcoRI Restriktion aus dem Plasmid pUC55/12
(3.7.) herausgeschnitten, welches neben anderen kodierenden Bereichen auch den 1119 bp
langen ORF7 umfasst. Dieser 2,6 kb lange Sequenzabschnitt wurde in den EcoRI geschnittenen,
dephosphorylierten Vektor pUC18 inseriert.

Die neuen Konstrukte pUCorf2, pUCorf4, pUCorf5 und pUCorf7 wurden in E. coli DHS5x

etabliert und vermehrt.

3.16.2. Insertion von Kanamycin-Resistenzkassetten

Zur Disruption der hypothetischen Gene wurden Kanamycin-Resistenzkassetten (nptll) in
singuldre Restriktionsschnittstellen der subklonierten ORFs inseriert.

Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde mit den primer-Paaren nptAge-for, -rev bzw. nptEco-
for, -rev und DNA des Plasmids pBG2b (2.7.6.) als Matrize mittels PCR vervielfaltigt (2.23.3.).
Nach Aufreinigung der PCR-Amplifikate (2.24.) standen diese fiir weitere Klonierungsschritte

zur Verfiigung.

Konstruktion von pUCorf2nptll

Zur Insertion der nptll-Resistenzkassette in den ORF2 wurde Plasmid-DNA von pUCorf2 mit
dem Restriktionsenzym Agel linearisiert. Die mit den Primern nptAge-for und nprAge-rev
amplifizierte Kanamycin-Resistenzkassette wurde ebenfalls mit Agel restringiert. Durch
Ligation der komplementéren, iiberhdngenden Enden (2.17.) wurde das Plasmid pUCorf2npti]
geschaffen, welches in E. coli DHSo etabliert wurde. Transformanten, die die nptIl Kassette
inseriert hatten, wurden durch Resistenz auf Ampicillin und Kanamycin selektiert.

Wihrend die Orientierung, in der ORF2 in den Vektor pUCI18 inseriert war, nicht von
Bedeutung war, sollten jedoch beide Varianten des Plasmides pUCorf2nptll (d. h. die
Leserichtung des nptll-Gens in gleicher bzw. in entgegengesetzter Leserichtung zu ORF2)
selektiert werden.

Zur Identifizierung der zwei verschiedenen Plasmide wurde an ausgesuchten Transformanten

eine Restriktion mit Cpol vorgenommen (Abb. 35(A)). Es befindet sich jeweils eine singulire
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Cpol Schnittstelle in der nptll-Resistenzkassette und eine in dem 2617 bp langem, klonierten
ORF2 Fragment (3.16.1.). Der Vektor pUC18 wird von Cpol nicht geschnitten.

Plasmide, bei denen die Resistenzkassette in derselben Orientierung wie ORF2 vorlag
(Markierung: (+)), zeigten Cpol-Restriktionsfragmente in der GroBe von 4,85 kb und 1,42 kb.
Plasmide, bei denen die Resistenzkassette revers zum ORF2 orientiert war (Markierung: (-)),
wurden in Fragment von 4,23 kb und 2,04 kb Lénge gespalten. Es wurde je ein E. coli DH5a
Klon mit einer der Plasmidvarianten (pUCorf2nptll(+) bzw. pUCorf2nptll(-)) fiir weitere

Versuche eingesetzt.

Cpol
BamHI Cpol BamHI

—— H pUCorf2nptli(+)

Cpol
BamHI Cpol BamHI

: P H pUCorf2nptll(-)

Abb. 35(A)

Darstellung des Plasmids pUCorf2 nach Insertion der nptll-Kassette.

schwarze Pfeile: ORF2, weile Pfeile: nptll-Resistenzkassette. Die im Text beschriebenen
Restriktionsschnittstellen, die zur Klonierung und zur Festlegung der Kassettenorientierung genutzt

wurden, sind bezeichnet.

Konstruktion von pUCorf4nptll

Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde in eine singuldre Kpn2l Schnittstelle in das 3'-
terminale Ende von ORF4 inseriert. Dazu wurde das Plasmid pUCorf4 mit Kpn2l restringiert;
die entstandenen iiberhdngenden Enden wurden durch Behandlung mit T4-DNA-Polymerase
(2.16.) geglattet. Die nptll-Kassette, die mit den primern nptEco-for und nprEco-rev amplifiziert
wurde, bedurfte nach einem Reinigungsschritt (2.24.) keiner weiteren Modifikationen. Da die
PCR-Reaktion mit einer Pfu-Polymerase durchgefiihrt wurde (2.23.3.), hatte das PCR-Produkte
glatte Enden, so dass die nptll-Resistenzkassette direkt mit dem nun ebenfalls glatte Enden
enthaltenen, linearisierten Plasmid pUCorf4 ligiert werden konnte (2.17.). E. coli DH5«
Transformanten mit nptll-Insertion in pUCorf4 konnten auf Ampicillin und Kanamycin
selektiert werden.

Durch Restriktion des Plasmids pUCorf4 mit Sall, die zu zwei Spaltprodukten von 0,5 kb und
2,79 kb fiihrte, wurde die Orientierung von ORF4 in dem Plasmid festgelegt.

Auch von pUCorf4nptll sollten zwei Plasmidvarianten (Leserichtung des npt/I-Gens mit bzw.
entgegen der ORF4 Leserichtung) selektiert werden. Zur Festlegung der Orientierung der nptlI-

Kassette im Bezug zu ORF4 wurden einige Transformanten in einer Doppelrestriktion mit den
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Enzymen Cpol (schneidet einmal im npt/I-Gen) und HindIIl (schneidet in der MCS von
pUC18) behandelt (Abb. 35(B)). Bei Plasmiden, bei denen die nptll-Kassette in derselben
Orientierung wie ORF4 vorlag, konnten zwei Restriktionsfragmente von 0,43 kb und 3,79 kb
detektiert werden; lag die nptll-Kassette in reverser Orientierung zu ORF4 vor, waren die
Restriktionsfragmente 1,05 kb und 3,17 kb grof3. Die Plasmidvarianten wurden analog zu denen

mit ORF2 mit pUCorf4nptll(+) und pUCorf4nptli(-) bezeichnet.

Sall Sall
Cpol
HindIll EcoR1 EcoRI

<l  pUCornpill(+)

Sall Sall
Hindlll EcoRI Cpol EcoRI

<ol pUCornprlI()

Abb. 35(B)

Darstellung des Plasmids pUCorf4 nach Insertion der nptll-Kassette.

schwarze Pfeile: ORF4, weile Pfeile: nptll-Resistenzkassette. Die im Text beschriebenen
Restriktionsschnittstellen, die zur Klonierung und zur Festlegung der Kassettenorientierung genutzt

wurden, sind bezeichnet.

Konstruktion von pUCorfSnptil

Zur Insertion in ORFS5 wurde die nptll-Kassette ebenfalls mit den primern nptEco-for und
nptEco-rev amplifiziert (2.23.3.). Das Plasmid pUCorf5 wurde durch Restriktion mit Dralll
linearisiert und zum Glétten der iiberhéngenden Enden einer T4-DNA-Polymerase Reaktion
unterzogen. So konnte wie bei der Konstruktion von pUCorf4nptil eine Ligation glatter Enden
durchgefiihrt werden (2.17.), die zur Entstehung von pUCorfSnptll fiihrte.

Ampicillin- und Kanamycinresistente E. coli DHSo. Transformanten wurden zur Festlegung der
Orientierung der nptll-Kassette im Bezug zu ORFS einer Doppelrestriktion mit Cpol (schneidet
einmal in nptll) und EcoRI (schneidet einmal im 1928 bp langen HindIIl/Sall Fragment
(3.16.1.) und in der pUCI8 MCS) unterzogen (Abb. 35(C)). Lag die Kanamycinresistenz-
Kassette in gleicher Orientierung wie ORFS vor (+), waren Restriktionsfragmente von 4,2 kb,
0,89 kb und 0,5 kb zu identifizieren. Lag die Kassette in umgekehrter Leserichtung zu ORFS5 (-),
waren die Restriktionsfragmente 4,82 kb, 0,27 kb und 0,5 kb groB. Die Plasmidvarianten
wurden mit pUCorf5nptll(+) und pUCorfSnptll(-) bezeichnet.
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Sall
Cpol
HindIII po EcoRI EcoRI
!

e pUCofSnpill(+)

Cpol Sall
HindIIl EcoRI EcoRI

—— o 2w pUCorfSnptlI(-)

Abb. 35(C)
Darstellung des Plasmids pUCorf5 nach Insertion der nptll-Kassette.
schwarze Pfeile: ORFS5, weiBle Pfeile: nptll-Resistenzkassette. Die im Text beschriebenen

Restriktionsschnittstellen, die zur Klonierung und zur Festlegung der Kassettenorientierung genutzt

wurden, sind bezeichnet.

Konstruktion von pUCorf7nptil

Nachdem Plasmid-DNA von pUCorf7 durch Restriktion mit BsfEIl linearisiert worden war,
wurden die tiberhdngenden Enden durch eine T4-DNA-Polymerase Reaktion geglittet (2.16.),
um so die Vorraussetzungen fiir eine Ligation glatter Enden (2.17.) mit einer mit den primern
nptEco-for und nptEco-rev amplifizierten (2.23.3.) Kanamycin-Resistenzkassette zu schaffen.
Nach einer Transformation von E. coli DH5o mit dem Ligationsansatz wurden Transformanten
mit Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz auf Orientierung der inserierten nptll-Kassette
untersucht. Die Leserichtung des Resistenzgens konnte durch Doppelrestriktion mit Cpol
(schneidet einmal in nptll) und Hincll (schneidet einmal im 2635 bp langen EcoRI Fragment
(3.16.1.) und in der MCS von pUC18) herausgefunden werden (Abb. 35(D)). Plasmide, bei
denen die Leserichtung des nptll-Gens parallel zu der des ORF7 war (+4), zeigten
Restriktionsfragmente von 4,89 kb, 0,87 kb und 0,53 kb; dort, wo die Leserichtung von ORF7
und dem nptll-Gen entgegengesetzt war (-), hatten die Restriktionsfragmente eine GréBe von
5,51 kb, 0,25 kb und 0,53 kb. Analog zu den oben beschriebenen Plasmiden wurden diese mit
pUCorf7nptll(+) und pUCorf7nptli(-) bezeichnet.
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Cpol Hincll
EcoRl Hincll  EcoRI
| i pUCo7npili()
Hincll
EcoRl ool poell EcoRl
| @ mmi——— pUCof7npill(+)
Abb. 35 (D)

Darstellung des Plasmids pUCorf7 nach Insertion der nptll-Kassette.
schwarze Pfeile: ORF7, weile Pfeile: nptll-Resistenzkassette. Die im Text beschriebenen
Restriktionsschnittstellen, die zur Klonierung und zur Festlegung der Kassettenorientierung genutzt

wurden, sind bezeichnet.

