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Einleitung 1

1 Einleitung

Vitamin B, ist eine rote wasserlosliche Substanz, die erstmals 1926 von MINOT und
MURPHY (1926) als sogenannter Extrinsic Faktor in der Leber des Menschen
beschrieben wurde. Erst 20 Jahre spiter gelang es RICKES et al/ (1948) und parallel
SMITH et al (1948) das Vitamin zu isolieren, dessen gesamter Aufbau durch die
Rontgenstrukturanalyse von HODGKIN et al. (1955) aufgeklart wurde. Vitamin B, hat
eine Porphyrin-dhnliche Grundstruktur, deren Kernstiick aus vier miteinander
verkniipften Pyrrol-Ringen mit Cobalt als Zentral-Atom besteht. Zwei dieser Ringe sind
nicht wie bei den Porphyrinen iiblich iiber eine Kohlenstoff-Wasserstoff-Briicke,
sondern direkt miteinander verbunden. Dies unterscheidet den ,,Corrinring des Vitamin
B> vom ,,Porphyrinring* des Himoglobins und des Chlorophylls (ZAGALAK, 1982).
Neben dem zentralen Ring ist auBerdem ein unterer axialer Ligand, eine sogenannte
Nukleotid-Schleife, und ein oberer axialer Ligand, ein Cyanid, an der Bildung des
Vitamins beteiligt. Vitamin B, kann nur durch Austausch des Cyanids gegen einen
anderen Liganden seine biologische Funktion ausiiben. Dabei ist entweder eine
Methylgruppe (Methylcobalamin) oder eine 5-Deoxyadenosyl-Gruppe
(Adenosylcobalamin) anstelle des Cyanids an das Cobaltatom gebunden (siche

Abbildung 1).
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Abbildung 1: Struktur des Cobalamins aus ZAGALAK (1982)
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Nach der Aufnahme des Vitamins und seiner Umwandlung zum Coenzym iibernimmt
es nicht nur in Mikroorganismen, sondern auch in tierischen Zellen wichtige
Funktionen. Im Menschen beeinflusst Coenzym B, sowohl das Zellwachstum, als auch
die Replikation. Adenosylcobalamin wird fiir die Umsetzung von L-Methylmalonyl-
CoA zu Succinyl-CoA bendtigt, was eine wichtige Reaktion beim Abbau von
bestimmten Aminosduren sowie beim Fettstoffwechsel spielt. Methylcobalamin ist an
der Synthese von Methionin beteiligt, indem es eine Methylgruppe vom
Methyltetrahydrofolat (Folsdure) auf Homocystein iibertrdgt. Dadurch wird
Tetrahydrofolat regeneriert, welches fiir die DNA-Synthese notwendig ist. Wenn das
Blutserum vorwiegend Methytetrahydrofolat enthélt, kann bei einem B;;-Mangel kein
Tetrahydrofolat mehr regeneriert werden. Dies fiihrt letztlich zu einer defekten DNA-
Synthese und zur megaloblastiren (pernizidsen) Andmie. Heutzutage liegt ein Vitamin
B»-Defizit selten an einer zu geringen Zufuhr des Vitamins {iber die Nahrung, sondern
eher an einer unzureichenden Adsorption. Der Intrinsic Faktor (IF) ist eines der drei
16slichen Proteine, die an der Aufnahme und dem Transport von Bj; im Menschen
beteiligt sind. (BALLAL et al., 1997; NEXO, 1998; ZAGALAK 1982; MARTENS et
al., 2002; . KRAUTLER et al 1998).

Coenzym B, wird in der Natur ausschlielich von einigen Mikroorganismen wie z. B.
Citrobacter freundii, Escherichia blattae, Propionibacterium shermanii und Salmonella
typhimurium de novo gebildet. Dabei lassen sich grob zwei verschiedene Synthesewege
unterscheiden. Wihrend Pseudomonas denitrificans B, liber den aeroben Zweig bildet,
verlauft sie Synthese bei Citrobacter freundii und Escherichia blattae nur unter
Ausschluss von Sauerstoff. (ROTH et al., 1996). Etwa 30 enzymkatalysierte Reaktionen
werden fiir die komplette de novo Synthese benotigt. B, auxotrophe Mikroorganismen,
die zu keiner Bi,-Produktion befdhigt sind, miissen es wie auch Menschen und Tiere
aus dem umgebenden Medium aufnehmen. Die tdglich bendtigte Menge fiir den
Menschen liegt bei 1-2 pg (RAUX et al., 2000). Bakterien haben einen geringeren
Bedarf an Bq,.

Weltweit werden mehr als 10 t By, pro Jahr produziert, wobei es wirtschaftlich z. B. als
Vitaminpridparat und Kontaktlinsenpflegemittel eingesetzt wird. Die industrielle
Herstellung iiber einen chemischen Weg ist dabei zu teuer und unrentabel, da die
duBerst komplizierte Synthese ungefdhr 70 verschiedene Reaktionsschritte beinhaltet.

Das B, wird deshalb nur durch biosynthetische Fermentationsprozesse mit Hilfe von
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genetisch optimierten Mikroorganismen produziert und anschlieBend durch Cyanolyse
aus den Zellen gewonnen (MARTENS et al., 2002). Auf diesem Wege fallen grofle
Menge an Biomasse an.

Ein natiirliches System fiir den Export von B, aus einer Bakterienzelle ist bislang nicht
beschrieben worden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein solches Transportsystem
entwickelt werden. Wie bei der Bi;-Aufnahme in die Zelle sollte das B, beim Export
ebenfalls an ein Bi,-bindendes Protein gekoppelt werden, um anschlieBend zusammen
mit diesem aus der Bakterienzelle transportiert zu werden. Als Bindeproteine wurden
der menschliche Intrinsic Faktor und die Bj;-bindende Untereinheit der Methylmalonyl-
CoA-Mutase (MutB) aus Propionibacterium shermanii eingesetzt. Fiir den Transport
tiber die Cytoplasmamembran konnte der Signalsequenz-abhédngige Tat (twin arginine
translocation)-Transportweg genutzt werden, der native Enzyme mit gebundenem
Cofaktor wie z. B. die Trimethylamin-N-Oxid-Reduktase (TorA) aus Escherichia coli
exportiert. Fiir die Konstruktion des Bj,-Exporters wurde die Tat-Signalsequenz von
TorA mit dem Bj,-bindenden IF bzw. MutB fusioniert. AnschlieBend sollten die
Hybridproteine heterolog in Bj;-produzierenden Mikroorganismen gebildet werden mit

dem Ziel, By, ins Periplasma der Zellen zu transportieren.



Material und Methoden 4

2 Material und Methoden

2.1 Organismen und Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tabelle 1
aufgelistet. In Tabelle 2 sind die verwendeten Klonierungsvektoren und rekombinanten
Plasmide zusammengefaBt. Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten
PCR-Oligonukleotide.

Tabelle 1: Organismen

Stamm relevanter Geno-/ Phinotyp” Referenz / Herkunft
Citrobacter freundii Wildtyp DSM 30040
Escherichia blattae Wildtyp DSM 4261

Escherichia coli BL21 (DE3)  hsdF, gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 STUDIER & MOFFAT, 1986
lacUVS5-T7 genel), ompTt, lon

Escherichia coli IM109 recAl, endAl, gyr496, thi-, relAl, YANISCH-PERRON et al.,
hsdR17, supE44, 1-, A(lac-proAB), 1985
[F*traD36 proAB lacl’ lacZAM15]
Escherichia coli Corrinoid-abhéngige Mutante DSM 4261
Salmonella typhimurium S. typhimurium his-, pKM 101 (Amp®) HELLWIG (Universitit
TA 100 Gottingen)
Propionibacterium Wildtyp DSM 4902

freudenreichii subsp.

shermanii
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Tabelle 2: Vektoren und rekombinante Plasmide

Plasmid GroBle  relevante Merkmale Referenz/Herkunft
(kb)
pASK-IBA3 3,2 Amp' IBA, Géttingen
pBAD-GFP,, 5,3 Amp’ AG BRAUS, Goéttingen
pBluescript®S 3,0 Apr, lacPOZ* STRATAGENE, San Diego, USA
K" (pSK+)
pER1 4.8 Tet', sigtorA DANIEL,
personliche Mitteilung
pET20b(+) 3,7 Amp', lacl, T7-lac-Promotor, pe/B, Fa. CALBIOCHEM-
Hisg-Tag , Signal-Peptidase NOVABIOCHEM GmbH,
Schwalbach
pET20b(+) 3,7 Amp', lacl, T7-lac-Promotor, pe/B, Fa. CALBIOCHEM-
His¢-Tag , Signal-Peptidase NOVABIOCHEM GmbH,
Schwalbach
pHIF 4,1 pBluesriptlIKS(-), IF cDNA ARNOLD (Ludwig Maximilian
Sequenz Universitét)
pMB5 6,7 Tet' BOLM, 2000
pPMEX2 6,3 Amp', mutA, mutB, pT7-7 LEADLAY
pMPM-A4Q 6,5 Amp’ MAYER, 1995
pMPM-K4Q 6,4 Kan', Spc, araC, Q-interposon, MAYER, 1995
rrnBTer, 1rfB, ParaBAD, pMBI1 ori
pMPM-T4Q 6,8 Tet', Spc, araC, Q-interposon, MAYER, 1995
rrnBTer, 1rfB, ParaBAD, pMBI1 ori
pTMI1 5,9 Tet' diese Arbeit
pTM2 6,7 Km' diese Arbeit
pTM3 6,7 Amp’ diese Arbeit
pTM4 4,7 Amp' diese Arbeit
pTMS5 6,7 Amp', siche pTM3 + zusétzlich diese Arbeit
eingefiihrte Clal- Schnittstelle an
Position 2365 des mutB-Gens
pTM6 7,3 Amp' sieche pTM3 + zusitzlich diese Arbeit
eingefiihrtes gfp-Gen an Position
2365 des mutB-Gens
pTM7 5,9 Amp' diese Arbeit
pTMS 5,4 Amp’ diese Arbeit
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Tabelle 3: Oligonukleotide

Bezeichnung

Bemerkung/Schnittstelle

Sigl

5’-GGGGAATTCACCATGAACAATAACGATCTCTTTCAGG
CATCACGTCGGCG-3’
Klonierung sig7or4 in pMPM-T4Q/ EcoRI

Sig2r

5’-TAAGCCGCCGAGTTGTGCCAGAAAACGCCGACGTGAT
GCCTGAAAGAGAT-3’
Klonierung sig7orA4 in pMPM-T4Q

Sig3

5’-TTTTCTGGCACAACTCGGCGGCTTAACCGTCGCCGGG
ATGCTGGGGCCGT-3’
Klonierung sig7orA4 in pMPM-T4Q

Sigdr

5’-CCGCAGTCGCACGTCGCGGCGTTAACAATGACGGCCCC
AGCATCCCGGCG-3’
Klonierung sig7or4 in pMPM-T4Q

Sig5

5’-TTAACGCCGCGACGTGCGACTGCGGCGCAAGCGGCGAC
TGACGCTGTCTA-3’
Klonierung sig7or4 in pMPM-T4Q

Sig6r

5’-CATGGTAAGCTTATCCCCGAAGCGTTAGACAGCGTCAGTCGCCG
CTTGCG-3’
Klonierung sig7orA in pMPM-T4Q/ HindIll

IFMHS’

5’-GATGTCTAATGTATAGACAATGTCAGTACCCAGACCCAG
AGTTCATGCTCCGTTCCCTCA-3’
Klonierung des if'in pER1/ Tth1111

IFMH3’

5’-GCGCGGAAGCTTATTAATGGTGATGGTGATGGTGGTACT
GTGTGAQAATTGGCTGTGATGT-3’
Klonierung des if'in pER1/ HindIIl

IF/ EcoRI

5’-CGTGAATTCCAGTACCCAGACCCAGAGTTCATGC-3’
Klonierung von if in pET20b/ EcoRI

IF/ HindIIIr

5’- GCGGAAGCTTGTACTGTGAAATTGGCTGTGATGT-3’
Klonierung von if in pET20b/ Hindlll

torAS5’

5’-GCGTCTAGAgAACAATAACGATCTCTTTCAGGCATCACGTCGGCG
TTTTCTGGCACAA-3’
Klonierung von sig7or4 und mutB in pMPM-T4Q/ Xbal
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Fortsetzung Tabelle 3

Bezeichnung

Bemerkung/Schnittstelle

torA3’r

5’- TCAACTGAATCAAAACGGGGCAGAGTGCTAGTCGCCGCTTGCGC
CGCAGTCGCACGTC-3’
Klonierung von sig7or4 und mutB in pMPM-T4Q

f-mutB/GFP-Apal

5’- CGTGGGCCCGCTGTTCCA-3’
Klonierung mutB und gfp in pMPM-A4Q/ Clal

r-mutB/GFP-Clal

5’- CTGATCGATATGGTGATGGTGATGGTGGG-3’
Klonierung mutB und gfp in pMPM-A4Q/ Apal

f-GFPuv-Clal

5’-GCGATCGATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAA-3’
Klonierung mutB und gfp in pMPM-A4Q/ Clal

r-GFPuv-Clal

5’-CGCATCGATTCATTATTTGTAGAGCTCATC-3’
Klonierung mutB und gfp in pMPM-A4Q/ Clal

f-mutB/pET-Notl

5’-CTGCGGCCGCGATGAGCACTCTGCCCCGTTTTG-3’
Klonierung mutB in pET20b/ Nofl

r-mutB/pET-Notl

5’-GAGTGCGGCCGCGGCATCGAGCGAAGCCCG-3’
Klonierung mutB in pET20b/ Nofl

f-IBA3torA-mutB-
Bsal

5’-ATGGTAGGTCTCAAATGAACAATAACGATCTCTTTCAGGCAT-3’
Klonierung sigfor4 und mutB in pASK-IBA3, Bsal

r-IBA3torA-mutB-
Bsal

5’-ATGGTAGGTCTCAGCGCTGGCATCGAGCGAAGCCCGCA-3’
Klonierung sigfor4 und mutB in pASK-IBA3, Bsal

Die Erkennungssequenz des jeweiligen Restriktionsenzyms ist in der Oligonukleotidsequenz fett
gedruckt und unterstrichen dargestellt. Der Hisg-Tag ist grau unterlegt.
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2.2 Nahrmedien

2.2.1 Mineralmedium mit Hefeextraktzusatz (AVERHOFF, 1988; modifiziert)
fiir C. freundii und E. blattae

K,HPO, 140 ¢
KH,PO, 6,0 g
(NH,4),S0, 30 g
MgS0, x 7 H,0 02 g
Hefeextrakt 02 g
CoCl, (50 mM) 85,0 pl
SL-4 1,0 ml
H>Opidest ad 1000 ml

zusatzlich bei anaeroben Medien:
Cystein-HCl 0,2 g/l

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt.
Dem Medium wurde Glycerin oder Glucose in einer Konzentration von 100 mM

zugesetzt.

Spurenelementelosung SL-4 (PFENNIG und LIPPERT, 1966)

EDTA-Na, 5,00 g
FeSO4 x 7 H,0 2,00 g
ZnSO, x 7 H,0 0,10 g
MnCl, x 4 H,O 0,03 g
H3;BO,4 0,30 g
CoCl; x 6 H,O 0,20 g
CuCl, x 2 H,0 0,01 g
NiCl, x 6 H,0 0,02 g
NaMoO; x 2 H,O 0,03 g
HOpiest ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde auf 6,7 eingestellt und die Losung lichtgeschiitzt bei 4 °C gelagert.
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Zusatz von Aminoséuren:

Aminosiuren Stammlésung [mg/ ml] Endkonzentration [pg/ ml]
DL-Alanin 50 100
L-Arginine-HCI 11 22
L-Asparagin 10 100
L-Aspartat 10 100
L-Cystein-HCI 11 22
Glycin 50 100
L-Glutaminsdure 10 100
L-Glutamin 20 100
L-Histidin-HCI 11 22
L-Isoleucin 10 20
L-Leucin 10 20
L-Lysin-HCI 44 88
DL-Methionen 10 20
L-Phenylalanin 10 (in 0,001 N NaOH) 20
L-Prolin 15 30
DL-Serin 10 100
DL-Threonin 40 80
L-Tryptophan 4 20
L-Tyrosin 2 (in 0,01 N NaOH) 20
DL-Valin 20 40
Adenin 2 (in 0,03 N NaOH) 40
Thymidin 10 4
Thymin 5 2
Uracil 2 40

Die Stammldsungen, falls nicht anders angegeben, wurden in H;Opigest angesetzt,
sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.
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2.2.2 Hefe-Pepton-Medium fiir C. freundii (HOLDEMAN et al., 1977)

Pepton aus Casein 5,00 g
Trypton 3,00 g
Hefeextrakt 10,0 g
Salzlosung 40,0 ml
HOvigest ad 1000 ml
pH 7,0
Salzlosung:

CaCl,x 2 H,O 02 g
MgSO, x 7 H,O 02 g
KH,PO, 10 g
K,HPO, 10 g
NaHCO; 10,0 g
NaCl 20 g
H2Opiest ad 1000 ml

Die Losung wurde bei 4°C gelagert.

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

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10 g
H2Opigest ad 1000 ml

Zur Herstellung von Agarplatten wurde 1,5 % (w/v) Agar zugefligt.

224 Lysin-Decarboxylase-Medium (EKLUND und LANKFORD, 1967)

Pepton 5,00 g
Hefeextrakt 3,00 g
Glucose 1,00 g
L-Lysin 5,00 g
Bromkresolpurpur 0,02 g
H2Opigest ad 1000 ml

pH 6,5
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2.2.5 M9-Minimalmedium (SAMBROOK et al., 1989, modifiziert)

Na,HPO, x 2 H,0 6 g
KH,PO, 3g
NH,CI lg
H>Opidest ad 972 ml
pH 7,4

Fiir M9-Platten muflten 15 g Agar und Salze getrennt voneinander autoklaviert und erst
nach dem Autoklavieren zusammengegeben werden.
Nach dem Autoklavieren wurden folgende Losungen steril zugesetzt, die durch

Autoklavieren oder im Falle der Thiaminlosung durch Sterilfiltration sterilisiert worden

waren:
20 % (w/v) Glucoseldsung 25 ml
0,1 M CaCl, 1 ml
1,0 M MgSO4 1 ml
1 mg/ml Thiamin-HCI 1 ml

2.2.6 Minimal-Aminosiure-Medium fiir E. coli DSM 4261 (KRZYCKI and
ZEIKUS, 1980, modifiziert)

K,HPO, 14,0 g
KH,PO, 6,0 g
(NH,4),S0, 20 g
MgSO, x 7 H,O 02 g
Na,-Citrat x 2 H,O 1,0 g
L-Asparagin 0,8 g
L-Arginin 02 g
L-Glutamat 02 g
Glycin 02 g
L-Tryptophan 02 g
L-Prolin 02 g
L-Histidin 02 g
Vitamin B, 40,0 pg
HOvigest ad 1000 ml
pH 6,8-7,2

Kurz vor dem Beimpfen wurde dem Medium noch 50 mM Glucose zugefiigt.
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2.2.7 Mineralagar fiir E. coli DSM 4261 (KRZYCKI and ZEIKUS, 1980,

modifiziert)

K,HPO,4 70 g
KH,PO4 30 g
(NH4)2SO4 1.0 g
MgSO,4 x 7TH,0 0,1 g
Na,-Citrat x 2H,0 30 g
Agar (Oxoid Agar Bacteriological No.1) 150 g
HOvigest ad 1000 ml
pH 6,8-7,2

Nach dem Autoklavieren wurde der Agar unter stindigem Riihren auf 50-60 °C
abgekiihlt und 0,2 g/l Triphenyltetrazoliumchlorid (sterilfiltriert), 50 mM Glucose
(autoklaviert) und E. coli DSM 4261 (sieche Tabelle 1) dazugegeben.

2.2.8 SOB-Medium (HANAHAN et al., 1983)

Trypton 2,0 % (w/v)
Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
NaCl 10 mM
KCL 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO4 10 mM

Die Magnesiumsalze wurden aus getrennt autoklavierten, jeweils 1-molaren

Stammldsungen zugegeben.
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2.2.9  Synthetisches Medium fiir Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii (SEIFERT, pers. Mitteilung)

K,HPO,4 20 g
KH,PO,4 02 g
(NH4),HPO, 42 g
Na-Lactat 10,0 g
Na-Dithionit 0,1 g
K-Pantothenat 40,0 mg
Hefeextrakt 40 g
MgCl, x 6 H,O 02 g
FeSO4 x 7 H,O 40,0 mg
CoSO4 x 7 H,O 12,0 mg
Glucose 10,0 g
H2Ovigest ad 1000 ml
pH 6,8
Die Glucose, MgCl, und FeSO; wurden getrennt autoklaviert und anschlieend
beigefiigt.

2.3 Pufferldsungen

2.3.1 Kaliumphosphat-Puffer

0.1 M:

K,HPO,, pH 4,0 13,6 g
KH,PO4 x 3 H,O, pH 9,0 228 g
H>Opidest ad 1000 ml

pH 7,0
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2.3.2 SSC-Puffer (10-fach)

SSC-Puffer:
NaCl 1,5M
Na;-Citrat 0,15M

233 TBS-Puffer (10-fach)

NaCl 1,5M
Tris-HCI 0,1 M
pH 7,5

234 TBST-Puffer (5-fach)

NaCl 1,5M
Tris-HC1 0,1M
Tween-20 0,25 % (v/v)
pH 7,5

2.4 Feste Medien

Zur Herstellung fester Medien wurde dem Medium 1,5 % Agar zugesetzt.

2.4.1 Medienzusiatze

Antibiotika-Stammldsungen sowie IPTG und X-Gal wurden dem autoklavierten und auf

mindestens 50 °C abgekiihlten Medium zugesetzt.

Tabelle 4: Medienzusatze

Medienzusatz Stammldsung Endkonzentration
Anhydrotetracyclin 2 mg/ml in HyOpigest 0,1 pul/ml
Ampicillin 100 mg/ml in 50% Ethanol 100 pg/ml
Chloramphenicol 20 mg/ml in Ethanol (96 % [v/V]) 20 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml in HyOp;gest 70 pg/ml
Tetracyclin 10 mg/ml in HyOpigest 10 pg/ml
IPTG 100 mg/ml in HyOp;gest 40 pg/ml
X-Gal 40 mg/ml in N,N-Dimethylformamid 40 pg/ml

Die Losung wurde bei -20 °C gelagert.
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2.5 Zellanzucht

2.5.1 Aerobe Anzucht

Die areobe Anzucht erfolgte in Reagenzglidsern oder Erlenmeyerkolben. Die Kulturen
wurden zur Inkubation wahlweise bei 30 °C oder 37 °C geschiittelt. Angeimpft wurde
1-5 %ig. Zur Uberpriifung des Wachstums der Fliissigkulturen wurden regelmiBig
Proben entnommen. Die Zunahme der optischen Dichte wurde bei einer Wellenldnge

von 600 nm photometrisch verfolgt (siche 2.5.3).

2.5.2 Anaerobe Anzucht

Anaerobe Kulturen wurden mit einem 10 %igen (v/v) Inokulum aus einer Stammbkultur
bzw. Vorkultur beimpft oder aber mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte. Im Falle
der Einzelkolonie wurde diese zunéchst in 100 pul KP-Puffer (siehe 2.3.1) geldst. Die
Inkubation erfolgt bei 30 °C oder 37 °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
Kulturvolumen von bis zu 500 ml fanden 1-1-Serumflaschen (Fa. Miiller und Krempel
AG, Biilach, Schweiz) Verwendung. Fiir das Uberimpfen wurden sterile Einwegspritzen

benutzt.

2.5.3 Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte von Bakterienkulturen (ODgo9) wurde in 1 ml Plastikkiivetten mit
einer Schichtdicke von 1 cm bei 600 nm in einem UV-VIS Spektrophotometer V-550
(Fa. Jasco, Jena) verfolgt. Als Nullwerte diente unbeimpftes Medium. Bei einer ODggo

grofer 0,3 wurden entsprechende Verdiinnungen mit Medium hergestellt.

254 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 Gerit fiir den entsprechenden MeBbereich mit Eichlésungen
(pH 4,0 und pH 7,0 der Fa. Riedel de Haen AG, Hannover) geeicht.
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2.5.5 Reinheitskontrolle

Die Reinheit der Bakterienkulturen wurden im Phasenkontrastmikroskop (Fa. Carl
Zeiss, Oberkochen) anhand ihrer Zellmorphologie iiberpriift. Zusitzlich war die
Koloniemorphologie nach Vereinzelungsausstrichen ein entscheidendes Kriterium fiir
den Nachweis einer Reinkultur.

C. freundii wurde zusitzlich in Lysin-Decarboxylase Medium (siehe 2.2.4) angezogen
Dadurch ist eine Unterscheidung zu den meisten anderen Enterobakterien mdéglich, die
ebenfalls anaerob mit Glycerin als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle wachsen
konnen. Diese besitzen im Gegensatz zu C. freundii eine Lysin-Decarboxylase. Beim
aeroben Wachstum konnen diese Enterobakterien durch die Lysin-Decaboxylase das
L-Lysin zum basischen Amin-1,5-Diaminopentan umsetzten. Beim Wachstum in
Lysin-Decarboxylase Medium férbt sich das Medium dadurch purpur. Die Anzucht von
C. freundii in demselben Medium ruft eine Ansduerung des Mediums hervor, was sich

durch eine gelbe Farbreaktion duflert.

2.5.6 Stammbhaltung

Zur Stammbhaltung wurden Kulturen moglichst auf selektiven Nahrmedien angezogen.
Von diesen Ubernachtkulturen wurde 850 ul mit 150 pl sterilem 87 %igem Glycerin
versetzt, in fliissigem Stichstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert.

Zur kurzfristigen Stammhaltung wurden die Stamme in 5 ml Fliissigkulturen oder auf

Agarplatten bei -4 °C gelagert und mindestens alle vier Wochen iiberimpft.

2.6 Standardtechniken fir das Arbeiten mit DNA

2.6.1 Vorbehandlung von Geriten und Losungen

Zur Inaktivierung von Nukleasen wurden alle hitzestabilen Gerdte und Losungen fiir
20 min bei 120 °C autoklaviert. Hitzelabile Gerdt wurden mit 70 % igem Ethanol (v/v)
gespiilt und hitzeempfindliche Losungen sterilfiltriert (Porengroe 0,2 um, Schleicher
und Schiill, Dassel).
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2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA

2.6.2.1 Schnellpraparation von Plasmid-DNA (HOLMES & QUICKLEY, 1981;
RIGGS & McLACHLAN, 1986)

E. coli wurde in 5 ml LB-Medium mit entsprechenden Antibiotikum {iber Nacht bei
30 °C oder 37 °C angezogen, 3 ml des Kulturvolumens in sterile E-Cups iiberfiihrt,
abzentrifugiert (8000 Upm, 3 min; Biofuge 15, Fa. Heraeus Instruments GmbH,
Osterode) und das resultierende Pellet in je 350 pul STET-Puffer und 35 pl Lysozym-

Losung resuspendiert.

STET-Puffer:

NaCl 100 mM 58 g

Tris/HCI (pH 8,0) 10 mM 121,0 mg
EDTA (pH 8,0) 1 mM 29,2 mg
Triton X-100 5% 5,0 ml
H2Opiest ad 100 ml

Lysozym-Losung:
10 mg Lysozym/ml 10 mM TE-Puffer pH 8,0

Es folgte eine Inkubation des Ansatzes fiir 50 sec bei 100 °C, an die sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt (14000 Upm, RT, 10 min) anschloss. Wihrend diesem
sedimentierten die Proteine und Zelltriimmer, die daraufhin mit einem sterilen
Zahnstocher entfernt werden konnten. Die Plasmid-DNA wurden durch Zugabe von
40 ul Na-Acetat (2,5 M; pH 5,2) und 420 ul Isopropanol zum Uberstand sowie
fiinfmintitiger Inkubation bei RT gefillt. Es folgte ein erneuter Zentrifugationschritt
(14000 Upm, 5 min) und ein Waschen des Pellets mit 1 ml eiskaltem 70 %iger (v/v)
Ethanol. Nachdem das Pellet getrocknet worden war (10-15 min bei RT) konnte es
abschlieend in 50 pul TE-Puffer mit RNase (20 pg RNase/ml TE-Puffer) oder in

sterilem Wasser aufgenommen werden.

2.6.2.2 Schnelle Plasmid-Isolierung aus E. coli (,,Cracking*)
Diese Methode bietet die Mdglichkeit zur schnellen Uberpriifung von E. coli-

Transformanden, deren Plasmide durch Agarose-Gelelektrophorese hinsichtlich ihrer
GroBBe charakterisiert werden sollten. Aufgrund des geringen Reinheitsgrades eignen
sich die nach diesem Protokoll isolierten Plasmide nicht zur Weitbeerarbeitung.

Von einer frisch gewachsenen Ndhrbodenplatte wurde eine Kolonie (Durchmesser
mindestens 1 mm) mit einer sterilen gelben Pipettenspitze abgenommen und in 50 pl

10 mM EDTA pH 8,0 resuspendiert. Ein geringer Teil dieser Resuspensionslosung
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wurde zur erneuten Anzucht auf eine Selektivplatte gegeben, der Rest mit 25 pl frisch
angesetztem Cracking-Puffer versetzt und fiir 5 min bei 70 °C inkubiert. Nach
Abkiihlung des Ansatzes auf Eis wurde 1,5 ul 4 M KCI und 0,5 pl 0,4 %ige (w/v)
Bromphenolblaulésung zugesetzt und fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert. Nach einer
Zentrifugation (10 min, 15000 rpm, 4 °C). wurden 15-20 pl des Uberstandes zur
Uberpriifung direkt fiir die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt.

,.Cracking-Puffer:

2 N NaOH 100 pl
10 % SDS 50 ul
Sucrose 200 mg
HOvigest ad 1 ml

2.6.2.3 ,Priparative Plasmidisolierung mit dem Wizard Purification Kit*“

Fiir die Sequenzierung und Klonierung ist ein hoher Reinheitsgrad der verwendeten
DNA erforderlich. Der Einsatz des ,,Wizard DNA-Purification Kits* fiir die Isolierung
der Plasmid-DNA konnte dies gewéhrleisten. Die verwendeten Losungen entstammten
dem gekauften Kit.

Zellen einer 3 ml Ubernachtkultur wurden in sterile E-Cups iiberfiihrt, abzentrifugiert
(8000 Upm, 8 min; Biofuge 15, Fa. Heraeus Instruments GmbH, Osterode) und das
Zellpellet in 200 pl ,,Cell Resuspension Solution® aufgenommen. Die Zugabe von
200 pl ,,Cell Lysis Solution” und anschlieendes Schwenken des Ansatzes bis dieser
seine Triibung verlor, bewirkte die Lyse der Zellen. Die Ausfillung der Proteine
erfolgte durch Zugabe von 200 ul ,Neutralisation Solution“ und erneutem
Umschwenken. Nach Zentrifugation (12000 Upm, 5 min) wurde der Uberstand mit 1 ml
»~DNA Purification Resin“ versetzt, gemischt und auf eine Minisdule gegeben, die
anschlieBend mit 2 ml ,,Wash Solution* gewaschen wurde. Die Plasmid-DNA wurde
mit 50 pl TE-Puffer (pH 8,0; 50 °C) oder sterilem Wasser von der Sdule eluiert. Nach
einminiitiger Inkubation bei RT folgte ein letzter Zentrifugationsschritt (12000 Upm,
20 sec) und die Lagerung der DNA bei 4 °C oder -20 °C.

2.6.3 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsiuren

2.6.3.1 Fillung von DNA

Die Entsalzung oder Konzentrierung von DNA erfolgte durch eine Fillung mit 1 Vol.
Ammoniumacetat (7 M), um den Gehalt an monovalenten Kationen zu erhéhen. Durch
Zugabe von 2-3 Vol. 96 %igem Ethanol (v/v) oder 0,8 Vol Isopropanol wurde die DNA
prazipitiert und nach Durchmischung entweder flir 30 min bei -20 °C (Ethanol-Féllung)
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oder fir 15 min bei 4 °C (Isopropanol-Fillung) inkubiert. Nach anschlieBender
Zentrifugation (15000 Upm, 4 °C oder RT) zur Sedimentierung der DNA wurde das
Pellet zweimal mit eiskaltem 70 %igen Ethanol (v/v) gewaschen, unter Vakuum

getrocknet und in HyOp;gest 0der TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen.

2.6.3.2 Mikrodialyse von Nukleinsiuren

Fiir einige Methoden (z.B. Verdau mit Restriktionsenzymen, Ligationsansitze) fiihrte
die Entfernung von storenden niedermolekularen Substanzen wie z.B. Salzen aus DNA-
Losungen zur Erzielung besserer Ergebnisse. Hierfiir wurden vorsichtig 20-50 ul der
DNA-Losung auf sterile Membranfilter (Porengroe 0,025 pm, Fa. Millipore,
Eschborn) pipettiert und gegen steriles Wasser dialysiert. Die Membranfilter waren
zuvor mit ihrer glinzenden Seite nach oben auf die Wasseroberfliche gelegt worden.

Nach einstiindiger Dialyse konnte die DNA- Losung abgenommen werden.

2.6.3.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Losungen wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm in 1 ml Quarzkiivetten der Schichtdicke
von 1 cm bestimmt (Uvikon 810 Photometer, Fa. Kontron AG, Ziirich, Schweiz). Die
Einstellung des Nullwertes geschah mit derjenigen Losung, in der auch die DNA
aufgenommen worden war.

Folgende Konzentrationen wurden fiir eine OD76pnm von 1 angenommen (SAMBROCK
et al., 1989):

doppelstrangige DNA 50 pg/ml
einzelstringige DNA 40 pg/ml
Oligonukleotide 31 pg/ml

Zusétzlich wurde noch die Reinheit der DNA durch Absorption bei 280 nm iiberpriift.
Das Verhéltnis von ODagpnm zu OD2gonm sollte bei reinen DNA- Losungen 1,8 betragen,
geringere Werte weisen auf die Verunreinigungen durch Proteine hin.

Eine weitere Beurteilung der Grofe und Reinheit von DNA- Lésungen konnte anhand

ihrer Banden im Agarosegel geschehen.

2.6.3.4 Reinigung von DNA mit dem ,,Qiaquick Gelextraction-Kit*

Die Methode beruht auf dem Prinzip der reversiblen Bindung von DNA an eine Silica-
Membran in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen. Der Kit kann sowohl zur
Isolierung von DNA aus Agarosegelen, als auch zur Reinigung aus Verdauansitzen
eingesetzt werden. Die Aufreinigung erfolgte mit den Ldsungen und nach den im

Herstellerprotokoll beschriebenen Arbeitsschritten aus dem kommerziell erhiltlichen
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Kit. Die DNA wurde mit H;Opigest €luiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

verwabhrt.

2.6.3.5 Reinigung von PCR-Produkten

Fiir die Reinigung von PCR-Produkten kam der ,,Qiaquick PCR Purification®-Kit
(Fa. Qiagen GmbH, Hilden) zum Einsatz. Auch bei dieser Methode wird die DNA bei
hohen Salzkonzentrationen reversibel an eine Silica-Membran gebunden. Bei der
Durchfiihrung wurde nach Anweisung des Herstellers verfahren. Zur Elution der DNA
wurde steriles H,0 genommen und die gereinigte DNA anschlieBend bei 4 °C oder
-20 °C gelagert.

2.6.3.6 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. Pharmacia
LKB GmbH, Freiburg). Die Sdulen wurden mit 10 ml H;Opigest dquilibriert. Danach
wurde 0,5 ml DNA-L6sung aufgetragen und mit 1,0 ml H,Opjgest €luiert.

2.7 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

2.7.1 Agarosegel-Elektrophorese

Elektrophoretische Auftrennungen von DNA-L&sungen erfolgte in Agarosegelen aus
0,8-1,0 % (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer, der auch als Elektrophoresepuffer diente.
Sowohl zur analytischen als auch zur préparativen Auftrennung von DNA-LOsungen
wurden horizontale Gelkammern mit Gelen der Malle (Ladnge x Breite) 11 cm x 6,5 cm
oder 14 cm x 12 cm eingesetzt. Vor dem Auftragen wurden die DNA-Proben zur
Beschwerung mit 0,2 Vol. Stop-Mix versetzt. Die angelegte Spannung betrug 60-80 V
und die Laufzeit 1-1,5 h. Zur spéteren Groenbestimmung wurden zusitzlich noch 4 pl
DNA-Léngenstandard aufgetragen (siehe 2.7.3)

50 x TAE-Puffer (SAMBROOK et al., 1989):

Tris 2M 242 ¢

EDTA (0,5 M, pH 8,0) 50 mM 100 ml
Essigsaure (konz.) IM 57 Ml
HOvigest ad 1000 ml

pH 8,5
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Stop-Mix (SAMBROOK et al., 1989):

EDTA 1 mM 19 mg
Harnstoff ™ 21 g
Saccharose 50 % (W/v) 25 ¢
Bromphenolblau 0,1 % (W/v) 50 mg
H;Opigest ad 50 ml
pH 7,0

Aliquots der autoklavierten Losungen wurden bei -20 °C gelagert.

