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I. Einleitung

Biotin (Vitamin H) gehort zur Gruppe der essentiellen Vitamine (Eisenberg and Star,
1968) und findet Verwendung in einer Vielzahl von Lebensmitteln und Tierfutter. Es
spielt eine Schliisselrolle im Zellstoffwechsel als Cofaktor in unterschiedlichen
Carboxylasen wobei die bekanntesten die Acetyl-CoA-Carboxylase und Pyruvat-
Carboxylase sind. Biotin ermdglicht den Transfer von aktivem CO,, als C1-Einheit,
fiir Carboxylierungen, Decarboxylierungen und Transcarboxylierungen (Knowles,
1989). Diese Carboxylasen enthalten Biotin als eine kovalent gebundene
prosthetische Gruppe, die iiber eine Amidbindung mit einer e-Aminogruppe eines
spezifischen Lysinrestes verkniipft ist. Weiterhin spielt Biotin eine wichtige Rolle in
der Fettsduresynthese. Die Acetyl-CoA-Carboxylase (Abb. 1), ein Schliisselenzym in
diesem Syntheseweg, enthilt Biotin als Cofaktor, welches wie bei der Biotin-
Carboxylase, kovalent gebunden ist. Als Akzeptor der aktivierten CO,-Gruppe
funktioniert Acetyl-CoA und es entsteht Malonyl-CoA. Die aus E. coli isolierte
Acetyl-CoA-Carboxylase besteht aus drei Untereinheiten. Biotin selbst ist dabei an
ein 22 kD Protein gebunden, welches als Biotin-Carrier-Protein bezeichnet wird. Die
Biotineinheit wird carboxyliert, wobei die Biotin-Carboxylase, die zweite
Untereinheit des Proteins, eine Rolle spielt. Die bereits aktivierte CO,-Gruppe wird
von der Transcarboxylase, der dritten Untereinheit, auf Acetyl-CoA {iibertragen.
Industriell wird Biotin derzeit hauptsdchlich in einer relativ kostenaufwendigen
chemischen Synthese de novo in 14 Schritten hergestellt (Abb.2A und 2B; Goldberg
and Sternbach, 1949; Kuzuhara et al., 1970). Als Ausgangssubstanz dienen Fumarat
oder Manitol. Die chemische Biotinsynthese ist im Vergleich zur Synthese anderer
Vitamine eine der teuersten und aufwendigsten Vitaminsynthesen. Die
Weltjahresproduktion an Biotin betrdgt ca. 10-20 Tonnen mit einem
Gesamtmarktwert von ca. 320 Millionen Euro (Brown and Kamogawa, 1991). Der
Preis von einem kg Biotin auf dem Weltmarkt betrdgt zur Zeit ca. 8.000 Euro.
Biotinmangel kann bei Menschen und Tieren zu Erkrankungen wie z.B. Seborrhoea
und Dermatitis fiihren. Der Tagesbedarf eines erwachsenen Menschen liegt bei

0,07 mg/kg Korpergewicht: http://www.fda.gov/cvm/index/consumer/petfood.htm

(Food and Drug Administration).


http://www.fda.gov/cvm/index/consumer/petfood.htm
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Biotin-Carboxylase

% . . .
4 1. Biotin-Carrier-Protein

Transarboxylase

O,
O" 1. Biotin-Carrier-Protein
4

Abb. 1: Schematische Darstellung der Aktivierung einer CO,-Gruppe mit Hilfe der drei

Untereinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase. 1-Biotin-Carrier-Protein; 2-Biotin-Carboxylase;
3-Biotintranscarboxylase; 4-Lysin/Biotin Verbindung.

Aufgrund seiner Bedeutung als Vitamin fiir Mensch und Tier wird Biotin als Zusatz
in Futtermitteln, Fruchtsidften, Hautcremes, etc. verwendet. Viele Mikroorganismen
benodtigen ebenfalls Biotin als Wachstumsfaktor (Brown and Kamogawa, 1991)
(Abb. 3A). Eine Vielzahl von Bakterien sind in der Lage Biotin zu produzieren,
wobei die Produktionsraten solcher Stimme zwischen 15 pg/l (Shaw et al., 1999)
und 200 mg/l liegen (Sakurai et al., 1996). Diese Raten sind zu niedrig, um ein
biotechnologisches Verfahren zu entwickeln. Es wurde ausgerechnet (Shaw et al.,
1999), dass ein Biotinbiosynthese-Produktionsstamm in Hohe von ca. 1 g/l Biotin
aufweisen muss, um eine kostengiinstige Produktion zu etablieren. Auf Grund dieser

Problematik ist Entwicklungsarbeit notwendig.
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Abb. 2: Chemische Synthese von Biotin: (A) Nach Goldberg and Sternbach (1949),
modifiziert; (B) Nach Kuzuhara et al. (1970), modifiziert. (a) Benzylamin, (b) Phosgen, (c)
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der chemischen Biosynthesen.
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len zeigen die moglicherweise umweltschidlichen Schritte
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Abb. 3: (A). Biotinbiosyntheseweg in bereits bekannten Gram-negativen und Gram-

positiven Bakterien; (B) Biotinbiosynthese-Operon von E. coli, sowie regulatorische

Komponenten. BirA-Repressorprotein; bioA-7-Keto-8-Aminopelargonsidure Synthetase,

bioB-Biotin-Synthetase, bioF-7,8-Diaminopelargonsdure Synthase, bioC-beteiligt an der

Pimelyl-CoA Synthese, bioD-Dethiobiotinsynthetase.
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A. Gram (+) Mikroorganismen
A > > —E— 1 = B. sphaericus
bioD  bioA bioY bioB bioX  bioW  bioF
< < =] << : B. subtilis
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P e ;
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—< <=

bioA  bioD orfl bioF  bioB  bioH
iod  bioD orfl orf2  bio v OH0rf3  i0C bioHII bioFII

B. Gram (-) Mikroorganismen
E. coli
—<C - > S>> ———>— §. marcescens
orfl  biod bioB bioF  bioC bioD bioH S. tiphimurium
E. herbicola
—= D= D M. flagelatum
bioB  bioF  bioH bioC bioD bioA
—=> g > M. loti
bioB bioF bioD  bioA bioZ
< < < < < — A. tumefaciens C58
bioB bioF bioD  bioA bioZ

Abb. 4: Biotinbiosynthesegene verschiedener Mikroorganismen. (A) Die Organisation der
Biotinbiosynthesegene in verschiedenen Gram-positiven Bakterien; (B) in verschiedenen

Gram-negativen Bakterien. Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen der bio-Gene.

In allen Habitaten wie z.B. Boden, Meerwasser, Biofilmen, Teichen oder
Intestinaltrakten, sind mikrobielle Biotin-Produzenten zu finden. Die
Biotinbiosynthesegene liegen in der Regel in Operons vor (Serebriiskii et al., 1996;
Abb. 4). Biotinbiosynthese ist bereits in Escherichia coli und Bacillus subtilis
detailliert untersucht worden (Bower et al., 1996a; Shiuan and Campbell, 1988). An
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der Biotinbiosynthese in E. coli sind sechs strukturelle Gene und ein regulatorisches
Gen beteiligt (Abb. 3B). Fiinf dieser Gene liegen in einem bio-Operon bei Minute
17,5 auf der genetischen Karte: bioA, B, F, C, D (Abb. 3B). Das bioA-Gen wird
zusammen mit einem nicht weiter charakterisierten offenen Leserahmen (ORF) in
eine Richtung transkribiert, wihrend die bioB-, bioF-, bioC- und bioD-Gene in die
andere Richtung abgelesen werden. Bei anderen Enterobacteriaceae wie z.B.
Serratia marcescens, Erwinia herbicola, Salmonella typhimurium und Citrobacter
freundii liegen die bio-Gene ebenfalls in einem Operon vor (Shiuan and Campbell,
1988; Wu et al., 1996; Abb. 4B). Dagegen sind die Gene fiir die Biotinproduktion in
Bacillus sphaericus in zwei Operons (Gloeckler et al., 1990; Abb. 4A) organisiert.

In E. coli wird Biotin vermutlich wie folgt synthetisiert (Abb. 3A): Pimeloyl-CoA —
7-Keto-8-Aminopelargonsdure (KAPA) — 7,8-Diaminopelargonsdure (DAPA) —
Dethiobiotin — Biotin. Die Gene bioF, bioA und das bioD codieren fir die KAPA-
Synthetase, die DAPA-Aminotransferase und die Dethiobiotin-Synthetase. Das bioB-
Gen ist an der Umwandlung von Dethiobiotin zu Biotin beteiligt. Das Genprodukt
von bioC vermittelt vermutlich die Synthese von Pimeloyl-CoA in E. coli. Neben
diesen Genen konnte in E. coli ein weiteres Gen, das bioH-Gen, identifiziert werden,
das an der Biotinbiosynthese beteiligt ist und bei Minute 74 des E. coli Chromosoms
vorliegt (O'Regan et al., 1989). Biotinbiosynthese wird durch BirA reguliert und in
Abhingigkeit der Konzentration von ungebundenem Biotinyl-AMP reprimiert oder
dereprimiert (Barker and Campbell, 1981; Cronan, 1989). Das birA Gen liegt bei
89 min auf der E. coli Karte (Barker and Campbell, 1981). Das bio-Operon ist
negativ reguliert (Eisenberg, 1985). Die Synthese von Biotin und seinen Derivaten in
der Zelle wird reprimiert sobald die Konzentration von Biotin im Medium steigt (Pai,
1972). Es erfolgt eine 59 % Inhibition der Synthese bei 1,5 ng/ml (6,2 nM) Biotin im
Medium und eine 100 % Inhibition bei ca. 5,0 ng/ml (21 nM) Biotin (Barker and
Campbell, 1980).

Obwohl funktionelle Biotinbiosynthesegene (bio-Gene, Abb. 3B, Abb. 4) in
verschiedenen Mikroorganismen auf molekularbiologischem Niveau detailliert
untersucht und einige biotiniiberproduzierende Bakterienstimme konstruiert wurden,
konnte bisher kein kostendeckendes biotechnologisches Verfahren fiir die
Biotinbiosynthese entwickelt werden (Shaw et al., 1999). Dies liegt zum Teil an

einer hohen Instabilitit der zur Verfiigung stehenden biotiniiberproduzierenden
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Bakterienstimme und an den hohen Produktionskosten. Problematisch sind toxische,
inhibitorische Effekte sowie eine hohe Plasmidinstabilitit bei Biotiniiberproduktion
(Ifuku et al., 1995; Sakurai et al., 1996; Streit and Phillips, 1996).

In der Umwelt existieren unbekannte Mikroorganismen deren Stoffwechsel-
Moglichkeiten fiir die Industrie eine Quelle neuartiger Enzymaktivititen und
Synthesewege sind. Diese unentdeckten Gene stellen ein Reservoir an Information
dar, dem sowohl eine immense wissenschaftliche als auch biotechnologische
Bedeutung beigemessen werden muss. Neue Untersuchungen unterschiedlicher
Umwelt-Habitate zeigten, dass vermutlich weniger als 0,5 % aller Mikroorganismen
kultiviert worden sind (Amann et al., 1995) und somit fiir biotechnologische
Verfahren zur Verfligung stehen. Man schitzt, dass alleine in einer Bodenprobe von
1 g bis zu 4.000 verschiedene bakterielle Genome zu identifizieren sind (Torsvik et
al., 1990). Die Biotechnologie versucht zur Zeit dieses unbekannte Potential zu
erschlieBen und zu nutzen. Dabei sind solche Enzyme von Interesse, die hohere
Umsatzraten, ,,bessere” pH-Optima, groBere Thermostabilitit, bessere Loslichkeit
oder erhohte Substratspezifitit aufweisen. Weiterhin wird nach Biosynthesewegen
fir neue Stoffgruppen mit antibakterieller Wirkung, sowie fiir andere
Sekundirmetabolite mit biotechnologischem Potential gesucht. Somit geht von
diesen bisher nicht-klassifizierten bzw. nicht-kultivierten Mikroorganismen, die
beispielsweise in Biofilmen, marinen Schwidmmen, Rhizosphdren (Davey and
O'Toole G, 2000) und in verschiedenen Boden- oder Wasserproben zu finden sind,
ein grofles Anwendungspotential aus. Um die Schwierigkeiten zu iiberwinden, die
mit der Kultivierung der verschiedenen Bakterien verbunden sind, wurden diverse
Methoden fiir die Identifizierung und Charakterisierung neuer Mikroorganismen
entwickelt. Diese Techniken basieren auf in situ Hybridisierung und
Mikroautoradiography (Lee et al., 1999), Konstruktion von Plasmid-Genbanken
(Henne et al., 1999) und BAC-Genbanken (Rondon et al., 2000).

Das Ziel dieser Arbeit war es, bisher unbekannte Biotinbiosynthesegene aus
kultivierbaren und nicht-kultivierbaren Mikroorganismen zu isolieren und in
verschiedenen Bakterien zu exprimieren. Um das Ziel dieser Arbeit zu erreichen,
wire die direkte Isolierung von DNA aus Umweltproben und das Anlegen von
Genbanken eine mogliche Vorgehensweise. Auf diese Art wurden bereits erfolgreich
und mehrfach Plasmid-Genbanken zur ErschlieBung von Umweltproben angelegt

und durchmustert (Henne et al., 1999). Da mit Hilfe dieser Technik jedoch in der
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Regel nur geringe FragmentgroBen erzielt wurden, war diese Methode nicht geeignet
fiir die Isolierung von Operons und groferen Genclustern. Die Klonierung von
grolen DNA-Fragmenten direkt isoliert aus Bodenproben in den sog. bacterial
artificial chromosomes (BACs) wurde bereits beschrieben (Rondon et al., 2000).
Allerdings wurde diese Technik bisher nur flir eine Bodenprobe erfolgreich
angewandt. Diese Tatsache deutete daraufhin, dass Schwierigkeiten mit der
Reinigung der DNA auftreten. Die, direkt aus der Umwelt isolierte, DNA kann nicht
vollstindig von den Huminsduren und andere Verunreinigungen befreit werden,

wodurch weitere Schritte inhibiert werden konnen (Entcheva et al., 2001).

.//.. V\'.
{ |
I‘-. 2 (JF
e
 \
W
°
+ Avidin —  Anreicherung ——p DNA Isolierung; ——p Screening fiir
Cosmidklone bio*t Cosmide

Abb. 5: Isolierung von Biotin iiberproduzierenden Mikroorganismen aus Umweltproben/

Umwelt DNA-Bénken.

In der vorlegenden Arbeit wurden Cosmid-Genbanken aus Anreicherungskulturen
angelegt und es wurde nach neuartigen Biotinbiosynthese-Operons gescreent. Um
Probleme mit der Isolierung von verunreinigter DNA aus Bodenproben zu
vermeiden, sollte eine Anreicherung unter Zusatz von Avidin und somit unter sehr
stringenten Bedingungen durchgefiihrt werden (Abb. 5).

Letztlich wurden in dieser Arbeit bio-Gene aus Umwelt-Habitaten in DNA-Banken

angereichert und diese in verschiedenen Wirten liberexprimiert. (Abb. 5).
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II. Material und Methoden

I1.1. Organismen, Plasmide und Primer
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme, Plasmide, Cosmide und Primer
sind mit ihren relevanten phidno- oder genotypischen Eigenschaften sowie der

Herkunft in den Tabellen 1-3 aufgefiihrt.

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Stimme.

Stamm Relevanter Phino- oder Genotyp Referenz
E. coliK-12 Wild Typ (Berlyn, 1998)
E. coli DH50 supE44, AlacU169(§80 lacZAM15) hsdR17, ~ GibcoBRL

E. coli XL-1 blue

E. coli JW1

E. coli ATCC

33767

E. coli VCS 257

E. coli BHB 2688
E. coli BHB 2690

E. coli S17-1

E. coli S17-1 ribBA

E. coli R879

E. coli R875

E. coli R872

recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relA1

recA’, thi, hsdR1, supE44, relAl, lacF’, proAB,
lacl%, lacZAM15, Tn10[Tet]

ara, A(lac-proAB), rpsL, thi, ®80, lacZAM135,
F’lac?, lacZAM15, proA*B*

K-12 Derivat: F-, A(bio-uvrB), lacZam, \-
Nam7, Nam53, cI857 AH1 (cro-F-A-J-b2),
Atrp, Sm'

DP50 Derivat: tonA53 dapD8 lacY1

ginV44(supE44) A(gal-uvrB)47 tyrT58
(supF58) gyrA29 A(thyA57) hsdS3(rk-mk-)
mcrA

(N205 recA [himm434 clts b2 red FEam Sam/A])
(N205 recA [Aimm434 clts b2 red Dam
Sam/A])

Sm', Tp", mod", res’, thi, pro, recA’, integriertes
Plasmid RP4-Tc:: Mu-Km:: Tn7, hsdR17

pSup 205 ribBA

bioA24

bioB17

bioF'103

(Bullock et al., 1987)

(Kolmar et al., 1990)

ATCC

(Sambrook et al., 1989)

(Hohn, 1979)
(Hohn, 1979)

(Simon, 1983)

D. A. Phillips

E. coli-Stock Center;
Yeil

E. coli-Stock Center;
Yeil

E. coli-Stock Center;
Yeil
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Fortsetzung Tab. 1

E. coli R876

E. coli R877

Sinorhizobium
meliloti 1021

S. meliloti GR4
Rhizobium etli
Xanthomonas
campestris

DSM1706

bioC'18

bioD19

Wild Typ, Sm"

Wild Typ

Ralstonia euthropha Cfx", Hox"; pHG1

HI16

Klebsiella planticola  'Wild Typ

DSM 3069
Corynebacterium
glutamicum R163
Lactobacillus
plantarum ATCC
8014

res” -Mutante von C. glutamicum AS019

Wild Typ

E. coli-Stock Center;

Yeil

E. coli-Stock Center;

Yeil

(Meade et al., 1982)

W. Streit

W. Streit

DSMZ (Braunschweig)

ATCC 17699

DSMZ (Braunschweig)

(Liebl et al., 1989)

DSMZ (Braunschweig)

Bezeichnung der Phénotypen: Sm', Streptomycinresistenz; Km', Kanamycinresistenz;

Genotypischebezeichnungen gemal (Berlyn, 1998).

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide.

Plasmid Relevanter Phéino- oder Genotyp Referenz

pWE 15 Ap', Neo', h-cos Stratagene (Heidelberg)
pBluescriptSK/K  4p", lacPOZ* Stratagene (Heidelberg)

S

pK18mobsac Km', sacB, lacPOZ* mob" (Schafer et al., 1994)
pMCL210 Cm'", lacPOZ" (Nakano et al., 1995)
pHSG399 Cnt', lacPOZ* (Hashimoto-Gotoh et al., 1986)
pHSG396 Cnt', lacPOZ* (Hashimoto-Gotoh et al., 1986)
pBBRIMCS-2 K, lacPOZ", mob” (Kovach et al., 1995)
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Fortsetzung Tab. 2

pWLQ2

pSup 205 ribBA
pDR720

pTZ19

pCLiK5

Ap', Km', oripHM1519, tac Promotor, (Liebl et al., 1992)
lacl’

ribBA Gene D.A. Phillips

Ap", trp Promotor Pharmacia

Cnt', lacPOZ Strategene

Km', rep, orf Gene fur Replikation in (Kéthe, 2000)

C. glutamicum

Bezeichnung der Phinotypen: Sm', Streptomycinresistenz; Km', Kanamycinresistenz; Cm',

Chloramphenicolresistenz; Ap’, Ampicillinresistenz; Neo', Neomycinresistenz

Tab. 2B: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide.

Konstrukt Vektor Insert/Merkmahle

pHE1-1 pHSG399 Subklon von pCosHE1; 1 kb Fragment, mit modC-bioA
Region

pHE1-2 pHSG399 Subklon von pCosHE1; 1,9 kb EcoRl/Kpnl Fragment, mit
Teilen von AhutH, komplettes orf-1 Teil von bioA

pHE1-3 pHSG399 Subklon von pCosHET1; 900 bp Ps¢I Fragment, mit Teilen
von bioA und bioB

pHE1-4 pHSG399 Subklon von pCosHE1; 1,4 kb Pstl Fragment, mit Teilen
von uvrB Gen

pHE1-5 pHSG399 Subklon von pCosHE]1; 2,5 kb PstI Fragment, mit moaA-
moaE Gen Cluster

pHE1-6 pHSG399 Subklon von pCosHE1; 2,8 kb PstI Fragment, mit Teilen
von moaE-rhlE Region

pHE2-1 pBSK+ Subklon von pCosHE2; 4,38 kb BamHI/Pst] Fragment,
mit bioA-bioD Genen

pFS1-1 pHSG399 Subklon von pCosFS1; 870 bp Ps¢I Fragment, mit Teilen
von bioF and bioC Genen

pFS1-2 pHSG399 Subklon von pCosFS1; 3,6 kb Ps#I Fragment, mit Teilen
von moaE-rhIE Region

pAS1-1 pHSG399 Subklon von pCosAS1; 1,6 kb Smal Fragment, mit bioD
und els4 Genen

pAS1-2 pHSG399 Subklon von pCosAS1; 2,8 kb Smal Fragment, mit Teilen

von hutU und komplettes hutH, orfl
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pAS1-3

pAS1-4

pAS1-5

pAS1-6

pCosHE1

pCosHE2

pCosAS1

pCosAS2

pCosFS1

pCosFS2

pPESKbio

pPEBBRbio

pPEBBRbiocg

pPEPKbio

pPEXba

pPEKpn

pPEKbioAcm

pPEbiocm

pPEBDcm
pPEbio

pPEBuD

pPEnodDl1
pPEnodD3

pK18mobsacB

pHSG399

pHSG399

pK18mobsacB

pWE15

pWEI5

pWE15

pWE15

pWEIL5

pWE15

pBSSK+

pBBRIMCS-2

pBBRIMCS-2

pK18mobsac

pBSSK+

pBSSK+

pHSG399

pHSG399

pHSG399
pBSSK+

pBSSK+

pBSSK+
pBSSK+

Subklon von pCosAS1; 700 bp PstI Fragment, mit Teilen
von bioF und bioC Sequnzen

Subklon von pCosAS1; 1,3 kb Smal Fragment, mit Teilen
von hutU Gen

Subklon von pCosAS1; 6 kb Hindlll/Sacl Fragment, mit
Teilen von uvrB Gen

Subklon von pCosAS1; 390 bp PstI Fragment, mit Teilen
von hutG and hutC Genen

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen
Konsortium

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen
Konsortium

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen
Konsortium

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen
Konsortium

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen
Konsortium

30 kb Fragment mit bio Genen isoliert aus mikrobiellen

Konsortium

6 kb Fragment in EcoRV, bio-Operon von pCosHE2
6 kb Hindlll/Xbal Fragment aus pPESKbio

6 kb Hindlll/Xbal Fragment aus pPESKbio, ori fiir C.
glutamicum als Xhol Fragment

6 kb Hindlll/Xbal Fragment aus pPESKbio

bioBFCD in EcoRV

bioAorfl in EcoRV

bioAorfl in als Kpnl Fragment

bioBFCD als Xbal Fragment und bioAorfI in als Kpnl
Fragment

bioBFCD als Xbal Fragment

bioBFCD bioAorfI aus pPEbiocm als HindIIl/EcoRI
Fragment

bioBFCD als Xbal Fragment mit deletierten bioF und
bioC Genen als HindIll/EcoRI Fragment

nodD1 Promotor in EcoRV

nodD3 Promotor in EcoRV
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Fortsetzung Tab. 2B

pPESKDI1bio
pPESKD3bio
pPED1bio
pPED3bio
pPESKD1BuD
pPESKD3BuD
pPED1BuD
pPED3BuD
pPESDBuD
pPESDbio
pPEHSGSDBuD
pPEHSGSDbio
pPEtrpBuDcm
pPEtrpbiocm
pPEtrpBuD
pPEtrpbior
pPEtrpbiof
pPEtaclac
pPEtacbio

pPEtrpAorf

pPEoriX
pPEloop

pBSSK+
pBSSK+
pBBRIMCS-2
pBBRIMCS-2
pBSSK+
pBSSK+
pBBRIMCS-2
pBBRIMCS-2
pBSSK+
pBSSK+
pHSG399
pHSG399
pHSG399
pHSG399
pBBRIMCS-2
pBBRIMCS-2
pBBRIMCS-2
pBSSK+
pBBRIMCS-2

pHSG399

pBSSK+
pBBRIMCS-2

pPEbio::Sall/Ncol nodD1 Promotor

pPEbio::Sall/Ncol nodD3 Promotor

nodD1bio-Operon aus pPED1bio als Sall/EcoRI
Fragment

nodD3bio-Operon aus pPED3bio als Sall/EcoR1
Fragment

pPEBuD::Sall/Ncol nodD1 Promotor
pPEBuD::Sall/Ncol nodD3 Promotor

nodD1bioBuD aus pPESKD1BuD als Sa/l/EcoRI
Fragment

nodD3bioBuD aus pPESKD3BuD als Sall/EcoRI
Fragment

pPEBuD::Shine-Dalgarno Sequenz von S. marcescens als
Sall/Ncol Fragment

pPEbio::Shine-Dalgarno Sequenz von S. marcescens als
Sall/Ncol Fragment,

SDbioBuD aus pPESDBuD als Sall/EcoRI Fragment
SDbio-Operon aus pPESDbio als Sall/EcoRI Fragment
trp Promotor aus pDR720 als HindIll/Sall Fragment in
pPEHSGSDBuD

trp Promotor aus pDR720 als HindIll/Sall Fragment in
pPEHSGSDbio

trpSDbioBuD aus pPEtrpBuDcm als EcoRI Fragment
trpSDbio aus pPEtrpbiocm als EcoRI Fragment
trpSDbio aus pPEtrpbiocm als EcoRI Fragment

tac Promotor und /acI® Regulatorgen aus pWLQ2 in
EcoRV

tac Promotor und lacl® Regulatorgen aus SDbio aus
pPEtaclac, SDbio aus pPEtrpbiof

trp Promotor als HindIIl/Sal/l Fragment aus pDR720 in
pPEKpn

ori fur C. glutamicum aus pCLiK5 in EcoRV
pPEtrpbiof mit entfernten moglichen Terminator

zwischen bioD und bioA
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Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Primer.
Primer Name Sequenz 5°-3° Annieling  Beschreibung
Temperatur
(OC)*
1. 42-F* CAT CCA GCC AGG TCC ACA 61,4 bioD zum bioC auf
AC pCosHE2
2. 42-R* CTT GCC AGT ACT GCA ACG 61,4 bioA zum bioB auf
cc pCosHE2
3. 42bioA CCA GTA CTG CAA CGC CAT 57,9 bioA zum bioB auf
TTT pCosHE2
4. 42bioC TCC AGT ACC GTG GGT GTA 57,9 bioC zum bioF auf
TTT pCosHE2
5. 42bioB* CGG AGT TTT ACC GCA ATATT 532 bioB zum bioC auf
pCosHE2
6. 42bioF TTA AAC TGG CAG CTTCCA 584 bioF zum bioB auf
GCA A pCosHE2
7. 42endbioB GTT TCG CCT AAGCCC ACA 573 bioB zum bioA auf
AT pCosHE2
8. 42anfbioB TTG ATG GAA GTT GAA CAG 53,2 bioB zum bioF auf
GT pCosHE2
9. 42anfbioF TTA TGA GCT GGC AGG AGA 56,5 bioF zum bioC auf
AAAT pCosHE2
10. 42anfbioA TAC AAT CAC CCG CAG CTT 55,9 bioA zum orfl auf
AAT pCosHE2
11. 42endbioF AAC GAT GTC ACT CAT TTG 55,3 Vom Ende bioF zum
GC bioC auf pCosHE2
12. 1-60rf GAT ATT GAA GTA CAG CTG 55,3 Primer walking aus
CG pCosHE2
13. ErwbioA ACG TGA TGT TTG ACG GCA 55,3 bioA zum bio Operon
TT auf pCosHE1
14. ErwuvrB TTC CACCTCTTC GTC AAACA 553 uvrB zum bio Operon
auf pCosHE1
15. ErwbioA2 AAT GCC GTC AAA CAT CAC 553 bioA zum bio Operon
GT auf pCosHE1
16. ErwuvrB2 TTC CACCTC TTC GTC AAACA 553 uvrB zum bio Operon
auf pCosHE1
17. ErwbioB TAA GGC GAA AAACGC GGG 594 bioB zum bio Operon
CT auf pCosHE1
18. 1/1-moaA AGG TAG AAA GCT TTC GGC 57,9 Primer walking auf
GAA pHEI1-5
19. 1-1moaE CAG TGC GGC AAC GTC TTT 57,9 Primer walking auf
AAA pHEI-5
20. 1-1moaA2 AAG CGATCG TCA AAGAGA 579 Primer walking auf
ACC pHE1-5
21. 22PEr AAT GTC GAT AAC CTC GCC 62,4 Auf p22PE Subklon von
GCG AA pCosASI
22. BGbioend AGC TGA TAC TGC TGGTCG 62,4 Auf pCosAS vom Ende
TCG TT bio Operon zur bio
Gene
23. BGmitte CAG AGA TCC ATC GCC GTC 64,2 Auf pCosAS1 von der
ACA AC Mitte zum Ende bio
Operon
24. BGatt CAC GAC AAA GCT TTT GGT 64,2 Von Aatt Sites zu den
GCC CG

bio Gene auf pCosAS1
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25. BGmitte2 AGA GAT CCA TCG CCG TCA 59,8 Auf pCosAS1 von der
CAA Mitte zum Ende bio
Operon
26. BGatt2 CAC GAC AAA GCT TTT GGT 57,3 Von Aatt Sites zu den
GC bio Gene auf pCosAS1
27. 1/3-4ErwbioB  TTT GAA GCG CAG CAG ATC 57,3 bioB zum bioF auf
CA pCosAS1; ca. 4kb PCR
Fragment
28. 1/3-4ErwbioF  AAT GCG ATC CTC TTT GTC 60,6 bioF zum bioB auf
GGT CA pCosASl1; ca. 4kb PCR
Fragment
29. 1/3-4bioBmitte AAT TGT CGG CTT ATG CGA 58,4 Primer walking auf dem
AACG 4kb PCR Fragment
30. 1/3-4bioBend ATT CAG TCC CAG CTT GCG 59,8 Primer walking auf dem
GAA 4kb PCR Fragment
31. P1/3orf CAA AGA AGC GGT CGT CAT 57,3 Primer walking auf
CA pAS1-2
32. P1/3hutU CGT GAT TCA GGC CCT GAT 59,4 Primer walking auf
TG pASI-2
33. Erwbioprom ATT TTC ATC GCC ACT TCC AC 553 Primer walking auf
pAS1-2
34. Erwmitte CGC GAA ACT GGT CGATCA 57,3 Primer walking auf
AA pAS1-2
35. SerbioCD GTG ATT TTA TTT TCC ACC 58,9 Von bioCD zum uvrB
CTG GC auf pCosFS1
36. SeruvrB ATC GCT TCT GCG GTG GTA 58,9 Vom uvrB zu bioCD auf
TTT AT pCosFS1
37. HA7-elsD TGA ACG AAG TTG GCG GTA 57,9 Primer walking auf
TTG pFS1-2
38. HA7-elsF GCA AAA GTT TGG CCT GTA 57,9 Primer walking auf
CGA pFS1-2
39. 18HA7aB ATG GAA ACC TGC ATG ACC 59,8 Vom bioB auf Subklon
CTG 18 zum bioF auf
Subklon pFS1-1
40. M7HA7aF CTG GCG AAA TCG CTG AAT 58,4 Vom bioF auf Subklon
ATTC pFS1-1 zum bioB
41. bioAkpn GGG GGT ACC AGT CGA TTA 72 Anfang vom bioA mit
TGA CAA CGG ACG ATC Kpnl Schnittstelle
42. orfKpk GGG GGT ACC TTT AAG TGA 69,5 Ende vom orf1 mit Kpnl
TAC CAG ATG GCA TTG Schnittstelle
43. 1-6bioBXba GGG GGT CTA GAA GCCCCA  >75 Anfang bioB mit Xbal
TGG CTC ACC GCC CAC Schnittstelle
44. 1-6bioDXba GGG GGT CTA GAATGGCTA 717 Ende vom bioD mit
CAA CAA GGC AAG GTT TAT G Xbal Schnittstelle
45. nodD3Sal GGG GGT CGA CGC GTC CGT >75 Anfang vom nodD3
CCT GAG AAA ATC ACC Promotor (5’-Ende) mit
Sall Schnittstelle
46. nodD3Nco GGG GGC CAT GGG GCTTCT ~ >75 Ende vom nodD3
CCT ATC CAT AGT TGA AAG Promotor (3’-Ende) mit
GTC Neol Schnittstelle
47. D1Sal GGG GGT CGA CTA AGA ACT 71,7 Anfang vom nodD1
CCA GTG TGT TGT TTC TTC

Promotor (5’-Ende) mit
Sall Schnittstelle
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48. D1Nco

49. SD-Sal

50. SD-Nco

51. trp Hind

52. orilxhoS

53. ori2xhoK
54. tacprSal

55. tacRHind

56. tacRSal

57. taclgSal

58. PromBXba

59. bioAloop

60. bioAatg

GGG GGC CAT GGG GCT TCT
CCA TGA TCG TTA TCC AAA
CAATC

TCG ACG GCG ACA CTT TTT
CGT TTT GGA GAC GC

CAT GGC GCT TCC AAA ACG
AAA AAG TGT CGC CG

GGA AGC TTA CTC CCC ATC
CCC

GGG GGC TCG AGG ATC CCC
GGC CGC GCA AAG TCC CGC
TTC

GGG GGC TCG AGA TCA AGT
CGG TCA AGC CAAGCG C

GGG GGC TGC AGG TCG ACG
GAT CCC CGG GAA TTC TG
GGG GGA AGCTTT CAA ACA
TGA GAA GTC GCT TGC GG

GGG GGC AGC TGT CAA ACA
TGA GAA GTC GCT TG

GGG GGT CGA CCA TGA GAA
GTC GCT TGC GGT AATC

GGG GGT CTA GAT CGT CCG
TTG TCA AAA TCG ACT TG

GTT GTA GCC ATT CTG GAG
GTC GAT TAT GAC AAC GG
GGT AGG AGT CGA TTA TGA
CAA CGG ACG ATCTTG CC

>75

70,8

70,8

63,7

>75

>75
>75

73,0

72,1

74,3

71,8

70,6

71,8

Ende vom nodD1
Promotor (3’-Ende) mit
Ncol Schnittstelle

S. marcescens Shine-
Dalgarno Sequenz mit
Sall Schnittstelle

S. marcescens Shine-
Dalgarno Sequenz mit
Ncol Schnittstelle
5’-Ende von trp
Promotor pDR720
3"-Ende von ori fiir Cg
mit Xhol Schnittstelle

5"-Ende von ori fiir Cg
mit Xhol Schnittstelle
tac Promotor mit Sa/l
Schnittstelle (3’-Ende)
tac Repressor, lacl?
Gen, mit HindIII
Schnittstelle

tac Repressor, lacl*
Gen, mit Sall
Schnittstelle

tac Repressor, lacl?
Gen, mit Sall
Schnittstelle

Promotor von bioB
pCosHE2 mit Xbal
Schnittstelle
bioD-bioA loop auf
pPEtrpSDbiof
bioD-bioA loop auf
pPEtrpSDbiof

I1.2. Nahrmedien und Zellanzucht

I1.2.1. Nahrmedien

11.2.1.1. Komplexmedium

Als Komplexmedium fiir E. coli wurde LB-Medium (Sambrook et al., 1989;

modifiziert) verwendet.

LB-Medium (Luria-Bertani-Broth)

Trypton
Hefeextrakt
NaCl
H>Ovigest.

10 g
5 g
5 g
ad 1000 ml
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Zur Herstellung fester Ndhrmedien wurde dem Medium vor dem Autoklavieren Agar
in einer Endkonzentration von 1,5 % (w/v) zugesetzt. Indikatorplatten zur Selektion
rekombinanter Klone (s. I1.8.2.3.) enthielten zusétzlich 0,1 mM IPTG und 0,002 %
X-@Gal.

TY-Medium fiir den Anzucht von Rhizobien und Xanthomonas campestris

(Sambrook et al., 1989)

Trypton 5 g
Hefeextrakt 3 g
CaC 12 0 ’2 g
H>Opidest. ad 1000 ml

BHIS-Regenerationsmedium fir die Elektroporation von C. glutamicum
(Liebl et al., 1989)

a) 2 x BHI-Medium:
Brain Heart Infusion 3,7 g
H,Opidest. ad 50 ml

b) 2 x Sorbit:

D-Sorbit 9,3 g
HObidest. ad 50 ml
c) MgSOq4 1 M

Die Losungen wurden getrennt autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurden Losungen

a) und b) zusammengegeben und 2 ml Losung c) zugefiigt.

LBHIS-Platten fiir die Elektroporation von C. glutamicum
a) 2 x LBHI-Agar:

Brain Heart Infusion 18,5 g
Bacto™ Pepton 5 g
Hefeextrakt 25 g
NaCl 5 g
HOpidest. ad 500 ml
b) 2 x Sorbit:
D-Sorbit 93 g
H,Opidest. ad 500 ml

c) MgSOq4 1 M
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Die Losungen wurden getrennt autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf ca. 50 °C

wurden Losungen a) und b) zusammengegeben und 20 ml Losung ¢) zugefiigt.

I1.2.1.2. Mineralmedien fiir das Biotinproduktions-Screening

Um die komplementierenden Cosmidklone und bio Konstrukte auf die Fahigkeit zur
Biotinproduktion zu untersuchen, wurden diese auf M9-Mineralmedium angezogen

und auf CA Agarplaten ausplattiert.

M9-Mineralmedium (Sambrook et al., 1989: modifiziert)

Na,HPO4x12H,0 6 g
KH,PO, 3 g
NaCl 0,5 g
NH,4Cl 1 g
Casamino Séuren (Difco) 2 g
H,0 MilliQ 1000 ml
pH 7.4

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium durch folgende, getrennt sterilisierte

Komponenten vervollstindigt:

1 M MgSOq4 1 ml
Glukose 2 g

1 M CaCl, 0,1 ml
H,O MilliQ 10 ml
Thiamin Stammldsung 0,05 g/ml
Tryptophan Stammldsung 50 mM

Thiamin und Tryptophan wurden bei Bedarf in einer Endkonzentration von 5 mg/ml

bzw. 1,5 mM dem Medium beigefiigt.
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CA-Agar (Ohsawa et al., 1989)

Glycerol

Casaminosiuren (Vitamin frei)
K,HPO4

KH,PO4

MgSO4x7H,O

FGSO4X7H20

MnSO4x4-6H,0
ThiaminexHCI

Agarose

H,0 MilliQ

20 g
10 g
2 g
1 g
0,5 g
0,01 g
0,01 g
0,1

15 g
1000

Die verschiedenen Rhizobium Stamme wurden auf biotinfreien Mineralmedien

angezogen und bei Bedarf wurden definierte Mengen Biotin zugegeben.