3.16.3. Konstruktion des Plasmids pSUPaacC1

Wie unter 2.7.5. beschrieben, sollte der Tetracyclinresistenzmarker des mobilisierbaren Vektors
pSUP202 fiir Klonierungen mit orf4nptll bzw. orf7nptll zerstort werden. Dazu wurde das
Plasmid pSUP202 durch Restriktion mit HindIII linearisiert. Die iiberhdngenden Enden wurden
durch einen T4-DNA-Polymerase-Reaktion (2.16.) geglittet, so dass eine mittels PCR erzeugte
Gentamycin-Resistenzkasette (aacCl) (2.23.3.) mit dem Vektor ligiert werden konnte.
Elektrokompetente E. coli S17-1 Zellen wurden mit dem Ligationsansatz transformiert. Die
Transformanten mit dem verdnderten Plasmid zeigten Resistenz gegen Ampicillin,

Chloramphenicol und Gentamycin und Sensitivitit gegeniiber Tetracyclin.

3.16.4. Umklonierung der die nptII-Kassette tragenden Sequenzabschnitte in

mobilisierbare Vektoren

Die durch Insertion der nptll-Kassette verénderten Fragmente wurden mit Hilfe dieselben
Restriktionsschnittstellen wieder aus den Plasmiden (3.16.2.) herausgeschnitten, die fiir die
Insertion in pUC18 verwendet worden waren (3.16.1.), d.h. orf2nptll(+)/orf2nptIl(-) wurden
durch BamHI Restriktion erhalten, orf4nptll(+)/orf4nptll(-) und orf7nptlI(+)/orf7nptlI(-) durch
EcoRI Restriktion und orfSnptll(+)/orfSnptll(-) durch HindIll/Sall Doppelrestriktion. Nach
Extraktion aus Agarosegelen standen die Fragmente fiir die Umklonierung zur Verfiigung.

Die Fragmente orf2nptll(+) und orf2nptll(-) wurde mit dem BamHI restringierten,
dephosphorylierten Plasmid pSUP202 (2.7.4.) ligiert; die Fragmente orfSnptll(+) und
orfSnptll(-) mit pSUP202 nach einer HindIll/Sall Doppelrestriktion des Plasmids. In beiden

Fillen wurde dadurch das Tetracyclinresistenzgen auf dem Plasmid unterbrochen.
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Die Fragmente orf4nptll(+) und orf4nptll(-), bzw. orf7nptll(+) und orf7nptlI(-) wurden in die
EcoRI Schnittstelle des Plasmides pSUPaacCI (3.16.3.) inseriert. Dadurch verlor das Plasmid
den funktionellen Chloramphenicol-Resistenzmarker.

Die neu entstandenen Plasmide erhielten folgende Bezeichnungen: pSUPorf2nptll(+),
pSUPorf2nptlI(-), pSUPorf5nptll(+), pSUPorf5nptll(-), pSUPaacClorf4dnptlI(+),
pSUPaacClorf4nptll(-), pSUPaacClorf7nptll(+) und pSUPaacClorf7nptlI(-).

E. coli S17-1 wurde als Wirtsstamm fiir alle neuen Konstrukte eingesetzt. Transformanten, die
Derivate von pSUP202 enthielten, wurden auf Ampicillin, Chloramphenicol und Kanamycin
selektiert, solche, die Derivate von pSUPaacC1 enthielten, wurden auf Ampicillin, Gentamycin

und Kanamycin selektiert.

3.16.5. Konjugation
Der Rezipient P. putida KT2440 pVKS55B/S wurde jeweils mit einem E. coli S17-1

Donorstamm, der eines der unter 3.16.4. beschriebenen Plasmide enthielt, in einem Filter-
Mating (2.27.1.) zur Konjugation gebracht. Transkonjuganten wurden auf LB-Medium mit
Tetracyclin und Kanamycin selektiert. In jedem der acht Konjugationsexperimente wurden etwa
300 Transkonjuganten gepickt, die darauf kontrolliert wurden, ob bei der homologen
Rekombination ein doppel-crossover oder ein einfach-crossover stattgefunden hatte.

P. putida KT2440 pVKS5B/5 Transkonjuganten, bei denen ORF2 bzw. ORF4 ausgeschaltet
werden sollte, wurden auf Resistenz gegen Chloramphenicol getestet. Diese konnte nur dann
vorliegen, wenn durch ein einfach-crossover der komplette Vektor in das Cosmid pVKS5B/5
inseriert worden ist. Unter denselben Vorraussetzungen wurden P. putida KT2440 pVKS55B/5
Transkonjuganten, bei denen ORF4 bzw. ORF7 ausgeschaltet werden sollte, auf Resistenz
gegen Gentamycin getestet. Die Héufigkeit eines Rekombinationsereignisses, bei dem ein
doppel-crossover stattgefunden hat, lag bei 1 bis 5 %.

Als weitere Kontrolle, ob eine homologe Rekombination mit einem doppel-crossover
stattgefunden hatte, wurde jeweils ein DNA-Fragment, welches die in den ORF inserierten
Resistenzkassette und flankierende Bereiche zu beiden Seiten der Kassette umfasste, mittels
PCR amplifiziert (2.23.4.). DNA der Cosmide pVKS5B/Sorf2nptll(+) bzw. (-),
pVKS5B/Sorfanptll(+) bzw. (-), pVKS5B/SorfSnptll(+) bzw. (-) und pVKSSB/Sorf7nptll(+)
bzw. (-) wurde in den einzelnen Reaktionen als Matrize eingesetzt. In den Kontrollen, in denen
DNA des Cosmids pVKS5B/5 als Matrize diente, wurden auf diesem Weg Abschnitte der
unverdnderten ORFs amplifiziert.

Abbildung 36 zeigt, dass die PCR mit der DNA der verénderten Cosmide als Marize (im Bild
beispielhaft fiir jeweils eine Cosmidvariante dargestellt) jeweils ein einziges Amplifikat
hervorbringt, welches genau um die Lange der nptll-Kassette groBer ist, als das Amplifikat, das

durch die PCR mit pVKS55B/5 als Vorlage produziert wurde.
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Hitte eine illigitime Rekombination oder eine Rekombination mit einem einfach-crossover

stattgefunden, wiirde man neben dem Amplifikat richtiger Grofe weitere PCR-Produkte

erwarten.
1 2 3 4 5 6 7 8 910
2668bp 2136bp 2306 bp 1800 bp
BL701bp 1158bp 1328bp 822bp =
— pred
- ‘ L =
- :
Abb. 36

Kontrolle der Insertion einer nptll-Kassette in die ORFs 2, 4, 5 und 7 auf dem 23 kb langen
Insert von pVK55B/S mittels PCR.

Im Agarosegel wurden die Produkte verschiedener PCR-Reaktionen aufgetrennt. Die genauen GroBen der
Produkte sind angegeben.

Bahn 1 und 10: DNA GroBenstandard Smart-Ladder

Bahn 2 und 3: Kontrolle der mptil-Insertion in ORF2, PCR-primer orf2-for, -rev; Template DNA: 2:
pVKS55B/5, 3: pVKS5B/50r2nptII(+).

Bahn 4 und 5: Kontrolle der mptil-Insertion in ORF4, PCR-primer orf4-for, -rev, Template DNA: 4:
pVKS5B/5, 5: pVKS5B/5orf4nptlI(+).

Bahn 6 und 7: Kontrolle der nptil-Insertion in ORF5, PCR-primer orf5-for, -rev, Template DNA: 6:
pVKS55B/5, 7: pVKS5B/SorfSnptIl(+).

Bahn 8 und 9: Kontrolle der mptil-Insertion in ORF7, PCR-primer orf7-for, -rev, Template DNA: 8:
pVKS55B/5, 9: pVKS5B/50rf7nptII(+).

3.17. Auswirkungen der nptlI-Insertion in die ORFs 2, 4, 5 und 7 des 23 kb
Inserts von pVKS5B/S auf die Chinaldin-Umsetzung

3.17.1. Nachweis der Fihigkeiten zur cometabolischen Chinaldin-Umsetzung

Alle P. putida KT2440 pVKS55B/5 Klone mit einer nptll-Insertion in einem der ORFs wurden
zur Untersuchung ihrer degradativen Fahigkeiten in Succinat-Chinaldin-Minimalmedium

geziichtet (2.8.2.). Die Synthese von Enzymen des Chinaldin-Abbaus wurde durch Zugabe des
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Substrates induziert. Abbauprodukte, die im Medium akkumulierten, konnten im
Kulturiiberstand mittels Diinnschichtchromatographie (2.8.2.1.) (Abb. 37) bzw. UV/Vis-
Spektroskopie (Abb. 38) identifiziert werden.

