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FEinleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Gattung Actinoplanes

Die Gattung Actinoplanes gehort zur Gruppe der Gram-positiven, aeroben, mycelbildenden
Bakterien aus der Familie der Micomonosporaceae (Stakebrand et al., 1997; Boone &
Castenholz, 2001). Das ausgebildete Substratmycel besteht aus diinnen sowie nicht
fragmentierten Hyphen mit einem Durchmesser 0,2 — 1,0 um. Ein Luftmycel wird im
allgemeinen nur schwach ausgebildet. Das natiirliche Habitat der Gattung Actinoplanes ist der
Boden, mariner Standorte und vor allem SiiBwasser, welches im Zersetzungsprozess
befindliche Pflanzenmaterialen enthédlt, vorkommen. Das Sporangium wird durch Zerfall
innerer Hyphen direkt bei oder nach einer Verzweigung gebildet. Die Planosporen sind
kugelformige bis kurze Stébchen mit einem Durchmesser von 1,0 bis 1,5 pum. Die Sporen sind
nach der Freisetzung aus den Sporangien durch polare oder laterale Begeiflelung beweglich
(Buchanan & Gibbons, 1986). Actinoplanes sind mesophil, chemo-organotroph und wachsen
in einem Temperaturbereich von 15 bis 35 °C. Die Kolonien sind oft durch eine gelb-braune
Pigmentierung auffillig gefarbt. Es konnen jedoch auch rote, violette, griine oder purpur-
farbene Kolonien beobachtet werden (Vobis, 1989). Ferner besitzt die chromosomale DNA
dieser Gattung einen hohen GC-Gehalt von 72 — 73 Mol % (Parenti & Coronelli, 1979).
Aufgrund der Produktion einer Vielzahl von Sekunddrmetaboliten hat die Gattung
Actinoplanes in letzter Zeit zunehmend an Bedeutung gewonnen (Crueger & Crueger, 1989).
Zu den bekanntesten Vertretern dieser Sekunddrmetaboliten gehdren die als ein o-
Glucosidase-Inhibitor  fungierende Acarbose (Schmidt, et al., 1977) und das
Glycopeptidantibiotikum Teichoplanin (Jovetic et al., 1998), welches auf Gram-positive

Bakterien und Neisseria gonorrhoea inhibitorisch wirkt (Goldstein et al., 1987).

1.2 Trehalose

Trehalose ist ein nicht-reduzierendes Disaccharid (1-O-(a-D-Glucopyranosyl)-a-D-
Glucopyranosid), das aus zwei a-1,1-glycosidisch verkniipften Glucosemolekiilen besteht.
Die a,a-Trehalose ist ubiquitir in Bakterien, Pilzen, Hefen, Euglena, Insekten, Algen,

Pflanzen und Invertebraten verbreitet (Elbein, 1974; Ohguchi et al., 1997). Die Isomere der
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o,a-Trehalose (a,p-, und B,B-Trehalose) konnten bisher nur chemisch synthetisiert werden. In

wenigen Fillen kommt die a,B-Trehalose natiirlich vor (Nikolov et al., 1989).

1.2.1 Trehalose-Metabolismus

1.2.1.1 Trehalose-Biosynthese aus aktivierten Vorstufen

Die Trehalose-Biosynthese aus aktivierten Vorstufen konnte in verschiedenen Organismen
nachgewiesen werden. Beispiele fiir die Trehalosesynthese wurde fiir E. coli (Kaasen et al.,
1992), Streptomyces, Mycobacterien (De Smet et al., 2000), Saccharomyces cerevisiae (Bell
et al., 1998), Candida albicans (Zaragoza, et al. 1998) Aspergillus niger (Wolschek &
Kubicek, 1997), A. nidullans (Fillinger et al., 2001), Arabidopsis thaliana (Blazquez et al.,

1998; Vogel et al., 2001) und in Nematoden (Behm, 1997) beschrieben.

Hierbei wird mittels der Trehalose-6-Phosphat-Synthase (OtsA bzw. TPS1) Glucose von
Glucosenucleotiden (ADP-, TDP-, GDP-, CDP-, UDP-Glucose) auf Glucose-6-Phosphat
unter Abspaltung eines Nucleosid-Diphosphats iibertragen. Das entstehende Zwischenprodukt
wird als Trehalose-6-Phosphat bezeichnet. AnschlieBend wird Trehalose-6-Phosphat durch
Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (OtsB, bzw. TPP) hydrolysiert. Trehalose entsteht unter
Freisetzung von anorganischem Phosphat (P;). Die Trehalose-6-Phosphat-Synthase liegt als
substratspezifisches Enzym vor. In den meisten Féllen konnte das Substrat UDP-Glucose
verwendet werden. In Saccharomyces cerevisiae wird Trehalose sowohl unter Verwendung
von UDP-Glucose als auch von ADP-Glucose synthetisiert (Paschoalin et al., 1989). In
Streptomyceten wie z. B. Streptomyces griseus, S. hygroscopicus erfolgt dagegen die
Synthese aus GDP-Glucose (Elbein, 1968). Mycobacterium smegmatis ist in der Lage,
verschiedene Glucosenucleotide fiir die Trehalosesynthese zu nutzen (Lapp et al., 1971).

In der Abbildung 1.1 ist eine schematische Darstellung der Trehalose-Biosynthese aus

aktivierten Vorstufen zu sehen.
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0, 0
Q 0
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Trehalose-Biosynthese aus aktivierten Vorstufen.

Abkiirzungen: TPS1 = Trehalose-6-Phosphat-Synthase; TPP2 = Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase;
P; = Orthophosphat; UDP = Uridin-5"-Diphosphat.

1.2.1.2 Trehalose-Biosynthese aus Maltose

Eine weitere Moglichkeit der Trehalosebildung wird durch die intramolekulare
Transglycosyltransferase (Trehalosesynthase) katalysiert, wobei Trehalose aus Maltose
synthetisiert wird. Wie bereits bei Mycobacterium nachgewiesen (De Smet et al., 2000), wird
auch die Riickreaktion von der Trehalosesynthase katalysiert. Das Gen fiir Trehalosesynthase

wurde in Pimelobacter sp. (Tsusaki et al., 1996), Peudomonas aeroginosa (Stover et al.,
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2000), Thermus aquaticus (Tsusaki et al., 1996), Streptomyces coelicolor (Bruton et al., 1995)
und Mycobacterium (De Smet et al., 2000) identifiziert. In Abbildung 1.2 ist ein

Reaktionsschema der Trehalosebildung aus Maltose dargestellt.

OH

HO Q
HO OH
Hol o
HO H

HO
Maltose

TreS

OH

HO 9

HO -~
HO

o OH
Hm\/%
HO
Trehalose

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Trehalose-Biosynthese aus Maltose.

Abkiirzung: TreS = Trehalosesynthase.

1.2.1.3 Trehalose-Biosynthese aus Maltooligosacchariden

Fir die Trehalose-Bildung aus Maltooligosacchariden sind die beiden Enzyme
Maltooligosyltrehalose-Synthase(MTSase) und die Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase
(MTHase) verantwortlich. MTSasen (TreY) und MTHasen (TreZ) aus den verschiedenen
Organismen sind bereits in einigen Arten wie Arthrobacter (Maruta et al., 1996c; Maruta et
al., 2000), Brevibacterium helvolum (Kim et al., 2000), Rhizobium (Maruta et al., 1996b),
Sulfolobus acidocaldarius (Maruta et al., 1996a; Gueguen et al., 2001), S. solfataricus
(Kobayash et al., 1996) Micrococcus roseus und Mycobacterium tuberculosis (De Smet et al.,
2000) nachgewiesen. Bei der Nucleotidsequenz-Analyse von Arthrobacter sp. und
Sulfolobus acidocaldarius stellte sich heraus, dass drei tre-Gene treX, treY und treZ in einem
Operon lokalisiert sind (Maruta et al., 2000; Gueguen et al., 2001). Das treX-Gen ist homolg
zu den Isoamylasen verschiedener Organismen. Die Isoamylase hydrolysiert die a-1,6-
glycosidischen Bindungen in Amylopectin, Glycogen und Dextrinen. Dabei entstehen

Maltooligosaccharide unterschiedlicher Langen, welche von der Maltooligosyltrehalose-
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Synthase (TreY) als Substrate verwendet werden konnen. Die MTSase wandelt die a-1,4-
glycosidische Bindung am reduzierenden Ende eines Maltooligosaccharids in eine o-1,1-
glycosidische Bindung um, wobei Maltooligosyltrehalose entsteht. AnschlieBend katalysiert
die MTHase (TreZ) die spezifische Hydrolyse der benachbarten o-1,4-glycosidischen
Bindung der Maltooligosyltrehalose, wobei Trehalose und ein verkiirztes Maltooligosaccharid
entsteht, welches als Substrat erneut verwendet werden kann. Die Abbildung 1.3 zeigt die

schematische Darstellung eines Beispiels fiir die Trehalose-Biosynthese aus Maltohexaose.

OH

Malotetraosyltrehalose

Maltotetraose

HO
HO Q
OHO OH
HO
OHO CH
ey
Maltohexaose /%
MTSase (TreY)
OH
“O% OH
HO o o
%o ) OH
(e} OH
HO
Hod \./
HO- OH
HO, o

o

MTHase (TreZ)

’%%%

ot o

HO

QH

0
o Lo

HO

Trehalose

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Trehalose-Biosynthese aus Maltooligosacchariden.

Abkiirzungen: MTSase = Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY); MTHase = Maltooligosyltrehalose-

Trehalohydrolase (TreZ).




FEinleitung 6

1.2.1.4 Trehalose-Biosynthese aus Glucose und Glucose-1-Phosphat

In den Basidiomyceten, Grifola frondosa wurde eine weitere Trehalosesynthase (TSase),
welche die Trehalose-Biosynthese aus Glucose und Glucose-1-Phosphat katalysiert,
nachgewiesen. Hierbei dient Glucose-1-Phospht als Glucosyldonor. Bei der Kombination der
Trehalosesynthase mit der Saccharose-Phosphorylase konnte Trehalose aus Saccharose
generiert werden. Die Enzymaktivitdit wird auch in Hefe, Pichia fermentans,

Flammulina velutipes nachgewiesen (Saito et al., 1998).

1.2.2 Funktionen der Trehalose

Trehalose kann der Zelle als extrazellulire Kohlenstoffquelle, Kohlenhydratreserve,

Osmoprotektor (compatible solute), Stressmetabolit und strukturelle Komponente dienen.

1.2.2.1 Trehalose als extrazellulire Kohlenhydratquelle

Von Bakterien wie E. coli, Bacillus sp., Neurospora sp., Aspergillus niger und Hefen kann
Trehalose als extrazelluldre C-Quelle verwendet werden. In E. coli, Vibrio parahaemolyticus
und Bacillus subtilis erfolgt die Aufnahme der extrazelluliren Trehalose iiber das PEP-
abhingige-Phosphotransferase-System (PTS) (Argiielles, 2000).

Bacillus substilis verwendet Trehalose nicht als Osmoprotektor, sondern als extrazelluldre
Kohlenstoffquelle (Whatmore & Reed, 1990), wobei die Trehalose iiber das Enzym IIBC™™
des PTS aufgenommen wird. Durch Trehalose-Phosphat-Hydrolase (TreA) wird Trehalose-6-
Phosphat im Cytoplasma in Glucose und Glucose-6-Phosphat gespalten. Das #reP-Gen kodiert
fir das Enzym IIBC'™. Die Gene treA und reP bilden dabei ein Operon, welches durch
Trehalose-6-Phosphat induziert und durch Glucose und Fruktose reprimiert wird (Helfert et
al., 1995).

E. coli ist in der Lage, Trehalose sowohl aus Medien mit geringer Osmolaritit, als auch mit
hoher Osmolaritdt als C-Quelle zur Verfiigung zu stellen. In Medien geringer Osmolaritét
erfolgt die Aufnahme der Trehalose ins Cytoplasma iiber das Enzym IICB™ (TreB) und
IIA“™ des PTS (Klein et al, 1995). Das dabei gebildete Trehalose-6-Phosphat wird
anschlieBend mittels Trehalose-6-Phosphat-Hydrolase (TreC) in Glucose und Glucose-6-
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Phosphat gespalten (Rimmele & Boos 1994; Horlacher & Boos, 1997). In Medien hoher
Osmolaritdt wird die Trehalose hingegen durch eine periplasmatisch lokalisierte Trehalase
(TreA), welche durch NaCl (250 mM) induziert wird, hydrolysiert. Die entstehende Glucose
wird iiber die Enzyme ITA“"™ und IICB®" ins Cytoplasma aufgenommen (Boos et al, 1990;
Horlacher & Boos, 1997). Die Gene treB und treC liegen in einem Operon vor, welcher durch
Trehalose-6-Phosphat induziert wird. Der treB/treC-Operon unterliegt der Katabolit-
Repression durch Glucose und Fruktose (Horlacher & Boos, 1997).

In der Abbildung 1.4 ist ein Schema der extrazelluldren Trehaloseaufnahme bei geringer bzw.

hoher Osmolaritit des Mediums dargestellt.

Medium
Trehalose
( Lan)B duBere Plasmamembran
A B .
(A) (B) Periplasma
2x GIHCISSA Trehalose T
T, r——‘ﬂ
-III(.‘I%”“ I UCB]IM(TI‘QB) innere Plasmamembran
EIA EIA Cytoplasma
l v
Glucose-6-P Trehalose-6-P
UDP-Glucose TreC
‘A v
e Glucose + Glucose-6-P
Trehalose-6-P Glucosekinase
OtsB Glucose-6-P
Trehalose
Glycolyse

Abb. 1.4: Potentielle Trehaloseaufnahme aus dem Medium mit hoher (A) bzw. geringer Osmolaritit
(B) bei E. coli (verdndert nach Rimmel & Boos, 1994).

Abkiirzungen: LamB = pore Protein; OtsA = Trehalose-6-Phosphat-Synthase; OtsB = Trehalose-6-
Phosphat-Phosphatase; TreA = Trehalase; TreB = Enzym IICB™; TreC = Trehalase-Phosphat-
Hydrolase.
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1.2.2.2 Trehalose als Osmolit (compatible solute)

Unter osmotischem Stress bilden Mikroorganismen niedermolekulare Metabolite, sogenannte
compatible solute im Cytoplasma (Zucker, Aminosduren, Betain, Polyole).

Bei hoher Osmolaritit wird die Trehalose als Osmoprotektor bei E. coli verwendet, wobei die
Trehalosesynthese aufgrund der Salzkonzentration (NaCl > 250 mM) induziert wurde
(Dinnbier et al., 1988) und sich Trehalose in der Zelle akkumuliert. Die akkumulierte
Trehalose wird bei sinkender Osmolaritit durch die im Cytoplasma lokalisierte Trehalase
(TreF) wieder abgebaut.

Weitere Beispiele flir die Nutzung von Trehalose als Osmolit finden sich in vielen Bakterien,

darunter Salmonella typhimurium (Canovas et al., 2001), Cyanobakterien (Reed et al., 1984),

halophilen Bakterien, wie Ectothiorhodospira halochloris (Galiski & Herzog, 1990) und
Desulfovibrio halophilus (Welsh et al., 1998) und den Archea Sulfolobus. Die Akkumulation
der Trehalose ist abhidngig von den Komponenten im Medium. So steigt z. B. in D. halophilus
die intrazelluldre Trehalose-Konzentration unter Abwesenheit von Glycin-Betain. Bei
E. halochloris steigt die Trehalose-Akkumulation unter Stickstoffmangel im Medium. Bei
halophilen Bakterien scheint die Trehalosesynthese durch zunehmende Salzkonzentration
(NaCl von 100 — 300 mM) induziert zu werden (Argielles, 2000). Im Cyanobakterium
Scytonema sp. wird die Trehalosesynthese ebenfalls durch Salz-Stress induziert. Unter
anfanglichem osmotischem Stress (0,7 M NaCl) wird Trehalose oder Saccharose gebildet.
Ab einen Salzstress von 1,8 M wird Glucosylglycerol akkumuliert, ab 2,7 M hingegen
Glycin- oder Glutamat-Betain (Page-Sharp et al., 1999).

1.2.2.3 Trehalose als Kohlenhydratreserve

Da Trehalose in den Uberdauerungsstadien der Actinomyceten und Pilze in hohen
Konzentration akkumuliert wird, wird sie als Kohlenhydratreserve angesehen. Trehalose wird
vor allem in den Sporen von Saccharomyces, Aspergillus, Streptomyces bis zu 15 % des
Trockengewichts eingelagert (Elbein, 1974; De Silva-Udawatta & Cannon, 2001). In
Streptomyces wurde Trehalose wihrend der Zelldifferenzierung des Luftmycels und der
Sporulation synthetisiert und eine erhohte Trehalose-Akkumulation in der reifen Sporen

festgestellt (McBride & Ensign, 1987a; 1987b; 1990; Miguélez et al., 1997; Rueda et al.,

2001) Die in den Sporen befindliche Trehalose dient zum einen als Energie- und
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Kohlenhydrat-Quelle bei der Germination. Wihrend der Sporenkeimung kann Trehalose
durch hoch aktivierte Trehalase sehr schnell abgebaut werden, wobei die Trehalaseaktivitit
aufgrund vorangehender Rehydratisierung der Sporen sehr stark ansteigt. Zum anderen wirkt
Trehalose in Streptomyces als Schutz gegen Austrockung, so dass Proteine bei Wassermangel
stabilisiert werden konnen.

Trehalose liegt in Insekten (Mayer & Candy, 1969) und Nematoden als Kohlenhydratquelle
der Hamolymphe und Muskulatur vor. In Nematoden und deren Eiern wird Trehalose zum

Schutz gegen den Gefrierprozess sowie als Energiequelle eingelagert (Behm, 1997).

1.2.2.4 Trehalose als Stressmetabolit

Bei den meisten Bakterien hat Trehalose eine wichtige Bedeutung als Stressmetabolit, der
unter Stressbedingungen wie Hitze, Kaélte, Trockenheit, oxidativem Stress oder
Nahrungsmangel gebildet wird (Van Laere, 1989). Wie bereits fiir zahlreiche Bakterien
beschrieben (Behm, 1997; Argiielles, 2000), geht die Schutzfunktion der Trehalose auf eine
Stabilisierung der Membran sowie von Proteinen zuriick. Bei Dehydratation bilden die
Hydroxylgruppen der Trehalose Wasserstoftbriicken mit den Phosphatgruppen der Membran-
Phospholipide aus. Auf diese Weise wird der Phaseniibergang der Membran in die Gel-Phase
vermieden und die Stabilitdt und Fluiditdt der Membran bei Trockenheit sowie Kélte und
Gefriertrockungsprozessen gewdhrleistet. Trehalose scheint dabei die Funktion des Wassers
zu lUbernehmen, so dass die Membran in hydratisierter Konfiguration bei Abwesenheit des
Wassers vorliegt (Crowe et al., 1984). Eine Dehydratisierung von Proteinen bei
Gefriertrockung und Hitze konnte durch Hydrogen-Bindung zwischen den Hydroxylgruppen
der Trehalose und polaren Gruppen des Proteins verhindert werden (Sun & Davidson, 1998;
Mazzobre & Buera, 1999).

Im Pflanzenreich wurde Trehalose bei Pteridophytes (Selaginella lepidophylla,
Botrychium lunaria) und Apiaceae nachgewiesen. Wie bereits von Romero et al., 1997
beschrieben, handelt es sich hierbei um Stressmetabolit gegen Austrockung. Hohere Pflanzen
benutzen vermutlich anstelle von Trehalose Saccharose als Stressmetabolit. Das Gen fiir die
Trehalose-6-Phosphat-Synthase von Saccharomyces cerevisiae wurde mittels Agrobacterium
in die Pflanzen transformiert. Bei diesen Pflanzen wurde nachgewiesen, dass durch
Trehaloseakkumulation die Resistenz gegeniiber Trockenheit verbessert werden konnte

(Romero et al., 1997; Goddijn & van Dun, 1999).
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In Mycobakterium und nahe verwandten Bakterien wie Nocardia, Rhodococcus und
Corynebacterium liegt Trehalose nicht nur als freies Molekiile in der Zelle vor, sondern auch
als Zellwandbestandteil in Form eines Glycolipids (a,a-Trehalose-6,6"-Dimycolat)
(Argiielles, 2000). Das Glycolipid bezeichnet den sogenannten Cord Faktor, welcher fiir eine
Pathogenitit dieser Bakterien verantwortlich ist (Spargo et al., 1991).

1.2.3 Regulatorfunktion der Trehalose bei der Glycolyse von Saccharomyces cerevisiae

In Saccharomyces cerevisiae (Thevelein & Hohmann, 1995) und Apergillus nidulans
(Fillinger et al., 2001) scheint die Trehalose-Biosynthese offenbar auch an einer
regulatorischen Funktion wahrend der Glycolyse beteiligt zu sein. Der Trehalosesynthase-
Komplex aus S. cerevisiae besteht aus drei Unterheinheiten, deren Aminosduresequenzen eine
hohe Homologie zueinander aufweisen (Trehalose-6-Phosphat-Synthase; TPS1/GGS1
(56 kDa), Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase; TPS2 (100 kDa) und die regulatorischen
Untereinheiten; TPS3 und TSL1 (123 kDa)). Der Trehalosemetabolismus ist eng mit dem
Glucosestoffwechsel verbunden (Thevelein & Hohmann, 1995, Bell et al., 1998). Es wurde
festgestellt, dass die Trehalose-6-Phosphat-Synthase TPS1/GGS1 (= glucosesensor protein)
an der Kontrolle der Glucose-Aufnahme in die Zelle beteiligt ist. Die Mutante TPS1/GGS1
konnte in Glucose- oder Fructose-haltigen Medien nur schwach wachsen und zeigte eine
schwache Sporulation sowie einen negativen Einfluss auf den Glycogen-Methabolismus
(Hohmann et al., 1996). Vermutlich wurde die Glucose-Aufnahme in die Zelle dereguliert,
wodurch sich zuviel Zucker-Phosphat unter Verbrauch von ATP durch die Hexokinase
anreicherte (Bell et al, 1998; De Silva-Udawatta & Cannon, 2001). Die Glucose-Aufnahme in
die Zelle und die damit einhergehende Bereitstellung fiir die Glycolyse wird durch die
Trehalosesynthese kontrolliert. Das unter Verwendung von Glucose-6-Phosphat der
Glycolyse synthetisierte Trehalose-6-Phsphat inhibiert die Hexokinase. Trehalose-6-Phosphat
kann auch durch die Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (TPS2) unter Freisetzung von
anorganischem Phosphat zu Trehalose hydrolysiert werden. Dabei wirkt das freigesetzte
Phosphat inhibitorisch auf die Regulation des Trehalosesynthase-Komplexes, kann aber auch
als Substrat von der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase verwendet werden. Das bei
der Glycolyse entstehende Fructose-6-Phosphat stimuliert die regulatorische Aktivitit des
Trehalosesynthese-Komplexes. Abbildung 1.5 zeigt schematisch die Kontrollemechanismen

des Glucose-Aufnahme durch den Trehalosesynthase-Komplex.
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Abb. 1.5: Signaltransduktionskette des Trehalosesynthase-Komplexes bei der Glycolyse von
Saccharomyces cerevisiae (verandert nach Thevelein & Hohmann, 1995).

Abkiirzungen: GGS1/TPS1 = Trehalose-6-Phosphat-Synthase; TPS2 = Trehalose-6-Phosphat-
Phosphatase; TSL1, TPS3 = regulatorische Untereinheit; P; = Orthophosphat.

1.2.4 Biotechnologische Bedeutung der Trehalose

In Vergleich zu anderen Zuckern zeigt das ungeladene, nicht-reduzierte Disaccharid
Trehalose eine chemische Stabilitdt und hohe Hydrophilie (Behm, 1997; Goddijn & van Dun,
1999; Argiielles, 2000). Daher ist Trehalose interessant fiir biotechnologische Anwendungen,
so unter anderen zur Stabilisation von Enzymen, der Konservierung von Kosmetikprodukten
und Lebensmitteln sowie Phamazeutika (Sun & Davidson, 1998; Mazzobre & Buera, 1999).
Wie bereits unter 1.2.2.4 erwihnt, bleibt die Stabilitdit und Vitalitit von Enzymen,
Gewebezellen und Embryonen durch Zugabe der Trehalose wihrend einer Trockung, Hitze

oder Gefriertrockung erhalten.
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1.3 Pseudooligosaccharide

Der von Actinoplanes sp. SN223/229 gebildete Sekundidrmetabolit Acarbose gehort zu einer
Reihe homologer Pseudooligosaccharide, deren Core-Struktur aus einem verzweigten,
ungesittigten C7;N-Cycliten (Valienamin) und einer 4,6-Didesoxy-D-glucopyranose besteht.
Die beiden Molekiile sind dabei iiber eine o-1,4-N-glycodische Bindung verkniipft. Die als
Acarviosin bezeichnete Core-Struktur ist essentiell fiir die Hemmwirkung von Acarbose und
deren homologen Pseudooligosacchariden (Heiker et al., 1981). Das Hemmspektrum der
Acarbose sowie der homologen Pseudooligosaccharid umfasst vornehmlich a-Glucosidasen.
B-Amylasen sowie [-Glucosidasen, p-Galactosidasen, Pullulanasen und Isoamylasen
verschiedener Organismen werden nicht gechemmt.

Die kiirzeren Homologen zeichnen sich durch die Hemmung der Disaccharidasen und
Maltasen aus (Qian et al., 2001), wihrend die héheren Homologen auf die o-Amylasen
hemmend wirken (Miiller et al., 1981). Die Zusammensetzung der unterschiedlichen
Homologen bei der Fermentation ist abhéngig von der jeweils angebotenen C-Quelle. Kiirzere
Homologen werden vorwiegend bei der Frementation in Glucose- oder Maltose-haltigen
Medien gebildet. Dagegen nimmt die Bildung héherer Homologen in Medien mit Stirke zu

(Frommer et al., 1979). In der Abbildung 1.6 ist die Struktur der Acarbose dargestellt.
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HOH,C
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Bezeichnung m n
Komponente 2 0 1
Komponente 3 (Acarbose) 0 2
Komponente 4-Isomer * 1 2
Komponente 5-Isomer * 2 2
Komponente 6-Isomer * 3 2

*. Hauptanteil des Isomerengemisches mit m + n =3, 4 bzw. 5

Abb. 1.6: Grundstruktur der Glucosidase-Inhibitoren aus Actinoplanes sp. (modifiziert nach Truscheit

et al., 1981; Legeler, 1990).

Seit 1990 ist eine Acarbose, welche als Hemmwirkstoff der intestinalen a-Glucosidase wirkt,
unter dem Handelsnamen Glucobay® (BAY g 5421) als oral wirkendes Antidiabetikum von
der Bayer AG zugelassen. Die Acarbose fiihrt zu einer Verminderung des postprandialen
Blutglucosespiegels bei Diabetes mellitus Typ II (nicht Insulin-abhingige Diabetes-Form),
wobei eine Verzogerung der Glucose-Bildung durch die Hemmung der Kohlenhydrat-
abbauenden Enzyme hervorgerufen wird (Puls et al., 1980).

Acarbose hemmt Disaccharidasen nach einem kompetitiven Mechnismus. Die Saccharase
spaltet die Bindung der Saccharose zwischen dem C1 des Glycosylrestes und dem Sauerstoff
der glycosidischen Bindung. Der Glutamatreste im aktiven Zentrum des Enzyms tlibertragt ein
Proton auf den glycosidischen Sauerstoff, wobei ein resonanzstabilisiertes Oxocarbeniumion
an Cl gebildet wird, das iiber eine benachbarte Carboxlygruppe im aktiven Zentrum
stabilisiert wird. Nach Dissoziation der Fructose reagiert das Enzym mit einem

Wassermolekiil in der Losung zur a—Glucose und dem reprotonierten Glutamat-Reste im
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aktiven Zentrum. Nach Bindung von Acarbose im aktiven Zentrum befindet sich an der Stelle
des glycosidischen Sauerstoffs der glycosidische Stickstoff des Acarviosyl-Restes. Der sehr
stabile Enzym-Inhibitor-Komplex wird {iber eine Wasserstoffbriicke eines analogen
Oxocarbeniumions des planaren ungesittigten Cyclitols mit der benachbarten Carboxylgruppe
im aktiven Zentrum des Enzyms gebildet, deren C1-N-Bindung nicht durch die Protonierung
gespalten werden kann (Brayer et al., 2000). Die Saccharase bindet Acarbose mit einer
ca. 15000-fach hoheren Affinitdt als ihr eigentliches Substrat Saccharose.

Die Abbildung 1.7 zeigt ein Beispiel fiir die Bindung der homologen Pseudosaccharide an den
sechs Substrat-Bindestellen im aktiven Zentrum der o—Amylase von Aspergillus oryzae

(Brzozowski & Davies, 1997).

His 122

= Hatl O OH'o L4 HOZ H ." Gly 234
. o HG | HO” OH NH- B 1
& OH ! T P e i HN
----- ! " [} 3 . . [ @]
@ -----HO,g e T R o oo
':‘ r u‘ HaN _,’NH2 : " r‘ L O ;J
. Al 0.9.: K : OH
Oy-NH2 /084 NH > st HO OH
. / ~.,O () [e]
A

,‘ s \_
Gln 35 f
H Asp 297 Glu 230
N’(F Asp 340 P -

Acarbose

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der Bindung homologer Pseudosaccharide an den Substrat-
Bindestellen der a-Amylase aus Aspergillus oryzae (nach Brzozowski & Davies, 1997).

-3 - +3 kennzeichnen Substrat-Bindestelle. Die schwarzen Punkte stellen ein Wassermolekiile dar.

Neben den in Abbildung 1.6 dargestellten Homologen finden sich weitere von
Actinoplanes sp.  synthetisierte  acarviosylhaltige = Nebenkomponenten wéhrend der
Fermentation. = Die  extrazellulire = Acarviosyltransferase = (ATase) scheint die
Nebenkomponenten-Biosynthese zu katalysieren, wobei diese unter der Freisetzung von

Maltose der Acarbose das Acarviosyl-Core mit unterschiedlichen Kettenlingen bzw.
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Substituenten verkniipft und somit fiir die Vielfalt der verschiedenen Nebenkomponenten
verantwortlich ist. Bei der Acarviosyl-Maltose-Austauschreaktion konnten Lactose,
Saccharose und vor allem Trehalose nicht als Substrate der ATase verwendet werden,

Glucose konnte hingegen wohl als Substrat genutzt werden. (Hemker et al., 2001).

Tab. 1: Nebenkomponenten der Acarbose (nach Hemker et al., 2001)
Abkiirzungen: Glc = Glucose; Fru = Fructose; Man = Mannose; strukturelle Unterschiede
zur Acarbose sind Fett gekennzeichnet.

Bezeichnung Zusammensetzung
Acarbose (Komponente 3) Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Glc
Komponente A Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Fru
Komponente B Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-ungesiittigte Cyclit-Einheit
Komponente C Acarviosyl-1-4-Glc-1-1-Glc
Komponente D Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Man
Komponente 4a Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Glc-1-4-Fru
Komponente 4b Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Gle-1-4-Gle
Komponente 4¢ Acarviosyl-1-4-Glc-1-4-Gle-1-1-Gle
1.4 Ziel der Arbeit

Da die Trehalose-Biosynthesewege in zahlreichen Organismen beschrieben worden sind,
sollten im Rahmen dieser Arbeit potentielle Trehalose-Biosynthesegencluster im Genom von
Actinoplanes sp. SN223/229 identifiziert, isoliert und sequenziert werden. Zur effektiven
Expression der Schliisselenzyme fiir die Trehalose-Biosynthese sollten die identifizierten
Gene aus Actinoplanes sp. mit der Hilfe von Expressionsvektoren in E. coli heterolog
exprimiert und das rekombinante Enzym bei unterschiedlichen Test-Bedingungen

charakterisiert werden.

Neben der Acarbose konnten homologe Pseudooligosaccharide von Actinoplanes sp. wéhrend
der Fermentation synthetisiert werden. Die Komponente C besteht aus einem Acarviosyl-Core
und einer Trehalose anstatt Maltose. Ferner sollte {iberpriift werden, ob die
Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY) im Zusammenhang mit der Komponente C-
Biosynthese steht. Nach der Identifizierung des an der Komponente C-Biosynthese beteiligten
Gens sollte eine Mutante dieses Gens zur funktionellen Analysen durch eine Mutagenese via

gezielter Gendisruption erzeugt werden.



Material und Methoden

16

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Mikroorganismen, Phagen und Plasmide

Tab. 2.1: Mikroorganismen

Stamm Genotyp Referenz
E. coli BL21 F, ompT, gal (dem), (Ion), hsdSg (rgmg’), A Prophage | Novagen, Madison,
(DE3)pLysS mit T7 RNA-Polymerase-Gen, pLysS, cat USA
E. coli SF8 recB21, recC22, lop-11, tonAl,thrl, leu6, thi-1, lacY1, |Struhl et al., 1976

supE44, hsdR, hsdM

E. coli SMH50 (isogen
mit E. coli IM107)

F*, traD36, lacl?, A(lacZ) M15, proA'B"/el4 (McrA’),
A(lac-proAB), thi, gyr496 (Nal"), endAl, hsdR17 (v,
), relAl, supE44

Yanish-Perron
et al., 1985

E. coli DH5a

F', endAl, hsdR17, (v, my"), supE44, thi-1, recAl,
gyrdA(Nal'), deoR, , A (lacZYA-argF) U169,
(680dlacA(lacZ)M15), relAl

Grant et al., 1990

E. coli ET12567

F, damli3::Tn9, dem6, hsdM, hsdR, recF143,
zjj201::Tnl0, galK2, galT22, ara-14, lacY1, xyl-5,
leuB6, thi-1, tonA31, rpsL136, hisG4, tsx-78, mtl-1,
ginV44

MacNeil et al., 1992

E. coli KW251

F',el4, (McrA), lacY1, A(lac)6, supE44,
galK2,galT22, rfbD1, metbl, mcrB1, hsdS3 (r,my)

Promega

E. coli K803 F', supE44, galK2, galT22, metB1, hsdR2, mcrBl, Maniatis et al., 1989
mcrA’, argA81::Tnl0, recD1014
E. coli S17-1 thi-1, proA, hsdR17, (r,, m\"), recAl, tra-Gene des Simon et al.,1983

Plasmids RP4 im Chromosom integriert

Actinoplanes sp.
SN223/229

Hohere Acarbose-Produzent (ca. 1,5 — 2,0 g/l)

Bayer AG,
Wuppertal

Streptomyces lividans
TK23

T
spe

John Innes Institut,
Norwich, England

Tab. 2.2: Bakteriophagen

Stamm

Genotyp

Referenz

A-EMBL3-Genbank von

Actinoplanes sp. SN223/229 chromosomaler DNA von Actinoplanes sp.

A-EMBL3 mit ca.20 kb-Insert aus

SN223/229

Universitdt Wuppertal
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Tab. 2.3: Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Referenz

pUCBM20 2,7 kb; a-Peptid des lacZ-Gens; MCS-Region; Amp® | Boeringer Mannheim, 1990
in E. coli

pUCBM21 2,7 kb; a-Peptid des lacZ-Gens; MCS-Region in Boeringer Mannheim, 1990
inverser Orientierung; Amp" in E. coli

pET19b 5,7 kb; Amp®, LacI T7-¢ 10 lacO s10 His-tag, Calbiochem-Novabiochem
Expressionsvektor in E. coli GmbH, Bad Soden

pPWW50 7,5 kb; pUWL201, Streptomyces-E. coli-shuttle- Jahring, per. Mitteilung
Vektor, His-fag, Amp"®, Thio®

pUWL201 6,6 kb; plJ101, pUCI1S, Streptomyces-E. coli-shuttle- | Wehmeier, 1995
Vektor, Amp", Thio®

pPLGa 6,6 kb; pBCmac-Derivat, Bacillus-E. coli-shuttle- Strey, per. Mitteilung
Vektor, promotorloses Glucanasegen (bg/M) aus
Paenibacillus macerans, AmpR, Tck

pPLGaTrel2 8,8 kb; 1,2 kb Smal- und 1 kb Sphl-Fragment aus diese Arbeit
Actinoplanes sp. in pPLGa

pTre12Glu 10,4 kb; 1,6 kb ermE-Gen aus Saccharopolyspora diese Arbeit
erythraea iiber Kpnl in pPLGaTrel2

pUCTrel2 7 kb; 4,3 kb HindllI-Fragment aus pTre12Glu in diese Arbeit
pUCBM20

plJ702 8,5; Thio", Replikationsursprung fiir Streptomyces Kieser et al., 1985

pBBRIMCS-2 5,2 kb; broad host range ori fur E. coli, Km", mob Arenskotter, per. Mitteilung

pBRPIIK 8,0 kb; 2,8 kb Kpnl/Clal-Fragment aus plJ702 in diese Arbeit
pBBRIMCS-2

pBIKTreGl 10,9 kb; 2,9 kb EcoRI/HindllI-Fragment aus diese Arbeit
pPLGaTrel2 in pBRPIJK

pUCNS5 10,2 kb; 8,5 kb NotI-Fragment aus rekombinaten A- | diese Arbeit
EMBL3-Phagen in pUCBM20 (enthélt ein gesamtes
Gen treY und einen Teil des Gens treZ)

pNPS2 4,7 kb; 2 kb Pstl-Fragment aus pUCNS8S5 in diese Arbeit
pUCBM20

pNPS15 4,2 kb; 1,5 kb Pstl-Fragment aus pUCN8S in diese Arbeit
pUCBM20

pNPS13 4,0 kb; 1,3 kb Pstl-Fragment aus pUCNSS5 in diese Arbeit
pUCBM20

pNPSR 6,4 kb; pUCNSS ohne Ps#I-Fragment religiert diese Arbeit

pNH3 3,0 kb; 300 bp Hincll-Fragment aus pUCNSS in diese Arbeit
pUCBM20

pSC35 3,1 kb; 350 bp Sacll-Fragment aus pUCNS5 in diese Arbeit
pUCBM20

pPNMR 3,7 kb; 1 kb Mlul-Fragment aus pUCNSS in diese Arbeit
pUCBM20

pNPSRBR 4,9 kb; pNPSR ohne BamHI-Fragment religiert diese Arbeit

pNPSRBRHRI15 [4,2 kb; pNPSRBR ohne Hincll-Fragment religiert diese Arbeit

pPSRB7 3,4 kb; 700 bp BamHI-Fragment aus pNPSR in diese Arbeit
pUCBM20

pNPSRBRH6 3,3 kb; 600 bp Hincll-Fragment aus pNPSRBR in diese Arbeit
pUCBM20

pUCN45 7,5 kb; 4,5 kb Notl-Fragment aus rekombinanten A- | diese Arbeit
EMBL3-Phagen in puCBM20

pTRS 7,7 kb; 5 kb EcoRl/Mlul-Fragment aus diese Arbeit
rekombinanten A-EMBL3-Phagen in pUCBM20




Material und Methoden

pTR2

4,7 kb; 2 kb Mlul-Fragment aus rekombinanten A-
EMBL3-Phagen in pUCBM20

diese Arbeit

pUCN25

5,2 kb; 2,5 kb Notl-Fragment aus rekombinanten A-
EMBL3-Phagen in pUCBM20 (enthélt einen Teil des
Gens treZ)

diese Arbeit

pMS1

3,7 kb; 1 kb Mlul/Sacl-Fragment aus rekombinaten
A-EMBL3-Phagen in pUCBM20

diese Arbeit

pUCTreY

5,0 kb; in vitro amplifiziertes treY-Gen (2268 bp,
Primer treY'1 + treY2) aus chromosomaler DNA von
Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM21

diese Arbeit

pUCTreYF

5,0 kb; in vitro amplifiziertes treY-Gen (2268 bp,
Primer treY1 + TREYF1) aus chromosomaler DNA
von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM?20

diese Arbeit

pUCTreZ

4,46 kb; in vitro amplifiziertes treZ-Gen (1734 bp,
Primer treZ1 + treZ2) aus chromosomaler DNA von
Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM21

diese Arbeit

pUCTreZF

4,47 kb; in vitro amplifiziertes treZ-Gen (1734 bp,
Primer TREYF2 + treZ2) aus chromosomaler DNA
von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM?20

diese Arbeit

pUCTreYZF

6,7 kb; 1,7 kb Hpal/BamHI-Fragment aus pUCTreZF
in pUCTreYF

diese Arbeit

pUCTreS

4,5 kb; in vitro amplifiziertes treS-Gen (1758 bp,
Primer TreS1 + TreS2) aus chromosomaler DNA
von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM21

diese Arbeit

pUCB35

6,2 kb; 3,5 kb BamHI-Fragment aus chromosomaler
DNA von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM21
(enthélt des treS-Gens)

diese Arbeit

pUCTps35

6,2 kb; 3,5 kb BamHI-Fragment aus chromosomaler
DNA von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM20
(enthélt das #ps1-Gen)

diese Arbeit

pUCTps750

3,4 kb; in vitro amplifiziertes 750 bp-Fragment
(Primer trepl + TREPS2) aus chromosomaler DNA
von Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM?20

diese Arbeit

pUCTpsl

4,1 kb; in vitro amplifiziertes ¢ps1-Gen (1386 bp,
Primer TPS1 + TPS2) aus chromosomaler DNA von
Actinoplanes sp. SN223/229 in pUCBM20

diese Arbeit

pETTreY

8,0 kb; 2,3 kb Ndel/BamHI-Fragment aus pUCTreY
in pET19b

diese Arbeit

pETTreZ

7,44 kb; 1,7 kb Ndel/BamHI-Fragment aus pUCTreZ
in pET19b

diese Arbeit

pETTreYZF

9,7 kb; 4,0 kb Ndel/BamHI-Fragment aus
pUCTreYZF in pET19b

diese Arbeit

pETTreS

7,42 kb; 1,76 kb Ndel/BamHI-Fragment aus
pUCTreS in pET19b

diese Arbeit

pETTpsl

7,3 kb; 1,4 kb Ndel/BamHI-Fragment aus pUCTps1
in pET19b

diese Arbeit

pPPWWTreZ

9,2 kb; 1,7 kb Ndel/BamHI-Fragment aus pUCTreZ
in pPPWW5

diese Arbeit

pPWTreYZF

11,5 kb; 4,0 kb Ndel/BamHI-Fragment aus
pUCTreYZF in pPWWS5

diese Arbeit
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2.1.2 Oligonukleotide
Alle Oligonukleotide wurden von den Firmen Gibco Life Technologies GmbH (Eggenstein,
BDR) und MWG Biotech GmbH (Ebersberg, BRD) bezogen.
Tab. 2.4: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5°—>3") Linge (nt) Schnittstelle

(Modifikation)

M13uniCS (-43) | AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 23 _
M13revCS (-49) | GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 24 -
TPS1 GGAGGTGTACTCCATATGGCCCAACG 26 Ndel
TPS2 AGGGATCCGCTCAGCTCTCGTCGTCG 26 BamHI
Trel GACATCGUSCCSAACCA 17
Tre2 CGCTTSGTGTCGTGSGT 17
TreS1 GGGGGAACCATATGGAGTTGACGA 25 Ndel
TreS2 CAACCACTCGGATCCAGTCAGCGTCA 26 BamHI
treY1 CAGGACGGTCATATGCGCCCCAG 23 Ndel
treY?2 TCTCCGGATCCCTTACCTCGAAGG 24 BamHI
treZ1 CTCCTGGTGAACATATGACAACC 23 Ndel
treZ2 GGGGGATCCCGGGTGGCGTCAGCG 24 BamHI
trepl GGSTKSTTCCTSCACAYSCCSTTCCCS 27 -
trep2 SCCCTTSGTGTAGTCSAGSCKSTC 24 -
TREYF1 CATTTCGTTAACCAGGAGAGCGAC 24 Hpal
TREZF2 GTCGCTCTCCTGGTTAACGAAATG 24 Hpal
TRPSI1 CTGGRTCCACGATTACCACCTG 22 -
TRPS2 CCAGGTTCATMCCGTCACG 19 -
otsB1 CGGMGAGGCCTACCGCGGSCAYGTC 25 -
otsB2 GASGCCTGGTAGTTGTTSACGCTGTCG 27 -

Die Schnittstelle sind unterstrichen.