GTS-Minimalmedium-Stammlosungen (Kiss, 1979)

Losung 1 200 ml / 1:
K;HPO4x3H,0 0,655 g
NaCl 5,0 g
TrisHCl 15 g
Na-Succinate 15 g
(NH4)2SO4 10 g
H,0 MilliQ ad 1000 ml
pH 7,5

Alternative Stickstoffquelle:
Glutamin (GlIn) 5 oder 25 mM
Losung 2 Iml/l:
MgSO4x7H,O 24,6 g
H,0 MilliQ ad 100 ml
Losung 3 10ml/[:
CaCl,x2H,0 1,45 g
H,0O MilliQ ad 100 ml

Losung 4 1ml/1:
FeCl;x6H,O 2,7
H,0O MilliQ ad 100
Losung 5 10ml/1:
Na,MoO4x2H,0 24,2
CoCl, 11,9
H;BO; 300
MnSO4xH,0 183
7ZnSQOq4 28,7
CuSO4x5H,0 12,5
H,0O MilliQ ad 100
Losung 6

Biotin 2
H,0 MilliQ ad 1000
Endkonzentration

Losung 7 10 ml/1:
Glukose 20

H,0 MilliQ ad 100

mg
ml

mg
mg
mg
mg
mg
mg
ml

mg
ml

ml
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GB-Medium (Birch et al., 1995)

A. Hauptteil:

L-Glutamic SdurexH,O 31,25 g
Betain 12,5 g
CaClz 0,2 g
MgC12X6H20 1 ,O g
KZSO4 1,25 g
H,0 MilliQ ad 1,25 1
B. SLF Mikroelementenldsung:

KOH 15 g
EDTA NayxH,O 100 g
ZnS0O4x7H,0 9 g
MnCl,x4H,0 4 g
H3BO3 2,7 g
CoClLx6H,0 1,8 g
CuCLx2H,0O 1,5 g
NiCl,x6H,0 0,18 g
NazMOO4X2H20 0,2 g
H,0 MilliQ ad 1000 ml
sterilfiltrieren

C. Fe-EDTA Losung:

FCSO4X7H20 20 g
KOH 10 g
EDTANa2x2HzO 50 g
H,0 MilliQ ad 1000 ml
sterilfiltrieren

D. Standart Vitamin L&sung: (10x)

Pyridoxal hydrochlorid 10 mg
Riboflavin 5 mg
Nicotinamid 5 mg
Thiaminchloridehydrochlorid 5 mg
Pantothen Séure 5 mg
4-Aminobenzoe Sdure 5 mg
Folsdure 2 mg
Vitamin B12 5 mg
Biotin (bei Bedarf) 2 mg
H,0 MilliQ 100 ml
sterilfiltrieren

Nach dem Autoklavieren von Losung A wurden 1,25 ml SLF und 1,87 ml Fe-EDTA
Losung in 1,25 1 steril zugegeben. Vor Anzucht der Zellen wurden 0,518 ml/l von

Loésung D zugegeben.
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BMC-Mineralmedium fiir das Screening der Biotinproduktion in C. glutamicum

a) Spurenelementelosung: 15 min bei 121 °C autoklavieren 2 ml/l
(NH4)6MO7024XH20 20 mg

ZI’ISO4X7H20 44 mg

CUSO4X5H20 5 mg

MHC12X4H20 3,6 mg

FeCl;x6H,O 435 mg

H,0 MilliQ ad 500 ml

b) 200x Mg-Fe-Mn-Losung: 15 min bei 121 °C autoklavieren 5ml/l
MgSO4x7H20 8 g

FeSO4x7H20 400 mg

MnSO4xH20 40 mg

NaCl 0,5 g

H,0 MilliQ ad 100 ml

c¢) Thiamin-Ldsung (geséttigt): sterilfiltrieren 1 ml/1
bei —20 °C lagern

Thiamin/HCl 500 mg

H,0 MilliQ 10 ml

d) Catechol-Losung: sterilfiltrieren 1 ml/l
bei —20 °C lagern

Catechol 107 M 110 mg/100 ml HyOpiqes:.

e) CaCl,-Losung: 15 min bei 121 °C autoklavieren 50 ull
CaCl, 1 M

f) Zuckerlosung: 20 % (w/v) in HyOpigest,, sterilfiltrieren 50 ml/1
Saccharose 20 g

H,0 MilliQ 100 ml

f) 10x M9: 15 min bei 121 °C autoklavieren 100 ml/1

NazHPO4X 1 2H20 60 g
KH,PO, 30 ¢
NaCl 5 g
NH,CI 10 g
H,0 MilliQ 1000 ml

pH 7,2
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g) NH4Cl-Losung: 15 min bei 121 °C autoklavieren 840 ml/I
NH4Cl 7 g

Zur Selektion der Resistenzmarker, die in verschiedenen Stimmen oder Plasmiden
enthalten waren, wurden dem autoklavierten und auf 55 °C abgekiihlten Medium
Antibiotika nach den Angaben von Sambrook (Sambrook et al., 1989) zugesetzt.
Nachstehend sind die jeweiligen Endkonzentrationen aufgefiihrt. Die Antibiotika
wurden in H;Opigesr. 0der Ethanol in 500x bis 1000x Konzentration angesetzt,

sterilfiltriert und in Aliquots bei —20 °C aufbewahrt.

E. coli

Kanamycin (pBBR1IMCS-2, pK18mobsacB) 30 pg/ml
Ampicillin (pBSSK+, pWE15) 50 pg/ml
Chloramphenicol (pMCL210, pHSG399/396) 50 pg/ml
Streptomycin 25 ng/ml
Rhizobien

Kanamycin 240 pg/ml
Streptomycin 500 pg/ml
Rifampicin 30 pg/ml
Tetracyclin 5-10  pg/m

I1.2.2. Wachstumsbedingungen

I1.2.2.1. Anzucht von Fliissigkulturen

Die Anzucht von Fliissigkulturen erfolgte in Reagenzgliasern oder Erlenmeyerkolben,
mit 10 -30 % Kulturvolumen. Kulturen von E. coli wurden bei 37 °C, Kulturen von
Rhizobien und C. glutamicum bei 30 °C unter Schiitteln angezogen. Vorkulturen
wurden mit Einzelkolonien, Hauptkulturen mit 1 % (v/v) einer Vorkultur beimpft.

11.2.2.2. Bestimmung der Zelldichte

Das Wachstum der Kulturen wurde anhand der optischen Dichte (OD) bestimmt. Die

Messung erfolgte in einem Spektralphotometer (Pharmacia Biotech Ultrospec® 3000-
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Fotometer) in 1 ml Kiivetten (d=1 cm) bei einer Wellenldinge von 600 nm. Die
Zellsuspensionen wurden so verdiinnt, dass eine gemessene OD von 0,3 nicht

uberschritten wurde.

I1.2.3. Stammbhaltung und Reinheitskontrolle

Stindig bendtigte Stimme wurden auf Selektionsplatten kultiviert und bis 8 Wochen
bei 4 °C gelagert. Zur Dauerkonservierung wurden Glycerinkulturen (GK) nach
Yanisch-Perron et al. (1985) angelegt. Dazu wurden 5 ml LB-Medium (s. 11.2.1.1)
angeimpft und inkubiert. Zuvor wurde das Vorhandensein der gewlinschten Plasmide
durch Anzucht der Zellen auf selektiven Medien sowie Isolierung und Restriktion
des Plasmids tiberpriift. Ein Aliquot der Fliissigkultur wurde 1:1 mit 87 % (w/v)
sterilem Glycerin vermischt und bei —70 °C gelagert. Stichproben wurden unter dem
Mikroskop auf die Einheitlichkeit der Zellen hin {iberpriift. Falls es notwendig war,
wurden die Stimme auf Mineralmedium (ohne Biotin) angezogen und wie
beschrieben als GK aufbewahrt. Vorkulturen konnten dann mit einer Impfoese oder

20-50 pl der entsprechenden Stammbkultur beimpft werden.

Die Pools aus den Genbanken wurden auf folgende Weise hergestellt:
1-3 ml LB-Medium wurden der UN gewachsenen Platte zugegeben und bis zu 30
min geschwenkt. Danach wurden Aliquots 1:1 mit 87 % (w/v) sterilem Glycerin

vermischt und bei —70 °C aufbewahrt.

11.2.4. Zellernte

Bei kleineren Volumina von bis zu 5 ml wurden die Zellen in einer Kiihlzentrifuge
(Biofuge fresco, Heraeus) pelletiert (4 °C, 2 min, 13 000 Upm). Die Ernte groBerer
Volumina erfolgte in einer Sorvall-Zentrifuge (Sorvall RC5C, DuPont de Nemours,
Bad Homburg) in SS 34, GSA oder GS3 Polyallomerréhrchen (4 °C, 10 bis 30 min,
2 000-13 000 Upm).
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I1.3. Standardtechniken fiir das Arbeiten mit DNA

11.3.1. Behandlung von Geriiten und Losungen

Alle hitzestabilen Gerdte und Lésungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen bei
121 °C 20 min autoklaviert. Nicht hitzestabile Gerdte wurden mit 70 % (v/v) Ethanol

gespiilt, Losungen sterilfiltriert und Arbeitsflichen mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt.

I1.3.2. Reinigung von Nukleinsiuren

11.3.2.1. Phenol/Chloroform-Extraktion

Proteine und andere Zellbestandteile wurden aus DNA-Losungen mit Chloroform
oder Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1, v/v/v) entfernt. Chloroform
bewirkt eine Denaturierung der Proteine, Isoamylalkohol reduziert evtl. Schiumen
durch die denaturierten Proteine, erleichtert die Trennung und stabilisiert die Phasen
der zentrifugierten Ldsung. Die Aufreinigung mit Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol erfolgte nach der Zugabe von einem Vol. dieses Gemisches, welches
bis zur Bildung einer homogenen Emulsion geschwenkt wurde. Die Phasen wurden
durch Zentrifugation getrennt (5 min bei 13 000 Upm). Die obere wéssrige Phase
wurde in ein neues Reaktionsgefdl {iiberfiihrt und die Extraktion mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) so oft wiederholt, bis kein Prézipitat mehr in

der Interphase sichtbar war.

11.3.2.2. Chloroform-Extraktion

Bei der Aufreinigung mit Chloroform wurde 1 Vol. Chloroform zur DNA-Ldsung
gegeben und diese geschwenkt bis sich eine weile Emulsion bildete. Dann wurde die

Losung 5 min zentrifugiert.
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I1.3.3. Fillung und Waschen von DNA

Die Konzentrierung von DNA erfolgte durch Fallung mit Ethanol (96 % v/v) oder
Isopropanol. Zu der wissrigen Oberphase (s. 11.3.2.) wurde 2,5 Vol. Ethanol (96 %
v/v) bzw. 0,7 Vol. Isopropanol zugegeben. Die Fillung der DNA erfolgte durch
10miniitige Inkubation bei -70 °C und anschlieBender 20miniitiger Zentrifugation
(4 °C, 13 000 Upm). Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet wurde mit 1 ml 70 %
(v/v) Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert (4 °C, 5 min, 13 000 Upm), getrocknet

und in dem gewiinschten Volumen H;Opigest. 0der TE-Puffer aufgenommen.

TE-Puffer
Tris-Cl,pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM

I1.4. DNA-Isolierung

I1.4.1. Isolierung von Gesamt-DNA aus Standortproben (Zhou et al., 1996;
Entcheva et al., 2001)

Diese Methode der DNA-Isolierung basiert auf der direkten Lyse der Zellen, damit
diese vor dem Aufschluss nicht von den Bodenpartikeln abgetrennt werden miissen.
Die im Boden frei vorliegende DNA wird dadurch auch isoliert.

Zur DNA-Isolierung wurden 50 g Umweltprobe (Boden oder Pferdeexkremente) mit
135 ml DNA-Extraktionpuffer (DEP) und 1 ml Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und
fiir 30 min bei 37 °C geschiittelt (240 Upm). Nach der Zugabe von 15 ml 20 % (v/v)
SDS wurde diese Suspension fiir 2 Std. bei 65 °C inkubiert und dabei alle 15 min
vorsichtig geschiittelt. Zur Trennung der geldsten DNA von Bodenpartikeln wurde
das Gemisch zentrifugiert (10 min, 6 000 Upm, RT) und der Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde noch zweimal mit je 45 ml DEP und 5 ml 20 % (v/v)
SDS suspendiert und nach einer Inkubation fiir 10 min bei 65°C wie schon
beschrieben zentrifugiert.

Zur DNA-Extraktion wurden die gesammelten Uberstinde mit 1 Vol. Chloroform/
Isoamylalkohol (24:1, v/v) gemischt und zentrifugiert (10 min, 5 000 Upm, RT). Die
DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol und Inkubation fiir 1 h bei RT
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gefillt. Nach der Zentrifugation (7 500 Upm, 20 min, RT) wurde das Pellet mit
eiskaltem 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 2 bis 3 ml sterilem
H;Opigest. aufgenommen. Falls notwendig wurde eine Dialyse gegen 1x TE-Puffer (s.

11.3.3.) bei 4 °C UN durchgefiihrt.

DNA-Extraktionspuffer (DEP)

Tris 100 mM
Na,-EDTA 100 mM
Na,HPO, 100 mM
NaCl 1,5 M
CTAB 1 %
pH 8,0

I1.4.1.1. Reinigung der aus Umweltproben isolierten DNA mit ,Wizard™ Plus
Minipreps DNA Purification System*

Bei der verwendeten Methode zur Isolierung von Gesamt-DNA aus Umweltproben
(s. 11.4.1.) wurden Huminséuren mitgefillt. Diese inhibieren die nachfolgenden
Klonierungsschritte wie Restriktionsverdau oder Ligation. Durch Reinigung mit dem
,.Wizard™ Plus Miniprep DNA Purification System* (Promega Deutschland GmbH,
Mannheim) konnten die Huminsduren zum gréfften Teil abgetrennt werden. Dabei
ging ein grofer Teil der DNA verloren. Die Reinigung erfolgte nacheinander iiber
zwel Wizard-Minisdulen. Dazu wurden 150 ul DNA-Losung mit 150 pl HyOpidest.
verdiinnt, mit 1 ml ,,DNA Purification Resin“ versetzt und auf den Sdulenkorper
pippetiert. Nach dem Waschen mit 2 ml Siulen-Waschlosung folgte eine
Zentrifugation (2 min, 2 000 Upm) zum Trocknen des Sdulenmaterials. Die Elution
der DNA erfolgte mit jeweils 50 pl TE-Puffer (auf 65-70 °C vorgewirmt). Die
Elution wurde sechsmal wiederholt, weil die Sdule tiberladen war. Das verunreinigte
Eluat wurde, wie vorher beschrieben, erneut bearbeitet. Die Endelution wurde

viermal wiederholt.
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I1.4.1.2. Reinigung der aus Umweltproben isolierten DNA mit QIA Ex Kit

Die partiell verdaute DNA (s. II.7.1.) wurde in einen 0,8 % (w/v) Agarosegel
aufgetrennt. Die Fragmente mit einer Grofe zwischen 30 und 40 kb wurden
ausgeschnitten und mit dem ,,QIAEX II Gel Extraction Kit*“ (Qiagen, Hilden)
aufgereinigt. Gewisse Verdnderungen des Protokolls (s. 11.4.5.) wurden durchgefiihrt,
um die GroBBe des Fragments intakt zu halten. Es wurden 30 ul Silica-Gel Partikel
und, wie vorgegeben, hochkonzentrierte Salzlosung mit dem Agarosestiick gemischt
und bei 50 °C inkubiert. Es wurde nicht gevortext sondern vorsichtig gemischt. Die
Elution erfolgte bei 50 °C fiir 10 bis 15 min und wurde zweimal durchgefiihrt. Die in
H;Ovigest. aufgenommene DNA wurde im 0,8 % Agarosegel getestet und fiir eine

spétere Ligation (s. I1.7.3.) verwendet.

11.4.1.3. Dialyse von Gesamt-DNA

Die aus den Umweltproben isolierte DNA (s. I1.4.1.) enthdlt hohe
Salzkonzentrationen, die die weitere Anwendung storen. Deswegen musste zunédchst
eine Dialyse durchgefiihrt werden. Dazu wurden Dialyseschlauch-Stiicke in TE-
Puffer autoklaviert, mit DNA-L6sung befiillt und an beiden Enden mit Klammern
verschlossen. Die Dialyse wurde fiir 24 Std. bei 4 °C gegen TE-Puffer durchgefiihrt:
Der Puffer wurde nach ca. 4-5 Std. ausgewechselt. AnschlieBend wurde die DNA-
Losung mit Isopropanol gefillt (s. 11.3.3.).

I1.4.2. Isolierung von Gesamt-DNA aus Anreicherungskulturen (Entcheva et al.,

2001)

Die DNA-Isolierung aus Anreicherungskulturen basiert auf einer bereits
beschriebenen Methode (Streit et al., 1993). Gewisse Verdnderungen waren
notwendig, da hier ein Konsortium von Mikroorganismen vorlag, deren Lyse unter
verschiedenen Bedingungen erfolgreich war. Nachdem die Zellen von Kulturen
zwischen 100 ml und 11 pelletiert waren, wurden diese in 1 M NaCl resuspendiert

und fiir 1 Std. auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation (4 °C, 20 min, 13 000 Upm)
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wurde das Pellet in TE-Saccharose Puffer (20%, w/v) aufgenommen und die Zellen
in DNA Extraktionpuffer (s. [1.4.1.) mit 1 % SDS (w/v) fiir 2 bis 4 Std. lysiert. Die
DNA-Extrakte wurden mit Sarkosyl-Proteinase K-Losung (s. 11.4.3.) versetzt und 2-3
Std. oder UN bei 37 °C inkubiert. Die Gesamt-DNA wurde mit Phenol/Chloroform-
Losung (1:1, v/v) extrahiert. Diese Extraktion wurde 2 bis 3 mal wiederholt, bis eine
klare viskose DNA-LOsung in der wéssrige Phase vorhanden war. AnschlieSend
wurde eine Chloroform-Extraktion durchgefiihrt. Die DNA wurde gegen 21 TE-
Puffer bei 4 °C UN dialysiert (s. 11.4.1.3.). AnschlieBend wurde ein Aliquot der DNA
in einen 0,8 % Agarosegel liberpriift, um sicher zu stellen, dass diese nicht abgebaut

war.

I1.4.3. Isolierung chromosomaler DNA (Streit et al., 1993)

Eine UN gewachsene 5 ml Kultur von E.coli K12 oder 2 Tage gewachsene Kultur
von Rhizobien wurde bei 4 °C mit 13 000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet in 1 ml 1 M NaCl-Losung resuspendiert und anschliessend 1
Std. auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 300 pl TE-
Saccharose-Losung resuspendiert. Dann wurden 300 pl Lysepuffer hinzugegeben
und der Ansatz 60 bis 120 min bei 37 °C inkubiert bis eine viskose Losung zu sehen
war. Diese wurde mit 300 pl Sarkosyl-Proteinase-K-Losung versetzt, vorsichtig
gemischt und bei 37 °C fiir mindestens 60 min bis UN inkubiert. Fiir die folgende
DNA-Extraktion wurden 300 pl eines Phenol/Chloroform-Gemisch (1:1, v/v)
hinzugegeben und griindlich aber vorsichtig durchmischt und 20 min bei 4 °C mit
13000 Upm, abzentrifugiert. Die obere wissrige Phase wurde vorsichtig mit
abgeschnittenen 1 ml Pippetenspitzen in ein neues Eppendorfreaktionsgefdl3
iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde zweimal mit Phenol/Chloroform-Gemisch und
einmal mit Chloroform wiederholt. Dann wurde die DNA-Losung mit 0,3 Volumen
einer 7,5 M Ammoniumacetat-Losung und 0,7 Volumen Isopropanol versetzt und
UN bei —20 °C oder 10-30 min bei —70 °C gefillt. AnschlieBend wurde das Gemisch
abzentrifugiert (20 min, 13 000 Upm, 4 °C). Das Pellet wurde mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und die DNA in dem gewiinschten Volumen TE-Puffer oder

H;Opigest. aufgenommen. Die chromosomale-DNA wurde bei 4 °C gelagert.
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TE-Saccharose-Puffer:

Saccharose 20 g
1x TE-Puffer, pH 8,0 100 ml
Lysepuffer:

Lysozym 10 mg
RNase 1 mg
1x TE-Puffer, pH 8,0 1 ml

Sarkosyl-Losung:

Sarkosyl 5 g
H>Opigest. 100 ml
Sarkosyl-ProteinaseK-Ldsung:
Sarkosyl-Losung I ml
ProteinaseK-Losung 25 ul

(20 %, w/v)

11.4.4. Isolierung von Plasmid-DNA

11.4.4.1. Minipriparation durch alkalische Lyse

Fiir die analytische Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurden bei High-Copy-
Plasmiden 1,5ml, bei Low-Copy-Plasmiden 3-4,5ml einer in LB-Medium
gewachsenen Bakterienkultur verwendet. Fiir S. meliloti wurden 5 ml TY-Kultur
eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet (s. II.2.7.) und in 200 pl Puffer Pl
resuspendiert. Nach Zugabe von 200 ul Puffer P2 wurde der Ansatz hochstens 5 min
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Puffer P3 wurde der Ansatz griindlich
durchmischt und 10 min bei 4 °C mit 13 000 Upm abzentrifugiert. Zur Entfernung
der restlichen Proteine wurde der Uberstand mit Chloroform extrahiert (s. 11.3.2.2.).
Die DNA wurde anschlieBend mit 1 ml Isopropanol, 5-10 min bei —70 °C gefillt und
20 min bei 4 °C mit 13 000 Upm zentrifugiert (s. 11.3.3.). Das Pellet wurde mit
eiskaltem 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Die DNA wurde in 20-50 ul TE-Puffer
aufgenommen. Reinheit, Konzentration und Groe der isolierten DNA wurden durch
Restriktionsverdau (s. 11.7.1.) und elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel
iiberpriift. Die isolierte Plasmid-DNA konnte ebenfalls als ,,template” fiir die PCR

verwendet werden (s. 11.9.).
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Puffer P1 (Resuspensionslosung)

Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
RNase 100 pug/ml

Puffer P2 (Lysepuffer)

NaOH 200 mM
SDS 1 % (W/v)

Puffer P3 (Neutralisierungslosung)

K-Acetat 3 M
pH 5,5 (mit Eisessig eingestellt)

11.4.4.2. Isolierung von Plasmid-DNA aus Corynebacterium glutamicum

Die oben beschriebene alkalische Lyse (s. 11.4.4.1.) wurde mit geringfiigigen
Anderungen auch bei der Isolierung von Plasmid-DNA aus C. glutamicum
angewandt. Da die Zellwand Gram-positiver Bakterien sehr viel mehr Peptidoglycan
enthélt als die Gram-negativer Bakterien, wurde das abzentrifugierte Zellpellet zur
Schwichung der Zellwand 1 h bei 37 °C in 80 ul Puffer P1 (s. 11.4.4.1.) + 10 pl
frischer Lysozym-Losung inkubiert. Dann wurden 10 ul EDTA-Lsg. sowie 200 pl
Puffer P2 zugegeben und nicht mehr als 5 min bei RT inkubiert. Die Neutralisation

erfolgte mittels der Zugabe von 150 pl Lsg. II1.

Lysozym-Stammlsg. EDTA-Lsg. Lsg III
100 mg/ml 0,5 M EDTA 5,0 M KAc
pH 8,0 (NaOH) pH 5,5
(Eisessig)

11.4.4.3. Adsorption an Silicagel

Fiir besonders reine Plasmid-DNA wurde ein QIAprep® Spin Miniprep Kit (Fa.
Qiagen, Hilden) verwendet. Dabei wurden bis zu 25 pg Plasmid-DNA (bei hoher
Kopienzahl) aus 3-5 ml E. coli-Kulturen gewonnen. Das Prinzip beruht ebenfalls auf

alkalischer Lyse der Zellen mit nachfolgender Adsorption an eine Silicagelmatrix in
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Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Die in HyOpigest. €luierte DNA war fiir die

PCR und Sequenzierungen verwendbar.

11.4.4.4. Anionenaustauschchromatographie

GroBBere Plasmidmengen wurden mit dem Qiagen Plasmid Midi Kit (Fa. Qiagen,
Hilden) isoliert. Abhéngig von der Kopienzahl wurde eine 25-500 ml Kultur UN bei
37 °C inkubiert. Nach der Zellernte (s. 11.2.7.) wurde das Pellet in einem vom
Hersteller vorgeschriebenen Volumen PI1-Puffer gelost. Dann wurde die gleiche
Menge P2-Puffer hinzugegeben und der Ansatz nich ldnger als 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde P3-Puffer hinzugegeben und das Gemisch wurde
30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (4 °C, 30 min, 13 000 Upm) wurde der
Uberstand abgenommen und zur vollstindigen Entfernung der Proteine erneut fiir
15 min zentrifugiert. Es folgte eine Reinigung durch Anioneaustausch-
chromatographie iiber eine Qiagen Tip 100-Siule. Der Uberstand aus der letzten
Zentrifugation wurde auf die mit Niedrigsalzpuffer (QBT) &quilibrierte Sdule
aufgetragen und nach einem Waschschritt (QC-Puffer) mit salzhaltigem Tris-Puffer
(QF) unter schwach alkalischen Bedingungen eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Vol.
Isopropanol gefillt, gewaschen (70 % w/v Ethanol), getrocknet und in TE-Puffer

oder HyOp;gest. aufgenommen.

I1.4.5. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Durch préiparative Agarosegelelektrophorese (s. II. 5.1) wurden DNA-Fragmente aus
dem Gel ausgeschnitten und mit dem ,,QIAEX II Gel Extraction Kit* (Fa. Qiagen,
Hilden) aufgereinigt. Das Reinigungsprinzip beruht auf dem Losen der Agarose in
einer hochkonzentrierten Salzlosung mit Silica-Gel Partikeln, die die Nukleinséduren
adsorbieren. Durch eine niedrig konzentrierte Salzlosung oder sterilem H;Opigest.
wurden die Nukleinsduren bei 37 °C oder 50 °C wieder von den Gelpartikeln gelost.
Die Gelpartikeln wurden abzentrifugiert, wobei die Nukleinsiuren im Uberstand

geldst blieben. Falls die Konzentration der DNA-LOsung nicht ausreichend fiir eine
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Ligation war (unter 100 ng/ul) wurde diese mit der Hilfe einer Speedvac Zentrifuge

(SpeedVac Plus SC110A, Savant) autkonzentriert.

ILS. Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

IL.5.1. Standard-Agarosegelelektrophorese

Sie diente zur GroBen- und Konzentrationsbestimmung sowie zur praparativen
Auftrennung und Aufreinigung von Nukleinsduren. Zur schnellen Analyse wurden
Mini-Gelkammern mit einer Gelfliche von 10 x 6,5 cm (Pharmacia Biotech®;
Hoefer® HE33 Mini Horizontal Submarine Unit) verwendet. Je nach verwendetem
Kamm war es moglich 12-16 Proben mit einem Volumen von 10 pl aufzutrennen.
Die Agarosekonzentration war abhingig von der GroBe der zu trennenden
Fragmente. Es wurden zwischen 0,8 und 1,6 % (w/v) Agarosegele in 1 fach
konzentriertem TAE-Puffer eingesetzt. Das Gel wurde mit TAE-Puffer
tiberschichtet. Die Elektrophorese wurde bei 80 Volt fiir 60-70 min in einer
Elektrophorese-Kammer durchgefiihrt. Zur Beschwerung und Markierung der
Lauffront wurden die Proben mit 1/10 Vol. Lade-Puffer gemischt. Die Gele wurden
fiir ca. 10 min in einem Wasserbad mit 1 pg/ml Ethidiumbromid geférbt und danach
5 min gewissert, um {iberschiissiges Ethidiumbromid zu entfernen. Die Farbung der
Nukleinsduren wurde mit Hilfe von UV-Licht (A = 254 nm) in einer Gel-
Dokumentationsanlage von BioRad® (GelDoc 1000, Dokumentationsprogramm:
Multi-Analyst-V.1.1.1) sichtbar gemacht, fotografiert und auf einem Thermodrucker
(Mitsubishi Video Copy Prozessor P66DE) ausgedruckt.

TAE-Puffer (50 x)

Tris 2 M
EDTA 100 mM
HzObidest. ad 1000 ml

pH 8,1 mit Essigsdure einstellen

DNA-Lade-Puffer

EDTA, pH 8,0 40 mM
Ficoll 400 1,5 g
Bromphenolblau 10 mg

H;Opidest. 5 ml
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I1.5.2. Groflenbestimung von Nukleinsiuren

Die GroBenbestimmung von Nukleinsduren erfolgte durch Vergleich mit den
Standards GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder oder GeneRuler'™ DNA Ladder Mix
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) auf einem 0,8 % (w/v) Agarosegel.

I1.6. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Lsungen wurde durch Messung ihrer Absorption bei
260 nm gegen H;Opigest. (Pharmacia Biotech Ultrospec® 3000-Fotometer) bestimmt.
Eine ODjys von 1,0 bestimmt in einer Quarzkiivette von 1 cm Schichtdicke,
entspricht ca. 50 pg/ml doppelstringiger DNA (Sambrook et al., 1989). Zur
Uberpriifung des Reinheitsgrades wurde die Absorption bei 280 nm ermittelt. Als
Richtwert flir ,,reine* DNA-Losungen gilt ein Verhiltnis E,g : Eas0 von ca. 1,8
(Sambrook et al., 1989). Die Losungen wurden je nach Konzentration 50 bis 300-
fach verdiinnt und nach sorgfiltiger Durchmischung in Mikroquarzkiivetten
gemessen. Alternativ dazu wurde die Konzentration nach der Elektrophorese im
0,8 % (w/v) Agarosegel (s. IL5.1.) im Vergleich zu dem GeneRuler'™ 1 kb Ladder
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) abgeschétzt.

I1.7. Enzymatische Modifikation von DNA

I1.7.1. Restriktionsspaltung

Fir die analytische Restriktion von Plasmiden werden sog. Typll-
Restriktionsendonukleasen verwendet, die die DNA an einer fiir das jeweilige Enzym
spezifischen, 1. d. R. palindromischen Erkennungssequenz, spalten konnen.

Die DNA-L6sungen wurden mit 2-10 U/ug DNA einer Restriktionsendonuklease in
dem vom Hersteller empfohlenen Puffer zwischen 1 Std. und 4 Std. bei der
optimalen Temperatur vollstindig verdaut. Doppelverdaus mit
Restriktionsendonukleasen, die unterschiedliche Puffer bendtigen, erfolgten in einem

Puffersystem, in dem die Aktivitit beider Enzyme hoéher als 60 % war. Die
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praparative Restriktion wurde im 60 pl Ansatz durchgefiihrt, wobei die DNA
Konzentration pro pl nicht groBer als 250 ng war. Die Restriktionsenzyme wurden
durch Chloroform-Extraktion inaktiviert.

Der partielle Verdau von  Gesamt-DNA aus Umweltproben  oder
Anreicherungskulturen wurde in einer Verdiinnungsreihe durch das Enzym Sau3A 1
durchgefiihrt. Es wurden 10 U Enzym bis zu 10® fach verdiinnt und nie mehr als 250
ng DNA verdaut.

I1.7.2. Herstellung von glatten Enden mit ,,Klenow-Fragment*

Zur Ligation von DNA-Fragmenten, deren Schnittstellen nicht kompatibel waren,

wurden die tiberhdngenden 5°-Enden mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der DNA-

Polymerase I aufgefiillt. Dazu wurde folgender Ansatz gemischt:

DNA-Fragment 10 ul (0,2-2 pg)
Klenow-Puffer (10x) 2 ul
Klenow-Fragment (2 U/pl) 0,5 ul
H>Opidest. 5,5 ul

Das Gemisch wurde 3 min bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die dNTP’s zugegeben.
dNTP’s (10 uM) je 0,5 pl

Es folgte eine weitere Inkubation fiir 10 min bei 37 °C. Die DNA wurde mit
Isopropanol gefillt, das Pellet mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und getrocknet.
Das Pellet wurde in dem gewiinschten Volumen H;Opiges. aufgenommen und in

dieser Form fiir Ligationen (s. I1.7.3.) eingesetzt.

I1.7.3. Ligation von DNA-Fragmenten

Im Gegensatz zur DNA-Ligase aus E. coli kann die hier verwendete T4-DNA-Ligase
sowohl iiberhdngende (sticky) als auch glatte (blunt) DNA-Enden ligieren. Dabei
wird die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe
und der 3’-Hydroxylgruppe zweier benachbarter Nukleotide katalysiert.
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Die Reaktion wurde fiir blunt end- und sticky end-Ligationen in 20 pl-Ansdtzen
durchgefiihrt, in dem jeweils 0,2 bis 1 pg Vektor- und Insert-DNA im Verhéltnis 1:3
enthalten waren. Der Ansatz enthielt 1 U T4 DNA-Ligase (Promega Deutschland
GmbH, Mannheim) und in 1-facher Konzentration den vom Hersteller mitgelieferten
Reaktionspuffer. Fiir eine ,blunt-end“ Ligation wurde PEG 5000 in einer
Endkonzentration von 5 % zugesetzt. Die Ansédtze wurden 12 bis 16 Std. bei 16 °C
inkubiert.

I1.7.4. Nicht-radioaktive Markierung von DNA

Fiir nicht-radioaktive Hybridisierungssexperimente wurden DNA-Sonden mit Hilfe
des ,,Digoxigenin-dUTP-DNA-labeling-Kit“ (Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim) nach der Methode des ,,Random Priming* markiert. Ahnlich wie bei der
PCR (s. 9) wird einzelstringige DNA des Fragmentes, welche im folgenden als
Sonde eingesetzt werden soll, als Matrize verwendet. An diesee Matrize wird ein
markierter komplementdrer DNA-Strang synthetisiert. Die Synthese erfolgt durch
das sog. ,,Klenow-Fragment®, eine DNA-Polymerase I aus E. coli, deren 5'-3'-
Exonuklease-Aktivitdt proteolytisch entfernt wurde. Neben einem Gemisch aus
Hexanukleotiden mit statistischer Basensequenz als Startermolekiile (Primer) wird
ein Mix der Nukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP und Digoxigenin-dUTP
verwendet. Das Digoxigenin, das iiber ein Spacer-Molekiil mit dUTP verbunden ist,
wird von dem Klenow-Fragment in die neu synthetisierten DNA-Stringe eingebaut.
Die als Primer verwendeten Hexanukleotide lagern sich an unterschiedlichen Stellen
entlang der Matrize an, so dass DNA-Sonden verschiedener Lange entstehen. Die
Dig-markierten Basen der Sondenmolekiile konnen bei nachfolgenden

Hybridisierungsexperimenten durch Antikorper nachgewiesen werden.

Als Matrize wurde ein durch PCR amplifiziertes und gelgereinigtes Fragment
verwendet. Dieses wurde 10 min bei 95 °C denaturiert und sofort fiir 5 min auf Eis

inkubiert.

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis wie folgt zusammenpipettiert:
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DNA-Fragment 15 ul (0,01-3 pg)

Hexanukleotid-Gemisch 2 ul (3,12 pg)

dNTP-Markierungsgemisch 2 pl (je 2 nmol dNTPs; 0,7 nmol Dig-UTP)
Klenow-Fragment 1 pl (Endkonz. 100 U/ml)

Nach Inkubation des Ansatzes fir 20 Std. bei 37 °C wurde die Sonde mit 96 %
Ethanol (v/v) gefillt, mit 70% Ethanol (v/v) gewaschen und in 50 pl HyOpigest.

aufgenommen.

IL.8. Ubertragung von DNA und Selektion rekombinanter Klone

11.8.1. Transduktion

Um Genbanken mit relativ groBen Fragmenten (um 30 kb) herzustellen, wurden
Cosmidvektoren verwendet. Diese konnen, falls sie dementsprechend grof3e Inserts
tragen, in vitro in A-Phagen Kopfe verpackt und in dafiir geeignete E. coli- Stimme
transduziert werden.

In dieser Arbeit wurden sowohl Gigapack III Gold Packeging Extract (Stratagene,
Heidelberg) als auch ein Zwei-Komponenten-in vitro-Verpackungssystem
verwendet. Dieses Zwei-Komponenten System besteht aus den Lysaten der Stimme
E. coli BHB 2688 und E. coli BHB 2690, die nur gemeinsam die Verpackung der

Ligationsansitze ermdglichen (Sambrook et al., 1989).

I1.8.1.1. Herstellung des ,,Freeze-Thaw* Lysates aus E. coli BHB 2688

Zuerst wurde ein Lysogenie-Test vorgenommen. Von einer auf LB-Platte (s.
[1.2.1.1.) gewachsenen Einzelkolonie des Stammes FE. coli BHB 2688 wurden
Ausstriche auf zwei LB-Platten gemacht. Eine davon wurde bei 30 °C und die andere
bei 42 °C inkubiert. Fiir weitere Arbeiten wurden solche Kolonien genommen, die
ein Wachstum nur bei 30 °C zeigte. Eine 10-ml Vorkultur in LB-Medium wurde mit

einer Einzelkolonie von der 30 °C- Platte angezogen und UN inkubiert.
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Anschliessend wurde eine 500-ml Hauptkultur mit 3 ml der Vorkultur beimft und bei
30 °C unter Schiitteln bis zu einer ODs7g von 0,3 inkubiert. Die Kultur wurde bei
45 °C fir 15 min in einem Schiittelwasserbad induziert und weiter bei 37 °C unter
Schiitteln (160-220 Upm) inkubiert.

Danach wurde 1 ml dieser Kultur in ein 2-ml ERG iiberfiihrt und einem Chloroform-
Test durch die Zugabe von 1 Vol. Chloroform unterzogen. Die LOsung wurde
innerhalb kurzer Zeit klar. Die Hauptkultur wurde auf Eis fiir 15 min abgekiihlt und
abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 4 000 Upm, GSA-Rotor). Das gesamte Pellet wurde in
0,8 ml frischer Saccharose-Losung resuspendiert und auf zwei gekiihlte
Schraubdeckel-E-Cups aufgeteilt. Es folgte die Zugabe von je 30 pul frisch
angesetzter Lysozym-Lésung. Nachdem die Proben durchmischt waren, wurden die
E-Cups mit gedffneten Deckel zum Schockgefrieren im fliissigen Stickstoff gehalten.
Nach Auftauen der Lysate auf Eis (ca. 30 min) wurden je 100 pl frisch vorbereiteter
M1-Puffer zugegeben, gut gemischt und die Zelltriimmer durch Zentrifugation (2 °C,
1 Std., 13 000 Upm) entfernt. Der Uberstand wurde auf Eis in vorher gekiihlte E-
Cups aliquotiert, in fliissigen Stickstoff getaucht und bei —70 °C aufbewahrt.

M1 -Puffer:

Tris-HCI (pH 7,4) 6 mM
Spermidin 30 mM
Putrescin 30 mM
MgCl, 18 mM
ATP 15 mM
Mercaptoethanol 0,2 % (v/v)

Saccharose-LOsung:

Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM
Saccharose 10 % (W/v)

Lysozym-Losung:

Tris-HCI (pH 7,4) 250 mM
Lysozym 10 mg/ml

11.8.1.2. Herstellung des Ultraschall-Lysates aus E. coli BHB 2690

Der Stamm E. coli BHB 2690 wurde bis zur Anzucht der 500 ml Hauptkultur genau
so behandelt wie es fiir den Stamm E. col/i BHB 2688 beschrieben ist (s. oben). Diese
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Hauptkultur wurde bis zu einer ODs73 von 0,22 inkubiert. Es folgte eine Induktion
fir 15 min bei 45 °C im Wasserbad und eine Inkubation fiir 1,5 Std. bei 37 °C. Im
Falle eines positiven Chloroform-Tests (s. I1.8.1.1.) wurde die Kultur wie
beschrieben abgekiihlt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml Ultraschall-Puffer
aufgenommen und auf zwei eiskalte 2-ml ERG verteilt. Es folgte die
Ultraschallbehandlung in einem NaCl-Eisbad. Die E-Cups wurden in die Ultraschall-
Anlage (UP 200s, Dr. Hielscher GmbH) eingespannt und die Zellsuspension jeweils
30 bis 40 mal fiir 5sec mit einer Amplitude von 20 bis 25 Micron beschallt.
Zwischen den Beschallungen lagen jeweils 20 s Pause.