Wihrend die Klone P. putida KT2440 pVKS5B/5orf5nptll(+) bzw. (-) und P. putida KT2440
pVKS55B/50rf7nptIl(+) bzw. (-) ebenso wie P. putida KT2440 pVKS5B/5 Chinaldin bis zum
Anthranilat umsetzen konnten, wurde im Kulturiiberstand der Klone P. putida KT2440
pVKS55B/5orf2nptll(+) bzw. (-) 1H-4-Oxochinaldin nachgewiesen. Im Medium der Kulturen
von P. putida KT2440 pVKS55B/Sorf4nptll(+) bzw. (-) akkumulierte N-Acetylanthranilat.
Daraus konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass ORF2 tatsdchlich fir die 1H-4-
Oxochinaldin-3-Monooxygenase kodiert und es sich bei dem Genprodukt von ORF4 um die N-
Acetylanthranilat-Amidase handelt. Den potentiellen Genprodukten von ORF5 und ORF7
konnte aufgrund dieser Versuche keine Funktionen zugesprochen werden.
A) (B)

12 3 4567 8 9101112 12 3 4 5

Abb. 37

Diinnschichtchromatogramme der Kulturiiberstinde von P. putida KT2440 pVKS55B/5 und
Mutanten.

A)

Bahn 1, 2, 11, 12: Referenzsubstanzen: 1: Chinaldin (Rg¢ 0,51), 2: 4-Hydroxychinaldin (Rg 0,0), 11: N-
Acetylanthranilsdure (R¢: 0,49), 12: Anthranilsiure (R¢: 0,56)

Bahn 3: P. putida KT2440 pVK55B/5 direkt nach Induktion mit Chinaldin.

Bahn 4: P. putida KT2440 pVK55B/5 (12 h Wachstum)

Bahn 5 + 6: P. putida K12440 pVK55B/Sorf4nptlI(+) bzw. (-) (12 h Wachstum)

Bahn 7 + 8: P. putida KT2440 pVK55B/50rf5nptII(+) bzw. (-) (12 h Wachstum)

Bahn 9 + 10: P. putida KT2440 pVKS55B/50rf7nptll(+) bzw. (-) (12 h Wachstum)

Laufmittel: Toluol/1,4-Dioxan/Eisessig 60/16/1,6 (v/v/v)



Experimente und Ergebnisse 126

(B)

Bahn 1 + 5: Referenzsubstanzen: 1: 4-Hydroxychinaldin (Rs: 0,31) , 5: Anthranilat (R¢: 0,9)
Bahn 2: P. putida KT2440 pVK55B/5 (12 h)

Bahn 3 + 4: P. putida KT2440 pVKS55B/50rf2nptll (+) bzw. (-) (12 h)

Laufmittel: Chloroform/Aceton 1/1 (v/v)

Absorption

310 330

Wellenlange [nm]

—  P. putida KT2440 pVKS55B/5
P. putida KT2440 pVKS5B/Sorfdnptll
e P. putida KT2440 pVKSSB/Sorf2nptll

Abb. 38
UV/Vis-Spektren der Kulturiiberstinde von P. putida KT2440 pVKS5B/5 Klonen vor und nach
Insertion der nptll-Kassette in ORF2 bzw. ORF4.

3.17.2. Nachweis der Aktivitiit der 1H-4-Oxochinaldin-3-Monooxygenase

Zum Nachweis der Monooxygenase-Aktivitit in P. putida KT2440 pVKS5B/S und P. putida
KT2440 pVKS5B/50rf2nptll(+) wurden die Zellen nach 2.8.2 geziichtet und zur Gewinnung des
Rohextrakts durch Ultraschall aufgeschlossen (2.29.1.). Die Aktivitit der 1H-4-Oxochinaldin-3-
Monooxygenase wurde photometrisch wie unter 2.31.2. beschrieben bestimmt. Da das
Cosubstrat NADPH im Rohextrakt einer unspezifischen Oxidation unterliegt (Abb. 39B), wurde
die vor der Substratzugabe gemessene Extinktionsdnderung von der, die nach Zugabe des
Substrates 4-Hydroxychinaldin gemessen wurde, subtrahiert.

Wihrend im Rohextrakt von P. putida KT2440 pVKS5B/Sorf2nptll(+) keine Monooxygenase-
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, betrug die spezifische Aktivitit im Rohextrakt von P.
putida KT2440 pVKS5B/S 0,001 U/mg. Zur Kontrolle, ob die Induktion der Synthese von
Enzymen, die an der Chinaldin-Umsetzung beteiligt sind, in beiden Klonen gleich war, falls
eine gemeinsame Transkriptionsregulation vorliegt, und ob die Zellaufschliisse vergleichbar

waren, wurde in beiden Rohextrakten auch die spezifische Qox-Aktivitidt bestimmt. Sie betrug
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fiir P. putida KT2440 pVK55B/5 0,032 U/mg, fiir P. putida KT2440 pVKS5B/5orf2nptlI(+)
0,026 U/mg.

In den UV/Vis-Spektren, die im Testansatz zu Beginn der Inkubation und nach einer Stunde
aufgenommen wurden, wurde anhand des Verschwindens der fiir das 1H-4-Oxochinaldin
charakteristischen Maxima bei 314 nm und 324 nm deutlich, dass das 1H-4-Oxochinaldin durch
die 1H-4-Oxochinaldin-3-Monooxygenase im Rohextrakt aus P. putida KT2440 pVKS5B/5
umgesetzt wurde (Abb. 39A). Dagegen konnte im Ansatz mit Rohextrakt von P. putida KT2440
pVKS5B/Sorf2nptll(+) keine signifikante Verdnderung der Absorptionsmaxima des 1H-4-
Oxochinaldins festgestellt werden (Abb. 39B). Die allgemeine Verringerung der Absorption ab
ca. 310 nm im Spektrum dieses Testansatzes nach 60 min Inkubationsdauer ist auf die
unspezifische NADPH-Oxidation durch andere im Rohextrakt vorliegende Enzyme
zurlickzufiihren. Ohne das Cosubstrat NADPH wurde in demselben Zeitraum auch im
Rohextrakt von P. putida KT2440 pVKS5B/S keine Umsetzung des 1H-4-Oxochinaldins

beobachtet.
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Abb. 39

Umsetzung von 1H-4-Oxochinaldin durch Rohextrakte von P. putida KT2440 pVKS55B/5 und
P. putida KT2440 pVKS5B/Sorf2nptll.

(A) UV/Vis-Spektrum, aufgenommen im Monooxygenase-Testansatz mit Rohextrakt von P. putida
KT2440 pVKS55B/5.

(B) UV/Vis-Spektrum, aufgenommen im Monooxygenase-Testansatz mit Rohextrakt von P. putida

KT2440 pVKS5B/50r2nptlI(+).

3.17.3. Nachweis der Aktivitit der N-Acetylanthranilat-Amidase
Die Klone P. putida KT2440 pVKS5B/S und P. putida KT2440 pVKS5B/Sorf4nptll(+) wurden

in Succinat-Chinaldin-Minimalmedium (2.8.2.) geziichtet, der Rohextrakt wurde durch

Ultraschallaufschluss gewonnen (2.29.1.). Die Aktivitit der N-Acetylanthranilat-Amidase
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wurde anhand der Zunahme des Umsetzungsproduktes Anthranilat bestimmt (2.31.3.). Der in
die Berechnung eingehende molare Extinktionskoeffizient des Anthranilat bei 325 nm betrug
2,012 x 10° M cm™. Im Rohextrakt von P. putida KT2440 pVKS55B/S wurde eine spezifische
Aktivitdt der N-Acetylanthranilat-Amidase von 0,013 U/mg gemessen, wéhrend im Rohextrakt
von P. putida KT2440 pVKS55B/5orf4nptll(+) keine Aktivitit nachgewiesen werden konnte.
Zur Kontrolle der Enzyminduktion und des Zellaufschlusses wurde in beiden Rohextrakten auch
die spezifische Qox-Aktivitdt bestimmt, die fiir P. putida KT2440 pVKS55B/5 0,032 U/mg, fiir
P. putida KT2440 pVKS5B/Sorf4nptll(+) 0,029 U/mg betrug.

Zusitzlich wurden in Testansédtzen beider Rohextrakte iiber eine Stunde UV/Vis-Spektren
aufgezeichnet (Abb. 40). Wihrend im Testansatz mit Rohextrakt von P. putida KT2440
pVKS5B/50rf4nptll(+) keine Verdnderung des Absorptionsspektrums zu verzeichnen war (Abb.
40B), konnte im Testansatz mit Rohextrakt von P. putida KT2440 pVKS5B/5 ein Anstieg der
Absorption ab 300 nm detektiert werden (Abb. 40A), welcher mit der Bildung des Produktes
Anthranilat einhergeht (vergl. Abb. 38).
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Abb. 40

N-Acetylanthranilat-Umsetzung durch Rohextrakte von P. putida KT2440 pVKSSB/5 und
P. putida KT2440 pVKS5B/50rf4nptlI(+).

(A) UV/Vis-Spektrum aufgenommen im Amidase-Testansatz mit Rohextrakt von P. putida KT2440
pVKSSB/S.

(B) UV/Vis-Spektrum aufgenommen im Amidase-Testansatz mit Rohextrakt von P. putida KT2440
pVKS5B/5orf4nptlI(+).

Der Pfeil markiert die Extinktionsdifferenz iiber eine Stunde bei 325 nm.

Anthranilat als eines der Produkte der Reaktion der Amidase aus P. putida KT2440 pVKS5B/5
bzw. aus P. putida KT2440 pVKSS5B/Sorf2nptll wurde auBerdem diinnschicht-
chromatographisch nachgewiesen (2.31.3.2.) (Abb. 41).
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Abb. 41

Diinnschichtchromatographischer Nachweis des Umsetzungs-
produktes der N-Acetylanthranilat-Amidase.