2.7.2 Ethidiumbromid-Fiarbung und Fotografie von Agarosegelen

Zur Anfarbung der DNA wurden die Gele nach der Elektrophorese in einer
Ethidiumbromid-Lésung (1 pg/ml H,O) gefarbt und anschlieBend kurz gewissert. Da
sich der interkalierende Farbstoff in die DNA einlagert, konnen aufgund seiner
Fluoreszenz die DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator bei 254 nm (Intas, Fa.
Sony, Japan) sichtbar gemacht werden. Zur Auswertung und Dokumentation wurden
die Gele unter UV-Licht mit Hilfe einer Polaroidkamera (MP4 Landkamera,
Fa. Polaroid, Cambridge, USA) mit Orange- und UV-Filter fotografiert.

Mit einem Thermodrucker (Fa. Intas GmbH, Gottingen), der an die Videokamera
gekoppelt ist, konnten die Gele abgebildet werden. Als Filmmaterial wurden
Polaroidfilme vom Typ 667 (Fa. Kodak, Stuttgart) bzw. Thermopapier (K75HM,
Fa. Mitsubishi, Japan) eingesetzt.

2.7.3 Groflenbestimmung von Nukleinsiduren

Zur Groflenbestimmung von gelelektrophoretisch aufgetrennten linearen DNA-
Fragmenten diente der ,Ladder-Mix*“ (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot), der als
Langenstandard parallel in demselben Agarose-Gel mitaufgetrennt wurde. Durch
anschlieBenden Vergleich der Laufstrecken der DNA-Probe mit der des
Langenstandards konnte die Grof3e der erhaltenen DNA-Fragmente bestimmt werden.

In Tabelle 5 sind die zur Bestimmung herangezogenen Fragmentgrof3en angegeben.



Material und Methoden 22

Tabelle 5: DNA-Léangenstandard

Ladder-Mix (kb)
10,0
8,0
6,0
5,0
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,2
1,03
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

Und drei weitere kleine Fragmente, die meist im Gel nicht sichtbar waren.

Fiir die Grofenbestimmung von RNA in denaturierenden Formaldehydgelen wurde eine
RNA-Ladder (Fa. New England Biolabs GmbH, Freiburg) aus in vitro synthetisierten
Fragmenten mit folgenden Grofen (in kb) eingesetzt (Tabelle 6).

Tabelle 6: RNA-Léingenstandard

Ladder-Mix (kb)
9,0
7,0
5,0
3,0
2,0
1,0
0,5
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2.8 PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Diese Methode der in vitro-Amplifikation von DNA diente neben der Herstellung von
spezifischen DNA-Sonden fiir Hybridisierungsexperimente auch zur Herstellung
spezifischer DNA-Fragmente fiir Klonierungen.

Als Enzym wurde die TakaraEx-Taq-Polymerase (aus Thermus aquaticus, Fa. Takara,
Japan, die Amplifikate mit 3"-Uberhiingen synthetisiert eingesetzt. Um eine moglichst
geringe Fehlerrate bei der DNA-Synthese zu gewéhrleisten, wurden auflerdem die Vent-
DNA-Polymerase (Fa. New England Biolabs GmbH, Schwalbach), die Pfu-Polymerase
und die Tfl-Polymerase (aus Thermus flavus, Fa. Biozym Diagnostik, Hess. Oldendorf),
die sich durch eine 3’->5’-Korrektur-Aktivitit auszeichnen, verwendet. Die
eingesetzten Starteroligonukleotide (Primer) hatten eine Léinge von 18-60 Basen
(Fa. Life Technologies, Eggenstein und Fa. Metabion, Martinsried). Wenn beide
eingesetzte Primer in den gleichen Konzentrationen und mit demselben Schmelzpunkt
(Ty) vorlagen, konnte eine optimale Amplifikation gewihrleistet werden Die
Berechnung des Schmelzpunktes erfolgte nach der Formel von CHESTER &
MARSHAK (1993):

Tm = 69,3 + 0,41 (% G+C-Gehalt) - 650/L

% G+C-Gehalt = prozentualer G+C-Gehalt des Primers

L = Lange des Primers

Durch Einsatz hoher Reaktionstemperaturen ist eine Minimierung von unspezifischen
Oligonukleotidbindungen und von Synthese-Abbriichen, die durch Sekundérstrukturen
in der DNA-Matrize hervorgerufen werden, mdglich. Der Einbau gezielter
Fehlpaarungen in den Starteroligonukleotide ermdglichten es, spezifische Schnittstellen
fiir Restriktionsendonukleasen in das PCR-Produkt zu inserieren. Das Volumen der
Standard-PCR-Reaktionen betrug 30 pl. Ein Verdunstungsschutz war durch den
beheizbaren Deckel des PCR-Blockes gegeben. Es wurden folgende Bestandteile auf

Eis zusammenpipettiert:

Matrizen-DNA 1,0 ng
Primer 1 0,5 uM
Primer 2 0,5 uM
dNTP-Gemisch (je 2,5 mM) 200 uM
10 x Reaktionspuffer 3 oul
MgCl, (25 mM) 0,5-2,5 mM
BSA (20 mg/ml) 0,1 mg/ml
H>Obidest ad 29,5 pul

DNA-Polymerase (2U/pl) 0,5 nl
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Bei mehreren Ansdtzen wurde immer einer Mastermix aus den dNTP’s, BSA, Puffer
und DNA-Polymerase angesetzt, der anschlieBend auf die einzelnen PCR-Cups verteilt
wurde.

AnschlieBend wurde der Ansatz durchmischt und die Temperaturzyklen mit einem
Primus-Cycler (Fa. MWG AG-Biotech, Miinchen) oder einer Gradienten-PCR
(Fa. Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zunichst
2,5min bei 94 °C inkubiert, um eine vollstindige Denaturierung der DNA zu

gewihrleisten. Die Amplifikation erfolgte in 25 bis 30 Zyklen mit folgenden

Reaktionsschritten:
Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 35 sec
Anlagerung x °C 45 sec
Polymerisierung 72 °C y sec

Die Hybridisierung x lag idealerweise 2 bis 3 °C unter der Schmelztemperatur der
Oligonukleotide, um eine moglichst hohe Spezifitdit zu erreichen. Die
Polymersisierungzeit y richtete sich nach der verwendeten DNA-Polymerase (siche
Herstellerangaben). Die Spezifitit der DNA-Synthese wurde anschlieBend im
Agarosegel tiberpriift und “Qiaquick PCR Purification-Kit (siehe 2.6.3.5) gereinigt.

Eine Optimierung der PCR wurde durch Variation einzelner Parameter wie z.B. der
Anzahl der zu durchlaufenden Zyklen, der Hybridisierungstemperatur oder auch der
Konzentration der Matrizen DNA sowie der Oligonukleotide bewirkt. Desweiteren war
es moglich durch Verringerung der MgCl,-Konzentration und durch Zugabe von die

Spezifitit zu erhdhen.

2.9 Enzymatische Modifikation von Nukleinséauren

2.9.1 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen lieferte
lineare Fragmente mit definierten Enden. Die DNA-L6sungen wurden mit 0,1 Vol. des
vom Enzymbhersteller empfohlenen, zehnfach konzentrierten Restriktionspuffers
gemischt und mit dem gewiinschten Restriktionsenzym versetzt. In analytischen
Ansétzen betrug das Gesamtvolumen 20 ul, wobei etwa 1-2 pg DNA und 3-5 U
Enzym/pg DNA fiir 3 h bis iiber Nacht bei den empfohlenen Temperaturen inkubiert

wurden. Préparative Ansdtze hatten ein Gesamtvolumen von 100 pl und wurden {iber
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Nacht mit bis zu 15 pg DNA verdaut. Das Restriktionsenzym lag im Endvolumen
mindestens 1:10 verdiinnt vor, um auszuschlieBen, dal3 eine Gesamtkonzentration von
iber 5 % Glycerin sich storend auf die Spaltungsreaktion auswirken koénnte
(Aufbewahrung der Enzyme in Puffern mit einem Gehalt von 50 % (v/v) Glycerin). Bei
Doppelverdauansédtzen wurde ein fiir beide Enzyme geeigneter Puffer gewahlt oder
zundchst das Enzym mit den niedrigeren Salzanspriichen eingesetzt und nach
3-15 Stunden Inkubation die Ionenstirke des Verdaupuffers fiir das zweite Enzym
erhoht. Als Alternative bei Produkten der Firma Fermentas konnte ein gemeinsamer
Verdau in dem Spezialpuffer ,,Y-Tango “ durchgefiihrt werden. Falls eine Inaktivierung
der Restriktionsenzyme erforderlich war, schloss sich eine Hitzeinaktivierung fiir
15 min bei 65 °C an. Zur Uberpriifung der Spaltprodukte wurden diese in einem

Agarose-Gel aufgetrennt.

2.9.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Zur Vermeidung von Selbstligation linearisierter Vektor-DNA konnte diese am 5 -Ende
mittels alkalischer Phosphatase dephosphoryliert werden (SAMBROOK et al., 1989).
Die Dephosphorylierung erfolgte direkt im Verdauansatz (GREENE & GUARENTE,
1987), nachdem dieser abgestoppt worden war. Hierzu wurde 1 U Phosphatase pro
10 pg DNA zum Restriktionsansatz gegeben und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde erneut 1U Enzym zugegeben und die Inkubation wiederholt. Die
Abstoppung erfolgte durch 15-miniitige Inkubation bei 65 °C. Fiir die anschlieende
Ligation wurde die DNA durch Mikrodialyse (siehe 2.6.3.2) gereinigt.

Bei Vektor-DNA, die mit zwei verschiedenen Enzymen verdaut wurde, entfiel die

Dephosphorylierung.

293 Ligierung von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden Phosphodiesterbindungen zwischen doppelstrangigen DNA-
Fragmenten, die ein freies 3 -Hydroxyl- und 5 -Phosphatende aufweisen, verkniipft.
Ligationen von dephosphorylierter Vektor-DNA mit DNA-Fragmenten wurden in dem
vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem in 20 pl Ansdtzen durchgefiihrt. Um die
Ligationseffizienz zu erhohen wurde die Vektor-DNA-Konzentration der verfiigbaren
Menge an Insert-DNA so angepasst, dass das molare Verhéltnis von Vektor- zu Insert-
DNA etwa 1:4 betrug.
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Vektor-DNA (in H,0O) 0,2-2 ug
Insert-DNA (in H,O) 0,8-8 ug
ATP 10 mM 2 ul
10 x T4-Ligase-Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) 1wl

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei oder 16 °C inkubiert und

anschlieBend direkt zur Transformation von E. coli eingesetzt.

Bei ,,Blunt end*“-Ligationen wurden die folgenden Komponenten zusammen fiir 1 h bei
RT inkubiert:

Vektor-DNA 0,2-2 ug
DNA-Fragmente 0,2-3 g
PEG 50 % (w/v) 2 ul
10 x T4-Ligase-Puffer 2 ul
T4-DNA-Ligase 4 ul
H2Opigest ad 20 pl

294 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, die als Sonden fiir Hybridisierungen eingesetzt werden sollten,
wurden mit Hilfe des ,,Random Primed Labeling Kits* (Fa. Gibco BRL, Eggenstein)
und [a->*P]-dATP radioaktiv markiert. Zur Denaturierung wurden 25 bis 50 ng DNA in
25 ul HyOpigest in einem Eppendorf-Reaktionsgefal mit Schraubdeckel fiir 10 min bei
95 °C inkubiert und danach schnell auf Eis abgekiihlt. Die folgenden Bestandteile des
Reaktionsansatzes wurden dann auf Eis zusammenpipettiert:

denaturierte DNA-LOsung 25 ul
(10 min bei 95 °C, 5 min auf Eis)

dCTP, dGTP, dTTP je2 ul
Reaktionspuffer 15 ul
denaturierte DNA-LOsung 3wl

(10 min bei 95 °C, 5 min auf Eis)

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ul Klenow-Fragment (2 U/ul) gestartet und fiir
1 h bei 25 °C inkubiert. Die DNA-L6sung wurde mit 450 ul HyOpigest Versetzt und zur
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Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide iiber eine NAP-5-Sdule gelchromatographisch

gereinigt.

2.10 Ubertragung von DNA und Selektion rekombinanter Klone

2.10.1 Ubertragung von DNA durch Transformation

2.10.1.1 Herstellung kompetenter Zellen (INOUE et al., 1990)
250 ml SOB-Medium wurde mit der Ubernacht-Vorkultur von E. coli 3 %ig angeimpft

und in einem Schiittelwasserbad bis zu einer ODgoonm von ca. 0,6 angezogen. Zur
Zellernte wurde die Kultur 10 min in einem Eisbad geschwenkt und in vorgekiihlten
GSA-Zentrifugenbechern zentrifugiert (10 min, 6000 Upm, 4 °C). Das Pellet wurde
vorsichtig in 80 ml eiskaltem TB-Puffer (Transformationspuffer) resuspendiert, fiir
10 min auf Eis inkubiert unter unter den oben angegebenen Bedingungen
abzentrifugiert. Nach erneuter vorsichtiger Resuspendierung des Pellets in 20 ml
TB-Medium erfolgte langsam und unter Schwenken die Zugabe von 1,5 ml DMSO
(7 % [v/v] Endkonzentration) und eine 10-miniitige Inkubation auf Eis. Aliquots von
200 pl wurden ziigig in vorgekiihlte E-Cups transferiert und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Die so erhaltenen Zellen konnten ohne Verlust der Kompetenz iiber

mehrere Monate bei -70 °C gelagert werden.

Transformationspuffer (TB):

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

Alle Komponenten mit AuBinahme des Mangansalzes wurden zusammengegeben, der
pH-Wert mit KOH auf 6,7 eingestellt, eine Stunde geriihrt und nachjustiert.
AnschlieBend wurde MnCl, dazugefiigt, die Losung sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

2.10.1.2 Transformation von E. coli INOUE et al., 1990)
Die gemiB 2.10.1.1 hergestellten und in 200 ul Aliquots gelagerten, kompetenten Zellen

wurden zundchst auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe des gesamten Ligationsansatzes
(20 pl) bzw. 1-2 pl Plasmid-DNA und leichtem Mischen wurde der Ansatz 30-45 min

auf Eis inkubiert, fiir 2 min bei 42 °C hitzegeschockt und nach zweiminiitiger
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Inkubation auf Eis mit 500 pul LB-Medium versetzt. Daran schloss sich eine Inkubation
fiir ca. 1 h bei 37 °C auf dem Schiittler. Der gesamte Ansatz wurde in 90-100 pl
Aliquots auf entsprechenden Selektivagar ausplattiert und bei 37 °C inkubiert.

2.10.1.3 Ubertragung von DNA durch Elektroporation (DOWER et al., 1988)

Plasmide konnen alternativ zu der unter 2.10.1.2 beschriebenen Methode auch durch
Elektroporation in die Baktereinzelle transferiert werden. Dabei wird eine hohe
Spannung angelegt und hierdurch die Membranen kurzzeitig durchléssig fiir Plasmid-
DNA (FIEDLER & Wirth, 1988) gemacht. Wichtig dabei ist, dass sowohl die Zellen,
als auch die verwendete DNA moglichst salzfrei vorliegen.

Der gewiinschte E. coli Stamm wurde iiber Nacht in einer 5 ml LB-Vorkultur
angezogen, die dann in eine 250 ml Kultur tiberfiihrt und bei 30 °C unter Schiitteln bis
zu einer ODs7g von 0,5-1,0 inkubiert wurde. Im Anschlul an eine 15-30-miniitige
Inkubation auf Eis wurden die Zellen geerntet (5000 x g, 4 °C, 10 min, Sorvall
Zentrifuge RC-5B, Fa. Du Pont Instruments, Bad Homburg) und danach zweimal mit
jeweils 1 Volumen eiskaltem H,Opigest gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt
in 10 ml einer eiskalten 10 %igen Glycerinlosung sowie ein kurzer
Zentrifugationsschritt (7000 x g, 4 °C, 5 min, Sorvall Zentrifuge RC-5B, Fa. Du Pont
Instruments, Bad Homburg) und schlieBlich die Aufnahme des Pellets in 500 pl
derselben Losung. Die Zellen konnten sofort verwendet bzw. in Aliquots von 40 pl bei
-70 °C gelagert werden.

Zur Elektroporation wurden pro Ansatz 40 pl Zellsuspension auf Eis aufgetaut, in eine
sterile vorgekiihlte Elektroporationskiivette (Elektrodenabstand 0,2 cm) iiberfiihrt und
mit 1 bis 5 pl dialysierter Plasmid-DNA (siehe 2.6.3.2) versetzt. Die Elektroporation
erfolgte in einem Gene Pulser'™ (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen) bei
25 uF, 200 Q und 2,5 kV, wodurch eine Feldstirke von 12,5 kV/cm und eine
Zeitkonstante von 3,5-4,5 msec erreicht wurde. Nach dem Stromimpuls wurde 1 ml
LB-Medium dazugegeben, 60 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend auf
Selektivagar ausplattiert.



Material und Methoden 29

2.11 Ubertragung von Nukleinsauren auf Membranen

2.11.1 Herstellung von Filtern fiir die Koloniehybridisierung (BULUWELA et
al., 1989)

Zur Analyse einer gro3en Anzahl rekombinanter Klone in Hybridisierungsexperimenten
(siche 2.12.1) dienten runde Nylonmembranen mit 8,2 cm Durchmesser (Hybond ™-N,
Fa. Amersham Pharamcia, Freiburg).

Je 50-100 Klone wurden auf eine LB-Platte (siehe 2.2.3) mit entsprechendem
Antibiotikum iibertragen. Nach ca. 20 h Inkubation bei 37 °C wurde die Membran
aufgelegt, leicht angedriickt und wieder abgezogen, um so das Zellmaterial auf die
Membran zu iibertragen. Die Inkubation der Platten erfolgte dann fiir weitere 20 h bei
37°C. AnschlieBend wurde die Nylonmembran mit den Impfstrichen nach oben fiir
5 min auf Filterpapier (Whatman 3MM) gelegt, das mit 2-fachem SSC-Puffer und 5 %
SDS (w/v) getrankt war und dann fiir 2,5 min bei 600 W im Mikrowellenherd gebacken.
Die auf diese Weise fiir die Hybridisierung vorbereitete Membran wurde vor der
Priahybridisierung mit 5-fachem SSC-Puffer und 0,1 % SDS (w/v) 1 h gewaschen.

SSC-Puffer (10-fach):

NaCl 15 M
Na;-Citrat 0,15 M

2.12 Hybridisierungsmethoden

Die Hybridisierungen erfolgten in Glasrohrchen (Fa. Ochs, Goéttingen) in einem
Hybridisierungsofen (Hybaid Mini Hybridization Oven; Fa. Biometra, Gottingen) bei
den jeweils angegebenen Temperaturen. Die Membranen wurden mit der beladenen

Seite nach innen in die R6hrchen plaziert.

2.12.1 DNA-DNA-Hybridisierung

Auf Nylonmembranen fixierte DNA wurde mit radioaktiv markierten DNA-Fragmente
(sieche 2.9.4) hybridisiert. Vor der eigentlichen Hybridisierung war eine
Prahybridisierung notwendig, um unspezifische Bindungsstellen fiir die DNA-Sonde
auf den Nylonmembranen abzusittigen. Hierzu wurden die Membranen in den
Hybridisierungsrohrchen mit 10 ml Prahybridisierungsmix versetzt und 1-4 h im
Hybridisierungsofen bei 60 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die radioaktiv-markierte

Sonde, die zuvor fiir 10 min bei 95 °C denaturiert und fiir 5 min auf Eis gehalten wurde,
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zu dem Prahybridisierungsmix gegeben (0,5 ml Sonde/Hybridisierungsrohrchen mit drei
Filtern). Die Membranen wurden dann fiir 12-16 h bei 60 °C inkubiert.

Nach erfolgter Hybridisierung schlossen sich folgende Waschschritte an:

2 x 10 min in 2-fachem SSC-Puffer (siehe 0) bei RT
2 x 30 min in 2-fachem SSC-Puffer mit 1 % (w/v) SDS bei 42-60 °C
2 x 30 min in 0,1-fachem SSC-Puffer bei RT

Prahybridisierungsmix:

Dextransulfat (50 % [w/v]) 2 ml
0,5 Tris-HC1 1 ml
5 M NacCl 2 ml
SDS-Ldsung (10 % [w/v]) 2 ml
H>Opidest ad 10 ml
pH 7,5

2.12.2 Autoradiographie

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.
Uber diese Programm erfolgte ebenfalls die Quantifizierung des Bi,-Bindeproteins
MutB.

2.13 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung doppelstringiger Plasmid-DNA (sieche 2.6.2.3 préiparative

Plasmidisolierung) erfolgte im ,,Gottinger Genomics Laboratory* (Institut fiir
Mikrobiologie und Genetik, Universitit Gottingen) am ABI PRISM 337 DNA-
Sequencer. Einige der Sequenzierungen wurden auch von der Fa. MWG Biotech,
Ebersberg durchgefiihrt.

2.13.1 Analyse der Sequenzdaten

Die Sequenzdaten konnten manuell aus den Kurvenverlaufen mit dem Programm ABI
Edit View 1.0.1 abgeleitet werden.

Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte auf Macintosh Computern (Fa. Apple Computer
Inc., Cupertino, USA) mit Hilfe des Programms DNA-Strider (MARCK, 1988). Damit
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konnten offene Leserahmen ermittelt und Protein-Sequenzen abgeleitet sowie auf
hydrophobe bzw. hydrophile Bereiche untersucht werden. Weitergehende Analysen
wurden mit dem ,,Wisconsin Genetics Computer Group Sequence Analysis Software
Package* (GCG Package, Version 8.0; University of Wisconsin Biotechnology Center,
Madison, USA) nach DEVEREUX et al. (1984) durchgefiihrt. Dazu zédhlte der im
Internet angebotene Service der NCBI, der den Sequenzabgleich durch das Programm
»Blast“ mit Daten der PIR-, NBRF-, SWISSPROT-, EMBL- und GENBANK-
Datenbanken (PEARSON & LIPMAN, 1988) ermdglichte.

2.14 Heterologe Genexpression in E. coli, E. blattae, C. freundii und
S. typhimurium TA100

2.14.1 Heterologe Expression mit dem pMPM-T4Q)/ pMPM-A4Q-System

Die Produktion der Hybridproteine sigTorA-IF und sigTorA-MutB wurde mit den
Expressionsvektoren pMPM-A4Q (Cloning Vector Collection, Department of Microbial
Genetics, National Institut of Genetics, Yata, Japan) und pMPM-T4Q (Cloning Vector
Collection, Department of Microbial Genetics, National Institut of Genetics, Yata,
Japan) in verschiedenen Stimmen (E. coli DH5a, BL21 (DE3), JM109, KS330,
E. blattae, C. freundii und S. typhimurium TA100 durchgefiihrt.

£-Interposon
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Abbildung 2: Physikalische Karte des Plasmids pMPM-T4Q
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Abbildung 3: Physikalische Karte des Plasmids pMPM-A4()

Aerobe Expression:

Von den geeigneten Transformanden wurde eine Einzelkolonie gepickt und als 5 ml
Vorkultur iiber Nacht bei 37 °C in entsprechendem Selektivmedium angezogen. Eine
Hauptkultur von 30 ml, 100 ml oder 500 ml wurde 2-5 %ig angeimpft und bei 30 °C
inkubiert. Bei einer ODgyp von 0,3-0,6 wurden die Zellen mit 0,5-1 % Arabinose
induziert und mindestens zum Zeitpunkt 0 min und 3 h nach Induktion jeweils 1 ml

Proben gezogen bevor sie nach 3 h geerntet wurden.

Anaerobe Expression unter Bi,-produzierenden Bedingungen:

Es wurden je eine Einzelkolonien der Transformanden in 100 pul KP-Puffer (siehe 2.3.1)
resuspendiert, eine 5 ml Vorkultur (siche 2.2.1) mit entsprechendem Selektivmedium
damit angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Diese 5 ml wurden dann in eine
weitere Vorkultur von 50 ml iiberfiihrt und ebenfalls bei 37 °C iiber Nacht angezogen.
Die Anzucht der Hauptkulturen in Mineralmedium mit Glycerin als einziger
Kohlenstoff- und Energiequelle (Inokulum 10 %, Kulturvolumen 500 ml) erfolgte bei
23 °C, 30°C oder 37 °C bis zu einer ODggo von ca. 0,6. Die Zellen wurden mit 0,5-1 %
Arabinose induziert und bei den oben angegebenen Temperaturen 8-16 h inkubiert.
Wihrend des Versuches wurden Proben mindestens zum Zeitpunkt der Induktion und

nach abgeschlossener Induktion genommen. Nach 8-16 h wurde die Kultur geerntet.

Zur Analyse der entnommenen Proben im SDS-Gel wurden diese pelletiert (8000 Upm,
8 min), in 50-100 pl Probenauftragspuffer aufgenommen und je 20 pl fiir die
SDS-PAGE eingesetzt. Durch regelmédfige Messung der optischen Dichte bei 600 nm
konnte das Wachstum der Zellen {iber den ganzen Versuch kontrolliert werden (siehe
2.5.3). Nach 3 h (aerob) bzw. 8-16 h (anaerob) wurde die Kultur geerntet (siche 2.15.1).
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2.14.2 Heterologe Expression mit dem pET-System

Um Stérungen bei dem Transport des menschlichen Intrinsic Factors ins Periplasma mit
dem Tat-System auszuschlieBen, wurde nur der IF in den Vektor pET20b (Fa. Novagin
Inc., Madison, USA) inseriert. Dieser Vektor ist im Besitz der pelB-Signalsequenz, die
fiir den Transport des rekombinanten Proteins in das Periplasma verantwortlich ist.
Hierbei soll die korrekte Faltung unterstiitzt und ein proteolytischer Abbau verrringert
werden. Die Expressionsversuche wurden in E. coli BL21(DE3) bei 37 °C durchgefiihrt.
Dieser Stamm enthélt den defekten, lysogenen Bakteriophagen DE3 des A-Phagen. In
das int-Gen des A-Phagen wurde das Gen der T7-Polymerase unter Kontrolle des
lacUV5-Promotors inseriert. Aufgrund des inaktivierten int-Gens benétigt DE3 zur
Exzision oder Integration einen Helferphagen (STUDIER et al., 1990). Die Expression
der T7-Polymerase lédsst sich durch Zugabe von IPTG induzieren. Bei den Plasmiden
der pET-Serie handelt es sich um Abkdmmlinge des Plasmids pBR322, die als
Selektionsmarker das Gen fiir die B-Lactamase besitzen.

Analog zu dem unter 2.14.1 beschriebenen Vorgehen wurden Einzelkolonien angezogen
und in die 100 ml Hauptkultur iiberfiihrt (LB-Medium, Ampicillin 100 pg/ml). Die
Induktion erfolgte bei einer ODgg von 0,6 mit 0,2 mM IPTG fiir 3 h. Auch hier wurden

wiéhrend des Wachstums Proben gezogen, um sie auf einem SDS-Gel zu analysieren.

2.14.3 Heterologe Expression pASK-IBA-System

Dieses System bietet eine weitere Moglichkeit neben dem Hisg-tag das Zielproteins im
Periplasma zu detektieren. Der Vektor pASK-IBA3 (Fa. IBA, Goéttingen) weist einen
C-terminalen Strep-tag 11 auf. Dieser besteht aus insgesamt acht Aminosduren
(WSHPQFEK), die fiir gewohnlich keinen Einfluss auf die Faltung des Proteins haben.
Sie miissen nicht entfernt werden, da sie u. a. zu keinen Proteinaggregationen fiihren.

Eine Signalsequenz ist nicht vorhanden.
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Abbildung 4: physikalische Karte des Plasmids pASK-IBA3

So konnte MutB aus Propionibacterium shermanii samt sigTorA Signalsequenz der
TMAO-Reduktase in das Plasmid inseriert werden. Expressionsstudien wurden wie
unter 2.14.1 beschrieben sowohl aerob als auch anaerob durchgefiihrt. Die Induktion
erfolgte mit 20 pg Anhydrotetracyclin/100 ml Medium. Fiir die Expression kamen
folgende Organismen zum Einsatz:

- Salmonella typhimurium TA100

- E. blattae

2.15 Zellaufschluf3 und Extraktherstellung

2.15.1 Zellernte

Die Zellen des Expressionsversuches wurden bei 4 °C und 6000 Upm (bei
anschlieBender Periplasmaprédparation 4000 Upm, 20 min) fiir 10 min im GSA- oder
GS3-Rotor (Sorvall Zentrifuge RC-5B, Fa. Du Pont, Bad Homburg) zentrifugiert. Das

Pellet wurde anschlieend bei -20 °C eingefroren.

2.15.2 Zellaufschlufl mit der French Presse

Fiir die Gewinnung von Rohextrakten wurden die geernteten Zellen aufgetaut und das
Pellet in einem angemessenen Volumen von 0,1 M KP-Puffer (sieche 2.3.1)
aufgenommen. Mit einer Spatelspitze Lysozym und DNase (Fa. Boehringer,
Mannheim) wurde die Suspension fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Zellaufschluf3 fand

in einer vorgekiihlte Frenchpresszelle (Fa. SLM Amnico, Urbana, USA) bei einem
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Druck von 800 MPa statt. Dieser Vorgang wurde mindestens dreimal wiederholt und
die Suspenion stellte den Gesamtzellextrakt dar. Zelltriimmer und restliche intakte
Zellen wurden abzentrifugiert (83000 Upm, 4 °C, 20 min), der erhaltene Uberstand als

Rohextrakt bezeichnet und bei -20 °C eingefroren.

2.15.3 Zellaufschluf3 durch Ultraschallbehandlung

Das Zellpellet wurde in 0,1 M KP-Puffer (siehe 2.3.1) resuspendiert und anschlieBend
mit einer Spatelspitze Lysozym und DNase fiir 30 min auf Eis inkubiert. Das 2 ml
E-Cup mit der Zellsuspension wurde in das Ultraschallgerit (Fa. MSE Baumann,
Quickborn) eingespannt und wihrend der gesamten Prozedur im Eisbad gekiihlt. Die
Ultraschallbehandlung erfolgte fiir 1-2 min bei einer Amplitude von 60-80 Micron bei
einem Zyklus von 0,5 sec bis die Losung aufklarte. Zwischen den Beschallungen wurde
jeweils fiir 1-2 min pausiert. Alternativ dazu wurde auch ein Ultraschallbad (Sonorex
Super 10 P, Bandelin) benutzt und die Proben bei 4 °C 4-5 mal fiir I min beschallt.

Die nach der Ultraschallbehandlung Zentrifugation erhaltenen Rohextrakte konnten bei

-20 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert werden.

2.15.4 Cytoplasma- und Membranpriparation

Um die Membranfraktion zu gewinnen wurde der Rohextrakt hochtourig abzentrifugiert
(120000 x g, 4 °C, 1 h, in einer Sorvall OTD-75 Ultrazentrifuge, Fa. Du Pont Bad
Homburg) und somit die Cytoplasma- von der Membranfraktion getrennt. Der erhaltene
Uberstand stellte das Cytoplasma dar und wurde vom Pellet getrennt. Dieses konnte nun
in etwa 3 ml 0,1 M KP-Puffer (siche 2.3.1) resuspendiert, mit einem Homogenisator
behandelt und wieder in der Ultrazentrifuge pelletiert werden. Bei der erhaltenen
braunlichen, gelatineartigen Masse handelte es sich um die Membranen, die in ca 1-2 ml

Puffer aufgenommen und bei -20 °C eingefroren wurden.

2.15.5 Periplasmapriaparationen

2.15.5.1 Periplasmapraparation (SAMBROCK et al., 1989)

Das eingefrorene Pellet einer 500 ml Kultur wurde zunichst langsam auf Eis aufgetaut,
in 20 ml Puffer (30 mM Tris-HCI, 20 % [w/v] Saccharose, pH 8,0) resuspendiert und
mit 40 ul EDTA (500 mM, pH 8,0, Endkonzentration 1 mM) versetzt. Es folgte eine
Inkubation fiir 10 min bei RT auf dem Schiittler. Die Suspension wurde abzentrifugiert
(8000 Upm, 4 °C, 10 min), das Pellet in 20 ml eiskaltem 5 mM MgSO, aufgenommen

und fiir 10 min im Eisbad geriihrt. Der vorangegangene Zentrifugationsschritt wurde
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wiederholt und damit die Protoplasten pelletiert. Der Uberstand enthielt die

Periplasmafraktion und wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.15.5.2 Periplasmapriaparation (WEIB, pers. Mitteilung)

Das aufgetaute Zellpellet eines Induktionsexperiments wurde in 100 ml (80 g/ g Zelle,
NaBlgewicht) eiskaltem Puffer aufgenommen (200 mM Tris-HCI, 20 % [w/v]
Saccharose, 100 mM EDTA, pH 9,0) und fiir 20 min bei 4 °C geschiittelt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (9000 Upm, 4 °C, 12 min) nachdem das Pellet dann in 100 ml
10 mM Tris-HCI pH 8,8 resuspendiert und erneut fiir 20 min bei 4 °C geschiittelt wurde.
Mit den Proteinen im Uberstand wurde nach wiederholter Zentrifugation (siche oben)
eine Ammoniumsulfatfillung durchgefiihrt. 100-130 g Ammoniumsulfat wurde unter
staindigem Riihren bei 4 °C langsam zu der Proteinlosung gegeben und anschlieend
abzentrifugiert (12000 Upm, 4 °C, 20 min). Das Proteinpellet wurde in 10 ml 0,1 M
KP-Puffer (siche 2.3.1) resuspendiert und ungeldstes Material durch einen
abschlieBenden Zentrifugationsschritt (15000 Upm, 4 °C, 10 min) entfernt.

2.15.5.3 Periplasmapriparation (HOSHINO & KAGEYAMA, 1980)

Bei dieser Methode wird die duBlere Membran zusitzlich durch Temperaturschock
durchldssig gemacht und so die periplasmatischen Proteine freigesetzt. Die aufgetauten
Zellen wurden in 50 mM Tris-HCI, 200 mM MgSO,, pH 7,3 resuspendiert (ca. 0,2 g
Zellen/ ml Endkonzentration) und fiir 10 min bei 30 °C inkubiert. Daran schloss sich
eine Inkubation auf Eis/NaCl an. Dieser Temperaturschock wurde noch einmal
wiederholt und die Suspension anschlieBend abzentrifugiert (8000 Upm, 4 °C, 10 min).
Um restliche Zellen und Triimmer zu entfernen wurde der proteinhaltige Uberstand
noch mal zentrifugiert (20000 Upm, 4 °C, 10 min).

2.15.5.4 Periplasmapriaparation ( ARMBRECHT, pers. Mitteilung, modif.)

1 g Zellen (Nassgewicht) des zuvor aufgetauten Pellets wurden in 8 ml GET-Puffer
resuspendiert, mit 1 mg/ml (Endkonzentration) frischem Lysozym versetzt und fiir
30 min bei RT inkubiert. Danach folgte die Zugabe von 8 ml H,Opigest und ein weiterer
Inkubationsschritt fiir 90 min bei RT. Nach der Zentrifugation (11000 x g, 10 min)

befindet sich die periplasmatischen Fraktion im Uberstand.

GET-Puffer:

Glukose 500 mM
EDTA 1 mM
Tris-HCI 200 mM

pH 7,4
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2.15.5.5 Periplasmapraparation (IBA Manual, modif.)

Das aufgetaute Pellet eines 500 ml Induktionexperiments wurde in 2 ml Puffer P
resuspendiert und in 2 ml E-Cups fiir 20-30 min auf Eis geschiittelt. Hierbei wurde die
duflere Membran durchldssig gemacht, um Idsliche periplasmatische Komponenten
freizulassen. Anschliefend folgte ein Zentrifugationsschritt (14000 Upm, 4 °C, 5 min),
um Spheroplasten zu entfernen. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, das
Pellet erneut in demselben Volumen Puffer P aufgenommen und wie oben fiir
20-30 min auf Eis geschiittelt. Es folgte eine abschliefende Zentrifugation nach der der
Uberstand vorsichtig abgenommen und wie der erste proteinhaltige bei -20 °C

eingefroren wurde.

