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1. EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

Naturkautschuk (NR) ist ein hochpolymeres Isoprenoid, cis-1,4-Polyisopren, das aus
3 trans- und einigen Hundert bis zu mehreren Zehntausend cis-1sopreneinheiten besteht

und ein Molekulargewicht von etwa 10° Da besitzt.

~ n>5000_ n=3 _
1
R
/\K\/R
cis trans
cis -1,4-Polyisopren (NR)

Abb. 1: Struktur von cis-1,4-Polyisopren (NR).

cis-1,4-Polyisopren ist heutzutage eines der wichtigsten natirlichen Polymere, das von
mehr als 2000 Pflanzen, die vorwiegend zur Familie der Euphorbiaceae
(Wolfsmilchgewéachse) und Compositae (Korbblitler) gehoren, aber auch von einigen
Pilzen produziert wird. Der bekannteste Vertreter, der auch zur Zeit als einzige
kommerzielle Quelle genutzt wird, ist der Gummibaum Hevea brasiliensis. Seit mehr
als hundert Jahren wird dieser urspringlich vom Amazonas-Becken in Brasilien
stammende Baum in grof3en Plantagen in Sldostasien, insbesondere Malaysia, aber
auch China, Taiwan, Thailand und Indonesien, sowie den Philippinen und Afrika
angebaut. H. brasiliensis ben6tigt zum Wachstum ein feucht-warmes, tropisches Klima
mit Durchschnittstemperaturen von ca. 28°C und einem jahrlichen Regenfall von 1.800-
2.000 mm ohne ausgepragte Trockenzeiten. Die Baume bevorzugen einen leicht sauren
Lehmboden und kénnen bis zu 40 m hoch und Uber 100 Jahre alt werden (Duckworth,
1972/73). Einma im Jahr konnen sie nach erfolgreicher Befruchtung, grof3e Frichte
bilden, die mehrere 3-6 g schwere, hartschalige Samen enthaten. Diese keimen
innerhalb von 2-3 Wochen zu Schoéfdlingen heran. Nach 5-6 Jahren erreichen die dann
etwa 20-30m hohen B&ume ihre ,Reife® und konnen fur die Entnahme der

Kautschukmilch (Latex) genutzt werden. Latex wird in alen Pflanzenteilen von



1. EINLEITUNG

H. brasiliensis gefunden. Sie wird in speziellen Zellen, den Laticifers, im Phloem
synthetisiert und hauft sich dort in Form kleiner Tropfchen an, die eine milchig-tribe
Fliissigkeit bilden. Die Latextropfchen besitzen unterschiedliche GrofRen (50-30.000 A)
(Gomez & Hamzah, 1989) und sind von einer membranartigen Hille umgeben, die aus
zahlreichen Proteinen (u.a. Enzymen, die in die Biosynthese der NR-Partikel involviert
sind) und Lipiden besteht. Dieser Proteinanteil, der selbst in gewaschener Latex stets
vorhanden ist, ist fur die alergischen Reaktionen des Typs| (anaphylaktische
Reaktionen) verantwortlich. Latex besteht zu 90 % des Trockengewichtes aus cis-1,4-
Polyisopren und zu 10 % aus Nicht-Gummi-Bestandteilen wie Proteinen, Lipiden,
Kohlenhydraten, Harzen und anorganischen Salzen (Subramaniam, 1995). Die
Gewinnung der Latex erfolgt durch regelmaldiges, spiralférmiges Anritzen der Rinde
(Tapping) in einem horizontalen Winkel von 25-30°. Durch den Turgor in den Laticifers
flieldt die Latex heraus und aggregiert an der Luft zu einem elastischen Pfropfen, der
den Wundverschlufd und somit den Einschluf und das Abtéten von Parasiten bewirkt.
Um diese Coagulation beim Tapping zu verhindern, wird die Latex in kleinen Gefél3en
aufgefangen, die Ammonium oder andere Antioxidantien enthalten (Duckworth,
1972/73). Je nach Verwendungszweck erfolgt eine unterschiedliche Aufarbeitung der
gewonnenen Latexmilch. Auf diese Weise werden jahrlich bis zu 2t pro ha und
insgesamt 4,7 x 10°t Naturkautschuk pro Jahr gewonnen, wobei Malaysia durch
erfolgreiche Verpflanzungsprogramme und die Verwendung von Fertilisatoren und
Hormonen heute 45 % der gesamten NR-Produktion bewdltigt.

Trans-1,4-Polyisopren ist ein hérteres Naturpolymer, das von anderen Arten von
Gummibaumen produziert wird. Als Guttapercha wurde es eine Zeitlang als Fullstoff in
der Zahnmedizin verwendet.

Aufgrund seiner Struktur und seines Molekulargewichtes besitzt cis-1,4-Polyisopren
Uberragende Materialeigenschaften (Elastizitét, Undurchlassigkeit, Bestandigkeit,
Abriebsicherheit, etc.), die nicht so einfach durch artifiziell hergestellte Polymere, wie
z.B. Polyhydroxyalkanoat-(PHA-)Derivate kopiert werden konnen. Allerdings
unterliegt dieser thermoplastische Naturstoff auch einem Alterungsprozess,
hervorgerufen durch Licht- und Warmeeinwirkung. Eine Verbesserung der
physikalisch-chemischen Eigenschaften konnte 1839 durch die Erfindung der
Vulkanisation mit Schwefel anndhernd zeitgleich durch Goodyear in den USA und

Hancock in England erreicht werden. Dabei werden die Polymerketten des
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Naturkautschuks durch Schwefelbriicken quervernetzt. Heute wird Naturkautschuk als
Rohstoff fur mehr as 40.000 Produkte, u.a. Autoreifen, Isolierungen, Dichtungen,
Radiergummi und Gummihandschuhe, verwendet. In den Jahren 1905-1939 wurden
auch erstmals zahlreiche Beschleuniger und Antioxidantien (Anilin, organische Basen,
Zinkoxid) zur Verbesserung von Stabilitét und Haltbarkeit eingesetzt. Diese Additive
sind fur allergische Reaktionen des Typs 1V (Kontakt-Dermatitis) verantwortlich.

Als Naturprodukt unterliegt Naturkautschuk in der Biosphére einem langsamen aber
kontinuierlichen biologischen Abbauproze?. Die durch die Aktivitdt von
Mikroorganismen hervorgerufenen Verrottungsprozesse begrenzen die Lebensdauer von
Kautschuk-Produkten und sind daher auf der einen Seite fur die Anwendung
unerwinscht, erdffnen aber auf der anderen Seite die Mdoglichkeit ener
umweltgerechten Entsorgung dieser Produkte. Daher ist es auch erstaunlich, dal3 die
genauen  hiologischen  und  chemischen  Vorgange des  mikrobiellen
Naturkautschukabbaus immer noch weitgehend unbekannt sind.

Erste systematische Untersuchungen des mikrobiellen Abbaus von Naturkautschuk
wurden 1914 von Séhngen & Fol durchgefihrt. Mit Hilfe von ,,solution-cast” -Filmen
gedang ihnen die Isolierung von  Actinomyceten  (Actinomyces fuscus,
Actinomyces elastica), die in der Lage waren, Locher in Kautschukmateriaien
hervorzurufen. Der Nachweis, dald tatsdchlich der polymere Kohlenwasserstoff und
nicht etwa (Protein-) Verunreinigungen das Substrat der Bakterien darstellte, konnte
von ihnen jedoch nicht zweifelsfrei erbracht werden. Spence & van Niel entwickelten
etwa 20Jahre spater sowohl eine Methode, mit der Latexsuspensionen ohne
Coagulation autoklaviert werden konnten, als auch die sogenannte ,clear zone"-
Methode, die es ermdglichte, Latex-abbauende Organismen beim Wachstum auf
milchig-triben NR-Agarplatten durch die Bildung einer Aufklarungszone um die
Kolonien herum zu identifizieren (Spence & van Niel, 1936). Mit dieser Methode
wurden dann in den nachfolgenden Jahren eine Reihe von Mikroorganismen isoliert, die
in der Lage sind, NR abzubauen (Borel et a., 1982; Jendrossek et al., 1997; Kalienenko,
1938; Rook, 1955). Oftmals war eine Unterscheidung zwischen dem tatséchlichen
Abbau des Kohlenwasserstoff-Ruckgrades und einer oberflachlichen Besiedlung von
Kautschuk, die ein Wachstum der Mikroorganismen durch darin enthaltene
Verunreinigungen ermoglicht, schwierig (Cundell & Mulcock, 1972). Daher wurde

nachfolgend der NR-Abbau fur verschiedene Bakterien und Pilze auch anhand von
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Kohlendioxid-Produktion (Berekaa et a., 2000; Keursten & Groenevelt, 1996),
Abnahme der Viskositéat oder einer mittels Gel permeationschromatographie gemessenen
Reduktion des Molekulargwichts von cis-1,4-Polyisopren (Borel et al., 1982; Ikram &
Zainul, 1995; Tsuchii et al., 1979) nachgewiesen. Bel alen isolierten Bakterien handelte
es sich um Gram-positive, myzelbildende Organismen aus der Gruppe der
Actinomyceten.

Ende der 70er Jahre wurden die Untersuchungen zum Kautschuk-Abbau von Tsuchii
und Mitarbeitern wieder aufgenommen (Tsuchii et al., 1990; Tsuchii et a., 1984;
Tsuchii et a., 1979; Tsuchii et a., 1985; Tsuchii & Takeda, 1990; Tsuchii et al., 1996;
Tsuchii et a., 1996; Tsuchii & Tokiwa, 1998). Durch Verwendung unterschiedlicher
Kautschukmaterialien (NR, synthetischer Kautschuk, vulkanisierter Kautschuk)
isolierten sie verschiedene cis-1,4-Polyisopren abbauende Bakterienstdmme, von denen
ein Nocardia- und ein Xanthomonas-Spezies die starksten NR-Abbauer waren.
Nocardia sp. 835A war in der Lage sowohl Naturkautschuk als auch synthetischen und
vulkanisierten Kautschuk a's einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen (Tsuchii
et a., 1990; Tsuchii et al., 1985). Dabei stellten sie fest, da3 der Abbau von
Weichgummiprodukten (Gummiringe, Latexhandschuhe) und nicht-vulkanisiertem NR
deutlich schneller verlief als der Abbau von Hartgummiprodukten (Autoreifen,
Isolierungen), dieser jedoch durch Zugabe von Handschuhstreifen stimuliert werden
konnte (Tsuchii et al., 1996). Aulerdem war das Ausmal3 des Abbaus abhangig vom
Vernetzungsgrad des Polymers (durch Vulkanisation) und von der Besiedlungsdichte
durch Bakterien, die wiederum eine lineare Funktion von Oberfldche zu Gewicht des
NR-Streifens war (Tsuchii et al., 1996). Xanthomonas sp. 35Y, der bis vor Kurzem der
einzig bekannte Gram-negative Kautschuk-Abbauer war, ist in der Lage seine NR-
abbauende Aktivitat ins Medium auszuscheiden (Tsuchii & Takeda, 1990; Tsuchii &
Tokiwa, 1998). Durch Fiitterung mit *O-markiertem Sauerstoff wurden beim Abbau
von NR bzw. synthetischem Kautschuk durch Xanthomonassp.35Y in der
Kulturflissigkeit zwei niedermolekulare Oligoisoprenoide, 12-Oxo-4,8-dimethyl-
trideca-4,8-dien-1-a  und 8-Ox0-4-methyl-4-nonen-1-al, als Zwischenprodukte
identifiziert. Die Inkorporation beider Sauerstoffatome in die entstandenen Intermediate
deutete auf eine intramolekulare Spaltung von cis-1,4-Polyisopren an der
Doppelbindung durch eine Dioxygenase hin. Auch fir Nocardia sp. 835A, der seine
NR-abbauende Aktivitdt nicht ins Medium ausscheidet, wurde ein entsprechender
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Spaltungsmechanismus postuliert (Tsuchii et a., 1985; Tsuchii & Tokiwa, 1998).
Aufgrund des unterschiedlichen Abbauverhaltens konnen alle Kautschuk-abbauenden
Bakterien in zwel Gruppen eingeteilt werden: Die einen besiedeln die Kautschuk-
Sticke, d.h. wachsen nur in direktem Kontakt (adhésiv), und fihren so zu ener
Zersetzung des Materials, wahrend die anderen die Latex durch extrazelluldre
enzymatische Aktivitat angreifen (Linos et al., 2000; Tsuchii & Tokiwa, 1998). Die
intiale, intramolekulare Spaltung des Polymers durch eine Polyisopren-Dioxygenase
scheint jedoch allen NR-abbauenden Bakterien gemeinsam zu sein, unabhéngig von
ihrem Abbauverhalten. Lediglich Low & Mitarbeiter postulierten fir enige
Actinomyceten und Pilze einen Abbau des NR-Polymers von den Enden und damit
einen exo-Spaltungsmechanismus (Low et a., 1992). Auch in anderen Organismen
wurden Dioxygenasen nachgewiesen, die eine intramolekulare Spaltung an einer C-C-
Doppelbindung bewirken und zur Bildung von Aldehyden bzw. Ketonen fuhren. So
wurde in Microcystis sp. eine Dioxygenase gefunden, die 3-Carotin in 3-Cyclocitral und
Crocetindial spaltet (Juttner & Hoflacher, 1985). In der Rattenleber wird die Spaltung
von [B-Carotin in zwei Molekile Retinal ebenfalls durch eine Dioxygenase katalysiert
(Olsen & Hayaishi, 1965). Auch die Spaltung von Lignostilben durch Pseudomonas
paucimobilis TMY 1009 (Kamoda & Saburi, 1993; Kamoda & Saburi, 1993), sowie die
Spaltung eines Epoxy-Carotenoids in der Abscisinsaure-Biosynthese in Mais (Schwartz
et a., 1997) erfolgen durch Dioxygenasen.

Neuere Untersuchungen beschéftigten sich vorwiegend mit Methoden zur Verbesserung
der Bioabbaubarkeit von Kautschukprodukten (Berekaa et al., 2000; Linos &
Steinbiichel, 1998) sowie mit dem Abbau von gereinigtem, vulkanisiertem oder
synthetischem cis-1,4-Polyisopren durch sowohl Gram-positive wie auch Gram-
negative Bakterien (Bode et a., 2000; Heisey & Papadatos, 1995; Linos et al., 2000).

Im Rahmen eines Screenings nach NR-Abbauern wurden zahlreiche Gram-positive
Bakterien isoliert und identifiziert, die in der Lage sind, mit NR as einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen (Jendrossek et al., 1997). Zwei
Sreptomyces-Stamme fielen dabel besonders auf: S griseus 1D zeichnete sich durch
eine offenbar konstitutive Hofbildung auf NR-Agarplatten in Anwesenheit einer
zweiten wasserloslichen Kohlenstoffquelle aus und S coelicolor 1A bildete einen
besonders starke Aufklarung auf diesen Platten. Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun der

NR-Abbau durch diese zwel Streptomyces-Stamme sowie dem von Tsuchii & Takeda,
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1990 isolierten Xanthomonas-Species eingehender untersucht werden.
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2.1. Organismen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Organismen und Plasmide sind in den Tabellen 1

und 2 aufgefuhrt.
Tabellel:  Verwendete Organismen
Stamm relevanter Geno- oder Referenz/Her kunft
Phanotyp®
Xanthomonas sp. 35Y NR" (Tsuchii & Takeda,
1990)
Xanthomonas  campestris  pv.|NR GSPB 2217
campestris
Xanthomonas  campestris  pv.|NR GSPB 1386
malvacearum
Xanthomonas pelargonii NR GSPB 1955
Ralstonia eutropha CH34 pMOL28 (163 kb) (Mergeay et al., 1985)
pMOL 30 (238 kb)
Ralstonia eutropha AEM813 pULB113 (64 kb) (Siddiqui et al., 1988)
pMOL28 (163 kb)
pMOL30 (238 kb)
Streptomyces lividans 1326 NR’, SLP2, SLP3 (Lomovskayaet al.,
1972)
Sreptomyceslividans TK 23 NR (Hopwood et al., 1985)
Streptomyces griseus 1D NR* (Jendrossek et al.,
1997)
Streptomyces griseus 1D-L-M1 NR diese Arbeit
Streptomyces griseus 1D-L*-M1 NR™ diese Arbeit
Streptomyces griseus DSM 40236 | NR DSM 40236
Streptomyces griseus M 881 NR’, str’ Thamm,
unveroffentlicht
Streptomyces coelicolor 1A NR* (Jendrossek et dl.,
1997)
Sreptomyces codlicolor 1A-L-M1 |NR diese Arbeit
Streptomyces coelicolor 1A-L*-M1 |[NR™ diese Arbeit
Escherichia coli DH5a F::@80d lacZAM 15 | (Hanahan, 1983)
/lendAl recAl hsdR17

(rkmy) supE44 thi-1 A
gyrA96 relAl deoR
A(lacZYA argF) U169
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Fortsetzung Tabelle 1

Escherichia coli XL1-blue

Escherichia coli XL1-blue MR

Escherichia coli IM110

Escherichia coli SCS110

Escherichia coli EB304

Escherichia coli BHB 2688

Escherichia coli BHB 2690

Escherichia coli S17-1

F Tnl0 proAB
lacl® A(lacZ) M15/
recAl endAl gyrA96
(Nal®) thi-1 hsdR17 (r
my’) SUpE44 relAl lac
A(mcrA)183  A(merCB-
hsdSVIR-mrr)173 endAl
SupE44  thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac®

F:. traD36 proAB
laclaczA(lacz)M15  /
GM48str' (thr™ leu thi”
lacY galK" galT ara
tonA” tsK dam dcm
supE44) A(lac-proAB)
F:: traD36 proAB
lacl9aczA(lacz)M15  /
GM48str'  (thr™  leu
endAl thi" lacY galK
gaT ara tonA tsx
dam dcm  supE44)
A(lac-proAB)

FA suc

recA A" (A Dan¥b2 red3
imm434 clts Sam7)

recA A" (A Damil5b2
red3 imm434 clts Sam?)
Tp%, sm®, thi-1, pro,
hsdR, hsdM™, recA, tra”

(Bullock et al., 1992)

(Jerpseth et a., 1992)

(Yanisch-Perron et al.,
1985)

Stratagene (San Diego,
USA)

Dr. Reh,
Laborsammlung
(Maniatis et al., 1982)
(Maniatis et al., 1982)

(Simon et a., 1983)

& Genotypbezeichnungen:
Phénotypbezei chnungen:

S. (Bachmann, 1987)
NR": NR-Abbau
NR': kein NR-Abbau

Tabdle2: Verwendete Plasmide

Vektor relevanter Geno- oder | Grof3e | Referenz/Herkunft
Phanotyp® [bp]

pBBR1IMCS-2 Km~, mob 5.144 |(Kovach et al., 1995)

pBBR1MCS-2cos cos, Km~, mob 6.863 |diese Arbeit

pBBR1MCS-2cos Amp | cos, Km®, Ap®, mob 8.019 |diese Arbeit

pBluescript I1 KS Ap®, lacPOZ’, ColE1 2.961 | Stratagene (San Diego,

USA)

pHC79 cos, ApY, TcR 6.524 | (Hohn & Collins, 1980)

plJ702 Th?, mel 5.650 |(Katzetal., 1983)

pK U206 cos, Ap®, Th? 15.510 |(Kakinumaet al., 1990)

pLAFR3 cos, TR 22.000 |(Staskawicz et d., 1987)
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Fortsetzung Tabelle 2

pPM 803 ThY, Neo®, ori T 10.500 |(Mazodier et al., 1989)

pScosBC1 cos, ApT, TpR 8.772 | (Sokol et al., 1999)

pSUP5011 Apt,  Ccm®,  KmY, (Simon et al., 1983)
Tn5::mob

pWE15 Ap®, Neo®, ColEl,| 8136 |Stratagene (San Diego,
SV40 ori, cos USA)

pWHM3BE Ap®, ThR 7.099 | Borovoc und Schrempf,

unveroffentlicht
#  Genotypbezeichnungen: s. (Bachmann, 1987)
mel: Tyrosinasegen
Phanotypbezei chnungen: ApR: Ampicillin-Resistenz

cos: cos-sites des Phagen A
Km": Kanamycin-Resistenz
NeoR: Neomycin-Resistenz
TcR: Tetracyclin-Resistenz
Th®: Thiostrepton-Resistenz

2.2. Nahrmedien

Zur Herstellung fester Komplexmedien wurde, wenn nicht anders angegeben, 159
Japanagar/l zugegeben, fur feste Mineramedien wurde 15 g/l Bacteriologica Agar

verwendet.

2.2.1. Komplexmedien
Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth 89
H2Opigest ad 1000 mi

Luria-Bertani-Medium (L B) (Sambrook et al., 1989)

Trypton 109
Hefeextrakt 50
NaCl 10g
H>Opigest ad 1000 ml
pH 7,5

Soja-Mannit-Medium (SM)
-zur Stammhaltung von Streptomyceten

Sojamehl (fettarm) 209
Mannit 2049
H2Opidest ad 1000 ml
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Vollmedium (J. Pigac, pers. Mitteilung)

- zur Anzucht von S lividans in Flussigkultur

Saccharose 103 g
Tryptic Soy Broth 209
Hefeextrakt 59
H>Opigest ad 990 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml 5 M MgCl;, steril zugesetzt.

Tryptic Soy Broth (TSB)

- zur Anzucht von S. griseus in FlUssigkultur

Tryptic Soy Broth 209
H2Opidest ad 1000 ml
R-S-Medium

- zur Stammhaltung von Streptomyceten

K>SO, 0,25 g
MgCl, x 6 H,O 10,12 g
Glucose 10,09
Casamino acids 01g
Hefeextrakt 509
Tris 3,039
Agar 14,09
H>Opidest ad 1000 ml
pH 7,6

Nach dem Autoklavieren wurden folgende separat autoklavierte Ldsungen steril
zugesetzt:

KH,PO, 0,5% (W/V) 1,0ml
CaCl, x 2H,0 5M 0,4 ml
Spurenelementldsung 10x 2,0ml
R+S-Medium

- zur Regeneration von S. lividans-Protoplasten
R+S-Medium enthielt im Gegensatz zum R-S-Medium noch 103 g Saccharose/l und
5,78 g/l TES statt desin R-S-Medium verwendeten Tris.
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SpMR-Medium

- zur Regeneration von S. griseus-Protoplasten

Glucose

Hefeextrakt

MgCl, x 6 H,0
Spurenelementlsung (10 x)
MOPS

Saccharose

Agar

H2Opidest

pH 7,2

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 4 ml 5 M CaCl, steril zugesetzt.

Spurenelementlésung (10 x)

ZnC|2

FeCl; x 6 H,O

CUC'Z X 2 H,O

M nC|2 X 4 H,0O
Na,B,O7 x 10 H,O
(NH4)6M 07024 X4 Hzo
H2Opidest

SOC-Medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCl

MgCl,
MgSO,
Glucose
H2Opidest

Kings B-Medium

Proteose Pepton
Glycerin (87 %, v/v)
MgSO4 X 7 HO
K2HPO,

H.O

pH 7,2-7,4

500

1049
10,09
2,0ml
2,19
103,09
22,09

ad 1000 ml

40 mg
200 mg
10 mg

10 mg

10 mg

10 mg

ad 100 ml

20,09
500

0649

0,29

239

260

360

ad 1000 ml

20,09

10,0 ml
159

159

ad 1000 ml
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2.2.2. Mineralmedien
Mineralmedium (Schlegel et a., 1961)

NapoHPO,4 x 12 H,0O 9,0 g
KH,PO4 1,5 g
NH4CI 109
MgSO, x 7 H,0O 0,29
CaCl, x 2H,0 0,029
Fe(l11)NH,-Citrat 1,2 mg
SL6 (10.000 x) 0,1 ml
H>Opigest ad 1000 ml
pH 7,0

In der Regel wurden MgSQO,, CaCl, und Fe(lI1)NH,-Citrat als 1000-fach konzentrierte

Stamml dsungen getrennt autoklaviert und spater dem Medium steril zugesetzt.

Spurenelementldsung SL 6 (Pfennig, 1974) (10.000 x)

ZnSO4 X 7 H0O 1049
MnCl, x 4 H,O 0,39
HaBO,4 3,0 g
COC|2 X 6 H,O 2,0 g
CuCl, x 2 H,0 01lg
NiC|2X6H20 0,29
NaMoO4 X 2 H,0O 0,39
H>Opidest ad 1000 ml

Mineralmedium (Tsuchii & Takeda, 1990)

KoHPO, 8,0 g
KH2PO4 109
CaCl, x 2H,0 0,029
FeSO, x 7 H,0O 0,018 ¢
MgSO, x 7 H,0 0,29
MnSO, 0,5mg
NaCl 01g
NaMoO4 X 2 H,0O 0,5mg
Nap,WO, x 2 H,O 0,5 mg
Hefeextrakt 029
Tween 80 0,002 %
H>Opidest ad 1000 ml
pH 7,5

In der Regel wurden nur die Pufferkomponenten, Hefeextrakt und Tween 80 zusammen
autoklaviert und die restlichen Bestandteile des Mediums nachfolgend als 1000-fach-

konzentrierte Stammldsungen steril zugesetzt.



2. MATERIAL & METHODEN 13

2.2.3. Medien fur physiologische Untersuchungen
Dye s Medium C, modifiziert

NH4H2PO,4 059
K>HPO, 0,5 g
MgSO, x 7 H,0 0,29
NaCl 5040
Hefeextrakt 109
C-Queélle (20 %, wiv) 25 ml
Bromphenolrot 10,5 ml
[0,1 % (w/v) in 40 % (v/v) EtOH]

Agar 12049
H>Opidest ad 1000 ml

Eine Saurebildung aus der angebotenen C-Quelle resultierte in einer Azidifizierung des
Mediums und daher in einem Farbumschlag des pH-Indikators Bromphenolrot von
(dunkel-)lilazu (hell-)rot.

Gasbildung aus Nitrat unter anaeroben Bedingungen (Denitrifikation)

Trypton 109
Hefeextrakt 0,29
Fleischextrakt 0,39
K2HPO, 059
NaNOs 10g
Agar 059
H>Opidest ad 1000 ml
pH 7,6

Nach Beimpfung und Verfestigung des Agars im Rohrchen wurde dieser mit einem
ca. 2 cm dicken Agarpfropfen Uberschichtet.

Gashildung aus Nitrat unter anaeroben Bedingungen wurde durch auftretende Gasblasen
unterhalb des Agarpfropfens sichtbar.

Gérung mit Glucose/Gasbildung aus Glucose

Pepton 10,09
Glucose (20 %, wiv) 50 ml
KoHPO, 2,0 g
EosinY 049
Methylenblau 0,069
Agar 159
H>Opidest ad 1000 ml

pH 6,8



2. MATERIAL & METHODEN 14

oder:

Tryptose 10,09
Fleischextrakt 309
Hefeextrakt 209
KoHPO, 5,0 g
Glucose (20 %, wiv) 25 ml
Agar 5049
H>Opidest ad 1000 ml
pH 7,2

Nach Beimpfung und Verfestigung des Agars im Rohrchen wurde dieser mit einem
ca. 2 cm dicken Agarpfropfen Uberschichtet.

Géarung mit Glucose/Gasbildung aus Glucose wurde durch auftretende Gasblasen
unterhalb des Agarpfropfens sichtbar.

Citratverwertung

KH>PO, 0,5 g
NaCl 10g
MgSO, x 7 H,0O 0,29
(N H4)2H PO, 1,0 g
Nag-Citrat 209
Agar 1509
Phenolrot (0,04 %, w/v) 20,0 ml
H>Opigest ad 1000 ml
pH 7,0

Eine Verwertung von Citrat resultierte in einer Alkalisierung des Mediums und daher in

einem Farbumschlag des pH-Indikators Phenolrot von rot nach orange.

Nitratreduktion (Nitritnachweis)

Nutrient Broth 80¢g
H2Opigest ad 1000 ml
pH 7,0

Nach dem Autoklavieren wurde dem Medium 1 ml 1,5 % (w/v) KNOjs steril zugesetzt.
Der Nitrat- bzw. Nitritnachweis erfolgte mit Hilfe von Merckoquant 10020
Indikatorstébchen der Merck AG, Darmstadt.
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2.2.4. Polymer-Agarplatten

NR/DPNR-Platten

Um auch auf festen N&hrboden den NR-Abbau untersuchen zu kénnen, wurden NR-
Agarplatten hergestellt. Diese Platten bestanden aus zwei Schichten, von denen die
untere Schicht (,underlay“) ca. 20 ml Schlegel-Mineralmedium + 0,05 % (w/v)
Hefeextrakt mit den betreffenden Zusétzen, die obere Schicht (,overlay”; 7-8 ml)
zusétzlich zum Medium [+ 0,05 % (w/v) Hefeextrakt] noch 0,2 % (w/v) NR bzw.
DPNR enthielt. Ein Abbau von NR/DPNR wurde anhand einer um die Kolonien herum
auftretenden Aufklarung des Agars deutlich.

PHB-Platten

Anaog zu den NR/DPNR-Platten bestanden auch die PHB-Platten aus 2 Schichten, von
denen die obere zusdtzlich zum Schlegel-Mineralmedium 0,4 % (w/v) PHB enthielt. Ein
Abbau von PHB wurde anhand eines um die Kolonien herum auftretenden
Hydrolysehofes sichtbar.

Casein-Platten
10 % (w/v) Skim Milk und 2,5% (w/v) Wasseragar, pH 7-7,5, wurden getrennt
autoklaviert und anschlief3end im Verhdltnis 1:1 gemischt. Ein Abbau von Casein wurde

anhand eines um die Kolonien herum auftretenden Hydrolysehofes sichtbar.

Starke-Platten

Um einen Stérkeabbau nachweisen zu konnen, wurden NB-Platten mit 1 % (w/v)
l6dlicher Stérke hergestellt. Der Nachwels des Starkeabbaus erfolgte durch
Uberschichten der bewachsenen Platten mit Lugol scher Losung (13 g/l J, 20 g/l KJ).
Wahrend nicht-hydrolysierte Stérke durch die Einlagerung von Jod blau erscheint, wird
abgebaute Stérke nicht mehr angefarbt, so dald der Agar hell erscheint.

2.3. Medienzuséitze

2.3.1. Antibiotika

Die Antibiotika-Stammldsungen und Medienzusdtze wurden nach (Sambrook et al.,
1989) mit den entsprechenden Losungsmitteln angesetzt, sterilfiltriert und in Aliquots
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bei -20°C aufbewahrt. Sie wurden den autoklavierten Nahrmedien nach dem Abkuhlen
auf ca. 60°C in den angegebenen Endkonzentrationen zugesetzt:

M edienzusatz Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin (Na-Salz) 50 mg/ml in HoOpigest 50-100 pg/ml
Kanamycin 25-100 mg/ml in H2Opigest 25-50 pg/mi
Tetracyclin 15 mg/ml in 50 % Ethanol (v/v) 7,5-15 pg/ml
Thiostrepton 1 mg/ml in N,N"-DMFA 10-25 pg/ml
IPTG 0,2 M in H2Opidest 0,2 mM
X-Ga 2% (w/v) in N,N'-DMFA 0,003 % (w/v)

2.3.2. Polymere

NR/DPNR

NR (Natura rubber) oder DPNR (Deproteinized natural rubber) wurden als sterile und
teilweise durch Ammonium stabilisierte 6-40 %ige (w/v) Stammldsungen von
Dr. A. Ikram vom National Rubber Research Ingtitute of Malaysia in Kuala Lumpur,
Malaysia erhalten. Durch Dialyse gegen 50 mM KH,PO,-Puffer, pH 6,8 (NaOH) UN
bei 4°C wurde das Ammonium und andere niedermolekulare V erunreinigungen entfernt
(Visking Dialysis Tubing 20/32, Ausschluf3volumen von 6-8 kDa, Serva Electrophoresis
GmbH, Heidelberg), so dal} die Latex anschlieflend erneut fur 15 min bel 120°C
autoklaviert werden konnte. Alternativ wurde UN bei 4°C gegen (steriles) HaOpidest
dialysiert und die Latexsuspension dann 1 h bel 80°C pasteurisiert. Anschlief3end wurde
der NR-Gehalt durch Trockengewichtsbestimmung ermittelt (100 ul NR/DPNR auf

Objekttrager auftropfen, bis zur Massenkonstanz trocknen und auswiegen).

PHB

Zur Herstellung einer PHB-Stammldsung wurden 3 g fein zermdrsertes PHB, welches
wie in (Jendrossek et al., 1993) beschrieben, isoliert worden war, in 100 ml H;Opigest
gegeben und UN geriihrt. Um eine mdglichst homogene und stabile PHB-Suspension zu
erhalten, wurde die Ldsung anschlieffend unter sténdiger Kihlung in einem Eis/NaCl-
Gemisch mit Ultraschall behandelt (60%, Amplitude 0,4, 1min/6ml,
Ultraschallprozessor UP200s, Dr. Hielscher GmbH, Stuttgart). Diese Suspension wurde
dann fur 10 min autoklaviert und bei 4°C gelagert.
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2.4. Anzucht von Streptomyceten und Xanthomonassp 35Y in

NR/DPNR-Flussigkulturen

Die Anzucht von Streptomyceten erfolgte als 100 ml-Kulturen in 1 |-Erlenmeyerkolben.
Es wurde Schlegel-Mineralmedium mit 0,05 % (w/v) oder 0,2 % (w/v) NR/DPNR as
Kohlenstoffquelle verwendet. Die Hauptkulturen wurden 5 %ig (v/v) mit den Zellen gut
gewachsener TSB-Vorkulturen beimpft. Die Inkubation erfolgte als Standkulturen bel
30°C fur 1-4 Wochen. Dabel war darauf zu achten, daf3 das Volumen/Oberfl&chen-
Verhdltnis moglichst gering ausfiel und die Kulturen keiner permanenten
Lichteinstrahlung ausgesetzt waren. AulRerdem wurde beobachtet, dal’3 ein besseres
Wachstum der Kulturen erreicht wurde, wenn diese nur gelegentlich geschuittelt wurden.
Die Anzucht von Xanthomonas sp. 35Y erfolgte als 100 ml-Kultur in 11- oder as
300 ml-Kultur in 5 I-Erlenmeyerkolben, jedoch wurde Mineralmedium nach (Tsuchii &
Takeda, 1990) mit 0,002 % (v/v) Tween 80 und den entsprechenden C-Quellen
verwendet. Die Hauptkulturen wurden 5 %ig (v/v) mit den Zellen gut gewachsener NB-
Vorkulturen beimpft. Um ein Ausfalen des NRs bzw. DPNRs zu vermeiden, wurden
alle Kulturen bis zu 8 Tagen bei 30°C as Standkulturen inkubiert, jedoch mehrmals
taglich kraftig geschittelt.

Nach der Ernte der Kulturen wurde der Uberstand zur restlosen Entfernung von
Zellmaterial und des nicht abgebauten NRYDPNRSs mittels 0,2 um-Filter sterilfiltriert
und bei 4°C oder -20°C gelagert.

2.5. Stammhaltung und Konservierung

Zur kurzfristigen Lagerung wurden alle Bakterienstdmme auf geeigneten Platten im
Kuhlschrank bel 6-8°C gehalten. Eine dauerhafte Konservierung von E. coli-Stdmmen
erfolgte bel -70°C als Glycerin-Stammkultur. Dazu wurde aus einer ausgewachsenen
LB-Flissigkultur ein Aliquot von 830ul entnommen und in einem sterilen
Schraubdeckelglaschen (Serolab, Aidenbach) mit 170 pl 87 % (v/v) Glycerin versetzt
und bei -70°C gelagert. Zur Reaktivierung wurde ein Ausstrich auf LB-Agar,
gegebenenfalls mit Antibiotika-Zusatz, vorgenommen und UN bei 37°C inkubiert. Die
Sreptomyces-Stdmme wurden dauerhaft als Sporensuspensionen bei -70°C gelagert.
Dazu wurden von einer gut bewachsenen SM-Platte die Sporen mit einer Impfése

abgenommen und in steriles, 20 %iges(v/v) Glycerin gegeben. Die Lagerung der
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Sporensuspensionen erfolgte bei -70°C. Zur Reaktivierung der Sporen wurde ein
Ausstrich auf SM-Medium vorgenommen.

Die langfristige Lagerung der Xanthomonas-Stamme erfolgte als Lyophilisat. Dazu
wurden sterile Filterpléttchen, die auf einer gut bewachsenen NB-Platte durch
Aufschwemmung der Kolonien mit einer Losung aus 10 % (w/v) Skimmilk und
5 % (w/v) myo-Inosit Zellen aufgesogen hatten, bel -20°C eingefroren und mindestens
24 h gefriergetrocknet. Die Lagerung der zellgetrankten Pléttchen erfolgte in kleinen
Schraubdeckelglaschen Uber Watte und Blaugel as Trockenmittel bei -70°C. Zur
Reaktivierung wurden 1-2 Filterplattchen in 10 ml NB-Medium bei 30°C UN inkubiert.

2.6. Physiologische Tests

2.6.1. Aktivitats-Test

Zur qualitativen und quantitativen Bestimmung extrazellulérer NR-(Di-) Oxygenase-
Aktivitéat wurden Enzym-Aktivitatstests in 96 well-Mikrotiterplatten durchgefihrt. Dazu
wurden 60, 120 oder 180l zellfreier, eingeengter Uberstand einer NR/DPNR-
gewachsenen Xanthomonas-Kultur mit unterschiedlichen Konzentrationen NR/DPNR
[0,0017 %, 0,0085 %, 0,017 %, 0,085 % (w/v)] in folgendem Reaktionsansatz fir bis zu
24 h bel 22°C inkubiert:

Enzym-Rohextrakt 60-180 pl
NR 0,0017-0,085 % (w/v) X ul
Tween 80 0,3 % (V/v) 2ul
KP-Puffer, pH 7,5 10 mM 60 pl
H>Opidest ad 300 pl

Die Messung der Tribungsabnahme erfolgte als Kinetik in Doppelwerten bei 595 nmin
10 min-Intervallen.

2.6.2. Gram-Farbung

Ein Tropfen des zu bestimmenden Bakterienstammes wurde auf einen Objektrager
gegeben und verteilt. Zum Vergleich wurden as Gram-positiver Organismus
Bacillus subtilis und al's Gram-negatives Bakterium Ralstonia eutropha mitgefuhrt. Der
Objekttréger wurde zur Hitzefixierung durch den oberen, nicht-leuchtenden Teil der

Bunsenbrennerflamme gezogen. Anschlief3end wurde der Ausstrich mit Kristallviolett-



2. MATERIAL & METHODEN

19

Ldsung bedeckt und 2 min einwirken gelassen. Nach Abspiilen der Ldsung mit Wasser
(5 sec) wurde Lugol “sche Losung aufgetropft, 2 min auf dem Objekttrager belassen und
mit Wasser kurz abgespuilt. Die Entfarbung wurde durch n-Propanol-Behandlung fir
1min erreicht. Nachdem kurz mit Wasser gesplilt worden war, wurde 1 min mit
0,5 % (w/v) Safranin-L6sung gegengeféarbt. Das mit Wasser gesplilte, jedoch noch nasse
Préparat wurde mit einem Deckglas bedeckt und das Uiberschiissige Wasser entfernt. Die
Mikroskopie erfolgte im Hellfeld. Gram-positive Bakterien erscheinen dunkel-violett,
Gram-negative gelb-orange.

Kristallviolett-Ldsung: Kristallviolett 1,0 % (wiv)
Phenol 2,5 % (w/v)
Ethanol 10,0 % (w/v)
Lugol "sche Lésung: N} 1,3 % (wiv)
KJ 2,0 % (w/v)
Polyvinylpyrrolidon 10,0 % (w/v)

2.6.3. Katalase-Test

Auf eine gut bewachsene Agarplatte des zu untersuchenden Stammes wurden einige
Tropfen einer 3 %igen (v/v) H,O,-Losung aufgetropft. Bel Katal ase-positiven Bakterien
sollten sofort und auch noch nach einigen Minuten Gasblasen aufsteigen.

2.6.4. Oxidase-Test

Tetramethyl-p-phenylendiamindihydrochlorid wird durch Cytochrom-c-Oxidase zu
einer purpurroten Verbindung oxidiert.

Auf ein Filterpapier wurden einige Tropfen einer frisch angesetzten, 1 %igen (w/v)
Losung von Tetramethyl-p-phenylendiamindihydrochlorid gegeben. Dann wurde etwas
Zellmaterial des zu untersuchenden Bakterienstammes auf dem Filterpapier zerrieben.
Bel ener positiven Reaktion tritt innerhalb weniger Sekunden eine violette bis

purpurrote Farbung auf.

2.6.5. Pigmentextraktion aus ver schiedenen Xanthomonas-Stammen
Zur phylogenetischen Einordnung des untersuchten Xanthomonas-Spezies wurden
methanolische Extrakte des gelben Pigmentes hergestellt. Dazu wurden der betreffende

Xanthomonas-Stamm und as Referenz  dre weitere  Xanthomonaden,
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X. campestris pv. campestris, X. pelargonii und X. campestris pv. malvacearum, in
jeweils 50 ml NB-Medium angezogen. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen
(4.500 Upm, 20 min, 4°C, Sigma 4K15C, Rotor 11140, Sigma Laborzentrifugen,
Deisenhofen) wurden die Pellets in Methanol aufgenommen (80 ml Methanol/g
Zellnal3gewicht). Zur Extraktion der Pigmente wurden die Ansétze fir 5 min in einem
siedenden Wasserbad inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Zelltrimmer bei
4.500 Upm far 20 min wurden die Extrakte entweder im Rotationsverdampfer oder aber
in einer Lyophylle bis zur Trocknung eingeengt. Die Pigmentextrakte wurden dann in
jeweils 1 ml Methanol wieder aufgenommen. Die Messung der Absorptionsspektren im
Bereich von 300-550 nm erfolgte in 1 ml-Quarzkivetten in einem Kontron-

Spektrophotometer (Bio-Tek, Kontron Instruments, Mailand) gegen reines Methanol.

2.6.6. UV-Mutagenese

Zur Erzeugung von im NR-Abbau defekten Mutanten wurde mit den Stammen
S griseus1D, S coelicolor 1A und Xanthomonassp. 35Y eine ungerichtete
Mutagenese mittels UV-Licht durchgeftihrt. Dazu wurden fir die Streptomyces-Stamme
gut bewachsene SM-Platten mit sterilem 20 % (v/v) Glycerin abgeschwemmt und eine
dichte  Sporensuspension  von  25-4,0x 10"  Sporen/ml hergestellt.
Xanthomonas sp. 35Y wurde as 100 mlI-NB-Kultur bei 30°C herangezogen und die
Zellen nach der Ernte in steriler Saline [0,9 % (w/v) NaCl] aufgenommen, so dal
ebenfalls eine Dichte von 2,5-4,0 x 10" Zellen/ml erreicht wurde. Jeweils 10 ml dieser
Sporen-/Zellsuspensionen wurden mit dem gleichen Volumen 20 % (v/v) Glycerin bzw.
Saline verdinnt und in eine Glaspetrischale mit 8 cm Durchmesser gegeben. Die
Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 254 nm erfolgte unter sténdigem Ruhren in
einem Abstand von 8 cm fir die Streptomyceten und 30 cm fir den Xanthomonas-
Stamm. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden jewells 1ml Zellsuspension
entnommen und bis zur Herstellung der Verdinnungsreithen (0,5 ml Probe + 4,5 ml
20 % (v/v) Glycerin bzw. Saline) im Dunkeln aufbewahrt. Je 100 pl der verschiedenen
Verdunnungsstufen wurden auf SM- bzw. NB-Platten ausplattiert und bei 30°C
inkubiert. Die gewachsenen Kolonien wurden ausgezahlt und die Anzahl der
Uberlebenden Zellen pro ml Suspension (cfu/ml) bestimmit.

Aus geeigneten Verdinnungsstufen des Zeitpunktes, an dem 99 % der Zellen abgetttet

worden waren, wurden Kolonien auf ihren Phanotyp auf NR-Agarplatten hin Gberprift.
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So konnte man davon ausgehen, dal3 die Uberlebenden Zellen Mutationen aufwiesen.

M olekular biologische M ethoden

Alle Zentrifugationen wurden, sofern nicht anders angegeben, im E-Cup-Mal3stab bei
RT in einer Biofuge Pico und bel 2-4°C in einer Biofuge Fresco der Firma Heraeus,
Osterode durchgeftihrt. Zentrifugationen groferer Volumina (10-100 ml) wurden in
einer Sigma 4K15C-Swing-out-Kuhlzentrifuge (Rotor 11140) der Firma Sigma
Laborzentrifugen, Deisenhofen oder in einer RC5B-Zentrifuge (Sorvall DuPont
Instruments, Bad Homburg) mit SS34-Rotor vorgenommen. Volumina > 100 ml
wurden in einer RC5B-Zentrifuge (Sorvall DuPont Instruments, Bad Homburg) mit
einem GS-A- bzw. GS-3-Rotor durchgefihrt.

2.7. 1solierung von Nukleinsauren

2.7.1. Vorbehandlungvon L 6ésungen und Ger éten

Zur Sterilisation und Inaktivierung von DNasen wurden ale hitzebestandigen Geréte
und Losungen autoklaviert. Nicht hitzebestéandige Gefdle wurden mit 70 % (v/v)
Ethanol und anschlieffend mit sterilem H,Opigeq ausgespult. Nicht autoklavierbare
Ldsungen wurden sterilfiltriert (0,2 um-Filter).

2.7.2. Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren

2.7.2.1. Phenol/Chlor ofor m-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen aus DNA-Losungen erfolgte eine Extraktion mit
Phenol/Chloroform (Sambrook et al., 1989). Dazu wurde festes, mit 0,5M Trig/HCI,
pH 8,0 equilibriertes und mit Hydroxychinolin stabilisiertes Phenol (Biomol
Feinchemikalien GmbH, Hamburg) bel 60°C im Wasserbad geschmolzen und mit dem
gleichen Volumen Chloroform/lsoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt. Die Lagerung
erfolgte lichtgeschiitzt bei 4°C.

