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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die in unserer Umwelt vorkommenden Mikroorganismen zeigen eine erstaunliche
Diversitdt an physiologischen, metabolischen und genetischen Eigenschaften. Ihr
Substratspektrum entspricht dabei in seiner Gesamtheit der Vielfalt der natiirlich
vorkommenden Verbindungen und geht sehr wahrscheinlich noch dariiber hinaus
(GOTTSCHALK und KNACKMUSS, 1993). Verdeutlicht wird dies unter anderem
dadurch, dass sich auf der Erdoberflédche oder in Gewiéssern keine natiirliche organische
Substanz auf Dauer anhiduft. Molekular-6kologische Studien an verschiedenen
Okosystemen belegten, dass mehr als 99 % der Mikroorganismen nicht bekannt sind
(AMANN et al., 1995; PACE, 1997). Erst ca. 5000 prokaryotische Organismen wurden
bisher beschrieben, Schitzungen gehen jedoch davon aus, dass die Gesamtzahl der
prokaryotischen Arten zwischen 1.000.000 und 100.000.000 liegt (WILSON, 1992;
STRICKBERGER, 1996). Im Vergleich dazu sind ca. 70.0000 Pilzarten und mehr als
eine halbe Million Insektenspezies bekannt (BULL et al., 1992). Begriindet ist diese
Diskrepanz vor allem durch die Grenzen der Kultivierung und Vereinzelung von
Mikroorganismen unter Laborbedingungen. Fiir die Forschung und letztlich auch fiir die
Industrie bedeutet dies die Notwendigkeit zur Entwicklung alternativer Methoden und
Strategien, um dieses enorme Potential zu analysieren und zu nutzen.

Einige der bisher kultivierten Mikroorganismen haben sich als reichhaltige Quellen fiir
die Naturprodukt-Chemie erwiesen. Zu den wichtigsten Produkten gehoren u.a.
Antibiotika, Fungizide, Enzyme und Insektizide (RONDON et al., 1999). Geht man
davon aus, dass weniger als 1 % der vorkommenden Mikroorganismen bekannt sind, so
stellen diese natiirlichen Habitate ein nahezu unerschopfliches Reservoir an neuen
Biokatalysatoren und anderen Wirkstoffen dar.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden neue Enzyme und Wirkstoffe vorwiegend
durch groB3 angelegte Screeningverfahren nach Mikroorganismen mit den gewiinschten
Eigenschaften identifiziert. Nach erfolgreicher Anreicherung und Vereinzelung des
Organismus wurde das gesuchte Enzym bzw. die entsprechenden Gene aus diesem
isoliert. Dieses klassische Verfahren setzt jedoch die Kultivierbarkeit der
Mikroorganismen voraus. Erst seit wenigen Jahren werden Verfahren entwickelt, die
auf der Isolierung von DNA basieren, um die Biodiversitit von Boden, Sedimenten und
anderen natiirlichen Habitaten in seiner Gesamtheit zugénglich zu machen und zu

nutzen (SEOW et al., 1997; Handelsmann et al., 1998; COTTRELL et al., 1999;
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HENNE et al., 1999; RONDON et al., 1999 und 2000). In diesem Zusammenhang
wurde von RONDON et al. (2000) der Begriff des Metagenoms als Bezeichnung fiir die
gesamte genetische Information aller Mikroorganismen eines Habitats geprigt. In einer
Vielzahl von molekular-6kologischen Studien wurde die isolierte DNA genutzt, um
universell konservierte Genmarker, zumeist die 16S rRNA-Gene, mittels PCR zu
amplifizieren und phylogenetisch zu analysieren. So wurden z.B. aus einer Bodenprobe
aus Darmstadt 300 verschiedene 16S-rDNA-tragende Klone wuntersucht. Die
Sequenzierung der partiell-amplifizierten 16S-rRNA Gene und der Vergleich mit den in
der Datenbank gespeicherten Sequenzen zeigte, dass keine davon identisch zu einer
16S-rDNA-Sequenz einer bis dahin kultivierten Spezies war. Die Klone konnten in 11
verschiedene Phyla (Hauptabstammungslinien) eingeordnet werden, von denen einige
hauptsédchlich oder sogar ausschlieBlich durch Umweltsequenzen reprisentiert wurden
(SCHLEPER und ECK, 2000).

Ein weitergehender Ansatz ist die direkte Klonierung der aus Umweltproben isolierten
genomischen DNA in Vektoren und ihre Durchmusterung auf das Vorhandensein von
Genen fiir verschiedene biologisch aktive Substanzen und Enzyme (s. Abb. 1). Die
ersten Arbeiten in denen die Konstruktion solcher Metagenombanken aus komplexen
Habitaten und die Identifizierung neuartiger, funktioneller Genprodukte beschrieben
werden konnte, wurden 1999 von HENNE et. al. und COTTRELL et al. publiziert. Bis
heute konnte diese Strategie zur Isolierung von Genen fiir Enzyme verschiedener
Klassen wie 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen, Chitinasen, Lipasen/Esterasen und
Amylasen (COTTRELL et al., 1999; HENNE et al., 1999 und 2000; RONDON et al.,
2000; RICHARDSON et al., 2002), sowie fiir Na+/H+-Antiporter (MAJERNIK et al.,
2001), fir die Synthese von Biotin (ENTCHEVA et al.,, 2001) oder auch fiir
antibakterielle Wirkstoffe (RONDON et al., 2000; OSBURNE et al., 2000; BRADY et
al., 2001) genutzt werden.
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Abbildung 1: Strategie der Metagenomik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Umweltgenbanken konstruiert und als
Quelle fiir die industriell interessanten Coenzym Bj,-abhéngigen Glycerin- und Diol-
Dehydratasen, sowie zur Identifizierung neuartiger Alkohol-Oxidoreduktasen
verwendet.

Die bekannten Coenzym Bi;-abhédngigen Glycerin- und die isofunktionellen Diol-
Dehydratasen (EC 4.1.2.30 bzw. EC 4.2.1.28) katalysieren die Umsetzung von
Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den entsprechenden Aldehyden
(PAWELKIEWICZ und ZAGALAK, 1965; SMILEY und SEBOLOV, 1962). Sie sind
die Schliisselenzyme in der anaeroben Verwertung von Glycerin und 1,2-Propandiol
und konnten bisher bei Vertretern der Enterobakterien, der Propionsdurebakterien, der
Clostridien und der Milchsdurebakterien nachgewiesen werden. Durch ausfiihrliche
Untersuchungen der Glycerinfermentation und der daran beteiligten Enzyme in den
Enterobakterien Citrobacter freundii und Klebsiella pneumoniae (SCHNEIDER et al.,
1970; McGregor et al., 1974; FORAGE und FOSTER, 1979; JOHNSON et al., 1984;
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JOHNSON und LIN, 1987; DANIEL et al., 1995b; SEYFRIED et al., 1996) konnte das
in Abbildung 2 dargestellte Stoffwechselschema entwickelt werden. Das Substrat
Glycerin unterliegt dabei einer Disproportionierung, an der als Schliisselenzyme die
Glycerin-Dehydrogenase, die Dihydroxyaceton-Kinase, die Glycerin- oder Diol-
Dehydratase und die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase beteiligt sind (s. Abb. 2). Im
oxidativen Zweig des Stoffwechselweges wird Glycerin unter Reduktion von NAD" zu
Dihydroxyaceton oxidiert und anschlieBend phosphoryliert. Das entstehende
Dihydroxyacetonphosphat kann dann in den Embden-Meyerhoff-Parnas-Weg
eingeschleust werden. Der reduktive Zweig des Stoffwechsels beginnt mit der
Dehydratisierung des Glycerins. Das entstehende [B-Hydroxypropionaldehyd wird
nachfolgend zu 1,3-Propandiol reduziert. Das Endprodukt der Fermentation, 1,3-
Propandiol ist eine Substanz, die von grolem wirtschaftlichen Interesse ist, da sie zur
Herstellung von Polyestern, Polyurthanen, Heterozyklen und Pharmazeutika genutzt
wird. Seit einigen Jahren wird die Verwendung von 1,3-Propandiol auch im
Zusammenhang mit biologisch-abbaubaren Polymeren beschrieben (WITT et al., 1994).
Da die Herstellung von 1,3-Propandiol auf chemischer Basis sehr kostenintensiv ist,
haben die Firmen DuPont und Genencor International in den vergangenen Jahren einen
biotechnologischen Produktionsprozel3 entwickelt. Mit Hilfe eines rekombinanten E.
coli-Stammes wird dabei das 1,3-Propandiol direkt aus dem preiswerten Rohstoff
Glukose gewonnen (CHOTANI et al.,, 2000). Die Dehydratase stellt in diesem
biotechnologischen Verfahren aufgrund ihrer biochemischen FEigenschaften einen
limitierenden Faktor dar und ist deshalb das Objekt eingehender Untersuchungen.

Die bisher untersuchten Coenzym Bj;-abhéngigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen
stellen eine sehr homogene, hoch konservierte Gruppe von Enzymen dar. Dies gilt fiir
die genetische Organisation, sowie fiir die strukturellen und biochemischen
Eigenschaften der Proteine. Beide Dehydratase-Typen bestehen aus 3 strukturellen
Untereinheiten, die im nativen Zustand einen Komplex aus a,[3,y> bilden (DANIEL et
al., 1998). Ein weiteres Charakteristikum ist die sogenannte ,,suicide-Inaktivierung* bei
der Katalysereaktion mit Glycerin. /n vivo wird Glycerin-inaktivertes Enzym durch
einen als Reaktivierungsfaktor bezeichneten Proteinkomplex reaktiviert. Fiir die
Dehydratasen aus Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca und Citrobacter freundii
konnten die dafiir kodierenden Gene und die korrespondierenden Genprodukte bereits
identifiziert und charakterisiert werden (MORI et al., 1997, TORAYA und MORI,
1999; SEIFERT et al., 2001; KAJIURA et al., 2001).



1. EINLEITUNG

Gluconeogenese

ATP ADF
o

.
HD/p oH QHD Ol - Glycerinaldehyd-3-
~F-0" —p
0 ~ 2 O] phosphat
Dihydroxyaceton O- L

OH Dihydroxyaceton-

HO hosphat
<~ OH NADH + HT pRosp Acetat
Glycerin Ethanol
Lactat
3) Formiat
) \ H . Succinat
HA0 L~ —b(“ HQ_—~_OH Hj, COp
3-Hydroxypropion-

1,3-Propandiol

aldehyd

Abbildung 2: Schematische  Darstellung der  Glycerinfermentation in
Enterobakterien
(1):  Glycerin-Dehydrogenase; (2): Dihydroxyaceton-Kinase; (3):
Glycerin- oder Diol-Dehydratase; (4): 1,3-Propandiol-Dehydrogenase.

Eine weitere Durchmusterung der Metagenombanken hatte Gene zum Ziel, die Alkohol-
Oxidoreduktase-Aktivitidt in E. coli vermittelten. Die Umwandlung von Alkoholen,
Aldehyden und Ketonen spielt in einer groBBen Anzahl von metabolischen Prozessen
eine tragende Rolle. Diese Reaktionen werden durch Oxidoreduktasen katalysiert, zu
denen auch die Alkohol-Dehydrogenasen zéhlen. Die bisher bekannten Alkohol-
Oxidoreduktasen stellen im Vergleich zu den Glycerin- und Diol-Dehydratasen eine
sehr heterogene Gruppe mit unterschiedlichen Kofaktor-Bediirfnissen dar. REID und
FEWSON (1994) haben folgende Einteilung in drei Gruppen fiir diese Enzyme
formuliert:

1. NAD(P)-abhiingige Dehydrogenasen: Man unterscheidet langkettige, Zink-

enthaltene Dehydrogenasen (Typ I, z.B. die Alkohol-DH I aus Zymomonas mobilis),
kurzkettige und Zink-unabhidngige Dehydrogenasen (Typ II, z.B. die Ribitol-DH aus
Enterobacter aerogenes) und die Eisen-aktivierten Enzyme (Typ III, z.B. die 1,3-
Propandiol-DH aus C. fireundii). 2. NAP(P) -unabhingige Dehydrogenasen: Die
Enzyme dieser Gruppe besitzen statt NAD(P)" andere Kofaktoren wie FAD, PQQ oder
F420 (z.B. die Alkohol-DH aus Acetobacter aceti). 3. Oxidasen: Die Oxidasen

katalysieren eine irreversible Oxidation von Alkoholen (z.B. die Alkohol-Oxidase 1 aus
Candida boidinii).
Die Nikotinamid-abhéngigen Alkohol-Dehydrogenasen sind dabei von besonderer

biotechnologischer Relevanz. Diese Enzyme besitzen zumeist eine hohe
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Enantioselektivitit und werden in der Industrie fiir die Produktion von
Carbonylverbindungen, Hydroxysduren, Aminosduren und chiralen Alkoholen
eingesetzt, die chemisch nur schwer zu synthetisieren sind (REID und FEWSON, 1994;
FANG et al., 1995; HUMMEL, 1997 und 1999). Abbildung 3 zeigt ein typisches
Reaktionsschema zur Synthese von chiralen Verbindungen durch Dehydrogenasen.
Weitere Anwendungsgebiete sind die Herstellung von Deuterium- oder Tritium-
markierten Substanzen, die Produktion von Dihydroxyaceton und die enzymatische
Analyse von Serumlipiden (YAMADA et al., 1982; FANG et al., 1995). Aufgrund der
hohen Kosten fiir die Nikotinamid-Komponenten, ist fiir eine Anwendung der Alkohol-
Dehydrogenasen im industriellen Mafistab eine Regeneration des Kofaktors durch
effiziente Systeme notwendig. Haufig verwendete Systeme basieren auf der Glukose-6-
Phophat-Dehydrogenase- oder der Formiat-Dehydrogenase-Reaktion (CHENAULT und
WHITESIDES, 1987). Auf diese Weise konnen zum einen die ProzeBkosten gesenkt
werden und zum anderen thermodynamisch ungiinstige Reaktionsgleichgewichte in
Richtung des gewlinschten Produktes verschoben werden (FANG et al.,, 1995;
HUMMEL, 1999).

R—C—R« + NAD(P)H+H* —>» R—CH—R« + NAD(P)*

| |
0 XH

Prochirales Keton Chirales Produkt

Abbildung 3: Reaktionsschema zur Bildung von chiralen Verbindungen durch
NAD(P)H-abhingige Dehydrogenasen (nach HUMMEL, 1999)
Wenn das X fiir ein Sauerstoffatom steht, handelt es sich bei dem
Produkt um einen Alkohol, steht es fiir NH, entsteht eine Aminoséaure.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die molekularbiologische Analyse von komplexen,
mikrobiellen Konsortien wie sie in natiirlichen Habitaten wie Sediment- und
Bodenproben vorhanden sind. Dazu gehorte die Konstruktion und Nutzung von
komplexen Metagenombanken als Quelle fiir Gene und Genprodukte fiir den Einsatz in
verschiedenen biotechnologischen Prozessen. Durch eine Kombination von
Anreicherungstechniken und der direkten Isolierung von DNA aus Umweltproben
wurden Genbanken erstellt und anschlieBend mit auf Enzymaktivitit oder

Sequenzihnlichkeiten basierenden Verfahren durchmustert. Ziel war die Identifizierung
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von Genen fiir Coenzym Bj;-abhingige Glycerin- und Diol-Dehydratasen sowie von

Genen, die Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitdt mit kurzkettigen Polyolen vermitteln.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Verwendete Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Organismen sind in Tabelle 1, die Plasmide

in Tabelle 2 aufgefiihrt. Tabelle 3 gibt eine Ubersicht iiber die verwendeten

Oligonukleotide.

Tabelle 1: Verwendete Organismen

Stamm relevanter Geno- oder Phiinotyp  Herkunft/Referenz
Citrobacter freundii Wildtyp DSM 30040
Klebsiella oxytoca Wildtyp DSM 4798
Escherichia coli ECL707  F gld :: ATnl0, gIpK :: ATnl0 ptsD Y ANISCH-

Escherichia coli DH5a

Escherichia coli

BL21(DE3)

Escherichia coli TOP10

::ATnl0,araD139, flbB A(lacUl169),
ptsF25, relA, rpsL, thi

F endAl, @0lacZAM15 A(lacZYA-
argF\U169,endAl,recAl,hsdR17(rx
- mgt), deoR, thi-1, supE44, A-,
gryA96, relAl

F" ompT hsdSg (rg-mp-) , gal dcm
rnel31 (DE3)

F° mcrdA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

DPR0lacZAM15 AlacX74  recAl

deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU

galK rpsL (Str™) endA 1 nupG

PERRON et al,
1985

HANAHAN, 1983

Invitrogen,Carlsbad,
USA

Invitrogen,Carlsbad,
USA
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Tabelle 2: Vektoren und rekombinante Plasmide

Plasmid relevantes Merkmal Herkunft/Referenz

pBluescript °SK+ Ap', lacPOZ', pMB1-Replikon Stratagene, San
Diego, USA

pSTV28 Cml', lacPOZ a, p15A-Replikon

pCR2.1-TOPO Ap', Kan" pMBI1-Replikon Invitrogen,

Carlsbad, USA
pET100/D-TOPO Ap', Hise-tag N-terminal, Xpress-epitop  Invitrogen,

Carlsbad, USA
pET101/D-TOPO Ap' Hisg-tag C-terminal, V5-epitop-tag  Invitrogen,
Carlsbad, USA

pRD1 Ap', dhaK, dhaD, dhaR, orfW, orfX, DANIEL, 1994
dhaT, orfY, dhaB, dhaC, dhaFE, orfZ
pGEX2T/dhaB Ap', dhaB ROSKENS, 1997
pFL1 Ap', dhaT, orfY, orfW, orfX’, orfZ’ LUERS, 1997
pLM3 Ap', dhaB, dhaC, dhaE MACIS et al., 1998
pMS2 Ap', dhaB, dhaC, dhaE, orfZ SEYFRIED, 1996
pCS120 Ap', dhaB, dhaC, dhaE, (3'Hise-Tag) SEIFERT, 2001
pCS111 Ap', dhaFG (C. freundii), (3'His¢-Tag)  SEIFERT, 2001
pCS211 Ap', dhaFG (CL pasteurianum), SEIFERT, 2001

(3"Hise-Tag)
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Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz

alpha3
betal
pAK2-1
pAK2-2A
pAK2-2B
pAK3-1
pAK3-2A
pAK3-2B
pAK4-1
pAK4-2
pAKS5-1
pAKS-2A
pAKS5-2B
pAK7-1
pAK7-2A
pAK7-2B
CF-1 (B1)
CF-2 (B2)
ST/KO-1
ST/KO-2

ST-3 (a-Ende)
KO-3 (a-Ende)

5-GAYTTYGAYGAYTAYAAY-3'*
5"-YTINGTYTCYTTDATRTG-3"*
5-CACCATGAGAAGATCAAAACGATTC-3"
5-TTACTGGCTGCCTTTACGCAG-3’
5’-CTGGCTGCCTTTACGCAG-3’
5-CGGTACCGAACTACGACAACATGTTTG-3¢
5¢-TCACTGACTGCCTTTACGCAG-3¢
5-CTGACTGCCTTTACGCAG-3¢
5-TCCGGTTATTCCGCGGTGCCGAACTAC-3¢
5-“TCAAGGATGCGATCGTCT-3¢
5¢-TGCTGCGCCAGATAATTGAAGACGTAC-3¢
5¢-TTAATCGTCACCTTTGACTTT-3¢
5¢-ATCGTCACCTTTGACTTT-3¢
5-CACCATGAGAAGATCAAAACGATTTG-3’
5-TTACTGGCTGCCTTTACGCAG- 3’
5-CTGGCTGCCTTTACGCAG- 3’
5-CACCATGAGAAGATCAAAACGATTC-3¢
5¢-CAAACATGTTGTCGTAGTTCGGTACCG-3¢
5-CACCATGAGATCGAAAAGATTTGA-3’
5-TTAATCGTCGCCTTTGAGTTT -3’
5*-GTACGTCTTCAATTATCTGGCGCAGCA-3*

5*-GTAGTTCGGCACGGCGGAATAACCGGA-3¢

*Y=C+T, N= A+C+T+G, D= A+T+G, R= A+G

Die Erkennungssequenz fiir die gerichtete Klonierung in die Expressionsvektoren

pET100/D-TOPO bzw. pET101/D-TOPO ist unterstrichen.
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2.2 Nihrmedien

Alle aufgefiihrten Medien wurden durch 30-miniitiges Autoklavieren bei 121°C
sterilisiert. Die C- Quellen fiir Mineralmedien wurden separat autoklaviert und erst
unmittelbar vor dem Animpfen zugegeben. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem
Medium vor dem Autoklavieren 1,5 % (w/v) Agar zugefiigt.

Anaerobe Medien wurden nach der von COSTILOW (1981) beschriebenen Methode

unter Begasung mit sauerstofffreiem Stickstoff hergestellt.

2.2.1 LB- (Luria-Bertani) Medium (SAMBROOK et al., 1989)
Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NacCl 10 g
HZOdest. ad 1000 ml

2.2.2 DYT-Medium (SAMBROOK et al., 1989)
Trypton 16 g
Hefeextrakt 10 g
NaCl 5 g
H3O4est. ad 1000 ml

2.23 SOB-Medium (HANAHAN, 1983)
Trypton 20 g
Hefeextrakt 5 g
NacCl 0,58 g
KCl 0,18 g
MgCl, 2,0 g
MgSOy4 2,5 g

H0 gest. ad 980 ml
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2.2.4 M9-Mineralmedium (MILLER, 1972; modifiziert)
KH,PO4 3,0 g
Na,HPO4 6,0 g
NH4Cl 3,0 g
NaCl 0,5 g
MgSO,4 x 7 H,0O 0,05 g
CaCl, x 12 H,O 0,002 g
FeSO,4 0,02 g
Hefeextrakt 0,2 g
SL-4 1 ml
Vitaminlosung nach Wolin 1 ml
pH-Wert einstellen auf 7,4

Dem Medium wurde Glycerin, 1,2 Propandiol, 2,3-Butandiol oder Ethylenglykol in
einer Endkonzentration von 100 mM und Thiamin-HCI in einer Konzentration 10 mM

zugesetzt.

2.2.5 Carbonyl-Indikator-Medium (CONWAY et al., 1987, modifiziert)

Um 1 1 Indikatormedium zu erhalten, wurde 1 1 LB-Medium (s. 2.2.1) hergestellt,
autoklaviert und auf ca. 45 °C abgekiihlt. Zugefiigt wurden:

Pararosanilin 20 mg

NaszO5 100 mg

Pararosanilin und Natriumbisulfit wurden vor der Zugabe im Dunkeln in 20 bis 30 ml
H,O gelost und der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. Als C-Quellen wurden dem Medium
Glycerin, 1,2 Propandiol, 2,3-Butandiol oder Ethylenglykol in einer Endkonzentration

von 1 % zugesetzt.
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2.2.6 Citrobacter-Mineralmedium mit Hefeextraktzusatz (AVERHOFF,1988;
modifiziert)

KH,PO4 6,0 g
K>;HPO4 14,0 g
(NH4)2SO4 3,0 g
MgSO4 x 7 H,O 0,2 g
CoCl, (50 mM) 85,0 ul
Hefeextrakt 1 %
SL-4 1,0 ml
HyOgest. ad 1000 ml
pH-Wert einstellen auf 7,5
zusitzlich bei anaeroben Medien:
Resazurin (0,1%) 1,0 ml
Cystein-HCI (200 g/1) 1,0 ml

Fir die Anzucht von rekombinanten E. coli-Stimmen enthielt das Medium zusitzlich

Thiamin-HCI (10 mM). AnschlieBend wurde das Medium fiir 25 min mit einem N,/CO,

Gasgemisch (80 %/20 %, (v/v)) durchgast,

mit einem Butyl-Gummistopfen

verschlossen und fiir 30 min bei 121 °C autoklaviert. Als Reduktionsmittel diente eine

Cystein-HCI-Losung, die direkt vor dem Animpfen zugesetzt wurde.

2.2.7 Spurenelementelosung SL-4 (PFENNIG und LIPPERT, 1966)
Na,-EDTA 5,0 g
FeSO4 x 7 H,O 2,0 g
ZnSO04 x 7 H,0O 0,1 g
MnCl; x 4 H,O 0,03 g
H;BO4 0,3 g
CoCl, x 6 H,O 0,2 g
CuCl, x 2 H,O 0,01 g
NiCl, x 6 H,O 0,02 g
NaMoOs4 x 2 H,O 0,03 g
HyOgest. ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 6,7 eingestellt und die Losung lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.
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2.2.8 Spurenelementelosung SL-9 (TSCHECH und PFENNIG; 1984)
Titriplex 12,8 g
FeCl, x 4 H,O 2,0 g
CoCl, x 6 H,O 190 mg
MgCl; x 2 H,O 100 mg
ZnCl, 70 mg
H;BO; 6 mg
NiCl, x 6H,0O 24 mg
CuCl, x 2 H,O 2 mg
Na,MoO4 x 2 H,O 36 mg
HyOgest. ad 1000 ml

2.2.9 Vitaminlosung (WOLIN et al., 1964, modifiziert)
Biotin 2 mg
Folséure 2 mg
Pyridoxin x HCI 10 mg
Thiamin x HCI 15 mg
Riboflavin 5 mg
Nikotinsdure 5 mg
Ca-Pantothenat 5 mg
Vitamin By, 10 Hg
p-Aminobenzoesdure 5 mg
o-Liponsidure 1 mg

H2Odest. ad 1000 ml
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2.2.10 Antibiotika und sonstige Medienzusitze

Fiir die Anzucht rekombinanter E. coli-Stimme wurden die in Tabelle 4 aufgefiihrten

Medienzusitze verwendet.

Tabelle 4: Verwendete Medienzusitze und Konzentrationen

Medienzusatz Stammloésung Arbeitskonzentration
Ampicillin 50 mg/ml 50 % Ethanol 50-100 pg/ml
Chloramphenicol 25 mg/ml Ethanol 25-50 pg/ml

Coenzym By, 1 mg/ml HyOgest. 1 mg/l

IPTG 25 mg/ml HyOges. 50 pg/ml

X-Gal 20 mg/ml Dimethylformamid 40 pg/ml

Die Stammlosung von Coenzym Bj, wurde gegebenenfalls steril filtriert und fiir 20 min
steril mit N, durchgast. Die IPTG-Stammldsung wurde ebenfalls steril filtriert. Die
Zugabe der Komponenten erfolgte erst nach dem Abkiihlen der autoklavierten Medien

auf mindestens 60 °C. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

23 Zellanzucht

2.3.1 Aerobe Anzucht

Die aerobe Anzucht von E. coli erfolgte in Reagenzgldsern oder Erlenmeyerkolben. Das
Kulturvolumen betrug ca. 20 % des Fiillvolumens der Reagenzgldser bzw.

Erlenmeyerkolben. Die Kulturen wurden unter Schiitteln bei 30 ° oder 37 °C inkubiert.

2.3.2 Anaerobe Anzucht

Anaerobe Kulturen wurden mit einem 1 bis 10 %igen (v/v) Inokulum aus einer
Stammkultur (s. 2.3.3) oder aus einer aeroben oder anaeroben Vorkultur beimpft. Die
Inkubation erfolgt bei 30 °C. Fiir Kulturen mit einem Volumen bis zu 10 ml wurden
Hungate-Rohrchen (Anaerobe Test Tubes, Hungate Type, 16 x 125 mm, Fa. Bellco
Glass Inc., Vineland, New Jersey, USA) und fiir Anzuchten bis 50 ml 125-ml-

Serumflaschen (“Hypovials”, Fa. Pierce, Rockford, England) verwendet. Bei einem
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Kulturvolumen von bis zu 500 ml fanden 1-I-Serumflaschen (Fa. Miiller und Krempel
AG, Biilach, Schweiz) Verwendung. Fiir das Uberimpfen wurden sterile Einwegspritzen

benutzt.

233 Stammhaltung

Agarplatten mit E. coli konnten maximal bis zu 8 Wochen bei 4 °C gelagert werden.
Zur langerfristigen Konservierung wurden Stammkulturen angelegt. Dazu wurden diese
bei 30 °C in LB-Medium (s. 2.2.1) angezogen. In der logarithmischen Wachstumsphase
wurden dann 0,75 ml Zellsuspension entnommen, mit 0,25 ml Glycerin (87 %, (v/v))
versetzt und bei -70 °C gelagert.

Die Stammbhaltung von Ilyobacter polytrophus erfolgte in 5 ml Mineralmedium (s.

2.2.7) bei 4 °C.

2.34 Anzucht von rekombinanten E. coli-Stimmen zur heterologen
Genexpression

2.3.4.1 Expression mit dem ,,pET Directional TOPO® Expression“-Kit

Der ,,pET Directional TOPO® Expression*-Kit (Fa. Invitrogen, Carlsbad, USA) nutzt
die Klonierungsstrategie des ,,TOPO-Cloning™ (s. Abb. 6 und detaillierte Erkldrung des
Grundprinzips unter 2.8.3.2), um blunt-end-PCR-Produkte gerichtet in einen ,high-
level“-Expressionsvektor zu klonieren. Aulerdem besteht die Moglichkeit das Zielgen
N- oder C-terminal mit einem Tag (u. a.Hise-Tag) zu versehen, der spéter eine einfache
Detektion mit Antikdrpern oder die Reinigung des gebildeten Proteins ermdglicht. Die
physikalische Karten der verwendeten Vektoren pET100/D/lacZ und pET101/D/lacZ
sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Physikalische Karten der Expressionsvektoren pET100/D/lacZ und
pET101/D/lacZ.
lacO, lac-Operator; lacl, lac-Repressor; RBS, Ribosomenbindestelle;
EK, Enterokinase-Erkennungsstelle; rop, erleichtert ,low-copy*-
Replikation in E. coli

Die gerichtete TOPO-Klonierung (s. Abb. 5) wurde durch das Anhingen einer
spezifischen Sequenz (5'-CACC) an das durch PCR amplifizierte Zielgen erreicht, die
komplementiir (3'-GTGG) als Einzelstrang-Uberhang auf dem Vektor vorhanden war.
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Dieser Uberhang drang in das 5-Ende des PCR-Produkts ein und stabilisierte so die
korrekte Orientierung des inserierten Gens.

Das pET-Expressionssystem machte sich die hohe Aktivitit und Spezifitit der T7-
RNA-Polymerase zu Nutze. Dies ermoglichte ausgehend vom T7-Promotor eine
regulierte Expression von heterologen Genen in E. coli (ROSENBERG et al., 1987;
STUDIER und MOFFATT, 1986; STUDIER et al. 1990). Fiir die Expression wird der
E. coli-Stamm BL21 Star[] (DE3) herangezogen. Dieser Stamm trigt den defekten,
lysogenen Bakteriophagen DE3 des A-Phagen, der folgende Elemente chromosomal
codiert enthilt:

» den Lac-Repressor lacl

» die T7-RNA-Polymerase-Gene unter der Kontrolle des lacUV5-Promotors

= cinen Teil des lacZ-Gens

Topoisomerase

¢

----CCCTT CACC ATG NNN --- --- —--- NNN AAG GG----
----GGGAAGTGG—"GTGG TAC NNN —--- —-- --- NNN TTC CC=——-
PCR-Produkt I
tberhang B
‘ﬁo
\ Topoisomerase
-===CCCTTCACC ATG NNN --- --- =—-=--= HNNN AAG GG- —---
-===GGGAAGTGG TAC NNN --- --= =-== NNN TTC CC- ---

Abbildung 5: Schematische Darstellung der gerichteten TOPO-Klonierung.

Wenn dieser Vektor in einem DE3-lysogenen Stamm etabliert wurde, wirkte der
gebildete lac-Repressor zum einen an dem /acUVS5-Promotor im Wirtschromosom und
reprimierte dort die Expression der T7-Polymerase und zum anderen am T7-Promotor
des Vektors. Letzteres verhinderte die Expression der inserierten Gene. Die Expression
der T7-RNA-Polymerase und der inserierten Gene lie3 sich somit durch die Zugabe von

IPTG induzieren.
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24 Bestimmung von Wachstumsparametern
24.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte anhand von Triibungsmessungen
bei einer Wellenlinge von 600 nm gegen sterile Néhrlosung in einem
Spektralphotometer (UV-VIS Spektrophotometer V-550, Fa. Jasco, Jena) in
Plastikkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm. Bei Zelldichten E¢oo > 0,3 wurden die
Proben mit steriler Ndhrlosung entsprechend verdiinnt. Die Messungen erfolgten gegen
Medium als Leerwert.

Die OD von Hungate-Kulturen konnte direkt im Réhrchen mit Hilfe eines Photometers
der Fa. Milton Roy (Spectronic 21, Rochester, New York, USA) bei 600 nm in einem
Extinktionsbereich zwischen 0 und 2,0 verfolgt werden. Als Referenz dienten Rohrchen

mit unbeimpftem Medium.

2.4.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert wurde mit einem WTW pH-Meter pH 526 (Fa. WTW GmbH, Weilheim)
mit einer Glas-Calomel-Elektrode (Fa. Cahn-Ingold, Frankfurt) bestimmt. Vor den
Messungen wurde das Gerét fiir den entsprechenden MeBbereich mit Eichlosungen

(pH 4,0 und pH 7,0 der Fa. Riedel de Haen AG, Hannover) geeicht.

2.5 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsauren
2.5.1 Behandlung von Geriiten und Losungen

Alle hitzestabilen Losungen und Gerite wurden zur Inaktivierung von Nukleasen fiir 20
min bei 121 °C autoklaviert. Hitzelabile Gerdte wurden mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen und Metalloberflichen abgeflammt. Hitzelabile Biochemikalien wurden

sterilfiltriert.
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2.5.2 Puffer und Losungen

Im folgenden sind die Zusammensetzungen einiger Puffer und Losungen aufgefiihrt, die
im nachfolgenden Text nicht ndher erldutert werden. Die Herstellung niedrigerer

Pufferkonzentrationen erfolgte durch Verdiinnung des Puffers mit H,Ogest..

10 x TE-Puffer 20 x SSC-Puffer

1 M Tris-Puffer (pH 8,0) 100 ml NaCl 175 g
0,5 M EDTA (pH 8,0) 10 ml NajCitrat 88 g
HO04est. ad 1000 ml H2O4est. ad 1000 ml

50 x TAE-Puffer

Tris 242 ¢

Eisessig 57 ml

0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml

HoOuest. ad 1000 ml

253 Fillung, Reinigung und Konzentration von Nukleinsiuren

2.5.3.1 Fallung von Nukleinsiduren

Die Konzentration von Nukleinsduren erfolgte durch Fillung mit Ethanol oder
Isopropanol. Durch Zugabe von 3 M Na-Acetat (pH 5,5) wurde, falls notwendig, die
Ionenstirke erhoht (Endkonzentration 0,3 M). Zur Prézipitation der Nukleinsduren
erfolgte die Zugabe von 2 Vol. Ethanol (96 %) bzw. 1 Vol. Isopropanol (96 %). Die
Ethanolfdllung erfolgte durch Inkubation bei -70 °C flir mindestens 20 min, bei
Isopropanol wurde mindestens 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Nukleinsduren
wurden durch Zentrifugation (13000 bis 16000 x g, 4 °C oder RT, 30 min) pelletiert.
Das Pellet wurde mit 1 ml eiskaltem Ethanol (70 %, v/v) gewaschen, getrocknet und in

dem gewiinschten Volumen sterilem H,O oder TE-Puffer aufgenommen.
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2.5.3.2 DNA-Fillung nach Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation

Ziel dieser Fillung war die Abtrennung von Saccharose nach der Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation (s. 2.9). Dazu wurde jedes Aliquot aus dem Gradienten
mit 0,5 Vol. PEG-NaCl-Losung (20 % PEG 6000, 2,5 M NaCl) versetzt und iiber Nacht
bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation der Losungen (30 min,
22650 x g, RT). Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet mit 0,5 ml Ethanol (70
% (v/v), RT) versetzt und nochmals unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Wiederum wurde der Uberstand abgenommen, das Pellet getrocknet und in 20 - 30 pl
sterilem H,O aufgenommen. Alle Schritte wurden bei RT durchgefiihrt, da bei Einsatz
niedrigerer Temperaturen das Polyethylenglykol ausfallt.

2.5.3.3 Mikrodialyse von DNA

Um die Effizienz der Elektroporation (s. 2.10.2) zu erhohen, wurden die Salze aus
Ligationsansitzen durch eine Mikrodialyse entfernt. Die Dialyse wurde in einer kleinen
Petrischale gegen steriles H,O als Dialysepuffer durchgefiihrt. Zunichst wurden kleine
Membranfilterscheiben (Porengréfe 0,025 pm, Fa. Milipore, Eschborn) mit der
glinzenden Seite nach oben auf die Wasseroberfliche gegeben. Dann wurden mit einer
Pipette vorsichtig 5 bis 10 pl der Probe auf die Dialysemembran aufgetragen. Nach 30

min konnten die dialysierten Proben abgenommen werden.

2534 Dialyse von Umwelt-DNA

Enthielt die aus den Standort-Proben isolierte DNA zu hohe Salzkonzentrationen, muf3te
sie vor einer weiteren Reinigung zunéchst einer Dialyse unterzogen werden.

Zu diesem Zweck wurden 20 bis 30 cm lange Dialyseschlauchstiicke in TE-Puffer
autoklaviert. Anschlieend wurde die DNA-Lsung in die Schlduche eingefiillt, die an
beiden Enden mit Dialyseschlauch-Klammern verschlossen wurden. Die DNA-L&sung
wurde dann 24 h gegen TE-Puffer dialysiert. Nach etwa 4 bis 5 h wurde der Puffer
ausgewechselt. Anschlieend erfolgte eine Féallung der DNA mit Ethanol (s. 2.5.3.1).



2. MATERIAL UND METHODEN

22

2.5.3.5 Gelfiltration von DNA-Losungen

Die Abtrennung niedermolekularer Bestandteile, wie z.B. einzelner Nukleotide von
DNA-Fragmenten, erfolgte durch eine Gelfiltration mit NAP-5-Sdulen (Fa. Amersham
Pharmacia LKB GmbH, Freiburg). Die Sdulen wurden mit 10 ml H,Oges. dquilibriert.
Danach wurde 0,5 ml DNA-L&sung aufgetragen und mit 1,0 ml H,O eluiert.

2.5.3.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren in wéBriger Losung erfolgte
photometrisch bei einer Wellenlédnge von 260 nm.

Eine Extinktion von 1 entspricht etwa:

= 50 pg/ml doppelstrangiger DNA,

= 40 pg/ml einzelstrangiger DNA oder

= 30 pg/ml einzelstrangiger Oligonukleotide.

Die Reinheit von Nukleinsdure-Losungen konnte durch das Verhiltnis ODgp zu OD5gy
bestimmt werden. Bei reinen DNA-LGsungen sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0
liegen (SAMBROOK et al., 1989), niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen mit

Proteinen hin.

2.5.3.7 Isolierung von DNA-Fragmenten mittels ,,QIAquick Gel Extraction*-
Kit

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurde der ,,QIAquick Gel Extraction“-Kit (Fa.
Qiagen GmbH, Hilden) herangezogen. Die Methode beruht auf der Bindung der DNA
an eine Silica-Membran in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen. Der Kit kann zur
Extraktion von DNA-Fragmenten von einer Gro3e von 0,1 bis 10 kBp aus Agarosegelen
in TAE-Puffer genutzt werden. Die Extraktion erfolgte nach den im Herstellerprotokoll
beschriebenen Arbeitsschritten. Die DNA wurde mit HyOges eluiert und bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C aufbewahrt.



2. MATERIAL UND METHODEN

23

2.5.3.8 Reinigung von DNA-Fragmenten mittels ,,QIAquick PCR
Purification*“-Kit

Zur Reinigung von PCR-Produkten und anderen linearen DNA-Fragmenten wurde der
,»QIAquick PCR Purification“-Kit (Fa. Qiagen GmbH, Hilden) genutzt. Wie auch beim
,»QIAquick Gelextraction“-Kit (s. 2.5.3.7) wird die DNA bei hohen Salzkonzentrationen
an eine Silica-Membran gebunden. Die Reinigung wurde nach den Anweisungen des
Herstellers durchgefiihrt. Die Elution der DNA erfolgte mit HyOgeq, . Die so gereinigten
PCR-Produkte wurden bis zu ihrer weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.6 Isolierung von Nukleinsiuren
2.6.1 Isolierung von DNA aus Umweltproben (ZHOU et al., 1996)

Diese Methode der DNA-Isolierung aus Bodenproben beruht auf der direkten Lyse der
Zellen, so daB sie vor dem Aufschluf3 nicht von den Bodenpartikeln abgetrennt werden
miissen. Weiterhin wird so die zusétzlich im Boden frei vorliegende DNA erhalten.

Zur DNA-Isolierung wurden 50 g Boden mit 135 ml DNA-Extraktionspuffer (DEP) und
1 ml Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und fiir 30 min bei 37 °C horizontal geschiittelt
(225 Upm). Nach der Zugabe von 15 ml 20 % SDS (oder 30 ml 10 %) wurde das
Gemisch fiir 2 h bei 65 °C inkubiert und dabei alle 15 bis 20 min vorsichtig geschiittelt.
Zur Trennung der bereits gelosten DNA von der Bodenmatrix wurde anschlieend
zentrifugiert (10 min, 7000 Upm, Rotor GS3, Sorvall Zentrifuge, Fa. Du Pont
Instruments, Newton, USA, RT) und der Uberstand in einen GS3-Zentrifugenbecher
tiberfiihrt. Das Pellet wurde noch zweimal in je 45 ml DEP und 5 ml 20 % SDS
suspendiert und nach einer 10-miniitigen Inkubation bei 65 °C wie oben beschrieben
zentrifugiert.

Zur Extraktion der DNA wurde den gesammelten Uberstinden 1 Vol
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugesetzt und fiir 10 min bei 7000 Upm (Rotor GS3,
Sorvall Zentrifuge, Fa. Du Pont Instruments, Newton, USA) und RT zentrifugiert.

Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,6 Vol. Isopropanol fiir 1 h bei RT.
Nach einer Zentrifugation bei 9000 Upm fiir 20 min bei RT wurde das Pellet mit

eiskaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen und in 4 bis 5 ml sterilem H,O aufgenommen.
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DNA-Extraktionspuffer (DEP)

Tris 100 mM

EDTA 100 mM

Na,HPO4 100 mM

NaCl 1,5 M

CTAB 1 %

pH 8,0

2.6.2 Reinigung von Umwelt-DNA (HENNE et al., 1999)

Bei der verwendeten Methode zur Isolierung von DNA aus Standortproben (s. 2.6.1)
wurden neben der DNA auch Huminsduren gefdllt, die in nachfolgenden
Klonierungsschritten Restriktionsenzyme und Ligase inhibieren konnen. Durch
Reinigung iiber das ,,Wizard™ Plus Minipreps DNA Purification System” (Fa.
Promega  Deutschland ~ GmbH, Mannheim) und eine  anschlieBende
Anionenaustauschchromatographie (Qiagen-tip-100 Saulen, Fa. Qiagen GmbH,
Hilden), konnten die Huminséuren zum grofBten Teil abgetrennt werden. Jedoch ist
diese Methode mit einem hohen Verlust an DNA verbunden.

Der erste Reinigungsschritt erfolgte nacheinander iiber zwei Minisdulen. Dazu wurden
150 pl DNA-Losung mit 150 pl H,O verdiinnt, mit 1 ml ,,DNA Purification Resin”
versetzt und auf den Sidulenkorper gegeben. Nach dem Waschen mit 2 ml ,,Wash”-
Puffer wurde zum Trocknen des Sdulenmaterials bei 2000 Upm fiir 2 min zentrifugiert.
Die Elution der DNA aus der Sdulenmatrix erfolgte mit jeweils 50 pl TE-Puffer (65 —
70 °C). Da bei dieser Methode die Bindekapazitit des Saulenmaterials stark
iiberschritten wird, wurde die Elution sechsmal wiederholt. Das vereinigte Eluat wurde
wieder mit 1 ml Resin versetzt und auf die zweite Siule aufgetragen. Die Elution wurde
viermal wiederholt.

Eluate aus mehreren Ansédtzen wurden wiederum vereinigt und mit 1 Vol. eines
MOPS/NaCl-Puffers (1,5 M NaCl, 100 mM MOPS, pH 7,0) versetzt, um eine effiziente
Bindung an die nachfolgende Anionenaustauschchromatographie-Séule zu
gewdhrleisten. Die verwendeten Qiagen-tip-100-Sdulen wurden mit 4 ml QBT-Puffer

aquilibriert und die DNA-Losung aufgetragen, und entsprechend der mitgelieferten
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Vorschrift mit den Puffern QC gewaschen, mit QF eluiert und mit Isopropanol gefillt.
Die Puffer QBT, QC und QF wurden vom Hersteller Qiagen mitgeliefert.

2.6.3 Isolierung von RNA aus Umweltproben (HURT et al., 2001; modifiziert)

Diese Methode der RNA-Isolierung ist eine Variation der Methode zur DNA-Isolierung
aus Umweltproben nach ZHOU et al. (1996) (s.2.6.1). DNA und RNA werden parallel
isoliert und anschlieBend durch Anionenaustauschchromatographie an Qiagen-tip 500-
Sdulen (QIAGEN RNA/DNA-Kit) getrennt. Ein entscheidender Unterschied zur DNA-
Isolierung ist die Erniedrigung des pH-Wertes des DEP-Puffers (s. 2.6.1) auf 7,0, was
eine Stabilisierung der RNA bewirkt.

Analog zu der in 2.6.1 beschriebenen Methode werden 50 g Probe mit 135 ml DEP-
Puffer (pH 7,0), 1 ml Proteinase K (10 mg/ml) und 15 ml SDS (20 %, w/v) versetzt und
fiir 30 min bei 37 °C horizontal geschiittelt (225 Upm).

AnschlieBend wurde das Gemisch in fliissigem N, eingefroren und auf Eis wieder
aufgetaut (ca. 2 h). Es folgte eine 1-stiindige Inkubation bei 65 °C im Wasserbad. Zur
Abtrennung der gelosten RNA und DNA wurde 10 min bei 7000 Upm und RT
zentrifugiert (Rotor GS3, Sorvall Zentrifuge, Fa. Du Pont Instruments, Newton, USA)
und der Uberstand in einen sterilen GS3-Zentrifugenbecher iiberfiihrt. Zur Extraktion
des RNA/DNA-Gemisches wurde 1 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)
zugesetzt und fiir 10 min bei 7000 Upm und RT zentrifugiert (s.o.).

Die Nukleinsduren wurden dann fiir 1 h mit 0,6 Vol. Isopropanol bei —20 °C gefillt und
durch Zentrifugation bei 9000 Upm fiir 20 min pelletiert, mit eiskaltem Ethanol (70 %,
v/v) gewaschen und in 5 bis 10 ml sterilem H»O suspendiert.

Die  Trennung der so  koextrahierten  Nukleinsduren  wurde  mittels
Anionenaustauschchromatographie an Qiagen-tip 500 Sdulen (Fa. Qiagen)
durchgefiihrt. Zunichst wurden 8 ml RNA/DNA-Losung mit 2,5 ml QRL-Puffer und
22,5 ml QRV2-Puffer versetzt und zur Sedimentation von eventuell ausgefallenen
Salzen flir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Diese Behandlung diente zur Einstellung des
pH-Werts und einer geeigneten Salzkonzentration fiir eine effektive Bindung der
Nukleinsduren an das Sdulen-Material. Die so vorbereitete Losung wurde auf die Sdulen
gegeben, die zuvor mit 10 ml QRE-Puffer dquilibriert wurde. In diesem ersten Schritt

band nur die RNA an das Sdulenmaterial, der diec DNA enthaltende Durchflul muf3te
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daher aufgefangen werden und wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei RT aufbewahrt.
AnschlieBend wurde die Saule mit 28 ml QRW-Puffer gewaschen und die RNA mit 15
ml QRU-Puffer (vorgewdarmt auf 45 °C) in einen sterilen, RNase-freien
Zentrifugenbecher (SS34, Sorvall) eluiert. Das Eluat wurde mit 1 Vol. eiskaltem
Isopropanol versetzt, vorsichtig gemischt und auf Eis aufbewahrt.

Nachfolgend wurde der zuvor aufgefangene Durchflul zur Bindung der DNA 2 mal
hintereinander auf die Sdule aufgetragen, die Sdule mit 28 ml QC-Puffer gewaschen und
die DNA mit 15 ml QF-Puffer eluiert. Die Fillung erfolgte mit 0,7 Vol. Isopropanol
(RT) fiir 10 min bei RT.

Zur Pelletierung wurden die gefillte RNA und DNA fiir 30 min bei 15000 Upm und 4
°C zentrifugiert (Rotor SS34, Sorvall Zentrifuge, Fa. Du Pont Instruments, Newton,
USA). Die Pellets wurden mit 4 ml eiskaltem Ethanol (70 %, v/v) versetzt, kurz
gevortext und nochmals flir 20 min zentrifugiert (s.0.). AnschlieBend wurden die Pellets
bei RT fiir 10 min getrocknet und in 0,1 bis 2 ml H,O geldst (ii.N. bei RT, auf einem
Schiittler).

Die Puffer QRL, QRV2, QRE, QRW, QC, QBT und QF wurden vom Hersteller Qiagen

migeliefert.

2.6.4 Reinigung von Poly(A)-RNA aus Gesamt-RNA

Bei der Isolierung von RNA werden in der Mehrheit tRNA- und rRNA-Molekiile
erhalten, da der Anteil der mRNA in einer Zelle nur ca. 1 bis 5 % betridgt. Die meiste
eukaryotische mRNA (und auch einige virale RNAs) besitzen einen poly(A)-Schwanz
von 20 bis 250 Adenosinnukleotiden. Zur Abtrennung von mRNA von der isolierten
Gesamt-RNA aus Umweltproben wurde der Oligotex-Kit der Firma Qiagen genutzt, der
sich diese Eigenschaft zu Nutze macht. Oligotex besteht aus Polystyren-Latex-Partikeln
mit einer GroBBe von ca. 1,1 pm Durchmesser, kovalent gebunden befindet sich ein
dC;¢T30-Oligonukleotid an der Oberfliche. Die Poly(A)-mRNA kann also durch
Hybridisierung mit dem dT-Oligomer, das an eine feste Phase gebunden ist, gereinigt
werden. Die Hybridisierung erfolgt dabei unter Hochsalzbedingungen, die Elution der
RNA bei niedriger Ionenstirke, was zur Destabilisierung der RNA/Oligotex-Hybride
fiihrt.
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Fiir die Reinigung wurden 250 pl RNA-Losung mit 250 pl OBB-Puffer und 15 pl
Oligotex-Suspension versetzt und anschlieBend durch Pipettieren gemischt. Zur
Auflosung der Sekundérstruktur der RNA wurde das Gemisch fiir 3 min bei 70 °C
inkubiert, die Bindung der RNA erfolgte durch eine 10-miniitige Inkubation bei
Raumtemperatur. Durch Zentrifugation (14000 —18000 x g) wurde das Oligotex-
Material pelletiert, der Uberstand entfernt (bis auf ca. 50 pl) und das Pellet fiir einen
Waschschritt in 400 pl QW2-Puffer suspendiert und anschlieend auf die Saulenkorper
aufgetragen. Es folgte eine Zentrifugation bei 14000 —18000 x g. Dieser Waschschritt
wurde einmal wiederholt. Zur Elution der RNA wurde der OEB-Puffer auf 70 °C erhitzt
und 20 —100 pl davon auf die Sdule gegeben und anschliefend wieder zentrifugiert. Um
eine moglichst hohe Ausbeute zu erhalten wurde das Eluat nochmals auf die Saule

aufgetragen und abermals zentrifugiert.

2.6.5 Isolierung von chromosomaler DNA (AUSUBEL et al., 1987)

Zur Isolierung der chromosomalen DNA aus Ilyobacter polytrophus und Klebsiella
oxytoca wurde eine 500-ml-Kultur bis zur stationdren Phase bei 30 °C inkubiert und die
Zellen anschlieBend geerntet.

Das Pellet wurde in 9,5 ml TE-Puffer und 0,5 ml SDS (10 %, (w/v)) suspendiert.
AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 50 Ul Proteinase K (20 mg/ml) und eine
Inkubation fiir 1 h bei 37 °C. Danach wurden 1,8 ml 5 M NaCl-Lésung und 1,5 ml
CTAB/NaCl-Losung zugefiigt, durch Schwenken des Gefdlles gemischt und fiir 20 min
bei 65 °C inkubiert. Zur Abtrennung der Proteine erfolgte eine Extraktion mit 1
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, (v/v)). Der Uberstand wurde abgenommen
und zweimal mit 0,5 Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (24:24:1, (v/v))
extrahiert. Die Féllung der DNA erfolgte durch Zugabe von 0,6 Volumen Isopropanol
und anschlieBende Zentrifugation fiir 15 min bei 13000 Upm (Rotor SS34, Sorvall, Fa.
Du Pont Instruments, Newton, USA). Das Pellet wurde mit 1 ml Ethanol (70 %, (v/v))

gewaschen, getrocknet und in sterilem H,O suspendiert.



2. MATERIAL UND METHODEN

CTAB/NaCl-Lésung
NaCl 700 mM
CTAB 275 mM

2.6.6 Isolierung von Plasmid-DNA
2.6.6.1 »Cracking* von Plasmiden

Fiir die schnelle Analyse einer groBen Anzahl von Plasmiden wurde die Methode des
,»Crackings® eingesetzt.

Die Kolonien wurden direkt von der Agarplatte mit einem Zahnstocher abgenommen
und in 50 pl 10 mM EDTA-Losung suspendiert. Es folgte die Zugabe von 50 pl frisch
angesetztem ,,Cracking“-Puffer und eine Inkubation bei 70 °C fiir 5 min. Nach dem
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 1,5 pl 4 M KCI und 2 pl Stop-Mix (s. 2.7.1)
zugegeben und die Proben fiir 3 min auf Eis inkubiert. Im Anschluf} erfolgte eine
Zentrifugation bei 16000 x g und 4 °C. Ca. 20-25 pl des Uberstandes wurden in einer
Standard-Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.7.1) analysiert.

,Cracking‘“-Puffer

NaOH-Losung (2N) 100 pl
SDS-Lésung (10 %(w/v) 50 ul
Saccharose 0,2 g
H,O ad 1000 pl

2.6.6.2 Plasmidschnellpriparation (HOLMES & QUIGLEY, 1981)

Diese Methode diente vor allem zum schnellen Nachweis und zur Charakterisierung
von Klonierungsergebnissen.

1,5 ml einer iiber Nacht gewachsenen Kultur wurden geerntet (5000 x g, 5 min, RT) und
in 350 pl STET-Puffer suspendiert. Nach Zugabe von 25 pl Lysozym-Losung (10
mg/ml 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) und einer kurzen Inkubation des Ansatzes bei RT

erfolgte anschlieBend eine Denaturierung fiir 1 min bei 100 °C. Zellreste und
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denaturierte Proteine wurden nach Zentrifugation (16000 x g, 10 min) mit einem
sterilen Zahnstocher entfernt. Nach der Zugabe von 40 pl Na-Acetat (2,5 M, pH 5.2)
und 420 pl Isopropanol wurde das Plasmid durch Zentrifugation (16000 x g, 5 min)
pelletiert. Das enthaltene Pellet wurde mit Ethanol (70 %, (v/v)) gewaschen, getrocknet
und in 50 Pl Hy04e. suspendiert.

STET-Puffer

NaCl 100 mM
Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 5 %
pH 8,0

2.6.6.3 Minipriiparation von Plasmiden mittels ,,Wizard™ Plus Minipreps
DNA Purification System”

Eine schnelle Plasmidisolierung zum Erhalt sehr sauberer DNA erfolgte unter anderem
durch Verwendung des ,,Wizard™ Plus Minipreps DNA Purification System” (Fa.
Promega Deutschland GmbH).

1,5 ml einer 5-ml-Ubernachtkultur wurden fiir 5 min bei 6000 x g zentrifugiert und das
Zellpellet in 200 pl ,,Cell Resuspension Solution” suspendiert. Nach Zugabe von 200 pl
,Cell Lysis Solution” wurde der Ansatz bis zum Aufklaren der Losung geschwenkt und
dann mit 200 pl ,,Neutralization Solution” versetzt. Die Probe wurde anschlieBend 10
min bei 13000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit 1 ml ,,DNA-Purification Resin”
gemischt. Das DNA-Resin-Gemisch wurde dann auf eine vom Hersteller mitgelieferte
Minisdule gegeben und mit 2 ml ,,Column Wash Solution” gewaschen und durch
Zentrifugation (2 min, 10000 x g) getrocknet. Die Elution der DNA von der Matrix
erfolgte durch Zugabe von 50 Yl H;04es:, 1-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur
und anschliefender Zentrifugation (30 s, 12000 x g). Bei der Isolierung von Plasmiden
> 7 kBp erfolgte die Inkubation bei 65 °C. Das Resin und alle verwendeten Puffer

wurden vom Hersteller mitgeliefert.
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2.6.6.4 Minipriparation von Plasmiden mittels ,,QIAprep Spin Miniprep Kit*

Alternativ zum ,,Wizard"™ Plus Minipreps DNA Purification System” (s. 2.6.6.3) wurde
zum Erhalt von sehr sauberer Plasmid-DNA der ,,QIAprep Spin Miniprep Kit*“ (Fa.
Qiagen) genutzt.

1,5 ml einer 5-ml-Ubernachtkultur wurden fiir 5 min bei 6000 x g zentrifugiert und das
Zellpellet in 250 pl Puffer P1 suspendiert. Es folgte die Zugabe von 250 pul Puffer P2,
Schwenken bis zum Aufklaren der Losung und Neutralisation durch Zusatz von 350 pl
Puffer N3. Durch Zentrifugation (10 min, 13000 x g) wurden die ausgeféllten Proteine
und Zelltriimmer sedimentiert. Der Uberstand wurde anschliefend auf eine QIAprep
Sdule aufgetragen, die eine Silica-Gel-Membran fiir die selektive Adsorption von
Plasmid-DNA enthilt. Durch Zentrifugation (1 min, 13000 x g) erfolgte die Bindung
der DNA an die Membran, der Durchflull} wurde verworfen. Nach einem Waschschritt
mit 750 pl Puffer PE und dem Trocknen durch Zentrifugation (1 min, 13000 x g) wurde
die Plasmid-DNA mit 30 bzw. 50 Ul HyOges:. eluiert.

Alle verwendeten Puffer wurden vom Hersteller mitgeliefert.

2.6.6.5 Praparative Plasmidisolierung iiber Anionenaustausch-
chromatographie

Die Isolierung groflerer Mengen an Plasmid-DNA erfolgte nach alkalischer Lyse mit
den Puffern P1, P2 und P3 iiber Anionenaustauschchromatographie (Qiagen Plasmid
Midi-Kit, Fa. Qiagen).

25 ml Zellkultur wurden bei einer ODgpp von 1 bis 1,5 geerntet und in 4 ml P1-Puffer
suspendiert. Es folgte die Zugabe von 4 ml P2-Puffer und eine Inkubation fiir 5 min bei
RT. AnschlieBend wurden 4 ml P3-Puffer zugefiigt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach Zentrifugation (30 min, 16000 x g, 4 °C) wurde der Uberstand abgenommen und
zur vollstindigen Aufklarung erneut fiir 15 min zentrifugiert.

Der dabei erhaltene Uberstand konnte dann auf eine mit 4 ml QBT-Puffer dquilibrierte
Quiagen-tip-100 Saule aufgetragen. Es folgte ein Waschschritt mit 20 ml QC-Puffer
und die Elution der Plasmid-DNA durch Zugabe von 5 ml QF-Puffer. Die DNA wurde
mit 0,7 Vol. Isopropanol gefillt und durch Zentrifugation (30 min, 16000 x g, 4 °C)
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pelletiert. Das Sediment wurde anschlieend mit Ethanol (70 %, v/v) gewaschen und
getrocknet und in 100 bis 200 pl H,O aufgenommen.

Fiir die Isolierung von Plasmid-DNA aus gréfleren Kulturvolumina als 100 ml wurde
die Menge an P1, P2 und P3 entsprechend erhoht. Die
Anionenaustauschchromatographie erfolgte dann in mehreren Durchgéngen, wobei die
Sdule nach jeder Elution mit 4 ml QBT-Puffer neu dquilibriert wurde. Auf diese Weise
wurde Plasmid-DNA aus Kulturvolumina bis 250 ml isoliert.

Alle verwendeten Puffer wurden vom Hersteller mitgeliefert.

2.7 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren
2.7.1 Standard-Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von DNA-Fragmenten diente die Standard-Agarose-
Gelelektrophorese (SAMBROOK et al., 1989). Es wurden Gele mit einem Volumen
von 10 bis 25 ml gegossen. Die Agarosekonzentration variierte zwischen 0,8 und 1,5 %.
Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,2 Volumen Stopp-Mix versetzt, um sie zu
beschweren und um die Lauffront zu markieren. Als Elektrophoresepuffer wurde 1-fach
TAE-Puffer verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung
zwischen 25 und 120 V durchgefiihrt, wodurch sich je nach Gelgrof3e eine Laufzeit von
1 bis 7 h ergab. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Agarosegele in einem
Ethidiumbromidbad (1 pg/ml H,O) fiir 10 bis 30 min angefarbt. Nach kurzem Entférben
im Wasserbad konnten die Gele auf der Gel Doc 2000-Anlage (Fa. Biorad, Miinchen)
bei Licht der Wellenldnge 254 nm begutachtet werden. Zur Dokumentation diente ein
Videoprinter (Intas Video Graphic Printer UP-890 CE, Fa. Sony Corporation, Japan),

der eine Bildiibertragung auf Thermopapier ermdoglichte.

Stopp-Mix

Saccharose 50 % (wW/v)
Harnstoff 7 M
EDTA 1 mM

Bromphenolblau 0,1 % (w/v)
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2.7.2 Groflenbestimmung von Nukleinsiuren

Als GroBenstandard fiir lineare DNA-Fragmente wurde der “Ladder-Mix” (Fa. MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt.

Die GroBlen der Fragmente betrugen in kBp:

10,0 3,5 1,2 0,6
8,0 3,0 1,03 0,5
6,0 2,5 0,9 0,4
5,0 2,0 0,8
4,0 1,5 0,7

und 3 weitere kleinere Fragmente, die meist im Gel nicht mehr sichtbar waren.

2.8 Enzymatische Modifikation von DNA

2.8.1 Schneiden von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die Sequenz-spezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen lieferte
lineare DNA-Fragmente mit definierten Enden. Die Spaltung erfolgte in den vom
Hersteller mitgelieferten Puffersystemen bei den empfohlenen Temperaturen. Die
Ansidtze wurden mit einem Gesamtvolumen von mindestens 15 pl fiir 2 bis 15 Stunden
durchgefiihrt. Zur Vermeidung einer zu hohen Glycerinkonzentration im
Reaktionsansatz durfte das Volumen der zugegebenen Enzymlosung hochstens 1/10 des
Gesamtvolumens betragen.

Die partielle Spaltung von chromosomaler bzw. von Standort-DNA wurde zeitlimitiert
durchgefiihrt. Es wurde routineméBig mit 1 U Restriktionsenzym gearbeitet. Die
Verdauung wurde in bestimmten Zeitabstinden durch Zugabe von EDTA (20 mM) und
Inkubation auf Eis gestoppt.

2.8.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Erhohung der Effizienz einer Ligationsreaktion zwischen Insert-DNA und Vektor-
DNA wurde die Vektor-DNA an den 5'-Enden dephosphoryliert. Auf die Weise sollte

eine Rezirkularisierung des Vektors verhindert werden. Es wurde die alkalische
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Phosphatase der Fa. MBI Fermentas GmbH eingesetzt. Nach vollstandiger Spaltung des
Vektors wurde 1 U alkalische Phosphatase pro ug DNA zugesetzt und fiir 30 min bei 37
°C inkubiert.

2.8.3 Ligation von DNA-Fragmenten

2.8.3.1 Ligation mit T4-DNA-Ligase

Zur Verkniipfung von linearisierter, dephosphorylierter Vektor- und Insert-DNA wurde
T4-DNA-Ligase eingesetzt, die in Anwesenheit von ATP eine Phosphodiesterbindung
zwischen 3°-OH- und 5°-PO4-Enden von Nukleinsduren katalysiert. Die Ligationen
wurden in einem Volumen von 20 I durchgefiihrt. Es wurden jeweils 0,2 bis 1 ug
Vektor- bzw. Insert-DNA eingesetzt. Der Ansatz enthielt weiterhin 1 U T4-DNA-Ligase
und in 1-facher Konzentration den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer. Die
Ligationsansitze mit kohédsiven Enden wurden iiber Nacht bei 16 °C, fiir 2 bis 4 h bei
Raumtemperatur oder fiir 48 h bei 4 °C inkubiert. Zur Ligation glatter Enden wurden 2
U Ligase eingesetzt und die Ansétze fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

2.8.3.2 Ligation mit dem ,,TOPO-TA-Cloning®*“-Kit

Fiir eine besonders effektive Klonierung von PCR-Produkten, die mit der Tag-DNA-
Polymerase in einer Polymerasekettenreaktion (PCR, s. 2.12) amplifiziert wurden,
wurde der ,,TOPO-TA-Cloning®“-Kit (Fa. Invitrogen) verwendet. Fiir diese Art der
Ligation wird keine Ligase bendtigt.

Die Taq-DNA-Polymerase besitzt eine von der Matrize unabhéngige terminale
Transferase-Aktivitit und hingt an die 3’-Enden von PCR-Produkten -einzelne
Desoxyadenosine (A) an. Der im Kit vorhandene, bereits linearisierte Vektor pCR2.1-
TOPO besitzt analog dazu an den 3’-Enden einzelne Desoyxthymidin-Rest (T). Dies

erlaubt eine Ligation nach der sogenannten TA-Methode.



2. MATERIAL UND METHODEN

Topoisomerase

Sz

/7

—CCCTT G TTCR Produk . AGGG----

—-GGGA (U B [TCCC---
I
/‘
Gy
2
Topoisomerase

Abbildung 6: Schematische Darstellung der TOPO-TA-Klonierung.

Des Weiteren besitzt der Vektor die kovalent gebundene Topoisomerase I des Vaccinia-
Virus. Die Topoisomerase I bindet an spezifische Sequenzen doppelstringiger DNA
und spaltet dort das Phosphodiester-Gertist stromabwérts der Sequenz 5'-CCCTT in
einem Strang (SHUMAN, 1991). Die Energie dieser Spaltungsreaktion wird durch
Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen dem 3’-Phosphat des gespaltenen
Stranges und dem Tyrosin-274 der Topoisomerase I konserviert. Die Reaktion zwischen
DNA und Protein kann durch den Angriff des 5'-Hydroxyl-Restes umgekehrt werden,
was dann zur Abspaltung der Topoisomerase I fiihrt (SHUMAN, 1994). Dieses Prinzip
wird zur effizienten Klonierung von PCR-Produkten genutzt (s. Abb. 6).

2.8.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, die als Sonden fiir Hybridisierungen eingesetzt werden sollten,
wurden mit Hilfe des “Random Primed Labeling Kit” (Fa. Gibco BRL, Eggenstein)
unter Verwendung von [a-"*P]-dATP radioaktiv markiert. Zur Denaturierung wurden
25 bis 50 ng DNA in 25 pl HyOg4e in einem Eppendorf-Reaktionsgefdl mit
Schraubdeckel fiir 10 min bei 95 °C denaturiert und danach schnell auf Eis abgekiihlt.
Die folgenden Bestandteile des Reaktionsansatzes wurden dann auf Eis zusammen

pipettiert:
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denaturierte DNA-L&sung 25 pl
dCTP, dGTP, dTTP je2 pul
Reaktionspuffer 15 ul

[a-**P]-dATP (3000 Ci/mol, 10 pCi/ml) 3 pl
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul Klenow-Fragment (2U/pul) gestartet und fiir
1 h bei 25 °C inkubiert. Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde die DNA-
Losung tiber NAP-5-Sdulen (s. 2.5.3.5) gelchromatographisch gereinigt.

2.9 Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation (SAMBROOK et
al., 1989; modifiziert)

Die GroBenfraktionierung von Fragmenten partiell verdauter, chromosomaler DNA, die
zur Klonierung eingesetzt werden sollte, erfolgte mittels einer Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation. Bei dieser sehr schonenden Methode werden die
verschiedenen  FragmentgroBen  entsprechend  ihrer =~ Schwebedichte  im
Saccharosegradienten getrennt. Zunédchst wurde ein Saccharose-Stufengradient (10 - 40
%) in 10 ml-Zentrifugenrohrchen (Sorvall Polyallomer 3699, Fa. Du Pont de Nemours
Deutschland GmbH, Dreieich) hergestellt. Dazu wurden je 1,9 ml 40 %, 32,5 %, 25 %,
17,5 % und 10 % Saccharose (jeweils w/v in 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, 5 mM
EDTA, pH 8,0) beginnend mit der hochsten Konzentration iibereinandergeschichtet und
nach jeder Stufe eingefroren. Auf den fertigen Gradienten wurde 100 - 200 pg partiell
verdaute chromosomale DNA aufgetragen. Die Zentrifugation erfolgte in einem ,,swing-
out”-Rotor (Sorvall TH641, Fa. Du Pont de Nemours) in einer Ultrazentrifuge (Sorvall
OTD 55 B, 27000 Upm, 24 h, 20 °C). Zur Ernte des Gradienten wurden vorsichtig je
400 ul von oben beginnend abgenommen. AnschlieBend erfolgte eine DNA-Fillung mit
PEG/NaCl aus Saccharose (s. 2.5.3.2). 10 ul jeder dritten Fraktion wurden durch
Agarosegelelektrophorese (s. 2.7.1) auf Grofle und Qualitit hin iiberpriift.
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2.10 Ubertragung von DNA in E. coli und Selektion
rekombinanter Klone

2.10.1 Hocheffiziente Transformation in E. coli (INOUE et al., 1990)

Zur Herstellung hocheffizienter Transformanten wurde E. coli aus einer Stammbkultur
auf eine LB-Agar-Platte ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Aus 10 bis
12 Einzelkolonien wurde eine 5 ml Vorkultur angeimpft. Diese diente als Inokulum fiir
250 ml SOB-Medium (s. 2.2.3). Diese Kultur wurde bei 16 °C schiittelnd bis zu einer
ODggo von 0,6 inkubiert. Nach einer Inkubation fiir 10 min auf Eis wurden die Zellen
zentrifugiert (10 min, 2500 x g, 4 °C), in 80 ml eiskalter TB-L&sung suspendiert und fiir
10 min auf Eis abgekiihlt. Es folgte eine Zentrifugation der Zellen (10 min, 2500 x g, 4
°C) und Suspension in 20 ml TB-Lésung mit DMSO (Endkonzentration 7 %, v/v). Nach
einer Inkubation fiir 10 min auf Eis wurden Aliquots von 200 Ml in fliissigem N,
eingefroren und direkt zur Transformation eingesetzt oder bei - 70 °C gelagert.

Zur Transformation wurden 200 pl Zellsuspension auf Eis aufgetaut und nach der
Zugabe von 1 bis 20 pl DNA-Losung (ca. 10 bis 500 ng) fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Es folgte ein Hitzeschock fiir 1 min bei 42 °C, eine kurze Inkubation auf Eis und die
Zugabe von 0,8 ml LB-Medium. Zur Auspragung der plasmidkodierten
Antibiotikaresistenz wurden die Ansdtze fliir 60 min bei 37 °C inkubiert und

anschlieBend die Suspension auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum

ausplattiert.

TB-Losung

Pipes 10 mM
MnCl, 55 mM
CaCl, 15 mM
KCl1 250 mM
pH 6,7

Das MnCl, wurde ungelost und separat autoklaviert.
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2.10.2 Transformation in E. coli durch Elektroporation (DOWER et al., 1988)

Diese Methode beruht auf der Permeabilisierung der Zellmembran durch Elektroschock.
Dieser verursacht einen kurzfristigen reversiblen lokalen Zusammenbruch des
Membranpotentials bzw. eine Desorganisation der Membranstruktur (CHASSY et al.,
1988) und erleichtert damit die Aufnahme von Makromolekiilen wie z. B. Plasmid-
DNA in die Zelle.

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurde eine 5-ml-Ubernachtkultur in 250 ml
LB-Medium (s. 2.2.1) iiberimpft und bei 30 °C unter Schiitteln bis zu einer ODgyy von
0,5 bis 1,0 inkubiert. Die Kultur wurde fiir 15 bis 30 min auf Eis gehalten und danach
fiir 10 min bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde dann zweimal mit 1
Volumen H,;Oqc. gewaschen und anschliefend noch einmal mit 10 ml Glycerin (10 %,
(v/v)). Abschliefend erfolgte die Suspendierung in 0,5 ml Glycerin (10 %, v/v).
Aliquots der Suspension wurden bei -70 °C gelagert.

Pro Ansatz wurden 40 pl Zellsuspension auf Eis aufgetaut, in eine sterile, vorgekiihlte
Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 0,2 cm) tiiberfiihrt und mit 1 bis 5 pl
dialysierter DNA-Losung versetzt. Die Elektroporation erfolgte in einem Gene Pulser
TM (Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen) bei 25 pF, 200 Q und 2,5 kV, wodurch
eine Feldstirke von 12,5 kV/cm und eine Zeitkonstante von 3,5 bis 4,5 ms erreicht
wurde. Nach dem Stromimpuls wurden die Zellen sofort in 1 ml LB-Medium
aufgenommen, 60 min bei 37 °C inkubiert und anschlieend auf LB-Agarplatten mit

den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

2.10.3 Transduktion

2.10.3.1 Transduktion mit den ,,Gigapack® III Gold Packaging Extract”

Zunichst wurden die vom Hersteller (Fa. Stratagene, San Diego, USA) gelieferten, bei -
70 °C gelagerten Lysate durch Reiben zwischen den Fingern aufgetaut. Dann wurden
sofort 0,1 - 1,0 ug (max. 4 pl) ligierte DNA hinzugefiigt und vorsichtig mit der
Pipettenspitze gemischt. AnschlieBend wurde das Gemisch kurz (3 - 5 s) zentrifugiert,
damit sich alle Bestandteile am Boden befinden, und es folgte eine Inkubation von 2 h

bei RT. Danach wurden 500 pl SM-Puffer und 20 pl Chloroform zugefiigt, vorsichtig
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gemischt und zum Sedimentieren des “Abfalls” kurz (5 - 10 s) zentrifugiert. Die in
Phagenkdopfe verpackte DNA befandt sich nun im Uberstand und konnte bei 4 °C bis zu
4 Wochen aufgehoben werden.

Fiir die Infektion mit den durch den ,,Gigapack® III Gold Packaging Extract” ( Fa.
Stratagene) in vitro verpackten Ligationsansdtzen wurden E. coli ECL707 oder E. coli
BM25.8 eingesetzt. Zur Ausbildung des fiir die Transduktion notwendigen A-Rezeptors
wurden die Stdimme in LB-Medium (s. 2.2.1) mit 0,2 % (w/v) Maltose und 10 mM
MgSOq fiir 6 bis 8 h bei 37 °C oder fiir 12 h bei 30 °C angezogen. Das Pellet wurde in
MgSO4-Losung (10 mM) suspendiert und auf eine ODgpp von 0,5 - 1,0 eingestellt. Diese
Suspension wurde bei 4 °C gelagert und noch am gleichen Tag zur Transduktion
eingesetzt.

Vom Verpackungsansatz wurden verschiedene Verdiinnungen (z.B. 1:10, 1:50 ) in SM-
Puffer hergestellt und jeweils 25 pl dieser Verdiinnungen wurden mit 25 pl
Empfingerzellen vermischt und 30 min bei RT inkubiert. Dann wurden jeweils 200 pl
LB-Medium (s. 2.2.1) hinzugefiigt und zur Ausbildung der entsprechenden
Antibiotikaresistenz erfolgte eine Inkubation fiir 1 h bei 37 °C. AnschlieBend wurden
die Ansitze 1 min zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die sedimentierten
Zellen wurden dann in 50 pl LB-Medium suspendiert und auf Agarplatten mit

entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

SM-Puffer

NaCl 5,8 g
MgSO4 x 7 H,0O 2,0 g
Tris (1 M) 50,0 ml
Gelatine (2%, (w/v)) 5,0 ml
HyOgest. ad 1000 ml
pH 7,5

2.104 Der X-Gal-Test zur Selektion rekombinanter Klone

Bei Klonierungen ist es entscheidend, Klone, die nach Ubertragung von DNA nur den

Vektor enthalten, von denjenigen die ein Plasmid mit Insert tragen, zu unterscheiden.
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Aus diesem Grund wurde ein zusétzliches Screeningsystem neben der plasmidkodierten
Antibiotikaresistenz benutzt. Plasmide der pBluescript-Reihe enthalten neben dem
Promotor- und Operator-Bereich des lac-Operons auch das 5°-Ende des lacZ-Genes
(VIEIRA und MESSING, 1982). Dieses kodiert fiir das sogenannte a-Peptid, welches
die inaktive [-Galaktosidase von Wirtsstimmen wie E. coli DH5Q komplementieren
kann. Da sich die multiple Klonierungsstelle der verwendeten Vektoren innerhalb des
aminoterminalen Bereichs des lacZ-Gens befindet, ist eine a-Komplementation nur
moglich, wenn das Plasmid kein Insert besitzt. Der Nachweis der aktiven [3-
Galaktosidase auf Agarplatten erfolgte durch Zugabe des Induktors IPTG (Isopropyl-83-
thiogalaktopyranosid) und des Substrats X-Gal (5-Brom-4-chlor-indoyl-{3-D-
galaktosid), welches durch das Enzym gespalten wurde. Dabei entstand in Anwesenheit
von Sauerstoff der blaue Farbstoff 5-Brom-4-chlor-indigo, welcher der Indikator fiir

rekombinante E. coli-Stamme ist, die ein Plasmid ohne Insert tragen.

