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1. Einleitung 1

1 Einleitung

Glycerin- und die dazu verwandten Diol-Dehydratasen konnen Glycerin, 1,2-Propandiol
und 1,2-Ethandiol zu den korrespondierenden Aldehyden umsetzen (SEYFRIED et al.,
1996; TORAYA ¢t al., 1976). Sie werden sowohl von Gram-positiven as auch von Gram-
negativen Mikroorganismen gebildet. Zu diesen gehoren Vertreter der Enterobakterien,
Propionsaurebakterien, [6sungsmittelbildenden Clostridien und Lactobacilli (TORAYA et
al., 1979; FORAGE und FOSTER, 1979; DABROCK et a., 1992; ABBAD-ANDALOUSS|
et a., 1996; TORAYA et d., 1980; BOBIK et a., 1997; BARBIRATO et a., 1997,
SMILEY und SOBOLOV, 1962; TALARICO &t a., 1990; SCHUTZ und RADLER, 1984).
Mit einer Ausnahme sind alle bisher charakterisierten Dehydratasen Coenzym B ,,-abhangig.
In Costridium glycolicum wurde eine B,,-unabhangige Diol-Dehydratase entdeckt. Diese
unterscheidet sich von den Coenzym B, ,-abhéngigen Dehydratasen durch ihre extreme
Sauerstoffempfindlichkeit und ihr Unvermdgen, Glycerin als Substrat zu nutzen
(HARTMANIS und STADTMAN, 1986). Innerhalb der Enterobakterien wurden die
Coenzym B,,-abhangigen Dehydratasen in den Gattungen Salmonella, Klebsiella,
Enterobacter und Citrobacter gefunden.

Die bekannten Diol-Dehydratasen sind in den anaeroben Abbau von 1,2-Propandiol
involviert. 1,2-Propandiol ist ein Produkt der Fermentation von Rhamnose und Fucose.
Diese Zucker sind u. a. in der Zellwand von Pflanzen vorhanden. Bel der 1,2-Propandiol-
Fermentation durch Salmonella- und Klebsiella-Arten wird 1,2-Propandiol zunéchst durch
die Diol-Dehydratase zu Propionaldehyd dehydratisiert (s. Abbildung 1; LEE und ABELES,
1963). Propionaldehyd wird im weiteren zu 1-Propanol und Propionsaure umgesetzt. Diese
Reaktionen werden durch eine Coenzym A-abhdngige Aldehyd-Dehydrogenase,
Phosphotransacetylase und Alkohol-Dehydrogenase katalysiert (TORAYA et al., 1979;
BADIA et da., 1985). In S typhimurium sind die Strukturgene fur die Diol-Dehydratase
(pduCDE) im pdu-Operon lokalisiert. In Gegenwart von 1,2-Propandiol wird die Expression

der Gene induziert. Zusétzlich ist die Induktion des pdu-Operons mit dem cob-Operon



1. Einleitung 2

gekoppelt, das die Gene fir die Cobalaminbiosynthese enthdlt. Neben S. typhimurium
besitzt auch K. oxytoca ATCC 8724 eine Diol-Dehydratase (TOBIMATSU et al., 1995;
BOBIK et a., 1997). Im Gegensatz zu S typhimurium ist K. oxytoca in der Lage, auf
Glycerin zu wachsen. Bel der Fermentation von Glycerin tritt die isofunktionelle Diol-
Dehydratase an die Stelle der Glycerin-Dehydratase (TORAYA und FUKUI, 1977,
TORAYA et al., 1980). Der Stamm K. pneumoniae ATCC 25955 besitzt neben der Diol-

Dehydratase auch eine Glycerin-Dehydratase (TORAY A und FUKUI, 1977).

exogenes
Cobaamin

_JL__oH 1,2-Propandiol | *

I
Diol-Dehydratase <|— Coenzym B,
y

——0 Propionaldehyd

2e
Propanol-

Dehydrogenase Propional dehyd-

I

I

| Neusynthese von Coenzym B1»

I
Dehydrogenase |

I

I

I

I

—~_CH 1-Propanol
2e-

O :
~L_con Propionyl-CoA —|>‘
Phosphotransacetylase P | 1 X
O _ | K ohlenstoff-
/\/O_'FI',_O- Propionyl-Phosphat I Assimilation
” I
Propionat- Kinase |
ATP
it |
— "~ C-O Propionat |
N o

Abbildung 1:  Schema der 1,2-Propandiolfermentation (nach DANIEL et al., 1998).
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Glycerin-Dehydratasen sind in den anaeroben Abbau von Glycerin involviert. Dieser
Stoffwechselweg wurde in C. freundii und K. pneumoniae aufgekléart. Glycerin wird dabei
zu 1,3-Propandiol umgesetzt. Als Nebenprodukte konnen Ethanol, 2,3-Butandiol,
Essigsdure und Milchsdure auftreten. In  der Abwesenheit von externen
Elektronenakzeptoren unterliegt Glycerin einer Disproportionierung (s. Abbildung 2). Im
oxidativen Zweig des Stoffwechselweges wird Glycerin unter Reduktion von NAD" durch
die Glycerin-Dehydrogenase zu Dihydroxyaceton oxidiert. Die Dihydroxyaceton-Kinase
setzt dieses Produkt zu Dihydroxyacetonphosphat um, das dann in den Emden-Meyerhof-
Parnas-Weg eingeschleust wird (DANIEL et a., 1995 b). Der reduktive Zweig des
Stoffwechsels beginnt mit der Dehydratisierung des Glycerins durch die Coenzym B,,-
abhéngige Glycerin-Dehydratase (SEYFRIED et a., 1996). In dieser Reaktion entsteht
b-Hydroxypropionaldehyd, das durch die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase zu 1,3-Propandiol
reduziert wird (ABELES et al., 1960), und die wahrend der Glycerinoxidation anfallenden
Reduktionsdquivalente werden verbraucht. Die Gene fur die Schlisselenzyme sind bei
C.freundii im dha-Regulon organisiert, dessen Genexpression durch Glycerin oder
Dihydroxyaceton induziert wird. Letzeres wird als der eigendliche Induktor angenommen
(RUCH et al., 1974, MULLER, 1990). Die vier Schliisselenzyme der Glycerinfermentation
aus C. freundii konnten bereits gereinigt und charakterisiert werden (DANIEL et al., 1995 a;
SEYFRIED et al, 1996).

Im Gegensatz zu den Enterobakterien ist bisher nur sehr wenig Uber die Gene und Enzyme
fur die Glycerinfermentation von Clostridien und Lactobacilli bekannt. In Clostridien treten
bei der Glycerinfermentation vermehrt Buttersiure, Butanol und Ethanol als Nebenprodukte
auf (DABROCK et al., 1992; HEINDRICKX et a., 1991). Die Aktivitdten der vier
Schltsselenzyme des Stoffwechselweges, die bei den 1,3-Propandiol-produzierenden
Enterobakterien identifiziert wurden, konnten auch in Rohextrakten von Cl. pasteurianum
und Cl. butyricum nachgewiesen werden (LUERS et a., 1997; ABBAD-ANDALOUSSI et

a., 1996). Dies zeigte, da’ Clostridien Glycerin wahrscheinlich auf dem selben Weg
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abbauen wie Enterobakterien, was durch die molekulare Analyse der Gene fir die
Schltsselenzyme des reduktiven Zweiges der Glycerinverwertung in Cl. pasteurianum
bestédtigt werden konnte (LUERS et a., 1997; MACIS et al., 1998). Der Nachweis einer
Glycerin-Dehydratase- und 1,3-Propandiol-Dehydrogenase-Aktivitét konnte auch in
Lactobacillusreuteri, L. buchneri und L. brevis erbracht werden (SMILEY und SOBOLOV,
1962; TALARICO et d., 1990; SCHUTZ und RADLER, 1984). Im Gegensatz zu den
Enterobakerien und Clostridien kénnen Lactobacilli nicht mit Glycerin as enziger
Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen. Sie bentétigen ein Co-Substrat, da sie die Enzyme

des oxidativen Zweigs des Stoffwechselweges nicht besitzen.
)

Gluconeogenese

ATP  ADP o

o) W .
HQ OH 5 4 HQ/?\/O_ -0 Glycerinaldehyd-3-
1 Dihydroxyaceton Dihydroxyaceton-
ho OH @ phosphat
- oH NADH +H*
Glycerin 3) é&e;ggl
’ HO L actat
H,0 =~20 HQ_—~__oH gﬁgg'gl
@ _ - Hp, COp
B-Hydr oxypropion- 1,3-Propandiol
aldehyd
(B)
dhak dhaD dhaR dhaH dhaG dhaT dhal dhaB dhaC dhaE dhaF
- - D - ) -

Abbildung2: (A) Schema der Glycerinfermentation durch C. freundii und (B)
Aufbau des dha-Regulons (nach Daniel, 1994; DANIEL et al., 1998)

(A) (1): Glycerin-Dehydrogenase; (2): Dihydroxyaceton-Kinase;
(3): Glycerin-Dehydratase; (4): 1,3-Propandiol-Dehydrogenase.

(B) dhaK: Gen fur Dihydroxyaceton-Kinase; dhaD: Gen fir Glycerin-
Dehydrogenase; dhaR:  potentielles  Transkriptionsaktivator-Gen;
dhaT: Gen fur 1,3-Propandiol-Dehydrogenase; dhaB, dhaC und dhaE:
Gene fir die Glycerin-Dehydratase; dhaF, dhaG, dhaH und dhal: offene
L eserahmen mit unbekannter Funktion.
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Das Endprodukt der Glycerinfermentation 1,3-Propandiol ist von grofRem wirtschaftlichem
Interesse. Es kann zur Herstellung von Polyestern, Polyethern und Polyurethanen
herangezogen werden. Da die chemische Herstellung aus Ethylen Uber Etylenoxid nach dem
Verfahren der Fa. Shell sehr kostenintensiv ist, wird ein biotechnologisches Verfahren zur
Produktion von 1,3-Propandiol erstrebenswert (CHOTANI et al., 2000). Bei der
mikrobiellen Herstellung von 1,3-Propandiol hat sich gezeigt, dal? die Dehydratase-Aktivitét
der limitierende Schritt im Rahmen des Produktionsprozesses ist (BOENIGK et al., 1993;
ABBAD-ANDALOUSSI et al., 1996). Dies hat seine Ursache darin, dal3 Dehydratasen
wahrend der Umsetzung von Glycerin inaktiviert werden (SEYFRIED et a., 1997,
TORAYA et d., 1976; POZNANZKAYA et d., 1977).

Die Glycerin-Dehydratasen aus K. pneumoniae und C. freundii und die Diol-Dehydratase
aus K. oxytoca sind biochemisch gut charakterisiert. Die Enzyme setzen, wie bereits
erwahnt, Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den entsprechenden Aldehyden um
(LEE und ABELES, 1963; SCHNEIDER et a., 1970; TORAYA et a., 1976; DANIEL,
1994). Dabel bevorzugt die Glycerin-Dehydratase Glycerin als Substrat, die Diol-
Dehydratase dagegen 1,2-Propandiol. Beide Dehydratasen werden jedoch wahrend der
Umsetzung von Glycerin inaktiviert. Diese sogenannte ,, Suicide® -Inaktivierung wird durch
eine irreversible Spatung der Co-C-Bindung des Coenzym B,, hervorgerufen
(BACHOVCHIN et a., 1977). Fur die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca wurde bereits
gezeigt, daid das inaktivierte Enzym durch einen Komplex aus den beiden Proteinen DdrA
und DdrB reaktiviert werden kann (MORI et a., 1997; TORAYA und MORI, 1999). Diese
beiden Proteine stellen damit einen Reaktivierungsfaktor fir die Diol-Dehydratase dar. Alle
Dehydratasen bestehen aus drei strukturellen Untereinheiten und bilden im nativen Zustand
einen Komplex aus a,b,g, (SEYFRIED et al., 1996; TOBIMATSU et al., 1997). Dabei ist
die native Molekularmasse der Glycerin-Dehydratase mit 190 kDa etwas geringer als die
der Diol-Dehydratase von 230 kDa (SEYFRIED et a., 1996; MACIS et a., 1996;
SCHNEIDER €t a., 1970; TOBIMATSU et d., 1997; POZNANSKAJA et a., 1979). Beide

Enzyme benttigen fur ihre Aktivitdt monovalente Kationen wie K*, NH,” oder Rb"
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(SEYFRIED, 1997; TORAYA et a., 1971). Im Gegensatz zur Glycerin-Dehydratase ist die
Diol-Dehydratase auch mit Na'- oder Cs'™-lonen aktiv. Desweiteren unterscheiden sich die
Dehydratasen durch ihre K -Werte fir Coenzym B ,,. Dieser ist bei der Diol-Dehydratase im
Vergleich zur Glycerin-Dehydratase 60 ma hoher (SEYFRIED, 1997; FORAGE und
FOSTER, 1979; TOBIMATSU et a., 1997, POPPE und RETEY, 1997). Ferner kénnen
beide Enzyme aufgrund ihrer immunochemischen Eigenschaften unterschieden werden
(TORAYA und FUKUI, 1977). Die Sequenz der Diol-Dehydratasen aus K. oxytoca und
S typhimurium sind ebenso wie die der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii,
Cl. pasteurianum und K. pneumoniae bekannt (SEYFRIED et al., 1996; TOBIMATSU et
al., 1995; TOBIMATSU et al., 1996; BOBIK et a., 1997; MACIS et a., 1998). Fir jedes
Enzym sind drei Gene notwendig, die fir die Untereinheiten der Dehydratasen kodieren.
Die Aminosiuresequenzen der Untereinheiten zeigen hohe Ubereinstimmung zu den
analogen Untereinheiten aus anderen Organismen. Die |dentitdten auf Aminosaureebene der
Untereinheiten von C. freundii mit analogen Untereinheiten aus anderen Organismen liegen

in einem Bereich von 41 bis 93 % (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Identitat von DhaB, DhaC und DhaE aus C. freundii zu den analogen
Dehydratase-Unter einheiten aus anderen Or ganismen

C.freundii K. pneumoniae  Cl. pasteurianum K. oxytoca S. typhimurium
Unter- Bezeich- ldentitdt Bezeich- Identitét Bezeich- Identitét Bezeich- Identitét

einheit nung (%) nung (%) nung (%) nung (%)

a (DhaB) GIdA 93 DhaB 77 PddA 70 PduC 70
b (DhaC) GldB 89 DhaC 62 PddB 49 PduD 49

g(DhaE)  GldC 85 DhaE 57 PddC 4 PduE 4
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunéchst, die , Suicide"-Inaktivierung der Glycerin-
Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum zu untersuchen. Im weiteren sollten
anhand der Reaktivierung von Glycerin- und O,-inaktivierter Dehydratase und der
Aktivierung des inaktiven Cyano-B,,-Dehydratase-Komplexes beteiligte Proteine und die
dazu korrespondierenden Gene identifiziert und charakterisiert werden. Schwerpunkte der
Arbeiten waren dabel die Rekonstruktion der Reaktivierungsreaktion in vitro und der

zugrunde liegende Reaktionsmechanismus.
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2 Material und Methoden

21 Organismen und Plasmide

Im folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Organismen (Tabelle 2),
Klonierungsvektoren und rekombinanten Plasmide (Tabelle 3) aufgefihrt. Tabelle 4 gibt

einen Uberblick tiber die verwendeten Oligonukleotide.

Tabelle 2: Organismen

Stamm Relevanter Geno- oder Phanotyp | Herkunft/ Referenz

Citrobacter freundii Wildtyp DSM 30040

Clostridium pasteurianum | Wildtyp DSM 525

Escherichia coli DH5a F, endAl, f 80d, lacZDM 15, HANAHAN,1983
D(lacZYA-argF)U169,

recAl,hsdR17 (r.-my.,), thi-1,

SUpE44, | -, gyrA96, rel Al

Escherichia coli IM 109 recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17 |YANNISCH-PERRON
(re.my,), supEd4, relAl, | -, D(lac- |etal., 1985

proAB), [F, traD36, proAB, laclf,

lacZzDM 15]
Escherichia coli K38 hfrC (1) RUSSEL und
MODEL,1984
Escherichia coli hsdF, gal(l clts857 ind1 Sam7 nin5 | STUDIER und
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Escherichia coli BL21-

CodonPlus(DE3)-RIL

E. coli B F ompT hsdS
(rs"my) dem” Tet" gal | (DE3) endA

Hte[argU ileY leuW Cam']

STRATAGENE, San
Diego, USA

Escherichia coli ECL707

F, gld:: DTn10 glpK :: DTn10, ptsD
:: DTn10, araD139 flbB, (lacU169),

ptsF25, relA, rpsL, thi

SPRENGER et al., 1989

Propionibacterium Wildtyp DSM 20271
freudenreichii subsp.

freudenreichii

Propionibacterium Wildtyp DSM 4902
freudenreichii subsp.

shermanii

Klebsiella oxytoca Wildtyp DSM 4798
Klebsiella pneumoniae Wildtyp DSM 4799

subsp. pneumoniae

Saccharomyces cerevisiae | MATa, ura3-52, his3-200, ade2- FEILROTTER et dl.,
HF7c 101, lys2-801,trp1-901, leu2-3, 112, | 1994

gal4-542, gal80-538, LY S::GAL1-

HIS3, URA:GAL4 17 mers),-

CYCl-lacz
Tabelle 3: Vektoren und rekombinante Plasmide
Plasmid Relevantes M erkmal Referenz
pBluescript®SK* (pSK+) | Ap', lacPOZ! STRATAGENE, San

Diego, USA
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pGP1-2 Km', T7-RNA-Polymerase TABOR und
RICHARDSON, 1985
pKK223-3 Ap' AMERSHAM
PHARMACIA, Freiburg
pMPM-K4 Ap' MEYER, 1995
pGEX-2T Ap', gst AMERSHAM
PHARMACIA, Freiburg
pET-19b Ap', ColEl ori R, T7lac Promotor, | NOVAGEN Inc., Madison,
f1lori, Hise-Tag USA
pGAD GL GAL4 765401y AD, LEU2, Ap' VAN AELST et al., 1993
pGBT9 GAL4.,; DNA-BD, TRPL, AP |BARTEL etal., 1993
pRD1 Ap', dhaK, dhaD, dhaR, dhaH, DANIEL und
dhaG, dhaT, dhal, dhaB, dhaC, GOTTSCHALK, 1992
dhak, dhaF
pRD14 Apr, dhaT, dhaG, dhaH DANIEL, 1994
pMS2 Ap', dhaB, dhaC, dhaE, dhaF SEYFRIED et al., 1996
pFL1 Ap', dhaT, dhal, dhaH, dhaG, LUERSet d., 1997
dhaF
PLM3 Ap', dhaB, dhaC, dhakE MACISetal., 1998
PWE15 Ap, Pe. WAHL et al., 1987
pCS100 pKK223-3::1,835-kb-EcoRI- diese Arbeit
Fragment mit dhaF aus C. freundii
(3'Hiss-Tag)
pCS110 pPK K 223-3::377-bp EcoRI- diese Arbeit

Hindll1-Fragment mit dhaG aus
C freundii (3'His;-Tag)
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pCS111

pKK223-3::2,212-kb-EcoRl-
Hindll1-Fragment mit dhaFG aus
C. freundii (3'His;-Tag)

diese Arbeit

pCS112

pGEX-2T::379-bp-BamHI-EcoRl-
Fragment mit dhaG aus C. freundii

(3'Hiss-Tag)

diese Arbeit

pCS113

PET 19b::362-bp-Ndel -BamHI-

Fragment mit dhaG aus C. freundii

diese Arbeit

pCS120

pSK+::2,731-kb-EcoRI-Hindl I 1-
Fragment mit dhaBCE aus
C. freundii (3'His;-Tag)

diese Arbeit

pCS130

pKK223-3::561 bp-EcoRlI-
HindlI1-Fragment mit dhaH aus
C. freundii (3'His;-Tag)

diese Arbeit

pCS200

pSK +::2,688-kb-BamHI-Fragment
mit dhaBCE aus Cl. pasteurianum

(3 Hisy-Tag)

diese Arbeit

pCS211

PK K 223-3::2,243-kb-Smal -
Fragment mit dhaFG aus

Cl. pasteurianum (3' His;-Tag)

diese Arbeit

pCS300

pGBT9:: 1,833-kb-EcoRI-
Fragment mit dhaG aus C. freundii

(3'Hiss-Tag)

diese Arbeit

pCS301

pMPM-K4:: 377-bp EcoRlI-
Hindll1-Fragment aus C. freundii

(3'Hiss-Tag)

diese Arbeit
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pCS302

PGAD GL:: 377-bp EcoRI-Xhol- | diese Arbeit

Fragment mit dhaG aus C. freundii

(3'Hiss-Tag)

Tabelle 4: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

dhaBCf1 5-CCGAATTCCTAAGGAGGCCATAACTATGAGAAGATCA
AAACGATTCGAAGTGCTTGCCC-3

dhaBCf2 5-TCCTTGTCCTTGTCCTTGTCCTTGTCCTTGTCCTTCGA
TCCGAGCCGGGCTGAACCACGC-3

dhaeCf1 5-GGACAAGGACAAGGACAAGGACAAGGACAAGGAAT
GAACGACAACATCATGACCGCGCAG-3

dhaeCf2 5-GCGCGGAAGCTTATTAATGGTGATGGTGATGGTGCTG
GCTGCCTTTACGCA-3

dhaBCpl 5-CCGGGATCCAAGGAGGATTATATATGAAGTCAAA-3

dhaECp2 5-GCGCGGGGATCCATTAATGGTGATGGTGATGGTGGT
CCTCTATTCTAACTTTATTCCTC-3

dhaFCf1 5-CGCGAATTCTCATGCCCGTTAATTGCAGGGATTGATA
TC-3

dhaFCf2 5-CGCGAATTCTTAGTGATGGTGATGGTGATGATTGCG
TATCCCGGCCAAAACCAGCCC-3

dhaFCf1- 5-CGCGAATTCATGCCGTTAATTGCAGGATTGATATC-3

pGBT9

dhaGCf1 5-GCGGAATTCTCATGTCACTTTCATCACCGGGCGTACA

TCTGTTTTATCACTCACGCTGGC-3
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dhaGCf2 5'-GCGCGGAAGCTTATTAATGGTGATGGTGATGGTGTT

TTATCTCGCTGAAGGGAAGAACTT-3

dhaGCf-peT1 |5 -CGACAAGCATATGTCACTTTCATC-3

dhaGCf2- 5'-GCCGGATCCTTATTTTATCTC-3
PET2

dhaGCf-GST1 |5 -GGCATTCTGAGGATCCATGTCACTTTCATCACCGGG
CGTACATCTGTTTTATCACTCACG-3

dhaGCf-GST2 |5 -GCGCGGGAATTCATTAATGGTGATGGTGATGGTGTT

TTATCTCGCTGAAGGGAAGAACTT-3

dhaFCpl 5'-GAATTCCCGGGCTAAGGAGGGGGAAATTATGAAAT
TCGTTGCTGG-3

dhaGCp2 5'-GCGCGGCCCGGGATTAATGTGATGGTGATGGTGGTA

CATGAAATCCATGTTTTTAAAGGG-3

dhaHCf1 5'-GCGGAATTCTCATGTACCGCATCTATACCCG-3

dhaHCf2 5'-CGCAAGCTTTTAGTGATGGTGATGGTGATGAGCGCA

AACTCTGGAGTAG-3

pkk223-3a 5'-GCGCCGACATCATAACGGTT-3

pKK223-3b 5'-GCCGCCAGGCAAATTCTGTT-3

pGEX-2T 5'-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3
forw.

pGEX-2T 5'-CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3
rev.

pGAD GL 5-TACCACTACAATGGATG-3

pGBT9-5 5-GGACATCATCATCGGAAGAGAG-3

Die Erkennungssequenz  des jeweiligen  Restriktionsenzyms ist in  der
Oligonukleotidsequenz fett gedruckt. Die kodierende Sequenz fir einen His;-Tag ist
unterstrichen. Enthalt die Oligonukleotidsequenz eine Shine-Dalgarno-Sequenz, so ist diese

grau hinterlegt.
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2.2 Zellanzucht

221 Nahrmedien

Alle aufgefiihrten Medien wurden durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121°C sterilisiert. Die
Herstellung anaerober Medien erfolgte nach der als ,,HUNGATE-Technik” bezeichneten
Methode unter Begasung mit sauerstofffreiem Stickstoff (HUNGATE, 1969; BREZNAK
und COSTILOW, 1994). Kohlenstoffquellen wie Glucose und Glycerin wurden separat

autoklaviert und den Medien unmittelbar vor dem Animpfen zugegeben.

2211 LB-Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 10 g
Hefeextrakt 5 g
NaCl S g
H>Oges ad1000 ml

2212 DYT-Medium (SAMBROOK et al., 1989)

Trypton 16 g
Hefeextrakt 10 g
NaCl 5 g

H,0, ad1000  ml
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2213 SOB-Medium (HANAHAN, 1993)

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

KCI

MgCl, x H,O
MgSO, x 7H,0
H,O0es

20

5

0,58
0,18
2,03
2,41

ad 1000

Q Q@ @ O «a «

ml

Aus den Mg*-Salzen wurde eine 1 M Stammlosung hergestellt, sterilfiltriert und vor

Gebrauch zugesetzt.

2214 Citrobacter-Mineralmedium mit Hefeextraktzusatz (AVERHOFF, 1988;

modif.)

K,HPO,
KH,PO,
(NH,),SO,
MgSO, x 7H,0
Hefeextrakt
CoCl, (50mM)
SL-4(s. 2.2.1.5)
H,O0eq.
zusétzlich bel anaeroben Medien:
Resazurin
Cystein-HCl

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt.

14

0,2
0,2
85

ad 1000

0,2

Q QQ @ « «

ul
mi

ml

mg/|

o/l

Dem Medium wurde Glycerin, Glucose oder 1,2-Propandiol in einer Konzentration von

100 mM zugesetzt.
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2215 Spurenelementeldsung SL-4 (PFENNIG und LIPPERT, 1966)

EDTA-Na, 5 g
FeSO, x 7TH,0 2 g
ZnSO, x 7H,0 01 g
MnCl, x 4H,0 0,03 g
H.BO, 03 g
CoCl, x 6H,0 0,2 g
CuCl, x 2H,0 0,01 g
NiCl, x 6H,0 0,02 g
NaMoO, x 2H,0 0,03 g
H,O4ex ad 1000  ml

Der pH-Wert wurde auf 6,7 eingestellt und die Ldsung lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.
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2216 Minimalmedium nach KELL et al. (1981; modif.)

K,HPO, 1,74 g
NH,CI 0,66 g
MgSO, x 7H,0 0,20 g
KCl 0,60 g
FeSO, x 7H,0 46 mg
Na,-EDTA 62 mg
p-Aminobenzoesaure 4 mg
Biotin 024 mg
Hefeextrakt 2 g
Resazurin 1 mg
Cystein-HCI 0,50 g
NaHCO, 6 g
H,O0es ad1000  ml

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Dem Medium wurde Glycerin oder Glucose in einer Konzentration von 100 mM zugesetzt.
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2217 Synthetisches Medium fur Propionibacterium freudenreichii  subsp.

shermanii (RENZ, pers. Mitteilung)

K,HPO, 2 g
KH,PO, 0,2 g
(NH,),HPO, 42 g
Na-Lactat 10 g
Na-Dithionit 0,1 g
K-Pantothenat 0,04 g
Hefeextrakt 4 g
MgCl, x 6H,0 0,2 g
FeSO, x 7H,0 40 mg
CoS0O, x 7TH,0 12 mg
Glucose 10 g
H,Oeq. ad 1000 mi

Glucose, MgCl, x 6H,0, FeSO, x 7H,0 und CoSO, x 7H,O wurden getrennt autoklaviert.
Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 6,8 erfolgte durch Zugabe eines Gemischs aus

konzentriertem Ammoniumhydroxid und H,O4 (1:1).

2218 Y east-Pepton-Dextrose (Y PD)-M edium

Pepton 20 g
Hefeextrakt 10 g
Glucose 20 g

H,0 ad1000 ml
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22.1.9 Synthetisches Dropout (SD) Medium

Y east Nitrogen Base ohne Aminosauren

Saccharose (40 % [wi/V)]
10 x ,,Dropout Solution” (s. 2.2.1.10)
3-Aminotriazol (M)

H2O0es.

6,7
50
100

20
ad 1000

ml

ml
ml

ml

22110 10x,Dropout Solution* (Aminosaur estamml|dsung)

Welche der Aminosduren weggelassen wurde, hing vom jeweilig gewinschten

Selektionsmedium ab. Die Ldsungen konnten, sofern kein Tryptophan enthalten war,

autoklaviert und bei 4°C gelagert werden.
L-Isoleucin

L-Valin
L-Adenin-Hemisulfat
L-Arginin

L-Histidin HCI-Monohydrat
L-Leucin

L-Lysin HCI

L-Methionin
L-Phenylaanin

L-Threonin

L-Tryptophan

L-Tyrosin

L-Uracil

H2O0es.

300
1500
200
200
200
1000
300
200
500
2000
200
300
200
ad 1000

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg

ml
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22111 FesteMedien

Zur Herstellung fester Medien wurde dem Medium 1,5 % oder im Fall der Hefemedien 2 %

Agar zugesetzt.

22112 Medienzusatze

Die Stammldsungen aller Medienzusétze wurden bei - 20°C gelagert.

Verwendete Medienzusdtze  Stammlésung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml H,Oq 100 pg/ml Medium
Chloramphenicol 34 mg/ml H,O, 34 pg/ml Medium
IPTG 40 mg/ml H,O, 40 pg/ml Medium
X-Gal 40 mg/ml N,N'-Dimethylformamid 40 pg/ml Medium
2.3 Zellanzucht

2.3.1 Aerobe Anzucht

Die aerobe Anzucht von E. coli erfolgte in Reagenzglésern oder Erlenmeyerkolben. Das
Kulturvolumen betrug ca 20 % des Fillvolumens der Reagenzglaser bzw.

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

2.3.2 Anaerobe Anzucht

Anaerobe Kulturen wurden mit einem 1 bis 10 %igen (v/v) Inokulum aus einer Stammkultur

(s. 2.3.3) oder Vorkultur beimpft. Die Inkubation erfolgt bei 30 °C oder 37°C. Fur Kulturen

mit einem Volumen bis zu 10 ml wurden Hungate-Réhrchen (Anaerobe Test Tubes,
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Hungate Type, 16 © 125 mm, Fa. Bellco Glass Inc., Vineland, New Jersey, USA) und fir

Anzuchten bis 50 ml 125-ml-Serumflaschen (, Hypovials*, Fa. Pierce, Rockford, England)
verwendet. Bel einem Kulturvolumen von bis zu 500 ml fanden 1-I-Serumflaschen
(Fa. Miiller und Krempel AG, Billach, Schweiz) Verwendung. Fiir das Uberimpfen wurden

sterile Einwegspritzen benutzt.

2.3.3 Anzucht von rekombinanten E. coli-Stdmmen zur heterologen

Genexpression

2331 Expression auf Basis des Vektors pK K 223-3

Der Expressionsvektor pKK223-3 (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg) wird fur heterologe
high-level Expression von Proteinen genutzt. Er besitzt einen starken tac-Promoter, der in
einem geeigneten Wirtsstamm durch den lac-Repressor reguliert und durch die Zugabe von
IPTG zum Medium induziert wird. Unmittelbar stromabwaérts des tac-Promotors ist die
multiple pUC8 Klonierungsstelle und der starke ribosomale Terminator rmB lokalisiert.
Gene, die eine Ribosomenbindestelle und ein ATG-Startcodon besitzen, konnen fur die
anschlieffende Expression in die Pstl- und Hindlll-Schnittstellen kloniert werden. Die
Ribosomenbindestelle des Plasmids kann bei einer Klonierung der Gene in die EcoRlI- und
Smal-Schnittstellen genutzt werden, wenn das Startcodon des Gens nicht mehr as 10 bis

15 bp davon entfernt lokalisiert ist.
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11 4584 4552

]
3- !TCCTTTGTCTTAAGGGCCCCTAGGCAGCTGGACGTCGGTTCGAA 5
5 CAGAATTCCCGGGGATCCIGTCGACIGTGCACjCCIAAGCTIJ‘ 3
L I L

EcoR I——1 ;W—ﬁpst | Hind lil
Sma! pamH I+ Sall%
Xma | Accl

Hine II*

Hinc It (68)*

Hing Il (3785)"
Pvu | (3613)

pKK223-3

4584 bp

pBR322

Pvu {1 (1945)

Acc | (2125)* ori

Abbildung 3:  Physikalische Karte des Vektors pKK223-3

Fir Expressionsversuche mit dem Expressionsvektor pKK223-3 wurden rekombinante
E. coli-Stdmme aerob in DY T-Medium (s. 2.2.1.2) mit entsprechendem Antibiotikum bei
30°C angezogen.

5 ml-Ubernachtkulturen wurden jeweils aus der Stammkultur angeimpft. Die Anzucht der
Hauptkulturen (Inokulum 1 %, Kulturvolumen 100 ml bzw. 1 1) wurde bei 30°C
durchgefuhrt, bis eine ODg,, von 1,0 bis 1,5 erreicht war. Es erfolgte eine Induktion der
Expression der Gene mit IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM. Anschlief3end wurde
eine weitere Inkubation Uber einen Zeitraum von 3 h durchgefuihrt. Der Wachstumsverl auf
der Kulturen wurde anhand der OD,, kontinuierlich verfolgt; parallel wurden Proben (1 ml)
zur spéteren Analyse durch SDS-PAGE (s. 2.19.1) enthommen.

Expressionen im 10 |-Mal3stab wurden in einer 20 I-Steilbrustflasche durchgefuhrt. Als
Medium wurde DYT-Medium (s. 2.2.1.2) mit 0,87 % Glycerin (v/v) verwendet. Die

Kulturen wurden mit 250 Upm bei 30°C gerihrt und kontinuierlich mit Druckluft durchgast.
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Um Schaumbildung zu vermeiden, wurde 1 ml Polypropylenglykol zugesetzt. Als Vorkultur
diente eine 1 |I-Ubernachtkultur. Nach der Induktion erfolgte eine weitere Inkubation uiber

einen Zeitraum von 3 h, der eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C folgte.

2332 Expression auf Basis des Vektors pET-19b

Fur Expressionsversuche mit dem Expressionsvektor pET-19b (Fa. Novagin Inc., Madison,
USA) wurde der E. coli-Stamm BL21(DE3) herangezogen. Dieser Stamm enthdlt den
defekten, lysogenen Bakteriophagen DES3 des | -Phagen. In das int-Gen des | -Phagen wurde

das Gen der T7-Polymerase unter Kontrolle des lacUV5-Promotors inseriert. Aufgrund des
inaktivierten int-Gens bendtigt DE3 zur Exzision oder Integration einen Helferphagen
(STUDIER et al., 1990). Die Expression der T7-Polymerase |t sich durch Zugabe von

IPTG induzieren.

T7-Promotor lac-Operatol Xbal
AGATCTCGATCCOGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCICCTCTAG

rbs Ncol Hisg-Tac
AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGECATCATCATCATCATCATCATCATCATCA |

Ndel Xhol BamHlI
CAGCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGCATATTGCTCGAGGATCCGGCTGCTAACAAGCCCGAAAGA

T7-Terminato
AGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA

GGGGTTTTTTG

Abbildung 4:  T7-Transkriptionsregion von pET19b

Der T7-Promotor, lac-Operator, His;-Tag und T7-Terminator sind durch Késtchen markiert.
Die Erkennungssequenzen der aufgefiihrten Restriktionsenzyme sind durch Balken
gekennzeichnet.

Der Expressionsvektor pET19b minimiert aufgrund seiner Konstruktion den Basal-
Transkriptionslevel der T7-Polymerase. Der Vektor verfigt Uber den T7-Promotor, Uber

eine lac-Operator Sequenz stromabwérts des Promotors und Uber das Gen des lac-
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Repressors (lacl) mit seinem natirlichen Promoter. Wenn dieser Vektor in einem DE3-
lysogenen Stamm etabliert wird, wirkt der gebildete lac-Repressor zum einen an dem
lacUV5-Promotor im  Wirtschromosom und reprimiert dort die Transkription der
T7-Polymerase und zum anderen am T7-Promotor des Vektors. Letzteres verhindert die
Transkription der inserierten Gene. Erst durch Induktion mit ImM IPTG werden dann die
inserierten Gene transkribiert. Das Plasmid verfigt weiterhin Gber eine fur den His;-Tag
kodierende Sequenz, so dal3 an die exprimierten Proteine N-terminal 6 Histidin-Reste
angehangt werden. Aufgrund dieser Sequenz ist eine Reinigung der heterolog produzierten
Proteine mittels Affinitatschromatographie an einer Ni*-NTA-Agarose moglich (s. 2.16.1).
Die Wahl der Medienzusammensetzung sowie die Kulturvolumina sind der Vorschrift unter

2.3.3.1 zu entnehmen.

2333 Expression auf Basis des Glutathion S-Transfer ase Genfusionssystems

Das Glutathion S-Transferase Genfusionssystem (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg) ist
ein integriertes System zur Expression, Reinigung und Detektion von Fusionsproteinen in
E. coli. Die dafur konstruierten pGEX-Plasmide ermdglichen eine induzierbare, ,high-
level Expression von Genen oder Genfragmenten als Fusion mit der Glutathion
S-Transferase aus Schistosoma japonicum. Alle verfligbaren pGEX-V ektoren besitzen einen
tac-Promotor fir eine induzierbare Expression und das lacl® Gen, so dal3 kein spezielles
Wirtsbakterium genutzt werden mul3. Fir eine spéatere Abspaltung des produzierten Proteins
von der Glutathion S-Transferase enthélt der hier genutzte VVektor pGEX-2T eine Thrombin-
Erkennungssequenz.

Die Wahl der Medienzusammensetzung sowie die Kulturvolumina sind der Vorschrift unter
2.3.3.1 zu entnehmen. Die Induktion erfolgte ebenfalls durch Zugabe von 1 mM IPTG zum
Medium.
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2334 Expression mit E. coli K38/pGP1-2

Bel diesem System erfolgt die Induktion nicht durch IPTG-Zugabe, sondern durch
Hitzeschock, da das Gen fur die T7-RNA-Polymerase in diesem Fall auf dem Plasmid
pGP1-2 unter Kontrolle eines thermophilen Repressors lokalisiert ist. Fir die Expression
wurde das jeweilige rekombinante Plasmid in den E. coli-Stamm K38 transferiert, der
bereits das Plasmid pGP1-2 enthielt. Die Wahl der Medienzusammensetzung sowie die
Kulturvolumina sind der Vorschrift unter 2.3.3.1 zu entnehmen, jedoch wurde keine
Expression in 20 |-Steilbrustflaschen durchgefiihrt. Die Anzucht der Zellen erfolgte bei
30°C. Bei einer ODg,, von 0,8 bis 1,2 erfolgte die Induktion der Zellen durch Erhdhung der
Temperatur auf 42°C fur 30 min. Im Anschlu® daran wurde bei 30°C inkubiert und die

Zellen 3 h nach Induktion geerntet.

2.34 Stammhaltung

Uber kiirzere Zeitraume erfolgte die Anzucht der Zellen in Mineral- bzw. Komplexmedium
mit den entsprechenden Antibiotikain einem Volumen von 3 ml. Mindestens ale 4 Wochen
wurden die Stammkulturen 10 %ig (v/v) Uberimpft und nach dem Wachstum bei 4°C
gelagert.

Zur Stammhatung wurden die Zellen in Komplexmedium mit den entsprechenden
Antibiotika bis zur exponentiellen Phase herangezogen, mit sterilem Glycerin 10 %ig (v/v)
versetzt und in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung der Stammkulturen erfolgte
bei - 70°C.

Die Stammhaltung von Cl. pasteurianum und C. freundii erfolgte in 5 ml Mineralmedium

bei 4 °C.
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235 Bestimmung der Wachstumspar ameter

2351 Messung der optischen Dichte

Das Wachstum von Flissigkulturen konnte anhand der Zunahme der optischen Dichte bel
einer Wellenlange von 600 nm (ODg,) photometrisch verfolgt werden (UV-VIS
Spektrophotometer V-550, Fa. Jasco, Jend). Die Messungen erfolgten gegen Medium als
Leerwert. Falls die Extinktion den Wert 0,3 Uberschritt, wurde die Probe entsprechend mit
Medium verdinnt.

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

Referenz dienten Rohrchen mit unbeimpftem Medium.

2.35.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert wurde mit einem WTW pH-Meter pH 526 (Fa. WTW GmbH, Weilheim) mit
einer Glas-Calomel-Elektrode (Fa. Cahn-Ingold, Frankfurt) bestimmt. Vor den Messungen
wurde das Gerét fur den entsprechenden Mef3bereich mit Eichlésungen (pH 4,0 und pH 7,0

der Fa. Riedel de Haen AG, Hannover) geeicht.

2.35.3 Reinheitskontrolle

Die verwendeten Stamme wurden zur Uberprifung der Reinheit einer makroskopischen

Prifung der Koloniemorphologie nach Vereinzelungsausstrich auf geeignetem Medium

unterzogen.
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2.4 Standardtechniken fur das Arbeiten mit Nukleinsaur en

24.1 Behandlung von Geréaten und Losungen fir das Arbeiten mit

DNA

Alle hitzestabilen Gerdte und Lésungen wurden fur 20 min bei 121°C autoklaviert, um
Nukleasen zu inaktivieren. Hitzelabile Biochemikalien wurden den sterilen Losungen in
pulverisierter Form zugeflgt. Nicht hitzestabile Geréte wurden mit 70 % (v/v) Ethanol

gespllt, hitzelabile Lésungen sterilfiltriert.

24.2 Puffer und L ésungen

Im folgenden sind die Zusammensetzungen einiger Puffer und Ldsungen aufgefihrt, die im

nachfolgenden Text nicht ndher erlautert werden. Die Herstellung niedrigerer

Pufferkonzentrationen erfolgte durch Verdinnung des Puffers mit H,O . .

0,5M EDTA (pH 8,0) 50 x TAE-Puffer
Na,EDTA 46,5 g Tris 242 g
H,Opes. ad250 mi Eisessig 57 ml

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 0,5M EDTA (pH 8,00 100 ml

10 M NaOH H,Ou ad 1000 ml
1 M Tris-Puffer (pH 8,0) 10 x TBE-Puffer

Tris 1211 g Tris 108 g
HCl konz. 42 ml Borséure 55 g
H,Ou ad 1000 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) 40 ml
Zur Einstellung anderer pH-Werte wurde H,Oueq ad 1000

die Zugabe von HCI konz. entsprechend

variiert.
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10 x TE-Puffer 20 x SSC-Puffer

1 M Tris-Puffer (pH 8,0) 100 ml NaCl 175 g
0,5M EDTA (pH8,0) 10 ml NaCitrat 88 g
H,Oest ad 1000 ml HxOes. ad 1000 ml
24.3 Reinigung und Konzentrierung von DNA

2431 Fallung von DNA

Zur Entsalzung oder Konzentrierung von DNA-Losungen erfolgte eine Falung mit
Ammoniumacetat. Dazu wurde die Konzentration monovalenter Kationen durch Zugabe
von 1Vol. 7,5 M Ammoniumacetat-L 6sung erhoht. Nach Mischen des Ansatzes wurden zur
Falung 2,5 Volumina eiskalter Ethanol (96 % [v/v]) zugegeben, der Ansatz erneut gemischt
und 30 min bei RT inkubiert. Die DNA wurde dann durch 20-minitige Zentrifugation bei
15000 Upm (Biofuge 15, Fa. Heraeus, Osterode) und RT sedimentiert. Das Pellet wurde
zweimal mit eiskaltem Ethanol (70 %[v/v]) gewaschen, die DNA anschlief3end unter
Vakuum getrocknet (Univapo 150 H, Fa. Zubus, Osterode) und im letzten Schritt in
TE-Puffer, pH 8,0 bzw. H,0,, aufgenommen.

24.3.2 Mikrodialyse

DNA-L6sungen mit einem Volumen bis zu 40 gl wurden auf Membranfiltern (Porengréfe

0,025 pm, Fa. Millipore, Eschborn) gegen 30 ml H,0,, fur 1 h diaysiert.
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2433 Lithiumchloridféallung

Niedermolekulare DNA und RNA (tRNA und 5sRNA) wurde aus RNA-Prdparationen
durch eine LiCl-Fédlung entfernt. RNA-Losungen wurden mit einem Vol. 8 M
Lithiumchlorid-L 6sung versetzt und Uber Nacht bei —20°C inkubiert. Daran schlof3 sich eine
Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge 5417R, Fa. Eppendorf, Hamburg) bei 14000 Upm und
4°C fur 30 min an. Die sedimentierte hochmolekulare RNA wurde mit Ethanol (70 % [v/v])

gewaschen und in einem geeigneten Vol. H,0,., gelost.