Puffer P:

Tris-HCI 100 mM
Saccharose 20 % (w/v)
EDTA 100 mM
pH 8,0

2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD (1976)

Diese Methode der Konzentrationsbestimmung beruht auf der Bindung des Farbstoffes
"Coomassie-Brillant-Blue”  an  Proteine. = Dabei  verschiebt  sich  das
Absorptionsmaximum der Farbe von 465 nm nach 585 nm. Die Zunahme der
Absorption bei 585 nm ist ein MaB fiir die Proteinkonzentration der Losung.

20 pl Probe wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz vermischt und 5 min bei RT inkubiert.
Die Extinktionsmessung erfolgte in 1 ml Plastikkiivetten mit einer Schichtdicke von
1 cm bei 585 nm gegen H,Opigest mit Bradford-Reagenz als Leerwert (UV VIS V-550
Spektralphotometer (Fa. Jasco, Jena). Bei der Proteinbestimmung von ganzen Zellen
wurden diese vor der Zugabe des Bradford-Reagenzes mit 50 pl 1 N NaOH versetzt.
Die Eichgerade wurde mit Rinderserumalbumin in einem Bereich von 0-20 pg Protein

aufgenommen.

Bradford-Reagenz:

Serva Blau G-250 100 mg
Ethanol (96 % [v/Vv]) 50 ml
H3PO4 (85 % [v/V]) 100 ml

H;Opidest ad 1000 ml
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Serva Blau G-250 wurde zundchst in Ethanol gelost, bevor nacheinander die
Phosphorsédure und das Wasser zugegeben wurden. Die rotbraune Losung wurde filtriert

und lichtgeschiitzt bei RT gelagert.

2.17 Einengung von Proteinldsungen

2.17.1 Einengung mit Polyethylenglycol

Diese Methode der Einengung von Proteinldsungen erfolgte mittels Polyethylenglykol
(PEG) 20000, einem Feststoff mit duBerst hydrophilem Charakter. Dazu wurde die
Proteinprobe in einen vorbereiteten Dialyseschlauch pipettiert, mit Dialyseklemmen
luftblasenfrei verschlossen und in ein Gefa3 mit PEG iiberfiihrt. Wenn nétig, wurde das
Polyethylenglykol von Zeit zu Zeit erneuert. Nach dem Einengungsprozess wurde der
Dialyseschlauch vorsichtig mit H,Opigest abgewaschen und die Proteinprobe dann in ein
neues Gefal tiberfiihrt.

2.17.2 Einengung mit Centrisart-Rohrchen

Die Einengung geringvolumiger Proteinlésungen (bis 2,5 ml) ldsst sich mit Hilfe von
Centrisart-Rohrchen (Fa. Sartorius, Gottingen) durchfiihren. Hierzu wurden die Proben
in das schmalere Innenrohrchen, das an einem Ende mit einer Membran mit einer
Ausschlussgrenze von 20 kDa ausgestattet war, gefiillt. Das so beschickte Rohrchen
wurde dann in das duBlere, breitere Rohrchen iiberfiihrt und solange bei 3000 x g bei
4 °C zentrifugiert, bis die Losung ca. 10fach auf 200 ul auftkonzentriert war. Nach dem
Zentrifugationsschritt befand sich das Konzentrat im inneren Rohrchen wéhrend
Proteine, die kleiner als 20 kDa waren, mittels der Zentrifugalkraft durch die Membran
in das &dullere Rohrchen diffundierten. Die Lagerung des Konzentrats erfolgte bei
-70 °C. Zur Reinigung wurden die AuBenrohrchen mit einer 0,5 M NaOH-Losung
behandelt und mit H;Opjgest gespiilt. Zum Schutz der Membran wurden die

Innenréhrchen nur mit HyOpigest gesdubert.
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2.17.3 Dialyse von Proteinlosungen

Die Dialyse diente zum Entsalzen und zum Pufferwechsel von Proteinlésungen. Die
verwendeten Visking-Dialyseschlduche (Fa. Serva, Heidelberg) wurden zur

Vorbereitung nacheinander in folgenden Losungen fiir jeweils 10 min gekocht:

-2% (W/V) Na,COs;
- HoOvidest
-2mM EDTA

- 2 x 1in HaOidest

AbschlieBend wurden die Schlduche 1 x in H;Opigest autoklaviert und bei 4 °C gelagert.
Die Dialyse wurde unter stindigem Riihren fiir mehrere Stunden bei 4 °C gegen das
1000-2000-fache Volumen durchgefiihrt.

2.18 Polyacryalmid-Gelelektrophorese (PAGE)

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

Polyacrylamid-Gelelektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen wurden in
Minigel-Elektrophorese-Kammern (Fa. Bio-Rad, Miinchen) mit 8,5 x 8,0 x 0,1 cm
Glasplatten durchgefiihrt.

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

12,5 %ig 15 %ig

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

H2Opigest 3,75 ml 3,3 ml

APS-Losung 45 ul 45 ul

TEMED 4,5 ul 4,5 ul

Sammelgel: Gelpuffer 1,13 ml 1,13 ml
Acrylamidlosung 375 ul 375 ul

H2Ovidest 3 ml 3 ml

APS-Losung 45 ul 45 ul

TEMED 4,5 ul 4,5 ul

Zunéchst wurden Acrylamidlosung, Gelpuffer und H,Opigest gemischt. Nach der Zugabe
von TEMED und APS-Losung wurde das Gel gegossen und mit H,Opiges Tiberschichtet,

um eine ebene Fliache zu erhalten. Nach Polymerisation des Trenngels (ca. 30 min)
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konnte das H,Opigest 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
iiberschichtete Gel mit Hilfe einer Hamiltonspritze aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte zundchst bei einer Spannung von 100 V, bis die blaue Markerbande das
Trenngel erreicht hatte, und wurde dann auf 130 V erhoht. Als Netzgerit diente ein
Gene-Power-Supply GPS 200/400 der Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg. Die

Elektrophorese wurde beendet, wenn die Markerbande das Gelende erreicht hatte.

Acrylamidldsung: Gelpuffer:

Acrylamid 9% g Tris 181,7 g

Bisacrylamid 3¢ SDS 1,5 g

H>Opidest ad 200 ml H>Opidest ad 500 ml
pH 8,4

Kathodenpuffer: Anodenpuffer:

Tris 12,1 g Tris 242 ¢

Tricine 179 g H>Opidest ad 1000 ml

SDS 1 g pH 8,9

H2Ovidest ad 1000 ml

pH 8,5

Denaturierungspuffer: APS-L6sung:

Tris 02 g Ammoniumpersulfat 0,1 g

SDS 12 g H3Obigest ad 1 ml

Serva-Blau G250 3 mg

Glycerin 3 ml

2-Mercaptoethanol 0,5 ml

H2Ovidest ad 10 ml

pH 6,8

2.19 Proteinfarbemethoden in Polyacrylamidgelen

Die Farbung von Proteingelen und Blotmembranen erfolgte unter stindiger Bewegung
auf einem Schiittler bei RT.
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2.19.1 Coomassie-Fiarbung

Zur unspezifischen Proteinfarbung mit ,,Coomassie-Brilliant-Blue* wurden die Gele
30-60 min in der Féarbelosung und anschlieBend bis zur vollstindigen Entfiarbung des
Hintergrundes in Entfarbelosung geschwenkt. Letztere wurde dabei mehrfach
gewechselt. Die gefarbten Gele wurden in Folie eingeschweif}t, eingescant und bei 4 °C
aufbewahrt.

Férbelosung: Entfarbeldsung:

Serva Blau G-250 12 g Methanol 330 ml
Methanol 227 ml Eisessig 100 ml
Eisessig 46 ml H>Opidest ad 1000 ml
H>Ovbidest 227 ml

2.19.2 Silberfirbung (BLUM et al., 1987)

Die Silberfarbung ist eine sehr empfindliche Farbemethode, da selbst geringe Mengen
an Protein nachgewiesen werden konnen. Das Gel wurde dazu nach der Elektrophorese

in folgenden Schritten bearbeitet:

mindestens 1 h (héchstens 24 h) im Fixierer inkubieren
3 x 5 min in 50 % (v/v) Ethanol waschen
1 min in der Thiosulfatlésung inkubieren

3 x 20 sec in HyOp;gest Waschen

1

2

3

4

5. 20 min impragnieren
6 in Entwicklerlésung inkubieren, bis die Banden sichtbar sind (1-20 min)
7 sofort kurz in HyOpjigest spiilen

8 10-20 min in Stoplosung inkubieren (bis leichte Triibung entsteht)

9

mindestens 15 min in HyOy;gest Waschen

Die Gele wurden in Plastikfolie eingeschweif3t und sofort mit Hilfe eines Scanners
dokumentiert, da die Gefahr des Nachdunkelns bestand. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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Fixierer:

Methanol 50 ml
Eisessig 12 ml
Formaldehyd (37%; v/v) 100 pl
HOvigest ad 100 ml

Die Methanol-Eisessiglosung wurde auf Vorrat angesetzt; nur Formaldehyd wurde

unmittelbar vor Gebrauch zugesetzt.

Thiosulfatlosung:
N328203 X5 HzO 2 mg
H>Opidest ad 100 ml

Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

Impragnierlsung:

AgNO; 200 mg
Formaldehyd (37%; v/v) 75 ul
H2Ovigest ad 100 ml

Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

Entwicklerlosung:

Na,CO; x 10 H,O 6 g

Thiosulfatlosung (s.o.) 2 ml
Formaldehyd (37%; v/v) 50 ul
H>Opidest ad 100 ml

Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

Stoplésung:
EDTA 1,86 g
H>Opidest ad 100 ml

Die Losung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,0 titriert und konnte mehrere

Wochen gelagert werden.
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2.20 Bestimmung der Molekularmassen von Proteinen

Um das Molekulargewichtes von Proteinen in SDS-Gelen und auf Blotmembranen
bestimmen zu konnen, wurden gleichzeitig auch entsprechende Standardproteine
mitaufgetrennt. Die Zusammensetzung und die molekulare Masse sind in Tabelle 7
aufgefiihrt.

Tabelle 7: Molekulare Massen der Standardproteine fiir die SDS-PAGE

Standardproteine ,,LMW Calibration“-Kit" ,,Prestained Standard Low
[kDa] Range“b [kDa]
Phosphorylase b 94,0 106,0
Rinderserumalbumin 67,0 81,0
Ovalbumin 43,0 47,5
Carboanhydrase 30,0 35,3
Trypsin-Inhibitor 20,1 28,2
Lysozym 20,8
Lactalbumin 14,4

LMW Calibration*“-Kit (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)
® Prestained Standard Low Range* der (Fa. Bio-Rad Miinchen)
Abweichende molekulare Massen bei dem ,,Prestained” Marker beziiglich der Standardproteine sind auf

den kovalent gebundenen Farbstoff zuriickzufiihren.

Die Bestimmung der Molekularmasse erfolgte nach dem Anfarben. Es wurde die
Wanderungsstrecke im Gel mit der der Markerproteine verglichen. Die Molekularmasse
der unbekannten Proteine konnten aus der erstellten Eichgeraden, die Auftragung des
Logarithmus der Molekularmassen der Standardproteine gegen deren RF-Wert ergab,

abgelesen werden.
Wanderungsstrecke des Proteins

R~Wert =
Wanderungsstrecke des Farbstoffes

2.21 Methoden zur Proteinanreicherung

2.21.1 Metall-Chelat-Affinititschromatographie

Das Prinzip der Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie beruht auf der Komplexierung
stark chelatierender Aminosduren (besonders Histidin) eines Proteins an ein

Metallkation (meistens Nickel, Zink oder Kupfer). Das Metallkation wiederum ist iiber
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Nitrilotriessigsdure (Chelatgruppe) an ein Tragermaterial (Agarose oder Sepharose)
gebunden.

Die Metall-Chelat-Chromatographie besitzt im neutralen pH-Bereich ihre grofte
Spezifitit und Effizienz. Das Protein wird von der Sidule eluiert, indem man den
pH-Wert in den sauren Bereich verschiebt oder Histidin durch Zugabe von Imidazol

kompetitiv verdrangt.

2.21.1.1 Vorbereitung der Saule
Fiir die Metall-Chelat-Chromatographie wurde Ni**-Nitrilotriessigsiure-Agarose (NTA-

Agarose; Fa. Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Nach dem Einsetzen der unteren Fritte
wurden 6 ml Ni*-NTA-Agarose in eine PD 10-Siule (Fa. Amersham Pharmacia,
Freiburg) eingefiillt. Nach der Sedimentation des Tragermaterials wurde die Sdule mit
dem Zellaufschlusspuffer (siehe 2.21.1.2) gespiilt und bei 4 °C aufbewahrt.

2.21.1.2 Proteinaufreinigung unter nativen Bedingungen

Zur Reinigung und damit Konzentrierung I6slicher Proteine unter nativen Bedingungen
wurde der Rohextrakt mit der Ni**-NTA-Agarose (dquilibriert mit ZellaufschluBpuffer)
gemischt. Die Bindung erfolgte 1-2 h unter Riihren bei 4 °C. Nach dieser Inkubation
wurde die Losung in den Sdulenkorper einer PD-10 Sdule gefiillt. Nachdem sich die
Agarose abgesetzt hatte, wurde der Durchlauf der Sdule aufgefangen. Es folgten zwei
Waschschritte mit je 4 ml Puffer 1. Eluiert wurde das Protein mit viermal 0,5 ml
Puffer 2. Aliquots der einzelnen Fraktionen der Aufreinigung wurden mit Hilfe von
SDS-PAGE iiberpriift.

Nach Gebrauch wurde das Sdulenmaterial mit H,Opigest gespiilt und bei 4 °C mit 30 %
Ethanol gelagert.

Vor einer erneuten Verwendung der Sdule wurde das Chromatographiematerial mit

Puffer 2 gespiilt und dann mit dem Zellaufschlusspuffer dquilibriert.

ZellaufschluBBpuffer:

KH,PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM

pH 8,0
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Puffer 1: Puffer 2:

KH,PO4 50 mM KH,PO,4 50 mM
Tris/HCI 300 mM NaCl 300 mM
Imidazol 20 mM Imidazol 250 mM
pH 8,0 pH 8,0

2.21.1.3 Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

Die denaturierende Aufreinigung wurde ebenfalls zur Proteinkonzentrierung eingesetzt
und erfolgte analog der Beschreibung fiir die Reinigung unter nativen Bedingungen. Die
Puffer enthielten statt Imidazol nun Harnstoff (Puffer B).

Gewaschen wurde zweimal mit 4 ml Puffer C und eluiert viermal mit 0,5 ml Puffer D

und zweimal mit 0,5 ml Puffer E.

Puffer B: Puffer C

Harnstoff 8 M Harnstoff 8 M
NaH,PO,4 0,1 M NaH,PO,4 0,1 M
Tris/HCI 0,01 M Tris/HCI 0,01 M
pH 8,0 pH 6,3
Elutionspuffer D: Elutionspuffer E:

Harnstoff 8 M Harnstoff 8 M
NaH,PO,4 0,1 M NaH,PO,4 0,1 M
Tris/HCI 0,01 M Tris/HCI 0,01 M
pH 5,9 pH 4,5

2.21.1.4 Regeneration der Siule

Eine Regeneration der Ni*-NTA-Agarose wurde durchgefiihrt, wenn eine
Farbdnderung von griin-blau nach bréaunlich-grau auftrat. Durch das chelatierende
Agenz EDTA erfolgte die Elution des Nickels von der Séule. Nach einer
anschlieBenden Wiederbeladung mit Ni**-Ionen stand das Siulenmaterial erneut fiir
mehrere Reinigungszyklen zur Verfiigung. Die Regeneration erfolgte anhand des

Herstellerprotokolls.

2.21.1.5 Ammoniumsulfat-Fallung

Bei der Ammoniumsulfat-Féllung ((NH4),SO4) nutzt man aus, dass durch die Zugabe
des Salzes die Wechselwirkung der Proteine mit den Wassermolekiilen verhindert und

ihre damit ihre Loslichkeit herabgesetzt wird. Die zum Sittigungsgrad bendtigte Menge
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wurde Tabelle 8 entnommen und der Proteinlosung langsam unter Riihren bei 4 °C
zugegeben. Damit sich das Ammoniumsulfat schneller 16ste wurde es zuvor in einem
Morser zerkleinert. Nach erfolgter Zugabe liel man die Losung noch fiir 20 min unter
Riihren inkubieren. Das ausgefallene Protein wurde dann bei 15000 x g bei 4 °C fiir
15 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Proteinpellet in KP-Puffer (siche 2.3.1)

aufgenommen (1/10 des Ausgangsvolumens).

Tabelle 8: Nomogramm zur Bestimmung der Ammoniumsulfatmenge zur
Einstellung einer gewihlten Konzentration (in %  Sittigung)
(modifiziert nach GREEN & HUGHES, 1955)

= Endkonzentration Ammoniumsulfat (% Séttigung)

g 10] 20] 25] 30] 33] 35] 40] 45] 50] 55] 60] 65| 70] 75| 80] 90] 100
2 zugegebenes Ammoniumsulfat (g/1)

S0 | 56]114]144]176] 196 209 243] 277 313[ 351390 430] 472 516 561] 662 767
x| 10 57| 86| 118|137 | 150| 183 | 216|251 | 288 | 326 | 365 | 406 | 449 | 494 | 592 | 694
g 20 29| 59| 78| 91]123]| 155|189 225|263 | 300| 340| 382 | 424| 520| 619
=[25 301 49| 61| 93| 125|158 193|230 267 | 307 | 348 | 390 | 485 | 583
£ 30 191 30| 62| 94| 127|162 198 | 235|273 | 314 | 356 | 449 | 546
2 33 12| 43| 74| 107| 142|177 214|252 | 292 | 333 | 426 | 522
g 35 31 63| 94[129] 164|200 238|278 | 319|411 | 506
g 40 31| 63| 97| 132] 168|205]| 245|285 375| 469
=| 45 32| 65| 99| 134[171]210] 250|339 431
% 50 33| 66| 101 | 137|176] 214|302 | 392
5155 33| 67| 103|141 | 179] 264 | 353
§ 60 34| 69]106] 143|227 314
S| 65 34| 70] 107|190 275
é{) 70 35| 72| 153 237
s 75 36| 115] 198
2| 80 77| 157
<90 79

2.22 Elektophoretischer Transfer von Proteinen auf Membranen

2.22.1 Western Blot (TOBWIN et al., 1979; modif.)

Die Methode des elektrophoretischen Proteintransfers auf Membranen (TOWBIN et al.,
1979) wurde sowohl fiir den spezifischen Nachweis von Proteinen mit der Ni*-NTA-
Konjugatfarbung (siehe 2.23.1.1) als auch fiir die Farbung mit spezifischen Antikorpern
(siehe 2.23.1.2) angewandt. Der Western-Blot wurde in einer Mini-Blot-Apparatur
(,Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen) durchgefiihrt. Nach der SDS-PAGE wurden das Gel sowie auf Gelgrof3e
zugeschnittene 2 Lagen Whatman Papier (Whatman 3 MM, Schleicher und Schuell

GmbH, Dassel) und die gewiinschte Membran zusammen mit den beiden Glasfiberpads
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10 min in gekiihltem Transfer-Puffer getrinkt. AnschlieBend wurde der Blot

luftblasenfrei in der Gelhalterungskassette auf der Anodenseite aufgebaut:

Kathode (-)
- Glasfiberpad
- 1 Lage Whatman
- SDS-Polyacrylamidgel
- Membran
- 1 Lage Whatman
- Glasfiberpad
Anode (+)

Die Oberflichen des Whatman-Papiers, des Gels und der PVDF-Membran wurden
jeweils mit Transferpuffer abgesittigt und die Kassette durch Andriicken der
Anodenseite auf die Kathodenseite fest verschlossen. Zusammen mit der Blot-
Elektrodeneinheit wurde die Kassette in die mit Puffer gefiillte Blot-Kammer eingesetzt.

Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 120 V und 4 °C fiir 1 h.

Transfer-Puffer:

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol (20 % [v/v]) 200 ml
H2Ovigest ad 1000 ml
pH 8,1-8,4

Den pH-Wert nicht mit Sdure oder Base einstellen; lag der pH auBerhalb dieses Bereichs, wurde der

Puffer neu angesetzt).

Bei der vor dem Western-Blot durchgefiihrten SDS-PAGE wurde ein sogenannter
,Prestained Marker* (LMW, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen; siche 2.20)
verwendet.

Anhand dieser bereits gefarbten Banden konnte der Proteintransfer iiberpriift werden.
Dadurch entfiel ein Féarbeschritt mit Ponceau S. Die Membran konnte direkt nach dem
Western-Blot der gewiinschten Farbung unterzogen werden.

Als Alternative zur Benutzung von Nitrocellulosemembranen wurden auch hydrophobe
Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF-Membranen, Fa. Millipore, Eschborn)
eingesetzt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass diese zunidchst in 100 %

Methanol vorédquilibriert wurden.
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2.22.2 Protein-,,Dot-Blot”-Verfahren (HAWKES, 1986; modif.)

Alternativ zu 2.22.1 konnten Proteine mittels ,,Dot-Blot“-Verfahrens auf Membranen
iibertragen werden ohne vorher in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt zu werden.
Hierfiir wurden nur Nitrocellulose-Membranen verwendet werden, da diese nicht wie
die PVDF-Membranen zuvor in 100 % Methanol quellen mussten. Bei dem Verfahren
wurden definierte Konzentrationen bzw. Volumina einer Proteinlosung direkt auf die

Membran getropft, die Membran fiir ca.10 min bei RT getrocknet und dann verwendet.

2.23 Immunodetektion von Proteinen auf Blotmembranen

Geblottete Antigene bieten die Moglichkeit sie mit Konjugaten oder Antikdrpern
anzufdarben. Bei der Verwendung von Antikorpern hidngt die Spezifitit der
Immunfarbung von der Spezifitit des primdren und sekundédren Antikoérpers und deren

eingesetzten Konzentrationen ab.

2.23.1 Chromogene Methoden

2.23.1.1 Ni2+-NTA-K0njugat-Fﬁrbung

Dieses Verfahren dient dem Nachweis von bestimmten Proteinen auf Blotmembranen.
Es beruht auf der Affinitit des mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Ni*'-NTA-
Konjugats (Fa. Qiagen GmbH, Hilden) zu mehreren aufeinanderfolgenden
Histidinresten (His¢-Tag) eines Proteins. Ein solcher Hisg-Tag kann mit Hilfe geeigneter
Vektoren carboxy- oder aminoterminal an rekombinante Proteine angehéngt werden.
Histidin fungiert dabei als Elektronendonator an der Proteinoberfldche und bindet so an
Metallionen wie z.B. Nickel (HOCHULI, 1988; YIP et al., 1989). Solche Komplexe
konnen durch den Umsatz geeigneter Substrate von der alkalischen Phophatase anhand

der resultierenden Farbdanderung sichtbar gemacht werden.
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Die Inkubationen und das Waschen der Membran wurden unter Schwenken bei RT nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt:

- 2 x 10 min in TBS-Puffer waschen

- 1 h bis iiber Nacht (dann bei 4 °C) in Blockpuffer inkubieren

- 3 x 10 min in TBST-Puffer waschen

- 1 h in Ni*"-NTA-Konjugat-Stamml5sung/TBST-Puffer (1:1000) inkubieren

- 3 x 10 min in TBST-Puffer waschen

- Behandlung mit Féarbelosung, bis die Banden deutlich sichtbar sind

- 2 x 10 sec in HyOpjgest spiilen

- zum Abstoppen der Reaktion 5 min in Trichloressigsdure (3 % [v/v]) inkubieren

- 2 x 10 sec in HyOpjgest spiilen

Die Membran wurde in Plastikfolie eingeschweilit, sofort mit Hilfe eines Scanners

dokumentiert und bei RT getrocknet.

TBS-Puffer (10-fach) (siehe 2.3.3)

TBST-Puffer (5-fach) (sieche 2.3.4)

Puffer A: Blockpuffer:

NaCl 0,1 M 3 % (w/v) BSA in TBS-Puffer
MgCl, 5 mM

Tris/HCI 0,1 M

pH 9,5 9,5

Lagerung bei 4 °C, nicht autoklavieren und nach maximal einer Woche frisch ansetzten

NBT-Stammmlosung:

4-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 5 % [w/v]
N,N"-Dimethylformamid 7 ml
HOvigest ad 10 ml

Lagerung bei -20 °C

BCIP-Stammldsung:
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat 5 % [wiv]
N,N’-Dimethylformamid ad 10 ml

Lagerung bei -20 °C
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Férbelosung:

NBT-SL 66 ul
BCIP-SL 33 ul
Puffer A 10 ml

Die Losung wurde direkt vor Gebrauch frisch angesetzt.

2.23.1.2 Farbung mit Substrat fiir Peroxidase-markierten sekundiren Antikorper

Dieses Verfahren diente zur Detektion des menschlichen Intrisic Faktors, MutB, des
Strep-Tagll, des Chaperons DnaK und des Maltose-bindenden Proteins (MBP). Bei
dieser Methode wurde im Gegensatz zu 2.23.1.1 mit zwei verschiedenen Antikdrpern
(AK) gearbeitet, wodurch das System sensitiver wird: einem primdren, fiir das zu
detektierende  Antigen-spezifischen-AK und einem sekunddren, peroxidase-
gekoppelten-AK. Bei dem sekundiren Antikdrper handelte es sich entweder um anti-
Kanninchen-AK oder anti-Maus-AK, je nachdem in welchem Organismus der primére
AK produziert worden war. Analog der Ni**-NTA-Konjugat-Férbung kann auch hierbei
das entsprechende Protein durch Umsatz geeigneter Substrate von der Peroxidase
anhand des Farbumschlags sichtbar gemacht werden.

Die nachfolgenden Schritte zur Inkubation und zum Waschen der Membran wurden
unter Schwenken bei RT durchgefiihrt:

- 2 x 10 min in TBS-Puffer (siche 2.3.3) waschen

- 1 h bis liber Nacht (dann bei 4 °C) in Blockpuffer inkubieren

- 3 x 10 min in TBST-Puffer (siehe 2.3.4) waschen

- 2 h in primédren AK /TBST-Puffer (Konz. 1:1000-1:7000) inkubieren

- 3 x 10 min in TBST-Puffer waschen

- 1-2 h in sekunddrem AK /TBST-Puffer (Konz. 1:2000) inkubieren

- Detektion mit Substrat fiir die Peroxidase, Inkubation bis Banden sichtbar werden
(5 min-1 h); hierbei nicht mehr Schwenken

- Abstoppen mit H,Opigest

Die Membran wurde in Plastikfolie eingeschweilt und mit Hilfe eines Scanners
dokumentiert. Anschlielend noch mal fiir 30 min bis tiber Nacht in HyOy;qest bel 4 °C

gelagert (verstirkt Bandenintensitit) und gegebenenfalls wiederholt eingescant.

Peroxidase-Substrat:

Color development reagent” 15 mg
eiskaltes Methanol 6-7 ml
TBS-Puffer (siehe 2.3.3) ad 30 ml

a: 4-Chloro-1-Naphthol, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen



Material und Methoden 51

Das Color development reagent wurde in zuerst in Methanol geldst und anschlieBend
mit TBS-Puffer aufgefiillt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl eiskaltem
H,0, gestartet.

Folgende primére Antikorper kamen zum Einsatz:

- polyklonales IF-spezifisches-Antiserum aus dem Kanninchen

- monoklonaler IF-spezifischer-Antikorper aus der Maus

- monklonaler Histidin-spezifischer-Antikorper (Penta Histidin) aus der Maus
- polyklonales DnaK-spezifisches Antiserum aus dem Kanninchen

- polyklonales MBP-spezifisches Antiserum aus dem Kanninchen

- polyklonaler Strep-TaglI-spezifischer Antikorper aus dem Kanninchen

- polyklonales Strep-TaglI-spezifisches Antiserum aus dem Kanninchen

2.23.2 Chemilumineszente Methode

2.23.2.1 Detektion mit ECL Plus Substrate (Fa. Amersham Pharmacia Biotech,

UK) fiir peroxidase-markierten sekundiren Antikorper

Peroxidase-markierte Antikdrper katalysieren die Oxidation von Luminol und 16sen
damit eine Chemilumineszenz aus. Das dabei entstehende Licht kann mit
Autoradiographiekassetten und einem Phosphoimager (siehe 2.12.2) gemessen werden.
Die ECL-Reaktion ist etwa 10-mal sensitiver als die Blotentwicklung mit alkalischer
Phosphatase (siehe 2.23.1.1) und l4uft in Sekunden bis Minuten ab. Wegen der erhohten
Sensitivitiat sind die Waschschritte nach dem Blocken intensiver als unter 2.23.1.1

beschrieben:

- geblottete Membran 2 x 2 min in Pufferl waschen

Waschprozel nach der Inkubation mit dem 1. Antikorper:

- Membran 2 x mit Puffer 1 spiilen
- 15 min in Puffer 1 waschen

- 3 x 5 min mit Puffer 1 spiilen

Waschschritte nach der Inkubation mit dem 2. AntikSrper:

- Membran 2 x mit Puffer 1 spiilen
- 15 min in Puffer 1 waschen

- 3 x 5 min mit Puffer 1 spiilen
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Fiir die Detektion wurden Losung A und B (Fa. Amersham Pharmacia Biotech, UK) im
Verhiltnis 40:1 gemischt und auf die Membranoberfliche aufgetragen. Nach 1 min

wurde der Blot in Haushaltsfolie eingeschlagen und im Phosphoimager bei 430 nm

ausgewertet.

Puffer 1:

entweder TBST (siche 2.3.4):

oder:

PBST:

KH,POy4 4 M
Na,HPO, 16 mM
NaCl 115 mM
Tween 20 0,25-0,1 % [v/v]
pH 73

2.24 Nachweis des ,Green Fluorescent Protein® im

Fluoreszenzmikroskop

Zum Nachweis der Produktion des ,,Green Fluorescent Protein® (GFP) wurden 2-3 pl
aus den entsprechenden Zellkulturen auf einen Objekttriger gegeben und mit einem
Deckgliaschen bedeckt, was anschlieBend gut fixiert wurde. Die Analyse der Zellen
erfolgte im Fluoreszenzmikroskop Axiovert S100 von Zeiss, GFP-Filter: Anregung BP
450-490, Emission BP 500-550.

2.25 Einbettung von Zellen far elektronenmikroskopische
Dunnschichtdarstellungen

Fir Ultradiinnschnitte von Zellen wurden diese nach der Lowicryl
(Temperaturmethode) eingebettet. Die Anzucht der Zellen erfolgte dabei aerob in
100 ml LB und anaerob in 500 ml Mineralmedium (siche 2.2.1, 2.14.1 und 2.14.3).
AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und zweimal mit KP-Puffer (sieche 2.3.1)
gewaschen (Zentrifugationsschritte bei 4 °C, 10 min, Sorvall Rotor SS34 bzw. GS-3
Becher). Den in 1-2ml KP-Puffer resuspendierten Zellen wurde 0,2 %
Glutaraldehydlosung und 0,3 % p-Formaldehydldsung zugesetzt (pro Ansatz je 3-4 ml
Losung). Dieser Ansatz wurde iiber Nacht bei 4 °C gelagert, bevor die fixierten
Bakterien dreimal in PBS gewaschen wurden (4 °C, 10 min, Sorvall Rotor SS34). Das
in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrte Zellpellet wurde daraufhin mit
2% igem auf 40 °C erwiarmten Agar (in PBS) sorgfiltig gemischt, wobei das Verhéltnis
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von Pelletvolumen und Agarlosung 1:1 betragen muflte und anschlieend fiir 10 min auf
Eis abgekiihlt wurde. Um die in Agar eingebetteten Zellen aus dem Reaktionsgefall zu
befreien, wurde die Spitze mit eine Klinge abgeschnitten und der Inhalt auf einen
Glasobjekttrager geschoben, wo dieser in ca. 2 mm Stiicke geschnitten wurde. Diese
Stiicke muflten, um ein Austrocknen zu vermeiden, sofort in 3,5 ml Préparatengldser
(12 x 35 mm, Ochs) weiterverarbeitet werden.

Die anschlieBende Infiltration der Agarblockchen mit Methanollésung bzw.

Kunstharzlosung verlief nach folgendem Schema:

- 15 min bei 0 °C in 15 % Methanol

- 30 min bei 0 °C in 30 % Methanol

- 50 min bei -20 °C in 50 % Methanol

- 30 min bei -35 °C in 70 % Methanol

- 30 min bei -35 °C in 95 % Methanol

-2 x 30 min bei -35 °C in 100 % Methanol

- 1 hbei-35 °C in 50 % Methanol + 50 % Lowicryl K4M-Harz

-2 hbei-35 °C in 33 % Methanol + 66 % Lowicryl K4M-Harz

- 1 x Wechseln und dann iibers Wochenende bei -35 °C in 100 % Harz

Die Proben wurden nach dieser Behandlung in Gelatinekapseln iiberfiihrt, die mit
100 % K4M-Harz gefiillt wurden und folgend fiir mindestens 24 h bei -35 °C (+ UV-
Licht) dann bei RT mit UV-Licht polymerisiert.

Zusammensetzung des Kunstharzes (Serva):

- Vinylcyclohexendioxid (ERL 4206) 150 g
- DER 732 (oder DER 736 nur 9,0 g) 13,5 g
- Nonenylbernsteinsdureanhydrid (NSA) 390 g
- a-Dimethylaminoethanol (S1) 0,6 g

2.25.1 Ultramikrotomie

Die polymerisierten Proben wurden mit einer Diamantfrdse (TM 60, Reichert,
Osterreich) so angespitzt, daB ein Pyramidenstumpf mit einer quadratischen Spitze von
maximal 0,5 mm?® Oberfliche entsteht. Die Diinnschnitte wurden mit einem
Ultramikrotom (Ultrome III, LKB. Bromma, Schweden) unter Verwendung von
Glasmessern angefertigt.

Die Messer wurden aus 25 mm breiten und 6,5 mm dicken Glasstreifen (LKB, Bromma,
Schweden) mit einem Messerbrecher (Knifemaker LKB 7800) hergestellt und besallen
bei einem Gegenstiick von ca. 0,5 mm Dicke einen realen Winkel um 55° an der
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Messerkante. Sie wurden mit einem Kunststofftrog zur Aufnahme von filtrierten
H,Ouigest, auf dem die Schnitte abflottierten, versehen und konnten mehrere Tage ohne
Qualitétsverlust gelagert werden.

Die auf der Wasseroberfliche abflottierten Ultradiinnschnitte besallen bei silberner
Interferenzfarbe eine Dicke von 50-60 nm. Die Schnitte wurden mit
formvarbeschichteten Kupfergrids aufgenommen.

Die Inkubation der Ultradiinn-Schnitte auf den Grids erfolgte mit zunéchst fiir 90 min
mit primdren Strep-Tagll Antikorpern (1:100 Verdiinnung). Nach den folgenden
Waschschritten fiir 15 s mit PBS + 0,01 % Tween-20, 2 x 5 min mit PBS + 0,01 %
Tween-20 und 5 s mit PBS wurden die Ultradiinn-Schnitte fiir 45 min mit den
sekunddren immunogold-markierten anti-Kanninchen Antikérpern (EM Goat Anti-
rabbit IgG; 1:50 Verdiinnung) inkubiert. Danach konnten die Grids erneut gewaschen
werden (15 s mit PBS + 0,01 % Tween-20, 2 x 5 min mit PBS + 0,01 % Tween-20 und

10 s mit HyOges¢). Danach mussten sie iiber Nacht auf Filterpapier getrocknet werden.

2.26  Synthese von **C-markiertem Coenzym B,

Zur Untersuchung von Bj;-Bindungen von Proteinen mittels Dot-Blot-Verfahren (siche
2.22.2) sollte "*C-markiertes Coenzym By, synthetisiert werden, da dies nicht kduflich
zu erwerben ist. Die '*C-Markierung sollte dabei an der Dimethylbenzimidazol-Einheit

des Coenzym By, erfolgen.