Bahn 1 + 5: Referenzsubstanzen: 1: N-Acetylanthranilsdure

!«‘ N (= = ::’.;*@; (R¢: 0,49), 5: Anthranilsgure (Rg: 0,56)
Bahn 2: P. putida KT2440 pVK55B/5
Bahn 3: P. putida KT2440 pVK55B/5orf2nptII(+)
Bahn 4: P. putida KT2440 pVKS55B/Sorf4nptIi(+)
Laufmittel: Toluol/1,4-Dioxan/Eisessig 60/16/1,6 (v/v/v)
o ol L
Atk i

3.17.4. Versuche zur Substrataufnahme durch P. putida KT2440 pVKS5B/5orf5nptlI(+),
P. putida KT2440 pVKSSB/5orf5nptlI(-) und P. putida KT2440 pVKS5B/5

Sequenzanalysen des Genproduktes von ORFS lassen die Vermutung zu, dass es sich bei dem
potentiellen Protein um ein Transmembran-Protein handeln konnte, welches moglicherweise
eine Tranportfunktion hat. Da ORF5 sich in unmittelbarer Ndhe zu den Genen befindet, welche
in die Chinaldin-Umsetzung involviert sind, besteht die Moglichkeit, dass das ORFS Protein an
dem Transport des Chinaldins oder eines der katabolen Intermediate beteiligt ist. Um eventuelle
Auswirkungen auf die Insertion der npt/l-Kassette in ORFS zu untersuchen, wurden die Stimme
P. putida KT2440 pVKS55B/5 und P. putida KT2440 pVKS5B/50rf5nptll(+) bzw. (-) parallel in
Succinat-Chinaldin-Minimalmedium geziichtet. Wie unter 3.17.1. bemerkt, hatten P. putida
KT2440 pVKS5B/50rf5nptll(+) bzw. P. putida KT2440 pVKS55B/5orf5nptll(-) die Fahigkeit,
Chinaldin zu Anthranilat umzusetzen, nicht eingebiilt. Um jedoch die Frage zu beantworten, ob
eventuell die Geschwindigkeit der Substrataufnahme durch die Insertion beeintréchtigt worden
war, wurden 100 ml Kulturen je eines Stammes bei gleicher ODgyopm mit 0,8 mM Chinaldin
induziert. Zum qualitativen Nachweis der Umsetzungsprodukte wurden von in regelméBigen
Abstinden genommenen Proben Dinnschichtchromatogramme (2.8.2.1.) entwickelt.
Vergleichend betrachtet wurden die Proben, bei deren Entnahme die Kulturen etwa dieselbe
ODgoonm  aufwiesen. Die aufgetrennten Substanzen wurden anhand von mitgefithrten
Referenzsubstanzen identifiziert.

Es wurde deutlich, dass bei P. putida KT2440 pVKS55B/5 und P. putida KT2440
pVKS55B/50rf5nptll(+) bzw. (-) das Substrat Chinaldin bei gleicher Zelldichte nicht mehr im
Kulturiiberstand nachzuweisen war und dass das Umsetzungsprodukt Anthranilat ebenso bei

vergleichbaren Zelldichten in den Kulturen zu detektieren war. Bei den Kulturen der Mutanten,
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bei denen ORFS inaktiviert wurde, konnte jedoch iiber einen lingeren Wachstumszeitraum N-
Acetylanthranilsdure im Kulturiiberstand nachgewiesen werden, wihrend P. putida KT2440
pVKS5B/5 dieses Zwischenprodukt in kiirzester Zeit vollstindig umsetzt.

Aus diesem Grund wurde derselbe Wachstumsversuch mit den drei Stémmen noch einmal mit

0,5 mM N-Acetylanthranilat als Cosubstrat durchgefiihrt. Wiederum zeigte sich, dass zwar alle
drei Stimme das Substrat umsetzen, bei den ORF5 -Mutanten das N-Acetylanthranilat jedoch

langer im Medium nachzuweisen war als bei P. putida KT2440 pVKS55B/5.

Wihrend die Inaktivierung des ORF5 Genproduktes keinen Einfluss auf die Aufnahme des
Chinaldins nimmt, scheint die Umsetzung und/oder die Aufnahme des Abbau-
Zwischenproduktes N-Acetylanthranilat durch die npt/l-Insertion in den ORF5 verlangsamt zu
sein, so dass man eine Beteiligung des ORFS5 Proteins an der Chinaldin-Umsetzung durch

A. ilicis Rii61a vermuten kann.
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4. Diskussion

4.1. Die Chinaldin-4-Oxidase kodierenden Gene

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Gene goxL, qoxM und gqoxS, die fiir die
Untereinheiten der Qox kodieren, auf einem 10,8 kb langen Fragment genomischer DNA aus
A. ilicis Rii61a identifiziert.

Die von DE BEYER & LINGENS (1993) durch Edman-Abbau bestimmten N-terminalen
Aminosduresequenzen fiir die drei Proteine QoxL, QoxM und QoxS konnten nahezu bestitigt
werden. Die 18. Aminoséure in QoxL erwies sich als Lysin, die zweite in QoxM ist ein Arginin
(Methionin bzw. Histidin bei DE BEYER & LINGENS (1993)). Unter Einbeziehung der
Molekularmassen der redoxaktiven Zentren, die fiir die Qox bekannt sind (KAPPL er al., 2002),
konnten den drei Proteinen errechnete Molekularmassen von 85,6 kDa, 31,4 kDa und 19,2 kDa
zugeordnet werden. Diese Werte sind in Ubereinstimmung zu den durch DE BEYER &
LINGENS (1993) experimentell ermittelten GroBBen der Qox-Untereinheiten.

Die gox-Gene wurden in der Reihenfolge 5'-goxL - qoxM - qoxS-3' gefunden. Obwohl die drei
Gene molybdéinhaltiger Hydroxylasen mit heterotrimerer Untereinheitenstruktur meistens als
Cluster vorliegen, scheint es keine einheitliche Transkriptionsreihenfolge der die Untereinheiten
kodierenden Gene zu geben. Bei einer Reihe von Enzymen liegen die Gene der Untereinheiten
in der Reihenfolge 5'-M-S-L-3' vor, wie z. B. bei den CO-Dehydrogenasen aus O.
carboxidovorans (coxMSL) (SCHUBEL et al., 1995), aus P. thermocarboxydovorans (cutBCA)
(PEARSON et al., 1994) und aus Hydrogenophaga pseudoflava (cutMSL) (KANG & KIM,
1999) oder auch der Qor aus P. putida 86 (qorMSL) (BLASE et al., 1996) und der Nikotin-
Dehydrogenase aus A. nicotinovorans pAO1 (ndhMSL) (GRETHER-BECK et al., 1994). Eine
Transkriptionsreihenfolge der drei Gene von 5'-S-L-M-3' wurde bei den 4-Hydroxybenzoyl-
CoA-Reduktasen aus T.aromatica (hcrCAB) (BREESE & FUCHS, 1998) und R. palustris
(hbaBCD) (GIBSON et al., 1997) gefunden. Die Gene kdhSML, die fiir die Keton-
Dehydrogenase aus A. nicotinovorans pAO1 kodieren, sind auf eine bislang einzigartige Weise
arrangiert. Wahrend kdhM und kdhS in einer Transkriptionsrichtung mit einer Base tiberlappen,
findet man kdhL in einer Distanz von 4266 bp in inverser Orientierung zu den beiden anderen
Genen (BAITSCH et al., 2001). Diese uneinheitliche Organisation der Gene lidsst die
Vermutung zu, dass es kein gemeinsames ,,Urenzym* fiir heterotrimere molybdéinhaltige
Hydroxylasen gibt. Viel mehr kdnnte angenommen werden, dass die drei Proteine der heutigen
Untereinheiten in fritheren Zeiten ,,eigenstdndige® redoxaktive Einheiten waren und sich die

jetzt beobachteten Enzyme konvergent daraus entwickelt haben.
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Der errechnete G + C-Gehalt der Gene goxL, goxM und qoxS betrdgt 60,1 mol %, 62,2 mol %
und 58,8 mol %. Fiir das ganze 23 kb Fragment des A. ilicis Genoms, das in das Cosmid
pVKS5B/S kloniert wurde, konnte ein G + C-Gehalt von 61,8 mol % bestimmt werden. Diese
Werte sind in guter Ubereinstimmung mit dem G + C-Gehalt von 61,5 mol %, der in Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (JONES & COLLINS, 1986) fiir die Spezies A. ilicis
ver6ffentlicht wurde. '

Von IGLOI & BRANDSCH (2003) wurde festgestellt, dass die Gene, die in A. nicotinovorans
pAOI1 fiir Enzyme der Nikotin-Degradation kodieren (nic-Cluster), wahrscheinlich auf einem
ca. 44 kb groBen Transposon lokalisiert sind. Des Weiteren wurde ein hypothetisches
Transposon gefunden, auf dem solche Gene lokalisiert sind, welche fiir Enzyme kodieren, die
zur Biosynthese des Molybdo-Pyranopterin-Cofaktors benétigt werden. Aufgrund des
geringeren G + C-Gehaltes dieser Sequenzabschnitte (56,6 mol % und 60,6 mol %), verglichen
mit dem Rest des Plasmides pAO1 (62 mol %) wird von den Autoren postuliert, dass A.
nicotinovorans pAO1 die Fihigkeit zur Synthese von Enzymen mit Molybdopterin-Cofaktor
und damit die Fahigkeit zur Nikotinverwertung durch Transpositionsereignisse von -anderen
Bakterienstimmen erworben hat. Fiir den in dieser Arbeit untersuchten DNA-Abschnitt liegen
keine offensichtliche Anzeichen vor, dass es sich um ,,erworbene Gene handelt, weder ist der
G + C-Gehalt abweichend von dem fiir das Arthrobacter Genom beschriebenen, noch wurden
Gene identifiziert, die fiir Transposasen kodieren. Es ist jedoch nicht auszuschliefen, dass es
sich auch hier um ein sehr groes Transposon handelt, dessen Erkennungssequenzen und fiir die
Transposition notwendigen Gene sich aulerhalb des sequenzierten Bereichs befinden. Da der
gefundene DNA-Abschnitt Teil eines linearen Megaplasmids ist (personliche Mitteilung von S.
Sielker), besteht die Mdglichkeit, dass A. ilicis Rii61a die Fahigkeit zur Chinaldin-Degradation

durch Ubertragung des Plasmids von einem anderen, verwandten Bakterium erhalten hat.