Zur Deproteinisierung von DNA-LAsungen wurden diese mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol versetzt und gut durchmischt. Eine Phasentrennung
wurde in der Regel durch Zentrifugation der Proben fir 4-10min bei RT und
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13.000 Upm erreicht. Nach Uberfiihrung der walrigen Oberphase in ein neues Gef&R,
wurde die DNA durch Zugabe von 96 % (v/v) Ethanol prézipitiert (s. 2.7.2.2.)

Um besonders gut gereinigte DNA zu erhalten, wurde der Phenol/Chloroform-
Extraktion eine Chloroform/lsoamylakohol-Extraktion [Zugabe von 1,5Volumen
Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1, v/v)] angeschlossen, so dal3 auch restliches Phenol
entfernt wurde. Anschlief3end erfolgte eine Isopropanol-Falung (s. 2.7.2.2.).

2.7.2.2. Alkohol-Prézipitation

Zur Konzentrierung von DNA-L6sungen wurde eine Fallung mit 96 % (v/v) Ethanol
(Endkonzentration 70 %, v/v) oder Isopropanol (Endkonzentration 60% , v/v)
durchgefiihrt. Dabei muf3 die Kationenkonzentration von DNA-Losungen bei der
Ethanol-Préazipitation mindestens 50 mM betragen, gegegebenenfalls wurde dies durch
Zugabe von NaCl oder Natriumacetat erreicht. Die DNA-L6sung wurde dann mit
2,5 Volumen eiskaltem 96 % (v/v) Ethanol versetzt, gut durchmischt und ftr 10-30 min
auf Eis oder bei -20°C inkubiert. Die Pelletierung der DNA erfolgte durch
Zentrifugation bel 4°C und 13.000 Upm fur 30 min. Das DNA-Pellet wurde mit 1 ml
70 % (v/v) Ethanol gewaschen und fur 3-5min bei RT und 13.000 Upm zentrifugiert.
Anschliefiend wurde das DNA-Pellet getrocknet, in einem angemessenen Volumen
eines geeigneten Puffers oder H,Opiges gel0st und bei -20°C aufbewahrt.

Be der Isopropanol-Fallung wurde der wal¥igen Phase nach der
Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion 0,7 Volumen Isopropanol zugegeben und gut
vermischt. Nach der Zentrifugation fur 30 min bei RT und 13.000 Upm wurde der
Uberstand abgenommen und das Pellet wie bereits beschrieben mit 1 ml 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen, getrocknet und in Puffer/H,Opigest resuspendiert.

Ligationsansatze wurden zur Aufkonzentrierung der DNA und zur Entfernung von
Salzen mit n-Butanol geféllt. Dazu wurde der Ligationsansatz mit H,Opiges auf 50 pl
aufgefullt, mit 500 pl n-Butanol versetzt, kurz gevortext und 10 min bei RT und
13.000 Upm zentrifugiert. Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 4-5pl HoOpiges

resuspendiert.

2.7.3. |solierung von Plasmid-DNA aus Streptomyceten
200 ml Vollmedium mit 10 pg Thiostrepton/ml wurden nach dem Animpfen mit Sporen
UN als Standkultur und weitere 24 h als Schittelkultur bei 30°C inkubiert. Die Kultur
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wurde duch Zentrifugation bel 4.500 Upm und 4°C fir 20 min geerntet. Das Myzel
wurde zweima mit 10 ml P-Puffer gewaschen und vor dem 2. Waschen auf 20 E-Cups
aufgeteilt. Pro E-Cup wurden 500 pl Lésung | zugegeben und zur Protoplastierung 20-
30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl Lésung 11 und Inkubation fir 5 min
bei RT wurde der Ansatz mit 270 pl Losung lll versetzt. Es folgte eine 5-minttige
Inkubation auf Eis und eine Zentrifugation fur 15 min bei 4°C und 12.000 Upm. Der
Uberstand wurde in neue E-Cups Uberfihrt, mit 1 Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (s. 2.7.2.2.) versetzt und grindlich gemischt. Nach
Trennung der Phasen durch Zentrifugation bel 12.000 Upm fir 5min wurde der
Uberstand erneut mit Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol extrahiert. Der DNA-haltige
Uberstand wurde mit 0,7 Volumen Isopropanol vermischt und 10-15min bel RT
inkubiert. Anschlief3end wurde die Plasmid-DNA bel 4°C und 12.000 Upm fir 10 min
pelletiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 100 pl HoOpigest gel6st. Durch Zugabe von
100 pl kaltem 10M LiCl und Inkubation bel -70°C fur 30 min wurden Reste von
Proteinen mit anheftender chromosomaler DNA geféllt. Der plasmidhaltige Uberstand
wurde schliefdlich mit Isopropanol prézipitiert, mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen
(s. 2.7.2.2.) und die DNA in 20-30 pl TE-Puffer gel0st.

(Protoplastierungs-)  Saccharose 103 g
P-Puffer:
K,S0O4 0,25 g
MgClx 6 H,O 2,029
H>Opidest ad 800 ml

Der P-Puffer wurde in 80 ml-Portionen aliquotiert und autoklaviert. Vor Gebrauch
wurden pro 80 ml folgende separat autoklavierte Losungen steril zugesetzt:

KH2PO4 0,5 % (w/v) 1ml
CaCl, x 2H,0 3,68 % (w/v) 10 ml
TES 5,73 % (w/v) 10 ml
Spurenelementl6sung 10x 0,2 ml
Losung I: Tris’HCI, pH 8,0 25mM
Nax-EDTA 10 mM
Glucose 50 mM
Lysozym 4 mg/ml

RNaseA (10 mg/ml) 20 ul
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Losung Il: SDS 2%
NaOH 0,3M
Losung Il1: K-Acetat 3M
Eisessig 5M

2.7.4. |solierung von Plasmid-DNA aus Gram-negativen Bakterien

2.74.1. Schnellprapar ation von Plasmid-DNA (boiling-prep)

Zur schnellen qualitativen Analyse von Transformanten oder Klonen wurde der boiling-
prep durchgefiihrt. Dazu wurden 1,5ml Zellsuspension aus einer UN-gewachsenen
5 ml-LB-Kultur mit entsprechendem Antibiotika-Zusatz in einem E-Cup fir 30 sec bel
13.000 Upm abzentrifugiert und das Pellet in 400 ul STET-Puffer mit 25 pl 12 mg/ml
Lysozym resuspendiert. Nachdem die Probe fir 40 sec in einem kochenden Wasserbad
denaturiert worden war, wurde der Ansatz 30min bel 13.000 Upm und 4°C
zentrifugiert. Das weil3e Proteinpellet wurde mit einem Zahnstocher entfernt und der
Uberstand mit 50yl 3M Na-Acetat, pH 4,8 und 500 pl Isopropanol versetzt. Nach
grindlichem Mischen wurde die DNA fir 10 min bel 13.000 Upm und 4°C pelletiert.
Die DNA wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl TE-Puffer
mit 1 ul RNaseA (10 mg/ml) aufgenommen.

STET-Puffer: TrisHCI, pH 8,0 10 mM
Nax-EDTA 50 mM
Saccharose 8 % (W/v)
Triton X-100 0,5 % (viv)
2.7.4.2. Plasmid-Mini-Pr&paration durch alkalische Lysis (Birnboim & Doly,
1979)

Die Anzucht der Zellen erfolgte in 10 ml-LB- bzw. NB-Fllssigkulturen mit Antibiotika-
Zusatz UN bei 37°C. Jeweils 1,5 ml- bzw. 3 ml-Aliquots der Kulturen wurden in E-
Cups 2 min bei RT und 13.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert,
das Pellet in 100 pl GETL-L6sung resuspendiert und 2 min bel RT inkubiert. Durch
Zugabe von 200 pl SDS-Lésung, gutem Durchmischen und 2-mindtiger Inkubation bei
RT efolgte die Lyse der Zelen. Zur Proteinausfallung wurden 150 pl kaltes
Kaliumacetat zugegeben, kraftig durchmischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zentrifugation fir 15 min bei 13.000 Upm und 4°C wurden die Uberstande in neue E-
Cups pipettiert und einer Phenol/Chloroform-Extraktion (s.2.7.2.2.) unterzogen.
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Anschlief3end wurde die DNA, wie unter 2.7.2.2. beschrieben, gefdllt, gewaschen und
getrocknet. Das Pellet wurde dann in 20-100 pl RNase-haltigem TE-Puffer, pH 8,0,
gelost und bel -20°C gelagert. Die so aufgereinigte Plasmid-DNA konnte direkt for

Restriktionsverdaus, PCR- und Sequenzierungsreaktionen eingesetzt werden.

GETL-L6sung: Tris/HCI, pH 8,0 25mM
Glucose 50 mM
Nax-EDTA 10 mM

Die Losung wurde bei 4°C gelagert; vor Gebrauch
wurden ein paar Kriimel Lysozym zugesetzt

SDS-Losung: NaOH 200 mM
SDS 1 % (w/v)
Kaliumacetat-Losung: Kaliumacetat 3M
Eisessig 11,5 % (viv)
TE-Puffer: TrisHCI, pH 8,0 10 mM
Nax-EDTA 1mM
RNase A-Losung: TrigHCI, pH 7,5 10 mM
NaCl 15 mM
RNase A 10 mg/ml

Die Losung wurde fir 15 min bei 85°C erhitzt und dann
aliquotiert bei -20°C gelagert.

2.7.4.3. Plasmid-Praparation mittels Sdulenchromatographie

Die Isolierung groRBerer Mengen von Plasmid-DNA aus E.coli oder
Xanthomonas sp. 35Y erfolgte mittels eines QIAGEN Plasmid Midi Kits (QIAGEN
GmbH, Hilden). Die gewonnene Plasmid-DNA war in der Regel frel von
chromosomaler DNA und konnte direkt fir Restriktionsanalysen, Sequenzierungen und
PCR-Reaktionen eingesetzt werden.

Die Anzucht der Zellen erfolgte in bis zu 100 ml-LB-Flissigkulturen mit Antibiotika-
Zusatz UN bei 37°C. Die Kulturen wurden 5min bei RT und 4.500 Upm
abzentrifugiert. Das weitere Vorgehen entsprach den Anleitungen des Herstellers.

Fur die Sequenzierung wurde die Plasmid-DNA mittels QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt.



2. MATERIAL & METHODEN

26

2.7.44. I solierung von M egaplasmiden (Kado & Liu, 1981), modifiziert

10 ml NB-Medium wurde mit Xanthomonas sp. 35Y beimpft und mindestens 24 h bei
30°C geschuttelt. 1,5 ml Zellsuspension wurden im E-Cup abzentrifugiert und in 150 pl
Puffer | resuspendiert. Nach vorsichtigem Einmischen von 350 ul Lysispuffer wurde
der Ansatz bis zur Aufklarung des Lysats 45 min bei 58°C inkubiert. Nach Zugabe von
50ul 5M NaCl und 800 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol wurden die Phasen
durch mehrfaches, gleichmalliges Schwenken vollstdndig durchmischt. Die
Phasentrennung wurde durch Zentrifugation bei 10.000 Upm und RT fir 20 min
erreicht. Die wassrige Oberphase wurde abgenommen und mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol erneut extrahiert. Nach ener abschlief3enden
Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol wurde die erhaltene Oberphase bis zur
Elektrophorese bel 4°C gelagert.

Zur Kontrolle wurden die Megaplasmide aus Alcaligenes eutrophus CH34 und
Alcaligenes eutrophus AEM813 ebenfalls isoliert. Fur alle Préparationen wurden drei
Parallelansétze durchgefuhrt.

Puffer I: Tris 40 mM
Na-EDTA 20mM
pH 7,9 (Eisessig)
Lysispuffer: Tris 50 mM
NaOH 89 mM
SDS 2,5 % (w/v)
pH 12,6
2.74.5. I solierung von intakter Gesamt-DNA fur analytische Zwecke

Mit dieser Methode wurde intakte Gesamt-DNA aus Xanthomonas sp. 35Y zur raschen
Darstellung linearer Plasmide isoliert.

10 ml NB-Medium wurden mit Xanthomonas sp. 35Y beimpft und mindestens 24 h bei
30°C geschittelt. 5ml Zellsuspension wurden im E-Cup abzentrifugiert, in 100 pl
45°C-warmem EET-Puffer aufgenommen und schnell mit 100 pl auf 45°C temperierter
LMP-Agarose [2 % (w/v) in H2Opiges] Vermischt. Zur Herstellung der Bléckchen wurde
das Gemisch in den dinn ausgezogenen Teil von langen Pasteurpipetten gezogen und
zum Gelieren fur 10 min auf Eis gelagert. Das erstarrte Agarose-Gemisch wurde aus
den Pasteurpipetten in frisch angesetzten Lysispuffer | ausgeblasen und fur 1,5 h bel
37°C inkubiert. Anschlief3end erfolgte ein Austausch des Puffers gegen Lysispuffer Il
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und eine Inkubation UN bei 55°C. Nachdem der Ansatz auf RT abgekiihlt war, wurde
der Uberstand abgenommen und die Agarosebldckchen mindestens 3 x 30 min mit TE-
Puffer (10mM Tris, 1 mM Na-EDTA, pH 7,5) gewaschen. Die Agarosebldckchen
wurden in TE-Puffer bei 4°C aufbewahrt.

EET-Puffer: Tris 10 mM
Na-EDTA 100 mM
EGTA 10 mM

pH 8,0 (NaOH)

Lysispuffer I: Lysozym 0,5 mg/ml EET-Puffer
Na-N-Lauroylsarkosin 0,6 mg/ml EET-Puffer

Lysispuffer Il: Proteinase K 0,1 mg/ml EET-Puffer
SDS 10,0 mg/ml EET-Puffer

2.7.5. |solierung chromosomaler DNA aus Streptomyceten

200 ml TSB mit 2 % (w/v) Glycin, 0,3 % (w/v) Glucose und 15 % (w/v) Saccharose
wurde mit Sporen beimpft, UN als Standkultur und weitere 24-48 h als Schiittelkultur
bei 30°C inkubiert. Die Kultur wurde abzentrifugiert (10 min, 4.500 Upm, 4°C) und das
Pellet einmal mit P-Puffer (s.2.7.3) gewaschen. Anschlielend wurde das
Myzelnal3gewicht bestimmt und pro Gramm Myzelnal3gewicht 2 ml P-Puffer mit 5 mg
Lysozym/ml zugegeben. Die Protoplastierung der Zellen wurde durch Inkubation fir
ca. 20-30 min bel 37°C ereicht. Nach Zugabe von akalischem SDS (s 2.7.3.
Losung I1) bis zu einer Endkonzentration von 0,5 % (w/v) und vorsichtigem Mischen
wurde der Ansatz mit 20 pg/ml Proteinase K (Endkonzentration) und 40 pg/ml RNaseA
(Endkonzentration) versetzt und erneut 30 min bei 37°C inkubiert. Zur vollstandigen
Lyse der Zellen wurde die SDS-Konzentration auf 1 % (w/v) erhéht und wiederum 10-
30 min bel 37°C inkubiert. Es wurden dann 8 ml Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol
zugegeben und bis zur vollstandigen Phasendurchmischung (ca. 30 min) bei RT
gemischt. Die Phasentrennung wurde durch 20-minitige Zentrifugation bei 4.500 Upm
und 4°C erzielt. Die obere Phase wurde mit einer umgedrehten Glaspipette vorsichtig
abgenommen und mit 1Volumen Chloroform erneut extrahiert. Die DNA-haltige
Oberphase wurde in ein kleines Becherglas Uberfuhrt, mit 4 M NaCl bis zu ener
Endkonzentration von 1 M versetzt und vorsichtig vermischt. Nach vorsichtiger Zugabe

von 1Volumen Isopropanol wurde die chromosomale DNA mit einer gebogenen
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Pasteur-Pipette langsam aufgewickelt bis keine Phasentrennung mehr sichtbar war. Die
DNA wurde kurz getrocknet und in 1 ml TE-Puffer gel Ost.

2.7.6. lsolierung chromosomaler DNA aus Gram-negativen Bakterien (Ausubel et
al., 1987)

100-250 ml NB-Medium wurde mit Xanthomonas sp. 35Y angeimpft und etwa 2 d bei
30°C geschittelt. Die Kultur wurde for 20 min bei 4.500-6.000 Upm und 4°C
abzentrifugiert und das Pellet in 9,5 ml TE-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von
0,5 ml 10 % (w/v) SDS und 50 pl Proteinase K (20 mg/ml) wurde zur Lyse der Zellen
1h be 37°C inkubiert. Anschliefend wurden 1,8 ml 5M NaCl zugegeben und
vorsichtig gemischt. Durch Versetzen des Ansatzes mit 1,5 ml 10 % (w/v) CTAB (in
0,7 M NaCl) und eine 20-mindtige Inkubation bei 65°C wurde eine Denaturierung von
Proteinen erreicht. Durch die nachfolgende zweifache Extraktion mit 14 ml
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol  sollten die denaturierten Proteine abgetrennt
werden. Dabel mufdte darauf geachtet werden, dal? der Ansatz solange vorsichtig
geschwenkt wurde, bis keine Phasentrennung mehr zu erkennen war. Nach
Zentrifugation bei 4500 Upm fur mindestens 30 min wurde die Oberphase
abgenommen und mit 0,7 Volumen Isopropanol versetzt. Die Pelletierung der
chromosomalen DNA erfolgte durch Zentrifugation bei 4.500 Upm und 4°C fir
mindestens 30 min. Die DNA wurde mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und
in 1-2 ml RNaseA-haltigem TE-Puffer (1 pg/ml) aufgenommen (s. 2.7.2.2.).

2.7.7. 1solierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten definierter GrofRe wurde der
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) verwendet, DNA-Fragmente
unterschiedlicher Gréle wurden mittels QIAex Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) isoliert. Das DNA-Fragment-Gemisch wurde dazu in einem 0,8
1,5 %igen (w/v) Agarosegel mit einer durchgehenden Geltasche elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Laufpuffer diente dabel TBE (50 mM Tris, 50 mM Borsaure, 2,5 mM
Nax-EDTA, pH 8,5) oder TAE (40 mM Tris, 20 mM Acetat, 2 mM Na-EDTA, pH 8,0).
Nach dem Anférben des Geles mit Ethidiumbromid wurde das gewlinschte Fragment
unter UV-Licht herausgeschnitten und einer Extraktion geméald den Herstellerangaben

unterzogen. Je nach Verwendungszweck wurde die Plasmid-DNA entweder mit dem im
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Kit enthaltenen EB-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,0) oder aber mit HoOpigeg €l Uiert.

2.8. Analysevon Nukleinsauren

2.8.1. Agarose-Gelelektrophorese

28.1.1. Standar d-Agar ose-Gelelektrophor ese

Zur Analyse und Auftrennung von Nukleinsduren wurde das Prinzip der
Gelelektrophorese  angewendet. Die Durchfuhrung erfolgte in  horizontalen
Flachbettapparaturen. Je nach Grofe der aufzutrennenden Nukleinsdurefragmente
wurde 0,8-2 %ige (w/v) Agarose (Agarose NA, Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg),
diein TBE- oder TAE-Puffer gel6st worden war, als Gelmaterial benutzt. Nachdem die
Agarose auf 55°C abgekihlt und in die Gelkammer gegossen worden war, wurde zur
Ausformung der Geltaschen ein geeigneter Kamm eingesetzt und nach Erstarren der
Agarose die Gelkammer mit Laufpuffer Gberschichtet und der Kamm entfernt.

Zur schnellen Analyse von Nukleinsauren wurden Minigele (7 x 10x 0,3 cm, 25 ml)
hergestellt, wobei das aufgetragene Probenvolumen 5-20 pl betrug. Vor dem Auftragen
wurden DNA-Proben mit 0,2-0,5 Volumen Stop-Mix versetzt. Die Auftrennung erfolgte
dann bel einer konstanten Spannung von 60-120 V fur 30-120 min. Nach Beendigung
der Elektrophorese wurden die Agarosegele in einer waldrigen Ethidiumbromid-L6sung
(3,5 pug/ml) 5-10 min gefarbt und anschlieffend in Wasser kurz entfarbt. Die
Nukleinsauren konnten dann auf einem UV-Transilluminator (Geldoc 1000, Bio-Rad,
Munchen ) bel einer Wellenlange von 254 nm sichtbar gemacht werden und mit einer an
einen Thermodrucker (Mitsubishi P66DE) gekoppelten Video-Kamera (Bio-Rad,
Munchen) fotografiert werden. Als Filmmaterial wurde Thermopapier (K75HM,
Mitsubishi, Japan) verwendet.

TBE-Puffer : TrisHCl, pH 8,5 50 mM
Borsaure 50 mM
Nax-EDTA 25 mM
TAE-Puffer : Tris/HCI, pH 8,0 40 mM
Acetat 20 mM

Na-EDTA 2mM
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Stop-Mix (Sambrook et al., 1989): Saccharose 50 % (w/v)
Harnstoff S5SM
Na-EDTA 1mM
Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
pH 7,0
2.8.1.2. Wechselfeld-Gelelektrophorese (Pulsed field electrophoresis, PFE),

(Kakus, 1992), modifiziert

Die Technik der Wechselfeld-Gelelektrophorese wurde zum Nachwels und zur
Auftrennung von linearen DNA-Molekilen verwendet, die in der konventionellen
Gelelektrophorese nicht aufgetrennt werden. Das PFE-System bestand aus einem
hexagonalen Elektroden-Kit (Pulsaphor-System, Pharmacia LKB GmbH, Freiburg),
einer kidhlbaren, horizontalen Elektrophoreseskammer mit  Pufferumwa zung
(2015 Pulsaphor Electrophoresis Unit) und einem Steuergerédt (Pulsaphor Plus Control
Unit). Bei der PFE-Technik mit dem hexagonalen Elektroden-Kit findet ein Wechsel
zwischen zwel festgelegten Feldrichtungen statt, die mit einem Winkel von 120°
zueinander stehen.

In den 15x 15x 0,4 cm grof3en Gelen betrug die Agarosekonzentration 0,8 % (w/v) in
0,5x TBE-Puffer (25mM Tris, 25mM Borsaure, 1,25mM Na-EDTA). Der
Elektrophoresepuffer (2,51 0,5x TBE) wurde wahrend der Elektrophorese umgewal zt
und auf 13°C gekuhlt. Die angelegte Spannung betrug konstant 120V fir eine
Phasendauer von 24 h und einer Pulszeit von 20-80 sec.

2.8.2. Bestimmung von DNA-K onzentrationen

Konzentrationsabschdtzungen DNA-haltiger Loésungen wurden routineméldig anhand
der Fluoreszenz der DNA-Banden im mit Ethidiumbromid angeférbten Agarosegel
vorgenommen. Dazu wurden von der DNA-L6sung mit unbekannter Konzentration
verschiedene Verdinnungsstufen hergestellt, im Agarosegel aufgetrennt, angefarbt und
fotografiert. Einer gerade noch durch Fluoreszenz sichtbaren Bande wurde dann eine
Konzentration von 1-2 ng zugeordnet. Alternativ dazu wurde ein Vergleich mit DNA-
Banden kommerziell erhdltlicher Standards (MBI Fermentas, St. Leon Rot)

vorgenommen.
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2.8.3. Grolenbestimmung von DNA-Fragmenten

Die Grofe von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe der Standard-Agarose-
Gelelektrophorese (s. 2.8.1.1.) bestimmt (Southern, 1979). Als Grolenstandard fur
lineare DNA-Fragmente diente dabei kommerziell erhédltlicher 1 kb- bzw. 100 bp-DNA-
Ladder (MBI Fermentas, St. Leon Rot).

Tabelle3:  Fragmentgrofien des 1 kb- bzw. 100 bp-DNA-Ladders

1kb-DNA-Ladder [bp] | 100 bp-DNA-Ladder [bp]

10.000 2.500 1.031 300
8.000 2.000 900 200
6.000 1.500 800 100
5.000 1.000 700 80
4,000 750 600
3.500 500 500
3.000 250 400

Diefett gedruckten Fragmente liegen in hdherer Konzentration vor.

2.9. Modifikation von Nukleinsauren

2.9.1. Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Der Restriktionsverdau von DNA wurde in einem Volumen von 10-500 ul in E-Cups
durchgefthrt. Dazu wurde zu der in Tris-Puffer oder HoOpigesr gelOsten DNA 1/10 des
Ansatzvolumens des entsprechenden vom Hersteller mitgelieferten Puffers gegeben. Fir
einen vollstandigen Restriktionsverdau wurden pro ug DNA 2-10 U Enzym zugesetzt.
Die Inkubation erfolgte fur mindestens 1,5h oder UN bei der fir das Enzym vom
Hersteller angegebenen Temperatur.

Fur einen partiellen Restriktionsverdau wurden in Abhéngigkeit vom verwendeten
Restriktionsenzym pro pg DNA 0,0025-5 U Enzym eingesetzt und fir 5 min bis5 h bei
der vom Hersteller empfohlenen Temperatur inkubiert. Die Reaktionen wurden durch
Zugabe von 0,2 Volumen Stop-Mix, durch Hitzeinaktivierung fir 10 min bei 65°C oder
durch Einfrieren bei -20°C abgestoppt. Anschlieffend wurde der Erfolg des
Restriktionsverdaus durch Standard-Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.8.1.1.) Uberprift.

2.9.2. Dephosphorylierung von DNA

Um eine Religation linearisierter Vektor-DNA zu verhindern (Sambrook et al., 1989),
wurde dessen 5'-Phosphatgruppe mit Shrimps Alkalischer Phosphatase (Boehringer,
Mannheim) abgespalten. Die Dephosphorylierung wurde direkt im Anschluf3 an einen
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Restriktionsverdau im gleichen Ansatz durchgefiihrt (Greene & Guarente, 1987). Dazu
wurde pro 20 pl Verdau 1-2 U Alkalische Phosphatase zugegeben und 30-45 min bei
37°C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch Inkubation fir 15 min bel
65°C. Eine Abtrennung von Puffer und Enzymen wurde durch eine Phenol/Chloroform-
Extraktion (s. 2.7.2.1.) mit anschliefender DNA-Féallung (s. 2.7.2.2.) erreicht. Alternativ
konnte der Ansatz mittels des QIAquick PCR Purification Kits (QIAGEN GmbH,

Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt werden.

2.9.3. Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Volumen von 20 pl. Der Ansatz
enthielt 2 pl des vom Hersteller mitgelieferten 10-fach-Ligase-Puffers, 0,1-1 ug Vektor-
DNA und eine etwa 4-6-fach hohere Konzentration an Insert-DNA. Fur blunt-end-
Ligationen wurden auf3erdem noch 2 pl 50 % (v/v) PEG 4000 zugegeben. Nach Zusatz
von 1-3 U T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas, St. Leon Rot) wurde der Ansatz UN bei
16°C oder mindestens 2 h bei RT inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte fir
10 min bei 65°C. Gegebenenfals wurde noch eine Butanolféllung durchgefihrt
(s.2.7.2.2).

2.9.4. Auffullen oder Abdauen Uberhangender Enden (Sambrook et a., 1989)
Sollten DNA-Fragmente miteinander ligiert werden, die keine kompatiblen Enden
zueinander aufwiesen, so wurden die Uberstehenden Enden entweder mit Nukleotiden
aufgefullt oder abgedaut. Das Klenow-Fragment der E. coli-DNA-Polymerase | wurde
zum Auffillen von 5'-Uberhdngenden Enden eingesetzt.

DNA-Fragment 0,1 pg/ml 10 ul
MgCl, 100 mM 1l
dNTPs 10 mM 1ul
Klenow-Fragment 2 U/ul 1l
H2Obidest ad 20 ul

Der Ansatz wurde gemischt und 10-30 min bei 37°C inkubiert. Das Klenow-Fragment
und Uberschissige Nukleotide wurden mittels QIAquick PCR Purification Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben abgetrennt.

Uberhangende 3'-Enden wurden durch die 3'-5'-Exonuklease-Aktivitdt der Mung Bean
Nuklease (NEB, Schwalbach) entfernt.
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DNA-Fragment 0,1 pg/ul 10l
Mung Bean Nuklease-Puffer 10x 2ul
Mung Bean Nuklease 3u/ul 1l
H2Obidest ad 20 ul

Der Ansatz wurde gemischt und 30 min bei 30°C inkubiert. Die Mung Bean Nuklease
wurde mittels QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) nach
Herstellerangaben abgetrennt.

2.9.5. invitro-Methylierung von DNA

2.95.1. Herstellung der Extrakte

Um DNA in andere Streptomyceten-Stamme als S lividans einbringen zu kdnnen,
wurde eine invitro-Methylierung der aus E. coli bzw. S lividans isolierten Plasmid-
DNA vorgenommen. Dazu wurden Extrakte hergestellt, die endogene
Methyltransferasen des zu transformierenden (Streptomyceten-)Stammes enthielten.
Der betreffende Stamm wurde in SpM-Medium bei 30°C angezogen und dann zur
Schwéchung der Zellwand 1:100 in TSB-Medium mit 1 % (w/v) Glycin und 5 mM
MgCl, Uberimpft. Nach Erreichen einer ODspp von 8-9 (ca. 24 h) wurden die Zellen
durch Zentrifugation fur 10 min bei 10.000 Upm und 4°C geerntet. Das Zellpellet wurde
1 x mit PENP-Puffer gewaschen und dann in 1/50 des Kulturvolumens PENP-Puffer
resuspendiert. Der Zellaufschlufd erfolgte in einer French-Presse. Restliche Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation bei 12.000 Upm und 4°C far 15 min entfernt. Der
Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen 87 % (v/v) Glycerin und 0,2 Volumen
1 mg/ml BSA versetzt. Die Lagerung der Extrakte erfolgte bei -20°C.

PENP-Puffer: KP-Puffer 10 mM
Na-EDTA 10 mM
NaCl 50 mM
PM SF 0,2 mM
pH 7,0

2.9.5.2. in vitro-M ethylierungsr eaktion

Die Methylierungs-Reaktion erfolgte mit Hilfe von Sssl- und Alul-Methylase (NEB,
Schwalbach) in folgendem Ansatz:



2. MATERIAL & METHODEN 34

10 x TNE-Puffer 10pl
SAM 32 mM 5l
BSA 1 mg/ml 10
Extrakt 25 ul
Sssl-Methylase 10 U/ul 2-5 ul
Alul-Methylase 10 U/l 2-5 ul
Plasmid-DNA < 50 pl
H>Opigest ad 100 u|

Der Ansatz wurde 16-24 h bei 30 °C inkubiert. Nach Zusatz von 1 pl 40 ug/ml RNaseA
wurde fur weitere 30 min bel 55°C inkubiert. Es folgten jeweils eine Extraktion mit
Phenol/Chloroform und Chloroform (s. 2.7.2.1.). Anschlief3end wurde die DNA mit
Ethanol geféllt (s.2.7.2.2) und im Ausgangsvolumen (< 50ul) TE-Puffer

aufgenommen.

TNE-Puffer: TrigHCI, pH 7,5 0,5M
NaCl 0,5M
Na-EDTA 0,1 M

2.10. Ubertragung von DNA

2.10.1. Protoplastierung von Streptomyceten-Zellen
Zur Transformation von Streptomyceten missen diese vorher protoplastiert werden, da

nur dann eine DNA-Aufnahme méglich ist.

(Protoplastierungs-)P-Puffer:  Saccharose 103,00 g
K>SO, 0,25 g
MgClx 6 H,O 2,029
H>Opidest ad 800 ml

Der P-Puffer wurde in 80 ml-Portionen aliquotiert und autoklaviert. Vor Gebrauch

wurden pro 80 ml folgende separat autoklavierte Losungen steril zugesetzt:

KH,PO, 0,5% (W/V) 1,0 ml
CaCl, x 2H,0 3,68 % (w/v) 10,0 ml
TES 5,73 % (w/v) 10,0 ml

Spurenelementl 6sung 10 x 0,2 ml
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2.10.1.1. Protoplastierung von S lividans (Hopwood et al., 1985), modifiziert

25 ml Vollmedium (ohne CaCl,) wurde mit Sporen von S. lividans beimpft und UN als
Standkultur und anschliefend 24-32h bei 30°C schittelnd inkubiert. Nach einer
mikroskopischen Kontaminationskontrolle wurde die Kultur abzentrifugiert (10 min,
4.500 Upm, 4°C) und das Myzelnal3gewicht bestimmt. Das Zellpellet wurde zweimal
mit 5 ml P-Puffer gewaschen und anschlief?end in P-Puffer aufgenommen (3,5 ml/g
Myzel). Zur Protoplastierung der Zellen wurde 7 mg Lysozym/g Myzel zugegeben und
unter gelegentlichem Schwenken bel 37°C inkubiert (ca. 30-60 min). Wahrenddessen
wurde die Protoplastierung mikroskopisch tberpriift. Nach Protoplastierung von etwa
90 % des Myzels wurde der Ansatz fur 1 min bei 1.000 Upm zentrifugiert. Der
protoplastenhaltige Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in der 1-1,25-fachen
Menge P-Puffer resuspendiert und 5 mal mit einer 5 ml-Pipette auf- und abpipettiert.
Dadurch wurden die restlichen Protoplasten von Myzel getrennt. Es wurde erneut 1 min
bei 1.000 Upm zentrifugiert. Die beiden Uberstdande wurde gepoolt, so dal3 eine
Verdinnung des Lysozyms erreicht wurde, und 7min bel 3.000 Upm und 4°C
abzentrifugiert. Die pelletierten Protoplasten wurden in 0,5-1 ml P-Puffer resuspendiert.
10l der Suspension wurde 1:100 mit P-Puffer verdinnt und in der Thoma
Zahlkammer ausgezahlt. Durch Verdinnen oder erneute Zentrifugation wurde die
Protoplastenkonzentration auf etwa 10°10' /ml eingestellt. Die Protoplasten wurden
zuerst in 50 pl-Aliquots 1 h auf Eis, dann UN bei -20°C und schlieflich bei -70°C

gelagert.

2.10.1.2. Protoplastierung von S. griseus

5 ml TSB-Medium mit 1-3 % (w/v) Glycin und 5 % (w/v) PEG 8000 wurde mit Sporen
von S griseus 1D beimpft und UN bei 30°C geschittelt. Eine 20-25 ml Hauptkultur
(gleiches Medium) wurde 2 %ig (v/v) mit der Vorkultur angeimpft und bis zur spéten
exponentiellen Phase (ca. 24-32 h) bei 30°C geschittelt. Die Kultur wurde 15-20 min
bei 3.500 Upm und 4°C abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig dekantiert. Das
Z€llpellet wurde bis es hell erschien, d.h. etwa 2-3 mal mit P-Puffer gewaschen. Das
Pellet wurde dann in 4 ml P-Puffer mit 1 mg Lysozym/ml aufgenommen und zur
Protoplastierung mindestens 30 min bel 30°C inkubiert. Nach dreimaligem Auf- und
Abpipettieren mit einer 5 ml-Pipette wurde zur vollsténdigen Protoplastierung weitere

15 min bel 30°C inkubiert. Wahrenddessen wurde die Protoplastierung mikroskopisch
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Uberprift. Zur Verdinnung des Lysozyms wurden 5 ml P-Puffer zugegeben und dreimal
mit einer 5 ml-Pipette auf- und abpipettiert. Der Ansatz wurde durch sterile Watte oder
miracloth (Calbiochem-Novabiochem, Schwalbach) filtriert, so dal3 restliches Myzel
abgetrennt wurde. Durch Zentrifugation bei 4.000 Upm und 4°C fir 7 min wurden die
Protoplasten pelletiert. Diese wurden dann in 0,5-1 ml P-Puffer aufgenommen und
analog zu S lividans (s. 2.9.1.1.) ausgezahlt, aliquotiert und aufbewahrt.

2.10.2. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (Inoue et a., 1990)

250 ml LB- oder SOB-Medium wurden in einem 2 |-Erlenmeyerkolben mit Schikane
mit ca. 10 Einzelkolonien des betreffenden E. coli-Stammes angeimpft und bis zum
Erreichen einer ODgy von 0,6, jedoch mindestens 24 h, bei RT und 200 Upm
geschittelt. Dann wurden die Zellen steril abzentrifugiert (6.000 Upm, 10 min, 4°C).
Das Zellpellet wurde in 80 ml TB-Puffer aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert und
anschlief3end erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden vorsichtig in 20 ml TB-Puffer
resuspendiert und langsam unter leichtem Schwenken mit DMSO bis zu einer
Endkonzentration von 7 % (v/v) versetzt. Nach einer 10-mindtigen Inkubation auf Eis
wurden die Zellen aliquotiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der
kompetenten E. coli-Zellen erfolgte bei -70°C.

TB-Puffer: PIPES 0,76 g
oder
HEPES 0,609
CaCl, x H,O 0559
KCI 4,669
pH 7,6 (KOH)
M nC|2 X HO 2,71 g

Der Puffer wurde sterilfiltriert und bei 4°C gelagert.

2.10.3. Her stellung elektrokompetenter Zellen

2.10.3.1. Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

200 ml LB-Medium wurde mit 1/100 Volumen einer frisch gewachsenen UN-Kultur
des entsprechenden E. coli-Stammes angeimpft und bei 37°C unter kraftigem Schiitteln
bis zum Erreichen einer ODgy von 0,5-0,7 inkubiert. Die Zellen wurden steril
abzentrifugiert (6.000 Upm, 15 min, 4°C) und das Z€llpellet wurde nacheinander mit
jeweils 200 ml, 100 ml und 50 ml eiskaltem, 10 %igem (v/v) Glycerin gewaschen.
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Schliefdich wurden die Zellen in 0,6-0,8 ml eiskaltem 10 % (v/v) Glycerin
aufgenommen und in 75 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
der elektrokompetenten E. coli-Zellen erfolgte bei -70°C.

2.10.3.2. Herstellung elektrokompetenter Xanthomonas-Zellen (Johann, 1998),
modifiziert

250 ml NB-Medium wurde mit 1/100 Volumen einer frisch gewachsenen UN-Kultur
des entsprechenden Xanthomonas-Stammes angeimpft und bel 30°C unter kréftigem
Schitteln bis zum Erreichen einer ODggo von 0,4-0,6 inkubiert. Die Zellen wurden steril
abzentrifugiert (6.000 Upm, 10 min, 4°C) und das Z€llpellet wurde zweimal mit 200 ml
eiskaltem HEPES-Puffer, pH 7,0 gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen zur
Entfernung restlicher Salze einmal mit 200 ml kaltem 10 % (v/v) Glycerin gewaschen.
Nach Abgiefien des Uberstandes wurden die Zellen in der zuriickbleibenden Fliissigkeit
(ca. 1 ml) resuspendiert und in 75 pl-Aliquots in flussigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung der elektrokompetenten Xanthomonas-Zellen erfolgte bei -70°C.

2.10.4. Her stellung von Phagenlysaten

2104.1. Test der lysogenen Stamme E. coli BHB2688 und E. coli BHB2690
Die E. coli-Stamme BHB2688 und BHB2690 wurden auf LB-Platten ausgestrichen und
UN bei 30°C inkubiert. Von Einzelkolonien beider Stamme wurden jeweils zwei
Parallelausstriche auf LB-Platten angefertigt, von denen eine Platte nachfolgend bei
30°C, die andere bel 42°C inkubiert wurde. Zeigte sich auf der bel 42°C inkubierten
Platte aufgrund der Induktion der Prophagen kein Wachstum, so wurden die Stdmme

zur Herstellung der V erpackungssysteme herangezogen.

2.10.4.2. Herstellung des*” Freeze-Thaw” -L ysates aus E. coli BHB2688

5 ml LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie des auf Lysogenie getesteten E. coli-
Stammes BHB2688 beimpft und UN bei 30°C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde
eine Hauptkultur von 500 ml LB-Medium (in einem 2 I-Schikanekolben) so beimpft,
dal3 eine Anfangs-ODggo Von 0,1 nicht Uberschritten wurde. Die Kultur wurde bis zum
Erreichen einer ODgy Von 0,25-0,3 bel 30°C stark geschiittelt. Nach einer Induktion fir
15 min bei 45°C erfolgte eine weitere Inkubation fur 2-2,5 h bei 37°C beides ebenfalls
unter starkem Schiitteln.
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Um den Erfolg der Induktion des lytischen Vermehrungszyklus der Phagen zu
Uberprifen, wurde ein Aliquot aus der Kultur enthommen und mit dem gleichen
Volumen Chloroform versetzt und gemischt. War die Zellsuspension innnerhab
weniger Minuten aufgeklart, wurde die Kultur auf Eis gestellt und fir 10 min bei
6.000 Upm und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 0,8 ml Saccharose-L6sung
resuspendiert und auf zwel vorgekihlte E-Cups verteilt. Nach Zugabe von je 30 ul
frisch angesetzter Lysozym-L6sung wurden die Zellen 30 sec in flussigem Stickstoff
eingefroren. Die Lyse der Zellen erfolgte wahrend der anschlief3enden Auftauphase auf
Eis, wodurch der Ansatz eine viskose Konsistenz annahm. Nach Zusatz von je 100 pl
frisch hergestelltem M1-Puffer wurden die Ansétze gemischt und nicht-lysierte Zellen
und Zeltrimmer durch Zentrifugation fir 1 h bei 13.000 Upm und 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde anschlielrend aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei
-70°C gelagert.

M1-Puffer: TrisHCI, pH 7,4 6 mM
ATP 15 mM
Spermidin 30 mM
Putrescin 30 mM
MgCl, 18 mM
M ercaptoethanol 0,2 % (viv)
Saccharose-Lésung:  Trig/HCI, pH 7,4 50 mM
Saccharose 10 % (v/iv)
Lysozym-L 6sung: TrisHCI, pH 7,4 250 mM
Lysozym 10 mg/ml

2.10.4.3. Herstellung des Ultraschall-L ysates aus E. coli BHB2690

5 ml LB-Medium wurden mit einer Einzelkolonie des auf Lysogenie getesteten E. coli-
Stammes BHB2690 beimpft und UN bei 30°C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde
eine Hauptkultur von 500 ml LB-Medium (in einem 2 |-Schikanekolben) so beimpft,
dal3 eine Anfangs-ODgyo Von 0,1 nicht tberschritten wurde. Die Kultur wurde bis zum
Erreichen einer ODgoo Von 0,2-0,25 bel 30°C stark geschiittelt. Nach einer Induktion fir
15 min bei 45°C erfolgte eine weitere Inkubation fur 1,5-2 h bei 37°C beides ebenfalls
unter starkem Schitteln. Anschliefend wurde der Chloroformtest (s. 2.10.4.2.)
durchgeftihrt. War die Probe innerhalb weniger Minuten aufgeklart wurde wie unter
2.10.4.2. beschrieben inkubiert und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 3 ml
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Ultraschall-Puffer resuspendiert und auf zwel 2 ml-E-Cups verteilt. Der Aufschlul® der
Zellen erfolgte in einem NaCl-Eisbad mittels Ultraschall (Ultraschallprozessor UP200s,
Dr. Hielscher GmbH, Stuttgart) fur 2-5 min bei 60 % und einer Amplitude von 0,4. Zur
Abtrennung der Zelltrimmer folgte eine Zentrifugation bei 13.000 Upm und 4°C fir
10 min. Der erhaltene Uberstand wurde mit 0,6 ml frisch angesetztem und eiskaltem
M1-Puffer versetzt und die Lysate schliefdlich aiquotiert, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70°C gelagert.

Ultraschall-Puffer: Tris/HCI, pH 8,0 20mM
MgCl, 3mM
M ercaptoethanol 10 mM
Nax-EDTA 1mM

2.10.5. Transformation von Streptomyceten-Protoplasten (Hopwood et al., 1985),
modifiziert

50 ul der bei -70°C gelagerten Streptomyceten-Protoplasten wurden schnell (in der
Hand) aufgetaut, mit 2-5 pl Plasmid-DNA versetzt und nach etwa 20 sec mit 200 pl T-
Puffer vermischt. Anschlief3end wurden 800 pl P-Puffer (s.2.9.1.1.) zugegeben,
gemischt und auf geeigneten Platten (R+S oder SpMR), die bereits unter der Sterilbank
ca. 1-2h vorgetrocknet worden waren, ausplattiert. Gegebenenfalls wurden auch
Verdinnungstufen des Transformationsansatzes (in  P-Puffer) hergestellt und
ausplattiert. Nach der Regeneration der Protoplasten (ca. 16-24h) wurden die Platten
dann mit 2 ml H,Opiges + Thiostrepton oder mit 2-5 ml 0,4 % (w/v) Agarose in P-Puffer
(45°C) + Thiostrepton Uberschichtet. Die Thiostrepton-Endkonzentration auf der
gesamten Platte sollte dabei 15-25 pug/ml betragen.

(Transformations-) Saccharose 10,3 g
T-Puffer:
K2SO4 0,025 g
Spurenelementldsung 10x 0,2ml
CaCl, 5M 2ml
TrisMaleinsdure, pH 8,0 1M 5ml
H2Opidest ad 100 ml

Vor Gebrauch wurden 3 Volumenanteilen dieser Losung 1 Teil steriles PEG 1000
zugesetzt.
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2.10.6. Transformation kompetenter Zellen von E. coli

Zu den auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen von E. coli wurden 20 pl ligierte DNA
gegeben und 30 min auf Eis inkubiert, so da3 die DNA an die Zeloberflache
adsorbieren konnte. Anschlief3end erfolgte eine Hitzeschockbehandlung fur 90-120 sec
bei 42°C, wodurch die Aufnahme der DNA in die Zelle erreicht wurde. Der Ansatz
wurde dann mit 600 pl LB-Medium versetzt und zur Ausbildung der plasmidcodierten
Antibiotikaresistenz fiur mindestens 30 min bei 37°C inkubiert. Von diesen Ansétzen
wurden dann jeweils 100 pl bzw. 200 pl auf LB-Antibiotika-Platten ausplattiert und UN
bei 37°C inkubiert.