Dabei bedeuten nach der I. U. B.-Nomenklatur:
N: A,T,G,C D:G,A, T H:AC T B:G,T,C
W: AT K:G, T Y:T,C M: A, C

V:G,A,C R: G, A

S: G,C
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2.1.3 Datenbanken und Computerprogramme

Zur Analyse von DNA-Sequenzdaten wurden die Programme und Datenbanken des HUSAR
(Heidelberg  Unix Sequence Analysis Resources, Version 5,0) des Deutschen
Krebsforschungszentrums in Heidelberg verwendet. Zur Vergleich der Aminosiure- und
DNA-Sequenz mit den Datenbanken wurde weiterhin das Programmpaket BLAST (Altschul
et al., 1990) bzw. FASTA (Pearson & Lipman, 1988) benutzt. Fiir die Erstellung von Protein-
und DNA-Alignments wurde das Programm Clustal W 1.8 eingesetzt.

2.1.4 Medien, Puffer und Stammlésungen

2.1.4.1 Medien

Soweit nicht anders vermerkt, wurde als Losungsmittel fiir Medienbestandteile A. dest.

verwendet.

LB-Medium (Luria-Bertani)

Pepton 10 g/l
Hefeextrakt 5 gl
NaCl 5 gl
pH 7,5

Zur Herstellung von LB-Festmedium wurden 1,5 % Agar (w/v) zugesetzt.

LB-Amp-Medium
Zugabe von 1 ml Ampicillin- Stammléung (100 mg/ml) pro Liter LB-Medium nach dem

Autoklavieren.

AIX-Medium
Zugabe von 2 ml X-Gal (20 mg/ml) und 200 pl IPTG (200 mg/ml) pro Liter LB-Amp-Medium nach

dem Autoklavieren.

Mg-Top-Agar
MgSO4 10 mM
Agarose 0,7 %
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LBM-Medium

Peton 10 g

Hefeextrakt 5 g

NaCl 5 g

MgSO, 2 g

Maltose 0,2 % (nach dem Autoklavieren zugegeben)
A. dest. ad 1000 ml

pH 7,5

M9-Minimalmedium

Glucose (20 % (w/v)) 10 ml
MO9-Salzlésung (10 x) 100 ml
MgSO,4 (100 mM) 10 ml
CaCl, (1 M) 0,1 ml
A. dest. ad 1000 ml
pH 7,4

M9-Salzlosung (10 x)

Na,HPO, 60 g
KH,PO, 30 g
NH,Cl1 10 g
NaCl 5 g
A. dest. ad 1000 ml
pH 7,4

Zur Herstellung von M9-Festmedium wurden 2 % (w/v) Bacto-Agarose (Biozym Diagostik GmbH,
Hameln, BRD) in A. dest. autoklaviert und nach Abkiihlung auf ca. 70 °C mit den getrennt

autoklavierten Stammldsungen versetzt.

Plate-Count-Agar

Pepton 0,5 %
Hefeextrakt 0,28 %
Glucose 0,1 %
NaCl 0,56 %
Agar 1,2 %
A. dest ad 1000 ml

pH 7,5
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TSB-Medium (Hopwood et al., 1985)

Tryptic Soy Broth 3 % (flir Vorkulturmedien)

A. dest. ad 1000 ml

pH 7,2

MgCl, 5 mM (zusitzlich in Hauptkulturmedium)
L-Alanin 0,85 % (nach dem Autoklavieren zugegeben)

YEME-Medium (Hopwood et al., 1985)

Hefeextrakt 3 g

Pepton (aus Casein) 5 g

Malzextrakt 3 g

Glucose 10 g

Saccharose 103 ¢

A. dest. ad 1000 ml

pH 7,0

MgCl, (2,5 M) 2 ml (nach dem Autoklavieren zugeben)

SPMR-Agar (Babcock und Kendrick, 1998)

Saccharose 103 ¢

MgCl, 10 g

Glucose 5 g

Hefeextrakt 5 g

Bacto-Agar 22 g

Spurenelemente 2 ml

A. dest. ad 900 ml

CaCl, (5 M) 2 ml (nach dem Autoklavieren zugeben)

TES-Puffer (20 mM, pH7,6) 100 ml (nach dem Autoklavieren zugeben)

Spurenelemente (Hopwood et al. 1985)

CuCl, (x 2H,0) 10 mg/ml
FeCl; (x 6H,0) 200 mg/ml
MnCl, (x 4H,0) 10 mg/ml
Na,B,05 (x 10 H,0) 10 mg/ml
(NH4);Mo0,0,4 (x 4 H20) 10  mg/ml
ZnCl, 10 mg/ml

A. dest. ad 1000 ml
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2.1.4.2 Puffer

Soweit nicht anders vermerkt, wurde als Losungsmittel fiir die Pufferbestandteile Aqua dest.

verwendet.

Gelladepuffer

Saccharose 40 % (W/v)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
EDTA 20 mM

SSC-Puffer (20 x)

NaCl 3 M
Natriumcitrat 300 mM
pH 7,0

TAE-Puffer (50 x)

Tris 242 g/l
Eisessig 57,1 ml/l
EDTA 14,7 g/l
A. dest. ad 1000 ml
pH 8,0

TBE-Puffer (10 x)

Tris/HCl 1 M
Borséaure 1 M
EDTA 20 mM
pH 8,3
TE-Puffer

Tris/HCl 10 mM
EDTA 1 mM

pH 8,0
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2.1.4.3 Stammlosung

Ampicillin 100 mg/ml in Aqua dest.; sterilfiltiert; bei -20 ©°C gelagert;
Arbeitskonzentration: 100 pg/ml

Chloramphenicol 100 mg/ml in DMSO bzw. Ethanol; bei —20 °C gelagert; Arbeitskonzentration
100 pg/ml

Ethidiumbromid 10 mg/ml in TAE-Puffer (1 x); lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert;

Arbeitskonzentration: 10 pg/ml

Erythromycin 200 mg/ml in Ethanol (100 %) bei —20 °C gelagert; Arbeitskonzentration:
200 pug/ml

Kanamycin 50 mg/ml in Aqua dest.; bei —20 °C gelagert; Arbeitskonzentration: 25 pg/ml

IPTG 200 mg/ml in Aqua dest.; sterilfiltiert; bei 4 °C gelagert; Arbeitskonzentration:
40 pg/ml

RNase A 10 mg/ml in Aqua dest.; 10 min bei 100 °C aufgekocht; langsam abgekiihlt; bei
4 °C gelagert

Thiamin 10 mg/ml in Aqua dest.; bei —20 °C gelagert; Arbeitskonzentration: 10 pg/ml

Thiostrepton 50 mg/ml in DMSO; bei —20 °C gelagert; Arbeitskonzentration: 20 — 25 ug/ml

fiir fliissige Medien
X-Gal 20 mg/ml in Dimethylformamid; lichtgeschiitzt bei —20 °C gelagert;

Arbeitskonzentration: 40 pg/ml

2.2 Methoden

2.2.1 Zellanzucht und Stammhaltung

2.2.1.1 Escherichia coli

Mit einer Einzelkolonie von E. coli wurde 10 ml LB-Medium in Reagenzgldsern beimpft. Die
Zellen wurden iiber Nacht bei 37 °C im Wasserbad (180 rpm) inkubiert. Der F'-Plasmid
tragende Stamm E. coli SMH50 bzw. DH5a wurde auf M9-Agarplatten gehalten, um gegen
den Verlust des Plasmids zu selektionieren. Zur dauerhaften Stammhaltung wurden 700 pl
einer Ubernachtkultur in ein steriles Kryordhrchen mit 300 pl Glycerin (87 %ig) gegeben.
Nach dem Durchmischen wurde die Kultur bei —70 °C gelagert. Die Selektion Plasmid-
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haltiger E. coli-Stimme erfolgte durch Kultivierung in Gegenwart von Antibiotikum

entsprechender Konzentration.

2.2.1.2 A-Phagen

Zur Anzucht und Vermehrung der A-Phagen wurde Phagenlysat (2.3.4.2) zu 50 pl Kultur des
Stamms E. coli K803 bzw. KW251 gegeben und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Mit dieser
Bakterien-Phagensuspension wurden 10 ml LBM-Medium (0,2 % Maltose (v/v)) beimptft.
Durch Zusatz von Maltose wird das mal-Operon induziert, wodurch der Maltoserezeptor des
A-Phagens stirker expremiert wird. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 37 °C (180 rpm)
inkubiert. Zur lingerfristigen Lagerung wurden 700 pl einer Ubernachtkultur in ein mit
300 pl Glycerin (87 %ig) autoklaviertes Kryorohrchen iiberfiihrt und bei —70 °C gelagert.

Nach der Zellernte (5000 g, 10 min) wurden die aufkonzentrierten Zellen in 1 ml MgSO4
(10 mM) aufgenommen und konnten nach Lagerung bei 4 °C zur Vermehrung der Phagen bis

zu zwel Wochen verwendet werden.

2.2.1.3 Actinoplanes sp. (Howood et al., 1985)

Zur Fermentation von Actinoplanes sp. wurden 125 ml TSB-Vorkultur-Medium, welches sich
in 500 ml-Erlenmyerkolben mit Spiralfeder befand, mit 5 ml Dauerkultur beimpft und fiir
72 h bei 28 °C auf einer Rotationsschiittelmaschine (150 rpm) inkubiert. Anschlieend
wurden 125 ml Hauptkultur mit 5 ml Vorkultur beimpft, fiir 48 h (28 °C, 150 rpm) fermentiert
und geerntet.

Zur Stammbhaltung wurden 5 ml einer 72 h-Vorkultur in sterile Reagenzgldser iiberfiihrt und

bei —20 °C gelagert.

2.2.1.4 Streptomyceten (Howood et al., 1985)

Streptomyces lividans TK23 wurde in 20 ml TSB-Medium Vierschikanne-Erlenmyerkolben
fiir 48 h und bei 28 °C auf einer Rotationsschiittelmaschine (150 rpm) fermentiert. Fiir die
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Herstellung von Protoplasten wurden 10 ml dieser Vorkultur in eine 100 ml YEME-
Hauptkultur tibergeimpft. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 28 °C und 150 rpm.

Zur Stammbhaltung wurden die auf einer TSB-Platte gewachsenen Sporen mit 1 ml TBS-
Medium abgeschwemmt, 700 pl dieser Sporensuspension mit 300 pl Glycerin (89 %ig)
versetzt und bei —70 °C gelagert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von Agarosegelen wurde die Agarose (Biozym Diagnostic GmbH, Hameln,
BRD) in TAE-Puffer (1 x) durch Aufkochen geldst und die Agaroseldsung anschlieBend im
Warmeschrank bei 65 °C gelagert. Je nach der GroBBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente
wurde die Agarose in Konzentrationen zwischen 0,7 — 2 % eingesetzt. Zur Anfarbung der
DNA-Banden wurde das Gel nach der Elektrophorese fiir ca. 1 min in einer Ethidiumbromid-
Losung (40 pg/ml in TAE-Puffer (1 x)) inkubiert und anschlieBend auf einem UV-

Transilluminator liegend photographisch dokumentiert.

2.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Konzentration und Reinheit einer DNA-Probe kdnnen photometrisch ermittelt werden. Ein
Aliquot der Probe wurde in 1 ml Aqua bidest. verdiinnt und die Extinktion bei den
Wellenldngen 260, 280 und 310 nm in einer Quarzkiivette (Schichtdicke: 1 cm) gemessen.
Das Verhiéltnis der Absorption A,g0/Azso spiegelt den Reinheitsgrad der DNA-Probe wieder.
Bei sauberen Priparationen liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,0. Niedrigere Werte deuten
auf Verunreinigung mit Protein, héhere Werte auf Verunreinigung mit Phenol hin. Bei der
angegebenen Reinheit entspricht ein Ayg-Wert von 1,0 einer Konzentration von 50 pg/ml

doppelstrangiger DNA.
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Die Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet:

C (Mg/].ll) = (A260-A310) X 0,05 x VF

¢ (ug/ul) Konzentration der DNA-Probe

Ao Absorptionsmaximum der DNA (260 nm)

Asgop Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosduren (280 nm)
Azl Grundabsorption der DNA-Probe (310 nm)

0,05 Extinktionskoeffizient der DNA bei 260 nm

VF Verdiinnungsfaktor

2.3.3 Isolation von Plasmid-DNA

2.3.3.1 Minipriparation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

(verdndert nach Birnboim & Doly 1979)

10 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) wurden mit einer plasmidtragenden E. coli-
Einzelkolonie beimpft und iiber Nacht im Wasserbad-Schiitter bei 37 °C und 180 rpm
kultiviert. Nach der Zellernte (7 min, 5000 g) wurde das Pellet in 200 pl TE(H)-Puffer
resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. AnschlieBend wurden der
Suspension 200 pl alkalischer Lysepuffer zugegeben und vorsichtig geschwenkt. Nach
Sminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Probe mit 200 pul
Neutralisierungspuffer versetzt, der Ansatz gut gemischt und 10 min auf Eis inkubiert.
Chromosomale DNA und Proteine wurden anschlieend abzentrifugiert (13500 rpm, 20 min,
4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefil iiberfiihrt und einer
Phenol/Chloroform-Extraktion (2.3.6.1) mit nachfolgender Alkoholprizipitation (2.3.6.2)

unterzogen.

Alkalischer Lysepuffer

NaOH 200 mM
SDS 1 % (W/v)
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Neutralisierungspuffer
Kaliumacetat 3 M
pH 5,5

Um Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad zu erhalten, erfolgte die Plasmid-
Minipréparation durch das JETQuick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed GmbH, Bad
Oeynhausen, BRD) iiber Anionenaustauscherchromatographie nach den Herstellerangaben.
Die groBere Mengen an Plasmid-DNA aus E. coli wurde mit Hilfe des JETSTAR Plasmid
Midiprep Kit (Genomed GmbH, Bad Oeyenhausen, BRD) nach demselben Prinzip isoliert.

2.3.3.2 Minipriparation von Plasmid-DNA aus Streptomyceten

Die Plasmid-Isolation aus Streptomyceten verlief bis auf wenige Abweichungen analog zu der

aus E. coli:

Aus einer 48 h alten Kultur (2.2.1.4) wurden 1,5 ml abgenommen und abzentrifugiert
(13500 rpm, 5 min, RT). Das Pellet wurde mit 200 ul TE(H)-Puffer versetzt, 10 ul einer
Lysozym-Losung (2 mg/ml) zur Protoplastierung zugegeben und bei 37 °C fiir 30 min

inkubiert. Die weitere Schritte sind identisch mit Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli.

2.3.4 Isolation und Amplifikation von A-EMBL3-Phagen

2.3.4.1 Bestimmung des Phagentiters

Um gewiinschte Einzelplaques zu erhalten, wurde zunichst eine Verdiinnungsreihe der
Phagensuspension (2.3.4.2) in SM-Puffer erstellt. Je 10 pl der Verdiinnungsreihe des
Phagenlysats wurden mit 50 ul aufkonzentrierter Kultur von E. coli K803 versetzt und bei
37 °C fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz in 5 ml Mg-Top-Agar (45 °C)
aufgenommen, gut gemischt und auf LBM-Platten iiberschichtet. Nach einer iiber Nacht-
Inkubation bei 37 °C konnte der Phagentiter bestimmt werden. Bakterienplaques auf LBM-
Agarplatten konnen bis zu drei Monaten bei 4 °C gelagert werden.
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SM-Puffer

Tris/HCl 50 mM
MgSO, 10 mM
NaCl 100 mM
pH 7,5

2.3.4.2 A.-EMBL3-Phagenlysat

Eine entsprechende Menge an Phagen (10° bis 10°) eines Phagenlysats wurden zu 50 pl einer
tiber Nacht-Kultur von E. coli K803 gegeben und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Diese
Bakterien-Phagensuspension wurde in 200 ml LBM-Medium im Vierschikane-
Erlenmeyerkolben {iberimpft. Die Kultur wurde tiber Nacht bei 37 °C mit 180 rpm
geschiittelt. Die intakten Bakterienzellen wurden durch Zugabe von 4 ml Chloroform und
20miniitiges Weiterschiitteln lysiert. Nach dem Absinken des Chloroforms wurde der
wissrige Uberstand zur PEG-Fillung der Phagen in einen SS34-Sorvallrdhrchen iiberfiihrt.
Um die bakterielle DNA und RNA zu hydrolysieren, wurde je 10 ul DNase und RNase
(Endkonzentration 1 pg/ml) zugegeben und bei RT fiir 30 min inkubiert. Es folgte ein
Aussalzen der bakteriellen Proteine durch Zugabe von NaCl in einer Endkonzentration von
1 mol/l fiir 1 h bei 4 °C. AnschlieBend wurde der Ansatz durch Zentrifugation (15000 g, 4 °C,
25 min) pelletiert. Der in ein neues ZentrifugengefiB iiberfiihrte Uberstand wurde 10 %ig mit
PEG 6000 (40 %) versetzt und gut gemischt. Zur Quervernetzung der Phagen durch PEG
6000 wurde der Uberstand iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei
15000 g und 4 °C fiir 10 min und der Uberstand wurde verworfen. Das erhaltene Phagenpellet
wurde durch erneutes Zentrifugieren (15000 g, 4 °C, 2 min) aufkonzentriert und in SM-Puffer

(1/40 des Ausgangsvolumens) aufgenommen.

2.3.4.3 DNA-Isolierung aus A-Phagen

Die resuspendierten Phagen (2.3.4.2) wurden in Aliquots von je 0,5 ml in 1,5 ml-
ReaktionsgefdaBe iiberfithrt, um PEG 6000 zu extrahieren. Die Ansdtze wurden mit dem
doppelten Volumen Chloroform versetzt, vorsichtig gemischt und abzentrifugiert (12000 g,

5 min) Der wissrige Uberstand, in dem sich die Phagen befinden, wurde in neue 1,5 ml-
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Reaktionsgefale tiberfiihrt. Um die Phagen-DNA aus dem Phagen-Capsid zu isolieren, muf3
die aus Proteinen bestehende Capsidhiille destabilisiert werden. Durch Zugabe von 10 pl
EDTA (pH 8,0) kommt es zur Chelatkomplexbildung mit Mg**-Ionen, welche fiir die
Stabilitdt des Capsids verantwortlich sind. Die so aufgelockerte Capsidhiille wurde mit 8 pl
SDS (20 %) denaturiert (bei RT, 10 min) und die Phagen-DNA aus dem Capsid freigesetzt.
Im AnschluB erfolgte eine Phenol/Chloroform-Extraktion (2.3.6.1) und eine
Alkoholprizipitation (2.3.6.2).

Um A-Phagen-DNA mit hohem Reinheitsgrad und in groer Menge zu erhalten, wurde das
auf Anionenaustauschchromatographie basierende QITAGEN® Lambda Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden, BRD) verwendet.

2.3.5 Isolation chromosomaler DNA aus Actinoplanes sp.

50 ml TSB-Medium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben wurden mit 5 ml Gefrierstammkultur
(2.2.1.3) inkubiert und fiir 72 h bei 28 °C und 150 rpm kultiviert. Anschliefend wurden
weitere 50 ml TSB-Medium in einem 500 ml Erlelmeyerkolben mit 5 ml aus dieser Vorkultur
beimpft und fiir 48 h bei 28 °C und 150 rpm kultiviert. Nach der Zellernte (5000 g, RT,
10 min) wurden die Zellen in 5 ml TEN-Puffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert
(5000 g, RT, 10 min). AnschlieBend wurde das Pellet mit 20 ml Lysis-Puffer versetzt, zur
Protoplastierung Lysozym in einer Konzentration von 5 mg/ml zugesetzt und bei 37 °C fiir
30 min inkubiert. Durch Zugabe von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml in Lysispuffer) und
0,5 ml SDS-Stammldsung (20 %) wurden die Protoplasten wéihrend der Inkubation bei 70 °C
(15 min) zerstort und anschlieBend auf Eis gelagert. Je 600 pl der Ansédtze wurden in 1,5 ml-
Reaktionsgedfe verteilt, mit 100 pul KAc-Puffer (SM) versetzt und 15 min auf Eis inkubiert.
Nach Zugabe von 1 Volumen eiskaltem Isopropanol (-20 °C) zum Uberstand wurde der
Ansatz gemischt, bis weillliche Flocken chromosomaler DNA sichtbar waren. Die
ausgefallene chromosomale DNA wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze in 500 pl TE-Puffer
iiberfiihrt, mit 1 pul RNase A-Stammlosung (20 mg/ml) versetzt und tiber Nacht bei 37 °C im
Warmeschrank gelost. Die geloste DNA wurde mit Hilfe einer Phenol/Chloroform-Extraktion
(2.3.6.1) gereinigt. Zur Fillung chromosomaler DNA wurden die Ansédtze mit 2 Volumen
eiskaltem Isopropanol (-20 °C) und 1/50 Volumen LiCl (4 M) versetzt. Die prétipizierte DNA
wurde in 50 pl TE-Puffer tiberfiihrt und zum Losen wiederum iiber Nacht bei 37 °C im

Wairmeschrank inkubiert.
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TEN-Puffer Lysispuffer

Tris/HCl 10 mM Tris/HCl 25 mM
NaCl 10 mM Saccharose 15 %
EDTA 1 mM EDTA 25 mM
pH 8,0 pH 8,0

SDS-Stammléung
20 % (w/v) SDS in Aqua dest.

2.3.6 Reinigung und Konzentration von DNA

2.3.6.1 Phenol/Chloroform-Extraktion
(nach Sambrook et al., 1989)

Durch die Phenol/Chloroform-Extraktion ist es moglich, Proteine und andere Zelltriimmer aus
wissrigen Nukleinsdure-Losungen zu entfernen. Die DNA-LOosung wurde hierzu mit
1 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamyalkohol (25:24:1) versetzt und kriftig gemischt. Zur
Trennung der oberen wissrigen Phase und der organischen Phase wurde der Ansatz
zentrifugiert (12000 g, 3 min, RT). Dabei wurden die durch das Phenol denaturierten Proteine
in der unteren organischen Phase bzw. in der Interphase zwischen wéssriger und organischen
Phase angesammelt. Dieser Schritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Zur Entfernung von
Phenol-Resten wurde die abgenommene wissrige Phase zweimal mit 1 Volumen
Chloroform/Isoamyalkohol (24:1) ebenso extrahiert. Schlieflich wurde die wissrige Phase
zur Fillung der DNA einer Alkoholprézipitation (2.3.6.2) unterzogen.

2.3.6.2 Alkoholprazipitation

Zur Féllung der DNA wurde die wissrige Phase im Anschluf3 an eine Phenol/Chloroform-
Extraktion mit 1 Volumen eiskaltem Isopropanol (-20 °C) versetzt und gut gemischt. Zur
Pelletierung von Plasmid-DNA erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C, 12000 g und fiir 30 min.
Das Pellet wurde mit 200 ul eiskaltem 70%igem Ethanol (-20 °C) iiberschicht und erneut
abzentrifugiert (13500 rpm, 10 min, 4 °C), um Salze zu entfernen. Nach dem Trocken des
Pellets im Vakuumkonzentrator (5 min, 45 °C) wurde die DNA in 19 pl TE-Puffer und 1 pl
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RNase A (0,1 mg/ml) aufgenommen. Zum Losen der DNA wurde der Ansatz fiir mindest. 1 h
bei 37 °C im Wéarmeschrank inkubiert.

2.3.7 Filterblattdialyse

Ein Celluloseester-Filter (Fa. Millipore, Frankreich) mit einer Porengréf3e von 0,025 um (Typ
VWSP) wurde auf die Oberfldche einer mit Aqua dest. gefiillten Petrischale gelegt (gldnzende
Seite nach oben). Maximal 60 ul DNA-L6sung wurde auf das Filterblattchen aufpipettiert und

nach 30 min die gereinigte DNA-L6sung wieder aufgenommen.

2.3.8 Isolation und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des JETQUICK Gel
Extraction Spin Kits (Genomed GmbH, Bad Oeynhausen, BRD) nach Angaben des

Herstellers

2.3.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction)

Mit Hilfe der Polymerase—Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) konnen gezielt
ausgesuchte DNA-Bereiche aus einem Gemisch vom DNA-Molekiilen in vitro amplifiziert
werden.

Es wurde fiir alle Reaktionen die Pfu- (Promega GmbH, Mannheim, BRD) bzw. Vent'™-
Polymerase (New England Biolabs GmbH, Schwalbach, BRD) eingesetzt. Die
Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotide (Tm) wurde nach folgender Formel berechnet
(Itakura et al., 1984):

Tm (°C) = [4 °C x GC-Paar + 2 °C x AT-Paar] — 5 °C
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Die Reaktionsansitze wurden wie folgt zusammenpipettiert:

Reaktionsansatz

Polymerase-Puffer mit Mg®* (10 x) 10l

dNTPs (2 mM) 10 ul

Primer 1 (1 pg/pl) 1 pl

Primer 2 (1 pg/ul) 1 pl

Template-DNA (0,2 ng/ul) 1 ul

Formamid bzw. DMSO 1 ul

Aqua dest. ad 100 pul

DNA-Polymerase 1 pl (nach der initialen Denaturierung)

PCR-Programm:
1. initiale Denaturierung 98 °C 5 min

2. Zugabe DNA-Polymerase (hot start)

3. Denaturierung 95 °C 1 min -

4. Hybridisierung variabele Temp. 1 min 35x
5. Elongation 72 °C variable Zeit —

6. terminale Elongation 72 °C 4 min

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des JETPURE-Kits (Genomed GmbH, Bad Oeynhausen,
BRD) nach Herstellerangaben aufgereinigt, um Salze, Oligonukleotide und das Enym aus den

Ansétzen zu entfernen.

2.3.10 Modifizierung von DNA

2.3.10.1 Restriktion von DNA

Zur spezifischen Spaltung von DNA-Molekiilen wurden Restriktionsendonukleasen sowie die

mitgelieferten Puffer der Firmen MBI Fermentas (St. Leon-Rot, BRD) und New England
Biolabs (Schwalbach/Taunus, BRD) verwendet.
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Beispiel fiir einen Restriktionsansatz:

DNA-Lé&sung (1 pg/ul) 1 ul
Restriktionspuffer (10 x) 1 pl
Restriktionsenzym (1 U/ul) 1 ul
Aqua dest. ad 10 pl

2.3.10.2 Dephosphorylierung von 5’ -Enden

Um die Rate der Vektor-Religationen bei Klonierungen mdoglichst herabzusetzen, wurden die
5" -Phosphatgruppen restringierter DNA-Fragmente durch Dephosphorylierung entfernt. Nach
der Restriktion des Vektors wurde pro 50 ng DNA 1 U SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase,
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, BRD) eingesetzt und fiir 1 h bei 37 °C, inkubiert.
Anschliefend wurde das Enzym bei 65 °C fiir 15 min hitzeinaktiviert.

Beispiel fiir einen Dephosphorylierungsansatz:

Vektor 3 ul
SAP-Puffer (10 x) 1 ul
SAP (1 U/ul) 1 ul
Aqua dest. ad 10 pl

SAP-Puffer (10 x)

NaCl 1 M
Tris/HCl 500 mM
MgCl, 200 mM
Dithiothreitol 10 mM
pH 7,9

2.3.10.3 Ligation von DNA

Durch DNA-Ligasen wird die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten
5"-Phosphatenden und 3 -Hydroxygruppen katalysiert. Die vom Phagen T4 kodierte Ligase
(68 kD) wird hiufig in der Gentechnik eingesetzt, da diese nicht nur Restriktionsfragmente

mit {iberstehenden Enden, sondern auch mit glatten Enden effizient miteinander verkniipfen
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kann (Sgaramella & Kohrana, 1972). Sie bendtigt ATP als Energiequelle und Mg*" als
Cofaktor. Zur Vermeidung unerwiinschter Nebenprodukte (wie z. B. dem Ringschluf3 des
Vektors) wird die Insert-DNA in einer hoheren molaren Konzentration als Vektor-DNA
eingesetzt. Das molare Verhéltnis von Vektor- zu Insert-DNA sollte dabei 1:5 betragen.
Glatte Enden konnen durch hohere Enzymkonzentration, durch Zugabe von
Polyethlylenglykol (PEG 8000) und Erhohung der ATP-Konzentration (Ferretti &
Sgaramella, 1981) effizient ligiert werden.

Zur Auftrennung der DNA-Enden wurden die Ansétze zufor fiir 5 min bei 65 °C inkubiert,
auf Eis abgekiihlt und T4-DNA-Ligase und T4-Ligase-Puffer (MBI Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, BRD) zugegeben. Die Ligationsansidtze wurden iiber Nacht bei 14,5 °C im
Wasserbad inkubiert.

2.3.10.4 Auffiillungsreaktion iiberstehender 5’ -Enden

Zur Erzeugung glatter Enden konnten 5'-iiberstehende Enden von DNA-Fragmenten
aufgefiillt werden. Die Auffiillungsreaktion wurde in einem Mastercycler (Eppendorf,
Netheler, Hinz GmbH, Hamburg, BRD) durchgefiihrt. 8 pul Vektor (4 — 5 pg/ul) und 2 pl
Sequinase Rxn-Puffer (5 x) (Sequitherm Excel Kit LC, Biozym GmbH, Hess Oldendorf,
BRD) wurden in einem 0,5 ml Reaktionsgefdll zusammenpippetiert. Nach der Sminiitigen
Denaturierung bei 68 °C im Cycler wurde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden folgende

Komponenten zugegeben:

Auffiillungsreaktionsansatz iiberstehender 5’ -Enden:
Dithiothreitol 1 ul
dNTPs (80 uM) 2,5 ul
Sequinase (VF: 8 x) 2 ul

Es folgten 35 Reaktionszyklen mit je einer Hybridisierungsphase (15 s, 37 °C) und einer
Synthesephase (5 s, 75 °C).
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2.3.11 Transformationstechniken

2.3.11.1 Tranformation von E. coli

Um die Transformationseffizienz nicht natiirlich kompetenter Bakterien zu erhdhen, werden
durch chemisch/physikalische Vorbehandlungen kompetente Zellen hergestellt (wie z. B.
durch Behandlung mit eiskaltem CaCl, im Fall von E. coli) (Mandel & Higa, 1970). Infolge
eines kurzzeitigen Hitzschocks (42 °C, 2 min) kann die DNA dann in die Zelle eindringen

(Rodriguez & Tait, 1983).

Mit der zu transformierenden E. coli-Vorkultur wurden 50 ml LB-Medium 3 %ig (v/v)
inokuliert und bis zu einer ODs46 von 0,7 angezogen. Nach der Zentrifugation (5000 g, 7 min,
4 °C) wurden die Zellen in 5 ml eiskalter CaCl,-Losung (100 mM) resuspendiert. Nach
30miniitiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut zentrifugiert (5000 g, 7 min, 4 °C)
und in 1 ml eiskalter CaCl,-Losung (100 mM) aufgenommen. Je 200 ul kompetente Zellen
wurden mit der zu transformierenden DNA (1 — 2 pg der Plasmid-DNA) gemischt und fiir
30 min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Ansatz fiir 2 min einem Hitzschock bei 42 °C
(Hitzeschock) inkubiert. Zur Regeneration der Zellen wurden 890 pl LB-Medium, 100 pl
Glucoselosung (20 %) und 10 pl Thiamin-Stammldsung (10 mg/ml) zugegeben und im
Thermoschiittler (37 °C, 90 min, 450 rpm) inkubiert. Aliquots (20 — 200 pul) wurden auf
entsprechende Selektivndhrboden ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C im Wairmeschrak

inkubiert. Zur Blau-Weiss-Selektion der transformierten Zellen wurden hierzu AIX-Platten

verwendet.

AIX-Agar

LB-Medium 1 1
IPTG-Stammldsung (200 mg/ml) 1 ml
X-Gal-Stammldsung (20 mg/ml) 200 ul
Ampicillin-Stammlésung (100 mg/ml) 2 ml
Agar L5 % (w/v)

Nach dem Autoklavieren des LB-Mediums mit Agar wurden IPTG-, X-Gal- und Ampicillin-

Stammlosung zugegeben.
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2.3.11.2 Transformation von Streptomyceten

(Hopwood et al., 1985)

Zur Herstellung von Protoplasten wurde eine 18 h alte Streptomyceten-Kultur in YEME-
Medium verwendet (2.1.4.1). Die Zellen wurden abzentrifugiert (5000 g, 10 min, bei RT), in
5 ml P-Puffer resuspendiert und zur Protoplastierung mit Lysozym (2 mg/ml in P-Puffer)
versetzt. Der Ansatz wurde im Wasserbad (37 °C) fiir 2 — 3 h inkubiert, wobei die Zellen
mikrokopisch kontrolliert wurden. Zur Abtrennung der Mycelreste wurde der gesamte Ansatz
in eine sterile, mit Watte gefiillte Spritze tiberfiihrt und filtriert. Um das Volumen des Filtrats
einzuengen, wurde der Ansatz zentrifugiert (3000 g, 10 min, bei RT) und das
Protoplastenpellet in 1 ml P-Puffer resuspendiert. Ein Aliquot von 100 pl der Protoplasten-
Suspension wurde mit der zu transformierenden Plasmid-DNA (=1 pg) in einem 1,5 ml-
Reaktionsgefdl gemischt und 200 pl T-Puffer zugegeben. Der Ansatz wurde vorsichtig
durchmischt und danach mit 1,2 ml P-Puffer versetzt. Der Ansatz wurde auf SPMR-Platten
ausplattiert und bei 28 °C iiber Nacht inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne
Plasmid ausplattiert. Die Platten wurden mit einer entsprechenden Antibiotika-Losung
iberschichtet. Nach einer Inkubation von 3 — 4 Tagen konnten resistente Transformanten

identifiziert werden.

P-Puffer

Saccharose 103 g/l

K,SO4 0,25 g/l

MgCl, (x 6 H20) 2,02 g/l

Spurenelemente 2 ml

KH,PO4 (0,5 Y%w/v) 10  ml (nach dem Autoklavieren zugegeben)
CaCl, (3,68 % w/v) 10  ml (nach dem Autoklavieren zugegeben)
TES (5,73 % w/v, pH 7,2) 10 ml (nach dem Autoklavieren zugegeben)

Aqua dest. ad 1000 ml
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T-Puffer

Saccharose (10 % w/v) 25 ml

H,O 75  ml

Spurenelemente 0,2 ml

K5S04(2,5 % wiv) 1 ml

Tris/Maleinat (1 M, pH 8,0) 0,5 ml (nach dem Autoklavieren zugegeben)
CaCl, (5M) 0,2 ml (nach dem Autoklavieren zugegeben)

PEG 1500 25 % (w/v) (nach dem Autoklavieren zugegeben)

2.3.12 Hybridisierung von DNA

Die zu untersuchende DNA wurde durch Hybridisierung mit nicht radioaktiv-markierten,

komplementéren Nukleinsduremolekiilen (= Sonde) analysiert.

2.3.12.1 Nicht radioaktive Markierung von DNA durch random priming

Bei der Synthese nicht radioaktiv-markierter DNA-Sonden dienen einzelstringige, lineare
DNA-Fragmente als Matrize fiir das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli.
Ausgehend von zufdllig an die Matritzen-DNA bindenden Hexanukleotiden (random-
Hexanukleotide) wird bei Synthese des komplementidren DNA-Stranges in Gegenwart von

dNTPs und Digoxigenin-dUTP ca. alle 20 — 25 Nukleotide ein Digoxigenin-dUTP eingebaut.

Linearisierte dsDNA (0,5 — 1,0 pg) wurde in einem 1,5 ml-Reaktionsgefdl mit Aqua dest. auf
ein Gesamtvolumen von 15 pl aufgefiillt, fiir 10 min bei 100 °C (im Wasserbad) denaturiert
und aus Eis abgekiihlt. Danach wurden die folgenden Komponenten des DIG DNA Labeling
Kits (Boehringer Mannheim, BRD) zupipettiert:

Hexanukleotid-Gemisch (10 x) 2 ul
dNTP-Markierungsgemisch (10 x) 2wl
Klenow-Enzym (2 U/ul) 1wl
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Nach {iiber Nacht-Inkubation bei 37 °C wurde das Reaktionsgemisch in 25 ml
Hybridisierungspuffer (s. 2.3.12.3) aufgenommen und als Sonde fiir die Hybridisierung bei
-20 °C gelagert. Vor jeder Verwendung wurde die Sonde jeweils fiir 10 min im Wasserbad bei
100 °C denaturiert.

2.3.12.2 Transfer von Nukleinsiiuren auf Nylonmembranen

2.3.12.2.1 Koloniefilter-Hybridisierung

Mit Hilfe der Koloniefilter-Hybridisierung kdnnen gleichzeitig eine groBe Anzahl von Klonen
nach einer bestimmten DNA-Sequenz durchsucht werden. Zundcht wurden mehrere hundert
Klone auf eine Selektivagar-Platte iiberpickt und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach einer
mindestens 30miniitigen Inkubation der Platte bei 4 °C wurde eine Hybond-N-Rundmembran
(Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig, BRD) auf die Oberfliche der Platte
aufgelegt und die Position der Membran durch Einstiche mit einer Kaniile markiert. Nach
einer 10miniitigen Inkubation wurde die Membran abgezogen. AnschlieBend wurde die
Membran mit der das Zellmaterial tragenden Seite nach oben nacheinander fiir je 10 min auf
mit SDS-Loésung (10 % (w/v)), Denaturierungspuffer und Neutralisierungspuffer getrinktes
GBO002-Papier (Schleicher und Schuell GmbH, Dassel, BRD) inkubiert. Die Membran wurde
an der Luft getrocknet und fiir 30 min bei 80 °C hitzefixiert. Die Membran konnte direkt fiir

eine Hybridisierung (2.3.12.4) oder bis auf weiteres trocken bei 4 °C gelagert werden.

Denaturierungspuffer
NaCl 5 M
NaOH 0,5 M

Neutralisierungspuffer
NaCl 2 M
Tris/HCl 1 M
pH 55
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2.3.12.2.2 Plaquehybridisierung

Mit Hilfe der Titerbestimmung der A-EMBL3-Genbank (2.3.4.1) wurde die Menge an
Phagenlysat bestimmt, um eine ausreichend gro3e Anzahl an auszéhlbaren Einzelplaques zu
erzielen. 10 pl einer Phagen-Suspension wurden mit 50 pl aufkonzentrierter Kultur E. coli
K803 fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Ansdtze wurden zu 5 ml Mg-Top-Agar gegeben,
kurz gemischt, auf LBM-Platten ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.Vor dem
Plaquetranfer auf eine Hybond-N-Rund-Membran wurden die LBM-Platten mindestens fiir
1 h bei 4 °C inkubiert. Die weiteren Schritte erfolgten wie unter 2.3.12.2.1 beschrieben. Nach
der Freisetzung der DNA aus den Phagenkdpfen wurde die Membran durch UV-Licht
(302 nm) fiir 5 min fixiert. Die sich anschlieBende DNA-Hybridisierug erfolgte wie unter
(2.3.12.4) beschrieben.

2.3.12.2.3 Southern Blot

Unter dem Begriff Blotting versteht man den Transfer geladener Molekiile auf die Oberfléche
einer immobilisierenden Membran (Southern Blot, Northern Blot, Western Blot) Diese

Methodik erweitert die Nachweismoglichkeiten fiir elektrophoretisch getrennte Fraktionen

(Darnell et al., 1994).

Mit Hilfe des von E. M. Southern (1975) entwickelten Southern Blottings werden die zuvor
im Gel elektrophoretisch aufgetrennten DNA-Fragmente durch Kapillarkrifte auf eine Nylon-
oder Nitrocellulosemembran iibertragen, immobilisiert und mit Hilfe von DNA-Sonden
analysiert.

Nach Auftrennung der hydrolysierten DNA wurde das Agarosegel mit Ethidiumbromid
angefarbt und photographiert (2.3.1). Um den Kapillar-Transfer von DNA-Fragmenten aus
dem Gel auf eine Hybond-N-Nylonmembran (Amersham Buchler GmbH & Co KG,
Braunschweig, BRD) als Tragermatrix zu erleichtern, wurde die DNA in dem zu blottenden
Gel zunicht fir 15 min mit HCI (0,1 M) depuriniert. AnschlieBend wurde das Gel im Aqua
dest. gewaschen und nacheinander fiir jeweils 30 min mit Denaturierungs- und
Neutralisierungspuffer behandelt. Eine Blotwanne wurde mit Zellstoff und mehreren Lagen
GBO002-Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) ausgelegt. Das Gel wurde auf dem
Filterpapier platziert und die Blotwanne mit SSC-Puffer (20 x) bis unterhalb des Gels
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aufgefiillt. Die Nylonmembran wurde luftblasenfrei auf das Gel aufgelegt und Geltaschen auf
der Membranriickseite mit einem Kugelschreiber markiert. Die Membranrdnder wurden mit
Haushaltsfolie abgedeckt, um laterale Diffusion zu verhindern. Die Membran wurde mit
einigen Lagen Filterpapier und Zellstoff bedeckt und durch ein Gewicht beschwert. Der
Kapillar-Transfer erfolgte 2 h oder iiber Nacht. Zur DNA-Fixierung wurde die Membran
anschlieBend so behandelt, fiir 5 min mit UV-Licht (A = 302 nm) bestrahlt und an der Luft
getrocknet. Die Membran konnte direkt einer Hybridisierung (2.3.12.4) zugefiihrt oder in
Plastikfolie eingeweilt, bei 4 °C gelagert werden.

2.3.12.3 DNA-DNA Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde in einer Hybridisierungsrohre platziert, mit Hybridisierungspuffer
tiberschichtet und fiir 1 h bei 68 °C im Hybridisierungsofen prahybridisiert, um so eine
Absittigung unbesetzter Bindungsstellen auf der Membran zu gewihrleisten. Nach dem
Abgieflen des Hybridisierungspuffers wurde dieser durch die denaturierte DNA-Sonde
(2.3.12.1) ersetzt und iiber Nacht bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Sonde
wurde am darauffolgenden Tag wieder abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C aufbewahrt. Zur Entfernung ungebundener Sonden-DNA wurde die Membran zweimal
fiir je 5 min in Waschpuffer (2 x) bei Raumtemperatur und zweimal fiir je 10 min in
Waschpuffer (0,1 x) gewaschen. AnschlieBend wurde die Membran fiir den immunologischen

Nachweis (2.3.12.5) eingesetzt.