2.10.5 Screening auf die Verwertung von C2-C4-Polyolen

Die Uberpriifung rekombinanter E. coli-Stimme auf die Verwertung von C2-C4-
Polyolen wurde auf Carbonyl-Indikator-Medium (s. 2.2.5) durchgefiihrt. Als
Basismedium diente hierbei LB-Medium (s.2.2.1), welches das Wachstum aller E. coli-
Klone erlaubt. Zusitzlich enthielt es das zu testende Substrat (Glycerin, 1,2-Propandiol,
Ethylenglykol oder 2,3-Butandiol; 1%ig) sowie den Farbstoff Pararosanilin und Na-
bisulfit. Der Farbstoff bildete zusammen mit dem Na-bisulfit ein Schiff’sches Reagenz,
das farblos ist. Wurden nun bei der Substrat-Verwertung Aldehyde bzw. Ketone
gebildet, kam es zur Ausbildung einer Schiff’schen Base, die intensiv rot gefarbt war.
Daher wiesen Kolonien von zur Polyol-Verwertung befdahigten E. coli-Klonen in diesem
Medium eine rote Farbe auf und fiarbten auch den Agar rot an.; alle anderen Klone
blieben hell.

Fiir das Screening wurde als Wirtsstamm die Glycerin-negative E. coli-Mutante
ECL707 verwendet. Nach der Transformation von rekombinanten Plasmiden wurde auf

den Indikatorplatten ausplattiert und fiir 16 bis 72 h bei 30 oder 37 °C inkubiert.
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Abbildung 7: Testprinzip der Aldehyd/Keton-Indikatorplatten.

2.11 DNA-DNA-Hybridisierung
2.11.1 Vorbereitung von Nylonmembranen fiir Koloniehybridisierungen

Zur Analyse einer gro3en Anzahl rekombinanter Klone in Hybridisierungsexperimenten
dienten runde Nylonmembranen mit 8,2 cm Durchmesser (Hybond™-N, Fa. Amersham
Pharmacia).

Bis zu 100 Klone wurden auf eine ,,Masterplatte” mit entsprechendem Antibiotikum
tibertragen. Nach ca. 20 bis 30 h Inkubation bei 37 °C wurde die Membran aufgelegt,
leicht angedriickt und wieder abgezogen, um so das Zellmaterial zu {ibertragen.
Alternativ dazu wurden die Kolonien direkt (ohne Ausstrich) auf die Nylonmembranen
iibertragen.

Anschliefend wurde die Nylonmembran mit dem Impfmaterial nach oben fiir 2 min auf
Filterpapier (Whatman 3MM) gelegt, das mit 2-fachem SSC-Puffer und 5 % SDS (w/v)
getrankt war und anschliefend fiir 2,5 min bei 600 W im Mikrowellenherd gebacken.
Die auf diese Weise fiir die Hybridisierung vorbereitete Membran wurden anschlieBend
mit 5-fachem SSC-Puffer und 0,1 % SDS (w/v) 1 h gewaschen und getrocknet und

konnten so bis zu 2 Wochen bei RT aufbewahrt werden.
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2.11.2 Southern-Blot (SOUTHERN, 1975)

In Agarosegelen aufgetrennte DNA wurde durch Kapillarblotting auf Nylonmembranen

(Hybond-XL, Fa. Amersham Pharmacia) iibertragen. Dabei wurde Transferpuffer durch

das Gel gesaugt, um die DNA auf der dariiberliegenden Membran zu fixieren.

Die zu analysierende DNA wurde im Standard-Agarosegel (Volumen 100 ml)

aufgetrennt, im Ethidiumbromidbad geférbt, gewédssert und zusammen mit einem Lineal

fotografiert. AnschlieBend wurde das Gel fiir 10 min in 0,25 M HCI inkubiert, was zu

Strangbriichen in der DNA fiihrt, die den Transfer auf die Membran erleichtern. Dann

wurde es fiir 30 min in Denaturierungslosung (0,4 M NaOH, 0,6 M NaCl) und nochmals

30 min in Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M Tris, pH7,5) geschwenkt. Eine

Nylonmembran wurde in Gelgroe zugeschnitten, mit HyOgesr. angefeuchtet und fiir

mindestens 10 min in 10x SSC-Puffer (s. 2.5.1) A&quilibriert. Die Blottingkammer

eigener Bauart wurde mit 10x-SSC-Puffer gefiillt. In der Mitte der Kammer wurden wie

folgt iibereinander gelegt:

= 3 Lagen Filterpapier (Whatman 3MM), welches in Kontakt mit dem Transferpuffer
stand

= das Agarosegel mit der Unterseite nach oben

= die dquilibrierte Nylonmembran

= bis 6 Lagen Filterpapier (Whatman 3MM)

= ein ca. 10 cm hoher Stapel Papierhandtiicher

= ein Gewicht (ca. 200 bis 500 g)

Der Transfer der DNA auf die Nylonmembran bendtigt etwa 16 bis 24 h. Um eine

vollstindige Denaturierung der immobilisierten DNA fiir die Hybridisierung zu

gewihrleisten, wurde die Membran fiir 60 s in 0,4 M NaOH geschwenkt. Nach der

Neutralisierung in 2x SSC und 0,2 M Tris (pH 7,5) fiir 2 min wurde die Nylonmembran

bei RT getrocknet. Die auf diese Weise immobilisierte DNA konnte fiir

Hybridisierungen eingesetzt werden.

2.11.3 Dot-Blot

Fir die Herstellung von Dot-Blots wurden die DNA-Proben direkt auf eine
Nylonmembran getropft und an der Luft getrocknet. AnschlieBend wurde die Membran
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fiir wenige Minuten auf einem mit 2x SSC, 5% SDS (w/v) getrinkten Filterpapier
inkubiert. Das Fixieren der DNA erfolgte in der Mikrowelle bei 600 W fiir 2,5 min.
Nach Waschen der Membran in 5x SSC, 0,1% SDS (w/v) fiir 5 min konnte sie fiir

Hybridisierungen eingesetzt werden.

2.114 Hybridisierung mit radioaktiv-markierten Sonden

Auf Nylonmembranen fixierte DNA wurde mit radioaktiv-markierten DNA-Fragmenten
(s. 2.8.4) hybridisiert. Vor der Hybridisierung war eine Prahybridisierung notwendig,
um unspezifische Bindungsstellen fiir die DNA-Sonde auf den Nylonmembranen
abzusittigen. Hierzu wurden die Membranen in speziellen Hybridisierungsrohrchen (Fa.
Ochs, Gottingen) mit 10 ml Préhybridisierungsmix versetzt und 1 bis 4 h in einem
Hybridisierungsofen (OV 10, Fa. Biometra, Gottingen) bei 60 °C préhybridisiert.

Fiir die Hybridisierung wurde die radioaktiv-markierte Sonde, die zuvor fiir 10 min bei
95 °C denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis gehalten wurde, zugegeben. Die
Membranen wurden dann fiir 12 bis 16 h bei 60 °C (homologe Sonde) bzw. bei 45 °C
(heterologe Sonde) inkubiert.

Nach erfolgter Hybridisierung schlossen sich je nach Bedingungen unterschiedlich
stringente Waschschritte an. Bei Einsatz von homologen Sonden wurde wegen der zu
erwartenden starken Signale grundsitzlich zweimal fiir je 5 min in 2-fachem SSC-
Puffer (s. 2.5.1), anschlieBend zweimal fiir je 30 min in 2-fachem SSC-Puffer mit 1 %
(w/v) SDS bei 60 °C gewaschen.

Nach Abschlul der Waschprozeduren wurden die Membranen in Haushaltsfolie
eingeschweilit. Die Autoradiographie erfolgte mit Hilfe von Autoradiographiekassetten
(Storage Phosphor Screen GP, Fa. Kodak, Stuttgart) und eines Phosphoimagers (Storm
860, Fa. Molecular Dynamics GmbH, Krefeld). Zur Quantifizierung wurde das
Programm Image Quant fiir Macintosh Version 1.2 (Fa. Molecular Dynamics GmbH,

Krefeld) verwendet.
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Prahybridisierungsmix

Dextransulfat (50 % , w/v) 2 ml
0,5 M Tris 1 ml
5 M NaCl 2 ml
SDS-Losung (10 %, w/v) 2 ml
H2Ouest. ad 10 ml
pH 7,5

2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde zur Herstellung spezifischer DNA-
Fragmente fiir Klonierungen verwendet. Als Enzyme wurden die Tag-DNA-Polymerase
(Fa. MBI Fermentas), die Platinum-Pfx-DNA-Polymerase (Fa. Invitrogen GmbH), die
Deep-Vent-DNA-Polymerase (Fa. New England Biolabs GmbH, Freiburg) und die
Herculase Enhanced DNA Polymerase (Fa. Stratagene) eingesetzt. Die Reaktionen
wurden entsprechend den Herstellerempfehlungen in einem Volumen von 50 bzw. 100

Ml durchgefiihrt und enthielten folgende Bestandteile:

DNA 0,5-1 Mg
Oligonukleotide je 100 pmol
dNTP-Gemisch 200 UM
DNA Polymerase 1 U
Reaktionspuffer (10x) 10 pl
MgCl, oder MgSOy4 1.5 mM
HOgest. ad 100 ul

Die Temperaturzyklen wurden den jeweiligen Anforderungen in Bezug auf die
Hybridisierungstemperatur (x) und die Dauer der Kettenverldngerung (y) angepalit. Sie

wurden nach folgendem Schema durchgefiihrt:
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Denaturierung 95°C 2 min
30 Zyklen

Denaturierung 95 °C 1 min
Hybridisierung x°C 1 min
Kettenverldngerung 68,72 0.75°C y min
Ende der Zyklen

Kettenverldngerung 68,72 0.75°C 10 min

Fiir die Einstellung der Parameter waren die zu erwartende Fragmentlinge und die
Schmelztemperatur T, der verwendeten Oligonukleotide entscheidend. Fiir die
Hybridisierung wurde entsprechend der zu erwartenden Fragmentldnge eine Zeit von
ca. | min/1000 Bp gewdhlt. Die optimale Hybridisierungstemperatur wurde nach der
Schmelztemperatur T,, der Oligonukleotide festgelegt, die iiber folgende Formel
errechnet wurde:

Tm=169,3 + 0,41 ( % GC-Gehalt) — 650/L

L = Lange des Oligonukleotids

% GC-Gehalt = prozentualer GC-Gehalt des Oligonukleotids

Durch Verkiirzung der Hybridisierungsdauer, Verringerung der
Oligonukleotidkonzentration und Variation der MgCl,-Konzentration konnte die
Spezifitit der PCR optimiert werden.

Die Temperaturzyklen wurden mit einem Primus-Cycler (Fa. MWG AG-Biotech,
Miinchen) oder dem ,,Mastercycler Gradient™ (Fa. Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt.
Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (s.2.7.1) analysiert.

2.12.1 Reaktionsbedingungen der ,,Megaprime*“-PCR

Zur Komplettierung der unvollstindig klonierten Dehydratase-Genregionen wurden
sog. Megaprime-PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Technik lassen sich
iiberlappende DNA-Fragmente von einer Grof3e von mehr als 1000 Bp zusammensetzen
(BARIK und GALINSKY, 1997). Die Amplifikation der Einzelfragmente und die
anschlieBende Zusammensetzung in einer weiteren PCR-Reaktion wurden unter den in

Tabelle 5 aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt.
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Tabelle S: Verwendete Oligonukleotide und Bedingungen der PCR-
Reaktionen zur Komplementation der Dehydratasen von pAK3 bis
und S sowie zur Subklonierung der Dehydratase-Gene aus pAK2
und pAK?7
Die Sequenzen aller Oligonukleotide sind in Tab. 3 (s. 2.1) aufgefiihrt.
Alle PCR-Reaktionen wurden mit 30 Zyklen durchgefiihrt.

Dehydratase Primer DNA-Matrize  Annealing Ketten- Grofle des
aus: verlingerung Produktes
pAK2 pAK2-1 pAK2 60 °C 68 °C 2699 Bp
pAK2-2 1:00 min 2:40 min
pAK3 pAK3-1 pAK3 60°Cx5°C 68 °C 1596 Bp
pAK3-2 1:00 min 1:30 min
CF-1  pGEX2T/dhaB 60 °C +5°C 68 °C 1130 Bp
CF-2 1:00 min 1:10 min
pAK3-2  Produkte aus 48 °C + 10 °C 72 °C 2699 Bp
CF-1 vorherigen 1:00 min 2:40 min
Reaktionen
pAK4 pAK4-1 pAK4 62°C+5°C 68 °C 1644 Bp
pAK4-2 1:00 min 1:40 min
ST/KO-1 chr. DNA 59°C+5°C 68 °C 1064 Bp
KO-3 K. oxytoca 1:00 min 1:00 min
ST/KO-1  Produkte aus 50 °C =10 °C 72 °C 2690 Bp
pAK4-2 vorherigen 1:00 min 2:50 min
Reaktionen
pAKS pAKS-1 pAKS 60°Cx5°C 68 °C 1189 Bp
pAKS-2 1:00 min 1:10 min
ST/KO-1 chr. DNA 60°Cx5°C 68 °C 1725 Bp
ST-3  S. typhimurium 1:00 min 1: 40 min
ST/KO-1  Produkte aus 50 °C + 10 °C 72 °C 2884 Bp
pAKS-2  vorherigen 1:00 min 3:00 min
Reaktionen
pAK7 pAK7-1 pAK7 60°Cx5°C 68 °C 2699 Bp
pAKT7-2 1:00 min 2:40 min
2.13 Sequenzierung und Analyse von Sequenzdaten

Die Isolierung der zu sequenzierenden Plasmide erfolgte unter Verwendung des
,.Wizard™ Plus Miniprep DNA Purification Systems® (s. 2.6.5.3) bzw. des ,,QIAprep
Spin Miniprep Kits“ (s. 2.6.5.4). Die Sequenzierungen wurde durch das ,,Gottingen
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Genomics Laboratory* (Institut fiir Mikrobiologie und Genetik, Universitit Gottingen)
am ABI PRISM 337 DNA-Sequencer durchgefiihrt.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programmen ABI Edit View 1.0.1,
DNA-Strider 1.2 (MARCK, 1988) und DNAid 1.8 auf einem Macintosh PowerPC (Fa.
Apple Computer Inc., Cupertino, USA). Hiermit konnten offene Leserahmen gefunden,
Restriktionskarten erstellt und die Kodon-Nutzung ermittelt werden. Ferner konnten mit
diesen Programmen Proteinsequenzen abgeleitet und auf hydrophobe und hydrophile
Eigenschaften untersucht werden. Weitergehende Analysen wurden mit dem GCG-
Paket (,,Wisconsin Genetics Computer Group Sequence Analysis Software Package®),
Version 8.0 (University of Wisconsin Biotechnology Center, Madison, USA;
DEVEREUX et al., 1984) iiber einen UNIX-Computer (GWDG, Goéttingen) und dem
im Internet angebotenen Service der NCBI (http//:www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt.
Dazu zéhlte der Sequenzabgleich mit Daten der PIR-, NBRF-, SWISSPROT-, EMBL-
und GenBank-Datenbanken (PEARSON und LIPMAN, 1988).

2.14 Herstellung von Rohextrakten
2.14.1 Zellaufschluss mit der Frenchpresse

Fir die Herstellung von Rohextrakten mit der Frenchpresse wurde von einem
Kulturvolumen mit mindestens 25 ml ausgegangen. Zunichst wurden die Zellen durch
Zentrifugation (6000 Upm, 10 min, 4 °C, GS3-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du
Pont de Nemours GmbH) geerntet und das Pellet in einem geeigneten Puffer
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann in eine vorgekiihlte French-Press-
Apparatur (Fa. SLM Aminco, Urbana, USA) gefiillt. Der Aufschluf3 der Zellen fand bei
einem Druck von 140 Mpa statt. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt, wobei vor
dem ersten Mal eine Spatelspitze DNase I (Fa. Boehringer, Mannheim) zugegeben
wurde. Anschlielend erfolgte eine Zentrifugation bei 15000 Upm und 4 °C fiir 30 min
(SS34-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH). Der
erhaltene Extrakt wurde als Rohextrakt bezeichnet und konnte bis zur weiteren
Verwendung bei —20 °C gelagert werden.

Sollten anaerobe Rohextrakte hergestellt werden, wurden alle Zentrifugenrdhrchen 24 h

vor dem Aufschlul in eine Anaerobenkammer (Microflow Anaerobic System, Fa.
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Intermed M.D.H. GmbH, Riisselsheim) eingeschleust. Vor dem Zellaufschlul wurde
die Zellsuspension in der Anaerobenkammer in die vorgekiihlte Frenchpresse gefiihlt,
die am Ausgang mit einem Isoversinic-Schlauch und einer Kaniile versehen war. Die
Kaniile wurde in das Septum eines Hungate-Rohrchens eingefiihrt. Fiir eine
Wiederholung des Prelvorgangs wurde die Suspension mit Hilfe des Stempels der
Frenchpresse wieder aus dem Hungate-Rohrchen zuriick in die Presse gezogen. Die
Lagerung der nach der Zentrifugation erhaltenen Rohextrakte erfolgte bei —20 °C in

Hungate-Ro6hrchen, die zuvor flir mindestens 30 min mit N, begast wurden.

2.14.2 Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung

Zum Zellaufschluss durch Ultraschall wurden die geernteten Zellen (6000 Upm, 10 min,
4 °C, GS3-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH) zunichst
in einem geeigneten Puffer aufgenommen. Das Gefd3 mit der Zellsuspension wurde in
die Halterung des Ultraschallgerites (Ultraschallprozessor UP200S, Fa. Dr. Hielscher
GmbH, Stahndorf) eingespannt. Um eine zu hohe Erwdrmung der Zellsuspension zu
vermeiden, wurde das Gefdll wihrend der gesamten Prozedur durch ein Eisbad gekiihlt.
Es wurde viermal mit einer Amplitude von 80 Micron beschallt. Zwischen den
Beschallungen wurde jeweils fiir eine halbe Minute pausiert. Nach der
Ultraschallbehandlung wurde der Extrakt fiir 30 min bei 15000 Upm und bei 4 °C in
einem SS34-Rotor (Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH)
zentrifugiert, um intakte Zellen abzutrennen. Die erhaltenen Extrakte konnten bis zur

weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert werden.

2.15 Proteinbestimmung (BRADFORD,1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in modifizierter Form nach der
Methode von BRADFORD (1976).

Es wurden 20 pl einer Probe zu 1 ml Bradford-Reagenz gegeben. Wenn nétig, konnte
die Probe mit HyOgye: verdiinnt werden. Nach einer Inkubation fiir 10 min bei RT wurde

die Absorption bei einer Wellenldnge von 580 nm gegen einen Leerwert gemessen. Zur
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Konzentrationsbestimmung wurde eine Eichgerade mit Rinderserumalbumin in einem

Bereich von 0 bis 10 pg/ml aufgenommen.

Bradford-Reagenz

Serva Blau G-250 70 mg
Ethanol (96 %, v/v) 50 ml
H3POy4 (85 %, v/v) 100 ml
H2Ouest. ad 1000 ml

Nach vollstindigem Losen des Farbstoffs in Ethanol und Zugabe der iibrigen
Bestandteile erfolgte eine Filtration durch einen Faltenfilter. Das Reagenz wurde

lichtgeschiitzt gelagert und war ca. 1 Jahr haltbar.

2.16 Bestimmung von Enzymaktivitiiten

Die Enzymaktivititen wurden im Bereich der Ilinearen Abhéngigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Proteinmenge bestimmt. Eine Enzymeinheit 1 U
entspricht dabei dem Umsatz von 1 pmol Substrat pro Minute. Die Volumenakitivitdten

[U/ml] wurden nach folgender Formel berechnet.

AE / minxV

U/ml =
exdxv

AF/min = Extinktionsdnderung pro Minute

A% = Volumen der Kiivette [ml]

€ = Extinktionskoeffizient [ml x pmol™ x cm]
d = Schichtdicke der Kiivette [cm]

\% = Volumen der eingesetzten Probe

Die spezifische Enzymaktivitit [U/mg Protein] ergab sich aus der Division der

Volumenaktivitdt [U/ml] durch die ermittelte Proteinkonzentration [mg/ml] (s. 2.15).
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2.16.1 Glycerin-Dehydratase

2.16.1.1 Nach TORAYA et al. (1977)

Die Aktivitit der Glycerin- bzw. Diol-Dehydratase wurde hierbei mit der 3-Methyl-2-
benzothiazolinonhydrazon (MBTH)-Methode bestimmt. MBTH reagiert mit den
Aldehyden, wie dem in der Enzymreaktion aus Glycerin entstandenen 3-
Hydroxypropionaldehyd, zu einem Hydrazin-Derivat, welches spektrophotometrisch bei

einer Wellenldnge von 305 nm erfalit werden kann (PAZ et al., 1965).

Testansatz: 280 pl 38,5 mM K-POs-Puffer (38,5 mM KH,PO4/K,HPOy; 55 mM
KCI; pH 8)
10 pl Glycerin (3 M)
10 ul Coenzym By, (0,45 mM)
Start mit: 10 pl Probe

1 min bei 37 °C inkubieren

Stop mit: 300 pl K-Citrat (0,1 M; pH 3,6)
500 pl MBTH (0,1 %)
30 min bei 37 °C inkubieren

Messung der Extinktion bei 305 nm (Extinktionskoeffizient € = 13,3 x 10° M x cm).
Samtliche Puffer- und Substratldsungen wurden anaerob hergestellt. Fiir den Test
wurden 1,5 ml-Kiivetten eingesetzt, die mit einem Septum versehen und fiir 15 min mit
Stickstoff begast worden waren.

Nach Zugabe einer frisch hergestellten anaeroben Coenzym Bi,-Losung und 5 min
Vorinkubation im Dunkeln bei 37 °C erfolgte der Reaktionsstart. Fiir jede Probe wurden

Parallelansitze gegen einen Leerwert (Reaktionszeit = 0) gemessen.

2.16.1.2 Nach CHASE (personliche Mitteilung)

Die Aktivitdt der Glycerin- und Diol-Dehydratasen wird in diesem Test ebenfalls durch

die Reaktion von MBTH mit den entstandenen Aldehyden gemessen. Das entstehende
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Hydrazin-Derivat reagiert mit Fe(Ill) und es kommt zu einer Blaufarbung der

Reaktionslosung die bei einer OD von 670 nm verfolgt werden kann.

Testsansatz: 100 ul ~ HEPES-Puffer (80 mM HEPES/KOH; pH 8,2)
60 ul  Probe
20 pl  Coenzym By, (120 pM)
Start mit: 20 pl  Substrat (1,2-Propandiol oder Glycerin, 1M)
= Inkubation bei 37 °C fiir 1 min
Stop mit: 100 uI  MBTH ( 6 mg/ml in Glycin/HCl-Puffer; 375 mM, pH 2,7)
= Inkubation fiir 3 min bei 100 °C (Wasserbad oder Heizblock)

= kurzes Abkiihlen auf Eis

Zugabe von: 1000 pul  FeCls x 6 H>O (3,3 mg/ml H,O; jeweils frisch ansetzen)

Nach einer weiteren Inkubation von 15 min bei RT konnte die Extinktion bei 670 nm
bestimmt werden (Extinktionskoeffizient € = 5,23 x 10° M x cm). Die Verdiinnung der
Proben, um eine ODg79 <1,0 zu erreichen, erfolgte mit H,O.

Jede Probe wurde parallel gegen einen Leerwert (ohne Coenzym Bi;) gemessen. Alle

Reaktionsschritte wurden unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt.

2.16.2 Alkohol-Dehydrogenase (RUCH et al., 1974; BOENIGK et al., 1991)

Die Aktivitdit der Alkohol-Dehydrogenasen wurde in Oxidationsrichtung bei
Raumtemperatur iiber die Extinktionsinderung bei 365 nm aufgrund der NAD'-

Reduktion bestimmt.

Testansatz: 870 — 970 pl K,COs-Puffer (0,1M K,COs, 30 mM (NH4),SOq4; pH
9,0)
10 ul NAD" oder NADP (180 mM)
10— 100 pl Probe
Start mit: 20 pl Substrat (5 M)

Das Gesamtvolumen des Testansatzes betrug immer 1 ml.
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Zur Feststellung ob die identifizierten Alkohol-Dehydrogenasen auch in der Lage sind
die Reduktion von Aldehyden/Ketonen zu Alkoholen zu katalysieren, wurden
verschiedenen Aldehyde und Ketone als Substrate eingesetzt. Die Oxidation von NADH

wurde photometrisch bei 365 nm in einer Plastikkiivette (d=1) verfolgt.

Testansatz: 950 pl Triethanolamin-Puffer (0,1 M, pH7,5)
15 ul NADH (24,5 mM in 0,6 M NaHCOs3)
10 pl Probe

Start mit: 10 pl Aldehyd/Keton (1 M)

2.17 Methoden zur Proteinanreicherung

2.17.1 Metall-Chelat-Affinititschromatographie

Das Prinzip der Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie beruht auf der Fahigkeit
bestimmter Aminosduren z. B. Histidin als Elektronendonator, an Proteinoberflichen zu
fungieren und so an Metallionen wie Ni*" und Cu*" zu binden (HOCHULI et al., 1988;
YIP et al, 1989). Die Metallionen wiederum sind tiiber Chelatgruppen an ein
Trigermaterial (Agarose oder Sepharose) gebunden.

Die Metall-Chelat-Chromatographie besitzt im neutralen pH-Bereich ihre grofite
Spezifitit und Effizienz. Die Elution der Proteine findet unter Verwendung eines
Imidazolgradienten statt. Imidazol fithrt zu einer kompetetiven Verdringung des

Histidins. Alternativ kann eine Elution durch einen pH-Gradienten erfolgen.

2.17.1.1  Vorbereitung der Siaule

Fiir die Metall-Chelat-Chromatographie wurde Ni*"-Nitrilotriessigsdure-Agarose (NTA-
Agarose; Fa. Qiagen GmbH) verwendet. Nach dem Einsetzen der unteren Fritte wurden
4 - 6 ml Ni*"-NTA-Agarose in eine PD 10-Siule (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)
eingefiillt. Nach der Sedimentation des Trigermaterials wurde die Sdule mit dem

ZellaufschluBBpuffer gespiilt und bei 4 °C aufbewahrt.
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2.17.1.2  Reinigung loslicher Proteine unter nativen Bedingungen

Zur Reinigung loslicher Proteine unter nativen Bedingungen wurde der Rohextrakt mit
der Ni*'-NTA-Agarose, die mit ZellaufschluBpuffer #quilibriert worden war, unter
Riihren bei 4 °C fiir 1 h inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Losung in den
Sdulenkorper einer PD-10 Sdule gefiillt. Nach dem Absetzen der Agarose wurde diese
zundchst mit einem geeigneten Volumen ZellaufschluBpuffer gewaschen. Es folgte ein
weiterer Waschschritt mit Puffer I. Die Elution der Proteine erfolgte in mehreren
Schritten mit Puffer II.

Vor einer erneuten Verwendung der Sdule wurde das Chromatographiematerial mit

Puffer II gespiilt und dann mit dem ZellaufschluBBpuffer dquilibriert.

ZellaufschluBBpuffer Puffer I

KH,PO4 50 mM KH,PO4 50 mM
NaCl 300 mM NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM Imidazol 20 mM
pH 8,0 pH 8,0

Puffer II

KH,PO4 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 250 mM

pH 8,0

2.17.1.3  Regeneration der Siule

Die Notwendigkeit einer Regeneration der Ni*-NTA-Agarose wurde durch eine
Farbidnderung von griin-blau nach braunlich-grau angezeigt. Durch das chelatierende
Agens EDTA erfolgte die Elution des Nickels von der Sdule. Nach einer anschlieBenden
Wiederbeladung mit Ni*"-Ionen stand das Siulenmaterial erneut fiir mehrere
Reinigungszyklen zur Verfiigung. Die Regeneration des Sdulenmaterials erfolgte

anhand des Herstellerprotokolls.



2. MATERIAL UND METHODEN

53

2.17.2 Entsalzen von Proteinlosungen

Fir die Entsalzung von Proteinlosungen wurden PD10-Sdulen (Fa. Amersham
Pharmacia) verwendet. Das Prinzip beruht auf einer Gelfiltration an Sephadex G-25.
Das Sadulenmaterial musste vor Benutzung mit 25 ml des fiir die Elution verwendeten
Puffers dquilibriert werden. Es konnten pro Lauf maximal 2,5 ml Probe aufgetragen

werden, anschliefend wurde mit 3,5 ml eluiert.

2.18 Inaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen

Die Inaktivierung der Dehydratasen durch Glycerin erfolgte durch Inkubation des
Enzyms mit 50 uM Coenzym B, bei 37 °C fiir 30 min in 2,5 ml HEPES-Puffer (s.
2.16.1.2) und 30 % Glycerin unter aeroben Bedingungen. Glycerin und ungebundene

B;-Derivate wurden mittels einer Gelfiltration abgetrennt (s. 2.17.2).

2.19 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Polyacrylamid-Gelelektrophoresen unter denaturierenden und nicht denaturierenden
Bedingungen wurden in Minigel-Elektrophorese-Kammern (Fa. Bio-Rad, Miinchen) mit

8,5 x 8,0 x 0,1 cm Glasplatten durchgefiihrt.

2.19.1 SDS-PAGE nach SCHAGGER und VON JAGOW (1987)

Trenn- und Sammelgel hatten folgende Zusammensetzung (Menge fiir 2 Gele):

12.5%ig 15%ig

Trenngel: Gelpuffer 3 ml 3 ml
Acrylamidlosung 2,25 ml 2,7 ml

H>O4est. 3,7 ml 33 ml

APS-Losung 45 ol 45 pl

TEMED 45 ul 45 ql
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Sammelgel: Gelpuffer 1,13 ml 1,13 ml
Acrylamidlosung 375 ul 375 ul
HoOuest. 3 ml 3 ml
APS-Losung 45 ul 45 ul
TEMED 4,5 ul 4,5 ul

Zunichst wurden Acrylamidlosung, Gelpuffer und HyOges:. gemischt. Nach der Zugabe
von TEMED und APS-Losung wurde das Gel gegossen und mit HyOgeg. iberschichtet,
um eine ebene Fliche zu erhalten. Nach Polymerisation des Trenngels (ca. 30 min)
konnte das H,Oges, abgenommen und das Sammelgel gegossen werden, in das zur
Formung von Geltaschen ein Kamm luftblasenfrei eingesetzt wurde. Nach 30 min war
das Gel vollstindig polymerisiert und konnte verwendet werden.

Die Proben wurden vor dem Auftragen im Verhiltnis 1:3 mit Denaturierungspuffer
gemischt. AnschlieBend wurden die Proben auf das mit Elektrophoresepuffer
tiberschichtete Gel mit Hilfe einer Hamiltonspritze aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte zunédchst bei einer Spannung von 100 V, bis die blaue Markerbande das
Trenngel erreicht hatte, und wurde dann auf 130 V erhoht. Als Netzgerét diente ein
Gene-Power-Supply GPS 200/400 (Fa. Amersham Pharmacia). Die Elektrophorese

wurde beendet wenn die Markerbande das Gelende erreicht hatte.

Acrylamidlésung Gelpuffer

Acrylamid 96 g Tris 181,7 g

Bisacrylamid 3 g SDS 1,5 g

H>Ogest. ad 200 ml H;Ogest. ad 500 ml
pH 8.4

Kathodenpuffer Anodenpuffer

Tris 12,1 g Tris 24,2 g

Tricin 17,9 g H>O4est. ad 1000 ml

SDS 1 g pH 8,9

H2Ouest. ad 1000 ml

pH 8.5
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Denaturierungspuffer

Tris 02 g
SDS 1,2 g
Serva-Blau G250 3 mg
Glycerin 3 ml
2-Mercaptoethanol 0,5 ml
HyOgest. ad 10 ml
pH 6,8
2.19.2 Native Gradienten-PAGE

APS-Losung

Ammoniumpersulfat

H2Odest.

0,1 g
adl ml

Fiir ein Gradientengel von 4 bis 20 % wurden Polyacrylamidlésungen folgender

Zusammensetzung verwendet:

.Leichte” Losung

Acrylamid 4,0
Bisacrylamid 0,2
Gelpuftfer ad 100

g
g

ml

Die Losung wurde lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

»Schwere* Losung

Acrylamid 20,0
Bisacrylamid 1,0
Glycerin (87 % [v/V]) 8,6
Gelpuffer ad 100

g
g

ml

ml

Die Losung wurde lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.

Fiir das Trenngel von 4 bis 20 % (w/v) wurden jeweils 2 ml ,,Leichte* und ,,Schwere*

Losung in die Kammern eines kleinen Gradientenmischers gefiillt und unter Riihren je

3 ul TEMED und 15 pl APS-Losung (s. 0) in die einzelnen Kammern gegeben. Nach

dem Offnen des Gradientenmischers konnte die Acrylamidlésung mit Hilfe einer

Peristaltikpumpe (Meredos GS, Fa. Meredos, Norten-Hardenberg) zwischen die

Glasplatten gegossen werden. AnschlieBend erfolgte die Uberschichtung des Trenngels
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mit ca. 1 ml HyOgest. Nach Polymerisierung des Gels fiir 30 min wurde das HyOpgest.
abgenommen. Dann wurde das Sammelgel gegossen, fiir das 2 ml ,,Leichte® Ldsung,
3 ul TEMED und 15 pl APS-Losung verwendet wurden. Direkt im AnschluB3 wurde ein
Kamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisierung fiir 30 min konnte das Gel in
die Elektrophoresekammer eingesetzt werden und die Pufferreservoirs mit
Elektrodenpuffer gefiillt werden. Nachdem der Kamm entfernt worden war, wurde
zunéchst eine Vorelektrophorese (100 V, 30 min) durchgefiihrt. Danach konnten die mit
0,1 Volumen Beschwerungslosung versetzten Proben aufgetragen werden. Die

Elektrophorese erfolgte bei 4 °C und 100 V fiir 20 bis 24 h.

Gelpuffer Elektrodenpuffer

Tris 250 mM Tris 0,1 M

pH 8,5 Glycin 0,1 M
pH 8,7

Beschwerungslosung

Saccharose 4 g

Bromphenolblau 5 mg

H;O0qest. ad10  ml

Die Beschwerungslosung wurde bei —20 °C gelagert.

2.20 Proteinfarbung in Polyacrylamidgelen
2.20.1 Coomassie-Farbung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele kurz mit HyOges. gespiilt und
dann fiir 60 min in die Coomassie-Farbelosung gelegt. Nach Spiilen mit HyOgest. Wurde
das Gel entfarbt, wobei die Entfiarbelosung mehrfach gewechselt wurde. Bei guter

Transparenz des Hintergrundes konnten die Gele ausgewertet werden.

Coomassie-Férbelosung Entfarbelésung

Coomassie-Blau G-250 0,08 % (W/v) Methanol 33 % (V/v)
Coomassie-Blau R-250 0,08 % (W/v) Eisessig 10 % (v/v)
Methanol 45 % (v/v)

Eisessig 10 % (V/v)
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2.20.2 Aktivititsfirbung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen (TOBIMATSU
et al., 1995)

Die Aktivitatstarbung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen erfolgte entsprechend der
fiir die 1,2-Propandiol-Dehydratase aus Klebsiella oxytoca entwickelten Methode von
TOBIMATSU et al. (1995). Die Methode beruht darauf, dal das durch die Coenzym
B;-abhingige Dehydratisierung von 1,2-Propandiol gebildete Propionaldehyd mit dem
Farbstoff 2,4-Dinitrophenylhydrazin ein gelbes Prézipitat bildet. Da Glycerin-
Dehydratasen neben Glycerin ebenfalls 1,2-Propandiol dehydratisieren, konnte die
Aktivitatsfarbung mit allen vorliegenden Enzymen durchgefiihrt werden.

Zur Identifizierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen in Rohextrakten, wurde eine
native Gradienten-PAGE (s. 2.18.2) durchgefiihrt. Dabei wurde dem Elektrodenpuffer
1,2-Propandiol (Endkonzentration 100 mM) zugesetzt. Die Elektrophorese wurde
durchgefiihrt, bis die Farbmarkerbande das Gelende erreicht hatte. Das Proteingel wurde
dann in 100 ml Reaktionspuffer iiberfiihrt und fiir 15 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Reaktionspuffer entfernt und 100 ml Férbelosung zugefiigt.
Wihrend einer nachfolgenden 15-miniitigen Inkubation bei 37 °C kam es zur Bildung
des gelben Prézipitats. AnschlieBend wurde der Hintergrund durch Inkubation in 2 M
HCI entfarbt. Alle Schritte der Aktivititsfirbung wurden unter aeroben Bedingungen
durchgefiihrt. Der Reaktionspuffer wurde jeweils frisch angesetzt; Coenzym B, im

Dunkeln (unter N>-Begasung) in H,O gelost und erst unmittelbar vor Reaktionsstart

zugegeben.

Reaktionspuffer

K-Phosphat-Puffer (pH 8,0) 35 mM
KCl1 50 mM
1,2-Propandiol 100 mM
Coenzym By, 15 uM
Férbel6sung:

2,4-Dintrophenylhydrazin 0,4 % (w/v in 2M HCI)

Die Farbelosung konnte mehrfach verwendet werden.
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2.21 Molekularmassenbestimmung

2.21.1 Molekularmassenbestimmung durch SDS-PAGE

SDS lagert sich an Proteine an und zerstort fast alle nicht-kovalenten
Wechselwirkungen, so dafl die Dissoziation von Proteinen in ihre Untereinheiten
erreicht wird. Durch die Bindung des negativ geladenen Detergens wird die
Eigenladung der Proteine weitgehend vernachldssigbar und damit eine
gelelektrophoretische Auftrennung ermdéglicht, die nahezu ausschlieBlich auf der Masse
der Molekiile beruht. Nach der SDS-PAGE und Firbung der Proteine konnte die
Molekularmasse eines Proteins ermittelt werden, indem dessen
Wanderungsgeschwindigkeit mit der von Markerproteinen verglichen wurde. Die
Auftragung des Logarithmus der Molekularmassen der Markerproteine gegen den Rf-
Wert (Wanderungsstrecke des Proteins bezogen auf die Wanderungsstrecke des
Farbstoffmarkers) ergibt eine Eichgerade, anhand derer die Molekularmasse des
jeweiligen Proteins berechnet werden konnte. Als Markerproteine wurden die Proteine

des ,,LMW Calibration“-Kits (Fa. Amersham Pharmacia) eingesetzt.

Markerproteine ,.L MW Calibration‘*-Kit

Phosphorylase b 94 kDa
Rinderserumalbumin 67 kDa
Ovalbumin 45 kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Trypsininhibitor 20,1 kDa
Laktalbumin 14,4 kDa

2.21.2 Molekularmassenbestimmung durch Gradienten-PAGE (ANDERSON
etal., 1972; NISHIZAWA et al., 1988)

Die Auftrennung von Proteinen im nativen Polyacrylamid-Gradientengel (s.2.19.2)
hidngt in erster Linie von der GroBe der Proteine ab. Mit steigender

Acrylamidkonzentration nimmt die Porengroe ab und so wird das Weiterwandern von
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grofleren Proteinen verhindert. Die Eigenladung der Proteine ist hier theoretisch
vernachldssigbar (MARGOLIS und KENRICK, 1967).

Nach Auftrennung durch native Gradienten-PAGE (s. 2.19.2) und Anfirben der
Proteinbanden (s. 2.20.1) konnte die Molekularmasse von Proteinen ermittelt werden,
indem die Wanderungsstrecke mit der von Markerproteinen verglichen wurde. Als
Markerproteine wurde der ,,HMW Calibration“-Kit (Fa. Amersham Pharmacia)

eingesetzt.

Markerproteine ., HMW Calibration‘‘-Kit

Protein Molekularmasse RF-Wert
Thyroglobin 669 kDa 0,453
Ferritin 440 kDa 0,570
Katalase 232 kDa 0,651
Laktat-Dehydrogenase 140 kDa 0,714
Rinderserumalbumin 67 kDa 0,957

2.22 Chemikalien, Enzyme und Gase

Es wurden Chemikalien des handelsiiblichen Reinheitsgrades der Firmen Boehringer
(Mannheim), Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Hannover),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Taufkirchen) verwendet. Des Weiteren wurde mit

Biochemikalien, Enzymen etc. folgender Firmen gearbeitet:

=  Amersham Pharmacia, Freiburg:
Nylonmembranen, NAP-5-Sdulen PD10-Sédulen
=  Biozym GmbH, Hess. Oldendorf

Elektroporationskiivetten

=  Eurogentec, Seraing, Belgien:

Agarose
= Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg:
IPTG, X-Gal, Ampicillin, Proteinase K
= Gibco BRL, Eggenstein:
Random Primed Labeling Kit
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Hartmann Analytic, Braunschweig:

[a-32P]-dATP

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

pET Directional TOPO Expression Kit, TOPO TA Cloning Kit, Platinum Pfx-DNA-

Polymerase
MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot:
Tag-DNA-Polymerase, T4-DNA-Ligase, Ladder-Mix, Nukleotide,

Restriktionsendonukleasen
Messer Griesheim GmbH, Kassel:
Gase (N3, Ha, No/CO»)

Metabion, Martiensried

Oligonukleotide

Millipore, Eschborn:
Mikrodialyse-Filter

New-England Biolabs GmbH, Freiburg:

Restriktionsendonukleasen, Deep-Vent DNA Polymerase

Promega, Deutschland GmbH, Mannheim:

Wizard™ Plus Minipreps DNA Purificaton System, Pfiu-DNA-Polymerase

Qiagen GmbH, Hilden:

Plasmid Midi-Kit, QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiaquick PCR-Purification-Kit;
Qiaquick Gel Extraction Kit, RNA/DNA Maxi Kit

Sartorius AG, Gottingen:

Sterilfilter

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen:

Coenzym Bj,, Cyano-B,, Hydroxy-B,, Methyl-B),
Stratagene, USA:

Gigapack® III Gold Packaging Extract,Herculase enhanced DNA Polymerase
Whatman, Maidstone, England:

Whatman-Filterpapier 3SMM
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3 EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

Die Charakterisierung und Nutzbarmachung der bisher weitgehend unerschlossenen
mikrobiellen Diversitit sind die Hauptziele der Metagenomforschung (RONDON et al.,
2000). Diese nutzt die Gesamtheit der in einem Habitat, wie Boden oder Sediment,
vorhandenen genetischen Information, einerseits als Quelle fiir neuartige Enzyme und
Wirkstoffe und andererseits zur genomischen Charakterisierung von nicht-kultivierten
Mikroorganismen. Daraus ergeben sich interessante Ansédtze sowohl fiir die angewandte
als auch fiir die Grundlagenforschung.

Systematische Untersuchungen verschiedener Standorte, bei denen universell
konservierte Genmarker, meist die 16S rRNA Gene, mit Hilfe der PCR direkt aus
isolierter Umwelt-DNA amplifiziert und sequenziert wurden, haben gezeigt, dass die
bisher bekannten und systematisch erfalten Organismen nur einen Bruchteil der
tatsdchlichen vorhandenen Anzahl ausmachen (MUYZER et al., 1992; BORNEMANN
et al., 1996; BORNEMANN und TRIPLETT, 1997; SCHLEPER und ECK, 2000).

Eine notwendige Voraussetzung, um dieses enorme Potential an metabolischen und
physiologischen Fahigkeiten zu erforschen und auch fiir die industrielle Nutzung
zugingig zu machen, war die Konstruktion von komplexen Genbanken aus
Umweltproben. In einigen wenigen Untersuchungen konnten so Enzyme verschiedener

Klassen identifiziert und charakterisiert werden. Dazu gehorten z.B. Lipasen/Esterasen

(HENNE et al., 2000; RONDON et al., 2000), Na+/H+—Antiporter (MAJERNIK et al.,
2001) und antibakterielle Wirkstoffe (RONDON et al., 2000; OSBURNE et al., 2001;
BRADY et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit werden Weiterentwicklungen zur Konstruktion und zur
Durchmusterung von Metagenomgenbanken vorgestellt. Die DNA wurde nach
Anreicherung mit verschiedenen C-Quellen nach der Methode der direkten Lyse aus

den Umweltproben isoliert und gereinigt (ZHOU et al., 1996). Fiir die Konstruktion der

Genbanken diente Escherichia coli als Wirtsorganismus und pBluescript SK' als
Vektor. AnschlieBend wurden die Genbanken auf das Vorhandensein von Genen fiir
neuartige Glycerin- und Diol-Dehydratasen sowie fiir Alkohol-Oxidoreduktasen hin

untersucht.
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3.1 Konstruktion von Metagenombanken in Escherichia coli

Zur Identifizierung neuartiger, industriell interessanter Enzyme wurden in der
vorliegenden Arbeit vier Metagenombanken aus Umweltproben erstellt. Des Weiteren
konnten bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe konstruierte Genbanken aus natiirlichen

Habitaten fiir die verschiedenen Durchmusterungsverfahren verwendet werden (s.

3.3.3).

3.1.1 Isolierung von chromosomaler DNA aus verschiedenen Umweltproben

Fiir die Konstruktion der Metagenombanken wurden vier verschiedene Standorte
ausgewdhlt. Es handelte sich dabei um eine Bodenprobe von einem Zuckerriibenfeld
(ZR) in der Nihe von Gottingen und um drei unterschiedliche Sedimentproben aus dem
Fluss Grone (GII) bei Gottingen, dem Solar Lake (SL; Sinai, Agypten) und aus dem
Golf von Eilat (GE; Israel) (s. Abb. 8).

Um den Mikroorganismen in den Boden- und Sedimentproben einen Wachstumsvorteil
zu verschaffen, die die spdter identifizierten Zielgene fiir Glycerin- bzw. Diol-
Dehydratasen und Polyol-Oxidoreduktasen (s. 3.2 und 3.3) enthielten, wurde vor der
DNA-Isolierung ein Anreicherungschritt durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise war
zuvor von ENTCHEVA et al. (2001) und HEALY et al. (1995) erfolgreich zur
Isolierung von neuen Biotinbiosynthese- und Cellulase-Genen eingesetzt worden. Zu
diesem Zweck wurden je 50 g der Standortproben mit 500 ml M9-Mineralmedium (s.
2.2.4) tberschichtet, das je 50 mM Glycerin und 1,2-Propandiol als Kohlenstoffquellen

enthielt. Das Gemisch wurde anschliefend fiir 20 min mit N, durchgast und unter

anaeroben Bedingungen bei 30° C inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Proben
pelletiert, mit frischem Medium iiberschichtet und fiir einen weiteren Tag inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zusammen mit der Boden- oder Sediment-Matrix
geerntet und als Material fiir die DNA-Isolierung genutzt. Die Anreicherung der Polyol-
verwertenden Organismen konnte zum einen durch eine leichte Triibung des Mediums
als auch durch den gaschromatographischen Nachweis von erwarteten Produkten, wie

1,3-Propandiol verfolgt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8: Ausgewihlte Standorte zur Entnahme von Boden- und
Sedimentproben
Dargestellt sind die Standorte Grone II (A), Solar Lake (B), Golf von
Eilat (C) und ein Zuckerriibenfeld bei Géttingen (D).

Die Praparation der Roh-DNA erfolgte nach der Methode der direkten Lyse der Zellen
von ZHOU et al. (1996). Mit dieser Methode kann sowohl die DNA aus den
Bodenbakterien als auch frei vorliegende DNA isoliert werden. Der Zellaufschluf3
erfolgte  dabei  durch  eine  ausgedehnte  Hitzeinkubation in  einem
Hochsalzextraktionspuffer in Anwesenheit von SDS, CTAB, EDTA und Proteinase K.
Nach Abtrennung aller Boden- und Zellpartikel wurde die DNA mit
Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und anschlieBend mit Isopropanol gefillt (s.
2.6.1). Bei dieser Methode der DNA-Isolierung wurden je nach
Probenzusammensetzung unterschiedliche Mengen an Matrix-Bestandteilen, wie z.B.
Huminséuren, koextrahiert. Dies machte sich durch eine Braunfarbung der Préparation
bemerkbar. Wie erwartet war der Anteil der isolierten Huminstoffe in der Bodenprobe
am groBten. Eine deutlich geringere Farbung zeigte sich bei der Roh-DNA aus dem
Grone-Sediment. Die Priparationen aus Solar Lake- und Golf von Eilat-Sediment waren

beinahe farblos.
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Huminsduren inhibieren Restriktionsenzyme, Polymerasen und Ligasen (TEBBE und
VAHIJEN, 1993), die Werkzeuge der nachfolgenden Genbank-Konstruktion. Mit Hilfe
des ,,Wizard DNA  Purification System” und einer anschlieBenden
Anionenaustauschchromatographie an Qiagen-tip-100-Sidulen konnten sie jedoch
weitgehend abgetrennt werden. Die DNA aus den Proben SL und GE wurde aufgrund
der geringen Verunreinigungen lediglich durch Anionenaustauschchromatographie
gereinigt.

Aus dem ,angereicherten” Standort-Material konnten auf diese Weise je g Probe
zwischen 15 und 28 pg hochmolekulare, gereinigte DNA isoliert werden (s. Tab. 6), die

nachfolgend fiir die Konstruktion von Metagenomgenbanken genutzt wurden.

Tabelle 6: DNA-Ausbeuten aus den verschiedenen Standorten nach
Anreicherung von Polyol-fermentierenden Mikroorganismen
Die Bestimmung der DNA-Mengen erfolgte durch Abschétzen der
Intensitdt von Banden im Agarosegel.

Standort/Bezeichnung DNA-Menge [pg/ g Probe ]
Zuckerriibenboden/ZR 28

Sediment Grone/GII 25

Sediment Golf von Eilat/GE 15

Sediment Solar-Lake/SL 15

3.1.2 Klonierung der Umwelt-DNA

Es wurde angestrebt DNA-Fragmente > 3 kBp zu klonieren. Die Gene der bisher
bekannten Bi,-abhidngigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen umfassen eine Region von
2,6 bis 2,9 kBp (DANIEL et al., 1998). Bei den Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitét
vermittelnden Genen handelt es sich um eine sehr viel heterogenere Gruppe. Die
Langen einiger bisher untersuchter Gene liegen in einem Bereich von ca. 0,75 bis 1,8
kBp (REID und FEWSON, 1994).

Fiir die Konstruktion der Genbanken wurde der Vektor pBluescript SK' ausgewihlt.
Dieser Plasmidvektor wird in E. coli in hoher Kopienzahl gebildet und eignet sich
besonders fiir die Klonierung von DNA-Fragmenten bis zu einer Gro3e von 10 kBp.

Die Selektion der Transformanten erfolgt durch die auf dem Vektor kodierte
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Ampicillin-Resistenz, auflerdem ermdglicht das ebenfalls vorhandene lacZ-Gen die
Identifizierung von rekombinanten Plasmiden durch den X-Gal-Test (s. 2.10.4).

Die gereinigte Umwelt-DNA wurde zunéchst zeitlimitiert mit dem Restriktionsenzym
Bsp1431 (ein Isoschizomer von Sau3Al) partiell verdaut (s. 2.8.1), um eine statistische
Verteilung aller vorkommenden DNA-Fragmente zu gewéhrleisten. Der Verlauf der
DNA-Spaltung wurde dabei in einem Zeitraum von 10 min durch 6 bis 8 Probennahmen
und anschlieBender Analyse in Agarosegel (s. Abb. 9B) tberpriift (s. 2.7.1). Um die
Klonierung von sehr kleinen DNA-Fragmenten (< 1,0 kBp) zu verhindern, wurde die
DNA in einer Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation gréBenfraktioniert (s. 2.9).
Nach der Zentrifugation erfolgte die Fillung der DNA und die Grofe der DNA-
Fragmente in den entnommenen Aliquots wurde iiberpriift (s. Abb. 9C). Fraktionen, die
DNA-Fragmente mit einer GroBe zwischen 2 und 15 kBp enthielten, wurden fiir die
Ligation in den Plasmidvektor pBluescript SK* verwendet. Nach der Transformation in
E. coli DH5a (s. 2.10.1) wurden die Transformanten auf LB-Ampicillin-Agar, der mit
X-Gal und IPTG versetzt war, ausplattiert. Zur Konservierung der so erstellten
Genbanken wurden alle Klone von den Platten abgeschwemmt, die Plasmide isoliert

und bei -20 °C gelagert.

A) B) ©
1 2 1234567809 1 2345 67 89

(kBp)
10,0

3,0

1,5 -}

Abbildung 9: Isolierung von chromosomaler Standort-DNA zur Konstruktion
von Metagenombanken
A) Spur 2: Unverdaute chromosomale DNA; B) Spuren 1-4 und 6-9:
Proben partiell verdauter Standort-DNA in einem Zeitraum von 10
min (Restriktionsenzym Bsp143I); C) Spuren 2-9: DNA-Aliquots
ausgewdhlter ~ Fraktionen nach  Saccharosedichtegradienten-
Zentrifugation. In den Spuren A)l, B)S und C)l ist jeweils der
Lingenstandard aufgetragen.
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Plasmid- oder Cosmidvektoren

Restriktionsverdau mit den
entsprechenden Enzymen

Aus Standortproben isolierte DNA
(partiell verdaut oder geschert)

4 Ligation

|

Kontrolle einiger Klone und weitere Charak-
terisierung (GroBe, Inserthiufigkeit)

Transformation in Escherichia coli

Rekombinanter E. coli-Stamm

Abschwemmen aller Klone und Isolierung aller
rekombinanten Vektoren

Transformation der isolierten rekombinanten Vektoren in E. coli zur
Erhaltung, Amplifikation oder Durchmusterung der Metagenombank

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Konstruktion von Metagenom-

banken in Plasmidvektoren
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3.1.3 Charakterisierung der konstruierten Metagenombanken

Aus den vier verwendeten Boden- und Sedimentproben wurden Genbanken mit
unterschiedlichen Eigenschaften gewonnen, die in Tabelle 7 zusammengefasst sind. Zur
Charakterisierung wurden Parameter wie die Gesamtzahl der rekombinanten Plasmide,
die durchschnittliche Inserthdufigkeit und die durchschnittliche InsertgroBBe bestimmt.
Die Inserthdufigkeit konnte durch den X-Gal-Test (s. 2.10.4) ermittelt werden. Zur
Analyse der Insertgroflen wurden je Genbank 30 E. coli-Klone in LB-Medium (s. 2.2.1)
angezogen, die Plasmide isoliert und mittels Restriktionsverdau mit verschiedenen
Enzymen untersucht. Dabei wurden neben der durchschnittlichen InsertgroBe die Daten
der jeweils kleinsten und groBten gefundenen Inserts festgehalten (s. Tab. 7).

Die Gesamtzahl der abgeschwemmten, Insert-tragenden E. coli-Klone betrug 63200 fiir
den Standort Golf von Eilat, 46700 fir das Sediment der Grone. Fiir den Standort
Zuckerriibenboden wurden 71050 und fiir die Anreicherungsgenbank aus dem Sediment
des Solar Lake 37300 rekombinante Plasmide gezédhlt. Die ermittelten
durchschnittlichen Insertgréfen lagen bei 3,3 bis 5,6 kBp, wobei Insert-Fragmente bis
zu einer GroBe von 12,8 kBp gefunden wurden. Der Anteil der Insert-tragenden
Plasmide lag bei 60 bis 78 %.

Die Genbanken, die im Folgenden mit GEA (Golf von Eilat Anreicherung); GIIA
(Grone II Anreicherung), ZRA (Zuckerriibenboden Anreicherung) und SLA (Solar Lake
Anreicherung) bezeichnet werden, waren somit gut fiir die Durchmusterung auf das

Vorhandensein unterschiedlicher Zielgene geeignet.
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Eigenschaften der Plasmid-Genbanken

aus den Standortproben Golf von Eilat (GEA), Grone (GIIA),
Zuckerriibenboden (ZRA) und Solar Lake (SLA)
Die InsertgroBBen wurden durch Isolierung (s. 2.6.6.2) und
Restriktionsverdau (s. 2.8.1) von 30 Plasmiden ermittelt. Die
Bestimmung des Anteils der Insert-tragenden Plasmide erfolgte
durch den X-Gal-Test (s. 2.10.4). Dazu wurde je Genbank 1 pl
Plasmid-DNA in E. coli DH5a transformiert (s. 2.10.1) und die
Transformanten wurden auf LB-Agar, der mit Ampicillin, X-Gal und
IPTG versetzt war, ausplattiert.

Standort/ Anzahl  minimale maximale o Insert-

Bezeichnung der rekomb. InsertgroBe InsertgroBe Insert- hiufigkeit

Genbank Plasmide  [kBp] [kBp] grofie [%]
[kBp]

Golf von Eilat/ GEA 63200 2,1 12,8 5,6 60

Grone/ GIIA 46700 0,7 5,5 3,3 78

Solar Lake/ SLA 37300 0,7 12,4 4,0 66

Zuckerriibenfeld/ZRA 71050 1,0 11,1 5,4 71

3.2 Isolierung von RNA aus Umweltproben

Ein Liicke beim Screening der Metagenombanken ist, dass dabei keine Wirkstoffe und
Biokatalysatoren eukaryotischer Herkunft erhalten werden, obwohl besonders niedere
Pilze eine Reihe von Okonomisch bedeutenden Enzymen und biologisch aktiver
Substanzen synthetisieren. Dazu gehoren verschiedene Antibiotika sowie Lipasen und
Proteasen, die in der Waschmittelindustrie eingesetzt werden. Zur Konstruktion von
Metagenombanken wird bisher zumeist E. coli als Wirt verwendet, der jedoch nicht in
der Lage ist, die eukaryotische DNA zu transkribieren und die gebildete RNA zu
prozessieren. Eine mogliche Methode zur Umgehung dieses Problems ist die Isolierung
intakter eukaryotischer Poly(A)-mRNA aus Umweltproben, Umschreibung in cDNA
und die Konstruktion von cDNA-Genbanken. Die RNA/DNA-Rate ist auerdem ein
wichtiger Indikator fiir den metabolischen Status der mikrobiellen Gemeinschaft eines
Standortes (HURT et al., 2001). Da RNA nicht so stabil ist wie DNA, ist die Extraktion
von intakter mRNA eine schwierige, technologische Herausforderung.

Mit der im Folgenden vorgestellten Methode konnten sowohl DNA als auch RNA

parallel aus einer Probe isoliert werden. Sie wurde in Anlehnung an die Methode von
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ZHOU et al. (1996) zur Isolierung von chromosomaler DNA aus Bodenproben
entwickelt (s. Abb. 11).

Standortprobe
(z.B. Boden, Sediment)

'

Zellaufschluf3 mittels ,,Freeze and Thaw” —Behandlung,
und anschlieffende Hitzeinkubation in
Hochsalzextraktionspuffer (pH 7,0) in Anwesenheit von
SDS, CTAB und Proteinase K fiir 1 h

!

Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

\ 4
Isopropanolfillung von RNA und DNA bei -20 °C

\4

Trennung der koextrahierten Nukleinsiuren durch
Chromatographie an Anionenaustauscher-Siulen

Abbildung 11: Methode zur Isolierung von RNA und DNA aus Standort-
Proben (HURT et al., 2001; modifiziert)

Zur Stabilisierung der RNA wurde der pH-Wert des Extraktionspuffers (DEP-Puffer, s.
2.6.1) auf 7,0 gesenkt und die Hitzeinkubation bei 65 °C auf 1 h verkiirzt. Im Weiteren
wurde zum Aufschluf der Zellen ein sogenannter ,,Freeze and Thaw”-Schritt eingefiigt
bei dem die Proben zunéchst in fliissigem Stickstoff eingefroren und anschlieBend auf
Eis wieder aufgetaut wurden. Die Trennung von RNA und DNA erfolgte an
Anionenaustauscher-Sdulen. Die beschriebene Methode wurde mit der Sedimentprobe
aus der Grone (GII) sowie der Bodenprobe des Zuckerriibenfeldes (ZR) durchgefiihrt.
Sowohl RNA als auch DNA lieBen sich auf diese Weise isolieren (s. Abb. 12). Beide
Losungen zeigten jedoch die typische braune Verfarbung durch die die Koextraktion
von Huminsduren angezeigt ist. Die Bestimmung der optischen Dichte der
Nukleinsdure-Losungen bei 260 nm erbrachte Werte von 0,3 bzw. 2,1 mg isolierter

RNA je 100 g eingesetzter Bodenprobe.
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Abbildung 12: Isolierung von RNA und DNA aus Umweltproben
A) Spur 1: Koextrahierte DNA und RNA; B) Spur 1:
Liangenstandard, Spur 2: DNA nach Trennung iiber die
Anionenaustauscher-Sdule, Spur 3: RNA nach Trennung iiber die
Anionenaustauscher-Séule.

Zur Uberpriifung, ob in der isolierten RNA auch eukaryotische RNA vorhanden ist,
wurde die Poly(A)-mRNA durch eine Chromatographie an Polystyren-Latex-Partikeln
von den anderen RNA-Typen getrennt. Die Mehrheit der von Eukaryoten gebildeten
mRNA besitzt ein solches Poly(A)-Segment, das zwischen 50 und 150 Nukleotide lang
ist. Die Funktion dieser angehdngten Nukleotide ist bisher unklar (KOZAK, 1983). Das
Prinzip der Trennung der mRNA von anderen RNA-Typen beruht auf der Bindung des
Poly(A)-Restes an ein dT-Oligomer, welches an eine solide Phase einer Sdule gekoppelt
ist. Durch photometrische Bestimmung der RNA-Menge bei einer Wellenldnge von 260
nm konnten geringe Mengen von Poly(A)-mRNA nachgewiesen werden (s. Tab. 8). Die
Messungen ergaben eine Menge von 1,9 pg Poly(A)-mRNA je 100 g der
Zuckerriibenfeldprobe. Im Eluat des Grone-Priparats konnte keine RNA mehr detektiert
werden. Moglicherweise war die hier zur Reinigung der Poly(A)-mRNA eingesetzte

Menge Gesamt-RNA zu gering.
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Tabelle 8: RNA-Ausbeuten aus den Standorten Grone-Sediment (GII) und
Zuckerriibenboden (ZR)
Die Bestimmung der RNA-Mengen erfolgt photometrisch bei einer
Wellenldnge von 260 nm (s. 2.5.3.6). Die Mengenangaben beziehen
sich auf je 100 g verwendeter Standortprobe.

Standort/Bezeichnung Gesamt RNA-Menge Anteil der Poly(A)-mRNA
[ug] [ug]

Grone/GII 341 nicht nachweisbar

Zuckerriibenboden/ZR 2067 1,9

33 Durchmusterung der Metagenombanken auf Gene fiir

Glycerin- und Diol-Dehydratasen

Glycerin- und die isofunktionellen Diol-Dehydratasen sind die Schliisselenzyme des
anaeroben Abbaus von Glycerin bzw. 1,2-Propandiol und kommen sowohl bei den
Gram-positven als auch den Gram-negativen Bakterien vor. Dazu gehoren u.a. die
Enterobakterien wie Salmonella, Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter, aber auch
Vertreter der Propionsdurebakterien, 16sungsmittelbildenden Clostridien und
Lactobacilli (DANIEL et al., 1998). Die Dehydratasen sind von grofer 6konomischer
Bedeutung, da sie in der biotechnologischen Produktion von 1,3-Propandiol eine
wichtige Rolle spielen. 1,3-Propandiol wird u.a. als Ausgangsubstanz fiir die
Herstellung verschiedener Polyester, Polyurethane und biologisch-abbaubarer Polymere
genutzt. Kiirzlich wurde von den Firmen Genencor International und DuPont ein
Produktionsprozess entwickelt, in dem mit Hilfe eines rekombinanten E. coli-Stammes
1,3-Propandiol direkt aus Glukose gewonnen wird (CHOTANI et al., 2000).

Alle bisher charakterisierten, Coenzym Bi,-abhdngigen Glycerin- und Diol-
Dehydratasen setzen Substrate wie z.B. Glycerin, 1,2-Propandiol oder 1,2-Ethandiol in
einem radikalischen Mechanismus zu den entsprechenden Aldehyden um. Beide
Dehydratase-Typen bestehen aus drei strukturellen Untereinheiten und bilden im
nativen Zustand einen Komplex aus a,[3,Y,. Ein weiteres charakteristisches Merkmal ist
die sogenannte ,,suicide“-Inaktivierung die bei der Katalysereaktion mit Glycerin in
vitro schon nach wenigen Minuten einsetzt (DANIEL et al., 1998). Fir die

Dehydratasen aus C. freundii, K. oxytoca und K. pneumoniae konnten in den
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vergangenen Jahren die Reaktivierungsfaktoren fiir die Glycerin-inaktivierten Enzyme
identifiziert und charakterisiert werden (MORI et al. 1997; TORAY A und MORI, 1999;
SEIFERT et al., 2001; KAJIURA et al. 2001).

Fiir die Durchmusterung der Metagenombanken zur Identifizierung neuartiger Glycerin-
und Diol-Dehydratasen wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewendet. Das erste
beruhte auf der enzymatischen Aktivitdt der gesuchten Genprodukte (s. 3.3.1) und das

zweite auf Sequenzdhnlichkeiten zu bereits bekannten Dehydratase-Genen (s. 3.3.2).

3.3.1 Durchmusterung auf der Grundlage von Enzymaktivitit

3.3.1.1 Stand der Vorarbeiten

Fiir die Durchmusterung von Metagenombanken ist die Verwendung von einfachen
Plattentests von groBem Vorteil, da eine groBe Anzahl von Klonen zu untersuchen ist
(HENNE et al., 1999; HENNE et al., 2000; DANIEL, 2002). Als eine besonders
vorteilhafte und spezifische Methode hat sich die Verwendung von Defektmutanten
erwiesen, die nur nach heterologer Komplementation durch die Zielgene zum
Wachstum beféhigt sind (MAJERNIK et al., 2001).

Zur Durchfiihrung eines derartigen Verfahrens habe ich bereits im Rahmen meiner
Diplomarbeit einen speziellen Screeningstamm konstruiert, der alle Gene fiir den
anaeroben Abbau von Glycerin aus C. freundii mit Ausnahme der Glycerin-Dehydratase
plasmidkodiert enthielt (KNIETSCH, 1999). Der Screening-Stamm E. coli
ECL707/pAKI1 triagt die Gene fiir die Glycerin-Dehydrogenase, die Dihydroxyaceton-
Kinase und die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase auf dem Plasmid pAKI1 (s. Abb. 13).
Somit war der Stamm in der Lage, unter aeroben Bedingungen mit Glycerin als einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen (KNIETSCH, 1999), fiir das anaerobe
Wachstum jedoch benétigte er ein Kosubstrat wie Na-Pyruvat als externen Akzeptor
von Reduktionsdquivalenten oder muflte durch eine Glycerin- oder Diol-Dehydratase
komplementiert werden. Das Plasmid pAK1 trug eine Chloramphenicol-Resistenz als

Selektionsmarker und nutzte den Replikationsursprung des pl5A-Replikons. Der

Vektor war somit kompatibel mit dem Plasmid pBluescript SK' (Replikationsursprun
p p p p prung

des Replikons pMBI1), das fiir die Konstruktion der Genbanken verwendet wurde.
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Um zu zeigen, dass der konstruierte Stamm tatséchlich fiir ein Screening auf neuartige
Glycerin-Dehydratasen geeignet ist, wurden Komplementationsversuche mit den
Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Clostridium pasteurianum durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die Plasmide pMS2, (SEYFRIED et al., 1996), pFL1 (LUERS,
1997) und pLM3 (MACIS et al., 1998), welche die entsprechenden Dehydratase-Gene
enthielten, durch Elektroporation in E. coli ECL707/pAKI1 iibertragen und die
Transformanten anschlieBend unter anaeroben Bedingungen auf M9-Mineralmedium
mit Glycerin als einziger Kohlenstoff und Energiequelle inkubiert (s. 2.2.4). Alle drei
Plasmide waren in der Lage, E. coli ECL707/pAK1 zu komplementieren. Ferner zeigten
die entsprechenden Klone Dehydratase-Aktivitdt und 1,3-Propandiol-Bildung. Somit
war der Stamm fiir eine Durchmusterung der Genbanken auf Gene fiir Glycerin- und

Diol-Dehydratasen geeignet.

dhaK dhaD dhaR dhaH dhaG dhaT dhal dhaB dhaC dhaE dhaF

<4mmm b EEEDJd de@mmgg - mmm

pAK1

Abbildung 13:  Genetische Organisation des dha-Regulons aus C. freundii und
schematische Darstellung der klonierten Region im Plasmid
pAK1
Die im dha-Regulon von C. freundii zusammengefassten Gene
kodieren fiir folgende Proteine: dhaK: Dihydroxyaceton-Kinase;
dhaD: Glycerin-Dehydrogenase; dhaR: Regulator-Protein; dhaH,
dhal: bisher unbekannte Funktion, potentielle Adenosyltransferase;
dhaG, dhaF: Reaktivierungsfaktor der Glycerin-Dehydratase; dhaT:
1,3-Propandiol-Dehydrogenase;  dhaB, dhaC und  dhakE:
Untereinheiten der Glycerin-Dehydratase.

3.3.1.2 Durchmusterung durch Komplementation des E. coli-Stammes

ECL/707/pAK1

Fiir das Screening der zuvor konstruierten Anreicherungsgenbanken GEA, GIIA, ZRA
und SLA (s. 3.1) wurden die Genbank-Plasmide in den Stamm E. coli ECL707/pAK1

iibertragen. Die Transformanten wurden anschliefend unter anaeroben Bedingungen auf
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M9-Mineralmedium (s. 2.2.4) mit Glycerin oder 1,2-Propandiol (100 mM) als einziger
C- und Energiequelle ausplattiert. Des Weiteren enthielt das Medium Coenzym B,,, den
Kofaktor der bekannten Dehydratasen sowie eine Vitamin- und eine
Spurenelementelosung, um auch Enzyme mit moglicherweise vollig anderen
Bediirfnissen detektieren zu kdnnen.

Je Genbank wurden zwischen 80000 und 240000 Klone auf das Vorhandensein von
Genen fiir Glycerin- und Diol-Dehydratasen iiberpriift (s. Tab. 9). Beim initialen
Screening wurden 2 positive Klone gefunden. Zur Uberpriifung des Phénotyps wurden
aus diesen rekombinanten Klonen die Plasmide isoliert und erneut in E. coli
ECL707/pAK1 transformiert. Beide Plasmide vermittelten einen stabilen Phénotyp.
Diese wurden mit pAK2 und pAKS8 bezeichnet. Die entsprechenden Klone E. coli
ECL707/pAK1 /pAK2 und E. coli ECL707/pAK1 /pAK8 waren zum anaeroben
Wachstum auf Glycerin in der Lage und zeigten auch signifikante Dehydratase-
Aktivitit in den Rohextrakten (s. Tab. 10). Durch Restriktionsanalysen mit
verschiedenen Enzymen konnten fiir die beiden Plasmide InsertgroBen von 7,2 kBp
(pAK2) und 6,5 kBp (pAKS) ermittelt werden (Daten nicht gezeigt).

AuBerdem wurde durch Enzymtests das Vorhandensein von weiteren im dha-Regulon
kodierten Genprodukten iiberpriift. Die Plasmide pAK2 und pAKS8 wurden dafiir in E.
coli ECL707 transformiert und die Enzymaktivititen in den Rohextrakten bestimmit.
Sowohl fiir E. coli ECL707/pAK2 als auch fiir E. coli ECL707/pAKS8 konnte zusétzlich
eine signifikante Aktivitdt der 1,3-Propandiol-Dehydrogenase gemessen werden (s. Tab.
10). Als Referenz diente der Rohextrakt von E. coli ECL707 ohne zusétzliches Plasmid.
Aktivitéiten fiir die ebenfalls im dha-Regulon kodierte Glycerin-Dehydrogenase und die
Dihydroxyaceton-Kinase konnten nicht detektiert werden. Die Ergebnisse der
Sequenzierung der Plasmide und weiterer biochemischer Untersuchungen sind in

Kapitel 3.2.3 dargestellt.
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Tabelle 9: Screening der Metagenombanken auf Gene fiir Glycerin- und
Diol-Dehydratasen durch Komplementation von E. coli
ECL707/pAK1

Das Screening wurde durch Transformation von je 1 pl
Plasmidgenbank in den Stamm E. coli ECL707/pAK1 durchgefiihrt.
Die Transformanten wurden bei 30 °C unter anaeroben Bedingungen
auf M9-Mineralmedium (s. 2.2.4) mit 100 mM Glycerin oder 1,2-
Propandiol als C- und Energiequelle inkubiert.

Genbank Anzahl Positive E. coli- Positive E. coli- Bezeichnung

getesteter Klone nach Klone mit der Aktivitit-
Klone initialem stabilem vermittelnden
Screening Phinotyp Plasmide

GIIA 80000 1 1 pAKS

ZRA 240000 1 1 pAK2

SLA 240000 - - -

GEA 90000 - - -

Tabelle 10: Spezifische Aktivititen der Glycerin-Dehydratasen und der 1,3-

Propandiol-Dehydrogenasen in den Rohextrakten von E. coli
ECL707/pAK2 und E. coli ECL707/pAKS8

Die Zellanzucht erfolgte in LB-Medium (s. 2.2.1) in einem
Kulturvolmen von 250 ml unter aeroben Bedingungen. Die
Herstellung der Rohextrakte und die Bestimmung der
Enzymaktivititen erfolgte wie unter 2.14 und 2.16 beschrieben.

Organismus 1,3-Propandiol- Glycerin-Dehydratase
Dehydrogenase [U/mg] [U/mg]

E. coli ECL707/pAK2 0,6 1,1

E. coli ECL707/pAK8 0,7 0,9

E. coli ECL707 <0,01 n. n.

n. n. = nicht nachweisbar

3.3.2 Durchmusterung auf der Grundlage von Sequenzihnlichkeiten

Parallel zu dem auf Enzymaktivitit basierenden Screening wurde eine Durchmusterung
der Anreicherungsgenbanken (s. 3.1) auf der Basis von Sequenzihnlichkeiten

durchgefiihrt. Fiir diese Art der Vorgehensweise gibt es in der Literatur verschiedene
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Beispiele. Zum einen werden mittels der Polymerasekettenreaktion Abschnitte der 16S
rRNA-Gene amplifiziert und zur systematischen Analyse von Standorten genutzt
(MUYZER et al., 1992; BORNEMANN et al., 1996). Andererseits konnten
verschiedene Arbeitsgruppen diese Methode ebenfalls zur Identifizierung von
kompletten Genen oder Teilsequenzen von fiir Enzyme kodierende Gene anwenden
(SEOW et al., 1997; ROSADO et al., 1998).

Die Anwesenheit von Glycerin-Dehydratase-Genen in den erstellten Metagenombanken
wurden ebenfalls durch eine PCR {iberpriift. Zu diesem Zweck wurden degenerierte
Oligonukleotide aus Bereichen abgeleitet, die in allen bekannten Dehydratasen
konserviert sind (s. Abb. 14). Die verwendeten Primer wurden mit alpha3 und betal
bezeichnet, ithre Sequenz ist in Tabelle 2 aufgefiihrt. Die PCR-Reaktionen wurden in
einem Gradientencycler mit einem Gradienten flir die Annaeling-Temperatur von 37 +
10 °C durchgefiihrt (s. 2.12). Der Temperaturbereich wurde bewuf3t niedrig gewéhlt, um
auch Hybridisierungen mit Dehydratase-Genen zu ermoglichen, bei denen die
Sequenzidentitdt in dem ausgewdhlten Bereich nicht so stark ausgeprigt war. Die
erwartete DNA-Region mit einer Lédnge von ca. 1000 Bp konnte in allen Genbanken
amplifiziert werden. Zur Amplifikation wurde mit der 7ag-DNA-Polymerase gearbeitet.
Aufgrund der Matrize-unabhéngigen terminalen Transferase-Aktivitit dieses Enzyms
besitzen alle Amplifikate einzelne, tiberhdngende Adenosinnukleotid-Reste. Das
ermOglichte eine anschlieBende Klonierung der PCR-Produkte in den Vektor pCR2.1
nach der Methode der TOPO-TA-Klonierung (s. 2.8.3.2).
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amplifizierte DNA-Region

a B fes==

GDH Cl.pasteurianum SNFDAEDFDDYNVIQ ~— — — = KAALLHIKETKHVV
GDH C.freundii SNFDAEDFDDYNVIQ — — — — KAARLFHIKETKHVV
GDH K.pneumoniae SNFDAEDFDDYNVIOQ —illl KAALFHIKETKHVV
DDH K.oxytoca SNEDAEDFDDYNVIQ - = — -~ KSAILHIKETKHVV
DDH S.typhimurium SNEDAEDFDDYNVIQ - = — — KSAILHIKETKHVV
Konsensus SN.DA.-Q == K.A..m.vv

Abbildung 14: Schematische Darstellung der in allen B;-abhiingigen Glycerin-
und Diol-Dehydratasen konservierten Bereiche, die zur
Ableitung von degenerierten Oligonukleotiden benutzt wurden
Abkiirzungen:  GDH:  Glycerin-Dehydratase; DDH:  Diol-
Dehydratase. Referenzen: C. pasteurianum, MACIS et al. (1998); C.
freundii, SEYFRIED et al. (1996); K. pneumoniae, TOBIMATSU et
al. (1996); K. oxytoca, TOBIMATSU et al. (1995); S. typhimurium,
BOBIK et al. (1997).

Um zu iiberpriifen, ob die klonierten DNA-Fragmente den gewiinschten Genbereich
enthielten, wurden je Genbank zehn rekombinante Plasmide sequenziert. Die
Sequenzanalyse zeigte, dass alle {iiberpriiften Plasmide den gewliinschten Bereich
beinhalteten. Wie zu erwarten war, wiesen alle Inserts hohe Ahnlichkeiten zu den
Dehydratase-Genen der Glycerin- oder 1,2-Propandiol- verwertenden Enterobakterien
auf. Die untersuchten Plasmidinserts zeigten die hochsten Ubereinstimmungen mit den
Dehydratase-Genen aus C. freundii (alle Genbanken), K. oxytoca (Genbank ZRA) und
S. typhimurium (Genbank SLA).