2.10.7. Transformation elektrokompetenter Zellen

75 ul elektrokompetente Zellen (E. coli oder Xanthomonas sp. 35Y) wurden auf Eis
aufgetaut, mit 1-5 pl Plasmid-DNA bzw. Ligationsansatz versetzt und fir 5 min auf Eis
inkubiert. Die Elektroporation erfolgte in 0,2 cm-Elektroporationskiivetten (Peglab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) in einem Gene-Pulser (Gene Pulser Il mit Pulse
Controller I, Bio-Rad, MUnchen) bei einem Widerstand von 200 Q, einer Kapazitét von
25 UF und einer Spannung von 2,5 kV. Die Zeitkonstante betrug ideal erweise 4-5 msec.
Nach dem Anlegen des elektrischen Impulses wurde der Transformationsansatz mit
600 ul LB- oder NB-Medium versetzt und bis zu 3h bei 30°C sanft geschuttelt.
Schliefdich wurden jeweils 100 pl und 200 pl des Ansatzes auf LB- oder NB-Platten
mit geeigneten Antibiotikazusdtzen ausplattiert.

2.10.8. Verpackung und Transduktion von DNA in E. coli

Um die Effizienz der hergestellten in vitro-Verpackungssysteme zu tberprifen, wurde
in einer Testreaktion A cI857 Sam7-DNA oder pRD1 verpackt und in E. coli EB304
bzw. E. coli XL1-blue MR transduziert. Die im Bakterienrasen entstehenden Plagques
bzw. die gebildeten Kolonien wurden ausgezadhlt, wodurch sich die Effizienz des
Systems pro g eingesetzter DNA berechnen lief3.

Um Fremd-DNA nach E. coli transduzieren zu kénnen, benétigt man V ektoren, die tber
die fur die Verpackung essentielle ,, cos’-Sequenz verfuigen (Cosmide), wodurch sie in
rekombinanter, konkatemerer Form ein Substrat der Verpackungsreaktion darstellen
(z.B. pWE15).

Zur in vitro-Verpackung von Ligationsansatzen wurden die bel -70°C gelagerten Lysate
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auf Eis aufgetaut und mit dem Ligationsansatz wiefolgt gemischt:

Ultraschall-Lysat 4 ul
Ligationsansatz 2-5 ul
Freeze-Thaw-Lysat 14 ul

Es folgte eine Inkubation fur 2-4 h bel RT. Durch Zugabe von 200 pl TM-Puffer wurde
die Reaktion abgestoppt und die Transduktion durchgefihrt.

TM-Puffer: TrisHCI, pH 7,5 50 mM
MgSO, 10 mM

Fur die Infektion mit den in vitro-verpackten Ligationsansdtzen wurden E. coli EB304
oder E.coli XL1-blue MR, welche zur Ausbildung des fir die Transduktion
notwendigen A-Rezeptors befdhigt sind, in LB mit 0,2 % (w/v) Maltose fur 6-12 h bei
30°C oder 37°C angezogen. 10 ml einer solchen Kultur wurden abzentrifugiert
(4.500 Upm, 10 min, 4°C), das Pellet in 10 mM MgSO, resuspendiert und auf eine
ODggo von 2,0 eingestellt. Diese Suspension wurde bei 4°C aufbewahrt und innerhalb
einer Woche zur Infektion eingesetzt. Dazu wurden 100 pl des Verpackungsansatzes
mit 200 pl der Empfangerzellen vermischt, fir mindestens 20 min bei 37°C inkubiert
und anschlief3end auf LB-Platten mit geeignetem Antibiotikazusatz ausplattiert.

2.10.9. DNA-Ubertragung durch Konjugation

Es wurden Konjugationen zwischen E. coli S17-1, der zuvor das zu Ubertragende
Plasamid durch Transformation erhaten hatte, und Streptomyceten sowie
Xanthomonas sp. 35Y (und dessen Negativmutanten A und B) as Rezipient
durchgefhrt.

Der Donor-Stamm wurde UN bel 37°C in 10ml LB-Medium mit geeignetem
Antibiotikazusatz herangezogen. Die Kultur wurde bei 4.500 Upm und 4°C fur 10 min
abzentrifugiert und das Pellet zur Entfernung des Antibiotikums zweimal mit frischem
LB-Medium gewaschen. Die Zelen wurden dann mit LB-Medium auf 10°-
10" zellen/ml eingestelIt.

Im Fale der Streptomyceten als Rezipient muldten die Sporen vor der Konjugation
durch Hitzeschock zum Auskeimen induziert werden (Hopwood et a., 1985). Dazu
wurden die Sporen von einer gut bewachsenen SM-Platten mit 20 % (v/v) Glycerin
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abgeschwemmt, so da3 eine dichte Sporensuspension entstand. 1ml dieser
Sporensuspension wurde durch Zentrifugation bel 13.000 Upm fur 5 min pelletiert, in
5ml 0,05M TES-Puffer, pH 8,0 aufgenommen und 10 min bei 50°C hitzegeschockt.
Nach langsamem Abkihlen unter flie3endem Wasser wurde das gleiche Volumen
doppelt konzentriertes Pre-Germinationsmedium zugegeben und 3h bel 30°C im
Erlenmeyerkolben geschittelt. Auskeimende Sporen wurde durch Zentrifugation
(4.500 Upm, 10 min, 4°C) pelletiert und mit LB-Medium auf eine Zelldichte von
ca 10 Zellen /ml eingestellt.

Fur die Konjugation wurden 100 ul Donor und 100 pl Rezipient in unterschiedlichen
Verhdtnissen (1:1, 1:2, 2:1, 1:5, 5:1) gemischt, auf einer LB-Platte verteilt und UN bei
30°C inkubiert. Anschlief3end wurde die Platte mit LB abgewaschen und der E. coli-
Stamm durch vorsichtiges Kratzen mit einer Pipette entfernt. Die Platte mit dem bereits
Substratmyzel-bildenden Streptomyces-Stamm  wurde getrocknet, mit 0,4 % (w/v)
Agarose + geeigneter Antibiotika (z.B. Neomycin zur Plasmidselektion und
Nalidixinsdure zur Selektion gegen E. coli) Uberschichtet und bis zu 6 Tage bei 30°C
inkubiert.

Fir die Konjugation zwischen E. coli S17-1 und Xanthomonas sp. 35Y wurden beide
Stdmme in 10 ml NB-Medium angezogen (E. coli S17-1 unter Antibiotikazusatz) und
UN bei 37°C bzw. 2d bei 30°C inkubiert. Die Kulturen wurden abzentrifugiert
(4.500 Upm, 10 min, 4°C), mit NB-Medium gewaschen und mit NB auf eine Zelldichte
von etwa 10%ml eingestellt. Die Zellsuspensionen wurden in unterschiedlichen
Verhdltnissen (z.B. 1:1, 1:2, 1.5, 2:1, 5:1) gemischt und jeweils 200 ul/NB-Platte
aufgetropft (spot-mating). Nach 2 d Inkubation bei 30°C wurden die Zellen mit steriler
Saline abgeschwemmt und in Verdinnungsstufen auf geeigneten Selektionsplatten
(MM-Malonat oder MM-Citrat + Antibiotikum) ausplattiert.

Pre-Germinationsmedium:  Hefeextrakt 109
Casaminoacids 109
H2Ovidst ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 2 ml 5 M CaCl., steril zugesetzt.
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2.11. PCR-Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die PCR (Polymerase-Chain-Reaction)-Technik wurde zur Synthese spezifischer DNA-
Fragmente angewandt. Die Reaktion wurde in einem Primus 25- oder Primus 96 Plus-
Thermoblock (MWG-Biotech, Minchen) durchgefthrt. Als Matrize diente
chromosomale DNA oder Plasmid-DNA. Die verwendeten Primer waren 20-35 bp lang
und hatten idealerweise ungefahr den gleichen G+C-Gehalt. In der Regel wurde die
Tag-DNA-Polymerase zur Amplifikation benutzt.

Eine Standardreaktion wurde in einem Volumen von 100 pl durchgeftihrt und enthielt
die folgenden Komponenten:

Template-DNA 1-10ng X Hl
Reaktionspuffer 10x 10 ul
Primer 1 40 uM 1,25 pul
Primer 2 40 uM 1,25 pl
dNTP-Mix 10 mM 2 pl
Glycerin 50 % (v/v) 10
Tag-DNA-Polymerase 1-3U 1-3 ul
Hzobida ad 100 l,l|

Da im Rahmen dieser Arbeit z.T. DNA mit sehr hohem (G+C)-Gehalt amplifiziert
wurde, war die Anwesenheit von 5 % (v/v) Glycerin im Reaktionsansatz essentiell.

Die Amplifikation der Fragmente erfolgte in 25-35Zyklen, wobei nach einer
anfanglichen Denaturierung von 2-5min in der Regel folgendes Standardprogramm
durchlaufen wurde:

Denaturierung 95°C 1min
Annealing x°C 0,51 min
Elongation 72°C y min

Nach dem letzten Zyklus wurde abschlief3end weitere 5-15 min bel 72°C inkubiert. Fur
die Berechnung der Hybridisierungstemperatur T, (,annealing”-Temperatur) der beiden
Primer an die Template-DNA wurde folgende Formel zugrundegelegt (Chester &
Marshak, 1993):

650

Tmax = 69,3+ 0,41 (G + C %) - bp des Primers

[°C]

G + C % : prozentualer GC-Gehalt des Primers
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Unter Bericksichtigung des Richtwertes von (Innis & Gelfand, 1990) wurde die
Hybridis erungstemperatur, T, , 2-3°C unterhalb des berechneten T,«-Wertes angesetzt.
Die Elongationszeit wurde nach der Faustformel 1000 bp/min berechnet, wobei stets
etwas variiert wurde. Zusétzlich auftretende unspezifische Banden konnten durch
schrittweise Erhdhung der Hybridisierungstemperatur oder durch Erhéhung der MgCl -
Konzentration eliminiert werden. Alternativ dazu konnte auch durch Zugabe von
DM SO bis zu einer Endkonzentration von 5 % (v/v) die Ausbeute und die Spezifitét der
Reaktion erhoht werden (Chevet et a., 1995).

Sollten die amplizierten DNA-Fragmente fur Klonierungen verwendet werden, wurden
sie Uber den QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) nach
Herstellerangaben aufgereinigt.

2.12. Sequenzierung von DNA

Doppelstrangige DNA wurde nach der Didesoxynukleotid-K ettenabbruchmethode
(Sanger et al., 1977) sequenziert. Dazu wurde zunachst eine PCR-Reaktion mit Hilfe
des aus dem AmpliTagFS1/4 BigDyeTermination Kit entnommenen Premixes

durchgefiihrt, in welchem die vier verschiedenen Nukleotide Fluoreszenz-markiert

vorliegen.

Premix 2ul
DNA-Template (dsSDNA) 250 ng X Hl
Primer 40 uM 2ul
milliQ-H,O ad 10 pl

Es wurde folgendes PCR-Programm fuir 25 Zyklen durchlaufen:

Denaturierung 95°C 20 sec
Annealing 45-60°C 15 sec
Elongation 60°C 4min

Nach der PCR wurde der Ansatz mit milliQ-H,O auf 100 pl aufgefullt, mit 10 pl Na-
Acetat, pH 4,8 (in milliQ-H,0) und 250 ul 96 % (v/v) Ethanol versetzt und 15 min bei
13.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 250 ul 70 % (v/v)
Ethanol gewaschen und im Speed-vac getrocknet (Speed Vac Plus 110A mit
angeschlossener Kuhlfalle RVT400, Savant Instruments Inc., New York). Die DNA

konnte bis zur Sequenzierung bel -20°C gelagert werden. Vor der Sequenzierung wurde
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die DNA in 25 pl TSR-Puffer geldst und 2 min bel 95°C denaturiert. Nachdem der E-
Cup-Deckel abgeschnitten und durch einen Gummistopfen ersetzt worden war, war die
Probe bereit fUr die Sequenzierung in einem ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin
Elmer Applied Biosystems GmbH, Weliterstadt). Die Fluoreszenzsignale wurden durch
das Programm Sequencing Analysis 3.4.1. automatisch in Sequenzdaten umgewandelt.
Aullerdem konnten die Sequenzdaten manuell mit Hilfe des Programms ABI Edit
View 1.0.1. aus den Kurvenverlaufen abgel eitet werden.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programmen DNA-Strider,
Version 1.2 und DNA-Star auf einem Macintosh PowerPC.

Proteinbiochemische M ethoden

2.13. Konzentrierung von Kulturiberstanden und Proteinldsungen

2.13.1. Ammoniumsulfatfallung

Zur Aufkonzentrierung vieler verschiedener Proben wurde eine
Ammoniumsulfatfallung durchgefihrt. Dazu wurde dem auf Eis gerdhrten
Kulturiberstand kontinuierlich  gemahlenes Ammoniumsulfat  bis zu einer
Endkonzentration von 90 % (w/v) zugesetzt. Nach mindestens 30-minltigem Rihren
wurden dann die ausgefallenen Proteine durch Zentrifugation bei 25.000-30.000 x g und
4°C fur 30min pelletiet. Die gefdlten Proteine wurden in 5-10% des
Ausgangsvolumens 10mM TrigHCI, pH 7,5 resuspendiert und zur Entfernung
restlichen Ammoniumsulfates unter mehrfachem Pufferwechsel UN gegen 10 mM
Tris/HCI, pH 7,5 dialysiert.

2.13.2. Tangentialfiltration

Zur Aufkonzentrierung grof3er Volumina (1,0-7,51) wurde eine Pro Vario 3-Pumpe der
Firma PALL Filtron, Dreieich mit entsprechender Minisette Cassette (Membrantyp
Omega, Ausschlufigrenze 10 kDa) verwendet. Der Vorteil dieser Methode bestand
darin, dal3 der Flussigkeitsstrom entlang der Membran verlauft, so dal3 die Poren nicht
durch das aufkonzentrierte Protein verstopft werden kénnen. Die Probe wurde auf ein

Mindestvolumen von 60-90 ml eingeengt.
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2.13.3. Ultrafiltration

Proteinhaltige Losungen von bis zu 15 ml wurden in Amicon Centriplus Konzentrator
Réhrchen, die eine Ausschluf3grenze von 10 kDa besal3en, bel maximal 3.000 x g und
4°C in Festwinkel- oder Swing-out-Rotoren aufkonzentriert.

Groélere Volumina (£ 250 ml) wurden in einer Amicon Diaflo-Kammer (Millipore
GmbH, Eschborn) mit Flachmembranen (Typ YM10) auf ein Mindestvolumen von 7 ml
eingeengt. Kleinste Volumina wurden durch Microsep Konzentratoren (Pall Filtron,
Karlstein) mit einer Ausschluf3grenze von 10 kDa in einer E-Cup-Zentrifuge (Biofuge

Fresco, Heraeus, Osterode) bei maximal 12.000 Upm aufkonzentriert.

2.13.4. Einengung im Speed-vac

War eine Konzentrierung vieler Proben mit geringen Volumina notwendig, so wurden
diese in einer Vakuum-Zentrifuge (Speed Vac plus SC110A mit angeschlossener
Kuhifalle RVT400, Savant Instruments Inc., New York) aufkonzentriert, wobei zu

beachten war, dal3 gleichzeitig eine Konzentrierung des Mediums/Puffers auftrat.

2.14. Anreicherung und Aufreinigung von Proteinen

Fur die sdulenchromatographische Aufreinigung von Proteinen wurde eine FPLC des
Typs AKTA explorer bestehend aus Box 900, pH/C-900, UV-Detektionseinheit UV-
900, Pumpe P-900 und Fraktionssammler Frac. 900 (Amersham Pharmacia Biotech
GmbH, Freiburg) verwendet. Vor dem luftblasenfreien Anschlief3en der Puffer an die
FPLC wurden diese mittels 0,2 um-Filter filtriert und anschlief3end entgast. Es wurden
bereits fertig gepackte Saulen der Firma Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg
verwendet, die drop-to-drop an das System angeschlossen und vor jedem Lauf mit

einem geeigneten Puffer aquilibriert wurden.

2.14.1. Anionenaustausch-Chromatographie

214.1.1. Anionenaustausch-Chromatogr aphie an DEAE-Sephacel

Es wurde eine HiPrep 16/10 DEAE-Sephacel-Saule mit einem Saulenvolumen von
20 ml und einem AusschluRvolumen von 18 ml verwendet. Die Aquilibrierung erfolgte
mit 3 Sdulenvolumen 10 mM TrigHCI, pH 7,5 (Puffer A) bei einer Flul¥ate von
2ml/min und einem Maximaldruck von 0,5MPa. Vor der Elution wurden nicht-
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gebundene Proteine durch Waschen mit 4 Saulenvolumen Puffer A ausgespllt. Die
Elution gebundener Proteine erfolgte in einem Stufen-Gradienten von 0-15 % (w/v) und
15-100 % (w/v) Puffer B (10mM Tris/HCIl, pH75 + 1M NaCl) in 3-5 bzw.

3 Saulenvolumen.

2.14.1.2. Anionenaustausch-Chromatographie an MonoQ

Es wurde eine MonoQ HR 5/5-Saule mit einem Saulenvolumen von 1 ml und einem
AusschluBvolumen von 0,8ml verwendet. Die Aquilibrierung erfolgte mit
3 Saulenvolumen 10 mM Trig/HCI, pH 7,5 (Puffer A) bei einer Flulrate von 2 ml/min
und einem Maximaldruck von 0,5 MPa. Vor der Elution wurden nicht-gebundene
Proteine durch Waschen mit 4 Saulenvolumen Puffer A ausgespllt. Die Elution
gebundener Proteine erfolgte in einem linearen Gradienten von 0-50 % (w/v) Puffer B
(10 mM Tris/HCI, pH 7,5+ 1 M NaCl) in 95 Saulenvolumen.

2.14.2. Kationenaustausch-Chromatographie an MonoS

Fur die Kationenaustausch-Chromatographie wurde eine MonoS HR 5/5-Séule mit
einem Saulenvolumen von 1 ml und einem Ausschluf3volumen von 0,8 ml verwendet.
Als Puffer dienten Stammldsungen von 0,03 M Na-Phosphat, 0,03 M Formiat, 0,06 M
Acetat und 0,1 M HCI sowie H,Opiges, die entsprechend dem gewtinschten Anfangs-pH-
Wert gemischt wurden (BufferPrep pH 3,0-7,5 CIEX = Puffer A). Die Aquilibrierung
erfolgte mit 5 Saulenvolumen Puffer A bel einer FluRrate von 0,5 ml/min und einem
Maximaldruck von 5MPa. Vor der Elution wurden nicht-gebundene Proteine durch
Waschen mit 2 Saulenvolumen Puffer A ausgesptilt. Die Elution gebundener Proteine
erfolgte in einem linearen Gradienten von 0-100 % (w/v) Puffer B (BufferPrep +
2 M NaCl) in 20 Saulenvolumen.

2.14.3. Gdfiltration an Superdex G200 und G75

Fur die Gelfiltration wurden eine HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (optimale
Auftrennung im Bereich von 10-600 kDa) bzw. HiLoad 16/60 Superdex 75 prep grade
(optimale Auftrennung im Bereich von 3-70 kDa) mit Saulenvolumina von 120 ml und
AusschiuRvolumina von 40ml verwendet. Die Aquilibrierung erfolgte  mit
2 Saulenvolumen 50 mM Trig/HCI, pH 7,5 + 150 mM NaCl bei einer FlulRrate von

0,5 mli/min und einem Maximaldruck von 0,5 MPa. Das aufgetragene Probenvolumen
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betrug maximal 4 ml. Die Elution der Proteine erfolgte in einem isokratischen

Gradienten bel einer FlufRrate von 0,1-0,2 mi/min in 2 Saulenvolumen.

2.14.4. Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie (HIC) an Octyl-, Butyl- und
Phenyl-Sephar ose

Fur die HIC wurde ein HiTrap Test Kit verwendet, der u.a. eine Butyl-Sepharose 4 FF-,
eine Octyl-Sepharose 4 FF- und eine Phenyl-Sepharose HP-Saule mit Saulenvolumina
von 1 ml und AusschluRvolumina von 0,86 ml enthielt. Bel alen 3 Saulenmaterialien
erfolgte die Aquilibrierung mit 5 Saulenvolumen Puffer A (50 mM Na-Phosphat-Puffer,
pH 7,0 + 1 M (NH,).SO,) bel einer Flul¥rate von 0,75 ml/min und einem Maximaldruck
von 0,5MPa. Vor der Elution wurden nicht-gebundene Proteine durch Waschen mit
5 Saulenvolumen Puffer A ausgesplilt. Die Elution gebundener Proteine erfolgte in
einem linearen Gradienten von 100-0 % (w/v) Puffer B (50 MM Na-Phosphat-Puffer,
pH 7,0) in 10 Saulenvolumen.

2.14.5. Chromatofokussierung an M onoP

Die Chromatofokussierung erfolgte mittels einer MonoP HR5/5-Saule mit einem
Saulenvolumen von 1ml und enem AusschluBvolumen von 08ml. Als
Aquilibrierungspuffer diente 25 mM Imidazol, pH 7,3. Die Aquilibrierung erfolgte bis
zum Erreichen eines konstanten Anfangs-pH-Wertes von 7,3 (ca. 12Saulenvolumen) bel
einer FluRrate von 1 ml/min und einem Maximaldruck von 5MPa Vor der Elution
wurden nicht-gebundene Proteine durch  Waschen mit 5-8 Saulenvolumen
Aquilibrierungspuffer ausgespiilt. Die Elution gebundener Proteine erfolgte in einem
linearen pH-Gradienten von 7,3-4,0 mit Polybuffer 74, pH 4,0 1:8- bzw. 1:16-verdinnt
(Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) in 19 Saulenvolumen.

Die Entfernung des Polybuffers aus den Fraktionen erfolgte durch
Ammoniumsulfatfallung der Proteine (s. 2.13.1.).

2.14.6. Dialyse

Zur Umpufferung von Proteinldsungen wurden diese UN bei 4°C gegen das mindestens
40-fache ihres Volumens Puffer dialysiert. Dazu wurden Dialyseschlduche der Firma
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg (Visking Dialysis Tubing 20/32) mit einem

AusschlufRvolumen von 6-8 kDa verwendet.



2. MATERIAL & METHODEN 49

2.14.7. Elektroelution

Im SDS-PAGE aufgetrennte und mittels Coomassie angeférbte Proteine wurden mit
einem Nachbau des Centrilutor Mikro-Elektroelutors der Firma Millipore GmbH,
Eschborn, und den entsprechenden Centricon-10 Centrifuga Filter Devices (Millipore
GmbH, Eschborn) aus einem SDS-Gelstlick eluiert. Dabei wurde das im Gel enthaltene
Protein durch Anlegen eines elektrischen Feldes direkt auf die Membran des Centricons
eluiert, womit es dann nachfolgend durch Zentrifugation bei maximal 7.500 x g auf ein

beliebiges VVolumen eingeengt werden konnte.

2.15. Analyse von Proteinen

2.15.1. Proteinbestimmung

2.15.1.1. Proteinbestimmung (Bradford, 1976)

10-30 pl Probe wurde in 0,3-1 ml filtriertes Bradford-Reagenz gegeben und vermischt.
Nach 15min Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei 595 nm in 1ml-
Plastikkivetten gemessen. Eine Eichkurve mit 0-1mg BSA/ml wurde ebenfalls

aufgenommen.
Bradford-Reagenz: ServaBrilliant Blue G 250 01g
Ethanol (96 % , v/v) 50 ml
H3PO4 (85 %, v/v) 100 ml
H2Opigest ad 1000 mi
- filtriert bei 4°C lagern-
2.15.1.2. Proteinbestimmung ganzer Zellen (Lowry et al., 1951), modifiziert

Zur Verfolgung des Zellwachstums von NR/DPNR-enthaltenden Kulturen wurden zu
verschiedenen Zeiten wahrend des Wachstums 10 ml-Aligots entnommen und
abzentrifugiert. Das Z€llpellet wurde in 1 ml KP-Puffer, pH 7,5 aufgenommen und auf
2 Reagenzglaser a 0,5 ml verteilt. Nach dem Versetzen mit jeweils 0,5ml 2N NaOH
wurden die Proben fir 10 min im siedenden Wasserbad gekocht. Nach dem Abkihlen
auf RT wurden jeweils 10 ml frisch hergestelltes Lowry-Reagenz zugegeben und fir
15min bel RT inkubiert. Anschlief?end wurde 1 ml 1:3-verdinntes Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz hinzugegeben, gemischt und fur weitere 15 min bei RT inkubiert. Die
Messung der Extinktion erfolgte in 1 ml-Plastikkivetten bel 578 nm gegen einen

Leerwert. Eine Eichkurve mit BSA im Bereich von 0-1 mg/ml wurde mitgefihrt.
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Lowry-Reagenz:  NaCOg3 2 % (wiv) 100 mi
K-Na-Tartrat 2 % (wiv) 1ml
CuSO4 x 5H,0 1% (wiv) 1ml

2.15.2. Polyacrylamid-Gelelektrophor ese (PAGE)

Fur die PAGE wurde eine Twin-Minigel-Elektrophorese-Apparatur (Biometra,
Gottingen) mit 10,5x 9,8 x 0,1 cm-Platten oder eine Doppel el ektrophorese-Kammer
mit 17,0 x 18,0 cm-Platten verwendet.

2.15.2.1. SDS-PAGE

Es wurden diskontiniuerliche Elektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen nach
(Laemmli, 1970) durchgefuhrt. Fur die Herstellung der Gele wurden folgende Ldsungen
(Lagerung bei 4°C) und Puffer verwendet:

Acrylamid-L6sung: Acrylamid 30 % (w/v)
(Rotiphorese 30,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

Bisacrylamid 0,8 % (w/v)
4 x Trenngel-Puffer: Tris/HCI, pH 8,8 15M
SDS 0,4 % (w/v)
2 x Sammelgel-Puffer: Trig/Eisessig, pH 6,8 250 mM
SDS 0,2 % (w/v)
(Ammoniumpersulfat) APS 10 % (wi/v)
APS-LGsung:
10 x Elektrophorese-Puffer:  Tris 250 mM
Glycin 25M
SDS 1 % (w/v)
3 x Denaturierungspuffer: TrisHCl, pH 6,8 250 mM
SDS 7 % (w/v)
Glycerin 30 % (v/v)
Bromphenolblau 0,3 % (w/v)
M ercaptoethanol 15 % (v/iv)

Die Gele bestanden aus einem Sammelgel [4 % (w/v)] und einem Trenngel [10-

15 % (w/v)] und wurden nach folgendem Schema gemischt:
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L 6sung [ml] Trenngel Sammelgel
10 % 12 % 15 % 4%

Acrylamid-Ldsung 1,66 ml 2,0 ml 2,5ml 0,4 ml
Trenngel -Puffer 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml -
Sammel gel-Puffer - - - 1,5ml
H>Opidest 2,1ml 1,75 ml 1,25 ml 2,2ml
TEMED 7,5 pl 7,5ul 7,5ul 10l
APS-L6sung 12,5 ul 125 ul 125 ul 20 pl

Nach Zugabe der APS-Losung wurde das Gelmaterial zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen und das Trenngel mit 70 % (v/v) Ethanol Uberschichtet, um eine
gerade Oberflache zu erhalten. Nach der Polymerisation des Trenngels (ca 20 min)
wurde das Ethanol entfernt und das Sammelgel gegossen, in das zur Ausformung der
Taschen ein Kamm eingesetzt wurde. Das Gel wurde nach ca 20 min
Polymerisationszeit in die Elektrophoresskammer gestellt und mit SDS
Elektrophoresepuffer Uberschichtet. Die Proben wurden mit 0,5Volumen 3x
Denaturierungspuffer versetzt, 3 min bel 95°C hitzedenaturiert und in die Taschen des
Gels gegeben. Die Elektrophorese erfolgte bel konstanter Stromstérke von 30 mA/Gel
bis die Bromphenol blau-Bande das untere Gelende nahezu erreicht hatte.

Als Marker wurde ein Gemisch aus 6 Proteinen (LMW Calibration Kit, Amersham
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) mit molekularen Massen nach Angaben des

Herstellers verwendet:

Phosphorylase B 94.000 Da
Rinderserumalbumin (BSA) 67.000 Da
Ovabumin 43.000 Da
Carbo-Anhydrase 30.000 Da
Trypsin-Inhibitor 20.100 Da
o-Lactalbumin 14.400 Da

2.15.2.2. Native PAGE

Zur weiteren Anayse partiell aufgereinigter Proteine wurde eine Nativ-PAGE
durchgefiihrt. Dazu wurden auf3er den nachfolgend aufgefihrten Puffern und Lésungen
die gleichen Acrylamid- und APS-LOsungen wie unter 2.15.2.1. beschrieben,

verwendet.

4 x Trenngel-Puffer: TrisHCI, pH 8,9 15M
TEMED 230 pl
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4 x Sammel gel -Puffer: Tris/H3POy, pH 6,9 260 mM
TEMED 263 pl

Elektrophorese-Puffer: Tris 100 mM
Glycin 100 mM

10 x Beschwererl6sung:: Saccharose 40 % (w/v)
Bromphenolblau 0,05 % (w/v)

Es wurden entweder Gele bestehend aus 10 % (w/v) Trenngel und 4 % (w/v)
Sammelgel oder Gradientengele von 4-15 % (w/v) Acrylamid gegossen, wobei dann auf
ein Sammelgel verzichtet wurde. Die Gele wurden nach folgenden Schema gemischt,

wobei fur Gradientengele ein Gradientenmischer mit angeschlossener Pumpe benutzt

wurde.
L 6sung [ml] Trenngel Sammelgel
4% 10 % 15 % 4%
Acrylamid-Ldsung 0,8 ml 2mi 3ml 0,4 ml
Trenngel -Puffer 1,5ml 1,5ml 1,5ml -
Sammel gel-Puffer - - - 0,75 ml
H2Opidest 3,66 ml 2,5ml 1,46 mi 1,85 ml
APS-L6sung 36 pl 42 pl 36 pl 18 ul

Die Gele wurden analog zu 2.15.2.1. hergestellt. Proben fur native Gele wurden mit
0,1Volumen Beschwerer-Losung versetzt und unter  Nativ-Elektrophorese-
Bedingungen bei 100-150 V und 4°C aufgetrennt bis die Bromphenol-Bande das untere
Ende des Gels erreicht hatte.

2.15.2.3. 2-Dimensionale PAGE

Die Methode der 2 D-Elektrophorese trennt Proteine gemald zwei verschiedener
Eigenschaften in zwel unterschiedlichen Schritten: in der ersten Dimension, der
isoelektrischen Fokussierung (IEF), werden die Proteine gemald ihres isoelektrischen
Punktes (IEP) aufgetrennt; in der zweiten Dimension, der SDS-PAGE, werden die
Proteine entsprechend ihres Mol ekulargewichtes (MW) aufgetrennt.

Die zu analysierende Probe wurde, zur Entfernung moglicher Storfaktoren, mit
3 Volumen eiskaltem Aceton (reinst) versetzt und mindestens 2 h oder UN bei -20°C
prazipitiert. Die Proteine wurden durch Zentrifugation fir 1 h bei 13.000 Upm und 4°C
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(Biofuge Fresco, Heraeus, Osterode) pelletiert, das Pellet getrocknet und in einem
angemessenen Volumen frischen Proben-Puffer aufgenommen

Proben-Puffer: Tris 35mM
Harnstoff 8M
CHAPS 2 % (wiv)
DTT 1 % (w/v)
milliQ-H,O ad 10 ml

- dliquotiert bei —20°C lagern-

Direkt vor Gebrauch wurden 5 pl Pharmalyt (1PG buffer 3-10)/ml zugegeben.

Rehydrierungslosung:  Harnstoff 8M
CHAPS 2 % (wW/v)
Pharmalyt (IPG buffer 3-10) 125 ul
Bromphenolblau wenige Korner
milliQ-H,O ad 25 ml

- dliquotiert bei —20°C lagern-
Unmittelbar vor Gebrauch wurden 2,8 mg DTT/ml zugegeben.

170 pl  Protein-Losung (in Proben-Puffer) wurde mit dem gleichen Volumen
Rehydrierungslosung versetzt und in die Mitte der Vertiefung des vorbereiteten
Keramik-1PG-Strip-Holders pipettiert. Anschlief3end wurde der Immobiline Dry Strip
(pH 3-10, 18 cm, Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) nach Entfernung der
Schutzfolie mit der Gelseite nach unten luftblasenfrel in die FlUssigkeit gelegt, so dai3
an den Enden des Strips das Gel die jeweilige Elektrode bertihrt. Um Verdunstung und
Harnstoffkristallisation zu vermeiden, wurde der Strip mit IPG Cover Fluid (Amersham
Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg) Gberschichtet. Dann wurde der Strip-Holder mit

dem Deckel luftblasenfrei bedeckt und folgendes Programm gestartet:

Rehydrierung: 12 h 20V
[optional] [2h 150 V]
Fokussierung: 1h 200V
1h 500 V

1.000 Vh 1.000 V

32.000 Vh 8.000 V

Nach dem Ende der Fokussierung wurde der Strip aus dem Strip-Holder entfernt und
sofort weiterverwendet oder in Plastikfolie eingeschweildt bei -70°C gelagert. Fir die

Auftrennung in der zweiten Dimension wurde der Strip fur 15min in 10 ml
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Aquilibrierungslésung inkubiert und gerade auf die Oberflache des Trenngels eines
grof3en 10 %igen (w/v) SDS-Polyacrylamidgeles (s. 2.15.2.1.) gelegt. Die Auftrennung
erfolgte fr 15 min bei einer konstanten Stromstarke von 10 mA/Gel und fir 5-6 h bel
20 mA/Gel.

Equilibrierungspuffer: Tris/HCI, pH 8,8 50 mM
Harnstoff 6 M
Glycerin 30 % (v/v)
SDS 2 % (wiv)
Bromphenolblau wenige Korner
milliQ-H,O ad 200 ml

- dliquotiert bei —20°C lagern-

Direkt vor Gebrauch wurden 10 mg DTT/ml zugegeben.

2.15.3. Unspezifische Proteinfarbungen

2153.1 Silberfarbung (Blum et al., 1987), modifiziert

Die Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen erfolgte in der Regel durch
Silberféarbung. Dabei wurde eine modifizierte Siberfarbung nach (Blum et a., 1987)
durchgefuhrt. Vortelle dieser Methode sind die 10-fach hohere Sensitivitét im Vergleich
zur Coomassie-Farbung und eine Herabsetzung der Hintergrundférbung durch Einsatz
von Thiosulfat, welches mit dem ungebundenen Silbernitrat einen |6slichen Komplex
bildet.

Nach der Elektrophorese wurden das Gel in eine Plastikschale gegeben und unter
standigem Schwenken fir mindestens 20 min in Fixierer inkubiert. Anschlief3end wurde
es 2x 10 min in 50 % (v/v) Ethanol und 1 min in Thiosulfat-Ldsung geschwenkt. Nach
3x20 sec Waschen mit deionisiertem Wasser wurde das Gel mit Impragnierer
Uberschichtet und 15 min inkubiert. Nach erneutem Waschen (3x 20 sec) wurde
Entwickler zugegeben und so lange inkubiert bis die Banden deutlich vor dem
Hintergrund sichtbar waren (ca. 5-15min). Der Entwickler wurde durch 3 x 20 sec
Waschen mit deionisiertem Wasser entfernt und durch Stopléung ersetzt, die fir 10 min
auf dem Gel belassen wurde. Nach einem letzten Waschen (3 x 20 sec mit deionisiertem
Wasser) wurde das Gel dokumentiert, in Plastikfolie eingeschweil3t und bel 4°C
gelagert.
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Fixierer: Methanol 50 ml
Eisessig 120 mi
Formaldehyd (37 %, v/v) 0,5ml
H2Oigest ad 1000 ml
Thiosulfat-Losung: NaS,03 x 5 H,0 049
H>Opidest ad 1000 ml

- frisch ansetzen -

Imprégnierer: AgNO; 19
Formaldehyd (37 %, v/v) 0,75 ml
H2Opidest ad 1000 ml

- frisch ansetzen -

Entwickler: NaCO3 609
NapS,03 x 5 H,O 20ml
(0,04 %, wiv)
Formaldehyd (37 %, v/v) 0,5ml
H>Opidest ad 1000 ml

- frisch ansetzen -

Stop-L 6sung: Nax-EDTA 18,69
H2Opigest ad 1000 ml

2.15.3.2. Coomassiefarbung (Thompson & Larson, 1992)

Der Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen, die fir weitere Anaysen
verwendet wurden, erfolgte durch unspezifische Farbung mit Coomassie. Dazu wurde
das Gel nach der Elektrophorese fir 30-60 min in Farbelésung geschwenkt. Diese
enthielt anstatt des normalerweise verwendeten Methanols Isopropanol, da Isopropanol
nicht, wie Methanol, Proteine in der Gelmatrix fixiert. So konnten die Proteine auch
nach der Farbung noch elektroeluiert oder auf PVDF-Membran geblottet werden. Die
Entfarbung des Gels erfolgte mit 10 % (v/v) Essigsaure unter mehrfachem Wechsel der

Losung bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren.

Coomassie-Reagenz:  ServaBlau R-250 259
| sopropanol 250 ml
Eisessig 100 mi
H>Opidest ad 1000 ml

PVDF-Membranen wurden in der gleichen Lésung ca. 5 min geféarbt und unter standiger

Bewegung mit einer Losung aus 90 % (v/v) Methanol und 2% (v/v) Essigsdure
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entfarbt. Nach dem Entfarben wurden die Membranen in HyOpiges gewassert, auf
Whatman-3-MM-Chromatographie-Papier getrocknet und bis zur weiteren Verwendung
in Plastikfolie eingeschweilit.

2.15.4. Spaltung von Proteinen

2.154.1. Chemische Spaltung durch Bromcyan (Tarr, 1986)

Bromcyan (BrCN) spaltet Peptide spezifisch an der Carbonylgruppe von
Methioninresten. Dabei wird Methionin bei niedrigem pH-Wert Uber die Zwischenstufe
des Homoserinlactons in Homoserin umgewandelt. Da interne Methioninreste in
Proteinen relativ selten sind, erhdt man auf diese Weise Peptidfragmente einer Grol3e,
die direkt zur Sequenzanalyse verwendet werden kénnen, und die zudem nicht, wie bel
proteolytischen Spaltungen, durch Fremdproteinfragmente oder Proteasen verunreinigt
sind.

Fir die Bromcyan-Spaltung wurde das zu untersuchende Protein aus einem Coomassie-
gefarbten SDS-Polyacrylamidgel eluiert und auf ein geringes Volumen eingeengt
(s. 2.14.7.). 60 ul eluiertes Protein wurden mit 140 ul konzentrierter Ameisensaure und
1-2 Kristallen Bromcyan versetzt, mit N, begast und 16-24 h unter Lichtabschlul? bei
RT inkubiert. Der Spaltungsansatz wurde dann mit mindestens 5 Volumen HyOpigest
verdinnt und im Speed Vac (Speed Vac Plus SC110A, Savant Instruments Inc., New
York) bis zur Trocknung eingeengt. Die Spaltprodukte wurden dann in 10 mM
Tris/HCI, pH 7,5 oder direkt in Denaturierungspuffer resuspendiert und in der SDS-
PAGE (s. 2.15.2.1.) aufgetrennt.

2.15.4.2. Proteolytische Spaltung

Wie bereits fur die Bromcyan-Spaltung wurde das zu untersuchende Protein aus einem
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel eluiert und auf ein geringes Volumen
eingeengt (s. 2.14.7.). Dabel war es wichtig, dal3 die SDS-Konzentration im
Spaltungsansatz 0,05 % (w/v) nicht Uberschritt. Gegebenenfalls wurde das Protein UN
bei -20°C mit dem 3-fachen Volumen Aceton geféllt, bei 13.000 Upm und 4°C (Biofuge
Fresco, Heraeus, Osterode) fur 1 h pelletiert und in 5 mM NH4HCO3; aufgenommen.
Das Protein wurde einer kontrollierten proteolytischen Spaltung mit der Endoproteinase
Glu-C aus Saphylococcus aureus V8 (Boehringer, Mannheim) sowie mit Trypsin

(Sigma, Deisenhofen) unterzogen. Dazu wurden Protein und Protease in einem
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Konzentrationsverhétnis von etwa 50:1 gemischt und fiir mindestens 2 h oder UN bei
37°C inkubiert. Der Erfolg der Proteolyse wurden durch SDS-PAGE (s. 2.15.2.1)
Uberprift.

Alternativ dazu wurde das Protein (im SDS-Polyacrylamidgel) zusammen mit
Proteasepuffer und der Endoproteinase Glu-C in die Tasche eines zweiten SDS-
Polyacrylamidgels gegeben, bis kurz vor Erreichen des Trenngels einlaufen gelassen
und dann fir 30-60 min ohne Strom inkubiert (Cleveland et al., 1977). Anschlief3end

erfolgte eine Auftrennung wie gewohnt.

Protease-Puffer: TrisHCI, pH 6,8 125 mM
Glycerin 10 % (v/iv)
SDS 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau 0,0001 % (w/v)

2.15.5. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Ein gelelektrophoretischer Transfer von Proteinen auf Protein-bindende Membranen
nach Towbin et al., 1979 wurde zur spateren N-terminalen Aminosduresequenzierung
partiell gereinigter Proteine oder Proteinfragmente durchgefihrt.

Nach der Auftrennung der Proteine in einem diskontiniuerlichen SDS-Polyacrylamidgel
wurde das Sammelgel abgetrennt und das Trenngel fur 15 min in Transferpuffer
inkubiert. Anschlief3end wurden die Proteine unter Verwendung einer Semy-Dry-Fast-
Blot-Apparatur (B32/33, Biometra, Géttingen) auf eine PV DF-Membran (Immobilon-P,
Millipore GmbH, Eschborn) Ubertragen.

Dazu wurden auf der Anodenseite des Gerétes in folgender Reihenfolge drei Blétter
Whatman-3-MM-Chromatographiepapier, eine PV DF-Membran, das Gel und wiederum
drei Blétter Whatman-3-MM-Chromatographie-Papier |uftblasenfrei aufgelegt. Das
Chromatographie-Papier und die Membran wurden zuvor auf Gelgrofie
zurechtgeschnitten und fur 30-60 min in Transfer-Puffer inkubiert. Die PV DF-Membran
wurde wegen ihrer starken Hydrophobizitét vor Verwendung einige Sekunden in
Methanol (reinst) geschwenkt und erst dann in Transfer-Puffer getrankt. Die Proteine
wurden fir 30-60 min bei 4-5 mA/cm?® Gel geblottet. Um eine Erwarmung wahrend des
Transfers zu vermeiden, wurde die Kathodenplatte durch Auflegen einer Schale mit

Eiswasser gekuhilt.
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Transfer-Puffer: Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (vIv)

Wurden bereits Coomassie-geféarbte Gele geblottet, so wurden diese nach der Farbung
(und vor Inkubation in Transfer-Puffer) fur 1 h in 50mM TrigHCI, pH 7,5 mit
1% (w/v) SDS inkubiert, wodurch eine Wiederaufladung des Protein-Farbstoff-

Komplexes erreicht wurde.

2.15.6. RP-HPL C-Auftrennung und N-terminale Aminosaur e-
Sequenzanalyse

Fur die N-terminale Aminoséure-Sequenzanayse wurde das partiell gereinigte Protein
einer SDS-PAGE (s.2.15.2.1.) mit anschlieffender Coomassie-Farbung (s. 2.15.3.2.)
unterzogen. Nach dem Ausschneiden der gewilinschten Proteinbande wurde das Protein
einem tryptischen Verdau im Gel nach ener modifizietem Methode von
Shevchenko et a., 1996 mit anschlief}ender RP-HPLC-Aufreinigung unterzogen. Die
Auftrennung erfolgte an einer C18-Séule der Firma TosoHaas (Protoptyp; Super ODS,
2um Partikel, 110A, 2mmI[.Dx 100 mm) an einem Smart-System der Firma
Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg mit pPeak-Monitor, 10 ml
Spritzenpumpen und angeschlossenem Fraktionssammler. Als Laufmittel A diente
0,1 % (v/v) TFA inin Quarzglas doppelt destilliertem Wasser und 0,085 % (v/v) TFA in
Acetonitril (gradient grade) als Laufmittel B. Bei einer Fluf3rate von 0,1 ml/min wurde
fur 20 min ein isokratischer Gradient bel 7 % (v/v) Laufmittel B angelegt, der dann
linear in 100min auf 50% (v/v) Laufmittel B anstieg. Die Detektion der
Peptidfragmente erfolgte simultan bei 215, 256 und 280 nm. Die N-terminalen
Aminosauren ausgewahlter Proteinfragmente wurden durch automatischen Edman-
Abbau in einem Sequenator der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems GmbH,
Weiterstadt (Model 473A und 476A) bestimmt. Beide Gerdte waren mit
Mikrocartridges ausgeristet und wurden in sogenannten ,,fast cycles® nach Vorschrift,
mit Verbrauchsmaterialien und Chemikalien des Herstellers betrieben. Die
entsprechenden Anaysen wurden von Dr. Weber am Fraunhofer Institut fur
Grenzfl&achen- und Bioverfahrenstechnik in Stuttgart durchgefthrt.
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2.15.7. Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MYS)

Die Massen ausgewdhlter Peptide wurden mit einem LD-TOF System der Firma
Hewlett Packard (Modell G2025A) mit ,time lag focussing” und LeCroy 9350 CM
500 MHz Speicheroscilloscop bestimmt. Die Probenpréparation erfolgte nach der
Lthinlayer“-Technik. Als Matrix diente Alpha-cyano-4-hydroxy-zimtsdure mit
Nitrocellulose in Aceton/Isopropanol 1:1.