Anschliessend wurden die beiden Losungen zentrifugiert (2 °C, 10 min, 7000 Upm),
um die Zelltrimmer zu entfernen. Es erfolgte die Zugabe von je 0,6 ml M1-Puffer (s.
I1.8.1.1.). Die Proben wurden in eiskalte E-Cups aliquotiert. Die Lysate wurden bei

—70 °C aufbewahrt und waren fiir mehrere Monate haltbar.

Ultraschall-Puffer:

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mM
MgCl, 3 mM
Mercaptoethanol 10 mM
EDTA-Na, 1 mM

I1.8.1.3. Verpackung

Zur in vitro-Verpackung von Ligationsansidtzen (oder Konstrukten) in
Cosmidvektoren wurden die bei —70 °C aufbewahrten Lysate (s. I1.8.1.1. und
I1.8.1.2.) oder ein Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene, La Jolla, CA)
auf Eis aufgetaut (fiir ca. 5 min) und mit dem Ligationsansatz in vorgekiihlten ERG

mit ebenso vorgekiihlten Spitzen wie folgt luftblasefrei gemischt:

Ultraschall-Lysat 4 ul
,Freeze-Thaw*-Lysat 14 pul
Ligationsansatz 2 ul

Nach einer Inkubation fiir 2 Std. bei 22 °C wurden 500 pl SM-Puffer und 20 pl
Chloroform zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 sec. So vorbereitete

Verpackungsmixe sind mehrere Tage bei 4 °C haltbar.
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SM-Puffer:

NaCl 10 mM
MgSO4 8 mM
Tris-HCI, pH7,5 50 mM
Gelatine 0,01 % (W/V)

11.8.1.4. Herstellung phagenkompetenter Zellen

Als Wirtstamm diente E. coli VCS 257. Von einer frisch ausgestrichenen LB-Platte
wurden die Zellen in 10 ml LB-Medium mit 0,2 % (w/v) Maltose und 10 mM
MgSO; bis zu einer ODggp von 1 angezogen. Die Kultur wurde auf Eis abgekiihlt und
abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 2000 Upm). Das Pellet wurde zur Hilfte des
urspriinglichen Volumens in 10 mM MgSQO, aufgenommen. Die Suspension wurde

weiter bis zu einer ODgoo von 0,5 verdiinnt, um die Infektion durchzufiihren.

11.8.1.5. Transduktion

I1.8.1.5.1. Titerbestimmung

Der Verpackungs-Mix wurde 1:5, 1:10 und 1:50 mit SM-Puffer (s.o.) verdiinnt und
davon jeweils 25 pl mit 25 pl kompetenten Zellen (ODgpo=0,5) vermischt. Nach
einer Inkubation von 30 min bei 22 °C wurden je 200 pul LB-Medium hinzugegeben.
Die Proben wurden fiir eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellsuspensionen auf LB-Agarplatten unter Selektionsdruck ausplattiert.

Um die Bank anzulegen, wurde die effektivste Verdiinnung verwendet.

I1.8.1.5.2. Transduktion im groflen Maf}stab

Eine 30-ml LB-Kultur wurde mit dem Stamm E. coli VCS 257 angezogen. Die
kompetenten Zellen wurden so hergestellt, wie es bereits fiir die Titerbestimung (s.
I1.8.1.5.1.) beschrieben wurde. Der Verpackungs-Mix wurde entsprechend der
effektivsten Verdiinnung mit SM-Puffer eingestellt. Dann wurde ein dquivalentes

Volumen an Zellen, die eine ODgpp von 0,5 aufwiesen, zugegeben. Nach 30 min
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Inkubation bei 22 °C wurde das LB-Medium hinzugegeben (pro 1 ml Zellen/
Verpackungs-Mix Gemisch 4 ml LB-Medium). Die nachfolgende Inkubation erfolgte
unter langsamen Schiitteln bei 37 °C. Der Ansatz wurde nach 1h abzentrifugiert
(4°C, 15 min, 1500 Upm). Das Pellet wurde in 1 bis 2 ml LB-Medium
aufgenommen, in 500 pl Aliquots auf LB-Agarplatten (14 cm) ausplattiert und UN
unter Selektionsdruck bei 37 °C inkubiert. Anschliessend wurden die Kolonien
gezdhlt und von den Platten abgeschwemmt. Von der Zellsuspension wurden
Glycerinkulturen angelegt (s. 11.2.6.). Die Fragmente in den Cosmiden wurden

tiberpriift nachdem die Plasmid-DNA isoliert wurde (s. 11.4.4.1.).

I1.8.1.6. Selektion biotinproduzierender Cosmide

Um eine schnelle Selektion bio-Operons tragender Cosmide durchzufiihren, wurden
die ,,Pools* der Klone nach der Transduktion in E. coli ATCC 33767 (s. Tabelle 1)
direkt in 10 ml M9 Medium (s. I1.2.1.2.) mit der Zugabe von Antibiotika (s. 11.2.4.)
iiberfiihrt. Es wurden 2 weitere Uberimpfungen in Anwesenheit von Avidin
(0,065U/ml) durchgefiihrt, um die wirksamsten bio-Operons enthaltende Cosmide
auszuwdhlen. Anschliefend wurden diese auf CA-Agarplatten unter Antibiotika
Selektionsdruck (s. II.2.1.2.) ausgestrichen, um das Wachstum von einzelnen

Kolonien nachzuweisen.

11.8.2. Transformation

I1.8.2.1. Herstellung der hochkompetenten Zellen

Der zu transformierende E. coli-Stamm wurde in 50 ml LB-Medium supplementiert
mit 0,125 ml 1 M MgSO4 + 1 M MgCl, und 0,0625 ml 40 % (w/v) Glukose und bis
zu einer ODssp von 0,6 angezogen. Die Kultur wurde 15 min auf Eis abgekiihlt und
abzentrifugiert (4 °C, 15 min, 3 500 Upm, GSA Rotor). Das Pellet wurde in 10 ml
eiskaltem TFRP1 aufgenommen und 1-2 h auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden

die Zellen abzentrifugiert und in 2 ml TFRP2 resuspendiert. Die Zellsuspension
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wurde zu je 100 pl aliquotiert und bei —70 °C aufbewahrt. Dabei blieb die

Kompetenz iiber mehrere Monate erhalten.

TFRPI: TFRP2:
RbCl 100 mM RbCl 10 mM
MnCl, 50 MOPSmM 10 mM
CaCl, 10 CaCl, mM 75 mM
K-Acetat 30 GlycenmM 15 % (w/v)
pH 5,8 mit verdiinnter Essigsdure pH 7,0 mit NaOH einstellen
einstellen

11.8.2.2. Transformation

Zur Transformation wurden 100 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, mit 3 pl
Plasmid-DNA oder 5 ul Ligationsansatz (s. 11.7.3.) versetzt und 30 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein 90 sec Hitzeschock bei 42 °C. Der Ansatz wurde dann fiir
3 min auf Eis abgekiihlt. AnschlieBend wurden 800 pul LB-Medium zugegeben. Zur
Auspriagung der plasmidcodierten Antibiotikaresistenzen wurde 60 min bei 37 °C
inkubiert. SchlieBlich wurden Volumina von 75-200 ul auf Selektivagarplatten
ausplattiert. Die Transformanten wurden UN bei 37 °C inkubiert. Die Plasmide in
den Transformanten wurden durch analytische Plasmidpridparation {iberpriift (s.

11.4.4.1.).

11.8.2.3. ,.Blau-Weili* Selektion rekombinanter Klone

Zur Selektion von E. coli-Transformanten mit rekombinanten Plasmiden wurde der
X-Gal-Plattentest verwendet. Damit stand neben der plasmidcodierten
Antibiotikaresistenz ein weiterer Selektionsmarker zur Verfiigung.

Die verwendeten E. coli Klonierstimme XL1-Blue und DHS5a sind durch eine
Deletion im /JacZ-Gen gekennzeichnet und konnen daher keine aktive [-
Galactosidase bilden. Durch Transformation mit Plasmiden wie pBlueskriptll SK+,
pBBRIMCS-2, pHSG399, die iiber die a-Untereinheit der B-Galactosidase verfiigen,
in der sich wiederum die Multiklonierungsstelle (MCS) befindet, kommt es zur

Bildung eines aktiven Enzyms (Vieira und Messing, 1982). Dies kann auf X-Gal (5-
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Brom-4-Chlorindoyl-B-D-galaktosid) und IPTG (Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid)
haltigen LB-Agarplatten sichtbar gemacht werden, auf denen das lacZ-Gen durch
IPTG induziert wird und die B-Galactosidase das Galaktoseanalogon X-Gal spaltet.
Durch Luftoxidation wird ein blauer Farbstoff, 5,5'-Dibrom-4,4'-Dichlorindigo,
sichtbar. Soll in die Multiklonierungsstelle des Plasmides ein Insert ligiert werden,
wird der Erfolg der Klonierung nach Transformation anhand der Kolonienfarbe
erkennbar. Plasmide mit einem Insert in der Multiklonierungsstelle und damit im
lacZ-Gen konnen keine aktive [-Galactosidase bilden und erscheinen weil3

(Blau/Weil3-Selektion).

I1.8.3. Konjugation

Eine weitere Moglichkeit der DNA-Ubertragung in eine Zelle ist die Konjugation.
Diese Vorgehensweise wurde fiir die verschiedenen Rhizobium Stdmme verwendet.
Hierbei wird Plasmid-Einzelstrang-DNA von einem Donorstamm (E. coli S17-1) in
einen Rezipientenstamm durch direkten Zellkontakt (,,agar spot-mating®), iiber vom
Donorstamm ausgebildete sog. F-Pili iibertragen. Die fiir die Konjugation
notwendigen fra-Gene befinden sich auf dem konjugativen Plasmid RP4, das in das
Chromosom des Donorstammes integriert wurde (Simon et al., 1983). Das vom
Donorstamm zu tibertragende Plasmid muss mobilisierbar sein, d. h. es muss einen

Transferursprung (oriT) enthalten.

I1.8.3.1. Anzucht des Rezipientenstammes

Die Rhizobien, K. planticola und R. eutropha H16 Rezipientenstimme wurden von

einer frischen Platte in 5 ml TY-Fliissigkulturen mit den entsprechenden Antibiotika

gegeben und ca. 48-72 Std. bei 30 °C inkubiert.



II. Material und Methoden 43

11.8.3.2. Anzucht des Donorstammes

Als Donorstamm wurde E. coli S17-1, welcher unterschiedliche mobilisierbare
Konstrukte enthielt, verwendet. Die Zellen wurden in 5 ml LB/Kanamycin (30

ng/ml) angeimpft und 16 Std. bei 37 °C oder 24 Std. bei 30 °C inkubiert.

11.8.3.3. Konjugation und Selektion der rekombinanten Klone

Donor- und Rezipientenstamm wurden auf Eis abgekiihlt. Jeweils 1 ml Kultur wurde
in einem E-Cup abzentrifugiert (4 °C, 4 min, 11 000 Upm). Die Zellen wurden
einmal mit 1 ml 10 mM MgSO, gewaschen und anschlieBend in je 250 pl 10 mM
MgSO, resuspendiert (mit einer P1000 Pipette; nicht vortexen). Die Donor- und
Rezipientenzellen wurden im Verhiltnis 1:1 im E-Cup gemischt. Von diesem Donor-
Rezipientengemisch wurden 10 pl Spots auf eine TY-Agarplatte getropft und fiir
24 Std. bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen von einem Spot mit der
Impfése genommen und in 1 ml 10 mM MgSO, resuspendiert. Aliquots von 20 bis
50 ul dieser Suspension wurden auf GTS-Agarose Platten (s. 11.2.2.2.) unter
Selektionsdruck ausplattiert. Alternativ wurden 30 pl von dem Gemisch direkt in
5 ml GTS-Medium inokuliert. Nach einer Inkubation von 4-5 Tagen entwickelten
sich Transkonjuganten von Rhizobium, die die Konstrukte enthielten. Die Klone
wurden mit PCR (s. I1.9.) liberpriift, wobei spezifische Primer fiir die Konstrukte und
einzelne stammspezifische Gene (z.B. bioS; (Heinz et al., 1999)) verwendet wurden.
Die Plasmide wurden durch Minipriparation (s. 11.4.4.1.) auf ihre Identitit getestet.
Einzelne Kolonien wurden in 5 ml GTS-Medium angeimpft und auf kontinuierliches

Wachstum iiberpriift.

11.8.4. Elektroporation kompetenter Corynebacterium glutamicum-Zellen

11.8.4.1. Herstellung von hochkompetenten Zellen (Liebl et al., 1989)

Neben der chemisch ausgeldsten Kompetenz konnen Bakterien durch Einwirkung

eines kurzen Stromstofles in die Lage versetzt werden, DNA aufzunehmen. Dies
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kann durch Offnung der Zelle fiir eine passive Diffusion der DNA geschehen oder
dadurch, dass Medium zusammen mit der DNA in die Zelle flieBt (Dower et al.,
1988).

Eine 250 ml C. glutamicum R163 LB-Kultur wurde UN auf einem Schiittler bei
30 °C inkubiert. Bei Erreichen einer ODgg von ca. 1,0 wurde die Kultur in Eiswasser
abgekiihlt und die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 5000 Upm, 20 min). Die Zellen
wurden 2 mal mit 200 ml eiskaltem GT-Puffer gewaschen, in 40 ml eiskaltem GT-
Puffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert (4 °C, 5 000 Upm, 10 min). Nach
nochmaligem Waschen mit 40 ml eiskaltem GT-Puffer wurde das Zellpellet in 450
ul eiskaltem GT-Puffer aufgenommen, in 150 pl Aliquots in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Verwendung bei —70 °C gelagert.

GT-Puffer

Glycerin 10 %
Tris-HCI 8 mM
pH 7.4

11.8.4.2. Elektroporation und Selektion (Liebl et al., 1989)

Nachdem die Zellen auf Eis aufgetaut waren, wurden sie abzentrifugiert (4 °C, 5
min, 12000 Upm) und in 1,5 ml kaltem, 10 % Glycerin (v/v) resuspendiert
(insgesamt 3 mal). Nach der letzten Zentrifugation wurden die Zellen in 180 pl
kaltem, 10 %igem Glycerin resuspendiert. Die Zellen wurden mit ca. 1 pg DNA
gemischt und in eine sterile, auf Eis vorgekiihlte Elektroporations-Kiivette (Equibio,
peQLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) gegeben. Evtl. vorhandene Luftblasen
wurden durch kurzes Vortexen der Kiivette entfernt und die Kiivette wurde bis zum
Stromstof auf Eis gekiihlt. Die Elektroporation erfolgte bei 2,5 kV, 200 € und 25
uF. Um ein optimales Ergebnis zu erzielen, sollte die Zeitkonstante = 4,5 ms sein.
Nach der Elektroporation wurden sofort 1000 pl BHIS (s. 11.2.3.) in die Kiivette
gegeben, die Losung in ein E-Cup umgefiillt und 1 Std. bei 30 °C inkubiert (bei

aeroben Bakterien idealerweise unter Schiitteln).

10 % Glycerin (v/v)

Glycerin 12 ml
H,0O MilliQ ad 100 ml
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I1.9. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifikation von bestimmten DNA Fragmenten (Gene oder
Operons) fiir weitere Klonierungen verwendet. Durch PCR kann eine spezifische
DNA-Sequenz (Zielsequenz) um den Faktor 10° angereichert werden (Saiki et al.,
1988). Zur in vitro-Amplifikation von DNA mit Hilfe der PCR (Mullis and Faloona,
1987) wurden Tag- und Pfu-DNA-Polymarasen verwendet. Oligonukleotide mit
Liangen von 24 bis 35 Basenpaaren, die die Zielsequenz flankieren, wurden als
Primer eingesetzt. Als Matrize diente Gesamt-, Cosmid- oder Plasmid-DNA.

Die Anlagerungs-Temperatur T,,, lag zwischen 60 und 72 °C (s. Tab. 3) und wurde
nach der Formel von Chester und Marshak (1993) berechnet:

Tam. (°C) = 69,3 + 0,41 (% GC) - (650/ L)

Tan, = Anlagerungs- (,,annealing®) Temperatur
% GC = prozentualer Gehalt der Basen Guanin und Cytosin in der Primersequenz
L= Léange des Primers

Zur Abschitzung der Schmelztemperatur wurde folgende Formel angewendet:

Tm (°C) =2 x (Nao + N7) +4 x (NG + Np)

Tm = Schmelztemperatur

N = Anzahl der Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C), Thymin (T) im
Primer, wobei nur die zum Template komplementdren Basen gezéhlt wurden.

Die Amplifikation wurde in Aliquots von 20 bis 50 pl in einem PCR-Geriét ,,Primus
mit beheizbarem Deckel der Firma MWG Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt.

Folgende Komponenten wurden auf Eis zusammenpipettiert:

PCR Reaktionansartz:

DNA Matrize 1 pul (<500 ng Gesamt- oder Cosmid-DNA; < 200 ng
Plasmid-DNA)

Primer 1 I uwl (100 pmol)

Primer 2 I pul (100 pmol)

dNTP-Mix 8 ul (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
Puffer 10 ul (10x Pfu- oder Tag-Puffer)

DMSO* 10 pul

dH,O 68 pul

Pfu 1 ul (9 U/Ansatz) (Tagq-)Polymerase

*DMSO in 10 % Endkonzentration erlaubt fiir lingere Zeit, die DNA-Matrize ecinzelstrangig zu

halten, um eine bessere Anlagerung des Primers zu ermdglichen.
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Fiir die Amplifikation von Fragmenten, die weiterhin kloniert werden sollten, wurde
die Pfu-Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, Promega, Mannheim) verwendet, da
sie aufgrund ihrer 3°-5"-Exonuklease-Aktivitit (,,proofreading®-Funktion) eine sehr
geringe Fehlerrate (1,3 x 10, Tag-Polymerase: 8,0 x 10°, Lundberg et al., 1991)
aufweist.

Fiir Amplifikation von unterschiedlich langen Fragmenten wurden verschiedene

Programme durchgefiihrt, die alle folgende grundlegende Schritte enthielten:

1. Denaturierung 5 min bei 95 °C
2.25-35 Zyklen Denaturierung 45 sec bei 95 °C
Anlagerung der Primer 1 min bei X °C
Neusynthese Y min bei 72 °C
3. Anreicherung 5-15 min bei 72 °C

X °C ist die Anlagerungtemperatur, die von den Schmelztemperaturen der Primer abhéngig war.
Y min ist Zeit, die fiir die Neusynthese der Fragmente notwendig ist und héngt von deren Lénge ab. Fiir die
Ansitze mit Taq-Polymerase wurde 1 min/1 kb berechnet und fiir die Ansétze mit Pfu-Polymenrase wurden 1,5

min/1 kb berechnet.

Der PCR-Ansatz wird auf Eis gehalten, bis das PCR-Gerdt die
Denaturierungstemperatur erreicht hat. Auf diese Weise konnen unspezifische
Anlagerungen und Primer-Schiden durch die 3°-5'-Exonuklease-Aktivitit der Pfu-
Polymerase vermieden werden.

Die préaparativen Ansidtze wurden mit einem sog. ,.hot start™ durchgefiihrt. Die Pfu-
DNA-Polymerase wurde nach den ersten 5 min Denaturierung in den Ansatz
hineinpippetiert, um eine Verminderung ihrer Aktivitit zu vermeiden.

Zum Nachweis positiver Klone, die nicht durch ein bestimmtes Merkmal
selektioniert werden konnten, wurde die PCR mit Tag-Polymerase (Eigenproduktion
Labor 37) durchgefiihrt. Als Template wurde eine Einzelkolonie von einer Agar-
Platte in den Ansatz gegeben. Als Kontrolle diente das urspriinglich fiir die
Amplifikation des jeweiligen Vektorteilstiicks verwendete Plasmid oder Gesamt-

DNA.
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11.10. DNA-DNA-Hybridisierung

Zum Nachweis bestimmter DNA-Sequenzen im Chromosom wurde eine DNA-DNA
Hybridisierung durch Southern Blotting (Southern, 1975) durchgefiihrt. Im
wesentlichen sind dazu drei Schritte notwendig. Zuerst wird die durch Restriktions-
Enzyme geschnittene, genomische DNA auf einem 0,8%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.2.4) und von dort auf eine positiv geladene
Membran iibertragen. Da DNA-Molekiile iiber 10 kb Grofle aufgrund ihrer geringen
Mobilitit nur schwer auf die Membran {ibertragen werden konnen, erfolgt zusitzlich
zur Restriktion eine Hydrolyse. Durch Inkubation des Gels in 250 mM HCIl wird die
DNA npartiell depuriniert. Bei der darauffolgenden Einwirkung einer stark
alkalischen Losung werden die Phosphodiesterbindungen an den depurinierten
Stellen hydrolysiert und es entstehen kleinere, leichter iibertragbare DNA-
Fragmente. Zudem wird ds-DNA in Einzelstringe aufgespalten. Im zweiten Schritt
wird die Membran mit fiir die gesuchte Sequenz spezifischen, markierten,
einzelstringigen DNA-Sonden inkubiert. Im dritten Schritt werden die mit der

fixierten DNA hybridisierten Sonden sichtbar gemacht.

Eine sichtbare Hybridisierung ist abhdngig vom Anteil des Genoms, der zur Sonde
komplementir ist, der GroBe der Sonde und der Menge genomischer DNA, die auf
dem Filter fixiert ist. Unter idealen Bedingungen kann eine einzelne Kopie eines
Gens sichtbar gemacht werden. Hierzu miissen jedoch 10 ng DNA auf den Filter
iibertragen und mit einer Sonde hybridisiert werden, die mehrere hundert Nukleotide
lang ist (Sambrook et al., 1989). Sehr kurze Sonden erschweren den Nachweis oder
machen ihn sogar unmoglich. Fiir das hier verwendete DIG-System wird der
Kolorimetrische Nachweis von 0,1 pg homologer DNA in einem Southern Blot auf
einer Nylonmembran angegeben, was einer einzelnen Kopie eines Gens in weniger
als 1 pg humaner genomischer DNA entspricht (Boehringer Mannheim GmbH,

Mannheim).
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I1.10.1. Transfer von DNA auf Membranen durch Vakuum-Blotting

Mit bestimmten Endonukleasen geschnittene und in einem 0,8 %igen Agarose-Gel
aufgetrennte DNA (60 V, ca. 120 min) wurde durch Vakuum-Blotting auf eine
Nylonmembran (Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig; Boringer,
Meinheim) iibertragen. Das Agarose-Gel wurde in einem Ethidiumbromid-Bad

gefarbt danach in einem sauberen Wasserbad entfarbt und fotografiert (s. I1.5.1.).

Ein Stiick kurz in HyOpigest. €ingeweichte Nylonmembran, das etwa 1 cm breiter und
langer war als die dariibergelegte Maske, wurde luftblasenfrei auf die Ansaugfliche
des Vakuumblotters (Vakuumblotter VB II, Biometra, Géttingen) gelegt. Nachdem
die angefeuchtete Maske auf die Membran gebracht worden war, wurde das Gel
ebenfalls luftblasenfrei aufgelegt. Fiir den Transfer der DNA auf die Nylonmembran
wurden folgende Losungen, wie angegeben, bei einem konstanten Druck von 80-100

mbar durchgesaugt:

Depurinierungslsg. 10 min
HCI1 0,25 M
Denaturierungslse. 20 min
NaCl 1,5 M

NaOH 0,5 M
Neutralisierungslsg. 20 min
Tris-HCI (pH 7,5) 0,5 M

NaCl 3,0 M

Transferlosung (20 x SSC) 2h
NaCl (pH 7,0) 3,0 M

Na;-Citrat 0,3 M

Die Membran wurde kurz auf Whatman-Papier getrocknet (Blottingpapiere GB 02,
Schleicher & Schuell) und zur Fixierung der DNA 45 sec mit UV-Licht (A =254 nm)
bestrahlt. Im getrockneten Zustand konnte die Membran auch bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden.
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11.10.2. Dotblot

Die Gesamt oder Plasmid-DNA wurde 1:1 mit 10-facher SSC Losung (s. 11.10.1.)
verdiinnt und 4 bis 6 ul von diesem Gemisch wurden auf eine Nylonmembran
gespottet. Nachdem die Spots getrocknet waren, folgte eine UV-Fixierung der DNA
auf der Membran fiir 45 sec (s. I1.10.1.).

I1.10.3. Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten Sonden

Die Hybridisierungen der auf der Membran fixierten DNA erfolgte in einem
Hybridisierungsofen (Biometra, Gottingen) und den dazugehdrigen Rohrchen (Ochs,
Bovenden). Die Membran wurde mit der DNA-tragenden Seite nach innen
luftblasenfrei in das Rohrchen gelegt. Um ein unspezifisches Binden der Sonden an
die Membran zu verhindern, wird vor der eigentlichen Hybridisierung eine sog.
Prehybridisierung (Blockierung, ,,blocking®) durchgefiihrt, bei der die Membran
vollstindig mit DNA abgedeckt wird. Als Blockierungsreagenz werden denaturierte
DNA-Fragmente aus Lachssperma oder Hefezellen benutzt. Zur Prehybridisierung
wurde ca. 15 ml Prehybridiserungslosung in das Hybridisierungsrohrchen gegeben
und fiir 30 bis 60 min in dem Hybridisierungsofen bei 68 °C inkubiert. Dann wurden
50 ul hitzedenaturierter DIG-markierter Sonde (s. I1.7.4.) zu der Membran gegeben
und diese UN bei 68 °C im Hybridisierungsofen inkubiert. Um ungebundene und
unspezifisch gebundene Sondenmolekiile zu entfernen, wurde die Membran am
nichsten Tag mit Niedrigsalzpuffern gewaschen: 2 mal flir 5 min mit Puffer 1 bei

Raumtemperatur und danach 2 mal 15 min. bei 68 °C mit Puffer 2.

Prahybridisierungslsg.

SSC 5 x
N-Laurylsarkosin 0,1 % (w/v)
SDS 0,02 % (w/v)
Blockierungsreagenz 1 % (W/v)
H2Opiest. ad 100 ml
Puffer 1

SSC 2 X

SDS 0,1 % (w/v)
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Puffer 2

SSC 0,5 x

SDS 0,1 % (w/v)
11.10.4. Detektion

11.10.4.1. Kolorimetrische Detektion

Die Detektion der mit der fixierten DNA hybridisierten Sonden erfolgte mit Hilfe des
,»DIG Nucleic Acid Detection Kit* (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim).

Ein Konjugat aus Anti-Digoxigenin Antikorpern und Alkalischer Phosphatase (Anti-
Digoxigenin-AP) bindet an die hybridisierte Sonde. In einem zweiten Schritt werden
kolorimetrische Substrate der alkalischen Phosphatase (Nitroblau-Tetrazolin-NBT
und 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat-BCIP) umgesetzt und bewirken eine violett-
braune Fiarbung der Membran an den Stellen, an denen eine Hybridisierung
stattgefunden hat.

Die Membran wurde zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen der Antikdrper
fiir 30 bis 60 min in ca. 15 ml Blockierungsldsung bei RT inkubiert. Dann wurden
die Antikorper in die Blockierungslosung pipettiert und es folgte eine weitere
Inkubation fiir 30 min bei RT. Die Antikorperlosung wurde entfernt und
iberschiissiges Antikdrper-Konjugat wurde durch dreimaliges 15miniitiges Waschen
der Membran mit DIGI-Puffer bei RT entfernt. Die Membran wurde durch
Schwenken in Detektionspuffer fir 2 min &quilibriert, dann wurden in 10 ml
Detektionspuffer 45 ul NBT und 35 pl BCIP gegeben und dieser mit der Membran
zusammen in Folie eingeschweift. Die Féarbung der Banden erfolgte bei RT unter
Lichtabschluss ohne Schwenken. Nach vollstindiger Entwicklung aller Banden
wurde der Detektionspuffer entfernt, die Membran mit H;Opigest. gespiilt und

getrocknet.

DIG1-Puffer

TrisHCI (pH 7,5) 0,1 M
NaCl 0,1 M
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Blockierungslsg.
DIG1-Puffer 100 ml
Blockingreagenz I % (W/v)

Antikdrperlsg.
DIG 1-Puffer ca. 15 ml

Anti-DIG 150 mU/ml (Endkonzentration)
Detektionspuffer

TrisHCI (pH 9,5) 0,1 M

NaCl 0,1 M

11.10.4.2. Nachweis auf Rontgenfilmen

Um spezifische Reaktionen zu erzeugen, wurde das Substrat CSPD (Boringer
Meinheim) verwendet. Es reagiert mit der Alkalische Phosphatase dhnlich wie der
NBT/BCIP Komplex. Die Reaktion kann auf einem Rontgenfilm (BioMax MR-1
Film, 13x18 cm, Kodak) detektiert werden. CSPD wurde 1:100 in Detektionspuffer
verdiinnt und ca. 500 pl dieser Losung wurden auf die Membran gegeben und
luftblasenfrei in Plastikfolie eingeschweifit. Die Membran wurde in eine Kassette
(Hypercassette™, Amersham Pharmacia) geklebt und im Dunkeln ein Réntgenfilm
darauf gelegt. Der Film wurde in Abhéngigkeit von der Stdrke des Signals nach einer
Exposition zwischen 1,5 h und UN entwickelt. Die Entwicklung erfolge fiir 5 min im
Dunkeln im Entwickler Kodak LX 24 und die Fixierung wurde fiir 5 min im Fixierer

Kodak AL 4 durchgefiihrt.

I1.11. Sequenzierung und Analyse der Sequenzdaten

Die Isolierung der zu sequenzierenden Plasmide oder der PCR Fragmente erfolgte
unter des Verwendung der QIAprep® Spin Miniprep Kits (s. 11.4.4.3.) bzw. des
QIAEX II Gel Extraction Kits (s. 11.4.5.). Die Sequenzierung wurde durch das
,Gottingen Genomics Laboraory* (G,L) im Institut fiir Mikrobiologie und Genetik
an der Universitdt Gottingen an einem ABI377 DNA-Sequencer durchgefiihrt.

Die Fluoreszenzsignale wurden automatisch in Sequenzdaten umgewandelt. Dazu

wurden die Programme DNA- Sequencer Datacolection, Version 2.0 und Sequence
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Analysis, Version 3.0 (Fa. PE Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Die
Sequenzen wurden zusitzlich manuell aus dem Verlauf der Kurven (Programm
Cromas Version 1.43; Conor McCarthy; Australia) abgeleitet und veridndert.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programmen ,,Clone Manager
Scientific and Educational Software Version 4.0 und ,,ORF-Finder* (NCBI).
Hiermit wurden offene Leseraster und Restriktionsschnittstellen gefunden. Die
editierten Sequenzen wurden in GenBank deponiert und die accesion Nummern sind
in der Tabelle 7 zu finden. Fiir Datenvergleiche wurde das Programm ,, BLAST*
(Altschul et al., 1990) eingesetzt. Multiple Sequenzvergleiche wurden mit der Hilfe
des Proramms ,,BLAST 2 Sequence‘ (NCBI) durchgefiihrt.

I1.12. Bestimmung von Biotinkonzentrationen in Kulturiiberstinden

I1.12.1. Kompetitiver ELISA Test (Chang et al., 1994)

Bei dieser Methode wurde die Biotinmenge durch ein kolorimetrisches Verfahren
mit  Hilfe einer antikorpergekoppelten = Enzymreaktion  ermittelt.  Die
Kulturiiberstinde wurden meistens 1:100 verdiinnt, da einige Medienbestandteile mit
dem Test interferieren konnen. AuBerdem sollen die Uberstéinde frei von Zellen und
deren Triimmer sein, weil der Test in der Lage ist, alle biotinilierten Proteine (z.B.
Acetyl-CoA-Karboxylase) nachzuweisen. Die Kulturen wurden abzentrifugiert (4 °C,
30 min, 13 000 Upm). Enthielten die Kulturen Avidin, wurde eine Zentrifugation fiir
1 Std. bei 6500 Upm durch ,Filtron 10 K* (Filtron Technology Corporation,
Northborough, MA) durchgefiihrt. Damit wurde abgesichert, dass keine Proteine mit
gebundenem Biotin in dem Test eine Rolle spielen werden.

Zunichst wurde eine ,,96 Well Mikrotiterplat“ mit dem ,,Biotin Conjugate rabbit
IgG* fiir 2 Std. in einer feuchten Kammer beschichtet. Nach dreifachem Waschen
mit PBS Puffer erfolgte das Blockieren unspezifischer Bindung mit Casein-Losung.
Nach einer Stunde Inkubation wurde erneut drei mal mit PBS gewaschen und
anschlieBend die ,ExtrAvidin Alkaline Phosphatase Conjugate“-Antikdrper
hinzugegeben. Dann wurden 100 pl verdiinnter Kulturiiberstand oder Biotinldsung
mit Konzentrationen zwischen 50 pg/ml und 10 pg/ml hinzugefiigt und 30 min bei

37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Substrat fiir die enzymgekoppelte
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Farbreaktion zugegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 30 min bei 37 °C im Dunkeln.

Die Farbintensitidt wurde in einem ,,BIORAD Microplate Reader gemessen. Die

Inkubation wurde in einem Mikrotiterplate-Fotometer bei 405 nm fortgesetzt und

jede 15 min wurde die Intensitit gemessen; insgesamt fiinf mal.

Cesein Losung (0.5 % gekocht)

Casein (Biotin frei) 0,5 g
0,1 N NaOH 10 ml
PBS Puffer 90 ml

PBS Puffer: Phosphate-buffered saline

(1x)

NaCl 8 g
NazHPO4 1,15 g
KH2P04 0,20 g
KCl 020 g
H,OMilliQ  ad 1000 ml
pH 7,4

Das Casein wurde in 10 ml 0,1 N NaOH und 90 ml PBS Puffer gel6st und

autoklaviert. Nachdem die Losung auf RT heruntergekiihlt war, wurde der pH Wert

auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wurde Thimerosal Natrium Salz bis zu einer

Endkonzentration von 0,1 g/l hinzugegeben. Die Aliquots wurden bei —20 °C

aufbewabhrt.

Substratpuffer: sterilfiltrieren

Tris/Cl 1,2110
NaCl 0,5844
MeCl, 1,0170
H,0 Milli Q ad 100

pH auf 9,5 vorsichtig einstellen

g
g
g

ml

Vor dem Gebrauch wurde das Substrat pNPP (p-Nitrophenyl Phosphate, Disodium,;

Hexahydrate) in einer Endkonzentration von 2 mg/ml zugegeben und das Gemisch

wurde im Dunkeln bei 4 °C autbewahrt (bleibt bis zu 1 Woche stabil).

Tween 20-Losung

Tween 20 25 pl
PBS Puffer ad 100 ml
bei —20 °C aufbewahren




II. Material und Methoden 54

Antikorper
Biotiniliert Ziege Anti-Kaninchen IgG 1/ 5 000 verdiinnt im PBS Puffer

ExtrAvidin Alkaline Phosphatase Conjugate 1/20 000 verdiinnt in Tween 20 Losung

I1.12.2. Wachstumstest mit Lactobacillus plantarum ATCC 8014

Die Biotinkonzentration im Kulturiiberstand der Reinkulturen (E. coli K12,
K. pneumoniae, R. eutropha H16) und rekombinanter Bakterien wurde mittels
L. plantarum Test gemessen (DeMoll and Shive, 1986; modifiziert). Der Test wurde
im ,,Biotin Assay Medium* (Difco) durchgefiihrt.

Biotin Assay Medium (BAM) 7,5 g
MilliQ Wasser 100 ml

Das Medium wurde 3 min gekocht, abgekiihlt und in 5 ml-Aliquots auf
Reagenzglédser verteilt. Die Biotinlosungen wurden dazugeben und das Volumen
wurde auf 10 ml mit MilliQ Wasser eingestellt. Das Medium wurde 5 Minuten
autoklaviert und bei 4 °C aufbewahrt.

Fiir jeden Wachstumsversuch wurde eine Standardkurve erstellt. Biotin wurde in
Endkonzentrationen von 10 pg/ml bis 100 ng/ml zugegeben. Um die Biotinmenge in
den Uberstinden der Reinkulturen und der neu konstruierten Stimmen zu
bestimmen, wurden diese entsprechend den Werten aus dem ELISA Test (s. 11.12.1.),
verdiinnt. Die Kulturiiberstinde wurden wie im II.12.1 beschrieben vorbereitet.
AnslieBend wurde mit bereits ausgehungertem L. plantarum (mindestens ein mal in
BAM mit Biotin in einer Konzentration von 10 pg/ml gewachsen) angeimpft. Die

Wachstumsversuche wurden immer in 3-facher Wiederholung durchgefiihrt.

I1.13. Zellaufschluss und Herstellung von Extrakten fiir zweidimensionale Gele

Die 2-D Gelelektrophorese  erlaubt  Proteingemischen, extrahiert aus

Mikroorganismen, Zellkulturen und Gewebe, aufgrund zwei unabhédngiger

Parameter, pl (Isoelektrischer Punkt) und Molekularmasse, zu trennen. In der ersten
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Dimension werden die Proteine auf den sog. ImmobilineDryStrips (18 cm,
Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH) aufgetragen und unter hoher Spanung
aufgrund ihres pl aufgetrennt. In der zweiten Dimension (SDS-PAGE) werden die
Proteine nach deren Molekulargewicht getrennt.

Verschiedene R. meliloti 1021 Stamme wurden in 100 ml GTS Medium mit oder
ohne Zugabe von Biotin angezogen und bis zum Erreichen ihrer Stationdrphase
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (4 °C, 20 min, 9 000 Upm) und UN bei —20 °C
weggefroren. Anschlieend wurde das Pellet in 6 ml Lysepuffer aufgenommen. Der
ZellaufschluB3 erfolgte durch zweimaliges Passieren einer Frech-Press-Zelle (SLM
AMINCO) bei 69 Mpa (= 1000 psi). Der Rohextrakt wurde fiir eine spitere
Zentrifugation in SS34 Rohrchen aufgefangen. AnschlieBend wurden die
Zelltrimmer hochtourig abzuzentrifugiert (4 °C, 20 min, SS34, 15000 Upm).
SchlieBlich wurde der klare Uberstand abgenommen. Die Proteine im Uberstand
wurden mit 3 Vol. eiskaltem Aceton versetzt und UN bei —20 °C gefillt. Die
prazipitierten Proteine wurden pelletiert (SS34, 13 000 Upm, 20 min, 4 °C), das
Pellet getrocknet und in 0,6-1 ml ,,.Sample“-Puffer aufgenommen. Es wurde eine
Proteinbestimmung durchgefiihrt (s. II.14.) um die Proteinkonzentration in den
Losungen zu bestimmen. Die Proteinextrakte wurden in Aliquots bei —20 °C
aubewahrt.

Es wurden ca. 100 pg Protein fiir silbergefdrbte Gele (s. 11.15.2.2.) und 1 mg fiir die
coomassiegefdrbte Gele (s. 11.15.2.1.) eingesetzt und auf 170 pl mit Sample Puffer
(mit Pharmalyte) aufgefiillt. Die Proben wurden mit jeweils 170 pl
Rehydrierungspuffer versetzt und auf die ImmobilineDryStrips geladen.

Lysepuffer:

Harnstoff 8 M 19,2 g
Tris-Base 40 mM 0,194 g
HOpigest. ad40  ml

Frisch ansetzten oder in Aliquots bei —20 °C lagern.