Die so erhaltenen PCR-Produkte konnten nachfolgend als Sonden fiir
Hybridisierungsexperimente zur Detektion der vollstindigen Dehydratase-Gene
eingesetzt werden. Bei der Koloniehybridisierung mit radioaktiv-markierten Sonden
handelt es sich um ein zeitaufwendiges und kostenintensives Verfahren. Um die Anzahl
der zu iiberpriifenden Klone daher moglichst gering zu halten und trotzdem eine
effiziente Durchmusterung der Genbanken zu gewdhrleisten, sollten die Plasmide

zundchst durch eine Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation gréBenfraktioniert
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werden. Zu diesem Zweck wurden Plasmide zunédchst mit dem Restriktionsenzym Notl
linearisiert, da nur lineare DNA-Fragmente im Saccharosegradienten zuverldssig
aufgrund ihrer Lange getrennt werden. Bei NofI handelt es sich um ein statistisch selten

schneidendes Enzym mit einer 8 Purin-Nukleotide umfassenden Erkennungssequenz

(5’-GCGGCCGC-3"), die auf dem Vektor pBluescript SK' einmal vorhanden war. Dies
garantierte die einfache Linearisierung aller Plasmide, die Wahrscheinlichkeit einer
weiteren Fragmentierung der inserierten DNA-Bereiche war jedoch gering.

Nach der Auftrennung im Saccharosegradienten wurden Aliquots einiger ausgewahlter
Fraktionen nach dem Dot-Blot-Verfahren (s. 2.11.3) auf Nylonmembranen aufgebracht
und fixiert. Anschliefend erfolgte eine Hybridisierung mit den radioaktiv-markierten
Dehydratase-spezifischen Sonden (s. Abb. 15).

Die Fraktionen, die ein besonders deutliches Signal lieferten (s. Pfeile in Abb. 15),
wurden fiir das Screening verwendet. Zundchst wurden die Plasmide in den
betreffenden Fraktionen einer Religation mit der T4-DNA-Ligase unterzogen.
AnschlieBend erfolgte dann die Transformation in E. coli DH50 und das Ausplattieren
auf LB-Ampicillin-Agarplatten. Die so erhaltenen Klone wurden direkt, ohne einen
weiteren Ausstrich auf runde Nylonmembranen geblottet (s. 2.11.1). AnschlieBend
wurden die Zellen durch Behandlung mit einem SSC/SDS-Puffer aufgeschlossen und
durch “Backen” in der Mikrowelle wurde die freigesetzte DNA auf den Membranfiltern
fixiert (s. 2.11.3). Die so préiparierten Filter wurden nachfolgend ebenfalls einer
Hybridisierung mit den zuvor amplifizierten, spezifischen Dehydratase-Fragmenten
unterzogen. Positive Klone zeigten bei Autoradiographie der Membranen eine deutliche

Schwarzfarbung (s. Abb. 16).
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Abbildung 15:

Abbildung 16:

Dot-Blot-Hybridisierung ausgewihlter Fraktionen (13 bis 24)
der Umweltgenbank SLA nach Saccharose-Dichtegradienten-
zentrifugation

Die Sonde wurde radioaktiv markiert (s. 2.8.4). Die Hybridisierung
erfolgte wie unter 2.11.4 beschrieben. Die Pfeile markieren die
Fraktionen die fiir das nachfolgende Screening verwendet wurden.

Koloniehybridisierung der Metagenombanken mit Dehydratase-
spezifischen Sonden

Die Sonde wurde radioaktiv markiert (s. 2.8.4). Die Hybridisierung
erfolgte wie unter 2.11.4 beschrieben. Positive Klone sind durch
Pfeile markiert.
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Im Rahmen des beschriebenen sequenzabhéngigen Durchmusterungsverfahren wurden

zwischen 32000 und 65000 rekombinanter E. coli-Klone der Genbanken GIIA, GEA,
ZRA und SLA getestet (s. Tab. 11), insgesamt waren es 198000. Fiinf verschiedene
positive Klone konnten dabei identifiziert werden, deren Plasmide mit pAK3 bis pAK7
bezeichnet wurden. Die durch Restriktionsverdau ermittelten Insertgroffen lagen
zwischen 1,7 und 6,3 kBp. Einzig in Genbank GEA konnte somit mit keinem der beiden
beschriebenen Durchmusterungsverfahren ein positiver Klon detektiert werden (s. auch

3.3.1).

Tabelle 11: Sequenz-abhingiges Screening der Metagenomgenbanken GIIA,

GEA, ZRA und SLA
Genbank Anzahl der getesteten Anzahl und Bezeichnung der
rekombinanten E. coli-Klone positiven E. coli-Klone
SLA 61000 1 (pAK3)
ZRA 65000 2 (pAK4-5)
GIIA 32000 2 (pAK6-7)
GEA 40000 0

Zur Detektion der Dehydratase-Aktivitit wurden die Plasmide pAK3 bis pAK7 in E.
coli ECL707 transformiert und die rekombinanten Klone in LB-Medium (s. 2.2.1)
angezogen. Nur in den Rohextrakten von E. coli ECL707/pAK6 und E. coli
ECL707/pAK7 konnte eine Dehydratase-Aktivitdit nachgewiesen werden. Die
spezifischen Aktivititen lagen bei 0,9 und 1,2 U/mg Protein. Des Weiteren wurde bei E.
coli DH50/pAK7 wie auch schon bei E. coli ECL707/pAK2 und E. coli ECL707/pAKS8
eine signifikante Aktivitit der 1,3-Propandiol-Dehydrogenase gemessen. Die
spezifischen Aktivititen der einzelnen Enzyme sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
Zusétzlich wurden mit den Plasmiden pAK3-7 Komplementationsversuche im Stamm
E. coli ECL707/pAK1 durchgefiihrt. Die Transformation von pAK6 und pAK7
ermOglichte den resultierenden Stimmen E. coli ECL707/pAK1/pAK6 bzw.
ECL707/pAK1/pAK7 das Wachstum in M9-Mineralmedium (s. 2.2.4) mit Glycerin als
alleiniger Kohlenstoff- und Energiequelle. Mit den Plasmiden pAK3 bis pAKS war die
Komplementation nicht erfolgreich. Ein moglicher Grund fiir die fehlende
Enzymaktivitit war, dass hier unvollstindige Gene kloniert worden waren, da Sequenz-

basierende Durchmusterungsverfahren nicht selektiv fiir komplette Gene sind. Die
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Ergebnisse der Sequenzierung der Plasmide und weiterer biochemischer

Untersuchungen sind in Kapitel 3.3.3 dargestellt.

Tabelle 12: Spezifische Aktivititen der Glycerin-Dehydratasen und der 1,3-
Propandiol-Dehydrogenasen in den Rohextrakten von E. coli
ECL707/pAK3 bis E. coli ECL707/pAK7
Die Zellanzucht erfolgte in LB-Medium (s. 2.2.1) in einem
Kulturvolmen von 250 ml unter aeroben Bedingungen. Die
Herstellung der Rohextrakte und die Bestimmung der
Enzymaktivititen erfolgte wie unter 2.14 und 2.16 beschrieben

Organismus 1,3-Propandiol- Glycerin-Dehydratase
Dehydrogenase [U/mg] [U/mg]
E. coli ECL707/pAK3 n. n. n. n.
E. coli ECL707/pAK4 n. n. n. n.
E. coli ECL707/pAKS n. n. n. n.
E. coli ECL707/pAK6 n. n. 0,9
E. coli ECL707/pAK7 0,5 12
E. coli ECL707 <0,01 n. n.

n. n. = nicht nachweisbar

3.3.3 Charakterisierung der identifizierten Glycerin- und Diol-Dehydratase-

Gene und ihrer Genprodukte

Mit Hilfe der in den vorangegangenen Kapiteln (3.3.1 und 3.3.2) beschriebenen
Methoden konnten insgesamt 7 positive E. coli-Klone aus den Metagenombanken GEA,
GIIA, ZRA und SLA (s. 3.1) identifiziert werden, die Gene fiir Glycerin- oder Diol-
Dehydratasen tragen. Die mit pAK2 bis pAKS bezeichneten Plasmide trugen Inserts mit
GroBen zwischen 1,8 und 7,1 kBp. Je drei der identifizierten Plasmide entstammen den
Genbanken, die aus Proben des Grone-Sediments und des Zuckerriibenbodens
konstruiert wurden, eine weitere aus der aus dem Sediment des Solar Lake erstellten
Genbank. Vier der Plasmide (pAK2 und pAK6-8) vermittelten in E. coli ECL707 eine
signifikante, Coenzym B;-abhéngige Dehydrataseaktivitit.

Im folgenden Kapitel werden die Plasmide, die darauf kodierten Gene und ihre

Genprodukte ausfiihrlich charakterisiert. Dazu gehdrte die Sequenzierung der Plasmide
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und die Analyse der Sequenzdaten, sowie eine eingehende biochemische Untersuchung

der von den korrespondierenden E. coli-Klonen gebildeten Proteine.

3.3.3.1 Molekulare Analyse der Plasmide pAK2 bis pAKS8

Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte nach der Methode von SANGER (1977) in
beiden Orientierungen. Die Inserts der rekombinanten Plasmide wurden nach dem
Verfahren des ,,primer walking®™ durch das ,,Gottingen Genomics Laboratory* (Institut
fiir Mikrobiologie und Genetik, Universitit Gottingen) am ABI PRISM 337 DNA-
Sequenzer sequenziert. Die Inserts der Plasmide pAK2 bis 5 und pAK7 konnten auf
diese Weise vollstindig sequenziert werden. Die Plasmide pAK6 und pAKS8 wurden
lediglich partiell sequenziert, da die Analyse der ersten Sequenzen gezeigt hatte, dass
beide eine 100 %ige Identitit zu den Genen fiir die Glycerin-Dehydratase aus C.
freundii besaBlen. Die beiden Plasmide wurden daher nicht in die weiteren
Untersuchungen einbezogen.

Zunichst brachte die Sequenzierung AufschluBl iiber die genauen GroBen der klonierten
Inserts. Das Plasmid pAK2 wies eine inserierte Sequenz mit einer Linge von 7115 Bp
auf, pAK3 eine von 2157 Bp und pAK4 eine von 1750 Bp. Fiir pAKS und pAK7
wurden InsertgroBen von 4236 und 6295 Bp festgestellt (s. Tab. 13). Eine Ubersicht
iber die Insertgrofen und die Grofen der klonierten Untereinheiten der Dehydratasen
wird in Tabelle 13 gegeben. Die Analyse der Sequenzen der inserierten DNA-
Fragmente von pAK2-5 und pAK7 ergab weitgehende Ubereinstimmungen zu den
DNA-Sequenzen der bekannten Diol- und Glycerin-Dehydratasen aus Enterobakterien.
Eine Ubersicht iiber die Sequenzihnlichkeiten aller klonierten Gene zu denen der
jeweils ndchsten Verwandten geben die Tabellen 14A und 14B. Die DNA-Sequenzen
von pAK2 und 3 sowie pAK7 zeigten die grofiten Identititen (87 bis 98 %) zu den drei
Strukturgenen (dhaBCE) der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii. Beim Vergleich der
Proteinsequenzen lagen die Homologien in einem Bereich von 96 bis 99 %. Aufgrund
der hohen Sequenzdhnlichkeiten wurden die auf pAK2-3 und pAK7 kodierten
Dehydratasen in die Gruppe der Bj;-abhingigen Glycerin-Dehydratasen eingeordnet.
Die Sequenzen von pAK4 und pAK5 dagegen besaBen die groBte Ahnlichkeit zu den
drei Strukturgenen (pduCDE) der Diol-Dehydratase aus Salmonella typhimurium. Daher

wurden die hier kodierten Enzyme in die Gruppe der Bj;-abhéngigen Diol-
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Dehydratasen eingeordnet. Die Ubereinstimmungen mit Werten von 77 bis 92 % auf

DNA-Ebene und 86 bis 97 % auf Protein-Ebene zu der bekannten Diol-Dehydratase

waren hier deutlich geringer als bei den von pAK2-3 und pAK?7 kodierten Enzymen.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die InsertgroBen der vollstindig sequenzierten
Plasmide pAK2-5 und pAK?7, iiber die Gene fiir die
Untereinheiten der klonierten Dehydratase, sowie die GC-Gehalte
in diesen Regionen
Unvollstindige Gene sind mit einem Sternchen gekennzeichnet.
Plasmid/ Insert- GC-Gehalt GroBe der klonierten Gene fiir
Organismus grofie der Dht*- Dehydratase-Untereinheiten [ Bp]
[Bp] kodierenden o B y
Region [%]
pAK2 7115 55,73 1668 585 429
pAK3 2157 54,98 729%* 585 429
pAK4 1750 53,66 741%* 678 363*
pAKS 4236 52,29 45% 678 519
pAK7 6295 56,33 1668 585 429
C. freundii - 55,92 1668 585 429
S. typhimurium - 56,65 1665 678 522

* Dht, Dehydratase.

Tabelle 14:

Sequenzihnlichkeiten der auf den Plasmiden pAK2 bis 5 und
pAK7 Kklonierten Gene und der Kkorrespondierenden
Genprodukte zu denen der jeweils nichsten Verwandten

Alle Angaben sind in Prozent. Unvollstindig klonierte Gene sind mit
einem Sternchen gekennzeichnet.

A) pAK?2, 3. und 7 im Vergleich zu C. freundii

Plasmid dhaB/ dhaC/ dhaE/ dhaF/ dhaG/ dhaH/  dhal/ dhall
DhaB DhaC DhaE DhaF DhaG DhaH DhaT Dhal

pAK2 89/98  89/96  89/96  86/93 - - 93/98* 87/91
pAK3 90/98*  87/98  89/96  87/92* - - - -
pAKT7 98/99  98/99  98/99 98/100* 98/98 99/100* 98/100 98/98
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Fortsetzung Tabelle 14
B) pAK4 und pAKS im Vergleich zu S. typhimurium

Plasmid pduC/ pduD/ pduE/ pduG/ pduH/ pduld/

PduC PduD PduE PduG PduH PduJ
pAK4 88/97* 81/86 77/87* - - -
pAKS 92/86* 83/91 82/89 89/93 69/62 86/97

Eine Auffilligkeit ergab sich bei der Betrachtung der GC-Gehalte in den Dehydratase-
kodierenden Regionen. Die Werte flir die Plasmide pAK2-3 und pAK?7 weichen nur
geringfiigig (< 1%) von dem fiir die entsprechende Genregion aus C. freundii (55,92 %)
ab. Dagegen waren die Differenzen zwischen pAK4 bzw. pAKS und S. #yphimurium in
der Dehydratase-Region mit 3,0 und 4,3 % signifikant groBer (s. Tab. 13). Besonders
auffillig waren diese Unterschiede im Gen fiir die kleine Untereinheit pduE. Zwischen
Aminoséure 23 und 38 befand sich ein Abschnitt mit besonders grofler Diskrepanz in
der Proteinsequenz (s. Abb. 19). Betrachtet man diesen Bereich auf Nukleotid-Ebene (s.
Abb. 17) zeigt sich, dass hier der GC-Gehalt in S. #yphimurium auf 81,0 % ansteigt,
wihrend er bei pAK4 und pAKS mit 64,3 und 52,5 % deutlich darunter liegt. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass die beiden unbekannten Organismen, aus denen die
Dehydratase-kodierenden Genregionen von pAK4 und pAKS entstammen, eine andere

Kodonnutzung aufweisen als S. typhimurium.

61 CAGGGCGATGCGCCAGCAGCGGCTCCTGCG s typhinurium pduE
61 CAGGGAGAGACCGTCACTCCAGCCGCGACT pAK4 pduE
61 CAGGGAGAGACCGTCACTCCATCCGCGACT pAKS pduE
91 GCAGGCGGCACGTCCCGCAGCGCAAAGGT C s typhinuriumpduE
91 GGTTCATCAGCGCATACCGCGAAAGT GACG pAK4 pduE
91 GTTTCATCAACACATACCGCAAAAGTGACG pAK5 pduE

Abbildung 17: Alignment partieller Nukleotid-Sequenzen (Bereich von Basenpaar
61 bis 120) von pduFE aus S. typhimurium, pAK4 und pAKS
Referenzen: S. typhimurium, BOBIK et al.(1997); pAK4 und pAKS,
diese Arbeit. Die flir alle angegebenen Gene identischen Nukleotide
sind grau unterlegt.
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A) Citrobacter freundii
dhaH dhaG dhaT ahal dhaB dhaC dhaE dhaF
B) pAK2

dhaT* dhal dhaB dhaC dhaE ahakF

=) - 000

dhaB dhaC dhaE dhaF*

y 2
D) pAK7

dhaH dhaG dhaT dhal dhaB dhaC dhaE dhaF*

<<= -/

C) pAK3

E) Salmonella typhimurium
pduC pduD pduE pduG pduH
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F) pAK4
pduC* pduD pduE*

P e W

G)pAKS
pduC* pduD pduE pduG pduH

o e N -

Abbildung 18: Genetische Organisation der klonierten DNA-Regionen aus pAK2-5
und pAK7 (B, C, D, F, G) und der entsprechenden DNA-Regionen
aus C. freundii (A) und S. typhimurium (E)

Pfeile und Pfeilspitzen reprisentieren die Linge, Position und
Orientierung von moglichen Genen. Partielle Gene sind durch
unterbrochene Pfeile und mit Sternchen gekennzeichnet.
Schwarze und graue Pfeile deuten offene Leserahmen an, die
homolog zu den Genen fiir die drei Untereinheiten der Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii bzw. zu denen fiir die Diol-
Dehydratase aus S. typhimurium sind.
dhaHI:Adenosyltransferase;dhaT:1,3-Propandiol-Dehydrogenase;
dhaBCE: Glycerin-Dehydratase; pduCDE: Diol-Dehydratase;
dhaFG und pduGH: Reaktivierungsfaktoren.
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Nur auf den Inserts der Plasmide pAK2 und pAK?7 lagen alle drei Strukturgene fiir die
Dehydratasen vollstindig kloniert vor. Bei den anderen fehlten jeweils unterschiedlich
grof3e Teile der a-Untereinheit und im Fall von pAK4 auBlerdem noch das Ende der y-
Untereinheit (s. Abb. 18). Dies erkldrte auch die fehlende Dehydratase-Aktivitdt in den
Rohextrakten der korrespondierenden E. coli-Klone (s. Tab. 12). Neben den
Dehydratase-Genen waren auf allen Inserts, mit Ausnahme von pAK4, noch weitere fiir
die Dehydratase-Regionen (dha-Regulon und pdu-Operon) typische Gene lokalisiert.
Dazu gehorten unter anderem die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase bei pAK7 die auf
Aminosiure-Ebene eine 100 %ige Ubereinstimmung zu der aus C. freundii aufwies.
AuBlerdem waren Teile der Untereinheiten der Reaktivierungsfaktoren (dhaGF bzw.
pduGH) auf den Plasmiden vorhanden. pAKS enthielt die beiden Untereinheiten pduG
und pduH vollstindig, sie wiesen eine Ubereinstimmung von 89 bzw. 69 % zu pduH
und pduG aus Salmonella auf.

Die Bindung des Coenzyms B, ist in den Glycerin- und Diol-Dehydratasen sehr
komplex. Sie binden den Kofaktor in der sogenannten ,,Base-on“-Form und gehoren
damit zur Klasse 2 der Bj-bindenden Enzyme. Durch die Kristallisation der Diol-
Dehydratase aus K. oxytoca und der Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae im
Komplex mit 1,2-Propandiol und Cyano-B;, wurde erstmals die Struktur eines ,,Base-
on“-Enzyms und seine Bj,-Bindung beschrieben (SHIBATA et al., 1999, TORAYA,
2000, YAMANISHI et al.,, 2002). Durch Seitenketten einer ganzen Reihe von
Aminosduren wird dabei ein Raum fiir die Bindung des Cobalamins geschaffen, der
weitgehend von hydrophoben Gruppen umgeben ist. Die Aminosdurereste Thra172,
Glua205, Thra222, Aspo234 und Meta373 der a-Untereinheit sowie Aspf112,
AsnP150, GInf3156 der B-Untereinheit bilden H-Briicken zu den peripheren Amid-
Seitenketten des Corrin-Ringes. In der Glycerin-Dehydratase von K. pneumoniae ist
auBerdem das Serf3122 an der Ausbildung der H-Briicken beteiligt (YAMANISHI et al.,
2002). Die korrespondierende Aminoséure in der Diol-Dehydratase von K. oxytoca ist
das ProP155, welches nicht in der Lage ist, H-Briicken zu bilden. Weitere an der
Bindung des Coenzyms beteiligte Aminosduren sind das Lys135, Thrf137 und
Serf200. Die aufgefiihrten Reste sind in allen bisher untersuchten Dehydratasen
hochkonserviert, lediglich das Serf200 ist in den Glycerin-Dehydratasen durch ein
Alanin ersetzt. Die Alignments der abgeleiteten Aminosduresequenzen der Glycerin-

und Diol-Dehydratasen aus pAK2-5 und pAK?7 zeigten, dass diese Reste auch in den
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neu identifizierten Enzymen hochkonserviert vorliegen (dunkelgrau unterlegt), sofern
die entsprechenden Abschnitte kloniert wurden (s. Abb. 19). Auch die Unterschiede
zwischen der Gruppe der Glycerin- und der Gruppe der Diol-Dehydratasen wurden hier
bestitigt. Es wurden die Sequenzen aus pAK2 - 3 und pAK7 den Proteinsequenzen von
C. freundii gegentlibergestellt (s. Abb. 19A bis C), wihrend die Sequenzen von pAK4
und 5 mit denen von S. typhimurium verglichen wurden (s. Abb. 19D bis F).

Das Substrat 1,2-Propandiol und der essentielle Kofaktor K sind beide innerhalb des
TIM-Barrel der a-Untereinheit gebunden. Das O(2) und O(1) des Substrats sind durch
Wasserstoffbriicken an die Aminosdurereste Glual71, GIna297, Hisal144 und
Aspa336 im aktiven Zentrum fixiert (s. Abb. 19). Das Kaliumion ist durch die
Hydroxylgruppen des Substrats und durch fiinf Sauerstoffatome der Aminosdurereste
des aktiven Zentrums siebenfach koordiniert.

Das Alignment der Untereinheiten der potentiellen Reaktiverungsfaktoren zeigte, dass
auch diese hochkonserviert vorliegen (s. Abb. 20). In den untersuchten Glycerin-
Dehydratasen lagen die Abweichungen bei maximal 7 %, dhaF aus pAK7 lag im
Vergleich zu C. freundii sogar zu 100 % konserviert vor. Auch PduG von pAKS und S.
typhimurium wiesen nur geringfiigige Unterschiede auf, PduH von pAKS zeigt jedoch

nur 62 % Ubereinstimmung zu dem entsprechenden Protein aus S. typhimurium.

Abbildung 19: (folgende Seiten)
Alignments der abgeleiteten Aminosiuresequenzen der 3
Strukturgene der Glycerin-Dehydratasen aus pAK2 - 3 und pAK7
mit denen aus C. freundii (A bis C), sowie der Diol-Dehydratase-
Gene aus pAK4 und 5 mit denen aus S. tfyphimurium (D bis F)
Referenzen: Glycerin-Dehydratase aus C. freundii, SEYFRIED et al.
(1996); Diol-Dehydratase aus S. typhimurium, BOBIK et al. (1997);
Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus pAK2 bis 5 und pAK?7, diese
Arbeit.
Die fiir alle angegebenen Proteine identischen Aminoséuren sind grau,
die an der Bi,-Bindung beteiligten sind dunkelgrau unterlegt. Die
Aminosiurereste, die in die Bindung des Substrats und des K'-Ion
involviert sind, sind durch einen schwarzen Kasten gekennzeichnet.
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A) Glycerin-Dehydratasen:
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C) Glycerin-Dehydratasen
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E) Diol-Dehydratasen
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31

QGTQQ
QGQQQ
QG QRQQ

K
K

GEA
GEA

SAAATAPQMATAPGDSFLTE!I

31

pAKS PduD

STAASAPQAAAAQGDSEFLTEI

31

PduD

L RE St.

VGL PHKSI

vV G I
vV G I

AVGPAFGLAQTVNI

DEVI

61

L R E pAK4 PduD
L R E pAK5 PduD

P HK NI
P HKSI

AVGPAFGLSQTVNI

DEVI

61

AVGPAFGLSQTVNI

DEVI

61

PduD

G pAK4 PduD
G pAK5 PduD

VAFVAVEG St.

KARVI RCFKSS
GKNAARYAKRES St.

EEEGI

A G I
A G I
A G I

V
V
Vv

91

GEKALKHASSAALNPS

EEEGVKARVI

91

RCFKSS

oslKa
QsSiKG
QsSIKG

APLLTLETYRQOQI
APLLTLETYRQOQI
APLLTLETYRQOQI

91

PduD
pAK4 PduD

S.t.

G I

S |

121 NRL S GS G|

QGLPPLS
QGLPPLS

G I

SHl

121 NRL S GS G|

pAK5 PduD

G I

Shl

121 NRL S GS G|

PduD

GKNAARYAKRE S pAK4 PduD
GKNAARYAKRES pAKS PduD

151 L EL FP
151 L EL FP
151 L EL FP
181 PQPVPTLND
181 PQPVPTLND
181 PQPVPTLND

PduD
K E T K Y pAK4 PduD
K E T K'Y pAK5 PduD

KETKY St.

L HI
L HI
L HI

A
A
A

Y
<< <
coo
> > >
Y X ¥
(a el a
xoo
<< <
sSs=s
ooo

PduD
pAK4 PduD

S.t.

211 VVTGKNPQELRVAL

211 VVTGKNPQELRVAL

pAK5 PduD

211 VVTGKNPQELRVAL

y-Untereinheit
ESMVRDVLSRMNSLQGDAPAAAPA Sit.

ESMVRDVLSRMNSLQGET -
ESMVRDVLSRMNSLQGET -

F) Diol-Dehydratasen

PduE

VTP A A pAK4 PduE
VTP S A pAKS PduE

MNTDA/I

MNTDAI

MNTDAI

PduE

T pAK4 PduE
T pAK5 PduE

AGGTSRSAKVSDYPLANKHPEWVKTATNKT S.t.

TGSSAHTAKVTDYPLANKHPEWV
TVSSTHTAKVTDYPLANKHPEWV

31

NG

A

30
30

TPETLRLQA St. PduE
Q A pAK4 PduE
TPETLRL QA pAKs PduE

TPETLRI

LDDFTLENVLSNKVTAQDMRI
LDDFTLENVLSNKVTAQDMRI
LDDFTLENVLSNKVTAQDMRI

61

60
60

PduE
L pAK4 PduE
L pAK5 PduE

L St.

AKDAGRDRLAMNFERAAELTAVPDDRI
AKDAGRDRLAMNFERAAELTAVPDDRI
AKDAGRDRLAMNFERAAELTAVPDDRI

S

91

D
E

90
90

PduE

pAK4 PduE

YNALRPYRSTKEELLAI ADDLENRYQAK St.
ADDLENRY QA K pAKS PduE

E I

121

YNALRPYRSTKDELMAI

120 E |

PduE
pAK4 PduE

S.t.

CAAFVREAAGLYVERKKLKGDD

151

pAKS PduE

CAAFVREAAVLYVERKKLIKGDD

150
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Abbildung 20: (folgende Seiten)
Alignments der abgeleiteten = Aminosiuresequenzen der
Strukturgene der Reaktivierungsfaktoren aus pAK2, 3 und 7 mit
denen aus C. freundii (A, B), sowie der korrespondierenden Gene
aus pAKS mit denen aus S. typhimurium (C, D)
Referenzen: Glycerin-Dehydratase aus C. freundii, SEYFRIED et al.
(1996); Diol-Dehydratase aus S. typhimurium, BOBIK et al. (1997);
Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus pAK2 bis 5 und pAK?7, diese
Arbeit.
Die fiir alle angegebenen Proteine identischen Aminosduren sind grau
unterlegt.
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DhaF
DhaF
DhaF

DEVTLLEKVPEGVQAAVEVATTGQVVRVL S pAK2 DhaF

DhaF
DhaF
DhaF
DhaF
DhaF

ALDNTPWSF pAK2 DhaF

DhaF

V C.f.
V pAK2 DhaF
V pAK3 DhaF
V pAK7 DhaF
S L pAK3 DhaF
S L pAK7 DhaF
TE Cf.
T E pAK2 DhaF
T E pAK3 DhaF
T E pAK7 DhaF
pAK2 DhaF
pAK3 DhaF
LKKDDGVLVNNRLRRTMPV YV pAK7 DhaF
G N R pAK2 DhaF
G N R pAK7 DhaF

GNR Cf.

S
w

N E A L pAK2 DhaF
N E A L pAK7 DhaF

NEAL Cf.

AS G
AS G
|
|
|

S G E K R G pAK2 DhaF
R G E K R G pAK7 DhaF

RGEKRG Cf.

EKTS
NNTP
TETI
TETI
TETI

TETI
AV AKL ASL pAK2 DhaF

AV EKL ASL pAK3 DhaF
AV EKL A AL pAK7 DhaF

AVEKLAAL Cf.

ARAL
ARAL
ARAL
F 1
F I
F 1

a-Untereinheit
GNATTEVALAQHGREI

GNATTEVAL
GNATTEVAL

QQ
QQ
QQ
VP
VP
VP

L

L

L
GDVAMETI
GDVAMETI
GDVAMET|I
GDVAMETI

DFLEAVWL

PAGKII

P AGKI

PAGKI

Dehvdratasen
AGVVASLQQALNNTPWSL Cf.
AGVVAS
AGVVAS
AGVVAS

1n-

GNATTEVALAQHGREI
PLVGEERDFLEAVWEFI
PLVGEE!I
PLVGEERDEFLEAVWF
LKKDDGVLVNNRLRRTMPVYV Cf.
LKKDDGVLVNNRLHRTMPVI

NEAAPVI
NEAAPVI
NEAAPVI
NEAAPVI

DI
DI
DI
DI
F
C
C I

faktor Glycer
C |
ATEFFEFTLTPEETOQTI

GHNPQTPGGVGVGMGTT I
GHNPQTPGGVGVGMGTT I
GHNPQTPGGVGVGMGTT I
GHNPQTPGGVGVGMGTT I
ATFFTLTPEETQ QT
ATFFALTPEETOQT.I

A G I
A G I
A G I
A G I

1vierungs

DEVTLLEKVPEGVLAAVEVAAPGQVVRVL S pAK7 DhaF

DEVTLLEKVPEGVLAAVEVAAPGQVVRVLS Cf.

SAVVLKTPQGDVRSRVI
SAVVLKTPQGDVRSRVI
SAVVLKTPQGDVRSRVI

ATTGMKGTRDNII
ATTGMKATRDNII
ATTGMKGTRDNII
ATTGMKGTRDNII
DRGVNVYVAAI
DRGVNVYVAAI
DRGVNVYVAAI

MP L
MS L
MP L
MP L
QDV AK I
QDV AK I
QDV T K I
QDV AK I
STMI
STMI
SEDRF
NPYGI
NPYGI
NPYGI

3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

A) Reakt

31
31
31
31
61
61
61
61
91
91
121
121
121
121
151
151
130
151
181
181
130
181
211
211
130
211
241
241
130
241

DhaF
H G E A G pAK2 DhaF

RGEAG Cf.

QAMSTC CAPVCDI
QAMNACVPVCDI

==

GEADVA

271
271

DhaF
DhaF
DhaF

pAK2 DhaF
pAK3 DhaF
pAK7 DhaF
pAK3 DhaF
pAK7 DhaF
pAK3 DhaF
pAK7 DhaF

L Cf.
L

QD -

D
D

AAM CH.
A A M pAK2 DhaF

Q

R G E A G pAK7 DhaF
Q

PVEVGGVEA Cf.

AGECSMENAVGI
AGEYSMENAYVGI

MQAMST CAPVCDI
ASELSVRLNTPVEYVYGGVEA pAK2 DhaF

ASELSARLNI

PRKVQGGI
PRKVHGGI

L

GEADVAQGAOQA.I

LAVDTE.I
LAVDTE.I

301 THAGGMLERVRKVMASLTGHDMNAVY |
301 THAGGMLERVRKVMASLS SGDDMNSVYVHI

130
301 THAGGMLERVRKVMASLTGHDMNAVY |

361 VKSDRL

130
271
331
331
130
329
361 VK S DR
130
329
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DhaF

LDLGAGSTDAA Cf.

NMAVAGALTTPGCAAPLAI

391
391

LDLGAGSTDA A pAK2 DhaF

NMAVAGALTTPGCAAPLAI

pAK3 DhaF

130
329

pAK7 DhaF

DhaF

QTELGL Cf.

NSDGVVKAVHLAGAGNMVSLLI

421
421

KTEL GL pAK2 DhaF

NGDGTVKAVHLAGAGNMVSLL.I

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

DhaF

KKYPLAKVESLFSI RHENGAYV Cf.

451 S DPFLAEE!

KKYPLAKVESLFSI RHENGAV pAK2 DhaF

451 S DSFLAEEI

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

DhaF
PV DNQT pAK2 DhaF

PVDNQT Cf.

481 EFFREPLSPSVFAKVVYLKNGEL.I

481

EFFREPLSPSVFAKVVYLKAGEL.

130
329

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

DhaF

RLVRRKAKEKVFVTNCLRALHQVSP pAK DhaF

RLVRRQAKEKVFVTNCLRALRQVSP Cf.

511 S L E K I

511 S L E K I

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

T DAL Cf. DhaF

PQMI

RDMTFVVLVGGSSLDEFE!

R N |

541 G G S |

T D AL pAK2 DhaF

PQMI

SFVVLVGGSSLDEFE!I

541 G G S |

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

DhaF

RGTEGPRNAVATGLVLAG CT.

571 AHY GV V AGQGNII

RGTEGPRNAVATGL VL AG pAK DhaF

571 ANY GV V AGQGNII

pAK3 DhaF

pAK7 DhaF

B Untereinheit

MSLSSPGVHLFYHSRWQGTRVLDELCWGLE Cf.

Dehydratasen

1n-

i faktor Glyceri

ivierungs

B) Reakt

DhaG

MLLSSPGVHLFYHSRWQGTRVLDELC CWGL E pAK?7 DhaG

DhaG

CCDDHDCALALGKLAAKSSTL Cf.

EQGVPCRAI

31

CCDDHDCALALGKLAAKSSAL pAK?7 DhaG

EQGVPCRAI

31

DhaG

ALTHAQLPEDRALVYCGHT pAK?7 DhaG

ALTHAQLPEDRALVCGHT Cf.

RVGLGLNATGDI
RVGLGLNATGD.I

61
61

DhaG

Cf.

K
K

RTLGANAGQLVKVLPEFSEI

RAGTAQOQI
RAGTAQOQI

91

RTLGANAGQLVKVLPFSEI pAK7 DhaG

91
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o Untereinheit

C) Reaktivierungsfaktor Diol-Dehydratasen

PduG
K pAK5 PduG

T St.

GNSSTEVALARQDETGALTI

AGIl DI
A G I

MR Y I

GNSSTEVALATLDDAGTL SI

DI

MR Y I

PduG

QEALTLAAKN pAKS PduG

KGTLRNVFGI QEALALVAKR St.

HSALAETTGI

31

KGTLRNVEGI

ASALAETTGI

31

PduG

GDVAMETI TE St.

AGI NVRDI SLI RI NEATPVI
AGI NV SDI NEATPVI

61

T E pAK5 PduG

GDVAMET I

R 1

S LI

61

PduG
T P E pAK5 PduG

TPE St.

T

GHNPKTPGGAGL GVGI

TESTMI

T
T

91

GHNPKTPGGVGLGVGVTI

TESTMI

91

PduG
N A pAK5 PduG

N A St.

A NV I

LVVSSAFDFADVATMI

LVVSSAFDFADI

ELLTRPADSSY.I
ELLTRPADI

121
121

P Y'I

PduG

LQQDDGVLVSNRLTTPL P pAKS PduG

LQRDDGVLVSNRLEKSLP Sit.

T GVI

SVRAGYQLTGVI

SMRAGYOQI

151
151

PduG
E T pAK5S PduG

EVAVPGKVI ET St.

PLGMLAAI

DRI
DRI

VDEVLYI

181
181

EVAVPGKVI

PLGMLAAI

VDEVLYI

PduG
G pAK5 PduG

G St.

ATVFNLNADETKNI VPMARALI

LSNPYGI
LSNPYGI

211
211

VPMARALI

ATVFENLNAEETKNI

PduG

PAGNLELOQS QG pAKs PduG

PAGNLELGQAQG S.t.

NRSAVVVKTPSGDVKARAI
NRSAVVVKTPSGDVKARAI

241
241

PduG

MKAVGDCPRLDNVYT GE PAKS PduG

MKAVDGCGKLDNVTGE S.t.

RTVRVDVAAGAEAI
RTVRVDVAAGAEAI

271
271

Q S.t. PduG
Q pAK5 PduG

F I
F I

GGMLEHVRQTMAELTNKPSSEI
GGMLEHVRQTMAELTNKPSHE!

301 AGT NI
301 AGT NI

PduG
A pAK5 PduG

DLLAVDTSVPVSVTGGLAGEFSLEQAVGI A Sit.

DLLAVDTSVPVSVTGGLAGEFSLEQAVGI

331
331

DVQIl GGA St. PduG
DV QV GG A pAKS PduG

SMVKSDRLQMAMI AREI EQKL NI

SMVKSDRLQMAMI

361
361

TQKL NI

AQE I

PduG
LDLGAGST D pAK5 PduG

LDLGAGSTD Sit.

LGALTTPGTTRPLAI
LGALTTPGTTRPLAI

EAEAAI

391
391

EAEAAI

PduG

AREL St.

ATHLAGAGDMVTMI

NP KGE.

421 A S |

A R E L pAKS PduG

ATHLAGAGDMVTMI

NP KGE.

421 A S |

PduG

KKYPLAKVESLFHLRHEDG pAKS PduG

KKYPLAKVESLFHLRHEDG S.t.

GLEDRYLAEEI!
GLDDRYLAEE!I

451
451

PduG

SVQFFPSPLPPTVFARVCVVKPDELVPLPG pAK PduG

SVQFFPTPLPPAVFARVCVVKPDELVPLPG St.

481
481

PduG

RRSAKERVFVTNALRALRQYV pAKS PduG

RRSAKERVFVTNALRALROQV Sit.

DLALEKVRAI

511
511

DLALEKVRAI

PduG

PFVVLVGGSSLDFEVPQLVTD pAKS PduG

PFVVLVGGSSLDFEVPQLVTD St.

R D I
R D |

SPTGNI

541
541

SPTGNI

PduG
L pAK5 PduG

L S.t.

RGSEGPRNAVATGLI
RGTEGPRNAVATGLI

577 ALAHYRLVAGRGNI

571 ALAHYRLVAGRGNI

PduG
pAK5 PduG

S.t.

601 SWHKEFAHGAQ

601 S WY KAFAHGK
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D) Reaktivierungsfaktor Diol-Dehydratasen: B Untereinheit

1 MDSNHSAPAI VI TVI NDCASLWHEVLLGI E St. PduH
1 MESNLSAPAI VI FTLGDCTSLWNDVLLGI E pAK5 PduH
31 EEGI PFLLQHHPAGDI VDSAWQAARSSPLL St. PduH
31 EEGI PFVI RESHSTDTI HSAWLAACQSPLL pAKS PduH
61 VGI ACDRHSLVVHYKNLPASAPLFTLMHHOQ S.t. PduH
61 VGI GCNQEQLVVHYKNLPTSAPLFTLTYQQ PpAK5 PduH
91 DSQAQRNTGNNAARLVKGI PFGI SMLNHRR S.t. PduH
99 DSHARRSI GNNAARLVKGI PF- - - - - - - R E pAK5 PduH
121 T AV S.t. PduH
114 CH S pAK5 PduH

3.3.3.2 Komplementation der unvollstindigen Dehydratase-Gene und

Subklonierung in Expressionsvektoren

Um die Genprodukte der unvollstindig klonierten Dehydratase-Gene (pAK3-5)
ebenfalls in die biochemische Charakterisierung einbeziehen zu konnen, wurde eine
Komplementation dieser Gene angestrebt. Es wurde versucht, die fehlenden Teile der
Gene durch die entsprechenden Abschnitte aus dem néchsten Verwandten mit Hilfe von
PCR-Techniken zu ersetzen. Der bei pAK3 fehlende Bereich von dhaB sollte somit
durch dhaB aus C. freundii ersetzt werden. Fiir die Gene pduC und pduE von pAK4 und
pAKS5 war eine Vervollstindigung mit den entsprechenden Genbereichen aus S.
typhimurium vorgesehen.

Zu diesem Zweck wurde eine sogenannte ,,Megaprime“-PCR durchgefiihrt (s. Abb. 21).
Durch diese Technik lassen sich iiberlappende DNA-Fragmente von einer Grofle von
mehr als 1000 Bp zusammensetzen (BARIK und GALINSKY, 1997). Am Beispiel der
Komplementation von pAK3 soll dies im Folgenden verdeutlicht werden. Die Methode
beruhte auf dem Einsatz von vier verschiedenen Oligonukleotiden (CF-1, CF-2, pAK3-
1 und pAK3-2, s. 2.1, Tab.3) zur Amplifikation zweier unterschiedlicher PCR-
Fragmente. Das 3’-Oligonukleotid des 5’-gelegenen Fragments (CF-2) und das 5'-
Oligonukleotid des anderen PCR-Fragments (pAK3-1) wiesen dabei einen
komplementiren Bereich von mehr als 20 Nukleotiden auf.

Zunichst wurden zwei unterschiedliche PCR-Reaktionen durchgefiihrt, um die zwei
Einzelfragmente zu amplifizieren (s. Abb. 21B und C). Mit den Oligonukleotiden CF-1
und CF-2 wurde ein ca. 1,1 kBp-groBles Fragment aus dhaB von C. freundii amplifiziert
(s. Abb. 22), als Template diente das Plasmid pGEX2T/dhaB (ROSKENS, 1997).
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AnschlieBend wurden mit Hilfe der Oligonukleotide pAK3-1 und pAK3-2 die
unvollstindig klonierten Dehydratase-Genregionen aus pAK3 auf einem ca. 1,6 kBp-
grolen PCR-Produkt amplifiziert (s. Abb. 22). Beide PCR-Reaktionen wurden mit einer
DNA-Polymerase durchgefiihrt, die PCR-Produkte ohne die fiir die 7ag-DNA-
Polymerase typischen A-Uberhiinge bildete.

Die PCR-Produkte wurden gereinigt und dann in einen weiteren PCR-Schritt eingesetzt
(Abb. 21D). Hier dienten sie dann sowohl als Matrize der Reaktion als auch als Primer
fir die DNA-Polymerase. Die denaturierten Einzelstringe banden an die
komplementire Sequenz des Uberlappungspartners und fungierten so als Mega-Primer.
In den ersten Zyklen der PCR entstehen so zunichst einzelne komplettierte
Dehydratase-Genregionen. Um eine exponentielle Amplifikation zu gewéhrleisten,
wurden diesem Ansatz noch die Oligonukleotide CF-1 und pAK3-2 hinzugefiigt, die am
5’- und 3’-Ende des Komplettfragments banden. Diese Reaktion wurde mit der

Herculase enhanced DNA-Polymerase durchgefiihrt.

A) | o e e [

B)
C) > <

4

Abbildung 21: Schematische Darstellung der sog. ,Megaprime“-PCR zur
Komplementation der unvollstiindig klonierten Glycerin- und
Diol-Dehydratasen auf pAK3, pAK4 und pAKS
In A) ist die genetische Organisation der Glycerin- und Diol-
Dehydratasen dargestellt. Die kurzen hell- und dunkelgrauen Pfeile
markieren die Position der verwendeten Oligonukleotide zur
Amplifikation der beiden Einzelfragmente (B und C) bzw. zur
exponentiellen Amplifikation des Gesamtkonstruktes (D).



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

99

Abbildung 22: Amplifizierte Einzelfragmente und das zusammengesetzte Produkt
der ,,Megaprime“-PCR
In Spur 1 ist jeweils der Langenstandard aufgetragen. Spuren 2 und 3:
Amplifizierte Einzelfragmente aus C. freundii und pAK3; Spuren 4 —
9: Ergebnisse der PCR-Reaktionen zur Amplifikation des Ct/pAK3-
Hybrid-Fragments bei verschiedenen Annealing-Temperaturen im
Gradienten-Cycler.

Analog zu dem beschriebenen Verfahren wurden Ergidnzungs-Fragmente fiir pAK4 und
pAKS aus dem entsprechenden Genbereich von S. #yphimurium bzw. K. oxytoca
hergestellt. Alle verwendeten Oligonukleotide und die PCR-Bedingungen sind in
Tabelle 5 (s. 2.12.1) zusammengestellt. Fiir pAKS konnte mit dieser Strategie ebenfalls
ein Komplettfragment erhalten werden, fiir pAK4 war die Methode trotz Variation der
Reaktionsbedingungen leider nicht erfolgreich.

Die vollstindig klonierten Strukturgene der Dehydratasen, die auf pAK2 und pAK?7
kodiert waren, wurden ebenfalls in einer PCR-Reaktion amplifiziert (s. Tab. 5). Alle
erhaltenen PCR-Produkte sollten anschlieBend in die Expressionsvektoren pET100/D-
TOPO oder pET101/D-TOPO kloniert werden (s. 2.3.4.1). Um eine gerichtete
Klonierung in diese Vektoren zu erreichen, besaflen die 5’-Oligonukleotide der
Gesamtfragmente die Erkennungssequenz 5°-CACC-3°, die auf den Vektoren
komplementir als Einzelstrangiiberhang vorhanden war. Fiir eine spétere Reinigung der
gebildeten Proteine war auf den Vektoren auBBerdem ein Fusions-Hise-Tag kodiert, der
bei Produktion der auf dem Plasmid kodierten Proteine am N- oder am C-Terminus
angehdngt wurde. Nach der Ligation der PCR-Produkte in die Vektoren wurden die
rekombinanten Plasmide in E. coli DH50a transformiert und die Transformanten auf LB-
Ampicillin-Agar selektioniert. Die erhaltenen Klone wurden zur Uberpriifung des
Klonierungserfolges einer Plasmidpréparation und einem Restriktionsverdau

unterzogen. So konnten die Grofe der Plasmide und die Orientierung des Inserts im
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Vektor tiberpriift werden. Die Plasmidkonstrukte wurden entsprechend der urspriinglich
identifizierten Plasmide mit pAK2.1, pAK3.1, pAKS5.1 und pAK?7.1 bezeichnet und im

Weiteren fiir Expressionsversuche der Diol- und Glycerin-Dehydratasen herangezogen.

3.3.33 Heterologe Expression und Reinigung der Glycerin- und Diol-
Dehydratasen

Die heterologe Expression der Dehydratase-Gene aus pAK2.1, pAK3.1, pAKS.1 sowie
pAK?7.1 erfolgte durch Transformation der konstruierten Plasmide in dem Stamm E.
coli BL21 (DE3) und Anzucht in DYT-Medium (s. 2.2.2). Die Genexpression wurde
durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert (s. 2.3.4).

Nach der Induktion trat eine Wachstumsverzogerung ein und die Analyse durch SDS-
PAGE =zeigte mit fortschreitender Inkubationsdauer das Auftreten von drei
Proteinbanden mit den Molekularmassen von 60, 21 und 16 kDa in den Rohextrakten
von E. coli BL21/pAK2.1 und BL21/pAK7.1 sowie von 69 , 24 und 19 kDa in den
Rohextrakten von E. coli BL21/pAKS.1 (Daten nicht gezeigt). Diese Banden sind
typisch fiir die drei Untereinheiten der Coenzym Bi;-abhédngigen Glycerin- bzw. Diol-
Dehydratasen. Bei den Rohextrakten von E. coli BL21/pAK3.1 waren diese Banden
nicht festzustellen, auBerdem war im Gegensatz zu den anderen untersuchten Extrakten
keine Dehydratase-Aktivitit nachweisbar. Aufgrund dessen konnten im Folgenden nur
die Enzyme, die von den rekombinanten Plasmiden pAK2.1, pAKS5.1 und pAK?7.1
kodiert waren in eine biochemische Charakterisierung einbezogen werden.

Die Reinigung der Dehydratasen erfolgte {iber den bei der Klonierung angehédngten
His¢-Tag durch eine Affinititschromatographie an Ni*"-NTA-Agarose (s. 2.17.1 und
Abb. 23). Die Reinigung erfolgte entgegen dem Herstellerprotokoll mit K -haltigen
Puffern (statt Na'), da fiir die bekannten Bj,-abhingigen Dehydratasen aus
Lactobacillus, Klebsiella und Citrobacter eine signifikante Verringerung der
Enzymaktivitit in Gegenwart von Na'-Ionen beschrieben worden ist (SMILEY und
SOBOLOLOV, 1962; SCHNEIDER und PAWELKIEWICZ, 1966; TORAYA und
FUKUKI, 1977; SEYFRIED, 1996).
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Abbildung 23: SDS-PAGE-Analyse der heterologen Produktion und Reinigung
der Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus pAK2.1, pAKS.1 und
pAK7.1
Die Reinigung erfolgte mittels Affinititschromatographie an Ni*'-
NTA-Agarose (s. 2.17.1) und wurde mittels SDS-PAGE (s. 2.10.1)
und anschlieBender Farbung mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1)
analysiert.

Spur 1: Markerproteine

Spur 2: Rohextrakt von E. coli BL21/pAK2.1

Spur 3: Eluat nach Reinigung von E. coli BL21/pAK2.1
Spur 4: Rohextrakt von E. coli BL21/pAK7.1

Spur 5: Eluat nach Reinigung von E. coli BL21/pAK7.1
Spur 6: Rohextrakt von E. coli BL21 (DE3)/pAKS5.1
Spur 7: Eluat nach Reinigung von E. coli BL21/pAKS5.1.

Zur Reinigung der Dehydratasen wurden die Rohextrakte auf eine mit
ZellaufschluBpuffer dqulibrierte Ni*-NTA-Agarose-Sdule (Bettvolumen 4 ml)
aufgetragen. Nach einer Inkubation fiir 1 h bei 4 °C wurde die Sdule mit 10 bis 12 ml
ZellaufschluBBpuffer gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt mit 10 bis 12 ml
Puffer I (enthdlt 20 mM Imidazol) erfolgte die Elution des Proteins mit 2 bis 4 ml eines
Puffers, der 250 mM Imidazol enthielt. Das Imidazol fiihrte dabei zu einer kompetitiven
Verdriangung des Histidins und damit zur Elution von Proteinen mit Hise-Tag. Die
nachfolgende Analyse der Reinigung durch eine SDS-PAGE =zeigte, dass auf diese
Weise nahezu homogene Proteine erhalten wurden (s. Abb. 23). In allen drei
untersuchten Eluaten konnten wieder drei Proteinbanden mit den fiir die Untereinheiten

der Glycerin- und der Diol-Dehydratasen typischen Molekularmassen erhalten werden.
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Dabei war zu beachten, dass die Diol-Dehydratase aus pAKS.1 den Hise-Tag sowie das
V5-Epitop (s. Vektorkarte Abb. 4) am N-Terminus der y-Untereinheit besal3, so dass die
y-Untereinheit um ca. 3 kDa grofer war und somit signifikant hoher im Gel lief (s. Abb.
23). Die Glycerin-Dehydratasen dagegen besa3en die zusitzlichen Aminosduren fiir den
Hise-Tag und das Xress-Epitop (s. Vektorkarte, Abb. 4) am C-Terminus der Q-
Untereinheit, dies fiihrte jedoch aufgrund der Gesamtgréf3e des Proteins nur zu geringen
Veranderungen des Laufverhalten in der SDS-PAGE.

Im Rahmen dieser Experimente wurde ebenfalls die Coenzym B,,-abhédngige Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii produziert und gereinigt, um eine Kontrolle fiir die
anschlieenden biochemischen Untersuchungen der gereinigten Dehydratase zur
Verfligung zu haben. Die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii ist in den vergangenen
Jahren ausfiihrlich in unserem Labor charakterisiert worden (DANIEL et al. 1992,
SEYFRIED et al. 1996, SEIFERT et al. 2001). Das rekombinante Plasmid pCS120
(SEIFERT et al. 2001), das die 3 Strukturgene dhaBCE zusammen mit einer fiir einen
Hise-Tag kodierenden Sequenz kolinear zum T7-Promotor von pBluescript SK* enthilt,
konnte als Ausgangsmaterial fiir die Expression eingesetzt werden. Das Plasmid
pCS120 wurde in E. coli IM109 transformiert. Die Expression der dhaBCE-Gene und

die Reinigung der Dehydratase aus C. freundii erfolgten wie oben beschrieben.

Tabelle 15: Zusammenfassung der Reinigung der Glycerin- und Diol-
Dehydratasen aus E. coli BL21/pAK2.1, E. coli BL21/pAKS.1, E.
coli BL21/pAK7.1 und C. freundii (pCS120)

Plasmid/ Protein Aktivitit Ausbeute  Anreicherung
Anreicherungsschritt  [mg/ml] [U/mg] [%]

pAK2.1

Rohextrakt 15,7 14,7 100 1,0
Ni*"NTA-Agarose 0,13 119,5 65 8,1
pAKS.1

Rohextrakt 9,5 8,7 100 1,0
Ni*"NTA-Agarose 0,50 96,4 37 11,1
pAK7.1

Rohextrakt 15,8 14,1 100 1,0
Ni*"NTA-Agarose 0,62 111,8 47 7,9

pCS120 (C. freundii)
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Rohextrakt 12,7 9,7 100 1,0
Ni2+'NTA—Agarose 0,34 134,1 41 13,8

Die Bilanz der Anreicherung aller Dehydratasen durch die beschriebenen
Expressionsversuche und Reinigungsschritte ist in Tabelle 15 zusammengefasst. Es
konnten Anreicherungsfaktoren zwischen 7,8 und 13,8 erhalten werden. Somit konnten
die Dehydratasen in ausreichender Menge fiir die folgenden biochemischen

Untersuchungen produziert und gereinigt werden.

3.3.34 Bestimmung der Molekularmassen der Glycerin- und Diol-

Dehydratasen durch Aktivititsfirbung

Zur Bestimmung der nativen Molekularmasse der Glycerin- und Diol-Dehydratasen
wurde eine Aktivititsfarbung nach TOBIMATSU et al. (1995) (s. 2.20.2) durchgefiihrt.
Die Firbung beruhte darauf, dass das bei Dehydratisierung von 1,2-Propandiol
gebildete Propionaldehyd mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin ein gelbes Prézipitat bildete.
Fiir die Aktivititsfarbung wurden Rohextrakte der rekombinanten E. coli-Stimme
JIM109/pCS120, BL21(DE3)/pAK2.1, BL21(DE3)/pAKS5.1 und BL21(DE3)/pAK7.1
einer nativen Gradienten-PAGE (s. 2.19.2) unterzogen. Die Aktivititsfairbung wurde
wie unter 2.20.2 beschrieben unmittelbar nach der elektrophoretischen Auftrennung
durchgefiihrt. Dazu wurden die Gele in Reaktionspuffer, der 1,2-Propandiol und
Coenzym By, enthielt fiir 15 min bei 37 °C inkubiert. Proteinbanden, die eine
Dehydratase-Aktivitit aufwiesen, konnten anschlieBend durch Anfiarbung mit 2,4-
Dinitrophenylhydrazin identifiziert werden. Die Ergebnisse der Aktivitdtsfirbungen
sind in Abbildung 24 dargestellt.

Die von E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 produzierten Dehydratasen
zeigten wie das Enzym aus C. freundii die fiir die Glycerin-Dehydratasen typische
Bande im Molekularmassenbereich von 190 kDa. Die Hybrid-Diol-Dehydratase aus E.
coli BL21/pAKS5.1 besalB} eine grofere Molekularmasse von ca. 230 kDa. Auch die
GroBe der angefarbten Diol-Dehydratase von ca. 230 kDa stimmte gut mit den in der
Literatur beschriebenen Werten iiberein. Die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca besitzt

ebenfalls eine Molekularmasse von ca. 230 kDa (TOBIMATSU et al., 1995).
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Abbildung 24: Aktivititsfairbung der heterolog exprimierten Glycerin- und Diol-
Dehydratasen nach Auftrennung von Rohextrakten durch native
Gradienten-PAGE
Die Rohextrakte der rekombinanten E. coli-Stimme JM109/pCS120,
BL21(DE3)/pAK2.1, BL21(DE3)/pAKS5.1 und BL21(DE3)/pAK7.1
wurden wie unter 2.14 beschrieben hergestellt und einer nativen
Gradienten-PAGE  unterzogen. AnschlieBend ~ wurde die
Aktivitdtsfairbung nach TOBIMATSU et al. (1995) durchgefiihrt (s.
2.20.2).

Spur 1: Markerproteine

Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS120
Spur 3: Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)/pAKS5.1
Spur 4: Markerproteine

Spur 5: Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)/pAK2.1
Spur 6: Markerproteine

Spur 7: Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)/pAK7.1

3.3.3.5 Bestimmung der Substratspezifitit der Glycerin- und Diol-
Dehydratasen

Alle bisher beschriebenen Glycerin- und Diol-Dehydratasen katalysieren die Coenzym
Bi,-abhidngige Umwandlung von Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den
entsprechenden Aldehyden (PAWELKIEWICZ und ZAGALAK, 1965; SMILEY und
SOBOLOV 1962; SEYFRIED et al. 1996). Die unterschiedlichen Spezifititen der
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Glycerin- und der Diol-Dehydratase fiir die Substrate Glycerin und 1,2-Propandiol gilt
als ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal (DANIEL et al., 1998).

Zur Bestimmung der Spezifitit der neu identifizierten Dehydratasen fiir die oben
aufgefiihrten Substrate wurde die spezifische Aktivitdt mit den gereinigten Proteinen
bestimmt. Alle Substrate wurden in einer Konzentration von 100 mM eingesetzt und
die jeweils hochste erreichte Aktivitidt wurde als 100 % festgesetzt. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 16 zusammengefasst. Die beiden von E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli
BL21/pAK7.1 produzierten Dehydratasen zeigten wie es typisch ist fiir diese Gruppe
von Dehydratasen, die hochste Aktivitdt mit Glycerin als Substrat. In Gegenwart von
1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol lag die relative Aktivitét bei 31 und 21 % sowie bei 7
und 2 %. Diese Werte stimmen gut mit denen iiberein, die fiir die Glycerin-Dehydratase

aus C. freundii bestimmt wurden (SEYFRIED et al. 1996).

Tabelle 16:  Substratspezifitit der Dehydratasen aus E. coli BL21/pAK2.1,
pAKS.1, pAK?7.1 und C. freundii
Die Aktivititsbestimmung wurde wie unter 2.16 beschrieben
durchgefiihrt. Die getesteten Substrate lagen jeweils in einer
Konzentration von 100 mM im Testansatz vor. Die jeweils hdchste
gemessene Aktivitit wurde als 100 % gesetzt. Die jeweils hdchsten
spezifischen Aktivitidten entsprachen den denen in Tab. 15 angegebenen

Werten.
Quelle der Relative AKktivitit [ %]
Dehydratase

Glycerin 1,2-Propandiol 1,2-Ethandiol

pAK2.1 100 31 7
pAKS.1 96 100 41
pAK7.1 100 21 2
C. freundii * 100 30 16

* Daten tibernommen von SEYFRIED et al. (1996).

Das als Diol-Dehydratase eingestufte Enzym aus E. coli BL21/pAKS5.1 zeigte
erwartungsgemal die hochste spezifische Aktivitit mit dem Substrat 1,2-Propandiol. Im
Gegensatz zu den anderen Diol-Dehydratasen trat mit Glycerin kein grofBer
Aktivititsabfall im Vergleich zu 1,2-Propandiol auf. Keine der untersuchten

Dehydratasen zeigte Aktivitdt in Abwesenheit des Kofaktors Coenzym B 5.
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3.3.3.6 Inaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen durch Glycerin

Alle in der Literatur beschriebenen und auch die im Rahmen dieser Arbeit neu
identifizierten Coenzym Bi,-abhdngigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen waren in der
Lage Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den entsprechenden Aldehyden
umzusetzen. Die beiden nahe miteinander verwandten Enzymklassen wurden
ausfiihrlich bei den Enterobacteriaceaec untersucht. Es ist bekannt, dass die
Katalysereaktion {iiber einen radikalischen Mechanismus unter Einbeziehung des
Coenzyms B, abléuft. Die Interaktion zwischen Apoenzym und Coenzym bewirkt eine
Aktivierung der Co-C-Bindung des Coenzyms Bj,. Das hat die Homolyse dieser
Bindung zur Folge und es kommt zur Bildung von Cob(II)alamin und einem Adenosyl-
Radikal. Das Adenosyl-Radikal abstrahiert anschlieBend ein H-Atom vom Substrat. Das
so gebildete Substrat-Radikal rearangiert zum Produkt-Radikal durch einen
Hydroxylgruppentransfer von C2 zu C1. Das Resultat ist die Bildung des Produkt und
die Regeneration des Coenzyms.

Gemeinsam ist den Bj,-abhédngigen Dehydratasen auch, dass sie bei Inkubation mit
Glycerin als Substrat einer irreversiblen Inaktivierung unterliegen (DANIEL et al.,
1998; TORAYA 2000). Die sogenannte ,,Suicide“-Inaktivierung der Dehydratasen in
Gegenwart von Glycerin wird durch eine irreversible Spaltung der Co-C-Bindung
hervorgerufen, dabei entsteht 5'-Desoxyadenosin und eine unbekannte
Cobalaminspezies (BACHOVCHIN et al., 1977 und 1978; TORAYA 1998). Diese
unbekannte Cobalaminspezies bindet mit hoher Affinitit an die Dehydratase und
inaktiviert diese irreversibel (POPPE und RETEY, 1997).

Die neu identifizierten Glycerin- und Diol-Dehydratasen wurden auf diese Eigenschaft
hin untersucht. Innerhalb der ersten Minute erfolgte in Gegenwart von Glycerin bei
allen Dehydratasen noch kein signifikanter Aktivitdtsverlust (s. Abb. 25). Deutliche
Unterschiede traten dann nach ca. 3 min Inkubation auf. Die von E. coli BL21/pAKS5.1
produzierte Diol-Dehydratase wies hier noch fast 70 % ihrer Ausgangsaktivitit auf.
Auch die Dehydratase aus C. freundii lag noch bei etwa 60 % der zu Beginn
gemessenen Aktivitit. Die von E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 dagegen
hatten einen Aktivitdtsverlust von 60 bis 70 % zu verzeichnen. Nach einer
Inkubationszeit von fiinf Minuten betrugen die gemessenen Aktivitidten der Glycerin-

und Diol-Dehydratasen zwischen 12 und 45 % der Anfangsaktivitit. Nach 42 min



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

107

konnte bei allen untersuchten Enzymen nur noch eine geringe Restaktivitdt von 0,4 bis
2 % detektiert werden.

Inkubiert man die Dehydratasen anstelle von Glycerin mit 1,2-Propandiol als Substrat,
ist diese rasche Inaktivierung der Enzyme nicht zu beobachten. Die Glycerin-
Dehydratase aus E. coli BL21/pAK?7 blieb sogar iiber den gesamten MeBzeitraum von
42 min zu 100 % stabil (s. Abb. 25C). Zum Vergleich zeigten die Messungen bei den
Dehydratasen aus C. freundii (pCS120) und E. coli BL21/pAK2.1 einen
Aktivititsverlust von 5 bzw. 20 % nach 42 min. Ahnliche Werte wurden auch fiir die
Diol- und Glycerin-Dehydratasen aus K. oxytoca und K. pneumoniae durch die
Arbeitsgruppen TORAYA et al. (1976) und POZNANSKAYA et al. (1977) publiziert.
Auffillig sind die deutlichen AktivititseinbuBBen wihrend der Messungen mit der
Dehydratase aus pAKS.1. Zunédchst zeigte sich auch dieses Enzym stabil, nach 21 min
liegt die relative Aktivitdt noch bei 94 %. Danach kommt es jedoch zu einem deutlichen
Verlust, so dass nach 42 min nur noch 48 % Aktivitit zu detektieren sind.

Ein direkter Vergleich der Inaktivierungskurven aller untersuchter Dehydratasen bei
Inkubation mit Glycerin zeigte keine einheitliche Trennung zwischen Diol- und
Glycerin-Dehydratasen. Die geringste Inaktivierung innerhalb der ersten 3 min
verzeichneten die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii (pCS120) und die Hybrid-Diol-
Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1 mit ca. 40 % Verlust. Deutlich sensitiver waren
die Glycerin-Dehydratasen aus E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 mit

Restaktivititen von nur 40 bzw. 17 % nach 3-miniitiger Katalysereaktion.
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Abbildung 25: Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und aus

pAK2.1 bzw. pAK?7.1 sowie der Diol-Dehydratase aus pAKS.1
Dargestellt sind die relativen Aktivitdten der aus E. coli BL21/pAK2.1
(A), E. coli BL21/pAKS5.1 (B) E. coli BL21/pAK7.1 (C) und E. coli
IM109pCS120 (D) gereinigten Dehydratasen im Verlauf der
Umsetzung mit Glycerin (®) bzw. 1,2-Propandiol (m). Die
Aktivitdtsbestimmungen wurden wie unter 2.16.1 beschrieben
durchgefiihrt. Die Konzentration der Substrate betrug 100 mM. Die
Aktivitdt wurde relativ zur Anfangsaktivitit berechnet, die als 100 %
festgesetzt wurde. Die flir die Messungen einsetzten, gereinigten
Enzyme zeigten folgende spezifischen Aktivitdten:

pAK2.1: 119,5 U/mg fiir Glycerin und 37,9 U/mg fiir 1,2-Propandiol
pAKS.1: 32,8 U/mg fiir Glycerin und 34,1 U/mg fiir 1,2-Propandiol
pAK7.1: 111,0 U/mg fiir Glycerin und 24,3 U/mg fiir 1,2-Propandiol
pCS120: 97,5 U/mg fiir Glycerin und 28,1 U/mg fiir 1,2-Propandiol.

Betrachtet man den Katalyseverlauf bei einer Glycerinkonzentration von nur 1 mM

ergibt sich ein deutlich verdndertes Bild (Daten nicht gezeigt). Unter diesen
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Bedingungen, die im Bezug auf die Substratkonzentration den physiologischen
Gegebenheiten in einer Zelle recht nahe kommt, zeigen alle untersuchten Enzyme eine
sehr viel hohere Stabilitdt. Nach 5-miniitiger Katalyse war bei alle Dehydratasen aul3er
der aus E. coli BL21/pAK7.1 noch kein Aktivitdtsverlust zu beobachten. Am stabilsten
war die Diol-Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1. Diese zeigte sogar nach 10
Minuten Inkubation noch 90 % ihrer Ausgangsaktivitit. Die Tatsache, dass die
Glycerin-Dehydratasen in diesem Zeitraum schneller an Aktivitét verloren (Restaktivitat
nach 10 min Inkubation zwischen 9 und 42 %), war moglicherweise nicht nur auf die
fortschreitende Inaktivierung des Enzyms durch den Katalysemechanismus
zuriickzufiihren, sondern auch auf die schnellere Umsatzrate dieser Enzyme. Nach 5
Minuten Reaktionszeit waren hier schon zwischen 100 und 300 UM des Substrats
Glycerin verbraucht, was wahrscheinlich eine deutliche Verlangsamung der
Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hatte. Ein direkter Vergleich der Reaktionsverldufe
ist jedoch kritisch, da nicht die exakt gleichen Enzymmengen eingesetzt wurden. Des
Weiteren miilliten die Versuche bei konstanter Glycerinkonzentration wiederholt

werden.

3.3.3.7 Reaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen durch den

Reaktivierungsfaktor aus C. freundii

Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die neu isolierten Glycerin-
und Diol-Dehydratasen einer ,,Suicide“-Inaktivierung durch das natiirliche Substrat
Glycerin unterliegen. Dies wurde zuvor ebenfalls fiir alle bisher bekannten B,-
abhingigen Dehydratasen beschrieben. Frithere Untersuchung haben gezeigt, dass diese
Inaktivierung mit dem radikalischen Katalysemechanismus der Enzyme in
Zusammenhang steht. (TORAYA et al. , 1976; BACHOVCHIN et al., 1977 und 1978;
POZNANZKAYA et al.,, 1977). Fir die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca und die
Glycerin-Dehydratasen aus K. pneumoniae, C. freundii und CI. pasteurianum konnten
in den vergangenen Jahren Protein-Komplexe identifiziert werden, die die Glycerin-
inaktivierten Enzyme reaktivieren konnten (TORAYA und MORI, 1999; SEIFERT,
2001; SEIFERT et al., 2001). In Klebsiella besteht der Komplex aus den Proteinen
DdrA und DdrB. Die entsprechenden Gene liegen stromabwiérts der Dehydratase-Gene

und werden mit ihnen kotranskribiert. In C. freundii und CI. pasteurianum konnten
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ebenfalls zwei Proteine identifiziert werden, die mit DhaF und DhaG bezeichnet
wurden. Im dha-Regulon von C. feundii befindet sich dhaF' stromabwirts von dhaFE, der
y-Untereinheit der Dehydratase. Dagegen liegt dhaG stromabwiérts von dhaT, dem fiir
die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase kodierenden Gen. SEIFERT et al. 2001 konnten
zeigen, dass der DhaFG-Komplex in Anwesenheit von Mg®" und ATP eine
Inaktivierung der Dehydratase aus dem eigenen Organismus verhinderte und auBerdem
in der Lage war, das Glycerin-inaktivierte Enzym zu reaktivieren. Untersuchungen der
Spezifitit Reaktivierungsfaktors zeigten, dass er ebenfalls in der Lage war, die
Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae zu reaktivieren. Eine Reaktivierung der Diol-
Dehydratasen von K. oxytoca und S. typhimurium konnte bei Untersuchungen in
Rohextrakten nicht beobachtet werden.

Im Weiteren wurde iiberpriift, inwieweit der gereinigte Reaktivierungsfaktor DhaFG
aus C. freundii in der Lage war, die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten
Dehydratasen nach Inaktivierung durch Glycerin zu reaktivieren. Zu diesem Zweck
wurde DhaFG aus C. freundii nach der Methode von SEIFERT et al. (2001) heterolog
produziert und gereinigt. Fiir die heterologe Expression des Reaktivierungsfaktors
wurde das rekombinante Plasmid pCS111 (SEIFERT et al.,, 2001) herangezogen,
welches beide Gene kolinear zum tac-Promotor des Expressionsvektors pKK223-3 trug
(s. Abb. 26). Beide Gene besallen am 3'-Ende eine Sequenz fiir einen Hiss-Tag, der die
spitere Reinigung der Proteine durch Affinititschromatographie an Ni**-NTA-Agarose

ermdglichte.

—

ptac dhaF dhaG

Abbildung 26: Schematische Darstellung von pCS111
Die grau dargestellten Bereiche bezeichnen den Vektor (pKK223-3).
Sowohl dhaF als auch dhaG besallen am 3’-Ende eine Sequenz fiir
einen Hisg-Tag. ptac, tac-Promotor, dhaF und dhaG, Untereinheiten
des Reaktivierungsfaktors aus C. freundii.

Die heterologe Produktion der beiden Proteine erfolgte nach Transformation des
Plasmids in E. coli JM109 und Anzucht des resultierenden E. coli-Klons in DYT-
Medium (s. 2.2.2) bei 30 °C. Induziert wurde die Expression durch Zugabe von 1 mM
IPTG. Die Genexpression konnte durch Analyse der Rohextrakte durch SDS-PAGE
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verfolgt werden. Nach der Induktion traten mit fortschreitender Inkubationsdauer
deutlich 2 Banden mit den Molekularmassen von 64 und 14 kDa auf, die den aus den
Proteinsequenzen abgeleiteten Molekularmassen fiir DhaF und DhaG entsprachen
(Daten nicht gezeigt). Unter nativen Bedingungen bildeten die koexprimierten Proteine
einen dimeren Komplex aus O[3, mit einer Molekularmasse von ca. 150 kDa (SEIFERT
et al., 2001).

Die Reinigung des DhaFG-Komplexes erfolgte mittels Affinitdtschromatographie an
Ni*"NTA-Agarose. Die aus den Expressionsversuchen erhaltenen Zellen wurden in KP-
Puffer (100 mM, pH 7,0) aufgenommen und mit der French-Presse aufgeschlossen.
Nach der Zentrifugation wurde der erhaltene Rohextrakt auf eine mit dem
ZellaufschluBpuffer dquilibrierte Ni* " NTA-Agarose-Siule aufgetragen und fiir 1 h bei 4
°C inkubiert. Die nachfolgenden Wasch- und Elutionsschritte wurden entsprechend der
Reinigung der Dehydratasen durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte der
Reaktivierungsfaktor aus C. freundii in ausreichender Menge fiir die nachfolgenden
Experimente produziert und gereinigt werden.

Zur Untersuchung der Reaktivierung wurden die gereinigten Dehydratasen aus E. coli
BL21/pAK2.1, E. coli BL21/pAK7.1 und E. coli BL21/pAKS.1 wie bei SEIFERT et al.
beschrieben, durch eine 30-miniitige Inkubation bei 37 °C in Gegenwart von 30 %
Glycerin und 50 pM Coenzym B, inaktiviert. Durch eine Gelfiltration an einer PD10-
Sdule (s. 2.17.2) wurde anschlieBend ungebundenes Coenzym Bj, und Glycerin
abgetrennt. Die Enzyme wiesen danach nahezu keine mef3bare Aktivitdt mehr auf und
wurden fiir die folgenden Reaktivierungsversuche eingesetzt. Zur Bestimmung der
Reaktivierungsraten wurde in den nachfolgenden Versuchen 1,2-Propandiol als Substrat
eingesetzt, da die Enzyme wéhrend der Umsetzung dieser Substanz keiner signifikanten
Inaktivierung unterliegen (s. Abb. 27) und somit keine antagonistischen Effekte zu
erwarten waren. Die Ansidtze enthielten zwischen 0,8 und 1,6 pg inaktiviertes Enzym
und ca. 10 pg des Reaktivierungsfaktors. Zusdtzlich wurde ATP/MgCl, und Coenzym
By, zugefiigt, da Untersuchungen von TORAYA und MORI (1999) zum
Reaktivierungsfaktor DdrAB der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca und von SEIFERT et
al. (2001) im Bezug auf DhaFG gezeigt hatten, dass die Aktivitit der Proteinkomplexe
von der Anwesenheit dieser Komponenten abhéngig war. Die Ansitze wurden bei 37 °C
inkubiert, und nach 10, 20 und 30 min wurden Proben entnommen und die gebildete

Aldehydmenge wurde bestimmt. Durch Zugabe des Proteinkomplexes DhaFG konnten
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sowohl die Glycerin-Dehydratasen aus E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1
als auch die Diol-Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1 reaktiviert werden (s. Abb. 27).
Die Rate der Produktbildung lag nach Zugabe der Reaktivierungsfaktors bei 1,5 bis 4,5

nmol/min bei den verschiedenen Ansétzen.
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Abbildung 27: Reaktivierung der Glycerin-inaktivierten Dehydratasen aus E.

coli BL21/pAK2.1 (A), E. coli BL21/pAKS.1 (B) und E. coli
BL21/pAK7.1 (C) durch den Reaktivierungsfaktor DhaFG aus C.
freundii

Die Dehydratasen wurden wie unter 2.18 beschrieben inaktiviert. Die
Reaktivierungsexperimente wurden in HEPES-Puffer mit 100 mM
1,2-Propandiol, 21 pM Coenzym B, sowie MgCl,/ATP in einem
Volumen von 200 pl durchgefiihrt. Die eingesetzten Proteinmengen
lagen bei 1,2 pg fir pAK2.1, 0,8 pg fir pAKS.1 und 1,6 pg fiir
pAK7.1. Die inaktivierten Dehydratasen wurden mit ca. 10 pg des
DhaFG-Komplexes inkubiert, und die Bestimmung der gebildeten
Aldehydmenge erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten in
Gegenwart des Reaktivierungsfaktors (e ). Als Kontrolle diente
jeweils ein Ansatz ohne Zugabe des Reaktivierungsfaktors (m)
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Zur Ermittlung der Reaktivierungsraten wurden die erreichten spezifischen Aktivititen
vor der Inaktivierung und nach der Zugabe von DhaFG bestimmt. Die Hybrid-Diol-
Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1 wurde auf die beschriebene Weise zu 62 %, die
Glycerin-Dehydratasen aus E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 zu 81 bzw.
85 % reaktiviert (s. Tab. 17). Die Ergebnisse fiir die Glycerin-Dehydratasen stimmen
gut mit den Werten {iberein, die fiir die Reaktivierung des Enzyms aus C. freundii
bestimmt wurden (SEIFERT et al., 2001). Neu dagegen ist die Reaktivierung der Diol-

Dehydratasen mit einem Reaktivierungsfaktor einer Glycerin-Dehydratase.

Tabelle 17: Reaktivierungsraten der Glycerin-inaktivierten Dehydratasen aus
E. coli BL21/pAK2.1, E. coli BL21/pAKS.1 und E. coli
BL21/pAK?7.1 mit dem Reaktivierungsfaktor aus C. freundii

Dehydratase aus: Reaktivierungsrate mit DhaFG
E. coli BL21/pAK2.1 81 %
E. coli BL21/pAKS.1 62 %
E. coli BL21/pAK7.1 85 %

3.3.3.8 Inaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen durch 1,3-
Propandiol

Bei der biotechnologischen Produktion von 1,3-Propandiol mit Hilfe eines
rekombinanten E. coli-Produktionsstammes werden 1,3-Propandiol-Konzentrationen im
Bereich von 2 M erreicht (CHOTANI et al., 2000). Der Einflu3 des Endprodukts der
Glycerin-Fermentation auf die Aktivitit der Dehydratasen ist in der Literatur bisher nur
unzureichend analysiert worden. POZNANSKAYA et al. (1979) konnten eine
kompetitive Hemmung der Dehydratase-Aktivitit mit Glycerin und 1,2-Propandiol als
Substrate durch 1,3-Propandiol feststellen.