2434 Gdfiltration von DNA-L 6sungen

Die Abtrennung niedermolekularer Bestandteile, wie z.B einzelner Nukleotide von DNA-
Fragmenten, erfolgte durch eine Gefiltration mit NAP-5-Saulen (Fa. Pharmacia LKB
GmbH, Freiburg). Die Saulen wurden mit 10 ml H,O, &quilibriert. Danach wurde 0,5 ml

DNA-L6sung aufgetragen und mit 1,0 ml H,O, eluiert.

24.35 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration von DNA- und RNA-L 8sungen wurde photometrisch durch Messung der
Absorption bei 260 nm gegen H,O, bestimmt (UV-VIS Spektrophotometer V-550,
Fa. Jasco, Jena). Dazu wurden fur eine OD,4, von 1 folgende Konzentrationen angenommen

(SAMBROOK et &, 1989):

doppelstréngige DNA 50 pg/mi
einzelstrangige DNA 31 pg/mi
RNA 40 pg/ml

Die Reinheit der Nukleinsauren konnte ebenfalls photometrisch Uberprift werden. Bei
proteinfreien DNA- oder RNA-Ldsungen sollte das Verhaltnis von A ,:A g bel 1,8 bis 2,0
liegen (SAMBROOK et al., 1989).
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2.5 | solierung von Nukleinséuren

251 Isolierung  von  Gesamt-RNA aus C. freundii und

Cl. pasteurianum

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde der Quiagen ,RNeasy™ Total RNA“-Kit
eingesetzt. Mit dieser Methode konnten bis zu 30 pg RNA aus den Zellen einer 5-ml-Kultur
isoliert werden. Alle Schritte wurden wie vom Hersteller beschrieben bei RT durchgefiihrt.
Die eingesetzten Zellen wurden entweder direkt vor der RNA-Isolierung geerntet oder bis
zur Isolierung as Pellet bei —70°C gelagert. Da bei der RNA-Isolierung Kontaminationen
maoglich waren, wurde eine Lithiumchloridfélung (s. 2.4.3.3) angeschlossen.

Um groRere Mengen an RNA zu isolieren, wurde der Qiagen® RNA/DNA Maxi Kit
(Fa. Qiagen, Hilden) verwendet. Fir die Isolierung von RNA aus C. freundii und
Cl. pasteurianum wurden 500 ml anaerobes Mineramedium (s. 2.2.1.4 und 2.2.1.6)
angeimpft. Die Zellen wurden dann in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Die
Isolierung der RNA erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Das Resuspendieren des Pellets

erfolgtein 500 Yl H,O, unter Schitteln fir 10 h.

252 | solierung von Plasmid-DNA

2521 Schnellpréaparation von Plasmid-DNA (HOLMES und QUICKLEY, 1981,
RIGGSund Mc LACHLAN, 1986)

Fir die Isolierung von ,high-copy® Plasmiden wurde E. coli Uber Nacht in 1,5 ml
L B-Medium angezogen.

Im ersten Isolierungsschritt wurden die E. coli-Zellen mit 8000 Upm fur 3 min (Biofuge 15,
Fa. Heraeus, Osterode) zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 350 pl STET-Puffer

suspendiert und mit 30 pl Lysozymlésung (10 mg in 1 ml Tris’/HCI-Puffer, pH 8,0) versetzt.
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Anschlielend wurde der Ansatz 1 min gekocht. Das nach enem zweiten
Zentrifugationsschritt (15000 Upm, 10 min, Biofuge 15, Fa. Heraeus, Osterode) erhaltene
Pellet aus Zelltrimmern und Proteinen wurde mit einem sterilen Zahnstocher entfernt. Die
Plasmid-DNA wurde mit 40 ul Na-Acetat (2,5 M, pH 5,2) und 420 ul Isopropanol gefallt
und erneut zentrifugiert (15000 Upm, 10 min, Biofuge 15, Fa. Heraeus, Osterode). Das
Pellet wurde anschlief3end mit 70 %igem eiskaltem Ethanol gewaschen und nach Trocknung

in 20 bis 50 pl H,0,. aufgenommen.

STET-Puffer

NaCl 58 g
Tris 121 mg
EDTA 29,2 mg
Triton X-100 5 ml
H,Ou ad 100 ml
pH 8,0

2522  Minipraparation mittels ,Wizard™ Plus Minipreps DNA Purification

System®

Eine schnelle Plasmidisolierung zum Erhalt sehr sauberer DNA erfolgte unter der
Verwendung des ,Wizard™ Plus Minipreps DNA Purification Systems* (Fa. Promega
Deutschland GmbH, Mannheim). Die Elution der DNA von der Matrix erfolgte durch

Zugabe von 50 M H,0, ,1-mindtiger Inkubation bel RT und anschlief3ender Zentrifugation

(30 s, 12000 x @). Bel der Isolierung von Plasmiden > 7 kb erfolgte die Inkubation bei
65 °C.

2523 I solierung von DNA-Fragmenten mittels,, Qiaquick Gelextraction”-Kit

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten wurde der ,, Qiaquick Gelextraction”-Kit (Fa. Qiagen

GmbH, Hilden) herangezogen. Die Methode beruht auf der Bindung der DNA an eine
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Silica-Membran in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen. Der Kit kann zur Extraktion
von DNA-Fragmenten von einer Grof3e von 0,1 bis 10 kb aus Agarosegelen in TAE-Puffer
genutzt werden. Die Extraktion erfolgte nach den im Herstellerprotokoll beschriebenen
Arbeitsschritten. Die DNA wurde mit H,O, €eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei

—20°C aufbewahrt.

2524 Reinigung von PCR-Produkten

Zur Reinigung von PCR-Produkten wurde der ,, Qiaguick PCR Purification“-Kit (Fa. Qiagen
GmbH, Hilden) genutzt. Wie auch beim ,, Quiaquick Gelextraction*-Kit (s. 2.5.2.3) wird die
DNA bei hohen Salzkonzentrationen an eine Silica-Membran gebunden. Die Reinigung
wurde nach den Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution der DNA erfolgte
mit H,0, - Die so gereinigten PCR-Produkte wurde bis zu ihrer weiteren Verwendung bei

—20°C gelagert.

2.6 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

2.6.1 Agar ose-Gelelektrophorese

Zur analytischen Trennung von DNA wurden Agarosegelelektrophoresen in Gelkammern
eigener Bauart durchgefuhrt. Die verwendeten Gele wurden aus 10 ml 0,8 %iger (w/v)
Agaroselosung in TAE-Puffer hergestellt. Der TAE-Puffer diente dabei gleichzeitig als
Elektrodenpuffer. Vor dem Auftragen der Proben in die Geltaschen wurden die DNA-
Proben mit 20 bis 50 % (v/v) Stop-Mix versetzt. Die Trennung der DNA erfolgte bel einer
Spannung von 20 bis 80 V. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das

Ende des Gels erreicht hatte.
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Stop-Mix

Saccharose 50 % (wiv)
Harnstoff 7 M
EDTA 1 mM
Bromphenolblau 01 % (wh)

2.6.2 Denaturierende Agarosegelelektrophorese (SAMBROOK et al.,
1989; modif.)

Sollten RNA-Proben zur spéteren Hybridisierung auf Nylonmembranen tUbertragen werden,
mufdten diese zuvor unter denaturierenden Bedingungen im Agarosegel in Abhangigkeit
ihrer Grof3e getrennt werden. Durch die Anwesenheit von Formaldehyd in den Proben, im
Gel und in alen verwendeten Puffern kann das Auftreten von Sekundérstrukturen
weitgehend verhindert und damit ein denaturierter Zustand der RNA aufrechterhalten
werden. Zur Herstellung eines 1 %igen Gels wurden 1,5 g Agarose in 133 ml H,Ou
autoklaviert und in einem Wasserbad auf 60°C abgekihlt. Anschlief3end wurden 2,7 ml
Formaldehyd (37 %; v/v) und 15 ml 10 x Laufpuffer zugegeben und das Gel in eine zuvor
vorbereitete Gelkammer gegossen.

Die RNA-Proben, einschliefdlich des Langenstandards, wurden mit 5 x RNA-Auftragspuffer
im Verhdltnis 4 : 1 gemischt und fir 10 min bei 65°C denaturiert. Dem Langenstandard
wurde zusédtzlich 1 pl einer Ethidiumbromidiésung (Img/ml H,0O,) zugesetzt. Danach
wurden die Proben auf Eis gestellt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte
in 1 x Laufpuffer mit 0,22 M Formaldehyd bel konstant 80 V, bis die Bromphenolbande des
Auftragspuffers das untere Drittel des Gels erreicht hatte (ca. 3 bis 4 h). Nach dem
Photographieren (s. 0) des Langenstandards wurde das Gel zur partiellen Hydrolyse der
RNA far 5 min in 50 mM NaHydroxidlosung inkubiert. Anschlief?end wurde die

Uberschiissige Denaturierungslsung entfernt und das Gel zur Neutralisierung fir 5 min in
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0,1 M Tris-Puffer (pH 7,4) inkubiert. Das Gel wurde danach einem Kapillar-Blot (s 2.9.2)
unterzogen.

10 x Laufpuffer

MOPS 41,8 g
Na-Acetat 4,1 g
Na,EDTA 37 g
H2O0es. ad 1000 ml

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,0 eingestellt. Der Puffer war nach dem Autoklavieren
gelb geféarbt, was seine Eigenschaften jedoch nicht beeinflulite.

5 x RNA -Auftragspuffer

geséttigte Bromphenol blau-L 6sung 16 ul
0,5M EDTA (pH 8,0) 80 ul
Formaldehyd (37 %; v/v) 0,7 ml
Glycerin (86 %; v/v) 2,3 ml
Formamid 31 ml
10 x Laufpuffer 4 mi
H>Oges ad 10 ml

2.6.3 Ethidiumbromid-Farbung und Photographie von Agar ose-Gelen

Nach der Elektrophorese wurden die Gele fur 10 bis 30 min in einem Ethidiumbromidbad
(1 pg Ethidiumbromid/ml H,O.) geféarbt, kurz gewéssert und die Banden auf einem
UV-Transilluminator (Wellenlange 254 nm, Intas, Fa. Sony, Japan) sichtbar gemacht und
eventuell ausgeschnitten. Zur Auswertung und Dokumentation wurden die Gele unter
UV-Beleuchtung entweder mit einer Polaroid-Kamera unter Verwendung eines
Orangefilters fotografiert (Polaroid MP-4 Land Camera, Fa. Polaroid, Cambridge, USA)
oder Uber einen Thermodrucker, der an eine Videokamera angeschlossen war (Fa. Intas,
Gottingen), abgebildet. Als Filmmaterial wurden Polaroidfilme vom Typ 667 (Fa. Kodak,

Stuttgart) bzw. Thermopapier (K75HM, Fa. Mitsubishi, Japan) verwendet.
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2.6.4 GroRRenbestimmung von Nukleinsduren

Als GroRRenstandard fur lineare DNA-Fragmente wurde der ,Ladder-Mix“ (Fa. MBI

Fermentas, St. Leon-Rot) eingesetzt. Die Grof3en der Fragmente betrugen in kb:

10,0 3,0 0,9
8,0 2,5 0,8
6,0 2,0 0,7
5,0 15 0,6
4,0 1,2 05
35 1,03 04

und 3 weitere kleinere Fragmente, die meist im Gel nicht mehr sichtbar waren.
Fur die Grolzenbestimmung 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: 9, 7, 5, 3, 2, 1 und 0,5.

2.7 Enzymatische M odifikation von Nukleinsauren

27.1 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die sequenzspezifische Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen lieferte lineare
DNA-Fragmente mit definierten Enden. Die Spaltung erfolgte in den von den Herstellern
der Restriktionsenzyme mitgelieferten  Puffersystemen bei  den entsprechenden
Temperaturen. In den Ansdtzen mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurden 1 bis 10 pg
DNA und 3 bis5 U Enzym/pg DNA fir 3 bis 18 h inkubiert. Waren Restriktionen mit mehr
as einem Enzym nicht in dem gleichen Puffersystem mdglich, wurde zunédchst ein
Einfachverdau in dem Puffersystem mit der niedrigsten lonenstérke durchgefihrt. Fir die

weiteren Enzyme wurde die lonenstérke dann entsprechend erhéht. War eine Inaktivierung
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der Restriktionsenzyme nétig, schlof3 sich eine Hitzeinaktivierung nach Angaben des

Herstellers an.

2.7.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Vor der Ligation von Vektor-DNA mit zu klonierenden DNA-Fragmenten (2.7.3) wurde die
Vektor-DNA an den 5-Enden mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. Durch diese
Behandlung der Vektor-DNA sollte die Ligation linearer Vektorfragmente mit sich selbst
unterbunden werden (SAMBROOK et al., 1989). Die Dephosphorylierung erfolgte im
Restriktionsansatz, nachdem der Restriktionsverdau abgestoppt worden war. Fir die
Dephosphorylierung wurde 1 U alkalische Phosphatase zum Ansatz gegeben und fir 30 min
bei 37°C inkubiert. Die Dephosphorylierung wurde anschlieffend durch Inkubation bei 65°C
fir 15 min abgestoppt und die DNA fir die Ligation (s. 2.7.3) einer Mikrodiayse

(s. 2.4.3.2) oder einer Reinigung (s. 2.5.2.3) unterzogen.

2.7.3 Ligation

Die Ligation von dephosphorylierter Vektor-DNA mit DNA-Fragmenten wurde in dem vom

Hersteller gelieferten Puffersystem in 20 gl Ansdtzen durchgefihrt. Die folgenden

Bestandteile wurden vereinigt und bei 16°C Uber Nacht inkubiert:

Vektor-DNA 0,2bis2 g
DNA-Fragmente 0,2bis3 g
10 x T4-Ligase-Puffer 2
T4-DNA-Ligase 2 M
H,Oest ad20

Alternativ erfolgte die Inkubation auch bei RT fir 3 bis4 h.
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Bei ,Blunt end“-Ligationen wurden die folgenden Komponenten zusammenpipettiert und

fir 1 h bei RT inkubiert:

Vektor-DNA 0,2bis2 g
DNA-Fragmente 0,2bis3 g
PEG 50 %(w/v) 2
10 x T4-Ligase-Puffer 2
T4-DNA-Ligase 4 W
H,Oest ad20

274 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente, die als Sonden fur Hybridisierungen eingesetzt werden sollten, wurden
mit Hilfe des ,Random Primed Labeling Kits* (Fa. Gibco BRL, Eggenstein) unter

Verwendung von [a-**P]-dATP radioaktiv markiert. Zur Denaturierung wurden 25 bis 50 ng
DNA in 25 m H,O, in einem Eppendorf-Reaktionsgefald mit Schraubdeckel fir 10 min bei
95 °C inkubiert und danach schnell auf Eis abgekuhlt. Die folgenden Bestandteile des

Reaktionsansatzes wurden dann auf Eis zusammenpi pettiert:

denaturierte DNA-L 6sung 25
dCTP, dGTP, dTTP je2m
Reaktionspuffer 15
[a-*P]-dATP (3000 Ci/mol, 10 nCi/ml) 3n

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 mi Klenow-Fragment (2 U/m) gestartet und fir 1 h
bei 25 °C inkubiert. Zur Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide wurde die DNA-L8sung

Uber NAP-5-Saulen (s. 2.4.3.4) gelchromatographisch gereinigt.
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2.8 Ubertragung von DNA und Selektion rekombinanter Klone

281 Herstellung kompetenter Zellen nach INOUE et al. (1990)

Die Zelen wurden in 250 ml SOB-Medium (s. 2.2.1.3) bel 18°C in einem
Schiittelwasserbad bis zu einer ODg,, 0,6 angezogen. Zur Ernte der Zellen wurde die Kultur
10 min in einem Eisbad geschwenkt und in vorgekihlten GSA-Zentrifugenbechern fir
10 min bei 6000 Upm (Sorval RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH, Bad
Homburg) zentrifugiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 80 ml eiskatem TB-Puffer
suspendiert und weitere 10 min auf Eis inkubiert. Nach wiederholtem Zentrifugieren
(4000 Upm, 10 min, 4°C, GSA-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours
GmbH, Bad Homburg) wurden die Zellen in 20 ml TB-Puffer aufgenommen und 1,5 ml
DMSO langsam unter leichtem Schwenken zugesetzt. Die Zellen wurden zigig in 200 pl
Aliquots in vorgekihite Reaktionsgeféle transferiert und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Lagerung der so erhaltenen Zellen war bei - 70°C Uber mehrere Monate

ohne Verlust der Kompetenz moglich.

TB-Puffer

PIPES 10 mM
MnCl, 55 mM
CaCl, 15 mM
KCI 250 mM

Alle Komponenten mit Ausnahme des Mangansalzes wurden zusammengegeben und der
pH-Wert von 6,7 mit KOH eingestellt. Erst nach dem Autoklavieren wurde MnCl, steril

zugegeben.
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2.8.2 Herstellung von kompetenten Saccharomyces cerevisiae-Zellen

Die LiAc-Methode zur Herstellung kompetenter S. cerevisiae-Zellen wurde von SCHIESTL
und GIETZ (1989) entwickelt und nach ITO et al. (1993), HILL et al. (1991) und GIETZ et
al. (1992) modifiziert, um eine hohere Transformationshaufigkeit zu erzielen (10* bis 10°
Transformanten pro pg DNA).

Einige rotgefarbte Kolonien des S. cerevisiae-Stammes HF7c von 2 bis 3 mm Durchmesser
wurden in 1 ml YPD-Medium (s. 2.2.1.8) suspendiert. Mit diesem Inokulum wurde eine
Vorkultur von 50 ml fir 16 bis 18 h bel 30°C unter Schitteln inkubiert. Die Hauptkultur
(300 ml) wurde mit ca. 20 ml der Ubernachtkultur angeimpft, so dafl? eine ODy,, von 0,2 bis
0,3 erreicht wurde. Es schlof3 sich eine Inkubation bei 30°C fur 3 h unter Schitteln an. Die
Zellernte erfolgte durch Zentrifugation fir 10 min bel 1000 x g und RT. Das Pellet wurdein
50 ml H,O, gewaschen, ein weiteres Ma 5 min bei 1000 x g zentrifugiert und in 1,5 ml

TE/LiAc aufgenommen.

TE/LiAc

10xTE 1 ml
1M LiAc 1 ml
H,Oest ad10 ml

2.8.3 Transformation von E. coli (INOUE et al., 1990)

Die geméai 2.8.1 hergestellten und gelagerten 200 pl Zellaliquots wurden auf Eis aufgetaut.
Die, wie unter 2.8.1 beschrieben, hergestellten kompetenten Zellen konnten direkt zur
Transformation eingesetzt werden. Nach Zugabe des Ligationsansatzes bzw. von 3 bis 5
Plasmid-DNA zu den kompetenten Zellen wurde der gesamte Ansatz 45 min auf Eis
inkubiert, dann 45 s bei 42°C hitzegeschockt und nach 2-minttiger Inkubation auf Eis mit

500 ul LB-Medium versetzt. Die Zellen wurden 1 h bel 37°C inkubiert und der gesamte
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Transformationsansatz in 100 pl Aliquots auf Selektivplatten ausplattiert und bei 37°C

inkubiert.

2.84 Transformation der kompetenten S. cerevisiae-Zellen

Die wie unter 2.8.2 beschrieben, hergestellten kompetenten Zellen konnten direkt zur
Transformation eingesetzt werden. Der Transformationsansatz  enthielt folgende
Komponenten:

50 I DNA des Vektors mit der GAL4-Bindedomane

50 Wl DNA des Vektors mit der GAL4-Aktivierungsdoméne

0,2 ml kompetente Zellen

1,2 ml PEG/LiAc-Lo6sung
Die Ansdtze wurden gut geschiittelt und anschliefRend fir 30 min bei 30°C auf einem
Schittler inkubiert. Danach wurden 0,1 Vol. DM SO hinzugegeben und die Reaktionsgefalie
mehrmals geschwenkt. Wéhrend des 15-minitigen Hitzeschocks bel 42°C wurden die
Reaktionsgefalie regelméfdig geschittelt. Anschlief3end wurden die Zellen auf Eis gekihit
und fiir 30 s bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
TE-Puffer suspendiert. Die Zellen wurden auf SD-Medium-Platten (s. 2.2.1.9) ausplattiert
und fur 4 bis 7 d bei 30°C inkubiert.

PEG/LiAc
PEG 4000 (50 %[w/V]) 8 ml
1M LiAc 1 ml

10x TE 1 ml



2. Material und Methoden 41

2.85 Elektroporation (DOWER et al., 1988)

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

Die Anzucht zur Herstellung von kompetenten Zellen erfolgte in 250 ml LB-Medium
(s 2.2.1.1) bei 30°C bis zu einer ODgy, von 0,5 bis 1. Die Kultur wurde 10 bis 20 min auf
Eisinkubiert, die Zellen zentrifugiert (4000 x g, 5 min, 4°C) und nacheinander zweimal mit
1 Vol. eiskatem H,04y und dann mit 10 ml Glycerin (10%, v/v) gewaschen. Die Zellen
wurden anschliefend in 0,5 ml Glycerin (10%, v/v) suspendiert und aiquotiert. Die
Lagerung erfolgte bei —70°C.

Zur Elektroporation wurden pro Ansatz 40 pl Zellsuspension auf Eis aufgetaut, in eine
sterile vorgekihlte Elektroporationskivette (Elektrodenabstand 0,2 cm) Uberfihrt und mit
1 bis 5 pl diaysierter DNA-L6sung (s. 2.16.4) versetzt. Die Elektroporation erfolgte in

einem Gene Pulser™ (Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) bei 25 pF, 200 W und

2,5 kV, wodurch eine Feldstarke von 12,5 kV/cm und eine Zeitkonstante von 3,5 bis 4,5 ms
erreicht wurde. Nach dem Stromimpuls wurden die Zellen sofort in 1 ml LB-Medium
aufgenommen, 60 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end auf LB-Agar-Platten mit den

entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

2.8.6 Der X-Gal Test zur Selektion rekombinanter E. coli-Klone

Bei Klonierungen ist es entscheidend insertfreie Klone von denen, die ein Plasmid mit Insert
tragen, zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde ein zusétzliches Screeningsystem neben
der plasmidkodierten Antibiotikaresistenz benutzt. Plasmide der pBluescript-Reihe

enthalten neben dem Promotor- und Operator-Bereich des lac-Operons auch das 5 -Ende
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deslacZ-Gens (VIEIRA und MESSING, 1982). Dieses kodiert fir das sogenannte a-Peptid,
welches die inaktive b-Galaktosidase von Wirtsstémmen wie E. coli DH5a
komplementieren kann. Da sich die multiple Klonierungsstelle der verwendeten Vektoren
innerhalb  des aminoterminalen Bereichs des lacZ-Gens befindet, ist eine
a-Komplementation nur moglich, wenn das Plasmid kein Insert besitzt. Der Nachweis der
aktiven b-Gaaktosidase auf Agarplatten erfolgte durch Zugabe des Induktors IPTG
(Isopropyl-b-thiogal aktopyranosid) und des Substrats X-Gal (5-Brom-4-chlor-indoyl-b-D-
gaaktosid), welches durch das Enzym gespalten wurde. Dabel entstand in Anwesenheit von
Sauerstoff der blaue Farbstoff 5-Brom-4-chlor-indigo, welcher der Indikator fur

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

2.8.7 B-Galaktosidase-Filter assay

Das Zweihybrid-System dient der Quantifizierung und Charakterisierung von Protein-

Protein-Interaktionen. Mit Hilfe des b-Galaktosidase-Filterassays kdnnen Transformanten

auf mogliche Protein-Protein-Wechselwirkungen untersucht werden. Dabei wird ein steriles,
trockenes Whatman-Papier von der GrofRe einer Petrischale auf die Oberflache ener
Agarplatte gelegt, die mit Transformanten bewachsen ist. Zur Orientierung des Filters auf
der Platte werden in asymmetrischer Anordnung L&cher in den Filter gestochen. Das nun
mit Zellmaterial versehene Whatmanpapier wird fur 10 s mit flussigen Stickstoff
schockgefroren. Durch das Auftauen werden die Zellen permeabilisiert. Anschlief3end wird
das Papier luftblasenfrei auf ein weiteres zuvor mit Z-Puffer und X-Gal getrénktes
Whatmanpapier gelegt, wobei die Seite mit dem Zellmaterial nach oben liegt. Die Filter
werden bei 30°C inkubiert und in regelmalligen Zeitabsténden auf eine Blauféarbung hin

untersucht.
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Z-Puffer

Na,HPO, x 2H,0 16,1 g
NaH,PO, x H,0 55 g
KCl 750 mg
MgSO, x 7H,0 246 mg
H,0u ad 1000 ml
pH 7,0

Die Losung konnte autoklaviert und anschlief?end bei RT fur 1 Jahr aufbewahrt werden.
Kurz vor Gebrauch wurden 0,27 ml b-Mercaptoethanol und 1,67 ml X-Ga (20 mg/ml

DMSO) pro 100 ml Z-Puffer zugegeben.

29 Ubertragung von Nukleinsiuren auf Nylonmembranen

2.9.1 Herstellung von Filtern fur die Koloniehybridisierung
(BULUWELA et al., 1989)

Zur Analyse einer grofRen Anzahl rekombinanter Klone in Hybridisierungsexperimenten
(s. 2.10) dienten runde Nylonmembranen mit 8,2 cm Durchmesser (Hybond™-N,
Fa. Amersham Pharamcia, Freiburg).

Je 100 Klone wurden auf eine LB-Platte (s. 2.2.1.1) mit entsprechendem Antibiotikum

Ubertragen. 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 Ubertragen.
Die Inkubation der Platten erfolgte dann fur weitere 20 h bel 37°C. Anschlief3end wurde die
Nylonmembran mit den Impfstrichen nach oben fir 2 min auf Filterpapier (Whatman 3MM)
gelegt, das mit 2-fachem SSC-Puffer und 5 % SDS (w/v) getrénkt war und anschlief3end fir
25 min be 600 W im Mikrowellenherd gebacken. Die auf diese Weise fir die
Hybridisierung vorbereitete Membran wurde vor der Prahybridisierung mit 5-fachem SSC-

Puffer und 0,1 % SDS (w/v) 1 h gewaschen.
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29.2 Northern-Blot (ALWINE et al., 1977; modif.)

Zur Bestimmung von Transkriptlangen wurde die zu anadysierende RNA einer
denaturierenden Agarosegelelektrophorese unterzogen (s. 2.6.2). Anschlief3end wurde die
RNA partiell hydrolysiert und das gesamte Gel neutralisiert (s. 2.6.2), um den Transfer zu
erleichtern. Der Transfer der RNA auf die Nylonmembran erfolgte mit Hilfe eines Kapillar-
Blots, bei dem die RNA mit einem Transfer-Puffer mittels kapillarer Kréafte durch ein Gel
gesaugt wird. Dabei wird die RNA auf eine darlberliegende Membran transferiert. Der
Transfer auf die Membran erfolgte in einer Plexiglaskammer eigener Bauart, die mit 10 x
SSC gefillt wurde. Zwei Lagen Chromatographiepapier (Whatman 3MM, Fa. Whatman
LTD., Maidstone, England) wurden in 10 x SSC getrénkt und auf die Erhebung in die
Kammer gelegt, so dal sie in das Pufferreservoir eintauchten. Dann wurde das Gel mit der
Oberseite nach unten auf das Chromatographiepapier gelegt. Die Nylonmembran wurde nun
unter Vermeidung von Luftblasen auf dem Gel positioniert. Danach folgten 5 Lagen
angefeuchtetes Chromatographiepapier und ein ca. 10 cm hoher Stapel Saugpapier in der
Grof3e des Gels. Der Aufbau wurde mit einer Plexiglasplatte beschwert.

Der Transfer der RNA auf die Membran erfolgte innerhalb von 16 h, wobel in gewissen
Absténden Puffer nachgefullt werden mufite. Im Anschluf diente kurzes Schwenken der
Membran in 5 x SSC der Entfernung von Gelresten. Danach wurde die Membran fir 2 h bei
80°C inkubiert, um das Formaldehyd zu entfernen und die RNA auf der Membran zu

fixieren.

2.10 Hybridisierungsmethoden

Die Hybridisierungen erfolgten in Glasréhrchen in einem Hybridisierungsofen (Hybaid
Mini Hybridization Oven; Fa Biometra, Gottingen) bel den jewells angegebenen
Temperaturen. Die Membranen wurden mit der beladenen Seite nach innen in die Réhrchen

gelegt und gegebenenfalls Uberei nandergestapelt.
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2.10.1 DNA-RNA-Hybridisierungen

Hybridisierungen von Northern-Blots mit radioaktiv markierten Sonden (s. 2.7.4) erfolgten
in Anwesenheit von 50% Formamid, da bei dieser Formamid-Konzentration keine RNase-
Aktivitdt zu verzeichnen ist. Die Zugabe von Formamid erméglichte es, die Temperatur fr
stringente Hybridisierungen auf 42°C herabzusetzen. Die Membran wurde zunéchst in
Formamid-haltiger Hybridisierungsldsung fur 2 bis 6 h prahybridisiert. Danach wurde die
markierte (s 2.7.4) , denaturierte (5 min, 95°C) Sonde zugegeben und fir 12 bis 16 h
hybridisiert. Die Membran wurde dann mit autoklavierten Puffern wie folgt gewaschen:

- zweimal 5min 2x SSC 42°C

- zweimal 30 min 2x SSC, 1 % (w/v) SDS 55°C

- zweimal 30 min 0,1 x SSC 25°C

Die noch feuchte Membran wurde in Frischhaltefolie verpackt und einer Autoradiographie
unterzogen (s. 2.11).

Formamid-haltige Hybridisierungs dsung

Dextransulfat (50 %; w/v) 2 ml
SDS-Ldsung (10 %; w/v) 1 ml
Formamid 5 ml
Lachsspermien-DNA (10 mg/ml, denaturiert) 100 u
H,Ou 2 ml

Die Ldsung wurde fur 30 min bel 50°C inkubiert. Anschlief3end folgte die Zugabe von

0,58 g NaCl und eine weitere Inkubation bei 50°C, bis sich das Salz gel6st hatte.

211 Autoradiographie

Die Autoradiographie erfogte mit Hilfe von Autoradiographiekassetten (Storage Phosphor

Screen GP, Fa. Kodak, Stuttgart) und eines Phosphoimagers (Storm 860, Fa. Molecular
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Dynamics GmbH, Krefeld). Zur Quantifizierung wurde das Programm Image Quant fir

Macintosh Version 1.2 (Fa. Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) verwendet.

212 Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (PCR) wurde zur Herstellung spezifischer DNA-Fragmente
fir Klonierungen verwendet. Als Enzyme wurden die TakaraEx-Tag-Polymerase
(Fa. Takara, Japan) und die thermostabile Tfl-DNA-Polymerase (Fa. Biozym Diagnostik,
Hess. Oldendorf), die Uber einen weiten Temperaturbereich aktiv ist, eingesetzt. Durch
Einsatz hoher Reaktionstemperaturen ist eine Minimierung von unspezifischen
Oligonukleatidbindungen und von Synthese-Abbriichen, die durch Sekundarstrukturen in
der DNA-Matrize hervorgerufen werden, mdoglich. Durch die Einfihrung von
Fehlpaarungen in die Starteroligonukleotide war es mdglich, gezielt spezifische
Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen in das PCR-Produkt zu inserieren. Die

Standard-Reaktion wurde in einem Volumen von 100 m durchgefihrt und enthielt folgende

Bestandteile:
Template 0,5bis1,0 ug
Oligonukleotid 1 100 pmol
Oligonukleotid 2 100 pmol
dNTP-Gemisch 200 pmol
Reaktions-Puffer (10 x) 10 ul
MgCl, 6 his8 ul
Polymerase 1 U
H>Oges ad 100 m

Die Komponenten wurden, bis auf das Enzym, auf Eis in einem 0,5-ml Eppendorf-
Reaktionsgefald zusammenpipettiert. Das Enzym wurde direkt vor dem Start der PCR

zugegeben.
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Die Temperaturzyklen wurden den jewelligen Anforderungen in Bezug auf die
Hybridisierungstemperatur (x) und die Dauer der Kettenverlangerung (y) angepald. Sie
wurden nach folgendem Schema durchgefuihrt:

Denaturierung 95°C 2min

Beginn der Zyklen

Denaturierung 95°C 30 sek.
Hybridisierung x°C 1 min
Kettenverlangerung 72°C y min
Ende der Zyklen

Kettenverlangerung 72°C 5min

Fir die Einstellung der Parameter waren die zu erwartende Fragmentldnge und die
Schmelztemperatur T, der verwendeten Oligonukleotide entscheidend. Fur die
Hybridisierung wurde entsprechend der zu erwartenden Fragmentldnge eine Zeit von
ca. 1 min/ 1000 Bp gewdhit. Die optimale Hybridisierungstemperatur wurde nach der
Schmelztemperatur T, der Oligonukleotide festgelegt, die Uber folgende Formel erechnet

wurde;

T,=693+0,41 (% GC-Gehalt) — 650/L
L = Lange des Oligonukleotids
% GC-Gehalt = prozentualer GC-Gehalt des Oligonukleotids

Durch schrittweise Annédherung der Hybridisierungstemperatur an T,,, Verklrzung der
Hybridisierungsdauer, Verringerung der Oligonukleotidkonzentration und Variation der
MgCl,-Konzentration konnte die Spezifitét bzw. Stringenz der PCR optimiert werden.

Die Temperaturzyklen wurden mit einem Primus-Cycler (Fa. MWG AG-Biotech, Minchen)
oder einer Gradienten-PCR (Fa. Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt. Die PCR-Produkte

wurden durch Agarosegel el ektrophorese (s. 2.6.1) analysiert.
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2.13 Sequenzierung und Analyse von Sequenzdaten

Die Isolierung der zu sequenzierenden Plasmide erfolgte unter Verwendung des , Wizard™
Plus Miniprep DNA Purification Systems® (s 2.5.2.2). Die Sequenzierung wurde durch das
»Gottingen Genomics Laboratory” (Institut fur Mikrobiologie und Genetik, Universitét
Gottingen) am ABI PRISM 337 DNA-Sequencer durchgefihrt.

Die Fluoreszenzsignale wurden automatisch in Sequenzdaten umgewandelt. Dazu wurden
die Programme DNA-Sequencer Datacollection 2.0 und Sequence Analysis 3.0 (Fa. PE
Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Zusétzlich konnten die Sequenzdaten manuell
aus den Kurvenverlaufen mit dem Programm ABI Edit View 1.0.1 abgeleitet werden.

Die Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit den Programmen DNA-Strider 1.2
(MARCK, 1988) und DNAId 1.8 auf einem Macintosh PowerPC (Fa. Apple Computer Inc.,
Cupertino, USA). Hiermit konnten offene Leserahmen gefunden, Restriktionskarten erstellt
und die Kodon-Nutzung ermittelt werden. Ferner konnten mit diesen Programmen
Proteinsequenzen abgeleitet und auf hydrophobe und hydrophile Eigenschaften untersucht
werden. Weitergehende Analysen wurden mit dem GCG-Paket (,Wisconsin Genetics
Computer Group Sequence Anaysis Software Package®), Version 8.0 (University of
Wisconsin Biotechnology Center, Madison, USA; DEVEREUX et a., 1984) Uber einen
UNIX-Computer (GWDG, Goéttingen) und dem im Internet angebotenen Service der NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) durchgefiihrt. Dazu z8hlte der Sequenzabgleich mit Daten
der PIR-, NBRF-, SWISSPROT-, EMBL- und GenBank-Datenbanken (PEARSON und
LIPMAN, 1988).
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214 Her stellung von Rohextrakten

2141  Zelaufschluf® mit der Frenchpresse

Fur die Herstellung von Rohextrakten mit der Frenchpresse wurde von einem
Kulturvolumen mit mindestens 500 ml ausgegangen. Zunachst wurden die Zellen durch
Zentrifugation (6000 Upm, 10 min, 4°C, GS3-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du
Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg) geerntet und das Pellet in einem geeigneten Puffer
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde dann in eine vorgekihlte French-Press-Apparatur
(Fa. SLM Aminco, Urbana, USA) geflllt. Der Aufschlufd der Zellen fand bei eéinem Druck
von 140 Mpa statt. Der Vorgang wurde viermal wiederholt, wobei vor dem ersten Mal eine
Spatelspitze DNase | (Fa. Boehringer, Mannheim) zugegeben wurde. Anschlief3end erfolgte
eine Zentrifugation bel 15000 Upm und 4°C fur 30 min (SS34-Rotor, Sorvall RC-5B-
Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg). Der erhaltene Extrakt wurde
als Rohextrakt bezeichnet und konnte bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert
werden.

Sollten anaerobe Rohextrakte hergestellt werden, wurden ale Zentrifugenrohrchen 24 h vor
dem Aufschlufd in eine Anaerobenkammer (Microflow Anaerobic System, Fa. Intermed
M.D.H. GmbH, Russelsheim) geschleust. Vor dem Zellaufschlul® wurde die Zellsuspension
in der Anaerobenkammer in die vorgekihite Frenchpresse gefiihlt, die am Ausgang mit
einem |soversinic-Schlauch und einer Kanile versehen war. Die Kanlle wurde in das
Septum eines Hungate-Rohrchens eingefihrt. Fir eine Wiederholung des Pref3vorgangs
wurde die Supension mit Hilfe des Stempels der Frenchpresse wieder aus dem Hungate-
Rohrchen zuriick in die Presse gezogen. Die Lagerung der nach der Zentrifugation
erhaltenen Rohextrakte erfolgte bei —20°C in Hungate-Réhrchen, die zuvor fir mindestens

30 min mit N, begast wurden.



2. Material und Methoden 50

2.14.2  Zedlaufschluf3 durch Ultraschallbehandlung

Zum Zellaufschluss durch Ultraschall wurden die geernteten Zellen (6000 Upm, 10 min,
4°C, GS3-Rotor, Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH, Bad
Homburg) zuné&chst in einem geeigneten Puffer aufgenommen. Das Gefd3 mit der
Zellsuspension wurde in die Halterung des Ultraschallgerdtes (Ultraschallprozessor
UP200S, Fa. Dr. Hielscher GmbH, Stahndorf) eingespannt. Um eine zu hohe Erwérmung
der Zellsuspension zu vermeiden, wurde das Gefal3 wahrend der gesamten Prozedur durch
ein Eisbad gekuhlt. Es wurde vierma mit einer Amplitude von 80 Micron beschallt.
Zwischen den Beschallungen wurde jeweils fur eine halbe Minute pausiert. Nach der
Ultraschallbehandlung wurde der Extrakt fir 30 min bel 15000 Upm und bel 4°C in einem
SS34-Rotor (Sorvall RC-5B-Zentrifuge, Fa. Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg)
zentrifugiert, um intakte Zellen abzutrennen. Die erhaltenen Extrakte konnten bis zur

weiteren Verwendung bei —20°C gelagert werden.

2.15 Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976)

Diese Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Bindung von
"Coomassie-Brilliant-Blue" an Proteine. 20 il Probe wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz
versetzt und 5 bis 20 min bei RT inkubiert. Die Extinktionsmessung erfolgte in 1 ml
Plastikkivetten in einem UV-VIS Spektralphotometer V-550 (Fa. Jasco, Jena) bei 585 nm
gegen H,O, mit Bradford-Reagenz. Bei Proteinbestimmungen an ganzen Zellen wurden
die Zellen vor Zugabe des Bradford-Reagenz mit 50 pl 1 N NaOH versetzt. Die Eichgerade
wurde mit Rinderserumalbumin in einem Bereich von 0 bis 30 pug aufgenommen. Das

Bradford-Reagenz hatte folgende Zusammensetzung:
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Serva Blau G250 100 mg

Ethanol (96 %, vergdllt) 50 ml

Phosphorsaure (85 %) 100 ml

H,O04eq. ad 1l
Serva Blau G250 wurde zuné&chst in Ethanol geldst, bevor nacheinander die Phosphorsdure
und das Wasser zugegeben wurden. Die resultierende rotbréunliche Ldsung wurde durch

einen Papierfilter filtriert und bei RT unter Lichtschutz gelagert.

2.16 Methoden zur Proteinanreicherung

2.16.1 M etall-Chelat-Affinitatschromatographie

Das Prinzip der Metal-Chelat-Affinitétschromatographie beruht auf der Fahigkeit
bestimmter Aminosduren z. B. Histidin als Elektronendonator an Proteinoberflachen zu
fungieren und so an Metallionen, wie Ni* und Cu*, zu binden (HOCHULI et al., 1988; YIP
et a., 1989). Die Metadlionen wiederum sind Uber Chelatgruppen an ein Tragermaterial
(Agarose oder Sepharose) gebunden.

Die Metall-Chelat-Chromatographie besitzt im neutralen pH-Bereich ihre grofte Spezifitat
und Effizienz. Die Elution der Proteine findet unter Verwendung eines Imidazolgradienten
statt. Imidazol fuhrt zu einer kompetetiven Verdrangung des Histidins. Alternativ kann eine

Elution durch einen pH-Gradienten erfolgen.

216.1.1 Vorbereitung der Saule

Fur die Metall-Chelat-Chromatographie wurde Ni**-Nitrilotriessigsaure-Agarose (NTA-

Agarose; Fa. Qiagen GmbH, Hilden) verwendet. Nach dem Einsetzen der unteren Fritte

wurden 6 ml Ni*-NTA-Agarose in eine PD 10-Saule (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)
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eingeflllt. Nach der Sedimentation des Trégermaterials wurde die Sdule mit dem
ZdelaufschluRRpuffer (s. 2.16.1.2) gespult und bei 4°C aufbewahrt.

2.16.1.2  Renigunglédicher Proteine unter nativen Bedingungen

Zur Reinigung |6slicher Proteine unter nativen Bedingungen wurde der Rohextrakt mit der
Ni*-NTA-Agarose, die mit ZellaufschluRpuffer aquilibriert worden war, unter Ruhren bei
4°C fur 1 h inkubiert. Nach dieser Inkubation wurde die Ldsung in den Saulenkorper einer
PD-10 Saule gefillt. Nach dem Absetzen der Agarose wurde diese zundchst mit einem
geeigneten Volumen ZellaufschluBpuffer gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt
mit Puffer 1. Die Elution der Proteine erfolgte in mehreren Schritten mit Puffer I1.

Vor einer erneuten Verwendung der Saule wurde das Chromatographiematerial mit Puffer 11

gespult und dann mit dem Zellaufschluf3puffer aquilibriert.

ZdllaufschluRRpuffer Puffer |

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

Puffer |1

KH,PO, 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 250 mM

pH 8,0
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2.16.1.3 Regeneration der Saule

Die Notwendigkeit einer Regeneration der Ni*-NTA-Agarose wurde durch eine
Farbanderung von griin-blau nach braunlich-grau angezeigt. Durch das chelatierende Agens
EDTA erfolgte die Elution des Nickels von der Sdule. Nach einer anschlieffenden
Wiederbeladung mit  Ni*-lonen stand das Saulenmaterial erneut fir mehrere
Reinigungszyklen zur Verfigung. Die Regeneration erfolgte anhand des

Herstellerprotokolls.

2.16.2  Affinitatschromatographie an einer Vitamin B,,-Agar ose

Die Affinitétschromatographie erfolgte an einer Vitamin B,,-Agarose der Fa. Sigma,
Deisenhofen. Das Chromatographiematerial  wurde zwei- bis dreima in
Aquilibrierungspuffer (100 mM Glycin/KCl, pH 8,6) gewaschen und in einen Saulenkorper
einer PD 10-Sdule gegossen (3 ml Bettvolumen). Nachdem das Material sedimentiert war,
wurde die Saule nochmals mit ca. 10 Bettvolumen Aquilibrierungspuffer gespiilt. Um das
Chromatographiematerial vor Lichteinwirkung zu schiitzen, wurde die Séule von auf3en mit
Aluminiumfolie umwickelt.