2.16. Elektronenmikroskopische Methoden

2.16.1. Negativkontrastierung (Vaentine et a., 1968), modifiziert

Auf Parafilm wurden nebeneinander Tropfen aus einer Zellsuspension, HzOyigest UNd das
Kontrastierungsmittel pipettiert. Auf der konvexen Oberflache des Tropfens mit der
Objektlosung wurde nun die Kohlefolie eines ca. 2x 2 mm grofen Glimmerstiickes
partiell abflottiert. Je nach Konzentration der Zellsuspension wurde die Kohlefolie
10-30 sec auf der Probe belassen (Mayer & Spiess, 1976). Zum Abwaschen nicht-
adsorbierter Zellen wurde die Kohlefolie auf tridestilliertem Wasser partiell abflottiert.
Im anschlieffenden Kontrastierungsschritt auf 3 % (w/v) Phosphorwolframsaure, pH 7,0
bzw. 4 % (w/v) Uranylacetat, pH 4,8 wurde die Kohlefolie vollstandig abflottiert. Der
Glimmer wurde dabel auf den Grund des Tropfens abgesenkt. Die auf dem Tropfen
flottierende Folie wurde mit einem G 300-Kupfergrid (Typ 300 mesh, 3,05 mm
Durchmesser; Science Services, Munchen) aufgenommen, und Uberschissiges
Kontrastierungsmittel wurde mit einem Filterpapier abgesogen.

2.16.2. Einbettung in Kunstharz

2.16.2.1. Fixierung der Zellen

Die Zellen von unter verschiedenen Bedingungen angezogenen Xanthomonas sp. 35 Y-
Kulturen wurden direkt in ihren Kulturgeféen fixiert. Dazu wurde den Kulturen
25 % (v/v) Glutaraldehyd (gradel) bis zu einer Endkonzentration von 3 % (v/v)
zugesetzt und fur biszu 1,5 h bei RT inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen 20 min
bei 4°C und 4.500 Upm abzentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden dann in 100 ul PBS resuspendiert.
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PBS.: K2HPO, 50 mM
KH2PO4 50 mM
NaCl 150 mM
pH 7,0

2.16.2.2. Einbettung der Zellen (Spurr, 1969)

50-150 pl-Aliquots der Proben wurden in E-Cups dberfihrt und mit dem gleichen
Volumen 1,5 %igem (w/v) Bacto-Agar (in PBS, s. 2.16.2.1.) vermischt, der bei 45°C
flissig gehalten wurde. Nach dem Erstarren des Agars wurde die Proben aus dem Gefal3
herausgelost und in kleine Bldckchen von ca 1 mm Kantenlange zertellt. Die
Agarblockchen wurden mehrmals nacheineinander in grof3en Volumina PBS
(s.2.16.2.1) gewaschen und nachfolgend far 30min in 1 %iger (w/v)
Osmiumtetroxidlésung in 100 mM Cacodylatpuffer, pH 7,0 nachfixiert. Nach dem
Entfernen der L6sung wurden die Agarblockchen mehrmals mit grof3en Volumina
H2Onigest gewaschen. Zur Entwésserung der Proben wurden diese nacheinander mit
10%, 30% und 50 % (v/v) Acetonldsung versetzt und fir jeweils 10 min auf Eis
inkubiert. Anschlieflend wurden sie fiir mindestens 2 h oder UN mit einer Losung aus
2 % (w/v) Uranylacetat in 70 % (v/v) Aceton kontrastiert. Dann wurden die Proben fir
jewells weitere 10 min in 70%, 90% und 100 % (v/v) Aceton entwdassert. Das
100 %ige Aceton wurde nochmals ausgetauscht und im Verhdtnis 1.2 mit
Kunstharzmischung versetzt. Nach 30 min wurden die Proben mit Kunstharz:Aceton
1:4 fur weitere 90 min Uberdeckt. Diese Mischung wurde entfernt und durch reines
Kunstharz ersetzt, welches nach 16 h nochmals ausgewechselt wurde. Nach weiteren
3 h wurden die Agarblockchen einzeln in die Spitze von Gelantinekapseln Gberfihrt und
mit frischem Kunstharz Uberschichtet. Zur Entfernung von Gasblasen wurden die
Kapseln fur 10 min evakuiert und anschlief3end fur 8 h bel 70°C polymerisiert.

Spurr-Kunstharz:  Vinylcyclohexendioxid 15049
D.E.R. 736 909
Nonenylbernsteinsaureanhydrid (NSA) 39,09
o-Dimethylaminoethanol 0,69

2.16.2.3. Ultramikrotomie
Die polymerisierten Proben wurden mit einer Diamantfrése (TM 60, Reichert, Wien,
Osterreich) so angespitzt, dal3  ein Pyramidenstumpf mit einer quadratischen

Anschnittflache von ca 05mm® entstand, die moglichst vollkommen von der
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eingebetteten Probe eingenommen wurde. Die Dunnschnitte wurden mit einem
Ultramikrotom (Ultratomell, LKB, Bromma, Schweden) unter Verwendung von
Glasmessern angefertigt. Die Glasmesser wurden aus 25 mm breiten und 6,5 mm dicken
Glasstreifen  (LKB, Bromma, Schweden) mit einem  Messerbrecher
(Knifemaker LKB 7800, LKB, Bromma, Schweden) gebrochen. Sie hatten bel einem
Gegenstiick von 0,5 mm Dicke einen realen Winkel von 55° an der Messerkante. Zur
Aufnahme der Schnitte wurden die Messer mit einem Kunststofftrog (Plano, Marburg)
versehen, der mit HoOpiges geflllt wurde, so dald die Schnitte auf der Oberflache
abflottieren konnten. Die Dicke der Schnitte konnte anhand der Interferenzfarbe
bestimmt werden und betrug bei silbener Farbe 60-90 nm. Nach der Spreitung der
Schnitte durch Chloroformdampf wurden sie mit formvarbeschichteten Kupfergrids

aufgenommen.

2.16.2.4. Nachkontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat

Zur Kontrastierung wurden Grids mit Ultradtinnschnitten fir 3 min auf einen Tropfen
4 % (w/v) Uranylacetatl6sung, pH 4,8 gelegt, die zuvor durch Zentrifugation fir 5 min
bei 13.000 Upm partikelfrei gemacht wurde. Uberschiissiges Uranylacetat wurde mit
einem Filterpapier abgesaugt und die Grids wurden an der Luft getrocknet. Fir den
zweiten Kontrastierungsschritt wurde 10 %iges (w/v) Bleicitrat in 0,1 N NaOH, pH 12,0
verwendet. Die Kontrastierung erfolgte durch Flottieren der Uranylacetat-kontrastierten
Grids auf einem Tropfen dieser Losung fir 3-4 min unter CO,-Ausschlufd in einer
feuchtes NaOH enthaltenden Glaspetrischale. Die CO,-Absorption an NaOH sollte
Bleicarbonat-Ausfallungen auf den  Schnitten verhindern. Nach  diesem
Kontrastierungsschritt wurden die Schnitte grindlich in HyOpiget, Welches zur
Entfernung des CO, abgekocht und unter Luftausschlul® abgekthlt wurde, gespuilt. Die
Grids wurden auf Filterpapier getrocknet und aufbewahrt.

2.16.3. Elektronenmikroskopische Abbildung

Elektronenmikroskopische Préparate wurden im Transmissionsel ektronenmikroskop bei
einer Beschleunigungsspannung von 80 kV elektronenoptisch auf einem Leuchtschirm
abgebildet (EM 301, Philips, Eindhoven, Niederlande). Fur die Mikrographien wurden
Planfilme (Scientia 23D-56, Agfa Gevaert, Leverkusen; Abmessungen 6,5x 9 cm) als
Negativmaterial verwendet.
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2.16.3.1. Hellfeldabbildung

Be der Abbildung negativkontrastierter oder eingebetteter Préparate im
Transmissionsel ektronenmikroskop wird Uranylacetat oder Phosphorwolframsdure als
Kontrastierungsmittel eingesetzt. Durch die Ausblendung der unter grofRen Winkeln an
den Atomkernen der schweren Elemente (Uran, Wolfram) elastisch gestreuten
Elektronen erscheint das Kontrastierungsmittel im Bild dunkel. An Proteinstrukturen,
die nicht von Kontrastierungsmittel bedeckt sind, werden die Elektronen wegen der
geringeren Anzahl an Atomkernen vergleichsweise wenig durch elastische StoRRe
gestreut. Die Elektronen, die die Proteine ungestreut passieren, bedingen malgeblich
die Helligkeit der Abbildung.

2.17. Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Sofern nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Firmen Merck (Darmstadt)
oder Carl Roth GmbH (Karlsruhe) mit dem Renheitsgrad ,p.a“ oder ,reinst*
verwendet. Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg), New England Biolabs (Schwalbach) und MBI Fermentas (St. Leon
Rot) bezogen. Dartiber hinaus wurden Biochemikalien und Enzyme sowie spezielle

Produkte von folgenden Firmen benutzt:

AgarAids, Stansted, Essex, UK:
Komponenten des Spurr-Einbettungsharzes

Amersham Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg:
Agarose NA, Cover Fluid, DTT, Immobiline Dry Strips pH 3-10, IPG-Buffer 3-10,
LMW Calibration Kit

Biomol Feinchemikalien GmbH, llveshaim:
basisches Phenal, IPTG, X-Gd

Boehringer Mannheim GmbH, Darmstadit:
Ammoniumpersulfat, Ampicillin, RNase A, Shrimps Alkalische Phosphatase

Calbiochem-Novabiochem GmbH, Schwalbach:
Miracloth, Thiostrepton

Carl Roth GmbH, Karlsruhe:
30 % (w/v) Acrylamid + 0,8 % (w/v) Bisacrylamid, Ethidiumbromid, Glycin, Tris
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Difco Laboratories, Detroit, USA:
Agar, Hefeextrakt, Nutrient Broth, Trypton

Fluka Feinchemikalien, Buchs, Schweiz:
Glycerin, Natriumazid

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Eggenstein:
Oligonukleotide

MBI Fermentas, St. Leon Rot:
dNTPs, Tag-DNA-Polymerase, T4-DNA-Ligase, 100 bp-Ladder, 1 kb-Ladder

Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersal:
GN2 MicroPlates fur Gram-negative Bakterien

Millipore GmbH, Eschborn:
Amicon Centriplus-10 Concentrators, Amicon Centricon-10 Centrifugal Filter Devices,
Immobilon-P PV DF-Membran, Steritop-GP 500 ml Express (PES)-Membran

MWG-Biotech, Munchen:
Oligonukleotide

NEB, Schwalbach:
Mung Bean Nuklease, Alul-Methylase, Sssl-Methylase

Oxoid,Wesdl:
Oxoid-Agar Nr. 5

Pall Filtron, Dreieich:
Minisette Cassette 10 kDa Membrantyp: Omega

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen:
2 mm-Elektroporationskiivetten

QIAGEN GmbH, Hilden:
QIAquick Gel Extraction Kit, QIAex Gel Extraction Kit, QIAquick PCR Purification
Kit, QIAGEN Plasmid Midi Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit

Riedel-de-Haen AG, Seelze:
Aceton, Chloroform, Essigsaure, Ethanol, HCI, Isopropanol, NaOH

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg:

Bromphenolblau, BSA, Formvar (Polyvinylformaldehyd), Harnstoff, HEPES, Lysozym,
Kanamycin, Na-EDTA, Osmiumtetroxid, Phosphorwolframsaure, PIPES, SDS,
TEMED, Visking Dialysis Tubing 20/32

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen:
Chloramphenicaol, DTT, Formaldehyd, Endoproteinase Glu-C aus
Saphylococcus aureus V8, Tetracyclin
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Aufgrund der weiten Verbreitung von isoprenoiden Verbindungen, die insbesondere
von den Euphorbiaceae (Wolfsmilchgewéachsen) produziert werden, wurde ein
systematisches Screening Uber die Verbreitung von Naturkautschuk (NR) verwertenden
Bakterien durchgefuihrt. Dazu wurden verschiedene Boden- und Abwasserproben
européischer und asiatischer Standorte auf das Vorkommen NR-abbauender Bakterien
untersucht. 50 Naturkautschuk (NR)-abbauende Bakterien konnten isoliert und
aufgereinigt werden, die ale in der Lage waren, auf Agarplatten mit NR als einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen und eine Aufklarung um die Kolonien zu
bilden. 33 der 50 Bakterienstdmme wurden als Streptomyces-, 8 a's Micromonospor a-
und 1 als Microtetraspora-Species identifiziert, die Gbrigen konnten keiner bekannten
Gattung zugeordnet werden, gehérten jedoch auch zur Gruppe der Actinomyceten. Die
Untersuchung von 1220 Stdmmen aus verschiedenen Stammsammlungen auf NR-
Verwertung erbrachte nochmals 46 NR-Abbauer (Jendrossek et al., 1997). Auffdlig
war, dal? alle NR-abbauenden Organismen aus der Gruppe der Actinomyceten stammten
und trotz intensiver Suche kein Gram-negativer Kautschukabbauer gefunden werden
konnte. Somit blieb bis vor Kurzem der von Tsuchii & Takeda, 1990 beschriebene
Xanthomonas sp. 35Y der einzig bekannte Gram-negative NR-Abbauer. Dieser Stamm
wurde jedoch in keiner allgemein zuganglichen Stammsammlung hinterlegt. Inzwischen
allerdings konnte ein Pseudomonas aer uginosa-Stamm isoliert und identifiziert werden,
der ebenfalls zum NR-Abbau féhig ist, jedoch auf NR-Agarplatten keine Hofbildung
zeigt (Linos et al., 2000).

Die Untersuchung der isolierten Bakterien auf ihre morphologischen und
physiologischen Charakteristika lie3 zwei besonders hervortreten: en as
Sreptomyces griseus 1D bezeichneter Stamm, der sich durch seine offenbar konstitutive
Hofbildung auf NR-Agarplatten mit einer zweiten, wasserldslichen Kohlenstoffquelle
auszeichnete, und ein als Streptomyces coelicolor 1A bezeichneter Stamm, der eine
besonders starke Aufklarung des NR-Agars um die Kolonien herum zeigte. Diese
Organismen wurden daher fir die weiteren molekularbiologischen und
proteinbiochemischen Untersuchungen ausgewahlt. Wie bereits aufgrund von
Fitterungsexperimenten an Xanthomonassp. 35Y mit ‘20O-markiertem Sauerstoff

postuliert wurde, sollte es sich bei dem initialen, fir den NR-Abbau verantwortlichen
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Enzym um ene Polyisoprenoid-Dioxygenase handeln, da beide der markierten
Sauerstoff-Atome in den gebildeten Intermediaten nachzuweisen waren (Tsuchii &
Takeda, 1990) (Abb. 2). Der NR-Abbau ist somit strikt Sauerstoff-abhangig.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen sollte nun eine Identifizierung und Klonierung
der/des fir den NR-Abbau verantwortlichen Enzym(e)/Enzymkomplexes bzw.
dessen/deren Strukturgene sein.

cis-1,4-Polyisopren (NR)
R
R
CHs3 CHs3 CH3

intramolekulare Spaltung durch
Polyisopren-(Di-)Oxygenase

O
NN N /\/\/\/R
T T
CH3 CH3 CH3
Intermediat 1 Intermediat 2
(Keton) (Aldehyd)

Abb. 2:  Hypothetischer Mechanismus der initialen Spaltung von cis-1,4-Polyisopren
(NR) durch Xanthomonassp.35Y nach Tsuchii & Takeda, 1990,
modifiziert.

3.1 Abbau von NR durch StreptomycesgriseuslD und
Streptomyces coelicolor 1A

3.1.1. Charakterisierung von S. griseus1D und S. coelicolor 1A beim Wachstum
auf NR

Beim Wachstum von S. griseus 1D und S codlicolor 1A auf NR-Agarplatten tritt nach

3-4 Tagen ein NR-Abbau auf, was durch eine Hofbildung um die Kolonien herum

deutlich wird. Wie beim Wachstum dieser Organismen auf Mineralmedium mit

anderen, wasserl6slichen Kohlenstoffquellen auch, ist das gebildete Luftmyzel deutlich
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feiner und weniger stark ausgepragt als beim Wachstum auf Komplexmedien, wie z.B.
SM-Medium. Wahrend die Kolonien auf SM-Medium durch ein dichtes Luftmyzel
bedeckt sind, ist auf Mineramedium eine in konzentrischen Kreisen verlaufende
Sporenbildung zu beobachten (siehe auch Abb. 5, NR oder zum Vergleich (Spence &
van Niel, 1936)). Auch in Flissigkultur wird bei S. coelicolor 1A der Abbau von NR
durch Zugabe einer anderen verwertbaren Kohlenstoffquelle (z.B. Glucose) gehemmt,
wahrend bei S griseus 1D die NR-abbauende Aktivitét offenbar konstitutiv exprimiert
wird.

In Mineralmedium-Flussigkulturen mit NR als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle
wird bel beiden Organismen nach langerer Kultivierungsdauer mit abnehmender
Tribung des Mediums eine Ausflockung der Zellen sichtbar. Auf3erdem wird auf der
Oberfléache der Kulturen eine Sporendecke gebildet.

Eine elektronenmikroskopische Aufnahme eines negativkontrastierten Préparates von
S griseus 1D, gewachsen in NR-FUssigkultur, verdeutlicht, daf3 beim NR-Abbau ein
direkter Kontakt zwischen Myzel und Latexpartikeln vorhanden ist. Daher wurde davon
ausgegangenen, dald es sich beim dem fir den NR-Abbau verantwortlichen
Enzym/Enzymkomplex, nicht unbedingt um einen l6slichen Enzymkomplex handeln
mUfite, sondern es sich auch um ein zell- bzw. membrangebundenen Proteinkomplex
handeln kénnte.

Abb. 3:  Elektronenmikroskopische Aufnahme eines mit Phosphorwolframséure
negativkontrastierten Préparates von S griseus1D, das den direkten
Kontakt zwischen Myzel und Latexpartikel zeigt. Die Zellen wurden fur
8 Tage in Mineramedium mit 0,05 % (w/v) NR angezogen. Der Baken
entspricht 1 pum.
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3.1.2. Genetische Fixierung der NR-abbauenden Eigenschaften in S. griseus 1D
und S. coelicolor 1A
Um sicherzustellen, da3 es sich beim NR-Abbau durch S grissus1D und
S codlicolor 1A um eine genetisch zugéangliche Eigenschaft handelt, die auf einen
(komplexen) Abbauweg schliefien 1813, und nicht um eine nicht-spezifische oder nicht-
enzymatische Reaktion, verursacht durch gebildete Intermediate, wurde eine
ungerichtete Mutagenese mittels UV-Licht durchgefihrt. Sollte es sich bel der Fahigkeit
NR abzubauen um eine spezifische Eigenschaft handeln, wirde man Mutanten
erwarten, die nach UV-Bestrahlung ein verdndertes Abbauverhalten (verbesserter
Abbau, verminderter Abbau, kein Abbau) zeigen, jedoch ansonsten ein normales, d.h.

gegeniber dem Wildtyp unveréndertes Wachstumsverhalten aufweisen.

3.1.2.1. Herstellung von M utanten durch ungerichtete UV-Mutagenese

S griseus 1D und S coelicolor 1A wurden auf SM-Platten ausgestrichen und bis zur
Sporulation bel  30°C inkubiert. Die UV-Mutagenese der konzentrierten
Sporensuspensionen wurde wie unter 2.6.6. beschrieben, durchgefiihrt. Dabel wurden
von 0-20min in Zeitintervallen von 2 min jewells 2x 0,5ml Sporensuspension
entnommen, zur Vermeidung lichtabhéngiger Reparaturmechanismen dunkelgestellt
und mit 20 % (v/v) Glycerin bis 10°® verdiinnt. Jeweils 3 x 100 pl drei verschiedener
Verdunnungstsufen wurden auf SM-Platten ausplattiert und bis zur Sporulation der
Zellen bel 30°C inkubiert. Die angewachsenen Kolonien wurden ausgezahlt, in
Abhangigkeit von der Bestrahlungsdauer eine Absterbekurve aufgenommen (Abb. 4)
und die Absterberaten bestimmit.
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Abb. 4: Dosis-abhangige Absterbekurve von S griseus 1D und S coelicolor 1A
nach Bestrahlung mit UV-Licht.

Aus den Daten der Absterbekurve wurden folgende Absterberaten ermittelt:
S griseus 1D: - 0,41/ min
S coelicolor 1A: - 0,19/min

Anhand der mehr als doppelt so hohen Absterberate von S griseus 1D wird deutlich,
dai3 dieser Stamm anscheinend wesentlich empfindlicher auf UV-Strahlung reagiert als
S coelicolor 1A.

3.1.2.2. Phanotyp der durch UV-Mutagenese erzeugten Mutanten von
S. griseus 1D und S. coelicolor 1A
Aus entsprechenden Verdinnungsstufen der Zeitpunkte, an denen 99,9 % aller Sporen
abgetotet worden waren, d.h. fir S griseus 1D nach 16 min und fir S coelicolor 1A
nach 24 min, wurden mehrmals je 100 pl auf NR-Agarplatten ausplattiert und auf einen
verdnderten Phanotyp im NR-Abbau untersucht. Von etwa 27.000 Kolonien von
S griseus 1D waren 78 Mutanten nicht mehr in der Lage auf NR einen Hof zu bilden
und somit als Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen. 2 Mutanten dagegen zeigten
eine verstarkte Hofbildung bzw. eine deutlichere Aufklarung. Fur S coelicolor 1A

wurden ca. 10.700 Kolonien untersucht, von denen 132 Mutanten nicht zum NR-Abbau
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befahigt waren. Andererseits bildeten nur 4 Mutanten einen gréf3eren Aufklarungshof
bzw. eine deutlichere Aufklarung.

Um weitestgehend ausschlief3en zu kdnnen, dal3 ein nicht unmittelbar am NR-Abbau
beteiligter Faktor, beispielsweise im allgemeinen Protein-Sekretionsapparat der Zelle,
fUr den aufgetretenen negativen Phanotyp im NR-Abbau verantwortlich ist, wurden alle
Mutanten zusétzlich auf ihren Phanotyp beim Wachstum auf Casein, Starke und PHB
getestet. Alle diese Polymere werden von beiden Spezies ebenfalls durch extrazellulére
Enzyme (Protease, a-Amylase, Depolymerase) angegriffen, so dald man davon
ausgehen kann, daf3, wenn die Mutanten noch in der Lage sind, diese Polymere
abzubauen, der allgemeine Sekretionsapparat flr extrazellulare Enzyme nicht betroffen
sein durfte. 4 der 78 S griseus 1D-Negativmutanten (S griseus 1D-L-M1-4) und 1 der
132 S. coelicolor 1A-Negativmutanten (S coelicolor 1A-L-M1) konnten jedoch nur
noch Casein, Stéarke und PHB in zum Wildtyp vergleichbarer Weise nutzen. Das
bedeutet, dal3 fir S grissuslD mit ener Frequenz von 0,015% und for
S codlicolor 1A mit einer Frequenz von 0,01 % Mutanten auftraten, die offenbar einen
spezifischen Defekt im NR-Abbau aufwiesen. Beide S griseus 1D-Gewinnmutanten
(S griseus 1D-L*-M4 und -M6) konnten Casein und Starke in zum Wildtyp
vergleichbarer Weise nutzen, wahrend 1 Mutante (S. griseus 1D-L*-M6) PHB hingegen
nur noch sehr schwach abbauen konnte. Auch die Gewinnmutanten von
S codlicolor 1A konnten alle Casein vergleichbar gut wie der Wildtyp hydrolysieren,
wahrend jedoch 1 Mutante (S coelicolor 1A-L*-M3) einen signifikant verringerten
Abbau von Stiarke und 3 Mutanten (S coelicolor 1A-L*-M1, -M2 und -M4) einen
signifikant verringerten Abbau von PHB aufwiesen. Alle Mutanten mit
beeintrachtigtem PHB-Abbau (S. griseus 1D-L*-M2, S codlicolor 1A-L*-M2-4) zeigten
aulBerdem auf diesem Medium ein sehr diffuses Wachstum. Nur for S griseus 1D
konnte aso eine Mutante erzeugt werden, die eine stérkere Hofbildung auf NR-
Agarplatten bewirkte, ansonsten jedoch ein mit dem Wildtyp vergleichbares
Abbauverhalten aufwies.
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Tabelle4:  Phanotyp der Mutanten von S griseus1D und S coelicolor 1A beim
Wachstum auf NR-, Stérke-, Casein- und PHB-Agarpl atten.

Mutanten NR Stérke Casein PHB

S griseus 1D-L-M1-M4 - + + +

S griseus 1D-L*-M4 ++ + + +

S griseus 1D-L*-M6 ++ + + +/-

S codlicolor 1A-L-M1 - + + +

S codlicolor 1A-L*-M3 ++ +/- + +

S codlicolor 1A-L*-M1, -M2, -M6 ++ + + +/-

+ , Hydrolyse/Abbau vergleichbar mit dem Wildtyp; ++ , gegeniber Wildtyp verbessertelr
Hydrolyse/Abbau; +/- , gegeniber Wildtyp signifikant reduzierte/r Abbauw/Hydrolyse; - , kein/e

Abbau/Hydrolyse; Veranderungen von Abbau/Hydrolyse wurden anhand der durchschnittlichen
HofgrofRe bestimmt.

Im Folgenden wurden jedoch von jedem Stamm nur jeweils eine Verlust- (1D-L-M1
bzw. 1A-L-M1) und eine Gewinnmutante (1D-L*-M1 bzw. 1A-L*-M1) fir weitere
Experimente verwendet, die in Abb.5 fir S grissus1D und dessen Mutanten
exemplarisch dargestellt sind. S coelicolor 1A und dessen Mutanten zeigten beim
Wachstum auf NR-, Stérke-, Casein- und PHB-Agarplatten einen vergleichbaren
Phanotyp.
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Abb. 5:

Casain PHB

Phanotyp  von S griseus 1D (Wildtyp), S griseus1D-L-M1
(Negativmutante M1) und S. griseus 1D- L*-M1 (Gewinnmutante G1) beim
Wachstum auf NR-, Stérke-, Casein- und PHB-Agarplatten nach 4-5 Tagen
Inkubation bei 30°C. Waéhrend beim Wachstum auf NR deutliche
Unterschiede in der Hofgrole zwischen Wildtyp und den Mutanten
auftraten, sind beide Mutanten in der Lage Stérke, Casein und PHB
vergleichbar gut zu verwerten wie der Wildtyp.
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3.1.3. Strategien zur Klonierung der Strukturgene der potentiellen Polyisopren-
Dioxygenase aus S. griseus 1D und S. coelicolor 1A

Fur die Klonierung der potentiellen Polyisopren-Dioxygenase standen zundchst zwei
Moglichkeiten zur Auswahl, die Klonierung in E.coli oder in einem anderen
Streptomyceten, z.B. S lividans. Zwar bot die Klonierung in E. coli den Vortell relativ
schnell und einfach vonstatten gehen zu konnen, jedoch war zur Feststellung der
erfolgreichen Klonierung eine heterologe Expression des betreffenden Gens, die zu
einer phanotypisch sichtbaren Hofbildung fahrt, notwendig. Eine Expression der
typischerweise sehr (G+C)-reichen Streptomyces-DNA in E. coli ist alerdings nicht
unbedingt gewéhrleistet. Die meisten Streptomyceten-Promotoren werden in E. coli
nicht transkribiert (Bibb & Cohen, 1982; Jaurin & Cohen, 1984). AulRerdem bestand das
Problem der unterschiedlichen Zellwand-Struktur, so da3 selbst bei erfolgreicher
Expression nicht zwingend auch eine Sekretion des gebildeten Proteins stattfinden
multe. Daher wurde der Weg der Klonierung in S lividans 1326 gewahlt. Der
Organismus wéchst relativ schnell, sporuliert gut und zeigt normalerweise keine
Restriktion von DNA anderer Streptomyces-Spezies. Auch kann aus E. coli isolierte
Plasmid-DNA direkt in S. lividans tbertragen werden. Als Klonierungsvektor diente das
5,7 kb-Sreptomyces-Plasmid  plJ702 (Katz et al., 1983), ein Derivat des
Multicopyplasmides plJ101, das einen weiten Wirtsbereich aufweist. plJ702 verfugt
neben einer Thiostrepton-Resistenz (tsr) Uber ein Tyrosinasegen (mel), das dem Wirt
beim Wachstum auf Tyrosin-haltigen Medien durch die Melaninbildung eine dunkle
Koloniefarbe verleiht. Die Klonierung von Fremd-DNA in die singuléren Schnittstellen
innerhalb des Tyrosinasegens (Bglll, Sphl und Sstl) fuhrt dann zu phanotypisch leicht
erkennbaren weil3en Kolonien.

Da bekannt war, dal? bestimmte DNA-Fragmente in einem Vektor stabil sind, in eéinem
anderen hingegen nicht (Hopwood et al., 1985), wurde ein zweiter Klonierungsvektor
eingesetzt. Obwohl eine gewisse Instabilitét von Shuttle-Vektoren in Streptomyceten
beobachtet worden war (Hopwood et al., 1985), wurde der E. coli-Streptomyces-Shuttle-
Vektor pWHM3BE (Borovoc und Schrempf, unvertffentlicht) verwendet, denn dieser
Vektor bot den Vorteill der Errichtung einer Genbank in E. coli mit anschlief3ender
Transformation in S. lividans. Es handelt sich dabei um ein 7,1 kb-Plasmid, welches ein
Derivat von pWHM3 (Vara et a., 1989) darstellt, in dem die BssHII- und Espl-
Schnittstellen deletiert wurden. Der Vektor verfigt neben dem Thiostrepton-
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Resistenzgen tber eine Ampicillin-Resistenz und das lacZ-Fragment zur chromogenen
Selektionin E. coli (Vieira& Messing, 1982).

3.1.3.1. Konstruktion einer Genbank von S. griseus 1D in S lividans
Entsprechend der Klonierungsstrategie (s.3.1.3.) wurde chromosomale DNA aus
S griseus 1D wie unter 2.7.5.2. beschrieben, isoliert, mit dem Restriktionsenzym Mbol
bzw. Sau3Al partiell verdaut (s. 2.9.1) und auf ein praparatives Agarosegel aufgetragen.
Nach Aussschneiden der GrofRenfragmente von 4-10 kb unter UV-Licht wurden diese
mit Hilfe des QIAex Gel Extraction Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) nach
Herstellerangaben aus dem Gel eluiert und aufgereinigt (s. 2.7.6.).

Die Vektoren plJ702 bzw. pWHM3BE wurden ebenfalls einem Restriktionsverdau
unterzogen (s. 2.9.1.), wobei zur Linearisierung von plJ702 Bglll und von p?WHM3BE
BamHI verwendet wurde. Im Anschlu® daran wurden die Plasmide mit Shrimps
Alkalischer Phosphatase dephosphoryliert (s. 2.9.2) und auf ein préparatives Agarosegel
aufgetragen. Um ausschliefdlich linearisierte Plasmid-DNA zur erhalten, wurde die
Bande des linearisierten Vektors unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels QIAquick
Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) nach Herstellerangaben aus dem Gel
eluiert und aufgereinigt (s. 2.7.6).

Nach der Ligation (s. 2.9.3) zwischen Vektor- und Insert-DNA (chromosomale DNA-
Fragmente) wurde der Ansatz zur Reduzierung des Volumens einer Butanolfallung
unterzogen und in Protoplasten von S. lividans 1326 transformiert (s. 2.10.5). Nach der
Sporulation der Zellen (2-3d) wurden die Transformanten zur Selektion potentieller
Positivklone auf Mineralmedium mit 0,05 % Hefeextrakt und 0,2 % NR gepickt bzw.
gestempelt und bis zu 2 Wochen bei 30°C inkubiert.

Uberraschenderweise wurden trotz zahlreicher Transformationsversuche niemals mehr
als 50 Transformanten/Platte erhalten, so dal3 insgesamt fur plJ702 nur etwa
8.200 Klone und fur p?WwHM3BE ca. 2.400 Klone getestet werden konnten. Auch war
die phéanotypische Unterscheidung von Insert-tragenden Klone von reinen Vektor-
Transformanten ein Problem, da S lividans 1326 auch tber ein chromosomal codiertes
Tyrosinasegen verfigt und somit selbst rekombinante Transformanten eine braune
Koloniefarbe aufwiesen. Eine Uberprifung einzelner Transformanten durch
Plasmidpraparation ergab, dal3 nur etwa 1/5 aller Klone ein rekombinantes Plasmid
enthielten.
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Auch ein Wechsel des Klonierungswirtes, d.h. die Verwendung von S lividans TK23,
der im Gegensatz zu S lividans 1326 nicht die nattrlichen Plasmide SLP2 und SLP3
besitzt und auch etwas einfacher zu protoplastieren war, brachte keine verbesserten

Transformationsraten.

3.1.3.2. Komplementation der NR-Negativmutanten von S.grissus1D und
S. coelicolor 1A bzw. Transposonmutagenese der Wildtyp-Stamme
Als Alternative zur Errichtung einer Genbank von S griseus 1D in S lividans sollte
durch Komplementation der mittels UV-Mutagenese erhaltenen Negativmutanten eine
Wiederherstellung des Wildtyp-Phanotyps erreicht werden. Aullerdem sollte eine
Transposonmutagenese der Wildtyp-Stamme durchgefiihrt werden. Da jedoch fur die
Transformation von Streptomyceten eine Protoplastierung dieser Voraussetzung ist,
damit sie DNA aufnehmen konnen, mufe zuerst eine Protoplastierung von
Sgrissus1D bzw. 1D-L-M1 und S codlicolor 1A bzw. 1A-L-M1 durchgefihrt
werden.
Fur S coelicolor 1A und dessen Negativmutante S. coelicolor 1A-L-M1 konnte trotz
Variation der Anzuchtbedingungen (Medienzusammensetzung und Anzuchtdauer),
Verwendung anderer Zellwand-angreifender Enzyme (Novozym, Mutanolysin),
Verlangerung der Protopl asti erungsdauer oder Veranderung der
Protoplastierungstemperatur keine erfolgreiche Protoplastierung bewirkt werden. Somit
war es auch nicht moéglich zu testen, ob S coelicolor 1A und 1A-L-M1 in der Lage
sind, Plasmid-DNA aufzunehmen. Zur Protoplastierung von S griseus 1D und 1D-L'-
M1 wurden diese in TSB-Medium unter Zusatz von MgCl,, Glycin und PEG 8000 wie
unter 2.10.1.2. beschrieben, angezogen. Durch Zugabe von 1 mg Lysozym/ml P-Puffer
konnte innerhalb von 30-60 min bei 30°C eine Protoplastierung der Zellen erreicht
werden. Zwar war die Ausbeute an Protoplasten mit 10>-10%ml nur relativ gering im
Vergleich zu S lividans (10°-10"%/ml), jedoch standen zumindest Protoplasten fir
Transformationsexperimente zur Verfiigung.
Um zunéchst die Transformationseffizienz einschétzen zu konnen, wurde versucht,
plJ702 bzw. pWHM3BE in die S grissus1D- und 1D-L-M1-Protoplasten zu
Ubertragen. Dazu wurde wie unter 2.10.5. beschrieben, vorgegangen. Allerdings konnte
trotz zahlreicher Versuche keine Aufnahme der Plasmide erzielt werden.

Aus Experimenten mit dem Stamm S griseus DSM 40236 in der Arbeitsgruppe von
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Prof. Dr. W. Piepersberg an der Universitét GH Wuppertal war jedoch bekannt, dal3 aus
unbekannten Grinden oftmals eine DNA-Aufnahme durch S griseus nur stattfand,
wenn die zu Ubertragende DNA aus einer A-Faktor- und Streptomycin-negativen
Mutante (M881) von S. griseus DSM 40236 stammte (Thamm, personliche Mitteilung).
Daher wurde die Vektoren plJ702 und pWHM3BE zuvor in die Mutante M881
transformiert, aus dieser durch Plasmidprdparation isoliert und in S griseus 1D und
1D-L"-M1 transformiert. Doch auch dieser Versuch der Transformation war nicht
erfolgreich.

Ein weiteres Problem bel der Transformation von DNA in Streptomyceten konnte darin
bestehen, dal? die eingebrachte Plasmid-DNA aufgrund ihres Methylierungsmusters als
Fremd-DNA angesehen und daher durch zelleigene Restriktionsendonukleasen verdaut
wurde (Cox & Baltz, 1984; Kakinuma et al., 1990; Lomovskaya et a., 1980; Roberts,
1983). Aus diesem Grund wurde mit den Vektoren plJ702 und pWHM3BE, sowie
pJOE2448 und pJOE2577 eine invitro-Methylierung mit  zelleigenen
Methyltransferasen und kommerziell erhdtlichen Methylasen durchgefihrt (s. 2.9.5.).
Allerdings konnten auch mit dieser Methode keine Transformanten erhalten werden.
Eine Alternative zur invitro-Methylierung der eingebrachten Plasmid-DNA war die
Isolierung dieser aus methylierungsdefekten Stdammen. Jedoch stand kein
methylierungsdefekter Streptomyces-Stamm, sondern nur die methylierungsdefekten
E. coli-Stadmme JIM110 und SCS110 zur Verfigung, so dal3 nur das Plasmid
pPWHM3BE bzw. die Transposonvektoren pJOE2448 und pJOE2577, isoliert aus diesen
E. coli-Defektmutanten, fur die Transformation von S griseus1D und 1D-L-M1
eingesetzt werden konnten. Erwartungsgemald wurde auch diese unmethylierte DNA
nicht aufgenommen. Eine Hitzebehandlung der Protoplasten, die eine Attenuation des
Restriktions-/Modifikationssystems bewirkt (Baily & Winstanley, 1986; Engel, 1987,
Kakinumaet a., 1990; Kakinumaet al., 1991), war ebenfalls ohne Erfolg.
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Tabelle5: Zusammenfassung der  Ergebnisse der  Protoplastierungss  und
Transformationsversuche von S griseus1D, 1D-L-M1, S codlicolor 1A

und 1A-L-M1.
Stamm Protoplastierung Transformation
Aufnahme
methylierter pDNA | unmethylierter pDNA
S lividans (Kontrolle) + + +
S griseus 1D + - -
S griseus 1D-L-M1 + - -
S coelicolor 1A - ? ?
S codlicolor 1A-L-M1 - ? 2

+, Protoplastierung/Transformation erfolgreich; - , Protoplastierung/Transformation nicht erfolgreich; ? ,
unbekannt, ob Transformation moglich, da keine Protoplastierung erreicht

Eine weitere Mdglichkeit Plasmid-DNA in Streptomyceten zu Ubertragen, ist die
Konjugation. Dazu wurde der Vektor pPM803 verwendet (Mazodier et al., 1989).
pPM803 ist ein 10,5 kb-grofRes Plasmid, das neben dem origin of transfer (oriT) des
IncP-Plasmids RK2, der fir eine konjugative Ubertragung unerlallich ist, tber eine
Neomycin-Resistenz, die eine Selektion sowohl in Gram-negativen wie auch in Gram-
positiven Bakterien erlaubt, sowie Uber eine Thiostrepton-Resistenz verfigt. Aul3erdem
besitzt der Vektor den Replikationsursprung (oriR) des Streptomyceten-Plasmids
plJ101. Um einen konjugativen Transfer beider Vektoren zu erreichen, mufdten die tra-
Gene des RP4-Plasmids in trans zur Verfigung stehen. Dazu wurde der Vektor in
E. coli S17-1 transformiert, der eine chromosomale Integration dieses Plasmides besitzt
und somit die tra-Funktionen bereitstellt.

Die Konjugation zwischen E. coli S17-1, der das entsprechende Plasmid enthielt, und
dem Rezipienten wurde as spot-mating wie unter 2.10.9. beschrieben, durchgefihrt.
Nachdem der Donor durch sanftes Waschen mit LB-Medium entfernt worden war,
wurden die Platten getrocknet und mit 1 ml LB-Medium mit 100 ug Neomycin und
200 pg Nalidixinsdure Uberschichtet. Nalidixinsaure unterbindet die DNA-Synthese in
E. coli, die fur einen konjugativen Transfer essentiell ist, so dal3 aufgrund einer
natirlichen Resistenz der Streptomyceten eine Selektion gegen den sensitiven Donor
moglich ist.

Wahrend ein konjugativer Transfer von Plasmid-DNA von E. coli nach S lividans
erzielt werden konnte, wurden fir S grisseus1lD und S coelicolor 1A keine
transkonjuganten Kolonien gebildet, so da die Vermutung nahe liegt, dal?
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S griseus1D-L-M1 und S coelicolor 1A-L-M1 zumindest unter den getesteten
Bedingungen nicht zur Konjugation beféhigt sind.

Aufgrund der Schwierigkeiten bel der Klonierung der fir den NR-Abbau codierenden
Strukturgene, wurden zur Identifizierung der NR-abbauenden Aktivitédt in S griseus 1D
und S coelicolor 1A weltere Untersuchungen auf proteinbiochemischer Ebene
durchgefhrt.

3.1.4. Proteinbiochemische Untersuchungen zum Wachstum von S. griseus 1D,
dessen Mutanten und S.codlicolor 1A und dessen Mutanten auf
ver schiedenen Kohlenstoffquellen

Um auf proteinbiochemischer Ebene Aussagen Uber das fir den NR-Abbau

verantwortliche Enzym oder Enzymsystem machen zu konnen, wurden sowohl die

Wildtyp-Stamme als auch die durch UV-Mutagenese erzeugten Negativ- und

Gewinnmutanten in Flussigkultur auf NR angezogen. Dazu wurden die Stdmme in

Schlegel-Mineramedium (s. 2.2.2.) mit 0,2 % (w/v) NR wie unter 2.5. beschrieben,

angezogen. Nachdem die anféanglich durch den NR verursachte Tribung der Kultur

abgenommen und die Streptomyceten gut angewachsen waren, wurden die Kulturen
geerntet, der Uberstand sterilfiltriert, gegebenenfalls durch Ammoniumsulfatfallung

[90 % (w/v)] oder Ultrafiltration auf 1/100 des Ausgangsvolumens eingeengt und bel

4°C gelagert. Der Kulturlberstand wurde zunéachst einem Aktivitatstest (Tropftest) auf

NR-Agarplatten unterzogen, welcher jedoch stets, auch nach verlangerter

Inkubationszeit (bis zu 1 Woche) bei 30°C, negativ ausfiel. Auch der Zusatz von

verschiedenen Metallionen (Mn, Fe, Cu, Zn, etc.), die typischerweise fur die Aktivitét

von Oxygenasen notwendig sind (Harayama et al., 1992; Maeng et a., 1996), hatte
keinerlei Effekt. Allerdings konnte oftmals auch fir Dioxygenasen aus anderen

Organismen, bedingt durch die Instabilitét dieser Enzyme, keine Aktivitat gemesssen

werden (Bloch & Hayaishi, 1966; Hayaishi, 1962; Schwartz et a., 1997).

Daher wurden Aliquots der eingeengten Kulturiibersténde auf ein 10 %iges (w/v) SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Referenz wurden Proben der Uberstande von

Kulturen, die auf 0,5 % (w/v) Glucose bzw. auf 0,5 % (w/v) Glucose + 0,2 % (w/v) NR

gewachsen waren, mitgefuhrt. Durch Vergleich des Proteinbandenmusters zwischen

Glucose- und/oder NR-gewachsenen Kulturen sowie zwischen Wildtyp und Mutanten

sollte ein potentielles Protein identifiziert werden, dald spezifisch beim Wachstum auf



3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 78

NR gebildet wird und somit am NR-Abbau beteiligt sein durfte. Wie in Abb. 6
dargestellt, zeigte sich jedoch, dal? das extrazelluldre Proteinmuster aler drei Stamme
(Gewinnmutante 1D-L*-M1, Wildtyp1D und Negativmutante 1D-L-M1) im
Wesentlichen Ubereinstimmte. Es konnte trotz zahlreicher Experimente kein Protein
entdeckt werden, dal3 beim Wachstum auf Glucose nicht vorhanden, hingegen beim
Wachstum auf NR bzw. Glucose + NR exprimiert wurde. Die Negativmutante
S griseus 1D-L"-M1 konnte auf NR als einziger Kohlenstoffquelle kaum wachsen, so
dal’3 dementsprechend wenig extrazelluléres Protein gebildet wurde, was die Aussage
zusétzlich erschwerte. Zu beobachten war jedoch, da3 das Bandenmuster im SDS
PAGE, obwohl die Kulturen immer gleich behandelt wurden, variierte. Dieses legte die
Vermutung nahe, dal3 das gesuchte Enzym unter den Versuchsbedingungen nicht stabil

war, so dal3 es spontan zerfiel und somit auch keine Aktivitéat mef3bar war.
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Abb.6: 10 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgel von durch Ultrafiltration
aufkonzentrierten Kulturiberstdnden ~ von S griseus 1D-L*-M1,
S griseus 1D und S. griseus 1D-L™-M1, die in Schlegel-Mineramedium mit
0,5% (w/v) Glucose, 05 % (w/v) Glucose + 0,2% (w/v) NR oder
0,2 % (w/v) NR als Kohlenstoff- und Energiequelle gewachsen waren. Pro
Spur wurden etwa 2,3 g Protein aufgetragen, die Proteine wurden durch
Silberférbung sichtbar gemacht. Durch Vergleich des Proteinbandenmusters
zwischen Wildtyp und Mutanten sowie zwischen Glucose und/oder NR-
gewachsenen Kulturen, konnte kein spezifisch beim Wachstum auf NR
exprimiertes Protein identifiziert werden.
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Da im Elektronenmikroskop ein direkter Kontakt zwischen Myzel und Latex gezeigt
werden konnte, wurde die Moglichkeit eines zell- bzw. membrangebundenen Proteins
nicht ausgeschlossen. Daher wurde das Zellpellet verschiedenen Extraktionen
unterzogen (mit Ethanol, Propanol, Butanol oder Detergenzien) oder auch zur Abldsung
der Proteine mit Ultraschall behandelt. Der zellfreie Uberstand wurde anschlief}end
eingedampft und der Ruckstand in 10mM Trig/HCI, pH 7,5 resuspendiert. Dieses
Extrakt wurde ebenfalls einem Aktivitdistest (Tropftest) auf NR-Agarplatten
unterzogen. Doch dieser Test war, wie schon fir den zellfreien Uberstand, in alen
Falen negativ und auch der Zusatz von verschiedenen Metallionen (Mn, Fe, Cu,
Zn, etc.) hatte keinen positiven Einflull. So wurden die Zellextrakte auf ein
10 %iges (w/v) SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und untereinander verglichen
(Abb. 7). Aufgrund der z.T. recht zahlreichen Proteinbanden konnte auch in den
Zellextrakten kein am NR-Abbau beteiligtes Enzym identifiziert werden.
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Abb.7:  10% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel von mit Detergenz behandelten
Zellextrakten von S griseus 1D-L*-M1, S griseus 1D und S. griseus 1D-L -
M1, die in Schlegel-Mineralmedium mit 0,5 % (w/v) Glucose, 0,5 % (w/v)
Glucose + 0,2% (w/v) NR oder 0,2% (w/v) NR as Kohlenstoff- und
Energiequelle gewachsen waren. Pro Spur wurden etwa 2,1 ug Protein
aufgetragen, die Proteine wurden durch Silberférbung sichtbar gemacht.
Durch Vergleich des Proteinbandenmusters zwischen Wildtyp und
Mutanten sowie zwischen Glucose und/oder NR-gewachsenen Kulturen,
konnte kein spezifisch beim Wachstum auf NR exprimiertes Protein
identifiziert werden.