Zur Untersuchung der Wirkung von 1,3-Propandiol auf die Aktivitéit der Glycerin- und
Diol-Dehydratasen wurden die gereinigten Enzyme aus C. freundii, E. coli
BL21/pAK2.1, E. coli BL21/pAKS.1 und E. coli BL21/pAK7.1 eingesetzt. Es erfolgte

eine Inkubation fiir die Dauer von 10 min mit 1,2-Propandiol in Gegenwart
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unterschiedlicher 1,3-Propandiol-Konzentrationen im Bereich von 250 mM bis 2 M (s.

Abb. 28).

100 —/— E. coli BL21/pAKS5.1
—o— E. coli BL21/pAK2.1
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Konzentration 1,3-Propandiol (M)

Abbildung 28: Inaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen in Gegenwart
unterschiedlicher Konzentration von 1,3-Propandiol
Die Inaktivierungsversuche wurden in HEPES-Puffer (80 mM, KOH;
pH 8,2) mit Coenzym B, und 1,2-Propandiol (100 mM) als Substrat
durchgefiihrt. 1,3-Propandiol wurde in Konzentrationen von 250 mM
bis 2 M eingesetzt. Die gereinigten Enzyme wiesen folgende
Volumenaktivititen auf: pAK2.1: 14,0 U/ml, pAKS.1: 28,3 U/ml,
pAK7.1: 26.1 U/ml, pCS120: 28,1 U/ml.

Bereits bei einer 1,3-Propandiol-Konzentration von 250 mM im Testansatz kam es bei
allen untersuchten Dehydratasen zu einer Hemmung von 11 bis 18 %. Wurde 1,3-
Propandiol in einer Konzentration von 1 M zugesetzt, sank die Aktivitit bei den
Glycerin-Dehydratasen schon unter 50 %, bei 2 M war lediglich eine Restaktivitét
zwischen 14 und 28 % detektierbar. Deutlich resistenter gegeniiber der Inaktivierung
zeigte sich die Hybrid-Diol-Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1, die bei 1 M 1,3-
Propandiol noch 70 % der Ausgangsaktivitit zeigte. Die Unterschiede zwischen den
Glycerin- und Diol-Dehydratasen machte auch die Bestimmung der K;-Werte fiir 1,3-
Propandiol deutlich (s. Tab. 18). Fiir die in E. coli BL21/pAKS5.1 heterolog produzierte
Dehydratase wurde ein Wert von 1,36 M bestimmt, die Werte der Glycerin-
Dehydratasen lagen bei 0,93 M (C. freundii und pAK7.1) bzw. 0,85 M (pAK2.1).
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Vergleichbare Werte wurden bei der Verwendung von Glycerin als Substrat erhalten

(Daten nicht gezeigt).

Tabelle 18: Ki-Werte der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii, E. coli
BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 sowie der Diol-
Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1 bei Inkubation mit 1,3-
Propandiol
Reaktionsbedingungen siche Legende Abb. 28.

Dehydratase aus: K;-Wert
C. freundii 0,93 M
E. coli BL21/pAK2.1 0,85 M
E. coli BL21/pAKS5.1 1,36 M
E. coli BL21/pAK7.1 0,93 M

Die durchgefiihrten biochemischen Untersuchungen der aus den Metagenombanken
identifizierten Coenzym Bj;-abhéngigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen haben deren
enge Verwandtschaft mit den bisher bekannten Enzymen dieser Klasse bestdtigt. Im
Bezug auf einen industriellen FEinsatz der Enzyme in einem rekombinanten
Produktionsstamm zeigte die von E. coli BL21/pAKS.1 produzierte Hybrid-Diol-
Dehydratase die besten Eigenschaften. Besonders gegeniiber einer Inaktivierung durch
Glycerin bzw. durch 1,3-Propandiol zeigte sie sich deutlich resistenter als die

untersuchten Glycerin-Dehydratasen.

34 Durchmusterung der Metagenombanken auf Gene fiir

Polyol-verwertende Oxidoreduktasen

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von
Genen aus Metagenombanken, die eine Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitit in E. coli
vermitteln und die Erstellung einer Genbank fiir diese Art von Biokatalysatoren.
Alkohol-Oxidoreduktasen katalysieren Redoxreaktionen und sind an der Umwandlung
von Alkoholen, Aldehyden und Ketonen in einer Vielzahl von essentiellen mikrobiellen

Reaktionen beteiligt. Die bisher bekannten Alkohol-Oxidoreduktasen stellen im
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Vergleich zu den Glycerin- und Diol-Dehydratasen eine sehr heterogene Gruppe mit
unterschiedlichen Kofaktor-Bediirfnissen dar. REID und FEWSON (1994) haben
folgende Einteilung in 3 Gruppen etabliert: Man unterscheidet die NAD(P) -abhingigen
Dehydrogenasen (Typ I, Typ II und Typ III), die NAP(P)-unabhingigen
Dehydrogenasen (mit Kofaktoren wie FAD, PQQ oder F40) und die Oxidasen.

Wie auch die Coenzym Bj,-abhéngigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen sind auch
diese Enzyme und dabei besonders die Gruppe der NAP(P)"-abhiingigen
Dehydrogenasen in der Biotechnologie von groflem Interesse. Sie besitzen zumeist eine
hohe Enantioselektivitdt und sind somit hervorragend fiir die Synthese von chiralen
Alkoholen, Hydroxysduren und Aminosduren geeignet (HUMMEL, 1997 und 1999).
Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Identifizierung von Genen fiir Alkohol-
Oxidoreduktasen, welche in der Lage sind kurzkettige (C2 bis C4) Polyole mit
benachbarten Hydroxylgruppen zu den entsprechenden Carbonylverbindungen
umzusetzen. Zu diesem Zweck wurden wiederum die  Anreicherungs-
Metagenombanken SLA, GEA, ZRA und GIIA (s. 3.1) durchmustert. Zuséitzlich
konnten noch die Genbanken FN, WN und ZB genutzt werden, die zuvor in unserer
Arbeitsgruppe erstellt worden waren (HENNE, 2000). Fiir diese Genbanken war die
chromosomale DNA direkt, ohne einen speziellen Anreicherungsschritt, aus den
Umweltproben isoliert worden.

Um eine moglichst grole Anzahl von rekombinanten Klonen testen zu konnen, wurde

ein auf Enzymaktivitit basierendes Testverfahren eingesetzt (s. 3.4.1).

34.1 Prinzip der Durchmusterung auf Gene, die Alkohol-Oxidoreduktase-

Aktivitiat vermitteln

Bei der Umsetzung von kurzkettigen Alkoholen durch Oxidoreduktasen entstehen
Carbonylverbindungen. Diese Tatsache wurde zur Identifizierung der Zielgene in einem
auf Enzymaktivitét basierenden Plattentest genutzt.

Der verwendete Indikatoragar (s. 2.2.5) enthielt neben Komplexbestandteilen, die allen
Klonen das Wachstum ermdglichen und dem Testsubstrat eine Mischung aus
Pararosanilin und Na-bisulfid. Diese beiden Substanzen bildeten zusammen ein
Schiff’'sches Reagenz, ein primdres Amin, das bei der Reaktion mit Carbonyl-

Verbindungen als Kondensationsprodukt eine rot gefirbte Schiff’'sche Base
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(Azomethin) bildete (CONWAY et al., 1987; s. Abb. 7). Fiir das Screening wurden die
Plasmide der Metagenombanken in E. coli transformiert. Kolonien von positiven
Klonen waren aufgrund ihrer Rotfarbung und der Ausbildung eines roten Hof leicht zu
identifizieren (s. Abb. 29).

Als Testsubstrate wurden 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol oder ein Gemisch aus 1,2-
Propandiol und Glycerin in einer Konzentration von 1 % eingesetzt. Um wihrend der
Durchmusterung der Metagenombanken eine starke Hintergrundfarbung der Agars
durch die Glycerin-Dehydrogenase-Aktivitit von E. coli zu verhindern, wurde die
Glycerin-negative E. coli-Mutante ECL707 (SPRENGER et al., 1989) als Wirtsstamm
verwendet. Die Platten mit den E. coli-Klonen wurden unter Lichtausschluf3 bei 30 oder
37 °C inkubiert. Ein Auswertung war maximal bis zu einer Woche nach dem
Ausplattieren moglich, da mit fortschreitender Inkubationsdauer zumeist eine

Rotfarbung der gesamten Platte auftrat.

Abbildung 29: Phinotyp von Carbonyl-produzierenden E. coli-Klonen auf
Indikatorplatten
Der Pfeil markiert einen Carbonyl-produzierenden E. coli-Klon.

Zur Uberpriifung des Screeningsystems wurden zuniichst die rekombinanten Cosmide
pRD1 (DANIEL und GOTTSCHALK, 1992) und pFL1 (LUERS et al., 1997) in E. coli
ECL707 transformiert und die erhaltenen Transformanten auf dem Indikatormedium
inkubiert. Die beiden Cosmide tragen die Gene fiir die NAD -abhingigen Alkohol-
Dehydrogenasen von C. freundii und CIl. pasteurianum von denen bekannt ist, dass sie

die eingesetzten Testsubstrate oxidieren konnen (DANIEL und GOTTSCHALK, 1992;
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LUERS et al.,, 1997). Kolonien der beiden rekombinanten Stimme zeigten im
Gegensatz zu E. coli ECL707 die erwartete intensive Rotfarbung und die Ausbildung
eines roten Hofes auf dem Indikatormedium. Somit war das Testsystem fiir die

Detektion von Carbonyl-produzierenden E. coli-Klonen geeignet.

3.4.2 Durchmusterung der Anreicherungsgenbanken SLA, GEA, ZRA und
GIIA

Fiir die Konstruktion der Genbanken SLA, GEA, ZRA und GIIA waren Boden- und
Sedimentproben aus dem Solar Lake, dem Golf von Eilat, einem Zuckerriibenfeld und
dem Fluss Grone verwendet worden (s. 3.1). Nach einer kurzen Anreicherungsphase mit
den Substraten Glycerin und 1,2-Propandiol wurde die chromosomale DNA direkt aus
dem jeweiligen Standortmaterial isoliert. Die erhaltenen Genbanken waren somit
ebenfalls gut geeignet fiir eine Suche nach Genen fiir Alkohol-Oxidoreduktasen, die in
der Lage waren diese und dhnliche C-Quellen zu oxidieren.

Um Gene fiir neuartige Alkohol-Oxidoreduktasen in den beschriebenen
Metagenombanken zu identifizieren, wurden die rekombinanten Plasmide mittels
Elektroporation in E. coli ECL707 transformiert und auf Indikatoragar-Platten (s. 2.2.5)
mit 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol oder einem Gemisch aus Glycerin und 1,2-Propandiol
als Testsubstrate ausplattiert. Je Genbank und Substrat wurden ca. 100.000
rekombinante E. coli-Klone auf die Bildung von Carbonyl-Verbindungen iiberpriift. Im
Rahmen des initialen Screening konnten 24 positive, rot gefiarbte Klone erhalten werden
(s. Tab. 19). Zur Bestitigung des Phénotyps und zum Nachweis, dass die Fahigkeit zur
Produktion der Carbonyl-Verbindung plasmidkodiert war, wurden die enthaltenen
Plasmide isoliert und in E. coli ECL707 retransformiert. Es folgte eine erneute
Inkubation auf dem entsprechenden Indikatormedium. 16 der 24 rekombinanten
Plasmide vermittelten einen stabilen Phédnotyp in E. coli und wurden mit pAK101 bis
pAK116 bezeichnet. Damit konnte 1 positiver Klon je 75000 getesteter Klone detektiert

werden. Die grofite Anzahl positiver Klone (zehn) wurde mit dem Substratgemisch
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Glycerin/1,2-Propandiol erhalten. Mit 1,2-Ethandiol konnten zwei und mit 2,3-

Butandiol vier , zur Carbonylbildung befahigte Klone identifiziert werden.

Tabelle 19: Durchmusterung der Metagenombanken SLA, GEA, ZRA und
GIIA auf Gene fiir Alkohol-Oxidoreduktasen
Das Screening wurde durch Transformation mittels Elektroporation
von je 1 Ml Plasmidgenbank in den Stamm E. coli ECL707
durchgefiihrt. Je Genbank und Substrat wurden 100000 Klone
getestet. Die Transformanten wurden bei 30 oder 37 °C unter acroben
Bedingungen auf Indikatormedium (s. 2.2.5) mit 1 % 1,2-Ethandiol,
2,3-Butandiol oder einem Glycerin/1,2-Propandiol-Gemisch als
Substrat inkubiert.
Testsubstrat Genbank Positive E. coli-  Positive E. coli- Bezeichnung
Klone nach Klone mit der Aktivitat-
initialem stabilem vermittelnden
Screening Phiénotyp Plasmide
Glycerin/1,2- SLA 1 0 -
Propandiol GEA | 1 pAK108
ZRA 6 6 pAKI111-116
GIIA 5 3 pAK101-103
1,2-Ethandiol SLA 0 0 -
GEA 0 0 -
ZRA 0 0 -
GIIA 3 2 pAK106-107
2,3-Butandiol SLA 4 2 pAK109-110
GEA 0 0 -
ZRA 1 0 -
GIIA 3 2 pAK104-105
3.4.2.1 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten E. coli-Stimme

pAK101 bis 116

Fir die biochemische Charakterisierung der Genprodukte, die fiir die Alkohol-

Oxidoreduktase-Aktivitit der identifizierten E. coli-Klone verantwortlich waren,

wurden die Plasmide pAK101-116 in E. coli DH5a transformiert, in 250 ml LB-

Medium (s. 2.2.1) mit dem jeweiligen Testsubstrat angezogen. AnschlieBend wurden
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aus den geernteten Zellen Rohextrakte hergestellt (s. 2.14). Zundchst wurden die
Rohextrakte auf das Vorhandensein von Nikotinamid-abhingiger Alkohol-
Dehydrogenase-Aktivitit getestet. Der Rohextrakt von E. coli DH5a/pBluescript SK*
wurde als Referenz herangezogen. In den Rohextrakten der 8 E. coli-Stimme
DH5a/pAK103-104, E. coli DH50/108-110, E. coli DH50/112-113 und E. coli
DH50/116 konnte eine NAD -abhingige Oxidation einiger Testsubstrate nachgewiesen
werden (s. Tab. 20). Eine NADP -vermittelte Substratumsetzung konnte in keinem der
Extrakte nachgewiesen werden. In den Rohextrakten der 8 {ibrigen Klone konnte weder
eine NAD'- noch eine NADP -abhingige Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit ermittelt
werden. Die Carbonylbildung in diesen Klonen koénnte daher auf die Aktivitdt von
Enzymen anderer oder unbekannter Klassen zuriickzufiihren sein. Hier kommen z.B.
Dehydratasen, Metalloxidasen, PQQ- oder FAD-abhédngige Dehydrogenasen in Frage
(FANG et al., 1995; HUMMEL, 1997; DANIEL et al., 1998).

Fiir die oben erwiahnten NAD -abhéingigen Enzyme wurde ein Substratspektrum mit
verschiedenen, kurzkettigen Alkoholen erstellt (s. Tab. 20). Mit Ausnahme von E.
coli/pAK116, der unter den gewihlten Reaktionsbedingungen lediglich 1,2 Propandiol
oxidierte, waren alle in der Lage mehr als eines der angebotenen Substrate zu oxidieren
oder zu reduzieren. Die Enzyme zeigten zumeist die hochste Aktivitdt mit Substraten, in
denen die Hydoxylgruppen an benachbarten C-Atomen vorlagen. Die bevorzugten
Substrate waren Glycerin (pAK103), 1,2-Propandiol (pAK104, pAK108-110 und
pAK112-113) und 1,2-Ethandiol (pAK116). Mit priméren oder sekundéren Alkoholen,
die nur einzelne Hydroxylgruppen besallen, konnte keine Reaktion beobachtet werden.
Die Reduktionsreaktion war vergleichsweise spezifischer. Die untersuchten Enzyme
zeigten die hochsten Aktivititen mit Dihydroxyaceton (pAK104, pAK110, pAK112-
113) oder Glykolaldehyd (pAK103, pAK109). Dagegen konnte mit den Substanzen
Glyceraldehyd, Diacetyl, Acetaldehyd und Aceton keine signifikante Reduktion
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In den Extrakten von E. coli
DH50/pAK108 und E. coli DH50/pAK116 konnte trotz vorhandener Oxidations-
Aktivitit keines der eingesetzten Aldehyde oder Ketone unter den gegebenen

Testbedingungen reduziert werden.
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3.4.2.2 Molekulare Analyse der Plasmide pAK101 bis pAK116

Die Plasmide pAK101 bis 116 wurden durch das ,,Géttingen Genomics Laboratory*
(Institut fiir Mikrobiologie und Genetik, Universitdt Gottingen) nach der Methode von
SANGER (1977) in beiden Orientierungen sequenziert. Die Sequenzierung ergab
Insertgroflen im Bereich 651 Bp fiir pAK108 bis zu 8249 Bp fiir pAK106 (s. Abb. 30
und Tab. 21). Die GC-Gehalte der klonierten DNA-Fragmente lagen zwischen 39 %
(pAK101) und 70 % (pAK106) (s. Tab. 21). Die eingehende Analyse der vorhandenen
offenen Leserahmen mit Hilfe des Programms DNA Strider 1.2 und der Vergleich mit
den in den Datenbanken der NCBI zur Verfiigung stehenden Sequenzen zeigte, dass auf
den Inserts insgesamt 38 komplette und 16 unvollstindige potentielle Gene kodiert
waren (s. Tab. 22 und Abb. 30). 51 davon wiesen Ahnlichkeiten zu bekannten Genen
aus Organismen auf, die zu einer Vielzahl von bakteriellen Gattungen gehorten wie z.B.
Salmonella, Yersinia, Pseudomonas, Agrobacterium, Thermoanaerobacter und
Mesorhizhobium. Die Mehrzahl der potentiellen Gene besal Ahnlichkeiten zu Genen
enterobakterieller Herkunft.

Die inserierten DNA-Fragmente aus pAK101 (1201 Bp), pAKI105 (1266 Bp) und
pAK108 (651 Bp) enthielten je nur einen mdglichen offenen Leserahmen mit den
GroBen von 969, 1137 und 534 Basenpaaren. Die abgeleitete Aminosduresequenz des
mit orfl bezeichneten Gens auf pAK101 zeigte weder eine signifikante Ahnlichkeit zu
den bekannten Alkohol-Dehydrogenasen noch zu irgend einem anderen Genprodukt in
den Datenbanken der NCBI. Die aus orf5 (pAK105) und orf12 (pAK108) abgeleiteten
Proteine dagegen wiesen Ubereinstimmungen zu verschiedenen Oxidoreduktasen
anderer Organismen auf. Das orf5-Genprodukt zeigte 62 % Identitdt zu einer moglichen
Monooxygenase/Oxidoreduktase aus Sinorhizobium meliloti auf, das Genprodukt von
orfl2 war zu 31 % identisch mit einer NAD -abhingigen, Zink-haltigen Alkohol-
Dehydrogenase (Typ I) aus Mesorhzobium loti (s. Tab. 22). Diese Ergebnisse stimmen
gut mit den gemessenen Enzymaktivititen in den Rohextrakten der korrespondierenden
E. coli-Klone iiberein, die in beiden Fillen eine signifikante Oxidation mit den

getesteten Polyolen gezeigt hatten (s. Tab. 20).
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Tabelle 21: Insertgrofien und GC-Gehalte der Plasmide pAK101 bis 116

Plasmid Insertgrofle GC-Gehalt
pAK101 1201 Bp 39 %
pAK102 4349 Bp 54 %
pAK103 2376 Bp 51 %
pAK104 3290 Bp 51 %
pAK105 1266 Bp 58 %
pAK106 8249 Bp 70 %
pAK107 1109 Bp 63 %
pAKI108 651 Bp 52 %
pAK109 1369 Bp 55 %
pAKI110 4522 Bp 47 %
pAKI111 3593 Bp 49 %
pAKI112 3423 Bp 48 %
pAK113 1979 Bp 56 %
pAK114 2255 Bp 52 %
pAK115 5131 Bp 54 %

pAKI116 1982 Bp 51 %
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pAK101 (1201 bp) - —
orfl

PAK102 (4349 bp) e
orf2*

pAK103 (2376 bp)
sbmC dacD phsC*

pAK 104 (3290 bp)
rnb* yciR sbmC

pAK105 (1266 bp) - -
orf5

sipK orf3 orft*

PAK106 (8249 bp) el

sod* greA mutY orf6
pAK107 (1109 bp) -

sucB sucA*
pAK108 (651 bp) -

orfl2

PAK109 (1369 bp) -
fdhD  orfl3

PAKI10 (4522 bp) — en———|y—— < —
trpA yqhC orfl4

PAKI111 (3593 bp)

aroD*ydiF orfl5 110 orf16*
pAK112 (3423 bp)

yjhP* orfl7 orfl8 orfl9
pAK113 (1979 bp)

hutH* deoR

pAK114 (2255 bp)
aroD* ydiF orf20 orf21*

orf7

dkgA*

AK115 (5131 bp) ~<mm——
p ( p) pree
pAK116 (1982 bp) pwpp—

yaaU*orf23 yabF kefC secF

Orientierung des iy

lac-Promotors

glpK glpF

orf22

orf8 orf9

orf10

orfl1*

Abbildung 30: Genetische Organisation der Plasmide pAK101 bis pAK116

Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdglichen offenen
Leserahmen. Die Sternchen zeigen unvollstindige Gene an.
Bezeichnungen von offenen Leserahmen, deren abgeleitetes
Genprodukt ~ Ahnlichkeiten zu  Alkohol-Dehydrogenasen  bzw.
Oxidoreduktasen aus anderen Organismen aufweist, sind in Rot bzw.
Blau dargestellt. Gene, die als verantwortlich fiir den Carbonyl-
bildenden Phénotyp der E. coli-Klone identifiziert wurden, sind grau
markiert.
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Die klonierten DNA-Regionen der anderen 13 Plasmide umfafiten jeweils mehre
potentielle Gene. Zur Identifizierung der fiir die Carbonylbildung verantwortlichen
Proteine in den entsprechenden E. coli-Klonen wurden intensive Analysen der
Sequenzen vorgenommen und Subklonierungen durchgefiihrt.

Die Analyse des Inserts von pAK102 ergab vier potentielle offene Leserahmen, die mit
orf2, orf3, orf4 und glpK bezeichnet wurden (s. Abb. 30 u. 31). Der Vergleich mit den
Datenbanken ergab fiir Orf2 und Orf4 Ubereinstimmungen von 77 bzw. 83 % zu
hypothetischen Proteinen aus Y. pestis und S. typhimurium, denen bisher noch keine
Funktion zugeordnet werden konnte. Orf3 zeigte 44 % Identitdt zu einer mdglichen
Acetlytransferase und das glpK-Genprodukt zu einer Glycerin-Kinase ebenfalls aus Y.
pestis. Um das fiir den Carbonyl-bildenden Phéinotyp verantwortliche Gen zu
identifizieren wurden 3 Subklone konstruiert (s. Abb. 31). Das Plasmid pAK102.1
wurde durch Restriktionsverdau von pAK102 mit Sa/l und anschlieBende Religation
erhalten. Zur Konstruktion von pAK102.2 und pAK102.3 wurde ein Verdau mit Sacl
durchgefiihrt, dabei wurde ein ca. 1,8 kb-Fragment in den entsprechend geschnittenen
Vektor pBluescript SK" kloniert, und das verbleibende Fragment von pAK 102 religiert.
Die drei Plasmide wurden mittels Elektroporation in E. coli ECL707 transformiert und
anschlieBend mit Hilfe der Indikatorplatten (s. 2.2.5) auf ihren Carbonyl-bildenden
Phénotyp hin tiberpriift. Lediglich pAK102.1, das das unvollstindige orf2-Gen und das
glpK-Gen enthielt, zeigte den gleichen Phénotyp wie das Ausgangsplasmid. Da das Gen
orf2 auf diesem Plasmid nicht vollstindig kloniert wurde, ist es wahrscheinlich, das
GlpK die Carbonylbildung aus den Substraten indirekt katalysiert. Mdglicherweise
wurden die Substrate durch die heterolog produzierte Glycerin-Kinase phosphoryliert
und anschlieBend durch eine wirtseigene Dehydrogenase (z.B. Glycerin-3-Phophat-
Dehydrogenase) oxidiert. Dies wiirde auch die fehlende NAD'-abhingige
Dehydrogenase-Aktivitét des Klons erkléren.
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A) Sacl Sacl Sall Sall
pAK102 (4349 bp) L

orf2* glpK orf3 orf4*
B)
pAK102.1

pAK102.2
pAK102.3

Abbildung 31: Darstellung der genetischen Organisation von pAK102 (A) und die
Positionen der subklonierten Fragmente (B)
Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdglichen offenen
Leserahmen.  Die  fir die  Subklonierungen  relevanten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Bereiche, die den Vektor
pBluesriptSK+ darstellen sind grau unterlegt.

Interessanterweise war auch auf dem Plasmid pAK115 ein Genprodukt mit hohen
Ahnlichkeiten zu einer Glycerin-Kinase aus E. coli kodiert (s. Abb. 30 u. 32). Mit glpX
und glpF waren auf diesem Plasmid noch weitere Gene vorhanden, die dem Glycerin-
Metabolismus zugeordnet werden konnten. Ebenso interessant im Bezug auf die
Carbonylbildung des entsprechenden E. coli-Klons, war der mit orf22 bezeichnete
offene Leserahmen. Das 247 Aminosduren lange Genprodukt war verwandt zu einer
kurzkettigen, Typ II-Alkohol-Dehydrogenase aus A. tumefaciens. Die Mitglieder dieser
Familie sind Proteine mit zumeist 250 bis 300 Aminosduren Lidnge und enthalten
auferdem das folgende typische Erkennungsmotiv: ([LIVSPADNK]-x(12)-Y-
[PSTAGNCV]-[STAGNQCIVM]-[STAGC]-K-{ PC}-[SAGFYR]-[LIVMSTAGD]-x

(2)-[LIVMFYW]-x(3)-[LIVMFYWGAAPTHQ]-[GSACQRHM]). Das Motiv enthilt
zwei perfekt konservierte Reste, ein Tyrosin und ein Lysin, wobei das Tyrosin am
katalytischen Mechanismus der Enzyme beteiligt ist (FALQUET et al., 2002). Dieses
Sequenzmotiv war bis auf die erste Aminosdure ([LIVSPADNK]), die durch einen
Cytosin-Rest ersetzt war, ebenfalls vollstdndig in Orf22 enthalten (Aminosduren 143 bis
171). Die Subklonierung des Plasmids pAK115 durch einen Restriktionsverdau mit dem
Enzym Hindlll erbrachte zwei neue Plasmide. pAK115.1 wurde durch Religation
erhalten, pAK115.2 enthielt ein ca. 2,6 kBp-groBes Fragment mit den Genen g/pF und
orf22 (s. Abb. 32). Beide Plasmide wurden in E. coli ECL707 transformiert und die

resultierenden rekombinanten Klone wurden auf den Carbonyl-Indikatorplatten
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inkubiert. Es zeigte sich, dass sowohl E. coli ECL/pAKI115.1 als auch E. coli
ECL/pAK115.2 die typische Rotfarbung des Agars verursachten. Wiederum war die
Glycerin-Kinase in der Lage, den Phénotyp auf indirektem Wege zu vermitteln.
Andererseits ermdglichte auch das fiir eine Alkohol-Dehydrogenase kodierende Orf22-
Gen die Carbonylbildung in E. coli auf den getesteten Substraten.

A) Hindlll Hindlll
pAKI115 (5131 bp)
glpX* glpK glpF orf22
B)
pAK115.1
pAK115.2

Abbildung 32: Darstellung der genetischen Organisation von pAK115 (A) und die
Positionen der subklonierten Fragmente (B)
Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdglichen offenen
Leserahmen.  Die  fir die  Subklonierungen  relevanten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Bereiche, die den Vektor
pBluescript SK+ darstellen sind grau unterlegt.

Auf dem Plasmid pAK110 konnte ebenfalls ein Gen identifiziert werden, das fiir eine
Alkohol-Dehydrogenase kodierte. Orfl4 umfalite 387 Aminosduren und zeigte 90 %
Identitit zu einer moglichen Eisen-haltigen Typlll-Alkohol-Dehydrogenase aus S.
enterica (s. Abb. 30). Zur Erkennung von Mitgliedern dieser Dehydrogenase-Familie
sind in den PROSITE-Datenbanken zwei spezifische Motive vorhanden. Das erste ist
[STALIV]-[LIVF]-x-[ DE]-x(6,7)-P-x(4)[ALIV]-x-[ GST]-x(2)-D-[ TAIVM]-[ LIVMF] -
x(4)-E und das zweite lautet [GSW]-x-[LIVTSACD]-[GH]-x(2)-[GSAE]-[GSHY Q]-x-
[LIVTP]-[GAST]-[GAS]-x(3)-[LIVMT]-x-[HNS]-[GA]-x-[GTAC]. = Beide = Motive
waren vollstindig im orf14-Genprodukt wiederzufinden (Aminosduren 173 bis 201 und
264 und 284), ferner war der korrespondierende E. coli-Klon in der Lage ein Reihe von
Polyolen umzusetzen (s. Tab. 20), die fiir die Typ III Alkohol-Dehydrogenasen typisch
sind. Der experimentelle Nachweis, dass das Gen tatsidchlich fiir den Phéanotyp
verantwortlich war, steht noch aus.

Bei der Subklonierung der Inserts von pAK107, pAK109 und pAK116 konnten weitere

fiir die Carbonylbildung verantwortliche Gene identifiziert werden. Das Plasmid
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pAK107 besal mit 1109 Bp eine relativ kleines Insert, auf dem zwei mdogliche offene
Leserahmen identifiziert werden konnten (s. Abb. 30 u. 33). Die mit sucA und sucB
bezeichneten Gene zeigten 74 bzw. 60 % Ubereinstimmung zu den Untereinheiten der
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus V. cholerae. Die Subklonierung dieses Plasmids
zeigte, dass lediglich das fiir 214 Aminosduren kodierende SucB-Gen fiir die
Umsetzung der Polyole durch E. coli notwendig war. Durch den Verdau des Plasmids
mit Kpnl wurden wiederum 2 Plasmide konstruiert (s. Abb. 33). Nur pAK107.1, auf
dem allein sucB vorhanden war, konnte in E. coli den zuvor beobachteten, rot firbenden
Phénotyp vermitteln.

Die Analyse des Inserts von pAK109 ergab zwei potentielle offene Leserahmen, die mit
fdhD und orfl3 bezeichnet wurden (s. Abb. 30 u. 34). Das von fdhD abgeleitete
Genprodukt bestand aus 218 Aminosiuren und zeigte 88% Ubereinstimmung zum
FdhD-Protein aus S. enterica, das wahrscheinlich notwendig ist fiir die Aktivitit der
Formiat-Dehydrogenase. In X. campestris und M. loti ist dieses Protein Teil der
Formiat-Dehydrogenase. Um nachzuweisen, dass dieses Protein in E. coli die
Carbonylbildung aus verschiedenen Polyolen erméglichte, wurde das Plasmid pAK109
subkloniert. Es erfolgte ein Restriktionsverdau mit EcoO1091 und die anschlieBende
Religation. Das resultierende Plasmid pAK109.1 wurde in E. coli ECL707 transformiert
und die entsprechenden Klone zeigten die typische Rotfarbung auf den Indikatorplatten
(s. 2.2.5).

A) Kpnl Kpnl

PAKI07 (1109bp) g

sucB  sucA*
B)
pAK107.1
pAK107.2 —_—

Abbildung 33: Darstellung der genetischen Organisation von pAK107 (A) und die
Positionen der subklonierten Fragmente (B)
Die Pfeile markieren Linge und Orientierung von mdglichen offenen
Leserahmen.  Die  fiir die  Subklonierungen  relevanten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Bereiche, die den Vektor
pBluesriptSK+ darstellen sind grau unterlegt.
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A) EcoO1091 £c00 1091
pAK109 (1369 bp)
fdhD  orfl3
B)
pAK109.1

Abbildung 34: Darstellung der genetischen Organisation von pAK109 (A) und die
Position des subklonierten Fragmentes (B)
Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdéglichen offenen
Leserahmen.  Die  fir die  Subklonierungen  relevanten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Bereiche, die den Vektor
pBluesriptSK " darstellen sind grau unterlegt.

Das Plasmid pAKI116 umfafite 1982 Bp und beinhaltete fiinf mogliche offene
Leserahmen (s. Abb. 30). Drei der daraus abgeleiteten Proteine zeigten Ahnlichkeiten
zu verschiedenen Transportproteinen und einem Lipoprotein. Fiir den Carbonyl-
bildenden Phinotyp und die ADH-Aktivitit des entsprechenden E. coli-Klons war
wahrscheinlich das yabF-Genprodukt verantwortlich, welches aus 176 Aminoséduren
besteht und 89 % Identitéit zu einer NAD(P)H-abhédngigen Oxidoreduktase aus E. coli
zeigte. Der experimentelle Nachweis, dass das Gen in E. coli den beschriebenen
Phénotyp vermittelt, steht noch aus.

Die offenen Leserahmen phsC und orf2] auf den Plasmiden pAKI103 und pAKI114
zeigten ebenfalls signifikante Ahnlichkeiten zu einer bekannten Oxidoreduktase bzw.
einer Thiosulfat-Reduktase, beide Gene waren jedoch unvollstindig kloniert. (s. Abb.
30 und Tab. 22).

Die verbleibenden Plasmide pAK104, pAK106 und pAKI111-113 enthielten eine
Anzahl von Genen und potentiellen Leserahmen, die einer Reihe von metabolischen
Reaktionen zugeordnet werden konnten oder mit unbekannter Funktion. Ahnlichkeiten
zu bekannten Genen fiir Alkohol-Oxidoreduktasen oder anderen Reduktasen traten nicht
auf. Eine Identifikation der fiir den Phénotyp verantwortlichen Gene und Genprodukte
war bisher weder durch die Sequenzanalyse noch durch Subklonierungsexperimente
erfolgreich. Interessanterweise zeigten die Rohextrakte von E. coli DH50/pAK103-104
und E. coli DH50/pAK112-113 im Enzymtest deutliche NAD(H)-abhéngige Alkohol-
Dehydrogenase-Aktivitit (s. Tab. 20). Die auf den Plasmiden kodierten Gene wiesen

jedoch keinerlei Ubereinstimmung mit Oxidoreduktasen der bekannten Typen auf.
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Moglicherweise waren hier vollig neue Arten von Enzymen und Reaktionen beteiligt

oder die heterolog in den rekombinanten E. coli-Stimmen produzierten Proteine

vermittelten den Carbonyl-bildenden Phénotyp auf einem bisher unbekannten Weg.

343 Durchmusterung der nicht anreicherten Umweltgenbanken WN, FN
und ZB

Fiir die Konstruktion der Genbanken WN, FN und ZB wurden Bodenproben einer
Wiese, eines brachliegenden Feldes bei Northeim und eines Zuckerriibenfeldes bei
Gottingen verwendet (HENNE, 2000). Die Isolierung der chromosomalen DNA wurde
ohne einen speziellen Anreicherungsschritt vorgenommen, es handelt sich also um
Metagenombanken aus natiirlichen Habitaten. Die durchschnittlichen Insertgroflen der
Plasmide lagen zwischen 3,5 und 4,4 kBp (s. Tab. 23), der Anteil der Insert-tragenden
Plasmide bei ca. 80 % (HENNE, 2000). Die Genbanken umfafiten 342000, 360000 und
583000 rekombinanter Plasmide. Diese Werte lagen im Bereich fiir andere aus

dhnlichen Bodenproben konstruierten Genbanken.

Tabelle 23: Eigenschaften der Umweltgenbanken aus den Umweltproben
Wiese bei Northeim (WN), Feld bei Northeim (FN) und
Zuckerriibenboden bei Gottingen (ZB), sowie die Anzahl der
getesteten Klone
Die Angaben zur Anzahl der rekombinanten Plasmide und der
durchschnittlichen InsertgroBen wurden von HENNE, 2000

ibernommen.
Bezeichnung der Anzahl O Anzahl getesteter
Genbank rekombinanter Insertgrofie E. coli-Klone je
Plasmide [kBp] Substrat
WN 583000 4.4 500000
FN 324000 3,5 300000
ZB 360000 3.8 200000

Zur Identifizierung von neuartigen, Polyol-verwertenden Oxidoreduktasen wurden die
Plasmide der Genbanken per Elektroporation in E. coli ECL707 transformiert und die
resultierenden Klone auf Carbonyl-Indikatoragar (s. 2.2.5) ausplattiert. Analog zur
Durchmusterung der Anreicherungsgenbanken wurden als Substrate 1,2-Ethandiol, 2,3-
Butandiol oder ein Gemisch aus 1,2-Propandiol und Glycerin verwendet (s. Kap. 3.4.2).

Auf diese Weise wurden 1.000.000 Klone je Substrat getestet, insgesamt 3 Millionen
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Klone (s. Tab. 24). Beim initialen Screening konnten 24 Carbonyl-produzierende E.
coli-Klone detektiert werden. Die enthaltenen Plasmide wurden isoliert und
anschlieBend in den Wirtsstamm E. coli ECL707 retransformiert. 15 Plasmide
vermittelten einen stabilen Phénotyp, sie wurden mit pAK201 bis pAK215 bezeichnet
(s. Tab. 24). Wie auch bei der Durchmusterung der Anreicherungsgenbanken konnten
auf dem Substrat-Gemisch aus Glycerin und 1,2-Propandiol die meisten positiven Klone
erhalten werden (neun). Das Screening auf 1,2-Ethandiol und 2,3-Butandiol erbrachte
jeweils drei positive Klone. Je 200000 getesteter Klone konnte ein positiver Klon
identifiziert werden, die Trefferquote war somit deutlich geringer als bei der

Durchmusterung der angereicherten Genbanken (1:75000).

Tabelle 24: Durchmusterung der Metagenombanken WN, FN und ZB auf
Gene fiir Polyol-verwertende Oxidoreduktasen
Das Screening wurde durch Transformation mittels Elektroporation
von je 1 pl Plasmidgenbank in den Stamm E. coli ECL707
durchgefiihrt. Die Transformanten wurden bei 30 oder 37 °C unter
aeroben Bedingungen auf Indikatormedium (s. 2.2.5) mit 1 % 1,2-
Ethandiol, 2,3-Butandiol oder einem Glycerin/1,2-Propandiol-
Gemisch als Substrat inkubiert.

Testsubstrat  Genbank Positive E. coli- Positive E. coli- Bezeichnung der

Klone nach Klone mit Aktivitit-
initialem stabilem vermittelnden
Screening Phénotyp Plasmide
Glycerin/1,2- WN 7 4 pAK201-203 & 207
Propandiol FN 5 3 pAK211-213
7B 3 2 pAK214-215
1,2-Ethandiol WN 5 3 pAK206, 208 & 210
FN 0 0 -
7B 0 0 -
2,3-Butandiol WN 3 2 pAK204-205
FN 0 0 -
ZB 1 1 pAK209

Die rekombinanten Plasmide und ihre korrespondierenden E. coli-Klone

ECL707/pAK201-pAK215 wurden anschlieBend eingehend charakterisiert. Dazu
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gehorte eine biochemische Analyse, die Sequenzierung der Plasmidinserts und die

Analyse der Sequenzdaten.

3.4.3.1 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten E. coli-Stimme
pAK201 bis pAK215

Die Experimente zur biochemischen Charakterisierung der von den Plasmiden pAK201
bis pAK215 kodierten Genprodukte konzentrierte sich wiederum auf die Identifizierung
von Proteinen, die eine Nikotinamid-abhdngige Oxidation von kurzkettigen Polyolen
und die Reduktion der korrespondierenden Carbonyle katalysierten. Zu diesem Zweck
wurden die Plasmide in E. coli DH5Q transformiert und in LB-Medium (s. 2.2.1) mit
den entsprechenden Substraten angezogen. Die geernteten Zellen wurden in KP-Puffer
aufgenommen und mittels French-Presse wurden Rohextrakte hergestellt (s. 2.14). Als
Referenz diente analog zu den Messungen mit den Extrakten aus E. coli pAK101 bis
pAK116 der Stamm E. coli DH50/pBluescriptSK". AnschlieBend wurden mit Hilfe der
unter 2.16.2 beschriebenen Enzymtests die spezifischen Aktivititen der NAD(P)H-
abhidngigen Alkohol-Dehydrogenasen bestimmt (s. Tab. 25). Als Substrate in den
Oxidationsreaktionen dienten 1,2-Propandiol, Glycerin, 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol
und 1,2,4-Butantriol. Zur Uberpriifung der Spezifitit der Reduktionsreaktionen wurden
Dihydroxyaceton, Hydroxyaceton, Glykolaldehyd und Diacetyl eingesetzt. Eine
NADP(H)-abhédngige Aktivitit konnte bei den gewihlten Reaktionsbedingungen in
keinem der untersuchten Rohextrakte festgestellt werden. Die Extrakte von E. coli
DH5a/pAK204, E. coli DH50/pAK206, E. coli DH50/pAK208 und E. coli
DH5a/pAK210-213 zeigten jedoch eine signifikante NAD -abhiingige Oxidation sowie
eine NADH-vermittelte Reduktion von einem oder mehreren Substraten. Die Werte in
den Rohextrakten der anderen acht Klone lagen im Bereich der Negativ-Kontrolle.
Daher waren auf diesen Plasmiden wahrscheinlich keine Nikotinamid-abhdngige
Enzyme kodiert. Wie zuvor beschrieben konnten hier andere Arten von Enzymen oder
Reaktionen die Carbonylbildung in E. coli vermitteln. Andererseits besteht die
Moglichkeit, dass die gewidhlten Expressions- und/oder Reaktionsbedingungen fiir

einige der Enzyme nicht ideal waren.
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Die E. coli-Klone, die die Plasmide pAK204, pAK206, pAK208 und pAK210-212
beinhalteten, besalen ein breites Substratspektrum bei der Oxidation der getesteten
Polyole. Bevorzugtes Substrat war in allen Féllen 1,2-Propandiol. Lediglich E. coli/
pAK213 zeigte eine spezifische Reaktion mit 1,2-Ethandiol (s. Tab. 25). Des Weiteren
konnte bei E. coli/jpAK204 eine Umsetzung von priméren und sekundiren Alkoholen
(Ethanol und 1-Propanol) beobachtet werden. Die relativen, spezifischen Aktivitdten
lagen jedoch nur bei 6 bzw. 14 % (Daten nicht gezeigt).

Die Untersuchung der Reduktionsreaktion in den einzelnen Extrakten zeigte
vergleichbar mit den Klonen aus den Anreicherungsgenbanken (s. Kap. 3.4.2.1) eine
hohere Spezifitit. Die hochsten Aktivititen wurden mit Dihydroxyaceton (E.
coli/pAK206 und E. coli/pAK210) und Glykolaldehyd (E. coli/pAK208, E.
colilpAK211 und E. coli/pAK213) erhalten. Eine Reduktion der Substrate
Glyceraldehyd, Methylglyoxal und Aceton konnte nicht beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Fir E. colilpAK204 und E. coli/pAK212 konnte unter den gewdihlten
Versuchsbedingungen mit keinem der getesteten Substrate eine signifikante Umsetzung

festgestellt werden.

3.4.3.2 Molekulare Analyse der Plasmide pAK201 bis 215

Die inserierten DNA-Fragmente der Plasmide pAK201 bis pAK215 wurden durch das
,Gottingen Genomics Laboratory* (Institut fiir Mikrobiologie und Genetik, Universitét
Gottingen) nach der Methode von SANGER (1977) in beiden Orientierungen
sequenziert. Die Sequenzierung erbrachte InsertgréBen von 794 Bp (pAK213) bis zu
5555 Bp (pAK208) (s. Tab. 26). Der GC-Gehalt lag bei den meisten Inserts in einem
Bereich von 60 bis 69 %, lediglich fiir die Plasmide pAK214 und pAK215 wurden mit
38 und 44 % niedrigere Werte bestimmt (s. Tab. 26).
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Tabelle 26: Insertgrofien und GC-Gehalte der Plasmide pAK201 bis 215

Plasmid Insertgrofie GC-Gehalt
pAK201 2117 Bp 65 %
pAK202 2301 Bp 63 %
pAK203 2650 Bp 62 %
pAK204 1408 Bp 68 %
pAK205 2052 Bp 66 %
pAK206 2851 Bp 69 %
pAK207 3550 Bp 62 %
pAK208 5555 Bp 61 %
pAK209 2519 Bp 65 %
pAK210 1113 Bp 64 %
pAK211 2596 Bp 64 %
pAK212 1868 Bp 63 %
pAK213 794 Bp 60 %
pAK214 1784 Bp 38 %
pAK215 1427 Bp 44 %

Durch eine eingehende Analyse der DNA-Sequenzen mit dem Programm DNA Strider
1.2 und dem Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen mit den in den
Datenbanken der NCBI, von PROSITE und Pfam gespeicherten Proteinen konnten 40
potentielle Protein-kodierende Gene identifiziert werden. 26 davon lagen vollstindig, 14
unvollstindig kloniert vor (s. Abb. 35 und Tab. 27). 23 der identifizierten Gene zeigten
Ahnlichkeiten zu Genen oder Genprodukten einer groBen Anzahl unterschiedlicher
Mikroorganismen. Dazu gehodrten u. a. Vertreter der Gattungen Sinorhizobium,
Ralstonia, Chlorobium, Salmonella, Bacillus und Xanthomonas. Das mit orfl7
bezeichnete Gen auf Plasmid pAK208 war aulerdem verwandt zu einem Gen fiir ein
hypothetisches Protein des methanogenen Archaeons Methanosarcina mazei. Eine
Hiufung der Ahnlichkeiten zu Genen aus Gattungen der Enterobakterien war im

Vergleich zu den Plasmiden pAK101 bis pAK116 nicht festzustellen. Die restlichen 17
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potentiellen offenen Leserahmen zeigten keinerlei Ubereinstimmungen mit den in den
Datenbanken erfafiten Gen- und Proteindaten.

Die Mehrheit der festgestellten Identititen zu den bereits bekannten Genen lag unter 50
%. Dies und die Tatsache dass beinahe die Hélfte der vorhergesagten Gene keinem
Homologen zugeordnet werden konnten, lieB die SchluBfolgerung zu, dass die
verwendeten Genbanken, Gene aus einer groBen Anzahl von Mikroorganismen
enthielten, die bisher noch nicht untersucht oder noch nicht kultiviert worden sind.

Die weiteren Analysen der Gene und Genprodukte beschrinkte sich im Wesentlichen
auf die Plasmide pAK204, pAK206, pAK208 und pAK210-213, da diese eine
signifikante NAD(H)-abhingige Alkohol-Deyhdrogenase-Aktivitit in E. coli
vermittelten (s. Tab. 25). Keines der Plasmide beinhaltete Gene, die Ahnlichkeiten zu
den bekannten NAD(H)-abhéngigen Enzymen dieser Klasse aufwiesen auller orf27 auf
pAK213. Dieses nur partiell klonierte Gen (426 Bp) war zu 26 % identisch zu der C-
terminalen Region einer Aldehyd-Dehydrogenase aus Brucella melitensis (s. Tab. 27).
Ob dieses Gen tatsdchlich fiir den Carbonyl-produzierenden Phénotyp in E. coli
verantwortlich war, mufl noch durch Subklonierungsexperimente iiberpriift werden.

Die vorhergesagten Gene und Genprodukte auf den anderen 6 Plasmiden zeigten
keinerlei Ubereinstimmung mit den bisher untersuchten Alkohol-Dehydrogenasen oder
zu anderen Oxidoreduktasen. In den meisten Féllen konnte keinerlei Verwandtschaft zu

in den Datenbanken der NCBI gespeicherten Proteinsequenzen gefunden werden.
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pAK201 (2117 bp)
orfl* orf2  orf3*
pAK202 (2301 bp)
orf4  orfs glgB*

pAK203 (2650 bp) -euli——————

orn pgi

PAK204 (1408 bp) - -
orf6  orf7

pAK205 (2052 bp) — e e—-

orf8 orf9*
pAK206 (2851 bp)
orfl0 orfll orfl2
pAK207 (3550 bp)
orfl3 orfl4 orfl5
pAK208 (5555 bp)
orfl6 orfl7 orfl8 orf19 orf20
pAK209 (2519 bp) —*
cysD nodQ*
pAK210 (1113 bp) Pl
orf22% orf23*
pAK211 (2596 bp) - — el —
orf24 vac yegO*
pAK212 (1868 bp) L.
orf25 orf26*
pAK213 (794 bp) -l
orf27*orf28*
pAK214 (1784 bp) el aully-
orf29% orf30 orf31*
PAK215 (1427 bp) eummmly—aue—

metF* smg

Orientierung des
lac-Promotors o

orf21

Abbildung 35: Genetische Organisation der Plasmide pAK201 bis pAK215

Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdéglichen offenen
Leserahmen. Die Sternchen zeigen unvollstindige
Bezeichnungen von offenen Leserahmen, deren

Gene
abgeleitetes

Genprodukt ~ Ahnlichkeiten zu  Alkohol-Dehydrogenasen

Oxidoreduktasen aus anderen Organismen aufweist, sind in Rot bzw.
Blau dargestellt. Gene, die als verantwortlich fiir den Carbonyl-
bildenden Phinotyp der E. coli-Klone identifiziert wurden, sind grau

markiert.



142

3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

- - - - U1901d SAYDI[UYE UIoy] 9f0  $0TIVd
€09 LYS S¢S (1Z€¥8T dN) stprsutuout "N
0€9 0¥S 8¢ (188199 dN) wnpida; winiqo.1opy?) aserowos[-jeydsoyd-9-asoxnin 13d - ¢ozyvd
81T vLI €S (90t€8C dN) Sipy1Sutuaut DISSIIN
8¥C vLI 29 ((€9061S dN) wn.inasvun]os -y 9SBAPNUOQLIOTI| ) AYDI[UIAYISTYE A uio  ¢ozIvd
16T 00¢ 8y (6€¥T9y dN) wntinuirydd -g
413 LOE 8Y (96¥€1T dN) sno1joav xafinby wAzug sepudijeds-ueyn|n-n-° «4513  20TIvd
- - - - 19101 SOYOI[UYE UL ¢Ho zovd
- - - - UI}0Id SAYDI[UYE UL pho  zoTAvd
- - - - UI9)01J SOYOI[UYE UL x&M0  10Tvd
- - - - UI2101d SSYOI[UYE UL ko 103vd
98 PS1 €€ (z6vsoy dN) susad 3se[0IpAH
68 9L1 43 (Y6L1TS dN) wninaonupjos -y OUBIQUISWISUEI) J[[ONUI0J « /o 107Ivd
ud.angsouruy
WYPIUYE (°%) (SU1330.1J UI)PUBMIIA SIP UOISSIIIY)
102 I uoI3Y jeInNuUdP] snwsiue3aQ Uld)0.IJ SIIPUBMIIA  UIS) SAIZYNUIP] pruse|d
"ONIPASZNAY
PUIS ‘UopInM HIIZJNIUAPI unpiqAuogie)) JIp InJ YOIIIOMIUBIIA S[€ JIP ‘QUILD) JOP USWEN JL(] JUYIIOZUUINIF QUId)S YoInp
PUIS QUL 9FIPUBIS[[OAU[] "TDN JOp dwweI301d- SV 1H JOP 9 [IH I Yeydsa3 9109S Sop pun (9, ul) udayyoruyezuonbag
JOp SUNIDTUIWINA(] 1P AIMOS UPNPOoIdudr) ud)FesaZIAYIOA UIP NZ dUI0IJ UPUBMIIA IOP SUNIRIZIJIIUIP] 1]
UdUI0IJ
UUUENI( NZ UNYIIUYY PUn WIWWNN-UOISSIIY ‘S1OIVA siq 100 vVd udprused udp Jne auds) INZYNUIP| 1LT 9IPqe L



143

3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

- - - - U12)01d SAYDIUYE ULy §rf0  ¢ogvd
43 €51 Sy (S8Y819 dN) sup.L0432o “Sjy
SET 0ST Ly (bTSE9 dN) 12zDUt DUIDADSOUDYIDPN 191014 soyosnaylodAy LIf0 80TIVd
6L 101 Iy (P1161S dN) wnivaovupjos -y
8 66 T (160L0T dN) #op 4 Joyen3arsuondinjsuer], 19[[o1UN0] 9rfo  8ozvd
- - - - 19101 SOYII[UYE UL Sifo LoTvd
S 8¢€¢ @ (#9L£0d) epquIe]
r4S 691 4 (068ST1H dN) 1702 "7 urdjordueIqUIDIN SOYOISQIN rrfo  LoTIVd
- - - - U12]014 SAYDI[UYE UL g0 LoTIvd
L IS 0L (SY00ST dN) psoursn.ion g ur2joid seyosnaylodAg ZrHo - 90Tvd
SOy 66¢ LS (S16879 dN) 4070211202 °§
487 10¥ 9¢ (L61TTS dN) wnipadpunjos -y urj01q saydsnaylodAH [1/10  90Tvd
- - - - U10)014 SAYOIUYE UIo] 040 90zvd
ClC C6¢ 149 Ahw._uth<Uv SUDLOAOUTI]OOIU AI]ODGOLY]ILE jaqurardiun) O&O.ﬁm ﬁommavﬁeo.ﬁo_u_xo
LST 16€ 6€ (PepLyT dN) Xtutod winuiddoay -U0303] J9po PAYSP[Y dYdI[Fouw
98¢ 66¢€ (1}2 (98,201 dN) #o] ‘W “onay] o3ue] ‘aseuafoIpAyed-0) «GHo  goTIvd
01¢ a4 9 (98LEYE AN) SnoLwppfjos snqojofing
€1¢ <A +9 (S1611d) vavfopnasd v3vydoua3o.spAry MY azIny ‘@seuadoIpAy(-0)D gf10  qoIvd
43 811 39 (L8TEOT dN) o]
291 121 $9 (09€LEy AN Hopijaut °g urj01 sayosnaylodAy Lo p0TIvd
ud.angsouruy
wyYII UYL (°4) (SUI9)0.1J UIJPUBMIIA SIP UOISSIINY)
3102 I uoI3Y jeINUIPI snuisiue3aQ UR)OIJ SIIPUBMIIA  UIY) SAIZYNUIP] prused
LT Q[[2ge ], Sunzjdsiioq



144

3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

- - - - 19101 SOYOI[UYE UL x87H0  €1Tvd
62 26 9z (09211S dN) Stsuapijaut vjjaonLg 9seud30IpAYd-pPAYSpIY wlTMO  1Tvd
- - - - U10)014 SAYDI[UYE UL «97H0  T1evd
- - - - UI2)01J SSYOI[UYE UL sgfo - gigvd
§24 LET s (¥8$88T dN) 1702 7 1opodsuel],
we LET r4s (€L019Y dN) wntinuiryddy g -XN[§FY ‘U19)01dzud)sisay SoydISQA 0824 117vd
611 LET 6€ (8€9t79-dN) sipodouoxv x
0ST STT 4% (9¥56€9 dN) Stisaduwo " urojordodry ova 11vd
65T 1€ 9¢ OPL9Ey dN) pojijout °§ uI3)014 SaYosHRYIodAH pzfio  1103vd
- - - - U19}01d SOUOI[UYE UL «ETH0  01TVd
- - - - 19101 SOYOI[UYE UL xC7H0  01TVd
0SS 8% 99 (L1S8€9 dN) Stusadund svuowojuvy
729 STy €L (£620Ty dN) Smuaos2.45 ") yoYuIaId U 9goI3 ‘dse[AmynS-d LV xOpPoU  607Vd
LSy 20¢ (4 (€€1€ST dN) psourdn.iov g
vt 66T 9L (P620Cy dN) Smuaosa.43 ") JOYUIDIdIU() SUIS[Y ‘OSe[AI[NS-d 1V as®©  607vd
€8 6€C 8T (LYOLS9 dN) S1onaypun snjjiong ase[0IpAH-e12q/eyd[Y [0 8oTIvd
IL1 vTT 9% (FES61Y dN) 11295242 1212DGOIND])
781 STT 9% (160,01 dN) 1101 ‘W U19J01J SAJPUBMISA-UI[NPON 0zf10  80Tvd
- - - - UI2)01J SSYOI[UYE UL 6If0  80T3vd
ud.angsouruy
wyYII UYL (°4) (SUI9)0.1J UIIPUBMIIA SIP UOISSINY)
3102 I uoI3Y jeINUIPI snusiue3aQ UI9)0.IJ SIIPUBMIIA  UIX) SALIBIZIYNUIP] pruseq
L7 d[[2qe ], 3unz)dsuio



145

€6 981 0€ (011¥¥9 dN) stpodouoxv x
96 LS1 0¢€ (€0L6TT dN) 2210y 4 u19)014-3Wg SAYIIION sws  grgyvd
00€ S¥T 09 (6T16¥T dN) psourdn.ion g aseRNpRY
80¢ 344 09 (T1T81S dN) wn.inadpunjos -y -12[0JOIpAYENANUSAYIDN-01"S wellou GITyvd
- - - - U19)014 SAYOI[UYE Uy s [0 $1TVd
414 8ST 4% (908€59 dN) Stov41y3uD °g 9SBINPAIOPIXO-SO
0T¢ 19T 4% (699t¥C dN) suv.mpojvy g ‘U19)01J SOPUSPUIG-S] 0&ko  $1TVd
- - - - UI2)01J SSYOI[UYE UL %6700 H1TVd
ud.angsouruy
wyYII UYL (°4) (SUI9)0.1J UIIPUBMIIA SIP UOISSINY)
3102 I uoI3Y jeINUIPI snusiue3aQ UI9)0.IJ SIIPUBMIIA  UIX) SILIIZIJNUIP] pruseq

3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

LT 9199, Sunzjasiio]



3. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

146

Um die Gene zu identifizieren, die fiir die Carbonylbildung in den korrespondierenden
E. coli-Klonen verantwortlich waren, wurden Subklonierungen durchgefiihrt. Diese
Methode war erfolgreich fiir die Plasmide pAK204, pAK211 und pAK212 (s. Abb. 36).
Das Plasmid pAK204 wurde zum einen mit dem Restriktionsenzym Notl und zum
anderen mit Sal/l verdaut, die resultierenden Fragmente wurden religiert und mit
pAK204.1 und pAK204.2 bezeichnet (s. Abb. 36B). Nach Transformation in E. coli
ECL707 und Inkubation auf den Carbonyl-Indikatorplatten mit den Substraten 1,2-
Propandiol/Glycerin, 1,2-Ethandiol oder 2,3-Butandiol vermittelte lediglich pAK204.2,
das das mit orf6 bezeichnete Gen enthielt, den gleichen Phinotyp wie das
Ausgangsplasmid.

Die Subklonierung von pAK211 erfolgte ebenfalls durch den Einsatz von zwei
Restriktionsenzymen. Das Plasmid pAK211.1 wurde nach Religation eines EcoRV-
Verdaus erhalten, pAK211.2 trug das dabei ausgeschnittene Fragment in pBluescript
SK". Das Plasmid pAK211.3 enthielt ein ca. 1,0 kb-groBes AccI-Fragment ebenfalls im
Klonierungsvektor pBluescript SK' (s. Abb. 36D). Eine positive Reaktion im
anschlieBenden Plattentest zeigten die E. coli-Klone pAK211.1 und pAK211.3, die
beide orf24 trugen.

Das 1868 Bp-grofie Insert von pAK212 beinhaltete die offenen Leserahmen orf25 und
orf26, die beide keine Homologien zu bisher bekannten Proteinen aufwiesen. Die
Subklonierung erfolgte mit den Enzymen Smal und Sacll. Der Verdau mit Smal
erbrachte nach Religation bzw. der Klonierung des ausgeschnittenen Fragmentes in
pBluescript SK* die Plasmide pAK212.1 und pAK212.2. Fiir die Konstruktion von
pAK212.3 wurde ein 1,3 kBp-groBes Sacll-Fragment ebenfalls in pBluescriptSK " ligiert
(s. Abb. 36F). Die Plasmide wurden zur Uberpriifung des Phinotyps wiederum in E.
coli ECL707 transformiert, dabei zeigten lediglich die Kolonien von E. coli/lpAK212.3
die typische Rotfiarbung. Der Carbonyl-bildende Phénotyp ist daher auf die Aktivitét
des orf25-Genprodukts zurtickzufiihren.
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A) Notl  Notl Sall  Sall
pAK204 (1408 bp) |
orf6  orf7
B)
pAK204.1
pAK204.2
©) Accl EcoRV  EcoRV Acc

PAK2IT (2596 D) - commenip—enlmmmp s

D)

pAK211.1
pAK211.2
pAK211.3

E)

orf24 vacJ yegO*

Sacll Smal  Sacll  Smal

PAK212 (1868 bp) — el |

F)

pAK212.1
pAK212.2
pAK212.3

Abbildung 36:

orf25 orf26*

Darstellung der genetischen Organisation von pAK204 (A),
pAK211 (C) und pAK212 (E) sowie die Positionen der
subklonierten Fragmente (B, D und F)

Die Pfeile markieren Lange und Orientierung von mdéglichen offenen
Leserahmen.  Die  fir die  Subklonierungen  relevanten
Restriktionsschnittstellen sind angegeben. Bereiche, die den Vektor
pBluesriptSK " darstellen sind grau unterlegt.

Alle drei identifizierten Gene orf6, orf24 und orf25 wiesen in der Ndhe des Startkodons

mogliche Ribosomenbindestellen auf. Das orf6-Gen (681 Bp) kodierte fiir ein Protein

mit einer vorhergesagten molekularen Masse von 24590 Da, orf25 (546 Bp) fiir eines

mit 19101 Da. Beide Proteinsequenzen zeigten keinerlei signifikante Ahnlichkeiten zu

bekannten Proteinen. Das Orf24-Gen kodierte fiir 269 Aminosduren (29738 Da) und

zeigte 56 % Ubereinstimmung zu einem hypothetischen, bisher nicht charakterisierten

Protein aus S. meliloti. (s. Tab. 27).
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Einige der bekannten NAD(P)-abhingigen Alkohol-Dehydrogenasen besitzen in der
Aminosduresequenz Glycin-reiche Regionen, die an der Bindung des Kofaktors
beteiligt sind. Die Bindemotive G-X-G-X-X-G (WIERENGA et al., 1985) und G-X-G-
X-X-A (SCRUTTON et al., 1990) sind in nahezu allen Enzymen dieser Klassen
konserviert (REID und FEWSON, 1994). Das zentralen Glycin erleichtert zusammen
mit dem darauffolgenden Rest (Aspartat oder Glutamat) die Bindung des Nikotinamids
(WIERENGA et al., 1985). Auch in den abgeleiteten Proteinsequenzen von orf6 und
orf25 war dieses Motiv vollstindig vorhanden. In Orf24 war die dritte konservierte
Aminosdure (Glycin oder Alanin) durch ein Prolin ersetzt (s. Abb. 37). Dieser
Austausch war auch im Bindemotiv der Glycerin-Dehydrogenase aus C. freundii
(DANIEL et al., 1995) festgestellt worden. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse und der
Enzymaktivitit der drei Genprodukte mit verschiedenen Polyolen (s. Tab. 25) lassen die
SchluBlfolgerung zu, dass die Genprodukte Orf6, Orf24 und Orf25 neue Typen von
Alkohol-Dehydrogenasen darstellen.

A
Motiv GXGXXG
Orfé 54 GCGGGNLADMIGDVY GGR 71
Orf24 161 APGPGGEKPVRFRVTLDGR 177
Orf25 54 LGGVGFPGGGRVCSRSTLD 71

Abbildung 37: Aminosiure-Alignment von Orf6, Orf24 und Orf25 im Bereich des
konservierten Bindemotivs fiir Nikotinamid-Kofaktoren
Die grau unterlegten Aminoséduren sind Bestandteile der Bindemotive
GXGXXG oder GXGXXA, die von WIERENGA et al. (1985) und
SCRUTTON et al. (1990) postuliert wurden. Mdogliche Aspartatreste,
die ebenfalls an der Bindung des Kofaktors beteiligt sind, sind
fettgedruckt.

Die bisherigen Versuche, die fiir die Carbonylbildung verantwortlichen Gene in
pAK206, pAK208 und pAK210 durch Subklonierung zu identifizieren, waren nicht
erfolgreich.

Die Sequenzanalyse der iibrigen acht Plasmide, fiir die keine NAD(H)-vermittelte
Dehydrogenase-Aktivitit in den Rohextrakten gemessen werden konnten, zeigte, dass
drei davon (pAK205, pAK214 und pAK215) vollstindige oder partiell klonierte Gene
beinhalteten, die Ahnlichkeiten zu bekannten Oxidoreduktasen aufwiesen. Die mit orfS

und orf9 bezeichneten Gene auf pAK205 waren verwandt mit der kleinen und der
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groflen Untereinheit einer CO-Dehydrogenase und einer moglichen Aldehyd/Keton-
Oxidoreduktase, die zur Familie der Xanthin-Oxidasen gehorten (RAMOA et al. 1995).
Diese Proteine besitzen einen Molybdopterin-Kofaktor und zwei verschiedene [2Fe-
2S]-Zentren. Die [2Fe-2S]-Bindedomine ist in verschiedenen Enzymklassen verbreitet,
dazu gehdren auch die Dehydrogenasen und Oxidasen. Eine Uberpriifung mit Hilfe der
Pfam-Datenbank (BATEMAN et al., 2002) zeigte, dass die [2Fe-2S]-Bindedoméne
vollstindig in Orf8 und OrfY konserviert war. Das Bindemotiv des Molybdopterin-
Kofaktors war teilweise vorhanden.

Nachfolgende Pfam-Untersuchungen mit dem orf30-Genprodukt (20599 Da; pAK214)
zeigten das Vorhandensein einer weiteren konservierten Doméne. Die DUF224-
Domane kommt in Heterodisulfid-Reduktasen, in Glykolat-Oxidasen und Glycerin-3-
Phosphat-Dehydrogenasen vor, bisher konnte ihr noch keine Funktion zugeordnet
werden. Orf30 und MetF (pAK215) weisen Ahnlichkeiten zu FeS-Oxidoreduktasen und
zu 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktasen auf (40 bzw. 60 %). Die Bildung von
Carbonylen aus Polyolen ist fir Enzyme dieser Klassen bisher nicht beschrieben
worden. Es handelt sich also daher um neue Arten von Alkohol-Dehydrogenasen oder
die heterolog gebildeten Proteine ermoglichen die Carbonyl-Bildung auf dem

Indikatoragar (s. 2.2.5) auf eine bisher noch nicht verstandene Art und Weise.
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4. DISKUSSION
4 DISKUSSION
4.1 Konstruktion von Metagenombanken

Boden und Sedimente sind sehr heterogene Lebensrdume fiir Mikroorganismen. In einer
enormen Anzahl von natiirlichen Mikrohabitaten leben Bakterien, Pilze und Archaeaen
in unterschiedlichen Gemeinschaften, vergesellschaftet mit anderen Mikroben, Pflanzen
oder auch Tieren. Innerhalb dieser Gemeinschaften gibt es komplexe
Wechselwirkungen und Regulationsnetzwerke. Ziel der Metagenom-Forschung ist
einerseits ein besseres Verstindnis der Struktur und Funktion dieser mikrobiellen
Lebensgemeinschaften und andererseits die biotechnologische Nutzung der
vorhandenen und bisher weitgehend unerschlossenen metabolischen und genetischen
Diversitit. Betrachtet man die kultivierten Bakterien als Indikator fiir die chemisch-
metabolische und genetische Kapazitit der unkultivierten Mikroorganismen, so kann
man Habitate wie Bdoden oder Sedimente als eine nahezu unerschopfliche Quelle fiir
neuartige biologisch-aktive Substanzen und Biosynthesewege betrachten (BULL et al.,
1992; BULL et al., 2000).

Molekularbiologische Techniken wie die DNA-DNA-Hybridisierung, die PCR-Technik
und die Analyse von 16S rDNA-Sequenzen haben in den vergangenen Jahren dazu
gefiihrt, den Begriff der mikrobiellen Diversitdt zu revolutionieren. Eine Vielzahl an
molekularen Untersuchungen unterschiedlichster Habitate auf der Basis von 16S rDNA-
Sequenzen zur Determinierung ihrer mikrobiellen Zusammensetzung hat zur
Identifizierung von einigen tausend bisher nicht-kultivierten Spezies gefiihrt (z.B.
WARD et al, 1990; GIOVANNONI et al, 1990, MUYZER et al, 1992,
BORNEMANN et al., 1996; BORNEMANN und TRIPLETT, 1997; SCHLEPER und
ECK, 2000). Der von WOESE im Jahr 1987 entwickelte Stammbaum, der 11
unterschiedliche Hauptgruppen in der Doméne der Bacteria umfafite, wurde bereits 10
Jahre spiter auf 36 Phyla erweitert (HUGENHOLTZ et al., 1998). Mehr als ein Drittel
davon wird nur durch 16S rDNA-Sequenzen unkultivierter Mikroorganismen
reprasentiert. Mit Hilfe dieser molekularen Techniken konnte eine dritte Hauptgruppe in
der Domine der Archaea identifiziert werden, die zuvor in die Zweige der
Crenarcheota und der Euryarcheota unterteilt war. Die als Korarcheota bezeichnete
dritte Gruppe wurde bei der Analyse von ribosomaler DNA unkultivierter Organismen

des Obsidian Pool (Yellow Stone Park, USA) nachgewiesen (BARNES et al., 1996).
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Die geringe Kenntnis iiber das genetische und metabolische Potential natiirlicher
Mikroorganismen wird auch bei der Genomsequenzierung von kultivierten Organismen
deutlich. So zeigten 70 % der im 2,2 MBp-groen Genom von Pyrobaculum
aerophilum vorhergesagten offenen Leserahmen keinerlei Homologie zu bekannten, in
den Datenbanken erfassten Sequenzen. Bei Haemophilus influenza konnten 40 % der
aus den 1743 identifizierten offenen Leserahmen abgeleiteten Proteine in keine der 12
funktionellen Klassen eingeordnet werden (BULL et al., 2000). Trotz des starken
Anstiegs der Anzahl der vollstindig sequenzierten Organismen bleibt der Anteil der
Gene und Proteine, die keinerlei Verwandtschaft mit bekannten Sequenzen aufweisen,
bei etwa 40 %.

Die vorliegende Arbeit zeigt Moglichkeiten auf, das unerschlossene metabolische und
genetische Potential von natiirlichen Mikroorganismen durch die Konstruktion von
komplexen Metagenombanken zu erforschen und auch fiir industrielle Anwendungen
zugingig zu machen. Das Potential zur Nutzung der mikrobiellen Diversitit in
Umweltproben als Ressource fiir neue Biokatalysatoren und Wirkstoffe konnte in einer
Reihe von Veroffentlichungen angedeutet werden (HENNE et al., 1999 und 2000;
COTTRELL et al., 1999; RONDON et al., 2000; BRADY et al., 2001). Der verwendete
Ansatz stellte eine Kombination der klassischen Anreicherungstechniken mit den
Methoden zur Konstruktion von Metagenombanken dar. Zur Gewinnung von
biotechnologisch-relevanten Genen und Genprodukten wurden Genbanken aus
verschiedenen Umweltproben hergestellt, die eine kurze Anreicherungsphase in
Mineralmedium mit Glycerin und 1,2-Propandiol als Kohlenstoffquellen durchlaufen
hatten. Die zur Konstruktion der Genbanken verwendete DNA wurde anschlieend
direkt aus den Proben isoliert. Nachfolgend wurden die Metagenombanken mit Hilfe
von unterschiedlichen Techniken auf die Existenz von Genen fiir Glycerin- und Diol-
Dehydratasen sowie fiir Alkohol-Oxidoreduktasen durchmustert. Dabei wurden sowohl
Aktivtats-basierende und als auch Sequenz-abhingige Methoden verwendet. Ein
weiterer Aspekt war der Vergleich der aus den angereicherten Genbanken erhaltenen
Klone und Gene mit den gewiinschten Eigenschaften mit denen aus Genbanken, die

ohne einen Anreicherungsschritt erstellt wurden.
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4.1.1 Isolierung und Reinigung von chromosomaler DNA aus Umweltproben

Eine wichtige Voraussetzung zur Konstruktion von Metagenombanken ist die
Extraktion intakter, hochmolekularer und klonierbarer, genomischer DNA aus den
Umweltproben. Die nachfolgende Abtrennung von Polymeren und anderer
koextrahierter Hemmstoffe stellt eine weitere technologische Herausforderung dar.

Zur Isolierung von chromosomaler DNA aus Umweltproben wurden in den
vergangenen Jahren =zahlreiche Methoden in zahlreichen Variationen entwickelt
(TORSVIK et al., 1980; OGRAM et al., 1987; TSAI und OLSON, 1991; JACOBSON
und RASMUSSEN, 1992; ZHOU et al., 1996, HOLBEN, 1996; SANTOSA, 2001).
Man unterscheidet dabei zwei verschiedene Ansdtze, zum einen die direkte Lyse der
Zelle in der Probe und zum anderen die sogenannte Fraktionierungsmethode, die eine
initiale Abtrennung der Zellen von den umgebenden Matrixbestandteilen und eine daran
anschlieBende DNA-Extraktion beinhaltet.

Zur Zellfraktionierung konnen z.B. Kationenaustauschermateriale oder verschiedene
Filtersysteme (z.B. bei Meerwasserproben) genutzt werden (TORSVIK et al., 1980;
JACOBSON und RASMUSSEN, 1992). Eine Alternative ist die Homogenisation der
Umweltproben in einem Puffer und die Abtrennung der Bodenpartikel durch
niedertourige Zentrifugation (HOLBEN, 1996). Die anschliefende Zelllyse wird dann
nach Standardprotokollen fiir die Isolierung von chromosomaler DNA aus
Einzelorganismen durchgefiihrt (z.B. AUSUBEL et al., 1987). Diese Vorgehensweise
eignet sich besonders fiir die DNA-Extraktion aus Proben mit geringer Biomasse (z.B.
Wasserproben) oder einem hohen Anteil an stérenden Fremdsubstanzen (z.B.
Klarwerksproben). Bei dieser Methode der direkten Lyse wird sehr hochmolekulare und
nur wenig verunreinigte DNA erhalten, die ohne weitere Reinigungsschritte fiir die
Klonierung eingesetzt werden kann.

Dem gegentiber steht die Methode der direkten Lyse der Zellen ohne vorherige
Zellextraktion, die zuerst von OGRAM et al. (1987) beschrieben wurde. Ebenfalls auf
dieser Grundlage basieren die von TSAI und OLSON (1991) und die von ZHOU et al.
(1996) publizierten Vorgehensweisen. Die Methode von OGRAM et al. (1987)
beinhaltet eine Hitzebehandlung der Proben in Gegenwart von SDS und einer
anschlieenden Homogenisierung mit Glaskugeln in einem ,,Bead Beater”. TSAI und
OLSON (1991) dagegen erreichen den Zellaufschlufl durch die Zugabe von Lysozym

und einer wiederholten Schockgefrierung der Proben bei -70 °C und anschlieBendem
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Auftauen bei 65 °C. Ein wesentlicher Vorteil der Methode der direkten Lyse ist, dass
hier sowohl die DNA aus fest an Bodenpartikeln gebundenen Mikroorganismen als
auch die extrazelluldr im Boden vorliegende DNA isoliert wird und somit die Ausbeute
deutlich hoher ist. Die extrazellulire DNA wird in grolen Mengen von toten oder
absterbenden Zellen in die Umgebung abgegeben (REANNEY et al., 1983). Sie ist
jedoch dem Abbau durch DNasen unterworfen, die ebenfalls von den Mikroorganismen
sekretiert werden. Dieser Abbau ist nicht vollstindig, denn durch die Bindung an
Matrixpartikel wird die DNA vor Spaltung geschiitzt (AARDEMA, et al., 1983;
LORENZ und WACKERNAGEL, 1987; TREVORS, 1996). ROMANOWSKI et al.
(1991) haben gezeigt, dass an Sand adsorbierte DNA eine 100-fach stirkere Resistenz
gegeniiber DNasel aufweist als ungebundene. Ebenso unterbindet die Anlagerung an
Tonminerale die Wirkung der Nukleasen (GORING und BARTHOLOMEW, 1952;
GREAVES und WILSON, 1969). Die Adsorption selbst und die Stirke der Bindung ist
von verschiedenen Faktoren wie pH-Wert, lonenkonzentration und von der Lénge des
DNA-Fragments abhingig (LORENZ und WACKERNAGEL, 1987). Eine Desorption
andererseits kann durch den Einsatz von Chelatbildnern wie EDTA erreicht werden
(LORENZ und WACKERNAGEL, 1987).

Ein direkter Vergleich zwischen Zellextraktionsmethode und der Methode der direkten
Lyse zeigte eine 10-fach hohere Ausbeute bei der direkten Lyse (STEFFAN et al.,
1988). Jedoch kommt es bei einigen der beschriebenen Methoden zu einer starken
Scherung der DNA, die z.B. durch die Behandlung mit einem ,,Bead-Beater* verursacht
wird (OGRAM et al., 1987). Die Fragmente weisen dann lediglich eine GroB3e von 5 -10
kBp auf und sind somit fiir Klonierungsarbeiten nur bedingt geeignet. Bei der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Methode von ZHOU et al. (1996) tritt diese starke
Fragmentierung nicht auf. Man erhélt groBe Mengen (15 bis 28 g/g Probe; s. Tab. 6)
hochmolekularer DNA (> 23 kBp; s. Abb. 8). Die Methode beruht auf der Lyse mit
einem Hochsalz-Extraktionspuffer (1,5 M NaCl) in Gegenwart von EDTA und
Proteinase K sowie der Detergenzien SDS und CTAB. Das kationische Detergenz
CTAB bewirkt bei NaCl-Konzentrationen iiber 0,6 M eine Komplexierung von
Zellwandbestandteilen, denaturierten Proteinen und Polysacchariden (MULLER und
BRUCHHAUS, 1997) und fiihrt zusammen mit Proteinase K zur Deproteinisierung des
DNA-Rohextraktes. Die Effizienz der DNA-Extraktion hingt im Wesentlichen vom
Probentyp ab. Dies wurde auch durch die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlicht. Die
DNA-Ausbeute bei den Sedimenten aus dem Solar Lake und dem Golf von Eilat sind
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um ca. 40 % geringer als bei den beiden anderen Boden- und Sedimentproben (s. Tab.
6). Ein wesentlicher Unterschied, der die Effizienz der Zelllyse bei diesen Proben
signifikant beeinflusst, ist die relativ hohe Salzkonzentration, entscheidend ist natiirlich
ebenso die vorhandene Zelldichte. Die Anzahl der in den Sedimenten angesiedelten
Mikroorganismen ist different, und diese zeigen sich unterschiedlich empfindlich
gegeniiber dem eingesetzten Lyseverfahren. Die hier beschriebenen Verfahren fiihren
hauptsdchlich zur Extraktion prokaryotischer DNA, eukaryotische Zellen werden durch
die verwendeten Lysemethoden nur wenig effizient aufgeschlossen. Bei der
Fraktionierungsmethode ist der Anteil der eukaryotischen DNA vergleichsweise noch
geringer, da bei der Zellabtrennung durch niedertourige Zentrifugation beispielsweise
die schweren Eukaryoten zusammen mit der Probenmatrix sedimentiert werden
(HOLBEN, 1996).