Fur die Chromatographie wurde das Eluat der Affinitétschromatographie an der Ni*-NTA-
Agarose (s. 2.16.1) einem Pufferwechsel mit Hilfe einer PD10-S&ule (s. 2.16.3) unterzogen.
Nach dem Auftragen des Proteins auf die Sdule erfolgte zur Bindung an das
Chromatographiematerial eine 10-mindtige Inkubation bel RT. Danach wurde mit 12 ml
Aquilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit NaCl-Loésungen (100 mM bis
1 M) oder aternativ mit Vitamin B,,-L6ésungen (0,5 bis 10 mM ). Die Eluate wurden in
Fraktionen von 1,5 ml aufgefangen. Nach Beendigung der Chromatographie wurde zur
Regeneration des Saulenmaterials gebundenes Restprotein mit 2 M NaCl entfernt. Das
regenerierte Saulenmaterial wurde zur Wiederverwendung bei 4°C in 500 mM NaCl

gelagert.
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2.16.3 Entsalzen von ProteinlGsungen

Fir die Entsalzung von Proteinlésungen wurden PD10-Saulen (Fa. Amersham Pharmacia,
Freiburg) verwendet. Das Prinzip beruht auf einer Gelfiltration an Sephadex G-25. Das
Saulenmaterial mufte vor Benutzung mit 10 Saulenvolumen des fir die Elution
verwendeten Puffers &quilibriert werden. Es konnte pro Lauf ein Volumen von maximal 2,5

ml Probe aufgetragen werden, anschlief3end wurde mit einem Volumen von 3,5 ml eluiert.

2.16.4  Dialysevon Proteinlésungen

Die Diayse diente zum Entsalzen und zum Pufferwechsel von Proteinldsungen. Vor dem
Gebrauch wurden die Diayseschlduche (Visking, Fa. Serva, Heidelberg) in folgenden
Lésungen fur jeweils 10 min gekocht:

2 % Na,CO, (W/V)

H,Ou

1mM EDTA

H,O0eq.
Die so praparierten Diayseschlauche wurden in H,0,, autoklaviert und bei 4°C gelagert.
Die Dialyse wurde unter sténdigem Ruhren fir mehrere Stunden bel 4°C gegen das 1000 bis
2000-fache VVolumen bei mehrfachem Pufferwechsel durchgefihrt.

217 Bestimmung von Enzymaktivitaten

Die Enzymaktivititen wurden im Bereich der linearen Abangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Proteinmenge bestimmt. Eine Enzymeinheit U entspricht
dabei dem Umsatz von 1 pmol Substrat pro Minute. Die Volumenaktivitéten [U/ml] wurden

nach folgender Formel berechnet.
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_ DE/mimxV
uml =——————
exdxv DE =  Extinktionsdifferenz

u = Enzymeinheit (1 U = 1 pmol Substrat/min)
d =  Schichtdicke der Kivette (1 cm)
e =  Extinktionskoeffizient (mM™“cm™)
V = Gesamtvolumen des Tests
v = Probevolumen

2171  Glycerin-Dehydratase (TORAYA et al., 1977)

Die Aktivitdt der Glycerin- bzw. Diol-Dehydratase wurde mit der 3-Methyl-2-

benzothiazolinonhydrazon (MBTH)-Methode bestimmt. MBTH reagiert mit Aldehyden wie

dem in der Enzymreaktion aus Glycerin entstandenen 3-Hydroxypropionaldehyd zu einem

Hydrazin-Derivat, welches spektrophotometrisch bel einer Wellenlange von 305 nm erfaldt

werden kann (PAZ et al., 1965).

Testansatzz 0,28 ml 385 mM KP-Puffer (385 mM
KH,PO,/K,HPO,; 55 mM KClI; pH 8,0)

0,01 ml Glycerin (3 M)
0,01 ml Coenzym B,, (0,45 mM)
Start mit: 0,01 ml Probe

1 min bei 37 °C inkubieren

Stop mit: 0,3 ml K,-Citrat (0,1 M; pH 3,6)
0,5ml MBTH (0,1 % [w/v])

15 min bei 37 °C inkubieren
Messung der Extinktion bei 305 nm (Extinktionskoeffizient e = 13,3 x 10°M™ x cm).

Samtliche Puffer- und Substratlésungen wurden anaerob hergestellt. Fir den Test wurden
1,5 ml-Klvetten eingesetzt, die mit einem Septum versehen und fir 15 min mit Stickstoff

begast worden waren. Nach Zugabe einer frisch hergestellten anaeroben Coenzym B,,-
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L6ésung und 5 min Vorinkubation im Dunkeln bel 37 °C erfolgte der Reaktionsstart. Fiir jede

Probe wurden Parallelansétze gegen einen Leerwert (Reaktionszeit = 0) gemessen.

Die Reaktivierungsexperimente wurden bei 37°C in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KClI, 21 uM Coenzym B,,, 12 mM ATP/MgCl, und 1,2 M 1,2-Propandiol in
einem Volumen von 310 p durchgefihrt. Zur Bestimmung der Reaktivierung der
Dehydratase wurde 1,2-Propandiol als Substrat eingesetzt, da das Enzym wahrend der
Katalyse von 1,2-Propandiol keiner Inaktivierung unterliegt. Von DhaF und dem Komplex
DhaFG wurden jeweils 40 pg/Ansatz eingesetzt. Das partiell gereinigte Protein DhaG wurde
in einer Konzentration von 100 pg/Ansatz zugegeben. Fir die zeitabhangige Messung
wurden die Komponenten fir mehrere Ansédtze in ein anaerobes Hungate-Roéhrchen
gegeben. Die Reaktionsansdtze wurden bei 37°C inkubiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden 310 pl aus dem Hungate-Roéhrchen mittels einer Hamiltonspritze
entnommen. Nach Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 300 pl K,-Citrat (0,1 M),

wurde die Glycerin-Dehydratase-Aktivitét mit dem oben beschriebenen Test ermittelt.

2.17.2 Adenosyltransferase-Test

Zur Bestimmung einer ATP-Corriniod Adenosyltransferase Aktivitde wurde eine
modifizierte Methode des in vitro Assaysvon VITOLS et a. (1966) herangezogen. Der Test
wurde unter strikt anaeroben Bedingungen in einer Anaerobenbox durchgefihrt. Alle Geréte
wurden dazu bereits 24 h vor Testbeginn in die Anaerobenbox eingeschleust. Lésungen

wurden fur 30 min mit N, begast. Der Testansatz enthielt folgende Komponenten:
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Testansatzz 200 nmol Tris-Puffer (pH 8.0) + 5mM DTT
50 nmol Vitamin B,,, Hydroxy-B,, oder Cobalamin
400 nmol ATP
800 nmol MnCl,
100 pg CoCl,

Der Reaktionsansatz wurde in eine Kivette, die 4 mg KBH, enthielt, gegeben. Die
Reduktion von Cob(Il1)alamin zu Cob(l)alamin erfolgte innerhalb von 10 min und konnte
durch eine Verénderung der Farbe des Ansatzes von rot zu grin-schwarz verfolgt werden.
Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet. Nach einer Inkubation bei 37°C
far 30 min wurde die Extinktion bel einer Wellenlange von 525 nm mit einem UV-VIS-
Spektralphotometer (UV-1202, Fa. Shimadzu, Kyoto, Japan) gemessen. Danach erfolgte
eine Bestrahlung der Probe mit einer 150 Watt Wolfram-Lampe fir 5 min. Unter diesen
Bedingungen wird Coenzym B, durch eine homolytische Spaltung der Co-C-Bindung zu
Cob(Il)alamin umgesetzt. Die Konzentration des gebildeten Coenzym B,, wurde dann mit

Hilfe der folgenden Formel berechnet:

= DEsss
exd DE.,; = Es,; vor Bestrahlung — E-, nach Bestrahlung

e= Extinktinskoeffizient bei 525 nm zwischen Coenzym B,, und
Cob(Il)aamin (0,0048 mM)
¢ = Konzentration des gebildeten Coenzym B,
Eine Enzymeinheit 1U entspricht dabei der Enzymmenge, die zur Regeneration von 1 nmol

Coenzym B,, pro Minute benétigt wird.
2173 ATP-Hydrolyse
Die ATP-Hydrolyse Aktivité wurde mit Hilfe einer DUnnschichtchromatographie an einer

Poly(Ethylenimin)-Cellulose F TLC Platte (Fa. Merck, Darmstadt) mit 2 M Ameisenséure

und 0,5 M LiCl as Laufmittel untersucht. Wahrend der Chromatographie werden ATP,
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ADP und AMP getrennt. Aufgrund der 3 Phosphatgruppen zeigt ATP gegentiber ADP und
AMP ein geringeres Laufverhalten auf der negativ geladenen TL C-Platte. Zur Untersuchung

wurde (a-*P)-ATP eingesetzt. Der Reaktionsansatz (25 W) enthielt folgende Komponenten:

Testansatz: 38,5 mM KP-Puffer (pH 8,0) mit 55 mM KCl
1 uCi (a*P)-ATP
5mM ATP/MgCl,

O bis15ug DhaF bzw. DhaFG

Zusétzlich konnten die folgenden Komponenten dem Testansatz zugefligt werden:

21 uM Coenzym B,,
1,2M Glycerin bzw. 1,2-Propandiol
2 g Glycerin-Dehydratase

Nach der Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 pl Ethanol
abgestoppt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden durch
Zentrifugation (15000 x g, 30 min, 4°C) entfernt. Vom Uberstand wurden dann 0,5 pl auf
eine TLC Platte aufgetragen und chromatographiert. Die Detektion von radioaktivem ATP,

ADP bzw. AMP erfolgte mittels Autoradiographie (s. 2.11).

2.18 Inaktivierung der Glycerin- und Diol-Dehydratasen

Die Inaktivierung der Dehydratasen durch Glycerin erfolgte durch Inkubation des Enzyms
mit 50 uM Coenzym B, bel 37°C fur 30 min in 2,5 ml KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KCI und 30 % Glycerin unter anaeroben Bedingungen. Bei der Inaktivierung
durch O, bzw. Cyano-B,, wurde das Enzym in Gegenwart von 49 pug Coenzym B, bzw.
11 pg Cyano-B,, in 2,5 ml KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit 38,5 mM KCI fir 30 min bei
37°C inkubiert. Ungebundene B,,-Derivate wurden mittels einer Gelfiltration abgetrennt

(s. 2.16.3).
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2.19 Polyacrylamid-Gelelektrophor ese (PAGE)

2191 SDS-PAGE nach SCHAGGER und VON JAGOW (1987)

Polyacrylamid-Gel el ektrophoresen unter denaturierenden Bedingungen wurden in Minigel-
Elektrophorese-Kammern (Fa. Bio-Rad, Munchen) mit 8,5 x 8,0 x 0,1 cm Glasplatten

durchgefihrt. Trenn- und Sammelgel hatten folgende Zusammensetzung (Menge fir

2 Gele):
125 %ig 15 %ig
Trenngel: Gelpuffer 3 ml 3 ml
Acrylamidldsung 225 ml 2,7 ml
H,0 et 3,75 ml 33 ml
APS-L6sung 45 45
TEMED 45 45 vl
Sammelgel: Gelpuffer 1,13 ml 1,13 ml
Acrylamidldsung 375 375
H2O0es. 3 ml 3 ml
APS-L6sung 45 45
TEMED 45 45 [l

Zunéchst wurden Acrylamidldsung, Gelpuffer und H,O,4 gemischt. Nach der Zugabe von
TEMED und APS-L6sung wurde das Gel gegossen und mit H,O,. Uberschichtet, um eine
ebene Flache zu erhalten. Nach Polymerisation des Trenngels (ca. 30 min) konnte das
H,O.« abgenommen und das Sammelgel gegossen werden, in das zur Formung von
Geltaschen ein Kamm |uftblasenfrei eingesetzt wurde. Nach 30 min war das Gel vollstéandig
polymerisiert und konnte verwendet werden.

Die Proben wurden vor dem Auftragen im Verhdtnis 1:3 mit Denaturierungspuffer

gemischt. Anschlief3end wurden die Proben auf das mit Elektrophoresepuffer tberschichtete
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Gel mit Hilfe einer Hamiltonspritze aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte zunéchst bei
einer Spannung von 100 V, bis die blaue Markerbande das Trenngel erreicht hatte, und
wurde dann auf 130 V erhoht. Als Netzgerét diente ein Gene-Power-Supply GPS 200/400
der Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg. Die Elektrophorese wurde beendet, wenn die

Markerbande das Gelende erreicht hatte.

Acrylamidldsung Gelpuffer

Acrylamid 96 g Tris 181,7 g

Bisacrylamid 3 g SDS 15 g

H,O0eq. ad200 mi H,O4eq. ad500 mi
pH 8,4

Kathodenpuffer Anodenpuffer

Tris 121 g Tris 24,2 g

Tricine 17,9 g H,Oues ad 1000 ml

SDS 1 g pH 8,9

H,0ues ad 1000 mi

pH 8,5

Denaturierungspuffer APS-L 6sung

Tris 0,2 g Ammoniumpersulfat 01 g

SDS 12 g H,O4es adl ml

Serva-Blau G250 3 mg

Glycerin 3 ml

2-Mercaptoethanol 05 ml

H2Ouest. ad10 ml

pH 6,8
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219.2 ,Milde SDSPAGE" zur Lokaliserung Cobamid enthaltender

Proteine

Die ,milde SDS-PAGE"-Methode wurde entwickelt, um Proteinuntereinheiten voneinander
zu trennen, ohne dafi3 deren Cofaktoren (Cobamid oder Fe-S-Cluster) getrennt werden (LU
et al., 1993). Die Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels (15 %ig) und des
Laufpuffers waren wie unter 2.19.1 beschrieben. Die Proteinldsung wurde ohne Inkubation
mit SDS und b-Mercaptoethanol nur mit Saccharose als Beschwerer direkt in die Taschen
des Gels gefilllt. Die Proben wurden auch nicht denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei
RT bei einer konstanten Spannung von 60 V Uber mehrere Stunden. Wahrend des Laufs war
eine durch das Cobamid hervorgerufene rote Bande sichtbar. Diese Bande wurde, bevor das

Gel geféarbt wurde, markiert.

2.19.3 Native Gradienten PAGE

Polyacrylamid-Gelelektrophoresen unter nativen Bedingungen wurden in  Mini-
Elektrophoresekammern der Fa. Bio-Rad (M tinchen) durchgefihrt (s. 2.19.1).

Fur ein Gradientengel von 4 bis 20 % wurden Polyacrylamidldsungen folgender
Zusammensetzung verwendet:

.Leichte* Ldsung

Acrylamid 40 g
Bisacrylamid 02 g
Gelpuffer ad 100 mi

Die Ldsung wurde lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.
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.Schwere" Ldsung

Acrylamid 200 g
Bisacrylamid 10 ¢
Glycerin (87 % [v/v]) 8,6 ml
Gelpuffer ad 100 mi

Die Ldsung wurde lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Fir das Trenngel von 4 bis 20 % (w/v) wurden jeweils 2 ml , Leichte* und , Schwere"
Losung in die Kammern eines kleinen Gradientenmischers gefiillt und unter Rihren je 3
TEMED und 15 pl APS-L6sung (s. 2.19.1) in die einzelnen Kammern gegeben. Nach dem
Offnen des Gradientenmischers konnte die Acrylamidlésung mit Hilfe einer
Peristaltikpumpe (Meredos GS, Fa. Meredos, Noérten-Hardenberg) zwischen die Glasplatten
gegossen werden. Anschlielfend erfolgte die Uberschichtung des Trenngels mit ca. 1 ml
H,O. - Nach Polymerisierung des Gels fur 30 min wurde das H,O,, abgenommen. Dann
wurde das Sammelgel gegossen, fur das 2 ml , Leichte* Lésung, 3 il TEMED und 15 pl
APS-Losung verwendet wurden. Direkt im Anschlu3 wurde ein Kamm luftblasenfrei
eingesetzt. Nach der Polymeriserung fur 30 min konnte das Gel in die
Elektrophoresekammer eingesetzt werden und die Pufferreservoirs mit Elektrodenpuffer
gefullt werden. Nachdem der Kamm entfernt worden war, wurde zunéchst eine
Vorelektrophorese (100 V, 30 min) durchgefihrt. Danach konnten die mit 0,1 Volumen

Beschwerungsl 6sung versetzten Proben aufgetragen werden. Die Elektrophorese erfogte bei

4°C und 100 V fir 20 bis 24 h.

Gelpuffer Elektrodenpuffer

Tris 250 mM Tris 01 M
pH 8,5 Glycin 01 M

pH 8,7
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Beschwerungsl6sung

Saccharose 4 g
Bromphenolblau 5 mg
H,Oest ad10 ml

Die Beschwerungsl ésung wurde bei —20°C gelagert.

2.20 Proteinfarbung in Polyacrylamidgelen

2.20.1  Coomassie-Farbung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele kurz mit H,O,., gespult und dann fir
60 min in die Coomassie-Farbelosung gelegt. Nach Spilen mit H,O, wurde das Gel
entféarbt, wobei die Entférbel6sung mehrfach gewechselt wurde. Bei guter Transparenz des

Hintergrundes konnten die Gele ausgewertet werden.

Coomassie-Férbel 6sung Entfarbel 6sung

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

Eisessig 10 % (v/Iv)

2.20.2 Unspezifische Proteinfarbung mit Silber (BLUM et al., 1987,
modif.)

Bei elektrophoretischer Trennung geringer Proteinmengen wurde die Detektion der
Proteinbanden durch eine Silberfarbung vorgenommen. Das Gel wurde dazu nach der

Elektrophorese in den nachfolgend aufgeftihrten Lsungen auf einem Schittler inkubiert:
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Fixierer

Methanol 50 ml
Eisessig 12 ml
Formaldehyd (37%; v/v) 100 ul
H,Ou ad 100 ml

Die Methanol-Eisessiglosung wurde auf Vorrat angesetzt; nur Formaldehyd wurde
unmittelbar vor Gebrauch zugesetzt.

Thiosulfatldsung

Na,S,0; x 5H,0 2 mg
H,Opes. ad 100 ml
Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

I mpragnierl 6sung

AgNO, 200 mg
Formaldehyd (37%; v/v) 75 ul
H,O¢es. ad 100 ml

Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

Entwicklerl6sung

Na,CO, x 10H,0 6 g
Thiosulfatldsung (s.0.) 2 ml
Formaldehyd (37%; v/v) 50 ul
H,Ou ad 100 ml

Die Losung wurde stets frisch angesetzt.

Stopldsung
EDTA 1,86 g
HxOues. ad 100 ml

Die Lésung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7 titriert und konnte mehrere Wochen

gelagert werden.
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Alle folgenden Schritte wurden bei RT unter leichtem Schwenken auf einer Gelwippe
durchgefihrt:
1 mindestens 1 h (hochstens 24 h) im Fixierer inkubieren

3 x5 his20 minin 50 % (v/v) Ethanol waschen

1 minin der Thiosulfatldsung inkubieren

3x20sinH,0, Waschen

2

3

4

5. 20 min imprégnieren
6 in Entwicklerlésung inkubieren, bis die Banden sichtbar sind (5 bis 20 min)

7 einmal kurz in H,0,. spulen

8 10 bis 20 min in Stoplésung inkubieren

Zur Aufbewahrung wurden die Gele in H,0O,4 geschwenkt, anschliefRend in 1 M Essigsdure
geschwenkt und fur 2 h bel 80°C in einem Geltrockner (Modell 583, Fa. Bio-Rad,

Mnchen) getrocknet.

2.21 Transfer von Proteinen auf Membranen

2211 Western-Blot (TOWBIN et al., 1979, modif.)

Fur den spezifischen Proteinnachweis mit der Ni-NTA-Konjugatfarbung (s. 2.22.1) wurden
Proteine von PAGE oder SDS-PAGE auf Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF-
Membranen, Fa. Millipore, Eschborn) transferiert. Der Western-Blot erfolgte mit einer
»Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell“ (Fa. Bio-Rad, Muinchen).

Zur Vorbereitung des Blots wurden 2 Lagen Whatman-Papier (Whatman 3 MM,
Fa. Schleicher und Schuell GmbH, Dassel) und die PVDF-Membran auf Gelgrofie
zugeschnitten und kurz in Transferpuffer getrankt. Die PVDF-Membran wurde jedoch
zunéchst mit Methanol voraquilibriert. Gleichzeitig wurde das Proteingel in Transferpuffer

inkubiert, um Salz- und Detergenzrickstande der Elektrophorese zu entfernen.
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Anschlielend wurden auf der Anodenseite der Gelhaterungskassette folgende
K omponenten tibereinandergeschichtet.

1 mit Transferpuffer getrankte Faserplatte

2 eine Lage Whatman-Papier

3 aquilibriertes Gel

4. aquilibrierte Membran

5 eine Lage Whatman-Papier

6 mit Transferpuffer getrankte Faserplatte

Die einzelnen Komponenten wurden luftblasenfrei und zentriert in der Kassette geschichtet
und die Oberflachen des Whatman-Papiers, des Gels und der PVDF-Membran jeweils mit
Transferpuffer abgeséttigt. Anschlief?end wurde die Gel-Kassette geschlossen und in die
Pufferkammer, die zuvor mit Transferpuffer geflllt worden war, eingebaut. Der

Proteintransfer auf die Membran erfolgte bei einer Spannung von 100 V bel 4°C fir 1 h.

Bei der vor dem Western-Blot durchgefiihrten SDS-PAGE wurde ein ,,Prestained Marker*
(LMW, Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen) verwendet. Anhand dieser bereits
gefarbten Banden konnte der Proteintransfer beurteilt werden.

Transferpuffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 % (viv)

Der pH-Wert lag bei 8,3 und brauchte nicht eingestellt werden. Zu Beginn des Transfers

sollte der Puffer eine Temperatur von 4°C haben.

2.21.2 Protein-,Dot-Blot“-Verfahren (HAWKES, 1986; modif.)

Alternativ zu 2.21.1 konnten Proteine mittels des , Dot-Blot”-Verfahrens auf Membranen
Ubertragen werden. Hierfir konnten entweder Nitrocellulose- oder PVDF-Membranen

verwendet werden. Bel dem Verfahren werden definierte Mengen bzw. Volumina einer
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Proteinlosung direkt auf die Membran getropft oder mit einer , Dot-Blot“-Kammer

aufgetragen. Die Membran wurde bei RT getrocknet und dann verwendet.

2.22 Farbung von Proteinen auf Blotmembranen

2.22.1 Ni*-NTA-Konjugat-Farbung

Dieses Verfahren dient dem Nachweis von Proteinen auf Blotmembranen. Es beruht auf der

Affinitat des mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Ni%*-NTA-Konjugats (Fa. Qiagen

GmbH, Hilden) zu mehreren aufeinanderfolgenden Histidinresten (His,-Tag) eines Proteins.

Ein solcher His;-Tag kann mit Hilfe geeigneter Vektoren carboxy- oder aminoterminal an

rekombinante Proteine gehéngt werden. Histidin fungiert dabei als Elektronendonator an der

Proteinoberfldche und bindet so an Metallionen wie z.B. Nickel (HOCHULI, 1988; YIP et

a., 1989). Solche Komplexe kénne durch den Umsatz geeigneter Substrate von der

alkalischen Phosphatase anhand einer Farbéanderung sichtbar gemacht werden. Die

Inkubationen und das Waschen der Membran wurden unter Schwenken bel RT nach

folgendem Protokoll durchgefuhrt:

1) Blot 2 x 10 min mit TBS-Puffer waschen

2) Inkubation fur 1 h in Blockierungspuffer bei RT

3) 3x 10 min mit TBS-Puffer waschen

4.) Inkubation fur mindestens 1 h in TBS-Tween Puffer mit 1% Milchpulver mit Ni**-
NTA-Konjugat (1/1000 verdinnt)

5) 3x 10 minin TBS-Tween Puffer waschen

6.) Farben mit der Féarbel 6sung

7) Membran 2 x in H,0, Waschen

8) Inkubation in 3 % Trichloressigsdure

9) Membran mit H,O,, waschen
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TBS-Puffer TBS-Tween-Puffer

Tris 10 mM Tris 20 mM

NaCl 150 mM NaCl 500 mM

pH 7,5 Tween 20 0,05 % (Vlv)
pH 7,5

Blockierungspuffer Puffer A

Milchpulver in TBS-Puffer 5 % (w/v) Tris 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5 mM
pH 9,5

Die Farbelbsung setzte sich aus 66 [l Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (5 % NBT in
70 % Dimethylformamid) und 33 Wl 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (5 % BCIP in
100 % Dimethylformamid) in 10 ml Puffer A zusammen. Die Lésung wurde jewells frisch

angesetzt.

2.23 M olekular massenbestimmung

2.23.1 Molekularmassenbestimmun durch SDS-PAGE

SDS lagert sich an Proteine an und zerstort fast alle nichtkovalenten Wechselwirkungen, so
dai3 die Dissoziation von Proteinen in ihre Untereinheiten erreicht wird. Durch die Bindung
des negativ geladenen Detergens wird die Eigenladung der Proteine weitgehend
vernachlassigbar und damit eine gelelektrophoretische Auftrennung erméglicht, die nahezu
ausschliefdlich auf der Masse der Molekdile beruht.

Nach der SDS-PAGE (s. 2.19.1) und Férbung der Proteine (s. 2.20) konnte die
Molekularmasse eines Proteins ermittelt werden, indem dessen Wanderungsgeschwindigkeit
mit der von Markerproteinen verglichen wurde. Die Auftragung des Logarithmus der

Molekularmassen der Markerproteine gegen den Rf-Wert (Wanderungsstrecke des Proteins
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bezogen auf die Wanderungsstrecke des Farbstoffmarkers) ergibt eine Eichgerade, anhand
derer die Molekularmasse des jewelligen Proteins berechnet werden konnte. Als
Markerproteine wurden die Proteine des ,LMW Cadlibration*-Kits (Fa. Amersham
Pharmacia, Freiburg) eingesetzt.

Markerproteine , LMW Calibration“-Kit

Phosphorylase b 94  kDa
Rinderserumalbumin 67 kDa
Ovabumin 45  kDa
Carboanhydrase 30 kDa
Trypsininhibitor 20,1  kDa
Laktalbumin 144  kDa

Wurde anschlief’end ein Western-Blot (s. 2.21.1) durchgefihrt, wurden als Markerproteine
ein , Prestained Standard Low Range" der Fa. Bio-Rad (M iinchen) verwendet.

.Prestained Standard Low Range®

Phosphorylase b 104  kDa
Rinderserumalbumin 81 kDa
Ovabumin 47,7  kDa
Carboanhydrase 346  kDa
Trypsininhibitor 28,3 kDa
Lysozym 19,2 kDa

2.23.2 Molekularmassenbestimmung durch Gradienten-PAGE
(ANDERSON et al., 1972; NISHIZAWA €t al., 1988)

Die Auftrennung von Proteinen im nativen Polyacrylamid-Gradientengel (s. 2.19.3) hangt in
ersten Linie von der Groéf3e der Proteine ab, da mit steigender Acrylamidkonzentration die

Porengrofe abnimmt und das Weiterwandern von gréf3eren Proteinen verhindert wird. Die
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Eigenladung von Proteinen ist hierbei theoretisch vernachlassigpar (MARGOLIS und
KENRICK, 1967).

Nach Auftrennung durch native Gradienten-PAGE (s. 2.19.3) und Anféarbung der
Proteinbanden (s. 2.20) konnte die Molekularmasse von Proteinen ermittelt werden, indem
die Wanderungsstrecke mit der von Markerproteinen verglichen wurde. Als Markerproteine
wurde die Proteine des ,HMW Calibration“-Kits (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)
eingesetzt.

Markerproteine , HMW Calibration“-Kit

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

2.23.3 Gdfiltration an Superdex 200 HR

Das Prinzip der Gelfiltration beruht auf der unterschiedlichen Verweildauer von Proteinen
verschiedener Grofle in einem pordsen Gelmaterial. Hierbel ist die AusschluRgrofle der
Poren wichtig. Bel dem Material Superdex 200 HR (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg)
konnen ale Proteine, die grofRer as 600 kDa sind, nicht in die Poren des Gelmaterials

eindringen und befinden sich im Ausschlulvolumen. Proteine (< 600 kDa) haben mit

abnehmender Grof3e langere Verweilzeiten im Gelmaterial.

Die fertig gepackte Superdex 200 HR 16/60-Saule wurde uftblasenfrei an das Akta-System
Explorer 10 ( Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg) angeschlossen, nachdem das gesamte
System mit Puffer (38,5 mM KP-Puffer, pH 8,0; 55 mM KCI) gespllt worden war.
Anschlieflend wurde die Flief3geschwindigkeit der Pumpe in 0,1 ml/min-Schritten auf

0,5 mi/min gebracht, damit das Saulenmaterial nicht kompremiert wurde. Die Saule hatte
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ein Gesamtvolumen von 121 ml. Vor jedem Lauf wurde die Saule mit 2 Sdulenvolumen
Puffer (38,5 mM KP-Puffer, pH 8,0; 55 mM KCI) &quilibriert. Die Proben wurden mit Hilfe
einer Probenschlaufe (2 ml) aufgetragen. Wahrend des Laufs wurde eine FlulRrate von
1 ml/min eingestellt. Nach Durchflufd von 1,5 Saulenvolumen war der Lauf beendet. Die
Detektion der Proteine erfogte mittels eines UV-Mel3gerétes bei einer Extinktion von
280 nm. Die einzelnen Fraktionen wurden in Reagenzglasern mit einem Fraktionssammler
aufgefangen und anschlief3end analysiert. Die Auswertung der Gelfiltration erfolgte mit dem
Computerprogramm ,,Unicorn“ (Fa. Amersham Pharmacia, Freiburg). Nach Beendigung der
Gelfiltration wurde die Saule und das Schlauchsystem in Ethanol (20 %; v/v) aufbewahrt.
Als Markerproteine wurden die Proteine des ,LMW Cadlibration“-Kits (Fa. Amersham

Pharmacia, Freiburg) eingesetzt (s. 2.23.2).

2.24 Synthese von **C-markiertem Coenzym B,,

Zur Untersuchung von B,,-Bindungen von Proteinen mittels Dot-Blot-Verfahren (s. 2.21.2)
sollte *C-markiertes Coenzym B,, synthetisiert werden, da dies nicht kauflich zu erwerben
ist. Die “C-Markierung sollte dabei an der Dimethylbenzimidazol-Einheit des Coenzym B,

erfolgen.

2.24.1  Synthesevon 5,6-Dimethyl (2-**C) 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,O,.) mit Na (*'C) Formiat
(50 uCi). Diese beiden Substanzen wurden zunéachst mit 0,1 ml Ameisensaure und 1 ml HCI
(2 M) versetzt und fur 1,5 h bei 100°C erhitzt. Nach diesem Hitzeschritt folgte eine
Inkubation Uber Nacht bei RT mit anschlief3ender Fallung durch ca. 10 ml Ammoniak

(2 M). Das Prazipitat wurde durch Filtration getrennt und mit H,O, gewaschen.
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Getrocknetes 5,6-Dimethyl (2-'“C) benzimidazol wurde dann in eine Fermentation mit

Propionibacterium freundenreichii subsp. shermanii eingesetzt (s. 2.24.2).

2242 Synthese von Coenzym B,, durch Propionibacterium

freudenreichii subsp. shermanii (HORIG und RENZ, 1980)

Die Biosynthese von Coenzym B, in P. freudenreichii subsp. shermanii kann in 2 Schritten
vollzogen werden. Wahrend des anaeroben Wachstums in Gegenwart von Cobaltsalzen
erfolgt die Synthese der Corrin-Einheit. Die anschliel3ende 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 B,,, wenn 5,6-Dimethylbenzimidazol zugefuhrt wird.

Die Glucosefermentation von P. freudenreichii subsp. shermanii  erfolgte in
1-I-Serumflaschen mit dem unter 2.2.1.7 beschriebenen synthetischen Medium bel 30°C
unter anaeroben Bedingungen. Am 2. und 4. Inkubationstag erfolgte die Zugabe des
radioaktiv markierten 5,6-Dimethylbenzimidazols (5 bis 10 mg gelést 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 Aufschluf der Zellen erfolgte
durch Autoklavieren bei 121°C fir 20 min. Die Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation
entfernt (15000 x g, 30 min, 4°C). Nach dem Zellaufschlud mufite wegen der

Lichtempfindlichkeit des Coenzym B, unter Rotlicht gearbeitet werden.

2.24.3 Nachweis und I solierung des **C-markierten Coenzym B, durch

Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPL C)

Das gebildete radioaktiv markierte Coenzym B,, (s. 2.24.2) wurde mittels einer
Hochdruckflssigkeitschromatographie (HPLC) an einer pBondapak C18-Saule (19 mm X

15 cm, Fa. Waters GmbH, Eschborn) gereinigt. Anhand der verschiedenen Retentionszeiten
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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 Saule aufgetragen werden. Aus den auftretenden Peakflachen kann auf die
Substanzmenge geschlossen werden. Hierzu wurde fir die jeweiligen Substanzen eine
Eichgerade aufgenommen. Wurden die Saulen langere Zeit nicht genutzt, mufite das ganze
System mit 20 % Ethanol gespilt 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 MT2). Als Laufmittel
dienten die Losungen A und B, die vor Gebrauch filtriert (Cellulosenitrat-Filter, Porengréfle
0,2 um, Fa. Sartorius, Gottingen) wurden. Die Flief3geschwindigkeit betrug 5 mi/min, ein

Lauf dauerte 44 min. Dabei wurde folgender Gradient eingestel|t:

Zeit (min)  FluBrate (ml/min)  Lésung A (%)  Loésung B (%)

0 50 100 0

7 50 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 Lésungen wurden 50 Wl 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.
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L6sung A L6sung B
Na-Acetat x 3H,0 8,95 g Methanol 4 I
Tetrabutylammonium- 5,88 ml Essigsaure 04 ml

hydroxid (TBAH)

Ldsung B 210,5 ml TBAH 5,88 ml
H,Oeq. ad 4 I

Der pH von 4,6 wurde mit Essigsaure vor

Zugabe von Losung B eingestellt.

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

folgende Retentionszeiten auf:

Eichsubstanz Retentionszeit (min)
Cyano-B,, 17,76
Coenzym B, 20,35
Methyl-B,, 21,79
Hydroxy-B,, 22,06
2.25 Bindungsstudien von Proteinen

2251 B,,- Bindungvon Proteinen

Die im Rahmen dieser Arbeit gereinigten Proteine wurden in Bezug auf ihre Fahigkeit
untersucht, Coenzym B,, und dessen Analoga zu binden. Hierflr wurden die gereinigten
Proteine anaerob unter Lichtausschluf® mit Coenzym B,, (bzw. Vitamin B,,) bei 37°C fir

30 min inkubiert. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
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Testansatz: 38,5 mM KP-Puffer (pH 8,0) mit 55 mM KCl
2mM 1,2-Propandiol
2 mM Coenzym B,, (Vitamin B,,)

0,2bis0,35 mg/ml  Protein
In einigen Ansdtzen wurde auch ADP bzw. ATP (12 mM) zugegeben. Die Proben konnten
im Anschluf? fur die ,milde SDS-PAGE" (s. 2.19.2) eingesetzt werden. Alternativ wurde
radioaktiv markiertes Coenzym B,, (S. 2.24) eingesetzt. In diesem Fall wurden die Proben
mittels , Dot-Blot“-Verfahren auf eine Membran Ubertragen (s. 2.21.2). Die anschlief3ende

Anayse erfolgte mittels Autoradiographie (s.2.11).

2.25.2 ATP-Bindung von Proteinen

Fir Bindungsstudien wurde das jeweilige Protein mit radioaktiv, markiertem ATP fir
30 min bei 37°C inkubiert.
Der Reaktionsansatz (20 ul) setzte sich wie folgt zusammen:
Testansatzz 30 pCi (a-*P)-ATP

8 ug Protein
Anschlieflend wurde ein Aliquot (8 ) einer chromatographischen Trennung mit Hilfe einer
Gradienten-PAGE (s. 2.19.3) unterzogen. Danach wurde das Gel getrocknet. Radioaktiv,

markierte Proteine wurden mittels Autoradiographie (s. 2.11) sichtbar gemacht.

2.26 Bezugsquellen

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

mit Biochemikalien, Enzymen etc. folgender Firmen gearbeitet:
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Amersham Pharmacia, Freiburg:

NAP-5-Saulen, PD 10-Saulen, ,HMW Cadlibration-Kit*, ,LMW-Calibration*-Kit,

Nylonmembranen

Biozym GmbH, Hess. Oldendorf:

Tfl-Polymerase

Eurogentec, Seraing, Belgien:

Agarose

Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg:

IPTG, X-Gal, Ampicillin, Acrylamid, Bisacrylamid, Mops, SDS 4x

Gibco BRL, Eggenstein:

Hefeextrakt, Random Primed Labeling Kit

Hartmann Analytic, Braunschweiq:

[a-32P]-dATP, [a-32P]-ATP

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot:

Ladder-Mix, Nukleotide; Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase

Millipore, Eschborn:

Mikrodialyse-Filter

New-England Biolabs GmbH, Freiburg:

Restriktionsendonukleasen, RNA-Leiter
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Oxoid, Basingstone, England:

Agar, Trypton, Hefeextrakt

Promega, Deutschland GmbH, Mannheim:

Wizard™ Plus Minipreps DNA Purificaton System, BCIP, NBT

Qiagen GmbH, Hilden:

,RNeasy™ Tota RNA“-Kit, Ni*-Nitrilotriessigsiaure-Agarose,

Purification*-Kit, , Qiaquick Gel Extraction“-Kit, RNA/DNA Maxi Kit

Sartorius AG, Géttingen:

Sterilfilter

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Coenzym B,,, Cyano-B,,, Hydroxy-B,,, Methyl-B,,

Takara, Japan:
TakarabEx Tag-Polymerase

Whatman, Maidstone, England:

Whatman-Filterpapier SMM

» Qiaquick

PCR

Die verwendeten Gase (N,, H,, N,/CO, mit einem Reinheitsgrad von 99,99 %) wurden von

der Firma Messer Griesheim GmbH (K assel) bezogen.
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3 Experimente und Ergebnisse

Die Glycerin-Dehydratase ist ein Schlisselenzym des anaeroben Abbaus von Glycerin zu
1,3-Propandiol. Sie katalysiert dabel die Umsetzung von Glycerin  zu

b-Hydroxypropionaldehyd. Diese enzymatische Reaktion zeichnet sich durch einen

Coenzym B,,-abhangigen radikalischen Reaktionsmechanismus aus. Bisher sind Glycerin-
Dehydratasen aus Enterobakterien wie z. B. Klebsiella und Citrobacter und in Clostridien
ndher untersucht worden (DANIEL und GOTTSCHALK, 1992; SEYFRIED et a., 1996;
TOBIMATSU et d., 1996; MACIS et a., 1998). Die Glycerin-Dehydratase bevorzugt
Glycerin als Substrat, kann jedoch 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu den entsprechenden
Aldehyden umsetzen. Allerdings unterliegt die Dehydratase wahrend der Katalyse von

Glycerin einer sogenannten ,, Suicide” -Inaktivierung (SEYFRIED et al., 1996).

3.1 Stand der Vorarbeiten

Die genetische Organisation des dha-Regulons aus Citrobacter freundii, das die Gene fir
die Schlisselenzyme der Glycerinfermentation beinhaltet, war bereits durch Arbeiten in
unserer Arbeitsgruppe aufgeklart (DANIEL und GOTTSCHALK, 1992). Desweiteren
wurden die Gene fir die Schltisselenzyme dieses Stoffwechselweges heterolog exprimiert,
die korrespondierenden Genprodukte gereinigt und charakterisiert (DANIEL et al. 1995za;
DANIEL et al., 1995b, SEYFRIED et a., 1996). Dazu zshlt auch die Coenzym B,-
abhangige Glycerin-Dehydratase, die durch die drei Strukturgene dhaB, dhaC und dhakE
kodiert wird (SEYFRIED et al., 1996). Die drei korrespondierenden Untereinheiten besitzen
Molekularmassen von 60, 21 bzw. 16 kDa. Im nativen Zustand bildet die Glycerin-
Dehydratase einen Komplex aus a,b,g, mit einer Molekularmasse von 196 kDa. Die
K. -Werte fur Glycerin, 1,2-Propandiol und Coenzym B, betragen 0,5 mM, 0,1 mM bzw.
50 nM.
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Die Gene der Schlisselenzyme des reduktiven Zweigs der Glycerinfermentation aus
Clostridium pasteurianum wurden von LUERS et a. (1997) kloniert. Die Glycerin-
Dehydratase aus Cl. pasteurianum wird ebenfalls durch drel Strukturgene - bezeichnet mit
dhaB, dhaC und dhaE - kodiert. Eine Reinigung des Enzyms ist bisher nicht erfolgt. Die
Glycerin-Dehydratase konnte jedoch mit dem rekombinanten E. coli-Stamm K38/pGP1-
2/pLM3 heterolog produziert werden (MACISet al., 1998).

3.2 Expression und Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus

C. freundii

3.2.1 Expression und Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus

C. freundii nach der Methodevon SEYFRIED et al. (1996)

Die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii wurde bereits von SEYFRIED et al. (1996)
heterolog in E. coli produziert und gereinigt. Zur ndheren Untersuchung der Inaktivierung
des Enzyms durch Glycerin und einer méglichen Reaktivierung der Dehydratase sollte das
Enzym nach der von SEYFRIED et al. (1996) etablierten Methode produziert und gereinigt
werden. Die heterologe Expression der Gene der Glycerin-Dehydratase erfolgte mittels des
T7-RNA-Polymerase/Promotorsystems. Die anschlieffende Reingung der Glycerin-
Dehydratase wurde in zwei Schritten mit einer fraktionierten Ammoniumsulfatfalung und
einer Affinitatschromatographie an einer Vitamin B,,-Agarose durchgefihrt.

Zur Expression der Dehydratase-Gene wurde das Plasmid pMS2 (SEY FRIED et al., 1996),
welches die Glycerin-Dehydratase-Gene kolinear zum T7-Promotor des Vektors pSK+
enthdlt, in den E. coli Stamm K38/pGP1-2 transformiert (s. 2.8.2), welcher auf dem Plasmid
pGP1-2 das Gen fur die T7-RNA-Polymerase trégt (TABOR und RICHARDSON, 1985).
Die Expression des Polymerase-Gens steht auf diesem Plasmid unter der Kontrolle des

temperatursensitiven | -Repressors ¢l857, so dal3 eine Induktion der Expression der

T7-Polymerase und damit auch der Glycerin-Dehydratase durch einen Hitzeschock beim
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Ubergang von 30°C auf 42°C Wachstumstemperatur erfolgt. Es wurden Vorkulturen mit
einer frischen Einzelkolonie des rekombinanten E. coli-Stamms K38/pGP1-2/pMS2
beimpft. Zellanzucht, Induktion durch Hitzeschock und anschlief3ende Inkubation bei 37°C
erfolgten wie unter 2.3.3.4 beschrieben. Es zeigte sich, dal3 jeweils nach Induktion der
Dehydratase-Gene eine nahezu vollstdndige Wachstumshemmung einsetzte. Nach Trennung
der Proteine im Rohextrakt durch SDS-PAGE war eine Veranderung des Proteinmusters zu
verzeichnen. Nach der Induktion traten mit fortschreitender Inkubationsdauer drei
Proteinbanden hervor. Anhand der Markerproteine konnten die Molekularmassen ermittelt
werden. Diese lagen im Bereich von 60, 21 bzw. 16 kDa. Die Werte stimmten mit den von
SEYFRIED et a. (1996) ermittelten Molekularmassen fur die jeweiligen Untereinheiten der
Glycerin-Dehydratase Uberein.

Die spezifische Glycerin-Dehydratase-Aktivitét im Rohextrakt betrug 0,45 U/mg. Im
Vergleich dazu betrug die spezifische Dehydratase-Aktivitét bei SEYFRIED et al. (1996)
30 U/mg. Dies deutete auf eine geringere Produktion der Glycerin-Dehydratase hin. Dies
konnte in den unterschiedlichen Anzuchtsbedingungen seine Ursache haben. Im Gegensatz
zu SEYFRIED et a. (1996) wurden die Kulturen nicht im 10 |-Mal3stab in einem speziellen
Fermenter angezogen, da die Anlage zu Beginn meiner Arbeiten nicht mehr vorhanden war.
Die Expressionsversuche konnten daher nur im 1 I-Mal3stab im Schiittelkolben durchgefihrt
werden.

Die Reinigung der Glycerin-Dehydratase erfolgte nach der von SEYFRIED et al. (1996)
etablierten Methode. Die fraktionierte Ammoniumsulfatfallung und die anschlief3ende
Affinitdtschromatographie an einer Vitamin B,-Agarose wurden wie unter 2.16.2
beschrieben durchgefuhrt. Nach der fraktionierten Ammoniumsulfatfadlung befand sich
30 % der Glycerin-Dehydratase-Aktivitdt im Pellet. Die Analyse der Eluate der
Affinitétschromatographie an Vitamin B,,-Agarose mittels SDS-PAGE ergab, dal3 mit Hilfe
dieser Methode im Gegensatz zu SEYFRIED et al. (1996) kein homogenes Protein erhalten
wurde. Die Ursache hierfir konnte in der Verwendung unterschiedlich angezogener Zellen
liegen. Auch war die Ausbeute mit 0,5 % im Vergleich zu SEYFRIED et a. (1996) mit

15 % geringer. Da fur die nachfolgenden Inaktivierungs- und Reaktivierungsversuche
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grofe Mengen an Dehydratase benétigt wurden, muféte eine andere Reinigungsmethode

ausgearbeitet werden.