Hybridisierungspuffer

SSC 5x

SDS 0,02 % (w/v)
N-Lauroylsarcosin 0,1 % (w/v)
Blocking Reagenz 1 % (W/Vv)

Nach dem Autoklavieren und Abkiihlen des Hybridisierungspuffer wurde das Blocking Reagenz
(Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, BRD) zugegeben, fiir ca. 30 min bei 50 — 70 °C geldst und bei

4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Waschpuffer (2 x)
SSC 2x
SDS 0,1 % (w/v)

Waschpuffer (0,1 x)
SSC 0,1 x
SDS 0,1 % (w/v)

2.3.12.4 Immunologischer Nachweis

Die gewaschene Membran (2.3.12.3) wurde fiir 1 min bei RT in Puffer I dquilibriert, und fiir
30 — 60 min bei RT in Puffer II inkubiert. Durch Puffer II werden die unbesetzten
Bindungsstellen auf der Membran abgesittigt. Das Antikorper-Konjugat wurde 1:10000 in
Puffer II verdiinnt und die Membran fiir 1 h bei RT in der Antikorperldsung inkubiert. Zur
Entfernung von ungebundenem Antikorper-Konjugat wurde zweimal fiir je 15 min in Puffer [
gewaschen. Danach wurde die Membran fiir 2 min in Puffer III &quilibriert und in einer
Plastikfolie platziert. Das Antikorper-Konjugat, das mit einer alkalischen Phosphatase
gekoppelt ist (Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragmente; Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
BRD), koppelt spezifisch an das Digoxigenin der DNA-Sonden. Anschlieend erfolgt die
Zugabe des Chemolumineszenzsubstrates CSPD (C;sH,;07PNa,; Roche Diagnostic GmbH,
Mannheim, BRD). CSPD wird durch gebundene alkalische Phosphatase zum instabilen
Phenoxid-Dioxethan umgesetzt. Das Phenoxid-Dioxethan zerfillt in Adamantanon und ein
angeregtes Methyl-meta-oxybenzoat, welches Licht emittiert. Die CSPD-Stammlésung wurde
1:100 in Puffer III verdiinnt und mit einer Pipette auf der Membran verteilt. Die Membran
wurde luftblasenfrei in einer Folie eingeschweillt und nach einer 15miniitigen Inkubation bei
37 °C fiir 30 — 60 min zum Nachweis der Lichtemission auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm

MP, Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig, BRD) exponiert.

Puffer I
Maleinséure 100 mM
NaCl 150 mM

pH 7,5



Material und Methoden 43

Pufer I1
1 % (w/v) Blocking Reagenz (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, BRD) in Puffer I, bei 50 — 70 °C
geldst und bei 4 °C gelagert.

Puffer I11

Tris/HCl 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
pH 9,5

2.3.13 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierungen erfolgten mittels einer modifizierten nicht radioaktiven Form des
Kettenabbruch-Verfahrens nach Sanger (1977). Die Sequenzierungsreaktion wurde unter
Verwendung des SequiTherm EXCEL™ II Kits (Biozym Diagnotik, Hess, Oldendorf, BRD)
nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir eine solche nicht radioaktive
Sequenzierung wurden Infrarot (IRD-41)-5"-endmarkierte Primer (Tab. 2.4) eingesetzt, wobei
iber einen N-Linker der Infrarot-Chromophor IRD-41 kovalent an das jeweilige 5'-Ende des

Primers gebunden ist.

Beispiel fiir einen Reaktionsansatz zur Sequenzierung:

Plasmid-DNA (0,5 — 1,0 pg/ul) 1 ul
Primer (5 pmol/pl) 2 pl
Sequenzierungspuffer 72

SequiTherm-DNA-Polymerase (5 U/ul) 1 pl
Aqua dest. ad 17 pl

Je 2 pl der vier Terminationsmixe (SequiTherm EXCEL™ II Long-Read™ 2X Premix A, C,
G, bzw. T) wurden in jeweils einem 0,5 ml-Reaktionsgefal3 auf Eis vorgelegt. Je 4 ul des
Primer-DNA-Gemisches wurden in diese Reaktionsgefile  zupipettiert.  Die

Sequenzierungsreaktion wurde im Mastercycler (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg,

BRD) durchgefiihrt. PCR-Schritte erfolgten nach fogendem Ablauf:



Material und Methoden

44

PCR-Programm

1. initiale Denaturierung 95 °C
2. Denaturierung 95 °C
3. Hybridisierung 50 °C
4. Elongation 70 °C
5. terminale Elongation 70 °C

5 min
30s
15s
1 min

2 min

35x

Nach Beendigung des Programms wurden die Ansitze mit jeweils 3 pul Formamid-Ladepuffer

versetzt und kurz vor dem Auftragen auf das Gel fiir 3 min bei 95 °C denaturiert.

2.3.13.1 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Gelplatten mit dem entsprechenden Zubehor wurden zundchst mit 10 %iger SDS-Losung,

dann mit abs. Ethanol gereinigt und entfettet. Zur Herstellung der Gelmatrix wurden

vorgefertige Losungen (Biozym, Diagnostik GmbH, Hess Oldendorf, BRD) eingesetzt. Das

Gel wurde zwischen die mit Klammern befestigten Gelplatten gegossen. Nach 2stiindiger

Polymerisation des Gels wurden die Gelplatten gereinigt und das Gel wurde vertikal in die

Sequenzierungsapparatur eingespannt. Die beiden Pufferresservoirs der Apparatur wurden mit

TBE-Puffer (1 x) bis zur Markierung gefiillt. Nach dem Aufgetragen von je 1,5 pl der
Reaktionsansétze (2.3.13) auf das Gel wurde die Elektrophorese iiber Nacht bei 15000 Volt

durchgefiihrt. Zur Detektion der Infrarot-makierten DNA-Fragmente wurde die automatische

Sequenzierungsanlage DNA Sequencer Modell 4000L (LI-COR GmbH, Licon, Nebrasca,

USA) verwendet.

Zusammensetzung der Polyacrylamidgels
SequagelTM XR 30 ml
SequagelTM Complete 7,5 ml
APS (10 % (w/v)) 300 wl
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2.4 Physiologische Untersuchungen

2.4.1 Zellaufschluss von Streptomyceten

Zur Gewinnung zellfreier Extrakte aus Streptomyceten erfolgte zunichst eine Zellernte durch
Zentrifugation bei 4 °C, 5000 g und fiir 10 min. Darauf folgte ein Waschschritt in 10 ml
Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 7,5). AnschlieBend wurden die Zellen wiederum in 1 ml kaltem
Tris/HCI Puffer (50 mM, pH 7,5) pro g Feuchtmasse aufgenommen. Der Zellaufschluss durch
Ultraschall erfolgte in 8 x Intervallen mit je 15 s Pause und 15 s Beschallung unter
verwendung einer Mikrospitze MS 72-Sonde (Branson Instruments, Stanford, Conneticut,
USA). Wihrend des Zellaufschlusses wurden die Proben durch ein Eisbad gekiihlt. Um
Cytoplasma-, Membranfraktion und nicht aufgeschlossene Zellen zu beseitigen, wurde das
Homogenisat fiir 30 min bei 5000 g und 4 °C abzentrifugiert, wobei der Uberstand

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert wurde.

2.4.2 Proteinisolation

2.4.2.1 Heterologe Proteinexpression mit dem pET19b-System (Novagen, 1992)

Zur Uberexpression von Proteinen wurde das pET-System mit His-tag in E. coli verwendet.
Dabei werden die Gene fiir die zu exprimierenden Proteine unter die Kontrolle des T7-
Promotors gestellt. Zur Expression wird das Plasmid in den Expressionswirt E. coli BL21
(DE3) pLysS transformiert. Der Stamm E. coli BL21 (DE3), der iiber ein chromosomal
lokalisiertes T7-RNA-Polymerase-Gen unter Kontrolle des /acUV5-Promotors verfiigt, diente
als Expressionswirt. Durch Zugabe von IPTG ist der lacUV5-Promotor induzierbar. Ferner
tragt der Wirtstamm den Vektor pLysS, welcher fiir das T7-Lysozym codiert. Die Zellen

konnen durch Einfrieren oder durch Zugabe von Detergenzien lysiert werden.

Eine 150 ml-LB-Kultur (Difco Laboratories, Detroit, USA) wurde bei 180 rpm und 37 °C bis
zu ODggp von 0,3 — 0,6 fermentiert. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von
1 mM IPTG. AnschlieBend wurde die Kultur bei 15 °C und 180 rpm {iiber Nacht im
Luftschiittler inkubiert (New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, N.J., USA). Die Zellen
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wurden geerntet (5000 g, 10 min, 4 °C) und bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung (2.4.2.2)
aufbewabhrt.

2.4.2.2 Aufreinigung heterolog exprimierter Proteine mittels Ni-

Affinititchromatographie

Der Zellaufschluf3 erfolgte durch Einfrieren und Auftauen der E. coli-Zellen wie unter 2.4.2.1
beschrieben. Fiir die native Aufreinigung des rekombinanten His-fag-Proteins wurden die
lysierten Zellen in 5 ml Aufschlusspuffer pro g Zellfeuchtgewicht resuspendiert, in 2 ml
ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und bei 4 °C abzentrifugiert (20 min, 13500 rpm). Der Uberstand
wurde erneut in 2 ml Reaktionsgefdfe tiberfiihrt und abzentrifugiert, um eventuelle Zellreste
vollstindig zu entfernen. AnschlieBend wurde der Uberstand (ca. 4 ml) mit 600 pl Ni-NTA-
Matrix (Qiagen GmbH, Hilden, BRD) in einem Falcon-Tube versetzt und fiir 1 h bei 4°C
unter Rithren inkubiert. Danach wurde das Lysat-Ni-NTA-Gemisch auf eine leere PD10-Saule
gegeben. Nach der Absetzung der Ni-NTA-Agarose wurde der Uberstand ablaufen gelassen.
Danach wurde die S&ule mit Imidazolpuffer (2 ml 5 mM, 2 ml 10 mM und 1 ml 50 mM)
gewaschen. Das Protein wurde mit 1 ml 50 mM und 2 ml 250 mM Imidazolpuffer von der Ni-
NTA-Matrix eluiert und Proben der einzelnen Fraktionen auf einem SDS-Polyacrylamidgel

(2.4.4.1) analysiert. Alle Aufreinigungsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Aufschlusspuffer

NaH,PO, 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 3 mM
Tween 20 0,1 % (v/v)
pH 8,0
Imidazolpuffer

AufschluBBpuffer mit 5 mM/10 mM/50 mM/250 mM Imidazol
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2.4.2.3 Aufkonzentrierung des Proteins

Die Elutionsfraktionen (2.4.2.2) wurden auf eine Centripus'"-Séule (Vivascience Ltd, UK)
mit einer AusschluBgrole von 50 kDa gegeben und durch Zentrifugation (4000 g, bei 4 °C)
fiir 5 — 20 min ankonzentriert. Danach wurde die Proteinlésung mit 4 ml von Tris/HCI- bzw.
Na-Phosphat-Puffer (50 mM, pH7,0) umgepuffert. Zum Auffangen des Eluats in 2 ml-
Reaktionsgefd3 wurde die umgedrehte Saule zentrifugiert (4 °C, 3 min und 4000 g).

2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) beruht auf der Bildung eines Farbstoff-Protein-
Komplexes, bei der das Absorptionmaximum des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm
verschoben wird. Die Eichung der Messung erfolgte durch Bestimmung der Extinktion von

Losung bekannter Rinerserumalbumin (BSA)-Konzentration.

Zur Proteinbestimmung wurde 20 pl Probe mit 1 ml Bradfordreagenz versetzt. Nach 10 — 30
mintitiger Inkubation bei RT erfolgte die Messung der Extinktion der Probe bei 595 nm gegen
einen Leerwert. Als Leerwert diente ein Ansatz, der mit 20 pul Aqua dest. versetzt worden
war. Die Eichung wurde mit 10 bis 100 pg/ml BSA-Ldsung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH
& Co., Deisenhofen, BRD) durchgefiihrt.

Bradford-Reagenz

Coomassie-Brilliant-Blue G250 0,1 g

Phosphorsdure (85 % (w/v)) 100 ml
Ethanol (96 % (v/v)) 50 ml
Aqua dest. ad. 1000 ml

Zuerst wurde Coomassie-Brilliant-Blue G250 (Serva Feinbiochemica GmbH Co., Heidelberg, BRD)
in Ethanol gelost und mit Wasser und Phosphorsdure aufgefiillt. Das Reagenz wurde durch einen

Faltenfilter filtriert und lichtschiitzt bei RT aufbewahrt.
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2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1973, verdandert nach Pharmacia, 1998)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in der modifizierten Version nach Pharmacia
(1998) durchgefiihrt.
Zur Herstellung der 10%igen Gele mit der GroBe 8 x 8,5 x 0,08 cm wurden folgende

Loésungen eingesetzt:

Acrylamidstammlosung

Acrylamid 29,2 % (W/v)
N,N’-Methylenbisacrylamid 0,8 % (w/v)
Trenngelpuffer

Tris/HC1 15 M

pH 8,7
Sammelgelpuffer

Tris/HCI 0,25 M

pH 6,8
Kathodenpuffer

Tris 50 mM
Glycin 400 mM
SDS 1 g
Aqua dest. ad 1000 ml
Anodenpuffer

Tris/HCl 50 mM
pH 8,8

SDS-Stammldsung
20 % (w/v) in Aqua dest.

APS-Stammlésung
10 % (w/v) in Aqua dest.
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Probenpuffer

Tris/HC1 62,5 mM
Glycerin 10 % (v/v)
SDS 2 % (W/v)
2-Mercaptoethanol 5 % (v/v)
Bromphenolblau 2,5 mg
Aqua dest. ad 1000 ml

pH 6,8

Ein Beispiel fiir einen Reaktionsansatz fiir die 10 %ige SDS-Gelelektrophorese:

Trenngel

Acrylamidstammlésung 2,65 ml
Trenngelpuffer 1,87 ml
Aqua dest. 2,92 ml
SDS-Stammlésung 37,5 ul
TEMED 7,5 ul
APS 75 ol
Sammelgel

Acrylamidstammldsung 0,86 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Aqua dest. 2,85 ml
SDS-Stammlésung 25 ul
TEMED 5 pl
APS 50 ol

Nach dem Auftragen der Proben auf das Gel wurde der elektrophoretische Lauf im
Sammelgel bei 80 Volt und beim Eintritt der Proben im Trenngel bei 120 Volt durchgefiihrt.

Als Protein-Molekulargewichtmarker wurde der High Molecular Weight Standard Mixture
SDS-6H (Sigma, Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD) verwendet, welcher folgende

Proteine enthalt:

Myosin aus Kaninchenmuskel 205 kD
B-Galactosidase aus E. coli 116 kD
Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel 97,4 kD
Albumin aus Rinderserum 66 kD

Carboanhydrase aus Rindereryhtrocyten 29 kD
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2.4.4.1 Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Brilliant Blue R250
(verdandert nach Jahnen et al., 1990)

Durch Proteinfirbung mit Coomassie Brilliant Blue R250 werden die aufgetrennten

Markromolekiile im Polyacrylamidgel sichtbar gemacht.

Férbelosung

Isopropanol 25 % (vIv)
Essigsére 10 % (v/v)
Coomassie-Brilliant R250 0,25 % (w/v)
Aqua dest. ad 1000 ml
Entfirbelosung

Isopropanol 10 % (v/v)
Essigsdure 10 % (v/v)
Aqua dest. ad 1000 ml

Das Gel wurde ca. 30 min in der Farbelosung unter stindigem Schiitteln auf einer Diffusion-Entféarbe-
Apparatur inkubiert. Um die Banden sichtbar zu machen, wurde das Gel in Entférbelosung inkubiert.

Wihrend der Inkubation des Gels wurde die Entfarbelosung mehrmals gewechselt.

2.4.5 Western Blot

Als Western Blotting bezeichnet man das Ubertragen von Protein aus Polyacrylamidgelen auf
Membranen.

Der Transfer der Proteine erfolgt aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF
(Polyvinylidenfluorid)-Membran  (Waters-Millipore, Bedford, Mass., USA) durch
Elektrotransfer mit Hilfe des Semidry-Trans-Blot® SD-Gerites (Bio-Rad Laboratories,
California, USA). Dabei bestand ein sogenanntes Blottingsandwich aus vier Lagen GB002-
Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel, BRD), der PVDF-Membran, dem SDS-Gel und
abschliefend wiederum vier Lagen GBO002-Filterpapier. Das zu blottende SDS-Gel wurde
nach der Elektrophorese von der Glasplatte geldst und fiir 10 min in Transfer-Puffer (2.4.5.1)
inkubiert. Vor dem Auflegen der PVDF-Membran auf das SDS-Gel wurde die Membran in
Methanol inkubiert, mit Aqua dest. gewaschen und zusammen mit dem SDS-Gel in Transfer-

Puffer inkubiert. Der Transfer der Proteine erfolgte fir 1 h bei 5 mA/cm® Gelfliche.
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AnschlieBend konnte die Membran dem immunologischen Nachweis His-fag-markierter

Proteinen zugefiihrt werden (2.4.5.1).

2.4.5.1 Immunologischer Nachweis von His-tzag-markierten Proteinen

(chromogener Nachweis, Qiagen 2000)

Zum Nachweis von Proteinen mit einem N-terminalen His-tag (2.4.4.1) wurde die
Blotmembran zweimal fiir 10 min in TBS-Puffer gewaschen und zur Absittigung freier
Bindungsstellen der PVDF-Membran fiir 1 h in 3 %igem Blocking-Reagenz inkubiert.
AnschlieBend erfolgten zwei Waschschritte mit TBS-Tween/Triton fiir 10 min (2 x) und TBS-
Puffer fiir 10 min (1 x). Danach folgte die Inkubation mit dem primédren Antikorper
(IgG Anti-His-7ag aus Maus, Qiagen, Hilden, BRD) in 10 ml Blocking-Reagenz fiir 1 h. Zur
Entferung der ungebundenen primdren Atikorper wurde die Membran zweimal mit TBS-
Tween/Triton-Puffer (10 min) gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt mit TBS-Puffer
(10 min) wurde sie mit dem sekunddren Antikérper, der mit alkalischer Phosphatase
gekoppelt ist (IgG Anti-Maus, Roche GmbH, Mannheim, BRD), in 10 ml Blocking-Reagenz,
fiir 1 h versetzt. AnschlieBend wurde die Membran viermal mit TBS-Tween/Triton-Puffer
(10 min) gewaschen, um die nicht an den primdren Antikérper gebundenen sekundéren
Antikorper zu entfernen. Als Substrat fiir die alkalische Phosphatase wurde ein in 10 ml
Detektionspuffer verdiinnte NBT/BCIP (Roche GmbH, Mannheim, BRD)-Gemisch
verwendet. Die alkalische Phosphatase setzt NBT/BCIP katalytisch optisch um. Der
Detektionsnachweis dauerte 5 — 45 min. Die Membran wurde zweimal mit Aqua dest.

gewaschen und bei 4 °C gelagert.

Transferpuffer TBS-Puffer
Tris/HCl 5,82 g/l Tris/HCI 10 mM
Glycin 2,93 g/l NaCl 150 mM

pH 9-94 pH 7,5
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TBS-Tween/Triton-Puffer

Tris/HCl 20 mM
NaCl 500 mM
Tween 20 0,05 % (v/v)
Triton X-100 0,2 % (v/v)
pH 7,5

Blocking-Reagenz
BSA (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co., Deisenhofen, BRD) 3 % (w/v) in TBS-Puffer

Primérer Antikorper (Qiagen, Hilden, BRD)
IgG Anti-Hiss aus Maus 10 pl

Sekundirer Antikorper (Roche GmbH, Mannheim, BRD)

IgG Anti-Maus (2 — 4 U/ml) 10 ul
Detektionspuffer

Tris/HCI 10 mM
NaCl 10 mM
pH 9,5

NBT (Nitro-Blau-Tetrazolium-Chlorid) Stammlésung
75 mg/ml in 70 %igem Dimethylformamid (pro Nachweis 90 pl)

BCIP (5-Brom-4-Chlor-3-Indolphosphat) Stammlosung
9,4 mg/ml in 67 %igem Dimethylformamid (pro Nachweis 70 ul)

2.4.6 Nachweis enzymatischer Aktivitit der MTSase (TreY)/MTHase (TreZ), TreSase

bzw. Tpslase

2.4.6.1 Qualitative Trennung der Produkte mittels Diinnschichtchromatographie

Zum Enzymtest wurden 2 — 4 pg Proteinlosung (2.4.2.3), 100 pl Substrat-Losung (20 mg/ml)
und 150 pl Puffer (Na-Phosphat- bzw. Tris/HCl-Puffer 100 mM, pH 7,0) in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal liberfiihrt und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Die Ansdtze des Enzymtests
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wurden je nach Inkubationszeit bei 100 °C fiir 3 min aufgekocht. AnschlieBend wurden die
Ansitze zentrifugiert (13000 rpm, 5 min, RT). Die 300 ul Uberstinde wurden wieder
aufgenommenen. Zur Indentifizierung der gebildeten Produkte wurden Glucose, Maltose,
Trehalose (20 mg/ml) als Standards verwendet. Je 1 ul Standardldsung und je 1 ul Probe
wurden auf der Platte (Kieselgel 60, 0,2 mm Schichtdicke, Merk GmbH, Darmstadt, BDR)
aufgetragen (pro Spur 1 — 10 pg Substanz). Die DC-Platte wurde in die mit Laufmittel
gefiillte Laufkammer gestellt. Ist die Laufmittelfront bis ca. 2 cm unterhalb des oberen Randes
der Platte gestiegen, wird sie mit Bleistift markiert und die Platte unter dem Abzug
getrocknet. Zum Sichtbarmachen der Substanzflecken wurde die Platte mit einem
Methanol/H,SO4-Gemisch (80:20) bespriiht und 10 — 15 min bei 110 °C im Trockenschrank

entwickeltet. Alle organischen Verbindung wurden verascht.

Laufmittellosung (Nishimoto et al., 1995)

n-Butanol 70 % (v/v)
Pyridin 30 % (v/v)
Aqua. demin ad 100 ml

2.4.6.2 Nachweis enzymatischer Aktivititen mit Hilfe des gekoppelten Enzymtests

2.4.6.2.1 Enzymatischer Nachweis der Trehalose mit 3,5-Dinitrosalicylsdure (DNSS)
(verdndert nach Miller, 1959)

Das Prinzip des Enzymtest beruht auf der zeitabhidngigen Zunahme der Menge an freien
nicht-reduzierenden Zuckern (wie z. B. Trehalose) durch die Umwandlung der a-1,4- in eine
a-1,1-glycosidische Bindung. Die reduzierenden Hemiacetalgruppen reagieren mit dem
Farbreagenz  3,5-Dinitrosalicylsdure (DNSS). Die Konzentration der gebildeten
Nitroaminosalicylsdure ist 4quivalent zur Enzymaktivitit und kann photometrisch bei 547 nm
erfasst werden. Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe der Zucker (z. B. Glucose, Glucose-6-P

bzw. Maltose) wurden entsprechende Eichgeraden erstellt.

Nach einer Inkubation (von 1 min bis {iber Nacht) bei 37 °C und 450 rpm im Thermoschiittler
wurde die Reaktion durch Zugabe von DNSS-Losung (1:1) gestoppt. AnschlieBend erfolgte
eine 10miniitige Inkubation der Ansdtze bei 100 °C im Wasserbad. Nach Abkiihlung der

Proben im Eisbad wurde die Quantifizierung des freigesetzten Zuckers, bei 547 nm gegen
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einen Leerwert photometrisch gemessen. Als Leerwert diente jeweils ein Ansatz mit Aqua
demin. Mit den jeweils eingesetzten Probe wurde zusitzlich eine Proteinbestimmung nach

Bradford (2.4.3) durchgefiihrt.

Die drei bekannten Trehalose-Synthesewege sind folgende:

TreY

(1): Maltohexaose » Maltotetraosyltrehalose

TreZ

Maltotetraosyltrehalose » Trehalose + Maltotetraose

TreS

(2): Maltose » Trehalose

Tpsl

(3): UDP-Glucose + Glucose-6-Phosphat » Trehalose-6-Phosphat + UDP

Tps2
Trehalose-6-Phosphat » Trehalose + P;

Ein Beispiel fiir die Zusammensetzung der Reaktionsansétz wurde in der Tabelle 2.5 und 2.6

aufgelistet.

Tab. 2.5: Zusammensetzung der Reaktionsansétze zur Bildung des Trehalose-6-Phosphats durch das
Protein Tps1 (Syntheseweg 3).

Stammlésung Menge im Testansatz Konz. im Testansatz
Protein (Tps1 (2.4.2.3)) 4 ug 0,008 pg/ul
Tris/HC1 (100 mM, pH7) 100 pl 20 mM
UDP-Glucose (80 mM) 100 pl 16 mM
Glucose-6-phosphat (80 mM) 100 pl 16 mM
MgCl, (60 mM) 100 pl 12 mM
Gesamtvolumen 500 pl -

Tab. 2.6: Zuammensetzung der Reaktionsansétze zur Trehalosebildung durch das Protein TreY/TreZ
bzw. TreS (Syntheseweg 1 bzw. 2).

Stammlésung Menge im Testansatz Konz. im Testansatz
Protein (TreY/TreZ bzw. TreS (2.4.2.3)) 2-4pug 0,007 — 0,013 pg/ul
Na-Phosphat (100 mM, pH7) 100 ul 33,3 mM
Maltooligosaccharide bzw. Maltose (10 mM) 100 pl 3,3 mM

Gesamtvolumen

300 pl
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DNSS-Reagenz

3,5-Dinitrosalicylsdure (C;H4N,O7) 1 % (W/v)
NaOH 1,6 % (w/v)
Natrium-Kalium-Tartrat (C4H4KNaOg x 4H,0) 30 % (w/v)

2.4.6.2.2 Nachweis der Bildung der Trehalose mittels eines gekoppelten Enzymtests

Der indirekte Nachweis der Trehalose iiber eine Hilfsreaktion basiert auf die Hydrolyse der
glycosidischen Bindung der Trehalose durch die Trehalase (Sigma-Aldrich Chemie GmbH &
Co., Deisenhofen, BRD). Die aus der hydrolytischen Reaktion entstandene Glucose wurde

iiber einen gekoppelten Enzymtest (2.4.6.2.2.1 bzw. 2.4.6.2.2.2) bestimmt.

Tab. 2.7: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes mit Trehalase (Tourinho dos Santos et al., 1994).

Stammlésung Menge im Testansatz () Konz. im Testansatz
Reaktionsansatz (2.4.6.2.1) 100
Citrat-Puffer (135 mM, pH7,5) 295 100 mM
Trehalase, 6 mg/ml (0,02 U) 5 0,075 pg/ul
Gesamtvolumen 400

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C und 450 rpm im Thermoschiittler inkubiert. Anschlie3end
wurde der Ansatz fiir 3 min bei 100 °C zum Abstoppen der Reaktion gekocht und kurz
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut in Reaktionsgefil {iberfiihrt und fiir den

Nachweis der entstandene Glucose (2.4.6.2.2.1 bzw. 2.4.6.2.2.2) verwendet.

2.4.6.2.2.1 Nachweis der Glucose mittels ABTS (2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-

sulfonsiure)

Die Bestimmung der Menge an Glucose im Ansatz, welcher mit der Trehalase (2.4.6.2.2)

versetzt wurde, erfoglte iiber den kolorimetrischen Test nach Zimmerman & Eaton (1974).



Material und Methoden 56

Testprinzipl:
Trehalase
Trehalose + H,O » 2 x Glucose
Glucose-Oxidase
Glucose + O, + H,O » Gluconat + H,O,
Peroxidase
HzOz + ABTS red. » ABTS ox. + 2H20

Die durch Trehalase hydrolysierten Glucosemolekiile wurden mit Glucose-Oxidase zu
Gluconat, in der Losung befindliches Wasser zu Wasserstoffperoxid oxidiert. Durch
Peroxidase wird ein ABTS von der reduzierten in die oxidierte Form tiberfiihrt. Die oxidierte
Form von ABTS kann bei einer Wellenldnge von 430 nm verfolgt werden.

Zum Nachweis der in diesem Ansatz freigesetzten Glucose (2.4.6.2.2) wurde ein Ansatz von
50 pl mit 2,5 ml Nachweisreagenz flir 30 min bei RT inkubiert. Die Menge an ABTS ox.
wurde photometrisch bei 430 nm gegen einen Leerwert (Wasser statt Probe) gemessen. Zur
Berechnung der Glucosekonzentration wurde 50 pl (0,091 mg Glucose/ml) mit 2,5 ml
Nachweisreagenz versetzt. Die Glucosekozentration (mg/ml) wurde mit folgender Formel

berechnet:
Eprobe X 0,091 x VF

¢ (mg/ml) =
EStandard

Eprobe: Extinktion der Probe bei 430 nm

Estandara: Extinktion der Glucosestandardlosung bei 430 nm

VF: Verdiinnungsfaktor

Bei der Berechnung der Konzentration der Trehalose wurde der Faktor 1/2 beriicksichtigt, da bei der

Spaltung von einem Molekiil Trehalose zwei Molekiile Glucose entstehen.

Nachweisreagenz
Na,HPO, x 2H,0 120 mM
NaH,PO, x 2H,0 120 mM

GOD (20000 U/63,9mg) 4  U/ml
POD (10000 U/52,6 mg) 2 U/ml
ABTS (548,9 g/mol) 0,92 mM
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2.4.6.2.2.2 Nachweis der Glucose (nach Gutmann, 1974)

Die Bestimmung der Glucose-Konzentration im Ansatz (2.4.6.2.2) erfolgte photometrisch
nach Gutmann (1974).

Dabei wird unter Verbrauch von ATP die freigesetzte Glucose durch Hexokinase
phosphoryliert. Zum Nachweis der Reduktion von NADP" wurde das entstandene Glucose-6-
Phosphat im Ansatz mit Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase versetzt und die Extinktion fiir

5 min bei 340 nm photometrisch gemessen.

Testprinzip 2:
Trehalase
Trehalose + H,O » 2 x Glucose
Hexokinase
Glucose + ATP » Glucose-6-Phosphat + ADP
Glucose-6-P-DH
Glucose-6-Phosphat + NADP" » 6-Phosphoglucolacton + NADPH + H"

Tab. 2.8: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes mit Hexokinase bzw.Glucose-6-P-DH.

Stammlésung Volumen im Testansatz (ul) Konz. im Testansatz
Ansatz (2.4.6.2.2) 50 -
TEA-Puffer (100 mM, pH 7,5) 400 61,5 mM
MgCl, (100 mM) 50 7,7 mM
ATP (150 mM) 50 11,5 mM
NADP' (150 mM) 50 11,5 mM
Aqua dest. 50
Gesamtvolumen 650
Extinktion 1 bei 340 nm
Hexokinase (961 U/ml) 2
Glucose-6-P-DH (140 U/ml) 2 -
Extinktion 2 bei 340 nm fiir 5 min

Uber Differenz der beiden gemessenen Extinktion (E2 — E1) wurde die Menge an

Trehalose (mg/ml) im Testansatz nach folgender Formel berechnet:
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AExMx VFxV

¢ (mg/ml) =
exvxdx2

AE: Extinktionsidnderung (E2 — E1)

V: Gesamtvolumen des Testansatzes (ul)

v: von Testansatz 1 in Testansatz 2 iiberfiihrtes Volumen (pl)

M: Molekulargewicht von Trehalose (g/mol)

VF: Verdiinnungsfaktor

¢: Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm (6300 1/mol x cm)
d: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

2: da ein Molekiil Trehalose wird durch dieTrehalase in zwei Molekiile Glucose gespalten wird.

2.4.6.2.3 Nachweis von Trehalose-6-Phosphat

Die Aktivitdt der Tpslase wurde iiber einen gekoppelten Enzymtest nach Bergmeyer (1974)
bestimmt.

Um die Bildung von Trehalose-6-Phosphat aus XDP-Glucose (z. B. ADP-, TDPG-, GDPG-,
CDPG-, bzw. UDP-Glucose) und Glucose-6-Phosphat messen zu kénnen, wurde folgender
Enzymtest als Nachweisreaktion fiir das im Testansatz freigesetzte XDP (2.4.6.2.1) gewihlt:

Testprinzip:

Tpslase
XDP-Glucose + Glucose-6-P ——— > Trehalose-6-P + XDP

Pyruvat-Kinase
XDP + PEP » Pyruvat + XTP

Lactat-DH
Pyruvat + NADH ——————» Lactat + NAD"
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Tab. 2.9: Zusammensetzung des Testansatzes zum Nachweis von Trehalose-6-P. Die Variationen im

Volumen des Testansatzs wurden durch Aqua dest. ausgeglichen.

Stammlésung Volumen im Testansatz (ul) Konz. im Test
Testansatz (2.4.6.2.1.) 50 -
Tris/HCI (1 M, pH8) 50 100 mM
MgCl, (20 mM) 50 2 mM
PEP (8 mM) 50 0,8 uM
NADH (3 mM) 50 0,3 uM
Aqua dest. 240 -
Lactat-DH (5 mg/ml) 5 0,05 pg/pl
Gesamtvolumen 500 -
Extinktion 1 bei 340 nm
Pyruvat-Kinase (10 mg/ml) 5 0,5 pg/ul
Extinktion 2 bei 340 nm

Um zu kontrollieren, ob die Pyruvat-Kinase tatsitzlich XDP phosphorylieren kann, wurde

XDP (Sigma-Aldrich Chemie GmbH & Co., Deisenhofen, BRD) statt Testansatz (2.4.6.2.1)

als Kontrolle eingesetzt und die Oxidation von NADH photometrisch gemessen.

Fiir die Umsetzung von NADH wurde folgende Formel verwendet:

AE

¢ (mol/l) =—

AE: Extinktionsdnderung (E2 — E1)
€: Extinktionskoeffizient von NADH bei 340 nm (6300 1/mol x cm)
d: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)

2.4.7 Charakterisierung der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase

exd

Zur Ermittlung der optimalen Bedingungen fiir das Enzym wurden folgende Parameter

untersucht:

* Temperatur-Optimum
* pH-Optimum

* Puffer-Optimum

* Substratspezifitit

* Metallionenabhéngigkeit als Cofaktor
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2.4.7.1 Bestimmung des Temperaturoptimums

Zur Bestimmung eines Temperaturoptimums wurde der Enzymtest (2.4.6.2.1) bei
Temperaturen zwischen 10 °C und 60 °C (in 5 °C Schritten) durchgefiihrt. Nach einer
30miniitigen Inkubation erfolgten die unter 2.4.6.2.1, 2.4.6.2.2 bzw. 2.4.6.2.3 erlauterten

Enzymtests.

2.4.7.2 Bestimmung des Puffer- und pH-Optimums

Zur Ermittelung des pH-Optimums fiir das Enzym wurden die pH-Werte des Tris/HCl-,
Tris/Maleinat-, TEA-, Na-Phosphat-, Acetat- und Citrat-Puffer (100 mM, pH 7) mit/ohne
Mercaptoethanol (0,3 pl im Testansatz) variiert. Der Puffer wurde mit einem pH-Bereich von
5 bis 9,5 hergestellt. Die weitere Durchfiihrung entsprach den unter 2.4.6.2.1, 2.4.6.2.2 bzw.
2.4.6.2.3 beschriebenen Enzymtests.

2.4.7.3 Bestimmung der Metallionenabhiingigkeit des Enzyms

Um die Abhidngigkeit der Enzyme von Metallionen als Cofaktor zu untersuchen, wurde die
Probelosung mit den Substanzen CaCl,, CuSO4, EDTA, FeCl,, MgSO4, MnCl,, ZnCl,
(Endkonz. 10 mM) versetzt. Nach einer 30miniitigen Inkubation erfolgten die Enzymtests
(wie unter 2.4.6.2.1, 2.4.6.2.2 bzw. 2.4.6.2.3 beschrieben). Als Kontrolle wurden die

Probeldsungen ohne Zusatz von Metallionen verwendet.

2.4.7.4 Substratspezifitiat

In den Untersuchungen zur Substratspezifitit der MTS-, TreS- bzw. Tpslase wurden
verschiedene Substrate (wie z. B. Trehalose, Maltose, Maltotriose, Maltotetraose,
Maltopentaose, Maltohexaose, Maltoheptaose, XDP-Glucose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH
& Co., Deisenhofen, BRD) verwendet. Nach einer 10 bzw. 30miniitigen Inkubation wurde die

Enzymaktivitdt bestimmt.
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2.4.8 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

2.4.8.1 Nachweis von Trehalose durch HPLC

Die Bildung der Trehalose (2.4.6.2.1) konnte mittels HPLC-Analyse qualitativ und quantitativ
ermittelt werden. Zur Denaturierung von Proteinen wurde der Ansatz (2.4.6.2.1) zunéchst fiir
5 min bei 100 °C aufgekocht und abzentrifugiert. 50 pl des Uberstandes wurden zur
Bestimmung der Trehalose mittels HPLC verwendet. Die Detektion der Trehalose erfolgte

durch einen RI-Detektor.

Das folgende HPLC-System (Merck/Hitachi, Darmstadt, BRD) diente zur Bestimmung der Trehalose

im Ansatz:

Vorsidule (Lange: 4 mm, PartikelgroB3e: 3 um) Shandon Hypersil APS -Sédule (NH,)
Hauptséule (Lange: 150 mm, PartikelgroBe: 3 um) Shandon Hypersil APS -Sédule (NH,)
Temperatur RT

Laufmittel* Acetonitril:H,O (80:20)

Flussrate 1 ml/min

Detektor RI-Detektor

Probenvolumen 50 ul

* Vor dem Auftragen der Probe wurde das Laufmittel im Ultraschallbad (Sonorex TK52, Gerétebau
Eppendorf GmbH, Engelsdorf, BRD) fiir 15 min entgast.

2.4.8.2 Nachweis von Komponente C mittels HPLC

Mit Hilfe der HPLC wurde die Umsetzung von Acarbose durch die MTSase bzw. TreSase
analysiert. Die Proteine TreY (2 pg) bzw. TreS (4 pg) wurden mit jeweils 100 ul Acarbose-
Stammlosung (20 mM) versetzt und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Um die Proteine zu
beseitigen, wurde der Ansatz anschlieBend fiir 5 min aufgekocht und abzentrifugiert. Zur
Bestimmung der Bildung einer Komponente C wurden 50 pl der Probe aufgetragen. Die
Detektion der Komponent C erfolgte durch einen UV-Detektor. Als Vergleichsstandard
dienten eine Acarbose-Stammldsung (10 mM) und ein Komponentengemisch (20 mg/ml) der

Firma Bayer AG (LEJ 3333-3).
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Vorsdule (Lange: 4 mm, Partikelgrofle: 3 um)
Hauptsiule (Lange: 150 mm, PartikelgrofBe: 3 pm)
Temperatur

Laufmittel*

Flussrate

Detektor

Probenvolumen

Shandon Hypersil APS -Séule (NH,)
Shandon Hypersil APS -Saule (NH,)
RT

Eluens A:Eluens B (27:73)

1 ml/min

UV-Detektor

50 ul

*Vor dem Auftragen der Probe wurde das Laufmittel im Ultraschallbad fiir 15 min entgast.

Eluens A

KoHPO,4 (x 2H,0) 380 mg
KH,PO, 620 mg
Aqua dest. ad 1000 ml

2.4.9 Sicherheitsbestimmung

Eluens B

Acetonitril

Alle gentechnischen Arbeiten wurden gemdf3 dem Gentechnikgesetz vom 16. 12. 1993 unter

Beriicksichtigung der in § 7, Abs. 1 aufgefiihrten Sicherheitsmaflnahmen durchgefiihrt. Die

Anmeldung der Arbeiten erfolgte gemal § 8, Abs. 1 und § 11 des Gentechnikgesetzes.
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3. Ergebnisse

Seit lingerem ist bekannt, dass zahlreiche Organismen - darunter auch Actinoplanes sp.
SN223/229 (Kleinholz, 1994; Frye, 1995) - Trehalose synthetisieren. Zuletzt wurden die
bekannten drei Trehalose-Biosynthesewege in Mycobacterium nachgewiesen (De Smet et al.,
2000).

Bei der Inkubation des Rohextraktes von Actinoplanes sp. sowohl mit Maltooligosacchariden
als auch mit Glucose-6-Phosphat und UDP-Glucose als Substrat konnte die Bildung der
Trehalose mittels HPLC-Analyse bestdtigt werden (Kleinholz, 1994; Frye, 1995). In der
weiteren Untersuchung wurde ein Bereich des potentiellen #reY-Gens mit Hilfe der
degenerierten Primer Trel und Tre2, welche aus hochkonservierten Regionen der
Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY)-Familie verschiedener Prokaryonten abgeleitet
wurden, in vitro amplifiziert, sequenziert und identifiziert (Reckenfelderbaumer, 1998).

In dieser weiterfiihrenden Arbeit wurden die drei putativen Trehalose-Biosynthesegencluster
aus Actinoplanes sp. SN223/229 identifiziert, isoliert und sequenziert. Eine funktionelle
Charakterisierung der an der Trehalose-Biosynthese in Actinoplanes sp. beteiligten Enzyme
sollte nach heterologer Expression der identifizierten Gene in E. coli erfolgen. So konnte u. a.
eine Hypothese beziiglich der Beteiligung der MTSase (TreY) an der Komponente C-
Biosynthese (Hemker et al., 2001) verifiziert werden.

3.1.1 Identifizierung und Isolierung der MTSase (TreY)/MTHase (TreZ)-kodierenden
Region aus Actinoplanes sp. SN223/229

Zur Identifizierung und Isolierung der moglichen Maltooligosyltrehalose-Synthase
(MTSase)/Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase (MTHase)-kodierenden Region wurde
eine bereits zur Verfligung stehende A-EMBL3-Genbank von Actinoplanes sp. SN223/229
(Piepersberg, Universitit Wuppertal) verwendet. Aus iiberpriiften Plaquehybridisierungen
(2.3.12.2.2) konnten fiinf positive, signalgebende Phagen, deren DNA mit der 700 bp grof3en
pUCTreY1E-Sonde hybridisierte, detektiert werden (Schiinke, personliche Mitteilung). Die
entsprechende Sonde wurde mit Hilfe der PCR unter Verwendung der degenerierten Primer
Trel und Tre2 in vitro amplifiziert und enthielt einen Teil der MTSase (TreY)-kodierenden
Region (Abb. 3.4) (Reckenfelderbdumer, 1998).
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Die mit Hilfe der Sonde identifizierte Phagen-DNA (P7, P9, P12, P13 und P21) wurde isoliert
und einer Restriktionsanalyse mit den Enzymen Notl, Sacl, Sall und BamHI unterzogen. Bei
der Restriktion der DNA aus den Phagen P7 und P12 mit der Restriktionsendonuklease Notl
ergaben sich drei Fragmente (8,5 kb, 4,5 kb und 2,5 kb), die fiir eine Subklonierung geeignet
waren. Hierzu wurden die entsprechenden Fragmente aus einem der Notl-restringierten
Phagen isoliert und jeweils in pUCBM20 ligiert. Nach der Transformation in E. coli DH5a
erhielten die rekombinanten Plasmide die Bezeichnungen pUCNS8S5, pUCN45 und pUCN25.
Mittels einer Southern-Analyse unter Verwendung der Sonde pUCTreYIE konnte
desweiteren nachgewiesen werden, dass das Plasmid pUCNSS das fiir die MTSase kodierende
treY-Gen aus Actinoplanes sp. SN223/229 trigt. Hierzu wurde die Plasmide pUCNSS,
pUCN45 und pUCN25 sowie die als Referenz aufgetragene, chromosomale DNA aus
Actinoplanes sp. mit Notl restringiert und nach einem Southern Blot mit der oben genannten
Sonde hybridisiert. Dabei stimmte die GroBe des signalgebenden Fragments aus pUCNSS5 mit

der des chromosomalen Fragments aus Actinoplanes sp. iiberein (Abb. 3.1).

Agarosegel Southern Blot
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Abb. 3.1: Southern-Analyse der chromosomalen DNA aus Actinoplanes sp. SN223/229 und der
Plasmide pUCNSS5, pUCN45 und pUCN25.