2.26.1 Synthese von 5,6-Dimethyl (2-14C) Benzimidazol (HORIG und RENZ,
1980)

Die Synthese von 5,6-Dimethyl (2-'*C) benzimidazol erfolgte durch chemische
Umsetzung von 1,2-Diamino-4,5-Dimethylbenzen (136 mg in 0,4 ml H;Opigest) mit
Na ("*C) Formiat (50 uCi). Diese beiden Substanzen wurden zunichst mit 0,1 ml
Ameisensdure und 1 ml HCl (2 M) versetzt und fiir 1,5 h bei 100 °C erhitzt. Nach
diesem Hitzeschritt folgte eine Inkubation liber Nacht bei RT mit anschlieBender
Féllung durch ca. 10 ml Ammoniak (2 M). Das Prézipitat wurde durch Filtration
getrennt und mit HyOpigest gewaschen. Getrocknetes 5,6-Dimethyl (2-14C) benzimidazol
wurde dann in eine Fermentation mit Propionibacterium freundenreichii subsp.

shermanii eingesetzt (siche 2.1).
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2.26.2 Synthese von Coenzym B;, durch Propionibacterium freudenreichii subsp.
shermanii (HORIG und RENZ, 1980)

Die Biosynthese von Coenzym By, in P. freudenreichii subsp. shermanii kann in zwei
Schritten vollzogen werden. Wihrend des anaeroben Wachstums in Gegenwart von
Cobaltsalzen erfolgt die Synthese der Corrin-Einheit. Die anschliefende aerobe
Inkubation induziert die Biosynthese von 5,6-Dimethylbenzimidazol. Das dann
gebildete Cobinamid wird zu Coenzym B, umgesetzt. Unter anaeroben Bedingungen
synthetisiert P. freudenreichii subsp. shermanii nur Coenzym Bj;, wenn
5,6-Dimethylbenzimidazol zugefiihrt wird.

Die Glucosefermentation von P. freudenreichii subsp. shermanii erfolgte in
1-I-Serumflaschen mit dem unter 2.2.9 beschriebenen synthetischen Medium bei 30 °C
unter anaeroben Bedingungen. Am 2. und 4. Inkubationstag erfolgte die Zugabe des
radioaktiv markierten 5,6-Dimethylbenzimidazols (5 bis 10 mg gelost in Ethanol
[70%; v/v]). Nach 6 bis 8 Tagen hatte sich genug Coenzym B, gebildet, und die Zellen
wurden durch Zentrifugation (6000 x g, 10 min) geerntet. Der Aufschlull der Zellen
erfolgte durch Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min. Die Zelltriimmer wurden durch
Zentrifugation entfernt (15000 x g, 30 min, 4 °C). Nach dem Zellaufschlul mufte

wegen der Lichtempfindlichkeit des Coenzym B, unter Rotlicht gearbeitet werden.

2.26.3 Nachweis und Isolierung des 4C_markierten Coenzym B, durch
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Das gebildete radioaktiv markierte Coenzym Bj, (sieche 2.26.2) wurde mittels einer
Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) an einer pBondapak C18-Saule (19 mm
x 15cm, Fa. Waters GmbH, Eschborn) gereinigt. Anhand der verschiedenen
Retentionszeiten konnen dabei verschiedene Substanzen getrennt werden. Die
Zuordnung der Retentionszeiten erfolgt mit Hilfe von Standards, die nur eine Substanz
enthalten und die ebenfalls auf die Sdule aufgetragen werden. Aus den auftretenden
Peakflichen kann auf die Substanzmenge geschlossen werden. Hierzu wurde fiir die
jeweiligen Substanzen eine Eichgerade aufgenommen. Wurden die Sdulen ldngere Zeit
nicht genutzt, mufite das ganze System mit 20 % Ethanol gespiilt werden. Die HPLC-
Anlage (Fa. Kontron, Eching) bestand aus folgenden Komponenten: 2 HPLC-Pumpen
42, Mischer M 491, Detektor 43, Multiport und einem AT-Computer mit
entsprechender Software (Programm MT?2). Als Laufmittel dienten die Losungen A und
B, die vor Gebrauch filtriert (Cellulosenitrat-Filter, Porengrofe 0,2 um, Fa. Sartorius,
Gottingen) wurden. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 5 ml/min, ein Lauf dauerte

44 min. Dabei wurde folgender Gradient eingestellt:
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Zeit (min)  FluBrate (ml/min) Losung A (%) Losung B (%)
0 5,0 100 0
7 5,0 75 25
19 5,0 60 40
23 5,0 0 100
27 5,0 0 100
31 5,0 100 0
33 0,1 100 0

Als Eichsubstanzen wurden Hydroxy-B,, Cyano-B;;, Methyl-B;; und Coenzym B, in
einer Konzentration von 0,05 mg/ml verwendet. Von diesen Losungen wurden 50 pl
injiziert. Die Detektion erfolgte am UV-Detektor bei 360 nm. Von den zu
untersuchenden Proben wurde 1 ml injiziert. Pro Lauf konnten durch 4-maliges

Injizieren 4 ml Probe aufgearbeitet werden.

Losung A: Losung B:

Na-Acetat x 3 H,O 8,95 g Methanol 4 1
Tetrabutylammonium- 5,88 ml Essigsédure 0,4 ml
hydroxid (TBAH)

Losung B 210,5 ml TBAH 5,88 ml
HOpigest. ad4 1

Der pH von 4,6 wurde mit Essigsidure vor Zugabe von Losung B eingestellt.

Das so isolierte, radioaktiv markierte Coenzym B, lag sehr verdiinnt vor und wurde
daher mittels einer Vakuumzentrifugation (Vakuumzentrifuge Savant AS160, Fa.
Savant Instruments Inc., Holbrook, USA) eingeengt. Die schon erwihnten

Eichsubstanzen wiesen folgende Retentionszeiten auf:

Eichsubstanz Retentionszeit (min)
Cyano-B» 17,76

Coenzym By, 20,35
Methyl-B12 21 ,79

Hydroxy-B, 22,06
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2.27 Quantitative Bestimmung von Corrinoiden

2.27.1 Quantitative Bestimmung von Corrinoiden mittels Plattentest
(KRZYCKI und ZEIKUS, 1980; modif.)

Der Bj;-Plattentest ermoglicht es Corrinoide in Zellextrakten oder Uberstianden
nachzuweisen. Der Test beruht auf der Tatsache, dal E. coli DSM 4261 aufgrund einer
Punktmutation im metE-Gen, welches fiir eine Bj;-unabhidngige Methionin-Synthase
kodiert, auf seine alternative Bj;-abhingige Methionin-Synthase, kodiert durch metH,
angewiesen ist. Daher ist dieser Stamm in Methionin-freiem Medium auf die Bj;-
abhéngige Methionin-Synthase und damit auch auf das Vorhandensein von Bj;

angewiesen.

Der Duchmesser dieser Zonen ist proportional zum Wachstum der E. coli Mutante und

damit auch proportional zur B ;-Konzentration in der Probe.

Die Bj;-auxotrophe E. coli-Mutante wurde in die Testplatten (siehe 2.2.7) eingegossen.
Dazu wurde eine 50 ml Hauptkultur mit Minimal-Aminsosdure Medium (siche 2.2.6)
mit einer 5 ml {iber Nacht Vorkultur angeimpft. Bei einer ODgoy von ca. 2,0 wurde die
Zellen geerntet, dreimal mit 20 ml 0,9 % NaCl gewaschen und anschlielend
indemselben Volumen NaCl resuspendiert. 0,7 ml dieser gewaschenen Zellsuspension
diente als Inokulum fiir 500 ml auf 50 °C abgekiihlten Mineralagar (siche 2.2.7).
AuBlerdem wurde dem Agar noch das Reduktionsmittel Triphenyltetrazoliumchlorid
beigefiigt. Auf die Platten wurden je 4 sterile Filterplédttchen (@ 0,9 cm, Fa. Schleicher
& Schuell, Dassel) gelegt und mit 10-15 pl Probe und demselben Volumen
Bi2-Eichlosungen zentral beladen. Die Eichkurve wurde mit Coenzym Bj, und/oder
Vitamin B, der Konzentrationen 0/ 0,05/ 0,25/ 0,1 /5,0 pg/ml aufgenommen. Sowohl
von den Proben als auch von den Eichlosungen wurden immer Doppelbestimmungen
durchgefiihrt. Die Inkubation der Platten erfolgte fiir 16-24 h bei 37 °C. Enthielten die
Proben Bi,, lielen sich nach Inkubation der Platten rote Zonen um die Plittchen
erkennen. Das Wachstum der Mutante im Medium bewirkt die Reduktion des
Triphenyltetrazoliumchlorids im Agar, was sich durch eine rote Firbung auszeichnet.
Um die Bj;-Konzentionen zu bestimmen, wurden die Durchmesser der roten Zonen um
die Filterplattchen ausgemessen. Das Wachstum und damit der Durchmesser der roten
Zone ist proportional zu der Bj;-Konzentration in der aufgetragenen Lésung.

Die Zellen aus den Induktionsversuchen wurden nach der Ernte dreimal mit 0,1 M
KP-Puffer (siehe 2.3.1) gewaschen, um mogliche Bj,- und Methionin-Verunreinigungen
aus dem Medium zu entfernen.

Als Proben wurden Periplasma, Cytoplasma und Rohextrakte aus verschiedenen

Expressionstudien eingesetzt.
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2.27.2 Photometrische Methode zu quantitativen Corrinoidbestimmung

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, alle in der Probe enthaltenen Corrinoide in
die 16sliche Dicyano-Form umzusetzen und storende Komponenten wie Proteine und
Lipide auszufillen und abzuzentrifugieren. Zur Bestimung der Corrinoide wurde ein
Spektrum der zuvor aufgearbeiteten Proben zwischen 350 und 650 nm aufgenommen
(Plastikkiivette d = 1 cm, Messung gegen Luft) und der B;-Gehalt dann durch
Bestimmung der Absorptionsunterschiede bei 580 und 650 nm mit Hilfe des molaren
Extinktionskoeffizienten des Dicyanocobalamins (A€sgy.ca0 = 7,3 mM! x cm'l)
berechnet. Alternativ wurde der B,-Gehalt auch mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten
fiir Dicyanocobalamin bei 580 nm und 367 nm (€540 = 7800 mM! x cm'l, €367 = 23800
mM™ x cm™) berechnet und der Mittelwert bestimmt. Der Wert bei 376 nm sollte dabei
etwa 3—4 mal so hoch wie der bei 580 nm sein. Als Standard wurde sowohl Hydroxy-

als auch Cyano-B; eingesetzt.

Fir die Umsetzung der Corrinoide aus einer Probe in die Dicyanoform wurden
nachfolgende Schritte durchgefiihrt:

- 1 ml Probe mit 0,2 % (w/v) NaCN oder KCN fiir 30 min bei RT im dunkeln
inkubieren

- Losung mit Eisessig auf pH 4 ansduern

- Proben fiir 20 min bei 100 °C kochen

- abkiihlen und mit 10 N KOH auf pH 11 titrieren

- erneut Zugabe von 4-5 mg NaCN oder KCN

- 30 min bei 13000 Upm und RT zentrifugieren, um ausgefallene Proteine zu
entfernen

- vom Uberstand ein Spektrum zwischen 350 und 650 nm fahren

Bei den eingesetzten Proben handelte es sich sowohl um Periplasma, als auch um
Cytoplasma und Rohextrakt. Um die Proben der einzelnen Fraktionen untereinander

vergleichen zu konnen wurden die Proteingehalte einander angeglichen.
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2.28 Bezugsquellen

Standardchemikalien wurden, soweit nicht anders im Text angegeben, mit dem
Reinheitsgrad ,,pro analysis“ oder ,,reinst” von den Firmen Boehringer (Mannheim),
Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Hannover), Serva
(Heidelberg) und Sigma (Taufkirchen) verwendet. Die Bezugsquellen weiterer

Chemikalien, Enzyme, Verbrauchsmaterialien und Kits sind nachfolgend aufgefiihrt:

ALDRICH-CHEMIE, Steinheim
TEMED

Amersham Pharmacia, Freiburg:
NAP-5-Sdulen, PD 10-Sdulen, ,,HMW Calibration-Kit*, ,LMW-Calibration“-Kit,

Nylonmembranen

BIOTREND, Kdln
Mouse Anti-Intrinsic Factor IgG1

BIORAD, Miinchen
Peroxidase-konjugierter Goat Anti-Rabbit IgG

Biozym GmbH, Hess. Oldendorf:
Tfl DNA Polymerase

Dianova, Hamburg:
Peroxidase-konjugierter Goat Anti-Mouse IgG (H+L)

DSM-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH:

E. coli DSM 4261, Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii 4902

Eurogentec, Seraing. Belgien:

Agarose

Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg:
IPTG, X-Gal, Ampicillin, Acrylamid, Bisacrylamid, Mops, SDS 4x, Tween 20
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Gibco BRL, Eggenstein:
Hefeextrakt, Random Primed Labeling Kit

Hartmann Analytic, Braunschweig:
[a-32P]-dATP

IBA GmbH, Géttingen:
Strep-Tag 11 Antikorper

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

Millipore, Eschborn:
Mikrodialyse-Filter

New-England Biolabs GmbH, Freiburg:
Restriktionsendonukleasen, RNA-Leiter, Vent-Polymerase, Anti-MBP Antiserum

Oxoid, Basingstone, England:

Agar, Trypton, Hefeextrakt

Promega, Deutschland GmbH, Mannheim:
Wizard™ Plus Minipreps DNA Purificaton System, BCIP, NBT

Qiagen GmbH, Hilden:

,RNeasy™ Total RNA“Kit, Ni’*"-Nitrilotriessigsiure-Agarose, ,Qiaquick PCR
Purification“-Kit, ,,Qiaquick Gel Extraction*“-Kit, RNA/DNA Maxi Kit, Ni*’-NTA-AP-
Konjugat, Penta-His-Antikorper

Sartorius AG, Gottingen:
Sterilfilter

Schleicher & Schuell, Dassel
Antibiotika-Filterpldttchen

Siema Chemie GmbH, Deisenhofen

Cyano-B,, Hydroxy-B,
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Takara, Japan:
TakaraEx Taq-Polymerase

Whatman, Maidstone, England:
Whatman-Filterpapier 3MM

Die verwendeten Gase (N, Hy, No/CO; mit einem Reinheitsgrad von 99,99 %) wurden

von der Firma Messer Griesheim GmbH (Kassel) bezogen.
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3 Experimente und Ergebnisse

Vitamin Bj, (Cyano-B;) ist ein wasserlosliches Vitamin, welches als exogene Vorstufe
zur Synthese von Coenzym Bj, verwendet werden kann. Nach der Aufnahme kann
Cyano-Bj, in biologisch aktive Formen (Adenosyl- oder Methyl-B;;) umgewandelt
werden (ZAGALAK, 1982). In der Natur wird Bj; als Coenzym nur von
Mikroorganismen gebildet (ROTH et al., 1996). Einen essentiellen Bedarf an B, haben
sowohl Menschen, Tiere als auch Mikroorganismen. Pflanzen und Pilze hingegen
bendtigen es nicht (DUDA et al, 1967). Produziert wird Bj, z. B. von
Propionsdurebakterien, Pseudomonaden, Streptomyceten oder Salmonellen. Andere
Bakterien, die nicht in der Lage sind das Bj, selbst zu bilden, miissen es aus dem
umgebenden Milieu aufnehmen. Somit existieren zwar Aufnahmesysteme fiir By, ein
natiirliches Exportsystem ist bislang aber nicht bekannt.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht nun die Entwicklung eines Systems mit dessen Hilfe

Coenzym B, aus einer Bj,-produzierenden Bakterienzelle exportiert werden kann.

3.1 Strategie fur die Entwicklung eines Bi,-Exporters

Es wurde ein System angestrebt, in dem B, im Cytoplasma einer Bakterienzelle an ein
Biz-bindendes Protein gekoppelt und zusammen mit diesem ins Periplasma exportiert
wird (siehe Abbildung 5). Entscheidend dabei ist, dass das Bindeprotein in seiner
nativen Form vorliegt, um zusammen mit dem Cofaktor iiber die Cytoplasmamembran
transportiert werden zu konnen. Ungeeignet sind signalsequenzabhéngige
Transportsysteme bei denen die Proteine ungefaltet exportiert und erst im Periplasma
gefaltet werden (z.B. Sec-System; WICKNER et al., 1991). Das vor einigen Jahren
entdeckte Tat-(Twin-Arginine-Translocation) Transportsystem hingegen ermoglicht
den Transport nativer Proteine mit gebundenen Cofaktoren z. B. Molybdopterin, Flavin.
Dieser generelle zweite Protein-Export-Weg ist weit verbreitet unter Bakterien
beispielsweise in E. coli, Zymomonas mobilis oder Wolinella succinogenes zu finden
(RODRIGUE et al., 1999). Signalpeptide dieses Transportweges weisen alle das Twin-
Arginin-Motiv S/T-R-R-x-F-L-K auf (BERKS, 1996, BOGSCH et al.; 1998;
SARGENT et al., 1998; MORI und CLINE, 1998; SANTINI et al., 1998; WEINER e¢
al, 1998).
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Signal -

Sequenz

Abbildung 5: Modell fiir den Export von B;; aus einer Gram-negativen
Bakterienzelle

Ein gut untersuchtes Protein, welches iliber den Tat-Weg transportiert wird, ist die
Trimethylamin-N-Oxid-Reduktase (TorA) aus E. coli. Dieses periplasmatische Enzym
enthdlt Molybdopterin als Cofaktor. Die Reduktion von Trimethylamin-N-Oxid zu
Trimethylamin ermoglicht es, E. coli anaerob auf nicht-fermentativen C-Quellen wie
z.B. Glycerin zu wachsen (MEJEAN et al., 1994). Fiir diese TorA-Signalsequenz
(sigTorA) ist aulerdem bereits der Export eines heterologen Proteins iiber den Tat-Weg
gelungen, welches normalerweise iiber den Sec-Weg transportiert wird (CHRISTOBAL
et al., 1999). Das TorA-Signalpeptid sollte im Rahmen dieser Arbeit den Export des
Bj»>-bindenden Proteins ermoglichen. Als Linker zwischen Signalsequenz und
B»>-Bindeprotein wurden die ersten fiinf Aminosduren des reifen TorA Proteins
genommen (AQAAT).

Bei der Auswahl des Intrinsic Factors (IF) aus dem Menschen und der Methylmalonyl-
CoA-Mutase (MMCoAM) aus Propionibacterium shermanii als B;-Bindeproteine war
neben der hohen Bindekapazitit (KRAUTLER, 1998)) fiir B, (IF: 10" I/mol), auch die
bereits vorhandene Kristallstruktur ausschlaggebend (EVANS und MANCIA, 1998;
NEX@, 1998).

Der menschliche IF ist einer von drei 16slichen Bj,-bindenden Proteinen, die an der
Aufnahme und dem Transport von By, beteiligt sind. Der IF wird im Magen produziert,
bindet B, und transportiert es zu den intestinalen Zellen (KRAUTLER, 1998). Cyano-,
Hydroxy-, Methyl-, Adenosyl-B;, werden dabei gleich gut gebunden. Der IF hat eine
GroBle von etwa 55 kDa, schrumpft aber nach der Bindung von Bj,. Weiterhin ist er
stark glykosyliert, was aber von geringer Bedeutung fiir die Erkennung und Bindung

des Cobalamins ist, dafiir aber die Degradation des IF im intestinalen Kanal zu
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verhindern scheint . Fehlen 12 % des C-terminalen Endes des IF so ist er nicht mehr in
der Lage, B, zu binden (NEX@, 1998).

Die MMCoAM ist ein af-Heterodimer mit einer Grof3e von 150 kDa. Sie katalysiert die
Adenosyl Bj;-abhingige reversible Umwandlung von Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-
CoA. Die von mutB kodierte a-Kette beinhaltet sowohl die N-terminale Substrat-
Bindedoméne als auch die C-terminale Bj;-Bindedoméne (MANCIA et al., 1996;
MANCIA und EVANS, 1998). Deshalb wurde nur die a-Untereinheit, kodiert durch

mutB, fiir die Konstruktion eines Transporterproteins ausgewéhlt.

Fiir die Auswahl des Vektors zur Expression der Gene fiir die Signalsequenz und das
Bi2- Bindeprotein musste zundchst beriicksichtigt werden, dass viele Gram-negative
Bi2-Produzenten wie C. freundii Ampicillin-resistent sind. Aus diesem Grunde wurden
zundchst zwei verschiedene Expressionsvektoren ausgewédhlt, die alle die gleiche
Expressionskassette enthalten (pMPM-T4Q, pMPM-A4Q). Der erste Vektor kodiert fiir
eine Tetracyclin-, und der zweite fiir eine Ampicillin-Resistenz. Da der Bj,-Produzent
E. blattae nicht Ampicillin-resistent ist, wurde auch der Vektor mit Ampicillin-
Resistenz ausgewdhlt. Beide Plasmide besitzen eine hohere Kopienzahl und einen
Arabinose Promotor, der bei geeigneter Klonierung die Induktion der Proteinsynthese
ermOglicht. Dabei werden ara-negative Stimme mit etwa 0,001 % und ara-positive
Stimme mit ca. 1 % Arabinose induziert.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde noch auf andere Expressionsvektoren

zuriickgegriffen, die an entsprechender Stelle im Text erwéhnt sind.

3.1.1 Fusion der Signalsequenz mit den By;-Bindeproteinen

3.1.1.1 Klonierung von sigtorA mit dem if-Gen in den Vektor pMPM-T4()
Um die Expression des gewiinschten Gens in dem Vektor pMPM-T4Q zu

gewdhrleisten, musste die torA-Signalsequenz in die EcoRI-Schnittstelle des Vektors
kloniert werden. Diese Vorarbeiten waren bereits von E. RUNGELING durchgefiihrt
worden. Dabei wurde die Sequenz, die fiir das Signalpeptid der TMAO-Reduktase
(torA) kodiert mit sechs Oligopeptiden (siche Tabelle 3) mittels PCR generiert (siche
2.8). Die Anlagerung der Oligonukleotide erfolgte fiir jeweils 20 s bei 55 °C. Daran
schloss sich die Polymerisation der DNA bei 72 °C fiir 20 s an, wobei 20 Zyklen
durchlaufen wurden. Durch die geeignete Wahl der Oligopeptide wurde am
5’-terminalen Ende des Gens eine EcoRI-Schnittstelle inseriert und am 3’-terminalen
Ende ein Linker angehdngt, welcher der Sequenz fiir die ersten fiinf Aminsoséuren des
reifen TorA-Proteins entsprach und eine 7tk1111-Schnittstelle enthielt, {iber die die
Sequenz des IF angehidngt wurde. AuBBerdem enthélt das PCR-Produkt am 3’-Ende eine
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Erkennungssequenz fiir Hindlll, die fiir die Klonierung in den pMPM-T4Q Vektor
diente (siche Tabelle 2). Das gereinigte 180 bp PCR-Produkt (siche 2.6.3.5) wurde
ebenso wie der Vektor mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll verdaut (siche
2.9.1). Um eine Religation des Vektors zu verhindern wurde dieser zusitzlich einem
Pstl-Verdau unterzogen. Die beiden Komponenten wurden vor dem Einsatz in der
Ligation gereinigt (siche 2.6.3.4). Bei der anschlieBenden Klonierung wurde das auf
dem pMPM-T4Q Plasmid vorliegende 2200 bp grofle Q-Interposon herausgeschnitten.
Die korrekte Insertion wurde durch Sequenzierung bestdtigt. Das resultierende
Konstrukt wurde als pER1 bezeichnet und wies eine Grofle von 4,8 kb auf (personliche
Mitteilung E. RUNGELING).

pER1

As 1-5 von torA

ParaBAD
sigtorA

O
[4]
pMPM-T4omega & pMPM-T4omega

EcoRl Tth111]
Hindll

Abbildung 6:  Schematische Darstellung des Vektors pER1

In den Expressionsvektor pER1 konnte die Sequenz des IF iiber die Hindlll- und
Tth1111-Schnittstelle kloniert werden. Die dafiir notwendigen Erkennungssequenzen
des IF und die Sequenz fiir den C-terminalen Hise-Tag wurden iiber PCR mit den
Oligonukleotiden IFMHS5’ und IFMH3’ sowie dem Plasmid pHIF (siehe Tabelle 3 und
Tabelle 2) als Matrize amplifiziert. Die Oligonukleotidanlagerung erfolgte fiir 40 s bei
62 °C und die Kettenverldngerung fiir 80 s bei 72 °C. Dabei wurden 25 Zyklen
durchlaufen. Nach der Klonierung des 1,2 kb PCR-Fragmentes in den Vektor pERI
iiber die Restriktionsschnittstellen 7¢41111 und Hindlll konnte die korrekte Insertion
durch Sequenzierung bestdtigt werden. Das entsprechende Konstrukt pTM1 umfasste
eine GroBe von 5,9 kb. Der C-terminale Hise-Tag ermoglichte eine Detektion des
Hybridproteins mit Hilfe von Western-Blot-Analysen (siehe 2.22.1).
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pTM1

menschlicher if

ParaBAD
As 1-5 von forA

sigtorA

O
@© .
pMPM-T4omega & hisg pMPM-T4omega

_ﬁbb‘:>>

EcoRIl  Tth111l Hindlll

Abbildung 7:  Schematische Darstellung des Vektors pTM1

3.1.1.2 Klonierung von sigtorA mit mutB in den Vektor pMPM-T4Q

Die Fusion der torA-Signalsequenz mit dem mutB-Gen erfolgte, wie von BOLM 2000
beschrieben, ebenfalls iiber PCR. Der resultierende Vektor mit dem Namen pMBS5 hatte
eine Grofe von 6,7 kb (siehe Tabelle 2).

pTM1

ParaBAD
sigtorA

As 1-5 von forA
menschlicher if

O
© .
pMPM-T4omega & hisg pMPM-T4omega

_ﬁbb‘:>>

EcoRIl  Tth111l Hindlll

Abbildung 8:  Schematische Darstellung des Vektors pMB5

3.2 Experimente zum Nachweis der Expression der sigtorA-if-Genfusion

Die einleitenden Studien zum Nachweis des heterolog produzierten sig-TorA-IF
Proteins wurden mit dem Konstrukt pTM1 aerob in den E. coli-Stimmen DH5a,
BL21(DE3) und JM109 durchgefiihrt. Als Expressionsvektor lag das Plasmid
pMPM-T4Q zugrunde. Kontrollexperimente wurden mit dem Plasmid pERI
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durchgefiihrt, welches nur fiir die Signalsequenz sigtor4A und nicht fiir das if~-Gen
kodiert.

Die Anzucht der Hauptkulturen erfolgte wie unter 2.14.1 beschrieben in 100 ml
LB-Medium. Die Induktion der Genexpression wurde bei einer ODgy von 0,4
durchgefiihrt. Die wahrend des Wachstums gezogenen Proben wurden zur Analyse des
Proteinmusters auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen (siehe 2.18.1). Dabei lie3
sich in E. coli BL21 (DE3)/pTM3 im Verlauf des Experiments keine Verdnderung im
Proteinmuster erkennen, und eine zuséitzliche Bande im Molekularmassenbereich von
55 kDa, welche dem sigTorA-IF-Hybridprotein entspricht, trat nicht auf. Auch durch
den Stammwechsel fand keine Anderung statt (Daten nicht gezeigt). Somit erfolgte
keine signifikante Produktion von IF, die mit Hilfe dieser Methode detektiert werden
konnte. Zum Nachweis der Produktion des sigTorA-IF in geringen Mengen wurde

daher eine sensitivere immunochemische Methode durchgefiihrt.
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Abbildung 9:  Vergleich der SDS-PAGE-Analyse der Produktion von sigTorA
und sigTorA-IF in E. coli BL21(DE3)

Dargestellt ist ein 12 %iges SDS-Gel. Der Induktor ist in Klammern angegeben.
Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: E. coli BL21(DE3)/pER1 (0,5 % Arabinose) dierekt nach Induktion
Spur 3: E. coli BL21(DE3)/pER1(0,5 % Arabinose) 2 h nach Induktion

Spur 4: E. coli BL21(DE3) pTM1 (0,5 % Arabinose) direkt nach Induktion
Spur 5: E. coli BL21(DE3) pTM1 (0,5 % Arabinose) 1 h nach Induktion

Spur 6: E. coli BL21(DE3) pTM1 (0,5 % Arabinose) 2 h nach Induktion

Spur 7: E. coli BL21(DE3) pTM1 (0,5 % Arabinose) 3 h nach Induktion

Hierzu wurde Gesamtzellextrakt der Stamme DHSoa und BL21(DE3) aus den
induzierten Kulturen gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
ibertragen. Der Nachweis erfolgte durch Western-Blot-Analyse mit polyklonalen gegen
[F-gerichteten Antikorpern (siehe 2.22.1und 2.23.1.2).
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Abbildung 10: Western-Blot mit Gesamtzellextrakten nach Expression von
sigtor A-if in E. coli BL21(DE3) und DH5a

Dargestellt ist eine mit IF-spezifischen Antikérpern behandelte und mit Peroxidase Substrat geférbte
Nitrocellulose-Membran nach Tranfer der Proteine aus einem 12 %igen SDS-Gel.

Spur 1: nativer IF aus dem Schwein

Spur 2: prestained Proteinstandard

Spur 3: E. coli BL21(DE3)/pTM1 (0,5 % Arabinose)
Spur 4: E. coli DH5a/pTM1 (0,5 % Arabinose)

Dabei zeigte sich, dass das Fusionsprotein in geringen Mengen gebildet worden war. In
den Western-Blot-Analysen traten in den Kulturen der Stimme DH50 und BL21(DE3)
Signale im erwarteten Molekularmassenbereich auf (sieche Abbildung 10, Spuren 3 und
4). Diese Experimente belegten, dass prinzipiell eine heterologe Produktion des
Intrinsic Faktors in E. coli erfolgte.

3.2.1 Expressionsstudien unter verschiedenen Bedingungen

Da nur wenig IF wihrend der Expression gebildet worden war, sollten im Folgenden die
Bedingungen wiahrend der Expressionsexperimente variiert und dadurch eine
Optimierung der Produktion erwirkt werden.

Zunichst wurde die Konzentration des Induktors Arabinose variiert. Die Gene fiir
sigtorA-if stehen unter der Kontrolle des ParaBAD Promotors, welcher durch Arabinose
induzierbar ist. Die verwendeten Expressionsstimme von E. coli zdhlen zu den
ara-positiven Stimmen, da sie im Besitz eines chromosomalen ara-Operons sind und
somit auf Arabinose wachsen konnen. Gene, die unter der Kontrolle des ParaBAD
Promotors stehen, erreichen bei ara-positiven Mikroorganismen eine maximale
Induktion nach der Zugabe von 1 % Arabinose. Bei ara-negativen Organismen geniigt
schon eine Konzentration von 0,001 % an Arabinose (MAYER, 1995). Um die optimale
Konzentration fiir die Induktion der sigtorA-if Expression zu bestimmen, wurde diese
mit unterschiedlichen Arabinose-Konzentrationen von 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % und 1 %

induziert.
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Die 100 ml-Hauptkulturen wurden wie unter 2.14.1 beschrieben in LB-Medien
angezogen. Es wurden jeweils bei 0 min, 1 h und 3 h nach Induktion mit verschiedenen
Konzentrationen an Arabinose Proben entnommen und das Proteinmuster durch SDS-
PAGE analysiert. Die SDS-PAGE-Analyse lie erkennen, dass bei keiner der Proben
aus den Expressionsversuchen mit verschiedenen Arabinosekonzentrationen eine
zusitzliche Bande im erwarteten Molekularmassenbereich von IF auftrat. Unterschiede
im Proteinmuster der verschiedenen Proben waren unabhédngig von der eingesetzten
Arabinosekonzentration nicht zu verzeichnen. Die entsprechenden Western-
Immunoblots zeigten keine Signale bei Arabinosekonzentrationen unter 0,5 % und
keine stirkeren Signale bei Konzentrationen von 0,5 % und 1 % im Vergleich zu der in
Abbildung 10 gezeigten Signalstirke (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde in weiteren
Studien mit diesem Expressionssystem bei ara-positiven Stimmen eine Arabinose-
Konzentration von 1 % eingesetzt.

Als nichstes wurden Experimente mit und ohne Zusatz von Bj, durchgefiihrt. E. coli
gehort zu den Mikroorganismen, die nicht in der Lage sind B, selbst zu synthetisieren
und muss es deshalb aus dem umgebenden Milieu aufnehmen. In den Experimenten zur
Expression des sigforA-if Hybridgens in E. coli-Stimmen fand die Anzucht der
Hauptkultur in LB-Medium (siehe 2.2.3) statt. In dem zur Herstellung des LB-Mediums
verwendeten Hefeextrakts befinden sich grundsétzlich auch geringe Mengen an Bj,. Die
Sattigung von IF mit By, half, das Protein gegen Protease-Aktivititen zu stabilisieren
(GORDON, et al., 1997). Um auszuschlieBen, dass die geringe Produktion des IF an
einer zu niedrigen Konzentration von Bj; im Medium lag, wurden
Expressionsexperimente in Gegenwart von zugesetztem B, (2-4 pg/ml Medium)
durchgefiihrt. Es wurden drei 500 ml-Kulturen verwendet, wobei die erste kein
zusdtzliches By, erhielt, den beiden anderen Kulturen aber 1 bzw. 2 mg B, zugefiigt
wurde. Die Probenentnahme erfolgte direkt vor der Induktion der sigtor4-if Expression
und 3 h danach. Beim Vergleich der Proben im SDS-Polyacrylamidgel wies keine der
3 h nach Induktion entnommenen Proben aus den unterschiedlichen Kulturen eine
zusitzliche oder stirker hervortretende Bande im Molekularmassenbereich des Proteins
auf (Daten nicht gezeigt). Der korrespondierende Western-Blot wies keinen Unterschied
bei der produzierten Menge an IF in Abhdnggkeit von zugefiihrtem B, auf. Die erhohte
B;-Konzentration im Medium fiihrte also zu keiner verbesserten heterologen

Produktion des Hybridproteins sigTorA-IF in E. coli.

Weiterhin erfolgten Studien bei geringerer Wachstumstemperatur. Die heterologe
Expression fremder Gene stellt eine hohe und zusétzliche Belastung fiir die Zelle dar.
Die Verringerung der Wachstumstemperatur hat zu Folge, dass die Zellen langsamer
wachsen und somit auch die Produktion des sigTorA-Proteins verlangsamt wird. Ein

mogliches zeitliches Problem bei der Produktion, korrekten Faltung, Bj, Bindung und
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anschlieenden Translokation des Intrinsic Faktors konnte durch eine geringere
Wachstumstemperatur umgangen werden. Die 500 ml-Kulturen von E. coli DH5a
/pTMI in LB-Medium wurden bei 30 °C bis zu einer ODgy9 von 0,4 angezogen und
nach der Induktion mit Arabinose fiir 5 h bis zu einer ODgo von 2,3 bei 28 °C inkubiert.
Bei der anschlieBenden SDS-PAGE-Analyse der Proben, lie3 sich allerdings wie bei
den zuvor bei 37 °C angezogenen Kulturen keine zusidtzliche Bande im
Molekularmassenbereich von IF nachweisen. Die Analyse der Proben durch Western-
Immunoblot war ebenfalls negativ. Die Expressionsstudien wurden deshalb im weiteren
bei einer Temperatur von 37 °C durchgefiihrt.

Da die bisherigen Bedingungsidnderungen wéhrend der Expression in E. coli zu keiner
gesteigerten Produktion von IF gefiihrt hatten, sollte die Expression von sigftorA4-if in
dem Bj,-Produzenten C. freundii iiberpriift werden. Dabei fanden die Expressionstudien
sowohl aerob (nicht Bj,-produzierende Bedingungen) als auch anaerob mit Glycerin als
einziger C-Quelle (Bj;-produzierende Bedingungen) statt. Citrobacter freundii gehort
zu den Organismen, die anaerob ohne externe Elektronenakzeptoren mit Glycerin als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen kénnen. Glycerin unterliegt dabei
einer Disproportionierung. Die Enzyme des oxidativen Zweigs setzen Glycerin zu
Dihydroxyacetonphosphat um. Die dabei anfallenden Reduktionsidquivalente werden im
reduktiven Zweig verbraucht. Die Coenzym-B;-abhéngige Glycerin-Dehydratase bildet
dabei aus Glycerin 3-Hydroxypropionaldehyd, der anschlieBend weiter zu
1,3-Propandiol reduziert wird (DANIEL et al., 1995 a und b, ABELES et al.,1961).
Durch die Bj;-Abhédngigkeit der Glycerin-Dehydratase ist nur dann ein anaerobes
Wachstum von C. freundii in Bj,-freiem Mineralmedium mit Glycerin als einziger
Kohlenstoff-Quelle moglich, wenn der Organismus das bendtigte Bi, de novo
synthetisiert.