Sample Puffer:

Harnstoff 8 M 48 ¢
Tris-Base 35 mM 42,2 mg
CHAPS 2% 200 mg
DTT 1% 100 mg
Pharmalyte* 0,5 % 125 pul
HZOMilliQ ad 10 ml

*Die Pharmalyte wurden frisch zugegeben
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Rehydrierungslosung:

Harnstoff 8 M 12 g
CHAPS 2% 500 mg
Pharmalyte 0,5 % 125 pl
Bromphenolblau Wenige Kdrner
H>Owminig ad 25 ml

In 1 ml Aliquots aufteilen und bei —20 °C lagern. 2,8 mg DTT direkt vor Gebrauch
geben.

Nach der Isofokusierung wurden die ImmobilineDryStrips in Folie eigeschweilit und
bei —70 °C aufbewahrt. Vor Durchfithrung der zweiten Dimension wurden die
ImmobilineDryStrips in jeweils 10 ml Equilibrierungspuffer fiir 20 min geschwenkt
und ein SDS-PAGE-Gel geladen.

Aquilibrierungspuffer:

1,5 M Tris-CLpH 8,0 50 mM 6,7 ml
Harnstoff 6M 72,07 g

87 % (v/v) Glycerin 30 % (v/v) 69 ml

SDS 2 % (W/v) 40 g
Bromphenolblau Wenige Kdrner
HoObigest. ad 40 ml

Vor dem Gebrauch 100 mgDTT pro 10 ml Puffer zugeben.

I1.14. Proteinbestimmung

Fiir eine quantitative Proteinbestimmung wurde der Protein-Assay von BIORAD
verwendet, welcher auf der kolorimetrischen Methode nach Bradford (1976,
modifiziert) basiert. Proteine und Peptide mit einem M, > 3 000 bilden mit dem in
saurer Losung anionisch vorliegenden Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G250
einen blauen Farbkomplex, der photometrisch bestimmt werden kann. Der Farbstoff
bindet dabei an positiv geladene AS der Proteine. Maximal kdnnen Proteinmengen

bis 10 pug bestimmt werden. Die untere Nachweisgrenze liegt bei 1 pg.

Losungen:

Néhere Informationen konnen die dem Kit von BIORAD beiliegenden Vorschriften

entnommen werden.



II. Material und Methoden 57

Der Farbstoft (Bradford-Reagenz) konnte auch selbst hergestellt werden:

Bradford-Reagenz:

Coomassie Brilliant Blue G250 100 mg
oder Serva Blau G250 70 mg
96 % (w/v) Ethanol 50 ml
85 % (w/v) H3PO4 100 ml
Hzobidest_ ad 1000 ml

Ein Volumen Coomassie wurde mit vier Volumen H;Opiqest Verdinnt und mittels
Filtration durch einen Faltenfilter von ungeldsten Partikeln befreit. Die Losung
wurde gekiihlt in einer abgedunkelten Flasche aufbewahrt.

In einer Halbmikro-Kiivette legte man anschliefend 1 ml der fertigen Coomassie-
Losung vor und vermischte den Ansatz mit maximal 20 ul Probe. Es wurde fiir 15
Minuten bei RT inkubiert und anschlieBend die Extinktion bei einer OD von 595 nm
gegen einen Ansatz ohne Protein gemessen. Aus einer Eichgeraden (diese wurde mit
0-20 pg Protein aus dem Kit beiliegenden BSA-Stammldsung erstellt) konnte iiber

den gemessenen Extinktionswert die Proteinmenge in der Probe ermittelt werden.

I1.15. 2-D Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

I1.15.1. Denaturierende PAGE (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-PAGE lassen sich Proteine entsprechend ihrer molaren Massen
auftrennen, wobei Dimere bzw. Multimere in ihre Untereinheiten aufgetrennt
werden.

Die meisten Proteine binden SDS in einem konstanten Verhiltnis. Dodecylsulfat
ibertrdgt auf die Proteine eine sehr hohe negative Ladung, wodurch die eigentliche
Ladung des Proteins maskiert wird. SDS- beladenen Proteine liegen somit in einem
konstanten Ladungs-Masse-Verhéltnis vor. Die gesamte Oberfliche des Molekiils
wird dabei negativ geladen. Fiir die Trennleistung in einem bestimmten

Molekularmassenbereich ist der Vernetzungsgrad des SDS-Gels entscheidend.
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Losungen:
Acrylamid-Stammlosung (AA):
Acrylamid 30,0 ¢
Bisacrylamid 0,8 g
HObidest. ad 100 ml

durch einen Faltenfilter filtrieren und lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern

Trenngel-Stammldsung:

Tris 8,2 g
SDS 04 g
HoOpidest. ad 100 ml
pH 8,8

Ammoniumpersulfat (APS): 10 % HOpigest.
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin (TEMED)

1 x Elektrophorese-Puffer:

Tris 6,04 g
Glycin 28,84 g
SDS 2.0 g
H;Opidest. ad 2000 ml
pH 8.4

Herstellung der Gele:

Die technische Ausstattung basierte auf der BIORAD PROTEIN II XL Kammer.
Zunichst wurden die Glasplatten und Spacer griindlich mit 96 %igen Ethanol
gereinigt und in den Giefstand eingespannt. Das Trenngel wurde dann ohne APS und
TEMED zusammenpipettiert und griindlich durchmischt. Dann wurde APS und
TEMED hinzugegeben und nach kurzem Vortexen der Ansatz bis ca. 2 cm unter den
obersten Rand der Glasplatten gegossen. Um eine gerade Oberfldche des Trenngels
zu bekommen, wurde das Gel bis zum Rand mit Isopropanol iiberschichtet.

Das Gel sollte solange polymerisieren bis eine scharfe Trennlinie sichtbar wurde.
Nach dem AbgiesBen des Isopropanols wurde der &dquilibrierte ,,Immobiline

DryStrips* auf das Trenngel gesetzt. Die Gele wurden 15 h bei 15mA gefahren.
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Pipettierschema (ausreichend fiir 2 groBe Gele):

Losung Trenngel 13 %
AA (40 %) 16,5 ml
TG 12,5 ml
Hzobidest. 20,75 ml
TEMED 75 nul
APS 125 ul

I1.15.2. Proteinfirbung der SDS-PAGE Proteingele

I1.15.2.1. Coomassie-Farbung

Das Prinzip der Farbung entspricht dem der Proteinbestimmung (s. 11.14.)

Losungen:

Coomassie-Farbelosung (mehrfach verwendbar):
Coomassie-Brilliant-Blue R250 1,5 ¢g
Methanol 455,0 ml
Eisessig 80,0 ml
HObidest. ad 1000 ml
Entférbeldsung:

Methanol 250,0 ml
Eisessig 350,0 ml
HObidest. ad 1000 ml

Das Gel wurde nach der Elektrophorese zunichst in eine Farbewanne iiberfiihrt und
30 min in Coomassie- Farbelosung bei RT geschwenkt. Nach Entfernen der
Féarbelosung und Spililen mit H;Opjgest. Wurde das Gel mit Entfarbelosung

tiberschichtet und UN unter leichtem Schwenken bei RT entfirbt.

I1.15.2.2. Polychromatische Silberfirbung (Blum et al., 1987; modifiziert)

Im Vergleich zur Coomassie- Farbung ist die Silberfirbung etwa 50 mal
empfindlicher. Schon 1 ng Protein pro Bande reicht als Nachweis in einem Gel aus.
Bei dieser Methode binden Silberionen an die Proteine. Durch Reduktion der

gebundenenen Silberionen wird die Bildung von Silberkeimen hervorgerufen.
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1. Fixierlsung (ausreichend fiir 2 grosse Gele):

Methanol 150 ml
Eisessig 36 ml
Formaldehyd (37 %,v/v) 0,3 ml
H2Opigest. ad 300 ml

2. Thiosulfatlosung (ausreichend fiir 2 grosse Gele):

Na28203X5H20 60 mg
H>Opidest. ad 300 ml

3. Impréignierldsung (ausreichend fiir 2 grosse Gele):

AgNO3 0,6 g
Formaldehyd (37 %,v/v) 225 ul
HObidest. ad 300 ml

4. Entwicklerlosung (ausreichend fiir 2 grosse Gele):

N32CO3 10,2 g

Formaldehyd (37 %,v/v) 150 ul
Thiosulfatlosung 6 ml
Hzobidest_ ad 300 ml

5. Stopplésung (ausreichend fiir 2 grosse Gele):

EDTA 5,58 g
H>Opidest. ad 300 ml
pH 7,5

Die Inkubationen und die Waschschritte wurden nach folgendem Schemata
durchgefiihrt:

e 1 bis 24 h in Fixierlosung

e 3 mal 15 min in 50 % Ethanol (v/v)

e 60 s in Thiosulfatlésung

e 3 mal 20 s in MilliQ Wasser

e 20 min in Imprignierlosung

e 2 mal 20 s in MilliQ Wasser

e Schwenken in Entwicklerlosung bis die Banden gut erkennbar sind
e 10 s in MilliQ Wasser

e 15 min in Stopplosung

e 2 mal 20 s in MilliQ Wasser
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Die Gele wurden anschliefend in Cellophanfolie (BIORAD) eingeschweilit und

getrocknet.

I1.16. Chemikalien und Enzyme

Fiir Wachstums- wund Selektionsmedien sowie Losungen, Puffer

Reaktionsansédtze wurden Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme der folgenden

Firmen verwendet:

Amersham Pharmacia Biotech

Boehringer (Mannheim)

Biomol (Hamburg)
Difco (Augsburg)

Eurogentech (Seraing, Belgien)

Fluka (Buchs, Schweiz)
Kodak (Stuttgart)

MBI Fermantas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)
MWG-Biotech (Ebersberg)

Oxoid (Wesel)
Qiagen, (Hilden)

Promega (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Sigma (Deisenhofen)

Stratagene (Heidelberg)

Nylonmembranen; Endonukleasen
(Braunschweig)

CSPD, Klenow-Fragment der DNA-
Polymenrase, DIG-dNTPs, DIG-AP
X-Ga,l IPTG

Brain Heart Infusion, Bacto™ Pepton,
Biotin Assay Medium, Casaminosduren
Agarose

Glycerin 87 %

Rontgenfilme, Rontgenfilmentwickler
und -fixierer

dNTPs, Ladder-Mix, Endonukleasen
DMF

Oligonukleotide

Agar, Hefeextrakt, Trypton

QIAprep® Spin Miniprep, Midiprep Kits

Wizard™ Plus DNA Minipreps Purification

Kit, T4 Ligase, Pfu-Polymerase
Ethidiumbromid, Phenol/Chloroform,
Akrylamid

Coomassie-Brilliant-Blue R250

Antibiotika, Avidin, Biotin, DMSO, pNPP,

Thimerosal, Succinat, Thiamin, Tween 20,
Putrescin, Spermidin

Gigapack III Gold Packaging Extract
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III. Experimente und Ergebnisse

Es ist bekannt, dass bisher nicht mehr als 1 % aller Mikroorganismen kultiviert
werden konnen (Amann et al., 1995). Durch die bis jetzt fiir die Isolierung von
unbekannten Mikroorganismen verwendeten Kultivierungsmethoden geht ein groBer
Teil des Potentials verloren. Ein zentraler Aspekt dieser Arbeit war es, das in der
Natur existierende grofle genetische Reservoir von bisher nicht-kultivierten
Mikroorganismen flir die biotechnologische Biotinproduktion zu nutzen.

In den letzten Jahren wurden verstidrkt molekulargenetische Methoden entwickelt,
um neue mikrobielle Habitate erschlieBen zu konnen. Eine grole Anzahl an bisher
unbekannten Mikroorganismen wurde mit Hilfe von 16S rRNA-Analysen und
Southern- und Northern-Hybridisierungen identifiziert (Pace, 1997). Die Homologie
zwischen Genen und Proteinen und das Vorhandensein von konservierten Bereichen
in verschiedenen Enzymklassen ermdglichte dariiber hinaus die Amplifizierung von
unbekannten DNA-Bereichen mittels PCR (Seow et al., 1997; Rosado et al., 1998;
Bruce et al., 1995). Jedoch ist dieses Verfahren auf Gene beschriankt, die zu bereits
bekannten Gruppen gehoren. So konnen in der Regel weder durch PCR noch mit
Hilfe von Hybridisierungen neuartige Gene gefunden werden.

Daher wurden neue Methoden entwickelt, um das biotechnologische Potential von
bisher nicht kultivierten Mikroorganismen zu nutzen (Henne et al., 1999; Rondon et
al., 2000; Entcheva et al., 2001). Bereits etablierte Methoden (Henne et al., 1999)
konnten in der vorliegenden Arbeit nur begrenzt verwendet werden, da fiir die Suche
nach intakten Operons und Gencluster, Genbanken mit InsertgroBen von >20 kb
notwendig waren. Die direkt aus den Umweltproben isolierte DNA enthilt
Huminsduren und andere Verunreinigungen, die weitere Klonierungsschritte
inhibieren konnen. Klassisch isolierte DNA konnte bisher somit nur fiir die
Konstruktion von Plasmid-Genbanken mit InsertgroBen bis 10 kb verwendet werden,
ist aber fiir die Konstruktion von Cosmid-Genbanken nicht geeignet. Daher wurde in
dieser Arbeit ein anderer Ansatz gewdhlt, der auf einer gezielten Anreicherung
basiert und DNA-Verunreinigungen von Huminsduren minimiert. Fiir dieses
Vorhaben musste zunichst ein Verfahren etabliert und optimiert werden (Abb. 6).
Dabei wurde ausgenutzt, dass die Zugabe des Proteins Avidin, welches stark an

Biotin bindet, die Biotinkonzentration im Medium verringert. Mit Hilfe dieser



III. Experimente und Ergebnisse 63

Methode wird ein  ,,Biotinproduzenten“-Konsortium  von  unbekannten

Mikroorganismen angereichert.

Umweltproben

Anreicherung mit 6,5 Units Avidin
/ DNA-Isolierung \

Subkulturen ohne Avidin ‘ Analyse der Diversitit
Cosmid-Genbanken in pWE15

Isolierung von Cosmiden; Transduktion in

E.coli bio- Stamm; Screening fiir bio+ Klone
Biotin Produktion

DNA Hybridisierung; Subklonierung; DNA Sequenzierung

Abb. 6: Isolierung von biotiniiberproduzierenden Bakterien aus Umwelt-Cosmid-Banken.

Das bio-Operon (welches die Gene fiir die Biotin-Biosynthese umfasst) hat in den
bekannten Mikroorganismen eine Gréfle von 6 kb. Fiir die Konstruktion von
Cosmid-Genbanken wurde Gesamt-DNA aus Anreicherungskulturen verwendet. Als
Wirtsorganismen wurden zwei Stamme von Escherichia coli [E. coli VCS257 und
E. coli ATCC 33767 A(bio-uvrB)] und pWEI15 als Vektor verwendet. AnschlieSend
wurden die Genbanken auf das Vorhandensein von bio-Operons in Mineralmedium
mit Avidin (0,065 U/ml) tiberpriift. Solche Cosmide, die die E. coli ATCC 33767

Deletionsmutante komplementierten (Abb. 9), wurden weiter charakterisiert.
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II1.1. Konstruktion von Umwelt-Genbanken aus mikrobiellen Konsortien

IT1.1.1. Anreicherungskulturen von verschiedenen Umwelt-Habitaten

Zur Konstruktion von Cosmidgenbanken aus Umwelt-DNA mit groBen Inserts wurde
eine gezielte Anreicherung mittels Avidin-Zugabe durchgefiihrt. Avidin bindet an
Biotin und hélt dessen Konzentration im Medium gering. So setzen sich
Mikroorganismen durch, die iliber ein groBes Potential fiir die Biotinproduktion
verfiigen (Abb. 6). Zur Konstruktion von Umwelt-Genbanken wurden Proben aus
folgenden Habitaten ausgewdhlt: Vulkanischer Boden (VS; ,,Mount Hood*, USA),
Waldboden (FS) aus dem Harz (Braunlage), Ackerboden aus Gottingen (AS),
Pferdedung (HE) und sandiger Boden (GS) aus Griechenland (Tab. 4). Jeweils 100
ml M9 Mineralmedium wurden mit 6,5 Units Avidin (1 Unit Avidin bindet 1 pug
Biotin) supplementiert und mit 2 g Umweltprobe (Feuchtgewicht) angeimpft. Die
Anreicherung erfolgte in zwei Schritten. Zunidchst wurden Aliquots aus den Kulturen
auf Mineralmedium-Platten ausplattiert (I1.2.1.2). AnschlieBend wurde die Diversitit
sowohl an Hand von unterschiedlichen Kolonietypen auf Agarplatten, als auch unter
dem Mikroskop bestimmt. In den Anreicherungskulturen traten drei bis sieben
verschiedenartige Kolonietypen auf (Tab. 4). Elektronenmikroskopische Aufnahmen
bestdtigten, dass nur relativ wenige Mikroorganismen angereichert wurden (Abb. 7).
Verschiedene Formen von Mikroorganismen wurden unter dem Lichtmikroskop
beobachtet, z.B. Kokken, Stdbchen und Coryneformen.

Der Erfolg der Anreicherung wurde mittels Dotblots tiberpriift (Abb. 8). Dazu wurde
die DNA, die aus der Anreicherungskultur isoliert worden war, auf
Nylonmembranen gespottet (780 ng pro Dot) und die Hybridisierung wurde mit einer
bio-Sonde aus E. coli K12 durchgefiihrt (Abb. 8A). Als Kontrolle wurde eine gleiche
Menge DNA gespottet, die aus einer Probe vor der Anreicherung gewonnen worden
war. Es zeigte sich, dass eine bis zu 6,3-fachen Anreicherung der bio-Sequenzen in
der DNA, die aus der Anreicherungskultur, im Vergleich zu der direkt aus der

Umwelt isolierten DNA, erfolgt war (Abb. 8C).
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Abb. 7: Elektronmikroskopische Aufnahmen von Zellen aus diversen Anreicherungs-
kulturen. AS: Ackerboden; VS: Vulkanischer Boden; FS: Waldboden; HE: Pferdedung; TS:
Tropischer Boden; GS: Sandboden. Beizeichnung der Umweltproben nach (Entcheva et al.,

2001).
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A. B
) HE DNA vor der
« Anreicherung <« AS DNA nach der Anreicherung
(direkt isoliert aus der in Anwesenheit von Avidin
Umweltprobe)
o ¢ <€ HE DNA nach der < ASDNA nach der Anreicherung
Anreicherung in Abwesenheit von Avidin
(in Anwesenheit von Avidin)
. . <« Positivkontrolle DNA
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Abb. 8: Dotblot Hybridisierung von DNA, isoliert aus Umweltproben und
Anreicherungskulturen. (A) Nylonmembran mit DNA, direkt isoliert aus Pferdedung (HE)
und DNA, isoliert aus der korespondierenden Anreicherungskultur mit Zugabe von Avidin.
Es wurden 780 ng DNA pro Dot aufgetragen und mit einer £. coli DNA-Sonde hybridisiert
(bioA-orfl); (B) Nylonmembran mit DNA, isoliert aus zwei Anreicherungskulturen und
inokuliert mit jeweils 2 g Ackerboden (AS), wobei die eine in Anwesenheit von Avidin (6,5
Units pro 100 ml Medium) und die andere in Abwesenheit von Avidin angezogen wurde.
Die DNA wurde nach 48-stiindigem Wachstum isoliert und jeweils 930 ng DNA pro Dot
aufgetragen. Als Sonde wurden bio-Gene verwendet, die sich auf dem pCosAS1 befanden.
Die Hybridisierung wurde in beiden Experimenten unter stringenten Bedingungen bei 68 °C
durchgefiihrt. (C) Densitometrische Auswertung von ,,Direkt isolierte zu mit Avidin
,Angereicherte DNA [s. (A)]; (D) Densitometrische Auswertung zur Verdeutlichung des

Unterschiedes einer Anreicherung mit bzw. ohne Avidin [s. (B)].
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Die Auswirkung von Avidin in den Anreicherungskulturen wurde ebenfalls mittels
Dotblot tiberpriift. Dazu wurde DNA aus zwei Anreicherungskulturen isoliert. Eine
wurde in Anwesenheit und die andere in Abwesenheit von Avidin angezogen.
Ackerboden wurde als Inokulum fiir dieses Experiment verwendet. Es wurde mit
einer bio-Sonde hybridisiert, die das bioF-Gen umfasste, das aus dieser
Umweltgenbank stammte (Abb. 8B). Wie aus Abbildung 8B ersichtlich wird, haben
sich in der Kultur mit Avidin Mikroorganismen durchgesetzt, die in der Lage waren,
hohe Mengen an Biotin zu produzieren und so die Anwesenheit von Avidin zu
kompensieren. In der Anreicherungskultur ohne Avidin entstand ein anderes
mikrobielles Konsortium, in dem Mikroorganismen mit hoch effektiven bio-Genen
nicht so stark vertreten waren. Die Anreicherung der bio-Sequenzen betrug etwa 3,5-
fach (Abb. 8D).

Die Biotinproduktion in verschiedenen Anreicherungskulturen wurde mittels eines
kompetitiven ELISA-Tests iiberpriift (s. 11.12.1.). Kulturen, in denen Biotin im
Uberstand  unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurden aus weiteren
molekularbiologischen Arbeiten ausgeschlossen (Tab.4) und es wurde nur mit
Kulturen weitergearbeitet, die mehr als 200 pg/ml/OD Biotin produzierten. In den
meisten Anreicherungskulturen entsprach die Zahl an unterschiedlichen Kolonie-
und Zellentypen unter dem Mikroskop der Biotinkonzentration im Uberstand. Je
mehr Mikroorganismen-Typen angereichert wurden, desto mehr Biotin konnte im
Uberstand gemessen werden, so z.B. bei sieben Kolonietypen in der GS-Kultur
wurden 1040 pg/ml/OD Biotin im Uberstand bestimmt. In der VS-Kultur wurden
fiinf verschiedene Kolonietypen beobachtet aber weniger als 50 pg/ml/OD Biotin
gemessen. Die Biotinkonzentration in allen Kulturiiberstinden war hoher als die im
Uberstand von E. coli K12 (8 pg/ml; Tab. 6), der als Kontrolle verwendet wurde und

eine Kopie des bio-Operons tragt.
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Tab. 4: Bestimmung der Biotinkonzentrationen und Analyse der Diversitit von

Mikroorganismen in verschiedenen Anreicherungskulturen aus Umweltproben.

Anreicherungs- Habitat Kolonietypen”  Biotin im Uberstand
Kulturen® [pg/ml/OD]
HE Pferdedung 3 200
AS Ackerboden 4 875
FS Waldboden 6 1000
VS Vulkanischer Boden 5 <50
GS Sandiger Boden 7 1040

*_die Namen der Anreicherungskulturen sind nach (Entcheva et al., 2001) bezeichnet. >-Zahl der verschiedenen
Kolonietypen auf Mineralagarplatten; °-Biotin im Uberstand in den Subkulturen ohne Avidin. Die
Biotinkonzentration in den Uberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die Zellen wurden in Mineralmedium
angezogen und geerntet, sobald keine Verdnderung in der OD zu messen war. Die Biotinmessungen
reprasentieren Daten aus drei unabhingigen Wachstumsexperimenten. Alle Subkulturen, bis auf HE, wurden bei

30 °C angezogen.

Die Produktionsmengen und die Zahl von Kolonietypen in den verschiedenen
Kulturen unterschieden sich voneinander, was fiir eine erfolgreiche Anreicherung
und gegen eine Kontamination sprach. Die Biotinkonzentration bei der Anreicherung
aus AS war bis zu fiinf Mal hoher als bei der HE-Kultur und iiber 20-fach héher im
Vergleich zu der aus VS.

Die weitere Arbeit umfasste das Anlegen von drei Umweltgenbanken aus
Pferdedung, Ackerboden und Waldboden. Die Produktionsraten in der
Anreicherungskultur aus Vulkanboden zeigten (<50 pg/ml/OD), dass das Screening

auf hocheffektive hio-Operons in dieser Probe geringe Erfolgsaussichten hatte.
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Die Cosmid-Genbanken wurden, wie unter II.8.1. beschrieben, angelegt und
enthielten jeweils mehrere tausend Klone. Zwischen 6.000 und 35.000 Klone wurden
als Pools gescreent (Tab. 5). Es wurde Cosmid-DNA isoliert und in die E. coli bio-
Mutante transduziert [E. coli A(uvrB-gal); Abb. 9]. AnschlieBend wurden die Pools
von Klonen in frisches M9-Medium {iberimpft bis ein kontinuierliches, nicht-
limitiertes Wachstum bestétigt wurde. Anhand von Restriktionsspaltungen wurde
festgestellt, dass die hio-Cosmide untereinander verschieden waren. Jeweils zwei bis
drei verschiedene bio-Cosmide wurden aus jeder Umwelt-Genbank identifiziert (Tab.

5).

Tab. 5: Konstruktion von DNA-Genbanken aus den Anreicherungskulturen und Screening

auf bio" Klone.

Cosmid-Genbanken*  Klone getestet Erhaltene bio- Charakterisierte
Cosmide " bio-Cosmide
HE 30.000 2 pCosHEL1
pCosHE2
AS 6.000 2 pCosAS|
pCosAS2
FS 35.000 3 pCosFS1
pCosFS2

“Inokulum fiir die Anreicherungskulturen aus: HE-Pferdedung; AS-Ackerboden; FS- Waldboden (Entcheva et

al., 2001); ® wurde auf der Basis des Restriktionsverdaus bestimmt.
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E. coliXK12
( « orfl bioA bioB bioF’ bioC bioD | uwB 7
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Abb. 9: Schematische Darstellung der FE. coli bio-Mutante ATCC 33767 und
Komplementationsschema. E. coli K12-Wildtyp Stamm, dessen chromosomal liegendes bio-
Operon deletiert worden ist. A-Deletion; Aatt- die attachment-Stelle des A-Phages; ,,+* und

» zeigen das Wachstum der Stimme im Mineralmedium ohne Biotinzusatz.
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III.1.2. Isolierung, Reinigung und Klonierung von Gesamt-DNA aus

mikrobiellen Anreicherungen

Die DNA, die fiir die Konstruktion von Cosmid-Genbanken eingesetzt werden sollte,
sollte hochmolekular sein und einen moglichst geringen Anteil an Huminsiuren
aufweisen. Daher wurde generell DNA aus den wie oben beschrieben entstandenen
mikrobiologischen Konsortien, nach 48 Std. Schiitteln bei 30 °C (fiir die HE-Kultur
24 Std. bei 37 °C), isoliert (I1.4.2.). Die auf diese Weise isolierte DNA wurde
dialysiert (I1.4.1.3.) und auf einem 0,8 % Agarosegel tiberpriift (I.5.1). In der Regel
wurden zwischen 2,5 mg und 3,5 mg DNA aus jeder Umweltprobe isoliert, die fiir
die Konstruktion von Umwelt-Genbanken geeignet war. Um Genbanken
herzustellen, wurde ein partieller Verdau mit der Restriktionsendonuklease Sau3Al
vorgenommen (Abb. 10). Es wurde angestrebt, Gesamt-DNA-Fragmente mit einer

GroBe von 30 bis 40 kb zu erzeugen.

Abb. 10: Partieller Verdau von der Gesamt-DNA aus Umweltproben mit der Sau3Al
Restriktionsendonuklease: 1. 1-kb Ladder; 2. bis 6. Partieller Verdau 1:2.000 bis 1:32.000; 7.
direkt isolierte DNA.
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Als Vektor wurde das Cosmid pWEI5 verwendet, das mit der
Restriktionsendonuklease BamHI verdaut wurde. Als Wirtsstamm wurde E. coli
VCS257 verwendet.

Zur Kontrolle wurden 70 bis 100 der Klone einzeln mit Miniprep Methode iiberpriift.
Die GroBle der Inserts variierte zwischen 30 und 40 kb und 98 % aller Klone hatten

klonierte Fragmente.

I11.2. Screening von Umwelt Cosmid-Genbanken auf bio' Cosmide

Um aus den oben angefertigten Cosmid-Genbanken in E. coli VCS 257 bio' Cosmide
zu isolieren, wurden zwischen 100 und 2.800 Klone gepoolt. Die aus den gepoolten
E. coli VCS 257-Klonen isolierte Cosmid-DNA wurde in E. coli ATCC 33767
A(uvrB-gal) transduziert (Abb. 9). Ob die Cosmide bio-Operons enthielten wurde
anhand deren Fahigkeit, E. coli ATCC 33767 zu komplementieren, festgestellt. Als
eindeutig biotinproduzierend wurden solche Klone bewertet, die nach dem zweiten
Uberimpfen in  M9-Mineralmedium unter Biotinmangel nicht-limitierendes
Wachstum zeigten. Die Wachstumsfahigkeiten von positiven Klonen wurden in M9-
Mineralmedium unter Zugabe von Avidin (0,065 Units/ml) liberpriift und die Klone
wurden auf CA-Agar Platten (s. 11.2.1.2.) unter Selektionsdruck vereinzelt. Mit

diesem Screening wurden sieben Klone mit einem bio-Operon isoliert (Tab. 5).

I11.2.1. Biotinproduktion und Wachstumscharakteristika von Klonen mit bio-

Cosmiden

Die Biotinproduktionsfiahigkeit von sechs E.coli ATCC 33767 Klonen mit
bio Cosmiden, die aus Umwelt-Genbanken stammten, wurden untersucht (Abb. 11).
Die Biotinproduktion wurde mit Hilfe des Wachstumstestes (Bioassay) mit
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 ermittelt (s. II. 12.2.). Dieser Test beruht auf
der Biotinauxotrophie des Stammes L. plantarum. Als Kontrollstamm wurde
E. coli K12 getestet. So konnten die Uberproduktionvermittelnden Eigenschaften der
bio-Cosmide nachgewiesen werden. Insgesamt wurden sechs Stimme mit bio-

Cosmiden auf Succinat- und Glukose-supplementiertem Medium gemessen. Eine



III. Experimente und Ergebnisse 73

Uberproduktion von mindestens 9-fach (bei dem pCosHE1) bis zu ca. 80-fach (bei
pCosHE2) wurde auf Succinat-supplementiertem Medium gemessen. Auf Glukose-
supplementierten Medium wurde eine mindestens 5,25-fache (bei pCosHE2) bis 450-
fache (bei pCosFS1) Uberproduktion festgestellt (Tab. 6).

In einigen Féllen (pCosHEl und pCosHE2) war die Biotinkonzentration in den
Uberstinden von Succinat-supplementiertem Mineralmedium deutlich hoher (414
pg/ml und 3.800 pg/ml) als in Glukose-supplementiertem M9-Medium (100 pg/ml
bzw. 42 pg/ml) (Tab. 6). E. coli K12 produziert ca. 5,8-fach mehr Biotin auf
Succinat-supplementiertem Mineralmedium als auf Glukose-supplementiertem
Mineralmedium. E. coli ATCC 33767/pCosHE2 produziert ca. 90,5-fach mehr Biotin
auf  Succinat-supplementiertem  Mineralmedium im  Vergleich zu der
Produktionsmenge auf Glukose-supplementiertem Mineralmedium.
Interessanterweise zeigten die Cosmidklone pCosAS1 und pCosFS1 hohere
Produktivititen auf Glukose-supplementiertem Mineralmedium gegeniiber dem
Succinat-supplementiertem Mineralmedium (3,3-fach bei pCosAS1 und 2,1-fach bei
pCosFS1).
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Abb. 11: Biotinproduktion von sechs verschiedenen bio-Cosmiden: pCosHE1 und
pCosHE2 wurden aus Pferdedung isoliert; pCosAS1 und pCosAS2 wurden aus Ackerboden
isoliert; pCosFS1 und pCosFS2 wurden aus Waldboden isoliert (s. Tab. 4). Die

Biotinkonzentration wurde mit den L. plantarum- und ELISA-Tests gemessen.
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Tab. 6: Wachstumscharakteristika und Biotinproduktion von E. coli ATCC 33767
komplementiert mit bio-Cosmiden aus verschiedenen Anreicherungskulturen. Als

Kontrollstamm wurde E. coli K12 verwendet.

bio-Comidklone/ Verdopplungszeiten Lag Phase Biotin im Uberstand

Kontrollstamm Succinat Glukose Succinat Glukose Succinat Glukose

[Std.] [Std.] [Std.] [Std.] [pg/ml]  [pg/ml]
pCosHEI 6,0 29 63 3,6 414 100
pCosHE2 4,1 30 63 43 3.800 42
pCosAS1 5,0 29 53 4,1 360 1.200
pCosFS1 5,1 29 95 50 1740 3.600
E. coli K12 2,9 29 23 2,3 47 8

Die Biotinkonzentration in den Uberstinden wurde mit dem L. plantarum-Test bestimmt. Die OD-Messungen
reprasentieren Daten aus drei unabhingigen Wachstumsexperimenten. Die Zellen wurden in der stationdren

Wachstumsphase geerntet.

Nachdem die Biotinproduktion der verschiedenen bio Cosmide untersucht worden
war, wurden deren Wachstumscharakteristika auf verschiedene C-Quellen iiberpriift.
Es wurden vier bio-Cosmide detailliert untersucht: pCosHE1, pCosHE2, pCosASI,
pCosFS1. Einzelkolonien wurden in 10 ml M9-Mineralmedium angeimpft und
Vorkulturen wurden UN bei 37 °C unter starkem Schiitteln inkubiert. Hauptkulturen
wurden mit der gleichen ODgg gestartet und Wachstumskurven aufgenommen (Abb.
12A und 12B). Die Zellen wurden in der Regel in der stationdren Wachstumsphase
geerntet und die Biotinkonzentration in den Uberstinden ermittelt. Die
Wachstumscharakteristika ~ der  verschiedenen  bio-Cosmide  wurden  auf
Mineralmedium, welches mit unterschiedlichen C-Quellen supplementiert wurde,
untersucht. Mit Succinat als C-Quelle zeigten die Klone schlechteres Wachstum

(Abb. 12A) im Vergleich zu Glukose-suplementiertem M9-Medium (Abb. 12B).
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Abb. 12: Wachstumskurven von E. coli ATCC 33767 nach der Komplementation mit
verschiedenen bio-Cosmiden und E. coli K12 (Wildtyp Stamm) in Mineralmedium ohne Zugabe
von Biotin. (A) Wachstum in Mineralmedium mit Succinat als einzige C-Quelle; (B) Wachstum
in Mineralmedium supplementiert mit Glukose als einzige C-Quelle. Die OD- Messungen
reprasentieren Daten aus drei unabhingigen Wachstumsexperimenten. E. coli K12 (e); E. coli

pCosHE1 (4); E. coli pCosHE2 (m); E. coli pCosAS1 (V); E. coli pCosFS1 ().
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II1.2.2. DNA-Sequenzierung und Sequenzanalysen

Um die Sequenzen der identifizierten bio-Gene festzustellen, wurden sog. shot-gun
Klonierungen vorgenommen. Cosmid-DNA  wurde mit héufigspaltenden
Endonukleasen verdaut und in Vektoren wie z.B. pKl18mobsac, pHSG396 und
pHSG399 kloniert. Die Inserts der rekombinanten Plasmide wurden zunichst mit den
beiden Standard-Sequenzierungsoligonukleotiden (Abi for: 5'-ACGACGTTGTAA
AACGACGGCCAG-3" und Abi_rev: 5-TTCACACAGGAAACAGCTATGACC-
3’) ansequenziert, die sich auf den beiden Seiten der MCS (multiplen
Klonierungsstelle) der pK18mobsac, pHSG396 und pHSG399 Plasmid-Vektoren
anlagerten. In einigen Fillen wurde ein sog. primer walking vorgenommen. Aus den
erhaltenen Sequenzen wurden anschlieend neue Oligonukleotide (jeweils 20mere
mit Tm zwischen 53 °C und 60 °C) abgeleitet, synthetisiert und wiederum in die
Sequenzierung eingesetzt (s. II.11.). Auf diese Weise wurden die rekombinanten
Plasmide, deren Inserts Teile des bio-Operons enthielten, vollstindig sequenziert
(Tab. 2).

Es wurden RFLP-Analysen (restriction fragment length polymorphism)
durchgefiihrt, um die Position der bio-Gene auf den bio-Cosmiden und deren
genetische Umgebung festzustellen (Abb. 13).

Mit Hilfe der Datenbankabgleiche (BLAST search, NCBI) konnten bio-Gene auf
allen vier bio-Cosmiden identifiziert werden. Die ORFs auf den bio-Cosmiden
zeigten Ahnlichkeiten zu Genen aus Gram-negativen Bakterien. Das bio-Operon auf
dem pCosHE2 zeigte eine besonders hohe Homologie zu dem E. coli K12 bio-
Operon (Tab. 7), wihrend die bio-Gene auf den anderen drei bio-Cosmiden
signifikante Homologien zu E. coli K12 und Erwinia herbicola (pCosHE1),
E. herbicola (pCosAS1) und Serratia marcescens (pCosFS1) zeigten. Weiterhin
wurden andere ORFs auf den Cosmiden identifiziert. Hierzu zihlten diverse ABC-

Transporter und andere Gene.
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Abb. 13: (s. vorige Seite) Genorganisation der Zentralregionen unterschiedlicher bio-
Cosmide aus drei verschiedenen Umweltgenbanken auf Grundlage von DNA-
Sequenzanalysen (A-D); Die Pfeile zeigen die Lokalisation und die Transkriptionsrichtung
der offenen Leserahmen (ORFs) auf den verschiedenen Cosmiden. (A) Restriktionskarte des
pCosHE1 bio-Cosmides. Die bio-Gene zeigten Homologien zu den entsprechenden bio-
Genen aus Erwinia herbicola und E. coli; (B) Restriktionskarte des pCosHE2 bio-Cosmides,
wobei die bio-Gene eine hohe Homologie zu E. coli bio-Genen zeigten; (C) Restriktionskarte
des pCosAS1 bio-Cosmides und (D) Restriktionskarte des pCosFS1 bio-Cosmides. Die bio-
Gene auf pCosAS1 und pCosFS1 zeigten Homologien zu E. herbicola bzw. zu Serratia
marcescens bio-Genen. Die identifizierten ORFs und die Homologien zu den bekannten
Genen sind zusammen mit accession Nummern, unter denen sie in der Datenbank
(GenBank) vorliegen, in Tab. 7 aufgelistet. Fiir bioF-D Gene aus dem pCosHE1 sowie bio4
und bioB aus dem pCosFS1 wurden nur partiellle Sequenzen erhalten. In den Fillen von
pCosHE1 und pCosHE2 wurde eine biodorfl Sonde von E. coli K12 verwendet und fiir die
Southern-Hybridisierungen von pCosAS1 und pCosFS1 wurden bioF bzw. bioFC Sonden
aus dementsprechenden bio-Cosmiden eingesetzt. Es wurden folgende Restriktionsenzyme

verwendet: N, Ncol; B, BamHI; E, EcoRI; Sm, Smal; P, Pstl; K, Kpnl; H, HindllIl; Sc, Sacl.