Southern-Analyse (2.3.12.2.3); 1%iges Agarosegel; eingesetzte Sonde pUCTreY 1E (Abb. 3.4).

Spur M: 1 kb Ladder-Molekulargewichtsmarker; Spur 1: pUCNS85/Notl; Spur 2: pUCN45/Notl;
Spur 3: pUCN25/Notl; Spur 4: chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. SN223/229/Nofl
(Positivkontrolle).
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3.1.2 Sequenzanalyse der putativen MTSase- und MTHase-kodierenden Region

Zur weiteren Sequenzanalyse wurden ausgehend vom Plasmid pUCNS8S mehrere Subklone in
pUCBM20 konstruiert. Nach der Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA der
Subklone erfolgte die vollstindige Sequenzierung eines 7 kb-Insert-Bereiches von pUCN85
mit Hilfe der Sequenzierungsprimer M13uni (-43) und M13revCS (-49). Es konnten zwei
komplette (treX- und treY-Gen) und zwei unvollstindige offene Leserahmen (treZ-Gen und
ORF1) identifiziert werden (Abb. 3.4). Desweiteren konnte durch Sequenzanalyse festgestellt
werden, dass der dem Gen fiir die Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase (treZ) fehlende
3"-Bereich auf dem 2,5 kb-Insert von pUCN2S5 enthalten ist. Zur Identifizierung der
tiberlappenden Region von pUCNS8S5 und pUCN?2S5 diente ein 1,3 kb groBes PsfI-Fragment aus
dem Plasmid pNPS13 als Sonde fiir die Hybridisierung gegen das treZ-Gen. Ein so
identifiziertes 1 kb groBBes Mull/Sacl-Fragment wurde aus dem A-EMBL3-Phagen isoliert und
nach Ligation in pUCBM20 in E. coli DHS5a transformiert. Durch Sequenzierung des so
erhaltenen Plasmids pMS1 konnte der Sequenzbereich zwischen den Plasmiden pUCNS8S5 und
pUCN25 sichergestellt werden (Abb. 3.2). Nach Zusammenfiigen der 7 kb-Region aus
pUCNS8S mit dem ca. 1,2 kb umfassenden Sequenzbereich des im Plasmid pUCN25
klonierten 2,5 kb-Fragments konnte eine Nukleotidsequenz vom insgesamt 8,2 kb ermittelt

werden, welche im Anhang 7.1.1 aufgefiihrt ist.

r i L S VS

17 kb-Fragment aus A-EMBL3

pUCNA45
pUCNSS5
pUCN25
TRS
E pNPSR NH3  RMS[
Ty _& pSC35
NPS 5—
pTR2 ————  ppnmr B s
v pNPSRBRHR15 ——
—_PPSRBRHG6

pPSRB7

Abb. 3.2: Subklonierungsstrategie zur Ermittelung der 8,2 kb umfassenden Sequenz innerhalb des
ca. 17 kb groBBen Fragments aus dem A-EMBL3-Phagen.

Die Lage der im pUCBM20 subklonierten Fragmente und die Bezeichnung der entsprechenden
rekombinanten Plasmide sind eingezeichnet. Abkiirzungen: E = EcoRI; M = Mlul; N = Notl; P = Pstl;
SI = Sacl
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Mit Hilfe des Programms BLASTP (Altschul et al., 1990) wurde die ca. 8,2 kb lange
Nukleotidsequenz auf Aminosdureebene analysiert. Im Vergleich mit bereits bekannten
Proteinen wurden drei vollstindige (treY, treZ und treX) und zwei unvollstindige (ORF1 und
ORF2) offene Leserahmen identifiziert (Abb. 3.3 und Abb. 3.4). Die Sequenz der

intergenischen Bereiche zwischen den jeweiligen Genen ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

(A)

961 GCAGGGCGTGTTCGGGTCGGGTGCGCAGGCCGCTCACGGTGCCCGAGGCCCACCCGCCGA
A P R T R T P H A P R E R H G L G V R R

1021 GACCGTCGCTGACCAGCCATTCCCGTCCGTTCCGGCGTCCGGTGCGGGGACGCCGCACAC
S R R Q G A M S/D
«<ORF1
1081 CTGCGGACCGAAGGTCAGGAGATCCATGCGCGGCACGTCGTCTCTATGCTCGTTTTCGAA
-35
1141 CACGCTAAACCCCCGTAAGGGGATAAATTAGCGCCTAATCGGACAGTCGGGCCGACCGTA
-10
1201 TCAGCCCGCTCCGGAAGAATTGCCGAAGACGCGGCCGGGCAGGATTAACCGACCCCGCGG

1261 ATGGGCATGAACCGCGGGCCGGTCGCGACCGACGCAAGGCCGAGGGGGGTTCGACACATG
S/D M

—treX

1321 CAGGTCTGGCCTGGTCACCGGTATCCACTGGGGGCGACCTACGACGGGACCGGTACCAAC
Q VvV W P G H R Y P L G A T Y D G T G T N

3361 GTCGAGGCCGGCCACAAGATCCTGGTGCCGGACCGGTCCCTCATCGTGCTCGACAGGACG
v E A G H K I L Vv pPp DR S L I VvV L D R T

S/D
3421 GTGTGATGCGCCCCAGCAGTACGTACCGAGTCCAAGTCCGTCCCGACTTCCCGCTGAAGG
V *
—treX

M R P S$S S T Y R V Q V R P D F P L K A
—treY

5641 CCGTCGCCGATCTGCTGCAGACCTATCCCGTCGCTCTCCTGGTGAAAGAATGACAACCTT
vV A DL L Q T Y P V A L L V K E *
—>treY
S/D M T T F
—trel.
5701 CGAGGTATGGGCGCCGGAGAAGTCGCCCAAGCTGCGCCTGGACGACCAGGAGCACGAGAT
E V W A P E K S P K L R L DD Q E H E M

7321 TCCCTCGGCGGTGCTGCTGGCCACCGCCGACGGCGTCATCCTGGAACGCGACCGGGTCGT
p s A Vv L LA TADGV I L E R D R V V

7381 GCTGCCCCCGGAAAGCGCCGTGGTCGTCCGCACCTCGCGCTGACGCCACCCGGC CACCCT
L P PE S AV V VRT S R * B
—trez
7441 CGTCGCCGATCGGCGCGGCGGGGGTGCTCACGGCGTACCGCTCAATGGTGTTTTGATCTT
—’ 4—

7501 GGATCTTCTGGCGGTTCCGGGGATCGTGACCGGTGGAGCGGGTCCGGCACGATGTGGCCG
S/D
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(Fortsetzung)

7561 TGACGAATGTGCCCGACGACCTTGTCGCCGCCGAGCCGGACGAGCCGGGGAAGCGGAACC
M ¢ p T T L S P P S R T s R G S G T

—>ORF2
7621 GGTGGTATGACAACTCGCGACTGCGGTCCCGGGTGCGATCTGCCGATT
G G M T TR D C G P G C D L P I

Abb. 3.3: Die Nukleotidsequenzen der intergenischen Bereiche zwischen ORF1 und #reX (A), sowie
treX und treY (B), treY und treZ (C) und treZ und ORF2 (D).

Die von der Nukleotidsequenz abgeleiteten Aminosduren der einzelnen ORFs sind unterhalb der
Nukleotidsequenz (5'-3'Richtung) im Ein-Buchstaben-Code wiedergegeben. Die Ribosomenbindungsstellen
sind unterstrichen (S/D). Invers repetitive Sequenzen sind mit Pfeilen gekennzeichnet und kursiv gedruckt. Die
potentiellen Promotorstrukturen (-10, -35) sind durch Fettdruck markiert.

Die genetische Anordnung der identifizierten offenen Leserahmen und die putativen

Funktionen der Gene sind in Abbildung 3.4 dargestellt.
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M. tuberculosis H37RV
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glgX glgY glgZ

Arthrobacter sp. Q36
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S. acidocaldarius

l
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Abb. 3.4: Vergleich der genetischen Organisation der MTSase (TreY)-/MTHase (TreZ)-kodierenden
Region aus Actinoplanes sp. SN223/229 mit der unterschiedlicher Organismen.

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Cole et al., 1998); Arthrobacter sp. Q36 (Maruta et al., 2000);
Sulfolobus acidocaldarius (Maruta et al., 1996a). Die Orientierung des einzelnen ORFs sind durch
Pfeile gekennzeichnet, welche die Transkriptionsrichtung anzeigen. Die Haarnadelstruktur markiert
einen potentiellen Terminator. Die als Sonde markierten PCR-Amplifikat (pUCTreY 1E-Sonde) ist
oberhalb des treY-Gens von Actinoplanes sp. dargestellt. Abkiirzungen: treX, glgX = Gen fiir
putatives Glycogen debranching Enzym; treY, glgY = Gen fiir putative Maltooligotrehalose-Synthase;
treZ, glgZ = Gen fiir putative Maltooligotrehalose-Trehalohydrolase; ORF1 = unbekannt; ORF2 =
putatives Glutamat-Bindungsprotein.
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Durch Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz der identifizierten ORFs mit
homologen Proteinen verschiedener Organismen konnten die Positionen der Startcodone der
jeweiligen Gene zugeordnet werden. Die potentiellen Shine/Dalgarno-Sequenzen (Shine &
Dalgarno, 1975) der putativen Gene aus Actinoplanes sp. SN223/229, die 5 — 12 Nukleotide
stromaufwirts des Startcodons (ATG oder GTG) entfernt liegen, wurden ermittelt (Strohl,
1992). Diese potentiellen Shine-Dalgarno-Sequenzen sind in der Tabelle. 3.1 dargestellt und
der entsprechenden Streptomyces 16S rRNA-Sequenz gegeniibergestellt. Die Berechnung der
freien Bindungsenergie der 16S rRNA und der Ribosomenbindungsstelle der mRNA erfolgte
nach Tinoco et al. (1973). Die AG-Werte fiir Streptomyces liegen bei -9,2 kJ/mol bis -92,9
kJ/mol, wiahrend B. subtilis AG-Werte von -58,6 bis -96,3 kJ/mol aufweist (Strohl, 1992).

Tab. 3.1: Vergleich der identifizierten S/D-Sequenzen mit dem 3'-Ende der 16S rRNA von
Streptomyces.

Die Konsensussequenz des 3'-Endes der 16S rRNA von Streptomyces ist unterstrichen. Die
Bindungsenthalpie AG wurde nach Tinoco et al. (1973) berechnet.

S/D-Sequenz Abstand (nt) zum AG (kJ/mol) Referenz
Startcodon
16S rRNA 3'-(U/C)CCUCC-5 5—-12 (ATG, GTG oder -47,3 £21 Strohl, 1992;
Streptomyces TTG) Bibb et al., 1985

treX 5'-AGGGGG-3° 9 (ATG) -51,05 diese Arbeit
treY 5'-AGGACG-3" 5 (ATG) -39,33 diese Arbeit
treZ 5'-GGTGA-3" 4 (ATG) -30,13 diese Arbeit
ORF1 5'-GGAAC-3" 8 (ATG) -35,15 diese Arbeit
ORF2 5'-GGCCG-3° 6 (ATG) -21,0 diese Arbeit

Die Identifizierung des potentiellen Promotors erfolgte durch Vergleich der stromaufwirts der
putativen Gene ermittelten Startcodone mit der Konsensussequenz des Promotors aus
Streptomyces. Zwischen Transkriptionsstartpunkt und kodierender Region liegen bei Genen
von Streptomyces sp. zwischen 9 und 345 Nukleotiden. Die Abstand ist deutlich grof3er als bei
E. coli-Genen (Strohl, 1992). Ca. 133 bp stromaufwiérts des Startcodons des freX-Gens liegt
eine Sequenz mit Ahnlichkeit zu 6'-E. coli-Promotoren. Die Nukleotidsequenz der —10-
(TAAATT) und —35-Region (TTCGAA) zeigt signifikante Ubereinstimmungen mit der
Konsensussequenz des Promotors nach Strohl (1992). Der Abstand zwischen diesen beiden
Motiven betrigt allerdings 23 bp (Tab. 3.2). In den 5 -kodierenden-Bereichen der Gene treY
und treZ konnte keine signifikante Ubereinstimmung zu den Konsensussequenzen des

Promotors identifiziert werden.
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Tab. 3.2: Vergleich der potenticllen treX-Promotor-Sequenz mit der o' -dhnlichen Promotor-
Konsensussequenz. Abkiirzung: R = G oder A.

-35-Region (5°-3") Abstand (nt) zwischen der | -10-Region (5°-3")
—10- und —-35-Region
Streptomyces TTGACR 16 — 18 TAGRRT
E. coli (¢”°) TTGACA 16— 18 TATAAT
treX TTCGAA 23 TAAATT

Fir die Identifizierung eines moglichen Rho-unabhidngigen Terminators wurden die
intercistronischen Regionen zwischen den Genen treX, treY, treZ und dem ORF2 analysiert.
Ein solches potentielles Terminationssignal konnte in einem Abstand von 11 nt stromabwirts
des Stoppcodons von treZ gefunden werden. Durch die GC-reiche Sequenz, die in einem
inverted repeat angeordnet ist, besteht die Mdoglichkeit zur Ausbildung einer stabilen
Haarnadelstruktur auf mRNA-Ebene (Abe et al., 1999). Dem potentiellen Terminator fehlt
jedoch die typische, sich anschlieBende Uridin-reiche Sequenzabfolge. Die freie
Bindungsenthalphie AG fiir diese Haarnadelstruktur wurde nach Tinoco (1973) berechnet und
betrdgt -120,5 kJ/mol. Der Umstand, dass stromabwdérts des treX- sowie des treY-Gens keine
potentiellen Terminator-Strukturen gefunden werden konnten, deutet darauf hin, dass die
Gene treX, treY und treZ bei Actinoplanes sp. wie bei Arthrobacter sp. Q36 (Maruta et al.,
2000) eine Transkriptionseinheit bilden, wobei die mRNA-Sekundarstruktur hinter dem treZ
die Termination fiir das Transkript der drei offenen Leserahmen ermdglichen konnte. Der

potentielle Rho-unabhéngige Terminator ist in Abbildung 3.5 dargestellt.

Uuc

A G

G G

C ©
C—G
G—C
C—G
U—G
G—C
C—G
C—G
C—G
C—G
C—G
A—U

742O—UGACGCCACCCGGCC GCUCACGGCGUACCGCU—?fﬂSO

Abb. 3.5: Struktur des potentiellen Rho-unabhingigen Terminators stromabwdérts des treZ-Gens.

Das Stoppcodon fiir die Translation des Gens #reZ ist durch Fettdruck markiert.
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3.1.3 Charakterisierung der identifizierten potentiellen Trehalose-Biosynthese-Gene

durch Sequenzvergleiche

Wie oben dargestellt, fithrte die Sequenzanalyse zur Identifizierung des kompletten 2268 bp
langen Maltooligosyltrehalose-Synthase-Gens (freY). Stromabwérts und stromaufwirts des
treY-Gens wurde das 1734 bp lange Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase-Gen (#reZ) und
ein 2109 bp umfassender offener Leserahmen, der ein putatives Glycogen debranching

Enzym (treX) kodiert, identifiziert.

3.1.3.1 Genprodukte des fre-Operons

Das 2109 bp lange treX-Gen kodiert fur ein putatives Glycogen debranching Enzym mit einer
Liange von 702 Aminosduren. Die von der Nukleotidsequenz abgeleitete Aminosduresequenz
des treX-Gens aus Actinoplanes sp. wies hohe Homologien zu Glycogen debranching
Enzymen bzw. zu Isoamylasen (Krohn et al., 1997; Beatty et al., 1997) aus verschiedenen
Pro- und Eukaryonten auf. Die Aminosduresequenz des Gens freX sowie ein
Homologievergleich mit anderen Isoamylasen verschiedener Organismen ist im Anhang 7.2.2

dargestellt. Die Tabelle 3.3 enthélt einen Homologievergleich der genannten Proteine.

Tab. 3.3: Homologievergleich des Genprodukts von treX aus Actinoplanes sp. mit bekannten
Proteinen. Abkiirzungen: TreX, GlgX = Glycogen debranching Enzym; Sul = Isoamylase.

Protein/ Organismus Liénge (AS) Identitit Accession-Nr. Referenz
Enzym (Gaps ) [%]
TreX Actinoplanes sp. SN223/229 702 - - diese Arbeit
TreX Arthrobacter sp. Q36 823 67 (0) BAA94842 Maruta et al., 2000
GlgX Mycobacterium tuberculosis 721 64 (0) NP216080 Cole et al., 1998
H37Rv
GlgX Streptomyces coelicolor A3(2) 715 63 (0) CAB92884 Redenbach et al., 1996
GlgX Deinococcus radiodurans R1 720 56 (0) NP293987 White et al., 1999
TreX Sulfolobus acidocaldarius 713 49 (2) BAA11864 Maruta, 1996a
ATCC33906
Sul Zea mays 789 40 (5) AAB97167 Beatty et al., 1997
Isoamylase Oryza sativa 733 40 (5) BAA29041.1 Fujita, 1999

Die aus den Nukleotidsequenzen der Gene treY bzw. treZ abgeleiteten Proteine umfassen 756
bzw. 578 Aminosduren. Die beiden Genprodukte stimmen in groBem MafBe mit

MTSasen/MTHasen aus verschiedenen Bakterien iiberein. Die Aminosiduresequenzen der
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Gene treX, treY und treZ sowie Homologiebereiche sind im Anhang 7.2.1, 7.2.3 und 7.2.4

dargestellt. In Tabelle 3.4 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Tab. 3.4: Homologievergleich der Genprodukte von treY bzw. treZ aus Actinoplanes sp. mit
bekannten Proteinen. Abkiirzungen: TreY, GlgY = MTSase; TreZ, GlgZ = MTHase.

Protein Organismus Linge (AS) Identitét Accession-Nr. Referenz
(Gaps ) [%]

TreY Actinoplanes sp. SN223/229 756 - - diese Arbeit
TreY Arthrobacter sp. Q36 775 50 (2) S65769 Maruta et al., 1996¢
GlgY | Mycobacterium tuberculosis H37Rv 765 47 (3) CAA98328 Cole et al., 1998
TreY Rhizobium sp. 772 51(1) BA11186 Maruta et al., 1996b
TreY Brevibacterium helvolum 776 49 (2) AAB95368 Kim et al., 2000
GlgY Deinococcus radiodurans R1 978 34 (20) NP294186 White et al., 1999
TreY Sulfolobus solfataricus 732 34 (4) AAK42274 Sch et al., 2001
TreZ Actinoplanes sp. SN223/229 578 - - diese Arbeit
TreZ Arthrobacter sp. Q36 598 56 (1) Q44316 Maruta et al., 1996¢
GlgZ | Mycobacterium tuberculosis H37Rv 580 53 (1) CAA98329 Cole et al., 1998
TreZ Rhizobium sp. 596 55(1) BAAI11187 Maruta et al., 1996b
TreZ Brevibacterium helvolum 589 51(1) AAB95369 Kim et al., 2000
Glgz Deinococcus radiodurans 600 39 (2) NP294187 White et al., 1999
TreZ Sulfolobus solfataricus 561 42 (0) AAK42272 Sch et al., 2001

Eine Isoamylase hydrolysiert die a-1,6-glycosidischen Bindungen in Amylopectin, Glycogen
und Dextrinen. Die Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY) wandelt die a-1,4-glycosidischen
Bindungen am reduzierenden Ende eines Maltooligosaccharids in eine a-1,1-glycosidische
Bindung um. Die Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase (TreZ) greift die benachbarte o-
1,4-glycosidische Bindung der Maltooligosyltrehalose an und spaltet sie in Trehalose und

Maltooligosaccharide (Maruta et al., 1996a; Maruta et al., 2000).

TreX
Glycogen Maltodextrin
MTSase (TreY)
Maltodextrin » Maltooligosyltrehalose
MTHase (TreZ)
Maltooligosyltrehalose > Trehalose + Maltodextrin

Die a-Amylase, besonders Taka-Amylase A aus Aspergillus oryzae (Matsuura et al., 1984)
wurde intensiv - bishin zur dreidimensionalen Struktur des Protein-Substrat-Komplex -

untersucht und die funktionell wichtigen Aminosduren charakterisiert (JaneCek & Bateman,
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1996). Aus einem Aminosduresequenzvergleich der Proteine TreX, TreY bzw. TreZ mit der
Familie 13 der Glycosidhydrolasen ldsst sich aussagen, dass es sich offensichtlich bei den
Enzymen Glycogen debranching Enzym (TreX), MTSase (TreY) bzw. MTHase (TreZ) um
Mitglieder der Familie 13 handelt (MacGregor et al., 2001). Die stark konservierten Regionen

[ - IV der a-Amylasen aus verschiedenen Organismen (Jane€ek, 1997) sind auch in den

Genprodukten der Gene treX, treY und treZ vorhanden (Maruta et al., 1996¢; Maruta et al.,
2000; MacGregor et al., 2001; Gueguen et al., 2001). Die Konsensussequenz innerhalb dieser
konservierten Regionen I — IV sowohl der Glycosidhydrolasen als auch der Proteine TreX,

TreY bzw. TreZ ist in Tabelle 3.5 aufgefiihrt.

Tab. 3.5: Vergleich der konservierten Regionen der Familie 13 der Glycosidhydrolasen mit denen der
Proteine TreX, TreY bzw. TreZ aus Actinoplanes sp. SN223/229,

Enzyme Organismus I I I v
o-Amylase A. oryzae 117 DVVANH 202 GIRIDIVKH 230 CIGEVLD 292 FVENHD
a-Amylase B. stearothermoplius 101 DVVFDH 230 GFRLDGLKH 264 EYWS 326 FVDNHD
Pullulanase B. subtilis 338 LDVVENH 404 GFRFDLLGI 461 LLFGEGWD 521 YVESHD
Isoamylase Flavobacterium sp. 329 LDVVYNH 408 GFRFDLASV 465 DLIAEPWA 533 FVVAHD
CGTase B. macerans 135 DFAPNH 225 GIRFDAVKH 258 EWFL 324 FIDNHD
CGTase B. stearothermophilus 131 DFAPNH 221 GIRMDAVKH 253 EWFL 319 FIDNHD
Cyclodextrinase Bacillus 238 DAVFNH 321 GWRLDVANE 354 EVWH 416 LLDSHD
Glycogen Actinoplanes sp. 265 LDVVYNH 339 GFRFDLAST 375 KLIAEPWD 445 FVTAHD
debranching
MTSase Actinoplanes sp. 84 VDIVPNH 229 GIRVDHPDG 256 WLVIEKIL 467 SLSTHD
MTHase Actinoplanes sp. 180 LDVVYNH 240 GLRLDAVHA 278 TLIAESDL 372 FLQNHD
Konsensus AS XDXXXNH GXRXDXXZZ XXX (G/A)EZ7Z XXBBHD

. * * (X4

Der katalytische Rest bzw. die Substratbindungstelle ist durch Fettdruck markiert. Abkiirzung: X =
hydrophobe Aminoséure; B = hydrophile Aminosdure; Z = wichtig fiir Spezifitit; ¢ = katalytischer
Rest; ® = Substratbindungstelle. Aspergillus oryzae (Toda et al., 1982); Alkalophilic Bacillus (Kim et
al., 1999); Bacillus subtilis (Kunst et al., 1997); Bacillus macerans (Takano et al., 1986);
Bacillus stearothermophilus (Hayato et al., 1985); Flavobacterium sp. (Krohn et al., 1997).

Vermutlich an der Substratbindung beteiligte Histidine befinden sich ebenfalls in der Region I
und IV. Die beiden katalytischen Aspartatreste im aktiven Zentrum befinden sich in der
Region II und IV. Ein Glutamatrest der Region III iibertrdgt im Rahmen der katalysierten
Reaktion ein Proton auf den glycosidischen Sauerstoff, wodurch ein stabiles

Oxocarbeniumion entsteht (Janecek, 1997; Svensson, 1994).
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3.1.3.2 Genprodukte von ORF1 bzw. ORF2

Die abgeleiteten Aminosiduresequenzen der zwei identifizierten, unvollstindigen offenen
Leserahmen ORF1 und ORF2 aus Actinoplanes sp. SN223/229 wurden computergestiitzt auf
Homologien zu verwandten Proteinen untersucht. Das ORF1-Genprodukt wies keine
signifikanten Ahnlichkeiten zu anderen Proteinen in Datenbanken auf.

Das aus der Nukleotidsequenz des ORF2 abgeleitete Protein wies dagegen eine eindeutige
Ubereinstimmung mit einem putativen Glutamat-Bindungsprotein aus
Streptomyces coelicolor (Redenbach et al., 1996) bzw. Mycobacterium tuberculosis (Cole

et al., 1998) auf.

3.2.1 Identifizierung und Isolierung einer Trehalosesynthase (TreS)-kodierenden Region

von Actinoplanes sp. SN223/229 mit Hilfe der PCR

Die Trehalose-Biosynthese aus Maltose wurde durch die Trehalosesynthase (TreS) in
verschiedenen Organismen wie Mycobakterien (De Smet et al., 2000) und Pimelobacter
(Tsusaki et al., 1996) nachgewiesen.

Da der Stamm Actinoplanes sp. sehr nahe verwandt mit Actinoplanes missouriensis ist, wurde
zur Identifizierung und Isolierung einer Trehalosesynthase-Gens (¢reS) aus Actinoplanes sp.
SN223/229 eine in vitro-Amplifikation mit Hilfe der Oligonukleotide (TreS1 und TreS2)
versucht, die aus dem #reS-Gen von A. missouriensis abgeleitet worden waren (Cauvet,
personliche Mitteilung). Ein ca. 1,8 kb DNA-Fragment wurde mit chromosomaler DNA aus
Actinoplanes sp. als Matrizen-DNA in vitro amplifiziert. Das 1,8 kb grofle Fragment wurde
aus dem Gel eluiert, direkt zur Ligation mit EcoRV linearisiertem pUCBM20 eingesetzt und
so erhaltenes Plasmid pUCTreS sequenziert. Dabei konnte ein 1758 bp groBer ORF mit
Homologien zu prokaryontischen Trehalosesynthasen identifiziert werden (Tab. 3.6).

Um die DNA-Sequenz stromaufwirts bzw. stromabwirts des #reS-Gens weiter zu
untersuchen, wurde chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. mit unterschiedlichen
Restriktionsendonukleasen hydrolysiert und anschlieBend mit dem als Sonde markierten
1,8 kb groflen treS-Fragment hybridisiert. Bei dieser Southern-Analyse wurde ein ca. 3,5 kb

grofles BamHI-Restriktionsfragment zur weiteren Sequenzanalyse ausgewdéhlt (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Southern-Analyse chromosomaler DNA aus Actinoplanes sp. SN223/229 nach Hydrolyse
mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen.

Southern-Analyse (2.3.12.2.3); 1%iges Agarosegel; ein mit Primern TreS1 und TreS2 amplifiziertes
1,8 kb-Fragment wurde als Sonde eingesetzt.

Spur M: 1kb Ladder—Molekulargewichtsmarker; Spur 1: chromosomale Actinoplanes sp.-
DNA/BamHI; Spur 2: chromosomale Actinoplanes sp.-DNA/Kpnl; Spur 3: chromosomale
Actinoplanes sp.-DNA/Mlul; Spur 4: chromosomale Actinoplanes sp.-DNA/Notl.

3.2.2 Sequenzanalyse der potentiellen TreSase-kodierenden Region

Nach Restriktion der chromosomalen DNA aus Actinoplanes sp. mit BamHI und Auftrennung
mittels Agarosegelelektrophorese wurden Fragmente aus einem Grofenbereich von ca. 3 — 5
kb in das Plasmid pUCBM20 kloniert. Mittels Koloniefilterhybridisierung (2.3.12.2.1) konnte
ein positiver Klon gefunden und das ca. 3,5 kb BamHI-Fragment nach Isolierung des
rekombinanten Plasmids pUCB35 einer Sequenzanalyse unterzogen werden. Nach
entsprechenden Subklonierungen und Sequenzierung dieser Subklone mit den Primern
MI13uni (-43) und M13revCS (-49) konnte ein 3276 bp umfassender Sequenzbereich des
Inserts von pUCB35 ermittelt werden. Bei einer Analyse auf Nukleotidebene mittels des
Programms BLASTP (Altschul et al., 1990) konnte der offene Leserahmen des kompletten
1758 bp langen Trehalosesynthase-Gens (treS), sowie Teile der stromaufwirts und

stromabwiérts benachbarten offenen Leserahmen identifiziert werden (Abb. 3.7 und 3.8).
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Abb. 3.7: Vergleich der genetischen Organisation der Trehalosesynthase-kodierenden Region aus
Actinoplanes sp. mit der anderer Organismen.

Streptomyces coelicolor A3(2) (Bruton et al., 1995); Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Cole et al.,
1998); Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Stover et al., 2000). Die Orientierungen der einzelnen ORFs
sind durch Pfeile darstellt. Abkiirzungen: treS, Rv126 = Gen fiir putative Trehalosesynthase; pepl,
peplA = Gen fiir putative Glucanase; pepll, peplIB, Rv0127 = Gen fiir putative Maltokinase; pA42152
= Gen fiir putatives, bifunktionales Enzym (Trehalosesynthase und Maltokinase).

Mogliche Shine-Dalgarno-Sequenzen sind 5 bp bzw. 7 bp stromaufwirts des Startcodons
(Position 251 — 256 bzw. Position 2004 — 2008) des potentiellen treS- bzw. pepll-Gens
lokalisiert. Die Gene fiir die putative TreSase und die Maltokinase (Pepll) iiberlappen um vier
Basenpaare. Die AG-Werte fiir die S/D-Struktur nach Tinoco (1973) wurde als -81,2 kJ/mol
bzw. -60,3 kJ/mol ermittelt.

Die Suche nach einer Promotor- bzw. Terminator-Region flir das #eS-Gen ergab keine
erkennbare Sequenz. Bei Streptomyces coelicolor ist das treS-Gen zusammen mit dem
stromaufwirts positionierten pepl-Gen sowie dem stromabwirts gelegenden pepll- und g/gB-
Gen in einem Operon lokalisiert (Schneider et al., 2000). Vermutlich werden die drei Gene
pepl, treS und pepll aus Actinoplanes sp. wie in Streptomyces coelicolor ebenfalls
cotranskribiert werden. Die ca. 3,3 kb groBe Nukeotidsequenz ist in der Abbildung. 3.8
dargestellt.

1 CGCGCTGCTGTGCTTCTCCAAGCGCGACGCGACACCGGCAACACCGTGCTGTGATCGTGTCGTTCGACTCTGCCAACGTG
R C C A S P S A TRHWRQHURA AV I V sS F D S A N V
—)pepI
81 CAGTGGGGCAACACCACTCTCGACATGCCGGCCCTCGGGAAGGACTGGCACGAGAAGTTCACTGTGGTCGATCAGATCAG
Q w 6 N T T L DM P AL G K D WHE K F T V V D Q I S

161 CGGTGCGACGTACGAGTGGGGGCAGTACAACGCGGTCCGGATCGACCCCTATGTCGAGCCGGCGCACATTTTCGTGGTGC
G A T Y E W G Q Y N AV R I D P Y V E P A H I F V V Q
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(Fortsetzung)
241 AGGCGGGGTAAGGGGACACCGATGGAGTTGACGAGCGAGCATGATCCGGCAGAGGGAAGTCACACCGAGGACGGGATGGT
A G * M E L T s E H D P A E G S H T E D G M V
—treS

401

481

561

801

881

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001

2081

2161

CGAGCACCCGTCCGCGGACGACTTCGGCCATGCCCGGGCGCTCCCGGCCGACCGCACGTGGTTTCAACGCGCGGTCTTCT
E H P S A DDUF G HAIRAULPAIDIRTWF Q R A V F Y

ACGAGGTGCTGGTCCGGGCGTTCTACGACTCGGGCTCGGACGGCGGCGGCGACCTGCGCGGCCTGATCGAGCGCCTGGAC
E vL VRAUPFY D S G SsS D G G G DL R G L I E R L D

TACCTGCAGTGGCTCGGCGTGGACTGCCTCTGGCTGCCCCCGTTCTACGACTCGCCGCTGCGCGACGGCGGGTACGACAT
Yy L. w L G Vv D CUL WL P P F Y D S P L R D G G Y D I

CCGCGACTTCTACAAGGTGCTGCCCGAGTTCGGCACGGTCGACGACTTCGTGGCGCTGCTCGACGCGGCGCACAAGCGCG
R D F Y KV L P EVF G TV DD F V AL L DA AUHK R G

GCATCCGGGTGATCACCGACCTGGTCATGAACCACACGTCCGACTCGCACCCGTGGTTCCAGGCGTCCCGGCACGACCCG
I RV I T DL V M N HT S D S H P W F Q A S R H D P

GACGGGCCGTACGGCGACTTCTACGTCTGGAACGACACCAGCGAGAAGTACAAGGACGCGCGGATCATCTTCGTCGACAC
b 6 p Y G D F YV WND T S E K Y K DAWIR I I F V DT

CGAGGAGTCGAACTGGACGTTCGACCCGGTCCGGCGGCAGTTCTACTGGCACCGGTTCTTCTCCCACCAGCCGGACCTCA
EE S N w T F D P V R R Q F Y W HUR F F S H Q P D L N

ACTACGAGAACCCGGCCGTGCAGGAGGCCATGCTCGACGTGCTCCGGTTCTGGCTGGACCTGGGCATCGACGGGTTCCGG
Yy E NP AV Q E A ML DV L R F WL DUL G I D G F R

CTGGACGCCGTGCCGTACCTGTTCGAGGAGGAGGGGACCAACTGCGAGAACCTGTCGCAGACCCACGCCTTCCTCAAGCA
L b AV PY L F EEE G TN CENTL S Q T H A F L K H

CTGCCGCAAGGTGATCGACGACGAGTTCCCCGGCCGGGTGCTGCTGGCCGAGGCGAACCAGTGGCCGGCCGACGTGGTGG
c R K Vv 1 D DEVF P G RV L L A EANOQW P A D V V E

AGTACTTCGGCGACGCGAAGTCCGGTGGCGACGAGTGCCACATGGCGTTCCACTTCCCGCTGATGCCGCGGATCTTCATG
Yy Fr G D AK S G GDECHMA AV FHUF P L M P R I F M

GCGGTGCGCCGCGAGTCGCGCTTCCCGATCTCGGAGATCCTGGCGCAGACCCCGGCCATCCCGGAGAACTGTCAGTGGGG
AV R R E S R F P I S E I L A Q T P A I P E N C Q W G

CATCTTCCTGCGTAACCACGACGAGCTGACCCTCGAGATGGTCACCGACGAGGAACGCGACTACATGTACGCGGAGTACG
I ¥ L R N H D EEL TL E MV T D EE R DY M Y A E Y A

CCAAGGACCCGCGGATGAAGGCGAACGTCGGCATCCGGCGGCGGCTGGCCCCGCTGCTGGAGAACGACCGGAACCAGATC
K D P RMEK ANV G I RIRIRILAZPTILILIENDI RN Q I

GAGCTGTTCACCGCCCTACTGCTGTCGCTGCCCGGGTCGCCGGTGCTGTACTACGGCGACGAGATCGGGATGGGCGACAA
E L F T A L L L S L P G S P V L Y Y G D E I G M G D N

CATCTGGCTCGGCGACCGCGACGGCGTGCGCACCCCGATGCAGTGGACCCCGGACCGCAACGCCGGCTTCTCCACCGCCA
I w 1L G bR DGV R T PMOMWT P DIRNAGF S T A T

CCCCCGGCCGGCTCTACCTGCCGGTCAACCAGGACCCGGTGTACGGGTACCAGGCGGTCAACGTGGAAGCTCAGCGCGAC
P 66 R L Y L P V N Q D P VY G Y Q A V N V E A Q R D

AGCGCCACCTCGCTGTTGAACTGGACCCGGACCATGCTGCGGTGCGCCGCCGGCACGAAGGCGTTCGCCGTCGGCACGTT
s AT s L L N W TR TMTIL R CAAGTK A F A V G T F

CCGGGAGCTGGGCGGCTCGAACCCCTCGGTGCTGGCGTTCCTGCGCGAGTTCGGCGACGACGTGGTGCTGTGCGTCAACA
R E L G G S N P S V L A F L R EF G DDV V L C V N N

ACCTGTCCCGGTTCCCGCAGCCGATCGAGCTGAACCTGCAGCACTGGAACGGGTACACCCCGGTGGAGCTGACCGGCCAC
L S R F p 0 P I E L N L Q H W N G Y T P V E L T G H

GTGAACTTCCCGCGGATCGGGCAGCTGCCGTACCTCCTGACCCTTCCGGGCCACGGCTTCTACTGGTTCCAGTTGTGCGG
vV ~N F P R I G QL P Yy L L T L P G H G F Y W F Q L C G

GTCGGAGGAGAAGCAATGACGCTGCCCTATACCGAGTGGTTGCCGAAACAGCGCTGGTACGCGGGACGCAGCCGGGTGCT
S E E K Q *
M T L P Y T E W L P K Q R W Y A G R S R V L
—peplI
GGCCTCGCTCAAGGAGGCGTCCAGCACCCCGCTGGGCGAGGAACTGGAGCTGGTCCTGCTCGACGTGTCGTACACCGACG
A S L K EA s SsS T P L G E E L E L V L L D V s Y T D G

GCAGTTCCGAGCGGTACCAGGTGCTCATCGCCCGGCGGGCCGAGCTGCTGCCGGAGTACAGCGCGGTGGCCACCATCGGL
AV P S G T R C s s P G G P s C CUR s T AV A T I G
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2241

2321

2401

2481

2561

2641

2721

2801

2881

2961

3041

3121

3201

Abb. 3.8:

ACCGACGAGCAGGGCCGGGTGGCGTACGACGCGCTCTACTCCCCGGACGCCGCGCGCTACCTGCTGGGGCTGGTCGACCG
T b E Q9 G R V AY DALY S P DAAIRY L L G L V D R

CTCCGAACCGGTCGCCGACCTGACCTTCGAGAAGGAGCCCGGGGTCGAGCTGCCGCTGGACAAGTGGCCCCGGGTGTTCG
s E p V ADUL T F E K E P GV E L P L DK W P R V F D

ACGCCGAGCAGAGCAACACCAGCGTGATCTTCGAGCAGGACGCGATCCTCAAGGTGTTCCGCCGGGTCACCTGCGGGATC
A E Q S N T S Vv I F E @ D A I L K V F R R V T C G I

AACCCGGACATCGAGCTGAACCGGGTGCTCGGCCGGGCGGAGAACCCGCACGTCGCGCGCCTGCTGGGGTCGTTCGAGAC
N p DI E L N RV L GRAENPHV ARL L G S F E T

GACCGACGACGCGGGGCAGTGCTCGCTCGGGATGGTCACCGCGTACGCGCCGAATTCCGCCGAGGGCTGGGCGATGGCGA
T b b A G QCsS L G MV TAYAUPNSAEGWAMA AT

CCGCGTCGGCCCGTGACCTGTTCGCCGACGCCGAGATGGCCGCCGACGAGGTGGGCGGCGACTTCCAGGGCGAGTCGTAC
A S A R DL F ADAIEMAADE V G G D F Q G E S Y

CGGCTCGGCGAGGCGGTCGCCTCGGTCCACCTGACCCTGGCCGAGCAGCTCGGCTCCGGGCCGTCGCCGTTCCCGGTGGA
R L. 6 E AV ASV HUL TILAUE QUL G S G P s P F P V D

CGCGGTGCTGGCCCGGCTGCGGACCGCCGCCAACGCGGTCCCCGAGCTGCAGCAGTACGTGCCGGCGATCACCGCGAAGT
AV L AR L RTA A AN AV P E L Q Q Y V P A I T A K F

TCGAGGCACTCACCGGGCATCAGGTGACCGTCCAGCGGGTACACGGCGACCTGCACCTGGGCCAGGTGCTGCGGACCCCG
E AL T G H Q V TV Q RV H G DL HL G Q V L R T P

GAGGCGTGGCTGCTGATCGACTTCGAGGGCGAGCCCGGTCAGCCGCTGGACGAACGCCGGCTGCCCGACTCCCCGCTGCG
E A WUL L I DFE GE P G Q P L DEIRIRTIL P D S P L R

GGACGTGGCCGGGGTGCTGCGCTCCTACGAGTACGCGGCCTACCAGCTGCTGGTCGACCAGGAGGACGACGAGCACCTGG
b vA GV L R S Y EYAAY QL L VD Q E D D E H L A

CGGCCCGCGCCCGCGAGTGGGTGGACCGCAACCGGGCGGCGTTCTGCGACGGGTACGCGCACGCCGCCGGGCTCGACCCG
AR A R E WV DRNI R AAUF CD G Y A HA A G L D P

CGGGCCGAGGGCGCACTGCTCGCGGCCTACGAGTTGGACAAGGCGGTCTACGAGGCCGCATACGAGGCACGGCACC
R A E G A L L A A Y E L D KAV Y E A A Y E A R H

Sequenz des ca. 3,3 kb groflen chromosomalen DNA-Fragments im Bereich des #reS-Gens.

Die abgeleitete Aminosduresequenz der einzelnen ORFs ist unterhalb der Nukleotidsequenz (5°-3°

Richtung) im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die potentiellen S/D-Sequenzen sind unterstrichen.

3.2.3 Genprodukt des treS-Gens

Bei dem Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz der TreSase aus Actinoplanes sp. mit

Sequenzen aller {iber BLASTP zuginglichen Datenbanken liessen sich hohe Homologien zu

anderen TreSasen aus Bakterien feststellen. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.6

zusammengefasst. Die  abgeleitete =~ Aminosduresequenze des  eS-Gens  sowie

Homologiebereiche sind im Anhang 7.2.5 dargestellt.
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Tab. 3.6: Homologievergleich der putativen TreSase aus Actinoplanes sp. mit anderen TreSasen aus
verschiedenen Bakterien. Abkiirzung: TreS, Rv0126, PA2152 = Trehalosesynthase.

Protein Organismus Linge (AS) | Identitiit (Gaps) [%] | Accession-Nr. Referenz
TreS Actinoplanes sp. 586 - - diese Arbeit

Rv0126 | M. tuberculosis H37TRv 601 84 (0) NP214640 Cole et al., 1998
TreS S. coelicolor A3(2) 566 73 (0) CAA04601 Bruton et al., 1995
TreS Pimelobacter sp. R48 573 73 (1) BAAI11303 Tsusaki et al., 1996

PA2152 P. aeruginosa PAO1 1100 58 (1) NP250842 Stover et al., 2000
TreS D. radioduransR1 552 54 (1) NP295759 White et al., 1999
TreS Thermus aquaticus 963 54 (0) BAA19934 Tsusaki et al., 1997

Bei der Trehalosesynthase (TreS) handelt es sich ebenso wie bei den Proteinen TreX, TreY
und TreZ um die Familie 13 der Glycosidhydrolasen (Tsusaki et al., 1996; Ohguchi et al.,
1997; Tsusaki et al., 1997). Die essentiellen, hochkonservierten Motive der a-Amylase
der
Abbildung 3.9

aus

die

anhand der

SN223/229

konnten abgeleiteten Aminosduresequenz Trehalosesynthase

Actinoplanes sp. identifiziert werden. Die zeigt

Aminosduresequenzen der TreSasen verschiedener Bakterien mit den vier hochkonservierten

Regionen der typischen Familiel3 der Glycosidhydrolasen.