In einem Abstand von 13 bis 14 Basen vor den Startcodons der drei Gene goxL, M und S
wurden Purin-reiche Sequenzabschnitte in der Lénge von sieben bis acht Nukleotiden gefunden,
die vermutlichen Ribosomen-Bindestellen. Stromabwiérts von goxS wurde ein Sequenzbereich
identifiziert, der zur Ausbildung einer Haarnadelstruktur der mRNA fiihren konnte und
eventuell als Transkriptionsterminator dienen konnte. Dieser Abschnitt wird jedoch nicht von
einer T-reichen Region, die zur Destabilisierung der DNA:RNA Hybridpublex fiihrt, gefolgt,
wie es fiir Faktor-unabhéngige Terminatoren gefordert wird (NUDLER & GOTTESMAN,
2002).

Im Bereich zwischen den Startcodons der divergent angeordneten Gene ORF2 und goxL wurden
zwei potentielle Promotorregionen postuliert (3.9.1.), an denen eventuell die Transkription des

jeweiligen Gens initiiert wird. Diese potentiellen Promotorregionen leiten sich jedoch nur aus



Diskussion 133

jedoch nur aus Sequenzvergleichen zu bekannten Promotoren (besonders solchen der Gattung
Arthrobacter) ab; eine funktionelle Analyse steht noch aus.

Das RNA-Polymerase Holoenzym besteht aus fiinf Untereinheiten mit der Struktur o,fp’c,
wobei die o-Untereinheit reversibel mit dem Kernenzym assoziiert ist und durch verschiedene
o-Faktoren reprédsentiert werden kann. Wihrend das Kernenzym die Ausbildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen der wachsenden RNA und den NTPs katalysiert, sind die
unterschiedlichen o-Faktoren verantwortlich fiir die Erkennung spezifischer Promotorsequenzen
und determinieren somit eine differenzierte Genexpression, die den jeweiligen
Umweltbedingungen angepasst ist.

Tabelle 11 gibt die Erkennungssequenzen einiger héufig vorkommender Promotoren wieder.
Daneben existieren jedoch noch Promotoren, die von alternativen o-Faktoren erkannt werden;
1997 berichteten JISHAGE & ISHIHAMA von sieben unterschiedlichen o-Faktoren, die alleine

fiir E. coli bekannt waren.

Tab. 11
Konsensus-Sequenzen von Promotoren unterschiedlicher o-Faktor-Abhingigkeit.

Y DE HASETH et al., 1998; 2 BECKER & HENGGE-ARONIS, 2001; ¥ YAMAUCHI et al., 2003;
4 REITZER & SCHNEIDER, 2001

o -Abhingigkeit Konsensus-Sequenz Anzahl Konsensus-Sequenz

des Promotors der -35 Region zwischenliegender der -10 Region

Nukleotide

P TTGACA 17 TGN TATAAT

o2 nicht konserviert 17 (G/T)CTATACT

o TNNCNCCCTTGAA 13-15 CCCCATNTA
Konsensus-Sequenz Konsensus-Sequenz

ot ? der -24 Region 4 der -12 Region

CTGGCAC(A/G) TTGC(A/T)

Wihrend die hypothetischen -35 Regionen der postulierten Promotorregionen vor goxL und
ORF2 bis auf ein Nukleotid mit der Konsensus-Sequenz o’’-abhingiger Promotoren
tibereinstimmen (vergl. Tab. 5), finden sich fiir die potentiellen -10 Regionen nur in wenigen
Positionen Ubereinstimmungen mit den bekannten Konsensus-Sequenzen. Eine eindeutige
Zuordnung zu einem der hier beschriebenen Promotor-Typen ist daher nicht moglich. Falls es
sich bei den hier gefundenen Sequenzabschnitten tatsdchlich um Promotorregionen handeln
sollte, scheinen sie nicht sehr stark konserviert zu sein oder dienen vielleicht alternativen o-

Faktoren als Erkennungssequenz. Zur Spezifitit einer Promotorsequenz bemerken DE
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HASETH et al. (1998): Je stirker eine Promotorsequenz konserviert ist, umso strikter ist die
Regulation der Transkription. Darum erlauben nicht so stark konservierte Promotoren eine
unregulierte (basal) Transkription, so dass die Genprodukte stindig auf einem geringen Level
synthetisiert werden. Wie Untersuchungen zur konstitutiven Synthese der Qox zeigten (s.
4.3.2.), scheint die Transkription der gox-Gene nicht besonders stringent reguliert zu sein. LEE
& GRALLA (2001) fiihren an, dass einige weniger stark konservierte Promotoren von zwei
verschiedenen o-Faktoren erkannt werden konnen, jedoch mit unterschiedlicher Affinitit, was
eine maximale Flexibilitit der Expression von Genen erlaubt, die unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen benétigt werden. Ein gut untersuchtes Beispiel fiir die Erkennung
eines Promotors durch zwei unterschiedliche c-Faktoren ist der Pm Promotor in P. putida mt-2,
der sowohl von c*2-Faktoren (,,Hitze-Schock Faktoren*) als auch von o8-Faktoren (o-Faktoren
der stationdren Phase) erkannt wird (MARQUES ez al., 1999) (vergl. 4.3.3.).

Es darf jedoch bei der Betrachtung der Transkriptionsregulation nicht allein von vorhandenen
Promotorsequenzen ausgegangen werden. Mindestens ebenso wichtige Bestandteile der
Transkriptionsregulation sind die Interaktionen von Effektoren mit spezifischen DNA-
Bindestellen im Operator-/Promotorbereich oder auch Faktoren wie z. B. die Konformation der
DNA (KUSANO et al., 1996) oder das Vorhandensein cytoplasmatischer Substanzen
(KUSANO & ISHIHAMA, 1997, JISHAGE et al., 2002), die die Bindung eines o-Faktors
gegeniiber einem anderen favorisieren.

Promotoren, an denen die Transkription von Genen prokaryotischer molybdinhaltiger
Hydroxylasen reguliert wird, sind bislang wenig charakterisiert. Potentielle -10/-35
Promotorsequenzen wurden vor coxM (SANTIAGO et al., 1999), gorM (CARL et al., 2004),
pucA (BEIER et al., 2002) und Genen, die in den Nikotinabbau involviert sind (SCHENK et al.,
1998), gefunden. Stromaufwirts der Gene cutB (PEARSON et al., 1994) und xdhA (XI et al.,
2000) wurden Promotoren postuliert, die von 6°*-Faktoren erkannt werden.

Die Transkriptionsanalyse der Gene, die fiir die Chinolin-2-Oxidoreduktase aus P. putida 86
kodieren, legt nahe, dass alle drei Gene gorMSL zusammen als eine polycistronische mRNA
transkribiert werden (CARL et al., 2004). Als eine Transkriptionseinheit werden auch die Gene
beschrieben, die fiir die Xanthin-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis kodieren (pucABCDE)
(BEIER et al., 2002). Ob auch die goxLMS-Gene als ein Operon exprimiert werden und wo der
(eventuell gemeinsame) Transkriptionsstartpunkt liegt, kann jedoch nur durch eine

Transkriptionsanalyse geklart werden.
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4.2. Die Aminosiuresequenz der Chinaldin-4-Oxidase

Vergleiche der Aminosduresequenzen von QoxL, QoxM und QoxS mit Sequenzen, die in
Proteindatenbanken hinterlegt sind, fiihrten nahezu ausschliellich zu Treffern mit Proteinen, die
der Familie der molybdédnhaltigen Hydroxylasen zugeordnet werden. Die grofiten
Ubereinstimmungen betrugen 32,8 % Identitit von QoxL und KdhC, der groBen Untereinheit
der Keton-Dehydrogenase aus A. nicotinovorans pAO1, 31,6 % Identitdt von QoxM und CoxM,
der mittelgroBen Untereinheit der CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans und 49 %
Identitdt von QoxS und CutC, der kleinen Untereinheit der CO-Dehydrogenase aus P.

thermocarboxydovorans.

4.2.1. QoxL: Die groie Untereinheit

Ein Vergleich der Aminosduresequenz von QoxL zu den Sequenzen der prokaryotischen
Aldehyd-Oxidoreduktasen aus D. gigas (MOP) und D. desulfuricans (MOD) ist von
besonderem Interesse, da die Chinaldin-4-Oxidase neben dem namensgebenden Substrat
Chinaldin und anderen N-Heteroaromaten auch Aldehyde, besonders aromatische Aldehyde, mit
Raten der spezifischen Aktivitit von bis zu 70 % (bezogen auf die Chinaldinumsetzung als 100
%) umzusetzen vermag (STEPHAN et al., 1996). Da die Strukturen der MOP und der MOD
aufgeklart sind, ist es moglich, anhand von Sequenzhomologien zwischen der Qox und diesen
Enzymen Riickschliisse auf eventuelle strukturelle Eigenschaften der Qox beziiglich der
Katalyse und der Substrataufnahme zu ziehen.

Neueste Erkenntnisse iiber die Struktur der Chinolin-2-Oxidoreduktase (Qor) kénnen dagegen
besonders dem Erkenntnisgewinn iiber die Substrataufnahme und —positionierung der Qox,
bezogen auf die heterozyklischen Substrate, dienlich sein.