Mit der in dieser Arbeit vorgestellten Methode zur direkten Klonierung der DNA aus
den Umweltkonsortien wurden andere Genloci gefunden wie z.B. moaA-D und hut-
Gene. Die hut-Gene wurden stromaufwirts des bio-Operons auf dem pCosASl1
gefunden. Das pCosAS1 bio-Operon zeigte gewisse Homologien zum E. herbicola
bio-Operon. Bis jetzt wurden keine hut-Gene bei E. herbicola beschrieben. ORFs,
die Ahnlichkeiten zu Genen aus Enterobacteriaceae zeigten, wurden auf den
gesamten Lingen der bio-Cosmide identifiziert, sequenziert und in die NCBI
Datenbank eingereiht (Tab. 7). Ein ORF, das zu dem Gen wuvrB signifikante
Homologien aufweist (Tab. 7), befindet sich stromabwérts der bio-Gene auf dem

pCosHEI, pCosAS1 und pCosFS1 (Abb. 13A, C und D).
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Tab. 7: Identifizierte Gene und Nummern unter denen die Gene in NCBI Datenbank

eingereicht worden sind sowie ermittelte Homologien.

Cosmid- Identifiziertes = Homologes Organismen’  Identitit  Linge der Score
Klone Gen' Proteinen’ % dhnlichen
(accession Aminosiure-
Nummern) Sequenzen
pCosAS1 hutH Histidin Amonia Lyase ~ P. putida 75 490 723
(AF248314) S. meliloti 50 480 420
pCosAS1 orf-1 Hypothetische 17,1 kD E. coli 77 158 268
(AF248314) Protein in modC-bioA
Region;
Hypothetische Protein M.tuberculosis 42 154 116
Rv2140c
pCosAS1  bioA DAPA- E. coli 85 427 767
(AF248314) Aminotransferase E. herbicola 85 427 757
X. nematophilus 70 421 628
pCosAS1  bioB Biotinsynthase E. herbicola 86 346 618
(AF248314) E. coli 84 346 602
S. marcescens 30 343 566
pCosAS1 bioF 7-KAPA-Synthetase E. herbicola 67 384 509
(AF248314) E. coli 64 384 485
S. marcescens 55 378 386
pCosAS1  bioC BioC-Protein involviert  E. herbicola 56 251 271
(AF248314) in der Biotinsynthese E. coli 53 251 261
S. marcescens 43 247 201
pCosAS1  bioD Dethiobiotinsynthetase E. herbicola 74 225 106
(AF248314) E. coli 76 251 271
S. marcescens 68 251 261
pCosAS1  elsd ABC-Transporter, ATP-  D. radiodurans 38 189 103
(AF248314) Binde Protein, putativer 4. PCC7120 35 186 86
ABC-Trasporter, T maritima
: 33 182 86
nodulation-ATP-binde R
Protein I leguminosarum 31 189 71
pCosASl  hutG Histidin Aufnahme K. aerogenes 65 28 48
(AF250775) Repressor G
pCosAS1 hutC Histidin Aufnhahme K. aerogenes 76 70 109
(AF250775) Repressor C Yersinia pestis 63 60 86
P. putida 65 60 ’3
pCosASl1 hutU Urocanase P. putida 84 340 603
(AF250766)
pCosAS1  uwrB UvrB E. coli 89 297 543
(AF248315) P. aeruginosa 69 297 430
X. campestris 65 296 406
pCosHEl  moaAd Molybdén Cofactor E. coli 89 186 352
(AF250774) Biosynthesis Protein A H. influenzae 61 185 245
Synechococcus 41 185 164
sp.
pCosHEl  moaB Molybdén Cofactor E. coli 41 136 70
(AF250774) Biosynthesis Protein B
pCosHE1  moaC Molybdén Cofactor E. coli 75 59 85
(AF250774) Biosynthesis Protein C H. influenzae 67 53 64
S. carnosus 54 53 52
pCosHE1l  moaD Molybdén Cofactor E. coli 85 46 86
(AF250774) Biosynthesis Protein D 65 35 46
H. influenzae 61 46 66
45 41 41
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Fortsetzung Tabelle 7:

pCosHEL1

pCosHE1

pCosHE1

pCosHE1

pCosHEL1

pCosHE1

pCosHE1

pCosHE1

pCosHE1

pCosHE1

pCosFS1

pCosFS1

pCosFS1

pCosFS1

pCosFS1

moak
(AF250774)

hutH
(AF250769)

orf-1
(AF250769)

bioA
(AF250770)
(AF250769)

bioB
(AF250770)
uvrB

(AF250772)

elsB
(AF250773)

elsC
(AF250773)

elsG
(AF250771)

elsH
(AF2507771)
bioA
(AF250768)

bioB
(AF250768)

bioF
(AF250768)

bioC
(AF250768)

uvrB
(AF303465)

Molybdopterin
verstoffwechselte
Factor, Einheit 2
Histidin Amonia Lyase

Hypothetisches 17,1 kD
Protein in modC-bioA
Region;

Hypothetisches 19,5 kD
Protein in emrE-rus
Region;

Hypothetisches Protein
MTH273

DAPA-
Aminotransferase

Biotinsynthase

Uvr B

Hypothetisches 36,3 kD
Protein in modC-bioA
Region;
(Hypothetisches 30,2
kD Protein in modC 3’
Region) -YbhE
Hypotehtische 46,1 kD
Protein in modC-bioA
Region;

Putativer
Hypothetischer Protein
in bioA 5’ Region;
Precursor der
Pectinesterase B
Hypothetisches 47,6 kD
Protein in moakE - rhiE
Region

Hypothetisches 28,8 kD
Protein in moakE - rhilE
Region

DAPA-
Aminotransferase

Biotinsynthase
7-KAPA-Synthetase
BioC-Protein involviert

in der Biotinsynthese

Uvr B

E. coli

H. influenzae
P. abyssi

P. putida

S. meliloti

D. radiodurans

E. coli

E. coli

M.
thermoautotrophi
cum

E. herbicola

E. coli

S. marcescens
X. nematophilus

E. herbicola
E. coli

S. marcescens
P. stutzeri

E. coli
H.influenzae Rd
P. aeroginosa

E. coli

X. nematophilus

E. coli

E. coli

E. chrysanthemi

E. coli

E. coli

S. marcescens
X. nematophilus
E. herbicola

S. marcescens
E. coli
E. herbicola

S. marcescens
E. herbicola
E. coli

S. marcescens
E. coli
E. herbicola

E. coli
P. aeruginosa
H. influenzae Rd

82
56
41
81
54
48
81

46

32

85
83
70
67
84
82
72
64
81
69
62
85
44

46

83

83

46

70

85

86
74
73
95
87
85
66
56
55
84
56
51
86
77
70

150
150
131
121
128
115
158

165

148

260
260
254
255
127
127
142
119
323
323
322
98
24

97

162

162

152

44

99

393
387
390
342
341
341
381
382
381
186
181
175
38

35

37

270
184
101
205
119
104
278

152

80

453
453
355
361
228
220
200
168
511
459
393
183
25

88

283

283

123

75

185

695
617
598
665
605
605
477
412
409
313
198
177
71

59

58
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Fortsetzung Tabelle 7:

pCosFS1 elsD Hypothetisches 42,1 kD E. coli 77 270
(AF250767) Protein in moakE - rhlE
Region YbhS;
Hypothetisches 42,1 kD E. coli 27 231
Protein in moakFE - rhlE 88 26
Region, Ybh R;
Hypothetisches Protein £~ coli 31 235
F648; A. fulgidus 27 184
ABC-Transporter,
ATP-binde Protein
pCosFS1 elsE ABC-Transporter, E. coli 72 114
(AF250767) ATP-binde Protein - 41 116
YbhF; u
ABC-Transporter lhérmoaulolrophi 4 13
ATP-binde Protein Zu}r; lgidus o 105
pCosFS1 elsF Hypothetisches Protein ~ E. coli 66 163
(AF250767) F355
pCosFS1 rhlE ATP-abhéngige RNA- E. coli 80 78
(AF303464) Helicase RhIE Shewanella 73 65
violacea
Vibrio cholerae 70 65
pCosHE2  orf] Hypothetisches 17,1 kD E. coli 99 158
(AF250776) Protein in modC-bioA
Region
Hypothetisches Protein M. tubercolosis 47 150
Rv2140c
pCosHE2  bioA DAPA- E. coli 96 429
(AF250776) Aminotransferase E. herbicola 83 427
X. nematophilus 70 01
pCosHE2  bioB Biotinsynthase E. coli 99 346
(AF250776) E. herbicola 91 346
S. marcescens 86 344
pCosHE2  bioF 7-KAPA-Synthetase E. coli 82 384
(AF250776) E. herbicola 62 384
S. marcescens 55 378
pCosHE2  bioC BioC-Protein involviert ~ E. coli 93 251
(AF250776) in der Biotinsynthese E. herbicola 64 251
S. marcescens 48 248
pCosHE2  bioD Dethiobiotinsynthase E. coli 91 212
(AF250776) E. herbicola 75 207
S. marcescens 7 198

427

125
51

119
86

168
87

90

82
224

123
100

98

339

138

860
735
625
697
655
611
635
471
384
490
317
235
401
330
297

T . - - - - I > s ) > .
. die Identifizierten Gene auf den in dieser Arbeit isolierten Cosmiden und deren accession Nummern; “: die

Proteine mit den héchsten Homologien; *: Organismen, in welchen die homologen Proteine identifiziert wurden.

Aufgrund der Biotinproduktivititen, die fiir Stimme mit allen vier verschiedenen
bio-Operons ermittelt und verglichen wurden (Tab. 6; Abb. 12), stellte sich das
bio Cosmid pCosHE2 als das beste in der Biotinproduktion heraus. Aus diesen
Griinden wurden die pCosHE2-bio-Gene als Grundlagen fiir die Konstruktion
rekombinanter Stimme gewihlt. Weiterhin zeigte die Sequenzanalyse der pCosHE2-
bio-Gene, dass auf Protein-Ebene bis zu 92 % Identitit zu E. coli bio-Proteinen

vorliegt. Andererseits produzierte das pCosHE2-Konstrukt bis zu 3.800 ng/ml Biotin,
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was verglichen mit E. coli K12 (47 ng/ml) eine bis zu 80-fache Uberproduktion
darstellt (Abb. 12). Um die Ursache fiir diese dereprimierende Funktion des

bio Cosmides festzustellen, wurden die Proteinsequenzen niher untersucht.

I11.2.3. Molekulare Analyse der identifizierten bio-Proteine auf dem pCosHE2

Da pCosHE2 am meisten Biotin produzierte, wurden fiir die bio-Proteine auf diesem

Cosmid detaillierte molekulare Untersuchungen durchgefiihrt.

Sc E B P Sc E
A | (| 1|

> > >
orfl bioA  bioB bioF bioC bioD

/ \=

e
orfX|bioA |Promotor| bioB | bioF bioC bioD
B A A 4N L A A AN AT
’ 1 2 345 6 - 13 14 - 17 18 - 22
C.

Abb. 14: (A) Schematische Darstellung von pCosHE2 bio-Genen; (B) Die ,,Aminoséure-
verdnderungen® im Vergleich zu den bio-Proteinen im E. coli K12-bio-Operon; (C) Die
Kristallstrukturen von bereits kristallisierten bio-Proteinen aus E. coli K12 aus der NCBI-
Datenbank. Die schwarzen Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen, die blauen Pfeile

weisen auf die ,,Aminosdureveranderungen® im Vergleich zu E. coli hin.



III. Experimente und Ergebnisse 83

Tab. 8: Die bio-Proteine von pCosHE2, verglichen mit den bio-Proteinen aus E. coli K12.

Protein Position im AS*inE.coli AS®inden  Unterschiede’ in den
Protein K12 pCosHE2 Aminosiureresten
K12 pCosHE2
BioA (1) 14 Leu Trp unverandert
2) 104 Glu Lys pK 4.4 pK 10,0
BioB (3) 106 His Asn basisch  nicht geladen
4) 122 Ala Asp neutral pK 4.4
®)] 123 Met Leu unverandert
BioF (6) 171 Met Leu unverindert
(7 285 Ser Arg der Aminosaure Rest
(8) 296 Ala Val unverindert
C) 297 Ala Ser hydrophob hydrophil
(10) 300 Thr Ala hydrophil hydrophob
(1 301 Arg His pK 12,0 pK 6,5
(12) 347 Gly Ala unverandert
(13) 357 Ile Thr hydrophob hydrophil
BioC (14) 33 Ala Val unverdndert
(15) 40 Gln Glu negativ  nicht geladen
(16) 57 Ser Thr unverdndert
a7 132 Pro Ser Sekundéarstruktur*®
BioD (18) 1 Met Val unverandert
(19) 96 Leu Ser hydrophil hydrophob
(20) 100 Ala Ser hydrophil hydrophob
(21) 161 Val Ala unverandert
(22) 188 Met Ile unverdndert

%_AS- Aminosiuren; ®_ die Unterschiede beziehen sich auf den AS Reste, wobei als ,,unverdndert® entweder eine
Verdnderung im AS-Rest hydrophob—hydrophob oder hydrophil—hydrophil bezeichnet wurde. Die in
Klammern stehenden Nummern zeigen die Position der Aminosdurenunterschiede die in Abb. 14 gezeigt wurden;

*-mit dieser Verdnderung wird die Sekundérstruktur beeinflusst.
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Die Proteinsequenzen der bio-Proteine auf den pCosHE2-Cosmiden wurden mit
bereits bekannten Sequenzen der bio-Proteine von E. coli K12, die in der Datenbank
vorliegen, verglichen. Insgesamt 22 Aminosduren sind in pCosHE2 veréindert (Tab.
8). Davon liegen keine im Promotor-Operator Bereich. In Tabelle 8 sind die
Aminosdureaustausche und die dadurch moglicherweise verursachten physikalisch-
chemischen Verdnderungen, aufgelistet. Die Proteine BioA, BioF und BioD von
E. coli K12 wurden bereits kristallisiert (Alexeev et al., 1994a; Alexeev et al., 1994b;
Alexeev et al., 1995; Alexeev et al, 1998; Kack et al., 1999) und
ihreKristallstrukturen liegen in der NCBI-Datenbank vor. In Abbildung 15 A, B und
C sind die verdnderten Aminosduren aufgezeichnet. Auffillig ist, dass der Leu—Trp
Austausch (Abb. 15A) an Position 14 im BioA-Protein nahe dem Tyr;7 liegt, welches
fiir die Bindung des Pyridoxalphosphates (BioA-Kofaktor) verantwortlich ist. In
BioF befinden sich die meisten verdnderten Aminosiuren, die am Ende der mittleren
Doméne vorliegen (Abb. 15B). In dem BioD-Protein befinden sich die verdnderten
Aminoséuren auf der B-Helix und keine von diesen verdnderten Aminosduren liegt
im aktiven Zentrum des Proteins (Abb. 15C). Auffillig ist, dass das BioD von E. coli
mit Methionin anféngt, wo hingegen das BioD auf dem pCosHE2-Cosmid mit Valin
startet. Aulerdem besteht das liberexprimierte BioD aus 214 AS, im Gegensatz zu

BioD von E. coli, welches eine Lange von 224 AS aufweist.

Abb. 15: (s. folgende Seite) Kristallstrukturen der bio-Proteine aus E. coli K12 und die
verdnderten Aminosduren der bio-Proteine aus pCosHE2. (A) BioA; (B) BioF und (C) BioD.
Die bei den bio-Proteinen aus pCosHE2 verdnderten Aminoséuren sind gelb markiert. In der
Abbildung sind die Substrate, Cofaktoren der Proteine und die mitkristallisierten

anorganischen Ionen aufgezeichnet.
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Nach der Sequenzanalyse der bio-Gene auf pCosHE2 und den physiologischen und
genetischen  Untersuchungen mit E. coli ATCC 33767/pCosHE2  wurde die
Produktivitdt dieses Stammes, die 3,8 ug/l betrdgt, mit einigen bereits bekannten
tiberproduzierenden Stdmmen, die bei 0,39 mg/l bis 160 mg/l liegen, verglichen. Es
stellte sich heraus, dass die weitere Optimierung des Produktionsstammes notwendig
war. Die bio-Gene auf pCosHE2 wurden als Grundlage fiir die Konstruktion von

biotiniiberproduzierenden Stimmen eingesetzt.

IIL.3. Konstruktion von rekombinanten biotiniiberproduzierenden Mikro-

organismen

Viele Bodenbakterien sind nicht in der Lage, Biotin selbstindig zu produzieren oder
die Produktionsraten sind zu gering, um diese Bakterien als Produktionsstimme
industriell zu nutzen (Shaw et al., 1999; Streit and Phillips, 1996). Eine Strategie, die
bis jetzt verfolgt wurde, war das Screening nach resistenten Bakterien gegen
Biotinanaloga (z.B. Acidomycin, 5-(2-Thienyl)-Valerische Sdure und o-methyl
Dethiobiotin; Kiyasu et al., 2001; Hoshino et al., 1997) und auf diese Weise mutierte
bio-Gene wurden subkloniert und fiir die Konstruktion iiberproduzierender Stimme
verwendet.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein anderer Weg eingeschlagen: bio-Gene, die aus
einer Umwelt-Genbank isoliert wurden, (Entcheva et al., 2001), dienten als Vorlage
fiir die Konstruktion von biotiniiberproduzierenden Stdmmen. Der Stamm E. coli
ATCC 33767, welcher mit dem bio-Cosmid pCosHE2 komplementiert war, zeigte
die hochste Biotinproduktion unter den getesteten Bedingungen (Tab. 6; Abb. 11).
Daher wurde dieses Cosmid fir die Konstruktion rekombinanter,
biotiniiberproduzierender Stimme ausgewihlt.

Um biotiniiberproduzierende Bakterien zu konstruieren, wurden drei Strategien
verfolgt (Abb. 16A, B und C).

Das bio-Operon aus pCosHE2 wurde durch PCR amplifiziert und in verschiedene
Vektoren subkloniert.
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orfX | bioA | Promoter | bioB | bioF | bioC | bioD ‘

bioB | bioF | bioC | bioD | bioA | orfX |

PnodD1
PnodD3

bioB | bioD

PnodD1
PnodD3

Abb. 16: Klonierungsstrategie zur Konstruktion biotiniiberproduzierender Bakterien: (A)
Verwendung des unverdnderten bio-Operons aus dem pCosHE2, wobei die
Wildtyporientierung der bio-Gene und der Promotor erhalten blieben; (B) Umbau und
Reorientierung der bio-Gene aus dem pCosHE2 in eine Transkriptionsrichtung und
Klonieren von allgemein starken Promotoren sowie wirtsspezifischen Promotoren; (C)
Klonieren der bioB und bioD Gene aus dem pCosHE2 unter der Kontrolle von starken
artifiziellen und wirtsspezifischen Promotoren. Ptrp-Tryptophan Promotor; Ptac-
Kombination von trp und lac Promotor; PnodD1 und PnodD3- S. meliloti 1021 spezifische

Promotoren.

Die erste Strategie basiert auf der Amplifikation des Wildtyp bio-Operons mit den
Primern orfKpn und 1 _6bioDXba (Abb. 16A). Das Fragment von 5,6 kb wurde blunt
end in pBluescriptSK+ Plasmid-Vektor kloniert und in E. coli ATCC 33767
tiberexprimiert. Das bidirektionale bio-Operon als 5,6 kb HindIIl/Xbal-Fragment
wurde in pPBBRIMCS-2 (Kovach et al., 1995) umkloniert (Abb. 17). Der Vektor
pBBRIMCS-2 ist ein mobilisierbares low copy Plasmid und kann mittels
Konjugation (s. 11.8.3.) in diverse Gram-negative Bakterien {ibertragen werden.
Weiterhin wurde das Plasmid pK18mobsac (Schafer et al., 1994) fir die
Uberexpression der bio-Gene verwendet. Ein entsprechendes DNA-Fragment wurde
nach dem Hindlll/Xbal Verdau in den pK18mobsac-Vektor ligiert und anschlieSend
in E. coli ATCC 33767 und Corynebacterium glutamicum R163 mobilisiert (Abb. 17
und 18).
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Konstruktion von bio-Plasmiden, die das

unverdnderte biotinbiosynthese Operon aus pCosHE2 trugen. Das pPESKbio-Konstrukt ist

Derivat von pBSSK+, das pPEBBRbio ist ein Derivat von pPBBR1MCS-2 und das pPEPKbio

ist ein Derivat von pK18mobsac.
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Das unverinderte bio-Operon (Abb. 16A) in pPBSSK+ (pPESKbio, Abb. 18, Mitte)
und pKl8mobsac (pPEPKbio, Abb. 18, rechts), verursacht Instabilitit und
Wachstumsprobleme in den biotinprototrophen Klonierstimmen E. coli XL1-blue
und E. coli S17-1, sind aber in der Lage, die Deletionsmutante E. coli ATCC 33767
(Abb. 9) zu komplementieren.

< -
| ox | biod | Promoter |  bioB |  bioF bioC |  bioD |
v l v
pBBRIMCS-2 pK18mobsac
v v v
pPEBBRbio pPESKbio pPEPKbio
v v v
E.coli ATCC 33767 E.coli ATCC 33767 E.coli ATCC 33767
E.coli BM 4062 E.coli BM 4062 C. glutamicum
Andere Gram (-) Bakterien

Abb. 18: Konstruktion von bio-Konstrukten mit dem unverdnderten bio-Operon aus
pCosHE2 und Expression in unterschiedlichen Bakterien. E. coli ATCC 33767-E. coli
A(uvrB-gal); E. coli BM 4062- E. coli birA” Mutante; als andere Gram-negative Bakterien

wurden S. meliloti, R. etli, Rhizobium sp. NGR 234, K. planticola, X. campestris verwendet.
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I11.3.1. Expression von bio-Konstrukten in E. coli-Stimmen

In den folgenden Versuchen wurden E. coli Stimme mit den obengenannten bio-

Konstrukten auf Biotinproduktivitdt untersucht.

I11.3.1.1. Bestimmung von Biotin in Kulturiiberstinden

Die Biotinproduktionsmenge des Stammes mit pCosHE2 variierte in Abhiangigkeit
von der C-Quelle (Tab. 6). Eine erhohte Biotinproduktion wurde auf Succinat
gemessen, wihrend die Produktion auf Glukose mehr als 90-fach niedriger war. Es
bot sich an, die gleichen Versuche mit den umklonierten Konstrukten durchzufiihren.
Die Biotinproduktion wurde mittels L. plantarum Test und ELISA-Assay bestimmt.
Uberstinde der verschiedenen Kulturen wurden verdiinnt (bis 1/2000) und wie unter
II. 12. beschrieben gemessen.

Tabelle 9 zeigt, dass E. coli ATCC 33767/pPESKbio eine Uberproduktion von ca.
6.700-fach auf Glukose und ca. 64-fach auf Succinat, verglichen mit dem
Ausgangskonstrukt pCosHE2, aufweist. Der Stamm mit dem pPEBBRbio-Konstrukt,
produzierte ca. 4.700-fach mehr Biotin auf Glukose-Mineralmedium und ca. 17-fach
mehr Biotin auf Succinat im Vergleich zu dem pCosHE2. E. coli ATCC 33767,
komplementiert mit pPEPKbio, produzierte 37 ng/ml Biotin auf Glukose-
supplementiertem Medium, welches einer ca. 880-fachen Uberproduktion im
Vergleich zu dem Stamm mit dem Ausgangskonstrukt pCosHE2-Konstrukt
entsprach.

Der Unterschied in der Produktivitit zwischen den Stdmmen mit pPESKbio und
pPEBBRbio auf Glukose betrug 40 % und blieb im gleichen Messbereich, wéahrend
auf Succinat-supplementiertem Medium ein ca. 3,9-facher Unterschied in der
Produktionsrate zwischen den beiden Konstrukten zu messen war. Der Stamm mit
dem pPEPKbio-Konstrukt zeigte eine 7,6-fach bzw. 5,4-fach niedrigere
Biotinkonzentration auf Glukose im Vergleich zu den pPESKbio- und pPEBBRbio-
Konstrukten. E. coli ATCC 33767 mit pPEPKbio produzierte 65 ng/ml Biotin auf
Succinat-supplementiertem Medium. Diese Konzentration war ca. 4,3-fach niedriger
als mit pPESKbio und lag damit im gleichen Bereich, wie es mit pPPEBBRbio der

Fall war.
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Tab. 9: Biotinproduktion von E. coli ATCC 33767, komplementiert mit verschiedenen bio-
Konstrukten, angezogen auf M9-Mineralmedium supplementiert mit unterschiedlichen C-

Quellen.

Konstrukt Biotin auf Glukose [pg/ml] Biotin auf Succinat [pg/ml]
pCosHE2 42 3.800
pPESKbio 280.000 240.000
pPEBBRbio 200.000 62.000
pPEPKbio 37.000 65.000

Die Biotinkonzentration wurde mit den L. plantarum und ELISA-Tests gemessen. Die Biotinmessungen
reprasentieren Daten aus drei unabhingigen Experimenten. pPESKbio: pBSSK+/unveriandertes bio-Operon aus
pCosHE2;  pPEBBRbio:  pBBRIMCS-2/unverdndertes  bio-Operon  aus  pCosHE2;  pPEPKbio:

pK18mobsac/unverdndertes bio-Operon.

Der Stamm mit dem bio-Cosmid pCosHE2 zeigte eine mehr als 90-fach erhohte
Biotinproduktion auf Succinat-supplementiertem Mineralmedium im Vergleich zu
Glukose-Medium, wihrend die bio-Konstrukte (mit Ausnahme des pPEPKbio-
Konstruktes) in verschiedenen Vektoren entweder die gleiche oder niedrigere
Biotinkonzentrationen auf Succinat- wie auf Glucose-Medium aufwiesen.
Interessanterweise  produzierte das  pPEPKbio-Konstrukt —auf  Succinat-
supplementiertem Medium 1,7-fach mehr Biotin als auf Glukose.

E. coli ATCC 33767/pPESKbio produzierte 280 ng/ml Biotin auf Glukose und 240
ng/ml auf Succinat. Somit war dieser Stamm hinsichtlich der Biotinproduktion

derjenige mit der hochsten Ausbeute von allen (Tab. 9).

I11.3.1.2. Wachstumsparameter der E. coli-Stimme mit bio-Konstrukten in

Mineralmedien

Die unverinderten bio-Gene, die aus dem pCosHE2-Cosmid amplifiziert und wie
bereits beschrieben umkloniert worden waren, wurden in E. coli ATCC 33767 (Abb.
9) expremiert. Weiterhin wurden Wachstumsexperimente auf M9-Mineralmedium

mit verschiedenen C-Quellen durchgefiihrt (Tab. 10).
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Aus den Wachstumskurven war zu sehen, dass der E. coli ATCC 33767 Stamm,
abhingig von der Vektorzahl pro Zelle unterschiedlich wuchs. In Tabelle 10 sind die
Wachstumscharakteristika der verschiedenen Konstrukte zusammengefasst.

Im Allgemeinen zeigte es sich, dass das Wachstum stark von der C-Quelle abhingig
war (Tab. 9, Abb. 19 und Abb. 12). Dabei waren die OD-Werte in der Regel fiir die
Glukose-Kulturen hoher als fiir die Succinat-Kulturen. In Abbildung 12A und 12B
ist zu sehen, dass der Wildtyp E. coli K12 ebenfalls hohere OD-Werte auf Glukose
erreichte als auf Succinat. Die End-OD Werte zwischen den Stimmen mit
verschiedenen bio-Konstrukten waren auf dem gleichen Medium bis zu 1,8-fach

unterschiedlich.

Tab. 10: Wachstumscharakteristika von E. coli ATCC 33767, komplementiert mit den

verschiedenen bio-Konstrukten.

Konstrukt ODgo * Verdopplungszeit [Std.] Lag Phase [Std.]
Glukose Succinat Glukose Succinat Glukose Succinat
pPESKbio 2,765 1,915 1,8 32 1,6 2.4
pPEBBRbio 1,835 1,555 2,1 2,6 1,6 2,6
pPEPKbio 1,803 1,040 2,4 5,0 10,4 13,5

* ODyg in der Stationdrwachstumsphase. Die Zellen wurden in Mineralmedium mit den entsprechenden C-
Quellen (0,2 %-ig Glukose und 0,5 %-ig Succinat) angezogen. Die OD-Messungen reprisentieren Daten aus
drei unabhingigen Experimenten. pPESKbio: pBSSK+/unveréndertes bio-Operon aus pCosHE2; pPEBBRbio:
pBBRIMCS-2/unverindertes bio-Operon aus pCosHE2; pPEPKbio: pK18mobsac/unverindertes bio-Operon.

In der Regel war auf Succinat-supplementiertem Mineralmedium im Vergleich zu
dem Glukose-Mineralmedium eine verldngerte Lag-Phase zu beobachten. Dies trat
auch fiir die Lag-Phasen, die fiir die hio Cosmide berechnet wurden (Tab. 6), zu. Die
Lag-Phasen sind auf Succinat um 2,6 und 2,4-fach verkiirzt (bei pPESKbio und
pPEBBRbio) und bei dem pK18mobsac-Konstrukt (Abb. 17) im Vergleich zum
Ausgangs-Konstrukt pCosHE2 um etwa 2,2-fach verldngert. E. coli ATCC 33767,
komplementiert mit pPESKbio und pPEBBRbio, zeigte gegeniiber dem pCosHE2
(4,3 Std.) eine um ca. 2,7-fach verkiirzte Lag-Phase auf Glukose (1,6 Std.). Eine
verlangerte Lag-Phase beim E. coli ATCC 33767/pPEPKbio war auch auf Glukose
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zu messen, wobei diese 6,5-fach ldnger war als die bei den pPESKbio- und
pPEBBRbio-Stamme und etwa 2,4-fach lianger (Tab. 10) als die Lag-Phase bei
pCosHE2 (Tab. 6).

1,5

ODggo

1,0 |

0,5

0,0

0 6 12 18 24 30
Zeit [Std.]

Abb. 19: Wachstumskurven von E. coli ATCC 33767-Klone nach der Komplementation mit
den verschiedenen bio-Konsrukten: pPESKbio (m), pPEBBRbio (¥) und pPEPKbio (e) in
Mineralmedium ohne Zugabe von Biotin. Die schwarzen Symbole zeigen die
Wachstumskurven auf 0,2 % Glukose, die weiBen Symbole auf 0,5 % Succinat. Die OD-

Messungen repréasentieren Daten aus drei unabhidngigen Wachstumsexperimenten.

Nach der Analyse der Daten in Tabellen 9 und 10 wurde E. coli ATCC 33767 mit
dem pPESKbio-Konstrukt fiir weitere Wachstums- und Produktionsversuche
ausgewdhlt. In 1L-,,Schikanen-Kolben* wurden 100 ml Mineralmedium mit 0,2 %
oder 0,6 % Casaminosduren (CS) supplementiert. Als C-Quellen wurden Glukose,
Succinat oder ein Glukose/Succinat-Gemisch in 0,2% bzw. 0,5% (w/v)
Endkonzentration angesetzt. Proben wurden nach 12 Std. und 24 Std. entnommen,
anschlieend wurde die OD bei 600 nm und die Biotinkonzentration bestimmt (Tab.
11). Die bessere Beliiftung, die Konzentration der Casaminosiduren und die

Kombination der C-Quellen stimulierten das Wachstum sowie die Biotinproduktion.
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Tab. 11: Biotinproduktion von E. coli ATCC 33767/pPESKbio auf M9-Mineralmedium mit
verschiedenen  Konzentrationen von Casaminosduren und supplementiert mit

unterschiedlichen C-Quellen. Die Zellen wurden unter starkem Beliiften angezogen.

% CS’ C-Quelle
0,2 % Glukose 0,5 % Succinat 0,2 %Glukose, 0,5 % Succinat
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
12h 24h 12h 24h 12h 24h
0,2 386,67 225 110 500 201 2.300
0,6 562,22 810 413 2.120 571 2.225

*- % Casaminoséuren, die dem Medium zugesetzt wurden. Die Biotinkonzentration wurde mit den L. plantarum
und ELISA-Tests bestimmt. Die Kulturiibersténde wurden bis 1/50 fiir den L. plantarum-Test und bis zu 1/2000

fiir den ELISA-Test verdiinnt. Die Biotinmessungen reprisentieren Daten aus drei unabhéngigen Experimenten.

Aus Abbildung 18 wird deutlich, dass E. coli ATCC 33767/pPESKbio auf Glukose-
Mineralmedium nach 12 h in die stationdre Wachstumsphase eintrat und 280 ng/ml
Biotin produzierte (s. Tab. 9). Nach 12 Std. Wachstum in ,,Schikanen-Kolben* unter
sonst gleichen Bedingungen (s.0.) wurden mehr als 380 ng/ml Biotin gemessen (ca.
30 % erhoht). Weitere Inkubation auf Glucose-Medium mit 0,2 % CS hatte keinen
Einfluss auf die Biotinproduktion (Tab. 11). Unter allen anderen Bedingungen (s.
Tab. 11) wurde die Biotinbiosynthese nach 24 Std. gesteigert im Vergleich zu 12 Std.
Nach 24 Std. Wachstum wurden je nach C-Quelle und CS-Konzentration zwischen
500 und 2300 ng/ml Biotin produziert.

Um eine noch hohere Biotinproduktion zu erreichen, wurden die Konstrukte auf LB-
Medium angezogen und die Uberproduktion auf diesem Komplexmedium nach 24
Std. untersucht. Wenn die Biotinkonzentration im unbewachsenen LB-Medium (0,5
png/ml) und die Biotinkonzentration in dem Kulturiiberstand der zwei
Negativkontrollen (E. coli ATCC 33767 mit pBluskriptSK+ und pBBRIMCS-2,
zwischen 0,24 pg/ml und 0,18 pg/ml) beriicksichtigt wurde, sind folgenden
Biotinmengen im Uberstand gemessen worden: 0,57 pg/ml fiir pPESKbio; 0,456
ug/ml fiir pPPEBBRbio und 1 pg/ml fiir pPEPKbio. Somit wiesen die rekombinanten
bio-Stimme eine bis zu 7,35-fach erhohte Biotinproduktion auf. Im Vergleich zu der
Produktion mit E. coli ATCC 33767/pPESKbio auf Mineralmedium supplementiert
mit Glukose und Succinat (2,3 pg/ml) und LB-Komplexmedium (0,57 pg/ml) konnte
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angenommen werden, dass eine Optimierung der Produktion auf Minimalmedium
effektiver sein wiirde.

Fir die Optimierung der Biotinproduktion wurden andere, bereits beschriebene
E. coli Mutanten als Wirtsstimme gesucht. Es ist bekannt, dass E. coli bird-
Mutanten einen Transportphénotyp zeigen (Mutanten in bir4A-Gen exkretieren 20 bis
100 nM Biotin ins Medium wihrend E. coli K12 weniger als 0,05 nM Biotin
exkretiert). Eine von Barker und Campbell (Barker and Campbell, 1980) isolierte
und charakterisierte hirA-Mutante bendtigt mindestens 4,1 pM Biotin. Diese E. coli-
Mutante wurde fiir weitere Experimente in dieser Arbeit als potentieller
Produktionsstamm getestet.

Die bereits beschriebenen bio-Konstrukte: pPESKbio und pPEBBRbio (Abb. 17)
wurden in E. coli BM 4062 transformiert und die Biotinproduktion bzw.
Wachstumscharakteristika ~ wurden  in  unterschiedlich  supplementiertem
Mineralmedium ermittelt. Als Negativkontrolle wurde E. coli BM 4062 mit
pBBR1MCS-2-Vektor verwendet. In Mineralmedium supplementiert mit Glukose als
einzige C-Quelle, 0,6 g/l Casaminosduren (CS) und Inkubation bei 29 °C produzierte
E. coli BM 4062/pPESKbio 412 ng/ml Biotin (Tab. 12A). Diese Konzentration ist
ca. 2,8-fach hoher im Vergleich zu der Konzentration von Biotin im Kulturiiberstand
von dem gleichen rekombinanten Stamm in Glukose-Mineralmedium mit Zugabe
von 0,2 g/l CS. Bei E. coli BM 4062/pPEBBRbio wurde die Produktion, nach dem
Erhohen der Casaminosduren-Konzantration von 0,2 auf 0,6 g/l ca. um das 4-fache
gesteigert. Die Zugabe von 1,2 g/l CS in das Glukose-supplementierte M9-Medium
spielte fiir die Biotinproduktion bei keinem der rekombinanten Stidmme (E. coli
BM 4062/pPESKbio und E. coli BM 4062/pPEBBRbio) eine entscheidende Rolle
(Tab. 12A). Dagegen wurde die Produktion bei E. coli BM 4062/pPESKbio nach
Zugabe von 1,2 g/l CS ins Succinat-supplementiertes Medium von 233 ng/ml auf 415
ng/ml Biotin erhoht (Tab. 12A, Zeile 2).
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Tab. 12: (A) Biotinproduktion in E. coli BM 4062 [bir4’; (Barker and Campbell, 1980)] mit
verschiedenen bio-Konstrukten auf unterschiedlich supplementiertem Mineralmedium,
inkubiert bei 29 °C; (B) Biotinproduktion in E. coli BM 4062 mit dem bio-Konstrukt
pPEBBRDio und die Vektor-Kontrolle (p BBR1MCS-2) auf Mineralmedium, supplementiert
mit 1,2 % CS inkubiert bei 37 °C; (C) Wachstumscharakteristika des E. coli BM 4062-
Stammes mit verschiedenen bio-Konstrukten bei 29 °C; (D) Wachstumscharakteristika des
E. coli BM 4062-Stammes mit dem bio-Konstrukt pPEBBRbio und die Vektor-Kontrolle
(pBBRIMCS-2) bei 37 °C.

Tab. 12A: Biotinproduktion bei 29 °C

Konstrukt Biotin auf Glukose [ng/ml] Biotin auf Succinat
[ng/ml]
Casaminosiuren Casaminosiuren
0,2 % 0,6 % 1,2 % 0,2%  0,6% 1,2 %
pPESKbio 147 412 288 100 233 415
pPEBBRbio 47 187 149 23 120 29

Tab. 12B: Biotinproduktion bei 37 °C

Konstrukt Biotin [ng/ml]
auf Glukose auf Succinat
1,2 %* 1,2 %*
pPEBBRbio 3.500 1.600
pBBRIMCS-2 <0,05 <0,05

*1,2 % CS; nd- nicht bestimmt. Die Biotinkonzentration wurde mit den L. plantarum-Wachstumstest und ELISA-
Test bestimmt. Die Kulturiiberstéinde wurden bis zu 1/50 fiir den L. plantarum-Test und bis zu 1/2000 fiir den
ELISA-Test verdiinnt. Die Biotin-Messungen reprisentieren Durchschnittswerte aus drei unabhingigen

Wachstumsexperimenten.
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Tab. 12C: Wachstumscharakteristika bei 29 °C

Konstrukt Verdopplungszeiten [Std.]
auf Glukose® auf Succinat”
0,2% 0,6% 12% 0,2 % 0,6% 12%
pPESKbio 3,3 1,2 1,3 4,0 2,3 3,5
pPEBBRbio 3,9 2,0 1,4 7,0 2,8 1,9

Tab. 12D: Wachstumscharakteristika bei 37 °C

Konstrukt Verdopplungszeiten [Std.]
auf Glukose® auf Succinat”
1,2% 1,2%

pPEBBRbio 1,2 1,2

pBBRIMCS-2 6,0 13,0

% M9-Mineralmedium, supplementiert mit Glukose als C-Quelle; - M9-Mineralmedium, supplementiert mit
Succinat als C-Quelle; *- 1,2 g/l Casaminosduren. Die Zellen wurden in der Stationdrwachstumsphase geerntet.
Die OD-Messungen repriasentieren Daten aus drei unabhidngigen Wachstumsexperimenten. pPESKbio:
pBSSK+/unverédndertes bio-Operon aus pCosHE2; pPEBBRbio: pBBRIMCS-2/unverindertes bio-Operon aus
pCosHE2.
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Die Wachstumscharakteristika des E. coli BM 4062-Wirtsstammes mit bio-
Konstrukten sind in Tabelle 12C vorgestellt. Generell wuchsen die rekombinanten
E. coli BM4062-Staimme auf Glukose-Medium zu hoheren Zelldichten (nicht
gezeigt). Die Verdopplungszeiten waren am kiirzesten in M9-Mineralmedium mit
Glukose und 0,6 g/l Casaminoséduren bei 29 °C. Hier wurde die bereits beobachtete
Tendenz, dass in Succinat-supplementiertem Mineralmedium langsameres
Wachstum als in Glukose-supplementiertem Mineralmedium auftrat (s. Tab. 6, Tab.
10 und Tab. 12C), bestitigt.