M. tuberculosis 121
A. SN223/229 118
S. coelicolor (CI) 101
S. coelicolor (CII)101
Pimelobacter sp. 93
P. aeroginosa 93 NHAKKE@SRAR|Y
% ok kK ke
L]
M. tuberculosis 180 YWHRFFSHQPDLN|
A. SN223/229 177 YWHRFESHQPDLN
S. coelocolor (CI) 160 YWHRFEFSHQPDLN
S. coelicolor (CII)160 YWHRFEFSHQPDLN|
Pimelobacter sp. 152 YWHRFFHHQPDLN
P. aeroginosa 153 YWHRFMMSHQPDLN|
*
250 300

\ III \
M. tuberculosis 240 PEIRVLLAEANQWPEDVV]
A. SN223/229 237 PENVILLAEANQWPIRDVV]
S. coeicolor (CI) 220 IZDTY ‘LZ—\EZ—\NQWPDVV
S. coelicolor (CII)220 PV IL.LAEANQWPEDVV|
Pimelobacter sp. 212 P'VLLEZ—\NQWPDVV VYE P ERED)
P. aeroginosa 213 LLAEANQWPIEDINSRY I Ciatatariel

*hkkkkkk*k

*
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310 360
M. tuberculosis A NENe CDECHMAFHEPIEMPRI FMAVRRESR
A. SN223/229 ZAYARN:GIeCDECHMAFHFPIEMPRI FMAVRRE SR
S. coelicolor (CI) 275 YAAGEINHGSIUANNINEIVIZENN VAN
S. coelicolor (CII)275 YSTGEMHeINENNN=VIUIZNRHYEAVANNHIN

Pimelobacter sp. 272  GTVVEPaSENENYIR=VIN==ugy U\ N1
P. aeroginosa P Ivele DE C HMA FHE PitMPRISMAIG EBR

Abb. 3.9: Homologievergleich der TreSasen verschiedener Organismen mit den vier
hochkonservierten Regionen einer a-Amylase.

Abkiirzungen:  Mycobacterium  tuberculosis  H37Rv ~ (Rv0126, Cole et al, 1998);
Streptomyces coelicolor (treS, Redenbach et al., 1996); C I = Cluster I; C II = Cluster II;
Pimelobacter sp. R48 (treS, Tsusaki et al., 1996); Pseudomonas aeroginosa PA01(pA2152, Stover et
al., 2000). Die nummerierten, konservierten Regionen sind unterhalb der Aminosiduresequenz durch
Sterne gekennzeichnet. Abkiirzungen: ¢ = katalytischer Rest; ® = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige
Identitit der Aminosduren ist durch schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der
Aminoséuren ist durch graue Boxen gekennzeichnet.

3.2.4 Genprodukte des stromaufwiirts bzw. stromabwirts des freS-Gens liegenden DNA-

Bereichs

Auf Aminosdureebene des stromabwirts des Trehalosesynthase-Gens (freS) gelegenen DNA-
Bereichs konnte eine hohe Homologie zu putativen Maltosekinasen (Pepll) verschiedener
Organismen wie Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Cole et al., 1998), Pseudomonas
aeruginosa (Stover et al., 2000), Streptomyces coelicolor A3(2) (Bruton et al., 2000)
festgestellt werden. Die abgeleitete Aminosduresequenz von Pepll dhnelt dem Mphl Protein
aus Actinoplanes missouriensis, welches Maltose zu Maltose-1-Phosphat umwandeln kann
(Grundmeier, 2001). Stromaufwérts des Trehalosesyntase-Gens (#reS) konnte ein Teil eines
putativen Glucanase-Gens (pepl, S. coelicolor A3(2), Redenbach et al., 1996) nachgewiesen

werden.

3.3.1 In vitro-Amplifikation und Klonierung eines DNA-Bereichs des fiir die Trehalose-
6-Phosphat-Synthase (Tps1)-kodierenden Gens aus Actinoplanes sp. SN223/229

Im Zuge der Trehalosesynthese wird aus den aktivierten Vorstufen Glucose-6-Phosphat und
UDP-Glucose mit Hilfe des Enzyms Trehalose-6-Phosphat-Synthase (z. B. Tps1l bzw. OtsA)
Trehalose-6-Phosphat gebildet. In einem nachfolgenden Schritt wird Trehalose-6-Phosphat
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durch die Trehalose-6-P-Phosphatase (z. B. Tps2 bzw. OtsB) hydrolysiert (Vandercammen
et al., 1989; Kaasen et al., 1994).

Zur Amplifizierung eines Abschnittes des Gens fiir die Trehalose-6-Phosphat-Synthase (Tps1)
aus Actinoplanes sp. SN223/229 mussten zundchst geeignete Oligonukleotide ausgewihlt
werden. Aus diesem Grund wurden Aminosduresequenzen von bekannten Tpsl bzw. OtsA
aus verschiedenen Organismen computergestiitzt miteinander verglichen (Cole et al.,1998;
Blattner et al., 1997; Vuorio et al., 1993). Zur Auswahl der Primer wurden die zwei hochst
konservierten Regionen zwischen den Positionen der Aminosdure 157 — 165 und 365 - 371
herangezogen (Primer trepl und TRPS2, s. Anhang 7.2.6). Bei der abgeleiteten
Oligonukleotidsequenz wurde der Codon-Gebrauch verschiedener Streptomyces sp.
berticksichtigt. Mittels PCR mit den Primern trepl und TPRS2 wurde ein Fragment der
erwarteten Grofle von ca. 750 bp mit chromosomaler DNA aus Actinoplanes sp. mit Hilfe der
Vent"™-Polymerase in vitro amplifiziert und in den Vektor pUCBM20 kloniert. Der Vektor
pUCTps750 wurde einer Sequenzanalyse unterzogen und es konnte festgestellt werden, dass
die Sequenz auf Aminosdureebene mit Trehalose-6-Phosphat-Synthasen verschiedener Pro-
und Eukaryonten identisch ist (Abb. 3.12).

Um einen weiteren Bereich des Gens fiir die Trehalose-6-Phosphat-Synthase (Tpsl) zu
klonieren, wurde chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. mit verschiedenen Enzymen
restringiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit dem als Sonde markierten PCR-
Amplifikat einer Southern-Analyse unterzogen (Abb. 3.10). Dabei konnte u. a. ein ca. 3,5 kb
groBes BamHI-Fragment detektiert werden. Fiir eine entsprechende Shotgun-Klonierung
wurde BamHI-geschnittene DNA zwischen 2,5 kb und 4,5 kb aus dem Gel isoliert und
anschlieBend in pUCBM20 kloniert. Nach der Transformation in E. coli DH5a wurden
positive Klone mit Hilfe einer Koloniefilterhybridisierung (2.3.12.2.1) ausgewaihlt. Der
Vektor pUCTps35 enthielt das ca. 3,5 groBe BamHI-DNA-Fragment.
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Agarosegel Southern Blot

S0 -5- _ - <«ca. 6,0 kb
120 - - <«ca.3,5 kb

25(

M 11234 112314

Abb. 3.10: Southern-Analyse chromosomaler DNA aus Actinoplanes sp. nach Hydrolyse mit
verschiedenen Restriktionsendonukleasen.

Southern-Analyse (2.3.12.2.3); 1%iges Agarosegel; ein mit Primern trepl und TRPS2 amplifiziertes
750 bp-Fragment wurde als Sonde eingesetzt (Abb. 3.12).

Spur M: 1 kb Ladder-Molekulargewichtsmarker; Spur 1: chromosomale DNA aus Actinoplanes sp.
nach der Restriktion mit BamHI; Spur 2: chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. nach der
Restriktion mit Kpnl; Spur 3: chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. nach der Restriktion mit NotI;
Spur 4: chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. nach der Restriktion mit Sp#l.

3.3.2 Sequenzanalyse der potentiellen Trehalose-6-Phosphat-Synthase-kodierenden
Region

Das Plasmid pUCTps35, welches das ca. 3,5 kb groBe BamHI-Fragment aus Actinoplanes sp.
enthdlt, wurde in das Plasmid pUCBM20 subkloniert (nicht dokumentiert); durch
Sequenzierung der verschiedenen subklonierten Fragmente wurde die Nukleotidsequenz
ermittelt (Abb. 3.11).

Trotz wiederholter Sequenzierungsansdtze konnte fiir einen ca. 200 bp langen DNA-Bereich
zwischen den Genen #psl und ORF3 die Nukleotidsequenz nicht ermittelt werden. Die
Sequenzierung der DNA aus Actinoplanes sp. bereitet erhebliche Probleme. Wegen des hohe
GC-Gehalts von 71 — 76 % (Skinner & Sykes, 1972) konnte eine Sekundirstruktur in der zu
sequenzierenden DNA von Actinoplanes aufgetreten werden. Die Sequenz eines Teils von

ORF3 ist im Anhang 7.1.3 dargestellt.
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81

241

321

401

481

561

721

801

881

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

1761

1841

1921

2001

GGATCCAGCCGGCCACGTTGTCCAGGAAGTACCGGTCGTGGGTGATCGCCAGGACGGTACCCGCGTACTTGGCCAGGTGC
I W G A V N DL F Y R D H T I A L V T G A Y K A L H

TGCTCCAGCCAGCTCACGCTCTCCGCGTCGAGGTGGTTGGTGGGCTCGTCGAGCAGCAGCAGGTCGGGCGCCTCGAGCAG
 E L W S v s E A DL HN T P E D L L L L D P A E L L

CAGCTTGCACAGCGCGACCCGGCGGCGCTCGCCACCGGAGAGCTGGGTGACGTCGGCGTCCGGCGGCGGGCAGCGCAGGL
L K ¢ L AV RIRIREGSG S L @ TV D AD?P P P C R L

GTCCATCGCCAGCCTCGAGCTTGGAGTCGACGTCCCACGCGTCGAGGTGGTCGAGCTCCTCCTGGAGCTTGCCCATCTCG
R 6 D GGA E L K S D VD WADULHDTILEE Q L K G M E

TCCATCAGCTCGTCGGAGTAGTCGGTCGCCATCTGCTCGGCGATCTTATTGAACCGGTCCAGCTTGGCCTTGGTCTCGGC
p M L E b s Yy b T AM Q E A I K N F R DL K A K T E A

GACCGCCTCCTCGATGTTGCCGAGGACCGTCTTCGCGTCGTTGAGCGGCGGCTCCTGCGCGAGCATGCCGACGGTGTAGC
vV A E E I N G L VvV T K A DN L P P E Q A L M G V T Y

CGGGCATCAACCGGGCCTCGCCGTTGCTCGTCTTGTCGAGCCCCGCCATGATTTTGAGCAGGCTGGACTTACCGGCGCCG
G p M L R A E GN S TXK DL GGA M I KL L S S K G A G

TTCGGGCCGACGACACCGATCTTGGCGCCCGGCAGGAAGCTCAGCGTCACGTTGTCGAGCACGACCTTGTCGCCGTGCGL
N P GV V GG I KA G PLUF S L TV N DL V V KD G H A

CTTGCGCGCCTTTTCCAGGACGTAGATGTACTGGGCCACGGTGTGCCCTACCTCCGAGATAACGTGGATTTCTCATGCCG
K R A K E L Vv Y I Y Q A V S/D * A
«ORF1
GAATCAAAAGGCAATCCTTCCAGGTCGGCTCACCGTCGCCTACGCCAACCCCGCCGGTCAGTCGCCGACCACCCGCTGTT
p I L L ¢C DK W T P E G D GV GV G GG T L R R G G A T

CCGCCTCGGTCCCGTCCGACTTGGTGACCAGCAGCCGCTCCCGGTTGATCGAAAAGGTGTTGCCGTCCTGCGGCGCGACC
G G R DR GV Q HGAAAG?P QD F L HOQUR G A A R G

GCACTGGAAACTGCCGTCGTCCTGCCTCGTCACTCCGGCCAAAAACAGCGCGGTGACCCCCTCCTTCCACGGCGCGGCGG
c o F s G D DQ R TV GA L F L A TV G E K W P A A

TGCCACCGCGGTTGGCGTGGTAGAACAGCCGCCCCCGGTCGTCCTGGCAGATCCAGATCACCGTCTTGCGCTCGGTGGTG
T 6 G R NA HY F L R G URDDOQCTIWI V T KR E T T

ACGCGGAACACCTGCAGCAGGTCGCCGGTCGCGCCGTTGCGGTGCCCCATCTCCTGGGTCTGGTCGGGGCACAACCCCTC
vV R F vog L L DGTAGNIRHGME QT Q D P C L G E

GGTGGGCAGCAACGACGGCCCGTCGGAGGCGTCGGTGGTGGCCGATGCGGAGGGCCTGGCGGTGCCCCGGGCGTCGCGALC
T p L L S P G D S A DT T A S A S P R A T G R A D R

GCTCGCTGAGCAGATACCCGCCGTTCATGCCGATGATGGTCAGCAACACCGTGGCGTTCACCACAGGAAAGAAGTTCGGC
R E S L L Y G GGNM G I I TUL L V TANV V P F F N P

CGCCACGGCTGGGAATGATCATCGAGGGGTGTCACCGGGACAGGATGGCATCCAAGTCAAGACCCCGAGAGCAGAGTGGG

R W P Q S H D D L P T V S/D
«ORF2
TACGTTCCTTGGTGGCTACGCACAGTAGGCTCGCTAGGGGAACAGAAACCACCCGGAGGTGTACTCAGCGTGGCCCAACG
-10 S/D vV A Q R

—>tpsl
AAGTTCCTTCGTCGTCGTCGCCAACCGTCTGCCCGTTGACGAGGTCACCCTGCCCAGCGGGGAGAAGCAGTGGCGGTCCA
s s ¥ V V VAN RL P V D E V T L P S G E K Q W R S S

GTCCGGGAGGCCTGGTCACGGCGTTGCATCCGGTGCTCACCGAGCATCGCGGCACCTGGATCGGATGGGCGGGCGGCGAC
P 66 66 L VvV T AL H PV L TEUHIRG T W I G W A G G D

GGACCGGCGCCCGAGCCGTTCGATCTCGAGGGCATCCACATCCACCCGGTGCCGTTGAGCGCCGACGAGCTGGAACGTTA
G P A P E P F D L E G I H I H P V P L S A D E L E R Y

TTACGAGGGTCAGTCGAACGCGACGATCTGGCCGCTCTACCACGACGCGGTGGAGACGCCGGCCTACAACGCCTGGCGCG
Yy E G 9 S N A T I W P L Y HD AV E T P A Y N A W R D

ACTCGTACCGTACGGTCAATCAGCGGTTCGCCGAGGCGGCCGCGGACGTCGCGGCAGGGCGCCACCGTCTGGGTGCAGGA
s ' Y R T V N Q R F A E A A A D V A A G R HUR L G A G

CTACCAGCTCCAGCTGTGCCCGCGATGCTCCGGGAGATGCGGCCCGACCTGCGGATCGGCTTCTTCCTGCACATCCCGTT
L P A P AV PAMILIREMI®R®PDILIR I GVF F L HI P F

CCCGCCGATCGAACTGTTCATGCAGATGCCGTTCCGGGCCGAGATCCTGCGCGGTCTGCTCGGCGCCGACCTGGTCGGCT
pPpp I EEL FMOQMU©PPFRAZEILIRGTILTULGADTLV G F

TCCAGCAGCGACTGGCCGCGCAGAACTTCGTCCGGCTGGCCCGGCACCTGCTCGGCCTGCGCTACGAGGGCCAGTCGATC
O 9 R L A A QN F V RLAIRUHULUL G UL R Y E G Q S I
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(Fortsetzung)

2081 CTGGTCGACGGCCGGCGGGTGAAGGCCGGGGCGTTCCCGATCAGCATCGACACCCGGGACATGGAGCGGCTGGCCGCGAC
L v D G R RV KAGA AU F P I s I DT RDMMERL A A T

2161 CCGGCGTGCAGGCCCGGGCCAAGCAGATCCGCGCCGAGCTGGGCGATCCCAAGACGGTCATCCTCGGCGTCGACCGGCTG
R R A G P G QA D PRI RAGI R S Q D G H?PRURUR P A G

2241 GATTACACCAAGGGCATCGAGCTGCGCCTCAAGGCCTTCCGCGAGCTGCTGGCCGACGAGAACTGCAGGTCGGCGACGCG
L H ¢ G H R A AP Q G L P RAAGURIRETL Q V G D A

2321 GTGATGGTGCAGGTCGCAACGCCGAGCCGGGAGCGGGTCGAGCATTACCAGACGCTGCGGGTCAAGGTCGAGCGTGAGGT
v M VvV . Q VA T P S R E RV E HY Q T L R V K V E R E V

2401 CGGCCGGATCAACGGCGAGTTCGGCAAGGTCGGCACGCCGGCGGTGCACTACCTGCACCAGTCGGTCCACAGCAGGAGCT
G R I N G E F G KV G T P A V HY L H Q S V H S R S S

2481 CGCCGATGTACGCGGCCGCCGACGTGATGATGGTGACCCCGCTGCGGGACGGGATGAACCTGGTCGCGAAGGAGTACATC
P M Y A AA DV MMV T?PL RDGMNIL V A K E Y I

2561 GCCTGCCGCGGTGACACCGGGGGCGCCCTGGTGCTCAGCGAGTTCGCCGGCGCGGCCACCGAGCTGCGCCAGTCGTTCCT
A CQR G DT G G A L V L S E F A G A A T E L R Q S F L

2641 GTGCAACCCGCACGACCCGGACGGGGTGAAGGACGCGCTGCTGCGGGCGATCAACGCGGAGCCGGCCGAGCTCAAGCGGC
c N P H D P D GV KD AUILTLU R ATINAZEPAIEL K R R

2721 GGATGCGGGTGATGCAGCGGCATCTGCGCACCCACGACGTCGCCCGGTGGGCCCGCACGTCCCTGGACGAACTCACCGTC
M R V M Q R H L R THDV A RWAUR T S L DE L T V

2801 GACGACGAGAGCTGAGCCGATCTICT
D D E s *

Abb. 3.11: Sequenz des ca. 2,8 kb groBBen Teilbereichs aus pUCTps35, auf dem sich das #ps1-Gens
befindet.

Die abgeleitete Aminosduresequenz der einzelnen ORFs ist unterhalb der Nukleotidsequenz (5°-3°
Richtung) im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die mdglichen S/D-Sequenzen sind unterstrichen. Der
potentielle Promotor ist durch Fettdruck gezeichnet.

Die so erhaltene Nukleotidsequenz wurde auf Homologien zu anderen Genen in den
Datenbanken untersucht. Neben dem kompletten offenen Leserahmen (#ps1), welcher fiir die
Trehalose-6-Phosphat-Synthase kodiert, wurden noch drei unvollstindige offene Leserahmen
(ORF1, ORF2 und ORF?3) identifiziert (Abb. 3.11 und 3.12).

Vor den Startcodons (ATG bzw. GTG) der putativen offenen Leserahmen konnte jeweils
potentielle S/D-Sequenzen identifiziert, welche in Tabelle 3.7 aufgefiihrt sind.

Tab. 3.7: Vergleich der S/D-Sequenzen putativer Gene aus Actinoplanes sp. SN223/229.
Die Konsensussequenz des 3'-Endes der 16S rRNA von Streptomyces ist unterstrichen. Die
Bindungsenthalpie AG wurde nach Tinoco et al. (1973) berechnet.

S/D-Sequenz Abstand (nt) des Startcodons AG (kJ/mol) Referenz
zur S/D-Sequenz
16S rRNA 3'-(U/C)CCUCC-5" 5-12 -47,3+21 Strohl, 1992; Bibb
Streptomyces etal., 1985
tpsl 5'-GGAGG-3" 10 (GTG) -60,3 diese Arbeit
ORF1 5'-GGAGG-3" 11 (GTG) -60,3 diese Arbeit
ORF2 5'-GGATG-3" 13 (GTG) -46,86 diese Arbeit
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In Analogie zu einem o'-E. coli dhnlichen Promotor ist in dem stromaufwirts liegenden
Bereich des Gens #ps1 nur eine mogliche —10-Region (TAGGCT), welche ca. 39 bp von dem
Startcodon entfernt liegt, lokalisiert. Aufgrund der schwach konservierten Consensussequenz
des Streptomyces-Promotors (Strohl, 1992) konnte eine —35-Region des Promotors nicht
identifiziert werden.

Eine Rho-unabhingige Terminatorstruktur konnte in der stromabwirts gelegenen Region des
Gens fps1 nicht ermittelt werden, da im diesem Bereich ein Teil der DNA-Sequenz nicht
bekannt ist.

Ein Vergleich der genetischen Anordnung der identifizierten offenen Leserahmen und der
potentiellen Funktionen der Gene aus Actinoplanes sp. mit der anderer Prokaryonten ist in der

Abbildung 3.12 darstellt.

BamHI
Kpnl
H Ml Pvull
Sphl cll Pvul P.s‘![lﬂ‘””]—“
W ) ddt et 1}
| | l 1 | | |
1 kb 2 kb 3kb
PCR-Fr. (750 bp)
¢ 14 — — B Actinoplanes sp. SN223/229
ORF1 ORF2 ipsl ORF3
T E— S. coelicolor A3 (2)
otsB ORF otsA
— M. tuberculosis H3TRv
Rv3490
) E. coli O157:H7
otsB otsA
I E— Rhizobium sp. NGR
otsB otsA

Abb. 3.12: Vergleich der fiir die Trehalose-6-Phosphat-Synthase-kodierenden Region aus
Actinoplanes sp. mit der aus unterschiedlichen Prokaryoten.

Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al., 1996); Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Cole et
al., 1998); E. coli =157:H7 (Makino et al., 1999); Rhizobium sp. NGR (Freiberg et al., 1997). Die
Orientierungen des einzelnen ORFs sind durch Pfeile gekennzeichnet. Ein mit degenerierten Primern
amplifiziertes 750 bp-Fragment ist oberhalb des #ps1-Gens von Actinoplanes sp. SN223/229.
dargestellt. Abkiirzungen: #ps1, otsA, Rv3490 = Gen fiir putative Trehalose-6-Phosphat-Synthase; otsB
= Gen fir putative Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase; ORF1 = Gen fiir putatives ABC-
Transporterprotein; ORF2 = unbekannt; ORF3 = Gen fiir putative Uroporphyrin-III-Methyltransferase;
ORF = Gen fiir hypothetisches Protein.
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3.3.3 Genprodukt des potentiellen zps1-Gens

Die insgesamt 462 Aminosduren umfassende Tpslase aus Actinoplanes sp. ist homolog zu
anderen Trehalose-6-Phosphat-Synthasen aus verschiedenen Organismen. In der Tabelle 3.8
sind die Resultate des Homologievergleichs zusammengestellt. Die abgeleitete
Aminosduresequenz des #ps1-Gens sowie das entsprechende Alignment sind in Anhang 7.2.6

darstellt.

Tab. 3.8: Homologievergleich der Trehalose-6-Phosphat-Synthasen verschiedener Organismen.
Abkiirzungen: Tpsl1, Tps, Tpslp, OtsA = Trehalose-6-Phosphat-Synthase.

Protein Organismus Linge (AS) | Identitit (Gaps) [%] | Accession-Nr. Referenz
Tpsl Actinoplanes sp. 462 - - diese Arbeit
OtsA M. tuberculosis H37TRv 500 50 (5) NP218007 Cole et al., 1998
Tps S. coelicolor A3(2) 462 33(3) CAB93050 | Redenbach et al., 1996
OtsA Rhizobium sp. NGR234 464 32(2) AAB91813 Freiberg et al., 1997
OtsA E. coli K12 474 31 (4) AACT74966.1 Blattner et al., 1997
Tps Pyrobaculum aerophilum IM2 737 37 (6) AAL63365 | Fitz-Gibbon et al., 2002
Tps Selaginella lepidophylla 994 34 (4) AADO00829 Zentella et al., 1999

Tpslp S. cerevisiae AS2.1416 495 32 (4) AAC16974 Duan et al., 1998
Tps | Kluyveromyces lactis ATCC8585 488 32(5) CAA51164 Luyten et al., 1993

Die genetische Organisation der Gene #ps1 bzw. otsA und tps2 bzw. otsB ist von Organismus
zu Organismus verschieden. In den meisten Fillen bilden die Gene #ps1 bzw. otsA und das
Gen fps2 bzw. otsB ein Operon (Abb. 3.12). Im Gegensatz dazu liegen bei
Mycobacterium tuberculosis ca. 370 bzw. 480 weitere Gene zwischen den Genen otsA und
otsB2 bzw. otsB (De Smet et al., 2000). In Streptomyces coelicolor ist dagegen ein fiir ein
putatives Protein kodierendes kleines Gen zwischen den Genen o#sA und otsB lokalisiert
(Redenbach et al., 1996), dessen Funktion noch nicht ndher untersucht ist.

Um degenerierte Primer zur Amplifikation eines Teils von ps2 aus Actinoplanes sp.
abzuleiten, wurden die Aminosduresequenzen von bekannten Trehalose-6-Phosphat-
Phosphatasen (OtsB bzw.Tps2) computergestiitzt miteinander verglichen. Im Rahmen dieser
Arbeit war es allerdings nicht moglich, unter Verwendung der so erhaltenen degenerierten
Primer (otsB1lund otsB2) einen Teil von #ps2 zu amplifizieren. Auch eine Sequenzanalyse der
weiter stromaufwérts bzw. stromabwérts des zps1-Gens gelegenen Bereiche (ca. 6 kb Kpnl-
bzw. ca. 7 kb Sphl-Fragment) erbrachten keine Hinweise auf die Anwesenheit eines #ps2-

homologen ORFs.
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3.3.4 Genprodukte der stromaufwirts bzw. stromabwirts gelegenen DNA-Bereiche des

tps1-Gens

Fir die abgeleitete Aminosduresequenz des ORF2, der stromaufwirts des Gens #psl
lokalisiert ist, konnte keine eindeutige Homologie zu anderen Proteinen in Datenbanken
gefunden werden. Der ORF1 ist homolog zu einem Gen fiir ein putatives ABC-Transporter-
ATP-Bindungsprotein aus Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al., 1996) bzw.
Mycobacterium leprae (Cole et al., 2001) und der ORF3 wies Homologien zu einem putativen
Uroporphyrin-III-Methyltransferase-Gen aus Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach
et al., 1996) auf.

3.4.1 Konstruktion von Vektoren zur heterologen Expression der Gene treY, treZ, treS

und #ps1 in E. coli

Um grossere Mengen der Enzyme fiir eine weiterfithrende biochemische Charakterisierung zu
erhalten, wurden die entsprechenden Gene jeweils in einen Expressionsvektor kloniert und
heterolog in E. coli BL21 (DE3)pLysS exprimiert. In dem hierzu verwendeten
Expressionsvektor pET19b steht die Expression des Gens unter der Kontrolle des mit IPTG

induzierbaren lacUVS5-Promotors.

Um einen optimalen Translationsstart fiir die Uberexpression des Proteins zu gewihrleisten,
sollte das Startcodon des Vektors pET19b genutzt werden. Aus diesem Grund musste eine
Ndel-Erkennungssequenz am Startcodon der Gene freY, treX, treS und fpsl konstruiert
werden (Abb. 3.13). Zur Generierung entsprechender Schnittstellen (Ndel/BamHI) an den
DNA-Fragment-Enden wurden Polymerasekettenreaktionen mit chromosomaler DNA aus
Actinoplanes sp. unter Verwendung geeigneter Primer durchgefithrt (Tab. 2.4). Die
amplifizierten Fragmente wurden direkt in den EcoRV geschnittenen Vektor pUCBM20
ligiert und in E. coli DH5a transformiert. Anschliefend wurden die Plasmide zur Kontrolle
ansequenziert. Die entsprechenden DNA-Fragmente aus diesen Plasmiden wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Ndel/BamHI einem Doppelverdau unterzogen und aus dem Gel
isoliert. Um die Proteine mittels Ni-Affinitdtschromatographie aufreinigen zu kdnnen
(Yoshihisa & Ito, 1996), wurden die DNA-Fragmente iiber Ndel/BamHI in den

Expressionsvektor pET19b umkloniert. Uber den Expressionsvektor werden zehn
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Histidinreste an den N-Terminus der zu exprimierenden Proteine fusioniert. Die
rekombinanten Plasmide wurden in den Stamm E. coli BL21 (DE3)pLysS transformiert, der
weder die OmpT-Protease, noch Lon-Protease synthetisiert, um einen Abbau der
iberexprimierten Proteine zu vermeiden. Die rekombinanten Expressionsplasmide wurden

mit pETTreY, pETTreZ, pETTreS bzw. pETTps1 bezeichnet.

PETTreZ - 5 pETTps1
T443 bps - il 7095 bye

= y
. -_-_1-/

<r

A:  CAT CAT CAT CAT LHAICT t?iT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CAT ATC GAC GAC GAC GAC AAG CA ?jt?l(; ACA ACC TTC
H H H H H HH H H H Enterokinase M T T F
—ptrel
Neol Ndel  Xhol BamHI
B: | RBS|ccarceee|10x His|AGCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGCATATGCTCGAGGATCC| pET19b
Enterokinase

Abb. 3.13: Darstellung der Expressionsvektoren pETTreY, pETTreZ, pETTreS bzw. pETTps1.

A: Exemplarische Darstellung der Nukleotid- und Aminosduresequenz der Fusionstelle im
Expressionsplasmid pETTreZ. B: Nuklotidsequenz mit eingefiigten Restriktionsstellen im Vektor
pET19b. Die fiir die Enterokinase-Schnittstelle kodierenden Nukleotide sowie die Ndel-Schnittstelle
sind unterstrichen. Das Startcodon fiir das Gen treZ ist fettgedruckt. Die Translationsrichtung ist durch
einen Pfeil gezeichnet. Die Aminosduresequenz ist im Ein-Buchstaben-Code unterhalb der
Nukleotidsequenz angegeben. Abkiirzungen: ori = Replikationsursprung fiir E. coli; amp =
Ampicillin-Resistenzgen; lacl = Lactose-Repressorgen; treY = Gen fiir MTSase; treZ = Gen fiir
MTHase; treS = Gen fiir Trehalosesynthase; tps1 = Gen fiir Trehalose-6-Phosphat-Synthase.

3.4.2 Konstruktion eines Vektors zur heterologen Expression eines bifunktionalen

Fusionsproteins aus MTSase (TreY) und MTHase (TreZ)

Bifunktionale Fusionprotein zeigten einerseits einen groflen Vorteil bei der Aufreinigung der
Proteine mittels Ni-Affinitdtschromatographie und andererseits konnte eine hdhere
Enzymaktivitit aufgrund der erhohten Transfereffizienz der Substrate zwischen den beiden
aktiven Zentren, wie die z. B. bereits bei bifunktionaler Trytophansynthase (Pan et al., 1997)
und Dihydrofolatreduktase-Thymidylatsynthase (DHFR-TS) (Elcock et al., 1997) gezeigt
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werden.

Aus diesem Grund wurde ein Vektor konstruiert, der die heterologe Expression eines
bifunktionalen Enzyms bestehend aus der MTSase (TreY) und MTHase (TreZ) von
Actinoplanes sp. ermdglichen sollte. Zundchst wurde durch PCR ein Adeninrest zwischen den
Genen ftreY und treZ eingefiigt und gleichzeitig eine Hpal-Schnittstelle generiert, um die
beiden Gene iiber die Hpal-Erkennungsstelle fusionieren zu konnen. Die Vektorkonstruktion
fiir die Expression des bifunktionalen Proteins ist schematisch in den Abbildungen. 3.14 und

3.15 dargestellt.

TreY TreZ

GTCGCTCTCCTGGTGAAAGAATGACAACCTTCGAGGTA
v A L L Vv K E =*

M T T F E V

Insertion einer Base A

Generation einer Hpal-Schnittstelle

Hpal
GTCGCTCTCCTGGTTAACGAAATGACAACCTTCGAGGTA
vV AL L v N E M T T F E V

TREYFI

TREZF2

Abb. 3.14.: Schematische Darstellung zur Fusion von treY und freZ mit einer Auswahl der
Oligonukleotide, die zur Konstruktion des Fusionsproduktes (MTSase und MTHase) verwendet
wurden.

Die Aminosduresequenzen sind unterhalb der Nukleotidsequenz im Ein-Buchstaben-Code angegeben.
Die Restriktionsstelle fiir Hpal ist unterstrichen. Der inserierte Adeninrest ist fettgedruckt. Die Lage
und Orientierung der Oligonukleotide TREYF1 und TREZF2 ist durch Pfeile gekennzeichnet. « =
Stoppcodon.

Das 2,3 kb groBe PCR-Produkt mit dem freY-Gen wurde aus chromosomaler DNA von
Actinoplanes sp. mit den Primern treY1 und TREYF1 in vitro amplifiziert, wodurch im N-
Terminus eine Schnittstelle fiir Ndel und am C-Terminus fiir Hpal erzeugt wurden.
Anschliefend wurde das Amplifikat direkt in den EcoRV-geschnittenen Vektor pUCBM20
ligiert und in E. coli DHS5a transformiert. Das Plasmid wurde mit pUCTreYF bezeichnet.
Ebenfalls mittels PCR erfolgte unter Verwendung der Primer TREYF2 und treZ2 die
Amplifikation eines 1,7 kb groBen Produkts mit dem freZ-Gen. Das PCR-Produkt wird von
den Schnittstellen Hpal und BamHI flankiert, welche durch die Primer generiert wurden.

Nach der Ligation in pUCBM20 wurde der so erhaltene Vektor pUCTreZF genannt. Die
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Plasmide pUCTreYF und pUCTreZF konnten zur Kontrolle ansequenziert werden. Nach einer
Doppelrestriktion mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und Hpal wurde das 2,3 kb-
Fragment aus dem Plasmid pUCTreYF in die korrespondierenden Schnittstellen des Plasmids
pUCTreZF ligiert, um einen offenen Leserahmen fiir beide Gene zu erzeugen. Nach einer
Ndel/BamHI-Doppelrestriktion wurde das insgesamt 4 kb grof8e Fragment aus dem Plasmid
pUCTreYZF isoliert, anschlieBend in den Expressionsvektor pET19b umkloniert und in
E. coli BL21 (DE3)pLysS transformiert. Die Vektorkonstruktion des MTSase- und MTHase-
Fusionproteins ist in der Abbildung 3.15 schematisch dargestellt.

3.5.1 Optimierung der heterologen Expression der MTSase, MTHase, TreSase und
Tpslase in E. coli und Aufreinigung durch Ni-Affinititschromatographie

Der Stamm E. coli BL21 (DE3)pLysS mit den Expressionsplasmiden pETTreY, pETTreZ,
pETTreS und pETTps1 wurde bei einer ODgyp von 0,3 zusdtzlich mit 1 mM IPTG induziert
und weiter bei 37 °C bis zu einer ODgoo von 1,0 kultiviert. Nach der Induktion mit IPTG
waren die liberexprimierten Proteine in E. coli unloslich. Es ist davon auszugehen, dass die
Uberexpression der Proteine zur Bildung von Zelleinschlusskorpern (inclusion bodies) fiihrte.

Die Bildung unldslicher Proteine bei einer Uberexpression in E coli wurde schon hiufig

beobachtet (Rajan et al., 2001; Nominé et al., 2001). Durch Absenken der

Kultivierungstemperatur von 25 °C auf 15 °C in 5 °C-Schritten konnte die Ldslichkeit des
Proteins jedoch positiv beeinflusst werden. Aufgrund des langsamen Wachstums wurde die
Expression des Proteins bei der abgesenkten Kultivierungstemperatur (15 °C) allerdings
deutlich reduziert (Abb. 3.16: Vergleich Spur 1 mit Spur 2).

Nach der Induktion mit 1 mM IPTG bei einer ODgg von 0,3 wurde die Kultur bei 15 °C und
180 rpm tiber Nacht im Luftschiittler inkubiert. Nach der Zentrifugation der Kultur wurde das
Zellpellet bei —20 °C gelagert (2.4.2.1). AnschlieBend wurden die Zellen durch kurzes
Auftauen bei Raumtemperatur in Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH7,0) aufgeschlossen. Nach dem
Zellaufschluf3 wurden die rekombinanten Proteine durch Ni-Affinitdtschromatographie unter
nativen Bedingungen aufgereinigt (2.4.2.2). Die an die Ni-NTA-Matrix gebundenen Proteine
wurden mit Imidazol-haltigen Puffer (5 - 250 mM) bei 4 °C eluiert. Anschlieend wurden

SDS-PAGE-Analysen sowie immunologische Nachweise durchgefiihrt.
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Chromosomale DNA aus Actinoplanes sp. SN223/229

PCR mit TREZF2/treZ2

PCR mit treY1/TREYF1
Nddel Hpal
treYF EcoRV pUCBM20
Hpal BamHI 2722 bps
treZF

7N

Ndel/Hpal

TRy .iall!prll
Niel EraRV

~

Ndel/BamHI

pUCTreYZF PET19%

5717 bps

6502 bps

HindIIl
BamHI

pPETTreYZF
9708 bps

Nrul

Abb. 3.15: Schematische Darstellung der Vektorkonstruktion zur Expression des MTSase/MTHase-
Fusionproteins.

Offene Leserahmen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Eine Auswahl an Restriktionsschnittstellen ist
angegeben. Abkiirzungen: amp, Ampr = Ampicillin-Resistenzgen; lacZ = fir das o-Peptid
codierender Teil des lacZ-Gens von E. coli; lacl = Lactose-Repressorgen; ori = Replikationsursprung
fiir E. coli; treY = MTSase-Gen; treZ = MTHase-Gen; treYZF = Gen fiir bifunktionales Enzym.
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In der Abbildung. 3.16 ist als Beispiel der Nachweis der Uberexpression des Proteins TpS1

mit Coomassie-Farbung dem einer immunologischen Detektion gegeniibergestellt.

(kDa) SDS-Gel Western Blot
a
205—.;
116 —(w» == == '.
ol B

—= —..--—— o |+ Tpsl

el LU BRLAN (10 I RNNT R
1

M| 1 415167112134 |5]|6]7

Abb. 3.16: Western-Analyse nach Aufreinigung des rekombinanten Proteins Tps1 aus Actinoplanes sp.
SN223/229 unter nativen Bedingungen.

Western-Analyse (2.4.5); 10%ige SDS-PAGE (2.4.4.1); primdrer Antikdrper (IgG Anti-Hiss
aus Maus); sekundérer Antikorper (IgG Anti-Maus).

Spur M: Proteinmarker; Spur 1: Unlosliche Fraktion von E. coli BL21 (DE3) pLysSpETTps1 bei
37 °C (ca. 66 kD) nach Zellaufschluf3; Spur 2: Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3) pLysSpETTps1 bei
15 °C nach ZellaufschluB3; Spur 3: Durchlauf nach Inkubation mit Ni-NTA-Agarose; Spur 4: Elution
mit 5 mM Imidazol-Puffer; Spur 5: Elution mit 10 mM Imidazol-Puffer; Spur 6: Elution mit 50 mM
Imidazol-Puffer; Spur 7: Elution mit 250 mM Imidazol-Puffer.

Zu diesem Zweck wurden der Rohextrakt der Expression des Gens #ps1 und die mit 5 mM,
10 mM, 50 mM und 250 mM Imidazol eluierten Waschfraktionen auf zwei SDS-Gele
aufgetragen. In der immunologischen Analyse konnte eine deutliche Expression des loslichen,
rekombinanten Proteins nachgewiesen werden. Im Durchlauf (Spur 3) ist eine Proteinbande
zu erkennen, da ein Teil des Proteins an die Ni-NTA-Sédule nicht gebunden wurde. Der
Proteinanteil, der nur schwach mit der Sédule interagierte, wurde in dem ersten Waschschritt
mit 5 mM Imidazol heruntergespiilt (Spur 4). In den beiden weiteren Waschschritten (10 mM,
50 mM) war die Proteinbande nicht mehr erkennbar (Spur 5 und Spur 6). Erst durch Zugabe
von 250 mM Imidazol konnte der restliche noch gebundene Proteinanteil in groBeren Mengen
eluiert werden (Spur 7). Anhand der abgeleiteten Aminosduresequenz war fiir das Protein
Tpsl ein theoretisches Molekulargewicht von ca. 51 kDa berechnet worden. Im Western Blot

bandierte das Protein jedoch bei ca. 66 kDa, da die zusitzlichen zehn N-terminalen Histidin-
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Reste zusammen mit der Enterokinase-Schnittstelle (Abb. 3.15) das Molekulargewicht des
rekombinanten Proteins vergrof3ern.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass die Uberexpression von
16slichem Tpsl-Protein nach der Induktion mit IPTG bei der Kultivierungstemperatur von

15 °C erfolgleich verlaufen ist.

3.5.2 Expression der MTSase, MTHase, TreSase, Tpslase und des bifunktionalen

Enzyms und Aufreinigung durch Ni-Affinititschromatographie

Um grossere Mengen an rekombinantem Protein zu erhalten, wurde E. coli BL2I
(DE3)pLysS mit den jeweiligen Plasmiden pETTreY, pETTreZ, pETTreS, PETTpsl bzw.
pETTreYZF in groBerem Malistab angezogen. Wie unter 3.5 beschrieben, erfolgte die
Kultivierung nach der Induktion mit 1 mM IPTG bei einer ODgyy von 0,3 iiber Nacht bei
15 °C. AnschlieBend wurde die Kultur bei 4 °C fiir 10 min geerntet und das Zellpellet bei —20
°C gelagert. Nach dem Zellaufschlu durch Auftauen bei RT wurden die rekombinanten
Proteine durch Ni-Affinitdtschromatographie unter nativen Bedingungen bei 4°C aufgereinigt.
Um nach der Aufreinigung iiber die Ni-NTA-Séule das Imidazol aus der Probe zu entfernen,
wurde das Protein iiber eine Ultrafiltration mit einer AusschluB3gro3e von 50 kDa umgepuffert
und gleichzeitig ankonzentriert. AnschlieBend wurde ein Aliquot des Filtrats einem
immunologischen Nachweis unterzogen und zur weiteren Charakterisierung verwendet
(2.4.6). Bei dem immunologischen Nachweis ist in den Spuren 2 bis 5 jeweils eine
ausgepragte Proteinbande im Vergleich zur Negativkontrolle in Spur 1 (E. coli BL21
(DE3)pLysSpET19b) zu erkennen. Somit konnten die rekombinanten Proteine TreY, TreZ,
TreS und Tps1 aus Actinoplanes sp. in 16slicher Form exprimiert werden (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Western-Analyse mnach Aufreinigung der rekombinanten His-fag-Proteine aus
Actinoplanes sp. SN223/229 unter nativen Bedingungen.

Western-Analyse (2.4.5); 10%ige SDS-PAGE (2.4.4.1); primdrer Antikdrper (IgG Anti-Hiss
aus Maus); sekundérer Antikorper (IgG Anti-Maus).

Spur M: Proteinmarker; Spur 1: E. coli BL21 (DE3)pLysSpET19b als negative Kontrolle; Spur 2:
Eluat von E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTreY (ca. 83,9 kDa); Spur 3: Eluat von E. coli BL21
(DE3)pLysSpETTreZ (ca. 64,1 kDa); Spur 4: Eluat von E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTreS (ca.
67,1 kDa); Spur 5: Eluat von E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTps! (ca. 51 kDa); Spur 6: Uberstinde von
E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTreYZF (ca. 148 kDa) nach dem Zellaufschlu3; Spur 7: Zellaufschluf3
von E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTreYZF (ca.148 kDa) unter denaturierenden Bedingungen. Das aus
abgeleiteten Aminosduresequenz berechnete theoretische Molakulargewicht der jeweiligen
rekombinanten Proteine wurde angegeben.