Ein Nachteil der direkten Lyse gegeniiber der Zellextraktion ist die besonders bei
Bodenproben einhergehende Koprizipitation von Humin- und Fulvinsduren (OGRAM
et al., 1987; TSAI und OLSON, 1991; ZHOU et al., 1996; HENNE et al., 1999). Je
nach Bodentyp konnen bis zu mehreren Mikrogramm huminer Substanzen pro
Mikroliter DNA-Extrakt erhalten werden (TEBBE und VAHIJEN, 1993). Die
Huminséuren inhibieren Restriktionsendonukleasen, Polymerasen und Ligasen und sind
fiir eine Herabsetzung der Effizienz bei DNA-DNA-Hybridisierungen und
Transformationen  verantwortlich (TEBBE und VAHIJEN, 1993). Fir
Klonierungsarbeiten ist die Abtrennung dieser inhibitorisch wirkenden Substanzen
unumgénglich. Sie kann durch die unterschiedlichsten Methoden erreicht werden. So
wird von ORGAM et al. (1987) und BRUCE et al. (1992) die Durchfiihrung einer CsCl-
Gradientenzentrifugation und/oder einer Hydroxyapatit-Chromatographie favorisiert.
Diese Methoden sind jedoch sehr zeitaufwendig und fithren oft zu hohen DNA-
Verlusten. Eine andere Mdglichkeit ist die Zugabe von Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP;
STEFFAN et al., 1988; BERTHELET et al., 1996) und/oder die Reinigung der DNA
iiber verschiedene Sdulenmaterialien wie Sephadex G-200 und Sepharose 4B (TSAI
und OLSON, 1992; JACKSON et al., 1997). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Verunreinigungen mit Hilfe von Silicagel-Sédulen und einer nachfolgenden
Anionenaustauschchromatographie weitgehend abgetrennt (HENNE et al., 1999 und
2000). Die so erhaltene hochmolekulare DNA konnte mit verschiedenen

Restriktionsenzymen (z.B. Bspl1431 oder BamHI) verdaut (s. Abb. 8) und in
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Ligationsreaktionen eingesetzt werden. Jedoch ist auch diese Methode mit einem DNA-
Verlust von ca. 20 bis 30 % verbunden (ZHOU et al., 1996).

Keine der vorgestellten Methoden zur DNA-Extraktion ist fiir alle Arten von Proben
geeignet. Es empfiehlt sich daher, bei der Isolierung von DNA aus neuen Standorten

mehrere Protokolle parallel auf ihre Effizienz hin zu testen.

4.1.2 Klonierung der Umwelt-DNA

In den vergangenen Jahren wurde die aus Umweltproben isolierte, genomische DNA
iiberwiegend zur Analyse der Diversitdt der Mikroorganismen ausgewdihlter Habitate
genutzt. Die Fortschritte in der PCR-Technik und der DNA-Sequenzierung in groem
MafBstab ermoglichten eine Detektion und Identifizierung von Bakterien und Archeaen
in ihrer natiirlichen Umgebung ohne eine vorherige Anreicherung und Vereinzelung
(OLSEN et al., 1986; PACE et al, 1986). Im Rahmen einer Vielzahl von
Untersuchungen wurden die fiir die 16S rRNA kodierenden Gene mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend kloniert oder direkt in Analyseverfahren wie die
Restriktionsanalyse, die denaturierende Gradientengel-Elektrophorese (DGGE) oder die
DNA-Sequenzierung eingesetzt (WARD et al., 1990; GIOVANNONI et al., 1990;
MUYZER et al., 1993; FERRIS et al., 1996; TESKE et al., 1998). Auf diese Weise
wurden phylogenetische Profile fiir unterschiedliche mikrobielle Gemeinschaften
erstellt, die deutlich zeigten, dass die bisher isolierten und kultivierten Organismen nicht
anndhernd die tatsdchliche Diversitdt der Bakterien und Archeaen widerspiegeln. Die
Analyse von rRNA-Genen allein ist jedoch nicht ausreichend zur Charakterisierung der
Diversitit von Mikroorganismen, geben sie doch keinerlei Hinweise auf ihre
metabolischen und physiologischen Eigenschaften. Ebenfalls liber den Zwischenschritt
der PCR-Amplifikation fiihrten eine Reihe von weiteren Forschungsarbeiten, bei denen
mit speziellen, aus konservierten Genregionen abgeleiteten Oligonukleotiden Gene oder
Genfragmente aus gut charakterisierten Enzymklassen amplifiziert wurden. ROSADO
et al. (1998) untersuchten mit dieser Technik die Sequenz-Heterogenitit von nifH-
Genen in verschiedenen Bodenproben. Mit Hilfe degenerierter Oligonukleotide konnten
verschiedene nifH-Gene amplifiziert werden, die anschlieBend kloniert und sequenziert
wurden. Eine dhnliche Vorgehensweise benutzten SEOW et al. (1997) zur Analyse von

Genen fir Typ II Polyketid-Synthasen aus Bodenproben. Zur Konstruktion von
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Oligonukleotiden wurden Konsensus-Sequenzen genutzt, die die KSpg-Gene in
bekannten Synthasen flankieren. BRUCE (1997) umging den Klonierungsschritt. Zur
Erstellung eines Profils von mer-(mercury-resistence)-Genen in einem Quecksilber-
verseuchten und in einem unverseuchten Habitat wurden ebenfalls auf Konsensus-
Sequenzen beruhende Oligonukleotide benutzt, die von Sequenzen Archaea-typischer
mer-Operons abgeleitet wurden. Nachteil dieser auf der PCR basierenden Methodik ist,
dass nur bekannte oder zu bekannten Genen homologe Gene gefunden werden konnen,
da die verwendeten Oligonukleotide auf konservierten Sequenzbereichen von Genen
bereits untersuchter Enzymklassen beruhen. Eine neue Variante stellte der von
STOKES et al. (2001) publizierte Ansatz dar, bei dem nicht die Gene selbst das Ziel der
PCR waren, sondern konservierte flankierende Elemente. Viele bakterielle Gene werden
durch horizontalen Gentransfer verbreitet, daran beteiligt sind mobile genetische
Elemente wie Plasmide, Transposons oder Integrons. Die konservierten Bereiche in
Integrons wurden in diesem Ansatz genutzt um Oligonukleotide zu konstruieren und
mittels PCR ganze Gen-Kassetten zu amplifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde dagegen ein weitergehenden Ansatz verfolgt. Die aus
den angereicherten Umweltproben isolierte genomische DNA wurde dazu genutzt um
komplexe Metagenombanken zu konstruieren. Zu diesem Zweck wurden die gereinigten
Nukleinsduren mit dem Restriktionsenzym Bspl1431 partiell verdaut, in den
Expressionsvektor pBluescript SK* kloniert und in E. coli transformiert. Auf diese
Weise wurden vier Genbanken mit 37300 bis 71050 rekombinanten Plasmiden erhalten,
die durchschnittliche InsertgroBen zwischen 3,3 und 5,6 kBp aufwiesen (s. Tab. 28).
Insgesamt entsprach dies mehr als 1 GBp klonierter Umwelt-DNA. Legt man fiir die
GroBe eines Gens durchschnittlich 1,0 kBp zugrunde, handelt es sich um mehr als 1
Million Gene. Eine solche direkte Klonierung der aus Umweltproben isolierten DNA
fithrt zu Genbanken, die auch Sequenzen vollig unbekannter Gene enthalten. Au3erdem
sind einmal erstellte Genbanken universell einsetzbar. Fiir einige zuvor in unserer
Arbeitsgruppe konstruierte Genbanken aus verschiedenen Bodenproben waren dhnliche
Eigenschaften bestimmt worden. Die durchschnittliche Grofe der inserierten DNA-
Fragmente lag bei 3,3 bis 7,1 kBp und die Anzahl der erhaltenen Klone zwischen 50000
und 200000 (HENNE, 2001). Diese Genbanken waren erfolgreich zur Identifizierung
von neuartigen Genen fiir 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen, Lipasen/Esterasen und
Na'(Li")/H"-Antiportern genutzt worden (HENNE et al., 1999 und 2000; MAJERNIK

et al., 2001). Die abgeleiteten Aminosduresequenzen der Enzyme zeigten keine oder nur
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sehr geringe Homologien zu den in den Datenbanken vorhandenen Sequenzen
funktionell &hnlicher Proteine. Lediglich eine der gefundenen 4-Hydroxybutyrat-
Dehydrogenasen wies eine deutliche Ubereinstimmungen (76,7 %) zu der bekannten 4-
Hydroxybutyrat-Dehydrogenase aus Ralstonia eutropha auf (HENNE et al., 1999).
Diese Ergebnisse bestitigten, dass die konstruierten Genbanken Gene einer groflen
Vielfalt von Mikroorganismen beinhalteten, die bis dahin noch nicht untersucht oder
kultiviert wurden. Die Arbeit von WILKINSON et al. (2002) befasste sich ebenfalls mit
der Konstruktion von Plasmidgenbanken aus Umweltproben. Alternativ wurde die aus
geothermalen Sedimenten aus Island extrahierte DNA mechanisch geschert und nach
einer anschlieBenden enzymatischen Modifikation der Fragmentenden mittels TA-
Klonierung in den Vektor pCR-XL-TOPO inseriert. Vergleichbar mit der von uns
verwendeten Methode wurde eine Genbank mit 37000 Klonen und ca. 5,0 kBp
durchschnittlicher InsertgroBle erhalten (s. Tab. 28). Ein wichtiger Vorteil bei der
Nutzung von Plasmiden wie z.B. pBluescript SK™ oder pCR-XL-TOPO zur
Konstruktion von Genbanken ist die hohe Kopienzahl. Diese erlaubt auch die Detektion
von schwach exprimierten Genen bei Screeningstrategien, die auf der biologischen
Aktivitidt der Proteine beruhen. Denn zumeist ist die heterologe Expression von der
Aktivitidt der nativen Promotoren abhingig. Ein Nachteil der Plasmide ist, dass nur
relativ.  kleine DNA-Fragmente kloniert werden konnen. Die ermittelten
durchschnittlichen Insertgroflen in den bisher publizierten Arbeiten lagen unter 8 kBp
(s. Tab. 28). Dies bedeutet, dass eine sehr grole Anzahl von rekombinanten Klonen auf
die gewiinschte Aktivitdt hin untersucht werden muf3. AuBlerdem ist die Klonierung von
grofleren Genclustern in Plasmiden nicht moglich. Ebenso besteht die Gefahr, dass viele
Gene nur unvollstdndig kloniert werden.

Eine Alternative ist daher die Klonierung von Umwelt-DNA in Cosmide, Fosmide und
BAC (bacterial artificial chromosome)-Vektoren. STEIN et al. (1996) isolierten DNA
aus marinem Pikoplankton, das aus 30 1 Meerwasser aufkonzentriert wurde. Die
gewonnenen Nukleinsduren wurden partiell verdaut und in den Fosmidvektor pFOS1
ligiert. Die so erstellte Genbank mit einer durchschnittlichen Insertgréf3e von 40 kBp (s.
Tab. 28) wurde auf das Vorhandensein von archaeller (STEIN et al., 1996) und
Planctomycetales-spezifischer DNA (VERGIN et al., 1998) durchsucht. Ein
wesentlicher Unterschied zu der in dieser Arbeit verwendeten Methode besteht darin,
dass die DNA aus angereicherten Zellen und nicht aus komplexen Sediment- oder

Bodenproben isoliert wurde. Jedoch genau dies bringt erhebliche Schwierigkeiten mit
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sich, die hauptsdchlich auf die unter 4.1.1 beschriebene Koprizipitation von Humin-
und Fulvinsduren zuriickzufiihren ist. Die Verunreinigungen kénnen zwar weitgehend
entfernt werden, so dass ein Restriktionsverdau vollstindig moglich ist, die Effizienz
bei Ligationsreaktionen ist jedoch hiufig herabgesetzt gegeniiber Ligationen mit DNA

aus Reinkulturen.

Tabelle 28: Durchschnittliche Insertgrofien von in Plasmiden, Cosmiden oder
BAC:s erstellten Metagenombanken

DNA-Quelle Vektorart Durchschnittliche Referenz
Insertgrofie [KBp]
Anreicherungkulturen  Plasmid 3,0 bis 5,4 diese Arbeit
Boden Plasmid 6 bis 8 HENNE et al., 1999
Boden Plasmid 3,3 bis 7,1 HENNE et al., 2000
SiiBwassersediment Plasmid 5 WILKINSON et al., 2002
Salzwassersediment Cosmid 23 und 25 KNIETSCH, 1999
Anreicherungkulturen ~ Cosmid 30 bis 40 ENTCHEVA et al., 2001
Pikoplankton Fosmid 40 STEIN et al., 1996
Pikoplankton BAC 80 BEJA et al., 2000
Boden BAC 27 und 44,5 RONDON et al., 2000

Die ersten Veroffentlichungen, die die Nutzung von BAC-Vektoren zur Klonierung von
Genomfragmenten umfangreicher mikrobieller Gemeinschaften in E. coli beschrieben,
stammen von BEJA et al. (2000) und RONDON et al. (2000). BACs sind modifizierte
Plasmide mit einem Replikationsursprung, der vom E. coli F-Faktor abgeleitet ist. Sie
sind in der Lage, DNA-Fragmente bis zu einer Linge von 600 kBp aufzunehmen und
stabil in E. coli zu erhalten (ZIMMER und GIBBINS, 1997). Ahnlich wie bei STEIN et
al. (1996) wurden hier Mikroorganismen aus Oberflichenwasser der Kalifornischen
Kiiste angereichert und die enthaltene DNA isoliert. RONDON et al. (2000) dagegen
verwendeten eine Bodenprobe aus Madison (Wisconsin, USA) als Ausgangsmaterial.
Die erhaltenen Genbanken enthielten zwischen 3648 und 24576 rekombinanter E. coli-
Klone mit inserierten DNA-Fragmenten in einem Grofenbereich von 18 bis 155 kBp.
Ein Vorteil dieser Methode ist, dass auch groBe Gencluster isoliert und untersucht

werden konnen. Eine auf der Expression der klonierten Gene basierende
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Durchmusterung dieser Genbanken ist jedoch aufgrund der geringen Kopienzahl im
Wirt E. coli (1 bis 2 Kopien pro Zelle) nur erschwert moglich.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Auswahl eines geeigneten Vektorsystems
fiir die Herstellung von Metagenombanken im Wesentlichen abhingig von der
anschlielend vorgesehenen Anwendung ist. Wird eine Durchmusterung vorgenommen,
die auf der Expression einzelner Gene abzielt, so sind Plasmidgenbanken aufgrund der
hohen Kopienzahl von Vorteil. Ist man jedoch daran interessiert durch Sequenzierung
groer DNA-Abschnitte mehr iiber die genetische Organisation und die metabolischen
Zusammenhdnge in einer mikrobiellen Gemeinschaft zu erfahren, empfiehlt sich die
Konstruktion von Cosmid- oder BAC-Genbanken.

Die GesamtgroBe bisher verdffentlichter Genbanken variiert stark. Wie gut eine solche
Genbank die Diversitit einer Probe reflektiert, ist schwer zu bestimmen, denn trotz der
enormen Fortschritte in der genetischen Analyse von Umweltproben ist die genaue
mikrobielle Zusammensetzung eines Standorts bisher nicht determinierbar. Schatzungen
gehen von ca. 5000 verschiedenen Spezies je Gramm einer Bodenprobe aus (TORSVIK
et al., 1990). Bei einer durchschnittlichen GenomgréBe von 4 MBp wiren etwa 1
Million BAC-Klone mit eine GroBe von jeweils 100 kBp notwendig, um eine 4-fache

Redundanz dieses Mikrohabitats zu erreichen (SCHLEPER und ECK, 2000).

4.2 Aktivitits- und Sequenz-basierende Durchmusterungs-verfahren

Zur Identifikation von neuen Genen und Genprodukten in Metagenomgenbanken sind
zwei prinzipiell unterschiedliche Strategien moglich (s. Abb. 38). Die erste beruht auf
der Ausnutzung von Sequenzédhnlichkeiten oder konservierten Sequenzmotiven durch
Hybridisierungsexperimente mit den entsprechenden Sonden oder durch PCR-
Amplifikation der Zielgene. Dem gegeniiber stehen  Aktivtits-basierende
Screeningverfahren, die zumeist in Form von einfachen Plattentests durchgefiihrt
werden konnen (s. Abb. 38 und Tab. 29). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
beide Moglichkeiten zur Identifizierung von neuen Genen fiir Coenzym Bi;-abhidngige
Glycerin- und Diol-Dehydratasen genutzt. Zur Isolierung von Klonen, die Alkohol-
Oxidoreduktase-Aktivitdt vermitteln, wurde ausschlieBlich ein auf Enzymaktivitét

basierendes Verfahren genutzt.
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Abbildung 38: Strategien zur effizienten Durchmusterung von komplexen
Metagenombanken
Der zuerst gewdhlte, auf Enzymaktivitit basierende Ansatz zur Auffindung neuer

Dehydratasen beinhaltete die Transformation der Plasmide der Metagenombanken in
den speziell konstruierten Screening-Stamm E. coli ECL707/pAKI1. Der verwendete
Stamm triagt die Gene fiir die Glycerin-Dehydrogenase, die Dihydroxyaceton-Kinase
und die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase auf dem Plasmid pAK1 (s. Abb. 13). Somit war
er in der Lage, unter aeroben Bedingungen mit Glycerin als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle zu wachsen (KNIETSCH, 1999). Fiir das anaerobe Wachstum jedoch
bendtigte er ein Kosubstrat wie Na-Pyruvat als externen Akzeptor von
Reduktionsdquivalenten oder mufite durch eine Glycerin- oder Diol-Dehydratase
komplementiert werden. Die auf diese Weise identifizierten Klone wurden anschlieend
unter selektiven Bedingungen (anaerobes Millieu, Glycerin oder 1,2-Propandiol als
Kohlenstoffquellen) auf das Vorhandensein der gewiinschten Enzymaktivitét
untersucht. Die Komplementation eines solchen unter den gewéhlten Bedingungen
Wachstums-defekten Stammes ist ein besonders vielversprechender, methodischer
Ansatz. So fiihrte z.B. die Komplementation der Na'/H'-Antiporter-negativen Mutante
E. coli KNabc (NOZAKI et al., 1996) durch Umweltgenbanken zur Isolierung von
neuartigen Genen, die fiir integrale Membranproteine kodierten (MAJERNIK et al.,
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2001; s. Tab. 29). Ein solches Verfahren ist hoch selektiv fiir den gewiinschten
Phinotyp und es lassen sich auch bisher nicht bekannte Enzymaktivititen oder -
spezifititen und Stoffwechselwege identifizieren.

Das fiir die Selektion der komplementierten E. coli-Stimme ausgewdhlte M9-
Mineralmedium (s. 2.2.4) wurde leicht modifiziert, um auch die Detektion von
Enzymen mit anderen Kofaktor-Bediirfnissen zu ermdglichen. Ein Hinweis auf die
Existenz solcher Enzyme gibt die Identifizierung einer Coenzym Bi;-unabhédngigen
Diol-Dehydratase aus Clostridium glycolicum, die in der Lage ist 1,2-Ethandiol und 1,2-
Propandiol zu den korrespondierenden Aldehyden umzuwandeln (HARTMANIS und
STADTMAN, 1986 und 1987). Das Enzym ist jedoch extrem O,-empfindlich und
bendtigt die Zugabe von Reduktionsmitteln fiir maximale Aktivitidt. Aufgrund von
durchgefiihrten EPR-Messungen und der Empfindlichkeit des Enzyms gegeniiber
Radikalfingern wie Hydroxyharnstoff wird ein bisher nicht identifiziertes Radikal im
aktiven Zentrum vermutet (HARTMANIS und STADTMAN, 1987). Erst kiirzlich
konnte in Clostridium butyricum VPI1718 eine ebenfalls Coenzym Bi,-unabhéngige
Glycerin-Dehydratase identifiziert werden. Das ebenfalls extrem O,-empfindliche
Enzym besteht aus zwei verschiedenen Untereinheiten und weist somit deutliche
Differenzen zu den bekannten Bj;-abhéngigen Dehydratasen auf (MEYNIAL-SALLE,
2002). Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde zundchst einmal der Eisengehalt des
Mediums erhoht, da dies zur Stabilisierung von Radikalen fiihrt, die sehr wahrscheinlich
auch bei der nicht Coenzym B,-vermittelten Dehydratisierung von Glycerin und 1,2-
Propandiol beteiligt sind. Aulerdem wurden geringe Mengen verschiedender Vitamine
(s. 2.2.9) und Spurenelemente (s. 2.2.7) zugesetzt. In vorangegangenen Untersuchungen
war auBlerdem in einigen Ansdtzen S-Adenosylmethionin als moglicher alternativer
Kofaktor fiir neue Typen von Glycerin- und Diol-Dehydratasen dem Medium zugesetzt
worden (KNIETSCH, 1999). S-Adenosylmethionin ist der Kofaktor der clostridialen
Lysin-2,3-Aminomutasen (FREY, 1993; FREY et al., 1998), die die Interkonversion
von Lysin und [B-Lysin katalysieren. Dabei kommt es zu einem formal &hnlichen,
radikalischen Reaktionsverlauf wie bei den Coenzym Bi,-abhingigen Enzymen. Ein
inaktiviertes Wasserstoff-Atom, das gebunden an das C3-Atom des Lysin vorliegt,
tauscht dabei den Platz mit einer Aminogruppe am C2-Atom. Adenosylcobalamin und
S-Adenosylmethionin sind in ihrem Aufbau sehr unterschiedliche Molekiile, besitzen
jedoch beide einen 5’-Desoxyadenosyl-Anteil und durch EPR-Spektren wurde

nachgewiesen, dass an der Aminomutase-Reaktion ebenfalls ein Substrat-Radikal
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beteiligt ist (FREY, 1993). Vermutlich dienen also beide Molekiile in der Natur als
Quellen fiir die sehr reaktiven 5’-Desoxyadenosylradikale (FREY et al., 1998). Leider
war der gewdhlte Ansatz zur Identifizierung Coenzym Bi,-unabhingiger Glycerin- und
Diol-Dehydratasen nicht erfolgreich (KNIETSCH, 1999).

Weitere =~ Moglichkeiten  zur  Aktivitdts-vermittelten =~ Durchmusterung  von
Metagenombanken bieten Plattentests, bei denen der Abbau eines bestimmten Substrats
direkt beobachtet werden kann. Zur Identifizierung von Enzymen mit lipolytischer
Aktivitdit wurden von HENNE et al. (2000) LB-Tributyrin-Agarplatten eingesetzt (s.
Tab. 29). War der rekombinante E. coli-Stamm in der Lage, das angebotene Substrat zu
spalten, kam es zu einer Aufklarung des triilb-milchigen Agars rund um die wachsende
Kolonie. Auch der Einsatz ungiftiger Farbstoffe oder unldslicher bzw.
chromatophortragender Derivate von Enzymsubstraten in Agarnihrmedien ermdoglicht
eine leichte Detektion gewiinschter metabolischer Féhigkeiten. Ein Beispiel fiir diese
Vorgehensweise war die Verwendung des fluorogenen Chitin-Analogons 4-
Methylumbelliferyl-B-D-N,N’-Diacetylchitobiosid zur Identifzierung von E. coli-
Klonen, die Gene fiir Chitinasen tragen und exprimieren (COTTRELL et al., 1999; s.
Tab. 29). Zur Identifizierung von neuartigen 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen
wurden erfolgreich Triphenyl-tetrazoliumchlorid (TTC)-Indikatorplatten eingesetzt
(HENNE et al., 1999; s. Tab. 29). Die Oxidation des farblosen und wasserldslichen
Testsubstrats 4-Hydroxybutyrat fiihrte zur Reduktion des Tetrazoliums. Dabei entstand
die reduzierte Form, das wasserunlosliche, rote Formanzan, das in den Zellen
prazipitierte. Auf einem &dhnlichen Prinzip beruhte der Plattentest, der in der
vorliegenden Arbeit zur Detektion von Genen genutzt wurde, die eine Alkohol-
Oxidoredukase-Aktivitét in E. coli vermittelten. Der im Testagar vorhandene Farbstoff
Pararosanilin bildete mit dem ebenfalls zugefiigten Natriumbisulfit (Na,S,0s) ein
farbloses Schiff’sches Reagenz. Bei der Oxidation der verwendeten Testsubstrate (1,2-
Ethandiol, 2,3-Butandiol, 1,2-Propandiol oder Glycerin) entstanden
Carbonylverbindungen, die mit dem Schiff’schen Reagenz ein rotgeférbtes
Kondensationsprodukt, ein Azomethin bildeten (CONWAY et al., 1987). Daher waren
die Kolonien von positiven Klonen aufgrund ihrer Rotfarbung und der Ausbildung eines
roten Hofes leicht zu identifizieren (s. Abb. 29). Um wihrend der Durchmusterung der
Metagenombanken eine starke Hintergrundfarbung der Agars durch die Glycerin-
Dehydrogenase-Aktivitdt von E. coli zu verhindern, wurde die Glycerin-negative E.

coli-Mutante ECL707 (SPRENGER et al., 1989) als Wirtsstamm verwendet. Eine
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wichtige Einschrinkung ist bei der Betrachtung der Ergebnisse solcher
Plattentestverfahren jedoch zum machen. In den meisten Féllen ist nur die Bildung eines
bestimmten Produkts zu beobachten. Auf welchem Wege diese Produktbildung
zustande kommt, ist zunédchst nicht festzustellen. Moglich sind dabei auch Substrat-
Umsetzungen, die auf indirektem Wege zustande kommen. Ein deutliches Indiz dafiir
ist die in E. coli/pAK102 aufgetretene Carbonylbildung durch die wahrscheinlich
kombinierte Aktivitdt einer auf dem Plasmid kodierten Glycerin-Kinase (GlpK) und der
wirtseigenen Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase. Ein dhnliches Zusammenwirken von
eingebrachter Umwelt-DNA und dem Wirtsmetabolismus wiren auch fiir andere
positive Klone denkbar. Neben den Plattentestverfahren werden heute auch
robotergestiitzte, ,»high-throughput“-Verfahren zur Durchmusterung von
Metagenombanken entwickelt. Aufgrund der hohen Kosten ist der Einsatz solcher
Verfahren bisher auf Metagenombanken beschrénkt bei denen eine hohen Anzahl von
Klonen mit den gewiinschten Eigenschaften erwartet werden kann (DANIEL et al.,

2002).

Tabelle 29: Ubersicht iiber die Ergebnisse bisher publizierter AKkivitits-
basierender Durchmusterungen von komplexen Metagenom-

banken
DNA-Quelle Zielgen Anzahl Referenz
positiver
Klone
Anreicherung Cellulase 11 HEALY etal., 1995
B-Galactosidase 1
Boden Hydroxybutyrat-DH 5 HENNE et al., 1999
Boden Esterase/Lipase 4 HENNE et al., 2000
Boden Na'/H"-Antiporter 2 MAJERNIK et al., 2001
Sediment Amylase 3 WILKINSON et al., 2002
Pikoplankton Chitinase 9 COTTRELL et al., 1999
Boden Protease 3 SANTOSA, 2001
Anreicherung Biotin-Synthese 7 ENTCHEVA et al., 2001
Boden Antibakteriell 2 BRADY et al., 2001
Boden Antibakteriell 2 RONDON et al., 2000
DNase 1
Lipase 2
Amylase 8
Hemolytisch 29
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Zur Erh6hung der Trefferanzahl bei der Durchmusterung von Metagenombanken ist die
Nutzung von Probenmaterial sinnvoll, das eine natiirliche oder im Labor erzeugte
Anreicherung der Organismen mit den gewiinschten Eigenschaften durchlaufen hat. Zur
Detektion von thermostabilen Enzymen wie Lipasen oder Proteasen, die in der
Waschmittelindustrie eingesetzt werden, eignen sich daher besonders Proben als
Ausgangsmaterial, die aus heilen Quellen entnommen wurden (VIEILLE und ZEIKUS,
2001). Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Genbanken dagegen stammten aus
den Sedimentproben des Solar Lake (SLA), des Golf von Eilat (GEA) und des Flusses
Grone (GIIA) sowie der Probe eines Zuckerriibenfeldes (ZRA), in denen vor der DNA-
Isolierung eine kiinstliche Anreicherung durchgefiihrt wurde (s. 3.1). Nach einer kurzen
Inkubationsphase mit den C-Quellen Glycerin und 1,2-Propandiol, zwei moglichen
Substraten der gesuchten Dehydratasen und Alkohol-Oxidoreduktasen, wurde die DNA
aus den Proben isoliert und  verarbeitet. @ Mit dem = verwendeten
Durchmusterungsverfahren konnten in diesen Genbanken 16 Plasmide (pAK101-116)
identifiziert werden, die in E. coli Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitdt vermittelten. Dies
entsprach einem positiven Klon je 75000 untersuchter Kolonien. Parallel dazu wurden
Genbanken aus natiirlichen Habitaten mit Hilfe der gleichen Methode durchsucht. Die
Trefferquote war hier deutlich geringer. Die isolierten 15 Plasmide (pAK201-215)
entsprachen einem Verhiltnis von ca. 1:200000 (s. 3.2.2). Das verdeutlichte, dass die
gewihlte Kombination aus Anreicherung und direkter DNA-Isolierung eine Erh6hung
der Trefferquote bei der Durchmusterung von Metagenombanken zur Folge hatte und
somit eine niitzliche Vorgehensweise zur Identifizierung einer groflen Anzahl von
Zielgenen ist. Allerdings ging der Anreicherungsschritt auch deutlich zu Lasten der
erhaltenen Diversitit in den Genen und Genprodukten. Die Mehrheit der
vorhergesagten, von den Plasmiden pAKI101-116 kodierten Proteine zeigten hohe
Ubereinstimmungen zu bekannten Proteinen mit vorwiegend enterobakterieller
Herkunft. Die Genprodukte, die aus den auf den Plasmiden pAK201-215 lokalisierten
Genen abgeleitet wurden, zeigten dagegen nur geringe oder gar keine Ahnlichkeiten zu
bekannten Proteinen und stammten aus einer sehr viel breiteren Vielfalt an
Mikroorganismen.

Die vorgestellten Screeningstrategien ermdglichen die Uberpriifung einer sehr groBen
Anzahl von Klonen aus komplexen Metagenombanken mit relativ einfachen Methoden.
AuBerdem ermdglichen sie die Entdeckung von bisher vollig unbekannten, strukturell

neuartigen Proteinen und Biokatalysatoren. Das Aktivitédts-basierende Screening hat
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jedoch auch seine Grenzen, da fiir die Expression zumeist der native Promotor
notwendig ist und dieser vom Wirtsstamm erkannt werden mufl. In allen bisher
publizierten Arbeiten auf diesem Gebiet wurde E. coli als Wirtsstamm eingesetzt. Ein
wichtiger Vorteil ist, dass fiir diesen Organismus eine Vielzahl von Methoden und
Werkzeugen auf molekularbiologischer und proteinchemischer Ebene bereits etabliert
sind. Der Stamm wird deshalb haufig fiir industrielle Produktionsprozesse und
Biofermentationen  eingesetzt. Auf der Basis von  Aktivitits-abhidngigen
Durchmusterungsverfahren konnten unter anderem Gene, die fiir Amylasen, Lipasen
oder Chitinasen kodierten, identifiziert werden (s. Tab. 29). Die Sequenzanalyse ergab,
dass nahezu alle fiir neue Genprodukte kodierten, die oft nur geringe oder gar keine
Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen mit gleicher Funktion aufwiesen.

Anders sieht dies bei Durchmusterungsverfahren aus, die auf Sequenzihnlichkeiten oder
konservierten Genabschnitten beruhen. Die Mehrzahl der bis jetzt publizierten Sequenz-
abhiangigen Methoden dienten zur Isolierung von rRNA-Genen und somit zur
phylogenetischen Charakterisierung der untersuchten Habitate (STEIN et al., 1996;
VERGIN et al, 1998; BEJA et al., 2000). Im Vergleich zu der {iblichen
Vorgehensweise, die 16S- oder 23S-rDNA direkt aus der isolierten Umwelt-DNA zu
amplifizieren, ermdglicht die Verwendung von komplexen Genbanken auch eine
Sequenzierung und Analyse der Gene in der Umgebung der rRNA-Gene. Man erhélt so
einen Zugang zu den metabolischen Eigenschaften des identifizierten Organismus. Des
Weiteren  konnen  durch die sogenannte ,random‘“-Sequenzierung von
Metagenombanken wertvolle Hinweise auf die genetische Organisation, die
Kodonverteilung und die  Stoffwechselmoglichkeiten  von  unkultivierten
Mikroorganismen erhalten werden. Durch die Sequenzierung der Insertenden von BAC-
Genbanken und eine anschlieBende Ordnung der enthaltenen Genomfragmente konnten
schon zusammenhingende Segmente von mehr als 200 kBp fiir bestimmte
phylogenetische Gruppen gefunden werden (BEJA et al., 2000), die u.a. Gene fiir den
Zellstoffwechsel und fiir bisher unbekannte Enzyme enthielten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ebenfalls auf Sequenzihnlichkeiten basierende
Durchmusterungsverfahren zur Identifikation von biotechnologisch-relevanten
Enzymen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden aus in allen bekannten Glycerin- und
Diol-Dehydratasen konservierten Regionen degenerierte Oligonukleotide abgeleitet und
dazu genutzt, die Genbanken auf das Vorhandensein dieser Gene hin zu tiberpriifen (s.

Abb. 14). Dabei konnte die erwartete ca. 1,0 kBp-groe Dehydratase-spezifische
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Genregion in allen getesteten Genbanken amplifiziert werden. AnschlieBend wurden die
amplifizierten Sequenzen als Sonden in Koloniehybridisierungsexperimente zur
Durchmusterung der Metagenombanken eingesetzt. Alle auf diese Weise detektierten
Dehydratase-Gene und die daraus abgeleiteten Genprodukte wiesen wie erwartet hohe
Ubereinstimmungen mit den schon bekannten Enzymen dieser Klasse auf. Einige der
identifizierten Plasmide enthielten aber nur unvollstindig klonierte Genbereiche. Dies
erklarte auch, warum die entsprechenden Klone in dem Aktivitits-basierenden
Verfahren nicht gefunden wurden. Hierbei zeigten sich, wie bereist erwihnt, die
Nachteile von Sequenz-abhdngigen Durchmusterungen. Dazu gehort, dass keine vollig
neuen Protein- und Enzymstrukturen gefunden werden konnen und auBerdem die
fehlende Selektivitdt flir funktionelle Gene. Andererseits konnen auch geringe
Variationen in Enzymen zu wesentlichen Verdnderung in ihrer Aktivitidt und in ihrem
Verhalten gegeniiber Hemmstoffen fiihren. Dies ist beispielsweise der Fall wenn der
Austausch von einzelnen Aminosduren eine festere oder auch schlechtere Bindung des
Substrats zur Folge hat oder eine Verdnderung in der Struktur des Proteins bewirkt. In
Mutageneseexperimenten mit der Chorisimat-Mutase aus Bacillus subtilis konnte
gezeigt werden, dass das in Position 90 befindliche Arginin absolut essentiell fiir die
Aktivitdt des Enzyms ist. Der gezielte Austausch dieses Restes gegen die 20 anderen
moglichen Aminosduren filihrte in keinem Fall zu einem aktiven Protein (HILVERT et
al., 2002). Dagegen konnte fiir das Cytochrom P450 aus Pseudomonas putida durch den
Austausch einzelner Aminosduren (Tyr96Ala- bzw. Tyr96Phe) eine verbesserte Styren-
Bindung und —Oxidation sowie eine gesteigerte Kopplungseffizienz erreicht werden
(CIRINO und ARNOLD, 2002).

Unabhédngig von der ausgewédhlten Strategie hat die Durchmusterung von
Metagenombanken Vorteile gegeniiber der klassischen Anreicherung von
Mikroorganismen bei der Identifizierung und Isolierung der gesuchten Produkte. Im
Rahmen von traditionellen Screeningprogrammen tritt haufig (in fast 50 % der Fille)
das Phidnomen der Refermentation auf (OSBURNE et al., 2000). Mikrobielle Kulturen,
insbesondere aus Bodenproben angereicherte, zeigen bei der ersten Anzucht die
gewiinschten Eigenschaften, verlieren aber bei weiteren Anzuchten die Fahigkeit, diese
Aktivitdt auszubilden oder zu wachsen. Diese Schwierigkeiten treten bei der
Durchmusterung von Metagenombanken nur in wenigen Fallen auf. AuBlerdem liegt die
DNA-Region, die fiir die gesuchte Eigenschaft kodiert, schon fertig kloniert vor. Dies

ermoglicht eine schnelle Sequenzierung und Analyse der Gene.
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4.3 Isolierung von RNA aus Umweltproben

In den Jahren 1983 bis 1994 basierten 39 % der neu zugelassenen Arzneimittel auf
Naturstoffen, bei antibakteriellen und antitumoralen Medikamenten lag ihr Anteil sogar
iber 60 % (CRAGG et al., 1997). Die meisten dieser heute gebrduchlichen Anti-
Infektiva wurden durch Kultivierung von Mikroorganismen gewonnen (HENTSCHEL
et al., 2002). Dabei haben sich besonders niedere Pilze als reichhaltige Quellen fiir
O0konomisch interessante Enzyme und biologisch-aktive Substanzen erwiesen. Dazu
gehoren verschiedene Antibiotika sowie Lipasen und Proteasen, die in der
Waschmittelindustrie eingesetzt werden. In den bisher vorgestellten Ansdtzen zur
Erfassung und Nutzung der Metagenome natiirlicher Habitate als Quelle fiir neue
Enzyme und Wirkstoffe werden Gene und Genprodukte aus eukaryotischen Organismen
wie Hefen und Pilze nicht erhalten. Auch wenn die konstruierten Umweltgenbanken
teilweise klonierte DNA aus Eukaryoten aufweisen, so werden sie mit den verwendeten
Screeningmethoden nicht detektiert. Wie zuvor beschrieben wird fiir die
Durchmusterung der Genbanken hauptsdchlich E. coli als Wirtsstamm genutzt. Das
Bakterium ist jedoch nicht in der Lage eukaryotische Promotorstrukturen zu erkennen
oder die gebildete mRNA zu prozessieren. Die liberwiegende Mehrheit der Gene
beinhaltet neben den Protein-kodierenden Sequenzen (Exons) eine oder mehrere nicht-
kodierende Sequenzen, sogenannte Introns. Das primére RNA-Transkript enthilt
sowohl die Exons als auch die Introns und erst durch den Vorgang des Spleiflen entsteht
dann die verkiirzte, fiir ein funktionelles Protein kodierende mRNA. E. coli und auch
allen anderen Bakterienspezies besitzen den hierzu notwendigen Enzymapparat nicht.
Hier liegt das Potential der Isolierung von eukaryotischer mRNA aus Umwelthabitaten.
Um das in Umweltproben vorhandene eukaryotische Potential fiir die Identifizierung
von neuen Genen und Genprodukten nutzbar zu machen bietet die Isolierung von
bereits prozessierter mRNA und die anschlieBende Erstellung von cDNA-Genbanken
neue technische Moglichkeiten. Ein kritischer Punkt dabei ist die Isolierung von reiner
und intakter RNA. Dies beinhaltet die effektive Lyse der Zellen in den Umweltproben,
die Denaturierung von RNase-Aktivitit und das Entfernen von kontaminierender DNA.
Die Analyse von mRNA um Strukturen und Aktivititen von mikrobiellen
Gemeinschaften zu untersuchen, wird noch nicht genutzt. Die meisten der bisher

entwickelten Methoden zur RNA-Isolierung zielen wiederum auf phylogenetische
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Studien ab (MORAN et al., 1993; FELSKE et al., 1996, DUARTE et al., 1998;
MISKIN et al., 1999; GRIFFITH et al., 2000; HURT et al., 2001). Zur Lyse der Zellen
werden analog zur DNA-Isolierung aus Umweltproben Methoden wie die alkalische
Lyse, Behandlung mit Detergenzien, Hitzebehandlung, Ultraschall und ,,.Bead beating*
in unterschiedlicher Art und Weise kombiniert. In einigen der publizierten Arbeiten
werden mit den beschriebenen Methoden DNA und RNA koextrahiert (GIFFITH et al.,
2000; HURT et al., 2001). Der in dieser Arbeit verwendete Ansatz wurde in Anlehnung
an die Methode zur DNA-Isolierung aus Umweltproben von ZHOU et al. (1996)
entwickelt. Die wichtigsten Verdnderungen im Vergleich dazu sind der auf 7,0
herabgesetzte pH-Wert des Hochsalzextraktionspuffers zur Stabilisierung der RNA und
eine deutlich reduzierte Dauer der Hitzebehandlung (HURT et al., 2001). Die Trennung
der koextrahierten DNA und RNA wurde mit Hilfe von Anionenaustauschersidulen
erreicht. Durch diese Vorgehensweise konnten zwischen 0,3 und 2,1 pg Gesamt-RNA
pro g Probe (Nassgewicht) erhalten werden. Dies stimmte gut mit den von HURT et al.
(2001) ermittelten Werten iiberein. Zur Selektion der eukaryotischen mRNA aus der
isolierten Gesamt-RNA kann man sich die Tatsache zu Nutze machen, dass der Grofiteil
dieser mRNA am 3’-Ende ein Poly(A)-Segment besitzt, das zwischen 50 und 150
Nukleotide lang ist. Die physiologische Rolle des Poly(A)-Schwanzes in der Translation
ist nicht klar, in einigen Féllen wurden jedoch stabilisierende Effekte beobachtet
(KOZAK, 1983). In der vorliegenden Arbeit wurde daher mit der isolierten Gesamt-
RNA eine Affinitidtschromatographie an an Polystyren-Latex-Partikeln gebundenen dT-
Oligomeren durchgefiihrt. Durch photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration
bei einer Wellenldnge von 260 nm konnten nur geringe Mengen mRNA nachgewiesen
werden. Der Anteil der erhaltenen eukaryotischen Poly(A)-mRNA an der isolierten
Gesamt-RNA-Menge war offensichtlich sehr klein und fiir den Einsatz in die cDNA-
Synthese durch eine Reverse Transkriptase zu gering. Fiir weiterfiihrende Arbeiten auf
diesem Gebiet bedeutet das, dass zundchst die Lyseverfahren -effizienter auf
eukaryotische Zellen ausgerichtet werden miissen.

Fiir die dann mogliche Synthese von cDNA und die Herstellung von cDNA-
Bibliotheken konnen kommerziell erhiltliche Konstruktions-Kits genutzt werden, die
eine gerichtete Klonierung in fiir £. coli geeignete Expressionsvektoren erlauben. Als
Oligonukleotide fiir die cDNA-Synthese empfiehlt sich der Einsatz von Oligo(dT)-
Oligonukleotiden, die an das Poly(A)-Ende der Transkripte binden kénnen und von

sogenannten ,,random*‘(Zufalls)-Hexameren.
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4.4 Identifizierung und Charakterisierung von Coenzym B-
abhingigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen  aus

Metagenombanken

Zur Identifizierung von neuen Glycerin- und Diol-Dehydratasen fiir einen moglichen
Einsatz in der biotechnologischen Produktion von 1,3-Propandiol wurden sowohl
Aktivitéts- als auch Sequenz-abhédngige Durchmusterungsverfahren genutzt, die bereits
in den vorangegangenen Kapitel diskutiert wurden. Insgesamt konnten auf diese Weise
in den vier Anreicherungsgenbanken ZRA, GEA, SLA und GIIA sieben verschiedene
Plasmide detektiert werden, die Gene fiir Glycerin- und Diol-Dehydratasen trugen (s.
3.3). Es wurde sowohl eine molekulare Analyse der klonierten Gene als auch eine
biochemische Charakterisierung der korrespondierenden Genprodukte durchgefiihrt.
Schon nach den ersten Sequenzierungsschritten wurde deutlich, dass die auf den
Plasmiden pAK6 und pAKS8 kodierten Gene eine 100 %ige Ubereinstimmung mit den
Genen aus C. freundii aufwiesen. Beide Plasmide wurden daher in den weiteren
Untersuchungen nicht beriicksichtigt. Die Analyse der Sequenzdaten der in den
Plasmiden pAK2-5 und pAK?7 klonierten DNA-Abschnitte zeigte, dass die dort
lokalisierten Glycerin- bzw. Diol-Dehydratase-Gene starke Ahnlichkeiten (77 bis 98 %)
zu den entsprechenden Genen der Enterobakterien C. freundii bzw. S. typhimurium
aufwiesen. In Abbildung 39 ist die verwandtschaftliche Beziechungen der abgeleiteten
Proteinsequenzen fiir die Dehydratase-Untereinheiten zu denen der Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii (DhaBCE) und der Diol-Dehydratase aus S. typhimurium
(PduCDE) dargestellt. Es ist zu sehen, dass die auf den Plasmiden pAK2-3 und pAK?7
kodierten Untereinheiten Cluster mit denen der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii
bilden. Aufgrund der starken Ahnlichkeiten, die auch durch die geringen Abstiinde in
den Verzweigungen deutlich werden, konnten die Enzyme in die Klasse der Glycerin-
Dehydratasen eingeordnet werden. Die auf den Plasmiden pAK4-5 kodierten
Untereinheiten bildeten dagegen eigene Cluster mit denen der Diol-Dehydratase aus S.

typhimurium, was die Klassifizierung als Diol-Dehydratasen unterstiitzt.
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Abbildung 39: Phylogenetische Bezichungen der einzelnen Untereinheiten der aus
den Metagenombanken identifizierten Glycerin- und Diol-
Dehydratasen zu den entsprechenden Genprodukten aus C.
freundii und S. typhimurium
Referenzen: Glycerin-Dehydratase aus C. freundii, SEYFRIED et al.
(1996); Diol-Dehydratase aus S. typhimurium, BOBIK et al. (1997);
Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus pAK2-5 und pAK?7, diese Arbeit.

Die beobachteten Ahnlichkeiten waren jedoch nicht beschrinkt auf die
Sequenziibereinstimmungen der Proteine, sondern zeigten sich auch bei der genetischen
Organisation der Untereinheiten und der dariiber hinaus auf den Plasmiden klonierten
Gene. In allen bisher ndher untersuchten Glycerin- oder 1,2-Propandiol-fermentierenden
Bakterien liegen die Gene fiir die entsprechenden Coenzym Bi,-abhdngigen
Dehydratasen in sogenannten Operon- oder Regulon-Strukturen mit weiteren Genen fiir

an der Fermentation beteiligter Enzyme vor (DANIEL et al., 1998). In Abbildung 40 ist
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die genetische Organisation der Enzyme des reduktiven Zweiges der
Glycerinfermentation in C. freundii, K. pneumoniae und CI. pasteurianum, sowie fiir
die des 1,2-Propandiol-Abbaus in K. oxytoca und S. typhimurium dargestellt. Auf dem
in dem Plasmid pAK?7 inserierten DNA-Abschnitt konnten zusitzlich zu den Glycerin-
Dehydratase-Genen die Gene fiir die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase (dhaT), die
Adenosyltransferase (dhaHI) und fiir Teile des Reaktivierungsfaktors (dhaFG)
identifiziert werden. Das Plasmid pAK2 enthielt die Gene dhaF und dhal sowie Teile
von dhaT. Auf pAK3 war ein kurzer Abschnitt von dhaF vorhanden. Diese Gene sind in
der gleichen Anordnung ebenfalls im dha-Regulon von C. freundii lokalisiert (s. Abb.
18 und 40). Analog dazu konnten auf dem Plasmid pAKS5 zusétzlich zu den Genen fiir
die Diol-Dehydratase-Untereinheiten die Gene pduGH, die fiir den Reaktivierungsfaktor
kodieren und pduJ identifiziert werden, die ebenfalls zum pdu-Operon von S.
typhimurium gehoren (s. Abb. 18 und 40).

Die Herkunft von klonierten DNA-Fragmenten in Metagenombanken ist nicht
feststellbar. Die hohen Identititen der auf pAK2-3 und pAK?7 lokalisierten Gene zu
denen aus C. freundii deuten jedoch darauf hin, dass es sich moglicherweise um
Spezies-Varianten dieses Organismus handeln konnte. Ein vergleichbares Ergebnis zum
Auftreten von Spezies-Varianten hatte die Sequenzanalyse mehrerer Cosmide aus einer
Genbank des unkultivierbaren Archaebakteriums Cenarchaeum symbiosum ergeben, der
durch 16S rDNA-Analysen als Symbiont eines marinen Schwammes identifiziert
worden war. Dabei isolierte, {iiberlappende DNA-Fragmente wiesen leichte
Sequenzvariationen auf, was zeigte, dass ein bakterieller Symbiont schon innerhalb
seines spezifischen Wirtes erhebliche genetische Variationen ausbilden kann
(SCHLEPER et al., 1998). Fiir die in pAK4 und pAKS5 klonierten Genregionen trifft
dies im Vergleich mit S. typhimurium nicht zu. Die Unterschiede in den Sequenzen sind
hier wesentlich deutlicher und die auftretenden Differenzen im G+C-Gehalt (> 3 %)
deuteten aullerdem auf eine unterschiedliche Kodonnutzung der unbekannten

Organismen hin.
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A) Citrobacter freundii
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Abbildung 40: Genetische Organisation der Enzyme des reduktiven Zweiges der
Glycerin-Fermentation in C. freundii (A), CL pasteurianum (B) und
K. pneumoniae (C) sowie fiir die des 1,2-Propandiol-Abbaus in K.
oxytoca (D) und S. typhimurium (E)
Pfeile und Pfeilspitzen reprisentieren die Linge, Position und
Orientierung von moglichen Genen. Hellgraue und dunkelgraue
Pfeile markieren die Gene fiir die Diol- bzw. Glycerin-
Dehydratasen sowie die ihrer Reaktivierungsfaktoren. Schwarze
Pfeile stehen fiir offene Leserahmen, die fiir die 1,3-Propandiol-
Dehydrogenase kodieren.

Zur ldentifizierung der Dehydratase-Gene tragenden Plasmide waren, wie zuvor
beschrieben, sowohl Aktivitéts- als auch Sequenz-basierende
Durchmusterungsverfahren angewandt worden. Ein auf Sequenzhomologien
basierendes Verfahren beschrinkt die Detektion von vorn herein auf Gene, die
Ahnlichkeiten zu den bekannten Genen der untersuchten Enzymklasse aufweisen. Etwas
iiberraschend war jedoch, dass auch bei der Aktivitits-abhédngigen Durchmusterung der

Umweltgenbanken mit Hilfe des Stammes E. coli ECL707/pAK1 keine neuartigen
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Strukturen identifiziert werden konnten, die eine Dehydratase-Aktivitit vermittelten.
Alle isolierten Plasmide trugen Gene, die hohe Ahnlichkeiten zu denen der
Enterobakterien C. freundii und S. typhimurium zeigten. Zur Erklarung bieten sich hier
mehrere Moglichkeiten an. Die durchgefiihrte Anreicherung mit M9-Mineralmedium
und den Substraten Glycerin und 1,2-Propandiol bot offensichtlich einen
Wachstumsvorteil fiir schnell wachsende, die angebotenen Substrate verwertende
Mikroorganismen, wie Enterobakterien. Die Ergebnisse der Durchmusterung der
gleichen Genbanken auf die Existenz von Alkohol-Oxidoreduktase-Gene bestitigt dies
ebenso wie die Arbeiten von ENTCHEVA et al. (2001), die in ihren
Anreicherungskulturen ebenfalls M9-Medium verwendet hatten. In beiden Féllen
zeigten die identifizierten Gene hohe Ubereinstimmungen mit Genen enterobakterieller
Herkunft. Andererseits ist zu beachten, dass die bekannten Coenzym Bi;-abhingigen
Glycerin- und Diol-Dehydratasen in sich homogene und hoch konservierte
Enzymklassen darstellen. Sie weisen die Untereinheitenstruktur o,f,y> auf und die
Ubereinstimmungen in den Aminosiuresequenzen liegen zwischen 54 und 99 %
(DANIEL et al., 1998). Dies deutet auf eine hohe Konservierung von Reaktionstyp und

beteiligter Enzyme im Zuge der Evolution hin.

Zusitzlich zur molekularen Analyse der Dehydratasen aus den Metagenombanken
wurden auch die korrespondierenden Proteine einer eingehenden Charakterisierung
unterzogen. Zu diesem Zweck wurden die Gene, die auf pAK2 und pAK?7 vorlagen in
Expressionsvektoren subkloniert. Die unvollstindig klonierten Dehydratase-Gene der
Plasmide pAK3 und pAKS5 konnten in einer sogenannten ,,Megaprime“-PCR durch
entsprechende Teile aus dem néchsten Verwandten komplettiert und ebenfalls
subkloniert werden. Die Hybrid-Glycerin-Dehydratase auf pAK3.1 zeigte jedoch nach
Produktion in E. coli keine Aktivitit und konnte somit nicht in die nachfolgenden
Untersuchungen einbezogen werden (s. 3.3.3).

Die Rate, mit der die Substrate Glycerin, 1,2-Propandiol oder 1,2-Ethandiol umgesetzt
werden, ist ein Unterscheidungsmerkmal fiir die zwei Klassen Coenzym Bi,-abhéngiger
Dehydratasen. Die Glycerin-Dehydratasen bevorzugen Glycerin als Substrat, die Diol-
Dehydratasen dagegen zeigen mit 1,2-Propandiol eine hohere spezifische Aktivitét
(TORAYA und FUKUI, 1977; POZNANAKAJA und KORSOVA, 1979; SEYFRIED
et al., 1996). Weitere Kriterien fiir die Unterscheidung der Enzyme sind die Selektivitit

bei der Aktivierung durch monovalente Kationen, die Affinitit fiir Coenzym B, und die
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differenten immunochemischen Eigenschaften (TORAYA et al., 1971; TORAYA und
FUKUI, 1977; FORAGE und FOSTER, 1979; TORAYA et al., 1980).

Die beiden als Glycerin-Dehydratasen klassifizierten Enzyme, die von E. coli
BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 gebildet wurden, zeigten das fiir diese Enzyme
typische Substratspektrum und wiesen die hochste spezifische Aktivitdt mit Glycerin als
Substrat auf (s. Tab. 16). Die relativen Aktivitdten mit 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol
lagen bei 31 und 21 % bzw. 7 und 2 %. Auch dies stimmte gut {iberein mit Werten, die
fiir andere Glycerin-Dehydratasen bestimmt wurden (SEYFRIED et al., 1996; MACIS
et al., 1998). Die von E. coli BL21/pAKS.1 produzierte Hybrid-Diol-Dehydratase zeigte
wie erwartet eine Priferenz fiir das Substrat 1,2-Propandiol. Aber auch mit Glycerin
sank die Aktivitit nur um 4 %, mit 1,2-Ethandiol konnten 41 % relative Aktivitit
festgestellt werden. Die Aktivitit aller Enzyme war strikt von der Anwesenheit des
Kofaktors Coenzym Bj, im Reaktionsansatz abhingig. Die Ergebnisse der
Sequenzanalyse konnten somit bestétigt werden.

Die Molekularmassen der Dehydratasen konnten anhand ihres Laufverhaltens in einer
Gradienten-PAGE unter nicht denaturierenden Bedingungen und eine daran
anschlieBenden Aktivitdtsfairbung bestimmt werden (s. 3.2.3.5). Hierzu wurde 1,2-
Propandiol als Substrat verwendet, dass von allen bekannten Coenzym B;-abhingigen
Dehydratasen umgesetzt werden kann (DANIEL et al., 1998). Das dabei entstehende
Propionaldehyd bildete mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin ein gelbes Prézipitat, was eine
Zuordnung der Proteinbanden ermoglichte (s. Abb. 23). Fir die von E. coli
BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 produzierten Glycerin-Dehydratasen wurde
eine Molekularmasse von ca. 190 kDa bestimmt. Dies stimmte gut mit den aus den
Sequenzen abgeleiteten Molekularmassen und mit den in der Literatur beschriebenen
Massen anderer Glycerin-Dehydratasen {iberein (SEYFRIED et al., 1996; MACIS et al.,
1998; FORAGE und FOSTER, 1979). Bei der Aktivititsfairbung der Hybrid-Diol-
Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS5.1 konnte eine Molekularmasse von ca. 230 kDa
ermittelt werden. Fiir die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca war von POZNANZKAYA
et al. (1979) durch Gelfitration und Sedimentationsgleichgewichtszentrifugation der
identische Wert ermittelt worden.

Nachfolgend wurden die Empfindlichkeit der neu isolierten Enzyme gegeniiber der
»suicide“-Inaktivierung mit Glycerin untersucht. Die inhibitorische Wirkung dieses
Substrates ist sowohl fiir die Glycerin-Dehydratasen aus K. pneumoniae und C. freundii

sowie fiir die Diol-Dehydratase aus K. oxyfoca beschrieben worden (TORAYA et al.,
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1976; BACHOVCHIN et al., 1977; SEYFRIED et al., 1996). Die Dehydratasen gehoren
zur Klasse II der Coenzym B ;-abhingigen Enzyme, die das Cobalamin in der ,,base-
on“-Form binden (SHIBATA et al.,, 1999). In Abbildung 41 ist die iiber einen
radikalischen Mechanismus ablaufende Substratumsetzung zusammengefasst. Die
Interaktion von Apoenzym und Coenzym aktiviert die Co-C-Bindung des Coenzyms. Es
kommt zur Homolyse der Co-C-Bindung und zur Bildung von Cob(IT)alamin und einem
Adenosyl-Radikal. Das Adenosyl-Radikal abstrahiert ein Wasserstoffatom vom Substrat
und anschlieBend rearrangiert das entstandene Substrat-Radikal zu einem Produkt-
Radikal durch einen Hydroxylgruppentransfer von C2 zu C1. Das Produkt-Radikal
iibertrigt ein Wasserstoffatom zuriick auf das 5'-Desoxyadenosin. Das Resultat ist die
Bildung des Endproduktes und die Regeneration von Coenzym Bj,. Fiir die Reaktion
mit Glycerin wird angenommen, dass das Substrat in zwei verschiedenen
Konformationen im aktiven Zentrum der Dehydratasen gebunden werden kann, von
denen die eine die Dehydratisierung, die andere hingegen die Inaktivierung begiinstigt.
Bei der Inaktivierung entsteht ein 5’-Desoxyadenosin und eine unbekannte
Cobalaminspezies, die ein Spektrum &hnlich dem von Alkylcobalamin zeigt
(BACHOVCHIN et al., 1977). Diese unbekannte Cobalaminspezies wird langsam in
Hydroxy-B;» umgewandelt, bindet mit hoher Affinitdit an die Dehydratase und
inaktiviert diese irreversibel. Alle aus den Metagenombanken isolierten Coenzym Bj;-
abhingigen Dehydratasen werden wéhrend der Reaktion mit Glycerin innerhalb von
wenigen Minuten inaktiviert. Zum Vergleich mit den neu isolierten Dehydratasen wurde
die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii mit Hilfe des rekombinanten Plasmids
pCS120 ebenfalls in E. coli produziert und gereinigt (SEIFERT et al., 2001). Diese und
das Hybrid-Enzym aus E. coli BL21/pAKS5.1 zeigten sich am wenigsten empfindlich
gegeniiber der Glycerininaktivierung (s. Abb. 25). Die hohere Resistenz der Diol-
Dehydratase im Vergleich mit den beiden Glycerin-Dehydratasen aus E. coli
BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1 ist liberraschend, da fiir die Coenzym Bj»-
abhéngigen Dehydratasen der Klebsiella-Staimme eine schnellere Inaktivierung der
Diol-Dehydratasen etabliert ist (BACHOVCHIN et al., 1977; POZNANSKAYA et al.,
1977). Diese wurde darauf zuriickgefiihrt, dass die beiden Enzymtypen eine
unterschiedliche Affinitdt zu den beiden (S)- und (R)-Isomeren des Glycerins
aufweisen. Die Glycerin-Dehydratase zeigt eine in etwa gleichwertige Affinitit zu
beiden Isomeren, wihrend die Diol-Dehydratasen das (S)-Isomer bevorzugen

(YAMANISHI et al., 2002). Dabei ist der Enzym-(R)-Glycerin-Komplex vorwiegend
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fiir die Produktbildung verantwortlich und der Enzym-(S)-Glycerin-Komplex verursacht
die Inaktivierung. Die beobachtete geringere Priferenz fiir die inaktivierende Form des
Substrats ist somit fiir die langsamere Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen
verantwortlich (BACHOVCHIN et al., 1977, YAMANISHI et al., 2002). Die
Ergebnisse der Untersuchung der Hybrid-Diol-Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1

zeigten, dass sich dieses Enzym in Bezug auf die Isomer-Priferenz wie eine Glycerin-

Dehydratase verhalt.
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Abbildung 41: Vereinfachter Reaktionsmechanismus der Coenzym Bi;-
abhiingigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen

Die Reaktivierung der Glycerin-inaktivierten Glycerin- und Diol-Dehydratasen ist fiir
das anaerobe Wachstum auf dem Substrat notwendig, da die Enzyme essentiell fiir den
Fermentationsprozess sind (TORAYA et al., 1980; BOENIGK et al., 1993; DANIEL et
al., 1998; LUERS et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass Glycerin-inaktivierte
Dehydratasen durch den Austausch des modifizierten Coenzyms gegen intaktes
Cobalamin reaktiviert werden konnen. Dieser Austausch wird durch einen als
Reaktivierungsfaktor bezeichneten heterodimeren Proteinkomplex in Anwesenheit von
ATP und Mg2+—Ionen vermittelt. Der von SEIFERT (2001) postulierte
Reaktivierungsmechanismus &hnelt dem Chaperon-Zyklus aus E. coli (s. Abb. 42).

Wihrend der Dehydratisierung von Glycerin wird sowohl die Glycerin- als auch die
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Diol-Dehydratase inaktiviert. Die Inaktivierung wird durch die irreversible Spaltung der
Co-C-Bindung des Coenzyms B, hervorgerufen. Das so modifizierte Coenzym bindet
an die Dehydratase und inaktiviert diese. Der Reaktivierungsfaktor bindet anschlieBend
an das inaktivierte Enzym, wodurch die Bindung des modifizierten Coenzyms zur
Dehydratase geschwiécht und dieses abgespalten wird. Durch die Bindung von ATP an
den Reaktivierungsfaktor und der daraus resultierenden Konformationsinderung
dissoziiert der Komplex aus Reaktivierungsfaktor und Dehydratase. Die Dehydratase
kann nun erneut enzymatisch aktives Coenzym Bj, binden und die Dehydratisierung
von Glycerin katalysieren. Fiir C. freundii (DhaFG), K. oxytoca (DdrAB) und K.
pneumoniae  (GdrAB) konnten die als Reaktivierungsfaktor fungierenden
Proteinkomplexe bereits identifiziert und charakterisiert werden (MORI et al., 1997;
TORAYA und MORI, 1999; SEIFERT et al., 2001; KAJIURA et al., 2001). Gene, die
fiir homologe Proteine kodieren, befinden sich in Nachbarschaft zu allen bekannten
Glycerin- und Diol-Dehydratase-Genen. Auch auf den Plasmiden pAK2-3, pAKS5 und
pAK7 waren Teile dieser Gene vorhanden (s. Abb. 18). Alle hier untersuchten Umwelt-
Dehydratasen konnten in Gegenwart von Coenzym Bj;, ATP und MgCl, durch den
Reaktivierungsfaktor DhaFG aus C. freundii reaktiviert werden. Die gemessenen
Reaktivierungsraten lagen fiir die von E. coli BL21/pAK2.1 und E. coli BL21/pAK7.1
produzierten Glycerin-Dehydratasen bei 81 und 85 % (S. Tab. 18). Diese Werte
stimmten gut mit dem fiir die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii erhaltenen Wert von
84 % tiberein (SEIFERT et al., 2001). Die Diol-Dehydratase aus E. coli BL21/pAKS.1
wurde zu 62 % reaktiviert (S. Tab. 18). Eine solche Kreuzreaktion eines
Reaktivierungsfaktors einer Glycerin-Dehydratase mit einer inaktiven Diol-Dehydratase
war bisher noch nicht beschrieben worden. Frithere Experimente zur Reaktivierung der
Diol-Dehydratasen aus K. oxyfoca und S. typhimurium mit DhaFG aus C. freundii
waren nicht erfolgreich gewesen (SEIFERT et al., 2001). Die Untersuchungen waren
jedoch nicht mit den gereinigten Enzymen durchgefiihrt worden, sondern mit
Rohextrakten der jeweiligen Stimme. Die aufgrund dieser Ergebnisse gemachte
Annahme der Reaktivierungsfaktor aus C. freundii sei spezifisch fiir Glycerin-

Dehydratasen, konnte somit im Rahmen dieser Arbeit widerlegt werden.
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Abbildung 42: Von SEIFERT (2001) postulierter = Mechanismus der
Reaktivierung inaktivierter Glycerin- und Diol-Dehydratasen
durch die entsprechenden Reaktivierungsfaktoren
E, Apo-Dehydratase; RF, Reaktivierungsfaktor; AdoH, 5'-
Desoxyadenosin; Cbl, Cobalamin.

Erstmalig wurde im Rahmen dieser Arbeit die Hemmung der Dehydratase-Aktivitét
durch 1,3-Propandiol, das Endprodukt der Glycerin-Fermentation intensiv untersucht.
Dass eine solche Hemmung auftritt, war zuvor lediglich in einer Publikation von
POZNANSKAYA und KORSOVA (1979) angedeutet worden. Bei der
biotechnologischen Produktion treten 1,3-Propandiol-Konzentrationen von bis zu 2 M
auf (CHOTANI et al., 2000). 1,3-Propandiol wird von den Dehydratasen nicht
umgesetzt, wirkt aber als Inhibitor, der mit den Substraten um die Bindung an das
Enzym konkurriert (POZANSKAYA und KORSOVA, 1979). Die geringste Sensitivitit
wies dabei die Hybrid-Diol-Dehydratase auf. Sogar in Gegenwart von 2 M 1,3-
Propandiol war noch etwa 40 % der Ausgangsaktivitit detektierbar, der K;-Wert lag bei
1,36 M.

Betrachtet man sowohl die relative Stabilitdt bei der Inaktivierung durch Glycerin als
auch die Unempfindlichkeit gegeniiber der Hemmung durch 1,3-Propandiol so erscheint
die von E. coli BL21/pAKS.1 produzierte Hybrid-Diol-Dehydratase am besten fiir einen
Einsatz in der biotechnologischen Produktion von 1,3-Propandiol geeignet. Die

Anwendbarkeit des Enzyms muss durch die direkte Integration der korrespondierenden
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Gene in den E. coli-Produktionsstamm iiberpriift werden. Im Rahmen dieser
Experimente sollte auch die Integration eines entsprechenden, Diol-Dehydratase-
spezifischen Reaktivierungsfaktors vorgenommen werden, da die Untersuchungen zur
Reaktivierung mit dem Reaktivierungsfaktor aus C. freundii eine deutlich verminderte

Spezifitdat von DhaFG fiir die Hybrid-Diol-Dehydratase gezeigt hatten.

4.5 Identifizierung und Charakterisierung von Alkohol-

Oxidoreduktasen in Metagenombanken

Die enzymatische Oxidation und Reduktion von Alkoholen bzw. Carbonylverbindungen
ist an einer Vielzahl von metabolischen Prozessen in Tieren, Pflanzen, Hefen und
Bakterien beteiligt. Diese Redoxreaktionen werden von Oxidoreduktasen katalysiert
(FANG et al., 1995; HUMMEL, 1997). Die bekannten Alkohol-Oxidoreduktasen lassen
sich aufgrund ihrer Struktur, der benétigten Kofaktoren und der enthaltenen Metallionen
in drei verschiedene Hauptgruppen unterteilen. Man unterscheidet die NAD(P)'-
abhingigen Dehydrogenasen (Typ I, Typ II und Typ III), die NAD(P) -unabhingigen
Dehydrogenasen (mit Kofaktoren wie FAD, PQQ oder F4y0) und die Alkohol-Oxidasen.
Zu den natiirlichen Substraten dieser Enzyme gehoren sowohl primire und sekundre,
verzweigte wie unverzweigte, aliphatische und aromatische Alkohole als auch die
korrespondierenden Aldehyde und Ketone (MACINTOSH und FEWSON, 1987). Viele
Mikroorganismen besitzen mehrere verschiedenen Alkohol-Dehydrogenasen, die
zumeist unter verschiedenen Wachstumsbedingungen induziert werden und somit
unterschiedliche Funktionen im Stoffwechsel ausiiben. Der Schimmelpilz Aspergillus
nidulans besitzt z.B. neun verschiedene NAD -abhingige Alkohol-Dehydrogenasen, die
sehr differente Substratspektren aufweisen und deren Bildung unterschiedlich reguliert
ist (SEALY-LEWIS und FAIRHURST, 1995). In Saccharomyces cerevisiae finden sich
drei Alkohol-Dehydrogenasen (REID und FEWSON, 1994). Diese drei Isoenzyme
(zwei gehoren zu den Zink-beinhaltenden und eines zur Gruppe der Eisen-aktivierten
ADHs) unterscheiden sich nicht wesentlich in ihren Vy,.,x-Werten bei Oxidation und
Reduktion, jedoch haben sie eine unterschiedlich hohe Affinitét fiir ihr Hauptsubstrat
Ethanol. Die Identititen in den Aminosduresequenzen liegen zwischen 78 und 94 %

(WILLS, 1976).
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In der industriellen Biotechnologie haben sich besonders die NAD(P) -abhingigen
Enzyme als niitzliche Katalysatoren bei der Synthese von chiralen Alkoholen bewéhrt
(HUMMEL, 1999). Die dort eingesetzten Enzyme weisen hohe Aktivitit, Stabilitdt und
Enantioselektivitit auf. Trotz bestimmter struktureller und funktioneller Ahnlichkeiten
stellen die bisher bekannten NAD(P)"-abhéngigen Alkohol-Dehydrogenasen eine sehr
heterogene Enzymklasse dar. Ein Alignment von 47 Mitgliedern der Gruppe der Typ I
NAD -abhiingigen Alkohol-Dehydrogenasen hatte gezeigt, dass nur 9 Aminosiurereste
konserviert waren. Die acht ermittelten konservierten Glycin-Reste und ein Valin-Rest
spielten jedoch keine Rolle in der Katalyse, sie besallen strukturelle Funktionen (SUN
und PLAPP, 1992). Weit verbreitet dagegen sind bei vielen NAD(P) -abhiingigen
Dehydrogenasen die Glycin-reichen Motive GXGXXG (SCRUTTON et al., 1990) oder
GXGXXA (WIERENGA et al., 1985), die an der Bindung des Nikotinamid-Kofaktor
beteiligt sind.

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Identifizierung und Charakterisierung
von neuartigen Genen aus Umweltgenbanken, die diese Art von Reaktionen
katalysieren und das Anlegen eines Klon- bzw. Gen-Pools fiir diesen Reaktionstyp. Ein
solcher Pool mit einigen Hundert Klonen oder Plasmiden kann als Ausgangsmaterial fiir
neue oder verbesserte Produktionsprozesse verwendet werden. Zur Detektion der Gene
wurde ein einfacher Plattentest verwendet, der auf der Expression der eingebrachten
Umweltgene und der Aktivitdt der gebildeten Proteine im Wirtsstamm E. coli basierte.
Die Nachweismethode war zuvor erfolgreich von CONWAY et al. (1987) und
JOHNSON et al. (2001) zur Detektion von Alkohol-Dehydrogenase- und Diol-
Dehydratase-Aktivitit verwendet worden. Die Glycerin-negative E. coli-Mutante
ECL707 diente als Wirtsstamm. Als Ausgangsmaterial fiir die Durchmusterung wurden
wiederum die Anreicherungsgenbanken aus den Sedimentproben des Solar Lake (SLA),
des Golf von Eilat (GEA) und der Grone (GIIA) sowie der Bodenprobe des
Zuckerriibenfeldes (ZRA) genutzt. Des Weiteren kamen hier die Umweltgenbanken FN,
WN und ZB aus nicht angereicherten Bodenproben zum Einsatz. Als Testsubstrate
wurden ein Glycerin/1,2-Propandiol-Gemisch, 1,2-Ethandiol oder 2,3-Butandiol
verwendet. Es ist bekannt, dass eine ganze Anzahl von NAD(P) -abhiingigen Alkohol-
Dehydrogenasen in den Abbau von Substraten wie Glycerin und 1,2-Propandiol
involviert sind. Die Mehrheit dieser Enzyme wie die Glycerin-Dehydrogenasen, 1,2-
Propandiol-Dehydrogenasen und 1,3-Propandiol-Dehydrogenasen gehoren zu den

Eisen-haltigen Typ III Alkohol-Dehydrogenasen (SUGIURA et al., 1978; QUATTARA
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et al., 1992; DANIEL et al., 1995). Sie sind bei einer ganzen Reihe von bakteriellen
Spezies bekannt, dazu gehoren u.a. C. freundii, Cl. pasteurianum, Erwinia aroidea,
Desulfovibrio strain HDv, Cellulomonas sp., Lactobacillius reuteri und K. pneumoniae.
Auf der Basis der beschriebenen Durchmusterungsmethode konnten in den sieben
verschiedenen Umweltgenbanken insgesamt 31 positive E. coli-Klone mit stabilem
Phénotyp identifiziert werden. 16 dieser E. coli Klone enthielten Plasmide, die aus den
»angereicherten Metagenombanken ZRA, GEA, SLA und GIIA entstammten (s. 3.3.2).
Die tibrigen 15 Plasmide, die ebenfalls den gewiinschten Carbonyl-bildenden Phénotyp
vermittelten, entstammten den Umweltgenbanken FN, WN und ZB, die die natiirliche
Diversitit  ihrer  Habitate reprisentierten (s. 3.3.3). Die verwendeten
Anreicherungsgenbanken zeigten im Vergleich mit den nicht-angereicherten Genbanken

eine etwa 3-fach hohere Trefferquote (s. Tab. 30).

Tabelle 30:

Vergleich der Ergebnisse der Durchmusterung von angereicherten

Metagenombanken und solchen aus unverinderten Habitaten zur

Identifizierung
vermittelnder Gene

neuartiger

Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit

Ergebnisse mit nicht-angereicherten
Genbanken

Ergebnisse mit angereicherten
Genbanken

15 positive E. coli-Klone bei 3000000
iberpriiften Klonen
-> Verhaltnis 1:200000

7 Plasmide vermittelten NAD(H)-
abhingige  Alkohol-Dehydrogenase-
Aktivitét

50 % der identifizierten Gene zeigten
keinerlei ~ Ubereinstimmungen  mit
bekannten Genen
50 % der identifizierten Gene zeigten
schwache Ubereinstimmungen  mit
bekannten Genen

5 der identifizierten Gene zeigten

Ahnlichkeiten zu Oxidoredukatase-
kodierenden Genen
keines war dhnlich zu bekannten

Alkohol-Dehydrogenase-Genen

16 positive E. coli-Klone bei 900000
iiberpriiften Klonen
-> Verhiltnis 1:75000

8 Plasmide vermittelten NAD(H)-
abhingige  Alkohol-Dehydrogenase-
Aktivitit

8 % der identifizierten Gene zeigten
keinerlei ~ Ubereinstimmungen  mit
bekannten Genen
33 % der identifizierten Gene zeigten
schwache Ubereinstimmungen  mit
bekannten Genen
59 % der identifizierten Gene zeigten
hohe Ubereinstimmungen mit
bekannten Genen

12 der identifizierten Gene zeigten
Ahnlichkeiten zu Oxidoredukatase-
kodierenden Genen

4 davon waren dhnlich zu bekannten
Alkohol-Oxidoreduktase-Genen
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Je 75000 tberpriifter Kolonien konnte ein positiver Klon erhalten werden. Bei der
Durchmusterung der nicht angereicherten Genbanken wurde ein Verhiltnis von
1:200000 erzielt. Die identifizierten rekombinanten E. coli-Stimme und die enthalten
Plasmide wurden einer eingehenden molekularen und biochemischen Analyse
unterzogen. Tabelle 30 gibt eine Ubersicht iiber die mit den unterschiedlichen
Genbanktypen erzielten Ergebnisse. Die Analyse der Sequenzdaten aller erhaltener
Plasmide zeigte zunidchst, dass keines der Plasmide mehrfach isoliert worden war.
AulBlerdem konnte eine enorme Diversitit in den Genen und abgeleiteten Genprodukten
festgestellt werden. Der Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen mit den in
den Datenbanken der NCBI gespeicherten Proteinen ergab Ahnlichkeiten zu
Genprodukten, die einer ganzen Reihe unterschiedlicher mikrobieller Gattungen
zuzuordnen sind. Dazu gehorten u. a. die Gattungen Yersinia, Salmonella,
Sinorhizobium, Thermotoga, Ralstonia, Agrobacterium, Bacillus und Methanosarcina.
Dies zeigte, dass die in den Metagenombanken klonierten Genregionen ebenfalls aus
einer groBBen Anzahl unterschiedlicher und bisher unbekannter Mikroorganismen
stammten.