Die bislang erlauterten Experimente wurden analog auch fur S. coelicolor 1A und deren
Mutanten S coelicolor 1A-L*-M1 und S coelicolor 1A-L-M1 durchgefuhrt und
erbrachten vergleichbare Ergebnisse, so dald im Detail nicht weiter darauf eingegangen

wird.
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3.2. NR-Abbau durch Xanthomonas sp. 35Y

3.2.1. Taxonomische Einordnung des als Xanthomonassp. 35Y beschriebenen
Stammes
Die taxonomische Klassifizierung des bis dahin einzig bekannten Gram-negativen NR-
abbauenden Bakteriums Xanthomonas sp. 35Y durch Tsuchii & Takeda, 1990 erfolgte
aufgrund morphologischer und physiologischer Merkmale. So wurde es as ein Gram-
negatives, 0,6 X 3-5 um grofes, strikt aerobes Stdbchen mit 1-2 polaren Geil3eln, dasein
wasserunl dsliches gelbes Pigment bildet, beschrieben. Im Vergleich fir die in Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology fur Xanthomonaden charakteristische Zellgrofie
von 0,4-0,7 x 0,7-1,8 um war das Bakterium doch recht grof3. Daher wurde zunachst
eine genauere taxonomische Beschreibung des Organismus anhand morphologischer,

wie auch physiologischer und molekularbiol ogischer Untersuchungen durchgefthrt.

3.2.1.1 Taxonomische Einordnung des Stammes aufgrund mor phologischer,
physiologischer und biochemischer Merkmale
Mittels physiologischer Tests, sowie makroskopischer, mikroskopischer und
el ektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde zunéchst eine Charakterisierung des
Organismus und ein Vergleich zu den in Bergey's Manua of Determinative
Bacteriology fur Xanthomonaden charakteristischen Merkmalen vorgenommen (s. auch
Tabelle 6). Zell- und Koloniegrofe sowie Pigmentbildung von Xanthomonas sp. 35Y
waren stark mediumabhangig. Wéahrend die Zellen beim Wachstum auf NB-Medium
0,4-0,6x 1,9-28um gro3 waren, betrug die ZelgroRe be Wachstum auf
Mineralmedium mit einer verwertbaren Kohlenstoffquelle 0,2-0,47 x 1,7-3,0 um. Auf
NB-Agar (oder Kings B-Medium) bildete Xanthomonas sp. 35Y gelbe, leicht glanzende
Kolonien, die etwas erhaben waren, aber keinen ausgefransten Rand besal3en und im
Gegensatz zu Xanthomonas-Kolonien nicht weich und schleimig waren. Auf
Mineralmedien mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen war die Koloniemorphologie
vergleichbar, jedoch waren die Kolonien etwa 1/3 kleiner. Auch die Pigmentierung von
Xanthomonas sp. 35Y war auf NB- oder KingsB-Medium wesentlich stérker
ausgepragt a's auf Mineramedium mit einer geeigneten Kohlenstoffquelle. Eine Gram-
Farbung, sowie elektronenmikroskopische Aufnahmen bestédtigten den bereits von
(Tsuchii & Takeda, 1990) bestimmten Gram-negativen Zellwandtyp (Abb. 8). Genau
wie Xanthomonas-Stamme waren die Stabchen-formigen Zellen durch 1-2 polare
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Gell3en beweglich, verfugten jedoch im Gegensatz zu Xanthomonaden zusétzlich noch
Uber enen polaren  Fimbrien-/Pilischopf  (Abb.9b).  Sporen, Kapseln,
Zellverzweigungen oder PHB-Einschltisse (Abb. 8 und 9) konnten nicht nachgewiesen

werden.

Abb. 8:  Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Ultradinnschnittes von
Xanthomonas sp. 35Y, die den Gram-negativen Zellwandtyp, sowie das
Fehlen von Einschluf3kdrpern verdeutlicht. Der Balken entspricht 0,25 pm.

ADbb.9:  Elektronenmikroskopische Aufnahmen von mit Phosphorwolframsdure
negativkontrastierten Prdparaten von Xanthomonassp. 35Y, die die
Zellform und -grof3e, sowie die polare Begeil3elung und den Fimbrien- bzw.
Pilischopf zeigen. Die Balken entspechen jeweils 0,5 um.
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Zu den weiteren Gemeinsamkeiten von Xanthomonassp. 35Y und der Gattung
Xanthomonas zéhlen die aerobe und strikt respiratorische Energiegewinnung, sowie das
Ausbleiben von Denitrifikation oder Nitratreduktion. Auf3erdem wurde wie in
Xanthomonaden keine Indolbildung aus Tryptophan, Glucose-Fermentation oder
Gashildung aus Glucose beobachtet. Auch das Wachstum von Xanthomonas sp. 35Y
konnte durch Zugabe von 0,1 % (w/v) 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid gehemmt
werden, wie es bel Xanthomonaden der Fall ist. Eine Fettsdureanalytik, durchgefihrt
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in
Braunschweig, ergab, da3 Xanthomonassp.35Y das typische iso/anteiso-
Fettsauremuster kombiniert mit 2- und 3-Hydroxy-Fettsauren aufwies, wie es fir
Spezies der Gattung Xanthomonas diagnostisch ist. Jedoch konnte der Organismus
keiner Xanthomonas-Spezies zugeordnet werden, da zu den Datenbankeintragen der
Xanthomonaden signifikante quantitative Unterschiede bestanden. Weiterhin zeigte
Xanthomonas sp. 35Y im Gegensatz zur Gattung Xanthomonas ene negative Katal ase-
und positive Oxidase-Reaktion. Im Vergleich zu Xanthomonaden, die bei Temperaturen
von 25-39°C wachsen, war Xanthomonas sp. 35Y in der Lage auch noch bei 41°C zu
wachsen, jedoch nicht mehr bei 4°C und 45°C. Ein ebenfals deutlicher Unterschied
konnte beim G+C-Gehalt von Xanthomonas sp. 35Y festgestellt werden. Wahrend der
G+C-Gehalt von Xanthomonaden zwischen 63 und 71mol% liegt, besitzt
Xanthomonas sp. 35Y nur 60,94 + 0,4 mol% G+C.
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Tabdle6:

Vergleich der phéanotypischen und physiologischen Charakteristika von

Xanthomonas sp. 35Y und der Gattung Xanthomonas nach (Holt et al.,

1994).

Charakteristika

Xanthomonas sp. 35Y

Xanthomonas

Z€lgroie
Gram-Férbung

Katalase

Oxidase

Sporenbildung
Kapselbildung
Verzweigung
PHB-EinschlUsse
Beweglichkeit
Gegeilelung
Fimbrien/Pili
Pigmentbildung auf
Kings B-Medium
Schleimiges  Wachstum  auf
zuckerhaltigen Medien
Wachstum bei:

4°C

25°C

30°C

37°C

41°C

45°C

Wachstum auf:

0,8 % NaCl

3 % NaCl

5% NaCl

7 % NaCl

Respiration
Indolbildung
Glucose-Fermentation
Gashildung aus Glucose
Nitratreduktion
Denitrifikation
Inhibition durch 0,1 % (w/v)
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
G + C-Gehalt (mol%)

0,2-0,6 x 1,7-3,0 um

1 polare Geil3
+
+

strikt aerob

60,94 + 0,4

0,4-0,7 x 0,7-1,8 um

+
- oder (+)

+
1-2 polare Geil¥n

+

+

strikt aerob

63-71

+, positiv ; (+) , schwach positv; -, negativ

Nachdem nun gravierende morphologische und physiologische Unterschiede von
Xanthomonas sp. 35Y zu anderen Xanthomonas-Spezies festgestellt worden waren,
sollte anhand des Substratspektrums eine Klassifizierung vorgenommen werden. Dazu
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wurden sowohl GN2 MicroPlates zur ldentifizierung Gram-negativer Bakterien der
Firma Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel verwendet, als auch, wie unter 2.2.
beschrieben, hergestellte Medien. Xanthomonas sp. 35Y und zum Vergleich der Typ-
Spezies der Gattung Xanthomonas, X. campestris pv. campestris, wurden auf NB-
Medium angezogen, die Zellen abzentrifugiert und mit steriler Saline auf eine ODggo
von 0,3 eingestellt. Jeweils 150 ul dieser Zellsuspensionen wurden in eine Vertiefung
der GN2 MicroPlate gegeben. Alternativ wurde von dieser Zellsuspension auf die
hergestellten Agarplatten ausgestrichen. Die Inkubation sowohl der MicroPlates als
auch der Agarplatten erfolgte bei 30°C. Eine Verwertung der angebotenen
Kohlenstoffquelle wurde in den MicroPlates durch eine Farbreaktion angezeigt, wobei
anhand der Intensitét der Verfarbung zwischen positiver und schwach positiver
Reaktion unterschieden wurde.

Parallel dazu wurden beide Stdmme auf ihre Fahigkeit zur Hydrolyse bzw. zum Abbau
verschiedener Polymere (s.2.2.4.) und zur Saurebildung beim Wachstum auf
verschiedenen Zuckern (s. 2.2.3.) getestet. In Tabelle7 sind die Ergebnisse dieser
Substrattests dargestel|t.
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Tabelle 7. Vergleich der biochemischen Eigenschaften von Xanthomonas sp. 35Y und
Xanthomonas campestris pv. campestris.

Test Xanthomonas sp. 35Y Xanthomonas campestris
pv. campestris
Verstoffwechslung von:
a-Cyclodextrin + -
Dextrin + +
Glycogen - +
Tween 40 + -
Tween 80 + +)
N-Acetyl-D-galactosamin + -
N-Acetyl-D-glucosamin + (+)
Adonitol - -
L-Arabinose + -
D-Arabitol - -
Cellobiose + +
i-Erythritol - (+)
D-Fructose + +
L-Fucose - +
D-Galactose + -
Gentiobiose + +
a-D-Glucose + +
Gluconat (+) -
m-Inositol - -
a-D-Lactose + -
Lactulose - +
Maltose + +
D-Mannitol - -
D-Mannose - (+)
D-Méelibiose - +
Melizitose (+) (+)
B-Methyl-D-glucosid (+) +
D-Psicose - +
D-Raffinose - +
D-Ribose - +
L-Rhamnose + (+)
D-Sorbitol - (+)
Sucrose + +
D-Trehalose + +
Turanose + (+)
D-Xylose + +
Xylitol - -
Methylpyruvat + +
M onomethyl succinat + +
Essigsaure - +)
cis-Aconitat + +
Citronensaure + +)
Ameisensiure + -
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Fortsetzung Tabelle 7

D-Galactonsaurel acton
D-Galacturonsaure
D-Gluconsaure
D-Glucosaminsaure
D-Glucuronsaure
o-Hydroxybuttersaure
B-Hydroxybuttersaure
y-Hydroxybutttersiure
p-Hydroxyphenylessigséure
Itaconsaure
o-Ketobuttersaure
o-Ketoglutarsdure
o-Ketovaleriansaure
D,L-Milchséure
Malonsaure
Propionsaure
Chinasaure
D-Saccharinsiure
Sebacinsdure
Bernsteinséure
Brombernsteinsdure
Bernsteinsduremonoamid
Glucuronamid
Alaninamid

D-Alanin

L-Alanin
L-Alanylglycin
L-Asparagin
L-Asparaginsiure
L-Glutaminsaure
Glycyl-L-asparaginsiure
Glycyl-L-glutaminsaure
L-Histidin
Hydroxy-L-Prolin
L-Leucin

L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Pyroglutaminsaure
D-Serin

L-Serin

L-Threonin
D,L-Carnithin
y-Aminobuttersaure
Urocanat

Inosin

Uridin

(+)

R L T S S S S S S S S S S i i A ARG

(+)

++ 0+ttt +
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Fortsetzung Tabelle 7

Thymidin - -
Phenylethylamin - -
Putrescin - -
2-Aminoethanol - -
2,3-Butandiol - -
Glycerin + -
D,L-a-Glycerinphosphat - -
Glucose-1-phosphat - +
Glucose-6-phosphat -
Hexadecan + -
Hexan/Octan’ +

Citronellol® - -
Farnesol” - -
Geraniol” - -
|sopren’ - -
Squalen’ - -

Hydrolyse/Abbau von:
Casein (+) +
Cellulose - -
Chitin (+) -
DPNR + -
Gelatine - -
NR + -
PHB - -
Stérke (+) +

Saurebildung aus:
L-Arabinose - +
D-Cellobiose - -
D-Galactose - -
D-Glucose - -
Lactose - -
Maltose - -
D-Mannose - -
meso-Inosit - -
Sucrose - -
D-Trehalose - -

+, gute Verstoffwechsdung, Hydrolyse/Abbau bzw. Saurebildung; (+), geringe Verstoffwechsung,
Hydrolyse/Abbau bzw. Sdurebildung; -, keine Verstoffwechdung, Hydrolyse/Abbau bzw. Surebildung

", unterschiedliche Mengen (5 pl, 10 ul, 50 pl, 100 pl) wurden auf ein steriles Filterpapier aufgetropft und
in den Deckel einer Petrischale mit Schlegel-Mineralagar gelegt
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Xanthomonassp. 35Y war in der Lage 69 der 106 angebotenen Substrate zu
verstoffwechseln und 5 der 8 verwendeten Polymere abzubauen. Dabei bestanden im
Vergleich zum Typ-Species X. campestris pv. campestris die wesentlichen Unterschiede
in der Fahigkeit zur Verstoffwechslung von a-Cyclodextrin, Tween 40, N-Acetyl-D-
galactosamin, L-Arabinose, D-Gaactose, D-Galactonsdurelacton, D-Galacturonsdure,
D-Gluconsaure, D-Glucuronsaure, Chinasdure, Glucuronamid, L-Asparagin, Glycyl-L-
asparaginsaure, L-Histidin, L-Phenylalanin, y-Aminobuttersdure, Urocanat, Glycerin,
Hexadecan und Hexan/Octan (1:1). Auch ein Abbau von Chitin, NR und DPNR fand
nur durch Xanthomonas sp. 35Y statt.

Eine Auswertung der mittels GN2 MicroPlate erhaltenen Daten erfolgte durch das
Computerprogramm MicroLog 1 System, das eine taxonomische Einordnung des
untersuchten Organismus aufgrund von Gemeinsamkeiten im Substratspektrum zu
anderen in der Datenbank vorhandenen Bakterien vornimmt. Die hdchsten
Gemeinsamkeiten ergaben sich zu Sphingomonas paucimobilis A, die jedoch mit 16 %
weit unter der Signifikanzgrenze von 50 % lagen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dal3 charakteristische Unterschiede zwischen
Xanthomonassp. 35Y und der Gattung Xanthomonas darin  bestehen, dai3
Xanthomonas sp. 35Y wesentlich grofRer ist, Uber Fimbrien/Pili verflgt, Oxidase-positiv
und Katalase-negativ ist, auf zuckerhaltigen Medien nicht schleimig wachst, Asparagin
as einzige C- und N-Quelle verwerten kann und einen G+C-Gehalt von nur 61 mol%
besitzt.

Somit konnte auch aufgrund des Substratspektrums keine Zuordnung von
Xanthomonas sp. 35Y zur einer bestimmten Gattung Gram-negativer Organismen
vorgenommen werden. Es bestanden jedoch erhebliche Zweifel daran, dal3 der als
Xanthomonas sp. 35Y beschriebene Organismus der Gattung Xanthomonas angehdrt.
Daher wurde das 16SrRNA-Gen von Xanthomonassp. 35Y amplifiziert und
sequenziert, um dann auf 16S-rRNA-Ebene eine phylogenetische Einordnung treffen zu

kdnnen.

3.2.1.2. Taxonomische Einordnung des Stammes aufgrund von 16S-rRNA-
Sequenzdaten

Zur  Amplifikation des 16SrRNA-Gens aus chromosomaler DNA  von

Xanthomonas sp. 35Y mittels PCR wurden die Primer 16F27 und 16R1525 mit
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folgender Sequenz verwendet:

Primer Sequenz komplementéar zu Position
(E. coli 16S-rRNA-Gen-
Sequenzbezifferung)
16F27 5 -AGA GIT TGA TCM TGG CTC AG 3 8-27
16R1525 |5 - AAG GAG GTG WIC CAG CC 3° 1525-1541

M=A,C,W=AT

Der PCR-Ansatz war, wie unter 2.11. beschrieben, zusammengesetzt. Die
Amplifikation erfolgte mittels Tag-DNA-Polymerase in 30 Zyklen, wobei ene
Annealingtemperatur von 47°C und eine Elongationszeit von 2 min gewahlt wurden.
Zur Vermeidung von Sequenzfehlern, die durch falschen Baseneinbau bei der
Amplifikation mittels Tag-Polymerase entstehen kénnen, wurden mehrere unabhangige
PCR-Reaktionen durchgefihrt. Das gebildete Amplifikat hatte eine Lange von etwa
1,7 kb. Zur Abtrennung der eingesetzten Template-DNA (chromosomale DNA) wurden
die gepoolten PCR-Ansdtze auf ein praparatives Agarosegel aufgetragen, das PCR-
Produkt unter UV-Licht ausgeschnitten und mittels QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden) aufgereinigt. Das gereinigte Fragment, das aufgrund der
Amplifikation mittels Tag-DNA-Polymerase am 3'-Ende Uber einen Poly-A-Schwanz
verflgte, wurde in den EcoRV-geschnittenen Vektor pBluescript KSII™ ligiert, der zuvor
mit dTTP und Tag-DNA-Polymerase behandelt worden war, um ihn fir eine TA-
Klonierung vorzubereiten. Der Ligationsansatz wurde anschlief3end in E. coli XL1-blue
transformiert. Aus den zahlreichen Transformanten wurden 12 willkirlich ausgewahlt
und mittels Plasmidpréparation und anschliefendem Xbal- bzw. EcoRI/HindIll-
Restriktionsverdau untersucht. Aus diesen 12 Klonen wurden 4 Klone, die in beiden
Restriktionsverdaus Inserts aufwiesen, fir die Préparation von Plasmid-DNA mittels
QIAspin Mini Prep Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) ausgewahlt. Unter Verwendung der
Primer T3 und T7 bzw. weiterer interner Primer (T3-1 bzw. T7-1) wurde das Insert der
rekombinanten Plasmide, wie unter 2.12. beschrieben, doppelstréngig sequenziert. Die
16S-rRNA-Sequenz wurde aus den Sequenzdaten der 4 Klone gemittelt und ist in
Abb. 10 in einem Alignment mit anderen 16S-rRNA-Gen-Sequenzen Gram-negativer
Bakterien, die laut NCBI-Datenbankabgleich die nachsten Verwandten von
Xanthomonas sp. 35Y sind, dargestellt. Aul3erdem wurde in das Alignment die 16S-
rRNA-Gen-Sequenz des anderen, Gram-negativen NR-Abbauers

Pseudomonas aeruginosa AL98 mit aufgenommen.
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10 20 30 40 50 60
I I I I I I

NNAACT GAAGAGT TTGAT CCTGGCT CAGAT TNAACGCT GGCGGCATGCTTAACACATGCA
AGAGT TTGATCATGGCTCAGAT TGAACGCT GGCGGECAT GCCNTAACACATGCA
AGAGT TTGATCCT GCCTCAGAT TGAACGCT GECGECGT GCCTAACACATGCA
GAGT TTGATCCTGGCTCAGAT TGAACGCT GGCGECAGGCCTAACACATGCA
NNAACT GAAGAGT TTGAT CCTGGCTCAGAT TGAACGCT GGCGECATGCCTAACACATGCA

Rk S S I R R S S S R S S %k *hkkkkhkhkkkkkhkx

70 90 100 110 120

I I I I I
AGTCGAACGGTAACAG GCCTTCGGGCGCT GACGAGT GGCGGACGGGT GAGT
AGT CGAACGGAAACGAT GGAAGCT TGCT TCCAGGCGT - - - CGAGT GGCGGACGGGT GAGT
AGTCGAGCGGTAGCAG: - - - - GTGTAGCAATACAT GCT GACGAGCGGCGGACGEGT GAGT
AGTCGAGCGGATGAAG - GGAGCTTGCTCCTGCGATTC: - - - - AGCGGCCGCGACGGEGT GAGT
AGTCGA2CGER2 A2 CAGTGEZAGCTTGC2TC22 G2 2 GCTGACGAG2 GGCGGACGEGT GAGT

kkkkkk K*k*k %k kkhkkhkkhkkkhkkhkkkhkkhkkhk*k

130 140 150 160 170 180

I I I I I |
AACGCCGTAGGAAT CTGCCTNGT AGT GGGGGACAACCCGEGEGAAACT CGEGCTAATACCGC
AATACTTAGGAAT CT GCCCAGT AGT GGGGGACAACT CGAGGAAACT CGAGCTAATACCCC
AACCCTTGGGAATCTGC- TGT TAGT GGGGGACAACCCGEEGAAACT CGEGCTAATACCGC
AATGCCTAGGAAT CTGCCT GGT AGT GGGGGATAACGT CCGGAAACGGGECGCTAATACCCC

AA2 CCTTAGGAAT CTGCCTGGT AGT GGGEGACAACCCGEEGAAACT CGEGCTAATACCGC

* % * k kkkkhkkkkkk kkkkkkhkkkhkhk *k*k *kkkkk * khkkkhkxkkhkkhkkkhk*k

190 200

I I I I I I
ATACGCCCAA- GGEEGAAAGCGEEEECTCTTC- - GGACCTCGCGCTATCAGATGAGCCTG
ATACGCCCTACGGEGEEGAAAGCCGAGGATCTTTCGGGACT TCGCGCTAT TGGATGAGCCTA
ATACGCACT ACGGT GGAAAGCCGGGEGACCCCA- - AGGCCTGECGCTAACAGATGAGCCCA
ATACGT CCTGAGGGAGAAAGT GGGGGATCTTC- - GGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTA
ATACGCCCT ACGEEEGAAAGCGEEEGAT CTTCCGEGACCT CGCGCTAT CAGATGAGCCTA

* % *

* Kk kk*k * * * *kkk*k * * * % * Kk Kk kK kkkkkhkkk*k

210 220 230 240

250 260 270 280 290 300

I I I I I I
CGT CCGATTAGCTNGT TGGT GGGGT AAT GGCCCACCAAGGCGACGATCGGNAGCTNGT CT
AGTCGGATTAGCT TGT TGGT GAGGT AAAAGCT CACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCT
AGTCGGATTAGCTAGIT TGGTAGGGT AAT GGCCT ACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT CT
GGTCGGATTAGCTAGT TGGT GGEGT AAAGGCCT ACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCT

AGTCGGATTAGCTAGT TGGT GGGGTAA2 GGCC2 ACCAAGCCGACGATCCGTA2CTGGT CT

kkk KFhkxkhkkhkhkkhk kkxkkhkkkk * Kk k kK * % khkkhhkkkhxkhkhhkdhkkxkhkx * * Kk K*xk*k

310 320 330 340 350 360

I I I I I I
GAGAGGATGATCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCNGNCTNNTACGGGAGGCAGCA
GAGAGGACGAT CAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGEGAGGECAGCA
GAGAGGACGACCAGT CACACCGGAACT GAGACACGGT CCGGACT CCTACGGGAGGCAGCA
GAGAGGATGATCAGT CACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGECAGCA

GAGAGGA2 GATCAG2 CACACT GG2 ACT GAGACACGGE2 CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCA

kkkkkhkk *kk kkhkk *hkkhkkk *k *kk*kkkkhkkkhkkkkikkk *x* * **% kkkkkhkkkhkkhkhkkhkkk%x

370 380 390 400 410 420

I I | I | I
GI'GGGGAATATTGGAC- AATGGGCGCAAGCC- TNATCCAGCAAT GCCGCGT GT GTGAAGA
GTGGCGAATATTGGAC- AATGGGCGCAAGCC- TGATCCAGCAATGCCGCGT GTGT GAAGA
GTI' GGGGAATAT TGGACCAAT GGGCGAAAACCCT GAT CCAGCGACGCCGCGT GGGT GAAGA
GTGGGGAATATTGGAC- AAT GGGCGAAAGCC- TGATCCAGCCATGCCGCGT GTGTGAAGA

GTI'GGGGAATAT TGGACCAAT GGGCG2 AAGCCCT GATCCAGCAAT GCCGCGT GTGTGAAGA

khkhkkkhkhkhkhhkdhkhhhkhkh Fhkhkhkxk * *k *kk Kk *khkhkhkkhkhkk *k *hkhkkkhkhkk Fhkxkkkkk
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430 440 450 460

I I I I I I
AGGCCTGCGGGT TGTAAAGCACT TTCAGT GGGGAGGAAAAGCGGEECGCCTAATACGT GCT
AGGCCTGCGGEGT TGTAAAGCACT TTCAGT AGAGAAGAAAAGCCTACGGT TAATACCCGT G
AGGCCTGCGEGT TGTAAAGCCCT TTCGGT TGGGAAGAAAAGT TGCGACCTAACACGT CCC
AGGTCTTCGGATTGTAAAGCACT TTAAGT TGGGAGGAAGGGECAGTAAGT TAATACCTTGC
AGGCCTGCGEGT TGTAAAGCACT TTCAGI TGGGA2 GAAAAGCAAC222TAATAC2TGCC

470 480

490 500 510 520 530 540

I I I I I I
TGACTTGACGT TACCCACAGAAGAAGCACCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCNCGGTAAT
GGTCTTGACGTAACCTACAGAAGAAGCT CCGECTAACT CCGT GCCAGCAGCCGCGGT AAT
GACCTTGACGT AACCAACT AAAGAAGCACCGGCT AACT CT GT GCCAGCAGCCGCGGT AAT
TGTTTTGACGI TACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACT TCGT GCCAGCAGCCGCGGTAAT

2GTCTTGACGT 2 ACCAACAGAAGAAGCACCGGECTAACT CCGT GCCAGCAGCCGCGGTAAT

kkkkkkk *k*k K% kk kkkk khkkkkkhkkkhkkk kkkkkhkkhkkhkhkkhkk *khkkkkhk*k

550 560 570 580 590 600

I I I I I I
ACGGAGNGT GCNAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGT AAAGCGCACGTAGGTGGT TATGT
ACGGAGGGAGCGAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGT AAAGCGCGCGTAGGCCECTTTGT
ACAGAGGGT GCGAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGT AAAGCGCGCGTAGCCGEECTTTGC
ACGAAGGGT GCAAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGT AAAGCGCGCGTAGGT GGT TCAGC

ACGGAGGGT GCGAGCGT TAATCGGAAT TACT GGECGTAAAGCCCECGTACGRZ. GRTTTG2

* % Kk k kk khkhkhkhkhkhkhkhkFIhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkx kkkhkkk Kkx ok *

610 620 630 640 650 660

I I I I I I
CAGT CAGAT GT GAAAGCCCT GGGCT CAACCT GGGAACT GCATCTNATACTGCATGCCTAG
AAGT CGGATGT GAAAGCCCAGGGCTCAACCCT GGAAT TGCATTCGATACT GCATGGECTAG
AAGCCGGATGT GAAAT CCCCGECECT TAACCT GGGAACT GCATTCGGGACTGCATTGCTAG
AAGT TGGATGT GAAAT CCCCGGEGECT CAACCT GGGAACT GCATCCAAAACTACTGAGCTAG

AAGT CGGATGT GAAAZ2 CCCCGEECT CAACCT GGGAACT GCAT2 CGATACT GCATGGCTAG

* % kkkkkhkkhkkhk *kk *khkkkk (k)% kkk*k Kkkkk*k *k* * *kkk*k

670 680 690 700 710 720

I I I I I I
AGTTTGGT AGAGGAGAGT GGAAT T TCCGGT GTAGCGGT NAAAT GCGT AGATAT CGGAAGG
ACTATGGT AGAAGGAAGT GGAAT T TCCGGT GTAGCGGT GAAAT GCGTAGATAT CGGAAGG
AGTATGGCGAGAGGGAAGT GGAAT T TCAGGT GTAGCGGT GAAATGCGTAGATATCTGAAGG
AGTACGGT AGAGGEGT GGTGGAATTTCCT GT GTAGCGGT GAAAT GCGTAGATATAGGAAGG

AGTATGGT AGAGGGAAGT GGAAT T TCCGGT GTAGCGGT GAAATGCGTAGATATCGGAAGG

* % *k kkk 0k *kkhkkkkhkkkhk*k khkhkkkhkhkhkkhhkk Fhkxkdkhhkdhkhkhkxkhkhk *kk k%

730 740 750 760 770 780

I I I I I |
AACACCAGT GGCGAAGGCGACT CTCTGGACT NAAACT GACACT GAGGT GCNNAAGCGT GG
AACACCAAT GCCGAAGGCGACT TCCT GGECCAATACT GACGCT GAGGT GCGAAAGCGT GG
AACAT CAGT GGCGAAAGCGACT TCCTGGACCAATACT GACGCT CAT GT GCGAAAGCGT GG
AACACCAGT GCGCGAAGGCGACCACCT GGACT GATACT GACACT GAGGT GCGAAAGCGT GG

AACACCAGT GGCGAAGGCGACT TCCTGGAC2 AATACT GAC2 CTGAGGT GCGAAAGCGT GG

kkkk **k *kkhkkkkhkkk *kkhkkk*k **kk*k * * kkkkkk K*k Kk *kkhkk*k kkkkkkk*k

790 809 810 820 830 840

I I I I I I
GGAGCAAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGT AAACGAT GAGAACTAGCCGT T
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCT GGT AGT CCACCCCGTAAACCATGAGAACTATATGT T
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCT GGTAGT CCACGCCATAAACGAT GAGAACTGGATGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCT GGT AGT CCACGCCGT AAACGAT GTCGACTAGCCGT T

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCT GGTAGT CCACGCCGT AAACGATGAGAACTAG22GTT

REE R S R R R Sk S R R R Rk S Sk O O o S * %k * %
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E. shaposhni kovi
Pseudornonas sp.
Xant hononas sp.

P. aerugi nosa AL98
Consensus

Horol ogi e

E. shaposhni kovi
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E. shaposhni kovi
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P. aerugi nosa AL98
Consensus
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850 860 870 880 890 900

I I I I I I
GGGAGGGT TTAACCT CTTAGT GGCGCAGCAAACGCGT TAAGT TCTCNGCCTGGGGAGTAC
GGGEEEGET T- - GCCCCTCGGT GTCGCAGCTAACGCGT TAAGT TCTCCGCCTGGGGAGTAC
GGGAGGGTCT- GCCTCTCGGT GT CGTAGCTAACGCGT TAAGT TCTCCGCCTGEGGAGTAC
GGGATCCT T- GAGATCT TAGT GGCGCAGCTAACGCGAT AAGT CGACCGCCT GGGGAGTAC

G(IEAG(I:TTTZZCC'FCTZZGFGZCGCACIZTAACGZGTTAAGFTCTCCGZCTCIB(IEAGFAC

* k% * * kkk *k*k k(kk kkkhkkkk *kkk*%x * k*kkkhkkkhkkhkhkkikkkk

910 920 930 940

I I I I I I
GGCCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEGECCNGCACAAGCGGT GGAGCATGT G
GCCGCCAACGGT AAAACT CAAAGGAAT TGACGGEEGACCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT G
GGCCGCAAGGT TGAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGGACCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT G
GGCCCCAAGGT TAAAACT CAAAT GAAT TGACGGGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT G
GGCCGCAAGGT T2AAACT CAAAGGAAT TGACGEGEE2 CCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT G

* k kkkk k k *hkhkhkIhkhkkhkk hhkIhkhkhkhkhkhkhkhkhk kk khkhhkFIhkhkhkkhkhkhkdhkhkhkkhkkkk

950 960

970 980 990 1000 1010 1020
I I I I | I
GTTTAATTCGATGNAACGCGAAGAACCT TACCTGCCCT TGACATCCTCGGAATCCTGCAG
GITTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCTGCCCTTGACATTGACAGAATCCTGTAG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCTGGTCTTGACATCCTAGGAATCCTGCAG
GITTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCTGCCCT TGACATCCTGAGAACT TTCCAG

GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG2CCTTGACATCCTC2 GAATCCTGCAG

kkhkkkkhkkhkkhhkk k * ) khkhkkrkhkkhkkkhkhkkhhkkhkkkhkk*k kkkkkhkkk*k * k% * * %

1030 1040 1050 1060 1070 1080

I I I I I I
AGAT GCCEANGT GCCT TCCEGAACCGAGT GACAGGT GCTGCATGGECTGT CGT CAGCTCGT
AGATACGGGAGT GC- TTCGGC- - CTGGAAAACAGGT GCTGCATGCECTGT CGTCAGCTCGT
AGATGT GCGGAGT GCCT TCGGGAACCT GGAGACAGGT GCTGCATGGECTGT CGT CAGCTCGT
AGATGGAT TGGT GCCT TCGGGAACT CAGACACAGGT GCTGCATGECTGT CGT CAGCTCGT

AGATGJJZ?KETIITT0333VK2GQGN3KJKIETITGCKHIITGTCGWJMITCGT

* Kk k% *kkk*x *kkhk*k REE R S R R S bk S R S

1090 1100 1110 1120 1130 1140

I I I I I I
GTCGT GAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT TGT CCCTAGT TGCCAACA
GTI'CGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT TGTCCTTAGT TGCCAGCA
GTCGT GAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT TGCCCT TAGT TGCCAGCA
GTI'CGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGT AACGAGCGCAACCCT TGTCCTTAGT TACCAGCA

GTCGT GAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGT TGCCAGCA

khkkkkhkkhkkhkkhhkhkkhkhkhhkdhkhkhhkhkhhkk, * hkkkhkhkhkkdkhkkhkxkk kxk* %% **kk*x*x **k* *%

1150 1160 1170 1180 1190 1200

I I I I I I
CTTTG GGTGGGAACT CTAGGGNGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAA- GGTGGGEGATEA
CGTAATGGT GGGAACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAA- GGTGGGGACGA
TTCAG- - TTGGGAACT CT AAGGGGACCGCCGGT GACAAACCGGAGGAAAGGT GCGGATGA
CCTCG- GGTGGGCACT CTAAGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAA- GGTGGEGGATGA

CTTAGT GGTGGGAACT CTA2 GGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAAGGT GGGGATGA

khkkhkk khkkhkhkkk kk hhkk Fhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkdhkhkhkk khkdkhkhkhkkkhk Kk

1210 1220 1230 1240 1250 1260

I I | I I I
CGTCAAGT CATCATNNNCCT TAT GGGCAGGGECTACACACGT GCCTACAAT GGCCAGT ACAG
CGT' CAAGT CATCATGGCCCT TATGGGCAGGECTACACACGT GCTACAATGGCGAATACAG
CGTCAAGT CATCATGGCCCT TATGACCAGGGECTACACACGT GCCTACAAT GGCCAGT ACAA
CGTI' CAAGT CATCATGGCCCT TACGGCCAGGECTACACACGT GCTACAAT GGT CGGTACAA

CGTCAAGT CATCATGGCCCTTATGG2 CAGGGCTACACACGT GCTACAATGGCCAGTACA2

kkkkkhkkkhkkhkhkkhkkkx kkkk*k * kkhkkkkhkkhkkhkkhhkhkkhhkkhkkhhkkrkhkkhkkkx*x * k Kk k
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1270 1280 1290 1300 1310 1320

I I I I I I
E. shaposhni kovi  TGGGT TGCCAAGCNGCGAGGT GGAGCT AATCCCAAAAAGCTNGT CGTAGT CCGGAT TGGA
Pseudononas sp. AGGCCTGCCAACCAGCGATGGT GAGCTAATCCCT TAAAACT CGT CGTAGT CCGGATCGGA
Xant hononas sp. AGGGT TGCCAACCCGCCGAGGEEEGAGCCAAT CCCATAAAGCT GGT CGTAGT CCGGATCGCA
P. aerugi nosa AL98 AGGGTTGCCAAGCCGCCGAGGT GGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGT AGT CCGGATCGCA

Consensus AGGGT TGCCAA2 CCCCGAGE2 GGAGCTAATCCCATAAA2 CTGGT CGTAGT CCGGATCGR2 A
Honol ogie kkk Khkhkkkhkk *k kkkk Kk  kkkk kkkkkk  kkk K kkkkkkhkkkhkkk K K
1330 1340 1350 1360 1370 1380

I I I I I I
E. shaposhni kovi  GTCTGCAACTCGACT CCATGAAGT CGGAAT CGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTCCTGCG
Pseudonobnas sp. GTCTGCAACT CGACT CCGT GAAGT CGGAAT CGCTAGT AAT CGCGAAT CAGAAT - GTCGCG
Xant honmonas sp. GTI'CTGCAACT CGCCT GCGT GAAGT CGGAAT CGCTAGT AAT CGT GAATCAGCGATGT CACG
P. aerugi nosa AL98 GICTGCAACTCGACT GCGT GAAGT CCGAAT CCCTAGT AATCGT GAAT CAGAAT- GTCACG
Consensus GICTGCAACTCGACT2CGTGAAGT CGGAATCGCTAGTAATCER2 GAATCAGZATTGT C2CG

H * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
l_brml OgI e khkkdkkkhkxkhkkk % Rk S S R R R S I S O *kk k% *

1390 1400 1410 1420 1430 1440

I I I I I I
E. shaposhni kovi  GTGAATACGT TCCCGGECNT TGT ACACACCGNCCGT CACACCAT GGGAGT TGECT GCACC
Pseudononas sp. GI'GAATACGT TCCCGGGT CTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGGAAGTAGATTGCACC
Xant hononas sp. GTGAATACGT TCCCGGGT CTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGGGAGT TGATTGCACC
P. aerugi nosa AL98 GIGAATACGITCCCGGGCCT TGTACACACCGCCCGT CACACCATGGGAGTGGGTTGCTCC

Consensus GTGAATACGT TCCCGGEE2 CTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGEGAGT TG2TTGCACC
Honol ogie hkkkkkkkkkkkkkkkk  kokkkkkkkkkkk Khhkkkkkkkkkkkkx *kx *  K*k*k **
1450 1460 1470 1480 1490 1500

I I I I I I
E. shaposhni kovi AGAAGTAGATAGTCTAACCTTCGGG AGGACGT TTACCACGGT - GTGGTCAATGACTGGG
Pseudonobnas sp. AGAAGT AGGTAGCT TAACCCT CGGGGAGGECGCT TACCACGGTAGT GGT TTATGACT GGG
Xant honmonas sp. AGAAGTAGGTAGCCT AACCGCAAGG AGGGCGCT TACCACGGT - GTGGTCAATGACT GGG
P. aerugi nosa AL98 AGAAGTAGCTAGTCTAACCCCAAGG GCGACGGT TACCACGGA- GTGATTCATGACT GGG
Consensus AGAAGTAGGTAG2 CTAACCG222 GGGAGE2 CGCTTACCACGGTAGT GGT2AATGACT GGG

H * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
l_brml OgI e kkkkkk*x *k*k * k * * * * kkkkhkkkhkkkk * kkkkkkhkkkk

1510 1520 1530 1540 1550

I I I I
E. shaposhnikovi G ---------mmmm oo

Pseudononas sp. GTGAAGTCCTAACAAGGTAACG- - - - - - - - s - e mmmm e e e e oo oo -
Xant hononas sp. GTGAAGT CGTAACAAGGT AGCCGTACGGGAACGT GCGECTGGATCACCTCCT T- - -
P. aerugi nosa AL98 GIGAAGTCGTAACAAGGT AGCCGT AGGGGAACCT GCGGCTGGATCACCTCCTTTCT
Consensus GTGAAGT CGTAACAAGGTAGCCGTA2 GGGAAC2 TGCGECTGGATCACCTCCTTTCT
Horol ogi e *

Abb. 10: Alignment der 16S-rRNA-Gen-Sequenzen von Xanthomonas sp. 35Y,
Pseudomonas sp., P. aeruginosa AL98 und Ectothiorhodospira
shaposhnikovi erstellt mit dem Programm Network Protein Sequence
@nalysis nach der Clusta W-Methode (Thompson et al., 1994). Die
Angabe , 2" in der Consensus-Sequenz bedeutet, dal3 zwei der vier Basen an
der betreffenden Stelle identisch sind; eine Homologie in alen vier
Sequenzen wird durch einen ,,* “ symbolisiert.

Die Darstellung des phylogenetischen Stammbaums (Abb.11a) sowie einer
vergleichenden Tabelle tber Ahnlichkeit bzw. Distanz der verschiedenen Stamme
untereinander (Abb. 11b) machen deutlich, dal3 keiner der erwahnten Organismen ein
naher Verwandter von Xanthomonassp. 35Y ist. Die Identitéten in der 16S-rRNA-
Sequenz betragen maximal 83,6 % zwischen Xanthomonas sp. 35Y und P amydali.
Auch 16SrRNA-Gen-Sequenzabgleiche in nicht 6ffentlich zuganglichen Datenbanken
(Prof. Dr. Amann, Miinchen) ergaben keine Ahnlichkeiten mit bislang bekannten und
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identifizierten Organismen. Es konnte allerdings eine Zuordnung des Organismus zu der

Untergruppe der y-Proteobakterien vorgenommen werden.

P. syringae LMG 1247t1T Z76669
chlororaphis LMG 5004T Z76657
P. coronafaciens LMG 13190T Z76660
—===== P. ficuserectae LMG 5694T Z76661

_|:|: P. amygdali LMG 2123T 776654
—[ 5

E aerhuglrrl]oga AL98 §1AJ24§$5ﬁ DSM 247
I ctothiorhodospira apo nikovi
Pseudomonas sp. ABOL

10.6

Xanthomonas sp. 35Y

10

|
8 6 4 2 0

% Identitat

2 3:i4: 5: 6 7.i8:i 9+

92.0:93.3: 93.3: 90.8: 93.1: 82.7: 81.3: 82.4: 1 | P.aeruginosa AL98 AJ249451

T 97.9:97.9: 95.8: 98.7: 81.7: 81.3: 836 2 | P.amygdali LMG 2123T 276654

1.5 /1K 99.9: 96.5{ 98.9! 815! 80.6: 830! 3| P. chlororaphis LMG 5004T Z76657

1.5:.00 MK 96.4: 98.9 81.5: 80.6: 830: 4 | P. coronafaciens LMG 13190T Z76660

20:10: 10 96.8i 80.0; 79.2: 81.5: 5 | P.ficuserectae LMG 5694T Z76661

11:05: 05! 1.0: K817 808 835 6 | P.syringae LMG 1247t1T Z76669

12.3:121:12.11 12,1 12.2 [l 81.9: 82.2! 7 | Ectothiorhodospira shaposhnikovi DSM 247

14.6! 15,0 15.0! 15.41 15.2! 107! 816! _8.| Pseudomonas sp. AB013829

Divergenz
© 00 N O 01D W N i
o
~

14.4:14.2: 14.3: 14.3: 14.2: 12.8: 139K 9.| Xanthomonas sp. 35Y

2i3i4i5i6:i7i8i09i

Abb. 11:

a. Phylogenetischer Stammbaum von Xanthomonas sp. 35Y und seinen
gemdl3 Datenbankabgleich nachsten Verwandten, basierend auf den 16S-
rDNA-Sequenzen. Die Lange der Verzweigungen repréasentiert die
Divergenz zwischen zwei Sequenzen, die Zahlen bezeichnen die Anzahl der
Substitutionsereignisse.

b. Ahnlichkeits- bzw. Distanztabelle von Xanthomonas sp. 35Y und seinen
gemal3 Datenbankabgleich néchsten Verwandten, basierend auf 16S-rDNA-
Sequenzen. Mit 83,6% besteht die hdchste Identitét von
Xanthomonas sp. 35Y zu P. amygdali.

Da Bakterienstamme mit Identitéten in der 16S-rRNA-Gen-Sequenz von unter 97 %
eine neue Bakteriengattung definieren (Stackebrandt & Goebel, 1994; Wayne et al.,
1987), ist somit davon auszugehen, dal3 es sich bel Xanthomonas sp. 35Y nicht nur nicht

um einen Xanthomonas-Spezies handelt, sondern dal3 der Organismus ein Vertreter

einer bislang unbekannten Gattung ist.

95
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3213 Identifizierung des Pigmentes von Xanthomonas sp.35Y als en
Xanthomonadin-Derivat

Das auffalligste phanotypische Merkmal der Xanthomonaden ist die Bildung eines
gelben Pigmentes, was auch Tsuchii & Takeda, 1990 dazu brachte, den Gram-negativen
NR-Abbauer als Xanthomonas-Spezies zu klassifizieren. Bei den Pigmenten der
Xanthomonaden handelt es sich um bromierte Aryl-Polyene, die auch as
Xanthomonadine bezeichnet werden und ein Charakteristikum dieser Gattung sind
(Andrewes et al., 1973; Andrewes et a., 1976; Chou et al., 1997; Starr et al., 1977; Starr
& Stephens, 1964). Tatsachlich ist bisang kein Organismus bekannt, der nicht zur
Gattung Xanthomonas gehort, jedoch Xanthomonadin produziert. Andere gelbe Aryl-
Polyene, die jedoch kein Brom enthalten, sogenannte Carotenoide, sind unter den
Mikroorganismen allerdings weit verbreitet (Jensen, 1965).