3.2.2 Heterologe Expression der Strukturgene der Glycerin-

Dehydratase mit dem lac-Promotor des Plasmids pSK+

Aufgrund des geringen Reinigungserfolges der Glycerin-Dehydratase nach der Methode von
SEYFRIED et a. (1996; s. 3.2.1) wurde eine aternative Methode erarbeitet. Hierzu wurden
die Gene der Dehydratase unter Kontrolle des lac-Promotors des Vektors pSK+ gestellt.
Ferner wurde zur Erméglichung ener schnellen Reinigung mittels  ener
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose ein His,-Tag im Zuge der Klonierung an
die kleine Untereinheit (DhakE) angehangt.

3221 Klonierung der Glycerin-Dehydratase-Genein den Vektor pSK+

Zur Klonierung in den Vektor pSK+ wurden die Gene dhaB, dhaC und dhaE Uber PCR
(s. 2.12) mit den Primern ,,dhaBCf1“ und ,, dhaECf2“ (s. 2.1) sowie dem Plasmid pMS2 als
Matrize amplifiziert. Am 3'-Ende des dhaE-Gens wurde dabei die Sequenz fur einen His;-
Tag eingefuhrt. Die Anlagerung der Primer erfolgte fur jeweils 1 min bei 60°C. Es schlof3
sich die Polymerisation der DNA bei 72°C fir 3,5 min an, wobei 35 Zyklen durchlaufen
wurden. Im Rahmen der PCR wurden am 5'-Ende des amplifizierten Fragments eine
Erkennngssequenz fir das Restriktionsenzym EcoRI und am 3'-Ende fur Hindl 1l eingefihrt,
so dal3 eine Klonierung der Gene Uber diese beiden Schnittstellen mdglich war. Das
gereinigte PCR-Fragment (2731 bp) wurde ebenso wie der Vektor mit den angegebenen
Restriktionsenzymen verdaut und nach Reinigung ligiert (s. 2.7.1 und 2.7.3). Nach
anschlieffender Transformation in E. coli IM109 erfolgte die Selektion der Transformanten
mit Hilfe des X-Gal-Tests (s. 2.8.3 und 2.8.6). Positive weil3e Klone wurden zur weiteren

Uberprifung einer Plasmidpraparation unterzogen (s. 2.5.2.1). Durch anschliefenden
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Verdau der Plasmide mit dem Restriktionsenzym BamHI konnte die Insertgrofe und die
Orientierung des Inserts zum lac-Promotor des Vektors kontrolliert werden
(s. Abbildung 5). Hierbei konnten positive Klone erhalten werden. Die korrekte Insertion
und Sequenz wurde durch Sequenzierung Uberprift und bestétigt (s. 2.13). Das
entsprechende Konstrukt wurde als pCS120 bezeichnet und fir die Produktion und

Reinigung der Glycerin-Dehydratase eingesetzt (s. Abbildung 5).

pSK+ plac dhaB dhaC dhaE pSK+
|
BamHI EcoRlI BamHI Hindll|

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Vektors pCS120
Das grau hinterlegte Gen tréagt am 3 Ende die Sequenz fir einen His;-Tag.

3.2.2.2 Heterologe Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene aus C. freundii mit

Hilfe des Plasmids pCS120

Die heterologe Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene konnte direkt mit dem Plasmid
pCS120 (s. 3.2.2.1) in E. coli IM109 erfolgen. Die Transkription der Gene, die unter
Kontrolle des lac-Promotors stand, wurde durch Zugabe von IPTG induziert. Die
Expression erfolgte mit dem rekombinanten E. coli-Stamm JM109/pCS120 unter den
beschriebenen Bedingungen (s. 2.3.3.1). Der Verlauf der Expressionsversuche wurde
anhand von OD-Messungen und durch Probennahme vor und nach der Induktion mit
anschlief?ender Anayse des Proteinmusters durch SDS-PAGE (s. 2.19.1) verfolgt. Nach
Induktion der Expresson der Gene dhaB, dhaC und dhaE konnte eine
Wachstumsverzdgerung beobachtet werden. Ferner war bel der Analyse der Rohextrakte
durch SDS-PAGE nach Induktion mit fortschreitender Inkubationsdauer das Auftreten von
drei Proteinbanden zu erkennen (s. Abbildung 6). Die ermittelten Molekularmassen der drei

Proteinbanden von 60, 21 bzw. 16 kDa entsprachen denen der Glycerin-Dehydratase.
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Abbildung 6: SDS-PAGE-Analyse der heterologen Produktion der Glycerin-
Dehydratasein E. coli IM 109/pCS120
Zellanzucht und Induktion mit IPTG von E. coli IM109/pCS120 wurde wie
unter 2.3.3.1 beschrieben durchgefihrt. Die Analyse erfolgte durch SDS-
PAGE (s. 2.19.1) nach Farbung mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1). Die
Zelpellets von E.coli JM109/pCS120 wurden in Denaturierungspuffer
aufgenommen.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohextrakt vor Induktion
Spur 3: Rohextrakt 1 h nach Induktion
Spur 4: Rohextrakt 3 h nach Induktion
Die produzierten Proteine sind durch Pfeile markiert.

3.2.3 Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii mittels

Affinitatschr omatogr aphie an Ni%*-NTA-Agar ose

Nach Produktion der Glycerin-Dehydratase mit Hilfe des Plasmids pCS120 wurde das
Enzym (Uber den bei der Klonierung angehdngten His-Tag durch eine
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose gereinigt. Die Reinigung wurde zunachst
wie im Herstellerprotokoll beschrieben mit Na'-haltigen Puffern durchgefiihrt (s. 2.16.1.2).

Da aber die spezifische Aktivitdt der gereinigten Glycerin-Dehydratase in diesen Puffern
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sehr gering war, wurden die vom Hersteller beschriebenen Puffer gegen K*-haltige
ausgetauscht. Fur die bisher untersuchten Coenzym B,,-abhéngigen Dehydratasen aus
Vertretern der Gattungen Klebsiella und Lactobacillus ist eine Verringerung der
Enzymaktivitédt in Gegenwart von Na'-lonen im Vergleich zu K*-lonen beschrieben worden
(SMILEY und SOBOLOLOV, 1962; SCHNEIDER und PAWELKIEWICZ, 1966;
TORAYA und FUKUI, 1977). Dies wurde auf eine Schwachung der Bindung des
Apoenzyms an das Coenzym zuriickgefuhrt (TORAYA et al., 1971). Durch die teilweise
Aufklarung der Struktur der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca wurde deutlich, dal3 ein K*-
lon im aktiven Zentrum der Diol-Dehydratase vorhanden und wahrscheinlich unmittelbar an
der Wanderung der Hydroxylgruppe von C(2) zu C(1) beteiligt ist (SHIBATA et al., 1999).
Der Rohextrakt aus 3.2.2.2 wurde auf eine mit ZellaufschluRpuffer (s. 2.16.1.2) aquilibrierte
Ni*-NTA-Agarose (Bettvolumen 3 ml) aufgetragen. Nach einer Inkubation fir 1 h bei 4°C
wurde die Saule mit 15 ml Zelaufschlufpuffer gewaschen. Nach einem weiteren
Waschschritt mit 15 ml Puffer | (s. 2.16.1.2) erfolgte die Elution des am Saulenmaterial
gebundenen Proteins mit einem Puffer, der 250 mM Imidazol enthielt. Imidazol fihrte dabei
zu einer kompetitiven Verdrangung des Histidins und damit zur Elution von Proteinen mit
His,;-Tag. Die Analyse der Reinigung anhand einer SDS-PAGE ergab, dal3 auf diese Weise
ein homogenes Protein erhalten wurde (s. Abbildung 7; A). Die SDS-PAGE-Analyse zeigte
wiederum drei Proteinbanden mit den fir die Untereinheiten der Glycerin-Dehydratase
typischen Molekularmassen.

Bei Trennung des gereinigten Proteins durch native PAGE (s. 2.19.3) trat eine Bande im
Bereich von 190 kDa auf (s. Abbildung 7; B). Die Identitét der Bande konnte mittels eines
Westernblots (s. 2.21.1) mit gegen den im Zuge der Klonierung angehangten His,-Tag
gerichteten Antikorpern (s. 2.22.1) nachgewiesen werden. Die Molekularmasse stimmte
hervorragend mit den Ergebnissen von SEYFRIED et a. (1996) Uberein, die fur die native

Glycerin-Dehydratase eine native Molekularmasse von 196 kDa bestimmt hatten.



3. Experimente und Ergebnisse 85

Abbildung 7: (A) SDS-PAGE-Analyse der Reinigung der Glycerin-Dehydratase mittels
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agar ose
Die Reinigung der Glycerin-Dehydratase wurde mittels SDS-PAGE
(s. 219.1) und anschlieffender Farbung mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1)
analysiert.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS120
Spur 3: Durchlauf
Spur 4: Waschschritt mit 10 mM Imidazol
Spur 5: Waschschritt mit 20 mM Imidazol
Spur 6: Eluat mit 250 mM Imidazol
(B) Native Gradienten-PAGE mit gereinigter Glycerin-Dehydratase
Die gereinigte Dehydratase wurde durch native Gradienten PAGE (s. 2.19.3)
analysiert. Die Farbung erfolgte mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1).
Spur 1: Markerproteine
Spur 6: gereinigte Glycerin-Dehydratase
Die produzierten Proteine sind durch Pfeile markiert.

3.2.4 Zusammenfassung der Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus

C. freundii

Zur Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii war im Gegensatz zu SEY FRIED
et a. (1996) nur noch ein Reinigungsschritt notwendig. Die Expression erfolgte mit dem

rekombinanten E. coli-Stamm JM 109/pCS120. Die heterolog produzierte Glycerin-
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Dehydratase wurde anschliefend mittels einer Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-
Agarose gereinigt. Die Anreicherung ist in Tabelle 5 zusammengefaldt. Mit Hilfe dieser
Methode konnte die Glycerin-Dehydratase in ausreichender Menge fir die folgenden
Untersuchungen zur Inaktivierung und einer mdglichen Reaktivierung produziert und

gereinigt werden.

Tabelle 5: Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii

Anreicherungsschritt  Protein Aktivitdt  spezifische Akti- Ausbeute  Anreich.-

[mg] [U] vitét [U/mg] [%0] faktor
Rohextrakt 252,0 137,7 0.54 100 1
Affinitdtschromato- 4,0 41,3 10,3 30 19
graphie an  Ni*-
NTA-Agarose
3.3 Expression und Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus

Cl. pasteurianum

Erste Versuche zur heterologen Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene aus
Cl. pasteurianum wurden von MACIS et a. (1998) vorgenommen. Mit Hilfe des Plasmids
pLM3, bei dem die Glycerin-Dehydratase-Gene unter Kontrolle des T7-Promotors stehen,
konnte eine Steigerung der Glycerin-Dehydratase-Aktivitdt in  Rohextrakten wvon
induziertem E. coli K38/pGP1-2/pLM3 um das 1,9-fache gegeniiber Rohextrakten von
E. coli ECL707/pFL1 bewirkt werden (MACIS et al., 1998). Das Plasmid pFL1 tragt als

Insert die Gene der Schlisselenzyme des reduktiven Zweigs der Glycerinfermentation
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(s. Einleitung). Eine Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum wurde

bisher nicht beschrieben.

3.3.1 Heterologe Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene aus

Cl. pasteurianum

Zur heterologen Produktion der Glycerin-Dehydratase sollten wie auch bei der Dehydratase
aus C. freundii (s. 3.2.2) die drei Strukturgene unter die Kontrolle des lac-Promotors des
Plasmids pSK+ gestellt werden. Das Konstrukt pLM3 wurde nicht zur Expression genutzt,
da mit Hilfe dieses Konstrukts keine anschlieffende Reinigung der Glycerin-Dehydratase

mittels einer Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose mdglich gewesen ware.

3311 Klonierung der Glycerin-Dehydratase-Gene aus Cl. pasteurianum in den

Vektor pSK+

Zur heterologen Expression in E. coli und anschliefender Reinigung der Glycerin-
Dehydratase wurden die drei Strukturgene dhaB, dhaC und dhaE mittels PCR amplifiziert.
Hierfir wurden die Primer ,dhaBCpl“ und ,dhaECp2‘ herangezogen (s. 2.1). Die
Anlagerung an das Template pLM3 erfolgte bel 52°C fir 1 min. Die anschliefRende
Kettenverlangerung wurde bei 72°C fur 3 min durchgefihrt und die PCR nach 35 Zyklen
beendet. Das gebildete PCR-Produkt wies eine Lange von 2688 bp auf. Im Zuge der
Klonierung wurde am 3'-Ende des dhaE-Gens ein His-Tag angefigt, um eine spétere
Reinigung des Genprodukts mittels Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose zu
ermdglichen. Desweiteren wurden zur Klonierung in pSK+ sowohl am 5'- als auch am
3'-Ende BamHI-Schnittstellen eingefihrt (s. Abbildung 8). Nach Ligation des PCR-
Produktes in den Vektor pSK+ Uber die BamHI-Schnittstelle des Vektors und
anschlief3ender Transformation in E. coli IM109, erfolgte die Selektion rekominanter Klone

mit Hilfe des X-Gal-Tests (s. 2.8.6). Die auf diese Weise identifizierten rekombinanten
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Klone wurden zur weiteren Uberprifung einer Plasmidpréparation und einem
anschlieffenden Restriktionsverdau mit Hindlll unterzogen. Dadurch wurde Uberpriift,
welche rekombinanten Klone die drel Strukturgene der Glycerin-Dehydratase kolinear zum
lac-Promotor des Vektors besalRen. Die positiven Klone wurden zur weiteren Uberpriifung
sequenziert. Das so erhaltene Plasmidkonstrukt wurde mit pCS220 bezeichnet und zur

Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene aus Cl. pasteurianumin E. coli herangezogen.

pSK+ plac dhaB dhaC dhaE pSK+
Hindlll BamHI Hindlll BamHlI

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Vektors pCS220
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fur einen His;-

Tag.

3.3.12 Heterologe Expression der Glycerin-Dehydratase-Gene aus

Cl. pasteurianum mit Hilfe des Plasmids pCS220

Die heterologe Expression der Glycerin-Deydratase-Gene aus Cl. pasteurianum erfolgte mit
dem rekombinanten E. coli Stamm JM109/pCS220. Die Expression der drei Strukturgene
der Glycerin-Dehydratase wurden durch Zugabe von IPTG zum Medium wie unter 2.3.3.1
beschrieben induziert. Nach Induktion der dhaBCE-Gene trat wie erwartet eine
Wachstumsverzégerung ein. Die Analyse der Rohextrakte durch SDS-PAGE zeigte mit
fortschreitender Inkubationsdauer nach Induktion das Auftreten der drei fur die
Untereinheiten der  Glycerin-Dehydratase  typischen  Proteinbanden mit  den

Molekularmassen von 60, 21 und 16 kDa.
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3.3.2 Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum

mittels Affinitatschromatogr aphie an Ni%*-NTA-Agar ose

Die Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum erfolgte analog zur
Reinigung der Glycerin-Dehydratase  aus C. freundii mit Hilfe ener
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose (s. 3.2.3). In Abbildung 9 ist der Verlauf
der Reinigung der Glycerin-Dehydratase anhand einer SDS-PAGE dargestellt. Spur 7 zeigt
die gereinigte Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum. Diese besal3 eine spezifische

Aktivitét von 3,6 U/mg.
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Abbildung 9: Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum mittels
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agar ose
Die Grafik stellt die Analyse der Reinigung anhand einer SDS-PAGE
(s. 2.19.1) nach Férbung mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1) dar.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS220
Spur 3: Durchlauf
Spur 4: Waschschritt mit 10 mM Imidazol
Spur 5 & 6: Waschschritt mit 20 mM Imidazol
Spur 7: Eluat mit 250 mM Imidazol
Die produzierten Proteine sind durch Pfeile markiert.



3. Experimente und Ergebnisse 90

In Tabelle 6 ist die Bilanz der Reinigung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum
aufgefuihrt. Es konnte ein Anreicherungsfaktor von 13 erreicht werden. Das so gereinigte
Protein wurde trotz der geringen Mengen an kontaminierendem Fremdprotein (Abbildung 9;
Spur 7) zur ndheren Untersuchung der Inaktivierung und einer moéglichen Reaktivierung

eingesetzt.

Tabelle6:  Zusammenfassung der Renigung der Glycerin-Dehydratase aus
Cl. pasteurianum

Anreicherungsschritt Protein Aktivitét spezifische  Ausbeute Anreich.-
[mg] [U] Aktivitat [%] faktor
[U/mg]
Rohextrakt 58,8 13,9 0,27 100,0 1
Affinitétschromato- 2,04 74 3,6 53 13

graphie an Ni*-NTA-

Agarose

3.4 Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und

Cl. pasteurianum durch Glycerin

Die Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum setzen wie auch die Diol-
Dehydratase aus K. oxytoca die Substrate Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol zu
den entsprechenden Aldehyden um (TORAYA et d., 1976; SEYFRIED et a., 1996). Bei
den Glycerin-Dehydratasen ist im Gegensatz zur Diol-Dehydratase Glycerin das bevorzugte
Substrat. So betrdgt die Aktivitdt der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii mit
1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol im Vergleich zu Glycerin nur noch 30 bzw. 16 %
(SEYFRIED et d., 1996).
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Inkubiert man die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii Uber einen langeren Zeitraum mit
Glycerin als Substrat, so wird das Enzym im Verlauf der Katalyse irreversibel inaktiviert.
Innerhalb  der ersten Minute erfolgte noch kein signifikanter Aktivitatsverlust
(s. Abbildung 10; A & B). Nach einer Inkubationszeit von 5 min betrug die Aktivitét im
Vergleich zur Anfangsaktivitdt nur noch 61 % und nach 30 Minuten war noch eine
Restaktivitédt von 3 % vorhanden. Diese Aktivitét blieb Uber 50 min stabil.

Auch die Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum wurde durch ihr Substrat Glycerin
irreversibel inaktiviert (s. Abbildung 10; C & D). Bereits nach einer Inkubationsdauer von
5 min betrug die Aktivitdt der Glycerin-Dehydratase nur noch 27 %. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min wies die Glycerin-Dehydratase nur eine Aktivitét von 3 % auf,

die ebenfalls Uber 50 min stabil blieb.

Abbildung 10: (folgende Seite)

Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und
Cl. pasteurianum durch Glycerin

Dargestellt ist die Aldehydbildung (A; C) und die Aktivitét (B; D) der
Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii (A; B) und Cl. pasteurianum (C; D)
im Verlauf der Umsetzung von Glycerin (B, O) bzw. 1,2-Propandiol (A, D).
Die Aktivitdtsbestimmungen wurden wie unter 2.17.1 beschrieben
durchgefiihrt. Die Konzentration der Substrate betrug 96 mM. Die Aktivitét
wurde relativ zur Anfangsaktivitét (1 min) berechnet, die als 100 %
festgesetzt wurde. Fir die Versuche wurden gereinigte Glycerin-
Dehydratasen mit einer spezifischen Aktivitét von 0,12 U/mg (C. freundii)
bzw. 0,64 U/mg (Cl. pasteurianum) fir Glycerin und 0,05 U/mg
(C. freundii) bzw. 0,67 U/mg (Cl. pasteurianum) fir 1,2-Propandiol
eingesetzt.
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Kein signifikanter Aktivitdtsverlust wurde dagegen bei der Inkubation der Glycerin-
Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum mit 1,2-Propandiol als Substrat
verzeichnet. Der Aktivitatsverlust betrug innerhalb von 50 min weniger als 10 %. Ahnliche
Ergebnisse wurden von TORAYA et a. (1976) und POZNANSKAYA et al. (1977) bei den
Untersuchungen der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca und der Glycerin-Dehydratase aus

Klebsiella pneumoniae erzielt.
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Ein Vergleich der Glycerininaktivierung der Dehydratasen aus C. freundii und
Cl. pasteurianum zeigte, dald das Enzym aus Cl. pasteurianum innerhalb der ersten 5 min
doppelt so schnell wie das aus C. freundii durch Glycerin inaktiviert wurde

(s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Vergleich der Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii
und Cl. pasteurianum wahrend der Katalyse mit Glycerin
Dargestellt ist die Aktivitét der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii (M)
und Cl. pasteurianum (®) wahrend der Katalyse von Glycerin. Es wurden
jeweils 0,3 U der Enzyme eingesetzt.

3.5 Reaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und

Cl. pasteurianum

Sowohl die Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum als auch die Diol-
Dehydratase aus K. oxytoca unterliegen einer ,, Suicide”-Inaktivierung durch ihr nattirliches
Substrat Glycerin (s. 3.4). Fur die Diol-Dehydratase konnte ein Komplex bestehend aus den
beiden Proteinen DdrA und DdrB identifiziert werden, der das Glycerin-inaktivierte Enzym

reaktiviert (TORAYA und MORI, 1999). DhaF aus C. freundii und Cl. pasteurianum,
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dessen kodierendes Gen jeweils stromabwaérts der Strukturgene der Glycerin-Dehydratase
lokalisiert ist, zeigt zu DdrA aus K. oxytoca 60 % identische Aminosduren
(s. Abbildung 12). Bei der chromosomalen DNA aus Cl. pasteurianum konnte stromabwérts
von dhaF ein mit dhaG bezeichnetes Gen identifiziert werden, dessen Genprodukt eine
39 %ige Aminosaureidentitdt zu DdrB aus K. oxytoca aufweist. Dagegen konnte bel
C. freundii kein zu ddrB homologes Gen stromabwaérts des dhaF-Gens identifiziert werden.
Jedoch zeigte die abgeleitete Aminosauresequenz eines anderen Gens (dhaG), welches
stromaufwarts des fur die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase kodierenden Gens (dhaT)

lokalisiert ist, eine ca. 30 %ige Identitét zu DdrB aus K. oxytoca.

dhaH dhaG dhaT dhal dhaB dhaC dhaE dhaF
e L g I:ﬁ>(>?-
(60) (30)

Glycerin-Dehydratast

dhaT dhal dhaH dhaG dhaF dhaE dhaC dhaB

(39) (€0) Glycerin-Dehydratas
C) Klebsiella oxytoca
orfl pddA pddB pddC  ddrA ddrB
l >= >(>i>l-i>
Diol-Dehydratas (100) (100)

Abbildung 12: Genetische Organisation der chromosomalen DNA-Regionen, die fir
den reduktiven Zweig der Glycerinfermentation aus C. freundii (A)
und Cl. pasteurianum (B) und Teile des 1,2-Propandiol-Abbaus aus
K. oxytoca (C) kodieren.

Pfeile und Pfeilspitzen reprasentieren die Lange, Position und
Orientierung von moglichen Genen. Schwarze und graue Pfeile deuten
offene Leserahmen an, die fir Homologe von DdrA und DdrB aus K.
oxytoca kodieren. Die prozentuden Aminosdureidentitéten der
abgel eiteten Genprodukte im Vergleich zu DdrA und DdrB aus K. oxytoca
sind in Klammern dargestelt.

DhaT: 1,3-Propandiol-Dehydrogenase; DhaB, DhaC, DhaE: Glycerin-
Dehydratase; PddA, PddB, PddC: Diol-Dehydratase; DdrA, DdrB:
Reaktivierungsfaktor.
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Es erscheint daher wahrscheinlich, dal3 DhaF und DhaG in die Reaktivierung der Glycerin-
Dehydratasen involviert sind. Um eine Rolle von DhaF und DhaG innerhalb der
Glycerinverwertung  nachzuweisen, wurden zundchst Transkriptionsanalysen  der

korrespondierenden Gene unter Glycerin-verwertenden Bedingungen durchgefiihrt.

35.1 Transkriptionsanalyse von dhaF und dhaG aus C. freundii

Fir die Transkriptionsanalysen wurde RNA aus C. freundii-Zellen isoliert, die entweder
anaerob auf Glucose oder Glycerin gewachsen waren (s. 2.5.1). Die RNA aus den auf
Glucose gewachsenen Zellen diente dabei as Negativkontrolle, da unter diesen
Bedingungen die Gene des dha-Regulons nicht exprimiert werden (FORAGE und FOSTER,
1979; RUCH et al., 1974) und die Enzymaktivitédten der vier Schllisselenzyme nicht
nachweisbar sind (MULLER, 1990). Alle Kulturen wurden in der spéten logarithmischen
Phase geerntet, da unter diesen Bedingungen die spezifischen Aktivitdten der Glycerin-
Dehydratase und der 1,3-Propandiol-Dehydrogenase am héchsten sind.

Die isoliete RNA wurde nach der Reinigung zur Abtrennung von DNA und
niedermolekularer RNA (tRNA und 5S rRNA) einer Lithiumchloridféllung unterzogen
(s. 2.4.3.3). Die Ubertragung der RNA auf Nylonmembranen und die Hybridisierungen
erfolgten wie unter 2.9.2 und 2.10.1 beschrieben. Fur die Northern-Blot-Analyse wurden
Sonden gegen dhaB, dhaE, dhaF, dhaG und dhaT verwendet. Die Sonden gegen dhaB,
dhak, dhaF und dhaG wurden mittels PCR hergestellt (s 2.12). Die Bedingungen der
verschiedenen PCR-Reaktionen sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Die dhaT-Sonde (1219 bp) wurde durch Restriktionsverdau des Plasmids pRD14 (s. 2.1) mit

den Restriktionsenzymen Bgll1 und Hindll1 hergestellt.
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Tabelle 7: Bedingungen der PCR-Reaktionen zur Herstellung verschiedener DNA-
Sonden
Die jeweiligen PCR-Reaktionen wurden nach insgesamt 35 Zyklen beendet.

Sonde gegen:  Primer DNA-Matrize Annealing Ketten- Grof3e der

verlangerung Sonde

dhaB dhaBCf1 pMS2 60°C 72°C 1729 bp
dhaBCf2 1 min 2,5min

dhakE dhaeCfl  pMS2 60°C 72°C 493 bp
dhaECf2 1 min 1min

dhaF dhaFCf1 pRD1 60°C 72°C 1835 bp
dhaFCf2 1 min 2min

dhaG dhaGCf1 pRD1 60°C 72°C 399 bp
dhaGCf2 1 min 1min

Die Northern-Blot-Anayse zeigte, dal3 die Gene dhaG, dhaF und dhaT und die Gene, die
fur die kleine und grof3e Untereinheit der Glycerin-Dehydratase kodieren (dhaB und dhaE)
nur in den auf Glycerin gewachsenen Zellen transkribiert wurden (s. Abbildung 13).
Dagegen konnte wie erwartet kein signifikantes Hybridisierungssignal bei der RNA aus
Glucose-gewachsenen Zellen detektiert werden. Im Fall der Sonden gegen dhaB, dhaE und
dhaG trat ein Signal bel einer Lange von 4400 bp auf. Dies entspricht einem gemeinsamen
Transkript aus den drel Strukturgenen der Glycerin-Dehydratase (dhaB, dhaC und dhak)
und dhaF (s. Abbildung 13). SEYFRIED et al. (1996) hatten jedoch gezeigt, dal3 dhaF nicht
fur eine weitere Untereinheit der Glycerin-Dehydratase kodiert. Bei den Sonden gegen
dhaG und dhaT wurde ein Transkript mit einer Lange von 2400 bp identifiziert. Dieses
deutet auf ein gemeinsames Transkript aus den beiden Genen zusammen mit dhaH und dhal

hin (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Hybridiserung der DNA-Sonden dhaB, dhak, dhaG, dhaF und dhaT
mit Gesamt-RNA aus Glucose (A)- oder Glycerin (B)- gewachsenen
Zéllen von C. freundii.
Fir jedes Experiment wurden 15 pg der isolierten Gesamt-RNA genutzt.
Pfeile weisen auf die Lage und Grél3e der Transkripte hin.

Wie anhand der genetischen Organisation (s. Abbildung 12) erwartet, konnte mit Hilfe der
Transkriptionsanalysen gezeigt werden, da® dhaF und dhaG in verschiedenen
Transkriptionseinheiten lokalisiert sind. Beide Gene werden jedoch zusammen mit den
Genen fur die Schlisselenzyme des reduktiven Zweiges der Glycerinfermentation
exprimiert. DhaF bildet dabei eine Transkriptionseinheit mit den drei Strukturgenen der
Glycerin-Dehydratase. DhaG wird zusammen mit dem Gen fir die 1,3-Propandiol-

Dehydrogenase transkribiert.

3.5.2 Transkriptionsanalyse von dhaF und dhaG aus Cl. pasteurianum

Fir die Transkriptionsanalysen wurde Gesamt-RNA aus auf Glucose oder Glycerin anaerob
gewachsenen Cl. pasteurianum-Zellen isoliert (s. 2.5.1). Auch hier diente die RNA aus
Glucose-gewachsenen Zellen als Negativkontrolle. Die einzelnen Arbeitsschritte wurden
wie unter 3.5.1 bereits beschrieben durchgefiihrt. Die Konstruktion der Sonden gegen dhaB,
dhaF, dhaG und dhaT erfolgte wie in Tabelle 8 dargestellt durch Restriktionsverdaue

verschiedener Plasmide (s. 2.7.1).
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Tabelle8: Verwendete Restriktionsenzyme und Plasmide zur Herstellung
ver schiedener DNA-Sonden

Sonde gegen: Plasmid verwendete Lange der Sonde
Restriktionsenzyme (bp)

dhaB pLM3 Hindlll 838

dhaF pCS200 BamHI/ Hindl 1| 1553

dhaG pCS200 Accl 327

dhaT pFL1 Nsil 1173

Die Analyse des Northern-Blots ergab auch bei der RNA aus Cl. pasteurianum, dal3 die
Gene fur den reduktiven Zweig des Stoffwechselwegs nur bei Zugabe von Glycerin as
Substrat transkribiert wurden (s. Abbildung 14). Wie erwartet konnte bei der RNA aus
Glucose-gewachsenen Zellen kein Signal detektiert werden. Der Northern-Blot zeigte durch

das Auftreten eines Signals > 9 kb, dal3 die Gene der Glycerin-Dehydratase, dhaF, dhaG

und das Gen fir die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase gemeinsam trankribiert werden. Eine
Verunreinigung der RNA-Proben durch DNA kann  aufgrund der durchgefihrten
Lithiumchloridfélung ausgeschlossen werden. Die beiden Signale zwischen 5 und 3 kb
zeigten das typische Muster clostridieller rRNA und stellten somit keine spezifischen
Hybridisierungssignale dar. Im Gegensatz zu C. freundii sind bei Cl. pasteurianum die

beiden Gene dhaG und dhaF auf einer Transkriptionseinheit lokalisiert.
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Abbildung 14: Hybridiserung der DNA-Sonden dhaB, dhak, dhaG, dhaF und dhaT
mit Gesamt-RNA aus Glucose (A)- oder Glycerin (B)- gewachsenen
Zdllen von Cl. pasteurianum.
Fir jedes Experiment wurden 15 pg der isolierten Gesamt-RNA genutzt.
Pfeile weisen auf die Lage und Gréf3e der Transkripte hin.

3.5.3 Heter ologe Expression und Reinigung von DhaF und DhaG aus

C. freundii

Aus den Tanskriptionsanalysen (s. 3.5.1) wurde ersichtlich, dal? die drei Strukturgene der
Glycerin-Dehydratase und dhaF aus C. freundii ein gemeinsames Transkript bilden. Dies
verstirkte die Vermutung, dal3 DhaF in die Reaktivierung des Enzyms involviert ist.
Dagegen wird dhaG zusammen mit dem Gen fur die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase
transkribiert. Da letztere jedoch wie die Glycerin-Dehydratase im reduktiven Zweig der
Glycerinfermentation aktiv ist, konnte auch DhaG an einer Reaktivierung der Glycerin-
Dehydratase beteiligt sein. Daher sollten die beiden Proteine DhaF und DhaG heterolog

produziert und in Bezug auf eine Beteiligung an der Reaktivierung untersucht werden.
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3531 Heterologe Expression von dhaF mit dem Expressionsvektor pKK223-3

Zur Expression von dhaF wurde das Gen mittels PCR wie unter 3.5.1 beschrieben
amplifiziert. Das gebildete PCR-Produkt wies eine Lange von 1835 bp auf. Zur spéteren
schnellen Reinigung des Genprodukts wurde wie bei der Glycerin-Dehydratase (s. 3.2.2.1)
wéhrend der PCR am 3'-Ende des dhaF-Gens die Sequenz fur einen His;-Tag angefigt.
Desweiteren wurden sowohl am 5°- als auch am 3'-Ende EcoRI-Schnittstellen eingefiihrt,
die eine Klonierung in den Vektor pKK223-3 ermdglichten (s. Abbildung 13). Da bel
diesem Vektorsystem nach der Transformation in E. coli IM109 die Identifizierung von
Insert-tragenden Plasmiden durch den X-Gal-Test (s. 2.8.6) nicht méglich war, erfolgte die
Identifizierung mittels Koloniehybridisierung mit einer Sonde gegen dhaF (s. 3.5.1) und
anschlieffender Autoradiographie (s. 2.11). Die auf diese Weise identifizierten
rekombinanten Klone wurden zur weiteren Uberpriifung einer Plasmidpraparation und
einem anschlielfenden Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym BamHI unterzogen.
Das resultierende und durch Sequenzierung Uberprifte Plasmid wurde as pCS100

bezeichnet.

pKK223-3 ptac dhaF pKK223-3

EcoRlI BamHlI EcoRI

Abbildung 15:  Schematische Dar stellung von pCS100
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fir einen

His-Tag.

Die heterologe Expression des dhaF-Gens aus C. freundii konnte direkt in E. coli
JM109/pCS100 erfolgen. Fur die Transkription, die unter Kontrolle des tac-Promotors steht,
wird die wirtseigene RNA-Polymerase genutzt. Die Induktion der Transkription erfolgte
durch Zugabe von IPTG zum Medium. Zellanzucht, Induktion mit IPTG und anschlief3ende

Inkubation bei 30°C erfolgten wie unter 2.3.3.1 beschrieben. Nach Induktion des Gens trat
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eine Wachstumsverzégerung ein. Die Trennung der Rohextrakte durch SDS-PAGE zeigte
eine starke heterologe Produktion von DhaF. Mit fortschreitender Inkubationsdauer nach der
Induktion trat eine deutliche Bande mit einer Molekularmasse von 64 kDa auf. Diese

stimmte mit der vom dhaF-Gen abgel eiteten Mol ekularmasse Uberein.

3.5.3.2 Heterologe Expression von dhaG mit dem Expressionsvektor pKK 223-3

Zur heterologen Expression des dhaG-Gens sollte dieses ebenfalls in den Vektor pK K223-3
kloniert werden. Die Amplifizierung des dhaG-Gens und die Einfiihrung eines His;-Tags
erfolgten mittels PCR mit den Primerpaaren ,,dhaGCf1* und ,, dhaGCf2“. Im Rahmen der
PCR wurde am 5‘'-Ende des Gens eine EcoRI-Schnittstelle und am 3'-Ende eine Hindll1-
Schnittstelle  eingefiihrt. Diese  ermoglichten eine Klonierung in  die multiple
Klonierungsstelle des Vektors pKK223-3. Als DNA-Matrize fur die Amplifikation diente
das gereinigte Plasmid pRD1 (s. 2.1). Die PCR erfolgte wie unter 3.5.1 bereits beschrieben.
Das PCR-Produkt (399 bp)wurde nach einer Reinigung mit den Restriktionsenzymen EcoRl
und Hindlll verdaut und anschlief3end in den entsprechend geschnittenen Vektor pKK223-3
ligiert (s. Abbildung 16). Nach Transformation des Ligationsansatzes in den E. coli-Stamm
JM109 erfolgte die Selektion positiver rekombinanter Klone durch Koloniehybridisierung
mit einer radioaktiv markierten Sonde gegen dhaG (s. 3.5.1). Das dabel identifizierte
Plasmid wurde durch Sequenzierung Uberprift und mit pCS110 bezeichnet (s. Abbildung
16).

Die anschlief3ende Expression des Gens erfolgte in E. coli IM109/pCS110 unter den bereits
beschriebenen Bedingungen (s. 3.2.2). Im Gegensatz zur Expression von dhaF (s. 3.5.3.1)
konnte bei der Analyse der Rohextrakte nach Induktion der Expression mittels SDS-PAGE
auch nach Variation der Anzuchtbedingungen keine signifikante Produktion von DhaG

beobachtet werden.
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pKK223-3 ptacdhaG pKK223-3

EcoRIl Hindlll

Abbildung 16:  Schematische Dar stellung von pCS110
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fur einen

His-Tag.

3.5.33 Heterologe Expression des dhaG-Gens aus C. freundii mit dem Glutathion

S-Transferase Genfusionssystem

Da die heterologe Expression des dhaG-Gens mit dem Expressionsvektor pKK223-3 sehr
gering war (s. 3.5.3.2), sollte das dhaG-Gen mit dem Glutathion S-Transferase (GST)
Genfusionssystem exprimiert und das entsprechende Genprodukt mittels einer
Affinitdtschromatographie an einer Glutathion Sepharose 4B gereinigt werden.

Das GST Genfusionssystem eignet sich fur die Expression und Reinigung von in E. coli
produzierten Fusionsproteinen. Der Vektor pGEX-2T ermdglicht es, Gene in Fusion mit der
flr den C-Terminus kodierenden Region des gst-Gens aus Schistosoma japonicum mit hoher
Rate zu exprimieren (SMITH et a., 1988). Die Anreicherung der Fusionsproteine erfolgt
dann mittels Affinitétschromatographie an Glutathion Sepharose 4B. Eine Abspaltung des
gewinschten Proteins vom GST-Anteil wird durch eine Thrombin-Protease erreicht, deren
Erkennungssequenz unmittelbar stromabwaérts des gst-Gens lokalisiert ist.

Um eine Klonierung von dhaG in den Expressionsvektor pGEX-2T zu ermdglichen, wurde
das Gen mittels PCR amplifiziert (s. 3.5.1). Im Zuge der PCR erfolgte die Einfihrung einer
BamHI-Schnittstelle am 5°'-Ende und eine EcoRI-Schnittstelle am 3'-Ende des dhaG-Gens.
Hierfir wurden die Oligonukleotide , dhaGCf-GST1* und , dhaGCf-GST2* verwendet
(s. 2.1). Um eine zusitzliche Reinigung durch Affinitdtschromatographie an Ni**-NTA-
Agarose zu ermdglichen, wurde an das 3'-Ende die Sequenz fir einen His;-Tag eingefihrt.

Als DNA-Matrize fur die Amplifikation diente das Plasmid pCS110 (s. 3.5.3.2).
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Die Analyse des PCR-Produkts zeigte ein DNA-Fragment mit einer erwarteten Grof3e von
379 bp. Nach Reinigung des PCR-Produkts (s. 2.5.3.4) folgte ein Restriktionsverdau mit den
Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI und eine Ligation in den entsprechend
geschnittenen Vektor. Der Ligationsansatz wurde anschliefend in E. coli JM109
transformiert. Aus den rekombinanten E. coli-Zellen wurden die Plasmide isoliert
(s. 25.21) und zur Analyse einem Restriktionsverdau mit den Restriktionsenzymen
BamHI/EcoRI unterzogen. Die Sequenzierung des so identifizierten rekombinanten
Plasmids mit dhaG als Insert ergab, da’ in der DNA-Sequenz des Amplifikats keine
Veranderung aufgetreten war und dal3 sich das dhaG-Gen im korrekten Leserahmen zum
gst-Gen befand. Das dabel erhaltene Plasmid wurde als pCS112 bezeichnet und ist in
Abbildung 17 dargestellt.

PGEX-2T ptac gst dhaG pGEX-2T

BamHI| EcoRI

Abbildung 17:  Schematische Dar stellung des Plasmids pCS112
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fur einen

His-Tag.

Die heterologe Expression der gst-dhaG-Genfusion konnte direkt in dem zur Klonierung
eingesetzten E. coli-Stamm JM109 unter den unter 2.3.3.3 beschriebenen Bedingungen
erfolgen. Nach Induktion der Expression des Fusionsgens trat eine Retardierung des
Wachstums ein. Die SDS-PAGE-Anadyse zeigte, da® nach Zugabe von IPTG mit
fortschreitender Inkubationsdauer eine Proteinbande mit einer Molekularmasse von 41 kDa
an Intensitét zunahm (s. Abbildung 18). Diese entsprach der kalkulierten Molekularmasse
von GST-DhaG. Zusédtzlich zu der erwarteten Proteinbande trat im Verlauf des
Expressionsversuches eine Bande im Bereich von ca. 30 kDa hervor. Hierbel handelt es sich
wahrscheinlich um ein vom Wirtsstamm verstérkt gebildetes Protein als Folge der

Akkumulation von Fremdproteinen.
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Abbildung 18: Analyse der Produktion des Fusionsproteins GST-DhaG durch SDS
PAGE
Zellanzucht und Induktion mit IPTG von E. coli IM109/pCS112 wurde wie
unter 2.3.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte durch SDS
PAGE (s. 2.19.1) nach Férbung mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1). Die
Zélpellets von E. coli M 109/pCS112 wurden in Denaturierungspuffer
aufgenommen.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Vor Induktion der Expression von gst-dhaG
Spur 3: 1 h nach Induktion der Expression von gst-dhaG
Spur 4: 2 h nach Induktion der Expression von gst-dhaG
Spur 5: 3 h nach Induktion der Expression von gst-dhaG
Das gebildete Protein ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Zur anschliefenden Reinigung des Fusionsproteins durch Affinitdtschromatographie an
Glutathion Sepharose 4B wurden die Zellen nach der Expression in KP-Puffer (100 mM,
pH 8,0) aufgenommen und durch Ultraschallbehandlung aufgeschlossen (s. 2.14.2). Nach
Zentrifugation wurde der dabei erhaltene Uberstand und das Pellet anhand einer SDS-PAGE
analysiert. Dabei zeigte sich, dal3 sich die Hauptmenge des Fusionsproteins im Pellet
befand. Dies lief3 auf die Bildung unldslicher Aggregate (,,inclusion bodies*) schlief3en. Die
Bildung solcher unlgglicher Aggregate im Cytoplasma ist ein haufig beobachtetes
Phdnomen bel heterologer Genexpression (MARSTON et a., 1984). Die Aggregate
sedimentieren bereits bei niedertouriger Zentrifugation nach dem Zellaufschlufd zusammen
mit den Zelltrimmern und bieten prinzipiell somit ein vereinfachtes Reinigungsverfahren.

Diesem Vortell stehen allerdings in den meisten Féallen Schwierigkeiten bei der Rickfaltung
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des Proteins in den nativen Zustand gegeniber (RUDOLPH und LILIE, 1996). Ferner ist
fraglich, ob das rickgefaltete Protein seine biologische Aktivitét wiedererlangt. Dies stellt
vor alen Dingen bei Proteinen ein grof3es Problem dar, deren biologische Aktivitdt wie in
diesem Fall nicht bekannt ist. Von einer Solubilisierung dieser ,inclusion bodies* durch
Behandlung mit 8 M Harnstoff wurde daher abgesehen. Da die Bildung von ,inclusion
bodies* eine Reinigung des Proteins erschwerte, wurde ein weitere Methode zur heterologen

Expression des dhaG-Gens entwickelt.

3534 Heterologe Expression des dhaG-Gens aus C. freundii mit dem pET-System

Da es bei der heterologen Produktion von Gst-DhaG zur Bildung von ,inclusion bodies
kam, die eine Reinigung des Fusionsproteins erschwerten (s. 3.5.3.3), wurde dhaG alternativ
mit einem pET-V ektor-System exprimiert.

Das pET-System ist ein haufig verwendetes System zur Produktion rekombinanter Proteine
in E. coli. Bel diesem System kloniert man das gewlinschte Gen in pET-Vektoren und
exprimiert es mit Hilfe des T7-RNA-Polymerase/Promotorsystems. Der fur die Expression
verwendete Stamm tragt das fur die T7-RNA-Polymerase kodierende Gen unter Kontrolle
des lacUV5-Promotors, der durch IPTG induziert werden kann. Der verwendete
Expressionsvektor pET19b hat eine Grof3e von 5717 bp. Der Vektor verfigt Uber den His;-
Tag, so dal’ das produzierte Protein Uber diesen N-terminal verfugt. Damit war eine schnelle
Reinigung des Proteins durch Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose moglich.