Die Kombination aus Anreicherung und direkter DNA-Isolierung, die zur Isolierung der
Plasmide pAK101 bis pAK116 fiihrte, hat sich als eine effektive Methode zur Detektion
einer groBBen Anzahl von Genen erwiesen, die den gewlinschten Phinotyp vermittelten
(s. 3.4.2). Acht der identifizierten Plasmide vermittelten eine NAD-abhiingige Alkohol-
Dehydrogenase-Aktivitét, die mit verschiedenen Substraten im enzymatischen Test in
den Rohextrakten der entsprechenden E. coli-Klone nachgewiesen werden konnte (s.
Tab. 20). Durch die Analyse der Sequenzdaten konnten auf den 16 Plasmiden insgesamt
38 vollstindig klonierte und 16 unvollstandige Gene vorhergesagt werden. Insgesamt 92
% der Gene und der daraus abgeleiteten Genprodukte wiesen signifikante Ahnlichkeiten
zu bereits sequenzierten Genen aus anderen Organismen auf. Die iibrigen 8 % zeigten
dagegen keinerlei Ubereinstimmungen mit den in den Datenbanken gespeicherten
Sequenzen. Bei der Zuordnung der Genprodukte war eine deutliche Konzentration auf
Proteine enterobakterieller Herkunft zu beobachten. Die Ubereinstimmungen von
einigen dieser offenen Leserahmen mit Genen der bereits sequenzierten Enterobakterien
lagen in einem Bereich von liber 90 %. Dazu gehorten z.B. dacD (pAK103), fdhD
(pAK109), orfi14 (pAK110) sowie glpX und glpK (pAK115). Keines der Gene zeigte
jedoch eine 100 %ige Identitit und somit konnte auch keines der klonierten DNA-

Fragmente einem schon bekannten Organismus zugeordnet werden.
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Zwolf der identifizierten Gene (phsC, orf5, sucA, sucB, orfl2, fdhD, orfl4, dkgA, aroD,
orf21, orf22 und yabF) zeigten Ubereinstimmungen mit bekannten Oxidoreduktase-
Genen, die fiir Proteine mit recht unterschiedlichen Funktionen kodierten (s. Tab. 22
und Abb. 30). Drei davon konnten in die drei Gruppen der NAD(P) -abhiingigen
Alkohol-Oxidoreduktasen eingeordnet werden. Das orf74-Genprodukt, das auf pAK110
als verantwortlich fiir den gebildeten Phénotyp identifiziert wurde, wurde aufgrund der
beobachteten Ahnlichkeiten zu einer Eisen-haltigen Alkohol-Dehydrogenase aus .
enterica in die Klasse der Typ III NAD'-abhingigen Alkohol-Dehydrogenasen
eingestuft. Orfl12 war dhnlich zum Typ I und Orf22 zum Typ II der Nikotinamid-
abhingigen Enzyme. Hier sind bereits einige Vertreter bekannt, die in der Lage sind mit
verschiedenen Polyolen und den korrespondierenden Aldehyden und Ketonen zu
reagieren. Abbildung 43 zeigt ein Alignment der abgeleiteten Aminosduresequenzen
mit bekannten und anderen hypothetischen Dehydrogenasen dieser Typen. Die iibrigen
fiir Oxidoreduktasen kodierenden Gene konnten in keine der drei beschriebenen
Gruppen von Alkohol-Oxidoreduktasen eingeordnet werden. Es konnten jedoch u. a.
Ahnlichkeiten zu einer bekannten Thiosulfat-Reduktase (PhsC), einer 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase (SucA und SucB) und anderen moglichen Oxidoreduktasen festgestellt
werden. Fiir keines dieser Enzyme ist bisher eine Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitit

beschrieben worden.
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(A) c5437 E. coli
Mir3340 M. loti
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PA4153 P. aeruginosa
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MII0534 M. loti

42B3  Z. mobilis
BA4460 B. anthracis

T T T T T T 1

Abbildung 43: Phylogenetische Beziehungen der drei identifizierten NAD(P)"
abhingigen Alkohol-Oxidoreduktasen Orfl2 (A), Orfl4 (B) und
Orf22 (C) zu bekannten und anderen hypothetischen Alkohol-
Dehydrogenasen der Typen I, II und 111

Die Durchmusterung der ,,natiirlichen* Metagenombanken FN, WN und ZB hatten zur
Isolierung der Plasmide pAK201-215 gefiihrt. Sieben dieser Plasmide vermittelten eine
NAD-abhiingige Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit, die mit verschiedenen Substraten
im enzymatischen Test in den Rohextrakten der entsprechenden E. coli-Klone
nachgewiesen werden konnte (s. Tab. 25). Die Sequenzierung der Plasmide zeigte ein
weniger eindeutiges Bild. Die Hélfte der identifizierten 40 Protein-kodierenden Gene
auf den 15 Plasmiden zeigte keinerlei Ahnlichkeiten zu bekannten in den Datenbanken
gespeicherten Sequenzen (s. Tab. 30). Die anderen 50 % wiesen schwache
Ubereinstimmungen zu bereits sequenzierten Genen mit unterschiedlichen Funktionen
auf. Keines dieser Gene oder der abgeleiteten Genprodukte war verwandt mit einer
Alkohol-Dehydrogenase aus einem bekannten Mikroorganismus. Fiinf der abgeleiteten
Genprodukte (Orf8, Orf9, Orf27, Orf30 und MetF) zeigten Ubereinstimmungen
zwischen 26 und 64 % zu bekannten Oxidoreduktasen. Dazu gehorten eine
Kohlenmonoxid-Dehydrogenase aus H. pseudoflava bzw. M. loti, eine Aldehyd-
Dehydrogenase aus B. melitensis, eine FeS-bindende Reduktase aus B. halodurans und

die 5,10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase aus R. solanacearum. Fiir keines dieser
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Enzyme ist bisher eine Umsetzung der eingesetzten Polyol-Substrate beschrieben
worden. Durch Subklonierungsexperimente konnten fiir die Plasmide pAK204, pAK211
und pAK212 der fiir den Phidnotyp verantwortliche Leserahmen determiniert werden.
Die mit Orf6 (pAK204) und Orf25 (pAK212) bezeichneten Genprodukte konnten
keinem in der Datenbank gespeicherten Homologen zugeordnet werden. Orf24
(pAK211) wies 54 % Identitidt mit einem hypothetischen Protein aus S. meliloti auf,
dessen Funktion nicht bekannt ist. In allen drei Aminoséuresequenzen konnte jedoch
das Nikotinamid-Bindemotive GXGXXG (SCRUTTON et al., 1990) oder GXGXXA
(WIERENGA et al., 1985) identifiziert werden (s. Abb. 37). Dies und die gemessene
NAD-abhiingige Enzymaktivitit in den Rohextrakten der entsprechenden E. coli-Klone
(s. Tab. 25) sind Indizien dafiir, dass es sich hier um neue Typen von Alkohol-
Dehydrogenasen handelt.

Die Ergebnisse der Durchmusterung der verschiedenen Umweltgenbanken aus
komplexen Habitaten sind typisch fiir Verfahren, die auf der Aktivitdt der heterolog
gebildeten Proteine basieren. Der iiberwiegende Teil der gefundenen Gene und der
daraus abgeleiteten Proteine sind vollig neu. Einige weisen Ubereinstimmungen zu
Genen mit unbekannter oder noch nicht nachgewiesener Funktion auf. Zumeist zeigen
sie aber nur schwache oder gar keine Verwandtschaft mit den bekannten Enzymen, die
die gesuchte Funktion ausiiben. Dies verdeutlicht unter anderem, dass die Vielfalt der
Enzyme, die eine bestimmte Reaktion katalysieren sehr gro3 sein kann und bisher
weitgehend unbekannt ist, auch wenn die Anzahl der bekannten und gut
charakterisierten Enzyme wie im Fall der Alkohol-Dehydrogenasen schon recht grof3
ist. Verglichen damit scheint die Dehydratase-Reaktion ein sehr viel stdrker
konservierter Prozess zu sein, da hier auch im Aktivitdts-basierenden Screening keine
vollig neuartigen Protein gefunden wurden. Die grofle Bandbreite der im Rahmen dieser
Arbeit neu-isolierten Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitidt vermittelnden Gene ist neben
der Analyse von 16S rRNA-Genen ein weiterer Nachweis fiir die enorme
phylogenetische und metabolische Diversitdt der bis heute nicht-kultivierbaren
Prokaryonten. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass mit einem einfachen
Verfahren, das auf der Aktivitit der Enzyme im Wirtsorganismus E. coli basiert, Gene
identifiziert werden konnen, die nur geringe oder gar keine Verwandtschaft zu bereits
bekannten Organismen zeigen. Die RNA-Polymerasen in E. coli sind offensichtlich in
der Lage eine grofle Menge unterschiedlicher Promotoren zu erkennen und diese Gene

zu transkribieren. Die Durchmusterung von Genbanken zur Identifizierung von



4. DISKUSSION

186

neuartigen 4-Hydroxybutyrat-Dehydrogenasen hatten dieses enorme Potential ebenfalls
bestiitigt. Die isolierten Gene wiesen Ahnlichkeiten zu Organismen auf, die
phylogenetisch weit voneinander entfernt waren. Dazu gehorten R. eutropha, CI.

acetobutylicum und Synechocystis PCC6803 auf (HENNE et al., 1999).

Die biochemische Charakterisierung der zu den identifizierten Alkohol-Oxidoreduktase-
Genen korrespondierenden Genprodukte beschrinkte sich im Rahmen dieser Arbeit auf
die Messung der NAD -abhingigen Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitdt. Dazu wurden
verschiedene kurzkettige Polyole und die korrespondierenden Carbonylverbindungen
als Substrate eingesetzt. Etwa die Hélfte der isolierten Plasmide hatten in E. coli eine
solche Aktivitdt vermittelt. Dies waren pAK103-104, pAK108-110 pAKI112-113,
pAK116, pAK204, pAK206, pAK208 und pAK210-213. Die maximalen spezifischen
Aktivititen der Oxidationsreaktionen in den entsprechenden Rohextrakten von E. coli
lagen zwischen 0,013 bis 0,071 U/mg Protein. Damit waren sie deutlich niedriger als
die spezifischen Aktivititen, die fiir einige NAD(P)'-abhingige Alkohol-
Dehydrogenasen mit den gleichen oder dhnlichen Substraten in Rohextrakten bestimmt
wurden (0,131 bis 0,45 U/mg) (JOHNSON und LIN, 1987; DANIEL et al., 1995;
LUERS et al., 1997). Ein moglicher Grund dafiir kdnnte sein, dass die hier gewihlten
Anzucht- und Analysebedingungen nicht ideal fiir die heterologe Genexpression bzw.
die Aktivitat der untersuchten Enzyme war. Durch die Optimierung von Parametern wie
Anzuchtmedium und —temperatur oder der Zusammensetzung und des pH-Wertes des
Testpuffers konnten sehr wahrscheinlich hohere, den bekannten Enzymen
entsprechende Aktivititen erhalten werden.

Eine mogliche Abhéngigkeit der restlichen heterolog gebildeten Enzyme von anderen
Kofaktoren wurde bisher noch nicht tiberpriift. In Frage kommen hier Coenzyme wie
FAD, PQQ oder F4 (REID UND FEWSON, 1994). Ebenso konnen noch keinerlei
Aussagen iiber die Reaktionsmechanismen von Proteinen wie Orf6, Orf24 und Orf25
(kodiert auf pAK204, pAK211 und pAK212) gemacht werden, die zwar eine NAD'-
vermittelte ADH-Aktivitit aufweisen, aber ansonsten keinerlei Ahnlichkeiten zu den

bisher bekannten Enzymen dieser Klasse zeigen.
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4.6 Ausblick

Die beschriebenen Untersuchungen haben eindrucksvoll gezeigt, dass die mikrobielle
Diversitdt in natlirlichen Habitaten ein riesiges Potential als Quelle fiir neuartige
Biokatalysatoren und andere biologisch-aktive Substanzen besitzt. Die vorgestellten
Methoden verschafften einen kleinen Einblick in diese bisher weitgehend unerforschte
Welt. Weiterhin erdffnen die vielfdltigen Ergebnisse interessante Aspekte fiir
weiterfilhrende Arbeiten auf diesem Gebiet. In der Diskussion der Arbeit wurden bereits
einige zusitzliche Experimente und Moglichkeiten erwéhnt, andere werden nachfolgend

kurz dargestellt.

Die neu-isolierten Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit vermittelnden Plasmide trugen
Gene, die zumeist vollig neuartig waren oder nur geringe Verwandtschaft zu Genen und
Genprodukten bekannter Organismen zeigten. Eine wichtige und interessante Aufgabe
ist nun die Charakterisierung der darunter vorhandenen neuen Typen von Alkohol-
Oxidoreduktasen (z.B. Orf6, Orf24, Orf25). Hier wiren zunichst Experimente zur
Determinierung der GroBe der nativen Enzyme und von einzelnen Untereinheiten
denkbar. Von groem Interesse wiren anschlieBend die Ermittlung der
unterschiedlichen Bediirfnisse an Kofaktoren, die Substratspektren und die Aufklirung
der ablaufenden Reaktionsmechanismen. Erste Experimente dazu wurden bereits
begonnen. Ein weiteres Ziel ist die Identifizierung der fiir den Phénotyp
verantwortlichen Gene fiir alle Plasmide. Durch anschlieBende Subklonierung,
heterologe Expression und Reinigung der heterolog gebildeten Genprodukte konnten
die kodierten Proteine eingehend biochemisch charakterisiert werden.

Im Bezug auf die isolierten und ausfiihrlich charakterisierten Glycerin- und Diol-
Dehydratasen steht als nédchstes die Frage im Vordergrund, ob eine oder auch mehrere
fiir einen Einsatz in dem von Dupont und Genencor entwickelten Produktionsstamm in
Frage kommen und ob sie eine Verbesserung darstellen. Dies wére moglich durch eine
direkte Integration der Dehydratase-Gene und der zugehorigen Reaktivierungsfaktoren
in den verwendeten rekombinanten E. coli-Stamm. Entscheidende Parameter bei der
Anzucht und Analyse unter den entwickelten Fermentationsbedingungen ist die
Produktausbeute und die Stabilitit des resultierenden Stammes.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ist die Weiterentwicklung der Methoden zur

Isolierung von mRNA aus Umweltproben. Die Erfassung und Nutzung der genetischen
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und physiologischen Vielfalt bisher unentdeckter eukaryotischer Organismen birgt ein
enormes Potential besonders im Hinblick auf die Entdeckung neuer biologisch-aktiver
Substanzen wie Antibiotika. Die bisher verwendeten Methoden zu Zelllyse in den
Umweltproben waren hauptséichlich auf prokaryotische Mikroorganismen ausgerichtet.
Zur Verbesserung der Lyseeffizienz in Bezug auf die Eukryoten wére z.B. der Einsatz
von Glas Beads oder dem Enzym Zymolase vorstellbar, das zum Abbau der Zellwand
bei Hefezellen benutzt wird.

Die aus den vier Boden- und Sedimentproben konstruierten Genbanken sollten fiir
weitere interessante Durchmusterungsverfahren genutzt werden. Denkbar wire hier der
Einsatz anderer alkoholischer Substrate zur Detektion von weiteren Oxidoreduktase-
Aktivitdt vermittelnden Genen. Bezogen auf die tatsdchlich in den eingesetzten
Bodenproben vorhandenen genetischen Information wurde nur ein sehr geringer Anteil
kloniert und durchmustert. Eine weitere Erhohung der Anzahl der rekombinanten
Plasmide in den einzelnen Genbanken wiirde die Identifizierung weiterer Gene und
Genprodukte mit den gewiinschten Phénotypen ermdglichen.

Des Weiteren konnte durch die Amplifikation und Sequenzierung von 16S und 18S
rRNA-Genen ein Einblick in die Diversitit des angereicherten mikrobiellen
Konsortiums erhalten werden. Das heutige Wissen zur Physiologie und Rolle der
verschiedenen Prokaryoten beruht zum {iberwiegenden Teil auf Laborstudien mit
Reinkulturen. Auf die Frage welche Bakterien und Archaea in einem bestimmten
Habitat oder einer mikrobiellen Gemeinschaft in welchem MaBl zum Stofffluss
beitragen, gibt es nur unvollstindige Anworten. Eine Moglichkeit diesen
Fragestellungen auf den Grund zu gehen, bietet die Kombination aus Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) mit rRNA gerichteten Oligonukleotidsonden und die
Mikroaudiographie, bei der die Aufnahme radioaktiver Substrate wie z.B. Propionat,
Acetat, Carbonat oder Phosphat untersucht wird. Neben der radioaktiven Markierung ist
auch der Einsatz von stabilen Isotopen wie z.B. >C moglich (AMANN, 2000).

Uber die heterologe Expression in E. coli ist es sicherlich nicht moglich die Gesamtheit
der physiologischen Diversitdt der Mikrobengemeinschaft auch nur einer ausgewéhlten
Reaktion darzustellen. Einige Proteine werden nicht in diesem Organismus exprimiert,
andere sind nicht aktiv oder sogar toxisch fiir den wirtseigenen Metabolismus. Darum
ist es sinnvoll und notwendig in Zukunft vermehrt andere Wirtsorganismen wie B.
subtilis oder Streptomyces sp. in den Aktivitits-basierenden Durchmusterungsverfahren

einzusetzen.
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In Zukunft wird die Metagenomik es uns mehr und mehr gestatten die metabolischen,
biochemischen und biotechnologisch relevanten Eigenschaften der Mikroorganismen
auf der Basis ihres genetischen Potentials abzuleiten. Die Kombination von Daten aus
der Genomanalyse der nicht-kultivierten Bakterien und der Beschreibung metabolischer
Funktionsgene gewdhrt tiefe Einblicke in die Evolution des Metaboloms, die auch die
Rekonstruktion ganzer Biosynthesewege zum Ziel hat (,,pathway reconstruction). Die
Umweltgenomik kann somit als Genomforschung der zweiten Generation betrachtet

werden, die der natiirlichen Komplexitdt der Mikrobengemeinschaft Rechnung tragt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

1. Zur Herstellung von Metagenombanken wurden Boden- und Sedimentproben von
einem Zuckerriibenfeld (Gottingen), dem Fluss Grone (Gottingen), dem Golf von Eilat
(Isracl) und dem Solar Lake (Agypten) verwendet. Die Proben wurden nach einer
kurzen Anreicherungsphase von Glycerin- und 1,2-Propandiol-fermentierenden
Mikroorganismen zur DNA-Isolierung verwendet, die nach der Methode der direkten
Lyse durchgefiihrt wurde. Zur Erstellung der Genbanken erfolgte ein partieller Verdau
der gereinigten DNA mit dem Restriktionsenzym Bspl1431, die Ligation in den
Plasmidvektor pBluescript SK* und die Transformation in Escherichia coli. Die daraus
resultierenden Genbanken enthielten zwischen 37300 und 71050 verschiedene
rekombinante Plasmide mit durchschnittlichen Insertgroflen von 3,3 bis 5,6 kBp. Der

Anteil der Insert-tragenden Plasmide lag zwischen 60 und 78 %.

2. Zur Identifizierung von neuartigen Coenzym Bi,-ahdngigen Glycerin- und Diol-
Dehydratasen aus den Metagenombanken wurden sowohl Aktivitéts- als auch Sequenz-
abhingige Durchmusterungsverfahren verwendet. Als Wirtsstimme wurden E. coli
ECL707/pAK1 bzw. E. coli DH50 eingesetzt. Insgesamt konnten sieben verschiedene
positive E. coli-Klone isoliert werden. Die dazu korrespondierenden rekombinanten
Plasmide wurden mit pAK2-8 bezeichnet. In den Rohextrakten von E. col/i DH5a/pAK2
und E. coli DH50/pAK6 bis pAKS8 konnte eine signifikante Coenzym Bj,-abhéngige
Glycerin-Dehydratase-Aktivitdt nachgewiesen werden. In den Rohextrakten der anderen

Klone war keine Dehydratase-Aktivitét detektierbar.

3. Die inserierten DNA-Fragmente der Plasmide pAK2-5 und pAK7 wurden
vollstidndig sequenziert. Die auf pAK6 und pAKS lokalisierten Dehydratase-Gene waren
zu 100 % identisch zu denen aus C. freundii und wurden nicht weiter analysiert. Die
Sequenzanalyse der ibrigen fiinf Plasmide ergab, dass die dort lokalisierten
Dehydratase-Genregionen hohe Verwandtschaft mit den Genen fiir die Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii (pAK2-3 und pAK7) bzw. der Diol-Dehydratase aus S.
typhimurium (pAK4-5) aufwiesen. Aufgrund der beobachteten Sequenzédhnlichkeiten
und der nachfolgend durchgefiihrten biochemischen Untersuchungen (s. 4.) wurden die

auf pAK2-3 und pAK7 kodierten Dehydratasen als Glycerin-Dehydratasen eingeordnet.
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Die auf pAK4-5 kodierten Dehydratasen wurden dementsprechend als Diol-
Dehydratasen klassifiziert. Die Dehydratase-Gene auf pAK2 und pAK7 lagen
vollstindig kloniert vor, wihrend den entsprechenden Regionen aus pAK3-5 jeweils
unterschiedlich groe Abschnitte der o-Untereinheit der Enzyme fehlten. Zur
Vervollstindigung dieser Gene durch die entsprechenden Genabschnitte aus den jeweils
ndchsten verwandten Dehydratase-Genen wurden sog. ,,Megaprime*“-PCR-Reaktionen
durchgefiihrt. Die Methode war erfolgreich fiir die Komplettierung der auf pAK3 und
pAKS kodierten Dehydratasen.

4.  Die Dehydratase-Gene aus pAK2, pAK7 und die Hybrid-Fragmente von pAK3
und pAKS wurden in die Expressionsvektoren pET100/D-TOPO bzw. pET101/D-
TOPO subkloniert. Die Expression der Gene wurde in E. coli BL21 durch Induktion mit
IPTG erreicht. Die auf pAK3.1 lokalisierte Glycerin-Dehydratase zeigte keine Aktivitit.
Die anderen drei heterolog produzierten Dehydratasen wurden mittels
Affinititschromatographie an Ni*"-NTA-Agarose gereinigt. Alle drei Enzyme waren in
der Lage die Substrate Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den
entsprechenden Aldehyden umzusetzen. Die beiden Glycerin-Dehydratasen (pAK2.1
und pAK?7.1) zeigten die hochste Aktivitdt mit Glycerin, wihrend die Hybrid-Diol-
Dehydratase (pAKS5.1) mit 1,2-Propandiol am aktivsten war. Durch eine Gradienten-
PAGE unter nativen Bedingungen und eine anschlieBende Aktivititsfarbung konnten
Molekularmassen von ca. 190 kDa fiir die beiden Glycerin-Dehydratasen und 230 kDa

fiir die Diol-Dehydratase ermittelt werden.

5. Alle Dehydratasen wurden in Gegenwart des Substrats Glycerin im Verlauf der
Katalyse inaktiviert. Am wenigsten empfindlich erwiesen sich dabei die Hybrid-Diol-
Dehydratase (pAKS.1) und die zum Vergleich herangezogene Glycerin-Dehydratase aus
C. freundii. Der als Reaktivierungsfaktor der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii
identifizierte Proteinkomplex DhaFG war in der Lage, die Glycerin-inaktivierten
Enzyme in Gegenwart von ATP und Mg®" zu reaktivieren. Die ermittelten
Reaktivierungsraten lagen zwischen 62 und 85 %. Des Weiteren konnte die Hemmung
der gereinigten Enzyme in Gegenwart von hohen Konzentrationen von 1,3-Propandiol
festgestellt werden. Die ermittelten Ki-Werte betrugen 0,85 bis 0,93 M fiir die Glycerin-
Dehydratasen (pAK2.1, pAK7.1, C. freundii) und 1,36 M fiir die Diol-Dehydratase
(pAKS.1).
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6.  Zur ldentifizierung von Genen, die Alkohol-Oxidoreduktase-Aktivitit in E. coli
vermitteln, wurde ein Testsystem verwendet, das auf der Detektion von
Carbonylproduktion durch die E. coli-Klone auf Indikatoragar beruhte. Als
Testsubstrate wurden verschiedene C2-C4-Polyole (Glycerin, 1,2-Propandiol, 1,2-
Ethandiol, 2,3-Butandiol) eingesetzt. Der verwendete Wirtsstamm war E. coli ECL707.
Es wurden die Anreicherungsgenbanken ZRA, SLA, GEA und GIIA sowie die aus
natiirlichen Standorten erstellten Genbanken FN, WN und ZB auf die Zielgene
durchmustert. In den Anreicherungsgenbanken konnten bei der Untersuchung von
900000 Klonen 16 positive Klone identifiziert werden, die mit E. coli
ECL707/pAK101-116 bezeichnet wurden. Dies entsprach einem Verhéltnis von einem
positiven Klon je 75000 untersuchter Klone. Acht Plasmide vermittelten eine NAD -
abhingige Alkohol-Dehydrogenase-Aktivitit. Aus den Umweltgenbanken FN, WN und
ZB wurden im Rahmen der Durchmusterung von 3000000 Klonen 15 rekombinante
Plasmide isoliert, die den gewiinschten Phédnotyp vermittelten (Verhiltnis 1:200000).
Die Plasmide wurden mit pAK201-215 bezeichnet. In den Rohextrakten von sieben der
rekombinanten E. coli-Stimme konnte eine signifikante NAD(H)-abhingige Alkohol-

Dehydrogenase-Aktivitit nachgewiesen werden.

7. Die inserierten DNA-Fragmente aller 31 Plasmide wurden sequenziert. Die
Sequenzanalyse von pAK101-116 ergab 38 vollstindig und 16 unvollstindig, potentiell
fir Proteine kodierende Gene. 51 der abgeleiteten Genprodukte zeigten
Ubereinstimmungen mit bereits bekannten Proteinen, die zu einer Vielzahl von
bakteriellen Gattungen gehorten. Bei neun Plasmiden (pAK101-102, pAK105,
pAK107-110, pAK115-116) konnten die fiir die Carbonylbildung verantwortlichen
Gene identifiziert werden und vier dieser Gene zeigten Ahnlichkeiten zu
Oxidoreduktase-Genen bekannter Organismen, 3 davon (orf12, orfl4 und orf22) zu
Alkohol-Dehydrogenasen.

Die Sequenzanalyse der Plasmide pAK201-215 ergab insgesamt 40 fiir Proteine
kodierende Gene. 50 % der Gene zeigten keinerlei Ubereinstimmungen mit den in den
Datenbanken gespeicherten Sequenzen. Die anderen wiesen schwache Ahnlichkeiten zu
bereits sequenzierten Genen auf. Fiinf der abgeleiteten Proteine zeigten Verwandtschaft
zu bekannten Oxidoreduktasen. Durch Subklonierung konnten fiir die Plasmide

pAK204, pAK211 und pAK212 die fiir den Phénotyp verantwortlichen Gene
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identifiziert werden. Die daraus abgeleiteten Proteine besallen die fiir die Bindung des

Nikotinamid-Kofaktors typische Glycin-reiche Region.
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ANHANG

Der Anhang enthélt die kompletten Nukleotidsequenzen der Plasmide pAK2 bis 5 und pAK7,

sowie von pAK101 bis 116 und pAK200 bis 215.

71

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK2

gat cgccttc
cacgat gat a
ggct caacac
cgccgtcettt
gcgttcgeca
cgat agct ca
aat aat ct gt
ccggcaggcc
aggttgtacc
gaaat at cac
ccacggaaaa
ggct gccagce
aggt cacgaa
attaagt caa
atcatttaac
aattacgt at
tgct gat gaa
tttgagtcaa
gggctgatt g
t gaaggt gga
ttttatcgee
gccagaat gt
cgaaagcggt
cagacgcacg
gccgccgaag
ttaat gcgct
agaagccacc
acggagt cgg
ct cgt ggcct
atcgatgctg
ggcgeggt ca
tgattgcctc
tcgcaccgceg
ccgaact acg
agcgt gacct
ggct gcgegt
gccgccacct
aagagat gat
tattgccagc
ct ggat cgcc
atcgcatttc
at aaggcggt
aggcggcaaa
gcacaaaacc
gggct geat g
acct cagcgg
gctgecgcetg
ggt aagaacg
tgcgacccaa
cgcgectgtc
attacccgtt
cctt gagaat
caggcgcaga
tcgccat ccc
gctgct ggec
tcggcggaag
taatt gcagg
cagcgggat t
cagcaggcac
cggt gat t gg
taacccgcaa

tt gcgcgagg

gt gagt ggct
tcgcact gct
cgt caaacac
aattgcccge
accacagaaa
tattatacct
cctgttcgac
accgccaaaa
gcat cggt aa
agct ggt gac
gact act gga
ot gat ggt gg
aaat atcgtg
tact gt gaag
cccgt cacaa
caaat t ggaa
aggcgattgc
tgcgct at ga
gcgaat ggcc
aaat ggccgt
gact acgcaa
t ggt ggat at
ggaggt gat g
ccctctaacc
ccgggat ccg
ggcget get g
gaact ggaac
tgtttaccga
gaagat gcgc
tacct ggagt
gct gt at cgg
gat gct cgac
cgcaccttga
acaacat gtt
gat ggt t gat
gct att cagg
acgct cacgg
gaagcgcaat
aatattctca
aatt cgaggt
t gccgaacgc
acacggt gga
agcgggcgat
ctgattgata
cgcgggt ggt
ttctggcatt
agt aacct gg
ccgecgegtta
atttatggcc
acgctgcata
agcgacccgc
gtgctggetg
ttgccgagea
ggat gccecgce
attgctgatg
t gt accagca
gattgatatt
gt cgccacca
t ggat aacac
t gat gt ggca
acacccggcg
atcagtttgc

gcgat accaa
ctttacgaaa
caccacgt ca
aggcctttat
t agcat t ggg
tcttagattt
ggt gccgeca
at aat aat gc
tttcat gagt
aaacgcttcg
acgttgattt
tgattggttg
caacagct at
aatt ct aaat
ttcgcetgtga
cgaaat t aat

cggggattta
gaagat caaa

ggaagagggg
att gt cgaac
ttaacgttgc
tcacgttagt
gcgaaaat ga
agt gccacgt
tggtttttct
gtcggttcac
t ggggat gcg
t ggcgat gat
tacacct ccg
cgcgct geat
gat gact ggc
ctt gaagt gg
t gcagat gct
tgccgggt cg
ggcggect ge
cggtgttccg
cagcaaagat
attact gggc
acat gct gaa
ggt t agcgece
t gggcggaaa
atgtacaatt
cgcgeggat g
tgccgcacaa
cagaattctg
gggat tggt a
aattgttctc
t gcacgt aaa
aaggccgegce
ttgcact cgt
t gcccggaga
gacgegt ggg
gat gcagcgt
at act ggaga
aact ggaaca
gagaaacaag
ggcaacgcca
cgggt at gaa
gcegt ggt cg
at ggagacga
gcgt t ggegt
tcagggat gg

tgcctttgee
gact t ccagg
at accggct't
cagt aaccag
gccaaaaaag
aaat t at aat
ct cacaccga
gttgttgatt
gccct gacgce
tccatgegtt
caagggcttt
ggtctttttc
tttttatcat
tggtaagtta
atatttcaga
tttatttttt
ggcct ccggt
acgattcgaa
ctaatcgcta
t ggacggt aa
ggaaaccgaa
cgggaagaga
acgt ggt gga
caccaacctg
gaacaagaaa
agt gcggccg
cggct t aacc
acgccgt ggt
gcaccggttc
ttttattacc
gcagt gcegt
cat cagcgaa
gcccggcacc
aatttcgacg
gt ccggt aac
cgagct gggg
at gccagcgc
tggat at t gt
gcagegt gt g
gttaacgaca
tt aaaaat at
gaacgt aagc
aagt ggt gat
agcgat ccta
cgcacct cgg
ttcagt cgaa
ccaggccccg
gagt cgccat
tgtttcatat
aaaggaat ga
aaat cct cac
gccacaggat
cacgccgt gg
t ct acaat gc
cacct ggcat
ct gcgt aaag
ccacggaagt
agccacgcgg
tttcaggatg
t caccgaaac

ggggat gggc
at cccgct gg

gcagt cat gc
ccgtcgegea
cacgcagat g
cagcgetttt
ttcacatttg
t cagagaaac
cagcaccgac
ggtt agcet gt
aggcagcagg
gcat gagt ag
aacct cgaca
acagaatctc
tgagttttct
attacctttg
taactgtttc
tacaggtctg
gat gcggecc
gtccttgecce
t ggaaagccc
agaccgcgcea
cgggcaat gc
ttattgccat
aat gat gat g
aaagat aacc
ct accgt agg
ccctggtgtg
agct acgeceg
ccaaagcgt t
ggaggcgct g
aaaggcgcgg
cggggat t cg
t gaccagacc
gactttatct
ccgaggact t
ggaagaggaa
ctgccgttga
gt aat gt ggt
cggtgcgetg
accggcgat t
tcaatgatta
cgcgggegt g
cggttttcat
t ggcgt cggg
aaagagct gg
atgtctcttt
aggaaccacg
ctgct aacgc
cgceggt cce
caaagaaacc
ccat gaacga
t cccaccggg
gtgcgtattt
cgcgcaattt
gct gecgt ccg
gccacggt ga
gcagccagt a
ggcgcet ggeg
gacaatattg
t ggcgaaaat
cat cat cact
accacgat cg

t gggcgaaga

gggct gccge
cgttggtgtc
t gcgagggt t
ttaccgccca
gcaccagat a
aattcaatgc
tatttttcca
aacccatata
cggt at aagc
tgtattcccg
gcggt cgcca
ctgtcaattt
ttattctcge
cgtagegttt
aat at gaaac
ctcatttaaa
ggcgt ceccta
aacggcct gt
ct acgat ccg
cagttcgaca
aact cgacgc
taccactgcg
gcgcet gcaaa
cggt acaaat
tatcgcccge
ct cacccaat
aaacggtatc
tctcgectceg
atgggttatt
ot gt ccaggg
tgcggtgctg
ttttcacact
tctccggcta
cgatgattac
act at cgcca
ttagtgatga
ggaggat ct g
aattccagcg
at ct gcaaac
t cagggaccc
gttcagccca
cttgcaggtg
ccagcctttg
tggccggcat

tatggcctgg
gttattcatc

tggaaactta
ggt ggt caat
aaacacgt gg
caacatcatg
aagccgttaa
ct cagcaaac
ccgeegt gcg
tttcgct cat
acgccgggt t
acggggt ggg
caggat ggcc
ccggggt ggt
tttcatcaac
gaat cgacaa
ccgt ggcgaa
gatagatttc

cgccgacggt
ttttgggttt
ttatctaccg
acagtttgca
at caaacat a
gggt t caget
tttaat aaaa
gcgaagcacc
tttattaaga
ccgt ggt cca
ttttctttgce
t gt agggct g
gctgatcgtt
attgataatg
gt agaaaat t
gttcggct at
ttatttactt
aaat caggat
gcgt cgt cgg
t gat cgaccg
gttggagat c
at caccccgg
aaat gcgt gc
t gccgecgac
t at gcgcegt
gttccgttga
ggt at acggc
gcctatgett
cagaaagt aa
gct gcaaaac
gcggaaaacc
ccgat attcg
t agcgeggt a
aacattctac
ttcgcaat aa
agaagt cgac
gccgccgagg
gcttt gaaga
gtccgeceat t
ggcaccggct
gcgecattga
agcgagggcg
at aaat at ca
t gaagaagag
gat gcggcga
agcgtgattt
t cgccagat c
gaccaaat gg
t gcaggat gc
accgcgcagg
ccgacatt ac
gct ggagt at
gcggaget ga
cgcttgcaga
t gt ccgcgag
gct at gt cgt
ggtttgtcge
cgcctccctg
gaggccgege
tgattggtca
act ggcgt cg
ct cgaggegg
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4341
4411
4481
4551
4621
4691
4761
4831
4901
4971
5041
5111
5181
5251
5321
5391
5461
5531
5601
5671
5741
5811
5881
5951
6021
6091
6161
6231
6301
6371
6441
6511
6581
6651
6721
6791
6861
6931
7001
7071

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101

tttggcttat
cgtactggtc
ccggaaggceg
acggcat cgc
gat cggcaac
ggcaagat ct
t gcaagcgat
gct ggagcgc
ct gct ggegg
at gct gt tgg
tgtgcgactt
acgcccgggt
at ggcgat gg
ggagt t gggt
ctgttcagta
ccaaggt ggt
t ct ggt gcgce
cceggt gget
cgcagat gat
aggaccgcgt
ccaccgcaag
gggt acat ag
aaagcat t gg
ccaagggaat
t gagcaggag
aaccgt at cc
gagct gact a
tctgcatgtg
ctttgtgaaa
gatagtgttg
gt t aagt caa
ttgttgattg
ttgttttggg
agcgt aaact
tattgat gct
gt aaat at ag
att at agt gc
aaccctttcc
gagt t aat ga
cagcagacca

caat gaggcg
aat aat cgcc
t gcaggcgge
caccttcttt
cgct ccgecg
ttat cagt gg
gaacgcct gt
gt gcgt aagg
ttgatacgtt
cattgcggcg
aacacgcccg
gt gcagcgcec
taccgt caaa
ct gagcgatt
ttcgccat ga
gt at ct gaaa
cgaaaggcaa
caattcgcaa
caccgat gcg
aat gcggt gg
cgtttggetg
t at aaaggt g
attttattgg
tttaaaat at
ggat ggaat ¢
ttat caagaa
t cgaat aaaa
gggagct gaa
ctgectgcaa
at cat t gaaa
at cggaat at
tttttatcta
ttattggcgt
cgcat ctt at
at aaat aat g
agcat gat at
cattggacta
gcat t gaaga
gcgagagt ga
at at agcat ¢

ctggatcgtg
t gcacagaac
agt agaagt t
gccct gacgce
t ggt gct gaa
agaaaagcgc
gt gccggt ct
tgat ggcctc
tattcccege
at ggt gaaat
tt gaggt ggg
gctggcgatc
gcggt acatc
cttttctgge
gaacggt gcg
gcgggcgagce
aagagaaggt
tatctctttt
ttggcgaatt
caaccgggct
cggcat aaat
tttattacgc
t ggt at gaac
tt gcacgact
ccgagttcac
ccct gagt ac
ct ct aacgga
cacgcaaat t
aattatcctc
aaaat gcaac
at aact at ag
gt gt ct ct at
actttatgtg
aatgttgata
agt aat aaca
ggagggt ttt
tgtgctctta
aaaaact gt c
gactctgtcg
attgttttta

gt gt caacgt
gat gccggtg
gcgacgacgg
cggaggaaac
aact ccgcag
ggcggt gaag
gcgatattca
gct gagcgga
aaagt ccat g
ccgat cggt t
gggagt ggag
ctcgacttag
t ggct gggge
ggaggagat a
gt ggagt t ct
t gat cccggt
ctttgtgacg
gtggtgttgg
acggt gt t gt
ggttttagcee
caaat aaagg
ggttaatttt
acat cggcgt
t aggt gt gcc
aaaaaaagt ¢
ttttcgtcct
cgtttccact
at gggct gcg
tcatgttttt
tatttaagtt
t gct at aaat
tttttcgtgg
ggt gaaact t
tcatttataa
tttaacggtt
aatctttcct
ttgatagctt
agccagt at t
gaaggact cg
ccegcett act

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK3

gat ccgt get
cagacct t ct
ttatcttttc
ggact tt gat
gaggaaact a
cgctgattag
t gt ggt agag
gcget gagt g
gcgatt at ct
tgattatcag
ggt gtggttc
tttcaccttg
gt t gggccgg
agct ggt ggce
ctcctttatg
accacggt ga
t gacgct gga
ggt accggtc
gaaaccaaac
gaacgaaaac
accggaaagc
gtatttctca
taatttccgt
cgcccatttc
cggt gaacgc
t cagt gacgg
ggcgcaggat
attgccgggg
aaat ct gcat
cact gaat cg

at cgccgt gg

gt gct ggcgg
cgcact ccga
cggct acagc
gattacaaca
tcgctattcg
cgat gaagag
gatttggccg
ccagcggttt
gcaaacat cc
ggacccggca
agcct ggcag
caggttagcg
cctttgataa
cggaattgaa
gcct gggat g
ttcatcagcg
aacct at cgc
gttaat gacc
acgt ggt gca
at cat gaccg
cgttaactga
gcaaacgctg
cgt gcggegg
gttcttcatt
cgggtttgtc
aggcggtat g
ggceggtttg
tagtggcctc
caacgaggcc
acaatgattg
agaaact ggc

aaaacct gat
tattcgccgt
gcggt accga
ttctgcaacg
caat caggcg
gt cgacgccg
cggt ggaaga
tgacgatatc
gccattctgg
ccggct atcg
cat t gaat aa
aaggcgaggc
at accagcat
gaagagggat
cagcaaat ct
tgatttgctg
cagattggta
agat ggt gcg
ggat gccgeg
cgcaggatta
tattactctt
gagt at cagg
aactgattgc
tacggagtta
cgcgagt cgg
ccgttaattg
ttgccagcgg
cct gcagcag
gcgceggt ca
gt cat aaccc
at cgtt gagc

tgcctcgatg
accgcccgcea
actacgacaa
tgatctgatg
gctcgeget a
ccacctat gc
aat gat gaag
gccagcaaca
at cgccagt t
catctctgcce
ggcggt at gc
ggcaaaagcg
aagaccct ga
tacat gcgcg
gagcggct cc
ccgct gageca
agaacgccgc
accaaaattt
cct gt cacgc
tccgttageg
gagaat gt ac
cgcagat cgc
cat cccggat
caggccattg
cagacgtgta
cagggat tga
gat cgt cgcg
gcgct ggaaa
ttggt gat gt
gcaaacgcca
ct cgat cggt

ggt ggcgget
at cgat gaag
gacaggt agt
gcaaacgat c
ggt gat gt gc
ct gat gt agc
cggcgaggct
gacgat at ga
gcggt at cgc
acagat gcag
gccaat at gg
gt gcaggat c
agggaacat g
aagaaat at c
tt cgcgaacc
agat aaccag
aact gt ct gc
tgggcggttc
t gccggt cag
ggggagacgg
taacgttctc
aaggat aaga
cagt acccca
agt gagcgca
gccggat ggg
acat gcagga
tt caaggt gg
at gccat act
tatttacgag
tttaagtatg
act t ggggga
ttattgcacc
caacccaat a
t ggaaaat gt
at ct gaat ga
acgaacgagt
ggcaggccgt
gggaagcacg
cattcttaaa
tgatc

ct cgacct cg
cattgatgca
catgtttgct
gt t gat ggcg
tt caggcggt
t cacggcagc
cgcaat at ca
ttctcaacat
cgaggtggtc
gaacgct ggg
ggt ggaat gt
gacgat cgcg
ttgatatgcc
ggt ggt caga
ggcat cggca
acct ggagct
gcgttacgca
at ggccaagg
tgcatattgc
act cgct gcc
t ggcagggcg
cgagcagat g
gctcgtattc
ccgat gaact
ccagcagaga
t at cggcaac
accacgggca
aaacatcgtc
ggcgat ggag
ggcggtgttg
ttgcgcaggg

at cct gaaaa
tcacgttgct
gcgggtattg
gt gccgat cg
gct caagggt
acaaggggca
ggt act cacg
attcggt gca
cggggaat at
gcgat cgcca
cggt ggcegg
caccgat gcc
gt cagcct gc
cgct ggcgaa
gct cagecca
acct cgct gg
gcgegttgeca
gt cgct ggat
ggt aacattc
aaggat agt g
tttgatatcc
gcat gccaac
tt ccat ggat
gcggat gt ga
cagaaaaagt
gcagct caaa
tagcgt ccaa
cttaagatta
tttattttct
tt agt act ag
atattcttgt
tttgaacata
t act gt agac
accgttgcaa
gtgtttttca
attggttatg
tcaattacgc
aacgggt at t
gttt gcaaag

aagt ggcgt ¢
gatgctgcce
gggt cgaact
gtctgcgtcc
gtttcgcgag
aaagat at gc
ccgggct gga
gt t gaggcag
agcgccgtta
cggaaattaa
acaact gaac
cggat gaagt
gcacaaggca
gttttgcgca
ttggtattca
tttttctcag
cgcaaagagt
ctgcgcetgtt
ct t agt aagg
cggagaaaat
t gt ggggcca
cagcgt cacg
t ggaaat cta
ggagcacacc
aacaagct gc
gccaccacgg
t gaaaggcac
gtcgcttcag
acgat caccg
gcgt agggat
ctggatc

aagat gat gg
ggagaaggt t
t caaat cctt
ccagagcgct
gat cccggeg
caggcgatta
cgggcggcat
tatt caggat
t caat ggaaa
gt gagt t gag
ggcatt gacg
gcgattat ca
t gat caaaac
agt ggagagt
tcagtgttcg
aaaaaatt cg
t caggt ct ca
tttgaaatcc
gcggaacaga
cagaaaacca
cggct gact t
agcaat t gag
gaaagt acgg
cggcacgagg
t gcct ccggt
gaact cgt gt
agagttgcta
agccttaatg
caaat aat ga
catt cagt aa
tttctggttg
aaagt at at t
ttaagt cat a
at gat gagt t
accgt ct cct
gacaat at ct
t gagagt cat
agttattacc
gacgagt ggc

ggcgaat gac
ggt accgact
t cgat gccga
ggt aacggaa
ct gggcctge
ccgcgegt aa
tgttgttgge
cgt gt gaccg
at gacat caa
gaat att gcg
gt aagccggt
ggt gat t ggc
at cct gaaag
cct cggat gt
gt cgaaagga
gccccgetge
cgccct cgece
ccacat t aaa
gaat gacgat
cct cacgccc
caggat gt gc
ccgtggcgeg
caat gcgct g
tggcat gcca
gt aaaggcag
aagt ggcgct
gcgggat aac
gacgt gacga
aaaccat cat
gggt accacg
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7.3

7.4

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK4

gacct caagg
tcacgt ccgg
cggt gacctt
ccact caggg
gct ggagt ga
cgtcggt at't
acgtatttgg
t caacgt cgg
ggtttccagt
t ggat aaccg
cggcgacaaa
acccgcgatc
aacgccggac
gaaaact gt c
cttatcgctg
at agt t cacc
tcgcettgea
gt ccgt cgec
cat at cct ga
ttgct gat ga
gggcgt aagt
cagt gcgcgg
actttaaggt
tgttgtcgta
caaacgcgcg

at gcgat cgt
catctttgge
att gct cagc
tgtttattgg
cggtctctcc
catggagtta
tctctttaat
gaccggt t gt
gt caggagt g
tggtgcettt
cgccacat cg
acttcgcgca
caacggcaat
accaggcgcg
gtctgcattt
ccttagccaa
ggcgat aacc
gacgat aat g
gcaacat cgg
tctcttgege
cgcggcettca
gcegettt gt
cacgct ggag
gtt cggcacg
gt acggcgcea

caggcaccgc
gat at ccgcece
acattttcga
cgagcgggt a
ctgcagact g
tcctttatca
gt gcagaat g
ggagatt cac
gggcct gagg
ggact ggat g
gaggatttaa
aaatattctt
aat cacttca
gt cgccat ct
cagacagcac
gctcgt t ggg
tgttgccgga
gcggaggt at
t aaat ccgcec
aaacttaat g
acttcttcat
t acgaat ggc
aacgttgtag
gcggaat aac
tatccgagtg

ggt cagt t ct
t gaat gcgca
gcgt gaagt ¢
at ccgt cact
ttcattcgge
aagcgccacg
gctgatttcg
gcttggegta
gaacagct cc
ccgat t gaaa
agcagcggat
gt gcggaat a
tcctget get
gcggt geggt
atcttcaatt
at caagt gcg
ccggcat aat
gcagat agt ¢
ct gggccagg
tcttcaacga
cggt t at ggg
gat gacgt ct
t cgt caaagt
cggaagagat
ggt aaaggt t

Nukleotidsequenz des Inserts von pAKS

gatcctcgta
cgctggegt a
cgttcggtaa
cttcttccag
ggaaccggt g
ccgttggttt
ct aat gccag
t aagcggat t
caccaacggc
cat gacggt g
gcat cagcgg
ttttctcctg
caat gct ccg
tttatagtgc
agccat gcgc
tacccagcag
gaggttactt
gccttcagtg
tgcggaact t
tt ggact aac
ggcgcgaact
cgggcaaaca
acaagctttc
ttcacgggca
gggtttatga
gt gtggttag
ttgcgt gatt
gcctgttcca
gtaaatcctg
cagcat gccg
ttcat aat gg
ttccagcggg
aat cagggcg
ccgt aaggat
acgggat acg
tacgccat cg
gt ggcgacat
acaattcctc
gat cat ggtt
gcttcgttaa
cct cct gaat

ct ggegt cct
acat gt ggga
cctgctgcaa
ttgctgaatc
gaaat ggccg
tttcgaggcc
accact aact
t aggt aaaat
get ggeggeg
at aaggcccg
cttcaat agc
tggattatga
acgagcgt gg
acaaccagtt
t gt ggat agt
gacgtcattc
tccat gagcg
ccgcgaat at
cgaagt ccag
ct gacgaagt
ttctccagcg
ccgttggegg
aactttcgcc
at gat cat cg
t ggaggcgt ¢
agcgcccaga
tcctgggcaa
gcgagaattc
aat gaagat t
ccaat att gg
cttctgcgee
aat ggct cgc
cgcgccat gg
t agagagcgt
gt cgat at ag
tcctgttgta
cggcaaaatc
cggggt gat ¢
gattcggtga
ttcggat gag
accaaacaca

tgttcttccg

ct ggggcat c

ggggt t ccgt
cgtttggtct

cct gaacgga
caccagcgt g
tcgagtaatc
tgcttcgacg
gcgct ccecg
agccaatttt
gccgacaagc
gtggcattcc
ctatcttgtt
gttcctggtt
gt cggt agag
cagagt gaag
aacgcctt gt
t gccgeggec
ggaagagcca
gctctcagtg
ccagat ctcc
cagaggggag
agcgggt att
tgaccatatc
agt ggaaccc
attgcggcett
t cat cgccat
accggcaagt
t cat gact gg
ttccecgettc
cgct gcaacg
gccttcacat
ggacaat att
ttcaat cact
agcact t cat
aaat cacgcc
gaat gct gat
gt gacgccaa
taatggtttc
cgaaat at cg
ttacgtaatg

t ccggt cggt
ttcattggta

tccacat gga
gct ggccggt
ggccacat ca
at ggaggcgg
ccagtgattg
tcgctgtgtg
cat ct acagc
ttcgtagcca
ccttttottt
ct gaagggga
gat acgt cag
gcat ccgatg
tggctttccc
tgcagtctcc
accaggagag
cgcaaccagt
ccaaccaaaa
cgttggtgac
aggt aat ggc
gggaagaact
ttttogatttc
gccagcgcecc
gcgccgagat
cagct tcagc
ttgcaggcga
ccccccegtca
gcttgttggt
gccagt gaca
t cgacacgaa
cacccgacgg
ttttgtctct
tttccgggga
cgacgat ggg
cgttagctga
gacaccacca
cacct aaccc
ggtgatcgtc
ctgacattga

gcggcacgt t
gegtttctgg
at ccagegt t
ttcgcggt at
t caacacat c
cgcagtt cct
cctggtactt
acgcgcggcg
aggt t agaaa
taccggaacc
gacgcgt gct
ccgacgat at
gaccctgttt
t gccgcagea
at ct ggcgca
ccggggat gt
cgttgacgtc
tccggttaac
gctttcacca
tgttacgttc
t ggcaat ccc
ccttcacgea
cttcggeatc
gaagt cagt t
cggtcgttac

tttgattacc
gcttcgttcc
tgagt acat g
gttgtgagtg
ccgatgattt
ctttcgccat
cttcacgctg
gacgcgggat
ggctttaacc
attaact gca
caaccagt cc
tgcctttaac
cgt aaaaagc
ccgacgagca
t gat cacaaa
cagggt gaag
gattaacccg
cgatagtgtg
ccacaaacgg
aaaaacgcgt
actagttcat
gaacgct gcc
ct cggcgaga
gccaggt gt g
ccaaaat ggc
gccgect acc
tctgatttca
cgct gacggg
taattccgcc
ttatctagcc
cggt acgccc
tgttttcacg
tccgcattca
cagcgacctc
caacggcgt a
tat ccggegce
ggat gt aagg
gaccccaccc
tccat cgcca
tgcccgeatt

caaagt t cat
t gt gat acgce
ttattggtgg
gcgct gat ga
ccgaaccatc
gcgggttttt
cggacgcgcec
ttcttaccaa
gcggeggt aa
act cagacgg
ttaatgcctt
t gacggtct g
ggcttcgeca
gacgagcgga
gcagcttttc
ttttaatttc
attcaccgcg
ttggetttct
cttccagtcc
t ggcat at ct
attccagcaa
ccggacgcaa
ttcgttagag
cct ggcagga
t ggaggcgca

gttccaagat
gccgetggtc
cgtttgtact
t gggt at gat
t gat caccgt
gacat ccgcg
tgctccttgt
aacgt ggcag
gcaccgacat
cgttagcgga
cagtgcgtta
cagccgcgcea
ggcgct gaag
gcggt gact g
agggat ccct
at cacgat ag
gttgcgacag
ccagcgcatc
gat gt cgcga
tctttggcge
cgggcttaac
atcttcgtgg
tagcggt cgt
t ggcaat aat
cagcggacgc
tgtacatcga
ccat t gaggc
aaccgaggt a
at ggt ct ggc
gt gggcagt ¢
ct gcgact ga
acgacagcag
ggtt aaaaac
aat ggccgcece
gt aagacggt
gaacggaagc
aat at ccgcce
ggcgttttag
cat caccaat
ttttgcagca

tgcccttaat tccggtggtt tctgccagtg

cgccagect g
atatcctgtg
cggtttttac
accagt cgcg
gattcaattg
gcccgt cacg
at ct gat cat
tct ggcggt a
cccctgetgg
ttaccttcca
cttcttcaat
cgagagccca
atttcggtca
aagaaacagg
attgatttcc
ttcccagcgt
gaaagcacct
ggat gt t gag
gttgcggttt
tt cgagccgt
acactgcctg
acccccgt cg
cct gcaaaca
att gcat cag
ttcgagat cc

t gaagacat g
attggtgtcg
acaccggt aa
ct gcaaagct
ccagccagag
caact gat gg
tgcgacggtt
gatttcacct
caccacgaac
tttcaccatg
ttcatactgc
gcgttattac
tcggt aagtt
acat gct gcc
tcttcttcaa
ccggt gcgcet
catttcgtgg
cgt gaccagt
atatttccgg
t gcggcgaat
cacacagact
cgaaggt gga
ccagccct ag
ttcgectttc
gttgtgectg
tattgagttt
aat acccacc
t caaccgcaa
gtacgtgctc
acct accgct
agct cgaggt
atcggttgcc
ggt cgcaat t
agcattccta
tgct gaccag
attaatcatg
ggacgagtta
ggtt gt gacc
gaccgggat g
agcgt aagcg
cgctggettt
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7.5

2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571

aat gct cagc
ccagct at at
gcact gcegce
ggccat aagc
ggt act gcgg
tttcagectg
attttcgagc
agcgggt aat
gcaggct gt t
ctctat caaa
gcagaat ggc
agatt cacgc
gcct gaggga
act ggat gcc
ggat tt aaag
atactcttgt
tgacttcgtc
t gcagcct gt
gacagt acgt
tcgt t gggat

gt gccagcegt
at cgcat cat
tt cacgaacg
tcgtctttgg
tcagttctgc
gaggcgeagce
gt gaagt cat
ccgtcacttt
cat acggctc
gcgeccacgeg
cgatttcgec
tt ggcgt aac
acagct ccag
gat t gaaat a
cagcggat ga
gcggaat acc
ct gct gct gg
ggtgcgetig
cttcaattat
caagt gcgcece

cat ccagggt
ttttccctaa
aaagct gcgc
ttgagcgat a
ggcacgttca
gttt cagggg
ccagecgtttt
t gcggt at gt
aacacat ccc
cagttcctgc
tggtacttcg
gcgcggegt t
at t agaaagc
ccggaaccac
cgcgegettt
gacgatattg
ccttgtttgg
ccget gt aga
ct ggcgeagce
agggat gttt

cgccagt gcg
aat t aat cgt
aaatctttgc
cgggcgeage
aagttcat cg
t gat gcgcat
gttagtagcg
gt t gat gaaa
gaaccat cga
gggtttttge
gacgcgccat
cttaccgatc
ggcggt aacc
tcagacggt t
aacaccttct
actgtttgtg
cttcgccaat
t gagcggaat
agcttttcat
ttgatc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK?7

gat cgct ggc
ggcct ggege
acgcggat gt
t at agat gcg
gagcgt gcgg
gcatgggtta
ccagtttgcc
ttccagcccc
cccggtgatg
ttctegttce
aat cggcttc
agcat gaat g
at gt cggcaa
ccacgccgt g
gttgttgaag
agcgccacgg
ggttggcatc
tggagct ggt
at cacaaact
cggtggtatt
atccccttcg
acgat gat gt
gct caacgcc
gccgtcttta
cgttcgccga
gat agct cat
ataatctgtc
aggt aaaccg
ggttgtaccg
agat att aca
cacggaaaac
gccgecageg
ggt cacgaaa
aagt caat ag
atttaacctc
tacgtaccaa
t gat gaaagg
agt ccat aaa
taattggcga
ggt ggaaaat
attgccgatt
gaat gct ggt
agcggt ggag
cgcaccccct
ct gaagcggg
cgccct ggeg
gccacggagc
agtcggtgtt
t ggt ct gaag
atgctttatc
cggt cagct g
tgcatcgatg

gagttccgcece
gt gct ggcat
cgtctttatc
gtacatttat
atctgtgctg
aggcaatatc
gagcgccagce
cagcacaact
aaagt aacat
ctttgcgcgy
tttgacgccc
gccagct cgg
atttttccgg
cggcat gt cg
gccat acccg
cctgacgcaa
tttggaaatg
ttgccgagea
tcactttggt
caccgcaacg
t gagt cgccg
cgcaatgctc
gt caaaaact
attgcccgca
ccacggaaat
aat at acct't
ttgttcgacg
ccgccaaaaa
cat cggt aat
gct ggt gaca
accaccgcaa

t aat ggt ggc
at at cgcgca

ggt gggaat t
gtcacaattc
at t ggaacga
cgaat gccgg
ct at gagaag
at ggcct gaa
ggtcgtattg
acgcgattaa
ggat at ccac
gt gat ggcgc
ccaatcagtg
gat ccgt ggc
ctgctggtgg
t ggaact ggg
t accgat ggc
at gcgct aca
t ggagt cgcg
tatcggcatg
ctcgaccttg

cccagt acga
agcagacgcc
gat acggct g
tttatctcge
tcccggegeg
accggt ggcg
gcgcagt cat
cgt caagcac
tgcgecccct
gt t ggagaag
agat cgcgca
cggcat ccat
gttagcgatc
t aaagaccgc
ccagcaggga
gt t acgggcg
taggcttcca
t cagcagcgg
tttggtattg
at cggcggcea
cgat accgat
tttccgaaag
acgacgt caa
gacctttatc
agcatt gggg
cttagattta
gt accgccac
taacaattcg
ttcatgggta
aacgcgt cgt
cgttgatttc
gatttgttgg
acagctattt
t caaaaat at
acggcgaat a
aattaatttt
gtgttgtgtc
at caaaacga
gaggggct ga
ttgagct gga
cgt gcccgag
gt cagt cggg
aaat gaacgt
ccacgt gacc
ttttccgaac
ggt cccaat g
aat gcgcggg
gat gat acgc
cct ccggceac
ttgcattttt
accggcgcet g
aagtggcctc

acagcatctt
aagct gggaa
ccgccaaaca
t gaagggaag
ggt at gcccg
tt gagaccga
gat cgt cgca
gcgagt accc
gcgttatcag
gcgt t gcegt
gat gct gcgg
ggt ggagagt
aggttatagc
caagctgatg
ggcgt aggec
attaggcgga
cggcegt gggt
atcgttaata
gt cagcacgc
gcgggt t ggt
gcctttaccg
acct ccaggc
taccggcttc
agt gaccagc
ccaaagaagt
aattataatt
ttacgccaac
ttgttgattg
ccctgtcgea
ccatacgttg
aagcgcttta
ctcttattca
ttatcattgg
tacgttcagt
ttcctgagec
atttttttat
cccggcaat a
tttgaagtgc
t cgcaat gga
cggcaagagc
gccgagcgeg
aagagat cat
ggt ggagat g
aacct gaaag
aggaaacaac
cggt cgcecce
ct aaccagct
cgt ggt caaa
cggttcggaa
at caccaaag
tgccgtcggg
cgccaat gac

acttctgttg
cacctttgag
ct gat aacga
gcgt t at aga
ccagcctgtc
at cct gcgeg
gtttttaccc
cagt cgcgga
ttcaattgca
ccgt cacgac
ctgatcattc
t gacggt agg
cctgetggtg
accttctacg
tcttcaatac
acagt ccaaa
ct cggt caga
gagacgggt t
tgatttccat

ct gcat agcg
at cagt t cat
gcgeggt cgt
aactttaacc
cagaccagcg
gacccacgcg
acagatt gcc
t gccagegt g
aat gcct gac
ccttcagegce
aat accgat g
ccgtccgt gt
gt gccacgtg
cgccat cgeg
atgttctcgc
t cgcct ggat
cagggcgt cc
gagaccgacg
agt ggcgogt
cagggtttca
caat cat gcg
cgt cgcgceac
acgcagat gt
agcgettttt
tcacatttgg
cagagaaaca
ggcaccgatt
gt gagct gca
ggcagcaggc
cat t agcagc
gcct cgacgg
cagtctctcc
ctttatctta
ttcctgttgt
gcgtttcaat
tgtcctgctc
cggcccggcg
ttgcccagag
aagcccttac
cgcgccgagt
ccat gcagct
tgccattacg
at gat ggcgc
at aacccggt
ggt cgggat c
ggcgt gct ga
acgccgaaac
agcgtttctt
gcgct gat gg
gcgegggegt
gattcgcgcg
cagacctttt

at gagtt gcc
ttttttacge
ttttcgagat
tttcaaggat
acgt ccggca
gt gacct t gt
act caggat g
t ggagt gacg
tcggtattca
gtatttggtt
aacgt aggaa
tttcaagcgt
gat aaccgt g
gcaacaaacg
cggcgat cac
cgccggacct
aagct gt cgc
t gt cgct ggt
ttttcaccce

tgcaattcct
ccaccgt gce
gccgttatcg
agtt gaccgg
cccgatcctc
cagcgccgaa
cggcagggaa
agt gat aaaa
ggaagat ctc
catttccgee
t cggcggaga
tctcgcccat
cggcagcagt
t gaacgt agc
gagctttcag
agcggcagcg
at cccggt gg
gcaggt t gcg
gacttcgctg
at cccggcat
ggct accgcec
gtt ggt gt ct
gt gagggt tt
taccgcccaa
cacgaggt aa
at t caat gcg
actttgccgt
agccat at ag
ggt at aagct
gtgttcccge
cctgcgccat
t gaaaaggt t
ttttctcgee
ggcgtttatt
at gaaacgat
atttagagtt
tccctatttt
gcct gt aaat
gat ccggcett
t cgacat gat
cgacgcgct g
act gccat ca
t gcaaaaaat
acagat t gct
gcccgcetatg
cgcaat gctc
ggtgtcggt a
gcct cggegt
gctattccga
acaggggtta
gt gct ggcgg
cccactccga

t at gt caat g
tctacgtaca
cgt cggcgat
gcgat cgt ca
tctttggcga
tgct cagcac
tttatttgeg
gtctctccct
tggagttatc
tctttaat gt
ctggct gegg
cagaagggga
gtgcectttgg
ccacgt cgga
tt cgcgcaag
acggcaat aa
cct gt gcege
ctgcatttca
tt aaccaagc

ggcgt agctc
gt aggcct ca

ccggttcggg
cat t ggcgcc

gggcaact gg
cttttggecg
cgccttgetce
caggt gt acg
ggcaatttct
at at acggga
ggcgggcaat
aaact ct gcg
acggcattcg
cgaggt t ggc
gttgctgccc
t cggt gaccg
ccgcagt cag
ccagct gaca
gcggt accgg
agct gt agag
gccaacggt a
ttggggtttg
tatctaccgc
cagtttacag
t caaacat ac
gtttctgcta
tt aat at gac
agaggcacct
ttattaagag
cgtgat ccac
tttctttgca
gt agggct ga
ccgcgttatt
gataatgatc
ggttttttat
cggctattgc
ttatcttttg
caggat gggc
cgt cggt gaa
tgaccggttc
gagat cgcca
ccccggecgaa
gcgcgccaga
gccgacgcetg
cgccgtttaa
cgtt gaagag
t at ggcacgg
atgcttctcg
aagcaaat cg
caaaacggt g
aaaacct gat
tattcgtcgt
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3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341
4411
4481
4551
4621
4691
4761
4831
4901
4971
5041
5111
5181
5251
5321
5391
5461
5531
5601
5671
5741
5811
5881
5951
6021
6091
6161
6231

7.6

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191

7.7

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771

act gcccgcea
act acgacaa
cgatctgatg
gcgcgcegeca
ccacttacgc
gat gat gaaa
gccagcaat a
at cgtcagtt
catctctgcc
ggcggt acac
ggct aaagcg
aaaacat t ga
tgcatgctcg
cagcggttcg
cctctgagca
aaaacgccgc
ccccaaattt
cct gt cacgce
tccattagcg
gagaat gt gc
cgcagattgc
aat cccggat
caggccattg
cagaggt gt a
cagggat t ga
gatt gt cgcce
gcgct gaat a
tt ggcgat gt
gcaaacgccc
gaagat cggt
ttatcaatga
ggt gaacaat
ggt gt gct gg
tcgcgacctt
caaccgttcc
atctttatcc
cgat gagcac
gcgggt gegt

ccct gat gca
catgtttgcc
gtt gat gggg

ttcaggcgot
t cacggcage

cgcaat at ca
t cct caacat
cgacgtcgtc
gaacgt t ggg
agt ggaat gc
gacgaacgcg
ttgatatgcc
ggt got gagg
ggcat cggga
acct t gagct
gcgct at gca
at ggccaagg
tgcatattgc
acccgct gece
t ggcgggcceg
cgaacagat g
gcecgtattce
ccgat gaact
t cagcagaga
t at cggcaac
acgaccggt a
acaccccgtg
ggcgat ggaa
ggcggegttg
ttacccaggg
ggcget ggat
cgtctgegte
cggeggt gga
ctttaccctg
geegt ggt ge
gcggcgaaaa
ct gt gcgecc
aaagt gat gg

gat gct gccg
gggt cgaact
gcct gegt cc
gttccgcgaa
aaagat at gc
ccggget gga
gct gaggcag
agcgccgtta
cggaaat t aa
acaact gaac
t ggat gaagt
gcacaacgcg
attctgcgca
ttggtatcca
gttctctcag
cgt aaagagt
ccgegetgtt
act cgt aagg
cggagaaaat
t gt aggt ccg
cagcgt cacg
ttgaaattta
ggaacat acc
aacaagct gc
gccaccaccg
t gaaaggt ac
gt cactt cag
accat cact g
gcgt gggaat
ct ggat cccg
cgcggcegt ca
gaacaat gcc
agt ggcggcec
acgcccgagg
t gaaaacccc
gcgeggeggt
gt gt gcgat a
cctcget gac

ggcaccgact
tcgacgct ga
ggt cacggaa
ct gggectge
ccgecgegeaa
t at cgt cgge
cgcgttactg
at gacat caa
aaat att gcg
gt aagccggt
cgt gat aggc
attttgaaag
cct cggat gt
gt cgaaagga
gct cegetge
cgccttcgece
t cat at caaa
gaat gaccat
ccagact cct
caggat gt gc
ccgt ggcgeg
caacgcgct g
t ggcat gcca
gt aaaggcag
aagt ggcgt t
acgggacaat
gacgt ggcga
aaaccat cat
gggaaccacc
ctggtcggtg
acgt ggt ggc
ggt ggt agat
ccaggacagg
aaacgcaaac
gcagggt gat
gaagccgacg
ttcgtggtga
cggt cacgat

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK101

gat ct at ggt
aggcagcagt
cagaagagat
gcaaagct at
t at gat gaga
t agat cgaat
ttatcgtctg
aaaggctttg
gacagaat ct
tgttttttta
gaat acagca
agaccaaaga
agat ggaat g
actgcggttg
agacatt aac
gaaccgt at t
ataatttgga
ct t aat ggat

gtaaccttta
ttctaaacag
ttattttagt
atgtattatg
caggcct att
agat ct aagt
gagaaat t at
aaggaaact g
gt at gcaaaa
agt gat gaaa
t ggt aaaagc
actttgcttt
gt agaacggg
t gacagt gag
cttatagaca
gttttaagtt
at ct gt aagt
c

ct ccgcaaat
cagt at acaa
tt agaggaac
tgctctgtca
ttattataat
cat gagttaa
t aaat caagt
ggtt agagat
ggcgettgtt
tgataacctc
t gggacgcca
acggt gagca
aaaat aagac
agat act ggt
ggaggat ggc
aacaggt act
gaagagct ag

gttattcacc
aaat t ggt gg
t agggt t aaa
aaagccagag
ttgaccat ga
cgcct cagat
cttat at aag
gttcttgtaa
tt gcagcaaa
cacaattacg
t ggt ggaaag
atctcttaaa
cattcgtctt
tttggt gagt
aat gggaaaa
ccggtctata
t aagt cagga

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK102

gatctgtctg
gcct gtt gat
tgtcgttatc
caggaaaat t
gcgaagt gga
tgccgact gg
tcagccagtc
cctgeggt gc
aaccggcgaa
cgagcggt aa
acgt ggcaat
tacctttttc

aagtctttac
ggat aacgcc
agcgaat ggg
taggcat caa
t gt gat gggc
aacaat aat't
t ggacagccc
agtt cacggt
at caaagcct
t ccaggt acc
gaaccattcc
cat cgct aat

ccgcat caaa
gacgccagcg
tcatcgct aa
cgtgtgctca
gcgttgtcaa
tcggcgacga
gaagat gggg
cgt at gaaaa
acgttggtga
t cat ct ggag
gccagcgcag
act cagggaa

cgact gcgcg
ccattccagc
t gat at t gat
at cat gagcg
t gt acgcccet
tcgt gat aaa
acggcggat a
gcggt gecet t
agggct at cg
aacct act gg
aggt act gca
accgaagggc

ttatcttctc
agact t cgat
gaggagacaa
cgctgattag
t gt ggt ggaa
gcgtt gagt t
gt gat t acct
cgat t at cag
ggcgtggttc
tttcaccttg
gt cggceegg
aactggttgc
ttcatttatg
accacggt ga
t gacgct gga
agtgccagtg
gaaaccaaac
gaacgacaac
accggcaaac
gtatttctca
taatttccgt
cggeegtttce
cggt gaacgc
ccagt gacgg
ggcgcagceat
att gccgggg
aaat ct gcat
t accgaat ca
at cgccgt gg
aggagaggga
ggcgatcctg
gaagt caccc
t ggt gcgagt
tatcgtcccc
gt gcgct caa
t agcgcaagg
agcaggt acg
at gaacgcgg

aaatttttaa
ttacggtacc

gaaggacagg

atttgggcga
at aagaggat

gttt caagag
aaattaacca
gact cagcag
aggatttgcg
ttacgccttt
cagaacat ac
gagagagccc
gcaattaccg
tttatgcaac
ttaattcttt
cgat agaaga
gtttattgta

acgacgat at
cgacaaactg
acgact gcca
t gat gt ccgg
cgccagcagc
tgcgttcttt
tcatcggt ac
gacctacttc
gttgacgatc
cctggatttg
tgaagctttc
t ggagaaaac

cggct at age
gattacaaca
tcgccat ceg
cgat gaagag
gatttggctg
ccagcggct t
gcaaacgt cg
ggacccggca
agcceggcetc
caggt gagcg
cctttgataa
cggcatt gaa
gcat gggat g
ttcatcagcg
aacct at cgc
gt t aat gacc
acgt ggt gca
at cat gaccg
cgct aaccga
gcaaacgct g
cgt gcggegg
gttcttcgtt
cgggtttgtc
aggttgtatg
ggccggttta
tggt ggcctc
caacgaggcg
acaatgattg
agaagct ggc
tttcctcgag
aaaaaagat g
t gct ggagaa
gct gt cgaat
at cgccagag
gggt gat ccc
cgcacaggcc
cat gcaggcg
tgtatattca

aaaagacctt
gaat ttaaca
gt aact gt ga
at gaagt ggc
gcaaccgt ac
gaaccatt ag
gcgeggtttt
ttctaggcgt
gat gaaagtt
at gaagat gc
agt aacggt a
ct ccaggaag
ttcattttgt
t aact at aga
gt gcaggaaa
act at gct ac
tttgtaagag

ccgggt ggat
gt caccat gg

tccagtgctg
gcagttaatg
aacttaagtc
ttcact gcgg
caccgt cggt
cgcctgagta
cgct ggacac
t cgt aat ggc
acccgctatc
aat gt cagca

gcggt accga
ttctgcaacg
caat aaggcc
gt ggaagccg
ccgt ggaaga
cgaagacatc
gccattctgg
ccggct at cg
gat cgaat aa
aaggcgaggc
gt at cagcac
gaagagggcc
cggcaaat ct
cgatctgctg
cagattggta
agat ggt acg
ggat gct gcg
cgcaggatta
gattaccctt
gagt accagg
agct t at agc
cgccgaget t
cgcgagt cgg
ccgttaattg
t cgccagegg
cct gcageag
gcaccggt ga
ggcat aaccc
ggcgt t gagt
gcggt t t ggt
at ggcgt gct
ggt gccggaa
ccttacggca
cgct aatt gg
ggcgggt aag
att at gcagg
gcat gct gga
ggat ¢

aat ggt ggca
cctaggttaa
tt agccaggt
tcttttcacc
gcagtgattg
agcgt gt get
t at gacaggg
gtctttgtgg
tt cgaaact a
aaaggaagt a
attttggatg
tattttcttt
ggatcgtttt
attt gggaac
t acagccaag
tacatctatc
aacagt t ggg

gaaaaacgcc
caaaact gtt
gacat cgct g
cccagt gcct
cagcat ccat
taatttcgca
aaagagaaca
ccgacgattt
t gt cggct gc
tttgagcatc

tcggggt gga
caaaaagaca
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7.8

841

911

981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401

ttattattgc
cgcgaagttc
cttctggacg
t ggcgat cag
tat cacctgg
at aaaat cca
cagttcccaa
gt ggaactta
ct caacagcg
tttgcccttc
ggcgat gatt
acct at ggca
cgaccattgc
tgccgt cgca
aat acgct gc
cgccctggt g
ggt acgt gcg
ggttttcgac
ccgatttatt
ggcacgcaag
cagccaaaca
cccgttggea
gcactgttaa
ttcat cgaag
at cgat aacc
t aaacccaag
at agcccaac
cgcggt gacc
gt cccaccgc
ctctacccag
t ct ggcgect
aat att gccc
ggtctgtcca
cggccatttc
atgcagcttg
cgattttcat
tacgacct ga
agcacgat at
tgaattatcc
ggt acgcat c
aaaattttgg
cgat gat gct
tcaccttata
at aat ggccc
cagcat gatt
gttcgcegtca
cccact ggtt
ttttcaggcc
t cagat gaca
ttgaatcctt

cggcggat ¢

gctt gat gaa
tcccgegege
cat cact gga
caat caacgt
caatgttcgc
tcaccggatt
cggt at gacg
acgcacggcg
gacaat ggga
cagccaccat
ggcgactctc
ccggatcttc
ct ggcat gac
t ggat ggccg
ccgccacggt
ggat gaagat
gcact ggagt
t cagcgegtt
gggctgtccg
aagct gcaag
tggcgcgeca
aacccgttaa
ttcttcaaaa
ttgtcggcag
agtcgctgtc
gcgcet ccgee
gcaaacgcct
aggttacatg
acgaccggaa
caagct gt gg
gcgegt aage
t gcaagtt ct
t aaagattaa
gcct t caaag
caagat gacg
gtttctgacc
gccaggact c
cact gaaagt
gccat gcagc
cgtttcaaaa
ctatcttatt
atttacctcc
t gcagacgt ¢
gat gccgt gg
gatagcatta
t ggacact cc
gct cact aaa
tgccgetttg
cgct acggct
acgcct gcag

ggcaccacca
tggcgat cca
tgttgtggca
gaaacggcga
gcacggccga
acccgttgcec
ct cgcacagc
aggaatttcg
t agcgagat g
tttggcgtaa
at gct gcgcet
cgttatgget
gct gacaccc
at agcacagg
t gact ccacg
gceegggagt
cgattaccta
aat ggt t gat
gt gat gcgca
gt gcat ct ac
tgggagattg
t aaat caacg
gcgagct act
ccagccagceg
gcgat t acgc
gcccgacggg
ggcgcagcaa
accaatttca
ccctgttcaa
cct caacgcet
at caaacaga
t cccgeggea
tttccggcac
cat cgcgggg
cgt ct at act
cttttacgtt
ttcccgactg
at gct ggaga
agat aatctc
at ggcaacgt
cagcaggcga
t gcacggcct
cgacacgcgg
gt gaat aact
aagatttaca
gctaaccct t
cggccattca
gcat ggcggg
act ggagaat
gtt aaaaat g

at gccaaagc
cacgccccegt
caagccatta
t aggct ggt a
tttttgcegt
ccactctttt
aaggggaaat
ttgcgacatc
ttggct ct at
caaaaggt ct
ttttgcccat
cccgtattct
t ggt ct acgg
tcttagcgaa
ct gggcegt ct
tgattcacgg
tcagattgcce
ggcgggecaa
gcgat at ccc
cagccagttg
caaaaacgct
ct aat gat aa
gttgctgaca
ct gcaaaaca
cccttgegea
aagcegt gt t
cagccagat g
accgaaccat
t gacagcat a
cgt ggggcga
t cggcggcat
gcacggcagc
gatt caaccc
ggatttctga
gat t aaaaat
aggcat t gaa
att gacgccg
t ggcgaccgg
gcgggt t act
caggaagt ct
cggtattcgg
gtcgecgattt
tttgectgeg
ggcaggaat t
ctgggatatc
gaacacgcag
agcaccagga
aat cat cacc
gt cgccgcet't
gt cat gat ga