Das rekombinante, bifunktionale Enzym TreYZF ist wihrend der Expression bei 37 °C zu
Einschlusskorpern aggregiert und ausgefallen (Abb. 3.17: Spur 6 und 7). Die in Spur 7 unter
denaturierenden Bedingungen deutliche Proteinbande bei ca. 148 kDa ist in Spur 6 jedoch
nicht vorhanden, da das unldsliche Protein TreYZF nach der Zentrifugation des Rohextraktes
wahrscheinlich zusammen mit dem iibrigen Zellbestandteilen pelletiert worden ist. Zur
Vermeidung der Bildung von unléslichem Protein  wurde zum einen die
Kultivierungstemperatur gesenkt, zum anderen NaCl, Sorbitol und Betain der Kultur
zugegeben (Lottspeich, 1998). Nach einer Temperaturabsenkung von 25 auf 15 °C war das
Fusionsprotein mittels SDS-PAGE jedoch immer noch nicht nachweisbar. Die Expression des
Fusionsproteins unter osmotischen Stressbedingungen war ebenfalls nicht erfogleich. Die
Zugabe von NaCl (4 %), Sorbitol (0,5 M) und Glycin-Betain (10 mM) zum Kulturmedium
verursachte, dass die Zellen aufgrund des osmotischen Stresses sehr langsam wuchsen (Barth
et al, 2000). Aus diesem Grund wurde versucht, die Expression des MTSase-/MTHase-

Fusionsproteins in Streptomyces lividans TK23 durchzufiihren. Zur heterologen Expression in
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S. lividans T23 wurde das 4 kb groBe Insert des Expressionsvektors pETTreYZF {iber eine
Ndel/BamHI-Restriktion in  den  Schaukelvektor =~ pPWW50,  welcher  einen
Replikationsursprung fiir Streptomyces enthédlt, umkloniert und das rekombinante Plasmid
pPWTreYZF genannt. Aufgrund der &uBerst schwachen Expression in S. /ividans TK23
konnte in einer nachfolgenden SDS-PAGE-Analyse durch Coomassie-Farbung allerdings
keine ausgeprigte Proteinbande beobachtet werden; sie war nur immunologisch nachweisbar
(nicht dokumentiert). Mittels Ni-Affinititschromatographie unter nativen Bedingungen
konnten keine nennenswerten Mengen des Proteins isoliert werden. Aufgrund der
Schwierigkeit bei der Aufreinigung des Proteins musste der Rohextrakt in einem Enzymtest

auf bifunktionale Aktivitit eingesetzt werden (2.4.6.2).

3.6 Nachweis der Enzymaktivitit von TreY, TreZ, TreYZF, TreS und Tpsl durch
gekoppelte Enzymtests

Zum Nachweis der Bildung von Trehalose wurden die Proteine TreY, TreZ, TreS bzw. Tpsl
unter Standardbedingungen mit dem jeweiligen Substrat inkubiert (von 1 min bis zu 60 min).
Die Enzymaktivitit von TreY mit TreZ, sowie TreYZF, TreS und Tpsl wurde dabei durch
einen gekoppelten Enzymtest ermittelt (2.4.6.2). Das folgende Testprinzip wurde

libergenommen, wobei der Glucosenachweis durchgefiihrt werden konnte:

Testprinzipl:
Trehalase
Trehalose + H,O > 2 x Glucose
Glucose-Oxidase
Glucose + O, + H,O » Gluconat + H,O,
Peroxidase
H,O, + ABTS red. » ABTS ox. +2 H,O
Testprinzip 2:
Trehalase

Trehalose + H,O — > 2 x Glucose

Hexokinase
Glucose + ATP > Glucose-6-Phosphat + ADP

Glucose-6-P-DH
Glucose-6-Phosphat + NADP" » 6-Phosphoglucolacton + NADPH + H"
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Die Aktivititen der Enzyme MTSase (TreY) mit MTHase (TreZ) bzw. Tpslase stiegen
signifikant bis zu einer Inkubationszeit von 40 min an, bei ldngerer Inkubation nahm die
Aktivitdit wieder ab. Im Vergleich mit der Aktivitit von MTSase mit MTHase zeigte die

TreSase insgesamt nur eine geringe Enzymaktivitéit (Abb. 3.18).

—&@— MTSase/MTHase
—— TreSase
—a&— Tpslase

Trehalose (mM)

]

Inkubationszeit (min)

Abb. 3.18: Graphische Auswertung der Enzymaktivititen von MTSase (TreY) mit MTHase (TreZ),
TreSase und Tpslase zu verschiedenen Inkubationszeiten.

Durchfiihrung nach 2.4.6.2; das ankonzentrierte Protein (2 pg) wurde mit dem jeweiligen Substrat
unter Standardbedingungen inkubiert (bei 37 °C, pH 7,0). Die Aktivitdt des Enzyms wurde durch den
gekoppelten Enzymtest ermittelt.

Aufgrund der schwachen Expression musste der Rohextrakt von Streptomyces lividans TK23
(pPWTreYZF) direkt in einem Enzymtest auf bifunktionale Aktivitét eingesetzt werden. Als
negative Kontrolle wurde der Rohextrakt von S. lividans TK23 (pPWW50) im Testansatz
verwendet. Die gebildete Trehalose wurde mittels des gekoppelten Enzymtests nachgewiesen

(2.4.6.2.2 und 2.4.2.2.2). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.9 angegeben.

Tab. 3.9: Die Enzymaktivitit des bifunktionalen Proteins TreYZF nach der 30 miniitigen Inkubation
bei 37 °C mit Maltoheptaose (20 mM).

Rohextrakt umgesetzte Trehalose (LM)
S. lividans TK23 (pPWTreYZF) 481
S. lividans TK23 (pPWW50) 120
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3.7 Charakterisierung der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase

Fiir eine ndhere Charakterisierung der einzelnen Enzyme wurde die optimale Temperatur, das

pH-Optimum, das Puffer-Optimum und ihre Metallionenabhéngigkeit bestimmt.

3.7.1 Puffer-Optimum

Um zu iberpriifen, ob die Aktivitit der Enzyme wie z. B MTSase (TreY), TreSase und
Tpslase durch den Puffer verbessert werden kann, wurden Testansdtze in den verschiedenen
Puffern mit bzw. ohne Mercaptoethanol erstellt (2.4.7.2). Die Disulfid-Bindungen des
Proteins konnen durch geringe Mengen an Mercaptoethanol gespalten werden, so dass sich
die Aktivitit der Enzyme unter Umsténde verbessert.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.19 graphisch dargestellt. Im Gegensatz zur Tpslase
zeigten die MTSase im eingesetzten Phosphatpuffer mit Mercaptoethanol bzw. die TreSase
im Phosphatpuffer ohne Mercaptoethanol hohe Aktivitdtswerte. Die hochste Aktivitét fiir die

Tpslase wurde dagegen im Tris/HCI-Puffer ohne Mercaptoethanol nachgewiesen.

relative Aktivitit (%)
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TH (m) TH(@) TM(m) TM() TEA(m) TEA(o) Cit.(m) Cit.(0) Acet. (m) Acet.(0) Phos.(m) Phos. (o)

Puffer

Abb. 3.19: Puffer-Optima der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase aus Actinoplanes sp. SN223/229.

Abkiirzugen: TH = Tris/HCl; TM = Tris/Maleinsdure; TEA = Triethanolamin; Cit. = Citrat; Acet. =
Acetat; Phos. = Phosphat; m: mit Mercaptoethanol; o: ohne Mercaptoethanol. Durchfiihrung nach
2.4.7.2; die Testansédtze wurden mit dem jeweiligen Puffer (100 mM) versetzt (bei 37 °C fiir 10 bzw.
30 min). Die hochste Enzymaktivitit wurde als 100 % definiert und die ilibrigen Enzymaktivititen in
Relation zu diesem Wert gesetzt.
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3.7.2 pH-Optimum

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden die Proteine mittels Ultrafiltration ankonzentriert,
unter Standardbedingungen mit dem jeweiligen Substrat inkubiert (2.4.7.2) und mittels des
gekoppelten Enzymtests die Enzymaktivitdt ermittelt. Fiir den Enzymtest wurde der Bereich
des pH-Wertes in Tris/HCI- bzw. Na-Phosphat-Puffer (100 mM) von 5 bis 9,5 eingestellt.
(Abb. 3.20).

Die hochste MTSase-Aktivitdit lag bei einem pH-Wert von 7,0. Die optimalen

Enzymaktivititen fiir die TreSase und Tpslase wurden bei einem pH-Wert von 7,5 bestimmt.

120

100

—&— TreY
—— TreS
—&— Tpsl

relative Aktivitiit (%)

20

5 55 6 6,5 7 75 8 85 9 95 10
pH

Abb. 3.20: pH-Optima der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase.

Durchfiihrung nach 2.4.7.2; der Phosphat-Puffer (100 mM) wurde mit den ankonzentrierten Proteinen
TreY bzw. TreS (jeweils 2 ng) versetzt (bei 37 °C fiir 10 bzw. 30 min). Der Tris/HCl-Puffer (100 mM)
wurde mit dem ankonzentrierten Protein Tpsl (2 pg) versetzt (bei 37 °C fiir 10 min). Die jeweils
hochste Enzymaktivitit wurde als 100 % definiert und die iibrigen Enzymaktivititen bei den
verschiedenen pH-Bereichen in Relation zu diesem Wert gesetzt.

3.7.3 Temperaturoptimum

Bei Temperaturen von 10 °C bis 60 °C wurden die Aktivititen von MTSase (TreY), TreSase
und Tpslase bestimmt (2.4.7.1).

Dabei konnte die hochste Enzymaktivitdt der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase bei einer
Temperatur von 35 °C bzw. 40 °C ermittelt werden (Abb. 3.21). Bei Temperaturen oberhalb

von 45 °C nahmen die Enzymaktivitdten deutlich ab.
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Abb. 3.21: Enzymaktivitit der MTSase (TreY), TreSase bzw. Tpslase bei verschiedenen
Temperaturen.

Durchfiihrung nach 2.4.7.1; das ankonzentrierte Protein (2 pg) wurde unter Standardbedingungen mit
dem jeweiligen Substrat inkubiert (bei der angegebenen Temperatur fiir 10 min Inkubation). Die
jeweils hochste Enzymaktivitit der MTSase, TreSase bzw. Tpslase bei der Temperatur wurde als
100 % definiert und die ibrigen spezifischen Enzymaktivititen bei den unterschiedlichen
Temperaturen in Relation zu diesem Wert gesetzt.

3.7.4 Einfluss von Metallionen auf MTSase, TreSase bzw. Tpslase-Enzymaktivitit

Um den Einfluss von Spurenelementen auf die Enzymaktivitdt fir die MTSase (TreY),
TreSase und Tpslase zu untersuchen, wurden die ankonzentrierten Proteineluate (2.4.2.3) mit
potentiell inhibitorisch oder aktivierend wirkenden Substanzen versetzt (2.4.7.3). Die
Ergebnisse des FEinflusses von Metallionen auf die Enzymaktivititen sind in der
Abbildung 3.22 graphisch dargestellt.

Die Aktivititen der MTSase (TreY), TreSase und Tpslase konnten durch Mg**-Metallionen
gesteigert werden. Im Vergleich mit der Aktivitit der MTSase bzw. TreSase wurde die
eindeutige Aktivititssteigerung der Tpslase konnte bei der Inkubation mit dem Mg”'-
Metallion nachgewiesen. Die Abbildung 3.22 zeigt, dass Schwermetallionen wie Cu®" und
Fe’" eine stark inhibitorische Wirkung auf die MTSase (TreY), TreSase bzw. Tpslase
ausiiben, ebenso wie es z. B fiir die MTSase (TreY) und MTHase (TreZ) aus
Arthrobacter Q36 bereits nachgewiesen werden konnte (Nakada et al., 1995). Aufgrund der

Komplexierung zweiwertiger Metallionen besitzt EDTA ebenfalls eine stark hemmende
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Wirkung auf die Aktivitdten von MTSase, TreSase bzw. Tpslase.

relative Aktivitit (%)
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Abb. 3.22: Finfluss von Metallionen bzw. EDTA auf die Enzymaktivitit fiir die MTSase (TreY),
TreSase bzw. Tpslase.

Durchfiihrung nach 2.4.7.3; das ankonzentrierte Protein (2 pg) wurde unter Standardbedingungen mit
dem jeweiligen Substrat inkubiert (bei 37 °C, fiir 10 min), wobei Metallionen (100 mM) ebenso wie
EDTA zugegeben wurden. Abkiirzung: Kon. = Kontrolle, ohne Zusatz von Metallion oder EDTA,
deren Aktivitdt als 100 % definiert wurde.

3.7.5 Substratspezifitit

Um zu liberpriifen, welche Substrate von den Enzymen umgesetzt werden konnen, wurden die
ankonzentrierten Proteine (2 pg) mit verschiedenen Substraten unter Standardbedingungen

inkubiert (2.4.7.4).

3.7.5.1 Substratspezifitit der MTSase (TreY)

Die MTSase (2 pg) wurde mit verschiedenen Substraten (Maltotriose, Maltotetraose,
Maltopentaose, Maltohexaose, Maltoheptaose) bei 37 °C fiir 10 min inkubiert und die
Aktivitdt durch den gekoppelten Enzymtest ermittelt (2.4.6.2.1). Dabei konnte festgestellt
werden, dass von der MTSase aus Actinoplanes sp. die Substrate Maltotetraose bis

Maltoheptaose fiir die Trehalose-Biosynthese akzeptiert wurden. Gleiche Substratspezifitit
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wurde bereits flir die MTSase aus Arthrobacter sp. Q36 beschrieben, wobei mit
Maltopentaose der hochsten Aktivititwert bestimmt werden konnte (Nakada et al., 1995).
Dagegen wurde die hochste Enzymaktivitit der MTSase von Actinoplanes sp. unter
Verwendung des Substrats Maltoheptaose beobachtet. Die Resultate der Enzymaktivitdten mit

den verschiedenen Substraten sind in der Tabelle 3.10 aufgelistet.

Tab. 3.10: Uberpriifung der Substratspezifitit der MTSase (TreY) von Actinoplanes sp. SN223/229,
wobei als Bezugswert (0 %) der Zuckergehalt des Ansatzes mit hitzeinaktiviertem Enzym (100 °C,
5 min) verwendet wurde.

Substrat DNSS-Nachweis (relative Zuckerumsatz (%))
Maltotriose 0
Maltotetraose 6,84
Maltopentaose 79,87
Maltohexaose 86,12
Maltoheptaose 99,09

3.7.5.2 Substratspezifitit der TreSase

Die TreSase (2 ng) aus Actinoplanes sp. wurde mit den Substraten Maltose bzw. Trehalose
bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Es zeigte sich, dass das Enzym als Substrat sowohl Maltose
als auch Trehalose akzeptiert, ebenso wie die TreSase aus Mycobacterium tuberculosis (De
Smet et al., 2000). Dabei wurde Trehalose mit einer Konzentration von 0,207 mM aus
Maltose (0,6 mM) gebildet, wiahrend Trehalose (0,6 mM) zu Maltose mit einer Konzentration
von 0,038 mM umgesetzt wurde.

In der Regel ist das #reS-Gen bei verschiedenen Organismen zusammen mit dem pepll-Gen,
dessen Genprodukt Maltose in Maltose-1-Phosphat umwandelt (Grundmeier, 2001), innerhalb
eines Operons lokalisiert (Abb. 3.7). Aus diesem Grund wurde ein mdglicher Zusammenhang
zwischen der Trehalosesynthese und einer regulatorischen Funktion von Maltose-1-Phosphat
untersucht. Zum einen wurde die Enzymaktivitit nach der Inkubation der verschiedenen
Reaktionsansétze (2.4.6) mit bzw. ohne Maltose-1-Phosphat (50 mM) bestimmt. Dabei konnte
keine unterschiedliche Aktivitit der TreSase festgestellt werden (Ergebnisse nicht
dokumentiert). Zum anderen wurde als Substrat Maltose-1-Phosphat statt Maltose im
Testansatz eingesetzt und die Enzymaktivitdt gemessen. Das Enzym TreSase konnte Maltose-
1-Phosphat zu Trehalose nicht umsetzen. Maltose-1-Phosphat hat daher weder einen Einfluss

auf die Aktivitit der TreSase noch kann es als Substrat dienen.
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3.7.5.3 Substratspezifitiat der Tpslase

Zur Bestimmung der Substratspezifitit der Tpslase wurde das Enzym mit Glucose-6-
Phosphat bzw. mit XDP-Glucose (ADP-, TDP-, GDP- und UDP-Glucose) inkubiert. Nach
30miniitiger Inkubation wurden die Enzymansitze auf ihren Trehalose-6-Phosphat-Gehalt
mittels des gekoppelten Enzymtests untersucht (2.4.6.2.3). Der Enzymansatz mit UDP-
Glucose zeigte eine deutliche Aktivitit. GDP- und ADP-Glucose werden jedoch ebenfalls in
geringerem Mafe zur Trehalose-Synthese genutzt. Es kann somit festgestellt werden, dass
Trehalose aus Glucose-6-Phosphat und UDP-Glucose in Actinoplanes sp. synthetisiert wird.
Die Ergebnisse sind Tabelle 3.11 aufgefiihrt.

Tab. 3.11: Uberpriifung der Substratspezifitit der Tpslase nach 30 miniitiger Inkubation.

Substrat (8§ mM) freigesetzte Trehalose-6-Phosphat (mM)
UDP-Glucose 0,563
ADP-Glucose 0,024
TDP-Glucose 0
GDP-Glucose 0,127

In Saccharomyces cerevisiae konnte bereits gezeigt werden, dass sich Fructose-6-Phosphat
aktivierend auf den Trehalose-6-Phosphat-Synthase-Komplex auswirkt (Londesborough &
Vuori, 1993). Um einen Einfluss von Fructose-6-Phosphat auf die Trehalose-6-Phosphat-
Synthase von Actinoplanes sp. zu untersuchen, wurde zusétzlich Fructose-6-Phosphat
(20 mg/ml) in den Reaktionsansatz gegeben. Als Kontrollen wurden zum einen UDP-Glucose
und Glucose-6-Phosphat (ohne Fructose-6-Phosphat), zum anderen UDP-Glucose und
Fructose-6-Phosphat (statt Glucose-6-Phosphat) verwendet. Es wurde jedoch kein
Unterschied bei der Bildung von Trehalose-6-Phosphat im Test- und Kontrollansatz
festgestellt und Fructose-6-Phosphat statt Glucose-6-Phosphat konnte auch als Substrat nicht

verwendet werden.

3.8 Nachweis der Trehalosebildung der MTSase mit MTHase, TreSase und Tpslase

durch die Diinnschichtchromatographie

Der Umsatz von Substrat in Trehalose durch die Enzyme (MTSase mit MTHase, sowie

TreSase bzw. Tpsl mit unspezifischer akalischer Phosphatase als Ersatz fiir die Trehalose-6-
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Phosphat-Phosphatase) wurde mittels Diinnschichtchromatographie iiberpriift (2.4.6.1). Nach
der Inkubation des jeweils ankonzentrierten Proteins mit dem jeweiligen Substrat wurden die
Proben neben Standardldsungen als Referenzen (Glucose, Maltose und Trehalose) auf eine
DC-Platte aufgetragen und einer chromatographischen Auftrennung unterzogen (Abb. 3.23: A
und B).

Als positive Kontrolle wurde der Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3) pLysSpETTreS mit dem
Substrat Maltose versetzt. Dagegen wurde der Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3) pLysS
ohne Expressionsplasmid mit dem Substrat Maltose als negative Kontrolle inkubiert. Ein
Substanzfleck von Maltose in Spur 4 (Abb. 3.23: A) ist zu erkennen, welcher im
Reaktionsansatz mit dem Rohextrakt ohne Expressionsplasmid nicht zu Trehalose umgesetzt
wurde. In Spur 5 (Abb. 3.23: A) wurde die Bildung der Trehalose in der positiven Kontrolle
nachgewiesen; auflerdem ist ein zusétzlicher Substratfleck auf der Hohe von Glucose zu
erkennen.

Ein deutlicher Substanzfleck in Spur 4 bis Spur 6 (Abb. 3.23: B) lag auf der Hohe des
Trehalose-Standards. In Spur 4, wobei die Enzyme MTSase (TreY) und MTHase (TreZ) mit
dem Substrat Maltohexaose versetzt wurden, sind zwei ausgeprdgte Substanzflecken zu
erkennen, die vermutlich Trehalose und Maltose entsprechen. Aufgrund der unterchiedlichen
Intensitit der Substanzflecken konnte die Maltohexaose durch die Enzyme MTSase und
MTHase vermutlich zu zwei Molekiilen Trehalose und einem Molekiil Maltose umgesetzt
werden. Im Vergleich dazu konnte in Spur 5 ein zusitzlicher Substanzfleck detektiert werden,
wobei hier das Enzym TreSase mit dem Substrat Maltose inkubiert wurde. Es handelt sich
hierbei um Glucose, welche nach der Hydrolyse der a-1,4-glycosidischen Bindung nicht a-
1,1-glycosidisch verkniipft werden konnte. In Spur 6, in welcher die Enzyme Tpslase und
unspezifische alkalische Phosphatase mit den Substraten Glucose-6-Phosphat und UDP-
Glucose inkubiert wurden, ist ein langegezogener Substanzfleck zu sehen. Eventuell handelt

es sich hierbei um Trehalose.
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Abb. 3.23: Diinnschichtchromatographischer Nachweis der Trehalosebildung bei Actinoplanes sp.
SN223/229.

A: Spur 1: Glucose (20 mg/ml); Spur 2: Maltose (20 mg/ml); Spur 3: Trehalose (20 mg/ml); Spur 4:
Ansatz nach Inkubation (Maltose (20 mg/ml) mit dem Rohextrakt von E. coli BL21
(DE3)pLysSpET19b als negative Kontrolle); Spur 5: Ansatz nach Inkubation (Maltose (20 mg/ml) mit
dem Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3)pLysSpETTreS als positive Kontrolle).

B: Spur 1: Glucose (20 mg/ml); Spur 2: Maltose (20 mg/ml); Spur 3: Trehalose (20 mg/ml); Spur 4:
Ansatz nach Inkubation (Maltohexaose (20 mg/ml) mit dem ankonzentrierten Protein TreY (MTSase)
mit TreZ (MTHase) (je 2 pg)); Spur 5: Ansatz nach Inkubation (Maltose (20 mg/ml) mit dem
ankonzentrierten Protein TreS (2 pg)); Spur 6: Ansatz nach Inkubation (UDP-Glucose/Glu-6-P (je
60 mM)) mit dem ankonzentrierten Protein Tpsl (2 pug) mit alkalischer Phosphatase; Probenvolumen:
1 pl; Tragermaterial: Kieselgel G60; Laufmittel: n-Butanol/Pyridin/H,O (7/3/1); Die Anfarbung der
Substanzen mit Methanol/H,SOyyen,. (80/20).

3.9. Nachweis der Trehalosebildung mittels HPLC

Nach einer entsprechender Inkubation wurde die Trehalosebildung in den zwei
Enzymansétzen (MTSase und MTHase mit dem Substrat Maltohexaose sowie TreSase mit
dem Substrat Maltose) mittels HPLC quantativ iiberpriift.

Zur Identifizierung der in den Ansdtzen enthaltenen Substanzen wurden verschiedene
Standardlosungen (Glucose, Maltose, Trehalose, Maltotriose, Maltotetraose, Maltopentaose)
fiir eine Eichung verwendet. Die Abbildung 3.24, B zeigt fiir den Trehalose-Standard zwei
Peaks mit einer Retentionszeit von 16,93 bzw. 17,74 min; eine Erkldrung dafiir kann nicht
gegeben werden. Ein Peak fiir Maltose ist dagegen nach 13,20 min ist zu beobachten
(Abb. 3.24: A) Bei der HPLC-Analyse der Reaktionsansidtze mit MTSase (TreY) und
MTHase (TreZ) (Abb. 3.25: B) und mit TreSase (Abb. 3.25: A) konnten drei Substanzen
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nachgewiesen werden. Die Substanz mit einer Retentionszeit von 6,12 min entsprach
Glucose, welche nach der Hydrolyse a-1,4-glycosidischen Bindung freigesetzt werden
konnte. Bei den beiden anderen Substanzen handelt es sich um Trehalose (Retentionszeiten
von 16,93 bzw. 17,74 min) und Maltose (Retentionszeit von 13,29 min). Hierbei konnte
Maltohexaose durch die Enzyme MTSase und MTHase zu zwei Molekiilen Trehalose und
einem Molekiile Maltose umgewandelt werden. Maltotriose als Standard wird nach einer

Retentionszeit von 25,48 min detektiert (nicht dokumentiert).
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Abb. 3.24: HPLC-Chromatogramm der Standards von Maltose und Trehalose.

A: Maltose-Standard (20 mg/ml); B: Trehalose-Standard (20 mg/ml); Probenvolumen: 50 pl;
Laufmittel: Acetonitril/H,O (80/20); RI-Detektor; NH,-Séule.
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Abb. 3.25: HPLC-Analyse der Auftrennung des Reaktionsansatzes nach der Umsetzung von
Maltohexaose durch die Enzyme MTSase (TreY) und MTHase (TreZ) und von Maltose durch das
Enzym TreSase.

A: Inkubation von Maltose (20 mg/ml) mit dem ankonzentrierten Protein TreS (2 png),
Probenvolumen: 50 pl; B: Inkubation von Maltohexaose (20 mg/ml) mit MTSase und MTHase (je
2 ug), Probenvolumen: 30 ul; Laufmittel: Acetonitril/H,O (80/20); RI-Detektor; NH,-Séule.

3.10 HPLC-Analyse der Bildung der Komponente C bei der Umsetzung von Acarbose
durch MTSase (TreY) bzw. TreSase

Komponente C trigt am Acarviosyl-Core anstelle der Maltose einen Trehalose-Rest
(s. Einleitung). Eine Ubertragung des Trehalose-Restes durch die Acarviosyl-Transferase
(ATase) konnte nicht nachgewiesen werden (Hemker et al., 2001). Daraus lief3 sich vermuten,
dass die Komponente C-Biosynthese auf die Aktivitit der MTSase zuriickgeht. Es konnte
auch nicht ausgeschlossen werden, dass aufgrund der Umsetzung der Maltose zu Trehalose

die TreSase an der Bildung der Komponente C aus Acarbose beteiligt sein konnte.

MTSase oder TreSase

Acarviosyl-Maltose (= Acarbose) > Acarviosyl-Trehalose (= Komponente C)

Um die Bildung der Komponente C aus Acarbose durch MTSase (TreY) bzw. TreSase zu
untersuchen, wurde Acarbose (30 mg/ml) zum einen mit MTSase (2 pg), zum anderen mit.

TreSase (2 pg) versetzt und tliber Nacht inkubiert. Mittels HPLC wurde eine Umsetzung von
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Acarbose zur Komponente C nachgewiesen. Bei der Identifizierung der Komponente C nach
der Inkubation mit der MTSase mittels HPLC traten neben Acarbose (10,48 min) zwei
weitere Peaks mit einer Retentionszeit von 6,53 min bzw. 11,93 min auf (Abb. 3.27: A). Die
Retentionszeit von 11,93 min ist nahezu identisch mit der der Komponente C aus dem
Standardgemisch (Abb. 3.26: B, Bayer AG, LEJ 3333-3). Die Abbildung 3.27 B zeigte keine
Bildung der Komponente C aus Acarbose mit der Inkubation der TreSase. Diese Ergebnisse
geben einen deutlichen Hinweis darauf, dass bei Actinoplanes sp. die Komponente C durch

die MTSase aus Acarbose gebildet werden konnte.
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Abb. 3.26: HPLC-Chromatogramm des Standards von Acarbose und Komponentengemisch (Bayer
AG, LEJ 3333-3).

A: Standard von Acarbose (10 mM); B: Standard des Komponentengemisches (50 mg/ml).

Laufmittel: Acetonitril/Phosphat-Puffer (27/73); UV-Detektor bei 210 nm; NH,-Saule.
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Abb. 3.27: HPLC-Analyse der Auftrennung des Reaktionsansatzs nach der Umsetzung der Acarbose
durch MTSase (TreY) bzw. TreSase.

A: Inkubation von Acarbose (40 mM) mit MTSase (2 ug); B: Inkubation von Acarbose (10 mM) mit
TreSase (2 pg); Laufmittel: Acetonitril/Phosphat-Puffer (27/73); UV-Detektor bei 210 nm; NH,-Saule.
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Um den Einfluss des Puffersystems auf die Bildung der Komponente C zu tiberpriifen, wurde
das Enzym MTSase (2 pg) mit dem Substrat Acarbose (40 mM) in den verschiedenen Puffern
inkubiert. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.12 aufgefiihrt. Der mit dem Phosphat-Puffer

versetzte Testansatz zeigte die hochte Aktivitét bei der Bildung der Komponente C.

Tab. 3.12: Nach der Inkubation der MTSase (2 pg) mit Acarbose (40 mM) in den verschiedenen
Puffern gemessene relative Peakflache.

Puffer (100 mM, pH7,0) relative Peakfliche (%)
Tris/HCI 1,12
Citrat 1,75
Phosphat 2,48

Nach der Inkubation in einem Zeitraum von 15 min bis 12 h wurde die Bildung der
Komponente C aus der Acarbose mittels HPLC iberpriift. Innerhalb eines
Inkubationszeitraums von 15 min bis 3 h wurde eine relative Peakfldche der Komponente C
von 0,05 % gemessen. Bei 12stlindiger Inkubation wurde die Bildung der Komponente C mit

der relativen Peakflache von 1,1 % nachgewiesen.

3.11 Gendisruption der Gene freY und treZ aus Actinoplanes sp. SN 223/229

Mittels HPLC-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die MTSase (TreY) an der Bildung
der Komponente C beteiligt ist (Abb. 3.27: A). Um zu {iberpriifen, ob das Genprodukt des
Gens treY aus Actinoplanes sp. fiir die Komponente C-Biosynthese essentiell ist, sollte das
treY-Gen durch Mutagenese via Einzelkopie-Austausch mit einem Disruptionsvektor gezielt
inaktiviert werden. Als Ausgangsvektor fiir die Konstruktion des treY-Disruptionsvektors
diente pPLGa, ein pBCmac—Derivat, welches das bg/-Gen (B-Glucanase) aus
Paenibacillus macerans (Borriss et al., 1990) trigt. Das als Reportergen zu nutzende bgl-Gen
wurde mit Rekombinationsflanken versehen, die einen Teil des freY-Gens sowie den 3'-
Bereich des benachbarten freX-Gens (ca. 1,2 kb) und den 3 -Bereich des #reZ-Gens (ca. 1 kb)
umfassen. Der so konstruierte Vektor wurde pPLGaTrel2 genannt. Um eine mdgliche
Disruption iiber Antibiotikaresistenz selektieren zu kdnnen, wurde werterhin ein 1,6 kb grof3es
ermE-Gen aus Saccharopolyspora erythraea, welches Erytromycinresistenz vermittelt,
zwischen den beiden Flanken in pPLGaTrel2 ligiert. Das resultierende Plasmid wurde

pTrel2Glu genannt. Das isolierte Plasmid pTrel2Glu wurde mit dem Restriktionsenzym



Ergebnisse 108

Hindlll hydrolysiert, das ca. 4,3 kb-HindIll-Fragment isoliert und in den mit HindIII
linearisierten Vektor pUCBM?20 ligiert. Das rekombinante Plasmid erhielt die Bezeichnung
pUCTrel2. Zum  Austausch des intakten chromosomalen Gens gegen die
insertionsinaktivierte plasmidstindige Kopie wurde pUCTrel2 aus dem nicht-methylierenden
E. coli ET12567-Stamm isoliert. Der isolierte Vektor pUCTrel2 wurde sowohl fiir die
Transformation der Protoplasten von Actinoplanes sp. (2.3.11.2) als auch fiir die
Elektroporation von Actinoplanes sp. eingesetzt. Mittels beider Methoden konnten jedoch

keine Transformanten erhalten werden.

Zum anderen wurde ein Vektor zur Konjugation von Actinoplanes sp. mit E. coli S17
konstruiert. Zur Konstruktion eines E. coli-Streptomyces-Schaukel-Vektors wurde das rep-
Gen fiir Streptomyces aus dem Vektor plJ702 isoliert und anschlieBend iiber Kpnl/Clal in den
Vektor pPBBRIMCS-2 ligiert, welcher sowohl einen Replikationsursprung fiir E. coli als auch
ein mob-Gen tragt. Das Plasmid wurde als pBRPIJK bezeichnet. Das Insert aus dem Plasmid
pPLGaTrel2, welches die Rekombinationsflanken des treY-Gens sowie das bgl-Gen tragt,
wurde liber EcoRI und HindIll in pBRPIJK umkloniert und als pBJKTreGl bezeichnet.
Anschliefend wurde der zu iibertragende Vektor pBJKTreGl in den Stamm E. coli S17-1
transformiert, welcher als Donor dient. Als Rezipient wurde der Stamm Actinoplanes sp.
eingesetzt. Trotz wiederholter Versuche konnten mittels dieses Vektors keine

Transkonjuganten erhalten werden.
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4. Diskussion

Das Pseudooligosaccharid Acarbose nimmt als orales Antidiabetikum bei der Therapie des
Diabetes mellitus Typ 11 eine wichtige Rolle ein (Bischoff et al., 1994). Bei der Fermentation
von Actinoplanes sp. SN223/229 konnten neben Acarbose das Auftreten von hoheren
Homologen der Acarbose nachgewiesen werden. Es ist davon auszugehen, dass
Actinoplanes sp. in der Lage ist, mittels der Acarvioslytransferase (ATase) die
Nebenkomponenten, bei denen verschiedene Zucker auf die Acarviosyleinheit von Acarbose
unter der Freisetzung von Maltose iibertragen werden, zu bilden. Ein Umsatz von Trehalose
und Acarbose zu Komponente C und Maltose konnte durch die ATase nicht nachgewiesen
werden (Hemker et al, 2001). Eine Hypothese beziiglich der Beteiligung der
Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY) an der Komponente C-Biosynthese sollte somit in
dieser Arbeit iiberpriift werden. Dabei konnte das Enzym die Umwandlung der a-1,4
glycosidischen Bindung in eine a-1,1 glycosidische Bindung katalysieren. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte des weiteren ein an der Trehalose-Biosynthese beteiligter
Gencluster im Genom von Actinoplanes sp. SN223/229 identifiziert, isoliert und
charakterisiert werden. Dariiber hinaus wurden die an der Trehalose-Biosynthese beteiligten

Enzyme zur Charakterisierung des Komponente C-Stoffwechsels heterolog exprimiert.

4.1 Das Trehalose-Biosynthesegencluster aus Actinoplanes sp. SN223/229

4.1.1 Identifizierung und Sequenzanalyse der Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY)
bzw. Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase (TreZ)

Unter Verwendung der pUCTreY1E-Sonde (Reckenfelderbdumer, 1998) konnte bei der
Durchmusterung einer bereits zur Verfligung stehenden A-EMLB3-Genbank von
Actinoplanes sp. SN223/229 die MTSase (TreY)/MTHase (TreZ)-kodierende Region
identifiziert und isoliert werden. Eine nachfolgende Sequenzanalyse ergab, dass das ca. 8,2 kb
grofle Fragment fiinf offene Leserahmen enthélt, darunter das potentielle fre-Operon, in dem
die Gene treX, treY und treZ lokalisiert sind, und angrenzende Bereiche. Innerhalb des tre-
Operons befinden sich stromabwiérts des treX-Gens die Gene treY und treZ, wobei diese drei

Gene um jeweils ein Basenpaar iiberlappen, wie auch z. B. bei Sulfolobus acidocaldarius
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(Maruta et al., 1996a) und Arthrobacter sp. Q36 (Maruta et al., 1996¢). Vermutlich werden
die drei Gene gekoppelt transkribiert. Stromaufwérts der jeweiligen tre-Gene liegen
potentielle Shine/Dalgarno-Sequenzen (GGAGG) im optimalen Abstand von 5 — 12
Nukleotiden zum Startcodon ATG, welche mit der Konsensus-Shine/Dalgarno-Sequenz
((A/G)GGAGQG) von Streptomyces (Strohl, 1992; Bibb & Coehen, 1985) gut libereinstimmen.
Die nach Tinoco et al. (1973) berechnete Bindungsenthalpie AG der jeweiligen
Ribosomenbindungsstellen entspricht den Werten von Streptomyces, die zwischen -9,2 kJ/mol
und -92,88 kJ/mol liegen (Strohl, 1992). Die potentiellen —10- und —35-Regionen des
Promotors konnten 133 bp stromaufwérts des Startcodons von #reX identifiziert werden,
wobei beide Elemente in einem Abstand von 23 bp angeordnet sind. Der nach Strohl (1992)
berechnete Abstand zwischen diesen beiden Regionen betrdgt im allgemeinen zwischen 16
und 18 Basenpaaren und der Promotor ist zwischen 9 und 345 Nukleotiden vor dem
Transkriptionsstartpunkt lokalisiert.

Das Motiv eines hypothetischen Rho-unabhdngigen Terminators mit einer GC-reichen
invertierten Sequenzwiederholung konnte im intergenischen Bereich zwischen dem treZ-Gen
und ORF2 identifiziert werden, wodurch eine Terminationsstruktur fiir die drei tre-Gene
ausgebildet werden konnte. Allerdings fehlt diesem potentiellen Terminator die sonst
typische, anschlieBende Uridinreiche Sequenzabfolge (Abb. 3.5).

Die Struktur eines Rho-unabhingigen-Terminators in E. coli besteht aus einer ca. 30 — 50 bp
GC-reichen invertierten Sequenzwiederholung und anschlieBenden Uridinbasenpaare
(Reynolds & Chamberlin, 1992). Die beiden strukturellen Elemente sind wichtig flir eine
effiziente Termination der Transkription (Platt, 1981; Cheng et al, 1991; Yang et al., 1995;
Abe & Aiba, 1996). Am Beispiel des trp-Operon bei E. coli konnte gezeigt werden, dass die
GC-reiche invertierte Sequenzwiederholung nicht nur fiir die Termination erforderlich ist,
sondern auch zur Stabilitit der mRNA beitragt (Mott et al., 1985). Eine Disruption der
nachfolgenden Uridinreste reduzierte hingegen nur die Terminationseffizienz, nicht aber die
mRNA-Stabilitdt (Abe & Aiba, 1996).

Da dem identifizierten potentiellen Terminator der tre-Gene von Actinoplanes sp. die
nachfolgenden Uridinreste fehlen, kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, dass
an dieser Stelle eine Transkriptionstermination stattfindet. Andererseits liegen keine
Erkenntnisse iiber die effiziente Termination in Actinoplanes sp. vor, so dass es noch keine
Consensus-Sequenzen bzw. Strukturen fiir Terminatoren gibt, wie es bei E. coli der Fall ist.
Aufgrund der Position der potentiellen Promotor- und Terminatorsequenz kann vermutet

werden, dass bei Actinoplanes sp. die drei Gene treX, treY und treZ ein tre-Operon dhnlich
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wie z. B. bei Mycobacterium tuberculosis (De Smet et al., 2000), Arthrobacter sp. Q36
(Maruta et al., 2000), Sulfolobus acidocaldarius (Maruta et al., 1996a) bilden (Abb. 3.3).

Sulfolobus acidocaldarius zeigt demgegeniiber jedoch eine andere genetische Organisation.
Das treX-Gen ist zwischen den Genen freY und treZ lokalisiert. Die Funktionen des tre-
Operons aus S. acidocaldarius dhneln jedoch denen aus anderen Organismen (Maruta et al.,

1996a; Maruta et al., 2000).

Das abgeleitete Protein des treX-Gens von Actinoplanes sp. SN223/229 hat eine Linge von
702 Aminosduren. In Homologievergleichen zeigt die abgeleitete Aminosduresequenz des
treX-Gens signifikante Ahnlichkeiten zu den Enzymen, welche zur Klasse der
Glycogen debranching Enzyme bzw. Isoamylasen aus Prokaryonten und Eukaryonten
gehoren (Tab.3.3). Die abgeleitete Aminosduresequenz des 2268 bp langen treY-Gens ist
dagegen homolog zu Proteinen der Maltooligosyltrehalose-Synthase (MTSase)-Familie
(Tab. 3.4: bis zu 50 % Identitdt). Dabei umfasst die von Actinoplanes sp. kodierte MTSase
(TreY) 775 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von 83,9 kDa. Das weiter
stromabwirts liegende treZ-Gen fiir die Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase (MTHase)
mit dem Molekulargewicht von 64,1 kDa zeigt hohe Homologien zu prokaryotischen
MTHasen, insbesonders zu denen von Arthrobacter sp. Q36 (56 % Identitit), Mycobacterium
tuberculosis (53 % ldentitit) und Rhizobium sp. (55 % Identitit).

Das Protein TreX, welches der Isoamylase-Familie zugeordnet werden kann, hydrolysiert die
a-1,6-glycosidischen Bindungen in Amylopectin, Glycogen und Dextrinen (Maruta et al.,
1996a; Maruta et al., 1996c; Maruta et al, 2000; Gueguen et al., 2001). Die
Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY) verwendet Maltooligosaccharide unterschiedlicher
Lange als Substrat (Nakada et al., 1995b; Kim et al., 2000; Gueguen et al., 2001), wobei sie
die a-1,4-glycosidische Bindung am reduzierenden Ende eines Maltooligosaccharids
hydrolysiert und ein Oligomer dieses Glucans auf die C1-OH-Position eines Glucosemolekiils
transferiert; dabei wird die a-1,4-Bindung am reduzierenden Ende in eine a-1,1-Bindung
umgewandelt und es entsteht Maltooligosyltrehalose. Im Anschluss wird die benachbarte o.-
1,4-glycosidische Bindung der Maltooligosyltrehalose durch die Maltooligosyltrehalose-
Trehalohydrolase (TreZ) abgespalten, so dass durch die beiden Enzyme Trehalose und das um
zwei Molekiile Glucose verkiirzte Maltooligosaccharid entsteht; letzteres kann erneut als

Substrat verwendet werden (Nakada et al., 1995a; Nakada et al., 1995b; Kato et al., 1996,
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Maruta et al., 1996a; Maruta et al., 1996b; Maruta et al., 2000; De Smet et al., 2000; Gueguen
etal., 2001).

4.1.2 Identifizierung und Sequenzanalyse der Trehalosesynthase (TreS)-kodierenden

Region

Mit Hilfe der Primer TreS1 und TreS2, die aus dem #reS-Gen von A. missouriensis abgeleitet
wurden, konnte der entsprechende offene Leserahmen von Actinoplanes sp. mittels PCR
isoliert werden. Im weiteren Verlauf der Arbeit konnte die ca. 3,3 kb umfassende Sequenz mit
dem vollstindigen offenen Leserahmen treS und den angrenzenden Bereichen, die ein
putatives Maltokinase- (pepll) sowie ein putatives Glucanohydrolase-Gen (pepl) beinhalten,
ermittelt werden.

Die potentielle Shine/Dalgarno-Sequenz befindet sich jeweils 5 bp bzw. 7 bp vor den
Startcodons der beiden Gene freS und pepll. Die Abwesenheit einer Promotor- bzw.
Terminator-Region in den intergenischen Bereichen zwischen den Genen pepl und freS bzw.
treS und pepll deutet darauf hin, dass die drei Gene aus Actinoplanes sp. ein Operon bilden
konnten. Eine analoge Situation wurde bei Streptomyces coelicolor A3 (2) mit dem glgB-

Operon gefunden (Schneider et al., 2000).