Die aeroben Expressionsstudien in C. freundii mit dem Plasmid pTM1 fanden in 50 ml
Hefe-Pepton-Medium (siehe 2.2.2) statt. Die anaerobe heterologe Expression von
sigtorA-if in C. freundii wurde in 5 ml Hungate-R6hrchen in Mineralmedium (siche
2.2.1) vorgenommen. Da der Organismus unter anaeroben Bedingungen eine geringere
Wachstumsrate hatte, wurde die Genexpression von sigtorA-if iiber 24 h verfolgt. Die
Induktion der Transkription erfolgte ebenfalls mit Arabinose. Die wéhrend des
Wachstums gezogenen Proben wurden zur ndheren Untersuchung auf ein SDS-Gel
aufgetragen (siche Abbildung 11 und Abbildung 9).
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Abbildung 11: Analyse der aeroben Produktion des Fusionsproteins sigTorA-IF
in C. freundii durch SDS-PAGE (A) und Western-Immunoblot (B)

(A) Gesamtzellextrakte (je 7 pl) wurden im 12 %igen SDS-Gel aufgetrennt (siehe 2.17.1), das mit
Coomassie-Blau gefarbt wurde. Die Pfeile kennzeichnen das produzierte Protein.

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: C. freundii/pTM1 vor Induktion

Spur 3: C. freundii/pTMI1 1 h nach Induktion

Spur 4: C. freundii/pTM1 2 h nach Induktion

Spur 5: C. freundii/pTM1 3 h nach Induktion

(B) Nachweis des N-terminalen Hiss-Tags von sigTorA-IF mit Hilfe der Ni*-NTA-Firbung (siche
2.23.1.1).

Spur 6: Proteinstandard

Spur 7: Gesamtzellextrakt von C. freundii/pTMI1 3 h nach Induktion

Bei der aeroben heterologen Produktion von sigTorA-IF zeigte die SDS-PAGE-Analyse
im erwarteten Bereich von 55 kDa eine Bande, die im Verlauf des dreistiindigen
Induktionsexperiments stirker hervortrat (sieche Abbildung 11 A). Dass es sich dabei um
das Hybridprotein sigTorA-IF handelte, wurde anschlieBend im Western-Blot durch
Detektion des Hise-Tags mit Ni*-NTA-Konjugat nachgewiesen (siche 2.22.1 und
2.23.1.1). Neben der gefarbten Bande des sigTorA-IF Proteins trat noch eine weitere bei
etwa 30 kDA auf. Bei dieser handelt es sich vermutlich um ein wirtseigenes,
histidinhaltiges Protein, das im Zuge der Ni**-NTA-Konjugatbehandlung mitangeférbt

wurde.
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Abbildung 12: Analyse der anaeroben Produktion von sigTorA-IF durch SDS-
PAGE (A) und Western-Blot (B)

(A) Je 7 ul Gesamtzellextrakt wurden im 12 %igen SDS-Gel aufgetrennt (siehe 2.18.1), das anschlieBend
mit Coomassie-Blau gefarbt wurde. Die Pfeile kennzeichnen das produzierte Protein.

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: C. freundii/pTM1 vor Induktion

Spur 3: C. freundii/pTM1 2 h nach Induktion

Spur 4: C. freundii/pTM1 4 h nach Induktion

Spur 5: C. freundii/pTM1 6 h nach Induktion

Spur 6: C. freundii/pTM1 24 h nach Induktion

(B) Nachweis des N-terminalen Hiss-Tags von sigTorA-IF mit Hilfe der Ni*-NTA-Firbung (siche
2.23.1.1)

Spur 7: Proteinstandard

Spur 8: Gesamtzellextrakt von C. freundii pTM1 24 h nach Induktion

Bei der SDS-PAGE Analyse, der wihrend des aneroben Wachstums gezogenen Proben,
lieB sich allerdings keine stirker hervortretende Bande im Bereich von 55 kDa
nachweisen (siche Abbildung 12 A). Die Untersuchung des Gesamtzellextraktes (Probe
24 h nach Induktion) aus der anaerob induzierten Kultur von C. freundii/pTMI1 zeigte
im Western-Blot (siche 2.22.1), dass auch unter anaeroben Bi,-produzierenden
Bedingungen das Hybridprotein sigTorA-IF gebildet worden war (siehe Abbildung
12 B). Der Nachweis des Hiss-Tags erfolgte mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem
Ni**-NTA-Konjugat. Auch in diesem Fall wurde ein histidinhaltiges Wirtsprotein aus
C. freundii bei der Behandlung mitangefarbt. Damit konnte ebenfalls in dem
Bi»-Produzenten C. freundii die heterolge Produktion von sigTorA-IF nachgewiesen
werden.

Das Bj; im Cytoplasma einer Bakterienzelle soll nach dem entwickelten Modell
zusammen mit dem Intrinsic Faktor ins Periplasma transloziert werden. Nachdem
gezeigt worden ist, dass der Intrinsic Faktors sowohl in nicht Bi,-produzierenden
E. coli-Stimmen (DHS5a und JM109) als auch in dem Bj,-Produzenten C. freundii
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heterolog gebildet wurde, war es notwendig den Transport von IF ins Periplasma
nachzuweisen. Da das sigTorA-IF sowohl in den Gesamtzellextrakten von
E. coli/pTM1, als auch von C. freundii/pTMI1 nur in geringen Mengen detektiert wurde,
konnte von einer noch geringeren Konzentration des Hybridproteins im Periplasma
ausgegangen werden. Daher erschien eine Konzentrierung vor der Western-Blot-

Analyse notwendig.

3.2.2 Experimente zum Nachweis der periplasmatischen Translokation des

sigTorA-IF-Hybridproteins

Der C-terminale klonierte Hise-Tag des sigtord-if-Gens ermoglicht nicht nur die
Detektion des Zielproteins im Western-Blot, sondern bietet auch die Moglichkeit das
sigTorA-IF Protein iiber Metall-Chelat-Affinititschromatographie mittels Ni*"-NTA-
Agarose zu reinigen. Mit dieser Reinigung ist gleichzeitig auch die Konzentrierung des
Proteins verbunden. Um zu iiberpriifen, ob die Reinigungsmethode iiber Ni*'-NTA-
Agarose fiir dieses Hybridprotein auch zu einer Konzentrierung von sigTorA-IF fiihrt,
wurde die Reinigung mittels Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie zundchst an

Rohextrakten und erst spiter an periplasmatischen Fraktionen vorgenommen.

3.2.2.1 Nachweis des Intrinsic Faktors im Rohextrakt nach NiZ'-NTA-Affinitiits-

chromatographie

Nach der Produktion des sigTorA-IF Proteins mit Hilfe des Plasmids pTMI in E. coli
DH5a wurden die Zellen aufgeschlossen und der Rohextrakt daraus prapariert (siche
2.15.2). Das Enzym konnte dann aus dem Rohextrakt iiber den C-terminalen Hise-Tag
durch eine Metall-Chelat-A ffinititschromatographie mittels Ni*-NTA-Agarose unter

nativen Bedingungen konzentriert werden (sieche 2.21.1.2).
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Abbildung 13: SDS-PAGE-Analyse der Konzentrierung des sigTorA-IF Proteins
aus dem Rohextrakt iiber Affinititschromatographie an Ni*'-
NTA-Agarose unter nativen Bedingungen

Das 12 % ige SDS-Gel wurde mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt.

Spur 1:  Proteinstandard

Spur 2:  Durchlauf

Spur 3-4: Waschfraktion 1 und 2
Spur 5-8: Eluat 1-4

Wie man aus Abbildung 13 entnehmen kann, konnte das Protein durch
Affinititschromatographie an Ni*-NTA-Agarose nicht erfolgreich gereinigt und
konzentriert werden. Trotz der geringen Konzentration an Imidazol wéhrend der
Bindung und der Waschschritte, konnte eine Bindung von kontaminierenden Proteinen
an die Ni*’-NTA-Matrix nicht verhindert werden. Die Eluate (siche Abbildung 13,
Spuren 5-8) beinhalteten trotz der beiden Waschschritte noch groe Mengen an
Fremdprotein. In den vier Spuren der Eluate war zwar eine schwache Bande bei 55 kDa
zu erkennen, die in den letzten beiden Schritten noch stirker hervortrat, aber parallel
dazu wurde eine Vielzahl von Fremdproteinen ebenfalls eluiert.

Die Konzentrierung von sigTorA-IF aus dem Rohextrakt mittels Ni*"-NTA-Agarose
nach der Expression der korrespondierenden Gene in E. coli DH5a wurde anschlieend
unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt (sieche 2.21.1.3), da die native
Konzentrierung zu keinem Reinigungserfolg gefiihrt hatte. Die denaturierende Methode
ermOglicht es, sowohl unlésliche als auch Proteine, bei denen der Hisg-Tag aufgrund der
Proteinstruktur nicht frei zuginglich ist, einzusetzen. Der Hiss-Tag wird dabei
vollstindig entfaltet, so dass die Bindung an die Ni-NTA-Matrix verbessert und somit
die Effizienz der Konzentrierung erhoht wird (WINGFIELD, 1995). Der Rohextrakt
wurde ebenfalls, wie bei der Konzentrierung unter nativen Voraussetzungen
beschrieben, pripariert und anschlieBend zur Konzentrierung auf eine Ni*'-NTA-

Agarosesdule aufgetragen.



Experimente und Ergebnisse 75

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 kDa

94
67

43
30
20,1 — °
14,4 —

i
([1]

Abbildung 14: SDS-PAGE-Analyse der Konzentrierung des sigTorA-IF Proteins
aus dem Rohextrakt iiber Affinititschromatographie an Ni**-
NTA-Agarose unter denaturierenden Bedingungen

Das 12% ige SDS-Gel wurde mit Coomassie-Brilliant-Blue geférbt.

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Durchlauf

Spur 3-4:  Waschfraktion 1 und 2
Spur 5-8:  Eluat 1-4

Spur 9-10: Eluat 5-6

Aus Abbildung 14 wird deutlich, dass neben dem sigTorA-IF noch eine Reihe weiterer
Proteine unspezifisch an das Sé&ulenmaterial gebunden hatten. Die insgesamt vier
Waschschritte reichten nicht aus, um die zusétzlich an die Sdule gebundenen
Fremdproteine abzutrennen. Dennoch ist im Vergleich zur Konzentrierung unter nativen
Bedingungen zu erkennen, dass insgesamt zwei Banden, eine bei 55 kDa und eine
kleinere Bande bei 10 kDa (siehe Abbildung 14, Spur 5-10), eine deutlich hohere
Intensitdt im Vergleich zu den restlichen Proteinen aufwiesen. Die Methode unter
denaturierenden Bedingungen flihrte demnach zu einer Verbesserung der
Konzentrierungseffizienz des sigTorA-IF Hybridproteins.

Anschliefend wurden die Proben aus den beiden Konzentrierungsprozeduren im
Western-Blot analysiert. Mit Hilfe der Ni*"-NTA-Konjugatfarbung konnte die Identitit
der 55 kDa sigTorA-IF Bande nachgewiesen werden. Die grofite Menge an Protein
enthielten zwei Eluate aus der denaturierenden Aufreinigung. Da das sigTorA-IF
Protein nach der Produktion nicht in unldslichen Aggregaten vorliegt, kann davon
ausgegangen werden, dass der Hiss-Tag ohne Zusatz von denaturierenden Agenzien
nicht vollstandig zugdnglich ist. Es lieB sich also festhalten, dass eine Konzentrierung
tiber Metall-Chelat-Affinitdtschromatographie moglich ist. In weiteren Experimenten
sollte eine Konzentrierung des sigTorA-IF aus dem Periplasma deshalb nach der

Methode unter denaturierenden Bedingungen erfolgen.



Experimente und Ergebnisse 76

denaturierende Bed. native Bed.

| | |
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kDa
81 — -
47,7 — —— - «— 55
346 — W
28,3 — ‘ - —
19,2 — 8

Abbildung 15: Nachweis des C-terminalen His¢-Tags des konzentrierten Proteins
sigTorA-IF mit Hilfe der Ni2+-NTA-K0njugat-Féirbung

Dargestellt ist eine mit Ni*'-NTA-Konjugat gefirbte Nitrocellulose-Membran (siche 2.23.1.1) nach

Transfer der Proteine aus einem 12 %igen SDS-Gel.

Spur 1:  Proteinstandard

Spur 2:  Waschschritt 2 aus der Konzentrierung unter denaturierenden Bedingungen
Spur 3-6: Eluate 3-6 aus der Konzentrierung unter denaturierenden Bedingungen
Spur 7-9: Eluate 2-4 aus der Konzentrierung unter nativen Bedingungen

3.2.2.2 Nachweis des Intrinsic Faktors im Periplasma nach Ni*-NTA-
Affinititschromatographie

Voraussetzung fiir einen Bj,-Exporter ist die Translokation des Bindeproteins ins
Periplasma. Im Folgenden sollte der Transport des sigTorA-IF Proteins aus dem
Cytoplasma ins Periplasma nachgewiesen werden. Dazu wurden Induktionsexperimente
in E. coli und C. freundii durchgefiihrt und das Periplasma zunichst nach dem Protokoll
von SAMBROCK et al., 1989 prapariert (siche 2.15.5.1).

3.2.2.3 Konzentrierung des Intrinsic Faktors unter denaturierenden Bedingungen

Es wurde eine Konzentrierung von sigTorA-IF im Periplasma angestrebt, um die
Detektion des Hybridproteins in dieser Fraktion zu erleichtern. Die Anzucht der
E. coli/lpTM1-Kulturen erfolgte wie unter 2.14.1 beschrieben in einem Volumen von
500 ml. Drei Stunden nach Induktion der Kultur mit Arabinose wurden die Zellen
geerntet und anschlieBend das Periplasma prépariert (sieche 2.15.5.1). Das sigTorA-IF
Protein der periplasmatischen Fraktion konnte anschlieBend mit Hilfe des Hise-Tags
{iber die Ni*"-NTA-Affinititschromatographie konzentriert werden (siche 2.21.1.3).
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Abbildung 16: SDS-PAGE-Analyse der Konzentrierung des sigTorA-IF Proteins
aus dem Periplasma iiber Affinititschromatographie an
N i2+-NTA-Agarose unter denaturierenden Bedingungen

Die Farbung des SDS-Gels erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Spur 1:  Proteinstandard
Spur 2:  Waschfraktion der Konzentrierung unter denaturierenden Bedingungen
Spur 3-6: Eluate 1-4 aus der Konzentrierung unter denaturierenden Bedingungen

Die SDS-PAGE-Analyse zeigte, dass bereits im Waschschritt eine Bande im Bereich
von 55 kDa des sigTorA-IF auftrat(siche Abbildung 16, Spur 2), die sich auch in den
Eluaten wiederfand (siche Abbildung 16, Spuren 3-6). Zusitzlich wurden in der letzten
Elutionsfraktion noch zwei kleinere Proteine (36 kDa und 16 kDa) von der Séule
abgeldst, wobei es sich vermutlich um die unspezifische Bindung eines Wirtsproteins
mit Histidin-Resten handelte. Die Identitidt des SigTorA-IF Proteins konnte in dem
korrespondierenden Western-Blot in Eluatfraktion 2 nachgewiesen werden (siche
Abbildung 17 A, Spur 6). In allen anderen Fraktionen der Konzentrierung des
Periplasmas wurde kein Signal erhalten. Die Proben aus der Eluaten 1-4 wurden
anschliefend zusammen tiiber Ausschlusschromatographie mit Hilfe von Centrisart-
Rohrchen (siehe 2.17.2) weiter konzentriert und erneut einer Western-Blot-Analyse
unterzogen (siehe 2.22.1). Wie in Abbildung 17 zu erkennen, konnte in der
Eluatfraktion eine schwache Bande bei etwa 50 kDa und zwei weitere bei 33 kDa und
23 kDa (siche Abbildung 17, Spur 2) detektiert werden. Bei diesen zusitzlichen Banden
konnte es sich wiederum um histidinhaltige E. coli Wirtsproteine handeln oder aber um

Degradationsprodukte des sigTorA-IF-Fusionsproteins.
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Abbildung 17: Western-Blot-Analysen zum Nachweis von sigTorA-IF im
Periplasma nach Konzentrierung iiber Affinitéits-
chromatographie an Ni2+-NTA-Agarose (A) und Einengung iiber
Centrisart-Rohrchen (B)

(A) Uber Affinititschromatographie konzentriertes sigTorA-IF wurde mit Hilfe des C-terminalen
His¢-Tags nachgewiesen.

Dargestellt ist eine PVDF-Membran nach Transfer der Proteine aus einem 12 %igen SDS-PAGE (siche
2.18.1).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Waschfraktion der Konzentrierung des Periplasmas unter denaturierenden Bedingungen
Spur 3 und 4: Eluat 3 und 4 der Konzentrierung des Periplasmas unter denaturierenden Bedingungen
Spur 5 und 6: Eluat 1 und 2 der Konzentrierung des Periplasmas unter denaturierenden Bedingungen

(B) Nachweis des iiber Ausschlusschromatographie weiter konzentrierten sigtorA-IF im Western-Blot.
Dargestellt ist eine Ni*'-NTA-Konjugat gefirbte PVDF Membran (siche 2.23.1.1) nach Transfer der
Proteine aus einem 12 %igen SDS-Gel (siche 2.18.1).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Eluatfraktionen 1-4 aus (A) weiter eingeengt

Die Konzentrierung des sigTorA-IF iiber Ni*'-NTA-Affinititschromatographie und die
anschlieBende weitere Einengung der erhaltenen Eluate mit Hilfe der Centrisart-
Rohrchen ermdglichten es, dass Hybridprotein im Periplasma nachzuweisen. Dennoch
konnte nur ein geringer Konzentrierungserfolg verzeichnet werden. Aus diesem Grund
sollte nach einer alternativen Methode gesucht werden, um die Menge von sigTorA-IF
im Periplasma signifikant zu erh6hen und damit die Detektion des Proteins im Western-
Blot zu verbessern.

Im weiteren wurde an Stelle von Affinitits- und Ausschlusschromatographie die
fraktionierte Ammoniumsulfat-Féllung zur Konzentrierung von sigTorA-IF aus der
periplasmatischen Fraktion eingesetzt. Die Anzucht von E. coli/pTM1 erfolgte in
500 ml LB-Medium. AnschlieBend wurde das Periplasma, wie unter 2.15.5.2
beschrieben, pripariert. Die Féllung der Proteine erfolgte in 10 % Schritten (siehe
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2.21.1.5). Darauthin wurden Proben aus den einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE

aufgetrennt und einem Western-Immunoblot unterzogen (siehe 2.22.1).
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Abbildung 18: Analyse der Anreicherung von sigTorA-IF im Periplasma mittels
Ammoniumsulfatfillung durch SDS-PAGE (A) und Western-
Blot (B)
(A) SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie-Blau wurden wie unter 2.18.1 und 2.19.1 durchgefiihrt.
Spur 1: nativer IF aus dem Schwein
Spur 2: Proteinstandard
Spur 3: Periplasma-Probe aus der Séttigung mit 60 % Ammoniumsulfat

Spur 4: Periplasma-Probe aus der Séttigung mit 70 % Ammoniumsulfat
Spur 5: Periplasma-Probe aus der Sattigung mit 80 % Ammoniumsulfat

(B) Dargestellt ist eine mit polyklonalen IF-spezifischen Antikdrpern behandelte PVDF-Membran.
Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: nativer IF aus dem Schwein

Spur 3: Periplasma-Probe aus der Sattigung mit 60 % Ammoniumsulfat

Spur 4: Periplasma-Probe aus der Sattigung mit 70 % Ammoniumsulfat

Spur 5: Periplasma-Probe aus der Sattigung mit 80 % Ammoniumsulfat

Dabei zeigte sich, dass nur die periplasmatischen Proben aus der Sattigung mit 60-80 %
Ammoniumsulfat auch im Western-Blot ein Signal fiir das sigTorA-IF Hybridprotein
bei etwa 55 kDa lieferten. Diese Proben enthielten noch zwei weitere kleinere Banden,
eine bei 40 kDa und eine bei 33 kDa. Das starkste Signal bei 55 kDa enthielt die
Fraktion aus der Sittigung mit 60 % Ammoniumsulfat. Allerdings fithrte auch diese
Methode nicht zu einer signifikant hoheren Konzentration des sigTorA-IF
Hybridproteins im  Periplasma. Diese Methode wurde ebenfalls unter
Bis-produzierenden Bedingungen in C. freundii/pTM1 durchgefiihrt. Dies ergab
hinsichtlich der Menge an transloziertem sigTorA-IF im Periplasma ein vergleichbares

Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
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Ferner wurden verschiedene Methoden zur Préparation des Periplasma ausprobiert.
Keine der unter 2.15.5 beschriebenen Methoden fiihrte zu einer gesteigerten Menge an
detektierbarem sigTorA-IF-Fusionsprotein im Periplasma.

Trotz der geringen Menge an Intrinsic Faktor, der im Periplasma nachgewiesen werden
konnte, sollte untersucht werden, ob es durch den Einsatz des Bj;-Exporters zu einem
Transport des Coenzym Bj, ins Periplasma kommt. Mit Hilfe des Bi,-Plattentests
(KRZYCKI und ZEIKUS, 1980; modifiziert) ist es moglich, Corrinoide quantitativ
nachzuweisen (siehe 2.27.1). Im folgenden sollte der Gehalt an B;; in der
periplasmatischen Fraktion verschiedener Stimme von C. freundii bestimmt werden.
Die Anzucht von C. freundii/pTM1, C. freundii/pER1 und dem Wildtyp von C. freundii
erfolgte anaerob in 500 ml Mineralmedium (sieche 2.2.1) und die Expression von
sigtorA-if in pTM1 wurde mit Arabinose induziert. Um einen gemeinsamen
Bezugspunkt zu haben, wurden die préparierten periplasmatischen Proben (siche
2.15.5.4) anschlieBend alle auf die gleiche Proteinkonzentration eingestellt (0,6 mg/ml).
Die Auswertung der Platten zeigte, dass im Periplasma von C. freundii/pTM1 im

Vergleich zu C. freundii/pER1 und dem Wildtyp kein B, nachgewiesen werden konnte.

3.2.3 Variation des Transportweges

Der Transport des Intrinsic Faktors ins Periplasma wurde mit Hilfe der Signalsequenz
der periplasmatischen TMAO-Reduktase durchgefiihrt. Der Transport erfolgte dabei
iiber den Tat-Weg. Der Austausch dieser Signalsequenz sollte kldren, ob durch die
Nutzung eines anderen Transportweges mehr IF ins Periplasma transloziert wird.
Deshalb wurde die tord4- gegen die pel/B-Signalsequenz ersetzt. Das pe/B-Gen kodiert
fiir die periplasmatisch lokalisierte Pektat-Lyase B aus Erwinia caratovora (LEI et al.,
1987). Diese Signalsequenz ermdglicht den Transport des rekombinanten Proteins ins
Periplasma iiber den sogenannten Sec-Weg.

Der eingesetzte Vektor pET20b(+) gehort zu den Vektoren der pET-Serie und besitzt
eine pelB-Signalsequenz Das pET-System ist ein hidufig verwendetes System zur
Produktion rekombinanter Proteine in E. coli. Es basiert auf dem T7-RNA-
Polymerase/Promotor-System, das durch IPTG induzierbar ist. Der verwendete
Wirtsstamm ist E. coli BL21(DE3), der das Gen fiir die T7-RNA-Polymerase unter der
Kontrolle des lacUV5 Promotors auf dem Chromosom tragt (STUDIER et al., 1990).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung des Vektors pTM4

Fiir die Klonierung in den Vektor pET20b(+) wurde das if~Gen iiber PCR mit den
Oligonukleotiden IF/EcoRI und IF/HindIllr sowie dem Plasmid pHIF als Matrize amplifiziert
(siche Tabelle 3 und Tabelle 2). Die Anlagerung der Oligonukleotide erfolgte bei 60 °C fiir
1 min. Es schloss sich eine Polymerisation der DNA bei 72 °C fiir 1:15 min an, wobei 25
Zyklen durchlaufen wurden. Das amplifizierte if~Gen wies am 5’-Ende eine Erkennungsstelle
fiir das Restriktionsenzym FEcoRl und am 3’-Ende eine Erkennungsstelle fiir das
Restriktionsenzym Hindlll auf. Das gereinigte PCR-Produkt wurde ebenso wie der Vektor mit
den Enzymen EcoRI und Hindlll verdaut in den Vektor pET20b(+) ligiert. Die korrekte
Insertion wurde durch Sequenzierung bestétigt. Das entsprechende Konstrukt wurde als pTM4
bezeichnet (sieche Tabelle 2).

Fiir die Produktion des IF wurde eine 100 ml-Kultur von E. coli BL21 (DE3)/pTM4,
wie unter 2.14.2 beschrieben, angezogen. Anschliefend erfolgte die Priparation des
Periplasmas (siehe 2.15.5.2). Es wurden Gesamtzellextrakt- und Periplasma-Proben
nach der Auftrennung im SDS-Gel auf eine PVDF-Membranen iibertragen und zum
einen mit Ni*-NTA-Konjugat und zum anderen mit polyklonalen gegen IF gerichteten
Antikorpern behandelt (siehe 2.23.1.2). Dabei erbrachte die Firbung mit Ni*'-NTA-
Konjugat weder im Gesamtzellextrakt noch im Periplasma ein Signal im erwarteten
Molekularmassenbereich von 55 kDa. Die Behandlung mit den polyklonalen
Antikorpern zeigte hingegen nur im Gesamtzellextrakt eine schwache 55 kDa Bande
von sigTorA-IF (Daten nicht gezeigt). Dies lieB die Vermutung zu, dass zwar eine
Expression stattgefunden hatte, aber nur geringe Mengen an rekombinantem IF Protein
vorlagen. Ein Transport dieses Proteins ins Periplasma konnte nicht nachgewiesen
werden. Somit fiihrte die Variation des Transportweges zu keiner verbesserten

Translokation von IF ins Periplasma.
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3.3 Studien zum Nachweis der Bindung von B, an den IF

Fiir die Analyse der Bj;-Bindung wéhrend der Translokation wurde zur Erhéhung der
Detektionseffizienz '*C -radioaktiv markiertes Coenzym B, hergestellt (siche 2.26).
E. coli DH5a/pTM1 wurde wie unter 2.14.1 beschrieben in 100 ml LB-Medium
angezogen. Zeitgleich zur Induktion erfolgte die Zugabe von '*C-Coenzym By,. Die
Radioaktivitit der eingesetzten Coenzym B;; Menge pro Experiment betrug
91-181,7 Becquerel. Zusitzlich fand ein weiteres Experimente mit Kulturen von
E. coli/pTM1 und als Kontrolle E. coli/pER1 in Medien mit einem Uberschuss von
Coenzym By, statt (10 mg bzw. 100 mg/l). Eine Bindung von Bj, zeichnet sich dabei
durch eine rote Bande im nativen Gel aus. Die anschliefend préparierten Rohextrakte
(siehe 2.15.2) wurden in einer nativen Gradienten-PAGE, bei dem der Cofaktor nicht
von seinem Bindeprotein abgelost wird, aufgetrennt. Bei keinem der beiden
Experimente konnte eine Bindung des Bj; an den Intrinsic Faktor nachgewiesen
werden. Da sich bereits in den Rohextrakten keine Radioaktivitat mehr bestimmen lieB3,
wurde daraus gefolgert, dass die Radioaktivitit des hergestellten '*C-Coenzym B fiir
dieses Experiment zu gering war. Nicht auller acht zu lassen ist aulerdem die Tatsache,
dass insgesamt nur geringe Mengen an [F-Bindeprotein in den Zellen detektiert werden
konnten, so dass letztlich zu wenig IF fiir den Nachweis der Bj;-Bindung mit

radioaktivem Coenzym-B; zur Verfligung standen.

3.3.1 Abhingigkeit der Corrinoidproduktion von verschiedenen C.freundii-

Staimmen in An- und Abwesenheit von heterolog produziertem IF

Durch quantitative Bestimmung des Corrinoidgehaltes wurde der Einfluss der
heterologen Produktion des Intrinsic Faktors auf die Produktion von Bj; in vier
verschiedenen C. freundii-Stimmen untersucht. Dabei sollte analysiert werden, ob die
Bindung von B, an IF und der geringe Export aus der Zelle durch Abfall der internen
Bi>-Konzentration zu einer verstirkten Produktion von B, fiihrt. Hierzu wurden
C. freundii-Kulturen mit den IF-Plasmiden pTM1 und pHIF und die Negativkontrollen
C. freundii/pSK und C. freundii/pMPM-T4 (sieche Tabelle 2) anaerob in 500 ml
Mineralmedium (sieche 2.2.1) mit den entsprechenden Antibiotika inkubiert und die
Genexpression induziert. Die Anzucht erfolgte unter Bi,-produzierenden Bedingungen
(sieche 3.2.1 und 2.14.1). Nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurden die in
den préparierten Rohextrakten (siehe 2.15.2) enthaltenen Corrinoide in die 16sliche
Dicyano-Form umgesetzt und storende Komponenten wie Proteine und Lipide
ausgefillt. Zur Bestimmung der Corrinoide wurde ein Spektrum der zuvor

aufgearbeiteten Proben zwischen 350 und 650 nm aufgenommen (siche 2.27.2).



Experimente und Ergebnisse 83

Tabelle 9: Mittelwerte der B;;-Konzentrationen im Rohextrakt aus der
verschiedenen C. freundii-Kulturen

Organismus Mittelwert

Bi;-Konzentration [pg/mg Protein]

C. freundii/pTM1 0,47
C. freundii/pHIF 0,63
C. freundiilpMPM-T4Q 0,40
C. freundii/pSK+ 0,48

Es konnte gezeigt werden, dass die geringe Bildung von IF in C. freundi/pTMI
gegeniiber der Kontrolle C. freundi/lpMPM-T4Q eine um 17 % gesteigerte Produktion
von B, aufwies. Im Vergleich zum Experiment mit C. freundi/pSK konnte keine
Steigerung festgestellt werden. Dagegen enthielten die Rohextrakte der Kulturen, die
mit dem Plasmid pHIF angezogen worden waren, die groite Menge an Bj,. Somit kann
festgehalten werden, dass die geringe Produktion von IF wahrscheinlich mit einer

Steigerung der Bj,-Produktion verbunden ist.

Zusammenfassend lieB sich feststellen, dass der Einsatz des IF als Bj;-Bindeprotein in
dem Exporter-Modell zu keiner detektierbaren Menge an Bj, im Periplasma gefiihrt
hatte. Das wiederum konnte damit zusammenhingen, dass nur sehr wenig IF im
Periplasma nachgewiesen werden konnte. Damit schien der IF ungeeignet fiir den
Einsatz im B,-Exporter-Modell. Weitere Studien wurden deshalb mit dem alternativen
B >-Bindeprotein MutB durchgefiihrt.

3.4 Experimente zum Nachweis der Expression der sigtorA-mutB-
Genfusion und des korrespondierenden Genproduktes

Anfanglich sollte die heterologe Expression des Fusionsgens sigtorA-mutB aus dem
Konstrukt pMBS5 (siehe 3.1.1.2; BOLM, 2000) in verschiedenen E. coli-Stimmen
bestdtigt werden. Erste Experimente wurden in E. coli BL21 (DE3)/pMB5 und
JIM109/pMB5  durchgefiihrt. Die Anzucht in 50 ml LB-Medium erfolgte wie unter
2.13.1 beschrieben und die Expression der Gene wurde mit Arabinose induziert. Die
SDS-PAGE-Analyse, der vor und nach Induktion der Genexpression genommenen
Proben zeigte, dass im Laufe des Experiments eine zusétzliche Proteinbande mit einer
Molekularmasse von 94 kDa auftrat (siche Abbildung 20). Diese entsprach der aus der
Sequenz von torA-mutB abgeleiteten Molekularmasse. Damit konnte die heterologe

Expression von sigforA-mutB in den beiden E. coli-Stimmen bestdtigt werden.
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Abbildung 20: SDS-PAGE-Analyse der Produktion des Fusionsproteins sigTorA-
MutB in E. coli BL21(DE3) und JM109
Dargestellt ist ein 12 %iges SDS-Gel, das mit Coomassie-Blau gefarbt wurde (siehe 2.18.1 und 2.19.1).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Gesamtzellextrakt E. coli IM109/pMBS5 direkt nach Induktion

Spur 3: Gesamtzellextrakt E. coli IM109/pMBS5 1 h nach Induktion

Spur 4: Gesamtzellextrakt E. coli IM109/pMBS5 2 h nach Induktion

Spur 5: Gesamtzellextrakt E. coli IM109/pMBS 3 h nach Induktion

Spur 6: Gesamtzellextrakt E. coli BL21 (DE3)/pMBS direkt nach Induktion
Spur 7: Gesamtzellextrakt E. coli BL21 (DE3)/pMBS 1 h nach Induktion
Spur 8: Gesamtzellextrakt E. coli BL21 (DE3)/pMBS5 2 h nach Induktion
Spur 9: Gesamtzellextrakt E. coli BL21 (DE3)/pMBS5 3 h nach Induktion

Im weiteren erfolgten Expressionsstudien in den beiden Bi;-Produzenten C. freundii
und S. yyphimurium TA100, die zundchst aerob unter nicht Bj;-produzierenden
Bedingungen durchgefiihrt wurden (siehe 3.2.1). Dabei wurden die C. freundii-Kulturen
in Hefe-Pepton-Medium (siehe 2.2.2) und die S. syphimurium-Kulturen in LB-Medium
angezogen (siche 2.14.1). Bei der SDS-PAGE-Analyse des Verlaufs des
Expressionsversuches liel sich ebenfalls nach Induktion mit Arabinose eine zusitzliche
Bande im Molekularmassenbereich von sigTorA-MutB nachweisen (94 kDa; siche
Abbildung 21 und Abbildung 22). Die groflte Proteinmenge von sigTorA-MutB wies
C. freundii/pMB5 1 h nach Induktion auf (siche Abbildung 21, Spur 4).
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Abbildung 21: Analyse der Produktion von sigTorA-MutB in C. freundii im
SDS-Gel

Dargestellt ist ein 12 %iges SDS-Gel, das mit Coomassie-Blau gefarbt wurde (siehe 2.18.1 und 2.19.1).
Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Gesamtzellextrakt C. freundii/pMBS5 direkt nach Induktion

Spur 3: Gesamtzellextrakt C. freundii/pMBS5 1 h nach Induktion

Spur 4: Gesamtzellextrakt C. freundii/pMBS5 2,5 h nach Induktion

Spur 5: Gesamtzellextrakt C. freundii/pMB5 3,5 h nach Induktion

Die Analyse des Proteinmusters der Proben aus der Expression der sigtorA-mutB-
Genfusion in S. typhimurium zeigte im SDS-PAGE, dass bereits nach 30 min eine
zusdtzliche sigTorA-MutB Bande auftrat und 2 h nach Induktion die maximale
Produktionsmenge des Fusionsproteins erreicht war (siche Abbildung 22, Spur 4). Die
Identitdt der SigTorA-MutB-Fusionsproteine aus den beiden Experimenten wurde
anschlieend durch Western-Blot-Analysen mit Antikorpern bestdtigt, die gegen den
Hisg-Tag gerichtet waren (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Expression von sigftorA-mutB in dem Bi,-Produzenten E. blattae war zunichst
die Umklonierung des Fusionsgens in einen Vektor mit anderem Selektionsmarker
notwendig, da der Wildtyp von E. blattae bereits eine natiirliche Resistenz gegen
Tetracyclin aufweist. Aus diesem Grunde wurde als Expressionsvektor das Plasmid
pMPM-A4Q mit Ampicillin-Resistenz ausgewihlt (sieche Abbildung 3). Es gehort zur
gleichen Gruppe wie der Vektor pMPM-T4Q (siche Abbildung 2). Fiir die
Umklonierung von sigtorA-mutB aus dem Vektor pMPM-T4Q wurde die entscheidende
Sequenz mit Hilfe des Restriktionsenzyms Xbal herausgeschnitten und iiber diese
Schnittstelle in pMPM-A4Q kloniert. Dabei wurde auch ein 2 kb-Stiick aus dem Vektor
eliminiert und damit das Q-Interposon entfernt. Durch Sequenzierung konnte die
korrekte Insertion von sigtorA-mutB bestitigt werden. Das Konstrukt wurde als pTM3

bezeichnet.
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Abbildung 22: SDS-PAGE-Analyse der Produktion von sigTorA-MutB in
S. typhimurium TA100

Das 12 %ige SDS-Gel war anschlieBend mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt worden (siche. 2.18.1 und
2.19.1).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Gesamtzellextrakt S. typhimurium TA100/pMBS direkt nach Induktion

Spur 3: Gesamtzellextrakt S. typhimurium TA100/pMBS5 0,5 h nach Induktion

Spur 4: Gesamtzellextrakt S. typhimurium TA100/pMBS 2 h nach Induktion

Spur 5: Gesamtzellextrakt S. typhimurium TA100/pMBS5 3 h nach Induktion
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Abbildung 23: Schematische Darstellung des Vektors pTM3

Zunichst wurde wie bei C. freundii die aerobe Expression des Fusionsproteins in
E. blattae/pTM3 im 100 ml-MaBstab untersucht (siche 2.14.1). Die SDS-PAGE-
Analyse der wihrend des Wachstums gezogenen Proben liel eindeutig eine zusétzliche
Proteinbande im Molekularmassenbereich des Hybridproteins sigTorA-MutB nach
Induktion der Genexpression erkennen (94 kDa; siehe Abbildung 24, Spur 3). Im
Vergleich dazu liel sich in der Negativ-Kontrolle (E. blattae Wildtyp), die unter den

gleichen Bedingungen angezogen worden war, keine zusétzliche Proteinbande in
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diesem Bereich erkennen (Daten nicht gezeigt). Eine Expression der sigtorA-mutB-
Genfusion und die Bildung des korrespondierenden Genproduktes konnte mit Hilfe des
Konstruktes pTM3 in E. blattae erfolgen.
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Abbildung 24: Analyse der Produktion von sigTorA-MutB in E. blattae im SDS-
PAGE
Das 12 %ige SDS-Gel wurde mit Coomassie-Blau geférbt (sieche 2.18.1 und 2.19.1).