Wihrend die N-terminalen Bereiche der groflen Untereinheiten molybdénhaltiger Hydroxylasen
und die N-terminalen Bereiche der entsprechenden Proteinabschnitte der eukaryotischen
Xanthindehydrogenase und der prokaryotischen Aldehyd-Oxidoreduktasen kaum Homologien
aufweisen, sind in den zentralen und C-terminalen Teilen dieser Proteine und Proteinabschnitte
die konservierten Aminoséurereste lokalisiert, die an der Cofaktorbindung bzw. der Katalyse
beteiligt sind.

Die Abfolge der Sequenzabschnitte, die als MoCo-Bindestellen bezeichnet werden, entspricht in
der Qox der nahezu aller molybdénhaltigen Hydroxylasen, Ausnahmen stellen die Isochinolin-
1-Oxidoreduktase aus B. diminuta 7 (LEHMANN et al., 1995) und die Aldehyd-Dehydrogenase
aus Acetobacter polyoxogenes (TAMAKI et al., 1989). Bei den beiden letztgenannten Enzymen
wurde eine Verschiebung von Proteinabschnitten beobachtet, so dass die Bindestellen fiir den
Molybdopterin-Cofaktor in der Reihenfolge III, IV, I, II, V (Nummerierung nach KAPPL et al.,
2002) anzutreffen sind.
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Der Proteinbereich der MOP, in dem der Molybdo-Pyranopterin-Cofaktor lokalisiert ist, wird
aus zwei Dominen geformt, die als Mol und Mo2 bezeichnet werden (ROMAO et al., 1995,
ROMAO et al., 1997). Eine identische Domiinenstruktur wurde auch bei QorL (BONIN,
unverdffentlichte Ergebnisse), XDHBRc, der Molybdidnzentrum tragenden Untereinheit der
Xanthindehydrogenase aus R. capsulatus (TRUGLIO et al., 2002) und CoxL (die grofle
Untereinheit der CO-Dehydrogense aus O. carboxidovorans) (DOBBEK et al., 1999) gefunden.
Die Sekundirstrukturvorhersage fiir QoxL ergab eine Verteilung von a-Helices und B-Stringen,
die der des MoCo-tragenden Teils der MOP in groflen Teilen entspricht. Geht man hier also von
einer weitestgehend iibereinstimmenden Faltung der Proteine aus, so kann auch fiir QoxL eine
Zweidoméanenstruktur postuliert werden.

Bei den strukturell untersuchten Enzymen liegt der Molybdo-Pyranopterin-Cofaktor im Inneren
der groBen  Untereinheiten  verborgen und wird durch ein Netz von
Wasserstoffbriickenbindungen zu den Aminosédureresten beider Doménen koordiniert. Das
katalytisch aktive Molybdénatom tridgt in den Enzymen neben den zwei Schwefelatomen der
Dithiolengruppe, welche das Metallatom mit dem Pyranopterinsystem verbinden, einen Oxo-,
einen Sulfido- und einen Wasser- (oder Hydroxyl-) liganden. Wihrend die Molybdinzentren der
MOP, der MOD, der Qor und der XDHRc keine kovalenten Bindungen zu dem Protein
aufweisen, ist bei der Cox das Metallatom iiber einen Schwefelliganden und ein Cu-Atom
kovalent mit dem S-Atom des Cysteinrestes 388 verkniipft (DOBBEK et al., 2002, GNIDA et
al., 2003). Dieser Cysteinrest ist Teil des MoCo-Bindemotivs II und ist ausschlieBlich bei der
Cox zu finden (Abb. 12). Durch diese unterschiedliche Koordination der Mo-Atome findet man
bei der Cox auch eine von den meisten anderen Enzyme abweichende Geometrie des aktiven
Zentrums. Wihrend in den Zentren der Aldehyd-Oxidoreduktasen und (wahrscheinlich) der
Xanthindehydrogenase der Oxo- und der H,O-Ligand eine quadratische Ebene mit der
Dithiolengruppe bilden und der Sulfidoligand dariiber in der Spitze einer Pyramide liegt
(REBELO et al., 2000, TRUGLIO et al., 2002), wird bei der Cox eine unregelmifBige
Pyramidenebene von dem Sulfido- und dem H,O-Liganden sowie von den Dithiolen-
Schwefelatomen gebildet; der Oxoligand liegt hier apikal dazu (DOBBEK et al., 2002). Fiir die
Qox, fiir die auch ein cyanolysierbarer Sulfidoligand nachgewiesen wurde (DE BEYER &
LINGENS, 1993) und bei der C388 (CoxL) nicht konserviert ist, kann analog zur MOP auch
eine quadratisch, pyramidale Geometrie des Mo-Zentrums angenommen werden.

Der H,0O-Ligand wird zum einen durch das N-Atom einer kleinen Aminosidure (MOP: G697,
CoxL: G569, QorL: A546, XDHBRc: A529) positioniert, in QoxL ist hier ebenfalls ein Glycin
(G526) konserviert. Der zweite Aminosdurerest, der mit dem H,0O-Liganden verbunden ist, ist
ein als katalytisch relevant postulierter Glutamatrest (REBELO et al., 2000), der in den
molybdinhaltigen Hydroxylasen hoch konserviert in dem MoCoV-Bindemotiv zu finden ist
(MOP: E869, CoxL: E763, QorL:E743, XDHBRc: E730, XOb: E1261, QoxL: E736). Der
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apikale Sulfidoligand steht in der XDH aus R. capsulatus in Verbindung mit Ne2 des Restes
Q197 (TRUGLIO et al., 2002). Ein Glutaminrest findet sich in dieser Position in vielen
molybdénhaltigen Hydroxylasen (XOb: Q767, CoxL: Q240, QorL: Q224, QoxL: Q218), jedoch
nicht in den Aldehyd-Oxidoreduktasen MOP und MOD. Bei der Cox wird durch diesen Rest
das apikale Sauerstoffatom koordiniert. Der Oxoligand in der planaren Pyramidenebene liegt bei
der MOP unter anderem benachbart zu einem Argininrest (R533) (ROMAO et al., 1995). Dieser
Argininrest findet sich vollstindig konserviert (CoxL: R387, QorL: R371, XDHBRc: R342,
QoxL: R362) in dem MoColl-Bindemotiv (Abb. 12).

Nur zwei Bindungen werden bei der MOP von der Mol Domine zur Bindung des MCD-
Cofaktors gestellt (T420 und F421), alle librigen Aminoséurereste, die zur Positionierung des
MCD-Cofaktors beitragen, liegen in der Mo2 Domine (ROMAO et al., 1997). Zu dem
Aminostickstoff des Cytosins bestehen bei der MOP H-Briicken ausgehend von den Resten
S797 und S865. In der Qor und der Cox wird dieses N-Atom von O-Atomen der Reste QorL:
T668, C666, K739 und CoxL: T688, C686, K759 gebunden. Beim direkten Sequenzvergleich
(Abb. 12) findet man fiir die Qox in diesen Positionen folgende Reste: S659 (entsprechend:
QorL: C666, CoxL: 686), N661 (QorL: T668, CoxL: T688, MOP: S797) und K732 (QorL:
K739, CoxL: K759, MOP: S865). Ein vollstindig konservierter Asparaginrest (QorL: N671,
MOP: N800, QoxL: N664) bindet das Cytosin am Carbonylsauerstoff (Abb. 42). Die Ribose des
Dinukleotidanteils des Cofaktors wird bei der MOP durch den Glutaminrest 655 und den
Glycinrest 656 positioniert. Beide Reste sind Bestandteil des hoch konservierten MoCo-
Bindemotivs III [GQG], das auch bei der Qox zu finden ist.
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Abb. 42

Schematische Darstellung des MCD-Cofaktors und potentiell koordinierende Reste in der Qox.
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GRETHER-BECK et al. (1994) postulierten bei der Nikotin-Dehydrogenase (Ndh) eine
Beteiligung des Motivs GMGESG (AS: 742-747 in Acc. Nr. CAD47952.1) an der Bindung des
Dinukleotid-Cofaktors, nachdem MOLLER & AMONS (1985) in Proteinen mit Dinukleotid-
Cofaktoren das konservierte Motiv GXGXX(G/A) gefunden hatten. Tatséchlich korrespondiert
das Motiv der Ndh mit den Resten, die das MoCo-Bindemotiv V bilden. Hier findet man bei
vielen Enzymen, die die Dinukleotid-Form des Molybdopterin-Cofaktors enthalten, zumindest
die ersten beiden Glycinreste konserviert (Abb. 12) (Qox: GAGETA). Wie von MOLLER &
AMONS im Allgemeinen beschrieben, ist in der MOP der zweite Glycinrest des Motivs (G868)
in die Bindung des Pyprophosphates involviert (ROMAO et al., 1997).

An dem N8-Atom des Pyranopterin-Ringsystems findet sich eine H-Briickenbindung zu einem
Glutaminrest (Abb. 42) (ROMAO et al., 1997, TRUGLIO et al., 2002), der in allen Sequenzen
konserviert ist (QorL: Q678, CoxL: Q698, MOP: Q807, XDHBRc: Q663, XOb: Q1194, QoxL:
Q671). Die Reste, die sich in dem MoCo-Bindemotiv I finden, sind an der Bindung des C4-
Sauerstoffs des Pterins beteiligt (MOP: T420, F421, CoxL: G270, F271, XDHBRc: G227,
F228, QorL: G254, F255). Die Qox weist an diesen Stellen die Reste S248 und F249 auf. Der
aromatische Ring des konservierten Phenylalanins tritt dabei in m-m-Interaktionen mit dem
Pterin (ROMAO & HUBER, 1998).