Zur genaueren Charakterisierung wurde daher das Pigment des Organismus naher
untersucht. Das Pigment wird vorwiegend beim Wachstum auf Komplexmedien (NB,
LB, KingsB) gebildet, wahrend beim Wachstum von Xanthomonassp. 35Y auf
Mineramedium mit einer verwertbaren Kohlenstoffquelle nur eine schwache
Gelbfarbung der Kolonien auftritt. Daher wurden in NB-Medium gewachsene Zellen
von Xanthomonas sp. 35Y einer Methanolextraktion unterzogen (s.2.6.5.) und das
Absorptionsspektrum des aus der Membran herausgel 6sten Pigmentes bestimmt. Als
Referenzen wurden Kulturen von X. campestris pv. campestris und
X. campestris pv. malvacearum  analog  angezogen  und  behandelt. Die
Absorptionsspektren im Bereich von 300-550 nm der drei Stdmme sind in Abb. 12
dargestellt. Uberraschenderweise hatten die methanolischen Extrakte des Pigmentes aus
Xanthomonas sp. 35Y sowie Xanthomonadine aus X. campestris pv. campestris und
X. campestris pv. malvacearum tbereinstimmende Absorptionsmaxima bei 440/441 nm.
Das Pigment aus Xanthomonas sp. 35Y wies zudem noch Schultern bei 420 und 467 nm

auf.
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Abb. 12:  Absorptionsspektren methanolischer Extrakte von Xanthomonas sp. 35Y,
X. campestris pv. campestris  und  X. campestris pv. malvacearum im
Bereich von 300-550 nm. Alle drei Stamme weisen ein absolutes
Absorptionsmaximum bei  440/441 nm auf, was charakteristisch fur
Xanthomonadin-Derivate ist.

Nach dem Absorptionsverhalten der verschiedenen methanolischen Pigmentextrakte zu
urteilen, handelt es sich somit bei dem gelben, von Xanthomonas sp. 35Y gebildeten
Pigment zumindest um eine Xanthomonadin-ahnliche Substanz.

Um dieses zu bestatigen, wurde eine massenspektroskopische Analyse des nach Starr et
al., 1977 aufgereinigten und derivatisierten Pigmentes von Xanthomonas sp. 35Y im
Institut fr Organische Chemie der Universitédt Gottingen in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. A. Zeeck durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen von 10 x 1 I-NB-Kulturen von
Xanthomonas sp. 35Y mit Aceton und Aceton/Methanol extrahiert, so dal3 die Lipid-
Pigment-Komplexe herausgel6st wurden. Anschlief3end erfolgte eine Derivatisierung
der Pigmente zum Isobutylester und eine Auftrennung der Extrakte auf einer Silica
Kieselgel-Saule mit anschlief3ender Massenspektrometrie.

Es ergab sich eine Summenformel von C,7H2gBr.O3 und ein Molekilpeak bei 560.
Damit ist die Substanz um eine CH,-Gruppe &mer und somit um 14 Masseneinheiten
kleiner als Xanthomonadin | aus X. juglandis XJ103 (CxsH30BroOs) (Andrewes et al.,
1976) (Abb. 13).
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Abb. 13: Strukturformel  des  Isobutylesters von  Xanthomonadinl  aus
X. juglandis XJ103 (Andrewes et a., 1976).

In Anlehnung an die Strukturformel von Xanthomonadin | kdnnte der Unterschied in
der Substitution am Aromaten bestehen, d.h. das Pigment aus Xanthomonas sp. 35Y
konnte statt der Methoxy- eine Hydroxylgruppe besitzen. Eine Bromierung der
Substanz konnte aber aufgrund des Massenspektrums und der daraus abgeleiteten
Summenformel zweifelsfrei nachgewiesen werden. Da Bromierungen in der Natur
ziemlich selten sind und bislang auRer den Vertretern der Gattung Xanthomonas
ausschliefdlich marine Organismen isoliert wurden, die zur Brom-Fixierung und
-Inkorporation befdhigt sind (Andrewes et a., 1976), stellt der Brom-Nachweis im
Pigment von Xanthomonas sp. 35Y doch eine Besonderheit dar.

Es wird somit davon ausgegangen, dal3 es sich bei dem gelben Pigment aus

Xanthomonas sp. 35Y um ein Xanthomonadin-Derivat handelt.

3.2.1.4. Taxonomische Reklassifizierung von Xanthomonassp. 35Y als
Pseudoxanthomonas sp. 35Y
Da anhand morphologischer, physiologischer wie auch genetischer Untersuchungen
gezeigt werden konnte, dal3 es sich bel Xanthomonas sp. 35Y nicht um einen Spezies
der Gattung Xanthomonas handelt, jedoch ein gelbes, zumindest Xanthomonadin-
ahnliches Pigment nachgewiesen werden konnte, wird der Organismus als der erste
Vertreter einer neuen Gattung angesehen. Fir diese Gattung wird aufgrund ihrer
Fahigkeit zur Bildung eines Xanthomonadin-dhnlichen Pigmentes die Bezeichnung

Pseudoxanthomonas vorgeschlagen.
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3.2.2. Charakterisierung von Pseudoxanthomonassp. 35Y beim Wachstum auf
NR
Beim Wachstum von Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf NR-Agarplatten setzt nach etwa
2-3 Tagen Inkubationszeit bei 30°C eine Hofbildung um die Kolonien herum ein. Wie
beim Wachstum des Organismus auf Minerdmedium mit ener verwertbaren
Kohlenstoffquelle allgemein, ist nur eine schwache Gelbfarbung der Kolonien zu
beobachten. In Mineralmedium-FlUssigkultur mit NR als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle setzt ebenfalls nach 2-3 Tagen eine deutliche Aufklarung des Mediums
mit leichter Gelbfarbung, bedingt durch das  Wachstum von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y, ein. Der Abbau von NR wird sowohl auf NR-Agarplatten
als auch in Flussigkultur durch gleichzeitige Zugabe einer anderen, wasserldslichen

K ohlenstoffquelle gehemmit.

3.2.3. Genetische Fixierung der  NR-abbauenden  Eigenschaften in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y
Um  sicherzustellen, da3 es sich  auch  beim  NR-Abbau  durch
Pseudoxanthomonas sp. 35Y um eine genetisch zugangliche Eigenschaft handelt, die
auf einen (komplexen) Abbauweg schlief3en 1813, und nicht um eine unspezifische oder
nicht-enzymatische Reaktion, verursacht durch gebildete Intermediate, wurde eine
ungerichtete Mutagenese mittels UV-Licht durchgefihrt. Sollte es sich bel der Fahigkeit
NR abzubauen um eine spezifische Eigenschaft handeln, wirde man Mutanten
erwarten, die nach UV-Bestrahlung ein verdndertes Abbauverhalten (verbesserter
Abbau, verminderter Abbau, kein Abbau) zeigen, jedoch ansonsten ein normales, d.h.

gegeniiber dem Wildtyp unveréndertes Wachstumsverhalten aufweisen.

3.23.1 Herstellung von Mutanten durch ungerichtete Mutagenese mittels
UV-Licht

Fur die UV-Mutagenese wurde Pseudoxanthomonas sp. 35Y in NB-Medium bei 30°C

angezogen. Die UV-Mutagenese wurde wie unter 2.6.6. beschrieben, durchgefihrt.

Dabei wurden nach 30 sec, 1, 2, 4, 6, 8 und 10 min jeweils 2 x 0,5 ml Zellsuspension

entnommen, zur Vermeidung lichtabhéngiger Reparaturmechanismen dunkelgestellt

und mit 0,9 % (w/v) NaCl bis 10°® verdiinnt. Jeweils 3 x 100 pl zwei verschiedener

Verdunnungsstufen wurden auf NB-Platten ausplattiert und bis zur Kolonieentwicklung
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bei 30°C inkubiert. Die angewachsenen Kolonien wurden ausgezahlt, in Abhangigkeit
von der Bestrahlungsdauer eine Absterbekurve aufgenommen (Abb.14) und die
Absterberaten bestimmt.
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Abb. 14: Dosis-abhangige Absterbekurve von Pseudoxanthomonas sp. 35Y nach
Bestrahlung mit UV-Licht

Im Vergleich zu den Sreptomyces-Stammen wurde tatsachlich schon nach etwa der
Hélfte der Bestrahlungszeit (10 min) eine 99 %ige Absterberate erreicht. Zudem fand
die UV-Bestrahlung und somit die Inaktivierung aus einem fast viermal grof3eren
Abstand statt. Die Absterberate betrug -0,70/min und lag somit, ungeachtet des
grofderen Bestrahlungsabstandes, 1,7- bzw. 3,7-fach héher as bei S griseus1D und
S codlicolor 1A.

3.2.3.2. Phanotyp der durch UV-Mutagenese erzeugten Mutanten von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y

Aus entsprechenden Verdinnungsstufen der Zeitpunkte, an denen 99 % dler Zellen

abgetttet worden waren, d.h. nach 10 min, wurden mehrmals je 100 pl auf NR-

Agarplatten ausplattiert und auf Mutanten gescreent, die ein verandertes Verhalten im

NR-Abbau zeigten. So wurden 115 Kolonien getestet, von denen 2 Kolonien unféhig

waren NR abzubauen; jedoch wurden keine Mutanten erhalten, die ein verbessertes
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Abbauverhalten  zeigten.  Aufgrund der  schlechten  Haltbarkeit  von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y in Saline oder auch jedem anderen Puffer wurde nach
Detektion der beiden Verlustmutanten auf keine weiteren Mutanten mehr gescreent.

Die beiden erhaltenen Mutanten (A und B) wurden auf ihren Phanotyp auf anderen
Polymeren wie Casein, Stéarke und PHB getestet, um weitestgehend sicherstellen zu
konnen, dal3 die Mutation spezifisch fur den NR-Abbau ist. Da jedoch schon der
Wildtyp von Pseudoxanthomonas sp. 35Y nicht in der Lage ist, Casein und PHB zu
hydrolysieren, war es nicht verwunderlich, dal3 die Negativmutanten dies auch nicht
konnten (Platten nicht abgebildet). So bildeten der Wildtyp und die zwei Mutanten
lediglich beim Wachstum auf Stérke einen schwachen Hof (Abb. 15). Nach langer
Inkubationszeit der Mutanten A und B auf NR (> 1 Monat) zeigte die Mutante A eine
sehr schwache Hofbildung bzw. NR-Abbau in NR-FlUssigkultur. Die Mutante B
hingegen war auch nach dieser langen Zeit nicht zur Hofbildung bzw. zum Wachstum
und NR-Abbau in Flissigkultur beféhigt.
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Starke

Mutante B

Abb. 15: Phénotyp von Pseudoxanthomonassp. 35Y und dessen Mutanten A
und B beim Wachstum auf NR- und Stérke-Agarplatten nach 3-4 Tagen
Inkubation bel 30°C. Beide Mutanten waren nicht mehr in der Lage NR
abzubauen, konnten jedoch Stérke vergleichbar gut wie der Wildtyp
verwerten.

3.2.4. Klonierung des Strukturgens der potentiellen Polyisopren-Dioxygenase aus
Pseudoxanthomonas sp. 35Y
3.24.1. Uber prufung von Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf das Vorkommen
extrachromosomaler DNA-Strukturen
Komplexe Stoffwechselwege bzw. fir den Organismus nicht-lebensnotwendige
genetische Informationen werden haufig auf extrachromosomalen DNA-Strukturen wie
Plasmiden codiert (Lengeler et a., 1999). Da auch Pseudoxanthomonas sp. 35Y nicht
auf den Abbau von NR angewiesen ist, sondern auch andere Kohlenstoffquellen
verwerten kann, und zudem eine gewisse Instabilitét der NR-abbauenden Fahigkeit nach
wiederholter Kultivierung auf nicht-NR-haltigen Medien beobachtet wurde, wurde der
Organismus auf das Vorkommen extrachromosomaler DNA-Strukturen hin untersucht.

So wurde eine Plasmidpréparation durch akalische Lysis (s.2.7.4.2), ene



3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 103

Megaplasmidpraparation (s.2.7.4.4) und ene Isolierung intakter Gesamt-DNA
(s.2.7.45.), die eine Isolierung linearer Plasmide beinhaltet, durchgefiihrt. Bei allen
Préparationen wurden Organismen, die bekanntermal3en entsprechende Plasmide
enthielten (s. Tabelle1), mitgefihrt. AufRerdem wurden fur ale Isolierungen drel
parallele Ansdtze gefahren. In keinem Fall konnten aus Pseudoxanthomonas sp. 35Y
extrachromosomale DNA-Strukturen, d.h. Plasmide isoliert werden, wéhrend hingegen
die mitgefUhrten Positivkontrollen stets auch positiv ausfielen. Somit wurde trotz der
beobachteten Instabilitst des NR-Abbaus, die durch den Verlust einer
extrachromosomalen DNA-Struktur zu erkl&ren gewesen wére, davon ausgegangen, dal
die Gene, die die fir den NR-Abbau verantwortlichen Enzyme codieren, bel

Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf dem Chromosom lokalisiert sind.

3.24.2. Konstruktion einer Cosmid-Genbank von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y in E. coli und Screening auf NR-Abbau

Fur die Klonierung des Strukturgens der postulierten Polyisopren-Dioxygenase aus
Pseudoxanthomonas sp. 35Y wurde E. coli as heterologer Wirt ausgewéhlt, da die
Klonierung in E. coli etabliert ist und ausreichend unterschiedliche Vektoren zur
Verfligung stehen. AulRerdem handelt es sich bei beiden Organismen um Gram-negative
Bakterien, so dal3 auch die heterologe Expression und Sekretion des gebildeten Proteins
moglich sein sollte. Da jedoch davon auszugehen war, dal3 es sich bel dem NR-Abbau
umn einen komplexen Abbauweg handelt, dessen Strukturgene mdglicherweise
geclustert vorliegen, wurde der Cosmidvektor pWE15 verwendet, der eine Klonierung
groféer Inserts ermdglicht. Es handelt sich dabei um ein 8,1 kb grofies Cosmid, das
neben einer Ampicillin- und einer Neomycinresistenz Uber die fir Cosmidvektoren
charakteristischen konkatemeren Sequenzen des Phagen A (cos-sites) verfiigt. Diese
Sequenzabschnitte erméglichen die Verpackung der zwischen 38 und 51 kb grof3en
rekombinanten Cosmide durch in vitro-Phagen-V erpackungssysteme.

Hochmolekulare, genomische DNA von Pseudoxanthomonassp. 35Y wurde mit
BamHI partiell verdaut, so dal3 Fragmente von etwa 30-45 kb entstanden. Diese wurden
mit dem BamHI-verdautem und dephosphorylierten Cosmid-Vektor pWE15 ligiert und
nach in vitro-Verpackung in E. coli EB304 transduziert. Es wurden ca. 14.000
rekombinante Klone erhaten, die nach Clarke & Carbon, 1976 mit mehr als
99,99 %iger Wahrscheinlichkeit das Genom von Pseudoxanthomonas sp. 35Y
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reprasentierten. Dabel wurde davon ausgegangen, dal3 die Genomgrofde von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y etwa 2-5 Mb betrégt. Alle 14.000 Klone wurden auf ihre
Fahigkeit zur Hofbildung auf NR-Agarplatten untersucht, jedoch konnte kein positiver
Klon identifiziert werden. Dieses konnte vielfdtige Ursachen haben, auf die in der

Diskussion ndher eingegangen wird.

3.24.3. Komplementation der NR-Negativmutanten A und B durch eine
Genbank in einem broad-host-range-Vektor

Fur die Klonierung von Genen komplexer Stoffwechselwege ist die Verwendung von
Negativ-Mutanten als Klonierungswirte sehr effizient, da Klone, die das gesuchte Gen
enthalten und exprimieren, zum Wildphanotyp komplementieren und durch Selektion
detektiert werden konnen (Clarke & Carbon, 1976). AulRerdem ist sichergestellt, dai3
aufgrund des identischen genetischen Backgrounds die klonierten Gene exprimiert und,
wieim Fall von Exoproteinen auch sekretiert werden konnen.

Nachdem nun mit den NR-Negativmutanten A und B von Pseudoxanthomonas sp. 35Y
homologe Klonierungswirte zur Verfigung standen, die somit auch den gleichen
genetischen Hintergrund aufwiesen, wurde versucht, die NR-Negativmutanten durch
verschiedene  DNA-Ubertragungsmechanismen zu komplementieren. Dazu wurden
verschiedene Vektoren ausgesucht (s. Tabelle 8), die sich sowohl in E. coli as auch in
den Pseudoxanthomonas-Negativmutanten replizierten und stabil erhalten blieben.
Aul¥erdem sollte die stabile Replikation eines Cosmid-Vektors in den Mutanten erreicht
werden, da dann die Anzahl an Klonen, die das gesamte Genom von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y reprasentieren, aufgrund der Insertgréf3e auf einige
Hundert beschréankt wére. Zunédchst mufdte jedoch erst eine geeignete Methode zur
Ubertragung der Plasmid-DNA in sowohl den Wildtyp als auch die Negativmutanten
gefunden werden. Dieses sollte mittels Konjugation und/oder Elektroporation erreicht
werden.

Konjugationen mit den mobilisierbaren broad-host-range-Plasmiden pBBR1IMCS-2 und
pBBRIMCS-3, die sich im wesentlichen nur in ihrer Antibiotika-Resistenz
unterschieden (Km® bzw. Tc%), sowie mit dem mobilisierbaren broad-host-range-
Cosmid pLAFRS3, das fur eine Tetracyclin-Resistenz codiert, wurden wie unter 2.10.9.
beschrieben, durchgefiihrt. Alle Vektoren wurden bereits erfolgreich fir die

Konjugation unterschiedlicher Gram-negativer Bakterien eingesetzt (Kovach et al.,
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1995; Staskawicz et a., 1987). Trotz einer Inkubationszeit von 6 Tagen wurden fir
pBBR1MCS-3 und pLAFR3 keine Transkonjuganten erhalten. Alle Konjugationen mit
pBBR1IMCS-2 hildeten sehr viele pin-point-Kolonien, die auch nach verlangerter
Inkubationsdauer nicht weiter anwuchsen. Nach wiederholtem Ausstreichen dieser
Kolonien auf NB-Platten mit Kanamycin wuchsen die potentiellen Transkonjuganten
nicht wieder an. Auch mittels Plasmidpréparation konnten keine Plasmide
nachgewiesen werden. Somit wurde davon ausgegangen, dal3 eine konjugative
Ubertragung von Plasmid-DNA in Pseudoxanthomonassp. 35Y bzw. dessen NR-
Negativmutanten unter den gewahlten Bedingungen nicht méglich ist.

Fir eine DNA-Ubertragung mittels Elektroporation wurden die Zellen der
Pseudoxanthomonas-Mutanten A und B nach einem modifizierten Protokoll von
Johann, 1998 fiur die Elektroporation vorbereitet. Um eine Funkenbildung und eine
damit haufig verbundene Lyse der Zellen bei der Elektroporation zu vermeiden, wurden
die in NB angezogenen Zellen zur Entfernung von Salzen in Puffer und anschlief?end in
10% (w/v) Glycerin  wie unter 2.10.3.2. beschrieben, gewaschen. Die
elektrokompetenten Zellen wurden nach dem Auftauen auf Eis mit maxima 5 pl
Plasmid-DNA versetzt, 5 min auf Eis inkubiert und anschlief3end bei 25 pF, 200 Q und
2,5 kV eektroporiert. Nach dem Versetzen mit 600 pl NB-Medium und Inkubation fur
mindestens 2 h schiittelnd bel 30°C wurden die Ansétze auf NB-Platten mit geeignetem
Antibiotikum ausplattiert.

Zunéchst wurde versucht, den Cosmid-Vektor pWE15 mittels Elektroporation in die
Negativmutanten von Pseudoxanthomonas sp. 35Y zu Ubertragen. Wére eine stabile
Replikation dieses Vektors in den Mutanten A und/oder B mdglich, so konnte die
bereits in E. coli EB304 errichtete Cosmid-Genbank in die Mutanten transformiert
werden und so eine Komplementation herbeifihren. Leider war jedoch keine
Replikation von pWE15 in Pseudoxanthomonas sp. 35Y zu erzielen. Daher wurden im
weiteren Elektroporationen mit den Plasmid-V ektoren pBBR1IMCS-2 und pBBR1IMCS-
3 und den broad-host-range Cosmiden pLAFR3 und pHC79 durchgefihrt. Die
Ergebnisse der Transformationsversuche sind in Tabelle8 zusammengefasst.
pBBR1MCS-3 konnte sich nicht in Pseudoxanthomonas replizieren, wahrend alle drei
anderen Vektoren mit unterschiedlichen Raten erfolgreich transformiert wurden. Jedoch
wiesen die Cosmide pLAFR3 und pHC79, die fur eine Tetracyclin-Resistenz codieren,

deutlich geringe Transformationsraten auf as pBBRIMCS-2, der ein Kanamycin-
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Resistenzgen trégt. Aul3erdem war eine Instabilitét der Cosmid-Vektoren tber mehrere
Generationen zu beobachten, d.h. ohne Selektionsdruck gingen die Vektoren nach

einigen Generationen verloren.

Tabelle8: Mdoglichkeiten  der  Ubertragung  verschiedener  Vektoren  in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y und dessen Negativmutanten

Vektor Konjugation Elektroporation

pPWE15 nicht moglich - -
pBBRIMCS-2 - + 10°-10%pg DNA
pBBR1MCS-2cosAmp - + 10°/ug DNA
pBBRIMCS-3 - + 7 x10*/pug DNA
pLAFR3 - + 3 x 10%/ug DNA
pHC79 nicht moglich + 2 x 10%/ug DNA

+, Ubertragung erfolgreich, -, Ubertragung nicht erfolgreich; nicht moglich bedeutet, daR3 das Plasmid
nicht Uber die fur die Konjugation bendtigte mob-site verfiigt

Um die Anzahl an rekombinanten Klonen, die das gesamte Genom von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y reprasentieren, moglichst gering zu halten, sollte ein
Cosmid-Vektor mit einer Kanamycin-Resistenz eingesetzt werden. Da von
pBBR1IMCS-2 bekannt war, dal3 er sich gut in Pseudoxanthomonas sp. 35Y replizierte
und zudem Uber eine Kanamycin-Resistenz verfugte, wurde aus diesem Plasmid ein
Cosmid konstruiert. Dazu wurden die cos-sites aus pHC79 a's 1.719 bp Bglll-Fragment
ausgeschnitten und in die singulére Bglll-Schnittstelle von pBBR1IMCS-2 kloniert. Um
eine schnellere Selektion von Transformanten in E. coli zu erméglichen, wurde zudem
die Ampicillin-Resistenz as 1.156 bp-Fragment aus pBluescript KSII" mittels PCR
amplifiziert. Dazu wurden Primer verwendet, die zusétzlich Uber eine Stul-Schnittstelle
verflgten, so dal3 eine blunt-end-Ligation in die singuldre Xcal-Schnittstelle von
pBBRIMCS-2 durchgefuhrt werden konnte. Der resultierende Cosmid-Vektor
pPBBRIMCS-2cosAmp ist in Abb. 16 dargestellt. Der Vektor zeigte eine gegenuber
pBBR1IMCS-2 10-100-fach verringerte Elektroporationsrate in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y, konnte sich jedoch auch tUber mehrere Generationen stabil
replizieren.

Die Errichtung einer Cosmid-Genbank von Pseudoxanthomonas sp. 35Y in E. coli mit
anschlief3ender Elektroporation in die NR-Negativmutanten zur Komplementation des

Phanotyps kann jetzt in weiteren Experimenten durchgefihrt werden.
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Abb. 16: E. coli-Pseudoxanthomonas-Shuttle-Cosmid pBBR1M CS-2cosAmp.

3.2.5. Proteinbiochemische Untersuchungen an Pseudoxanthomonas sp. 35Y und
den NR-Negativmutanten A und B
3.25.1. Photometrische Messung der NR-abbauenden Aktivitat in NR-
KulturGberstanden
Da Tsuchii & Takeda, 1990 im extrazelluldaren Kulturfiltrat  von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y beim Wachstum mit NR als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle mittels GPC-Analysen NR-abbauende Aktivitdt nachweisen konnten,
wurden photometrische Enzym-Aktivitétstests mit dem eingeengten Kulturtiberstand
vorgenommen. Dazu wurde Pseudoxanthomonas sp. 35Y fur bis zu 8 Tage in Tsuchii-
Mineralmedium mit 0,05 % (w/v) NR bzw. DPNR angezogen (s. 2.4.). Als Kontrollen
dienten unbeimpfte Kulturen mit 0,05% (w/v) NR bzw. DPNR. Nach dem

Abzentrifugieren der Zellen wurde der Kulturliberstand sterilfiltriert, wodurch auch
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nicht abgebauter NR weitestgehend entfernt wurde, und auf 5 % des Ausgangsvolumens
eingeengt (s.2.13.3.). Die Enzym-Aktivitdt wurde durch Tribungsabnahme des
Reaktionsansatzes in Mikrotiterplatten wie unter 2.6.1. beschrieben, gemessen. Im
Vergleich zum Reaktionsansatz, der statt Enyzm-Rohextrakt nur Kulturiberstand der
unbeimpften NR-Kultur enthielt, war keine Trubungsabnahme zu beobachten (Daten
nicht gezeigt). Alle Kinetiken wiesen die gleiche, leicht abfallende Tendenz auf, was
auf Verdunstung bzw. ein Absetzen der NR-Partikel zurickzufihren sein konnte.
Mittels eines optisch-enzymatischen Tests konnte also keine NR-abbauende Aktivitét

nachgewiesen werden.

3.25.2. Induktion des NR-Abbausin Pseudoxanthomonas sp. 35Y

Nachdem im  zellfreien Kulturiberstand NR-gewachsener  Zellen  von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y mittels photometrischer Messungen keine NR-abbauende
Aktivitdt nachgewiesen werden konnte und somit eine Lokalisierung bzw. Zuordnung
der Enzymaktivitdt zu einem bestimmten Protein nicht moéglich war, wurden
Wachstumsversuche in NR-Flissigkulturen durchgefuihrt. Es sollte eine Korrelation
zwischen maximaler Wachstumsrate und dem verstarkten Auftreten eines Proteins im
extrazelluldren Kulturfiltrat festgestellt werden. So wurde Pseudoxanthomonas sp. 35Y
wie unter 2.4. beschrieben, mit 0,2 % (w/v) NR bzw. DPNR as Kohlenstoff- und
Energiequelle, sowie zur Kontrolle mit 0,5 % (w/v) Glucose angezogen. Jeden Tag
wurden jeweils 10 ml Kultur steril entnommen und abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde sterilfiltriert, auf 2-10 % des Ausgangsvolumens eingeengt (s. 2.13.3.) und bis
zur weiteren Analyse bei 4°C auf Eis gelagert. Das Zdllpellet wurde bei -20°C
eingefroren. Da aufgrund der Tribung der Kulturen, verursacht durch den NR/DPNR,
keine optische Messung des Wachstums méglich war, wurde eine Wachstumskurve
anhand der Zunahme der Zellproteinmenge aufgenommen. Dazu wurden die Zellpellets
einer Proteinbestimmung ganzer Zellen nach Lowry et a., 1951 unterzogen
(s.2.15.1.2.). Aus der Auftragung der Proteinmenge gegen die Zeit wird deutlich
(Abb. 17), dal3 zwar keine logarithmische Zunahme der Proteinmenge und somit der
Zellzahl beim Wachstum auf NR bzw. DPNR zu beobachten ist, jedoch eindeutig ein
Wachstum Uber einen Zeitraum von mehreren Tagen stattfindet. Die exponentielle
Wachstumsphase, die bei der Glucose-Kultur sofort beginnt, ist beim Wachstum auf NR
bzw. DPNR nicht so stark ausgepragt, doch wurde eine Zunahme der Proteinmenge
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nach 7-8 Tagen um das 6- bis 7-fache festgestellt. Ahnliche Ergebnisse erhielten auch
Tsuchii & Takeda, 1990 in ihren Versuchen tber den zeitlichen Verlauf des NR-Abbaus
durch den Stamm 35Y. Sie nutzten die Gesamt-Proteinmenge im Kulturmedium zur
Dokumentation des Zellwachstums und konnten an den Tagen 5-7 der Inkubationszeit
die maximale Proteinmenge (bis zu 220 pg/ml) detektieren. Die Enzymaktivitét
(gemessen durch Gaschromatographie der gebildeten Produkte) erreichte am
5. Inkubationstag ihr Maximum und der Trockengewichtsverlust an NR betrug am
7. Tag 60 %.

450 -

Proteinmenge [pug/ml]

Zeit [d]

Abb. 17: Wachstumsverlauf von  Pseudoxanthomonas sp. 35Y-Kulturen — mit
0,2 % (w/v) NR bzw. DPNR und 0,5 % (w/v) Glucose as Kohlenstoff- und
Energiequelle. Das Wachstum wurde an der gebildeten Zellproteinmenge
gemessen.

Die mittels Centriplus-Roéhrchen (Millipore GmbH, Eschborn) aufkonzentrierten

Kulturlbersténde wurden einer Proteinbestimmung nach Bradford, 1976 unterzogen, so

da3 nachfolgend fir die SDS-PAGE von alen Proben etwa gleiche Protein-

Konzentrationen aufgetragen werden konnten. Auf dem in Abb. 18 dargstellten

10 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgel wird deutlich, dal3 die Konzentration eines Proteins

von ca. 65 kDa im Verlaufe des Wachstums von Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf NR

immer stérker zunimmt und am 8. Inkubationstag ihr Maximum erreicht. Dieses Protein

konnte also am NR-Abbau beteiligt sein.
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Abb.18: 10% (w/v) SDSPAGE des eingeengten Kulturiberstandes von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y gewachsen in Tsuchii-Mineramedium mit
0,2 % (w/v) NR als Kohlenstoff- und Energiequelle. Pro Spur wurden etwa
1,32 ug Protein aufgetragen, die Proteine wurden mit Silber angeféarbt. Im
Verlauf des 8-tdgigen Wachstums nimmt die Konzentration einer
Proteinbande der Grof3e von 65 kDa kontinuierlich zu.

3.25.3. EinfluR de verwendeten Kohlenstoffquelle auf die Bildung
extrazellularer Proteine durch Pseudoxanthomonas sp. 35Y
Um den Einflul3 der verwendeten Kohlenstoffquelle auf die Expression des 65 kDa-
Proteins zu untersuchen bzw. um nachweisen zu kénnen, dal3 das etwa 65 kDa grof3e
Protein, dessen Konzentration am extrazelluldren Gesamtprotein beim Wachstum auf
NR immer starker zunimmt, spezifisch fur den NR-Abbau ist, wurden
Wachstumsversuche — mit Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf  verschiedenen
Kohlenstoffquellen durchgefiihrt. Dazu wurden Kulturen von Tsuchii-Mineralmedium
mit 0,2% (w/v) NR bzw. DPNR, 0,5% (w/v) Glucose, 0,5% (w/v) Gluconat oder
0,5% (w/v) Rhamnose as Kohlenstoffquelle mit Pseudoxanthomonas sp. 35Y
angeimpft und wiederum 8 Tage als Standkulturen bei 30°C inkubiert (s. 2.4.). Jeden
Tag wurden, wie unter 3.2.5.2. erlautert, Proben steril entnommen, abzentrifugiert, die
Uberstande sterilfiltriert und eingeengt. Nach einer Proteinbestimmung nach Bradford,
1976 wurden wieder gleiche Konzentrationen auf en 10% (w/v) SDS
Polyacrylamidgel aufgetragen (nicht dargestellt). Fur jede Kohlenstoffquelle wurde
dann eine représentative Probe erneut auf ein 10 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgel
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aufgetragen und die Proteinmuster miteinander verglichen (Abb. 19). Es zeigte sich, dal3
die Bande bei 65 kDa wirklich nur spezifisch beim Wachstum auf NR bzw. DPNR
auftrat. Beim Wachstum auf anderen Kohlenstoffquellen wie z.B. Glucose, Gluconat
oder Rhamnose wurde dieses Protein nicht gebildet. AulRerdem konnte ausgeschlossen
werden, dal3 die 65 kDa-Bande durch ein im NR enthaltenes Protein verursacht wurde,
da die Proteinbande zum Einen erst im Laufe des Wachstums auftrat und nicht von
Beginn an vorhanden war und das Protein zum Anderen auch in Kulturen mit DPNR
(Deproteinisierter NR) auftrat. Dieses suggerierte eine Beteiligung des 65 kDa-Proteins
am NR-Abbau. Daher sollte im weiteren die N-terminale Aminosduresequenz dieses
Proteins bestimmt werden.
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Abb.19: 10% (w/v) SDSPAGE der eingeengten Kulturiberstande von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y gewachsen auf NR bzw. DPNR, Glucose,
Gluconat oder Rhamnose als Kohlenstoff- und Energiequelle. Pro Spur
wurden etwa 1pug Protein aufgetragen, die Proteine wurden durch
Silberfarbung sichtbar gemacht. Das 65 kDa-Protein wird nur spezifisch
beim Wachstum auf NR oder DPNR gebildet, und konnte somit im
Kulturfiltrat mit anderen Kohlenstoffquellen gewachsener Zellen nicht
nachgewiesen werden.

3.25.4. N-ter minale Blockierung des 65 kDa-Proteins
Zur Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz dieses beim Wachstum von

Pseudoxanthomonas sp. 5Y auf NR gebildeten 65 kDa-Proteins wurde eingeengter
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Kulturiberstand auf ein grofRes 10 %iges (w/v) SDS-Polyacrylamidgel (s. 2.15.2.1.)
aufgetragen, so dal3 eine bessere Auftrennung der Proteinbanden erreicht wurde. Das
Gel wurde nach der Elektrophorese mit Coomassie geférbt (s. 2.15.3.2.) und auf eine
PVDF-Membran geblottet (s. 2.15.5.). AnschlieRend erfolgte die N-terminale
Aminosauresequenzierung des 65 kDa-Proteins durch automatisierten Edman-Abbau in
der Arbeitsgruppe von Dr. Kratzin am Max-Planck-Institut fur experimentelle Medizin
in Gottingen. Leider konnte keine N-terminale Sequenz bestimmt werden, da das
Protein N-terminal blockiert war. Dieses tritt nach PAGE und anschlief3endem Blotting,
besonders bei extrazelluldren Proteinen, haufiger auf (Kratzin, pers. Mitteilung).

3.25.5. Aufreinigung des 65kDa-Proteins aus dem Kulturiberstand von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y gewachsen auf NR

Um genigend Ausgangsmaterial fir eine Proteinaufreinigung zu haben, wurden
Anzuchten im 3,51-Maldstab durchgefihrt. Dazu wurde Pseudoxanthomonas sp. 35Y
wie unter 2.5. beschrieben, angezogen. Nach der Ernte der Zellen wurde der
Kulturlberstand sterilfiltriert, mit einem Tangentialfilter auf 60-90 ml eingeengt und bei
4°C gelagert.

Der erste Schritt in der Aufreinigung war eine Anionenaustauschchromatographie an
DEAE-Sephacel (s . 2.14.1.1)). Als Equilibrierungspuffer wurde 10 mM Trig/HCI,
pH 7,5 verwendet. Die Elution gebundener Proteine erfolgte in einem Stufengradienten
von 0-150 mM NaCl. Unter diesen Bedingungen konnte ein Grofdteil der Proteine an die
Matrix binden, wéahrend das 65 kDa-Protein vorwiedend im Durchfluf3, column wash
und den ersten Niedrigsalzfraktionen vorkam. Mit Hilfe des stérkeren
Anionenaustauschers MonoQ konnte keine verbesserte Abtrennung von Fremdproteinen
erreicht werden, da das gewlinschte 65 kDa-Protein nicht wieder von der Saule eluiert
werden konnte.

Somit schien Anionenaustauschchromatographie an einem schwachen lonentauscher
wie DEAE-Sephacel das geeignete Mittel zu sein, um einen ersten Aufreinigungsschritt
durchzufhren.

Eine Kationenaustauschchromatographie an MonoS, einem starken lonentauscher,
erbrachte bei pH-Werten von 5,5, 6,5 und 7,5 keinen weiteren Aufreinigungserfolg.
Daher wurde versucht, ene Auftrennung der Proteine aufgrund ihres

Molekulargewichtes zu erreichen. Dazu wurde eine Gelfiltration an Superdex G200
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durchgefuhrt. Dieses Saulenmaterial erlaubt eine Trennung von Proteinen im Bereich
von 10-600 kDa. Die Elution der Proteine erfolgte in einem isokratischen Gradienten
von 150 mM NaCl in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5. Entsprechend dem durch SDS-PAGE
bestimmten Molekulargewicht eluierte das 65 kDa-Protein bei einem Elutionsvolumen
von 80-90 ml, so dal3 es sich vermutlich um ein monomeres Protein handelt. In der
SDS-PAGE zeigte sich, dal3 noch zwei weitere Proteine (46 kDa und 24 kDa) als
Verunreinigung in der Fraktion enthalten waren (s. Abb. 20).

Um die anderen Proteine abzutrennen, wurde im Folgenden eine Gefiltration an
Superdex G75 vorgenommen. Lediglich das Protein von ca. 24 kDa konnte dabel
teilweise abgetrennt werden. Mit dieser Methode wurde somit keine vollstandige
Aufreinigung erzielt. Eine zusétzlich durchgefihrte Nativ-PAGE bestétigte allerdings,
dai3 es sich bei den beiden kleineren Proteinen nicht um Abbauprodukte des 65 kDa-
Proteins handeln konnte, sondern um eigenstandige Protei ne/Proteinkomplexe.

Weitere Versuche die drel Proteine durch hydrophobe Interaktionschromatographie an
Octyl-, Butyl- oder Phenyl-Sepharose zu trennen, zeigten ebenfalls keinen Erfolg.

Eine mogliche Auftrennung der Proteine gemdl ihres isoelektrischen Punktes (IEP)
sollte die Chromatofokussierung an MonoP erbringen. Dabei wird auf der Saule ein pH-
Gradient erzeugt, der eine Anordnung und Elution der Proteine an ihrem IEP bewirkt.
Um die Fraktionen auf die darin enthaltenen Proteine im SDS-PAGE untersuchen zu
koénnen, ist jedoch eine Abtrennung des fur die Elution verwendeten Polybuffers
notwendig. Dieses wurde durch 100 % (w/v) Ammoniumsulfatféllung der Fraktionen
erreicht. Nachfolgend konnte in den geféllten Fraktionen allerdings kein Protein mehr
nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der zur Verfigung stehenden Mittel konnte also eine nahezu vollstandige
Aufreinigung des 65kDaProteins aus dem NR-Kulturlberstand erzielt werden
(Abb. 20).
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Abb. 20: Partielle Aufreinigung des 65 kDa-Proteins mittels
Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel mit anschlief3ender
Gelfiltration an Superdex G200. Die Proteine wurden in einem 10 % (w/v)
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Silber angefarbt.

3.2.5.6. Bestdtigung der Reinheit des aufgereinigten 65 kDa-Proteins mittels 2D-
Elektrophorese
Um nachweisen zu kénnen, dal3 es sich bei dem 65 kDa-Protein wirklich nur um ein
Protein handelt und nicht zwei gleich grof3e Proteine, die einander in der SDS-PAGE
Uberlagern, wurde eine 2D-Elektrophorese durchgefiihrt. Dazu wurden ca. 15 ug des
nach der Gelfiltration an Superdex G200 erhaltenen, partiell aufgereinigten Proteins mit
3 Volumen eiskaltem Aceton UN bei -20°C geféllt. Nach der Pelletierung der Proteine
wurden diese wie unter 2.15.2.3. beschrieben, in Puffer aufgenommen und einer
Auftrennung in der 1. Dimension, der isoelektrischen Fokussierung unterworfen. Die
zweite Dimension wurde in ener grof3en Vertikal-Elektrophorese-Kammer
durchgefuhrt. Als Referenz fir das zu untersuchende 65 kDa-Protein wurde eine mittels
SDS-PAGE aufgetrennte und Coomassie-gefarbte Bande desselben Proteins an die
Anodenseite des fokussierten Dry-Strips gelegt und erneut im 10 % (w/v) SDS-PAGE
aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abb. 21 dargestellt. Es wird deutlich, dafl3 es sich bel
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dem 65 kDa-Proteins tatsichlich nur um ein Protein handelt und nicht zwel oder mehr
Proteine einander Uberlagern. Die zwel um wenige Millimeter nach links versetzten
Spots ruhren wahrscheinlich vom gleichen Protein, jedoch einer modifizierten
(glykosylierten oder phosphorylierten) Form her (Berkelmann & Stenstedt, 1998).
Aul3erdem ist eine geringfligige Verschiebung des Referenzproteins, bedingt durch die
unterschiedlichen Materiaien, in denen die Proteine immobilisiert waren (Dry-Strip,
Polyacrylamidgel) und eine damit verbundene veranderte Wanderungsgeschwindigkeit
im Gel, zu beobachten (vergleiche auch Lauffront). Aufgrund seiner Intensitét kann der
markierte Spot jedoch eindeutig dem 65 kDa-Protein zugeordnet werden. Desweiteren
konnte festgestellt werde, dal3 der IEP des 65 kDa-Proteins im sauren pH-Bereich liegt.

pH 10 ¢ P> pH 3
‘ -=- 65 kDa-Protein
®
-~
b
.
&

Abb.21: 10 % (w/v) SDS-PAGE (2. Dimension) von 15 ug partiell aufgereinigtem
Protein nach isolelektrischer Fokusssierung. Als Referenz wurde ein
Gelstiick mit darin enthaltenem 65 kDa-Protein mit auf das Gel der zweiten
Dimension gelegt (rechts der Trennlinie). Die Proteine wurden mit Silber
gefarbt. Der durch einen Kreis markierte Spot entspricht dem 65 kDa-
Protein.
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3.25.7. Chemische und proteolytische Spaltungen des 65kDa-Proteins von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y
Da eine N-terminale Blockierung des 65 kDa-Proteins vorlag, sollte das Protein zur
Ermittlung interner Aminosauresequenzdaten einer Spaltung unterzogen werden. Dazu
wurden verschiedene Proteasen, sowie eine chemische Spaltung durch Bromcyan
getestet. Zunachst mufite das 65 kDa-Protein von den Ubrigen zwei Proteinen, die in
dem nach Gelfiltration an Superdex G200 erhaltenen Proteingemisch vorhanden waren,
abgetrennt werden. Dazu wurde das Proteingemisch auf ein 10 % (w/v) SDS
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Bande des 65 kDa-Proteins nach Anférben des
Gels mit Coomassie-Farbstoff ausgeschnitten. Die Gewinnung des Proteins aus dem
Gelmaterial erfolgte durch Elektroelution mit anschlief3ender Einengung wie unter
2.14.7. beschrieben. Das eluierte Protein wurde dann zunéchst einer Spaltung durch
Bromcyan unterzogen (s.2.14.4.1). So <sollte eine durch Proteasen verursachte
Verunreinigung der Probe vermieden werden. Bromcyan spaltet die Aminosdurekette
spezifisch an der Carboxylgruppe von Methioninresten, so dal3 bei niedrigem pH-Wert

Uber die Zwischenstufe des Homoserinlactons ein Homoserin entsteht (Abb. 22).

| e
N
S
BrCN +
O — »
. )%
Methionin Homoserinlacton Homoserin
+
HBr

Abb. 22:  Schematische Darstellung der chemischen Spaltung von Peptiden an
Methioninresten durch Bromcyan. Uber die Zwischenstufe des
Homoserinlactons wird unter sauren Bedingungen ein Homoserin-Derivat
gebildet.
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Zur Einschatzung der Effizienz einer solchen Proteinspaltung wurde BSA unter
gleichen Bedingungen einer Spaltung unterzogen. Die Auftrennung der Spaltprodukte
erfolgte durch SDS-PAGE in einem 15 %igen (w/v) Polyacrylamidgel. BSA besitzt
neben einem typischen Methioninrest am N-Terminus vier interne Methionine, so dal3
es bel vollstandiger Bromcyanspaltung in funf Peptide von 2,6 kDa, 11,4 kDa,
11,7 kDa, 12,6 kDa und 29,7 kDa fragmentiert wird (Barry, 1991; Castellino & Barker,
1968). Erwartungsgemal’ wurden bei der Spaltung von BSA finf Banden erhalten (nicht
gezeigt). Die Spaltung des 65 kDa-Proteins hingegen erbrachte keine reproduzierbaren
Ergebnisse. Der Groldteil des gespaltenen bzw. zur Spaltung eingesetzten Proteins war
nach Entfernung der Ameisensdure durch Abdampfen im Speed Vac, oder auch einfach
im Vakuum, nicht mehr nachzuweisen. Eine Immobilisierung der Spaltprodukte durch
Aufbringen dieser auf PVDF-Membran konnte ebenfalls keine verbesserte Ausbeute
bewirken.

Eine weitere Mdglichkeit der Spaltung von Proteinen besteht in ener Hitze-
Denaturierung. Dazu wurde das 65 kDa-Protein bis zu einer Stunde bei 95°C inkubiert
und nachfolgend auf einem 15 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgel analysiert. Obwohl es
sich um einen mesophilen Organismus handelt, war keine Spaltung des Proteins durch
Hitzeeinwirkung moglich (Daten nicht gezeigt).

Daher wurde dazu Ubergegangen, proteolytische Spaltungen durchzufihren, die zwar
eine Verunreinigung durch Proteasen bewirken, jedoch nachfolgend keine Entfernung
des Reaktionspuffers bzw. Losungsmittels notwendig machen. Somit sollte das gesamte
zur Spaltung eingesetzte Material (Protein) auch in den Spaltprodukten erhalten bleiben.
Zundchst wurden verschiedene Proteasen ausprobiert, da ale unterschiedliche
Angriffsstellen besitzen. Die Endoproteinase Glu-C aus Staphylococcus aureus V8
gpaltet je nach Reaktionsbedingungen spezifisch am Carboxylende von Aspartat
und/oder Glutamat. Trypsin aus dem Rinderpankreas greift die Aminosdurekette
spezifisch an der Carboxylseite von Arginin und Lysin an. Thrombin spaltet Arginin-
Glycin-Bindungen in bestimmten Peptidsequenzen.