Fir die Klonierung des dhaG-Gens in den Vektor pET19b wurde das dhaG-Gen Uber PCR
mit dem Primern ,,dhaGCf-pET1* und , dhaGCf-pET2" (s. 2.1) sowie dem Plasmid pCS110
as Matrize amplifiziert. Die Anlagerung der Primer erfolgte fur jeweils 1 min bei 50°C. Es
schlof3 sich die Polymerisation der DNA bei 72°C fur 1 min an, wobel 30 Zyklen
durchlaufen wurden. Zur Klonierung in den Vektor pET19b wurde im Rahmen der PCR am
5'-Ende des amplifizierten Fragments eine Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym
Ndel und am 3'-Ende eine Erkennungssequenz fir BamHI eingefihrt. Das gereinigte 362 bp

grof3e PCR-Fragment wurde ebenso wie der Vektor mit Ndel und BamHI verdaut und nach
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Reinigung in diesen ligiert (s. 2.7.3). Da bei diesem Vektor nach der Transformation in
E. coli IM109 die Identifizierung von Insert-tragenden Plasmiden durch den X-Gal-Test
nicht mdglich war, wurden einige Klone einer Plasmidprdparation unterzogen. Im
anschliefRenden Ndel/BamHI-Verdau konnte ein Plasmid identifiziert werden, welches die
zu erwartenden Banden von ca. 0,4 kb (dhaG-Gen) und 5,7 kb (pET19b) lieferte. Die
korrekte Insertion wurde durch Sequenzierung Uberpriift und bestétigt. Das entsprechende
Konstrukt wurde as pCS113 (s. Abbildung 19) bezeichnet und fir die heterologe

Expression des dhaG-Gens eingesetzt.

PET19b pT7 dhaG pET19b

Ndel Bam HI

Abbildung 19:  Schematische Dar stellung des Plasmids pCS113
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fur einen
His;-Tag.

Fur die folgende Expression wurde das Plasmid pCS113 in den E. coli-Stamm BL21 (DE3)
durch Elektroporation transferiert (s. 2.8.5). Die Expression wurde im 1 [-Mal3stab wie unter
2.3.3.2 beschrieben durchgefihrt. Bei der SDS-PAGE-Analyse von Rohextrakten konnte
keine signifikante Bildung des DhaG-Proteins nach Induktion nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt).

Somit konnte mit den hier beschriebenen Methoden keine signifikante Bildung des
DhaG-Proteins nachgewiesen werden. Trotzdem wurden die Zellen aus den
Expressionsversuchen mit den Vektoren pKK223-3 (s. 3.5.3.2) und pET19b zur Reinigung
von DhaF eingesetzt (s. 3.5.3.6).
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3.5.35 Heterologe Koexpresson der Gene dhaF und dhaG mit dem

Expressionsvektor pKK 223-3

Zur heterologen Koexpression der Gene dhaF und dhaG wurden diese gemeinsam unter die
Kontrolle des tac-Promotors des Vektors pKK223-3 gestellt. Als Ausgangsplasmid diente
pCS100, in das Uber die EcoRI-Schnittstelle das dhaF-Gen inseriert war (s. 3.5.3.2). Dieses
Insert wurde durch einen EcoRI-Verdau aus dem Vektor herausgeschnitten und in das
entsprechend linerarisierte Plasmid pCS110 ligiert, in welchem das dhaG-Gen Uber die
EcoRI/Hindll1-Schnittstellen im Vektor pKK223-3 vorlag (s. 3.5.3.2). Nach Ligation des
dhaF-Gens in das Plasmid pCS110 erfolgte die Selektion rekombinanter Plasmide, die
sowohl das dhaF und dhaG-Gen as Insert besal3en mittels Koloniehybridisierung mit einer
Sonde gegen dhaF (s. 3.5.1). Zur Uberpriifung der korrekten Orientierung des dhaF-Gens
zum tac-Promotor des Vektors wurden die bei der Koloniehybridisierung identifizierten
rekombinanten Plasmide mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten und sequenziert.
Auf diese Weise wurden die erwiinschten rekombinanten Plasmide, die beide Gene trugen,
erhaten. Das fur die weiteren Untersuchungen verwendete Plasmid wurde als pCS111

bezeichnet (s. Abbildung 20).

pKK223-3 ptac dhaF dhaG pKK223-3

I - >

EcoRI BamHI EcoRI Hindlll

Abbildung20: Schematische Dar stellung von pCS111
Die grau hinterlegten Gene besitzten am 3'-Ende eine Sequenz fir einen

His-Tag.

Zur heterologen Koexpression der Gene dhaF und dhaG wurde das Plasmid pCS111 in
E. coli IM109 transformiert. Die Expressionversuche wurden anschlief3end wie unter 2.3.3.1
beschrieben durchgefiihrt. Die Genexpression konnte durch Analyse der Rohextrakte durch

SDS-PAGE nachgewiesen werden. Mit fortschreitender Inkubationsdauer nach der
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Induktion traten zwei deutliche Banden mit Molekularmassen von 64 und 14 kDa auf, die

mit den abgeleiteten Molekularmassen Ubereinstimmten.

3.5.3.6 Reinigung von DhaF, DhaG und DhaFG aus C. freundii mittels

Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agar ose

Im weiteren wurde eine Reinigung von DhaF, DhaG und dem Komplex aus beiden
Proteinen dber den im Zuge der Klonierung angeflgten His-Tag mittels
Affinitatschromatographie Uber Ni**-NTA-Agarose durchgefiinrt.

Die aus den Expressionsversuchen erhaltenen Zellen wurden nach Induktion und
3-sttindiger Inkubation geerntet, in 5 bis 30 ml KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit 38,5 mM
KCl aufgenommen und mit Ultraschall aufgeschlossen (s. 2.14.2). Nach der Zentrifugation
wurden 5 ml des so erhaltenen Rohextrakts auf eine mit ZellaufschluRpuffer aquilibrierte
Ni**-NTA-Agarose (s. 2.16.1) aufgetragen. Die Reinigung erfolgte analog zur Reinigung der
Glycerin-Dehydratase aus C. freundii (s. 3.2.3). Auch bei den Reinigungen von DhaF,
DhaG und DhaFG wurden statt der vom Hersteller beschriebenen Puffer K*-haltige
verwendet.

In Abbildung 21A ist die Reinigung des dhaF-Genprodukts tber Affinitdtschromatographie
dargestellt. Es wurde ein homogenes DhaF-Protein mit einer Molekularmasse von 64 kDa
erhalten (s. Abbildung 21A; Spur 8). Die Identitét der Bande konnte durch Western-Blot-
Anadyse (s. 2.21.1) mit einem gegen den His,-Tag gerichteten Antikdrper nachgewiesen
werden (s. Abbildung 24). Unter nativen Bedingungen bildet DhaF ein Dimer mit einer
Molekularmasse von ca. 120 kDa (s. Abbildung 21; B). Diese Masse konnte auch durch

Bestimmung mittels Gelfiltration bestétigt werden (s. 3.6.3).
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Abbildung 21: Analyse der Reinigung von DhaF mittels Affinitétschromatographie an
Ni*-NTA-Agarose durch SDS-PAGE (A) und native PAGE (B)
(A) SDS-PAGE und Féarbung mit Coomassie-Blau wurden wie unter 2.19.1
und 2.20.1 beschrieben durchgefihrt.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS100
Spur 3: Durchlauf
Spur 4 & 5: Waschschritt mit 10 mM Imidazol
Spur 6 & 7: Waschschritt mit 20 mM Imidazol
Spur 8: Eluat mit 250 mM Imidazol
(B) Gereinigtes DhaF-Protein (2 ug) wurde durch native Gradienten-PAGE
(s. 2.19.3) analysiert. Die Farbung erfolgte mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1).
Spur 1: Markerproteine
Spur 8: gereinigtes DhaF
Das produzierte Protein ist durch einen Pfeil markiert.

Fir die Reinigung von DhaG wurden die Rohextrakte aus den Expressionen mit den
Vektoren pKK223-3 (s. 3.5.3.2) und pET19b (s. 3.5.3.4) eingesetzt. Im Gegensatz zu DhaF,
konnte in beiden Fallen DhaG durch eine Affinitatschromatographie an Ni?*-NTA-Agarose
nur partiell gereinigt werden. Das Eluat (s. Abbildung 22A; Spur 6) beinhaltete trotz der
Waschschritte mit 10 und 20 mM Imidazol (s. Abbildung 22; Spur 4 & 5) noch

Fremdprotein. Ein weiterer Waschschritt mit einem Puffer, der 40 mM Imidazol enthielt,
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erbrachte keine weitere Trennung von Fremdpotein. Die Identitét der DhaG-Bande wurde

wie bei DhaF durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen (s. Abbildung 22; B). Das partiell

gereinigte Enzym wurde fr die folgenden Reaktivierungsversuche eingesetzt.

<

Abbildung 22: Analyse der partiellen Reinigung  von DhaG mittels
Affinitétschromatographie durch SDS-PAGE (A) und Western-Blot (B)
(A) SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie-Blau wurden wie unter 2.19.1
und 2.20.1 beschrieben durchgefihrt.

Spur 1: Markerproteine

Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS110

Spur 3: Durchlauf

Spur 4: Waschschritt mit 10 mM Imidazol

Spur 5: Waschschritt mit 20 mM Imidazol

Spur 6: Eluat mit 250 mM Imidazol

(B) Nachweis des N-terminalen His;-Tags von DhaG mit Hilfe der Ni*-
NTA-Konjugatférbung

Dargestellt ist eine Ni*-NTA-Konjugat gefarbte PVDF-Membran
(s. 222.1) nach Transfer der Proteine aus einem 15 % igen SDS-Gel
(s.2.19.2).

Spur 1: Markerproteine

Spur 6: gereinigtes DhaG

Das produzierte Protein ist durch einen Pfeil markiert.

Die beiden Gene dhaF und dhaG wurden mit dem rekombinanten E. coli-Stamm
JM109/pCS111 koexprimiert (s. 3.5.3.1). Sowohl DhaF als auch DhaG besitzen einen

N-terminalen His,-Tag. Mit Hilfe einer Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-Agarose



3. Experimente und Ergebnisse 111

konnte der DhaFG-Komplex bis zur Homogenitét gereinigt werden (s. Abbildung 23A;

Spur 6). Die SDS-PAGE-Analyse zeigte zwei Banden mit den erwarteten Molekularmassen

von 64 und 14 kDa.
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Abbildung 23: Analyse der Reinigung von DhaFG mittels Affinitatschromatographie
an Ni**-NTA-Agar ose durch SDS-PAGE (A) und native PAGE (B)
(A) SDS-PAGE und Féarbung mit Coomassie-Blau wurden wie unter 2.19.1
und 2.20.2 beschrieben durchgefiihrt.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS111
Spur 3: Durchlauf
Spur 4: Waschschritt mit 10 mM Imidazol
Spur 5: Waschschritt mit 20 mM Imidazol
Spur 6: Eluat mit 250 mM Imidazol
(B) Der gereinigte DhaFG-Komplex wurde durch native Gradienten-PAGE
analysiert (s. 2.19.3). Die Farbung erfolgte mit Coomassie-Blau (s. 2.20.1).
Spur 1: Markerproteine
Spur 6: gereinigter DhaFG-Komplex
Die produzierten Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Ein identisches Resultat wurde durch Western-Blot-Analyse mit einem gegen den His;-Tag
gerichteten Antikorper erzielt (s. Abbildung 24).
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Abbildung24:  Nachweis des N-terminalen His;-Tags der gereinigten Proteine DhaF
und DhaFG mit Hilfe der Ni**-NTA-K onjugat-Farbung
Dargestellt ist eine Ni*-NTA-Konjugat gefarbte PVDF-Membran
(s. 2.22.1) nach Transfer der Proteine aus einem 15 % igen SDS-Gel
(s. 2.19.2).
Spur 1: Markerproteine
Spur 2: gereinigtes DhaF
Spur 3: gereinigter Komplex aus DhaFG

Im nativen Zustand bilden die koexprimierten gereinigten Proteine DhaF und DhaG einen

dimeren Komplex aus a,b, mit einer Molekularmasse von ca. 150 kDa (s. Abbildung 23; B).

Diese Masse wurde durch Gelfiltration bestétigt (s. 3.6.3).

354 Heter ologe Expression und Reinigung von DhaF und DhaG aus

Cl. pasteurianum

Die Transkriptionsanalysen bei Cl. pasteurianum (s. 3.5.2) hatten zu dem Ergebnis gefiihrt,
dal3 dhaF und dhaG zusammen mit den Genen transkribiert werden, die fir die
Schllisselenzyme des reduktiven Zweigs der Glycerinfermentation kodieren. Anhand dieser
Ergebnisse kann daher vermutet werden, da3 DhaF und DhaG an einer moglichen

Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase beteiligt sind. Daher sollten dhaF und dhaG zur
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Untersuchung ihrer biologischen Funktion heterolog exprimiert und das entsprechende
Genprodukt anschlief3end gereinigt werden.

Aus C. freundii konnten bereits die Gene dhaF und dhaG heterolog nach Inserierung in den
Vektor pKK223-3in E. coli koexprimiert (s. 3.5.3.5) und der Komplex aus beiden Proteinen
durch Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agarose gereinigt werden (s. 3.5.3.6). Daher
sollte diese Vorgehensweise auch zur heterologen Koexpression von dhaFG aus
Cl. pasteurianum und Reinigung des Komplexes aus beiden Proteinen angewendet werden.
Da das dhaG-Gen stromabwaérts des dhaF-Gens lokalisiert ist, konnten die beiden Gene mit
den Oligonukleotiden ,,dhaFCpl“ und ,dhaGCp2“ zusammen amplifiziert werden. Als
DNA-Matrize diente das Plasmid pFL 1. Das Annealing erfolgte jeweils fur 1 min bei 50°C.
Die Kettenverlangerung wurde bei 72°C fur 3 min durchgefihrt. Nach 30 Zyklen wurde die
PCR abgestoppt, und die Produkte wurden mittels einer Agarose-Gelelektrophorese
analysiert (s. 2.6.1). Mit der so durchgefiihrten PCR konnte ein DNA-Fragment mit einer
GrofRe von 2243 bp hergestellt werden. Die Klonierung des PCR-Produkts in den Vektor
pKK?223-3 erfolgte durch die bei der PCR angehéngten Smal-Schnittstellen. Ferner wurde
die Sequenz fir einen His;Tag am 3'-Ende von dhaG angehéngt. Nach enem
Restriktionsverdau mit Smal und entsprechenden Reinigungsschritten wurde das PCR-
Produkt in den entsprechend linearisierten Vektor pKK223-3 ligiert (s. 2.7.3). Nach
Transformation des Ligationsansatzes in den E. coli-Stamm JM109 erfolgte die Selektion
rekombinanter Klone zundchst anhand eines Vergleichs der PlasmidgroRe mit dem
Ursprungsplasmid pKK223-3. Die Plasmide, die ein Insert trugen, wurden anschlief3end mit
dem Restriktionsenzym EcoRI geschnitten. Dadurch konnte die Inserierung von dhaFG und
die kolineare Orientierung zum tac-Promotor festgestellt werden. Positive Klone wurden zur
weiteren Analyse sequenziert. Das so erhaltene rekombinante Plasmid wurde mit pCS211

bezeichnet (s. Abbildung 25).
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pKK223-3 ptac dhaF dhaG pKK223-3

Smal EcoRI Smal

Abbildung 25:  Schematische Dar stellung des Plasmids pCS211
Das grau hinterlegte Gen besitzt am 3'-Ende eine Sequenz fur einen

His-Tag.

Die heterologe Expression erfolgte zunéchst in E. coli IM109 mit dem Plasmid pCS211
analog zu Expression der dhaFG-Gene aus C. freundii (s. 3.5.3.5). Die Induktion der
Transkription wurde durch Zugabe von IPTG zum Medium eingeleitet. Die Analyse des
Proteinmusters vor und nach der Induktion der Expression von dhaFG durch SDS-PAGE
ergab, dad3 auch 3 h nach der Inkubation keine zusétzlichen Banden im erwarteten
Molekularmassenbereich von 64 bzw. 14 kDa zu verzeichnen waren. Dies deutete auf eine
geringe heterologe Produktion von DhaFG aus Cl. pasteurianum hin.

Viele Versuche, Gene aus Clostridien in E. coli mit hoher Rate zu exprimieren, schlugen
aufgrund des ungewohnlich hohen AT-Gehalts der clostridialen DNA im Vergleich zu der
aus E. coli ebenfalls fehl. MAKOFF et al. (1989) konnten ein Tetanus-Toxin-Fragment des
clostridialen Neurotoxins in E. coli erfolgreich synthetisieren, indem sie die Sequenzen fir
von E. coli selten genutzte Kodons durch haufig genutzte austauschten. Einige Gruppen
konnten zeigen, dal3 selten genutzte Kodons einen entscheidenden Effekt auf die
Trandationseffizienz von rekombinanten Genen in E. coli haben (DEL TITO et al., 1995;
GOLDMANN et a., 1995; SPANJAARD et al., 1990). Studien haben bewiesen, dal3 die
Kodons ATA, AGA und CTA sdten in E. coli verwendet werden. Dagegen sind diese
Kodons in clostridialen Genen sehr verbreitet. ZDANOVSKY und ZDANOSKAIA (2000)
amplifizierten in E. coli die Gene ileX, argU und leuW, die fir tRNASs der selten genutzten
Kodons ATA, AGA und CTA kodieren. Dies fuhrte zur Verbesserung der heterologen
Proteinproduktion.

Im Vergleich zu den Genen dhaFG aus C. freundii treten die Kodons ATA, AGA und CTA

in den entsprechenden Genen in Cl. pasteurianum haufig auf. Das Kodon AGA kommt in
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dhaFG aus Cl. pasteurianum 23 mal vor, bei C. freundii dagegen nur einmal. Der grofdte
Unterschied besteht jedoch bel der Nutzung des Kodons ATA. Dieses tritt bei den Genen
dhaFG aus Cl. pasteurianum 54 mal auf, bei C. freundii nur 2 mal. Es erschien daher
sinnvoll, fir die heterologe Expression der dhaFG-Gene aus Cl. pasteurianum einen E. coli-
Stamm zu nutzen, der zusétzliche Kopien fur die Gene ileX, argu und leuW besitzt. Daher
wurde fir die weiteren Expressionsversuche das Plasmid pCS211 in den E. coli-Stamm
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (s. 2.1) transformiert, der die entsprechenden tRNA-Gene
plasmid-kodiert und IPTG-induziert tragt. Die heterologe Expression der dhaFG-Gene aus
Cl. pasteurianum erfolgte anschlielfend unter den gleichen Bedingungen wie zuvor
beschrieben. Nach Induktion der Expression der dhaFG-Gene durch Zugabe von IPTG
konnte jedoch nach Analyse der Rohextrakte mittels SDS-PAGE auch in diesem Fall keine
signifikante Produktion des DhaFG-Komplexes beobachtet werden. Trotzdem wurde eine
Reinigung der dhaFG-Genprodukte mittels Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-
Agarose analog zu 3.5.3.6 durchgefuihrt. Zusétzlich wurde auch der Rohextrakt aus den
Zellen der Expression mit dem rekombinanten E. coli-Stamm JM 109/pCS211 Uber Ni?*-
NTA-Agarose gereinigt. Die anschliefende Anayse der Reinigung mittels SDS-PAGE
zeigte, dal3 DhaFG aus Cl. pasteurianum in beiden Félen nur partiell gereinigt vorlag
(s. Abbildung 26). Es konnte mit dem Rohextrakt der rekombinanten E. coli-Zellen BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL/pCS211 eine bessere Anreicherung der DhaFG-Proteine erzielt
werden. Diese Anreicherung wurde zu Untersuchungen zur Reaktivierung der Glycerin-

Dehydratase aus Cl. pasteurianum eingesetzt (s. 3.5.6).
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Abbildung26: Analyse der partidlen Renigung von DhaFG mittels
Affinitatschromatographie an Ni**-NTA-Agar ose durch SDS-PAGE
SDS-PAGE und anschlieffende Farbung mit Coomassie-Blau wurden
wie unter 2.19.1 und 2.20.1 beschrieben durchgefiihrt.
Spur 1: Markerproteine
Spur 2. Eluat aus Rohextrakt der Expression mit E. coli BL21-

CodonPlus (DE3)-RIL/pCS211

Spur 3: Eluat aus Rohextrakt der Expression mit E. coli IM109/pCS211

355 Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii

Die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii unterliegt einer schnellen ,, Suicide”-Inaktivierung
durch ihr Substrat Glycerin (s. 3.4). Desweiteren wird das Enzym durch O, und Cyano-B,,
inaktiviert (Wagner et al., 1966). In den folgenden Versuchen sollten die Proteine DhaF,
DhaG und der Komplex aus beiden Proteinen auf ihre Fahigkeit hin untersucht werden, die

inaktivierte Dehydratase zu reaktivieren.

3551 Reaktivierung von Glycerin-inaktivierter Glycerin-Dehydratase

Zur Untersuchung der Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase wurde das Enzym (1 mg;

s. 3.2.3) durch die Inkubation mit 50 uM Coenzym B,, bel 37°C fir 30 min in Gegenwart

von 30 % Glycerin inaktiviert (s. 2.18). Mittels einer Gelfiltration an einer PD10-Saule
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(s. 2.16.3) wurde anschlief’end ungebundenes Coenzym B, und Glycerin abgetrennt. Das so
inaktivierte Enzym wies nahezu keine detektierbare Aktivitat auf (s. Abbildung 27; A) und
wurde fur die folgenden Reaktivierungsversuche eingesetzt.

Zur Bestimmung der Reaktivierung der inaktiven Dehydratase wurde 1,2-Propandiol as
Substrat genutzt, da das Enzym wéahrend der Katayse von 1,2-Propandiol keiner
signifikanten Inaktivierung unterliegt (s. 3.4). Der Reaktivierungsansatz enthielt
ATP/MgCl, und Coenzym B,,, da der Reaktivierungsfaktor der Diol-Dehydratase aus
K. oxytoca nur unter diesen Bedingungen aktiv war (TORAYA und MORI, 1999). Im
Gegensatz dazu wurden jedoch 12 mM anstelle von 24 mM ATP/MgCI, eingesetzt, da die
hohere K onzentration inhibierend auf die Glycerin-Dehydratase wirkte. Von DhaF und dem
Komplex DhaFG wurden jeweils 40 pg/Ansatz eingesetzt. Das partiell gereinigte DhaG
(s. 35.36) wurde in ener Konzentration von 100 pg/Ansatz hinzugefiigt. Die
Untersuchungen zur Reaktivierung der Glycerin-inaktivierten Dehydratase aus C. freundii
zeigten, dal3 weder DhaF noch DhaG allein in der Lage waren, das Enzym zu reaktivieren.
Auch die Zugabe beider separat gereinigter Proteine in einen Reaktivierungsansatz fihrte zu
keiner Aktivitétssteigerung der Glycerin-Dehydratase. Erst durch die Zugabe des
Komplexes aus DhaFG wurde das Enzym reaktiviert und zeigte eine deutliche
Aktivitétszunahme (s. Abbildung 27; A). Die Reaktivierung der Dehydratase durch den
Komplex aus DhaFG war strikt abhéngig von der Anwesenheit von ATP/MgCl, und
Coenzym B,,. Die Zugabe von ADP bzw. AMP (je 12 mM) und einem nicht

hydrolysierbaren ATP-Analogon (ATP-gS) zum Reaktionsansatz erbrachte keine

Reaktivierung der inaktivierten Glycerin-Dehydratase.
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Abbildung 27: Reaktivierung der Glycerin-inaktivierten (A) Glycerin-Dehydratase
aus C. freundii und die Verhinderung der Inaktivierung in Gegenwart
von Glycerin (B, C) durch den Reaktivierungsfaktor DhaFG
(A) Die Glycerin-Dehydratase wurde wie unter 2.18 beschrieben inaktiviert.
Die Experimente wurden bei 37°C in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KCI, 21 uM Coenzym B, und 1,2 M 1,2-Propandiol in einem
Volumen von 310 pl durchgefihrt. Die Glycerin-Dehydratase (0,24 U)
wurde fir die angegebenen Zeitintervale mit 40 pg DhaFG-Komplex in
An- (®) bzw. Abwesenheit von ATP/MgCl, (OO) oder ohne DhaFG-
Komplex mit ATP/MgCI, (Q) inkubiert. Als Kontrolle diente die nicht
inaktivierte Glycerin-Dehydratase (0,24 U; D).
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(B) Die Experimente wurden bel 37°C in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KCl, 21 pM Coenzym B, und 1,2 M Glycerin in einem Volumen
von 310 W durchgefihrt. Die nicht inaktivierte Glycerin-Dehydratase
(0,24 U) wurde fur die angegebenen Zeitintervalle mit 40 pg DhaFG-
Komplex in An- (®) bzw. Abwesenheit von ATP/MgCI, () oder ohne
DhaFG-Komplex mit ATP/MgCI, (O) inkubiert. Die Zugabe von DhaFG
(40 pg) nach einer Inkubationsdauer von 10 min ist durch einen Pfell
angedeutet (@).

(C) Nicht inaktivierte Dehydratase (0,24 U) wurde in Gegenwart von 1,2 M
Glycerin, 21 pm Coenzym B,, und 12 mM ATP/MgCI, in KP-Puffer
(55 mM, pH 8,0) mit 38,5 mM KCI fir 4 h bei 37°C mit den angegebenen
Mengen an DhaFG inkubiert. Die Bestimmung der Aldehydkonzentration
erfolgte wie unter 2.17.1 beschrieben.

Wie in Abbildung 27A dargestellt, konnte durch Zugabe von DhaFG zum Reaktionsansatz
die Propionaldehydbildung der Glycerin-inaktivierten Dehydratase gesteigert werden. Die
Rate der Produktbildung betrug nach 10-minttiger Inkubation 7,4 nmol/min. Dies liegt im
Vergleich zur nicht-inaktivierten Glycerin-Dehydratase in einem vergleichbaren Bereich
(9,14 nmol/min). Der Grad der Reaktivierung des Enzyms betrug nach einer 20-mindtigen
Inkubation etwa 84 %. Der Komplex DhaFG ist somit der Reaktivierungsfaktor der
Glycerin-Dehydratase aus C. freundii.

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dald3 die Glycerin-Dehydratase direkt
wéhrend der Glycerinumsetzung reaktiviert werden kann bzw. die Inaktivierung des
Enzyms durch die Zugabe des Reaktivierungsfaktors verhindert werden konnte
(s. Abbildung 27; B). Hierzu wurde die Glycerin-Dehydratase in Gegenwart von Glycerin,
Coenzym B, und ATP/MgCI, inkubiert. Wie erwartet erfolgte dabei innerhalb von 20 min
eine fast vollstandige Inaktivierung der Glycerin-Dehydratase. Wurde jedoch zu Beginn der
Inkubation der DhaFG-Komplex zum Reaktionsansatz hinzugegeben, erfolgte keine
Inaktivierung des Enzyms (s. Abbildung 27; B). Desweiteren konnte durch Zugabe von
DhaFG zum Reaktionsansatz nach einer Inkubationsdauer von 10 min gezeigt werden, dal3
auch wahrend der Katalyse inaktivierte Glycerin-Dehydratase wieder reaktiviert werden
konnte (s. Abbildung 27; B). Die Reaktivierung war ebenfals abhangig von der

Anwesenheit von ATP/MgCI, und Coenzym B,,. Ferner war diese abhangig von der Menge
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an zugesetztem Reaktivierungsfaktor (s. Abbildung 27; C). Der Antell aktiver Dehydratase
stieg im Bereich von 20 pg bis 70 pg Reaktivierungsfaktor linear unter den in

Abbildung 27 C beschriebenen Bedingungen an.

3.5.5.2 Reaktivierung von O,-inaktivierter Glycerin-Dehydratase

Fir das Diol-Dehydratase-Holoenzym wurde eine Inkativierung durch O, in Abwesenheit
des Substrats beobachtet. Diese Inaktivierung beruht auf der Reaktion der aktivierten Co-C-
Bindung des enzymgebundenen Coenzym B, mit Sauerstoff (WAGNER et a., 1966). Auch
die Hologlycerin-Dehydratase aus C. freundii wurde durch O, in Abwesenheit von Substrat
inaktiviert (s. Abbildung 28).

Die O,Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch aerobe Inkubation in Gegenwart von
Coenzym B,, bel 37°C fur 30 min (s. 2.18). Ungebundenes Coenzym B,, wurde mittels
einer Gelfiltration abgetrennt (s. 2.16.3). Die so inaktivierte Glycerin-Dehydratase wies nur
noch eine sehr geringe Restaktivitédt auf (s. Abbildung 28). Der Reaktivierungsansatz
enthielt die unter 2.17.1 beschriebenen Komponenten. Durch die Zugabe von DhaFG
(40 pg/Ansatz) konnte die O.-inaktivierte Glycerin-Dehydratase reaktiviert werden
(s. Abbildung 28). Auch diese Reaktivierung des Enzyms war strikt abhangig von der
Zugabe von Coenzym B,, und ATP/MgCl, zum Reaktionsansatz. Die Zugabe von ADP
bzw. AMP fihrte zu keiner Aktivitétssteigerung der Dehydratase. Der Grad der
Reaktivierung betrug in diesem Fal im Vergleich zur nicht inaktivierten Glycerin-

Dehydratase nach einer Inkubationsdauer von 20 min 54 %.
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Abbildung 28: Reaktivierung der O,-inaktivierten Glycerin-Dehydratase durch den
Reaktivierungsfaktor DhaFG
Die Glycerin-Dehydratase wurde wie unter 2.18 beschrieben inaktiviert.
Die Experimente wurden bei 37°C in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KCI, 21 uM Coenzym B, und 1,2 M 1,2-Propandiol in einem
Volumen von 310 pl durchgefihrt. Die Glycerin-Dehydratase (0,24 U)
wurde fir die angegebenen Zeitintervale mit 40 pg DhaFG-Komplex in
An- (®) bzw. Abwesenheit von ATP/MgCl, () oder ohne DhaFG-
Komplex mit ATP/MgCI, (QO) inkubiert. Als Kontrolle diente das nicht
inaktivierte Enzym (0,24 U; D).

3.5.5.3 Reaktivierung von Cyano-B,,-inaktivierter Glycerin-Dehydratase

Neben Glycerin und O, wird die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii durch Cyano-B,,
inaktiviert (SEYFRIED, 1997). Cyano-B,, fehlt der fir den Katalysemechanismus
entscheidende 5'-Desoxyadenosylrest (WAGNER et al., 1966; TORAYA et a., 1977). Der
K, von Cyano-B,, liegt dabei im Bereich des K, fir Coenzym B,, (POPPE und RETEY,
1997). Der inaktive Dehydratase-Cyano-B,,-Komplex wird als Model fur das inaktivierte
Holoenzym angesehen (TORAY A, 2000a).

Die Inaktivierung der Glycerin-Dehydratase durch Cyano-B,, erfolgte durch Inkubation des
gereinigten Enzyms in Gegenwart von Cyano-B,, bei 37°C fir 30 min (s. 2.18).

Ungebundenes Cyano-B,, wurde mittels einer Gelfiltration abgetrennt (s. 2.16.3). Die
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Reaktivierung der Cyano-B,,-inaktivierten Dehydratase erfolgte wie unter 2.17.1

beschrieben und war wiederum abhangig von der Zugabe des DhaFG-Komplexes,

Coenzym B,, und ATP/MgCIl, (s. Abbildung 29; A). Der Grad der Reaktivierung betrug

93 % nach 20 min im Vergleich zu nicht inaktivierter Glycerin-Dehydratase.
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Reaktivierung der Cyano-B,-inaktivierten Glycerin-Dehydratase
durch den Reaktivierungsfaktor DhaFG (A) und die Abhangigkeit
der Reaktion von der Konzentration des DhaFG-K omplexes (B)

(A) Die Glycerin-Dehydratase wurde wie bereits beschrieben inaktiviert.
Die Experimente wurden bel 37°C in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit
38,5 mM KCI, 21 pM Coenzym B, und 1,2 M 1,2-Propandiol in eéinem
Volumen von 310 pl durchgefihrt. Die Glycerin-Dehydratase (0,24 U)
wurde fur die angegeben Zeitintervalle mit 40 pg DhaFG-Komplex in
An- (®) bzw. Abwesenheit von ATP/MgCI, () oder ohne DhaFG-
Komplex mit ATP/MgCI, (QO) inkubiert. Als Kontrolle diente die nicht
inaktivierte Glycerin-Dehydratase (0,24 U; D).

(B) Der Cyano-B,,-Dehydratase Komplex (0,24 U) wurde in Gegenwart
von 1,2 M 1,2-Propandiol, 21 uM Coenzym B, und 12 mM ATP/MgCl,
in KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit 38,5 mM KCI fir 30 min bei 37°C
mit den angegebenen Mengen an DhaFG inkubiert. Die Bestimmung der
Propionaldehydkonzentration erfolgte wie unter 2.17.1 beschrieben.
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Durch Zugabe verschiedener Konzentrationen an Reaktivierungsfaktor (0—76 pg DhaFG)
konnte eine direkte Abhangigkeit zwischen der Reaktivierung der Cyano-B,,-inaktivierten
Glycerin-Dehydratase und der Konzentration an DhaFG nachgewiesen werden
(s. Abbildung 29; B). Der Anteil aktiver Dehydratase stieg im Bereich von 5 g bis 30 ug

Reaktivierungsfaktor linear unter den in Abbildung 29 B beschriebenen Bedingungen an.

3554 Reaktivierung von Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus verschiedenen

Organismen durch den Reaktivierungsfaktor aus C. freundii

Die Fahigkeit des Reaktivierungsfaktors DhaFG aus C. freundii zur Reaktivierung von
B,,-abhangigen Glycerin- und Diol-Dehydratasen aus anderen Organismen wurde Uberpriift.
Hierzu wurden die Diol-Dehydratasen aus K. oxytoca (TOBIMATSU et a., 1995),
Salmonella typhimurium (BOBIK et a., 1997) und Propionibacterium freudenreichii
(TORAYA, 1980), sowie die Glycerin-Dehydratasen aus Klebsiella pneumoniae
(TOBIMATSU et a., 1996) und Cl. pasteurianum (MACIS et a., 1998) verwendet. Die
Glycerin-Dehydratase aus C. freundii diente als Kontrolle.

Die hier erwdhnten Organismen wurden anaerob mit Glycerin (C. freundii,
Cl. pasteurianum und K. pneumoniae) bzw. 1,2-Propandiol (K. oxytoca, S. typhimurium und
P. freudenreichii) als Substrat angezogen. Anschlieffend wurden Rohextrakte unter
anaeroben Bedingungen hergestellt (s. 2.14.1) und fir die Reaktivierungsversuche
eingesetzt.

Die Dehydratasen wurden durch Inkubation in Gegenwart von 1,2 M Glycerin inaktiviert
(s. 2.18). Alle Enzyme wiesen nach 20 min Inkubation bei 37°C unter anaeroben
Bedingungen eine nahezu vollsténdige Inaktivierung auf. Durch die Zugabe des
Reaktivierungsfaktors aus C. freundii , ATP/MgCIl, und Coenzym B,, am Reaktionsstart
konnte die Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und K. pneumoniae in
Gegenwart von Glycerin verhindert werden. Alle anderen Dehydratasen wurden trotz

Zugabe des Reaktivierungsfaktors aus C. freundii inaktiviert.
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Zusdtzlich wurde die Reaktivierung der durch Cyano-B,, inaktivierten Dehydratasen
untersucht (s. 2.18). Neben dem Enzym aus C. freundii konnte nur die durch Cyano-B,,
inaktivierte Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae reaktiviert werden. Der Grad der
Reaktivierung betrug 73 % nach 20 min Inkubation unter reaktivierenden Bedingungen.
Dies lag im Bereich der Positivkontrolle (s. 3.5.5.3). Die Reaktivierung durch den DhaFG-
Komplex war auch hier strikt abhéngig von der Zugabe von ATP/MgCl, und Coenzym B,,.

Diese Ergebnisse zeigten, dal3 der Reaktivierungsfaktor aus C. freundii spezifisch fir
Glycerin-Dehydratasen ist, da die Diol-Dehydratasen aus den eng verwandten
Enterobakterien K. oxytoca und S. typhimurium nicht reaktiviert werden konnten. Die
fehlende Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum koénnte auf die

grof3e phylogenetische Distanz beider Organismen zurtickzuf Uhren sein.

3.5.6 Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum

Nachdem die Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase durch den Reaktivierungsfaktor aus
C.freundii gezeigt werden konnte, sollten Versuche zur Reaktivierung der Glycerin-
Dehydratase aus Cl. pasteurianum durchgefiihrt werden. Analog zum Enzym aus C. freundii
wird auch die Dehydratase aus Cl. pasteurianum wahrend der Katalyse durch Glycerin
inaktiviert (s. 3.4). Untersuchungen mit dem Reaktivierungsfaktor aus C. freundii hatten
gezeigt, daid dieser die Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum nicht reaktivieren kann
(s. 3.5.5.4). Im weiteren wurde versucht, eine Reaktivierung der Dehydratase mit Hilfe des
partiell gereinigten DhaFG-Komplexes aus Cl. pasteurianum zu erzielen (s. 3.5.4). Hierzu
wurde das Enzym (0,32 U) aus Cl. pasteurianum wie die Dehydratase aus C. freundii durch
Glycerin inaktiviert (s. 2.18). Das inaktivierte Enzym konnte durch Zugabe von DhaFG
(72 pg/Ansatz), ATP/MgCIl, und Coenzym B,, nicht signifikant reaktiviert werden. Auch
bei der Inkubation der nicht inaktivierten Glycerin-Dehydratase (0,32 U) mit Glycerin
konnte durch Zugabe von DhaFG (72 pg/Ansatz) die Inaktivierung nicht vermieden werden.

Ein Grund hierfr konnte die geringe Anreicherung des DhaFG-Komplexes aus
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Cl. pasteurianum sein. Daher war die fir die Versuche eingesetzte Menge an DhaFG
wesentlich niedriger als bei den entsprechenden Versuchen mit DhaFG aus C. freundii.
Diese Versuche mifdten nach Erarbeitung einer verbesserten heterologen Produktion und

Reinigung des DhaFG-K omplexes aus Cl. pasteurianum wiederholt werden.

3.6 Untersuchungen zum Mechanismus der Reaktivierung der

Glycerin-Dehydratase durch DhaFG aus C. freundii

Anhand der vorherigen Experimente wurde deutlich, daf? durch die Zugabe des Komplexes
DhaFG die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii reaktiviert bzw. eine Inaktivierung
verhindert werden kann. Zwei mogliche Mechanismen dafir sollten ndher untersucht
werden. Zum einen koénnte der Reaktivierungsfaktor eine Adenosyltransferase-Aktivitét
besitzen, da bei der Inaktivierung der Dehydratase die Adenosyleinheit des Coenzym By,
irreversibel abgespalten wird, zum anderen konnte die Reaktivierung durch einem direkten
Austausch des modifizierten und inaktiven Coenzyms durch enzymatisch aktives

Coenzym B,, vermittelt werden.

3.6.1 Adenosyltransferase-Aktivitdt des Reaktivierungsfaktors aus

C. freundii

Innerhalb der Coenzym B,,-Synthese wird das gebildete Corrinoid adenosyliert. Die
Corrinoid-Adenosylierung wird in drel Schritten durchgefihrt. Zunéchst erfolgt die
Reduktion von Co(l11) zu Co(ll), der dann eine weitere Reduktion von Co(l1) zu Co(l) folgt.
Zum Abschlu® wird die 5'-Deoxyadenosyleinheit von ATP auf das reduzierte Corrinoid
Ubertragen (BEAVEN und JOHNSON, 1955; WALKER et al., 1969). Der letzte Schritt
wird von einer ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase katalysiert. Ein solches Enzym konnte
in Cl. tetanomorphum (VITOLS et al., 1966) und P. shermanii (BRADY et a., 1962)

teilweise gereinigt und charakterisiert werden. Die durch das cobA-Gen kodierte ATP-
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Corrinoid-Adenosyltransferase aus S. typhimurium konnte dagegen heterolog produziert,
gereinigt und charakterisiert werden (SUH und ESCALANTE-SEMERENA, 1995).

DhaF adlein und der Komplex aus DhaFG wurden auf eine ATP-Corrinoid-
Adenosyltransferase-Aktivitdt hin untersucht. Als Substrate wurden Vitamin B,, und
Hydroxy-B,, eingesetzt. Der Test wurde wie unter 2.17.2 beschrieben in einer
Anaerobenbox durchgefuhrt. Zundchst wurde mit verschiedenen Konzentrationen an
Coenzym B, eine Eichkurve aufgenommen, um die Linearitét des Tests zu untersuchen.
Von DhaF und DhaFG wurden verschiedene Konzentrationen eingesetzt (20 bis
80 pg/Ansatz). Jedoch konnte sowohl fir DhaF as auch fir DhaFG keine
Adenosyltransferase-Aktivitat nachgewiesen werden.

SUH und ESCALANTE-SEMERENA (1995) hatten bei der Reinigung der ATP-Corrinoid-
Adenosyltransferase aus S. typhimurium herausgefunden, dal3 diese ohne Zugabe von DTE
nicht aktiv war. Sie schlossen daraus, dal3 Cysteinreste in die enzymatische Aktivitdt des
Proteins involviert sind. Daher wurden bei einer erneuten Reinigung des Proteins DhaF und
des DhaFG-Komplexes die Zellen (s. 3.5.3.5) in DTE-hatigem KP-Puffer (5 mM)
aufgenommen. Die Rohextrakte wurden mit N, begast und anaerob aufgeschlossen
(s. 2.14.1). Die Reinigung durch Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-Agarose erfolgte
analog zu 3.5.3.6. Die Reinigung wurde jedoch unter anaeroben Bedingungen und unter
Verwendung von DTE-hatigen Puffern (5 mM) durchgefiihrt. Die gereinigten Proteine
wurden auf Adenosyltransferase-Aktivitét getestet (s. 2.17.2). Es konnte jedoch keine solche
Aktivitét ermittelt werden. Auch weitere Modifikationen der Reinigungsprozedur fuhrten zu
keiner signifikanten Aktivitdt. Demnach besitzen DhaF und der Komplex DhaFG keine

ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitét.

3.6.1.1 Adenosyltransferase-Aktivitat von DhaH aus C. freundii

Fir DhaF als auch fur DhaFG konnte keine ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitat

nachgewiesen werden. Daher wurde untersucht, ob ein anderes Gen innerhab des

dha-Regulons fur ein solches Enzym kodiert. Aufgrund von Sequenzvergleichen erschien
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das dhaH-Gen moglicherweise fir eine Adenosyltransferase zu kodieren. Mit dem

Programnm Y-BLAST (NCBI: http://www.nchbi.nim.nih.gov) konnte eine geringe

Ahnlichkeit von DhaH aus C. freundii und Cl. pasteurianum zu EutT aus S. typhimurium
festgestellt werden, das wahrscheinlich eine ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitét
besitzt (KOFOID et al., 1999; SHEPPARD und ROTH, nicht publiziert).

Fur eine heterologe Produktion mufite das dhaH-Gen in pKK223-3 subkloniert werden.
Hierzu wurde es mittels PCR und den Oligonukleotiden ,dhaHCf1* und , dhaHCf2"
amplifiziert (s. 2.12). Das Plasmid pRD1 dient dabei als DNA-Matrize (s. 2.1). Die
Anlagerung der Primer erfolgte bei 50°C fir 1 min, gefolgt von der Kettenverlangerung bel
72°C fur 1 min. Die PCR wurde nach 30 Zyklen beendet. Das PCR-Produkt wies bei der
anschlieffenden Analyse mittels einer Gelelektrophorese die erwartete Lange von 561 bp
auf. Im Zuge der PCR wurde am 5'-Ende des Gens eine EcoRI-Schnittstelle und am
3'-Ende eine Hindll1-Schnittstelle sowie die Sequenz fur einen His,-Tag eingefihrt. Die
Klonierung erfolgte Uber diese beiden Schnittstellen in den Vektor pKK223-3. Das so
konstruierte Plasmid wurde mit pCS130 bezeichnet und fir die Expression des dhaH-Gens

eingesetzt (s. Abbildung 30).

pKK223-3 ptacdhaH pKK223-3

EcoRIl Hindlll

Abbildung 30:  Schematische Darstellung des Vektors pCS130
Das grau hinterlegte Gen trégt am 3'-Ende die Sequenz fir einen His;-

Tag.
Die Anzucht des rekombinanten E. coli-Stammes JM109/pCS130 und die Induktion der
dhaH-Expression erfolgten analog zu 3.5.3.1. Nach Induktion des dhaH-Gens trat eine
Wachstumsverzogerung ein. Die SDS-PAGE-Analyse von Rohextrakten von E. coli
IM109/pCS130 zeigte keine signifikante Produktion von DhaH.
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Die aus den Expressionsversuchen erhaltenen Zellen wurden in KP-Puffer mit 5 mM DTE
aufgenommen und anaerob aufgeschlossen (s. 2.14.1). Anschlieffend wurden 5 ml
Rohextrakt auf eine mit ZellaufschluRpuffer aquilibrierte Ni**-NTA-Agarose-Saule
aufgetragen (s. 2.16.1). Die Reinigung erfolgte analog zur Reinigung der Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii (s. 3.2.3) unter anaeroben Bedingungen. Wie auch das DhaG-
Protein konnte das DhaH-Protein durch eine Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-
Agarose nur partiell gereinigt werden (s. Abbildung 31; A). Das Eluat (Spur 7) beinhaltete
trotz der Waschschritte mit 10 und 20 mM Imidazol Fremdprotein. Ein weiterer
Waschschritt mit einem Puffer, der 40 mM Imidazol enthielt, erbrachte keine weitere
Abtrennung des Fremdproteins. Die Identitdt der Bande wurde durch Detektion des
N-terminalen His;-Tags mittels Western-Blot-Analyse nachgewiesen (s. Abbildung 31; B).