Das Gen treS kodiert fiir eine potentielle Trehalose-Synthase, welche Maltose in Trehalose
umwandelt. Die 586 Aminosiduren umfassende Trehalosesynthase aus Actinoplanes sp. zeigt
84 % Identitdt zu dem TreS-Protein aus Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998) bzw.

73 % Identitdt zu dem TreS-Protein aus Streptomyces coelicolor (Bruton et al., 1995).

Die Gene pepl, treS und pepll aus Actinoplanes sp. éhneln in ihrer Anordnung den
Glycogenclustern 1 und II aus Streptomyces coelicolor (Schneider et al., 2000) bzw.
Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998) (vgl. Abb. 3.9 mit Abb. 4.1). Aufgrund der
Ahnlichkeit der genetischen Anordnung kann vermutet werden, dass die entsprechenden
Genprodukte analoge Funktionen in Actinoplanes sp. erfiillen. Die Funktionen der
Glycogencluster I und II aus S. coelicolor wurden bereits ermittelt (Schneider et al., 2000).
Die genetische Anordnung der Trehalosesynthase (TreS)-kodierenden Regionen I und II aus

S. coelicolor A3(2) ist in Abbildung 4.1 zu sehen.
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Cluster I < glgP | [ pepl > ireS > pepll A glgB >

Cluster I < gloX K]u pepl N weS  >{pepll D glgB >

Abb. 4.1: Genetische Organisation der Trehalosesynthase (TreS)-kodierenden Regionen I und II aus
Streptomyces coelicolor A3 (2) (nach Schneider et al., 2000).

Abkiirzungen: glgP = putatives Gen fiir eine Glycogenphosphorylase; glgX: putatives Gen fiir ein
Glycogen debranching Enzym; pepl: putatives Gen fiir eine Glucanohydrolase; #reS: putatives Gen fiir
eine Trehalosesynthase; pepll: putatives Maltokinase-Gen; gigB putatives Gen fiir ein Glycogen
branching Enzym.

Bei S. coelicolor sind die Gene pepl sowie treS, pepll und glgB in einem Operon lokalisiert.
Das pepl-Gen kodiert vermutlich fiir eine Glucanohydrolase, welche Glycogen spaltet.
Vermutlich handelt es sich bei dem Produkt der Hydrolyse um Maltose, welche anschlieBend
als Substrat fiir die TreSase dienen konnte. Bei Mycobacterium smegmatis wurde
nachgewiesen, dass g/gE-Mutanten (= pepl-Mutation) nur eine geringe Menge an Trehalose
synthetisieren konnen (Schneider et al., 2000). Durch die TreSase wird die a-1,4-glycodische
Bindung der Maltose in eine a-1,1-glycosidische Bindung umgewandelt, wobei Trehalose
entsteht. Fiir das Gen pepll konnte noch keine Funktion bestimmt werden. Die abgeleiteten
Genprodukte von pepll dhneln auf Aminosiuresequenzebene jedoch dem Protein Mphl aus
Actinoplanes  missouriensis, welches Maltose zu Maltose-1-Phosphat umwandelt
(Grundmeier, 2001). Das Gen pA2152 aus Pseudomonas aeroginosa (Stover et al., 2000)
sowie ORF2 aus P. putida kodiert fiir ein bifunktionales Enzym mit den Aktivititen der
potentiellen TreSase und Maltokinase. Aus diesem Grund wurde ein Zusammenhang
zwischen den Produkten des #reS- und pepll-Gens untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass
Maltose-1-Phosphat weder als Substrat noch als Aktivator bzw. Inhibitor fiir die
Trehalosesynthase dient (s. 3.7.5.2). Die Trehalosesynthase (TreS) aus M. bovis sowie
Mycobacterium smegmatis (De Smet et al., 2000) bzw. Actinoplanes sp. (s. 3.7.5.2)
katalysiert sowohl die Hin- als auch die Riick-Reaktion, d.h. es kann auch Trehalose in
Maltose umgesetzt werden. Es kann vermutet werden, dass die durch die TreSase aus
Trehalose entstehende Maltose als Substrat fiir die potentielle Maltokinase (Pepll) dienen
kann. Das stromabwiérts des pepll-Gens liegende glgB-Gen aus S. coelicolor kodiert fiir ein
Glycogen branching Enzym, welches an der Glycogensynthese beteiligt ist (Schneider et al.,
2000). Die beiden Glycogencluster in Streptomyces coelicolor werden in unterschiedlichen

Zelldifferenzierungsphasen exprimiert. Der Glycogencluster I wird in der Phase der
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Luftmycel-Differenzierung von exprimiert. Die Expression des Gens glgB im
Glycogencluster 1 sorgt in der Ubergangszone zwischen Substratmycel und Luftmycel fiir
eine Kohlenstoffspeicherung in Form von Glycogen und die Expression von TreSase fiir
Trehalose-Bildung. Hingegen wird der Glycogencluster II erst wihrend der Sporenbildung im
Bereich der Hyphenspitzen des Luftmycels aktiviert. Trehalose tritt in allen Stadien der
Zelldifferenzierung auf und hohe Mengen an Trehalose werden besonders in den Sporen

akkumuliert. Wie bereits bei Streptomyces (McBride & Ensign 1987a und 1987b; McBride &
Ensign 1990; Miguélez et al., 1997; Rueda et al., 2001) beschrieben, dient die in Sporen

akkumulierte Trehalose sowohl als Schutz gegen Austrockung als auch als
Kohlenhydratreserve bei der Auskeimung. Bei der Sporenkeimung bzw. Auswachsen in
stabformige Zellen wird dort akkumulierte Trehalose durch die im Cytoplasma lokalisierte
Trehalase innerhalb eines kurzen Zeitraums zu zwei Molekiilen Glucose abgebaut und
verwertet. Dagegen wird Glycogen in der Ubergangszone zwischen Substratmycel und

Luftmycel und in den unreifen Sporen gefunden.

4.1.3 Identifizierung und Sequenzanalyse der Trehalose-6-Phosphat-Synthase (Tps1)

Mit Hilfe von PCR-Primern, die aus konservierten Proteindomdnen der Trehalose-6-
Phosphat-Synthase-Familie abgeleitet wurden, konnte ein Teil des ¢psl-Gens von
Actinoplanes sp. amplifiziert werden. Durch den Einsatz des Digoxigenin markierten DNA-
Fragments (750 bp PCR-Tpsl-Sonde) konnte ein ca. 3,3 kb BamHI-Fragment, welches das
tps1-Gens tragt, aus chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. identifiziert und kloniert
werden. Im Rahmen der weiteren Sequenzanalyse der Trehalose-6-Phosphat-Synthase-
kodierenden Region konnten drei offene Leserahmen (ORF1, ORF2 und ORF3) identifiziert
werden. Sowohl dem unvollstindig sequenzierten ORF1 als auch dem ORF2 gehen mogliche

Ribosomenbindungsstellen voraus.

Das 465 Aminosduren-umfassende Tpsl-Protein aus Actinoplanes sp. zeigt signifikante
Homologien zu Proteinen der Trehalose-6-Phosphat-Synthase-Familie aus Pro- bzw.
Eukaryonten (Tab. 3.7).

Bei den meisten Organismen erfolgt die Trehalose-Biosynthese aus aktivierten Vorstufen
mittels des Trehalose-6-Phosphat-Synthase/Phosphatase-Systems. Durch die Trehalose-6-
Phosphat-Synthase (OtsA bzw. TPS1) wird Glucose von Nucleosid-Diphosphat-Glucose
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(ADP-, TDP-, GDP-, CTP-, UDP-Glucose) auf Glucose-6-Phosphat unter Abspaltung von
Nucleosid-Diphosphat iibertragen. AnschlieBend wird das entstehende Zwischenprodukt,
Trehalose-6-Phosphat, durch die Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (OtsB bzw. TPS2)
dephosphoryliert, wobei unter Freisetzung von Orthophosphat Trehalose entsteht.

Die genetische Organisation der Gene fiir die Trehalose-6-Phosphat-Synthase (OtsA bzw.
TPS1) und die Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (OtsB bzw. TPS2) ist von Organismus zu
Organismus verschieden. Zumeist bilden die beiden Gene ein Operon. Bei
Mycobacterium tuberculosis hingegen wurden zwei unterschiedliche Trehalose-6-Phosphat-
Phosphatase-Gene (otsB und otsB2) identifiziert. Die Kernregion des Gens otsB bzw. otsB2
ist homolog zu Trehalose-6-Phosphat-Phosphatasen verschiedener Bakterien. Die Gene otsA,
otsB und otsB2 sind dabei iiber das gesamte Genom verteilt angeordnet (De Smet et al.,
2000). In Actinoplanes sp. konnte stromabwiérts bzw. stromaufwirts des tpsl1-Gens die
Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (Tps2) nicht identifiziert werden, da vermutlich auch hier
die beiden Gene #ps1 und #ps2 ebenfalls kein Operon bilden (Abb. 3.14).

4.2 Charakterisierung der Proteine TreX, TreY, TreZ und TreS

Die Proteine TreX sowie TreY, TreZ und TreS aus Actinoplanes sp. konnten aufgrund der
durchgefiihrten Aminosduresequenzvergleiche in die Familie 13 der Glycosylhydrolasen
eingeordnet werden. Die konservierten Regionen I — IV mit den drei katalytisch wirksamen
Aminoséuren, ein Glutamat-Rest und zwei Asparat-Reste sowie die als Substratbindungstelle
dienenden zwei Histidin-Reste sind in den Proteinen TreX, TreY, TreZ und TreS aus
Actinoplanes sp. ebenfalls in der entsprechenden Position lokalisiert (Tab. 3.5).

Bisher wurden die a-Amylasen (Matsuura et al., 1984; Qian et al., 1993; Kadziola et al.,
1994) und die Cyclodextrin-Glycosyltransferasen (CGTasen) (Klein & Schulz 1991; Knegtel
et al., 1996) intensiv, bis zur dreidimensionalen Rontgenstruktur untersucht. Aufgrund der
konservierten Aminosdurereste konnen die a-Amylasen, Isoamylasen, CGTasen bzw.
Pullulanasen als Mitglieder der Familie 13 der Glycosylhydrolasen klassifiziert werden
(Herissat, 1991; Herissat & Bairoch, 1993). Die Stiarke- bzw. Maltodextrin-umwandelnden
Enzyme sind typischerweise in die Dominen A-E eingeteilt. Die katalytische Doméne A in
den Enzymen besteht aus einem (/a)s-Barrel. Die kleine Doméne B befindet sich zwischen
B3-Strang und osz-Helix in der Domédne A (Klein & Schulz, 1991; Qian et al, 1993). Die

Domine E bei der CGTase ist essentiell fiir die Bindung von granuldrer Stirke (MacGregor,
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et al., 2001). Die Region I - IV des aktiven Zentrums ist charakteristisch fiir die Familie 13
der Glycosylhydrolasen hochkonserviert. Fiir die Hydrolyse sind ein Glutamat-Rest und zwei
Asparat-Reste von Bedeutung, welche an den Positionen 230, 206 und 297 der Taka-Amylase
A aus Aspergillus oryzae (Qian et al., 1994; Janecek et al., 1997; Janecek, 1997) lokalisiert
sind. Glu230 im aktiven Zentrum der Taka-Amylase A {ibertrigt ein Proton auf das
Sauerstoffatom der C1-O1-Bindung im Glucosemolekiil. AnschlieBend wird die C1-O1-
Bindung gespalten, wobei ein resonanzstabilisiertes Oxocarbenium-Ion an C1 gebildet wird.
Im weiteren Verlauf lagert das Oxocarbenium-lon das OH eines Wassermolekiils in der
Losung an, wobei das Produkt und der reprotonierte Saurekatalysator entstehen. Wiahrend
Asparat 206 und Asparat 297 im aktiven Zentrum als Nucleophil fungieren, dient
Glutamat 230 als allgemeiner Sdure-Base-Katalysator. Die ionisierte Carboxylgruppe von
Asp206 tragt zur Stabilisierung des entstandenen Oxocarbenium-lons durch ionische
Wechselwirkungen bei (elektrostatische Katalyse). Der Asparat 175-Rest der Taka-Amylase
ist an der Bindung eines Ca’'-lons beteiligt. Eine Ca’-Bindungsstelle ist zwischen den
Doménen A und B lokalisiert. Metallionen wirken als Cofaktor auf die Aktivitit und
fungieren als stabilisierende Briickenglieder zwischen den Doménen A und B (Matsui &
Svensson, 1997).

Aufgrund der Ahnlichkeiten der konservierten Regionen I - IV auf Aminosiureebene
funktionieren die Proteine TreX, TreY, TreZ und TreS hinsichtlich ihres Mechnismus analog.
In der Abbildung 4.2 ist der katalytische Mechanismus der Taka-Amylase A aus
Aspergillus oryzae dargestellt.
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Abb. 4.2: Katalytischer Mechanismus der Taka-Amylase A aus Aspergillus oryzae (modifiziert nach
Brzozowski & Davies, 1997).

4.3 Heterologe Expression der Proteine TreY, TreZ, TreS, Tpsl und TreYZF

In dieser Arbeit wurden vier tre Gene aus Actinoplanes sp. SN223/229 heterolog in E. coli
exprimiert. Bei der Kultivierungstemperatur von 37 °C konnten die Proteine TreY, TreZ,
TreS und Tpsl mit dem Expressionsplasmidsystem (pET19b) nur in Form von inclusion
bodies exprimiert werden. Diese Aggregate treten hiufig bei der Uberexpression
rekombinanter Proteine, die nicht in nativer Konformation vorliegen, in Bakterien auf. Die
Aggregatebildung kann durch eine limitierte Induktion unterdriickt werden (Lottspeich &
Zorbas, 1998). Eine Kultivierung bei niedrigen Temperaturen sowie die Zugabe von NacCl,
Sorbitol und Glycin-Betain kann sich auf die Bildung von inclusion bodies ebenfalls
limitierend auswirken (Barth et al., 2000). Aufgrund des langsamen Wachstums bei der

Kultivierungstemperatur von 15 °C wurden die Proteine TreY, TreZ, TreS und Tpsl aus
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Actinoplanes sp. 16slich exprimiert. Zur funktionellen Charakterisierung der Enzyme wurden
die rekombinanten Proteine mit Hilfe der Ni-Affinitdtschromatographie unter nativen

Bedingungen {iber den angefiigten His-tag aufgereinigt und immunologische nachgewiesen

(Abb. 3.17).

Trotz abgesenkter Kultivierungstemperatur (15 °C) und osmotischer Stressbedingungen
konnte das rekombinante Fusionsprotein TreYZF mit Hilfe des Expressionsvektorsystems
pET190b in E. coli nicht in l6slicher Form exprimiert werden. Hingegen gelang eine schwache,
heterologe Expression des bifunktionalen Enzyms TreYZF in Streptomyces lividans T23 mit
dem rekombinanten Plasmid pPWTreYZF, welches ebenfalls iiber einen angefligten His-tag
verfligt. Wie bereits bei Brevibacterium helvolum (Kim et al., 2000) und E. coli (Seo et al.,
2000) gezeigt, kann die Aktivitit eines Fusionsproteins aufgrund der verbesserten
Transfereffizienz der Substrate (Elcock et al., 1997; Pan et al., 1997) deutlich erh6ht werden.
Aufgrund der schwachen Expression in S. /ividans konnte eine hohere Aktivitit des Bienzyms
TreYZF im Vergleich mit der Aktivitit von MTSase (TreY) zusammen mit der MTHase

(TreZ) allerdings nicht nachgewiesen werden.

4.3.1 Nachweis der Trehalosebildung und Charakterisierung der exprimierten Proteine

Mittels verschiedener Methoden kann eine Bildung von Trehalose nachgewiesen werden
(Julio et al., 1997). Der indirekte, qualitative Trehalose-Nachweis ist moglich, indem DC-
Platten mit verschiedenen Nachweisreagenzien wie z. B. Anisidinphtalat-, Pyridin-Reagenz
(Nischmoto et al., 1995) zur Identifizierung der Trehalose entwickelt werden. Die
enzymatische Aktivitdt der relevanten Enzymreaktion konnte mit photometrisch erfassbaren
Hilfsreaktionen gekoppelt werden (Tourinho dos Santos et al., 1994; Zimmermann & Eaton,
1994) und somit indirekt iiber die dabei ermittelten Extinktionsdnderungen gemessen werden.

Mit Hilfe der HPLC konnte die Trehalose quantativ und qualitativ nachgewiesen werden

(Vuorio et al., 1993).

Die Trehalosebildung aus Maltooligosacchariden durch MTSase (TreY)/MTHase (TreZ) von
Actinoplanes  sp. wurde mittels des gekoppelten Enzymtests sowie mit der

diinnschichtchromatographischen Analyse bzw. HPLC-Analyse nachgewiesen (Abb. 3.18;
Abb. 3.23: B; Abb. 3.25: B).
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Die Charakterisierung der MTSase (TreY) beziiglich pH-, Temperatur- und Puffer-Optimum
sowie Spurenelementabhdngigkeit wurde ermittelt. Die Bestimmung des pH-Opimums
erfolgte in einem Bereich zwischen 5,0 und 9,5, wihrend die Temperaturabhingigkeit der
Aktivitit in einem Bereich von 10 °C bis 60 °C gemessen wurde. Die optimale
Enzymaktivitit der MTSase (TreY) wird bei einem pH-Wert von 7,0 im Phosphat-Puffer
(100 mM) und einer Temperatur von ca. 35 °C erreicht. Die Enzymaktivitit zeigt in einem
Bereich um die optimale Wachstumstemperatur (28 — 30 °C) sowie den optimalen pH-Bereich
(7 — 7.3) von Actinoplanes sp. SN223/229. Bei Temperaturen oberhalb von 40 °C ist die
Enzymaktivitit stark reduziert. Bei der Cofaktor-Bestimmung wurde die Enzymaktivitdt der
MTSase (TreY) durch Zugabe von Metallionen Mg”" im Vergleich zu der Kontrolle ohne
Metallionen um ca. 20 % gesteigert. Bei Arthrobacter sp. Q36 wurde hingegen eine solche
Aktivitatssteigerung durch Metallionen nicht gefunden (Nakada et al., 1995b). Die
zweiwertigen Metallionen benétigen die a-Amylasen zur Aufrechterhaltung der Stabilitét
zwischen den Doménen A und B und als Cofaktoren im aktiven Zentrum zu der Aktivitit
(Brzozowski & Davies, 1997; Qian et al., 2001; Savchenko et al., 2002). Die
Substratspezifitit der MTSasen variiert von Organismus zu Organismus (Tab. 4.1). Das
amylolytische aktive Zentrum der MTSase aus Actinoplanes sp. wird ebenfalls durch die
Linge der Malooligosaccharide beeinflusst. Maltooligosaccharide mit zunehmender Linge
erzeugten einen Anstieg der Enzymaktivitit der MTSase. Die MTSase aus Actinoplanes sp.
verwendet bevorzugt ebenso wie die aus Sulfolobus acidocaldarius (Gueguen et al., 2001) als
Substrat Maltoseheptaose. Arthrobacter sp. Q36 synthetisiert dagegen Trehalose unter
Verwendung der Maltopentaose (Nakada et al., 1995b). Keine Trehalosebildung aus
Maltotriose konnte die Folge einer Uberspannung bei Einlagerung im aktiven Zentrum sein,

wie z. B. bei Lysozym beschrieben (Voet & Voet, 1994).

Die Trehalose als Endprodukt nach Inkubation der TreSase aus Actinoplanes sp. mit Maltose
ist beim gekoppelten Enzymtest sowie bei der diinnschichtchromatographischen Analyse bzw.
HPLC-Analyse zu erkennen (Abb. 3.18; Abb.3.23: B; Abb. 3.25: A).

Zur Charakterisierung der TreSase wurden wie der bei MTSase (TreY) die pH-, Temperatur-
und Puffer-Optima sowie die Spurenelementabhingigkeit bestimmt. Die optimale
Enzymaktivitit der TreSase lag zwischen den pH-Werten 6,5 und 7,0 im Phosphat-Puffer
(100 mM). Eine TreSase aus Pseudomonas sp. F1 hat ihren optimalen pH-Wert bei 8,0 — 9,0
(Ohguchi et al., 1997) und TreSase aus Mycobacterium smegmatis bei 6,0 (De Smet et al.,
2000). Im Vergleich zur optimalen Temperatur der TreSase aus Pseudomonas sp. F1 (45 °C)
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ist das Temperaturoptimum von Actinoplanes sp. etwas niedriger (35 °C — 40 °C). Die Zugabe
von Mg*"-Tonen zeigte einen positiven Effekt auf die Aktivitit der TreSase aus
Actinoplanes sp. SN223/229. Die TreSase aus Actinoplanes sp. konnte, wie z. B. die aus
Mycobacterium bovis als Substrat sowohl Maltose als auch Trehalose umsetzen (De Smet

et al., 2000).

Trehalose-6-Phosphat kann bei Actinoplanes sp. aus Glucose-6-Phosphat und UDP-Glucose
durch die Trehalose-6-Phosphat-Synthase (Tpslase) gebildet werden. Mittels des gekoppelten
Enzymtests wurden das pH- sowie Temperatur- und Puffer-Optimum sowie die
Spurenelementabhingigkeit des Enzyms Tpsl bestimmt. Die hochste Aktivitdt zeigte die
Tpslase bei 35 °C und pH 7,5 in Tris/HCI-Puffer (100 mM). Phosphat-Puffer zeigte einen
inhibierenden Effekt auf die Tpslsae von Actinoplanes sp. SN223/229. Wie bereits bei
Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Bell et al., 1998), nahm die Aktivitéit der Trehalose-6-
Phosphat-Synthase  mit  steigender = Phosphatkonzentration  signifikant ab. Die
Substratspezifitit der Trehalose-6-Phosphat-Synthase variiert von Organismus zu
Organismus. In vielen Fillen wird zur Trehalosesynthese UDP-Glucose genutzt. In
Saccharomyces cerevisiae (Paschoalin et al., 1989) erfolgt die Trehalosesythese aus UDP-
bzw. ADP-Glucose und Glucose-6-Phosphat. In Actinomyceten wie Mycobacterium kann
sowohl GDP-Glucose als auch UDP-Glucose fiir die Trehalosesynthese genutzt werden (Lapp
et al., 1971). Die Tpslase von Actinoplanes sp. konnte UDP- und GDP-Glucose umsetzen,
nicht aber ADP- und TDP-Glucose.

Fiir den Trehalose-Phosphat-Synthase-Komplex von Saccharomyces cerevisiae wurde von
Thevelein & Hohmann (1995) ein Regulatiosmechanismus fiir die Aufnahme von Glucose
beschrieben. Dieser Komplex, welcher aus Trehalose-6-Phosphat-Synthase (TPS1),
Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase (TPS2) und den regulatorischen Untereinheiten (TPS3 und
TSL1) besteht, wird durch Fructose-6-Phosphat allosterisch aktiviert und durch Phosphat
gehemmt, welches durch die Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase mit Trehalose-6-Phosphat
freigesetzt wird. Fructose-6-Phosphat hat jedoch keinen Einfluss auf die Aktivitdt der Tpslase
aus Actinoplanes sp. (s. 3.7.5.3).

Die optimalen Bedingungen fiir die Aktivitidt der an der Trehalose-Biosynthese beteiligten

Enzyme sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
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Tab. 4.1: Vergleich der optimalen Bedingungen fiir die Aktivitdt der Proteine MTSase (TreY), TreS
und Tpsl1 aus verschiedenen Organismen mit den der Enzyme MTSase (TreY), TreSase und Tpslase
aus Actinoplanes sp. SN223/229.

Mycobacterium smegmatis (TreS, OtsA, De Smet et al., 2000); Sulfolobus acidocaldarius (TreY,
Gueguen et al., 2001); Sulfolobus shibatae (SSTDFE, Di Lernia et al., 1998) Pseudomonas sp. F1
(TreS, Ohguchi et al, 1997); Thermus aquaticus (TreS, Tsusaki et al, 1997);
Saccharomyces cerevisiae (Tpsl, Vandercammen et al., 1989); E. coli (OtsA, Klein et al., 1991).

Die pl-Werte bzw. Molekulargewichte der einzelnen Proteine wurden zum einen mittels des
Programms Husar (PETSTATS) berechnet, zum anderen aus der Literatur entnommen.

Protein pH-Optimum Temp.-Optimum | Substratspezifitit | MG (kDa) | pI-Wert
TreY (Actinoplanes sp. 6,5 — 7,0 (Phosphat- 35-40°C Maltoheptaose 83,9 5,58
SN223/229) Puffer)
TreY (Arthrobacter sp. Q36) 7,0 40 °C Maltopentaose 81,0 4,1
TreY (S. acidocaldarius) 5,0 (Citrat-Puffer) 75 °C Maltoheptaose 84,7 5,0
SSTDEFE (S. shibatae) 4,5 (Citrat-Puffer) 70 °C Maltohexaose 80,0 5,0
TreS (Actinoplanes sp. 6,5 — 7,0 (Phosphat- 35-40°C Maltose 67,1 4,64
SN223/229) Puffer)
TreS (M. smegmatis) 6,0 37°C Maltose 68,6 4,66
TreS (Pseudomonas sp. F1) 8,0-9,0 45 °C Maltose 250 5,8
TreS (Thermus aquaticus) 6,5 65 °C Maltose 105 43
Tpsl (Actinoplanes sp. 7,5 (Tris/HCI-Pufter) 35°C UDP-Glucose 51,0 10,18
SN223/229)
Tps1 (S. cerevisiae) 6,8 37°C UDP-,ADP-Glucose 56,1 6,2
OtsA (E. coli) 7,5 37°C UDP-Glucose 53,8 6,85
OtsA (M. smegmatis) 7,0 37°C alle Glucosenukleotide 55,8 6,73

4.4 Die Bildung der Komponente C

Der a-Glucosidase Inhibitor Acarbose ist ein Pseudooligosaccharid, das struktuell zu den
Aminoglycosiden gezédhlt wird. Eine Core-Struktur besteht aus einem ungeséittigen C;N-
Cyclitol (Valienamin) und einer 4,6-Didesoxy-D-glucopyranose, die iiber eine o-1,4 N-
glycosidische Bindung verkniipft sind. Diese Core-Struktur wird als Acarviosin bezeichnet
und ist essentiell fiir die Hemmwirkung (Heiker et al., 1981). Neben Acarbose werden von
Actinoplanes sp. verschiedene Homologen der Acarbosereihe wihrend der Fermentation
gebildet, die sich durch die Linge und die Lage der Substituenten am Acarbiosyl-Core
unterscheiden (Frommer et al., 1979; Schmidt et al., 1997). Die Bildung der verschiedenen
Homologen ist abhéngig von der Zusammensetzung der Kohlenstoffquelle. Eine Aufklarung
der Acarbose-Biosynthese und der Bildung der verschiedenen Homologen ist fiir die

biotechnologische Fermentation von Actinoplanes sp. SN223/229 von Bedeutung, weil die




Diskussion 122

Acarbose und die medizinisch nicht nutzbaren Nebenkomponenten durch aufwendige
Verfahren voneinander getrennt werden miissen und dariiber hinaus die Ausbeute der

Acarbose erniedrigt wird.

Die Acarbose-Biosynthese ist bisher nur teilweise aufgeklart. Der C;N-Cyclit ist identisch mit
dem Valienamin, einem Bestandteil von Validamycin A sowie Pyralomicin (Naganawa et al.,
2002). Durch die Fitterung von [U-"C]-Glycerin wurde eine Beteiligung des
Pentosephosphat-Weges an der Cyclit-Biosynthese mit Sedoheptulose-7-Phosphat als
Vorstufe nachgewiesen (van Hiilst, 1995). Das AcbC-Protein, welches als C;-Cyclit Synthase
aus Actinoplanes sp. identifiziert wurde, katalysiert die Umwandlung von Sedoheptulose-7-
Phosphat zu 2-epi-5-epi-Valiolon, die Vorstufe flir Valienamin-Einheit (Stratmann et al.,
1999). Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Bildung des Bestandteils von Pyralomicin
nachgewiesen (Naganawa et al., 2002). Die Fiitterung mit D-[1-">C]-Glucose zeigte, dass 4-
Keto-6-deoxy-D-glucopyranose ~ aus  Glucose-1-Phosphat  nach  vorausgegangener
Dehydratisierung durch die dTDP-D-Glucose-4,6-Dehydratase synthetisiert wird (Goeke,
1986). Die weitere Reaktion der Bildung des Acarviosins aus dem Cycliten und dTDP-4-
Keto-6-desoxy-D-Glucose ist noch unbekannt. Nach der Ubertragung von Glucose bzw.
Oligosacchariden auf das intrazelluldr gebildete Acarviosin konnten primdre Komponenten
tiber einen carrier-Transporter sekretiert werden (Abb. 4.6: Variante I). Alternativ ist es
moglich, das intrazelluldr gebildete Acarviosin durch ein noch nicht bekanntes
Transportersystem aus die Zell ausgeschleust wird (Abb. 4.6: Variante II), wobei die
Ubertragung von Glucose bzw. Maltooligosacchariden auf das Acarviosin durch ATase
extrazellulir ablduft. Das extrazellulire Enzym, das die Acarviosyl-Maltose-
Austauschreaktion katalysiert, wurde als Acarviosyl-Transferase (ATase) bezeichnet (Goeke
1986; Schaper 1991). Wihrend der Biosynthese von Acarbose verknlipft die ATase den
intrazelluldr gebildeten und ins Medium abgegebenen Acarviosyl-Core extrazelluldr mit

Maltose und anderen Zuckern aus dem Medium (Hemker et al., 2001).

Acarviosyl-Maltose* (= Acarbose) + R-OH ATase Acarviosyl-OR (Komponente) + Maltose*
Maltose* = radioaktiv markiert; R-OH = Zuckereinheit

Bei der Komponente C, die im Kulturfiltrat von Actinoplanes sp. gefunden werden kann, ist
nun der Acarviosyl-Core statt mit einer Maltosyleinheit mit einer Trehalosyleinheit verkniipft.

Da Trehalose nicht von der ATase als Substrat akzeptiert wird, konnte die MTSase (TreY) die
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Acarbose als Substrat verwenden und die o-1,4-glycosidische Bindung in eine o-1,1-
glycosidische Bindung umwandeln (Hemker, et al., 2001).

Das jeweils ankonzentrierte Enzym MTSase (TreY) bzw. TreS wurde mit Acarbose inkubiert
und die Produkte qualitativ mittels HPLC nachgewiesen (Abb. 3. 27: A). Das untersuchte
Produkt nach Inkubation von Acarbose mit der MTSase wies im Vergleich zu Komponente C
als Standard eine sehr dhnliche Retentionszeit auf (vgl. Abb. 3.26: B mit Abb. 3. 27: A). Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass die MTSase (TreY) die Biosynthese von
Komponente C aus Acarbose katalysiert. In der Abbildung 3.27: A ist ein zusétzlicher Peak
bei 6,44 min zu sehen. Es konnte sich bei diesem Peak um Komponente 2 handeln, die
vermutlich als Nebenprodukt der MTSase-katalysierten Reaktion entsteht (s. Abb. 1.6).

Die Abbildung 4.3 zeigt hypothetische Biosynthesewege von Acarbose und der
Komponente C aus Acarbose. Die Abbildung 4.3: A I zeigt einen moglichen Weg eines
Nucleotid-aktivierten Acarviosin, wohingegen in A II die Beteiligung eines Nucleotid-
aktivierten  Valienols dargestellt ist, analog der Pyralomicin-Biosynthese in

Nonomuraea spiralis entspricht (Nagawawa et al., 2002).



Diskussion 124

(A1) (A1D)
OH NHz (Aminodonor 7)
OH OH
| g./” 2
_— | HyC, 3
~— —_— y o £
\\ i C ||11/w /&A‘UII
IIO@ I = HO OH (Ho OH
i OH 'O © 0-dTDP Malt
TDP-4-K eto-6-desoxvelucose wvialtose
Valienon dTDP-4-Keto-6-desoxyglucose

HsC. 0
H:N HO! OH “0-NDP

NDP-4-Amino-6-desoxyglucose
NDP
(8] B
HOo H{ 0 y
OH e

OH OH
H HO /K/A OH
OH ™ o.41DP H:N HO® o e oH o OH

dTDP-Acarviosin
4-Amino-6-desoxyglucosyl-(w-1.4)-Maltose
OH OH OH

T Lk
SN
o ol \0““ OH H
;
Maltose - OH O—NDP
dTDI NDP

NDP-Valienol

OH

—
HO' A o
H HO. <‘_ ¥
oH| /N OH
o o -.'l/\/

0 e
Acarbose -

O Ho!
OH ™ OH

lMTSasc (TreY)

H[lé\ HLC,
Hio. —Q
o, 5 OH
i Ho! i’ ~d HO
k) oH = [e}
OHo OH
Komponenete C & ho on O

Abb. 4.3: Mogliches Schema der Acarbose- bzw. Komponente C-Biosynthese aus Acarbose durch die
MTSase (TreY) aus Actinoplanes sp. SN223/229.

Abkiirzung: MTSase (TreY): Maltooligosyltrehalose-Synthase; NDP: Nucleosid-Diphosphat; dTDP:
Desoxythymidin-Diphosphat.

Die hochste Enzymaktivitiat der MTSase (TreY) aus Actinoplanes sp. wurde bei Inkubation
mit Maltooligosacchariden als Substrat bestimmt (Abb. 3.18). Hingegen zeigte sich bei der
Umsetzung von Acarbose nur die Bildung einer geringen Menge an Komponente C (s. 3.10).
Eine Erkldrung fiir die unter den in vitro-Bildungen beobachtete relativ geringe Ausbeute an
Komponente C konnte entweder in einer Feedback-Hemmung der zur Familie 13 der
Glycosylhydrolasen gehdrenden MTSase (Tab. 3.5) durch das Endprodukt liegen oder in einer
Hemmung des Enzyms durch Acarbose selbst bestehen. Eine unter in vitro-Bildung zu
geringe Stabilitit der MTSase diirfte auszuschliefen sein, die Maltooligosaccharide unter
definierten Bedingungen bis zu 40 min lang umgesetzt werden (Abb. 3.18).

Es wurde ebenfalls in Betracht gezogen, dass die TreSase (TreS) aufgrund der Umsetzung der

Maltose zu Trehalose an der Synthese von Komponete C beteiligt sein konnte. Bei der HPLC-
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Analyse konnte die in vitro-Bildung von Komponente C aus Acarbose durch
Trehalosesynthase (TreSase) jedoch nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.27: B).

Andererseits ist denkbar, dass die Bildung von Komponente C durch eine Verkniipfung von
Trehalose mit NDP-4-Amino-6-desoxyglucose (Abb. 4.4: B I; Abb. 4.5: C I) oder/und eine
Isomerisierung des hypothetischen 4-Amino-6-desoxyglucosyl-(a-1,4)-Maltose mittels
MTSase (TreY) (Abb. 4.4: B II) im Zuge der Pseudooligosaccharid-Biosynthese erfolgt
(Pape, personliche Mitteilung).
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Abb. 4.4: Hypothetische Biosynthese von Komponente C mittels MTSase (TreY) bzw. TreSase aus
Actinoplanes sp. SN 223/229.

4-Amino-6-desoxyglucosyl-(a-1.4)-Maltose

Abkiirzung: MTSase (TreY): Maltooligosyltrehalose-Synthase; NDP: Nucleosid-Diphosphat; TreSase:
Trehalosesynthase.

Eine Vorstellung fiir die Bildung von héheren Homologen der Komponente C ist in der
Abbildung 4.5: C II formuliert. Durch die MTSase (TreY) wird Maltooligosaccharid zu
Maltooligosyltrehalose umgesetzt. Diese konnte dann auf eine der in Abbildung 4.3: Al oder

A II angegebenen Wegen zu hoheren Homologen der Komponente C umgesetzt werden.
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Abb. 4.5: Hypothetische Biosynthese von Komponente C bzw. hoherer Homologe mittels MTSase
(TreY) bzw. MTHase (TreZ) aus Actinoplanes sp. SN 223/229.

Abkiirzung: NDP: Nucleosid-Diphosphat; MTSase (TreY): Maltooligosyltrehalose-Synthase; MTHase
(TreZ): Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase.

Es konnte bis jetzt nicht gekliart werden, durch welches Transportsystem
Pseudooligosaccharide extrazelluldr ausgeschleust werden. Obwohl es keine ausreichenden
Hinweise iiber einen Transporter-Mechanismus gibt, 1dsst sich die Hypothese aufstellen, dass
intrazelluldr synthetisierte primdre Komponenten sowie Komponente C {iber einen speziellen
carrier-Transporter (Abb. 4.6, Variante I) aus der Zelle sekretiert werden (Stratmann, 1997).
In Abbildung 4.6 ist ein mogliches Transportersystem der Komponenten dargestellt.
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Abb. 4.6: Mogliches Schema des Acarbose-Stoffwechsels in Actinoplanes sp. (modifiziert nach
Stratmann, 1997).

Abkiirzungen: I und II = vermutliches carrier-Transporter-System; R = Glucose oder Oligosaccharide;
TreY = Maltooligosyltrehalose-Synthase (TreY), AcbD = Acarviosyl-Transferase; AcbE = a-
Amylase; AcbK = Acarbose-7-Phosphotransferase; F = MalF-dhnliches Membranprotein eines
Bindeprotein-abhidngigen ABC-Transporter (AcbF); G = MalG-dhnliches Membranprotein eines
Bindeprotein-abhingigen ABC-Transporter (AcbG); gestrichelte Linien zeigen vermutete Reaktionen
an.

Acarbose und Komponenten werden von Actinoplanes sp. synthetisiert und extrazelluldr
akkumuliert. So ergibt sich fiir Actinoplanes sp. ein Vorteil in der Nutzung des Substrats

gegeniiber konkurrierenden Organismen, da Acarbose und Homologe von konkurrierenden
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Organismen als Substrat in die Zelle aufgenommen werden und intrazellulidre o-Glucosidasen

gehemmt werden (Hemker et al., 2001).

4.5 Funktionen der Trehalose in Actinoplanes sp.

Wie bereits unter 1.2.1 erwéhnt, wurden die bekannten drei Trehalose-Biosynthesewege in
Mycobacterium tuberculosis, M. bovis und M. smegmatis nachgewiesen (De Smet et al.,
2000). Die Bedeutung des Vorkommens mehrerer Biosynthesewege fiir ein Produkt wie
Trehalose in einem Organismus konnte bislang nicht geklart werden. So ist z. B. beschrieben,
dass einige Bakterien iiber zwei der drei moglichen Diaminopimelinsdure (m-DAP)-
Biosynthesewege verfiigen (Wehrmann et al., 1998), und bei E. coli sind zwei verschiedene

Glutamat-Biosynthesewege bekannt (Helling, 1998).

Bakterien verwenden Trehalose, die sich als nicht-reduziertes Disaccharid durch hohe
Hydrophilie und chemische Stabilitdt auszeichnet, als extrazelluldre Kohlenhydratquelle,
Kohlenhydratreserve, Osmolit (compatible solute), Stressmetabolit oder als strukturellen
Bestandteil (Argitielles, 2000).

In den Gattungen Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus und Corynebacterium ist die mit
Fettsduren veresterte Trehalose als Bestandteil in Form eines Glycolipides (o,a-Trehalose
6,6, -Dimycolat) in der Zellwand lokalisiert. Das als cord factor bezeichnete Glycolipid ist
verantwortlich fiir die Pathogenitét dieser Bakterien (Spargo et al., 1991).

Bacillus subtilis, E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Neurospora sp., Aspergillus niger und
Candida albicans konnen Trehalose als extrazelluldre Kohlenhydratquelle nutzen (Strom &
Kaasen, 1993; Horlacher & Boos, 1997; Dahl, 1997; Argiielles, 2000). E coli und
Bacillus subtilis konnen die Trehalose als extrazellulire Kohlenhydratquelle iiber das PEP-
abhéngigen-Phosphotransferase-System (PTS) aufnehmen. Trehalose wird in Form
Trehalose-6-Phosphat iiber das Enzyme CBII'™ und ITA“™ des PTS ins Cytoplasma
transportiert und durch die im Cytoplasma lokalisierte Trehalose-6-Phosphat-Hydrolase in
Glucose und Glucose-6-Phosphat abgebaut (Boos et al., 1990; Horlacher & Boos, 1997; Dahl,
1997). Bei E. coli erfolgt die Trehalose-Aufnahme im Medium héher Osmolaritét durch einen
alternativen Weg, wobei durch im Periplasma lokalisierte Trehalase Trehalose in zwei
Molekiile Glucose gespalten und iiber das Enzym IICB™ und ITA“™ (Klein et al., 1995) vom
PTS ins Cytoplasma transportiert wird.
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Das Trehalosesynthase-System OtsA/OtsB bei E. coli wird durch hohe Osmolaritét induziert
und in groBeren Mengen Trehalose als Schutzmetabolit (als compatible solute) bei hohen
osmotischen Konzentrationen akkumuliert (Strem & Kaasen, 1993; Horlacher & Boos, 1997).
Weitere Beispiele finden sich bei dem extrem-halophilen Ectothiorhodospira halochloris
(Galinski & Herzog, 1990), einigen Schwefelpurpurbakterien wie z. B Rhodosprillium (Welsh
et al, 1998) und einigen Cyanobakterien (Page-Sharp et al., 1999).

Bei Saccharomyces cerevisiae spielt die Trehalose-6-Phosphat-Synthase (TPS1) eine
regulatorische Rolle im Glycolysestoffwechel. Aufgrund der Deregulation der Glucose-
Aufnahme konnten die #ps1 Mutanten in Glucose- oder Fructose-haltigen Medien schwach
wachsen (De Silva-Udawatta & Cannon, 2001). Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden,
dass eine Mutation von TPS1 zu einem geringeren Widerstand gegeniiber Stress wie z. B.
Hitze fiihrt (Hounsa et al., 1998).

Die intrazelluldre Akkumulation von Trehalose sowohl in den vegetativen Zellen des Mycels,

als auch in Sporen von verschiedenen Streptomyceten wurde nachgewiesen (McBride &
Ensign, 1987a, 1987b, 1990; Miguélez et al., 1997; Rueda et al., 2001). In diesen Sporen kann

der Trehalose-Gehalt bis zu 15 - 20 % des Trockengewichts ausmachen (Elbein 1974;
Thevelein, 1984). Die Trehalose dient sowohl als Kohlenhydratereserve als auch als

Schutzmetabolit gegeniiber Stress wie z. B. Austrockung.