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK103

gat caccacc
aggagaaacg
gact cagcga
ttttagcgtg
caat gtccca
at aagtcgta
cgcgcaacgg
tttcaaaacc
gt cgt aat aa
aacccct gct
gctttatctc
tcggccacaa
aact aagcct
t aaccagagg
agcgat ggga
ggcagggcca
cagt gccaac
tttacgcgcece
ccatcgactg
tcatggtttt
actgtacata

agcgt gat ca
ccagcgcaat
tttgtctgca
aaaagat cat
gt aaccgt cc
tcctgcaaca
cgacagcat a
ttcaggcaca
acagcaat cc
tcaccgtttg
gtactccata
ggaaat agt g
t gt ggt ggaa
ccaat gcgcece
gcaaccagct
tccagaaat c
ctgcttaccg
tgatcttcgce
cggaagcaat
at cccacaac
t ggt agaaat

gaggccat gt
gcgaat acca
cgcactcatg
cctgatttac
t ccat gccat
ggcgct cgaa
gt cgccaccc
gaaaccacgg
att ccaacgg
ttcccacggt
caacct ccac
attattat gt
at aat cgctc
accagctt at
ctttcttatc
ctgctcggtt
ct acgcaaaa
gccccttcge
caggt t aaat
aaaccgttac
ccggttctcc

accttcggga
tgcaccacac
cactccgtca
accccaaaca
tgttcatata
gaact gat ac
gccagttcgg
tat cacagcg
cacaat ct gt
ccaaccat at
tgttacactg
gagcagattc
aggcgcgaga
cccgatcgt a
aaggacat at
ccgaggct ga
cctgtact gt
act ct ccgcg
ccggcaccgg
ggttttgctg
gt ggat gat a

cgtagcgcet g
gaaggct ggg
cct gegt cgg
t cgt gccagc
gcattacgtg
ccgcectct aa
at gt ct cggg
tccaacgctt
ttggtattcc
ggagaggat a
gggct ggot a
cggcgceagtc
gct ggaaggt
ttaccggaag
attttgttcc
t ct cagccgce
gatgttgttt
caaaaaat ga
tgaactttcc
cgagattatc
ggcat gaat g
at gcgeceege
cgccgecage
gcgt cgeact
caatcttctg
cagagagt ca
ctttcggtge
gctcecegttce
gggaaccaga
gaactt gcaa
ggct gt cggce
accattccag
ct gttgcgaa
caacgaacag
caacgct gaa
ct ggaaat gc
t aaagccgct
ggtttgtcge
gccgagcat c
gcgat gacga
ccaacatgtg
gttccccatt
cgcggct gaa
cgaggggita
cgccccagcec
t caat at ggc
gcgt gattac
gacgt caat a
ct gcggacaa
agcgcagagc

atgtttaaca
gat aat gacg
gggaat agca
gttacttcgt
aact t caaag
caaggcgt cg
t gaggat cac
cagtttttcc
ttaccgtcga
ggaaaccggc
tatttatata
gcactcttgc
aaacgccgcec
gagttcaatt
tttgctttga
ttttttettt
atcgaagttg
cccat cacca
acgtatgccc
t gt gat gccg
gcgcgggaca

gat ggt cagg
tt gaacagtc
cgcacaacgc
ggt cgccctc
aacaggggca
aat gcgct gg
accatcgata
cacgcacgca
gcagcaggeg
cct gat ggaa
t ggaaggct g
cgaggt gagc
aatattccgc
agcaact gct
ggcccttacc
ggagt gaaac
tagcgat gcg
ctggctaatg
gctatcggtg
tgcccgat ca
gcaaggagcc
agccat aact
gat cggcgtt
ggggccattc
gcgaaaacgt
catttccact
cgagt accgt
gat cgccat a
gaggcat ccg
gccaggt cca
at ccaaggga
t caggcacaa
gt aaaaaat a
aaaat cagcg
gagaacact a
aggt ggt caa
gct caccgcec
aat at cgacc
acct cgccat
acgct at cgg
cat at cggct
ttattgcact
tattttctcc
tttcgtcgac
cgcactttgg
gggacttatt
ctgctgtata
ccggcegat gg
agt aggcgcg
atgcgtgatt

ggcgt accaa
at acaaacga
aagaagcgaa
ct gcact ggc
cagggtttag
caaaatcgtg
cccttcegetg
gcaggaacaa
cccacttcat
aat cat gcgt
cagt gtaat't
cagt cagacg
ttcgccgacg
tcccccacac
t gt t agggac
at cgccat ac
tgttgccccc
ccgcaat cag
tgtcttcagg
ttccaggt aa
gcacggccag

gaaacgt ggt
aggt gat gca
gt cgcagcegce
tcggcect gc
cgaggcgt ac
ct gct ggagt
gctggttact
gt t gct caat
ttgcccgaag
tccctattct
cgt caaagcg
gcgcet ggcaa
at acgggaga
t cat gagctc
gggct gggeg
gcgcacat ct
ccagcacaac
cagt at caag
ccggat t gct
cgtatcgttc
gt cgaacgca
gact gt gggc
gctgceccttt
gctat caatc
ccttcgaaga
ccacgcgacg
atttttcatg
aagcacacca
tggatttgcc
gt cgcgat cg
accagt cgac
t at cgccgac
gttat aacac
gcccttct at
tgtccctacc
t cct ccggge
ggagaagt aa
aggcgagt gc
ct gt ggcggce
cgt aacct gg
gt gcaaacgg
ctctgccgec
ggatttcccg
tggcttacac
t acggt agag
caggct accg
aatttaaccg
gcaccgcct g
accagcgcga
t cgt cgccga

cagaaaagt a
atttcaaaag
ttgtacct gt
acgtacattt
cggct at cgc
attctcaacg
ttttctggga
cat cagggt t
taattgctca
ttttcgacca
tctggctatg
cat caggaaa
gattccagcg
gttgatgcgc
ttctgcttta
cagat ccgt t
attgcagcag
gcggegcet ga
ccat ctacgt
ggcttttctc
gt cgt acgcece
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7.9

7.10

1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221

71
141
211
281
351
421
491
561

gagct at gct
gcgcat agt t
ggcatcatta
aggaacat ca
tatctgtcgg
gct ggcagga
acccat gccc
aaaaact cat
agaaat agcc
aggcacattt
cggtctctge
gt cacccagc
agcaccagca

gacccggegce
gttcatcatc
ccggaat caa
aggat gaacc
act aat acgc
ttgcgetget
cggcagt aat
cgtt aat agt
gttcttttta
tcttgctatc
gt gat gact g
gt gcacaggt
t caccggcce

at ccagacca
gcgacaaact
caattaaccc
gacaaat acc
ttgctgtcaa
gogtgttcatt
cgcaggaggt
gaagcggcaa
cggaagt t ct
aggaaagggt
cgat ggcggt
aaat at gcgc
cgcecectace

tgtaccgttt
gcggct gecc
acggct gagg
ggattatctt
ttgcgegatc
accggctgtc
t gt ggggcoga
t aaacaaacg
gt cgaacaaa
tt cagagaca
gat aaccat ¢
gcagat gaac
acct gcgggt

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK104

gatcccttgc
cgt cgccacc
accactttgt
aact gagat g
gccagcaccg
tcgccattgce
gtttactaac
ttacgcgcga
acaacat cac
gct ggaagat
atttgcctga
ttgttcttgg
ggaagaat cc
t at aacgt cc
tgcacgttga
gccttct ggt
ccgcactttg
gat t aaccac
ggt gcaaat g
cgtttcctga
gt at gcgcgt
ggacgagct g
gatgtgattg
aacacgt at c
caccgcact a
tttacggatt
at catggct a
gggagct ggt
cat cct gcat
gatcgcattc
ttcccgtgeca
caccccttcc
ct ggat ggcc
gttgctccca
at t ggcct ct
ccacaaggct
tttccttgtg
agt acgagat
ggt gaagcag
getgtttatt
ct gaaggttt
tgtcgeegtt
caggat acga
gt t act ggga
cttttcacgc
acaaat cgct

gctggegttt

cgtgccgecc
cgct gaaagg
cccgt ggt gg
ct ggat gaag
aagat at gga
cgaccct acg
tatctgccgg
acgaagt gcg
cttcttcgea
accggcgact
gccgeggt ga
t gaaaaaggt
at gattgcgg
at at gggat't
t gccgaggaa
ttcctcgaca
ggct gggt ct
cgcctgcetta
gcggaacgtc
gt gacaaagc
acgtttagtt
gt at gcagcc
acgt aaccat
aat ccagcga
cacttctttc
ctggattaaa
cccatacttt
tacgtt gt at
ttctctatcg
gcgagat gac
tct ggt cggt
gt cgceccgeg
ct gcct aaag
tcgct gcgea
ggttacgctg
tagtttttcc
gccgacat ag
aaagctggtc
gggt tt gage
acgacaaccc
t gaaat ccca
gcgecgegttg
cttatgcgat
cattgaaatg
t aaaaacagg
gagtcctttt
ctccttactt

gcggegttga
cgat cgcacc
gt cacgct gg
gtctggttcg
cgat gcgcett
gcctggattg
ggtt caacat
tccggttctg
gcgacgattg
ggcagcecttc
at ggcgt cat
gaagt cct gg
caaacatttg
cgacccggcec
gt cct gacgc
gccgaattcg
ggaggct t at
aaggccgt ca
gt cgcct gaa
cgggaccgat
gataatggtg
aggaaagcgg
cgccgaagt t
cctttctcat
attcggtcaa
cat aaat at a
tgaggctcta
agct at gt gg
acgaagcgtc
ggt gat cacg
cgaaaaat ca
atctggtatg
cagaagt ccc
tcaacgtgtg
gaat ccgt cg
tgatgcgt ct
ccagaaatta
gaaaaacgca
aatt aat gaa
tgatgttgtt
gaaaacagcg
agaat cacga
agccgct aaa
tacgt gccag
tacaattcgc
gaaattcgtt
ttctgttggt

gcacgatttt
ttctatgccg
cacgccat aa
tcaggactta
t at gct gaag
cagaaggcag
cccgatgcta
gcttgtcgta
agt cgaaagc
aaat gacgcg
aaccatgctc
acat cgt cgc
cgccgeecege
aacgccgacg
tggaaggttt
ccgcettccag
gccacct gga
t caaaggt ga
ccggat ggct
acccgctttg
cagt agcat t
cacggt gcaa
cgcat ggaaa
ttt gt gaaag
ttttattttt
t aaaaaaaac
tgcgctttaa
gcact cat aa
agaagct gat
t caagt ct gc
at aagcgcga
gcgat aaaga
t aacat caaa
ggggaaattg
gcgaaggcgg
gact ggcaag
cact gt at at
tgattgccgg
gt gggt cgac
cctgcggaaa
aaggggt gat
ttttgcgacg
ccctgctttg
t gcagacgaa
ttctttgcta
tgtatcgtca
acgcctgtta

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK105

gat ct ggt ga
tttacccttt
cgcgcageag
aggtttctca
gcat aggcac
ccggttcatg
gccgccgaat
agt ggat cac
cgcctacatg

cact ggccga
ctattactac
ct aacgagct
t cgacagcac
caccccct gg
cat gccaggg
gcgtattggc
ccgggeggec
cactacttcc

cccgacccac
gatcacttcc
gtcactttgg
at ccgcaacc
ttgcccgact
agcagctctc
gctctttage
ggttttcacc
acact ct gcc

cccctgagtt
t gat cccgag
cgaagaggt ¢
ggagccgt ac
gggct cggga
gcaat gcaag
gcct t gacce
ccat ggaat a

cagagagcgg

caaaat gggt
tccggcgat g
t cacgt accg
ttgcccatge
gacaacat ag
aggat ttggc
agct cacggc
gcgtttcaac
cat ggat aaa
aat ct cgccg
gat catact g
agt aagccca
agagacat ag

aaagaaggt g
agt t aaccca
t ct cgaaaaa
accgccct ca
agctggccga
caagct ggat
ccacgcgaac
t gaccat cac
gaagct ggtc
att gct gaac
tggtatttaa
t gagccacgce
gtgcttcgeg
ct ct ggccgce
ctgcaaactg
tcttacgctg
cctctcctat
aaccat cgcc
gagcgt gat g
cggccgagat
tattcctgcc
at t aaaggt g
cccgcagcat
gtcgtttctt
ttactttttt
aat acgttca
acgggat agt
cccctact gg
cagaccat cg
t aat gacgt t
at gggccggt
aaaaat cagc
gcaaaat at g
aact ct acga
cgttttctcg
agt gcgaat c
aaat acagt g
tttccatatg
ggt aaacaga
aactgcgctg
cct caccgaa
ccttggtatc
aagtttat at
gtaactgttt
ttccctgacg
ttatcgtgtg
aacattcccg

atctcaacta
acgggaat at
at cgat gt cc
agcgct acag
at gccaacat
cgggt gaccg
cggaacaggt
ttcgaagctg
cgcagggaga

gt cct gcagg
taat ccgcca

aaacgcgat ¢
at cgcgcececg
ccagt cat ca
ccgtggtgta
at cgct cgece
agcat gt cct
tt gcaagaaa
gaact accct
cgaaaaattt
caat cgct aa
caacccggt g

act gggccgt
atttatcact
gaagcgecgg
actttgtcac
cggcaaactg
aaaacagcaa
tgtctgacga
cgcagat ggc
t acgacaacg
aaat ccgt ct
agat cgcccg
cgcat cgcaa
acaagct cgg
gct gct aaaa
cgccgcgage
aaat cagt at
t cgt aaaaat
cgccct gggg
tgggcgactg
aattgacgtc
ccattcctgce
aagtggttta
tat cgcgegt
tttccecgecce
cagttccgct
gccat aat ca
acacatgatg
cgtttgtcag
aattattacc
gcccat t gaa
agcgcat ccg
ct cggaaccg
tccttgataa
t cgggat aag
cgcct gageg
tgct cacat a
t aacagt gga
gt t ggaccgt
ttgtgccgtt
tgat accgtg
ctggcggot g
agttcttcga
gaacaat ggc
ggggt gt aaa
gagt gcat ga
gtgcat ggta
aaggtacat g

cctgcaccag
gaccact act
gct at gacga
cagccgcgat
cctctcgtca
tcattggatc
ccaggccgga
ggacaggagt
tagtggcgga

ttcagttttt
gt gccacgca
cccttcetttc
acggt cacaa
gtttcgtcag
at ccatt aac
caggcgggcy
caggaaaggg
at gt gacat a
ttacgcggcg
gccct ggegt
cgccat at gc
at gat ¢

cgctgaaat g
tttgctgatg
acggt gt ggc
cat cgacagc
caattaactg
aaattcgcgc
tct gt gct ct
gcgat t gaag
tctccgactg
gct acaccgt
gattaccgtt
accgaat cgt
cttcggtatt
acccatggta
t ggat gcgca
cgagccagga
at ggcgat at
at gat accac
gttatacgcc
agccgeggeg
acgccgttcg
caaagt cacg
ccagccgcegt
aaattcccac
ggctttgctt
ccccgaat ga
aaagacgt cc
aggat t gcaa
t gaacaagcc
gat gacgaca
cct gggat ga
agcaggattt
gaaagagct g
ctggt ggcgce
attatttcca
at aat cact a
ggt t gt at gg
gggaacaaac
ggaat ggat t
gtttctgtge
gcgact at gc
gcgeetgttg
at ggaggacg
t caggat gat
gt gcgt gcag
ttcgcattgce
gcctctgatc

caggat cggc
gccget gggce
caccagagag
ctggttatcg
tgcattcagc
gggacagagt
gcctccattc
gcttcacccc

gcaagggttg
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7.11

631
701
771
841
911
981
1051
1121
1191
1261

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341

ct ct acaaag
gagagacgcc
cgcect gege
gccgcaaccg
at gagcaggg
ctttgttcag
aat gcacat a
act acgggct
atgcctcctt

gggat c

gcat cagctt
aggcct ggt g
at gagct gcc
gttatgccca
ggattgcat a
aat gccgaaa
t cat caat ca
gccaacct cc
ttgcagtgce

ctcgaccat t
ctctact cac
at cacaccca
t gcat ggcct
gt ccagccag
tatttcagca
gttgcttggt
tagccct ggg
agatcttatc

ggcgagattt
att gcaccat
gct ggat cag
gegtggtttg
atttcacggc
t ggggt gggc
cgggagcagt
ttctgccccce
gt tacacat a

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK106

gat ct cgcct
caacccat ct
ctcgct gecgg
ct caacggcg
attcgtcctc
cgaagcgct ¢
gt gaat ct ct
t ct gggaaca
aaacaccgat
gt cgcgggcg
taagcgccgce
cgagt ggcga
actgcgggag
gcgagccgga
gttcgctgeg
gaggcgect g
gtcgt cgt ct
gcggacgggg
tcctgtccag
tccagttcga
gctcgggcegy
gcagt gt ccg
tgcacgt cgt
gcgcgagegg
ct ggagcagc
gcct ggt gge
agacgct gcc
cacgggct gc
cgcaggt ggt
cgcggegecg
caccgctgtg
cgct geecegy
cct cgat ggc
aacgaacgt g
gcct gat gga
cgtctgegtyg
cagcgcgcca
gt gt ct gggce
ct ggcccgge
ccgct geget
caggccgct g
agggt gagcece
gcgegetttt
cgctggtgtc
gccgeegecce
ggccacaccg
tcttgcecgge
ggccgacagce
gttgaaat ca
t gt cat gggg
gcget gggcg
tt gaaggccg
ccggggt geg
cgcgcecegt ag
agcagcagca
ccggcgecgg
aagccaggcc
gcggt ggcgg
cgagcgcgag
ccggect cgg
gcgccagaca
tcat gcgccg
ccccgeagea

at cccgaaca
cgaactct ac
cgcgaagegg
t caagct cca
cgt ggcggec
gcgacgacce
gggccgacct
cgcct act gg
t gggaggt cg
gt gcgagacc
gacccgcggg
aaaccagttc
ccgcgat cgt
t cacgat cgc
ttccggaagg
cgat aacgct
ccgcagt gcc
cgt cccaacc
t gaaaagt cc
gacccgggt c
tgctatccgce
cgaccgcaca
cgaacagccc
cggcgegegt
gcat cgccga
cgccaccgaa
t gaat gaagc
cctggcaggg
caccgtgatc
ct ggacgacg
cgcaggceggt
t at cgggcgce
aacgt caaac
cgct gt ggge
cct gggcgcee
gcgcat gcge
acgtggtgtt
cggettgtgg
cacggcgaat
ggcagt t gcc
gttcacgcgg
cagggcggcg
cacccggcett
gcccaccttg
ttgcgtgcca
cagcgcagtt
cttgtcgege
gcggegat gg
agcgct gcgg
ctacggtccc
cacagcaatg
cgt gat gcca
cacgt agcga
gcgccggect
gcagcgcggt
gtcgtcgtca
gggceggt ge
cgagcggt at
t gcat cgcac
act cacagcc
t cgacgcggt
catagatttg
ggct gcaat c

ggagt t ccgg
cgcggcetat g
ggggcgt cac
t gaat ggt ac
gagggcat gg

gcggcat cgg
ccatcacctg

gacgatttcg
t cgaggeccg
ggccgegat a
cgt cgt ccac
accaaccccc
cct cgacgac
gccct gcaac
tcgtcgt cgg
ccgegeegge
gccggcat cg
ctcgt gt cgc
ggggat ct ge
gctgtcagtg
ggct gt aggg
cttcgaccca
aggat cgagt
tctat cgecg
gctt gaaacg
cacat cgcgc
t ggagagcct
cacacaagac
gact act acg
tgct cgeget
ggt ggt gcag
t ccaccgegg
gggt gt t gac
gcaggcccag
ggcat ct gca
agggccggec
gt ggct gat g
agcct gececeg
ggct gcegece
ggcgcgggt g
caagaggcgc
cgcggcagga
gt cgccaccce
gcat caccgg
cgagcgt gag
gt cgaagcag
agcaggccgc
cgagggt gaa
tgctgecegtg
ggt gcgecca
ccagcccact
ggccgat gca
cgccgcet cge
gt gccggetg
gat gccggcec
cccaccagca
cgggt ggcga
gcgeget geg
ccacgcagcg
ggcct gccgg
tttctcgcat
caagcgccgce
tcgtgattgg

ttccgggact
t cgcccagac
ccgtcctege
tt cgaacagc
acgt cgcgtt
ctgggtggtg
ctgctgcecg
ggccgaaggg
cttcgcacgg
ct cgt caccg
t ccacgcgcet
tttcaggcge
gacct cggcg
accgcgct ga
gcgacgccag
ggcggtcatg
cgcaccaggg
tgtctgcatc
ggggcgt cga
at ggacgt cg
cat cgact ac
tccecgeccgg
cgt ggagcaa
gcgcgaggcea
cgcgagaggc
gt gcagggcc
ggccagccgce
ccgtaccgeg
ccecggttcct
ct ggagcggce
catggcggcg
cagccat cgc
ccgagcactc
accttgttgc
ccctgcgecg
cgaggcct ac
cacggcct gc
aat ggccggce
ggt gccgceat
ccggcggegce
tggccgcgag
gcct cagt ac
gcggcecttga
caaagt agt a
cttgccggeg
cggctttcge
cggt gt cggt
gagagt gcgt
gcgcaccgcg
tgtttcagat
gaagct gccc
cccagcaagc
gt gccagcat
catgcgccac
cacagggcgg
gcagggct ga
ccaccaagcc
gcegggt ctg
t gt gt gcagt
cgctgcgecce
gcagggcect g
acgccggecc
acagcccgcg

ttgat ct gct
cgaaggagt g
cact gcacac
aacggct caa
ccgtegttge
t caccggatc
at cgect gec
t gt cggcet ga
ttaacttgga

t cgaggccgg
ccgggagtt g
gaggccgttt
t cgccggacg
cggcggettt
gccgect ggg
caggccacgg
gcggggegec
gct cggaacg
gt t cagggat
gaccgagccg
ggcttegttt
ccaaagcgaa
cct gcgecag
caattcgtcc
t agccgcgeg
cgctgct cac
gt ccaact cc
accagat gac
aaacccgt ag
aggaaaagag
caccgaaccc
ggcggcggec
ttggagcgca
gcctgcgega
cgaaccaccg
gt ggt gcgct
tgtggctgtc
gcaacgtttt
ct gggct act
agttcccgceg
cgcgttctge
ggttttggcg
ccgcgcaggg
gccgcagt gc
ccggt gaaga
aggt ct ggct
cgacgattca
gcgttgacac
ggcgcaaggce
cctgcct gcg
tt gt aggggt
tgacgtgcca
cagcggcat g
gcct gggege
ccgecacgtc
ggtct gt gca
ttcat gat ga
acctgcactg
ttgccgeccg
caccagagcc
ccagcgacaa
ccaggccacc
ggccattgca
tggcctgeca
tgccgcagca
gcagaaagcg
gct cgcgeeg
ggcggcageg
agcagcgcca
cgct act gga
gcaaccaggc
gt agagcgcc

ct at gagaga
gaagaact gg
t ggagaccga
aggcacagtc
gacagaggac
tgggcat agg
ccgaacct cc

cagggggcag
ttccctataa

tttgagcacg
tt gggcgege
cgcgacggat
ttccggactg
gat ggct ggc
at gcgagcge
catcgtattc
t acagcaagt
gcgect gagg
acgagatctc
ggcgeeggec
tcgccgacga
cttcgtctcg
ttcccgetcg
cgccgct gga
cggggt t ccg
gacgcggcct
gt aggcagt g
cgtcat gccg
gccecgeaccg
ccctgcecgge
t cat cacgga
ggccaggt cg
tccagt ccgce
act gct gcag
gcaagcgccg
ggcagcggca
cgaggt gat g
cccgacgt gc
acagccgcge
cagcagcgag
tt cggcgagce
acgacctctc
cat cacggcc
gctgcctgee
cacgccgcect
cgt gcgt cgg
ctcggcacac
acttcgactg
ggt cgagcag
ccggtgcgea
cggcagcgtt
cacgccgecc
ccgccccagg
cgt cggcagc
tttgtcgaac
aat acgccgg
agctctttat
t cggect gge
t gcagccggt
aggccgecgg
caccagcaac
cct gcaaagc
gt gccgecca
ggcgegget g
cccacgccge
tgttcgccac
t gccgaccac
gcgt gggeca
ggccggt gca
gagggcgeec
ccgttcggtt
agcgcgaccg

t ccat cggtg
at ggccaggg
cgccat cgtc
ctggccattg
aggggcggat
ccccaaccgc
accttccagc
aacactgttt
aat t acaacg

gcgacgct gg
tggcggacga
gagctt cgag
cgggt t ccgg
gcgeggacgt
gggacagct ¢
gt gct cgacc
tcatcctcga
ggggt cgacg
gcggaccacg
agt gcgcggce
gct ggaagcg
cggcgggct g
agcgt cgcga
ccagctgctg
cgcgggegge
cgcgcet ccgg
gaggcgcagg
t ccaacagtc
acct t gacac
ggacagcaac
gcgcaaagca
aagagcagt t
gt cgggt gac
caaat ggacg
cggcgeaccg
acat ggccgc
ct gcagcaga
aggcgct gge
gcgccacctg
at gct ggcca
gggt ggccat
gcggcccgea
t acacgcagg
cctt gcaacc
caaacgt ggg
cccgagcaag
t cgcggecege
gacgct gcac
gcact gccca
agct cct gge
gccggt ggcg
gagccgt cgc
cccattgcetg
cat gaagggc
aggt acagcg
ccgaaccgat
gcgagggt gg
cttgtccecgg
gt gcgt t cag
ccgccct ggg
aggt gcagcg
ccaggaaat g
ct gcggegec
gggt gct cgg
cggt gagcaa
gccccaggt g
agcceggecg
cagcgcagceg
ggact gt acg
cggcggggcy
ctttcaaaca
cctgeeggt g
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4411
4481
4551
4621
4691
4761
4831
4901
4971
5041
5111
5181
5251
5321
5391
5461
5531
5601
5671
5741
5811
5881
5951
6021
6091
6161
6231
6301
6371
6441
6511
6581
6651
6721
6791
6861
6931
7001
7071
7141
7211
7281
7351
7421
7491
7561
7631
7701
7771
7841
7911
7981
8051
8121
8191

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051

ctcttgegee

ggccgtcat g
ctcgegcet ct
cggccttgeg
cggccggega
gcgeagt ggg
tgccggecta
accggtcgeg
gaggct ccgc
t gaacggcca
cgt cgagat ¢
cgaggat cgc
ccggagaagc
tcgcceggea
agaaggcgat
gcgecgeggcec
gccgt cggec
cggccat gac
cgt caccgeg
acact gccct
gct ggeegeg
gcccgct get
cgaat gggcg
gcggt cgeca
agct cgagcec
gaaaaaagct
ggt t ct gggce
gt ggacgt cg
gggt ggccga
gagagt cagc
ccgt gagot g
t cat gat cga
cat ct ggacg
agt ct cacga
cgagt gcgtc
gacgcacacg
ggaagggcegce
gcget gat ga
ccgccgacct
ct aat cgaat
act gt gt gga
tt ggaaccgg
ccagcgaaat
ccgcaagecg
at cgcgcaac
cgaaaggat g
cgcaaagt gg
gatagttgtt
agt gacgcgg
agaat gagat
cgttggectg
cagcgt ct gg
ctgcggt t gg
t cgccgageg
aggegtcttc

agcgt cccca
ctcgot gt gg
gcgeggegeg
at cgcgagaa
gt gggt gcgg
cctcgegt cc
cgcgecggcet
ctgccgegea
cggt cgggac
gctggtgcgg
gagaaggacg
ccgcaggegg
gagt t gagca
ggaacgat cg
cgcgt agt cg
aggcggcegcea
gcaccggcac
cagat cgccg
cgcgacgagg
ccgecgaccgg
gatgtcgttg
gct cgacacg
ot gct ggagg
act ggggcga
ggcgggegt g
ggt cggt age
gcggt cggeg
gcat cgccect
gcaggt get g
agggcgacct
ct cgaat cac
t cagcggcega
tt gaccaagc
gcacacacgg
acggt cggcg
aacatcttcc
ggccgat agc
agt gggt ct't
gt ggccaaac
tgccgt cggg
at cggaat cc
at cgcggcect
ggatttgatg
cacgt cgt cg
gt cagat gaa
t aat cagctg
ccggeggt cc
accaaccttc
agct cact cg
cgt ggat ggt
acgcggcgcec
tccgeceggea
t gcgaggagg
t cgcgacgcet
aggcegt cgece

gcccacggceg
cgcgat gcgg
cacgcaggcg
gcaggcgccc
tgccggt cge
cgcggceegt g
ccctacgtcc
ccgtceccgtce
cttcgcgetg
gt gggcgacg
gccgecgceat
t cgagcggaa
cggcctcctce
cgggcgeggce
ccgcttccegt
gat cgcgegce
gcgegt ccga
ccgtagttcg
tgccgat gcc
accgct gcgce
aggccggagt
gt ggcgegec
tgctgctcge
ggaact gacg
aagat ccgca
ctgcgegt ca
cctatttcct
cagcgaacgc
cgcacggaca
cgcgcggacc
gaccat cacg
tcgcgtaatg
ggt gt gcgece
gt ggt t cagg
aaggccat ca
cgtgcacctt
ct cgact gcc
ctcggcattc
gacgtgttca
ccgaaacagc
ccatcttttg
ggctgcgt ca
tacgcgcaaa
t gt gt gaaca
gagccgaccg
cttcgcectc
ggcgacaacg
gcct ct ageg
aat ccggacc
gttctgcatc
tcctcgegec
gggt gaact t
ggggcgagec
gcaggt ccca
gcgatcgatc

cagcaccgcc
ggatcgtctc
gt cgat ggcg
gagcgt gggt
gttggcactc
ccgat cgcgg
ccgeggegece
tccecgetceg
caggccgt ca
t cgt ggaggg
cgtcctcgga
t cgcct cgac
ggtcgcettcec
aacgt gt ccc
ggct gaacga
gt cgaagcgg
cgcgegecegce
act ggaccag
gcccttccag
gcggegegga
cgttggtctc
gcgeccaget
gcgegt cgag
cccaacgcga
cggt gcgegg
ggct get caa
ct ccct cgag
at ccgcageg
agttcgacaa
tttgcaactc
acact ggcga
gccgagacgt
gaccacgagg
tagtgtttcc
t cacgaccag
t agagcgggc
gcgaacgt gt
gt cgt ccect
cgaagatt ac
cgagaagat g
gcat caacgg
gct agaacgc
agt cgagt gc
ccgcaaaaat
ccggtcctca
aggat caaac

gttccgacgg
ct cgcagcat

gt acttgtgg
ccecgggegea
at t ggaacgg
cggcagegeg
aggt gt cgct
gt gggt cgac
cgcacgcggt

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK107

gat ct cgccg
gcggt ggt gt
tctcgotgcg
cggettgecec
gt cagctt gg
cgt cat cggc
ggcgat cagc
ggcgcgggga
cacccggttt
ctcgat agtc
ggctt cacgg
ctgctgettg
agacgggcat
gctcttccetg
cgggaagggg
agcaggt cgt

tactgcttgce
tcttggectc
accggccagce
aggttcttga
ccacgt cgat
tgccacttcc
t ggcgggaga
cttccagcac
cttgtgccag
at gt aat cag
agccccct cc
gcat ggacag
tgcttggcag
acaccagacg
tagagctgtt
agt agacctt

gcagct t cat
cagcagacgt
ggggct at gg
t gaaggcat c
gtcgtgctcg
accggct tct
gcacggt cgc
gactttatcg
gt ggcgat gg
ttccttgtta
ccttcacaac
acat gt aacc
cacgctgtca
aaat cggt ga
cgat ccgcac

gccggagcag

gat gggcgec
t cggcgat ge
gcgcaacagg
cacgtcttcc
gccaccaggc
ccttggtctce
gcct t ccagt
gtttcgat gt
tggcgt ccge
cttettggee
tcgtttattc
gacggccggt
t agt gat gac
cgt gggcat a
cagagccaca
aagaccaccc

aggcggegeg
ggcccagecg
cggt t gcgea
tcctggtcgt
gcggcggegg
ctccgeegtc
t cccgeecege
cgcggcgaag
gcgagcagga
cgcgecgegtc
ttctgaccge
ggt gcgaccg
agcacggcct
cgaaagcgt a
cgagccggtc
cgcgtccgt g
ccggeggega
cacccccacce
ccgaacgcga
t ggcgt ccac
gcccaccagc
gaacggcgag
aaaat cgt ct
tcgaggtcta
cttcggct ac
ggcgetget g
ccggegageg
cgggcgacgc
gat caacgga
cgcgegacgt
cgagaat cac
gccttggetg
t cccgaagag
t cagat agt a
cgagt t cggt
t ggccccat g
gcceget geg
ggagt ct acg
t cct agaaaa
ctgctcectg
gt tggaget g
ct gcct cage
cggcgcaacg
gaacggct gt
t cgacgaaca
ttctcggtge
cat gccat gg
ccgcegt caag
cccacgaaat
gcacgat ggt
cgagt ggacg
t ggcggeccg
gcgaccggtc
ggt cggt ccg
tggccggega

at gt t gat ct
gcttgcgecag
tgcggcet gecc
tt ggt gacgc
ggcgcaccga
ttcaccggcc
t gcaggat gt
caaccagt ac
cactgattcc
agcaggcttg
cagggt cagc
gaggccgagg
gggtgctgta
gt cggccagg
tcctget get
gctt gacggc

gggaggcage
t cgt ccaggg
cat gccagca
cggccecggeg
gcgt ggeegg
caccgt ggcg
gcgt cggt g
cggecgct cc
cggccagecc
cttcgcatca
gcct cat cge
ttcgcggtga
cgaacaaggg
gcgggect cg
cgcgeeaggg
gcgaccacga
gct cgegecce
gt gt acgagc
tcgtgccegt
gacct gcgece
gcgt t caccg
ccget cgacce
ccaaggaggc
t gt ct cgcge
at gct ggaag
ccgeeggt gg
aagcct acga
agt cagccet't
acgaggaacc
t gact ccgeg
cgccttageg
ccgat gt ccg
cgt cgagacg
cgt ggcaggg
t cggcggact
cggtt gt cac
tttaccaccg
cgcgat cgag
gt cgcgacgt
gt ct gt ggcg
gcgaccct aa
cggt t cgeeg
gcgtcacttc
gatt cgagaa
tttggctgtt
aacaggt cta
tccgcgggt ©
t gacggt cca
ccgegcecect t
cgcct cgacg
acgccgat cg
gacgctt ggg
gccggecgt g
gcct gaccgg
cctccgatc

cgt t gaaggt
acgggt cat g
acggcggegg
gaccaccctt
ggggct caaa
acaggggccg
cgcccageac
ttcgtcacgg
ggcaggt ccg
tt ccagagac
gcgtcttcca
ccggacgacc
ccaggcgccc
at ggct cgca
ccgecttgeg
tttgggatc

ct gccat cgt
gcagcat cgt
gccaggt cat
cgt ggggcegce
cttcctggtc
ccgct gacgce
cggt gagcga
cgcgcaggcc
gt cgccat cg
cgccggagac
gggt ggcgceg
cggt ggt gge
cgagaccgcg
gccgacgt cg
cgaacacggc
t caggcacga
accggcacgc
t gccacccge
t ccagcgecc
ggt gt gacgt
at cgt gcacg
t cgcggegeg
gat cat ccag
ctgcgegeca
agtt caagga
cggggct get
ccaggcgttg
gacttgcccg
ccat ccat gc
act ccggegce
at ccaagggt
acttgctccg
aat gcgegtc
tcgtcttcga
t gt gggacgc
ctccacgt cc
tccecttege
ggcccagect
gggcggct at
gcttcgattg
cgttcgcgag
gggggcegct t
gccgectt ag
agt gcgccag
ttcccoggtt
cgat cgact g
accgcgagaa
t ct cgccgag
gt agtt cagc
ccctcgeega
gtttcatcgt
cat caggcgc
ct ggcgccaa
cggct gaccce

ggt cagcat g
ggcacgcgct
cgggggcet ge
gceggt gecg
ccgt cggcag
cctt gaggat
gccggcettcec
gcaaccagat
gt acct t gat
ggagagggt c
ccagggcttt
ggcgt aacgc
tggttctgcg
cttcctcttc
acgggcat cg
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7.13

7.14

7.15

71
141
211
281
351
421
491
561
631

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK108

gat ct gggt t
ccgaaat t at
ttttaactgc
ggct gt caga
ggat cgat cc
t gt caaaaag
aaagcaaaag

gt att gacgg
aaacggcttt

tgtttcggag

cgt acaacgg
t gaaat t gag
ggccgct get
gggacggcgce
aaaggttctg
ggagat aagg
aggcagaggt
aaccatttta
gat gt agcga
gccgggt gat

cacatttgct
gaaaat gacc
attcctgtga
gttctgcgaa
gct gcgat cg
t cct ggt ggt
ttatatggcg
aacacttctg
tt gaagcagt
c

tactttgact
aggggt t aaa
acat ggcat g
tacat aacca
aaccattctg
gggt t ccggt
gacatctctc
aggaggcat t
cggect cecce

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK109

gat ct t gagc
gcat ggaagt
att gaaagag
gacat t ggca
taaagcattt
gcegt cgggg
cggcgt gcaa
t ggt gcaaaa
agaagt agcc
cat ccggaac
tcattacagc
t ccacgt aat
aggccccaca
agcggegttg
ttgat gcaaa
cgacgccgga
atgcgttcat
aacctttgtt
ccgctgagt g
ttaagcagca

attttgcgat
ggt gcct tct
cgccgt cgag
agccggttca
gcatgacttc
aat ct ggcgg
tt gaaggcga
gt cggcgat g
gaacgctgta
gt ct ggt ggc
aacgggcgag
tttccaccct
ttccctgeca
cgtcacgat g
agat aaaaat
aat gaaaggc
cat gcgcegct
aagacgct gg
agct gcaat't
gcatttgttc

gggcttttca
t gt aacggat
ctttggccgg
gcctttggeg
cagcccgt gg
gagggcat ga
aacat ggcgg
tgcggcgt gg
acct gacgct
ggagt aacgc
ccgacgat gg
gt gt ct gaaa
gagat aagca
gct at cgcat
gaat ggccag
t gaaat at cc
atcttgtgaa
cgaat gcgag
cccaact ggg
ttttttctct

ctttctgaag
tagaagttca
t cgtaccggt
tttacccaga
ggcaact gac
agat gt gggc
cagggagccg
agattctgtt
ggtgggtttt
caccaggct g
cattgttcag
cgacgcat ag
ctacacagca
aacgacaggc
caggct ggt't
agcacaaagc
gagt ggcgag
acaggct aac
aaagtgtgtc
ttgtagatc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK110

gat cactctc
tttgaattac
gttggttcgg
attctaatct
tggcttttat
attcaacctt
agat acaaca
att gcagat t
ccatattcag
t gat cgggag
ctatcttatc
ccgat at gat
ccacaacacc
aagttgattt
acattttgat
ctattcgctc
aat gaat cga
aaatatttga
aaacattggc
ttcattatga
tcagcaatta
t ccgaaccaa
t ggcat ct gt
t gtt aggcac
aaaact accc
cgt gcgaat t
gaagcgct tt
gcgecttatg
at gaaacgcc
ttttcgattc
cgccaccccg
gt ccagcggg
gagttaatcc
gcaat t gcag
tt caaagggt

t acaagcacc
attcttgcce
tattctattg
t aat ccat ct
caat cagaga
tat cccaata
gccgettttg
ccttcageta
cacaccgcct
ctgatatcta
tgcatttctg
ttctaaaata
tatcattttg
cttcccct gt
atccactgta
tccgatgttt
tgct gat aga
ctgcat acaa
agaagccgt a
gat gcagat t
tctttgcttc
t accgt aagg
at gt cgat ca
attgttcgtg
ggcattttcg
cttgccgeat
cat agccaac
caggcgat aa
gacacgct ca
gcttcagcac
tggaccagt c
cgctccat ca
cgct cgcege
gat at cgaca
aaaggt acgg

gct at cccat
ttaccttcaa
taaaatcctt
ctatgcattg
ggaaat t cat
gcat gccatc
gaaacact ct
ttat ggct at
tct gaat cca
actttttagc
t ct gaat gat
tctgccattc
aaagagagct
ttacctgtct
t cact ggcca
at at ccagga
ttatgcaaaa
tttattacga
cttatctgac
agaggaggcc
t ccact cagg
acacaaagta
ggt gat gacc
gt gat t aaaa
cct gat ggcg
cttcccctgg
ccgcattgcc
ctcttcaggt
tattggcctc
gcgactgatc
agcacat ggt
cat ccagt aa
cat t gagggc
tt caggcgca
t gagcagcag

atcatttttc
gcttccatga
aatcattctt
cgaaat cagt
atgattttag
atgtttccac
agat gggttt
gct aagt cgc
ccttacatgc
cactactccc
caggaagtta
act cgaacca
t at gcggt at
gaaggt caat
t gagaagt gc
aggt gaaaag
cgagttgcca
gccatattaa
caaaaggttt
aaaagttt at
catattttca
tattcagtga
ttcctgatga
aaaaatgctg
cttcgct aag
t gt cacaccg
gct acgct gg
act gt agcgg
tgct gccagt
aaact gaaat
agaggatctc
acgct cagcc
t ggaacagtt
taccggccag
atattcgttg

at ccaaggat
agcaggcat g
gt gaat gcct
tgccggt cga
cat cagct at
accat cggcg
aggggaaact
ccggaaaagt
t caacgttcc

gcattattga
ggt t gagctg
tgtggegttt
cgtttaacct
gggct gt acg
cgt cacgt gg
ttttagtctc
tgct gt ct ct
t gt aaaccgg
ccacaat gct
t agccagcac
gt cat cagca
gt gacccaat
ggcgat gagc
gagct ggt ca
t gat gcaggc
acaat aat ct

gggcgt aat g
t gaacat act

cgcttttaat
aaagcgt gga
cttctccttc
tgtattattg
acat aaaact
cggt aaat ct
atgaatttta
tt aagaccga
ttttatgcat
cagctctctt
at ct cactgc
act gaat gac
att caggaag
tagccgacaa
cattgccggt
gcacagcaat
aggcaaagat
tgagcccatt
aaagat gaat
tgaccttttc
aaatgtattc
tggtacctct
tcctgectct
tagcgcct ga
tatacct gct
aagt accgt t
ccttcatgcc
cgaggtgctg
tgttcgacgt
gcgt ct ggcg
acggatgatc
gcgcaaagaa
catcttcgcc
tggaatttcc
gcgt cat aac

t ccaggccat
gt ggt t acct
gt at ggat aa
acggat ct at
cacggagt ca
ttcttgcgge
ggat at ggcc
gt ggat caga
agaact gcat

gt ccccgecag
tccageccgtc
gcggegt gga
ggcggacctc
cacgcagcgg
cgct ggat aa
cagt cgcgcce
gccgcgacga
gcagggegac
gcct gagaat
aggct gccac
ggcttcctge
cat aaat ccc
attaatcctg
acagcact aa
cagcagct ga
at gcaaaaag
ccaat gt agt

ggtagecgttg

tacttgaatc
tttacatcaa
catttttctt
t aaaat cagt
gttctgcgaa
cttttttttc
ccaagaat cc
ctactgcatc
gaat gggct a
tttatcagtt
acagttcatt
t ggaaagaaa
gtgatgttge
tgcccttcge
ggaat gaat a
tat cccaggt
t ccccagggce
catgtcgatg
taggatttga
agacaaaagc
aagaaaaaat
acacaaact g
cgccctgeta
gcagt aaccg
aaaaattagc
t gaact cccg
gt cgt ggat a
gt caccgatt
tgaggttctc
act gaccagc
tgtttgccca
tctcgtcaga
aatatccatc
ggt gt cgcat
gaaat at gcg

gagttctctg
gcaat ccgt a
ccagaccat g
gaaggaaagg
gccat gcaga
aat agccgct
gcaggattcg
t caccgat gg
t gat gccgca

gat at ct acg
gttttatggg
acagct caat
gat cgcgcegt
cctgggtcca
actgct cggg
agct at gaga
cact ggccgt
gatttatacg
gccagct cca
acaatgtgta
gagcggcagc
cacat ggccc
cggcggcggg
cgt cat cgcc
gagagaaaaa
cgaat gcgt t
gggcgaggt ¢
ttctggcgta

tgataatttt
ttcctattgg
tcttattcaa
ttattacatg
aaattttaca
ct aaaacgct
tgattacttc
attatcggtc
ttcacggt aa
tttacaaacg
caggaagat a
at caacggt a
t aagct gcaa
cagt caaaaa
ccgaggaggc
tgcggatctt
at gt ccaaag
atgtcgttgce
catt agt aat
ct gagcgaaa
atggcgttac
cat act gaaa
accgcaggcc
t aggccgggt
tccecctgeat
act aaact gc
at cat catcc
tgaaattatg
ggtgtactta
gcgagcaat g
gaattcgcgc
aagcgt ggca
agt agct cct
acgtttcaca
ctcattgata
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7.16

2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341
4411
4481

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941

taaccaattt
gttccgtgec
cttaatttta
caacaccaac
gaaat gagca
cttttttacc
ggt aaaggcg
ot ggcagegt
gttt ggcggt
aaagt gacgt
cacagt acgc
cccgat gggt
aaaaccaccg
tttacaccta
gcagtatgtg
at cgaagaag
caacccaggc
cgaact gacc
gaaaaacgcg
gt gat gacca
tcgtctgt ct
ggt acgaaac
aaggtttttt
agcgcegcet cc
gt aacgt gat
t aaagcgct g
aaagcattac
agaaacgt cc
cat gcact gg
caggggct ca

t at gacccga
at acagt aaa
tct gt cagca
agt gt gcgca
tt gagaggaa
cacat aaggg
ctatcgctga
gaaaaaaacc
at t gaaccga
tcctgetgge
t gacggcat ¢
tccgtattaa
gcgat aagct
caccctcccg
acttat ccgg
gt ccgaaagc
act gaacggt
gcgat gcat g
at accaaacg
gcgt at cgac
gact at ggcc
t gggcgaaca
cacct cagac
ggt gacaat a
gccacaact g
gaagt gggt t
gcgat t cggg
ccgecgaageg
cctgtaccgg
t caaaagcat

gaagagcaat
cgcacat ccg
gaaggcagat
tttttatcct
cgt gt ct gac
aacgagcaat
act gcgcgat
ggcgt tctgg
acccggctta
ggt cggeggt
gat ccat ggc
ccct gccage
ggcctttatg
ccgcgt cagg
tt gacgggaa
at tacaggag
ttgattggcg
gt ct cgat ca
tgccaaattg
gcecgecattg
t ggacggt ag
t caggacat t
tttegttttt
at ccaggggg

ggcct ggggg
at cgctct at

gcttccececgg
ttgct cgaaa
cgat cgacca

cggcgt gt gc

at gat gccgg
gcagcaactc
cttat cacgg
ttttctccag
gaccacaat g
gaacaact tt
caaat ccctc
cacaggttca
t gaaacgct a
ggttctgttc
gtattctgga
aaccggct ct
accccgtttg
t ggcaaacgg
aat t caggat
ccggaaaact
cgggcegt acc
t gcccaaacg
ct gcaat acg
ccget acceg
ct ccat cccg
acgct cgacg
gggt atttag
gaat t at gaa
t ct ggaaggce
cgat accgct
gaagcct t at
gcat ggagaa
ttatgttgaa
aacttccaga

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK111

gat ct gggag
gt gcaacgct
cgtaatttct
gcacccggac
atatttcagc
taatactttc
gtctatatga
tttattatat
gttaattagc
acaggact gg
t gt gcggaca
at cggect gc
cagaagcgct
cccget gacc
cat aat caga
gccacgaggc
gatggcgttc
cgcat ggcga
at at cgacgt
t gacgt ggcc
agct aaacgc
tcatagcat g
t acat gat ag
aatgattttt
aaaat caat a
cgaattacac
actcttaccg
gattgttagg
ttcgggcaat
ttgcgagett
aatgttcaaa
gctcattgtc
tt aagt cgag
tacat gat at
at gccaaat t
caccacccgt
ttgaaattcg
agact t gaaa
at cat gctgc
gttgggacaa
ggaagttttg
caaaattt at
t acagaat gg

cagat at ccc
t caaat gcag
cgact ggcgg
aaat ttcggt
actgttttaa
gcaat acgca
agct t aacag
ccct gat gaa
gcactagctg
gggaccgcge
ct ggggacaa
tctcatttca
cggt ct ggca
ggt ct gcgea
cacccat cag
gggcgat ggc
cgctacggtg
cggacatcta
gtctattggc
ct gt at cgcg
gggcat at cg
gt agagegt g
atgcctttac
at caaaat ca
at cagacaac
tt aaaacgac
aact tggccg
t aat cgt cac
acgat gccca
cagt cgcact
gaaagct cat
agtgatgctg
t aagaggaaa
gt cat ct agt
ctattgtata
cacct aaaat
aacacccaaa
agt cct gcct
t aat cgccct
gcacttccag
cggcattctg
t cacacat gg
ttgcccgatg

aaaaattgcg
gagcact acg
gcgaagt ct t
ttccgacctg
at aat cccct
tttattttta
acct gaacgt
gccacact ct
at aaat at aa
cgaccgggga
t caccacgga
gaat ct cagc
ttagccaatc
at cgccat ca
ttgcctgatg
gt t at caagg
gt gaagagt t
caacggtgtg
gttgccagct
ccaaagagt t
cgatatgtta
ggat gaccgg
cgacaccact
ttaagttaag
aaaat gt gcg
tcaacagctt
taacctgcca
ct ccacaaag
ttgtacttgt
acacggt cgt
gaccaatttc
gctttaaagt
agt acaat at
cact caaaga
aatctcgctc
ct act cagcg
caacttgtta
acggact agg
gatgcttcaa
gct aacacag
gct acacaat
ttacgctttg
agatattatt

ct gat gccgce
ct gaccgccc
tggctctgeg
cgtaccgttc
gcctgttatt
t cgaat aaaa
attgacggtc
gcgt att agg
aaat aat caa
attagcccegt
tcacacgctg
gat gat accg
agcgt ct gcg
t ct ggaagac
attgatattg
gcgttgcege
tttggtcctg
catgcgctta
acccacagca
gggceggt ca
ttgcctgcaa
agaacaacaa
tttggtggca
gt agat acac
aact cgat at
aacgt t ggct
accaaagcga
agcgact cgc
t gact ggt ct
tctgttactc
tagccgacct
gccat ggt at
gcagacct ag
ctttaggcta
t aaaggccga
t cggcaaagg
atatctattc
cctacgccat
ctaacatgtt
t cagaaat cg
aacaagggaa
gggaaat t at
aaaaat gt ct

gct gat acat
actgagttta
tt cat agaac
cagcct gt ag
ttcaccatca
aatctccata
aggat gct cg
ggat gcgct g
at gaacgcag
t cgacggcac
aacccacggc
gaat ct aact
t gcagccggt
t gt ggt ggac
cgctttgeeg
acaacgt gcg
gcaggat t gg
ttggccatcg
cagaacgt at
cgctttcttc
gcgcet get gg
t cagccgecg
gccagactta
ct aat ccaac
aagt aat gag
gccgegt aca
t cat caccac
act ccagctc

gcat gggaaa
tc

aaaat aaaac
aattat cacc
gcaacctttg
tgacaatatt
cgt gt cat ga
cgat aggcag
gggt gccegt
tgccggt ggc
t caccacgca
t ggcacagga
t gt gt gccgt
cgccttcecg
cgatgcgtta
actttgcgca
atcacttcaa
gattattcag
ct cagcggca
cgct gecget t
cgcccaaagc
cgaattgtga
gagcat aaac
gaggact at a
at gccgccegce
at ctt gt cat
tttacacgac
tgccacgcct
gaacaaaaca
t gt at accgt
gatatccgtg
tttatgagaa
tgcgagcatt
aaatccgttg
gagcggaaaa
t aagaggct g
aaaaat cagc
agccat ggat
gaagcgaat g
agccgaacga
ggct t gcggg
aaacgtactc
gacttactcg

gaggggat ct
cagcaacat a

caccggegt g
ttttcattgt
accatttcgt
aaat aggcaa
ggcagacact
ccccgacccg
cgtgct gatt
aaaggcct gg
t aaaaat cgt
caaattcatc
aat gacgt aa
ccggcgcagt
ttttgccgtg
gcgttcegttc
aaggcat t ct
tgcgaacgt ¢
gccacccat a
ttctgectge
ctggaatatc
gaacaaat gg
agaaact gga
tatttacgaa
agt cacact t
cgttat caaa
gaagt aat ct
aaaat gaaga
t aaact gt gg
gattacctcg
acat gat cga

ggatgtcctg
at gt cgat gg
gcgcagt gaa
gcat caagct
cgaat at cgg
gcact cgcct
attatcggca

ggtattttgg
atttatcact

gggtttagta
tgattgctca
cgcgtatctg
ct ggaaaaag
cccagat ggg
agat gt caac
cgcgccat ac
t gggt gaaga
t gggacgt cg
gacaacct gc
gcttcggt at
caat acgaaa
cgat gaagca
agt gt gct ga
at gat caaat
tctctttacc
tacttgactg
t aacat caaa
tggcatgcta
agcaaaaacg
agcgttcccg
ctaccgagta
agaagct ggg
ct ggaaacct
act aaaagca
gct cgacacg
tctagcaact
cagat t gaag
gcagct caga
cgttcatgct
tcaacagttc
t ggct gcaac
ct cagcgcag
accagt caga

cgt agcececg
ttttcagctg
catcggattg
gacat t ggca
cgcct geect
cattctgttt
acct acggcg
acgt gct gga
gcgt gat gag
gccget gegg
aaagcgccat
aatttcgcgt
ct ggat ccgg
atact gttga
gct gacgcett
at gt gggcgg
t gct gggcca
gtt gt ggaat
accgaaggaa
gcgt acccac
agcacacggt
gcggegegcet
gt gt caccgg
ct acaggat g
ccgcaat cca
aggt gt cggt
aat gacgat c
atctttatct
cct gcaaaaa

acgctgctta
ccaaaacagg
aaaagcct cg
t aat aacat a
gcagat ggct
gt cat ct gga
gccgacgcaa
aagccaccac
tattagccca
aaat gggcgc
aggt gaggct
gaact gat gg
cact ctacga
ccaggcgat a
gaccggttcg
gcgacagt gg
agaggct aac
gacat cagcc
tgcgcgecege
gct gcaagcg
ttgcacgttg
cattgatttt
t gaat cccct
ggtttcgecca
aattctgccc
taaaactctc
cgaat cgacc
gctttatctg
gcttatggta
ctttcagagc
acaccacacc
tt ggt act gg
at cagcaact
atccaatctc
gactcatt gt
aacttacctg
aaaccttccg
gegt ttt gat
cagaaacaag
gcttaggcat
cctact agct
t gt gt cctct
aaccgccttc
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tttgtcacca
at gccacact
aacccgattt
aat accgaat
gcgt ggcacg
cgccatgcett
cgattcttct
cat act gggc
acgct gcaag

ccgat agcgg
ggct gctgca
gttggccege
cggttatacc
tgattacatg
ccgcet gggaa
gcccaggcga
t gagaaact g
t tagt gggcg

ctttgagcta
cacgt cat ct
t gaccgt gac
gccgecttta
gtcgttatgg
aaatggtctg
ggcegt t geg
aacaaaacac
atc

cgttggttta
tt gaacat ct
ccgceagt gge
ct att ggaaa
agaat cagca
cattacggcg
gaagaccct g
agat gct ggc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK112

gatcatgctc
gt cagct cga
t ggt ggaaat
ccgetggetg
aaacgccacg
aggttcccgg
caat acat at
gttctgtcag
tact gcagcg
attcctggca
ct gggct cat
at gct gcacg
acattttcct
tact gt agaa
t ggccagagt
tgaccccaaa
cggcccggea
aaggt caaag
ct at gccaag
aatcccgatt
gggcgcegt ac
t gacgcat ct
gattgct gac
atcatttaaa
aat at aacct
cccgeccagt
catttcccag
ct ccat aacc
ccggcaaccc
cgaacagcgt
accaaacagc
at at aggt aa
gt caacaaag
gctatgcttg
attaggtatg
agt gaat t ag
atttcttaaa
agt aggat at
acgccacat g
gtttagcagg
aactattgca
at aat aagat
t gt at ggat t
at aaatt gaa
gttttgaaat
tagaagcttt
t acaaaagag
tattcagtag
caaat aaact

at cggt gaac
cgaccgattt
ggtacttgca
gaggccaat ¢
taacttacgc
tatttctgac
tctgtatatt
gcttgcggaa
acagcaacgg
aaaagt cggc
aaagcagatg
gcgcaggt ca
gcgt cgcggg
ggtactgtta
attttaaggg
taccgggccg
atcctcttca
ccat cgt cgc
cgcgttcgac
ctgattattt
gcct t gcaat
gcct gaagtg
ctggtgagtc
agagcgccca
ttacgcgcac
t cggagaagc
attaaacatg
agtttgtgaa
actggctttc
gccaaacaga
accat t aacc
t cgaggt gaa
gctctcagtt
ccat cgt cag
ttaattagta
cttcaagtac
tatagctata
gct gct ggag
tagcct t aat
ggcat at agt
gaaat aat ac
gttt aat agg
tattttaata
ttttgatatt
tggggttata
agaagaggaa
at t gat aat ¢
ct at gaaaga
tttaaagtga

cctattggcg
tctgacgcta
gaccaggaag
ct gacgacga
gcgggaat ac
cggagat acc
t at caat cag
tgccgatgtc
caatcttaaa
ccggaagaag
aat gaaaaac
gttctcccgt
ttctcaactt
cgcct aagcec
cgttcagttc
tttgatatca
cccactctca
cttcgagcect
acgct gaagg
acggcgat aa
ggct cgcgaa
ggaat caaag
agtttttgaa
acacatagtg
tttgccatgc
cagt ccaaaa
ccgatattga
t cggt gagac
aacacccgcc
gagcggt cag
ct gccacgcc
aaaggcggcc
cgttgcgtaa
caccccgat a
ctgttttata
tgctcctatt
gctattagta
aggat ggaat
aat aggt agt
tttatagttg
ttatggitaa
ttttgetttt
ttact aggag
taacaaattt
ttatttatgg
ttagtt gaat
tt at aaaaaa
gaaattactc
gagt agt caa

tcagctcccc

ccagggcttg
gct gggaccg
cttcgcegec
tttggctggg

gggggcttcg
gacat cacca

cgcacccgat
cctt gggaag
cacagaagcg
aaagcct gag
acct gggaaa
atcttgtcga
ggat gaacag
tct cacgaca
atgttatctc
gggt ggcgga
ggcagcagct
gt gaaccagt
cat accggat
tggcgtgatg
ggaat accca
agagaaaaat
ggcgctcatc
aagaacagcg
cccgcagcaa
ccgaggccgce
cgt cgcgaag
cagaagacca
cgaagcgt cc
gcct gaggag
ggaccgaaaa
agcaat cgct
ccagcaat ga
tatattaata
tct gat at aa
ttttaggaac
tttccctagt
atatttataa
tattagctac
agaggat aaa
gcaattt ggg
ttccgattta
gttat gt aat
t acagaaat t
t aaaactt aa
tttagaagaa
tttcatagct
at at gccatc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK113

gat ct ggccec
ggct cccgge
ggcgt t gct g
tttgcgtctg
ccecgeat tca
cgact ccagc
cagccacagg
acgecgtgtc

cgct ggecgea
gaccgaagcg
aacgggactc
cgacggt gt g
cgctgcgega
gcgetttege
t gat gggcge
ggat aacccg

tatgtccctg
at gaaaaagg
aggcgt ccac
cggggegcetc
ggacaacgt g
aat ct cacca
gt gt ct gacg
ctggtgtttg

acgttgctgg
ccgggcet gga
cgcttttgeg
accact gaag
ggcagat t ga
caact gt gaa
caaat acgcc

ccgaagaggg

ccact caggg
t gact acccg
gaat ggct ga
cgct gggt at
gcagattgca
ccaggcgat g
t cacaggttc
acgccaggt g

gcaacggacg
tgagtgcttt
gt at gaagcc
gaagt caggg
gcgtgttcge
cctttgcttt
t aaggagcat
gcacacagt g
aggcggt atc
agcaaaacgt
tgatttaggc
gt accccgga
t cagccgegt
atgtggttca
aagaagcact
t gat gcgat g
ccaggct ggt
ttgtcttcce
gccgat ggag
aaacct gt cg
t ggt gaacaa
cttcecegttce
ct gcagt agc
gccttgtgta
aggcccaacg
tggttacccc
catt gtcggg
ccgaaggccg
gcagcaccaa
accaat ccag
aaaccggcct
tcgtgat ccc
ttgcctttcg
t cct gaaaaa
agtgttgtag
t agt t aaagt
agct at ggga
gtatttgcta
atattatatt
tttaagttac
aaacct acat
caat at at gc
tggatatatg
gttgatt aat
tgcgt gggga
aaaaagaaat
gaaatt at ga
ttttttogttt
at aaagctta

gggaagggaa
gccgattacg
ct gcgegggt
ct gt gct ggg
cgccgeaacg
aaagt gcagg
aggt gat gga
cgat gt gat't

t gaaat caat
gacaccacaa
cgcttgattt
cacggaat ac
gcagt acgcece
gggaat acga
ggcacat agc
tccgagcgeg

agat agccaa
cgat gaact ¢
gcgaaat ggc
ccgagtt aaa
gct cat cgece
gat ct gat gc
cat at gt cac
ccagt aat ca
aggcct ggece
tacct gacgg
t ggct aaat a
t ggt cgcgaa
cggggcageg
at cagttccg
gaat cagt at
tccgeegt cg
at acggcgat
ggaaaaagaa
cagtttatgg
ccat gccege
gcat ggcggg
tctgatctca
cgttttagaa
acttattcaa
caat gaagga
accggcccat
gct ccecgceat
ccat caggaa
cccct gagec
ttaccgacag
cctgcaccat
cat gaccagc
caat at gcgg
aat gt t aaga
ct at gggagc
tttaaattta
tggct at t at
aggt acat cc
cttaat gaac
ct accaat at
tt aaaaaaca
tt caggagct
agcat aaaaa
ttattatata
gt gt at t ggg
ttcattttag
gaat t aaat ¢
aat aaaaaag
agaagaat gg

ggcgeget gg
ct ggaggcga
t aat cgaagc
ctctcgtcgt
ct gtaccgcce
atccgtattc
cgtgctgttg
tccggeggea

ttatgcgggce
ttcacttcga

ccccgect gg
aaagaagt cc
cggat attca
ttttgtcagt
atgctcattc

gcggggat tt

ggcct gt gge
ggct acgacg
t gaccat gcg
cat cgcgeca
aggt aacaac
at cacct gca
aacat gaaca
atattgcgcg
agcttccttg
caat gccagc
ccctatcgtc
gggttccaga
ccggacgcac
cgttggcgt g
ttccgtcaga
t ggat aaat ¢
gaaaaat gac
ct cccagcecc
ct ct gaccaa
gcaggacagc
gat gt cacgg
at aat gt gca
aat cacct aa
gt accggcaa
cagaat t gcg
gcccccagceg
ggct ggcgeg
gact gagat g
gcgagggt aa
caagt cccag
cattggcgca
agcact gcgg
aaccagcacg
gaagt act at
t at gagt caa
aagagcttaa
caact gct ag
t aagt at aat
tttactaagg
atgcaatttc
tttaggttta
gaaat agt aa
aacacttccg
at aaat at aa
at ggcaaaag
ccaat aaaga
aaat aattga
aaagt gttct
atc

cagggggaat
aagaggggct
ccaggagct g
ccgtttgacg
atgtgttgac
tctgcgct gt
gt cgaagcca
acttccatgc
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ggaaccggt a
cgt at cgcgce
act ccggcett
gcacagcgt a
cgcagat t gt
ggat cgat t't
ggtttcgcac
ggaaccttgc
tatttttcaa
t cgct gat ga
gat ccaccac
aaaacaggtc
ttcagcgttt
t gacgcgaca
caggtcatta
gcct gaacga
tgattaggta
gttattattc
aatttatcac
ccct ggt gag
cacccagcct

gcgat ggcgg
t gat gat gga
tatgattgcc
gacagt ct gc
gggagat ggc
gcgcgaagga
tat acccagg
t gaagct ggt
tacaccagct
tgct at caaa
caat acgt ga
gcgecectt gt
cttgaaaatc
cagtggettt
t cgat agct t
ggct cgcagce
gt ggct ggeg
aggt cgcgac
tgcgtttcag
t agagt aagc
ttacggatc

cggat aat ct
t aaacacat g
caggt aaccg
caacgt ccgc
ggcgaat acg
ct gacct caa
accgettttt
gcccgagttt
taatttgctg
gcgtttcagg
tattgcgcca
caat gt gt at
gagcggtttg
tcctgcagag
caat gat cca
ct gctgcgea
ct acggggt t
ggat ggt cat
cgcct gcage
gcttcatatc

ggcget ggeg
tcgcagttac
ct gcegegcet
caaccaggaa
cgcggegt ga
gcccgcet get
tgccccagat
at gt aacaca
tgctttcgea
tcacccat cc
tt gacat cgc
gccggecgcea
aaaat agcgt
ccagaaaggt
tggcgtggt g
gcacgacgt t
ccagaacaat
ct cagat acg
aat t gaccaa
gcgtgettaa

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK114

gat ct gggag
gt gcaacgct
cgtaatttct
gcacccggac
atatttcagc
taatactttc
gtct at at ga
tttattatat
gttaattagc
acaggact gg
t gt gcggaca
at cggcect gc
cagaagcgct
cccgcet gacc
cat aat caga
gccacgaggc
gatggcgttc
cgcat ggcga
at at cgacgt
t gacgt ggcc
agct aaacgc
tcatagcatg
t acat gat ag
ggttgccecga
caccgat agc
ctggctgcetg
ttgttggecc
atcggttata
cgtgattaca
ttccgct ggg
ct gcccaggc
gct gagaaac
agt t agt ggg

cagat at ccc
t caaat gcag
cgact ggcgg
aaatttcggt
actgttttaa
gcaat acgca
agctt aacag
ccctgat gaa
gcact agctg
gggaccgegce
ct ggggacaa
tctcatttca
cggt ct ggca
ggt ct gcgca
cacccat cag
gggcgat ggce
cgctacggtg
cggacatcta
gtctattggc
ctgtatcgcg
gggcat at cg
gt agagcgt g
atgcctttac
tgagatatta
ggctttgage
cacacgt cat
gct gaccgtg
ccgcegectt
tggtcgt t at
aaaaat ggtc
gaggccegttg
t gaacaaaac
cgatc

aaaaat t gcg
gagcact acg
gcgaagt ctt
ttccgacctg
at aat cccct
tttattttta
acct gaacgt
gccacact ct
at aaat at aa
cgaccgggga
t caccacgga
gaat ct cagc
ttagccaatc
at cgccat ca
ttgcctgatg
gt t at caagg
gt gaagagt t
caacggtgtg
gt t gccagct
ccaaagagtt
cgatatgtta
ggat gaccgg
cgacaccact
tt aaaaat gt
tacgttggtt
ctttgaacat
acccgcagt g
tactattgga
ggagaat cag
tgcattacgg
cggaagaccc
acagat gctg

ct gat gccgce
ct gaccgccc
tggctctgeg
cgtaccgttc
gcctgttatt
t cgaat aaaa
attgacggtc
gcgt att agg
aaat aat caa
attagcccegt
tcacacgctg
gat gat accg
agcgt ct gcg
t ct ggaagac
atggatattg
gcgttgcege
tttggtcctg
catgcgctta
acccacagca
gggceggt ca
ttgcctgcaa
agaacaacaa
tttggtggca
ct cagcaaca
taccactcag
cttgactacc
gcgaat ggct
aacgct gggt
cagcagattg
cgccaggcga
t gt cacaggt
gcacgccagg

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK115

gat cagcagc
at accggt cg
cgat acccat
gacat cat ga
acaccttccg
at gccgcaac
at cgt ggcga
ttacgcaggt
tctccatgta
cgcct gaccc
ccggt accga
tgccgt caat
at cgccgega
agttctcgtc

gt ct cggt gg
cggagaagat
gacct ggcag
cgtgccagca
gcgcgecgece
gt caccgtcg
ggcttggcca
tagtttccag
cat at ccggc
attgctgtca
ctttctcacc
att gacct gg
cccagcecat't
tcattgcaaa

tggcgatatt
aacgttatcg
cgagccagt t
gacgaccct g
aat gccgt ac
ggaat ggcaa
gaat cgt cac
cggcaggttc
gcgt t gagga
tgcgegt acc
gat aaacagc
ttgagcat aa
tat agccagc
ct cgt agcag

gcctttacgg
ct gcgt gcca
cctgttcacc
cat gt cgcca
agcacgt caa
acacgcgcac
ggtcagttcg
aggt cgat ag
agcagccttt
ttcgat aggg
at cggcgcet't
tacgcat ggc
cagcgccgcece
aaaggaat gg

att gcggaaa
cgcctttcect
ggcgagcgaa
gat cat gt gt
ttgct gtaga
ggagcaggcg
atcgagt gt g
at gccggat g
t aat caacaa
gcgegggacg
ccagtgcttc
gaat aaaacg
tgctggeat g
attcagcgag
gt gccgcagt
tctcatccac
at agcct ccc
cccagcagceg
tacgctcgtc
tactactctt

aaaat aaaac
aattatcacc
gcaacctttg
tgacaatatt
cgt gt cat ga
cgat aggcag
gggt gccegt
tgccggt gge
tcaccacgca
t ggcacagga
t gt gt gccgt
cgccttccecg
cgatgcgtta
actttgcgca
atcacttcaa
gattattcag
ct cagcggca
cgctgcgcet t
cgcccaaagc
cgaattgtga
gagcat aaac
gaggact at a
at gccgcecegce
t aaccagt ca
ggt gaaat ca
cggacaccac
gacgct t gat
at cacggaat
cagcagt acg
t ggggaat ac
tcggcacat a

t gt ccgageg

ct aat cccat
tttcgtccag
aat acggcgg
t ccagcgegce
cttcgetgcece
gcccagettc
ct aagcggct
ccecettttge
gt caccgacc
tcgactgcaa
catcaatttc
gttcaccgcc
gcttcggtga
cgcgaagt gt

tgggggcgcet
ggt caaaaat

aat aaagcgc
ct at ggcacc
gt ggct ggeg
cgt caggct t
cgaccgaact
gcgct at cge
attcatcgtc
caccttgcca
accggt aat t
cgat at ccgg
gaat t caccg
t agcagat gg
caaaaaagat
cagt cgggac
agcaacacaa
tcgeggette
gcgtcgt gt t
tttaccgtgg

ggatgtcctg
at gt cgat gg
gcgcagt gaa
gcat caagct
cgaat at cgg
gcact cgcct
attat cggca

ggtattttgg
atttat cact

gggtttagta
tgattgctca
cgcgtatctg
ct ggaaaaag
cccagat ggg
agat gt caac
cgcgccat ac
t gggt gaaga
tgggacgt cg
gacaacct gc
gcttcggt at
caat acgaaa
cgat gaagca
agt gt gt cct
gaaaccgcct
atttat gcgg
aattcacttc
ttccccgect
acaaagaagt
cccggat att
gattttgtca
gcat gct cat

cggcggggat

ccagaagatc
acgcagcgct
ttctcttcge
ggat aacggc
tggcat acaa
gccat ct cgg
tgttgagtgc
acct ggcccg
gcgaggaccg
tatctaccgce
accct cgeca
gcgecegt cag
cgcgt gaaaa
agcacagggg

at cagagcgg
ggcggcegtta
t ggcacaccc
ggcggcgagt
gcct gt cagg
t gcgt gaaca
gttagcgcag
cgt ccggcag
aggacgggaa
aactt gct gt
cttccaggtt
acacagatta
ccacacaaga
cggt gaaagg
cgt ct gat gc
ttttggtcge
ct ggggcat t
tttaaggt gt
tccatagttc
attagt cacg

acgctgctta
ccaaaacagg
aaaagcct cg
t aat aacat a
gcagat ggct
gt cat ct gga
gccgacgcaa
aagccaccac
tattagccca
aaat gggcgc
aggt gaggct
gaact gat gg
cact ctacga
ccaggcgat a
gaccggttcg
gcgacagt gg
agaggct aac
gacat cagcc
t gcgcgecge
gct gcaagcg
ttgcacgttg
cattgatttt
ctt acagaat
tctttgtcac
gcat gccaca
gaaacccgat
ggaat accga
ccgcgt ggca
cacgccat gc
gtcgattctt
t ccat act gg
ttacgctgca

gcctttggtg
ttaccggctt

tgtcaccttt
ggcagaaacc
gt cagaat gg
cgat aacat ¢
ggcggcgat g
acaat cagct
ccagcgcat t
gt cgccgaga
at cacgat gg
cggtattttt
tt caat ggca

agggaggggg
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7.21

981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341
4411
4481
4551
4621
4691
4761
4831
4901
4971
5041
5111

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841

attattgatg
agggcgcegt t
ggaattcgcg
cgccagat ac
t cggact gga
taccggagtc
gat gat gt gg
ggcgcaccca
attcggagtc
aaacacggcc
ttttcagact
ccatcccttc
aatacgtgtg
agcat ggcac
gcat ggt acg
ggt gt ct acg
atccacttca
ccat gcecgtc
gataggtttg
atttcat cgg
ccattgggtc
gat gttcgca
tttttctcag
agcgtctttc
gcgcccaaaa
t gaaggcaat
cgcaaaaccg
agcggaccac
tgaccatttc
cagacccagg
t aaagcccgt
tgcgtttatc
acctgccegtc
gt agccccag
att cagcaat
ttattgtgtg
gcaaaaacga
cgaggtattt
ct at aagggg
gacagcgat g
gttat cggga
gtgtttgaga
aagagct gaa
ggagcgt gag
cgt at ggaag
ttcctatgtt
ccagcat gt a
agtttcaggc
t agaaacgt c
gagt ct gcct
taat accccg
gt agacagca
t cagggagat
cgatgtcttc
taat cctcct
t gaat agcct
tttcataggt
act ggct ccg
tgagatt cat
gaagt ggcaa

t gt gcggggt
taaccgcttt
ct cgat ggce
gcggcaccca
act gcat cag
ggcctgeatc
ttggagttta
gaccggt gaa
gaacgcat cg
ccttccageg
taacggcttt
cttcacgcac
ccgectttac
gcggaacgt c
tgaggegttg
gt accgaaca
ctttggtgce
gcgcet t gage
ccggtctcge
aactgatatc
gtgttctacc
tcgtggtcca
tcatgatttt
tcttcaatcg
t cgcgeceggt
ct caccccaa
gt cagt gggc
gaggt acacc
aaccgcgaag
ctctctgtac
aaaccaat gc
aaaacaggcg
agat agat ag
ccactttgag
gcact ggcct
cgagaaggt ¢
gaaat at cga
gttatacata
tttgtcgcca
gcgeggette
cgaggatttt
aact ggaagc
agaaaagaac
aacaacaacc
aagtctaatc
cct ggggat t
ggccggat aa
at t caaaccc
actgccgetg
gttcgecatc
tgggccgaga
at ccccggct
gcggcaacgc
cagt gacaga
agtgactgta
cgccat agcg
t at aacaaca
gt gaccagcg
cattaggt at
aaaagaggat

tgcccecgea
tttccagccg
getttttcct
gcgeggt gac
gaagttgttg
gcttccagta
cgccacgggt
ggccggaacc
ct gat gagt t
cgtagttcac
ctcaccggt a
agct ggccaa
cgccaat gt t
cagcgcegt cc
gt gt aat ccg
gcagt t cgcc
agagaagt ac
ttctcgcaaa
gttcccagac
ggctttcgec
caacctgctt
ttacgaccgc
tttgtcccgt
cgcagacat ¢
aat cgggcca
ccagccat cc
ccat ggaagc
gttaccat cg
gcct gcacaa
tgccgegeac
cgct gcgcaa
aacagccat a
ccat cgct ac
t gcagcgaca
ttcaaggttg
act gacat cc
aat t aaaat g
attagt gt ga
ggacaaagat
at acaat cgg
t at ccat caa
aaaagt acag
aact cact gt
t gaaagaaca
ctcgt cat at
cattttcttg
ggcgcaagcc
ccgt ct acgt
caacat cctc
tgctgggttc
t cacgagcca
gggcgacacg

ggcctgtatg
gact ccagcg

tcgt gt gatt
gccgagt get
t cagcaccgg
cttttttacc
agagagagt t
c

cttgtgttac
ct gt aacgga
gcagct catc
ttcgcgaact
gcgaccgegce
cgt cgcgagt
caggccgaag
acgtacacac
tcatttcatc
ttccceggte
ttcat cagca
acagcgct gc
ggt ct gaccg
agcattttgt
t cacgt gt ac
gcgacgagcg
gggt caat ga
t at ccgcagt
aat ggt ggt't
agcacttcta
t cggat agat
gcgggaget g
agtcacatta
gcacggt aaa
aacact ggt a
aggcgaagag
accaat aacg
t cggt cageg
aattgatatg
gatatggttg
aaggcgccgg
gt gcgat ggt
ccccagaccce
cat cccacac
atgtttgact
ccggageccg
t gt gt act gc
gct gaat cat
t aaaagt gt t
agct aagt ag
cgccttgcaa
caggcgattg
cgcaggaagt
gcagagcggc
ttcacgttat
ccgecttgee
gt cat ccggc
ccagaccagt
cggt gt accg
at at cact gt
ggccacgggt
gt t ggcaagg
gcaaccacca
ggccgeegeg
tacggcattc
gtaatttcat
ctttcgccag
t gt cagat cg
ttttcttcot