Das partiell gereinigte DhaH-Protein wurde auf Adenosyltransferase-Aktivitét untersucht.
Die Tests wurden wie unter 2.17.2 beschrieben in einer Anaerobenbox durchgefihrt. Fir die
Tests wurden 76 bis 300 pug Protein/Ansatz eingesetzt. Dabei konnte fir DhaH keine ATP-

Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitét nachgewiesen werden.
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Abbildung 31:

19,2 »

Analyse der partidlen Renigung von DhaH  mittels
Affinitétschromatographie durch SDS-PAGE (A) und Western-Blot
(B)

(A) SDS-PAGE und Férbung mit Coomassie-Blau wurden wie unter
2.19.1 und 2.20.1 beschrieben durchgefihrt.

Spur 1: Markerproteine

Spur 2: Rohextrakt von E. coli IM109/pCS130

Spur 3: Durchlauf

Spur 4: Waschschritt mit 10 mM Imidazol

Spur 5: Waschschritt mit 20 mM Imidazol

Spur 6: Waschschritt mit 40 mM Imidazol

Spur 7: Eluat mit 250 mM Imidazol

(B) Nachweis des N-terminaen His,-Tags mit Hilfe der Ni*-NTA-
Konjugatfarbung

Dargestellt ist eine Ni*-NTA-Konjugat gefarbte PVDF-Membran
(s. 2.22) nach Transfer der Proteine aus einem 15 % igen SDS-Gel
(s. 2.19.2).

Spur 1: Markerproteine

Spur 7: partiell gereinigtes DhaH
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3.6.2 Austausch des modifizierten Coenzyms durch den

Reaktivierungsfaktor

Die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii wird durch Cyano-B,, inaktiviert. Durch Zugabe
des Reaktivierungsfaktors bestehend aus dem Komplex DhaFG kann die so inaktivierte
Glycerin-Dehydratase in Gegenwart von Coenzym B,, und ATP/MgCI, wieder aktiviert
werden (s. 3.5.5.3). Da der Reaktivierungsfaktor, wie unter 3.6.1 nachgewiesen, keine ATP-
Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitat besitzt, wére es denkbar, dal die Reaktivierung der
Dehydratase durch einen Austausch des gebundenen Cyano-B,, durch Coenzym B,,
hervorgerufen wird.

Um dies zu Uberprifen, wurde die durch Cyano-B,, inaktivierte Glycerin-Dehydratase
(s. 3553) mit dem Reaktivierungsfaktor unter reaktivierenden Bedingungen
(1,2-Propandiol, Coenzym B,, und 12 mM ATP/MgCl,) fur 1 h bei 37°C inkubiert. Als
Kontrolle diente ein Ansatz ohne ATP/MgCI,. Ungebundenes 1,2-Propandiol, ATP, Cyano-
B,, und Coenzym B,, wurden mittels einer Gelfiltration an einer PD 10-Saule abgetrennt
(s. 2.16.3). Anschlieffend wurde von den Resktionsansdtzen ein UV-Vis-Spektrum
aufgenommen. Wird die Reaktivierung der Dehydratase durch einen direkten Austausch des
Cyano-B,, durch Coenzym B,, vermittelt, so sollte dies anhand von UV-Vis-Spektren
nachzuweisen sein. Nach der Reaktivierung sollte das Enzym statt Cyano-B,, Coenzym B,
as Cofaktor gebunden haben. Somit sollte bei Aufnahme eines Spektrums anstelle des fir
Cyano-B,, typischen Spektrums das fir Coenzym B,, nachzuweisen sein. Die Anayse des
UV-Vis-Spektren ergab bei der Kontrolle das fur Cyano-B,, typische Spektrum mit einem
Peak bei einer Wellenldnge von 360 nm (s. Abbildung 32; A). Bei dem Versuchsansatz mit
ATP/MQCI, konnte dagegen nur das fir Coenzym B, typische Spektrum detektiert werden
(s. Abbildung 32; B). Daher ist zu vermuten, dal3 der Reaktivierungsfaktor den Austausch
des gebundenen, enzymatisch inaktiven Cobalamins durch Coenzym B,, kataysiert. Da
Coenzym B,, bel einer Inaktivierung des Holoenzyms durch Glycerin und O, irreversibel

die Adenin-Einheit verliert, kann daraus gefolgert werden, dal3 der Reaktivierungsfaktor
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einen ATP-abhangigen Austausch des modifizierten Coenzyms bzw. Cyano-B,, gegen freies
intaktes Coenzym B,, katalysiert. Ein solcher Mechanismus wurde auch fir den
Reaktivierungsfaktor der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca postuliert (TORAY A und MORI,
1999). Dieser beinhaltet auch eine Komplexbildung zwischen Dehydratase und

Reaktivierungsfaktor, die im weiteren untersucht wurde.
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Abbildung 32: Austausch des enzymgebundenen Cyano-B,, durch freies Coenzym
B,, durch den Reaktivierungsfaktor DhaFG
Der inaktivierte Cyano-B,,-Glycerin-Dehydratase-Komplex wurde in
Gegenwart von 1,2 M 1,2-Propandiol, 21 uM Coenzym B,, und 300 ug
Reaktivierungsfaktor mit (B) oder ohne (A) 12 mM ATP/MgCl, in 2,5 ml
KP-Puffer (55 mM, pH 8,0) mit 38,5 mM KCI fir 1 h bei 37°C inkubiert.
Die Abtrennung ungebundenen Cobalamins erfolgte durch Gelfiltration an
PD 10-Séaulen (s. 2.16.3). Von den Ansdtzen wurden anschlief?end UV-
Vis-Spektren aufgenommen.
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3.6.3 Komplexbildung zwischen dem Reaktivierungsfaktor DhaFG

und der Glycerin-Dehydratase

Die Komplexbildung zwischen dem Reaktivierungsfaktor und der Glycerin-Dehydratase
wurde durch native Gelelektrophorese in An- oder Abwesenheit von ATP oder ADP
Uberprift (s. 2.19.3). Dazu wurde der inaktive Cyano-B,,—Dehydratase-Komplex (0.15 U;
s. 3.5.5.3) mit 5 pg Reaktivierungsfaktor und 1,2 M 1,2-Propandiol as Substrat in Ab- bzw.
Anwesenheit von 12 mM ATP oder ADP fur 1,5 h bel 37°C inkubiert. Die Ansétze wurden
anschlieffend unter anaeroben Bedingungen einer nativen PAGE unterzogen. Dabei
enthielten das Gel und der Laufpuffer 0,1 M 1,2-Propandiol und 1 mM ATP oder ADP. Die
Analyse der nativen PAGE ergab in allen Félen, dal? bei einer gemeinsamen Inkubation der
Glycerin-Dehydratase mit dem Reaktivierungsfaktor es zur Bildung von Proteinaggregaten
kam, die aufgrund ihrer grof3en Molekularmasse nicht in die Gele eingelaufen waren. Nur in
den Spuren, in denen die Dehydratase bzw. der Reaktivierungsfaktor allein aufgetragen
wurden, konnten mittels einer Coomassie-Blau Farbung (s. 2.20.1) Banden in Hohe der
entsprechenden  Proteinmasse  detektiert werden. Daher wurde versucht, die
Komplexbildung mittels einer Gelfiltration an einer Superdex 200-Séule nachzuweisen
(s. 2233). Dazu wurden 400 pg Reaktivierungsfaktor und inaktiver Cyano-
B,,—Dehydratase-Komplex (12 U) nach Inkubation unter den oben beschriebenen
Bedingungen einer Gelfiltration unterzogen. Als Laufpuffer wurde KP-Puffer (55 mM,
pH 80) mit 385 mM KCI und 0,1 M 1,2-Propandiol verwendet. Enthielt der
Inkubationsansatz ATP bzw. ADP wurde dem Laufpuffer entsprechend 1 mM ATP bzw.
ADP zugesetzt. Wie anhand von Abbildung 33 deutlich wird, konnte mittels Gelfiltration
keine eindeutige Komplexbildung zwischen dem Reaktivierungsfaktor und der Glycerin-
Dehydratase nachgewiesen werden, da es zur Aggregation beider Proteine kam und dieseim
Ausschlulvolumen der Saule eluierten (s. Abbildung 33; C & D). Dabe hatte die
Gegenwart von ADP (s. Abbildung 33; C) bzw. ATP (s. Abbildung 33; D) keinen Einfluf3
auf die Komplexbildung. Der 2. Peak in Abbildung 33 D wurde durch die Elution des ATPs
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hervorgerufen. Wurde dagegen die Glycerin-Dehydratase einzeln auf die Saule aufgetragen,
konnten zwei Peaks ermittelt werden (s. Abbildung 33; A). Peak 1 wird durch die
Aggregation des Proteins bewirkt. Der 2. Peak stellt den nativen Komplex der Glycerin-
Dehydratase dar. Ein Vergleich der Puffervolumina mit den Puffervolumina der
Eichproteine ergab eine native Molekularmasse fur die Dehydratase von ca. 190 kDa.
Wurde der DhaFG-Komplex Uber die Saule getrennt, konnten drei Peaks detektiert werden
(s. Abbildung 33; B). Der 1. Peak wird wiederum durch die Aggregation des Proteins
hervorgerufen. Der 2. Peak stellt den dimeren Komplex des Reaktivierungsfaktor mit einer
Molekularmasse von ca. 150 kDa dar. Desweiteren eluiert DhaF alein bei einem
Puffervolumen von 115 ml (Peak 3). Diese Ergebnisse stimmen hervorragend mit den
mittels nativer Gradienten-PAGE ermittelten Molekularmassen Uberein (s. 3.2.3 und
35.36).

Demnach konnte mit den hier verwendeten Methoden eine Komplexbildung zwischen der
Glycerin-Dehydratase und dem Reaktivierungsfaktor nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Die Aggregation beider Proteine deutet jedoch auf eine Komplexbildung hin.

Abbildung 33: (folgende Seite)
Elutionsprofile der Gelfiltration an einer Super dex 200-Saule
Die Glycerin-Dehydratase (A) und der Reaktivierungsfaktor (B) wurden
nach entsprechender Inkubation (s.0.) entweder einzeln oder zusammen in
Gegenwart von ADP (C) oder ATP (D) auf die Saule aufgetragen.
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3.6.4 Untersuchungen zu Wechselwirkungen von DhaF und DhaG

untereinander

Zweihybrid-Analyse

und mit

anderen Protenen mittels der

Das Zweihybrid-System in S cerevisiae stellt eine Methode zur Quantifizierung und

Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen dar. Dabei nutzt dieses System

die Tatsache, dal3 eukaryotische Transkriptionsaktivatoren, wie z.B. GAL4, sich aus zwei

funktionell verschiedenen Doméanen zusammensetzen. Das GAL4-Protein, das fir die

Bildung der Galaktose-verwertenden Enzyme benétigt wird, bindet zunéchst mittels der

DNA-Bindedoméne an eine stromaufwérts vom GAL4-abhangigen Promotor gelegene
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Enhancersequenz. Nach erfolgter Bindung tritt die GAL4-Aktivierungsdoméne in
Wechselwirkung mit der RNA-Polymerase. Zur Transkriptionsaktivierung missen beide
Domaénen in definierten Abstéanden zueinander positioniert sein. Die Proteine, die auf ihre
Interaktion hin Gberprift werden sollen, werden zum einen an die GAL4-Bindedomane, zum
anderen an die GAL4-Aktivierungsdoméne fusioniert und auf ihre Interaktion Uberprift

(s. Abbildung 34).

Aktivierungsdomane

DNA-
Bindedomane -

GAL4-Promotor- Reportergen
bindestelle lacZ oder HIS3

Abbildung 34: Schematische Dar stellung des Prinzips des Zweihybrid-Systems

Werden aufgrund der Interaktion der fusionierten Proteine Aktivierungs- und
DNA-Bindedomdne so zueinander  positioniert, dal die Funktion des
GAL4-Transkriptionsaktivators rekonstituiert wird, kann dies durch chromosomale
Reportergene wie HIS3 und lacZ im S cerevisiae-Stamm HF7c nachgewiesen werden.
Diese Gene enthalten in ihrer Promotorregion GAL4-Bindestellen. Wahrend die
lacZ-Expression eine Selektion auf einen blauen Phanotyp in Gegenwart von X-Gal erlaubt,
wird bei der HIS3-Expression auf Histidin-Prototrophie selektiert. Die so quantifizierbare
Transkriptionsaktivitét der Reportergene kann als Mal fur die Protein-Protein-Interaktion
genutzt werden.

Fir die Interaktion werden die Gene der zu untersuchenden Proteine mit der jeweiligen
Doméne des GAL4-Transkriptionsaktivators fusioniert. Anschlielend werden die
konstruierten Plasmide gleichzeitig in S. cerevisiae HF7c transformiert. Eine Selektion auf

das Vorhandensein beider Vektoren erfolgt dabei anhand der vektorvermittelten
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Aminosaure-Prototrophien fur Leucin (pGAD GL-Derivat) und Tryptophan (pGBT9-
Derivat). In den néchsten Schritten werden die Kotransformanten auf die Expression
interagierender Hybridproteine anhand der Transkription der Reportergene (HIS3 und lacZ)
untersucht. Der HIS3-Marker stellt einen sehr schwachen Selektionsmarker dar, so dal3 man
eine erhebliche Anzahl an falsch-positiven Klonen erhdlt. Daher wird in einem weiteren
Schritt dem Selektionsmedium 3-Aminotriazol hinzugesetzt, ein Strukturanalogon des
Histidins. Die von ihm ausgehende kompetitive Hemmung kann nur durch eine ausgepragte
Erhohung der Histidin-Biosynthese Uberwunden werden, die wiederum nur durch stark
interagierende Hybridproteine erzielt werden kann.

Mit Hilfe des Zweihybrid-Systems wurde die Interaktion von DhaF bzw. DhaG mit
Untereinheiten der Glycerin-Dehydratase untersucht. Fur die Klonierung des dhaF- bzw.
dhaG-Gens an die Aktivierungsdomédne (AD) bzw. Bindedomédne (BD) des GALA4-
Transkriptionsaktivators wurde das Shuttlevektor-Paar pGAD GL/ pGBT9 gewdhit (s. 2.1).
Die Expression der GAL4-Fusionsproteine steht unter der Kontrolle des starken Promotors
der Alkohol-Dehydrogenase aus S cerevisiae, der einer partiellen Katabolit-Repression
durch Glucose unterliegt. Das Wachstum von Transformanten, die auf Interaktion der
Hybridproteine hin untersucht werden sollen, erfolgt aus diesem Grund auf einem
Saccharose-haltigen Medium. Ein plasmidkodiertes Kernlokalisationssignal
(,huclear localization signal*) stellt sicher, dal3 die entstehenden Fusionsproteine in den
Zellkern der Hefezelle transportiert werden (SILVER et al., 1984).

Die Klonierung von dhaF in den Vektor pBGT9 erfolgte Uber PCR mit Hilfe der Primer
,dhaFCf1-pGBT9" und ,,dhaFCf2* unter den schon beschriebenen Bedingungen (s. 3.5.1).
Das PCR-Produkt mit einer Lange von 1,833 kb wurde Uber die wéhrend der PCR
eingefuihrten EcoRI-Schnittstellen in den Vektor pGBT9 kloniert. Zur Uberpriifung der
Orientierung des dhaF-Gens zur GAL4-Bindedoméne wurde das Konstrukt einem
Restriktionsverdau mit BamHI unterzogen. Ferner wurde die Genfusion durch
Sequenzierung Uberprift. Das Konstrukt mit der Genfusion GAL4-BD-dhaF wurde pCS300

genannt (s. Abbildung 35).
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pGBT9 GAL4-BD dhaF pGBT9
I I
EcoRI BamHlI EcoRlI

Abbildung 35: Schematische Dar stellung des Plasmids pCS300

Zur Klonierung des dhaG-Gens in den Vektor pPGAD GL wurde das Plasmid pCS110
genutzt, das Uber die EcoRI/Hindll1-Schnittstellen des Vektors pKK223-3 das dhaG-Gen
tragt (s. 3.5.3.2). Uber einen Verdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindill
erfolgte die Exzision des dhaG-Gens. Das dabel erhaltene DNA-Fragment wurde dann in
den entsprechend linearisierten Vektor pMPM-K4 kloniert. Das entstandene Konstrukt
wurde als pCS301 bezeichnet. Fir die Klonierung des dhaG-Gens in den Vektor pGAD GL
wurde das dhaG-Gen mittels eines Doppelverdaus mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
Xhol aus dem Plasmid pCS301 herausgeschnitten und in einem weiteren Schritt in den mit
EcoRI/Xhol linearisierten Vektor pGAD-GL kloniert. Das Konstrukt pCS302 wurde durch
Sequenzierung Uberprift und trug das Fusionsgen aus GAL4-AD und dhaG
(s. Abbildung 36).

PGAD GL  GAL4-AD dhaG pGAD GL

Abbildung 36: Schematische Dar stellung des Plasmids pCS302

EcoRl Xhol

Zur Untersuchung der Interaktion zwischen den Proteinen DhaF und DhaG mit den
Untereinheiten der Glycerin-Dehydratase mittels des Zweihybrid-Systems wurde zundchst
as Positivkontrolle das Vektorpaar pCS300/pCS302 in den S cerevisiae-Stamm HF7c
kotransformiert (s. 2.8.4), da schon gezeigt werden konnte, da? DhaF und DhaG einen

Komplex bilden (s. 3.5.3.6). Die erhaltenen Transformanten wurden auf Interaktion ihrer
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Fusionsproteine untersucht. Dazu wurde ein Minimalmedium (s. 2.2.1.9) ausgewdhlt, dem
neben Leucin und Tryptophan auch Histidin fehlte. Die erhatenen Kotransformanten waren
ohne Ausnahmein der Lage, in Abwesenheit von Histidin zu wachsen. Dies deutete auf eine
Interaktion von DhaF und DhaG hin. Da es sich bel dem Histidin-Marker um einen
schwachen Selektionsmarker handelt, wurde dem Medium ein Strukturanalogon des
Histidins zugesetzt (3-Aminotriazol; KAMPS, 1998). Die vom 3-Aminotriazol ausgehende
kompetitive Hemmung wurde durch die Kotransformanten, die pCS300 und pCS302
enthielten, ebenfalls Uberwunden. Die Untersuchung der Interaktion mittels des lacZ-
Reportergens durch Filterassay (s. 2.8.7) fihrte ebenfalls zu einem positiven Phanotyp
(Blaufarbung) der Kolonien. Als Negativkontrollen wurden die Plasmide pCS300 und
pCS302 einzeln in den Scerevisae-Stamm HF7c transformiert. Die Selektion der
Transformanten erfolgte auf Leucin bzw. Tryptophan freiem Minimamedium (s. 2.2.1.9).
Anschlieffend wurde das Wachstum der Transformanten auf einem Histidin-freien
3-Aminotriazol enthaltenen Medium untersucht. Entgegen der Erwartungen wuchsen ca.
50 % der Transformanten, die pCS300 enthielten, auf diesem Medium. Auch der daraufhin
durchgefiihrte b-Galactosidase-Filterassay (s. 2.8.8) fuhrte zur Blau-Farbung der
Transformanten-Kolonien. Dies deutete falschlicher Weise auf eine Interaktion hin. Das
Phédnomen der Blauférbung der Negativkontrollen ist ein bereits bei Interaktionen von
Transkriptionsaktivatoren fur das Zweihybrid-System beschrieben worden. Aufgrund dieser
Ergebnisse scheint das System nicht fur die Untersuchungen der Interaktionen der Proteine

DhaF und DhaG zu den Untereinheiten der Glycerin-Dehydratase geeignet zu sein.

3.6.5 Coenzym B,,-Bindung des Reaktivier ungsfaktors DhaFG

Coenzym B,,-abhéngige Proteine kénnen Coenzym B,, auf zwei verschiedene Art und
Weisen binden. Die Methionin-Synthase aus E. coli (DRENNAN et al., 1994), die
Methylmalonyl-CoA-Mutase aus Propionibacterium shermanii; (MANCIA et a., 1996;

MANCIA und EVANS, 1997; PADMAKUMAR et a., 1995) und die Glutamat-Mutase aus
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Clostridium cochlearium (ZELDER et al., 1995) binden Coenzym B, in der sogenannten
»base-off“—Form. Dabel wird der 5,6-Dimethylbenzimidazolligand des Coenzym B,, durch
die Imidazoleinheit eines Histidins des Proteins ersetzt. Die Sequenz Asp-x-His-x-x-Gly ist
in al diesen Enzymen konserviert (DRENNAN et al., 1994). Dagegen besitzen sowohl die
Diol-Dehydratase aus K. oxytoca (TOBIMATSU et a., 1995) as auch die Glycerin-
Dehydratase aus C. freundii kein solches Bindemotiv. Sie binden Coenzym B,, in der
sogenannten ,base-on“-Form, bei der die 5,6-Dimethylbenzimidazoleinheit des
Coenzym B,, am Cobalt-Atom koordiniert bleibt.

Fir die Untersuchungen zur B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors wurde dieser
(20 pg/Ansatz) mit 2 mM 1,2-Propandiol, 2 mM Coenzym B,, bzw. Cyano-B,, in 25 pl
KP-Puffer (55 mM; pH 8,0) mit 38,5 mM KCI fur 30 min bei 37°C unter Lichtausschlufd
inkubiert. Einige Ansdize enthielten auRerdem 12 mM ADP bzw. ATP. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz mit BSA. Nach der Inkubation wurden die Proben einer
milden SDS-PAGE unterzogen (s. 2.19.2). Dabei kommt es zur Trennung der einzelnen
Untereinheiten, ohne dal?3 der gebundene Cofaktor abgtrennt wird (LU et al., 1993). Die
Trennung der einzelnen Ansdtze mittels milder SDS-PAGE (s. 2.19.2) zeigte, dal3 BSA
Coenzym B, nicht bindet. Das im Ansatz enthaltene Coenzym B,, befand sich nach der
Elektrophorese vollstéandig in den Geltaschen. Bei den Proben, die den Reaktivierungsfaktor
enthielten, befand sich das Coenzym B,, bzw. Cyano-B,, nach der Elektrophorese ebenfalls
in den Geltaschen. Es konnte keine rote Bande in Héhe der beiden Protein DhaF und DhaG
identifiziert werden. Auch die Zugabe von ATP bzw. ADP zum Reaktionsansatz fihrte zu
keiner nachweisbaren Coenzym B,,- bzw. Cyano-B,, Bindung durch den
Reaktivierungsfaktor. Dies kdnnte einerseits bedeuten, dald der Komplex kein Coenzym B,
bzw. Cyano-B,, bindet oder aber beide Untereinheiten des Reaktivierungsfaktors fur eine
B,,-Bindung bendtigt werden. Daher sollte die B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors unter
nativen Bedingungen untersucht werden.

Fur die weiteren Versuche wurde *C-radioaktiv markiertes Coenzym B,, hergestellt, da
dieses kommerziell nicht erhdtlich ist, und die Senstivitdt des Nachweises der

B,,-Bindung mittels Dot-Blot-Verfahren erhdht. Die Synthese des radioaktiv markierten
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Coenzym B,, erfolgte wie unter 2.14 beschrieben. Das **C-Coenzym B,, €luierte von der
HPLC-Saule bel einer Retentionszeit von 20,6 min. Die Radioaktivitét betrug 6,7 kBq.
Durch Aufnahme eines UV-Vis-Spektrums und den Vergleich dieses Spektrums mit den
Spektren verschiedener B,,-Derivate wurde der Nachweis erbracht, dal3 es sich bei dem
synthetisierten, radioaktiven B,, um Coenzym B,, handelte. Die biologische Aktivitat des
radioaktiv markierten Coenzym B,, wurde mit der Glycerin-Dehydratase untersucht. Diese
war bel Zugabe des Préparats zum Testansatz aktiv (s. 2.17.1).

Fir Untersuchungen zur Coenzym B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors wurde dieser
(10 pg) unter anaeroben Bedingungen mit dem **C-Coenzym B,, (2 pl) in Gegenwart von
2 mM 1,2-Propandiol in 10 pl KP-Puffer (55 mM; pH8,0) mit 38,5 mM KCI inkubiert.
Einigen Ansdtzen wurde auf3erdem ADP (s. Abbildung 37; 5) bzw. ATP (s. Abbildung 37,
6) in einer Konzentration von 12 mM zugesetzt. Hierbei diente die Glycerin-Dehydratase
(s. Abbildung 37; 3) als Positivkontrolle und BSA (s. Abbildung 37; 2) as Negativkontrolle.
Zusédtzlich wurde ein Ansatz ohne Protein (s. Abbildung 37; 1) als Negativkontrolle
verwendet. Nach der Inkubation bel 37°C fir 30 min wurden 2 pl des jeweiligen
Reaktionsansatzes auf Nitrocellulose-Membranen gegeben (s. 2.25.1). Nach dem Trocknen
der Membranen wurde ungebundenes Coenzym B ,, durch 2-maliges Waschen der Membran
mit KP-Puffer (55 mM; pH 8,0) mit 38,5 mM KCI abgetrennt. Alternativ wurden die
Membranen mit KP-Puffer gewaschen, der entweder 12 mM ATP oder 12 mM ADP
enthielt. Der Nachwels von gebundenem, radioaktiv markiertem Coenzym B,, erfolgte
mittels Autoradiographie (s. 2.11). Die Auswertung der Autoradiographie ergab zunéchst,
da3 bei allen Membranen das gleiche Ergebnis erzielt wurde. Die Verwendung
verschiedener Waschpuffer hatte demnach keinen Einflu auf das Ergebnis. Bei den
Ansdtzen, die den Reaktivierungsfaktor enthielten, konnte radioaktiv markiertes
Coenzym B,, nachgewiesen werden. Dies wies auf eine Bindung des Coenzym B,, an den
Komplex hin (s. Abbildung 37). Die Anwesenheit von ATP bzw. ADP im Reaktionsansatz
hatte keinen Einflu auf die B,,-Bindung. Bei der Negativkontrolle mit BSA dagegen
erfolgte kein Nachweis von Radioaktivitét (s. Abbildung 37; 2). Jedoch zeigte sich, dal3

radioaktiv markiertes Coenzym B,, auch in Abwesenheit von Protein an die Membran
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bindet (s. Abbildung 37; 1). Daher konnte mit dieser Methode kein eindeutiger Bewel's fur

die Coenzym B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors erbracht werden.

Abbildung 37: Nachweis der B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors mittels , Dot-
Blot“ -Verfahren mit *C markiertem Coenzym B,
Unter anaeroben Bedingungen wurde der Reaktivierungsfaktor wie bereits
beschrieben mit radioaktiv markiertem Coenzym B,, in Gegenwart von
ATP (6), ADP (5) oder ohne (4) inkubiert. Als Positivkontrolle diente die
Glycerin-Dehydratase (3). BSA (2) und eine Ansatz ohne Protein (1)
wurden as Negativkontrollen herangezogen.
Ein weiterer Hinweis auf eine B,,-Bindung des Reaktivierungsfaktors konnte durch die
Bindung von DhaFG an eine Vitamin B,,-Agarose erbracht werden. Diese Agarose besitzt
als Liganden Vitamin B,,. Nur B,,-bindende Proteine reagieren spezifisch mit diesem
Material. Der mittels Affinitatschromatographie an einer Ni**-NTA-Agarose gereinigte
Reaktivierungsfaktor (s. 3.5.3.6) wurde fur eine Affinitétschromatographie an einer
Vitamin B ,-Agarose eingesetzt. Dafir erfolgte zundchst ein Pufferwechsel in
Aquilibrierungspuffer (100 mM Glycin/KCl, pH 8,6) mittels einer Gelfiltration an einer
PD 10-Saule (s. 2.16.3). Insgesamt wurden ca. 500 g gereinigter Reaktivierungsfaktor auf
die Saule aufgetragen. Die Affinitdtschromatographie erfolgte wie unter 2.16.2 beschrieben.
Die Elution des Reaktivierungsfaktors erfolgte durch ansteigende NaCl-Konzentrationen
des Puffers. Die Analyse der verschiedenen Eluate wurde mittels SDS-PAGE (s. 2.19.2) und
anschlieffender Silberfarbung (s. 2.20.2) durchgefihrt. Erst mit steigenden NaCl-
Konzentrationen (100 mM bis 1M) im Puffer konnte der Reaktivierungsfaktor in den

entsprechenden Eluaten nachgewiesen werden (s. Abbildung 38, Spuren 4 bis 6). Durch

Elution mit Vitamin B,,-haltigem Puffer konnte eine spezifische Bindung des
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Reaktivierungsfaktors an das Material bestétigt werden (Daten nicht gezeigt). Demnach
bindet der Reaktivierungsfaktor an die Vitamin-B,,-Agarose. Dies deutet auf eine
B,,-Bindung durch den DhaFG-Komplex hin.
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Abbildung 38: Analyse der Bindung des Reaktivierungsfaktors an eine Vitamin B,,-
Agarose durch SDS-PAGE
SDS-PAGE und Silberfarbung wurden wie unter 2.19.1 und 2.20.2
beschrieben durchgefihrt.
Spur 1: Markerpoteine
Spur 2: Durchlauf
Spur 3: Waschen mit Aquilibrierungspuffer
Spur 4: Elution mit 100 mM NaCl
Spur 5: Elution mit 500 mM NaCl
Spur 6: Elution mit 1 M NaCl

3.6.6 ATP-Bindung und ATP-Hydrolyse von DhaF und DhaFG

Die Versuche zur Reaktivierung der Hologlycerin-Dehydratase und die Aktivierung des
Cyano-B,,-Dehydratase-Komplexes hatten gezeigt, dal? beide Prozesse strikt abhangig von
der Zugabe von ATP waren (s. 3551 und 3.5.5.3). ADP, AMP und das nicht
hydrolysierbare ATP-Analogon ATP-g-S konnten ATP nicht ersetzen. Dies deutete darauf
hin, dal die ATP-Hydrolyse essentiell fir die von DhaFG katalysierte

Reaktivierungsreaktion ist. Um eine ATP-Hydrolyse-Aktivitdt nachzuweisen, wurde der
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Komplex DhaFG (15 pg) bzw. DhaF (15 pg) alein mit [a-*P]JATP wie unter 2.17.3

beschrieben inkubiert. Einige Ansdtze enthielten zusétzlich Coenzym B,,, Glycerin-
Dehydratase (2 pg) und 1,2-Propandiol bzw. Glycerin. Nach einer Inkubation bei 37°C
wurde zu bestimmten Zeitpunkten die Reaktion durch Zugabe von 25 pl Ethanol
abgestoppt. Die prézipitierten Proteine wurden durch Zentrifugation abgetrennt und der
Uberstand (0,5 pl) auf eine TLC-Platte aufgetragen. Die Trennung von ATP, ADP und
AMP erfolgte durch Dunnschichtchromatographie mit 2 M Ameisenséure und 0,5 M LiCl
as Laufmittel (s. 2.17.3). Durch die negative Ladung der TLC-Platte zeigt ATP gegenlber
ADP und AMP ein geringeres Laufverhalten. Durch eine anschlief3ende Autoradiographie
konnten die verschiedenen Adeninnukleotide sichtbar gemacht und quantifiziert werden
(s. 2.11). Die Analyse der Produkte der Reaktion mittels DUnnschichtchromatographie
zeigte die Bildung von ADP und damit die Hydrolyse von ATP durch DhaFG. Zum
Reaktionsstart (Abbildung ; Spur 2) konnte nur ATP nachgewiesen werden. Nach einer
Inkubationsdauer von 90 min kam es im Gegensatz zur Negativkontrolle (Abbildung 39;
Spur 1) zur Bildung von ADP (Abbildung 39; Spur 3).

1 2 3
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Abbildung 39: Analyse der Produkte der  ATP-Hydrolyse durch den
Reaktivierungsfaktor mittels Dinnschichtchromatographie
Spur 1: BSA nach einer 90 minttigen Inkubation
Spur 2: DhaFG am Reaktionsstart
Spur 3: DhaFG nach einer 90 mindtigen Inkubation
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Tabelle9: ATP-Hydrolyse-Aktivitat von DhaF und dem Komplex DhaFG unter
ver schiedenen Reaktionsbedingungen

Reaktionsbedingungen Bildung von
Protein  Glycerin-Dehydratase =~ Anaerob Substrat CoenzymB,, ADP (%)
DhaFG + + Glycerin + 31
DhaFG + + 1,2-Propandiol + 27
DhaFG + + Glycerin - 33
DhaFG + + kein + 27
kein + + Glycerin + 0
DhaFG - + kein - 25
DhaFG + - Glycerin + 28
DhaFG - - kein - 25
DhaG + + Glycerin + 0
DhaG - + Glycerin + 0
DhaF - - kein - 25
DhaF - + kein - 27
DhaF + + Glycerin + 28

Die ADP-Bildung wurde unter verschiedenen Bedingungen nach einer Inkubation von
90 min quantifiziert (s. Tabelle 9). Die Anwesenheit der Glycerin-Dehydratase,
Coenzym B,,, Glycerin, 1,2-Propandiol oder Kombinationen dieser Komponenten hatten
unter den beschriebenen Konditionen keinen Einflu® auf die ATP-Hydrolyse durch den
Reaktivierungsfaktor. In allen Falen wurden innerhalb von 90 min ca. 30 % der initialen
ATP-Menge in ADP Uberfuhrt. Die Menge des gebildeten ADP war unter reaktivierenden
und nicht-reaktivierenden Bedingungen identisch. Dies deutete darauf hin, dal3 die ATP-
Hydrolyse nicht direkt mit der Reaktivierungsreaktion gekoppelt ist. Desweiteren stimmte
die ATP-Hydrolyse-Rate des Reaktivierungsfaktor mit der des DhaF-Proteins allein Uberein.
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Somit scheint DhaF die ATPase des Reaktivierungsfaktors zu sein. DhaG allein zeigte keine
ATP-Hydrolyse-Aktivitét.
Darlber hinaus konnte auch gezeigt werden, dal3 DhaF alein in der Lageist, ATP zu binden

(s. Abbildung 40). Hierzu wurde DhaF (8 pg) mit 30 uCi [a-*P]JATP wie unter 2.25.2

beschrieben fir 30 min bei 37°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz mit BSA
(8 ng). Ein Aliquot der Ansdtze (8 ul) wurde anschlief3end durch native PAGE getrennt
(s. 2.19.3). Nach Trocknen des Gels wurden die radioaktiv markierten Proteine durch
Autoradiographie (s. 2.11) sichtbar gemacht. In Abbildung 40 ist zu erkennen, dal3 DhaF im
Gegensatz zur Negativkontrolle radioaktiv markiert wurde und somit eine ATP-Bindung

vorlag.
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Abbildung 40: ATP-Bindung von DhaF
BSA und DhaF wurden wie unter 2.25.2 beschrieben mit [a-*P]ATP fir

30 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end mittels nativer Gradienten-
PAGE (s. 2.19.3) getrennt. Die Detektion der radioaktiv markierten
Proteine erfolgte durch Autoradiographie (s. 2.11).

Spur 1: BSA

Spur 2 & 3: DhaF
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4 Diskussion

Seit der Entdeckung eines lichtsensitiven Corrinoidfaktors durch BARKER et a. (1958), der
an der Umsetzung von Glutamat zu 3-Methylaspartat durch die Glutamat-M utase beteiligt
ist, wurden weitere Coenzym B ,-abangige Enzyme entdeckt und ndher untersucht. Diese
kann man in 3 Klassen einteilen. Die erste Klasse von Enzymen katalysiert eine
Neuordnung des Kohlenstoffgeriists. Dazu gehdren die Glutamat-Mutase (SWITZER,
1982), 2-Methylenglutarat-Mutase (BUCKEL und GOLDING, 1996), Methylmal onyl-CoA-
Mutase (RETEY, 1982) und die Isobuturyl-CoA-Mutase (MOORE et a., 1995). Enzyme
der zweiten Klasse katalysieren die Eliminierung von Heteroatomen. Hierzu zdhlen die
Ethanolamin-Ammoniak-Lyase (BABIOR, 1982), die Ribonukleotid-Reduktase, die Diol-
und die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Glycerin-Dehydratasen (TORAYA, 1994).
Die Coenzym B,,-abhangige Aminomutase (BAKER und STADTMAN, 1982) katalysiert
die intramolekulare Wanderung von Aminogruppen und représentiert die dritte Gruppe.
Obwohl die Reaktionen sehr unterschiedlich erscheinen, folgen sie jedoch bis auf die
Reaktion der Ribonukleotid-Reduktase einem Schema. Bei den Coenzym B,,-abhéngigen
Reaktionen wandert ein Wasserstoffatom im Austausch gegen eine Gruppe X von einem
Kohlenstoffatom des Substrats zu einem anderen (ABELES und DOLPHIN, 1976;
BABIOR, 1975).

4.1 I naktivierung von B,,-abhéngigen Proteinen

Glycerin- und Diol-Dehydratasen katalysieren die Coenzym B, ,-abhéngige Umsetzung von
Glycerin zu b-Hydroxypropionaldehyd. Sie unterliegen jedoch einer auf dem radikalischen
Mechanismus basierenden ,, Suicide”- Inaktivierung durch dieses Substrat (TORAYA et d.,
1976; BACOVCHIN et a., 1977, POZNANSKAYA et a., 1977; SEYFRIED et al., 1996).

Ein vereinfachter Reaktionsmechanismus von Glycerin- und Diol- Dehydratasen, der auch
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fur einige andere Coenzym B,,-abhéngige Enzyme gilt, ist in Abbildung 41 dargestellt
(ABELES und DOLPHIN, 1976; ABELES, 1979; TORAYA, 1994; BABIOR, 1975;
BABIOR, 1988; BUCKEL und GOLDING, 1996).
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Abbildung 41: Vereinfachter Mechanismus fur Coenzym B,,-abhangige Diol- und
Glycerin-Dehydratasen.
(A) Homolytische Spaltung der Co-C Bindung des enzymgebundenen
Coenzym B,,. (B) Adenosyl-Radikal-katalysierte enzymatische
Umlagerung.
[Co]; Cobalamin; Ade; 9-Adeninyl; X, wandernde Gruppe

Die Interaktion zwischen Apoenzym und Coenzym bewirkt eine Aktivierung der
Co-C-Bindung des Coenzym B,,. Dies fihrt zur Homolyse der Co-C-Bindung und Bildung
von Cob(l1)alamin und einem Adenosyl-Radikal. Letzteres spielt eine entscheidende Rolle
bei der Abspaltung eines Wasserstoffatoms vom Substrat. In Abwesenheit des Substrats
liegt nur ein kleiner Teil des Coenzyms in der dissoziierten Form vor. Die Zugabe von
Substrat zum Komplex verschiebt das Gleichgewicht stark in Richtung der dissoziierten
Form. Das Adenosyl-Radikal abstrahiert ein Wasserstoffatom vom Substrat. Daraus
resultieren ein vom Substrat hergeleitetes Radikal und 5°'-Desoxyadenosin. Das Substrat-

Radikal rearrangiert dann zu einem Produkt-Radikal durch einen Hydroxylgruppentransfer
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von C2 zu C1. Das Produkt-Radikal Ubertragt ein Wasserstoffatom auf 5°-Desoxyadenosin.
Das Resultat ist die Bildung des Endprodukts und die Regeneration von Coenzym B,.

Die Inaktivierung der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum durch
ihr natirliches Substrat Glycerin wurde im Laufe dieser Arbeit ndher untersucht (s. 3.4).
Beide Enzyme wurden wahrend der Reaktion mit Glycerin innerhalb von wenigen Minuten
fast vollsténdig inaktiviert. Ein Vergleich der Glycerininaktivierung der Dehydratasen aus
C. freundii und Cl. pasteurianum zeigte, dal3 das Enzym aus Cl. pasteurianum deutlich
schneller inaktiviert wurde. Bei den Untersuchungen von SEYFRIED et a. (1996) zur
Inaktivierung der Glycerin-Dehydratase aus C. freundii betrug die Aktivitét nach einer
Inkubationsdauer von 2,5 min in Gegenwart von Glycerin noch 59 % im Vergleich zur
Anfangsaktivitat. Dies stimmt mit den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen hervorragend
Uberein. Die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii wies nach einer Inkubation von 5 min
noch 61 % der Anfangsaktivitdt auf (s. 3.4). Ahnliche Ergebnisse wurden auch von
TORAYA et a. (1976) und POZNANZKAYA et a. (1977) be entsprechenden
Untersuchungen der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca und der Glycerin-Dehydratase aus
K pneumoniae erzielt. Die Diol- und Glycerin-Dehydratasen weisen jedoch unterschiedliche
Raten fur die Inaktivierung auf. Die Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae besitzt nach
einer Inkubation von 5 min in Gegenwart von Glycerin noch eine Aktivitét von 58 %,
dagegen ist die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca fast vollstandig inaktiv (POZNANSKAY A
et a., 1977, BACHOVCHIN et al., 1977, TORAYA et a., 1976). Keine signifikante
Inaktivierung tritt mit 1,2-Propandiol auf. Dies gilt auch fir die Glycerin-Dehydratasen aus
C. freundii und CI. pasteurianum. Der Aktivitatsverlust betrug nach 50 min Inkubation
weniger als 10 % (s. 3.4).

Die auf dem Mechanismus basierende Inaktivierung der Dehydratasen durch Glycerin wird
durch eine irreversible Spaltung der Co-C-Bindung des Coenzym B,, hervorgerufen
(s. Abbildung 42). Dabei kommt es zur Bildung von 5'-Desoxyadenosin und einer
unbekannten Cobalaminspezies, die ein Spektrum &hnlich wie das von Alkylcobalamin zeigt

(BACHOVCHIN et al., 1977). Diese unbekannte Cobalaminspezies wird sehr langsam in
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Hydroxy-B,, umgewandelt, bindet mit hoher Affinitét an die Dehydratase und inaktiviert

dieseirreversibel.

RCHz .~ RCHz SH RCHz S Kcat_yp Katalyse
[ ] [ ]

° ° Kinakt L
I__Cﬂ I__Cﬂ I-Cg Inaktivierung

Abbildung 42: Verzweigung zwischen Katalsye und ,Suicide-Inaktivierung,
hervor gerufen durch dieirreversible Spaltung der Co-C-Bindung
RCH,, Adenosyl; [Co], Cobalamin, SH, Substrat.

Die zwel Hydroxylgruppen von Glycerin, die an das prochirale C2-Atom binden, sind
enantiotope Substituenten. Dies hat zur Folge, dal3 2 chemisch verschiedene diastereomere
Kombinationen eines Enzym-Glycerin-Komplexes entstehen konnen, die mit EGg und EGy
bezeichnet werden (s. Abbildung 43). EGg reprasentiert Glycerin, das mit der (pro-S)-
Hydroxymethylgruppe an das aktive Zentrum des Enzyms gebunden ist, das in die
Abstraktion eines Wasserstoffatoms (,A“) involviert ist. EGy; zeigt den dazu
korrespondierenden Enzym-Glycerin-Komplex, bel dem Glycerin mit der (pro-R)-
Hydroxymethylgruppe gebunden ist. Durch Versuche mit deuteriertem Glycerin konnte
gezeigt werden, dal3 die Produktbildung tber die ,, S*-bindende Konformation verlauft, die
Inaktivierung dagegen durch die ,,R“-bindende verursacht wird (BACHOVCHIN et 4.,
1977).
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Abbildung43: Zwe chemisch verschiedene diastereomere Enzym-Glycerin-
Komplexen
A, aktives Zentrum der Dehydratase, das in die Abstraktion eines
Wasserstoffatoms involviert ist.