Spur 1: Proteinstandard
Spur 2: Gesamtzellextrakt E. blattae/pTM3 direkt vor Induktion mit 0,5 % Arabinose
Spur 3: Gesamtzellextrakt E. blattae/pTM3 3 h nach Induktion mit 0,5 % Arabinose

Damit war belegt, dass eine starke heterologe Produktion des sigTorA-MutB-
Fusionsproteins in C. freundii, S. typhimurium TA100 und E. blattae stattfand.

3.4.1 Expression von sigtorA-mutB in Bj;-produzierenden Enterobakterien

Die Funktion des Bj;-Exporters setzt die Produktion der TorA-Signalsequenz mit dem
MutB-Bindeprotein in einem Bj;-produzierenden Organismus voraus. Aus diesem
Grunde wurde im folgenden die Expression der sigtorA-mutB-Genfusion unter
Bedingungen durchgefiihrt, die eine Bj;-Produktion der Wirtsstimme C. freundii und
E. blattae ermoglichen. Nicht nur C. freundii (siehe 3.2.1) sondern auch E. blattae ist in
der Lage Cobalamin de novo bei anaerobem Wachstum mit Glycerin als einziger
Energie- und Kohlenstoffquelle zu synthetisieren. Die Glycerin-Dehydratase ist ein
Bi;-abhédngiges Enzym und setzt Glycerin zu B-Hydroxypropionaldehyd um, das zu
1,3-Propandiol reduziert werden kann. Durch diese Reaktion kommt es zu einem
Ausgleich der Reduktionsdquivalente, die durch die Oxidation von Glycerin zu
Dihydroxyacetonphosphat mit Hilfe der Glycerin-Dehydrogenase angefallen sind.
Enthélt das Kulturmedium also kein zuséitzliches Bi,, so mul3 E. blattae wie auch
C. freundii fiir ein anaerobes Wachstum mit Glycerin das Coenzym selbst
synthetisieren. (LAWRENCE et al., 1996; ROTH et al., 1996).
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3.4.1.1 Expression in C. freundii

Hierzu wurde C. freundii/pMBS5 in 500 ml-Mafstab unter anaeroben Bedingungen mit
Glycerin als alleinige Kohlenstoff- und Energiequelle kultiviert (siche 2.14.1). Da das
eingesetzte Mineralmedium kein B, enthielt, war ein Wachstum des Organismus mit
dieser Kohlenstoff-Quelle nur bei gleichzeitiger Produktion von B> moglich (siehe
3.2.1). Nach Induktion der Zellen mit Arabinose wurden diese noch fiir weitere 18 h
inkubiert und die Produktion des Fusionsproteins durch Probennahme zu verschiedenen
Zeitpunkten verfolgt. Die Analyse des Proteinmusters der Proben im SDS-PAGE lief3
erkennen, dass im Verlauf des Wachstums der Zellen nach Induktion eine zusétzliche
Bande bei etwa 94 kDa hervortrat, die aufgrund der Molekularmasse dem

Fusionsprotein zuzuordnen war (siche Abbildung 25, Spur 3 und 4). Die Expression der
konnte damit belegt werden.
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Abbildung 25: Heterologe Produktion von sigTorA-MutB in C. freundii bei
gleichzeitiger Bildung von By,
Die Féarbung des 12 %igen SDS-Gels erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue (siche 2.18.1 und 2.19.1).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Gesamtzellextrakt C. freundii direkt nach Induktion
Spur 3: Gesamtzellextrakt C. freundii 2,5 h nach Induktion
Spur 4: Gesamtzellextrakt C. freundii 18 h nach Induktion

Der Nachweis der Produktion des Hybridproteins sigTorA-MutB in den
Bi>-Produzenten sollte anschlieBend durch Western-Blot-Analysen bestdtigt werden.
Dazu wurde Gesamtzellextrakt von C. freundii/pMB5-Kulturen, die anaerob in
Mineralmedium mit Glycerin gewachsenen waren, gelelektrophoretisch im SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine anschlieBend auf eine PVDF-Membran {ibertragen. Als
Negativ-Kontrolle wurden auch Gesamtzellextrakte von C. freundii/pER1, die unter den
gleichen Bedingungen kultiviert worden waren, mitgefithrt. Die dann folgende

Immunoprizipitation wurde mit monoklonalen gegen den Hisg-Tag gerichteten
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Antikorpern durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte wie unter 2.23.1.2 beschrieben. Dabei
trat ein starkes Signal bei 94 kDa auf, welches aufgrund der Molekularmasse dem
sigTorA-MutB Fusionsprotein zugeordnet werden konnte. (siche Abbildung 26,
Spur 2). Der Vergleich mit dem Gesamtzellextrakt von C. freundii/pER1, der nur das
Gen fir die forA-Signalsequenz auf dem Plasmid tragt, zeigte dagegen kein Signal
dieser Grofe (sieche Abbildung 26, Spur 3). Auf diese Weise konnte die Produktion des
sigTorA-MutB Fusionsproteins bei gleichzeitiger Bildung von B, bestétigt werden.
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Abbildung 26: Nachweis der anaeroben Produktion des Fusionsproteins
sigTorA-MutB durch Western-Blot-Analysen
Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Gesamtzellextrakt C. freundii/ pMBS5
Spur 3: Gesamtzellextrakt C. freundii/ pER1

Die Detektion des sigTorA-MutB Fusionsproteins erfolgte bislang mit Hilfe des
Hiss-Tags. Da die Verwendung von Ni*-NTA-Konjugat oder Penta-His-Antikorpern
bei der Immunodetektion oft zu einem starken Hintergrund fiihrten, sollte als weitere
Detektionsmoglichkeit das fluoreszierende ,,Green Fluorescent Protein* (GFPy)
eingesetzt werden. Das GFP der Qualle Aequorea victoria ist ein haufig genutztes
Markerprotein, um die Expression und Regulation von Genen zu untersuchen. Korrekt
gefaltetes GFP bildet ein stark fluoreszierendes internes Chromophor. Es wird ohne
Export-Signal synthetisiert (MARGOLIN, 2000). CRAMERI et al.,1996 konstruierten
ein synthetisches gfp-Gen, welches sich durch eine stirkere Fluoreszenz auszeichnete
und zudem im Gegensatz zum Wildtyp gfp-Gen besonders in E. coli kaum noch in

Einschlusskorpern aggregierte.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung des Vektors pTM6

Diese gfp.y Sequenz wurde C-terminal an die Sequenz fiir die sechs Histidinreste kloniert. Fiir
die Klonierung wurde das gfp,,-Gen iiber PCR (siche 2.8) mit den Primern f-GFP,,-Clal und
r GFP,,-Clal sowie dem Plasmid pBAD-GFP,, als Matrize amplifiziert (sicheTabelle 3 und
Tabelle 2). Die Anlagerung der degenerierten Primer wurde zunéchst fiir jeweils 45 s bei 53 °C
gefolgt von der Kettenverldgerung bei 72 °C fiir 1:35 min durchgefiihrt, wobei 3 Zyklen
durchlaufen wurden. Wahrend der folgenden 27 Zyklen lagerten sich die Primer bei 62 °C fiir
45 s an die DNA an. Die Bedingungen der Polymerisation wurden nicht verdndert. Mit Hilfe der
Oligonukleotide wurde sowohl 5°- als auch 3’-terminal die Erkennungssequenz fiir das Enzym
Clal eingefiihrt. Das erhaltene Fragment hatte eine Grofle von 760 bp. Weiterhin musste fiir die
Klonierung von gfp,, tiber PCR eine Clal-Schnittstelle hinter die Sequenz fiir den Hise-Tag in
den Vektor pTM3 eingefiihrt werden. Dabei kamen die Oligonukleotide f-mutB/ GFP-Apal und
r-mutB/ GFP-Clal und als Matrize das Plasmid pTM3 zum Einsatz (siche Tabelle 3 und 2). In
den ersten drei Zyklen konnten sich die degenerierten Oligonukleotide fiir 45 s bei 54 °C an die
DNA anlagern und die Kettenverldngerung erfolgte bei 72 °C fiir 45s. In den direkt
anschlieenden 27 Zyklen erfolgte die Anlagerung an das Matrize bei 58 °C fiir 45 s und die
Kettenverldngerung wie in den zuvor abgelaufenen 3 Zyklen. Die Grofle des erhaltenen PCR
Produkts betrug 313 bp. Nachdem die notwendige Clal-Schnittstelle mit Hilfe des
mutB-PCR-Produkt in den Vektor pTM3 eingefiihrt worden war, konnte die Klonierung des
gfp-PCR-Produkt iiber diese Clal-Schnittstelle in den Vektor pTM3 erfolgen. Die korrekte
Insertion wurde durch Sequenzierung bestétigt und das Konstrukt als pTM6 bezeichnet (siche
Tabelle 2 und

Abbildung 27).

3.4.1.2 Expression in E. blattae

Fiir die heterologe Expression der sigford-mutB-gfp-Genfusion in E. blattae wurde
zunichst der Vektor pTM6 durch Elektroporation iibertragen (siehe 2.10.1.3). Nach
erfolgreicher Expression unter aeroben Wachstumsbedingungen (Daten nicht gezeigt)
sollte 1m Folgenden die sigford-mutB-Genfusion unter Bj,-produzierenden-
Voraussetzungen exprimiert und die Produktion des korrespondierenden Genproduktes
durch Fluoreszenzmikroskopie {iberpriift werden. Der Expressionsversuch erfolgte
deshalb anaerob unter Bi,-synthetisierenden Voraussetzungen, im 500 ml-Ma@stab
(sieche 2.14.1). Dabei wurden sowohl Zellen aus induzierten, als auch nicht induzierten
Kulturen sowie als Kontrolle der Wildtyp von E. blattae unter dem

Fluoreszenzmikroskop analysiert. Wihrend bei den induzierten Kulturen von
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E. blattae/pTM6 nahezu alle Zellen fluoreszierten (siche Abbildung 28 A), leuchteten
bei den nicht induzierten Kulturen nur vereinzelt einige Zellen sehr schwach (siche
Abbildung 28 B). Bei den Wildtyp-Zellen war nach Induktion keine Fluoreszenz zu
beobachten (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis bestitigte die heterologe Produktion
des sigTorA-MutB-GFP Fusionsproteins in E. blattae unter B;-produzierenden

Voraussetzungen.

(A) (B)

Abbildung 28: Nachweis der Produktion von sigTorA-MutB mit dem Konstrukt
pTM6 in E. blattae durch Fluoreszenz
(A): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen aus induzierten Kulturen von E. blattae/pTM6

(B): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen aus nicht induzierten Kulturen von
E. blattae/pTM6

3.5 Experimente zur Lokalisation des Hybridproteins sigTorA-MutB im
Periplasma

Nachdem die Expression von sigtorA-mutB und damit auch die heterologe Produktion
des Fusionsproteins in verschiedenen Stimmen gezeigt werden konnte, war im weiteren
die Translokation des Bj-Bindeproteins ins Periplasma entscheidend. Vorerst wurde
der Transport bei aerober Anzucht der Zellen untersucht, da im Vergleich zu anaerob
gewachsenen Kulturen aufgrund der hoheren Energieausbeute hohere Zelldichten
erreicht werden und somit mehr Bi,-Bindeprotein transloziert werden kann. Die
Inkubation der 100 ml-Kulturen von E. coli BL21 (DE3)/pMB5 geschah wie unter
2.14.1 beschrieben in LB-Medium. AnschlieBend wurden sowohl die priparierte
periplasmatische Probe (siche 2.15.5.4) als auch das restliche Zellpellet einer Analyse
im Western-Blot unterzogen (siehe 2.22.1). Die Immunodetektion zeigte, dass die
periplasmatische Probe eine sigTorA-MutB-Bande im Bereich von 94 kDa aufwies
(sieche Abbildung 29, Spur 2), somit also eine Translokation des Fusionsproteins aus

dem Cytoplasma stattgefunden hatte. Bei dem Vergleich mit dem Rohextrakt (siche
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Abbildung 29, Spur 3) war allerdings zu erkennen, dass sich ein grofer Teil des
sigTorA-MutB-Hybridproteins noch im Cytoplasma oder der Membranfraktion befand.
Dies wurde auch durch die Untersuchungen nach Trennung in Cytoplasma- und
Membranfaktion bestétigt (siche 2.15.4).
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Abbildung 29: Nachweis der Translokation von sigTorA-MutB ins Periplasma
von E. coli BL21 (DE3) im Western-Immunoblot

Dargestellt ist eine mit monoklonalen gegen den Hiss-Tag-gerichteten Antikérpern behandelte PVDF-
Membran.

Spur 1: Proteinstandard
Spur 2: Periplasma E. coli BL21 (DE3)/pMB5
Spur 3: Zellpellet E. coli BL21 (DE3)/pMB5

3.5.1 Umklonierung von sigtorA-mutB in den Vektor pASK-IBA3

Der Nachweis von sigTorA-MutB im Periplasma von E. blattae durch Western-Blot-
Analysen mit Hilfe des gegen den Hise-Tag-gerichteten Antikdrpers wurde, wie bereits
erwihnt, oft durch eine starke Hintergrundreaktion erschwert. Daher wurde im weiteren
versucht, diesen Nachweis durch ein anderes Detektionssystem zu ersetzten. Hierzu
wurde ein Strep-Tagll verwendet, der aus dem Vektor pASK-IBA3 stammt (sieche
Tabelle 2). Bei dem ,,Tag*“ handelt es sich um acht Aminosduren (WSHPQFEK). Der
Vektor pASK-IBA3 weist eine Ampicillin Resistenz auf und enthédlt keine

Signalsequenz. Der Strep-Tagll ist am C-terminalen Ende lokalisiert.
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Abbildung 30: Schematische Darstellung des Vektors pTM7

Fiir die Klonierung von sigtor4-mutB in den Expressionsvektor pASK-IBA3 wurde iiber PCR
sowohl 3’-; als auch 5’-terminal die Erkennungssite fiir Bsal amplifiziert. Hierfiir wurden die
Primer f-IBA3torA-mutB-Bsal und r-IBA3torA-mutB-Bsal herangezogen (siehe Tabelle 3).
Die Anlagerung an das Template pMBS5 erfolgte in den ersten drei Zyklen fiir 45 s bei 60 °C
und in den folgenden 27 Zyklen fiir 45 s bei 64 °C. Die Kettenverldngerung wurde bei allen 30
Zyklen bei 72 °C fiir 5,10 min durchgefiihrt. Die Klonierung in den Vektor pASK-IBA3
erfolgte iiber die Bsal-Schnittstelle. Die korrekte Insertion von sigtordA-mutB wurde
anschlieend durch Sequenzierung bestitigt. Das Konstrukt wurde als pTM7 bezeichnet.

Fiir die folgende Expression wurde das Plasmid pTM7 iiber Elektroporation in
E. blattae transferiert. Die Expression erfolgte aerob im 100 ml-Maf3stab nach den unter
2.14.3 beschriebenen Methoden. Da die sigtorA-mutB Gene nun unter der Kontrolle des
tet-Promotors ~ standen, erfolgte die Induktion der Genexpression mit
Anhydrotetracyclin. Bei der SDS-PAGE-Analyse des Expressionsversuches konnte
nach Induktion der Genexpression eine Proteinbande im Molekularmassenbereich von
sigTorA-MutB identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Darauthin wurde die
Expression unter den gleichen Bedingungen wiederholt und anschlieBend die
periplasmatische Fraktion aus den Zellen gewonnen (siche 2.14.5.5). Uber Western-
Blot-Analyse lieB sich im Periplasma eindeutig ein Signal mit der Molekularmasse von
sigTorA-MutB detektieren. (siche Abbildung 31, Spur 3). In der als Negativ-Kontrolle
gewonnenen periplasmatischen Fraktion des Wildtyps, der unter gleichen Bedingungen
angezogen worden war, lie sich kein Signal nachweisen. Dies belegte eine durch
pTM7 vermittelte Translokation von sigTorA-MutB ins Periplasma von E. blattae. Wie
aus Abbildung 31 zu ersehen, trat mit Hilfe des gegen den Strep-Tagll-gerichteten
Antikorpers keine starke Hintergrundreaktion mehr im Western-Blot auf. Somit
erfolgten alle weitere Expressionen von sigTorA-MutB in E. blattae mit dem Konstrukt
pTM7.



Experimente und Ergebnisse 94

kDa 1 2 3 kDa
104 —> - —_— «— 9
477 —> -

346 —> ™

283 —

192 —

Abbildung 31: Western-Blot-Analyse zum Nachweis der Translokation von
sigTorA-MutB ins Periplasma von E. blattae

Dargestellt ist eine PVDF-Membran nach Behandlung mit polyklonalen gegen den Strep-Tag gerichteten

Antikorpern.

Spur 1: Proteinstandard
Spur 2: Periplasma aus Wildtyp von E. blattae
Spur 3: Periplasma aus E. blattae/[pTM7

3.5.2 Translokation von sigTorA-MutB in By,-produzierenden Enterobakterien

Um die Voraussetzung fiir die Funktion des Bj,-Exporters zu erfiillen, musste noch der
Beweis fiir die Translokation des MutB aus dem Cytoplasma unter Bj,-produzierenden
Konditionen erbracht werden. Hierzu wurden die Stidmme C. freundii/pMB5 und
E. blattae/pTM7 eingesetzt.Die heterologe Expression von sigTorA-MutB erfolgte nach
den unter 2.13.1 und 2.14.3 beschriebenen Methoden anaerob in 500 ml Volumina.
Zusitzlich wurden dem Medium noch eine Reihe von Aminosduren und 20 mM
Fumarat als externer Elektronenakzeptor beigefiigt (siche 2.2.1). Dadurch sollten die
anaeroben Wachstumsraten und die Zelldichten erhoht werden, so dass mehr
Fusionsprotein heterolog gebildet werden konnte. Nach der Induktion der Expression
des sigtorA-mutB-Fusionsgens in den Bj;-Produzenten E. blattae/pTM7 und
C. freundii/pMBS5 konnte das Periplasma aus den Zellen pripariert werden (siche
2.15.5.5). AnschlieBend wurden auBlerdem aus den restlichen Zellpellets die
Cytoplasma- und Membranfraktionen gewonnen. Die Analyse der verschiedenen
Fraktionen von E. blattae erfolgte im Western-Blot mit Antikorpern, die gegen den
Strep-Tagll-gerichteten waren (siche 2.23.1.2). Dabei zeigte sich, dass in
E. blattae/pTM7 das Fusionsprotein ins Periplasma transportiert worden war (siche
Abbildung 32, Spur 2). Die Cytoplasma- und Membranfraktionen wiesen ebenfalls ein
Signal im Molekularmassenbereich von sigTorA-MutB (94 kDa) auf, allerdings in
geringerer Intensitét als im Periplasma. Die Periplasma-, Cytoplasma- und Membran-
Fraktionen von C. freundii/pMBS5 brachten vergleichbare Ergebnisse in den Western-

Blot-Analysen, die mit Hilfe des gegen den Hisg-Tag-gerichteten Antikorpers
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durchgefiihrt wurden (Daten nicht gezeigt). Es konnte also gezeigt werden, dass ein
GroBteil des sigTorA-MutB Hybridproteins in den beiden B;-produzierenden
Enterobakterien ins Periplasma transloziert wurde.

kDa 1 2 3 4 kDa
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Abbildung 32: Nachweis des sigTorA-IF im Periplasma, Cytoplasma und in den
Membranen von E. blattae im Western-Blot

Abgebildet ist eine PVDF-Membran, die mit polyklonalem gegen den Strep-Tagll-gerichtetem Antiserum

inkubiert wurde.

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Periplasma von E. blattae/pTM7
Spur 3: Cytoplasma von E. blattae/pTM7
Spur 4: Membranen von E. blattae/pTM7

Zur Uberpriifung der Reinheit des priparierten Periplasmas wurden diese Proben noch
in zwei weiteren Western-Blot-Analysen untersucht. Diese erfolgten zum einen durch
den Nachweis eines bekannten typischen periplasmatisch-lokalisierten Proteins. Hierzu
wurde das Maltose-Bindeprotein (MBP) verwendet. Zum anderen wurde die Reinheit
des Periplasmas Ttberpriift. Im Falle einer Verunreinigung lieBe sich nicht mehr
eindeutig feststellen, ob das im Periplasma detektierte sigTorA-MutB tatsdchlich
transloziert worden war. Das Vorhandensein solcher Verunreinigungen konnte mit Hilfe
eines Antiserums gegen ein typisch cytoplasmatisches Enzym, dem Chaperon Dnak,
untersucht werden.

Zur Detektion beider Proteine wurde sowohl die periplasmatische als auch die
cytoplasmatische Probe (Abbildung 32, Spur 2 und 3) in zwei Western-Blots mit beiden
Antiseren inkubiert (siehe 2.23.1.2). Die Analyse der Blots zeigte, dass sich im
Periplasma nur das periplasmatische MBP und kein cytoplasmatisches DnaK
nachweisen lieB (siche Abbildung 33 A, Spur 2 und B, Spur 5). Somit war bestétigt,
dass es sich bei der priparierten Fraktion um Periplasma handelte, welches keine
signifikanten cytoplasmatischen Anteile beinhaltet. Dagegen wies das Cytoplasma als
Kontrolle wie erwartet nur geringe Mengen an MBP und eine eindeutige Bande im
Molekularmassenbereich von DnaK auf (siche Abbildung 33A, Spur 3 und B, Spur 6).
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Abbildung 33: Nachweis des Maltose-Bindeproteins MBP (A) und des Chaperons
DnaK (B) in Zellfraktionen von E. blattae/pTM7 im Western-Blot

(A) Die Western-Blot-Analyse wurde mit Antiserum durchgefiihrt, welches gegen das MBP-gerichtet ist
(siehe 2.23.1.2).

Spur 1: Proteinstandard

Spur 2: Periplasma von E. blattae/pTM7

Spur 3: Cytoplasma von E. blattae/pTM7

(B) Dargestellt ist eine mit MBP-spezifischem Antiserum durchgefiihrte Western-Blot-Analyse (siche
2.22.1).

Spur 4: Proteinstandard

Spur 5: Periplasma von E. blattae/[pTM7

Spur 6: Cytoplasma von E. blattae/pTM7

Die Translokation des sigTorA-MutB ins Periplasma konnte ebenfalls mit Hilfe von
elektronenmikroskopischen Aufnahmen bestitigt werden. Die Einbettung der Zellen
erfolgte dabei nach der Lowicryl-Methode (siehe 2.25). Die Detektion des
Hybridproteins wurde mit IgG-Maus-Antikorpern, die gegen den Strep-Tagll gerichtet
sind und mit Gold-markierten Anti-Maus-Antikdrpern durchgefiihrt. Wihrend der
Wildtyp von E. blattae keinerlei Markierung in der Zelle aufwies waren in
E. blattae/pTM7 sowohl cytoplasmatische als auch periplasmatische Markierungen zu
erkennen. Dabei lief sich im Periplasma geringfiigig mehr sigTorA-MutB-
Fusionsprotein nachweisen.

Mit der bestitigten Translokation des Bj;-Bindeproteins MutB aus dem Cytoplasma ins
Periplasma unter Bj;-produzierenden Voraussetzungen waren die Bedingungen fiir

einen Transport des B, aus dem Cytoplasma gegeben.
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A) B)

Abbildung 34: Elektronenmikroskopische Aufnahmen zum Nachweis der
Translokation von sigTorA-MutB in E. blattae

Die Arbeiten wurden von der Abteilung von Herrn Prof. Dr. Mayer in Gottingen angefertigt nach der
unter 2.25 beschriebenen Methode durchgefiihrt.

(A): anaerob gewachsene Zelle von E. blattae/pTM7 nach Induktion
(B): aerob gewachsene Zelle des E. blattae Wildtyps

3.6 Studien zum Nachweis der Cotranslokation von B> und MutB

In dem Modell fiir den Bj,-Exporter ist die Bindung des Coenzyms in der Zelle an das
Bi,-Bindeprotein notwendig. Nachdem die Translokation des Bj»-Bindeproteins gezeigt
werden konnte, sollte in folgenden Experimenten die Cotranslokation mit B, belegt
werden. Dazu wurde zundchst untersucht, ob eine Abhéngigkeit zwischen der
Produktion des Corrinoids und dem heterolog gebildeten MutB besteht.

3.6.1 Abhingigkeit der Corrinoidproduktion von verschiedenen E. blattae-
Stimmen in An- und Abwesenheit von heterolog produzierter
Methylmalonyl-CoA-Mutase

Mit Hilfe des Bj,-Plattentests (KRZYCKI et al., 1980) wurde eine quantitative
Corrinoidbestimmung mit den Rohextrakten verschiedener Staimme durchgefiihrt. Ziel
war es zu untersuchen, inwieweit die vermehrte Produktion des Coenzym
B»-bindenden Proteins MutB eine Steigerung der Bj,-Synthese bewirkt. Dazu wurden
E. blattae-Stimme mit und ohne das sigTorA-MutB-Fusionsprotein eingesetzt. Die in
dem Test verwendete E. coli-Mutante DSM 4261 ist aufgrund einer defekten
Bi,-unabhdngigen Methionin-Synthase bei Wachstum in Methionin-freiem Medium auf
die Aktivitdt der Bj,-abhéngigen Methionin-Synthase und damit auf das Vorhandensein
von Bj, angewiesen. Zur Herstellung der Testplatten wurde nach der Methode unter
2.27.1 verfahren.

Die Rohextrakte (je 2 ml) wurden aus anaerob im 50 ml-MaBstab inkubierten Kulturen

von rekombinanten E. blattae-Stimmen mit dem sigTorA-MutB-Fusionsprotein
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(E. blattae/pTM3, E. blattae/pTM6, E. blattae/pTM7) und als Kontrolle aus dem
Wildtyp von E. blattae gewonnen (siche 2.15.2). Dabei waren durch die
Anzuchtbedingungen unter anaeroben Bedingungen in Gegenwart von Glycerin (siche
2.14.1) die Voraussetzungen fiir die Bj,-Synthese der Stimme gegeben. Von allen
Kulturen wurden mindestens drei Parallelansitze bearbeitet und im Plattentest immer
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Induktion der Genexpression des Fusionsgens
erfolgte dabei mit Arabinose (E. blattae/lpTM3, E. blattae/pTM6) bzw.
Anhydrotetracyclin (E. blattae/pTM7). Der Proteingehalt aller getesteten Rohextrakte
wurde auf 7 mg/ml eingestellt, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu
gewihrleisten. Pro Testansatz wurden 15 pl (entsprechend 0,1 pg Protein) von

insgesamt 2 ml Rohextrakt eingesetzt.

Abbildung 35: Abbildung einer Testplatte der quantitativen Bestimmung von By,

Die Durchmesser der Zonen um die Filterplittchen sind proportional zur Bj-Konzentration der
aufgetragenen Probe.

Zur Ermittlung der Bj»-Eichgeraden wurden die Durchmesser der roten Zonen um die
Filterplattchen der B, Eichlosungen ausgemessen (sieche 2.27.1). Anschlieend konnte
die eingesetzte Bj,-Menge der Eichwerte mit dem Durchmesser der Zonen in Beziehung
gesetzt werden. Die Berechnung der Bj;-Konzentrationen in den verschiedenen
Rohextrakten (siche Abbildung 36 und Tabelle 9) erfolgte mit Hilfe der
B>-Eichgeraden.
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der im Plattentest erhaltenen
Mittelwerte der Bi;-Gehalte im Rohextrakt verschiedener Bi,-

Produzenten

Die Werte wurden aus drei verschiedenen Kulturen in unabhéngigen Testdurchldufen ermittelt, die
wiederum in Doppelbestimmungen durchgefiihrt worden waren.

Tabelle 9: ermittelte B;>-Konzentrationen in den verschiedenen Rohextrakten

Organismus Bi;-Konzentration [pg/ml RE]
E. blattae Wildtyp 4,7
E. blattae/pTM3 6,6
E. blattae/pTM6 6,0
E. blattae/pTM7 7.3
C. freundi Wildtyp 4,3
C. freundii/pMB5 53

Sowohl fiir die E. blattae-Stimme als auch fiir den C. freundii-Stamm konnte dabei

gezeigt werden, dass die heterologe Produktion von sigTorA-MutB eine erhohte
Bi»-Bildung zur Folge hatte (siche Abbildung 36 und Tabelle 9). Dabei konnte eine
Steigerung von 28-57 % ermittelt werden. Die geringste Konzentration an gebildetem
B> wies der Rohextrakt von E. blattae/pTM6 und die groffte der Rohextrakt von

E. blattae/pTM7 auf.
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3.6.2 Corrinoidnachweis im Periplasma verschiedener B;-Produzenten

AbschlieBend sollte die Frage untersucht werden, ob der Einsatz des Bi,-Exporters den
Transport von Coenzym Bj, ins Periplasma bewirkt. Dazu wurden die
periplasmatischen Proben aus den anaeroben 500 ml-Kulturen von verschiedenen
E. blattae- und C. freundii-Stimmen untersucht, in denen die Translokation des
sigTorA-MutB-Fusionsprotein bereits im Western-Blot nachgewiesen werden konnte
(siche Abbildung 32). Die Quantifizierung des Bi,-Bindeproteins MutB in den
Periplasma-Proben erfolgte durch Western-Blot-Analyse (siehe 2.23.2.1 und 2.22.1).
Durch den Einsatz verschiedener Konzentrationen eines Strep-Tagll-Proteins konnte
eine FEichgerade erstellt und {ber diese die MutB-Konzentration in den
periplasmatischen Proben ermittelt werden. Fiir die Bestimmung der B ,-Konzentration
im Periplasma wurde erneut die Plattentest-Methode von KRZYCKI et al., 1980
herangezogen (sieche 2.27.1). Die in Abbildung 37 dargestellten Werte konnten wie in
3.6.1 beschrieben mit Hilfe der aus den B;-Eichlosungen erstellten Bj,-Eichgeraden

bestimmt werden (siche 2.27.1).
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Abbildung 37: Verhiltnis von MutB und B;; im Periplasma verschiedener
B12-Produzenten

Die Werte wurden aus vier verschiedenen Kulturen in unabhéngigen Testdurchldufen ermittelt, die
wiederum in Doppelbestimmungen durchgefiihrt worden waren.

Fiir alle eingesetzten Stimme konnte gezeigt werden, dass eine Cotranslokation von B,
mit dem Bindeprotein MutB stattgefunden hatte. Dabei variierten die ermittelten
Verhiltnisse von transloziertem MutB zu Bj; zwischen 1,3 und 5,1 zu 1 (siche
Abbildung 37). In C. freundii/pMBS5 wurde von allen drei Stimmen am meisten MutB
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Protein im Verhéltnis zum Coenzym Bj, ins Periplasma transloziert. Der Stamm
E. blattae/pTM7 wies die groflite Menge an B, pro Bindeprotein im Periplasma. Somit
konnte fiir den konstruierten Bj,-Exporter, bestehend aus der TorA-Signalsequenz und
B:>-Bindeprotein MutB, der Nachweis fiir den Transport von Bj, ins Periplasma
erbracht werden.



Diskussion 102

4 Diskussion

4.1 Transport von By, Uber Membranen

Einige Mikroorganismen wie z. B. Citrobacter freundii, Escherichia blattae oder
Klebsiella sp. vermogen das fiir verschiedene Reaktionen benétigte Coenzym By, selbst
zu synthetisieren. Andere Bj;-auxotrophe Mikroorganismen miissen es dagegen aus
dem umgebenden Milieu aufnehmen (LAWCRENCE et al., 1991). Beim Import von
B, entstehen zwei Probleme fiir die bakterielle Zelle. Zum einen sind Cobalamine zu
grol3, um tiber die Porine der duBleren Membran aufgenommen zu werden, und zum
anderen kommt B, nur in duBerst geringen Konzentrationen in der Umgebung vor.
Deshalb ist ein hoch-affines Transportsystem fiir die Passage iiber die dulere Membran
erforderlich. Ein weiteres System sorgt dann fiir den Bj,-Transport iiber die
Cytoplasamamembran. (BRAUN, 1995; ROTH et al., 1996). Mit Hilfe des
membrangebundenen Transporterproteins BtuB wird das Cobalamin aus dem Medium
gebunden und durch Interaktion von BtuB mit TonB ins Periplasma transportiert. TonB
ist in der Cytoplasmamembran verankert und durchspannt den periplasmatischen Raum
(sieche Abbildung 38; CARDIEUX et al., 1999). Um fiir den Transport notwendige
strukturelle Anderungen hervorzurufen, nutzt das TonB die protonmotorische Kraft. Fiir
die Bindung des Cobalamins an BtuB ist der Cotransport von Calcium notwendig
(BRADBEER et al., 1990). Nach der aktiven Konzentrierung des Cobalamins durch das
BtuB/ TonB-System im Periplasma wird es, wie bereits von VAN BIBBER et al., 1999
postuliert und von CARDIEUX et al., 2002 bestitigt, auf das periplasmatische
Bindeprotein BtuF {ibertragen. Moglicherweise unterstiitzt BtuF dabei die Abtrennung
des Cobalamins vom BtuB. Der Transport iiber die innere Membran ist an die
Hydrolyse von ATP gebunden und wird durch einen ABC-Transporter bewerkstelligt.
Dieser setzt sich aus den Membranproteinen BtuC und BtuD zusammen (ROTH et al.,
1996).

Im Gegensatz zum Aufnahmesystem von Bj; ist fiir einen Bj,-Export in der Natur
bislang kein Beispiel beschrieben worden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein solches
System konstruiert werden. Bei der Entwicklung des Bj,-Exporters wurde
beriicksichtigt, dass der Import des Cobalamins iiber beide Membranen ausschlieBlich
mit Hilfe von Bindeproteinen erfolgt. Deshalb wurde fiir den Exporter auch ein
Bindeprotein-abhéngiges System verwendet. Hierbei wurde das B, in der Zelle an ein
Bindeprotein gebunden und zusammen mit diesem iiber die Cytoplasmamembran

transportiert.
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Abbildung 38: Bj;-Aufnahme in E. coli aus BRADBEER (1991)

4.2 Coenzym Bir-abhangige und Cobalamin-bindende Proteine

Vitamin Bj, ilibernimmt nach seiner Umwandlung zum Cofaktor nicht nur in
Mikroorganismen, sondern auch in tierischen Zellen eine wichtige Funktion (ISHIDA et
al., 1994). Die physiologische Rolle der Bj;-Derivate ist dabei eng mit ihrer Funktion
als Coenzyme in enzymatischen Reaktionen verbunden. (KRAUTLER, 1998). Sie
besitzen die Féhigkeit an Proteine zu binden, um daraufhin mit Substratmolekiilen zu
reagieren. Bi,-Cofaktoren kommen in zwei aktiven Formen, dem Methylcobalamin
(MeCbl) und dem Adenosylcobalamin (5’-Deoxy-5’-adenosylcobalamin; AdoCbl) vor
(siche Abbildung 39). Beim MeCbl ist das Cobaltatom an die Methylgruppe und beim
AdoCbl an 5’-Deoxyadenosin gebunden.
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Abbildung 39: Struktur des Vitamin B;; und der Bi;-Cofaktoren aus MARTENS
et al. (2002)

Die Spaltung der Cobalt-Kohlenstoff-Bindung in den beiden Cofaktoren erfolgt dabei
auf ganz unterschiedliche Weise, die stark von der Natur ihrer Alkyl-Gruppen bestimmt
wird (GOLDING et al, 1998). Wéhrend bei MeCbl durch Methyl-Transfer eine
heterolytische Spaltung vorliegt und Nukleophile gebildet werden, wird bei AdoCbl die
Bindung zwischen dem Cobalt und dem Kohlenstoff homolytisch gespalten und es
entstehen freie Radikale.