Eine Spaltung des Proteins mit Thrombin erbrachte keinen entsprechenden
Spaltungserfolg, d.h. das Protein lag grofdtenteils ungespalten vor. Auch die Spaltung
mit der Endoproteinase Glu-C aus SaphylococcusaureusV8 war nur bedingt
erfolgreich. Bel Einsatz geringer Mengen an Protein wurden verschiedene
Spaltfragmente erhalten (Abb. 23b), wurden jedoch gréfere Mengen Protein (und auch
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entsprechend mehr Protease) zur Spaltung verwendet, konnte keine vollstandige
Spatung erreicht werden. Ebenso flhrte eine Spaltung im Sammelgel eines
15 %igen (w/v) SDS-Polyacrylamidgels (Cleveland et a., 1977) nur in kleinen
Reaktionsansétzen zur Spaltung. Dies mag damit zusammenhdngen, dal3 kein
ausreichender Kontakt zwischen Protein und Protease zustandekam. Die tryptische
Spaltung fuhrte in Abhangigkeit von der zugegebenen Trypsinmenge (0,2-1 pg) und der
Inkubationsdauer zu verwertbaren Spaltfragmenten verschiedener GrofRe (Abb. 23c).
Somit schien Trypsin geeignet eine Spaltung des 65 kDa-Proteins herbeizuftihren.
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Abb. 23: Verschiedene proteolytische Spaltungen (b., c.) des elektroeluierten 65 kDa-
Proteins (a). Zum Vergleich wurden in a. je 10 pl konzentrierter NR- und
Glucose-Kulturtiberstand mit aufgetragen. b. Spaltung mit Endoproteinase
Glu-C. Jeweils 10 pl elektroeluiertes Protein wurden mit 0,2 g Protease fur
die angegebene Zeitdauer bel 37°C gespalten. c. Tryptische Spaltung, d.h.
jewells 10 ul elektroeluiertes Protein wurden mit den angegebenen
Proteasemengen 4 h bel 37°C gespalten. Das elektroeluierte Protein wurde
in einem 10 % (w/v), die Spaltungen in einem 15 % (w/v) Polyacrylamidgel
aufgetrennt und mit Silber angeférbt.



3. EXPERIMENTE & ERGEBNISSE 120

3.25.8. Ermittlung interner Aminosauresequenzen des 65kDa-Proteins aus
Pseudoxanthomonas sp. 35Y

Da gezeigt werden konnte, dal3 eine Trypsin-Spaltung des 65 kDa-Proteins zu
Spaltfragmenten verschiedener Grofe fuhrt, sollten diese Peptidfragmente dann auch
einer N-terminalen Aminosauresequenzierung zuganglich sein. Daher wurden 480 pl
(enthdlt ca. 48 ug 65kDa-Protein) des nach der Gelfiltration an Superdex G200
erhaltenen Gemisches aus 3 Proteinen in einem 10 % (w/v) SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt (s. 2.15.2.1) und mit Coomassie angeféarbt (s. 2.15.3.2.). Die Bande des
65 kDa-Proteins wurde aus dem Gel ausgeschnitten und zusammen mit einem etwa
gleichgroféen Stiick gefarbtem Gel ohne darin enthaltenem Protein (Leerwert) wie unter
2.15.4.2. beschrieben, entwassert und reduziert. Die nachfolgenden Schritte, Trypsin-
Verdau, Extraktion, RP-HPLC-Auftrennung der Peptide mit anschlief3ender
Aminosduresequenzierung, sowie Massenbestimmung durch  MALDI-TOF-MS,
erfolgten in der Arbeitsgruppe von Dr. Weber am Fraunhofer Institut fur Grenzflachen-
und Bioverfahrenstechnik in Stuttgart.

Ausgewdhlte Peaks, d.h. solche, die symmetrisch und im Leerwert (Trypsin-Spaltung
ohne Protein) nicht enthalten waren, sowie eine Masse Uber 500 Da besal3en, wurden
einer N-terminalen Aminosduresequenzierung durch automatisierten Edman-Abbau
unterzogen. Die Peptide 23/25, 36/38, 38/40 und 44 erbrachten die in Tabelle9
dargestellten Teilsequenzen.
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Tabelle9:  Aminosaureteilsequenzen der durch tryptischen Verdau des 65 kDa-
Proteins erhaltenen internen Peptide und die fur die DNA-Sonden-
Herstellung (s.3.25.9) daraus abgeleiteten degenerierten
Oligonukl eotidsequenzen.

Peptid M, |Aminosauresequenz mit abgeleiteter degenerierter
[Da] |Oligonukleotidsequenz (Sinnstrang)

23/25 | 2997,9 G N D N G G H D
5 - GGN AAY GAY AAY GGN GGN CAY GAY TT-
cT

3°-CCN TTR CTR TTR CON CCN GTR

36/38 n.b. P F A Y L Q F
5°-CCN TTY GON TAY YTN CAR TTY-3' (TV-3)
3" - GGN AAR CGN ATR RAN GTY AAR- 5" (TV-4)
5°-CCl TTY GOl TAY CTI CAR TTY-3' (TV-11)
3'-GE AAR CG ATR GAl GTY AAR 5 (TV-12)

38/40 | 20348 W G L P N S A N D A G
5°-TGG GGN YTN CCN AAY WBN GON AAY GAY GCN GG 3" (TV-9)
3" - ACC CCN RAN GGN TTR WSN CGN TTR CTR CGN CCN-5' ( TV- 10)
5°-TGG GA CTI CCl AAY TCl GCl AAY GAY GCI GG 3" (TV-1)
3'-ACC CCl GAl G3 TTR AG CG TTR CTR CG CC-5 (TV-2)

44 n.b. P I T A L G
5°- CCN ATH ACN GCN YTN GGN-3° (TV-7)
3" - GGN TAD TGN CGN RAN CCN-5° (TV-8)

N=G,AT,CH=AT,C;D=G,A, T;S=G,C;W=A,T;Y=C, T;R=A,G; Il =Inosn;

n. b., nicht bestimmt

Sequenzabgleiche mit den in 6ffentlichen Datenbanken zuganglichen Strukturen wurden
mittels der Programme Fasta 3 und Fasta 33, sowie Blast 2.0 durchgefiihrt und ergaben

keine signifikanten Homologien zu bereits bekannten Proteinen.

3.25.9. Herstellung einer fur das Strukturgen des 65 kDa-Proteins spezifischen
DNA-Sonde
Um mittels PCR-Amplifikation mit chromosomaler DNA von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y als Template eine fur das Strukturgen des 65 kDa-Proteins
spezifische  DNA-Sonde  herzustellen, wurden aus den  erhaltenen
Aminosauresequenzdaten degenerierte Oligonukleotide abgeleitet, deren Sequenzen in
Tabelle 9 dargestellt sind. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Eppendorf
Gradientencycler durchgefihrt, so dal3 ein breiter Temperaturbereich (35-65°C) zur
Anlagerung der Primer abgedeckt werden konnte. Im Wesentlichen erfolgte die PCR-
Amplifikation wie unter 2.11. beschrieben. Bel der Amplifikation mittels Tag-DNA-
Polymerase wurde eine Elongationszeit von 1,5 min gewdhlt, da fur die Kodierung
eines 65 kDa-Proteins ein ca. 1,8 kb-grof3es Strukturgen erwartet werden kann und die
Tag-DNA-Polymerase im Mittel mindestens 1 kb/min amplifizieren kann. Da bei

degenerierten Oligonukleotiden ein Gemisch von Primern vorliegt und die spezifischen
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Sequenzen somit nur in sehr geringen Konzentrationen enthalten sind, wurden
Primerendkonzentrationen von 2,5 UM bzw. 25 uM eingesetzt. Um auszuschlief3en, dal3
ein Amplifikat aufgrund der Anlagerung nur eines Oligonukleotids an verschiedenen
Stellen der chromosomalen DNA entsteht, wurden auch PCR-Reaktionen mit nur einem
darin enthaltenen Primer durchgefiihrt. Desweiteren wurden ale (sinnvollen)
Primerkombinationen getestet. Es konnten zahlreiche DNA-Fragmente amplifiziert
werden, jedoch waren diese Amplifikate stets auch in PCR-Reaktionen mit nur einem
Primer nachweisbar, so da3 sie auf die Mehrfachanlagerung des degenerierten
Oligonukleotids an die chromosomale DNA zurlckzufthren waren. In PCR-
Reaktionen, die ein degeneriertes Primerpaar enthielten, wurden somit unter den

gewdhlten Bedingungen keine spezifischen Amplifikate gebildet.
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4. Diskussion

Aufgrund ihres Molekulargewichtes erfolgt der initiale Abbau vieler Naturstoffe wie
z.B. Cdlulose, Lignocelulose, Xylan, Starke, Chitin, Lignin, Pectin,
Polyhydroxyalkanoaten und Kohlenwasserstoffen durch extrazelluldre Enzyme
(Crawford, 1978; Eggert et a., 1996; Jendrossek et al., 1996; Kirk et al., 1986; Liao et
a., 1992; Mondou et al., 1986; Schlochtermeier et al., 1992; Speckaet al., 1991; Tien &
Kirk, 1984). Sowohl Bakterien als auch viele Eukaryonten, vor alem niedere Pilze, sind
in der Lage, unter bestimmten Bedingungen entsprechende Enzyme auszuscheiden und
somit diese Naturstoffe als Kohlenstoff- und Energiequellen zu nutzen. Wahrend der
Abbau von Lignin unter aeroben Bedingungen, oftmals durch eine Oxygenierung als
einleitende Spaltungsreaktion, stattfindet, greifen Xylanasen, Amylasen, Pectinasen,
Chitinasen und aliphatische und aromatische K ohlenwasserstoff-abbauende Enzyme die
Polymere sowohl unter aeroben wie auch unter anaeroben Bedingungen an. In der Regel
erfolgt der Abbau polymerer Naturstoffe nur in Abwesenheit einer anderen, gut
verwertbaren Kohlenstoffquelle (Eggert et al., 1996; Jendrossek et al., 1996; Priest,
1992), dh. die Expression dieser Enzyme unterliegt komplizierten
Regulationsmechanismen. Auch Umwelteinflisse wie Temperatur oder pH-Wert
koénnen einen Einflu® auf die Expression der Gene haben (Delafield et a., 1965). In
anderen Bakterien wird die Enzymsynthese tempora reguliert. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase wird die Synthese unterdriickt bzw. bleiben die
Enzyme zellgebunden und in der stationdren Phase findet eine Expression bzw.
Ausscheidung statt. So werden beispielsweise die Proteasen und Amylasen aus
verschiedenen Bacillus-Arten  (Priest, 1992) und die Glucoamylase aus
Thermoanaer obacterium thermosaccharolyticum auf diese Weise reguliert (Specka et
al., 1991). Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Abbau von Naturkautschuk (NR) durch
verschiedene Bakterien untersucht werden. Obwohl schon seit langem NR-abbauende
Bakterien und Pilze isoliert und charakterisiert wurden, ist der molekulare M echanismus
der Spaltung sowie entsprechende Enzyme und deren Strukturgene noch immer
unbekannt. Aufgrund von Untersuchungen der entstehenden Abbauprodukte beim
Wachstum von Nocardia sp. und Xanthomonas sp. 35Y auf NR wurden von Tsuchii
und Mitarbeitern as einleitende Reaktion eine intramolekulare Spaltung des cis-1,4-
Polyisoprens (NR) durch eine Polyisopren-Dioxygenase postuliert (Tsuchii et al., 1985;
Tsuchii & Takeda, 1990).
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4.1. NR-Abbau durch S grissusl1lD, S.codicolor 1A und

Pseudoxanthomonas sp. 35Y
4.1.1. Charakterisierung des NR-Abbausdurch S. griseus 1D, S. coelicolor 1A und

Pseudoxanthomonas sp. 35Y
S griseus 1D, S. coelicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y sind in der Lage auf
Agarplatten mit NR als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen und einen
Hof um die Kolonien herum zu bilden. Auch in NR-Flussigkultur findet ein Abbau statt,
wobei bel eektronenmikroskopischer Betrachtung der Streptomyces-Stémme ein
direkter Kontakt zwischen Latex und Myzel nachwei sbar ist.
Pseudoxanthomonas sp. 35Y hingegen scheidet die NR-abbauende Aktivitét offenbar
ins Medium aus. Aufgrund ihres Abbauverhaltens beim Wachstum auf NR wurden alle
bislang identifizierten Organismen in zwei Gruppen eingeteilt (Tabelle 10). Die Einen,
vorwiegend Actinomyceten (Linos et al., 2000; Linos et a., 2000; Linos & Steinbtichel,
1998; Linos et a., 1999; Rook, 1955; Tsuchii et a., 1996; Tsuchii et a., 1996), aber
auch ein Pseudomonas aeruginosa-Stamm (Linos et al., 2000) wachsen nur in direktem
Kontakt zum Substrat und flihren zu einer betréchtlichen Zersetzung des
Naturkautschuks wahrend der Kultivierung. Im Gegensatz zu diesen adhésiven
Organismen stehen bisang nur zwei bekannte NR-verwertende Bakterien
(Micromonospora aurantiaca W2b, Pseudoxanthomonas sp. 35Y), die nicht-adhésiv
wachsen und auf NR-Agarplatten zu einer Hofbildung um die Kolonien herum fihren
(Linos et al., 2000; Tsuchii & Takeda, 1990). Wahrend bei der ersten Gruppe die NR-
abbauende Aktivitdt offenbar zellgebunden vorliegt, scheiden Vertreter der zweiten
Gruppe die entsprechenden Enzyme aus der Zele aus. S grisseus1D und
S codlicolor 1A scheinen nun eine Intermedidrstellung einzunehmen (s. Tabelle 10),
denn auf der einen Seite wachsen sie in direktem Kontakt zum Substrat, sind aber
andererseits in der Lage auf NR-Agarplatten eine Aufklarung um die Kolonien herum
zu bewirken. Dieses verleitet zu der Annahme, dal je nach Wachstumsphase die NR-
angreifenden Enzyme zellgebunden bzw. extrazellular vorliegen. Ahnliches konnte auch
fur die Glucoamylase aus Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum beobachtet
werden. Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase liegt das Enzym zellassoziiert
vor, wahrend es in der stationéren Phase extrazelluldr im Kulturtiberstand zu finden ist
(Specka, 1991; Specka et al., 1991). Weitere Untersuchungen dieser Glucoamylase
haben gezeigt, dal3 es sich vermutlich um ein Lipoprotein handelt (Ducki, 1995). Das
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Vorhandensein des lipophilen Proteinanteils bedeutet bel Gram-positiven Bakterien
nicht zwangsléaufig eine Bindung an die Zelloberflache, wurden doch viele Lipoproteine
Gram-positiver Bakterien aus dem Kulturlberstand aufgereinigt (Rothe et a., 1989;
Sutcliffe et al., 1993). Die Freisetzung von der Zelloberflache kann in acylierter Form,
abhangig von der Wachstumsphase oder nach proteolytischer Spaltung erfolgen. So
lief3e sich auch das indifferente Verhaten von S griseus 1D und S. coelicolor 1A beim
Wachstum auf NR erkléren. Trotz ihres unterschiedlichen Abbauverhaltens ist allen
Organismen jedoch vermutlich der initiale Schritt der oxidativen Spaltung des
Substrates NR durch eine potentielle Polyisopren-Dioxygenase gemeinsam. Ob dieses
eine Enzym jedoch schon fir den auf NR-Agarplatten sichtbaren Phanotyp der
Hofbildung ausreicht, wie es be den PHA-Depolymerasen verschiedener
Pseudomonaden der Fall ist, ist nicht bekannt.

Tabelle10: Zusammenhang zwischen Wachstum und Lokalisation der NR-
abbauenden Aktivitét. S grissus1D und S coelicolor 1A  nehmen
aufgrund ihrer Fahigkeit zum adhdsiven Wachstum einerseits und der
Hofbildung auf NR-Agarplatten andererseits eine Intermediérstellung
zwischen den rein adhésiven NR-Abbauern und den ausschliefdich
extrazelluldr abbauenden Bakterien ein.

Organismus Wachstum  Hofbildung NR-abbauende
auf NR auf Aktivitat
NR-Platten
Nocardia sp. 835A°% adhasiv - zellgebunden
Gordonia sp. VH2" adhasiv - zellgebunden
Gordonia sp. Kb2° adhasiv - zellgebunden
Gordonia sp. Kd2° adhasiv - zellgebunden
Gordonia polyisoprenivorans adhéasiv - zellgebunden
Mycobacterium fortuitum NF49° adhasiv - zellgebunden
Actinomyces sp.® adhéasiv - zellgebunden
Pseudomonas aeruginosa AL 98’ adhasiv - zellgebunden
Micromonospora aurantiaca W2b° | nicht-adhésiv + extrazellul&r
Pseudoxanthomonas sp. 35Y° nicht-adhasiv + extrazellular
Actinomyceten” u.a
Streptomyces griseus 1D adhasiv + extrazellular/
zellgebunden
Streptomyces coelicolor 1A adhéasiv + extrazellul&r/
zellgebunden

2 (Tsuchii et al., 1996; Tsuchii et a., 1996), ° , (Linos et a., 2000), ¢, (Linos & Steinbiichel, 1998),
4 (Linos et al., 1999), ® , (Rook, 1955), ", (Linos et a., 2000), ¢ , (Tsuchii & Takeda, 1990), ",
(Jendrossek et al., 1997); +, Hofbildung; - , keine Hofbildung
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In Anwesenheit anderer, wasserl6slicher Kohlenstoffquellen wird der NR-Abbau durch
S codlicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y reprimiert, wahrend S griseus 1D
eine offenbar konstitutive Expression der entsprechenden Enzyme, d.h. kongtitutive
Hofbildung auf NR-Agarplatten zeigt. Im Hinblick auf die Komplexitét des Substrates
scheint eine Repression durch andere, einfacher aufgebaute Kohlenstoffquellen
Okonomisch fur die Zelle zu sein. Auch andere Polymer-abbauende Organismen
besitzen eine dhnliche Regulation (Priest, 1992). Beim Wachstum auf Succinat und pH-
Werten = 6,8 werden die PHB-Depolymerasen aus Pseudomonas lemoignei exprimiert
und sekretiert, wahrend die Anwesenheit von 3-Hydroxybutyrat diese Schritte
unterdrickt (Delafield et a., 1965; Terpe, 1999). Auch die Laccase-Produktion des
Well¥faulepilzes Pycnosporuscinnabarinus wird in  Anwesenheit von Glucose
reprimiert (Eggert et al., 1996).

Fur Pseudoxanthomonas sp. 35Y konnte aul3er der Repression des NR-Abbaus zudem
noch eine gewisse Instabilitdt der NR-verwertenden Eigenschaft nach wiederholter
Kultivierung auf nicht NR-haltigen Medien beobachtet werden. Ahnliches wurde auch
fur Pseudomonas aeruginosa AL 98 festgestellt (Linos et a., 2000). Diese Beobachtung
legt die Vermutung nahe, dal3 die fir den NR-Abbau codierenden Strukturgene auf
extrachromosomalen DNA-Elementen (Plasmiden) lokalisiert sind, da diese entweder
verloren gehen kénnen oder aber durch Konjugation Ubertragbar sind. Jedoch konnten
fur Pseudoxanthomonas sp. 35Y durch verschiedene Plasmidpréparationen weder
katabolische Plasmide, noch Mega- oder lineare Plasmide nachgewiesen werden. Somit
ist der verzogerte NR-Abbau nach wiederholter Kultivierung auf beispielsweise
Komplexmedien wahrscheinlich auf eine langsame Induktion der NR-abbauenden
Enzyme zuriickzufihren. Viele extrazellulére Enzyme weisen eine geringe konstitutive
Enzymexpression auf, so dal3 es beim Auftreten von polymeren Substraten auf3erhalb
der Zelle zur Hydrolyse und Bildung von Spaltprodukten kommt, die dann ihrerseits
nach Aufnahme in die Zelle eine verstérkte Enzymsynthese auslosen (Priest, 1977).
Diesist aufgrund der Komplexitét der Substrate und der damit verbundenen Unfahigkeit
der Zelle diese aufzunehmen, notwendig, fuhrt jedoch zwangslaufig auch zu einem
zeitlich verzogerten Abbau des Polymers. Es ist also davon auszugehen, dal3 die
Induktion des NR-Abbaus einem recht langsamen Regulationsmechanismus unterliegt
bzw. dal3 erst ein im Katabolismus relativ spét gebildetes Intermediat/Abbauprodukt die

Induktion oder Derepression der Enzymexpression bewirkt.
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4.1.2. Beruht der NR-Abbau durch S griseuslD, S. codlicolor 1A und
Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf einem komplexen Stoffwechselweg ?

Mutagenesen mittels UV-Licht oder chemischen Agenzien sind zumindest bei
Streptomyceten das Mittel der Wahl, um ungerichtete Mutationen zu erzeugen und
somit Stoffwechselwege und deren Regulation zu untersuchen (Hopwood et al., 1985;
Kendrick & Wheelis, 1982). Mittels UV-Mutagenese konnten Mutanten von
S griseus 1D, S codlicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y erhalten werden, die
ein verandertes NR-Abbauverhalten besal3en, jedoch ansonsten einen gegeniiber dem
Wildtyp unveranderten Phanotyp aufwiesen. Somit wurde gezeigt, dal3 die Fahigkeit
zum NR-Abbau durch S griseus 1D, S coelicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y
spezifisch ist und es sich nicht um eine nicht-enzymatische Reaktion, verursacht durch
entstehende Intermediate, oder eine Nebenreaktion handelt. Wie bei den meisten
Naturstoffen ist vermutlich ein komplizierter Stoffwechselweg notwendig, um NR fur
die Zelle als Kohlenstoff- und Energiequelle verfigbar zu machen. Um welitestgehend
ausschlief3en zu konnen, dal3 ein anderer Defekt, z.B. im allgemeinen Protein-
Sekretionsapparat der Zelle, fur die aufgetretenen Phanotypen verantwortlich war,
wurden sowohl die durch UV-Mutagenese erhaltenen Verlust- as auch
Gewinnmutanten auf ihren Phanotyp beim Wachstum auf anderen Polymeren wie
Starke, Casein und PHB getestet. Nur bel Mutanten, die einen dem Wildtyp
entsprechenden Phanotyp auf diesen Medien zeigten, wurde davon ausgegangen, dafi3
die Mutation spezifisch fur den NR-Abbau ist. Fir S griseus1D wurden mit einer
Frequenz von 0,015 % Mutanten erhalten, die nicht mehr in der Lage sind, auf NR-
Agarplatten einen Aufklarungshof um die Kolonien herum zu bilden. Fir
S codlicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y traten solche Mutanten mit einer
Frequenz von 0,01% bzw. 1,7% auf. Obwohl bel der UV-Mutagenese nicht
ausgeschlossen werden kann, dal3 in einer Zelle gleich mehrere Punktmutationen
entstehen, konnte die relative Haufigkeit, mit der Verlustmutanten auftraten, darauf
hindeuten, dal3 zahlreiche Enzyme am NR-Abbau beteiligt sind und es sich somit um
einen recht komplexen Stoffwechselweg handelt. Auch zahlreiche Mutanten mit einer
verstarkten Hofbildung bzw. einer deutlicheren Aufklarungszone wurden beobachtet,
jedoch waren diese bei den beiden Sreptomyces-Stdmmen oftmals in ihrer
Sporulationsfahigkeit beeintrachtigt, was auf einen genetischen Defekt in der A-Faktor-
Biosynthese hindeutet. Aufgrunddessen, dal3 der A-Faktor nicht nur in die Sporulation,
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sondern auch in die Streptomycin-Biosynthese und wahrscheinlich noch mehrere andere
Prozesse involviert ist, wurden derartige Mutanten nicht berticksichtigt. Aul3erdem war,
bedingt durch die ausbleibende Sporulation der Stamme, eine Handhabung dieser
aulRerst schwierig. Mutanten mit verbesserten NR-Abbau wurden fir Sgriseus 1D und
S codlicolor 1A mit ener Frequenz von 0,0074% bzw. 0,037 % erhaten.
Pseudoxanthomonas sp. 35Y -Mutanten mit verbesserten Abbau-Eigenschaften wurden
nicht beobachtet. Dieses ist wahrscheinlich darauf zurlickzufihren, dal3 nur
115 Kolonien gescreent wurden und Gewinnmutanten (zumindest bei S. griseus 1D) mit
einer wesentlich geringeren Frequenz auftrat als Verlustmutanten. Aul3erdem ist eine
Punktmutation, die zu einem Verlust der Enzymaktivitét fuhrt, in der Regel einfacher zu
erzielen und daher haufiger as eine Punktmutation, die eine Verbesserung der

Enzymaktivitdt bzw. dessen Umsetzungsrate zur Folge hat.

4.1.3. Abbau von Isoprenderivaten

Wahrend Untersuchungen zur Aufkld&rung des mikrobiellen  Abbaus von
niedermolekularen, acyclischen Isoprenoiden schon seit den spéaten 50er Jahren
durchgefiihrt worden sind, ist der molekulare Mechanismus des Abbaus von
hochmolekularen Isoprenoiden wie Naturkautschuk immer noch weitgehend unbekannt.
Zwar wurden die Untersuchungen des bakteriellen Abbaus von Isoprenderivaten wie
Citronellol, Geraniol, Nerol und Farnesol durch den toxischen Effekt, den diese
Alkohole beim Wachstum in Hussigkultur auf die meisten Bakterien ausiiben,
erschwert, jedoch konnte der Abbauweg durch zahlreiche Arbeiten fast vollstandig
aufgeklart werden (Cantwell et al., 1978; Seubert, 1960; Seubert & Fass, 1964; Seubert
& Fass, 1964; Seubert e a., 1963). So wurde festgestellt, dai
Pseudomonas citronellolis bel Verwendung von Citronellat oder in Anwesenheit von
Succinat (und Citronellol) eine reduzierte Sensitivitét besal3, so dal3 dieser Organismus
fur die Aufkldrung des Abbauweges geeignet erschien. Die Oxidation der Alkohole
(Citronellol, Geraniol und Farnesol) zu den entsprechenden Carbonsduren sowie eine
nachfolgende Aktivierung durch Coenzym A stellen die einleitenden Reaktionen dar.
Der Mechanismus der Isomerisierung der in trans vorliegenden Thioester zu cis-
Geranyl-CoA ist jedoch nicht eindeutig geklart. Da B-Alkylgruppen eine Umsetzung
durch die Reaktionen der 3-Oxidation verhindern (Cantwell et a., 1978; Pirnik, 1977),

findet zunéchst eine Carboxylierung der Thioester durch die Geranyl-CoA-Carboxylase
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zu den entsprechenden Carbonsaurethioestern statt. Nach Hydratisierung durch die 3-
Isohexenylglutaconyl-CoA-Isomerase und einer Lyase-Reaktion durch die B-Hydroxy-
-isohexenylglutaryl-CoA-Lyase entsteht Acetat und ein -Ketothioester, der dann Uber
die Schritte der 3-Oxidation verstoffwechselt werden kann.

Fur den Abbau von Naturkautschuk (cis-1,4-Polyisopren) sind prinzipiell zwei
grundlegende Mechanismen denkbar: Ein Abbau des Polymers vom Kettenende (exo-
Spaltung), sowie eine interne Spaltung (endo-Spaltung). Bislang wurde jedoch aul3er
von Low et al., 1992, die eine Exo-Spaltung durch verschiedene Actinomyceten und
Pilze postulierten, nur Hinweise auf einen endo-Spaltungsmechanismus des Molekils
gefunden. Aufgrund der ersten Untersuchungen von Tsuchii und Mitarbeitern wurde
eine initiale Spaltung von cis-1,4-Polyisopren an der C-C-Doppelbindung durch eine
Dioxygenase gefordert, was die Entstehung eines Aldehyds und eines Ketons als
Intermediate erklaren wirde (Tsuchii et al., 1985; Tsuchii & Takeda, 1990). Auch
andere Arbeitsgruppen konnten solche priméren Abbauprodukte nachweisen (Bode et
a., submitted; Bode et al., 2000; Linos et a., 2000). So wurden anhand von NR-
Langzeitkulturen, die zur Bildung stabiler Intermediate flhrten, welitere
niedermolekulare Oligomere detektiert, so dal3 ein weiterfihrender Abbauweg postuliert
wurde (Bode et a., submitted; Bode et al., 2000). Die as Primarprodukte entstandenen
Aldehyde und Ketone werden durch Oxidation der endstandigen Carbonylgruppe zur
entsprechenden Carbonsdure oxidiert, die dann durch Coenzym A zum Thioester
aktiviert wird und eine (B-Oxidation durchlduft. Aufgrund der a-Methylgruppe des
Thioesters durfte ein weiterer kompletter [3-Oxidationszyklus schwierig sein. Daher
wird zum Einen eine Reduktion und Hydrolyse des Intermediates zu Coenzym A und
der entsprechenden Carbonsaure postuliert und zum Anderen eine Oxidation zum [3-
Ketothioester, der spontan decarboxyliert, wodurch ein Dion entsteht. Das Dion sowie
die Carbonsdure konnten als stabile Intermediate im Kulturfiltrat von S. coelicolor 1A
nachgewiesen werden. Ob sie jedoch Endprodukte darstellen oder tber subterminale

Oxidation oder w-Oxidation weiter abgebaut werden, ist weiterhin unbekannt.
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4.2. Reklassifizierung von Xanthomonas sp. 35Y als

Pseudoxanthomonas sp. 35Y
4.2.1. Ergebnis morphologischer, physiologischer, biochemischer und genetischer
Analysen

Morphologische, physiologische und biochemische Untersuchungen des als
Xanthomonas sp. 35Y benannten Organismus (Tsuchii & Takeda, 1990), haben
ergeben, dal3 das Bakterium gravierende Unterschiede zu bekannten Vertretern der
Gattung Xanthomonas aufweist. Wahrend Xanthomonaden stets 0,4-0,7 x 0,7-1,8 um
grof3, Katalase-positiv und Oxidase-negativ (oder schwach positiv) sind, schleimiges
Wachstum auf Zucker-haltigen Medien zeigen, sowie nicht auf auf Asparagin als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen konnen (Holt et a., 1994), ist
Pseudoxanthomonas sp. 35Y 0,2-0,6 x 1,7-3,0 um grol3, Katalase-negativ, Oxidase-
positiv, wachst nicht-schleimig auf Zucker-haltigen Medien und ist in der Lage mit
Asparagin as einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Aul3erdem ist bislang keine
Xanthomonas-Spezies bekannt, die aufRer 1-2 polar inserierten Geil3eln noch Uber
Fimbrien oder PFili verfugt (Bradbury, 1984; Holt et al., 1994), wie sie fir
Pseudoxanthomonas sp. 35Y nachgewiesen werden konnten. Lediglich
Xanthomonas maltophilia ist multitrich begeil3elt (Palleroni, 1984; Swings et a., 1983),
jedoch bestehen erhebliche Zweifel daran, dal3 der Organismus korrekterweise in die
Gattung Xanthomonas eingeordnet wurde (Palleroni, 1984). So unterscheidet sich
X. maltophilia von den generellen Charakteristika der Xanthomonaden (Bradbury,
1984; Holt et a., 1994) durch die multitriche Begeil3&lung, die Fahigkeit zur
Nitratreduktion, durch begrenzte Schleimbildung auf Glucose-haltigen Medien und
durch die Fahigkeit zum Wachstum auf 0,1% TTC (Swings et a., 1983; Van den
Mooter & Swings, 1990). Aulerdem ist der Organismus opportunistisch human-
pathogen. X. maltophilia ist zwar in der Lage ein blal3-gelbes Pigment zu produzieren,
das alerdings keine strukturellen Ahnlichkeiten zu den Xanthomonadinen aufweist
(Starr et al., 1977). van Zyl & Steyn regten daher 1992 an, X. maltophilia einer neuen
Bakteriengattungen zuzuordnen, welche allerdings ebenfalls in die Gruppe der y-
Proteobakterien gehdrt.

Taxonomische und phylogenetische Einordnungen von Eubakterien werden vorwiegend
aufgrund von 16S-rRNA-Sequenz-Analysen und Nukleinsdure-Paarungsstudien ganzer
Genome oder ausgewdhiter Gene (DNA-DNA- oder DNA-RNA-Hybridisierungen)



4. DISKUSSION 131

vorgenommen. Wahrend die Aufldsungskraft von 16S-rRNA-Analysen von der Ebene
der Domanen (ab ca. 55 % Homologie) bis hin zu einigermal3en verwandten Spezies,
d.h. bis etwa 97,5% Ahnlichkeit, reicht, sind DNA-Hybridisierungen nur zur
Aufklarung von Verwandtschaftbeziehungen zwischen nah verwandten Taxa, d.h.
Stdmme oder Spezies, geeignet (Stackebrandt & Goebel, 1994). Gemald heutiger
Erkenntnisse wird DNA von Organismen, die zueinander weniger as 97,5% 16S-
rRNA-Sequenzhomologie besitzen, nicht mehr as zu 60 % reassoziieren, unabhéngig
davon welche Hybridisierungsmethode angewandt wird (Stackebrandt & Goebel, 1994).
Organismen mit weniger als 70 % DNA-Reassoziation und damit DNA-Ahnlichkeit
definieren unabhangige Gattungen und sind somit nicht auf Spezies-Ebene verwandt
(Wayne et a., 1987).

So wurde zunéchst eine Bestimmung der 16S-rRNA-Sequenz mittels Amplifikation und
Sequenzierung der 16SrDNA  von Pseudoxanthomonas sp. 35Y  durchgefihrt.
Anschliel3ende Seguenzabgleiche mit anderen bekannten 16S-rRNA-Genen in
verschiedenen Datenbanken erlaubten keine Zuordnung des Organismus zu einer
bekannten Bakteriengattung. Hochste Identitdten ergaben sich zu einer
Ectothiorhodospira- und einer Pseudomonas-Spezies, jedoch betrugen diese maximal
83,6 %. Gemal} Stackebrandt & Goebel, 1994; und Wayne et a., 1987 kann man somit
daraus schlief3en, dal3 es sich bel diesem Organismus um einen Vertreter einer bislang
unbekannten Bakteriengattung handelt.

Aufgrund bestimmter konservierter Bereiche innerhalb der 16S-rRNA, die durch T;-
Ribonuklease-Oligonukleotid-Katalogisierung der 16SrRNA (Fox et al., 1977)
zahlreicher Vertreter der verschiedenen Gruppen von Bakterien ermittelt wurden,
konnte eine Einteilung der Eubakterien vorgenommen werden (s. Abb. 24). Die Gruppe
der ,, Purpurbakterien und Verwandte” beinhaltet die meisten, wenn auch nicht alle, der
klassischerweise als Gram-negativ bezeichneten Bakterien (Fox et al., 1980; Gibson et
a., 1979). Sie unterscheiden sich von allen anderen Gruppen von Eubakterien durch
ihre rDNA-Oligonukleotid-Sequenzen in den Positionen 120, 375, 390, 555 und 610.
Desweiteren kénnen alle , Purpurbakterien und Verwandte® (= a-0-Proteobakterien)
durch folgende Oligonukleotid-Sequenzen in der 16S-rDNA charakterisiert werden:
CTAATACCG (Position 170), YACACAYYG (Position 315, Y = C, T), AATTTTS
(Position 365; S = C, G) und TCACACCATG (Position 1410) (Stackebrandt et al.,
1988).
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Organismus/Gruppe Region  Region Region Region Region
120 375 390 555 610

Gram-positive TAACACG ACAATG ATCCAG AAATYCC AY] G
Eubakterien

Purpurbakterien und | TAACACG ACAATG ATCCAG TTAATCG AAATYCC AY] G
Verwandte

Spirochaeten und | TAACACG
Verwandte

S-abhangige Eubakterien | TAACACG TTAATCG
und Verwandte

Bacteriode, TAACACG ACAATG ATCCAG

Flavobakterien,
Cytophaga

Cyanobakterien TAACACG

Grine Schwefelbakterien ACAATG

Griine Nicht- ACAATG
Schwefelbakterien und
Verwandte

Radioresistente TAACACG
Micrococcen

Planctomyceten und | TAACACG
Verwandte

Pseudoxanthomonas  sp. ATCCAG TTAATCG AAATCCC
35Y

Y = C,T; Ubereinstimmungen in den Oligonukleotid-Sequenzen zwischen Pseudoxanthomonas sp. 35Y
und den verschiedenen Gruppen der Eubakterien wurden grau hinterlegt

Abb. 24: Vergleich der konservierten Regionen der 16S-rDNA-Sequenzen von den
» Purpurbakterien und Verwandte’, Pseudoxanthomonas sp. 35Y mit
denen der anderen Gruppen der Eubakterien nach Woese et al., 1985.
Ubereinstimmungen in den Oligonukleotid-Sequenzen erlaubten eine
Zuordnung von Pseudoxanthomonassp. 35Y in die Gruppe der
» Purpurbakterien und Verwandte" .

Aufgrund der Ubereinstimmungen in den 16S-rDNA-Oligonukleotidsequenzen
zwischen der Gruppe der ,Purpurbakterien und  Verwandte" und
Pseudoxanthomonas sp. 35Y wurde der Organismus dieser Gruppe zugeordnet. Ferner
erfolgte eine genauere Einordnung in die Untergruppe der y-Proteobakterien anhand der

in Abb. 25 dargestellten, grau-unterlegten Sequenziiberei nstimmungen.
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Organismus/Gruppe Regi on Regi on Regi on
50 365 510
o-Proteobakterien CYTAAYACATG AATCTTC (4) CTAACTYYGE 91)
AATCTTR(34) CYAACTACG (9)
AATATTG( 53)
B-Proteobakterien CYTTAYACATG  AATCTTR (4) CYAACTACG
AATATTG( 96)
-Proteobakterien CYTAAYACATG AATATTG 90) CTAACTYYG 83)
Y CYAACTACKH 12)
Pseudoxanthomonas sp. 35Y | CCTAACACATG ~ AATATTG CTAACTCTG
Organismus/Gruppe Regi on Regi on Regi on
535 555 815
-Prot teri TAATACG ... TAAACE( 91)
o-Proteobakterien ST ARG (4)
B-Proteobakterien TAATACG TTAATCG CCCTAAACG
-Proteobakterien TAATACG (87) TTAATCG 90) ... TAAACGE 89)
Y TAATACAG 13) OCCTAAACH 11)
Pseudoxanthomonas sp. 35Y | TAATACAG TTAATCG ... TAAACG
Organismus/Gruppe Regi on Regi on Regi on
980 1240 1470
o-Proteobakterien ... AACCTTA .. CTACAATG
-Proteobakterien AAAAACCTTA TCATACAAT(E 78) CTYACCACG. . . (46)
P TAATACAAT( 22)
y-Proteobakterien ... AACCTTA ..CTACAAT((94) CTYACCACG .. (8)
TACTACAATG (6) CTYACCACTTT(E 19)
Pseudoxanthomonas sp. 35Y |- . - AACCTTA .. CTACAATG CTTACCACG. . .

Y = CT; R = A, G, die Werte in Klammern geben die Haufigkeit (in %) an, mit der diese
Oligonuklectide in den 16S-rDNA-Sequenzen der verschiedenen Untergruppen der ,, Purpurbakterien und
Verwandte®  vorkommen;  Ubereingtimmungen in  den  Oligonukleotid-Sequenzen  zwischen
Pseudoxanthomonas sp. 35Y und den verschiedenen Untergruppen wurden grau hinterlegt

Abb. 25: Vergleich der konservierten Regionen der 16S-rDNA-Sequenzen von a-,
-und y-Proteobakterien nach Woese et al., 1985 mit den entsprechenden
Bereichen in der 16S-rDNA-Sequenz von Pseudoxanthomonas sp. 35Y.
Aufgrund der charakteristischen  Ubereingtimmungen in  den
Oligonukleotid-Sequenzen wurde Pseudoxanthomonas sp. 35Y  der
Untergruppe der y-Proteobakterien zugeordnet.

4.2.2. Erste ldentifizierung eines Xanthomonadin-Derivates in einem Nicht-
Xanthomonaden

Nahezu alle Xanthomonaden bilden, besonders beim Wachstum auf Komplexmedien,

ein gelbes Pigment, das als Xanthomonadin bezeichnet wird. Es handelt sich dabei um

mono- oder dibromierte Aryl-Polyene, die bislang in keinem Organismus aul3erhalb der

Gattung Xanthomonas nachgewiesen werden konnten, und daher ein Charakteristikum

dieser Gattung darstellen (Starr & Stephens, 1964). In der Regel liegen mehrere
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verschiedene Xanthomonadine als Gemisch vor. Obwohl bislang auf3er der Struktur von
Xanthomonadin| aus X.juglandisXJ103 keine weitere verdffentlicht wurde, ist
bekannt, dal’3 die Xanthomonadine sich voneinander in ihrem Substitutionsmuster am
Aromaten, den Substituenten am Aromaten, dem Grad und Ort der Bromierung (mono-
oder dibromiert, am Aromaten oder an der Polyen-Kette), nicht-aromatischen
Endgruppen und/oder anderen strukturellen Verénderungen unterscheiden (Starr et al.,
1977). Uber die physiologische Funktion von Xanthomonadinen ist noch nicht allzuviel
bekannt. Carotenoide phototropher und nicht-phototropher Bakterien schiitzen die Zelle
gegen photolytische und photodynamische Schéaden. Fir diese schitzende Funktion
wurde der Polyen-Anteil der Carotenoide verantwortlich gemacht. Aufgrund der
ahnlichen Struktur der Xanthomonadine wurden daher unpigmentierte Mutanten von
Xanthomonas-Stammen erzeugt und auf ihre Uberlebensfahigkeit in sichtbarem Licht
untersucht. Es zeigte sich tatsachlich, dal3 diese Mutanten eine wesentlich hohere
Anfélligkeit in sichtbarem Licht aufwiesen, so dal3 die Funktion von Xanthomonadin als
Antioxidans bzw. Schutz gegen Photooxidation diskutiert wird (Jenkins & Starr, 1982;
Rajagopal et al., 1997). Schutzmechanismus oder involvierte Ziele sind jedoch
weiterhin unbekannt. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dal? das Xanthomonadin |
aus X juglandis XJ103, ebenso wie Carotenoide anderer Organismen, in der
Cytoplasmamembran lokalisiert ist und durch Extraktion mit Methanol unbeschadet
herausgel6st werden kann (Stephens & Starr, 1963). Daher wurden methanolische
Zellextrakte von X. campestris pv. campestris, X. campestris pv. malvacearum und
Pseudoxanthomonas sp. 35Y hergestellt und die Absorptionsspektren im Bereich von
300-550nm gemessen. Es konnte eine deutliche Ubereinsimmung der
Absorptionsmaxima beobachtet werden. Fur alle drel Organismen wurde ein absolutes

Maximum bei 440/441 nm bestimmt, wie es charakteristisch fir Xanthomonadineist.

Auch en Vergleich der Absorptionsmaxima methanolischer Extrakte von
Xanthomonadin- und Carotenoid-Pigmenten verschiedener Xanthomonas- und Nicht-
Xanthomonas-Spezies (Tabelle 11) zeigt, dal3 alle Werte fur die Absorptionsmaxima
sehr nahe beieinander liegen. Ein Grof3teil der Xanthomonas-Spezies, darunter auch
X. campestris pv. campestris und X. campestris pv. malvacearum, sowie
Pseudoxanthomonas sp. 35Y haben in Methanol Absorptionsmaxima bei 420, 441 und
467/468 nm (Starr & Stephens, 1964). Auch die Absorptionsmaxima von Extrakten in
Petrolether (418, 437, 463 nm) und Benzen (435, 554 und 481 nm) sind unter den
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Xanthomonaden recht einheitlich. Lediglich X. carotae und X. pelargonii bilden in alen
drei Losungsmitteln Ausnahmen, denn ihre Maxima (425/426 bzw. 444 nm) weichen
stark ab (Starr & Stephens, 1964) und stimmen eher mit denen der Carotenoid-Pigmente
der Nicht-Xanthomonaden Uberein. Diese weisen in Methanol Absorptionsmaxima bei
425/426 nm, 444-447 nm und 470-473 nm auf. Im Vergleich zu den Xanthomonadinen
sind die Absorptionspeaks der Carotenoide von Nicht-Xanthomonaden in Methanol
jedoch wesentlich schéarfer (Starr & Stephens, 1964).

Tabellell: Vergleich der Absorptionsmaxima von Xanthomonadinen und
Carotenoiden verschiedener Organismen (Starr & Stephens, 1964).