Ferner werden die Dehydratasen durch verschiedene Coenzym B,,-Anaoga inaktiviert
(TORAYA und ABELES, 1980; TORAYA und ISHIDA, 1991; TORAYA et a., 1977,
ICHIKAWA und TORAYA, 1988; TORAYA €t a., 1994). Die Glycerin-Dehydratasen aus
C. freundii und Cl. pasteurianum wurden durch eine 30 mindtige Inkubation mit Cyano-B,,
vollstdndig inaktiviert (s. 3.5.5.3). Eine Inaktivierung der Diol-Dehydratase durch dieses
Anaogon wurde ebenfalls beschrieben. Der K,-Wert fir Cyano-B,, liegt dabei im gleichen
Bereich wie der K, -Wert fir Coenzym B,, (POPPE und RETEY, 1997). Die Inaktivierung
durch B,-Analoga ist bei den Imidazolyl- und Pyridyl-Trimethylen-Anaoga sehr stark, da
die Enzymreaktion innerhalb von 2 bzw. 8 min vollsténdig zum Stillstand kommt. Wahrend
der Inkubation von Imidazolyl- und Pyridyl-Analoga mit dem Apoenzym in Anwesenheit
von Substrat kommt es zur Bildung einer Chbl(11)-ahnlichen Spezies, wobei das EPR-Signal
fUr das organische Radikal schnell verschwindet (TORAY A und ISHIDA, 1991; TORAYA
et a., 1994; YAMANISHI et a., 1998 a). AdoChi-PMe, ein inaktives Coenzym, das statt
der DBI-Einheit eine CH,-Gruppe besitzt, inaktiviert die Dehydratase irreversibel in
Gegenwart von Substrat  (ISHIDA und TORAYA, 1993). Es wird zu
Cob(Iinamidmethylphosphat umgesetzt. Dabei ist kein Signal fir das organische Radikal
detektierbar (ISHIDA und TORAYA, 1993; YAMANISHI et al., 1998a). Diese Ergebnisse

demonstrieren, dai? durch das Verschwinden des organischen Radikals die Inaktivierung der
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Dehydratase durch Coenzym B,-Analoga bewirkt wird. Da die Inaktivierung nur in
Anwesenheit von Substrat erfolgt, wird dafir ein zur Glycerin-Inaktivierung vergleichbarer
M echanismus angenommen (s. Abbildung 44; TORAYA und ISHIDA, 1991; ISHIDA und
TORAYA, 1993; YAMANASHI et al., 1998b). Ein Radikal-Intermediat wird durch
unerwiinschte Nebenreaktionen aus dem aktiven Zentrum des Enzyms entfernt. Dadurch
wird die Regeneration des Coenzym B,, unmdglich. Dies fuhrt zur Inaktivierung, da das
modifizierte Coenzym B,, mit hoher Affinitdt an die Dehydratase bindet und auch gegen

freies Coenzym B, nicht austauschbar ist.

AdoCH 3 §
SH °
AdoCH 2 E:a .
Katalyse (Kcat) I naktivierung AdoCH 3
[Co — ’
- ] o (Kinakt) |__CQ
AdoCH 3 .P

3

Abbildung 44: Mechanismus der Inaktivierung der Dehydratasen durch Coenzym
B,,-Analoga
RCHj;, 5'-Desoxyadeosin; [Co], Cobalamin; SH, Substrat; PH, Produkt.

Versuche mit Coenzym B,,-Anaoga hatten auch gezeigt, dal? die Nukleotid-Einheit einen
Einflud auf die Inaktivierung der Dehydratase hat. Wie aus den K /K ..-Werten in
Tabelle 10 zu entnehmen ist, verursachen AdoChiP-Impr und AdoChiP-PyPr eine stérkere
Inaktivierung als ihr DBIlyl-Gegenspieler oder das Coenzym B,, selbst (TORAYA und
ISHIDA, 1991; ISHIDA und TORAYA, 1993; TORAYA €t a., 1994). Daher kénnen diese
beiden Anaoga ds , Suicide"-Coenzyme bezeichnet werden (TORAYA, 2000d). Im Fall
der Inaktivierung mit AdoChiP-Me war der K /K. ..-Wert nahezu null und die Inaktivierung

daher sehr ausgepragt (ISHIDA und TORAY A, 1993). Diesist daher ein sehr extremer Fall
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der , Suicide’-Inaktivierung. Ein solches Analogon des Coenzym B,, wird auch as

» Pseudocoenzym®” bezeichnet (TORAY A, 2000a).

Tabelle 10: Zusammenhang zwischen dem K /K .~Wert und dem Umfang der
Base von ver schiedenen Coenzym B,,-Analoga (TORAYA, 1998)
Analogon Koo/ Kingie X 107 Base
Struktur Umfang
Coenzym B, 144 <,N:©: sehr grofR3
N
AdoChiP-DBIPr 70 (’NDi sehr grolR
N
AdoChiP-BIPr 12 </N:© grof3
N
Ve
AdoChbiP-PyPr 14 N< mittel
I Va
AdoCbiP-ImPr 0,33 N klein
.
N
7
AdoChiP-Me »0 keine kein

Die Base der Nukleotid-Einheit hat demnach einen entscheidenden EinfluR auf die
Stabilisierung des hochaktiven Radikalintermediats und ist wichtig fur die kataytische
Reaktion (TORAYA und ISHIDA, 1991; ISHIDA und TORAYA, 1993; TORAYA ¢t d.,
1994). Daher ist Chl" nicht nur ein Zuschauer der Reaktion, sondern wirkt als Stabilisator
fUr organische Radikal-Intermediate. Die Rontgenstruktur der Diol-Dehydratase zeigt, daid
der Corrinring des Cyano-B,, durch die Bindung zum Enzym abgeflacht und die
Co-N Bindung verlangert ist (SHIBATA et a., 1999). Diesist auch bei der Methylmalonyl-
CoA-Mutase (MANCIA et al., 1996) und der Glutamat-Mutase (REITZER et al., 1999) der

Fall, jedoch nicht bel der Methionin-Synthase (LUDWIG et a., 1996). Daher ist es mdglich,
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dal? die Homolyse der Co-C Bindung durch die Verlangerung der Co-N Bindung gegeniiber
der Heterolyse bevorzugt wird. Durch eine grof3e Base wie DBI wird aufgrund von
sterischen Behinderungen zwischen dem abgeflachten Corrinring und der Base die
Co-N Bindung langer (SHIBATA et al., 1999). Die Rolle der DBI-Einheit liegt somit in der
Verhinderung einer Inaktivierung der Dehydratasen (TORAY A, 1998), da die radikalischen
Inermediate durch eine raumliche Isolierung vor léslichen Molekilen geschitzt werden
(SHIBATA et d., 1999). Die Diol-Dehydratase besteht aus einer dimeren Form eines
Heterotrimers (a,b,g,). Jedes Heterotrimer ist in der Lage ein Molekil Coenzym B,, zu
binden. Das Coenzym ist jeweils zwischen der a-und b-Untereinheit lokalisiert. Der obere
Ligand (Cob) ist in Richtung der a-Untereinheit orientiert. Die b-Untereinheit spielt
wahrscheinlich eine wichtige Rolle im Kontakt mit dem unteren Liganden des Cobalamins.
Die a-Untereinheit enthdlt eine (b/a), ,Barrel”-Struktur im zentralen Teil. Diese Struktur,
der sogenannte |, Triose-Phosphat-lsomerase (TIM)-Barrel®, wurde ebenfalls in der
Methylmalonyl-CoA-Mutase (MANCIA et a., 1996) und der Glutamat-Mutase (REITZER
et a., 1999) gefunden. Das Cobalamin-Molekil ist in der Region lokalisiert, die vom

C-terminalen Ende der b-Strange des , TIM-Barrel“ gebildet wird. Die DBI-Einheit des

Coenzyms verschlief?t durch ihren grof3en Umfang den Zugang zum ,, TIM-Barrel“, wodurch
die im ,Barrel” lokalisierte Co-C-Bindung des Coenzym B,, und damit die radikalischen
Intermediate vor auf¥eren Einfllssen geschiitzt sind. Das Substrat 1,2-Propandiol und das
K*-lon, ein essentieller Cofaktor, sind ebenfals tief im ,Barrel“ verborgen (LEE und
ABELES, 1963; TORAYA et al., 1974).

Neben der Glycerininaktivierung fihrt eine aerobe Inkubation des Diol-Holoenzyms in
Abwesenheit von Substrat zu einer vollsténdigen Inaktivierung des Enzyms (LEE und
ABELES, 1993; WAGNER et a., 1966). Durch eine Inkubation der Glycerin-Dehydratase
aus C. freundii mit Coenzym B,, unter aeroben Bedingungen wurde diese innerhalb von
30 min fast vollstéandig inaktiviert (s. 3.5.5.2). Der Verlust der Aktivité verlauft dabei
parallel zu einer Anderung des Spektrums von Coenzym B,,. Das resultierende Spektrum

zeigt einen Peak bei 360 nm und ist dem von Hydroxy-B,, sehr é&nlich (WAGNER et d.,
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1966). Die Bildung von Hydroxy-B,, erfolgt durch eine irreversible Spaltung der aktivierten
Co-C-Bindung des Coenzyms, die durch die Reaktion mit O, verursacht wird. Hydroxy-B,,
ist ein starker Inhibitor von Glycerin- und Diol-Dehydratasen. Der K-Wert fur die Bindung
von Hydroxy-B,, (8,6 bzw. 680 nM) ist kleiner als der K, -Wert fir die Bindung von
Coenzym B,, (12,6 bzw. 750 nM) (POPPE und RETEY, 1997). Bei beiden Enzymen
schitzen die Substrate und deren Analoga die aktive Dehydratase vor O,-l1naktivierung
(POZNANSKAYA e d. 1977, TORAYA und FUKUI, 1972). Wenn Glycerin,
1,2-Propandiol und Ethylenglycol als Substrate fur die Glycerin-Dehydratase genutzt
wurden, waren die Inaktivierungskonstanten geringer als die fur das Holoenzym ohne
Substrat (POZNANSKAYA et d., 1977).

Ein zu den Glycerin- und Diol-Dehydratsen ahnliches Verhalten bezlglich der
O,-Inaktivierung zeigt auch die Coenzym B,,-abhéngige Ethanolamin-Ammoniak-Lyase
(SCHRAUZER und STADLBAUER, 1975). Das Enzym katalysiert die Deaminierung von
verschiedenen Aminoakoholen zu Oxoverbindungen und Ammoniak. So setzt das Protein
Ethanolamin zu Acetal dehyd und Ammoniak um (BABIOR, 1970). Desweiteren ist Vitamin
B,, en Inhibitor den Enzyms (SCARLETT und TURNER, 1976). Mit Ethanolamin als
Substrat ist der Reaktionsverlauf der Ethanolamin-Ammoniak-Lyase linear, wird jedoch
2-Aminopropanol als Substrat eingesetzt, unterliegt das Enzym ener Inaktivierung
(BABIOR et d., 1974). Nach ca. 2 min Reaktionszeit waren 50 % des Coenzym B,, zu
Hydroxy-B,, umgewandelt und dementsprechend betrug die Enzymaktivitét ebenfalls nur
noch 50 %. Die Lyase wies nach einer 10-minitigen Inkubation eine vollstéandige
Inaktivierung auf. Die Inaktivierung des Enzyms bel Verwertung von Glycolaldehyd als
Substrat zeigte, dal3 die Reaktion der Ethanolamin-Ammoniak-Lyase der der Dehydratasen
gleicht, da die Inaktivierung durch dieses Substrat in beiden Féallen durch die Bindung eines
modifizierten Coenzyms hervorgerufen wurde (ABEND et al., 2000).

Auch die Coenzym B,,-abhéngigen Enzyme der Klasse 1 und 3 werden wéahrend der
Katalyse inaktiviert. Die Glutamat-Mutase katalysiert die reversible Coenzym B,,-
abhangige Umlagerung von (S)-Glutamat zu (2S, 3S)-3-Methylaspartat (BARKER et 4.,

1958), den ersten Schritt der Glutamatfermentation von Acetat und Butyrat durch z. B.
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Cl. cochlearium, Cl. tetanomorphum und CI. tetani (BUCKEL und BARKER, 1974). Wird
die Glutamat-Mutase Uber Nacht mit Coenzym B,, und Substrat inkubiert, flhrt dies zur
Bildung von inaktivem Enzym. Die Inaktivierung wird durch die Bindung von
Pseudovitamin B,,, eéinem Cob(ll)alamin, hervorgerufen. Auch die 2-Methylenglutarat-
Mutase wird bei einer langeren Inkubation mit Substrat und Coenzym B,, inaktiviert
(ZELDER und BUCKEL, 1993). Die Mutase ist ein Schllisselenzym bel der Fermentation
von Nicotinat zu Ammoniak, Propionat, Acetat und CO, durch Cl. barkeri (KUNG et al.,
1970; KUNG und TSAI, 1971). Das Enzym katalysiert die reversible, Coenzym B,,-
abhéngige Umlagerung von 2-Methylenglutarat zu (R)-3-Methylitaconat mit einer Inversion
der Konfiguration (HARTRAMPF und BUCKEL, 1986).

Bel der Reduktion von Ribonukleotiden durch die Reduktase aus L. leichmanii ist
Coenzym B,, an einem Wasserstofftransfer beteiligt. Der Mechanismus der Reaktion ahnelt
dem der Diol-Dehydratase und verschiedener Mutasen (HOGENKAMP et a., 1968;
HOGENKAMP, 1968). Die Reaktion der Ribonukleotid-Reduktase unterscheidet sich von
den anderen Reaktionen dadurch, dal3 das Wasserstoffatom von einer Thiolgruppe stammt
(HAMILTON et al., 1971). Die Funktion des Coenzym B,, ist die Bildung eines Thiyl-
Radikals (STUBBE, 1990). Die Inaktivierung der Ribonukleotid-Reduktase ist ebenfalls mit
der Umwandlung von Coenzym B ,, zu Cob(l1)alamin in Gegenwart von Substrat verbunden
(HAMILTON et d., 1971; YAMADA et d., 1971).

Coenzym B ,,-abhangige Enzyme werden demnach durch viele Faktoren inaktiviert. In alen
Falen kommt es durch die Bildung eines am Enzym gebundenen, inaktiven Coenzyms zur

Inaktivierung der Proteine.



4. Diskussion 156

4.2 Regeneration von inaktivierten B,,-abhangigen Enzymen durch

einen Reaktivierungsfaktor

Coenzym B,,-abhangige Enzyme werden durch Nebenreaktionen eines radikalischen
Zwischenprodukts inaktiviert (s. 4.1). Damit ist es neben der Aufkléarung des
Reaktionsmechanismus wichtig, Untersuchungen zur Reaktivierung dieser Enzyme

durchzufihren. BAKER et a. (1973) zeigten, da3 die Coenzym B,,-abhdngige b-Lysin-

Mutase wahrend der Katalyse inaktiviert wird. Diese Inaktivierung wird durch die
irreversible Spaltung der Co-C-Bindung des Coenzym B, hervorgerufen. Die Inaktivierung
konnte durch die Zugabe eines Sulfhydryl-Proteins und ATP verhindert werden. Es ist
jedoch nicht eindeutig geklart, ob die Inaktivierung verhindert oder das inaktivierte Protein
reaktiviert wurde. Im letzteren Fall wére das Sulfhydryl-Protein ein Reaktivierungsfaktor fir

die b-Lysin-Mutase. Die Diol- und Glycerin-Dehydratase unterliegen, wie bereits erwahnt,

wahrend der Umsetzung von Glycerin und anderen Substraten einer Inaktivierung. Die
physiologischen Rollen dieser beiden Enzyme sind unterschiedlich. Die Diol-Dehydratase
katalysiert die Dehydratisierung von 1,2-Propandiol, bei dessen anaeroben Abbau
(TORAYA, 1994). Die Glycerin-Dehydratase katalysiert den ersten Schritt des reduktiven
Zweiges der Glycerinfermentation (FORAGE und FOSTER, 1982). In einigen Bakterien
wird die Glycerin-Dehydratase durch die isofunktionelle Diol-Dehydratase ersetzt
(TORAYA et da., 1980; FORAGE und FOSTER, 1982). Die Inaktivierung der Glycerin-
und Diol-Dehydratase durch ihr Substrat Glycerin erscheint unverstandlich, da Glycerin ein
natlrliches Wachstumssubstrat fir die Bakterien ist. Diese Diskrepanz konnte durch die
Entdeckung eines Reaktivierungsfaktors fur die Diol-Dehydratase teilweise geklart werden
(TORAYA und MORI, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Reaktivierungsfaktor der
Glycerin-Dehydratase aus C. freundii identifiziert, isoliert und charaktrisiert (s. 3.5). Der
Reaktivierungsfaktor wird durch die beiden Gene dhaF und dhaG kodiert. Gene, die fir

Proteine kodieren, die homolog zu DhaF und DhaG aus C. freundii sind, befinden sich auch
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bei K. oxytoca, K. pneumoniae, S. typhimurium und Cl. pasteurianum in der Nahe der
Strukturgene der Dehydratasen (s. Abbildung 45). Jedoch ist die genetische Organisation
unterschiedlich. Bei K. oxytoca, S. typhimurium und Cl. pasteurianum sind beide Gene fir
den Reaktivierungsfaktor stromabwaérts der Strukturgene lokalisiert. Bei C. freundii befindet
sich dagegen nur das dhaF-Gen stromabwaérts der Strukturgene und bildet mit diesen ein
gemeinsames Operon. Das dhaG-Gen zeigt eine entgegengesetzte Orientierung und ist
stromabwaérts des kodierenden Gens fir die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase lokalisiert.
Northern-Blot-Anaysen zeigten, dal? diese beiden Gene ebenfalls zusammen transkribiert
werden (s. 3.5.1). Die genetische Organisation von K. pneumoniae ist zu der aus C. freundii
identisch. Die Produktion des Reaktivierungsfaktors und damit die Aktivitét der Glycerin-
Dehydratase ist in diesen beiden Organismen mit der Bildung der 1,3-Propandiol-
Dehydrogenase verbunden, die das cytotoxische Produkt der Glycerin-Dehydratase-
Reaktion b-Hydroxypropionaldeyd zu 1,3-Propandiol umsetzt und damit entgiftet
(s. Abbildung 2; TALARICO et a. 1988). Daher kénnte die Kopplung beider
Enzymaktivitdten  zur  Verhinderung einer  Akkumulation  des  toxischen

b-Hydroxypropionaldeyds in der Zelle dienen.

Die rekombinanten Proteine DhaF und DhaG aus C. freundii bilden einen dimeren Komplex
mit einer apparenten Molekularmasse von ca. 150 kDA (s. 3.5.3.6). Dies wurde auch fir den
Faktor aus K. oxytoca gezeigt (TORAYA und MORI, 1999). Beide Enzyme sind nicht nur
in der Lage, Glycerin-inaktivierte Dehydratasen zu reaktivieren, sondern reaktivieren auch
das durch O, inaktivierte Holoenzym (s. 3.5.5.2. u. 3.5.5.2). Ferner konnen die
Reaktivierungsfaktoren den inaktiven Enzym-Cyano-B,,-Komplex aktivieren (s. 3.5.5.3).
Diese Reaktionen sind alle strikt abhangig von der Zugabe von freiem Coenzym B,, und
ATP/MgCl, (s. 3.5.5). Nach 20 mindtiger Inkubation betrug der Reaktivierungsgrad von
Glycerin- bzw. O,-inaktivierter Dehydratase aus C. freundii 84 bzw. 54 % und der
Aktivierungsgrad des Enzym-Cyano-B,,-Komplexes 95 %. Ahnliche Werte wurden von
MORI und TORAYA (1999) fur die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca erzielt. Fur die

Reaktivierung der Dehydratasen werden zwei mogliche Mechanismen diskutiert: 1.) Die
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Regeneration des Coenzym B,, durch Adenosylierung des gebundenen modifizierten
Coenzyms durch eine ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase. 2.) Der direkte Austausch des
inaktiven gebundenen Coenzyms durch freies biologisch aktives Coenzym B,,. Beide

Moglichkeiten wurden im Verlauf dieser Arbeit untersucht.

A) Citrobacter freundii

dhaH dhaG dhaT dhal dhaB dhaC dhaE dhaF
<1<} I:i>(>§
(100) Glycerin-Dehydratast (100)
B) Klebsiella pneumoniae
orf2c gdrB  dhaT orf2a gldA gldB gldC  gdrA
(64) Glycerin-Dehydratas (84)

C) Clostridium pasteurianum

dhaT dhal dhaH dhaG dhaF dhakE dhaC dhaB

(30) (64) Glycerin-Dehydratast
D) Klebsiella oxytoca
orfl pddA pddB pddC ddrA ddrB
| — : >(>|>I [
Diol-Dehydratas (60) (30)
E) Salmonella typhimurium
pduB pduC pduD pduE  pduG pduH
| >= >(>|>I [
Diol-Dehydratas (60) (34)

Abbildung 45: Genetische Organisation der chromosomalen DNA-Region, die fir

den reduktiven Zweig der Glycerinfermentation aus C. freundii (A),
K. pneumoniae (B) und CI. pasteurianum (C) und fur Teile des
1,2-Propandiol-Abbaus aus K. oxytoca (D) und S. typhimurium (E)
kodieren.
Pfeile und Pfeilspitzen reprasentieren die Lange, Position und
Orientierung der Gene. Schwarze und graue Pfeile deuten offenen
Leserahmen an, die fir Homologe von DhaF bzw. DhaG aus C. freundii
kodieren. Die prozentuden Aminosdureidentitdten der abgeleiteten
Genprodukte im Vergleich zu DhaF und DhaG aus C. freundii sind in
Klammern dargestellt.
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4.2.1 Reaktivierung der Dehydratasen durch Adenosylierung des

gebundenen modifizierten Coenzyms

In S typhimurium wird Coenzym B,, nur unter strikt anaeroben Bedingungen synthetisiert
(JETER et a., 1984). Cyano-B,, und Hydroxy-B,, kénnen von S. typhimurium dagegen
sowohl unter anaeroben as auch aeroben Bedingungen aufgenommen werden (JETER,
1990). Die Umsetzung von Cyano-B,, zu Coenzym B,, erfolgt zunéchst zu Hydroxy-B,,.
Dieses wird zu Cob(ll)aamin reduziert und dann weiter zu Cob(l)alamin. Zum Schluf3
erfolgt die Adenosylierung zu Coenzym B,, (FRIEDMANN, 1975; HUENNEKENS et al.,
1982). Das cobA-Gen kodiert fur die dazu notwendige ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase
(SUH und ESCALANTE-SEMERENA, 1993). Die Aktivitét von CobA ist am hochsten bel
einem pH in beiden Félen von 8,0 und bel 37°C. Fir die Reaktion werden divalente
Kationen bendtigt, wobei mit Mn?*-lonen die hochste Aktivitdt erzielt wurde. Neben ATP
dienen auch CTP, UTP und GTP as Donornukleotide. Interessanterweise ist GTP, das
strukturell zu ATP am dhnlichsten ist, der schlechteste Donor. Die K -Werte fur Cobalamin
und ATP betragen 5,2 und 2,8 uM. Neben Cobalamin nutzt CobA auch Cobinamid as
Substrat. Das Enzym ist sowohl in die Cobalamin-Aufnahme durch Adenosylierung von
Cob(alamin als auch in die Neusynthese durch Adenosylierung eines Intermediates
involviert (ESCALANTE-SEMERENA et al., 1990).

Neben dem CobA Enzym ist noch eine weitere Adenosyltransferase in S. typhimurium
bekannt. Das Bakterium kann Ethanolamin als C-, N- und Energiequelle nutzen. Im eut-
Operon sind die Gene fur die Proteine organisiert, die in den Coenzym B,,-abhangigen
Abbau von Ethanolamin involviert sind. SHEPPARD und ROTH (2001) postulieren, daf3
das eutT-Genprodukt eine Adenosyltransferase-Aktivitét besitzt und Cyano-B,, zu Coenzym
B,, umsetzt. EutT weist zu CobA keinerlei Homologie auf (KOFOID et al., 1999).

S typhimuriumist in der Lage, anaerob auf 1,2-Propandiol zu wachsen. Die Gene fir diesen
Stoffwechselweg sind innerhalb des pdu-Operons organisiert. Dieses beinhaltet u. a. die

Gene fur die Coenzym B,,-abhéngige Diol-Dehydratase. JOHNSON et al. (2001) zeigten
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kirzlich, dal? das pduO-Gen innerhalb dieses Operons fir eine Adenosyltransferase kodiert.
Die partiell gereinigte Préparation von heterolog produziertem PduO-Protein wies eine
hohere Adenosyltransferase-Aktivitét als das gereinigte CobA-Protein auf. Die Aktivitat
von PduO betrug 312 mU/mg, die von CobA dagegen nur 53 mU/mg (SUH und
ESCALANTE- SEMERENA, 1995). Die Funktion von PduO ist die Umsetzung von
inaktiven Cobalaminen zu Coenzym B,,. Genetische Tests zeigten, dal3 die Funktion des
pduO-Gens teilweise durch das cobA-Gen ersetzt werden konnte. Ein optimales Wachstum
von S typhimurium auf 1,2-Propandiol war jedoch von einem funktionellen pduO-Gen
abhangig. Ferner zeigten Wachstumsversuche, dal’3 cobA/pduO-Doppel mutanten nicht in der
Lage waren, auf Mineramedium mit 1,2-Propandiol als C-Quelle und Cyano-B,, zu
wachsen. Erst durch Zugabe von Coenzym B,, erfolgte Wachstum dieser Doppel mutanten.
Da die drel hier beschriebenen Adenosyltransferasen keinerlei Homologie zueinander
aufweisen, kann man sie in drei verschiedene Familien einteilen: PduO-Typ, CobA-Typ und
EutT-Typ. Der EutT-Typ ist zusammen mit den Genen der Coenzym B,,-abhéngigen
Ethanolamin-Ammoniak-Lyase organisiert. Die Hauptfunktion der Adenosyltransferasen
des CobA-Typs scheint in der Neusynthese von Coenzym B,, zu liegen. Ein
Sequenzvergleich von PduO auf Aminosdureebene mit anderen Genprodukten ergab
Identitdten zu DhaH (41 %) und Dhal (37 %) aus C. freundii sowie zu Orf2c (43 %) und
Orf2a (35 %) aus K. pneumoniae. Desweiteren weist PduO 22 % Identitét zu AF1290 aus
Archaeoglobus fulgidus auf, dessen analoges Gen benachbart zu potentiellen Genen fir eine
Coenzym B ,,-abhéngige Methylmalonyl-CoA-Mutase ist. Das in Abbildung 46 dargestellte
Alignment zeigt, dai? PduO N-terminal Ahnlichkeiten zu DhaH und C-terminal zu Dhal aus
C. freundii aufweist.

Aufgrund der Sequenziibereinstimmungen konnte vermutet werden, dal3 ein Komplex aus
DhaH und Dhal aus C. freundii Adenosyltransferase-Aktivitdt besitzt. Das heterolog
produzierte DhaH-Protein alein sowie der DhaFG-Komplex wiesen aber keine solche
Aktivitat auf (s. 3.6.1). Die Gene fur die Adenosyltransferasen des PduO-Typs sind mit

denen fur Glycerin- und Diol-Dehydratasen benachbart. Ihre Aufgabe ist es demnach, das
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durch den Reaktivierungsfaktor von der Dehydratase geloste modifizierte Coenzym in

enzymatisch aktives Coenzym B,, umzusetzen.

1 50

Dhal _Cf  ----mmme mm i oo e oo
PduO_St - MAlI YTRTGD ACTTSLFTGQ RVSKTHPRVE AYGTLDELNA ALSLCACAAA
DhaH C&f MYRI YTRTGD NCTTALFCGS RI DKDDI RVE AYGTVDELI S CLGVCYASTR

Dhal _Cf  -----mmme mm e oo e oo
PduO_St DENHRTLLEA | QQCLFWFSA ELASDSEQPS PKQRYI SSEE | SALGSRYRS
DhaH Of QAELRQELHA NQKNLFVLCGA ELASDQKGLT RLKQRI GEED | CALEQLI DR

Dhal _Cf  -----mmmme mmm e oo e oo
PduO_St GDGPRRTAAQ LYFTRRCEAA SRLHFARTLA RRAERRLVEL ATEVNVRQVL
DhaH C&f NVAQSGPLKE FVI PGKNLAS ACLHVARTLT RRLERI LI AM GRTLTLRDEA

151 200
Dhal Of - -smmmmo meeeooie ool oo - - MNKSQQI A
PduO St  MRYI NRLSDC LYALARAEDS DAHQANI | RE VSKRYLAACQ PPHSKETTPV
DhaH Of RRYI NRLSDA LFSNARI EET TPDVCA- === ----czz2on —cczzooo-

201 250
Dhal _Cf Tl TLAAAKKM ACAVEAKALE | NVPWFSVV DHCGNTLLMQ RMCDARVTSC
PduO_St  ALSFHDLHQL TRAAVERAQQ LGQVPVWWVSIV DAHGTETVTW RMPDALLVSS
DhaH Cf  ------mmm mmm e e oo e oo

251 300
Dhal _Cf DI SLNKAYTA CCLRQCTHEI TDAVQPGASL YGLQLTNQQR | VI F. GGGLP
PduO_ St ELAPKKAWIA VAMKTATHEL SDVVQPGAAL YGLESHLQEK VVTFCGGGYA
DhaH Cf  ------mmm mmmm e oo e e

301 338
Dhal _Cf VI LNGKVI GA VGVSGGTVEQ DRLLAETALD CFSEL- - -
PduO St LWRDG LI GG LG SGGSVEQ DVDI AGTAI A Al NVGTHQ
DhaH Cf - oo mmmme e m e e e e i o

Abbildung 46: Alignment von Aminosauresequenzen von PduO aus S. typhimurium
und DhaH und Dhal aus C. freundii
Referenzen: PduO aus S. typhimurium, JOHNSON et al, 2001; DhaH und
Dhal aus C. freundii, DANIEL et al., 1995a)
Identische Aminoséuren sind grau hinterlegt.

Eine Reaktivierung der inaktivierten Dehydratasen wird nicht nur durch das Fehlen der
Adenosyltransferase-Aktivitéat des DhaFG-Komplexes sondern auch durch die folgenden

Ergebnisse unwahrscheinlich. Die Reaktivierungsreaktionen der Diol- und Glycerin-
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Dehydratase sind strikt abhangig von der Anwesenheit von freiem Coenzym B,,, jedoch
nicht von der Zugabe von reduzierenden Agenzien (HONDA et al., 1980), die fur eine
Adenosylierung des Cobalamins zwingend notwendig wéren (VITOLS et al., 1966). Durch
Zugabe von CTP und GTP anstelle von ATP konnte die Diol-Dehydratase teilweise
reaktiviert werden. Wirde die Reaktivierung durch eine  ATP-Corrinoid-
Adenosyltransferase katalysiert werden, wirde bei der Reaktion mit CTP Cytidylcobalamin
entstehen, da® die Diol- und Glycerin-Dehydratase inaktiviert (ZAGALAK und
PAWELKIEWICZ, 1964; TORAYA et d., 1977).

Die durch den DahFG-Komplex katalysierte Reaktivierung wird demnach nicht durch eine
Adenosylierung des gebundenen modifizierten Coenzyms bewirkt. Ein direkter Austausch
des modifizierten Coenzyms durch enzymatisch aktives Coenzym B,, erscheint daher

wahrscheinlich.

4.2.2 Reaktivierung der Dehydratasen durch den direkten Austausch
des gebundenen modifizierten Coenzyms durch freies

Coenzym B,

Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren nach der Reaktivierungsreaktion der durch Cyano-B,,
inaktivierten Glycerin-Dehydratase aus C. freundii zeigte, daf3 Cyano-B,, durch Coenzym
B,, im Zuge der Reaktivierung ausgetauscht wurde (s. 3.6.2). Dies konnte auch fir die Diol-
Dehydratase aus K. oxytoca gezeigt und durch Versuche mit radioaktiv-markiertem
Cyano-B,, bestétigt werden ( TORAYA und MORI, 1999, MORI und TORAYA, 1999).

Ein weiterer Hinwels fir eine Austauschreaktion wurde durch Untersuchungen zur
Spezifitdt des Reaktivierungsfaktors aus C. freundii gefunden (s. 3.5.5.4). Der DhaFG-
Komplex ist im Gegensatz zum Reaktivierungsfaktor aus K. oxytoca spezifisch fir
Glycerin-Dehydratasen. DhaFG reaktiviert neben dem Enzym aus C. freundii nur die
Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae. Die Diol-Dehydratasen aus K. oxytoca und

S typhimurium  wurden dagegen nicht reaktiviet. Die Konstruktion  von



4. Diskussion 163

Hybridreaktivierungsfaktoren aus den Enzymen aus K. oxytoca und K. pneumoniae zeigte,
dal3 die grof3e Untereinheit der Faktoren fur die Spezifitét verantwortlich ist (TOBIMATSU
et a., 2000). Die Aminosduresequenz der kleinen Untereinheit der Reaktivierungsfaktoren

zeigt eine geringe Ahnlichkeit zu der b-Untereinheit der Dehydratasen. Es wird vermutet,

dai die kleine Untereinheit direkt in den Prozef3 der Reaktivierung involviert ist, indem sie

die b-Untereinheit der Dehydratasen bei der Bindung von Cobalamin ersetzt (TOBIMATSU

et a., 2000). Eine solche Komplexbildung und die damit verbundene Spezifitdt des
Reaktivierungsfaktors waren bel einer Adenosylierung des modifizierten Coenzyms nicht
notwendig. Die Reaktivierung der Dehydratasen wird demnach durch einen Autausch des

am Enzym gebundenen, inaktiven Coenzyms gegen freies Coenzym B, hervorgerufen.

4.3 Bindung von Coenzym B, durch Enzyme

Rontgenstrukturanalysen der Cobalamin-bindenden Fragmente der Methionin-Synthase aus
E. coli (DRENNAN et al., 1994), Methylmalonyl-CoA Mutase aus P. shermanii (MANCIA
et al., 1996) und der Glutamat-Mutase aus Cl. cochlearium (REITZER et al., 1999) zeigten,
dal3 bei einer Bindung von Coenzym B,, der DBI-Ligand vom Cobalt-Atom durch eine
Imidazol-Gruppe eines Histidin-Restes ersetzt wird. Diese Art der Coenzym B,,-Bindung
wird als , Base-off* bezeichnet. Das Cobalaminbindemotiv Asp-x-His-x-x-Gly ist in alen
Klasse 1 Enzymen konserviert, die eine Neuordnung von Kohlenstoffgeriisten katalysieren
(MARSH et al., 1989; JANSEN et a., 1989; MARSH und HOLLOWAY, 1992; BEATRIX
et al., 1994, CHEN et a., 1997). Die Sequenz konnte auch in der Methionin-Synthase
(BANERJEE et a., 1989) und der L-b-Lysin-5,6-Aminomutase (CHANG und FREY, 1998)
nachgewiesen werden. Dagegen besitzen Enzyme der Klasse 2, die Eliminierungen von
Heteroatomen katalysieren, kein solches Motiv. Weder bel der Diol-Dehydratase aus
K. oxytoca (TOBIMATSU et a., 1998), den Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii
(SEYFRIED et d., 1996), Cl. pasteurianum (MACIS et a., 1998) und K. pneumoniae

(TOBIMATSU et a., 1996), der Ethanolamin-Ammoniak-Lyase aus S typhimurium
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(FAUST et d.; 1990) noch der Ribonukleotid-Reduktase aus L. leichmanii (BOOKER et al.,
1993) konnte das B,,-Bindemotiv identifiziert werden. Diese Enzyme binden Coenzym B,
in der ,,Base-on Form. Hierbel liegt die DBI-Nukleotid-Einheit des Coenzym B,, mit dem
Cobat-Atom im Corrin-Ring koordiniert vor. Ein Hinweis fir eine solche Art der
B,,-Bindung konnte fur die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca durch EPR-Studien mit
>N-markiertem Coenzym B,, oder dessen Analoga erbracht werden (YAMANISHI et al.,
1998a u. b; ABEND et al., 1998). Vor kurzem konnte dies auch durch EPR-Studien fir die
Ribonukleotid-Reduktase aus L. leichmanii gezeigt werden (LAWRENCE et a., 1999).
Durch die Kristallisation der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca im Komplex mit
1,2-Propandiol und Cyano-B,, wurde erstmals die Struktur eines , Base-on“-Enzyms und
seine B,,-Bindung beschrieben (SHIBATA et al., 1999, TORAY A, 2000b).

Die Interaktionen des Cobalamins mit den Seitenketten der Aminosdurereste der a- und
b-Untereinheiten sind sehr komplex (s. Abbildung 47). Durch Seitenketten einer ganzen
Gruppe von Aminosauren wird ein Raum fir das Cobalamin gebildet, der weitgehend von
hydrophoben Gruppen umgeben ist. 5 Aminogruppen der 6 peripheren Seitenketten des
Corrinrings bilden Wasserstoffbriickenbindungen zu Aminoséureresten der a- und
b-Untereinheit aus. Zu diesen Aminosdureresten zdhlen Thral72, Glua205, Thra222,
Aspa234 und Meta373 der a-Untereinheit und Aspbl112, Asnb150 und Glnb156 der
b-Untereinheit. Studien mit Coenzym B,,-Analoga hatten Hinweise erbracht, dal3 die
Phosphatgruppe der Nukleotid-Einheit entscheidend fir die B,,-Bindung ist. AdoCbl(3-Me),
ein Cobalamin in dem DBI in der N-3 Position methyliert ist und daher nicht zum Cobalt
koordiniert ist, zeigt nur eine sehr geringe Affinité zum Apoenzym und inaktiviert dieses
(ISHIDA et al., 1993). Dagegen ist ein Coenzym B,,-Analogon, in dem die Ribose-Einheit
der Nukleotid-Einheit durch eine Trimethylethylen-Gruppe ersetzt wurde, ein gutes
Coenzym fur die Diol-Dehydratase und bindet an das Apoenzym (K, = 0,80 uM) mit der
gleichen Affinitdt wie Coenzym B,, (K,, = 0,82 pM) (TORAYA und ISHIDA, 1991).
AdoCbi-PMe besitzt keine Nukleotid-Einheit. Durch die starke Bindung des Anaogons

konnte bewiesen werden, dal3 die Phosphatgruppe essentiell fur die Coenzym B,,-Bindung
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ist, da Ado-Cbi nicht bindet (ISHIDA und TORAYA, 1993). Die Rontgenstruktur zeigte,
da3 die Ribose und die Phosphatgruppen des Nukleotid-Liganden von hydrophoben
Seitenketten  von  Aminosdureresten  der  b-Untereinheit  umgeben  sind.
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Phosphatsauerstoff des Coenzym B,, und
Thrb137, Lysb135 und Serb200 sowie eine Salzbriicke zwischen dem Phosphatsauerstoff

und der e-NH;"-Gruppe des Lysb135 sind an der Interaktion von Enzym und Cobalamin

beteiligt. Geringe hydrophobe Wechselwirkungen wurden zwischen der DBI-Einheit und

einigen hydrophoben Aminoséureresten der b-Untereinheit beobachtet. Im Gegensatz dazu
konnten aufler der Wasserstoffbriickenbindung zwischen Probl55 und 2'-OH keine

signifikanten Interaktionen zwischen der Dehydratase und den funktionellen Gruppen der

a-Ribose-Einheit identifiziert werden (SHIBATA et al., 1999).
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Abbildung 47: Schema der Wasser stoffbr iickenbindungen zwischen Cobalamin und
der Diol-Dehydratase (SHIBATA et al., 1999)
Die Entfernungen sind angegeben [A]. Coenzym B,, ist schwarz

umrandet.
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Die Elektronendichte fir die CN-Gruppe, den b-Liganden des Cyano-B,,, konnte im

Rahmen der Strukturanalyse nicht aufgeklart werden und wurde daher bei der Verfeinerung
der Struktur nicht aufgenommen (s. Abbildung 47). TORAYA (1985) postulierte eine
Bindungsstelle fur die Adenosylgruppe des Coenzym B,,. Kompetetive Bindungsstudien
zeigten, dal3 der Platz der Bindestelle fir die Adenosylgruppe sehr eng ist. Die Bindung von
5'Desoxyadenosin - wurde gegentber Adenosin  favorisiert. Desweiteren ist die
Bindungsstelle spezifisch fir Adenosinnukleoside. Adenin und Adenin-enthaltende
Nukleoside mit verdnderten Zuckereinheiten konnten an das Enzym binden,
5'-Desoxyuridin dagegen nicht. Diese hohe spezifische Aktivité fur Adeninnukleoside
stimmt hervorragend mit der Aktivitdt von entsprechenden Analoga des Coenzym B,,
Uberein: ara-AdoCbl weist mit der Diol-Dehydratase 61 % Aktivitdt im Vergleich zu
Coenzym B,, auf (TORAYA et a., 1977), wahrend Uridylcobalamin als Coenzym in
mehreren Coenzym B,,-abhangigen Reaktionen inaktiv ist (SANDO et al., 1975; BABIOR,
1969).

DasK™-lon ist ebenfalls an der B,,-Bindung beteiligt. Es wird vorgeschlagen, daf3 durch die
Bindung von K* die Struktur des , TIM-Barrels* verandert wird. In Abwesenheit von K*
wird die Enzym-Coenzym B,,-Bindung geschwécht, und es kommt zur Dissoziation des
Komplexes. Ein Hinweis auf die Notwendigkeit von K*-lonen fir die Aktivitéat der
Glycerin-Dehydratase konnte bei der Reinigung des Enzyms erbracht werden. Wurden bei
der Reinigung der Dehydratase anstatt der im Herstellerprotokoll beschriebenen Na'-
haltigen Puffer K*-haltige verwendet, konnte diese mit hoher Aktivitéat eluiert werden. Bei
der Verwendung der Na'-haltigen Puffer war die Dehydratase inaktiv.