Methylcobalamin-abhdngige Enzyme katalysieren den Transfer von Methylgruppen, die
dabei voriibergehend auf das Cobalt des Methylcobalamins {ibertragen werden. Sie sind
an der Synthese von Methionin, Acetat und Methan beteiligt. Ein gut charakterisiertes
Enzym aus der Gruppe der Methyltransferasen ist die Methionin Synthase von E. coli.
Sie unterstiitzt die Ubertragung eine Methylgruppe vom Methyltetrahydrofolat zum
Homocystein (LUDWIG & MATTHES, 1997; ZAGALAK, 1982). E. coli besitzt neben
dieser Bj-abhingigen auch eine Bj;-unabhingige Methionin-Synthase (WU et al,
1992). AuBerdem sind Bj;-abhingige Methyltransfersen auch aus methanogenen
Archaen und acetogenen Bakterien bekannt (BLAYLOCK and STADMAN 1967;
WOOD, 1991).

Adenosylcobalamin-abhidngige Enzyme sind an verschiedenen Umlagerungsreaktionen
beteiligt, wozu Spaltungen von Kohlenstoff-Kohlenstoff-, Kohlenstoff-Sauerstoff- und
Kohlenstoff-Stickstoff-Verbindungen gehoren. Diese Reaktionen gehéren zu

Abbauwegen, die anaeroben Bakterien die Fermentation von verschiedenen
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Kohlenstoffquellen wie z. B. Glycerin oder Ethanolamin ermdglichen (DANIEL et al.,
1999; LUDWIG & MATTHES, 1997). Eine Ausnahme stellt die Ribonukleotid-
Reduktase dar. Sie reduziert Ribonukleotid-Triphosphate zu Desoxyribonukleotid-
Triphosphaten, die fiir die DNA-Synthese benétigte werden. In einigen
Mikroorganismen wie Lactobacillus leichmanii wird diese Reaktion von der
Adenosylcobalamin-abhidngigen Ribonukleotid-Reduktase katalysiert (BLAKLEY,
1965). Insgesamt 12 verschiedene Adenosylcobalamin-abhéngige Enzyme lassen sich
aufgrund ihrer Substrate in drei Untergruppen einteilen. Sie bewirken Umlagerung von
Amino- oder Hydroxylgruppen in Amino-Alkoholen oder Diolen mit nachfolgender
Deaminierung bzw. Dehydratisierung zu Aldehyden. Zur Gruppe der Dehydratasen und
Deaminasen zdhlen die Glycerin-Dehydratase, die Diol-Dehydratase und die
Ethanolamin-Ammonium-Lyase. Die Mutasen stellen eine weitere Gruppe dar. Sie
katalysieren Verdnderungen am Kohlenstoffskelett. Zu ihnen gehoren die
Methylmalonyl-CoA-Mutase, die Glutamat-Mutase, die a-Methylenglutarat-Mutase und
die Isobutyryl-CoA-Mutase. Die dritte Gruppe stellen die Aminomutasen mit der L-§3-
Lysin-[D-a-Lysin]-5,6-Aminomutase, der D-Ornithin-4,5-Aminomutase und der L-
Leucin-2,3-Aminomutase dar. Sie katalysieren die 1,2-Umlagerungen einer
Aminogruppe in einer Aminosdure und scheinen nur in Clostridien vorzukommen. Als
zusidtzliches Coenzym benétigen diese Pyridoxalphosphat (MARSH, 1999).
Corrinoid-abhédngige Enzyme sind vor allem in der Mikroorganismenwelt vertreten. Bei
Tieren und bei Menschen sind nur die Homocystein-Mehtyltransferase und die
Methylmalonyl-CoA-Mutase bekannt (ZAGALAK, 1982). Die cytoplasmatische
Methionin-Synthase benétigt Methylcobalamin, um durch Methylierung von
Homocystein Methionin zu gewinnen, wobei Methyltetrahydrofolat als Methyldonor
fungiert. Adenosylcobalamin hingegen ist in den Mitochondrien an der Isomerisierung
von Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA durch die Methylmalonyl-CoA-Mutase
beteiligt (BANERIJEE, 1998). Diese Reaktion spielt eine Rolle beim Metabolismus von
Propionyl-CoA, dass aus dem Abbau von Thymin, Valin, Methionin oder
ungeradzahligen Fettsduren hervorgeht (MARTENS et al., 2002).

An der Aufnahme und dem Transport von Cobalamin aus der Nahrung des Menschen
sind drei losliche Proteine beteiligt: der Intrinsic Faktor (IF), Transcobalamin (TC) und
Haptocorrin (HC). Diese Proteine stellen sicher, dass die geringen Mengen an B, die
mit der Nahrung aufgenommen werden, auch zu den beiden intrazelluldren Enzymen,
Methionin-Synthase und Methylmalonyl-CoA-Mutase, gelangen (KRAUTLER, 1998).
Der Intrinsic Faktor hat seinen Namen von dem friiher als Extrinsic Faktor bezeichneten
Vitamin B}, und wird im Magen produziert. Dort {ibernimmt er das vom Haptocorrin im
Speichel gebundene Cobalamin. AnschlieBend wird der IF-Cobalamin-Komplex im

Intestinaltrakt von Rezeptoren absorbiert und auf Haptocorrin und Transcobalamin
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iibertragen, um auf diesem Wege in die Zelle zu gelangen. Das meiste Cobalamin wir in
die Leber und Niere transportiert. In den Zellen wird dann das Cobalamin in die zwei
enzymatisch aktiven Coenzym-Formen umgewandelt (NEX@, 1998).

Der Intrinsic Faktor ist einer der beiden Bj;-Bindeproteine, die zur Konstruktion des
B>-Exporter im Rahmen dieser Arbeit ausgewdhlt wurden. Er weist eine Gréfle von
etwa 50 kDa auf und ist natiirlicherweise stark glykosyliert. Zwar scheint die
Glykosylierung von geringerer Bedeutung fiir die Bindung des Bj;; und die
anschlieBende Kopplung an den Rezeptor zu sein. Dafiir schiitzt sie mit groBer
Wahrscheinlichkeit den Intrinsic Faktor vor Degradation. Nicht glykosylierter IF ist
somit funktionell identisch zum glykosylierten Protein (GORDON, 1997).

Lokalisiert ist der IF auf dem Chromosom 11, weist neun Exons und 8 grof3e Introns
und eine TATA-Box auf. Fehlen 12 % des C-terminalen Endes, so ist er nicht mehr in
der Lage Bj; zu binden (NEX@, 1998). Die Aminosdure-Reste 29 bis 62 von insgesamt
399 des reifen IF, stellen die Rezeptorbindestelle dar (sieche Abbildung 40; TANG et
al.,1992).

Mensch, Maus, Ratte
100 200 300 400
IF [ | | I |
Rezeptor- Cobalamin-
Bindestelle Bindung

Abbildung 40: Proteinstruktur des menschlichen Intrinsic Faktors aus NEXO,
(1998)

Der Intrinsic Faktor wurde besonders wegen seiner hohen Bindekapazitit als Bj»-
Bindeprotein ausgewdhlt, wobei Hydroxy- Methyl-, 5’-Deoxyadenosyl und
Cyanocobalamin etwa gleich gut gebunden werden. (KRAUTLER, 1998; NEX®,
1998). Durch die Bindung von B, wird der Radius des Intrinsic Faktors reduziert. Die
molare Binderate von IF zu Cobalamin liegt bei 30:1, es werden also 1 ng B, von 30 ng
Intrinsic Faktor gebunden.

Viele verschiedene prokaryotische Expressionssysteme wurden bereits getestet und alle
als unzureichend befunden, da sich in keinem von ihnen reproduzierbare Mengen an
Intrinsic  Faktor detektieren lieBen. GORDON (1997) gelang es mit Hilfe des
Bakulovirus das Protein in geringer Konzentration (1-3 mg/ 1 Medium) zu
synthetisieren. Das Expressionssystem der methylotrophen Hefe Pichia pastoris

hingegen ermdglichte die Produktion des menschlichen IF mit einer Rate von
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10-40 mg/l. Fiir die Klonierung in den Expressionsvektor pPIC9 war dabei die
Signalsequenz des IF entfernt worden. Western-Blot-Analysen zur Detektion des
menschlichen IF in Pichia pastoris hatten gezeigt, dass neben der Bande bei 55 kDa
auch drei zusétzliche, aber schwichere Signale bei 32, 28 und 23 kDa auftraten. Dabei
handelte es sich vermutlich um Degradationsprodukte der gréeren IF-Bande (WEN et
al., 1999).

In den Experimenten zu dieser Arbeit wurde das if~Gen mit Hilfe des Konstruktes
pTMI (siehe Abbildung 7) in E. coli DH5a exprimiert. Es gelang dabei nur eine geringe
heterologe Produktion durch SDS-PAGE- und Western-Blot-Analysen nachzuweisen
(sieche 3.2). AuBlerdem traten neben der schwachen 55-kDa Bande des IF auch noch
kleinere Proteinbanden bei den Analysen hervor (siche Abbildung 10 und Abbildung 16
bis Abbildung 18). Es wire denkbar, dass es sich bei diesen Banden um
Degradationsprodukte des IF handelt, da in E. coli keine Glykosylierung der Proteine
stattfindet. Damit fehlte der natiirliche Schutz des IF vor dem Abbau durch Proteasen.
Somit ist es wahrscheinlich, dass der heterolog produzierte IF zum Grof3teil abgebaut
wurde. Dies erklirt die geringen Produktionsmengen im Rahmen dieser Arbeit, die zur
Folge hatten, dass nur wenig IF im Cytoplasma vorlag, welches ins Periplasma
transportiert werden konnte. Daher liegt es nahe, dass sich aufgrund der geringen IF-
Konzentration kein B;-Export ins Periplasma nachgewiesen lief. Der IF schien somit
ungeeignet fiir den Einsatz im B;-Exporter-Modell. Weitere Studien wurden deshalb
mit einem alternativen B ,-Bindeprotein durchgefiihrt.

Als zweites Bj;-Bindeprotein wurde die Methylmalonyl-CoA-Mutase aus
Propionibakterium shermanii fir die Konstruktion des Bj,-Exporters ausgesucht, da
thre Kristallstruktur bereits aufgeklart ist (MANCIA et al., 1996). In dem Gram-
positiven Mikroorganismus ist das Adenosylcobalamin-abhingige Enzym an der
Fermentation von Pyruvat zu Propionat beteiligt. Dabei katalysiert es die
Interkonversion zwischen Methylmalonyl-CoA und Succinyl-CoA. Die Methylmalonyl-
CoA-Mutase ist ein af-Heterodimer mit einer Molekularmasse von 150 kDa (MANCIA
et al., 1996). Die Bindung des Substrates oder Inhibitors erfolgt durch die N-terminale
Domaine der 80 kDa a-Kette. Die C-terminale Doméne der gleichen Kette bindet das
Coenzym Bj,. Kodiert wird die a-Untereinheit von mutB. Da die B-Untereinheit nicht an
der Bindung des Coenzyms beteiligt ist, wurde fiir die Konstruktion eines
Transporterproteins nur die a-Kette der Methylmalonyl-CoA-Mutase verwendet, um die
Molekularmasse des Bj,-Bindeproteins moglichst gering zu halten (EVANS and
MANCIA, 1998). Dazu wurde das mutB-Gen mit der Tat-Signalsequenz der TMAO-
Reduktase aus E. coli fusioniert. Die Expressionsstudien in E. coli IM109 und BL21
(DE3), S. typhimurium, C. freundii und E. blattae hatten gezeigt, dass im Gegensatz
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zum IF grofle Mengen an MutB heterolog produziert werden konnten (siche Abbildung
Abbildung 20 bis Abbildung 22 und Abbildung 24 bis Abbildung 26).

4.3 Signalsequenz-abhangiger Proteintransport ins Periplasma

Viele 16sliche oder membrangebundene Proteine miissen in oder iiber Membranen
transportiert werden, um ihren endgiiltigen Funktionsort zu erreichen (SCHATZ und
DOBBERSTEIN, 1996). Die meisten Proteine werden durch die von SecY und SecE
geformte Pore exportiert. Dabei existieren zwei verschiedene Mechanismen, um die
Proteine zu der als Translokon bezeichneten SecYE-Pore zu geleiten. Integrale
Membranproteine werden durch direkte Interaktion ihres Signalankers mit dem
bakteriellen ,,signal recognition particle® (SRP) spezifisch erkannt. Dabei werden, auller
SecYE, keine weiteren Sec-Proteine flir die Integration in die Membran benétigt. Bei
dem zweiten Mechanismus werden Pridproteine mit einer Signalsequenz synthetisiert
und anschlieBend mit Hilfe von cytoplasmatischen Chaperonen zu den spezifischen
Rezeptoren in der Membran geleitet. Diese Signalpeptide werden nach der
Translokation abgespalten. Ein GroBteil der periplasmatisch lokalisierten Enzyme wird
iiber den Sec (secretory)-Weg transportiert (siche Abbildung 41; WICKNER et al.,
1991). SecB fungiert dabei als Chaperon und dirigiert die Priproteine zur
Cytoplasmamembran. Aulerdem hélt es die Vorlduferproteine in einem unvollstdndigen
Faltungszustand, der fiir die Translokation erforderlich ist (COLLIER et al., 1988).
SecB liegt als Heterodimer im Cytoplasma vor und weist im Gegensatz zu vielen
anderen Chaperonen keine ATPase-Aktivitdt auf. Nach der Interaktion von SecB mit
SecA wird das Préaprotein auf SecA transferiert. Sobald ein ATP an SecA gebunden hat,
16st sich SecB von der Membran, um ein neues Praprotein zu binden. Die ATPase SecA
spielt eine Schliisselrolle bei der Translokation der Vorlauferproteine iiber die
Cytoplasmamembran. Durch wiederholte ATP-Bindung liefert sie die fiir die Reaktion
bendtigte Energie. Die Bindung an den SecYEG Komplex aktiviert das SecA fiir die
Erkennung von SecB und der Priproteine. Die Membranproteine SecD, SecG, SecF und
YajC sind nicht direkt an der Proteintranslokation beteiligt, stabilisieren aber
beispielsweise die aktive Konformation von SecA. Ausgelost durch die Bindung des
Praproteins an SecA tauscht es ein gebundenes ADP gegen ein ATP an einer seiner
beiden Bindungsstellen aus. Die Energie, die bei der ATP-Bindung entsteht, ermoglicht
die Insertion der SecA-Domine zusammen mit der Signalsequenz und der N-terminalen
Region des Vorlduferproteins in der Membran. Nach der Insertion kann das Préprotein
durch ATP-Hydrolyse freigesetzt werden. Das SecA wird durch die Bindung und

Hydrolyse eines weiteren ATP an der zweiten Bindestelle aus der Membran



Diskussion 109

freigegeben. Durch wiederholte Zyklen der SecA-Préprotein-Bindung, ATP-Bindung
und -Hydrolyse und der Dissoziation des SecA Molekiils von der Membran wird eine
schrittweise Translokation des gesamten Prédproteins iiber die Membran bewirkt (siche
Abbildung 41). AnschlieBend wird das Signalpeptid von der Signalpeptidase
abgespalten. Die Vorlduferproteine, die liber den Sec-Weg transportiert werden,
enthalten die Informationen dafiir nicht nur in der Signalsequenz, sondern auch im
reifen Teil des Proteins. (MULLER et al., 2001; FEKKES and DRIESSEN, 1999;
KUMAMOTO, 1991; KUMAMOTO et al., 1985).

51g‘nal N
Peptidase

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Proteinsekretion iiber den Sec-
Transportweg aus MULLER et al. (2001)

Das Periplasma enthélt nur etwa 4 % des gesamten Zellproteins. Viele verschiedene
Signalpeptide konnten bislang fiir die erfolgreiche Translokation von Proteinen ins
Periplasma von E. coli eingesetzt werden. Dazu gehoren beispielsweise prokaryotische
Signalsequenzen wie die der Alkalischen Phosphatase PhoA und des Outer Membrane
Proteins OmpA (DENEFLE et al., 1989), der B-Lactamase aus E. coli (KADONOGA et
al., 1984) oder der Pectat Lyase PelB aus Erwinia carotovoa (LEI et al., 1987).
Allerdings ermoglicht eine Signalsequenz nicht automatisch eine effiziente
Proteintranslokation {iber die Cytoplasmamembran. So konnten menschliche
Immunoglobuline durchaus erfolgreich in Bakterien produziert und transloziert werden,

wiahrend die Produktion von T-Zell-Rezeptorvarianten trotz der strukturellen
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Ahnlichkeit zu den Immunoglobulinen sich als weit schwieriger erwies. Obwohl das
Signalpeptid in korrekter Weise abgespalten wurde, konnte kein Protein im Periplasma
detektiert werden. WULFING and PLUCKTHUN (1994) gelang es durch Induktion der
Hitzeschockproteine zusammen mit der Uberexpression von DsbA, was zum Dsb-
System gehort und die Bildung von Disulfidbriicken bei Proteinen der Zellhiille
katalysiert, immerhin Fragmente von korrekt gefalteten T-Zell-Rezeptorproteinen im
Periplasma nachzuweisen. Es wurde davon ausgegangen, dass dabei eine grofle Anzahl
von verschiedenen Chaperonen induziert worden war, darunter auch bislang unbekannte
periplasmatisch lokalisierte. Neben den Signalpeptiden sind auch andere strukturelle
Merkmale der Proteine an dem Membrantransport beteiligt. Strategien fiir die
effizientere Translokation der Proteine ins Periplasma beinhalten auch die Zugabe von
Komponenten, die an dem Transport beteiligt sind. Allerdings sind noch nicht alle an
der Translokation mitwirkenden Mechanismen vollstindig aufgeklart. (MAKRIDES,
1996; WALL and PLUCKTHUN, 1995; CHEAH et al., 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression des IF auch mit Hilfe des Vektors pET
20b(+) untersucht. Dabei sollte der Transport des Proteins {iber den Sec-Weg erfolgen,
da die vorausgegangenen Experimente nur zu einer sehr geringen Transportrate des IF-
Proteins iiber den Tat-Weg gefiihrt hatten. In dem Expressionsvektor pET 20b(+)
erfolgt die periplasmatische Translokation mit Hilfe der pFELB-Signalsequenz aus
Erwinia caratovora (siehe 3.3.3). Auch bei dem Transport {iber das Sec-System wurden
nur minimale Mengen an IF ins Periplasma transloziert. Moglicherweise fehlen fiir die
korrekte Faltung des menschlichen IF 1im Cytoplasma der -eingesetzten
Expressionsstimme (beim Transport iiber den Tat-Weg) und im Periplasma (beim
Transport {iber den Sec-Weg) ganz entscheidenden Komponenten. Denkbar wire, dass
die geringe Produktion und damit auch Translokation des IF in den verwendeten
prokaryotischen Organismen eine Folge der unzureichenden Faltung des Proteins ist.
Ein entscheidendes Kriterium der Translokation iiber den Sec-Weg ist, dass durch die
SecYE Pore nur unvollstindig gefaltete Proteine transportiert werden konnen. In dem
konstruierten B;-Exporter soll der Export von By, ins Periplasma erst nach Bindung an
das Bj;-Bindeprotein durch den anschlieBenden Transport des Enzym-Cobalamin-
Komplexes erfolgen. Daflir muss das Bindeprotein bereits im Cytoplasma nativ

vorliegen. Ein Transport {iber den Sec-Weg ist somit nicht moglich.
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Abbildung 42: Schematische Darstellung des Proteinexports iiber den Sec- und
den Tat-Transportweg aus ROBINSON (2000)

Seit Anfang der 90.er Jahre ist ein weiterer genereller Protein-Exportweg in Bakterien
bekannt, der sich deutlich vom Sec-Weg unterscheidet. Dieser Transportweg wurde als
Tat (fiir ,twin arginine translocation) -System bezeichnet, da die beteiligten
Signalpeptide ein charakteristisches Motiv, bestehend aus zwei Arginin-Resten,
aufweisen. Alternativ wird der Tat-Weg auch als Mtt (membrane targeting and
transport) -Weg Dbezeichnet, da dieser Transportweg auch fiir integrale
Membranproteine wie die Formiat-Dehydrogenase O von E. coli (BENOIT et al., 1998)
genutzt wird (WEINER et al., 1998).

Ein ganz entscheidendes Merkmal des Proteintransportes liber den Tat-Weg ist, dass nur
gefaltete Proteine transportiert werden. Die Molekularmasse der Proteine spielt dabei
eine untergeordnete Rolle. Das kleinste bekannte Substrat des Tat-Systems ist das 9 kDa
HIPIP (,,high potential iron-sulfur protein®) von Chromatium vinosum, dessen
Durchmesser bei 20 bis 30 A liegt (CHARTER et al, 1974). Der grofite bekannte
Proteinkomplex hingegen, der durch das Tat-System transportiert wird, ist die 142 kDa
grole FdnGH Untereinheit der Formiat-Dehydrogenase von E. coli (BERG et al.,
1991). Der Durchmesser dieser Untereinheit betrigt 70 A. Die beiden B»-Bindeproteine
IF (55 kDa) und MutB (80 kDa), die fiir den Bj,-Exporter ausgewihlt wurden, liegen
damit im GroBenbereich, der durch das Tat-System transportiert wird.

Eine Vielzahl von Proteinen, die iiber diesen Weg ins Periplasma oder die Membran
transloziert werden, sind Cofaktor-abhingig. Der Cofaktor wird dabei bereits im
Cytoplasma vor dem Export an das Enzym gebunden. Dazu gehoren beispielsweise die
Trimethyl-N-Oxid-Reduktase (TorA) aus E. coli, (SARGENT et al., 1999), die
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Glucose-Fructose-Oxidoreduktase von Zymomonas mobilis (WIEGERT et al., 1996)
oder die Aldehyd-Dehydrogenase aus Acetobacter polyoxogenes (TAMAKI et
al,.1989). Bei den Cofaktoren handelt es sich um Eisen-Schwefel-Cluster,
Molybdopterin Cofaktoren, einige Kupfer-Cluster, NAD" und FAD. Ist die Cofaktor
Bindung blockiert, so wird das Vorlduferprotein im Cytoplasma angehduft. Das
wiederum ldsst vermuten, dass die Cofaktorbindung eine Voraussetzung fiir den Export
dieser Proteine ist. (BERKS 1996; SANITNI et al., 1998). Es werden aber auch
Proteine ohne Cofaktoren {iber den Tat-Transportweg aus dem Cytoplasma geschleust,
da sie vermutlich entweder cytoplasmatische Faktoren fiir die Faltung bendtigen oder
sich zu schnell und eng falten, um iiber den Sec-Weg transportiert werden zu kénnen
(BERKS, 1996; BRUSER et al., 1998).

Der bakterielle Tat-Weg weist strukturelle und mechanistische Ahnlichkeiten zu dem
ApH-abhingigen Protein-Import Weg auf. Dort sind Signalpeptide mit einem Twin-
Arginin-Motiv fiir die Aufnahme von Proteinen iiber die Thylakoidmembran von
Chloroplasten durch die ApH-getriebene Protein-Translokase verantwortlich (BRINKS
et al., 1998). Beide Wege erfordern dhnlich Komponenten und Signale fiir den
Transport der Proteine, was eine evolutiondre Verwandtschaft vermuten ldsst. So gelang
es MORI und CLINES (1998) das bakterielle Tat-Signalpeptid der kleinen Untereinheit
der Hydrogenase 1 (HyaA) von E. coli mit dem Plastocyanin zu fusionieren und
anschlieBend einen effizienten Transport des Fusionsproteins iiber die
Thylakoidmembran nachzuweisen (DALBEY and ROBINSON, 2000; CHADDOCK et
al., 1995; SETTLES and MAERTIENSSEN, 1998).

Tat-Signalpeptide haben eine dhnliche Einteilung in Amino (N)-Terminus, a-helicale
Kernregion (H-Region) und C-terminale Region wie die Signalpeptide des Sec-Weges.
Allerdings weisen sie einige unverwechselbar Unterschiede auf. Der wichtigste davon
ist das konservierte Sequenz-Motiv (S/T)-R-R-x-F-L-K an der Grenze zwischen der N-
und H-Region. Zunéchst wurde angenommen, dass die beiden Arginin-Reste essentiell
fiir einen effizienten Transport und vollig invariabel sind (BERKS, 1996). Die
Substitution ein oder beider Arginin-Reste gegen ein oder zwei Lysin-Reste in der
Signalsequenz der Glucose-Fructose Oxidoreduktase aus Zymomonas mobilis hatte die
vollstdndige Blockierung des Protein-Exports zur Folge (HALBIG et al., 1999). Ebenso
konnte kein Transport mehr nachgewiesen werden, nachdem das erste Arginin in dem
Konsensus-Motiv der Signalsequenz der Nitrat-Oxidoreduktase aus Pseudomonas
stutzeri durch ein Aspartat ersetzt worden war (DREUSCH et al., 1997). Andere
Studien zeigten allerdings, dass der Austausch des ersten Arginins durch verschiedene
Aminosduren in dem Fusionsprotein bestechend aus der Tat-Signalsequenz der
Hydrogenase von Desulfovibrio vulgaris und der B-Lactamase von E. coli nur zu einer
Hemmung und nicht zu einer kompletten Unterbindung des Exports fiihrte (NIEVIERE
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et al., 1992). Auch die Substitution eines Arginins gegen ein Lysin in der Signalsequenz
von Surfl aus E. coli fiilhrte nur zu einem stark verlangsamten Export des Proteins
(STANLEY et al., 2000). HINSLEY et al. (2001) fanden schlieBlich in der Tetrathionat
Reduktase aus Salmonella enterica das erste und bislang einzige natiirlich
vorkommende Tat-Signalpeptid, das nur ein Arginin enthédlt und trotzdem voll
funktionstiichtig ist. In einigen Tat-Signalpeptide scheinen die beiden Arginine nicht
obligatorisch fiir die Translokation zu sein. Die anderen Aminosduren des Konsensus-
Motivs kommen mit einer Hiufigkeit von mehr als 50 % vor (BERKS 1996).

Die Tat-Signalpeptide haben eine durchschnittliche Lange von 26 bis 58 Aminosduren
und sind damit im Mittel um 14 Aminosduren linger als die Signalpeptide des Sec-
Weges (sieche Abbildung 43). Hervorgerufen wird dieses Merkmal durch eine
ausgedehnte N-Region. Die C-Region enthdlt basische Aminosduren, die
korrespondierende Sec-Region weist dagegen kaum geladene Reste in der Nihe der
Spaltstelle fiir die Signalpeptidase auf. Die H-Region enthdlt viele Glycin- und
Threonin- Reste, aber nur wenige Leucin-Reste und ist deutlich weniger hydrophob als

die entsprechende Region der Sec-Signalpeptide.
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Abbildung 43: Vergleich des Sec-Signalpeptids (A) mit dem Tat-Signalpeptid (B)
aus FEKKES und DRIESSEN (1999)

Die Schere kennzeichnet die Stelle, an der die Signalpeptidase das Signalpeptid nach der Translokation
abspaltet.

BOGSCH et al. (1997) und CHRISTOBAL et al. (1999) beschrieben, dass in den Tat-
Signalpeptiden nicht nur die Informationen fiir den Transport iiber den Tat-Weg,

sondern auch Signale zu Verhinderung der Translokation iiber den Sec-Weg enthalten
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sind. Die Interaktion mit dem Sec-Weg wird durch eine Kombination der relativ
geringen Hydrophobizitdt in der H-Region und dem Vorhandensein von basischen
Aminosdure-Resten in der C-Region verhindert. Die Rolle der iibrigen Aminosduren der
Konsensus-Sequenz ist bislang noch nicht erforscht worden. Auch ist noch nicht
bekannt an welcher Stelle der Sec-verhindernde Effekt einwirkt. Es wird vermutet, dass
durch die Interaktion mit SecA oder SecB ein Transport iiber den Sec-Weg verhindert
wird (BOGSCH et al., 1997; BERKS et al., 2000).

Durch Studien in E. coli konnten vier Gene identifiziert werden, die am Proteinexport
beteiligt sind. Wéhrend fatABC in einem Operon organisiert sind, bildet tatE eine
unabhingige Transkritptionseinheit. ,,Knockout Experimente zeigten, dass fiir einen
Protein-Export iiber den Tat-Weg mindestens TatB, TatC und entweder TatA oder TatE
notwendig sind, wobei TatA wichtiger zu sein scheint als TatE (WEINER ef al., 1998;
SARGENT et al., 1998; BOGSCH et al., 1998; SARGENT et al., 1999). Bei allen vier
Tat-Proteinen handelt es sich um integrale Membranproteine (MULLER et al., 2001).
TatA, B und E sind homolog zu Hcf106, der ersten identifizierten Komponente aus dem
A-pH-abhingigen Weg. Neben TatA, B und E sind noch zwei weitere Tat-Proteine,
TatC und TatD, bekannt. TatD ist ein wasserlosliches cytoplasmatisches Enzym, dessen
Deletion keinen Defekt im Transportsystem hervoruft (SARGENT et al.,1998). TatC ist
dagegen ein essentielles, stark hydrophobes Protein, das vermutlich sechs
transmembrane Helices enthdlt (BOGSCH et al., 1998). Es wird angenommen, dass es
von TatB durch Bildung eines Komplexes stabilsiert wird, da es ohne TatB zu einer
schnellen Degradation von TatC kommt. Dabei konnte TatC als Bindestelle fiir das
Vorlauferprotein dienen (SARGENT et al., 1999).

Bislang ist noch nicht geklért, wie genau diese Proteine zu der Bildung der Translokase
beitragen und ob bzw. wie sie an der Erkennung der Tat-Signalsequenz beteiligt sind.
BERKS et al. (2000) postulierten u. a. ein Modell, in dem die Pore von vielen Kopien
der TatABE-Proteine gebildet wird. Dabei formen die N-terminalen transmembranen
Helices dieser Proteine die Pore und die C-Termini kontrollieren den Zugang an der
cytoplasmatischen Seite. Durch die =zirkuldre Struktur koénnten die einzelnen
Untereinheiten aneinander entlang gleiten und sich dadurch den verschiedenen
Durchmessern der transportierten Proteine anpassen. SARGENT et al. (2001) konnten
durch Isolierung eines 600 kDa TatAB-Komplexes die postulierte Interaktion zwischen
diesen beiden Proteinen bestitigen. Weiterhin nehmen sie an, dass es sich bei TatA um
die Hauptkomponente der Pore handelt. BOLHUIS et al. (2001) fanden dagegen heraus,
dass die Proteine TatA, B und C zusammen einen 600 kDa Komplex bilden. So
beschrieben sie ein Modell, in dem aufgrund der Grof3e des Komplexes mehrere TatA,

B und C Untereinheiten die Pore ausbilden. Als einzige offensichtliche Energiequelle
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fiir die Translokation bakterieller Tat-Substrate kommt die protonmotorische Kraft in
Frage. Wie sie genutzt wird ist aber noch unbekannt (MULLER et al., 2001).

Periplasma

5
TatA TatE

Cytoplasma TatD

Abbildung 44: Modell fiir den Aufbau der Strukturgene des Tat-Weges aus
BERKS et al. (2000)

Fiir die Konstruktion des Bj,-Exporters in dieser Arbeit wurde die Signalsequenz der
Trimethylamin-N-Oxid Reduktase (TorA) aus E. coli (siche Abbildung 45) mit den
Bi>-Bindeproteinen IF oder MutB fusioniert. Der Export des 16slichen TorA-Enzyms
tiber den Tat-Weg ist besonders eingehend untersucht worden (SANTINI et al., 1998;
WEINER et al., 1998; SARGENT et al., 1999). Es handelt sich dabei um ein unter
anaeroben Bedingungen synthetisiertes periplasmatisches Molybdoenzym. Es reduziert
Trimethylamin-N-Oxid zu Trimethylamin und ermdglicht dem Organismus dadurch
alternative Elektronenakzeptoren zu nutzen. Die TMAO-Reduktase wird von dem for4
Gen des torCAD Operons kodiert, dessen Expression bei der Anwesenheit von TMAO
durch das Zweikomponentensystem TorS/TorR induziert wird (ANSALDI et al., 1999).
Das korrespondierende Genprodukt setzt sich aus zwei identischen 90 kDa-
Untereinheiten zusammen (SILVESTRO et al., 1989). Das TorA-Vorlauferprotein
besitzt eine N-terminale Signalsequenz von 39 Aminosduren Linge (MEJAN et al.,
1994).
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Abbildung 45: Aminosiuresequenz des Signalpeptids der Trimethylamin-N-Oxid
Reduktase (TorA) aus E. coli aus MEJAN et al. (1994)
Die Konsensus Sequenz ist durch dick gedruckte Buchstaben hervorgehoben.

Das schwarze Dreieck markiert die Stelle, an der das Signalpeptid nach der Translokation abgespalten
wird.

Das Tat-Signalpeptid weist die zuvor beschriebenen Merkmale von Tat-Signalpeptiden
auf. Die N-Region des TorA-Signalpeptids beinhaltet 13 Aminosdure-Reste mit einer
insgesamt positiven Ladung und das doppelte Arginin-Motiv. Die H-Region besteht aus
vorwiegend hydrophoben Resten und die C-Region mit ihren 6 Aminosduren weist die
A-T-A-Erkennungsstelle fiir die Signalpeptidase auf. Um eine reibungslose Abspaltung
des Signalpeptids bei dem in dieser Arbeit entwickelten B,-Exporter zu gewihrleisten,
wurde zusitzlich die Gen-Sequenz fiir die ersten fiinf Aminoséuren des reifen TorA-
Proteins zwischen der Signalsequenz und dem B;-Bindeprotein in den Fusionsgenen
sigtorA-if- und sigtorA-mutB kloniert. Die Wahl des Tat-Signalpeptids fiel auf die
TorA-Signalsequenz, da sie bereits mehrfach erfolgreich eingesetzt wurde, um Proteine
tiber den Tat-Weg zu translozieren, die normalerweise iiber den Sec-Weg ins
Periplasma gelangen. So fusionierten beispielsweise SANTINI et al., (2001) die
TorA-Signalsequenz mit dem GFP (,green fluorescent Protein) aus Quallen.
Anschlieffend gelang es ihnen, korrekt gefaltetes GFP nach der Translokation {iber den
Tat-Weg im Periplasma von E. coli nachzuweisen. In einer anderen Studie konnte die
periplasmatische GFOR (Glucose-Fructose-Oxidoreduktase) aus Zymomonas mobilis
nur mit Hilfe der TorA-Signalsequenz ins Periplasma von E. coli transloziert werden.
Ein Transport nach Expression mit dem natiirlichen Signalpeptid des GFOR-Enzyms,
welches ebenfalls ein Twin-Arginin-Motiv aufweist, fand dagegen in E. coli nicht statt.
Dies war ein Hinweis darauf, dass Tat-Signalpeptide nicht universell von Tat-
Translokasen erkannt werden. Da die Expressionsstudien des Bi,-Exporters zunéchst in
E. coli und anschliefend in dem nahe verwandten B,-produzierenden Enterobakterium
C. freundii erfolgen sollten, wurden ein Tat-Signalpeptid aus E. coli genommen. Mit
Hilfe der TorA-Signalsequenz aus E. coli gelang es in dieser Arbeit, das Fusionsprotein
sigTorA-MutB ins Periplasma von E. coli BL21 (DE3) zu transportieren (siche
Abbildung 29). Dabei war aber noch ein erheblicher Anteil im Cytoplasma und den
Membranen verblieben. Weiterhin war es moglich, das Fusionsprotein auch unter
anaeroben Bedingungen in den Enterobakterien C. freundii und E. blattae in groBen
Mengen zu produzieren (siche Abbildung 31). Die sich anschlieBenden Experimente zur

Translokation des Fusionsproteins in C. freundii und E. blattae unter anaeroben
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Bedingungen flihrten dann zur Translokation des groBten Teils von sigTorA-MutB ins
Periplasma (siche Abbildung 32). Es konnte damit gezeigt werden, dass generell eine
Translokation der Bi,-bindenden Untereinheit aus P. shermanii (MutB) iiber den Tat-
Weg moglich ist und auf diese Weise mit Hilfe der TorA-Signalsequenz aus E. coli ein
Transport von MutB {iber die Cytoplasmamembran auch unter anaeroben Bj;-

produzierenden Bedingungen erfolgt.