Organismus® Stamm- Absor ptionsmaxima
Bezeichnung® [um]
Pseudoxanthomonas sp. 35Y 420 441 467
Xanthomonas campestris pv. campestris GSPB 2217 n.b. 441 n.b.
Xanthomonas campestris pv. malvacearum GSPB 1386 n.b. 440 n.b.
Xanthomonas pelargonii ICPB-XP8 426 445 -
Xanthomonas carotae ICPB-XC139 425 445 -
Erwinia ananas ICPB-EA133 425 445 473
Erwinia lathyri ICPB-EL102 425 444 473
“ Xanthomonas’ sterwartii ICPB-SS12 425 445 470
(Pantoea sterwartii) (ATCC 8199)
“ Xanthomonas’ trifolii ICPB-XT109 425 444 473
(Pantoea agglomerans) (ATCC 12287)
“ Xanthomonas® uredovorus ICPB-XU103 425 447 475
(Pantoea ananatis) (ATCC 13531)
andere Xanthomonaden 420 441 468

n.b. , nicht bestimmt; - , kein weiteres Absorptionsmaximum vorhanden

& Die Anfuhrungsstriche weisen daraufhin, daR die Autoren Starr & Stephens, 1964 glauben, daR die
Stamme faschlicherweise der Gattung Xanthomonas zugeordnet wurden. Die in  Klammern
geschriebenen Bakteriennamen wurden den Organismen nach Hinterlegung in der ATCC zugeordnet.
PGSPB: Gottinger Sammlung Phytopathogener Bakterien; ICPB: International Collection of
Phytopathogenic Bacteria; ATCC: American Type Culture Collection

Aufgrund des Absorptionsverhaltens des methanolischen Extraktes von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y-Zellen kann der Organismus also weder eindeutig der
Gattung Xanthomonas zugeordnet noch von dieser abgegrenzt werden. Zwar stimmten
die Absorptionsmaxima methanolischer Extrakte von Pseudoxanthomonas sp. 35Y mit
den Xanthomonadinen der meisten Xanthomonaden Uberein, jedoch gab es auch
innerhalb dieser Gattung einige Ausnahmen, die andere Maxima aufwiesen. Es deutet
somit alles darauf hin, dal3 es sich bei dem von Pseudoxanthomonas sp. 35Y gebildeten

Pigment wirklich um ein Xanthomonadin-Derivat handelte.
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Um Informationen Uber die Zusammensetzung der Substanz zu bekommen, wurde eine
massenspektroskopische Analyse durchgefihrt. Es wurde eine Summenformel von
Co7H28Br,03 und eine Molekilmasse von 560 ermittelt. Damit ist die Verbindung um
14 Masseneinheiten kleiner und vermutlich um ene CH,-Gruppe &mer as
Xanthomonadinl aus  X.juglandis XJ103  (CygH3oBr,Os = 17-(4-bromo-3-
methoxyphenyl)-17-bromo-heptadeca-2,4,6,8,10,12,14,16-octaensaure) (Andrewes et
al., 1976). Auch fur Xanthomonadine, die aus anderen Xanthomonas-Spezies isoliert
wurden, konnte ein Molekllpeak bei 560 oder 481 bestimmt werden. Dabei handelt es
sich bel Xanthomonadinen mit Molekilmassen von 560 bzw. 574 um dibromierte
Substanzen, die sich voneinander durch das Vorhandensein einer CHx-Gruppe
unterscheiden (Starr et a., 1977). Xanthomonadine mit einer Molekilmasse von 481
hingegen enthalten nur ein Bromatom. Die meisten der charakterisierten
Xanthomonadine gehdren zwei verschiedenen Gruppen an: die eine enthdt dibromierte
Pigmente mit einer Molekilmasse von 560 und einem Absorptionsmaximum (in
Aceton) bel 443-445nm, die andere monobromierte Xanthomonadine mit einer
Molekilmasse von 481 und einem Absorptionsmaximum (in Aceton) von 440-441 nm
(Starr et a., 1977). Eine Strukturaufkldrung dieser Xanthomonadine wurde bislang
jedoch noch nicht durchgefihrt bzw. verdffentlicht. Natdrlich a3t die ermittelte
Summenformel Cy;H2gBr.O3 im Vergleich zu Xanthomonadin | aus X. juglandis XJ103
auch eine Modifikation im Polyen-Schwanz des Molekils oder gar eine grundsétzlich
andere Struktur zu, jedoch spricht auch das Absorptionsverhalten der methanolischen
Extrakte von Pseudoxanthomonas sp. 35Y eher fur eine verwandte Struktur. Aul3erdem
sind nattrlich auftretende Brom-Verbindungen sehr selten, da nur marine Organismen
zur Brom-Fixierung und Inkorporation befahigt sind (Andrewes et a., 1973; Andrewes
et a., 1976). So konnten Brom-substituierte Aromaten nur in einigen marinen
Mikroorganismen nachgewiesen werden, jedoch ohne eine lange Polyen-Kette wie sie
in Xanthomonadin | vorkommt. Die einzigen anderen Pigmente mit einer generell
ahnlichen Struktur, die bislang gefunden wurden, sind Flexirubin in der aufReren
Membran von Flexibacter elegans (Achenbach et al., 1974; Reichenbach et al., 1974),
Cortisalin aus dem Pilz Corticium salicinum (Cytidia salicina) (Gripenberg, 1952) und
Corticrocin aus Corticium croceum (Erdtman, 1948). Flexirubin ist ein nicht-bromiertes
Aryloctanoat, Cortisalin ein nicht-bromiertes Phenol mit einer para-substituierten

Polyen-Carbonsaure und Corticrocin eine unverzweigte Polyen-Dicarbonsaure.
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Ein weiterer Nachweis fur das Vorhandensein bzw. die Bildung von Xanthomonadin
durch Pseudoxanthomonas sp. 35Y konnte in einer Amplifikation von Genen, die fir an
der Biosynthese von Xanthomonadin beteiligten Enzymen codieren, bestehen. So wurde
beispielsweise fur das pigB-Gen aus X. campestris pv. campestris nachgewiesen, dal3 es
nicht nur essentiell fur die Produktion extrazelluldrer Polysaccharide und
Signalmolekile ist, sondern auch fur die Xanthomonadin-Bildung (Poplawsky & Chun,
1997; Poplawsky & Chun, 1998).

Zusammenfassend bliebt also festzustellen, dal3 Pseudoxanthomonas sp. 35Y zwar eine
Xanthomonadin-ahnliches Pigment enthdlt, jedoch die meisten der anderen untersuchten
Eigenschaften gegen eine Zuordnung des Organismus zur Gattung Xanthomonas
sprechen (s. Tabelle 12). Aus diesem Grund wurde vorgeschlagen, den vormals als
Xanthomonas sp. 35Y  bezeichneten Organismus in Pseudoxanthomonas sp. 35Y
umzubenennen. Es wirde sich somit um den ersten Vertreter einer neuen, bislang
unbekannten Gattung handeln, der aber entgegen aller bisherigen Erkenntnisse ein
Pigment bildet, das der Gruppe der bromierten Aryl-Polyene zugeordnet werden muf3.
Es handelt sich aso um den ersten Nicht-Xanthomonaden, der eine zumindest

Xanthomonadin-ahnliche Substanz produziert.

Tabelle12: Gegenuberstellung der Eigenschaften, die fur (pro) bzw. gegen (contra)
eine  Zuordnung von Pseudoxanthomonassp. 35Y zur Gattung

Xanthomonas sprechen.
pro contra
aerobes, Gram-negatives Stabchen Z€ellgrole
1-2- polare Geil3eln polar inserierte Fimbrien/Pili
Pigment: gelbes, bromiertes Aryl-Polyen | kein schleimiges Wachstum auf Zucker-
haltigen Medien
Inhibition durch 0,1 % (w/v) physiologische Eigenschaften
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid unterschiedlich (Oxidase, Katalase)

Substratspektrum unterschiedlich
(u.a. Wachstum auf Asparagin als einziger
C-und N-Quelle moglich)

G + C-Gehalt <63 mol %

16S-rRNA-Sequenz-Homol ogie < 83,6 %

4.3. Klonierung der Strukturgene der NR-abbauenden Enzyme

4.3.1. Klonierungder StrukturgeneaussS. griseus 1D bzw. S. codlicolor 1A

Die Errichtung einer kompletten, chromosomalen Genbank von S griseus1D in
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S lividans 1326 bzw. TK23 mittels der Vektoren plJ702 und pWHM3BE war nicht
erfolgreich, da keine fur die shot-gun-Klonierung ausreichenden Transformationsraten
erreicht wurden. Obwohl schon eine ganze Reihe von Streptomyceten-Genen mit Hilfe
von plJ702 in S lividans kloniert und tberexprimiert worden sind (Blaak et al., 1993;
Gusek & Kinsdlla, 1992; Mondou et al., 1986; Murooka et al., 1986), konnte im
Rahmen dieser Arbeit keine représentative Genbank erstellt bzw. die Strukturgene der
fur den NR-Abbau verantwortlichen Enzyme nicht kloniert werden. Ursachen fir diese
Probleme waren das recht storungsanféllige System der PEG-vermittelten
Transformation von Streptomyces-Protoplasten wie auch die nachfolgende Detektion
potentieller Positivklone. Durchgefiihrte Kontrolltransformationen der Ligationsansétze
(mit pWHM3BE) in E. coli XL1-blue ergaben stets ausreichend rekombinante Klone, so
da? die Qualitdt der fur die Ligationen eingesetzten DNA sowie der
Ligationsbedingungen an sich nicht als Ursachen fir die Probleme in Betracht kommen.
Da jedoch bekannt ist, dal3 Streptomyces-Promotoren in E. coli in der Regel nicht
transkribiert werden (Bibb & Cohen, 1982), wurde eine Klonierung in E. coli von
vornherein as wenig aussichtsreich angesehen. Theoretisch sollten rekombinante Klone
durch die Inaktivierung des Tyrosinasegens und das damit verbundene Ausbleiben der
Melaninbildung phénotypisch erkennbar sein, jedoch war eine Unterscheidung
schwierig, da S. lividans zusétzlich noch Uber ein chromosomal codiertes Tyrosinasegen
verfigt. Umstande, in denen eine Klonierung mit plJ702 problematisch sein kann, z.T.
verursacht durch eine spontane Deletion im Tyrosinasegen, werden auch bereits friher
beschrieben (Gusek & Kinsella, 1992). Transformationen von plJ702 in S griseus PSR-
2 fuhrten sogar zu einem géanzlichen Ausbleiben der Melaninproduktion (lkeda et al.,
1998). Klonierungen mit E. coli-Streptomyces-Shuttle-Plasmiden wie pWHM3BE
hingegen bringen zwar den Vorteil der Bifunktionalitét mit sich, jedoch zeigten diese
V ektoren oftmals auch eine Instabilitét in Sreptomyces (Hopwood et al., 1985). Zu den
Schwierigkeiten mit der chromogenen Selektion rekombinanter Klone kamen
Unregelmél3igkeiten in der Regeneration und Sporulation der S. lividans-Protoplasten
(Hopwood et al., 1977). AuRerdem produzieren sich frih entwickelnde Kolonien haufig
auto-inhibitorische Substanzen, die eine Regeneration der umgebenen Protoplasten
unterbinden (Baltz, 1978; Hopwood et a., 1977). Dadurch war ein gleichméiiges
Stempeln aller Kolonien nicht gesichert, so dal3 versucht wurde, potentielle Positivklone
in Anlehnung an Blaak et al., 1993 durch Uberschichten der Regenerationsplatten mit
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NR-overlay zu detektieren. Jedoch war diese Methode leider nicht geeignet, da selbst
der Wildtyp S griseus 1D unter diesen Bedingungen keine Hofbildung zeigte.

Alternativ zur Erstellung einer Genbank in S lividans wurden Versuche zur
Transposonmutagenese der Wildtyp-Stémme S griseus 1D und S coelicolor 1A sowie
zur Komplementation der entsprechenden NR-Defektmutanten durchgefiihrt. Zundchst
mufdte dafUr jedoch eine Protoplastierung der Stamme vorgenommen werden. Da
zahlreiche Untersuchungen Uber Faktoren, die eine Protoplastierung und die
nachfolgende Regeneration von Streptomyceten beeinflussen, vorliegen (Batz &
Matsushima, 1981; Hopwood et al., 1985; Okanishi et al., 1983; Shirahamaet al., 1981,
Thompson et al., 1982), konnte S griseus1D nach einigen Variationen und
Optimierungen erfolgreich durch ein modifiziertes Protokoll der Methoden von
Babcock & Kendrick, 1988 und Hopwood et a., 1977 protoplastiert werden. Die
Ausbeute an S griseus 1D-Protoplasten war jedoch mit 10%-10%ml relativ gering im
Vergleich zu S lividans (10%-10"%ml). Im Hinblick darauf, dai? in Abhanigigkeit vom
verwendeten Organismus unter geeigneten Bedingungen auch nur maximal 40-50 %
(Okanishi et al., 1974) und durchschnittlich etwa 1-10 % aller zur Transformation
eingesetzten Protoplasten regenerieren (Hopwood, 1981; Hopwood et a., 1977), war
dies die minimale Menge der fir shot-gun-Klonierungen benttigten Protoplasten. Fir
S codlicolor 1A hingegen konnte trotz Variation der Anzuchtbedingungen,
Verwendung anderer Zellwand-angreifender Enzyme sowie Verdnderung der
Protoplastierungsdauer und -temperatur keine erfolgreiche  Protoplastierung
herbeigeftihrt werden.

S griseus 1D konnte, wie bereits erwahnt, erfolgreich protoplastiert werden, jedoch
fand keine Aufnahme von Plasmid-DNA statt. Auch Ohnuki et al., 1983 konnten fir
S grissusATCC10137 nur geringe Transformationsraten (42 Kolonien/pig DNA)
erreichen, wenn die eingebrachte Plasmid-DNA aus einem anderen Streptomyceten
stammte. Nach Reisolierung der Plasmid-DNA und erneuter Transformation von
S griseus ATCC10137 stiegen die Transformationsraten dann um das 10°-fache.
Restriktions-/M odifikationssysteme, die einen Interspezies-DNA-Transfer
einschranken, sind unter den Streptomyceten weit verbreitet (Lomovskaya et al., 1980).
Wie schon fur andere Streptomyces-Spezies beobachtet (Engel, 1987; Kakinuma et al.,
1991; Kakinuma et a., 1990), konnte auch ene Transformation von
S grissus ATCC12475 mit verschiedenen Plasmiden nur erreicht werden, wenn die
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Protoplasten vor der DNA-Zugabe einer Hitzeattenuation des Restriktionssystems
unterzogen wurden (Lindley et a., 1995). Ein solcher Inkubationsschritt, sowie die
EinfUhrung invitro-methylierter bzw. aus methylierungsdefekten E. coli-Stdmmen
isolierter Plasmid-DNA, wie es fur S. coelicolor A3(2) beschrieben wurde (Kieser &
Hopwood, 1991), erbrachte allerdings fur S. griseus 1D ebenfalls keine Transformanten.
Eine DNA-Ubertragung von E.col S17-1 in die Streptomyceten-Stamme mittels
Konjugation nach Mazodier et al., 1989 war auch nicht erfolgreich, was in Anbetracht
der fr Streptomyceten bekannten starken Restriktionsbarrieren jedoch nicht weiter
verwunderte. Aulerdem bestand ein grof3es Problem bel dieser Art der Konjugation
darin, dai3 E. coli als Donor wesentlich schneller und auch besser auf LB-Agar wuchs
as der Rezipient, so dald die Transkonjuganten moglicherweise noch kein
Substratmyzel gebildet hatten und so mit dem Donor von der Platte gewaschen wurden.
Jedoch war es nicht moglich, geeignete Medien bzw. Bedingungen zu finden, die
sowohl E. coli as auch den Sreptomyces-Stdmmen ein annaghernd gleich schnelles
Wachstum ermdglichten.

Eine weitere Moglichkeit der DNA-Ubertagung und eine Alternative zur PEG-
vermittelten Transformation von Protoplasten ist die Elektroporation. Da jedoch die
Transformationsraten in der Regel um den Faktor 10° niedriger sind als bei der PEG-
vermittelten Transformation (MacNeil, 1987; Pigac & Schrempf, 1995) und zudem
auch die aufwendige Protoplastierung vorgenommen werden muf3, findet
Elektroporation bel den meisten transformierbaren Streptomyceten kaum Anwendung.
Es konnte jedoch eine geeignete Methode darstellen, um eine erste Aufnahme von
Plasmid-DNA durch Stdmme zu erreichen, die einer PEG-vermittelten Transformation
nicht zuganglich sind, wie z.B. S griseus 1D. Nach Reisolierung der Plasmid-DNA ist
dann nachfolgend mdglicherweise auch eine PEG-vermittelte Transformation méglich.
Im Vergleich zur gewodhnlichen E. coli-Elektroporation sind zur Elektroporation von
Streptomyceten-Protoplasten  allerdings Feldstarken von 10kV/cm be 400 Q
Widerstand notwendig (Pigac & Schrempf, 1995). Interessanterweise wurden bei
S lividans die hdchsten Elektroporationsraten beobachtet, wenn eine signifikante Lysis
der Zellen einsetzte (MacNeil, 1987). Die Elektroporation von intakten
Streptomyceten-Zellen konnte von Mazy-Servais et a., 1997 erreicht werden. Sie waren
in der Lage, S. parvulus und S. vinaceus ohne vorherige Lysozym-Behandlung mit einer

10-100-fach hoheren Effizienz als bel der klassischen PEG-vermittelten Transformation
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zu elektroporieren. Allerdings blieb die Transformation von S lividans und
S codlicolor erfolglos, so dal3 diese Methode also nicht unbedingt auf alle
Sreptomyces-Stamme anwendbar ist bzw. in Abhangigkeit des verwendeten Stammes
einer Optimierung der  Elektroporationsbedingungen  (Anzuchtbedingungen,
Pufferzusammensetzung, Elektroporationskonstanten, DNA-K onzentration, etc.) bedarf.

4.3.2. Klonierung der fur den NR-Abbau codierenden Strukturgene aus
Pseudoxanthomonas sp. 35Y
4.3.2.1. Konstruktion und Screening einer Cosmid-Genbank von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y in E. coli
Viele Gene extrazelluldrer Enzyme aus Gram-negativen wie auch Gram-positiven
Bakterien wurden mit Hilfe von , Multi-copy”-Vektoren in E. coli as heterologem Wirt
kloniert. Haufig waren die klonierten Gene in E. coli stabil und wurden ausreichend
exprimiert, so dal3 positive Klone phanotypisch detektiert werden konnten (Haeckel &
Bahl, 1989; Klingbeil et a., 1996; Muller, 1992). Cosmid-Vektoren, die in der Lage
sind 30-45 kb-Fragmente aufzunehmen, anschlie?end invitro in A-Phagenpartikel
verpackt und in einen geeigneten Wirtsstamm transduziert werden kdnnen, bieten fir
die Klonierung komplexer Stoffwechselwege bzw. ganzer Gencluster unbestreitbare
Vorteile. Daher wurde in E. coli EB304 eine Genbank mit dem Cosmid-Vektor pWE15
erstellt und auf NR-abbauende Aktivitat auf NR-Agarplatten gescreent. Die Genbank
umfaldte  etwa  14.000rekombinante  Klone, die das Genom  von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y nach Clarke & Carbon, 1976 mit Uber 99,99 %iger
Wahrscheinlichkeit abdeckten und daher auch das Strukturgen der Polyisopren-
Dioxygenase mit statistischer Wahrscheinlichkeit enthalten sollten. Jedoch zeigte keiner
der getesteten Klone eine sichtbare Aktivitat auf NR-Agarplatten. Das Ausbleiben einer
mefdbaren NR-abbauenden Aktivitét in E.coli konnte eine Folge einer Reihe
verschiedener Faktoren sein. Zum Einen kann es darauf hindeuten, dal3 das Strukturgen
der postulierten Polyisopren-Dioxygenase in E. coli nicht oder nur schwach transkribiert
bzw. exprimiert wird. Ahnliche Ergebnissse wurden auch von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben (Collmer et al., 1990; Franklin et al., 1981; Ribbons et a., 1979). Sie
entdeckten, dal3 Gene von entfernt verwandten Organismen, wie z.B. Pseudomonas, in
E. coli nur schwach exprimiert werden. Auch Liao et a., 1996 konnten nach Klonierung

des pel-Gens aus Xanthomonas campestris pv. malvacearum in den Cosmid-Vektor
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pPLAFR3 keine pectinolytische Aktivitét fir E. coli beobachten. Ein rekombinanter
Pseudomonas viridiflava-Stamm hingegen exprimierte und sekretierte bis zu 5 U/ml
Protein ins Medium. Dies spiegelt auch die biologische und physiologische
Vielseaitigkeit vieler Bodenbakterien wider, Uber die E. coli nicht verflgt. Die geringe
Expression von in Cosmid-Vektoren klonierten Genen in E. coli kann aber auch durch
die Insertgrofe und die geringe Kopienzahl der Vektoren bedingt sein. Auch eine
Instabilitdt bestimmter DNA-Fragmente in Cosmid-V ektoren wurde beobachtet (Ducki,
1995; Grupe, 1987). Weiterhin ist es moglich, dald3 der Promotor des Gens von der
RNA-Polymerase in E. coli nicht erkannt wird und/oder die auf dem Vektor codierten
Promotoren zu weit vom Transkriptionsstartpunkt des gewinschten Gens entfernt
liegen. Ahnliches wurde auch schon fiir zahlreiche Gram-positive Streptomyces-Spezies
beobachtet. Aufgrund ihres hohen G+C-Gehaltes werden die Promotoren dieser
Organismen in E. coli haufig nicht erkannt (Bibb & Cohen, 1982). Moglicherweise
wurde auch nur ein Tell des gesamten Gens/Genclusters kloniert, so daf3 die
phanotypische Hofbildung auf NR-Agarplatten aufgrund unvollstandiger Informationen
nicht auftreten kann. Desweiteren ist natirlich auch denkbar, dal’ zwar eine Expression
des Proteins stattfindet, dieses aber entweder nicht aus der Zelle ausgeschleust wird
oder aber fUr seine Aktivitdt bestimmte Cofaktoren benttigt, die in E. coli nicht oder
nicht ausreichend zur Verfigung stehen (Binnie et a., 1989). Vor einigen Jahren
wurden auch fur eine Reithe von Genen, vorwiegend Gram-positiver Organismen,
Schwierigkeiten bei der Klonierung und Expression in E. coli-Wirtsstdmmen
beschrieben. Die problematischen Genregionen beinhalteten dabel keine offensichtlich
toxischen Informationen fur den Gram-negativen Wirt. So konnten z.B. die mal-Gene,
die an der Umsetzung von Maltosacchariden in Streptococcus pneumoniae beteiligt
sind, nicht mittels ,, multi-copy“-Vektoren in E. coli kloniert werden (Stass & Lacks,
1982). Auch heterolog in E. coli exprimierte a-Amylasen aus verschiedenen Bacillus-
Spezies Ubten eine toxische Wirkung auf den Wirt aus (Nishizawa et a., 1987;
Willemot & Cornelis, 1983; Yang et a., 1983). Durch einen Wechsel des Wirtsstammes
oder die Verwendung von , low-copy“-Vektoren konnten diese Probleme umgangen
werden, wobel die eigentlichen Griinde fur die Toxizitéat unklar blieben.

Eine charakteristische Gemeinsamkeit vieler nicht in  E.coli klonierbarer
(exprimierbarer) Gene wurde in den letzten Jahren entdeckt. Handelt es sich um Gene,

die fUr Lipoproteine codieren, so verfiigen diese Uber eine typische Konsensussequenz
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im Signalpeptid des unreifen Proteins, die sowohl in Gram-positiven wie auch Gram-
negativen Organismen stark konserviert ist (Bairoch, 1993; Braun & Wu, 1994; von
Heinje, 1989). Diese Bereiche werden vom Wirt erkannt, so dal3 es zu einer Spaltung
und Acylierung des Proteins kommt. Die in E.coli fur die Proteinsekretion
verantwortliche ,Maschinerie” beginnt mit dem Export dieser in hoher Konzentration
vorhandenen, nicht-zelleigenen Lipoproteine. Dadurch wird der Export wirtseigener
Proteine beeintréchtigt und die Kopplung von Transportprozessen an den
elektrochemischen Gradienten tber die Membran beeinflufdt. Dieses flhrt nachfolgend
zu ener Veringerung und letztendlich zum vollstandigen Verlust des
Membranpotentials, was den Zelltod zur Folge hat (Martin et al., 1989; Sutcliffe &
Russell, 1995).

4.3.2.2. Komplementation der Pseudoxanthomonas sp. 35Y -Negativmutanten
und Konstruktion eines broad-host-range Cosmides
Nachdem keine NR-abbauende Aktivitét in rekombinanten E. coli-Klonen mef3bar
gewesen war, sollte durch Komplementation der NR-Negativmutanten von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y durch eine Genbank eine Wiederherstellung des Wildtyp-
Phanotyps erreicht werden. Dazu wurden anhand verschiedener Plasmide zunéchst
unterschiedliche DNA-Ubertragungsmethoden getestet. Es zeigte sich, dai3
Pseudoxanthomonas sp. 35Y unter den getesteten Bedingungen nicht zur konjugativen
Aufnahme von DNA befdhigt war. Da eine DNA-Aufnahme durch Elektroporation fr
verschiedene Gattungen Gram-negativer Bakterien bereits erfolgreich gezeigt werden
konnte (Wirth et al., 1989), wurde eine Elektroporation nach einem modifizierten
Protokoll fir Pseudomonas-Elektroporationen durchgefthrt (Johann, 1998). In
Abhéngigkeit vom verwendeten Plasmid konnten Transformationsraten von 10°-10%pg
DNA erzidt werden, die aufgrund der definierten Bedingungen beim
Elektroporationsvorgang auch gut reproduzierbar waren. Nur Plasmide, die eine
Kanamycin- oder Tetracyclin-Resistenz besal3en, konnten in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y selektiert werden. Ampicillin, Chloramphenicol oder
Trimethoprim eigneten sich aufgrund der nattrlichen Resistenz des Organismus nicht
zur Selektion von Transformanten. Auffélig war auch, dald die Transformationsraten
bei Vektoren, die fir eine Kanamycin-Resistenz codierten um den Faktor 10-100 héher

waren as bel Vektoren mit ener Tetracyclin-Resistenz.  Aufgrund des
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Resistenzmechanismus, der bei Kanamycin in einer Phosphorylierung durch die
Aminoglycosidphosphotransferase und bei Tetracyclin in einem aktiven Transport des
Antibiotikums aus der Zelle heraus besteht, kann diese erhohte Transformationsrate die
fur die Zelle 6konomischere Resistenzvariante widerspiegeln. Aul3erdem gehotren die
verwendeten Vektoren verschiedenen Inkompatibilitdtsgruppen an, so dald3 der
Organismus scheinbar Vektoren der IncP-Gruppe bzw. mit ColE1-origin bevorzugt. Da
nun kein Cosmid-Vektor mit ener Kanamycin-Resistenz, der sich in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y stabil replizieren konnte, zur Verfigung stand, es aber
aufgrund der Schwierigkeiten bei der Ligation der Insert-DNA wiinschenswert erschien,
die Anzahl an Transformanten madglichst gering zu halten, wurde aus dem broad-host-
range Plasmid pBBRIMCS-2 (Kovach et a., 1995) ein Cosmid konstruiert. Nach
Einflgen der cos-sites aus pHC79 wurde noch, um die Selektion in E.coli zu
beschleunigen, zusétzlich die Ampicillin-Resistenzcassette aus pBluescript KSII°
eingefugt. Der erhaltene broad-host-range Cosmid-V ektor pBBR1MCS2cosAmp konnte
sich ohne  Seektionsdruck  Uber  mehrere  Generationen  stabil in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y  replizieren und durfte daher auch fir ene
Komplementation der NR-Negativmutanten geeignet sein. Aul3erdem erlaubt der Vektor
aufgrund seiner geringen Groéle von 8 kb die Klonierung von DNA-Fragmenten im
Bereich von 30-43 kb, so dal3 auch ein komplexer Abbauweg, wenn er geclustert

vorliegt, von einem einzigen Klon reprasentiert sein konnte.

4.4. Proteinbiochemische Untersuchung des NR-Abbaus

4.4.1. Extrazellulare Enzymaktivitéat

Obwohl S griseus1D, S coelicolor 1A und Pseudoxanthomonassp. 35Y beim
Wachstum auf NR-Agarplatten zur Bildung eines Aufklarungshofes um die Kolonien
herum befdhigt sind und man somit (zumindest tempordar) eine extrazelluldre
Enzymaktivitdt erwarten mul3, konnte durch Tropftest auf NR-Agarplatten im zellfreien
Kulturiberstand dieser Stamme keine NR-abbauende Aktivitat festgestellt werden.
Auch durch Zugabe unterschiedlicher Metallionen, die fur die Aktivité verschiedener
anderer Oxygenasen notwendig sind und den spin-verbotenen Elektroneniibergang von
Sauerstoff auf Kohlenstoff tberbriicken (Harayama et al., 1992; Maeng et a., 1996),
konnte kein positiver Effekt erzielt werden. Mittels GLC-und GPC-Analysen waren
Tsuchii & Takeda, 1990 jedoch in der Lage gewesen, in einem Reaktionsansatz mit NR,
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Detergenz, Puffer und eingeengtem NR-Kulturfiltrat von Pseudoxanthomonas sp. 35Y
als Enzym-Rohextrakt Carbonylverbindungen als Intermediate zu detektieren und somit
NR-abbauende Aktivitat nachzuweisen. In Anlehnung an die Messungen extrazelluldrer
PHB-Depolymerase-Aktivitét von Pseudomonas lemoignel as lineare
Tribungsabnahme der Polymersuspension sollte im Rahmen dieser Arbeit NR-
abbauende Aktivitét ebenfalls durch einen optisch-enzymatischen Test nachgewiesen
werden. Allerdings war die Empfindlichkeit dieser Methode scheinbar nicht hoch
genug, um auch geringe Aktivitéten noch erfassen zu kdnnen, denn es konnte keine NR-
abbauende Aktivitét festgestellt werden.

4.4.2. NR-Abbau durch S. griseus 1D und S. coelicolor 1A und deren Mutanten
Da eine Identifizierung des NR-abbauenden Enzyms Uber eine Messung der Aktivitét
nicht moglich gewesen war, wurden Wachstumsversuche mit S griseus1D und
S coelicolor 1A und deren Verlust- bzw. Gewinnmutanten auf Glucose und/oder NR
as Kohlenstoffquelle durchgefiihrt. Durch Vergleich des Proteinbandenmusters
zwischen den Kulturen sollte dann ein potentielles Protein identifiziert werden, dai3
spezifisch beim Wachstum der Wildtypen und Gewinnmutanten auf NR gebildet wurde.
Sowohl im extrazelluldren Kulturfiltrat als auch im Zellextrakt von S. griseus 1D und
S codlicolor 1A konnte im SDS-PAGE kein Protein identifiziert werden, dai
ausschliefdlich beim Wachstum auf NR exprimiert wurde und in Kulturen der
Verlustmutanten nicht vorhanden war. Aufgrund des variierenden Bandenmusters
wurde davon ausgegangen, dal3 das Protein unter den gewdahlten Versuchsbedingungen
moglicherweise nicht stabil war, was ebenso die nicht-mef3bare Aktivitéat erkléren
wirde. Auch die Isolierung und Aufreinigung von Dioxygenasen aus anderen
Organismen wurde oftmals durch die Instabilitét dieser Enzyme erschwert (Bloch &
Hayaishi, 1966; Hayaishi, 1962; Schwartz et a., 1997).

4.4.3. Induktion des NR-Abbausin Pseudoxanthomonas sp. 35Y

Wachstumsversuche mit NR oder DPNR als Kohlenstoff- und Energiequelle ergaben
eine Korrelation zwischen maximaler Wachstumsrate und verstérkter Expression eines
extrazelluldren Proteins von 65 kDa. Dieses Protein wurde in der spaten exponentiellen
und frihen stationdren Phase am starksten exprimiert und beim Wachstum von

Pseudoxanthomonas sp. 35Y auf anderen Kohlenstoffquellen wie Glucose, Gluconat
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oder Rhamnose nicht gebildet. Daher wurde davon ausgegangen, dal3 eine Beteiligung
dieses 65 kDa-Proteins am NR-Abbau gegeben ist. Ob es sich bei dem Protein jedoch
um die postulierte Dioxygenase, die vermutlich die initiale Spaltung des cis-1,4-
Polyisoprens durchftihrt, handelt, konnte nicht festgestellt werden. Der Versuch der N-
terminalen  Aminosduresequenz-Analyse ergab, dal3 eine N-terminale Blockierung
dieses Proteins vorliegt, wie sie auch schon fir andere Exoenzyme beobachtet wurde
(Ohnishi et al., 1992; Specka, 1991). Auch bei diesen Proteinen handelt es sich um
Lipoproteine, die Uber die typische Erkennungsstelle der Signal peptidase, ein Leucinrest
in einem Abstand von 3-5 Aminosduren gefolgt von einem Cystein, verflgen. Solche
Lipoprotein-N-Termini sind durch Edman-Abbau nur schwer zuganglich.

4.4.4. Aufreinigung und Spaltung des 65 kDa-Proteins aus
Pseudoxanthomonas sp. 35Y, sowie Bestimmung interner
Aminosaur esequenzen

Mittels Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Sephacel und Gelfiltration an

Superdex G200 wurde das 65 kDa-Protein aus dem zellfreien Kulturiiberstand NR-

gewachsener Zellen von Pseudoxanthomonassp. 35Y angereichert und nahezu

vollstandig aufgereinigt. Das 65 kDa-Protein eluierte in der Gelfiltration bel einem

Elutionsvolumen von 80-90 ml, was gemdld einer mit verschiedenen Proteinen

ermittelten  Eichkurve fur die verwendete Superdex G200-Saule einem

Molekulargewicht von 55-65 kDa entspricht. Dieses korrelierte somit mit dem durch

SDS-PAGE bestimmten Molekulargewicht von 65 kDa, so dal3 davon ausgegangen

werden konnte, dal3 es sich um ein monomeres Enzym handelte. Die beiden als

Verunreinigung in der SDS-PAGE aufgetretenen Proteine von 24 kDa und 46 kDa

konnten keine Abbauprodukte des 65 kDa-Proteins darstellen, da das 24 kDa-Protein

durch Gelfiltration an Superdex G75 teillweise abgetrennt werden konnte. Somit lagen

die drei Proteine nicht mehr im gleichen stéchiometrischen Verhdltnis vor, wie es im

Fall von Abbauprodukten der Fall sein mufdte. Dieses Ergebnis konnte auch mittels

Nativ-PAGE bestétigt werden. Weitere Versuche, das 65 kDa-Protein durch andere

chromatographische Verfahren ganzlich aufzureinigen, waren hingegen nicht

erfolgreich. Dieses mag daran liegen, dal3 die drel Proteine dnliche Eigenschaften

(Ladung, Molekulargewicht, etc.) besal3en, die eine Auftrennung mit den zur Verfligung

stehenden Methoden nicht ermdglichte. Die Analyse des partiell aufgereinigten Proteins
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mittels 2 D-Elektrophorese erbrachte den Beweis, dal3 es sich nur um ein Protein von
65 kDa handelt und nicht zwei gleich grof3e Proteine, die einander in der SDS-PAGE
Uberlagern. Aulerdem konnte festgestellt werden, dal3 das 65 kDa-Protein, wie die
meisten bakteriellen Proteine, einen IEP im sauren Bereich besitzt. Desweiteren konnten
im SDS-PAGE der 2. Dimension zwel kleinere, schwéachere Spots beobachtet werden,
die sich auf der basischen Seite des Hauptspots befanden. Im Hinblick darauf, daf3 das
65 kDa-Protein auch in vorausgegangen SDS-PAGEs gelegentlich ein unterschiedliches
Laufverhalten zeigte und mal schneller, mal langsamer as das Referenzprotein BSA
lief, bestand der Verdacht, dal3 das Protein, zumindest teilweise, in einer modifizierten
Form vorliegt. Posttransationale Modifizierungen in Form von Glykosylierung (oder
Phosphorylierung) beeinflussen das Laufverhalten im SDS-PAGE im Vergleich zu
Proteinen ohne Kohlenhydratanteil bzw. Phosphatresten mit gleicher Molekularmasse
(Leach et a., 1980; Segrest & Jackson, 1972). Glykosylierte Proteine laufen in der
Regel langsamer, da nur der Proteinanteil von SDS-Molekilen besetzt wird und somit
die resultierende Nettoladung im Vergleich zur Molekllgréf3e geringer ausfallt.
Natdrlich kann auch eine ungewohnliche Konformation des Proteins das langsamere
Laufverhalten erkldren. Eine posttrandationale Modifikation des extrazelluléren
Polypeptids durch proteolytische Aktivitét, die zur Entstehung von Isoenzymen fihrt,
ist ebenfalls denkbar. Ahnliches wurde auch fiir die extrazellulare PHB-Depolymerase
aus Pseudomonas lemoignel sowie die PHO-Depolymerase aus
Pseudomonas fluorescens GK 13 vermutet (Briese, 1997; Schirmer, 1994). Desweiteren
ist fur E. coli bekannt, dal3 Zellen unter Mangel- bzw. Hungerbedingungen nicht mehr
ale tRNAs mit Aminosauren beladen und somit fir die Proteinbiosynthese bereitstellen
koénnen (Lewin, 1994). Anstelle eines Abbruchs der Proteinbiosynthese kommt es dann
zum Einbau alternativer Aminosduren, die natUrlich eine Verdnderung des IEPs
bewirken kénnen. Auch die NR-Kulturen von Pseudoxanthomonas sp. 35Y wurden fir
die Proteinaufreinigung in der stationdren Phase geerntet, so dal3 also das Eintreten von
Mangelbedingungen nicht auszuschlief3en ist. Der Nachweis einer Glykosylierung des
65 kDa-Proteins ist mit einer Relhe verschiedener Methoden moglich
(Periodsdureoxidation, chemische oder enzymatische Deglykosylierung, Lektin-
Immundiffusion, MALDI-MS) und konnte mittels Protein-Blot durchgefihrt werden

ohne eine vollstandige Aufreinigung des Proteins notwendig zu machen.

Um die N-terminale Aminosiuresequenz des 65 kDa-Proteins zu bestimmen, wurden
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nachfolgend verschiedene chemische und proteolytische Spaltungen des elektroeluierten
Enzyms durchgefiihrt. Die bevorzugte Methode war die chemische Spaltung durch
BrCN, da Verunreinigungen durch Fremdproteine vermieden werden. Nach der
Spaltung waren jedoch sowohl das eingesetzte Protein as auch die entstandenen
Peptidfragmente nicht mehr nachweisbar, wahrend Kontrollspaltungen mit BSA stets
erfolgreich waren. Daher wurde angenommen, dal3 die Peptidfragmente beim
Abdampfen der verdinnten Ameisensdure im Speed-vac bzw. im Vakuum mitgerissen
wurden. Proteolytische Spaltungen die eine Entfernung des Ldsungsmittels unndtig
machten, waren zundchst nur bel Einsatz geringer Mengen Protein erfolgreich.
Tryptische Spaltungen fuhrten dann zur Bildung verschiedener Peptidfragmente, die
einer N-terminalen Aminosauresequenzierung zuganglich sein sollten.

Die tryptische Spatung des 65kDaProteins im SDS-Polyacrylamidgel mit
anschlieffender HPLC-Auftrennung der Peptide fuhrte zu 4 Fragmenten, die eine
Bestimmung der N-terminalen Aminosduren durch automatisierten Edman-Abbau
ermoglichten. Aus den erhaltenen Aminosduresequenzen wurden degenerierte
Oligonukleotide abgeleitet, mittels derer ein Fragment des fir das 65 kDa-Protein
codierenden Strukturgens aus chromosomaler DNA von Pseudoxanthomonas sp. 35Y
amplifiziert werden sollte. Trotz Variation der Hybridisierungstemperatur, sowie der
verwendeten Primerzusammensetzungen, -kombinationen und -konzentrationen konnte
keine Amplifikation eines spezifischen DNA-Fragmentes erreicht werden. Dieses war
vermutlich auf die starke Degenerierung der verwendeten Primer zurtckzufihren.
Vergleiche der erhatenen Aminosauresequenzen mit in Datenbanken vorhandenen
Priméarsequenzen erbrachten keine Homolgien zu bekannten Proteinen, so dal3 davon
ausgegangen wurde, dald es sich um ein bislang unbekanntes Protein handelt. Allerdings
sind bisher auch nur wenige extrazelluldre Dioxygenasen bekannt. Lediglich das VP14-
Protein, das eine oxidative Spaltung eines Epoxy-Carotenoids in der Abscisinsaure-
Biosynthese in Mais katalysiert (Schwartz et al., 1997), sowie die Lignostilben-a,3-
Dioxygenase aus Pseudomonas paucimobilisTMY 1009 (Kamoda & Saburi, 1993;
Kamoda & Saburi, 1993) sind untersucht. Sie bilden eine neue Klasse von
Dioxygenasen, die die Spaltung einer Doppelbindung in aliphatischen Verbindungen
bewirken und zur Bildung von Aldehyden bzw. Ketonen fuhren. Die konservierten
Sequenzen dieser Enzyme wurden weiterhin in zwel ORFs der Synechocystis-Genom-

Sequenz und in einem Protein, das in Regenbogenhaut von Saugern exprimiert wird
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(RPE65), gefunden (Hamel et al., 1993; Kaneko et al., 1996). Allerdings konnte die
Funktion dieser Proteine bislang nicht bestimmt werden. Auch ein gezielter Vergleich
der durch Edman-Abbau erhaltenen Peptidsequenzen des 65 kDa-Proteins mit den
Sequenzen der erwahnten Proteine ergab keine signifikanten Homologien. Da jedoch
keine Aktivitdt des 65 kDa-Proteins mefdbar gewesen war, war somit nicht bekannt, ob
es sich bel dem untersuchten Protein Uberhaupt um die fir den NR-Abbau postulierte,
initiale Dioxygenase handelte. Eine Beteiligung des 65 kDa-Proteins am NR-Abbau
sollte aber aufgrund der spezifischen Expression dieses Proteins beim Wachstum auf
NR und DPNR gegeben sein.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

1 Durch morphologische, physiologische und molekularbiologische Analysen
wurden erhebliche Unterschiede zwischen den fir die Gattung Xanthomonas
diagnostischen Eigenschaften und den Charakteristika des in der Literatur als
Xanthomonas sp. 35Y beschriebenen Organismus festgestellt.

1.1. Die Amplifikation, Sequenzierung und Analyse der 16SrDNA aus
Xanthomonas sp. 35Y ergab eine eindeutige Zugehorigkeit zur Untergruppe der
y-Proteobakterien.

1.2.  Spektroskopische Untersuchungen erlaubten eine ldentifizierung des gelben
Pigmentes von Xanthomonas sp. 35Y (Co7H26Br.03, M™ 560, Ama(Methanol)
441 nm) a's Xanthomonadin-Derivat.

1.3. Aufgrund der Bewertung aller taxonomisch relevanten Eigenschaften wird die
Schaffung der neuen Gattung Pseudoxanthomonas und die Umbenennung von

Xanthomonas sp. 35Y in Pseudoxanthomonas sp. 35Y vorgeschlagen.

2. Mittels ungerichteter UV-Mutagenese konnten Mutanten von S griseus 1D,
S codlicolor 1A und Pseudoxanthomonas sp. 35Y erzeugt werden, die entweder
keine oder aber verstérkte Aufklarungszonen um die Kolonien beim Wachstum
auf milchig-triben NR-Agarplatten bildeten. Auf anderen Polymeren hingegen
zeigten sie ein im Vergleich zum Wildtyp unveréndertes Abbauverhalten, was

auf Mutationen spezifisch fur den NR-Abbau hindeutete.

3. Das Screening einer vollstéandigen Cosmid-Genbank von
Pseudoxanthomonas sp. 35Y in E. coli ergab keine NR-abbauenden Klone, was
eine ungeniigende Expression der entsprechenden Gene oder eine unzureichende
Aktivitét der Genprodukte vermuten |&3t. Deshalb wurde das broad-host-range-
Cosmid pBBR1MCS-2cosAmp konstruiert, das sich in
Pseudoxanthomonas sp. 35Y stabil repliziert. Mit diesem sollte dann eine
Komplementation der durch UV-Mutagenese erzeugten Negativmutanten
maoglich sein.
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4.  Ein 65 kDa-Protein, das Pseudoxanthomonas sp. 35Y spezifisch beim Wachstum
auf NR- oder DPNR-Latex in hoher Konzentration bildet, wurde weitgehend
aufgereinigt.

5. Vier HPLC-getrennte Peptidfragmente des durch Trypsin-verdauten 65 kDa-
Proteins wurden einer N-terminalen Sequenzanalyse unterzogen. Die erhaltenen
Aminosauresequenzen ergaben keine signifikanten Homologien zu bereits
bekannten Proteinsequenzen. Somit wird davon ausgegangen, dal es sich um ein
bislang unbekanntes Protein handelt.
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SUMMARY

1 Morphological, physiologicad and molecular biological analyses revealed
significant differences between the characteristics diagnostic for the genus
Xanthomonas and those of the organism described in the literature as
Xanthomonas sp. 35Y.

1.1.  Amplification, sequencing and analysis of the 16S rRNA sequence resulted in a
classification of Xanthomonas sp. 35Y into the y-subgroup of proteobacteria.

1.2. By spectroscopical analyses the yellow pigment of Xanthomonas sp. 35Y was
identified as a xanthomonadin derivative (Co7H28Br,03, M™ 560, Ama(methanol)
441 nm).

1.3. Considering all taxonomically relevant properties the establishment of the new
genus Pseudoxanthomonas and the reclassification of Xanthomonas sp. 35Y as
Pseudoxanthomonas sp. 35Y is proposed.

2. By random UV-mutagenesis mutants of S griseus1D, S coelicolor 1A and
Pseudoxanthomonas sp. 35Y were obtained, which formed no or improved
clearing zones around the colonies during growth on opague NR-agar plates.
During growth on other polymers these mutants had a phenotype comparable to
the wild type which indicated that the mutations were specific for NR-
degradation.

3. Screening of a complete cosmid library of Pseudoxanthomonassp. 35Y in
E. coli did not reveal any NR degrading clones which led to the supposition that
the genes were insufficient expressed or the gene products were less active in
E. coli. Therefore a broad host range cosmid vector was constructed which is
able to replicate in Pseudoxanthomonas sp. 35Y stably and which should alow a

complementation of the negative mutants obtained by UV-mutagenesis.

4, A protein of 65 kDa, which Pseudoxanthomonas sp. 35Y specifically expressed
in high concentrations during growth on NR or DPNR latex, was almost

completely purified.
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5. The N-terminal amino acid sequences of four HPLC separated peptides of the
trypsin digested 65 kDa protein revealed no significant sequence homologies to
other proteins available in public databases. So it is proposed that the 65 kDa
protein is a hitherto unknown protein.
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