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK116

gatcat gt cg
gggat cagtc
cgccagaaac
agt gagt t at
cact gaaaat
cagcagcact
tgttaccgat
aaaacggaac
attcatctac
tgcagt aata
at aagcggat
cgactt caat
cct at acagt

ttaagccggg
at gt gat gct
gcgggggct g
taggagtgtt
gact gaaaag
gttcaccgtt
ggcaagccgc
agattaaccg
t caat aat at
gcaggct aat
gcttgagcag
at cgat at cg
ggt acagcac

t aggaaccat
aat gggcgcc
act ctggcac
ctgtattttc
cagggagaac
gccggttgtt
aggt ggat ga
cgat caggt t
tgacttttag
catgattctc
gcaaggacgc
ccgct gaaca
accgectctc

tgtttctacc
gggat at cac
aaaccagt ca
cctgttactc
accat gcaaa
cttcaaacca
cgat accggt
aaggacat ga
cctgctgatt
atcatttatg
t ggagggcgt
ggat gcget g
ct caaact gt

cttaattact
agttacgttc
caggttctgc
tccgggegtt
cgccat cgac
ct ggt aagceg
at ggcgccac
cgttggtatc
acgcagccac
gggccgeagg
t gaagcagcc
ctgctggtca
tagacttcag
cgtcccagtc
gcgeccecct gg
cgct cacgeg
ccagt ccggt
acgacggcac
t cacgct ggt
ccagcgt gga
ttgct cgaat
gt ggt gccct
cagcgaagct
t gacgaccaa
ccaggaagt a
tttcggtcca
gcaat caat a
ccaaaat cag
cgggt t cgga
gtttgttcaa
caatttgcga
taccgct gga
cagat gat ac
cgaagaaaat
cat aat cgga
gt aggcacac
at caacaaaa
ttcattaacc
gcaaaccgca
agaacgcgcg
tt caggagag
at accat cac
tcagtctgca
t ggcaggat c
ggct gegt ge
ct gacgcgaa
aat at cat ag
gccggaaat c
taatgccctg
ccgttgggec
tagcgagttg
caact gccaa
cgccacggat
t gcgat ccct
t gaat agcct
t ggcaacggc
cgacagt gca
at at gcat ga
caatgcgctg

t gggcact cc
t gat cggect
aat gacgat t
agtcagttag
aacat at t ct
ggcggtt aaa
ct ggt gt cgt
gt gagct gga
aact gact aa
cacatcccta
agaagttcgt
gcgcgegega
ggat ggacaa

cttcgtggtc
ggttgtttcg
cagaaaccgg
caacgcgggt
acgcagcgcg
at agact caa
gt gcat acgg
cttcactttg
t ggat ggat g
cgat ggt ggt
ggt accgt aa
ccggcgat ac
aagaacgacg
cagagt at gg
gtcattttcc
agccttctac
gttgttgegg
tgccat acaa
t ggt aat ccc
gctttgggtce
tcgegttgeg
ggt cgagcgce
ttttgttgag
tcagtttgeg
agggat at cg
aagt cacgt g
agccgat cag
ccccattaga
t aggt ggaga
agt cgat gaa
aat aat aaaa
ttcaggtgtg
tgatttccca
caacaacccg
t cct gaagag
tgttaattta
tgagcgtttt
aatat gttaa
at ct acgcgg
tttttattaa
gt at gacgat
gct gttgcag
cagcagcagc
gt ct gcat gc
attcacccca
at ct at agag
ctttaccgcg
t gcccagceceg
t cgcaat aag
gggat ggaca
agcgct gat t
t at t gat aat
attcacgtta
gcgttgttga
gagegtttge
ctgggetttce
at agcgcgcec
tgaccccgtg
aat gggggaa

ctgtttttat
gttggtttcc
cgcagcaagc
cctaagctta
gat cacct cc
accaccgatg
at aagaat gc
caact aactc
act cact ggt
tccgcagcac
tcgctgtatg
atcttat cgt
agttctctct

ttcccacgec
at cccagggc
cggcaagt cc
gccgaggat g
t gccaacgaa
gcgttgcacg
gt cccaat ac
gt ggcgaaat
cgccagccat
cagcagcccg
gtgtttttcg
cggagat agg
cacttccggc
at gt t gaaca
agat aagcca
gt ggt cgagg
acgtattctt
tggecgttata
gat cgct gca
gcccaaattt
aaacgct aac
aacgat at at
t gtt ggcege
at at gcccat
cgaccacccg
ccggat t cat
cagt ggt gcc
at agcggt aa
aagt gccagc
aagatt gt aa
ggaacaact t
caccagaaac
ct gaccaaaa
gt accgagga
agat t aat gt
tcgttaacga
cgcgccacaa
cactttggag
gatgctgctg
ggcgt caccg
gt cat t agaa
at ggaaat cg
gt gaagagct
gct cct gggt
gt cacat agt
gaat t gagt a
at acaacgt t
ctgggettge
ctgtcgttgg
aggt t gacgg
t agt cat cgc
t cgcccacct
at caacgcat
ccagaat at ¢
actgtttgcec
t ccgcagat t
ct aat ccacg
acgagagt ga
t cgaaagggt

cagcaaat ac
attgcctttg
ctgtatccag
attggtattt
atttttaccg
gt aaaaccat
ggaaaccggt
aatattttcc
attacaat aa
t cgcat gcga
aactctatcc
ct ggcaacac

cacggct ggg



7. ANHANG

224

7.22

7.23

911

981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
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71
141
211
281
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631
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911
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1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401

cgt at ggt ca
aaatcatttt
tattgtggtt
aggcgcaggce
t gat acaggc
gt cggt gct g
gaat ct at cc
caccgacgct
gctt agcacc
tcat ggct gc
cgtccatttc
aaat ccacgt
t cccagegcea
cgcactcctc
cgacgat cgc
ggt accgact

t ggt ggcacc
gat at cggct

t caaat ggct
acgtcattac
gctgatttat
ggat at ct ca
tgcattttgc
aggcccaacg
ttgctaccca
taccgaagtt
cgeeggt ttt
acgcccatta
t aaagt cgat
agat t gacag
ggt aaacat c
gcat acagga

gcget gecacg
cccat ccagg
gccgecattt
aagcagcgt t
ctcggttcag
ttgccgggtg
cgagat cagc
aatt cgat ac
gcacct gccc
ct gcaaaagc
t ccagcgt ga
cgacaat agc
gactttacgg
ctttttgacg
gacgt cgcca
tc

gt aaacat ct
ttttgatgtg
gcgat gcact
t aat ggaat g
cggcgct gat
cat cat cggt
gccacgat ca
gcttcacagc
accgttttca
ggctct acga
tttcaat gac
cgcaat cagc
ccgtggttca
cgcttgeege
cacct at acc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK201

gat ccagagg
acat ccagat
ggttgtgttc
ct ggacct cg
cagatt acgc
aact gact gg
cagat cgacg
ttctggtgga
acgat ccgceg
t caagcgggc
ccgaat t cgg
t cgccggage
ggt gcagcca
cgagcacgat
tcctgegeca
gccgecgeca
gacgggcagce
cgt gcgaccg
agaaacagt c
gccat cgaca
aacccat gac
gt gcccgegce
ccaccgat cg
cggcgct get
ggat acggt g
cggttcatga
t gaaacagcg
cccctacatc
ggacacgact
cgcaccggat
cgaagagccc

t cggacgacg
caacacgcag
gatcacttcg
ttcgaaccgg
ggacct cgca
cctcacccga
at ggacgcgt
caat ccgggc
ctgcatcatg
tccgttgeeg
t gccecgcet ct
tattgttcca
ccaat ggggc
cact agt cag
acgagcagag
cgaagccgag
cagaagagcg
aaggccgcgce
gcat gcgggt
agacccgctc
aggt aggacg
tgcgggat cg
ccgagacgcc
cctcggectg
cttcacctgce
ccgt cct cgg
agatcagttc
gcagat gctc
gggaat acct

gggtttgatg
ccggat c

ccgtttcgag
ct at ccat ga
gt ggt gccca
acgcgt ct ac
ccact cgecg
gcacgt cgca
gtt caat cag
atgctttacg
t gt ct ggacg
gacgagct ca
gt gagt ggcg
aggot gt ggg
t ggacct cat
t gagggt gcg
ggct cagcag
ggcggecccc
gcgccagggce
cgccgat gga
t gaggat caa
ggccacaat a
gt gat cgagt
tgtttgcgaa
gggt caggt ¢
gttgtgtgga
ccaacct ggt
cggcagectc
ggt gccgegg
gagcgttgca
gct gacgcag
at gat gaccg

gcggeggt cg
t cgacgcgat
ggcggcegct t
gt caaact ct
aggcat t gat
agccgcaggc
ttcgcget gt
gatttccacg
agggcgeage
cgat t cat gt
gccgacgcecce
accgt ct gga
gccttcattg
gcggggt gga
cggacccact
aacgccgt gc
t cgcgagaag
ccct gcaagg
aggccggetg
tgtct acaga
gcccgaagt g
gct cgcgcag
gcccgegat ¢
cctggcaatc
ctttcacgaa
ttccaattcg
tgtgcacttg
gctcgtcctc
at gggct ggce
gcgcegct gat

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK202

gat ccggt cc
gcagcgccgc
cgccetgcetc
atcgcgttga
ggt aacgagg
gcgggecage
aat ct cgaac
ccgeegt gec
cacgcagacg
cgct ggaaac
gttcacgccg
cat cgagcag
gcaccccacc
gcgt ggcgga
ccccat cggc
aagt cact gg
t gaact gaag
cggcget geg
tt gaaaat cc
gcaaat gggc
gaacacgcac

tgagcctgta
gat cgccgcee
gt cacgct cg
tcgaggt gt a
ct ggccggag
ctcgttacct
cat agccggt
gcccgagcet ¢
accaccgcgg
t gct gcaaaa
ctcccggatg
accgcggagce
ttcgcgccac
at t cagccce
gaat cgccca
at gcggat at
ttacttcggg
cgt ccgecce
cctctagcaa
ggggtgtgtg
gcact gagcg

t cgcgggagce
acggcccagc
aacccggcgc
cgat gcggat
ccgaggcttg
cggcetget ac
cgacat gcgt
gat gccgcect
agggaaaat c
agacggccgc
ggaaccgcgc
gcgcgacct a
cattgtgctg
acgct gggcg
gcct gcceca
ggt cgt gacg
cgcggt gcaa
tcttgctaga
gaggggt gcc
ctcgttcgaa

gt ggcagcgt

accgagat cg
gggt cggcge
ctataccgca
t gaggt t ggc
aaaacccagc
acgcgtt gaa
ttcctcecttce
t gaagacgtt
gaccgt cgaa
gcgeccgacga
ccaaact cgc
ccggt gccga
caccgaccga
t aagaat cgc
act ggt cacg
ttttcggatt
cgaacgat ct
ggggagtttg
catgtcctcg
ttgctcgtge
caccacgatc

gt t gt gggcg
ctttcccaac
gtacgtttat
gcaggaggca
tgtgccgatt
ccgt gggact
gcgecat cge
cgcat gct gg
cctteggttg
agcccgettt
cgtaccaccg
aggaaaccag
attgttcaac
cat acaacag
ggt agt aat ¢

agaccct gcg
gcggaaggag
ggt ct cgaac
ccgcggcat a
t cgt gccaac
cggacgccgg
gggcgecgga
cttat gat gg
cgt caacccg
gccagcgeca
t cgagccgtt
acacgttttc
cgagggct gg
gcgcegt at gc
ggact cgaca
tcttcacagc
accacccagg
ccgecggceac
at at cat cgc
ctttgtatca
cgcggegecg
cgtgtggctg
cccgt cgega
cgcgegegt g
gcgggacacg
gt ctccecgcet
gt gggcggga
ct cggcggga
tgcgcttcga
tt ggggcgca

cgcgcaacga
ctttgcgetce
at gat caccg
cct caact ct
cccggcecgat
aggaaggttc
cgattttcgc
t cgat ccgat
cgctgcgacg
cggat gaact
cgaccaactc
ttgcgtccgg
cccggacgat
cgcgct caaa
acccacgttc
at gt gaacgt
cacgtctttc
att gct gcgt
ccat attcgg
t acgaaccct
gact ggct ga

gt cact accg
ctttgcaagc
ct gt gat gac
caccat ggat
gcggt acgge
t aagact ggt
accgttttgt
ttggtggett
gcggcat acg
ttccagcgca
gt gaaat cga
agat gccgaa
agtatattcc
gtttacgatg
gcgaaccct t

cgcagggaat
ctcgecgcegt
agcgaggat t
cct cggct cg
gt gcaccgceg
ccgacatttc
t gccgecgat
ccgcggaacg
cgt gagegt g
gat gat gacg
ggt gct gt ga
caccggaggg
tccct gcacg
agtttgcggc
gcgt att gac
ggct gattcg
aaaccgccgg
cgcct gcgaa
cat cgacacc
caaagttatg
t cgccggacg
cggacggccc
cgtggctcgg
cccatgggtg
tgctgttcge
cgcgct cgeg
cagaacct gc
agacgggcgc
ccgegacctc
atctatcttg

t gact gggaa
aacccggcaa
gcgt cgacgg
gt ggccttcg
ct ccggegec
t gct cgcagg
tctcgcecggce
ccgecgecgg
ccgecgcgecc
gcgt gaat ac
gacctgccga
gt gagacgcg
cgagtcggtc
acgt gcat ga
gcggeegege
gcggaaaaag
gttacgtcga
cgaat cacaa
gcgact t cat
cact cgccge
acccgt cgcg

gcggeggt ga
cacggcatta
gaaacgct gc
agccat acgc
t ggggt t agg
gacggat gcc
gccagat cgg
cgtt aat gac
taccat aat g
tcgcgcat ca
gaccccagt t
agcccagt ag
tgtgccactt
gcacgt gt cc
taattgcccc

cgcacgt ggc
cgcct gt gecc
cgacgtgttg
aaggct gcgc
tcct gt gggg
accact gcgg
cgaaagacga
at cagt gcga
t ggcagct gc
aaggat t cag
cggcaccgaa
cggtgtcctg
aagattggta
ccgcaagccc
cgcgacggt t
at ccagccga
cgaagagcgc
gacgaggagc
gcgcegacag
gccgecegt cc
ct gcggcega
ggat atcgtt
ct cgcgegag
ttgct gt gaa
cctcttcggg
ggcgectttce
tggacgt t gc
ggaggt cgag
gggct ct gga
cgaaacaccg

at aagccgca
gt ct ggacgc
cgccaccggc
t agcagccga
gt cgaagaag
t gt gcggcag
gccgeccttg
ggtggtcttt
ggatttctct
ggcgagggt ¢
ccgttgaaac
ggacaagacc
gaact cgcca
act act gcct
gttcctgttc
t agt ggccge
gcacacaccc
ggcttcgttc
t cgaaagccc
cgctccattt
ct cgagat cc
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7.25

1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241

71
141
211
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351
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71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771

t cggt gct gc
cgcgccagaa
cgcgaagagc
gt cagccagc
t cagat cacg
at cgt gcgcece
caggt gt gcg
gcat cgacgc
aagcat gccg
gtgtcgttca
cgccggcaaa
gacgcgecgg

ggccgcecatc
accgcgt cgc
gt ctgct ccg
ggaagccct g
caccagcaac
cactcgttcg
cat aaagt gc
tttgcecgtge
aacgt gagat
tccagcccat
cgaagtgctc
at gaagt cga

gttgcccagg
ggcacgccaa

t gt gat cgct
cgcgt t gaaa
cggacgccct
actgcgcgaa
gcgcaggttc
acgacttcgt
cgttctggtg
gttccacttg
tcctcggega
t cgcct cgag

ccget geege
tccgat aat ¢
ccgcagat ac
tcattttggc
cgt gat ccat
ctcgecgecc
gcggetttct
cgt gggagaa
gt gacggcgg
t agt cgaacc
t cat cgcgac
attttcgcgg

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK203

gat cccaat c
agat cgcgat
gccggacgeg
aaggt caagg
t gcccgagaa
gccgaagctc
tggaagccgg
ccat cgat ga
tacgt gt cac
t gcgggaaca
ttcgacaccg
t gt t gaaat t
gcat cgt ggc
gtt ccacgcc
gagcgcaat c
ccgggaaaag
cgcggacctc
ttcctggt gt
ccctggt gca
tggcgtattc
gaacgccgga
atattccaga
cgtccatgtc
gccgat ggcc
at gccgaat t
tggccccgga
cgt ggt gaag
agat gggcgc
agcaaaccat
gct gt agccc
acct cgggca
gcaccgcgcg
ggcctcctcg
agcagaccgc
gcgcect cgeg
t ct agaagcc
ct at aggacg
caagggaat c

atttgatctg
cgt cgt cacc
gt gct cgacc
cggcgaagca
tacctctccg
gaagcct t ct
ggat cat ggt
gtt gaagt at
gt accaccgc
ctgagcttca
cctgct cgat
ctcgtcgttc
cgct gcggge
ccact gatcg
agcgccccca
tgcgat gcgg
gtcggcattt
tccggcagec
ggt gct gaaa
gacct ccgct
aagt gagcga
ttcccgtgag
gt at gcgccg
gaccacaggg
t cgaggt cgc
agggcgcagt
gtcttcgatg
catcgatgtt
cagcgggccc
cgggcgat gc
tcacgtcctt
tttctcggtg
gccagcegt ca
aggct gcaac
cat ct cgaag
gt gacgcgt g
gccat gggat
tggt ct aget

gat cgacat g
gact cgcaac
gcatggattc
gagcgaggt c
at gt gcggca
tccactatcg
gggcct gacc
taccgcgaga
tttcctcact
ttttgaccgg
ct cgcgcet ge
atttgtcctc
cttccceget
aaggaat t ga
gcgagcgegg
aat caggcgt
ttccccecgeca
ggt ccgegec
aaacgcgt gt
cccgagcggt
ggt cct gcgce
cgcggcgatc
gcgagcagt t
aat agcggcc
ttccaggttg
aat gt aagca
agaccacgaa
cgaaacgaaa
agat ccgagc
cgccccgeac
gccgt cgagce
acgttgatgc
t cagcaggcg
cgagaact cc
gcat gggcct
acacgtgatg
t ccgaacccg
taagcggct t

gagat gagcg
tcgtcact gt
at ggaacaaa
gaagt ggagg
actctatctg
caacct ggat
aagcacggca
attttctcaa
ccagcgt t at
cagt agct cg
gagcccacgc
cttgtttccg
ttcaggtctt
tgctccat at
gt ccagat gc
tcggcttcgt
gcagcgcctc
gtttgccgeg
tggccgttgg
cgacgcgttt
at agggcagg
accggcat gc
cgt cgaagcg
ccctacccaa
ct ggagaccg
gccact cacg
cagggt cgtt
tgcaccaaca
cgccgat gcc
ccgct ccgaa
agcagcgggc
gtttgecttc
gcgtgtctge
tgcgcgegeg
cgagcgcctt
cgt gacgcgce
aaaaaaaaga
ttttcttggt

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK204

gat ccgcggt
ccgtcatcga
attcct aagt
ct ggcgat gt
gcccegeagg
cgact ggcga
at ccaggt cg
t ccagcggcec
acggacgacc
cccgt gt ggg
ccgt gcggcet
tcaggtgatc

at cacgacga
t ggaaaggac
gcagt gaccg
cacgcggcag
ct gcggcgge
cgaccagcac
ccgaggct cc
gcgat ggege
cgcct gaaga
ccgagt ggac
cgt gcgccect
acggtggatt

cacgccggcec
gccggcat ct
cggt cggacg
t gaccact ac
ggaaaccttg
cgcagttcgt
gacggt gcaa
cccgegt ccg
t cgcagacgc
acccgcgggce
gacgggagcg
t cggt acgct

t ggagt cccg
gggcgat cgc
acgctctcett
gaattcttca
ccgacat gat
cggegttttce
cggcgcegt cg
acgagttcct
ccgt acgggce
gacgagat cg
gagagcggtc
ccgtttctga

catagaattc
gcget gggeg
gcgat gagat
t cagcaccgg
gt act gggaa
at gaagagca
cggcgat at g
caccgtgatg
acgat cggct
cgagcccgcec
gccggggt aa
ccgccaaact

gcct gtaccc
ggccgaageg
tccacgcaca
ccgaatt aat
ccaggaccgc
gtttccacgc
agcacgaagc
ccttcaataa
ctcceegt cg
ctgceccttca
cggccatttt
agtacgtatt
cgagcacgcc
cgcgecttge
cgcat cacga
cgccgacgat
gct ttgggeg
acgat gaaat
tgcccggtgc
gcegttgetc
actgcttggg
tgctttccag
gttgaagccg
t cccagaacc
cggcgaaat g
cgccgagegt
tcggggttca
ggt cgt gaga
gat at t gacc
aaat cccgca
ggccggageg
gaacat cgcc
cgcgacagcg
cgggatcat t
ccaggcggga
aaggt cgcaa
aagggccccg

cgcggeggtg

acggcaagt g
gccggaggcet
gt gt acggat
acgt gccgcet
cggagat gt g
gt cgagaacc
tcgt gcgggg
ct at ct ggag
gcgcagegt g
cct gggt cga
gat ct acggc
t gacgacggt

getgttggtg
ccgccgaaat
t ggcat ccge
ctcggtcgtg
agat gccagt
gctttttgee
ccat gcgccc
aaat t ct cgg
ccttcgtgaa
gtccttcgtc
t aat ggt gga

t gt t cgggat

ggacaccgac
ccggt gaaga
ggaaat ccgg
cgccttccett
cgcttcectceg
t caaggaact
gct ggccgac
ccgtgattcg
aaat cgacat
gttttcccga
cagaaacttg
cgat cagccg
gct ggcgagt
acgaacacct
tggt at t gct
gccgegegece
at gcaat t gg
cggccggegt
gccccagatc
tccatatcga
at cggt ggcce
gggtgccgt a
at ccccaagg
cgaacacacg
ct gt t ggact
gcgttggt aa
ggccggagag
accat at ggg
acgt cggt ga
cgcgcgacaa
gttgcgcaat
acaat ct gcg
ggttcttgga
cgt gaacagg
cgttccttaa
accat gggca
ggat cgct cc

tggcccgt gg

gat cgcgttc
ggt t cggt ag
ggt cgccega
cgagat ct gc
t at gggggt ¢
cgcgt ggcgg
cgcgaacgag
acacagat cg
aggcgttcgc
aaccaat ggc
accggcggag
agacgt gcgt

ttcaggactt
ggcacaccac
at cat ggcac
tacagctt gt
cgaggct gcg
cggccacatc
at ct t gaaga
cgtactggta
at agcgcagc
ggtttgctca
cgaggtcgt t
c

cgcgt gct gg
tcgtgcatca
attgat cgac
ct gcagt acc
cgcggt acat
ggcgaggegce
gt ct acgagt
tggcacgt ga
t cagcccgat
ggccagcgcec
cggat gct ca
cgcggt agag
tgcttgccca
tgtgttcgta
gggacgatt g
ttgagttcgg
cgagcaggat
gacttgcgtg
accgggccgg
gctgctgcag
cagaaagttg
cggaagt gct
cgat cggcag
gt ccggageg
gccacct ccg
gggtctcctg
cgttgccgec
cgcaacgccg
acggcaggcc
caccgcgcga
gccgt gt gca
ccggcaggct
gt agt cgagc
tcggct at cc
ggcggagcat
tacctggatt

cggggccectt

act cgcegt t
t gcgcgggcec
cggcgt gt gg
ccgatccccg
gagagat cgc
cgttcagtcg
aat gt gct gc
cgact gggcc
ccgccaggt t
gt cgcggt cg
t acccgaggc
tacat ggtcg
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7.26

7.27

841
911
981
1051
1121
1191
1261
1331
1401

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961

acgacgt cga
ggcgt t cgece
ccgat gcegg
cgagcgaggt
ctcgcagat c
cagaaatt cg
cgagcat gcg
gcgegt gegg
aat ggat ¢

cgeccgeggtc
gacgt gaccc
at gggcgecg
cgctcgectg
ctt gt ggaag
ccaccgt cgc
cgcgecgt ac
at gagccggce

gcgttctaca
gcggcgat ct
accggcgt cc
cgggacgceeg
at ccgt cggg
ggcgacat cg
t cgcgcat ga
cgaagccct g

cgacccacct
gcgtctgcetc
ggcggat gga
gcgt gacgt't
caacgtcgtc
t cgcgeggea
t cgcgegeceg
acgcaggcgc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK205

gat ccggcaa
acgacagcct
ct acacct gg
gccggcaacc
at cccgcgea
t acgaat agg
t cgagccgceg
cgacaccagc
gcegt gcagg
t ccagaaagg
ggt gaacttg
tgccgctgca
cgaggt aagc
gcgcctgatc
aagcgcagcg
t cgaagccgt
gt cgccgeceg
gccgecgatc
t cgt cgacgt
ggt cgcgcetc
aaggcattcg
t ggagccgeg
gaacccccac
gct cccgaag
t gt cgaagaa
cgggcgegac
cggct gat cg
t ggcgaacgg
gaccgacgcg
gcggecgage

aggt cgagt t
gt ggat cacc
ct cgtgcecc
t gt at ggcgy
cctgattcge
at gacgggcc
cacgctcctc
caat gcggeg
ccgacggctc
tttctgggaa
tt gcaggaca
ccggct acca
cat ggcat cc
cagggacgceg
acattgccca
cttcaccggc
catttcgccg
gttat gtggc
cgaagcggcg
gt gccgageg
ccgacgcecga
cggegtgetc
at cct caaga
tcggcggegy
gctgggeat g
atccttggtt
ccgacat cgg
cacct acaag
t at cgcggeg
t gaagat gga

cgt cgecgeg
gacct caagc
cggacct gcc
cgacaaccag
gcgcegt ggg
tat gacgccc
gtgcatttcc
cgt gcacggt
gt cggt gcag
gagcacggcc
acgcgt cgec
gcacatcgtc
ccegt getge
gcacttacgt
cggcaccatc
gccgacattg
tggcggt cga
gcgggacgcc
at gaccggca
gcaccggcgt
agt gacgat c
gcgeat t ggg
cgat gat cgc
cttcggecgece
ccgat caagt
acat cgat ct
cgcct acaac
at cccggecga
ccggecggec
tc

tttcccggcet
cgct gcgcett
t gat ggct ac
tacggccgga
tggcgegetg
gtctccatta
tgcgcgaaca
gctcgtcgac
accat cgaag
tgcagt gcgg
gagcgagcgc
aacgccat cc
ccaagct cgt
cgatgacctg
acgaagat cg
ccaagat cct
tacggttcge
gccgacgcga
agccgacggt
ggccccggac
agccagcgca
agcccggcaa
ggcgat gaac
aagat caaca
ggat cgagga
cgcagcgaag
atgct gct ga
ttcgcaccac
ggaggccacc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK206

gat cct gcct

ggcggggcetc
cacgcggcgg
ttcacgagcg
gcagcaccga
gcgetgtttg
agcgeggcet t
t cggaggccc
gagccgct cg
ccggcttcag
ccgcegecege
cagcaaccag
at gct cacgg
tcccgccaat
gccctacgac
agt gaggct g
gcaccgacgg
ggcggccgga
t gcaagagct
gacacgcggc
cgccgecage
tcgccegt cg
cttccggcetc
gcggat caga
gacgccaggc
gcttggegeg
cgt gagcccg
gt gaagat ga
gttcctgecc

cgggt gcett
gcccggat cg

agccgaagcg
gcgggacgtc
cact gacagc
accgccggcg
gcgt cacccg
gcagccggct
gggcgggcag
ccggceccacg
gt ggacgacg
gcgt acagcg
ccgtgecgta
cacgaacagc
gtctgtgcgg
cccgct cgaa
cagcaggt ga
ccctcggcaa
cggt at agag
gat cgccgcece
ccgcggcecaa
gccccacacg
gt ccggggcg
tcgtccccgg
gttccacccg
cacgat ccgc
ccgagcagcc
gacgcagcag
ggtttcgatg

ggcgggcgt g
tcgatgtgca
gccggaagat
ggt gcggt ge
gt ggcgacct
cgagcgcgat
gcgtcgattg
cacct cggca
gact gaggcg
aagggcgggc
gcgagcagga
ggaact gcgc
cggaaagaac
acgattgtca
ccgt ct cgge
ctcggttcge
tactccgcca
acgcgacggce
cgccacgat g
t gcagegt gt
t caggaggcg
cgcgegegt ¢
aggcct gcga
cggt cgcegt
tt cggaaccg
tgcgcgat cg
ggagcgt gag
atcgt cgcca
gcgt agccga

ggct tgtcge
tgccgeeggg
cagcccgaag
ttgtggcgaa
cgacct ggct
cggcagcgac
aagggcacgc
cctggtcacc
gcacgagcgg
t caagcccgce
t caggagcag
ggt gat caag
agggtcattg
ggccgaat cc
gcgcgegage
gcct cggegt
gcgeeggcetc
cacggcgegg
cgccgcecagt
agggt ccgeg
at cccaaagc
cgcgacgcct
gcacccggcc
gt acccct cg
cgcggceact t
t cggct cggce
cgcgagccgce
acgt cgt cgt
gctcctegtg

cggcttcacg
ct gagcggeg
atcggttcca
ccgcaacgac
gagctctttc
cgcggt gcag
at cgagaagg
agggccgcect

tctcget gec
cgtgaagttg
ct cgaggt gc
cgcagaagtt
acgcggt acg
ccgt caacgg
cctcaatctc
ggccgeageg
ggct cgcgec
ctactgcacg
gagat ccgcg
agcacgccgc
t ggcgagecge
aagat caccg
acaccagcgc
cgcgecgat g
tacgccgggg
tcgtcgtcac
gat t cacaag
ttctcggtga
t ggt caacca
ggacacgat g
ggcct gggece
tctacgccga
t cgat cggag
cgcgacggca
ccgeccgecat
gct gaccgag
tacttcgtcg

cggacggctt
cggcacgttg
acgct ggect
ggacgagt cc
ct cgaaccgc
aggat gacga
cccecctcecca
cacagt gagc
ccgacttccg
ccctccctca
caggcgctta
agcaggccag
gcgt cat gca
gat cgcgat g
agcagcgcgc
gacggccgag
cagt cgcagg
ttgagat cga
cggt gcgecc
cgcgccgecg
gcgcgat t ct
ggat ct ccat
caggcggagc
tt gaagat ga
cgaacggcac
gacgaggaac
gcttcggtcg
ccat agccgc

cttgcggtcg

ct caact cga
cgtcgagctc
gat catcgtc
at cat caaag
aaccgcgct a
gcgegceat cg
accaccgcgc
gcggcacctg

gct cgacatc
gact t cgagg
acgegttctc
cgt gccgaag
ttgtagacga
caaggt gcgc
accggcacgc
cgaagtcctg
ggaaggcgag
cccggcat ga
agggcatctc
caaaaacggc
gt caagcgcc
gcat gcgcca
cgccgagaag
cccattggca
agccggt cge
ctacaat ccg
gatttcccga
t cgacaacac
gcgectcegt g
accat ct ggt
agcaccaggt
ggagt acgtc
gcgtttgtceg
cggt get cgg
cccgacgcet g
gtcttcacca
agcgt gccat

gccttgcgge
at ctcgagtc
cggccgagaa
cgtgccegtc
tcccecgaccg
t gaggat cgc
cgcaacttcc
gttcgcegtt
ccgtccttca
aaagttcagc
cctccggeag
ccgtttceccg
gcggeacgeg
gcggegaggce
gt tcgcgege
cttcgcgagce
gcgt ccacga
cgaccgggga
cggt t cgage
agcgcttcgg
ggt cgaggag
cagcgcgacg
gcat cct cge
gat agat gac
gcgecttctceg
gcacgcgcga
agagcacggg
gt ccagat cg
aggagcttgce

gcgecegcet cc
ggcgggt cgce
gacgacat cg
gt ccgggt gg
gccegetcetg
ggt agcgacg
cgcgat cggt
gaact ccgcg

at cgt caacg
gcaat cgacg
ggt ggatt cg
ccgggggega
acgcggct ga
aaggcccacg
acgttggctg
cacgatattt
ct ccat ccgce
t cat gt cggc
cggcaacttc
ggcgcgaagg
gcgaggaccc
catggcgttc
at ggacggcg
cgccgttccc
ggt cgtgatc
ctgccecgeceg
acaacct cgc
ggcggt cgac
cccaacgcga
cgt cgacgca
gcgcgccat c
gcgt cggt cg
cgacgacgca
cct caagat g
acgat gct ga
acaagacgcc
ggacat gctc

gt gccct geg
cctggagcetg
ggacgcgacc
agcct cggceg
cgt cgagcag
gccggcgacy
ttgccgtggc
acat cgccgc
aagggagggg
cagaacgt gg
gcgt at t gat
ctcgecgcetc
ccgceggeca
t ccggcgeat
gttccgggt g
aggt cgcccc
gcacgaggcc
gcgegt cagg
gcgcgegegt
cgcgct ggag
aaccaccggc
aggccat gca
agagcgacgg
ct cgagcacc
gccaacgt cc
tctcctcggt
at ggcacgcc
ggggcttcge
tgcggcggaa
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7.28

7.29

2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501

71
141
211
281

gt gat cgat c
ggccat t gct
ttcgcgegac
ggcagcetgtc
t cct ggt gag
cgaagacct g
gcct tgegac
act gacggcg
gccagcat ca
ggcagaat ac

gottgttggg
gggat cgaca

gcgeggegcet
ccagcgcggc
ggt cgcgat g
acagct gccg
ct cgt ccgeg
gcggat ctcc
ttcacttgaa
gggcggacct
cgccggectt
cggcttcgga
ct ggggccag
aggct ct gaa

t ggcggecge
gacgagcgcg
acgcggggcg
at cacat cat
gagccgt gcg
gcat ctcgcec
agagacccaa
t ggagaaccg
caccatttct
cttcttgtcg
aagcgacccg
cccgaacctc

cgt cagccag
tcctgggceca
act cgat ccg
cgcgaggttc
tgctgttcga
ctcttcgaag
gccgecaccg
gacgcgcgeg
tcgttgtact
gactt gacga
ggt gacccgce
gt gagccecg

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK207

gat ccgat cg
ggct cccecg
ccggt ggt cg
ggggcagagg
agat cgaccg
t gccaagt gg
cagt acct gc
accctcgett
gatcttcatc
tcttceggec
acgt cgaagg
ggct gcagcec
acggcgattc
cttctgcage
gacggct ggce
tcgtggggta
agacgcaccg
gcccccgat t
cagcccaccce
cct gget gac
acgact acag
at caggt gat
gaagggt gac
agectggttg
agt ccggcat
cacct at ccg
gtcctgectg
cagt cact ct
gt ct gcecggce
cacaacgctt
cgggaaccaa
tggggat t cg
t ccggcacgg
gcgttgatcc
cagggttctt
ctgtgcagtg
acccagat ga
ctgaggtttc
cacggt gagc
cggcacggct
ct ccggagcec
cgggt ccagg
aaagt gt aga
cccaagccgg
aggaccggcc
ggattcctcc
gacggt cgag
ctctcgggtt
gat ggagaag
gaat gggat g
ggaagat ct g

agggct ggga
gcacat ctcg

aacttctcgt
at ct acccce
ggttaccgaa
caggagt t ct
gt aaaccgtg
ctaccagt ct
gct cgggat a
agaccaact a
gttgacgttc
acgact accg
t gccgcagac
caccat ctcg
acctttgctc
aggt cgt cag
ttgacaaacg
t caaacggct
ggct ct gggce
accccttgga
gcgacacgat
gacggt tgcc
atgctggctg
catcttcgge
ct gggct gct

gccct gt ggg
at ct ggct ga

at ccacggcg
aact cggt ca
ggttcgt gga
cgctcagatc
gt ggct caca
ccgt caccac
tggct gccag
gctcacct cg
at gact gcac
t ggt acggt c
caccccgttc
at ccat ct ga
cggcaacgat
tacgagt cgg
ttgttgacgg
actttctcat
cgatgtttct
ccggatt act
tacaact ggg
cgat gat gat
cgagacggca
at cgct acag

ggt cgggcac
cceeggettg

gt acat cgac
aact at gaca
at gt gacccc
cgcct at gca
tggcaggt ca
accgggcttt
gcgaggcttc
ct cact gcgg
ccggtgttge
cctgcacacc
cccatcatcg
ggct ggt get
agccacaacg
acgact gt cc
tccggttccg
ggt cggct ga
tggct gt cgt
ggt gct cgac
acgacggcca
ttcat gccge
gtatgcgtcg
tctggtattc
cgat cagctc
tgcttcaacc
gcccct accg
ccgttctcgt
ccgtgtgetg
aacct gccgg
accacact ca
t gt gact ggc
acgattgctg
cccacgct gt
acaccccggc
cagggcagac
t agaacat gt
gt cgat at gc
gt ct ggcacc
ctgtctgcca
tttcggtgac
gaacctgtcc
aacggggct g
ccagggt gaa
actggtactg
ccct caggaa
ccececggetge
ct aaccagcc
gctgcecttcc
gacaccggct
cctgtaccta
tgcct gccac
aagaagaagg

gacctgcctg
t cgaaacgt ¢
ggttgacccc
gctgcct gge
gt gaacccac
ggacgaggt g
cattccgccc
ccgagttgge
caagcgt ggg
ct ggct gacc
ct gccggcegt
gt cgttcaac
gttgccttcg
cccaggtctc
cacggaggtc
tgccggcette
cttgacgtca
cct gat ggag
cggtgtctcg
t acgaaggct
gct gct ggca
ctgcctggea
cggcaacctg
ggggt ggcat
gct ggct get
ggcttcgggg
at ggacggcg
cccacgacca
cacgttctcg
ggt ggggct g
gcggegggga
ggacct gccg
tcacct caga
cctgcggt ag
t gat cggaga
ctgagcggtg
at ggagacga
ccccaccgtc
ggt ggaggcet
aggct gt cga
tgccttgcag
cccgt cgagce
taccactccc
ccaccacccg
agcttatcca
t ggct ccaac
gat cggaagg
acct cgct ga
ctact cgt gg
acggaaccgt
ct caagt caa

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK208

gat ccggagg
t cagccgegg
aaactcactt
t aggt gaaaa
ccattctctt

acggt gagga
tt gacgggcc
tcctcaacta
agggt caatc
t gagcagcgt

ccgtgttgta
ggagt cccag
agagat t agt
agcgggattt
cat gt agt cc

ggcgagct gg
agcacggcca
t gacaat acg
gggcgcagaa
accaggaacg

gcgcegggat
gat cttcagc
ccagaccgcc
cggcgcgcaa
ccgeegggcet
ggcacccgct
aggaat ttgg
cccttcgage
tgcccatgtc
t cat cat gaa
tctctactga
at at t aggat

ccacagagt a
ggacttcacg
gccgaagact
tgttgtcgge
gaggggcggce
cgcagggt gg
gcegt t gogg
t gct cagaac
cat ggcaact
agtcgtcttc
ctat gt cgca
gggccgacca
ctacgaccga
tctcgttcag
aacgcttcgg
ct accagaac
gccgcet ct gg
t cgacgggga
t gggcaggag
gat ct ggacg
cgacagcccg
gacgt t gggg
tctcgggt gg
ggggt agcgce
gttcggccag
ct gacgt cct
gcact cttgg
cagcat cgac
gacacgacgg
ct agccgt gc
ccacacccac
aactttgctg
at caact acg
acaggt gt aa
gt accgct ga
gct gcaggaa
tctgttgggt
tt gcact agg
cggaggt cgc
t caggggt ag
gctcttccac
cagaggaaac
t gt caagggg
gagt cgagaa
caccaacggt
cat acgat cc
ggat agccaa
ccccaccatc
ggt t acgggt
tcgcctacce
gagct ggat c

at accct ggt
ttaggt cgag
ccccgggaat
tt gaagct ct
ccgacgggt a

t gcgcggaat
gagcccgacg
tcgat at cgg
cctcecggecg
ct gcccgaag
tcgcccactc
cct cagcaga
tcgcct gcag
ggccagcat t
tcgcacgt ca
agcgt cgaat
c

ttcgaccggc
gt cacgt aca
cgacgatt gt
cagggagat t
at ctct cagg
acccgcccce
gt agggacgt
cctgtggtte
ggaacaccct
ggacggcacg
gagt t caccc
ct ccgaccat
aacct acgag
gcttacgt gg
ct gt gacgat
ttccagggtg
ccgat ct ggc
cccggagat ¢
ggcacgt cgg
acct gccgcea
tctgectgtce
aacgttgcga
ct gt cggcac
cggt gat ccg
acgtacct ca
ggat gt ct gg
t gccaccggt
cacaaccacg
ot ggcaccgg
ggct cct gcg
acggt gt cgg
gt acgt cagg
caat caagt a
gccat ct gag
tgcgggacgg
act gtctcga
gaagat cctc
acgaaccctc
agccggt ggt
ggccactttg
agt t cggggg
t gagcaggct
gt tacggcgt
gagact gatc
gcct ccaggg
cccacat cca
ct accgggct
tccgagttca
tcccgetcga
ctattggacg

t cgccagggt
ttcccgatca

cggtctgtca
t ggcgat gat
gt cgagct cg

gccggacgeg
tcgcgcacca
gat gaggat c
ggt caggact
ttttcgagct
gat cgcct cg
acggaccgtc
tccttcccca
ttctacgtcg
tgcctcecttc

ggggggcgge

aaggt ggt ca
ggattccgta
gat gccggaa
tccegt gggg
ggct ggt ccg
t gct cgt agg
atgagtttcc
ct gccggt ga
gat gccgt gg
aacct ggcca
tgttccacct
ct cgaagat g
acggt ggt ga
t gaacggt ac
t cagcggggce
ggct ggttga
tgctgttgtc
gt ccacgt ca
cacgacagca
t gt agt cat g
ggct ct geeg
at gt caccac
agacggccaa
ggagacat ca
gcggccaat ¢
cacaagcat a
ggggccaacg
ggt cagt gac
cgagcacaac
t cgaccggtt
gcacaaccgg
gt cggt cggt
ct aagt caga
ct gagcagcg
aagcgaat ac
agcatt gt ga
cact gagcgt
cgggt gct ga
gaacggcgca
aggat ggagt
att caggt gc
ggct gcaagg
ggcct at ccc
tcgttctgge
aat ccaacgt
gttcgaccgg
gccgact t ct
cgcagccaca
at acccaacc

agttcggtcg

cgct t gaacc
gt aaaggcca
actaatgctt
cacccagcgg
atccgccecta
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351

421

491

561

631

701

771

841

911

981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591
2661
2731
2801
2871
2941
3011
3081
3151
3221
3291
3361
3431
3501
3571
3641
3711
3781
3851
3921
3991
4061
4131
4201
4271
4341
4411
4481
4551
4621
4691
4761
4831
4901
4971
5041
5111
5181
5251
5321
5391
5461
5531

t ggccgt cgt
ggtgccecttg
cagt gt tggg
t at at act ga
cacgccgggg
tatcaccctg
gt cggacgeg
at cggcggat
acgaccact a
t cgagcgcat
ot ggt ggggc
gt cgagcacg
tggtt caaac
t ggcgacggt
caat cgggga
agcttcgatc
ctgcgct aga
ctcggtctga
accgtccaca
acagaat ccg
caggct gt cg
agt accagat
catt cgacgg
cggct ggaac
ttcagtccac
ggccct tgec
at ccgcgggt
ct gcgagggt
caacgacggg
aacattggtc
gagcgaaagc
accggttcgc
cttgacgcga
t acgcccagce
tgct gggcga
ccgegetttce
ct gtacgcag
gggt t cggat
ctgtcgectc
acgt t gcgat
aggaaggcga
agaagagcca
t gaccggaag
at cagcagt g
act gccaagc
at aagagcgc
tggttcgaga
agct gggat a
ccgcccagag
caacttgatc
actgggttcc
cacggcgccc
agcgcgct gg
t cgcgccaac
aaggccgagt
gcgagagcgg
ttgcaagctc
ttcgcececgece
ccagt gccgg
cggcggegeg
acgggt cgac
cgaagccgca
ccgct cggag
gt gat cgcct
gt cgect ggg
tgat ctt agt
gagaccagcc
gct acgaccc
cattcgcccc
cgcccgeget
ggcacct gaa
ccct gat cgt
ggt t aaggcg
gacacgt t gg
ccgcat ccga

accggttatt
cgatgtactt
gagct aagga
accat at ggt
tattctcgaa
acgggcat ca
tacgccgetg
gct cgacggc
cggagcat ga
cttcaat gcg
cggggcaaca
ot ccggaggg
gtt cgaat gg
cgcacgaaat
t ggagggcgy
cgctggat ca
ctacaggatt
tcttccggtg
t ccggacgceg
aat cgtggtg
ttcttctceg
tctgeccgett
atactccttc
gacttcgtct
caagtccgtg
ct gaaacgat
ggcgcgcacg
tcctcattat
cgggcat gcg
gt gact t gat
agct cgaaca
gccagagt cc
cagaaccgcc
cat ccaaacg
t ccacggt gt
gacgacgagc
gcaaagcttc
cgaacccggt
gat cgcgcac
gaccagttga
agcgcaccga
aat gcagcgg
ggaagcgt gt
t gacccat gc
cgccagccag
aaat gattcg
ttgctgggeg
cgcecgtttceg
cggt t gat gg
at t ggccaat
gaagagacgt
cgt ccgat gg
cggt gacgag
t gcgaaggcg
t cat cgcgeg
gcgt gagece
gt ggcgct ca
gccat cgaca
aagccgcgac
aagccagccg
tttctagatc
t ccgaat agt
cat gt caagt
ggct ggaat ¢
ggagcagt cg
gacccgcacc
agt gccgeceg
at cgaggcgg
accgaacgcg
aat ggcgcgt
cggcacgcgg
cgccaagt gt
attcccgtcg
ttcacgggcc
aaagtgcttg

t gagt at t gg
cgct gat cgg
gaatctacta
tcagtattca
cgcct cggea
agaagcacgt
caggct gggce
cgcct caacc
acccactgtg
ccgecgcgacc
agct cgt gat
cgt acacggc
gacggaat gc
tcgtcaacac
gct caacgag
gttgcattgc
ccececcgetge
cct caccggce
acggcgggga
ttcttcgaga
acggcgtgtc
gacgagcgt a
ct cagaaacg
ctcccggett
aaggt gggcg
ccact gacgt
cgacgaccac
gct accct cg
ccaat ggcgt
ggt gacgact
tgcgetttge
t ggct cgat ¢
aat aacgct g
at gccagagc
gat ggcgt cg
at ct gt acga
cggccaccag
gagact gccg
cagacggt ca
gcagcgt gaa
accgattacc
ccggcat ccc
at at ggaagc
cagcacgcga
cgcattggcg
aacat gat ca
acgggagaac
cceggtttge
cttccgccat
aagaagtttc
ccgact ccgg
ccgcaccgcec
t cgagt gagc
gcggecgacg
aat gt gcgcc
ccggt caat g
cgggccaggt
tcgcgect ge
gccgacgact
at at gcgccg
gt gccgecta
gcttgtctge
at t gcagt at
cgt accagcc
tcggt t ggct
gt gagt gcgg
gat acgt cgc
agct ccaggc
cccecgeegeg
at gcagt cgg
ggaggaaaac
gcct cagcat
t gat ccagat
at ct aacgcc
ggatc

tgatagtttg
ggt gat cacg
agcggggat ¢
ccgaagct cg
gat ccgacgc
cggagtactc
ccgcgecgac
ggct cgggga
aaagcaacaa
aggt ct ggaa
cgagaagttc
tt cgagggac
ccggttat gt
atcgctattc
agct acgcgg
t ggacgt acc
gcacgcggaa
gcgat agt gc
actcgcttct
ggt act cgag
cggcagcccg
ccgacgcgct
ccgctatctg
ctctccaccg
t at aggt agt
cgat accgat
act cagt gcg
ttctgggatc
cgcagcgaga
gcgaagtt ga
ttcctcgtgg
gctctctcga
gagttccgaa
gagggt agca
at cagct cgc
t cgt gccgac
cat gaacagg
aacact t cat
gcaccaggaa
t ggcgagcgce
cagccgacga
accat gccat
gaccgt gcac
gcggcggage
ccagcaat gt
t cgacct cgg
cggcgcegt ac
gccecgggeac
gggagt gat t
t gagcgt ggc
ccgacacggc
tact cgcgece
cacgccgt cg
cgagt gccge
aagcgcgt cc
t agat gccga
ccgccgactc
gact agcccg
aggcttgccg
t gcgat gt ct
acgcct t agt
tgcaacgttc
acat t cgggc
aaact gagaa
tccgactttc
caaggt caac
cgcaaagt cc
ttccgceatct
gcaact cgac
gt ccaccaat
ttccagacgc
ttgcgcgata
tcgcctgatt
at agtt cagc

cggagggct t
atcttcccgt

gggggect gt
actctgcctt
cggcat aagt
gaagcagcgg
t ggat gacga
attcctcgag
ttacgacgcc
agcgat gacc
gagct cgagc
gctttcgega
gat aat t gaa
cacaccaccg
cact ggat cg
cgcggccaca
gtcgacgttg
ttgcgccagg
cccagt gcac
accgct gacg
tccgt gagca
cgaaaaacgg
cgggacgctc
aaggagccga
tcgccgt gaa
gaccagcgt c
agt gccgcga
gt gcggggt g
atttcctcga
t cgcggeccg
aaccacgcag
t gggccgage
acgt ccgaac
ccaattccga
gat agaggaa
cttcttttcc
aacat ccaca
t gagt gt agg
t gcgacccat
aggat gccaa
gcgcgacgcc
gagcat cgat
cacat gccgg
ttccgcect gt
gagcact gca
at gt gt agcg
tgttgctccg
ccgaacagcg
gcgct ggt at
cggaagggcg
cat ggcgaga
gcgaccgcac
gcgcaat cgc
ttggat cgga
cgctccatga
ccaattcatc
cgt at ccgece
gcgacggcgg
tt gagat gag
tt cgaaat gg
tcagctgcaa
gt t agat ggc
at gt t gct ct
tggttgccge
gtt cagacgc
gt cccgt gga
gt ggccgceca
gct ccaat gc
gat cgt gact
gat cgt ggga
cttcatggcg
ggcgaacagt
agcacccatg
t gcaagcaca

cgt gagcagc
cccggacgag
t gacaagaaa
tggcgcecctc
gagct cgccg
gctt ggt gac
gaccgcat gg
cgt accaggg
gacggat cga
gat cccacgc
gcggt ggt ca
ggt cacgccg
accggagt gc
acgagcggga
tctgctcgece
t gggccgegyg
t ccgagat cc
t ggccat gac
agctaccgtg
ttgatcttct
tcacgatgtt
gt t gaagt cg
atgttctgga
cgaat acggc
gt cgat cgcg
gat ct ggcga
gcgegt gece
agctttctcg
gcgact t gaa
cgaggagct g
tctccgecett
cgcaccttca
aggaaccacg
ggt gcact ga
gat cacct cg
ttgatcgctt
ggagcggggce
ctgcagcgtg
ggcacaccgg
ggagaat gt t
gacgcgt agc
gt gat gaagg
ccgcgagcag
cgccgetatg
ccct gccaat
ttcgcgetgg
agtttgacga
ggcgaatt aa
acgccatgta
gcgegt gaca
gct ccccaga
ccagcacagt
cgccact gct
cgcgcagacg
gct gat cggce
tttctcggeg
t gt gagct ga
caat gaggac
tccatcattg
cgcacct aag
gcacagt aca
cggcgggacg
tttgccgaga
cttcgatccg
gat accgt cg
tgggt ggt gc
ccgcgecgceg
gcgaccgagce
ggaaagccag
aaaacaacaa
gacgttgacg
gaccagct ga
t ccggt gacc
ct at caccat

cggcttgeeg
ttgacctctg
agagggct gg
gccgacccga
aggctttcga
t accgagaaa
at cgcaacgt
agacacaat g
gagat ccaca
tcatcgccca
ctggagattc
ccggageggg
t cgaggacct
cggattcctt
aagct cggct
gt acgcccga
actt ccagag
ctcgtcgtcg
ggccgegoat
tgtacttgct
gagcggagac
gt gagcccegt
aggt gt ggat
ggt cgget ge
ctct cat agc
ccecgegegec
agccat gact
cgccggagt ¢
cggcagt gag
gagcaccggg
gagggcattg
t gct ggacag
acattccgceg
gccgeccgac
aagaacat ca
ct gt aacgac
cat cacacgc
aaggt gaaga
gct ggaagt a
cttgaccatc
attcccgtcc
cgcegegt cc
aagggcaggc
ct gat cgt cg
cggcggggga
gggcgeccga
acaacggctg
cccttccega
ccaggcgt gg
cttcacggga
aagcgacgcg
caacagaacc
acgggt agcg
t cgcggggga
gacct gt cgg
tccggt gt cg
cggacacat a
cgccgggegt
gcgccgagcea
ct ccgaacga
accattgcgg
gaat ct gcaa
t ccgagegeg
t at ccaacgc
ttcgtgecta
cgat aagaac
cgaat gcccg
agggct ggat
cggcggcegac
tcccaccttc
acaagcgaat
cgaacacgag
aat cat gggc
t gcggcgaag
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141
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561
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771
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7.31

71
141
211
281
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1051

7.32

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK209

gat cgct ggg
cgttctgaac
taccgatccg
cgcccceggce
ttatgtcgac
gct cact cac
cggcccgt ca
acccggcgaa
ccgcgaccgt
ggcat cgggc
cgctcgacaa
ggagcggat ¢
cggctctaca
tcgacatctg
ggt cgt cgeg
ctgct gat ga
cggacacact
cgaccacgac
agct gat cgg
ct gcggcagce
gaggaccagc
cgct gct ggt
ct cgaccgac
accggcgcect
gccggcacag
cgt cgact gc
cttccggagg
tgccgtggta
cgcgeegttce
at cgt gagcg
cgcgcegt ggt
ggacgagat c
ttcgagacca
gcacgcgcca
ggccgcgaag
gacccct acg

t aggt cgagg
ttcttcgget
act gaacat g
gcctgattaa
acggagact t
ct cgagcggce
tgctctacte
gccacccttc
at ggcgcaaa
cgttcacgca
gtacggcttc
ttctegttce
acgcgcgcaa
gcagt acatc
cgcgacggcea
aaaaggt gcg
gcctgecatc
caggcggcat
cact gacatc
gt ggacgacg
ttgct gcget
agacggact ¢
aagcgcaagt
cgaccgccga
ctacatcgtc
t cgcgcgaga
t cgt cgcgat
t cacgggcceg
cggcettcegg
gggcegt gag
ggccat gggce
gat gccagcc
cgatcatctg
ggcgaccgceg
acgct ggcett
aagagaat cg

cgcacgt cac
acat ggaagg
ggt gcgaat ¢
gt agcccggt
gt cgcgt cca
t cgaggcgga
gat cggcaag
ccgcetattge
agct cggt ct
cggct ccgeg
gacgccgcegt
gct cggcgcea
gcacaagggc
tat ct gcacg
cgct gat cat
ttttcgcacg
at ccaggaga
cgat ggagaa
gaggcctatc
gcaagt cgac
cgaggcggac
gcggct gage
tcatcgtcgc
cctcgeegt g
t cact gctcg
tcttcgacac
cccegtgt cg
acgct gat gg
t gcaat gggt
t cccggegac
ggggacct ga
gcggcgacgt
gat gagcgac
accat cacgg
t gaacgagat
cgacaccggc

gaacgcaacc
ct act acaat
gt gcgecgece
ctttcacagc
t ggacccgcet
gagcat ccag
gacagcgegg
acgt cgacac
cgatctgctg
at ccacaccg
t cggcggege
gcaccgct gg
gagagcat cc
acgt gcccat
ggt cgat gac
ct cggct get
tgctgctcac
gaagaagcag
t cgaggcgca
cct gat cgge
t ccaagaagg
gcgagcaggg
ggacacgccc
at cct gat cg
gcat ccggca
cat cgt cgece
gggct gcgeg
ggcat ct cga
caaccgt ccg
aaggt gcgt g
agcgcgeggt
gttcgcgggg
gagccaat gc
agcccaaat a
cggegt ctge
gcgttcatce

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK210

gat cct ccgce
ct ccacgcegt
gct ccagat g
tagggagt ca
gact t ggaag
ccatgtcccc
at cgaacttc
gaact ccacg
act gaccctt
agagctgatc
gt gcggecegt
aggt gccgt g
cgggtt cgece
cggtacccga
agaaat cgtc
at t gaacccc

gagt gt gt cg
ggcaaagcag
cgat cgct ga
ggggact ggg
act cggaagt
cagt ccccga
at cccgacge
tgatgttcga
cgctaccttg
ggct cggt ca
acggct gacc
caccttcgct
acat cct gcc
gaccacccgc
gt ggccet gce
ggaat cgatg

agct cct gac
gaccagcggc
t at cgat cga
ggact ggggg
ccccatgtcc
gt cccccagt
gcccgagecg
agccgggttg
aacaccttct
agatgcgttg
cgcctgecatg
ccccaaccgg
gcacgcgcag
cagcgaccac
gtattgtgca
cgccgtcegtc

gcgeegegtc
gcggagcagg
gt ggegt t gc
act gggggac
ccgagtcccc
ccccgagt cc
cggcgcgacg
gcgttcgtga
cgacacgcgc
cgagccgt aa
cgt at cgccg
tgaaattgta
gttctgaccg
ttgccggtcg
agccgtt gag
ggcgttgeeg

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK211

gat ct gggcg

at t ggccggc
t gaccgct cc

gt cgat ccga
ccggct at ag
ccggacagcg
t ccagcct gg
cgcecggggec
t ggcat ggac
aaaggggcgce
ccttcggetg

ggagt ggggg
gt gcgt aacc

tgacct at cc
gcattacttc
gaacgcgt ga
aggcgcaggg
ccgeggegec
acaacat t gg
agcgcgecgg
cggcggcaag
gccgacgt ga
tggccgaccg
agccggaccg
ccttgecgeg
t aagggcegt a

cgttgcgetg
at cgat gccc
tccagcaatt
agcgcaagcc
aatttcgccg
cgct caacca
cggccggatc
ccggt gcgcet
at ggcct ggg
gagcttcgag
gt ccatccgg

cggggcacga
accgtatttt

gacaat gact
agggccgcat
gct ggcggaa
gccgccaacc
ccacgccct t
atggggattg
gtcttccgct
t ccgggt aac
caccgt cacc
atcgaatttc
t ggcegt aca
aacccaat at
tattgtaatt

gacgagcgeg
ccgccgegcec
gcagcttttg
cgcgggggcc
gcccaaggcc
gt cat gcgeg
t gat gct cga
gaagt ggaaa
gt ct acagca
acgt cat gaa
acgccgcegac
gat ccgaaga
gtgttttcce
cgtgccgcetg
gagcggat gc
acccgct cac
caccagct cc
gagggct act
cgagcacaag
cggct get ct
t cggt acgca
cat cacgat ¢
ggccacgagc
acgcgcgcaa
cgttgtgctg
gagt accgt g
gcgacaacat
gt cggt t gcg
aacct ggact
tgctgecgtc
ggccggt cag
gt cgact cgc
ttcccggecg
caaggt gaac
aacct gt cgc
t gat cgaccg

cgccacctcc
aaaaaccacg
ggcgggat cg

t ggggggact
at gt ccccga

cttagtcctc
at cgt caccg
gattgtatcc
gt ccgccagg
ttgatcccgt
gcgtgatctc
gcggeegttg
aagt agccgt
agcgctt gct
aacaggcagt
aggacgccat

tcaaggtctg
ccgccat cac
gccgggegge
tt ggcgcggt
t ccggt gaaa
aacggccgct
tccat gcccg
attggacggc
accgaacgcc
t cgacccggg
ggccatctgg
tgcgagttaa
cagctatttc

t act gggacg
gct act ggct
cgggeecggt
ct gagccccc
ct cgccaacc
aggt cgt cgc
cat cgcgetc
ttccgcgega
accccgat gg
gacgcaggcc
gaggaaaaga
accagcgccc
gat gt ccaac
tatttctccg
cgct cgegece
gggcgcegat ¢
gagcgacagg
t ct gat ggcg
agcct gctca
acgact cgaa
gggcggggca
gacgt ggcgt
agt acacacg
gggegt get g
gccgt caaca
acttcgctcg
caaggacccg
at cgaggacc
tccggogttt
ggcgcgegag
t cggt cacga
t gcccggggt
accgt act gg
gt caacacgc
t cgaccagat
gt t gagcaac

ggggcgaccg
caagcgcggc
ggacacaagc
ggggggact g
gt ccccat gt
cagtccctac
gcagcaggaa
gt ccgcgaac
at gat gt t gt
t gacggccgce
tatgttccac
tctgtgttga
tcgecgttgte
ggcgct gaac
gt gagattcg
cgggcecggg

gcgegectte
catttcggcg
gcgat gt gcc
gcgcet cgece
tttgaccagc
ggaccgt cgg
cgacct gcac
cggccgececg
t ct accagct
cgcccaaagc
t cgcagt ccc
cacatttgtg
t ggacccat g

gcgggt t cag
gacgct gcgt
gcttgectcg
gcgacgt cgt
gcgeegcetge
cgagt gt gaa
aaggcct tct
tgatcgagtt
gct ct cgcag
tt gaagcagg
gccgecgegaa
cgagctctgg
t ggaccgagc
ccgt gcgecc
cggcgagagg
gagagcgacg
ggcgggt gat
cacgt ct cgg
ggt tcat cac
gatgatcttc
ctcgacttcg
accggttctt
caacatggtc
acgcagaccc
agat ggat ct
gcagat caag
agcaccgcga
acgt gacccg
t gcggggacg
agccgcegt cg
t cacgct cgc
cgccgaccag
at caagat cg
t ggagcacct
gatcgcgttc
gcgacgat ¢

ct ccaaggtt
gagcacgagc
ggacagggac

gggaacagag
ccccgagt cc

aaagttacca
cgt cgagccc
agcgagaccg
cctgccggeg
cgcagaaatc
ggcgct cgat
ttgtgtcgtt
gcggttccag
t cgaacgt gt
ccggatt cag
atc

aacaaccagt
aaggcgaat a
cgccggcacg
gagacctata
cggcggatta
t ccggagaaa
ct ggt gct gg
gcccggacca
ggt ccgccag
tttgccttca
cagctttgga
at gcccccca
aaaaagcgcc
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7.33

7.34

911

981
1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821
1891
1961
2031
2101
2171
2241
2311
2381
2451
2521
2591

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771
841
911
981

1051
1121
1191
1261
1331
1401
1471
1541
1611
1681
1751
1821

71
141
211
281
351
421
491
561
631
701
771

t ccct ct gat
ggcccagaac
gt cgcgeagce
cgct ggaaaa
caat accttt
ttcggcattc
acctggtgtt
cgaccccctc
ct ggacaagc
ccacccgcag
aaacttctga
ggct gaggct
tgcggecgea
ct ggct cacc
ccgat cgcca
ggcaggcgeg
cat gatgat g
t cgat gcgga
gcggat goat
ccagggcagt
gggacat t ga
cgct gt agga
cat gct gacg
ccgeegegge
aaagat c

tgccgeccett
gacccgttcg
cggecgegeg
t ct gaat gcg
ggccgcettca
ccggccat gc
gcectttatce
acct at at ca
gcgaagccac
cctctat cge
acgagccacg
attccgccgg
ccagct gccg
accaggccgc
gcggeagegce
at agaccgcc
gcgtttttct
agagcagcag
gt agct ctca
gacgccat gg
tctctgccat
gaaggt ggt g
aaggccgaca
cgccggt cag

gccgecagcec
agccgt ccaa
cttctatcge
cccgt ggt gc
tggtcaattc
caatgatttc
ggt cccaagc
cct ggaacaa
gct ggaaacc
cagaaccgca
ct ggaaaaga
agcggegttg
aagcgat cca
ccacgat cga
gcccaggat g
tcgcgcggeg
t gaccacgcc
cgccagcage
t agagcat gc
act gct gggc
gacgeggttg
gagacgaacc
gcggcaccat
cgaattctgc

ttgccgegge
ccgggcegat't
gcecgecegt ge
t ggt gaat ga
caccgt cggc
ggcat cacgc
cgccgegega
ctccaccctt
gt ggact cca
at gcccagat
aaagggcgcc
ggct cat ggc
gat acat gt a
gacacccagc
gcgeccat gg
cgaggttttc
gat cagcaac
gcecccacge
ccagcacgat
cagcecggec
at cgccgecg
cgtcctgatg
cttctcgacg
tgctggttge

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK212

gat cccgat a
tggccttcetc
acggttgatt
tgctctaaca
acggcgggat
gccct acggg
gt cat ggt gc
cct ggccgat
ggct cgcacg
cactccgttg
ccacagt ccg
gggcgtgatc
agtcgcgat g
ccaacggggc
aagcccgt gg
tggact gatt
aggacggcgt
cgat gacaag
gagat cggca
gccgeggcet t
gaacccgaag
gt gcgcat cg
gtgtccattg
cctcecgt cgg
gact gcggcg
ctgtttttge
cgcct cecgece

ccggacgt at
ggacgat ggt
accgccgctc
cgt cgct get
cacgt acacg
gaatattttg
act gcggcat
t ct gagggag
aacccggt ga
agat cacgcc
tgccgect at
gcgt t caact
cgctcgcatc
attcgccgge
gggagcttca
cat cat cgag
cctgcgt cgg
t gaacgaagc
tgct gacacc
cccat gt cgt
cgatgtgtga
gagacgacgt
gt gcggcgaa
t gaggagccg
t cggt ggcaa
cccaccggcec
caccggcgga

cttctgggtc
ggat cgacct
cgacacct gg
cggtggegtc
at cgt aagcc
gagccagcga
cggccat atc
attccgttcg
acgat gcgec
gccecggegtt
t ggcccgacg
tct acggacg
cgagcccgtt
gagt acagct
ct gat ggt gc
cggcaaacgg
accgt aact g
gccgt gccga
agat gaacac
ccggcacgt g
gccagtgttc
acgt gaacgg
cagaacaaca
t cgagat agg
at gccgat ga
gaggt cget g
gcat cgccgt

aagt t caacc
ggact gt cgc
gggaccgcaa
gggttcceccg
tgctgttctc
gggcgegt at
gttgcctcct
gacaggagtt
cttgctgcaa
gaagct cact
agttcacctc
acaagcccct
t ggt gggcgg
acggaaacga
aaccggat ac
ccgcgattcc
ccaccaat cg
aagccat ccc
gct cat gagt
ct ct ggacga
cgt cgaaggc
ccggccgaga
t caacgccca
ccgcacgt ag
gcggacgeceg
aggctctcct
cggcgt caaa

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK213

gat ccagt cg
ccgagcaaca
aat acgacat
gttccggege
gt gaacgt gt
gcttctccag
gggat gaccg
actgcgacac
gcacgagttc
tatgcgggtc
gcgcegt gecac
tgtggecttg

gacgat agga
acgcggcatt
cgagaccagc
t cgaggct ca
acagcccgat
at cgacacca
gt cgcctcca
ggt cgacaat
aagct gt cgg
cggttcgtgg
ccceggegeg
gccgagcecgg

cct ggacgga
cgggct gccg
ctcgctattc
acgagct gcg
cgat ggt gag
act ccacaga
t ggcgegt cg
ccgaacaacc
ggt cgt acac
aacgacct gg
ttcgtgattc
gatc

caccaacaga
ttcctatcgce
agcacgagct
caccgacaac
gagat aacgg
cggcgacaag
ttcttcggeg
tgaggttctg
act cccgt ac
agcat cgcca
cgaacct gct

cggct gcacc
ttcaacttca
ccgageccgce
cgtgctgcag
ct ggcecggec
t gggcaaggg
ccttctggge
t acat gat gg
t cgagcgeac
t cgcggcgaa
t caccgggcg
cgaaagcgcc
gat caccggc
ggct ggcgca
t cgt cat cat
cgcecget g
at caccccga
ccgcggacgg
at agat gat c
gt gccgat aa
t cgact gacc
ggcgat cgac
cgggt ggaga
gcaccgcttc

agggt t cggce
gt cagcgt gt
ccggt cggcet
gcggeggeeg
gaagccgatc
cccgaagcecg
acctcgcgeg
gcgcgt ggat
atttctcgeg
cgcaccat cc
gt at cagt gg
cgct cggagt
cat caacaaa
gcacgt cggg
gccggacgcec
atccagcat g
t cggt cccag
gt gct cggct
t ct gaggt gc
aggtctctgc
ggccggat ac
acggacgct t
acgaggcgaa
cacgttgatt
at gacgccga
cgagt ccgcg
ggcgatc

gacaacat cg
gccggect ga
gat gcgt ggce
cagttgatca
tttacaactt
cgttccagga
gct ggaccgt
cgaccagcgc
gacatt caag
cgacgacgcg
acccgccccg

accaccgatc
gt at cgcggt
gcgacagggt
ggcgaaggcg
t gat cgacgt
cggggt geat
aat acggt cg
tccgeggt gg
ct cgat cgac
gcggcaaat g
ccctttttgt
gccat agaaa
gt ggt gt aga
gct cat agcc
gat gggacgg
agct ggat gg
t aaaggcgat
cagggt t gag
accaccgccg
agccgcecat g
gagcgt gacg
agcggcegcaa
cagcggcegcet
cgccgeggec

gccegegecg
tgcctcgaag
at cccaacgt
agt gt gct ct
cccaagt acg
ggcccaacgg
cagcgacgac
t ccgacggga
at gaaggccg
cgagaacaac
t acat gcagg
gggat gggt g
cccgecegt cg
ctcggtttcg
t gct gt ggecc
agcacgat gc
gt ccgaggtc
gctctcegttg
t gagcgttcg
at gcgaacgc
gtttcgttcc
gt gcgaccca
at cgcgcacg
cccatcgatc
ccttgecgge
ccggct ggaa

cgcaggaaac
tcct gacgga
ctctcagt at
gcttcgecga
gaat caagac
tctacaacgg
cgataacttg
aact acgat a
t gaacgcggc
ctacgctgecg
ggt ggcggaa

cccagt cget
cgacaaagcg
gttcacaacg
aaaaggcggt
cgccaccgag
gaaggct cct
at at cgect t
cctgaccgtg
ttctacgcca
aggatcttcc
ttgtcttgee
cggt gccaga
gggt cagegce
ctcgcccacc
aagcgcagca
cgaaat cgat
cat gct gaac
aggat ggt ga
ccaggat cag
gaccgagat c
ccttccggea
t gccecggecec
ggt ggageceg
tgcgaggcgg

aaccgggaag
cggaaaact c
ggtctatctt
cgat cact cg
aggagt gect
atcgttgtac
gaaggcgt ga
acct gt acat
cact t ggacc
gcgt t ccaga
tgttcgeece
gat cagcat g
ctctctctta
ggt cagacgg
tt gat gt gcc
cct ccagacg
agcggcegat t
ccgt caagac
cggt ggaacg
at gt accagg
t gacggegtc
gcgt cget ge
gagt cggt ga
gcat acgcgc
gagcgttccg
agcacttgcc

cgagat cggg
ct ggat cgcg
ctggttcatg
ctacttccca
aagcgt gccc
gctcgagttc
at caat gt gg
tgccecctgeg
t ct ccagagc
gattgcctcg
cgacact cag
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7.36
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141
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351
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1121
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Nukleotidsequenz des Inserts von pAK214

aaaaaacact
ataatgttta
acaat gaaag
gt acat aaaa
cattccccca
cat aaccaaa
taattattct
cct aaaacat
cggaaat gat
gcgggct caa
ggt aacgagg
cat at cagaa
taatacatta
caacaat t ga
at cat gat ag
ggacat agaa
atgtttaaag
gcgct ggcat
t aaagaagaa
gaacct acaa
agccgtttat
agagccat gg
cgaaacct cg
tt aat gaacg
cgctgtctca
agt cttaaca

tacttccatc
aaggct gcag
ggtaattt at
t gt aggt gga
aaggttaatt
aaaccgacaa
atttgctata
caaacaatta
ggcgaagggce
aaaat aacaa
aagcttgcac
tattcaaata
aaaaat gaat
t agacgaggg
ttgttactta
ttggttgaaa
aagaggaaaa
cattgcggca
gcegt acagg
tt ccagcaac
tctttataag
tgctgctgta
at aggt gt gg
tacaactttt
atttacttac
aaaaaagagt

ggat aat at a
cat cat ct at
tttatgttge
t aaaagccat
ttggattact
cggagt gt aa
ttcatttgaa
gttacatttg
gaaagtcctg
aggcatttgc
cggagat ccg
tt gaat ggct
accccgaat t
t aaaat aat c
gggagggcca
t gaaacgttg
aggagt cacc
gcctgtcctt
tactt gat at
agct accagc
cgaggcttta
aagggct at g
gaggt t gt ag
t gaaaggcaa
gct gt ggaaa
tgct ccaaaa

ccaaatcctg
ttttcttaat
agtaactttt
gaggt aat aa
ggat gt aaaa
atcaatttaa
ccgcaaaaat
ccttactgaa
atgttttatt
aacaat cctt
gcaagacgcg
acggcat caa
agggggaaat
at gaaggaag
acaatattta
t aaat cgaat
cgt at t aact
tttgtaatac
agctgaatta
cgactttcac
caaat t gaag
ccaatatctt
t acagacagt
aacct ggcat
ataaatttat
ctggatc

Nukleotidsequenz des Inserts von pAK215

gat cct gaat
ttgaaattca
tcgtgaattg
t caggcgagg
gtgattggtt
t at ggccaat
gat gcgt att
tgcctattta
gcgt ct gege
gaattat gcg
ttattagcac
gcttagttaa
t acaaat aaa
at ct ggat at
ctttggcttg
gaacat acgc
t caaaccagc
cttcgetgtce
cacccctata
gctgatattg
tgtttcagtc

tcttttcagt
ggcagagggt
ct ggcggceat
t gagt gcggg
t cacct ggaa
tttaagcgta
ttaggtttgt
t aact acact
ttagaggctt
aagttttatt
gatt at caat
acct gcat ga
taatcttttt
gctcttgett
tt gt agaaat
gttgct gt at
tcaccgcece
aggct gt gcg
atttaagatg
gttgcctgea
gt caat gct g

cacctttggt
tatcatgctg
at caagccaa
tgattttaag
gt ggcggct t
aggtt gaagc
ggat agt t gt
caattagcac
at gcagacga
ggcagggggc
aatgttggtt
cagaaaaat t
cgcgacct gc
gagcgccatc
aaaat aaagc
cttgatgtgc
at aaat at ca
tgatttgcaa
gaatctattt
acggttgtca
tgcgat c

gcgggeggt t
cgccgcat at
aggcat t aag
tatgccaatg
at ccagagt t
t ggagct aat
gtggcggat g
gtttctcagg
catgccttcg
gt gcccagt t
t ggaagacgc
agt gaat ggt
att ccat agt
gcgeggt caa
tgatgctttc
at aaaccgt a
gattgtgcaa
agtaattttc
ttattactta
ctttaccttc

t acaat gt ac
aaaat cccct
gct ct agaat
cgcatacatt
aaccaaaccg
at ggccaggc
aacat gaaaa
acat aaat gt
tt gggt aggt
aat aaagt ag
ct ggt aacga
aaaaat cgtt
t at gaagt aa
ggggcacttt
t gat gcccce
ggtttatgct
t t gaaagaag
catgctgtta
at agcagt at
gat t cat caa
aaat actt ga
ttttggacag
t ct gt acggg
tttttgtaaa
t gacgaggat

ct accact ga
ttcttgtatc
cgcctcgtca
agt t ggt gag
t cacccggag
tcggcgatta
gcatt agt gt
cgt gt gt ggt
ttacgtgcge
tgcattttta
cacgact cag
gaggccacgc
gcaat cat gg
taattaaatc
agtattgatt
gcgggt t gat
at cctgetge
aaacat gaac
gtattctcgc
caat t ccaac

t cccat ggca
gt ccgeccac
gaaaaaat cc
tcctttttag
caccggattt
ttcccaatta
aagt aacaat
tatgcacgt a
t gt gcaggaa
gcattaattt
atttatgttt
acagcgt gcc
t acaccat gc
t aaggggaag
cgt aaagt at
ot ggt gct gg
caat gaagca
gacggagtta
ccatttaaaa
gggt at ggat
aaattttgtt
tttattgttt
t gat caggga
agaaaaaat a
accttgtatt

ccgt accaaa
tcttctagea
ccttgegt gg
ctttatccgc
gcgct at ccg
cacagt act t
gccaattgtg
gctgaaattc
ttggcattga
cacct t aaac
aaacgt aat t
ggot t aaat a
t aat ccaacg
gcgt t caaca
tttttaagtt
gcagcat ggt
ggacagt tca
act aaaact t
gact gaaat t
at cat aagca

ttgtcgtatg
ttccggettt
tcctttggaa
gttcaccttc
tccggt at ac
gtaattttat
aaacact ccc
ccaacaat gg
gttat gacca
tgcaattttg
caaat gat gg
cacattgtct
tactttttta
aaaatt acgt
t ggaggcat t
aggt gcacaa
at agccaccg
aaaacagcaa
tatttattat
ct accagagc
ggagaat gga
t gat ggcaga
aat agaaaag
cagttattac
t caat aat ac

gaaaccgt at
aggaagaaat
t gat gt gccg
caagagacag
cagct aaaga
ttacaact ct
cctggtatta
cgcgttggtt
t gt ggt gagt
caagct ggca
aaagccaaag
tggcgtcctc
catttcttca
tcgttaatga
caat gt cagc
tttcatctca
at ggt caat a
caaacat agt
t aaat caggc
t ggct gaaag
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