Im Allgemeinen wuchs der E. coli BM 4062/pPEBBRbio-Stamm auf beiden C-
Quellen bei 29 °C langsamer als der E. coli BM 4062/pPESKbio-Stamm. Wie aus
Tabelle 12C in der letzten Spalte ersichtlich ist, zeigte der Stamm mit dem
pPEBBRbio-Konstrukt 1,8-fach besseres Wachstum auf Succinat-1,2 %-igen CS
Mineralmedium, verglichen mit dem pPESKbio-Konstrukt (Verdopplungszeiten von
1,9 bzw. 3,5 Std.).

Bei 37 °C wuchs E. coli BM 4062/pPEBBRbio sowohl auf Glukose- als auch auf
Succinat-Medium (Tab. 12D) mit einer Verdopplungszeit von 1,2 Std. Die
Biotinproduktionsmengen lagen im Bereich von 1,6 bis 3,5 pg/ml. Diese Daten,
verglichen mit denen des Stammes E. coli BM 4062/pPEBBRbio, auf dem identisch
supplementiertem Mineralmedium, bei 29 °C (Tab. 12A, Zeile 2), weisen auf die
Temperaturabhédngigkeit der Biotinproduktion hin.

Nachdem unterschiedliche bio-Plasmide, die das unverdnderte bio-Operon vom
Cosmid pCosHE2 als Grundlage hatten, konstruiert und diverse E. coli-Stamme als
potentielle Wirte fiir eine biotechnologische Biotinproduktion getestet worden waren,

wurde eine Maximalausbeute von 3,5 mg/l erreicht (Tab. 12B).

I11.3.1.3. Fermentation von ausgewihlten bio-Konstrukten

Alle Versuche, Biotin aus batch-Kulturen (in 100-ml Kdlbchen) zu gewinnen, haben
Biotinkonzentrationen im ng/ml Bereich ergeben (Tab. 9 und 12A und 12B, mit
Ausnahme von E. coli BM 4062/pPEBBRbio bei 37 °C). Eine Optimierung der
Produktion wurde mittels stiarkerer Beliiftung der Kultur (in ,,Schikanen-Kolben*),
durch eine Erhdhung der CS-Konzentration, oder durch die Zugabe von zwei C-

Quellen (Glukose/Succinat-Gemisch) erzielt. Versuche, eine Uberproduktion auf LB-
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Komplexmedium zu erreichen, haben eine 2 bis 5-fach héhere Biotin-Konzentration
ergeben (bei E. coli ATCC 33767/pPESKbio wurde sogar weniger Biotin auf LB- als
auf Glukose-Succinat-supplementierten M9-Medium produziert).

Die Produktivitdt kann oft im Fermenter erhoht werden (Stafford, 1986). Unter fed-
batch Bedingungen werden die Bakterien im Fermenter unter stindigem Riihren und
Beliiftung angezogen (Stafford, 1986), wobei zu bestimmten Zeitpunkten zusitzliche
Nahrstoffe zugesetzt werden. Dadurch konnen erhohte Zelldichten und hohere
Produktionsraten erreicht werden.

Exemplarisch wurde der Stamm E. coli ATCC 33767 mit dem bio-Konstrukt
pPESKbio in einem 3-Liter Fermenter (FairManTec; Gottingen) in M9-
Mineralmedium (supplementiert mit 0,2 % Glukose, 0,5 % Succinat und 0,6 %
Casaminosduren) angezogen. Nach 12, 24 und 36 Std. wurden 50 ml Proben
entnommen und gleichzeitig 50 ml einer Glukose-Succinat-Losung zugegeben. Die
Zellen wurden unter starkem Rithren (zwischen 1000 und 1100 Upm
Geschwindigkeit des Riihrers) und stdndiger Beliiftung angezogen. Der maximale
OD-Wert, der unter diesen Bedingungen erreicht wurde, lag bei 4,2 nach 24 Std.
Inkubation (Tab. 13). Die Produktkonzentration wurde bei 12, 24 und 36 Std.
gemessen und zeigte 2,3 mg/ml Biotin im Kulturiiberstand. Diese Werte liegen im
gleichen Bereich wie die des selben Konstruktes auf Mineralmedium (supplementiert
mit Glukose und Succinat). Die Daten in Tabelle 13 zeigen, dass nach 24 Std. die
hochste Biotinproduktion erreicht wurde. Diese konnte nicht durch Zugabe von
zusitzlichen C-Quellen und weiteren 12 Std. Wachstum erhoht werden.

Als weiterer Produktionsstamm fiir die mogliche Fermentation wurde
E. coli BM 4062/pPEBBRbio getestet. Diese Fermentation wurde flir 24 Std. oder 36
Std. bei 37 °C durchgefiihrt. Wie bereits beschrieben, wurden jede 12 Std. 50 ml
Proben abgepumpt und 50 ml Glukose-Succinat Gemisch hineingepumpt. Die Zellen
wurden in 2 oder 3 Liter Mineralmedieum angeimpft und der pH und die ODggo
wurden ermittelt. Die maximal erreichte ODgoo war 5,14 im Fermenter mit 2 Liter
Medium. Im Fermenter mit 3 Liter Medium konnte eine maximale DO von 3,56
erreicht werden, was niedriger ist als die maximale OD, die in 100-ml batch Kulturen
in Schiittelkolben in der Stationdrwachstumsphase (ODggo von 5,2 auf Glukose und
4,3 auf Succinat) gemessen wurde. In dem Fermenter mit 2 Liter Medium blieb mehr
Luftraum und unter stindiger Beliiftung stieg die relative O, Konzentration bis zu

280-300 % im Vergleich zu dem Fall mit 3 Liter Medium (100 % O; relativer Wert).
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Die gemessene Biotinkonzentration im Uberstand zeigte jedoch keine erheblichen
Unterschiede zwischen den beiden Inkubationsbedingungen (s. Tab. 13) und lag

zwischen 6,4 und 7,1 mg/I.

Tab. 13: Wachstum und Biotinproduktion im Fermenter von zwei verschiedenen E. coli

Mutanten, transformiert mit den pPESKbio und pPEBBRbio-Konstrukten unter fed-batch-

Bedingungen.
Stamm ODg0 pH Biotin [mg/1]
ATCC 33767" pPESKbio * * *
12 Std. 3,425 6,5 2,2
24 Std. 4,040 7,3 2,3
36 Std. 4,050 7,3 2,3
BM 4062° pPEBBRbio * ok * ook * ok
12 Std. 3,460/4,380  7,0/6,8 6,4
24 Std. 3,560/5,140  7,5/7,0 7,1
36 Std. nd/4,640 nd/7,5 nd/6,6

®_ E. coli ATCC 33767 ist eine bio Mutante (Abb. 9). °- E. coli BM 4062 trigt eine Punktmutation in dem birA-
Gen (Barker and Campbell, 1980). *: die Fermentation wurde in 3 L Medium durchgefiihrt; **: die Fermentation
wurde in 2 L Medium durchgefiihrt. Die Biotinkonzentration in den Kulturiiberstinden wurde mit L. plantarum-
und ELISA-Tests bestimmt. Die Werte reprisentieren Daten aus zwei unabhéngigen Léufen des Fermenters pro

Stamm und mindestens drei unabhéngigen Biotinkonzentrationsmessungen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Einsatz der bio-Gene des
pCosHE2-Cosmides als Bausteine fiir die Konstruktion von
biotinliberproduzierenden E. coli-Stdmmen zu Stimmen fiihrte, die unter bestimmten
Anzuchtbedingungen eine maximale Ausbeute von 7,1 mg/l Biotin erreichten. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die bereits beschriebenen bio-Konstrukte in
diverse Wirte zu exprimieren und somit einen alternativen Wirt flir die

Biotinproduktion zu finden.
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I11.3.2. Expression von bio-Konstrukten in unterschiedlichen Bakterien

Generell ist die Uberproduktion von Biotin wegen mdglicher Plasmidinstabilitit oder
anderer toxischer Effekte erschwert (Ifuku et al., 1992; Bower et al., 1996b). In
dieser Arbeit wurden jedoch stabile E. coli-Stimme konstruiert (II1.3.), wobei bei
einer heterologen Expression von umweltisolierten bio-Genen in E. coli zunéchst
keine negativen Auswirkungen auf die Zellen beobachtet wurden. Um {iber die
Konzentration von 7,1 mg/l (s.0.) hinaus Biotin zu produzieren, sollten in dieser
Arbeit verschiedene Gram-negative und Gram-positive Bakterien als mdgliche Wirte
getestet werden. Bisher waren S. marcescens, B. subtilis, B. sphaericus und Kurthia
sp. von anderen Arbeitsgruppen getestet worden, wobei es sich um eine homologe
Uberexpression handelte (Sakurai et al., 1993b; Kiyasu et al., 2001; Ohsawa et al.,
1989). Demzufolge war es interessant, solche Mikroorganismen anzuwenden, die
noch nicht als Biotin-Produzenten getestet wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Bakterien aus der Familie Rhizobiaceae und insbesondere S. meliloti in Betracht
gezogen. Weiterhin wurden Mikroorganismen aus anderen Gattungen, wie z.B.
Klebsiella, Xanthomonas, Ralstonia, Corynebacterium getestet.

Es wurden bio-Gene (s. Tab. 2B) in einen mobilisierbaren Vektor pBBR1MCS-2
ligiert. AnschlieBend wurden diese in unterschiedliche Bakterien mittels Konjugation
(s. 11.8.3.) oder Elektroporation (s. 11.8.4.) iibertragen. Als Wirtsstimme wurden
S. meliloti 1021, S. meliloti GR4, Rhizobium sp. NGR234 und noch weitere 45
R. etli, R. tropici-Isolate, A. tumefaciens C58, X. campestris, R. euthropha H16,
K. planticola, und C. glutamicum verwendet. Die Selektion wurde auf
Mineralmedium mit Zugabe von Avidin durchgefiihrt. Alle rekombinanten Stdmme

mit bio-Genen wurden mit Hilfe von PCR und Southernblot iiberpriift.
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II1.3.2.1. Expression von bio-Konstrukten unter dem Wildtyp Promotor

Zundchst wurde das unverdnderte bio-Operon (mit dem Wildtyp Promotor) im
Rahmen des mobilisierbaren Konstruktes pPEBBRbio (s. Abb. 17) nach diversen

Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien mobilisiert.

Rhizobium

Wie vorher von Streit berichtet (Streit and Phillips, 1996), produziert ein
rekombinanter S. meliloti 1021-Stamm bis zu 1 pg/l Biotin. Weitere Versuche waren
notwendig um einen Rhizobium-Stamm mit verbesserten Wachstums- und
Besiedlungs-charakteristika zu schaffen, der gleichzeitig Biotin im mg/I-Messbereich
produziert.

Die das pPEBBRbio-Konstrukt enthaltenden S. meliloti 1021, S. meliloti 1021-B3/B6
(S. meliloti 1021-Mutanten in den bioMNB-Locus; Abb. 20) und S. meliloti GR4-
Stamme wurden 3 bis 4 mal in GTS-Medium transferiert. Durch Zugabe von Avidin
(0,065-0,13 U/ml) wurde der Selektionsdruck erhoht, so dass die Anwesenheit und
die Expression der bio-Gene gesichert schien. Die Biotin-Ausbeute lag zwischen 2,4
und 7,0 pg/l (Tab. 14). Interessanterweise produzierten die S. meliloti 1021-B3/B6-
Stamme (Abb. 20) 4,3 pg/l Biotin, was ca. 80 % hoher war als der Wildtyp
S. meliloti 1021-Stamm mit bio-Operon (2,4 pg/l).

Sm1021-B3 Sm1021-Bé6

T—<— l>l D m—p

Y00960 YO00961 Y00962 Y00963 YO00964 Y00965 YO00966

Abb. 20: Schematische Darstellung der bioMNB-Region auf dem Chromosom von
S. meliloti 1021 und die Positionen der Transposonmutationen bei S. meliloti 1021-B3 und

S. meliloti 1021-B6 (Entcheva et al., 2001, eingereicht).
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Unter Biotin-limitierten Bedingungen zeigte der rekombinante S. meliloti 1021-
Stamm logarithmisches Wachstum im Gegensatz zu S. meliloti 1021 Wildtyp, der ein
bradytrophes Wachstum aufwies (Abb. 21).
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Abb. 21: Wachstum und Biotinproduktion von S. meliloti 1021 und S. meliloti
1021/pPEBBRbio in GTS-Mineralmedium ohne Zugabe von Biotin. (¢)-S. meliloti
1021/pPEBBRbio in GTS-Mineralmedium mit Zugabe von 0,065 U/ml Avidin; (7)-S.
meliloti 1021/pPEBBRbio in GTS-Mineralmedium mit Zugabe von 0,13 U/ml Avidin; (m)-
S. meliloti 1021 ohne Zugabe von Avidin.

Weitere Rhizobium-Stimme wurden als potentielle Wirte getestet, wie z.B.
Rhizobium sp. NGR234 (Pueppke and Broughton, 1999), R. etli (Dunn et al., 1997),
R. tropici (CIAT), A. tumefaciens C58 (Young et al., 2001). Diese Bakterien wurden
so ausgewdhlt, dass sie zwar zur Gruppe der Rhizobien zdhlen jedoch aus
unterschiedlichen Subgruppen stammten (Abb. 22) und somit verschiedene
Wachstumscharakteristika und Wirtsspezifititen aufweisen. In Tabelle 14 sind die
toxischen Effekte aufgelistet, die nach der Expression des unverdnderten bio-

Konstruktes in diesen Stimme auftraten.
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Abb. 22: Phylogenetische Verwandtschaft der Rhizobiaceae in der o-Subgruppe der
Proteobakterien basiert auf dem Sequenzvergleich der kleinen Einheit der rRNA-Gene (nach
Spaink et al., 1998, modifiziert). Mit Pfeilen sind die Subgruppen gezeigt, aus welchen in

dieser Arbeit Rhizobien als Wirtsstimme verwendet wurden.
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Tab. 14: Wachstum und Biotinproduktion von rekombinanten Gram-negativen Bakterien

mit pPEBBRbio-Konstrukt auf Mineralmedium.

Stamm Wachstumscharakteristika* Biotin [ug/1]
S. meliloti 1021 Nicht limitiertes Wachstum in Mineralmedium 2.4
nach Zugabe von 0,13 U/ml Avidin bei 30 °C
S. meliloti 1021-B3  Nicht limitiertes Wachstum in Mineralmedium 472
-B6  nach Zugabe von 0,13 U/ml Avidin bei 30 °C 4,5
A. tumefaciens C58  Unstabiles, verlangsamtes Wachstum, die nd

Zellen prézipitieren

Rhizobium sp. Unstabiles, verlangsamtes Wachstum, die nd
NGR234 Zellen prézipitieren
S. meliloti GR4A Nicht limitiertes Wachstum in Mineralmedium 7,0

nach Zugabe von 0,065 U/ml Avidin bei 30 °C

K. planticolla Nicht limitiertes Wachstum in Mineralmedium 100,0
nach Zugabe von 0,065 U/ml Avidin bei 30 °C

X. campestris Unstabiles, verlangsamtes Wachstum, die nd

Zellen prezipitieren

K. pneumoniae-Mineralmedium fiir K. planticola (Schmitz et al., 1996); GTS-Mineralmedium fiir X. campestris,
R. euthropha H16 und fiir die Rhizobium Stimme; Biotin wurde im Uberstand der Stationdrwachstumsphase-
Zellen mit ELISA- und L. plantarum-Test gemessen. Die Daten der Biotinkonzentration sind Mittelwerte aus drei
unabhingigen Experimenten. *: das Wachstum wurde unter Biotin-limitierenden Bedingungen ermittelt. nd:

keine Biotin-Messung moglich.

Klebsiella

Bis jetzt wurde die Gattung Klebsiella als moglicher Wirt fiir die Biotinproduktion
nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde Klebsiella planticola als
potentieller Biotiniiberproduktions-Stamm in Betracht gezogen. K. planticola ist ein
Pflanzenpathogen (Drancourt et al., 2001; Seidler et al., 1975) und somit war es zu
erwarten, dass er selber Biotin in geringen Konzentrationen herstellt, jedoch das
notwendige aus der Pflanze bekommt. Messungen im Rahmen dieser Arbeit haben
ergeben, dass K. planticola-Wildtyp 200 pg/ml Biotin produziert.

Das pPEBBRbio-Konstrukt und der pPBBR1MCS-2 mobilisierbare Vektor, wurden in
K. planticola mittels Konjugation iibertragen und anschlieBend das Wachstum und
die Biotinproduktion auf Mineralmedium (Schmitz et al., 1996) ermittelt. In dem

Uberstand der Vektorkontrolle wurde eine Biotinkonzentration unter 200 pg/ml
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detektiert. Dagegen wurde eine 500 bis 1000-fache Biotinliberproduktion im
Kulturiiberstand des bio-Konstruktes gemessen (Abb. 23).

1e+5

1e+4 E

1e+3

le+2 |

Biotinkonzentration in Uberstand [ng/1]

Wildtyp bio-Konstrukt

Abb. 23: Biotin-Bioproduktion von K. planticola-Wildtyp und K. planticola transformiert
mit dem bio-Konstrukt. Wildtyp-K. planticola mit dem pBBRIMCS-2 Vektor, bio-
Konstrukt-K. planticola mit dem pPEBBRbio.

Xanthomonas
Ein anderes in der Natur sehr verbreitetes pflanzenpatogenes Bakterium ist
X. campestris. Hier wurde ein Stamm, der fiir Fermentationsexperimente geeignet
war (Slodki and Cadmus, 1978), als Wirt fiir die Biotinproduktion gewdhlt. Wie bei
den bereits erwdhnten Rhizobium sp. NGR234, R. etli und A. tumefaciens

rekombinanten Stimme, traten Plasmidinstabilitit und Toxizitdt auf (Tab. 14).

Corynebacterium
Als weiterer Wirt fiir die Biotinproduktion wurde das Gram-positive Bakterium
C. glutamicum getestet. C. glutamicum ist fiir eine biotechnologische Produktion von

Biotin geeignet, weil es als Aminosdure-Produzent in der Lebensmittelindustrie
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etabliert ist und als Biotin-auxotroph (Lengeler et al., 1999) bekannt ist. Das fiir
Gram-negative Bakterien geeignete bio-Konstrukt pPEBBRbio (s. III.3. und Abb.
17) wurde mit einem ori (origin of replication) fir C. glutamicum ausgestattet.
Dieses wurde aus pCLiKS5 (K&the, 2000) mit Primer, die jeweils XAol Schnittstellen
trugen, amplifiziert (s. Tab. 3, Abb. 24). Letztendlich wurde das Konstrukt
pPEBBRbiocg in C. glutamicum R163 elektroporiert (s. II. 8.4.). Die Selektion
rekombinanter bio'-C. glutamicum wurde zunichst 2 bis 3 mal auf Komplexmedium
durchgefiihrt, wobei dem Medium Antibiotika zugesetzt wurden. Die Versuche,
C. glutamicum als Wirt fiir die Expression der bio-Gene auf den pPEBBRbiocg- und
pPEPKbio-Konstrukten (s. Abb. 18) zu etablieren, waren weniger erfolgreich, da alle

Zellen mit den oben beschriebenen Konstrukten in Abwesenheit von Biotin

eingingen.
pPEBBRbiocg
ori C. glutamicum orfl bioA Wildtyp bioB bioF bioC bioD
Promotor

Abb. 24: Vektor-Konstrukt, das fiir C. glutamicum konstruiert wurde. Das bio-Konstrukt,
enthélt das bio-Operon aus dem Cosmid pCosHE2 mit dem Wildtyp Promotor als
Hindlll/Xbal Fragment und ori als Xhol Fragment. Blau: Wildtyp Promotor; andre
Bestandteile des bio-Konstruktes sind wie folgt dargestellt: rot, bio-Gene; lila, origin of

replication fur C. glutamicum.
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I11.3.2.2. Konstruktion und Expression kontrollierbarer bio-Konstrukte

Zusitzlich zu den o. a. Versuchen mit dem unverinderten bio-Operon wurden zwei
weitere Strategien entwickelt (Abb. 16B und 16C). (i) Die bio-Gene des pCosHE2-
Konstruktes wurden als zwei Kassetten (biodorfl und bioBFCD) mittels PCR
amplifiziert. Diese zwei bio-Cluster wurden zunéchst in pPBSSK+ kloniert (Abb. 25)
und danach mit Kpnl- bzw. Xbal-Endonukleasen ausgeschnitten und in dem Vektor
pHSG399 in Richtung des /lacZ-Genes zusammengesetzt. So entstand das
Grundgeriist des umgebauten bio-Operons. (ii)) Um das bioBuD-Grundgeriist zu
konstruieren (s. Abb. 16C), wurden bioF und bioC aus den bioBFCD-Cluster mit
Sapl und EcoRV herausgeschnitten. Die weiteren Klonierungsschritte erfolgten nach
dem Schema, welches fiir die bioBFCDAorfI-Konstrukte in den Abbildungen 25 und
26 dargetellt wurde. Es wurden verschiedene Promotoren vor die Gene kloniert, um
das System kontrollieren zu kénnen.

In Abbildung 25 wurde die Klonierungsstrategie fiir die nodD3 bio-Konstrukte
beschrieben. In diesem Fall trug das Sall/Ncol-Fragment den nodD3 Promotor und
die Shine-Dalgarno-Sequenzen. Die gleiche Klonierungsstategie wurde bei den
nodD1-Konstrukten verfolgt (Daten nicht abgebildet). Die nodDI und nodD3-Gene
sind typisch fiir S. meliloti 1021, es gibt aber dquivalente Gene in allen Rhizobien
(Dusha et al., 1999; Kondorosi et al., 1991; Broughton and Perret, 1999). Diese Gene
sind fiir die Nodulation verantwortlich und befinden sich unter der Kontrolle von
Flavonoiden/Isoflavonen in der Rhizosphire. Die Anwendung von solchen
wirtsspezifischen Promotoren wiirden die Kontrolle der bio-Gene unter bestimmten
Bedingungen ermoglichen.

Um eine stirkere Expression der bio-Gene zu erzeugen und so die Biotinproduktion
zu erhohen, wurden die Promotoren Ptrp und Ptac gewihlt, welche aus bereits
bekannten Uberexpressionsvektoren amplifiziert und als HindlIll/Sall Fragment
kloniert wurden (Tab. 2B und 3). In diesen Fillen wurde die Shine-Dalgarno-
Sequenz aus dem S. marcescens bioB-Gen verwendet und als Sa/l/Ncol Fragment
eingesetzt. In Abbildung 26 ist die Konstruktion des Ptrp - regulierbaren bio-
Konstruktes gezeigt. In Stimmen ohne chromosomale Kopie des trp-Operons
(S. meliloti, C. glutamicum, usw.) wird dieses Konstrukt konstitutiv exprimiert. Das
Ptac-regulierbare Konstrukt wurde anhand des gleichen Schemas zusammenkloniert.

Der Ptac Promotor wurde gemeinsam mit dem /lacli-Repressorgen aus pWLQ2
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amplifiziert und als HindIll/Sal/l Fragment stromaufwirts der Shine-Dalgarno-
Sequenz aus dem S. marcescens bioB-Gen kloniert. Mit der Klonierung des Gens
lacl* auf dem Vektor wurde eine IPTG regulierbare Expression der bio-Gene

ermOglicht (Schema nicht gezeigt).

II1.3.2.3.1. Funktionalititskontrolle anhand von Komplementationsstudien

Die zweite Strategie (Abb. 16B), das bio-Operon umzustukturieren und dieses unter
die Kontrolle verschiedener Promotoren zu stellen, war mit der Konstruktion einer
breiten Kollektion von bio-Konstrukten verbunden (Tab. 2B, Abb. 25 und Abb. 26).
Um die Funktionalitit der einzelnen Gene auf den Konstrukten zu iiberpriifen,
wurden die Grundgeriist-Konstrukte in definierte bio-Mutanten von E. coli
transformiert (s. 11.8.2.2.) und anschlieBend auf M9-Mineralmedium selektioniert. In
Tabelle 15 sind bio-Mutanten und dementsprechende bio-Konstrukte aufgelistet.

Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, dass alle einzelnen bio-Gene im
Rahmen dieser bio-Konstrukte funktional sind. Das bio4-Gen des pPEHSGSDbio-
Konstruktes komplementiert nicht die bio4-Mutante von E. coli. Wie in Abbildung
25 zu sehen ist, befand sich das bioA hinter dem bioD-Gen und in Abwesenheit eines
starken Promotors wurde moglicherweise das bio4-Gen nicht 100 % transkribiert.
Die Gene auf dem pPEHSGSDbio-Konstrukt zeigten im Allgemeinen eine
schwichere Expression und waren nur teilweise in der Lage die E. coli bio™-Mutanten
zu komplementieren (s. Tab. 15). Dies konnte in Zusammenhang mit der
vermutlichen Lénge des Transkriptes (5,6 kb) im Vergleich zum kiirzeren

Ausgangtranskript stehen.
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Schematische Darstellung der Konstruktion des nodD3 kontrollierbaren bio-
Operons aus den bio-Genen des pCosHE2: pPEbioAorf ist pHSG399::bioAorf1; pPEbio ist

pBSSK+::bioBFCDbioAorfl; pPEnodD3 ist pBSSK+::nodD3; pPESKD3bio ist pPBSSK+::

nodD3bioBFCDAorf, pPED3bio ist pPBBRIMCS-2::nodD3bioBFCDAorf.

25

Abb
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ist pBSSK+::

pPESDbio

, wobei der trp-Promotor aus dem pDR720 Expressions-

ist pBSSK+::bioBFCDAorf1;

pPEbio
pPEHSGSDbiocm ist pHSG399::SDbioBFCDAorfl; pPEtrpbiocm ist

b

Schematische Darstellung der Konstruktion von Ptrp kontrollierbaren bio-Gene des
pHSG399::trpSDbioBFCDAorfl

pCosHE2-Cosmides:

pBBRIMCS-2 Derivate, in denen mit EcoRI das Fragment trpSDbioBFCDAorfl in

Vektor (Pharmacia) mit HindIll/Sall ausgeschnitten wurde; pPEtrpbior und pPEtrpbiof sind

unterschiedliche Orientierungen kloniert wurde.

SDbioBFCDAorf;

Abb. 26
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Tab. 15: Komplementationsstudien in E. coli bio-Mutanten mit verschiedenen bio-

Konstrukten. Die bio-Konstrukte wurden auf Funktionalitét aller Gene iiberpriift.

Stamm Konstrukt Wachstum in M9 Wachstum auf M9
batch-Kultur bei Agaroseplatten®
30°C*

R879; bioA pPEHSGSDbio - -

R879; bioA pPEHSGtrpAorf + (+)
R879; bioA pPEtrpbio + +
R875; bioB pPEHSGSDbio (+) +
R875; bioB pPEtrpbioBuD + +
R875; bioB pPED1bio + +
R875; bioB pPEtrpbio + +
R872; bioF pPEHSGSDbio + +
R872; bioF pPEtrpbio +

R876; bioC pPEHSGSDbio + +
R876; bioC pPEtrpbio + +
R877; bioD pPEHSGSDbio (+) (+)
R877; bioD pPEtrpbioBuD + +

R877; bioD pPED1bio + +

R877; bioD pPEtrpbio + +

ATCC 33767 pPEloopATG +- -

ATCC 33767  pPEtrpbio +- -

ATCC 33767  pPEtacbio +- -

ATCC 33767 pPEDIlbio (+) -

ME 9045 pPEtrpbio (+) -

ME 9045 pPEtacbio (+-) -

%Das Wachstum wurde in M9-Mineralmedium mit und ohne Zugabe von 0,065 U/ml Avidin untersucht; b
M9-Agaroseplatten supplementiert mit 0,065 U/ml Avidin; Abkiirzungen: SD-Shine-Dalgarno Sequenzen;
trp-Tryptophan Promotor; fac-Tac Promotor; DI-Promotor des nodD1-Genes; bio-das umstrukturierte bio-
Operon,wie es in Abb. 25 und 26 gezeigt worden ist. Die Zellen wurden in Fliissigkulturen bis zu 48 Std.
inkubiert und auf Platten bis zu 24 Std. ,,+*: kontinuierliches Wachstum bis ODgyy von ca. 2; ,(+)
Wachstum bis zu einer ODgy von 0,7; ,,+-“: kontinuierlich abgeschwichtes Wachstum mit jedem
Uberimpfen; ,,(+-): schwaches Wachstum nach dem ersten Uberimpfen und kein Wachstum nach dem
nichsten Transfers; ,,-*: kein Wachstum. Das Wachstum wurde bei 30 °C untersucht, um Revertanten zu

vermeiden.
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I11.3.2.3.2. Expression von kontrollierbaren bio-Konstrukten in verschiedenen

Bakterien

Im folgenden wurden die wie oben beschriebenen und modifizierten bio-Konstrukte
in unterschiedliche Bakterien mobilisiert und die Funktion getestet.

Die bio-Konstrukte, bei denen sich die bio-Gene unter der Kontrolle von nodD1 und
nodD3 Kontrolle befanden, wurden mittels Konjugation in S. meliloti 1021,
Rhizobium sp. NGR234 und A. tumefaciens C58 tibertragen. Nach zweifacher
Selektion auf biotinfreien GTS-Mineralagarplatten und Uberpriifung mittels PCR (s.
I1.9.), wurden die positiven rekombinanten Klone in GTS-Mineralmedium

angezogen.

Sinorhizobium meliloti

Die rekombinanten S. meliloti 1021-Stimme mit den pPED1bio und pPED3bio-
Konstrukten (s. Tab. 2B) zeigten jedoch weiterhin ein bradytrophes Wachstum,
welches sich vom Wachstum des Wildtyps S. meliloti 1021, der auf identischem
Mineralmedium gewachsen war, nicht unterschied. Dagegen wuchs S. meliloti
1021/pPEBBRbio auf gleichem Medium logarithmisch, nicht Biotin-limitiert (Abb.
21).

Weitere bio-Konstrukte wurden in S. meliloti 1021 getestet, beispielsweise
pPED1BuD und pPED3BuD, welche nur die Gene bioB und bioD unter der
Kontrolle von nodDI und nodD3-Promotoren enthielten (Abb. 16C). An Hand der
Funktionalititstests mit E. coli bio-Mutanten, Komplementationsstudien und cross-
feeding-Experimenten mit S. meliloti 1021-B3 und S. meliloti 1021-B6 Transposon-
Mutanten (Abb. 20) wurde festgestellt, dass die beiden bio-Gene in diesen
Konstrukten funktional waren. Da die rekombinante S. meliloti 1021 Stdmme nicht
Biotin-prototroph wuchsen, konnte davon ausgegangen werden, dass die nod-
Promotoren unter diesen Kultivierungsbedingungen im fliissigen Medium nicht
angeschaltet werden konnten. Nach Zugabe von reinem Luteolin (1,75 uM, der
Induktor von diesen Promotoren) zeigten sich nur geringe Effekte, wobei die Zugabe
von komplexen Samenexudaten aus Medicago sativa (Luzerne) den prototrophen
Phinotyp wiederherstellte.

Andere regulierbare bio-Konstrukte wurden nach einem &hnlichen Schema

konstruiert (Abb. 26) und auf Funktionalitit getestet. Dazu zdhlten z.B. pPEtrpbio,
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pPEtacbio, pPEtrpBuD, wobei die bio-Gene unter trp- und tac-Promotorkontrolle
lagen. Das Vorhandensein der bio-Gene in den Konjuganten wurde in der ersten
Generation mittels PCR nachgewiesen (s. 11.9.). Es wurden jedoch keine stabilen
rekombinanten S. meliloti 1021-Stamme, die entweder pPEtrpbio oder pPEtacbio
enthielten, gewonnen. Das pPEtrpBuD-Konstrukt wurde sowohl in S. meliloti 1021-
B3 als auch in S. meliloti 1021-B6-Mutanten iibertragen (Abb. 20) und es wurde
durch cross-feeding-Experimenten mit Dethiobiotin (der unmittelbare Vorldufer des
Biotins) festgestellt, dass die Gene funktional waren. Jedoch konnte der prototrophe
Phénotyp ohne die Zugabe des Biotinvorldufers nicht aufgehoben werden. Die unter
starker Promotorkontrolle gestellten bio-Konstrukte fiihrten zum unstabilen
Wachstum und verursachten Zellprezipitation unter Biotin-limitierenden
Bedingungen (Abb. 27).

Biotin-Uberexpression in S. meliloti 1021 ist in der Regel mit verringertem
Uberleben assoziiert. Um die wichtige Frage zu beantworten, ob eine
Biotinproduktion in S. meliloti auf hoherem Niveau moglich oder die Expression von
bio-Genen mdglicherweise toxisch ist, wurde das Uberleben des Wildtyps im
Vergleich zu rekombinanten Stimmen untersucht. Dazu wurden das Wachstum und
die Uberlebensfihigkeit folgender rekombinanten . meliloti 1021-Stimme
analysiert: Sm1021-1/2 (pBBRIMCS-2), Sml1021-3 (pPEDlbio), Sm1021-17
(pPED3bio) und Sm1021-bio (pPEBBRbio). Die Stimme wurden 2, 4 und 6 Wochen
auf biotinfreiem GTS-Medium inkubiert. AnschlieBend wurden Verdiinnungen von
10" bis 107 angesetzt und auf TY-Selektivagarplatten ausplattiert. Die Kolonien
erschienen auf den Platten nach 3 bis 5 Tagen. Die meisten S. meliloti 1021-Stimme
waren in Flissigmedium ungleichméBig gewachsen. Aus Abbildung 28 wird
ersichtlich, dass Sml1021-1/2  (die = Wildtyp-Kontrolle)  die  hochste
Uberlebenszellzahl-Rate (UZZ-Rate) zeigte. Dagegen lies die Zahl der iiberlebenden
Zellen bei den rekombinanten bio-Stimmen nach. Die Tendenzen blieben nach einer
4- bzw. 6-wdochigen Inkubation auf GTS-Medium unverdndert. Nach 2 Wochen in
Sm1021-bio-Kultur (S. meliloti 1021/pPEBBRbio) wurden 2,2.107 Zellen/ml/OD, in
Sm1021-3-Kultur (S. meliloti 1021/pPED1bi0)-0,074.10" und in Sm1021-17-Kultur
(S. meliloti 1021/pPED3bi0)-0,88.10" Zellen/ml/OD gezéhlt. Dagegen wurden in der
Sm1021-1/2-Kultur 5,86.10" Zellen/ml/OD gezihlt.

Ersichtlich wird, dass die Zahl der {iberlebenden Wildtyp-Zellen im Vergleich zu den

rekombinanten Stdmmen nicht so deutlich nachgelassen hat (Abb. 28).
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Beispielsweise war bei Sm1021-bio die Uberlebenszellzahl nach 4 Wochen bis zu
4,3-fach, bei Sm1021-3 bis zu 32-fach und bei Sm1021-17 bis zu 10-fach niedriger
als nach 2 Wochen. Dagegen #nderte sich bei Sm1021-1/2 die UZZ um 30 %
zwischen 2 und 4 Wochen. Nach 6-wdchiger Kultivierung zeigte die Negativ-
kontrolle fast die gleiche Zahl von iiberlebenden Zellen im Vergleich zu 4-wochiger
Inkubation (4,2.10" Z/ml/OD bzw. 4,5.107 Z/ml/OD). Jedoch bei Sm1021-bio sank
die UZZ nach 6 Wochen um ca. 50 % verglichen mit 4-wochiger Kultivierung. Bis
zu 4,6-fach weniger Zellen iiberlebten nach 6 Wochen verglichen mit 4 Wochen in
Sm1021-3-Kultur und bis zu 5,6-fach bei der Kultur von Sm1021-17 (s. Abb. 28, die
letzten zwei Balken). Demzufolge wurde der Unterschied zwischen S. meliloti
1021/pBBRIMCS-2 und den Stammen, die mit bio-Genen ausgestattet waren, nach
4-wochiger Inkubation deutlich grofer. Somit unterschieden sich Sm1021-1/2 und
Sm1021-bio in den UZZ nach 2 Wochen um das 2,7-fache, nach 4 Wochen um das
8,9-fache und nach 6 Wochen wurde den Unterschied mehr als 13-fach (Abb. 28,
erste 6 Balken). Besonders deutlich wurden die Unterschiede in den UZZ zwischen
Sm1021-1/2 und Sm1021-3, ca. 80-fach nach 2 Wochen ca. 1970-fach nach 4
Wochen und mehr als 8500-fach nach 6 Wochen.

Abb. 27: Toxische Effekte, verursacht von der Expression des bio-Operons unter der
Kontrolle von nodD1, nodD3, tac und trp-Promotoren. (1): S. meliloti 1021/pBBR1IMCS-2;
(2): S. meliloti 1021/pPEDI1bio; (3): S. meliloti 1021/pPED3bio; (4): S. meliloti 1021/
pPEtacbio; (5): S. meliloti 1021/pPEtrpbio.
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Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die Zellen, in denen das bio-Operon
exprimiert wird, eine schlechtere Uberlebensfihigkeit haben. Zusammen mit den
Daten von den #rp und tac-kontrollierten bio-Konstrukten zeigten diese Ergebnisse,
dass die Expression von bio-Genen fiir S. meliloti in der Regel toxische Effekte hatte

(Abb. 27).

10F _

UZ.7x10° [Zellen/ml/OD]

|
14 28 42 14 28 42 14 28 42* 14 28 42 Zeit[Tage]
Sm1021-1/2 Sm1021-bio Sm1021-3 Sm1021-17

Abb. 28:  Uberlebensphiinotyp ~ verschiedener  S. meliloti ~ 1021-Stimme.  UZZ:
Uberlebenszellzahl; Sm1021-1/2 (pBBRIMCS-2); Sm1021-bio (pPEBBRbio); Sm1021-3
(pPED1bio); Sm1021-17 (pPED3bio). Uberlebende Zellen nach 14, 28 und 42 Tage pro ml
pro OD. *: Die UZZ des Sm1021-3-Stammes nach 6 Wochen ist 0,0005x10°.

Weitere Rhizobiaceae
In weiteren Versuchen wurden ausgewihlte bio-Konstrukte in unterschiedlichen
Rhizobien exprimiert. Hierfiir wurden solche Rhizobien-Stimme gewihlt, die

phylogenetisch weit entfernt von S. meliloti stehen (Abb. 22). Somit wurde erwartet,
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dass mogliche toxische Effekte vermieden werden konnten. Beispielsweise wurden

Rhizobium sp. NGR234 und A. tumefaciens C58 getestet.