Bei den Aldehyd-Oxidoreduktasen MOP und MOD ist der Zugang fiir das Substrat durch einen
Tunnel gegeben, der von hydrophoben Aminoséureresten der Doménen Mol und Mo2 geformt
wird. Innerhalb dieses Tunnels wird von den Resten F425/F427, F494/496, 1.497/L.499 und
L626/L628 (MOP/MOD) eine Verengung geformt (ROMAO et al., 1995, REBELO et al.,
2000), die zwar fiir kleine Molekiile passierbar ist, fiir die Passage aromatischer Aldehyde, wie
sie von den Enzymen auch umgesetzt werden (BARATA et al., 1993), jedoch durch eine
Konformationsinderung des Proteins vergrofert werden muss. Wihrend F425/F427
(MOP/MOD) in QoxL durch ein Glycin (G253) ersetzt ist, finden sich in den weiteren drei
Positionen identische bzw. dhnliche Reste (QoxL: F323, 1327, L459). Falls diese Reste
tatséchlich bei der Qox auch am Substratzugang beteiligt sind, kdnnten also auch hier Teile der
Verengung des Tunnels vorhanden sein. Der Austausch eines Phenylalanins gegen das kleinere
Glycin an Position 253 konnte bei der Qox jedoch die Erweiterung des Zugangs gewihrleisten,
so dass aromatische Aldehyde, die von der Qox bevorzugt umgesetzt werden, ohne
Veridnderung der Proteinstruktur ins katalytische Zentrum gelangen kdnnten. Aminosdurereste,
die eventuell an der Formung des Substratzugangstunnels bei der Qor beteiligt sind (BONIN,
unverdffentlichte Ergebnisse), finden sich in der Qox kaum konserviert; Ausnahmen sind: V88
(Qor)/V88 (Qox) und T484 (Qor)/T461 (Qox).

Wie hier dargestellt wurde, kénnen in der Aminoséduresequenz der Qox viele Reste, denen in
verwandten Enzymen aufgrund von Rontgenstrukturanalysen eine katalytische Relevanz oder

eine Beteiligung an der Positionierung des Molybdopterin-Cofaktors zugesprochen wird,
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ebenfalls nachgewiesen werden. Es kann daher postuliert werden, dass die Umgebung des
katalytischen Zentrums der Qox der anderer Enzyme derselben Familie dhnlich ist und dass die
durch die Qox katalysierte Reaktion dem Mechanismus, der z. B. fiir die MOP vorgeschlagen
wurde (ROMAO et al., 1997; s. Abb. 45), ebenfalls folgt.

Mutationsexperimente an der Xanthindehydrogenase aus Emericella nidulans (HxA) fiihrten zu
ersten Nachweisen von Aminosédureresten, die direkt an der Substratpositionierung oder
-bindung beteiligt sind (GLATIGNY et al., 1998). Der Austausch des Argininrestes R911
(HxA) gegen Glutamin oder Glycin fiihrte zu einer Veridnderung der Hydroxylierungsposition
an dem Substrat 2-Hydroxypurin, welches durch das Wildtyp-Enzym in Position C8, durch die
Proteinvarianten jedoch in Position C6 hydroxyliert wird. Dieser Rest ist in allen
Xanthindehydrogenasen (HILLE, 1996) und auch in der MOP (R501) und der MOD (R503)
konserviert. In der Xanthindehydrogenase wird das Substrat durch die Argininseitenkette
koordiniert (GLATIGNY et al., 1998), wihrend bei der MOP von dem Argininrest eine H-
Briicke zu einem der bereitliegenden Wassermolkiile gebildet wird (REBELO et al., 2000). Bei
der Qor und der Qox findet man in dieser Position kein Arginin, sondern hydrophobe Reste
(QorL: V339, QoxL: 1330).

Ein weiterer in allen Xanthindehydrogenasen konservierter Rest ist das Glutamat 833 in HxA.
HUBER et al. (1996) postulierten fiir einen korrespondierenden Phenylalaninrest in den
Aldehyd-Oxidoreduktasen (MOP: F425, MOD: F427) eine essentielle Beteiligung an der
Ausprigung der Substratspezifitit, woraufhin auch fiir den Glutamatrest der
Xanthindehydrogenasen eine solche Funktion in Betracht gezogen wurde. In der Qor und der
Qox findet man in dieser Position kleine Reste (QoxL: G253, QorL: A259), die eventuell die

Positionierung der bizyklischen N-Heteroaromaten begiinstigen.

4.2.2. QoxM: Die mittelgrofSe Untereinheit

Aminoséurereste, die an der Bindung des FAD-Cofaktors in den entsprechenden Untereinheiten
beteiligt sind, konnten durch die Rontgenstrukturanalyse verschiedener Enzyme identifiziert
werden (DOBBEK er al., 1999, TRUGLIO et al., 2002, ENROTH et al., 2000, BONIN,
unverdffentlichte Ergebnisse zu QorM). Vergleiche von QoxM mit diesen Proteinen lassen den
Schluss zu, dass auch in der Qox der FAD-Cofaktor in der mittelgroen Untereinheit lokalisiert
ist.

Zwei hoch konservierte Motive konnten in QoxM in den Positionen 30-33 (AGGQ) und 109-
112 (TIGG) identifiziert werden. Wahrend die Motive in bakteriellen Enzymen hzufig als
AGG(Q/T/H) und T/L)GG erscheinen (Abb. 13), sind sie in den eukaryotischen
Xanthindehydrogenasen eher in der Variation VGNT und S(I/V)GG (HILLE, 1996) zu finden.
In der generellen Form ssGHs und shsG (mit s = kleine AS, h = hydrophobe AS) findet man die
Motive auch in den FAD-haltigen Enzymen, die in der Vanillylalkohol-Oxidase Familie
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zusammengefasst werden und die Redoxreaktionen mit unterschiedlichsten Substraten
katalysieren (FRAAIJE et al., 1998). Die Aminosdurereste des N-terminalen Motivs und der
Threoninrest des C-terminalen Motivs bilden bei der XDH aus R. capsulatus Bindungen zum
Pyrophosphatanteil des FAD-Molekiils aus. Fiir das Enzym wird auerdem beschrieben, dass
die Reste des Motivs TIGG eine Tasche fiir das Adenosin des FAD formen (TRUGLIO et al.,
2002).

L166 in QorM bzw. L167 in CoxM, die in L165 von QoxM ein Aquivalent haben, binden an
den Adenosinteil des FAD. Verbindungen zum Isoalloxazinring des FAD finden sich bei CoxM
in den Resten D124, N115, A102 und K185 (DOBBEK er al., 1999), wobei lediglich der
Asparaginrest in verwandten Proteinen nicht konserviert ist. Ein saurer Rest in der Position, die
D124 in CoxM entspricht, ist hoch konserviert (QorM: E123, XHDARc: D293, XOb: D360,
NdhM: E123, QoxM: D122); hier wird eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Sauerstoff der
Carbonséure und dem N3 des Isoalloxazins gebildet. Der Alaninrest 102 in CoxM, der in allen
hier verglichenen Proteinen gefunden wurde, bindet den C4-Carbonyl-Sauerstoff des
Isoalloxazinringes. Den Lysinrest K185 in CoxM, der ebenfalls an den C4-Carbonyl-Sauerstoff
des Isoalloxazinringes bindet, findet man in QoxM in Position 182; er korrespondiert auerdem
mit K352 in XDHARc und K422 in XOb (Abb. 13). Wihrend der Isoalloxazinring auf einer
Seite der Umgebung exponiert ist, schirmen die oben genannten Aminosiurereste die andere
Seite ab (TRUGLIO et al., 2002). Ein in den Xanthindehydrogenasen/Oxidasen konservierter
Phenylalaninrest (XOb: F337, XDHARc: F270), der n-n Interaktionen mit dem Pyrimidinring
des Isoalloxazins eingeht (ENROTH et al., 2000), ist in den Untereinheiten der anderen Enzyme
nicht vorhanden, hier finden sich hydrophobe Reste ohne aromatische Seitenketten. Tyrosin 193
in CoxM, welches den mittleren Part des Isoalloxazinsystems auf der dem Losungsmittel
zuginglichen Seite abschirmt (DOBBEK et al., 1999) ist nur in QorM und NdhM zu finden; in
QoxM findet sich hier ein Prolinrest.

Durch eine Sekundérstrukturvorhersage konnten zehn o-Helices und zehn B-Striange fiir das
QoxM Protein postuliert werden, damit wire diese Struktur der von CoxM (DOBBEK et al.,
1999) sehr dhnlich. Fiir die entsprechenden Proteine der Chinolin-2-Oxidoreduktase aus P.
putida 86 (QorM) (BONIN, unveréffentlichte Ergebnisse) und der Xanthindehydrogenase aus
R. capsulatus (XDHARc) (TRUGLIO et al., 2002) wurde ebenso wie fiir CoxM eine Struktur
mit drei Doménen identifiziert. Dabei umfassen die N-terminalen Domédnen von CoxM und
QorM je drei B-Stringe, die von zwei o-Helices flankiert werden, die zentrale Doméne wird in
beiden Proteinen von fiinf antiparallelen B-Stringen und einigen a-Helices gebildet und die C-
terminalen Doménen bestehen aus je drei a-Helices und drei B-Striangen. Aufgrund der fast
identischen Sekundirstruktur von QoxM zu CoxM kann auch fiir QoxM eine ebensolche

Dominenstruktur postuliert werden.
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4.2.3. QoxS: Die kleine Untereinheit

Die Aminosduresequenz von QoxS weist acht Cysteinreste auf, die in zwei konservierten
Motiven mit je vier Cysteinresten organisiert sind (Abb. 14). Bei den strukturell aufgeklérten
Enzymen binden diese Reste iiber die Schwefelatome der Aminosiureseitenketten die Fe-Atome
der [2Fe2S]-Zentren, so dass davon ausgegangen werden kann, das auch bei der Qox die kleine
Untereinheit die zwei verschiedenen [2Fe2S]-Zentren trigt, die ESR-spektroskopisch erfasst
werden konnen (CANNE et al., 1997, KAPPL et al., 2002).