Bislang konnte keine eindeutige physiologische Funktion der Trehalose in Actinoplanes sp.
nachgewiesen werden. Daher stellt sich die Frage, welchen Zweck die in dieser Arbeit
identifizierten drei Trehalose-Biosynthesewege in Actinoplanes sp. erfiillen konnte. Die
Funktion sowohl eines Osmoprotektors als auch eines Hitzeprotektors in Actinoplanes sp.
wurde untersucht, konnte aber nicht nachgewiesen werden (Kleinholz, 1994). Bei
Actinoplanes weisen die Sporen eine hohe Widerstandsfdhigkeit gegeniiber Austrocknung
auf. Viele Arten der Gattung Actinoplanes zeigen eine ausgesprochen hohe Toleranz
gegeniiber Austrockung, da der saprophytische Organismus Actinoplanes bevorzugt in Boden
lebt (Vobis, 1989). Es miissen auflerdem Schutzmechanismen fiir Thermotoleranz vorliegen.
Man konnte postulieren, dass auch von Actinoplanes sp. Trehalose intrazellulér in vegetativen
Zellen des Mycels akkumuliert und so ein Schaden durch Austrockung vermieden wird. Die
Hydroxylgruppen der Trehalose bilden Wasserstoffbriicken zu den Phospholipiden der
Membranen und halten somit deren Konfiguration trotz dehydratisiertem Zustand aufrecht.
Bei der Fermentaion von Actinoplanes sp. konnte im Kulturfiltrat die Trehaloseakkumulation

bis zu 3,3 g/l nachgewiesen werden (Kleinholz, 1994). Actinoplanes sp. synthesiert Acarbose
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bzw. Nebenkomponenten, welche als Inhibitor der a-Glucosidase wie Maltase, Saccharase
und a-Amylase fungieren. Ein Schutzmechanismus, der vorhanden sein miisste, um die
Hemmwirkung auf eigene o-Glucosidasen zu vermeiden, ist bislang jedoch noch nicht
bekannt. Bis jetzt wurde nachgewiesen, dass die extrazelluldre o-Amylase (AcbE) aus
Actinoplanes sp. durch Acarbose (1 mM) nicht gehemmt werden konnte (Stratmann, 1997).
Es ist zu vermuten, dass Trehalose durch drei Trehalose-Biosynthesewege gebildet und aus
der Zelle sekretiert wird. Mit steigender Acarboseproduktion nimmt die Hemmung der a-
Glucosidase zu. Die zuvor aus der Zelle sekretierte Trehalose konnte durch das PEP-
abhingige Phosphotransferase-System (PTS) wieder in das Zellinnere transportiert und
mittels Trehalose-6-Phosphat-Hydrolase im Cytoplasma in Glucose und Glucose-6-Phosphat
gespalten werden. Wie bereits nachgewiesen wurde (Kleinholz, 1994), zeigt Actinoplanes sp.
deutliches Wachstum auf Trehalose als einziger C-Quelle. Das deutet darauf hin, dass ein
Zuckeraufnahme-Mechnismus dhnlich wie das PTS bei Streptomyces coelicolor (Kamionka

et al., 2002) in Actinoplanes sp. vorhanden sein konnte.

Zur weiteren Untersuchung einer physiologischen Funktion kénnte durch eine Deletions- oder
Insertionsmutagenese via gezielter Gendisruption eine Mutante jeweils eines Gens der drei
Trehalose-Biosynthesewege von Actinoplanes sp. erzeugt werden. Es konnte endgiiltig geklart
werden, welcher Trehalose-Biosyntheseweg an der physiologischen Funktion beteiligt ist.
Bisher gibt es jedoch kein Beispiel fiir eine erfolgreiche Transformation oder gezielte

Mutagenese von Actinoplanes sp..
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5. Zusammenfassung

Mit Hilfe von DNA-Hybridisierungstechniken und degenerierter PCR-Primer, die aus
konservierten Proteindomédnen der Trehalosesynthase-Familie abgeleitet wurden, konnten die
drei verschiedenen potentiellen Trehalose-Biosynthesegencluster aus Actinoplanes sp.
SN223/229 identifiziert, isoliert und charakterisiert werden. Bei Homologievergleichen der
abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigten die an den drei jeweiligen Trehalose-
Biosynthesewegen beteiligten Enzyme (TreX, TreY, TreZ, TreS und Tpsl) signifikante

Ahnlichkeiten zu Proteinen aus Pro- bzw. Eukaryonten.

Die funktionelle Analyse der an der Trehalose-Biosynthese in Actinoplanes sp. beteiligten
Enzyme erfolgte nach heterologer Expression der identifizierten Gene (treY, treZ, treS und
tpsl) in E. coli. Die rekombinanten Proteine wurden durch Ni-Affinitdtschromatographie
unter nativen Bedingungen iiber den angefiigten His-tag aufgereinigt und immunologisch
nachgewiesen. Die Aktivitit der aufgereinigten Proteine wurde mit Hilfe verschiedener
gekoppelter Enzymtests nachgewiesen und die Trehalosebildung mittels HPLC und
Diinnschichtchromatographie quantativ und qualitativ bestétigt; (1) die Trehalose-Bildung aus
Maltooligosaccharid mittels der MTSase (TreY) zusammen mit der MTHase (TreZ), (2) die
Umsetzung von Maltose zu Trehalose durch die TreSase (TreS), (3) die Trehalose-6-
Phosphat-Biosynthese aus aktivierten Vorstufen wie UDP-Glucose und Glucose-6-Phosphat
durch die Tpslase (Tpsl). Aulerdem wurden die spezifischen enzymatischen Eigenschaften
der Enzyme wie Temperatur-, pH- und Puffer-Optimum sowie der Metallionenabhingigkeit

und Substratspezifitit ermittelt.

Bei der weiteren Untersuchung wurde die in vitro-Bildung von Komponente C aus Acarbose
durch die MTSase (TreY) mittels HPLC nachgewiesen. Bei der Umsetzung von Acarbose zu
Komponente C zeigte sich die geringe Enzymaktivitit der MTSase (TreY), dagegen die

hochste Aktivitdt bei der Trehalose-Biosynthese bestimmt wurde.
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7. Anhang
7.1 Sequenzen
7.1.1 Sequenz des 7,7 kb grolen chromosomalen DNA-Bereichs der

MTSase (TreY)/MTHase (TreZ)-kodierenden Region

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

GGATCCAGCCGCATGCCGGGCGAGGCGGCCAGCGACTGGCGCAGCAGCCGGCCGAGLCGGG
P D L R M G P S A A L S Q R L L R G L P
ACGGCCGACGCGCGGGCCAGGTCGCTGTCCCCGGTGCGGGTCACGTGCCGGTCGATCGCG
vV A S A R A L D S D G T R T V H R D I A
TGCACCAGCCAGAGCGGGAAGTCGACCCCGCCGGACGGCTGCTCGACCAGGGCGGTGAGC
H v L W L P F DV G G S P Q E V L A T L
AGCTCGCGGCCCTCGTCGGCGCGGCCGGTGTCGAGGAACAGGCCCTCGTAGGCGGCGAGC
L E R G E DAWR G T DL F L G E Y A A L
GGGGCCGGCCGGCCGACCACGGGTAGCCGTCGGCCACTGCGGGCCGTCGAGGATGAAGGT
P A P R G V VP L R R G S R A T S S S P
GTCGGCCGCCAGGGCCAGGGTTCCCGCGTACCCCTCCGCCTTGGCCGCGGTGACCAGCCG
T p R W P W P E R T G R R R P R P S W G
ATGGGCCTGTTCCGCGCCGCGGCCAGGACCACCGGCGGCGCCGGCGGGTACCGCCGGATC
I P R NR A A AL V V P P A P P Y R R I
GCCGGCCCAGGCCGAGATCTCCAGGTCTCGCCCGGTCCGACCTGCTTGCCGAAGGTCCCG
A P G P R S R W T E G P G V Q K G F T G
GCCAGCCACAGGTCCTCGATCTGCTCGCCGGTGCGGGCGCCCAGATGCCACTGCCCGGCA
A L W L D E I Q E G T R A G L H W Q G A
GCCTGCCAACCGGTTCCGGCCAGCCGGTACGCGTCCTCGATGACCACCCCGTCGGLCGGLC
A Q W G T G A L R Y A D E I V V G D A A
GGCTCGATCCGCAGCCCGGGTCCGTCGGCCCGCCGGCTGGTGGCCGCGGCGCGCCAGGTG
p E I R L G P G D AR R S T A A A R W T
CACATCGCGGCGACGGTCAGGGTGACCGGGCCGGGCGCGCTGAGCACGCGATGGATCACG
c M A AV T L TV P G P A S L V R H I V
GCGAGGCCGGGCCGCATCGCGAGTTCGCGCTCGATCACCACGTCGCCGATCCGCCAGCGC
AL G P R MAUL ERE I V V D G I R W R
CACGGGGCAGTCCGCCGGCGAGGGTGAACGTCTCCAGGAGGCGGTACCGGCCCGGATCGA
w Pp A T R R R P H V D GG P P P V P G S R
GGCGCCCGGATTCCCACGCATGGGTGTAAAGCGGGACTTTGGTGCCCGTGGCGAGCGTCA
p A R I G V C P H L A P S Q H G H R A D
CGGTCAGATCGAGTGAGGCCAACGCCACGTGTGGCGTGCGTCCCGGTCCGCCGACGCACA
R b s R T UL G V G R T AH T G T R R R V
GCAGGGCGTGTTCGGGTCGGGTGCGCAGGCCGCTCACGGTGCCCGAGGCCCACCCGCCGA
A P R T R T P H A P R E R H G L G V R R



Anhang

147

1021

1081

1141

1201
1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

GACCGTCGCTGACCAGCCATTCCCGTCCGTTCCGGCGTCCGGTGCGGGGACGCCGCACAC

S R R 0 G A M S/D
<ORF1
CTGCGGACCGAAGGTCAGGAGATCCATGCGCGGCACGTCGTCTCTATGCTCGTTTTCGAA

-35
CACGCTAAACCCCCGTAAGGGGATAAATTAGCGCCTAATCGGACAGTCGGGCCGACCGTA
-10
TCAGCCCGCTCCGGAAGAATTGCCGAAGACGCGGCCGGGCAGGATTAACCGACCCCGLGG
ATGGGCATGAACCGCGGGCCGGTCGCGACCGACGCAAGGCCGAGGGGGGTTCGACACATG
S/D M
treX—>
CAGGTCTGGCCTGGTCACCGGTATCCACTGGGGGCGACCTACGACGGGACCGGTACCAAC
Q v w P G H R Y P L G A T Y D G T G T N
TTCGCGATCTTCTCCGAGGTGGCCGAGGCGGTCGAGCTCTGTCTCTTCGACGCCTCCGGG
F A I F S E V A E A V E L C L F D A S G
AACGAGCGCAAGGTGCTGCTGCACGAGCAGGACGCCTTCGTCTGGCACGCGTATCTGCCC
N E R K VvV L L. H E Q D A F V W H A Y L P
GGTGTCGAGCCCGGCCAGCGGTACGGATACCGGGTCTACGGGCCCTACGAGCGCACCGCG
G vV E P G Q R Y G Y R V Y G P Y E R T A
GGGCGCTGCAACCCGCACAAGCTGCTGCTCGACCCGTACGCGCGGGCGGTCGACTCGGAC
G R C N P H K L L L. D P Y A R A V D S D
ATCGACTGGCATCCCTCGCTGTACGCGTACGAGATGGGCAACCCCGACCAGATGTCGGAC
I b wH P S L Y A Y EM G N P D QO M S D
CTCGACTCGGCGCCGTACATGCCCAAGGGCGTGGTGGTGAACCCGTACTTCGACTGGGGC
L b s A P Y M P K G V V V N P Y F D W G
AACGACCGCCGGCCGGACATCCCCTACCACCACTCGGTGATCTACGAGACCCACGTGAAG
N D RR P D I P Y HH S V I Y E T H V K
GGGCTCACCCAGCGGCACCCGGAGATTCCCCGGGAGATGCGCGGGACGTACGCGGCGATC
G L T ¢ R H P E I P R EM R G T Y A A I
GGCCATCCGGCGATCATCGAGCACCTCAAGAGCCTCGGCGTGACCGCGGTCGAGTTGATG
G H Pp A I I E H L K S L G VvV T A V E L M
CCGGTGCACCAGTTCGTGCACGACAACCGGCTGCACGACCTGGGCCTGCGCAACTACTGG
P v H 0 F V H D N R L H D L G L R N Y W
GGTTACAACACGCTGGGCTTCTTCGCGCCGTACCACGGTTATTCCGGGACCGGCACGCTC
G Yy ~n T L. G F F A P Y H G Y S G T G T L
GGCCAGCAGACCCAGGAGTTCCGCGGCATGGTCAAGGCCCTGCACGCGGCCGGGATGGAG
G o 0 T 9 EE F R 6 M V K A L HA A G M E
GTCATCCTGGACGTGGTCTACAACCACACCGCGGAGGGCAACCACCTCGGGCCCACCCTC
v 1 L D VvV v yYy N H T A E G N H L G P T L
TCGCTGAAGGGCATCGACAACCGCACCTATTACCGGCTGGTCGACGACCAGCCGCAGTTC
s L K 6 I D N R T Y Y R L V D D Q P Q F
TACATGGACTACACCGGCACCGGGAACAGCCTGAACGTGCGCAGCCCGCAGAGCCTGCAG
Yy M b Yy T G T G N S L N V R S P Q S L 0Q
CTGATCATGGACTCGCTGCGCTACTGGGTTACCGAGATGCACGTCGACGGCTTCCGCTTC
L T M D S L R Y W V T E M H V D G F R F
GATCTCGCGTCGACGCTGGCCCGCGAGTTCTACGACGTGGACCGGCTCTCCACCTTCTTC
p L. A S T L A R E F Y DV D R L S T F F



Anhang

148

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

GAGGTGGTCCAGCAGGACCCGATCGTCGGGCAGGTCAAGCTGATCGCCGAGCCGTGGGAC
E v v Qg o D P I V G Q V K L I A E P W D
GTCGGCCCGGGCGGCTACCAGGTCGGCAACTTCCCGCCGAACTGGACCGAGTGGAACGGC
v 6 P G G Y Q V GN F P P N W T E W N G
AAGTACCGGGACACGGTCCGCGACTTCTGGCGCGGCGAGCCGGCCACCCTGGCCGAGTTC
K vy R DTV R D F W R G E P A T L A E F
GCCAGCCGGATCACCGGCTCGGCCGACCTCTACCAGGACGACGGGCGCAAGCCGTTCCAC
A S R I T GG S A D L Y QQ D D G R K P F H
TCGATCAACTTCGTCACCGCGCACGACGGGTTCACCCTCAACGACCTGGTCGCGTACAAC
s I N F VvV T A H D G F T L N D L V A Y N
GACAAGCACAACGAGGCCAACGGCGAGGAGAACCGGGACGGCGAGAGCCACAACCGGTCC
D K H N EANGE E NIR DG E S H N R S
TGGAACTGCGGCATCGAGGGCCCCACCCAGGACGAGAAGGTGCTGGAGCTGCGCGCCAAG
w N C G I E G P T O D E K V L E L R A K
CAGCGCCGCAACTTCCTGGCGACGCTGATGCTCAGCCAGGGCGTGCCGATGATCTCGCAC
R R N F L AT L ML S Q G V P M I S H
GGCGACGAGCTCGGCCGCACCCAGCAGGGCAACAACAACGCGTACTGCCAGGACGACGAG
G b E L G R T Q Q G N NN A Y C Q D D E
ATCAGCTGGATCGACTGGGAGAACGCGGACGAGCAGCTGCTCGAGTTCGCCCGCAAGCTG
I s w I D W E N A D E OQ L L E F A R K L
ACCGCGTTCCGGCACCGGCACCAGGTGTTCCAGCGTCGCCGCTTCTTCACCGGTCTGCCG
T A F R H R H Q V F 9 R R R F F T G L P
GTGACCGCGCGCGGCGGCGGCGACCCGCTGCCCGACCTGGAGTGGTTCACCCCGGALCGGG
v T A R G G GG D P L P DL E W F T P D G
CGGCCGATGGCCGGCGACGACTGGGGCAACGACTTCGGCCGGGCGGTCGCGCTGTTCGTC
R p M A G D D WG N D F G R AV A L F V
AACGGCGAGGGCATCCGCGAGCGCGGCCAGTACGGCCAGCGGCACGTGGACAGCTCGTTC
N G E G I R E R G Q Y G Q R H V D S§ § F
CTGCTGTTCTTCAACGCGCACGACGCCCCCATCGAGTTCGCCACGCCTCCCGCGGAGTAC
L L. ¥ F N A H DA P I E F A T P P A E Y
GGGGAGAAGTGGGAGAAGGTCATCGAAACCGCCGAACCGTCCCCGGATCGCCCCTCGGTC
G E K W E K Vv I E T A E P S P D R P S V
GTCGAGGCCGGCCACAAGATCCTGGTGCCGGACCGGTCCCTCATCGTGCTCGACAGGACG
v E A G H K I L v P DR S L I VvV L D R T
S/D
GTGTGATGCGCCCCAGCAGTACGTACCGAGTCCAAGTCCGTCCCGACTTCCCGCTGAAGG
AV *
M R P S S T Y R V Q V R P D F P L K A
—>treY
CCACCGCCGAGATCGCCGACTATCTGGCCGATCTGGGCGTGAGCCACCTCTACTCGGCCC
T A E I A DY L A DL G V S H L Y S A P
CGTTGCTGACCGCCTCGCCCGGCTCCGAGCACGGGTACGACGTGGTCGACCACACCCAGG
L L.T A 8§ P G S E H G Y D V vV D H T Q V
TCAGCCCGGAGCTGGGCGGCGCGGACGGCCTGCGGGCGCTGTCCGCGGCGCTGAAGAACG
s p E L G G A D G L R AL S A A L K N A



Anhang

149

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

CCGGGCTCGGCCTGGTCGTCGACATCGTGCCGAACCACGCCGGGGTGGCCGTCGCCAAGG
G L 6 L vv DI V P N HAG V A V A K A
CCAACCCGACCTGGTGGGACGTGCTCAAGCGCGGTCGGGAATCGGCCTACGCCAAGTTCT
N P T W W D V L K R G R E S A Y A K F Y
ACGACATCGACTGGGAGCGGGGGAAGATCCTGCTCCCGGTGCTGGCCGCCGACCCGGGLG
p I b wERG K I L L P V L A A D P G A
CGCTCGACGAGCTCAAGGTCGAGGGCGACGAGCTGGTCTACTACGACAAGCGCTACCCGA
L b EL K V E G D E L V Y Y D K R Y P I
TCGCGGACGGGACCGGTGGCGGCACCCCGCGCGAGGTGCACGACCGGCAGCACTACGAGC
A D G T G G G T P R E V H D R Q H Y E L
TGGCCGACTGGACCCGTGGCGACTCCGAGATCAACTACCGCCGGTTCTTCGCGATCACCG
A D W TR G D S E I N Y R R F F A I T E
AGCTGGCCGGGCTGCGGGTCGAGGACCCGGAGGTCTTCGAGGCCACCCACGCCGAGATCC
L A G L R V E D P E V F E A T H A E I L
TGCGCTGGGTCCGCGAGGGCCTGGTCGACGGCATCCGGGTCGACCACCCGGACGGCCTGC
R W Vv R E G L. v Db G I RV D H P D G L R
GCGACCCGGCGGGATACCTGCAGCGGCTGCACGACGCCGCTCCGGAGGCCTGGCTGGTGA
b p A G Y L QO R L. H D A A P E A W L V I
TCGAGAAGATCCTGGAGCCGGGCGAGCCGCTGCCCCGCTGGCCGGTCGCCGGCACCACCG
E K I L E P G E P L P R W P V A G T T G
GGTACGACGCGATGGCCGAGGTCAACGGCGTGTTCGTGGACACCGGCACGGAGGCCTTCT
Yy b A MAE V N GV F V DT G T E A F F
TCGATACGCTGGACCACCACCTGACCGGCGCCACCGTCACCTTCCAGAACCTGACGCACG
p T L. b H H L T G AT V T F Q N L T H D
ACACCAAGCACCACGTCGCCACCCGGCTGCTCGCCGCCGAGCTCGCCCGGLCTCGCCCGGL
T K H H v A T R L L A A E L A R L A R L
TGGTCCCCGAGGTCGAGGCGGCGCCGCGGGGCCTCGCGGAGCTGGCCGCCTGCTTCCCGG
v P E V E A A P R G L A E L A A C F P V
TCTACCGCTCCTACCTGCCGGGCGGTGCCCGGCATCTGGCGCAGGCGCGCGCCGAGGCCG
Yy R s ¥y L. P G G A R H L A Q A R A E A G
GCCGTCGGCGTCCGCAGATGATCAGCACGCTGGACCGGCTCACCGGCCGGCTGCGCAACC
R R R P O M I S T L DR L T G R L R N P
CCGCCGACGAGCTCGCCATCCGCTTCCAGCAGTTCACCGGCGCGGTGATGGCCAAGGGCG
A D E L A I R F Q O F T G A V M A K G V
TCGAGGACACCGGGTTCTACCGCTGGACCCGGTTCGTGGCCCGCAACGAGGTGGGCAACG
E b T GG F Y R W T R F V A R N E V G N D
ACCCGACCCGGTTCGGCGTCTCGACCGACGAGTTCCACGAGTGCTCCGGCGCCCGCCAGL
p T R F G VvV 5 T D E F H E C S G A R Q Q
AGGACTGGCCGGACACGATGACCTCGCTGAGCACCCACGACACCAAGCGCGGCGAGGACG
p w e DT M T S L S T H D T K R G E D V
TCCGGGCCCGGCTGGCGGTCCTGTCCGAACTGCCCGGCGACTGGACCGAGGTGGTGCGCC
R AR L AV L S E L P G D W T E V V R R
GCTGGGTCCGGCCGTCTCCGCTCCCGGACCCCGCGCTGGCCCATCTGATCTGGCAGGTCA
w v R P S P L P D P A L A H L I W Q V T
CGGTCGGCGCGTGGCCGCTGTCCAAAGACCGATTACTGGCGTACGCCGTGAAGGCCGCCC
v G A W P L S K D R L L A Y A V K A A R



Anhang

150

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

GGGAGGCCGCGACCTCCACCACGTGGCAGCAGCCGGACGAACCGTTCGAGACCGCGCTGC
E A A T S T T W Q ©Q P D E P F E T A L R
GGGAGATGGTCGACCGGATCTACGACGACCCCGACCTGCACCGCGAGGTGACCGATTTCG
FE M v D R I Yy D D P D L H R E V T D F A
CCGCCTCGATCACCCCGCCCGGCTGGTCCAACTCACTGGGCCAGAAACTCGTCCAGTTGA
A S I T p P G W S N S L G Q K L VvV o L T
CCATGCCCGGCGTCCCGGACGTCTACCAGGGCACCGAGCTCTGGGACTACTCGCTGGTCG
M P G V P DV Y Q G T E L W D Y S L V D
ACCCGGACAACCGGCGGCCGGTCGACTTCGCCGCCCGCCGCGAGTTGCTCGGCCGTCTCG
P D N R R P V D F A A R R E L L G R L D
ACGACGGGTGGCAGCCGCCGGTCGACGAGACCGGCGCCGCCAAGCTGCTGGTGGTCAGCC
D G Ww @ P P V D E T G A A K L L V V S R
GCACGCTGCGGCTGCTGCGCCGGCGGCCCGAGCTGTTCCGCTCCTACCGGCCGGTGTTCG
T L R L L R R R P E L F R S Y R P V F A
CCGAGGGGCGCCTCGGTGAGCACGTGCTCGCCTTCGACCGCGGCGGCGTGGTGGCGGTCG
FE 6 R L G E H VL A F D R G G V V A V A
CCACCCGCCTCCCGGTCGGATTGTCACGCCACGGCGGGTGGCACGACACCACCCTGTCAC
T R L P V G L S R H G G W H D T T L S L
TCGACGGCCACAGTTGGACGGAAGTGTTCACGAATACCAGCTACGGTGGAAACCGCCTGG
b G H S W T E V F T N T S ¥ G G N R L A
CCGTCGCCGATCTGCTGCAGACCTATCCCGTCGCTCTCCTGGTGAAAGAATGACAACCTT
vV A DL L Q T Y P V A L L V K E *
M T T F
S/D —>treZ
CGAGGTATGGGCGCCGGAGAAGTCGCCCAAGCTGCGCCTGGACGACCAGGAGCACGAGAT
E v w A P E K S P K L R L D D Q E H E M
GGAGCCGGGCGACGGCGGCTGGTGGCGCCTGGACGTGCCCACCGCCGGTCCCGGCACCGA
E P G D G G W W R L DV P T A G P G T D
CTACGCGTACGTGTTGGAGGACGTCGCCGCCCCGGTCCCCGACCCGCGGTCGGCCTGGCA
Yy A Y V L E D V A A P V P D P R S A W Q
GCCGCAGGGTGTGCACGGGCCCAGCCGGGTCTACGACCACGCCGCCTTCACCTGGACCGA
P o G vV H G P S R V Y D H A A F T W T D
CCAGCGCTGGCCCGGCCGGCAGCTGCCCGGCGCGGTGCTCTACGAGCTGCACATCGGCAC
Q R W P G R Q L P G A V L Y E L H I G T
GTTCACCCCGGCCGGCACGTTCGACGCCGCGATCGAGCGTCTCGACCACCTCGTCGACCT
F T P A G T F D A A I E R L D H L V D L
CGGTGTCGACCTGGTCGAACTGCTGCCGGTCAACGCGTTCAACGGCGAGCACAACTGGGG
G v D L V E L L P V N A F N G E H N W G
GTACGACGGCGTCTGCTGGTACGCCCCGCACGAGGCGTACGGCGGGCCGGACGGGCTGAA
y b G v ¢C W Y A P H E A Y G G P D G L K
ACGGTTCGTCGACGCGGCCCACGCCAAGGGCCTGGGCGTGGTGCTCGACGTCGTCTACAA
R ¥ V D A A H A K G L GV V L DV V Y N
CCACTTCGGCCCCTCCGGGGCGTACGCGCCGATGTTCGCGCCCTACCTGAGCGCCGGGLCA
H ¥F G P S G A Y A P M F A P Y L S A G Q
GAACACCTGGGGCAGCTCGCTCAACCTGGACGGCCCCGACTCCGGCGAGGTCCGGCGGTA
N T W G S $S L N L D G P D S G E V R R Y



Anhang

151

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441
7501

7561

CATCGCCGACAGCGTGCTGATGTGGCTGCGTGACTACCACATCGACGGGCTGCGGCTCGA
I A D S VvV L M W L R DY H I D G L R L D
CGCCGTGCACGCGCTGCACGACGAGGGCGCGGTGCACCTGCTGGAACAACTCGCGGTCGA
AV H A L H D E G A V H L L E Q L A V E
GGTGGAGTCGCTGTCCACGGCGCTGCGCCGACCACTGACGCTGATCGCCGAGTCCGACCT
v B s L § T A L R R P L T L I A E S D L
CAACGATCCGAAACTGATCACCCCGCGCGAGGCCGGCGGGTACGGCCTGCACGCCCAGTG
N D P K L I T P R E A G G Y G L H A QO W
GGACGACGACGTGCACCACGCGCTGCACAGCCTGCTGACCGGGGAACGCCAGGGCTACTA
p b b v H H AL H S L L T G E R Q G Y Y
CGGCGACTTCGGCTCGCTGGACTGCCTGCGTACCGTGCTGGAGGGCGCGTTCTACCACGC
G b ¥ G S L DCUL U R TV L E G A F Y H A
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7621 GGTGGTATGACAACTCGCGACTGCGGTCCCGGGTGCGATCTGCCGATT
G 66 M T TR D C G P G C D L P I

Abb. 7.1.1: Nucleotidsequenz des 7,7 kb groBen chromosomalen DNA-Bereichs der
MTSase (TreY)/MTHase (TreZ)-kodierenden Region.

Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der einzelnen ORFs sind unterhalb der Nucleotidsequenz (5°-
3'Richtung) im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Die Ribosomenbindungsstellen sind unterstrichen
(S/D). Die potentiellen Promotorstrukturen (-10, -35) sind durch Fettdruck markiert. Abkiirzungen:
treX = Gen fiir potentielles Glycogen debranching Enzym; treY = Gen fiir potentielle
Maltooligosyltrehalose-Synthase; treZ = Gen fiir potentielle Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolase;
ORF1 = unbekannt; ORF2 = Gen fiir putatives das Glutamat-Bindungsprotein

7.1.2 Sequenz eines Teils von putativem Glutamat-Bindungsproteins (ORF2)

1 GCGGCCGCGGATCCCGGGAATTCTCGATCACCGGGCCTTTGGCGTAGTAGTCGGTCATCC
61 CAGCGGGTCCTCCCACGGGAGCTGCCGGACGTCGGGCCGGGTGACCCGGGGCTGCTCGGL
121 GACCGCGATCGGCGTCTTGCCGTTCTCCGCCACCTCGACCTGCAGATTGTTCCGGAACGC
181 ATTCTCCCACCGGTCGTCGTGCGGATCGGCGTAGGAGCGGTACAGCGTCAGATCGACCAG
241 CTTCTTCAAGGCGGGGTTGTCGCCGACGTTCACGCCCCACGCCTCGGTGGCGTCCAGTCC
301 GAGGTCCCAGTGGGCGTATTTCGCGGGGAATTCCGCTTTCCATCCGGCGAGGATGGCGGC
361 GTCCGTGGTGACCGCGTCCACTTCGTGCTTGTCGAGCATGGCGAACGATTCCCGGACGCG
421 GTTCTTGCGGACCACGTTGGCCCCGACGCGCGACGGCGCGCCTCACTGGTCGAGGTGGAC
481 AGCGTGCAGACGTTCTGCCCGCGCAGATCCTCCAGGGCGGCGACCGGACTGTGTCCGTCA
541 GCGTGATCACCGACTGTTCGGTGTAAAGGTACGGCTGCGAGAAGGTCACTCCGGCGGCGA
601 TCCGGTCCGGTGTGATGCTGTAACTCGCGATCACCATCTTGACCGGGACGC

Abb. 7.1.2: Nucleotidsequenz der 650 bp grolen chromosomalen DNA im Bereich eines putativen
Glutamat-Bindungsproteins-kodierenden Region. Erkennungssequenzen fiir das
Restriktionsendonuklease Norl ist unterstrichen.

7.1.3 Sequenz eines Teils von putativem Uroporphyrin III-Methyltransferase

1 CTGCAGGGCAGATTCGTGGTCCGGCTCAAGGGCGGTGACAACTTCGTCTTCGGCCGCGGL
61 GGTGAGGAGGCCCTGGGCTGCGCCGAGGCCGGCGTCCCGGTGCTGGTGGTGCCCGGAGTG
121 ACCAGCTCGATCGCAGCGCCCGCACTGGCCGGCGTGCCGGTCACCCACCGCGGGGTGGCG
181 CACGAATTCACGGTCATCTCCGGGCACATTCCGCCGGAGCACGGCGACTCACTGGTCGAC
241 TGGGCCGCCCTGGCCCGGCTGCGCGGCACCCTGGTGGTGCTGATGGGGCTGAAGAACCTG
301 GCGAAGATCGCCGGCCGGCTGATCGCCGAGGGCCGGGACGCGGCCACCCCGGTCGCAGTG
361 ATCCAGGAGGGGTCGACCGCGCACCAGCCGTCCCTGCGCAGACCCTGGGA

Abb. 7.1.3: Nucleotidsequenz der 400 bp groBBen chromosomalen DNA im Bereich einer putativen
Uroporphyrin  III-Methyltransferase-kodierenden =~ Region.  Erkennungssequenzen flir  das
Restriktionsendonuklease Pstl ist unterstrichen.
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7.2.1 Homologievergleich der Glycogen debranching Enzyme (TreX) verschiedener

Bakterien

10 60
| |
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730 780
| |
Arthrobacter sp. 618 NEDGEQGHBDRERR I TV FilRY F¥AHDGDMERTHEPDEYAP DRAGE--G
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Abb. 7.2.1: Homologievergleich von TreX aus Actinoplanes sp. SN223/229 zu TreX-Proteinen
verschiedener Bakterien.

Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229; Arthrobacter sp. Q36 (TreX, Maruta et al., 2000);
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (GlgX, Cole et al., 1998); Streptomyces coelicolor A3 (2) (GlgX,
Redenbach et al., 1996); Deinococcus radiodurans R1 (GlgX, White et al., 1999); Salmonella
typhimurium LT2 (McClelland et al., 2001); Sulfolobus acidocaldarius (TreX, Maruta et al., 1996).
Die nummerierten, konservierten Regionen sind unterhalb der Aminosduresequenz durch Sterne
gekennzeichnet. Abkiirzungen: ¢ = katalytischer Rest; ¢ = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige
Identitit der Aminosduren ist durch schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der
Aminosduren ist durch graue Boxen gekennzeichnet.
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7.2.2 Homologievergleich der Glycosylhydrolasen verschiedener Bakterien
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Abb. 7.2.2: Homologievergleich von TreX aus Actinoplanes sp. SN223/229 Glycosylhydrolasen
verschiedener Organismen.

Die nummerierten, konservierten Regionen sind unterhalb der Aminoséuresequenz durch Sterne
gekennzeichnet. Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229 (Glycogen debranching), E. coli
(Glycosidase, Romeo et al., 1998); Mycobacterium tuberculosis (Glycogen debranching, Cole et al.,
1998); Arabidopsis thaliana (putative Isoamylase, Town et al., Ergebnisse nicht veréffentlicht);
Flavobacterium sp. (Isoamylase, Krohn et al., 1997); Clostridium perfringens (Pullulanase, Shimizu et
al., 2002); Bacillus subtilis (Pullulanase, Kunst et al., 1997); Sulfolobus solfatarius (o-Amylase,
Kobayashi et al., 1996); ¢ = katalytischer Rest; ® = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige Identitat der
Aminosiuren ist durch schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der Aminosiuren ist
durch graue Boxen markiert.
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7.2.3 Homologievergleich der Maltooligosyltrehalose-Synthasen (TreY) verschiedener

Bakterien
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Abb. 7.2.3: Homologievergleich der MTSase (TreY) aus Actinoplanes sp. SN223/229 mit MTSasen

verschiedener Bakterien.
Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229; Rhizobium sp. (TreY, Maruta et al,

1996b):;

Arthrobacter sp. Q36 (TreY, Maruta et al., 1996c); Brevibacterium helvolum (TreY, Kim et al., 2000);
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (GlgY, Cole et al., 1998). Die nummerierten, konservierten
Regionen sind unterhalb der Aminosduresequenz durch Sterne gekennzeichnet. Abkiirzungen: ¢ =
katalytischer Rest; ® = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige Identitit der Aminoséuren ist durch
schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der Aminosiuren ist durch graue Boxen

markiert.
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7.2.4 Homologievergleich der Maltooligosyltrehalose-Trehalohydrolasen (TreZ)
verschiedener Bakterien
10 60
| |
Arthrobacter sp.1l LAGEER RAETGP AT AAGIP
Rhizobium.sp. 1 LAGEER RPGNGP E@I T AL DP
B. helvolum 1 VADGRQ K- ETAPGSEGWWTASDAP
A. SN223/229 1 RLDDQE
M. tuberculosis 1 DVNGAV
Arthrobacter sp.61 TDGNVI{4RMGDETHE gsA---Ys
Rhizobium sp. 59 TGADV|R(EAeABYGDF Ti3 2GA-——H
B. helvolum 52  PNGDVINEN4RMBGNT Tiy PP —-Y
A. SN223/229 39  AGPGTRMANMWIEEDVAAL HAA-—-FT
M. tuberculosis 40 P-ABARNERARDOBPTY
Arthrobacter sp.118
Rhizobium sp. 116
B. helvolum 109
A. SN223/229 96
M. tuberculosis 99
Arthrobacter sp.l178 ApelejaF AYQIRNAVANLV:NGYAL ejNery
Rhizobium sp. 176 AY| RFVDAAHARGLGV
B. helvolum 169 @DV YNHLGIRIGN Y PiG P T IeClpR
A. SN223/229 156 WD vV YNHEGP S Gy
M. tuberculosis 159
*kkkkkkk
L]
Arthrobacter sp.238 RDYRWY/DGLRLDAVHALIDERAVHILEDIZENHY [0
Rhizobium sp. 236 AVH
B. helvolum 229
A. SN223/229 215 RDYPIDGLRLDAVHALBIDEEA VHIIL ESIN:AWRAY oS
M. tuberculosis 218 RD{IEIDGLRLDAVHA L\YDIMNA VHY L EIT IS
*kkkkkkkk
¢
Arthrobacter sp.298 GENMRGY YEIDFIN
Rhizobium sp. 296 GEJMNGY YEIDFIR
B. helvolum 289 GENNNGY YS|IDE
A. SN223/229 275 GEROGY YiEDre
M. tuberculosis 278 GER@GY YADFE
.
370 420
| v |
Arthrobacter sp.358 Y SSFRIRIEHGR PRaMASENEEIINAT YO ONHDO T GNRAINGDRL S Qi )20
Rhizobium sp. 356 UOEONHDQI GNRAUGDRL SO L1z
B. helvolum 349 GFIRHIG
A. SN223/229 335 TigiEcARYE
M. tuberculosis 338 YTIR




Anhang

160

Arthrobacter sp.

Rhizobium sp.
B. helvolum

A. SN223/229

M. tuberculosis

Arthrobacter sp.

Rhizobium sp.
B. helvolum

A. SN223/229

M. tuberculosis

Arthrobacter sp.

Rhizobium sp.
B. helvolum

A. SN223/229

M. tuberculosis

Arthrobacter sp.

Rhizobium sp.
B. helvolum

A. SN223/229

M. tuberculosis

418
416
409
395
398

478
476
469
455
458

538
536
529
515
518

598
596
589
575
576

PWOFFTSHPEPEL[EGINA TN
PWQFFTSHPEPEL[EINA TN
PWOFFTSHPEPEL[EINMA TIENH

DIRTAIMRHNEAIBRADPWLDHL

GERAEMGEL NN s
GVQVEMPlZ L SNNY
GGSLAMVEEINNY
RDRVVMPEERI Y
IGE-NSTEWAAYELE

FSEQP!

FADRP

LSDAK
NEAETPQT
ACNLGAEPTC

DGAGT ATNBBNIDD 2
DRPGT2AINANN AI
DDAAGDiBN
LLATEbEA
P-VSGEMBES P

Abb. 7.2.4: Homologievergleich der MTHase (TreZ) aus Actinoplanes sp. SN223/229 mit MTHasen
verschiedener Bakterien.

Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229 ; Arthrobacter sp. Q36 (TreZ, Maruta et al., 1996¢);
Rhizobium sp. (TreZ, Maruta et al., 1996b); Brevibacterium helvolum (TreZ, Kim et al., 2000);
Mycobacterium tuberculosis H37Rv (GlgZ, Cole et al., 1998). Die nummerierten, konservierten

Regionen sind unterhalb der Aminoséuresequenz durch Sterne gekennzeichnet. Abkiirzungen: ¢

katalytischer Rest; e = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige Identitdt der Aminosduren ist durch
schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der Aminosiuren ist durch graue Boxen

markiert.

7.2.5 Homologievergleich der Trehalose-Synthasen (TreSasen) verschiedener Bakterien

M. tuberculosis 1
A. SN223/229 1
S. coelicolor (CI) 1
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Pimelobacter sp. 1
P. aeroginosa 1
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P. aeroginosa 33
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M. tuberculosis 121
A. SN223/229 118
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S. coelicolor (CII)101
Pimelobacter sp. 93

P. aeroginosa 93

M. tuberculosis 180
A. SN223/229 177
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550 600
M. tuberculosis 534 GONPYLLTLIHGHGEFYWE]
A. SN223/229 528 COIMAANNNE CEEERANIOWCCSEEKQRC
S. coelicolor (CI) 511 GELPYLLTLGGHGFYWF
S. coelicolor (CII)511 GIELPYLLTLEGHGE Y WEIS LNV et
Pimelobacter sp. 512 GILPYLLTLGHGEFYWE]
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610 660
. \ |
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S. coelicolor (CII)572 —————————m e
Pimelobacter sp. 573 s mm o
P. aeroginosa 629 PLDEAEPRCALCEVEIDGLRYQLPLGFLDADQRGDSLPQLLALARLRRGRKVGLLTDAAS

Abb. 7.2.5: Homologievergleich der TreSase von Actinoplanes sp. SN223/229 mit TreSasen
verschiedener Organismen.

Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229; Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Rv0126, Cole et al.,
1998); Streptomyces coelicolor (treS, Redenbach et al., 1996); C I = Cluster [; C II = Cluster II;
Pimelobacter sp. R48 (treS, Tsusaki et al., 1996); Pseudomonas aeroginosa PAO1 (pA2152, Stover et
al., 2000). Die nummerierten, konservierten Regionen sind unterhalb der Aminosiuresequenz durch
Sterne gekennzeichnet. Abkiirzungen: ¢ = katalytischer Rest; ® = Substratbindungstelle. Die > 75 %ige
Identitit der Aminosiduren ist durch schwarze Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnlichkeit der
Aminosduren ist durch graue Boxen markiert.

7.2.6 Homologievergleich der Trehalose-6-Phosphat-Synthasen (Tpslase) verschiedener

Bakterien
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A. SN223/229 352

M. tuberculosis 388 SDLGG——‘LVLSEFEGA‘A
P. anguilliseptica 380 ITPLRDGLNLVAKEFV"QGLLDGRG

E.coli K12 349

S. typhimurium 346

Rhizobium sp. 352 LVTPLRDGRINLVAKEYVAROBIN=Eel V1. SJFAGAAN
S. cerevisiae 377 DvieLVERIR DGMN L VERE X T 2SOl etel H1 SEFficA LSS
S. coelicolor 357

A. SN223/229 409 PGEKD% TVDDES
M. tuberculosis 445 WLIEGYKDG AGAHPRGQG————
P. anguilliseptica 439 DPVDITQTCY ALNM SDPQEQLDRALGL
E.coli K12 407 KQIVPRSAESQQOR
S. typhimurium 404 KEVTPRSPERQQQ
Rhizobium sp. 410 TASSDRCG
S. cerevisiae 434 NTDDISDAINEALTLPDVKKEVNWE YSTSSSSTSSSAT
S. coelicolor 414 HARNIGIEPAGRRAERSK
550

e e
A. SN223/229 461 ———=—————-
M. tuberculosis 500 —=-==—————~
P. anguilliseptica 499 VG-------—-
E.coli K12 467 DKVATFPKLA
S. typhimurium 464 NNVATFPKLA
Rhizobium sp. 464 ————————---
S. cerevisiae 494 KN-—-——-—-——-—
S. coelicolor 462 ——————————

Abb. 7.2.6: Homologievergleich der Tpslase von Actinoplanes sp. SN223/229 mit Tpslasen
verschiedener Organismen.

Abkiirzungen: Actinoplanes sp. SN223/229; Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Rv3490, Cole et al.,
1998); Pseudomonas anguilliseptica (ggpS, Hagemann & Steinbruch, nicht verdffentlicht); E. coli
K12 (otsA, Blattner et al., 1997); Salmonella typhimurium LT2 (otsA, McClelland et al., 2001);
Rhizobium sp. (otsA, Freiberg et al., 1997); S. cerevisiae (tpslp, Duan et al., 1998); Streptomyces
coelicolor (otsA, Redenbach et al., 1996). Die > 75 %ige Identitdt der Aminosduren ist durch schwarze
Boxen markiert. Die > 75 %ige Ahnhchkelt der Aminosduren ist durch graue Boxen markiert. Die
Positionen der degenerierten Primer sind unterhalb der Aminoséuresequenz durch Sterne
gekennzeichnet.
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7.3 Plasmide

7.3.1 pUCBM20

pUCBM20
2722 bps

Abb. 7.3.1: Genetische Karte des Plasmids pUCBM20.
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Eine Auswahl an Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen ist eingezeichnet. Abkiirzungen: Ampr
= Ampicillin-Resistenzgen; ori = Replikationsursprung fiir £. coli; lacZ = fiir das a-Pertid kodierender

Teil des lacZ-Gens von E. coli.

7.3.2 pET19b

_BamHI
{Xhol

£ Ndel
Neol

§ Xhbal
i Balll

HindIIT

I I

PET1%b
5717 bps

Abb. 7.3.2: Genetische Karte des Plasmids pET19b.

Miul
£ Bell

"Hpal

Eine Auswahl an Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen ist eingezeichnet. Abkiirzungen: amp =
Ampicillin-Resistenzgen; ori = Replikationsursprung fiir E. coli; lacl = Lactose-Repressorgen; his =

Histidin-Reste.