Abb. 29: Plattentests verschiedener Rhizobia-bio Stimme, die mit bio-Konstrukten
transformiert wurden im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Stimmen. (A)
Rhizobium Stdmme ohne bio-Konstrukte: (1) A. tumefaciens C58, (2) S. meliloti 1021-B3,
(3) S. meliloti 1021, (4) Rhizobium sp. NGR234; (B) S. meliloti 1021 biotinauxotroph
Mutanten mit dem pPEBBRbio-Konstrukt: (1) S. meliloti 1021-B3, (2) S. meliloti 1021-B3/
pPEBBRbio, (3) S meliloti 1021-B6, (4) S. meliloti 1021-B6/pPEBBRbio;  (C)
A. tumefaciens C58 mit bio-Konstrukten: (1) pPBBRIMCS-2, (2) pPED3bio, (3) pPED1bio,
(4) pPEtrpbio, (5) pPEtacbio, (6) pPEBBRbio; (D) Wachstum von (1) Rhizobium sp.
NGR234 und (2) Rhizobium sp. NGR234 mit dem pPEBBRbio Konstrukt auf einer
Mineralagarplatte. Das Wachstum wurde in der Regel nach 4 bis 6 Tagen tiberpriift.
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Die rekombinanten Rhizobium sp. NGR234 und A. tumefaciens C58-Stdmme, welche
sowohl die nodD1 und nodD3 als auch die trp- und tac- regulierbaren bio-Konstrukte
trugen, zeigten generell instabiles Wachstum in GTS-Mineralmedium, daher konnten
die bio-Gene nach 2 bis 3-maligem Transfer in biotinfreies GTS-Medium mittels
PCR nicht mehr nachgewiesen werden. In Abbildung 29 sind die allgemeinen
toxischen Effekte, die bei den rekombinanten Rhizobium-Stimmen auf Platten

beobachtet wurden, gezeigt.

Corynebacterium
Die fiir Gram-negative Bakterien geeigneten bio-Konstrukte wurden mit einem ori
(origin of replication) fir C. glutamicum ausgestattet und in dieses Bakterium
elektroporiert (s. I11.8.4.). Die bio-Gene konnten nach kontinuierlichem Transfer auf
Mineralmedium mit Zugabe von Biotin mittels PCR nachgewiesen werden.
Trotzdem zeigten alle rekombinanten Klone keine Komplementation des

biotinauxotrophen Phénotyps dieses Bakteriums auf biotinfreiem Mineralmedium.

Da verschiedene Bakterien als Wirte fiir die Uberexpression von bio-Konstrukten
tiberpriift wurden und in der Regel die Biotiniiberproduktion toxische Effekte gezeigt
hat, ist in Tabelle 16 ein Uberblick dargestellt, welche Mikroorganismen geeignet zu

sein scheinen.

Tab. 16: Unterschiedliche Gram-negative und Gram-positive Bakterien, die als

Wirtsstimme verwendet wurden und die bio-Konstrukte, die konjugiert bzw. elektroporiert

wurden.
Mikroorganismen bio-Konstrukt Eignung als
Produzenzen
K. planticola pPEBBRbio +
X. campestris pPEBBRbio -
R. euthropha H16 pPEBBRbio -
R. tropici Stdmme pPEBBRbio -

R. etli Stimme pPEBBRbio -
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Fortsetzung Tabelle 16:

Rhizobium sp. NGR234 pPEBBRbio -
pPEtrpbio -
pPEtacbio -
pPED1bio -
pPED3bio -

S. meliloti GR4 pPEBBRbio +)

S. meliloti 1021 pPEBBRbio )
pPEtrpbio -
pPEtacbio -
pPEtrpBuD -
pPEtacBuD -
pPED1bio -
pPED3bio -
pPED1BuD -
pPED3BuD -

S. meliloti 1021-B3/B6 pPEBBRbio )
pPEtrpbio -
pPEtacbio -
pPEtrpBuD -
pPED1BuD -
pPED3BuD -

A. tumefaciens C58 pPEBBRbio -
pPEtrpbio -
pPEtacbio -
pPED1bio -
pPED3bio -

C. glutamicum pPEBBRbiocg -
pPEPKbio -
pPEtrpbiocg -
pPEtacbiocg -

K. pneumoniae-Mineralmedium fiir K. planticola (Schmitz et al., 1996); GTS-Mineralmedium fiir X. campestris,
R. euthropha H16 und fiir die Rhizobium Stimme; ,,-“: der Stamm mit den entsprechenden bio-Konstrukten war
als Biotinproduzent nicht geeignet; ,,(+): der Stamm mit den entsprechenden bio-Konstrukten war als
Biotinproduzent geeignet, wobei die Produktionsrate als eher niedrig einzustufen war; ,,+*: der Stamm mit den
entsprechenden bio-Konstrukten war als Biotinproduzent sehr gut geeignet. pPEBBRbio: unverdndertes bio-
Operon in pPBBRIMCS-2 Vektor; pPEtrpbio: bio-Operon unter trp Promotor Kontrolle in pPBBRIMCS-2 Vektor;
pPEtacbio: bio-Operon unter fac Promotor Kontrolle in pBBRIMCS-2 Vektor; pPED1bio: bio-Operon unter
nodD1 Promotor Kontrolle in pPBBR1IMCS-2 Vektor; pPED3bio: bio-Operon unter nodD3 Promotor Kontrolle in
pBBRIMCS-2 Vektor.
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I11.3.3. 2-D gelelektrophoretische Analyse von Proteinmuster

Bisher wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass die Biotinproduktion in der Mehrzahl der
getesteten Bakterien zu toxischen Effekten fithrte. Daher wurde hierfiir eine 2D-
Gelanalyse durchgefiihrt, um diese Effekte zu untersuchen. Diese Methode hat sich
in den letzten Jahren als leistungsfahige Technik fiir die Analyse von Unterschieden
auf Proteinebene erwiesen zwischen Zellen, die unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen angezogenen wurden.

Fir 2-D-Gelanalysen wurden S. meliloti 1021-Wildtyp, S. meliloti 1021/
pBBRIMSC-2 und S. meliloti 1021/pPEBBRbio in GTS-Mineralmedium angeimpft
und bis zum Erreichen der Stationdrwachstumsphase inkubiert. Der rekombinante
S. meliloti 1021 mit dem unverdnderten bio-Operon aus pCosHE2 wurde unter
biotin-limitierenden Bedingungen inkubiert, dagegen wurde S. meliloti 1021 mit dem
leeren Vektor pBBRIMCS-2 mit 400 pM externen Biotin angezogen. Die
Proteinextrakte wurden wie unter I1.13 beschrieben hergestellt. In Abbildung 30 sind
exemplarisch silbergefiarbte 2-D-Gele der S. meliloti 1021/pBBRIMSC-2 und
S. meliloti 1021/ pPEBBRbio-Stdmme (s. oben) gezeigt. Dabei wurden erhebliche
Unterschiede in dem Proteinmuster zwischen Zellen mit bio-Genen, die Biotin
endogen produzierten und Wildtyp-Zellen, die mit exogenem Biotin wuchsen,
beobachtet. Die Proteine, die in Abbildung 30 mit einer festen Linie umgekreist sind,
wurden mit MALDI-TOF Analyse untersucht. Die Proteinspots wurden tryptisch
verdaut und die Masse der dabei entstandenen Peptide wurden gemessen (MALDI-
TOF Bruker, Deutschland). Mit dem Matrix Science Mascot Analyseprogramm
[www.mascotscience.com] wurden die Massen der Peptide in der Datenbank
verglichen. In Tabelle 17 sind die analysierten Proteine zusammen mit identifizierten
korrespondierenden Proteinen und deren moglichen Funktionen aufgelistet. Es stellte
sich heraus, dass in dem Sm1021-bio Stamm das Protein 1 (s. Abb. 30A), dessen
Expression hochreguliert wird, ein konserviertes hypothetisches Protein mit Mr
12,65 kDa und pl 5,43 ist. Sequenzvergleiche mit NCBI und ERGO Datenbanken
zeigten Homologien zu hypothetischen Proteinen aus M. loti und A. tumefaciens. Die
Analyse der Peptidmassen des Proteins 2 haben keine signifikanten Homologien zu
Proteine aus S. meliloti 1021 gezeigt. Bei den Proteinen 3 bis 5 (s. Abb. 30A und
30B) ergab die Peptidmassenanalyse Homologien zu bereits bekannten Proteine aus

P. aeruginosa, M. loti und S. meliloti, respektiv. Weitere Untersuchungen in S.
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meliloti Datenbanken [http://sequence.toulouse.inra.fr/meliloti] zeigten, dass in
S. meliloti 1021 Proteine mit gleichen Funktionen, dessen Molekulargewicht und pl
mit den ausgeschnittenen Spots (Abb. 30) iibereinstimmt vorliegen. Dennoch trotz
sind weitere Analysen in diese Richtung erforderlich.

Aus Tabelle 17 wird ersichtlich, dass es sich bei dem Proteinspot ,,3“ moglicherweise
um ein Protein, welches am Poly-fB-hydroxybuttersdure-Abbau (PHB-Abbau)
beteiligt ist, handelt. Weiterhin interessant ist, dass Protein ,,5%, welches bei den
Wildtyp Zellen {iberexprimiert zu sein scheint, Homologien zu orfl4 im
Chemotaxsis-Operon zeigt. Bisher ist die Funktion des Proteins ORF14 nicht
bekannt und weitere Sequenzanalysen in NCBI und ERGO haben keine
Informationen in diese Richtung ergeben.

Andere Proteine werden ebenfalls mittels MALDI-TOF Analyse untersucht, um zu
einem vollstandigen Bild iiber die Proteinverdnderungen in S. meliloti 1021 in

Anwesenheit von externem und selbstproduziertem Biotin zu kommen.

Tab. 17: MALDI-TOF Analyse von tryptischverdauten Proteinspots aus S. meliloti 1201
(Abb. 30) mit den Matrix Science Mascot Programmpaket, S. meliloti Datenbank, NCBI und
ERGO.

Protein 8. meliloti  Score* Putative Funktion in S. meliloti 1021 Accession
Spot Stamm Nummer "
1 Sm1021-bio 92 Nicht bekannt CAC46064
2 Sm1021-bio nd nd nd
3 Sm1021-bio 38 1. Dehydrogenase/Reductase; PhbB 1. Y20493
ghnlich 2. Y20662
2. Oxidoreduktase; BdhA dhnlich
4 Sm1021-bio 40 ATP-binde Protein ABC Transporter Y21130
5 Sm1021 54 Nicht bekannt AAB81407

Sm1021-bio: S. meliloti 1021/pPEBBRbio (pBBRIMCS-2 Vektor mit dem unverdnderten bio-Operon aus
pCosHE2) gewachsen ohne externes Biotin; Sm1021: S. meliloti 1021 Wildtyp gewachsen mit 400 pM Biotin;
nd: keine homologen Proteine konnten nach der Analyse gefunden werden. *: Score-Wert nach der Mascot
Analyse, zeigt die Wahrscheinlichkeit fiir die Richtigkeit der Zuordnung; °: Accession Nummern von den

putativen Proteinen.
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Abb. 30: 2-D gelelektrophoretische Analyse der Proteinextrakte von (A) S. meliloti 1021-
pPEBBRbio angezogen ohne exogenes Biotin; (B) S. meliloti 1021- pBBRIMCS-2

angezogen mit 400 pM Biotin; mit --- sind die Proteine aufgezeigt, die noch untersucht

werden ; mit — sind die Proteine gekennzeichnet, die mittels MALDI-TOF Analyse

untersucht wurden. Untersuchter p/ Bereich zwischen 3 und 10.
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I11.4. Wachstumsanalysen von bio' Stimmen in der pflanzlichen Rhizosphiire

In dieser Arbeit wurden rekombinante Bakterien aus der Familie Rhizobiaceae
konstruiert, welche bio-Gene unter unterschiedlicher = Promotorkontrolle
exprimierten. Dabei zeigte sich, dass die getesteten Rhizobium-Stamme in batch
Kulturen fiir die Biotiniliberproduktion nicht geeignet waren. Weiterhin wurden
Versuche durchgefiihrt, um eine Rhizosphire mit Hilfe von hio' Rhizobien zu
modellieren.

Biotin spielt als Bestand der Wurzelexudaten eine Signalrolle im Besiedlungsprozess
bei den Luguminosen. Daher stellte sich die Frage, ob die wie oben beschrieben
konstruierten rekombinanten Rhizobium-Stamme, die extrachromosomale bio-Gene
enthielten, fiir das Modellieren von Rhizosphidren und Bakterien-Pflanzen
Interaktionen geeignet sind. Erste Versuche mit S. meliloti bio-Stimmen wurden in
Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. D. A. Phillips (University of California,
Davis) angesetzt. Luzerne-Pflanzen wurden mit S. meliloti bio-Stammen, nidmlich
Sm1021-3 (pPEDI1bio), Sm1021-17 (pPED3bio), Sm1021-4 (pPEDI1bioBuD) und
Sm1021-7 (pPED3bioBuD) infiziert. Als Kontrolle diente S. meliloti 1021-
pBBRIMCS-2. Nach 10-wochigem Wachstum wurden die Kndllchen gezéhlt und
die Zahl der Bakterien pro Wurzel wurde berechnet (Abb. 31). Aus Abbildung 31 ist
ersichtlich, dass Sm1021-3 verbesserte Besiedlungsfiahigkeiten in der Rhizosphére
aufweist. Bei Sm1021-3 wurde eine im Vergleich zu Sm1021-1/2 ca. 4-fach erhohte
Zahl von Knollchen beobachtet. Auch der Stamm Sm1021-4 zeigte eine bis zu 10 %
verbesserte Besiedlungsrate. Diese Daten deuten darauf hin, dass die bio-Konstrukte
unter der Kontrolle des nodD1-Promotors in der Rhizosphére angeschaltet werden.
Dagegen zeigten die nodD3-Promotor kontrollierten Konstrukte keinen verbesserten
Besiedlungsphénotyp im Vergleich zu dem S. meliloti 1021-Stamm mit dem
pBBR1IMCS-2 Vektor.
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Abb. 31: Luzerne-Rhizosphére Besiedlungsversuche mit verschiedenen S. meliloti 1021
rekombinanten Stdmmen. Sm1021-1/2: S meliloti 1021/pBBRIMCS-2; Sm1021-3:
S. meliloti 1021/pPED1bio; Sm1021-17: S. meliloti 1021/pPED3bio, Sm1021-4: S. meliloti
1021/pPED1bioBuD, Sm1021-7: S. meliloti 1021/pPED3bioBuD. Auf der ,,y* Achse ist die
Zahl der gebildeten Knollchen auf eine Wurzel/ml Zellsuspension. CFU (colony forming

units) entspricht in diesem Fall der Zahl der Knollchen, die an einer Wurzel gebildet werden.

Wie zuvor berichtet wurde (Streit et al., 1996; Phillips et al., 1999), spielt Riboflavin
zusammen mit Biotin eine stimulierende Rolle fiir die Besiedlung der Wurzeln.
Demzufolge boten sich  Rhizosphiren-Experimente mit rekombinanten
S. meliloti 1021-Stdmmen an, die sowohl bio-Gene als auch rib-Gene exprimieren
konnen. Hierfiir wurde ein pSUP210-Derivat verwendet, welches die ribBA-Gene
trug (D. A. Phillips, s. Tab. 2). Als Wirt wurde der bereits beschriebene
S. meliloti 1021/pPEBBR-bio-Stamm verwendet. Der Vektor pSUP210 und seine
Derivate sind nicht in der Lage in S. meliloti zu replizieren. Demzufolge kann
nichtlegitime Integration stattfinden. Nach der Konjugation wurden vier

verschiedene Groflen von Kolonien isoliert: grofe, mittlere, kleine und sehr kleine.
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Diese unterschiedlichen Phédnotypen konnen mit der zufidlligen Integration der
pSUP210-Derivate im Chromosom erkldrt werden. Dadurch werden diverse Gene
unterbrochen und somit moglicherweise wichtige Zellfunktionen beeinflusst. Mit den
Stammen S. meliloti 1021 biorib-1-gross, S. meliloti 1021 biorib-2-mittelgross,
S. meliloti 1021 biorib-9-klein, S. meliloti 1021 biorib-12-klein, S. meliloti 1021
biorib-19-sehr klein wurden Wurzeln von Luzerne infiziert und die
Knéllchenbildung ermittelt (Abb. 32A). Aus Abbildung 32A ist ersichtlich, dass der
Stamm Sm1021-biorib-1, welcher grole Kolonien auf GTS-Mineralmediumplatten
bildete, die besten Besiedlungsfahigkeiten zeigte. Es wurde die Biotinproduktion bei
den oben beschriebenen rekombinanten ,,biorib“- Stammen gemessen (Abb. 32B).
Aus Abbildung 32B wird ersichtlich, dass im Kulturiiberstand der meisten ,,biorib*
rekombinanten Stimme, so wie bei der Vektorkontrolle kein Biotin gemessen
werden konnte (die Biotinkonzentration war unterhalb des Messbereiches). Bei den
S. meliloti 1021 biorib-1 und biorib-19-Stimmen wurde Biotin in einer
Konzentration von 3 bzw. 1,5 pg/l im Uberstand detektiert (Abb. 32B). Die
Unterschiede in der Biotinproduktivitit der verschiedenen ,,biorib*“-Stimme kann auf
die Integration des pSup205ribBA-Konstrukts und die daraus resultierende
Unterbrechung von moglicherweise essenziellen Genen zuriickgefiihrt werden. Aus
Abbildung 32A und 32B wird ersichtlich, dass die verbesserten
Besiedlungscharakteristika der rekombinannten S. meliloti 1021 biorib-1 und
S. meliloti 1021 biorib-19 Stdmmen mit ihren Biotinproduktionsfihigkeiten

ubereinstimmten.

Abb. 32: (s. folgende Seite) (A) Luzerne-Rhizosphire-Besiedlungsversuche mit
verschiedenen rekombinanten S. meliloti 1021 Stimmen. Auf der ,,y* Achse ist die Zahl der
gebildeten Kndllchen auf eine Wurzel/ml Zellsuspension. CFU (colony forming units)
entspricht in diesem Fall der Zahl der Knollchen, die an einer Wurzel gebildet werden; (B)
Biotinkonzentrations-Bestimmungen im Kulturiiberstand. Mit ,biorib“ sind S. meliloti
rekombinante Stdmme, die das pPEBBRbio-Konstrukt und die 7ibBA-Gene fiir die
Riboflavin-Biosynthese enthielten, gekennzeichnet. Sm1021-1/2- §. meliloti  1021-
pBBRIMCS-2; S. meliloti 1021 biorib-1: grofle Kolonie, S. meliloti 1021 biorib-2: mittlere
Kolonie, S. meliloti 1021 biorib-9: kleine Kolonie, S. meliloti 1021 biorib-12: kleine
Kolonie, S. meliloti 1021 biorib-19: sehr kleine Kolonie.
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IV. Diskussion

IV.1. Verbreitung und biotechnologisches Potential von prokaryotischen

Mikroorganismen

Mikroorganismen spielen eine wichtige Rolle im biogeochemischen Zyklus in der
Biosphdre (Whitman et al., 1998). Sie produzieren Komponenten der Erdatmosphére
und reprisentieren einen Teil des genetischen Reichtums unseres Planeten. Das
genetische Potential dieser Mikroorganismen wird von einige Autoren (Handelsman
et al., 1998) als Metagenom bezeichnet und umfasst weit mehr genetische
Information als bisher angenommen. Es wird geschéitzt, dass alle aquatischen
Habitate insgesamt 1,18x10* prokaryotische Zellen enthalten, wihrend Prokaryoten
in terrestrischen Nischen zu 2,55x10*’ vorkommen (Whitman et al., 1998). Unter der
Oberfliche (ab 10 cm), in den Meersedimenten und im Boden wurden bis zu
3,8x10°" prokaryotische Organismen berechnet (Abb. 33). Die Mehrheit von ihnen
bewohnt Tiefen bis zu 600 m mit einer Dichte zwischen 220x10° und 0,95x10°
Zellen/ml (Whitman et al., 1998) (Abb. 34). Es wird angenommen, dass bis zu
1,46x10*" prokaryotische Zellen das Grundwasser bewohnen. Weitere Habitate fiir
Prokaryoten  sind  Korperoberflichen und  Korperhiillen  (insbesondere
Intestinaltrakte) verschiedener Tiere. Beispielsweise befinden sich im Rinderdarm
bis zu 2,1x10'"" Zellen/g und auf der menschlichen Haut zwischen 10° und 10°
Zellen/cm®. Weiterhin stellen die Atmosphire mit bis zu 5x10" cfu (Koloniebildende
Einheiten) und die Oberfliche von pflanzlichen Blittern mit bis zu 10''cfu/m” ein

Reservoir an prokaryotischen Mikroorganismen dar.
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Abb. 33: Anzahl der Prokaryoten in verschiedenen Habitaten auf der Erde (nach Whitman et
al., 1998). (A) Relativer Anteil der Prokaryoten, die verschiedene Habitate bewohnen; (B)
Geschitzte Zahl [x10°°]. (1) Blau: Anzahl der Prokaryoten im Ozean; (2) hellblau: Zahl der
Prokaryoten im Grundwasser; (3) dunkelblau: Zahl der Prokaryoten in Sedimenten; (4) griin:
Zahl der Prokaryoten im Boden.
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Abb. 34: Verbreitung der Prokaryoten in verschiedenen Tiefen der Sedimente (nach
Whitman et al., 1998). Die Prokaryoten, deren Verbreitung in der Tiefe hier gezeichnet ist,
sind in Abb. 30 dunkelblau gezeigt. 97 % aller Prokaryoten in Sedimenten sind in der ersten
Schicht bis 600 m zu finden. Das sind umgerechnet 3,7x10°° Zellen.

Aus dieser Ubersicht iiber die Menge und die Verbreitung der Prokaryoten in der
Umwelt (alle Daten nach Whitman et al., 1998) wird ersichtlich, dass die
Mikroorganismen auf der Erde eine wichtige Rolle im gesamten Stoffkreislauf
spielen und ein groBes genetisches Potential darstellen, das bisher nur unvollstindig

genutzt wird.

IV.2. Biodiversitits-Biotechnologie

Die klassischen Methoden, um neue Enzyme und Stoffwechselwege zu entdecken,
beruhen auf Screeming, Anreicherung und Isolierung von bisher unbekannten
Mikroorganismen. Dennoch ist die Vielfalt an Organismen, die in der Umwelt
einzeln oder in Gemeinschaften (in Biofilmen oder verschiedenen symbiotischen

Interaktionen) leben, bisher zu 99 % unerforscht. Mit den bereits bekannten
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Kultivierungsmethoden konnen nicht mehr als 1 % der Mikroorganismen identifiziert
werden (Amann et al., 1995). Somit geht beim Kultivieren auf selektiven Medien ein
grofBer Teil der Biodiversitét verloren. Nach Amann et al. (1995) liegt der Anteil an
kultivierbaren Mikroorganismen bei 0,001-0,1 % fiir Meerwasser und bei 1-15 % fiir
Kléarschlamm.

Um die Kultivierung zu umgehen wurden in den letzten Jahren neue
molekularbiologische Methoden entwickelt, wie beispielsweise quantitative Dotblot-
Hybridisierung, in situ Hybridisierung mit unterschiedlich markierten Sonden (Lee et
al., 1999; Amann et al., 1995; DeLong et al., 1999), DGGE-fingerprinting (Griffiths
et al., 2000), Mikroautoradiographie und FISH (fluorescent in situ hybridisation)
(Amann et al., 1995; Lee et al., 1999; Spring et al., 2000). Diese Techniken helfen
die Struktur mikrobiologischer Gemeinschaften zu ermitteln und das genetische
Potential abzuschétzen (Lee et al., 1999; Amann et al., 1995; Ovreas and Torsvik,
1998; Whiteley and Bailey, 2000; Wimpenny et al., 2000; Nogales et al., 2001; Pace,
1997; Spring et al., 2000; Dojka et al., 2000). Solche Methoden sind besonders
wichtig fiir die Umweltforschung, da die Organismen in situ (in deren natiirlichen
Habitaten) erforscht werden konnen. Einige Schwierigkeiten haben sich dadurch
ergeben, dass die verschiedenen Umweltnischen ungleichmifBig bewohnt sind
(zwischen 0,5x10° Zellen/ml bis zu 10x10° Zellen/ml in den aquatischen Habitaten
und zwischen 4x10” Zellen/g bis 2x10° Zellen/g in der oberen 1 m-Schicht der
unterschiedlichen Bodenarten) (Whitman et al., 1998). Auflerdem verhindern die
physikalisch-chemischen Charakteristika einiger Habitate die Anwendung von in situ
Hybridisierung, wobei Probleme mit der Hintergrundreaktion der Umweltpartikel
auftraten (Amann et al., 1995). Aus diesen Griinden wurde bisher eine Kombination
verschiedener Methoden bevorzugt (Amann et al., 1995; Lee et al., 1999; Spring et
al., 2000), um bisher unbekannte Mikroorganismen iz situ und ohne Kultivierung zu
identifizieren.

Eine andere Methode stellt die rRNA-Sequenzanalyse, kombiniert mit PCR mit
spezifischen Primern fiir konservierte rRNA-Regionen dar (Eder et al., 1999;
Keswani and Whitman, 2001; Johnsen et al., 1999). Mittels dieser Technik konnen
Mikroorganismen verschiedenen phylogenetischen Gruppen zugeordnet und die
Position der unterschiedlichen Mikroorganismen im Reich der Bactera/Archaea/
Eukarya (Dojka et al., 2000; Griffiths et al., 2000) festgestellt werden. Andere
Methoden bauen auf der Analyse der Membranlipide auf (Spring et al., 2000).
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Alle bereits erwdhnten Methoden haben eine Gemeinsamkeit: die Mikroorganismen
werden in situ identifiziert und phylogenetisch zugeordnet, aber es werden weder
Zellen noch funktionale Gene isoliert. Sie ermdglichen es, einen Eindruck tiber die
Struktur des Okosystems zu gewinnen, jedoch ldsst sich wenig Information iiber das
physiologische und biochemische Potential der Gemeinschaft gewinnen. Um dieses
Problem zu 16sen, wurde bisher eine auf PCR beruhende Methode angewendet, um
Gene fiir bestimmte Enzyme direkt aus Umwelt-DNA zu amplifizieren (Eschenfeldt
et al., 2001). Allerdings, hat diese Methode den Nachteil, dass die Primer fiir die
amplifizierten Gene von bereits bekannten Sequenzen abgeleitet wurden und somit
keine tatsdchlich neuartige Enzyme gefunden werden konnen.

Um die oben beschriebenen Schwierigkeiten zu umgehen, wurden in den letzten 3
Jahren alternativ zu den in situ Techniken Methoden zur Konstruktion von Umwelt-
Genbanken entwickelt. Bei dieser Vorgehensweise wurde DNA aus Umwelt-
Habitaten gewonnen und kloniert. AnschlieBend wurden unbekannte Gene isoliert
und exprimiert (Henne et al., 1999; Rondon et al., 2000; Entcheva et al., 2001).
Bisher konnte diese Technik genutzt werden um kleine DNA-Fragmente, zumeist
einzelne Gene, zu identifizieren.

Zwei verschiedene Strategien wurden bisher verfolgt, um Genbanken aus
Umweltproben zu konstruieren. Eine basiert auf der Isolierung der Mikroorganismen
aus Bodenpartikeln (Torsvik et al., 1990), eine andere auf der Isolierung von DNA
direkt aus Umweltproben ohne vorher die Zellen aus den Bodenproben abzutrennen
(Zhou et al., 1996). Beide Methoden wurden erfolgreich fiir die Extraktion von DNA
aus unterschiedlichen Umweltproben angewendet (Cifuentes et al., 2000; Henne et
al., 1999). Die Vorgehensweise hat einen gravierenden Nachteil. Humins&uren und
Mineralien, die zusammen mit der DNA aus Bodenpartikeln extrahiert werden
(Frostegard et al., 1999; Griffiths et al., 2000; Miller et al., 1999), hemmen oft
weitere Klonierungsschritte. Dadurch ist eine zusdtzliche Reinigung der DNA
erforderlich (Ogram et al., 1987; More et al., 1994). Diese Methoden sind
zeitaufwendig und mit hohen DNA-Verlusten verbunden.

Alternativ zu den oben aufgefiihrten Plasmid-Genbanken wurden sog. BAC-
Genkanken (bacterial artificial chromosome) (Rondon et al., 2000; MacNeil et al.,
2001) angelegt, wobei DNA-Fragmente von 40-60 kb kloniert wurden. Jedoch ist die
Expression der klonierten Gene wegen der niedrigen Kopienzahl der BACs pro Zelle

nicht stark genug und es besteht somit generell die Gefahr, dass Enzymaktivititen
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nicht detektiert werden konnen. Die Konstruktion von Cosmid-Genbanken stellt eine
neue Moglichkeiten dar, um DNA-Fragmente zwischen 30 kb und 40 kb zu klonieren
und in Wirtsstimmen zu exprimieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Methode entwickelt, um gro3e DNA-
Fragmente reproduzierbar zu klonieren und neuartige Operons und
Stoffwechselwege zu identifizieren (Entcheva et al., 2001). Dies ist die erste Arbeit,
in  der Cosmid-Genbanken aus  Umweltproben  angelegt  wurden.
Anreicherungskulturen aus diversen Umweltproben wurden angesetzt und Gesamt-
DNA aus den so entstandenen mikrobiologischen Konsortien isoliert. Dabei wurde
eine chemische Zelllyse durchgefiihrt. Die DNA, die auf diese Weise aus den
Anreicherungskulturen gewonnen wurde (Entcheva et al., 2001), war hochmolekular
und frei von Huminsduren und anderen Verunreinigungen und konnte problemlos fiir
die Konstruktion von Cosmid-Genbanken verwendet werden. Mit der Kombination
von Anreicherungskulturen und der direkten Klonierung wurden reproduzierbar
Cosmid-Genbanken mit FragmentgroBen von ca. 30 kb angelegt.

Ein zentraler Aspekt dieser Arbeit war die Isolierung von neuartigen
Biotinbiosynthese-Operons  (bio-Operons) aus Umweltproben und deren
Verwendung fiir die Konstruktion von biotiniiberproduzierenden Bakterien. Fiir diese
Zwecke werden hocheffektive bio-Operons bendtigt. Organismen mit solchen
Operons wurden mit Hilfe von Avidin wihrend der Anreicherung gewonnen. Avidin
bindet an Biotin (Stryer, 2000) und verringert dessen Konzentration im Medium.
Demzufolge setzten sich Biotinproduzenten durch und bildeten ein
,biotinproduzierendes* Konsortium. Diese Arbeit unterscheidet sich von den
klassischen Anreicherungen, wie sie von Winogradsky und Beijerinck (Fuchs and
Kroeger, 1999) durchgefiihrt worden sind, in einem wichtigen Punkt: Ziel dieser
Arbeit war nicht die Isolierung einzelner Mikroorganismen. Es wurden mikrobielle
Gemeinschaften gewonnen, in denen die Mikroorganismen bestimmte
biotechnologisch interessante Eigenschaften besaBlen. Die DNA, die aus diesen
mikrobiellen Konsortien gewonnen wurde, enthielt keine Huminsduren und war fiir
Cosmid-Genbanken geeignet. Letztendlich wurden mit dieser Technik drei
Umweltgenbanken aus Konsortien angelegt. Somit wurde zum ersten Mahl
reproduzierbar die Klonierung und Identifizierung von Genclustern und Operons aus

Umweltproben gezeigt.
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Ein weiterer Schwerpunkt in der vorliegenden Atbeit war es, die Diversitit der
Anreicherungskulturen zu tberpriifen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen und
Kultivierung auf Mineralagarplatten zeigten (Abb. 7), dass trotz des relativ hohen
selektiven Druckes in allen Féllen unterschiedliche mikrobielle Konsortien gebildet
wurden (Tab. 4). Dabei war auffillig, dass in der Anreicherungskultur aus dem
Intestinaltrakt (Pferdedung, HE) nur drei verschiedene Kolonientypen auftraten. In
anderen Arbeiten wurden Versuche durchgefiihrt, die Biodiversitit von dhnlichen
Proben bestimmten (Dojka et al., 2000). Dabei stellte sich heraus, dass obwohl der
Intestinaltrakt ein nahrungsreiches Habitat ist, er nur iiber eine begrenzte mikrobielle
Diversitdt verfiigt. Aus Tabelle 4 wird ersichtlich, dass aus einer Sandboden-
Anreicherungskultur sieben verschiedene Kolonietypen auf Agarplatten gewachsen
waren. Dieses ist die hochste Zahl an Kolonieformen im Vergleich zu anderen
Anreicherungskulturen. Andere Arbeiten haben ebenfalls gezeigt (Whitman et al.,
1998), dass sandiger Boden oder Wiistenboden é@hnlich dicht von prokaryotischen
Zellen bewohnt sind wie z.B. Savannenboden oder Ackerboden.

Ein weiterer zentraler Punkt war die Entwicklung einer zuverldssigen Screening-
Methode  fiir  klonierte  Biotinbiosynthese-Operons. Die  Suche  nach
Enzymaktivititen, wie z.B. Amylasen, Amidasen, Chitinasen (Cottrell et al., 1999;
Cottrell et al., 2000), Lipasen und 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase-Aktivitit
(Henne et al., 1999; Henne et al., 2000) und Sekunddrmetaboliten mit antibakterieller
Wirkung (Rondon et al., 2000) beruht in der Regel auf Plattentest-Verfahren. Die
Genbanken wurden in geeignete Klonierungsstimme wie z.B. E. coli XL1-blue,
DH5o oder DH10B (fiir den Genotyp s. die Tab. 1), angelegt. Bei diesem Ansatz trat
das Problem auf, dass der Wirtsstamm Hintergrundenzymaktivititen aufweisen
konnte und es so zur Isolierung falsch-positiver Klone kommen konnte. Da die
iiblichen E. coli Klonierungsstimme biotinprototroph sind und eigene bio-Gene
besitzen, konnten diese nicht eingesetzt werden. AuBlerdem sind die meisten Agar-
Chargen mit Spuren von Biotin kontaminiert, was einen Plattentest nahezu
ausschloss.

Um ein intaktes, funktionierendes Biotin-Operon in den Umwelt-Genbanken zu
isolieren, war somit ein anderes Verfahren notwendig. In dieser Arbeit wurde eine
A(gal-uvrB) E. coli-Mutante verwendet (ATCC 33767, Abb. 9), bei der das
komplette bio-Operon deletiert war. Im Gegensatz zu bereits erwidhnten Arbeiten, wo

die Umwelt-Genbanken in iiblichen Labor-Klonierungsstimmen hergestellt wurden
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(Rondon et al., 2000; Henne et al., 1999), wurden hier die Anreicherungskultur-
Genbanken in einer E. coli bio-Deletionsmutante angelegt. Der Vorteil dieses
Verfahrens war, dass die Hintergrundbiotinproduktion des Wirtsstammes
ausgeschlossen werden konnte. Auflerdem wurde das Screening von Pools
rekombinanter Klone in fliissigem, biotinfreiem Mineralmedium durchgefiihrt, um so
den Durchsatz zu erhdhen. In den Umwelt-Genbanken, die auf diese Weise
konstruiert worden waren, wurden im Rahmen dieser Arbeit sieben neue

Biotinsynthese-Operons identifiziert und vier davon detailliert charakterisiert.

IV.3. Sequenzanalyse der bio-Cosmide

Ein zentraler Aspekt der vorliegenden Arbeit war es, Biotinbiosynthese-Operons zu
identifizieren, zu sequenzieren und molekular zu charakterisieren. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden tiber 40 kb Umwelt-Genbanken-DNA sequenziert (s. Tab. 7). BLAST
(NCBI) Vergleiche zeigten, dass die meisten ORFs Ahlichkeit zu solchen, die bereits
bei verschiedenen Gram-negativen Bakterien beschrieben worden waren, aufweisen.
Darunter waren auller den vier bio-Operons auch hut-Gene, uvrB-Gen, moa-Gene,
mod-Gene, verschiedene ABC-Transporter und ORFs, die fiir hypothetische Proteine
in und anderen Gram-negativen Bakterien kodieren (Schaffer et al., 2001) (Abb. 35).
Die Sequenzanalysen haben vier vollstindige bio-Operons, ein Aut-Operon, ein moa-
Operon, und drei ABC-Transporter-Gencluster ergeben. Damit wurde gezeigt, dass
die Anreicherungstechnik erfolgreich zur Isolierung von Operons und Genclustern
aus Umweltproben angewendet werden konnte. In anderen Arbeiten (Henne et al.,
1999; Henne et al., 2000; Rondon et al., 2000; Cottrell et al., 2000) wurden bisher
einzelne Gene und deren Aktivititen identifiziert. Die oben prédsentierten Ergebnisse
haben gezeigt, dass die hier entwickelte Kombination von Anreicherung und
Anlegen von Genbanken fiir die Isolierung groBer DNA-Fragmente aus
Umweltproben und deren reproduzierbare Klonierung gut geeignet war.

Alle vier bio-Operons zeigten erhebliche Homologien (Identitit) zu denen der
Enterobacteriaceae (E. coli, E. herbicola und S. marcescens). Obwohl relativ hohe
Ahnlichkeiten gefunden wurden (bis zu 92 % auf Proteinebene beim pCosHE2 bio-
Operon und bis zu 80 % bei den anderen ORFs), konnen die Sequenzen nicht

bestimmten Bakterien-Species zugeordnet werden. Die Tatsache, dass die
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Genbanken in einer E. coli bio-Mutante (ATCC 33767) angelegt wurden und nach
funktionalen bio-Operons gesucht wurde, erkliart die hohen Homologien zu den
Enterobacteriaceae bio-Genen. Insgesamt wurden ca. 71.000 rekombinante Klone
nach einem biotinkomplementierenden Phanotyp (gegeniiber der E. coli ATCC
33767-Mutante) gescreent. Davon haben sich nur sieben als bio™ erwiesen. Diese
relativ niedrige Zahl konnte mit der Verwendung eines E. coli-Stamms als Wirt fiir
die Genbanken erkliart werden. Moglicherweise wurden die zu den Gram-positiven
Bakterien gehdrenden bio-Gene mit dem hier gewidhlten Screening nicht identifiziert.
Hierbei ist zu beachten, dass nicht bei allen Mikroorganismen die bio-Gene in einem,
sondern wie bei B. sphaericus in zwei (Gloeckler et al., 1990) oder wie bei Kurthia
sp. In drei (Kiyasu et al.,, 2001) entfernt voneinander liegenden Genclustern
vorkommen (s. Abb. 4).