An der B,,-Bindung sind neben dem K*-lon Aminosduren der a- und b-Untereinheit der
Diol-Dehydratase beteiligt. Die gUntereinheit hat dagegen keinen Anteill an der

Coenzym B,,-Bindung. Zu den an der B,,-Bindung beteiligten Aminosauren gehéren

Thral72, Glua205, Thra222, Aspa234 und Meta373 der a-Untereinheit sowie Aspb112,
Lysb135, Thrb137, Asnb150, Probl55, Glnbl56 und Serb200 der b-Untereinheit. Ein

Alignment der Aminosduresequenzen der a- und b- Untereinheiten der Glycerin-
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Dehydratasen aus C. freundii, Cl. pasteurianum und K. pneumoniae mit den Sequenzen der
1,2-Propandiol-Dehydratasen aus K. oxytoca und S typhimurium zeigt, da3 diese
Aminosauren in alen Dehydratasen hoch konserviert sind (s. Abbildung 48). Nur die

Aminosaure Serin an Position 200 der b-Untereinheit aus der Diol-Dehydratase aus

K. oxytoca, die mit der Phosphatgruppe des Coenzyms interagiert, ist durch ein Alanin
ersetzt.

Abbildung 48:  (folgende Seiten)
Alignment der Aminosduresequenzen von DhaB (A) und DhaC (B)
aus C. freundii und Cl. pasteurianum, GIdA (A) und GIdB (B) aus
K. pneumoniae, PddA (A) und PddB (B) aus K. oxytoca und PduC (A)
und PduD (B) aus S. thyphimurium
Referenzen: Glycerin-Dehydratase aus C. freundii, SEYFRIED et al.
(1996); Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum, MACIS et al. (1998);
Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae, TOBIMATSU et a. (1996);
Diol-Dehydratase aus K. oxytoca, TOBIMATSU et a. (1995); Diol-
Dehydratase aus S. thyphimurium, BOBIK et al. (1997).
Aminosauren, die an der Coenzym B,,-Bindung beteiligt sind, sind
dunkelgrau , identische Aminosduren grau hinterlegt.
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A)

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

1
- MRSKRFEAL
- MRSKRFEAL
MRRSKRFEVL
MKRSKRFAVL
- MKSKRFQUL

51
EL DGKPVSCF
EL DGKPVSEF
EL DGKSRAEF
EL DGKRRDGF
EL DGKNREDF

101

El VPLTTANT
El VPLTTANT
EI I AL TTAI T
EI I Al TTAI T
TI VELTTANT

151
NPVQ AADAA
NPVQ AADAA
NPVQ AADAA
NPVQ AADAA
NPVQ AADAA

201

QCSLEEATEL
QCSLEEATEL
QCSVEEATEL
QCSVEEATEL
QCAI EEATEL

251

ASRGLKMRFT
ASRGLKMRFT
ASRGLKMRYT
ASRGLKMRYT
ASRGLKMRFT

301

VSCI GVPSAV
VSS| GVPSAV
VSCI GVITCAV
VSCI GVITCAV
VSCI GMITCAL

AKRPVNGDGF
AKRPVNGDGF
AGRPVNGDGL
AGRPVNGDGL
SERPVNKDGF

DLI DHFI ARY
DLI DHFI ARY
DvI DRFI ACY
DvI DRFI ACY
Dvl DRFI ANY

PAKI VEVVSH

VKEW EECFI
VKEW EECFI
| CEWPEECLI
| CEWPEECLI
| CEWPEECLI

Gl NLNRAEEV
Gl NLNRAEEV
Al NVPEAERA
Al NVERTEQA
Gl NLNRAEDV

M\VWEMWAM

PAKI VEVWSH M\VWEMWAM
PAKRLEVVAQ MNVVEMMVAL
PAKAVEVVAQ MNVVEMMVAL
PAKI VEVWGN MNVVEMMVAL

EGAVRGFCEQ ETIVAVARYA
EGAVRGFCEQ ETIVAVARYA
EAG RGFSEQ ETHIVG ARYA
EAG RGFSEQ ETHIVG ARYA
EAAI RGFCEQ ETIVG VRYA

KLGW.GHTCY AHJ SVYGTE
KLGWL.GHTCY AHJ SVYGTE
ELGVRGLTSY AHIVSVYGTE
ELGVRGLTSY AHIVSVYGTE
ELGVRGLTSY AHIVSVYGTE

SGSGSEVQMG YAEGKSMLYL
SGSGSEVCMG YAEGKSMLYL
SGTGSEALMG YSESKSMLYL
SGTGSEALMG YSESKSMLYL
SGSGSEALMG YAEGKSMLYL

PSG RAVLAE NLI CSSLDLE
PSG RAVLAE NLI CSSLDLE
PSG RAVLAE NLI ASVLDLE
PSG RAVLAE NLI ASVLDLE
PSG RAVLCE NLI TTVLDI E

AVESPNDPKP
ANVESPNDPKP
AVESPYDPAS
ANMCSPFDPVS
ANVSSPNDPKP

MANMDSVKLAN
MAVDSVKLAN
MQLDALEI AR
MRLEAVEI AR
| KMDSVKLAK

QKVMRARRTPS
QKMRARRTPS
QKVRARRTPS
QKMRARRTPS
QKMRARKTPS

PENAI ALLVG
PENAI ALLVG
PENALALLVG
PENALALLVG
PENALALLVG

PVFTEGDDTP
PVFTEGDDTP
SVFTRGDDTP
AVFTEGDDTP
NVFTEGDDTP

EARCI YI TKA
EARCI YI TKA
ESRCI FI TKG
ESRCI FI TKG
EARCI YI TKA

CASSNDQTFT
CASSNDQTFT
VASANDQTFS
VASANDQTFS
VASANDQTFS

50
S| KI VNGAVT
S| KI VNGAVT
SVKVENGRI V
SVKVDNGLI V
S| KI KEGKVI

100
M_CDPNVKRS
M_CDPNVKRS
M_VDI HVSRE
M_VDI HVSRE
M_VDI NVORK

150
CQAHVTNVKD
CQAHVTNVKD
NQCHVTNLKD
NQCHVTNLKD
NQCHVTNLKD

200
SQVGRPGVLT
SQVGRPGVLT
SQCGAPGVLT
SQCGRPGVLT
AQVGRGGVLT

250
WBKCFLASSY
WBKCFLASSY
WEKAFLASAY
WEKAFLASAY
WEKAFLASAY

300

AGVQGLQNGS
AGVQGLQNGS
AGVQGLQNGA
AGVQGLQNGA
AGVQGLQNGS

350
HSDVRRTARL
HSDVRRTARL
HSDI RRTART
HSDI RRTART
HSDI RRTARM
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351
PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

PddA Ko
PduC_St
DhaB_Cf
G dA_Kp
DhaB_d p

B)

PddB_Ko
PduD_St
DhaC Cf
G dB_Kp
DhaC C p

PddB_Ko
PduD_St
DhaC Cf
G dB_Kp
DhaC d p

LMQFLPGTDF
LMQFLPGTDF
LMQVLPGTDF
LMQVLPGTDF
LMQVLPGTDF

401

LRPVREEDVI
LRPVREEDVI
LRPVTEEETI
LRPVTEAETI
LRPVSEEEVI

451

ERNI VEDI KF
ERNI VEDI KF
ARNVVEDLAA
PRNVVEDL SA
ERNVVEDL KA

501

DYLHTSAI | V
DYLHTSAI | V
DYLCTSAI LD
DYLCTSAI LD
DYLCTSAI' I D

551

PNEI D
PNEI D
PGSI E
PDTI E
PEDI K

1

| SSGYSAVPN
| SSGYSAVPN
| FSGYSAVPN
| FSGYSAVPN
| FSGYSSVPN

Al RNKAARAL
Al RNKAARAL
Al RNKAARAI
Al RCKAARAI
TI RNKAARAI

ACE! I NKNRN
ACE! I NKNRN
VEEMWKRNI T
VEEMWKRNI T
AEEM NRG T

GDGGVLSAVN
GDGGVLSAVN
RQFCVWSAVN
RQFEVVSAVN
KNFNVVSAVN

MElI NEKLLRQ I I EDVLSEMK
MEI NEKLLRQ | I EDVLRDVK

51

VGEARQGTQQ DEVI | AVGPA
VGEARQGTQQ DEVI | AVGPA
GEAAKADERV DEWI GVGPA

KDl ALSGNQS NEWVI G APA

YDNMEAGSNE
YDNMEAGSNE
YDNMEAGSNF
YDNMEAGSNF
YDNMEAGSNF

QAVFAGMCLP
QAVFAGMCLP
QAVFRELCLP
QAVFRELCLP
QAVFEGLKLP

400
DAEDFDDYNV | QRDLKVDGG
DAEDFDDYNV | QRDLKVDGG

DAEDFDDYN
DAEDFDDYN
DAEDFDDYNV

Pl TDEEVEAA
Pl TDEEVEAA
LI SDEEVCAA
Pl ADEEVEAA
Al TDEEVEAV

LQRDLMDGG
LQRDLMDGG
| QRDLMVDGG

450
TYAHGSKDIVP
TYAHGSKDIVP
TYAHGSKDIVP
TYAHGSNENP
TYSHGSKDVP

500

GLEVVKALAQ GCFTDVAQDM LNI QKAKLTG

GLEVVKALAQ GCFTDVAQDM

GLDI VCALSS
GLDI VCALSR
G DVVKALSK

DVNDYAGPAT
DVNDYAGPAT
DI NDYGGPCT
DI NDYGGPCT
DCNDYNGPCT

GSDKPVSFNA
GSDKPVSFNA

FGLAQTVNI V
FGLAQTVNI V
FDKYQHKTLI

FGKYQHQSI V

SCFEDI ASNI
SCFEDI ASNI
HCFDDI AENI

GYRLQCERVE
GYRLQCERVE
GYRI SAERWA
GYRI SAERWA
GYRLSKERWD

PAASAAPQAT
PAASTAPQTA
- - - MECTTER

G PHKSI LRE
GLPHKSI LRE
DVPHKAI LKE
- MPHGAI LKE
GVPHDKI LRE

LNl QKAKLTG
LNMLRQRVTG

LNMLRQRVTG
LNMLKQRI SG

550
El KNI PGALD
El KNI PGALD
El KNI AGWQ
El KNI PGWQ
El KNI PNAVK

50
PPAGDGFLTE
APAGDGFLTE
KPVFTLQVSE

100
VI AG EEEG
VI AG EEEG
LVAG EEEGL
LI AGVEEEGL
LI AG EEEGL
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101
PddB_Ko
PduD_St
DhaC Cf
G dB_Kp

DhaC C p

PddB_Ko
PduD_St
DhaC _Cf
G dB_Kp

KARVI RCFKS SEVAFVAVEG NRLSGSA Si
KARVI RCFKS SEVAFVAVEG NRLSGSA S

HARVVRI LRT SEVSFNAWDA
HARVVRI LRT SEVSFNAWDA
KSRWRI | RT SBVSFI AHDA

151

ANLSGSG Cl
ANLSGSA Cl
AVLSGSA Cl

150

G GSKAITVI
G SKAITVI
G SKAITVI
G SKAITVI
G SKAITVI

HQQGLPPLSN
HQQGLPPLSN
HQROLLPLSN
HQROLLPLSN
HQKDLLPLNY

200

LELFPGAPLL
LELFPGAPLL
LELFSEAPLL
LELFSEAPLL

TLETYRGQ GK
TLETYRG GK
TLETYRG GK
TLETYRGQ GK

NAARYAKRES PCPVPTLNDQ MARPKYCAKS
NAARYAKRES PCPVPTLNDQ MARPKYCAKS
NAARYARKES PSPVPVWNDQ MVRPKFNAKA
NAARYARKES PSPVPVWVNDQ MVRPKFNAKA

DhaC O p LELFPEAPLL CLDI FRLI GK NAAKYAKCES PNPVPTRNDQ MVRPKFCAKA
201

Al LHI KETKY
Al LHI KETKY
ALFHI KETKH
ALFHI KETKH

ALLHI KETKH

227
RVAL- - -
RVAL- - -
H ALVR
H DLVRE
EIlS--

PddB_Ko
PduD_St
DhaC Cf
G dB_Kp
DhaC C p

VWTGKNPQEL
VWTGKNPQEL
VWQDRAPVTL
VWQDAEPVTL
VWQNAKPI EL

Untersuchungen zeigten, dal3 der Reaktivierungsfaktor aus C. freundii an Vitamin B,,-
Agarose bindet und somit ein Hinweis auf eine direkte B,,-Bindung des DhaFG-K omplexes
vorlag (s. 3.6.5). Ein Alignment der Aminosduresequenz von DhaF und DhaG mit den

Sequenzen der a- und b-Untereinheiten der Dehydratasen erbrachte keine signifikante

Ubereinstimmung (Daten nicht gezeigt). Auch die an der B,-Bindung beteiligten
konservierten Aminosduren der Dehydratasen konnten in der Aminosduresequenz von DhaF
und DhaG nicht detektiert werden. Dies war auch bei einem Alignment der a- und
b-Untereinheit der Ethanol-Ammoniak-Lyase aus S typhimurium (FAUST et a., 1990) mit
den a- und b-Untereinheiten der Dehydratasen der Fall. EPR-Studien mit N-markiertem
Coenzym B,, bewiesen jedoch, dal? die Lyase Cobalamin in der ,Base-on“- Form bindet
(ABEND et al., 1999). Eine Bindung von Coenzym B, durch den Reaktivierungsfaktor in
der ,base-on“-Form ist damit nicht ausgeschlossen. Fir die schon beschriebenen
Cobalamin-abhangigen Enzyme der Klasse |, die Coenzym B,, , base-off* binden, wurde
das konservierte Bindemotiv Asp-x-His-x-x-Gly beschricben (MARSH et al., 1989;
JANSEN et a., 1989; MARSH und HOLLOWAY, 1992; BEATRIX et a., 1994). Das
Bindemotiv gilt jedoch nicht fur alle Enzyme dieser Klasse. Die Corrinoid-enthaltende

23 kDa-Untereinheit MtrA des N°-Methyltetrahydromethanopterin:Coenzym M-Methyl-
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transferase Komplexes aus Methanobacterium thermoautotrophicum weist die Sequenz
nicht auf. ESR-Studien zeigten jedoch, dal3 das Corrinoid in der , base-off*-Form an MtrA
bindet. Ferner ist die prosthetische Gruppe mit einem Histidinrest des Apoenzyms
koordiniert (HARMS und THAUER, 1996). Das Corrinoid/Eisen-Schwefelprotein aus
Cl. thermoaceticum (LU et al., 1993) und aus Methanosarcina thermophila (MAUPIN-
FURLOW und FERRY, 1996), die an Methyltransferreaktionen beteiligt sind, zeigen
ebenfalls keine Sequenziibereinstimmungen mit anderen Corrinoidproteinen. Diese Proteine
binden das Corrinoid zwar in der ,base-on“-Form, jedoch wurde die untere axiale
Koordinationsposition des Co(l1) nicht von einem Histidinrest eingenommen (RAGSDALE
et a., 1987; WIRT et al., 1993).

Die Aminosauresequenzen von DhaF aus C. freundii und Cl. pasteurianum zeigen eine zum
Bindemotiv dhnliche Sequenz (Gly-x-His-x-x-Gly und Ser-x-His-x-x-Gly). Dies konnte auf
eine , base-off*-Bindung hinweisen. DdrA aus K. oxytoca weist dagegen kein solches Motif
auf. Die Sequenz der Ribonukleotid-Triphosphat-Reduktase aus L. leichmanii besitzt
ebenfalls eine zum Bindmotiv &hnliche Sequenz (Glu-x-His-x-x-Gly). Das Enzym bindet
Coenzym B,, jedoch in der ,base-on“-Form (LAWRENCE et al., 1999). Ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Bindmotivs und der Substitution des
DBI-Restes durch einen Aminosdurerest des Apoenzyms besteht daher offenbar nicht. Da
der Reaktivierungsfaktor Coenzym B, im Gegensatz zu den hier erwdhnten Enzymen nicht
als Cofaktor bendtigt, konnte die B,,-Bindung auch in anderer Form erfolgen.
B,,-Transporter binden ebenfalls Cobalamin und benétigen dies nicht as Cofaktor. Drel
|6sliche Proteine sind an der Aufnahme und dem Transport von Cobalamin im Menschen
beteiligt: Haptocorrin (HC), Intrinsic Faktor (IF) und Transcobalamin (TC). Gemeinsam
sorgen die drei Proteine dafir, dal3 die in der Nahrung enthaltenen geringen Mengen an
Cobalamin zu den zwe intrazelluléren B,,-abhéngigen Enzymen Methionin-Synthase im
Cytosol und Methylmalonyl-CoA-Mutase in den Mitochondrien gelangen. Die drei Proteine
konnen jewells ein Molekil Vitamin B,, binden. Die apparenten Bindungskonstanten fur
Vitamin B,, betragen 0,01 (IF), 0,3 (HC) und 5 (TC) x 10 I/mol (GUETH et d., 1994). Die

Spezifitdt der Cobalamin-Bindung der drei Proteine variiert. IF weist die hochste Spezifitét
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auf, HC dagegen die niedrigste. Es konnte gezeigt werden, dal3 die Bindung von IF von der
Anwesenheit der Nukleotid-Einheit und des Corrin-Rings abhangig ist (KOUNANS et dl.,
1994). IF bindet Cyano-B,,, Hydroxy-B,, und Coenzym B,, mit vergleichbaren
Bindungskonstanten (GUETH et al., 1994). Der obere Ligand (z.B die Cyano-, Hydroxy-
und Adenosyl-Gruppe) hat jedoch keinen Einfluf3 auf die Bindung, da dieser zur Oberflache
des Proteins orientiert ist. Die Daten von LIEN et al. (1973) weisen darauf hin, dal3 die
DBI-Einheit von Cyano-B,, moglicherweise dhnlich wie bel der Glutamat-Mutase durch
einen Histidin-Rest des Proteins ersetzt wird. Die ,base-off*-Corrinoide Cobinamid,
p-cresolyl Cobamid, 2-Amino-Vitamin B,, und Carboxy-Cyanoamino Cobamid konnten
dagegen nur in hohen Konzentrationen mit Vitamin B,, um die Corrinoid-Bindungstelle des
IF und TC konkurieren (STUPPERICH und NEXO, 1991). Pseudovitamin B,, mit einer
schwachen Co-N Koordination bindet 10° mal schwécher als Vitamin B,,. Die Bindung von
B,, an IF und TC ist daher wahrscheinlich abhéngig von einer korrekten Koordination des
Cobalts zu den N-heterozyclischen Basen. Aus sterischen Griinden ist die Co-N-Bindung
nicht direkt fir das Protein verfligbar. Es wird daher vermutet, dal3 die Distanz zwischen
den heterozyklischen Basen und dem Corrin-Ring in die Erkennung des B, involviert ist
(STUPPERICH und NEXO, 1991).

Auch in Bakterien wurde ein B,,-Transportsystem identifiziert. Freies Cobalamin wird z. B.
in S typhimurium und E. coli aktiv aufgenommen (BRADBEER, 1991; ROTH et al., 1996).
Der Import durch die beiden Membranen ist ein ATP-verbrauchender Prozel3 mit einem
spezifischen Transporter in der auferen Membran, bestehend aus dem B,,-bindenden
BtuB-Protein und dem transperiplasmatischen, energiekoppelnden TonB-Protein
(CADIEUX und KADNER, 1999). Bindet B,, an das BtuB-Protein, wird es durch einen
energieabhangigen Prozel} ins Periplasma transportiert. Das TonB-Protein nutzt dabel die
protonenmotorische Kraft, um die fiir den Transport benétigten strukturellen Anderungen
hervorzurufen. Das BtuB/TonB-System konzentriert B,, im Periplasma und erleichtert so
den Transport Uber die innere Membran. Allerdings liegt wahrscheinlich auch im
Periplasma ein mit BtuF bezeichnetes B,,-Bindeprotein vor (VAN BIBBER et a., 1999).

Der Transport Uber die innere Membran ist an eine ATP-Hydrolyse gekoppelt und wird
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durch einen ABC-Transporter, bestehend aus den membranintegralen Proteinen BtuC und
BtuD, bewirkt (BRADBEER, 1991; ROTH e 4a. 1996). Obwohl der
Transportmechanismus gut aufgekléart wurde, ist Uber die Art der B,,-Bindung durch BtuB
und BtuF bisher nichts bekannt.

DhaF und DhaG zeigen keine signifikante Ahnlichkeit zu den genannten B,,-Transportern.
Daher ist es unwahrscheinlich, dald der Reaktivierungsfaktor Coenzym B, in einer zu den

Transportern dhnlichen Art und Weise bindet.

4.4 Der Reaktivierungsfaktor der Dehydratasen- ein Chaperon?

Die Reaktivierung der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca (TORAYA und MORI, 1999) und
der Glycerin-Dehydratasen aus K. pneumoniae (HONDA et al., 1980) und C. freundii war
strikt abhéngig von der Zugabe von ATP zum Reaktionsansatz (s. 3.5.5). ADP, AMP und
nicht-hydrolysierbare  ATP-Analoga konnten ATP nicht ersetzen (s. 3.5.5.1). Der
Reaktivierungsfaktor zeigt eine geringe aber deutliche ATPase-Aktivitét. Fur C. freundii
konnte gezeigt werden, dal3 die grof3e Untereinheit DhaF diese Aktivitét besitzt und ATP
bindet (s. 3.6.6). Die ATP-Hydrolyse ist notwendig fur die Reaktivierung des inaktivierten
Holoenzyms. Sowohl fir die Diol-Dehydratase aus K. oxytoca ( MORI und TORAYA,
1999) ds auch fur die Glycerin-Dehydratase aus C. freundii konnte aber keine direkte
Verbindung zwischen der ATP-Hydrolyse und der Reaktivierungsreaktion beobachtet
werden. Unter reaktivierenden und nicht-reaktivierenden Bedingungen war die Rate der
ATP-Hydrolyse anndhernd gleich (s. 3.6.6). Daher ist es wahrscheinlich, daf3 die
ATP-Hydrolyse und die Reaktivierung nicht miteinander gekoppelt sind. Dieses Phdnomen
ist auch von anderen Enzymen bekannt. Die ATP-hydrolysierende Aktivitéat der Ribulose-
Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase ist bel der Aktivierung eines inaktiven Komplexes
zwischen der Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase und Ribul osebisphophat

essentiell. Allerdings sind auch hier die beiden Reaktionen nicht direkt miteinander
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gekoppelt (ROBINSON und PORTIS, 1989). Ahnliches liegt bei der Faltung von
Polypeptiden durch Chaperone vor (BUKAU und HORWICH, 1998).

MORI und TORAYA (1999) konnten nachweisen, da3 ATP und dessen Hydrolyse eine
wichtige Funktion bel der Komplexbildung des Reaktivierungsfaktors mit der Diol-
Dehydratase einnimmt. Die ADP-Form des Reaktivierungsfaktors bildet einen engen
Komplex mit dem Apoenzym, wodurch die Bindung des modifizierten Coenzyms an die
Dehydratase gelost wird. Bei der ATP-Form dagegen konnte keine Komplexbildung
zwischen den beiden Proteinen beobachtet werden. Es ist daher moglich, dal die
ATP-Hydrolyse eine Konformationsdnderung des Reaktivierungsfaktors von einer , low-
affinity* zu einer ,high-affinity“-Form fir die Dehydratase induziert. Der Komplex
zwischen der ADP-Form des Reaktivierungsfaktors und der Dehydratase ist jedoch auch bei
Zugabe von Coenzym B,, inaktiv. Erst die Zugabe von ATP und die daraus resultierende
Dissoziation des Komplexes fuhrt zu aktiver Diol-Dehydratase. Somit besitzt ATP zwei
Funktionen bei der Reaktivierung der Dehydratasen. Zum einen geht durch die ATP-
Hydrolyse der Reaktivierungfaktor in eine , high-affinity“-Form fir die Dehydratase Uber,
zum anderen bewirkt es die Dissoziation des Komplexes. Eine durch ATP-Hydrolyse
hervorgerufene Konformationsanderung mit einer resultierenden Veranderung der Affinitat
zum Substrat ist vom Chaperon DnaK bereits bekannt (RUDIGER et al., 1997). DnaK ist
das zentrale Protein der Chaperon-Maschinerie aus E. coli. Die Funktionsweise der
Chaperone aus E. coli, die mal3geblich am Erhalt der nativen Konformation von Proteinen in
der Zelle beteligt sind (GEORGOPOLOUS und WELCH, 1993), ist schon seit mehreren
Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Der Chaperon-Zyklus wird in E. coli durch die
Bindung eines denaturierten oder teillweise ungefateten Peptids an Dnal initiiert
(s. Abbildung 49). Dieser Komplex wird von DnaK erkannt, wodurch es wie oben
beschrieben durch ATP-Hydrolyse und Konformationsdnderung von DnaK zur Ausbildung
eines terndren Komplexes aus je zwei Molekilen DnaK und Dnal mit dem Substrat kommt.
Alternativ kann das Peptid abhangig von seiner Sekundérstruktur auch zunéchst an DnaK
und dann an Dnal binden. Der ternare Komplex, in dem das gebundene Substrat vor

Aggregation geschiitzt ist, wird durch den Nukleotidaustauschfaktor GrpE aufgelst. Dabei
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kommt es wahrscheinlich zunéchst zur Dissoziation von Dnal. Anschlief3end wird durch die
Assoziation von ATP an DnaK der GrpE-DnaK-Komplex gelést. Das ATP-gebundene
DnaK setzt aufgrund seiner niedrigen Affininitét zum Substrat dieses frei und kann neues
Substrat binden (HARTL, 1996; RUDIGER et al., 1997). Das aus dem Chaperon-Zyklus
freigesetzte Peptid liegt noch nicht in der nativen Konformation vor. Ist eine spontane
Faltung nicht moglich, kann es entweder den Zyklus nochmals durchlaufen oder an die
Chaperonine GroEL und GroES weitergeleitet werden. Bel einer irreversiblen Schadigung
wird das Peptid von Proteasen abgebaut. Im Gegensatz zu Chaperonen falten Chaperonine
Proteine aktiv. Die Chaperone halten ein Protein im faltungskompetenten Zustand und
verhindern durch Abschirmung der hydrophoben Reste die Aggregation des Substrats. In
vielen Féllen reicht dies aus, damit sich ein Protein spontan in seine korrekte Tertiarstruktur

falten kann (BUKAU et al., 1996; HARTL, 1996; RUDIGER et al., 1997).
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ATP

GrpE

GrpE + ADP
Dnad?

“ Protein
DnaJ DnaK N=nativ
U=ungefaltet

Abbildung 49: Der Chaperon-Zyklusin E. coli (HARTL, 1996; modif.)
(1) Bindung des ungefalteten Substrats an Dnal oder DnaK; (2) ATP-
Hydrolyse, Konformationsdnderung von DnaK sowie Ausbildung des
terndren Komplexes; (3) Durch GrpE induzierter Nukleotidaustausch und
Substratfreigabe; (4) Substrat-Faltung (spontan), Weliterleitung an die
Chaperonine oder nochmaliges Durchlaufen des Chaperon-Zyklus.

Das Chaperon DnaK ist aus drei Doméanen aufgebaut. Die N-terminale Doméne besitzt
ATPase-Funktion. Im Anschlu® daran ist die Peptid-Bindedoméne und der C-terminale
Bereich mit unbekannter Funktion lokalisiert (RUDIGER et a., 1997). Die Peptid-
Bindedomdne von DnaK kann in Abhangigkeit von gebundenem Nukleotid zwel

verschiedene Konformationen einnehmen, die unterschiedliche Affinitdten zum Substrat
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aufweisen (BUCHBERGER et al., 1995; KAMATH-LOEB et a., 1995). DnaK liegt in der
Zelle Uberwiegend in der ATP-Form vor (THEYSSEN et a., 1997; McCARTY et 4.,
1995). In dieser Konformation ist die Peptid-Bindedoméne fir das Substrat frei zuganglich.
Die ATP-Form von DnaK weist eine geringe Affinité zum Peptid auf. Hierdurch wird eine
hohe Austauschrate potentieller Substrate ermdglicht. Wird ein Peptid als Substrat erkannt,
kommt es zur ATP-Hydrolyse. Als Folge davon verschliefdt DnaK die Peptid-Bindedoméne
mit einem flexiblen “Dach* und das Substrat wird auf diese Weise fest gebunden

(s. Abbildung 50; BUCHBERGER et al., 1995; RUDIGER et d., 1997; GETHING, 1996).

Hydrolyse Nukleotid-
austausch

Abbildung 50: Nukleotid-induzierte Konformationséanderung und Substrat-Freigabe
von DnaK (Rudiger et al., 1997)
grau, ATPase-Doméne; schwarz, Nukleotid-Bindedomane; weil3er Kreis,
Substrat.

Die Rate der ATP-Hydrolyse des Reaktivierungsfaktors aus K. oxytoca liegt im selben
Bereich wie die Rate der ,Suicide"-Inaktivierung der Diol-Dehydratase wahrend der

Dehydratisierung von Glycerin (BACHOVCHIN et ., 1977; MORI und TORAYA, 1999).
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Im Vergleich zu anderen ATPasen ist die Rate der ATP-Hydrolyse des
Reaktivierungsfaktors sehr gering. Chaperone weisen jedoch eine &dhnlich geringe
Hydrolyse-Rate auf (BUKAU und HORWICH, 1998). Teile der Aminosduresequenz der
groRen Untereinheit des Reaktivierungsfaktors zeigen hohe Ahnlichkeiten zu DnaK und
anderen Mitgliedern der Hsp70 Familie der Chaperone (MORI et al., 1997; BARDWELL
and CRAIG, 1984). Auch bei DhaF aus C. freundii konnte eine signifikante Ahnlichkeit zu
Hsp70-Chaperonen nachgeweisen werden (Daten nicht gezeigt). Die homologen Regionen
schlieffen die Aminosdurereste ein, die fur die ATP-Bindung wichtig sind (FLAHERTY et
al., 1990; BORK et a., 1992). Daher kann der Reaktivierungsfaktor der Diol- und Glycerin-
Dehydratasen as ein neuer Typ von Chaperonen angesehen werden, der in die
Reaktivierung von inaktivierten Enzymen involviert ist.

Mit Hilfe der erhaltenen Ergebnisse kann der in Abbildung 51 abgebildete M echanismus fir
die Reaktivierung der Dehydratasen durch den Reaktivierungsfaktor postuliert werden.
Dieser Mechanismus dhnelt sehr stark dem vorgestellten Chaperon-Zyklus aus E. coli.
Waéhrend der Dehydratisierung von Glycerin wird sowohl die Glycerin- as auch die Diol-
Dehydratase inaktiviert. Die Inaktivierung wird durch die irreversible Spaltung der
Co-C-Bindung des Coenzym B, hervorgerufen. Das so modifizierte Coenzym bindet an die
Dehydratase und inaktiviert diese. Der Reaktivierungsfaktor bindet nun in seiner ADP-Form
an das inaktivierte Enzym, wodurch die Bindung des modifizierten Coenzyms zur
Dehydratase geschwéacht und dieser abgespalten wird. Durch die Bindung von ATP an den
Reaktivierungsfaktor und der daraus resultierenden Konformationénderung dissoziiert der
Komplex aus Reaktivierungsfaktor und Dehydratase. Die Dehydratase kann nun erneut
enzymatisch aktives Coenzym B,, binden und die Dehydratisierung von Glycerin
katalysieren. Durch eine ATP-Hydrolyse entsteht ein aktiver ADP-Reaktivierungsfaktor-
Komplex. Das abgespatene modifizierte Coenzym wird im weiteren durch eine
ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase-Aktivitdt des DhaHI-Komplexes in enzymatisch
aktives Coenzym B,, Uberfuhrt. Eventuell ist der DhaFG-Komplex an einem Transport des

modifizierten Coenzyms und aktivem Coenzym B, beteiligt.
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Produkt Substrat
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Abbildung51: Mdglicher Mechanismus der Reaktivierung von inaktivierter
Glycerin-Dehydratase durch den Reaktivierungsfaktor
E, Apo-Dehydratase; RF, Reaktivierungsfaktor; AdoH,
5'-desoxyadenosin; CBL, Cobalamin.

4.5 Ausblick

Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit hervorgegangenen Ergebnisse erdéffnen sich
eine Reihe interessanter Aspekte fiir weitergehende Untersuchungen.

Durch die Uberproduktion der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum
und die anschlieRende Reinigung durch Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-Agarose
liegen die beiden Enzyme in ausreichender Menge und Reinheit fir eine Kristallisation vor.
Da die Kristallstruktur der Diol-Dehydratase aus K. oxytoca nicht vollstandig ist und nur
eine relativ geringe Auflésung zeigt, wéare es sehr interessant, die beiden Glycerin-
Dehydratasen zu kristallisieren. Die Strukturaufkldrung und ein Vergleich mit der Diol-
Dehydratase konnten neue Erkenntnisse Uber die schnellere Glycerin-Inaktivierung der

Diol-Dehydratase im Vergleich zur Glycerin-Dehydratase liefern. Desweiteren kénnte durch
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die Kristalisation der Enzyme mit einem inaktiven B,-Analogon, das Uber eine
Adenosyleinheit verflgt, die Bindung des Adenosyl-Restes zur Dehydratase aufgeklart
werden. Zu diesem Zweck konnte man AdoChi-Me einsetzten, welches an die Dehydratase
mit hoher Affinitét bindet jedoch katalytisch nicht aktiv ist.

Im Gegensatz zum DhaFG-Komplex aus C. freundii konnte der partiell gereingte Komplex
aus Cl. pasteurianum die inaktivierte Dehydratase nicht reaktivieren (s. 3.5.6). Die
Versuche zur Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase aus Cl. pasteurianum sollten nach
Erarbeitung eines verbesserten Protokolls fur die heterologe Produktion und Reinigung des
DhaFG-Komplexes wiederholt werden. Eine Charakterisierung des Reaktivierungsfaktors
konnte dann ebenfalls erfolgen. Neben der Untersuchung der Reaktivierung der Glycerin-
Dehydratase aus Cl. pasteurianum sollten Versuche zur Spezifitédt des DhaFG-Komplexes
dabei im Vordergrund stehen.

Durch die Identifizierung und Charakterisierung der Reaktivierungsfaktoren der Diol- und
Glycerin-Dehydratasen wurde die Diskrepanz zwischen Wachstum von K. oxytoca und
C.freundii auf Glycerin einerseits und der Inaktivierung der Dehydratasen bei der
Umsetzung dieses Substrats andererseits beseitigt. Der Mechanismus der Reaktivierung und
die Wirkungsweise der Reaktivierungsfaktoren ist noch nicht vollstandig aufgeklart. Der
Reaktivierungsfaktor bindet in seiner ADP-Form mit hoher Affinitdt an den inaktiven
Enzym-Cyano-B,,-Komplex. Dagegen konnte nur eine schwache Komplexbildung
beobachtet werden, wenn die Dehydratase durch das Coenzym B,,-Analogon AdoPeChl
inaktiviert wurde (MORI und TORAY A, 1999). Das Analogon besitzt einen Adeninring als
oberen axialen Liganden. Die Affinitdt des Reaktivierungsfaktors zur Dehydratase scheint
daher grofRer zu Enzym-gebundenen Analoga ohne Adeninrest zu sein. Diese Unterschiede
in der Affinitét sind bisher nicht untersucht worden. Desweiteren ist die Abspaltung des
modifizierten Coenzyms von der Dehydratase im Rahmen der Komplexbildung zwischen
Enzym und Reaktivierungsfaktor nicht aufgeklart. Eine Kristallisation des Komplexes aus
Dehydratase und Reaktivieungsfaktor konnte darlber Aufschlufld geben. Dabel lief3e sich
auch Uberprufen, inwieweit die kleine Untereinheit des Reaktivierungsfaktors an der

Dissoziation des modifizierten Coenzyms beteiligt ist. Die Charakterisierung des
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Reaktivierungsfaktors aus C. freundii hatte gezeigt, dal? dieser B,, binden kann (s. 3.6.5).
Durch die Kristallisation des Reaktivierungsfaktors in Gegenwart von B,, kdnnte die
B,,-Bindestelle am DhaFG-Komplex identifiziert werden. Ferner konnten Unterschiede in
der B,,-Bindung zwischen der ADP- und ATP-Form des Reaktivierungsfaktors sichtbar
gemacht werden. Fir diese Untersuchungen konnte auch das im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierte, radioaktiv-markierte Coenzym B, herangezogen werden.

Durch die Klonierung und Expression der Gene dhaH und dhal aus C. freundii und die
anschlief3ende Reinigung der korrespondierenden Genprodukte kdnnte untersucht werden,
ob der Komplex aus DhaH und Dhal eine ATP-Corrinoid-Adenosyltransferase Aktivitét
besitzt. Sequenzvergleiche auf Aminosaureebene hatten gezeigt, dald DhaH und Dhal hohe
Ahnlichkeit zur Adenosyltransferase aus S. typhimurium aufwiesen (JOHNSON et al, 2001).
Durch Zugabe einer Adenosyltranferase zum Reaktivierungsansatz unter reduzierenden
Bedingungen kdnnte untersucht werden, ob dadurch die Reaktivierungsreaktion unabhéngig
von der Zugabe von enzymatisch-aktivem Coenzym B,, ist. Hiermit kdnnte der Bewels
erbracht werden, dal3 die Adenosyltransferase und der DhaFG-Komplex gemeinsam die
Reaktivierung der Glycerin-Dehydratase bewirken.

1,3-Propandiol ist, wie schon in der Einleitung erwéghnt, von grofRem wirtschaflichem
Interesse. Zur Zeit wird 1,3-Propandiol industriell durch einen kostenintensiven, petro-
chemischen Prozel3 nach dem Shell-Verfahren hergestellt. Daher untersucht die
Fa. Genencor (USA) die Mdglichkeit, 1,3-Propandiol durch ein biotechnologisches
Verfahren herzustellen. Dabei wurde ein rekombinanter E. coli-Stamm entwickelt, der die
Gene fir die Diol-Dehydratase, den Reaktivierungsfaktor und die 1,3-Propandiol-
Dehydrogenase aus K. oxytoca besitzt. Desweiteren enthédlt dieser Stamm die Gene aus
Saccharomyces cerevisiae, die fir die Dihydroxyaceton-3-Phosphat-Dehydrogenase und die
Glycerin-3-Phosphat-Phosphatase zur Umsetzung von Glucose zu Glycerin kodieren
(CHOTARI et a., 2000). Im Gegensatz zu Glycerin sind Glucose bzw. Glucose-haltige
Zuckerabfdlle ein kostenguintigeres Substrat und zudem in grof3en Mengen verflgbar. Mit
Hilfe dieses rekombinanten Stammes konnte im Vergleich zu 1,3-Propandiol-

produzierenden Wildtypen (70 g/l in 40 h) eine sehr viel hohere 1,3-Propandiol-Produktion
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erzielt werden (200 g/l in 40 h). Wachstumsstudien haben bewiesen, da3 Coenzym B,,
limitierend for das Wachstum auf Glycerin und 1,2-Propandiol ist. Durch die
Uberproduktion von PduO wurde die Generationszeit von S typhimurium auf
1,2-Propandiol von 8,4 auf 5,8 h gesenkt (JOHNSON et al., 2001). Diese Beobachtung und
die Identifizierung der Adenosyltransferase ist entscheidend fur die Entwicklung von
biotechnologisch-relevanten  rekombinanten Bakterienstémmen zur Produktion von
1,3-Propandiol. Desweiteren wird die zur 1,3-Propandiol-Produktion genutzte Diol-
Dehydratase wahrend der Umsetzung von Glycerin inaktiviert. Da Glycerin-Dehydratasen
im Vergleich zu Diol-Dehydratasen weniger schnell durch Glycerin inaktiviert werden,
wére ein industrieller Einsatz dieser Enzyme sinnvoll. Durch die Uberproduktion der
Adenosyltransferase und des im Rahmen dieser Arbeit isolierten Reaktivierungsfaktors der
Glycerin-Dehydratase kénnte eine Steigerung der Effizienz der 1,3-Propandiol-Produktion

erreicht sowie der Verbrauch und damit die Kosten fir B,, gesenkt werden.
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5

Zusammenfassung

Die Strukturgene der Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum
wurden nach Klonierung in den Vektor pSK+ heterolog in E. coli exprimiert. Die
anschlief?ende Reinigung der produzierten Proteine erfolgte mittels des bei der
Klonierung angehangten His,-Tags durch Affinitétschromatographie an Ni*-NTA-
Agarose. Die Ausbeute betrug im Fal des Enzyms aus C. freundii 30 %, die
spezifische Aktivitét lag bei 10,3 U/mg. Bei der Reinigung der Glycerin—-Dehydratase
aus Cl. pasteurianum wurde eine Ausbeute von 53 % erreicht. Das Enzym wies eine

spezifische Aktivitét von 3,6 U/mg auf.

Die gereinigten Glycerin-Dehydratasen aus C. freundii und Cl. pasteurianum wurden
in Gegenwart des Substrats Glycerin im Verlauf der Katalyse inaktiviert. Dabel war
die Rate der Inaktivierung der Dehydratase aus Cl. pasteurianum gegentiber dem
Enzym aus C.freundii 2-fach erhtht. Kein signifikanter Aktivitétsverlust wurde
dagegen bei der 50 minitigen Inkubation der Glycerin-Dehydratasen mit

1,2-Propandiol als Substrat verzeichnet.

Northern-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA, die aus auf Glucose oder Glycerin
gewachsenen C. freundii- und Cl. pasteurianum-Zellen isoliert worden war, zeigten,
dai3 die Gene des dha-Regulons nur in Gegenwart von Glycerin exprimiert werden.
Ferner bilden bel C. freundii die Strukturgene der Glycerin-Dehydratase und das
dhaF-Gen ein gemeinsames Operon. Das dhaG-Gen wird zusammen mit dem Gen fir
die 1,3-Propandiol-Dehydrogenase transkribiert. Im Gegensatz zu C. freundii sind bei
Cl. pasteurianum die beiden Gene dhaG und dhaF zusammen mit den Strukturgenen

fur die Glycerin-Dehydratase in einer Transkriptionseinheit organisiert.
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4. Die Gene dhaF und dhaG aus C. freundii konnten nach Klonierung in den
Expressionsvektor pKK223-3 heterolog in E. coli exprimiert werden. Durch das
Anhangen der Sequenz fir einen His,-Tag wurde die anschlieffende Reinigung der
Proteine mit Hilfe einer Affinitdtschromatographie an Ni**-NTA-Agarose
durchgefiihrt. Dabel konnte DhaF im Gegensatz zu DhaG bis zur elektrophoretischen
Homogenité gereinigt werden. Die Identitét der Banden wurde durch Western-Blot-
Analysen mit einem gegen den His;-Tag gerichteten Antikorper nachgewiesen. DhaF
besitzt eine Molekularmasse von 64 kDa und bildet im nativen Zustand einen dimeren
Komplex mit einer Molekularmasse von 120 kDa. DhaG weist eine Molekularmasse

von 14 kDa auf.

5. Die heterologe Koexpresion der Gene dhaG und dhaF aus C. freundii und
Cl. pasteurianum erfolgte ebenfalls nach Klonierung in den Expressionsvektor
pKK?223-3. Die Reinigung der Komplexe wurde analog zur Reinigung der Proteine
DhaF und DhaG mit einer Affinitatschromatographie an Ni*-NTA-Agarose
durchgefihrt. Dabei konnte im Gegensatz zum DhaFG-Komplex aus C. freundii der
Komplex aus Cl. pasteurianum nur partiell gereinigt werden. SDS- und Western-Blot-
Anaysen zeigten, da? sich die DhaFG-Komplexe wie erwartet aus zwei
Untereinheiten mit Molekularmassen von 64 und 14 kDa zusammensetzten. Die
nativen Molekularmassen der DhaFG-Komplexe betrugen jeweils 150 kDa. Dies

entspricht einer Zusammensetzung von a,b,.

6. Der DhaFG-Proteinkomplex aus C. freundii war in der Lage, Glycerin-inaktivierte
Glycerin-Dehydratase aus demselben Organismus zu reaktivieren und die
Inaktivierung des Enzyms in Gegenwart von Glycerin zu verhindern. Desweiteren
konnte durch den Reaktivierungsfaktor O,-inaktivierte Glycerin-Dehydratase
reaktiviert werden. Eine Aktivierung des inaktiven Cyano-B,,-Dehydratase-

Komplexes wurde ebenfals beobachtet. Die Reaktivierung von Glycerin- und
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O,-inaktivierter Dehydratase sowie die Aktivierung des inaktiven Cyano-B,,-
Dehydratase-Komplexes war dabei strikt abhéngig von der Anwesenheit von
ATP/MQgCl, und freiem Coenzym B,,. Demgegeniber war der partiell gereinigte
DhaFG-Komplex aus Cl. pasteurianum nicht in der Lage, die inaktivierte Glycerin-

Dehydratase aus demselben Organismus zu reaktivieren.

7.  Untersuchungen zur Substratspezifitét des DhaFG-Komplexes aus C. freundii zeigten,
dal3 das Protein ebenfalls die Glycerin-Dehydratase aus K. pneumoniae reaktivieren
kann. Der Grad der Reaktivierung lag dabei im gleichen Rahmen wie der des Enzyms
aus C.freundii. Eine Reaktivierung der inaktivierten Glycerin-Dehydratase aus
Cl. pasteurianum und der Diol-Dehydratasen aus K. oxytoca und S typhimurium

konnte nicht beobachtet werden.

8.  Die Untersuchungen der durch den DhaFG-Komplex aus C. freundii katalysierten
Reaktivierungsreaktion bewies, da diese nicht auf eine Umwandlung von
enzymatisch-inaktivem Cobalamin in aktives Coenzym B,, durch ene
Adenosyltransferaseaktivitat zurlickzufihren ist. Eine solche Aktivitéat konnte fir den
DhaFG-Komplex und das partiell gereinigte DhaH-Protein nicht detektiert werden.
Spektroskopische Analysen zeigten, dal3 die Reaktivierung der Dehydratase durch den
DhaFG-Komplex auf einem ATP-abhéngigen Austausch von am Enzym gebundenen
inaktiven Cobalamin gegen freies Coenzym B,, beruht. Hinweise auf eine dafir
notwendige  Komplexbildung  zwischen  Glycerin-Dehydratase  und  dem
Reaktivierungsfaktor konnten ebenfalls erbracht werden. Ferner deuten die Fahigkeit
des DhaFG-Komplexes zur spezifischen Interaktion mit Vitamin B,,-Agarose und
Dot-Blot-Analysen mit radioaktiv markiertem B,, auf eine direkte B,,-Bindung des

Reaktivierungsfaktors hin.
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9. Der Reaktivierungsfaktor aus C. freundii besitzt eine geringe aber konstante ATP-
Hydrolyse-Aktivitét. Die Rate der ATP-Hydrolyse ist sowohl unter reaktivierenden als
auch nicht-reaktivierenden Bedingungen gleich. Das DhaF-Protein alein hydrolysiert
ATP mit der gleichen Rate wie der DhaFG-Komplex. Desweiteren ist DhaF in der
Lage, ATP zu binden. Somit ist die DhaF-Untereinheit die ATPase des DhaFG-

Komplexes.
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