Analog zu anderen Enzymen kann postuliert werden, dass in QoxS C40 und C45 das eine Fe-
Atom eines Zentrums binden und C48 und C60 das andere Fe-Atom desselben Zentrums. Das
N-terminale Motiv CX,CGXCX,C findet man auch bei [2Fe2S]-Ferredoxinen, die bei der
oxygenen Photosynthese von Pflanzen, Algen und Cyanobacterien als terminaler
Elektronenakzeptor fungieren. Im Fall der photosynthetischen FeS-Zentren ist n = 30 (STICHT
& ROSCH, 1998), wihrend die Anzahl n bei molybdinhaltigen Hydroxylasen nicht einheitlich
ist (QoxS: n=11). Strukturanalysen der Proteine, die die photosynthetischen [2Fe2S]-Zentren
(STICHT & ROSCH, 1998) bzw. die [2Fe2S]-Zentren vom Ferredoxin-Typ in den
molybdinhaltigen Hydroxylasen umgeben (ROMAO & HUBER, 1998, REBELO et al., 2000,
DOBBEK et al., 1999), ergaben eine Sekundérstruktur mit einem fiinfstrangigen p-Faltblatt und
ein bis zwei a-Helices. Die Sekundirstrukturvorhersage fiir QoxS ergab in diesem
Proteinbereich auch ein Vorkommen von fiinf B-Stringen und einer o-Helix, so dass eine
dhnliche Proteinfaltung anzunehmen ist. Aufgrund von Struktur- und ESR-spektroskopischen
Analysen verschiedener molybdénhaltiger Hydroxylasen wird dieses FeS-Zentrum als das
wdistale bezogen auf den Molybdo-Pyranopterin-Cofaktor bezeichnet (KAPPL er al., 2002,
DOBBEK et al., 1999, REBELO et al., 2000). Es befindet sich bei den FAD-haltigen Enzymen
in der Nihe dieses Cofaktors und tbertrdgt die Elektronen, die es von dem ,,proximalen®
[2Fe2S]-Zentrum tibernimmt, auf das FAD. Der Abstand zwischen diesem FeS-Zentrum und
dem FAD betrigt bei der Cox aus O. carboxidovorans 8,8 A und bei der bovinen
Xanthinoxidase 7,9 A (ROMAO et al., 2002). Zwischen den zwei [2Fe2S]-Zentren sind bei
verschiedenen Enzymen Abstinde von 12,3 A bis 12,6 A gemessen worden (ROMAO et al.,
2002), eine Bindung zwischen den Zentren wird durch die Stickstoffatome der Peptidkette
generiert.

Die Cysteinreste, die das ,proximale“ FeS-Zentrum koordinieren, liegen in einem
Aminosduremotiv, welches den molybdénhaltigen Hydroxylase eigen ist (THOENES er al.,
1994, STICHT & ROSCH, 1998, KAPPL et al., 2002, ROMAO et al., 2002). Die beiden ersten
Cysteinreste des Motivs CGXCX,CRC (QoxS: n = 31) binden eines der beiden Fe-Atome,
wihrend das zweite von den letzten beiden Cysteinresten kovalent gebunden wird. Die Struktur,
die das Protein um das FeS-Zentrum bildet, wird als Biindel aus vier a-Helices beschrieben

(ROMAO & HUBER, 1998, DOBBEK et al, 1999, ROMAO et al., 2002). Auch die
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Sekundérstrukturvorhersage fiir QoxS zeigte C-terminal vier a-Helices, die hier strukturgebend
sein konnten. Dieses [2Fe2S]-Zentrum ist bei den molybdénhaltigen Hydroxylasen, deren
Struktur bekannt ist, weit im Inneren des Enzyms lokalisiert und {ibernimmt die Elektronen
direkt von dem Molybdincofaktor, in dessen Nihe (14,5 Abis 15 A entfernt) es sich befindet.
Eine Bindung zu dem Molybdidncofaktor besteht bei der MOP, der Cox und der eukaryotischen
Xanthindehydrogenase zwischen dem NH, des dufleren Pterinringes und dem Schwefelatom des

letzten Cysteinrestes des C-terminalen Motivs (ROMADO et al., 2002).

Von einigen mononuklearen Molybdoenzymen ist bekannt, dass sie membranassoziiert in der
Zelle vorliegen. Die CO-Dehydrogenase aus O. carboxidovorans konnte an der Innenseite der
Cytoplasmamembran lokalisiert werden (ROHDE et al., 1984), die Nikotin-Dehydrogenase aus
A. nicotinovorans pAO1 wurde sowohl in 16slicher als auch in membranassoziierter Form
gefunden (GRETHER-BECK et al., 1994). Versuche, die Chinolin-2-Oxidoreduktase aus P.
putida 86 immunocytochemisch und durch Untersuchung der Qor-Aktivitdt in subzelluldren
Fraktionen in der Zelle zu lokalisieren ergaben zwar keine eindeutigen Ergebnisse, eine
schwache Assoziation des Enzyms mit der Membran konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden (unverdffentlichte Ergebnisse von Dr. G. Romanowski). Die Molybdoenzyme DMSO-
Reduktase und die TMAO-Reduktase aus E. coli, die Elektroneniibertragungsprozesse in
anaeroben Atmungsketten katalysieren, findet man an eine Membran gebunden. Diese Enzyme
werden durch das twin-arginine translocation (Tat) System durch die Cytoplasmamembran auf
die periplasmatische Seite beférdert (ORESNIK et al., 2001, POMMIER et al., 1998, PALMER
& BERKS, 2003), wo sie durch ein Ankerprotein (DmsC bzw. TorC) an die Membran
gebunden werden. Ein Signalpeptid, welches das konservierte Tat-Motiv SRRXFL(K)
(BUCHANAN et al., 2001) enthilt, wurde auch in der Sequenz von IorB, der grofen
Untereinheit der Isochinolin-1-Oxidoreduktase aus B. diminuta 7 entdeckt. Fiir die Isochinolin-
1-Oxidoreduktase wurde von LEHMANN et al. (1995) ebenfalls eine mogliche Beteiligung an
einer  Elektronentransportkette {iber die Membran postuliert. Die N-terminalen
Aminoséduresequenzen von QoxL, M und S weisen das Tat-Motiv jedoch nicht auf und in einer
Computer gestiitzten Vorhersage wurden keine Signalpeptide angezeigt. Ob die Qox jedoch

eventuell auf der cytoplasmatischen Seite der Membran assoziiert ist, bleibt bislang ungeklart.
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4.3. Heterologe Expression der Gene goxLMS und Synthese katalytisch aktiver
Chinaldin-4-Oxidase durch P. putida KT2440

4.3.1. Synthese aktiver Chinaldin-4-Oxidase durch P. putida KT2440

Mit der Synthese der Qox in vollstiandig katalytisch kompetenter Form durch P. putida KT2440
ist es zum ersten Mal gelungen, die Gene einer molybdénhaltigen Hydroxylase mit
Molybdopterin-Cytosin-Dinukleotid-Cofaktor in einem heterologen Wirtsstamm funktionell
und reguliert zu exprimieren. Mehrere Versuche zur Synthese katalytisch aktiver Enzyme mit
MCD-Cofaktor in heterologen Wirtsstimmen waren bisher erfolglos (BLACK et al., 1990,
BLASE et al., 1996). Die Isochinolin-1-Oxidoreduktase aus B. diminuta 7 konnte zwar von dem
Chinolin verwertenden Stamm P. putida 86 synthetisiert werden, die spezifische Aktivitdt des
rekombinanten Enzyms, gemessen im Rohextrakt, lag jedoch weit unterhalb der, des Wildtyp-
Enzyms (ISRAEL et al., 2002). Versuche, die Gene der Chinolin-2-Oxidoreduktase aus P.
putida 86 funktionell in P. putida KT2440 zu exprimieren, waren erfolgreich, nachdem ein 30
kb groBes Fragment des P. putida 86 Genoms in einem Cosmidvektor in den Wirtsstamm
eingebracht wurde (BLASE et al., 1996). Versuche der regulierten Expression der gor-Gene in
demselben Stamm, nachdem die Gene separat in einen Expressionsvektor kloniert worden
waren, resultierten jedoch in der Synthese von Enzym, welches eine zehnmal geringere
spezifische Aktivitit aufwies als das von P. putida 86 produzierte. Als eine mogliche Erkldrung
fiir die mangelnde Aktivitdt wird ein Defekt in dem MCD-Cofaktor diskutiert; es konnte
nachgewiesen werden, dass das heterolog synthetisierte Enzym ein Defizit an in den
organischen Cofaktor integriertem Molybdén aufwies (FRERICHS-DEEKEN ez al., 2003). Es
kann vermutet werden, dass auf dem 30 kb langen Cosmidfragment, welches P. putida KT2440
in die Lage versetzte, funktionelle Qor zu synthetisieren, neben den gor-Strukturgenen
akzessorische Gene zur Cofaktorsynthese lokalisiert waren.

Katalytisch aktive Qox konnte sowohl in den Cosmidklonen P. putida KT2440 pVKS55B/5 und
P. putida KT2440 pVKS55/11 als auch in dem Expressionsklon P. putida KT2440 pKPI
nachgewiesen werden. E. coli HB101 pVKS55B/5 war hingegen nicht in der Lage, Chinaldin
umzusetzen bzw. aktive Qox zu synthetisieren. Letzteres war nicht sonderlich unerwartet, da
schon frithere Versuche, MCD-haltige molybdinhaltige Hydroxylasen in E. coli in aktiver Form
zu synthetisieren, scheiterten (BLACK et al., 1990, BLASE et al., 1996). Zuriickgefiihrt wird
die Synthese inaktiver Enzyme auf die Tatsache, dass in E. coli bisher nur Enzyme mit
Molybdopterin-Cofaktoren in der Dinukleotid-Form gefunden wurden, bei denen ein GMP an
den MPT-Cofaktor gebunden ist (MGD), so dass angenommen wird, dass E. coli nicht in der
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