Die Proteinsequenzen aller Biotinbiosynthese-Proteine, deren ORFs auf den
Cosmiden pCosHE1, pCosHE2, pCosAS1 und pCosFS1 gefunden worden waren,
wurden mit dem DIALIGN 2.1 (BiBiServ, Bielefeld) Programm mit den
entsprechenden Proteinen aus bereits bekannten Gram-negativen und Gram-positiven
Bakterien, Archaea und Eukaryonten (Hefe oder Arabidopsis thaliana) verglichen.
Auf Grund dieser multiplen Vergleiche wurden sog. roofed Stammbéume fiir jedes
der Proteine konstruiert (Phylip; DeSalle et al., 1994; Abb. 36). Ersichtlich wird, dass
die auf den isolierten bio Cosmiden kodierten Biotinsynthese-Enzyme Gram-
negativen Bakterien zugeordnet werden konnen. Interessant ist, dass das auf
pCosHEI kodierte BioA-Protein im Stammbaum relativ weit vom E. herbicola BioA
Protein entfernt liegt (Abb. 36A), obwohl nach dem BLASTP Vergleich mit der
NCBI-Datenbank beide Sequenzen 85 % Identitét iiber die gesamte Lénge zeigen
(Tab. 7). Das auf pCosAS1 kodierte BioC-Protein zeigte nach dem Vergleich mit der
Datenbank (BLASTP, NCBI, Tab. 7) 56 % ldentitit zu E. herbicola BioC iiber die
gesamte Linge des Proteins, es wird jedoch in dem Stammbaum (Abb. 36D) zu den
E. coli und S. marcescens BioC-Proteinen zugeordnet. Somit ergab die
Proteinanalyse mit Hilfe der Stammbdume keine festen Beweise, zu welchen

Organismen die identifizierten bio-Gene gehoren.
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Abb. 35: Schematische Darstellung der sequenzierten ORFs auf vier als bio+ identifizierten

Cosmiden. Die bio-Gene sind gelb markiert; moaAd-moaE: Molybdéncofactor Biosynthese-
Operon; hutG-hutH: Histidin Aufnahme Operon (hut-Operon); elsB-elsC; elsD-elsF; elsG-
elsH: ABC-Transporter-Gencluster; uvrB-Gen: UV-Reparatur Protein B. Alle ORFs mit

dementsprechenden homologen Genen und die accession Nummern aus der GenBank sind in

Tabelle 7 aufgelistet.
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Abb. 36: Stammbdume der Biotinbiosynthese-Proteine von 15 bis 17 Gram-negativen und
Gram-positiven Bakterien, Archaea und Eukaryonten (DIALIGN 2.1; Morgenstern, 2000
und Phylip 3.6; DeSalle et al., 1994). (A) BioA Protein; (B) BioB Protein; (C) BioF Protein;
(D) BioC Protein; (E) BioD Protein. Abkiirzungen: EC, Escherichia coli; EH, Erwinia
herbicola; Smar, Serratia marcescens; Xrabd, Xenorhabdus nematophila; Psaer,
Pseudomonas aeruginosa; Psflu, Pseudomonas fluorescens; Xifast, Xylella fastidiosa;
HinfRd, Haemophilus influenzae Rd, D1-bioD1, D2-bioD2; Pasmil, Pasteurella multocida;
Vich, Vibrio cholerae; Mloti, Mezorhizobium loti; NGR234, Rhizobium sp. NGR234;
AtC58, Agrobacterium tumefaciens C58; PCC6803, Synechocystis sp. PCC6803; Kurthia,
Kurthia sp., F1-bioF1, F2-bioF2; Cg, Corynebacterium glutamicum; Brflav, Brevibacterium
flavum; MtubH37Rv, Mycobacterium tuberculosis H37Rv; Bsub, Bacillus subtilis; Bsph,
Bacillus sphaericus; Clac, Clostridium acetobutylicum ATCC824; Susol, Sulfolobus
solfataricus; Arful, Archaeoglobus fulgidus, Mjan, Methanococcus jannashii; Metterm,
Methanothermobacter thermautotrophicus; StrcolA3, Streptomyces coelicolor A3; Athal,

Arabidopsis thaliana; Drad, Deinococcus radiodurans; Ricon, Rickettsia conorii.
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Wie bereits erwdhnt wurde, war auf dem Cosmid pCosASl1 ein hut-Operon (fiir
Histidin-Aufnahme) identifiziert und sequenziert worden (Tab. 7, Abb. 35).
Sequenzanalysen haben Homologien zu K. aerogenes und P. putida ergeben.
Nachdem die Organisation der bereits bekannten Aut-Operons (Hagen et al., 1975;
Yoshida et al., 1995; Boylan and Bender, 1984; Allison and Phillips, 1990) mit dem
Autbau des pCosAS1-hut-Operons verglichen wurde, zeigte sich eine ungewohnliche
Anordnung der Gene. Das Aut-Operon wurde stromabwirts von dem bioA-orfl-
Cluster (der linke Arm des bio-Operons, Abb. 35) gefunden. Die Sequenzvergleiche
sowohl auf Protein- als auch auf DNA-Ebene zeigten, dass die bio-Gene auf dem
pCosAS1 dhnlich zu E. herbicola (Tab. 7), allerdings wurde bisher bei diesem Gram-
negativen Bakterium kein Aut-Operon beschrieben (Daten aus GenBank; 1Gwit;
TIGR). Aus den Sequenzabgleichen ergab sich, dass die HutG- und HutC-Proteine
65 % bzw. 76 % identisch zu den entsprechenden K. aerogenes sind, dagegen zeigten
HutH- und HutU-Proteinsequenzen 75 % bzw. 84 % Identitdt zu P. putida Hut-
Proteine. AuBerdem waren die hut-Gene aus der AS-Genbank anders geclustert
(Abb. 37). Die Sequenzen wurden auf mehreren shotgun-Klonen identifiziert und
somit wurde die Mdglichkeit des Entstehens chimidrer DNA (Amann et al., 1995),
welche aus verschiedenen hut-Operons amplifiziert worden war, ausgeschlossen. Es
ist somit anzunehmen, dass die bio- und Aut-Operons auf dem pCosAS1-Cosmid aus
einem bis jetzt noch nicht identifizierten Bakterium stammen.

Auf dem  pCosFS1  Cosmid wurden  bio-Gene  gefunden, deren
Transkriptionsprodukte dhnlich zu Produkten des S. marcescens bio-Operons waren
(Abb. 35). Bis jetzt wurde bei diesem Bakterium kein uvrB-Gen in der genetischen
Umgebung des bio-Operons identifiziert (Daten aus GenBank; IGwit und TIGR), wie
es bei pCosFS1 der Fall war. Die DNA dieses Cosmids entstammte wohl ebenfalls
der Anreicherung eines bisher unbekannten Mikroorganismus.

Es kann nur spekuliert werden, ob bio-Operons, die zu anderen phylogenetischen
Gruppen gehoren, mittels Verwendung verschiedener Wirtsstimme gefunden werden
konnen. Ein alternativer Ansatz wire die Konstruktion der Umwelt-Genbanken in

einem mobilisierbaren Cosmid, wie beispielsweise pLAFR3.
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Abb. 37: Organisation des hut-Operons in verschiedenen Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien. (A) hut-Operon auf dem pCosAS1-bio Cosmid; die Translationen ORFs
zeigten Ahnlichkeit zu P. putida und K. aerogenes hut-Genprodukten (s. Tab. 7); (B)
P. putida hut-Operon; (C) S. typhimurium hut-Operon; (D) K. aerogenes hut-Operon; (E) B.

subtilis hut-Operon. Die Pfeile zeigen die Transkriptionsrichtungen der Gene.

Beim hio Cosmid pCosHE2, das fiir die Konstruktion weiterer Stimme ausgewihlt
wurde, wurde eine detaillierte Sequenzanalyse des Promotor-Operator-Bereiches des
bio-Operons im Vergleich zum E. coli K12 bio-Operon durchgefiihrt. Dabei konnten
innerhalb des fiir E. coli definierten Promotor-Operator-Bereiches von 108 bp (Ifuku
et al., 1993) mit Hilfe von BLASTN keine Sequenzunterschiede zwischen den beiden
bio-Operons festgestellt werden. Andererseits produzierte der Stamm mit dem
pCosHE2-Cosmid bis zu 3800 ng/l Biotin, was verglichen mit E. coli K12 (47 ng/l)
eine bis zu 80-fache Uberproduktion darstellte. Um mehr iiber die Ursache fiir die
erhohte Produktivitit des Stamms E. coli ATCC 33767/pCosHE2 zu erfahren,
wurden die Proteinsequenzen der auf dem Cosmid kodierten Biotinbiosynthese-
Enzyme néher untersucht. Es stellte sich heraus, dass bis zu 92 % Identitdt zu den
entsprechenden E. coli Proteine vorlag. Zwischen den pCosHE2-kodierten

Proteinsequenzen und den E. coli-Proteinen waren insgesamt 22 Aminosduren
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unterschiedlich. Ob einzelne dieser Unterschiede von Bedeutung sind fiir die
Biotiniiberproduktion in mit pCosHE2 transformiertem E. coli bedarf der

experimentellen Kldrung.

IV.4. Konstruktion von biotiniiberproduzierenden Bakterien

Die bio-Gene auf dem Cosmid pCosHE2 wurden als Bausteine fiir die Konstruktion
biotiniiberproduzierender Stimmen verwendet. Drei wichtige Argumente sprechen
fiir eine Entwicklung von derartigen Stimmen. Hierunter fallen biotechnologische,
okologische und landwirtschaftliche Aspekte, die im Folgenden kurz erldutert
werden.

e In den letzten Jahren wurde intensiv an der Etablierung einer mikrobiellen
Biotinproduktion geforscht (Lonza AG, Schweiz; Roche Chemicals, Japan; Entcheva
et al, 2001). Dieses Verfahren ist, im Gegensatz zur chemischen Synthese
umweltfreundlich und benétigt nur niedrige Produktionskosten. Dariiberhinaus wird
die Emission von toxischen Abgasen vermindert. Ein Stamm flir die
Biotinproduktion konnte kostendeckend eingesetzt werden, sobald dieser eine
Ausbeute von ca. 1 g Biotin pro Liter Kulturiiberstand aufweisen wiirde (Shaw et al.,
1999).

e Ein zweiter Grund, der fiir die Konstruktion von vitaminproduzierenden Stimmen
spricht, ist deren Anwendung fiir Bioremediation. Viele Boden-Mikroorganismen
sind nicht in der Lage, Biotin selber zu produzieren und sind darauf angewiesen, es
aus der Umwelt aufzunehmen (beispielsweise aus Wurzelexudaten). Unter Biotin-
limitierenden Bedingungen wird das Wachstum verlangsamt. Deswegen wiren
solche Bakterien vorteilhaft, die nicht Biotin-limitiert sind und dadurch ecinen
Selektionsvorteil in der Natur haben. Diese verbesserten und zugleich
hochspezialisierten Stimme konnten in kontaminierten (z.B. mit aromatischen
Stoffen oder Trichlorethylen) Boden- oder Wasserhabitaten ausgebracht werden und
dort unter Umstdnden besser wachsen (Keasling and Bang, 1998; Yee et al., 1998).
Solche Mikroorganismen, die in der Lage sind Biotin zu produzieren und gleichzeitig
Abbau-Wege besitzen, hitten Vorteile bei der Besiedlung solcher Habitate und

wiirden somit zu einem schnellen Abbau von chemischen Substanzen fiihren.
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Unter diesen oOkologischen Aspekt fillt auch die Modifizierung mikrobieller
Konsortien. Neuere Erkenntnisse zeigten, dass Biofilme einen erheblichen Teil der
Umwelthabitate darstellen (Costerton et al., 1999; Wimpenny et al., 2000). Hierzu
zahlen die Rhizosphire, die Oberflichen zwischen Wasser und sowohl kiinstlichen
als auch natiirlichen festen Phasen (Flemming and Wingender, 2001a; Flemming and
Wingender, 2001b). Ein mdglicher Ansatzpunkt in diese Richtung wére die
Konstruktion ~ von  biotinproduzierenden Stimmen  mit  verbesserter
Wachstumscharakteristika.

e Ein anderes Argument, das fiir die Konstruktion von biotiniiberproduzierenden
Boden-Bakterien, insbesondere solcher, die in symbiotischen Interaktionen mit
diversen Leguminosen leben, spricht, ist die Moglichkeit zur Biotin-Anreicherung im
Pflanzengewebe. Pflanzen, die in der Lage sind, Biotin {iberzuproduzieren oder die
Biotin aus symbiontischen Bakterien in erhohter Menge erhalten, haben unter
Umstidnden einen groBeres wirtschaftliches Potential. Somit kdnnten beispielsweise
die Kosten fiir das Zusetzen von Biotin in der Futtermittelindustrie erheblich gesenkt
werden (Patton, 1995; Patton, 1997).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Ansdtze verfolgt, um mit Hilfe der
aus Umweltproben isolierten bio-Gene biotinliberproduzierende Stimme zu erhalten

(Abb. 38).
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Abb. 38: Schematische Darstellung der Anwendung von umweltisolierten bio-Genen. Als
potenzielle Produktionsstimme kommen verschiedene Organismen wie E. coli,
K. planticola, Rhizobium sp. und C. glutamicum in Frage. Rhizobium sp. ist als potenzieller
Stamm geeignet beispielsweise fiir Bioremediation, Biomodifizierung oder Biotinproduktion

in seinem natiirlichen Habitat im Boden und in Symbiose mit Pflanzen dargestellt.
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IV.4.1. Produktionsstimme und Produktionsraten

Bisher wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt, um die Biotinproduktion von
Bakterien zu optimieren. Eine von diesen basierte auf der Kultivierung bakterieller
Staimme, die gegen verschiedene Biotin- oder Threonin-Analoga (Ohsawa et al.,
1989; Kanzaki et al., 1997) wie z.B. Acidomycin (ACM), 5-(2-Thienyl)-
Valeriansiure (TVA), a-Methyl-Dethiobiotin (MeDTB) oder andere Mutagene, wie
beispielsweise N-Methyl-N"-Nitro-N-nitrosoguanidin (NTG; Kanzaki et al., 1997)
resistent waren. In Tabelle 18 sind bisher patentierte biotiniiberproduzierende
Stdimme und bei deren Herstellung eingesetzte Mutagene aufgelistet. Die andere
Methode, Bakterien mit erhohten Biotinproduktionsraten zu konstruieren, ist,
einzelne bio-Gene oder unveridnderte bio-Operons zu klonieren und homolog oder
heterolog zu exprimieren.

In dieser Arbeit wurde ein alternativer Weg gewihlt um Produktionsstimme zu
konstruieren. Es wurden hoch effektive Biotinbiosynthesegene aus Umwelt-
Genbanken isoliert und charakterisiert (s. Kapitel 1.2 und II1.3). Dabei wurde
gezeigt, dass eines der gefundenen bio-Operons (das auf dem pCosHE2) zu
besonders hoher Produktion fiihrte und somit als Grundlage fiir die Konstruktion von
biotiniiberproduzierenden Bakterien geeignet war. Als potenzielle Wirte fiir die
Expression wurden hier sowohl E. coli-Stimme als auch andere Gram-negative und
Gram-positive Bakterien in Betracht gezogen (Tab. 14). Als Stimme mit potenzieller
industrieller Bedeutung haben sich folgende herausgestellt: E. coli ATCC 33767,
komplementiert mit einem pBSSK+-Derivat, welches ein unverdndertes bio-Operon
aus pCosHE2 trug (pPESKbio, Abb. 17); E. coli BM 4062, dessen Biotin-Phénotyp
von einem pBBRIMCS-2-bio-Konstrukt (pPEBBRbio, Abb. 17) aufgehoben wurde;
K. planticola, die nach der Transformation mit pPEBBRbio bis zu 200-fach hohere
Produktion im Vergleich zu dem Wildtyp-Stamm (Abb. 23) zeigte. Aus den
Abbildungen 11, 23 und Tabellen 6, 9, 11, 12 und 13 wird ersichtlich, dass das
bio Cosmid pCosHE2 und seine Derivate fiir eine Biotiniiberproduktion geeignet zu
sein scheinen. Nachdem die Gene umkloniert und iiberexprimiert worden waren,
wurden Werte zwischen 0,2 und 3,5 mg/l Biotin im Uberstand unter batch-
Bedingungen ermittelt. In Fermenter unter fed-batch Bedingungen wurden sogar bis
zu 7,1 mg/l Biotin produziert. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 19 mit den bereits

bekannten Produktionsmengen von anderen Arbeiten vergleichend dargestellt. Es ist
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daraus ersichtlich, dass die biotinliberproduzierenden Stdmme, die in einige
Arbeitsgruppen konstruiert wurden, bis zu 970 mg/1 Biotin produzierten (Tab. 18 und
19). Jedoch nach einer genaueren Analyse wird es deutlich, dass nur die bio-
Konstrukte von Shaw und Mitarbeitern (Shaw et al., 1999) und Sakurai et al. (1993b)
(in Tabelle 18 in grau dargestellt) nach einem &#hnlichen Konzept, nimlich die
Klonierung eines nicht mutierten bio-Operons, entwickelt wurden. Bei den von Shaw
entwickelten Konstrukten handelte es sich um ein E. coli bio-Operon, welches
umstrukturiert und {iberexpemiert wurde. Das einzige vergleichbare bio-Konstrukt ist
pBO3 (Birch et al., 1995; E. coli-wt unverdndertes bio-Operon kloniert auf einem
high copy Vektor), wobei aber nach der Expression in E. coli IM109 und Wachstum
in Komplexmedium nur 0,03 mg/l gewonnen wurden. In der Arbeit von Sakurai
wurde ein rekombinanter S. marcescens-Stamm ohne Anwendung von Mutagenen
entwickelt. Dieser S. marcescens bio-Stamm produzierte 0,45 mg/l (in Tabelle 18
grau gekennzeichnet). Die Produktivititen der in der hier vorliegenden Arbeit
konstruierten ~ Stimme  zeigten, dass die rekombinanten E. coli ATCC
33767/pPESKbio und E. coli BM 4062/pPEBBRbio eine 2 bis 10-fach hdhere
Biotinkonzentration aufwiesen (2,3 mg/l bzw. 3,5 mg/l) als die E. coli-Stimme aus
der Arbeit von Shaw et al. (0,03 mg/I bis 1,61 mg/l) und 4,9 bis 7,8-fach hoher lagen
als die Produktivitit von S. marcescens (Tab. 18 und 19).

Hierbei muss bedacht werden, dass die Kultivierungsmedien nicht gleich waren. Die
Wachstumsversuche und die Biotinproduktion wurden generell in Biotin-freiem
Mineralmedium ohne Zugabe von Biotin durchgefiihrt, wihrend die meisten Daten
aus anderen Arbeitsgruppen bei Wachstum auf Komplexmedium gesammelt wurden
(in Tabelle 18 mit * gekennzeichnet). In einigen Fillen versuchten die Autoren, die
Produktionsraten mit Zugabe von Dethiobiotin oder anderen Vorldufern von Biotin
zu erhohen (Shaw et al., 1999; Ohsawa et al., 1989). Ein weiterer wesentlicher
Unterschied muss hier erwdhnt werden: die bio-Konstrukte in der vorliegenden
Arbeit wurden in einen E. coli Abio-Mutante exprimiert, wiahrend andere Gruppen
(Shaw et al., 1999; Ohsawa et al., 1989; Ifuku et al., 1993) biotinprototrophe E. coli

Stamme verwendeten.
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Tab. 18: Biotinproduktion durch verschiedene bisher patentierte Biotiniiberproduktions-

Stimme und deren Mutterstimme.

Bakterium Mutation des Ursprung des Mutation Biotin im Referenz
chrom. bio- zusiitzlichen  des Uberstand
Operons bio-Operons®  zusitzlichen  [mg/l]
durch’ bio-Operons
durch’
Agrobacterium/ - E. coli-wt - 110** (Shaw et al.,
RhizobiumHK4 1999)
B. sphaericus wt - - 0,16# (Ohsawa et
al., 1989)
B. sphaericus wt B. sphaericus ~ ACM+TVA 3,8-15# (Ohsawa et
al., 1989)
B. sphaericus TVA - - 0,98# (Yamada et
al., 1983)
B. sphaericus TVA; ACM - - 3,04# (Yamada et
al., 1983)
B. sphaericus TVA; ACM; - - 5,35# (Yamada et
TVA+ACM al., 1983)
B. subtilis wt - - 0,01# (Ohsawa et
al., 1989)
B. subtilis wt B. sphaericus ~ ACM+TVA 2-15# (Ohsawa et
al., 1989)
B. subtilis wt B. subtilis ACM+TVA 0,125-1,57  (Bower et al.,
integriert, 1996b)
starkes
Promotor
E. coli wt - - <0,01# (Ohsawa et
al., 1989)
E. coli wt B. sphaericus ~ ACM+TVA 16#~ (Ohsawa et
al., 1989)
E. coli wt E. coli umkloniert 0,03-1,61*# (Shaw et al.,
1999)
E. coli derepremiert - - 0,4* (Ifuku et al.,
1993)
E. coli derepremiert; - - 0,9-4,5% (Ifuku et al.,
TVA+ACM 1993)
E. coli B-CD-A;NTG E. coli ACM+TVA 160-970**  (Kanzaki et
6-ANA; B-HN al., 1997)
E. coli bioB” E. coli TVA+ACM 3,1-11,1% (Ifuku et al.,
1993)
E. coli wt B. subtilis ACM+TVA 0,01 (Bower et al.,
1996b)
Kurthia sp. wt - - <0,001 (Hoshino et
al., 1997)
Kurthia sp. ACM+TVA - - 26,3 (Hoshino et
al., 1997)
Kurthia sp. ACM+TVA+ - - 41,5-126 (Hoshino et
MeDTB al., 1997)
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Fortsetzung Tab. 18

S. marcescens wt - - <0,001 (Sakurai et
al., 1993a)
S. marcescens ACM - - 2,1-5,1 (Sakurai et
al., 1993a)
S. marcescens ACM; TVA - - 2,1-20 (Sakurai et
al., 1993a)
S. marcescens wt S. marcescens ~ wt 0,45 (Sakurai et
al., 1993b)
S. marcescens wt S. marcescens ~ACM 0,89 (Sakurai et
al., 1993b)
S. marcescens wt S. marcescens ACM; TVA 1,8 (Sakurai et
al., 1993b)
S. marcescens ACM S. marcescens ACM 130 (Sakurai et
al., 1993b)
S. marcescens ACM; TVA S. marcescens ~ wt 92 (Sakurai et
al., 1993b)
S. marcescens ACM; TVA S. marcescens ~ACM 200 (Sakurai et
al., 1993b)
S. meliloti bioNMB E. coli wt 0,001 (Streit and
Mutante Phillips, 1996)

*-Kultiviert in reichem Medium ; **-Kultiviert in Fermenter unter fed-batch Bedingungen; #: die Zellen wurden
mit Zugabe von Vorldufern angezogen; ~: es wurde nur bioB {iberexprimiert; 6-ANA: 6-Aiminonicotinamid
ACM: Acidomycin; B-HN: B-Hydroxynorvalin, TVA: 5-(2-Thienyl)-Valeriansiaure; MeDTB: o-Methyl-
Dethiobiotin; B-CD-A: B-Chloro-D-alanin; ': es sind die Mutationen im chromosomalen bio-Operon des
Wirtsstammes aufgelistet; 2. es sind die Bakterien aufgelistet, aus welchen die bio-Gene isoliert worden sind; 3,

hier sind die Mutationen in den klonierten bio-Gene aufgelistet.
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Tab. 19: Zusammenfassung der Produktivititen verschiedener biotiniiberproduktions-

Stdmme.
Bakterium Biotin im Uberstand Referenz
[mg/1]
Agrobacterium/RHK4 110%** (Shaw et al., 1999)
B. sphaericus 0,1-15 (Ohsawa et al., 1989)
B. subtilis 0,004-1,57 (Bower et al., 1996b)
0,01-15 (Ohsawa et al., 1989)
E. coli 160-970** (Kanzaki et al., 1997)
0,03-1,39%* (Shaw et al., 1999)
0,4-11,1%* (Ifuku et al., 1993)
Kurthia sp. 0,001-126 (Hoshino et al., 1997)
S. marcescens 18-200 (Sakurai et al., 1993b)
Umwelt-isolierten bio-
Cosmid 3,8.107 (Entcheva et al., 2001)
Subkloniert in E. coli birA 3,5 Diese Arbeit
in E. coli 2,2 Diese Arbeit
in E. coli birA 7,1%* Diese Arbeit
in K. planticola 0,2 Diese Arbeit
in S. meliloti 4.10° Diese Arbeit

*-Kultiviert in Komplexmedium ; **-Kultiviert in Fermenter unter fed-batch Bedingungen. Bei allen
iiberproduzierenden Stdmmen handelt es sich um Bakterien, die gegen biotinanaloge Stoffe resistent waren oder
zusdtzlich mutierte  bio-Gene trugen. Einzige Ausnahme waren die Stdimme E.coli und

Agrobacterium/Rhizobium HK4 im Rahmen der Arbeit von Shaw und Mitarbeitern (1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten mal umweltisolierte, natiirlich
hocheffiziente bio-Gene ohne genetische Manipulierung zur Konstruktion
biotiniiberproduzierender Bakterien verwendet. Dabei wurden Produktivititen im
mg/l-Messbereich ermittelt, welche den bereits beschriebenen
Biotinproduktionsraten von mehrfach mutierten Industrie-Stamme entsprachen.

Neben E. coli wurde die Konstruktion von biotinliberproduzierenden Bakterien, die
zu anderen Familien gehoren, vorangetrieben. Hierzu zdhlten Bakterien aus der
Gattungen Klebsiella, Rhizobium, Agrobacterium, Ralstonia, Xanthomonas und
Corynebacterium. AnschlieBend wurden sowohl stabile, biotiniiberproduzierende
E. coli-Staimme als auch rekombinante K. planticola- und Sinorhizobium meliloti-

Biotinproduzenten konstruiert.
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IV.4.2. Konstruktion rekombinanter, biotinproduzierender Rhizobium-Stamme

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe von umweltisolierten bio-Genen solche
Rhizobium-Stimme konstruiert, die in der Lage waren, Biotin zu produzieren und
somit im Boden besser iiberlebten und die Pflanzen infizierten. Das bio-Operon auf
pCosHE2 wurde unter der Wildtyp-Promotor Kontrolle in S. meliloti 1021 exprimiert
und Rhizosphéiren-Experimente wurden mit solchen Stammen durchgefiihrt. Die
Daten aus diesen Experimenten bestétigten die, frither publizierte Ergebnisse (Streit
et al., 1996), namlich, dass S. meliloti-Stimme mit zusdtzlichen bio-Genen
verbesserte Besiedlung aufweisen (s. Abb. 31).

Ein weiterer Aspekt war die Verwendung der rekombinanten bio Rhizobien fiir die
Modifizierung einer Rhizosphire. Hier wurden solche S. meliloti-Stimme verwendet,
die bio-Operons unter der Kontrolle von wirtsspezifischen Promotoren, wie
beispielsweise von den nodDI- und nodD3-Genen trugen. Es wurden Stdmme
konstruiert, die das bio-Operon oder die bioB- und bioD-Gene unter nodD1- bzw.
nodD3-Promotorkontrolle zusétzlich haben. BekanntermaBen befinden sich die
nodD1 und nodD3-Promotoren unter der Kontrolle von Flavonoiden und Isoflavone
(Swanson et al., 1993; Gyorgypal et al., 1991; Dusha et al., 1999). Somit wiirden die
bio-Gene unter bestimmten ©kologischen Bedingungen, beispielsweise in dem
Umfeld einer Rhizosphére, angeschaltet. Demzufolge wiirde eine gezielte Expression
der Gene in der Rhizosphire gewihrleistet. Erste Daten zeigten, dass nodDI-
regulierte bio-Konsrukte einen bis zu 4-fach verbesserten Besiedlungseffekt
aufwiesen. Dies deutete daraufhin, dass kontrollierbare bio-Konstrukte im Rahmen
von Rhizosphére-Experimenten als Beispiel fiir die Modifizierung eines mikrobiellen
Konsortiums geeignet sind.

Untersuchungen zur Nutzung von Bakterien aus der Familie Rhizobiaceae als Wirte
fiir eine Biotinliberproduktion haben ergeben, dass S. meliloti-Stimme, die das
E. coli bio-Operon trugen, bis zu 1 ug/l Biotin synthetisieren konnten (Streit and
Phillips, 1996). In der vorliegenden Arbeit wurden S. meliloti-bio” Stimme mit einem
umweltisolierten bio-Operon konstruiert, die in Mineralmedium zwischen 2,4 und 7
ug/l Biotin produzieren. Diese Produktionsraten waren fiir eine biotechnologische

Produktion eher als niedrig einzustufen. Andere Bakterien aus den Rhizobiaceae
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wurden ebenfalls als Wirte getestet, wobei die Expression des bio-Operons in
verschiedenen Rhizobien im Allgemeinen mit toxischen Effekten begleitet war.
Weitere bio-Konstrukte, in denen die bio-Gene unter der Kontrolle von allgemein
starken Promotoren wie Ptrp und Ptac oder wirtsspezifischen Promotoren wie nodD1
und nodD3 standen, flihrten in diversen Rhiziobien zur Zellprezipitation. Dies
deutete daraufhin, dass regulatorische Probleme bei der Uberexpression von
Biotinbiosynthesegenen auftraten. Weitere Versuche in diese Richtung bestétigten
die Vermutungen, dass Rhizobien, die Biotin iiberproduzierten, in geringerem Titer
iberleben konnten (s. 111.3.2.3.2). In dieser Arbeit hat sich demzufolge die Familie
Rhizobiaceae als nicht optimal geeignet fiir eine Biotinliberproduktion unter batch
Bedingungen herausgestellt. Uberraschend ist jedoch die Beobachtung, dass Lonza
AG 110 mg/l Biotin in einem Agrobacterium/Rhizobiun HK4 Isolat produziert hat
(Shaw et al., 1999).

1V.4.3. 2-D gelelektrophoretische Analyse und Sequenzvergleiche

Mit Hilfe von Proteomics wurden S. meliloti Stimme, die in der Zelle Biotin
produzierten und solche, die Biotin aus den Medium aufnehmen, beziiglich der
Genexpression verglichen. Vier Proteine aus dem S. meliloti 1021/pPEBBRbio-
Stamm und ein Protein aus dem Wildtyp, die eine erhdhte Expression auf den 2D-
Gelen aufwiesen, wurden mit MALDI-TOF analysiert.

Die ausfiihrliche Analyse der Proteine in NCBI, ERGO und Sinorhizobium meliloti-
Datenbanken [http://sequence.toulouse.inra.fr/meliloti] ergab interessante
Informationen. Beispielsweise Protein ,,3“ zeige in S. meliloti 1021 Homologien zu
Proteinen aus der sog. ,short chain dehydrogenase/reductase“- und
Oxidoreduktasen-Familie. Andere Proteine aus dieser Gruppe sind PhbB- und
BdhA-Proteine. Diese zeigen wiederum Ahnlichkeiten zu dem hier identifizierten
Protein ,,3“ (Score von 317 und e-Wert von e~ fiir PhbB bzw. Score von 241 und e-
Wert von 4¢> fiir BdhA). Wie aus fritheren Arbeiten bekannt, wurde die Expression
des bdhA-Gens (nimmt teil an der Poly-B-hydroxybuttersdure Abbau) durch erhohte
Biotinkonzentrationen gesteigert (Hofmann et al., 2000; Aneja and Charles, 1999).
Die in dieser Arbeit prasentierten Beobachtungen (Tab. 17) bestétigen die bereits

publizierten Daten. Bisher gibt es jedoch keine experimentelle Beweise auf
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Transkriptionsebene, die auf einer biotinabhéngigen Expression anderer Proteine aus
der o. a. Familie hinweisen.

Bei einem weiteren Protein (Nummer 5 in Abb. 30B), dessen Expression in Zellen
von S. meliloti 1021-Wildtyp erhoht war, handelt es sich moglicherweise um ein
bisher unbekanntes Protein, dessen Gen im Chemotaxis-Operon liegt (s. Tab. 17;
orfl4, [http://sequence.toulouse. inra.fr/meliloti]). Jedoch kann {iber die Funktion

dieses Proteins nur spekuliert werden.

IV.5. Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit etablierte Technik der Kombination von
Anreicherungskultur und Genbanken-Herstellung aus Umweltproben sollte in
Zukunft weiter optimiert werden. Die auf Avidin-Zugabe basierte Anreicherung
wurde hier fiir die Selektion hocheffektiver Biotinbiosynthesegene angewendet.
Andere sinnvolle Anwendungen wiren Anreicherungen in denen unterschiedliche
mikrobielle Konsortien gewonnen werden, die in der Lage sind antibakterielle
Wirkstoffe oder Enzyme fiir Polymer-Abbau zu bilden. Das Vektorsystem konnte auf
den sog. broad host range Cosmiden basieren, um anschlieend die Mobilisierung
der Genbanken in verschiedene Bakterien durchfiihren zu kénnen, oder auf den sog.
BACs (bacterial artificial chromosomes), womit die Klonierung von DNA-
Fragmenten grofer als 40 kb erreicht werden kdnnte.

Die Umwelt-Genomik wird in Zukunft eine immer grofere Rolle bei der
Untersuchung verschiedener Habitate spielen. Neue bisher unbekannte Habitate
sollten in Betracht gezogen werden, wie z.B. Saline, Thermalquellen und
verschiedene Biofilme. Die Biofilme stellen ein grof3es genetische Reservoir dar und
sind somit fiir die Konstruktion von Genbanken und Identifizierung von neuartigen
Biotinbiosynthesewegen geeignet.

Fiir die Konstruktion von biotinliberproduzierenden Stimmen kdnnen weitere bio-
Operons aus Umwelt-Genbanken isoliert werden, auch sollte eine zusitzliche
Mutagenese der bio-Gene in Betracht gezogen werden. Eine moglicherweise gut
geeigneter Mikroorganismus flir Biotinliberproduktion ist Klebsiella planticola,
wobei die Konstruktion einer Regulations-Mutante, dhnlich wie die bir4-Mutante bei
E. coli, denkbar und notwendig  wire. Die  Optimierung  der

Kultivierungsbedingungen, wie beispielsweise durch Verdnderungen von
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Medienzusitzen und pH sollte ein Ziel weiterer Versuche sein. Die Zugabe von
bestimmten Biotin-Vorstufen ins Medium kdnnte die Biotinproduktivitét steigern.

Erste Versuche mit Hilfe von 2-D gelelektrophoretischen Analysen Verdnderungen
in dem Proteinmuster von biotinproduzierenden Stdmmen im Vergleich zu solchen,
die mit externen Biotin gewachsen waren, aufzuspiiren, haben erhebliche
Unterschiede in der Genexpression gezeigt. Weitere 2-D Gel- und MALDI-TOF-
Analysen, sowie unter Umstdnden N-terminales Ansequenzieren einiger Proteinspots
aus S. meliloti 1021 konnten zusidtzliche Hinweise fiir kiinftige Strategien zur

Konstruktion von Biotin-Uberproduzenten liefern.
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V. Zusammenfassung

Hauptziel dieser Arbeit war die Isolierung von neuartigen Biotinbiosynthese-
Operons (bio-Operons) aus Umweltproben und deren Anwendung fiir die
Konstruktion von biotiniiberproduzierenden Bakterien.

Es wurde eine Methode entwickelt, um grole DNA-Fragmente reproduzierbar aus
unterschiedlichen und zum Teil mit Humins&uren kontaminierten Umweltproben zu
klonieren. Dies ist mit Hilfe der Kombination einer mikrobiologischen
Anreicherungstechnik und der Konstruktion von Genbanken erreicht worden. Dazu
wurden Anreicherungskulturen mit Umweltproben inokuliert. Um bei der
Anreicherung  einen  hohen  Selektionsdruck  auf  biotinsynthetisierende
Mikroorganismen zu erzeugen, wurde das Medium mit dem Biotin-bindenden
Protein Avidin supplementiert. Auf diese Weise wurden mikrobielle Konsortien
gewonnen, die signifikante Mengen an Biotin produzierten. Diese positive Selektion
konnte sowohl mittels Bestimmung von Biotin in Kulturiiberstainden (zwischen 50
und 1.040 pg/ml/OD) als auch auf Ebene der DNA nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden sieben Anreicherungskulturen mit Proben unterschiedlicher
Herkunft angeimpft und zur Konstruktion von Cosmid-Genbanken genutzt. Die
Cosmide trugen in der Regel Fragmente einer Gréfe von ca. 30 kb. Pro Genbank
wurden zwischen 6.000 und 35.000 Klone generiert und auf das Vorhandensein von
Biotinbiosynthese-Operons untersucht.

Dabei wurden sechs rekombinante Cosmide erhalten, die eine E. coli bio-
Deletionsmutante komplementierten: pCosHE1, pCosHE2, pCosAS1, pCosAS2,
pCosFS1 und pCosFS2. Klone mit diesen Cosmiden produzierten zwischen 42 pg/ml
und 3.800 pg/ml Biotin in definiertem Medium in der stationdren Wachstumsphase.
Die DNA-Sequenzanalyse von vier der isolierten bio-Cosmide zeigte, dass klassische
Gram-negative bio-Operons auf den Cosmiden vorlagen. Zusitzlich wurden auf den
bio-Cosmiden weitere Gene und andere Operons identifiziert, die nicht in
unmittelbarem Zusammenhang zur Biotin-Biosynthese standen. Hierzu zéhlten
beispielsweise Operons fiir die Histidinverwertung und die Molybdopterin
Biosynthese. Hierdurch wurde belegt, dass die entwickelte Technik der Anreicherung
in Kombination mit direktem Klonieren generell zur Isolierung von mikrobiellen

Operons geeignet ist.
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Die von den offenen Leserahmen der identifizierten bio-Operons abgeleiteten
Proteinsequenzen zeigten zwischen 56 % und 92 % Identitét zu korrespondierenden
Proteinen der Biotinbiosynthese von E. coli, E. herbicola und S. marcescens. Trotz
dieser signifikanten Ahnlichkeiten konnten die isolierten bio-Operons jedoch keinem
bekannten bisher kultivierten Mikroorganismus zugeordnet werden.

Ein E. coli-Stamm mit dem bio-Cosmid pCosHE2 zeigte die hochsten
Biotinproduktivitit in definiertem Mineralmedium und wurde daher zur
Stammkonstruktion eines Biotiniiberproduzierers eingesetzt. Dabei wurden
unterschiedliche Strategien verfolgt: (i) Mobilisierung des unveridnderten bio-
Operons aus pCosHE2 in E. coli und andere Mikroorganismen, (i1) Mobilisierung
eines bio-Operons mit umgestellter Genanordnung unter der Kontrolle des tac, trp,
nodDI1 und nodD3 Promotoren in verschiedene Gram-negative und Gram-positive
Bakterien, sowie (iii) Mobilisierung ausgewéhlter bio-Gene unter Kontrolle des tac,
trp, nodD1 und nodD3 Promotoren in S. meliloti 1021.

Als Wirte fiir die unterschiedlichen Konstrukte wurden Escherichia coli, Klebsiella
planticola, Ralstonia eutropha, Rhizobium spp., Xanthomonas campestris,
Agrobacterium tumefaciens und Corynebacterium glutamicum ausgewdihlt. Dabei
zeigten sich zum Teil sehr hohe Toxizititen bei der Uberexpression der hio-Gene.
Insbesondere  Rhizobium sp. NGR234, A. tumefaciens, X. campestris und
C. glutamicum waren in ihrem Uberleben stark eingeschrinkt oder verloren die
jeweiligen bio-Konstrukte.

Weitere Untersuchungen mittels 2-D gelelektrophoretischer Analyse und MALDI-
TOF Massenspektroskopie zeigten, dass die Expression solcher Proteine, die im
Speicherstoffeabbau beispielsweise von Poly-B-hydroxybuttersdure oder als ABC-
Transporter eine Rolle spielen konnen, unter bestimmten Bedingungen verdndert
war.

Die Konstrukte pPESKbio (das unveridnderte bio-Operon in pSK+) und pPEBBRbio
(das unverdnderte bio-Operon in pPBBR1IMCS-2) waren besonders geeignet fiir die
Expression in E. coli und K. planticola. Dabei wurde unter Verwendung des
pPESKbio-Konstruktes in E. coli eine maximale Produktion von 2,3 mg/l nach 24
Stunden in definierten Medium erzielt. Nach der Mobilisierung des pPEBBRbio-
Konstruktes in K. planticola wurde bis zu 0,2 mg/l Biotin in der stationdren

Wachstumsphase gemessen.
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Die Verwendung einer E. coli Regulatormutante als Wirt erzielte eine Ausbeute von
3,5 mg/l und eine Fermentation mit diesem Stamm in Mineralmedium in einem 3-

Liter Fermenter resultierte in der Produktion von 7,1 mg/1/24 Std.
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