4.4 Einfluss der Produktion und des Exports der sigTorA-
Fusionsproteine auf die Coenzym Bi,-Synthese

Die Cobalamin-Biosynthese stellt einen der komplexesten Synthesewege dar, die in der
Natur vorkommen. Dabei sind etwa 30 enzymkatalysierte Reaktionen an der kompletten
de novo Synthese beteiligt. Die Produktion von Coenzym Bj; ist auf einige Bakterien
wie z. B. Citrobacter freundii, Escherichia blattae und Archaeen beschrinkt. Die
Cobalamin-Synthese besteht grob aus der Synthese der Corrinring-Komponenten, der
Ausbildung des unteren axialen Liganden und dem Zusammensetzen aller
Komponenten zum Coenzym Bj,. Im ersten Teil wird Uroporphyrinogen III zu
Cobinamid umgewandelt, im zweiten Teil wird Dimethylbenzimidazol (DMB) gebildet
und im letzten Abschnitt werden Cobinamid, DMB und die Phosphoribosylreste
zusammengefiigt.

Es existieren zwei verschiedene biosynthetische Wege: ein aerober, Sauerstoff-
abhéngiger Weg, bei dem Cobalt zu einem vergleichsweise spédten Zeitpunkt in den
Corrin-Ring inseriert wird und ein anaerober, Sauerstoff-unabhéngiger Weg, bei dem
das Cobalt sehr viel frither eingebaut wird (BLANCHE et al., 1993). Der aerobe
Syntheseweg ist bei Pseudomonas denitrificans und der anaerobe bei
Propionibacterium shermanii und Salmonella typhimurium untersucht worden.

Die Coenzym Formen des Bj,; gehoren zu einer Familie von prosthetischen Gruppen,
den Tetrapyrrol-Derivaten. Dazu zéhlen Molekiile wie Hdm, Chlorophyll, Sirohdm und
Coenzym Fy30. Sie alle weisen im Zentrum der prosthetischen Gruppe ein
charakteristisches Metall-lon auf (Magnesium, Eisen oder Cobalt) (WARREN et al.,
1990). Mit Ausnahme der a-Gruppe der Proteobakterien beginnen alle Synthesewege
mit dem C-5 Skelett des Glutamats. Im ersten Schritt wird tRNA-gebundenes Glutamat
zu Glutamat-1-Semialdehyd reduziert. Das Aldehyd wird anschlieBend durch
intramolekulare Umwandlung der Aminogruppe zu 5-Aminoldvulinsdure umgesetzt.
Zwei 5-Aminoldvulinsdure-Molekiile werden zum ersten Pyrrol-Derivat, dem
Porphobilinogen kondensiert. Vier dieser Pyrrol-Molekiile bilden im folgenden durch
Polymerisation, Umlagerungsreaktionen und Ringschliisse das Uroporphyrinogen III
(JAHN et al, 1996, MARTENS et al., 2002). Wihrend die Decarboxylierung des
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Uroporphyrinogen III zur Biosynthese von Him und Chlorophyll fiihrt, wird durch die
Methylierung dieses Molekiils Precorrin-2 synthetisiert. Die bei der letzten Reaktion
bendtigten zwei Methylgruppen stammen vom S-Adenosyl-L-Methionin, die von einer
einzigen Methyltransferase eingebaut werden (WOODCOCK et al., 1998). An der
Stelle des Precorrin-2 teilen sich die beiden Biosynthesewege fiir Cobalamin. Wahrend
beim aeroben Zweig Precorrin-2 durch eine weitere Methyltransferase methyliert wird,
woraus das Precorrrin-3A resultiert, wird das Precorrin-2 im anaeroben Weg mit Cobalt
chelatiert, wobei Cobalt-Precorrin-2 entsteht. Von diesem Punkt an unterscheiden sich
also die beiden Wege grundlegend: der Sauerstoff-unabhéngige Zweig beginnt an dieser
Stelle mit dem Einbau des Cobalt, wihrend im Sauerstoff-abhidngigen Weg dieser
Einbau erst neun Reaktionsschritte spater erfolgt. Bemerkenswert ist auch, dass sich die
Cobalt-Chelatasen der beiden Wege dadurch unterscheiden, dass nur die Chelatase des
aeroben Zweiges ATP benétigt. Aufgrund der frithen Cobalt-Insertion innerhalb des
einen Weges handelt es sich bei dem Grofteil der Intermediate um Cobalt-Komplexe
und die benotigten Enzyme weisen eine ganz unterschiedliche Substratspezifitit auf als
die Metall-freien Intermediate des Sauerstoff-abhéngigen Weges. Durch eine Reihe von
verschiedenen Reaktionen wie z. B  Methylierungs-, Amidierungs- und
Adenolysierungschritten entsteht Adenosyl-Cobyrinsdure. Nachdem die anaeroben und
aeroben Biosynthesewege des Cobalamins sich ab dem Precorrin-2 geteilt haben,
verlaufen sie ab der Adenosyl-Cobyrinsdure wieder analog. Durch Anlagerung eines
Aminopropanols an die Propionsdure-Seitenkette entsteht aus Adenosyl-Cobyrinsdure
Cobinamid. Der untere axiale Ligand, das DMB wird separat synthetisiert. Nach der
Addition einer Phoshporibosyl-Gruppe aus einem Nikotinsdure-Mononukleotid an
DMBI  (Dimethylbenzimidazol)  entsteht daraus a-Ribazol. Im letzten
Reaktionsabschnitt wird das a-Ribazol mit Adenosylcobinamid-GDP  zu

Adenosylcobalamin verkniipft.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Dbeiden unterschiedlichen
Cobalamin-Biosynthesewege aus RAUX et al. (1996)

Uro’gen: Uroporphyrionogen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Bj,-Produzenten C. freundii und E. blattae
synthetisieren das Coenzym de novo iiber den anaeroben Syntheseweg. Wihrend
KEUTH und BISPING (1994) in ihren Experimenten fiir C. freundii eine
B2-Produktionsrate von 114-152 ng B, pro g Zellen beschrieben haben, liegen aus
experimentellen Daten von BECHER aus unserer Arbeitsgruppe Werte im Bereich von
0,05-0,09 mg B,/ 1 Kultur vor. Fiir E. blattae waren noch keine Daten beziiglich der
Synthesrate bekannt.

In den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit wurde getestet, ob die Produktion der
B2-Bindeproteine Intrinsic Faktor und MutB eine erhohte Syntheserate von By, in den
Organismen hervorruft. Die Expressionsstudien fanden anaerob mit Glycerin als
einziger C-Quelle (Bj;-produzierende Bedingungen) statt. Citrobacter freundii und
E. blattae gehdren zu den Organismen, die anaerob ohne externe Elektronenakzeptoren
mit Glycerin als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen koénnen. Glycerin
unterliegt dabei einer Disproportionierung. Die Enzyme des oxidativen Zweigs setzen
Glycerin zu Dihydroxyacetonphosphat um. Die dabei anfallenden Reduktions-
dquivalente werden im reduktiven Zweig verbraucht. Die Coenzym-Bi,-abhingige
Glycerin-Dehydratase bildet dabei aus Glycerin 3-Hydroxypropionaldehyd, der
anschlieend weiter zu 1,3-Propandiol reduziert wird (DANIEL et al., 1995 a und b,
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ABELES et al., 1961). Durch die Bj;-Abhédngigkeit der Glycerin-Dehydratase ist nur
dann ein anaerobes Wachstum von C. freundii und E. blattae in Bj,-freiem
Mineralmedium mit Glycerin als einziger Kohlenstoff-Quelle moglich, wenn der
Organismus das bendtigte By, de novo synthetisiert.

Dabei konnte trotz der schwachen Produktion des Intrinsic Faktors in C. freundii eine
maximale Steigerung der Bj»-Produktion um 17 % nachgewiesen werden (siche 3.6).
Die ermittelten Bj,-Konzentrationen lagen dabei in den Kulturen ohne das Bindeprotein
bei 0,09 und mit IF-Bindeprotein bei 0,15 mg B,/ 1 Kultur. Die heterologe Produktion
von MutB in C. freundii oder E. blattae gelang in groBen Mengen und fiihrte zu einer
gesteigerten Coenzym-Syntheserate zwischen 28 und 57 % (siehe 3.6.1). Fiir die
E. blattae Stamme wurde dabei eine Bj,-Konzentration in den Anzuchten ohne MutB
von 0,2 mg/ 1 Kultur und mit MutB von 0,3 mg/ 1 Kultur erreicht, die C. freundii
Stamme enthielten ohne MutB-Bindeprotein 0,09 und mit MutB 0,11 mg B,/ 1 Kultur.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Synthese der Fusionsproteine (sigTorA-IF und
sigTorA-MutB) eine stirkere Bj,-Produktion in C. freundii und E. blattae hervorruft.
Diese kommt vermutlich durch die Bindung des Coenzym Bj; an das Bindeprotein
zustande, wodurch der Zelle weniger freies B, fiir die bendtigten Bj;-abhéngigen
Reaktionen zur Verfiigung steht.

AuBlerdem gelang es in Experimenten nachzuweisen, dass im Cytoplasma von
C. freundii und FE. blattae synthetisiertes Coenzym Bj, gebunden and das
Bi2>-Bindeprotein MutB ins Periplasma transportiert werden konnte (siche Abbildung
37). Dabei wurden fiir E. blattae Werte von 8,3 bis 31,0 nM B, im Periplasma ermittelt
und fiir C. freundii ein Wert von 8,6 nM By,.

Zusammenfassend ldsst sich aus diesen Ergebnissen festhalten, dass generell ein
Transport von Coenzym Bj, gebunden an ein Protein iiber die Cytoplasmamembran
moglich ist. Zum anderen belegt die Cotranslokation von B, mit der Bj;-bindenden
Untereinheit aus P. shermanii (MutB) die Funktionalitit des in dieser Arbeit

entwickelten B,-Exporters.

45 Ausblick:

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Bi,-Exporter eroffnet die Moglichkeit fiir
weitere Experimente im Hinblick auf einen effizienteren und vollstdndigen Export von
B> ins Kulturmedium. Zunichst ist es notwendig, ein System zum Transport des
Coenzyms iiber die duflere Membran zu entwickeln. Das wiederum konnte mit Hilfe des
kil-Gen-Systems von MIKSCH et al. (1997b) erfolgen, welches eine kontrollierte
Freisetzung von periplasmatischen Enzymen ins Medium ermoglicht. Das

Sekretionssystem basiert auf dem permeabilisierenden Effekt des kil-Genproduktes aus
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dem Plasmid ColEl von E. coli und wird unter einem Stationdrphasen-Promotor
exprimiert. Dadurch kommt es zu keiner Beeinflussung der Lebensfahigkeit der Zelle,
ebenso wenig tritt eine Zellyse auf. Der Einsatz der ki/-Gene hatte z. B. in dem
Bi2-produzierenden Klebsiella planticola oder in Acetobacter methanolicus und E. coli
zur Sekretion periplasmatischer Proteine ins Medium gefiithrt (MIKSCH et al., 1997¢c,
1997a und 1999).

Ein anderer Ansatzpunkt wire es, den konstruierten B;-Exporter in einem Cobalamin-
synthetisierenden Gram-positiven Organismus einzusetzen. Das hétte den Vorteil, dass
kein extra Proteinexport mehr wie bei Gram-negativen Bakterien liber die &ullere
Membran notwendig wére. Bacillus megaterium ist zum einen in der Lage B, zu
synthetisieren (RAUX et al., 1998) und zum anderen ist in einem anderen Bacillus-
Stamm bereits der Hinweis fiir das Vorkommen des Tat-Transportweg beschrieben
worden (TJALSMA et al., 2000). Dabei konnte zuerst untersucht werden, ob das in
dieser Arbeit konstruierte Bi,-Exportsystem, bestehend aus der TorA-Signalsequenz
und dem Bj;-Bindeprotein MutB, auch in Bacillus megaterium produziert wird. Im
Falle einer Produktion des Fusionsproteins miisste ein Transport ins Medium und
anschlieend der Cotransport mit Coenzym B, nachgewiesen werden. Falls es zu
keinem Transport des Fusionsproteins kommt, konnte versucht werden die
Translokation durch Fusion des Bj;-Bindeproteins MutB an eine andere
Tat-Signalsequenz, wenn moglich aus einem Bacillus-Stamm, zu erzielen.

Weiterhin wire es denkbar durch den Einsatz eines Organismus mit hdherer
Bi>-Syntheserate, die Effizienz des Bj,-Exports zu verbessern. So sind in der Literatur
Produktionsraten von 1,1 bis zu 206 mg B;»/ 1 Medium beschrieben worden
(BYKHOVSKY et al., 1998). Der Einsatz des B,-Exporters in einem Organismus, der
weit mehr By, produziert, als die beiden in dieser Arbeit eingesetzten B,-Produzenten
C. freundii und E. blattae, konnte zu einer groBeren Menge an Bj, im Periplasma
fiihren. AuBlerdem lieBe sich die Produktionsrate von Bj,; in den Organismen dieser
Arbeit eventuell durch die oft beschriebene Zugabe von Komponenten wie
Dimethylbenzimidazol, Aminoldvulinsdure oder anderer Vorldufer des Cobalamins
erhohen (MARTENS et al., 2002).

Eine andere Moglichkeit um die Cotranslokation von Bj; mit seinem Bindeprotein ins
Periplasma oder umgebende Medium zu verbessern, liefe sich eventuell durch den
Austausch des Bj;-Bindeproteins gegen ein Protein mit geringerer Molekularmasse
erreichen. Denkbar wére der Einsatz des nur 30 kDa groBBen BtuF Proteins. Dabei
handelt es sich um das periplasmatisch lokalisierte Bi,-Bindeprotein, das an der
Aufnahme von Cobalaminen in die Zelle beteiligt ist (siche 4.1) und somit eine hohe
Binderate zum B, aufweist (CARDIEUX et al., 2002). Nach Fusion mit der TorA-

Signalsequenz miisste eingangs die Produktion und im weiteren der Transport ins
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Periplasma von E. blattae oder C. freundii untersucht werden. AnschlieBend lieBe sich
durch quantitative Bestimmungen iiberpriifen, ob eine Cotranslokation von B, mit BtuF
stattgefunden hat.

AulBlerdem konnte man testen, ob mit Hilfe des Tat-Systems auch andere an Proteine
gebundene Cofaktoren ins Periplasma transloziert werden konnen. Das wére besonders
im Hinblick auf die Produktion von toxischen Substanzen interessant. So kdnnten
Cofaktor-abhédngige fiir die Zelle sonst toxische Reaktionen im Periplasma ablaufen,
wodurch sich unter Umstinden ganz neue Moglichkeiten des Stoffumsatzes im

Periplasma als Reaktionsraum eréffnen wiirden.
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1)

2)

3)

4.)

Zusammenfassung

Zur Konstruktion eines bakteriellen Bj,-Exporters wurden die Gene fiir die
Signalsequenz der periplasmatischen Trimethylamin-N-Oxid-Reduktase (sigtorA4)
aus Escherichia coli und fiir den Bj;-bindenden humanen Intrinsic Faktor (if)
fusioniert. Die heterologe Expression des Fusionsgens erfolgte unter Kontrolle des
durch Arabinose induzierbaren paraBAD-Promotors in verschiedenen E. coli-
Stammen. Dabei konnte auch nach Variation verschiedenster Parameter nur eine
minimale Produktion des sigTorA-IF-Fusionsproteins durch Western-Blot-Analyse
detektiert werden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei der heterologen
Produktion des Fusionsproteins in dem Bj;-produzierenden Enterobakterium

C. freundii erzielt.

In Experimenten zum Nachweis der Translokation von sigTorA-IF ins Periplasma
war, zur Erhohung der Detektierbarkeit des nur schwach produzierten Proteins, eine
Konzentrierung notwendig. Mit Hilfe des im Zuge der Klonierung angefiigten
His¢-Tags konnte das Fusionsprotein durch eine Affinitdtschromatographie an
Ni*"-NTA-Agarose unter denaturierenden Bedingungen konzentriert werden.
Hiernach lieB sich eine geringe Translokation des sigTorA-IF ins Periplasma

nachweisen.

Anschlieend sollte durch quantitative Bestimmung der Corrinoid-Konzentration
ein Cotransport von sigTorA-IF und Bj, ins Periplasma von C. freundii
nachgewiesen werden. Dieser Nachweis gelang nicht, da aufgrund der geringen
Produktion von sigTorA-IF die maximal zu erwartende Bj,-Menge unterhalb der
Nachweisgrenze lag.

Die schwache Produktion des Fusionsproteins fiihrte jedoch zu einer Steigerung der

B>-Syntheserate in dem Wirtsorganismus.

Zur Konstruktion eines effizienten B,-Exportsystems erschien der Intrinsic Faktor,
aufgrund der zu schwachen heterologen Produktion, als nicht geeignet. Daher sollte
die Genfusion von sigtor4A mit dem Gen eines anderen Bi,-bindenden Enzyms fiir
die weiteren Experimente verwendet werden. Hierzu wurde die Bj;-bindende
Untereinheit der Methylmalonyl-CoA-Mutase (mutB) aus Propionibacterium
shermanii eingesetzt. Aus anderen Arbeiten aus unserer Gruppe (BOLM 2000) lag
ein entsprechendes Konstrukt (pMBS5) mit der sigtorA-mutB-Genfusion bereits vor.
Es konnte in Expressionsversuchen gezeigt werden, dass das korrespondierende
Genprodukt in verschiedenen Enterobakterien in grolen Mengen heterolog

produziert wird.
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5.)

6.)

In weiteren Experimenten wurde die sigtor-mutB-Fusion anaerob unter
Bi:-produzierenden Bedingungen in C. freundii und E. blattae untersucht. Fiir
letzteren erfolgte eine Umklonierung der Genfusion in ein fiir diesen Stamm
geeignetes Vektorsystem. Die resultierenden Konstrukte wurden als pTM3 und
pTM6 bezeichnet. Der Nachweis der Bildung des Fusionsproteins erfolgte liber den
angefiigten Hise- bzw. GFP-Tag durch Western-Blot-Analysen bzw.
Fluoreszensmikroskopie. Mit Hilfe dieser Detektionssysteme gelang es sowohl in
C. freundii als auch in E. blattae eine starke Produktion des sigTorA-MutB-
Proteins unter Bi,-produzierenden Bedingungen nachzuweisen. Dieses Ergebnis
konnte ebenfalls nach Einfiigen eines Strep-Tagsll durch Klonierung der
Fusionsgene in den Vektor pASK-IBA3 mittels Western-Blot-Analysen in

E. blattae erlangt werden.

Experimente zur Translokation des sigTorA-MutB-Fusionsproteins ins Periplasma
wurden zundchst in E. coli durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass das
Fusionsprotein transloziert wurde, aber ein noch erheblicher Anteil im Cytoplasma
und in den Membranen verblieben war. In anschlielenden Untersuchungen unter
Bi2-produzierenden Bedingungen, die mit C. freundii und E. blattae durchgefiihrt
wurden, konnte eine Translokation des sigTorA-MutB-Proteins ins Periplasma der
B2-Produzenten nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den Versuchen mit E. coli
blieb dabei jedoch nur ein kleiner Teil des Fusionsproteins im Cytoplasma und in
den Membranen zuriick. Dies konnte durch Immunolokalisation mit goldmarkierten

Antikorpern durch elektronenmikroskopische Analyse belegt werden.

7.) Die quantitative Bestimmung des Corrinoidgehaltes bei C. freundii und E. blattae

zeigte, dass die heterologe Produktion von sigTorA-MutB je nach Bedingung zu
einer um 28-57% gesteigerten Bj>-Synthese fithrte. Ferner konnte eine
Cotranslokation von B, und MutB ins Periplasma von C. freundii und E. blattae in
einem Verhaltnis von 1,3 bis 5,1 zu 1 nachgewiesen werden.

Diese Untersuchungen bestitigen, dass die hergestellte Genfusion als

Bi2-Exportsystem fungiert.
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7 Anhang

Nukleotidsequenz des Inserts von pTM1:

mit den Erkennungssequenzen: 5’-terminal fiir EcoRI und 3’-terminal fiir HindIIl

GAATTCACCATGAACAATAACGATCTCTTTCAGGCATCACGTCGGCGTTTTCTGGCACAACTCGGCGGCT
TAACCGTCGCCGGGATGCTGGGGCCGTCATTGTTAACGCCGCGACGTGCGACTGCGGCGCAAGCGGCGAC
TGACGTTGTCAGTACCCAGACCCAGAGTTCATGCTCCGTTCCCTCAGCACAGGAGCCCTTGGTCAATGGA
ATACAAGTACTCATGGAGAACTCGGTGACTTCATCAGCCTACCCAAACCCCAGCATCCTGATTGCCATGA
ATCTGGCCGGAGCCTACAACTTGAAGGCCCAGAAGCTCCTGACTTACCAGCTCATGTCCAGCGACAACAA
CGATCTAACCATTGGGCAGCTCGGCCTCACCATCATGGCCCTCACCTCCTCCTGCCGAGACCCTGGGGAT
AAAGTATCCATTCTACAAAGACAAATGGAGAACTGGGCACCTTCCAGCCCCAACGCTGAAGCATCAGCCT
TCTATGGGCCCAGTCTAGCGATCTTGGCACTGTGCCAGAAGAACTCTGAGGCGACCTTGCCGATAGCCGT
CCGCTTTGCCAAGACCCTGCTGGCCAACTCCTCTCCCTTCAATGTAGACACAGGAGCAATGGCAACCTTG
GCTCTGACCTGTATGTACAACAAGATCCCTGTAGGTTCAGAGGAAGGTTACAGATCCCTGTTTGGTCAGG
TACTAAAGGATATTGTGGAGAAAATCAGCATGAAGATCAAAGATAATGGCATCATTGGAGACATCTACAG
TACTGGCCTCGCCATGCAGGCTCTCTCTGTAACACCTGAGCCATCTAAAAAGGAATGGAACTGCAAGAAG
ACTACGGATATGATACTCAATGAGATTAAGCAGGGGAAATTCCACAACCCCATGTCCATTGCTCAAATCC
TCCCTTCCCTGAAAGGCAAGACATACCTAGATGTGCCCCAGGTCACTTGTAGTCCTGATCATGAGGTACA
ACCAACTCTACCCAGCAACCCTGGCCCTGGCCCCACCTCTGCATCTAACATCACTGTCATATACACCATA
AATAACCAGCTGAGGGGGGTTGAGCTGCTCTTCAACGAGACCATCAATGTTAGTGTGAAAAGTGGGTCAG
TGTTACTTGTTGTCCTAGAGGAAGCACAGCGCAAAAATCCTATGTTCAAATTTGAAACCACAATGACATC
TTGGGGCCTTGTCGTCTCTTCTATCAACAATATCGCGGAAAATGTTAATCACAAGACATACTGGCAGTTT
CTTAGTGGTGTAACACCTTTGAATGAAGGGGTTGCTGACTACATACCCTTCAACCACGAGCACATCACAG
CCAATTTCACACAGTACCACCATCACCATCACCATTAATAAGCTT
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Nukleotidsequenz des Inserts von pTM3:

mit der Erkennungssequenz: 5’- und 3’- terminal fiir Xbal

TCTAGAGAACAATAACGATCTCTTTCAGGCATCACGTCGGCGTTTTCTGGCACAACTCGGCGGCTTAACC
GTCGCCGGGATGCTGGGGCCGTCATTGTTAACGCCGCGACGTGCGACTGCGGCGCAAGCGGCGACTAGCA
CTCTGCCCCGTTTTGATTCAGTTGACCTCGGCAATGCCCCGGTTCCTGCTGATGCCGCACGACGCTTCGA
GGAACTGGCCGCCAAGGCCGGCACCGGAGAGGCGTGGGAGACGGCCGAGCAGATTCCGGTTGGCACCCTG
TTCAACGAAGACGTCTACAAGGACATGGACTGGCTGGACACCTACGCAGGTATCCCGCCGTTCGTCCACG
GCCCGTATGCAACCATGTACGCGTTCCGTCCCTGGACGATTCGCCAGTACGCCGGTTTCTCCACGGCCAA
GGAGTCGAACGCCTTCTACCGCCGCAACCTTGCGGCCGGCCAGAAGGGCCTGTCGGTTGCCTTCGACCTG
CCCACCCACCGTGGCTACGACTCGGACAATCCCCGCGTCGCCGGTGACGTCGGCATGGCCGGTGTGGCCA
TCGACTCCATCTATGACATGCGCGAGCTGTTCGCCGGCATTCCGCTGGACCAGATGAGCGTGTCCATGAC
CATGAACGGCGCCGTGCTGCCGATCCTGGCCCTCTATGTGGTGACCGCCGAGGAGCAGGGCGTCAAGCCC
GAGCAGCTCGCCGGGACGATCCAGAACGACATCCTCAAGGAGTTCATGGTTCGTAACACCTACATCTACC
CGCCGCAGCCGAGTATGCGAATCATCTCTGAGATCTTCGCCTACACGAGTGCCAATATGCCGAAGTGGAA
TTCGATTTCCATTTCCGGCTACCACATGCAGGAAGCCGGCGCCACGGCCGACATCGAGATGGCCTATACC
CTGGCCGACGGTGTTGACTACATCCGCGCCGGCGAGTCGGTGGGCCTCAATGTCGACCAGTTCGCGCCGC
GTCTGTCCTTCTTCTGGGGCATCGGCATGAACTTCTTCATGGAGGTTGCCAAGCTGCGTGCCGCGCGCAT
GTTGTGGGCCAAGCTGGTGCATCAGTTCGGGCCGAAGAACCCGAAGTCGATGAGCCTGCGCACCCACTCG
CAGACCTCCGGTTGGTCGCTGACCGCCCAGGACGTCTACAACAACGTCGTGCGTACCTGCATCGAGGCCA
TGGCCGCCACCCAGGGCCATACCCAGTCGCTGCACACGAACTCGCTCGACGAGGCCATCGCCCTGCCGAC
CGATTTCAGCGCCCGCATCGCCCGTAACACCCAGCTGTTCCTGCAGCAGGAATCGGGCACGACGCGCGTG
ATCGACCCGTGGAGCGGCTCGGCATACGTCGAGGAGCTCACCTGGGACCTGGCCCGCAAGGCATGGGGTC
ACATCCAGGAGGTCGAGAAGGTCGGCGGCATGGCCAAGGCCATCGAAAAGGGCATCCCCAAGATGCGCAT
CGAGGAAGCCGCCGCCCGCACCCAGGCACGCATCGACTCCGGCCGCCAGCCGCTGATCGGCGTGAACAAG
TACCGCCTGGAGCACGAGCCGCCGCTCGATGTGCTCAAGGTGGACAACTCCACGGTGCTCGCCGAGCAGA
AGGCCAAGCTGGTCAAGCTGCGCGCCGAGCGCGATCCCGAGAAGGTCAAGGCCGCCCTCGACAAGATCAC
CTGGGCCGCCGGCAACCCCGACGACAAGGATCCGGATCGCAACCTGCTGAAGCTGTGCATCGACGCTGGC
CGCGCCATGGCGACGGTCGGCGAGATGAGCGACGCGCTCGAGAAGGTCTTCGGACGCTACACCGCCCAGA
TTCGCACCATCTCCGGTGTGTACTCGAAGGAAGTGAAGAACACGCCTGAGGTTGAGGAAGCACGCGAGCT
CGTTGAGGAATTCGAGCAGGCCGAGGGCCGTCGTCCTCGCATCCTGCTGGCCAAGATGGGCCAGGACGGT
CACGACCGTGGCCAGAAGGTCATCGCCACCGCCTATGCCGACCTCGGTTTCGACGTCGACGTGGGCCCGC
TGTTCCAGACCCCGGAGGAGACCGCACGTCAGGCCGTCGAGGCCGATGTGCACGTGGTGGGCGTTTCGTC
GCTCGCCGGCGGGCATCTGACGCTGGTTCCGGCCCTGCGCAAGGAGCTGGACAAGCTCGGACGTCCCGAC
ATCCTCATCACCGTGGGCGGCGTGATCCCTGAGCAGGACTTCGACGAGCTGCGTAAGGACGGCGCCGTGG
AGATCTACACCCCCGGCACCGTCATTCCGGAGTCGGCGATCTCGCTGGTCAAGAAACTGCGGGCTTCGCT
CGATGCCCACCATCACCATCACCATTAATTCTAGA
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Nukleotidsequenz des Inserts von pTM4:

mit den Erkennungssequenzen: 5’-terminal fiir EcoRI und 3’-terminal fiir HindIIl

GAATTCCAGTACCCAGACCCAGAGTTCATGCTCCGTTCCCTCAGCACAGGAGCCCTTGGTCAATGGAATA
CAAGTACTCATGGAGAACTCGGTGACTTCATCAGCCTACCCAAACCCCAGCATCCTGATTGCCATGAATC
TGGCCGGAGCCTACAACTTGAAGGCCCAGAAGCTCCTGACTTACCAGCTCATGTCCAGCGACAACAACGA
TCTAACCATTGGGCAGCTCGGCCTCACCATCATGGCCCTCACCTCCTCCTGCCGAGACCCTGGGGATAAA
GTATCCATTCTACAAAGACAAATGGAGAACTGGGCACCTTCCAGCCCCAACGCTGAAGCATCAGCCTTCT
ATGGGCCCAGTCTAGCGATCTTGGCACTGTGCCAGAAGAACTCTGAGGCGACCTTGCCGATAGCCGTCCG
CTTTGCCAAGACCCTGCTGGCCAACTCCTCTCCCTTCAATGTAGACACAGGAGCAATGGCAACCTTGGCT
CTGACCTGTATGTACAACAAGATCCCTGTAGGTTCAGAGGAAGGTTACAGATCCCTGTTTGGTCAGGTAC
TAAAGGATATTGTGGAGAAAATCAGCATGAAGATCAAAGATAATGGCATCATTGGAGACATCTACAGTAC
TGGCCTCGCCATGCAGGCTCTCTCTGTAACACCTGAGCCATCTAAAAAGGAATGGAACTGCAAGAAGACT
ACGGATATGATACTCAATGAGATTAAGCAGGGGAAATTCCACAACCCCATGTCCATTGCTCAAATCCTCC
CTTCCCTGAAAGGCAAGACATACCTAGATGTGCCCCAGGTCACTTGTAGTCCTGATCATGAGGTACAACC
AACTCTACCCAGCAACCCTGGCCCTGGCCCCACCTCTGCATCTAACATCACTGTCATATACACCATAAAT
AACCAGCTGAGGGGGGTTGAGCTGCTCTTCAACGAGACCATCAATGTTAGTGTGAAAAGTGGGTCAGTGT
TACTTGTTGTCCTAGAGGAAGCACAGCGCAAAAATCCTATGTTCAAATTTGAAACCACAATGACATCTTG
GGGCCTTGTCGTCTCTTCTATCAACAATATCGCGGAAAATGTTAATCACAAGACATACTGGCAGTTTCTT
AGTGGTGTAACACCTTTGAATGAAGGGGTTGCTGACTACATACCCTTCAACCACGAGCACATCACAGCCA
ATTTCACACAGTACAAGCTT
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Nukleotidsequenz des Inserts von pTM6:

mit den Erkennungssequenzen: 5’-terminal fiir Xbal und 3’-terminal fiir Clal

TCTAGAGAACAATAACGATCTCTTTCAGGCATCACGTCGGCGTTTTCTGGCACAACTCGGCGGCTTAACC
GTCGCCGGGATGCTGGGGCCGTCATTGTTAACGCCGCGACGTGCGACTGCGGCGCAAGCGGCgactAGCA
CTCTGCCCCGTTTTGATTCAGTTGACCTCGGCAATGCCCCGGTTCCTGCTGATGCCGCACGACGCTTCGA
GGAACTGGCCGCCAAGGCCGGCACCGGAGAGGCGTGGGAGACGGCCGAGCAGATTCCGGTTGGCACCCTG
TTCAACGAAGACGTCTACAAGGACATGGACTGGCTGGACACCTACGCAGGTATCCCGCCGTTCGTCCACG
GCCCGTATGCAACCATGTACGCGTTCCGTCCCTGGACGATTCGCCAGTACGCCGGTTTCTCCACGGCCAA
GGAGTCGAACGCCTTCTACCGCCGCAACCTTGCGGCCGGCCAGAAGGGCCTGTCGGTTGCCTTCGACCTG
CCCACCCACCGTGGCTACGACTCGGACAATCCCCGCGTCGCCGGTGACGTCGGCATGGCCGGTGTGGCCA
TCGACTCCATCTATGACATGCGCGAGCTGTTCGCCGGCATTCCGCTGGACCAGATGAGCGTGTCCATGAC
CATGAACGGCGCCGTGCTGCCGATCCTGGCCCTCTATGTGGTGACCGCCGAGGAGCAGGGCGTCAAGCCC
GAGCAGCTCGCCGGGACGATCCAGAACGACATCCTCAAGGAGTTCATGGTTCGTAACACCTACATCTACC
CGCCGCAGCCGAGTATGCGAATCATCTCTGAGATCTTCGCCTACACGAGTGCCAATATGCCGAAGTGGAA
TTCGATTTCCATTTCCGGCTACCACATGCAGGAAGCCGGCGCCACGGCCGACATCGAGATGGCCTATACC
CTGGCCGACGGTGTTGACTACATCCGCGCCGGCGAGTCGGTGGGCCTCAATGTCGACCAGTTCGCGCCGC
GTCTGTCCTTCTTCTGGGGCATCGGCATGAACTTCTTCATGGAGGTTGCCAAGCTGCGTGCCGCGCGCAT
GTTGTGGGCCAAGCTGGTGCATCAGTTCGGGCCGAAGAACCCGAAGTCGATGAGCCTGCGCACCCACTCG
CAGACCTCCGGTTGGTCGCTGACCGCCCAGGACGTCTACAACAACGTCGTGCGTACCTGCATCGAGGCCA
TGGCCGCCACCCAGGGCCATACCCAGTCGCTGCACACGAACTCGCTCGACGAGGCCATCGCCCTGCCGAC
CGATTTCAGCGCCCGCATCGCCCGTAACACCCAGCTGTTCCTGCAGCAGGAATCGGGCACGACGCGCGTG
ATCGACCCGTGGAGCGGCTCGGCATACGTCGAGGAGCTCACCTGGGACCTGGCCCGCAAGGCATGGGGTC
ACATCCAGGAGGTCGAGAAGGTCGGCGGCATGGCCAAGGCCATCGAAAAGGGCATCCCCAAGATGCGCAT
CGAGGAAGCCGCCGCCCGCACCCAGGCACGCATCGACTCCGGCCGCCAGCCGCTGATCGGCGTGAACAAG
TACCGCCTGGAGCACGAGCCGCCGCTCGATGTGCTCAAGGTGGACAACTCCACGGTGCTCGCCGAGCAGA
AGGCCAAGCTGGTCAAGCTGCGCGCCGAGCGCGATCCCGAGAAGGTCAAGGCCGCCCTCGACAAGATCAC
CTGGGCCGCCGGCAACCCCGACGACAAGGATCCGGATCGCAACCTGCTGAAGCTGTGCATCGACGCTGGC
CGCGCCATGGCGACGGTCGGCGAGATGAGCGACGCGCTCGAGAAGGTCTTCGGACGCTACACCGCCCAGA
TTCGCACCATCTCCGGTGTGTACTCGAAGGAAGTGAAGAACACGCCTGAGGTTGAGGAAGCACGCGAGCT
CGTTGAGGAATTCGAGCAGGCCGAGGGCCGTCGTCCTCGCATCCTGCTGGCCAAGATGGGCCAGGACGGT
CACGACCGTGGCCAGAAGGTCATCGCCACCGCCTATGCCGACCTCGGTTTCGACGTCGACGTGGGCCCGC
TGTTCCAGACCCCGGAGGAGACCGCACGTCAGGCCGTCGAGGCCGATGTGCACGTGGTGGGCGTTTCGTC
GCTCGCCGGCGGGCATCTGACGCTGGTTCCGGCCCTGCGCAAGGAGCTGGACAAGCTCGGACGTCCCGAC
ATCCTCATCACCGTGGGCGGCGTGATCCCTGAGCAGGACTTCGACGAGCTGCGTAAGGACGGCGCCGTGG
AGATCTACACCCCCGGCACCGTCATTCCGGAGTCGGCGATCTCGCTGGTCAAGAAACTGCGGGCTTCGCT
CGATGCCCACCATCACCATCACCATATCGATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTACTGGAGTTGTCC
CAATTCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGA
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TGCTACATACGGAAAGCTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACA
CTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCGGATCATATGAAACGGCATGACT
TTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTA
CAAGACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGAT
TTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTCGAGTACAACTATAACTCACACAATGTATACATCA
CGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGATCCGT
TCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCAT
TACCTGTCGACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGT
TTGTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAATATCGAT
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